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Nazov: Peptidomimetické inhibitory proteaz

Anotacia:

Su opisané peptidomimetické zliceniny vieobecného vzor-
ca (I) pouzitené ako inhibitory proteaz, obzvlast ako inhi-
bitory serinovych protedz a predovietkym ako inhibitory
NS3 proteaz virusu hepatitidy C; medziprodukty na ich vy-
robu; ich priprava vratane stereoselektivneho spdsobu vy-
roby medziproduktov. TieZ su opisané farmaceutické kom-
pozicie a pouzitie zIi¢enin na inhibiciu HCV protedz alebo
na lie¢enie pacienta trpiaceho HCV infekciou alebo fyzio-
logickymi stavmi, ktoré s fiou stvisia, farmaceutické kom-
binicie, ktoré obsahujii okrem jedného alebo viacerych in-
hibitorov HCV serinovej protedzy jeden alebo viacero in-
terferénov, ktoré sit uginné proti HCV a/alebo jednu alebo
viacero zlu€enin, ktoré st G¢inné proti HCV, a farmaceu-
ticky prijatelny nosi&.
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PEPTIDOMIMETICKE INHIBITORY PROTEAZ

Oblast’ techniky

PredloZzeny vynalez sa tyka peptidomimetickych zlu¢enin a
medziproduktov na ich vyrobu, ich pripravy vratane stereoselektivheho spdsobu
vyroby  medziproduktov,  farmaceutickych ~ kompozicii, = obsahujucich
peptidomimetické zluceniny a pouZitia peptidomimetickych zlG&enin alebo
kompozicii sich obsahom ako inhibitorov proteaz, najma ako inhibitorov
serinovych proteaz a predovSetkym ako inhibitorov NS3 protedz virusu
hepatitidy C ("THCV”). Peptidomimetické zluCeniny, ako su inhibitory HCV NS3
proteaz, su obzvlast vhodné na interferenciu so Zivotnym cyklom virusu
hepatitidy C a pri lieceni alebo prevencii HCV infekcii alebo fyziologickych
stavov, ktoré snou slvisia. Prediozeny vynalez sa tiez tyka spdsobov
vykonavania kombinacnej terapie na inhibiciu replikacie HCV v bunkéach alebo
na lieCenie alebo prevenciu HCV infekcie u pacienta pouZitim
peptidomimetickych zlu€enin alebo farmaceutickych kompozicii alebo suprav a
farmaceutickych baleni vytvorenych na tento ucel. Farmaceutické kompozicie
podla predloZeného vynalezu su také, ktoré obsahujt inhibitor HCV serinovej
protedzy v kombinacii s interferonom, ktory je ucinny proti HCV; inhibitor HCV
serinovej proteazy v kombinacii so zliceninou, inou ako interferon, ktora je
ucinna proti HCV; alebo inhibitor HCV serinovej protedzy v kombinacii
s interferdbnom, ktory je Gcinny proti HCV i so zlu¢eninou, inou ako interferdn,
ktora je ucinna proti HCV. PredloZeny vynalez sa dalej tyka stereoselektivnych
spésobov  pripravy  chirdlnych  bicykloprolinatovych ~ medziproduktov,

pouzitelnych pri syntéze peptidomimetickych zlucenin.

Doterajsi stav techniky

Infekcie sposobené virusom HCV predstavuji zavazny problém
v humannej medicine a v siéasnosti sa uznavaju ako pricina vacsiny pripadov

hepatitidy, ktora nie je typu A alebo B.
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Predpoklada sa, Zze 3 % svetove] populacie su chronicky infikované
virusom HCV (A. Alberti a kol., "Natural History of Hepatitis C”, J. Hepatology,
31, (Suppl. 1), 17 - 24 (1999)). V samotnych Spojenych Statoch je uroven
infekcie 1,8 % alebo 3,9 miliénov osdb (M. J. Alter, "Hepatitis C Virus Infection
in the United States”, J. Hepatology, 31 (Suppl. 1), 88 - 91 (1999)). U viac ako
70 % pacientov sa vyvinie chronicka infekcia, ktora sa poklada za hlavnu
pric¢inu cirhozy a hepatocelularneho karcindému (D. Lavanchy, "Global
Surveillance and Control of Hepatitis C”, J. Viral Hepatitis, 6, 35 - 47, 1999)).

Replikacia HCV zahrfiuje genomicke kddovanie polyproteinu s 3010 -
3033 aminokyselinami (Q.- L. Choo a kol., "Genetic Organization and Diversity
of the Hepatitis C Virus”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 2451 - 2455 (1991)),
N. Kato a kol., "Molecular Cloning of the Human Hepatitis C Virus Genome from
Japanese Patients with Non-A, Non-B Hepatitis”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
87, 9524 - 9528 (1890); A. Takamizawa a kol., "Structure and Organization of
the Hepatitis C Virus Genome Isolated from Human Carriers”, J. Virol., 65, 1105
- 1113 (1991)). Predpoklada sa, Ze HCV neStrukturalne (NS) proteiny
predstavuju zakladny katalyticky mechanizmus virusovej replikacie. NS proteiny
vznikajl proteolytickym $tiepenim polyproteinu (R. Bartenschlager a kol
"Nonstructural Protein 3 of the Hepatitis C Virus Encodes a Serine-Type
Proteinase Required for Cleavage at the NS3/4 and NS4/5 Junctions”, J. Virol,
67, 3835 - 3844 (1993); A. Grakoui a kol., "Characterization of the Hepatitis C
Virus-Encoded Serine Proteinase: Determination of Proteinase-Dependent
Polyprotein Cleavage Sites”, J. Virol., 67, 2832 - 2843 (1993); A. Grakoui a kol.,
"Expression and ldentification of Hepatitis C Virus Polyprotein Cleavage
Products”, J. Virol., 67, 1385 - 1385 (1993), L. Tomei a kol., "NS3 is a serine
protease required for processing of hepatitis C virus polyprotein”, J. Virol., 67,
4017 - 4026 (1993)). Ukazalo sa, ze prvych 181 aminokyselin NS3 (zvysky
1027 - 1207 virusového polyproteinu) obsahuju oblast serinovej proteazy NS3,
ktora spracovava véetky $tyri dalej nasledujice miesta HCV polyproteinu (C.
Lin a kol, "Hepatitis C Virus NS3 Serine Proteinase: Trans-Cleavage
Requirements and Processing Kinetics”, J. Virol., 68, 8147 - 8157 (1994)).
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HCV NS protein 3 (NS3) ma ucinok serinovej proteazy, ktory pomaha pri
spracovani vacsiny virusovych enzymov, a teda sa poklada za podstatny pre
replikaciu a infekéné vlastnosti virusu. DoleZitost NS3 protedzy sa vyvodila
z faktu, Ze mutacie NS3 proteazy vo viruse Zzltej horGCky znizuju infekénost
virusu (T. J. Chambers a kol., "Evidence that the A-terminal Domain of
Nonstructural Protein NS3 From Yellow Fever Virus is a Serine Protease
Responsible for Site-Specific Cleavages in the Viral Polyprotein”, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87, 8898 - 8902 (1990)). Nedavno sa dokazalo, ze mutacie
aktivneho miesta HCV NS3 proteazy mdézu upine odstranit HCV infekciu
v Simpanzom modeli (C. M. Rice a kol., "Hepatitis C virus-encoded enzymatic
activities and conserved RNA elements in the 3'-nontranslated region are
essential for virus replication /n viva”, J. Virol., 74 (4), 2046 - 2051 (2000)). HCV
NS3 serinova proteaza sa tiez poklada za podstatnu pre replikaciu virusu ako
taka a snou suvisiaci kofaktor NS4A, pomaha pri spracovani vsetkych
enzymov virusu. Zda sa, Ze toto spracovanie je analogické spracovaniu
aspartylovej proteazy u virusu fudskej imunitnej nedostato¢nosti ("HIV"). Okrem
toho demonstrované pouzitie inhibitorov HIV protedz ako potencialnych
protivirusovych ¢inidiel u Cloveka ukazuje, Ze preruSenie etapy spracovania
protedazového proteinu v Zivotnom cykle virusu poskytuje terapeuticky uéinné
¢inidla. V dosledku toho su proteazové enzymy atraktivnym ciefom pri hladani
novych lieCiv.

Bolo opisanych niekolko potencialnych inhibitorov HCV proteaz.
Publikované PCT prihlasky ¢. WO 00/09558, WO 00/08543, WO 99/64442,
WO 99/07733, WO 99/07734, WO 99/50230, WO 98/46630, WO 98/17679 a
WO 97/43310, US patent ¢. 5,990,276, M. Llinas-Brunet a kol., Bioorg. Med.
Chem. Lett., 8, 1713 - 1718 (1998), W. Han a kol., Bioorg. Med. Chem. Lett,,
10, 711 - 713 (2000), R. Dunsdon a kol., Bioorg. Med. Chem. Lett., 10, 1571 -
1579 (2000), M. Llinas-Brunet a kol., Bioorg. Med. Chem. Lett., 10, 2267 - 2270
(2000) a S. LaPlante a kol., Bicorg. Med. Chem. Lett., 10, 2271 - 2274 (2000)
vietky opisuji potencialne inhibitory HCV NS3 proteaz. Nanestastie,
v sti¢asnej dobe v8ak nie sU k dispozicii Ziadne inhibitory serinovych proteaz

ako cinidla proti HCV.
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V skutoénosti nie sU k dispozicii zZiadne terapie proti HCV s vynimkou
interferonu-a, kombinacie interferonu-a/ribavirus a v nedavnej dobe pegylovany
interferon-o. Udrzatelné pomery odozvy u terapii interferénom-o a kombinaciou
interferon-c/ribavirin su véak zvy¢ajne nizke (< 50 %) a vedlajSie UCinky
sposobené tymto spdsobom liecby st zvyCajne vyznamné a zavazné (M. A.
Walker, "Hepatitis C Virus: an QOverview of Current Approaches and Progress’,
DDT, 4, 518 - 529 (1999); D. Moradpour a kol., "Current and Envolving
Therapies for Hepatitis C", Eur. J. Gastroenterol. Hepatol., 11, 1199 - 1202
(1999), H. L. A Janssen a kol., "Suicide Associated with a-Interferon Therapy
for Chronic Viral Hepatitis”, J. Hepatol.,, 21, 241 - 243 (1994); a P. F. Renault a
kol., "Side effects of alpha interferon”, Seminars in Liver Disease, 9, 273 - 277
(1989)). Okrem toho interferonové terapie indukuju dihodoby Ustup choroby len
u zlomku pripadov (priblizne 25 %) (O. Weiland, "Interferon Theraphy in
Chronic Hepatitis C Virus Infection”, FEMS Mikrobiol. Rev., 14, 279 - 288
(1994)). Vyssie uvedené problémy liecenia pomocou interferonu-c. dokonca
viedli k vyvoju a klinickym skuskam pegylaéne derivatizovanych zlicenin na
zéklade interferénu-a ako zlepsenych lieciv proti HCV.

Vzhiadom k st&asnej situacii tykajucej sa lie¢iv proti HCV je zrejmé, ze
pretrvava potreba ucinnejsich a lepSie znasanych sposobov lieCenia.

Okrem toho sa syntéza zloZitych peptidomimetickych zlicenin dlho
brzdila nestereoselektivnou povahou vacsiny sposobov organickej syntézy. Je
dobre zname, Ze terapeuticky Uginok enantiomérov peptidomimetickych
zligenin sa meni v irokych rozmedziach. Ziskanie takychto stereo$pecifickych

sposobov syntézy je preto velkym prinosom.

Predchadzajuce pokusy syntetizovat chiralne $pecifické
bicykloprolinatové medziprodukty, pouZitelné pri  syntéze terapeutickych
peptidomimetickych inhibitorov protedz diho trpeli kvéli tomu, Ze neboli
enantioselektivne alebo diastereoselektivne alebo zahriiovali dlhé postupnost
krokov syntézy alebo boli nevhodné na pripravu velkého mnozstva produktu.
Preto tie? existuje potreba spdsobov pripravy velkych mnozstiev

bicykloprolinatov  diastereoselektivnym  spésobom  a v enantiomericky
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obohatenej forme.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez sa tyka peptidomimetickej zluCeniny vSeobecného

vzorca 1:

v ktorom
R®  je vazba alebo diflusrmetylén;

R’ je atdm vodika, pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne
substituovana cyklickad skupina alebo pripadne substituovana aromaticka
skupina,

R? a R® st kazdy nezavisle pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne
substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka
skupina;

R® R® a R’ su kazdy nezavisle (pripadne substituovana alifaticka skupina,
pripadne substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana
aromaticka skupina), (pripadne substituovany metylén alebo pripadne
substituovany etylén), pripadne substituovany (1,1- alebo 1,2-)-
cykloalkylén alebo pripadne substituovany (1,1- alebo 1,2-)-

heterocyklylén;

R* R® R®a R su kazdy nezavisle atom vodika alebo pripadne substituovana

alifaticka skupina;
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je substituovany monocyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne
substituovany multicyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne substituovany
multicyklicky azaheterocyklenyl, v ktorom nenasytenost je v kruhu
vzdialenom od kruhu nestceho skupinu R*-L-(N(R®)-R-C(0)-).N(R®)-R"-
C(O)-N a ku ktorému je viazana skupina -C(O)-N(R*)-R*-C(0)C(0).R°R";

L je-C(O)-, -OC(O)-, -NR'°C(0)-, -8(0),- alebo -NR'*S(0),-;
a
n je 0 alebo 1,

alebo jej farmaceuticky prijatelna sol alebo prekurzor alebo solvat takejto

zlugeniny, jej soli alebo jej prekurzora,

4 2
s podmienkou, Ze pokial DQ\J je substituovany ,{N_\}\ ,pbotom L e
-0OC(O)- a R® je pripadne substituovana alifatickd skupina alebo aspo# jeden
zR® R® a R’ je (pripadne substituovana alifatickd skupina, pripadne
substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovand aromaticka
skupina) (pripadne substituovany etandiyl), alebo R* je pripadne substituovana

alifaticka skupina.

Predlozeny vynalez sa tieZz tyka zliCeniny, ktora ma Struktamy

v§eobecny vzorec:

v ktorom

R’ je atém vodika, pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne

substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka
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skupina;

R? a R® st kazdy nezavisle pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne
substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka
skupina;

R’ R® a R” su kazdy nezavisle (pripadne substituovana alifaticka skupina,
pripadne substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana
aromaticka skupina) (pripadne substituovany metandiyl alebo pripadne

substituovany etandiyl);

R* R® R®a R'" su kazdy nezavisle atém vodika alebo pripadne substituovana

alifaticka skupina;

TN
& je substituovany monocyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne
B substituovany multicyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne substituovany
multicyklicky azaheterocyklenyl, v ktorom nenasytenost je vkruhu
vzdialenom od kruhu nesdceho skupinu RQ-L—(N (RB)—R7—C(O)-)n N(RS)-
R-C(O)-N, a ku ktorému je viazana skupina -C(O)-N(R*)-R’-
C(0)C(0).R°R’;

L je-C(O)-, -OC(0)-, -NR"C(O)-, -S(O).- alebo -NR'°S(0),-;
a
n je 0 alebo 1,

alebo jej farmaceuticky prijatelna sol alebo prekurzor, alebo solvat takejto

zliEeniny, jej soli alebo jej prekurzora,

N .
) 7
s podmienkou, ze pokial N je substituovany ,{N_<j\ ,potom L je

-OC(0)- a R’ je pripadne substituovana alifaticka skupina, alebo aspon jeden
zR® R® a R’ je (pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne
substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka

skupina) (pripadne substituovany etandiyl) alebo R* je pripadne substituovana
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alifaticka skupina.

PredloZeny vynalez sa tieZ tyka farmaceutickej kompozicie obsahujucej
zliuéeninu véeobecného vzorca 1 a spdsobu pouzitia zlueniny vSeobecného
vzorca 1 na inhibiciu HCV protedzy alebo lieCenie alebo prevenciu HCV

infekcie u pacienta alebo fyziologického stavu vztahujuceho sa k infekcii.

Prediozeny vyndlez sa tieZ tyka stereoselektivneho spésobu pripravy
chiralnej bicykloprolinatovej zlu¢eniny, ktora je medziproduktom pouZitefnym na
pripravu  zlugeniny veobecného vzorca 1. Spdsob syntézy zahriuje

nasledujuce kroky:

(a) Stiepenie a cyklizacia zIUCeniny vSeobecného vzorca 24

v ktorom

CJ je pripadne substituovany cykloalkyl alebo pripadne substituovany

kondenzovany arylcykloalkyl;
R je-COR™;
R'?  je iminovy glycinimidovy adukt;

R je ochranna skupina kyseliny alebo pripadne substituovana alifaticka

skupina;

za podmienok Stiepenia a cyklizacie kvéli vytvoreniu zli¢eniny vSeobecného

vzorca 25
//’M‘\\
{
P‘ K &L'—f
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v ktorom

R je CONR"R', CN;
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alebo -COZR16;
R™ je pripadne substituovana alifaticka skupina;

R'™ je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifatickd skupina; a

(b) ochrana atému dusika laktamovej €asti zlu¢eniny vSeobecného vzorca 25

ochrannou skupinou amidu kvoli vytvoreniu zluceniny vSeobecného vzorca 26

v ktorom
p0 je ochranna skupina amidu;
R" je ako bolo opisané vysSie; a

(c) redukcia zlt¢eniny véeobecného vzorca 26 za redukénych podmienok kvoli

vytvoreniu zli¢eniny v§eobecného vzorca 27
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v ktorom
0 14 . . T
p aR st ako bolo opisané vyssie; a

(d) odstranenie ochrannej skupiny zlG¢eniny vSeobecneho vzorca 27 za
podmienok vhodnych na odstréanenie ochrannej skupiny, kvéli vytvoreniu

zluceniny véeobecného vzorca 28

v ktorom
R™  je ako bolo opisané vyssie.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka vySsie uvedeného spdsobu syntézy,
ktory dalej zahrfiuje krok, vktorom sa zlucenina vSeobecného vzorca 24
pripravi vykonanim Michaelovej adicie iminovej glycinimidovej zluCeniny na

zluceninu véeobecného vzorca 29

v ktorom
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je pripadne substituovany cykloalkenyl alebo pripadne substituovany
kondenzovany arylcykloalkenyl,

R" je-CO,R™;

kde =zluCenina vSeobecného vzorca 29 sa moZe pripravit esterifikaciou

zluéeniny véeobecného vzorca 29a

v ktorom

@ je pripadne substituovany cykloalkenyl alebo pripadne substituovany

kondenzovany arylcykloalkenyl;
R'™ je -CHO, -COR, -C=N alebo -CONR"R'®; a
R'" je ako bolo opisané vysSie.

Odbornik v odbore predovsetkym vie, ze premena ketonov na estery sa
méze dosiahnut napriklad Bayer-Villigerovou reakciou. Premena nitrilov a
amidov na estery sa modZe dosiahnut napriklad vodnou hydrolyzou,
nasledovanou daldou esterifikaciou. Premena aldehydov na estery sa méze

dosiahnut napriklad oxidaciou aldehydu nasledovanou esterifikaciou.

PredloZeny vynalez sa dalej tyka zligeniny vSeobecného vzorca 1,
v ktorej substituenty si zvolené zo slboru, zahrfiujiceho kombinacie

vyhodnych alebo zviastnych uskutoneni, ktoré sa budu definovat.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka zlG€enin vSeobecnych vzorcov 24 - 29,
kde substituenty st zvolené zo suboru, zahriiujiceho kombinacie vyhodnych

alebo zvlastnych uskuto¢neni, ktoré sa budud definovat.
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Predlozeny vynalez sa dalej tyka farmaceutickych kompozicii
obsahujucich okrem jedného alebo viacerych inhibitorov HCV serinovych
proteaz tiez jeden alebo viacero interferonov alebo zli¢enin, ktoré indukuju
tvorbu interferénov, ktoré vykazuji uc€inok proti HCV a/alebo jednu alebo
viacero zlUéenin, ktoré maju HCV aktivitu, vratane imunomodulacnych zltcenin,
ako sU imunostimulaéné cytokiny, vykazujuce HCV protivirusovy ucinok, a

farmaceuticky prijatefny nosic.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka spdsobov lie¢enia alebo prevencie
HCV infekcie u pacienta, ktory ho potrebuje, ktory zahriuje podavanie
uvedenému pacientovi farmaceuticky Uginné mnoZstvo kombinacie jedneho
alebo viacerych inhibitorov HCV serinovych protedz; jedného alebo viacerych
interferonov alebo zluéenin, ktoré indukuju tvorbu interferonu, ktory vykazuje
ucinok proti HCV; a/alebo jednej alebo viacerych zlGgenin, ktoré su Gcinné proti
HCV, vratane imunomodulagnych zli¢enin ako st imunostimulacne cytokiny

vykazujice HCV protivirusovy Ucinok.

Predlozeny vynalez sadalej tyka pouZitia jedného alebo viacerych
inhibitorov HCV serinovych proteaz v kombinacii s jednym alebo viacerymi
interferonmi  alebo zlG¢eninami, ktoré indukuji tvorbu interferénu, ktory
vykazuje u&inok proti HCV a/alebo jednej alebo viacerych ziuCenin, ktore su
Gginné proti  HCV, vratane imunomodulatnych zli€enin  ako su
imunostimuladné cytokiny vykazujice HCV protivirusovy ucinok, na pripravu

lie&iva na lieGenie alebo prevenciu HCV infekcie u pacienta, ktory ho potrebuje.

Predlozeny vynalez sa tieZ tyka sUpravy alebo farmaceutického balenia
na lie¢enie alebo prevenciu HCV infekcie u pacienta, kde suprava alebo
farmaceutické balenie obsahuje dve alebo viacero oddelenych nadobiek, kde
aspon jedna uvedena nadobka obsahuje jeden alebo viacero inhibitorov HCV
serinovych protedz (samotnych alebo v kombinacii s farmaceuticky prijatelnym
nosicom alebo riedidlom), aspon jedna dalsia uvedend nadobka obsahuje
jeden alebo viacero interferonov alebo zligenin, ktoré indukuju tvorbu
interferonu, ktory vykazuje Ucinok proti HCV (samotny alebo v kombinacii

s farmaceuticky prijatelnym nosi¢om alebo riedidlom) a pripadne aspon jedna
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uvedena nadobka obsahuje jednu alebo viacero zli€enin, ktoré si G¢inné proti
HCV (samotné alebo v kombinacii s farmaceuticky prijate/nym nosiCom alebo
riedidlom), vratane imunomodulaénych zluCenin, ako su imunostimulaéné

cytokiny vykazujuce HCV protivirusovy ucinok.

Mnozstvo inhibitora alebo inhibitorov HCV serinovych proteaz,
interferonu alebo interferonov alebo zli€eniny alebo zluéenin s UCinkom proti
HCV vo vysSie uvedenych aplikaciach moze byt farmaceuticky ucinné
mnozstvo, subklinické mnozstvo G¢inné proti HCV alebo ich kombinacie, pokial
vysledna kombinacia inhibitora alebo inhibitorov HCV serinovych proteaz,
interferonu alebo interferonov alebo zluéeniny alebo zliéenin, alebo zlucenin,
ktoré indukuji tvorbu interferénu, ktory vykazuje ucinok proti HCV a/alebo
zli&eniny alebo zlG¢enin, ktoré vykazuja G€inok proti HCV, zahriiuje
farmaceuticky G¢inné mnozstvo zlucenin, ktoré je uCinné na lieCenie alebo

prevenciu HCV infekcie u pacienta.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Vyssie uvedené a dalSie znaky, charakteristiky a vyhody prediozeného
vynalezu budu lepsie pochopite/né po nasledujicom detailnom opise, ktory
vyuziva prilozené obrazky, ktoré su vSetky uvedené len ako ilustracia a

neobmedzuju predloZeny vynalez, kde:

Obr. 1 ukazuje inhibiciu akumulacie HCV replikonovej RNA po 48
hodinach os$etrenia buniek, obsahujucich replikdn, zli€¢eninou CU a

interferonom-o 2B, individuaine alebo v kombinacii.

Obr. 2 graficky ukazuje izobolovl konkavnost, ktor(i vykazuju zluceniny,
pouzivané v kombinacii, ktoré sU antagonistické, aditivne a synergické podfa
spdsobu vypodtu synergie, ako ho opisali Greco, Park a Rustom ((1990)
Application of a New Approach for the Quantitation of Drug Synergism to the
Combination of cis-Diamminedichloroplatinum and 1-p-D-

Arabinofuranosylcytosine, Cancer Research, 50, 5318 - 5327).

Obr. 3 ukazuje geometricky vztah medzi o a zakrivenim izoboly.
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Hypoteticka izobola pre hladinu G¢inku E = 50 % je znazornena priamkovou
izobolou, ktora by sa ¢akala v pripade aditivnosti. M je priesecnik priamky y = x
a hypotetickej izoboly. N je priese¢nik priamky y = x a priamkovej izoboly. O je
zadiatok (0,0). S oznaduje zakrivenie izoboly, kde S = ON/OM. ON je
vzdialenost od O kN a OM je vzdialenost od O kM. Parameter « suvisi

s S rovnicou . = 4 (S*- S).

Obr. 4 ukazuje vypocet izoboly pouZitim spdsobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zluceniny CU a interferonu u-28 (Schering - Plough)

pouzitim 6 riedeni kazdej zli¢eniny v Experimente 1.

Obr. 5 ukazuje vypodet izoboly pouzitim spdsobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zliéeniny CU a interferonu a-2A pouzitim 6 riedeni

kazdej zluceniny v Experimente 2.

Obr. 6 ukazuje vypo&et izoboly pouZitim sposobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zli¢eniny CU a interferonu «-2B (Schering - Plough)

pouZitim 8 riedeni kazdej zligeniny v Experimente 3.

Obr. 7 ukazuje vypocet izoboly pouZitim spdsobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zli¢eniny CU a interferonu a-2A pouzitim 8 riedeni

kazdej zltc¢eniny v Experimente 4.

Obr. 8 ukazuje vypocet izoboly pouZitim spdsobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zlu¢eniny CU a ovCieho interferonu tau pouzitim 8

riedeni kazdej ziuc¢eniny v Experimente 5.

Obr. 9 ukazuje vypodet izoboly pouZitim spdsobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zlugeniny EC a interferénu «-2B (Schering - Plough)

pouzitim 8 riedeni kazdej zluceniny v Experimente 6.

Obr. 10 ukazuje vypolet izoboly pouZitim spdsobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zlu¢eniny EC a interferonu a-2A pouzitim 8 riedeni

kazdej zli¢eniny v Experimente 7.

Obr. 11 ukazuje vypoget izoboly pouZitim spésobu, ktory opisali Greco a

kol., supra, pre kombinaciu zlugeniny CU a interferonu pouzitim 8 riedeni
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kazdej zluceniny v Experimente 8.

Obr. 12 ukazuje vypocCet izoboly pouZitim sp&sobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu zliceniny EP a interferénu «-2B (Schering - Plough)

pouZitim 8 riedeni kazdej zlu¢eniny v Experimente 9.

Obr. 13 ukazuje vypocet izoboly pouZitim spdsobu, ktory opisali Greco a
kol., supra, pre kombinaciu Ribavirinu a interferénu «-2B (Schering - Plough)

pouzitim 8 riedeni kazdej zltGCeniny v Experimente 10.

Obr. 14 ukazuje inhibiciu akumulacie HCV replikénovej RNA spdsobenu
osetrenim replikénovych buniek bud (A) Ribavirinom samotnym alebo (B)
interferonom «-2B samotnym. Na oboch nakresoch je znazornena inhibicia

rovnako ako inhibicia korigovana na cytotoxicitu zlucenin.

Detailny opis predlozeného vynalezu

Obsah kazdého z patentovych dokumentov a dalSich referencii tu

uvedenych je tu v celom svojom rozsahu zahrnuty ako referencia.

Ako sa pouzili vy$sie a ako sa pouzivaju dalej vcelom opise
predlozeného vynalezu, nasledujuce skratky, pokial nie je uvedené inak, maju

nasledujuce vyznamy:

Oznacéenie Reakéné Ginidlo alebo fragment
ACN acetonitril
AIBN 2,2 -azobisizobutyronitril

BOC alebo Boc terc-butylkarbamat

BOP benzotriazol-1-yl-oxytris(dimetylamino)fosfénium
hexafludrfosfat

n-BuszSnH hydrid tri-n-butylcinu

t-Bu terc-butyl

Cbz benzylkarbamat
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chiralny PTC

DAST
DCC
DCM
DIBAL-H
DIC
DIPEA
DMAP

Cinidlo DMP

DMF
DMSO
EA
EDCI
ekv.

Et
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chiralny katalyzator prenosu fazy

(dietylamino)sulfurtrifluorid (Eto,NSF3)
dicyklokarbodiimid

dichlormetan (CH.Cly)
diizobutylaluminium hydrid
1,3-diizopropylkarbodiimid
diizopropyletylamin
4-(N,N-dimetylamino)pyridin

Dess-Martinovao periodinanove Cinidlo

Q Oa¢

/l A=04
770 0aAc

dimetylformamid

dimetylsulfoxid

elementarna analyza
1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid HCI
ekvivalent(y)

etyl



Et,O
EtOH
EtOAc
Et:Si

FMOC

H-Chg-OH
HOAt
HOBT
HOSu
HPLC
LAH

Me

Mel

MeOH

MeOC(O)Cl

MOMCI
MOM

MS

NaBH.
Na;CsHs0s

NMP
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dietyléter
etanol

etylacetat
trietylsilan

9-fluérenylmetoxykarbonyl

Q

A OH

XY

O

1-hydroxy-7-azabenzotriazol
1-hydroxybenztriazol

N-hydroxysukcinamid

vysokovykonna kvapalinova chromatografia

litium aluminium anhydrid
metyl

metyljodid

metanol
metylchlérmravéan
metoxymetylchlorid
metoxymetyl

hmotnostna spektroskopia
bérhydrid sodny

vinan sodny

N-metylpyrolidinon
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NMR nukledrna magneticka rezonancia

P- polymerizaéna védzba

PyBOP benzotriazol-1-yl-oxytris-pyrolidino-fosfonium
hexafluérfosfat

TBD 1,5,7-triazabicyklo[4.4.0]dec-5-en

RP-HPLC vysokotlakova kvapalinova chromatografia s obratenymi
fazami

TBSCI terc-butyldimetylsilylchlorid

TCA kyselina trichléroctova

TFA kyselina trifluéroctova

Tf,0 triflat anhydrid

THF tetrahydrofuran

THP tetrahydropyran

TLC chromatografia na tenkej vrstve

Ako sa pouzivali vysSie a pri opise predloZeného vynalezu, maju

nasledujtce vyrazy, pokial nie je uvedeneé inak, nasledujuce vyznamy:

"Kysly bioizoster” znamena skupinu, ktora ma chemicky a fyzikalne
podobné vlastnosti, ktoré predstavuju Sirokd $kalu podobnych biologickych
vlastnosti s karboxylovou skupinou (pozri Lipinski, Annual Reports in Medicinal
Chemistry, "Bioisosterism in Drug Design”, 21, 283 (1986); Yun, Hwahak
Sekye, "Application of Bioisosterism to New Drug Design’, 33, 576 - 579
(1993); Zhao, Huaxue Tongbao, "Bioisosteric Replacement and Development
of Lead Compounds in Drug Design”, 34 - 38 (1995), Graham, Theochem,
"Theoretical Studies Applied to Drug Design: ab initio Electronic Distributions in
Bioisosteres”, 343, 105 - 109 (1995)). Priklady kyslych bioizosterov zahrfiuju -
C(0)-NHOH, -C(0)-CH,OH, -C(O)-CH.SH. -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoy!, N-metoxykarbamoyl,

heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-
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oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-

1-metylpyrazolyl a podobne.

"Kysla funkéna skupina” znamena skupinu, obsahujucu kysly atém
vodika. Prikiady kyslych funkénych skupin zahriuju karboxyl (-C(O)OH), -C(O)-
NHOH, -C(0O)-CH,OH, -C(0)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoy!, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién, 3,5-dioxo-1,2,4-
oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl, imidazolyl, merkapto a podobne a vhodn( skupinu hydroxy,

ako je skupina hydroxy na aromatickej skupine, napriklad hydroxyfenyl.

"Ochranna skupina kyseliny” znamena lahko odstranite/nl skupinu, o
ktorej je v odbore zname, Ze chrani kysly atom vodika karboxylovej skupiny
proti neZiaducim reakciam v priebehu syntézy, napriklad blokuje alebo chrani
kyslu funkénu skupinu, zatial ¢o prebiehaju reakcie tykajuce sa dalsich
funk&nych miest zluceniny a ochrannl skupinu je mozné odstranit selektivne.
Takéto ochranné skupiny kyselin st dobre zname odbornikom v odbore a
pouZivajl sa na ochranu karboxylovych skupin, ako st opisané v US patentoch
¢ 3,840,556 a 3,719,667, ktoré su tu zahrnuté ako referencie. Priklady
vhodnych ochrannych skupin kyselin st uvedené v monografii T. W. Greene a
P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Chemistry”, John Wiley and
Sons, 1991. Ochranné skupiny kyselin tiez zahriuju hydrogenaéne labilné
ochranné skupiny kyselin, ako su tu definované. Priklady ochrannych skupin
kyselin zahriuju estery, ako je substituovany a nesubstituovany C;-Cg nizsi
alkyl, napriklad metyl, etyl, terc-butyl, metoxymetyl, metyltiometyl, 22,2-
trichloretyl a podobne, tetrahydropyranyl, substituovany a nesubstituovany
fenylalkyl ako je benzyl a jeho substituované derivaty ako je alkoxybenzyl alebo
nitrobenzylové skupiny a podobne, cinamyl, dialkylaminoalkyl, napriklad
dimetylaminoetyl a podobne, trimetylsilyl, substituované a nesubstituované
amidy a hydrazidy, napriklad amidy a hydrazidy skupin N,N-dimetylamin, 7-
nitroindol, hydrazin, N-fenylhydrazin a podobne, acyloxyalkylové skupiny ako je

pivaloyloxymetyl alebo propionyloxymetyl a podobne, aroyloxyalkyl ako je
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benzoyloxyetyl a podobne, alkoxykarbonylalkyl ako je metoxykarbonylmetyl,
cyklohexyloxykarbonyletyl a podobne, alkoxykarbonyloxyalkyl ako je terc-
butyloxykarbonyloxymetyl a podobne, alkoxykarbonylaminoalkyl ako je terc-
butyloxykarbonylaminomety! a podobne, alkylaminokarbonylaminoalkyl ako je
metylaminokarbonylaminometyl ~a podobne, acylaminoalkyl ako je
acetylaminometyl a podobne, heterocyklylkarbonyloxyalkyl ako je 4-
metylpiperazinylkarbonyloxymetyl a podobne, dialkylaminokarbonylalkyl ako je
dimetylaminokarbonylmetyl a podobne, (5-(niz8i alkyl)-2-oxo-1,3-dioxolen-4-
yhalkyl ako je (5-terc-butyl-2-oxo-1,3-dioxolén-4-yl)metyl a podobne a (5-fenyl-
2-0x0-1,3-dioxolén-4-yhalkyl ako je (5-fenyl-2-oxo-1,3-dioxolén-4-yl)-metyl a

podobne.

"Kyselinovo labilnd ochranna skupina aminu” znamena ochrannu
skupinu aminu, ako tu bola definovana, ktora je mozné lahko odstranit
posobenim kyseliny, zatial o zostava relativne stabilnd kinym cinidlam.

Vyhodna kyselinovo labilna ochranna skupina aminu je BOC.

"Alifaticka” skupina znamena alkyl, alkenyl alebo alkinyl, ako tu boli

definované.

"Substituent(y) alifatickej skupiny” znamenaji substituenty, viazané k
alifatickej skupine, ako tu bola definovana, zahriuju skupiny aryl, heteroaryl,
hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analdg,
cyklylkarbonyl alebo jehc tioxo analog, aroyl alebo jeho tioxo analdg,
heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, atdbm halogénu, skupiny nitro, kyano, karboxy (kyselina),
-C(O)-NHOH, -C(O)-CH,0H, -C(0)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-
oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbony/, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl,
heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl,
alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol,

32069/8



21

metylén (H.C=), oxo (0=), tioxo (S=), Y'Y’N-, Y'Y’NC(O)-, Y'Y’NC(0)O-,
Y'YINC(OINY, Y'Y?NSO,- alebo Y’SO,NY'- kde R® je ako tu bolo
definované, Y' a Y? st nezavisle od seba atom vodika, skupiny alkyl, aryl alebo
heteroaryl a Y? je alkyl, cykloalkyl aryl alebo heteroaryl alebo v pripade
substituentu Y'Y2N- jeden zY' a Y’ moze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,
heteroaroyl,  alkoxykarbonyl,  cyklyloxykarbonyl,  aryloxykarbonyl alebo
heteroaryloxykarbony!, ako tu boli definované a druhy zY'aY? je ako tu bolo
definované vysie, alebo v pripade substituentov Y'Y’NC(O)-, Y'Y?NC(0)O-,
Y'Y2NC(OINY*- alebo Y'Y’NSO,- alebo Y' a Y? mézu spolu s druhym atémom
dusika, ktorym su Y'aY? spojené, vytvarat 4 aZ 7-Clenny azaheterocyklyl alebo
azaheterocyklenyl. Kyslé/amidové substituenty alifatickej skupiny s karboxy
(kyselina), -C(0)-NHOH, -C(O)-CH,0H, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo,
fosfono,  alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl,  arylsulfonylkarbamoyl, ~ N-
metoxykarbamoy!, heteroarylsulfonylkarbamoyl, ~3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-
dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-
hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl a Y'Y*NCO-. Nekyslé polarne
substituenty alifatickych skupin su hydroxy, oxo (O=), tioxo (S=), acyl alebo jeho
tioxo analog, cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo
analdg, heteroaroyl alebo jeho tioxo analdg, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyi,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsuffinyl, heteroarylsulfinyl, tiol, Y'Y*N-,
Y'Y2NC(O)-, Y'Y?NC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY*’- alebo Y'Y*NSO,.. Priklady
alifatickych skupin nesucich alifaticky substituent zahrmuju metoxymetoxy,
metoxyetoxy, etoxyetoxy, (metoxy-, benzyloxy-, fenoxy- alebo etoxy-) karbonyl
(metyl alebo etyl), benzyloxykarbonyl,  pyridylmetyloxykarbonylmetyl,
metoxyetyl, etoxymetyl, n-butoxymetyl, cyklopentylmetyloxyetyl, fenoxypropyl,
fenoxyalyl, trifluérmetyl, cyklopropylmetyl, cyklopentylmetyl, karboxy (metyl
alebo etyl), 2-fenetenyl, benzyloxy, 1- alebo 2-naftylmetoxy, 4-pyridyl-metyloxy,
benzyloxyetyl, 3-benzyloxyalyl, 4-pyridylmetyloxyetyl, 4-pyridylmetyloxyalyl,
benzyl, 2-fenetyl, naftyimety!, styryl, 4-fenyl-1,3-pentadienyl, fenylpropinyl, 3-
fenylbut-2-inyl, pyrid-3-ylacetylenyl a chinolin-3-ylacetylenyl, 4-pyridyletinyl, 4-
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pyridylvinyl,  tienyletenyl, pyridyletenyl, imidazolyletenyl, pyrazinyletenyl,
pyridylpentenyl, pyridylhexenyl a pyridylheptenyl, tienylmetyl, pyridylmetyl,
imidazolylmetyl, pyrazinylmetyl, tetrahydropyranylmetyl, tetrahydropyranyl-

metyloxymetyl a podobne.

"Acyl” znamend skupinu H-CO- alebo (alifatickd skupina alebo cyklyl)-
CO-, kde alifaticka skupina je ako bolo opisané vySSie. Vyhodné acylové
skupiny obsahuju niz§i alkyl. Priklady acylovych skupin zahriuju formyl, acetyl,
propanoyl,  2-metylpropanoyl, butanoyl, palmitoyl, akryloyl, propinoyl,
cyklohexylkarbonyl a podobne.

"Alkenoyl” znamena skupinu alkenyl-CO-, kde alkenyl je ako tu bolo

definované.

"Alkeny!l” znamena alifaticki uhlovodikovi skupinu obsahujucu dvojitu
vazbu uhlik-uhlik, ktord moze byt priama alebo rozvetvena a mé od priblizne 2

do priblizne 15 atébmov uhlika v retazci.

Vyhodné alkenylové skupiny maju od priblizne 2 do priblizne 12 atémov
uhlika v retazci; a vyhodnejSie od priblizne 2 do priblizne 4 atomov uhlika
v retazci. Rozvetveny znamena, Ze jedna alebo viacero nizSich alkylovych
skupin, ako je metyl, etyl alebo propyl, je viazana k priamemu alkenylovemu
retazcu. "Nizsi alkenyl” znamena od priblizne 2 do priblizne 4 atémov uhlika
v retazci, ktory mdze byt priamy alebo rozvetveny. Priklady alkenylovych
skupin zahrnuju etenyl, propenyl, n-butenyl, i-butenyl, 3-metylbut-2-enyl, n-
pentenyl, heptenyl, oktenyl, cyklohexylbutenyl, decenyl a podobne.
"Substituovany alkenyl” znamena alkenylovi skupinu ako bolo definované
vyssie, ktora je substituovana jednym alebo viacerymi “substituentmi
alifatickych skupin” (vyhodne 1 az 3), ktoré méZu byt rovnaké alebo rozne a su
ako tu bolo definované. Priklady substituentov alkenylovych alifatickych skupin

zahrauju atém halogénu alebo cykloalkylove skupiny.

"Alkenyloxy” znamena skupinu alkenyl-O-, kde alkenylova skupina je ako
bolo opisané vy$sie. Priklady alkenyloxy skupin zahriiuju alyloxy, 3-butenyloxy

a podobne.
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"Alkoxy” znamena skupinu alkyl-O-, kde alkylova skupina je ako bolo
opisané vyssie. Priklady alkoxy skupin zahriuji metoxy, etoxy, n-propoxy, i-
propoxy, n-butoxy, heptoxy a podobne.

"Alkoxykarbonyl” znamené skupinu alkyl-O-CO-, kde alkylova skupina je

ako bolo definované vyssie. Priklady alkoxykarbonylovych skupin zahriujd

metoxykarbonyl, etoxykarbonyl, terc-butyloxykarbonyl a podobne.

"Alkyl” znamena alifatickd uhlovodikovl skupinu, ktora moze byt priama
alebo rozvetvena a mat' od priblizne 1 do priblizne 20 atomov uhlika v retazci.
Vyhodné alkylové skupiny maji od 1 do priblizne 12 atémov uhlika v retazci,
vyhodnej$i je niz8i alkyl, ako tu bolo definované. Rozvetveny znamena, ze
jedna alebo viacero nizsich alkylovych skupin, ako je metyl, etyl alebo propyl,

st viazané na priamy alkylovy retazec.

"Niz§i alkyl” znamena alkyl, ktory ma od priblizne 1 do priblizne 4 atomov
uhlika v retazci a moze byt priamy alebo rozvetveny. "Substituovany alkyl”
znamena alkylov( skupinu, ako bola definovana vyssie, ktora je substituovana
jednym alebo viacerymi "substituentmi alifatickych skupin” (vyhodne 1 az 3),

ktoré mézu byt rovnaké alebo rézne a st ako tu bolo definované.

"Alkylsulfinyl” znamené skupinu alkyl-SO-, kde alkylova skupina je ako
bolo definované vyssie. Vyhodné skupiny su tie, v ktorych alkylova skupina je
nizsi alkyl.

"Alkylsulfonyl” znamena skupinu alkyl-SO,-, kde alkylova skupina je ako
bolo definované vyssie. Vyhodné skupiny su tie, v ktorych alkylova skupina je

nizsi alkyl.

"Alkylsulfonylkarbamoyl” znamena skupinu alkyl-SO>-NH-C(=0)-, kde
alkylova skupina je ako bolo  opisané  vy33ie.  Vyhodné
alkylsulfonylkarbamoylové skupiny st take, kde alkylova skupina je nizsi alkyl.

"Alkyltio” znamena skupinu alkyl-S-, kde alkylova skupina je ako bolo
opisané vyssie. Priklady alkyltio skupin zahriuji metyltio, etyltio, i-propyltio a

heptyltio.

"Alkinyl” znamenéa alifatickli uhfovodikovu skupinu, obsahujtcu trojitd
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vazbu uhlik-uhlik, ktora moéze byt priama alebo rozvetvena a mat od priblizne 2

do priblizne 15 atémov uhlika v retazci.

Vyhodné alkinylové skupiny maju od priblizne 2 do priblizne 12 atomov
uhlika v retazci a vyhodnejsie od priblizne 2 do priblizne 4 atémov uhlika
v retazci. Rozvetveny znamend, Ze jedna alebo viacero nizsich alkylovych
skupin, ako je metyl, etyl alebo propyl, st viazane na priamy alkinylovy retazec.
"Nizsi alkinyl” znamena skupinu, ktora ma od priblizne 2 do priblizne 4 atdmov
uhlika v retazci a mdze byt priama alebo rozvetvena. Alkinylova skupina mdze
byt substituovand jednym alebo viacerymi atdbmami halogénu. Priklady
alkinylovych skupin zahrfiuji etinyl, propinyl, n-butinyl, 2-butinyl, 3-metylbutinyl,
n-pentinyl, heptinyl, oktinyl, decinyl a podobne. "Substituovany alkinyl” znamena
alkinyl ako bol definovany vy3sie, ktory je substituovany jednym alebo viacerymi
"substituentmi alifatickych skupin” (vyhodne 1 az 3), ktoré mdzu byt rovnake

alebo rézne a su ako tu bolo definované.

"Ochranna skupina aminovej skupiny” alebo "ochranna skupina aminu”
znamena lahko odstraniteln skupinu, o ktorej je v odbore zname, Ze chrani
atom dusika v aminovej alebo amidovej skupine proti neZiaducej reakcii
v priebehu syntézy a je selektivne odstranitelna. Pouzitie ochrannych skupin
aminu/amidu je v odbore dobre zndme na ochranu skupin proti neziaducim
reakciam podas syntézy a vela takychto ochrannych skupin je znamych, pozri
napriklad monografia T. W. Greene a P. G. M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, 2. vydanie, John Wiley and Sons, New York (1991), ktora je
tu zahrnuta ako referencia. Ochranné skupiny aminu/amidu tiez zahriujd
"kyselinovo labilné ochranné skupiny aminu/amidu” a "hydrogenacne labilne

ochranné skupiny aminu/amidu’.

Prikladmi ochrannych skupin aminu/amidu st acyl, do toho pocitajuc
formyl, acetyl, chléracetyl, trichloracetyl, o-nitrofenylacetyl, o-nitrofenoxyacetyl,
trifludracetyl, acetoacetyl, 4-chlorbutyryl, izobutyryl, o-nitrocinamoyl, pikolinoyl,
acylizotiokyanat, aminokaproyl, benzoyl a podobne a acyloxy, do toho pocitajuc
metoxykarbonyl,  9-fludrenylmetoxykarbonyl, 2,2 2-trifluéretoxykarbonyl,  2-

trimetylsilyletoxykarbonyl, vinyloxykarbonyl, alyloxykarbonyl, terc-
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butyloxykarbonyl (BOC), 1,1-dimetyl-propinyloxykarbonyl, benzyloxykarbonyl
(CBZ), p-nitrobenzyloxykarbonyl, 2,4-dichlor-benzyloxykarbonyl a podobne.

"Ochranna skupina amidu” znamena lahko odstranitelnu skupinu, o
ktorej je vodbore zndme, ze chrani atdm dusika amidovej skupiny proti
neziaducej reakcii v priebehu syntézy a je selektivne odstranitelna po jej
premene na amin. Pouzitie ochrannych skupin amidu je v odbore dobre zname
pre ochranné skupiny proti neziaducim reakciam pocas syntézy a je znamych
vela takychto ochrannych skupin, pozri napriklad monografia T. W. Greene a
P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 2. vydanie, John Wiley
and Sons, New York (1991), ktord je tu zahrnuta ako referencia. Ochranné
skupiny amidu tieZz zahriuju "kyselinovo labilné ochranné skupiny amidu” a

"hydrogenacne labilné ochranné skupiny amidu”.

Prikladmi ochrannych skupin amidu su o-nitrocinamoyl, pikolinoyl,
aminokaproy!, benzoyl a podobne a acyloxy, do toho pocitajic metoxykarbonyl,
9-fluorenylmetoxykarbonyl, 2,2 2-trifludretoxykarbonyl,  2-trimetylsilyletoxy-
karbonyl, vinyloxykarbonyl, alyloxykarbonyl, terc-butyloxykarbonyl (BOC), 1,1-
dimetyl-propinyloxykarbonyl,  benzyloxykarbonyl  (CBZ), p-nitrobenzyloxy-
karbonyl, 2,4-dichlér-benzyloxykarbonyl a podobne.

"Aminokyselina” znamena aminokyselinu  zvolend zo subory,
zahriujuceho prirodné a v prirode sa nevyskytujuce aminokyseliny, ako tu boli
definované. Aminokyselina tieZ zahriuje aminokyseliny, ktoré maju
stereochémiu L alebo D na a-uhliku. Vyhodné aminokyseliny su tie, ktoré maju
a-aminovd skupinu. Aminokyseliny mézu byt neutralne, kladné alebo zaporné
v zavislosti od substituentov v boénom retazci. "Neutrdlna aminokyselina”
znamena aminokyselinu, obsahujicu nenabité substituenty v boénom retazci.
Priklady neutralnych aminokyselin zahrfiuji alanin, valin, leucin, izoleucin,
prolin, fenylalanin, tryptofan, metionin, glycin, serin, treonin a cystein. "Kladna
aminokyselina” znamena aminokyselinu, v ktorej su substituenty v bocnom
retazci kladne nabité pri fyziologickom pH. Priklady kladnych aminokyselin
zahriuju lyzin, arginin a histidin. "Zaporna aminokyselina” znamena

aminokyselinu, v ktorej substituenty v bocnom retazci nesu pri fyziologickom pH
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zaporny naboj. Priklady zapornych aminokyselin zahriuju kyselinu asparagovu
a kyselinu glutamovu. Vyhodné aminokyseliny st a-aminokyseliny. Priklady
prirodnych aminokyselin st izoleucin, prolin, fenylalanin, tryptofan, metionin,
glycin, serin, treonin, cystein, tyrozin, asparagin, glutamin, lyzin, arginin,
histidin, kyselina asparagova a kyselina glutdmova. "V prirode sa nevyskytujuce
aminokyseliny” znamenaju aminokyseliny, pre ktoré neexistuje koddn

v nukleovych kyselinach.

Priklady v prirode sa nevyskytujucich aminokyselin zahrfiuju napriklad D-
izoméry prirodnych c¢-aminokyselin  uvedenych vySSie; Aib (kyselina
aminomaslova), BAib (kyselina 3-aminoizomaslova), Nva (norvalin), B-Ala, Aad
(kyselina 2-aminoadipova), pAad (kyselina 3-aminoadipova), Abu (kyselina 2-
aminomaslova), Gaba (kyselina y-aminomaslova), Acp (kyselina 6-
aminokapronovda), Dbu (kyselina  2,4-diaminomaslova), kyselina «-
aminopimelova, TMSA (trimetylsilyl-Ala), Ale (alo-izoleucin), Nle (norleucin),
terc-Leu, Cit (citrulin), Orn, Dpm (kyselina 2,2 -diaminopimelova), Dpr (kyselina
2,3-diaminopropionova), «- alebo B-Nal, Cha (cyklohexyl-Ala), hydroxyprolin,
Sar (sarkozin) a podobne; cyklické aminokyseliny; Na-alkylované aminokyseliny
ako je MeGly (Na-metylglycin), EtGly (Na-etylglycin) a EtAsn (Na-
etylasparagin): a aminokyseliny, v ktorych a-uhlik ma dva bo¢né retazce. Mena
prirodnych a v prirode sa nevyskytujucich aminokyselin a ich zvyskov, ktoré sa
tu pouZivaji, su vytvorené podla nomenklatirnych konvencii, ktoré navrhla
IUPAC Commission on the Nomenclature of Organic Chemistry a IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature, ako su uvedené v "Nomenclature
of w-amino Acids (Recommendations, 1974)", Biochemistry, 14 (2) (1979).
Pokial sa v tomto opise a priloZzenych narokoch pouziji odlisné mena a skratky
aminokyselin a ich zvy$kov, budli uvedené odliSné mena a skratky

aminokyselin vysvetiené.

"Ochranna skupina aminokyseliny” znamena skupinu, ktora chrani kysld
alebo aminovu ¢ast aminokyseliny, alebo dalSiu reaktivnu skupinu v bo¢nom
retazci aminokyseliny, napriklad skupinu hydroxy alebo tiol. Priklady

"zodpovedajucich chranenych derivatov” aminokyselinovych bocnych retazcov,
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pozri T. W. Greene a P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Chemistry”,
John Wiley and Sons, 1991.

Ochranné skupiny kyslej skupiny aminokyseliny su opisané na inom
mieste, napriklad v oddiele "kysla funkéna skupina” a "hydrogenalne labilna
ochranna skupina kyseliny”. Ochranné skupiny aminovej skupiny aminokyseliny
s opisané na inom mieste, napriklad v oddiele "ochranna skupina aminu”,
"kyselinovo labilnd ochranna skupina aminu” a "hydrogenacne labilna ochranna

skupina aminu”.

"Aminokyselinovy zvySok” znamena individualnu jednotku aminokyseliny

vlozenu do zlu¢eniny podla predlozeného vynalezu.

"Bocny retazec aminokyseliny” znamena substituent, nachadzajlci sa na
atome uhlika medzi aminovou a karboxy skupinou a-aminokyseliny. Priklady
boénych retazcov aminokyseliny zahruju izopropyl, metyl a karboxymetyl pre

valin, alanin, resp. kyselinu asparagovu.

"Ekvivalent aminokyseliny” znamena aminokyselinu, ktorou moéze byt
nahradena dalSia aminokyselina v peptidoch podla predioZzeného vynalezu bez
toho, aby prislo k badatelnému Gbytku funkénych vlastnosti. Pri vytvarani
takychto nahrad sa substitucie podobnych aminokyselin vykonavaju na zaklade
relativnej podobnosti boénych retazcov, napriklad ¢o do velkosti, naboja,

hydrofility, hydropaticity a hydrofébnosti, ako bolo opisané vyssie.

"Aromaticka skupina” znamena aryl alebo heteroaryl, ako tu boli
definované. Priklady aromatickych skupin zahriuju fenyl, atbmom halogénu

substituovany fenyl, azaheteroaryl a podobne.

"Aroyl” znamena skupinu aryl-CO-, kde arylova skupina je ako bolo
opisané vyssie.

Priklady aroylovych skupin zahriuju benzoyl, 1- a 2-naftoyl a podobne.

"Aryl" znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky kruhovy
systém obsahujuci od priblizne 6 do priblizne 14 atémov uhlika, vyhodne od

priblizne 6 do priblizne 10 atémov uhlika. V pojme aryl s4 zahrnuté
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kondenzovany arylcykloalkenyl, kondenzovany arylcykloalkyl, kondenzovany
arylheterocyklenyl a kondenzovany arylheterocyklyl, ako tu boli definovane,
pokial sU viazané prostrednictvom ich arylovej casti. Aryl je pripadne
substituovany jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny kruhov”, ktoré
mozu byt rovnaké alebo rdzne a st ako tu bolo definované. Priklady arylovych
skupin zahriuju fenyl alebo naftyl alebo substituovany fenyl alebo
substituovany naftyl. "Substituovany aryl” znamena arylovu skupinu, ako bola
definovana vy$éie, ktora je substituovana jednym alebo viacerymi
"substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo

rézne a su ako tu boli definované.

"Aryldiazo" znamena skupinu aryl-diazo-, v ktorej arylové a diazo skupiny

su ako tu boli definované.

"Arylén” znamend pripadne substituovani 1,2-, 1,3-, 1,4-dvojvazbovu
arylovi skupinu, kde arylova skupina je ako tu bolo definované. Priklady
arylénovych skupin zahriiuju pripadne substituovany fenylén, naftylén a

indanylén. Obzvlast vhodny arylén je pripadne substituovany fenylén.

"Substituovany arylén” znamena arylénovu skupinu ako bola definovana
vyssie, ktora je substituovana jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny
kruhov” (vyhodne 1 aZ 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo rézne a st ako tu boli

definovane.

"Aryloxy” znamenéa skupinu aryl-O-, kde arylova skupina je ako tu bolo
definované. Priklady aryloxy skupin zahriiuju fenoxy a 2-naftyloxy.

"Aryloxykarbonyl” znamena skupinu aryl-O-CO-, kde arylova skupina je
ako tu bolo definované. Priklady aryloxykarbonyl skupin zahriuju

fenoxykarbonyl a naftoxykarbonyl.

"Arylsulfonyl” znamena skupinu aryl-SO»-, kde arylova skupina je ako tu

bolo definované.

"Arylsulfonylkarbamoy!” znamena skupinu aryl-SO;-NH-C (=0)-, kde
arylova skupina  je  ako bolo opisané  vyssie. Prikladom

arylsulfonylkarbamoylovej skupiny je fenylsulfonylkarbamoyl.
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"Arylsulfinyl” znamena skupinu aryl-SO-, kde arylova skupina je ako tu

bolo definované.

"Aryltio” znamena skupinu aryl-S-, kde arylova skupina je ako bolo
opisané vyssie.
Priklady aryltio skupin zahriuju fenyltio a naftyltio.

"Bazicky atom dusika” znamena sp? alebo sp3 hybridizovany atém
dusika, ktory ma neviazany par elektrénov, ktory mozno protonovat. Priklady
bazickych atomov dusika zahrfiuju pripadne substituovanu iminovu skupinu,
pripadne substituovanu aminovu 'skupinu a pripadne substituovanu amidinovu

skupinu.
"Karboxy” znamena skupinu HO(O)C- (karboxylova kyselina).

"Kopulaéné ¢inidlo” znamena zluceninu, ktora reaguje s hydroxylovou
castou karboxy skupiny, ¢im ju upravi tak, Ze je nachylna k nukleofiinému

ataku. Priklady kopulaénych ¢inidiel zahriuju DIC, EDCI, DCC a podobne.

"Cykloalkenyl” znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky kruhovy
systém s od priblizne 3 do priblizne 10 atomov uhlika, vyhodne od priblizne 5
do priblizne 10 atémov uhlika, ktory obsahuje aspon jednu dvojiti vazbu uhlik-
uhlik. Pod pojem cykloalkenyl spadaju kondenzovany arylcykloalkenyl a
kondenzovany heteroarylcykloalkeny!, ako tu boli definované, pokial st viazanée
prostrednictvom ich cykloalkenylovej Casti. Vyhodné velkosti kruhov
v kruhovom systéme su v rozmedzi od priblizne 5 do priblizne 6 atémov kruhu;
a takéto vhodné velkosti kruhu sa tiez oznacuju ako "nizSie”. "Substituovany
cykloalkenyl” znamena cykloalkenylovi skupinu ako bolo definované vyssie,
ktora je substituovana jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny kruhov”
(vyhodne 1 aZz 3), ktoré mdzu byt rovnaké alebo rézne a st ako tu bolo

definované.

Priklady monocyklickych — cykloalkenylov — zahriiuji  cyklopentenyl,
cyklohexenyl,  cykloheptenyl a podobne. Prikladom  multicyklického

cykloalkenylu je norbornylenyl.

"Cykloalkyl” znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky kruhovy

32065/8



30

systém od priblizne 3 do priblizne 10 atdmov uhlika, vyhodne od priblizne 5 do
priblizne 10 atomov uhlika. Vyhodné velkosti kruhov kruhového systému su od
priblizne 5 do priblizne 6 atdmov kruhu; a takéto vyhodné velkosti kruhu sa tiez
oznaCuju ako 'niz8ie”. Pod pojem cykloalkyl spadaji kondenzovany
arylcykloalkyl a kondenzovany heteroarylcykloalkyl, ako tu boli definovanég,

pokial su viazané prostrednictvom ich cykloalkylovej Casti.

"Substituovany cykloalkyl” znamena cykloalkylovl skupinu ako bolo
definované vys$sie, ktora je substituovana jednym alebo viacerymi
"substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré mozu byt rovnake alebo
rozne a su ako tu boli definované. Priklady monocyklického cykloalkylu

zahrmuju  cyklopentyl, cyklohexyl, cykloheptyl a podobne. Priklady
multicyklickych cykloalkylov zahriuju 1-dekalin, norbornyl, adamant-(1- alebo 2-

)-yl a podobne.

"Cykloalkylén” znamena dvojvazbovu cykloalkylovt skupinu, ako tu bola
definovana, ktora ma od priblizne 4 do priblizne 8 atémov uhlika. Vyhodné
velkosti kruhov cykloalkylénu zahriuju od priblizne 5 do priblizne 6 atémov
kruhu: a takéto vyhodné velkosti kruhov sa tiez oznacuju ako "nizsie”. Miesta
vazby cykloalkylénovych skupin zahriuju usporiadanie 1,1-, 1,2-, 1,3- alebo
1,4- a pokial je to aplikovatelné, stereochemicky vztah miest vazby je bud cis
alebo trans. Priklady cykloalkylénovych skupin zahriuja (1,1-, 1,2- alebo 1,3)-
cyklohexylén a (1,1- alebo 1,2-)-cyklopentylén.

"Substituovany cykloalkylén” znamena cykloalkylénovu skupinu, ako bola
definovana vy$sie, ktora je substituovana jednym alebo viacerymi
"substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo
rézne a sl ako tu boli definované. "Cyklicky” alebo "cykiyl” znamena cykloalkyl,
cykloalkenyl. heterocyklyl alebo heterocyklenyl, ako tu boli definované. Vyraz
"nizsi", ako sa pouziva v spojeni s vyrazom cyklicky, je rovnaky, ako sa pouzilo
v spojitosti s vyrazom  cykloalkyl,  cykloalkenyl,  heterocyklyl  alebo

heterocyklenyl.

"Cyklyloxy” znamena skupinu cyklyl-O-, kde cyklylova skupina je ako

bolo opisané vyssie. Priklady cykloalkoxy skupin zahrfiuju cyklopentyloxy,
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cyklohexyloxy, chinuklidyloxy, pentametylénsulfidoxy, tetrahydropyranyloxy,
tetrahydrotiofenyloxy, pyrolidinyloxy,  tetrahydrofuranyloxy  alebo  7-
oxabicyklo[2.2.1]  heptanyloxy,  hydroxytetrahydropyranyloxy,  hydroxy-7-
oxabicyklo[2.2.1]-heptanyloxy a podobne.

"Cyklylsulfinyl” znamena skupinu cyklyl-S(O)-, kde cyklylova skupina je

ako bolo opisané vyssie.

"Cyklylsulfony!” znamena skupinu cyklyl-S(O)2-, kde cyklylova skupina je

ako bolo opisané vyssie.

"Cyklyltio” znamena skupinu cyklyl-S-, kde cyklylova skupina je ako bolo

opisané vyssie.
"Diazo” znamena dvojvazbovy zvySok -N=N-.

"Premiestnitelna skupina” znamena skupinu, ktora, ak sa asociuje s L,
ako tu bolo definované, sa vystavi premiestneniu nukleofilnym atakom mono-
“alebo di-substituovanou aminovou skupinou za alebo bez pritomnosti Cinidla,
ktoré ulahuje uvedeny atak, napriklad kopulatneho Cinidla. Priklady
premiestnitelnych skupin zahriiuji skupiny hydroxy, alifaticky oxy, halogén, N-

oxysukcinimid, acyloxy a podobne.

"U¢inné mnozstvo’ znamena mnozstvo zlic¢eniny/kompozicie podla
predlozeného vynalezu, ktoré umoziuje dosiahnutie pozadovaného

terapeutického ucinku.

"Kondenzovany arylcykloalkenyl” znamena kondenzovany aryl a

cykloalkenyl, ako tu boli definované.

V/yhodné kondenzované arylcykloalkenyly su tie, v ktorych ich arylova
gast' je fenyl a cykloalkenyl obsahuje od priblizne 5 do priblizne 6 atdmov kruhu.
Kondenzovany arylcykloalkenyl sa méze viazat prostrednictvom fubovolného
atéomu jeho kruhového systému, ktory je schopny takejto vézby. "Substituovany
kondenzovany arylcykloalkenyl” znamena kondenzovanu arylcykloalkenylovu
skupinu, ako bola definovana vyssie, ktord je substituovana jednym alebo

viacerymi "substituentmi skupiny kruhov" (vyhodne 1 az 3), ktoré mozu byt
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rovnaké alebo rézne a su, ako tu boli definované.

Priklady kondenzovanych arylcykloalkenylov zahriuju 1,2-

dihydronaftylén, indén a podobne.

"Kondenzovany arylcykloalkyl” znamena kondenzovany aryl a cykloalkyl,
ako tu boli definované. Vyhodné kondenzované arylcykloalkyly su tie, v ktorych
ich arylova Cast' je fenyl a cykloalkyl obsahuje od priblizne 5 do priblizne 6
atémov kruhu. Kondenzovany arylcykloalkyl sa mdze viazat prostrednictvom
fubovolného atomu jeho kruhového systému, ktory je schopny takejto vazby.
"Substituovany  kondenzovany arylcykloalkyl” znamena kondenzovanu
arylcykloalkylovl skupinu, ako bola definovana vySsie, ktora je substituovana
jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré

mozu byt rovnaké alebo rozne a su, ako tu boli definované.

Priklady  kondenzovanych  aryleykloalkylov — zahriujid  1,2,3,4-

tetrahydronaftylén a podobne.

"Kondenzovany arylheterocyklenyl” znamena kondenzovany aryl a

heterocyklenyl, ako tu boli definované.

Vyhodné kondenzované arylheterocyklenyly su tie, v ktorych ich arylova
Cast' je fenyl a heterocyklenyl obsahuje od priblizne 5 do priblizne 6 atomov
kruhu. Kondenzovany arylheterocyklenyl sa méze viazat prostrednictvom
lubovolného atému jeho kruhového systému, ktory je schopny takejto vézby.
Oznacenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred heterocyklenylovou castou
kondenzovaného arylheterocyklenylu oznacuje, Ze aspon jeden atom dusika,

atom kyslika, resp. atém siry je pritomny ako atém kruhu.

"Substituovany kondenzovany arylheterocykleny!” znamena
kondenzovanu arylheterocyklenylovi skupinu, ako bolo definované vyssie,
ktora je substituovana jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny kruhov’
(vwhodne 1 az 3), ktoré mozu byt rovnaké alebo rézne a su, ako tu boli
definované. Atém dusika kondenzovaného arylheterocyklenylu méze byt
bazicky atém dusika. Atom dusika alebo atéom siry heterocyklenylovej Casti

kondenzovaného arylheterocyklenylu sa moéze tiez pripadne oxidovat na
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zodpovedajuci N-oxid, S-oxid alebo S,S-dioxid. Priklady kondenzovanych
arylheterocyklenylov ~ zahrfiuj 3H-indolinyl, ~ 1H-2-oxochinolyl,  2H-1-
oxoizochinolyl, 1,2-dihydrochinolinyt, 3,4-dihydrochinolinyl, 1,2-
dihydroizochinolinyl, 3,4-dihydroizochinolinyl a podobne.

"Kondenzovany arylheterocyklyl” znamena kondenzovany aryl a
heterocyklyl, ako tu boli definované. Vyhodné kondenzované arylheterocyklyly
su tie, v ktorych ich arylova ¢ast je fenyl a heterocyklyl obsahuje od priblizne 5
do priblizne 6 atomov kruhu. Kondenzovany arylheterocyklyl sa méze viazat
prostrednictvom lubovolného atdomu jeho kruhového systému, ktory je schopny
takejto vézby. Oznacenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred heterocyklylovou
gastou kondenzovaného arylheterocyklylu definuje, Ze aspon jeden atom
dusika, atém kyslika, resp. atdm siry je pritomny ako atém kruhu.
"Substituovany kondenzovany arylheterocyklyl” znamena kondenzovant
arylheterocyklylovi skupinu, ako bola definovana vyssie, ktora je substituovana
jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré
mozu byt rovnaké alebo rézne, a sl, ako tu boli definované. Atom dusika
kondenzovaného arylheterocyklylu méze byt bazicky atom dusika. Atom dusika
alebo atéom siry heterocyklylovej ¢asti kondenzovaného arylheterocyklylu sa
moze tieZ pripadne oxidovat na zodpovedajuci N-oxid, S-oxid alebo S,S-dioxid.
Priklady kondenzovanych arylheterocyklylovych kruhovych systémov zahriuju
indolinyl,  1,2,3,4-tetrahydroizochinolin,  1,2,3,4-tetrahydrochinolin,  1H-2,3-
dihydroizoindol-2-yl, 2,3-dihydrobenz[flizoindol-2-yl, 1,2,3,4-tetrahydrobenz[g]-

izochinolin-2-yl a podobne.

"Kondenzovany heteroarylcykloalkeny!”  znamena  kondenzovany
heteroaryl a cykloalkenyl, ako tu boli definované. Vyhodné kondenzované
heteroarylcykloalkenyly su tie, ktorych heteroarylova ¢ast je fenyl a cykloalkeny!
obsahuje od priblizne 5 do priblizne 6 atomov kruhu. Kondenzovany
heteroarylcykloalkenyl sa méze viazat prostrednictvom fubovolného atomu jeho
kruhového systému, ktory je schopny takejto vazby. Oznacenie aza, oxa alebo
tia ako prefix pred heteroarylovou  ¢astou  kondenzovaneho

heteroarylcykloalkenylu definuje, Zze aspoil jeden atém dusika, atom kyslika,
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resp. atom siry je pritomny ako atém kruhu. "Substituovany kondenzovany
heteroarylcykloalkenyl” znamena kondenzovanu heteroarylcyklo-alkenylovu
skupinu, ako bola definovana vyssSie, ktora je substituovanad jednym alebo
viacerymi “substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré mozu byt
rovhaké alebo rézne, a sU ako tu boli definovane. Atdbm dusika
kondenzovaného heteroarylcykloalkenylu moze byt bazicky atom dusika. Atom
dusika heteroarylovej ¢asti kondenzovaného heteroarylcykloalkenylu sa méze
tiez pripadne oxidovat na zodpovedajuci N-oxid. Priklady kondenzovanych
heteroarylcykloalkenylov zahrfiuju  5,6-dihydrochinolyl, 5,6-dihydroizochinolyl,
5,6-dihydrochinoxalinyl, 5 6-dihydrochinazolinyl, 4,5-dihydro-1H-benzimidazolyl,
4 5-dihydrobenzoxazolyl a podobne.

"Kondenzovany heteroarylcykloalkyl” znamena kondenzovany heteroaryl
a cykloalkyl, ako tu boli definované. Vyhodné kondenzované
heteroarylcykloalkyly su tie, ktorych heteroarylova Cast obsahuje od priblizne 5
do priblizne 6 atomov kruhu a cykloalkyl obsahuje od priblizne 5 do priblizne 6
atébmov  kruhu. Kondenzovany heteroarylcykloalkyl sa modZe viazat
prostrednictvom fubovolného atému jeho kruhového systému, ktory je schopny
takejto vazby. Oznadenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred heteroarylovou
gastou kondenzovaného heteroaryicykloalkylu definuje, Ze aspon jeden atom
dusika, atom kyslika, resp. atom siry je pritomny ako atém kruhu.
"Substituovany kondenzovany heteroarylcykloalkyl” znamena kondenzovanu
heteroarylcykloalkylovi skupinu, ako bola definovana vyssie, ktora je
substituovana jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne
1 az 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo rézne, a su ako tu boli definované. Atom
dusika kondenzovaného heteroarylcykloalkylu méze byt bazicky atom dusika.
Atém dusika heteroarylovej ¢asti kondenzovaného heteroarylcykioalkylu sa
méze tiez pripadne oxidovat na zodpovedajaci N-oxid. Priklady
kondenzovanych heteroarylcykloalkylov zahriuju 5,6,7,8-tetrahydrochinolinyl,
5,6,7,8-tetrahydroizochinolyl, 5,6,7,8-tetrahydrochinoxalinyl, 5,6,7,8-
tetrahydrochinazolyl, 4,5,6,7-tetrahydro-1H-benzimidazolyl, 4,5,6,7-tetrahydro-

benzoxazolyl, 1H-4-oxa-1,5-diazanaftalén-2-onyl, ~1,3-dihydroimidazol-[4,5]-
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pyridin-2-onyl a podobne.

"Kondenzovany heteroarylheterocyklenyl”  znamena kondenzovany
heteroaryl a heterocyklenyl, ako tu boli definované. Vyhodné kondenzované
heteroarylheterocyklenyly si také, ktorych heteroarylova ¢ast obsahuje od
priblizne 5 do priblizne 6 atdmov kruhu a heterocyklenyl obsahuje od priblizne 5
do priblizne 6 atdmov kruhu. Kondenzovany heteroarylheterocyklenyl sa méze
viazat prostrednictvom [ubovolngho atému jeho kruhového systému, ktory je
schopny takejto vazby. Oznalenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred
heteroarylovou  alebo  heterocyklenylovou  &astou  kondenzovaného
heteroarylheterocyklenylu definuje, Ze aspori jeden atém dusika, atém kyslika,
resp. atom siry je pritomny ako atém kruhu. "Substituovany kondenzovany
heteroarylheterocyklenyl” znamena kondenzovanU heteroarylheterocyklenylov
skupinu, ako bola definovana vy$Sie, ktord je substituovana jednym alebo
viacerymi "substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 aZ 3), ktoré moézu byt
rovnaké alebo rdzne, a sU ako tu boli definované. Atdom dusika
kondenzovaného heteroarylazaheterocyklenylu méze byt bazicky atém dusika.
Atom dusika alebo atém siry heteroarylovej ¢asti  kondenzovaného
heteroarylheterocyklylu sa moéze tiez pripadne oxidovat na zodpovedajuci N-
oxid. Atom dusika alebo atom siry heteroarylovej alebo heterocyklylovej ¢asti
kondenzovaného heteroarylheterocyklylu sa moze tiez pripadne oxidovat na
zodpovedajtici N-oxid, S-oxid alebo S,S-dioxid. Priklady kondenzovanych
heteroarylheterocyklenylov  zahrfiuju 7,8-dihydro[1,7]naftyridinyl, 1,2-
dihydro[2,7]naftyridinyl, 6,7-dihydro-3H-imidazo[4,5-c]pyridyl, 1,2-dihydro-1,5-
naftyridinyl,  1,2-dihydro-1,8-naftyridinyl,  1,2-dihydro-1,7-naftyridinyl,  1,2-
dihydro-1,8-naftyridinyl, 1,2-dihydro-2,6-naftyridiny! a podobne.

