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(57)Anotace:

Regeni se tyka peptidomimetickych slougenin pouZitelnych
jako inhibitory proteaz, obzv1asté jako inhibitory serinovych
proteaz a pfedevsim jako inhibitory NS3 protedz viru
hepatitidy C; meziproduktii pro jejich vyrobu; jejich piipravy
véetné stereoselektivniho zpiisobu vyroby meziprodukti.
Regeni se také tyka farmaceutickych kompozic a zplisobti
pouZiti sloucenin pro inhibici HCV proteaz nebo pro léceni
pacienta trpiciho HCV infekci nebo fyziologickymi stavy,
které s ni souviseji. ReSeni se také tyka farmaceutickych
kombinaci, které obsahuji kromé jednoho nebo vice inhibitord
HCYV serinové proteazy jeden nebo vice interferont, které
maji ma (¢inek proti HCV a/nebo jednu nebo vice sloucenin,
které maji ma ¢inek proti HCV, a farmaceuticky pfijatelny
nosi¢, a zpisobu 1é&eni nebo prevence HCV infekce u
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Peptidomimetickeé inhibitory proteaz

Oblast techniky

pPfedloreny vynalez se tyka peptidomimetickych sloucenin a
meziproduktd pro jejich vyrobu, jejich pripravy v&etné
stereoselektivniho zpusobu vyroby meziprodukti,
farmaceutickych kompozic, obsahujicich peptidomimetické

sloudeniny a pouZiti peptidomimetickych slougenin nebo

kompozic s jejich obsahem jako inhibitoru proteaz,

obzvlasté jako inhibitor® serinovych proteaz a predevsim
jako inhibitorad NS3 proteaz ‘viru hepatitidy C ~(“HCV”) .
Peptidomimetickeé sloudeniny, Jjako jsou inhibitory HCV NS3
proteaz, jsou obzvlasté vhodné pro interferenci s Zivotnim
cyklem viru hepatitidy C a pri 1lé&eni nebo prevenci HCV

infekci nebo fyziologickych stavi, které s ni souvisejl.

PtedloZeny vynalez se také tyka zpusobl provadéni

kombinadni terapie pro inhibici replikace HCV v bunkach
nebo pro  1lé&eni nebo prevenci HCV infekce u pacienta
'pouiiﬁim peptidomimetickych‘slouéenin nebo farmaceutickych
kompozic nebo souprav a farmaceutickYCh paleni vytvofenych
pro tento ucel. Farmaceutické kompozice podle predloZeného
vynélezu jsou takove, ktéré obsahuji inhibitor HCV serinové
proteazy v kombinaci s interferonem, ktery ma u&inek proti
HCV; inhibitor HCV serinové proteazy Vv’ kombinaci se
sloudeninou, Jjinou nez interferon, kterd ma ucinek proti
HCV; nebo inhibitor HCV serindvé proteazy Vv kombinaci
S interferonem, ktery m& ucinek proti HCV i se sloueninou,
jinou nezZ interferon, kterd mad ucinek proti HCV. P¥edlozZeny

vynadlez se dale tyka stereoselektivnich zplasobl pfipravy




chiralnich bicykloprolinatovych meziproduktl, pouZitelnych

pti syntéze peptidomimetickych sloucenin.

Dosavadni stav techniky

Infekce zplsobované virem HCV predstavuji zavainy problém
v humdnni mediciné a Jjsou nyni wuznavany 3jako ptficina
vétSiny pripadd hepatitidy, kterd neni typu A nebo B.

Predpokladdd se, Ze 3 %  své&tové populace Jje chronicky
infikoﬁéno virem HCV [A. Alberti a kol., “Natural History
of 'Hepatitis C”, J. Hepatology, 31, (Suppl. 1), 17-24
(1999)]. V samotnych Spojenych stadtech je Groven infekce
1,8% neboli 3,9 miliond osob [M. J. Alter, “Hepatitis C
Virus Infection in the United States”, J. Hepatology, 31,
(Suppl. 1), 88-91 (1999)]. U vice nezZz 70 % pacientua se
vyvine chronickd infekce, kterd Jje povaZovdna za hlavni
- pri&inu cirrhézy a hepatocelularniho karcinomu. [D.
Lavanchy, “Global Surveillance and Control of Hepatitis C”,

J. Viral Hepatitis, 6,35-47 (1999)].

Replikace HCV =zahrnuje génomické kédovani polyproteinu o
3010-3033 aminokyselinach [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 (1990); A. Takamizawa a

kol., ”Structure and Organization of the Hepatitis C Virus




Genome Isolated From Human Carriers”, J. Virol:., 65,
1105-1113 (1991)]. Pfedpokladd se, Ze HCV nestrukturalni
(NS) proteiny predstavuji zakladni katalyticky mechanismus
virové replikace. NS proteiny vznikaiji protéolytickYm
Stépenim polyproteinu [R. Bartenschlager a kol.,
“Nonstructural Protein 3 of the Hepatitis C Virus Encodes a
Sefine—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
Identification of Hepatitis C Virus Polyprotein Cleavage
Products”, J. Virol., 67, 1385-1395 (1993); L. Tomei a
kol., ”“NS3 is a serine protease required for processing of
hepatitis C virus polyprotein”, J. Virol., 67, 4017-4026
(1993)]. Bylo uké&zano, 3ze prvnich 181 aminokyselin NS3
(zbytky 1027-1207 virového polyproteinu) obéahuji “oblast
serinové protedzy NS3, ktera zpracovava vsechna ctyfi dale
nasledujici mista HCV polyproteinu [C. Lin a kol.,
“Hepatitis C Virus NS3 Serine Proteinase: Trans-Cleavage
Requirements and Processing Kinetics”, J. Virol., 68,

8147-8157 (1994)].

HCV NS protein 3 (NS3) md U&inek serinové proteazy, ktery

napomahd p¥i zpracovani vétsiny virovych enzym@l a tudis je

povazovan za podstatny pro replikaci a infek&ni vlastnosti
viru. DuleZitost NS3 proteazy byla vyvozena z faktu, Ze
mutace NS3 protedzy ve viru Zluté hore¢ky snizuji

infekénost viru [T. J. Chambers a kol., “Evidence that the




N-terminal Domain of Nonstructural Protein NS3 From Yellow
Fever Virus 1is a Serine Protease Responsible for Site-
Specific Cleavages in the Viral Polyprotein”, Proc. Natl.
Acad. Sci. UsA, 87, 8898-8902 (1990)]. Nedavno bylo
dokézano, Ze mutace aktivniho mista HCV NS3 protedzy mohou
Uplné& odstranit HCV infekci v Simpanzim modelu [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 in vivo“, J. Virol., 74 (4)
2046-51  (2000)]. HCV NS3 serinovd proteaza je také

povazovana za podstatnou pro replikaci viru jako takova a

's n1 souvisejici kofaktor, NS4Aa, napomahd& zpracovani vsech

enzymd viru. 2Zd4d se, Ze toto zpracovani je analogické
zpracovani aspartylové protedzy u viru lidské imunitni
nedostatecnosti (“HIV”). Kromé& toho demonstrované pouziti
inhibitord HIV' protedz jako potencialnich protivironch

C¢inidel u c¢lovéka ukazuje, zZe pferuSeni etapy zpracovani

protedzového proteinu ' v Zivotnim cyklu viru dava -

terapeuticky ac¢inna ¢inidla. V disledku toho  Jjsou

proteazové enzymy atraktivni cil p#i hledani novych 1é&&iv.

Bylo popséno nékolik potenéiélnich.inhibitorﬁ HCV proteaz.
Publikované PCT pfihlasky &. WO 00/09558, WO 00/09543, WO
99/64442, WO 99/07733, Wo 99/07734, Wwo 99/50230,
W098/46630, WO 98/17679 a WO 97/43310, U.S. patent ¢&.
5,990,276, M. Llinas-Brunet a kol., Bioorg. Med. Chem.
Lett., 8, 1713-1718 (1998), W. Han a kol., Bioorg. Med.
Chém. Lett., 10, 711-713 (2000), R. Dunsdon a kol., Bioorg.
Med. Chemn. Lett;, 10,15711579 (2000), M. Llinas-Brunet a
kol., Bioorg. Med. Chem. Lett., 10, 2267-2270 (2000) a S.




LaPlante a kol., Bioorg. Med. Chen. Lett., 10, 2271-2274
(2000) vSechny popisuji potencidlni inhibitory HCV NS3
proteaz. Nanedtésti vSak nejsou v souasné dob& k disposici

Zzadné inhibitory serinovych protedz jako &inidla proti HCV.

Ve skutecnosti nejsou k disposici Z&dné terapie proti HCV s
vyjimkou inteferonu-a, kombinace inteferonu-o/ribavir a
v nedavné dobé pegylovany interferon-o. UdrZitelné poméry
odezvy wu terapii inteferonem-o a kombinaci inteferon-

a/ribavirin vsak jsou obvykle nizké ( < 50%) a vedlejsi

Gcinky zptUsobované timto zplsobem lécby  jsou obvykle

vyznamné a zAavainé [M. A. Walker, “Hepatitis C Virus: an
Overview of Current Approaches and Progress”, DDT, 4,
518-529 (1999); b. Moradpour a kol., “Current and Evolving
Therapies for Hepatitis c~, Eur. J. Gastroenterol.
Hepatol., 11,1199-1202 (1999); H. L. A. Janssen a kol.,
“Suicide Associated with Alfa-Interferon Therapy for
- Chronic Viral Hepatitis”, J. Hépatol., 21, 241-243 (1994) ;
a P. F. Renault a kol., “Side effects of alpha interferon”,
Seminars in Liver Disease 9, 273-277, (1989)]. Kromé& toho
interferonové terapie indukuji dlouhodoby ustup nemoci
pouze u zlomku p#ipada (pfibliZné 25%) [O. Weiland,
"Interferon Terapie in Chronic Hepatitis C Virus

Infection”} FEMS Mikrobiol. Rev., 14, 279-288 (1994)]1. vyse
uvedené problémy lédeni pomoci inteferonu-a dokonce vedly
k vyvoji a klinickym zkou3kam pegylacné derivatizovanych
sloucenin na zikladé inteferonu-a jako zlep3enych 1lé&iv

proti HCV.




Vzhledem k soucCasné situaci tykajici se 1lécCiv proti HCV je
z¥ejmé, Ze pretrvava potfeba Uc¢innéjsich a lépe snaSenych

zplsobli léceni.

Kromé toho byla syntéza slozitych peptidomimetickych
slou€enin dlouho brzd&na nestereoselektivni povahou vét3iny
zpusobl organické syntézy. Je dob¥e zndmo, Ze terapeuticky
uc¢inek enantiomert peptidomimetickych sloudenin se méni
v 8irokych rozmezich. Z2Ziskadni takovych stereospecifickych

zpusobll syntézy je proto velkym pfinosem.

Predchozi pokusy - syntetizovat . chirdlné specifické
bicykloprolinatové meziprodukty, pouZitelné pri syntéze
terapeutickych peptidomimetickych inhibitord protedz dlouho
trpély tim, zZe nebyly enatioselektivni nebo
diasteroselektivni nebo zahrnovaly dlouhé posloupnosti
krokid syntézy nebo byly nevhodné pro pfipravu velkého
mnoZstvi produktu. Proto také existuje potfreba zphsobl
pfipravy velkych mnozstvi bicykloprolinatt
diastereoselektivnim zplsobem a v enantiomericky obohacené

formé.

Podstata vynalezu

PredlozZeny »vynélez se tykd peptidomimetické slouceniny

obecného vzorce 1




ve kterém:
R® je vazba nebo difluormethylen;

R! je atom vodiku, popripadé substituovana alifaticka
skupina, popfipadé& substituovana cyklickd skupina nebo

popripadé substituovand aromaticka skupina;

R® a R® jsou kazdy nezéVisle popripadé substituovana
alifaticka skupina, poptfipadé substituovana cyklicka
skupina nebo pop¥ipadé substituovani aromaticka skupina;
5

R®°, R®> a R’ jsou kazZdy nezavisle (poptipadé substituovana
alifaticka skupina, popripadé substituovani cyklicka
skﬁpina nebo popfripad& substituovana aromaticka skupina)
(popfipadé substituovany methylen nebo popripadé
substituovany ethylen), popfipadé substituovany (1,1- nebb
1,2—)cykloélkylen nebo popripadé substituovany (1,1- nebo
" 1,2-)heterocyklylen;

R, R®, R® a RI° Jsou kazdy nezavisle atom vodiku nebo

popfripadé substituovand alifaticka skupina;




@.

popfipadé substituovany multicyklicky azaheterocyklyl nebo

je substituovany monocyklicky azaheterocyklyl nebo

popfipadé substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl, ve
kterém nenasycenost je v kruhu vzdéleném od kruhu nesouciho
skupinu R’-L- (N (R®) -R7-C(0) =) aN (R®) -R°~C (0) =N a ke kterému je
vazana skupina -C(0)-N(R%)-R3-C(0)C(0),R%R};

L je -C(0)-, -OC(0)-, -NR¥C(0)-, -S(0),-, nebo -NR!S(0),-;
a

n je 0 nebo 1,

nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelnad stl nebo prekurzor nebo

solvat takové sloueniny, jeji soli nebo jejiho prekurzoru,

s podminkou, Ze pokud je substituovany , potom
L je -0C(0)- a R® je popfipadé substituovand alifaticka
skupina, nebo alespofi jeden z R), R® a R’ je (poptipadé

substituované alifatické skupinar'popfipadé substituované

cykllcka skuplna nebo popfipadé substituované aromaticka

skupina) (poprlpade substituovany ethandiyl), nebo R? je

popfipadé substituovana alifatickéa skupina.

PredloZeny vyndlez se také tyka slouceniny, kterd ma

strukturni obecny vzorec:
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ve kterém:

R' Je atom vodiku, popfripadé substituovand alifaticka
skupina, popfipadé& substituovand cyklicka skupina nebo

popfipadé substituovand aromaticka skupina;

R a R° jsou kazdy nezavisle popfipadé substituovana
-alifatické skupina, popfipadé substituovana cyklicka
skupina nebo popfripadé& substituovand aromaticka skupina;

R, R° a R’ jsou kaZdy nezavisle (popfipadé substituovana
alifatickéa skupina, popripadé substituované cyklickéa
skupiné nebo popripadé substituované aromaticka skupina)
(popfipadé ‘substituovany - methandiyl nebo popfipadé

substituovany ethandiyl);

R', R® R® a R? jsou kazZdy nezavisle atom vodiku nebo

popripadé substituovanad alifatickad skupina;

O

popripadé substituovany multicyklicky azaheterocyklyl nebo

je substituovany monocYklicky azaheterocyklyl nebo

popfripadé substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl, ve

kterém nenasycenost je v kruhu vzdaleném od kruhu nesouciho




skupinu R°-L- (N (R%)-R’-C(0)-).N(R®)-R°-C(0)-N a ke kterému
je vazana skupina -C(0)-N(R*)-R%-C(0)C(0),R?R};

L je -C(0)-, -0C(0)-, -NR'C(0)-, -S(0),-, nebo -NR!%s (0) ,-;
a

n je 0 nebo 1,

nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelna sal nebo prekurzor, nebo

solvat takové sloueniny, jeji soli nebo jejiho prekurzoru,

s podminkou, Ze pokud | je substituovany XN , potom
L je -0C(0)- a R’ je popripadé substituovand alifaticka
skupina, nebo alespon jeden =z R>, R®> a R’ je (popfipadé
substituovand alifatick& skupina, popfipad& substituovana
cyklickd skupina nebo popfipadé substituovand aromaticka
-skupina)(popfipadé substituovany ethandiyl), nebo R? je

popfipadé substituovand alifaticka skupina.

PfedloZeny vyndlez je se také tyka farmaceutické kompozice
obsahujici slougeninu obecného vzorce 1 a zpUsobu pouziti
slouceniny obecného vzorce 1 pro inhibici HCV proteazy nebo
1é&eni  nebo prevence HCV  infekce u pacienta nebo

fyziologického stavu vztahujiciho se k infekci.

PfedloZeny vyndlez je se také tyka stereoselektivniho
zplUsobu p¥ipravy chiralni bicykloprolinatové slouceniny,

kterd Jje meziprodukt pouzitelny pro pfipravu slouceniny




obecného vzorce 1. Zpusob syntézy zahrnuje néasledujici

kroky:

(a) Stépeni a cyklizace slouceniny obecného vzorce 24

ve kterém

je popfipadé substituovany cykloalkyl nebo popfipadé

‘substituovany kondenzovany arylcykloalkyl;
R' je -CORY;
R je iminovy glycinimidovy adukt ;

R!3 je ochranna skupina kyseliny nebo popfipadé

substitﬁované'alifatické skupina;

za podminek Stépeni a cyklizace pro vytvofeni sloudeniny

obecného vzorce 25




ve kterém

R' je CONR'R!®, CN;

nebo -CO,R!®;
RY Je popfipadé substituovand alifaticka skupina;

R je ochranna Skupina kyseliny, popfipadé substituovany

aryl nebo popripadé& substituovani alifaticka skupina; a

(b) ochrana atomu dusiku laktamové &asti- slouCeniny
obecného vzorce 25 ochrannou skupinou amidu pro vytvoFfeni

slouceniny obecného vzorce 26

"3
L.
e

ve kterém:
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p’ je ochranna skupina amidu;

R je jako bylo popsano vy3e; a

(c) redukce slouceniny obecného vzorce 26 za reduké&nich

podminek pro vytvofeni slouceniny obecného vzorce 27

ve kterém:

p° a R Jjsou jako bylo popsano vyse; a

(d) odstranéni ochranné skupiny sloudeniny obecného vzorce
27 za podminek vhoodnych pro odstran&ni ochranné skupiny,

pro vytvoreni sloucCeniny obecného vzorce 28

ve kterém:

R je jako bylo popsano vyse.

PredloZeny vynédlez se dale tykd vySe uvedeného zpusobu

syntézy, ktery dale zahrnuje krok, ve kterém se sloudenina




obecného vzorce 24 pfripravi provedenim Michaelovy adice
iminové glycinimidové slou&eniny na sloudeninu obecného

vzorce 29

ve kterém:

A

poptipadé substituovany kondenzovany arylcykloalkenyl;

je popfipadé substituovany cykloalkenyl nebo

R' je -CO,R'3;

kde slouCenina obecného vzorce 29 mlZe byt pripravena

esterifikaci slouCeniny obecného vzorce 29a

{29a)

ve kterém:

popripadé substituovany kondenzovany arylcykloalkenyl;

je  popripadé substituovany cykloalkenyl nebo




R™? Je -CHO, =-COR'®, -C=N nebo ~CONR'°R?®;

RY je jako bylo popséano vyse.

Odbornik v oboru predeviim vi, Ze pfemé&na ketont na estery
miZe byt dosaZena napriklad Bayer-Villigerovou reakci.
Preména nitrild a amidd na estery miZe byt dosaZena
napriklad vodnou hydrolyzou, nasledovanou dalsi
esterifikaci. PFfemé&na aldehydl na estery mize byt dosazZena

napriklad oxidaci aldehydu nésledovanou esterifikaci.

PredloZeny vynalez se déle tyka slouCeniny obecného vzorce
1, ve které substituenty jsou zvoleny ze souboru,
zahrnujiciho kombinace vyhodnych nebo zvlastnich provedeni,

‘’které budou definovény.

PfedloZeny vyndlez se dale tykd sloucenin obecnych vzorcu
24-29, kde substituenty jsou zvoleny ze souboru,
zahrnujiciho kombinace vyhodnych nebo zvladtnich provedeni,

které budou definovéany.

PfedloZeny vynilez se dadle tvka farmaceutickych kompozic

obsahujicich krom& jednoho nebo vice inhibitord HCV:

serinovych protedz také jeden nebo vice interferond nebo
sloucenin, které indukuji = tvorbu interferont, které
vykazuji ucéinek proti HCV a/nebo jednu nebo vice slouenin,
které maji HCV aktivitu, vSetné& imunomodulaé&nich sloucCenin,
jako jsou imunostimuladéni cytokiny,_ vykazujici HCV

protivirovy u&inek, a farmaceuticky prijatelny nosié&.




PredloZeny vynalez se dale tykéa zpusobd 1lé&eni nebo
prevence HCV infekce u pacienta, ktery ma& jeho potfebu,
ktery zahrnuje podavani uvedenému pacientovi farmaceuticky
ﬁéiﬂného mnozstvi kombinace jednoho nebo vice inhibitora
HCV serinovych proteédz; jednoho nebo vice interferon® nebo
slouCenin, které indukuji tvorbu inteferonu, ktery vykazuje
U¢inek proti HCV; a/nebo jedné nebo vice slouceniny, které
maji ucinek proti HCV, v&etnd imunomodula&nich slou&enin
jako jsou_ imunostimulaé&ni cytokiny vykazujici HCV

protivirovy ué&inek.

PfedloZeny vynalez ije se dale tyka pouZiti jednoho nebo
vice inhibitord HCV serinovych protedz v kombinaci s jednim
nebo vice interferony nebo slouCeninami, které indukuji
tvorbu inteferonu, ktery vykazuje ucinek proti HCV a/nebo
jedné nebo vice slou&enin, které maji uc¢inek proti HCV,
vcetné& imunomodulacnich slou&enin jako jsou imunostimuladni
.cytokiny'vykazujici HCV protivirovy u&inek, pro pfipravu
lé¢iva pro léceni nebo prevenci HCV infekce u pacienta,

ktery mad jeho pot¥ebu.

PredloZeny:- vynalez se také tyka soupravY- nebo
fafmaceutického baleni pro 1lé&eni nebo prevenci HCV infekce
u pacienta, kde souprava nebo farmaceutické baleni obsahuje
dvé nebo vice odd&lenych nadobek, kde alespofi jedna uvedena
nadobka obsahuje jedén nebo vice inhibitord HCV serinovych
proteéaz '(samotnYCh nebo v kombinaci s 'farmaceuticky
pfijatelnym hosiéenl nebo fedidlem), alespoii jedna dalsi
uvedena nadobka obsahuje jeden nebo vice interferond nebo

sloucenin, které indukuji tvorbu inteferonu, ktery vykazuje




u&inek proti HCV, (samotny nebo v kombinaci s farmaceuticky
pfijatelnym nosidem nebo fedidlem) a popripadé alespon
jedna uveden& nadobka obsahuje jednu nebo vice'slouéenin,
které maji u¢inek proti HCV (samotnych nebo v kombinaci S
farmaceuticky pfijatelnym nosidem nebo fedidlem), v&etn&
imunomodulad&nich sloucenin, jako Jsou imunostimulad&ni

cytokiny vykazujici HCV protivirovy U&inek.

MnoZstvi inhibitoru nebo inhibitord HCV serinovych proteaz,
interferonu nebo interferond nebo slouceniny nebo slou&enin
S UCinkem proti HCV ve vyse uvedenych aplikacich m@Ze byt
farmaceuticky u&inné mnozstvi, subklinické mnoZstvi G¢inné
proti HCV nebo jejich kombinace, pokud vyslednd kombinace
inhibitoru nebo inhibitort HCV ~ serinovych proteaz,
interferonu nebo interferont nebo slouc¢eniny nebo sloudenin
nebo sloucenin, které indukuiji tvorbu interferonu, ktery
vykazuje uc¢inek proti HCV a/nebo slouCeniny nebo sloucenin,
wktery vykazuji uac&inek proti HCV, zahrnuje farmaceuticky
uc¢inné mnoZstvi sloucenin, které je u¢inné pro lédeni nebo

prevenci HCV infekce u pacienta.

Prehled vyobrazeni

VySe uvedené a dalsi znaky, charakteristiky a vyhody
pfedloZeného vynalezu budou lépe srozumitelné po
nasledujicim detailnim. popisu, ktery vyuZiva priloZenych
obrazkl, které qsou vSechny uvedeny pouze jako ilustrace a

neomezuji predlozZeny vynalez, kde:




Obr. 1 ukazuje inhibici akumulace HCV replikonové RNA po 48

hodinadch oZet¥eni bunék, obsahujicich»replikon, slouceninou

CU a inteferonem-a 2B, individualné nebo v kombinaci.

Obr. 2 graficky ukazuje isobolovou konkavnost, kterou
vykazuji slouéeniny, pouZivané v kombinaci, které jsou
antagonistické, aditivni a synergické podle zpusobu vypoltu
synergie, jak jej popsali Greco, Park a Rustom ( (1990)
Application of a New Approach for the Quantitation of Drug
Synergism to the Combination of cis-
Diamminedichloroplatinum and 1-B-D-

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

Obr. 3 ukazuje geometricky vztah mezi a a zak¥fivenim
isoboly. Hypoteticka isobola pro hladinu U¢inku E = 50% je
znazornéna primkovou isobolou, kterd by byla ocekavana v
pripade aditivity. M je prﬁseéik pEimky y = x a hypotetické
isoboly. N je prlsedik pfimky y = x a pfimkové isoboly. ©
je pocatek (0,0). S oznaduje zakfiveni isoboly, kde S =
ON/OM. ON je vzdalenost od O k N a OM je vzdalenost od O k

M. Parametr a souvisi s S rovnici o = 4 (5% - §).

Obr. 4 wukazuje vypocet isoboly pouZitim zplsobu, ktery
popsali Greco a kbl,, supra, pro kombinaci slouceniny CU a
interferonu alfa-2B (Schering-Plough) pouZitim 6 fFedéni

kazdé slouceniny v Experimentu 1.

Obr. 5 wukazuje vypocet isoboly pouZitim zpusobu, ktery

popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slou¢eniny CU a




interferonu alfa-2A pouZitim 6 fedéni kazdé slouCeniny v

Experimentu 2.

Obr. 6 ukazuje vypodet isoboly pouZitim zpusobu, ktery
popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slouéeniny CU a
interferonu alfa-2B (Schering-Plough) pouZitim 8 redéni

kazdé slouceniny v Experimentu 3.

Obr. 7 wukazuje vypolet isoboly pouZitim zpusobu, ktery
popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slouceniny CU a
interferonu alfa-2a pouZitim 8 fedéni kadé slouc¢eniny v

Experimentu 4.

Obr. 8 ukazuje vypocet isoboly pouZitim zplusobu, ktery
popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slouCeniny CU a
ov€iho interferonu tau pouzitim 8 Fedéni kaidé’slouéeniny v

Experimentu 5.

Obr. 9 wukazuje vypod&et isoboly pouZitim zpﬁsobu, ktery
popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slouc¢eniny EC a
interferonu alfa-2B (Schering-Plough) pouZitim 8 fedéni

kazdé slouceniny v Experimentu 6.

Obr. 10 wukazuje vypolet isoboly pouiitim zplsobu, ktery
popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slouc¢eniny EC a
interferonu alfa-2A pouzZzitim 8 fed&ni kazdé sloueniny v

Experimentu 7.

Obr. 11 ukazuje vypocet isoboly pouZitim zpusobu, ktery

popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slou¢eniny CU a




interferonu beta pouZitim 8 fedéni kazdé slouceniny v

Experimentu 8.

Obr. 12 ukazuje vypocet isoboly pouzZitim zplisobu, ktery

popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci slou&eniny EP a -

interferonu alfa-2B (Schering-Plough) pouZitim 8 fedéni

kazdé slouCeniny v Experimentu 9.

Obr. 13 ukazuje vypodet isoboly pouZitim zpisobu, ktery
popsali Greco a kol., supra, pro kombinaci Ribavirinu a
interferonu alfa-2B (Schering-Plough) pouZitim 8 Tedéni

kazdé slouceniny v Experimentu 10.

Obr. 14 wukazuje inhibici akumulace HCV  replikonové RNA
zplsobenou o3et¥enim replikonovych bunék  bud (A)
Ribavirinem samotnym nebo (B) interferonem alfa-2B
samotnym. Na obou ndkresech je zndzornéna inhibice stejné

tak jako inhibice korigovana na cytotoxicitu sloucenin.
Detailni popis pf¥edloZeného vynalezu

Obsah kazZdého =z patentovych dckumentd a dalsich referenci
zde uvedenych je .zde ve svém celém rozsahu zahrnut jako
reference.

Jak byly pouZity vyde a jak Jsou pouzivany dale v celém
popisu pfedloZeného vynalezu, nasledujici zkratky, pokud

neni uvedeno jinak, maji nésledujici vyznamy:

Oznaceni Reak¢ni ¢inidlo nebo fragment




ACN
AIBN
BOC nebo Boc
BOP

- n-Bus3SnH
t-Bu

Cbz

chiralni PTC

DAST
DCC

DCM
DIBAL-H .
DIC

DIPEA

DMAP
Cinidlo DMP

DMF
DMSO
EA

acetonitril
2,2'-azobisisobutyronitril
terc.-butylkarbamat
benzotriazol—l—yl—
oxytris(dimethylamino) fosfonium
hexafluorfosfat

hydrid tri-n-butylecinu
terc.-butyl

benzylkarbamat

chiralni katalyzator pF¥enosu faze

(diethylamino)sulfurtrifluorid (Et,NSFy)
dicyklokarbodiimid

dichlormethan (CH,C1,)
diisobutylaluminum hydrid
l,3—diisopropylkarbodiimid
diisopropylethylamin
4—(N,N—dimethylamino)pyridin

Dess-Martinovo periodinanové &inidlo

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

elementérni analyza




EDCI

ekv.
Et
Et,0
EtOH
EtOAc
Et;Si
FMOC

H—Chg—OH
HOAt
HOBT
HOSu
HPLC

LAH

Me

MeI

MeOH

MeOC (0) C1

MOMC1
MOM

MS

NaBH4
Na,C4H406
NMP

NMR

P-

l-ethyl-

3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid HC1
ekvivalent (y)

ethyl

diethylether

ethanol

ethylacetat

triethylsilan

9—fiuorenylmethoxykarbonyl

S
I%ﬁ/i3§0ﬁ

l-hydroxy-7-azabenzotriazol

l-hydroxybenztriazol

’ N-hydroxysukcinamid

vysokovykonna kapalinovd chromatografie
lithium aluminum anhydrid

methyl

methyljodid

methanol

methylchlorformét

methoxymethylchlorid
methoxymethyl

hmotova spektroskopie
borhydrid sodny

vinan sodﬁy
N-methylpyrrolidinon

nuklearni magneticka rezonance

polymerni vazba




RPCIER I
- 23 - ‘ee” A "o’ o tue’
PyBOP benzotriazol-1l-yl-oxytris-pyrrolidino-
fosfonium hexafluorfosfat
TBD 1,5,7-triazabicyklo(4.4.0]dec-5-en
RP-HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie
s obraécenymi fazemi
TBSC1 terc.-butyldimethylsilyl chlorid
TCA kyselina trichloroctova
TFA kyselina trifluoroctova
T£,0 triflat anhydrid
THF tetrahydrofuran
THP tetrahydropyran
TLC ' " “chromatografie na tenké vrstvé

Jak byly pouZivany vysSe a pri popisu predloZeného vynalezu
maji nasledujici vyrazy, pokud neni uvedeno  jinak,

nasledujici vyznamy:

“Kysely bioisoster” znamend skupinu, kterd mé& chemické a
fyzikalni podobnosti, které ©predstaujili Sirokou skalu
podobnych biolbgicchh vlastnosti s karboxyloﬁou skupinou
(viz 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
Stﬁdies ‘Applied To Drug Design: ab initio Electronic
Distributions In Bioisosteres” 343, 105-109, (1995)).
Ptriklady kyselych bioisosterd zahrnuji -C(O)-NHOH, -C(O)-
CH,0H, —C(O)—CHZSH; -C(0) -NH-CN, sulfo, fosfono,




alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N-methoxykarbamoyl, heterocarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-
l-methylpyrazolyl a podobné.

“Kysela funkéni skupina” znamen& skupinu, obsahujici kysely
atom vodiku. Pfriklady kyseiych funké&nich skupin zahrnuji

karboxyl (-C(O)OH), -C(O)-NHOH, -C(0O)-CH,OH, -C{OQ)-CH,SH, -

C (0O) -NH-CN, sulfo, fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl,
tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl, N-methoxykarbamoyl,
heterocarylsulfonylkarbamoyl, o 3—hydroxy—3—¢yklobuten—
1,2-dion, | 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo

hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-
l-methylpyrazolyl, imidazolyl, merkapto a podobné a vhodnou
skupinu hydroxy, 3jako 3je skupina hydroxy na aromatické

skupiné, napfiklad hydroxyfenyl.

“Ochrannd skupina kyseliny” znamend snadno odstranitelnou
skupinu, o které je v oboru zﬁémo, Ze chrani kysely atom
vodiku karboxylové skupiny proti neZadoucim reakcim bé&hem
syntézy, napfiklad blouje nebo chréni kyselou funk&ni
skupinu, zatimco probihéji reakce tYkajici se dalsich
funkéni mist slouc¢eniny a ochrannou skupinu Jje mozZno
odstranit selektivné. Takové ochranné skﬁpiny kyselin jsou
dobfe znamy odbornikﬁm v oboru a jsou Siroce pouzivany pro
ochranu karboxylovych skupin, jsou popsadny v U. S.
Patentech ¢. 3,840,556 a 3,719,667, které jsou zde zahrnuty
jako reference. P¥iklady vhodn?ch ochrannych skupin kyselin

jsou uvedeny v monografii T. W. Green a P. G. M. Wuts,




“Protective Groups in Organic Chemistry”, John Wiley and
Sons, 1991. Ochranné skupiny kyselin také =zahrnuji
hydrogena¢né labilni ochranné skupiny kyselin, jak jsou zde
definovany. Pfriklady ochrannych skupin kyselin =zahrnuji
estery, jako je substituovany a nesubstituovany C;-Cg niZsi
alkyl, napriklad methyl, ethyl, terc.-butyl, methoxymethyl,
methylthiomethyl, 2,2,2-trichlorethyl a podobné,
tetrahydropyranyl, substituovany a nesubstituovany
fenylglkyl jako je benzyl a jeho substituované derivaty
jako je alkoxybenzyl nebo nitrobenzylové skupiny a podobné&,
cinnamyl, dialkylaminoalkyl, napfiklad dimethylaminoethyl a
podobné, trimethylsilyl, substituované a nesubstituované
amidy a hydrazidy, napfiklad amidy a hydrazidy skupin N,N-
dimethylamin, 7-nitroindol, hydrazin, N-fenylhydrazin a
podobneé, acyloxyalkylové skupiny jako je pivaloyloxymethyl '
nebo propionyloxymethyl a podobné&, aroyloxyalkyl jako e
benzoyloxyethyl a podobné, alkoxykafbonylalkyl jako je.
methoxykarbonylmethyl, cyklohexyloxykarbonylethyl a
podobné, alkoxykarbonyloxyalkyl jako je terc.-
butyloxykarbonyloxymethyl a podobné&, alkoxykarbonylamino-
alkyl jako je terc.—butyloxykarbonylaminomethyl a podobng,
alkylaminokarbonylaminoalkyl jako Jje methylaminokarbonyl-
aminomethyl a podobné, acylaminoalkyl jako je
acetylaminomethyl a podobné&, heterocyklylkarbonyloxyalkyl
jako Jje 4-methylpiperazinylkarbonyloxymethyl a podobné,.
dialleaminokarbonylalkyl jakb je dimethylaminokarbonyl—
methyl a podobné, (5-(niZsi alkyl)-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)
alkyl jako je (5—terc.4butyl—2—oxo—1,3—dioxolen—4—yl)
methyl a podobné a (5-fenyl-2-oxo-1,3-dioxolen-4-yl)alkyl
jako je (5—fenyl—2—oxo—1,3—dioxolén—4—yl)methyl a podobné.




“Kyselinové labilni ochrannd skupina aminu”  znamena
ochrannou skupinu aminu, jak zde byla definovana, kterou je
mo¥né snadno odstranit pusobenim kyseliny, zatimco =zGstéava
relativné stabilni k jinym <&inidldm. Vyhodnd kyselinové

labilni ochrannd skupina aminu je BOC.

“Alifaticka” skupina znamend alkyl, alkenyl nebo alkinyl,

jak zde byly definovéany.

“Substituent (y) alifatické skupiny” znamenaji substituenty,
vazané k alifatické skupiné, jak "zde byla definovéana,
zahrnuji skupiny aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy,
cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo
analog, cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo
jeho thioxo analog, heteroaroyl nebo jeho thioxo analog,
acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, atom
halogenu, skupiny nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(0) -
NHOH, -C(0) -CH,0H, -C (>O) -CH,SH, -C(0) -NH-CN, sulfo,
fosfono, ‘ alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl,
arylsulfonylkarbamoyl, | ‘ N-methoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3—hydroxy—3—CYklobuten—
1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2, 4-oxadiazolidinyl " nebo

hydroxyheteroafyl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-

l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl; cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heterOaryioxykarbonyl, alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,




methyien (H,C=), oxo (0=), thioxo (S=), Y'¥?N-, Y'Y’NC(O)-,
Y1Y2NC (0)0-, Y'Y?NC(0)NY?-, Y'Y?NSO,-, nebo Y’SO,NY'-, kde R®
je Jjak zde bylo definovéano, Y a Y? jsou nezadvisle na sobé
atom vodiku, skupiny alkyl, aryl hebo heteroaryl a Y3 je
alkyl, cykloalkylaryl nebo heteroaryl nebo v p¥ipadeé
substituentu Y'Y°N- jedeﬁ z Y' a Y? muZe byt acyl,
cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl,
cyklyloxykarbonyl, aryloxykarbonyl nebo
heterocaryloxykarbonyl, jak zde byly definovany a druhy z y?
a Y?* je Jje jak bylo definovéno vy3e, nebo v pfipadé
substituentt Y'Y2NC(0)-, Y'Y?NC(0)0-, Y'Y?NC(O)NY’- nebo
Y1v?NSO,- nebo Y! a Y? mohou spolu s druhym atomem dusiku,
kterym jsou Y! a Y? spojeny, vytvafet 4 aZ 7 &lenny
azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl. Kyselé/amidové
substituenty alifatické skupiny jsou karboxy (kyselina), -
C(0O)-NHOH, -C(0O)-CH,O0H, -C(O)-CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo,
fosfono, alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl,
arylsulfonylkarbamoyl, : N-methoxykarbamoyl,
heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-3-cyklobuten-
1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-
1-methylpyrazolyl a Y'Y?NCO-. Nekyselé polarni substituenty
alifatickych skupin jsou hydroxy, oxo (0=), thioxo (s=),
acyl nebo jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl nebp jeho
thioxo analog, aroyl nebo jeho thioxo énalog, heterocaroyl
nebo_jehb thioxo analog, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
- alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,




heteroarylsulfinyl, thiol, Y'Y?N-, Y*Y®NC(0)-, Y'Y?NC(0O)O-,
Y'Y?NC (0)NY3- nebo Y'Y?NSO,-. Priklady alifatickych skupin
nesoucich alifaticky substituent zahrnuji methoxymethoxy,
methoxyethoxy, ethoxyethoxy, (methoxy-, benzyloxy-, fenoxy-
nebo ethoxy-) karbonyl (methyl nebo ethyl),
benzyloxykarbonyl, pyridylmethyloxykarbonylmethyl,
methoxyethyl, ethoxymethyl, n-butoxymethyl, cyklopentyl-
methyloxyethyl, fenoxypropyl, fendxyallyl, trifluormethyl,
cyklopropylmethyl, cyklopentylmethyl, karboxy (methyl nebo
ethyl), 2-fenethenyl, benzyloxy, 1- nebo 2-naftylmethoxy,
4—pyridyl—methyloxy, benzyloxyethyl, 3-benzyloxyallyl,
4-pyridylmethyl-oxyethyl, 4-pyridylmethyloxyallyl, benzyl,

2-fenethyl, naftylmethyl, styryl, 4-fenyl-1,3-pentadienyl,
fenylpropinyl, 3-fenylbut-2-inyl, pyrid-3-ylacetylenyl a
chinolin-3-ylacetylenyl, 4-pyridyl-ethinyl, 4-pyridylvinyl,

thienylethenyl, pyridylethenyl, imidazolyl-ethenyl,
pyrazinylethenyl, pyridylpentenyl, pyridylhexenyl a
pyridylheptenyl, - thienyl-methyl, pyridylmethyl,

imidazolylméthyl, pyrazinylmethyl, tetrahydropyranylmethyl,
tetrahydropyranylmethyloxymethyl a podobné.

“Acyl” znamend& skupinu H-CO- nebo (alifatickd& skupina nebo
cyklyl)QCO—, kde alifatickd skupina je jak bylo popsano
vySe. Vyhodné acylové skupiny obsahuji nizs8i alkyl.
Priklady acylovych skupin zahrnuji formyl, acetyl,
propanoyl, © 2-methylpropanoyl, butanoyl, palmitoyl,
akryloyl, propinoyl, cyklohexylkarbonyl a podobné.

“Alkenoyl” znamend skupinu alkenyl-CO-, kde alkenyl je jak

zde bylo definovano.




“Alkenyl” znamena alifatickou uhlovodikovou skupinu
obsahujici dvojnou vazbu uhlik-uhlik, ktera mtse byt priméa
nebo rozvétvend a ma od pfibliZné& 2 do priblizZné 15 atom®

uhliku v ¥Yeté&zci.

Vyhodné alkenylové skupiny maji od pribliZné& 2 do p¥iblizné
12 atoml uhliku v freté&zci; a vyhodnéji od pribliZn& 2 do
pfibliZzné 4 atomd uhliku v Feté&zci. Rozveétveny znameni, ze
jedna nebo vice niZ3ich alkylovych skupin jako je methyl,
ethyl nebo propyl je vazana k pfimému alkenylovému Fretd&zci.
" "NiZ5i alkenyl” znamenad od pfibli®né 2 do pfiblizné 4 atomi
uhliku v fetézci, ktery mlize byt pfrimy nebo rozvétveny.
Pfiklady alkenylovych skupin zahrnuji ethenyl, propenyl, n-
butenyl, i-butenyl, 3—methylbut—2—enyl, n-pentenyl,
heptenyl, oktenyl, cyklohexylbutenyl, decenyl a podobné.,
“Substituovany. alkenyl” znamena alkenylovou skupinu jak
bylo definovédno vySe, ktera je substituovand jednim hebo
vice “substituenty alifatickych skupin” (vyhodné 1 az 3),
které mohou vbYt stejné nebo ruzné a jsou jak zde bylo
definovano. P¥iklady substituentt alkenylovych alifatickych

skupina zahrnuji atom halogenu nebo cykloalkylové skupiny.

“Alkenyloxy” znamenéa skupinu alkenyl-0-, kde alkenylova.
skupinai je Jjak bylo popséano vySe. Ptiklady alkenyloxy
skupin zahrnuji allyloxy, 3-butenyloxy a podobn&.

“Alkoxy” znamen& skupinu alkyl-0-, kde alkylova skupina je

- Jak bylo popsé&no vyse. Pfiklady alkoxy skupin zahrnuji




methoxy, ethoxy, n-propoxy, i-propoxy, n-butoxy, heptoxy a

podobné.

“Alkoxykarbonyl” znamena skupinu alkyl-O0-CO-, kde alkylova
skupina je jak bylo definovéano vySe. Priklady
alkoxykarbonylovych = skupin zahrnuji methoxykarbonyl,

ethoxykarbonyl, terc.—butyloxykarbonyl a podobné.