"Kondenzovany  heteroarylheterocyklyl” znamenad  kondenzovany
heteroaryl a heterocyklyl, ako tu boli definované. Vyhodné kondenzované
heteroarylheterocyklyly st také, ktorych heteroaryl obsahuje od priblizne 5 do
priblizne 6 atomov kruhu a heterocyklyl obsahuje od priblizne 5 do priblizne 6
atdbmov  kruhu. Kondenzovany heteroarylheterocyklyl sa méze viazat

prostrednictvormn [ubovolneho atému jeho kruhoveho systému, ktory je schopny

32089/8



36

takejto vazby. Oznacenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred heteroarylovou
alebo heterocyklylovou ¢astou kondenzovaného heteroarylheterocyklylu
definuje, Ze aspof jeden atém dusika, atém kyslika, resp. atém siry je pritomny
ako atom kruhu. “Substituovany kondenzovany heteroarylheterocyklyl”
znamena kondenzovan( heteroarylheterocyklylovi  skupinu, ako bola
definovana vysSie, kitord je substituovana jednym alebo viacerymi
"substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo
rézne, a su ako tu boli definované. Atom dusika kondenzovaného
heteroarylheterocyklylu méze byt bazicky atom dusika. Atém dusika alebo
atdbm siry heteroarylovej Casti kondenzovaného heteroarylheterocyklylu sa
mobze tiez pripadne oxidovat na zodpovedajici N-oxid. Atébm dusika alebo atom
siry  heteroarylovej] alebo  heterocyklylovej c¢asti  kondenzovaného
heteroarylheterocyklylu sa méze tiez pripadne oxidovat na zodpovedajlci N-
oxid, S-oxid alebo S,S-dioxid.

Priklady kondenzovanych heteroarylheterocyklylov zahriuju 2,3-dihydro-
1H-pyrol[3,4-b]chinolin-2-yl, 1,2,3,4-tetrahydrobenz[b][1,7]naftyridin-2-yl,
1,2,3,4-tetrahydrobenz[b][1,6]naftyridin-2-yl, 1,2,3,4-tetrahydro-9H-pyrido[3,4-
blindol-2-yl, 1,2,3,4-tetrahydro-9H-pyrido[4,3-blindol-2-yl,  2,3-dihydro-1H-
pyrolo[3,4-b]indol-2-yl,  1H-2,3,4,5-tetrahydroazepino[3,4-b]indol-2-yl, 1H-
2,3,4,5-tetrahydroazepino[4,3-b]indol-3-yl,  1H-2,3,4 5-tetrahydroazepino[4, 5-
blindol-2-yl, 5,6,7,8-tetrahydro[1,7]naftyridyl, 1,2,3,4-tetrahydro[2,7]naftyridyl,
2,3-dihydro[1,4]dioxino[2,3-b]pyridyl, 2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridyl, 3 4-
dihydro-2H-1-oxa[4,6]diazanaftalenyl, 45,6, 7-tetrahydro-3H-imidazo[4,5-
clpyridyl, 6,7-dihydro[5,8]diazanaftalenyl, 1,2, 3,4-tetrahydro[1,5]naftyridinyl,
1,2,3,4-tetrahydro[1,6]naftyridinyl, 1,2,3,4-tetrahydro[1,7]naftyridinyl, 1,2,3,4-
tetrahydro[1,8]naftyridinyl, 1,2,3,4-tetrahydro[2,6]naftyridinyl a podobne.

"Halogén" znamena fludr, chlér, brom alebo jod. Vyhodné su fluér, chlor

alebo brém, a vyhodnejsie su fludr alebo chlér.

"Heteroaroyl” znamena skupinu heteroaryl-CO-, kde heteroarylova

skupina je ako bolo opisané vyssie. Priklady heteroaroylovych skupin zahriuju
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tiofenoyl, nikotinoyl, pyrol-2-ylkarbonyl, 1- a 2-naftoyl, pyridinoyl a podobne.

"Heteroaryl” znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky
system kruhov, obsahujiuci od priblizne 5 do priblizne 14 atémov uhlika,
vyhodne od priblizne 5 do priblizne 10 atémov uhlika, v ktorom jeden alebo
viacero atdmov kruhovom systéme je/st heteroatémy iné ako uhlik, napriklad
atém dusika, atom kyslika alebo atém siry. Vyhodne kruhovy systém obsahuje
1 az 3 heteroatomy. Vyhodné velkosti kruhov kruhového systému zahrauju od
priblizne 5 do priblizne 6 atémov kruhu. Pod pojem heteroaryl spadaju
kondenzovany heteroarylcykloalkenyl, kondenzovany heteroarylcykloalkyl,
kondenzovany heteroarylheterocyklenyl a kondenzovany heteroarylheterocyklyl,
ako tu boli definované, pokial sa viazu pomocou ich heteroarylovej &asti.
"Substituovany heteroaryl” znamena heteroarylovi skupinu, ako bola
definovana vysSie, ktord je substituovand jednym alebo viacerymi
"substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo
rézne a su, ako tu boli definované. Oznacenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred
heteroarylom definuje, Zze aspofi jeden atdm dusika, atom kyslika, resp. atom
siry su pritomné ako atom kruhu. Atdm dusika heteroarylu méze byt bazicky
atom dusika a moéZe sa tiez pripadne oxidovat na zodpovedajici N-oxid.
Priklady heteroarylovych a substituovanych heteroarylovych skupin zahrfiuj
pyrazinyl, tienyl, izotiazolyl, oxazolyl, pyrazolyl, furazanyl, pyrolyl, 1,2 4-
tiadiazolyl,  pyridazinyl,  chinoxalinyl,  ftalazinyl, imidazo[1,2-a]pyridin,
imidazo[2,1-bltiazolyl, benzofurazanyl, azaindolyl, benzimidazolyl, benzotienyl,
tienopyridyl, tienopyrimidyl, pyrolopyridyl, imidazopyridyl, benzoazaindolyl,
1,2,4-triazinyl, benztiazolyl, furanyl, imidazolyl, indolyl, indolizinyl, izoxazolyl,
izochinolinyl, izotiazolyl, oxadiazolyl, pyrazinyl, pyridazinyl, pyrazolyl, pyridyl,
pyrimidinyl, pyrolyl, chinazolinyl, chinolinyl, 1,3,4-tiadiazolyl, tiazolyl, tienyl,

triazolyl a podobne. Vyhodna heteroarylova skupina je pyrazinyl.

"Heteroaryldiazo” znamena skupinu heteroaryl-azo-, kde skupiny

heteroaryl @ azo su ako tu boli definované.

"Heteroaryldiyl” znamena dvojvazbovy zvy3ok, odvodeny od heteroarylu,

kde heteroaryl je ako bolo opisané vysSie. Prikladom heteroaryldiylového
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zvysku je pripadne substituovany pyridindiyl.

"Heteroarylsulfonylkarbamoyl” znamena skupinu heteroaryl-SO,-NH-C

(=0)-, kde heteroarylova skupina je ako bolo opisané vyssie.

"Heterocyklenyl”  znamena  nearomaticky monocyklicky  alebo
multicyklicky uhlovodikovy kruhovy systém od priblizne 3 do priblizne 10
atémov uhlika, vyhodne od priblizne 5 do priblizne 10 atémov uhlika, v ktorom
jeden alebo viacero atémov v kruhovom systeme je/su heteroatém iny ako
uhlik, napriklad atom dusika, atém kyslika alebo atom siry a ktory obsahuje
aspori jednu dvojitt vazbu uhlik-uhlik alebo dvojitd vazbu uhlik-dusik. Vyhodne
kruh obsahuje 1 az 3 heteroatémy. Vyhodné velkosti kruhov v kruhovom
systéme zahriiujl od priblizne 5 do priblizne 6 atomov kruhu; a takéto vyhodné
velkosti kruhov sa tiez oznacujl ako "nizsie”. Pod pojem heterocykleny! spadaju
kondenzovany arylheterocyklenyl a kondenzovany heteroarylheterocyklenyl,
ako tu boli definované, pokial sa viazu pomocou ich heterocyklenylovej ¢asti.
Oznacenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred heterocykleny! definuje, Ze aspori
jeden atdm dusika, atém kyslika, resp. atém siry Je pritomny ako atém kruhu.
"Substituovany heterocyklenyl” znamena heterocyklenylovli skupinu ako bola
definovana vysSie, ktora je substituovana jednym alebo viacerymi
‘substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 aZ 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo
rozne a su ako tu boli definované. Atém dusika heterocyklenylu méze byt
bazicky atom dusika. Atdm dusika alebo atém siry heterocyklenylu sa mézu

tieZ pripadne oxidovat na zodpovedajlci N-oxid, S-oxid alebo S,S-dioxid.

Priklady ~monocyklickych —azaheterocyklenylovych —skupin  zahrfiuju
1,2,3,4-tetrahydrohydropyridin, 1,2-dihydropyridyl, 1,4-dihydropyridyl, 1,2,3,6-
tetrahydropyridin,  1,4,5,6-tetrahydropyrimidin,  2-pyrolinyl, 3-pyrolinyl,  2-
imidazolinyl, 2-pyrazolinyl a podobne. Priklady oxaheterocyklenylovych skupin
zahrnuju 3,4-dihydro-2H-pyran, dihydrofuranyl a fluérdihydrofuranyl. Prikladom
multicyklickej oxaheterocyklenylovej skupiny je 7-oxabicyklo[2.2.1]hepteny!.

Priklady ~monocyklickych  tiaheterocyklenylovych  kruhov zahriuju

dihydrotiofenyl a dihydrotiopyranyl.
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"Heterocyklyl” znamena nearomaticky nasyteny monocyklicky alebo
multicyklicky kruhovy systém od priblizne 3 do priblizne 10 atémov uhlika,
vyhodne od priblizne 5 do priblizne 10 atémov uhlika, v ktorom jeden alebo
viacero atémov v kruhovom systéme je/sU heteroatdém iny ako uhlik, napriklad
atom dusika, atém kyslika alebo atém siry. Vyhodne kruhovy systém obsahuje
od 1 do 3 heteroatémov. Vyhodné velkosti kruhov v kruhovom systéme
zahriuju od priblizne 5 do priblizne 6 atémov kruhu; a takéto vyhodné velkosti
kruhov sa tiez oznacuj ako "nizsie". Pod pojem heterocyklyl spadaju
kondenzovany arylheterocyklyl a kondenzovany heteroarylheterocyklyl, ako tu
boli definované, pokial s viazané pomocou ich heterocyklylovej casti.
Oznacenie aza, oxa alebo tia ako prefix pred heterocyklylom definuje, Ze aspon
jeden atém dusika, atom kyslika, resp. atom siry je pritomny ako atdm kruhu.
"Substituovany heterocyklyl” znamena heterocyklylovu skupinu, ako bola
definovana vysSie, ktora je substituovanad jednym alebo viacerymi
"substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 az 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo
rézne a su ako tu boli definované. Atom dusika heterocyklylu méze byt bazicky
atom dusika. Atdm dusika alebo atom siry heterocyklylu sa mé3u tiez pripadne
oxidovat na zodpovedajuci N-oxid, S-oxid alebo S S-dioxid. Priklady
monocyklickych  heterocyklylovych kruhov  zahrfiuju  piperidyl, pyrolidinyl,
piperazinyl, morfolinyl, tiomorfolinyl, tiazolidinyl, 1,3-dioxolanyl, 1,4-dioxanyl,

tetrahydrofuranyl, tetrahydrotiofenyl, tetrahydrotiopyranyl a podobne.

{\

alebo cez spojovaci ¢len aspofi jednym substituentom, ktory je alebo zahriiuje

ako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je substituovany priamo

alebo je substituovany aromatickou skupinou, ako tu bola definovana: napriklad
aryl, heteroaryl, aryloxy, heteroaryloxy, aroyl alebo jeho tioxo analog,
heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, aroyloxy, heteroaroyloxy, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, arylsulfinyl,
heteroarylsulfinyl, aryltio, heteroaryltio, aryldiazo, heteroaryldiazo, Y'Y?N-,
Y'Y*NC(0)-, Y'Y’NC(0)O-, Y'Y*NC(O)NY*- alebo Y'Y2NSO.-, kde aspof jeden

zY' aYje, zahriuje alebo je substituovany arylovou alebo heteroarylovou
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skupinou. Vyhodné spojovacie Cleny su -C(O)-, -OC(0)-, niz&i alkyl, nizsi
alkoxy, nizsi alkenyl, -O-, -S-, -C(0)C(0)-, -S(O)-. -5(0)2-, -NR*-, kde R¥ je
atom vodika, skupiny- alkyl, cykloalkyl, aryl, aralkyl, heterocyklyl alebo
heteroaryl. Obzvlast vyhodné spojovacie cleny s -C(O)- a -0C(0)-.
"Substituovany multicyklicky  azaheterocyklyl”  znamena multicyklicku
azaheterocyklylovu skupinu, ako bola definovana vyssie, ktord je substituovana
jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny kruhov" (vyhodne 1 az 3), ktoré
mozu byt rovnaké alebo rézne a si ako boli tu definované. "Substituovany
multicyklicky azaheterocyklenyl” znamena multicyklicku azaheterocyklenylovu
skupinu, ako bola definovana vysSie, ktora je substituovana jednym alebo
viacerymi “substituentmi skupiny kruhov” (vyhodne 1 a3 3), ktoré mozu byt

rovnaké alebo rézne a st ako tu boli definované.

"Heterocyklylén” znamena dvojvazbovi heterocyklylov skupinu, ako tu
bola definovana, ktora obsahuje od priblizne 4 do priblizne 8 atdmov uhlika.
Vyhodné velkosti kruhov heterocyklylénu zahriujt od priblizne 5 do priblizne 6
atomov kruhu; a takéto vyhodné velkosti kruhu sa ties oznacuju ako "nizsie”.
Miesta vazby cykloalkylénovej skupiny zahriuji moznosti 1.1-, 1,2-, 1,3- alebo
1,4- a pokial' je to mozné aplikovat, stereochemicky vztah miest vazby je bud
cis alebo trans. Priklady heterocyklylénovych skupin zahriuja (1,1-, 1,2- alebo
1,3-) piperidinylén a (1,1- alebo 1,2-) tetrahydrofuranylén. "Substituovany
heterocyklylén” znamena heterocyklylénovii skupinu, ako bola definovana
vysSie, ktora je substituovana jednym alebo viacerymi "substituentmi skupiny
kruhov” (vyhodne 1 aZ 3), ktoré mézu byt rovnaké alebo rézne a sd ako tu boli

definované.

"Hydrat” znamena solvat, v ktorom molekula alebo molekuly rozpustadia

je/sti H,0.

"Hydrogenacne labilnd ochranna skupina aminu’ znamena ochrannu
skupinu aminu, ako tu bola definovana ktora je Tahko odstranitelna
hydrogenaciou, zatial ¢o zostava relativne stabilna vogi ostatnym &inidlam.

Vyhodna hydrogenaéne labilng ochranna skupina aminu je Cbz.

"Hydrogenaéne labilnd ochranna skupina kyseliny” znamena ochrannd
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skupinu  kyseliny, ako tu bola definovana, ktora je lahko odstranitelna
hydrogendaciou, zatial o zostava relativne stabilna voCi ostatnym &inidlam.

Vyhodna hydrogenaéno labilna ochranna skupina kyseliny je benzy!.

"Hygroskopickost” znamena sorpciu, implikujicu ziskané mnoZstvo vody
alebo stavovl vodu, dostatodnd na ovplyvnenie fyzikalnych alebo chemickych
viastnosti latky (editori J. Swarbrick a J. C. Boylan, Encyklopedia of

Farmaceutical Technology, 10, 33).

"Iminovy glycinimidovy derivat” znamend iminovu Schiffovy bazu glycinu,
ktora sa moze pouZit pri syntéze a-aminokyselin, ako prirodzenych, tak i
vprirode sa nevyskytujicich. Iminova esterova funkéna skupina moéze
obsahovat' jedno alebo viacero asymetrickych centier, ktoré mézu pomahat
stereoindukcii v priebehu procesu vytvarania vézby. Okrem toho tieto iminové
glycinimidové derivaty sa mézu zabudovat do polymerizac¢ného nosica kvéli
ufahceniu kombinatoricke; syntezy. Iminové glycinimidové derivaty sa mézu
pripravit kondenzaciou glycinesteru s vhodnym ketonom v pritomnosti kyslého
katalyzatora. Reakcia sa ulahéi odoberanim vody. Iminové glycinimidové
derivaty s dobre zname v odbore na pouzitie v Michaelovom adiénom spOsobe
syntézy, ako je opisané napriklad v praci Guillena, G. a kol., J. Org. Chem.,
2000, 65, 7310 - 7322, ktora je tu zahrnuta ako referencia. Konkrétne priklady
iminovych glycinimidovych derivatov podla predlozeného vynalezu zahriuju

derivaty zvolené zo stboru, zahrnujuceho skupiny vSeobecnych vzorcov:
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M*  je prechodny kov, vyhodne CU, vyhodnejsie cu™,

R  je-CO,R™ -CN,
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alebo -CONR'R';
R'" je pripadne substituovana alifaticka skupina;

R je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina;

R je pripadne substituovany ary!, pripadne substituovana alifaticka skupina;

£y : =1
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R'  je atom vodika, skupiny alkyl alebo alkyltio; alebo pripadne substituovany
aryl;

R a R spolocne s atomom uhlika, ku ktorému sa R a R'® viazané, je

~ \(
A /l \/
~T 7 I ps
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@ je pevna faza.

"Adukt iminového glycinimidového derivatu” znamena vyslednu
zlaceninu, kde éast od o-atomu vodika k atomu dusika a karbonylova Cast
Schiffovej bazy sa odstrania a pouZiju na vytvorenie pripojenia kvoli tvorbe
vazby. Konkrétne priklady aduktov iminovych glycinimidovych derivatov podfa
predlozeného vynalezu zahriiuju také, ktoré sa zvolia zo stboru, zahraujiceho

vSeobecné vzorce:

&3 ) .
ST N g

& ; = L g
CE-’Z..\\/J§ U | g ""ac/ o ™y ‘r i~
R T
y\"‘/\ﬁ“
n:a/
alebo
kde:

R R' a R'"™ su definované, ako je opisané v definicii iminového

glycinimidového derivatu, uvedenej vyssie.

"N-oxysukcinimid” znamena skupinu nasledujucej Struktary

")

[}
N
O\T 7/0

O=N
"N-oxid” znamena skupinu nasledujlcej Struktury

"Pacient” je Clovek a dalSie cicavce.

"Peptidomimeticky” znamend polymér obsahujuci aminokyselinové
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zvysky, spojené spolu amidovymi vazbami.

"Farmaceuticky prijatelny ester” oznacCuje estery, ktoré sa hydrolyzuju in
vivo a zahriuje estery, ktoré sa vliudskom tele lahko rozpadaji kvoli

zanechaniu pdvodnej zluceniny alebo jej soli.

Vhodné esterové skupiny zahriuju napriklad skupiny odvodené od
farmaceuticky prijatelnych alifatickych karboxylovych kyselin, najma alkanovych
kyselin, alkénovych kyselin, cykloalkanovych kyselin a alkandiovych kyselin, v

ktorych kazdy alkyl alebo alkenyl vyhodne nema viac ako 6 atomov uhlika.

Priklady esterov zahmuju mrav€any, octany, propionaty, maslany,

akrylaty, etyljantarany a podobne.

Vyraz "farmaceuticky prijatelné prekurzory”, ako sa tu pouZiva, oznacuje
také prekurzory zlicenin podla predlozeného vynalezu, ktoré su vramci
zdravého lekarskeho Usudku vhodné na pouzitie v kontakte s ludskymi
tkanivami a tkanivami nizSich ZivoCichov bez nadmernej toxicity, podrazdenia,
alergickej odozvy a podobne, majd rozumny pomer prinosu a rizika a su ucinné
na ich zamyslané pouZitie, rovnako tak ako zwiterionove formy, ak st moznée,
zli¢enin podla predlozeného vynalezu. Viyraz "prekurzor’ oznaluje zluceniny,
ktoré sa rychlo transformuju in vivo kvéli ziskaniu pévodnej zliCeniny vySsie
uvedeného véeobecného vzorca, napriklad hydrolyzou v krvi. Funkéné skupiny,
ktoré sa mdzu rychlo transformovat, napriklad metabolickym Stiepenim in vivo,
vytvarajl triedu zliéenin reagujicich s karboxylovou skupinou ziucenin podla
predloZzeného vynalezu. Tieto zliCeniny zahriuju neobmedzujicim spdésobom
také skupiny ako je alkanoyl! (ako je acetyl, propanoyl, butanoyl a podobne),
nesubstituovany a substituovany aroyl (ako je benzoyl a substituovany
benzoyl), alkoxykarbonyl (ako je etoxykarbonyl), trialkylsilyl (ako je trimetyl- a
trietylsilyl), monoestery vytvorené s dikarboxylovymi kyselinami (ako je jantaran)
a podobne. V ddsledku lahkosti, s ktorou sa metabolicky odstiepiteiné skupiny
zlugenin podla predloZeného vynalezu Stiepia in vivo, zlG¢eniny nestce takéto
skupiny pdsobia ako prekurzory. Zlu¢eniny nestice metabolicky odStiepitelne
skupiny maji vyhodu vtom, Ze mdzu vykazovat zlepSend biologicku

dostupnost ako vysledok zvy$enej rozpustnosti a/alebo rychlosti absorpcie,
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ktorti im v porovnani s pévodnou zli€eninou prinasa metabolicky odstiepitelna
skupina. Dokladna diskusia sa podala v monografii Design of Prodrugs, H.
Bundgaard, ed., Elsevier (1985); Methods in Enzymology; K. Widder a kol., ed.,
Academic Press, 42, 309 - 396 (1985); A Textbook of Drug Design and
Development, Krogsgaard - Larsen a H. Bandaged, ed., kapitola 5; "Design and
Applications of Prodrugs”, 113 - 191 (1991); Advanced Drug Delivery Reviews,
H. Bundgaard, 8, 1 - 38 (1992), J. Pharm. Sci., 77, 285 (1988), Chem. Pharm.
Bull., N. Nakeya a kol., 32, 692 (1984); Prodrugs as Novel Delivery Systems, T.
Higuchi a V. Stella, 14 A.C.S. Symposium Séries, and Bioreversible Supports in
Drug Design, E. B. Roche, ed., American Pharmaceutical Association and

Pergamon Press, 1987, ktoré su tu vSetky zahrnuté ako referencie.

"Farmaceuticky prijatelna sol” oznacuje relativne netoxick(, anorganicku
a organick adi¢ni sol kyseliny a adiénu sol bazy zliCeniny podla
predloZzeného vynalezu. Tieto soli sa mdzu pripravit in situ v priebehu
zavereénej izolacie a Cistenia zlucenin. Obzvlast sa mozu adicné soli kyselin
pripravit oddelenou reakciou Cistenej zlieniny vo forme jej volne] bazy
s vhodnou organickou alebo anorganickou kyselinou a izolaciou takto

vytvorene] kyseliny.

Priklady adi¢nych soli kyselin zahrfiuju hydrobromid, hydrochlorid, siran,
hydrogénsiran, fosfore¢nan, dusi¢nan, octan, Stavelan, valerat, olejan,
palmitan, stearan, laurat, boritan, benzoat, mlie¢nan, fosfat, tosylat, citronan,
maleian, fumaran, jantaran, vinan, naftylat, mesylat, glukoheptonat,
laktiobionat, sulfamaty, malonat, salicylaty, propionaty, metylén-bis-(3-
hydroxynaftoaty), gentizaty, izetionaty, di-p-toluoylvinany, metansulfonaty,
etansulfonaty, benzénsulfonaty, p-toluénsulfonaty, cyklohexylsulfamaty a
chinatlaurylsulfonaty a podobne. Pozri napriklad S. M. Berge a kol,
"Pharmaceutical Salts”, J. Pharm. Sci., 66, 1 - 19 (1977), ktory je tu zahrnuty
ako referencia. Adiéné soli baz sa mozu tiez pripravit oddelenou reakciou
gistenej zIGéeniny vo forme kyseliny s vhodnou organickou alebo anorganickou
bazou a izolaciou takto vzniknutej scli. Adi¢né soli baz zahriuju farmaceuticky

prijatelné soli kovov a aminové soli. Vhodné soli kovov zahrfiuju soli sodne,
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draselne, vapenaté, barnaté, zino¢nate, hore¢naté a hlinité. Sodné a draselné
soli su vyhodné. Vhodné anorganické adi¢né soli baz sa pripravia zbaz
tvorenych kovmi, ktoré zahriiuju hydrid sodny, hydroxid sodny, hydroxid
draselny, hydroxid vapenaty, hydroxid hlinity, hydroxid litny, hydroxid hore¢naty,
hydroxid zinoCnaty a podobne. Vhodné aminové adi¢né soli baz sa pripravia
z aminov, ktoré maju dostatoCnu zasaditost na vytvorenie stabilnej soli a
vyhodne zahriuju tie aminy, ktoré sa Casto pouzivaju v lekarskej chémii kvoli
ich nizkej toxicite a prijatelnosti na lekarske pouzitie. Ako priklad mozno uviest
soli aménia, etyléndiaminu, N-metyl-glukaminu, lyzinu, argininu, ornitinu,
cholinu, N,N’-dibenzyletyléndiaminu, chlorprokainu, dietanolaminu, prokainu,
N-benzylfenetylaminu, dietylaminu, piperazinu, tris(hydroxymetyl)-
aminometanu, tetrametylamonium hydroxidu, trietylaminu, dibenzylaminu
efenaminu, dehydroabietylaminu, N-etylpiperidinu, benzylaminu,
tetrametylaménia, tetraetylamonia, metylaminu, dimetylaminu, trimetylaminu,
etylaminu, bazickych aminokyselin, napriklad lyzinu a argininu, a

dicyklohexylaminu a podobne.

"Substituenty skupiny kruhov” znamenaju substituentov viazanych
k aromatickému alebo nearomatickému kruhovému systemu, ktoré zahriuju
skupiny aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl
alebo jeho tioxo analég, cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo jeho
tioxo analog, heteroaroyl alebo jeho tioxo analdg, acyloxy, cyklylkarbonyloxy,
aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-
NHOH, -C(O)-CH,OH, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-
oxadiazolidiny! alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl,  alkoxykarbonyl,  cyklyloxy-karbonyl,  aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl,
heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl,
alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol,
Y'V2N-, Y'Y2NC(O)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY>- alebo Y'Y?NSO,, kde Y',

Y? a Y* st nezavisle atom vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl alebo ked
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substituent je Y'Y?N-, potom jeden zY' a Y? moze byt acyl, cyklylkarbonyl,
aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl alebo
heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy z Y' a Y? je definovany
vy&sie, alebo ked substituent je Y'Y’NC(O)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y’*NC(O)NY>-
alebo Y1Y2NSOZ_, Y' a Y2 moiu tiez spolu s dusikovym atémom,
prostrednictvom ktorého su Y' a Y? viazang, vytvarat 4- az 7-Clenny
azaheterocyklyl alebo azaheterdcyklenyl. Pokial kruhovy systém je nasyteny
alebo Ciastotne nasyteny, "substituenty skupiny kruhov” dalej zahriuji metylén
(H,C=), oxo (O=) a tioxo (S=). Kyslé/amidové substituenty skupiny kruhov su
karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(0)-CH,0H, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN,
sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-
metoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-
dion, 3,5-dioxo-1,2 4-oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-
hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl a Y'Y?NCO-. Nekysle polarne
substituenty skupiny kruhov st hydroxy, oxo (O=), tioxo (S=), acyl alebo jeho
tioxo analdg, cyklylkarbony! alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo
analdg, heteroaroy! alebo jeho tioxo analog, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyt,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl,  cyklylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, tiol, Y'Y2N-,
Y'Y2NC(0)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY*- alebo Y'Y*NSO,-.

"Solvat” znamena fyzikalne spojenie zlu¢eniny podfa predloZzeného
vynalezu s jednou alebo viacerymi molekulami rozpustadla. Toto fyzikalne
spojenie zahriuje vodikovl vazbu. Vistych pripadoch je solvat schopny
izolacie, napriklad pokial jedna alebo viacero molekdl rozpustadla su
zabudované do krystalickej mriezky kryStalickej pevnej latky. "Solvat” zahrfiuje
roztokovl fazu a izolovatelné solvaty. Priklady solvatov zahriuju hydraty,

etanolaty, metanolaty a podobne.

Vyhodné uskutocnenia

V daldom texte su uvedené konkrétne a vyhodné uskutoCnenia
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predlozeného vynalezu.
Konkreétne uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, Ze R° je vézba.

Dal$ie konkrétne uskutognenie predlozeného vynalezu je take, ze R° je

difluérmetylén.

Konkrétne uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, ze R' je atom

vodika alebo pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina.

Dalsie konkrétne uskuto&nenie predlozeného vynalezu je také, ze R je

atom vodika alebo niZsi alkyl.

Vyhodné uskutotnenie predlozeného vynalezu je take, ze R' je atom

vodika.

Konkrétne uskutoCnenie predlozeného vynalezu je také, ze R? je
pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina alebo pripadne substituovana

monocyklicka skupina.

Dalsie konkrétne uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, Ze R? je
pripadne substituovany nizsi alkyl, pripadne substituovany niz8i alkenyl alebo

pripadne substituovany monocyklicky cykloalkyl.

Dalsie konkrétne uskuto¢nenie predlioZzeného vynélezu je také, ze R? je
karboxymetyl, 1-karboxy-2-fenyletyl, cyklopropyl, cyklobutyl, 1-cyklohexyletyl, 1-
fenyletyl, but-2-yl, 1-pyrid-4-yletyl, propén-3-yl alebo 3-metylbut-2-yl; vyhodnejsi
je cyklopropy!.

Konkrétne uskutoCnenie predlozeného vynalezu je také, Ze R® je

pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina metylén.

C v , v . . , . , , . 3.
Dalsie konkrétne uskutoénenie predloZzeného vynalezu je také, ze R je

pripadne atdbmom halogénu substituovany nizsi (alkyl alebo alkenyl)metylén.

Vyhodné uskutocnenie predlozeného vynalezu je takeé, Ze R® je
propylmetylén, 2 2-difludretylmetylén, 2 2 2-trifluérmetylén alebo propén-3-
ylmetylén; vyhodnejsi R’ je propylmetylén alebo 2,2-difluéretylmetylén; este

vyhodnejsi R” je propylmetylén.
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Konkrétne uskutodnenie predioZeného vynélezu je také, ze R* je atom

vodika alebo pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina.

Dalsie konkrétne uskuto&nenie predloZzeného vynalezu je také, ze R* je

atom vodika alebo nizsi alkyl.

Vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, e R* je atom

vodika.

Konkrétne uskutoénenie predioZzeného vynalezu je také, 7e R’ je

pripadne substituovana nizsia alifatickd skupina metylén.

Dalsie konkrétne uskutodnenie predloZzeného vynalezu je také, e R je
pripadne (fenyl, karboxy, karboxamido alebo alkoxykarbonyl) substituovany

niZSi (alkyl alebo alkenyl) metylén.

Vyhodné uskutoénenie predlozeneho vynalezu je take, Ze R® je
metylmetylén, izopropylmetylén, terc-butylmetylén, but-2-ylmetylén,
butylmetylén, benzyimetylén, 3-metylbutyimetylén, 2-metylpropyl-metylén,
karboxymetylmetylén, karboxamido-metylmetylén, benzyloxykarbonylmetyl-
metylén, benzyloxykarbonylpropylmetylén alebo fenylpropén-3-yimetylén;
vyhodnejsi ste izopropylmetylén alebo terc-butyl-metylén.

Konkrétne uskutoCnenie predloZzeného vynalezu je take, ze R je atém

vodika alebo pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina.

Daldie konkrétne uskutoénenie predioZeného vynalezu je také, ze R® je

atém vodika alebo nizsi alkyl.

Vyhodné uskutoénenie predloZzeného vynalezu je také, ze R® je atom

vodika.

Konkrétne uskutoCnenie predloZzeneho vynalezu je také, ze R je
pripadne substituovana nizSia alifaticka skupina metylén, pripadne
substituovana nizsia cyklicka skupina metylén alebo pripadne substituovany

monocyklicky (aryl alebo heteroaryl) metylen.

~, v 4 “ . ~ . . . ; o~ 7 .
Dalsie konkrétne uskutoCnenie predloZzeneho vynalezu je také, ze R’ je

pripadne substituovany niz8i alkylmetylén, pripadne substituovany nizsi
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cykloalkylmetylén alebo pripadne substituovany fenylmetylén.

Vyhodné uskutoénenie predloZzeného vynédlezu je také, ze R’ je
metylmetylén, izopropylmetylén, n-propylmetylén, fenylmetylén,
cyklohexylmetylén, cyklopentylmetylén, terc-butylmetylén, s-butylmetylén,
cyklohexylmetylmetylén alebo fenylmetylmetylén; vyhodnejsi e
izopropylmetylén, cyklohexylmetylén, cyklopentylmetylén, terc-butylmetylén

alebo s-butylmetylén.

Vyhodné uskutoCnenie predloZeného vynalezu je tiez také, ze kazdy

zR* R°aR’ je monosubstituovany metylen.

Vyhodné uskutoCnenie predloZzeneho vynalezu je tiez takeé, ze R e
monosubstituovany metylén a ma (S) konfiguraciu na atome uhlika viazanom
k skupine -C(0)-R%-C(O)-NR'R?.

Konkrétne uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, ze R® je atéom

vodika alebo pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina.

DalSie konkrétne uskutoénenie predlozeného vynalezu je take, ze R® je

atém vodika alebo nizsi alkyl.

Vyhodné uskutonenie predlozeného vynélezu je také, ze R® je atom

vodika.

Konkrétne uskutoZnenie predloZeného vynalezu je take, ze R® je
pripadne substituovana niz8ia alifaticka skupina alebo pripadne substituovana

monocyklicka aromaticka skupina.

Dalsie konkrétne uskutodnenie predlozeného vynalezu je také, e RY je
pripadne substituovany nizsi alkyl alebo pripadne substituovany monocyklicky

heteroaryl.

Dalsie konkrétne uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, ze R je
pripadne (karboxy, (niz8i alkyl)) SO,NH-, (niz8i alkyl) HNCO-, hydroxy, fenyl,
heteroaryl, alebo (nizsi alkyl) OC(O),H-substituovany nizsi alkyl alebo pripadne

substituovany monocyklicky heteroaryl.

Este vyhodnejsie uskutodnenie predloZzeného vynalezu je také, ze R® je
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niz§i alky! substituovany skupinou (mono- alebo di-)MeOC(O).H-; vyhodnejSie
je 1,2-di(MeOC(0),H)-etyl alebo 1-(MeOC(O),H)-ety!.

Vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, ze R? je (karboxy,
(niz&i alkyl) HNCO- alebo tetrazolyl) substituovany nizsi alkyl; vyhodnejSie 3-
karboxypropyl, 2-tetrazol-5-ylpropyl, 3-(N-metylkarboxamido)propy! alebo 3-
karboxy-2,2-dimetylpropyl; eSte vyhodnejSie je 3-karboxypropyl, 2-tetrazol-5-
ylpropyl alebo 3-(N-metylkarboxamido)propy!.

Dal$ie vyhodné uskuto&nenie predlozeného vynalezu je také, Ze R® e
pripadne substituovany nizsi alkyl; vyhodnejie je 1-hydroxy-2-fenyletyl, metyl,
izopropyl alebo terc-butyl; eSte vyhodnejSie je metyl, izopropyl alebo terc-butyl.

Dalsie vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, Ze R® e

zvoleny zo suboru, zahriujuceho:
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MNH AN " T \_ . A
= N b 3 R f SN
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Este dalSie vyhodné uskutocnenie predlozeného vynalezu je také, ze R®

Je pyrazinyl.

Konkrétne uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, ze R'® je atom

vodika alebo pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina.

Dalsie konkrétne uskuto¢nenie predlozeného vynalezu je také, ze R'® je

atom vodika alebo nizsi alkyl.

Vyhodné uskutocnenie predloZeného vynélezu je také, ze R'® je atom

vodika.
Vyhodné uskutocnenie predloZeného vynalezu je také, ze
)
\_/ ako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je substituovany

pyrolidinyl.

Vyhodné uskutoénenie predloZzeného vynalezu je také, Ze

Q
o ako  substituovany = monocyklicky  azaheterocyklyl je pripadne

A
7

substituovany o alebo pripadne substituovany ary

0 g
= 0 0
yd
¢ o

N
kde Ar je R® obsahujuci aromaticku ¢ast; vyhodnejSie je pripadne substituovany

N
M) 0 70

o

) ; este vyhodnejsie je pripadne substituovany ND .

\s "V}/
N
. Ny
e (O
Dalsi vyhodny pripadne substituovany 2\ je i\r
(-
i
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L

Ine vyhodné uskutoCnenie predlozeného vynalezu je také, ze

I
\
O ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je pripadne

P

Lo

~ \‘
. h

substituovany ﬂ , vyhodnejsi je pripadne substituovany /\ .

Zvlastne substituenty pre 8 su hydroxy, fluér alebo oxo.

Iné vyhodné uskutocnenie predlozeného vynalezu je také, ze

\) ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl je pripadne
substituovany @ - vyhodnej$i je Q :
L_N) LN)
este vyhodnejsi je ﬂ
N

Iné vyhodné uskutonenie predioZzeného vynalezu je také, ze
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O ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl je pripadne

substituovany

N
Vyhodné uskutoCnenie predloZzeného vynalezu je také, ze

Y
: \
-C(0)-N (R*-R>-C(0) R°C(0),R?R" ¢ast viazana k \__/ e viazané o-
atdmom uhlika k atomu dusika.
Vyhodné uskutoCnenie predloZeného vynalezu je také, Ze L je -C(O)-
alebo -OC(O)-.

Vyhodné uskutoCnenie predloZzeného vynalezu je také, Ze n je 0.
Iné vyhodné uskutoCnenie predlozeného vynalezu je také, Zze nje 1.

Vyhodné uskutoénenie predloZeného vynalezu je také, 7e R e -
CO,R™.

Vyhodné uskuto&nenie prediozeného vynalezu je také, ze R'? je

L

173
R \/\{:’-p J"/L‘“F!ﬂ

@

R

Konkrétne uskutodnenie predloZzeného vynalezu je také, ze R"™ je

pripadne substituovana alifaticka skupina.

Dalsie konkrétne uskutoénenie predloZeného vynalezu je také, Ze R™ je

alkylova skupina.

Vyhodné uskutoCnenie predlozeného vynalezu je také, Ze R" je nizsi

atkyl.

Iné vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, ze R je

metyl.

Vyhodné uskutoénenie predloZeného vyndlezu je také, Ze R' je -
COR™.
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Konkrétne uskutognenie predloZzeného vynalezu je take, ze R™ je alkyl.

Vyhodné uskutoénenie predloZzeného vynalezu je také, ze R" je nizsi

alkyl.
Vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, 2e R™® je metyl.

Konkrétne uskutoénenie predioZzeného vynalezu je také, 7e R'® je

pripadne substituovana alifaticka skupina.

Dalsie konkrétne uskutonenie predloZeného vynélezu je také, e R'® je

alkyl.

Vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu je také, ze R' je nizsi

alkyl.
Viyhodné uskutoénenie predioZeného vynalezu je také, ze R'® je t-Bu.

Konkrétne uskutoénenie predloZzeného vynalezu je také, ze R je

pripadne substituovany aryl.
Vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu je take, ze R je fenyl.

Konkrétne uskutoCnenie predlozeného vynalezu je také, Ze R'® je

pripadne substituovany aryl.
Vyhodné uskutoCnenie prediozeného vynalezu je také, ze R je fenyl.

Konkrétne uskuto¢nenie predlozeného vynalezu je také, Ze p0 je zvoleny

zo suboru, zahriiujuceho BOC, CBz a -CO-alkyl.
Vyhodné uskutocnenie predioZeného vynalezu je také, ze p°je BOC.

Je zrejmé, ze predlozeny vynalez zahriuje vSetky vhodné kombinacie

konkrétnych vyhodnych uskutoCneni.

Konkrétne zlGéeniny podla predlozeného vynalezu su zvolené zo suboru,

zahriiujuceho ziGéeniny A-FH, ktoré postupne su nasledujlce:
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alebo ich farmaceuticky prijatelné soli alebo prekurzory alebo solvaty takychto

zIG&enin, ich soli alebo prekurzorov.

Vyhodna zlG¢enina je zlucenina zvolena zo suboru, zahriujucehe S, U,
BW. BX, BY, BZ, CE, CU, CW, CY, DZ, EA, EC, EJ, FH, EW, EOQ, EZ FGaEN
a ich farmaceuticky prijatelné soli alebo prekurzory alebo solvaty takychto

zluéenin, ich soli alebo prekurzorov.

Iné vyhodné uskutognenia predlozenéno vynalezu su zvolené zo suboru,

zahriujiceho nasledujicu skupinu zluc¢enin:
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alebo ich farmaceuticky prijatelné soli alebo prekurzory alebo solvaty takychto

zlugenin, ich soli alebo prekurzorov.

Inym vyhodnym uskutoCnenim predloZzeného vyndlezu je zligenina

véeobecneého vzorca:

alebo jej farmaceuticky prijatefna sof alebo prekurzor alebo solvat takejto

zlugeniny, jej soli alebo jej prekurzoru.

Inym vyhodnym uskutoénenim predlozengho vynalezu je zlUCenina

véeobecného vzorca 1, v ktorom
R’  jevazba;
R'  je atom vodika;

R?  je nizsi alkyl pripadne substituovany 1 az 3 alifatickymi substituentmi;
alebo nizsi cykloalkyl pripadne substituovany 1 az 3 cyklickymi

substituentmi;

R® a R’ sU kazdy nezavislie metylén pripadne substituovany 1 az 3 alifatickymi



g7

substituentmi;
R*, R® R®2 R™ su atém vodika:
R’ je metylén substituovany skupinou cykloalkyl, niz$i alky! alebo aryl; alebo

(1,1- alebo 1,2-)cykloalkenyl pripadne substituovany skupinou cykloalkyl,

nizsi alkyl alebo aryl;

R® Je nizsi alkyl pripadne substituovany 1 az 3 alifatickymi substituentmi:
alebo heteroary] pripadne substituovany 1 aZ 3 cyklickymi substituentmi;
alebo heterocyklicky pripadne substituovany 1 az 3 cyklickymi

substituentmi;

@

je monocyklicky azaheterocyklyl, multicyklicky azaheterocyklyl, alebo
multicyklicky azaheterocykleny! pripadne substituovany 1 az 3 cyklickymi

substituentmi: a
L je -C(0)-, -0C(0)-.

Inym vyhodnym uskutonenim predioZzeného vynalezu je zl(&enina

zvolena zo suboru, zahriujuceho:
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alebo jej farmaceuticky prijatelnd sol alebo prekurzor alebo solvat takejto

zluCeniny, jej soli alebo jej prekurzoru.

Inym vyhodnym uskutoénenim predloZzeného vynalezu je zluCenina
véeobecného vzorca 1, v ktorom pripadne substituovana alifaticka skupina,
pripadne substituovand cyklicka skupina alebo pripadne substituovana
aromaticka skupina R® je substituovana aspon jednym heteroarylovym

substituentom.

Inym vyhodnym uskutoénenim predioZzeného vynalezu je zlicenina
véeobecného vzorca 1, v ktorom pripadne substituovana aromaticka skupina R®

je pripadne substituovany heteroaryl.

inym vyhodnym uskutocnenim predlozeného vynalezu je zluCenina
véeobecného vzorca 1, v ktorom pripadne substituovana alifatickd skupina R’

je pripadne substituovany alkylheteroaryl.

Inym vyhodnym uskutoénenim predioZzeného vynalezu je zlucenina,
v ktore] pripadne substituovana heteroarylova skupina R’ je pyrazinyl,
tetrazolyl, chinolinyl, imidazolyl, izoxazolyl a pyradonyl, pripadne substituovany

substituentom skupiny kruhov.

Zlugeniny podla predloZzeného vynalezu sa pripadne dodavaju ako soli.
Tieto soli, ktoré st farmaceuticky prijatelné, s obzvlast zaujimavée, pretoze sa
mézu pouzit na podavanie uvedenych zii¢enin na lekarske ucely. Soli, ktore
nie sU farmaceuticky prijatelné, sU uZito€né v spésoboch vyroby, na izolaciu a
gistenie a v niektorych pripadoch na pouzitie pri separacii stereoizomérnych
foriem zlU&enin podia predlozeného vynalezu. Naposledy uvedené je obzviast

platné pre aminové soli, pripravené z opticky aktivnych aminov.

Pokial zluéenina podla prediozeného vynalezu obsahuje karboxy
skupinu alebo dostatoéne kysly bioizoster, m6zu sa vytvorit adi¢né soli baz a
predstavujl jednoduchl a vhodnejSiu formu na pouZitie; a v praxi pouZitie

zlugenin vo forme soli prirodzene dopina pouZitie vo forme volnej kyseliny.

Rovnako tak, pokial zli&enina podfa predloZeného vynalezu obsahuje

bazicku skupinu alebo dostato&ne bazicky bioizoster, sa mézu vytvorit adicné
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soli kyselin a predstavuju jednoduchd a vhodnej$iu formu na pouzitie; a v praxi

pouZzitie zlugenin vo forme soli prirodzene doplfia pouzitie vo forme volnej bazy.

Vyhodnym uskutoCnenim sposobu podla predloZeného vynalezu je
lieCenie pacienta trpiaceho HCV infekciou alebo fyziologickymi stavmi,
vztahujucimi sa k infekcii, ktoré zahriiuje podavanie farmaceuticky G&inného

mnoZstva zli€eniny vSeobecného vzorca 1 pacientovi.

Inym  vyhodnym  uskutoénenim  terapeutického spdsobu podra
predlozeného vynalezu je lie€enie pacienta trpiaceho na infekciu HCV alebo
fyziologické stavy vztahujice sa kinfekcii HCV, ktoré zahriiuje podavanie
farmaceuticky U€inného mnoZstva zlUiCeniny vSeobecného vzorca 1
v kombinacii s farmaceuticky acinnym mnozstvom inej terapeutickej latky

s u¢inkom proti HCV pacientovi.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka ziskania farmaceutickych kompozicii,
obsahujucich okrem jedného alebo viacerych inhibitorov HCV serinovych
proteaz tiez jeden alebo viacero interferénov, vykazujlcich Gé&inok proti HCV
alalebo jednu alebo viacero zlicenin, ktoré maju Gcinok proti HCV, vratane
imunomodulaCnych zlGenin, ako su imunostimulaéné cytokiny vykazujlce

HCV protivirusovy ucinok, a farmaceuticky prijatelny nosi¢ alebo riedidlo.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka ziskania farmaceutickej kompozicie,
ktora je UCinna&, na pouZitie pri priaznivej kombinacnej terapii, pretoze obsahuje
aspon dve ucinné zlozky, ktoré sa m6zu pouzit spdsobom podla predlozeného

vynalezu.

Predlozeny vynalez sa tiez tyka suprav alebo jednoduchych baleni
obsahujucich dve alebo viacero Géinnych zloZiek pouzitelnych pri lie¢eni alebo
prevencii infekcie HCV u pacienta. Suprava méze poskytnut zluceninu
vSeobecného vzorca 1 (samotnd alebo vkombinacii s farmaceuticky
prijatelnym riedidlom alebo nosiCom) a ako dal$iu Géinnu zlozku (samotnu
alebo v kombinacii s riedidlom alebo nosi€om) dal$iu terapeutick( latku

s u€inkom proti HCV.
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Zlugeniny véeobecného vzorca 1 sa mézu pripravit aplikaciou alebo
ipravou znamych spdsobov vyroby, ako sa tu pouzivaju alebo su opisane

v literature alebo spdésobmi podfa predloZzeného vynalezu.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka spdsobov lieCenia alebo prevencie
infekcie HCV u pacienta, ktory ho potrebuje, ktoré zahriuji podavanie
uvedenému pacientovi farmaceuticky u€inného mnoZstva kombinacie jedného
alebo viacerych inhibitorov HCV serinovych proteaz; jeden alebo viacero
interferonov, vykazujucich G¢inok proti HCV; al/alebo jednu alebo viacero
zIG&enin, ktoré sa udinné proti HCV, vratane imunomodulacnych zlicenin, ako

sU imunostimulaéné cytokiny vykazujice HCV protivirusovy ucinok.

PredloZeny vynalez sa tieZz tyka pouZitia jedného alebo viacerych
inhibitorov HCV serinovych protedz v kombinacii s jednym alebo viacerymi
interferonmi, vykazujucimi G&inok proti HCV afalebo jednou alebo viacerymi
zlu&eninami, ktoré s Géinné proti HCV, vratane imunomodulaénych zlucenin,
ako suU imunostimulaéné cytokiny vykazujice HCV protivirusovy ucinok, na
pripravu liegiva na lie¢enie alebo prevenciu infekcie HCV u pacienta, ktory ho

potrebuje.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka supravy alebo farmaceutického balenia
na lieGenie alebo prevenciu infekcie HCV u pacienta, kde suprava alebo
farmaceutické balenie obsahuje aspon dve oddelené nadobky, pricom aspon
jedna z uvedenych nadobiek obsahuje jeden alebo viacero inhibitorov HCV
serinovych proteaz, aspon jedna dalsia uvedend nadobka obsahuje jeden
alebo viacero interferonov alebo zli¢enin, ktoré indukuju tvorbu interferdnu,
ktora vykazuje tginok proti HCV (samotnych alebo v kombinacii s farmaceuticky
prijatelnym nosiom alebo riedidlom) a pripadne aspon jedna dalSia uvedena
nadobka obsahuje jednu alebo viacero zli€enin, ktoré sd U¢inné proti HCV
(samotné alebo v kombinacii s farmaceuticky prijatelnym nosi¢om alebo
riedidlom), vratane imunomodulaénych zlucenin ako su imunostimulacné

cytokiny, vykazujice HCV protivirusovy G¢inok.

PredloZeny vynalez sa este dalej tyka spdsobu inhibicie replikécie virusu

hepatitidy C v bunke, ktory zahriuje uvedenie danej bunky, inhibitora
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serinovych proteaz virusu hepatitidy C a pripadne interferonu alebo zléeniny,
ktora indukuje tvorbu interferonu, ktory je Ucinny proti virusu hepatitidy C, do

vzajomného kontaktu.

Mnozstvo inhibitora alebo inhibitorov HCV serinovych proteaz,
interferonu alebo interferonov alebo zliceniny s ucinkom proti HCV alebo
zluCenin v [ubovolnom z predchadzajucich pouziti méze byt farmaceuticky
ucinné mnozstvo, suboptimaine UCinné mnozstvo proti HCV alebo ich
kombinacie, pokial vysledna kombinacia inhibitora alebo inhibitorov HCV
proteaz, interferonu alebo interferénov al/alebo zluceniny alebo zluéenin
s uCinkom proti HCV predstavuje farmaceuticky u€inné mnozstvo zlGcenin,

ktoré je uéinné pri lieCeni alebo prevencii infekcie HCV u pacienta.
Predlozeny wvynalez sa dalej tyka spdsobu pripravy chirélng
bicykloprolinatovej zluceniny, ktoré je pouzitelna na pripravu zligeniny

vS§eobecného vzorca 1.

Priprava zlu¢enin podla prediozeného vynalezu

Vychodiskové materialy a medziprodukty pri priprave zluéenin podfa
predloZzeného vynalezu sa mo6zu pripravit aplikaciou alebo Upravou znadmych
spbsobov, napriklad spésobmi, ktoré su opisané v referenCnych prikladoch,

alebo ich jasné chemické ekvivalenty.

ZluCeniny podla predloZeného vynélezu sa moézu pripravit’ aplikaciou
alebo Upravou znamych spdsobov, ktorymi sa myslia spésoby uvedene v tejto
prinlaske alebo opisané v literature, napriklad spdsoby opisané v publikacii R.

C. Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH publishers (1889). -

Zlugenina véeobecného vzorca 1, v ktorom sd premenné a skupina

0
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ako bolo opisané vyssie, sa mdze pripravit spracovanim zluceniny

Q

opisané vyssie, vhodnym oxidaénym cinidlom a za vhodnych podmienok.

véeobecného vzorca 2, v ktorom premenné a skupina su ako bolo

Konkrétne oxidacné d&inidlo je DMP. Konkrétne podmienky zahriuju
vykonavanie oxidécie vo vhodnom organickom rozpustadle ako je dichlérmetan

a asi pri teplote okolia.

Oxidacné Ginidlo

R* 0 ) ,
o L~ RN L P
RNy R Ay Y \(,)p\.-
1

R O R0

Zlu¢enina vSeobecného vzorca 2, v ktorej premenné a skupina

si ako bolo opisané vy$Sie, sa modzZze pripravit kopulaciou ziuceniny
vSeobecného vzorca 3, v ktorom premenné a skupina sU ako bolo

opisané vyssie, a zliéeniny vSeobecného vzorca 4, v ktorEﬁ/premenné su ako
bolo opisané vy$sie, pouzitim vhodného kopulacného Cinidla a za vhodnych
podmienok. Konkrétne kopulaéné &inidlo a podmienky zahriujd pouzitie DIC a
HOAt vo vhodnom organickom rozpustadle ako je DMF za teploty priblizne 0 °C
alebo pouzitie PyBop a DIPEA vo vhodnem organickom rozpustadle ako je

dichldrmetan zhruba pri teplote okoalia.
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Kopula¢ne inidlo
! a podmienky

R’ ?L ;0 R
L RU_L-N RN
R \(‘Iﬁ \[r)? R’ N, 1/ T r
§ R 0
R* O . f

Zlu€enina vSeobecného vzorca 3, v ktorom premenné a skupina

&

N

st ako bolo opisané vySSie, sa moze pripravit kopulaciou zliceniny
vSeobecneho vzorca 5, ktorej premenné s ako bolo opisané vyssie, a
zlu€eniny vSeobecného vzorca 6, kde p2 je ochranna skupina kyseliny a
skupina je ako bolo opisané vysSie, pouzZitim vhodného

J

kopulaCneno cinidla a za vhodnych kopulaCnych podmienok, nasledovana
zodpovedajucim odstranenim ochrannej skupiny a za vhodnych podmienok na
odstranenie ochranne] skupiny. Konkrétne kopula¢né cCinidlo a podmienky
pouzitia DIC alebo DCC a HOAt vo vhodnom organickom rozpustadle ako je
DMF alebo dichlérmetan za teploty od priblizne 0 °C do priblizne teploty okolia.
Odstranenie ochrannej skupiny sa vykonava pouzitim vhodného Cinidla na
odstranenie ochrannej skupiny, kioré zavisi od povahy ochranného Cinidla, to
znamena, ¢i je odstranitelné (labilné) za kyslych, bazickych alebo
hydrogenacnych podmienok, a od dalSich reaktivnych skupin v zlu¢enine, ktora
podstupuje operaciu odstranovania ochrannej skupiny, to znamena ¢&inidlo na
odstranenie ochranne] skupiny sa zvoli tak, aby odstranilo pozadovanu

ochranndt skupinu bez ovplyvnenia dalSich reaktivnych skupin, pokial sa
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nepozaduje sUdasna dalSia reakcia. Konkrétne ochranné ¢inidio kyseliny je Ci-
Cs nizsi alkyl; obzvlast metyl. Konkrétne Cinidlo na odstranenie ochrannej
skupiny je anorganicka baza ako je hydroxid alkalického kovu; najma NaOH.
Konkrétne podmienky pre reakciu odstrénenia ochrannej skupiny zahriuju
vykonavanie reakcie v alkoholovom rozpustadie ako je metanol alebo etanol asi

pri tepiote okolia.

6

| o
) 3 J ﬁ i
R 0

5

1. Kopulaéné €inidlo
a podmienky

2. Cinidlo a podmienky
odstranenia ochrany
kyseliny

Y
O O

[
R
|
L ) 7 * |
R’ \(\zgR I 2 OH
R* O -

~

Zlucenina véeobecného vzorca 5, v ktorom n je 0 a dalSie premenné su
ako bolo opisané vy3Sie, to znamena zlienina 5a, sa moéze pripravit
odstranenim ochrannej skupiny zligeniny véeobecného vzorca 7, v ktorom p2 je
ochranna skupina kyseliny a daldie premenné su ako bolo opisane vysSie,
pouzitim ¢&inidla odstranenia ochrannej skupiny a za vhodnych podmienok.
Odstranenie ochrannej skupiny sa vykonava pouzitim vhodného Cinidla na
odstranenie ochrannej skupiny, ktoré zavisi od povahy ochranného Cinidla, to
znamend, & je odstranitelné (labiné) za kyslych, bazickych alebo
hydrogenadnych podmienok, a od dal§ich reaktivnych skupin v zlucenine, ktora
podstupuje operaciu odstrafiovania ochrannej skupiny, to znamena Cinidlo na
odstranenie ochrannej skupiny sa zvoli tak, aby vykonalo odstranenie
pozadovanej ochrannej skupiny bez ovplyvnenia dal$ich reaktivnych skupin, ak

sa nepozaduje sUi¢asna dalsia reakcia. Konkrétne ochranné &inidlo kyseliny je

320€39/B



125

Ci-Cs niZsi alkyl; najma metyl. Konkrétne &inidlo na odstranenie ochrannej
skupiny je anorganicka baza ako je hydroxid alkalického kovu; najma NaOH.
Konkrétne podmienky pre reakciu odstrénenia ochrannej skupiny zahrfiujd
vykonavanie reakcie v alkoholovom rozpustadie ako je metanal alebo etanol asi
pri teplote okolia.

Ré

]
5 L"’N‘Rj\

2
OF
R

7

Cinidlo a podmienky
odstranenia ochrany
kyseliny

R\S

oL
9,L/N\R5

OH
R

Sa

ZliCenina vSeobecného vzorca 7, vktorom premenné su ako bolo
opisané vy$sie, sa mbze pripravit acylaciou zlu¢eniny véeobecného vzorca 8,
v ktorom premenné sU ako bolo opisané vyssie, zlieninou vieobecného
vzorca 9, kde M je premiestnitelna skupina a dalSie premenné su ako bolo
opisané vysSie, za vhodnych podmienok. Konkrétne kopulaéné podmienky
pouzivaju DIC alebo DCC a HOAt vo vhodnom organickom rozpustadle ako je
DMF alebo dichlormetan za teploty od priblizne 0 °C do priblizne teploty okolia,
alebo PyBop a DIPEA vo vhodnom organickom rozpustadle ako je DMF alebo
dichlérmetan zhruba pri teplote okolia; a vyhodne naposledy uvedené
podmienky. Konkrétne L je karbonyl. Konkrétne M je hydroxy alebo N-

oxysukcinimid.
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R’ %
_L-M . .
R9 + H/N R op
9 8

Kopulaéne podmienky

[4

R O

R”L/h . Rsﬂ\OPg

7

Zlu&enina véeobecného vzorca 5, v ktorom n je 1 a dalie premenné su
ako bolo opisané vyssie, to znamena zlicenina 5b, sa mdZe pripravit
odstranenim ochrannej skupiny zluceniny véeobecného vzorca 10, kde P?je
ochranna skupina kyseliny a daldie premenné su ako bolo opisané vyssie,
s pouzitim vhodného &inidla odstranenia ochrannej skupiny & za vhodnych
podmienck. Odstranenie ochrannej skupiny sa vykonava pouZitim vhodného
ginidla na odstranenie ochrannej skupiny, ktoré zavisi od povahy ochranného
ginidla, to znamena. & je odstranitelné (labilné) za kyslych, bazickych alebo
hydrogenaénych podmienok, a od dalsich reaktivnych skupin v zltcenine, kiora
podstupuje operaciu odstrafiovania ochrannej skupiny, to znamena Cinidlo na
odstranenie ochrannej skupiny sa zvoli tak, aby vykonalo odstranenie
pozadovanej ochrannej skupiny bez ovplyvnenia dalSich reaktivnych skupin,
pokial sa nepozaduje suéasnd dalsia reakcia. Konkrétne ochranné Cinidlo
kyseliny je Ci-Cs nizsi alkyl; najma metyl. Konkrétne Cinidlo na odstranenie
ochrannej skupiny je anorganické baza ako je hydroxid alkalického kovu; najma
NaOH. Konkrétne podmienky pre reakciu v alkoholovom rozpustadle ako je

metanol alebo etanol asi pri teplote okolia.
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R ﬁ
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Zlucenina vSeobecného vzorca 10, v ktorom premenné su ako bolo
opisané vyssie, sa moze pripravit acylaciou zlu¢eniny vSeobecného vzorca 11,
v ktorom premenné su ako bolo opisané vyssie, zlldeninou vdeobecného
vzorca 9, vktorom premenné sU ako bolo opisané vyssie, za vhodnych
podmienok. Konkrétne kopulaéné podmienky pouzivaju DIC alebo DCC a HOAt
vo vhodnom organickom rozpustadle ako je DMF alebo dichlormetan za teploty
od priblizne 0 °C do priblizne teploty okolia, alebo PyBop a DIPEA vo vhodnom
organickom rozpustadle ako je DMF alebo dichiormetan asi pri teplote okolia; a
vyhodne naposledy uvedené podmienky. Konkrétne L je karbonyl. Konkrétny M

je hydroxy alebo N-oxysukcinimid.

Kcpulaéné podmienky

Y
¥ 5
9,L\ rR‘\,/Nw 3 2
RTNYT R o
0]
R 10

ZluCenina vSeobecného vzorca 11, v ktorom premenné s ako bolo

opisané vysSie, sa mdZe pripravit odstranenim ochrannej skupiny zldéeniny
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véeobecného vzorca 12, v ktorom =4 je ochrannd skupina aminu a dalsie
premenné su ako bolo opisané vysSie, pomocou vhodnenho Cinidla na
odstranenie ochrannej skupiny a za vhodnych podmienok. Odstranenie
ochrannej skupiny sa vykondva pouZitim vhodného &inidla na odstranenie
ochrannej skupiny, ktoré zavisi od povahy aminového ochranného cinidla, to
znamena, & je odstranitelné (labilné) za kyslych, bazickych alebo
hydrogenaénych podmienok, a od daldich reaktivnych skupin v zluc¢enine, ktora
podstupuje operaciu odstrafiovania ochrannej skupiny, to znamena ginidlo na
odstranenie ochrannej skupiny sa zvoli tak, aby vykonalo odstranenie
pozadovanej ochrannej skupiny bez ovplyvnenia dalSich reaktivnych skupin, ak
sa nepozaduje si¢asna daliia reakcia. Konkréine aminove ochranné ¢inidlo je
Cbz alebo BOC; najma Cbz. Konkrétne ¢inidio na odstranenie ochrannej
skupiny je kyselina ako je HCl alebo Hx/Pd(OH);; najméa Ha/Pd(OH)z. Konkrétne
podmienky pre reakciu odstranenia ochrannej skupiny zahriuju vykonavanie
reakcie v alkoholovom rozpUstadle, ako je metanol alebo etano! alebo

alkylalkanoatovom rozpustadle ako je etylacetat asi pri teplote okolia.

, K0
I>L$'RYN‘R51LOP2
R¥ O 12

. Podmienky odstranenia
« ochrany aminu

A
Hop R p or
R O
11

Zittenina vdeobecného vzorca 12, v ktorom premenné st ako bolo
opisané vyssie, sa moze pripravit kopulaciou zluceniny véeobecneho vzorca
13, v ktorom premenné su ako bolo opisané vySsie, so zluceninou
véeobecného vzorca 14, v ktorom premenné su ako bolo opisané vyssie, za
vhodnych podmienok. Konkrétne kopulatné podmienky pouzivaju HOAVDIC a

DIPEA vo vhodnom organickom rozpustadie ako je THF asi pri teplote okolia.
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1 . :
B OH N 2
PN O R or
L8
R0z 14

Kopulaéné podmienky

Zlu¢enina vSeobecného vzorca 4, v ktorom premenné su ako bolo
opisané vysSie, sa moze pripravit odstranenim ochrannej skupiny zliéeniny
vSeobecného vzerca 15, vktorom premenné sU ako bolo opisané vyssie,
pomocou vhodného Cinidla na odstranenie ochrannej skupiny a za vhodnych
podmienok. Odstranenie ochrannej skupiny sa vykonava pouzitim vhodného
cinidla na odstranenie ochrannej skupiny, kitoré zavisi od povahy aminového
ochranného ¢inidla, to znamena, Ci je odstranitelné (labilné) za kyslych,
bazickych alebo hydrogenacnych podmienok, a od dalSich reaktivnych skupin
v zlu€enine, ktora podstupuje operaciu odstranovania ochranne] skupiny, to
znamena cinidlo na odstranenie ochranngj skupiny sa zvoli tak, aby vykonalo
odstranenie poZadovane] ochrannej skupiny bez ovplyvnenia dalsich
reaktivnych skupin, ak sa nepozZaduje suCasna dalSia reakcia. Konkrétne
aminove ochranné &inidioc je Cbz alebo BOC; najma Cbz. Konkrétne Cinidlo na
odstranenie ochrannej skupiny je kyselina ako je HCI alebo H,/Pd(OH);; najma
H,/Pd(OH),. Konkrétne podmienky pre reakciu odstranenia ochrannej skupiny
zahrfuju vykonavanie reakcie v alkoholovom rozpustadle, ako je metanol alebo
etanol alebo alkylalkanoatové rozpustadio ako je etylacetat asi pri teplote

okolia.
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Podmienky cdstranenia
ochrany

Y
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R
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4
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Zlu¢enina véeobecného vzorca 15, v ktorom premenné su ako bolo
opisané vyssie, sa moze pripravit kopulaciou zliéeniny véeobecného vzorca
16, v ktorom premenné su ako bolo opisané vyssSie, SO zluCeninou
vdeobecného vzorca 17, v ktorom premenn-é s ako bolo opisané vyssie, za
vhodnych podmienok. Konkrétne aminové ochranne ¢inidlo je Cbz alebo BOC;
obzviaét Cbz. Konkrétne kopulaéné podmienky pouzivaju HOBT, PyBop a
DIPEA vo vhodnom organickom rozpustadle ako je dichiérmetan za teploty od

priblizne 0 °C do priblizne teploty okolia.
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ZlG¢enina v8eobecného vzorca 16, v ktorom premenné su ako bolo
opisané vySSie, sa mozZe pripravit odstrdnenim ochrannej skupiny zlugeniny
vSeobecného vzorca 18, v ktorom dalSie premenné st ako bolo opisané vyssie,
pomocou vhodného Cinidla na odstranenie ochrannej skupiny a za vhodnych
podmienok. Odstranenie ochrannej skupiny sa vykonava pouZitim vhodného
Cinidla na odstranenie ochrannej skupiny, ktoré zavisi od povahy ochranného
Cinidla kyseliny, to znameng, &i je odstranitelné (labilné) za kyslych, bazickych
alebo hydrogenacnych podmienok, a od dalich reaktivnych skupin
v zlicenine, ktora podstupuje operaciu odstrafiovania ochrannej skupiny, to
znamena Cinidlo na odstranenie ochrannej skupiny sa zvoli tak, aby vykonalo
odstranenie pozadovane] ochrannej skupiny bez ovplyvnenia dalsich
reaktivnych skupin, ak sa nepoZaduje stcCasna daldia reakcia. Konkrétne
aminové ochranné €inidlo je Cbz. Konkrétne ochranné ¢inidlo kyseliny je C-Cg
nizsi alkyl, najméa metyl. Konkrétne ¢inidlo na odstranenie ochrannej skupiny je
anorganické baza ako je hydroxid alkalického kovu; obzviast NaOH. Konkrétne
podmienky pre reakciu odstranenia ochrannej skupiny zahriuji vykonavanie
reakcie v alkoholovom rozptstadle, ako je metanol alebo etanol priblizne pri

teplote okolia.

2
p‘ ’na Rc OP
YT
R® oH ©
18
Cinidio a2 podmienky
! odstranenia ochrany
Y kyseliny
P\, -R:_R%_oH
YT
R OH O
18

Zli&enina véeobecného vzorca 18, v ktorom R° je vdzba a dalSie
premenné st ako bolo opisané vy$Sie, sa mdze pripravit ochranou zli€eniny
v§eobecného vzorca 20, v ktorom premenné st ako bolo opisané vyssie,
zliCeninou v8eobecného vzorca 19, v ktorom premenné st ako bolo opisané

vysSie, za vhodnych podmienok. Konkrétne aminové ochranné Cinidlo je Cbz
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alebo BOC. Konkrétne kopulaéné podmienky pouZivaju vhodné organické
rozpustadlo ako je dichlérmetan za teploty od priblizne 0 °C do priblizne teploty

okolia.

Zlu&enina véeobecného vzorca 20, v ktorom R* je atém vodika a dalsie
premenné si ako bolo opisané vy3Sie, sa mbze pripravit hydrogenaciou
zluéeniny véeobecného vzorca 21, v ktorom premenné su ako bolo opisané
vy$sie, vhodnym hydrogenaénym Cinidlom a za vhodnych podmienok.
Konkrétne hydrogenaéné ¢&inidlo je Ha/Pd(OH).. Konkrétne hydrogenacné
podmienky zahrfiuju vykonavanie hydrogenacie v alkoholovom rozpustadie ako

je metanol alebo etanol alebo alkylalkanoatove rozpustadio ako je etylacetat

priblizne pri teplote okolia.

O\NV‘R:‘ OPz

!
O OH 21

Hydrogenacné podmienky

3

HW.R

R’ OH
20

oF

. . o . 4 . ,
Zloéenina véeobecného vzorca 20, vktorom R® je pripadne

substituovany alifaticky substituent a dalSie premenné su ako bolo opisane
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vysSie, sa mOZe pripravit' alkylaciou zlu¢eniny 20°, v ktorej premenné st ako
bolo opisané vyssie, zlugeninou 22 (alkylagné &inidlo), v ktorej R* je pripadne
substituovany alifaticky substituent a Q je premiestnitelnd skupina, ako su

halcgenidy, tosylaty alebo sulfonaty, za vhodnych podmienok.

i P
D H. .R
o o Y or . e
H OH R OH
22 20 20

Vhodné alkylatné cCinidla zahriuja alifatické zluCeniny (halogenidy,
tosylaty alebo sulfonaty). Vhodné alkylané podmienky zahriuju vykonavanie
alkylacie vo vhodnom organickom rozpustadle ako je alkoholové rozpustadio,
napriklad metanol alebo etanol, alebo éteroveé rozpustadia, napriklad éter alebo
tetrahydrofuran, za teploty od priblizne tepioty okolia do priblizne teploty
spatného toku.

Zlu€enina vSeobecného vzorca 21, v ktorom premenné s ako bolo
opisané vysSie, sa mdze pripravit alkylaciou zlu¢eniny véeobecného vzorca 22,
v ktorom premenné su ako bolo opisané vysSie, zlu€eninou vSeobecného
vzorca 23, v ktorom R* je nezavisle pripadne substituovana alifaticka skupina,
pripadne substituovana cyklickd skupina alebo pripadne substituovana
aromatickad skupina, ako bolo opisané vysSie, za vhodnych podmienok.
Konkrétne alkylacné podmienky zahriiuju vykonavanie alkylacie pouzitim silnej
bazy ako je terc-butoxid draselny v alkoholovom rozpustadie ako je metanol

alebo etanol priblizne pri teplote okolia.
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Zluéenina véeobecného vzorca 24, v ktorej premenné s ako bolo
opisané vysdie, sa mobze pripravit vykonanim Michaelovej adicie na
Michaelovom akceptore véeobecného vzorca 29, v ktorom premenna je ako

bolo opisané vy§sie, iminovym glycinimidovym derivatom.

Q.

R
{29}

\L Michaelove adicné podmienky

(24)

Michaelova adicia zahriiuje pouZitie vhodného aprotickeho polarneho
rozpustadla, alkalickej metyl-hydroxidovej bazy a vhodnych teplét. Blizsie
informacie o Michaelovej adicii pozri Corey, E. J.; Noe, M. C.; Xu, F.:
Tetrahedron Letter, 1998, 39, 5347. Blizie informécie o syntéze chiralnych
katalyzatorov prenosu fazy pozri Corey, E. J.; Noe, M. C.: Xu, F. J., Am. Chem.
Soc.. 1997, 119, 12414. Vhodné rozpustadla zahriiuju DCM, ACN alebo THF
v zavislosti od reak&nych podmienok. Vhodné bazy zahriuju CsOH, NaOH,

KOH a LiOH. Vhodné teplotné rozmedzie je od priblizne -78 °C do priblizne 0
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°C, obzviast priblizne -60 °C. Iminové glycinimidy, pouzitelné podla
predloZzeného vynalezu, su opisané v tejto prihlaSke vynalezu. Vyhodnym
iminovym glycinimidom je terc-butylester N-(difenylmetylén)glycinu. Okrem toho
podmienky Michaelovej adicie mézu alebo nemusia zahrfiovat pouzitie
katalyzatora prenosu fazy (phase transfer catalyst - PTC) (chiralny a
nechiralny). Vyhodny PTC je O-[9]alyl-N-9-antracenylmetylcinchonidium
bromid.

Zlucenina vSeobecného vzorca 25, v ktorom premenné si ako bolo
opisané vys§ie, sa mdzZe pripravit iminovym Stiepenim a cyklizaciou zld&eniny

vSeobecného vzorca 24.

(‘\\ r-———————-)\\ ./ it
|
H _,)/H i

Ryze“ : “'Ru
r24) ‘ (25)

Podmienky $tiepenia a cyklizacie

~—

Procedury stiepenia a cyklizacie pozri Javidan, A.; Schafer, K., Pyne, S,
Synlett, 1996, 100; Tatsukawa, A., Dan, M., Ohbatake, M., Kawatake, K.,
Fukata, T., Wada, E., Kanemase, S., Kakei, S., J. Org. Chem., 1993, 58, 4221.
Podmienky Stiepenia a cyklizacie zahriiuju pouZitie polarnych rozpustadiel,
kyslych ¢&inidiel a teploty od priblizne teploty okolia do priblizne 150 °C.
Vyhodné podmienky zahriuju pouZitie EtOH, AcONa a NH,OH.HC! a teplotu

rovnajlicu sa priblizne teplote varu pouZitého rozpustad!a.

Zlugenina vSeobecného vzorca 26, v ktorom premenné su ako bolo
opisané vys$ie, sa mdze pripravit ochranou amidovej zli€eniny vSeobecného
vzorca 25, v ktorom premenné su ako bolo opisané vyssie, pomocou vhodnej
amidovej ochrannej skupiny ako je BOC. Dalie vhodné ochranné skupiny
zahriuja CBz, -COjalkyl. Pozri tiez Greene, T. W., Wuts, P. G. M., Protective
Groups in Organic Synthesis, Wiley and Sons, New York, 1991 ako priklady
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dalgich aminovych ochrannych skupin. Podmienky reakcie zahrfiuju pouzitie
aprotickych polarych rozpustadiel, organické bazy ako katalyzatory a teploty
v rozmedzi priblizne 0 °C - 100 °C. Vyhodné podmienky zahriuji pouzitie ACN,

dimetylaminopyridinu a priblizne teplotu okolia.

| - g
{
.C//,\P‘( n* o \.‘/\Q
! L
(28 Ochranné podmienky =

—)

Zléenina véeobecného vzorca 27, vktorom premenné sU ako bolo
opisané vyssie, sa mdze pripravit redukciou chranenej zlGCeniny véeobecneho

vzorca 26, v ktorom premenné st ako bolo opisané vyssie.

7
n-—j——I/H ﬂ—\—!———/—-H
AN U

24 N
|. L
» ?
28) Redukéné podmienky on

—

V skutoénosti sa vykonavaju dve redukcie. Prva redukcia je redukcia
amidu na hemiaminal pouzitim DIBALH alebo superhydridu (LiBEtsH). Druha
redukcia redukuje hemiaminal na amin pouZitim EtsSiH a BF3OEt;. Pozri
Collado, |., Ezqueera, J., Mateo, A. |, Rubio, A., J. Org. Chem., 1998, 63, 1995
- 2001 a Ezqueera, J., Pedregal, C., Yruretagoyena, B., Rubio, A., Carreno, M.
C., Escribano, A., Garcia Ruano, J. L., J. Org. Chem., 1895, 60, 2925 pre

redukéné podmienky.