“Alkyl” znamen& alifatickou uhlovodikovou skupinu, ktera
mize byt pfimd& nebo rozvétvenid a mit od pFibliZné 1 do
priblizné 20 atomd wuhliku v fetézci. Vyhodné alkylové
skupiny maji od 1 do pfibliZné& 12 atomd uhliku v fetézci,
vyhodnéjsi je nizZ8i alkyl, jak zde bylo definovano.
Rozvétveny znamena, Ze jedna nebo vice ni#$ich alkylovych
skupin jako je methyl, ethyl nebo propyl, jsou vazany na

pfimy alkylovy Fretézec.

“"Nizsi alkyl” znamend alkyl, ktery md od ptribli?n& 1 do
priblizZné 4 atomi uhliku v Fet&zci a muze byt pfimy nebo
rozvétveny. “Substituovan§ alkyl” znamena alkylovou
skupinu, jak byla definovdna vy$e, kterd je substituovan
jednim nebo vice “substituenty alifatickych skupin”
(vyhodné 1 aZ 3), které mohou byt stejné nebo rtzny a jsou

jak zde bylo definovano.

“Alkylsulfinyl” znamend skupinu alkyl-SO-, kde alkylova
skupina je jak bylo definovéno vySe. Vyhodné skupiny jsou

ty; ve kterych alkylovad skupina je niZ3i alkyl.




“Alkylsulfonyl” znamena skupinu alkyl-SO,-, kde alkylové
skupina Jje jak bylo definovano vySe. Vyhodné skupiny jsou

ty, ve kterych alkylovad skupina je niZs$i alkyl.

“"Alkylsulfonylkarbamoyl” znamena skupinu alkyl-SO,-NH-
C(=0)-, kde alkylova skupina je Jjak bylo popsano vyse.
Vyhodné alkylsulfonylkarbamoylové skupiny jsou takové, kde

alkylova skupina je niZ3i alkyl.

“Aikylfhio” znamena skupinu alkyl-S-, kde alkylova skupina
je Jak Dbylo popséano vy3e. Priklady alkylthio skupin
zahrnuji methylthio, ethylthio, i-propylthio a heptylthid.

“Alkiﬁyl” znamena alifatickou uhlovodikovou skupinu,
obsahujici trojnou vazbu uhlik-uhlik, kterd miZe byt p¥ima
nebo rozvétvenad a mit od pribliZné& 2 do pfibliZné 15 atomi

uhliku v fetézci.

Vyhodné alkinylové skupiny maji od p¥ibliZné 2 do pfiblizZné
12 atomd uhliku v fetézci a vyhodné&ji od p#¥ibliZn& 2 do
priblizZné 4 atomﬁbuhliku v Fetézci. Rozvétveny znamena, Ze
jedna nebo vice hiééich alkylovych skupin jako je methyl,
ethyl nebo propyl jsou vézény.na primy alkinylovy retézec.
“NiZ5i alkinyl” znamena skupinu,. kterda ma od pribliZné& 2 do
pribliZné 4 atomd uhliku v fetézci a miZe byt pfimd nebo
rozvétvend. Alkinylovd skupina miZe .bYt substituovana
-jednim nebo vice atomy halogenu. Pfiklady alkinylovych
skupin zahrnuji ethinyl, propinyl, n-butinyl, 2-butinyl,
3-methylbutinyl, n-pentinyl, heptinyl, oktinyl, decinyl a
podobné. “Substituovany alkinyl” znamend alkinyl jak byl




definovan vy3e, ktery Jje substituovany jednim nebo vice
”substituenty alifatickych skupin” (vyhodné& 1 aZ 3), které

mohou byt stejné nebo rizné a jsou jak zde bylo definovano.

“Ochrannd skupina aminové skupiny” nebo “ochrannéd skupina
aminu” znamend snadno odstranitelnou skupinu, o které je
v oboru znamo, Ze chrédni atom dusiku v aminové nebo amidové
skupiné proti neZadouci reakci bé&hem syntézy a Jje
~selektivneé odstranitelnd. Pouziti ochrannych skupin
aminu/amidu je v oboru dobfe zndmo pro ochranu Skupin proti
nezadoucim reakcim Dbéhem syntézy a mnoho takovych
ochrannych skupin je'znémo,'viz>napfiklad monografie T. W.
Greene a P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis, 2. vydéni, John Wiley & Sons, New York (1991),
ktera je =zde zahrnuta Jjako reference. Ochranné skupiny
aminu/amidu také =zahrnuji “kyselinové 'labilni ochranné
skupiny aminu/amidu” a “hydrogenac¢né 1labilni ochranné

skupiny aminu/amidu”.

Priklady ochrahnych skupin aminu/amidu jsou acyl, v to
po¢itaje formyl, acetyl, chloracetyl, trichloracetyl, o-
nitrofenylacetyl, o-nitrofenoxy-acetyl, trifluoracetyl,
acétoacetyl, 4-chlorbutyryl, isobutyryl, o—nitrocinnamoyl,
pikolinoyl, acylisothiokyanat, aminokaproyl, benzoyl a
podobné a aéyloxy,b v to poclitaje methoxy~-karbonyl,
9—fluorenylmethoxykarbonyl,_ 2,2,2-trifluorethoxykarbonyl,
2—trimethYlsilylethoxy—karbonyl, , vinyloxykarbonyl,
allyloxykarbonyl, terc!—butylox?karbonyl (BOC),
1,1-dimethyl-propinyloxykarbonyl, benzyloxykarbonyl (CBZ),




p—nitrobenzyloxykarbonyl, 2,4—dichlor—benzyloxykarbonyl a

podobné.

“"Ochrannd skupina amidu” . Znamena snadno odstranitelnou
skupinu, o které je v oboru znamo, Ze chrani atom dusiku
amidové skupiny proti neZadouci reakci b&hem syntézy a je
.selektivné odstranitelnd po jeji preméné na amin. PouZiti
ochrannych skupin amidu je v oboru dobfe znamo pPro ochranné
skupiny proti neZadoucim reakcim behem syntézy a je znamo
mnoho takovych ochrannych skupin, viz nap¥iklad monografie
T. W. Greene a P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis, 2. vydani, John Wiley & Sons, New York (1991),
kterd je zde zahrnuta jako reference. Ochranné skupiny
amidu také zahrnuji “kyselinové labilni ochranné skupiny

amidu” a “hydrogena&né& labilni ochranné skupiny amidu”.

Pfiklady ochrannych skupin amidu Jjsou o-nitrocinnamoyl,
pikolinoyl, aminokaproyl, benzoyl a podobné a acyloxy, v to
poCitaje  methoxykarbonyl, 9—fludrenylmethoxykarbonyl,
2,2,2—trifluorethoxykarbonyl, ' 2—trimethylsilylethoxy—
karbonyl, vinyloxykarbonyl, allyloxykarbonyl, terc.-
butyloxykarbonyl (BOC), 1,l—dimethyl—propinyloxykarbOnyl[
benzyioxykarbonyl (CBZ), p—nitrobenzyloxykarbonyl,
2,4-dichlor-benzyloxykarbonyl a podobné.

“"Aminokyselina” znamena aminokyselinu zvolenou ze souboru,
zahrnujiciho pfirodni a v prirodé se nevyskytujici
aminokyseliny, jak zde byly definovény. Aminokyselina také

zahrnuje aminokyseliny, které maji stereochemii L nebo D na

a~uhliku. Vyhodné aminokyseliny jsou ty, které maji a-



aminovou skupinu. Aminokyseliny mohou byt neutralni, kladné
nebo zéporné v zavislosti na substituentech v postranim
fetézci. “Neutralni aminokyselina” znamend aminokyselinu,
obsahujici nenabité substituenty v postrannim Ffeté&zci.
P¥iklady neutralnich aminokyselin =zahrnuji alanin, wvalin,
leucin, isoleucin, prolin, fenylalanin, tryptofan,
methionin, glycin, serin, threonin a cystein. “Kladna
aminokyselina” znamend aminokyselinu, ve které jsou
substituenty v postrannim Ffetézci kladn& nabité pri
fyziologickém pH. Priklady kladnych aminokyselin =zahrnuji
lysin, arginin a histidin. “Z4dpornd aminokyselina” znamenéa
aminokyselinu, ve které 3jsou substituenty v postrannim
Yetézci nesou pri fyziologickém pH zaporny ndboj. Piiklady
zapornych aminokyselin zahrnuji kyselinu aspartovou a
kyselinu glutamovou. Vyhodné  aminokyseliny jsou a-
aminokyseliny. Priklady pfirodnich aminokyselin jsou
isoleucin, prolin, fenylalanin, tryptofan, methionin,
glycin, serin, threonin, cystin, tyrosin, asparagin,
glutamin, 1lysin, arginin, histidin, kyselina aspartové a
kyselina glutamova. “WVW pfirodé se nevyskytujici
aminokyseliny” znamenaji aminokyseliny pro které neexistuje

kodon v nukleovych kyselinach.

Priklady v pfirodé se nevyskytujicich aminokyselin zahrnuji
napriklad D-isomery pfirodnich oa-aminokyselin uvedenych
vyse; Aib (kyselina  aminomiselna), BAib (kyselina
3-aminoisomaselnd), Nva (norvalin), f-Ala, Aad (kyselina
2—aminoadipové), paad (kyselina 3-aminoadipova), Abu

(kyselina Z2-aminoméselnd), Gaba (kyselina y-aminomaselna),
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Acp (kyselina 6-aminokapronova), Dbu (kyselina
2,4-diaminomaselna), kyselina oa—aminopimelova, TMSA
(trimethylsilyl—Ala), alle (allo~isoleucin), Nle
(norleucin), terc.-Leu, Cit (citrulin), Orn, Dpm (kyselina
2,2'-diaminopimelova), Dpr (kysélina
2,3-diaminopropionova), a- nebo p-Nal, Cha (cyklohexyl-

Ala), hydroxyprolin, Sar (sarkosin) a podobné&; cyklické
aminokyseliny; Na-alkylované aminokyseliny Jjako je MeGly
(Na-methylglycin), EtGly (Na-ethylglycin) a EtAsn (Na-
ethylasparagin); a aminokyseliny, ve kterych a-uhlik nese
dva postranni fetézce. Jména prirodnich a v pfirodé& se
ne&yskytujiéich aminokyselin>a jejich zbytkll, které Jsou
zde uzZivany, jsou vytvorena podlé nomenklaturnich konvenci,
které navrhla IUPAC Commission on the Nomenclature of

Organic Chemistry a IUPAC-IUB Commission on Biochemical

Nomenclature, Jjak jsou uvedeny v “Nomenclature of a-amino
Acids (Recommendations, 1974)” Biochemistry, 14 (2),
(1975) . Pokud budou v tomto popisu a pfiloZenych narocich
pouzita odlisnad Jjména a zkratky aminokyselin a Jjejich
zbytkl, budou uvedend odlisnéd jména a zkratky aminokyselin

vysveétlena.

“Ochranna skupina aminokyseliny” znamena skupinu, kteréa
chrani kyselou nebo aminovou ¢&st aminokyseliny, nebo dalsi
ieaktivni skupinu v postrannim fetézci aminokyseliny,
napriklad skupinu hydroxy nebo thiol. Priklady
“odpovidajicich chranénych derivatd” aminokyselinovych

postrannich fetézch, viz T. W. Green a P. G. M. Wuts,




“Protective Groups in Organic Chemistry”, John Wiley a

Sons, 1991.

Ochranné skupiny kyselé skupiny aminokyseliny Jjsou popséany
na jiném mist&, napfriklad v oddile “kyseld funkéni skupina”
a “hydrogenac¢né labilni  ochranna skupina kyseliny”.
Ochranné skupiny aminové skupiny aminokyseliny jsou popsany
na Jjiném misté, napriklad v oddile “ochrannd skupina
aminu”, “kyselinové labilni ochrannd skupina aminu” a

“hydrogenacné labilni ochranna skupina aminu”.

“Aminokyselinovy = zbytek” zZnamenad individudlni jednotku
aminokyseliny vloZenou do leuéeniny podle predloZeného

‘vynalezu.

“Postranni feté&zec aminokyseliny” znamend substituent,

nachazejici se na atomu uhliku mezi aminovou a karboxy
skupinou oa-aminokyseliny. Pfiklady postrannich feté&zct
aminokyseliny zahrnuji isopropyl, methyl a karboxymethyl

pro valin, alanin respektive kyselinu aspartovou.

“Ekvivalent aminokyseliny” znamend aminokyselinu, kterou
miZe byt nahrazena dal3i aminokyselina v peptidech podle
pfedloéeného vynalezu, aniZ by do3lo ke znatelnému ubytku
funkénich vlastnosti. Pfi vytvaf¥eni takovych nahrad se
substituce podobnych aminokyselin provadéji na zakladé
relativni podobnosti postrannich freté&zci, napriklad co do
velikosti, naboje, hydrofility, hydropathicity a
hydrofobnosti, jako bylo pops&no vyse.



“Aromaticka skupina” znamend aryl nebo heterocaryl, jak =zde
byly definovany. P¥iklady aromatickych skupin zahrnuji
fenyl, atomem halogenu substituovany fenyl, azaheteroaryl a

podobné.

“Aroyl” znamend skupinu aryl-CO-, kde arylovd skupina Ije

jak bylo popsano vysSe.

Pfiklady aroylovych skupin zahrnuji benzoyl, 1- a 2-naftoyl

a podobné.

“Aryl” zZnamena aromaticky‘monocykiicky nebo multicyklicky
kruhovy systém obsahujici od pfibliZné 6 do pfibliZné& 14
atomd uhliku, vyhodné& od pfibliiné'6 do priblizZné 10 atomb
uhliku. v pdjmu aryl Jsou zahrnuty - kondenzovany
arylcykloalkenyl, kondenzovany arleykloalkyl, kondenzovany
arylheterocyklenyl a kondenzovany arYlheterocyklyl, jak zde
byly definovéﬁy, pokud jsou vazany prostfednictvim jejich
arylové cC&asti. ArYl je popripadé substituovén jednim nebo
vice “substituenty-skupiny kruhd”,  které mohou'bYt stejné
nébo razné a Jjsou Jak zde bylo definovano. Priklady
arylovych skupin zahrnuji fenyl nebo naftyl nebo
substituovany fenyl nebo substituovany naftyl.
“Substituovany aryl” znamen& arylovou skupihu, jak byla
definovana vySe, kterd je substituovdna jednim nebo vice
“substituenty skupiny kruh@” (vvhodn& 1 aZ 3), které mohou

byt stejné nebo rizné a jsou jak zde byly definovény.

“Aryldiazo” znamena skupinu aryl-diazo-, ve které arylové a

diazo skupiny jsou jak zde byly definovéany.




“Arylen” znamena ‘popfipadé substituovanou 1;2—, 1,3-,
1,4-dvojvaznou arylovou skupinu, kde arylova skupina je jak
2de bylo definovéano. Priklady arylenovych skupin zahrnuji
poptipadé substituovany feﬁylen, naftylen a indanylen.
- Obzvlastné vhodny arylen Jje poptipadé substituovany

fenylen.

“Substituovany arylen” znamend arylenovou skupinu jak byla
definovédna vy3e, kterd je substituovdna jednim nebo vice
fsubstitﬁenty skupiny kruha” (vyhodné 1 aZ 3), které mohou
byt stejﬁé'nébo’rﬁzné'a jsou jak zde byly definovany.

“Aryloxy” znamena skupinu aryl-0-, kde arylova skupina je
jak zde bylo definovano. Priklady aryloxy skupin zahrnuji

fenoxy a 2-naftyloxy.

TAryloxykarbbnyl” znamena skupinu aryl-0-CO-, kde arylova

skupina Jje jak - .zde  bylo definovéano. Priklady
aryloxykarbonyl skupin zahrhuji fenoxykarbonyl a
naftoxykarbonyl.

“Arylsulfonyl” .znamena skupinu aryl-SO,-, kde arylova

skupina je jak zde bylo definovéano.

“Aryisulfonylkérbamoyl”'znamené,skupinu aryl—SOz—NH—C (=0) -
, kde arylova skupina je jak bylo popséno vySe. P¥iklad

arylsulfonylkarbamoylové skupiny je fenyléulfonylkarbamoyl.




“Arylsulfinyl” znamena skupinu aryl-SO-, kde arylové

skupina je jak zde bylo definovano.

“Arylthio” znamen& skupinu aryl-S-, kde arylova skupina je

jak bylo popséano vyse.
Priklady arylthio skupin zahrnuji fenylthio a naftylthio.

“Bazicky atom dusiku” znamenid sp? nebo sp’ hybridizovany
atom dusiku, ktery ma& nevazany par elektront, . ktery e
moZno protonovat. Priklady bazickych atom@ dusiku zahrnuiji
popfipadé  substituovanou iminovou skupinu, popfipadé
substituovanou aminovou skupinu a'popfipadé substituovanou

amidinovou skupinu.
“Karboxy” znamend skupinu HO(O)C- (karboxylova kyselina).

“Kopulacni ¢inidlo” znamend sloudeninu, kterd reaguje
s hydroxylovou c¢asti karboxy skupiny, ¢imZ ji upravi tak,
Ze je nachylnd k nukleofilnimu ataku. P¥iklady kopula&nich

¢inidel zahrnuji DIC, EDCI, DCC a podobné.

“Cykloalken?l” znamena nearomaticky mono- nebo
multicyklicky kruhovy systém s od pfibliZné 3 do p#iblizné&
10 atomd uhliku, vyhodné od ptfibliZné 5 do pfibliZné& 10
atomd uhliku, ktery obsahuje alespoii jednu dvojnou vazbu
uhlik-uhlik. Pod pojem cykloalkenyl spadaji kondenzovany
arylcykloalkenyl a kondenzovany heteroarylcykloalkenyl, jak
zde byly definovéany, pokud jsou vazany prost¥ednictvim

jejich cykloalkenylové ¢&&sti. Vyhodné velikosti kruht v



kruhovém systému jsou v rozmezi od pfibliZné 5 do priblizZné
6 atomd kruhu; a takové vyhodné velikosti kruhu jsou také
oznacovany jako “nizsi”. “Substituovany cykloalkenyl”
znamend cykloalkenylovou skupinu jak bylo definovéano vyse,
kterd Jje substituovand Jjednim nebo vice “substituenty
skupiny kruht” (vyhodné 1 aZ 3), které mohou byt stejné

nebo rtizné a jsou jak zde bylo definovano.

Priklady monocyklickych cykloalkenylty zahrnuji
cyklopentenyl, cyklohexenyl, cykloheptenyl a podobné.
Prikladem multicyklického cykloalkenylu je norbornylenyl.

“Cykloalkyl” znamena nearomaticky mono- nebo multicyklicky
kruhovy systém od pribliZzné 3 do pfibliZné 10 atomd uhliku,
vyhodné od pf¥ibliZné 5 do ptibliZzné 10 atom uhliku.
Vyhodné velikosti kruhd kruhového systému jsou od p#iblizZné
5 do pribliZné 6 atomd kruhu; a takové vyhodné velikosti
kruhu Jjsou také oznacovany jako “nizsi”. Pod pojem
cykloalkyl spadaji kondenzovany arylcykloalkyl a
kondenzovany heteroérylcykloalkyl, jak zde byly definovany,
pokud jsou vazany prostfednictvim jejich cykloalkylové

casti.

“Substituovany cykloalkyl” znamenad cykloalkylovou Skupinu
jak bylo definovano vy3e, kterd je substituovanid jednim
nebo vice “substituenty skupiny kruh@” (vyhodn& 1 aZ 3),
které mohou byt stejné nebo rdzné a jsou jak =zde byly
definovany. P¥iklady monocyklického cykloalkylu zahrnuji
cyklopentyl, cyklohexyl, cykloheptyl a podobné&. Pfiklady




multicyklickych cykloalkyld zahrnuji l—dekalin, norbornyl,
adamant- (1l- nebo 2-)-yl a podobné.

“"Cykloalkylen” znamena dvojvaznou cykloalkylovou skupinu,
jak zde byla definovéna, kterd ma& od p¥ribliZné 4 do
pfiblizn& 8 atomd uhliku. Vyhodné velikosti  kruhd
cykloalkylenu zahrnuji od pt¥ibliZné 5 do p¥ibliZné 6 atomt
kruhu; a takové vyhodné velikosti kruhll se také oznacuji
Jako “nizsi”. Mista vazby cykloalkylenovych skupin zahrnuji
-uspofédéni 1,1-, '1,2-, 1,3- nebo 1,4- a pokud Jje to
aplikovatelné, stereochemicky vztah mist vazby je bud cis
“nebo trans. Priklady cykloalkylenovych skupin zahrnuji
(1,1-, 1,2- nebo 1,3—)cyklbhexylen a (1,1~ nebo
1,2-)cyklopentylen.

“Substituovany cykloalkylen” znamena cykloalkylenovou
skupinu, Jjak byla definovana vy3e, ktery je substituovana
Jjednim nebo vice “substituenty skupiny kruh@” (vyhodn& 1 az
3), které mohou byt stejné nebo rGzné a jsou jak zde byly
definovany. “CYklickY” nebo “cyklyl” =znamend cykloalkyl,
cykloalkenyl, heterocyklyl nebo heterocyklenyl, 3jak zde
byly definovany. Vyraz “niZ3i”, jak je pouZivan ve spojeni
s vyrazem cyklicky je stejny, jék je pouzZito ve spojitosti
S vyrazem ‘cykloalkyl, cykloalkenyl, heterocyklyl nebo
heterocyklenyl. |

“Cyklyloxy” znamend skupinu cyklyl-0O-, kde cyklylové
skupina je Jjak bylo popséno vySe. P¥iklady cykloalkoxy
skupin zahrnuji cyklopentyloxy, éyklohexyloxy,
chinuklidyloxy, . pentamethylensulfidoxy, tetrahyhydro-




pyranyloxy, tetrahydrothiofenyloxy, pyrrolidinyloxy,
tetrahydrofuranyloxy nebo 7-oxabicyklo[2.2.1]lheptanyloxy,
hydroxytetrahydropyranyloxy, hydroxy-7-oxabicyklo[2.2.1]-
heptanyloxy a podobné.

“Cyklylsulfinyl” znamena skupinu cyklyl-S(0) -, kde
cyklylova skupina je jak bylo popséano vyse.

“Cyklylsulfonyl” znamena skupinu cyklyl-sS(0O),-, kde
cyklylova skupina je jak bylo popséno vy3e.

“Cyklylthio” 'znamend skupinu cyklyl-S-, kde cyklylova

skupina je jak bylo popsano vyse.
“Diazo” znamend dvojvazny zbytek -N=N-.

“Premistitelnd skupina” znamena skupinu ktera, pokud Jje
asociovana s L, jak zde bylo definovano, je vystavena
premisténi nukleofilnim atakem mdno— nebo di-substituovanou
aminovou skupinou za nebo bez pFfitomnosti ¢&inidla, které
usnadnuje uvedeny atak, napfiklad kopuladniho ¢&inidla.
Priklady premistitelnych skupin zahrnuji skupiny hydroxy,
alifaticky ' OXYy, halogen; N-oxysukcinimid, acyloxy a

podobné.

“0&inné mnoZstvi” znamend mnoZstvi sloucCeniny/kompozice
podle predloZeného vynalezu, které umoZnuje dosaZeni

pozadovaného terapeutického u&inku.



“Kondenzovany arylcykloalkenyl” znamena kondenzovany aryl a

cykloalkenyl, jak zde byly definovany.

Vyhodné kondenzované arylcykloalkenyly jsou ty, ve kterych
jejich arylova <cast Jje fenyl a cykloalkenyl obsahuje od
pfibliZné 5 do pribliZné 6 atomd kruhu. Kondenzovany
arylcykloalkenyl miZe byt vdzan prostfednictvim libovolného
atomu jeho kruhového systému, ktery Jje schopen takové
vazby. “Substituovany kondenzovany arylcykloalkenyl”
znamena kondenzovanou arylcykloalkenylovou skupinu, Jjak
byla definovana vySe, kterd je substituovand jednim nebo
vice “substituenty skupiny kruht” (vyhodn& 1 a2 3), které

mohou byt stejné nebo rtzné a jsou jak zde byly definovany.

Priklady kondenzovanych arylcykloalkenylu zahrnuji
1,2-dihydronaftylen, inden a podobn&.

“Kondenzovany arylcykloalkyl” =znamena kondenzovany aryl a
cykloalkyl, jak zde byly definovény. Vyhodné kondenzované
arylcykloalkyly jsou ty, ve kterych jejich arylova &ast Jje
fenyl a cykloalkyl obsahuje od pfiblizZzné& 5 do ptibliZné 6
atomd kruhu. Kondenzovany arylcykloalkyl mlZe byt vazan
prostfednictvim libovolného atomu jeho kruhového systému,
ktery je schopen takové vazby. “Substituovany kondenzovany
arylcykloalkyl” znamena kondenzovanou arylcykloalkylovou
skupinu jak byla definovdna vy3e, kterd je substituovana
jednim nebo vice “substituenty skupiny kruh®” (vyhodné 1 az
3), které mohou byt stejné nebo rizné a jsou jak zde byly

definovany.




Priklady kondenzovanych arylcykloalkyll zahrnuji
1,2,3,4-tetrahydronaftylen a podobné&,

“Kondenzovany arylheterocyklenyl” znamené kondenzovany aryl

a heterocyklenyl, jak zde byly definovany.

Vyhodné  kondenzované arylheterocyklenyly Jjsou ty, ve
kterych jejich arylova <&ast je fenyl a heterocyklenyl
obsahuje od pfibliZzné 5 do pribliin& 6 atomt kruhu.
Kondenzovany arylheterocyklenyl maze byt vazan
prostfednictvim libovolného atomu jeho kruhového systému,
ktery je schopen takové vazby. Oznadeni aza, oxa nebo thia
jako prefix pred heterocyklenylovou &asti kondenzovaného
arylheterocyklenylu oznacuje, Ze alespon jeden atom dusiku,
atom kysliku respektive atom siry je pritomen jako atom

kruhu.

“Substituovany kondenzovany arylheterocyklenyl” znamena
koﬁdenzovanou arylheterocyklénylovou skupinu, jak bylo
defino&éno vySe, kterd je substituovand jednim nebo vice
“substituenty skupiny kruh” (vyhodné& 1 aZ 3), které mohou
byt stejné nebo r&zné a jsou jak zde byly definovany. Atom
dusiku kondenzovaného arylheterocyklenylu miZe byt bazicky
~atom dusiku. Atom dusiku nebo atom siry heterocyklenylové
¢asti kondenzovaného arylheterocyklenylu mize také byt
popfipadé oxidovan na odpovidajici N-oxid, S—oxidinebo S, S-
dioxid. Priklady kondenzovanYch‘ arylheterocyklenylu
zahrnuji 3H-indolinyl, 1H-2-oxochinolyl, 2H-1-oxoiso-

chinolyl, 1,2-dihydrochinolinyl, 3,4-dihydrochinolinyl,




1,2-dihydroisochinolinyl, 3,4-dihydroisochinolinyl a

podobné.

“Kondenzovany arylheterocyklyl” znamend kondenzovany aryl a
heterocyklyl, jak zde byly definovany. Vyhodné kondenzované
arylheterocyklyly jsou ty, ve kterych jejich arylova cast
je fenyl a heterocyklyl obsahuje od p¥iblizné 5 do
pfibliZné 6 atom@ kruhu. Kondenzovany arylheterocyklyl mlzZe
byt vazan prostrednictvim libovolného atomu jeho kruhového
systému, ktery je schopen takové vazby. Oznadeni aza, oxa
nebo thia jako prefix pfed heterocyklylovou  cCéasti
kondenzovaﬁého arylheterocyklylu definuje, Ze alesponl jeden
atom dusiku, atom kysliku respektive atom siry je pfitomen
jako atom kruhu. “Substituovany =~ kondenzovany
arylheterocyklyl” znamena kondenzovanou
arylheterocyklylovou skupinu, jak byla definovana vySe,
kterd je substituovédna Jednim nebo vice “substituenty
skupiny kruhd” (vyhodné& 1 aZ 3), které mohou byt stejné
nebo rtzné a jsou jak zde Dbyly definovany. Atom dusiku
kondenzovaného arylheterocyklylu miZe byt bazicky atom
'duSiku. Atom dusiku nebo atom siry heterocyklylové c&asti
kondenzovaného arylhetefocyklylu mize také byt popfipadé
oxidovén na odpovidajici N-oxid, S-oxid nebo S,S-dioxid.
Priklady kondenzovanych arylheterocyklylovych kruhovych
systém zahrnuji indolinyl, 1,2,3,4-tetrahydroisochinolin,
1,2,3,4-tetrahydrochinolin, 1H-2,3-dihydroisoindol-2-y1,
'2,3—dihydrobenz[f]isoindol—2—yl, 1,2,3,4~tetrahydrobenz[g]—

isochinolin-2-yl a podobné.



“Kondenzovany heteroarylcykloalkenyl” znamenad kondenzovany
heteroaryl a cykloalkenyl, jak zde byly definovany. Vyhodné
kondenzované heteroarylcykloalkenyly jsou ty, jejichz
heteroarylova <&ast Je fenyl a cykloalkenyl obsahuje od
p¥ibliZn& 5 do pfibliZné 6 atom& kruhu. Kondenzovany
heteroarylcykloalkenyl mlZe byt vazdn prostfednictvim
libovolného atomu jeho kruhového systému, ktery je schopen
takové vazby. Oznaleni aza, oxa nebo thia jako prefix pred
heteroarylovou C&sti kondenzovaného heteroarylcykloalkenylu
definuje, Ze alespoii jeden atom dusiku, atom kysliku
respektive atom siry Jje pritomen Jjako atom kruhu.
“Substituovany kondenzovany heteroarylcykloalkenyl” znamena
kondenzovanou héteroarylcykloalkyenylovou skupinu, jak byla
definovédna vy3e, kterad Jje substituovand Jjednim nebo vice
“substituenty skupiny kruha” (vyhodné 1 az 3), které mohou
byt stejné nebo rtzné a-jsou jak zde byly definovany. Atom
dusiku kondenzovaného heteroarylcykloalkenylu miZe byt
bazicky atom dusiku. Atom dusiku heteroarylové <casti

kondenzovaného heteroarylcykloalkenylu miZe také byt

popripadé oxidovan na odpovidajici  N-oxid. Priklady
kondenzovanych . heteroarylcykloalkenyll zahrnuji
5,6—dihydrochinglyl, 5, 6-dihydroisochinolyl,
5,6—dihydfochinoxalinyl, 5,6—dihydrochinazolinyl,

4,5-dihydro-1H-benzimidazolyl, 4,5-dihydrobenzoxazolyl a
podobné. ‘

“Kondenzovany 'heteroarylcykloalkyl” znamena kondenzovany
heteroaryl a cykloalkyl, jak zde byly definovany. Vyhodné
kondenzované heterocarylcykloalkyly jsou ty, jejichz

heteroarylova &ast obsahuje od pfibliZn& 5 do pfibliZné 6




atoma kruhu a cykloalkyl obsahuje od pfibliZzné 5 do
pfibliZné 6 atom kruhu. Kondenzovany heteroarylcykloalkyl
muZe byt vazadn prostfednictvim libovolného atomu jeho
kruho?ého-systému, ktery je schopen takové vazby. Oznaceni
aza, oxa nebo thia jako prefix pfed heteroarylovou ¢&éasti
kondenzovaného heteroarylcykloalkylu definuje, Ze alespon
jeden atom dusiku, atom kysliku respektive atom siry je
~ pritomen jako atom kruhu. “Substituovany kondenzovany
heteroarylcykloalkyl” znamena kondenzovanou
heteroarylcykloalkylovou. skupinu, jak byla definovana vyse,
kterd Je substituovany Jjednim nebo vice “substituenty
skupiny kruha” (vyhodné 1 az 3), které mohou byt stejné
nebo rtzné a Jjsou jak zde byly definovény. Atom dusiku
kondenzovaného heteroarylcyklbalkylu maze byt bézicky'atom
‘dusiku. Atom dusiku heterocarylové Ccéasti kondenzovaného

heteroarylcykloalkylu muZe také byt popripadé oxidovan na

odpovidajici N-oxid. Priklady. kondenzovanych
heteroarylcykloalkylﬁ _ zéhrnuji 5,6,7,8-tetrahydro~
chinolinyl, ' ' 5,6,7,8-tetrahydroisochinolyl,

‘5,6,7,8—tetrahydrochinoxalinyl, _
5,6,7,8—tetrahydrochinazélyl,' l4,5,6,7—tetrahydrd—1H—
‘benzimidazolyl, 4,5,6,7-tetrahydro-benzoxazolyl, 1H-4-oxa-
1,5—diazanaftalen42—onyl, 1,3-dihydroimidizol-[4,5]~
pyridin-2-onyl a podobné. ’

“KQnden20vany heteroarylheterocykleﬁyl” znamena
kondenzovany heteroaryl a heterocyklenyl, jak zde byly
definovany. Vyhodné kondenzované heteroarylheterocyklenyly
jsou takové, jejiché heteroarYlové cast obsahuje od

priblizné 5 do pribliZzné 6 atomd kruhu a heterocyklenyl




obsahuje od ptribliZné 5 do pfibliZné 6 atomt kruhu.
Kondenzovany hetercarylheterocyklenyl mizZe byt vazan
prosttfednictvim libovolného atomu jeho kruhového systému,
ktery je schopen takové vazby. Oznaceni aza, oxa nebo thia
jako prefix pred heteroarylovou nebo heterocyklenylovou
¢asti kondenzovaného heteroarylheterocyklenylu definuje, Ze
alespoil Jjeden atom dusiku, atom kysliku respektive atom
siry je pritomen jako atom kruhu. “Substituovany
kondenzovany heteroarylheterocyklenyl” znamena
kondenzovanou heteroarylheterocyklenylovou skupinu jak byla
definovéna vySe, ktera je substituovana jednim nebo vice
“substituenty skupiny kruhud” (vyhodné 1 az 3), které mohou
byt stejné nebo rhzné a jsou jak zde byly definovéany. Atom
dusiku kondenzovaného heteroarylazaheterocyklenylu mazZe byt
bazicky atom dusiku. Atom dusiku nebo atom siry
heteroarylové ¢4asti  kondenzovany heteroarylheterocyklyl
miZe také byt popripadé oxidovadn na odpovidajici N-oxid.
Atom dusiku nebo atom siry heteroarylové nebo
heterocyklylové . Casti kondénzovaného heterocarylhetero-

‘cyklylu mizZe také byt popripadé oxidovan na odpovidajici N-

oxid, . S-oxid nebo S,S-dioxid. P¥iklady kondenzovanych
heterocarylheterocyklenylu - zahrnuji
7,8-dihydro([l, 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, 6-naftyridinyl,
1,2—dihydro—1,7—naftyridinyl, 1,2-dihydro-1,8-naftyridinyl,
1,2-dihydro-2, 6-naftyridinyl a podobné&. '

“Kbndenzovany heteroarylheterocyklyl” znamena kondenzovany

heteroaryl a heterocyklyl, jak zde byly definovany. Vyhodné




kondenzované heteroarylheterocyklyly jsou takové, jejichz
heteroaryl obsahuje od ptribliZné 5 do p¥ibliZné 6 atoma
kruhu a heterocyklyl obsahuje od pribliZné 5 do pribliZné 6
atom kruhu. Kondenzovany heteroarylheterocyklyl miZe byt
vazadn prostrednictvim libovolného atomu jeho kruhového
systému, ktery je schopen takové vazby. Oznaceni aza, oxa
nebo thia jako prefix pred heterocarylovou nebo
heterocyklylovou ¢asti kondenzovaného
heteroarylheterocyklylu definuje, Ze alesponl jeden atom
dusiku, atom kysliku respektive atom siry Jje pfitomen jako
atom kruhu. “Substituovany . kondenzovany
hetercarylheterocyklyl” " - znamené | kondenzovanou
heteroarylheterocyklylovou skupinu jak byla definovéna
vyse, ktera je substituovahé jednim nebo vice “substituenty
skupiny kruha” (vyvhodné 1 aZ 3), které mohou byt stejné
nebo ruzné a jsou jak zde byly definovany. Atom dusiku
kondenzovaného heteroarylheterocyklyl miZe byt bazicky atom
dusiku. Atom dusiku nebo atom siry heteroaryl &asti
kondenzovaného  heteroarylheterocyklylu miZe ' také byt
popfipadé»oxidovén na odpovidajici N-oxid. Atom dusiku nebo
atom siry heteroarylové nebo heterocyklylové casti
kondenzovaného  heteroarylheterocyklylu maze také byt
popfipadé oxidovan na odpovidajici N-oxid, S-oxid nebo §,S-

dioxid.

Priklady kondenzovanych heteroarylheterocyklylﬁ zahrnuji
2,3-dihydro-1H-pyrrol[3,4-b]Jchinolin-2-yl,
1,2,3,4-tetrahydrobenz[b] {1, 7}naftyridin-2-y1,
1,2,3,4-tetrahydrobenz{b] [1,6]naftyridin-2-yl1,.
1,2,3,4-tetra-hydro-9H-pyrido[3,4-b]lindol-2-yl,




1,2,3,4—tetrahydro—9H—pyrido[4,3—b]indol—2—yl, 2,3-dihydro-
1H—pyrrolo[3,4—b]indol—Z—yl, 1H-
2,3,4,5—tetrahydroazepino[3,4—b]indol—Z—yl, 1H-
2,3,4,5—tetrahydroazepino[4,3—b]indol—3—yl, 1H-
2,3,4,5—tetrahyaroazepino[4,5—b]indol—2—yl,
5,6,7,8-tetrahydro[l,7]naftyridyl,
1,2,3,4—tetrhydro[2,7]naftyridyl,
2,3—dihydro[l,4]dioxino[2,3—b]pyridyl, 2,3-dihydro-
[1,4]dioxino[2,3-blpyridyl, 3,4-dihydro-2H-
1—oxa[4,6]diazanaftalenyl, 4,5,6,7—tetrahydro—3H—
imidazo([4,5-clpyridyl, 6,7—dihydro[5,8]diazanaftalenyl,
1,2,3,4-tetrahydro[1,5]naftyridinyl,
1,2,3,4—tétrahydro[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 podobneé.

“Halogen” znamena fluor, chlor, brom, nebo jod. Vyhodné
jsou fluor, chlor nebo brom, a VYhddnéjéi jsou fluor nebo

chlor.

‘“Heteroaroyl” znamena skupinu heteroaryl-CO-, - kde
heteroarylovd skupina Jje jak bylo popsano vyse. Priklady
heteroaroylovych skupin zahrnuji thiofenoyl, nikotinoyl,

'pyrrol—Z—ylkarbonyl, 1- a 2-naftoyl, pyridinoyl a podobné.

“Heteroaryl” znamena aromaticky monocyklicky nebo
multicyklicky systém kruhti, obsahujici od p¥ibliZné 5 do
pfiblizn& 14 atomd uhliku, vyhodné od priblizné 5 do

priblizné 10 atomd uhliku, v kterém jeden nebo vice atomi v



kruhovém systému je/jsou heteroatomy jiné nez uhlik,
napfriklad atom dusiku, atom kysliku nebo atom siry. Vyhodné
krUhdvy systém obsahuje 1 az 3 héteroatomy. vyhodné
velikosti kruht kruhového systému zahrnuji od pfibliiné 5
do ptibliZné 6 atomt kruhu. Pod pojem heteroaryl spadaji
kondenzovany heteroarylcykloalkenyl, - kondenzovany
heteroarylcykloalkyl, kondenzovany heteroarylheterocyklenyl
a | kondenzovany heteroarylheterocyklyl jak zde byly
definovany, pokud jsou vazany pomoci jejlch heteroarylové
casti. “gubstituovany heteroaryl” snamena heteroarylovou
skuplnu Jak byla definovana vyse, kterd Jje substituovana
jednim nebo vice “substituenty skupiny kruhd” (vyhodné 1 aZ
3), které mohou byt stejné nebo razné a jsou jak zde byly
definovany. Oznadeni aza, oxa nebo thia jako prefix pred
heteroarylem definuije, Ze alesponi jeden atom dusiku, atom
kysliku respektive atom siry je ptitomen jako atom kruhu.
Atom dusiku heteroarylu maze byt bazicky atom dusiku a muzZe
také byt poptipadé oxidovan na odpovidajicl N-oxid.
Priklady heteroarylovych a substituovanych heteroarylov?ch

skupin zahrnuji pyrazinyl, thienyl, isothiazolyl, oxa;olyl,

pyrazolyl, furazanyl, pyrrolyl, l,2,4—thiadiazolyl,
pyridazinyl, - ' chinoxalinyl, ftalazinyl,
imidazo[1l,2-alpyridin, imidazo[2,1-blthiazolyl,

penzofurazanyl, azaindolyl, benzimidazolyl, beniothienyl,
thienopyridyl, thienopyrimidyl, pyrrolopyridyl,
imidézopyridyl, benzoazaindolyl, 1,2,4-triazinyl,
benzthiazolyl, furanyl, imidazolyl, indolyl, indolizinyl,
isoxazolyl, isochinolinyl, isothiazolyl, . oxadiazolyl,
pyrazinyl, pyridazinyl, pyrazolyl, pyridyl, pyrimidinyl,
pyfrolyl, chinazolinyl, chinolinyl, 1,3,4-thiadiazolyl,




thiazolyl, thienyl, triazolyl a -podobneé. Vyhodna

heteroaryova skupina je pyrazinyl.

wHeteroaryldiazo” znamend skupinu heteroaryl—-azo—, kde

skupiny heteroaryl a azo jsou jak zde byly definovany.

“Heteroarylidyl” znamend dvojvazny zbytek, odvozeny od
heteroarylu, kde ‘heteroaryl je Jako bylo popsano vyse.
Prikladem heteroaryldiylového zbytku je poptipadé
»substituovany pyridindiyl.

“Heteroarylsuifonylkarbamoyl” znamena skupinu»»heteroaryl—
S0,-NH-C (=0)-, kde heteroarylové skupina Jje jak bylo

popsano vyse.

“Heterocyklenyl” snamena nearomaticky monocyklicky nebo
multicyklicky uhlovodikov§ kruhovy systém od pfiblizné 3 do.
p¥ibliziné 10 atomtt uhliku, vyhodné - od pr¥iblizn& 5 do
pfibliiné 10 atomt uhliku, ve kterém jeden nebo vice atomu
v kruhovém syStému je/jsou heteroatom Jjiny neZ ﬁhlik,
napriklad atom dusiku, atom kysliku nebo atom siry a ktery
obsahuje alespoin 'jednu dvbjﬁou vazbu uhlik-uhlik -nebo
dvojnou vazbu uhlik-dusik. Vyhodn& kruh obsahuje 1 az 3
heteroatomy. Vyhodné velikosti kruhu v kruhovém systému
zahrnuji od pEibliZné 5 do piiblizn& 6 atomd kruhu; a
takové vyhodné velikosti kruht jsou také oznadovany Jjako
“ni%gi”. Pod pojem heterocyklenyl spadaji kondenzovany
arylheterocyklenyl a kondenzovan§ heteroarylheterocyklenyl,
jak zde byly definovany, pokud jsou vazany pomoci jejich

heterocyklenylové 24sti. Oznaleni aza, oOXa nebo thia jako




prefix pred heterocyklenyl definuje, zZe alespon Jjeden atom
dusiku, atom kysliku respektive atom siry je prtitomen jako
atomn kruhu. “Substituovany heterocyklenyl” znamena
heterocyklenylovou skupinu jak byla definovana vyse, ktera
je substituovana jednim nebo vice “substituenty skupiny
kruht” (vyhodn& 1 aZ 3), které mohou byt stejné nebo ruzné
a jsou jak zde byly definovany. Atom dusiku heterocyklenylu
mafe byt bazicky atom dusiku. Atom dusiku nebo atom siry
heterocyklenylu mohou také byt popfipadé oxidovany na

odpovidajici N-oxid, S-oxid nebo S,S-dioxid.