Daldou beznou podmienkou premeny pyroglutamatov na pyrolidiny je

pouzitie BH3.SMe:.
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Zldcenina vSeobecného vzorca 28, vktorom premenné su ako bolo
opisane vysSie, sa mbZe pripravit odstranenim ochrannej skupiny zluCeniny

vseobecneho vzorca 27, v ktorom premenné st ako bolo opisané vyssie.

4 N
1) g

‘/\H“

N

l "
]
7

@ —> Deprotek&né podmienky e

Pozri Gibson, F. G., Benneier, S. C., Rapoport, H., J. Org. Chem., 1994,
59, 3216 - 3218 kvdli podmienkam selektivneho odstranenia ochranne;j skupiny

N-BOC v pritomnosti terc-butylesteru.

Odbornik v odbore vie, Ze podmienky odstranenia ochrannej skupiny st
zavislé od volby ochrannej skupiny. Napriklad, ak sa pouzije CBz, moze sa
pouZit hydrogenacia alebo bazické podmienky. Vyhodne, ak sa pouzije BOC,
mbze sa pouzit 1 N HCI v etylacetate, pozri Greene, T. W., Wuts, P. G. M.,
Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley and Sons, New York, 1991.

Priemernému odbornikovi v odbore je zrejmeé, Ze zli¢enina vSeobecného
vzorca 3 sa modze pripravit’ kopulaciou zluceniny vSeobecného vzorca 5 so

zlu€eninou vieobecného vzorca 28 za vysSie opisanych podmienok.

Sposoby pripravy R®, R® alebo R’ ako pripadne substituovanych
etandiylovych skupin st zname odbornikom v odbore, naprikiad su tieto
spbésoby opisané v ,The Organic Chemistry of beta-Lactams,, editor G. Georg,
VCH Publishers, Inc. (1993), naprikiad str. 240 - 241 a 303 - 305.

Schémy 1 - 11, ktoré nasleduju, uvadzaju priklady vybranych spdsobov
pripravy pripadne substituovanych muiticyklickych azaheterocyklylov. Spésoby
vdalej uvedenych schémach su tiez pouzitelné na dalSie pripadne
substituované  multicyklické  azaheterocyklyly  obsahujuce  podobnych

substituentov.
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Zlugenina v8eobecného vzorca 1 zahriujuca skupinu obsahujlcu jeden

alebo viacero atdmov dusika v kruhu, vyhodne imin (=N-), sa mdze premenit na

zodpovedajucu zlu€eninu, v ktorej jeden alebo viacero atémov dusika v kruhu

v skupine sa oxiduju na N-oxid, vyhodne reakciou s perkyselinou, napriklad
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kyselinou  peroctovou  vkyseline  octovej alebo  kyselinou m-
chlérperoxybenzoovou v inertnom rozpustadle ako je dichlormetan, za teploty
od priblizne teploty okolia do teploty spétného toku, vyhodne za zvySenej

teploty.

Vtu opisanych reakciach méze byt nutné chranit reakéné funkéné
skupiny, napriklad skupiny hydroxy, amino, imino, tio alebo karboxy, ak je to
Ziaduce, aby sa nachadzali v koneénom produkte, kvdli zamedzeniu neZiaduce;j
ucasti v reakciach. M6zu sa pouzit bezné ochranné skupiny v sulade so
standardnou praxou, pozri napriklad T. W. Greene a P. G. M. Wuts, Protective
Groups in Organic Chemistry,, John Wiley and Sons (1991); J. F. W. McOmie,

,Protective Groups in Organic Chemistry,, Plenum Press, 1973.

Zlucenina, ktora sa pripravi ako bolo opisané vy3sie, sa mbze izolovat
z reakénej zmesi beznymi prostriedkami. Napriklad sa mdzu zltuceniny izolovat
oddestilovanim rozpustadla zreakénej zmesi alebo, ak je to nutné po
oddestilovani rozpustadia zreakénej zmesi, vliatim rezidua do vody
s naslednou extrakciou zo zmesi voda - nemieSatefné organické rozpustadlo a
oddestilovanim rozpustadla z extraktu. NavySe produkt sa mdze, ak sa to
pozaduje, dalej éistit réznymi dobre znamymi spdsobmi ako je rekrystalizacia,
reprecipitacia alebo rézne chromatografické spdsoby, hlavne kolbénova

chromatografia alebo preparativna chromatografia na tenkej vrstve.

PredloZeny vynalez sadalej tyka spdsobu pripravy zli€enin podia
predloZzeného vynalezu interkonverziou ingj zluCeniny podfa predloZzeneho

vynalezu,

Ako priklad interkonverzie sa mézu zlideniny vSeobecného vzorca 1,
obsahujuce sulfoxidové vazby, pripravit oxidaciou zodpovedajucich zlucenin
obsahuijtcich -S- vazby. Napriklad sa mdZe oxidécia vyhodne vykonavat ako
reakcia s peroxykyselinou, naprikiad s kyselinou 3-chi6rperbenzoovou, vyhodne
v inertnom rozpustadle, napriklad dichlormetane, vyhodne za alebo blizko
teploty okolia, alebo alternativne prostrednictvom hydrogénperoxo-monosulfatu
draselného v prostredi ako je vodny metanol, pufrovany na priblizne pH 5, za

teploty medzi priblizne 0 °C a teplotou okolia. Naposledy uvedeny sp6sob je
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vyhodny pre zl(&eniny obsahujlce kyselinovo labilnt skupinu.

Ako iny priklad interkonverzie sa mozu zliéeniny véeobecného vzorca 1,
obsahujuce sulfénové vazby, pripravit oxidaciou zodpovedajicich zlGgenin
obsahujucich -S- alebo sulfoxidové vazby. Napriklad oxidacia sa méze vyhodne
vykonavat prostrednictvom reakcie s peroxykyselinou, napriklad kyselinou 3-
chlorperbenzoovou, vyhodne  vinertnom  rozpustadle, napriklad v
dichlérmetane, vyhodne za alebo blizko teploty okolia.

Rozumie sa, Ze oznaenie aromatickosti u arylov a heteroarylov
znamena vysoko rezonanénu. nenasyten( kruhovu Struktaru. Alternativne
umiestnenie dvojitych vazieb, pokial je oznadené, predstavuje jednu moznu
Struktlru znazornenia zlG¢eniny, ale je zrejmé, Ze zahriiuje i d'al$ie rezonan&né
stavy zluCeniny rovnako tak ako proténované a nabité varianty, z ktorych len

jeden sa méze znazornit'.

Je zrejmé, Ze zluCeniny podla predlozeného vynalezu méZu obsahovat
asymetrické centra. Tieto asymetrické centra moZu byt nezavisle bud v R alebo
v S konfiguracii. Odbornikovi v odbore je jasné, Ze niektoré zli&eniny podla
predioZzeného vynalezu mozu tiez vykazovat geometrick(l izomériu. Chape sa,
Ze predloZeny vynalez zahrriuje jednotlivé geometrické izoméry a stereoizoméry
a ich zmesi, vratane racemickych zmesi, zliCenin podfa predloZeného
vynalezu. Takéto izoméry sa mo6zu separovat zich zmesi aplikaciou alebo
Gpravou znamych spdsobov, napriklad chromatografickymi spbsobmi a
rekryStalizacnymi spdsobmi alebo sa oddelene pripravia z vhodnych izomérov

ich medziproduktov.

Pre UCely opisu vynalezu sa chape, Ze tautomérne formy su zahrnuté

v opise danej skupiny, napriklad tioxo/merkapto alebo oxo/hydroxy.

Adicné soli kyselin mozno vytvorit zo zluCenin podla prediozeného
vynalezu, v ktorych je pritomna bazicka funkéna skupina, ako je skupina amino,
alkylamino alebo dialkylamino. Farmaceuticky prijatelné, to znamena netoxické,
adicné soli kyselin st vyhodné. Zvolené soli sa v optimalnom pripade zvolia tak,

aby boli zlucCitelné s beznymi farmaceutickymi vehikulami a upravené na oraine
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alebo parenteralne podavanie. Adigné soli kyselin zlu¢enin podra predloZeného
vynalezu sa mézu pripravit reakciou volnej bazy so zodpovedajlcou kyselinou
aplikaciou alebo Upravou znamych spésobov. Napriklad adiéné soli kyselin
zli¢enin podla predlozeného vynalezu sa mézu pripravit bud rozpustenim
volnej bazy vo vode alebo vodnom roztoku alkoholu alebo v dalsich vhodnych
rozpustadiach obsahujicich vhodn( kyselinu a izolaciou soli odparenim roztoku
alebo reakciou volnej bazy a kyseliny v organickom rozpUstadle, pricom
vtomto pripade sa sol separuje priamo alebo sa méze ziskat koncentraciou
roztoku. Niektorymi vhodnymi kyselinami na pripravu takychto soli su kyselina
chlorovodikova, kyselina bromovodikova, kyselina fosforeéna, kyselina sirova,
rézne organické karboxylové a suifénové kyseliny ako je kyselina octova,
kyselina citrénova, propiénova kyselina, kyselina jantarova, kyselina benzoova,
kyselina vinna, kyselina fumarova, kyselina mandlova, kyselina askorbova,
kyselina jabl¢na, kyselina metansulfénova, kyselina toluénsulfénova, mastné
kyseliny, adipaty, alginaty, askorbaty, aspartaty, benzénsulfonaty, benzoaty,
cyklopentanpropionaty, diglukonaty, dodecylsulfaty, hydrogénsirany, maslany,
mlieCnany, lauraty, laurylsulfaty, maleinany, hydrojodidy, 2-hydroxy-
etansulfonaty, glycerofosfaty, pikrany, pivalaty, pamoaty, pektinaty, persulfaty,
3-fenylpropionaty, tiokyanaty, 2-naftalénsulfonaty, undekanoaty, nikotinaty,

hemisulfaty, heptonaty, hexanoaty, gafrany, gaforsulfonaty a dalsie.

Adi¢né soli kyselin zligenin podla predloZzeného vynalezu sa mozu
regenerovat zo soli aplikaciou alebo tpravou znamych sp6sobov. Napriklad sa
mézZu zakladne zliCeniny podfa predloZzeného vynalezu regenerovat zich
aditnych soli kyselin spracovanim alkalickou latkou, naprikiad vodnym

roztokom hydrogénuhligitanu sodného alebo vodnym roztokom &pavku.

Zlu€eniny podla predloZzeného vynalezu sa modZu regenerovat zich
adicnych soli baz aplikaciou alebo Upravou znamych spésobov. Napriklad
zakladné zluéeniny podfa predlozeného vynalezu sa mbzu regenerovat' z ich

adicnych soli baz spracovanim kyselinou, napriklad kyselinou chlorovodikovou.
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Adi¢né soli baz sa mézu vytvorit, pokial zlt¢enina podla predloZeného
vynalezu obsahuje karboxylovu skupinu alebo dostatoéne kysly bioizostér.
Bazy, ktoré sa mézu pouzit na pripravu adi¢nych soli baz, zahriuju vyhodne
take, ktoré, pokial sa skombinuju s volnou kyselinou, vytvaraj farmaceuticky
prijatelné soli, to znamena soli, ktorych katiény nie su toxicke pre pacienta pri
farmaceutickych davkach soli, takze priaznivé inhibiéné Gginky, vlastne volnej
baze, nie si popreté vediajsimi Gcinkami, ktoré mozno pripisat aniénom.
Farmaceuticky prijatelné soli, vratane soli odvodenych od soli alkalickych kovov
a kovov alkalickych zemin, spadajice do rozsahu predlozeného vynalezu,
zahriiujd soli, odvodené od nasledujlcich baz: hydrid sodny, hydroxid sodny,
hydroxid draselny, hydroxid vapenaty, hydroxid hlinity, hydroxid litny, hydroxid
zinoCnaty, hydroxid horecnaty, amoénium, etyléndiamin, N-metylglukamin, lyzin,
arginin, ornitin, cholin, N,N’-dibenzyletyléndiamin, chiérprokain, dietanolamin,
prokain, N-benzylfenetylamin, dietylamin, piperazin,
tris(hydroxymetyl)aminometan, hydroxid tetrametylamoénny a podobne.

ZliCeniny podla predloZzeného vynalezu sa mézu vyhodne pripravit alebo
vytvorit' v priebehu vykonavania sposobov podla predlozeného vynalezu ako
solvaty (napriklad hydraty). Hydraty zlt&enin podra predlozeného vynalezu sa
méZu vyhodne pripravit rekry$talizaciou zo zmesi vo vodnom/arganickom
rozpustadle, pouzitim organickych rozpustadiel ako je dioxan, tetrahydrofuran
alebo metanol.

Vychodiskové materialy a medziprodukty sa mozu pripravit' aplikaciou
alebo Upravou znamych spésobov, napriklad spésobmi, ktoré s opisané
v referenénych prikladoch alebo ich zrejmych chemickych ekvivalentoch.

ZluCeniny podla prediozeného vynalezu, spbsoby ich pouZitia alebo
pripravy a ich biologicky Gginok sa stan( jasnejsie po podani nasledujlcich
prikladov, ktoré si uvedené len ako ilustracia a nemyslia sa ako obmedzenie

rozsahu predlozeného vynalezu.

Vzorky sa analyzovali pomocou TLC, NMR, RP-HPLC alebo EA.
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Priklady uskutoénenia vynalezu

ZluCeniny podla prediozeného vynalezu, spdsoby ich pouzitia alebo
pripravy a ich biologicky ucinok budu jasnejSie po podani nasledujucich
prikladov, ktoré st uvedené len ako ilustracia a nemyslia sa ako obmedzenie

rozsahu predloZeného vynalezu.

Vzorky sa analyzovali pomocou TLC, NMR, RP-HPLC alebo EA.

Priklad 1
Zluceniny A - E

Do DCM roztoku (10 ml) ziu€eniny xi (310 mg, 0,39 mmol) sa prida TFA
(4 ml). Reak&na zmes sa mieSa asi pri teplote okolia poCas 5 hodin. V tomto
okamihu sa rozpuétadlo odstrani vo vakuu. Vysledné reziduum sa Cisti

pomocou HPLC s obratenymi fazami kvoli ziskaniu 195 mg (68 %) zluCeniny A,

Postupujic vy38ie uvedenym spdsobom a pouzitim vhodnych
vychodiskovych materialov sa pripravia nasledujice po sebe iduce zluceniny B
- E:
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Priklad 2

Zlu€eniny F - M

Do DCM roztoku (10 ml) zla¢eniny xii (350 mg, 0,56 mmol) sa prida
Cinidlo DMP (307 mg, 0,73 mmol). Reak&na zmes sa miesa priblizne pri teplote
okolia pogas 2 hodin a potom sa reakcia zastavi pomocou 10 % Na,SO5 po&as
30 minat. Reakénd zmes sa potom extrahuje pomocou EtOAc (75 ml) a
premyva sofnym roztokom. Organickd vrstva sa su$i a koncentruje vo vakuu.

Vysledné reziduum sa Cisti chromatografiou na silikagéli (80 - 90 %

149

EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu 248 mg (71 %) zlu&eniny F
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Postupujuc  vysSie uvedenym spésobom a pouzitim vhodnych
vychodiskovych materialov sa pripravia nasledujice po sebe idlce zliceniny G
- M:
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Priklad 3
Zluceniny N - R

Do DCM roztoku (4 ml) zlugeniny xix (~ 0,22 mmol) sa prida &inidlo DMP
(146 mg, 0,34 mmol). Po miesani asi pri teplote okolia po&as 2 hodin sa reakcia
zastavi pomocou 10 % Na;SOs. Reakéna zmes sa potom zriedi pomocou DCM.
Organicka vrstva sa separuje a premyva dvakrat 10 % Na,SOs; a solnym
roztokom. Vysledna organicka vrstva sa su$i a koncentruje vo vakuu kvéli
ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti chromatografiou na silikagéli (5 % EtOH/EtOAc)

kvoli ziskaniu 78 mg (56 %) poZadovanej zIGéeniny N

E\ngnfini(gﬁ H
H 6 'l‘.g N AR
0 o

Postupujuc  vy$Sie uvedenym spdsobom a pouzitim vhodnych
vychodiskovych materidlov sa pripravia nasledujice po sebe iduce zlG&eniny O

-R:
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Priklad 4
Zlaceniny S - W

Do DCM roztoku (10 ml) zlu€eniny xxv (320 mg, 0,5 mmol) sa prida
¢inidlo DMP (272 mg, 0,65 mmol). Reakéna zmes sa mieSa asi pri teplote
okolia poCas 2 hodin a reakcia sa zastavi pridavanim 10 % Na,SO; pocas 20
minut. Vysledna zmes sa potom extrahuje pomocou EtOAc. Organicka vrstva
sa premyva sofnym roztokom, susi a koncentruje vo vakuu. Vysledné reziduum
sa Cisti chromatografiou na silikagéli (80 % EtOAc/hexan) kvali ziskaniu 170 mg
(53 %) zlu€eniny S
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Postupujic  vy88ie uvedenym spdsobom a pouzitim  vhodnych
vychodiskovych materialov sa pripravia nasledujice po sebe idtice zlugeniny T
-W:

N K
LU b, 0
e} o G

A

ISR

Priklad 5
Zlu€eniny X - AD

Do DCM roztoku (20 ml) zli&eniny xxvi (400 mg, 0,6 mmol) sa prida
Cinidlo DMP (329 mg, 0,78 mmol). Reakénd zmes sa mieda asi pri teplote
okolia pocas 1,5 hodiny a reakcia sa zastavi pridavanim 10 % Na,SOs podas

20 mindt. Vysledna zmes sa potom extrahuje pomocou EtOAc. Organicka

32069/B
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vrstva sa premyva solnym roztokom, susi a koncentruje vo vakuu. Vysledné
reziduum sa Cisti chromatografiou na silikagéli (70 - 100 % EtOAc/hexan) kvoli

ziskaniu 210 mg (53 %) zlu€eniny X,

e eed ﬁ

Postupujuc  vySSie uvedenym spésobom a pouzitim vhodnych
vychodiskovych materialov sa pripravia nasledujlice po sebe iduce zluceniny Y
- AD:

o 0
F e
[\l n ~.\7
NN 9w
0 H o N N
0 o]
E
F
I H "
[\N]N(N N N "7 (o] H
K N
0 H o ?rN N
O o -
F

32089/B



1565

" F
G S
[\N]Y‘ YN R
O H o . l'." N\v
0 o]
7
F

Priklad 6
Zlu&eniny AE - Al

Zlucenina xxxiii (150 mg, 0,076 mmol) sa rozpusti v 5 ml TFA a mie3a sa
dva dni. Produkt sa Cisti pomocou RP-HPLC kvdli ziskaniu 40 mg (33 %

vytazok) zliceniny AE,

Postupujic  vySSie uvedenym spOGsobom a pouZitim vhodnych
vychodiskovych materidlov sa pripravia nasledujice po sebe idlce zluéeniny
AF - Al:
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Priklad 7
Zluéenina AlJ

ZlG&enina xxxviii (180 mg, 0,21 mmol) sa rozpusti v bezvodom TFA (5
ml) a necha sa v pokoji po¢as 3 dni asi pri teplote okolia. V tomto okamihu sa
reakénd zmes koncentruje vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti

pomocou HPLC s obratenymi fazami kvoli ziskaniu 50 mg (32 %) zliceniny AJ,

7oH
?ﬁﬁgﬂ
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Priklad 8
Zlugeniny AK - AM

ZiuCenina xxxxiii (150 mg, 0,16 mmol) sa rozpusti v 4,5 ml TFA a miesa
tri dni. Produkt sa isti pomocou RP-HPLC kvoli ziskaniu 70 mg (54 % vytaZok)

zluCeniny AK,
LN I ﬁ )
N N
e ?‘C’
‘ N N n O 'l_}
i H §
AN T X ~

Postupujuc  vy88ie uvedenym sposobom a pouzitim vhodnych
vychodiskovych materialov sa pripravia nasledujice po sebe idlce zlugeniny
AL - AM:
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Priklad 9
Zlu¢enina AN

Zlugenina lii (80 mg) sa rozpusti v 3 ml TFA a 3 ml DCM. Zmes sa miesa
priblizne pri teplote okolia pocas 5 hodin. Rozpustadlo sa odstrani odparenim.
Viysledné reziduum sa Cisti pomocou HPLC kvoli ziskaniu 62 mg (83 %)

zluCeniny AN,

N\
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Priklad 10
Ziudenina AO

Zlu&enina liii (160 mg, 0,2 mmol) sa rozpusti v 5 ml DCM a prida sa
ginidlo DMP (170 mg, 0,4 mmol). Zmes sa mie$a priblizne pri teplote okolia tri
hodiny. Rozpustadio sa odstrani odparenim a reziduum sa rozpusti v zmesi 50
% acetonitril/voda a &isti sa pomocou RP-HPLC kvdli ziskaniu 51 mg (32 %)

zlu¢eniny AO,

\
i
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Priklad 11
ZluCenina AP

ZliCenina lix (162 mg, 0,22 mmol) sa rozpusti v 8 ml DCM a prida sa
cinidlo DMP (189 mg, 0,44 mmol). Zmes sa mieSa priblizne pri teplote okolia
pocas 3 hodin. Rozpustadlo sa odstrani odparenim a produkt sa Cisti pomocou
RP-HPLC kvéli ziskaniu 41 mg (25 %) zlaéeniny AP,

Priklad 12
Zluéenina AQ

Zliéenina Ix (70 mg, 0,09 mmol) sa rozpusti v 5 ml TFA a 5 mi DCM.
Zmes sa mie$a priblizne pri teplote okolia poéas 3 hodin. Rozpustadio sa
odstrani vo vakuu a reziduum sa rozpusti vzmesi 50 % acetonitri/voda a

lyofilizuje sa kvoli ziskaniu zlG€eniny AQ vo forme prasku,

H

AT
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Priklad 13
Zluceniny AR - BG

Ziuenina Ixvi (223 mg, 0,326 mmol) sa mieSa v roztoku TFA (5 ml) a
DCM (5 ml) po¢as 4 hodin. TLC (silikagél: 2 % MeOH/EtOAC) ukazala Upinl
premenu na pomalsi produkt. Rozpustadio sa odstrani za znizeného tlaku a

produkt sa lyofilizuje kvéli ziskaniu 198 mg (97 %) zluCeniny AR,

[¢]
>
TRy
IS QNS SN
P 1 P OH
o} o}

Postupujic  vy$8ie uvedenym spbsobom a pouzitim vhodnych
vychodiskovych materialov sa pripravia nasledujuce po sebe idlce zluceniny
AS - BG:
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Priklad 14
Zltgeniny BH - BS

Zlagenina Ixxiii (150 mg, 0,15 mmol) sa vyberie v DCM (3 ml). Do tohto
roztoku sa prida TFA (1,5 ml). Vysledny roztok sa miea cez noc. V tomto
okamihu sa reakéna zmes koncentruje vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua.
Reziduum sa &isti pomocou HPLC s obratenymi fazami a lyofilizuje sa kvoli

ziskaniu 60 mg (50 %) zluceniny BH,
: O

o L. ?
SR

Postupujic vy$sie uvedenym spdsobom a pouzZitim vhodnych
vychodiskovych materialov sa pripravia nasledujuce po sebe idtce zlGCeniny Bl
- BS:

32069/8
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Priklad 15
Zluéeniny BT - BU

Postupom podia prikladu 12 a pouzitim vhodnych vychodiskovych

materialov sa pripravia nasledujice po sebe iduce zIi&eniny BT - BU:

H
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Priklad 16
ZlGcenina BV

Do dichlérmetanového roztoku (4,2 ml) zliceniny Ixxvii (143 mg, 0,21
mmol) sa prida inidlo DMP (165 mg, 0,39 mmol). Reakéna zmes sa miesa
priblizne pri teplote okolia po€as 2 hodin a reakcia sa zastavi pridavanim 10 %
Na;SOj; (vodny) pocas 20 minut. Vysledna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc.
Organicka wrstva sa premyva sofnym roztokom, su$i sa nad MgSO, a
koncentruje sa na Zlty olej. Cistenie chromatografiou na silikagéli (5 %
EtOH/EtOAC) poskytne 124 mg (79 %) zliceniny BV,

d
[/N! H 7
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Priklad 17
Zluceniny BW - CA

Do dichlérmetanového roztoku (20 ml) zlu€eniny Ixxxix (420 mg, 0,62
mmol) sa prida Cinidlo DMP (342 mg, 0,81 mmol). Reakéna zmes sa miesa
priblizne pri teplote okolia 1 hodinu a reakcia sa zastavi pridavanim 10 %
Na,SO; potas 20 minat. Vysledna zmes sa potom extrahuje pomocou EtOAc.
Organicka vrstva sa premyva sofnym roztokom, sudi a koncentruje vo vakuu.
Vysledné reziduum sa Cisti chromatografiou na silikageli (80 % EtOAc/hexan)

kvoli ziskaniu 208 mg (50 %) zlaceniny BW,

Postupuijtic vyssie uvedenym spdsobom, ale s pouzitim zodpovedajtcich
vychodiskovych materialov, sa pripravia nasledujice po sebe idlce zliCeniny
BX - CA:

32069/8



Priklad 18

Zliceniny CB - CC

Do dichlérmetanového roztoku (6,5 ml) zliceniny Ixxxvii (200 mg, 0,3
mmol) sa prida Cinidlo DMP (227 mg, 0,54 mmol). Reakéna zmes sa mie$a
priblizne pri teplote okolia po¢as 2 hodin a reakcia sa zastavi pridavanim 10 %
NazS0O; (vodny) pocas 20 minat. Vysledna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc.
Organicka vrstva sa premyva solnym roztokom, susi sa nad MgSO, a

koncentruje na Zlty olej. Cistenie chromatografiou na silikageli (5 %

169

EtOH/EtOAC) poskytne 138 mg (70 %) zlGceniny CV,
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Postupujic vySSie uvedenym spdsobom, ale s pouzitim zodpovedajlcich

vychodiskovych materidlov, sa pripravi nasledujlica zlu¢enina CC:

CCT T

Priklad 19
Zlaéenina CD

Zlucenina Ixxxxviii (40 mg, 0,05 mmol) sa vyberie v TFA (3 ml). Roztok
sa mieSa dve noci a koncentruje. Reziduum sa ¢Cisti HPLC s obratenymi fazami

kvoli ziskaniu 25 mg (74 %) zlGEeniny CD,

32069/8
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Priklad 20
Zlicenina CE

Postupom podla prikladu 17 a pouzitim vhodnych vychodiskovych
materialov sa pripravi nasledujlca zlu¢enina CE:

@;Q (K%
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Priklad 21
Zlaceniny CF - CG

Postupom podla prikladu 14 a pouZitim vhodnych vychodiskovych

materialov sa pripravia nasledujlce po sebe iduce zlG¢eniny CF - CG:

Priklad 22
Zlaéenina CH

Postupom podfa prikladu 16 a pouzitim vhodnych vychodiskovych

materialov sa pripravi nasledujlica zli¢enina CH:

32069/B
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Priklad 23
Zluceniny Cl - CM

ZluCenina cxi (490 mg, 0,75 mmol) sa rozpusti v DCM (6 ml), do tohto
roztoku sa prida ¢inidlo DMP (380 mg, 0,9 mmol) a miea sa 1 hodinu. Reakcia
sa zastavi pridavanim 10 % Na,SOj roztoku a potom sa organicka faza
premyva nasytenym NaHCO; a sofnym roztokom. Po koncentracii organickej
fazy sa vysledné reziduum chromatograficky &isti zmesou 70 % EtOAc/hexan
kvdli ziskaniu zlugeniny Cl (325 mg, 66,4 %).

Postupujic vysSie uvedenym spdsobom na pripravu vyssie uvedenej
zZluCeniny a spdésobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajucich  vychodiskovych materidlov  sa pripravia

nasledujlce po sebe idtce zlG&eniny CJ - CM:

32069/8
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Priklad 24
Zlicenina CN

Do DCM/THF roztoku (3 ml/3 ml) zlieniny cxviii (335 mg, 0,46 mmol) sa
prida Cinidlo DMP (300 mg, 0,69 mmol). Reakéna zmes sa miega za teploty
okolia pocas 2 hodin a reakcia sa zastavi pridavanim 10 % Na,SOs (vodny)
pocas 20 minGt. Vysledna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc. Organicka faza
sa premyva solnym roztokom, susi sa nad MgSO, a koncentruje kvéli ziskaniu
Zltého oleja. Cistenie chromatografiou na silikagéli (80 % EtOAc/hexan)
poskytne zlGéeninu CN (220 mg, 67 %).
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Priklad 25
Zlucenina CO - CR

Do DCM/THF roztoku (1,5 ml/1,5 ml) zlG&eniny cxix (164 mg, 0,25 mmol)
sa prida Cinidlo DMP (159 mg, 0,38 mmol). Reakéna zmes sa mie$a za teploty
okolia pocas 2 hodin a reakcia sa zastavi pridavanim 10 % Na;SOs; (vodny)
pocas 20 minut. Vysledna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc. Organicka faza
sa premyva sofnym roztokom, su$i sa nad MgSO, a koncentruje na Zity ole;j.
Cistenie chromatografiou na silikagéli (70 % EtOAc/hexan) poskytne zlGEeninu
CO (100 mg, 61 %).
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Postupujlic vysSie uvedenym spdsobom na pripravu vysSie uvedenej
zluceniny a sposobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajucich  vychodiskovych materialov sa  pripravia

nasledujuice po sebe iduce zluceniny CP - CR:
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Priklad 26
Zluceniny CS-CT

Zlucenina cxx sa rozpusti v DCM (3 ml), do roztoku sa prida €inidlo DMP
(180 mg, 0,41 mmol) a potom mie$a 1 hodinu. Reakcia sa zastavi pridanim 10
% Na;SO3 a potom sa organicka faza premyva nasytenym NaHCO; a sofnym
roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa reziduum chromatograficky &isti
pomocou 100 % EtOAc kvéli ziskaniu zlu¢eniny CS (95 mg, 43,7 %).

Postupujuc vysSie uvedenym spdsobom na pripravu vy$Sie uvedenej
zluceniny a spdsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouZitim zodpovedajlcich vychodiskovych materialov sa pripravi nasledujuca

zlucenina CT:

146
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Priklad 27
ZlGgeniny CU, EI, EK-EM, EO -EZ a FA-FG

Zlicenina cxxviii (356 mg, 0,52 mmol) sa rozpusti v DCM (5 ml), do tohto
roztoku sa prida Cinidlo DMP (270 mg, 0,63 mmol) a mie$a 1 hodinu. Reakcia
sa zastavi pridanim 10 % Na;SO; a potom sa organicka faza separuje a
premyva nasytenym NaHCOj a solnym roztokom. Po koncentracii organického
rozpustadla sa reziduum chromatograficky &isti pomocou 100 % EtOAc kvoli
ziskaniu zlaceniny CU (200 mg, 56,3 %). Teplota topenia 225 - 235 °C.
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Postupujic vyssie uvedenym spdsobom na pripravu vyssie uvedenej
zla€eniny a spdsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajlcich  vychodiskovych materidlov sa pripravia
nasledujtce po sebe idlce zliéeniny El, EK - EM, EO - EZ a FA - FH:
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Priklad 28
ZlG€eniny CV - DC

Zlucenina cxxx (330 mg, 0,46 mmol) sa rozpusti v DCM (5 ml), do tohto
roztoku sa prida Cinidlo DMP (240 mg, 0,56 mmol) a mie$a 1 hodinu. Reakcia
sa zastavi pridanim 10 % Na;SO; a organickad faza sa premyva nasytenym
NaHCO; a solnym roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa vysledné
reziduum chromatograficky Cisti pomocou 100 % EtOAc kvéli ziskaniu

zluCeniny cxxx (280 mg, 85,9 %).

N I i g\)OL /J
SN <N L,
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Postupujuc vySSie uvedenym spdsobom na pripravu vysSie uvedenej
zlu€eniny a spdsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajicich  vychodiskovych materidlov sa pripravia

nasledujice po sebe zli¢eniny CW - DC:
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Priklad 29
Zluceniny DD - DE

Do DCM roztoku (6 ml) zlu€eniny cxxxviii (400 mg, 0,57 mmol) sa prida
Cinidlo DMP (362 mg, 0,85 mmol). Reakénd zmes sa mieSa za teploty okolia
pocas 2 hodin a reakcia sa zastavi pridavanim 10 % Na;SO; (vodny) po&as 20
mindt. Vysledna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc. Extrahovana organicka
faza sa premyva sofnym roztokom, su$i sa nad MgSO,4 a koncentruje kvéli
ziskaniu Ziteho oleja. Cistenie silikagélom (70 % EtOAc/hexan) poskytne
zla€eninu DD (201 mg, 51 %).

Ol °'I( 9

Postupujuc vysSie uvedenym spdsobom na pripravu vy$Sie uvedenej
zluceniny a spdsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim zodpovedajucich vychodiskovych materialov sa pripravi nasledujtca

zluéenina DE:

ot
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Priklad 30
Zlucenina DF

ZluCenina cxxxxiii (165 mg, 0,24 mmol) sa rozpusti v DCM (5 ml), do
roztoku sa prida ¢inidlo DMP (125 mg, 0,29 mmol) a mieSa 1 hodinu. Reakcia
sa zastavi pridanim 10 % Na,SO; a organicka faza sa premyva nasytenym
NaHCO3 a solnym roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa vysledné
reziduum gisti chromatograficky zmesou 70 % EtOAc/hexan kvoli ziskaniu
zlaCeniny DF (108 mg, 65,6 %).

oy njtﬂf’:;. :
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Priklad 31
Zlugeniny DG - DJ

Do roztoku zlG¢eniny cil (0,350 g, 0,516 mmol) v DCM (15 ml) ochladenej
v fadovom kupeli sa prida ginidlo DMP (0,281 g, 0,671 mmol). Zmes sa miesa
za teploty okolia po¢as 2 hodin, potom sa reakcia zastavi pomocou 10 %
NazSOs roztoku a miesa pocas 20 minGt. Vysledna zmes sa extrahuje pomocou
DCM (3 x 20 ml) a organicky extrakt sa susi (MgSQ,). Po filtracii pre
odstranenie MgSO;, sa filtrat koncentruje a &isti sa kolénovou chromatografiou
(70 % etylacetat/hexan) kvoli ziskaniu koneénej zlic¢eniny DG (0,265 g, 76 %)
vo forme bielej pevnej latky.

32069/B
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Postupujic vysSie uvedenym spdsobom na pripravu vy$sie uvedenej
zluCeniny a spdsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajicich  vychodiskovych materialov sa  pripravia

nasledujuce po sebe zluceniny DH - DJ:

32069/8
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Priklad 32
Zli&eniny DK - DN

DCM roztok zltigeniny clx (108 mg, 0,123 mmol) sa spracovava &inidlom
DMP (78 mg, 0,185 mmol). Po mie3ani za teploty okolia 1 hodinu sa reakéna
zmes zriedi EtOAc (50 ml) a potom sa reakcia zastavi pomocou 10 % Na,SOs.
Po miesani po€as 30 min(t sa organicka faza separuje a premyva NaHCO; a
sofnym roztokom. Organicka faza sa susi a koncentruje vo vakuu kvdli ziskaniu
rezidua, ktoré sa cisti chromatografiou na silikagéli (80 % EtOAc/hexan) kvéli
ziskaniu zli€eniny DK (84 mg, 78 %).

El(n YY%J\O

Postupujic vyssie uvedenym spdsobom na pripravu vysSie uvedenej
zliCeniny a spdsobmi vztahujucimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajlcich  vychodiskovych materidlov  sa pripravia

nasledujice zluceniny DL - DN:
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Priklad 33
Zlu€eniny DO - DS

EtOH roztok (10 ml) zlGéeniny clxii (174 mg, 0,189 mmol) sa hydrogenuje
pouzitim Pd/C (30 % ekv., 60 mg, 10 % obsah paladia) pogas 2,5 hodiny.
Katalyzator sa potom odfiltruje. Vysledny filtrat sa koncentruje vo vakuu kvoli
ziskaniu rezidua, ktoré sa Ccisti semipreparativnou chromatografiou

s obratenymi fazami a lyofilizuje kvdli ziskaniu zli¢eniny DO so 70 % vytazkom.
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Postupujic vy$sie uvedenym spésobom na pripravu vy$sie uvedenej
zluCeniny a spdsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouZitim  zodpovedajtcich vychodiskovych  materialov  sa pripravia
nasledujiice po sebe zlGéeniny DP - DS:
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Priklad 34
Zlucenina CW

Zlacenina clxiii (175 mg, 0,24 mmol) sa vyberie v DCM (3 ml), do tohto
roztoku sa prida Cinidlo DMP (120 mg, 0,28 mmol) a mie$a 1 hodinu. Reakcia
sa zastavi pridanim 10 % Na,SO3 a premyva sa nasytenym NaHCO; a solnym
roztokom. Cistenie zmesou 70 % EtOAc poskytne zluceninu CW (134 mgq, 75
%).
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Priklad 35
Zluceniny CY a DT - DX

Do DCM roztoku (15 ml) clxxii (290 mg, 0,43 mmol) sa prida &inidlo DMP
(239 mg, 0,56 mmol). Reakéna zmes sa mieda za teploty okolia 1 hodinu a
reakcia sa zastavi pridavanim 10 % Na;SO; pocas 20 minit. Vysledna zmes sa
potom extrahuje pomocou EtOAc. Organicka vrstva sa premyva sofnym
roztokom, susi a koncentruje vo vékuu. Vysledné reziduum sa g&isti
chromatografiou na silikagéli (8 - 100 % EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu zlu€eniny
CY (151 mg, 52 %).

Postupujic vyssie uvedenym spdsobom na pripravu vyssie uvedenej
zliceniny a spésobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajlcich vychodiskovych  materidlov  sa pripravia

nasledujlce po sebe zlugeniny DT - DX:
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Priklad 36
Zlucenina DY

Zligenina Ixxxv (1,17 mmol) sa vyberie v DCM (5 ml). Cinidlo DMP (545
mg, 1,3 mmol) sa prida do tohto roztoku a mieSa 1 hodinu. Reakcia sa zastavi
pridanim P-Na,SQO; (1,5 mmol/g Zivice) a mieSanim jednu hodinu. Prida sa P-
TBD vychytavacia zivica* (2,5 mmol/g Zivice) a mieSa 45 minat. Vysledna zmes
sa filtruje a Cisti sa pomocou 50 % EtOAc kvéli ziskaniu zltCeniny DY (440 mg,
50,2 % v dvoch krokoch).

* Referencie pre P-TBD vychytavaciu Zivicu: J. Parlow a kol., Tetrahedron, 55,
6785 - 6796 (1999).

Prikiad 37
Zlucenina DZ

Vychodiskovy material, zli€enina cixxxxi (94 mg, 0,14 mmol) sa rozpusti
v zmesi THF (10 ml) a DCM (20 ml). Potom sa prida Cinidlo DMP (118 mg, 0,28
mmol). Po mie$ani za teploty okolia po¢as 2 hodin sa reakéna zmes odvedie
do oddelovacieho lievika obsahujiceho Dri Solv THF (120 ml). Reakéna zmes
sa premyva 10 % Na,;SO; (50 ml) a potom solnym roztokom (75 ml). Organicka

vrstva sa potom separuje, susi sa nad MgSO, a rozpustadlo sa odstrani za
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znizeného tlaku. Po chromatografii (silikagé!: vymyvanie zmesou 50 % Dri Solv
THF/EtOAc a potom 4 % MeOH/THF) sa frakcie skimajli pomocou MS.

Vhodné frakcie sa lyofilizuju kvoli ziskaniu zliceniny DZ (38,8 mg, 41 %).

AL
' ‘%ﬁv

Priklad 38
Zlu€eniny EA - EB

Vychodiskova zlG&enina clxxxxv (185 mg, 0,26 mmol) sa rozpusti v THF
(20 ml). Potom sa prida &inidlo DMP (219 mg, 0,52 mmol). Po miesani za
teploty okolia 1 hodinu TLC ukazuje UpInd premenu na ketén (5 % MeOH/THF).
Reakénd zmes sa odvedie do oddelovacieho lievika obsahujuceho Dri Solv
THF (120 ml). Reakéna zmes sa premyva 10 % Na,SO; (50 ml) a potom
sofnym roztokom (75 ml). Organicka vrstva sa potom separuje, susi sa nad
MgSO, a rozpustadlo sa odstrani za znizeného tlaku kvéli ziskaniu rezidua,
ktoré sa &isti chromatografiou (silikagél: vymyvanie zmesou 50 % Dri Solv
THF/EtOACc a potom 4 % MeOH/THF) a frakcie sa kontrolujit UV a MS. Vhodné
frakcie sa lyofilizuju kvali ziskaniu zlceniny EA (159 mg, 88 %).
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Postupujuc vy$sSie uvedenym spdsobom na pripravu vySsie uvedenej
zliCeniny a spdsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim zodpovedajucich vychodiskovych materialov sa pripravi nasledujuica

zlicenina EB:

0 ; 0 j o
J\’YMEQQB
O H O

Priklad 39
ZluCeniny EC - ED

Do roztoku zlugeniny clxxxxviii (0,341 g, 0,503 mmol) v DCM (15 ml)
ochladeného v fadovom klpeli sa prida Cinidlo DMP (0,277 g, 0,654 mmol).
Zmes sa miesa za teploty okolia po€as 2 hodin, potom sa reakcia zastavi
pomocou 10 % Na,SO; roztoku a miesa pocas 20 minat. Vysledna zmes sa
extrahuje pomocou DCM (3 x 20 ml) a organicky extrakt sa susi (MgSQO,). Po
filtracii kvoli odstraneniu MgSO, sa filtrat koncentruje a Eisti sa koldonovou
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chromatografiou (70 % EtOAc/hexan) kvdli ziskaniu zliceniny EC (0,183 g, 54

%) vo forme bielej pevnej latky.

o - 0 \}
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Postupujic vy$$ie uvedenym spdsobom na pripravu vy$Sie uvedenej
zlGGeniny a spdsobmi vztahujucimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouZitim zodpovedajlcich vychodiskovych materidlov sa pripravi nasledujuca

zlicenina ED:

*Lu’ﬁr”ﬁffﬁfﬁx
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Priklad 40
Zluceniny BE - EG

Zltéenina ccii (290 mg, 0,37 mmol) sa vyberie v DCM (5 ml). Cinidlo
DMP (175 mg, 0,41 mmol) sa prida do tohto roztoku a mieSa sa 1 hodinu.

Reakcia sa zastavi pridanim P-Na,SO; (1,5 mmol/g Zivica) a mieSa 1 hodinu.
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Reakcia sa zastavi a ¢inidlo DMP sa vychytdva pomocou P-TBD (2,5 mmol/g
Zivice) a mieSa 1 hodinu. Vysledna zmes sa filtruje, preplachuje DCM pred
koncentraciou na reziduum. Vysledné reziduum sa &isti pomocou 50 %
EtOAc/hexan kvéli ziskaniu zluCeniny EE (440 mg, 28 %).

Postupujtc vySSie uvedenym spdsobom na pripravu vy$$ie uvedenej
zluCeniny a spbsobmi vztahujicimi sa k priprave ich medziproduktov, ale
s pouzitim  zodpovedajucich  vychodiskovych materidlov  sa  pripravia

nasledujuce zlu€eniny EF - EG:
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Priklad 41
Zlucenina EH

Do DCM roztoku (3 ml) zlt€eniny cciii (140 mg, 0,2 mmol) sa prida
¢inidlo DMP (133 mg, 0,3 mol). Reakéna zmes sa mie$a za teploty okolia pocas
2 hodin a reakcia sa zastavi pridavanim 10 % Na,SOs (vodny) poCas 20 minut.
Vysledna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc. Organick vrstva sa premyva
solnym roztokom, susi sa nad MgSQs, Koncentruje na Zity olej, Cisti sa
silikagélom (70 % EtOAc/hexan) a potom lyofilizuje kvoli ziskaniu zlugeniny EH
(50 mg, 38 %).

N
f H O Y~ j o
H ¢ N
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Priklad 42
Zlucenina EJ

Zlugenina ixxxiii (520 mg, 1 mmol) sa vyberie v DCM (5 ml), do vySSie
uvedeného roztoku sa prida PyBOP (624 mg, 1,2 mmol) a mieSa sa pocCas 5
minGt. Ziudenina cdviii (300 mg, 1,2 mmol) v THF (5 ml) sa prida po kvapkach
do tohto roztoku, nasleduje DIPEA (0,22 ml, 1,2 mmol). ReakCna zmes sa
miesa za teploty okolia cez noc pod dusikovou atmosférou. V tomto okamihu sa
reakéna zmes zriedi EtOAc, premyva nasytenym NaHCO; a solnym roztokom.
Organicka faza sa sudi nad MgSQO,, filtruje a koncentruje kvoli ziskaniu

surového medziproduktu cdix.
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cdix

Tento medziprodukt cdix (~ 1 mmol) sa vyberie v DCM (10 ml). Do tohto
roztoku sa prida Dess - Martinov periodinan (466 mg, 1,1 mmol). Po miegani 1
hodinu za teploty okolia sa reakcia zastavi pomocou polymerizagne viazaného
Na,S03 (740 mg, 1,5 mmol DMP/g Zivica) a mieda 45 minGt. Potom sa reakéna
zmes vychytava polymerizalne viazanou TBD Zivicou (440 mg, 2,5 mmol
DMP/g Zivice). Vysledna zmes sa mieSa pocas 45 minit a potom filtruje.
Cistenie sa dosiahne v zmesi 5 % EtOH/EtOAc kvéli ziskaniu ZliCeniny EJ (245
mg, 32 % v dvoch krokoch). Referencie z literatiry na zavereéné spracovanie
mozno zistit' v Tetrahedron 55 (1999), 6785 - 6796.

CA KX T o oy

EJ
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Priklad 43
Zluc¢enina EN

Medziproduktova zlugenina cdvii (415 mg, 0,59 mmol) sa vyberie v DCM
(10 ml) a THF (10 ml). Prida sa t-BuOH (300 pl), nasledovany Dess-Martinovym
periodinanom (750 mg, 1,77 mmol). Reakéna zmes sa mieSa 50 minut a potom
sa reakcia zastavi pomocou P-Na,SO; (1,5 mmol DMP/g zivice). Po mieSani
podas 20 minut za teploty okolia sa reakéna zmes vychytava pomocou P-TBD
(2,5 mmol DMP/g Zivice). Po mieani 1 hodinu sa vysledna zmes filtruje a
koncentruje. Produkt sa &isti chromatografiou na silikagéli (50 % - 70 %
EtOAc/hexan) kvdli ziskaniu zluéeniny EN (220 mg, 53 %).

ﬂ)\(g Ir 2?\/% i

EN

Pre nasledujice zli¢eniny, ako je uvedené vtabulke 1, sa ziskali

hmotnostné spektra (M):
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Priklad

Najdena hmotnost

733,3

7472

657,2

769,4

733,4

625,4

639,3

661,4

643,4

707,3

641,3

689,3

639,3

639,4

731,4

687,4

653,4

701,4

639,3

7471

655,4

653,4

703,4

661,3

647,3

663,3
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667,4
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Prikiad Najdena hmotnost
AB 711,4
AC 7254
AD 647,3
AE 7794
AF 689,3
AG 6714
AK 806,4
AH 687,5
Al 735,4
Al 736,5
AM 870,4
AN 813,3
AP 7244
AQ 653.,4
AR 628,2
AW 6422
AX 614,2
AY 628,3
BD 570,3
BE 520,2
BF 534,3
BG 584,3
BU 890,3
BV 685,4
BW 679,3
BX 695,3
BY 697,3
BZ 787 .4
CA 701,3
CB 669.4
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Priklad Najdena hmotnost
cC 733,5
CD 643,3
CE 653,5
CH 7494
Cl 653,3
CJ 717,5
CK 683,4
CL 669,3
CM 675,2
CN 717,2
CcO 653,3
CP 683,3
cQ 669,3
CR 675,2
CT 661,8
CS 639,3
CuU 679,2
cV 709,3
CW 743,3
CX 695,3
cY 665,2
CZ 681,3
DA 695,3
DB 701,2
DC 673,3
DD 693,3
DE 757.,4
DF 682,3
DG 676,3
DH 676,2
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Priklad Najdena hmotnost
DI 692,5
bJ 605,2
DK 874.4
DL 9245
DM 9242
DN 952,7
DO 830,0
DP 842,5
DT 667,4
DU 639,2
DV 740,3
DW 684,2
DX 678,5
DY 749,3
Dz 685,3
EA 649,3
EB 700,3
EC 702,3
ED 730,3
EE 775,3
EF 7493
EG 722,3
EH 665,2
El 796,4
EJ 7443
EK 730,5
EL 730,5
EM 7573
EN 703,5
EO 7155
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Priklad Najdena hmotnost
EP 679,2
EQ 651,3
ER 7153
ES 668,5
ET 732,5
EU 743,3
EV 683,3
EW 750,4
EX 786,4
EY 7445
EZ 780,4
FB 693,4
FC 655,3
FD 655,3
FE 774.4
FF 681,5
FG 667,5

Hmotnostna spektroskopia s vysokym rozlisenim (HRMS) poskytla

nasledujuce hodnoty pre ziskané zlu¢eniny uvedené v tabulke 2.
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Tabulka 2
Priklad Molekularny vzorec Vypocitane MS Néjdena hmotnost
(M+1) (M+1) (M+1)
L Ca7Hs2N706 690,3979 690,3986
C33HsoN7Os 640,3822 640,3822
z C32H4sF2N7Os 664,3634 664,3627
AB  [C3sHasF2N7Os 712,3634 712,3649
CE | CasHs52N70Og 654,3979 654,3967
EN  |CasHs5N;OgF; 704,3947 704,3945
EK [Ca7Hs3NgOsS 751,4428 750,4350 (M)
EC |CagHsoNgOs 703,4395 703,4382
CA | C35sHSON;O¢F> 702,3790 702,3801
EZ | CsoHssNgOgF> 781,4213 781,4196
EU | CseHs2N;OgF2 716,3947 716,3929
CY  |CasHs2N710s 666,3979 666,3966
BX | Cs7HsgN;Os 696,4448 696,4432
S C33Hs0N706 640,3823 640,3831
BW [ C36Hs4N7Og 680,4136 680,4126
CU | C36H54N706 680,4136 680,4128
EJ {CsoHs/NgOs 745,4401 745,4417
EM | C3sH54N70s 668,4136 ©668,4139
Ziaden | C41HssN7Og 744,4448 7444691

Priklad medziproduktu 1
Zlu¢enina i

Do etanolového roztoku (40 ml) zluceniny i (8,1 g, 24,4 mmol) sa prida
NaBH4
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(924 mg, 24,4 mmol) za teploty -10 °C. Reakina zmes sa mieSa za tejto teploty
pocas 30 minit a potom sa reakcia zastavi pomocou AcOH (3 ml). Reak&na
zmes sa zriedi pomocou EtOAc (250 ml) a premyva NaHCO; a solnym
roztokom. Organicka vrstva sa sudi a koncentruje vo vakuu kvéli ziskaniu
rezidua, ktoré sa Cisti chromatografiou na silikagéli (50 % EtOAc/hexan) kvoli

ziskaniu 7,85 g (97 %) zlaceniny ii,

OH
ChzN >
o5 ?0/\

Priklad medziproduktu 2
Zlacenina iii

Do THF roztoku (70 ml) zlGceniny ii (4,48 g, 13,4 mmol) sa prida za
teploty 0 °C NaH (699 mg, 60 %, 17,42 mmol). Po mieSani za tejto teploty
pocas 40 minQt sa prida bezvody Mel (1,25 ml, 20,1 mmol). Reak¢éna zmes sa
mieSa asi pri teplote okolia cez noc. Vtomto okamihu sa reakcia opatrne

zastavi nasytenym roztokom NH,4Cl za teploty 0 °C. Reakéna zmes sa extrahuje

pomocou Et,0 a EtOAc. Organicka vrstva sa premyva vodou, sofnym roztokom
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a susi nad Na,SOQ,. Takto ziskana organicka vrstva sa koncentruje vo vakuu

kvéli ziskaniu xantatovej zla€eniny iii,

CiS)She

Nl S

Priklad medziproduktu 3
Zli&enina iv

Xantatova zluéenina iii (~ 13,4 mmol) sa rozpusti v toluéne (100 ml). Do
tohto roztoku sa prida AIBN (216 mg, 1,34 mmol). Vysledny roztok sa odplyni

suchym dusikom a potom sa spracovava n-BusSnH (5,4 ml, 20,1 mmol).

Reak&na zmes sa zahrieva na teplotu 90 °C pocas 3 hodin.

Vtomto okamihu sa reakénda zmes ochladi na teplotu okolia a
koncentruje vo vakuu. Vysledné reziduum sa Cisti chromatografiou na silikagéli
(15 - 20 % EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu 2,8 g (66 % celkovo zo zluCeniny ii)

zluceniny iv,

CezN
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Priklad medziproduktu 4
Zlu€enina v

Do etanolového roztoku (21 ml) zluCeniny iv (1 g, 3,15 mmol) sa prida
Pd(OH),/C (655 mg, 20 %, 0,95 mmol) pod prudom dusika. Vysledna reakéna
zmes sa vystavi $tandardnej hydrogenacii (1,5 atm.). Po 5 hodinach sa zdroj

vodika odstrani a reakéna zmes sa filtruje. Filtraty sa koncentruju vo vakuu kvoli

ziskaniu volnej aminovej zli¢eniny v,

Priklad medziproduktu 5
Zlu€enina vi

Do DCM roztoku (10 ml) zlG&eniny vii (628 mg, 1,95 mmol)

P
v
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sa prida za priblizne teploty okolia HOAt (265 mg, 1,95 mmol), nasledovany 1 M
DCC roztokom v DCM (1,95 ml, 1,95 mmol). Po mieSani pocas 30 minut sa
prida DCM roztok (3 ml) zlGceniny v (1,5 mmol) do vy$Sie uvedenej HOAt-
aktivovanej kyseliny. Reakéna zmes sa mieSa priblizne pri teplote okolia cez
noc. Vtomto okamihu sa reakéna zmes filtruje cez Celit. Filtraty sa zriedia
pomocou EtOAc (75 ml) a premyvaji vodou a solnym roztokom. Organicka
vrstva sa su$i a koncentruje vo vakuu. Vysledné reziduum sa Cisti
chromatografiou na silikagéli (70 - 80 % EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu 620 mg

(85 %) zluceniny vi,

S

i

Priklad medziproduktu 6
Zluc¢enina viii

Do etanolového roztoku (10 ml) zlG&eniny vi (615 mg, 1,26 mmol) sa
prida 2 N NaOH vodny roztok (1,26 ml, 2,52 mmol). Reakéna zmes sa miesa
cez noc priblizne pri teplote okolia a potom okysli na pH 3 pouzitim kyslych Zivic
Dowex. Pevné latky sa odfiltruja a filtraty sa koncentrujd vo vakuu kvoli ziskaniu

rezidua, ktoré sa znova rozpusti vzmesi 1 : 1 CH3CN/H20. Tento roztok sa

vystavi lyofilizacii kvéli ziskaniu 495 mg (85 %) zluceniny viii,
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Priklad medziproduktu 7
Zlucenina ix
Do DCM roztoku (10 ml) zliceniny viii (230 mg, 0,5 mmol) sa prida

PyBop (417 mg, 0,8 mmol). Reakéna zmes sa miesa

N
i

priblizne pri teplote okolia poCas 30 minut. Do tohto roztoku sa potom prida
THF roztok (5,25 ml) zlu¢eniny x (263 mg, 0,75 mmol), nasledovany DIPEA
(0,174 ml, 1 mmol). Reakina zmes sa mieSa asi pri teplote okolia cez noc a
potom sa reakcia zastavi vodou (30 ml) po¢as 30 minit. Reakéna zmes sa
extrahuje pomocou EtOAc (100 ml). Organicka vrstva sa premyva solnym
roztokom a susi a koncentruje vo vakuu kvéli ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti
chromatografiou na silikagéli (5 % EtOH/EtOAc) kvéli ziskaniu ~ 400 mg (100

%) zlG&eniny ix,
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Priklad medziproduktu 8
Zlucenina xi

Do DCM roztoku (10 ml) zliéeniny ix (396 mg, 0,5 mmol) sa prida Cinidlo
DMP (278 mg, 0,65 mmol). Reakéna zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia
1 hodinu a potom sa reakcia zastavi pomocou 10 % Na;SO3 pocas 30 minut.
Reaké&na zmes sa potom extrahuje pomocou EtOAc (75 ml) a premyva solnym
roztokom. Organicka vrstva sa susi a koncentruje vo vakuu. Vysledne reziduum
sa Gisti chromatografiou na silikagéli (70 % EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu 320 mg

(81 %) zlG€eniny xi,

,
t%?%f?%%
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Priklad medziproduktu 9
ZluCenina xii

Do DCM roztoku (10 ml) zliceniny viii (230 mg, 0,5 mmol) sa prida
PyBop (417 mg, 0,8 mmol). Reakéna zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia

pocas 30 minut. Do tohto roztoku sa potom prida THF roztok (3,5 ml) zltéeniny

xiii

(140 mg, 0,75 mmol) a nasledovany DIPEA (0,174 ml, 1 mmol). Reakéna zmes
sa mieSa priblizne pri teplote okolia cez noc a potom sa reakcia zastavi vodou
(30 ml) pocas 30 minut. Reakéna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc (75 mi).
Organicka vrstva sa premyva solnym roztokom a susi a koncentruje vo vakuu
kvOli ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti chromatografiou na silikagéli (5 %

EtOAC/EtOAC) kvéli ziskaniu kvantitativneho vytazku zlG€eniny xii,

H
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Priklad medziproduktu 10
Zlucenina i’

Do metanolového roztoku (30 ml) zlu€eniny i (5 g, 15,1 mmol) sa prida
(BOC),0 (3,3 g, 15,1 mmol) a Hy/Pd(OH),/C (1,6 g, 10 % obsah Pd). Reakéna
zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia po€as 2 hodin a potom dvakrat filtruje
cez Celit. Celitovy vanku$ sa preplachuje DCM. Skombinované filtraty sa
koncentrujt vo vakuu kvoli ziskaniu olejového rezidua, ktoré sa Cisti

chromatografiou na silikagéli (40 % EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu 3,8 g (85 %)

zluceniny i’,

Priklad medziproduktu 11
Zlucenina i’

Do metanolového roztoku (111 ml) zld€eniny i" (3,7 g, 12,5 mmol) sa
prida za teploty 0 °C NaBH, (0,805 g, 21 mmol). Po miesani za teploty 0 °C
podas 2,5 hodiny sa reakéné rozpustadlo pomaly odpari vo vakuu kvoli
ziskaniu rezidua, ktoré sa zriedi EtOAc. Tento roztok sa potom premyva
dvakrat vodou. Vodna vrstva sa extrahuje pomocou EtOAc. Skombinované
organické vrstvy sa susia nad MgSO; a filtruji a koncentruji vo vakuu kvéli
ziskaniu rezidua, ktoré sa &isti chromatografiou kvoli ziskaniu 3,76 g (99 %)

ziuCeniny ii’

32069/8



219

CcH

EOCN ki

Priklad medziproduktu 12
ZlGEenina xiv

Do DCM roztoku (180 ml) zlu€eniny ii” (3,76 g, 12,3 mmol) sa prida za
teploty 0 °C DMAP (5 g, 40,1 mmol), potom nasledovany Tf,0 (4 ml, 23,7
mmol). Reakéna zmes sa miesa za teploty 0 °C 1 hodinu a priblizne pri teplote
okolia dalSiu 1,5 hodiny. Reakéna zmes sa potom premyva dvakrat 5 %
NaHCO; a susi nad MgSO,. Takto ziskana organicka vrstva sa koncentruje vo
vakuu kvoli ziskaniu surového triflatu. Vysledny triflat (2,7 g, 6 mmol) sa
rozpusti v DCM (120 ml). Do tohto roztoku sa prida DMAP (2,5 g, 20,5 mmol).
Vysledna reakéna zmes sa zahrieva na teplotu spatného toku cez noc. V tomto
okamihu sa reakéna zmes ochladi na teplotu okolia a premyva dvakrat 5 %
NaHCO;. Reakéna zmes sa susi nad MgSOQq, filtruje a koncentruje vo vakuu
kvéli ziskaniu hnedastého olejovitého rezidua, ktoré sa Cisti (1 % MeOHIDCM)

kvéli ziskaniu 500 mg (30 %) zlu€eniny Xiv,

§
uocui L
)\ >
o o]
xiv
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Priklad medziproduktu 13
Zlucenina xv

Zlu&enina xiv (500 mg, 1,8 mmol) sa rozpusti v 4 N HCI v dioxane (6,75
ml). Reakéna zmes sa mie$a priblizne pri teplote okolia asi 4 hodiny. V tomto
okamihu sa rozpustadlo odstrani vo vakuu. Vysledné reziduum sa titruje
dvakrat dietyléterom kvoli ziskaniu takmer kvantitativneho vytazku HCI soli

zlu¢eniny xv,

HN

Priklad medziproduktu 14
Zlucenina xvi

Do THF roztoku (7 ml) zlugeniny vii (579 mg, 1,8 mmol) sa prida HOAt
(245 mg, 1,8 mmol) a DCC (1,8 ml, 1 M v DCM). Vznikne suspenzia. Po
miegani priblizne pri teplote okolia potas 15 minit sa do vysSie uvedenej
suspenzie prida THF roztok (6 ml) zliéeniny xv (1,8 mmol) a DIPEA (0,63 ml,
3,6 mmol). Dalsie DIPEA (0,8 ml) sa prida neskor. Reakéna zmes sa miesa cez
noc priblizne pri teplote okolia. V tomto okamihu sa takto vytvorena biela pevna
latka odfiltruje. Biela pevna latka sa preplachuje THF. Skombinované filtraty a
premyté latky sa koncentruju vo vakuu kvéli ziskaniu surového produktu, ktory
sa Gisti chromatografiou na silikagéli (100 % EtOAc) kvoli ziskaniu 665 mg (76

%) zlGCeniny xvi,
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Priklad medziproduktu 15
Zlucenina xvii

Do etanolového roztoku (8 ml) 7 (665 mg, 1,37 mmol) sa prida 1N vodny
NaOH (2,4 mmol) za teploty 0 °C. Reakéna zmes sa mie3a cez noc priblizne pri
teplote okolia a potom sa okysli na pH 3 pouzitim kyslych Zivic Dowex. Pevné
latky sa filtruja. Vysledné filtraty sa koncentrujd vo vakuu kvoli ziskaniu

bledozitého rezidua, ktoré sa znova rozpusti vzmesi 1 : 1 CH3CN/H,O a

lyofilizuje sa kvoli ziskaniu 467 mg (74 %) zli¢eniny xvii,

et

Priklad medziproduktu 16
Zlugenina xix

DCM roztok (4 ml) zlGCeniny xvii (100 mg, 0,22 mmol) sa spracovava
PyBop (207 mg, 0,4 mmol) priblizne pri teplote okolia pofas 20 minut. V tomto

okamihu sa vy3sie uvedeny roztok spracovava THF roztokom (2,6 ml) zliCeniny

xviii (65 mg, 0,32 mmol), nasledovany DIPEA
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(0,076 mi). Po miesani priblizne pri teplote okolia pocas 7 hodin sa reakcia
zastavi vodou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou DCM (60 m). Organicka
vrstva sa separuje a premyva dvakrat solnym roztokom a susi nad MgSQsa. Po
filtracii, koncentracii a chromatografii na silikagéli (5 % EtOH/EtOAc) sa ziska

148 mg (~ 100 %) zlG¢eniny xix.

Priklad medziproduktu 17
Zlienina xx

Do THF roztoku (100 ml) N-Cbz-L-valinu (14,4 g, 57,2 mmol) sa prida
HOBT (7,72 g, 57,2 mmol) a EDCI (10,98 g, 57,2 mmol). Po mieSani priblizne
pri teplote okolia po¢as 20 minit sa prida do vyssie uvedeného roztoku THF
roztok (50 ml) obsahujuci hydrochlorid metylesteru terc-L-leucinu (10,4 g, 57,2
mmol) a DIPEA (11,9 ml, 68,7 mmol). Reakéna zmes sa mieda priblizne pri
teplote okolia cez noc. Po §tandardnom vodnom spracovani a chromatografii

na silikagéli (30 % EtOAc/hexan) sa ziska 14 g (64 %) zlGCeniny XxX.
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Priklad medziproduktu 18
Zli€enina xxi

Do metanolového roztoku (80 ml) xx (6,71 g, 17,7 mmol) sa prida (pod
pradom N,) Pd/C (1,88 g, 10 % obsah Pd). Reakéna nadobka sa vystavi
hydrogenacii (1 atm. H,) cez noc priblizne pri teplote okolia. V tomto okamihu
sa reakéna zmes filtruje cez vrstvu Celitu a koncentruje vo vakuu kvéli ziskaniu
zodpovedajlceho surového volného aminu pre nasledujici krok. THF roztok
tohto aminu (~ 17,7 mmol) sa prida do THF (46 ml) a DMF (5 ml) roztoku
obsahujuceho 2-pyrazinkarboxylovt kyselinu (2,85 g, 23 mmol), Hobbit (3,12 g,
23 mmol) a EDCI (4,41 g, 23 mmol). Do vyslednej zmesi sa potom prida DIPEA
(3,08 g, 17,7 mmol). Reakéna zmes sa mieSa cez noc priblizne pri teplote
okolia a potom sa reakcia zastavi vodou. Reakéna zmes sa extrahuje pomocou
EtOAc. Organicka vrstva sa premyva sofnym roztokom a koncentruje vo vakuu
kvdli ziskaniu rezidua, ktoré sa gisti chromatografiou na silikagéli (40 - 50 %
EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu 3,9 g (63 %) zltiCeniny xxi,
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Priklad medziproduktu 19
Zlucenina xxii

Do metanolového roztoku (40 mi) zliceniny xxi (4,67 g, 13,34 mmol) sa
prida 2 N NaOH (10 ml, 20 mmol). Reakéna zmes sa miesa priblizne pri teplote
okolia podas 2 hodin. V tomto okamihu sa prida do reakénej zmesi dodatocné
mnozstvo 2 N NaOH (3,3 ml, 6,67 mmol). Po mie8ani priblizne pri teplote okolia
cez noc sa reakéna zmes okysli na pH 3 pouZitim kyslej Zivice. ReakCna zmes
sa potom filtruje a filtraty sa koncentruji vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua, ktoré
sa rozpusti v 1 : 1 CH3CN/H,O po lyofilizcii. Ziska sa 4,15 g (93 %) zluceniny

XXii.

Priklad medziproduktu 20
Zlucéenina xxiii

DCM roztok (10 ml) zlGéeniny xxii (917 mg, 2,73 mmol) sa spracovava
HOAt (371 mg, 2,73 mmol) a DCC (2,73 mi, 1 M, 2,73 mmol). Po miesani
pogas 30 minlt sa reakéna zmes spracovava THF roztokom (10 ml) zlaceniny v
(500 mg, 2,73 mmol). Po miesani priblizne pri teplote okolia cez noc sa biele
pevné latky (mocovina) filtruja. Filtraty sa koncentruji vo vakuu kvoli ziskaniu
rezidua, ktoré sa Gisti chromatografiou na silikagéli (60 - 70 % EtOAc/hexan)

kvoli ziskaniu 1,06 g (77 %) zliceniny xxiil,
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Priklad medziproduktu 21
Zlu€enina xxiv

Etanolovy roztok (20 ml) zliCeniny xxii (1,06 g, 2,11 mmol)
sa spracovava 2 N NaOH (2,11 ml, 4,23 mmol). Po mieSani priblizne pri teplote
okolia cez noc sa reaktna zmes okysli na pH 3 kyslou Zivicou. Pevné latky sa
odfiltruju. Vysledné filtraty sa koncentrujti vo vakuu kvéli ziskaniu rezidua, ktoré

sa lyofilizuje kvoli ziskaniu g (100 %) zluceniny xxiv,

Priklad medziproduktu 22
Zlu€enina xxv

DCM roztok (10 ml) zluc¢eniny xxiv (236,7 mg, 0,5 mmol) sa spracovava
PyBop (417 mg, 0,8 mmol). Po mieSani priblizne pri teplote okolia poéas 20
minut sa reakéna zmes spracovava DMF roztokom (5,6 mi) zlaceniny xiii (139,5
mg, 0,75 mmol), nasledovanym DIPEA (0,174 ml, 1 mmol). Po mieSani
priblizne pri teplote okolia po€as 8 hodin sa reakcia zastavi vodou a zmes sa

extrahuje pomocou EtOAc. Vysledna organicka vrstva sa premyva sofnym
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roztokom a sudi a koncentruje vo vakuu kvali ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti
chromatografiou na silikagéli (5 % EtOH/EtOAC) kvoli ziskaniu ~ 320 mg (100

%) zluCeniny xxv,

Priklad medziproduktu 23
Zlugenina xxvi

DCM roztok (15 ml) zla€eniny xxiv (355 mg, 0,75 mmol) sa spracovava
PyBop (622 mg, 1,2 mmol). Po miesani priblizne pri teplote okolia pocas 20
minut sa reakéna zmes spracovava THF roztokom (10 ml) zlGCeniny xxvii* (156
mg, 0,75 mmol), nasledovanym DIPEA (0,26 ml, 1,5 mmol). Po mieSani
priblizne pri teplote okolia cez noc sa reakcia zastavi vodou a reakéna zmes sa
extrahuje pomocou EtOAc. Vysledna organicka vrstva sa premyva sofnym
roztokom a susi a koncentruje vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti
chromatografiou na silikagéli (2 % EtOH/EtOAc) kvoli ziskaniu ~ 400 mg (80 %)

Zluceniny xxvi,
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Priklad medziproduktu 24
Metyl-5-kyanopentanoat

Kyanid draselny (4 g, 61,44 mmol) sa rozpusti v 70 ml vody a 200 ml
metanolu. Do roztoku sa pridd 10 g (51,2 mmol) metyl-5-brompentanoatu a
zmes sa zahrieva na teplotu spatného toku cez noc. Reakéna zmes sa
koncentruje do sucha. Do rezidua (100 ml) sa prida EtOAc kvéli extrakcii
produktu. Organicka latka sa premyva trikrat vodou, susi a koncentruje kvéli

ziskaniu 5,37 g (74 %) metyl-5-kyanopentanoatu vo forme oleja.

Priklad medziproduktu 25
Metyl-5-tetrazol-5-ylpentanoat

Metyl-5-kyanopentanoat (4,8 g, 34 mmol) sa rozpusti v toluéne, pridaju
sa trietylaméniumchlorid (14 g, 102 mmol) a azid sodny (6,63 g, 102 mmol).
Zmes sa zahrieva na teplotu spatného toku cez noc. Reakéna zmes sa ochladi
na teplotu okolia, prida sa voda kvdli extrahovaniu (3 x 100 ml), metyl-5-
tetrazol-5-ylpentanoatu z organickej latky. Do vodnej fazy sa prida
koncentrovany HCI kvéli dprave pH na hodnotu 2. Produkt sa extrahuje
z vodného roztoku pomocou EtOAc (3 x 50 ml). Organicka latka sa skombinuje,

susi a koncentruje kvoli ziskaniu 4,25 g (68 %) metyl-5-tetrazol-5-yipentanoatu.
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Priklad medziproduktu 26
Metyl-5-[N-(1 1-dimetylbenzyl)tetrazol-5-ylJpentanoat

Metyl-5-tetrazol-5-ylpentanoat (4,23 g, 23 mmol) a trichléroctova kyselina
(8,69 g, 53 mmol) sa rozpusti v 50 m! CHCls. o-metylstyrén (2,72 g, 23 mmol)
sa prida do roztoku po kvapkach a reakéna zmes sa necha za mie8ania
priblizne pri teplote okolia cez noc. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAcC na
200 ml a organicka vrstva sa premyva 10 % vodnym KOH a solnym roztokom.
Organicka vrstva sa susi a koncentruje. Produkt sa Cisti okamihovou kolénovou
chromatografiou  kvoli  ziskaniu 66 g (95 %) metyl-5-[N-(1,1-

dimetylbenzyl)tetrazol-5-ylJpentanoatu.

Priklad medziproduktu 27
5-[N-(1 ,1-dimetylbenzyl)tetrazo|-5-yl]penténové kyselina

Metyl-5-[N-(1,1-dimetylbenzyl)tetrazol—5-yt]pentanoét (6,6 g, 21,8 mmol)
sa rozpusti v metanole (100 ml) a prida sa 23 m! 1 N vodného NaOH. Zmes sa
miega cez noc a koncentruje kvéli odstraneniu metanolu. Reziduum sa rozpusti
vo vode (100 ml) a roztok sa neutralizuje pridanim ekvivalentu 1 N vodného
HCI. Produkt sa extrahuje pomocou EtOAc (3 x 50 ml). Organicka latka sa susi
a koncentruje kvoli ziskaniu 4,75 g (75 %) 5-[N-(1,1-dimetylbenzyl)tetrazol-5-

ylJpentanovej kyseliny.