Pfiklady monocyklicchh azaheterocyklenylonch skupin
zahrnuji 1,2,3,4—tetrahydrohydropyridin,'
1, 2-dihydropyridyl, 1, 4-dinydropyridyl,  1,2,3,6-tetra-
hydropyridin, 1,4,5,6—tetrahydropyrimidin, 2-pyrrolinyl,
3-pyrrolinyl, 2-imidazolinyl, 2-pyrazolinyl a podobneé.
Pfiklady oxaheterocyklenylovych skupin zahrnuji
3,4-dihydro-2H-pyran, dihydrqfuranyl a fluordihydrofuranyl.
Priklad multicyklické oxaheterocyklenylové skupiny je

7-oxabicyklo[2.2.1lheptenyl.

Pfiklady monocyklickych thiaheterocyklenleVYCh kruht
zahrnuji dihydrothiofenyl a dihydrothiopyranyl.

“Héterocyklyl” znamend nearomaticky nasyceny monocyklicky
nebo multicyklicky kruhovy systém od ptriblizné 3 do
- pfibiiiné 10 atom@ uhliku, vyhodn& od pfibliZné& 5 do
p¥ibliZn& 10 atomd uhliku, ve kterém jeden nebo vice atomi
v kruhovém systému je/jsou heteroatom jiny nez uhlik,

napfiklad atom dusiku, atom kysliku nebo atom siry. Vyhodné



kruhovy systém obsahuje od 1 do 3 heterocatomd. Vyhodné
velikosti kruhtl v kruhovém systému zahrnuji od pfibliZné 5
do p¥iblizZn& 6 atomh kruhu; a takové vyhodné velikosti
kruha - jsou také oznaCovany Jjako ”niiéi”; Pod pojem
heterocyklyl spadaji kondenzovany arylheterocyklyl a
kondenzovany heteroarylheterocyklyl, jak zde byly
definovany, pokud jsou Vézény pomoci jejich heterocyklylové
&4sti. Oznadeni aza, oxa nebo thia Jjako prefix prfed
heterocyklylem definuje, Ze alespon jeden atom dusiku, atom
kysliku respektive atom siry je pritomen jako atom kruhu.
“Substituovany heterocyklyl” znamena heterocyklylovou
skupinu, jak byla definovana vySe, kterd je substituovana
jednim nebo vice “substituenty skupiny kruhd” (vyhodné 1 az
3), které mohou byt stejné nebo ruzné a Jjsou jak zde byly

definovany. Atom dusiku heterocyklylu miZe byt bazicky atom
dusiku. Atom dusiku nebo atom siry heterocyklylu miZe také
byt popripadé& oxidovan na odpovidajici N-oxid, S-oxid nebo
S,S-dioxid. Pfiklady monocyklickych heterocyklylovych krﬁhﬁ
zahrnuji piperidyl, pyrrolidinyl, piperazinyl, morfolinyl,
thiomorfolinyl, ~thiazolidinyl, 1,3-dioxolanyl,
1,4-dioxanyl, tetrahydrofuranyl, tetrahydrothiofenyl,

O

monocyklicky azaheterocyklyl je Substituovany primo nebo

tetrahydrothiopyranyl a podobneé. jéko substituovany
~ pfes spojovaci ¢len alespoili jednim substituentem, ktery je
nebo zahrnuje nebo je substituévany aromatickou skupinou,
jak zde byla definovéana; napfiklad aryl, heteroaryl,
aryloxy, heteroaryloxy, aroyl nebo jeho thioxo analog,

heteroaroyl nebo jeho thioxo analog, aroyloxy,
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heteroaroyloxy, aryloxykarbonyl, heterocaryloxykarbonyl,
arylsulfonyl, hetercarylsulfonyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, arylthio, hetercarylthio, aryldiazo,
heteroaryldiazo, Yiy?N-, . Y'¥Y?NC(0)-, Y*Y?NC (0) 0-,
Y'Y?NC (0) NY®*~ nebo Y'Y?NSO,-, kde alespoifi jeden z Y!' a Y? je,
zahrnuje nebo je substituovany arylovou nebo hetercarylovou
skupinou. Vyhodné spojovaci <¢&leny jsou -C(0)-, -0C(O)-,
niz3i alkyl, nizZ3i alkoxy, nizs$i alkenyl, -0-, -S-, -
C(0)C(0)-, =S (0)-, -S(0),-, -NR®-, kde R®® je atom vodiku,
skupiny alkyl, cykloalkyl, aryl, aralkyl, heterocyklyl nebo
heteroaryl. Obzvlasté vyhodné spojovaci ¢leny jsou -C(O)- a
-0C(0) -. “Substituovany ‘multicyklicky azaheterocyklyl”
znamend multicyklickou azaheterocyklylovou skupinu jak byla
definovana vy3e, kterd ije substituovand jednim nebo vice
“substituenty skupiny kruhd” (vyhodné 1 aZ 3), které mohou
byt stejné nebo rGzné a jsou Fak zde byly definovany.
»Substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl” znamena
multicyklickou azaheterocyklenylovou skupinu jak byla
definovana vySe, ktera je substituovand jednim nebo vice
“substituenty skupiny kruhd” (vyhodné 1 aZ 3), které mohou

byt stejné nebo rizné a jsou jak zde byly definovany.

“Heterocyklylen” znamena. dvojvaznoﬁ heterocyklylovou
skupinu,” jak zde  byla definovédna, kterad obsahuje od
pfibliZn& 4 do p¥ibliZné& 8 atomd uhliku. Vyhodné velikosti
kruht heterocyklylenu zahrnuji od ptribliZné& 5 do pfibliiné
6 atomi kruhu; a takové vyhodné velikosti kruhu jsou také
oznacovany Jjako “niZz3i”. Mista vazby cykloalkylenové
skupiny zahrnuji moznosti 1,1-, 1,2-, 1,3-, nebo 1,4- a

pokud je to aplikovatelné, stereochemicky vztah mist vazby




je bud cis nebo trans. Priklady heterocyklylenovych skupin
zahrnuji (1,1-, 1,2- nebo 1,3—)piperidinylen a (1,1- nebo
1,2—)‘ tetrahydrofuranylen. ™“Substituovany heterocyklylen”
znamena . heterocyklylenovou skupinu jak byla definovana
vySe, ktera je substituovand jednim nebo vice “substituenty
skupiny kruhd” (vyhodn& 1 aZ 3), které mohou byt stejné

nebo rizné a jsou jak zde byly definovéany.

“Hydrat” znamend solvat, ve kterém molekula nebo molekuly

rozpousStédla je/jsou H0.

“Hydrogena¢né& 1labilni ochrannd skupina aminu” znamen&
ochrannou skupinu aminu, jak zde byla definovana, ktery je
snadno‘odstranitelné hydrogenaci, zatimco z0stava relativné
stabilni va4¢&i ostatnim ¢inidlém. Vyhodnd hydrogenaéné

labilni ochrannd skupina aminu je Cbz.

“Hydrogenac¢né 1labilni ochrannd skupina kyseliny” znamena
ochrannou skupinu kyseliny, jak zde byla definovéna, ktery
je snadno - odstranitelna hydrogenaci,‘ zatimco zUstava
relativn& stabilni va&i ostatnim &inidlam. Vyhodna

hydrogenacné labilni ochranna skupina kyseliny je benzyl.

“Hygroskdpiénost"' znamend  sorpci, implikujici ziskané
mnozstvi vody nebo stavovou vodu, dostatednou pro ovlivnéni
fyzikélnich nebo chemickych vlastnosti latky (Edito¥i J.
Swarbrick a J. C. Boylan, Encyklopedia of Farmaceutical

Technology, 10, 33).



“Iminovy glycinimidovy derivat” znamend iminovou Schiffovu

bazi glycinu, kterd Jje pouzitelnd p¥i syntéze oa-
"aminokyselin, jak prirozenych, tak - i v pfirodé se
nevyskytujicich. Iminova esterovd funkéni skupina mbZe

obsahovat jedno nebo vice asymetrickych center, které mohou
napomahat stéreoindukci béhem procesu vytvafeni vazby.
Kromé& toho tyto iminové glycinimidové derivaty mohou byt
zabudovany do polymerniho nosice pro usnadnéni
kombinatorické syntézy. Iminové glycinimidové derivaty
mohou byt pFfipraveny kondenzaci glycinesteru s vhodnym
ketonem v pfitomnosti kyselého katalyzdtoru. Reakce Je
usnadnéna odebiranim vody. Iminové glycinimidoﬁé derivéty
jsou dobfé zndmy Vv oboru pro pouziti v Michaelové adicnim
zplisobu syntézy, jak je popséno napfiklad v praci Guillena,
G. a kol., J. Org. Chem. 2000, 65, 7310-7322, ktera je zde
zahrnuta jako‘ reference. Konkrétni priklady iminovych
glycinimidovych derivati  podle pfedloieného vynalezu
zahrnuji derivéty zvolené ze souboru, zahrnujiciho skupiny

obecnych vzorcua

kde:




R § -CO,R*®, -CN,

nebo -CONR'®R?®;
R!® je popfipadé& substituovand alifaticka skupina;

R'®* je ochrannd skupina kyseliny, popfipadé substitubvany

aryl nebo popripadé substituovand alifatickéa skupina;

RY je poptipadé substituovany aryl, popripadé

substituovana alifatické skupina,

R¥® je atom vodiku, skupiny alkyl, -nebo alkylthio; nebo

poptripadé substituovany aryl;:



R} a R spole&né& s atomem uhliku, ke kterému jsou R a R'®

LRt S TN ' nebo : g 3

3

vadzan Jje

a

je pevné faze.

“Adukt iminového glycinimidového derivatu” znamena

vyslednou slouceninu, kde c¢ast od a-atomu vodiku k atomu
‘dusiku a karbonylovd ¢&ast Schiffovy baze se odstrani a
pouziji pro vytvoreni pripojeni pro twvorbu vazby. Konkrétni
priklady aduktd iminovych glycinimidovych derivatd podle
predloZeného vyndlezu zahrnuji takové, které jsou zvoleny

ze souboru, zahrnujiciho obecné vzorce

kde: »
R, RY a R! jsou definovany jak je popsano v definici

iminového glycinimidového derivatu, uvedené vySe.




“N-oxysukcinimid” znamend skupinu néasledujici struktury

)
=2 fv*
, O=N{
“N-oxid” znamend skupinu nédsledujici struktury
“Pacient” zahrnuje ¢lovéka a dalsi savce.
“Peptidomimeticky” ~ znamena polymer obsahujici

aminokyselinové zbytky, spojené spolu amidovymi vazbami.

“Farmaceuticky pfijatelny ester” oznaluje estery, které se
hydrolyzuji in vivo a zahrnuje estery, které_se v lidském
téle snadno rozpadaji pro zanechdni plvodni slouceniny nebo

jeji sole.

Vhodné esterové skupiny zahrnuji napfiklad skupiny odvozené
od farmaceuticky pfijatelnYch -alifatickych karboxylovych
kyselin, obzv1l45té alkanovych kyselin, alkenovych kyselin,
cykloalkanovych kyselin a alkandiovych kyselin, ve kterych
kazdy alkyl nebo alkenyl vyhodné nemd& vice neZ 6 atomd R
uhliku. |

P¥iklady ester®t zahrnuji mraven&any, octany, propionaty,

maselnany, akrylaty, ethyljantarany a podobné.



)

Vyraz “farmaceuticky ptrijatelné prekurzory”, jak je zde
pouzivan, oznacuje takové prekurzory sloulenin podle
predloZeného  vynalezu, které jsou v ramci zdravého
léka¥ského usudku vhodné pro pouziti v kontaktu s lidskymi
tkédnémi a tkanémi niZ8ich Zivoc&ichl bez nadmérné toxicity,
podréazdéni, alergické odezvy a podobné, pfinadSeji rozumny
pomér prinosu a rizika a Jjsou ucinné pro-jejich zamy$lené
pouziti, stejné tak jako zwitterionové formy, pokud dsou
mozné, slou¢enin podle predloZeného vynalezu. Vyraz
"prekurzor” oznacuje slouceniny, - které se rychle
transformuji in vivo pro ziskani puvodni sloueniny vyse
uvedeného obecného vzorce, napfiklad hydrolyzou v krvi.
Funk&ni skupiny, které mohou byt rychle . transformovany,
napfiklad metabolickym Stépenim in vivo, vytvareji tridu
slou¢enin reagujicich s karboxylovou skupinou slou&enin
podle predloZeného vynédlezu. Tyto slouCeniny =zahrnuji
neomezujicim zplsobem takové skupiny jako je alkanoyl (jako
je acetyl, propanoyl, butanoyl a podobné&), nesubstituovany
a substituovany aroyl (jako je benzoyl a substituovany
benzoyl), alkoxykarbonyl {jako je »ethoxykérbonyl),
trialkylsilyl (jako je trimethyl- a triethylsilyl),
monoestery vytvofené s dikarboxylovymi kyselinami (jako je
jantaran) a podobn&. V disledku snadnosti, se kterbu se
metabolicky odStépitelné skupiny slquéenin podle
‘predloZeného vynalezu Stépi in vivo, sloudeniny nesouci
takové skupiny plUsobi jako prekurzory. Slouleniny nesouci
metabolicky odsStépitelné skupiny '‘maji vyhodu v tom, Ze.
mohou vykazovat zlepSenou biologickou dostupnost jako
vysledek zvy3ené rozpustnosti a/nebo fychlosti absorpce,

kterou Jjim ve srovnadni s puavodni sloudeninou p¥inasi



metabolicky odStépitelna skupina. Dikladna diskuse Je
podédna v monografii Design of Prodrugs, H. Bundgaard, ed.,
Elsevier (1985); Methods in Enzymology} K. Widder a kol.,
£d., Academic Press, 42,309-396 (1985); A Textbook of Drug
Design and Developement, Krogsgaard-Larsen a H. Bandaged,
ed., kapitola 5; “Design and Applications of Prodrugs”
113-191 (1991); Advanced Drug Delivery Reviews, H.
Bundgard, 8, 1-38, (1992); J. Pharm. Sci., 77,285 (1988);
Chem. Pharm. Bull., N. Nakeya a kol., 32,692 (1984); Pro-
drugs as Novel Delivery Systems, T. Higuchi a V. Stella, 14
A. C. S. Symposium Series, and Bioreversible Supports in
Drug Design, E. B. Roche, ed., American -Pharmaceutical
Association and Pergamon Press, 1987, které Jjsou véechny.

zahrnuty jako reference.

“Farmaceuticky pfijatelnd stal” oznacuje relativné
netoxickou, anorganickou a“organickou adiéni stl kyseliny a
adi¢ni sul béaze slouéeniﬁy podle pfredloZeného vynalezu.
Tyto sole mohou byt pIZipraveny in situ bé&hem zavéreclné
izolace a ¢&i%t&ni sloudenin. Obzvlasté mohou . byt adidni
sole kyselin byt p¥ipraveny odd&lenou reakci -Cisténé
slouceniny ve formé& Jjeji volné baze s vhodnou organickou
nebo anorganickou ' kyselinou a izolaci takto vytvofené

'kyselihy.

Pfiklady adiénich soli kyselin zahrnuji hydrobromid,
hydrochlorid, siran, hydrogensiran, fosforecCnan, dusic¢nan,
octan, Stavelan, valerét, olejan, palmitan, stearan,
lauréat, boritan, benzoat, mlécnan, fosfat, tosylat,

citronan, maleinan, fumaran, Jjantaran, vinan, naftylat,




mesylat, glukoheptonat, laktiobionat, sulfamaty, malondt,

salicyléaty, propionaty, methylen-bis-(3-hydroxynaftoaty,

gentisaty, isethionaty, di-p-toluoylvinany,
methansulfonéaty, ethansulfonaty, benzensulfonaty, P-
toluensulfonéaty, cyklohexylsulfamaty a

chindtlaurylsulfondty a podobné. Viz napfiklad S. M. Berge
a kol.”, Pharmaceutical Salts”, J. Pharm. Sci., 66, 1-19
(1977), ktery je zde zahrnut jako reference. Adi&ni solel
bazi mohou také byt pripraveny oddélenou reakci <isténé
slou¢eniny ve formé& kyseliny s vhodnou organickou nebo
anorganickou bazi a izolaci takto vzniklé sole. Adic¢ni sole
bazi zahrnuji farmaceuticky pfijatelné sole kovi a aminové
sole. Vhodné sole kovlh zahrnuji sole sodné, draselnég,
vadpenaté, barnaté, zinec¢naté, horelnaté a hlinité. Sodné a
draselné sole jsou vyhodné. Vhodné anorganické‘adiéni sole
b4azi se ptripravi . z bazi tvofenych kovy, které Azahrnuji
hydrid sodny, hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid
vapenaty, hydroxid hlinity, hydroxid 1lithny, hydroxid
hofe&naty, hydroxid =zinecnaty a podobné. Vhodné aninové -
adi¢ni sole Dbazi ée’ pfipravi z amint, které maji
dostatednou =zasaditost pro vytvofeni stabilni sole a
thodné zahrnuji ty aminy, které jsou cCasto pouZivany v
léka¥ské chemii pro jejich nizkou toxicitu a prijatelnost
prb léka¥ské pouziti. Jako priklad lze uvést sole amdnia,
ethylendiaminu, N-methyl-glukaminu, lysinu, argininu,
ornithinu, cholinu, N,N;—dibenzylethylendiaminu,
chlorprokainu, diethanolaminu, prokainu, N-
benzylfenethylaminu, diethylaminu, piperazinu,
tris (hydroxymethyl)-aminomethanu, tetramethylamonium

hydroxidu, . triethylaminu, dibenzylaminu efenaminu,




dehydroabietylaminu, N-ethylpiperidinu, benzylaminu,
tetramethylamonia, _ tetraethylamonia, methylaminu,
dimethylaminu, trimethylaminu, ethylaminu, bazickych
aminokyselin, napriklad lysinu a argininu, a

dicyklohexylaminu a podobné.

“Substituenty skupiny kruh(” znamenaji substituenty vazané
k aromatickému nebo nearomatickému kruhovému systému, které
zahrnuji skupiny aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy,
cyklyloxy, aryloxy, heterocaryloxy, acyl nebo jeho thioxo
analog, cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo
;jeho'thioxd‘analog, heteroaroyl nebo jeho thioxo analog,
acyldxy, cyklylkarbonylbxy, aroyloxy, heterdaroyioxy,
halogen, nitro, kyano, .karboxy (kyselina), —C(O)—NHOH, -
C (O) -CH,0H, -C (0O) -CH,SH, -C(0)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, afylsulfonylkarbamoyl,
N—methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheterdaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-

l-methylpyrazolyl, "alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykafbonyl, alkylsulfonyl,
cyklylsuifonyl, . arylsulfonyl, heterocarylsulfonyl,
alkylsulfinyl,‘ cyklyléulfinyl, arylsulfinYl,
heteroarylsulfinyl, alkylthio, cykiylthio, arylthio, .

heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heterqaryldiazo, thiol,
Y'y?N-, Y'Y2NC(0)-, Y'Y2NC(0)O-, YY®NC(O)NY’- nebo Y'Y2NSO,-,
kde Y!, Y? a Y3ijSou nezévisie atbm vodiku, skupiny alkyl,
aryl nebo heteroaryl nebo kdyZ substituent je Y'Y?N-, potom
jeden z Y' a Y2 miZe byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,
heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,



aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, djak zde byly
definovény a druhy z Y' a Y? je definovan vySe, nebo kdyz
substituent Je Y'Y’NC(0)-, Y!Y?NC(0)oO-, YlYZNC(O)NY3— nebo
Y'Y?NSO,-, Y!' a Y? mohou také spolu s dusikovym atomem,
prostfednictvim kterého jsou Y' a Y2 vazany, vytvari 4 az 7
Clenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl. Pokud
kruhovy systém Jje nasyceny nebo J&astedné nasyceny,

“subétituenty skupiny kruhd” déle zahrnuji methylen (H,C=),

oxo (0=) a thioxo (S=). Kyselé/amidové substituenty skupiny
kruh jsou karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(O)-CH,0H, -
C(0)-CH,SH, —-C(0)-NH-CN, sulfo, fosfono,

alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
-N-methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3—hydroxy;
l-methylpyrazolyl a Y'Y?NCO-. Nekyselé polarni substituenty
skupiny kruhd jsou hydroxy, oxo (0=), thioxo (S=), acyl
nebo jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo
analog, aroyl nebo jeho thioxo analog, heteroaroyl nebo

jeho thioxo analog, alkoxykarbonyl, ,cyklyloxykarbonyl;

aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heterqaroyloxy, alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, ' arylSulfoﬁyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

‘heteroarylsulfinyl, thiol, YleN—, YlYZNC(O)—, YlYZNC(O)O—,_
Y1¥Y?NC (0)NY?- nebo Y'Y?NSO,-.

“Solvat” znamena fyzikalni spojeni  slou&eniny podle
predloZeného vyndlezu s jednou nebo vice molekulami

rozpoustédla. Toto fyzikdlni spojeni zahrnuje vodikovou



vazbu. V jistych pfipadech je ~solvat schopny izolace,
napfiklad pokud jedna nebo vice molekul rozpoustédla jsou
zabudovany do krystalické m¥izky krystalické pevné latky.
“Solvat” =zahrnuje roztokovou fazi a izolovatelné solvaty.
P¥iklady solvatt zahrnuji hydraty, ethanolaty, methanolaty

a podobné.
Vyhodn& provedeni

V daldim textu jsou uvedena konkrétni a vyhodnd provedeni

predloZeného vynalezu.

Konkrétni provedeni pfredlozZeného vynadlezu je takové, .Ze R?

je vazba.

Dal3i konkrétni provedeni predloZeného Vynélezu je takové,

e R je difluormethylen.

Konkrétni provedeni predloZeného vyndlezu je takové, Ze R?
je atom vodiku nebo popfipade substituovana nizsi

alifaticka skupina.

Dalsi konkrétni provedeni predloZeného vyndlezu je takové,

e R!' je atom vodiku nebo nizsi alkyl.

Vyhodné provedeni predloZeného vynédlezu je takové, Ze R' je

atom vodiku.
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Konkrétni provedeni predloZeného vyndlezu je takové, zZe R?
je poptipadé substituovand niZsi alifaticka skupina nebo

popfipadé& substituovand monocyklicka skupina.

Dalsi konkrétni provedeni ptedloZeného vynalezu je takové,
e R? je poptipadé substituovany nizsi alkyl, popripadé
substituovany ni?3%i alkenyl, nebo popfipadé substituovany

monocyklicky cykloalkyl.

Dali konkrétni provedeni predlozZeného vynédlezu je takové,
Ze R? _jé karboxymethyl, l-karboxy-2-fenylethyl,
cyklopropyl, cyklobutyl, 1-cyklohexylethyl, 1-fenylethyl,
_but-2-yl, 1- pyrid-4-ylethyl, propen-3-yl nebo 3-methylbut-
2-yl; vyhodnéjsi je cyklopropyl.

Konkrétni provedeni pfredloZeného vynadlezu je takové, zZe R3
je  popIiipadé substituovand niz3i alifatickd& skupina

methylen.

Dalsi konkrétni provédéni predloZeného vyndlezu je takové,
e R® je popfipad®d atomem halogenu substituovany niZsi

(alkyl nebo alkenyl) methylen.

Vyhodné provédeni predloZeného vyndlezu je takove, zZe R je
propylmethylen,' 2,2-difluorethylmethylen,
2,2,2-trifluormethylen nebo propen-3-ylmethylen; vyhodné&jsi
- R® je propylmethylen nebo 2,2-difluorethylmethylen; jestée
vyhodnéjsi R® je propylmethylen. '




Konkrétni provedeni pfedloZeného vyndlezu je takové, Ze R?
je atom vodiku nebo popfipadé substituovana nizsi

alifaticka skupina.

Dalsi konkrétni provedeni predloZeného vynadlezu je takové,

> v s

e R' je atom vodiku nebo niZsi alkyl.

Vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, e R* je

atom vodiku.

Konkrétni provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, Ze R®
je popfipadé substituovand niZ3i alifatickd skupina

methylen.

Dalsi konkrétni provedeni p¥edloZeného vynalezu je takové,
Ye R Je popfipadé (fenyl, karbbxy, karboxamido nebo
alkoxykarbonyl) substituovany niZ3i (alkyl nebo alkenyl)
methylen. '

Vyhodné provedeni pfedloZeného vyndlezu je takové, Ze R® je
methylmethylen, isopropylmethylen, terc.-butylmethylen,
but-2-ylmethylen, butylmethylen, benzylmethylen,
BmethylbUtylmethylen; 2-methylpropyl-methylen,
karbomeethylmethylen, karboxamidomethylmethylen,_
benzyloxykarbonylmethylmethylen,
benzyloxykarbonylprolemethylen nebo fenylpropen-
3-ylmethylen; vyhodnéjéi R®> je isdpropylmethylen nebo
terc.-butyl-methylen.



Konkrétni provedeni predloZeného vynalezu Jje takové, zZe R®
je atom vodiku nebo popfipadé substituovana nizsi

alifaticka skupina.

Dalsi konkrétni provedeni predloZeného vyndlezu je takové,

e R® je atom vodiku nebo niz3si alkyl.

Vyhodné provedeni predloZeného vyndlezu je takové, Ze R® je

atom vodiku.

Konkrétni provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, Ze R’
je popripadé substituovana ni#3i alifaticka skupina
methylen, popfripadé substituovand niZz3i cyklickd skupina
methylen nebo popfipadé substituovany monocyklicky (aryl

nebo heteroaryl) methylen.

Dalsi konkrétni provedeni pfedloZeného vynadlezu je takové,
¢ R’ je popfipadé’ substituovany niZ3i alkylmethylen,
popiipadé substituovany niZ$i cykloalkylmethylen nebo

poprfipadé substituovany fenylmethylen.

Vyﬁodné provedeni pfredloZeného vyndlezu je tékbvé, e R’ je
methylmethylen, isopropylmethylen, n-propylmethylen,
fenylmethylen, cyklohexylmethylen, cyklopentylmethylen,
terc.-butylmethylen, s-butylmethylen,
cyklohexylmethylmethylen, nebo fenylmethylmethylen;
vyhodné&j3i je isopropylmethylen, cyklohexylmethylen,
cyklopentylmethylen, terc.-butylmethylen nebo s-
butylmethylen.



Vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu je také takové, Ze

kazdy z R?, R®>, a R’ je monosubstituovany methylen.

vyhodné provedeni predloZeného vynalezu je také takové, Ze
R?® je monosubstituovany methylen a ma (S) konfiguraci na

atomu uhliku vazaném ke skupiné —C(O)—RO—C(O)—NRIRZ.

Konkrétni provedeni pfedloZeného vyndlezu je takové, zZe R®
je. atom . vodiku nebo popfipadé substituovanad niZzsi

alifatickéa skupina.

Dal3i konkrétni provedeni pfedloZeného vynédlezu je takoveé,

e R® je atom vodiku nebo nizsi alkyl.

Vyhodné provedeni predloZeného vynédlezu je takové, Ze R® de

atom wvodiku.

Konkrétni provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, :ze R®
je poptripad& substituovand niz$i alifaticka skupina nebo

poptipadé substituovana monocyklicka aromaticka skupina.

Dalsi konkrétni'provedeni pfedioieného vynalezu je takové,
e R® je popripadé substituovany niZzsi alkyl nebo popripadé

substituovany monocyklicky heterocaryl.

Dalsi konkrétni provedeni pfedloZeného vynalezu je takové,
je R je popfipadé (karboxy, (ni?3i alkyl) SO.NH-, (nizsi
alkyl) HNCO-, hydroxy, fenyl, heteroaryl, nebo (hiiéi
alkyl) OC(O)jH-substituovany ni28i alkyl, nebo popiipadd

substituovany monocyklicky heteroaryl.




Jest& vyhodné&jsi provedeni ptedloZeného vynalezu je takové,
e R’ je nizsi alkyl substituovany skupinou (mono- nebo di-
)MeOC (0) yH-;  vyhodnéjsi je 1,2-di (MeOC (0),H) —ethyl nebo
1—(MeOC(O)nH—ethyl.

Vyhodné provedeni ptedloZeného vynadlezu je takové, ze R’ je
(karboxy,  (niZsi alkyl) HNCO- nebo tetrazolyl)
substituovany nizsi alkyl; vyhodné&jsi 3-karboxypropyl,
2-tetrazol-5-ylpropyl, 3—(N—methylkarboxamido)propyl nebo
3—karboxy—2,2fdimethylpropyl; jesteée vyhodnéjsi je
3-karboxypropyl, 2-tetrazol-5-ylpropyl nebo 3= (N-
methylkarboxamido) propyl. ‘

Dali vyhodné provedeni pfedloieného vynadlezu je takové, Ze
R’ je poptipadé substituovany niz8i alkyl; vyhodnéjsi je
1-hydroxy-2-fenylethyl, methyl, isopropyl nebo terq.—butylf
jestd vyhodné&jsi je methyl, isopropyl nebo terc.—butyl.

Dal3i vyhodné pfovedeni pfedloZeného vynadlezu je takové, Ze

R® je zvolen ze souboru, zahrnujiciho




Jeité daldi vyhodné provedeni .predloZeného vyndlezu je

- takové, Ze R’ je pyrazinyl.

Konkrétni provedeni pfedloZeného vynalezu Jje takové, Ze R0
je atom vodiku nebo poptripadé substituovana nizsi

alifaticka skupina.

Dalsi konkrétni provedeni predloZeného vynalezu je takové,

e R!® je atom vodiku nebo niZsi alkyl.




Vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu Jje takové, zZe R'O

je atom vodiku.

Vvyhodné provedeni pfedloZeného vyndlezu jJe takové, zZe

é:::> jako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl Je

substituovany pyrrolidinyl.

Vyhodné provedeni predlozeného vyndlezu Jje takové, Ze

_ ::: jako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl Jje

nebo popfipadé substituovany

' kde Ar je R? obsahujici aromatickou cast;

X

%0
thodnéjéi' je poptipadé& substituovany ,N ; jesteé
X
oo

O

vyhodné&jdi je popiipadé substituovany




Dalsi vyhodny poptipadé substituovany

nebo a ;  je3t& vyhodnéjsi je nebo

A

Z2

Jiné vyhodné provedeni predloZeného vynadlezu je takové, Ze

jako poptipadé lsubstituovany multicyklicky

azaheterocyklyl je popripadé substituovany N ;
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vyhodn&jdi je popiipadé substituovany N . Obzvlastni

N

substituenty pro jsou hydroxy, fluor nebo 0XO0.

Jiné vyhodné provedeni predloZeného vynalezu je takove, ze

:: jako poptipadé substituovany multicyklicky

A

azaheterocyklenyl je popfipadée substituovany ;

)

£ >

N .

vyhodné&jsi Jje N jeste thodﬁéjéi je

Jiné vyhodné provedeni p¥edloZeného vynalezu je takové, :Ze

-jako  popfipadé substituovany multicyklicky

azaheterocyklenyl je popfipadé substituovany N




Vyhodné provedeni predloZeného vynadlezu je takoveé, zZe -

C(0)-N (R%) -R3-C(0)R°C(0O),R?R* G&st vazana k : je vazana

o-atom uhliku k atomu dusiku.

Vyhodné provedeni pfedloZeného vynélezu je takové, Ze L je

-C(0)- nebo -0C(0O)-.

Vyhodné provedeni pfedloZeného vynédlezu je takové, Ze n jJe

0.

Jiné vyhodné provedeni predloZeného vynédlezu Jje takové,

n je 1.

Vyhodné provedeni predloZeného vyndlezu je takové, ze

je -CO,R™3.

Vyhodné provedeni predloZeného vynédlezu Jje takové, zZe

Konkrétni provedeni ptredloZeného vyndlezu je takové, Ze

Aje popfipadé substituovand alifatick& skupina.

R12

R13

Dal3i konkrétni provedeni predloZeného vyndlezu Jje takové,

e R je an alkylova skupina.




Vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, e R

je nizsi alkyl.

Jiné vyhodné provedeni pfedlozeného vynalezu je takové, ze

R} je methyl.

Vyhodné provedeni predlozeného vynélezu je takoveé, Ze R

j e —C02R16 .

Konkrétni provedeni predloZeného vynadlezu je takoveé, zZe R'®

je alkyl.

Vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, ze RP

je nizsi alkyl.

Vyhodné provedeni predloZeného vynalezu je takové/ e R

je methyl.

Konkrétni provedeni pfedloZeného vynélezu je takové, ze R®

je pOpfipadé substituovana alifatickd skupina.

Daldi konkrétni provedeni pfedloZeného vynalezu je takove,

se R'® jeAalkyl.

vyhodné provedeni pfedloZeného vynadlezu je takove, Ze R'®

je nizsi alkyl.

Vyhodné provedeni pfedlozeného vynalezu je takové, :Ze R'®

je t-Bu.




Konkrétni provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, Ze R’

je popripadé substituovany aryl.

Vyhodné provedeni predloZzeného vynalezu Jje takové, zZe RY?

je fenyl.

Konkrétni provedeni pf¥edloZeného vynalezu je takové, Ze R'®

je'popfipadé substituovany aryl.

Vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu je takové, Ze R'®
je fenyl.
Konkrétni provedeni predloZeného vynalezu je takové, zZe p°

je zvolen ze souboru, zahrnujiciho BOC, CBz a -COalkyl.

Vyhodné provedeni pifedloZeného vyndlezu je takové, ze p° je

BOC.

Je zfejmé, 7e predloZeny vynadlez zahrnuje vsechny vhodné

kombinace konkrétnich vyhodnych provedeni.

Konkrétni sloudeniny podle pfedlozZeného vynalezu jsou
- zvoleny ze souboru, zahrnujiciho slougeniny A-FH které

postupné jsou nasledujici:
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nebo Jjejich farmaceuticky pfijatelné sole nebo prekurzory
nebo solvéty . takovych sloucenin, jejich soli nebo

prekurzoru.

Vyhodné slou&enina je slouéénina zvolend ze souboru,
sahrnujiciho S, U, BW, BX, BY, BZ, CE, CU, CW, CY, DZ, EA,
EC, EJ, FH, EW, EO, EZ, FG a EN a jejich farmaceuticky
pfijatelné sole nebo prekurzdry nebo solvaty. takovych

slou&enin, jejich soli nebo prekurzoru.

Jinad vyhodnd provedeni ptredlozZeného vynadlezu jsou zvolena

ze souboru, zahrnujiciho nasledujici skupinu sloucenin:
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nebo jejich farmaceuticky prijatelné sole nebo prekurzory
nebo solvaty takovych  sloucCenin, jejich soli  nebo

prekurzoru.

Jiné vyhodné provedeni ptedlozeného vynalezu je sloucenina

obecného vzorce

nébo jeji»farmaceuticky prijatelnd sil nebo prekurzor nebo

solvat takové slou&eniny, jeji soli nebo jejiho prekurzoru.

Jiné vyhodné provedeni pfedloZeného vynadlezu je sloucCenina
obecného vzorce 1 ve kterém:
R® je vazba;

R! 4e atom vodiku;
3
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R? dJe nizdi alkyl poptripadé subsﬁituovany 1 az 3
alifatickymi substituenty; nebo nizsi cykloalkyl popripadé
substituovany 1 az 3 cyklickymi substituenty;

R3 a R’ | jsou kazdy nezavisle methylen popfipadé
substituovany 1 a? 3 alifatickymi substitutenty;

R, R%, R® a R!® jsou atom vodiku;

R’ je methylen substituovany skupinou cykloalkyl, nizsi
alkyl nebo aryl; nebo (1,1- nebo 1,2-)cykloalkenyl
popfipadé substituovany skupinou cykloalkyl} nizsi alkyl
nebo aryl;

R je niZ3i alkyl popiipade substituovany 1 aZ 3
alifatickymi  substitutenty; nebo heteroaryl popfipadé
substituovany 1 az 3 cyklickymi substituenty; nebo
heterocyklicky poptipadé substituovany 1 aZz 3 cyklickymi

substituenty;

O

‘azaheterocyklyl, nebo multicyklicky azaheterocyklenyl

je monocyklicky azaheterocyklyl, multicyklicky

poptipadeé substituovény 1 a? 3 cyklickymi substituenty; a

L je -C(0)-, -0C(O)-.

Jiné vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu je sloucenina

zvolena ze souboru, zahrnujiciho:
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nebo jeji farmaceuticky pfijatelnd s0l nebo prekurzor nebo

solvat takové sloudeniny, jeji soli nebo jejiho prekurzoru.

Jiné vyhodné provedeni ptedloZeného vynalezu je sloﬁéenina
obecného vzorce 1, ve kterém popfipadé substituovana
alifatické skupina, poptipadé substituovana cyklicka
skupina nebo poptipadé substituovanad aromatickd skupina R’
je substituovana alespon | jednim hetercarylovym

‘substituentem.

Jiné vyhodné provedeni pfedloZeného vynalezu je slouCenina
obecného vzorce 1, ve kterém ‘popripadé substituovana
aromatickéa skupina R® je popfipadé substituovany

heteroaryl.

Jiné vyhodné provedeni predlozZeného vyndlezu Jje sloucenina

obecného vzorce 1, ve kterém poptipadé substituovana
alifatické skupina R® je popripadé substituovany

alkylheteroaryl.

Jiné Q?hodné‘provedeni pfedloZeného vynadlezu je sloucenina,
ve které prfipadé substituovand heterocarylovad skupina R®
je pyrazinyl, tetrazolyl, chinoliny;, imidéZOlyl,
isoxazolyl a pyradonyl, . popfipadé substituovany

substituentem skupiny kruht.

Sloudeniny podle ptedloZeného vynalezu jsou poptfipadé
dodavany jako sole. Tyto sole, které jsou farmaceuticky
pfijatelné, jsou obzvlasté zajimaveé, protozZe jsou

pouzitelné pro podavani uvedenych sloucenin pro lékafské
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4&ely. Sole, které nejsou farmaceuticky prijatelné, Jsou
uZiteéné ve zpusobech vyroby, pro izolaci a ¢isténi a
v nékterych pripadech pro pouziti p¥i separaci
stereoisomernich forem sloucenin podle pfedlozZeného
vynadlezu. Posledné& uvedené je obzv1l45t& platné pro aminové

sole, pfipravené z opticky aktivnich amina.

Pokud sloudenina podle pfedlozeného vynalezu obsahuje
karboxy skupinu nebo dostatelné kysely bioisoster, mohou
byt vytvo¥eny adilni sole bazi a predstavuji jednoduchou a
vhodn&j3i formu pro pouziti; a v praxi pouziti slouCenin ve
formé soli pfiroZené doplfiuje pouZiti ve form& volné

kyseliny.

Stejn& tak pokud sloucenina podle pfedloZeného vynalezu
obsahuje bazickou skupinu nebo dostatecné bazicky
bioisoster, mohou byt vytvofeny adi¢ni sole kyselin a
predstavuji jednoduchou a vhodnéjsi formu pro pouziti; a
v praxi pouziti slouCenin ve form& soli prirozené dopliuje

pouziti ve formé& volné baze.

Vyhodné .provedeni Zpﬁsobu podle predloZeného vynalezu Jje
lé&eni pacienta trpiciho HCV infekci nebo fyziologickymi
stavy, vztahujicimi se k infekci, které zahrnuje podavani
farmaceuticky u&inného mnoZstvi slouceniny obecného vzorce

1 pacientovi.

Jiné vyhodné provedeni  terapeutického zplisobu podle
pfedloZeného vyndlezu je lécleni pacienta trpiciho infekci

HCV nebo fyziologickymi stavy vztahujicimi se k infekci




HCV, které zahrnuje  podavani farmaceuticky G&inného
mno¥stvi sloudeniny obecného vzorce 1 v kombinaci s
farmaceuticky ud&innym mnoZstvim jiné terapeutické 1latky s

G&inkem proti HCV pacientovi.

PredloZeny vynalez se dale tykd =ziskani farmaceutickych
kompozic, obsahujicich krom& jednoho nebo vice inhibitoru
HCV serinovych protedz také jeden nebo vice interferoni,
vykazujicich G&inek proti HCV a/nebo jednu nebo vice
sloucenin, které maji uc¢inek proti HCV, vcetné
imunomodulacnich sloucenin, jako jsou imunostimulacni
cytokiny vykazujici HCV protivirovy ucinek, a farmaceuticky

prijatelny nosic nebo fedidlo.

PredloZeny vynalez se dale tyka ziskani farmaceutické

[O8

kompozice, ktera Je a&inna, pro pouziti p¥i prizniv
kombina&ni terapii, protoze obsahuje alespoii dvé uc¢inné
slozky, které mohou byt pouzity zpusobem podle predloZeného

vynalezu.

PredloZeny vynalez se.také tyk& souprav nebo jednoduchych
baleni obsahujicich dvé nebo vice a¢innych slozek
pouzitelnych pZfi - 1éZeni nebo prevenci infekce HCV u
pacienta. Souprava miZze poskytnout slouceninu obecného
vzorce 1 (samotnou’ nebo v kombinaci s farmaceuticky
pfijatelnym fedidlem nebo nosidem) a Jjako dals$i uc€innou
slo’ku (samotnou nebo v kombinaci s Fedidlem nebo nosicem)

dal3i terapeutickou latku s UCinkem proti HCV.
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Slou&eniny obecného vzorce 1 mohou.bYt pfipraveny aplikaci
nebo ﬁpravou'znémYCh zpisobll vyroby, jak jsou zde pouZivany
nebo popsany v literatufe nebo zpisoby podle predloZeného

vynalezu.

PredloZeny vynalez se dale tykd zpusobd léceni nebo
prevence infekce HCV u pacienta, ktery ma jeho pottebu,
které zahrnuji podavani uvedenému pacientovi farmaceuticky
G&inného mnostvi kombinace jednoho nebo vice inhibitoru
HCV serinov?ch protedz; jednoho nebo vice interferonu,
vykazujicich G&inek proti HCV; a/nebo jedné nebo vice
sloudenin, = které maji G&inek  proti  HCV,  v&etné
imunomodula&nich sloucenin, jako jsou imunostimulacni

cytokiny vykazujici HCV protivirovy ucinek.

P¥edloZeny vynalez se také tykd pouziti jednoho nebo vice
inhibitor® HCV serinovych proteadz v kombinaci jednim nebo
vice interferony, vykazujicimi 1&inek proti HCV - a/nebo
jednou nebo vice sloueninami, které maji ucinek proti HCV,
véetn& imunomodulacnich slou&enin, jako jsou
imunostimula&ni cytokiny vykazujici HCV protivirovy ucinek,
pro pripravu léc¢iva pro léceni nebo prevenci infekce HCV u

pacienta, ktery mad jeho potfebu.

PfedloZeny vynadlez se -dadle tyka soupravy nebo
farmaceutického baleni pro 1é&eni nebo prevenci infekce HCV
u pacienta, kde soupravé nebo farmaceutické baleni obsahuje
alespoii dv& oddé&lené nadobky, pricemZz alespon Jedna
z uvedenych nadobek obsahuje jeden nebo vice inhibitord HCV

serinovych protedz, alespoii jedna dal3i wuvedend nadobka




obsahuje jeden nebo vice interferond nebo sloucenin, které
indukuji tvorbu inteferonu, které vykazuje ucinek proti HCV
(samotnych nebo v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym
nosi&em nebo fedidlem) a popfipadé& alespon jedna dalsi
uvedena nadobka obsahuje jednu nebo vice slouc¢enin, které
maji a&inek proti HCV (samotné nebo v kombinaci s
farmaceuticky pfijatelnym nosicem nebo Yedidlem), vcetneé
imunomodulacnich sloucenin jako jsou imunostimulacni

cytokiny, vykazujici HCV protivirovy ucinek.

Predloreny vynalez se Jjedté dale tyka zpusobu inhibice
replikace viru hepatitidy C v bufice, ktery zahrnuje uvedeni
uvedené | bunky, inhibitoru serinovych proteaz viru
hepatitidy C a popfipadé interferonu nebo slouceniny, ktera
indukuje tvorbu interferonu, ktery ma uéinek proti viru

hepatitidy C, do vzéjemného kontaktu.

MnoZstvi inhibitoru nebo inhibitord HCV serinovych proteaz,
interferonu nebo interferond nebo slouceniny s ucinkem
proti HCV nebo slouenin v libovolném z predchozich pouziti
maZe byt farmaceuticky Gcinné mnoZstvi, suboptimdlni uc&inne
mnoZstvi proti HCV nebo jejich kombinace, pokud vyslednéa
kombinace inhibitoru nebo inhibitort HCV  proteaz,:
interferonu nebo interferoni a/nebo slouceniny nebo
sloudenin s u&inkem proti HCV pfedstavuje farmaceuticky
G&inné mnozstvi sloucenin, které je u&inné pri léceni nebo

prevenci infekce HCV u pacienta.
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PfedloZeny vynalez se dale tykd zplsobu pfipravy chiralni
bicykloprolinadtové slouceniny, ktera je pouiitelhé pro

pripravu slouceniny obecného vzorce 1.
Priprava sloucenin podle pfredloZeného vynalezu

Vychozi materidly a meziprodukty pfi ptiprave sloucenin
podle p¥redloZeného vyndlezu mohou byt pfipraveny aplikaci
nebo Upravou znamych zplsobu, napfiklad zplsoby, které jsou
popsany v referennich p#ikladech, nebo jejich zrejmé

chemické ekvivalenty.

Sloudeniny podle predloZeného vyndlezu mohou byt pfipraveny
aplikaci nebo dupravou znamych zpGsobd, kterymi se mini
zpGsoby uvedené v této pfihlasce nebo popsané v literatufe,
mapfiklad zpusoby popsané v publikaci R. C. Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH publishers
(1989) .

Slou&enina obecného vzorce 1, ve kterém jsou proménné a

skupina jako bylo popséano Vy5e, miZe byt pfipravena

zpracovanim sloudeniny obecného vzorce 2, ve kterém

‘proménné a skupina : jsou jako bylo popséano vyse,
vhodnym oxidaénim ¢&inidlem a za vhodnych podminek.
Konkrétni oxida&ni ¢&inidlo Jje DMP. Konkrétni podminky

zahrnuji provadéni oxidace ve vhodném organickém




rozpoustédle jako Jje dichlormethan a zhruba pfi teploté

okoli.
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SlouCenina obecného vzorce 2, ve které promé&nné a skupina
4'II’
kopulaci slouceniny obecného vzorce 3, ve kterém proménné a

skupina jsou jako bylo popséno vyse, a slouceniny

Rs
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jsou jako bylo popsano vySe, miZe byt pfipravena

obecného vzorce 4, ve kterém prom&nné jsou jako bylo
popsano vysSe, pouZitim vhodného kopuladniho ¢inidla a za
vhodnych podminek. Konkrétni kopuladni &inidlo a podminky
zahrnuji pouzZiti DIC a HOAt ve vhodném organickém
rozpoustédle jako je DMF za teploty p#iblizn& 0 °C nebo
pouziti PyBop a DIPEA ve vhodném ofganick@n rozpoustédle

jako je dichlormethan zhruba p¥i teploté& okoli.
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Sloudenina obecného vzorce 3, Ve kterém promé&nné a skupina

é:::> jsou jako bylo popsano vyse, miuZe byt piipravena
kopulaci slouCeniny obecného vzorce 5, jejiZ proménné jsou

jako bylo popséno vyse, a slougeniny obecného vzorce 6, kde

i: je jako

bylo popsano vys$e, pouzitim vhodného kopula¢niho ¢inidla a

P? je ochrannad skupina kyseliny a skupina

za vhodnych kopula¢nich podminek, nasledovand odpovidajicim
odstranénim ochranné skupiny a za vhodnych podminek pro

odstrané&ni ochranné skupiny. Konkrétni kopulacni ¢inidlo a
podminky pouziti DIC nebo DCC a HOAt ve vhodném organickém
rozpoudtédle jako je DMF nebo dichlormethan za teploty od
pfiblizn& 0 °C do pribliZne teploty okoli. Odstranéni
ochranné skupiny se provadi pouzitim vhodného ¢inidla pro
odstran&ni ochranné skupiny, které zavisi na povaze
ochranného ¢&inidla, to znamena zda Jje odstranitelné
(labilni) za kyselych, bazickych nebo hydrogenacnich

podminek, a na dalsich reaktivnich skupinadch ve sloucening,




kterad podstupuje operaci odstrafiovani ochranné skupiny, to
znamena Cinidlo pro odstranéni ochranné skupiny je zvoleno
tak, aby provedio odstranéni poZadované ochranné skupiny
bez ovlivnéni dalSich reaktivnich skupin, pokud neni
poZzadovana soucasnd dals$i reakce. Konkrétni ochranné
¢inidlo kyseliny je‘Cl—Cg nizsi alkyl; obzvlasté& methyl.
Konkrétni ¢inidlo pro odstranéni ochranné skupiny je
anorganickad béaze jako je hydroxid alkalického kovu;
obzvlas5t& NaOH. Konkrétni podminky pro reakci odstranéni
ochranné skupiny =zahrnuji provddé&ni reakce v alkoholovém
rozpouétédl‘e jako Jje methanol nebo ethanol zhruba pfi

teploté& okoli.
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odstranéni ochrany
kyseliny

SlouCenina obecného vzorce 5, ve kterém n je 0 a dalsi
proménné jsou jako bylo popsédno vy3e, to znamend slou&enina
5a, miZe byt pripravena odstranénim ochranné skupiny

-~ ' 2 2 2 . z
slou€eniny obecného vzorce 7, ve kterém P je ochranna

skupina kyseliny a dal$i proménné jsou jako bylo popséano




vyse, pouZitim ¢&inidla odstranéni ochranné skupiny a za
vhodnych podminek. Odstran&ni ochranné skupiny se provadi
pouZitim vhodného ¢&inidla pro odstranéni ochranné skupiny,
které zavisi na povaze ochranného &inidla, to znamena zda
je odstranitelné (labilni) =za kyselych, bazickych, nebo
hydrogena¢nich podminek, a na dalsich reaktivnich skupinéach
ve sloucening, kterd podstupuje operaci odstrafiovani
ochranné skupiny, to znamen& <¢inidlo pro odstranéni
ochranné skupiny je zvoleno tak, aby provedlo odstranéni
poZadované ochranné skupiny bez ovlivnéni dalsich
reaktivnich skupin, pokud neni poZadovadna soucasna dalsi
reakce. Konkrétni ochranné ¢&inidlo kyseliny Jje C,-Cg nizsi
alkyl; obzvla3t& methyl. Konkrétni ¢inidlo pro odstranéni
ochranné ékupiny je anorganicka baze Jjako Jje hydroxid
alkalického kovu; obzvlasté NaOH. Konkrétni podminky pro
reakci odstran&ni ochranné skupiny zahrnuji provadéni
reakce v alkoholovém rozpoudté&dle jako Jje methanol nebo

ethanol zhruba pfi teploté okoli.
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SlouCenina obecného vzorce 7, ve kterém promé&nné jsou jako
bylo popsano vy3e, mhZe byt pfipravena acylaci slouCeniny
obecného vzorce 8, ve kterém prom&nné jsou jako bylo
‘popséno vy8e, slouceninou obecného vzorce 9, kde M je
premistitelnd skupina a daléi. proménné jsou jako bylo
popséno vySe, za vhodnych podminek. Konkrétni kopulacdni
podminky pouZivaji DIC nebo DCC a HOAt ve vhodném
organickém rozpoustédle jako je DMF nebo dichlormethan za
teploty od p#ibliZn& 0 °C do pfibliiné teploty okoli, nebo
PyBop a DIPEA ve vhodném'organickém rozpouStédle jako je
DMF nebo dichlormethan zhruba p#i teploté okoli; a vyhodné
posledné uvedené podminky. Konkrétni I je karbonyl.

Konkrétni M je hydroxy nebo N-oxysukcinimid.
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Slouéeﬁina"obecného vzorce 5, ve kterém n je 1 a dalsi
proménné jsou jako bylo popsano vyse, to znhamena sloudenina
5b, mizZe byt pfipravena odstran&nim ochranné skupiny
sloudenina obecného vzorce 10, kde P? je ochranna skupina
kyseliny a dal3i proménné jsou jako bylo popsano vySe, za
pouziti vhodného ¢inidla odstrané&ni ochranné skupiny a za

vhodnych podminek. Odstrané&ni ochranné skupiny se provadi




pouzitim vhodného ¢&inidla pro odstran&ni ochranné skupiny,
které zavisi na povaze ochranného ¢&inidla, to znamena zda
je odstranitelné (labilni) =za kyselych, bazickych, nebo
hydrogena&nich podminek, a na dalSich reaktivnich skupinach
ve sloucening, kterd podstupuje operaci odstranovani
othanné skupiny, to znamend <¢inidlo pro odstranéni
ochranné skupiny je zvoleno tak, aby provedlo odstranéni
pozZadované ochranné skupiny bez ovlivnéni dalsich
reaktivnich skupin, pokud neni pozZadovdna soucCasna dalsi
reakce. Konkrétni ochranné <&inidlo kyseliny je C;-Cg niZzsi
alkyl; obzvla3té& methyl. Konkrétni c¢inidlo pro odstranéni
ochranné skupiny Jje anorganickd baze jako Je hydroxid
alkalického kovu; obzvlasté NaOH. Konkrétni podminky pro
reakci odstrandni ochranné skupiny zahrnuji provadéni
reakce v alkoholovém rozpousStédle jako je methanol nebo

ethanol zhruba pf¥i teploté okoli.
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Sloudenina obecného vzorce 10, ve kterém proménné jsou jako
bylo popséno vyse, miZe byt pripravena acylaci sloucCeniny

obecného vzorce 11, ve kterém proménné Jjsou Jjako bylo

T



popsano vySe, slouCeninou obecného vzorce 9, ve kterém
proménné jsou jako bylo popsano vyde, za vhodnych podminek.
Konkrétni kopula¢ni podminky pouZivaji DIC nebo DCC a HOAt
ve vhodném organickém rozpou3té&dle jako je DMF nebo
dichlormethan za teploty od p¥#ibliZn& 0 °C do p¥iblizné
teplota okoli, nebo PyBop a DIPEA ve vhodném organickém
rozpoustédle jako Jje DMF nebo dichlormethan zhruba pri
teploté okoli; a vyhodn& posledné& uvedené podminky.
Konkrétni L 3je karbonyl. Konkrétni M je hydroxy nebo N-

oxysukcinimid.
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Sloucenina obecného vzorce 11, ve kterém proménné jsou jako
bylo popséano vy$e, miZe byt pfipravena odstranénim ochranné
skupiny slouéeniny obecného vzorce 12, ve kterém P! e
ochrannd skupina aminu a dalsi promé&nné jsou jako bylo
popséno vySe, pomoci vhodného ¢&inidla pro odstranéni
ochranné skupiny a za vhodnych podminek. Odstranéni
ochranné skupiny se provadi pouZitim vhodného &inidla pro
odstranéni ochranné skupiny, které zavisi na povaze
aminového ochranného ¢inidla, to znamena zda je

odstranitelné (labilni) za kyselych, Dbazickych, nebo




hydrogenacnich podminek, a na dalsich reaktivnich skupinéach
ve sloucening, ktera podstupuje operaci odstrafovani
ochranné skupiny, to znamend <¢inidlo pro odstran&ni
ochranné skupiny je zvoleno tak, aby provedlo odstran&ni
pozZadované ochranné skupiny bez ovlivnéni dalsgich
reaktivnich skupin, pokud neni poZadovana soulasnia dalsi
reakce. Konkrétni aminové ochranné &inidlo je Cbz nebo BOC;
obzvlasté Cbz. Konkrétni <¢&inidlo pro odstran&ni ochranné
skupiny je kyselina jako je HCl nebo H,/Pd(OH),; obzvlaste
Hz/Pd(OH)é. Konkrétni podminky pro reakci odstranéni
ochranné skupiny zahrnuji provadéni reakce v alkoholovém
rozpousStédle jako je methanol nebo ethanol nebo
alkylalkanodtovém rozpousSté&dle jako je ethylacetdt zhruba

pfi teploté okoli.
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Sloudenina obecného vzorce 12, ve kterém proménné jsou jako
bylo.popséno vySe, mlZe byt ptipravena kopulaci slouceniny
obecného vzorce 13, ve kterém prom&nné jsou jako bylo
popsano vySe, se sloufeninou obecného vzorce 14, ve kterém
proménné jsou jako bylo popsédno vy3e, za vhodnych podminek.

Konkrétni kopulaé¢ni podminky pouZivaji HOAt/DIC a DIPEA ve



vhodném organickém rozpoustédle jako je THF zhruba pfri

teploté okoli.
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Slouéenina obecného vzorce 4, ve kterém promeénné jsou jako
- bylo popséno vy3e, miZe byt pripravena odstranénim ochranné
skupiny slouceniny obecného vzorce 15, ve kterém promé&nné
jsou jako bylo popsano vySe, pomoci vhodného &inidla pro
odstranéni ochranné skupiny a za vhodnych podminek.
Odstranéni’ochranné skupiny se provadi pouZitim vhodného
éinidla‘pro odstranéni ochranné skupiny, které zavisi na
'pova?e aminového. ochranného &inidla, to. znamend =zda je
odstranitelné (labilni) za kyselych, bazickych, nebo
hydrogena¢nich podminek, a na daléicﬁ‘reaktivnich skupindch’
ve- Slouéeniné, kterd podstupuje  dperaci odstranovani
ochranné skupinyy to znamena <¢inidlo pro odstranéni
.oéhranné skupiny je zvoleno tak, aby provedlo odstranéni
pozadované  ochranné  skupiny bez ovlivnéni  dalsich
réaktivnich skupin, pokud neni poZadovédna sou&asna dalsi
reakce. Konkrétni aminové ochranné &inidlo je Cbz nebo BOC;
obzvlasté Cbz. Konkrétni &inidlo pro odstranéni ochranné

skupiny je kyselina jako je HC1l nebo H,;/Pd(OH),; obzvlastsd
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H,/Pd (OH) ;. Konkrétni  podminky pro reakci odstranéni

ochranné skupiny zahrnuji provad&ni reakce v alkoholovém
rozpoudtédle . jako je methanol nebo ethanol nebo
alkylalkanoatové rozpoustédlo jako je ethYlacetét zhruba
pfi teploté& okoli.
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Sloucenina obecného vzorce 15, ve kterém proménné jsou jako
bylo popsano vySe, mlZe byt pripravena kopulaci slouleniny
obécného vzorce 16, ve kterém promé&nné Jjsou jako bylo
,popséno vyse, se slouééninou obecného vzorce 17, ve kterém
proménné jsou jako bylo popsano vyse, za vhothch podminek.
Konkrétni aminové ochranné Cinidlo He Cbz . nebo BOC;
obzvlasté Cbz. Konkrétni kopulacni podminky pouZivaji HOBT,
PyBop a DIPEA ve vhodném ofganickém rozpoustédle jako Jje
dichlormethan za teploty od prlbllzne 0 °C do ptriblizné

v

teplota okoli.
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SlouCenina obecného vzorce 16, ve kterém'pfoménné jsou jako
bylo popséno vySe, miZe byt pfipravena odstran&nim ochranné
skupiny slouceniny obecného vzorce 18, ve kterém dalsi
proménné jsou jako bylo popsdno vyse, pomoci vhodného
¢inidla pro odstranéni ochranné‘ skupiny a za vhodnych
podminek. Odstran&ni ochranné skupiny se provadi pouZitim
vhodného ¢inidla pro odstranéni ochranné skupiny, které
zédvisi na povaze ochranného &inidla kyseliny, to znamena
" zda je odstranitelné (labilni) za kyselych, bazickych, nebo
hydrogenaénich podminek, a na dalSich reaktivnich skupiné&ch
ve sloucening, kterd podstupuje operaci odstraiovani
ochranné skupiny,. to znamend <&inidlo pro odstranéni
'ochranné.skupiny je zvoleno tak, aby‘provedlo_odstranéni
poZadované ochranné skupiny bez bvlivnéni dalsich
reaktivnich skupin, pokud neni poiaddvéna. soucasnd dalsi
reakce. Konkrétni aminové ochranné ‘éinidlo je Cbz.
Konkrétni ochranné &inidlo kyseliny je C;-Cs ni%8i alkyl;
obzvlasté methyl. Konkrétni &inidlo pro édstranéni ochranné
skupiny je anorganické badze jako je hydroxid alkalického
kovu; obzvlasté& NaOH. Konkrétni podminky pro reakci

odstranéni ochranné skupiny zahrnuji provadé&ni reakce v




alkoholovém rozpouStédle jako Jje methanol nebo ethanol

zhruba pri teploté okoli.
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Slou¢enina obecného vzorce 18, ve kterém R’ je vazba a
dalsi proménné Jjsou jako bylo popsdno vyse, muZe byt
pripravena ochranou slouceniny obecného vzorce 20, ve
kterém proménné jsou jako bylo popsdno vySe, sloudeninou
obecného vzorce 19, ve kterém proménné Jjsou jako bylo
popsano vySe, za vhodnych podminek. Konkrétni aminové
ochranné <cinidlo je Cbz nebo BOC. Konkrétni kopulaéni
podminky pouzivaji vhodné organické rozpoustédlo jako Jje
dichlormethan za teploty od pf¥ibliZné& 0 °C do p¥iblizZné

teplota okoli.
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Sloucenina obecﬁého vzorce 20, ve kterém R®' je atom vodiku
..a dal3i proménné IJjsou. jako bylo popsano vyse, miZe Dbyt
pripravena hydrogenaci slouceniny obecného vzorce 21, ve
kterém proménné Jjsou jako bylo popsano vy3e, vhodnym
hydrogena¢nim <¢inidlem a za vhodnych podminek. Konkrétni
hydrogenac¢ni ¢&inidlo je Hz/Pd(QH)z. Konkrétni hydrogenacni
- podminky zahrnuji provédéni, hydrogenace v alkoholovém
rozpoustédle jako je methanol  nebo ethanol nebo
alkylalkanodtové rozpous$tédlo jako je‘ ethylacetat zhruba

pri teploté okoli.
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Sloucenina obecného vzorce 20, ve.kterém R* je popripadé
substituovany alifaticky substituent a dalsi proménné jsou
jako bylo popsano vySe, mlze byt pripravena alkylaci
slouc¢eniny 20', ve které proménné jsou Jjako bylo popsano
vy$e, slouleninou 22 (alkyla¢ni <&inidlo) ve které R' je
popfipadé substituovany alifaticky substituent a Q je
prfemistitelna skupina jako jsou halogenidy, tosylaty nebo

sulfonaty, za vhodnych podminek.
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Vhodnd alkylad¢ni ¢&inidla =zahrnuji alifatické sloucCeniny
(halogenidy, tosyldty nebo sulfonaty). Vhodné alkylacni
podmiﬁky zahrnuji provadéni alkylace ve vhodném organickém
rozpoudt&dle jako je alkoholové rozpouétédio, napfiklad
methanbi nebo. ethanol, nebo etherova rozpoustédla,
napriklad ethér "nebo tetrahydrofuran, za teploty od
pfibliiné teploty okoli do pfibliiné teploty zpé&tného toku.

Sloucenina Qbedného vzorce 21, ve kterém proménné jsdu jako
‘bylo popséano vysSe, miZe byt pfipravena alkylaci slouceniny
~ obecného vzorce 22, ve kterém proménné Jjsou jako bylo
popsano vyse, slouéeninou_bbecného vzorce 23, ve kterém R*’
jsou nezavisle popripadé substituovand alifaticka skupina,
popfipadé substituovand cyklickd skupina nebo popfripadé

substituovand aromatickd skupina jako bylo popséano vySe, za




vhodnych podminek. Konkrétni alkyladni podminky zahrnuji
provadéni alkylace pouZitim silné baze jako je terc.-
butoxid draselny v alkoholovém rozpoustédle Jjako je

methanol nebo ethanol zhruba p¥i teploté& okoli.
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Alkylaéni
podminky

SloucCenina obecného vzorce 24, ve kterém promé&nné jsou jako
bylo popséno vyse, miZe byt p¥fipravena provedenim
Michaelovy adice na Michaelovu ékceptoru obecného vzorce
29/ ve kterém promé&nna je jako bylo popséano vyse, iminovym

glycinimidovym derivatem.
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Michaelova adice zahrnuje pouziti vhodného aprotického
polarniho rozpousté&dla, alkalické methyl hydroxidové baze a
vhodnych teplot. Pro blizsi informace o Michaelové adici
viz Corey, E. J.; Noe, M. C.; Xu, F. Tetrahedron Letter
1998, 39, 5347. Pro pliz&i informace o syntéze chirdlnich
katalyzatord pfenosu faze viz Corey, E. J.; Noe, M. C.; Xu,
F. J. Am. Cheni. Soc. 1997, 119, 12414. Vhodna rozpoustédla
zahrnuji DCM, ACN nebo THF v zavislosti na reakdénich
podminkach. Vhodné baze =zahrnuji CsOH, NaOH, KOH a LiOH.
Vhodné teplotni rozmezi je od pfibliZn& -78 °C do pfibliéné
0 °C, obzvlasté& ptiblizné -60 °c. Iminové glycinimidy
pouzitelné podlé pfedlozeného vynalezu jsou popséany v této
pfihlasce vynalezu. Vyhodny iminovy glycinimid je terc.-
butylester N- (difenylmethylen)glycinu. Krom& toho podminky
Michaelovy adice mohou nebo nemusi zahrnovat pouzZiti
katalyzétoru pfenosu faze (phase transfer catalyst - PTC)
(chiralni a nechirdlni). Vyhodny PTC 0-[9lallyl-N-

9-anthracenylmethylcinchonidium bromid.

Slou&enina obecného vzorce 25, ve kterém promé&nné jsou jako
bylo popsano vy$e, mdlZe byt piipravena iminovym Stépenim a

- cyklizaci sloudeniny obecného vzorce 24.
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Podminky #tdpeni a cyklizace

-

Pro procedury étépeni a cyklizace, viz Javidan, A.; Schfer,
K.; Pyne, S. Synlett 1996, 100; Tatsukawa, A.; Dan, M.;
Ohbatake, M.; Kawatake, K.; Fukata, T.; Wada, E.; Kanemase,
S:; Kakei, S. J. O0rg. Chem.‘ 1993, 58, 4221. ‘Podminky
Stépeni a cyklizace zahrnuiji pouziti polarnich
rozpoustédel, kyselych ginidel a. teploty od priblizZné
teploty okoli do priblizng 150 °C. Vyhodné podminky
zahrnuji pouzZiti EtOH, AcONa a NH,OH.HC1 a teplotu rovnou

pribliZné teploté varu pouzitého rozpbuétédla.

Slouenina obecného vzorce 26, ve kterém proménné jsou jako
bylo popséano vySe, miZe byt pEipravena ochranou amidové
slou&eniny obecného vzorce 25, ve kterém proménné jsou jako
bylo popsano vyse, pomoci vhodné amidové ochranna skupiny
jako je BOC. Dalsi vhodné ochranné skupiny zahrnﬁji CBz, -
Coéalkyl. Viz.také Greene, T. W.; P. G. M. Wuts,  Protective
Groups in Organic Synthesis, Wiley, New York, 1991 pro
priklady dalsich aminovych ochrannych skupin. Podminky
reakce zahrnuji pouZiti aprotickych polarnich rozpoustédel,
organické béaze jako katalyzatory a teploty v rozmezi
pfibliZné 0 °C-100 °C. Vyhodné podminky zahrnuji pouZiti
ACN, dimethylaminopyridinu a pfibliZn& teplotu okoli.
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-

Sloudenina obecného vzorce 27, ve kterém promé&nné jsou jako
bylo popsano’ vyse, miZe byt pripravena redukci chranéné
sloudeniny obecného vzorce 26, ve kterém proménné Jjsou jako

‘bylo pbpséno vyse.

au "
{28) Reduk&ni podminky on

—y

Ve skutednosti se provadéji dvé redukce. ‘Prvni redﬁkce je
redukce amidu na hemiaminal pouZitim DIBALH nebo
superhydridu [LiBEtsH] . Druhébredukce redukuje hemiaminal
na amin pouZitim Et;SiH a BF3.0Et,.  Viz Collado, I;
Ezquerra, J.; Mateo, A. I.; Rubio, A., J. Org. Chem. 1998,
63, 1995-2001 a Ezqueera; J.; Pedregal, °C.; Yruretagoyena,
B.; Rubio, A.; Carreno, M. C.; Escfibano, A.; Garcia Ruano,

J. L. J. Org. Chem. 1995, 60, 2925 pro redukéni podminky.
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Dal3i obvyklé podminky pro pfem&nu pyroglutamatu na

pyrrolidiny je pouZiti BH3.SMe:.

slou&enina obecného vzorce 28, ve kterém prom&nné jsou jako
bylo popséano vyse, muZe byt ptipravena odstranénim ochranné
skupiny slouceniny obecného vzorce 27, ve kterém proménné

jsou jako bylo popséano vyse.

'

- ,/Lgu ! o ‘ A"
T A

# ,
&n **ﬁ} Deprotekéni podminky ge

Viz Gibson, F. G.; Benneier, S. C.; Rapoport, H., J. Org.
Chem. 1994, 59, 3216-3218 pro podminky pro selektivni
- odstranéni ochranné skupiny N-BOC v pritomnosti terc.-

‘butylesteru.

Odbornik v oboru vi, Ze podminky odstranéni ochranné

skupiny jsou zavislé na volbé& ochranné skupiny. Napiiklad

pdkud_ je pouzit CBz, mize byt poﬁiita hydrogenace nebo

bazické podminky. Vyhodné&, pokud je pouzit BOC, mlZe byt
_pouzit 1 N HCl v ethylacetatu, viz Greene,T. W.; P. G. M.
Wuts, Protective Groups invOrgénic Synthesis, Wiley, New

York, 1991.

pram&rnému odbornikovi v oboru je ziejmeé, Ze sloucenina

obecného vzorce 3 muZe byt pripravena kopulaci slouéeniny
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obecného vzorce 5 se sloudeninou obecného vzorce 28 za vySe

popsanYCh podminek.

gptisoby  p¥ipravy R’, R®  nebo R’ jako popfipadé&
substituovanych ethandiylovych skupin jsou znamy odbornikim
v oboru; napfiklad jsou tyto zpusoby popséany v “The Organic
Chemistﬁy of B-Lactams”, editor G. Georg, VCH Publishers,
Inc. (1993), naptiklad str. 240-241 a 303-305.

Schémata 1-11 kterd nasleduji, uvadéji pfiklady vybranych
zptisobd - ‘pro pfipravy = popfipadé substituovanych
muiticyklicchh azaheterocyklylu. Zplisoby v dale uvedenych
schématech jsou také pouZitelné na dalsi popfipadé
substituované multicyklické azgheterocyklyly obsahujici

podobné substituenty.

Schémé 1
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Schéma 7

Schéma 8
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Schéma 11

momgc

B o
Hy
98%

Sloudenina obecného vzorce 1 zahrnujici skupinu obsahujici
jeden nebo vice atom dusiku v kruhu, vyhodné imin (=N-),
miZe byt preménéna na odpovidajici slouceninu ve které

jeden nebo vice atomd dusiku Vv kruhu ve skupiné jJsou
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oxidovany na N-oxid, vyhodné reakci s perkyselinou,
napriklad kyselinou peroctovou V kyselin& octové nebo
kyselinou m-chlorperoxybenzoovou Vv inertnim rozpousteédle
jako je dichlormethan, za teploty od pribliZn& teploty
okoli do teploty zp&tného toku, vyhodné& za zvySené teploty.

Ve zde popsanych reakcich miZe byt nutné chranit reakéni
funk&ni skupiny, nap¥iklad skupiny hydroxy, amino, imino,
thio nebob karboxy, pokud Je Zadouci, aby se nachéazely
v kone&ném produktu, pro ' zamezeni neZadouci ucasti v
reakcich. Mohou byt pouzity obvyklé ochranné skupiny
v souladu se standardni praXi, viz naptriklad T. W. Green a
P. G. M. Wuts, “Protective Groups in Organic Chemistry”
John Wiley a Sons (1991); J. F. W. McOmie, “Protective

Groups in Organic Chemistry”, Plenum Press, 1973.

Sloudenina, ktera se ptipravi jak bylo popsano vySse, mizZe
byt izolovana: z reak&ni smési obvyklymi prostredky.
Napfiklad mohou byt slouceninyy .izolovény oddestilovénim
rozpoudtédla =z reakéni smés- nebo, je-1li to nutné po
oddestilovéni_rozpouétédla z reakéni smé&si, vlitim rezidua
do vody s. héslednou extrakci ze smési voda-nemisitelné
organické rozpouétédld a oddestilbvénim rozpoustédla z
extraktu. Navic produkt miZe byt, je-1i to poZadovano, dale
gistén  riznymi dob¥e  znamymi  zptsoby - Jjako je
rekrystalizace, reprecipitace nebo rizné chromatografické
zpﬁsoby) zejména kolonovd chromatografie nebo preparativni

chromatografie na tenké vrstve.
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PfedloZeny vynalez se dale tyka zpusobu p¥ipravy sloucenin
podle ptredlozZeného vynalezu interkonverzi jiné slouceniny

podle pfedloZeneho vynédlezu.

Jako pfiklad interkonverze mohou byt sloueniny obecného
vzorce 1, obsahujici sulfoxidové vazby, pripraveny oxidaci
odpovidajicich sloulenin obsahujicich -S- vazby. Napriklad
mize Dbyt oxidace vyhodn& provadéna Jjako reakce s
peroxykyselinou, napfiklad s kyselinou 3-chlorperbenzoovou,
vyhodné v inertnim rozpouStédle, napfiklad dichlormethanu,
vyhodné za nebo v Dblizkosti teploty okoli, nebo
alternativné. 'prostfednictﬁim | hydrogenperoxbmondsulfétu
draselného v prosttfedi jako je vodny methanol, pufrovany na
pfiblizn& pH 5, za teploty mezi priblizn& 0 °C a teplotou
okoli. Posledné uvedeny zpusob je vyhodny pro slouceniny

obsahujici kyselinové& labilni skupinu.

Jako Jjiny ptriklad interkonverze mohou byt slouceniny
obecného vzorce 1, obsahujici sulfonové vazby, pripraveny
oxidaci Vodpovidajicich slou&enin obsahujicich -S- nebo
sulfoxidové vazby. Napfiklad oxidace mize byt vyhodné
provadéna prostfednictvim  reakce s peroxykyselinou,
napriklad kyselinou 3-chlorperbenzoovou, v?hodné v inertnim
rozpoustédle, napfikiad dichlormethanu, vyhodné za nebo Vv

plizkosti teploty okoli.

Rozumi se, Ze oznadeni aromaticnosti u aryl a heteroarylt
znamend vysoce resonalnil nenasycenou kruhovou strukturu.
Alternativn® umisté&ni dvojnych vazeb, pokud je oznaceno,

predstavuje jednu mozZnou strukturu znazornéni slouceniny,
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ale je =ztrejmé, Ze zahrnuje 1 dalsi rezonanc¢ni stavy
sloudeniny stejné& tak Jjako protonované a nabité varianty,

z nich? pouze jedna miZe byt znazornéna.

Je zrejmé, Ze slouceniny podle predloZeného vynalezu mohou
obsahovat asymetrickd centra. Tato asymetricka centra mohou

byt nezavisle bud v R nebo Vv S konfiguraci. Odbornikovi v

oboru je jasné, Ze nékteré sloudeniny podle pfredlozZeného

vyndlezu mohou také vykazovat geometrickou isomerii. Rozumi
se, e predloZeny vynalez zahrnuje jednostlivé geometricke
isomery a stereoisomery a jejich smési, v&etné& racemickych
smési, sloudenin podle pfedloZeného vynalezu. Takové
isomery mohou byt separovany z jejich smé&si aplikaci nebo
Gpravou  znamych zpusob, napriklad chromatografickymi
zpusoby a rekrystalizacénimi zpusoby nebo se odd&lené

ptipravi z vhodnych isomert jejich meziproduktu.

Pro uéely popisu vynalezu se rozumi, Ze tautermerni formy
jsou zahrnuty v popisu dané  skupiny, napriklad

thioxo/merkapto nebo oxo/hydroxy.

Adiéni sole kyselin je moZno vytvorit ze slouCenin podle
predloZeného vynalezu, Ve kterych je ptfitomna bazické
funk&ni skupina jako Je skupina amino, alkylamino nebo
diélkylamino. Farmaceuticky pfijatelné, to zZnamena
netoxické, adié&ni sole kyselin jsou vyhodné. Zvolené sole
jsou v optimdlnim pfipadé& zvoleny tak, aby byly slucitelné
s obvyklymi farmaceutickymi vehikuly a upraveny pro oralni
nebo parenterdlni podavani. Adi&ni sole kyselin sloudenin

podle ptedloZeného vynalezu mohou byt pfipraveny reakci
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volné baze s odpovidajici kyselinou aplikaci nebo upravou
znémYch'zpﬁsobﬁ; Napfiklad adi&ni sole kyselin sloucenin
podle predlozZeného ‘vynadlezu mohou byt pEipraveny bud
rdzpuéténim volné baze ve vodé nebo vodném rbztoku alkoholu
nebo v dal3ich Vhodnych rozpoudté&dlech obsahujicich vhodnou
kyselinu a izolaci sole odpafenim roztoku nebo reakcil volné
baze a kyseliny v organickém rozpoustédle, pticemz v tomto
pfipadéi se sul separuje pfimo nebo maZe byt ziskéna
Koncentraci roztoku. N&které vhodné kyseliny pro piipravu
takovych soli jsou kyselina éhlorovodikové, kyselina
bromovodikova, kyselina fosforecna, kyselina sirové, ruzné
organické karboxyiové a sﬁlfonové‘kyéeiinyhjako je kyselina
octova, kyselina'citrénové, propionova kyselina, kyselina
jantarové, kyselina Dbenzoova, kyselina vinna, kyselina

fumarova, kyselina mandlova, kyselina askorbové, kyselina

jablecna, kyselina . methansulfonové, kyselina
toluensulfonova, mastné kyéeliny, adipéty, alginaty,
askorbéty, ‘ aspartaty, benzensulfonaty, benzoaty,
Cyklopenténpropionéty, ~diglukonaty, dodecylsulfaty,
hydrogensirany, maselnany, mléénany, lauraty,
laurylsulféty; maleinany, hydrojédidy, 2-hydroxy-

ethansulfonaty, glycerofosféaty, pikrany, pivalaty, pamoaty,
pektinaty, . persulfaty, 3-fenylpropionaty, thiokyanaty,
o-naftalensulfonaty, undekanoaty, nikotinaty, hemisulfaty,

heptonaty, hexanoaty, kafrany, kafrsulfonaty a daléi;i

Adiéni sole kyselin sloucenin podle predlozeného vynalezu-

mohou byt regenerovany ze soli aplikaci nebo Upravou
znémych zpusobu. Nap¥iklad mohou byt zakladni sloucCeniny

podle pfedloZeného vynalezu regenerovany z Jjejich adiénich
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soli kyselin zpracovanim alkalickou latkou, napriklad
vodnym roztokem hydrogenuhliéitanm sodného nebo vodnym

roztokem ¢&pavku.

Slou&eniny pOdle predlozeného vynalezu mohou byt
regenerovany z jejich adic¢nich soli bazi aplikaci nebo
Gpravou znamych zpisobli. Napiiklad mohou byt zakladni
sloudeniny podle predloZeného vynalezu regenerovany Z
jejich adiénich soli bazi zpracovanim kyselinou, napriklad

kyselinou chlorovodikovou.

Adiéni sole bazi mohou byt vytvoreny pokud sloucenina podle
predloZeného vynalezu obsahuje karboxylovou skupinu nebo
dostate&né& kysely bioisbster. Baze, které mohou byt pouzity
pro priipravu adic¢nich soli bazi zahrnuji vyhodné takové,
které pokud jsou zkombinovany s volnou kyselinou, vytvatreji
farmaceuticky ‘prijatelné sole, to znamend sole, JjejichzZ
kationty nejsou toxické pro pacienta pfi farmaceutick?ch
davkich soli, takie pfiznivé inhibiéni 6&inky, vlastni
volné bazi, nejsou popfeny vedlejsimi uc¢inky, které je

mo#no pPipsat . aniontum. Farmaceuticky ptrijatelné sole,

v&etné& soli odvozenych od soli alkalickych kovi a kovlu

alkalickych zemin, spadajici do rozsahu predlozeného
vynalezu, zahrnuji sole, odvozené od nasledujicich bazi:
hydiid sodny, hYdroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid
vapenaty, hydroxid hlinity, hydroxid 1lithny, hydroxid
zineé&naty, hydroxid,hofeénaty, amonium, ethylendiamin, N-
methyl—glukamin, lysin, arginin, ornithin, cholin, N,N'-
dibenzylethylendiamin, chlorpfokain, diethanolamin,

prokain, N-benzylfenethylamin, diethylamin, piperazin,
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tris (hydroxymethyl)-aminomethan, hydroxid tetramethylamonny

a podobné.

Slou¢eniny podle pfedlozeného vyndlezu mohou byt vyhodné
pfipraveny nebo vytvofeny Vv prib&hu provadéni zplsobu podle
pfedloZeného vyndlezu Jako solvaty (naptriklad hydraty).
Hydraty sloudenin podle ptedloZeného vyndlezu mohou byt
vyhodné pripraveny rekrystalizaci ze smési ve
vodném/organickém rozpoustedle, pouzitim organickych

rozpoudté&del jako je dioxan, tetrahydrofuran nebo methanol.

Vychozi materiadly a meziprodukty mohou byt pripraveny
aplikaci nebo ﬁpfavou znamych zpisobt, napfiklad zpusoby,
které jsou popsany v referencnich pfikladech nebo jejich

zfejmych chemickych ekvivalentech.

Sloudeniny podle ptredloZeného vynalezu, zpusoby Jjejich
pouziti nebo pfipravy a jejich biologicky uc¢inek se stanou
jasnéjsimi po podani néasledujicich priklada, které .jsou
uvedeny pouze Jjako ilustrace- a nejsou zamy3leny Jako

omezeni rozsahu ptredloZeného vynalezu.

Vzorky byly analyzovany pomoci TLC, NMR, RP-HPLC nebo EA.