Priklad medziproduktu 28
Zlucenina xxviii

5-[N-(1,1-dimetylbenzyl)tetrazol-S-yI]penténové kyselina (4,75 g, 16,3
mmol) sa rozpusti v DCM (100 mi) a prida sa 4,8 g (24,8 mmol) EDCl a 6 ml
DIPEA. Do zmesi sa prida N-hydroxysukcinimid (3,8 g, 33 mmol). Reakéna

zmes sa mie$a tri hodiny priblizne pri teplote okolia. Zmes sa zriedi pomocou
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DCM na 200 ml a roztok sa premyva trikrat vodou. Organicka latka sa susi a

koncentruje kvoli ziskaniu 4,79 g (75 %) zluCeniny xxviii,
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Priklad medziproduktu 29
Zlucenina xxix

Dipeptid H-Val-Val-OH (3,22 g, 14,9 mmol) sa suspenduje v 50 ml N,N-
dimetylformamidu (DMF) a prida sa 4,75 g (12,42 mmol) zla€eniny xxuviii,
nasleduje adicia 3,4 ml (18,63 mmol) diizopropyletylaminu (DIPEA). Zmes sa
zahrieva na teplotu 40 °C a mieSa sa cez noc. Rozpustadlo sa odpari za
vysokého vakua. Reziduum sa rozpusti v EtOAc a premyva 1 N HCI a solnym

roztokom kvdli ziskaniu 5,52 g (91 %) zla€eniny xxix,

X6 o H
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Priklad medziproduktu 30
Ziugenina xxx

1,6 g (3,29 mmol) zli€eniny xxix sa rozpusti v 20 ml DCM, prida sa 3,3
ml 1 M roztoku DCC v THF. Do zmesi sa prida 500 mg (2,73 mmol) zluceniny v.
Zmes sa mie$a priblizne pri teplote okolia cez noc. Zmes sa zriedi EtOAc na
100 ml a premyva 1 N HCI, NaHCO3; a solnym roztokom. Cistenie kolénovou
chromatografiou (50 % EtOAc/hexan) poskytne 1,02 g (58 %) zlti€eniny xxx,

0
St

Priklad medziproduktu 31
Zlu&enina xxxi

Zluéenina xxx (1,02 g, 1,57 mmol) sa rozpusti v 10 ml MeOH a pridaju sa
2 ml 1 N vodného NaOH. Zmes sa mieSa cez noc. Metanol sa odstrani
odparenim a reziduu sa rozpusti vo vode a neutralizuje 2 ml HCI. Po extrakcii

pomocou EtOAc sa ziska 1,00 g (~ 100 %) zluCeniny xxxi.
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Priklad medziproduktu 32
Zlu€enina xxxii

Zlucenina xxxi (300 mg, 0,48 mmol) a PyBop (300 mg, 0,58 mmol) sa
rozpusti v 10 ml DCM. Do roztoku sa prida zli¢enina x (201 mg, 0,58 mmol) a
potom DIPEA (104 ul). Zmes sa mieSa priblizne pri teplote okolia cez noc.
ReakCna zmes sa potom zriedi pomocou EtOAc na 100 ml a premyva dvakrat 1
N HCI, dvakrat NaHCO3 a trikrat sofnym roztokom. Organicka latka sa susi a
koncentruje. Reziduum sa &isti kolonovou chromatografiou (100 % EtOAc) kvdli

ziskaniu 450 mg (98 %) zliceniny xxxii,

Priklad medziproduktu 33
Zludenina xxxiii

Zlucenina xxxii (360 mg, 0,38 mmol) sa rozpusti v 8 ml DCM a prida sa
240 mg (0,57 mmol) &inidla DMP. Zmes sa mie3a priblizne pri teplote okolia tri
hodiny. Zmes sa zriedi EtOAc na 50 ml a premyva trikrat solnym roztokom.
Produkt sa Cisti koldnovou chromatografiou (25 % etanol/EtOAc) kvéli ziskaniu

300 mg (83 %) zlGCeniny xxxiii,
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Priklad medziproduktu 34
Zlucenina xxxiv

Do DCM roztoku (10 ml) xxxv (790 mg, 2,80 mmol) sa prida

A A
SARS:

XXXV

PyBop (1,7 g, 3,36 mmol) a Hobbit (450 mg, 3,36 mmol). Vysledny roztok sa
ochladi na teplotu 0 °C a spracovava DCM roztokom (3 ml) (s)-a-(4-pyridyl)
etylaminu (410 mg, 3,36 mmol). Za tym nasleduje adicia DIPEA (0,5 ml, 3,36
mmol). Reakéna zmes sa miesa cez noc priblizne pri teplote okolia. V tomto
okamihu sa reakéna zmes zriedi pomocou EtOAc. Celok sa premyva
nasytenym NaHCO; a solnym roztokom. Takto ziskana organicka vrstva sa
susi a koncentruje vo vakuu. Vysledné reziduum sa Cisti chromatografiou na
silikageli (5 % EtOH/EtOAc) kvoli ziskaniu 630 mg (58 %) zluceniny XXxiv,
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Upozornenie: (s)-a-(4-pyridyl)etylamin sa ziska zjeho D-vinanovej soli

premyvanim baz (1 N NaOH) a naslednou extrakciou EtOAc. Vytazok je 89 %.

Priklad medziproduktu 35
Zlucenina xxxvi

Do metanolového roztoku (15 ml) zlaceniny xxxiv (630 mg, 1,64 mmol)
sa prida pod dusikovou atmosférou Pd/C (150 mg, 10 % obsah paladia).
Reakéna zmes sa mieSa pod vodikovou atmosférou cez noc. Reakéna zmes sa
filtruje cez vrstvu Celitu® 521. Filtraty sa koncentruju vo vakuu kvoli ziskaniu

420 mg (~ 100 %) zluéeniny xxxvi,
ﬁ
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Priklad medziproduktu 36
Zluéenina xxxvii

Do DCM roztoku (3 ml) zluceniny xxxi (270 mg, 0,43 mmol) sa prida
PyBop (270 mg, 0,52 mmol). Za tym nasleduje pridanie zli€eniny xxxvi (160
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mg, 0,64 mmol) a DIPEA (0,09 mi, 0,52 mmol). Reakéna zmes sa mieSa
priblizne pri teplote okolia cez noc. V tomto okamihu sa reakéna zmes zriedi
EtOAc a premyva 0,1 N HCI, nasledovanym nasytenym NaHCOj3 a sofnym
roztokom. Vysledna organicka vrstva sa sudi a koncentruje kvoli ziskaniu

zluGeniny xxxvii (430 mg celkova hmotnost) pre nasledujuci krok
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Priklad medziproduktu 37
Ziu¢enina xxxviii

Do DCM roztoku (3 ml) zlG&eniny xxxvii (370 mg, 0,43 mmol) sa prida
&inidlo DMP (280 mg, 0,65 mmol). Reakéna zmes sa miesa priblizne pri teplote
okolia poéas 2 hodin a potom sa reakcia zastavi pomocou 10 % NapS0s. Po
mie§ani potas 30 minit sa reakéna zmes extrahuje pomocou EtOAc.
Organicka vrstva sa premyva nasytenym NaHCO; a solnym roztokom.
Vysledna organickd vrstva sa susi a koncentruje vo vakuu kvdli ziskaniu
rezidua, ktoré sa &isti chromatografiou na silikagéli (5 % EtOH/EtOAc) kvoli

ziskaniu 180 mg (49 % pre dva kroky) zlG&eniny xxxviii,
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Priklad medziproduktu 38
Zli€enina xxxx

Zli¢enina xxix (2,5 g, 5 mmol) sa rozpusti v 40 m| DCM, do roztoku sa
prida 5,1 ml 1 M roztoku DCC v THF. Do zmesi sa prida 1,08 g (3,53 mmol)

zluCeniny xxxix. Zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia cez noc.
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Zmes sa zriedi EtOAc na 100 ml, premyva sa postupne 1 N HCI,
NaHCO; a solnym roztokom a potom ¢isti kolénovou chromatografiou (80 %

EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu 2,59 (95 %) zlGCeniny xxxx,

WA
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Priklad medziproduktu 39
Zlucenina xxxxi

Zlaéenina xxxx (2,59 g, 3,35 mmol) sa rozpusti v 20 ml MeOH a pridaja

sa 4 m! 1 N vodného NaOH. Zmes sa mieSa cez noc a potom rotacne odpari a
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necha reziduum. Reziduum sa rozpusti vo vode a neutralizuje 2 ml HCI.
Neutralizovany roztok sa potom extrahuje EtOAc kvoli ziskaniu 2,49 g (~ 100

%) zliCeniny xxxxi,

Priklad medziproduktu 40
Zlu¢enina xxxxii

Zlu&enina xxxxi (847 mg, 1,16 mmol) a 724 mg (1,39 mmol) PyBop sa
rozpusti v 10 ml DCM. Do roztoku sa prida zlagenina xiii (260 mg, 1,39 mmol) a
potom nasleduje adicia DIPEA (209 pl). Zmes sa miesa priblizne pri teplote
okolia cez noc. Reak&na zmes sa potom zriedi pomocou EtOAc na 100 ml a
premyva dvakrat 1 N HCI, dvakrdt NaHCO; a trikrat solnym roztokom.
Organicka latka sa su$i a koncentruje. Reziduum sa Cisti  kolénovou
chromatografiou (5 % etanol/EtOAc) kvali ziskaniu 930 mg (86 %) zluéeniny

XXXXil,

N:j
0 ;HO
Ao
0" H Su H

XXt ,
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Priklad medziproduktu 41
Zlucenina xxxxiii

ZlG¢enina xxxxii (350 mg, 0,38 mmol) sa rozpusti v 10 mi DCM a prida
sa 242 mg (0,57 mmol) Cinidla DMP. Zmes sa mie$a priblizne pri teplote okolia
tri hodiny. Zmes sa zriedi EtOAc na 50 ml a premyva sa trikrat solnym
roztokom. Produkt sa Cisti kolénovou chromatografiou (100 % EtOAc) kvéli

ziskaniu 180 mg (51 %) zluceniny xxxxiii,

Priklad medziproduktu 42
ZlGéenina xxxxv

H-Val-Val-OH (5 g, 23 mmol) sa suspenduje v 100 ml DMF, prid4 sa

zlicenina xxxxiv

(8,3 g, 27,6 mmol) a potom sa prida 6,2 ml (35,5 mmol) DIPEA. Zmes sa mieda

za teploty 40 °C dva dni. Rozpustadlo sa odstrani za vysokého vakua a
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reziduum sa rozpusti v 100 ml EtOAc a premyva trikrat 1 N HCI a dvakrat

sofnym roztokom. Ziska sa 9,14 g (99 %) zliCeniny Xxxxv.

K T o
X
XXXXV

Priklad medziproduktu 43

Zlu¢enina xxxxvi

Zluéenina xxxxv (2,8 g, 7 mmol) a 954 mg (7 mmol) HOAt sa rozpusti v
100 m! DCM. Prida sa 7 mi 1 M DCC/DCM. Do reakénej zmesi sa prida
zla&enina xxxix (2,15 g) a reakéna zmes sa mieSa priblizne pri teplote okolia
cez noc. Zmes sa koncentruje do sucha a reziduum sa rozpusti v EtOAc a Cisti
sa kolénovou chromatografiou (100 % EtOAc) kvdli ziskaniu 4,57 g (95 %)

zluceniny XxXxxvi,

0 Nf
o
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Priklad medziproduktu 44
ZluGenina xxxxvii

Zlienina xxxxvi (4,57 g, 6,65 mmol) sa rozpusti v 10 ml TFA a 10 ml
DCM. Zmes sa mieSa priblizne pri teplote okolia pogas 4 hodin. Rozpustadlo sa
odstrani vo vakuu a reziduum sa rozpusti v zmesi 50 : 50 acetonitril/voda a

lyofilizuje sa kvoli ziskaniu zlG¢eniny xxxxvii vo forme prasku

Priklad medziproduktu 45
Zlucenina xxxxviii

Zlacenina xxxxvii (1 g, 1,59 mmol) a 990 mg (2,28 mmol) PyBop sa
rozpusti v 20 ml DCM a prida sa 1,6 ml 1 M metylaminu v THF. Zmes sa miesa
priblizne pri teplote okolia pocas 4 hodin. Reakéna zmes sa zriedi na 100 ml
EtOAc a premyva 1 N HCl, NaHCO3 a solnym roztokom. Reziduum sa gisti
okamihovou kolénovou chromatografiou (10 % EtOH/EtOAc) kvéli ziskaniu 1 g

(98 %) zlu€eniny xxxxviii,
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Priklad medziproduktu 46
Zlacenina xxxxix

Zla&enina xxxxviii (1 g, 1,55 mmol) sa rozpusti v 10 ml MeOH a pridaju
sa 2 m 1 N NaOH. Zmes sa mieSa priblizne pri teplote okolia cez noc.
Rozpustadlo sa odstrani odparenim. Reziduum sa rozpusti vo vode,

neutralizuje a extrahuje EtOAc kvoli ziskaniu 960 mg (98 %) zluceniny xxxxix,

ol o-i§>
AN o

3000KX .

Priklad medziproduktu 47
Zlucenina i

ZlGéenina xxxxix (315 mg, 0,5 mmol) a 312 mg (0,6 mmol) PyBop sa
rozpusti v 10 ml DCM. Prida sa zla¢enina 1 (56 mg, 0,6 mmol) a 108 ul DIPEA.

Zmes
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sa mieSa priblizne pri teplote okolia cez noc a zriedi sa na 100 ml EtOAc a
premyva 1 N HCI, NaHCO; a solnym roztokom. Cistenie kolénovou
chromatografiou (15 % EtOH/EtOAc) umozni ziskanie 400 mg (92 %) zlu&eniny
Ii,

H
N:
Oﬁ/
on " g

0 o~
li

Priklad medziproduktu 48
Zlugenina lii

Zlucenina li (400 mg, 0,46 mmol) sa rozpusti v 10 ml DCM a prida sa
292 mg (0,69 mmol) ¢inidla DMP. Zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia

pocCas 3 hodin. RozpUstadlo sa odstrani odparenim a produkt sa gisti pomocou
RP-HPLC kvéli ziskaniu 130 mg (32 %) zlG&eniny lij,

o\ﬂ gﬁ
YO; k?)
LAy

(i )
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Priklad medziproduktu 49
ZlGcenina liii

Zlu&enina xxxxix (210 mg, 0,33 mmol) a 208 mg (0,4 mmol) PyBop sa
rozpusti v 10 ml DCM. Zla¢enina xiii (154 mg, 0,83 mmol) sa prida do roztoku
s naslednou adiciou DIPEA (72 pl, 0,4 mmol). Zmes sa mieSa priblizne pri
teplote okolia cez noc. Reakéna zmes sa zriedi na 100 ml pomocou EtOAc,
premyva 1 N HCI, NaHCO; a sofnym roztokom a potom Cisti okamihovou

kolénovou chromatografiou (1 % EtOH/EtOAc) kvoli ziskaniu 250 mg (95 %)

zla€eniny liii,

Priklad medziproduktu 50
Zlu€enina liv

ZlG&enina xxxxv (755 mg, 1,88 mmol) a 255 mg (1,88 mmol) HOAt sa
rozpusti v 20 ml DCM. Prida sa 1,88 ml 1 M DCC/DCM. Do reakcnej zmesi sa
prida zlGgenina v (288 mg) a reakéna zmes sa mieda priblizne pri teplote okolia
podas 2 hodin. Zmes sa koncentruje do sucha a reziduum sa rozpusti v EtOAc

a Gisti sa kolonovou chromatografiou (80 % EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu 800

mg (90 %) zlaceniny liv,
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Priklad medziproduktu 51

Zlucenina Iv

Zlugenina liv (800 mg, 1,41 mmol) sa rozpusti v 10 m| MeOH a pridaju sa
2 ml NaOH. Zmes sa mie$a priblizne pri teplote okolia cez noc. Rozpustadlo sa
odstrani vo vakuu a reziduum sa rozpusti vo vode a neutralizuje 2 ml 1 N HCL.
Produkt sa extrahuje pomocou EtOAc. Odparenie extrakéného rozpustadla
poskytuje 760 mg (~ 100 %) Iv,

v

o

Pfiklad medziproduktu 52
Zlucenina vii
Zltcenina Iv (760 mg, 1,41 mmol) a 880 mg (1,69 mmol) PyBop sa

rozpusti v 5 ml DCM. Do roztoku sa prida zlucenia Ivi (630 mg, 2,12 mmol) a

potom 0,31
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DIPEA. Zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia cez noc. Reakéna zmes sa
zriedi na 100 ml pomocou EtOAc, premyva sa 1 N HCI, NaHCO; a solnym
roztokom a potom &isti okamihovou kolénovou chromatografiou (100 % EtOAc)

kvéli ziskaniu 870 mg (80 %) zltceniny Ivii,

¢
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Priklad medziproduktu 53
Zlucenina lviii

Zlucenina Wii (350 mg, 0,45 mmol) sa rozpusti v 5 ml TFAa 5 ml DCM a
zmes sa miea priblizne pri teplote okolia poc¢as 3 hodin. Rozpustadio sa

odstrani odparenim a produkt sa ¢isti pomocou RP-HPLC kvéli ziskaniu 220 mg

(69 %) zlugeniny Iiii
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Priklad medziproduktu 54
Zlucenina lix

Zla€enina Iviii (200 mg, 0,28 mmol) a 218 mg (0,42 mmol) PyBop sa
rozpusti v 5 ml DCM. Prida sa metylamin (0,28 ml 2 M v THF). Zmes sa miesa
priblizne pri teplote okolia cez noc. Zmes sa zriedi na 100 ml pomocou EtOAc,

premyva 1 N HCI, NaHCO; a solnym roztokom a potom ¢&isti koldnovou
chromatografiou (15 % EtOH/EtOAc) kvoli ziskaniu 168 mg (79 %) zlugeniny lix,

AT Etn

Priklad medziproduktu 55
ZlGCenina Ix

Zlucenia lviii (200 mg, 0,26 mmol) sa rozpusti v 4 ml DCM a prida sa 165
mg (0,39 mmol) ¢inidla DMP. Zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia pocas 3
hodin. Rozpustadlo sa odstrani odparenim. Reziduum sa rozpusti v zmesi 50
% acetonitril/voda a cisti pomocou RP-HPLC kvéli ziskaniu 140 mg (70 %)

zla€eniny Ix

¢t

o

5 F
A
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Priklad medziproduktu 56
Zlu€enina ii

DCM (30 ml) a EtOH (30 ml) roztok zligeniny i (4 g, 12,1 mmol) sa pod
dusikovou atmosférou ochladi na -10 °C. Prida sa NaBH, (458 mg, 12,1 mmol)
a roztok sa miesa pri 10 °C potas 50 minat. TLC (50 % EtOAc/hexan) ukazala
premenu na pomalSie beZiacu $kvrnu. Reakcia sa opatrne zastavi pridanim
fadu a potom studeného nasyteného roztoku NH4Cl (10 ml). Zmes sa vleje do
DCM (300 ml). Organicka vrstva sa premyva raz nasytenym roztokom NH4CI
(60 ml) a dvakrat sofnym roztokom (60 ml). Organicka vrstva sa potom
separuje, susi sa nad MgSO, a koncentruje vo vakuu kvoli ziskaniu 3,5 ¢

Zlageniny ii (87 %).

Priklad medziproduktu 57
Zlucenina Ixi

V 250 ml gulatej banke vybavenej H; balénom sa etanolovy roztok (50
ml) zlGgeniny i (3,5 g, 10,5 mmol) vystavi standardnym hydrogenaénym
podmienkam (20 % Pd(OH),/C (1,47 g, 2,1 mmol)) poc¢as 5 hodin priblizne pri
teplote okolia. Katalyzator sa odfiltruje cez Celit a premyva DCM. Rozpustadlo

sa potom odstrani za znizeného tlaku kvoli ziskaniu 2 g (96 %) zlGceniny Ixi,
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Priklad medziproduktu 58
Zlugenina Ixii
Pod inertnou atmosférou sa roztok zliCeniny Ixi (200 mg, 1 mmol),

zldéenina Ixiii,

(233 mg, 1,1 mmol), HOAt (1-hydroxy-7-azabenzotriazol) (156 mg, 1,15 mmol)
v bezvodom DMF (6 ml) mieSa poCas 20 minut. Teplota sa potom zniZina 0 °C
s naslednou adiciou DIC (0,18 ml, 1,15 mmol). Reakéna zmes sa mie$a cez
noc priblizne pri teplote okolia. Roztok sa zriedi EtOAc a potom premyva
dvakrat 1 N HCI, dvakrat nasytenym vodnym NaHCO; a solnym roztokom.
Organicka vrstva sa separuje, susi sa nad MgSO, a rozpustadlo sa odstrani za
znizeného tlaku. Reziduum sa Cisti chromatografiou (silikagél: 70 %
EtOAc/DCM) kvdli ziskaniu zlU&eniny Ixii so 45 % vytazkom.

H

H
0

T
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o /\0
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Priklad medziproduktu 59
Zlagenina Ixiv

Roztok zlugeniny Ixii (777 mg, 2 mmoly) v dioxane (6 ml) a 0,5 M NaOH
(6 ml) sa mieSa potas 5 hodin priblizne pri teplote okolia. Preskumanie
pomocou TLC (100 % EtOAc) ukazuje GpinG premenu. Reaktna zmes sa
ochladi fadovym kapelom s naslednou adiciou 1 N HCI (4 ml). Potom sa prida
pevny NaCl a cela zmes sa extrahuje dvakrat EtOAc (2 x 150 ml). Organické
extrakty sa potom skombinujd, suSia sa nad MgSO4 a rozpustadlo sa odstrani

za znizeného tlaku kvéli ziskaniu zluceniny Ixiv s 92 % vytazkom.

OH
Y H\)l\
o /\HO ~0
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Priklad medziproduktu 60
Zlucenina Ixv

Pod inertnou atmosférou sa roztok zli&eniny x (203 mg, 0,58 mmol),
zlugeniny Ixiv (276 mg, 0,775 mmol), HOAt (1-hydroxy-7-azabenzotriazol) (126
mg, 0,93 mmol) v bezvodom DMF (6 ml) mieSa po¢as 20 minut. Teplota sa
potom zniZi na 0 °C, s naslednou adiciou DIC (0,14 ml, 0,93 mmol). Reakéna
zmes sa mieda cez noc priblizne pri teplote okolia. Roztok sa zriedi pomocou
EtOAc a potom premyva dvakrat 1 N HCI, dvakrat nasytenym vodnym NaHCO3
a solnym roztokom. Organickd vrstva sa separuje a susi nad MgSOs a
rozpustadlo sa odstrani za zniZzeného tlaku. Reziduum sa ¢isti chromatografiou
(silikagél: 50 % EtOAc/DCM az 80 : 19 : 1 EtOAc/DCM/MeQH) kvdli ziskaniu

zluéeniny Ixv so 62 % vytazkom.
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Priklad medziproduktu 61
Zluéenina Ixvi

Pod inertnou atmosférou sa prida do roztoku zluceniny Ixv (287 mg, 0,42
mmol) v bezvodom DCM (15 ml) €inidlo DMP (605 mg, 1,43 mmol). Reakéna
zmes sa mieSa pocas 2 hodin priblizne pri teplote okolia. (Poznamka: zdvojenie
mnozstva Cinidla DMP a reakénej doby zaistuje, aby sa obidve alkoholové
skupiny Uplne oxidovali na zodpovedajlice keto skupiny.) Preskimanie
pomocou TLC (silikagél: 2 % MeOH/EtOAc) ukazuje uplnd premenu na
rychlejSi produkt. Reakéna zmes sa zriedi DCM (150 ml) a potom premyva
dvakrat 10 % vodnym roztokom siriCitanu sodného (2 x 50 ml), dvakrat
nasytenym vodnym NaHCO; a solnym roztokom. Organicka vrstva sa separuje
a sudi sa nad MgS0O, a rozpustadlo sa odstrani za znizeného tlaku. Reziduum
sa Cisti chromatografiou (silikagél: 50 % EtOAc/DCM az 80 : 19 : 1
EtOAc/DCM/MeOH) kvéli ziskaniu zli¢eniny Ixvi so 77 % vytazkom.
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Priklad medziproduktu 62
Zlacenina Ixvii

Do DCM roztoku (60 ml) L-3-fenylmliecnej kyseliny (2 g, 12 mmol) sa
prida PyBOP (7,5 g, 14,4 mmol). Do tohto roztoku sa prida DCM roztok (20 ml)
obsahujuci hydrochlorid metylesteru L-valinu (2,4 g, 14,4 mmol) a DIPEA (2,6
ml, 14,4 mmol). Vysledna reakéna zmes sa mie$a cez noc priblizne pri teplote
okolia. V tomto okamihu sa reakéna zmes zriedi EtOAc (30 ml), premyva sa
NaHCO; (30 ml) a sofnym roztokom (15 ml). Organicka vrstva sa susi nad

Na,SO;, filtruje a koncentruje. Cistenie sa vykonava v 50 % EtOAc/hexan na

silikagéli kvdli ziskaniu 2,97 g (89 %) zlGeniny Ixvii,

~
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Priklad medziproduktu 63
Zlagenina Ixviii
Zlugenina Ixvii (2,97 g, 10,6 mmol) sa vyberie v DCM (50 ml) a ochladi

sa ladovym kapefom. Do tohto roztoku sa prida TBSC1 (2,1 g, 13,8 mmol)

nasledovany imidazolom (0,94 g, 13,8 mmol). Vysledny roztok sa mieSa cez
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noc. Reakéna zmes sa potom zriedi EtOAc (50 ml), premyva NaHCO; a solnym
roztokom. Organicka vrstva sa susi nad Na;SO,, filtruje a koncentruje. Cistenie
sa vykonava v zmesi 20 % EtOAc/hexan na silikagéli kvéli ziskaniu 3,79 g (90

%) zla€eniny Ixviii,

~
T
P
§~5§,0 r°
Q A
L, - .

Priklad medziproduktu 64
Zlucenina Ixix

Do metanolového (50 ml) roztoku zlG&eniny Ixviii (3,78 g, 9,6 mmol) sa
prida 1 N vodny NaOH (14,4 ml, 14,4 mmol). Vysledny roztok sa mieda cez
noc. Rozpustadlo sa Ciastotne odstrani vo vakuu. pH reakénej zmesi sa potom
zniZi na 3 pouzitim vodného roztoku 1 N HCI. Roztok sa zriedi EtOAc a sofnym
roztokom. Pozadovany produkt sa extrahuje pomocou EtOAc (3 x 50 ml).
Organické vrstvy sa skombinujl, susia sa nad Na,SO,, filtruju a koncentruj

kvoli ziskaniu 3,5 g (96 %) zlGceniny Ixix,
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Priklad medziproduktu 65
Zlucenina Ixx

Do DCM (15 mi) roztoku obsahujiceho zli¢eninu Ixix (1,1 g, 2,9 mmol)
sa prida HOAt (0,44 g, 3,2 mmol) nasledovany 1 M roztckom DCC (3,2 ml, 3,2
mmol) v DCM. Po mie$ani priblizne pri teplote okolia pocas 20 mintt sa prida
DCM (15 ml) roztok ziG&eniny xxxix (970 mg, 3,2 mmol). Tato reakCna zmes sa
mie$a cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa potom zriedi
EtOAc (30 ml), filtruje sa cez vrstvu silikagelu, premyva 0,1 N HCI, NaHCO3 a
solnym roztokom. Organicka vrstva sa susi nad Na,SQq, filtruje a koncentruje

vo vakuu.

Cistenie sa vykonava v 50 % EtOAc/hexan na silikagéli kvoli ziskaniu 1,5

g (77 %) zluceniny Ixx,

Priklad medziproduktu 66
Zlucenina Ixxi

Do metanolového roztoku (30 ml) zluceniny xx (1,5 g, 2,4 mmol) sa prida
1 N vodny NaOH (3,6 ml, 3,6 mmol). Vysledny roztok sa mieSa cez noc.
V tomto okamihu sa rozpdstadlo Ciastocne odstrani a pH reakénej zmesi sa
upravi na 3 pouzitim 1 N vodnej HCI. Reakéna zmes sa potom zriedi EtOAc (50
ml) a sofnym roztokom (20 ml). Vodna vrstva sa extrahuje pomocou EtOAc (3 x
50 ml). Organické vrstvy sa skombinuju, suSia sa nad NazSO., filtruju a

koncentruju kvoli ziskaniu 1,3 g (92 %) zliCeniny Ixxi,
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Priklad medziproduktu 67
ZlG€enina Ixxii

Do roztoku DCM (2 mi) obsahujiceho ziugeninu Ixxi (180 mg, 0,28
mmol) sa pridd PyBOP (175 mg, 0,34 mmol) a DIPEA (0,06 ml, 0,34 mmol),
nasledovanej DCM roztokom (3 ml) zlu€eniny x (150 mg, 0,41 mmol). Vysledny
roztok sa mieSa cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa potom
zriedi EtOAc (30 ml), premyva NaHCO; a solnym roztokom. Organicka vrstva

sa su$i nad Na,SO,, filtruje a koncentruje. Cistenie sa vykonava v 100 %

EtOAc na silikagéli kvoli ziskaniu 270 mg (98 %) zlG&eniny Ixxii,

Priklad medziproduktu 68
Zltenina Ixxiii
Do DCM (3 ml) roztoku zld€eniny Ixxii (270 mg, 0,27 mmol) sa prida

cinidlo DMP (140 mg, 0,33 mmol). Po miedani priblizne pri teplote okolia potas

1,5 hodiny sa reakcia zastavi pomocou 10 % Na,SO; (10 ml). Reakéna zmes
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sa zriedi EtOAc (30 ml) a mie$a pocas 10 minat. Organicka vrstva sa premyva
NaHCOj; a solnym roztokom. Organicka vrstva sa sudi nad NaxSQ,, filtruje a
koncentruje. Cistenie sa vykonava v 60 % EtOAc/hexan kvdli ziskaniu 150 mg

(56 %) zlG€eniny Ixxii,
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Priklad medziproduktu 69
Zlucenina Ixi

Do etanolového roztoku (50 mi) zlG€eniny ii (3,5 g, 10,5 mmol) sa prida
pod priiddom dusika Pd(QH),/C (1,47 g, 20 % obsah Pd, 2,1 mmol). Reakcia sa
vystavi hydrogenécii pod tlakom 1 atm. Po skonceni sa katalyzatory filtruju cez
vrstvu Celitu a premyvaji dichlormetanom. Filtraty sa koncentruji vo vakuu

kvoli ziskaniu 2 g (96 %) zluCeniny Ixi.

Priklad medziproduktu 70
Zlacenina Ixxiv

Do DMF roztoku (60 ml) zii¢eniny vii (9,1 g, 28,2 mmol) sa prida HOAt
(4 g, 29,4 mmol) a 1,3-diizopropylkarbodiimid (3,7 g, 29,4 mmol). Po miesani
priblizne pri teplote okolia pocas 30 minut sa pridd do vySSie uvedeného
roztoku DMF roztok (10 ml) zlageniny Ixi (5,1 g, 25,6 mmol). Reakéna zmes
sa miesa priblizne pri teplote okolia cez noc. V tomto okamihu sa biele pevné
latky odfiltruju. Filtraty sa koncentruji vo vakuu kvéli ziskaniu rezidua, ktoré sa

gisti chromatografiou na silikagéli kvoli ziskaniu 9,5 g (67 %) zluCeniny Ixxiv,
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Priklad medziproduktu 71
ZlG¢enina Ixxv

Do roztoku zluceniny Ixxiv (1,5 g, 3 mmoly) v bezvodom THF (25 ml) sa
prida EtiProN (0,78 ml, 4,5 mmol) priblizne pri teplote okolia. Zmes sa ochladi
na teplotu 0 °C a po kvapkach sa pridd MOMC1 (1,5 ml, 19,7 mmol). Reak&na
zmes sa necha zahriat sa na teplotu okolia a mie§a sa cez noc. Roztok sa
potom zriedi éterom a premyva vodou (3 krat). Vodné vrstvy sa extrahuju dalej
éterom a vSetky organické vrstvy sa suSia nad MgSO, pred koncentraciou kvoli
ziskaniu  zltého oleja. PoZadovany izomér zligeniny Ixxv sa izoluje
chromatografiou na silikagéli (EtOAc/hexan 5/2) so 40 % vytazkom s jasnou

separaciou diastereomérov.
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Priklad medziproduktu 72
Zlucenina Ixxvi

Do roztoku zligeniny Ixxv (502 mg, 0,9 mmol) v EtOH (5 ml) sa po
kvapkach prida 2 N vodny NaOH (0,9 ml, 1,8 mmol) za teploty O °C. ReakZna
zmes sa necha zahriat sa na teplotu okolia a mieSa sa cez noc. Po skonceni
saponifikacie sa roztok okysli na pH 3 kyslou Zivicou Dowex 50W8X-200.
Pevné latky sa odfiltruju a vysledny filtrat sa koncentruje vo vakuu kvéli ziskaniu
olejovitého rezidua, ktoré sa lyofilizuje kvoli ziskaniu 370 mg (80 %) zlGCeniny

Ixxvi,

OMOM

2
EN}YU}'%I’/NQ(CZ
° /K mcx(\)rl O .

Priklad medziproduktu 73
Zlucenina Ixxvii

Dichlormetanovy roztok (4 ml) zli€eniny Ixxvi (110 mg, 0,21 mmol) sa
spracovava PyBOP (200 mg, 0,38 mmol). Po miesani priblizne pri teplote okolia
poéas 30 minut sa reakéna zmes vlozi do THF roztoku (3,2 ml) zlG€eniny xiii
(60 mg, 0,32 mmol), nasledovanej EtiPr,N. Po mieSani cez noc priblizne pri
teplote okolia sa reakcia zastavi vodou a reakéna zmes sa extrahuje pomocou
EtOAc. Vysledna organicka vrstva sa premyva sofnym roztokom a susi sa nad

MgSO, pred koncentraciou na Zlty olej. Cistenie chromatografiou na silikagéli (5
% EtOH/EtOAc) poskytne 143 mg (100 %) zluceniny Ixxvii,
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Priklad medziproduktu 74
Zlu€enina Ixxviii

Do THF roztoku (50 ml) H-Chg-OH 2 (5 g, 19,4 mmol) sa prida HOBt
(2,63 g, 19,4 mmol) a EDCI (3,72 g, 19,4 mmol). Po mieSani priblizne pri
teplote okolia po¢as 20 minut sa prida do vySsie uvedeného roztoku THF (19
ml) a DMF (10 ml) roztok obsahujici hydrochlorid metylesteru terc-L-leucinu
(19,4 mmol) a DIPEA (6,75 ml, 38,8 mmol). Reakén& zmes sa miesa priblizne
pri teplote okolia cez noc. Standardné vodné spracovanie a chromatografia na
silikageli (15 - 20 % EtOAc/hexan) poskytuje 2,27 g (30 %) zlG&eniny Ixxviii,

|
H 3 -

Ixxviit

Priklad medziproduktu 75
Zla€enina Ixxix

Do THF roztoku (12 ml) zlG&eniny Ixxviii (2,27 g, 5,91 mmol) sa prida 4 N
HCI roztok v dioxane (7,38 ml, 29,5 mmol). Reakéna zmes sa mie3a priblizne
pri teplote okolia cez noc. Vtomto okamihu sa rozpustadlo odstrani za
zniZzeneho tlaku kvéli ziskaniu zliceniny Ixxix, ktora sa pouziva priamo na

dalsiu reakciu.
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Priklad medziproduktu 76
Zlicenina Ixxx

Do THF roztoku zIG&eniny Ixxix (5,9 mmol) sa prida THF (20 ml) roztok
obsahuijuci 2-pyrazinkarboxylovu kyselinu (878 mg, 7,08 mmol), HOBt (957 mg,
7,08 mmol) a EDCI (1,36 g, 7,08 mmol). Do vyslednej zmesi sa potom prida
DIPEA (2,05 ml, 11,8 mmol). Reakénd zmes sa mieSa cez noc priblizne pri
teplote okolia a potom sa reakcia zastavi vodou. Reakéna zmes sa extrahuje
pomocou EtOAc. Organicka vrstva sa premyva sofnym roztokom a koncentruje
vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua, ktoré sa €isti chromatografiou na silikagéli (40 -
50 % EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu 1 g (36 %) zlGCeniny Ixxx,

O

Ixxx

Priklad medziproduktu 77
ZlaEenina Ixxxi

Do metanolového roztoku (20 ml) zluceniny Ixxx (1 g, 2,56 mmol) sa
prida 2 N NaOH (3,2 ml, 6,4 mmol). Reakéna zmes sa mie$a priblizne pri
teplote okolia cez noc. Vtomto okamihu sa reakéna zmes okysli na pH 3

pouzitim 5 N HCI. Reakéna zmes sa zriedi EtOAc (75 ml) a premyva vodou a
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sofnym roztokom. Takto ziskana organickd vrstva sa susi a koncentruje vo
vakuu kvéli ziskaniu rezidua, ktoré sa rozpusti v 1 : 1 zmesi CH;CH/H,0 po

lyofilizacii. Celkovo sa ziska 1 g (100 %) zligeniny Ixxxi.

Ixxxi

Priklad medziproduktu 78
ZlG¢enina Ixxxii

Dichlormetanovy roztok (10 ml) zlGéeniny Ixxxi (2,56 mmol) sa
spracovava HOAt (348 mg, 2,56 mmol) a DCC (2,56 ml, 1M, 2,56 mmol). Po
mieSani poCas 30 minGt sa reak&na zmes spracovava THF roztokom (5 ml)
zluceniny v (2,56 mmol). Po miesani priblizne pri teplote okolia cez noc sa biele
pevné latky (mocovina) odstrania filtraciou. Filtraty sa koncentrujii vo vakuu
kvoli ziskaniu rezidua, ktoré sa Gisti chromatografiou na silikagéli kvdli ziskaniu
1,4 g (100 %) zliceniny Ixxxii,

0 O o) X

Ixxxii
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Priklad medziproduktu 79
Zlucenina Ixxxiii

Etanolovy roztok (15 ml) zlaCeniny Ixxxii (1,4 g, 2,58 mmol)
sa spracovava pomocou 2 N NaOH (2,58 mi, 5,17 mmol). Po miesani priblizne
pri teplote okolia cez noc sa reakéna zmes okysli na pH 3 kyslou zivicou. Pevne
latky sa odfiltruju. Vysledné filtraty sa koncentruju vo vakuu kvdli ziskaniu

rezidua, ktoré sa lyofilizuje kvoli ziskaniu 1,32 g (~ 100 %) zlG&eniny Ixxxi,

Ixxxiii

Priklad medziproduktu 80
Zlucenina Ixxxiv

Dichlormetanovy roztok (15 ml) zlt¢eniny Ixxxiii (360 mg, 0,7 mmol) sa
spracovava pomocou PyBOP (582 mg, 1,12 mmol). Po miesani priblizne pri
teplote okolia pogas 20 minut sa reakéna zmes spracovava THF roztokom (10
ml) zlG&eniny xiii (195,6 mg, 1,05 mmol), nasledovanym DIPEA (0,25 mi, 1,40
mmol). Po mie$ani cez noc priblizne pri teplote okolia sa reakcia zastavi vodou
a reakéna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc. Vysledna organicka vrstva sa
premyva solnym roztokom a susi a koncentruje vo vakuu kvéli ziskaniu rezidua,
ktoré sa ¢isti chromatografiou na silikagéli (3 % EtOH/EtOAc) kvéli ziskaniu 420

mg (88 %) zlGCeniny Ixxxiv,
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Priklad medziproduktu 81
Zlacenina i’

Zmes bezvodého dichldormetanu a éteru (20 mi : 20 ml) sa ochladi na
teplotu -78 °C pod dusikovou atmosférou (g). Do roztoku sa prida TiCly (1 M
v dichlérmetane, 10 ml, 10 mmol) a potom sa nasledne pridava Meli (1,4 M
vetere, 7,1 ml, 10 mmol) za mieSania dal$ich 30 mindt za teploty -78 °C.
Roztok zluceniny i (2 g, 6 mmol) v 10 ml dichlérmetanu sa prida do zmesi po
kvapkach za rovnakej teploty v priebehu 15 mintt. Roztok sa pomaly zahrieva
na -40 °C 10 minGt a potom sa mie3a za teploty 0 °C po&as 2 hodin. Reakcia
sa zastavi vliatim zmesi do zmesi voda/éter (1 : 1) a potom sa vrstvy nechaju
oddelit. Vodna vrstva sa dalej extrahuje dvakrat éterom. Vsetky organické
vrstvy sa premyja vodou, sornym roztokom a suSia sa nad MgSO, pred
koncentraciou na Zlty olej. PoZadovana zlGéenia ii””” sa izoluje chromatografiou
na silikagéli (EtOAc/hexan 2/1) s 83 % vytazkom.

\§“
Cb2zN "
o~
0
i '

Priklad medziproduktu 82
Zla€enina Ixi”

Do zltaCeniny ii”"* (1,7 g, 5 mmol) sa prida 10 % hmotn. Pd/C (0,53 g,05
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mmol), nasledovanej adiciou MeOH (17 ml). Reakénou zmesou sa prefukuje
plynny vodik a plynny vodik sa udrZiava v reakcii za teploty 1 atm. cez noc.
Reak&na zmes sa potom filtruje a koncentruje kvoli ziskaniu 929 mg (87 %)

zlu¢eniny Ixi” vo forme bezfarebneho oleja.
\§}i

HM vy
O._-

Priklad medziproduktu 83
Zlicenina Ixxxv

Do THF roztoku (16 ml) zlGceniny xxii (1 g, 3 mmoly) sa prid4 priblizne
pri teplote okolia HOAt (0,41 g, 3 mmoly) a nasledovany 1 M DCC roztokom
dichlérmetanu (3 ml, 3 mmoly). Po mieSani po¢as 30 minut priblizne pri teplote
okolia sa do vyssie uvedenej HOAt-aktivovanej kyseliny prida dichlérmetanovy
roztok (6 ml) zlageniny Ixi". Reakénad zmes sa miesa priblizne pri teplote okolia
cez noc. V tomto okamihu sa reakéna zmes filtruje cez Celit. Filtrat sa zriedi
EtOAc (120 ml) a premyva vodou a potom solnym roztokom. Organicka vrstva
sa susi a koncentruje na Zlty olej, ktory sa &isti chromatografiou na silikagéli
(100 % EtOAc) kvéli ziskaniu 1 g (65 %) zlGCeniny Ixxxv,

iy OH
E I H 357
N]X"‘Iﬁt‘xo( NQ o™~
o

Ixxxv

Priklad medziproduktu 84

Zlucenina Ixxxvi
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Do etanolového roztoku (8 ml) zliceniny Ixxxv (920 mg, 1,7 mmol) sa
prida 2 N NaOH vodny roztok (1,7 ml, 3,4 mmol). Reakéna zmes sa mie$a cez
noc priblizne pri teplote okolia a potom sa okysli na pH 3 kyslou Zivicou Dowex.
Pevné latky sa odfiltruju a filtrat sa koncentruje kvéli ziskaniu bezfarebného
oleja, ktory sa znova rozpusti v 1 : 1 CH;CN/H;O a lyofilizuje sa kvali ziskaniu

800 mg (93 %) zluceniny Ixxxvi. HPLC ukazuje jediny produktovy pik.

OH
SYE A E'se
! HOLG o
s
Ixxxvi

Priklad medziproduktu 85
Zlucenina Ixxxvii

Do dichl6rmetanového roztoku (4 ml) zlu€eniny Ixxxvi (150 mg, 0,3
mmol) sa prida PyBOP (250 mg, 0,47 mmol). Roztok sa mieSa priblizne pri
teplote okolia potas 30 minut. Do tohto roztoku sa potom prida THF (4,5 ml),
roztok zlaCeniny xiii (84 mg, 0,45 mmol) nasledovany EtiPr,N (0,1 ml, 0,6
mmol). Reakéna zmes sa mieSa priblizne pri teplote okolia cez noc a potom sa
reakcia zastavi vodou (25 ml) po¢as 30 minGt. Zmes sa potom extrahuje
pomocou EtOAc. Vysledna organicka vrstva sa premyva solnym roztokom a
susi sa nad MgSO, pred koncentraciou na Zlty olej. Cistenie chromatografiou
na silikageéli (5 % EtOH/EtOAc) poskytne 200 mg (100 %) zlG&eniny Ixxxvii,

| \OH
Q o T ?/%‘o( ~J

Ixxxyii
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Priklad medziproduktu 86
Zlucenina Ixxxix

Zluéenina Ixxxviii, N-Cbz-L-valin (2,5 g, 9,9 mmol) sa vyberie v THF (30

ml).

©/\0 )Lﬁ\J;‘IOH

Txxxviil

Pridaju sa EDCI (2,29 g, 11,9 mmol) a HOBT (1,62 g, 11,9 mmol) a zmes sa
mieSa pat mindt. Prida sa hydrochlorid metylesteru L-terc-leucinu (2,17 g, 11,9
mmol) v THF (23,9 ml) nasledovany DIPEA (2,1 ml). Reakéna zmes sa miesa
cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi etylacetatom,
premyva sa 1 N HCI, nasytenym hydrogénuhli¢itanom sodnym a sofnym
roztokom. Organicka faza sa su$i nad siranom sodnym, filtruje a koncentruje.
Koncentrované reziduum sa Gisti v zmesi 25 % etylacetat/hexan kvéli ziskaniu

1,1 g (29 %) zlu€eniny Ixxxix,

IR .

Ixxxix

©/‘o

Priklad medziproduktu 87
Zlucenina Ixxxx

Zltgenina Ixxxix sa hydrolyzuje za Standardnych podmienok pouzitim
metylalkoholu (0,3 M) a 1 N NaOH (1,5 ekv.) kvéli ziskaniu 1,03 g (95 %)
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zlu€eniny Ixxxx,

oErE

Priklad medziproduktu 88
ZlGéenina Ixxxxi

Zlt€enina hxxxx (385 mg, 1,06 mmol) sa vyberie v dichlormetane (3 mb).
Prida sa DCC (1,4 mmol) nasledovany HOAt (190 mg, 1,4 mmol). Zluéenina v
(260 mg, 1,4 mmol) sa potom prid4 v dichlérmetane (3 ml). Vysledna zmes sa
mieSa cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi
etylacetatom, filtruje sa cez silikagél a koncentruje. Reziduum sa &isti v zmesi

50 % etylacetat/hexan kvdli ziskaniu 440 mg (80 %) zlaceniny Ixxxxi,

Priklad medziproduktu 89
Zlacenina Ixxxxii

Zligenina Ixxxxi sa hydrolyzuje za $tandardnych podmienok pouZitim
etylalkoholu (0,3 M) a 1 N NaOH (1,5 ekv.) kvdli ziskaniu 390 mg zlG€eniny

Ixxxxii,
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Priklad medziproduktu 90
Zlacenina Ixxxxiii

Zlacenina Ixxxxii (350 mg, 0,7 mmol) sa vyberie v dichlérmetane (3 ml).
Prida sa PyBOP (480 mg, 0,91 mmol) nasledovany zliéeninou xiii (170 mg,
0,91 mmol). Prida sa DIPEA (0,16 ml, 0,91 mmol) a reakéna zmes sa miesa

cez noc. Reakénad zmes sa koncentruje a Cisti sa v 100 % etylacetatu kvoli

ziskaniu 420 mg (90 %) zluceniny Ixxxxiii,

- R\J\Lifm
o
/;\ 0 H OH
booesiii .

Priklad medziproduktu 91
Zlacenina Ixxxxiv

Zlucenina Ixxxxiii sa hydrogenuje pouzZitim 10 % P/C (1 % mol)
v metylalkohole pod vodikovou atmosférou kvéli ziskaniu 335 mg (100 %)

zluceniny Ixxxxiv,
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Ixxxxiv

Priklad medziproduktu 92
Zlacenina Ixxxxv

Etyl-1H-tetrazol-5-acetat (5 g, 32 mmol) sa vyberie v chloroforme (80 ml).
Prida sa trichloroctova kyselina (12,03 g, 73,65 mmol) nasledovana a-
metylstyrénom (3,78 g, 32 mmol). Reakéna zmes sa miesa cez noc.
Nasledujlci defi sa roztok zriedi etylacetatom, premyva 10 % KOH a sofnym
roztokom. Organicka faza sa su$i nad siranom horeCnatym, filtruje a
koncentruje kvéli ziskaniu 8 g (96 %) zodpovedajuceho N-chraneného etyl-
tetrazol-5-acetatu. Tento material sa vystavi Standardnym podmienkam
hydrolyzy pouzitim etylalkoholu (0,3 M) a 1 N NaOH (3 ekv.) kvoli ziskaniu 7 g

(99 %) zluceniny Ixxxxv,

Priklad medziproduktu 93
Zlugenina Ixxxxvi

Zlicenina Ixxxxv (3,62 g, 14,7 mmol) sa vyberie v dichlérmetane (50 ml).
Pridaju sa EDCI (4,32 g, 22,1 mmol) a DIPEA (5,1 ml, 29,4 mmol) a mie$ajl sa
pat minat. Prida sa N-hydroxysukcinimid (3,38 g, 29,4 mmol) a mieSa sa tri
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hodiny. Reakéna zmes sa zriedi dichlormetanom a premyva trikrat vodou.
Organicka faza sa su$i nad siranom sodnym, filtruje a koncentruje Kkvoli

ziskaniu 3,66 g (73 %) zlG&eniny Ixxxxvi,

Priklad medziproduktu 94
Zlucenina Ixxxxvii

Zlaéenina Ixxxxiv (335 mg, 0,62 mmol) a zlGgenina Ixxxxvi (343 mg, 1
mmol) sa vyber( v dichlérmetane (6 ml). Prida sa DIPEA (0,17 ml, 1 mmol) a
reakéna zmes sa mieSa cez noc. Reakéna zmes sa zriedi etylacetatom,
premyva nasytenym hydrogénuhli¢itanom sodnym, sofnym roztokom a
koncentruje. Reziduum sa €isti v 5 % zmesi etylalkohol/etylacetat kvéli ziskaniu

80 mg (16 %) zlGceniny Ixxxxvi,

pﬁu%dg; é)l R

Ixxxxvit

Priklad medziproduktu 95
Zlucenina Ixxxxviii

Zlugenina Ixxxxvii (80 mg, 0,11 mmol) sa vyberie v dichléormetane (3 ml).

Prida sa &inidlo DMP (55 mg, 0,13 mmol) a mie$a sa jednu hodinu. Reakcna
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zmes sa zriedi etylacetatom a reakcia sa zastavi pridanim 10 % roztoku
siriCitanu  sodného. Organicka faza sa  premyva nasytenym
hydrogénuhlicitanom sodnym a sofnym roztokom. Organicka faza sa
koncentruje a vzniknuté reziduum sa Cisti v 100 % etylacetatu kvodli ziskaniu 40

mg (48 %) zluceniny Ixxxxviii,

N

E‘;ﬁ\iuiu,nvﬁm J A

., O H
Ixxxxviil

Priklad medziproduktu 96
Zlaéenina xxxix

Zlu¢enina ic, N-Cbz-4-hydroxy Pro metylester (2,1 g, 7,9 mmol) sa
pripravi

OH

Csz?
o OMe

ic

s kvantitativnym vytazkom zo zluCeniny ¢, N-Cbz-4-hydroxy Pro)), sa rozpusti
v DCM (25 ml). Do roztoku sa pridavaju CDI

OH

Cbzr\%\
OMe

0]
ic
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(1,54 g, 9,5 mmol) a DIPEA (1,7 mi, 9,5 mmol) a miedaju sa poc¢as 10 minut.
1,2,3,4-tetrahydroizochinolin (T1Q) (1,2 ml, 9,5 mmol) sa prida po kvapkach do
reakénej zmesi a mie$a pé&t hodin. Organicka faza sa premyva vodou, 1 N HCI
a solnym roztokom. Po koncentrécii troch organickych faz sa vysledné
reziduum chromatograficky Cisti zmesou 40 % EtOAc/hexan kvoli ziskaniu

zligeniny ci, N-Cbz-4-TiQ-karbonyloxy-Pro, metylester (2,5 g, 75 %).

Y

?
ChzM
7 ~0Ote

o] R
Cl

ZlG&enina ¢i (2,5 g, 5,9 mmol) sa rozpusti v MeOH (75 ml). Roztok sa
prefukuje N; a prida sa Pd/C (10 %, 300 mg). Reak&na zmes sa prefukuje Hz a
mieda sa cez noc. Reak&na zmes sa filtruje cez Celit a koncentruje kvoli

ziskaniu zlugeniny xxxix, 4-(TIQ-karbonyloxy)-Pro, metylesteru (1,49 g, 83 %).
Priklad medziproduktu 97
Zlucenina vii

Zlagenina cii, N-pyrazin-2-ylkarbonyl-Val-Val metylester (109 g, 32,4

mmol)

N 0

C]\TH\)L\/({OW

N [0 N A
AN cii
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sa rozpusti v THF (80 ml) a potom sa prida vodny NaOH (48,8 ml, 48,6 mmol).
Vysledna zmes sa mieSa 48 hodin a potom sa prida dal§i NaOH (16,3 ml, 16,3
mmol) a zmes sa zahrieva na 40 °C tri hodiny. pH reakénej zmesi sa potom
zniZi na 3 a vodna faza sa extrahuje EtOAc a potom koncentruje kvéli ziskaniu

surovej zluceniny vii, kyseliny N-pyrazin-2-ylkarbonyl-Val-Val (10,6 g, 100 %).

Priklad medziproduktu 98
ZlG€enina ciii

ZlG€enina cii (4,1 g, 12,7 mmol) sa rozpusti v DCM (20 ml). Do tohto
roztoku sa pridaju HOAt (1,73 g, 12,7 mmol) a DCC (12,7 mmol) a roztok sa
mieSa jednu hodinu. Zla¢enina xxxix (3,22 g, 10,6 mmol) sa prida do reakénej
zmesi vDCM (10 ml). Vyslednd zmes sa mieSa cez noc pod dusikovou
atmosférou. Reakéna zmes sa filtruje cez silikagél a koncentruje sa. Vysledné
reziduum sa Gisti chromatografiou na silikagéli (gradient 50 % az 80 %
EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu zli¢eniny ciii, metylesteru kyseliny N-pyrazin-2-
ylkarbonyl-Val-Val-4-(TIQ-karbonyloxy)-Pro (5,27 g, 81,7 %).

Jor

Os‘(N
o

TS
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Priklad medziproduktu 99
Zli€enina civ

Zlugenina ciii (650 mg, 1,29 mmol) sa rozpusti v THF (5 ml). Do roztoku
sa prida vodny NaOH (1,42 ml, 1,42 mmol) a potom mie8a cez noc. pH roztoku
sa znizi na 3 a organicka faza sa izoluje a koncentruje kvoli ziskaniu rezidua.

Reziduum sa Gisti pouzitim HPLC s obratenymi fazami v zmesi acetonitril/voda

kvoli ziskaniu zluGeniny civ, kyseliny N-pyrazin-2-ylkarbonyl-Val-Val-4-(TiQ-

karbonyloxy)-Pro (600 mg, 95 %).
Nj
0
[/NI .0 p jg
\N N\:/LN Q
oA O som
civ

Priklad medziproduktu 100
Zlucenina cv

N-Boc-L-terc-leucin (2,3 g, 10 mmol) a hydrochlorid metylesteru L-terc-
leucinu (2 g, 11 mmol) sa skombinujd v DMF (30 ml). Potom sa do roztoku
prida HOAt (1,6 g, 11,5 mmol). Vysledna zmes sa miesa pocas 20 minut pod
dusikovou atmosférou a potom sa teplota zniZina 0 °C a potom sa pridaju DIC
(1,8 ml, 11,5 mmol) a 2,4,6-kolidin (1,45 ml, 11 mmol). Vysledny roztok sa
miea cez noc za zahrievania na teplotu okolia. Reakéna zmes sa zriedi
pomocou EtOAc a organicka faza sa premyva 1 N HCI, nasytenym NaHCO; a
solnym roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa vysledné reziduum
chromatograficky &isti gradientom zmesi 20 % - 30 % EtOAc/hexan kvdli

ziskaniu zliceniny cv (3,3 g, 92 %).
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Priklad medziproduktu 101
Zlucenina cvi

Zlugenina cv (3,3 g, 9,2 mmol) sa hydrolyzuje pouzitim dioxanu (40 ml) a
0,5 N NaOH (37 ml, 18,4 mmol) kvdli ziskaniu zlG€eniny cvi (2,9 g, 92 %).

Priklad medziproduktu 102
Zlu€enina cvii

Zlucenina cvi (2 g, 5,8 mmol) a zlu€enina v (1 g, 5,5 mmol) sa rozpusti
v DMF (20 ml). Prida sa HOAt (832 mg, 6,6 mmol) a DIC (1,1 ml, 6,6 mmol) sa
potom pridaji do roztoku. Vysledny roztok sa mieSa cez noc pod dusikovou
atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc a organicka faza sa
premyva 1 N HCI, nasytenym NaHCOj; a solnym roztokom. Po koncentracii

organickej fazy sa vysledné reziduum chromatograficky Cisti gradientom 20 % -
30 % EtOAc/hexan kvoli ziskaniu zlG&eniny cvii (2,4 g, 81 %).
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Priklad medziproduktu 103
Zlucenina cviii

Zlacenina cvii (2,4 g, 4,72 mmol) sa rozpusti DCM (10 ml). Do roztoku sa
prida TFA (10 ml). Vysledny roztok sa mieSa pocas 4 hodin. Reakéna zmes sa
koncentruje, rozpusti v EtOAc a potom sa organicka faza premyva 1 N NaOH a

sofnym roztokom. Organicka faza sa koncentruje kvoli ziskaniu zlGCeniny cviil
(1,084 g, 56,1 %).

Priklad medziproduktu 104
Zltéenina cix

2-pyrazinkarboxylova kyselina (181 mg, 1,46 mmol) a zlu¢enina cviii (541
mg, 1,325 mmol) sa rozpusti v DMF (15 ml). Do roztoku sa pridaju HOAt (207
mg, 1,52 mmol) a DIC (0,24 ml, 1,52 mmol). Vysledny roztok sa miesa cez noc
pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc a
organicka faza sa premyva 1 N HCI, nasytenym NaHCOs a sofnym roztokom.

Po koncentracii organickej fazy sa vysledné reziduum chromatograficky Cisti

gradientom 20 % - 30 % - 35 % zmesi EtOAc/hexan kvbli ziskaniu zliceniny cix
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(430 mg, 63 %).

( f‘uﬁf 8"
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Priklad medziproduktu 105
Zlu€enina cx

Zli€enina cix sa hydrolyzuje pouzitim EtOH (7 ml) a 1 N NaOH (4,7 ml,
4,7 mmol) kvéli ziskaniu zluéeniny cx (700 mg, 91,68 %).

O~ "OH

Priklad medziproduktu 106
Zlucenina cxi

Zlucenina cx (690 mg, 1,42 mmol) sa rozpusti v DCM (9 ml). Do roztoku
sa potom prida PyBOP (890 mg, 1,7 mmol) s naslednou adiciou zlugeniny xiii’
(320 mg, 1,7 mmol).
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Do vyslednej zmesi sa prida DIPEA (0,3 mi, 1,7 mmol). Reakéna zmes
sa mieda cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakénd zmes sa potom zriedi
pomocou EtOAc, premyva nasytenym NaHCOs a sofnym roztokom. Po
koncentracii organickej fazy sa vysledné reziduum chromatograficky Cisti

pomocou 100 % EtOAc kvdli ziskaniu zli&eniny cxi (490 mg, 52,7 %).

cr“n%/\\

Priklad medziproduktu 107
ZlG&enina cxiv

ZlGgenina cxii (1,2 g, 3,06 mmol) sa rozpusti vMeOH (12 ml). Po
dékladnom prepachnuti N, sa prida 10 % hmotn.

CszN\./?Lﬁjf“/O/
; 0
e

exi
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Pd(OH)2 na uhli (0,6 g) a zmes sa hydrogenuje cez noc, potom sa skonéenie
reakcie v zmesi preukaze pomocou TLC (30 % EtOAc/hexan). Roztok sa oddeli
od pevného materidlu filtraciou a koncentruje na zodpovedajiucu ochrany
zbavenu zlu¢eninu cxiii vo forme bezfarebného oleja (100 %), ktora sa pouzije

v dalSom kroku bez dalSieho gistenia.

2-pyrazinkarboxylova kyselina (400 mg, 3,2 mmol, 1,1 ekv.) sa rozpusti
v DCM/THF (4 ml/4 ml) a potom sa pridajid HOAt (440 mg, 3,2 mmol) a DCC
(343 ml, 1 M v DCM). Po mieSani za teploty okolia po¢as 20 minut sa zlGéenina
cxiii (0,96 g, 3,2 mmol), ziskana prv, rozpusti vDCM (6,4 ml) a prida sa do
aktivovanej zmesi. Po mieSani cez noc za teploty okolia sa reakéna zmes
filtruje cez Celit a zlG€enina cxiv sa Cisti kolénovou chromatografiou (30 %
EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu bielej pevnej latky (0,8 g, 80 %).

\f\:j\(gﬁ;\\iﬁo/
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Priklad medziproduktu 108
Zli¢enina cxv

Zlugenina cxiv (0,8 g, 2,2 mmol) sa rozpusti v MeOH (10 ml) a potom sa
prida 2 N NaOH (vodny) (3,3 mi, 6,6 mmol). Roztok sa miesa za teploty okolia
cez noc, potom sa skonéenie reakcie vzmesi indikuje pomocou TLC (50 %

EtOAc/ hexan).

Okyslenie na pH 3 pomocou 5 N HCI a zriedenie pomocou EtOAc
nasleduje extrakcia organickej fazy. Extrahovana organicka faza sa premyva
solnym roztokom a susi sa nad MgSQO, kvoli ziskaniu zli€eniny cxv (0,74, 93

%) po koncentracii.

0O

"

CXV

Priklad medziproduktu 109
Zlu¢enina cxvi

Do DCM roztoku (6 ml) zligeniny cxv (0,74 g, 2,1 mmol) sa za teploty
okolia prida HOAt (290 mg, 2,1 mmol) s naslednou adiciou roztoku 1 M DCC
v DCM (2,2 ml, 2,2 mmol). Po mie$ani pocas 30 minit za teploty okolia sa prida
do vyssie uvedenej HOAt-aktivovanej kyseliny THF roztok (10,5 ml, 0,2 M)

zli€eniny v (2,1 mmol).

Reakéna zmes sa mieSa za teploty okolia cez noc. V tomto okamihu sa
reakéna zmes filtruje cez Celit. Filtrdt sa zriedi pomocou EtOAc (120 ml) a
premyva vodou a solnym roztokom. Organicka faza sa su$i a koncentruje na

Zlty olej, ktory sa Gisti chromatografiou na silikagéli (50 % EtOAc/hexan) kvoli
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ziskaniu zlG€eniny cxvi (0,714 g, 66 %).
EN]\],N\/U\ jifN\ﬁ
OEt

Priklad medziproduktu 110
Zliéenina cxvii

Do EtOH roztoku zluceniny cxvi (0,7 g, 1,4 mmol) sa prida 2 N NaOH
vodny roztok (2 ml, 4 mmoly). Reakénd zmes sa miesa cez noc za teploty
okolia, potom sa okysli na pH 3 pridanim 5 N HCI a zriedenie pomocou EtOAc
nasleduje extrakcia organickej fazy. Extrahovana organicka faza sa premyva

sofnym roztokom a susi sa nad MgSO, kvéli ziskaniu zlGZeniny cxvii (95 %) po

A,

cuvil

koncentracii.

Priklad medziproduktu 111
Zlagenina cxviii

Do DCM/THF roztoku (10 mi/2 ml) zlG€eniny cvii (300 mg, 0,6 mmol) sa
prida PyBOP (416 mg, 0,8 mmol). Roztok sa miesa za teploty okolia pogas 30

minGt. Do tohto roztoku sa potom prida zli&enina xxxvi’ (200 mg, 0,8 mmol),
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nasledovana DIPEA (0,22 ml, 1,2 mmol). Reakéna zmes sa mieSa za teploty
okolia cez noc a potom sa reakcia zastavi vodou (25 ml) poéas 30 minut. Zmes
sa potom extrahuje pouzitim EtOAc. Vysledna organickd fédza sa premyva
sofnym roztokom a susi nad MgSO4 pred koncentraciou kvéli ziskaniu Zltého
oleja. Cistenie chromatografiou na silikagéli (3 - 5 % EtOH/EtOAc) poskytne

zlt€eninu cxviii (335 mg, 76 %).

L UEC 5
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Priklad medziproduktu 112
Zlugenina cxix

Do DCM roztoku (10 ml) ziGEeniny cxvii (340 mg, 0,6 mmol) sa prida
PyBOP (470 mg, 0,9 mmol). Roztok sa mieSa za teploty okolia pocas 30 minut.
Do tohto roztoku sa potom prida ziG€enina xii® (170 mg, 0,9 mmol),
nasledovana DIPEA (0,24 ml, 1,2 mmol). Reak¢na zmes sa mieSa za teploty
okolia cez noc a potom sa reakcia zastavi vodou (25 ml) pocas 30 mintt. Zmes

sa potom extrahuje pomocou EtOAc. Vysledna organicka faza sa premyva
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solnym roztokom a susi sa nad MgSQ, pred koncentraciou na Zlty olej. Cistenie
chromatografiou na silikagéli (3 - 5 % EtOH/EtOAc) poskytne zla&eninu cxix
(164 mg, 36 %).

N 3
[N%Hﬁﬁgj TN
N
O /\l CXixO o m b H

Priklad medziproduktu 113
Zlucenina xx

N-Cbz-L-valin (6,28 g, 25 mmol) sa rozpusti v DCM (30 ml). Do tohto
roztoku sa pridaju HOBT (3,38 g, 25 mmol) a DCC (25 ml, 1 M roztok) a
miesaju sa pat’ minat. Do tejto zmesi sa prida hydrochlorid metylesteru L-terc-
leucinu (25 ml, 1 M roztok) a mieSa sa cez noc pod dusikovou atmosférou.
Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc, premyva 1 N HCI, nasytenym
NaHCO3; a sofnym roztokom. Organicka faza sa susi nad Na;SO,, filtruje a
koncentruje. Reziduum sa chromatograficky &isti zmesou 20 % - 30 %

EtOAc/hexan kvdli ziskaniu zlugeniny xx (2,96 g, 31 %).

Priklad medziproduktu 114
Zli€enina xxi

Zlacenina xx (2,95 g, 7,8 mmol) sa hydrogenuje pouzitim 10 % Pd/C
(800 mg) v MeOH (40 mil) pod vodikovou atmosférou kvéli ziskaniu dalej

uvedeneho zodpovedajlceho volného aminu (1,9 g, 100 %).
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Hoq

7 A

2-pyrazinkarboxylova kyselina (970 mg, 7,8 mmol) sa rozpusti v DCM
(20 ml). Do tohto roztoku sa prida PyBOP (4,06 g, 7,8 mmol). Volny amin (1,9
g, 7,8 mmol) v DCM (15 mi) sa prida do roztoku a potom sa prida DIPEA (1,36
ml, 7,8 mmol). Vysledna zmes sa mieSa cez noc pod dusikovou atmosférou.
Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc a organickd faza sa premyva
nasytenym NaHCO; a sofnym roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa
reziduum chromatograficky Cisti zmesou 30 % - 40 % EtOAc/hexan kvdli

ziskaniu zlGceniny xxi (2,07 g, 75,8 %).
0 o]
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Priklad medziproduktu 115
Zlicenina xxii

Zla¢enina xxi sa hydrolyzuje pouzitim MeOH (20 ml) a 1 N NaOH (3 ekv.)
kvéli ziskaniu zli&eniny xxii (1,82 g, 93,9 %).
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Priklad medziproduktu 116
Zlucenina xxiii

Zlucenina xxii (895 mg, 2,66 mmol) sa rozpusti vDCM (10 ml). Do
roztoku sa prida DCC (3,2 mmol) a potom sa pridd HOAt (435 mg, 3,2 mmol).
Potom sa prida zlG&enina v (3,2 mmol) v THF (16 ml). Vysledna zmes sa mieSa
cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc,

filtruje cez silikagél a koncentruje. Vysledné reziduum sa chromatograficky Gisti

zmesou 50 % EtOAc/ hexan kvéli ziskaniu zli€eniny xxiii (730 mg, 54,8 %).

Priklad medziproduktu 117
ZlGcenina xxiv

Zluenina xxiii sa hydrolyzuje pouzitim EtOH (5 ml) a 1 N NaOH (1,5
ekv.) kvéli ziskaniu zlueniny xxiv (690 mg, 100 %).

Priklad medziproduktu 118
Zlu€enina cxx

ZluCenina xxiv (245 mg, 0,52 mmol) sa rozpusti vDCM (3 ml). Do
roztoku sa prida PyBOP (330 mg, 0,62 mmol) a potom sa prida zlGCenia xiii’
(120 mg, 0,CZ mmol). Do vyslednej zmesi sa prida DIPEA (0,11 mi, 0,62 mmol).
Reakéna zmes sa mie§a cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakcéna zmes sa
zriedi pomocou EtOAc a organicka faza sa premyva nasytenym NaHCO; a
sofnym roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa reziduum
chromatogreficky Cisti zmesou 5 % EtOH/EtOAc kvdli ziskaniu zlG&eniny cxx
(220 mg, 60 %).
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Priklad medziproduktu 119
Zlucenina xiii’

Boc-NVA-OH (24,96 g, 114,9 mmol) sa rozpusti v THF (200 mi). CDI
(22,35, 137,8 mmol) sa prida po castiach do

Al

roztoku a roztok sa mieSa pocas 30 minat. Hydrochlorid N,O-
dimetylhydroxylaminu (12,33 g, 126,4 mmol) sa rozpusti v DMF (50 mi) a
potom sa prida do roztoku DIPEA (22 ml, 126,4 mmol). DMF roztok sa necha
za miesania za teploty okolia pogas 20 minut a potom sa prida do THF roztoku.
Vysledna zmes sa mie$a cez vikend pod dusikovou atmosférou. Reakina
zmes sa koncentruje vo vakuu na celkovy objem 100 ml. Tato organicka faza
sa premyva 1 N HCI, nasytenym NaHCO3 a sofnym roztokom. Organicka faza

sa koncentruje kvoli ziskaniu surovej zlu¢eniny cxxi (25,3 g).
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Do suchej jednolitrovej gufatej banky sa prida pod dusikovou atmosférou
LAH (107,3 mmol) v 1 M Et,O roztoku. Tento roztok sa ochladi na 0 °C a potom
sa prida po kvapkach zlu¢enina cxxi (97,5 mmol) v Et,0 (100 ml). Po skonéeni
pridavania sa vysledna zmes mie$a pocas 30 mintt. Reakcia sa zastavi za
teploty 0 °C pomalym pridanim EtOAc (50 ml), nasledovanym pomalym
pridanim 5 % KHSQ, (50 ml) roztoku. Tato zmes sa miesa pocas 30 minit.
Organicka faza sa premyva 1 N HCI, nasytenym NaHCO; a sofnym roztokom.

Organicka faza sa koncentruje kvdli ziskaniu surovej zluéeniny cxxii (22,28 g).

0

XOJRN ’ H
H (o}

CxXXii

Zlucenina cxxii sa rozpusti v MeOH (100 ml). Na,S;04 (16,82 g, 96,6
mmol) sa rozpusti vo vode (100 mi) a potom prida do roztoku zlG&eniny cxxii za
teploty 0 °C. Tato zmes sa uchovéava v chladnicke (5 °C) cez noc. Do reakénej
zmesi sa prida KCN (7,53 g, 115,9 mmol) vo vode (100 ml) a mie$a pocas 1,5
hodiny za teploty okolia. ZIi¢enina sa extrahuje pomocou EtOAc (3 x 100 ml).
Organickéa faza sa premyva solnym roztokom (3 x 50 ml), susi sa nad MgSO,,

filtruje a koncentruje kvoli ziskaniu surovej zli¢eniny cxxiii (15,86 g).

Cxxii
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Zli¢enina cxxiii (15,86 g ) sa rozpusti v dioxane (100 ml). Do tohto
roztoku sa prida koncentrovany HCI (37 %, 100 ml), nasledovany anizolom (10
ml) a zahrieva sa na teplotu spatného toku (110 °C). Reakéna zmes sa miega
pocas 1,5 hodiny. Ked sa reakéna zmes ochladi na teplotu okolia, rozpustadio
sa odstrani vo vakuu kvoli ziskaniu bezvodej pasty. Reziduum sa su3i cez noc

za vysokého vakua kvéli ziskaniu surovej zluceniny cxxiv.

H,N OH
OH
oYV

ZluCenina cxxiv (69,6 mmol) sa rozpusti v DMF (60 ml) a THF (60 ml).
Do zmesi sa prida N-(benzyloxykarbonyloxy)sukcinimid (17,33 g, 69,6 mmol)
S n_élslednou adiciou DIPEA (12,1 ml, 69,6 mmol). Reakéna zmes sa miesa cez
noc pod dusikovou atmosférou. Zmes sa koncentruje na znizeny objem (50 ml)
a zriedi sa EtOAc. Organicka faza sa premyva 0,1 N HCI (2 x 10 ml) a so/nym
roztokom kvoli ziskaniu zla€eniny cxxv (17,5 g, 54,2 % v piatich krokoch).

0 0

@”o’lﬁ r OH

Cxxv
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ZluCenina cxxv (5,66 g, 20,14 mmol) sa rozpusti v DCM (80 ml). Do tohto
roztoku sa pridaju PyBOP (12,57 g, 24,2 mmol) a HOBT (3,27 g, 24,2 mmol) a
miesaji sa pat minut.

Vyslednd zmes sa ochladi na teplotu 0 °C 3 potom sa pridaju
cyklopropylamin (1,67 ml, 24,2 mmol) a DIPEA (4,2 ml, 24,2 mmol). Reakéna
zmes sa mieSa cez noc za zahriatia na teplotu okolia. Reakéna zmes sa
premyva 0,1 N HCI, nasytenym NaHCO; a solnym roztokom. Organicka faza sa

potom koncentruje a chromatograficky Gisti zmesou 70 % EtOAc/hexan kvéli

ziskaniu zluceniny cxxvi (3,18 g, 49,3 %).

O 0
o

oxxvl

ZluCenina cxxvi (3,18 g, 9,94 mmol) sa hydrogenuje pouzitim 10 % Pd/C
(600 mg) v MeOH (70 ml). Reakéna zmes sa mieda cez noc pod vodikovou
atmosférovu, filtruje cez Celit a koncentruje kvoli ziskaniu surovej zlaceniny xiii’
(2,1 g, 100 %).

0
AN
HN N
OH

T

Xy

Priklad medziproduktu 120
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Zlucenina cxxvii

N-Cbz-L-cyklohexylglycin (3 g, 10,3 mmol) sa rozpusti v DCM (36 ml).
Do tohto roztoku sa pridaju HOAt (1,5 g, 11,28 mmol) a DCC (11,28 ml, 11,28
mmol) a mieaju sa pat minut. Hydrochlorid metylesteru L-terc-leucinu (103 ml,
1 M roztok, 10,3 mmol) sa prida do tejto zmesi a mie$a sa cez noc pod
dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa filtruje cez Celit, preplachuje EtOAc a
koncentruje na reziduum, ktoré sa Gisti chromatograficky zmesou 20 % - 30 %

EtOAc/hexan kvéli ziskaniu zlG&eniny cxxvii (2,2 g, 52 %).
0
H
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Priklad medziproduktu 121
Zlucenina Ixxix”

Zlacenina cxxvii (2,2 g, 5,2 mmol) sa hydrogenuje pouzitim 20 %
Pd(OH)2/C (1 g) vMeOH (15 ml) pod vodikovou atmosférou kvoli ziskaniu
zlu€eniny Ixxix" (1,4 g, 98 %).

R
H,N H 0O

Priklad medziproduktu 122
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Zlucenina Ixxx

2-pyrazinkarboxylova kyselina (360 mg, 2,9 mmol) sa rozpusti v DCM
(10 ml). Do roztoku sa prida PyBOP (1,81 g, 3,5 mmol). Do roztoku sa potom
prida zluCenina Ixxix" (825 mg, 2,9 mmol) v THF (10 ml) s naslednou adiciou
DIPEA (0,5 ml, 2,9 mmol). Vysledna zmes sa mie$a cez noc pod dusikovou
atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc a organicka faza sa
premyva nasytenym NaHCO; a solnym roztokom. Reziduum vzniknuté
koncentraciou organickej fazy sa chromatograficky &isti zmesou 30 %
EtOAc/hexan kvali ziskaniu zli&eniny Ixxx (780 mg, 69 %).

Priklad medziproduktu 123
Zlucenina Ixxxi

Zli€enina Ixxx sa hydrolyzuje pouzitim MeOH (10 ml) a 1 N NaOH (3

ekv.) kvdli ziskaniu zliceniny Ixxxi (615 mg, 81,8 %).