P¥iklady provedeni vynalezu

Sloudeniny podle ptredloZeného vynalezu, zptusoby Jejich
pouziti nebo p¥ipravy a jejich biologicky u¢inek se stanou

jasn&jsimi po podani nasledujicich ptikladd, které Jsou

e ooee
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uvedeny pouze jako ilustrace a nejsou zamySleny Jjako

omezeni rozsahu predlozeneho vynalezu.
Vzorky byly analyzovany pomoci TLC, NMR, RP-HPLC nebo EA.

ptiklad 1

SloucCeniny A-E:

Do DCM roztoku (10 ml) slouleniny. xi (310 mg, 0,39 mmold)
e pridd TFA (4 ml). Reakéni smés se michd zhruba pii
»teplote_rokoll ~po dobu 5 hodin. V tomto okamZiku se
 rozpoudtédlo odstrénl ve vakuu. VYéledﬁé reziduum se gisti
pomoci . HPLC s obracenymi fazemi pro ziskani 195 mg (68%)

slouceniny A,
Ot

Postupujice vy3e uvedenym zpUsobem a pouzitim vhodnych
vychozich materiadla - se p¥ipravi nasledujici po sob& jdouci

~slouceniny B-E:




;

* e . . s [

* L) . L4 LI R.d L]

e o o e e @G oe0e o o

e e o e« o . .
Y] Y o0 . e

- 178 -

Q
OH

P¥iklad 2

Slouc¢eniny F-M:

Do DCM roztoku (10 ml) slou&eniny xii (350 mg, . 0,56 mmoll)
se prida &inidlo DMP (307 mg, 0,73 mmold). Reakéni smés se
michd zhruba pfi teploté okoli po dobu 2 hodin a potom se
-reakce zastavuje - pomoci 10% Na,S03 po dobu 30 minut.
Reak&ni smé&s se potom extrahuje pomoci EtOAc . (75 ml) a
promyvad solnym roztokem. ‘Organicka vrstva se su3i a

koncentruje ve  vakuu. Vysledné reziduum se ¢isti
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chromatografii na silikagelu (80-90% EtOAc/hexan) pro

siskani 248 mg (71%) slouCeniny F

s

Postupujice vySe uvedenym zptisobem a pouZitim vhodnych
vychozich materialt se pfipravi nasledujici po sobé jdouci

slougeniny G-M:

- Wfl«xg %}1 Ow\v
EY);Q; hy
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‘priklad 3

Slougeniny N-R:

.Do DCM roztoku (4 ml) sloueniny xix (~0,22 mmolu) se ptida
cinidlo DMP (146 mg, 0,34 mmold). Po michani zhruba pri
teploté okoli po dobu 2 hodin se reakce zastavi pomoci 10%
Na,SO3;. Reakéni smés se potom ztedi pomoci DCM. Organické
vrstva se separuje a promyva dvakrat 10% Na,S03 a solnym

roztokem. Vyslednd organicka vrstva se su$i a koncentruje
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ve vakuu pro ziskani rezidua, ktere se ¢isti chromatografii
na silikagelu (5% EtOH/EtOAc) pro ziskani 78 mg (56%)

pozadované slouCeniny N
N R
YN N AN
LR o iy

Postupujice vy3e uvedenym zpusobem a pouzitim vhodnych
vychozich materiald se pripravi nasledujici po sobé& jdouci

slouceniny O-R:
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Priklad 4

Slouéeniny S-W:

Do DCM roztoku (10 ml) sloudeniny xxv (320 mg, 0,5 mmold)
se prida &inidlo DMP (272 mg, 0,65 mmoll). ReakZni smés se
.miché'zhruba pfi teploté okoli po dobu 2 hodin a reakce se
zastavi pridavanim 10% Na,SO0s; po dobu 20 minut. Vysledna
smé&s se potom extrahuje pomoci EtOAc. Organické& vrstva se
promyvé 'solnym roztokem, su3i a koncentruje' ve vakuu.
‘Vysledné reziduum se ¢isti chromatoérafii na silikagelu
{80% EtOAc/hexan) pro ziskani 170 mg (53%) sloueniny

s,

Postupujlce vyse uvedenym zplisobem a pouZitim vhodnych
.vych021ch materlalu se ptripravi nasledu31c1 po sobé ]dOUCl

slouéeniny T-W:




priklad 5
Slou&eniny X-AD:

Do DCMirbztoku (20 ml) slouééniny xxvi (400 mg, 0,60 mmolﬁy
se pridé ¢&inidlo DMP (329 mg, 0,78 mmoll). Reakéni smés se
micha zhruba p¥i teploté okoli po dobu I,S‘hodin a reakce
se zastavi pridavénim 10% NaéSO3 po dobu 20 minut. Vyslednéa
smés se potom extrahuje pomoci EtOAcC. Orgénické vrstva se

promyva solnym roztokem, su3i -a koncentruje ve vakuu.
Vygledné reziduunllse. &isti chromatografii na silikagelu
(70-100% EtOAc/hexan) pro ziskani 210 mg (53%) slouceniny
X,
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PoétupujiCe' vyde uvedenym zpusobem a pouzitim vhodnych

vychozich materiald se pfipravi nésledujici po sobé& jdouci

slouc¢eniny Y-AD:
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P¥iklad 6
Slouceniny AE-AIL:

Sloucenina xxxiii‘(150 mg; 0,076 mmold) se rozpusti v 5 ml

TFA a micha se dva dny. Produkt se ¢isti pomoci RP-HPLC pro

ziskani 40 mg (33% vyt&Zek) slouceniny AE,

My

o
C
0

0
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Postupujice vy3e uvedenym zplsobem a pouZitim vhodnych
vychozich materigll se pripravi nasledujici po sobé jdouci

slouceniny AF-AI:




R

Priklad 7

Sloucenina AJ:l

Sloucenina xxxviii (180 mg, 0,21 mmold) se rozpusti v
pezvodém TFA (5 ml) a ponechd se v kiidu po dobu 3 dni
zhruba pfi teploté okoli. V tomto okamZiku se reakéni smes
koncentruje ve vakuu pro =ziskadni rezidﬁa, které se ¢&isti
pomoci HPLC s obracenymi fazemi pro ziskadni 50 mg (32%)

slouéeniny AJ,




LAY

priklad 8
. Slouceniny AK-AM

Sloudenina xxxxiii (150 mg; 0,16 mmolt) se rozpustl v 4,5
ml TFA a mich& po t¥i dny. Produkt se ¢isti pomoci RP-HPLC

pro ziskéni 70 mg (54% vyt&Zek) slouceniny AK,

NN
1

)
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Postupujice vySe uvedenym zpﬁsobem a pouzitim vhodnych
vychozich materialt se ptipravi nasledujici po sobé& jdouci

slouc¢eniny AL-AMt

PANURNF R




P¥iklad 9

Slouceniny AN:

Slouc¢enina 1lii (80 mg) se rozpusti v 3 ml TFA a 3 ml DCM.
Sm&s se micha zhruba p¥i teploté okoli po dobu 5 hodin.
Rozpoudté&dlo se odstrani odpafenim. Vysledné reziduum se

&isti pomoci HPLC pro ziskani 62 mg (83%) slouCeniny AN,

Priklad 10

Sloucenina AO:




Sloudenina 1liii (160 mg; 0,2 mmol®tl) se rozpusti v 5 ml DCM
a prida se &inidlo DMP (170 mg; 0,4 mmold) . Smé&s se micha
zhruba pf¥i teploté okoli po t¥i hodiny. Rozpoustédlo se
odstrani }odpafeninl a reziduum se rozpusti ve sm&si 50%
aéetonitril/vodé a &isti se pomoci RP-HPLC pro ziskani 51

mg (32%) slouleniny RO,

Pfiklad 11

Sloudenina AP:

Sloudenina 1ix (162 mg; 0,22 mmolu) se rozpusti v 8 ml DCM
a pfida se &inidlo DMP (189 mg; 0,44 mmold). Smeés se micha
zhruba pri teploté& okoli po dobu 3 hodin. RozpouStédlo se
odstrani Odpafenim a produkt se Cisti pomoci RP-HPLC pro

ziskani 41 mg (25%) slouceniny AP,




Priklad 12

Sloucenina AQ:

Slouéénina 1x (70 mg; 0,09 mmold) se rozpusti v 5 ml TFA a
5 ml DCM.‘Smés se micha zhruba pfi teploté okoli po dobu 3
hodin. Rozpouétédlo se odstrani ve vakuu a reziduum se
rozpusti ve smési 50% acetonitril/voda a lyophilizuje se

pro ziskéani sloudeniny AQ ve formé& prasku,

S

Slou&eniny AR-BG:

Priklad 13

Slou&enina 1lxvi (223 mg, 0,326 mmolu) se michad v roztoku
TFA (5 ml) a DCM (5 ml) po dobu 4 hodin. TLC (silikagel: 23
FMeOH/EtOAc) ukazala uplnou p¥eménu na pomalej3i produkt.
Rozpoustédlo se odstrani za sniZeného tlaku a produkt = se

lyofilizuje pro ziskani 198 mg (97%) slouCeniny AR,
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Postupujice vySe uvedenym zplisobem a pouZitim vhodnych
vychozich materi&ld se pripravi nésledujici po sobé jdouci

sloudeniny AS-BG:
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PFiklad 14
Slouceniny BH-BS:

Sloudenina 1xxiii (150 mg, 0,15 mmold) se vyjme v DCM (3
ml). Do tohotovroztoku se pridd TFA (1,5 ml). Vysledny
roztok'sevmiché pfes noc. V tomto okamziku se reakéni Smes
koncentruje ve vakuu pro ziskani rezidua. Reziduum se ¢isti
pomoci HPLC s obracenymi fazemi a lyofilizuje se pro

ziskani 60 mg (50%) sloucCeniny BH,

Postupujice vySe uvedenym zpusobem a pouzitim vhodnych
vychozich materiala se pfipravi nasledujici po sobé& jdouci

slouéeniny'BI—BS:
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Priklad 15
Slouc¢eniny BT-BU:

Postupem podle Pfikladu 12 a pouzitim vhodnych vychozich
materiald se pfipravi nésledujici po sobé jdouci slouceniny

BT-BU:

Priklad 16

Sloudenina BV:

Do_dichlorméthapového roztokuv(4,2_ml) slduéeniny lxxvii
(143 mg,.0,21 ﬁmolﬁ)'se ptida ¢inidlo DMP (165 mg, 0,39
~mmola). Reakéni sm&s se mich& zhruba pf¥i teploté& okoli po
dobu .2 hodin a reakce se ‘'zastavi ptridavanim 10% NazSO3
(vodny) po dobu 20 minut. Vysledna smés se extrahuje poméci
EtOAc. Organicka vrstva se pfovaé solnym roztokem, suSi se
nad MgSO, a koncentruje na zluty olej. éiéténi
cﬁrométografii na silikagelu (5% EtOH/EtOAc) poskytne 124
mg (79%) slouCeniny BV, |




- Priklad 17
Slouceniny BW-CA:

Do dichlormethanového roztoku .(20 ml) slouceniny 1xxxix
(420 mg, 0,62 mmolt) se pridd &inidlo DMP (342 mg, 0,81
mmold) . Reakéni smé&s se micha zhruba pri teploté& okoli po 1
hodinu a reakce se zastavi pfidévénim 10% Na,S0O; po dobu 20
minut. Vyslednd smé€s se ~potom extrahuje pomoci EtOAcC.
Organicka vrstva se promyva ;olnym roztokem, su3i a
koncentruje ve vakuu. Vysledné reziduum se ¢isti
chromatografii na silikagelu (80% EtOAc/hexan) pro ziskani

208 mg (50%) slouceniny BW,

Postupujice vy3e uvedenym zpusobem, ale s pouzitim
odpovidajicich vychozich material®tl, se pfipravi nasledujici

po sob& jdouci slouceniny BX-CA:




Priklad 18
Slouéeniny CB-CC:

Do dichlorméthanového roztoku (6,5 ml) slouCeniny lxxxvii
(200 mg, 0,3 mmolu) se p¥ida ¢inidlo DMP. (227 mg, 0,54
mmoltl). Reak&ni smés se mich& zhruba pfi teploté& okoli po
dobu 2 hodin a reakce se zastévi pfidavanim 10% Na;S0O3
(vodny) po dobu 20 minut. Vysledna smé&s se extrahuje pomoci

EtOAc. Organick& vrstva se promyva solnym roztokem, susi se




nad MgSQOg4

a koncentruje na Zluty olej. Cisténi
chromatografii na silikagelu (5% EtOH/EtOAc) dava 138 mg

(70%) slouceniny CB,

Wfa%@f g

~

Postupujice vy3e uvedenym zpusobem, ale s pouZitim
odpovidajicich vychozich materialld se pfipravi néasledujici

slouc¢enina CC:
| CRA f?\gw

P¥iklad 19

Sloucenina CD:

Sloudenina 1lxxxxviii (40 mg, 0,05 mmold) se vyjme v TFA (3
ml). Roztok se michd po dvé& noci a koncentruje. Reziduum se
&isti HPLC s obracenymi féazemi pro ziskani 25 mg (74%)

slou&eniny CD,
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P¥iklad 20

Sloucenina CE:

Postupem podle P¥ikladu 17 a pouzitim vhodnych vychozich

materiall se pripravi nasledujlc1 sloucCenina CE:

Priklad 21
Sloudeniny CF-CG:

Postupem podle PFikladu 14 a pouZitim vhodnych vychozich
materialt se pfipravi nasledujici po sobé jdouci slouCeniny

CF-CG:




Priklad 22

Slou&enina CH:

Postupem podle Pfikladu 16 a pouZitim vhodnych vychozich

material® se pfipravi nasledujici slou¢enina CH:

- P¥iklad 23
Slou¢eniny CI-CM

Sloudenina cxi (490 mg, 0,75 mmolﬁ) se rozpusti v DCM (6

ml), do tohoto roztoku se pridad ¢&inidlo DMP (380 mg, 0,9




mmold) a michd se 1 hodinu. Reakce se zastavi pridavanim
10% Na,SO; roztoku a potom se organickd faze promyva
nasyéenYm NaHCO; a solnym roztokem. PO koncentraci
organické faze se vysledné reziduum chromatdgraficky ¢isti
sm&si 70% EtOAc/hexan pro ziskani sloud¢eniny CI (325 mg,

66,4%) .

Postupujice vyse uvedenym - zpusobem Ppro pfipravu vyse
uvedené sloudeniny a zpusoby Vztahujicimi ‘se k ptripravé
jejich meziproduktd, . ale s pouzitim odpovidajicich
vychozich materiélﬁ se ptripravi nésledujici pb sob& jdouci

slou&eniny CJ-CM:
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Priklad 24

Siouc¢enina CN

Do DCM/THF roztoku (3 ml/3 ml) slouCeniny cxviii (335 mg,
0,46 mmold) se ptida ¢&inidlo DMP (300 mg, 0,69 mmold).
Reak&ni smés se michd za teploty okoli po dobu 2 hodin a
reakce se zastavi p¥idavanim 10% NazS0s3 (vodny) po dobu 20
minut. Vysledna smé&s se extrahuje pomoci EtOAcC. Organicka
féze se »promYVé sbln?m. roztokem, su3i se nad MgSOs a
koncentruje pro ziskani zlutého oleje. Cisténi
chromatografii na silikagelu (80% EtOAc/hexan) davé

élouéeninu CN (220 mg, 67%).

priklad 25 |
Slouéeniny CO-CR

Do DCM/THF roztoku (1,5 ml/1,5 ml) slouc¢eniny cxix (164 mg,

0,25 mmoll) se prida ¢inidlo DMP (159 mg, O. 38 mmolu).
Reékéni sm&s se michad za teploty okoli po dobu 2 hodin a
reakce se zastavi p¥idavanim 10% NazSOs3 (vodny) po dobu 20
minut. Vyslednd smes se extrahuje pomoci EtOAc. Organicka
faze se promyva solnym roztokem, susi se nad MgSO; a

koncentruje na zluty olej. Cisténi chromatografii na




silikagelu (70% EtOAc/hexan) dava sloudeninu CO (100 mg,
61%) .

| l‘rﬁ ﬁ’:ﬁw p
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Postupujice VYée uvedenym zpusobem pro pripravu vyse
uvedené slouCeniny a zpusoby vztahujicimi se k ptipravé
jejich meziproduktl, ale s pouzitim odpovidajicich
vychozich materiald se pfipravi nasledujici po sob& jdouci

sloudeniny CP-CR:
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‘priklad 26

Slou&eniny CS-CT

Sloulenina cxXX se rozpusti v DCM (3 ml), do roztoku se
prida ¢inidlo DMP (180 mg, 0,41 mmold) a potom micha po 1

hodinu. Reakce se ‘zastavi pridanim 10% Naz303 a potom se

organicka faze promyva nasycenym NaHCO; a solnym roztokem.
Po koncentraci organické faze se reziduum chromatograficky
&isti pomoci 100% EtOAC pro ziskadni sloudeniny CS (95 mg,
43,7%) . | |

B acse
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Postupujice vyse uvedenym zpusobem pPro pfipravu vyse
uvedené slouceniny a zpsoby vztahujicimi se k ptiprave
jejich meziprodukti, ale s pouzitim odpovidajicich

“vychozich material® se pfipravi nasledujici sloucenina CT:

146




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

Sloudenina cxkviii (356 mg, 0,52 mmol®) se rozpusti Vv DCM
(5 ml), do tohoto roztoku se pridad <¢inidlo DMP (270 mg,
0,63 mmold) a micha 1 hodinu. Reakce se zastavi ptridéanim
10% Na,SOg a potoni se drganické faze separuje a promyvé
nasycenym NaHCO3 a ~ solnym roztpkem. Po konceﬁtraci
organického rozpouétédla.ée reziduum chromatograficky &isti
pomoci 100% EtOAc pro. ziskani slougeniny CU (200 mg,
56,3%). teplota tani 225-235 °C.

Postupujice vySe uvedenym zpﬁsobém pro pfipravu .v9§e
uvedené Aslouéeniny a zpusoby VZtahujicﬂni,sé >k piiprave
jejich  meziproduktl, ale s pouZitim ‘odpovidajicich
vychozich materiélﬁ se pripravi nésledujici_po sobé& jdouci

slouceniny EI, EK—EM, EO-EZ a FA-FH:




. ° . . LN

* . . . 04
° e o o o seoe .

b4 e o . (3 LI
') . b




TO et

EL,

AR
‘ 0 O \ ) (‘ O _
O

EO,




oooooo

- 211 -







- 213 - -




- 214 -

I?A,
<SS Fs?
(NE\"(N\)L oﬂf\%)(ﬁ 05\7
:NlYiﬁ, EN » D

0,\,’;(3%00% ¢ N




- 215 -

P ALY 5
O Q‘;j* v
| ' FG, and




- 216 - °* . se oo

Priklad 28
Sloudeniny CV-DC

Sloudenina cxxx (330 mg, 0,46 mmoll) se rozpusti v DCM (5
ml), do tohoto roztoku se prida &inidlo DMP (240 mg, 0,56
mmolt) a michda 1 hodiny. Reakce se zastavi ptridénim 10%
Na,SO; a organicka faze se promyva nasycenym NaHCO3; a solnym
roztokem. Po koncentraci organicke faze se vysledné
reziduum chromatograficky ‘&isti pomoci 100% EtOAc pro

,iskani sloudeniny cxxx (280 mg, 85,9%).

P O - ‘
e Pl A

Postupujice -vyse - uvedenym zpusobem pro pripravu vySe
avedené sloudeniny a zpusoby vztahujicimi se k pripraveé
jejich meziproduktl, ale s pouZitim odpovidajicich
-vychozich material®t se pfipravi nasledujici po sobé jdouci

slouceniny CW-DC:
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priklad 29
Slou&eniny DD-DE

Do DCM roztoku (6 ml) sloudeniny cxxxviii (400 mg, 0,57
mmolt) se prida &inidlo DMP (362 mg, 0,85 mmol®l) . Reakéni
smé&s se micha za teploty okoli po dobu 2 hodin a reakce se
zastavi pridavanim 10% Na,S03 (vodny) PO dobu 20 minut.
Vysledna smés se extrahuje pomoci EtOAc. Extrahovana
organickad faze se promyva solnym roztokem, su3i se nad
MgSO, a koncentruje pro ,iskani Zlutého oleje. Cisténi
silikagelem (70% EtOAc/hexan) dava slouceninu DD (201 mgf
51%) . | -

FHie
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Postupujice vySe uvedenym zpusobem pro pripravu vySse
uvedené slouceniny a zpusoby vztahujicimi se k ptiprave
jejich meziprodukti, ale s pouzitim odpovidajicich

vychozich materidla se pfipravi nasledujici sloucenina DE:
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pfiklad 30

Sloucenina DF

Sloudenina cxxxxiii (165 mg, 0,24 mmolt) se rozpusti v DCM
(5 ml), do roztoku se pridd &inidlo DME (125 mgy 0,29
mmol®l) a micha 1 hodinu. Reakce se zastavi pridanim 10%
Na,SO; a organicka faze promyva nasycenym NaHCO; a solnym
roztokem. Po koncentraci organické faze se vysledné
reziduum &isti chromatograficky smési 70% EtOAc/hexan pro

~iskani sloucéeniny DF (108 mg, 65,6%) .

Priklad 31
Sloudeniny DG-DJ

Do roztoku slouceniny cil (0. 350 g, 0,516 mmolda) v DCM (15

ml) ochlazené Vv ledové lazni se prida ¢inidlo DMP (0,281 g,
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0,671 mmolu). Smés se micha za teploty okoli po dobu 2
hodin, potom se reakce zastavi pomoci 10% Na,S0; roztoku a
" mich& po dobu 20 minut. Vyslednd smés se extrahuje pomoci
DCM (3x20 ml) a organicky extrakt se sudi (MgSO4). Po
filtraci pro> 6dstranéni MgSO, se filtrat koncentruje a
¢isti se kolonovou chromatografii (70% ethylacetat/hexan)
pro ziskéani xone&né sloudeniny DG (0,265 g, 76%) ve formé

bilé pevné latky.

Postupujice vyse uvedenym zpusobem pro pfipravau vyse
uvedené slouceniny a zpusoby Vztéhujicimi se k pripravé
jejich meziprodukty, ale s pouzitim odpovidajicich
vychozich materialt se ptipravi nasledujici po sobé jdouci

" sloudeniny DH-DJ:
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priklad 32
Slou&eniny DK-DN

DCM roztok sloudeniny clx (108 mg, 0,123 mmo 1) se
zpracovévé'éinidlem DMP (78 mg, 0,185‘mmolﬁ). Po michéani za
teploty okolil po 1 hodinu se reak&ni smés zfédi EtOAc (50
ml) a potom se reakce zastavi pomoéi 10% Na,S0;. Po michéani
po  dobu 30, minut se organické faze separuje a promyva
NaHCO3 ‘a, solnym roztokem. Organicka faze se susi a
koncentruje ve vakuu prd ziskani rezidua, které se ¢isti
chromatografii na silikagelu (80% EtOAc/hexan) pro ziskani

slou&eniny DK (84 mg, 78%) .
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Postupujice vy3Se uvedenym

uvedené slouceniny a

jejich

meziprodukt,

ale

zplsobem pro

S

‘zplsoby vztahujicimi

pouzitim

vychozich materiila se pfipravi nédsledujici

DN.

pripravu vys3e
se k pripravé
odpovidajicich

slou¢eniny DL-
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P¥iklad 33
Slou¢eniny DO-DS

EtOH roztok (10 ml) sloudeniny clxii (174 mg, 0,189 mmold)
‘se hydrogenuje pouiitim Pd/C (30% ekv;, 60 mg, 10% obsah
paladia) po dobu 2,5 hodin. ‘Katalyzator se potom
odfiltruje. Vysledny filtrat se koncentruje ve vakuu pro
ziskéni rezidua, které se ¢isti semipreparativni
chromatografii s obracenymi fazemi a lyofilizuje pro

ziskéni slou€eniny DO s 70 $ vyt&Zkem.
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Postupujice vy8e wuvedenym zptsobem pro pfipravu vySe
uvedené sloucCeniny a zpﬁsoby vztahujicimi se k p#ipravé
jejich meziprodukti, ale S pouzitim odpov1da]1c1ch
vychozich material se pr1prav1 nasledujici po sobe jdouc1

slouCeniny DP-DS.
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P¥iklad 34

SloucCenina CW:

Slou¢enina clxiii (175 mg, 0,24 mmold) se vyjme v DCM (3
ml), do tohoto roztoku se p#idd &inidlo DMP (120 mg, 0,28

- mmoll) a michd 1 hodinu. Reakce se zastavi pfidéanim 10%
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Na;S03 a promyvéd se nasycenym NaHCO; a solnym roztokem.

Cist&ni smé&si 70% EtOAc dava sloudeninu CW (134 mg, 75%).

Pr¥iklad 35 ,

Slouceniny CY a DT-DX:

Do DCM roztoku (15 ml) clxxii (290 mg, 0,43 mmoll) se prida
¢inidlo DMP (239 mg, 0,56 mmoll). Reak&ni smé&s se micha za
teploty okoli po 1 hodinu a reakce se zastavi pridavanim
10% Na2803 po dobu 20 minut. Vyslednad smés se potom
extrahuje pomoci EtOAc. Organicka vrstva se promyvad solnym
roztokem, susi a koncéntruje ve vakuu. Vysledné reziduum se
¢isti chromatografii na silikagelu (8-100% EtOAc/hexan) pro

ziskdni sloudeniny CY (151 mg, 52%).

Postupujice vySe wuvedenym zplGsobem pro pripravu vyse
"uvedené slouCeniny a zpusoby vztahujicimi se k ptipravé
jejich‘ meziproduktd, ale S pouzitim odpovidajicich
vychozich materidld se p¥ipravi nasledujici po sobé jdbuci

slou&eniny DT-DX.
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P¥iklad 36

Slouc¢enina DY:

Sloucenina 1xxxv (1,17 mmold) se vyjme v DCM (5 ml).
Cinidlo DMP (545 mg, 1,3 mmoll) se prida do tohoto roztoku
a michd 1 hodinu. Reakce se zastavi pfidénim P-Na,S0; (1,5
mmol/g pryskyfice) a miché&nim jednu hodinu. P¥ida se P-TBD
vychytéavaci pryskyfice* (2,5 mmol/g pryskyfice) a micha 45
minut. VYsledné smé€s se filtruje a &isti se pomoci 50 %
EtOAc pro ziskani slouceniny DY (440 mg, 50,2% vei dvou

krocich). =

»*Réference pro P-TBD vychytadvaci pryskyfici: J. Parlow a

kol. Tetrahedron, 55,6785-6796 (1999). -
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"Priklad 37

Slouc¢enina DZ:

Vychozi materidl, slouc&enina clxxxxi' (94 mg, 0,14 mmold),
se rozpusti ve smési THF (10 ml) a DCM (20 ml). Potom se
pridd c¢inidlo DMP (118 mg, 0,28 mmoll). Po michini za

teploty okoli po dobu 2 hodin. Reak&ni smés se odvede do
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separacni nalevky obsahujici Dri Solv THF (120 ml). Reaké&ni
‘smés se promyva 10% Na,SO; (50 ml) a potom solnym roztokem
(75 ml). Organick& vrstva se potom separuje, su$i se nad
MgSOs a rozpoustédlo se odstrani za sniZeného tlaku. Po
chromatografie (silikagel: vymyvani sm&si 502 Dri Solv
THE/EtOAc a potom 4% MeOH/THF) se frakce zkoumaji pomoci
MS. Vhodné frakce se lyofilizuji pro ziskani slouCeniny DZ

(38,8 mg, 41%).

Priklad 38
Slouceniny EA-EB:

Vychozi slouCenina clxxxxv (185 mg, 0,26 mmold) se rozpusti
v. THF (20 ml). Potom se prida c¢inidlo DMP (219 mg, 0,52

mmoiﬁ) Po michéni za teploty OkOll po 1 hodinu TLC ukazuje

uplnou premenu na keton (5% MeOH/THF). Reaké&ni smés se -

~odvede do separacnl nalevky obsahujici Dri Solv THF (120
ml). Reakdni smés se promyva 10% NaQSO3 (50 ml) a potom

solnym roztokem (75 ml). Organickd vrstva se potom

separuje, su3i se nad MgS0O, a rozpoustedlo se odstranl za -

sniZeného tlaku pro ziskadni rezidua, které se Cisti
chromatografii (silikagel: vymyvdni smési 50% Dri Solv

THF/EtOAc a potom 4% MeOH/THF) a frakce se kontroluji UV a
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MS. Vhodné frakce se lyofilizuji pro ziskani slou¢eniny EA

(159 mg, 88%).

Postupujice vyse" uvedenym zpusobem pro pfipravu vyse
uvedené slouceniny a zpusoby vztahujicimi se k prfipravé
jejich meziprodukty, ale s pouzitim  odpovidajicich

vychozich materialt se pripravi nésledujici sloudenina EB:

oy 9 §:3~
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Priklad 39
Slouéeniny EC-ED:

Do roztoku slpuéeniny clxxxxviii (0,341 g, 0,503 mmola) v
DCM (15 ml) oéhlazeného v ledové lazni se pridd ¢inidlo DMP
(0,277 g, 0,654 mmoltl). Sm&s se micha za teploty okoli po
dobu 2 hodin, potom se reakce zastavi pomoci 10% Na,S03
roztoku a michad po dobu 20 minut. Vyslednd smés se

extrahuje pomoci DCM (3x20 ml) a organicky extrakt se susi
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(MgSQ4). Po filtraci pro odstranéni MgSO, se filtrat
koncentruje a &isti se kolonovou chromatografii (70%

EtOAc/Hexan) pro ziskani slou€eniny EC (0,183 g, 54%) ve

formé& bilé pevné latky.

:Postupujice vyse uvedenym zplsobem pro pfipravu vyse
~uvedené slouceniny a zpusoby vztahujicimi se k pfipravé
jejich meziproduktu, ale S pouZitim odpovidajicich

vychozich materidld se pfipravi nasledujici sloudenina ED:
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P¥iklad 40 .
Slouéeniny BE-EG:

Sloucenina ccii (290 mg, 0,37 mmolld) se vyjme v DCM (5 ml).
Cinidlo DMP (175 mg, 0,41 mmold) se p¥idd do tohoto roztoku
a michd 1 hodinu. Reakce se zastavi p#¥idanim P-Na,sS0; (1,5

mmol/g prysky¥ice) a micha 1 hodinu. Reakce se zastavi a




&inidlo DMP  se vychytavd pomoci  P-TBD (2,5 mmol/g
pryskyfice) a michd 1 hodinu. Vysledna smés se filtruje,
proplachuje .DCM pfed kohcentraci na reziduum. Vysledné
reziduum se &isti pomoci 50% EtOAc/Hex ©pro ziskéani

slouCeniny EE (440 mg, 28%).

Postupujice vySe uvedenym zpﬁsobem-.pro pfipravu vyse
uvedené slouceniny a zplUsoby vztahujicimi se k pripravé
Jjejich  meziproduktu, ale s pouzitim odpovidajicich
vychozich materidld se pripravi nasledujici sloudeniny EF-
"EG: '




Priklad 41

Sloucdenina EH:

Do DCM roztoku (3 ml) slouceniny cciii (140 mg, 0,2 mmold)
se prida ¢inidlo DMP (133 mg, 0,3 mmold). Reak&ni smé&s se
michd za teploty okoli po dobu 2 hodin a reakce se zastavi
pridavénim 10% Na,SO; (vodny) po dobu 20 minut. Vysledna
smés se extrahuje pomoci EtOAc.>Organické vrstva se promyva
solnym roZtokem, suSi se nad MgSQq,, koncentruje na Zluty
olej, které se &isti silikagelem (70% EtOAc/hexan) a potom

lyofilizuje pro ziskani slouc¢eniny EH (50 mg, 38%).
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Priklad 42

Slouc¢enina EJ

SloucCenina ixxxiii (520 mg, 1 mmold) se vyjme v DCM (5 ml),
do vySe uvedeného roztoku se prida PyBOP (624 mg, 1,2
mmold) a michi po dobu 5 minut. Slou&enina cdviii (300 mg,
1,2 mmolt) v THE: (5 ml) se p#ida po kapkdch do tohoto
roétoku, nadsledovani- DIPEA (0,22 mi1, 1,2 mmoll). Reaké&ni
smés se micha za teploty okoli p#es noc pod dusikovou
atmosférou. V tomto okamZiku se reakdni smés zfedi EtOAc,

promyva nasycenym NaHCO; a solnym roztokem. Organicka féaze

et




se suSi nad MgSO,, filtruje a koncentruje pro ziskéani

surového meziproduktu cdix.
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- Tento meziprodukt cdix (~1 mmoll) se vyjme v DCM (10 ml).
Do tohoto roztoku se pfidid Dess-Martin periodinan (466 mg,
1,1 mmold). Po michani po 1 hodinu =za teploty okoli se
reakce zastavi pomoci polymerové Vééaného Na;S03 (740 mg,
1,5 mmold DMP/g pryskyfice) a michd 45 minut. Potom se
.reakéni smés‘vychytévé polymerové vazanou TBD pryskytici
(440 mg, 2,5 mmol DMP/g° pryskyrlce) Vyslednd smé&s se micha
po dobu 45 mlnut a potom flltruje Cisténi je dosaZeno ve
smési 5° EtOH/EtOAc pro' 21skan1 sloucenlny EJ (245 mg, 32%
- ve. dvou krocich). Reference zf literatury pro zavére&né
Zpracovéni_mﬁée byt naleienabv Tetrahedron ‘55 (1999) 6785~
6796. |




Priklad 43

Slouc¢enina EN

Meziproduktovd sloudenina cdvii (415 mg, 0,59 mmold) se
vyjme v DCM (10 ml) a THF (10 ml). P¥idd se t-BuOH (300
pl), nasledovany Dess-Martinovym periodinanem (750 mg, 1,77
mmold). Reak&ni smés se micha 50 minut a potom se reakce
zastavi pomoci P-Na;SO; (1,5 mmol DMP/g pryskyfice). Po
michani po dobu 20 minut za teploty okoli se reakéni smés
vychytavd pomoci P-TBD (2,5 mmol DMP/g pryskyf¥ice). Po
michani po 1 hodinu se vyslednd smés filtruje a
koncentfuje. Produkt se &isti chromatografii :na silikagelu
(50% to 70% EtOAc/hexan) pfo ziskéni'slouéeniny EN (220 mg,
53%).

o




HmQtnostni spektra [M] byla =ziskdn pro né&sledujici

slouc¢eniny jak je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1
Priklad Nalezené
hmotnost
733,3
747,2
657,2
769, 4
733,4
625, 4
639,3
661,14
643,4
707,3
641, 3
689, 3
639,3
639, 4
731,4
687,4
653,4
701, 4
'639,3
747,1
655, 4
653, 4
703,4
661, 3

A
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C
D
E
F
G
H
I
J
K
L
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AC
AD
AE
AF
AG
AK
BAH
AI
AJd
AM
AN

AP

AQ
AR

AW
AX
AY
BD
BE-

BF
BG
BU
BV
BW
BX
BY

647,3
663, 3

- 667,4

711, 4
725, 4
647,3
779, 4
689, 3
671, 4
806, 4
687, 5
735, 4
736, 5

870,4

813, 3
724, 4
653, 4
628, 2
642, 2

614, 2

628, 3
570, 3
520,2
534, 3

584,3

890, 3
685,4
679, 3
695, 3
697, 3




BZ
CA
CB

cC

CD
CE
CH
CI
CJd

CK -

CL
CM

CN

Cco
CP
CQ
CR
CcT
cs
cuU
cv

CW

CX
cY
Cz
DA
DB
DC
DD
DE

787, 4
701, 3
669, 4
733,5
643,3
653, 5
749,4
653, 3
717,5
683, 4
669,3
675,2
717,2
653, 3
683, 3
669,3
675, 2
661, 8
639,3
679, 2
709, 3
743, 3
695, 3
665, 2
681,3
695,3
701, 2
673,3
693,3
757, 4




DF

DG -

DH
DI
DJ
DK
DL
DM
DN
DO
DP
DT

- DU.

DV
DW
DX
DY
DZ
EA

EB.

EC

-ED

EE

EF

EG
EH
EI
EJ
EK
EL

682, 3
676, 3
676,2
692,5
605, 2
874, 4
924,5

924,2

952, 7
830
842,5

667, 4

639, 2
740, 3
684,2
678, 5
749,3
685, 3
649,3
700, 3
702,3

730, 3

775, 3
749, 3
722,3"
665, 2
796, 4
744, 3
730, 5
730, 5




EM

EN

EO
EP
EQ
ER
ES
ET
EU
EV
EW
EX
EY
EZ
FB
FC
FD

- FE

Hmotova spektroskopie

nasledujici

Tabulce 2.

FE
FG

757, 3
703,5
715,5
679, 2
651, 3
715, 3
668,5
732,5
743, 3
683, 3
750, 4
786,4
744,5
780, 4
693,4
655, 3
655,3 -
774,4
681, 5

667,5

s vysokym

hbdnoty' pro ziskané

rozlisSenim

sloudeniny,

(HRMS) dala

uvedené

v




Tabulka 2

Pr¥iklad Molekularni vzorec VypoCteno MS Nalezena hmotnost

(M+1) (M+1) (M+1)

L C37H52N706 690,3979 690, 3986
C33H50N706 640,3822 640,3822
C32H48F2N706 664,3634 664,3627

AB C36H4BF2NT06 712, 3634 712, 3649

CE C34H52N706 654,3979 654,3967

EN C35H52N706F2 704,3947 704, 3945

EK C37H63N608S 751,4428 750,4350 (M)

EC C36H59N608 703, 4395 703, 4382

CA C35HSON706F2 702,3790 702, 3801

EZ C40H55N806F2 781,4213 781,4196

EU C36H52N706F2 716,3947 716,3929

cY C35H52N7106 666,3979 666,3966

BX C37H58N706 696,4448 696,4432

S - C33H50N706 640,3823 640,3831

B C36H54N706 680,4136 680,4126

cu C36H54N706 680;4136 680,4128

EJ C40H57N80O6 745, 4401 745,4417

EM C35H54N706 668,4136 668,4139

jadny  CA41HS58N706 744,4448 744, 4691

Priklad meziproduktu 1

Slou&enina ii

Do ethanolového roztoku (40 ml) slouceniny i (8,1 g, 24,4

mmolli) se pridad NaBHy
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(924 mg, 24,4 mmold) za teploty -10 °C. ReakCni smé&s se
michad za této teploty po dobu 30 minut a potom se reakce
zastavi pomoci AcOH)(3 ml). Reak&ni smés se -z¥edi pomoci
EtOAc (250 ml) a promyvan NaHCO; a solnym roztokem.
Orgénické vrstva -se susi a koncentruje ve vakuu pro ziskani
rezidua, které se <Cisti éhromatografii na silikagelu (50%

EtOAc/hexan) pro ziskani 7,85 g (97%) slouCeniny ii,

‘>

i

Pfiklad meziproduktu 2

Slouc¢enina iii

Do THF roztoku. (70 ml) slouceniny ii (4,48 g, 13,4 mmoll)

se prida za teploty 0 °C NaH (699 mg; 60%, 17,42 mmold). Po
michani za této teploty po dobu 40 minut se pridad bezvody
MeI (1,25 ml, 20,1 mmold). Reakéni smés se micha zhruba p¥i

teplot& okoli pfes noc. V tomto okamZiku se reakce opatrné
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zastavi nasycenym roztokem NH,Cl za teploty 0 °C. Reaké&ni
smé&s ,se extrahuje pomoci Et,0 a EtOAc. Organicka vrstva se
promyva vodou, solnym roztokem a susSi nad NazSOs. Takto
ziékané organicka vrstva se koncentruje ve vakuu pro

ziskani xanthatové slouceniny iii,

P¥iklad meziproduktu 3

Sloucenina iv

Xanthatovd sloudenina iii (~13,4 mmold) se rozpusti ‘v

toluenu (100 ml). Do tohoto roztoku se p¥ida AIBN (216 mg,
1,34 mmold). Vysledny roztok se odplyni suchym dusikem a
vpotom se zpracovévé n-BusSnH (5,4 ml, 20,1 mmol®l). Reakcni

smés se zah¥ivé na teplotu 90 °C po dobu 3 hodin.

V tomto okamZiku se reak&ni smé&s ochladi na teplotu okoli a
koncentruje ve  vakuu. Vysledné = reziduum - se gisti
chromatografii na silikagelu (15-20% EtOAc/hexan) pfo

ziskéni 2,8 g (66% celkové ze slougeniny ii) slouceniny iv,




Pfiklad meziproduktu 4

Slouc¢enina v

Do ethanplového roztoku (21 ml) slouceniny iv (1 g, 3,15
nmoltl) se pPida Pd(OH)2/C (655 mg, 20%, 0,95 mmold) pod
proudem dusiku. VYsieané‘feakéni smés se vystévi standardni
hydrogenaci (1,5 .atm). -Po 5 hodinéchée zdroj vodiku
odstrani a reakCéni smés se filtruje. Filtraty se
koncentruji ve vakuu pro ziskdni volné aminové slouCeniny

vy

P¥iklad meziproduktu 5

"Sloudenina vi

Do DCM roztoku (10 ml) slou&eniny vii (629 mg, 1,95 mmolﬁ)

R R
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L

v

se ptida za zhruba teploty okoli HOAt (265 mg, 1,95 mmold),
nasledovany 1 M DCC roztokem v DCM (1,95 ml, 1,95 mmold) .
Po michani po dobu 30 minut se pf¥idd DCM roztok (3 ml)
sloudeniny v (1,5 mmoll) do vy3e uvedené HOAt-aktivované
kyseliny. Reak&ni smé&s se michd zhruba p¥i teploté okoli
pfes noc. V tomto okamZiku se reakéni smés filtruje pfes
Celit. Filtraty se z¥fedi pomoci EtOAc (75 ml) a promyvajil
vodou a solnym roztokem. Organickd vrstva se susi a
koncentruje ve vakuu. Vysledné reziduum  se ¢isti
chromatografii na silikagelu (70-80% EtOAc/hexan) pro

ziskdni 620 mg (85%) sloucCeniny vi,

Pfiklad meziproduktu 6

Slou&enina viii

Do ethanolového roztoku (10 ml) sloueniny vi (615 mg, 1,26
mmoll) se pfidd 2 N NaOH vodny roztok (1,26 ml, 2,52
mmol®). Reak&ni smés se michad pfes noc zhruba pfi teploté
okoli a potom okyseli na pH 3 pouZitim kyselych pryskyric

Dowex. Pevné latky se odfiltruji a filtraty se koncentruji




_ 246 _ EX] ] (X a0 e

ve vakuu pro ziskdni rezidua, které se znovu rozpusti ve
smé&si 1: 1 CHsCN/H,O0. Tento roztok se vystavi lyofilizaci

pro zisk&ni 495 mg (85%) slouCeniny viii,

&

Priklad meziproduktu 7

Sloucenina ix

Do DCM roztoku (10 ml) slou&eniny viii (230 mg, 0,5 mmolu)

se pfida PyBop (417 mg, 0,8 mmold). Reak&ni smés se micha

zhruba pfi teploté okoli po dobu 30 minut. Do tohoto
roztéku se potom p¥idd THF roztok (5,25 ml) sloucCeniny x
(263 mg, 0,75 mmoldl) a nasledovany DIPEA (0,174 ml, 1
mmolt). Reak&ni smé&s se michd zhruba pfi teploté okoli pfes
noc a potom se reakce zastavuje vodou (30 ml) po dobu 30
minut. Reak&ni sm&s se extrahuje pomoci EtOAc (100 ml).