Priklad medziproduktu 124
Zlacenina Ixxxii

Zlucenina Ixxxi (610 mg, 1,6 mmol) sa rozpusti v DCM (10 ml). Do
roztoku sa potom pridd DCC (1,94 ml, 1,94 mmol) s naslednou adiciou HOAt
(270 mg, 1,94 mmol). Do roztoku sa potom prida zlG&enina v (1,94 mmol)
v THF (19,4 ml). Vysledna zmes sa mie$a dve noci pod dusikovou atmosférou.
Reakcna zmes sa zriedi pomocou EtOAc, filtruje cez silikagél a koncentruje.
Vysledné reziduum sa &isti chromatograficky zmesou 40 % EtOAc/hexan kvoli

ziskaniu zli€eniny Ixxxii (450 mg, 83,4 %).

Priklad medziproduktu 125

Zluéenina Ixxxiii

Zlu€enina Ixxxi sa hydrolyzuje pouzitim EtOH (10 ml) a 1 N NaOH (3
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ekv.) kvéli ziskaniu zluceniny Ixxxiii (650 mg, 99 %).

Priklad medziproduktu 126
Zlucenina cxxviii

Zlucenina Ixxxiii (400 mg, 0,78 mmol) sa rozpusti v DCM (5 ml). Do
roztoku sa prida PyBOP (610 mg, 1,2 mmol), nasledovany zlti&eninou xiii’ (230
mg, 1,2 mmol). Do vyslednej zmesi sa prida DIPEA (0.2 ml, 1,2 mmol).
Reakéna zmes sa miesa cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa
zriedi pomocou EtOAc a organicka faza sa premyva nasytenym NaHCO; a
solnym  roztokom. Po  koncentracii organickej fazy sa reziduum
chromatograficky &isti pomocou gradientu 100 % EtOAc az 5 % EtOH/EtOAC
kvéli ziskaniu zluCeniny cxxviii (365 mg, 68,7 %).
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Priklad medziproduktu 127
Zla&enina cxxx

ZlG¢enina Ixxxiii (365 mg, 0,7 mmol) sa rozpusti v DCM (5 ml). Do
roztoku sa prida PyBOP (440 mg, 0,84 mmol) s naslednou adiciou zlu€eniny
cxxix (0,84 mmol)

v THF (8,4 ml). Do vyslednej zmesi sa prida DIPEA (0,1 mi, 0,84 mmol).
Reak&na zmes sa miesa cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa
zriedi pomocou EtOAc a organicka faza sa premyva nasytenym NaHCO; a
solnym roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa vysledné reziduum
chromatograficky isti pomocou 100 % EtOAc kvéli ziskaniu zluc¢eniny cxxx
(350 mg, 70 %).
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Priklad medziproduktu 128
Zlucenina cxxxi

Zl¢enina cxxv (2,54 g, 9,05 mmol) sa rozpusti v DCM (30 ml). PyBOP
(5,65 g, 10,9 mmol) a HOBT (1,47 g, 10,9 mmol) sa pridaju do roztoku, ktory sa
miesa pat minut. Vysledna zmes sa ochladi na teplotu 0 °C, potom sa pridaju
(S)-(+)-3-metyl-2-butylamin (1,27 ml, 10,9 mmol) a DIPEA (1,9 ml, 10,9 mmol).
Reakéna zmes sa mieSa cez noc za zahriatia na teplotu okolia. Organicka faza
sa premyva 0,1 N HCI, nasytenym NaHCO; a solnym roztokom. Po
koncentracii organickej fazy sa vysledné reziduum chromatograficky Gisti

zmesou 30 % EtOAc/hexan kvoli ziskaniu zli¢eniny cxxxi (1,44 g, 45,5 %).

Priklad medziproduktu 129
Zla¢enina cxxix

ZlGgenina cxxxi (1,3 g, 3,7 mmol) sa hydrogenuje pouzitim 10 % Pd/C
(500 mg) v MeOH (40 ml). Reakéna zmes sa mie$a cez noc pod vodikovou
atmosferou. ReakEna zmes sa filtruje cez Celit a organicka faza sa koncentruje

kvoli ziskaniu surovej zlugeniny cxxix (800 mg, 100 %).
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Priklad medziproduktu 130
Zluéenina cxxxiv

Zlicenina cxxxii (1,6 g, 3,7 mmol) sa rozpusti v MeOH (12 mi). Po
dokladnom preplachnuti N, sa prida 10 % hmotn.

0
c.szN\)LNj;o/
ion I

CxXxxii

Pd(OH) na uhli (0,74 g) a zmes sa hydrogenuje cez noc, potom sa skon&enie
reakcie v zmesi preukaze pomocou TLC (30 % EtOAc/hexan). Roztok sa izoluje
od pevného materialu filtraciou a koncentruje kvdli ziskaniu zluceniny cxxxiii vo
forme bezfarebného oleja (100 %), ktora sa pouziva v nasledujicom kroku bez

dalSieho &istenia.
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2-pyrazinkarboxylova kyselina (400 mg, 3,2 mmol, 1,1 ekv.) sa rozpusti
v DCM/THF (4 ml/4 ml) a potom sa pridajid HOAt (440 mg, 3,2 mmol) a DCC
(3,3 m, 1 M vDCM). Po mieSani pri teplote okolia poas 20 minit sa prv
ziskana zltcenina cxxxiii (0,96 g, 3,2 mmol) rozpusti v DCM (6,4 ml) a prida sa
do aktivovanej zmesi. Po mie$ani dva dni pri teplote okolia sa reakéna zmes
filtruje cez Celit a koncentruje na reziduum, ktoré sa <¢isti kolonovou
chromatografiou (50 % EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu zlUéeniny cxxxiv vo forme
bielej pevnej latky (1,06 g, 83 %).

N\
[N/j\gﬁ\;%tqfo’

Priklad medziproduktu 131
le](':enina CXXXV

Zlacenina cxxxiv (1,06 g, 2,6 mmol) sa rozpusti v MeOH (10 ml) a potom
sa prida 2 N NaOH (vodny) (4 ml, 8 mmol). Roztok sa mieSa pri teplote okolia

cez noc, potom sa skoncenie hydrolyzy indikuje pomocou TLC (50 %
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EtOAc/hexan). Roztok sa okysli na pH 3 pridanim 5 N HCI, zriedi sa EtOAc a
potom sa organicka faza extrahuje. Extrahovana organicka faza sa premyva
sofnym roztokom a susi sa nad MgSO, kvéli ziskaniu zluCeniny cxxxv (100 %)

po koncentracii.

[N\ o
H
NJ\](N\E)LPEOH
o) 0

Priklad medziproduktu 132
ZluCenina cxxxvi

Do DCM roztoku (8 ml) zlic¢eniny cxxxv (1,44 g, 3,7 mmol) sa pri teplote
okolia pridd HOAt (500 mg, 3,7 mmol) a potom sa prida 1 M DCC roztok v DCM
(3,7 ml, 3,7 mmol). Po mie$ani pogas 30 mint pri teplote okolia sa do vyssie
uvedenej HOAt-aktivovanej kyseliny prida THF roztok (18,5 ml, 0,2 M) zlG&eniny
v (3,7 mmol). Reakéna zmes sa miesa pri teplote okolia cez noc. Reak&na
zmes sa filtruje cez Celit. Filtraty sa zriedia pomocou EtOAc (120 ml) a
premyvaji vodou a sofnym roztokom. Organicka faza sa su$i a koncentruje
kvdli ziskaniu Zltého oleja, ktory sa Sisti chromatografiou na silikagéli (70 %

EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu zluceniny cxxxvi (1.g, 71 %).
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Priklad medziproduktu 133
Zlucenina cxxxvii

Do EtOH roztoku (8 ml) zlG&eniny cxxxvi (1 g, 1,8 mmol) sa prida 2 N
NaOH vodny roztok (2,7 ml, 5,4 mmol). Reakéna zmes sa mie$a cez noc pri
teplote okolia, potom sa okysli na pH 3 pomocou 5 N HCI, zriedi EtOAc a
potom sa organicka faza extrahuje. Extrahovana organicka faza sa premyva
solnym roztokom a su$i sa nad MgSO, kvéli ziskaniu zlG&eniny cxxxvii (88 %)

po koncentracii.

ool
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Priklad medziproduktu 133
Zluenina cxxxviii

Do DCM roztoku (10 mi) zlu€eniny cxxxvii (350 mg, 0,6 mmol) sa prida
PyBOP (450 mg, 0,86 mmol). Roztok sa miesa pri teplote okolia pogas 30
mintt. Do tohto roztoku sa potom prida zlucenina xiii” (160 mg, 0,86 mmol)
nasledovana DIPEA (0,23 ml, 1,3 mmol). Reakéna zmes sa miesa pri teplote
okolia cez noc a potom sa reakcia zastavi vodou (25 ml) po¢as 30 minat. Zmes
sa potom extrahuje pomocou EtOAc. Extrahovana organicka faza sa premyva
sofnym roztokom a susi sa nad MgSO; pred koncentraciou kvéli ziskaniu Zitého
oleja. Cistenie chromatografiou na silikagéli (5 % EtOH/EtOAc) poskytne
zluCeninu cxxxviii (407 mg, 88 %).

[N\ L, 0 ‘7
i et 0
N" N\_’U‘N N A
(6] g H 0 N H
\O o N

OH
CXXXViii

Priklad medziproduktu 134
Zlucenina cxxxix

S-metylizoxazol-3-karboxylova kyselina (200 mg, 2,05 mmol) sa rozpusti
v DCM (5 ml). Do roztoku sa prida PyBOP (1,07 g, 2,05 mmol). Do roztoku sa
prida zlicenina Ixxix” (582 mg, 2,05 mmol) v DCM (5 ml) s naslednou adiciou
DIPEA (0,36 ml, 2,05 mmol). Vysledna zmes sa mie$a cez noc pod dusikovou
atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc a organicka faza sa
premyva nasytenym NaHCO; a solnym roztokom. Organicka faza sa
koncentruje a vzniknuté reziduum sa cisti chromatograficky zmesou 30 %

EtOAc/hexan kvoli ziskaniu zlueniny cxxxix (495 mg, 61,4 %).
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Priklad medziproduktu 135
Zla€enina cxxxx

Zlacenina cxxxix sa hydrolyzuje pouZitim MeOH (10 ml) a 1 N NaOH (3

ekv.) kvoli ziskaniu zlGEeniny cxxxx (430 mg, 90 %).

Priklad medziproduktu 136

Zlucenina cxxxxi

Zli€enina cxxxx (380 mg, 1 mmol) sa rozpusti v DCM (5 ml). Do roztoku
sa potom prida DCC (1,2 mmol) s naslednou adiciou HOAt (165 mg, 1,2 mmol).
Zli€enina v (1,2 mmol) sa potom prida v THF (12 ml). Vysledna zmes sa mieSa
cez noc pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc,
filtruje sa cez silikagél a koncentruje. Vzniknuté reziduum sa chromatograficky

Cisti zmesou 35 % EtOAc/hexan kvéli ziskaniu zluceniny cxxxxi (320 mg, 58 %).
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Priklad medziproduktu 137
Zlicenina cxxxxii

Zlicenina cxxxxi sa hydrolyzuje pouzitim EtOH (10 mi) a 1 N NaOH (3

ekv.) kvdli ziskaniu zlGCeniny cxxxxii (730 mg, 94,3 %).

o) . >
OIN\ n ! H N 10y
O” "OH

Wevel]

Priklad medziproduktu 138
Zlucenina cxxxxiii

Zlucenina cxxxxii (240 mg, 0,46 mmol) sa rozpusti v DCM (5 ml). Do
roztoku sa potom prida PyBOP (295 mg, 0,56 mmol) s naslednou adiciou
zlaceniny xiii’ (110 mg, 0,56 mmol). Do vyslednej zmesi sa prida DIPEA (0,1 mi,
0,56 mmol). Reakéna zmes sa miesa dve noci pod dusikovou atmosférou.
Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc, a organicka faza sa premyva
nasytenym NaHCOj; a solnym roztokom. Po koncentracii organickej fazy sa
vysledné reziduum chromatograficky &isti zmesou 90 % EtOAc/hexan kvéli

ziskaniu zlG&eniny cxxxxiii (168 mg, 53 %).
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Priklad medziproduktu 139
Zlucenina cxxxxiv

Do roztoku NaOH (2 N, 42,1 ml, 84,2 mmol) sa pri teplote 5 °C prida L-
alanin (5,00 g, 56,1 mmol). Po mie$ani po&as 10 minat sa pridaju sucasne po
kvapkach metylchlormravéan (6,5 ml, 84,2 mmol) a NaOH (2N, 421 ml, 84,2
mmol). Roztok sa miega v ladovom kupeli pogas 2 hodin, potom pri teplote
okolia 1 hodinu. Zmes sa premyva Et,0 (2 x 50 ml), vodna vrstva sa
neutralizuje na pH 2 pridanim 5 N_HCI a extrahuje sa pomocou EtOAc (3 x 50
ml). Extrahovana organickd faza sa premyva solnym roztokom, susi nad
MgSQO4 a koncentruje kvdli ziskaniu zlG&eniny cxxxxiv, N-karbometoxy-L-alanin

(4,54 g, 54 %) vo forme bezfarebného oleja.
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Priklad medziproduktu 140
Zli€enina cxxxxvi

Roztok zliceniny cxxxxv (3,57 g, 9,44 mmol) v THF sa pri teplote 5 °C

N
O\,o ﬁ\_)LNJ;/OF%
IR

CXXXXV

spracovava pomocou HOAt (1,28 g, 9,44 mmol) a potom sa prida DCC (9,50
ml, 9,50 mmol). Po mie3ani v fadovom kupeli po¢as 45 mintt sa prida roztok
zlaCeniny v (104 ml, 10,4 mmol) v THF. Zmes sa miega pri teplote okolia cez
noc. Zmes sa ochladi na teplotu 5 °C a reakcia sa zastavi nasytenym NaHCOs.
Po filtracii kvéli odstraneniu precipitovaného DCU sa zmes rozpusti v EtOAc
(100 ml), premyva nasytenym NaHCOs, solnym roztokom a potom susi nad
MgSQ, a koncentruje na reziduum &istené kolénovou chromatografiou na oxide
kremicitom (25 % EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu zluceniny cxxxxvi (2,91 g, 57 %)

vo forme gumovitej peny.

g .
SUSEhdas
\[or /I\ H o N

Priklad medziproduktu 141

Zlacenina cviii
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Do roztoku zliceniny cxxxxvi v MeOH (25 ml), ochladenom v ladovom
kupeli, sa pod pridom N prida pomaly Pd/C. Zmes sa hydrogenuje za tlaku 1
atm. cez noc. Katalyzator sa odstrani filtraciou, filtrat sa skombinuje s 5 mli DMF

a susi vo vakuu kvoli ziskaniu zluceniny cviii.

Priklad medziproduktu 142
Zlhcenina cxxxxvii

Roztok zltuceniny cxxxxiv (0,298 g, 2,03 mmol) a HOAt (0,276 g, 2,03
mmol) v THF, ochladeny v fadovom kupeli, sa spracovava pomocou DCC (2,05
ml, 2,05 mmol). Po mieSani v ladovom kupeli pogas 0,5 hodiny sa prida roztok
zlaceniny cviii v THF a potom DIPEA (0,39 ml, 2,2 mmol). Zmes sa mie$a pri
teplote okolia cez noc, potom sa ochladi v fadovom kupeli a reakcia sa zastavi
nasytenym NaHCOs. Precipitovany DCU sa filtruje a filtrat sa rozpusti v EtOAc
(100 ml). Organicka faza sa premyva nasytenym NaHCOj3, solnym roztokom a
potom susi nad MgSOs. Po odstraneni organického rozpastadla sa reziduum
Cisti kolonovou chromatografiou na oxide kremicitom (60 % EtOAc/hexan) kvoli

ziskaniu zluceniny cxxxxvii (0,47 g, 48 %) vo forme gumovitej peny.

0 0
\OkNgrnQL;ﬁrQQ
H o) : H O 0o
T S0

Priklad medziproduktu 143
Zlucenina cxxxxviii

Do roztoku zluCeniny cxxxxvii (0,47 g, 0,847 mmol) v EtOH (5 ml) sa pri
teplote 5 °C pridd NaOH (2 N, 1,31 ml, 2,62 mmol). Zmes sa miesa pri teplote
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okolia pocas 4 hodin. Roztok sa okysli na pH 2 pridanim HCI (1 N) a EtOH sa
odstrani rota¢nym odparenim. Zmes sa extrahuje pomocou EtOAc (3 x 30 ml) a
kombinovany extrakt sa premyva sofnym roztokom a potom susi nad MgSQ,.
Rozptstadlo sa odstrani a reziduum sa susi vo vakuu kvéli ziskaniu zliceniny

cxxxxviii (0,366 g, 82 %) vo forme gumovitej peny.

| , .
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Priklad medziproduktu 144
Zlicenina cil

Roztok zla¢eniny cxxxxviii (0,366 g, 0,718 mmol) v DCM sa ochladi
v ladovom kupeli a spracovava PyBop (0,599 g, 1,15 mmol). Po mieSani pri
teplote okolia pocas 0,5 hodiny sa zmes ochladi fadovym kipefom a
spracovava roztokom zlugeniny xiii” (0,200 g, 1,08 mmol) v THF a DIPEA
(0,250 ml, 1,44 mmol). Zmes sa mie$a pri teplote okolia cez noc a potom sa
reakcia zastavi roztokom NH4Cl. Rozpastadlo sakoncentruje a zmes sa
rozpusti v EtOAc (100 ml). Organickéa faza sa premyva nasytenym NaHCOs,
solnym roztokom a potom susi nad MgSQ,. Po odstraneni organického

rozpUstadla sa reziduum &isti kolonovou chromatografiou (5 % EtOH/EtOAc)

kvéli ziskaniu zltéeniny cil (0,35 g, 72 %).
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Priklad medziproduktu 145
Zlucenina cxxi

Do THF roztoku (85 ml) N-Boc-Nva-OH (zlucCenina 1) (8,68 g, 40 mmol)
sa prida CDI (7,79 g, 48 mmol). Po mieSani pri teplote okolia po¢as 30 mindt sa
vySSie uvedeny roztok spracovava roztokom DMF (25 ml) obsahujicim
hydrochlorid N,O-dimetyl-hydroxylaminu (4,25 g, 44 mmol) a DIPEA (7,66 ml,
44 mmol). Reakéna zmes sa mieSa cez noc pri teplote okolia. Reakéna zmes
sa potom koncentruje vo vakuu. Vysledné reziduum sa zriedi EtOAc (300 ml).
Tento roztok sa premyva postupne 0,1 N HCI (50 ml), nasytenym NaHCO3; (3 x
50 ml) a sofnym roztokom. Organicka faza sa koncentruje vo vakuu kvoli
ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti chromatografiou na silikagéli (40 %
EtOAc/hexan) na zluceninu cxxi (9,38 g, 94 %).

Priklad medziproduktu 146
Zlacenina cxxii

Do dietyl Et,O roztoku (50 ml) zlG€eniny cxxi (9,38 g, 31,9 mmol),
ochladeného na teplotu 0 °C, sa prida (pomaly) LAH (34,7 ml, 1 M, 34,7 mmol).
Teplota reakénej banky sa udrziava pod 5 °C v priebehu pridavania LAH. Po
skonéeni pridavania sa do reakénej zmesi pridd EtOAc (20 ml) kvéli
odstraneniu prebytku LAH. Vodny KHSO4 (5 %, 20 ml) sa potom prida po
kvapkach kvéli udrzaniu teploty pod 5 °C. Organicka faza sa separuje a potom

premyva postupne 1 N HCI (3 x 30 ml), nasytenym NaHCO; (3 x 30 ml) a
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solnym roztokom. Organicka faza sa koncentruje a susi vo vakuu kvéli ziskaniu

surovej zlu€eniny cxxii (5,18 g, 69 %).

Priklad medziproduktu 147
Zlacenina cl

Do THF (25 ml) suspenzie Zn (2,75 g, 42 mmol) sa prida pri teplote
spatného toku 0,2 ml EtOC(O)CF,Br. Potom nasleduje pomalé pridanie THF
roztoku (25 ml) zlG¢eniny cxxii (3,05 g, 15,0 mmol) a EtOC(O)CF,Br (4,84 ml,
37,5 mmol). Po skonceni pridavania oboch ¢inidiel sa reakéna zmes dalej
zahrieva na teplotu spatného toku pogas 30 minit. Reakéna zmes sa ochladi
na teplotu okolia a zriedi sa DCM (200 ml). Organicka faza sa premyva
pomocou 1 N KHSQ,. Organicka faza sa koncentruje a susi vo vakuu kvoli
ziskaniu rezidua, ktoré sa ¢isti chromatografiou na silikagéli (20 %
EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu zld&eniny cl (2,78 g, 57 %).

OH O
BocHN . S 0

i FF
A

cl

Tato priprava je v zasade rovnaka ako postup, ktory opisal Thaisrivongs
a kol., J. Med., Chem., 29, 2080 - 2087 (1986).

Priklad medziproduktu 148
Zlu€enina cli

THF roztok (40 ml) zlu¢eniny cl (2,78 g, 8,53 mmol) sa spracovava 1 N

NaOH (12,8 ml, 12,8 mmol). Po miesani pri teplote okolia cez noc sa
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rozpustadlo Ciastocne odstrani vo vakuu. ZvySna reakéna zmes sa zriedi vodou
(50 ml) a lyofilizuje sa kvéli ziskaniu surovej zlUCeniny cli (2,82 g, > 100 %)

vo forme jej sodnej sali.

OoH O
BocHN

chi

OMa

Tato priprava je v zasade rovnaka ako postup, ktory opisal Thaisrivongs
a kol., J. Med. Chem., 29, 2080 -2087 (1986).

Priklad medziproduktu 149
Zlucenina clii

DCM roztok (10 ml) surovej zlG&eniny cli (516 mg, 1,61 mmol) sa
spracovava pomocou HOBT (436 mg, 3,23 mmol) a DIC (0,328 mi, 2,08 mmol).
Po miegani pri teplote okolia po¢as 30 mintt sa reakéna zmes spracovava
roztokom DCM (5 ml) obsahujtcim sol glycin benzylester-TsOH (815 mg, 2,42
mmol) a DIPEA (0,422 ml, 2,42 mmol). Po mieSani pri teplote okclia poCas 12
hodin sa reakcia zastavi vodou a reakéna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc.

Organicka faza sa susi a koncentruje vo vakuu a Cisti sa chromatografiou na
silikagéli (40 % EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu zluceniny clii (495 mg, 69 %).

"H NMR zlG&eniny clii (400 MHz, CDCla): § 7,29 - 7,21 (m, 5H), 5,16 (bs, 2H),
4,89 (bs, 1H), 4,20 - 3,90 (m, 4H), 3,80 (bs, 1H), 1,75 - 1,42 (m, 4H), 1,38 (s,
9H), 0,87 (m, 3H).
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Vychadzajlc zo surovej zI¢eniny cli sa pripravia zliCeniny cliii (83 %) a

cliv (50 %) spdsobom, ktory je identicky so spdsobom uvedenym pre zlGéeninu
clii.
'H NMR zluceniny cliii (400 MHz, CDCl3): & 7,49 (bs, 1H), 7,34 - 7,24 (m, 5H),
9,13 (AB q, J = 12,2 Hz, J" = 23,9 Hz, 2H), 4,88 (bd, J = 8,8 Hz, 1H), 4,53 (m,
1H), 3,98 - 3,91 (m, 2H), 3,82 (m, 1H), 1,65 - 1,20 (m, 16H, vratane singletu na
1,37 (SH)), 0,86 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

H? he

7 N c0,8

\ clitj

BecHN

'H NMR zllceniny cliv (400 MHz, CDCl3): § 7,60 - 7,00 (m, 10H), 5,30 - 5,00
(m, 2H), 5,00 - 4,75 (m, 2H), 4,15 - 3,70 (m, 3H), 3,30 - 3,00 (m, 2H), 1,75 -
1,20 (m, 13H, vratane singletu na 1,36 (9H)), 0,86 (bs, 3H).
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Priklad medziproduktu 150
Zlucenina clv

Do DCM (10 ml) a THF (5 ml) roztoku surovej zlG¢eniny cli (1 g, 3,13
mmol) sa prida HOBT (634 mg, 4,69 mmol) a EDCI (781 mg, 4,07 mmol) a
potom (s)-a-metylbenzylamin (0,604 ml, 4,69 mmol). Reakéna zmes sa miesa
cez noc pri teplote okolia a potom sa reakcia zastavi vodou. Reakéna zmes sa
extrahuje pomocou EtOAc. Organicka faza sa premyva sofnym roztokom a susi
nad Na,SOs. Organicka faza sa koncentruje vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua,
ktoré sa Cisti chromatografiou na silikagéli (20 % EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu

zlu€eniny clv (459 mg, 37 %).

'H NMR zluceniny clv (400 MHz, CDCl): 6 7,32 - 7,21 (m, 6H), 5,00 (m, 1H),
4,75 (m, 1H), 3,94 (m, 2H), 3,70 (m, 1H), 1,65 - 1,15 (m, 16H, vratane dubletu
na 1,561 (J = 6,8 Hz, 3H), singlet na 1,39 (9H), 0,82 (m, 3H).

clv

Priklad medziproduktu 151

Zlu¢enina clvi

32069/8



309

Zlucenina clv (220 mg, 0,55 mmol) sa rozpusti v 4 N HCI v dioxane (10
ml). Reak¢na zmes sa mieS$a pri teplote okolia pocas 2 hodin a potom sa
koncentruje vo vakuu kvéli ziskaniu surovej zlGgeniny clvi (~ 100 %) vo forme

jej HCl soli.

OH O Me
HCI»H,N\)\)J\N
i OFF H
clvi

Postupom podfa spésobu, opisaného na pripravu zligeniny clvi, sa
pripravia zli¢eniny clvii, clvii a clix stakmer kvantitativnym vytazkom,

vychadzajuc zo surovej zlGceniny cli.

OH O

HC!-H,N\)\/K PaN
FF H CO,Bn
\ clvii
HCI-H,N
Y N~ co,8n

Féees

FF

\ clviif

Pt
HOLH,N. N 0,80
z H

FF

\ clix
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Priklad medziproduktu 152
Zlicenina clx

DCM roztok (4 ml) HCI soli zliceniny vii (96 mg, 0,144 mmol) sa
spracovava pomocou PyBOP (120 mg, 0,23 mmol) a DIPEA (0,1 ml, 0,576
mmol). Po mie8ani pri teplote okolia pocas 30 minut sa roztok spracovava THF
roztokom (4 ml) obsahujucim zli¢eninu clv (0,288 mmol) a DIPEA (0,2 ml,
1,152 mmol). Reakéna zmes sa mieSa pri teplote okolia cez noc. Reakéna
zmes sa potom zriedi pomocou EtOAc (50 ml) a organicka faza sa potom
premyva NaHCO3 a sofnym roztokom. Organicka faza sa koncentruje vo vakuu
a reziduum sa Cisti chromatografiou na silikagéli (80 % EtOAc/hexan) kvéli

ziskaniu zluc¢eniny clx (113 mg, 89 %).

—

[/N’ H 0 O%N
N]\,(N\/U\H \i OH O Me

o A \)\/U\

-/lu

clx

Priklad medziproduktu 153
ZluCenina clxi

DCM roztok (6 ml) zliceniny vii (140 mg, 0,235 mmol) sa spracovava
pomocou PyBOP (196 mg, 0,376 mmol) pocas 30 minut. Potom sa prida do
vySSie uvedeného roztoku THF roztok (6 ml) ziu€eniny clvii (~ 0,47 mmol) a
DIPEA (0,327 ml, 1,88 mmol). Reakéna zmes sa mieSa pri teplote okolia cez
noc a reakcia sa zastavi vodou (30 minut). Reakéna zmes sa extrahuje
pomocou EtOAc (50 ml). Organicka faza sa premyva NaHCO; a solnym

roztokom. Skombinovaneé vodné vrstvy sa spatne extrahuju pomocou EtOAc
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(30 ml). Skombinované organické fazy sa susia a koncentruju vo véakuu.
Vzniknuté reziduum sa &isti chromatografiou na silikageli (80 - 100 %

EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu zlGeniny clxi (104 mg, 48 %).

E“’\n . \)?\ Nlr ,o%NCQ

N N
° A o ; N Co,Bn
o

FF H

Priklad medziproduktu 154
ZlGcenina clxii

Do DCM roztoku (10 ml) zlageniny cixi (280 mg, 0,304 mmol) sa prida
Cinidlo DMP (193 mg, 0,456 mmol). Reakéna zmes sa miega pri teplote okolia
pocas 3 hodin a reakcia sa zastavi pridanim 10 % Na,SO;. Organicka faza sa
premyva NaHCO; a solnym roztokom. Vysledna organicka faza sa su$i a
koncentruje vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua, ktoré sa &isti chromatografiou na
silikagéli (80 - 100 % EtOAc/hexan) kvoli ziskaniu zlG&eniny clxii (271 mg, 97
%).
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Priklad medziproduktu 155
Zlucenina clxiii

Zlacéenina Ixxxiii (220 mg, 0,43 mmol) sa vyberie v DCM (5 ml). Do DCM
roztoku sa pridd PyBOP (270 mg, 0,51 mmol) a mieSa 5 minat. Do tohto
roztoku sa prida po kvapkach zliCenina xxxvi” (0,51 mmol) v THF (5,1 ml).
DIPEA (0,09 ml, 0,51 mmol) sa prida do reakcnej zmesi a mieSa cez noc pod
dusikovou atmosférou. Nasledujuci defl sa reakéna zmes zriedi EtOAc,
premyva nasytenym NaHCOs, premyva solnym roztokom. Cistenie gradientom

zmesi 70 % az 90 % EtOAc/hexan poskytne zlu€eninu clxiii (180 mg, 56 %).

PTG
0

N
H

0

clxiii

Priklad medziproduktu 156
Zlucenina clxiv

Zluéenina cxxv (2,09 g, 7,4 mmol) sa vyberie vDCM (20 ml). Do tohto
roztoku sa prida PyBOP (4,64 g, 8,9 mmol) a HOBt (1,2 g, 8,9 mmol) a miesaju
sa 5 minat. Vysledna zmes sa ochladi na teplotu 0 °C a potom sa pridaju S-(-)-
a-metylbenzylamin (1,15 ml, 8,9 mmol) a DIPEA (1,55 ml, 8,9 mmol). Reakcna
zmes sa mie$a cez noc so zahriatim na teplotu okolia. Reakéna zmes sa
premyva 0,1 N HCI nasytenym NaHCO3 a solnym roztokom. Cistenie zmesi 30

% EtOAc/hexan poskytne zluceninu cixiv (1,6 g, 56,3 %).
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Priklad medziproduktu 157
ZIucenina xxxvi’

ZlUcenina clxiv (1,48 g, 3,8 mmol) sa hydrogenuje pouzZitim 10 % Pd/C
(300 mg) v MeOH (50 ml). Reakéna zmes sa miea cez noc pod vodikovou
atmosférou. Reakénd zmes sa filtruje cez Celit a koncentruje kvoli ziskaniu

zluceniny xxxvi’ (895 mg, 94,2 %).

Priklad medziproduktu 158
Zlucenina clxvi

Do DCM roztoku (15 mi) zlG¢eniny clxv (2 g, 8,2 mmol) sa

BocHN™ N\ OH

cixy

prida HOAt (1,34 g, 9,84 mmol) a DCC (9,84 ml, 1 M, 9,84 mmol). Po mieSani
pri teplote okolia po¢as 20 minat sa prida do vyssie uvedeného roztoku THF
roztok (9,84 ml) obsahuijtici hydrochlorid metylesteru terc-L-leucinu (9,84 mmol)
a DIPEA (1,72 ml, 9,84 mmol). Potom sa prida pri teplote okolia DMAP (1g, 8,2
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mmol). Reakéna zmes sa miesa pri teplote okolia cez noc. Po Standardnom
vodnom spracovani a chromatografii na silikagéli (20 % EtOAc/hexan) sa ziska

zltéenina clxvi (1,75 g, 58 %).

e

BocHN ,N\i/u‘o’
0 AN
clxvi

Priklad medziproduktu 159
Zlicenina clxvii

Do THF roztoku (35 ml) zlGceniny cixvi (1,75 g, 4,73 mmol) sa prida 4 N
HCI roztok v dioxane (11,8 ml, 47,3 mmol). Reakéna zmes sa mies$a pri teplote
okolia cez noc. V tomto okamihu sa rozpGstadlo odstrani za znizeného tlaku

kvoli ziskaniu surovej zltéeniny clxvii (~ 100 %), ktora sa znova rozpusti v DMF

a pouzije priamo v nasledujucej reakcii.

i 0
HOIHNN Y \(lLo/
o] /V

clxvii

Priklad medziproduktu 160
Zlucenina clxviii
Do DCM roztoku (15 ml) obsahujiceho kyselinu 2-pyrazinkarboxylovu

(447 mg, 3,6 mmol) sa prida PyBOP (1,87 g, 3,6 mmol) a DMF roztok (15 mi)

zludeniny clxvii (811 mg, 3 mmol). Do vyslednej zmesi sa potom prida DIPEA
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(0,63 ml, 3,6 mmol). Reakéna zmes sa miesa cez noc pri teplote okolia a potom
sa reakcia zastavi vodou. Reakéna zmes sa extrahuje pomocou EtOAc.
Organicka vrstva sa premyva sofnym roztokom a koncentruje vo vakuu kvoli
ziskaniu rezidua, ktoré sa Cisti chromatografiou na silikagéli (40 %

EtOAc/hexén) kvéli ziskaniu zlG¢eniny clxviii (0,93 g, 82 %).

Priklad medziproduktu 161
Zluéenina clxix

Do MeOH roztoku (10 ml) zli&eniny clxviii (0,93 g, 2,47 mmol) sa prida 2
N NaOH (3,71 ml, 7,41 mmol). Reakéna zmes sa mie$a pri teplote okolia cez
noc. Potom sa reakéna zmes okysli na pH 3 pouzitim 1 N HCI. Reakéna zmes
sa zriedi EtOAc (75 ml) a premyva vodou a solnym roztokom. Takto ziskana
organicka vrstva sa susi a koncentruje vo vakuu kvoli ziskaniu zldéeniny clxix (~
100 %).
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Priklad medziproduktu 162
Zlicenina clxx

DCM roztok (10 ml) zlaceniny clxix (2,47 mmol) sa spracovava HOAt
(436 mg, 3,21 mmol) a DCC (3,2 ml, 1 M, 3,2 mmol). Po mie3ani pocas 30
minut sa reakéna zmes spracovava THF roztokom (13,6 ml) zlu¢eniny v (499
mg, 2,72 mmol). Po mieSani pri teplote okolia cez noc sa biela pevna latka
(mocovina) odfiltruje. Filtraty sa koncentruji vo vakuu kvoli ziskaniu rezidua,
ktoré sa Cisti chromatografiou na silikagéli kvéli ziskaniu zlGceniny clxx (0,99 g,
76 %).

Priklad medziproduktu 163
Zlu€enina clxxi

EtOH roztok (20 ml) zlaceniny cixx (0,99 g, 1,88 mmol) sa spracovava
pomocou 2 N NaOH (2,81 ml, 5,63 mmol). Po miesani pri teplote okolia cez noc
sa reak¢na zmes okysli na pH 3 pridanim 1 N HCl. Reakcna zmes sa extrahuje
pomocou EtOAc (75 ml). Organicka vrstva sa susi a koncentruje vo vakuu kvl

ziskaniu zla€eniny clxxi (772 mg, 82 %).
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Priklad medziproduktu 164
Zlucenina clxxi

DCM roztok (10 ml) zlaCeniny clxxi (290 mg, 0,58 mmol) sa spracovava
pomocou PyBOP (484 mg, 0,93 mmol). Po mieSani pri teplote okolia pocas 20
minut sa reakéna zmes spracovava THF roztokom (7,5 ml) zlideniny xiii (140
mg, 0,75 mmol), nasledovanym DIPEA (0,13 m!, 0,75 mmol). Po mie$ani cez
noc pri teplote okolia sa reakcia zastavi vodou a reakéna zmes sa extrahuje
pomocou EtOAc. Vysledna organicka vrstva sa premyva solnym roztokom a
susi a koncentruje vo vakuu. Vysledné reziduum sa Gisti chromatografiou na
silikagéli (5 % EtOH/EtOAc) kvoli ziskaniu zluceniny clxxii (290 mg, 75 %).

Priklad medziproduktu 165

Zlucenina clxxiv
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Zlucenina Ixxxiii (600 mg, 1,17 mmol) sa vyberie v DCM (4 ml). Prida sa
PyBOP (670 mg, 1,3 mmol), mieSa sa pat minut a ochladi na teplotu 0 °C.

clxxiii

Do tohto roztoku sa prida po kvapkach zluc¢enina clxxiii (333 mg, 1,3 mmol)
v THF (13 ml). DIPEA (0,23 ml, 1,3 mmol) sa prida do reakénej zmesi a zmes
sa necha zahriat sa na teplotu okolia za mieSania dve noci. Nasledujlci deri sa
reakéna zmes koncentruje a Cisti sa zmesou 2 % EtOH/EtOAc kvoli ziskaniu

surovej zli€eniny clxxiv (900 mg, cez 100 %).

Priklad medziproduktu 166
Zlucenina clxxxv

Zlucenina cxxv (3,01 g, 10,7 mmol) sa vyberie v DCM (30 ml) a teplota
sa znizi na -78 °C. Do tohto roztoku sa pridajiu PyBOP (6,1 g, 11,7 mmol) a
HOBT (1,58 g, 11,7 mmol), nasledované (S)-(+)-1-cyklohexyletylaminom,
zli€eninou clxxv (1,74 mi, 11,7 mmol) a DIPEA (2,1 ml, 11,7 mmol). Vysledna

zmes sa mieSa cez noc pri teplote okolia. Nasledujici def sa reakcna zmes
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zriedi pomocou EtOAc, premyva sa 0,1 N HCI, nasytenym NaHCO; a solnym
roztokom. Produkt sa cisti v 40 % EtOAc/hexan kvéli ziskaniu 2 g (47,8 %)

zluceniny clxxvi.

Priklad medziproduktu 167
Zlucenina clxxiii

Zlucenina clxxvi (2 g, 5,13 mmol) sa hydrogenuje pouzitim 10 % Pd/C
(500 mg) v MeOH (40 ml). Reakéna zmes sa miesa cez noc pod vodikovou

atmosférou. ReakEna zmes sa filtruje cez Celit a koncentruje kvéli ziskaniu

zlG€eniny clxxiii (1,31 g, 99,8 %).

Priklad medziproduktu 168
Zlu€enina clxxix
V gulatej banke sa pod inertnou atmosférou zl(¢enina clxxvii
N
O

)
0:( %-OH

0

0

clxxvii
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[1-benzylester kyseliny (S)—(-)—2-oxo-1,5—imidazolindikarboxylovej] (290 mg, 1,1
mmol) rozpusti v bezvodom DMF (6 ml). Prida sa HOAt (151 mg, 1,2 mmol) a
reakCna zmes sa miesa pri teplote okolia pocas 25 minGt. Reakéna zmes sa
potom ochladi v fadovom kupeli. Potom sa prida DIC (0,2ml, 0,16 g, 1,2 mmol)
s naslednou adiciou zlti&eniny clxxviii (1 mmol, 435 mg) v bezvodom DMF (4
ml). Reakéna teplota sa necha pomaly narast na teplotu okolia a zmes sa
miesa dva dni. Reakéna zmes sa potom vleje do oddelovacieho lievika
obsahujiceho 120 ml EtOAc a premyva sa dvakrat 1 N HCI (50 ml) a raz
sofnym roztokom. Organicka vrstva sa separuje a su$i sa nad MgSO..
Rozpustadlo sa odpari za znizeného tlaku a reziduum sa &isti chromatografiou
na silikageli (naplt v DCM a vymyvanie 30 %, potom 50 % EtOAc/DCM, potom
2 % MeOH/EtOAc) kvdli ziskaniu produktu clxxix (434 mg, 64 %).

Priklad medziproduktu 169
Zli€enina clxxx

Vychodiskovy material cixxix (434 mg, 0,64 mmol) sa rozpusti v dioxane
(6 ml) a 0,5 M vodnom roztoku NaOH (4 ml, 3 ekv.). Reakcia sa necha
prebiehat’ cez noc. TLC v 100 % EtOAc (pouzitim PMA skvrny) ukazuje okrem
ocakavaného kyslého produktu na zadiatku rychlejsi produkt. Reakéna zmes sa

okysli na pH 2 pridanim 1 N HCI a potom sa extrahuje dvakrat pomocou EtOAc.
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Do vodného roztoku sa prida pevny NaCl kvéli ufahéeniu extrakcie. Organické
extrakty sa potom skombinuju, susia sa nad MgSO4 a odparia za zniZeného
tlaku. MS indikuje, ze CBZ skupina sa odstrani hydrolyzou. Vysledna zluéenina

clxxx (kvantitativny vytazok) sa pouzije v dalsom kroku.

0 o
H 7N
o) O 0 o7 "OH

chaxx

Priklad medziproduktu 170
Zlucenina clxxxi

V gulatej banke sa pod inertnou atmosférou zliCenina cixxx (279 mg,
0,54 mmol) rozpusti v bezvodom DMF (6 ml). Prida sa HOAt (82 mg, 0,65
mmol) a reakéna zmes sa miesa pri teplote okolia pogas 25 minat. Reakéna
Zmes sa potom ochladi v ladovom kupeli. Potom sa prida DIC (0,11 ml, 0,65
mmol) s naslednou adiciou zlaCeniny xiii* (0,7 mmol) v bezvodom DMF (4 ml).
Reakc¢na teplota sa necha pomaly narast na teplotu okolia a zmes sa miega
pocas 21 hodin. Reakéna zmes sa potom vleje do oddelovacieho lievika
obsahujuceho 120 ml EtOAc a premyva sa dvakrat 1 N HCI (50 ml) a raz
sofnym roztokom. Organicka vrstva sa separuje, su$i sa nad MgSO,.
Rozpustadlo sa odpari za znizeného tlaku a produkt sa Cisti chromatografiou
na silikagéli (naplfi v DCM a vymyvanie zmesou 50 % EtOAc/hexan, potom 3 %
MeOH/EtOAc, potom 20 % EtOH/EtOAc). Po odstraneni rozpustadla sa
reziduum znova rozpusti v Dri Solv THF a filtruje kvoli odstraneniu vsetkého
silikagélu. Odstranenie rozptstadia potom poskytne zliceninu clxxxi (434 mg,
64 % vytazok).
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elxxxi

Priklad medziproduktu 171
Zla¢enina clxxxiii

V gulatej banke sa pod inerthou atmosférou rozpusti kyselina 6-

hydroxypikolinova

L.

ﬁ COOH

(153 mg, 1,1 mmol) v bezvodom DMF (6 ml). Prida sa HOAt (151 mg, 1,2
mmol) a potom sa reakéna zmes miesa pri teplote okolia po¢as 25 minut.
Reakéna zmes sa potom ochladi v ladovom kipeli. Potom sa prida DIC (0,2 ml,
0,16 g, 1,2 mmol) s naslednou adiciou zluceniny clxxxii (1,0 mmol, 435 mg)
v bezvodom DMF (4 mi).
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Reakéna teplota sa necha pomaly narast na teplotu okolia a zmes sa
miesa dva dni. Reakéna zmes sa potom vleje do oddelovacieho lievika
obsahujiceho 120 ml EtOAc a premyva sa dvakrat 1 N HC| (50 ml) a raz
solnym roztokom. Organicka vrstva sa separuje a su$i sa nad MgSQ,.
Rozpulstadlo sa odpari za znizeného tlaku a produkt sa €isti chromatografiou
na silikagéli (naplfi v DCM, vymyvanie 30 %, potom 50 % EtOAc/DCM a potom
2 % MeOH/EtOAc) kvéli ziskaniu zluCeniny clxxxiii (314 mg, 56 %).

Priklad medziproduktu 172
Zlu€enina clxxxiv

Vychodiskovy material clxxxiii (314 mg, 0,56 mmol) sa rozpusti v dioxane
(5 ml) a 0,5 M NaOH (3,4 ml, 3 ekv.). Reakcia sa necha prebiehat’ cez noc.
TLC so 100 % EtOAc (pouzitim UV) ukazuje upint premenu na pomaly kysly
produkt na zaciatku. Reakéna zmes sa okysli na pH 2 pridanim 1 N HCI a
potom sa extrahuje dvakrat EtOAc. Prida sa pevny NaCl kvoli ulahéeniu
extrakcie. Organické extrakty sa potom skombinuji, susia sa nad MgSO, a
potom odparia za znizeného tlaku kvoli ziskaniu zlu€eniny clxxxiv (0,5 mmol, 89

%), ktora sa pouziva bez Gpravy v dalsom kroku.
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Priklad medziproduktu 173
Zlucenina clxxxv

V gulatej banke sa pod inertnou atmosférou rozpusti kysla zlGCenina
clxxxiv (265 mg, 0,5 mmol) v bezvodom DMF (6 ml). Prida sa HOAt (75,6 mg,
0,6 mmol) a reakina zmes sa miesa pri teplote okolia pogas 25 mindt. Reakéna
zmes sa potom ochladi v fadovom kupeli. Potom sa prida DIC (0,1 ml, 0,6
mmol) s naslednou adiciou zltG&eniny xiii* (0,65 mmol) v bezvodom DMF (4 ml).
Reakéna teplota sa necha pomaly narast na teplotu okolia a zmes sa miesa
pocas 21 hodin. Reakéna zmes sa potom vleje do oddelovacieho lievika
obsahujiceho EtOAc (120 ml) a premyva sa dvakrat 1 N HCI (50 ml) a raz
sofnym roztokom. Organicka vrstva sa separuje, suii sa nad MgSO,.
Rozpustadlo sa odpari za znizeného tlaku a produkt sa &isti chromatografiou
na silikageli (naplii v DCM, vymyvanie 50 % EtOAc/hexan, potom Cisty EtOAc a
potom 4 % MeOH/EtOAc) kvoli ziskaniu produktu, zliCeniny clxxxv (185 mg, 52
%).

PN ]
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(

clxxxv
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Priklad medziproduktu 174
Zlucenina cxxxxiv’

Do roztoku D-alaninu (5 g, 56,1 mmol) v 1 N NaOH (152 ml, 152 mmol)
sa pri teplote 0 °C prida roztok MeOC(O)C] (6,5 ml, 84,2 mmol) v dietylétere (30
ml). Zmes sa mies$a v fadovom kupeli po¢as 3 hodin a potom sa pH upravi na 9
pridanim 1 N NaOH. Po miesani pri teplote okolia 1 hodinu sa zmes premyva
éterom (3 x 50 ml), okysli sa na pH priblizne 2 pridanim 5 N HCI, extrahuje sa
EtOAc (5 x 50 ml). Organické extrakty sa premyvaju vodou, solnym roztokom a
potom suSia (MgSQ,). Rozpuistadio sa odstrani kvéli ziskaniu zlu€eniny cxxxiv,

N-metoxykarbonyl-D-alaninu, vo forme bezfarebného oleja (6,48 g, 79 %).

CXXXjv

Priklad medziproduktu 175
Zlucenina clxxxvi

Roztok N-metoxykarbonyl-D-alaninu (0,193 g, 1,31 mmol) a HOAt (0,177
g, 1,31 mmol) v DCM (10 ml), ochladeny v fadovom kupeli, sa spracovava DCC
(1,31 ml, 1,31 mmol). Po mie§ani v fadovom kipeli po¢as 0,5 hodiny sa prida
roztok pripravenej zlticeniny clxxxii (0,88 mol) v THF (8,8 ml). Zmes sa zahrieva
na teplotu okolia a miesa cez noc, potom sa ochladi v ladovom kupeli a reakcia
sa zastavi nasytenym roztokom NaHCO;. Precipitaty sa filtruju a filtrat sa
vyberie v EtOAc (100 ml). Organicka vrstva sa premyva nasytenym roztokom
NaHCO;, solnym roztokom a potom susi (MgSO.). Po odstraneni rozpustadla

sa reziduum dCisti kolénovou chromatografiou na oxide kremigitom 60 %
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EtOAc/hexan) kvéli ziskaniu zlt€eniny clxxxvi vo forme gumovitej peny (0,321
g, 68 %).

Chxxxvi

Priklad medziproduktu 176
ZliCenina clxxxvii

Do roztoku zlu€eniny clxxxvi (0,321 g. 0,597 mmol) v EtOH (5 ml) sa pri
teplote 5 °C prida 2 N NaOH (1,05 ml, 2,1 mmol). Zmes sa miesa pri teplote
okolia pocas 4 hodin. Roztok sa okysli na pH ~ 2 pridanim 1 N HCI a EtOH sa
odstrani rotacnym odparenim. Zmes sa extrahuje pomocou EtOAc (3 x 30 ml) a
skombinovany extrakt sa premyva solnym roztokom a potom susi (MgS0,).
Rozpustadio sa odstrani a reziduum sa susi vo vakuu kvéli ziskaniu zlGceniny

clxxxvii vo forme gumovite; peny (0,235 g, 77 %).

chexxvii
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Priklad medziproduktu 177
ZlUuCenina clxxxviii

Roztok zligeniny clxxxvii (0,363 g, 0,712 mmol) vDCM (10 ml) sa
ochladi v ladovom kupeli a spracovéva sa PyBOP (0,594 g, 1,14 mmol). Po
miesani pri teplote okolia pocas 0,5 hodiny sa zmes ochladi v ladovom kupeli a
spracovava roztokom zli&eniny xii’ (1,1 mmol) v THF (11 ml) a DIPEA (0,249
ml 1,42 mmol). Zmes sa miesa pri teplote okolia cez noc a reakcia sa zastavi
pridanim roztoku NH,Cl. Rozpustadlo sa koncentruje a zmes sa vyberie
v EtOAC (100 mi). Organicka vrstva sa premyva nasytenym roztokom NaHCO;,
solnym roztokom a potom susi (MgS0y). Po odstraneni rozpustadia sa
reziduum Cisti koldnovou chromatografiou (5 % EtOH, EtOAc) kvéli ziskaniu
clxxxviii (0,341 g, 71 %).

Priklad medziproduktu 178
Zlacenina clxxxix

Diaminopropionova kyselina (3 g, 28,7 mmol) sa vyberie v 1 M NaOH
(86,2 ml, 86,2 mmol) a ochladi sa na teplotu 0 °C a potom sa prida MeOC(O)ClI
(5,54 ml, 71,75 mmol) v Et,0 (25 ml). Vyslednd zmes sa mie$a cez noc za
zahriatia na teplotu okolia. pH reakénej zmesi sa zniZi na 2 a vodna vrstva sa
extrahuje 3x pomocou EtOAc. Extrakty sa skombinuju a susia sa nad Na,SOQ,,

filtruji a koncentruju kvoli ziskaniu zltceniny clxxxix (3,09 g, 48,9 %).
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Priklad medziproduktu 179
Zlucenina cc

Zlugenina clxxxix (340 mg, 1,55 mmol) sa vyberie v DCM (4 ml). Pridaja
sa DCC (1,7 mmol) a HOAt (235 mg, 1,7 mmol), nasledované zlG&eninou clxxxii
(1,7 mmol) v DCM (3,4 ml). Reakéna zmes sa miesa cez noc. Nasledujuci den
sa reakéna zmes filtruje cez vrstvu oxidu kremigitého a koncentruje. Cistenie sa
vykonava v 75 % EtOAc/hexan kvéli ziskaniu zliceniny clxxxx (715 mg, 72,4
%).

Priklad medziproduktu 180
Zlucenina clxxxxi

ZluCenina clxxxx (715 mg, 1,12 mmol) sa hydrolyzuje za $tandardnych
podmienok pouZitim EtOH (4 ml) a 1 N NaOH (3 ekv.) kvoli ziskaniu zlGgeniny
clxxxxi (600 mg, 88,0 %).

PAve el
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Priklad medziproduktu 181
Zlucenina clxxxxii

Zltcenina clxxxxi (550 mg, 0,9 mmol) sa vyberie v DCM (8 ml). Prida sa
PyBOP (675 mg, 1,3 mmol) nasledovany zli&eninou xiii’ (1,3 mmol) v THF (1,3
mil). Prida sa DIPEA (0,23 ml, 1,3 mmol) a vysledny roztok sa miea cez noc.
Nasledujuci den sa reakéna zmes zriedi EtOAc, premyva sa nasytenym
NaHCO3 a potom solnym roztokom pred koncentraciou kvali ziskaniu rezidua.
Vysledné reziduum sa &isti pomocou 5 % EtOH/EtOAc kvéli ziskaniu zlG¢eniny
clxxxxii (290 mg, 41,5 %).
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Priklad medziproduktu 182
ZlG&enina clxxxxiii

Metylester Cbz-cyklohexylglycin-terc-leucinu (7,36 g, 17,6 mmol) sa
hydrolyzuje za $tandardnych podmienok pouzitim MeOH (60 ml) a 1 N NaOH
(52,8 ml, 3 ekv.) kvoli ziskaniu medziproduktu clxxxxiii (92 %).

32069/8



330

Priklad medziproduktu 183
Zlucenina clxxxxiv

Zlucenina clxxxxiii (3,82 g, 9,46 mmol) sa vyberie v DCM (30 ml). Prida
sa DCC (11,35 mmol) v DCM (11,35 ml) s naslednou adiciou HOAt (1,54 g,
11,35 mmol). Vysledna zmes sa miesa pat minGt a prida sa zlugenina v (9,46
mmol) v THF (40 ml). Vysledna zmes sa mie$a cez noc. Nasledujlci defi sa
reakCna zmes zriedi pomocou EtOAG, premyva 1 N HCI, nasytenym NaHCO; a
potom solnym roztokom pred koncentraciou kvéli ziskaniu rezidua. Vzniknuté
reziduum sa ¢isti pomocou gradientu 20 % na 30 % na silikagéli kvéli ziskaniu
zlageniny clxxxxiv (3,03 g, 56,3 %).

|\ oj‘gfn\/‘ih@
oo

choxxiv

Priklad medziproduktu 183
Zlucenina clxxxii

Zlucenina clxxxxiv (3,03 g, 5,33 mmol) sa hydrogenuje pouzitim 10 %
Pd/C (500 mg) v MeOH (30 ml) pod vodikovou atmosférou pogas 4 hodin kvoli

ziskaniu zlaceniny clxxxii (2,3 g, 99 %).

Priklad medziproduktu 184
Zluéenina clxxxxv

Do roztoku kyseliny 1-amino-1-cyklohexankarboxylovej (2,86 g, 20 mmol)
v MeOH (40 ml) sa prida pri teplote 0 °C po kvapkach SOCI; (3 ml). Zmes sa
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pomaly zahrieva na teplotu okolia a potom sa zahrieva na teplotu spatného
toku po€as 5 hodin. Potom sa do &ireho roztoku prida Et;O a precipitat sa
izoluje. Pevna latka sa dalej susi vo vakuu kvéli ziskaniu zlaCeniny clxxxxv (95

%) vo forme bieleho prasku.

0O

choxaxxy

Priklad medziproduktu 185
Zlucenina clxxxxvi

Kyselina 2-pyrazinkarboxylova (1 g, 8 mmol, 1 ekv.) sa rozpusti v DCM
(15 ml) s pridanim HOAt (1,1 g, 8 mmol) a DCC (8 ml, 1M) v DCM. Po miesani
pri teplote okolia pogas 20 minGt sa prida do aktivovanej zmesi zluc¢enina
clxxxxv (1,3 g, 8 mmol). Nasledne sa prida DIPEA (2 ml, 12 mmol), nasleduje
DMAP (1,5 g, 12 mmol). Po miedani tri dni pri teplote okolia sa reakéna zmes
filtruje cez Celit, koncentruje a poZadovany produkt clxxxxvi sa &isti kolénovou
chromatografiou (50 % EtOAc/hexan) na Zlty olej (2,1 g, 100 %).

N\
i
Q

clxxxxvi
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Priklad medziproduktu 186
Zlu¢enina clxxxxvii

Zlacenina clxxxxvi (1,06 g, 2,6 mmol) sa rozpusti v MeOH (30 ml) s
pridanim 2 N NaOH (vodny) (12 ml, 24 mmol). Roztok sa miesa pri teplote
okolia cez noc pred tym, ako TLC (50 % EtOAc/hexan) ukazuje skong&enie
hydrolyzy. Roztok sa potom okysli na pH 3 pridanim 5 N HCl a zriedi sa EtOAc
a nasleduje extrakcia organickej vrstvy. Organicka vrstva sa nasledne premyva
solnym roztokom a susi nad MgSO, kvéli ziskaniu zlG¢eniny clxxxxvii (84 %) po

koncentracii.

OUS
N ] OH
O

chocexvii

Priklad medziproduktu 187
Zlacenina chxxxxxviii

Zlacenina clxxxvii (1,6 g, 6,4 mmol) sa rozpusti v DCM (18 ml) a potom
sa pri teplote okolia pridaju HOAt (0,96 g, 7 mmol) a DCC (7 ml, 1 M v DCM).
Po miesani pri teplote okolia podas 20 minut sa prida do aktivovanej zmesi
hydrochlorid metylesteru L-terc-leucinu (7 ml, 1 M v THF). Nasledne sa prida
DIPEA (1,2 ml, 7 mmol), nasleduje DMAP (1,2 g, 9.8 mmol). Po miesani tri dni
pri teplote okolia sa reakéna zmes filtruje cez Celit, &isti kolénovou
chromatografiou a koncentruje kvéli ziskaniu zliCeniny chxxxxviii (60 %
EtOAc/hexan) vo forme bielej pevnej latky (1,74 g, 72 %).
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Priklad medziproduktu 188
ZlGEenina cic

Zlu¢enina choxxviii (1,74 g, 4,6 mmol) sa rozpusti v MeOH (22 mi)
s pridanim 2 N NaOH (vodny) (7 ml, 14 mmol). Roztok sa miesa pri teplote
okolia cez noc pred tym, ako TLC (50 % EtOAc/hexan) ukazuje skondenie
hydrolyzy. Roztok sa okysli na pH 3 pridanim 5 N HC| a zriedi pomocou EtOAc
a potom sa organicka vrstva extrahuje. Organicka vrstva sa premyva solnym

roztokom a susi sa nad MgSO, a potom kancentruje kvéli ziskaniu zlu€eniny cic
(100 %).

e

Priklad medziproduktu 189
Zlucenina cc

Do DCM roztoku (15 ml) zlugeniny cic (1,5 g, 4,1 mmol) sa pri teplote
okolia pridd HOAt (610 mg, 4,5 mmol), nasledovany 1 M DCC roztokom v DCM
(4,5 ml, 4,5 mmol). Po miesani pogas 30 minut pri teplote okolia sa potom prida

THF roztok (20 ml, 0,2 M) zlG&eniny v (4 mmol). Reakéna zmes sa miesa pri
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teplote okolia cez noc. Potom sa reakéna zmes filtruje cez Celit. Filtrat sa
koncentruje na Zlty olej, ktory sa gisti chromatografiou na silikagéli (50 %

EtOAc/hexan) kvali ziskaniu zliceniny cci (660 mg, 32 %).
N &
(AL
AN N
A )
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Priklad medziproduktu 190
Zlucenina cci

Do EtOH roztoku (6 ml) zlGgeniny cc (600 mg, 1,13 mmol) sa prida 2 N
NaOH (1,7 ml, 3,4 mmol). Reakéna zmes sa miesa pocas 2 hodin pri teplote
okalia, potom sa okysli na pH 3 pridanim 5 N HCl. Zmes sa potom zriedi
pomocou EtOAc, nasleduje extrakcia organickej vrstvy. Nasledne sa organicka
vistva premyva sofnym roztokom a potom susi nad MgSO, kvéli ziskaniu

zluceniny cci (92 %) po koncentracii.

N\ 0 e -“\\7
[ I IS
N N
¢} o o7 ~OoH
ccl

Priklad medziproduktu 191
Zlucenina ccii
Do DCM roztoku (8 ml) ccii (310 mg, 0,62 mmol) sa prida PyBOP (420

mg, 0,8 mmol). Roztok sa miesa pri teplote okolia po¢as 30 minGt. Do tohto
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roztoku sa potom prida zliéenina xiii’ (8 ml, 0,1 M) v THF, s naslednou adicioy
DIPEA (0,23 ml, 1,3 mmol). Reakéna zmes sa mieda pri teplote okolia cez noc
a potom sa reakcia zastavi vodou (25 ml) pocas 30 minut. Zmes sa potom
extrahuje pomocou EtOAc. Vysledna organicka vrstva sa premyva solnym
roztokom a potom sa susi nad MgSQ, pred koncentraciou kvali ziskaniu Zltého
oleja. Cistenie chromatografiou na silikagéli (3 % EtOH/EtOAc) poskytne
zlu€eninu ccii (140 mg, 33 %).

Priklad medziproduktu 192
Zlacenina cexiv

Do roztoku zl&eniny cciii, terc-butylesteru (N-difenylmetylén)-glycinu (6
g, 0,0206 mmol) a chiralneho PTC (1,08 g, 0,00206 mmol) v bezvodom DCM
(48 ml) sa pod dusikovou atmosférou pri teplote -60 °C prida CsOHC.H,0 (6,9
9, 0,0412 mmol). Do reakénej zmesi sa prida po kvapkach metylester 1-
karboxy-1-cyklopenténu (5,2 ml, 0,0412 mmol) v 10 ml DCM. Zmes sa miesa
pocas 4 dni pri teplote -60 °C, potom sa zriedi pridanim 200 ml Et,0 a prida sa
15 ml nasyteného vodného roztoku NH,CI. Fazy sa separuju a organicka faza
sa premyva 15 ml vody a 15 ml solného roztoku. Vodné fazy sa extrahuju 100
ml Et,0. Organické fazy sa spoja a susia sa nad Na;SO4. Surovy produkt sa
ziska odstranenim rozpustadla, rozpustenim v 100 mi EtOH a potom sa pridaju
NH,OHHCI (1,43 g, 0,0206 mmol) a NaOAc (1,68 g, 0,0206 mmol). Zmes sa
zahrieva na teplotu spatného toku pocas 48 hodin. Potom sa rozputadio

odstrani a ziskané surové reziduum sa priamo Cisti okamZitou chromatografiou
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S vymyvanim zmesou 30 % - 50 % EtOAc/hexan kvoli ziskaniu zla&eniny cciv

(65 %) vo forme bielej pevnej latky.
C12H1gNO3 molekulova hmotnost = 225,29:
MS: m/z (M+ + 1) = 226 5.

Enantiomérny prebytok: 18 % ee, urcené chiralnou HPLC.

2N

0% ‘N’\\COEt-Bu
1
H
cciv

Priklad medziproduktu 193
Zlucenina ccv

Do roztoku zlugeniny cciv (2 g, 0,0088 mmol) v 60 ml ACN sa prida
katalytické mnozstvo DMAP (0,216 g, 0,0017 mmol) a roztok di-terc-butyl-
dikarbonatu (2,49 g, 0,011 mmol) v 30 ml ACN. Zmes sa miesa po&as 14 hodin
pri teplote okolia, potom sa zriedi pridanim 100 ml DCM a premyva nasytenym
NaHCO; (10 ml) a solnym roztokom (10 mi). Organicka faza sa su$i nad
Na;SO;. Odparenie rozplstadia poskytne surovy produkt, ktory sa cisti
v silikagélovej kolone s vymyvanim zmesou 15 % EtOAc/hexan kvoli ziskaniu

zlieniny ccv (86 %) vo forme bielej pevne;j latky.
C17H27NOs molekulova hmotnost = 325,40;

MS: miz (M+ + 1) = 326,2.
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Priklad medziproduktu 194

Zlucenina cevi

Do roztoku zli¢eniny cev (1,7 g, 0,0052 mmol) v 50 ml THF (0,14 M) sa
pri teplote -78 °C prida DIBAL-H (7,8 ml, 0.0078 mmol). Zmes sa mieda 1
hodinu, potom sa prida 10 ml MeOH. Zmes sa zriedi pridanim 25 ml EtOAc a
25 ml nasyteného vodného roztoku vinanu sodného a potom sa miesa pri
teplote okolia jednu hodinu. Fazy sa separuju a vodna faza sa extrahuje raz
pomocou 50 ml EtOAc. Organické fazy sa skombinuju a susia sa nad Na,SO,.
Odparenie rozptstadla poskytlo surové reziduum, ktoré sa pouziva bez
akéhokolvek &istenia. Sﬁrové latka sa rozpusti v 25 mi DCM, prida sa Et;Sj
(0.84 ml, 0,0052 mmol) a potom sa zmes ochladi na teplotu -78 °C pred
pridanim po kvapkach BF;OEt, (0,71 ml, 0,0061 mmol). Po 30 minGtach sa
pridaju Et3Si (0,84 ml) a BF;0Et, (0,71 ml) a zmes sa miesa podas 2 hodin pri
teplote -78 °C. Reakcia sa potom zastavi nasytenym vodnym NaHCOs (10 mi)
a extrahuje sa DCM (dvakrat 20 ml). Organické fazy sa skombinuji a susia sa
nad Na,SO,. Odparenie rozpistadla poskytne surové reziduum, ktoré sa g&isti
okamzitou chromatografiou s vymyvanim zmesou 13 % EtOAc/hexan kvéli

ziskaniu zlugeniny ccvi %).
C17H2eNO4 molekulova hmotnost = 311 ,42:

MS: m/z (M+ + 1) = 312,6.

N” "CO,-Bu

B8OC
cevi
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Priklad medziproduktu 195
Zlu€enina cevii

Zlacenina cevi (0,5 g, 0,0016 mmol) sa rozpusti v 8 mi 1 N HCl v EtOAc
(pripraveny prebublavanim bezvodého HCI do bezvodého EtOAc a potom
zriedenim na 1 N dodatoénym EtOAc). Zmes sa miesa pocas 6 hodin pri
teplote okolia. Rozpustadlo sa odstrani vo vakuu a vysledny precipitat sa
rozpusti Et,0. Po mieSani zmesi pocas 15 minat sa rozpustadlo odstrani za
znizeného tlaku. Vysledna biela pevna latka sa premyva Et,0 a zlG&enina cevii
(0,27 g, 80 % vytazok) sa izoluje filtraciou.

C12H21NO, molekulova hmotnost = 21 1,15;

MS: m/z (M+ + 1) = 2126,

&CO,_,?—BU

N
HeHCH
cevii

Priklad medziproduktu 196
Zluéenina v

Do roztoku zlugeniny ccxvi (0,230 g, 0,74 mmol) v DCM (3,7 ml) sa prida
TFA (2,85 ml). Zmes sa mie3a cez noc, potom sa rozpustadlo odstrani vo
vakuu do sucha a reziduum sa rozpusti v EtOH (7,5 ml). Zmes sa ochladi na
teplotu 0 °C a prida sa po kvapkach SOCI, (0,22 ml, 2,96 mmol) a potom sa
zmes zahrieva na teplotu spatného toku poéas 2 hodin. EtOH sa odstrani za
znizeného tlaku a reziduum sa rozpusti v DCM (10 ml). Vysledny roztok sa
premyva dvakrat nasytenym vodnym roztokom NaHCOz (5 ml). Fazy sa

separuju a organicka faza sa susi nad Na,SO; a rozpustadlo sa odstrani vo
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vakuu kvéli ziskaniu zluceniny v (80 %) vo forme oleja.
C10H17NO2 molekulova hmotnost = 183,25;

MS: m/z (M+ + 1) = 184,2.

Priklad medziproduktu 197
Zlucenina cd

1-benzylimidazol (6 g, 37,9 mmol) sa vyberie v Et;O (180 ml). Vysledny
roztok sa ochladi na -60 °C a spracovava sa n-BuLi (1,6 M, 24 ml). Reaké&na
zmes sa mieSa pocCas 30 minut a potom sa CO; prebublava zmesou poéas 15
minut. Precipitat sa filtruje, preplachuje Et,0 a potom sa vyberie v H,0. Tento
vodny roztok sa okysli na pH 3 pridanim 5 N HCI. Pozadovany produkt, cd, sa

izoluje po lyofilizacii vo forme bielej pevnej latky.

Priklad medziproduktu 198
Zlu€enina cdi

DCM roztok (100 ml) zlG€eniny i (9,25 g, 27,9 mmol) sa spracovava pri
teplote 0 °C pomocou DAST (9,2 ml, 69,8 mmol). Po mieSani pri teplote okolia
cez noc sa reakcia zastavi pomocou ladu a zmes sa extrahuje DCM (200 ml).
Organicka vrstva sa premyva sofnym roztokom a koncentruje vo vakuu.
Reziduum sa d&isti chromatografiou na silikagéli (30 % EtOAc/hexan) kvoli

ziskaniu 8,5 g (86 %) pozadovaného fluérovaného medziproduktu. Cast tohto
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medziproduktu (4,5 g, 14,2 mmol) sa rozpusti v EtOH (75 ml). Tento roztok sa
vystavi Standardnym hydrogenaénym podmienkam pouzitim Pd(OH),/C (2,98 g,
20 % obsah Pd, 4,26 mmol). Po miesani cez noc pri teplote okolia sa reakéna
zmes filtruje cez Celit. Filtraty sa koncentruja vo vakuu kvéli ziskaniu zluCeniny
cdi (2,59, 96 %).

Priklad medziproduktu 199
ZlOcenina cdii

Do roztoku zli¢eniny cd (890 mg, 4,4 mmol) vybranej v DCM (15 ml) sa
pridaju HOBT (595 mg, 4,4 mmol) a DCC (4,4 mmol, 1 M v DCM) a zmes sa
mieSa 20 minlt. Do tejto zmesi sa prida DCM roztok (15 ml) zlugeniny Ixxix”
(990 mg, 3,5 mmol). Vysledna zmes sa mie$a cez noc pod dusikovou
atmosférou. Reakéna zmes sa zriedi pomocou EtOAc, premyva sa nasytenym
NaHCO; a solnym roztokom. Organicka vrstva sa koncentruje vo vakuu kvdli
ziskaniu rezidua, ktoré sa &isti vzmesi 30 % EtOAc/hexan kvoli ziskaniu

zluCeniny cdii (666 mg, 41 %).

Qg'{/%\/\g\\io,’

cdii
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Priklad medziproduktu 200
Zlucenina cdiii
ZluZenina cdiii sa pripravi zo zlu¢eniny cdii za Standardnych podmienok

hydrolyzy pouzitim metylalkoholu (10 mi) a 1 N NaOH (3 ekv.). Ziska sa 565 mg

zluceniny cdiii (88 %).

O H 0
d

cdiii
Priklad medziproduktu 201
Zlucenina cdiv

Zlicenina cdiii (1,24 mmol) sa vyberie v DCM (5 ml). Prida sa DCC (1,6
mmol, 1 M DCM) nasledovany HOAT (1,6 mmol).

Vysledna zmes sa miesa 20 minat a zlu¢enina cdi (1,6 mmol) sa prida po

kvapkach v THF (8 ml). Reakéna zmes sa mieSa cez noc. Reakéna zmes sa
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filtruje a preplachuje EtOAc. Skombinované organické vrstvy sa premyvajl
nasytenym NaHCOs, sofnym roztokom, sugia sa nad MgSO, a koncentrujq.
Cistenie sa vykonava v zmesi 30 % EtOAc/hexan kvdli ziskaniu zluCeniny cdiv
(565 mg, 70 %).

cdiv

Priklad medziproduktu 202-cdv

Zlucenina cdv (565 mg, 0,86 mmol) sa pripravi zo zluCeniny cdiv za
Standardnych podmienok hydrolyzy pouzitim etylalkoholu (10 mi) a 1 N NaOH
(3 ekv.). Ziska sa 490 mg (91 %) zliceniny cdv.

Ny Q(\ibl:
TaR P&

cadv

Priklad medziproduktu 203-cdvi

Zlacenina cdv (490 mg, 0,78 mmol) sa vyberie v DCM (10 ml). Do DCM
roztoku sa prida PyBOP (520 mg, 1 mmol), nasleduje THF roztok (10 ml) xiii
(186 mg, 1 mmol). Do reakénej zmesi sa prida DIEA (0,18 ml, 1 mmol) a zmes
sa mie$a cez noc pod dusikovou atmosférou. Nasledujici deri sa reakéna zmes
zriedi EtOAc, premyva nasytenym NaHCO; a sofnym roztokom. Cistenie sa
vykonava v 100 % EtOAc kvdli ziskaniu zluceniny cdvi (478 mg, 77 %).
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cdvi

Priklad medziproduktu 204-cdvii

Zlugenina cdvi (478-mg, 0,6 mmol) sa hydrogenuje pouzitim Pd(OH)./C
(20 % bezvoda baza, 100 mg) v MeOH (40 ml). Reakéna zmes sa mieSa cez
noc pod vodikovou atmosférou. V tomto okamihu sa reakéna zmes filtruje cez

Celit a koncentruje kvoli ziskaniu zluCeniny cdvii (417 mg, 98 %).

Q\NHO N\/U\(z P A

cdvii

Priklad medziproduktu 205-cdx

Zlugenina cxxv (zakupena od spolo¢nosti Albany Molecular Research
Inc., 1,5 g, 5,2 mmol) sa vyberie v DCM (15 ml). Do tohto roztoku sa pridajt
PyBOP (2,7 g, 5,2 mmal) a HOBT (700 mg, 52 mmol). THF roztok (15 ml) (-)-
o-(4-pyridyl)etylaminu (640 mg, 5,2 mmol) sa prida do vyssie uvedengho
roztoku, nasledovany DIEA (0,93 ml, 5,2 mmol). [(-)-a-(4-pyridyl)etylamin sa
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ziska z vinanovej soli (-)-a-(4-pyridyl)etylaminu (Aldrich) miedanim s 1 N NaOH
(2 ekv.) 1 hodinu nasledovanym extrakciou pomocou EtOAc (3x) 70 % zisk).
Reakina zmes sa miesa cez noc pri teplote okolia. Reakéna zmes sa premyva
nasytenym NaHCO; a solnym roztokom. Produkt sa &isti vzmesi 5 %

EtOH/EtOAC kvdli ziskaniu 2 g (99 %) medziproduktovej zIGéeniny cdx.

Priklad medziproduktu 206-cduviii

Zlugenina cdx (2 g, 5,2 mmol) sa hydrogenuje pouzitim 10 % Pd/C (500
mg) vMeOH (50 ml). Reakénd zmes sa mieSa cez noc pod vodikovou
atmosférou. Produkt sa filtruje cez Celit a koncentruje kvéli ziskaniu zlaéeniny
cdviii (1,3 g, 98 %).

2N

Ol—'lH

cdviii

Farmakologia

Zluceniny podfa predloZzeného vynalezu sa opisali vy$Sie ako pouziteiné

na inhibiciu HCV protedzy, a teda ich moZno pouzit na inhibiciu HCV replikacie.
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V sulade stym sa predloZzeny vynalez tyka spdsobu inhibicie HCV
proteazy, zahriujucej kontakt zliCeniny vSeobecného vzorca 1 v mnozstve
umoznujicom inhibiciu HCV proteazy s kompoziciou obsahujicou HCV

proteazu.

Predlozeny vynalez sa dalej tyka spésobu inhibicie replikacie HCV
zahriujucej kontakt HCV s U¢innym mnozstvom zliéeniny véeobecného vzorca
1.