Organickd vrstva se promyvd solnym roztokem a sudi a

koncentruje ve vakuu pro ziskdni rezidua, které se Cisti
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chromatografii.na silikagelu (5% EtOH/EtOAc) pro =ziskani

~400 mg (100%) slouceniny ix,

Pfiklad meziproduktu 8

Sloucdenina xi

Do DCM roztoku (10 ml) sloueniny ix (396 mg, 0,5 mmold) se
pfida &inidlo DMP (278 mg, 0,65 mmold). Reak&ni smés se
miché zhruba pri teploté okoli po 1 hodinu a potom se
- reakce zastavuje ipomoci 10% NaySO3 po dobu 30 minut.
Reak&ni smé&s se potom extrahuje pomoci EtOAc (75 ml) a
promyvd solnym roztokem. Organické ‘vrstva se su3i a
.koncentruje ve vakuu. Vysledné  reziduum  se éisti
' chromatogréfii na silikagelu (70% EtOAc/héxan) pro ziskani

320 mg (81%) sloudeniny xi,
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Priklad meziproduktu 9

Sloudenina xii

Do DCM roztoku (10 ml) sloudeniny viii (230 mg, 0,5 mmolil)
se pfidad PyBop (417 mg, 0,8 mmold). Reakéni smés se micha
zhruba p¥i teplot& okoli po dobu 30 minut. Do tohoto

roztoku se potom pridd THF roztok (3,5 ml) slouCeniny xiii

(140 mg, 0,75 mmold) a nésledovany DIPEA (0,174 ml, 1
mmola) . Reakéni smé&s se micha zhruba p¥i teplot& okoli prFes
noc a potom se réakce zastavuje vodou (30 .ml) po dobu 30
minut. Reakéni smés se ' extrahuje pomoci EtOAc (75 ml).
Organickd vrstva se promyva solnym roztokem a susi a
. koncentruje ve vakuu pro ziskadni rezidua, které se cisti
. chromatografiiA‘na silikageiu (5% EtOH/EtOAc) pro =ziskéni

kvantitativniho vyté&Zku slouceniny xii,




- 249 -

P¥iklad meziproduktu 10

Slou&enina i'

Do methanolového roztoku (30 ml) slouleniny i (5vg, 15,1
mmoltl) se p¥ida (BOC)20 (3,3 g, 15,1 mmold) a H,/Pd (OH),/C
(1,6 g, 10% obsah Pd). Reakini smés se micha . zhruba pri
teploté okoli po dobu 2 hodin a potom filtrovuje pfes Celit
dvakrat. Celitovy.polétéf se proplachuje DCM. 7kombinované

filtraty se koncentruji ve vakuu pro zisk&ni olejovitého

rezidua, které se ¢&isti chromatografii na silikagelu (40%

EtOAc/hexan) pro ziskani 3,8 g (85%)Vsl¢uéeniny i',

szoxﬂ\ o

Pf¥iklad meZiproduktu 11

Sloucenina ii' |

' Do methanolového roztoku (111 ml) sloudeniny i K3,7 é,
12,5 mmold) se pfida za teploty O °C .NaBH; (0,805 g, 21
mmold) . Po michadni za teplotyAO °C po dobu 2;5 hbdin~sg
reaké&ni. rozpoustédlo pomélu odpafen'za vakua pro ziskani

rezidua, které se z¥edi EtOAc. Tento roztok se potom

promyva dvakrat vodou. Vodn& vrstva se extrahuje pomoci

EtOAc. Zkombinované organické vrstvy se suSeni nad MgSOs a

filtruji a koncentruji ve vakuu pro ziské&ni rezidua, které
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se &isti chromatografii pro ziskani 3,76 g (99%) slouCeniny

ii’',

Priklad meziproduktu 12

Sloudenina xiv

Do DCM roztoku (180 ml) slouceniny ii} (3,76 g, 12;3 mmold)
se prida za teploty 0 °C | '

DMAP (5 g, 40,1 mmold) potom néasledovany Tf,0 (4 ml, 23,7
mmoll). Reakéni smé&s se micha za teploty 0 °C po 1 hodinu a
zhruba p¥i teploté& okoli po daldi 1,5 hodiny. Reaklni smés
se potom»prmevé dvakrat 5% NaHCO; a sus$i nad MgSOs. Takto
ziskand organickd vrstva se koncentruje ve vakuu pro
ziskani surového trifldtu. Vysledny triflat (2,7 g, 6
mmold) se rozpusti v DCM (120 ml). Do tohoto roztoku se
- ptidd DMAP (2. 5 g, 20,5 mmold). Vyslednd reak&ni smés se
zahfiva na tepiotu zp&tného toku pfes noc. V tomto okamZiku
se reak&ni sm&s ochladi na teplotu okoli a promyvan dvakrat
5% NaHCO;. Reak&éni smés se su3i nad MgSOy, filtruje a
koncentruje ve vakuu pro ziskdni hnédavého olejovitého
rezidua, které se Cisti (1% MeOHIDCM) pro ziskani 500 mg

(30%) slouceniny xiv,
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Priklad meziproduktu 13

Sloucenina xv

Slou¢enina xiv (500 mg, 1,8 mmoll) se rozpusti v 4 N HCl v
dioxanu. (6,75 ml). Reakéni smés se michd zhruba pfri teploté
okoli asi 4 hddiny. V tomto okamZiku se rozpousStédlo
odstrani ve vakuu. Vysledné reziduum se titruje dvakrat
diethyletherem pro =ziskdni takfka kvantitativniho vyté&Zku

HCl soli slou&eniny xv,

Priklad meziproduktu 14

SlouCenina xXvi,

Do THF roztoku (7 ml) sloueniny vii (579 mg, 1,8 mmoll) se
pfida HOAt (245 mg, 1,8 mmol®l) a DCC (1,8 ml, 1 M v DCM).
Vznikne suspenze. Po micha&ni zhruba pfi teploté okoli po

dobu 15 minut se do vySe uvedené suspenze pf¥idd THF roztok




- 252 -

(6 ml) slou&eniny xv (1,8 mmolt) a DIPEA (0,63 ml, 3,6
mmol®). Dalsi DIPEA (0,8 ml) se pridd pozdé&ji. ReakCéni smeés
se michad pfes noc zhruba pfi teploté okoli. V tomto
okamZziku se takto vytvorend bila pevna latka odfiltruje.
Bild pevna latka se proplachuje THF. Zkombinované filtraty
a promyté latky se koncentruji ve vakuu pro ziskani
surového produktu, ktery se <&isti <chromatografii na
silikagelu (100% EtOAc) pro ziskani 665 mg (76%) slouceniny

XVi,

Priklad .meziproduktu 15

SloucCenina xvii

‘Do ethanolového roztoku (8 ml) of 7 (665 mg, 1,37 mmold) se
pfida 1 N vodny NaOH (2,4 mmold) za teploty 0 °C. Reakéni
smés'seAmiché pfres noc zhruba pfi-teploté okoli a potom se
okyseli nav;ﬁi 3 pouZitim kyselYCh prySkyfic Dowex. Pevné
latky se ;filtruji. VYsledné filtraty se ~koncentruji ve
vakuu pro =ziskani blédé' Zlutého re?idua, ktéfé se znovu
rozpusti ve smési 1:1 CH3CN/H20 a lyofilizuje se pro

ziskani 467 mg (74%) slouceniny xvii,
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P¥iklad meziproduktu 16

.Slouéenina Xix

DCM roztok (4 ml) sloucCeniny xvii (100 mg, 0,22 mmoll) se
‘zpracovava PyBop (207 mé,. 0,4 mmold) zhruba p¥i teploté
okoli po dobu 20 minut. V tomto okamZiku se vySe uvedeny
' roztok zpraéovévé THF roztokem (2,6 ml) sloueniny xviii

(65 mg, 0,32 mmold), nasledovany DIPEA

(0,076 ml). Po michani zhruba pfi'teploté okoli po dobu 7
hodin se reakce zastavi vodou. Reakéni smé€s se zfedi pomoci
DCM (60 ml). Organicka vrstva se separuje‘a:promYVévdvakrét
solnym roztokem a su$i nad MgSO4.>Po filtraci, koncentraci
a chromatografii na silikagelu (5% EtOH/EtOAc) se zisk& 148

mg (~100%) slouceniny xix.

Lol
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Priklad meziproduktu 17

SlouCenina xx

‘Do THF roztoku (100 ml) N~Cbz~L—valinu_(14,4'g, 57,2 mmolu)
'se pfidd HOBT (7,72 g, 57,2 mmold) a EDCI (10,98 g, 57,2
mmolﬁ). Po michani zhruba ptri teploté okoli po dobu 20
minut se pridd do vysSe uvedeného roztoku THF roztok (50 ml)
obsahujici hydrochlorid methylesteru terc.-L-leucinu (10,4
g, 57,2 mmolt) a DIPEA (11,9 ml, 68,7 mmold). Reakéni smés
se miché zhruba pfi-teploté okoli.pfes noc. Po standardnim
vodném zpracovani =~ a chromatografii na silikagelu (30%

EtOAc/hexan) se obdrZi 14 g (64%) slouleniny xx.

Pf¥iklad meziproduktu 18

Sloudenina xxi
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Do methanolového roztoku (80 ml) xx (6,71 g, 17,7 mmolu) se
pfidd (pod proudem N;) Pd/C (1,88 g, 10% obsah Pd). Reaké&ni
nadobka ée vystavi hydrogenaci (1 atm H;) pfes noc zhruba
pfi teploté okoli. V tomto okamzZiku ée reakéni smés
filtruje pfes vrstvu Celitu a koncentruje ve vakuu pro
ziskani odpovidajici surového volného aminu pro nasledujici
krok. THF roztok tohoto aminu (~17,7 mmold) se pfidad do THF
(46 ml) a DMF (5 ml) roztoku obsahujiciho
2-pyrazinkarboxylovou kyselinu (2,85 g, 23 mmoll), Hobbit
(3,12 g,'23 mmol®l) a EDCI (4,41 g, 23 mmoll). Do vysledné
smési se potom pridd DIPEA (3,08 g, 17,7 mmold). Reakdni
smés se micha pres noc zhruba pfi teploté okoli a potom se
reakce zastavi vodou. Reak&ni smés  se extrahuje pomoci
EtOAc. Organicka vrstva se promyvd solnym roztokem a
koncentruje ve vakuu pro ziskani rezidua, které se <isti
chromatografii na silikagelu (40-50% EtOAc/hexan) pro

ziskdni 3,9 g (63%) slouceniny xxi,

P¥iklad meziproduktu 19

Slouc¢enina xxii

Do methanolového roztoku (40 ml) slouceniny xxi (4,67 g,
13,34 mmold) se p¥idd 2 N NaCH (10 ml, 20 mmol®l). Reakdni

smés se michd zhruba p¥i teploté okoli po dobu 2 hodin. V
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tomto okamzZiku se pridd do reakéni smési dodatecné mnozZstvi
2 N NaOH (3,3 ml, 6,67 mmold). Po michani zhruba pf¥i
teploté okoli pfres noc se reak¢éni smés okyseli na pH 3
pouzitim kyselé pryskyfice. Reak&ni sm&s se potom filtruje
a filtraty se koncentruji ve vakuu pro ziskéni rezidua,
které se rozpusti v 1: 1 CH3CN/H;0 po lyofilizaci. Ziskd se

4,15 g (93%) sloucCeniny xxii.

Pfiklad meziproduktu 20

Sloucenina xxiii

DCM roztok (10 ml) sloudeniny xxii (917 mg, 2,73 mmolt) se
zpracovava HOAt (371 mg, 2,73 mmold) a DCC (2,73 ml, 1 M,
.2,73 mmoll). Po michdni po dobu 30 minut se reakéni smés
zpracovava THF roztokem (10 ml) slouc¢eniny v (500 mg, 2,73
mmoll). Po michani zhruba p¥i teploté okoli pF¥es noc se
bilé pevné latky (mo&ovina) filtruji. Filtraty se
koncentruji ve vakuu pro ziskadni rezidua, které se <Zisti
chromatografii na silikagelu (60-70% EtOAc/hexan) prb

ziskani 1,06 g (77%) sloudeniny xxiii,
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Priklad meziproduktu 21

Slouc¢enina xxiv

Ethanolovy roztok (20 ml) slouCeniny xxiii (1,06 g, 2,11
mmoll) se zpraéovévé 2 N NaOH (2,11 ml, 4,23 mmol). Po
miché&ni zhruba pfi teploté okoli pfes noc se reakdéni smés
okyseli na .pH 3 kyselou pryskyfici. Pevné 1latky se
odfiltruji. Vysledné filtraty se koncentruji. ve vakuu pro
ziskani rezidua, které se lyofilizuje pro ziskani g (100%)

slouCeniny xxiv,

P¥iklad meziproduktu 22

Sloucenina XXV

DCM roztok (10 ml) sloucCeniny xxiv (236,7 mg, 0,5 mmold) se
zpracovava PyBop (417 mg, 0,8 mmold). Po michédni zhruba pfi
teploté okoli po dobu 20 minut se reakéni smés zpracovava

DMF roztokem (5,6 ml) slouceniny xiii (139,5 mg, 0,75
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mmolﬁ), nasledovanym DIPEA (0,174.ml, 1 mmold). Po michéani
zhruba p¥i teploté‘okoli po dobu 8 hodin se reakce zastavi
vodou a smé€s se extrahuje pomoci EtOAc. Vyslednd organicka
vrstva se promyva solnym roztokem a su3i a koncentruje ve
vakuu pro ziskani rezidua, které se Cisti chromatografii na
silikagelu (5% EtOH/EtOAc) pro =ziskdni ~320 mg (100%)

sloug¢eniny xxv,

Priklad meziproduktu 23

Sloucenina xxvi

DCM,roztok (15 ml) slouceniny xxiv (355 mg, 0,75 mmol®) se
zpracovava PyBop (622 mg, 1,2 mmoltl). Po michani zhruba pri
teploté'okoli,po dobu 20 minut se reakéni smés zpracovava
THF roztokem (10 lml). slouéeniny xxvii' (156 mg,’ 0[75‘
mmolt) , ndsledovanym DIPEA (0,26 ml, 1,5 mmold). Po michani
zhruba p¥i teplot& okoli pf¥es noc se reakce zastavi vodou a
reakéﬁi smés se extrahuje pomoci EtOAc.fVYSledné orgahické
vrstva se promyva solnym roztokem a su3i a koncentruje ve
vakuu pro ziskdni rezidua, které se &isti chromatografii na
silikagelu (2% EtOH/EtOAc) pro ziskani ~400 mg (80%)

slougeniny xxvi,
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P¥iklad meziproduktu 24
Methyl-5-kyanopentanoat

Kyaniddraselny (4 g, 61,44 mmolﬁ) se rozpusti v 70 ml vody
a 200 ml methanolﬁ. Do roztoku se ptidad 10 g (51,2 mmol®)
methyl-5-brompentanodtu a smés se zah¥ivd na teplotu
zpétného tokﬁ pfes noc. Reakéni smé&s se koncentruje do
. sucha. Do reziduum, 100 ml se pridad EtOAc pro extrakci
-produktu. Organickd latka se promyva t¥ikrat vodou, susi a
konéentruje pro ‘'ziskéani 5,37 g (74%) methyl-

5—kyanopentanbétu ve formé oleju.

P¥iklad meziproduktu 25
Methyl-5-tetrazol-5-ylpentanoat

Methyl—S—kyanopentanoét (4,8 g, 34 mmold) se rozpusti v -
toluenu, pridaji se triethylamoniumchlorid (14 g, 102
mmold) a azid sodny (6,63,102 mmolt). Smés se zahfivd na
teplotu zpétného toku pfes noc. Reak&ni smés se ochladi na
teplotu okoli, se pridd voda pro extrahovani (3x100 ml)

methyl-5-tetrazol-5-ylpentanodtu z organické latky. Do
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vodné féaze se pridéd koncentrovany HCl pro upravu pH na
hodnotu 2. Produkt se extrahuje z vodnéhovroztoku pomoci
EtOAc (3x50 ml). Organicka 1latka se zkombinuje, su3i a
koncentruje pro ziskani 4,25 g (68%) methyl-5-tetrazol-
5-ylpentanoatu.

Pfiklad meziproduktu 26
Methyl-5-[N-(1,1-dimethylbenzyl)tetrazol-5-yl]pentanoat

Methyl-5-tetrazol-5-ylpentanoat (4,23 g, 23 mmoll) a
trichloroctova kyselina (8,69 g, 53 mmoll) se rozpusti v 50
ml CHCl3;. oa-methylstyren (2,72,23 mmoll) se pridad do
roztoku po kapkdch a reakéni smés se ponechd =za michani
zhruba pri teploté& okoli pfes noc. Reak&éni smés se zfedi
pomoci EtOAc na 200 ml a organickd vrstva se promyva 10%
vodnym KOH a solnym roztokem. Organickd vrstva se sudi a
koncentruje. Produkt se Cisti mzikovou kolonovou
chromatografii pro ziskdni 6,6 g (95%) methyl-5-[N-
(1,1dimethylbenzyl) tetrazol-5-yl]pentanoatu.

Priklad meziproduktu 27
 5-[N-(1, l-dimethylbenzyl)tetrazol-5-yl]pentanova kyselina

Methyl—S—{N—(l,l—dimethylbenzyl)tetrazol—S—yl]pentanoét

‘(6;6 g, 21,8 mmolﬁ) se rozpusti v methanolu (100 ml) a
prida se 23 ml 1 N vodného NaOH. Sm&s se michd pfes noc a
koncentfuje pro odstranéni methanolu. Reziduum se rozpusti
ve vodé (100 ml) a roztok se neutralizuse pridaim
ekvivalentu 1 N vodného HCl. Produkt se extrahuje pomoci

EtOAc (3x50 ml). Organické& latka se su3i a koncentruje pro
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ziskdni 4,75 g (75%) 5-[N-(1,1l-dimethylbenzyl)tetrazol-
5-yl]pentanové kyseliny.

Pfiklad meziproduktu 28

Slouc¢enina xxviii

5-[N-(1,1-dimethylbenzyl) tetrazol-5-yl]}pentanova kyselina
(4,75 g, 16,5 mmoll) se rozpusti v DCM (100 ml) a prida se
4,8 g (24,8 mmoll) EDCI a 6 ml DIPEA. Do smési se prida N-
hydroxylsukcinimid (3,8 g, 33 mmold). Reakéni smés se micha
po tfi hodiny zhruba p¥i teploté okoli. Sm&s se zFfedi
pomoci DCM na 200 ml a roztok se provaé trikrat vodou.
Organicka latka se su3i a koncentruje pro ziskani 4,79 g

(75%) sloucCeniny xxviii,

P¥iklad meziproduktu'29

Slou¢enina xxix

Dipeptid H-Val-Val-OH (3,22 g, 14,9 mmolﬁ) se suspenduje v
50 ml N,N-dimethylformamidu (DMF) a 4,75 g (12,42 mmolu)
sloueniny xxviii se p¥id4 nédsledovano adici 3,4 ml (18,63
mmolﬁ).diisopropylethylaminu (DIPEA). Smés se zah?ivad na

teplotu 40 °C a mich& se pfes noc. Rozpoudtédlo se odpa¥i
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za vysokého Vakﬁa. Reziduum se rozpusti v EtOAc a promyva 1
N HCl a solnym roztokem pro ziskdni 5. 52 g (91%)

slouceniny xxix,

Priklad meziproduktu 30

Sloucenina xxx

1,6 g (3,29 mmoll) slouceniny xxix se rozpusti v 20 ml DCM,
Uipfidé se 3,3 ml 1 M roztoku DCC v THF. ‘Do smési se prida
500 mg (2,73 mmold) slouceniny v. Smés se mich& zhruba pri
teploté okoli "pfes noc. Smé&s se zfedi EtOAc na 100 ml a
promyva 1 N HCl, NaHCO; 'a solnym roztokem. Cisténi
kolonovou chromatografii (50% EtOAc/hexan) dava 1,02 g

(58%)‘slouéeniny XXX,
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Priklad meziproduktu 31

Sloudenina xxxi

Slouc¢enina xxx (1,02 g, 1,57 mmold) se rozpuéti v 10 ml
MeOH a ptridd se 2 ml 1 N vodného NaOH. Smés se michéa bfes
noc. Methanol se odstrani odpafenim a reziduum se rozpusti
ve vodé a neutralizuje 2 ml HCl. Po extrakci pomoci EtOAc

se obdrzi 1,00 g (~100%) slouéeniny xxXxi.

Pfiklad'meziproduktub32;

SlouCenina xxxii

SlouCenina xxxi (300 mg, 0,48 mmoll) a PyBop (300 mg, 0,58

mmold) se rozpusti v 10 ml DCM. Do roztoku se p¥ida

slou¢enina x (201 mg, 0,58 mmoll) a potom DIPEA (104 pnl).
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Smés se michd zhruba pfi teploté okoli p¥fes noc. Reakéni
smés se potom z¥edi pomoci EtOAc na 100 ml a promyvan
dvakrdt 1 N HC1l, dvakrat NaHCO; a trikrat solnym roztokem.
Organicka 1latka se susSi a koncentruje. Reziduum se <&isti
kolonovou chromatografii (100% EtOAc) pro =ziskani 450 mg

(98%) sloucCeniny xxxii,

ﬂj,g\mj;‘,u
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Priklad meziproduktu 33.

- Slouc¢enina xxxiii

Slouenina xxxii 360 mg (0,38 mmoll) se rozbusti v 8 ml DCM
‘a pfida se 240 mg (0,57 mmoltl) &inidla DMP. Smés se micha
zhruba pfi teploté okoli po t¥i hodiny. Smés se zfedi‘EtdAc
na 50 ml a promYVé tfikréf éolnﬁn roztokem. Produkt se
&isti kolonovou chromatografii (25% ethanol/EtOAc) pro

ziskadni 300 mg (83%) sloudeniny xxxiii,




P¥iklad meziproduktu 34

Sloudenina Xxxiv

Do DCM roztoku (10 ml) xxxv (790 mg, 2,80 mmold) se prida

. PyBop (1,7 g, 3,36 mmold) a Hobbit (450 mg, 3,36 mmold) .
Vysledny roztok se ochladi na teplotu 0 °C a zpracovava -DCM
roztokem (3 ml) (s)-a-(4-pyridyl)ethylaminu (416 mg, 3,36
mmolt). To je nésledovéno adici DIPEA (0,5 ml, 3,36 mmolu).
Reak&ni .sm&s se michad pfes noc zhruba p¥i teploté okoli. V
tomto okamZiku se reak&ni smé&s zfedi pomoci EtOAc. Celek se
promyva nasycenym NaHCOs; a solnym roztokem. Takto ziskana
organickd vrstva se suSi a koncentruje ve vakuu. Vysledné
reziduum se ¢isti chromatografii na V silikagelu (5%

EtOH/EtOAc) pro ziskani 630 mg (58%) slouceniny XXX1iv,




Sasiaal

Upozorné&ni: (s)-o-(4-pyridyl) ethylamin se ziskd z jeho D-

vinanové soli promyvanim bazi (1 N NaOH) a naslednou

extrakci EtOAc. VytéZek je 89%.

Priklad meziproduktu_35

Slouc¢enina xxxvi

Do methanolového roztoku (15 ml) slouc¢eniny xxxiv (630 mg,
1,64 mmold) se prida pod dusikovou atmosférou Pd/C (150 mg,
108 obsah paladia). Reak&ni smés se micha pod vodikovou
atmosférou pfres noc. Reakini smés se filtruje pfes vrstvu
Celitu® 521. Filtraty se koncentruji ve vakuu pro ziskani

1420 mg (~100%) sloucéeniny xxxvi,

Priklad meziproduktu 36

Sloudenina xxxvii




Do DCM roztoku (3 ml) slouCeniny xxxi (270 mg, 0,43 mmolud)
se prida PyBop'(27O mg, 0,52 mmolu). To je nasledovano
pridanim slouceniny xxxvi (160 mg, 0,64 mmold) a DIPEA
(0,09 ml, 0,52 mmoll). Reak&ni sm&s se michd zhruba pri
teploté okoli p¥es noc. V tomto okamZiku se reakéni smeés
z¥edi EtOAc a promyvd O0,1N HCI1, nasledovanym nasycenym
NaHCO3; a solnym roztokem. Vyslednd organickda vrstva se sudi
a koncentruje pro zisk&ni slouceniny xxxvii (430 mg celkova

hmotnost) pro nasledujici krok

Il

N

' o

Priklad meziproduktu 37

SloucCenina xxxviii

Do DCM roztoku (3 ml) slouéeniny XXxXvii (370 mg, 0,43
mmold) se pEida &inidlo DMP (280 mg, 0,65 mmoltl). Reak&ni
smés'éé miché zhrUba.pfi teploté okoli po dobu 2 hodin a
potom se reakce zastavi pomoci'lo% Na,S0;. Po michdni po
dobu 30 minut se reakéﬁi smés"extrahuje. pomoci EtOAc.
Organickd vrstva se promyvd nasycenym NaHCO; a solnym
roztokem. Vyslednd organicka vrstva se sudi a koncentruje

ve vakuu pro ziskani rezidua, které se &isti chromatografii




na silikagelu (5% EtOH/EtOAc) pro ziskadni 180 mg (49% pro

dva kroky) slouceniny xxxviii,

2"&
D
i’

Pfiklad meziproduktu 38

Sloucenina XXXX

Slou&enina xxix (2,5 g, 5 mmold) se rozpusti v 40 ml DCM,
do roztoku se pfidd 5,1 ml 1 M roztoku DCC v THF. Do smési
se pfidé 1,08 g (3,53 mmold) slouCeniny xxxix. Smés se

mich& zhruba pri teploté okoli p¥es noc.

Smé&s se z¥fedi EtOAc na 100 ml, promyvé se postupné 1 N HCI,
NaHCO; a solnym roztokem a potom &isti kolonovou
chromatografii (80% EtOAc/hexan) pro ziskani 2,59 g (95%)

slouc¢eniny XxXXxX,




Priklad meziproduktu 39

Slou&enina xxxxi

Slouéenina xxxx.(2,59g, 3,35 mmoll) se rozpusti v 20 ml
MeOH a pridd se 4 ml 1 N vodného NaOH. Smés se micha ptes
noc a potom rota&n& odpafi a zanechd reziduum. Reziduum se
rozpusti ve vodé a neutralizuje'Z ml HCl. Neutralizovany
roztok se potom extrahuje EtOAé'pro ziskani 2,49 g (~100%)

sloueniny xxxxi,

156

xxxxi

Pfiklad meziproduktu'40

Sloucdenina xxxxii

Sloudenina xxxxi (847 mg, 1,16 mmoll) a 724 mg (1,39 mmoli)
PyBop se rozpusti v 10 ml DCM. Do roztoku se prida

sloudenina xiii (260 mg, 1,39 mmolll) a potom néasleduje




adice DIPEA (209 pl). Smés se micha zhruba pfi teploté
okoli pfes noc. Reak&ni smés se potom z¥fedi pomoci EtOAc na
100 ml a promyva dvakradt 1 N HCI1, dvakrat NaHCO; a trikrat
solnym roztokem. Organické latka se su3i a koncentruje.
Reziduum se ¢isti kolonovou chromatografii (5%

ethanol/EtOAc) pro ziskani 930 mg (86%) slouceniny xxxxii,

Pfiklad meziproduktu 41

Slou¢enina xxxxiii

Sloudenina xxxxii (350 mg, 0,38 mmolul) se rozpusti v 10 ml
DCM a éfidé se 242 mg (0,57 mmolu) <Cinidla DMP. Smés se
micha zhruba p¥i teploté& okoli po tfi hodiny.'Smés se zredi
EtOAc na 50 ml a promyvévtfikrét solnym roztokem. Produkt
se Gisti kolonovou chromatografii (100% EtOAc) pro ziskéni-.

180 mg (51%) slouleniny xxxxiii,




Pfiklad meziproduktu 42

SlouCenina xxxxv

H-Val-Val-OH (5 g} 23 mmdlﬁ) se suspenduje v 100 ml DMF,

prida se sloudenina xxxxiv

| ‘Gﬁo

(8,3 g, 27,6 mmolt) a potom se prida 6,2 ml (35,5 mmolt).
DIPEA. Smés se michad =za teploty 40 °C po dva dny.
Rozpoustédlo se odstrani za vysokého vakua a reziduum se
rozpusti v 100 ml EtOAc a promyva t¥ikrat 1 N HCl a dvakrat

solnym roztokem. Ziskad se 9,14 g (99%) sloudeniny xxxxv.




ﬂvjiﬁ OH

- Pfiklad meziproduktu 43

Sloucenina xxxxvi

Slbuéenina XXxxv (2,8 g, 7 mmold) a 954 mg (7 mmolﬁ)vHOAt
sé rbzpusti v 100 ml - |

DCM. P¥idd se 7 ml 1 M DCC/DCM. Do reakéni smés se prida
slouCenina xxxix (2,15 g) a reakéni smés se michad zhruba
pPfi teploté& okoli prfes noc..Smés se koncentrujé do sucha a
reziduum se rozpusti v EtOAc a Cisti se kolonovou
chromatografii (100% EtOAc) ,pro ziskani 4: 57 g (959%)

slouCeniny xxxxvi,

Priklad meziproduktu 44

SlouCenina xxxxvii




SlouCenina xxxxvi (4,57 g, 6,65 mmolll) se rozpusti v 10 ml
TFA a ld ml DCM. Smés se michd zhruba p¥i teploté& okoli po
dobu 4 hodin. Rozpoudté&dlo se odstrani ve vakuu a reziduum
se rozpusti ve smési 50:50 acetonitril/voda a lyofilizuje

se pro ziskani sloucenina xxxxvii ve formé& prasku

Priklad meziproduktu 45

Sloucenina xxxxviii

Slou¢enina xxxxvii (1 g, 1,59 mmolﬁ)”a 990 mg (2,28 mmolu)
PyBop se rozpusti'v 20 ml DCM a pfidé' se 1,6 ml 1 M
methylaminu V THF. Smés se micha'zhruba pri teploté okoli
po dobu 4 hodin. Reakni smés se zfedi na 100 ml EtOAc a
promyva 1 N HCl, NaHCO; a sdlnﬁn roztokem. Reziduum se
. Cisti mZikovou kolonovou Chromatografii. (10% EtOH/EtOAC)

pro ziskdni 1 g (98%) slouCeniny xxxxviii,




Pfiklad meziproduktu 46

Sloud¢enina xxxxix

Slou&enina xxxxviii (1 g, 1,55Ammolﬁ) se rozpusti v 10 ml
of MeOH a p¥id4d se 2 ml 1 N NaOH. Smés se micha zhruba pri
teploté okoli pres noc. Rozpoustédlo se odstrani odpafrenim.
Reiiduum .se rozpusti ve vodég, néutralizuje a. extrahuje

'EtOAc pro ziskani 960 mg (98%) slouCeniny xxxxix,

*
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Slouc¢enina 1i




SlouCenina xxxxix (315 mg, 0,5 mmold) a 312 mg (0,6 mmold)

PyBop se rozpusti v 10 ml DCM. P¥idd se sloudenina 1 (56

mg, 0,6 mmold) a 108 pl DIPEA. Smés

se michd zhruba pf¥i teplot& okoli p¥es noc a z¥edi se na
100 ml EtOAc a promyvd 1 N HCl, NaHCO; a solnym roztokem.
‘Cisté&ni kolonovou chromatografii (15% EtOH/EtOAc) umoZni

ziskani 400 mg (92%) sloudeniny 1i,

Pfiklad meziproduktu 48

Sloud&enina 1ii

SlouCenina 1i (400 mg, 0,46 mmolﬁ) se rozpusti v 10 ml of
DCM a pfida se 292 mg (0,69 mmolt) &inidlo DMP. Smés se
micha zhruba pri teploté& okoli po dobu 3 hodin.
RoZpouétédlo se odstrani odpafenim a produkt se &isti

pomoci RP-HPLC pro ziskdni 130 mg (32%) sloudeniny 1ii,
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Sloucenina 1liii

Sloucenina xxxxix (210 mg, 0,33 mmold) a 208 mg (0,4 mmold)
PyBop se rozpusti v 10 ml DCM. Sloudenina xiii (154 mg,
0,83 mmolu) se pfidad do roztoku s naslednou adici DIPEA (72
pul, 0,4 mmold). Smés se micha zhruba p#i teplot& okoli pres
noc. Reaklni smés se zfedi na 100 ml pomoci EtOAc, promyvan
1 N HCl, NaHCO3 a solnym roztokem a potom ¢&isti mZikovou
kolbnovbu chromatografii (10% EtOH/EtOAc) provziskéni 250

mg (95%) slouceniny 1liii,

Priklad meziproduktu 50

Sloucenina liv




Slou¢enina =xxxxv (755 mg, 1,88 mmoll) a 255 mg (1. 88
mmol®) HOAt se rozpusti v 20 ml DCM. P¥ida se 1,88 ml 1 MK
DCC/DCM. Do reakéni smé&s se pridad sloucCenina v (288 mg) a
reakéni smés se michd zhruba pfi teploté okoli po dobu 2
hodin. Smés se koncentruje do sucha a reziduum se rozpusti
v EtOAc a Cisti se kolonovou chromatografii (80%

EtOAc/hexan) pro ziskéni 800 mg (90%) slouceniny liv,

N~ N/
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Sloucenina 1v

Sloucenina liv K800“mg, 1,41 mmold) se rozpusti v 10 ml
MeOH a pfida se 2 ml NaOH. Smés. se micha zhruba pti teploté
okoli pfes noc. Rozpoustédlo ‘se odstrani ve vakuu a
rezidﬁum se rozpusti ve vodé a neutralizuje 2 ml 1 N HCl.
Produkt se extrahuje .pomoci EtOAc. Odpareni - extrakéniho

rozpousStédla dava 760 mg (~100%) 1lv,
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Priklad meziproduktu 52

Sloucenina 1lvii

Slouc¢enina 1lv (760 mg, 1,41 mmolﬁ) a 880 mg (1,69 mmolw)
PyBop se rozpusti v 5 ml DCM. Do roztoku se p#ida

sloucenina 1vi (530 mg, 2,12 mmolld) a potom 0,31

DIPEA. Smés se mich& zhruba p#i teplotélokoli ptes ﬁoc.
ReakCni smé&s se zredi na 100 ml pomoci EtOAc,'promyvé se 1
‘N 'HC1, NaHCO3:é solnym roztokem a potom éisti mzZikovou
kolonovou chromatografii. (100% EtOAc) pro ziskani 870 mg

- (80%) slouceniny 1vii,
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Sloudenina lviii

Slou¢enina lvii (350 mg, 0,45 mmolt) se rozpusti v 5 ml TFA
a Svml DCM a smés se mich& zhruba p¥i teploté& okoli po dobu
3 hodin. Rozpoustédlo se odstrani odpafenhn a produkt se
Cisti pomoci RP-HPLC pro ziskani 220 mg (69%) slouceniny

lviii,

- Pfiklad meziproduktu 54

Sloucenina 1lix

Slou¢enina 1lviii (200 mg, 0,28 mmold) a 218 mg (0,42 mmold)
PyBop se rozpusti v 5 ml DCM. Pfidé& se methylamin (0,28 ml

2 M v THF). Sm&s se michad zhruba p#i teploté& okoli pfes
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noc. Smés se zfedi na 100 ml pomoci EtOAc, promyVén 1 N
HC1l, NaHCO3; a solnym roztokem a potom ¢&isti kolonovou
chromatografii (15% EtOH/EtOAc) pro =ziskani 168 mg (79%)

slouc¢eniny 1lix,

¢

‘ lix
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Sloucenina 1x

Slou&enina 1lviii (200 mg, 0,26 mmolli) se rozpusti v 4 ml
DCM a pridd se 165 mg (0,39 mmold) c¢inidla DMP. Smés se
.mich& zhruba -pfi' teploté okoli po dobu 3 hodin.
Rozpoustédlo se odstrani odpafenim. Reziduum se rozpusti ve
smdsi  50% acetonitril/voda a ¢isti pomoci RP-HPLC pro

zi$kéni 140 mg (70%) sloucCeniny 1x,

d
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Sloucenina ii

DCM (30 ml) a EtOH (30 ml) roztok slduéeniny i (4 g, 12,1
mmold) se pod dusikovou atmosférou ochladi na -10 °C. Prida
se NaBH; (458 mg, 12,1 mmoll) a roztok se micha p¥i 10 °C
po dobu 50 minut. TLC (50% EtOAc/Hexan) ukézala ptremé&nu na
pomaleji b&Zici skvrnu. Reakce se opatrné& zastavi pridanim
ledu a potom studeného nasyceného roztoku NH4sC1 (10 ml).
Smés je vleje do DCM (300 ml). Organickd vrstva se promyva
Jjednou nasycenym roztokem NH,Cl (60 ml) a dvakrat solnym
roztokem (60 ml). Organickd vrstva se potom separuje, susli
se nad MgSO; a koncentruje ve vakuu pro ziskani 3,5 g

slouCeniny ii (87%).

‘Priklad meziproduktu 57

Sloucenina 1xi

Y 250 ml kulaté bance vybavené H, baldnem se’ethanolovy
roztok (50 ml) sloudeniny ii (3,5 g, 10,5 mmol®) vystavi
standardnim hydrogena&nim podminkam [20%

Pd(OH)./C (1,47 g, 2,1 mmold)] po dobu 5 hodin zhruba p#i
teploté okoli. Katalyzator se odfiltruje ptres Celit a
promyva DCM. Rozpousté&dlo se potom odstrani za sniZeného

tlaku pro ziskdni 2.g (96%) sloueniny 1lxi,

w Dl R Ve
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Priklad meziproduktu 58

Sloucenina 1xii

Pod inertni atmosférou se roztok slouleniny 1xi (200 mg, 1

mmol®), sloudenina 1lxiii,

T
OY}Ni\i)LGH‘
0 AC

i

(233 mg, l,i mmol®), HOAt (l-hydroxy-7-azabenzotriazol)
: (156 mg, 1,15 mmold) v bezvodém DMF (6 ml) michd po dobu 20
minut. Teplotase potom snizi na 0 °C s néaslednou adici DIC
(0. 18 ml, 1,15 mmold). Reakéni smes se mich& pfes noc
zhruba p¥i teplot& okoli. Roztok se zfedi EtOAc a -potom
promyvé‘dVakrétxl N HC1, dvakrétinasycenYm vodh§ NaHCO3 a
solnym roztokem. Orgénické vrstva se separuje, sudi se nad
.MgSO4I a rozpouétédlo .5 ,odstrani za sniZeného tlaku.
Reziduum se &isti chromatografii (silikagel: 70% EtOAc/DCM)

pro ziskani sloucéeniny 1lxii s 45% vytézkem.
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Sloudenina lxiv

Roztok slouCeniny 1lxii (777 mg, 2 mmold) v dioxanu (6 ml) a

0,5 M ‘NaOH (6 ml) se micha po dobu 5 hodin zhruba pri .

teploté okoli. Prezkoumédni pomoci TLC .(100% EtOAc) ukézuje
uplnou pfeménﬁ. Reakéni smé&s se ochladi lédovou ladzni s
nédslednou édici 1 N HC1l (4 ml). Potom.se pridad pevny NaCl a
celd smé&s se extrahuje dvakrat EtOAc (2x150 ml). Organické
extrakty se potom zkombinuji, su3i se nad MgSO, a
rozpouétédlo se odstrani za sniZeného tlaku pro =ziskéani

sloudeniny 1lxiv s 92% vyt&Zkem.

Pfiklad meziproduktu 60

Slou&enina 1xv
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Pod inertni atmosférou se roztok slouceniny x (203 mg, 0,58
mmoltl), slouceniny 1xiv (276 mg, 0,775 mmolu), HOAt (1-
hydroxy-7-azabenzotriazol) (126 mg, 0,93 mmold) v bezvodém
DMF (6 ml) michd po dobu 20 minut. Tepiota se potom snizZi
na 0 °C, s naslednou adici DIC (0,14 ml, 0,93 mmolua).
Reakéni smés se michd& pfes noc zhruba p¥i teploté okoli.
Roztok se =z¥edi pomoci EtOAc a potom promyva dvakrdt 1 N
HC1l, dvakrat nasycenym vodny NaHCO; a solnym roztokem.
’}Organické vrstva se séparuje a susi nad MgSO; a
rozpoustédlo se pdstrani za snizeného tlaku. Reziduum se
¢isti chromatbgrafii (silikagél: 50% EtOAc/DCM az 80:19:1
:EtOAC/DCM/MéOH) pro ziskadni sloucCeniny 1lxv s 62% vyté&Zkem.

HO
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" Slou&enina lxvi

Pod inertni atmosféfou se prida do roztoku sloucCeniny 1xv
(287mg, 0,42 mmol®) v beZvédém DCM (15 ml) ¢inidlo DMP (605
mg, 1,43 mmolll). Reakéni smés se micha po dobu 2 hodin
.zhruba pfi teploté okoli. (Poznémka: zdvojeni mnoZstvi
¢inidla DMP a reakéni doby jepro zajisténi, aby obé&
alkoholové skupiny byly uUplné& oxidovany na odpovidajici

keto skupiny). Prezkoumdni pomoci TLC (silikagel: 2%
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MeOH/EtOAC) ukazuje uplnou = preménu na rychlejsi
prodhkt Reak&ni smés se z¥edi DCM (150 ml) a potom promyva
dvakrat 10° vodnym roztok sifid¢itanu ‘sodného (2X 50 ml),

dvakrat nasycenym vodny NaHCO3 a solnym roztokem. Organicka
vrstva se separuje a su31 se nad MgSO,; a rozpouStédlo se
odstrani za sniZeného tlaku. Reziduum se ¢isti
chromatografii (silikagel: 50% EtOAC/DCM az 80:19:1
EtOAC/DCM/MeOH) pro ziskani slou€eniny lxvi s 77% vyté&Zkem.

P¥iklad meziproduktu 62

Sloudenina 1lxvii

'DQ'DCM roztoku (60 ml) L-3-fenylmlécéné kyseliny (2 g, 12
“mmold) se prid4 PyBOP (7,5 g, 14,4 mmol@). Do tohoto
roztoku. se pfida DCM'roztok (20 ml) 6bsahujici hydrocthrid
methylesteru L- vallnu‘(Z 4 g, 14 4 mmélﬁ) a DIPEA (2‘6'ml
14 4 mmolu) Vysledna reakcnl smés se micha pres noc zhruba
pri teplote OkOll \Y tomto okamziku se reakéni smés zfedi
"EtOAc (30 ml), promyva se NaHCO; (30 ml) a solnym roztokem
(15 ml). Organické vrstva se suli nad NaﬁKh,vfiltruje a
koncentruje. Ci3téni se provaddi v 50% EtOAc/Hex na

silikagelu pro ziskéni 2,97 g (89%) slouleniny lxvii,
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P¥iklad meziproduktu 63

Slouc¢enina lxviii

Sloudenina lxvii (2,97 g, 10,6 mmold) se vyjme v DCM (50
ml) a ochladi se ledovou lézni. Do tohoto roztoku se pfidé
TBSCl (2,1 g, 13. 8 mmolﬁ) nadsledovany imidazolem (0,94 g,
13,8 mmol®). Vysledny roztok se michd pfes noc. Reak&ni
smés se potom éfedén EtOCAc (50 ml), promyv& NaHCO; a solnym
roztokem. Organickd vrstva se suS$Si nad Na,S0,s, filtruje a
koncentruje. Ci3té&ni se provadi ve sm3si 20% EtOAc/hexan na

silikagelu pro ziskani 3,79 g (90%) slouceniny lxviii,

| A A
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Slouc¢enina 1xix

Do methanolového (50 ml) roztoku sloudeniny lxviii (3,78 g,
9,6 mmolu) se pfidd 1 N vodny NaOH (14,4 ml, 14,4 mmoll).

Vysledny roztok se michd pfes noc. Rozpousté&dlo se Castedln

w D¢

odstrani ve wvakuu. pH reakéni smé&€si se potom sniZi na
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pouzZitim vodného roztoku 1 N HCl. Roztok se zfedi EtOAc a
solnym roztokem. Poiadovany produkt se extrahuje pomoci
EtOAc (3x50ml). Organické vrstvy se zkombinuji, su8i se nad
Na,S04, filtruji a 'koncentruji pro =ziskadni 3,5 g (96%)

sloucCeniny 1xix,

n\ion

1
b4

AN

e

“Priklad meziproduktu 65

Sloucenina 1xx

Do DCM (15 ml) roztoku obsahujiciho slouCeninu lxix (1,1 g,
2,9 mmolu) se prida HOAt (0,44 g, 3,2 mmolld) nasledovany 1
M roztokem DCC (3,2 ml, 3,2 mmoll) v DCM. Po michani zhruba

‘pfi teploté okoli po dobu 20 minut se pfidd DCM (15 ml)

ertok slouceniny xXxix (970 mg, .3,2 mmolll). Tato reakéni
smés se michd p¥fes noc pod dusikovou atmosférou. Reakéni
smés se potom zfedi EtOAc (30 ml), filtruje pfes vrstvu
silikagelu,lpromYVé.O,l N HCl, NaHCO; a solnym roztokem.
Organicka vrstva se susi nad'Na2$Q4,‘filtruje a koncenfruje

ve vakuu.

éiéténi se provadi v 50% EtOAc/Hex na - silikagelu pro

ziskédni 1,5 g (77%) sloudeniny 1xx,
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P¥iklad meziproduktu 66

Slou&enina lxxi

Do methanolového roztoku (30 ml) slouc¢eniny xx (1,5 g, 2,4
mmold) | se ﬁfidé 1 N vodny NaOH (3,6 ml, 3,6 mmoll).
Vyslédny roztok se micha pfes noc. V tomto okamiikul se
rozpousStédlo castecné odstrani a pH reakéni smési se upravi
na 3 pouzitim 1 N vodny HCl. Reak&ni smés se potom zFedi
EtOAc (50 ml) a solnym roztokem (20 ml). Vodna vrstva se
‘extrahuje -pomoci  EtOAc (3x50 ml). Organicka vrstvy se
zkombinuji, éuéi se nad Na;SOg, filtruji a koncentruji pro

ziskani 1,3 g (92%) sloudeniny lxxi,

P¥iklad meziproduktu 67

SloucCenina 1lxxii

P
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Do roztoku DCM (2 ml) obsahujiciho slou&eninu lxxi (180 mg,
0,28 mmold) se pridd PyBOP (175 mg, 0,34 mmold) a DIPEA
(0,06 ml, 0,34 mmoll), néasledované DCM »roztokem (3 ml)
slouééniny i (150 mg, 0,41 mmold). Vysledny roztok se micha
pfes noc pod dusikovou atmosférou. Reakéni smé&s se potom
ztedi EtOAc (30 ml), promyvd NaHCO3; a solnym roztokem.
Organické ‘vrstval " se susi nad Na,S0q4, filtruje_‘ a
koncentruje. Ci3t&ni se provadi v 100% EtOAc na silikagélu

pro'ziskéni 270 mg (98%) slouceniny lxxii,

X
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Priklad meziproduktu 68

Slou&enina lxxiii.

Do DCM (3 ml) roztoku sloucleniny lxkii'(270 mg, 0,27 mmola)

se pfida cinidlo DMP (140 mg, 0,33 mmold). Po michéni

zhrubé pfi teploté okoli po dobu 1,5 hodin se reakce:

zastavi pomoci 10% Na,SOs; (10 ml). Reakéni sm&s se zredi
EtOAc (30 ml) a mich& po dobu 10 minut. Organickd vrstva se

promyva NaHCO3; a solnym roztokem. Organickd vrstva se sudi




- 290 -~

nad Na,SO4, filtruje a koncentruje; Cisténi se provadi v

603 EtOAc/hexan- pro ziskani 150 mg (56%) slouéeniny I1xxiii,

Ptiklad meziproduktu 69

Slouc¢enina 1xi

Do ethanolového roztoku (50 ml) slouceniny ii (3,5 g, 10,5
mmoll) se pfida pod proudem dusiku Pd(OH)/C (1,47 g, 20%

| obsah Pd, 2,1 mmold). Reakce se vystavi hydrogenaci pod

ftlaken1‘l atm. Po' ukond&eni " se .katalyzétoiy filtruji ptes
vrstvu _ _

‘Celitu a promyvaji dichlormethanem. Filtraty se koncentruji

ve vakuu pro ziskdni 2 g (96%) sloudeniny 1xi.

Priklad meziprodukﬁu 70

SlouCenina. 1xxiv

Do. DMF roztoku (60 ml) slouéeniny’&ii (9,1 g, 28,2 mmola)

se ‘prida HOAt (4 g, 29,4 mmoll) a
1,3-disiopropylkarbodiimid (3,7 g, 29,4 mmoll). Po michani

zhruba pfi teplot& okoli po dobu 30 minut se p¥ida do vyse
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uvedeného roztoku DMF roztok (10 ml) slouceniny 1lxi (5,1 g,
25,6 mmoll). Reakéni smés se mich& zhruba pfi teploté okoli
pfes noc. V tomto okamZiku se bilé pevné latky odfiltruji.
Filtraty se koncentruji ve wvakuu pro ziskéni rezidua, které
se‘éisti chromatografii na silikagelu pro =ziskani 9,5 g

(67%) slouceniny 1lxxiv,
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Priklad meziproduktu 71

E3

Sloucenina 1xxv

Do roztoku slouceniny lxxiv (1,5 g, 3 mmold) v bezvodém THF
(25 ml) se pt¥idd EtiPr,N (0,78 ml, 4,5 mmold) =zhruba pfi
teploté okoli..Smés se ochladi na teplotu 0 °C a po kapkach
se prida MOMC1 (1,5 ml, 19,7 mmoll). Reakdni smés se
ponechd zah#4at se na teplotu okoli a michd se pfes noc.
Roztok se potom zf¥edi etherem a promyva vodou (3 krét).
Vodné vrstvy se extrahuji dale etherem a vSechny organické

vrstvy se suSi se nad MgSO, pred koncentraci pro ziskani

Zlutého oleje. PoZadovany isomer slouceniny 1xxv se izoluje

»chromatdgrafii na silikagelu (EtOAc/hexan 5/2) s 40%

vytéZkem s jasnou separaci diastereomert.
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P¥iklad meziproduktu 72

Sloucenina lxxvi

Do roztoku slouceniny 1lxxv (502 mg, 0,9 mmold) v EtOH (5
ml) se po. kapkach pfidd 2 N vodny NaOH (0,9 ml, 1,8 mmold)
za teploty 0 °C. Reak&ni smés se ponechd =zahradt se na
teplotu okoli a michd se pfes noc. Po ukonceni saponifikace
se roztok okyseli na pH 3 kyselou pryskyfici Dowex SOW8X-
200. Pevné 1latky se odfiltruji ‘a vysledny filtrat se
koncentruje ve vakuu pro ziskani olejovitého rezidua, které

se lyofilizuje pro ziskani 370 mg (80 %) sloudeniny lxxvi,

Pfriklad meziproduktu 73

SloucCenina lxxvii

Dichlormethanovy roztok (4 ml) slouceniny lxxvi (110 mg,
0,21 mmold) se zpracovava PyBOP (200 mg, 0,38 mmolda). Po

michadni zhruba pfi teploté okoli po dobu 30 minut, se




- 293 -

reakcéni smés vloii do THF roztoku (3,2 ml) slouleniny xiii
(60 mg, 0,32 mmolﬁ), nédsledované :EtiPr,N. Po michéani pres
noc zhruba p#i teplot& okoli se reakce zastavi vodou a
reakéni smés se extrahuje pomoci EtOAc. Vyslednad organicka
vrstva se promyva solnym roztokem a su3i se nad MgSO,; pf¥ed
koncentraci 'na Zluty olej. Gisténi chromatografii na
siiikagelu (5% EtOH/EtOAc) dava 143mg (100%) sloueniny

1xxvii,
QMOM
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Pfiklad meziproduktu 74
Slouéen;na lxxviii
Do THF roztoku (50 ml) H-Chg-OH 2 (5 g, 19,4 mmoll) se

pfidd HOBt (2,63 g, 19,4 mmold) a EDCI (3,72 g, 19,4

mmold) . Po michadni zhruba pfi teplot& okoli po dobu 20

minut se p¥ida do vy3e uvedeného roztoku THF (19 ml) a DMF

,(10 ml) roztok obsahujici hydrochlorid methylesteru terc.-

L-leucinu (19,4 mmolt) a DIPEA (6,75 ml, 38,8 mmold) .

Reak&ni smés se miché'zhruba pfi teploté& okoli pres noc.
Standardni vodné . zpracovani a chromatografie na silikagelu
(15-20% EtOAclHexans) poskytuje 2,27 g (30%) slouceniny

1xxviii,
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Sloucenina 1xxix

Do THF roztoku (12 ml) sloueniny 1lxxviii (2,27 g, 5,91
mmol®l) se prida 4>N'HC1 roztok v dioxanu (7,38 ml, 29,5
mmolad) . Reakéni.Smés-se michd zhruba pf¥i teploté okoli ptes
noc. V tomto okamZiku se rozpouétédlo odstrani za sniZeného
tlaku pro ziskdni slouceniny 1lxxix, kterd se pouzZziva p#¥imo

pro dalsi reakci.
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P¥iklad meziproduktu 76

SlouCenina 1xxx

Do THF roztoku sloucleniny 1xxix (5,9 mmoll) se pridad THF

(20 ml) roztok obsahujici 2-pyrazinkarboxylovou kyselinu

(878 mg, 7,08 mmold), HOBt (957 mg, 7,08 mmold) a
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EDCI (1,36 g, 7,08 mmold). Do vysledné sm&si se potom prida
DIPEA (2,05 ml, 11,8 mmol®l). Reakéni smés se michd pres noc
zhruba pfi teploté okoli a potom se reakce zastavi vodou.
Reakéni smés se extrahuje pomoci EtOAc. Organickad vrstva se
promyva solnym roztokem a koncentruje ve vakuu pro ziskani
rezidua, které se <Cisti chromatografii na silikagelu

(40-50% EtOAc/hexan) pro ziskéni 1 g (36%) sloudeniny 1lxxx,

Priklad meziproduktu 77

SlouC¢enina lxxxi

Do methanolového roztoku (20 ml) slouceniny 1lxxx (1 g, 2,56
mmold) se pfidad 2.N NaOH 3,2 ml, 6,4 mmold). Reak&ni smés
se micha zhruba 'p¥i teploté okoli pfes noc. V tomto
okamZiku se reakéni smé€s okyseli na pH 3 pouZitim 5 N HCL.
Reakéni smés se zfedi EtOAc (75 ml) a promyvd vodou a
solﬁYm roztokem. Takto ziskana organickd vrstva se susSi a
koncentruje ve vakuu pro ziské&ni rezidua, které se rozpusti
v 1: 1 smési CH3CN/H,O po lyofilizaci. Celkové se ziskd 1 g

(100%) sloucCeniny lxxxi.
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Sloucenina lxxxii

Dichlormethanovy roztok (10 ml) slouceniny lxxxi (2,56
mmold) se Zpracovava

HOAt (348 mg, 2,56 mmoll) a DCC (2,56 ml, 1M, 2,56 mmolu).
Po michdni po dobu 30 minut se reakéni smés zpracovava THF
roztokém (5 ml) slouéeniny v (2,56 mmold). Po michéni
zhruba p¥i teploté okoli ‘pfes noc se bilé pevné latky
(mo¢ovina) odstrani by filtraci. Filtraty se koncentruji ve
vakuu pro ziska&ni rezidua, které se ¢isti chromatografii na

silikagelu pro ziskéani 1,4 g (100%) sloucCeniny lxxxii,

Y%ﬁ@
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Sloudenina lxxxiii
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Ethanolovy foztok (15 mi) slouc¢eniny 1lxxxii (1,4 g, 2,58
mmol®l) se zpracovava pomoci 2 N NaOH (2,58 ml, 5,17 mmoll).
Po michani zhruba pfi teploté okoli pfes noc se reakéni
smé&s okysell na pH 3 kyselou pryskyfici. Pevné 1latky se
odfiltruji. Vysledné filtraty se koncentruji ve vakuu pro
ziskdni rezidua, které se lyofilizuje pro ziskédni 1,32 g

(~100%) sloudeniny lxxxiii,
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SloucCenina lxxxiv

“Dichlormethanovy rOZtok (15 ml) slouééniny 1xxxiii (360 mg,
0,7 mmold) se zpracovava pbmoci'PyBOP (582 mg, 1,12 mmolu).
Po michani zhruba pfi feploté’okoii po dobu 20 minut se
reakéni smés zpfacovévé THF roztokem (10 ml) slouceniny
xiii (195,6.mg, 1,05 mmold), nasledovanym DIPEA (0,25 ml,

1,40 mmol®l). Po michdni pfes noc zhruba pf¥i teploté okoli

se reakce zastavi vodou a reakéni smés se extrahuje pomoci

EtOAc. Vyslednd organickd vrstva se promyva solnym roztokem
a sudi a koncentruje ve vakuu pro ziskani rezidua, které se
&isti chromatografii na silikagelu (3% EtOH/EtOAc) pro

ziskani 420 mg (88%) sloucCeniny lxxxiv,
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Slou¢enina ii‘‘'?

Smé&s bezvodého dichlormethanu a ,etheru (20 ml:20 ml) se
ochladi na teplotu -78 °C pod dusikovou atmosférou '(g). Do
roztoku -se pridd TiCl, (1 M v dichlormethanu, 10.-ml, 10
mmoldl) a potom selnésledhé pridava MeLi (1,4 M v etheru,
7,1 ml,‘10 mmolﬁ) za michani po dalSich 30 minut za tepthy
-78 °C. Roztok slouceniny i (2 g, 6 mmola) v 10 ml
dichlormethan se prida bdo smési po kapkadch za stejné
teploty béhem 15 minut. Roztok se pomalu zéhfiVé}na -40 °C
po 10 minut a potom se michd za teploty 0 °C po dobu 2
hodin. Reékce se zastavi viitim smési do smé&si voda/ether
(1: 1) a potom se vrstvy ponechaji oddé&lit. Vbdné vrstva se
dadle extrahuje dvakrat etherem.'Véechny organické vrstvy se
promyvaji vodou,’ séln?m roztokem a susi se nad MgSO, pted

koncentraci na Zluty olej. PoZadovand slouc¢enina ii‘‘'‘' se

izoluje chromatografii na silikagelu (EtOAc/hexan 2/1) s

83% vytézZkem.
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Sloucenina 1xi’

Do slou&eniny ii”' (1,7 g, 5 mmold) se pfida 10 % hmot.
pd/C (0,53 g, 0,5 mmold), nasledované adici MeOH (17 ml).
Plynny vodik se profukuje reakéni smé&s a plynny vodik se
udrzuje v reakci za teploty 1 atm pf¥es noc. ReakCéni smés se
potom filtruje a koncentruje pro ziskadni 929 mg (87%)

sloudeniny 1xi' ve formé bezbarvého oleje.

o
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Siouéeﬁina ixxxv

: bo THF rozfoku (16 ml) sloudeniny xxii (1 g, 3 mmold) se
pfidd zhruba p¥i teploté& okoli HOAt (0,41 g, 3 mmold) a
nasledovany 1 M DCC roztokem dichlormethanu (3 ml, 3
mmoll) . Po miqhéni po dobu 30 minut zhruba pfi teploté
okoli se do vySe uvedené HOAt-aktivované kyseliny prida

dichlormethanovy roztok (6 ml) slouCeniny 1xi'. Reakeni



smé&s se miché ihruba pfri teploté okoli pfes noc. V tomto
okamZiku se reakéni smé&s filtruje pfes Celit. Filtrat se
z¥edi EtOAc (120 ml) a promyva vodou a potom solnym
roztokem. Organickd vrstva se su$i a koncentruje na Zluty
olej, ktery se <&isti chromatografii na silikagelu (100%

EtOAc) pro ziskani 1 g (65%) slouc¢eniny l1xxxv,

.
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Sloudenina 1xxxvi

Dq_ethanolového roztoku (8 ml) slouCeniny 1lxxxv (920 mg.
1,7 mmolll) se p¥ridd 2 N NaOH vodny roztok (1,7 ml, 3,4
mmolt®). Reakd&ni sm&s se michd pfes noc zhruba pfi teploté
- okoli a potom se okyseli na pH 3 kyselou pryskyfici Dowes.
pevné latky se odfiltruji a filtrat se koncentrujé pro
ziskani bezbarvého oleje, ktery se znovu rozpusti v 1: 1
CH3CN/H0 a lyofiliiuje se pro ziskani 800 mg (93%)

slou¢eniny lxxxvi. HPLC ukazuje jédiny produktovy pik.
o o)
“}\f’ ;i;ﬁ "
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Sloucenina lxxxvii

Do dichlormethanového roztoku (4 ml) slouceniny lxxxvi (150
mg, 0,3 mmolll) se pridéd PyBOP (250 mg, 0,47 mmold). Roztok
se michd zhruba pfi teploté& okoli po dobu 30 minut. Do
tohoto roztoku se potom pfidd THF (4,5 ml) roztok
slou¢eniny xiii (84 mg, 0,45 mmold) néasledovany EtiPr,N
(0,1 ml, 0,6 mmold). Reakéni smés se michd zhruba p¥fi
teploté okoli pres noc a potom se reakce zastavuje vodou
(25 ml) po dobu 30 minut. Sm&s se potom'extrahuje pomoci
EtOAc. Vyslednd organickd vrstva se promyvad solnym roztokem

a su$i se nad MgSO, pred koncentraci‘na Zluty olej. Cisténi
chromatografii na silikagelu (5% EtOH/EtOAc) dava 200 mg

(100%) slouceniny 1xxxvii,

Q\(“furﬁ%? 79
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Sloucenina 1xxxix

Slou¢enina 1lxxxviii, N-Cbz-L-valin, (2,5 g, 9,9 mmold) se

vyjme v THF (30 ml).




Pfidaji se EDCI (2,29 g, 11,9 mmold) a HOBT (1,62 g, 11,9

mmol®l) a sm&s se michd pét minut. P¥idad se hydrochlorid
methylesteru L-terc.-leucinu (2,17 g, 11,9 mmold) v THF
(23,9 ml) nésledovany DIPEA (2.,1 ml). Reakcéni smés se
miché pfés noc pod dusikovou atmosférou. Reak&éni smés se
z¥edi ethylacetatem, promyvda se 1 N HCI, nasycenym
hydrogenuhlic¢itanem sodny a solnym roztokem. Organicka faze

se su3i nad siranem sodnym, filtruje a koncentruje.

Koncentrované’ reziduum se Eisti ve smeési 25%
ethylacetat/hexan pro ziskdni 1,1 g (29%) slouceniny
1xxxix,

o]
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Sloucenina: 1xxxx

SlouCenina 1lxxxix se hydrolyzuje za standardnich podminek
pouiitimkmethylalkohdlu (0,3 M) a 1 N NaOH (1,5 ekv.) pro
ziskdni 1,03 g (95%) sloucCeniny lxxxx,
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Slou&enina lxxxxi
Sloucenina 1XXXX (385mg, 1,06 mmold). se vyjme v

dichlormethanu (3 ml). P¥ida& se DCC (1,4 mmold) nédsledovany
HOAt (190 mg, 1,4 mmolu). Slou&enina v (260 mg, 1,4 mmolid)
se potom pfidédn v dichlormethanu (3 ml). Vysledna smés se
michad pfes noc pod dusikovou»atmosférou. Reakéni smés se
z¥edi  ethylacetatem, filtruje se pfes silikagel a
koncentruje. Reziduum se ¢isti ve smési 50%

ethylacetat/hexan pro ziskani 440 mg (80%) slouceniny

1XXXX1,

 P¥iklad meziproduktu 89

Slouc¢enina lxxxxii

Sloudenina 1xxxxi se hydrolyzuje za standardnich podminek

a 1 N NaOH (1,5 ekv.) pro

pouzitim ethylalkoholu (0,3 M)

ziskani 390 mg slouceniny 1xxxxii,




RS,
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Sloudenina lxxxxiii

Slou&enina lxxxxii (350 mg, 0,7 mmold) se vyjme V
dichlormethan (3 ml). Pfidad se PyBOP (480 mg, 0,91 mmolﬁ)
nasledovany slou€eninou xiii (170 mg, 0,91 mmold). Prida se
DIPEA (0,16 ml, 0,9lmmol) a reakéni sm&s se micha pfes noc.
Reakéni sm&s se koncentruje a Cistl se v 100% ethylacetatu

pro ziskani 420 mg (90%) sloudeniny lxxxxiii,

B
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Sloudenina 1lxxxxiv

%

Sloudenina lxxxxiii se hydrogenuje pouZitim 10% Ppd/C (1%
mold) v methylalkoholu pod vodikovou atmosférou pro ziskani

335 mg (100%) slouceniny 1xxxxiv,
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Sloudenina l1xxXxXXV

_ Ethyl—lH—tetrazol—S—acetét (5 g, 32 mmolld) se vyjme V
chloroformu (80 ml). Pfida se trichloroctova kyselina
(12,03 g, 73,65 mmolu) nasledovan alfa-methylstyrenem (3,78
g, 32 mmola). ReakZni smés se micha pres noc. Nasledujici
den se roztok z¥edi ethylacetatem, promyvd 10% KOH a solnym
roztokem. Organické faze se susi nad siranem hofecnatym,
bfiltruje a koncentruje pro ziskani 8 g (96%) odpovidajiciho
N-chranéného ethyl-tetrazol-5-acetatu. Tento materidl se
vystavi standardnim podminkam hydrolyzy pouzitim
ethylalkoholu (0,3 M) a 1 N NaOH (3 ekv.) pro ziskéni 7 g

(99%) slouceniny lXXXXV,
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gloudenina 1xxXxXxXvi




Slou&enina 1lxxxxv (3,62 g, 14,7 mmoll) se vyjme |V
dichlormethan (50 ml). Pfidaji se EDCI (4,32 g, 22,1 mmo 1)
a DIPEA (5,1 ml, 29,4 mmold) a michaji se pét minut. Prida
se N—hydroxysukcinimid (3,38 g, 29,4 mmoll) a michad se tfi
hodiny. Reakéni smés se z#edi dichlormethanem a promyva
tfikrét vodou. Organicka faze se su3l nad siranem sodnym,
filtruje a koncentruje pro ziskéni 3,66 g (73%) slouceniny

1xxxxvi,
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Sloudenina lxxxxvii

gloudenina lxxxxiv (335 mg, 0,62 mmold) a slouéenina
lxxxgvi (343 mg, 1 mmol®l) se vyjmou v dichlormethanu (6
ml}; pP¥ida se DIPEA (0,17 ml, 1 mmold) a reakéni smés se
mich4 ptes noc. Reak®ni sm&s se zfedi ethylacetétem,
prmevé nasycenym hydrogenuhlicitanem .sodnym,  solnym
roztokem a koncentruje. Reziduum se cisti v 5% esmési
ethylalkohol/ethYlacetét pro ziskani 80 mg (16%) slouéeniny’

lxxxxvii,
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Sloucenina lxxxxviii

Sloudenina 1lxxxxvii (80 mg, 0. 1 1lmmol) se vyjme Vv
dichlormethanu (3 ml). PFida se &inidlo DMP (55 mg, 0,13
mmol®l) a michd se jednu ‘hodinu. Reak&éni smé&s se zfedi
ethylacetatem a reakce se =zastavi pfidénim 10% roztoku
sifid¢itanu sodného. Organickd faze se promyva nasycenym
hydrogénuhliéitanem sodnym a solnym roztokem. Organicka
faze se koncentruje a vzniklé reziduum se <cisti v 100%

ethylacetatu pro ziskdni 40 mg (48%) sloudeniny lxxxxviii,
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Sloudenina xXxxix




Slouc¢enina ic, N—Cbz—4¥hydroxy Pro methylester, (2,1 g, 7,9

mmoll je pfipravena

OH
ChzN

o) OMe
ic

s kvantitativnim vytéZkem ze slouceniny ¢, N-Cbz-4-hydroxy

Pro), se rozpusti v DCM (25 ml). Do roztoku se p¥idaji CDI

OH
CbzN

o OMe
ic

(1,54 g, 9,5 mmold) a DIPEA (1,7 ml, 9,5 mmold) a michaji
se po dobu 10 minut. 1,2,3,4-tetrahydroisochinolin (TIQ)
(1,2 ml, 9,5 mmolﬁ)bse prida po kapkdch do reak&ni smé&s a
michd pét hodin. Organické faze se promyvad vodou, 1 N HCl a
solnym " roztokem. Po koncentraci tfi organickych féazi se
vysledné reziduum chromatograficky Cisti smési 40%
EtOAc/hexan pro ziskéni slouCeniny ci, N-Cbz-4-TIQ-

karbonyloxy-Pro, methylester, (2,5 g, 75%).
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SloucCenina ci (2,5 g, 5,9 mmold) se rozpusti v MeOH (75
ml). Roztok je profukuje N, a p¥idd se Pd/C (10%, 300 mg).
Reakéni smés je profukuje H, a michd se pfes noc. Reak&ni
smés se filtruje ‘pfes Celit a koncentruje pro ziskani
slouceniny xxxix, 4—(TIQ—karbonyloxy)¥Pro, methylesteru,

(1,49 g, 83%).
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Sloucenina vii

Slouc¢enina cii, N—pyrazin—Z—ylkarbohyl—Val—Val methylester,

(10,9 g, 32,4 mmold)

_ ,ﬂ o
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se rozpusti v THF (80 ml) a potom se pfida vodny NaOH (48,6
ml, 48,6 mmoll). Vysledna smés se micha 48 hodin a potom se
prida dalsi NaOH (16,3 ml, 16,3 mmold) a smé&s se zah¥iva na
40 °C po t¥i hodiny. pH reakéni smési se potom sni%i na 3 a

vodna faze se extrahuje EtOAc a potom koncentruje pro



ziskani surové slou¢eniny vii, kyseliny N-pyrazin-

2-ylkarbonyl-Val-val (10,6 g, 100%).
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SlouCenina ciii

Slouéenina'cii (4,1 g, 12,7 mmolu) se rozpusti v DCM (20
ml). Do tohoto roztoku se pfidaji HOAt (1,73 g, 12,7 mmold)
a DCC (12,7 mmoll) a roztok se michd " jednu hodinu.
Slouenina xxxix (3,22 g, 10,6 mmol®l) se pridd do reaké&ni
smési v DCM (10 ml). Vyslednd smé&s se michd pfes noc pod
dusikovou atmosférou. Reakéni smés se filtruje pres
silikagel a koncentruje se. Vysledné reziduum se &isti
chromatografii na silikagelu (gradient 50% az 80%
EtOAc/hexan) pro ziskani slouceniny ciii, methylesteru
kyseliny N-pyrazin-2-=ylkarbonyl-Val-vVal-4- (TIQ-
karbonyloxy) -Pro, (5,27”g, 81,7%) .
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Sloucenina civ

Slouc¢enina ciii (650 mg, 1,29 mmoll) se rozpusti v THF (5

ml). Do roztoku se prid4 vodny NaOH (1,42 ml, 1,42 mmold) a




potom se micha pfes noc. pH roztoku se sni¥i na 3 a
organickd faze se izoluje a koncentruje pro ziskéni
rezidua. Reziduum se ¢isti ?ouiitim HPLC s obréacenymi
fazemi ve sm&si acetonitril/voda pro ziskdni sloudeniny
civ, kyseliny N-pyrazin-2-ylkarbonyl-vVal-vVal-4-(TIQ-
karbonyloxy)-Pro, (600 mg, 95%). .
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Sloucenina cv

N-Boc-L-terc.-Leucin (2,3 g, 10 mmolud) a hydrochlorid
méthylesteru L—térc.—leucinu (2 g, 11 mmold) se zkombinuji
v DMF (30 ml). Potom .se do roztoku pfidé HOAt (1,6 g, 11,5
mmoll) . Vysledna sm&s se micha po dobu 20 minut pod
dusikovou atmosférou a potom se teplota sniZi na 0 °C a
poté se pridaji DIC (1,8 ml, 11,5 mmoltl) a 2,4,6-colidin
(1,45 ml, 11 mmold). Vysledny roztok se michéd p¥es noc za .
zah¥ivani na teplotu okoli. Reak&ni smé&s se zfedi pomoci
EtOAc a organickd faze se promyva 1 N HCl, nasycenym NaHCO;
av solnym roztokem. Po koncentraci organické faze sé
vysledné reziduum chromatograficky c&isti gradientem smési

20%-30% EtOAc/hexan pro ziskani slouceniny cv (3,3 g, 92%).
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Sloudenina cvi

Slouéehina cv (3,3 g, 9,2 mmold) se hydrolyzuje pouZitim
dioxanu (40 ml) .a 0,5 N NaOH (37 ml, 18,4 mmold) pro

ziskani sloudeniny cvi (2,9 g, 92%).

N OH
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Sloudenina cvii

Sloudenina cvi (2 g, 5,8 mmold) a sloudenina v (l.g,:5,5
mmol110) ée rozpusti v DMF (20 ml). PPida se HOAt (832 mg,
6,6 mmold) a DIC (1,1 ml, 6,6 mmoll) se potom pfidaji do
roztoku. Vysledny roztok se miché.pfes noc pod dusikovou
atmosférou. Reakéni smés se ztedi pomoci EtOAC a organicka
faze se promyva 1 N HCI, nasycenym NaHCO3 a solnym

roztokem. Po koncentraci organické faze se vysledné




Q

reziduum chromatograficky ¢isti gradientem 20%-30%

EtOAc/hexan pro ziskani slouceniny cvii (2,4 g, 81%).
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Sloug¢enina cviii

Sloudenina cvii (2,4 g, 4,72 mmoll) se rozpusti v DCM (10
ml). Do roztoku se ptidd TFA (10 ml). Vysledny roztok se
michd po dobu 4 hodin. Reaklni smés se koncentruje,
rozpusti v EtOAc a potom se organicka fize promyva 1 N NaOH
a solnym roztokem. Organickd féze se koncentruje pro

ziskani sloucéeniny cviii (1,084 g, 56,1%).

#idn
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Sloucenina cix

2-Pyrazinkarboxylovad kyselina (181 mg, 1,46 mmolda) a
sloud¢enina cviii (541 mg, 1,325 mmold) se rozpusti v DMF

(15 ml). Do roztoku se pridaji HOAt (207 mg, 1,52 mmold) a



DIC (0,24 ml, 1,52 mmolld). Vysledny roztok se michd prIes
noc pod dusikovou atmosférou. Reak&ni smés se zfedi pomocil
EtOAc a organicka faze se promyva 1 N HC1l, nasycenym NaHCOj3
a solnym roztokem. Po koncentraci organické faze se
vysledné reziduum chromatograficky éisti'>gradientem. 20%-
30%-35% smési EtOAc/hexan pro ziskani slouceniny cix (430

mg, 63%).
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Slouc¢enina cx

Sloudenina cix se hydrolyzuje pouﬁitim EtOH (7 ml) a 1 N
NaOH (4,7 ml, 4,7 mmold) pro ziskani slouceniny cx (700 mg,

91,6%) .
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Sloucenina cxi




Sloudenina cx (690 mg, 1,42 mmoll) se rozpusti v DCM (9
ml). Do roztoku se potom pfida PyBOP (890 mg, 1,7 mmold) s

naslednou adici sloueniny xiii' (320 mg, 1,7 mmolQ) .

Do vysledné smé&si se ptidéd DIPEA (0,3 ml, 1,7 mmold).
Reak&ni sm&s se michad pfes noc pod dusikovou atmosférou.
Reak&ni sm&s se potom ztedi pomoci EtOAc, promyva nasycenym
‘NaHCO; a solnym roztokem. Po koncentraci organické faze se
vysledné reziduum chromatograficky &isti pomoci 100% EtOAc

pro ziskdni sloudeniny cxi (490 mg, 52,7%).
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Sloucdenina cxiv

Slou&enina cxii (1,2 g, 3,06 mmold) se rozpusti v MeOH (12

ml) . Po dakladném propléchnuti Ny se pfidad 10 % hmotn.




exii

Pd(OH), na uhli (0,6 g) a smés se hydrogenuje pfes noc,
poté se ukonceni reakce ve sm&si prokadZe pomoci TLC (30%
EtOAc/hexan). Roztok se o0ddéli od pevného materidlu
filtraci a koncentruje na odpovidajici ochrany zbavenou
sloudeninu cxiii ve form& bezbarvého oleje (100%), ktera se

pouzije v daldim kroku bez dalsiho ¢isténi.

2-Pyrazinkarboxylova kyselina (400 mg, 3,2 mmolu, 1,1 ekv.)
se rozpusti v DCM/THF (4 ml/4 ml) a potom se pfidaji HOAt
(440 mg, 3,2 mmold) a DCC (343 ml, 1 M v DCM). Po michéani
za teploty okoli po dobu 20 minut se sloudenina cxiii (0,96
g, 3,2 mmold) ziskanad dfive rozpusti v DCM (6,4 ml) a prida
se .do aktivované sm&si. Po michani ptes noc .za teploty
okoll se reakcnl smes flltruje pfes Celit a slouenina cxiv
se d¢isti kolonovou chromatografll (30% EtOAc/hexan) pro

~ziskani bilé pevne latky (0,8 g, 80%).
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Slou&enina cxv

Slouéeﬁina cxiv (0,8 g, 2,2 mmoll) se rozpusti v MeOH (10
ml) a potom se prida 2 N NaOH (vodny) (3,3 ml, 6,6 mmold).
Roztok se micha za teploty okoli pifes noc, poté je ukonceni

réakce ve smé&si indikovéano pomoci TLC (50% EtOAc/hexan).

Okyseleni na pH 3 pomoci 5 N HC1l a zredéni pomoci EtOAc je
nasledovano extrakci organické faze. Extrahovand organicka
faze se promyva solnym roztokem a su3i se nad MgSO4 pro

ziskani slou&eniny cxv (0,74,95%) po koncentraci.
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Slou&enina cxvi

Do DCM roztoku (6 ml) slouéeniny cxv (0,74 g, 2,1 mmold) se
za teploty okoli p¥idad HOAt (290 mg, 2,1 mmol®l) s néslednou
adici roztoku 1 M DCC v DCM (2,2 ml, 2,2 mmold). Po michéani




po dobu 30 minut za teploty okoli se prida do vySe uvedene
HOAt-aktivované kyseliny THF roztok (10,5 ml, 0,2 M)

sloudeniny v (2,1 mmoldl).

Reak&ni smés se micha za teploty okoli pfes noc. V tomto
okamziku se reak&ni smés filtruje pres Celit. Filtrat se
z¥edi pomoci EtOAc (120 ml) a promyvad vodou a solnym
roztokem. Organickd faze se susil a koncentruje na Zluty
olej, ktefy se &isti chromatografii na silikagelu (50%

EtOAc/hexan) pro ziskéani sloudeniny cxvi (0,714 g, 66%).
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Sloudenina cxvii

Do EtOH roztoku sloudeniny cxvi (0,7 g, 1,4 mmolu) se prida
2 N NaOH vodny roztok (2 ml, 4'mmolﬁ); Reakdni smés se
michd pres noc za teploty okoli, potom se okyseli na pH 3
pfidanim 5 N HCl1 a zfedéni pomoci EtOAc je nésledovano
extrakéi organické faze. Extrahovanév organicka faze se
promyva solnym roztokem a sudi se nad MgSO, pro ziskani

slouc¢eniny cxvii (95%) po koncentraci.
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Slou&enina cxviii

Do DCM/THF roztoku (10 ml/2 ml) sloueniny cvii (300 mg,
0,6 mmold) se pridd PyBOP (416 mg, 0,8 mmold). Roztok se
michd za teploty okoli po dobu 30 minut. Do tohoto roztoku

se potom pfidd sloudenina xxxvi' (200 mg, 0,8 mmolu),

nasledovanid DIPEA (0,22 ml, 1,2 mmold). Reakdni sm&s se
_miché za teploty okoli pfes noc a potom se reakce zastavuje
?odou (25 ml) po dobq 30 minut. Smd&s se potom extrahuje
pouZitim EtOAc. Vysledna organicka féze se promyvd solnym
roztokem a su3i se nad MgSO, pfed koncentraci pro ziskéani
Zlutého oleje. Cidténi chromatografii na silikagelu (3-5%

EtOH/EtOAc) d4dva sloudeninu cxviii (335 mg, 76%).
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Sloudenina cxix

Do DCM roztoku (10 ml) slouCeniny cxvii (340 mg, 0,6 mmoll)
se pridad PyBOP (470 mg, 0,9 mmoll). Roztok se .miché za
teploty okoli po dobu 30 minut. Do tohoto roztoku se potom
ptidéd sloucenina xiii' (170 mg, 0,9 mmold), nésledovana
DIPEA (0,24 ml, 1,2 mmold). Reakéni smés se michad za
teploty okoli pZfes hoc a potom se reakce =zastavuje vodou
(25 nil) po dobu 30 minut. Smés se potdm extrahuje pomoci
EtOAc. Vysledna organickéd faze se promyva solnym roztokem a
sus8i se nad MgSO; pred koncentraci na 2Zluty olej. Cisténi
chfomatografii - na silikagelu (3-5% EtOH/EtOAc) dava

sloudeninu cxix (164 mg, 36%).
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Sloucenina xx




N-Cbz-L-valin (6,28 g, 25 mmoll) se rozpusti v DCM (30 ml).
Do tohoto roztoku se pridaji HOBT (3,38 g, 25 mmolll) a DCC
(25 ml, 1 M roztok) a michaji se pét minut. Do této smési
se pfidd hydrochlorid methylesteru L-terc.-leucinu (25 ml,
1 M roztok) a miché& se pfres noc pod dusikovou atmosférou.
Reak&ni smés se zfredi pomoci EtOAc, promyvd 1 N HCI,
nasycenym NaHCO; a solnym roztokem. Organickd faze se susi
nad Na,S0q4, filtruje a koncentruje.  Reziduum se
chrbmatograficky ¢isti smési 20%-30% EtOAc/hexan pro

ziskéni slouceniny xx (2,96g, 31%).
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Sloudenina xxi

Sloucenina xx (2,95 g, 7,8 mmolu) se hydrogenuje pouzitim
10% Pd/C (800 mg) v MeOH (40 ml) pod vodikovou atmosférou
pro ziskdni dale uvedeného odpovidajiciho volného aminu

(1,9g, .100%).
o
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2-Pyrazin-karboxylova kyselina (970 mg, 7,8 mmoll) se
rozpusti v DCM (20 ml). Do tohoto roztoku se p¥ida& PyBOP
(4,06 g, 7,8 mmolt). Volny amin (1,9 g, 7,8 mmold) v DCM
(15 ml) se p#idd do roztoku a potom se prida DIPEA (1,36
ml, 7,8 mmold). Vyslednd smé&s se micha pfes noc pod

dusikovou atmosférou. Reakéni smés se zredi pomoci EtOAc a
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organickd faze se promyvd nasycenym NaHCO3; a solnym
roztokem. Po koncentraci organické faze se reziduum
chromatograficky <&isti smési 30%-40% EtOAc/hexan pro

ziskani sloudeniny xxi (2,07g, 75,88%).
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Slouenina xxiil

Slouc¢enina xxi se hydrolyzuje pouZitim MeOH (20 ml) a 1 N

NaOH (3 ekv.) pro ziskani slouéeniny xxii (1,82g, 93,9%).
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Sloudenina xxiii

Siouéenina xxii (895 mg, 2,66 mmold) se rozpusti v DCM (10
ml). Do roztoku se p¥idd DCC (3,2 mmold) a potom se prida
HOAt (435 mg, 3,2 mmolu). Potom se prida slouCenina v (3,2
mmold) v THF (16 ml). Vyslednd smés se michd pfes noc pod

dusikovou atmosférou. Reak&ni smés se zfedi pomoci EtOAc,
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filtruje pfes silikagel a koncentruje. Vysledné reziduum se
chromatograficky <¢isti smési 50% EtOAc/hexan pro ziskani

slouceniny xxiii (730 mg, 54,8%).
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Sloudenina xxiv
Slou&enina xxiii se hydrolyzuje pouZitim EtOH (5 ml) a 1 N

NaOH (1,5 ekv.) pro ziskd&ni slouceniny xxiv (690 mg, 100%).
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“Slouc¢enina cxx

Sloudenina xxiv (245 mg, 0,52 mmol) se rozpusti v DCM (3
ml). Do roztoku se p¥id& PyBOP (330 mg,:0,62 mmold) a potom
se p¥idad sloucenina xiii' (120 mg, 0,62 mmold). Do vysledné
smé&si se ptrida DIPEA (0,11 ml, 0,62 mmoll). Reak&ni smés se
'miché‘pfes noc pod ‘dusikovou atmosférou. Reakéni smés se
z¥edi pomoci EtOAc a organickd faze se promyva nasycen?m
NaHCO3; a solnym roztokem. Po koncentraci organické faze se
reziduum chromatograficky ¢isti smési 5%  EtOH/EtOAc pro

ziskani slouceniny cxx (220 mg, 60%).
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Slouc¢enina xiji'

Boc-NVA-OH (24,96 g, 114,9 mmold) se rozpusti v THF (200
ml). CDI (22,35, 137,8 mmold) se pridé& po &astech do

roztoku a roztok se mich& po dobu 30 minut. Hydrochlorid
‘N, O-dimethylhydroxylaminu (12,33 g, 126,4 mmoll) se
rozpusti v DMF (50 ml) a potom se pfida do roztoku DIPEA
(22 mi, 126,4 mmol®). DMF roztok se ponechd za michani za
teploty okoli po dobu 20 minut a potom se pfida do THF
‘roztoku. Vysledn& smés seimiché pfes vikend pod dusikovou
atmosférou. Reakéni smés se koncentrujé ve vakuu na celkovy
objem 100 ml. Tato  organicka faze se promyvd 1 N HCI,
nasycenym . NaHCO; a solnym roztokem. Organické faze se

koncentruje pro ziskani surové slouleniny cxxi (25,3 g).

XOiﬁ \
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Do suché jednolitrové kulaté banky se p#ida pod dusikovou

atmosférou LAH (107,3 mmolt) v 1 M Et,0 roztoku. Tento

roztok se ochladi na 0 °C a potom se p¥idd po kapkach -



sloudenina cxxi (97,5 mmoltu) v Et,0 (100 ml). Po ukonceni
pridavani se vyslednd smé&s michd po dobu 30 minut. Reakce
se zastavi za teploty 0 °C pomalym pfidanim EtOAc (50 ml),
nidsledovanym pomalym p¥idanim 5% KHSO, (50 ml) roztoku.
Tato sm&s se michad po dobu 30 minut. Organickd faze se
promyva 1 N HCl, nasycenym NaHCO; a solnym roztokem.
Organickd faze se koncentruje pro ziskadni surové sloucCeniny

cxxii (22,28 g).

X
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Slou&enina cxxii se rozpusti v MeOH (100 ml). Na;S,0q4 (16)82'
g, 96,6 mmold) se rozpusti ve vod& (100 ml) a potom prida
do roztoku sloudeniny cxxii za teploty 0 °C. Tato smés je
se uchovava v lednic¢ce (5 °C) pfes noc. Do reakéni smési se
prida KCN (7,53 g, 115,9 mmol) ve vodé (100 ml) a miché po
dobu.1,5 hodin za teploty okoli. Sloucenina sevextrahuje
pomoci EtOAc (3x100 ml). Organicka faze se promyva solnym
roztokem (3x50 ml), su3i se nad MgS0O,, filtruje a

koncentruje pro ziskani surové slouceniny cxxiii (15,86q).




SloucCenina cxxiii (15,86 g) se rozpusti v dioxanu (100 ml).
Do tohoto roztoku se prida koncentrovany HCl (37%, 100 ml)
nasledovany anisolem (10 ml) a wudrZuje :se zah¥ivani na
teplotu zpétného toku (110 °C). Reakéni smé&s se micha po
dobu 1,5 hodin. Kdy? se reakéni smés ochladi na teplotu
okéli, rozpoudtédlo se odstrani ve vakuu prb ziskani
bezvodé pasty. Reziduum se suSi pres noc za vysokého vakua

pro ziskani surové slouceniny cxxiv.

Sloucenina cxxiv (69,6 mmolua) se rozpusti v DMF (60 ml) a
THF (60 ml). Do smési se ptida N- (benzyl-
oxykarbonyloxy)sukcinimid (17,33 g, 69,6 mmold) s naslednou
adici DIPEA (12,1 ml, 69,6 mmold). Reak&ni smés se micha
ptes noc pod dusikovou atmosférou. Smés' se koncentruje na
snizeny objem (50 ml) a zredi se EtOAc. Ofganické faze se
promyvd 0,1 N HCl1 (2x100 ml) a solnym roztokem pro ziskani

slouceniny Cxxv (17,5 g, 54,2% v péti krocich).
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Slouc¢enina cxxv (5,66 g, 20,14 mmolll) se rozpusti v DCM (60
ml). Do tohoto roztoku se pridaji PyBOP (12,57 g, 24,2
mmolda) a HOBT (3. 27 g, 24,2 mmoll) a michaji se pét minut.

Vyslednd smé&s se ochladi na teplotu 0 °C, a potom se
pridaji cyklopropylamin (1,67 ml, 24,2 mmolu) a DIPEA (4,2
ml, 24,2 mmold). Reak&ni smés se michd pfes noc za zahrati
na teplotu okoli. Reakéni smé&s se promyvd 0,1 N HCI,

nasycenym NaHCOs; a solnym roztokem. Organickd faze se potom

koncentruje a chromatograficky &isti smé&si 70% EtOAc/hexan

pro ziska&ni slouceniny cxxvi (3,18 g, 49,3%).

Sloudenina cxxvi (3,18 g, 9,94 mmold) se hydrogenuje
pouzitim 10% Pd/C (600 mg) v MeOH (70 ml). Reak&éni smés se
michd pfes noc pod vodikovou atmosférou, filtruje pres
Celit .a koncentruje pro =ziskdni surové slouceniny xiii’

(2,1 g, 100%).