PredloZzeny vynalez sa okrem toho dalej tyka spdsobu liecby pacienta
trpiaceho alebo vystaveného HCV infekcii, ktory zahriiuje podavanie pacientovi
farmaceuticky u¢inného mnozstva zlGéeniny véeobecného vzorca 1. Referencie
uvedené tu a tykajuce sa lieCby HCV infekcie by sa mali chapat tak, Ze
zahrnuju profylakticku terapiu na prevenciu alebo inhibiciu infekcie rovnako tak
ako lieCbu vzniknutej akutnej alebo chronickej HCV infekcie alebo
fyziologickych stavov, suvisiacich s HCV infekciou, na vylie¢enie pacienta od
infekcie, inhibiciu istého stupia (mnozstva) infekcie alebo zlep$enie
fyziologickych stavov s fiou sivisiacich. "U&inné mnoZstvo” sa chape ako
mnozstvo zltceniny podla predloZzeného vynalezu, G¢inné vramci rozumne;
biologickej uvahy, vhodné na pouZitie v kontakte s bunkami ¢loveka a dalSich
cicavcov bez nepatriCnej toxicity, podrazdenia, alergickej odozvy a podobne a
prinasa rozumny pomer priaznivého pdsobenia a rizika pri liecbe HCV infekcie,

a tym vytvara pozadovany terapeuticky ucinok.

Fyziologické stavy uvedené vy$Sie zahriiuju niektore, ale nie vsetky,
mozné klinické situacie, v ktorych je Ziaduca lieéba HCV. Odbornici v tomto

odbore su si dobre vedomi okolnasti vyzadujucich liecbu HCV.

Konkrétny aspekt predloZzeného vyndlezu sa tyka zluenin podla
predlozeného vynalezu na podavanie vo forme farmaceutickej kompozicie, i
ked zli¢enina sa mdze podavat samotna. "Farmaceuticka kompozicia”
znamena kompoziciu obsahujicu zlugeninu v8eobecného vzorca 1 a aspon
jednu zlozku, zvolenu zo sUboru, zahriujiceho farmaceuticky prijatefné nosice,
riedidla, povlaky, adjuvans, excipienty, alebo vehikula, ako su konzervacné

¢inidla, pinidla, dezintegracéné Cinidla, zmacacie Cinidla, emulzifikacné Cinidla,
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Cinidla na stabilizaciu emulzie, suspenzné ¢inidla, izotonické &inidla, sladidla,
chutove Cinidla, parfumacné cinidla, farbiva, antibakterialne &inidla,
antifungalne Cinidla, dalSie terapeutické Cinidla, lubrikaéné &inidla, &inidla
spomalujuce alebo podporujuce adsorpciu a dispenzné &inidla, v zavislosti od
spbsobu podavania a davkovych foriem. Kompozicie sa mdzu pouZivat vo
forme tabliet, piluliek, granul, praskov, vodnych roztokov alebo suspenzii,
injektovatefnych roztokov, elixirov alebo sirupov. Priklady suspenznych ¢&inidiel
zahriuju etoxylované izostearylalkoholy, polyoxyetylénsorbitol a sorbitanové
estery, mikrokrystalickt celulézu, metahydroxid hlinity, bentonit, agar-agar a
tragant alebo zmesi tychto latok. Priklady antibakterialnych a antifungalinych
Cinidiel na prevenciu pésobenia mikroorganizmov zahrfiuji  parabény,
chlérbutanol, fenol, kyselinu sorbovi a podobne. Priklady izotonickych Cinidiel
zahrfiuju cukry, chlorid sodny a podobne. Priklady ¢&inidiel oneskorujlcich
adsorpciu na prediZenie adsorpcie zahriiuji monostearan hlinity a Zzelatinu.
Priklady cCinidiel podporujucich adsorpciu na zosilnenie absorpcie zahriuju
dimetylsulfoxid a pribuzné analogy. Priklady nosiGov, riedidiel, rozpustadiel,
vehikul, solubilizacnych c&inidiel, emulzifikatorov a emulznych stabilizatorov
zahruju vodu, chloroform, sacharézu, etanol, izopropylalkohol, etylkarbonat,
etylacetat, benzylalkohol, tetrahydrofurfurylalkohol, benzylbenzoat, polyoly,
propylénglykol, 1,3-butylénglykol, glycerol, polyetylénglykoly, dimetylformamid,
Tween® 60, Span® 80, ketostearylalkohol, myristylalkchol, glyceryl mono-
stearat a laurylsulfat sodny, estery mastnych kyselin, sorbitan, rastlinné oleje
(ako je olej z bavinikovych semien, podzemnicovy olej, kukurié¢ny olej, olivovy
olej, ricinovy olej a sezamovy olej) a injektovateiné organické estery ako je

etyloleat a podobne alebo vhodné zmesi tychto latok.

Priklady excipientov zahrnuji laktozu, mlie€ny cukor, citrat sodny,
uhliéitan vapenaty, fosforeénan vapenaty. Priklady dezintegracnych cinidiel
zahriiuju Skrob, alginové kyseliny a isté komplexné silikaty. Priklady lubrikantov
zahriuju stearan horec¢naty, laurylsulfat sodny, mastenec rovnako ako

polyetylénglykoly s vysokou molekulovou hmotnostou.
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Dal$ie terapeutické Ginidla, ktoré sa moézu pouzit v kombinacii so
zlu¢eninami podla predlozeného vynalezu, zahriuju dalSie Cinidla s G€inkom
proti HCV. Niektoré priklady znamych Cinidiel s u€inkom proti HCV zahriuja
imunomodulaéné ¢inidla, ako su «-, pB- alebo y-interferény; pegylované
derivatizované interferony-a, dalSie protivirusové ¢inidia ako je ribavirin a
amantadin; dalSie inhibitory protedzy hepatitidy C; inhibitory dalSich ciefov
Zivotného cyklu HCV vratane helikazy, polymerazy, metaloprotedzy, vnatorné
ribozOmové vstupy alebo Sirokospektralne protivirusové zlGéeniny ako je
VX497, inhibitor bunkovej inozin monofosfat dehydrogenazy, IMPDH, ktorého
sa tyka US patent ¢. 5,807,876; alebo ich kombinacie. Terapeutické &inidla,
ktoré sa pouzivaju v kombinacii so zluéeninami podla predloZzeného vynalezu,

sa mozu podavat oddelene, sticasne alebo postupne.

Volba materidlov vo farmaceutickej kompozicii, inych ako je zlicenina
véeobecného vzorca 1, sa v§eobecne uréi v sulade s chemickymi vlastnostami
udinnej zluceniny ako je rozpustnost, konkrétny spdsob podavania a opatrenia,
ktoré sa maju dodrziavat vo farmaceutickej praxi. Napriklad excipienty ako je
laktdza, citrat sodny, uhlicitan vapenaty, fosfore€nan vapenaty a dezintegracné
¢inidla ako je $krob, alginové kyseliny a isté komplexné silikaty skombinované
s lubrikantmi ako je stearan hore¢naty, laurylsulfat sodny a mastenec sa mdzu

pouzit na pripravu tabliet.

Farmaceutické kompozicie sa moZu pouzivat vo vybranych formach ako
su tablety, pilulky, granuly, prasky, vodné roztoky alebo suspenzie,

injektovatelné roztoky, elixiry alebo sirupy.

"Kvapalna davkova forma” znamena davku U(cinnej zliCeniny na
podavanie pacientovi, ktord je v kvapalnej forme, napriklad farmaceuticky
prijatelné emulzie, roztoky, suspenzie, sirupy a elixiry. Okrem ucinnych zlucenin
méze kvapalna davkova forma obsahovat inertné riedidla bezne pouzivane v

odbore, ako rozpustadla, solubilizacné ¢inidla a emulzifikatory.

Pevné kompozicie sa mozu tiez pouzit ako naplne v makkych a tvrdych
Zelatinovych kapsulach s pouzitim takych excipientov ako je laktoza alebo

mlie¢ny cukor rovnako tak ako polyetylénglykoly s vysokou molekulovou
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hmotnostou a podobne.

Pokial sa pouzZiju vodné suspenzie, mbézu obsahovat emulzifikacné

Cinidla alebo ¢inidla, ktoré ulahc¢uji vytvaranie suspenzie.

Olejovitd faza emulzie farmaceutickej kompozicie méze pozostavat zo
znamych zloziek znamym spdsobom. | ked faza moze obsahovat len
emulzifikator (inak znamy ako emulgator), je Ziaduce, aby obsahovala zmes
aspon jedného emulzifikatora s tukom alebo olejom alebo siasne s tukom a
olejom. Vyhodne emulzia obsahuje hydrofilny emulzifikator spolu s lipofilnym
emulzifikdtorom, ktory posobi ako stabilizator. Je tieZz vyhodné zahrnit sicasne
olej a tuk. Emulzifikator alebo emulzifikatory s alebo bez stabilizatora alebo
stabilizatorov vytvaraju emulzifikatny vosk a tie spoloéne s olejom a tukom
vytvaraji emulzifikatny mastovy zaklad, ktory tvori olejovitt dispergovanu fazu

krémovych pripravkov.

Ak sa to poZaduje, vodna faza krémového zakladu mdze obsahovat
napriklad aspof 30 % hmotn. polyhydrického alkoholu, to znamena alkoholu,
ktory ma dve alebo viacero hydroxylovych skupin, ako je propylénglykol, butan-
1,3-diol, manitol, sorbitol, glycerol a polyetylénglykol (vratane PEG 400) a ich
zmesi. Je Ziaduce, aby topické pripravky obsahovali zlu€eninu, ktora zlepsuje
absorpciu alebo penetraciu Ucinnej zlozky pokozkou alebo dalSimi dotknutym

oblastami.

Volba vhodnych olejov alebo tukov pre pripravok je zaloZzena na
dosiahnuti poZzadovanych kozmetickych vlastnosti. Krém by preto vyhodne
nemal byt mastny, nemal by vytvarat Skviny a mal by byt umyvatelny

s vhodnou konzistenciou kvoli zabraneniu Uniku z tib a dalSich obalov.

Mbzu sa pouzit mono- alebo dibazické alkylestery s priamym alebo
rozvetvenym retazcom ako je diizopropyl-myristat, decyl-oleat, izopropyl-
palmitat, butyl-stearat, 2-etylhexyl-palmitat alebo zmes esterov s rozvetvenym
retazcom znama ako Cromadol CAP. Tieto latky sa mdzu pouzit samotne
alebo v kombinacii v zavislosti od pozadovanych vlastnosti. Alternativne sa

moZu pouzit lipidy s vysokou teplotou topenia, ako je biely makky parafin
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alalebo kvapalny parafin alebo dalSie mineraine oleje.

Vpraxi sa moézu zlaCeniny/farmaceutické kompozicie podla
predloZzeného vynalezu podavat vo vhodnom pripravku fudom a zvieratam
topickym alebo systémovym podavanim, ktoré zahriiuje podavanie oraline,
inhalaéné, rektalne, nazalne, bukalne, sublingudlne, vaginalne, rektalne,
parenteralne (do toho poéitajic podavanie subkutanne, intramuskularne,
intravendzne, intradermalne, intratekalne a epidurélne), intracisternalne a
intraperitonealne. Je zrejmé, Ze vyhodny spdsob podavania sa méze menit

napriklad v zavislosti od stavu prijemcu.

"Farmaceuticky prijatelné davkové formy" oznacuji davkové formy
zlucenin podfla predloZzeného vynalezu a zahriuju napriklad tablety, drazé,
prasky, elixiry, sirupy, kvapalné pripravky vratane suspenzii, sprejov,
inhalaCnych tabliet, pastiliek, emulzii, roztokov, granul, kapsul a &apikov,
rovhako tak ako kvapalné pripravky pre injekcie, vratane lipozémovych
pripravkov. Sposoby a pripravky vSeobecne sa mézu zistit v Remington’s

Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton PA, posledné vydanie.

"Pripravky vhodné na oralne podavanie” sa mézu podavat' ako diskrétne
jednotky ako su kapsuly, tobolky alebo tablety, kazda obsahujica vopred
urené mnozstvo GcCinnej zlozky; vo forme prasku alebo granul; ako roztok
alebo suspenzia vo vodnej kvapaline alebo bezvodej kvapaline; alebo ako
kvapalna emulzia typu olej vo vode alebo kvapalnd emulzia typu voda v oleji.

Uginna zlozka sa méze tiez podat ako bolus alebo pasta.

Tableta sa méze vyrobit' lisovanim alebo odlievanim, pripadne s jednou
alebo viacerymi dodatoénymi zloZkami. Lisované tablety sa moézu pripravit
vo vhodnom stroji lisovanim Géinnej zlozky v sypkej forme, ako je prasok alebo
granula, pripadne zmie8anej s vazbovym cinidlom, lubrikantom, inertnym
riedidlom, konzervaénym cinidlom, povrchovo aktivnym alebo disperznym
Cinidlom. Odlievané tablety sa mdzu vyrobit vo vhodnom stroji odlievanim
zmesi praskovej zluceniny zvih€enej inertnym kvapalnym riedidlom. Tablety sa
mozu pripadne potahovat alebo ryhovat a mdzu sa upravit na ziskanie

pomalého alebo riadeného uvolhovania ucinnej zlozky.
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Pevné kompozicie na rektadlne podavanie zahrfiuji &apiky vyrobené
znamymi spdsobmi a obsahujtice aspoii jednu zli¢eninu podla predioZzeného
vynalezu.

Ak sa to pozaduje a kvoli GginnejSej distriblcii sa mdzu zludeniny
mikroenkapsulovat do alebo na systémy na pomalé uvolfiovanie alebo cielené
podavanie, ako s biologicky zligitelné a biologicky degradovatelné
polymerizatné matrice (napriklad poly(d,1-laktid ko-glykolid)), lipozémy a
mikrosféry a subkutdnne alebo intramuskularne injektované spdsobom
nazyvanym subkutanny alebo intramuskularny depot kvéli  ziskaniu
kontinualneho pomalého uvolfiovania zltéeniny alebo zligenin podas dvoch
tyZzdnov alebo dlhsie. ZlGc¢eniny sa mézu sterilizovat, napriklad filtraciou cez
filter zadrZiavajlci baktérie alebo zabudovanim sterilizadnych &inidiel vo forme
steriinych pevnych kompozicii, ktoré sa mézZu rozpustit' v sterilnej vode alebo
v niektorom inom sterilnom injektovatelnom médiu bezprostredne pred
pouzitim.

"Pripravky vhodné na nazalne alebo inhalacné podavanie” znamenaiju
pripravky, ktoré su vo forme vhodnej na podavanie nazalne alebo inhalaciou
pacienta. Pripravok m6Ze obsahovat nosi¢ v praskovej forme, ktory ma velkost
Castic napriklad v rozmedzi od 1 do 500 mikrénov (do toho pogitajic velkost
Castic v rozmedzi medzi 20 a 500 mikrénmi s prirastkami po 5 mikrénoch, ako
je 30 mikrénov, 35 mikrénov a podobne). Vhodné pripravky, v ktorych je nosié
kvapalny, na podavanie ako napriklad nazalny sprej alebo nazalne kvapky,
zahriiuje vodné alebo olejovité roztoky Ucinnej zlozky. Pripravky vhodné na
aerosoélove podavanie sa mézu pripravit beznymi spésobmi a mézu sa podavat
s dalSimi terapeutickymi &inidlami. Inhalaéna terapia sa lahko podava

inhalaénymi pristrojmi s odmeranou davkou.

"Pripravky vhodné na oralne podavanie” znamenaju pripravky, ktoré su
vo forme vhodnej na podavanie pacientovi oralnou cestou. Pripravky sa m6zZu
vytvorit ako diskrétne jednotky ako su kapsuly, tobolky alebo tablety, kazda
obsahujica vopred uréené mnozstvo ucinnej zlozky; vo forme praskov alebo

granul; ako roztok alebo suspenzia vo vodnej kvapaline alebo bezvodej
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kvapaline; alebo ako kvapalna emulzia typu olej vo vode alebo kvapalna

emulzia typu voda v oleji.

"Pripravky vhodné na parenteralne podavanie” znamenaju pripravky,
ktoré st vo forme vhodnej na podavanie pacientovi parenteralne. Pripravky s
steriiné a zahrfiuju emulzie, suspenzie, vodné a bezvodé injekéné roztoky, ktoré
moZu obsahovat suspenzné ¢inidla a zahustuijtice Cinidla a antioxidanty, pufre,
bakteriostatika a latky, ktoré spdsobia, Ze pripravok sa stane izotonickym a

maju vhodné upravené pH vzhladom na krv prijemcu.

"Pripravky vhodné na rektalne alebo vaginalne podavanie” znamenaju
pripravky, ktoré st vo forme vhodnej na podavanie pacientovi rektalne alebo
vaginaine. Pripravok je vyhodne vo forme &apikov, ktoré sa méZu pripravit
zmieSanim zliCeniny podla predioZeného vynalezu s vhodnymi nedrazdivymi
excipientmi alebo nosicmi ako je kakaové maslo, polyetylénglykol alebo
Capikovy vosk, ktoré su tuhé za beznych tepldt, ale kvapalné pri teplote tela, a

preto sa topia v rektalnej alebo vaginainej dutine a uvolfiuju uginnu zlozku.

"Pripravky vhodné na systémové podavanie” znamenaju pripravky, ktoré
su vo forme vhodnej na podavanie pacientovi systémovo. Pripravok sa vyhodne
podava injekciou, pocitajic do toho injekciu transmuskuldrnu, intravenoznu,
intraperitonedlnu a subkutdnnu. Na pouzitie v injekcii su zlGeniny podla
prediozeného vynalezu v kvapalnom roztoku, vyhodne vo fyziologicky
zlucitelnych pufroch ako je Hankov roztok alebo Ringerov roztok. Okrem toho
zliCeniny sa moéZu pripravit v pevnej forme a rozpustit alebo suspendovat
tesne pred injekciou. Su tieZ zahrnuté lyofilizované formy. Systémové
podavanie sa tieZ moze vykonavat transmukozalnym alebo transdermalnym
spbsobom alebo sa zli¢eniny mézu podavat orélne. Na transmukozalne alebo
transdermélne podavanie sa pouzivaju penetranty zodpovedajlice bariére,
ktora sa ma prestipit. Takéto penetranty st vSeobecne v odbore zname a
zahriuju napriklad Zlcové soli a derivaty kyseliny fuzidovej na transmukozaine
podavanie. Okrem toho sa mdzu pouzit detergenty kvéli ulah&eniu prestupu.
Transmukozalne podavanie sa méZe dosiahnut napriklad pouZzitim nazalnych

sprejov alebo ¢apikov. Na orélne podavanie sa zli¢eniny upravuji do beznych
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foriem na oralne podavanie ako su kapsuly, tablety a tonika.

"Pripravky vhodné na topické podavanie” znamenaju pripravky, ktoré st
vo forme vhodnej na topické podavanie pacientovi. Pripravok sa méze pripravit
ako topicka mast, balzamy, prasky, spreje a inhalanty, gély (na baze vody
alebo alkoholu), krémy, ako je v odbore véeobecne zname, alebo sa zabudovat
do matricovej bazy na aplikaciu v naplasti, ktora umozni riadené uvolfiovanie
zlu€eniny cez transdermalnu bariéru. Pokial sa pripravia vo forme masti, uginné
zlozky sa mobZu pouzit bud s parafinovym alebo svodou miesatelnym
zakladom masti. V sulade stym sa G¢inné zlozky mézu pripravit vo forme
krému so zakladom masti typu olej vo vode. Pripravky vhodné na topické
podavanie do oka zahrfiuji ocné kvapky, v ktorych sa (€inna zlozka rozpusti
alebo suspenduje vo vhodnom nosici, obzvlast vo vodnom rozpastadle uginnej
zlozky. Pripravky vhodné na topické podavanie do Ust zahriiuja pastilky
obsahujlice G€innG zlozku v ochutenom zaklade, beZne sa pouziva sachardza a
akaciova guma alebo tragant; pastilky obsahujuce Géinnd zloZku v inertnom
zaklade ako je Zelatina a glycerin alebo sacharéza a akaciova guma; a Ustne

vody s ucinnou zloZkou vo vhodnom kvapalnom nosiéi.

"Pevnd davkova forma” znamena davkovi formu zlGéeniny podla
predlozeneho vynalezu, ktora je v pevnom stave, napriklad kapsuly, tablety,
pilulky, prasky, drazé alebo granuly. V takychto pevnych davkovych forméach sa
zlu¢enina podla predlozeného vynalezu zmie$a s aspofl jednym inertnym
beZznym excipientom (alebo nosi¢om) ako je citrat sodny alebo fosforeénan
vapenaty alebo (a) plnidlami alebo extendérmi ako je napriklad $krob, laktoza,
sacharéza, glukéza, manitol a kyselina kremilita, (b) vazbové dinidla ako
napriklad  karboxymetylceluloza, alginaty, Zelatina, polyvinylpyrolidon,
sacharéza a akaciovd guma, (c) zvlhcovadld ako napriklad glycerol, (d)
dezintegracné €inidla ako napriklad agar - agar, uhliitan vapenaty, zemiakovy
alebo maniokovy Skrob, kyselina alginovd, ist¢é komplexné kremicitany a
uhli¢itan sodny, (e) oneskorovace rozpustenia ako je napriklad parafin, (f)
urychlovaCe absorpcie ako su napriklad kvartérne amodniové zliceniny, (g)

zmacacie ¢inidla ako je napriklad ketylalkohol a glycerolmonostearat, (h)
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adsorbenty ako je napriklad kaolin a bentonit, (i) lubrikanty ako je napriklad
mastenec, stearan vapenaty, stearan hore¢naty, pevné polyetylénglykoly, lauryl
sodny, (j) ¢inidla spdsobujice nepriehladnost; (k) pufre a ¢inidla, ktoré
spdsobuju uvolfiovanie zligeniny alebo ziicenin podra predioZzeného vynalezu

v istej ¢asti intestinalineho traktu oneskorenym spdsobom.

Skuto&né davky Utinnej zlozky alebo zloZiek v kompoziciach podla
predlozeného vynalezu sa mozu menit tak, aby sa dosiahlo mnoZstvo ucinnej
zlozky alebo zloZiek, ktoré je Gginné na ziskanie pozadovanej terapeuticke;
odozvy pre konkrétnu kompoziciu a spésob podavania pacientovi. Zvolena
davkova hladina pre konkrétneho pacienta preto zavisi od radu faktorov vratane
pozadovaného terapeutického ucinku, sposobu podavania, pozadovanej doby
trvania lieby, etioldgie a zavaznosti ochorenia, pacientovho stavu, hmotnosti,
pohlavia, diéty a veku, typu a sily kazdej adinnej zlozky, rychlosti absorbcie,

metabolizmu a/alebo vylu¢ovania a dalSich faktorov.

Celkova denna davka zliéenin podla predlozeného vynalezu podavana
pacientovi naraz alebo v rozdelenych davkach mdze byt napriklad v mnozstve
od priblizne 0,001 do priblizne 100 mg na jeden kilogram telesnej hmotnosti
denne a vyhodne 0,01 do 10 mg/kg/den. Napriklad u dospelého su davky
vSeobecne od priblizne 0,01 do priblizne 100, vyhodne od priblizne 0,01 do
priblizne 10 mg na jeden kilogram telesnej hmotnosti denne pri inhalacii, od
priblizne 0,01 do priblizne 100, vyhodne od 0,1 do 70, vyhodnejsie od 0,5 do 10
mg na jeden kilogram telesnej hmotnosti denne pri ordlnom podavani a od
priblizne 0,01 do priblizne 50, vyhodne od 0,01 do 10 mg na jeden kilogram
telesnej hmotnosti denne pri intravendznom podavani. Percento uginnej zlozky
v kompozicii sa méZe menit, i ked by malo predstavovat takd cast, aby sa
dosiahlo vhodné davkovanie. Davkova jednotka kompozicie méze obsahovat
také mnozstva takych dielov, kofko sa moze pouzit v jednej dennej davke. Je
zrejmé, Ze niekolko jednotkovych davkovych foriem sa mobZe podavat
v priblizne rovnakt dobu. Davka sa moze podavat tak ¢asto, ako je potrebné
na dosiahnutie pozadovaného terapeutického ucinku. Odozva niektorych

pacientov méze byt rychla na vyssie alebo nizsie davky a moéze sa stat, ze
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zodpovedajlce su ovela slabSie udrziavacie davky. Pre inych pacientov moze
byt nutné pristipit k dlhodobej lieCbe s podavanim 1 az 4 davok denne
v stlade s fyziologickymi poZiadavkami kazdého individualneho pacienta. Nie je
nutné uvadzat, Ze pre inych pacientov méze byt nutné nepredpisovat viac ako

jednu alebo dve davky denne.

Pripravky sa mézu pripravit v jednotkovej davkovej forme lubovolnym zo
spdsobov dobre znamych vo farmaceutickom odbore. Taketo spdsoby zahriujd
krok spojenia ucinnej zloZky s nosi¢om, ktory predstavuje jednu alebo viacero
doplnkovych zloZiek. VSeobecne sa pripravky pripravujd rovnomernym a
dékladnym spojenim G¢innej zlozky s kvapalnymi nosimi alebo jemne
rozdelenymi pevnymi nosi¢émi alebo ocboma druhmi nosi¢ov a potom, ak je to

potrebné, tvarovanie produktu.

Pripravky sa moézu podavat v baleni alebo nadobkach s jednotkovou
davkou alebo viacerymi davkami, napriklad v uzatvorenych ampulkach alebo
flastickach s elastomérnymi uzavermi a moézu sa uchovavat suSené
vymrazovanim (lyofilizované) a vyZadujuce iba pridanie sterilného kvapalného
nosi¢a, napriklad vody pre injekcie, bezprostredne pred pouzitim. Okamzité
injekéné roztoky a suspenzie sa mozu pripravit zo sterilnych praskov, granil a

tabliet vySsie opisaného typu.

Zluéeniny spadajice do rozsahu predmetu predlozeného vynéalezu
vykazujii vyznamné farmakologické Gcinky, ako je mozné preukazat testami
opisanymi v literatire a testami uvedenymi dalej, pricom sa predpoklada, ze
vysledky testov koreluju s farmakologickymi G€inkami u Cloveka a dalSich

cicavcov.
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In vitro enzymovy test
Inhibicia HCV NS3 serinovej proteazy

Oblast HCV NS3 proteazy sa exprimovala a Cistila spésobom uz
opisanym (Vertex, PCT publikovana patentové prihlaska WO 98/17679; ktora je
tu zahrnuta ako referencia). Chromogénny peptidovy substrat, EDVVAbuC-p-
nitroanilid, a fragment kofaktoru NS4A (-KKGSWIVGRIVLSGK-) pre NS3
protedzu sa na zakazku syntetizoval spoloénostou American Peptide Com
(CA). Zlugeniny podla predloZzeného vynélezu sa testovali na ich schopnost
inhibicie aktivity HCV NS3 proteazy pouZitim spektrofotometrickeho testu
s EDVVAbuC-p-nitroanilidom ako substratom. Test sa vykonaval v 96-jamkovej
mikrotitraénej dosticke pouzitim ¢&itacky SpectraMax 250 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) s kinetickymi mozZnostami. Stiepenie  EDVVAbuC-p-
nitroanilidového (500 pM) substratu cistenou HCV NS3 proteazou (0,5 uM)
sa vykonavalo pri teplote 30 °C v pufri obsahujucom 30 pM NS4A fragment, 46
mM Hepes, pH 8,0, 92 mM NaCl, 18 % glycerolu, 5 mM DTT a 7,5 % DMSO
v nepritomnosti  alebo pritomnosti testovanej zld¢eniny. Reakcia sa

monitorovala na uvolfiovanie pNA (p-nitroanilin) na vinovej dizke 405 nm.

Uréovanie kinetickych parametrov vratane Vmax, Km @ Vma/Km sa
vykonava za podmienok opisanych vyssie. Hodnoty K; sa vypocitaju z grafov
pomeru v zavislosti od inhibitora pre pevné koncentracie enzymu a substratu
nelinearnou metdédou najmensich Stvorcov na datach pouZitim Morrisonovej
rovnosti pre kompetitivne inhibicie tesnej véazby (J. F. Morrison, Biochim.
Biophys. Acta, 185, 269 - 286 (1969)). Pre tuto proceduru sa pouziva program
Prism (GraphPad Software, Inc.).

Inhibitory HCV serinovych proteaz opisané v tejto prihlaSke sa mozu
pouzit vkombinacii s dalimi molekulami, ktoré priamo vykazuju alebo
nepriamo vyvolavaju G&inok proti HCV bud' profylakticky u pacienta s rizikom
vzniku HCV infekcie alebo na liedenie pacientov, ktori st uz infikovani. Vyraz

"Uginok proti HCV” oznaduje schopnost molekuly, pokial je pritomna, upine
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inhibovat alebo znizovat akumulaciu HCV viridnov v porovnani s akumulaciou
HCV viridnov v nepritomnosti takejto molekuly a/alebo schopnost molekuly
znizovat' alebo zlep$ovat stavy alebo symptomy slvisiace s HCV infekciou
alebo patogenézou u pacienta. Molekuly, ktoré su ucinné proti HCV, zahriuju
tie, ktoré prerusuju jeden alebo viacero krokov HCV infekcie alebo replikacie,
rovhako tak ako molekuly, ktoré vyvolavaji imunomodulatné a
antiproliferativne pdsobenie v hostitelskych bunkach. Molekuly, ktoré sa Gcinné
proti HCV, mézu inhibovat HCV-$pecifické replikacné udalosti ako je
neobmedzujicim spdsobom HCV-riadend syntéza nukleovych kyselin alebo
proteinov. Etapy replikacie HCV, v ktorych molekula s uc¢inkom proti HCV méze
posobit, zahriuju vstup do bunky (napriklad naviazanie alebo prestup),
odhalovanie a uvolfiovanie gendmu HCV; replikaciu genému HCV (napriklad
replikacia ktoréhokolvek viakna RNA genému virusu; transkripcia mediatorovej
RNA virusu); translacia HCV proteinov; posttransiatné modifikacie HCV
proteinov (napriklad proteolytické Stiepenie; glykozylacia); vnutrobunkovy
prenos proteinov virusu; zostavovanie zloziek virionu; a uvolfiovanie virusovych

Castic (napriklad pucéanie).

Triedy molekal, ktoré maji protivirusova  aktivitu,  zahriujd
neobmedzujicim spésobom rozpustné receptor navnady a protilatky proti
receptorom; blokatory iénovych kanalov, stabilizétory kapsidov a inhibitory
fuzovanych proteinov; inhibitory virusovych polymeraz, reverzne transkriptazy,
helikazy, primazy alebo integrazy; protismerné oligonukleotidy a ribozymy;
imunomodulaéné a imunostimulaéné ¢inidla, vratane cytokinov ako su
interferény, rovnako tak ako peptidové agonisty, steroidy a klasicke latky ako je
levamisol; inhibitory regulaénych proteinov; inhibitory proteaz; inhibitory
zostavovania proteinov; a protilatky proti virusom a cytotoxické lymfocyty. Vyraz
"mnozstvo uginné proti HCV” alebo "farmaceuticky G¢inné mnoZstvo” znamena
mnozstvo ziGgeniny alebo kombinacie zlugenin, ako su tu opisané, ucinné na
zniZenie alebo zlep$enie stavov alebo symptémov suvisiacich s HCV infekciou
alebo suvisiacich s patogenézou u pacienta, alebo zniZenie hladin virusov in
vitro alebo in vivo. In vitro aplikacie zahriuju testovaci system Replicon Assay

opisany dalej, kde su takéto mnoZstva G&inné na znizenie akumulacie
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replikénovej RNA virusu HCV a/alebo akumulécie proteinov kodovanych tam

obsiahnutymi génmi.

Zlugeniny, ktoré su Gc€inné proti HCV, uvazované na pouzitie
v kompoziciach a spésoboch tu opisanej kombinacCnej terapie, zahrhuju
neobmedzujicim spoésobom imunomodulaéné molekuly, vratane
imunostimulaénych cytokinov, a dalie zligeniny, o ktorych je zname, ze maju

HCV protivirusovy G&inok, ako su rézne protivirusové nukleozidy a nukleotidy.

Imunomodulaéné molekuly uvazované na pouZitie v kombinacii
s inhibitormi HCV serinovych proteaz, opisanymi v predloZenej prihlaske
vynalezu, zahriiuji neobmedzujicim spbsobom interferon-a 2B (Intron A,
Schering Plough); Rebatron (Schering Plough, Interferon-o 2B + Ribavirin);
pegylovany interferon o (Reddy, K. R. a kol., Efficacy and safety of pegylated
(40 - kd) interferon a-2a compared with interferon a-2a in noncirrhotic patients
with chronic hepatitis C. Hepatology, 33, 433 - 438 (2001)); konsenzualny
interferon (Kao, J. H., Chen, P. J., Lai, M. Y. a Chen, D. S., Efficacy of
consensual interferon in the treatment of chronic hepatitis C. J. Gastroenterol.
Hepatol., 15, 1418 - 1423 (2000)); interferon-oc 2A (Roferon, A., Roche);
lymfoblastoid alebo "prirodzeny” interferén; interferon tau (Clayette, P. a kol,
IFN-tau, a new interferon type | with antiretroviral activity. Pathol. Biol. (Pariz),
47, 553 - 559 (1999)); interleukin 2 (Davis, G. L., Nelson, D. R. a Reyes, G. R,
Future options for the management of hepatitis C. Seminars in Liver Disease
19, 103 - 112 (1999)); Interleukin 6 (Davis, G. L., Nelson, D. R. a Reyes, G. R,
Future options for the management of hepatitis C. Seminars in Liver Disease,
19, 103 - 112 (1999)); Interleukin 12 (Davis, G. L., Nelson, D. R. a Reyes, G.
R., Future options for the management of hepatitis C. Seminars in Liver
Disease, 19, 103 - 112 (1999)); Ribavirin; a zlG¢eniny, ktoré posiliuju vznik
odozvy "helper’ T buniek typu 1 (Davis, G. L., Nelson, D. R. a Reyes, G R,
Future options for the management of hepatitis C. Seminars in Liver Disease,
19, 103 - 112 (1999)). Interferény mozu zlepSovat stav virusovych infekcii
priamym protivirusovym pdsobenim a/alebo modifikaciou imunitnej odozvy na

infekciu. Protivirusové uginky interferénov sa casto dosahuju inhibiciou
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prestupu alebo odhalovania virusov, syntézy RNA virusu, translacie proteinov

virusu a/alebo zostavovania a uvolfiovania virusu.

Zluceniny, ktoré stimuluju syntézu interferénu v bunkach (Tazulakhova,
E. B, Parshina, O. V., Gusev, T. S. a Ershov, F. |., Russion Experience in
Screening, Analysis, and Clinical Application of Novel Interferon Induces. J.
Interferon Cytokine Res., 21, 65 - 73)) zahriuju neobmedzujucim spésobom
dvojvlaknovi RNA samotni alebo v kombinacii s tobramycinom a Imiquimod
(3M Pharmaceuticals) (Sauder, D. N., Imunomodulacné a farmakologické
vlastnosti imiquimodu. J. Am. Acad. Dermatol., 43, S6 - 11 (2000)).

Dalsie zlugeniny, o ktorych je zname, Ze maju alebo mézu mat HCV
protivirusovy Gc¢inok pdsobenim neimunomodulaéného mechanizmu, zahrauju
neobmedzujlucim spdsobom Ribavirin (ICN Pharmaceuticals); inhibitory inozin
5-monofosfat  dehydrogenazy (VX-497, wvyvija  spoloénost  Vertex
Pharmaceuticals); amantadin a rimantadin (Younossi, A. M. a Perillo, R. P.,
The roles of amantadin, rimantadin, ursodeoxycholic acid, NSAIDs, alone or in
combination with alpha interferons, in the treatment of chronic hepatitis C.
Seminars in Liver Disease 19, 95 - 102 (1999)); LY217896 (US patent
4,835,168) (Colacino, J. M. a kol., Evaluation of the anti-influenza virus
activities of 1,3,4-thiadiazol-2-ylcyanamid (LY217896) and its sodium salt.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 34, 2156 - 2163 (1990)); a metylester
kyseliny 9-hydroxyimino-8-metoxy-1,4a-dimetyl-1,2,3,4,4a,9,10,10a-oktahydro-
fenantrén-1-karboxylovej; hydrochlorid metylesteru kyseliny 6-metoxy-1,4a-
dimetyl-9-(4-metyl-piperazin-1-ylimino)-1,2,3,4,4a,9,10,10a-oktahydro-
fenantrén-1-karboxylovej;,  1-(2-chlér-fenyl)-3-(2,2-difenyl-etyl)-mocovinu  (US
patent 6,127,422).

Pripravky, davkovanie a spdsoby podavania vy$sie uvedenych molekul
sa bud opisuju v dalej uvedenych referenciach alebo st dobre zname v odbore,
pozri napriklad F. G. Hayden, v Goodman and Gilman’s The Pharmacological
Basis of Therapeuticals, 9. vyd., Hardman a kol., editori, McGraw-Hill, New
York (1996), kapitola 50, str. 1191 - 1223 a tam citované referencie.

Alternativne, ak sa identifikuje zlu¢enina, ktord vykazuje HCV protivirusovy
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uginok, farmaceuticky u¢inné mnozstvo tejto zluceniny sa méze urCit pouzitim
sposobov, ktoré st dobre zname odbornikom. Pozri napriklad Benet a kol,
v Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeuticals, 9.
vyd., Hardman a kol., editori, McGraw-Hill, New York (1996), kapitola 1, str. 3 -

27, a tam citované referencie.

Vhodna forma pripravku, rozmedzie davky alebo davok a rezimy

davkovania takychto zlG&enin sa mézu lahko urit beznymi sposobmi.

Kombinacie liegiv podla predloZzeného vynalezu sa méZu dopravit do
bunky alebo buniek alebo Tudskému pacientovi bud v oddelenych
farmaceuticky prijatelnych pripravkoch, podavanych sucasne alebo postupne,
alebo v pripravkoch obsahujlcich viac ako jedno terapeuticke Cinidlo, alebo
v stboroch jednotlivych &inidiel a pripravkov s viacnasobnymi Cinidlami. Ak sa
véak podavaju, tieto kombinacie latok spolu predstavuji mnoZstvo zloZiek

ucinné proti HCV.

V sugasnej dobe je dostupné velké mnoZstvo dal$ich imunomodulatorov
a imunostimulatorov, ktoré sa moézu pouzit v spésoboch podfa predlozeného
vynalezu, tento sUbor zahriiuje: AA-2G; adamantylamid dipeptid, adenozin
deaminazu, Enzon: adjuvans, Alliance; adjuvans, Ribi; adjuvans, Vaxcel,
Adjuvax; agelasfin-11, terapiu proti AIDS, Chiron; algalglukan, SRI; algammulin,
Anutech; Anginlyc; protibunkové faktory, Yeda; Anticort; imunogén antigastrin-
17, Ap; antigénové systémy, Vac; antigénovy pripravok, IDBC; antiGnRH
imunogén, Aphton; Antiherpin; Arbidol; azarol, Bay-q-8939; Bay-r-1005; BCH-
1393; Betafectin; Biostim; BL-001, BL-009; Broncostat; Cantastim; CDRI-84-
246: cefodizim; inhibitory chemokinov, ICOS; CMV peptidy, City of Hope; CN-
5888; cytokin uvolfijuci ginidlo, St; DHEAS, Paradigm; DISC TA-HSV; JO7B;
101A, 101Z; ditiokarb sodny; ECA-10-142; ELS-1; endotoxin, Novartis; FCE-
20696; CE-24089; FCE-24578; ligand FLT-3, Immunex, FR-900483; FR-
000494: FR-901235; FTS-Zn: G-proteiny, Cadus; gludapcin; glutaurin;
glykofosfopeptické latky; GM-2; GM-53; GMDP; vakcina rastového faktoru,
EntreM: H-BIG, NABI: H-CIG; NABI; HAB-439, vakciny proti Helicobacter pylori,
herpes-$pecificky imunitny faktor; terapia HIV, United Biomed; HyperGAM+CF;
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h-nmumax; Immun BCG; imunitnd terapia, Connective; imunomodulator,
Evans; imunomodulatory, Novacell; imreg-1, imreg-2; Indomune; inozin
pranobex; interferén, Dong-A (02); interferon, Genentech (gama); interferdn,
Novartis (at); interleukin-12, Genetics Ins.; interleukin-15, Immunex; interleukin-
16, Research Cor; ISCAR-1, J005X; L-644257; kyselina likomarazminova;
LipoTher; LK-409; LK-410; LP-2307; LT (R1926); LW-50020; MAF, Shionogi;
derivaty MDP, Merck; met-enkefalin, TNI;, metylfurylbutyrolaktony, MIMP;
mirimostim: zmie$ané bakterialne vakciny, Tem; MM-1; moniliastat; MPLA, Ribi;
MS-705; murabutid; murabutid, Vacsyn; muramyl dipeptidovy derivat, muramyi
peptidové derivaty myelopid; -563; NACOS-6, NH-765; NISV, Proteus; NPT-
16416; NT-002; PA-485; PEFA-814; peptidy, Scios; peptidoglykan, Pliva;
Perthon, Advanced Plant ; derivat PGM, Pliva; Pharmaprojects ¢. 1099; ¢.
1426; ¢. 1549; ¢. 1585; ¢. 1607; ¢. 1710; €. 1779, ¢. 2002; €. 2060; €. 2795; C.
3088; &. 3111; €. 3345; &. 3467, ¢. 3668; €. 3998; €. 3999; €. 4089; €. 4188; ¢.
4451; & 4500: ¢. 4689; €. 4833; ¢. 494; €. 5217; ¢. 530; pidotimod; pimelautid;
pinafid; PMD-589; podofylotoxin, Conpharm; POL-509; poly-ICLC; poly-ICLC,
Yamasa Shoyu; PolyA-PolyU; Polysaccharide A; protein A, Berlox Bioscence;,
PS34WO; pseudomonady MAbs, Teijin; Psomaglobin; PTL-78419; Pyrexol,
pyriferon; Retrogen; Retropep; RG-003; Rhinostat; rifamaxil; RM-06; Rollin;
romurtid: RU-40555; RU-41821; protilatka proti Rubella, ResCo; S-27609; SB-
73; SDZ-280-636; SDZ-MRL-953; SK and F-107647; SL04; SL05; SM-4333,;
Solutein; SRI-62-834; SRL-172; ST-570; ST-789; stafagovy lyzat; Stimulon;
suppressin, T-150R1; T-LCEF; tabilautid; temurtid, Theradigm-HBV;
Theradigm-HPV; Theradigm-HSV; THF, Pharm and Upjohn; THF, Yeda;
thymalfasin; frakcie hormoénu tymusu; thymocartin, thymolymfotropin;
thymopentin; analégy thymopentinu; thymopentin, Peptech; tymozinova frakcia
5, Alpha; thymostimulin; thymotrinan; TMD-232; TO-115; transférové faktory,
Viragen; tuftsin, Selavo; ubenimex; Ulsastat; ANGG-; CD-4; Collag+; COLSF+,
COM+; DA-A+; GAST-; GF-TH+; GP-120-; IF+; IF-A+; IF-A-2+; IF-B+; IF-G+,
IF-G-1B+; IL-2+; IL-12+; IL-15+; IM+; LHRH-; LIPCOR+L LYM-B+; LYM-NK+;
LYM-T+; OPI+; PEP+; PHG-MA+; RNA-SYN-; SY-CW-; TH-A-1+; TH-5+,
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TNF+; UN.

Reprezentativne nukleozidové a nukleotidove zli¢eniny pouziteIné podia
predloZeného vynalezu zahriuji necbmedzujicim spésobom: (+)-cis-5-fluér-1-
[2-(hydroxymetyl)-[1,3-oxatiolan-5-yl]cytozin; (-)-2°-deoxy-3 -tiocytidin-5"-
trifosfat  (3TC);  (-)-cis-5-fludr-1-[2-(hydroxymetyl)-[1,3-oxatiolan-5-yl]cytozin
(FTC); (-)-2°,3"-dideoxy-3 -tiacytidin [(-)-SddC]; 1-(2°-deoxy-2’-fluér-beta-D-
arabinofuranozyl)-5-jédcytozin (FIAC); 1-(2°-deoxy-2 -fluér-beta-D-
arabinofuranozyl)-5-jédcytozin trifosfat; 1-(2°-deoxy-2"-fluér-beta-D-
arabinofuranozyl)-5-metyluracil (FMAU); 1-beta-D-ribofuranozyl-1,2,4-triazol-3-
karboxamid; 2°,3"-dideoxy-3-fluér-5-metyl-dexocytidin; 2°,3"-dideoxy-3"-chlor-5-
metyl-dexocytidin  (ClddMeCyt); 2°,3’-dideoxy-3’-amino-5-metyl-dexocytidin;
2°,3"-dideoxy-3"-fludr-5-metyl-cytidin ~ (FddMeCyt); 2°,3"-dideoxy-3"-chlor-5-
metyl-cytidin (ClddMeCyt); 2°,3"-dideoxy-3 -amino-5-metyl-cytidin (AddMeCyt),
2’ 3'-dideoxy-3"-fluértymidin ~ (FddThd); 2,3 -dideoxy-beta-L-5-fludreytidin
(beta-L-FddC); 2°,3'-dideoxy-beta-L-5-tiacytidin; 2°,3’-dideoxy-beta-L-5-cytidin
(beta-L-ddC); 9-(1,3-dihydroxy-2-propoxymetyl)guanin,  2’-deoxy-3-tia-5-
fluoreytozin;  3"-amino-5-metyl-dexocytidin  (AddMeCyt);  2-amino-1,9-[(2-
hydroxymetyl-1-(hydroxymetyl)etoxy]metyl]-6H-purin-6-6n (gancyklovirus); 2-[2-
(2-amino-9H-purin-9-yl)etyl]-1,3-propandil diacetat; 2-amino-1,9-dihydro-9-[(2-
hydroxy-etoxy)metyl]-6H-purin-6-6n (acyklovirus); 9-(4-hydroxy-3-hydroxymetyl-
but-1-yl) guanin (penciclovirus); 9-(4-hydroxy-3-hydroxymetyl-but-1-yl)-6-deoxy-
guanin diacetat (famciclovirus); 3’-azido-3'-deoxytymidin (AZT), 3’-chlér-5-
metyl-dexocytidin  (ClddMeCyt); 9-(2-fosfonyl-metoxyetyl)-2°,6 -diaminopurin-
2°,3'-dideoxyribozid; 9-(2-fosfonylmetoxyetyl)adenin (PMEA); acyklovirus
trifosfat; D-karbocyklicky-2° -deoxyguanozin (CdG); dideoxycytidin;
dideoxycytozin; dideoxyguanin (ddG); dideoxyinozin (ddl); E-5-(2-bromvinyl)-2"-
deoxyuridin trifosfat; fluor-arabinofuranozyl-jéduracil; 1-(2"-deoxy-2’-fluor-1-
beta-D-arabinofuranozyl)-5-jod-uracil (FIAU); stavudin; 9-beta-D-
arabinofuranozyl-9H-purin-6-amin monochydrat; 9-beta-D-arabinofuranozyl-9H-
pyrin-6-amin-5"-monofosfat ~ monohydradt  (Ara-AMP), 2-deoxy-3 -tia-5-

fluoreytidin; 27,3 -dideoxy-guanin; a 2°,3"-dideoxyguanozin.
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Spdsoby syntézy na pripravu nukleozidov a nukleotidov pouzitelnych
podla predloZzeného vynalezu su v odbore dobre zname a sd opisané napriklad
v Acta Biochim. Pol., 43, 25 - 36 (1996); Swed. Nucleosides Nucleotides, 15,
361 - 378 (1996); Synthesis, 12, 1465 - 1479 (1995); Carbohyd. Chem., 27,
242 - 276 (1995); Chem. Nucleosides Nucleotides, 3, 421 - 535 (1994); Ann.
Reports in Med. Chem., Academic Press; a Exp. Opin. Invest. Drugs, 4, 95 -
115 (1995).

Chemické reakcie opisané v referenciach uvedenych vySSie su
vSeobecne opisané ako najvSeobecnejSia aplikacia pripravy zluCenin podla

predloZzeného vynalezu.

V niektorych pripadoch reakcia nemusi byt aplikovatelnd spésobom,
ktory bol opisany, na kazdu zlGCeninu spadajucu do rozmedzia zlucenin podla
predloZzeného vynalezu. Zluceniny, ktorych sa to tyka, odbornici v odbore lahko
spoznaju. Vo vSetkych takychto pripadoch sa reakcie mézu UspesSne vykonavat
beznymi modifikaciami znamymi odbornikom v odbore, napriklad vhodnou
ochranou interferujlicich skupin, volbou inych beZnych reak&nych cinidiel,
rutinnou modifikaciou reakénych podmienok a podobne alebo sa mézu pouzit
dalSie reakcie tu opisané alebo iné bezné postupy na pripravu zodpovedajucich
zliéenin podla predloZzeného vynalezu. Vo vSetkych preparativnych spésoboch
sU vychodiskové materidly zname alebo lahko dostupné zo znamych

vychodiskovych materialov.

Zatial Co nukleozidové analdogy sa vSeobecne pouzivaju ako
protivirusové ¢inidla bez modifikacii, nukleotidy (fosfaty nukleozidov) sa niekedy
musia premenit na nukleozidy kvoli ufahéeniu ich prenosu bunkovou
membranou. Prikladom chemicky modifikovaného nukleotidu schopného
vstupu do bunky je S-1-3-hydroxy-2-fosfonylmetoxypropyl cytozin (HPMPC,
Gilead Sciences). Nukleozidové a nukleotidové zluc¢eniny podla prediozeného
vynalezu, ktoré s kyselinami, méZu vytvarat soli. Priklady zahriiuju soli
s alkalickymi kovmi alebo kovmi alkalickych zemin ako su soli sodné, draselneé,
vapenaté alebo horeénaté alebo s organickymi bazami alebo bazicke kvartérne

amoénne soli.
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Imunomodulatory a imunostimulatory pouziteiné v kombinacnej terapii
podla predloZeného vynalezu sa mézu podavat v mnoZstvach nizSich ako je
v odbore beZné. Napriklad interferon o sa typicky podava ludskému pacientovi
na liebu HCV infekcii v mnoZstve od priblizne 1 x 10° jednotiek/osoba trikrat
tyzdenne do priblizne 10 x 10° jednotiek/osoba trikrat tyzdenne (Simon a kol.,
Hepatology, 25, 445 - 448 (1997)). V spésoboch a kompoziciach podlia
predloZzeného vynalezu tato davka moze byt v rozmedzi od priblizne 0,1 x 108
jednotiek/osoba trikrat tyzdenne do priblizne 7,5 x 10° jednotiek/osoba trikrat
tyzdenne; vyhodnejsie od priblizne 0,5 x 10° jednotiek/osoba trikrat tyzdenne do
priblizne 5 x 10° jednotiek/osoba trikrat tyZzdenne; najvyhodnej$ie od priblizne 1
x 10° jednotiek/osoba trikrat tyzdenne do priblizne 3 x 10° jednotiek/osoba
trikrat tyzdenne. V désledku zlepSenej Ucinnosti proti virusu hepatitidy C u
imunomodulatorov a imunostimulatorov v pritomnosti  inhibitorov.  HCV
serinovych proteaz podfa predlozeného vyndlezu sa mdZu v spdsoboch a
kompoziciach podla vynalezu pouZivat znizené mnoZstva tychto
imunomodulatorov/imunostimulatorov. Podobne v ddsledku zlepSenej ucinnosti
proti virusu hepatitidy C u imunomodulatorov a imunostimulatorov v pritomnosti
inhibitorov HCV serinovych proteaz podla predlozeného vynalezu sa méZzu
v spdsoboch a kompoziciach podlfa vynalezu pouzivat zniZené mnozstva
inhibitorov HCV serinovych proteaz. Takéto znizené mnoZstvd sa mozu urcit
rutinnym monitorovanim titra virusu hepatitidy C u infikovanych pacientov
podstupujlcich terapiu. To sa méze vykonavat napriklad monitorovanim HCV
RNA vsére pacientov spdsobmi slot-blot, dot-blot alebo RT-PCR alebo
meranim povrchu HCV alebo dalSich antigénov. Pacienti sa moézZu tiez
monitorovat v priebehu kombinacnej terapie pouZivajlcej tu opisané inhibitory
HCV serinovych protedz a dalSie zli¢eniny, ktoré maji acinok proti HCV,
napriklad nukleozidovych a/alebo nukleotidovych protivirusovych Einidiel kvéli

uréeniu najnizsich Gginnych davok tatok pouzitych v kombinacii.

V spdsoboch kombinaénej terapie podla predlozeného vynalezu sa
moézu nukleozidové alebo nukleotidové protivirusové zlugeniny alebo ich zmesi
podavat fudom v mnoZstve vrozmedzi od priblizne 0,1 mg/osoba/defi do

priblizne 500 mg/osoba/defi; vyhodne od priblizne 10 mg/osoba/dent do
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priblizne 300 mg/osoba/def; vyhodnejSie od priblizne 25 mg/osoba/den do
priblizne 200 mg/osoba/den; este vyhodnejsie od priblizne 50 mg/osoba/den do
priblizne 150 mg/osoba/den; a najvyhodnejSie vrozmedzi od priblizne 1

mg/osoba/den do priblizne 50 mg/osoba/dei.

Davky zligenin sa mézu podavat pacientovi vjedinej davke alebo
v proporcionalnych viacnasobnych ¢iastoénych davkach. Vtakom pripade
davkova jednotka kompozicii mdZe obsahovat také mnoZstvo Ciastocnych
davok, ktoré spolu davaju dennti davku. Viacnasobné denné davky mozu tiez

zvySovat celkovi dennd déavku, ak sa to pozaduje osobou predpisujicou latku.

Rezim lieéby pacienta trpiaceho na infekciu HCV zliCeninami a/alebo
kompoziciami podla prediozeného vynalezu sa voli v stlade s radom faktorov
zahrfiujucich vek, hmotnost, pohlavie, diétu a lekarsky stav pacienta, zavaznost
infekcie, sposob podavania, farmakologické hladiska ako je posobenie,
uéinnost, farmakokineticky a toxikologicky profil konkrétnej pouZitej zlG¢eniny a
otazka, &i sa pouziva systém na podavanie lieku. Podavanie kombinacie lieCiv
podla vynalezu by malo vSeobecne prebiehat potas niekolkych tyzdiov az
niekolkych mesiacov alebo rok, dokial titracia virusu nedosiahne prijatelné
hladiny, ¢o indikuje, Ze infekcia sa zvladla alebo zmizla. Pacienti podstupujuci
liedenie kombinaciami liekov podla vynalezu sa mézu rutinne monitorovat
meranim RNA virusu hepatitidy v pacientovom sére technikami slot-blot, dot-
blot alebo RT-PCR alebo meranim antigénov virusov hepatitidy C, ako su
povrchové antigény, v sére na urcenie Géinnosti terapie. Kontinualna analyza
dat ziskanych tymito spdsobmi dovoluje modifikaciu rezimu liecby pocas
terapie tak, aby sa mohlo uréit’ optimélne mnozstvo kazdej zlozky v podavanej

kombinacii a mdze sa tym tiez urcit doba trvania terapie.

Rozvrh rezimu a davkovania pri terapii tymto spésobom sa moze
racionalne modifikovat v priebehu terapie tak, aby sa podavalo najmensie
vhodné mnozstvo kazdej jednotlivej protivirusovej zlu€eniny, pouZzivanej
v kombinacii, ktora vykazuje uspokojivii G¢innost proti virusu hepatitidy C a aby
podavanie takychto protivirusovych zligenin v kombinacii pokracovalo len tak

diho, ako je nutné na uspesné zvladnutie infekcie.
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Predlozeny vynalez tiez zahriiuje pouzitie inhibitorov HCV serinovych
proteaz v réznych kombinaciach so zliéeninami uvedenymi vyssie s podobnymi
typmi zlGéenin, ktoré su Gcinné proti HCV, na lieCbu alebo prevenciu infekcii
HCV u pacienta. Napriklad jeden alebo viacero inhibitorov HCV serinovych
protedz sa moze pouzit v kombinacii s: jednym alebo viacerymi interferonmi
alebo interferénovymi derivatmi, G¢innymi proti HCV; jednou alebo viacerymi
neinterferonovymi zlG&eninami, G&innymi proti HCV; alebo jednym alebo
viacerymi interferonmi alebo interferénovymi derivatmi, G¢innymi proti HCV a
jednou alebo viacerymi neinterferonovymi zliéeninami, Gcinnymi proti HCV.
Pokial sa pouziji v kombinacii na lie€enie alebo prevenciu infekcie HCV u
fudského pacienta, fubovolny z opisanych inhibitorov HCV serinovych proteaz
a vysSie opisanych zlagenin, Gginnych proti HCV méZzu byt pritomné vo
farmaceuticky alebo anti-HCV G&innom mnozstve. V dosledku ich aditivnych
alebo synergickych ginkov, pokial sa pouziji vo vySSie opisanych
kombinaciach, moze byt kazda latka pritomna v mnozstve nizSom ako klinicke
farmaceuticky U&inné mnozstvo alebo mnozstvo ¢inné proti HCV, to znamena
v mnozZstve, ktoré, pokial by sa pouZilo samotné, by spdsobilo pokles
farmaceutickej G&innosti pre Gplnd inhibiciu alebo znizenie akumulacie HCV
virionov alalebo znizenie alebo zlep$enie stavov alebo symptémov slvisiacich
s infekciou HCV alebo patogenézou u pacienta v porovnani s inhibitormi HCV
serinovych protedz a zli&eninami, ucinnymi proti HCV, ak sa pouziji vo
farmaceuticky G&innych mnoZstvach. Okrem toho predloZeny vynalez zahriiuje
pouzitie kombinacii inhibitorov HCV serinovych proteaz a zlicenin, acinnych
proti HCV a opisanych vyssie, na liecbu alebo prevenciu infekcii HCV, kde
jeden alebo viacero tychto inhibitorov alebo zligenin je pritomnych vo
farmaceuticky U¢innom mnoZstve a daldie je alebo sd pritomneé v mnozstve
nizgom ako je klinické farmaceuticky uginné mnoZstvo alebo mnozstvo G¢inné
proti HCV v ddsledku ich aditivneho alebo synergického acinku. Ako sa tu
pouziva, vyraz “aditivny Uginok” opisuje kombinovany ucinok dvoch (alebo
viacerych) farmaceuticky Gg&innych &inidiel, ktory sa rovna sGctu ucinkov
jednotlivych &inidiel pouZitych samostatne. Synergicky Gcinok je ucinok

kombinacie dvoch (alebo viacerych) farmaceuticky ucinnych Einidiel, ktory je
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vacsi ako stcet ucinkov jednotlivych Cinidiel pouzitych samostatne.

Priklad 42

Sudasnéa S$tandardna terapia infekcie virusom hepatitidy C (HCV) je
lieGenie imunomodulatorom oznaéenym ako o-interferén (Chronic Hepatitis C:
Current Disease Management, U.S. Department of Health and Human
Services, National Institutes of Health, 1999). Tato terapia je neucinna u
vaésiny HCV pacientov, ktori bud nevykazuji Ziadnu odozvu alebo dokonca
vykazuju relaps po dlhodobe] terapii interferonom. Okrem toho dochadza

k zavaznym vedlaj$im ucinkom suvisiacim s interferonovou terapiou.

V désledku naliehavej potreby novych a uéinnejSich protivirusovych lieCiv
na lieébu pacientov s infekciou HCV prihlasovatelia vyvinuli rad zlucenin, ktore
inhibuju serinové proteazy HCV (komplex proteinov NS3 a NS4A virusu HCV).
Tieto zlugeniny sa mdzu pouzivat samotné, spolu s jednou dalSou triedou
zIGéenin alebo v kombinacii s dal§imi triedami zlu¢enin na lie¢bu alebo
prevenciu infekcie HCV. Tento priklad opisuje testovanie troch
reprezentativnych inhibitorov HCV serinovych proteaz, to znamena zluceniny
CU, zlieniny EP a zli¢eniny EC, samotnej a v kombinacii s jednotlivymi
glenmi stboru interferonov (interferon a-2B (Schering Plough), interferén a-2A
(PBL Biomedical Laboratories, New Brunswick, NJ, USA), interferon beta
(Research Diagnostics Inc., Flanders, NJ, USA) a ov¢i interferén tau (Research
Diagnostics Inc., Flanders, NJ, USA)) HCV vsubgenémovom RNA
replikénovom teste (Replicon Assay) kvoli uréeniu, ¢&i dve zluCeniny
spolupdsobia na obmedzenie akumulacie HCV RNA. Test Replicon Assay
meria mnozstvo HCV subgenémovej RNA (replikénovd RNA) zostavajuce
v replikénovych bunkéach (Lohmann a kol., Science, 285, 110 - 113 (1999)) po
dvoch dfioch lieéby latkou v porovnani s mnozZstvom replikonovej RNA
v neosetrenych bunkach. Vtomto teste je schopnost zlic¢enin pésobit ako
lieGivo proti virusu HCV priamo Gmerna Grovni inhibicie akumulacie replikonovej
RNA.
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Dva lieky sa testuju v kombinaciach v in vitro systeme testu Replicon
Assay kvoli uréeniu, ¢i, ak sa pouZiju spolocne, vykazuju aditivny alebo

synergicky ucinok proti virusu HCV.

Test Replicon Assay sa pouZiva ako nahradny model in vitro HCV
infekcie na zhodnotenie kombinovanych Ucinkov imunomodulatora, napriklad
interferonu - a 2B ((Intron A); Schering Plough) a inhibitora HCV serinovych
protedz, napriklad zlG¢eniny CU. Ako sa ukazuje dalej, vysledky preukazuju, ze
u tychto dvoch typov latok dochadza k zjavnému synergickéemu Ucinku proti
virusu HCV, ako sa zmeria pouZitim formalneho matematického urcovania

synergie ich schopnosti znizovat' hladinu HCV RNA v teste Replicon Assay.

Test Replicon Assay

Replikénovy test oznaovany dalej ako Replicon Assay, pouzivajlci
bunkovii liniu obsahujucu samoreplikujicu subgenémovi RNA virusu HCV
(replikon), je opisany vLohmann a kol., Science, 285, 110 - 113 (1999)).
Pristupové ¢&islo v Genbank pre sekvenciu replikénu pouzitého v tu opisanych
experimentoch je uvedené vtejto referencii ako AJ242654. Tento Clanok
opisuje spdsoby pre in vitro transkripciu RNA z replikonovej cDNA, transfekciu
replikénovej RNA do buniek Huh7 elektroporéciou a volbu buniek obsahujtcich

replikonov RNA pouzitim antibiotika G418.

Huh7 je bunkova linia hepatému ziskana od Dr. Williama Masona, Fox
Chase Cancer Research Center (Philadelphia, USA). Tieto bunky su verejne
dostupné z laboratéria Fox Chase a podrobne boli opisané vo vedeckej
literature (Nakabayashi a kol., Cancer Res., 42, 3858 - 3863 (1982)).
V experimentoch, ktoré s tu opisané, sa vietka templatova DNA odstrani z in
vitro transkribovanej replikonovej RNA pred vykonanim elektroporacie tejto
RNA do buniek Huh7 opakovanym spracovanim DNazou (tri po sebe

nasledujlce spracovania).

Test Replicon Assay sa vykonava ako je detailne opisané dalej. Strucne

mozno uviest, Ze replikénové bunky sa ulozia do jamiek 96-jamkovej dostiCky
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s hustotou 10 000 buniek na jamku a inkubuju sa pri teplote 37 °C. Bunky sa
inkubuji v DMEM (Dulbeccovo Minimaine Esencialne Médium) doplnenom 10
% fetalnym hovadzim sérom, glutaminom, neesencialnymi aminokyselinami a
antibiotikom G418 (0,25 mg/ml). Po inkubacii cez noc sa médium nahradi
meédiom DMEM obsahujucim 2 % fetalne hovadzie sérum a rézne koncentracie
inhibitorov serinovych proteaz, ako je zli¢enina CU a/alebo interferdny ako je
interferon-o. 2B (Intron A, Schering Plough). Kazda zlu€enina sa testuje
v Siestich aZz dsmich réznych koncentraciach. Na jedno extrémne rozmedzie
koncentracii sa zvolia vysoké koncentracie zlu¢enin, ktoré vedu k takmer Uplnej
inhibicii akumulacie replikénovej RNA po dvoch diioch oSetrenia. Z tychto
vychodiskovych koncentracii sa vytvaraju postupné riedenia tak, aby rozmedzie
koncentracii testovanych v teste Replicon Assay zahriiovali koncentracie, pri
ktorych su zlu€eniny vysoko ucinné rovnako tak ako koncentracie, u ktorych
nedochadza k vyznamnejSiemu GCinku. Kazda koncentracia inhibitora HCV
serinovych protedz sa testuje bez akéhokolvek pridaného interferénu, rovnako

tak ako s pridanim Siestich az 6smich réznych davok interferonu.

Podobne sa interferén testuje bez akéhokolvek pridaného inhibitora HCV
serinovych proteaz. Po 48 hodinach inkubacie so zli¢eninami sa médium
odstrani z doéti¢iek a vSetka bunkova RNA sa extrahuje z buniek pouzitim
stpravy RNeasy-96, ktoru vyraba spolo¢nost Qiagen Inc. (Valencia, CA, USA).
Tato RNA sa potom analyzuje kvantitativnou RT-PCR alebo pomocou
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Ciefom TagMan® RT-

PCR je na neomycin rezistentny gén v replikone RNA.

Dosticky su usporiadané tak, Zze kazda vzorka testovanej latky sa pouZije
patkrat a dalej sa pouZije 16 opakovani neoSetrenych vzoriek. To umozni

dosiahnutie vacsej Statistickej spolahlivosti dat kvantitativnej RT-PCR.

Analyza dat ziskanych v teste Replicon Assay poskytuje dve hodnoty,
ktoré su uzitoéné na hodnotenie sily potencialnych cinidiel proti virusu HCV. Pre
kazdi testovant koncentraciu zluéeniny sa uréi inhibicia akumulacie
replikonovej RNA, spbdsobend zliceninou za dva dni oS3etrovania vzhladom

k mnozstvu replikonovej RNA v neosetrenych bunkach. Tento pomer sa uvadza
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ako percento inhibicie. Pokial sa ziska rad datovych bodov, vytvorenych
o$etrenim buniek v rozmedzi réznych koncentracii, vytvoria sa hodnoty 1Csg,
ktoré znamenaju koncentraciu zlG&eniny, pri ktorej sa akumulacia replikonove;
RNA virusu HCV znizi o 50 % posobenim zliCeniny. Opakovanim testov
inhibitorov HCV serinovych proteaz v teste Replicon Assay sa urci, ze 1C5o ma
percentualnu odchylku (% odchylky alebo 100 % x Standardna odchylka
ICso/stredné ICs) priblizne 20 %. ICsq je hodnota pouZivana na urCenie poradia
jednotlivych zlGgenin testovanych vtomto teste na zaklade ich schopnosti
pdsobit ako ¢inidla proti virusu HCV. Jednoduché urCovanie ICso nie je
adekvatne na hodnotenie uZito¢nosti zliCenin pouzitych v kombinacii.
Najudinnejsia analyza pola dat ziskanych pouZitim vSetkych kombinacii r6znych
interferonov a inhibitorov serinovych proteaz vyzaduje uréenie percenta
inhibicie, ako je ukazané vtabulke 7, pouzitim matematickych spésobov
opisanych dalej, ktoré sa navrhli kvéli zisteniu, & kombinalné lieCenie je

agonistické, aditivne alebo synergicke.

Detaily testu Replicon Assay su nasledujuce:

Procedura pre kvantitativhu analyzu replikonovej RNA virusu HCV v teste HCV

Replicon Assay pouzivajica TagMan® RT-PCR

Test Replicon Assay sa pouZiva na zmeranie schopnosti potencialnych
HCV protivirusovych zli¢enin inhibovat akumulaciu HCV subgenémovych RNA
replikénovych molekdl v bunkovej linii Huh7 (Lohmann a kol., Replication of
Subgenomic Hepatitis C Virus RNAs in a Hepatoma Cell Line. Science, 285,
110 - 113 (1999)). Tento test zahrriuje tri operatné zlozky:

1) Pestovanie replikénovych buniek, priprava testovacej dostitky a aplikacia
zluceniny;
2) Extrakcia vSetkej bunkovej RNA z replikénovych buniek; a

3) RT-PCR v realnom case (TagMan®) na zmeranie mnozstva replikénovej
RNA v kazdej vzorke.
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Test Replicon Assay vyzaduje ksvojmu uskutoCneniu aspon 4 dni;
proces sa ale méze prerusit’ a vzorky zmrazit medzi jednotlivymi krokmi. Kazda

Cast testu je opisana dalej.

1. Pestovanie replikonovych buniek, priprava testovace] dosticky a aplikacia
zluceniny

1.1. Pestovanie replikénovych buniek

Bunkova linia pouzita v teste Replicon Assay sa vytvorila ako je opisané
v Lohmann a kol. (Replication of Subgenomic Hepatitis C Virus RNAs in a
Hepatoma Cell Line. Science, 285, 110 - 113 (1999)). Po inkubacii
replikénovych buniek v bankadch na bunkové kultury s objemom 150 cm?
(Costar) pri teplote 37 °C a s 5 % CO;, a ked sa vrstva buniek stala suvisla, sa
bunky zriedia 1 : 10 objemovo do Cerstvych buniek na bunkove kultdry
s objemom 150 cm®. Médium je DMEM obsahujice 10 % fetalne hovadzie
sérum (FBS), 1X neesencialnej aminokyseliny (NEAA), 1X Glutamin (Glu) a
0,25 mg/ml G418. Vykonaju sa tri postupné etapy, zakazdym sa bunky nechaju
narast’ do suvislej vrstvy, nasleduje zriedenie buniek do Cerstvych baniek na
bunkové kultury s objemom 150 cm?. Tieto bunky, oznatené ako "pévodné
bunky”, sa potom alikvotuju a uchovavaju na budice pouZitie v teste Replicon
Assay. Analyza s pomocou TagMan® sa vykonava kvéli uréeniu poétu HCV
replikonovych gendémov na jednu bunku, €o odhali pritomnost’ priblizne 150
kopii replikonov vjednej bunke. Tento pocet je zalozeny na pocte kopii
replikonovej RNA k dvojnasobku koépii fudského gendmu apoB (polet

haploidnych gendmov).

1.1.1. Pévodné bunky sa uchovavaju v kvapalnom N,. Bunky pouZité v teste
Replicon Assay dvadsatkrat za sebou sa vyhodia a oZivi sa Cerstva davka zo

zasoby v kvapalnom N..
1.2. Vkladanie buniek do 96-jamkovych dosticiek pre test Replicon Assay

1.2.1. Na pripravu 96-jamkovych dostiCiek sa na 75 % suvisla kultura v banke
s objemom 75 cm? obsahujtica replikonové bunky trypsinizuje a resuspenduje v

10 ml Médiu A. Trypsinizacia sa vykondva odoberanim média, pridavanim 1 ml
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zmesi trypsin-EDTA 0,25 %, hmotn./obj. a potom odobratim zmesi trypsin-
EDTA. Po 5 - 10 minGtach sa bunky vyberi zbanky a resuspenduju sa
v mediu.

1.2.2. Bunky sa pocitaju pouZitim hemacytometra a bunkova koncentracia sa

upravi na 10° buniek/mi.

1.2.3. Kazda jamka sa naockuje 100 pi bunkovej suspenzie pouZitim
viackanalovej pipety Impact2 (Matrix), pricom sa nikdy neosadzuju viac ako Styri

96-jamkové dosticky z jedinej bunkovej suspenzie.
1.2.4. 96-jamkové dosti¢ky sa inkubuju pri teplote 37 °C cez noc.
1.3. Riedenie zlG&eniny a aplikacia na dosticky s replikdbnovymi bunkami

1.3.1.  Zlageniny inhibujice HCV serinové proteazy sa rozpustia
v dimetylsulfoxide (DMSO) na kone¢nl koncentraciu 20 mM. Interferény sa
suspenduju vo fosfatom pufrovanom sofnom roztoku, obsahujicom 0,1 %

hmotn./obj. albuminu z hovadzieho séra.
1.3.2. 20 mM roztok zli&eniny sa zriedi na 1 mM pomocou DMSO.

1.3.3. 50 ul zlGCeniny rozpustenej v DMSO sa prida do 10 ml Media B
(koncentracia zlugeniny je 5 mM a koncentracia DMSO je teraz 0,5 %) alebo 20
ul 1 mM zluceniny a 30 pl DMSO sa prida do 10 ml Média B (koncentracia
zluceniny je 2 uM.)

1.3.4. Riedenie zlu¢eniny na konecnu koncentraciu sa skon¢i zmieSanim
roztoku zluéenina/Médium B s Médiom C (obsahuje 0,5 % DMSO). Postupné
riedenia zlueniny v pomere jedna k piatim sa vykonavaji Médiom C v 2 ml
polypropylénovom 96-jamkovom bloku kvéli dosiahnutiu pozZadovanych

konecnych koncentracii zluceniny.

1.3.5. Dosticka s bunkami sa vyberie z inkubatora zahrievaného na teplotu 37
°C a oznadi v hornom pravom rohu veka a na pravej strane zakladne. Médium

sa vyleje z 96-jamkovych dostiCiek.

1.3.6. 100 pl roztokov zligenina/médium z kaZdej jamky 96-jamkoveho

riediaceho bloku sa prida do 96-jamkovych dosticiek s bunkami pouzitim pipety
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Impact2.

1.3.7. 100 ul Média C sa prida do vSetkych neoSetrenych jamék podla tabulky 3
na testovanie zltucenin v 1, 3 alebo 6 réznych koncentraciach: "Neo$"” oznacuje
predstierane oSetrené bunky (DMSO pridané v rovnakej koncentracii ako u

osetrenych buniek); "Kon.” znamena kancentraciu zllceniny.

32069/B



Tabulka 3
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2 zluceniny, 6 koncentracii, 5 opakovani

Zlucenina 1 Zlucenina 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A neo8. | neos. | neos. | neoS. | neoS. | neos. | neoS. | neos. | neos§. | neos.
B kon. 1 | kon.1 | kon. 1| kon. 1 |kon. 1} kon.1|kon.1]|kon. 1}kon.1|kon.1
C kon. 2 [ kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 [ kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2
D kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 [ kon. 3 | kan. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3
E kon. 4 [ kon. 4 | kon. 4 | kon. 4 | kon. 4 | kon. 4 | kon. 4 | kon. 4 | kon. 4 | kon. 4
F kon. 5| kon.5 {kon. 5 | kon. 5 [ kon. 5 | kon. 5| kon. 5| kon. 5 | kon. 5 | kon. 5
G kon. 6 | kon.6 | kon. 6 | kon. 6 | kon. 6 | kon. 6 | kon. 6 | kon. 6 | kon. 6 | kon. 6
H neod. | neos. | neos. | nens. | neas. | neoS. | neos. | neoS. | neos. | neos.
4 zlu€eniny, 3 koncentracie, 5 opakovani
Zlucenina 1 Zlt€enina 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A neo$. | neos. | neo$. | neoS. | neos. | neoS. | neos. | neoS. | neos. | neos.
B kon. 1 | kon. 1| kon. 1| kon. 1| kon.1{kon.1]|kon.1}kon.1]|kon.1]{kon.1
C kon.2 { kon. 2 [ kon. 2 | kon. 2 [ kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2
D kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3
E kon. 1| kon. 1| kon. 1} kon. 1} kon. 1| kon.1]kon.1|[kon.1|kon.1|kon.1
F kon.2 | kon. 2 | kon. 2 [ kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2 | kon. 2
G kon. 3 | kon. 3 { kon. 3 | kon. 3 [ kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3 | kon. 3
H neos. | neos$. | neos. | neoS. | neoS. | neoS. | neos. | neoS. | neos. | neos.
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16 zlucenin, 1 koncentracia, 4 opakovania

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A neos. | zt.1 | z.2 | z.3 } zZ.4 | 2.5 | 2.6 | 2.7 | 2.8 | neoS.
B neo$. | zt. 1| zl.2 | 2.3 | zL.4 | 2.5 | 2.6 | z.7 | z.8 | neos.
C neo$. [ zl.1| z.2 | z.3 | 2.4 | z.5 | 2.6 | zl.7 | z. 8 | neos.
D neos$. [zl 1| z.2 | 2.3 | 2.4 | 2.5 | 2.6 | z.7 | 2.8 | neos.
E neos. | 2.9 [ z.10 [ z.11 | 2.12 | z1.13 | z1. 14 | zL. 15 | 2. 16 | neos.
F neo$. | 2.9 | z.10 | z.11 | z2.12 | 2. 13 | 2. 14 | 2. 15 | zI. 16 | neos.
G neos$. | z.9 | z.10 [ z. 11 | z2t.12 | 21.13 | z. 14 | 2. 15 | zI. 16 | neos.
H neo$. { z.9 | z.10 { 2. 11 ] 212 | z1.13 | zl. 14 § z. 15 | zl. 16 | neos.

12 zlacenin, 1 koncentracia, 5 opakovani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

neos. | neos. | neos. | neoS. | neoS. | neos. | neos. | neos. | neos. | neos.

zl. 1 zl. 1 zl. 1 zl. 1 zl. zl. 7 zl. 7 zl. 7 zl. 7 zl. 7

zl. 2 zt. 2 zl. 2 zl. 2 zl. zl. 8 zl. 8 zl. 8 zl. 8 zl. 8

z2l. 3 zl. 3 zl. 3 zl. 3 zl. zl. 9 2.9 zl.9 zl.9 zl. 9

zl. 5 zl.5 zl.5 zl. 5 zl. 211 [z 11z 11 ]zl 11 |zl 1

1
2
3
z.4 | z.4 | z.4 | 2.4 | 2.4 | 210|210 | z. 10 | z. 10 | z1. 10
5
6

zl. 6 zl.6 zl.6 zl.6 zl. zl.12 {2112 | z. 12 | z. 12 | zl. 12

Il ®Of M mjp O O ol >

neos. | neos. | neos. | neos. | neos. | neos. | neos. | neos. | neos. | neos.

1,4. Doéticky sa inkubuji po dobu 48 hodin pri teplote 37 °C a potom sa

vystavia extrakcii RNA.
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Tabulka 4 - Prehlad vybavenia a materialov pouzitych na pestovanie kultar a

aplikaciu zluceniny

8-kanalova pipeta Impact2, 1250 pl kat.c. 2004 Matrix

2 mi polypropylénovy hlbokojamkovy |kat. €. 4222 Matrix
blok, 96-jamkovy, sterilny

25 mi zasobnik Cinidiel, sterilny kat. €. 8096 Matrix
1250 pl extra dihé pipetové Spicky kat. €. 8255 Matrix
96-jamkova dosticka kat. €. 3595 Costar
Hemacytometer Bright line, zlepSeny Reichert

Neubauer 0,1 mm hlboky

DMEM kat. €. 51444-79P | JRH

¢

.12403-010 |GIBCO-BRL

(o]

L-glutamin (Glu) kat.

.11140-050 |GIBCO-BRL

O

Neesencialne aminokyseliny (NEAA) |kat.

Fetalne hovadzie sérum (FBS) kat. €. 16250-078 |GIBCO-BRL

G418 kat. €. 55-0273 Invitrogen

DMSO kat. €. D-2650 Sigma

Médium A DMEM, 10 % FBS, 1x NEAA, 1x Glu, 0,25 mg/ml G 418
Médium B DMEM, 2 % FBS, 1x NEAA, 1x Glu

Médium C DMEM, 2 % FBS, 1x NEAA, 1x Glu, 0,5 % DMSO

Trypsin - EDTAO, 25|GIBCO-BRL
%
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2. Extrakcia vSetkej bunkovej RNA z replikénovych buniek
2.1 Uvod

Cielom procedury je extrakcia RNA zo vzoriek in vitro tkanivovych kultar
tak, aby virusova alebo bunkova RNA sa kvantitativne izolovala a aby bola

dostatocne Cista na analyzu kvantitativnym HCV RT-PCR testom.

Kvéli umozneniu detekcie odchylok ucinnosti extrakcie RNA sa do kazde;
bunkovej vzorky pridd pred extrakciou RNA Standardné mnoZstvo virusu
virusovej hovadzej hnacky (bovine viral diarrhea virus - BVDV), €o je RNA virus
s istou podobnostou s HCV. Potom by uroveii BVDV RNA detekovana
v zavereéne] multiplexnej reakcii RT-PCR mala byt konzistentna pre vSetky
jamky s medzami variability, zodpovedajucimi testu Replicon Assay. O tejto
vnutornej kontrole ucinnosti extrakcie RNA sa diskutuje dalej v kapitole

TagMan® uvedenej dalej.

K extrakcii RNA sa pouzil spdsob RNeasy-96 spolo¢nosti Qiagen Inc.
(Valencia, CA, USA). Tento spdsob pouziva 96 mini-kolon s oxidom kremicitym,
ktoré su rozmiestnené v poli zodpovedajicom 96-jamkovym dostickam na
operacie s tkanivovymi kultirami. Technolégia extrakcie RNA je modifikaciou
Boomovho spdsobu, v ktorom sa v8etky bunkové proteiny a nukleové kyseliny,
vratane nukledz, najprv denaturuju silnou chaotropnou sofou (guanidinium
tiokyanat). Vtomto prostredi maju nukleové kyseliny silnd afinitu k oxidu
kremicitému, CGo je materidl vmini-koldnach; ale proteiny a dalsie

kontaminujuce latky sa neviazu na oxid kremicity a prechadzaju kolénami.

Po premyvani kolon roztokmi chaotropna sol/etanol sa vzorky Ciastone

sudia a nukleové kyseliny sa potom uvolfiuju z kolén malym objemom vody.

Kvéli znizeniu odchylok pri izolacii HCV RNA sa venuje pozornost
podmienkam premyvania kolony a Giastocnému suseniu. Pritomnost malého
mnoZstva etanolu v koléne by kontaminovala vyslednd RNA a interferovala
s RT-PCR detekénym systémom. Vo vSetkych fazach tejto procedury je

potrebna pozornost, pretoze vychodiskové vzorky moéZu byt biologicky
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nebezpecéné, chaotropna sol je silne alkalicka a navySe ako tiokyanat méze

vytvarat' jedovaty plynny kyanid, ak pride do kontaktu s kyslym prostredim.

Tabulka 5 - Prehlad vybavenia a materialov potrebnych pre proceduiru

extrakcie HCV RNA

Suprava RNeasy 96 (24) kat. €. 74183 Qiagen
Pole QlAvac 96 kat. ¢. 19504 Qiagen
Centrifiga 4-15C pre 2 x 96 dostiCiek, 6000 x g |kat. ¢. 81010 Qiagen
Dostickovy rotor pre 2 x 96 dosticiek, 200 Proof | kat. €. 81031 Qiagen
Ethylalkohol
8-kanalova pipeta Impact2 Pipette, 250 pl kat. ¢. 2002 Matrix
8-kanalova pipeta Impact2 Pipette, 1250 pl kat. €. 2004 Matrix
2 ml polypropylénovy hibokojamkovy blok, 96-|kat. €. 4222 Matrix
jamkovy, sterilny
25 ml zasobnik Cinidiel, sterilny kat. ¢. 8096 Matrix
1250 pl extra dihé pipetové Spicky kat. €. 8255 Matrix
200 pl pipetove $picky kat. €. 7275 Matrix
MEM médium bez séra kat. €. 11095-80 [GIBCO-
BRL

2.2. Procedura

2.2.1. Lyza buniek

2.2.1.1. Priprava lyzového pufra: Do jednej 96-jamkovej dosticky sa prida 150 pl

beta-merkaptoetanolu (beta-ME) a 1 pl BVDV zasobného roztoku (virivé

miedanie roztoku pred pridanim) na 15 ml RLT pufra (zlozka sUpravy RNeasy,

Qiagen). Tento zasobny roztok sa pripravi infekciou MDBK buniek (hovadzie

ladvinové bunky #CCL-22, dodava American Type Culture Collection,

Manassas, VA, USA) virusom BVDV a odobratim kultiry v okamihu $pi¢kového

cytopatologického Gcinku (peak cytopathic effect - CPE). Tento zasobny roztok
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ma infekcny titer priblizne 1 x 10" pfu/ml. Z toho vyplyva prahovy cyklus (Ct) pre
BVDV priblizne 22 vteste TagMan®. Zasobny roztok BVDV sa uchovava

v mraznicke pri teplote -80 °C.
2.2.1.2. Bunky sa premyvaju 150 yul MEM média bez séra (program 4 8-

kanalovej elektronickej pipety P1250: Fill 1250, Disp 150 x 8). Do kazdej jamky
sa prida 150 ul lyzového pufra (ten isty program).

2.2.1.3. RNA sa extrahuje okamzite alebo sa bunky zmrazia pri teplote -80 °C.
2.2.2. Priprava Cinidiel a materidlov na extrakciu RNA.

2.2.2.1. Zapis Cisla davky RPE a RNeasy 96 git.

2.2.2.2. RPE: 720 ml 100 % etanolu sa prida do jednej flaSe RPE (Qiagen) a
dobre premiesSa; RPE flaSe sa vZdy dobre pretrepavaju pred pouzitim.

2.2.2.3. 70 % etanol: 150 ml dietylpyrokarbonat (DEPC) s vodou sa prida do
350 ml 100 % etanolu a dobre premiesa.

2.2.3. Priprava RNA pomocou supravy RNeasy 96

2.2.3.1. Zmrazené vzorky sa rozmrazia pri teplote okolia v priebehu 40 minut.
Sucasne sa rozmrazi jedna koldna extrakénej kontroly pre kazdu dostiCku
(Extrakéné kontroly stpravy RNeasy je subor 8 navzajom spojenych trubic. Vo
vnutri kazdej trubice je 170 pl bunkového lyzatu sistym pomerom HCV
pozitivnych a negativhych buniek. Odhora nadol je po dvoch s nizkym,
strednym, vysokym a nulovym poctom kontrol. (Pozri kapitola 2.3 protokolu

uvedena dalej).

2.2.3.2. Vzorky sa zmie$aju pipetovanim 100 pl patkrat tam a naspat. Cela
vzorka sa prenesie do kolén 1 - 10 v 2 ml Matrix bloku so §tvorcovymi jamkami
(program 1 na P250: Mix 100 x 5, Fill 170, Purge).

2.2.3.3. 150 ul replikbnového §tandardu sa prenesie do koldny 11 (Ziadne

vzorky v koléne 12).

2.2.3.4. 150 pl 70 % etanolu (EtOH) sa prida ku kazdej vzorke (program 4 na
P1250: Fill 1250, Disp 150).
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2.2.3.5. Dosticky RNeasy 96 oznaené zodpovedajucim cislom dosticky sa
viozia do vakuového pola. Zmes lyzat/EtOH sa zamie$a a prenesie na RNeasy
96 dosticky (program 1 na P1250: Mix 200, Times 5, Fill 330 and Purge).
Nepouzité jamky sa prelepia priehfadnou paskou (dodava spolo€nost’ Qiagen),

zvycajne kolona 12.

2.2.3.6. Vzorky sa nanest na mini-kolény pouZzitim vakua (priblizne 800

mbarov).

2.2.3.7. Dosticky RNeasy-96 sa premyvaju 1 000 pl pufra RW1 (Qiagen) na
jamku (program 2 na P1250: Fill 1000, Disp 1000).

2.2.3.8. Pufor RW1 sa vakuovo prefiltruje a priechod sa uvolni.

2.2.3.9. RNeasy-96 dostiCka sa premyva 1 000 pl RPE pufra/jamka (program 2
na P1250).

2.2.3.10. Pufor RPE sa vakuovo prefiltruje.

2.2.3.11. Krok 2.2.3.9 sa opakuje.

2.2.3.12. Pufor RPE sa vakuovo prefiltruje, vakuum sa udrziava po dobu 3
minuty.

2.2.3.13. Dosticky RNeasy 96 sa suSia. Dosticky RNeasy-96 sa vloZia do
mikroskimavkového zasobnika (dodavany spoloénostou Qiagen), zakryju sa
dodanou paskou AirPore a jednotka sa centrifuguje po dobu 10 minut pri 6 000

g (centrifiga Qiagen Sigma; 4 - 15 °C).

2.2.3.15. Vymyvanie RNA z RNeasy 96-jamkovych dostiCiek: Dosticky RNeasy-
96 sa vlozia na novy mikroskimavkovy zasobnik. Do stredu kazdej jamky sa
prida 70 pl vody bez RNazy (program 3 na P1250: Fill 850, Disp 70).

2.2.3.16. Inkubacia 1 minutu pri teplote okolia a potom zakrytie dosticky novou

paskou AirPore.

2.2.3.17. Jednotka sa potom centrifuguje po dobu 4 minuty pri 6 000 ¢
v centrifige Sigma 4 - 15C. Velkost vymytého objemu je medzi 28 pl a 50 pl.

2.2.3.18. Dosticky RNeasy-96 sa odstrania a skimavkovy zasobnik sa uzatvori
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klobugikmi dodavanymi spolo¢nost'ou Qiagen (8 na jeden rad).

2.2.3.19. Vymyta RNA sa uchovava pri teplote -80 °C alebo sa okamZzite

analyzuje testom TagMan®.

2.3. Priprava extrakénej kontroly

Den 1

2.3.1.1. Vlozit 2,5 x 10’ replikdn produkujucich buniek do banky na tkanivové
kultary s objemom 150 cm® (T-150).

2.3.1.2. Vlozit 2,0 x 10° Huh7 buniek do banky na tkanivové kultiry s objemom
75 cm® (T-75).

2.3.1.3. Inkubovat cez noc pri teplote 37 °C.

Den 2
2.3.1.4. Lyzovat bunky lyzovacim pufrom.

2.3.1.5. Odobratie supernatantu buniek Huh7 a replikdn produkujucich buniek a

premyvanie jednoduchej vrstvy 10 ml média bez séra (MEM).

2.3.1.6. Pridat 30 ml lyzovacieho pufra (s 1 pl zasobného roztoku s BVDV na
15 ml lyzovacieho pufra) k bunkam Huh7, mieSat opakovanym pipetovanim a
vlozit bunkovy lyzat do 50 ml centrifuganej skiumavky na tkanivové kultury

s kénickym dnom.

2.3.1.7. Pridat 10,5 ml lyzovacieho pufra k replikén produkujicim bunkam,
miesat’ opakovanym pipetovanim a vloZit bunkovy lyzat do 15 ml centrifugacne;j

skimavky na tkanivové kultury s kénickym dnom.

2.3.2. Pre vysoky (HIGH) extrakény Standard: Alikvotovat 170 ul lyzatu replikon
produkujlcich buniek do radov 5 a 6 dvoch Matrix 0,756 ml skumavkovych

zasobnikov.

2.3.3. Pre stredny (MEDIUM) extrakény $tandard: Pridat 1,0 ml lyzatu replikon
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produkujicich buniek do 9 ml lyzatu buniek Huh7 a dobre premiesat.
Alikvotovat' 170 ul tejto zmesi do radov 3 a 4 dvoch Matrix 0,75 ml

skumavkovych zasobnikov.

2.34. Pre nizky (LOW) extrakény Standard: Pridat 50 pl lyzatu replikn
produkujicich buniek do 10 ml lyzatu buniek Huh7 a dobre premiesat.
Alikvotovat' 170 pl tejto zmesi do radov 1 a 2 dvoch Matrix 0,75 ml

skimavkovych zasobnikov.

2.3.5. Nulova (ZERO) extrakéna kontrola: Alikvétovat 170 pl lyzatu buniek Huh7

do radov 7 a 8 dvoch Matrix 0,75 ml skiimavkovych zasobnikov.
2.3.6. Uchovavat kontroly pri teplote -80 °C.

3. TagMan® RT-PCR a analyza dat

3.1 Uvod

Kvantitativny RT-PCR v redlnom ¢ase sa pouZiva na meranie mnoZstva
HCV replikdnovej RNA v kaZdej vzorke. Tato technologia sa Casto oznaduje
ako na PCR zalozeny 5°-nukleazovy test a TaqMan®. Analytické zariadenie je
detekény systém Applied Biosystems 7700 Prism Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Toto zariadenie je v zasade
casovo multiplexovany spektrograf laserovo indukovanej fluorescencie spojeny
s teplotnym cyklovatom. Pristroj monitoruje akumulaciu PCR amplikénu

v kazdej jamke 96-jamkovej dosky so vzorkami v priebehu PCR procesu.
3.2. Pouzitie vnutornej kontroly BVDV

Ako bolo uvedené v predchadzajlcej kapitole, do kazdej vzorky sa vloZi
vnutorna pozitivna kontrola. Ta sluzi ako meradlo Géinnosti extrakcie RNA a
ukazuje, ¢i vzorka obsahuje kontaminanty, ktoré inhibuji TaqMan® PCR. BVDV
sa zmie8a s chaotropnym bunkovym lyzovacim pufrom pred aplikéaciou
lyzového pufra na bunky. Hoci pozitivha kontrola je v kazdej vzorke, test BVDV
vnutornej pozitivnej kontroly sa vykonava iba vtedy, ked' testové data v HCV
teste replikonovej RNA padnu mimo oakavané rozmedzie, ¢o naznaduje, Ze by

mohol nastat problém so vzorkami. Pristroj 7700 je schopny sUcasne
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monitorovat' akumulaciu dvoch réznych PCR amplikénov v skimavke pouzitim
detekenych sond oznadenych dvoma rdéznymi fluorescenénymi reportujucimi
farbivami (,multiplex,). Specifické kritéria, ktoré vyvolavaji TagMan® analyzu
BVDV vnutornej pozitivnej kontroly vzorky dosticky, st opisané v kapitole o
analyze dat (3.6).

3.3. Sondy a priméry pre test TagMan® HCV replikonovej RNA

V désledku oCakavanej genetickej stability a vS§eobecnej nepritomnosti
sekundarnej Struktdry RNA génu rezistencie na neomycin (neo) zakdédovaného
v replikéne sa pouZili priméry a sonda, ktoré sa viaZzu na t(to oblast. Tento
segment replikbnovej RNA sa nachadza medzi bazami 342 - 1193 replikénu s
8001 parmi baz (SEQ ID NO:1):

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgccga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatge

gtgcceccggg

aaccaaacgt
tccggecgcet
ctctgatgcece
cgacctgtecc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggctc

ctgcttgeeg

aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gcecgtgttece
ggtgccctga
gttccttgcg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg

gaccgtgcac
ggcgcgccat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtgcect
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tgcacgaaga
tgcccgacgg

tggaaaatgg

catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggegce
ggacgaggca
cgacgttgtce
tctecetgtea
gcggctgcat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
CCGCTTTTCT

dopredny

aatcctaaac
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttcttt
gcgcggcetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgcgceccag
gtcgtgaccc
GGATTCATCG

primér

1021 aCTGTGGCCG GCTGGGTGTG Geggaccgct atcaggacat agcgttgget acccgtgata

TaqMan®

sonda

1081 ttgctgaaga gcTTGGCGGC GAATGGGectg accgcttcct cgtgctttac ggtatcgecg

spatny primér

1141 ctcccgattc gcagecgcatc gecttctate geocttcettga cgagttcectte tgagtttaaa

3.4.

Procedury

3.4.1. Sposob pripravy 1x hlavnych zmesi pre NEO a BVDV RT-PCR
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383

hlavnu zmes
Vybavenie a materialy Objednavacie &islo Dodavatel

0,5 - 10 pl pipeta 22 47 005-1 2000 Series Eppendorf

2 - 20 pl pipeta 2 47 015-9 2000 Series Eppendorf

10 - 100 pl pipeta 22 47 020-5 2000 Series Eppendorf

50 - 200 pl pipeta 22 47 025-6 2000 Series Eppendorf

100 - 1 000 pl pipeta 22 47 030-2 2000 Series Eppendorf

1250 pl Matrix $picky kat. . 8255 Matrix

200 pl Matrix $picky kat. €. 7275 Matrix

10 pl ART $picky kat.€. 2140 Molecular
Bioproducts

20 pl ART $picky kat. €. 2149P Molecular
Bioproducts

100 pl ART $picky kat. €. 2065E

200 pl ART $picky kat. €. 2069 Molecular
Bioproducts

1000 pul ART $picky kat. €. 2079E Molecular
Bioproducts

Elektronicka pipeta, Impact2 [kat. & 2001 Matrix

1,5 m! mikrofugaéné kat. ¢. 12450 Ambion

skimavky bez Rnézy

14 ml polypropylénové kat. €. 352059 Falcon

skumavky

25 ml zasobnik ¢inidiel kat. ¢. 8096 Matrix

96-jamkova reakéna dosticka | kat. 6. N801-0560 Applied
Biosystems

Pasy optickych uzaverov kat. €. N801-0935 Applied
Biosystems
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uM (= 10x) zmes dopredny/

spatny primér, 550 ul na

alikvot

AGT CGT CAG TGG TTC G-
3° (SEQ ID NO: 8), 1,0 uM

bez géloveho Cistenia

Sterilné rukavice na jedno|kat. ¢. 9515-E Baxter
pouzitie
Reagenty Objednavka €. Dodavatel
Kyselina O.1N HCI Fischer
RNAse Zap kat. €. 9780 Ambion
RNAse away kat. €. 7005 Molecular
Bioproducts
10-nasob. EZ RP-PCR|[kat. & 403028 Applied
suprava zakladnych c¢inidiel, Biosystems
5x reakény pufor, 25 mM
octan horec¢naty, deoxy NTP
VIC NEO sonda, 2 uM (=|kat. &. 450003, zakaznicky, 5'- | Applied
10x), 550 pl na alikvét VIC-CTG TGG CCG GCT |Biosystems
GGG TGT GG-TAMRA-3°
(SEQ ID NO: 2)
Reagenty Objednavka ¢. Dodavatel
VIC BVDV sonda, 2 uM (={kat. €. 4560003, zakaznicky, 5°-|Applied
10x), 550 ul na alikvet]VIC-CCC TCG TCC ACG|Biosystems
(Vertex) TGG CAT CTC GA-TAMRA-
3" (SEQID NO: 3)
NEO dopredny primér, 3 uM |kat. ¢. 4304972 zakaznicky, | Applied
(= 10x) zmes dopredny/|5-CCG CTT TTC TGG ATT |Biosystems
spatny primér, 550 pl na|AT CG-3"(SEQID NO: 4)
alikvot
NEO spétny primér, 3 uM (=|kat. €. 4304972 zakaznicky, | Applied
10x) zmes dopredny/spatny|5-CCC ATT CGC CGC CAA-|Biosystems
primér, 550 pl na alikvét 3" (SEQ ID NO: 5)
BVDV dopredny primér, 3|zakaznicky, 5-CAG GGT |Qligos etc
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BVDV spatny primér, 3 uM
(= 10x)
spatny primér, 550 pul na

zmes dopredny/

alikvot

5-GGC CTC
TGC AGC ACC CTA TC-3'
(SEQ ID NO: 7), 1,0 uM bez

gélového Cistenia

zakaznicky,

Oligos etc

NEO RNA standardy

In vitro transkribovana RNA

z plazmidu obsahujliceho neo
genovu cast HCV replikonove;j
RNA pouzitim T7 RNA
polymerazy. In vitro
transkribovana RNA sa
kvantitativne vztahuje

k znamej molekulovej
hmotnosti i transkriptov a UV-
absorbcie Cisteného
transkribovaného roztoku.
Tato RNA sa zriedi, alikvétuje
a uchovava pri teplote 80 °C.
Jednotlivé alikvéty sa
rozmrazia pre kazdy TagMan®
3 test.

RNA vzorky na testovanie sa

izoluju z HCV replikénovych

buniek (kapitola 2 tohto

Protokolu), 10 ul/96-

jamkovych dosticiek

Voda bez nukleazy | kat. €. 9930 Ambion
(nespracovana pomocou

DEPC)

3.4.2. Priprava Cinidiel hlavnej zmesi

3.4.2.1. Umyt stdl v nasledujlcich dvoch krokoch a preplachnut pipetu
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pomocou RNAse Away.
RNAse Zap (Ambion, Austin, TX, USA)
RNAse Away (Molecular Bioproducts, San Diego, CA, USA)

3.4.2.2. Otvorit hlavny EZ RT-PCR ¢inidla (Applied Biosystems) a vloZit' 5x
pufor na lad, rozmrazovat zmrazené Cinidla pri teplote okolia priblizne 15 minut
a potom ich polozit na lad. Jedna sUprava EZ RT-PCR ¢Cinidiel sa méze pouzit

pre dve 96-jamkové RNA extrakcie.

3.4.2.3. Vziat' jednu tubu 2 uM VIC sondy (NEO alebo BVDV, 550 pl v tube) z -
20 °C a polozit na lad.

3.4.2.4. Vziat jednu tubu 3 uM zmesi dopredny/spatny primér (NEO alebo
BVDV, 550 pl v tube) z -20 °C a poloZit na lad.

3.4.2.5. Vziat jednu tubu (30 ul) Standardnych RNA transkriptov (108 kopii/10
ul) z -80 °C a polozZit' na fad.

3.4.2.6. Vziat' jednu tubu Ambion vody s teplotou okolia.
3.4.3. Zostavenie hlavnej zmesi na jednu 96-jamkovu reakénu dosticku.

3.4.3.1. Pouzit 1 ml pipetu na prenesenie 5x pufra (Applied Biosystems) do 14
ml tuby; celkovy pridany objem je 1 100 pl.

3.4.3.2. Pouzit 1 ml pipetu na pridanie 25 mM Mn (OAc), (Applied Biosystems)
do 14 ml tuby; celkovy pridany objem je 660 pl.

3.4.3.3. Pouzit 200 pl pipetu na pridanie 165 ul 10 mM dATP do 14 ml tuby.
Vykonat to isté pre 10 mM dCTP, 20 mM dUTP a 10 mM dGTP.

3.4.3.4. Pouzit 1 ml pipetu na pridanie 550 pl 10x 3 M zmesi dopredny spatny
primér.
3.4.3.5. Pouzit 1 ml pipetu na pridanie 550 pl 10x 2 uM sondy.

3.4.3.6. Pouzit 1 ml pipetu na pridanie 220 ul IrTth DNA polymerazy (Applied

Biosystems).

3.4.3.7. Pouzit 100 ul pipetu na pridanie 55 pl AmpErase UNG (Applied
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Biosystems).

3.4.3.8. Pouzit 1 ml pipetu na pridanie 605 ul Ambion H,O do 14 mi tuby;

konecny objem je celkovo 4 400 pl.
3.4.3.9. Preniest 4 400 pl hlavnej zmesi do 25 ml zasobnika &inidiel.

3.4.3.10. Rozdelit 40 pl na jamku do vSetkych 96 jamiek pouzitim 8-kanalovej
pipety.

3.4.3.11. Preniest 10 pl extrahovanych neznamych vzoriek do jamiek reakénej
dosticky pouzitim 8-kanalovej pipety, stipec po stipci, stipec 1 az stipec 11.

Uzatvorit stipce po prenose.

3.4.3.12. Pridat 270 pl Ambion H,0 do 30 ul 10° kopii/10 ul RNA transkriptu na
pouzitie v $tandardnej krivke a premiesat. Teraz je 10’ kopii HCV replikénovej

kvantizacne $tandardnej RNA/10 pl.
3.4.4. Nastavenie ABI 7700 pre kazdy beh

3.4.4.1. Pred kazdym behom restartovat poéitad pre ABI 7700 a prestavat
desktop.

3.4.4.2. Uzatvorit a odstranit kazdy nadbytoény program z pevného disku;

spracovane data do koS$a.
3.4.4.3. Otvorit program Sequence Detector vl. 7 (SDS software).
3.4.4.5. Otvorit zlozku ,Replicon Assay Runs,,.

3.4.4.6. Otvorit ,Replicon Assay, dialég $ablény. Podmienky tepelného

cyklovata sa naprogramuiji do $ablony nasledujticim spdsobom:
Etapa 1: 50 °C pocas 2 mindt.
Etapa 2: 60 °C pocas 30 mint.
Etapa 3: 95 °C pocas 5 minut.
Etapa 4: 95 °C pocas 15 sekund.
Etapa 5: 60 °C pocas 60 sekund.

Pocet opakovani cyklu etap 4 - 5: 40.
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Dal$ie nastavenie:

Template instrument: diagnosis: advanced options:

Select views: display mse.

Select views: display best fit.

Select miscellaneous: reference dye ROX.
3.4.4.7. UloZit (,Save,, nie ,save as,) subor do zlozky ,Replicon Assay Runs,,.
3.4.4.8. Nastavenie zobrazenia: stla¢it’ RUN.
3.5. Priprava ABI 7700 dat po behu pouzitim SDS software.

3.5.1. Testovacie doéticky sa vyberi z ABl 7700 a vyhodia bez toho, aby sa

otvorili. To velmi zniZuje laboratérne problémy s PCR krizovou kontaminaciou.
3.5.2. Data sa analyzuju pouZitim software Sequence Detector System v1.7.

3.5.3. Prahové hodnoty sa na zaliatku nastavia pouzitim zakladného

nastavenia.

3.5.4. Kritérium odmietnutia dat: Datové body alebo rady pre celu dostiCku sa
mozu odmietnut. Ak dojde k vyznamnej odchylke od protokolu, zlyhaniu Cinidla
alebo nehode alebo chybe pri behu ABI 7700, data sa m6zu vymazat. Kvoli
odmietnutiu  Tubovolného datového bodu pochadzajuceho zo zjavne

normalneho behu sa musi spinit jedno alebo viacero nasledujucich kriterii.

3.5.4.1. Prahové vypocty cyklu. Normalne sa pouZivaju zékladné hodnoty SDS
software. Ak Ct vzoriek vaésiny koncentracii je mensie ako 15, potom sa zmeni
prahova hodnota stop limitu, ak je potrebné k nizSej hodnote, aby Ct vzorky
najvy$$ej koncentracie bolo vadsie ako stop hodnota. Aktualizovat' vypocty po

vykonani tejto zmeny.

3.5.3.2. UvaZovat vyradenie celkom abnormalneho behu TagMan®
indikovaného odchylkou od strednych hodn6t sklonu a priese¢niky s y-ovou
osou pri priamke generovanej analyzou neo RNA S$tandardy. Prijatelné

rozmedzia pre tieto hodnoty su:

sklon medzi 3,0 a 3,6
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prieseCnik s osou y medzi 36 a 41 cyklami.

3.5.4.3. Nenormalne jednotlivé TagMan® jamky, ako sa indikuje extrémnym
Rn/ARn, sa m6zu vypustit pred vykondvanim analyzy dat tak, aby neovplyvnili
vypocty SDS software.

3.5.4.4. Preskumat a zaznamenat netemplatové kontrolné Ct hodnoty a
potvrdit, Ze sii vécSie ako 7,0 Ct (> 100x) vy$sie ako Ct pre lubovolnd vzorku

oSetrenu zluceninou.

3.5.5. HCV RNA &tandardné Ct hodnoty sa porovnaju s predchadzajdcimi
vysledkami.

3.5.6. HCV RNA standardné krivky sa porovnaji s predchadzajicimi
vysledkami.

3.5.7. Ak je pre jednotlivé jamky zjavna nenormalina amplifikacia, tieto jamky sa

identifikuju a poznamenaiju.

3.5.8. Subor ,vysledky, sa exportuje a prenesie z poéitada 7700 do iného

pocitata na analyzu pouzitim Microsoft Excel.

3.5.9. Lubovolné nasledujuce zmeny pripravy pouzitych &inidiel alebo riedenia

sa oznamia.
Nova syntéza sondy alebo priméru od dodavatela.
Nové riedenia a alikvéty sondy alebo priméru.
Nove Standardy pripravy RNA transkriptu.
Nové Standardy riedenia a alikvotov RNA transkriptu.
Nova priprava BVDV virusu.
Nova priprava $tandardov koldny 11.

3.6. TagMan® analyza dat.

3.6.1. Skopirovat a vlozit TagMan® HCV Ct hodnotu a skopirovat hodnotu
z vysledkového suboru TagMan® do zodpovedajiuceho pola makra Microsoft

Excel kvéli analyze dat testu Replicon Assay vyhotovenia tohto makra.
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3.6.2. Skopirovat tabulku vysledkov TagMan® z listu makra na iny list, vlozit

poradové Cislo a ¢islo SarZe zlG€eniny.

3.6.3. Z uvedeného listu Microsoft Excel sa uréi stredna hodnota, Standardna
odchylka a percento CV inhibiénej aktivity zli¢eniny, rovnako tak ako HCV
hodnota, HCV Ct hodnota a BVDV Ct hodnota (ak je znama) vSetkych bodov

riedenia pre 5 opakovani a kontrolu bez zlGgeniny.

3.6.4. Kritéria pre odmietnutie dat a implementaciu BVDV kontroly v teste
TagMan®. Skontrolovat vSetky vypodty. Datové body alebo (daje pre celé
dosticky sa moézu odmietnut. Ak doéjde k vyznamnej odchylke od protokolu,
zlyhaniu ¢inidla alebo nehode alebo zlyhaniu ABI 7700, data sa m6zu vylucit.
Kvoli odmietnutiu fubovolného datového bodu zo zjavne normalneho behu sa
musi splnit' jedno alebo viacero nasledujucich kritérii. Standardna odchylka
percenta inhibicie by mala byt mensia ako 30 % u aktivnych zlucenin. Percento
CV pre HCV hodnotu by malo byt mensie ako 30 %. Standardna odchylka HCV
Ct véetkych vzoriek by mala byt mensia ako 0,5; zvy€ajne je priblizne 0,1 az 0,3
u vadésiny vzoriek. Ak HCV Ct standardna odchylka je vacsia ako 0,5, potom
treba ist spat do tabulky nespracovanych dat a prekontrolovat hodnoty Ct pre 5
opakovani. Ak hodnota Ct pre lubovolnli jamku je o 2 Ct odli8na od strednej
hodnoty Ct pre 5 opakovani, potom by sa tato jamka mala vylucit z analyzy. Ak
viac ako 3 jamky (nie v rovnakom stipci) maju nezvyéajné hodnoty Ct, potom by
sa mal vykonat BVDV TagMan® vnatorny kontrolny test. Ak BVDV data

vykazuju iregularitu, potom by sa zli¢enina mala testovat znova.

3.6.5. Vypocet ICso: Skopirovat a vlozit' data strednej inhibicie a Standardne;
odchylky do kalkuldtora sigmoidalnej davkovej odozvy s premennym sklonom,
ktory pouZiva metddy nelineamnej regresie. Pouzitim tohto nastroja sa
vypoditaju hodnoty 1Cso pouzitim nasledujiicich dvoch metod: len zafixovanie
stropu na 100 % inhibicie alebo zafixovanie stropu na 100 % inhibicie a dna na
0 % inhibicie. Spdsob, ktory poskytne jasnejsiu hodnotu, sa potom uvadza pre
kazdG zlG&eninu. Najspolahlivejsi 1Cso vychadza zvypoctov, ktoré maju
najniz§iu $tandardni chybu. Ak hodnoty ICso vypoéitané z tychto dvoch kriviek

vykazuju viac ako jednonasobn( odchylku alebo ak Standardna odchylka ICs je
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vacsia ako ICs, zliéenina by sa mala testovat znova kvéli upravenym

koncentraciam.

Vypocet U€inku inhibitorov HCV serinovych proteaz v kombinacii s interferonmi

Uginok inhibitorov HCV serinovych proteaz (HSPI) a interferénov
v kombinacii sa mdze zhodnotit vteste Replicon Assay vytvorenim krivky
davkovej odozvy pre HSPI v pritomnosti réznych hladin interferénu alebo
urCovanim krivky davkovej odozvy pre interferén v pritomnosti réznych hladin
HSPI. Ciefom je urcit, ¢i dochadza k vacsej alebo mensej inhibicii akumulacie
virusovej RNA, ako by sa ofakavalo, pokial by uvedené dve latky prinasali
aditivny ucinok na RNA. PresnejSie, pouZila sa definicia aditivity podla Lowe
((1928) Die Quantitation Probleme der Pharmakologic, Ergebn. Physio., 27, 47
- 187). Ta sa definuje nasledujicim spdsobom. Nech Dg e je koncentracia
interferénu, ktord vedie k GCinku E a nech Dgusp) je koncentracia inhibitora

proteaz, ktora vedie k tcinku E.

- Di . D» (1)

De,iwve De, user

Potom nulova interakcia alebo Loweova aditivita sa definuje
nasledujlcim vztahom, kde kombinacia koncentracii D4 pre INF a D, pre HSPI
prinasa ucinok E.

Stupen synergie alebo antagonizmu sa vyjadri ako krivky rovnakého
u€inku alebo izoboly. Kombinacia (D1, D2) je bod grafu, kde osi su
koncentracie interferénu a HSPI (obr. 2). VSetky takéto kombinacie, ktoré
vyvolavaju hladinu G€inku E, vytvaraju izobol G&inku E. Body (Dgwe 0) a (O,
Densp) sU body na izobole. Izoboly su priamky spajajlce body (De e, 0) a (0,

De nsei), pokial sa splnil vztah (1).

Konkavne nahor obratené izoboly oznacuji synergiu a konkavne dole
obratené izoboly oznacuju antagonizmus. Na zaklade pokynov zprac
Berenbaum, M. C. ((1985) The expected effect of a combination of agents: the

general solution. J. Theor. Biol.,, 114, 413 - 431) a Greco, Park a Rustom
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((1990) Application of a New Approach for the Quantitation of Drug Synergism
to the Combination of cis-Diamminedichloroplatinum and 1-beta-D-
Arabinofuranosylcytosine, Cancer Research, 50, 5318 - 5327) (1), opisuje
synergiu alebo antagonizmus. Rovnica definuje povrch zodpovedajlci
odozvam, ktory sa modzZe preloZit hodnotami kontroly pre vSetky kombinacie
oSetrenia. Grafy obrysov ztohto povrchu zodpovedajuceho odozvam

predstavuju izoboly.

Model povrchov odozvy predpoklada sigmoidalnu davkovi odozvu pre

kazda zluéeninu, definovana vztahom (2).

E - E max + B (2)

1+(M)m

1C50

Koncentracie, ktoré poskytuju Specifikovani hodnotu samotnej aktivity E,

su dané vztahom (3):

Vs Vmy o
E-B _ E-B
De.ns =’C5°f~ﬁ(m] P = ’CSOHS"[W] ®

Po splneni modelu podla Greco a kol. (1990) potom musi skombinované
posobenie latok spifiat rovnicu (4) pre kazdi kombinaciu latok, ktora poskytuje

uroven odozvy E.

(INF] [HSPI]
= E-B Y™ ' E-B )™
=2 1C50 =0
]CSO’”{ E_ —E+B] ""{ E_ —E+B}
[ INF][HSPT]

+

L 2m 1 2my,
E-B E-B
1C50 ¢ ICSOHSPI(Emu —-E+B) (Emn “F+ B) (4)
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Parameter oo meria velkost' interakcie. Hodnota nula pre « znamena
nulovl interakciu alebo aditivitu, pretoZe rovnica sa redukuje na (1), pokial o =
0. Ak su dané ICsp, Hillov sklon (m), maximalna hodnota (Enmax) @ minimaina
hodnota (B), tato rovnica sa méze vyriesit kvdli ziskaniu Gginku, ktory vznikne
pre fubovolnu kombinaciu oSetrenia (INF) a (HSPI). Preto tato rovnica definuje
povrch urCujucej odozvy. Ak je dany experiment, v ktorom sa hodnoty (INF) a
(HSPI) menia, parametre sa mézu zvolit pouzitim nelinearnej vazenej regresie
s najmensimi Stvorcami. Parameter o sa moze vztahovat k miere synergie
S (Hewlett, P. S. (1969) Measurement of potencies of drug mixtures.
Biometrics, 25, 477 - 487), ktora sa zobrala priamo z izoboly pre 50 % uGg&inok.
S je pomer vzdialenosti od zaéiatku k izobole definujucej aditivitu k vzdialenosti
od zagiatku k izobole prekladajicej data pozdiz priamky s uhlom 45° s osami (S
= ON/OM, pozri obr. 3). Vztah je a. = 4 (S%- S).

Spdsob, o ktorom sa diskutuje v praci Greco a kol. (1990), uvedenej
vy§Sie pre najdenie plochy odoziev a uréenia parametra synergie o s jeho
mierou vyznamnosti nasleduje uréenie stupfia synergie v rade experimentov

testujucich HSPI v kombinacii s niekolkymi réznymi interferénmi.

Je vSak potrebné prikladat pozorovaniam s niz§imi poétami mensiu vahu
ako pozorovaniam s vy$Simi poctami. Polty sa vztahuji priamo k percentu
kontroly, ktorou je ucinok E. PouZitim spdsobu, ktory je opisany v monografii
Carroll, R. J. a Rupert, D. ((1988) Transformation and Weighting in Regression,
Chapman and Hall, New York), sa méze na variabilitu medzi jamkami pozerat
ako na narast Stvorcov strednej hodnoty percenta kontroly. Preto sa
pozorovania vazia proti Stvorcu hodnoty percenta kontroly (E). Odchylky a
vazenie pouzivané pri analyze tychto experimentov si v stlade so vztahmi
variability, pozorovanymi vyskumnikmi skdmajacimi spdsoby analyzy
radioligandovych testov (Finney, D. J., (1976), Radioligand Test, Biometrics, 32,
721 - 740 a Dudley, R. A, Edwards, P., Ekins, R. P., McKinzie, I. G., M., Raab,
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G. M., Rodbard, D. a Rodgers, R. P. C. (1985), Guidelines for Immunoassay
Data Processing, Clinical Chemistry, 31/8, 1264 - 1271).

Vysledky

V zaéiatognych experimentoch sa inhibitor HCV serinovych proteaz,
ktorym je zlGdenina CU, testuje kvoli koncentracii v rozmedzi od 3 uM do
0,0123 uM, to znamena v 244-nasobnom rozmedzi. Koncentracia interferonu-o
2B sa meni vrozmedzi od 30 jednotiek na vzorku do 0,0096 jednotiek na
vzorku, to znamena v 3125-nasobnom rozmedzi. Ako je ukazane v tabulke 7,
ak sa pouzije ako jedina latka na oSetrenie, zliCenina CU vykazuje {Csq 0,48
uM a hodnota ICsq pre interferon jej 2,19 U. V rdmci presnosti testu Replicon
Assay, ktora je priblizne 20 %, pridanie interferonu-o. 2B vedie k narastu
inhibicie akumulacie replikénovej RNA davkovo zavislym spésobom. Napriklad
oSetrenie buniek 0,333 uM zlugeniny CU vedie k 28 % inhibicii akumulacie
replikonovej RNA. Osetrenie kombinaciou 0,333 pM zliceniny CU, ktora je 71
% ICso davky (0,469 uM) a 0,24 U interferonu-a. 2B, ktora je 11 % ICso pre
interferén-o. 2B (2,05 pM) vedie k 49 % inhibicii akumulécie replikonovej RNA.
To znamena, ze 71 % jednej ICso davky v kombinacii s 11 % inej ICso davky
vedie k 49 % inhibicii akumulacie replikénovej RNA. Pouzitim intuitivneho
pristupu k uréovaniu, &i je kombinacna lietba synergicka alebo aditivna alebo
antagonisticka, by bolo mozné predpovedat, Ze pokial by bol ucinok
kombinaénej lieéby len aditivny, potom skombinované frakcie dvoch ICsp davok,
nutnych na dosiahnutie 49 % inhibicie akumulacie replikonovej RNA by
predstavovali 98 %. Dosiahnuté experimentaine vysledky ukazuju, Zze hodnota
inhibicie akumulacie replikonovej RNA sa dosiahne pouzitim 71 % plus 11 %,
to znamena 82 % davky 1Cso namiesto 98 %, ako by bolo mozné ocakavat pre
aditivne uginky kombina&nej lie€by. Preto pre tieto koncentracie zliéenin
dochadza k synergickému aéinku, pretoZe mensie Ciastocné davky |Cso davky
kazdej zlGgeniny sa pouziji na dosiahnutie 49 % inhibicie HCV replikbénovej
RNA, ako by sa pozadovalo pre ktorukolvek ziu€eninu samotnu, kedy by bolo

treba 89 % davky ICso. Vysledky tohto kombinaéného oSetrenia st uvedené
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v tabulke 8 a graficky na obr. 1.

Tabulka 7 - Inhibicia akumulacie replikénovej RNA po 48 hodinach od

oSetrenia zlGéeninou CU a interferénom-alfa 2B, individualne alebo

v kombinacii
Zlu€enina Interferén-a 2B (jednotky)
CU (konc.)
30U 6U 12U | 024U | 0,048U | 0,0096U | OU
3 uM 9% | 9% | 99% | 99% 98 % 98 % 98 %
1 uM 9% | 98% | 96% | 95 % 92 % 93 % 88 %

0,333 uM 94% | 87% | 66% | 49% 33 % 27 % 28 %
0,1M11uM | 93% | 79% | 46% | 29% 12 % 15 % 11 %

00370 uM | 92% | 78% | 44% | 21 % 2% 7% 8 %
00123 uM | 92% | 78% | 44% | 20% 19 % 19 % 5%
0 uM 89% [ 73% | 38% | 16% 8 % 12 % 0%

Tieto pociatoéne vysledky, odvodené ako bolo uvedené vysSie, z pouzitia
in vitro testu Replicon Assay a jednoduchej analyzy aditivity dat vytvorenych
tymto testom, preukazuju, ze kombina&né oSetrenie replikdbnovych buniek
inhibitorom HCV serinovych proteaz a interferébnom poskytuje asponi aditivny

protivirusovy Gcinok a pravdepodobne synergicky protivirusovy Gcinok.

Predchadzajuce data sa znova analyzovali pouzitim formalnych
matematickych nastrojov opisanych vy$Sie kvéli ur€eniu, & vztah medzi
inhibitorom HCV serinovych protedaz CU a interferonom «-2B je synergicky,
aditivhy alebo antagonisticky. Znova analyzované data sU znazornené

numericky v tabulke 8 a graficky na obr. 4.

Tabulka 8 prehladne uvadza dalSie vysledky ziskané v teste Replicon
Assay po oSetreni replikon obsahujucich buniek po dobu 48 hodin s réznymi

inhibitormi HCV serinovych proteaz podla predlozeného vynalezu a niekolkymi
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réznymi interferénmi, individuaine alebo vkombinacii. Podotykame, Zze
gtandardna odchylka hodnét zmeranych na inhibiciu HCV replikonovej RNA
v teste Replicon Assay je okolo 20 %. Zlu¢eniny sa testuju na Sirokom rozmedzi
koncentracii a s niz§imi koncentraciami zliéenin takymi, Ze nespdsobujt
vyznamnu inhibiciu koncentracie HCV replikénovej RNA. V dosledku 20 %
Standardnej odchylky testu niektoré datové body generuju zaporné Cisla.
Zaporna hodnota inhibicie indikuje u konkrétneho experimentu, Ze v priemere je
vo vzorkach spracovanych zluéeninou viacero molekul HCV replikonovej RNA

ako vo vzorkach spracovanych bez ziiceniny.
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Tabulka 8 - Inhibicia akumulacie replikénovej RNA po 48 hodinach pdsobenia
inhibitora HCV serinovych proteaz a s réznymi interferonmi, individualne alebo

v kombinacii

Experiment 1

Zlucenina IFN alfa-2B (jednotky)
CU (uM)

30,00 6,00 1,20 024 | 0,048 | 0,0096 | 0,000
0,000 89 % 73 % 38 % 16 % 8 % 12 % 0%
0,012 92 % 78 % 44% | 20% | 19% | 19% 5%
0,037 92 % 78 % 44% | 21% 2% 7% 8 %
0,111 93 % 79 % 46% | 29% | 12% | 15% | 11 %
0,333 94 % 87 % 66% | 49% | 33% | 27% | 28%

1,000 99 % 98 % %% | 95% | 92% | 93% | 88 %
3,000 99 % 99 % 9% | 9% | 98% | 98% | 98 %

Experiment 2

Zlu€enina IFN alfa-2A (jednotky)
CU (uM)
30 6 1,2 0,24 | 0,048 | 0,0096 0
0 86 % 61 % 27 % 4% -7% 5% 0%

0,0123 87 % 6 % 7% | -23% | 8% 8% 10 %

0,37 85 % 62 % 13% | -2% 0% -1% 1%

0,111 87 % 68 % 37% | 20% | -6% | 12% | 10%

0,333 92 % 77 % 8% | 41% | 26% | 25% | 44 %

1 98 % 96 % 90% | 86% | 84% | 83% | 85%

3 99 % 99 % 98% | 98% | 98% | 98% | 98 %
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Interferén Zlu¢enina CU (M)
alfa-2B
(jednotky)| 3 1,5 | 0,75 | 0,375 |0,1875| 0,0938 [ 0,0469|0,0234; O
0 98%(93% |62% | 23% | 12% | 2% | 4% | 2% | 0%
0,049 |98%|95% |[70% | 39% | 12% | 2% 6 % 9% [ 3%
0,123 |98 %|95% {70% | 43% | 15% | 7% 2% 5% | 2%
0,307 |98%|95% [73% {46% | 16% | 14% | 7% | 19% |-3%
0,768 |98%|95% {82% | 56% | 43% | 34% | 28% | 32% [28%
1020 [(98%|98% |87 % | 71% | 51% | 54% | 49% | 52% (45%
4,8 99%(98% |92% | 82% { 7T4% | 7T1% | 69% | 71% |59 %
12,0 |99%|98% |96 % | 89% | 87 % | 85% | 85% | 85% (80 %
300 |99%|99% |98% | 95% | 93% | 92% | 92% | 93% |89 %
Experiment 4
Interferdn Zlucenina CU (uM)
alfa-2A
(jednotky)| 3 15 | 0750375 0,1875 | 0,0938 |0,0469{0,023 0
4
0 98%|94% |74% | 38% | 17% 3% | -1% | 6% | 0%
0,049 [(98%[93% [60%|22% | 29% | 21% | 9% | 6% | 6%
0,123 [98%(93% {67 %|29% | 21% | 12% | 3% 2% |-8%
0,307 |98%|93% |66%|29% | 22% | 4% | 3% | 4% |10%
0,768 |98%|95% |67 % | 46% | 24% | 21% | 20% | 9% |156%
1,920 198 %[ 96 % [73% | 48% | 43% | 44% | 27% | 33% (29 %
4,8 98%| 97 % [82%| 61% | 61% | 59% [ 52% | 55% |43 %
120 [99%|98% [91% | 75% | 76% | 72% | 71 % | 74 % |73 %
300 [99%|98% |96% | 89% | 86% | 85% | 84% | 84% (83 %
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Ovéi inter- Zlucenina CU (uM)

ferén tau

(jednotky) 3 1,5 | 0,75 | 0,375 {0,1875/0,0938|0,0469|0,0234| 0

0 98%|95% |65% | 24% | -1% |-14% |-14%[-12% | 0%
0,9375 97 %|95% | 72% | 41% | 17% | 11% | 12% | 6% |17 %
1,875 97%195% |71% {40% [ 31% | 18% | 18% | 11% | 4%
3,75 98%|96% | 75% |44 % | 38% [ 25% | 34 % | 18% [17 %
7,5 98% [ 96% |82% | 61% | 42% | 37% | 25% | 26 % |36 %
15 98% {97 % |84% [ 64% | 59% | 61% | 56% | 51 % |53 %
30 98 %1 98% |90% | 79% | 72% | 68% | 65% | 68 % [68 %
60 98%|98% 93% [87% | 80% | 80% | 74% | 77 % |82 %
120 98 %[ 98% |95% | 92% | 86% | 87% | 86% | 86 % (87 %
Experiment 6

Interferén Zlacenina EC (uM)

alfa-2B

(jednotky)| 3 15 | 0,75 ]0,37510,1875|0,0938 10,0469 {0,0234| O
0 96 % [93% |81% [ 56% | 29% | 23% | 19% | 1% 0
0,0492 96 % | 92% |80% | 60% | 31% | 15% | 19% | 29% | 6%
0,1229 96 % [94% | 78% | 58% | 32% | 13% | 20% | 20% | 4 %
0,3072 97 % [95% |82% | 60% | 38% | 32% | 34% | 42% |23 %
0,768 97 % |95% |87 % |66 % | 43% | 41% | 46% | 43% | 25%
1,92 98% |97 % {90% | 73% | 62% | 51% | 54% | 58% |47 %
4,8 8% |97 % |94% | 87 % | 76% | 73% | 78% | 76 % |69 %
12,0 98% |98 % |96 % | 92% | 86% [ 86% | 86% | 85% |84 %
30,0 98% |98% |96% |96 % | 93% | 92% | 92% | 95% |91 %
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Interferén Zluéenina EC (uM)

alfa-2A

(jiednotky)| 3,0 | 1,5 | 0,75 |0,375)0,1875|0,0938 |0,0469 | 0,0234 0

0 96% |92 % | 81% |47 % | 28% | 17% | -1% | -8% 0
0,0492 96% |93% | 78% {58% | 21% | 8% |-12% | 10% [-17%
0,1229 95% (93%|79% |64 % | 14% | 5% | 14% | 7% | 22%
0,3072 95% [91% [80% |64 % | 22% | 15% | 5% 2% | -5%
0,768 96% [95% [ 81% |64% | 34% | 21% | 19% | 20% | 4%
1,92 96% |95%|88% [78% | 44% | 41% | 19% | 33% | 21%
4,8 97 % |95% | 91% |85% | 60% | 58% | 60% | 53 % | 49 %
12,0 97 % |97 % | 95% |91% | 77% | 72% | 76% | 70% | 71 %
30,0 98% |98 % [ 97 % [94% | 91% | 86% | 85% | 85% | 84 %
Experiment 8

Interferén Zltuéenina CU (uM)

beta

(jednotky)| 3,0 15 | 0,75 |0,375]0,1875|0,0938 | 0,0469|0,02344| 0O
0 97 % |95% |77 % [34% | 16% | 6% | -7% 0% 0
0,2344 98% |97 % [83% |49% | 31% [ 19% [-21% | -7% | 1%
0,4688 98 % | 96% | 84% |56% | 39% | 27% | 10% | -3% |21%
0,9375 98% |97 % |91% [73% | 54% | 42% | 31% | 16% [30%
1,875 98% | 98% | 95% |80% [ 65% | 58% | 65% | 60% |60 %
3,75 98% | 98% |97 % |92% | 86% | 81% | 77% | 73% |79%
7.5 99% |98% [ 98% |96 % | 93% | 93% | 93% | 90% {92 %
15,0 99% | 99% | 99% |97 % | 97% | 96% | 97% | 95% [96%
30,0 99% | 99% [99% | 99% | 98% | 99% | 98% | ‘98% |97 %

32069/B




Experiment 9
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Interferén Zlucenina EP (uM)

alfa-2B

(jednotky)| 8 4 2 1 0,5 | 0,25 |0,125 | 0,0625 0

0 94 % |96 % [ 96 % | 92% (64 % {36% | 23% | 8% 0
0,0492 95% |96 % (96 % [91% |67 % |25% { 28% | 8% 3%
0,1229 95% |97 % [96 % {91% |65% |44 % | 4% M% | 4%
0,3072 95% |97 % |96 % |91% [ 71% |46 % | 20% 8 % 20 %
0,7680 96 % |97 % |97 % |93% | 75% [49% | 36% | 24% | 24 %
1,92 96 % |97 % (97 % |94 % [82% |67 % | 49% | 52% | 54 %
4,8 96 % {98 % [ 97 % |96 % |90% [79% | 75% | 75% | 70 %
12 97 % |98 % |98 % |97 % [94% |89% | 89% | 87 % | 83%
30 97 % |98 % |98 % |98 % |96 % |94 % | 94% | 95% | 92 %
Experiment 10

Interferén Ribavirin (uM)

alfa-2B

(jednotky)| 200 | 80 32 | 12,8 | 512 [ 2,048 [0,8192{0,3277{ O
0 86%|162% [43% | 3% | 8% |-17% | -22% | 6% 0
0,0492 87 % |66% |48 % (44 % |11 % | 4% [-10% | 1% | -7%
0,1229 84% |64% |53% |40% |26% {-12% | 5% | 11% | -9%
0,3072 86% |70% |62% |44 % {28% | 1% 6% | 14% | 7%
0,7680 90% |80% | 72% |65% |38% | 30% | 28% | 44% | 29%
1,92 93% | 85% |77% |76% |61% | 57% | 58% | 50% | 46 %
4.8 96 % | 92% |87 % |83% |82% | 74% | 7T1% | 77% | 72 %
12 97 % |95% |93% |91 % |90% | 89% | 90% | 89% | 85%
30 98% {97 % |96 % [ 95% [94% | 94% | 93% | 95% | 94 %
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Ako je znazornené na obr. 4 - 13, ktoré graficky znazornuju data
v tabulke 8, vypoditané pouZitim vysSie opisaného matematického spOsobu
merania synergie, krivky izobol pre vSetky kombinacie testovanych inhibitorov
HCV serinovych proteaz a interferébnov su konkavne obratené nahor, Co
indikuje, Ze protivirusovy U¢inok oSetrenia v teste Replicon Assay je synergicky.
Tieto vysledky su tabulované vtabulke 9, ktora ukazuje relativne urovne
synergie pre kombina¢né oSetrenie a hodnoty ICso protivirusovej zluceniny
pouzitej individualne. Kluc¢ovym prvkom v tabulke 9 st hodnoty o a hodnoty p.
Hodnota « je miera maximalnej inflexie izobol pre kazdé kombina¢né o3etrenie.
Hodnota nula oznaduje aditivitu, negativna hodnota oznacuje antagonizmus a,
ako je to v pripade kombinacnych oSetreni s inhibitormi HCV serinovych
protedz a interferonmi, znazornenom vySSie, hodnota vacSia ako jedna
oznaduje synergiu. O ¢o vacsi je parameter ., o to vacsia je synergia. Ako je
znazornené v tabulke 9 pre kombinacie inhibitorov HCV serinovych proteaz a
interferény, dokonca pri ignorovani Urovni vyznamnosti v kazdom experimente t
test zaloZzeny na 9 experimentoch pre strednt hodnotu alfa rovnajicu sa 0 (bez
interakcie) méa hodnotu p rovnajtcu sa 0,00014, ¢o indikuje, Zze vysledky su

vysoko vyznamné.

Vypodet synergie, zalozeny na metéde Greco Rustom ((1990)
Application of a New Approach for the Quantitation of Drug Synergism to the
Combination of cis-Diaminedichlorplatinum a 1-B-D-Arabinofuranosylcytosine,
Cancer Research, 50, 5318 - 5327, pouzity vtejto analyze, je ideainym
nastrojom na ohodnotenie druhu experimentalnych dat, ktoré sa mozu
generovaf pouzitim testu HCV Replicon Assay. Existuju iné metody, ktore sa
aplikuju na $tadium protivirusovych zlG¢enin, ako je Pritchard a Shipman
(Pritchard, M. N. a Shipman, C. Jr., (1990) ,A three-dimensional model to
analyze drug-drug interactions (review),, Antiviral Res., 14, 181 - 206). Aplikacie
ich spdsobu vypoétu synergie na data uvedené v tabulke 8 tiez naznacujd, ze
kombinaéné oSetrenie replikénovych buniek inhibitorom HCV serinovych
proteaz a interferonom vedie k synergickej inhibicii akumulacie HCV

replikonovej RNA (data nie st uvedeng).
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Tabulka 9 - Relativne hodnoty synergie pre kombinaéné ogetrenie a hodnoty

ICso pre protivirusové zlGéeniny pouZité individuaine

Inhibitor Interferén {Cso INF ICso HSPI | alfa (SE)’ Hodnota
HCV (jednotky) (M) Pa>0
serinovej
proteazy
Experiment | Zlugenina [IFN alfa-2B |2,05 0,469 0,477 < 0,0001
1 Cu (0,09)
Experiment | Zlu¢enina IFN alfa-2A (3,72 0,446 0,770 < 0,0001
2 Ccu (0,12)
Experiment | ZlGi¢enina IFN alfa-2B 2,36 0,587 0,730 < 0,0001
3 Ccu (0,08)
Experiment | Zlucenina IFN alfa-2A [5,67 0,633 0,438 < 0,0001
4 cu (0.08)
Experiment ! Zlt¢enina IFN tau 13,22 0,605 0,328 < 0,0001
5 cu (0,07)
Experiment |Zli¢enina |IFN alfa-2B [2,53 0,384 0,516 < 0,0001
6 EC (0,10)
Experiment | Zlu¢enina IFN alfa-2A |5,50 0,312 1,24 < 0,0001
7 EC (0,20)
Experiment | ZlG¢enina IFN beta 1,82 0,466 0,551 < 0,0001
8 Ccu (0,09)
Experiment |ZliCenina |[IFN alfa-2B | 3,06 0,426 0,490 < 0,0001
9 EP (0,12)
Experiment | Ribavirin IFN alfa-2B | 1,22 145 -0,24 0,0004
10 (0,067)

' (SE) tandardna odchylka

Dalsou mierou zhodnotenia synergickej povahy liecenia latkami proti
HCV pouzitim inhibitorov HCV serinovych proteaz podla predloZzeného
vynalezu a interferénov je pouZitie rovnakej metody aka bola opisana pre
zhodnotenie doterajSej Standardnej kombinacnej terapie pre HCV, to znamen3,

interferén alfa-2B v kombinacii s Ribavirinom, v teste Replicon Assay. Posledny
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riadok tabulky 9 ukazuje, Ze parameter o pre zmes interferonu alfa-2B a
Ribavirin je zaporné &islo, ¢o ukazuje, Ze je maly antagonizmus medzi tymito
dvoma latkami. To dalej zdoraziuje vyznam kombinacnych oSetreni tu
opisanych, pouZivajicich inhibitory HCV serinovych proteaz podfa
predloZeného vynalezu v kombinacii s interferonmi, spodivajuci v tom, Ze toto
liegenie jasne produkuje synergiu, zatial ¢o Standardna kombinacna terapia pre
HCV (interferén alfa-2B v kombinécii s Ribavirinom) nie je synergicky v teste

Replicon Assay.

Vy$Sie uvedené porovnanie kombinaénych oSetreni, pouzivajticich
inhibitory HCV serinovych proteaz plus interferony oproti oSetreniu Ribavirinom
plus interferénom v teste Replicon Assay jasne ukazuje, Ze prvé znich je
synergické, zatial ¢o druhé nie je. Experimentalne vysledky, ziskané pouZitim
testu Replicon Assay ukazujl, Ze ovela niZSia davka interferonu méze byt
uginna, pokial sa interferén pouzije v kombinécii s inhibitorom HCV serinovych
proteaz, ako je nutné, pokial sa interferon alfa-2B pouzije v kombinacii
s Ribavirinom. Test Replicon Assay je uzitocny modelovy systém testovania
potencialnych zlidenin proti HCV a v si¢asnej dobe sa na neho spolieha ako
na u&inny prostriedok predikcie ucinnosti zlgenin proti HCV. Pozri naprikiad
Blight a kol. (2000) Efficient Initiation of HCV RNA Replication in Cell Culture,
Science 8, 290, 1972 - 1974, a Chung a kol. (2001) Hepatitis C virus replication
is directly inhibited by IFN-alfa in a full - length binary expression system. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 98, 17, 9847 - 9852. Ribavirin samotny je len okrajovo
aginny na zniZovanie akumulacie HCV replikonovej RNA v teste Replicon
Assay (tabulka 8, experiment 10 a posledny riadok tabulky 9). Tento vysledok
je v zjavnom rozpore s in vivo Studiami, kde, ak sa pouziva samotny, Ribavirin
neméa vyznamn( terapeutickd hodnotu na lieenie HCV. Na rozdiel od toho
vteste Replicon Assay, po korekcii cytotoxicity, ako je uvedené dalej, sa
Ribavirin ICsg rovna 145 uM. Tento vysledok sa mdzZe vysvetlit tym, Ze test
Replicon Assay dovoluje hodnotenie vysokych koncentracii Ribavirinu, ktoré by
nebolo mozné pouzit u &loveka v désledku in vivo cytotoxicity (Chutaputti, A.

(2000), Adverse effects and other safety aspects of the hepatitis C antivirals.
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Journal of Gastroenterology and Hepatology. 15 Suppl., E156 - 163).

Toto hodnotenie nutne vyZaduje zhodnotenie cytotoxicity Ribavirinu.
K takejto toxicite dochadza u pacienta a v bunkovych testoch (Shiffman, M. L.,
Verbeke, S. B., Kimball, P. M: (2000), Alpha interferon combined with ribavirin
potentiates proliferative suppression but not cytokine production in
mitogenically stimulated human lymphocytes. Antiviral Research, 48, 2, 91 -
99). V experimentoch tu opisanych sa cytotoxicita Ribavirinu v teste Replicon
Assay pozorovala a zmerala v dvoch smeroch. Ako v XTT metabolickom teste
kvoli urCeniu Zivotaschopnosti replikénovych buniek (Roehm, N. W., Rodgers,
G. H., Hatfield, S. M., Glasebrook, A. L. (1991), An improved colorimetric test
for cell proliferation and viability utilizing the tetrazolium salt XTT. Journal of
Immunol. Methods, 142, 2, 257 - 265) a v TagMan® kvantitativnom RT-PCR
teste, ktory meria glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazové (GAPDH) hodnoty
mRNA u oSetrenych versus neoSetrenych buniek v teste Replicon Assay (Brink,
N., Szamel, M., Young, A. R., Wittern, K. P., Bergemann, J. (2000),
Comparative quantification of IL-1 beta, IL-10, IL-10r, TNF-alpha and IL-7
MRNA levels in UV-irradiated human skin in vivo. Inflamation Research, 49, 6,
290-296), sa pozorovala vyznamna Ribavirinom indukovana cytotoxicita, ale
korigovala sa nasledujacim spdsobom. Predpoklada sa, ze urovein GAPDH
mRNA, ktora je konstituéne exprimovana hlavnym génom, je rovnaka vo
vSetkych Zivotaschopnych bunkach. Je zname z merani hodnot GAPDH mRNA
v bunkach oSetrenych inhibitorom transkripcie aktinomycinom D, Ze poléas
Zivota GAPDH mRNA je len niekolko hodin (data neznazornené¢). Preto sa
postupuje, ako to bolo vykonané inymi badatelmi pouZivajucimi technoldgiu
TagMan® na uréenie Grovne konkrétnych mRNAs v [udskych bunkach, zZe
urovne GAPDH mRNA sl priamo Umerné poétom Zivotaschopnych buniek
(zivotaschopny cell numbers - VCN) v [ubovolnej danej vzorke, so vztahom
VCN = 2 " (40 - Ctgaron mrna). VCN sa vypodita pre kazdd jamku so vzorom
v teste Replicon Assay a potom sa vydeli poCet kdpii HCV replikénovej RNA
pre Specificktl jamku hodnotou VCN pre tuto jamku. Ako sa vypocita, pouZije sa

tento pomer namiesto poctu képii HCV na vypocet inhibicie (,Str. Inh pouzitim
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pomeru,, obr. 14.A). Bez korekcie dat testu Replicon Assay na tato cytotoxicitu
sa takato cytotoxicita prejavuje ako falodna pozitivna inhibicia akumulacie HCV

replikonovej RNA.

Vteste Replicon Assay sa predpoklada, zZe zmerana inhibicia
akumulacie HCV replikénovej RNA je sucet skutocnej inhibicie akumulacie HCV
replikénovej RNA a zjavnej inhibicie akumulacie HCV replikdnovej RNA
v dosledku cytotoxicity. Dalej sa predpoklada, v dosledku Uzkej korelacie XTT a
TagMan® GAPDH mRNA mier cytotoxicity, Ze inhibicia akumulacie GAPDH
mRNA spdsobena ziigeninami testovanymi vteste Replicon Assay je
spolahlivou mierou zjavnej inhibicie akumulacie HCV replikonovej RNA
v désledku cytotoxicity. Skutoény acinok zliéeniny proti HCV v teste Replicon
Assay, korigovany na vSeobecn( cytotoxicitu, sa mdéZe odhadnut delenim poctu
HCV replikanovych RNA molekdl, zmeranych v kazdej vzorke hodnotou VCN,
&o normalizuje poéet Zivotaschopnych buniek v kaZdej vzorke. Pouzitim tohto
sposobu obr. 14.A ukazuje odhad skuto¢ného Gcinku Ribavirinu proti HCV
v teste Replicon Test (,Str. Inh pouzitim pomeru,). Odhad ICso pre Ribavirin sa
najlepsie vypogita pouzitim tohto spdscbu. Na obr. 14.A ,Str. Inh orig., ukazuje
nekorigovant ICsp pre Ribavirin, ktora je priblizne 80 uM, zatial ¢o korigovana
hodnota ICso vypoditana z krivky ,Str. Inh pouZitim pomeru, je priblizne 145 uM.
Je dobré si véimnat, ze rozdiel medzi korigovanou a zmeranou inhibiciou
akumulacie HCV replikénovej RNA ako vysledku oSetreni interferonom alfa-2B
(obr. 14.B) je nevyznamny vzhfadom k ~ 20 % CV vteste Replicon Assay.
Rovnako ako interferan alfa-2B, inhibitory HCV serinovych proteaz testovane
v uvadzanom priklade nevykazuji vyznamnd cytotoxicitu v pouzitych
koncentraciach. To sa uréi pouzitim XTT testov, v ktorych hodnoty TCsp pre
rézne zluceniny si: CU = 64,7 uM, EP > 10 uM a EC > 50 pM. Tieto hodnoty
TCso sU 20 - 140-krat vacsie ako I1Cso hodnoty ukazané v tabulke 9. Cytotoxicita
tychto zluéenin teda nema ziaden vyznamny ucinok na akumulaciu HCV RNA
v teste Replicon Assay vramci presnosti testu, pretoZe takato cytotoxicita
nastava len u koncentracii inhibitora HCV serinovych proteaz, ktoré su

vyznamne vy$$ie ako boli testované v Replicon Assay.
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Zavery tykajuce sa Gcinnosti inhibitorov HCV serinovych protedz a interferonoy,

individualne a v kombinacii

Uginok proti HCV u inhibitorov HCV serinovych proteaz podfa vynalezu a
réznych interferénov, ak sa pouzivaji samotné v HCV Replicon Assay, su
ukazané v stipcoch a riadkoch jednotlivych testov, uvedenych v tabulke 8, ktora
pouziva iba jediné protivirusové &inidlo. Tabulka 9 udava hodnoty I1Csy zmerané
pre kazdu protivirusovi zliceninu, ak sa testuje samotna. Vyssie uvedené
vysledky, ziskané zin vitro Replicon Assay, tieZ ukazuju, e kombinadné
oSetrenie replikonovych buniek inhibitormi HCV serinovych proteaz podla
predloZzeného vynalezu a réznymi interferonmi poskytuje synergické
protivirusové Gginky. Plne sa ocakava, Ze tieto udinky sa prenesu i do uéinnosti

in vivo.

Kombinacna terapia pouzivajica inhibitory HCV serinovych proteaz
podla prediozeného vyndlezu ma niekolko velkych vyhod proti terapii
s pouzitim jedného lieku. PredovSetkym tym, Ze umoziuje liedbu pomocou
nizSich davok jednotlivych liekov, ako keby sa pouzili samostatne, mozno
ocCakavat' zniZenie toxicity a vedfajich Gginkov suvisiacich s liegenim. To je
obzvlast dolezité v pripade interferonovej terapie, kde vediajsie Gcinky su
zavazné a ukazalo sa, Ze sU Umerné davkam podavanym pacientom. Vyssie
uvedené data indikuju, Ze davka inhibitora HCV serinovych proteaz ako je
zluCenina CU v mnozstve zodpovedajicom [Cgs, sa méZe skombinovat
s davkou interferénu alfa, napriklad v mnoZzstve zodpovedajicom ICs, a
vysledkom bude ovela ucinnejia terapia, ako ktord by bolo moZné dosiahnut
inhibitorom HCV serinovych proteaz samotnym bez nepriaznivych vedlajsich
tcinkov, spdsobenych vysokymi davkami interferénu alfa. Druhy vyznamny
priaznivy uginok kombinacnej terapie je, Ze hoci oba lieky pdsobia nezavisle, je
menSia pravdepodobnost vyvoja mutovanych kmetiov HCV, ktoré lie¢be
odolavaju. Vyvoj rezistencie je hlavnym problémom u RNA virusov ako je HCV.
Vzhtadom k velkému mnoZstvu mutacii sa mdzu tieto virusy rychlo adaptovat

na stres sposobeny okolitym prostredim. Tretou vyhodou kombinadénej terapie
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moZe byt znizena cena v dosledku potreby mensieho mnozstva terapeutickych

¢inidiel potrebnych na ucinnt liecbu.

V spdsoboch tu opisovanych sa mézu pouzit dalSie imunomodulatory,
napriklad alfa interferén 2A, konsenzualny interferdn, interferdn tau, interferon +
Ribavirin (Rebatron), pegylovany interferon a promotory expresie génu
interferénu. Pine sa predpokladd, Ze ucinok tychto zlucenin proti HCV sa zlep$i,
ak budu pouzité v kombinacii s inhibitormi HCV serinovych proteaz, aké su tu
opisané. PretoZe interferény su zname svojim ucinkom in vivo a v teste
Replicon Assay, otakava sa, Ze opisané inhibitory HCV serinovych proteaz
budu tiez uéinné in vivo a ze budl schopné vyvolat' synergicky G&inok, ak sa
pouZiji v kombinacii s interferonmi, ich stimulatormi imunitného systému alebo
dalsimi zlG&eninami, ktoré maju protivirusovy ucinok proti HCV a pdsobia inym

mechanizmom ako je inhibicia HCV serinovych proteaz.

Najlep$ia sucasna terapia HCV pouZiva interferén alfa a nukleozidovy
analog Ribavirin. Toto liecenie je len okrajovo (¢inné a vedie k vyznamnym
vedlaj§im Gginkom, ktoré znizuju pacientovu komplianciu (Chronic Hepatitis C:
Current Disease Management, US Department of Health and Human Service,
National Institutes of Health, 1999). Okrem toho u pacientov s transplantaciami
nie je jasné, & kombinacia Ribavirin - interferén GCinkuje a v skutoCnosti méze
byt horsia ako samotny interferon (Chronic Hepatitis C: Current Disease
Management, US Department of Health and Human Services, National
Institutes of Health, 1999).

Vyésie uvedené vysledky demonstruji synergicky kombinaény ucinok,
pokial sa interferony pouZili s novou triedou zlGéenin proti virusu HCV,
inhibitormi serinovych protedz podla predlozeného vynalezu. Pine sa oCakava,
Ze in vitro vysledky tu uvedené povedu k Gcinnejsiemu lieceniu HCV pacientov,
ako je vsGéasnej dobe mozné pouzitim samotného interferénu.
Subterapeutické davky interferonu mézu mobilizovat' pacientov imunitny system
na leps$i boj svirusom a inhibitor serinovych proteaz mdéZe atakovat virus
priamo, takze na virus sa posobi dvoma réznymi mechanizmami pdsobenia.

Tato liecba HCV infekcie sa moze dosiahnut s niz§ou cenou pre pacienta ako v
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zmysle znizenych vedfajSich Gginkov, tak i nizsich platieb za nutné

farmaceutické ¢inidla, lebo na Gginnu liecbu HCV bude potrebné menej oboch

liekov.

PredloZeny vynalez sa méze vykonavat inymi Specifickymi spésobmi,
bez toho, aby doslo kodchyleniu sa od zmyslu vynalezu alebo jeho
podstatnych znakov.
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PATENTOVE NAROKY

1. ZIGéenina véeobecného vzorca 1.

v ktorom:
R®  je vazba alebo difluormetylén;

R’ je atdm vodika, pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne
substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka
skupina,

R? a R® st kazdy nezavisle pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne
substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka
skupina;

R® R®a R’ st kazdy nezavisle:
pripadne substituovany (1,1- alebo 1,2-) cykloalkylen; alebo pripadne
substituovany (1,1- alebo 1,2-) heterocyklylén; alebo
metylén alebo etylén, substituovany jednym substituentom zvolenym zo
sUboru, zahrfiujuceho pripadne substituovanu alifatické  skupinu,
pripadne substituovanu cyklicki skupinu alebo pripadne substituovanu

aromatickl skupinu a kde metylén alebo etylen je dalej pripadne

substituovany alifatickym substituentom; alebo

R* R® R®a R su kazdy nezavisle atém vodika alebo pripadne substituovana

alifaticka skupina,
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je substituovany monocyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne
substituovany multicyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne substituovany
multicyklicky ~azaheterocyklenyl, v ktorom nenasytenost je  vkruhu
vzdialenom od kruhu nesuceho skupinu
R%-L-(N(R®)-R"-C(0))aN(R®)-R*-C(O)-N a ku ktorému je skupina
-C(0)-N(R%-R*-C(0)C(O)NR?R' viazana:

je -C(0)-, -OC(0)-, -NR'°C(0)-, -S(0),- alebo -NR'®S(0),-:

je 0 alebo 1,

jej farmaceuticky prijatelnd sol alebo prekurzor alebo solvat takejto

iny, jej soli alebo jej prekurzora,

O s
s podmienkou, Ze pokial je substituovany ,potom L je

-0OC(O

)- a R® je pripadne substituovany alifaticky substituent; alebo aspor

jedenzR® R®a R’ je etylén, substituovany jednym substituentom zvolenym zo

suboru, zahrfiujiceho pripadne substituovany alifaticki skupinu, pripadne

substit

skupin

uovanu cyklicku skupinu alebo pripadne substituovant aromaticku

u a kde etylén je dalej pripadne substituovany alifatickym substituentom:

alebo R* je pripadne substituovana alifaticka skupina.

pripad
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2. ZIugenina podla naroku 1, kde R je vézba.

3. Zlt€enina podla naroku 1 alebo 2, kde

pripadne substituované alifatické skupiny su alkyl, alkenyl alebo alkinyl,

ne substituované jednym alebo viacerymi substituentmi alifatickej
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skupiny;

pripadne substituované cyklické skupiny si skupiny cykloalkyl,
cykloalkenyl, heterocykly! alebo heterocyklenyl, pripadne substituovane jednym

alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

pripadne substituované aromatické skupiny su arylove alebo
heteroarylové skupiny pripadne substituované jednym alebo viacerymi

substituentmi skupiny kruhov;

pripadne substituovang (1,1- alebo 1,2-) cykloalkylénové skupiny st (1,1-
alebo 1,2-) cykloalkylénové skupiny pripadne substituované jednym alebo

viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

pripadne substituované (1,1- alebo 1,2-) heterocyklylénove skupiny su
(1,1- alebo 1,2-) heterocyklylénové skupiny pripadne substituované jednym

alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

@ ako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je monocyklicka
azaheterocyklylova skupina, substituovana priamo alebo cez vazbovy clen
aspof jednym substituentom zvolenym zo stboru zahrfiujuceho skupiny aryl,
heteroaryl, aryloxy, heteroaryloxy, aroyl alebo jeho tio analdg, heteroaryl alebo
jeho tioxo analog, aroyloxy, heteroaroyloxy, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, aryisulfinyl,
heteroarylsulfinyl, aryltio, heteroaryltio, aryldiazo, heteroaryldiazo, Y'Y*N-,
Y'Y2NC(O)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY>- alebo Y'Y?NSO,-, kde aspofi jeden
70 substituentov Y' a Y? je aryl alebo heteroaryl, kde uvedena véazbova skupina
je zvolena zo suboru zahriujuceho -C(O)-, -OC(O)-, nizsi alkyl, niz&i alkoxy,
nizsi alkenyl, -O-, -S-, -C(0)C(O)-, -S(O)-, -S(O)z-, -NR**-, kde R™ je atom
vodika, skupiny alkyl, cykloalkyl, aryl, aralkyl, heterocykiyl alebo heteroaryt,

pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je multicyklicka
azaheterocyklylova skupina pripadne substituovana jednym alebo viacerymi

substituentmi skupiny kruhov;
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pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl je multicyklicka
azaheterocyklenylova skupina pripadne substituovana jednym alebo viacerymi

substituentmi skupiny kruhov;

substituenty alifatickych skupin s skupiny aryl, heteroaryl, hydroxy,
alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analdg,
cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo jeho tioxo analog,
heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(0)-
CH20H, -C(0)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl, heteroarylsulfonyl-
karbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl
alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metyl-
pyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxy-
karbonyl,  alkylsulfonyl,  cyklylsulfonyl,  arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio,
aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, metylén (H,C=), oxo
(0=), tioxo (S=), Y'Y’N-, Y'Y’NC(0)-, Y'Y’NC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY.,
Y'Y?NSO,- alebo Y’SO,NY'-, kde R? je ako tu bolo definované, Y' a Y? su
nezavisle atom vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl a Y* je alkyl,
cykloalkyl aryl alebo heteroaryl alebo pokial substituent je Y'Y2N-, potom jeden
zY' a Y? moze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl,
cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli
definované a druhy zY' a Y? je ako bolo definované vy$sie, alebo pokial
substituent je Y'Y’NC(O)-, Y'Y’NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY>- alebo Y'Y2NSO,-
alebo Y' a Y? mézu tie? spolu s atémom dusika, ku ktorému st Y' a Y? viazang,

vytvarat 4- aZ 7-Clenny azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyi;

substituenty skupiny kruhov znamenaju aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy,
cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analdg, cyklylkarbonyl
alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo analdg, heteroaroyl alebo jeho

tioxo analdg, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén,
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nitro,  kyano, karboxy (kyselina), kysly bioster, alkoxykarbonyl,
cyklyloxykarbonyl,  aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl,  alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsuifonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl,
arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl,
aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, Y'Y2N-,  Y'Y2NC(O)-, Y'Y?NC(O)O-,
Y'Y2NC(O)NY>- alebo Y'Y°NSO,-, kde Y', Y* a Y* st nezavisle atém vodika,
skupiny alkyl, aryl alebo heteroary! alebo pokial substituent je Y'Y?N-, potom
jeden zY' a Y> modze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl,
alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxy-
karbonyl, ako tu boli definované a druhy zY' a Y? je ako bolo definovane
vyésie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(O)-, Y'Y?NC(O)O-, Y'Y*NC(O)NY*-
alebo Y'Y2NSO»-, Y' a Y2 mézu tiez spolu s atbmom dusika ktorym st Y' a Y?
viazané, vytvarat 4- az 7-Clenny azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl, alebo
pokial systém kruhov je nasyteny alebo Ciastone nasyteny, "substituenty

skupiny kruhov” dalej zahriuju skupiny metylén (H,C=), oxo (O=) a tioxo (S=);

aryl znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky systém

kruhov so 6 az 14 atdbmami uhlika;

cykloalkyl znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky system

kruhov s 3 aZz 10 atdmami uhlika;

cykloalkenyl znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky system
kruhov s 3 aZz 10 atdmami uhlika, ktory obsahuje aspon jednu dvojiti vazbu
uhlik-uhlik;

cyklyl znamena cykloalkyl, cykloalkenyl, heterocyklyl  alebo

heterocyklenyl;

heterocyklyl znamena nearomaticky nasyteny monocyklicky alebo
multicyklicky systém kruhov od priblizne 3 do priblizne 10 atémov uhlika,
v ktorom jeden alebo viacero atémov v kruhovom systéme je/su heteroatom iny

ako uhlik;

heterocyklenyl znamena nearomaticky monocyklicky alebo multicyklicky

uhlovodikovy systém kruhov obsahuijuci od priblizne 3 do priblizne 10 atémov
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uhlika, vktorom jeden alebo viacero atomov v kruhovom systéme je/su
heteroatdmy iné ako uhlik, a ktory obsahuje aspon jednu dvojittl vézbu uhlik-

uhlik alebo dvojitu vazbu uhlik-dusik: a

heteroaryl znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky systém
kruhov obsahujici od priblizne 5 do priblizne 14 atémov uhlika, kde jeden alebo

viacero atémov v kruhovom systéme je/st heteroatdmy iné ako uhlik.

4. Zlu€enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 3, kde R° je

difluérmetylén.

9. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 4, kde R' je atém

vodika alebo pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina.

6. ZluCenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 5, kde R’ je atéom

vodika alebo nizsi alky!.

7. Zlucenina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 6, kde R' je atom

vodika.

8. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 7, kde R? je pripadne
substituovana nizSia alifaticka skupina alebo pripadne substituovana

monocyklicka skupina.

9. Zlu¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 8, kde R? je pripadne
substituovany nizsi alkyl, pripadne substituovany niz$i alkenyl alebo pripadne

substituovany monocyklicky cykloalkyl.

32069/8



416

10. ZlGCenina podia ktoréhokolvek znarokov 1 az 9, kde R? je
karboxymetyl, 1-karboxy-2-fenyletyl, cyklopropyl, cyklobutyl, 1-cyklohexyletyl, 1-
fenyletyl, but-2-yl, 1-pyrid-4-yletyl, propén-3-yl alebo 3-metylbut-2-yl.

11. Zlucenina podla ktoréhokalvek z narokov 1 az 10, kde R je pripadne

substituovana niz$ia alifaticka skupina metylén.

12. ZIlu&enina podra ktoréhokolvek z narokov 1 az 11, kde R® je pripadne

atomom halogénu substituovany nizsi (alky! alebo alkenyl)metylén.

13. Zluéenina podla ktoréhokolvek znarokov 1 az 12, kde R® je
propylmetylén, 2 2-difluéretylmetylén, 2,22-trifluérmetylén alebo propén-3-

ylmetylén.

14. Zlu¢enina podla naroku 13, kde R® je propylmetylén alebo 2,2-

difluéretylmetylén.

15. Zlucenina podla naroku 14, kde R® je propylmetylén.

16. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 15, kde R* je atém

vodika alebo pripadne substituovana niz$ia alifaticka skupina.

17. Zlucenina podla naroku 16, kde R* je atom vodika.

18. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 17, kde R® je pripadne

substituovana nizsia alifaticka skupina metylen.
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19. Zlu¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 18, kde R® je pripadne
(fenyl, karboxy, karboxamido alebo alkoxykarbonyl) substituovany nizsi (alkyl
alebo alkenyl) metylén.

20. Zlu€enina podfa ktoréhokolvek znarokov 1 az 19, kde R® je
metylmetylén, izopropylmetylén, terc-butylmetylén, but-2-ylmetylén,
butyimetylén, benzylmetylén, 3-metylbutylmetylén,  2-metylpropylmetylén,
karboxymetylmetylén,  karboxamidometylmetylén, benzyloxykarbonylmetyl-

metyleén, benzyloxykarbonylpropylmetylén alebo fenylpropén-3-yimetylén.

21. Zlugenina podfa naroku 20, kde R® je izopropylmetylén alebo terc-

butylmetylén.

22. ZluCenina podrla ktoréhokolvek z narokov 1 az 21, kde R® je atém

vodika alebo pripadne substituovana nizia alifaticka skupina.

23. Zlucenina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 22, kde R® je atém

vodika alebo nizsi alkyl.

24. ZIugenina podla naroku 23, kde R® je atém vodika.

25. ZIu€enina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 24, kde R’ je pripadne
substituované nizdia alifaticka skupina metylén, pripadne substituovana nizsia
cyklicka skupina metylén alebo pripadne substituovany monocyklicky (aryl

alebo heteroaryl) metylén.
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26. Zlti&enina podTa ktoréhokolvek z narokov 1 a2 25, kde R’ je pripadne
substituovany  nizs§i  alkylmetylén, pripadne  substituovany  nizsi

cykloalkylmetylén alebo pripadne substituovany fenylmetylén.

27. Zli¢enina podla ktoréhokolvek znarokov 1 az 26, kde R’ je
metyimetylén, izopropylmetylén, n-propylmetylén, fenylmetylen,
cyklohexylmetylén, cyklopentylmetylén, terc-butylmetylén, s-butyimetylén,

cyklohexylmetylmetylén alebo fenylmetylmetylén.

28. Zlugenina podla naroku 27, kde R’ je izopropylmetylén,

cyklohexylmetylén, cyklopentylmetylén, terc-butylmetylén alebo s-butylmetylén.

29. Zliéenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 28, kde kazdy z R3, R®

aR’ je monosubstituovany metylén.

30. Zlacenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 29, kde R® je
monosubstituovany metylén a ma (S) konfiguraciu na atdbme uhlika, viazanom
ku skupine -C(0)-R%C(0)-NR'R?.

31. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 30, kde R® je atom

vodika alebo pripadne substituovana nizSia alifaticka skupina.

32. Zlucenina podla naroku 31, kde R® je atom vodika alebo niz&i alkyl.

33. Zlucenina podla naroku 32, kde R® je atom vodika.
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34. Zlu¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 33, kde R® je pripadne
substituovana nizsia alifaticka skupina alebo pripadne substituovana
monocyklicka aromaticka skupina.

35. Zlu€enina podla naroku 34, kde R® je pripadne substituovany nizsi
alky! alebo pripadne substituovany monocyklicky heteroaryl.

36. ZlU¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a3 34, kde R’ je pripadne
(karboxy, (niz&i alkyl)SO,NH-, (nizsi alky)HNCO-, hydroxy, fenyl, heteroaryl
alebo (nizsi alkyl)OC(O),H-)-substituovany nizsi alkyl alebo pripadne

substituovany monocyklicky heteroaryl.

37. Zla€enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 33, kde R°® je nizsi

alkyl substituovany skupinou (mono- alebo di-) MeOC(O)NH.

38. ZluCenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a2 33, kde R® je (karboxy,

(nizsi alkyl)HNCO- alebo tetrazolyl) substituovany nizsi alkyl.

39. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a2 33, kde R° je 3-
karboxypropyl, 2-tetrazol-5-ylpropyl, 3~(N-metylkarboxamido)propyl alebo 3-
karboxy-2,2-dimetylpropyl.

40. ZliCenina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 33, kde R° je 3-
karboxypropyl, 2-tetrazol-5-ylpropyl alebo 3-(N-metylkarboxamido)propyl.

41. ZlaCenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a2 33, kde joe pripadne

substituovany nizsi alkyl.
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42. Zluéenina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 33, kde R® je 1-

hydroxy-2-fenyletyl, izopropyl alebo terc-butyl.

43. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 33, kde R? je izopropy!

alebo terc-butyl.

44. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 33, kde R® je zvoleny

zo slboru, zahriujuceho skupiny:
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45. ZluCenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a3 33, kde R® je
pyrazinyl.

46. Zlugenina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 a2 45, kde R je atom

vodika alebo pripadne substituovana niz$ia alifaticka skupina.

47. Zligenina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 46, kde R™ je atém

vodika alebo nizsi alky!.
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48. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a2 47, kde R'® je atdm

vodika.
48. ZluCenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 48, kde

ako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je substituovany
pyrolidinyl.

20. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 48, kde

)
\—/ ako  substituovany  monocyklicky  azaheterocykly! je  pripadne

"»\r
05,0 Ar
5
| k A
substituovany alebo pripadne substituovany NJ , kde Ar je

R?, ktory obsahuje aromatickd skupinu.

51. Zlu€enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a2 48, kde

ako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je pripadne
Ar

A

@)
0" "0
substituovany @

52. ZliCenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 48, kde
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je alebo
93. Zlucenina podia ktoréhokolvek z narokov 1 a3 48, kde

O ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je pripadne

substituovany Z g

N

54. ZlG¢enina podra ktoréhokolvek z narokov 1 a7 48, kde

@

ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je pripadne

P

- <
3 P

substituovany Q

53. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 48, kde

@ ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je pripadne

substituovany ENi
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56. Zlu€enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 48, kde

O

ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je pripadne
Y

substituovany Q

57. ZIu€enina podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 48, kde

N
£ )

K_/ ako pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je pripadne

substituovany

58. ZliCenina podla ktoréhokolvek znarokov 1 aZ 57, kde skupina

-C(0)-N(R%)-R*-C(O)R’C(O)NR?R viazana k @ je viazana uhlikom o

k atdbmu dusika.

59. Zlu€enina podla ktorehokolvek z narokov 1 az 58, kde L je -C(O)-
alebo -OC(QO)-.

60. Zlteenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 59, kde n je 0.

61. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 59, kde n je 1.
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62. Zlgenina podla naroku 1 zvolena zo suboru, zahriujliceho:
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alebo jej farmaceuticky prijatelna sol alebo prekurzor alebo solvat take;

zlu€eniny, jej soli alebo jej prekurzoru.

63. Farmaceutickd kompozicia, vyznacujuca sa tym, Ze obsahuje

farmaceuticky  prijatefné mnozstvo  zlu€eniny podla  ktoréhokolvek

z predchadzajucich narokov a farmaceuticky prijatelny nosic.

64. Sposob inhibicie HCV protedzy, vyznacujuci sa tym, ze zahriiuje
uvedenie protedzy do kontaktu so zlu¢eninou podfa ktoréhokolvek z narokov 1
az 62.

65. Spodsob lieCenia pacienta trpiaceho HCV infekciou alebo
fyziologickymi stavmi vztahujlicimi sa k infekcii, vyznacujuci sa tym, Ze
zahriuje podavanie pacientovi farmaceuticky uéinného mnoZstva zluceniny

podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 62.
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66. Sposob lietenia pacienta trpiaceho HCV infekciou alebo
fyziologickymi stavmi vztahujucimi sa k infekcii, vyzna€ujici sa tym, Ze
zahriiuje podavanie pacientovi farmaceuticky UCinného mnoZstva zlGCeniny
podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 62 v kombinéacii s farmaceuticky ucinnym

mnoZstvom dal$ej terapeutickej latky s u¢inkom proti HCV.

67. Spdsob podia naroku 66, vyznacujuci sa tym, Ze terapeuticka latka

s ucinkom proti HCV je interferon alebo derivatizovany interferon.

68. Farmaceutickd kompozicia, vyznacéujiuca sa tym, Ze obsahuje
inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C, interferdn, ktory ma Gcinok

proti virusu hepatitidy C a farmaceuticky prijatelny nosic.

69. Farmaceuticka kompozicia podla naroku 68, vyznacujlica sa tym,
Ze dalej obsahuje zlu€eninu, ktora ma acinok proti virusu hepatitidy C, kde

uvedena zli¢enina je ina ako interferon.

70. Farmaceutickd kompozicia, vyznacujuca sa tym, Ze obsahuje
inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C, zliCeninu, ktora ma ucinok
proti virusu hepatitidy C a farmaceuticky prijatelny nosi¢, kde uvedena

zliéenina je ina ako interferdn.

71. Farmaceutickad kompozicia podfa naroku 69, vyznacujuca sa tym,
e uvedeny inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C, uvedeny interferon
a uvedena zluéenina, ktora ma uginok proti virusu hepatitidy C, su vsetky
pritomné v mnoZstve zvolenom zo stiboru, zahriujaceho farmaceuticky ucinné

mnozstvo, subklinicky farmaceuticky G¢inné mnozstvo a ich kombinécie.
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72. Farmaceutickd kompozicia podfa naroku 71, vyznacujica sa tym,
Ze uvedeny inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C je zli¢enina podla
ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 62; uvedeny interferon sa zvoli zo suboru,
zahriujiceho interferon alfa 2B, pegylovany interferon alfa, konsenzuélny
interferén, interferén alfa 2A, lymfoblastoidovy interferén a interferon tau; a
uvedena zliCenina, ktorda ma uginok proti virusu hepatitidy C sa zvoli zo
stboru, zahriujdceho interleukin 2, interleukin 6, interleukin 12, zlugeninu,
ktora zosilnuje vyvoj odozvy helper T buniek typu 1, RNA s dvoma vlaknami,
RNA s dvoma viaknami komplexovana s tobramycinom, Imiquimod, ribavirin,

inhibitor inozin 5°-monofosfat dehydrogenazy, amantadin a rimantadin.

73. Spdsob lieCenia alebo prevencie infekcie virusom hepatitidy C u
pacienta, ktory mé jeho potrebu, vyznacujici sa tym, Ze zahrfiuje podavanie
uvedenému pacientovi farmaceuticky a¢inného mnozstva kombinéacie inhibitora
serinovych proteaz virusu hepatitidy C a interferdnu s Géinkom proti virusu
hepatitidy C.

74. Spdsob podla naroku 73, vyznaujici sa tym, Ze uvedené
farmaceuticky u¢inné mnozstvo uvedenej kombinacie dalej zahriuje zlugeninu,
ktora ma cinok proti virusu hepatitidy C, kde uvedena zlGéenina je ind ako

interferon.

75. Spbsob lieCenia alebo prevencie infekcie virusom hepatitidy C u
pacienta, ktory mé jeho potrebu, vyznaéujici sa tym, Ze zahriuje podavanie
uvedenému pacientovi farmaceuticky G€inného mnozZstva kombinacie inhibitora
serinovych proteaz virusu hepatitidy C a zlu€eniny, ktora ma Gcinok proti virusu

hepatitidy C, kde uvedena zliCenina je ina ako interferdn.
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76. Spdsob podla ktoréhokolvek z narokov 74, vyznacujuci sa tym, Ze
uvedeny inhibitor serinovych proteéz virusu hepatitidy C, uvedeny interferon a
uvedena zludenina, ktora ma ucinok proti virusu hepatitidy C, su vSetky
pritomné v mnoZstve zvolenom zo suboru, zahriujuceho farmaceuticky Gcinné

mnozstvo, subklinicky farmaceuticky U¢inné mnozstvo a ich kombinéacie.

77. Spbsob podla naroku 76, vyznacujuci sa tym, ze uvedeny inhibitor
serinovych proteaz virusu hepatitidy C je zliCenina podla ktoréhokolvek
z narokov 1 az 62; uvedeny interferén je zvoleny zo suboru, zahriujiceho
interferon alfa 2B, pegylovany interferon alfa, konsenzualny interferdn,
interferon alfa 2A, lymfoblastoidovy interferén a interferén tau; a uvedena
zliéenina, ktora ma Ucinok proti virusu hepatitidy C, je zvolena zo suboru,
zahriujaceho interleukin 2, interleukin 6, interleukin 12, zla¢eninu, ktora
zosiliiuje vyvoj odozvy helper T buniek typu 1, RNA s dvoma viaknami, RNA
s dvoma viaknami komplexovana stobramycinom, Imiquimod, ribavirin,

inhibitor inozin 5°-monofosfat dehydrogenazy, amantadin a rimantadin.

78. Pouzitie inhibitora serinovych proteaz virusu hepatitidy C
v kombinacii s interferénom, ktory ma ucinok proti virusu hepatitidy C, na
pripravu lieCiva na liecenie alebo prevenciu infekcie virusom hepatitidy C u

pacienta, ktory ma jeho potrebu.

79. Pouzitie inhibitora serinovych protedz virusu hepatitidy C
v kombinacii so zludeninou, ktora ma Gcinck proti virusu hepatitidy C, na
pripravu lie¢iva na lieCenie alebo prevenciu infekcie virusom hepatitidy C u

pacienta, ktory ma jeho potrebu, kde uvedena zlG¢enina je ina ako interferon.
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80. Pouzitie inhibitora serinovych protedz virusu hepatitidy C
v kombinacii s interferonom, ktory m& dcinok proti virusu hepatitidy C a
zluCeninou, ktorda ma Gginok proti virusu hepatitidy C, na pripravu liegiva na
lieCenie alebo prevenciu infekcie virusom hepatitidy C u pacienta, ktory ma jeho

potrebu, kde uvedena zlticenina je ina ako interferon.

81. Pouzitie podfa naroku 80, kde uvedeny inhibitor serinovych proteaz
virusu hepatitidy C, uvedeny interferon a uvedena zlidenina, ktorda ma uginok
proti virusu hepatitidy C, st vSetky pritomné v uvedenom lie¢ive v mnosstve
zvolenom zo suboru, zahriujiceho farmaceuticky u¢inné mnozstvo, subklinicky

farmaceuticky acinné mnozstvo a ich kombinacie.

82. Pouzitie podla naroku 81, kde uvedeny inhibitor serinovych proteaz
virusu hepatitidy C je zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 a7 62:
uvedeny interferon je zvoleny zo suboru, zahriiujiceho interferén alfa 2B,
pegylovany interferon alfa, konsenzualny interferén, interferon alfa 2A,
lymfoblastoidovy interferén a interferon tau; a uvedena zlGéenina, ktora ma
ucinok proti virusu hepatitidy C je zvolend zo stboru, zahrfiujlceho interleukin
2, interleukin 6, interleukin 12, zligeninu, ktord zosilfiuje vyvoj odozvy helper T
buniek typu 1, RNA s dvoma vidknami, RNA s dvoma vlaknami komplexovanu
s tobramycinom, Imiquimod, ribavirin, inhibitor inozin 5°-monofosfat

dehydrogenazy, amantadin a rimantadin.

83. Suprava alebo farmaceutické balenie, vyznaéujice sa tym, Ze
zahrnuje aspori dve oddelené nadobky, kde aspor jedna z uvedenych nadobiek
obsahuje inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C a aspoii jedna dalsia
uvedena nadobka obsahuje interferon, ktory ma Géinok proti virusu
hepatitidy C.
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84. Suprava alebo farmaceutické balenie, vyznacujice sa tym, ze
zahriuje aspon dve oddelené nadobky, kde asporn jedna z uvedenych nadobiek
obsahuje inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C a aspof jedna dalSia
uvedena nadobka obsahuje zluceninu, ktora ma ucginok proti virusu hepatitidy

C, kde uvedena zlucenina je ina ako interferdn.

85. Suprava alebo farmaceutické balenie, vyznacujice sa tym, Ze
zahriuje aspof dve oddelené nadobky, kde aspori jedna z uvedenych nadobiek
obsahuje inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C, aspon jedna dalSia
uvedena nadobka obsahuje interferon, ktory ma ucinok proti virusu hepatitidy C
a aspoil jedna dalSia uvedena nadobka obsahuje zlu€eninu, ktora ma ucinok

proti virusu hepatitidy C, kde uvedena zlucenina je ina ako interferon.

86. Suprava alebo farmaceutické balenie podla naroku 85, vyznacujtce
sa tym, Ze uvedeny inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C, uvedeny
interferén a uvedena zlicenina, ktora ma Gginok proti virusu hepatitidy C, st
vSetky pritomné v mnozstve zvolenom zo suboru, zahriiujuceho farmaceuticky

Gcinné mnozstvo, subklinicky farmaceuticky G¢inné mnoZstvo a ich kombinacie.

87. Suprava alebo farmaceutické balenie podla naroku 86, vyznacujuce
sa tym, Ze uvedeny inhibitor serinovych proteaz virusu hepatitidy C je
zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 62; uvedeny interferén je zvoleny
zo suboru, zahriujuiceho interferon alfa 2B, pegylovany interferdn alfa,
konsenzualny interferon, interferon alfa 2A, lymfoblastoidovy interferén a
interferén tau; a uvedena zliéenina, ktora ma Gcinok proti virusu hepatitidy C
sa zvoli zo suboru, zahriiujliceho interleukin 2, interleukin 6, interleukin 12,
zluceninu, ktora zosilnuje vyvoj odozvy helper T buniek typu 1, RNA s dvoma
vlaknami, RNA s dvoma vlaknami komplexovana s tobramycinom Imiquimod,

ribavirin, inhibitor inozin 5°-monofosfat dehydrogenazy, amantadin a
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rimantadin.

88. Sposob inhibicie replikacie virusu hepatitidy C v bunke, vyznaéujuci
sa tym, Ze zahriiuje dosiahnutie kontaktu uvedene] bunky, inhibitora
serinovych protedz virusu hepatitidy C a interferénu, ktory ma uginok proti

virusu hepatitidy C.

89. Sposob podla naroku 88, vyznadujici sa tym, ze dalej zahriuje
dosiahnutie kontaktu uvedenej bunky a zligeniny, ktora ma Gé&inok proti virusu

hepatitidy C, kde uvedena zli¢enina je ina ako interferon.

90. Spésob inhibicie replikacie virusu hepatitidy C v bunke, vyznaéujuci
sa tym, Ze zahrfiuje dosiahnutie kontaktu uvedenej bunky, inhibitora
serinovych proteaz virusu hepatitidy C a zlageniny, ktora ma Géinok proti virusu

hepatitidy C, kde uvedena zli¢enina je ina ako interferon.

91. Spésob podfa naroku 88, vyznacujlici sa tym, Ze uvedeny inhibitor
serinovych protedz virusu hepatitidy C, uvedeny interferon a uvedena
zluCenina, ktora ma uginok proti virusu hepatitidy C, su vietky pritomné
v mnoZstve zvolenom zo stboru, zahriiujlceho farmaceuticky U&inné mnozstvo,

subklinicky farmaceuticky ucinné mnoZzstvo a ich kombinacie.

92. Sposob podfa naroku 91, vyznacujlici sa tym, Zze uvedeny inhibitor
serinovych protedz virusu hepatitidy C je zligenina podla ktoréhokolvek
znarokov 1 aZ 62; uvedeny interferén je zvoleny zo stboru, zahriiujiceho
interferén alfa 2B, pegylovany interferén alfa, konsenzualny interferén,
interferén alfa 2A, lymfoblastoidovy interferén a interferén tau; a uvedena
zluCenina, ktora ma UGcinok proti virusu hepatitidy C je zvolena zo suboru,

zahriujuceho interleukin 2, interleukin 6, interleukin 12, zlGdeninu, ktora

32069/8



452

zosilfiuje vyvoj odozvy helper T buniek typu 1, RNA s dvoma viaknami, RNA
s dvoma viaknami komplexovanli s tobramycinom, Imiquimod, ribavirin,

inhibitor inozin 5°-monofosfat dehydrogenazy, amantadin a rimantadin.

93. Zluéenina vSeobecného vzorca 24:

R = v g
(243

kde

Q je pripadne substituovany cykloalkyl alebo pripadne substituovany
kondenzovany arylcykloalkyl;

R je-COR™;

R'? je adukt iminového glycinimidového derivatu; a

R™ je ochranna skupina kyseliny alebo pripadne substituovana alifaticka
skupina.

94. Zlu¢enina podfa naroku 93, kde:

pripadne substituovany cykloalkyl znamena nearomaticky mono- alebo
multicyklicky systém kruhov s 3 az 10 atomami uhlika pripadne substituovany

jednym alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

pripadne  substituovany  kondenzovany  arylcykloalkyl ~ znamena
kondenzovany aryleykloalky! pripadne substituovany jednym alebo viacerymi

substituentmi skupiny kruhov;
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pripadne substituovana alifaticka skupina je alkyl, alkenyl alebo alkinyl

pripadne substituované substituentom alifatickej skupiny;

adukt iminového glycinimidového derivatu je zliCenina zvolena zo

suboru, zahrnujuceho:

e
_x H'T>7N/<Léu

kde:

R'6 je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina;

R je pripadne substituovany aryl, pripadne substituovana alifaticka skupina;

H / c
o 2 e 3

R' je atdbm vodika, skupiny alkyl alebo alkyltio; alebo pripadne substituovany
aryl;
kde

substituenty  skupiny  kruhov znamenaju  substituenty viazané

k aromatickému alebo nearomatickému systému kruhov vratane skupin aryl,
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heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho
tioxo analég, cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo jeho tioxo
analog, heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy,
aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-
NHOH, -C(0)-CH,OH, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, suifo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién, 3,5-dioxo-1,2,4-
oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl,
heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsuifinyl, heteroarylsulfinyl,
alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol,
Y'Y2N-, Y'Y2NC(0)-, Y'Y®NC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY*- alebo Y'Y*NSO,-, kde Y',
Y? a Y® su nezavisle atom vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo
pokial substituent je Y'Y?N-, potom jeden zY' a Y? moze byt acyl,
cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl,  cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY' a Y? je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y’NC(O)-,
Y'Y?NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY>- alebo Y'Y?NSO,-, Y' a Y? mézu tiez spolu
s atdbmom dusika ktorym su Y' a Y? viazané, vytvarat 4- az 7-clenny
azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl alebo pokial systém kruhov je
nasyteny alebo Ciastotne nasyteny, substituenty skupiny kruhov dalej zahrhuju
metylén (H,C=), oxo (O=) a tioxo (S=); a substituenty alifatickych skupin
znamenajl aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy,
acyl alebo jeho tioxo analog, cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo
jeho tioxo analdég, heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy
(kyselina), -C(O)-NHOH, -C(0)-CH,OH, -C(O)-CH2SH, -C(O)-NH-CN, sulfo,
fosfono,  alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl,  arylsulfonylkarbamoyl,  N-
metoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-
dién, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-

hydroxyizoxazolyl,  3-hydroxy-1-metylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxy-

32069/8



455

karbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyi,
arylsulfonyl,  heteroarylsulfonyl,  alkylsulfinyl,  cyklylsulfinyl,  arylsulfinyl,
heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo,
heteroaryldiazo, tiol, metylén (H,C=), oxo (O=), tioxo (S=), Y'Y?N-, Y'Y2NC(0)-,
Y'Y’NC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY>-, Y'Y’NSO,- alebo Y’SO.NY'-, kde R? je ako tu
bolo definované, Y' a Y? si nezavisle atom vodika, skupiny alkyl, aryl alebo
heteroaryl a Y? je alkyl, cykloalkyl aryl alebo heteroaryl, alebo pokial substituent
je Y'Y™N-, potom jeden zY' a Y? méze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,
heteroaroyl,  alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl alebo
heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy zY' a Y? je ako bolo
definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y’NC(O)-, Y'Y?NC(0)O-,
Y'Y?NC(O)NY?- alebo Y'Y2NSO,-, Y' a Y? mézu tie? spolu s atémom dusika
ktorym st Y' a Y? viazang, vytvarat 4- az 7-Clenny azaheterocyklyl alebo
azaheterocyklenyl; a aryl znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky

systém kruhov obsahujici 6 az 14 atdmov uhlika.

95. Zliéenina podla narokov 93 alebo 94, kde R'" je -CO,R™.

96. Zluéenina podla ktoréhokolvek z narokov 93 az 95, kde R' je

pripadne substituovana alifaticka skupina.

97. Ziucenina podla ktoréhokolvek z narokov 93 az 96, kde R™ je
alkylova skupina.

98. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 93 az 97, kde R™ je nizsi

alkyl.

99. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 93 az 98, kde R™ je metyl.
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100. ZIG¢enina podia ktoréhokolvek z narokov 93 az 99, kde

w

R

1
N A"
R? je ,
kde

R™ je-CONR'"R', -CN:

T \/“\% 1, ©:LN P % c AL

alebo -CO,R'®;
R'®  je pripadne substituovana alifaticka skupina;

R je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina;

R je pripadne substituovany aryl, pripadne substituovana alifaticka
skupina,

H , '/l\ o \Q\%,or é;

R'® je atom vodika, skupiny alkyl alebo alkyltio; alebo pripadne substituovany
aryl;

R a R" spolotne s atomom uhlika, ku ktorému R'” a R™ sd viazané
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:éH.

50,NMILBY
'

, or

a

@ je pevna faza.
101. Zla&enina podra naroku 100, kde R' je -CO,R’®.

102. ZluCenina podfa naroku 100 alebo 101, kde R' je pripadne

substituovana alifaticka skupina.

103. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 100 az 102, kde R je
alkyl.

104. Zlu¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 100 az 103, kde R je

nizsi alkyl.

105. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 100 aZ 104, kde R' je t-
Bu.

106. ZlGgenina podra ktoréhokolvek z narokov 100 az 105, kde R" je

pripadne substituovany aryl.
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107. Zla&enina podla ktoréhokolvek z narokov 100 aZz 106, kde RY je
fenyl.

108. Ziu€enina podla ktoréhokolvek z narokov 100 az 107, kde R' je

pripadne substituovany aryl.

109. Zlaéenina podla ktoréhokolvek z narokov 100 az 108, kde R je
fenyl.

110. ZlGéenina vSeobecného vzorca 25

kde:

R je-CONR"R'™ -CN;

%Q SR

NOM-O
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alebo —C02R16;
R je pripadne substituovana alifaticka skupina; a

R'® je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina.

111. Zlu€enina podla naroku 110, kde:

pripadne substituované alifatické skupiny su alkyl, alkenyl alebo alkinyl,
pripadne substituované jednym alebo viacerymi substituentmi alifatickych

skupin;

pripadne substituovany aryl znamena aromaticky monocyklicky alebo
multicyklicky systém kruhov so 6 az 14 atémami uhlika pripadne substituovany

jednym alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

kde substituenty skupiny kruhov znamenaju substituenty viazané
k aromatickym alebo nearomatickym systémom kruhov vratane skupin aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho
tioxo analdg, cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo
analég, heteroaroyl alebo jeho tioxo analdg, acyloxy, cyklylkarbonyloxy,
aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-
NHOH, -C(0)-CH,OH, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién, 3,5-dioxo-1,2,4-
oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyi, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl,
heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsuifinyl, heteroarylsulfinyl,
alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol,
Y'Y?N-, Y'Y’NC(0)-, Y'Y’NC(0)0-, Y'Y’NC(O)NY?- alebo Y'Y*NSO,-, kde Y,
Y? a Y? st nezavisle atom vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl alebo
pokial substituent je Y'Y2N-, potom jeden zY' a Y? moze byt acyl,

cyklylkarbonyl,  aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
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aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY'aY? je ako bolo definované vy3sie, alebo pokial substituent je Y1Y2NC(O)-,
Y'Y?NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY?- alebo Y'Y?NSO,-, Y' a Y? mozu tiez spolu
s atbmom dusika ktorym su Y' a Y? viazaneé, vytvarat 4- az 7-Clenny
azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl alebo pokial systém kruhov je
nasyteny alebo CiastoCne nasyteny, "substituenty skupiny kruhov' dalgj

zahriiuju metylén (H,C=), oxo (O=) a tioxo (S=); a

substituenty alifatickych skupin znamenaju skupiny aryl, heteroaryl,
hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analdg,
cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo jeho tioxo analdg,
heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(0)-NHOH, -C(O)-
CH2>0H, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl, heteroarylsulfonyl-
karbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién, 3,5-dioxo-1,2 4-oxadiazolidinyl
alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl,
alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyi,
alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl,
cyklylsuifinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio,
heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, metylén (H,C=), oxo (O=),
tioxo (S=); Y'Y?N-, Y'Y’NC(0)-, Y'Y2NC(0)0O-, Y'Y>NC(O)NY>-, Y'Y2NSO.-
alebo Y’SO,NY'-, kde R? je ako tu bolo definované, Y' a Y? st nezavisle atém
vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, a Y? je alkyl, cykloalkyl aryl alebo
heteroaryl, alebo pokial substituent je Y'Y?N-, potom jeden z Y' a Y? méze byt
acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY' a Y?je ako bolo definované vy3sie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(O)-,
Y'YZNC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY>- alebo Y'Y?NSO.-, Y' a Y? mézu tiez spolu
s atbmom dusika ktorym su Y' a Y? viazané, vytvarat 4- az 7-Clenny

azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl.
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112. ZIu&enina podla narokov 110 alebo 111, kde R™ je -CO,R'™®.

113. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 110 az 112, kde R je

pripadne substituovana alifaticka skupina.

114. Zlu¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 110 az 113, kde R'® je

alkyl.
115. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 110 az 114, kde R'® je
niz§i alkyl.
116. Zlucenina podfa ktoréhokolvek z narokov 110 az 115, kde R' je t-
Bu.
117. ZIGCenina vSeobecného vzorca 26
H H
o N/kﬁ'_:
'ﬂ
p
(26)
kde:
p0 je ochranné skupina amidu;

RY je-CONR™R" -CN;
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3, 25

XCIDJ ..... ‘\,)L& o /lk o] %\ ' \/fk/&n
AL . s c

= N
alebo -CO,R’®;

R" Je pripadne substituovana alifaticka skupina; a

R je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina.

118. Zlu€enina podla naroku 117, kde

pripadne substituované alifatické skupiny su alkyl, alkenyl alebo alkinyl,
pripadne substituované jednym alebo viacerymi substituentmi alifatickych

skupin;

pripadne substituovany aryl znamena aromaticky monocyklicky alebo
multicyklicky systém kruhov so § az 14 atdmami uhlika pripadne substituovany

jednym alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

kde substituenty skupiny kruhov znamenaji substituenty viazané
k aromatickemu alebo nearomatickému systému kruhov vratane skupin aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho
tioxo analdg, cyklylkarbony! alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo
analog, heteroaroyl alebo jeho tioxo analdég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy,
aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-
NHOH, -C(O)-CH,OH, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-di6n, 3,5-dioxo-1,2 4-
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oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl,
heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl,
alkyltio, cyklyitio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol,
Y'Y?N-, Y'Y2NC(0)-, Y'Y’NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY?- alebo Y'Y2NSO,-, kde Y',
Y? a Y? st nezavisle atom vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl alebo
pokial substituent je Y'Y?N-, potom jeden zY' a Y? méze byt acyl,
cyklylkarbonyl,  aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
z Y" a Y je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(O)-,
Y'Y?NC(0)0-, Y'Y2NC(O)NY>- alebo Y'Y’NSO,-, Y' a Y? mézu tiez spolu
s atbmom dusika ktorym s Y' a Y? viazané, vytvarat 4- az 7-Clenny
azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl alebo pokial systém kruhov je
nasyteny alebo Ciastone nasyteny, “substituenty skupiny kruhov” dalej

zahriiuja metylén (H,C=), oxo (O=) a tioxo (S=); a

substituenty alifatickych skupin znamenaji skupiny aryl, heteroaryl,
hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analog,
cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo analég,
heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(O)-
CH20OH, -C(0O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl, heteroarylsulfonyl-
karbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl
alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl,
alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl,
alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl,
cyklylsulfinyl,  arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyitio, aryltio,
heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, metylén (H,C=), oxo (O=),
tioxo (S=), Y'Y2N-, Y'Y2NC(0)-, Y'Y?NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY>-, Y'Y’NSO,-
alebo Y3*SO,NY'-, kde R? je ako tu bolo definovane, Y' a Y? st nezavisle atom

vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, a \& je alkyl, cykloalkyl aryl alebo

32069/B



464

heteroaryl, alebo pokial substituent je Y'YN-, potom jeden z Y' a Y? moze byt
acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
7 Y' a Y? je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y*NC(O)-,
Y'Y2NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY?- alebo Y'Y’NSOp-, Y' a Y* mozu tiez spolu
s atémom dusika ktorym su Y' a Y? viazané, vytvarat 4- az 7-Clenny

azaheterocykly! alebo azaheterocyklenyl.

119. ZIaenina podra naroku 117 alebo 118, kde R' je -COR™.

120. Zluéenina podla ktoréhokolvek z narokov 117 az 119, kde R'S je

pripadne substituovana alifaticka skupina.

121. Zluéenina podla ktoréhokolvek z narokov 117 az 120, kde R'® je

alkyl.

122. ZIogenina podia ktoréhokolvek z narokov 117 az 121, kde R™ je
nizi alkyl.

123. Zluéenina podla ktoréhokolvek z narokov 117 az 122, kde R je t-
Bu.

124. Zlaéenina podla ktoréhokolvek z narokov 117 az 123, kde p° je

zvoleny zo stboru, zahriujiceho BOC, CBz a -CO2alkyl.

125. ZIi&enina podia naroku 124, kde p° je BOC.
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126. ZIucenina vSeobecného vzorca 27

TN

) H
)\R"
)

T
l\N

p"

=

kde:
p°  je ochranna skupina amidu;

R™ je-CONRYR'", -CN;

T S ol Ry

alebo -CO,R'®;
R"™  je pripadne substituovana alifaticka skupina; a

R' je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina.
127. ZluCenina podla naroku 126, kde:

pripadne substituované alifatické skupiny su alkyl, alkeny! alebo alkinyl,
pripadne substituované jednym alebo viacerymi substituentmi alifatickych
skupin;
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pripadne substituovany aryl znamena aromaticky monacyklicky alebo
multicyklicky systém kruhov so 6 az 14 atomami uhlika pripadne substituovany

jednym alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov,

kde substituenty skupiny kruhov znamenaju substituenty viazane
k aromatickému alebo nearomatickému systému kruhov vratane skupin aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho
tioxo analég, cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo jeho tioxo
analog, heteroaroyl alebo jeho tioxo analdg, acyloxy, cyklylkarbonyloxy,
aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-
NHOH, -C(O)-CH;OH, -C(0)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3—hydroxy‘3—cyklobutén-1,2-dic’>n, 3,5-dioxo-1,2,4-
oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl,
heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cykiylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl,
alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol,
Y'Y2N-, Y'Y2NC(O)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY®- alebo Y'Y’NSOz-, kde Y,
Y2 a Y? st nezavisle atém vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl alebo
pokial substituent je Y'Y?N-, potom jeden zY' a Y? moze byt acyl,
cyklylkarbonyl,  aroyl,  heteroaroyl, alkoxykarbonyl,  cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
2 Y' a Y?je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(0)-,
Y'Y2NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY>- alebo Y'Y*NSO-, Y' a Y? mozu tiez spolu
s atbmom dusika ktorym st v' a Y? viazané, vytvarat 4- az 7-Clenny
azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl alebo pokial systém kruhov je
nasyteny alebo giastoéne nasyteny, substituenty skupiny kruhov dalej zahriuju

metylén (H,C=), oxo (O=) a tioxo (5=); a

substituenty alifatickych skupin znamenaji aryl, heteroaryl, hydroxy,
alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analdg,

cyklylkarbony! alebo jeho tioxo analog, aroyl alebo jeho tioxo analog,
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heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(0)-
CHZ0H, -C(0O)-CH,SH, -C(0)-NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyf, heteroarylsulfonyl-
karbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl
alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl,
alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl, hetero-aryloxykarbonyl,
alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyi,
cyklylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroaryisulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio,
heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, metylén (H2C=), oxo (O=),
tioxo (S=); Y'Y?N-, Y'Y2NC(0)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY?-, Y'Y2NSO,-
alebo Y®SO,NY'-, kde R? je ako tu bolo definované, Y'a Y2 su nezavisle atom
vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, a Y* je alkyl, cykloalkyl aryl alebo
heteroaryl, alebo pokial substituent je Y'Y?N-, potom jeden z Y' a Y2 méze byt
acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxy-karbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY" a Y? je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(O)-,
Y'Y?2NC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY™- alebo Y'Y?°NSO,-, Y' a Y? mézu tiez spolu
s atbmom dusika, cez ktory st Y' a Y? viazang, vytvarat 4- az 7-Clenny

azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl.

128. Zluenina podra ktoréhokolvek z narokov 126 alebo 127, kde R™ je
-CO;R'®.

129. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 126 az 128, kde R'® je

pripadne substituovana alifaticka skupina.

130. Zlaéenina podfa ktoréhokolvek z narokov 126 az 129, kde R'S je
alkyl.
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131. Zligenina podla ktoréhokolvek z narokov 126 az 130, kde R™ je

nizsi alkyl.

132. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 126 az 131, kde R je t-
Bu.

133. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 126 aZ 132, kde p0 je

zvoleny zo suboru, zahriiujuceho BOC, CBz a -COzalkyl.

134. Zluéenina podla naroku 133, kde p0 je BOC.

135. Sposob pripravy  chiralngj  bicykloprolinatovej  zluceniny

vSeobecného vzorca 28,

vyznaéujlci sa tym, Ze zahrfiuje nasledujtce kroky:

(a) Stiepenie a cyklizacia zli¢eniny vSeobecného vzorca 24
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kde:

-

je pripadne substituovany cykloalkyl alebo pripadne substituovany
kondenzovany arylcykloalkyl;

R'"  je-CO,R™:
R je adukt iminového glycinimidového derivatu;

R" je ochranna skupina kyseliny alebo pripadne substituovana alifaticka

skupina;

za podmienok Stiepenia a cyklizacie kvéli vytvoreniu zlG&eniny véeobecného
vzorca 25

kde

R je CONR™R' -CN;

£,
o,fLé, :l on |

e \j,% vou-o . ) . \j\&o
ot 2 e

y
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alebo -CO,R'®;
R je pripadne substituovana alifaticka skupina;

R'® je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina; a

(b) ochrana atému dusika laktamovej ¢asti zli€eniny véeobecneho vzorca 25

ochrannou skupinou amidu kvéli vytvoreniu zlugeniny vSeobecného vzorca 26

kde
p° je ochranna skupina amidu;
R™  je ako bolo opisané vy3sie; a

(c) redukcia zlG&eniny véeobecného vzorca 26 za redukcnych podmienok za

vytvorenia zlugeniny v§eobecného vzorca 27
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kde
0, o4 . PR
paR su ako bolo opisané vyssie; a

(d) odstranenie ochrannej skupiny zlugeniny véeobecného vzorca 27 za
podmienok odstrdnenia ochrannej skupiny za vytvorenia zluceniny

v§eobecného vzorca 28

{3

kde R'*je ako bolo opisané vyssie.

136. ZluCenina podla naroku 135, kde

pripadne substituovaneé alifatické skupiny st alkyl, alkenyl alebo alkinyl,
pripadne substituované jednym alebo viacerymi substituentmi alifatickych

skupin;

pripadne substituovany aryl znamena aromaticky monocyklicky alebo
multicyklicky systém kruhov so 6 az 14 atdbmami uhlika pripadne substituovany

jednym alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

pripadne substituovany cykloalkyl znamena nearomaticky mono- alebo
multicyklicky systém kruhov s 3 aZz 10 atdmami uhlika pripadne substituovany

jednym alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

pripadne  substituovany kondenzovany arylcykloalkyl znamena
kondenzovany arylcykloalkyl pripadne substituovany jednym alebo viacerymi

substituentmi skupiny kruhov;
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adukt iminového glycinimidového derivatu je ziu€enina zvolena zo

suboru, zahriujuceho

Qg ‘[_J ozif\o \uri =y

P
/" \/N/I\Ru
QT X W

kde

R'® je ochranna skupina kyseliny, pripadne substituovany aryl alebo

pripadne substituovana alifaticka skupina;

R" je pripadne substituovany aryl, pripadne substituovana alifaticka skupina;

[ el
) VAN ’

alebo
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R'® je atom vodika, skupiny alky! alebo alkyltio; alebo pripadne substituovany
aryl;
kde

substituenty  skupiny  kruhov znamenaju  substituenty  viazané
k aromatickému alebo nearomatickému systému kruhov vratane skupin aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho
tioxo analég, cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo
analdg, heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy,
aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-
NHOH, -C(0)-CH,OH, -C(0)-CH.,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién, 3,5-dioxo-1,2,4-
oxadiazolidinyl alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-
1-metylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl,
heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl,
heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl,
alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol,
Y'Y*N-, Y'Y2NC(O)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY™- alebo Y'Y?NSO,-, kde Y'.
Y? a Y? st nezavisle atém vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl alebo
pokial substituent je Y'Y’N-, potom jeden zY' a Y? méze byt acyl,
cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl,  cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbony! alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY'aY? Je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y1Y2NC(O)-,
Y'Y?NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY*- alebo Y'Y2NSO,-, Y' a Y? mésu ties spolu
s atdbmom dusika, ktorym st Y' a Y? viazane, vytvarat 4- az 7-clenny
azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl alebo pokial systém kruhov je
nasyteny alebo &iastoéne nasyteny, substituenty skupiny kruhov dalej zahrriuju

metylén (H,C=), oxo (O=) a tioxo (S=); a

substituenty alifatickych skupin znamenaju skupiny aryl, heteroaryl,

hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acy! alebo jeho tioxo analdg,
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cyklylkarbony!l alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo jeho tioxo analdg,
heteroaroyl alebo jeho tioxo analog, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(O)-
CH,0H, -C(O)-CH;SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl, heteroarylsulfonyl-
karbamoy!l, 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién,  3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl
alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl,
alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryl-oxykarbonyt,
alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl,
cyklylsulfinyl,  arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio,
heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryidiazo, tiol, metylen (H,C=), oxo (O=),
tioxo (S=), Y'Y2N-, Y'Y’NC(O)-, Y'Y?NC(0)O-, Y'Y’NC(O)NY>-, Y'Y2NSO,-
alebo Y>SO,NY'-, kde R? je ako tu bolo definované, Y' a Y? st nezavisle atém
vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, a Y? je alkyl, cykloalkyl aryl alebo
heteroaryl, alebo pokial substituent je Y'Y?N-, potom jeden z Y' a Y? méze byt
acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbony! alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY'ay? je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y1Y2NC(O)-,
Y'Y2NC(0)0-, Y'Y2NC(O)NY>- alebo Y'Y?NSO,-, Y' a Y? mézu tiez spolu
s atbmom dusika, ktorym su Y' a Y? viazané, vytvarat 4- az 7-8lenny

azaheterocykly! alebo azaheterocyklenyl.

137. Spdsob podla naroku 136, vyznacujici sa tym, Ze dalej zahriuje
krok, kde =zludenina veobecného vzorca 24 sa pripravi uskutoénenim
Michaelovej adicie iminovej glycinimidovej zlG¢eniny na zlaCeninu véeobecného

vzorca 29

()

\R11
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v ktorom;

je pripadne substituovany cykloalkeny! alebo pripadne substituovany
kondenzovany arylicykloalkeny!;

kde:

zlicenina vSeobecného vzorca 29 sa moéze pripravit esterifikaciou

zliCeniny vSeobecného vzorca 29a

v ktorom:

R'® je -CHO, -COR™, -C=N alebo -CONR'R™.

138. Spbsob pcdla naroku 137, vyznacujuci sa tym, Ze spdsob sa

uskutoCnuje pri teplote medzi 0 °C a -78 °C.

139. Spbsob podla naroku 138, vyznacujuci sa tym, Ze spdsob sa

uskuto€nuje pri teplote -60 °C.

140. Sposob podfa naroku 139, vyznaéujlci sa tym, Ze spdsob sa

katalyzuje chiralnym katalyzatorom prenosu fazy.
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141. Spdsob podla naroku 139, vyznacujlci sa tym, ze spbsob sa

katalyzuje nechiralnym katalyzatorom prenosu fazy.

142. Sposob podla ktorehokolvek z narokov 135 az 141, vyznacujuci sa

tym, Ze ochranna skupina je BOC.

143. Sposob podla naroku 142, vyznacujlci sa tym, ze iminovy

glycinimid je terc-butylester (N-difenylmetyién)glycinu.

143. Sposob podla naroku 142, vyznaujlci sa tym, Ze zllicenina

véeobecného vzorca 29 je metylester 1-karboxy-1-cyklopenténu.

144 ZIG&enina podla naroku 1, ktora méa $truktarny véeobecny vzorec:

[
5L Rl 1}3 ﬁ\ 'R’ i R’
R e Y
rR® O R®* 0 R

v ktorom:

R’ je atom vodika, pripadne substituovana alifatickd skupina, pripadne
substituovana cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka

skupina;

R? a R® su kazdy nezavisle pripadne substituovana alifaticka skupina, pripadne
substituované cyklicka skupina alebo pripadne substituovana aromaticka

skupina;
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R R*a R’ su kazdy nezavisle metandiyl alebo etandiyl substituovany jednym
substituentom  zvolenym  zo  suboru, zahriujiceho pripadne
substituovanu  alifatickii  skupinu, pripadne substituovanu cyklicku
skupinu alebo pripadne substituovani aromatickd skupinu a kde
metandiy! alebo etandiyl je dalej pripadne substituovany substituentom

alifatickej skupiny;

R* R% R®a R'" st kazdy nezavisle atom vodika alebo pripadne substituovana

alifaticka skupina;

)

b je substituovany monocyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne
substituovany multicyklicky azaheterocyklyl alebo pripadne substituovany
multicyklicky azaheterocykienyl, v ktorom nenasytenost je v kruhu
vzdialenom od kruhu nesuceho skupinu
R%-L-(N(R%)-R”-C(0)-)sN(R®)-R®-C(O)-N a ku ktorému je viazana skupina
-C(0)-N(R*)-R*-C(0)C(O)NRR":

L je -C(0)-, -0C(0)-, -NR'C(0)-, -S(0),- alebo -NR'°S(0),-:
a
n je 0 alebo 1,

alebo jej farmaceuticky prijatelnd sol alebo prekurzor alebo solvat takejto

zlu€eniny, jej soli alebo jej prekurzora,

za predpokladu,

Ze pokial @ je substituovany /{IQ\ , potom L je -OC(O)- a R® je

pripadne substituovana alifaticka skupina alebo aspon jeden z R R® a R’ je
metandiyl alebo etandiyl substituovany asponf jednym substituentom zvolenym
zo suboru, zahriujaceho pripadne substituovanu alifatickl skupinu, pripadne
substituovani cyklickG skupinu alebo pripadne substituovani aromatickt
skupinu a kde metandiyl alebo etandiyl je dalej pripadne substituovany

alifatickym substituentom alebo R* je pripadne substituovana alifaticka skupina.
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145. ZIugenina podla naroku 144, kde

pripadne substituované alifatické skupiny su alkyl, alkenyl alebo alkinyl,

pripadne substituovany jednym alebo viacerymi alifatickymi substituentmi;

pripadne substituované cyklické skupiny sa cykloalkyl, cykloalkenyl,
heterocyklyl alebo heterocyklenyl pripadne substituované jednym alebo

viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

pripadne substituované aromatické skupiny su skupiny aryl alebo
heteroaryl pripadne substituované jednym alebo viacerymi substituentmi

skupiny kruhov;

pripadne substituované (1,1- alebo 1,2-)cykloalkylenové skupiny su (1,1-
alebo 1,2-)cykloalkylénové skupiny pripadne substituované jednym alebo

viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

pripadne substituované (1,1- alebo 1,2-) heterocyklylénové skupiny su
(1,1- alebo 1,2-) heterocyklylénové skupiny pripadne substituovaneé jednym

alebo viacerymi substituentmi skupiny kruhov;

O

ako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je monocyklicka
azaheterocyklylova skupina substituovana priamo alebo cez vazbovu skupinu
aspofi jednym substituentom zvolenym zo stboru zahrfiujiceho aryl, heteroaryl,
aryloxy, heteroaryloxy, aroyl alebo jeho tioxo analog, heteroaroyl alebo jeho
tioxo analég, aroyloxy, heteroaroyloxy, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl,
arylsulfonyl,  heteroarylsulfonyl, arylsulfinyl,  heteroarylsulfinyl,  aryltio,
heteroaryltio, aryldiazo, heteroaryldiazo, Y'Y2N-, Y1Y2NC(O)-, Y1Y2NC(O)O-,
Y'Y2NC(O)NY®- alebo Y'Y?NSO.-, kde aspoii jeden z Y' a Y? je aryl alebo
heteroaryl, kde uvedena vazbovéa skupina je zvolena zo suboru, zahrfiujuceho -
C(O)-, -OC(0)-, nizsi alkyl, niZsi alkoxy, niz&i alkenyl, -O-, -S-, -C(Q)C(Q)-, -
S(O)-. -S(0)-, -NR%-, kde R® je atom vodika, skupiny alkyl, cykloalkyl, aryl,
aralkyl, heterocyklyl alebo heteroaryl;
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pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklyl je multicyklicka
azaheterocyklylova skupina pripadne substituovana jednym alebo viacerymi
substituentmi skupiny kruhov;

pripadne substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl je multicyklicka
azaheterocyklenylova skupina pripadne substituovana jednym alebo viacerymi

substituentmi skupiny kruhov;

kde substituenty alifatickych skupin znamenaju aryl, heteroaryl, hydroxy,
alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analog,
cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analég, aroyl alebo jeho tioxo analég,
heteroaroyl alebo jeho tioxo analog, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(O)-
CH20H, -C(0)-CH2SH, -C(0)-NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl,  arylsulfonylkarbamoyl, N-metoxykarbamoyl, heteroaryisulfonyl-
karbamoyl,  3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidiny!
alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl,
alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyt, heteroaryloxykarbonyl,
alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroaryl-sulfonyl,  alkylsulfinyl,
cyklylsulfinyl,  arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio,
heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, metylén (H,C=), oxo (O=),
tioxo (S=); Y'Y®N-, Y'Y’NC(0)-, Y'Y’NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY®-, Y'Y2NSO,-
alebo Y’SO,NY'-, kde R? je ako tu bolo definovang, Y'a Y2 st nezavisle atom
vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, a Y* je alkyl, cykloalkyl aryl alebo
heteroaryl, alebo pokial substituent je Y'Y’N-, potom jeden z Y' a Y2 méze byt
acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY'a Y2 je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(O)-,
Y'Y’NC(0)O-, Y'YNC(O)NY?- alebo Y'Y2NSO,- Y' a Y2 mozu tie? spolu
satomom dusika, ktorym si Y' a Y? viazané, vytvarat 4- az 7-&lenny

azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl,

substituenty skupiny kruhov znamenaju aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy,
cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analdg, cyklylkarbonyl
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alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo analdg, heteroaroyl alebo jeho
tioxo analdg, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén,
nitro, kyano, karboxy (kyselina), kysly bioster, alkoxykarbonyl,
cyklyloxykarbonyl,  aryloxykarbonyl,  heteroaryloxykarbonyl,  alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklyisulfinyi,
arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl,
aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, Y'Y?N-,  Y'Y?NC(O)-, Y'Y2NC(0)O-,
Y'Y?NC(O)NY?- alebo Y'Y’NSO.-, kde Y', Y? a Y* st nezavisle atom vodika,
skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo pokial substituent je Y'Y?N-, potom
jeden zY' a Y? moéze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl,
alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxy-
karbonyl, ako tu boli definované a druhy zY' a Y? je ako bolo definované
vy&sie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(O)-, Y'Y2NC(0)O-, Y'Y°NC(O)NY>-
alebo Y'Y2NSO,-, Y' a Y2 mdzu tiez spolu s atbmom dusika, ktorym st Y' a Y?
viazaneé, vytvarat 4- az 7-¢lenny azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl, alebo
pokial systém kruhov je nasyteny alebo CiastoCne nasyteny, "substituenty

skupiny kruhov” dalej zahriiuji metylén (H.C=), oxo (O=) a tioxo (S=),

aryl znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky systém

kruhov so 6 az 14 atdmami uhlika;

cykloalkyl znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky systém

kruhov s 3 az 10 atdbmami uhlika;

cykloalkenyl znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky systém
kruhov s 3 az 10 atdmami uhlika, ktory obsahuje aspon jednu dvojitd vazbu
uhlik-uhlik;

cyklyl znamena cykloalkyl, cykloalkenyl, heterocyklyl alebo

heterocyklenyl,

heterocyklyl znamena nearomaticky nasyteny monocyklicky alebo
multicyklicky systém kruhov obsahujici od priblizne 3 do priblizne 10 atémov
uhlika, kde jeden alebo viacero atdmov v kruhovom systéme je/su heteroatom

iny ako uhlik;
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heterocyklenyl znamena nearomaticky monocyklicky alebo multicyklicky
uhfovodikovy systém kruhov obsahuijtici od priblizne 3 do priblizne 10 atémov
uhlika, vktorom jeden alebo viacero atémov v kruhovom systéeme je/su
heteroatém iny ako uhlik, a ktory obsahuje aspoi jednu dvojiti vazbu uhlik-
uhlik alebo dvojitt vazbu uhlik-dusik; a

heteroaryl znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky systém
kruhov s od priblizne 5 do priblizne 14 atémami uhlika, kde jeden alebo viacero

atomov v kruhovom systéme je/su heteroatom iny ako uhlik.

146. Zli¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 143 az 145, kde R? je 1-
karboxy-2-fenyletyl, cyklopropyl, karboxymetyl, cyklobutyl, 1-fenyletyl, but-2-yl,
1-pyrid-4-yletyl alebo propén-3-yl.

147. Zlacenina podfa ktoréhokolvek z narokov 143 aZ 146, kde R® je

pripadne substituovana nizsia alifaticka skupina metandiyl.

148. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 143 az 147, kde R® je

pripadne atémom halogénu substituovany niz&i (alkyl alebo alkenyl)metandiyl.

149. Zldcenina podla ktoréhokolvek z narokov 143 az 148, kde R® je
propylmetandiyl, 2,2-difluéretylmetandiyl, 2,2,2-trifludrmetandiy! alebo propén-
3-ylmetandiyl; vyhodnejsie R® je propylmetandiyl, 2,2-difludretylmetandiyl.

150. Zluenina podla ktoréhokolvek z narokov 143 a2 149, kde R’ je

pripadne substituovana niZSia alifaticka skupina - metandiy!.
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151. Zlugenina podfa ktoréhokolvek z narokov 143 az 150, kde R® je
pripadne (fenyl, karboxy, karboxamido alebo alkoxykarbonyl) substituovany

nizsi (alkyl alebo alkenyl)metandiyl.

152. Zlagenina podfa ktoréhokolvek z narokov 143 az 151, kde R® je
metylmetandiyl, izopropylmetandiyl, terc-butylmetandiyl, but-2-ylmetandiyl,
butylmetandiyl,  benzylmetandiyl,  3-metylbutylmetandiyl,  2-metylpropyl-
metandiyl, karboxymetylmetandiyl, karboxamidometylmetandiyl, benzyloxy-
karbonylmetylmetandiyl, benzyloxykarbonylpropylmetandiyl, fenylpropén-3-
ylmetandiyl.

153. Zlucenina podia ktoréhokolvek z narokov 143 az 152, kde R’ je
pripadne substituovana nizSia alifaticka skupina - metandiyl alebo pripadne

substituovana nizsia cyklicka skupina - metandiyl.

1564. Zlugenina podla ktoréhokolvek z narokov 143 az 153, kde R je
pripadne substituovany nizsi alkylmetandiyl alebo pripadne substituovany nizsi

cykloalkylmetandiyl.

155. Zludenina podla ktoréhokolvek z narokov 143 aZ 154, kde R je

izopropylmetandiyl alebo cyklohexylmetandiyl.

156. Zlugenina podia ktoréhokolvek z narokov 143 aZ 155, kde R’ je
pripadne (karboxy, (niz§i alky)HNCO-, hydroxy, fenyl alebo heteroaryl)

substituovany nizsi alkyl alebo pripadne substituovany monocyklicky heteroaryl.
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157. Zlugenina podfa ktoréhokolvek z narokov 143 az 156, kde R® e
izopropyl alebo terc-butyl.

158. ZIucenina podfa ktoréhokolvek z néarokov 143 az 157, kde R® je

zvoleny zo stboru, zahriiujuceho:

0

NH
o, A G o
< g7 N ' H %

0

HO y
K[(NH A Hc”)ﬁ oy N H\ M-
AT Ko AT ™y

A b g e
<0 Q"?}g *\Ir o

32069/8



484

159. ZlaCenina podfa ktoréhokolvek z narokov 143 az 158, kde

ako  substituovany monocyklicky  azaheterocyklyl je pripadne

e

O

0,0
% 0
substituovany N alebo pripadne substituovany N% , kde Ar je

R, ktory obsahuje aromatick( skupinu/substituent.

160. ZluCenina podla naroku 144 zvolena zo stboru, zahmiujiceho
nasledujuce zluceniny:
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161. ZlGCenina podla naroku 144 zvolena zo suboru, zahriujuceho:
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161. ZlGcenina vSeobecného vzorca

alebo jej farmaceuticky prijatelna sol alebo prekurzor alebo solvat takejto

zluCeniny, jej soli alebo jej prekurzoru.
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162. Zlucenina podia naroku 1 alebo.2, kde
R? je vazba;
R'  je atom vodika;

%
R?  je niz8i alkyl pripadne substituovany 1 aZz 3 substituentmi alifatickych

skupin; alebo

niz8i cykloalkyl pripadne substituovany 1 aZ 3 substituentmi cyklickych
skupin;

R® a R’ s kazdy nezavisle metylén pripadne substituovany 1 az 3 alifatickymi
substituentmi;

R*, R®, R*a R st atém vodika;

R’ je metylén substituovany skupinou cykloalkyl, nizsi alkyl alebo aryl; alebo

(1,1- alebo 1,2-)cykloalkenyl pripadne substituovany skupinou cykloalkyl,

nizsi alkyl alebo aryl,

R®  je niz&i alkyl pripadne substituovany 1 aZ 3 substituentmi alifatickych
skupin; alebo heteroaryl pripadne substituovany 1 aZ 3 substituentmi
cyklickych skupin; alebo heterocyklicka skupina pripadne substituovana

1 az 3 substituentmi cyklickych skupin;

O

je monocyklicky azaheterocyklyl, multicyklicky azaheterocyklyl alebo
multicyklicky ~azaheterocyklenyl pripadne substituovany 1 az 3

substituentmi cyklickych skupin; a

L je-C(O)- -OC(O)-.

163. ZIludenina podla naroku 163, kde:

substituenty alifatickych skupin znamenajl aryl, heteroaryl, hydroxy,
alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analog,

cyklylkarbonyl alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo analdg,
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heteroaroyl alebo jeho tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,
heteroaroyloxy, halogén, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(O)-
CH20H, -C(0)-CH,SH, -C(0)-NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl,  arylsulfonylkarbamoyl, ~N-metoxykarbamoyl, heteroarylsulfonyl-
karbamoyl, ~ 3-hydroxy-3-cyklobutén-1,2-dién,  3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl
alebo hydroxyheteroaryl ako je 3-hydroxyizoxazolyl, 3-hydroxy-1-metylpyrazolyl,
alkoxykarbonyl,  cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl,
alkylsulfonyl, cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl,
cyklylsulfinyl, — arylsulfinyl, heteroarylsulfinyl, alkyltio, cyklyltio, aryltio,
heteroaryltio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, metylén (H,C=), oxo (O=),
tioxo (S=); Y'Y°N-, Y'Y2NC(0)-, Y'Y?NC(0)O-, Y'Y>NC(O)NY>-, Y'Y?NSO,-
alebo Y’SO,NY'-, kde R? je ako tu bolo definované, Y'a Y? st nezavisle atom
vodika, skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl, a Y* je alkyl, cykloalkyl aryl alebo
heteroaryl, alebo pokial substituent je Y'Y?N-, potom jeden z Y' a Y2 moze byt
acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxykarbonyl, ako tu boli definované a druhy
zY' a Y? je ako bolo definované vyssie, alebo pokial substituent je Y'Y2NC(O)-
Y'Y?NC(0)O-, Y'Y2NC(O)NY>- alebo Y'Y2NSO,-, Y' a Y? mésu tiez spolu
s atbmom dusika, ktorym st Y' a Y® viazané, vytvarat 4- az 7-glenny

azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl.

substituenty skupiny kruhov znamenaju aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy,
cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl alebo jeho tioxo analdg, cyklylkarbonyl
alebo jeho tioxo analdg, aroyl alebo jeho tioxo analég, heteroaroyl alebo jeho
tioxo analég, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogén,
nitro, kyano, karboxy (kyselina), kysly bioster, alkoxykarbonyl,
cyklyloxykarbonyl,  aryloxykarbonyl,  heteroaryloxykarbonyl, alkyisulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl,
arylsulfinyl, heteroaryisulfinyl, alkyltio, cykiyltio, aryltio, heteroaryltio, cyklyl,
aryldiazo, heteroaryldiazo, tiol, Y'Y?N-, Y'Y?NC(O)-, Y'Y?NC(0)O-,
Y'Y2NC(O)NY?>- alebo Y'Y’NSO,-, kde Y', Y? a Y® st nezavisle atom vodika,
skupiny alkyl, aryl alebo heteroaryl alebo pokial substituent je Y'Y2N-, potom

jeden zY' a Y? modze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl,

32069/B



518

alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl alebo heteroaryloxy-
karbonyl, ako tu boli definované a druhy zY' a Y? je ako bolo definovane
vysie, alebo pokial substituent je Y'Y’NC(O)-, Y'Y*NC(Q)O-, Y'Y2NC(O)NY>-
alebo Y'Y2NSO,- Y' a Y2 mdzu tiez spolu s atomom dusika, ktorym st Y' a Y’
viazané, vytvarat 4- az 7-lenny azaheterocyklyl alebo azaheterocyklenyl, alebo
pokial systém kruhov je nasyteny alebo CiastoCne nasyteny, "substituenty

skupiny kruhov” dalej zahrfiuju metylén (H.C=), oxo (O=) a tioxo (S=);

aryl znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky systém

kruhov obsahujci 8 az 14 atomov uhlika,

cykloalkyl znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky systém

kruhov s 3 az 10 atdmami uhlika;

cykloalkenyl znamena nearomaticky mono- alebo multicyklicky systém
kruhov s 3 aZ 10 atdmami uhlika, ktory obsahuje aspon jednu dvojitd vazbu
uhlik-uhlik;

cyklyl  znamenad cykloalkyl, cykloalkenyl,  heterocyklyl alebo

heterocyklenyl;

heterocyklyl znamena nearomaticky nasyteny monocyklicky alebo
multicyklicky systém kruhov obsahujlci od priblizne 3 do priblizne 10 atémov
uhlika, v ktorom jeden alebo viacero atomov vkruhovom systéme jefsu

heteroatomy iné ako uhlik; a

heteroaryl znamena aromaticky monocyklicky alebo multicyklicky system
kruhov s od priblizne 5 do priblizne 14 atdmami uhlika, v ktorom jeden alebo

viacero atomov v kruhovom systéme je/st heteroatéomy iné ako uhlik.

164. Lubovolna zlugenina alebo synteticky medziprodukt opisané v tejto

prihlaske.

165. Zlugenina zvolena zo suboru, zahriujuceho:
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alebo jej farmaceuticky prijatelna sol alebo prekurzor alebo, solvat takejto

zlu&eniny, jej soli alebo jej prekurzora.

166. ZIi¢enina podla ktoréhokolvek z narokov 1, 2, 162 alebo 163, kde
pripadne substituovana alifatickd skupina, pripadne substituovana cyklicka
skupina alebo pripadne substituovana aromaticka skupina R? je substituovana

asporn jednym heteroarylovym substituentom.
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167. ZluCenina podla ktorehokolvek z narokov 1, 2, 162 alebo 163, kde
pripadne substituovana aromaticka skupina R® je pripadne substituovany

heteroaryl.

168. Zlucenina podla naroku 166, kde pripadne substituovana alifaticka

skupina R je pripadne substituovany alkylheteroaryl.
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Obr. 1
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Obr. 2
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Obr. 3
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Obr. 4
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Obr. 5
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Obr. 6
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Obr. 7
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Obr. 8
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Obr. 9
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Obr. 10
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Obr. 11
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Obr. 12
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Obr. 13
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Obr. 14
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