OH
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P¥iklad meziproduktu 120

Sloud¢enina CxXxXVvii

N-Cbz-L-cyklohexylglycin (3 g, 10,3 mmold) se rozpusti v
DCM (36 ml). Do tohoto roztoku se pridaji HOAt (1,5 g,
11,28 mmolu) a DCC (11,28 ml, 11,28 mmold) a miéhaji se pet
minut. Hydrochlorid methylesteru L-terc.-leucinu (103 ml, 1
M foztok, 10. 3 mmolu) se pfidéd do této smési a micha se
pfes noc pod dusikovou atmosférou. Reak&ni smé&s se filtruje
ptes Celit, proplachuje EtOAc a koncentruje na reziduum,
které se <&isti chromatograficky smési 20%30% EtOAc/hexan

pro ziskani slouleniny cxxvii (2,2 g, 52%).
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Sloucdenina lxxix'

Slouenina cxxvii (2,2 g, 5,2 mmold) se hydrogenuje
pouzitim 20% Pd(OH)2/C (1 g) v MeOH (15 ml) pod vodikovou

atmosférou pro ziskéni sloueniny lxxix' (1,4 g, 98%).
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SloucCenina 1xxx

2-Pyrazinkarboxylova ‘kyselina. (360 mg, 2,9 mmoll) se
rozpusti v DCM (10 ml). Do roztoku se prida PyBOP (1,81 g,
3,5 mmolua). Do roztoku se potom pridd sloucenina lxxix'
(825 mg, 2;9 mmold) v THF (lO ml) s naslednou adici DIPEA
(0,5 ml, 2,9 mmold). Vyslednd smé&s se micha pfés noc pod
dusikovou atmosférou. Reakcni smés se zFfedi pomoci EtOAc a
organickd faze se promYVé nasycenym ‘NaHCO3_ a solnym
roztokem. Reziduuﬁ1 vzniklé koncentraci orgaﬁické faze se
chroﬁatograficky Cisti smési 30% EtOAc/hexan pro ziskani

sloucCeniny 1lxxx (780 mg, 69%).
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Sloucenina 1xxxi

.Sloucenina 1xxx se hydrolyzuje pouzitim MeOH (10 ml) a 1 N

NaOH (3 ekv.) pro ziskani sloueniny lxxxi (615 mg, 81,8%).
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Slouc¢enina 1lxxxii




Slouc¢enina lkxxi (610 mg, 1,6 mmol®tl) se rozpusti v DCM (10
ml). Do roztoku se potom prida DCC (1,94 ml, 1,94 mmoll) s
naslednou adici HOAt (270 mg, 1,94 mmold). Do roztoku se
potom p¥idd sloucenina Vv (1,94 mmola) v THF (19,4 ml).
Vyslednd smés se micha po dvé noci pod dusikovou
atmosférou. - Reak&ni smeés se z¥edi pomoci EtOAc, filtruje
ptes silikagel a koncentruje. Vysledné reziduum se ¢isti
chromatograficky smési 40% EtOAc/hexan pro ziskani

sloud¢eniny lxxxii (450 mg, 83. 4%).
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Sloudenina lxxxiii

Sloudenina lxxxi se hydrolyzuje pouzitim EtOH (10 ml) a 1 N

NaOH (3 ekv.) pro ziskani sloufeniny lxxxiii (650 mg, 99%).
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Slou&enina cxxviii

Sloudenina lxxxiii (400 mg, 0,78 mmold) se rozpusti v DCM
(5 ml). Do roztoku se pridad PyBOP (610 mg, 1,2 mmold)
nasledovany slou¢eninou xiii' (230 mg, 1,2 mmold). Do
vysledné smési se prida DIPEA (0,2 ml, 1,2 mmolld). Reakéni
smés se micha pfes noc pod dusikovou -atmosférou. Reakéni
smés se zredi pomoci EtOAc a organickd faze se promyva
nasycenym NaHCO3 a solnym roztokem. Po koncentraci
organické faze se reziduum chromatograficky ¢&isti pomoci
gradientu 100% EtOAc aZ 5% EtOH/EtOAc pro =ziskani

sloudeniny cxxviii (365 mg, 68,7%).
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Sloucenina CcxXxx

Slouéehina 1xxxiii (365 mg, 0,7 mmollu) se rozpusti v DCM (5
ml). Do roztoku se p¥idéd PyBOP (440 mg, 0,84 mmoll) s

naslednou adici sloueniny cxxix (0,84 mmold)

v THF (8,4 ml). Do vysledné smési se prida DIPEA (0,1 ml,
0,84 mmol®l). Reakéni smés se micha pfes noc pod dusikovou
atmosférou. Reakéni smés se ztedi pomoci EtOAc a ofganické
faze se promyva nasycenYm' NaHCO; a solnym ,roztokem. Po
koncentraci., organické faze se vysledné reziduum
chromatograficky ¢&isti '~ pomoci iOO% EtOAc pro ziskani

sloudeniny cxxx (350 mg, 70%).
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Sloucenina cxxxi

Sloudenina cxxv (2,54 g, 9,05 mmolw) se rozpusti v DCM - (30

ml). PyBOP (5,65 g, 10,9 mmold) a HOBT (1,47 g, 10,9 mmolu)
se ptidaji do roztoku, ktery se michad pét minut. Vysledna
smds se ochladi na teplotu 0 °c, potom se pridaji (Sy—(+) -
3-Methyl-2-butylamin (1,27 ml, 10,9 mmold) a DIPEA (1,9 ml,
10,9 mmold). Reak&ni smé&s se micha pfés’noc za zahfati na
teplotu okoli. Organické faze se promyva 0,1 N HCL,
nasycenym. NaHCO; a solnym roztokem. Po koncentraci
organické faze se vysledné reziduum chromatograficky c¢isti
smé&si 30% EtOAc/Hexan pro ziskani slouceniny éxxxi (1,44 g,

45,5%) .
OH
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Sloudenina cxxix

Sloudenina cxxxi (1,3 g, 3,7 mmolu) se hydrogenuje pouzitim
103 Pd/C (500 mg) v MeOH (40 ml). Reak&ni smés se micha
pf¥es noc pod vodikovou atmosférou. Reakdni smé&s se filtruje
pres Celit a organickéa faze se koncentruje pro =ziskani

surové sloudeniny cxxix (800 mg, 100%) .
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Sloud&enina CxXXiv

Sloudenina cxxxii (1,6 g, 3,7 mmold) se rozpusti v MeOH (12

ml). Po dakladném proplachnuti Nz, se pridad 10 % hmotn.
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Pd(OH) na uhli (0,74 g) a sm&s .se hydrogenuje pfes noc,
poté se ukon&eni reakce ve smési prokéaze pomoci TLC (30%
FtOAc/hexan). Roztok se izoluje od pevného materialu

filtraci a koncentruje pro ziskani sloudeniny cxxxiii ve




formé bezbarvého oleje (100%), ktera se pouziva

v nasledujicim kroku bez dalsiho C¢isténi.
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2-pyrazinkarboxylova kyselina (400 mg, 3,2 mmolt, 1,1 ekv.)
se rozpusti. v DCM/THF (4 ml/4 ml) a potom se pridaji HOAt
(440 mg, 3,2 mmoll) a‘DCC (3,3 ml, 1 M v DCM). Po michani
za teploty okoli po dobu 20 minut se dfive =ziskana
slouc¢enina cxxxiii (0,96 g, 3,2 mmoll) rozpusti v DCM (6,4
ml) a pridé se do aktivované smé&si. Po michdni po dva dny
za teploty okoli se reakéni smés filtruje pres Celit a
koncentruje na reziduum, které se Cisti kolonovou
chromatografii (50% EtOAc/hexan)v pro ziskdni sloucCeniny

cxxxiv ve formé bilé pevné latky (1,06 g, 83%).
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Sloudenina CXXXV



Sloudenina cxxxiv (1,06 g, 2,6 mmolt) se rozpusti Vv MeOH
(10 ml) a potom se pfidad 2 N NaOH (vodny) (4 ml, 8 mmoll) .
Roztok se michd za teploty okoli p¥es nhoc, poté se ukonceni
hydrolyzy indikuje pomoci TLC (50% EtOAc/hexan) . Roztok se
okyseli na pH 3 ptidanim 5 N HCIL, ztedi se EtOAc a potom se
organicka faze extrahuje. Extrahovana organickad faze se
promyva solnym roztokem a su3i se nad MgSOq Ppro ziskéani

slougeniny cxxxv (100%) po koncentraci.
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Slou&enina cxxxvi

Do DCM roztoku (8 ml) slouéeniny cxxxv (1,44 g, 3,7 mmolua).
se za teploty okoli p¥ida HOAt (500 mg, 3,7 mmol®l) a potom
se pridd 1 M DCC roztok v DCM (3,7 ml, ‘3,7 mmbl&). Po
michani po- dobu 30 minut za teploty okoli se do vyse
uvedené‘HOAt—aktivované kyselinyvpfidé THF roztok (18,5 ml,
0,2 M) slou&eniny v (3,7 mmold). Reakéni smé&s se micha za
teploty okoli pIes noc. Reakéni smés se fiitruje pfes
Celit. Filtraty se zfedi>pomoci EtOAc (120 ml) a promyvaji
vodou a solnym roztokem. Organickad faze se sudl a

koncentruje pro ziskani Zlutého oleje, ktery se ¢&isti




chromatografii na silikagelu (70% EtOAc/hexan) pro ziskéni

sloudeniny CxxXXVi (1 g, 71%) -
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Slougenina cxxxvii

To an EtOH roztok (8lml) slouceniny cxxxvi (1 g, 1, 8 mmoll) -
se prida 2 N NaOH vodny roztok (2,7 ml 5,4 mmolu).'Reakéni
sm&s se michd pres noc za teploty okoli, potom se okysell
na pH 3 pomoci 5 N HCl, z¥edi EtOAc a potom se organické
faze extrahuje. Extrahovana organicka féaze se promyva
solnym roztokem a su3i se nad MgSOs pro ziskéni slouceniny

cxxxvii (88%) po koncentraci.

00
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Slou&enina cxxxviii




Do DCM roztoku (10 ml) sloudeniny cxxxvii (350 mg, 0,6
mmol®tl) se p¥ida PyBOP (450 mg, 0,86 mmolll). Roztok se miché
za teploty okoli po dobu 30 minut. Do tohoto roztoku se
potom p¥ida slquéenina xiii' (160 mg, 0,86 mmoll)
niasledovana DIPEA (0,23 ml, 1. 3 mmolu). Reak&ni smés se
mich& za teploty okoli pfes noc a potom se reakce zastavuje
vodou (25 ml) po dobu 30 minut. Sm&s se potom extrahuje
pomoci EtOAcC. Extrahovand organickd féaze se promyva solnym
roztokem a su3i se nad MgSOq pied_kéncentraci pro ziskani
5lutého oleje. Cisténi chromatografii na silikagelu (5%

EtOH/EtOAc) dava slouleninu cxxxviii (407 mg, 88%).
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Sloudenina cxxxix

5—methylisoxaiolf3—karboxylové kyselina (200 mg, 2,05
mmol®) se rozpusti v DCM (5 ml). Do roztoku se prida PyBOP
(1,07 g,.2,05,mmolﬁ)§ Do roztoku se pfida slouenina lxxik'
(582 ng, 2,05 mmolda) v DCM (5 ml) s niaslednou adici DIPEA
(0. 36 ml, 2,05 mmoll). Vyslednd smé€s se micha p¥es noc pod
dusikovou atmosférou. Reak&ni smés se zfedi pomoci EtOAc, a
organickd faze se promyva nasycenym NaHCO3; a solnym

roztokem. Organické& féaze se koncentruje a vzniklé reziduum
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.

se &isti chromatograficky smési 30% EtOAc/hexan pro ziskani

sloudeniny CXXXix (495 mg, 61,4%).
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Sloudenina CXXXX

Slou&enina CXXXiX se hydrolyzuje,pouiitim MeOH (10 ml) a 1

N NaOH (3 ekv.) pro ziskani slouleniny CXXXX (430 mg, 90%).
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gloudenina cxxXxxi

Sloudenina cxxxx (380 mg, 1 mmolt) se rozpusti v DCM (5
ml). Do roztoku se potom ptidéd DCC (1,2.mmolﬁ) s naslednou
adici HOAt (165 mg, 1,2 mmolu). Sloudenina v (1,2 mmold) se
potom pfida v THF (12 ml). vyslednd smé&s se micha pfes noc

pod dusikovou atmosférou. Reakéni smés se zfedi pomoci




EtOAc, filtruje se pres silikagel a koncentruje. Vzniklé
reziduum se chromatograficky ¢&isti smési 35% EtOAc/hexan

pro ziskdni sloueniny cxxxxi (320 mg, 58%).
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Sloudenina cxxxxii

Sloudenina cxxxxi se hydrolyzuje pouZitim EtOH (10 ml) a 1

N NaOH (3 ekv.) pro ziskadni slouceniny cxxxxii (730 mg,

94,3%) .
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Sloudenina cxxxxiii




s0ea

Sloudenina cxxxxii (240 mg, 0,46 mmoll) se,rozpusti v DCM
(5 ml). Do roztoku se potom pfidéd PyBOP (295 mg, 0,56
mmold) s néaslednou adici slouéeniny xiii' (110 mg, 0,56
mmold). Do vysledné smési se pridéd DIPEA (0,1 ml, 0,56
mmol®) . Reakéni smés se michd po dvé noci pod dusikovou
atmosférou. Reakdéni smés se zFedi pomoci EtOAc, a organicka
fadze se promyva nasycenym NaHCO3 a solnym roztokem. Po
koncentraci organické faze se vysledné reziduum
chromatograficky &isti smé&si 90% EtOAc/hexan pro =ziskani

sloudeniny cxxxxiii (168 mg, 53%).
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Sloucenina CxXXXXiv

Do. roztoku NaOH (2N, 42,1 ml, 84,2 mmold) se za teploty >
°C pfida L-alanin (5,00 g, 56,1 mmold). Po michani po dobu
10 minut se pfidaji sousasné po kapkach methyl chloroformat
(6,5 ml, 84,2 mmold) a NaOH (2 N, 42,1 ml, 84,2 mmolu).
Roztok se michd v ledové lazni po dobu 2 hodin, potom =za
teploty okoli po 1 hodinu. Smé&€s se promyvd Et:0 (2 x 50
ml), vodna vrstva se neutralizuje na pH 2 pfidanim 5 N HCl
a extrahuje se pomoci EtOAc (3 x 50 ml). Extrahovana

organicka faze se promyva solnym roztokem, suSi nad MgSO,; a




koncentruje pro ziskani slouGeniny cxxxxiv, N-karbomethoxy-

L-alanin, (4,54 g, 54%), ve formé& bezbarvého oleje.
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Sloudenina CXXXXVi

Roztok sloudeniny CXXXXV (3,57 g, 9,44 mmolt) v THE se za

o\gn\j‘ig on

TN

XXV

e

teploty 5 °C zpracovava pomoci HOAt (1,28 g, 9,44 mmoll) a
potom se p¥ida DCC (9,50 ml, 9,50 mmold) . Po michani v
ledové lazni po dobu 45 minut ée'piidé roztok slouéeniny v
(104 ml, 10,4 mmolu) Vv THF. Smé&s se miché za teploty okolil
pres ndc. Smés se ochladi na teplotu 5 °¢ a reakce se
zastavi nasycenym NaHCO3;. Po filtraci pro odstranéni
precipitqvaného DCU. se smé&s. rozpusti v EtOAcC (100 ml),
 promyva nasycenym NaHCOs, soinYm roztokem a potom su3i nad
MgSOq a koncentruje na reziduum C&iZténé kolonovou
chfomatografii na oxidu kFemi&itém (25% EtOAc/hexan) pro
ziskani sloucleniny cxxxxvi (2,91 g, 57%) ve form& gumovité

pény.
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Sloudenina cviii

Do roztoku slouéeniﬁy CXXXXVi Vv MeOH (25 ml), ochlazeném v
ledové lazni, se pod proudem N pfidé pomalu Pd/C. Smés se
hydrogenuje za tlaku 1 atm. pfes B Katalyzator se
odstrani filtraci, filtrat se zkombinuje s 5 ml DMF a susi

za vakua pro ziskadni slouCeniny cviii.
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Sloudenina CxXxXvii

,Roztoku-slbﬁéeniny cxxxxiv (0,298 g, 2,03 mmold) a HOAt
(0,276 g, 2,03 mmolt) v THF, ochlazeny Vv ledové‘lézni, se
zpracovava pomoci DCC (2,05 ml, 2,05 mmold). Po michani v
ledové 1ézni po dobu 0,5 hodiny se prida roztok_slouéehiny
cviii v THF a potom DIPEA (0,39 ml, 2,2 mmold). Sm&s se
micha za teploty okoli pfes noc, potom se ochladi v ledové
1azni a reakce se zastavi nasycenym NaHCO3. Precipitovany
DCU se filtruje a filtrat se rozpusti v EtOAc (100 ml).
Organicka faze se promyva nasycenym NaHCOs;, solnym roztokem

a potom su8i nad MgSOs. Po odstran&ni organického




rozpoudté&dla se reziduum &isti kolonovou chromatografii na
oxidu kfemi&itém (60% EtOAc/hexan) pro ziskani slouceniny

cxxxxvii (0,47 g, 48%) ve form& gumovité pény.
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Sloudenina cxxxxviii

Do roztoku sloudeniny cxxxxvii (0,47 g, 0,847 mmoll) v EtOH
(5 ml) se za teploty 5 °C prida NaOH (2 N, 1,31 ml, 2,62
.mmoltl). Sm&s se micha za teploty okoli po dobu 4 hodin.
Roztok se .okyseli na pH 2 ptidanim HC1 (IN) a EtOH se
odstranl rotac¢nim odparenlm Smés se extrahuje pomoci EtOAc
(3x30 ml) a zkombinovany extrakt se promyva solnym roztokem.
a potom susi nad MgSO4. Rozpoudtédlo se odstrani a reziduum
se sudi za vakua pro ziskani slouceniny cxxxxviii (0,366 g,

82%) ve formé& gumovité pény.
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Sloucenina cil

Roztok sloudeniny cxxxxviii (0. 366 g, 0,718 mmolu) v DCM
se ochladi v ledové lazni a zpracovévé PyBop (0,599 g, 1,15
mmolt). Po michani za teploty okoli po dobu 0,5 hodiny se
smés ochladi ledovou lazni a zpracovava roztokem slouceniny
xiii' (0,200 g, 1,08 mmold) v THF a DIPEA (0. 250 ml, 1,44
mmold). Smés se micha za teploty okoli pfes noc a potom se
reakce  zastavi roztokem NH,Cl. Rozpoustédlo se koncentruje
a smés se rozpusti v EtOAc (100 ml). Organicka faze se
promyva nasycenym NaHCO;, solnym roztokem a potom susi nad
‘MgS04. Po odstranéni organického rozpoustédla se reziduum
Zisti kolonovou chromatografii (5% EtOH/EtOAc) pro ziskani

slouceniny cil (0,35 g, 72%).
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Slou&enina cxxi

Do THF roztoku (85 ml) N-Boc-Nva-OH (sloulenina 1) (8,68 g,
40 mmoiﬁ) se prida CDI (7,79 g, 48 mmold). Po michéani za
teploty okoli po dobu 30 minut se vy3e uvedeny roztok se

zpracovava roztokem DMF (25 ml) obsahujicim hydrochlorid N,




O-dimethyl-hydroxylaminu (4,25 g, 44 mmolh) a DIPEA (7,66
ml, 44 mmolud) . Reakéni smés se micha pres noc za teploty
okoli. Reak&ni smés se potom koncentruje ve vakuu. Vysledné
reziduum se zredi EtOAc (300 ml). Tento roztok se promyva
postupné 0,1 N HCl (50 ml), nasycenym NaHCOs3 (3 x 50 ml) a
solnym roztokem. Organicka faze se koncentruje ve vakuu pro
ziskani rezidua, které se &isti chromatografii na
silikagelu (40% EtOAc/hexan) na slouceninu cxxi (9,38 g,

94%) .
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‘5loucenina cxxii

D diethyl Et,0 roztoku (SOiml) slouc¢eniny cxxi (9,38 g,
31,9 mmold), ochlazého na teplotu 0 °C, se pfidd (pomalu)
ILAH (34,7 ml, 1 M, 34,7»mmolﬁ). Teplota reakéni banky se
udrzuje pod 5 °C bé&hem ptidavani LAH. Po ukon&eni ptridavani
se do reak¥&ni smési prida EtOAc (20 ml) pro odstranéni
pfebytku LAH. Vodny KHSO, (5%, 20 ml) se potom p¥idad po
kapkach pro udrZeni teploty pod 5 °C. Organicka faze se
separuje a potom promyva postupnévl N HC1 (3 x 30 ml),
ﬁasycenYm NaHCO; (3 x 30 ml) a solnym’roztokém. Organicka

fiaze se koncentruje a sudi ve vakuu pro ziskani surové

sloudeniny cxxii (5. 18 g, 69%) .
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Sloucéenina cl

Do THF (25 ml) suspenze Zn (2,75 g, 42 mmolu) se p¥ida za
teploty zpé&tného toku 0,2 ml EtOC(O)CF,Br. Potom nasleduje
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pomalé pifidani THF roztoku (25 ml) slouleniny cxxii (3,05
g, 15,0 mmold) a EtOC(O)CF:Br (4,84 ml, 37,5 mmold). Po
ukon&eni pridavani obou <&inidel se reak&ni smés dale
zah#iva na teplotu zpétného toku po dobu 30 minut. Reakéni
smés se ochladi na teplotu okoli a z¥edi se DCM (200 ml).
Organickéd faze se promyva pomoci 1 N KHSOg. Organickd faze
se koncentruje a susi ve vakuu pro ziskéani rezidua, které
sevéisti chromatografii na silikagelu (20% EtOAc/hexan) pro

ziskani slou&eniny cl (2,78 g, 57%).

OH

Tato priprava je v zasadé stejna jako postup, ktery popsal

Thaisrivongs a kol., J. Med. Chem.,‘29, 208072087'(1986).
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Slopéeﬁina cli

THF roztok (40 mi) slouéeniny cl (2,78 g, 8,53 mmolt) se
zpraéovévé 1 N NaOH (12,8 ml; 12,8 mmolﬁ), Po michéani za
teploty okoli pfes noc se rozpoustédlo ﬁéspeéné odstrani ve
vakuu. Zbyvajici reakéni smés se zfedi wvodou (50 ml) a
lyofilizuje se pro ziskani surové slouceniny cli (2,82 g, >

100%) ve formé& jeji sodné soli.
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Tato pEiiprava je Vv z4sad& stejnd jako postup, ktery popsal

Thaisrivongs a kol., J. Med. Chem;, 29, 2080-2087 (1986).
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Sloudenina clii-

DCM roztok (10 ml) surové slou&eniny cli (516 mg, .1,61
v‘mmolﬁ) se zpracovévé pomoci HOBT (436 mg, 3,23 mmoltl) a DIC
(0,328 ml, 2,09 mmolu). Po michani za teploty okoli po dobu
30 minut se reak&ni smés zpracovava roztokem DCM (5 ml)
obsahujicim sul glycin benéylester-TsOH (815 mg, 2,42
mold) a DIPEA (0,422 ml, 2,42 mmold). .Po michani za
teploty okoli po dobu 12 hodin se reakce =zastavi vbdou a
reakéni sméé se extrahuje pomoci EtOAc. Organicka faze se
susi a koncentruje ve vakuu a Cisti se chromatografii na
silikagelu (40% EtOAc/hexan) pro ziskani sloﬁéeniny clii
(495 mg, 69%).

1y NMR sloul&eniny clii (400 MHz, cpcls): & 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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Vychazejice ze surové sloudenina cli se pripravi slouceniny
cliii (83%) a cliv (50%) =zpusoben, ktery je identicky se
zplsobem uvedenym pro sloueninu clii.

H NMR slouéeniny cliii (400 MHz, CDCls): & 7,49 (bs, 1H),
7,34-7,24 (m, SH), 5,13 (BB g, 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, vcCetné& singletu na
1,37 (9H)], 0. 86 (t, J = 17,3 Hz, 3H).
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1y NMR sloudeniny cliv (400MHz, CDCl3): & 7,60-7,0 (m,

A4

10H), 5. 30-5. 00 (m, 2H), 5,004,75 (m, 2H), 4,15-3,70 (m,
31y, 3,30-3,00 (m, 2H), 1,75-1,20 [m, 13H, v&etné singletu
na 1,36 (9H)1}, 0,86 (bs, 3H) .
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Sloucenina clv

Do DCM (10 ml) a THF (5 ml) roztoku surovée slouéeniny cli
(1 g, 3,13 mmold) se prida HOBT (634 mg, 4,69 mmolu) a EDCI
(781 mg, 4,07 mmold) a potom (s)-o- methylbenzylamin
(0,604 ml, 4,69 mmolu). Reak&ni smé&s se michéd pfes noc za
teploty okoli a potom se reakce zastavi vodou. Reakéni smés
se extrahuje pomoci EtOAc. Organickd féaze se promyva solnym
roztokem a sudi nad Na,SO4. Organickad faze se koncentruje
ve vakuu pro ziskani rezidua, které se Cisti chromatografii
na silikageld (20% EtOAc/hexan) pro ziskani slouceniny cilv
(459 mg, 37%). |

14 NMR sloueniny clv (400 MHz, CDCl3): & 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, v&etné doubletu na 1,51 (J=6,8 Hz,

3H), singlet na 1,39 (9H)], 0,82 (m, 3H).

EC
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Sloucenina clvi

Sloucenina clv (220 mg, 0,55 mmolll) se rozpusti v 4 N HCl v
dioxanu (10 ml). Reakéni smés se micha za teploty okoli po
‘dobu 2 hodin a potom se koncentruje ve vakuu pro ziskani

surové sloudeniny clvi (~100%) ve formé& jeji HC1l sole.

Postupem podle zplsobu, popsaného pro ptipravu slouleniny
clvi se priprav sloueniny clvii, clviii a clix s takfka
kvantitativnim vyt&Zkem, vychazejice ze surové slouc¢eniny

cli.
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SlouCenina clx

DCM rbztok (4 ml) HCl1 soli sloucdeniny vii (96 mg, 0,144
mmolﬁ) se zpracovava pomoci PyBOP (120 mg, 0,23 mmolu) a
DIPEA (0,1 ml, 0,576 mmold). Po michani za teploty okoli po
dobu 30 minut se foitok se zpracovava THE.roztdkém (4 ml)
Qbsahujicim sloudeninu clv (0,288 mmolﬁ)ia-DIPEA (0,2 ml,
1,152 mmolﬁ).-Reakéni smés se michd za teploty okoli pfes
noc. Reak&éni smé&s se. potom zfedi pomoci EtOAc (50 ml), a
organicka féze.se potom promyvan NaHCO3 a solnym roztokem.
Organicka faze se koncentruje ve vakuu a reziduum se ¢isti

chromatografii na silikagelu (80% EtOAc/hexan) pro ziskani

sloudeniny clx (113 mg, 89%).
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Sloucenina clxi

_DCM roztok (6 ml) slouceniny vii (140 mg, 0,235 mmoll) se
zpracovévé'pomoci PyBOP (196 mg, 0,376 mmoll) po dobu 30
minut. Potom se pridé do vyse uvedeného roztoku THF roztok

(6 ml) sloucenlny clvii (~0. 47 mmol®) a DIPEA (0,327 ml,

1,88 mmold). Reakéni smés se michd za teploty okoli prfes
noc 'a reakce se zastavi vodou (30 minut). Reakéni smés se
-extrahuje pomoci EtOAc (50 ml). Organickd faze se promyva

NaHCO; a solnym roztokem. Zkombinované vodné vrstvy se
2pétné extrahuji pomoci EtOAc (50 ml). Zkombinované
ofganické faze se su3i a koncentruji ve vakuu. Vzniklé
reziduum . se <¢&isti chromatografii na silikagelu (80-100

EtOAc/hexan) pro iiskéni slouceniny clxi (104 mg, 48%).
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Sloudenina clxii

Do DCM roztoku (10 ml) slou¢eniny clxi (280 mg, 0,304
mmold) se prida ¢inidlo DMP (193 mg, 0,456 mmolﬁ). Reakéni
smés se micha za teploty okoli po dobu 3 hodin a reakce se
zastavi pridénim 10% Na;S0s;. Organickd féaze se promyva
NaHCO; a solnym roztokem. Vysledna orgénické faze se susi a
koﬁcentruje ve vakuu pro ziskéni rezidua, které se <Cistil
‘chromatografii na, silikagelu' (80-100% EtOAc/hexan) pro

ziskani sloud¢eniny clxii (271 mg, 97%).
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Sloudenina clxiii




Sloudenina 1xxxiii (220 mg, 0,43 mmolt) se vyjme v DCM (5
ml). Do DCM roztoku se prida PyBOP (270 mg, 0,51 mmold) a
micha 5 minut. Do tohoto roztoku se ptida po kapkach
slou&enina xxxvi' (0,51 mmolu) v THF (5,1 ml). DIPEA (0,009
ml, 0,51 mmold) se pfida do reakéni smé&si a mich& pres noc
pod dusikovou atmosférou. Nasledujici den se reakéni smeés
zt¥edi EtOAc, promyvad nasycenym. NaHCOs, promyva solnym

roztokem. Cisdténi gradientem smési 70% aZ 90% EtOAc/hexan

dava sloudeninu clxiii (180 mg, 56%).

ohdil
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Sloudenina clxiv

Slou&enina cxxv (2,09 g, 7,4 mmol) se vyjme v DCM (20 ml).
Do tohoto roztoku se ptidaji PyBOP (4,64 g, 8,9 mmolld) a
HOBt - (1,2 g, 8. 9 mmold) a michaji po pé&t minut. Vysledna
smés se ochladi na teplotu 0 °Ca potom se pfidaji S (-)o-
methylbenzylamin (1,15 ml, 8,9 mmola) a DIPEA (1,55 ml, 8,9

mmolt). Reakéni smés se michad pfes noc se iahfétim na

teplotu okoli. Reak&ni smés se promyvad 0,1 N HCl, nasycenym




NaHCO; a solnym roztokem. Cist&ni smési 30% EtOAc/hexan

S
dava slouleninu clxiv (1,6 g, 56,3%).
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Sloudenina xxxvi'

'Sloudenina clxiv (1,48 g, 3,8 mmolﬁ) se hydrogenuje
pouzitim 10% Pd/C (30@ mg) v MeOH (50 ml). Reak&ni sm&s se
mich4 pfes noc pod vodikovou atmosférou. Reakéni smés se
filtruje pfes Celit a koncentruje pro ziskani slouceniny

xxxvi' (895 mg, 94,2%).
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Sloucdenina clxvi:

Do DCM roztoku . (15 ml) slou&eniny clxv (2 g, 8,2 mmold) se

Bockn” Ny OH

cixv




pfida HOAt (1,34 g, 9,84 mmold) a DCC (9,84 ml, 1 M, 9,84
mmol®t). Po michani za teploty okoli po dobu 20 minut se.
pridd do vyse uvedeného roztoku THF roztok (9,84 ml)
obsahujici hydrochlorid methylesteru terc.-L-leucinu (9,84
mmold) a DIPEA (1,72 ml, 9,84 mmoldl). Potom se pfida za
teploty okoli DMAP (1 g, 8,2 mmolf). Reakéni smés se micha
za teploty okoli pfes noc. Po standardnim vodném zpracovani
a chromatografii na silikagelu (20% EtOAc/hexan) se ziska

sloucenina clxvi (1,75 g, 58%).
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Sloudenina clxvii:

Do THF roztoku (35 ml) slouceniny clxvi (1,75 g, 4,73
‘mmolél) se prida 4 N HCl roztok v dioxanu (11,8 ml, 47,3
mmold) . Reakéni smés se micha za teploty okoli pfes noc. V
tomto okamZiku se rozpoudtédlo odstrani za sniZeného tlaku
pro ziskéani suro&é sloudeniny clxvii (~100%), ktera se

znovu rozpusti v DMF a pouZije pfimo v nasledujici reakci.
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Slou&enina clxviii:
Do DCM roztoku (15 ml) obsahujiciho kyselinu

2—pyraiinkarboxylovou (447 mg, 3,6 mmold) se piidad PyBOP
(1,87 g; 3,6 mmolﬁ) a DMF roztok (15 ml) slouceniny clxvii
(811 mg, 3 mmold). Do vysledné sm&si se potom prida DIPEA
(0,63 ml, 3,6 mmolu). Reakini smes se micha pfes noc za
teploty okoli a potom se reakce zastavi vodou. Reak&ni smés
se extrahuje »pomoci EtOAC. Orgahické vrstva se promyva
solnym roztokem a koncentruje ve vakuu pro ziskéani rezidua,
které se ¢isti chromatografii  na silikagelu (40%

EtOAc/hexan) pro ziskani slouleniny clxviii (0. 93 g, 82%).
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Sloudéenina clxix:




Do MeOH roztoku (10 ml) slouceniny clxviii (0,93 g, 2,47
mmol®) se p¥ida 2 N NaOH (3,71 ml, 7,41 mmoll). Reaklni
sm&s se micha ia teploty okoli ptes noc. Potom se reakcéni
smé&s okyseli na pH 3 pouzitim 1 N HCI. Reak&ni smés se
s¥edi EtOAc (75 ml) a promyvd vodou a solnym roztokem.
Takto ziskana organickd vrstva se susi a koncentruje ve

vakuu pro ziskani slouceniny clxix (~100%).

-
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Pr¥iklad meziproduktu 162

Sloudenina clxx:

DCM roitok (10 ml) slouCeniny clxix (2. 47 mmoll) se
zpracovava HOAt (436 mg, 3,21 mmold) a DCC (3,2 ml, 1 M,
3,2 mmolﬁ). Po nﬁbhéni po dobu 30 minut se reakéni smés
zpracovavad THF roztokem (13,6 ml) slouceniny v (499 mg;
2,72 mmold). Po michani za teploty okoli pres noc se bila
pevna latka (moéovina)odfiitruje; Filtraty se koncentruji'
ve vakuu pro -iskani rezidua, které se &isti chromatografii

na silikagelu pro ziskani slou&eniny clxx (0,99 g,'76%).




P¥iklad meziproduktu 163

Sloudenina clxxi:

EtOH roztok (20'ml) slougeniny clxx (0,99 g, 1,88 mmolu) se
zpracovava pomoci 2 N NaOH (2,81 ml, 5,63 mmold). Po
michani za teploty okdli pfes noc se reak&ni smé&s okKyselil
na pH 3 pfidanim 1 N HCl. Reaklni smés se extrahuje pomoci
EtOAc (75 ml). Organicka vrstva se su3i a koncentruje ve

Q

vakuu pro ziskani slouceniny clxxi (772 mg, 82%).

Pfiklad meziproduktu 164

Sloudenina clxxi:

" DCM roztok (10 ml) sloudeniny clxxi (290 mg, 0,58 mmolid) se
zpracovava pomoci PyBOP (484 mg, 0,93 mmold). Po michéni za
teploty okoli po dobu 20 minut se reakéni smés zpracovava

THF roztokem (7,5 ml) slou€eniny xiii' (140 mg, 0,75
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mmold), nasledovanym DIPEA (0,13 ml, 0,75 mmollt). Po
michani pfes noc za teploty okoli se reakce zastavi vodou a
reak&ni smé&s se extrahuje pomoci EtOAc. Vysledna organicka
vrstva se promyva solnym roztokem a sudi a koncentruje ve
vakuu. Vysledné reziduum se &isti chromatografii na
silikagelu (5% EtOH/EtOAc) pro ziskadni slouceniny clxxii

290 mg (75%).

P¥iklad meziproduktu 165

Sloucdenina clxxiv:

Sloudenina 1xxxiii (600 mg, 1,17 mmold) se vyjme v DCM (4

ml). P¥idaé se PyBOP (670 mg, 1,3 mmolu) michd se pét minut

HN |
2

cixxili

a ochladi na teplotu 0 °C. Do tohoto roztoku se prida po
kapkéach slouéenina clxxiii (333 mg, 1,3 mmolll) v THF (13

ml). DIPEA (0,23 ml, 1,3 mmoll) se prida do reakéni smeés a
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smés se ponechd zahfat se na teplotu okoli za michéni po
dvé noci. Nasledujici den se reakeni smé&s koncentruje a
&isti se sm&si 2% EtOH/EtOAc pro ziskani surové slouceniny

clxxiv (900 mg, pfes 100%).
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clxxiv

- P¥iklad meziproduktu 166

Sloulenina CclxXxXXV:

Slou&enina cxxv (3,01 g, 10,7 mmolud) se vyjme v DCM (30 ml)
a teplota se sni?i na -78 °C. Do tohoto roztoku se ptidaji
PyBOP I(6,1g, 11,7 mmolt) a HOBT (1,58 ‘g, 11,7 mmoll)
-nésledované (S)—(+)—1—cyklohexylethylaminem, élouéeninou
clxxv (1,74 ml, 11,7 mmold) a DIPEA (2,1 ml, 11,7 mmolu).
vysledna émés_ se michd pfes noc =za teploty okoli.

Nasledujici den se reakéni smeés z¥edi pomoci EtOAc, promyva

'se 0,1 N HCl, nasycenym NaHCO3 a solnym roztokem. Produkt .

se &isti v 40% EtOAc/Hex pro ziskani 2 g (47,8%) slouCeniny

clxxvi.
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P¥iklad meziproduktu 167

Sloudenina clxxiii:

Slouéeninaiclxxvi (2 g, 5,13 mmold) se hydrdgénuje pouzZitim
10% Pd/C (SOO'mg) v MeOH (40 ml). Reékéni smés se miché
pies'hoc pod vodikovou‘atmosférou.”Reakéni sm&s se filtfuje
'pfes Celit a koncentruje pro .ziskéni;,Slouéeniny clxxiii

(1,31 g, 99,8%).

Priklad meziproduktu 168
Slbuéenina clxxix:

V kulaté bafice se pod inertni atmosférou sloulenina clxxvii

'-og,(g?‘. o

: N

' O:{';%)~OH>

. O 0 ‘» .
choxvii |

[1-benzylester o kyseliny - o (S)—(—)—ZfOXO-b

1,5—imidazolindikarboxylové] (290 mg, 1. 1 mmoll) rozpusti

v bezvodém DMF (6 ml). Prida se HOAt (151 mg, 1,2 mmold) a
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reak&ni sm&s se michd za teploty okoli po dobu 25 minut.
Reak&ni smés se pdtom. ochladi v ledové 1lazni. Potom se
prida DIC (0,2 ml, 0,16 g, 1,2 mmoll) s naslednou adici
slouceniny clxxviii (1 mmold, 435 mg.) Vv bezvodém DME (4
ml). Reakéni teplota se ponechd pomalu vzrist na teplotu
okoli a smé&s se michd po dva dny. Reak&ni smés se potom
vlieje do separaéni nalevky obsahujici 120 ml EtOAc a
promyva se dvakrat 1 N HCl (50 ml) a jednou solnym
roztokem. Organicka vrstva se separuje a su3i se nad MgSOs.
Rozpoust&dlo se odpafi za sniZeného tlaku a reziduum se
&isti chromatografii na silikagelu (napln v DCM a vymyvani
30% potdm 50% EtOAc/DCM potom 2% MeOH/EtOAcC) Ppro ziskani

produktu clxxix (434 mg, 64%) .

LG
gfo 5

Ptiklad meziproduktu 169 ‘

Sloudenina clxxx:

Vychozi material clxxix (434 mg, 0,64 mmolu) se rozpusti v
dioxanu (6 ml) a 0,5 M vodném roztoku NaOH (4 ml, 3 ekv.).
Reakce se nechad probihat pfes noc. TLC Vv 100% EtOAc
(pouzitim PMA skvrny) ukazujekromé odekavaného kyselého

produktu na pocatku rychlejdi produkt. ReakZni smés se




okyseli na pH 2 pifidanim 1 N HCl a potom se extrahuje
dvakrat pomoci EtOAc. Do vodného roztoku se pfidad pevny
NaCl pro usnadnéni extrakce. Organické extrakty se potom
zkombinuji, susi se nad MgSOs a odpafi za sniZeného tlaku.
MS indikuje, Ze CBZ skupina se odstrani hydrolyzou.

Vysledna sloudenina clxxx (kvantitativni vytéZek) se

pouzije je v dal3im kroku.

N

%&%/

P¥iklad meziproduktu 170

Sloudenina clxxxi:

V kulaté bafice se pod inertni atmosférou slouc¢enina clxxx
(279 mg, 0,54 mmoll) rozpusti v bezvodém.DMF (6 ml). Prida
se HOAt (82 mg, 0,65 mmold) a reakéni sm&s se micha za
teploty okoli po dobu 25 minut. Reakéni smés se potom
ochladi v ledové lazni. Potom se pfida DIC (0,11 ml, 0,65
bmmolu) S naslednou adici sloucenlny xiii' (0,7 mmold) Vv
pezvodém DMF (4 ml). Reak&éni teplota se nechd pomalu vzrust
na teplotu okoli a smé&s se micha po dobu 21 hodin. Reakéni
smé&s se potom vleje do separaéni nalevky obsahujici 120 ml
EtOAc a promyvad se dvakrat 1 N HC1 (50 ml) a jednou solnym

roztokem. Organické& vrstva se separuje, su3i se nad MgSO,.
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Rozpoudt&dlo se odpafi za sniZeného tlaku a produktse Cisti
chromatografii na silikagelu (napln v DCM a vymyvani smési
50% EtOAc/hexan, potom 3%  MeOH/EtOAc, potom  20%
EtOH/EtOAc). Po odstranéni rozpouétédlé se reziduum znovu
rozpusti v Dri Solv THF a filtruje pro odstranéni veSkerého
silikagelu. Odétranéni rozpoustédla potom dava slouceninu

clxxxi (434 mg, 64% vytéiek).
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‘Pfiklad meziproduktu 171

Slouenina clxxxiii:

V kulaté bafice se pod inertni atmosférou rozpusti kyselina

64hydroxypikolinové

Q.
0% N “COOH

)

(153 mg, 1,1 mmol@l) v bezvodém DMF (6 ml). PEida se HOAt
(151 mg, 1,2 mmold) a potom se reakéni smé&s micha za

teploty okoli po dobu 25 minut. Reakéni smés se potom

g
2
4




- 366 _ .o .. L

ochladi v ledové lazni. Potom se pfida DIC (0,2 ml, 0,16 g,
1,2 mmold) s néslednou adici slou&eniny clxxxii (1,0 mmold,

435 mg.) v bezvodém DMF (4 ml).

Reak&ni teplota se necha pomalu vzrust na teplotu okoli a
smés se michd po dva dny. Reakéni smés se potom vleje do
‘separa&ni nalevky obsahujici 120 ml EtOAc a pfovaé se
dvakrat 1 N HC1 (50 ml) a jednou solnym roztokem. Organicka
vrstva se separuje a su3i se nad MgSOs. Rozpouétédlo se
odpari za sniieﬁého tlaku a produkt se ¢isti chromatografii
na silikagelu (naplii v DCM, vymyvani 30%, potom 50%
EtOAc/DCM,‘a potom 2% MeOH/EtOAc) prolziskéni slouCeniny
clxxxiii (314 mg,_56%).i

Priklad meziproduktu 172

Sloudenina Clxxxiv:

A
Ser R
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Vychozi materidl clxxxiii (314 mg, 0,56 mmoll) se rozpusti
v dioxanu (5 ml) a 0,5 M NaOH (3,4 ml, 3 ekv.). Reékce se
nechad probihat pres noc. TLC s 100% EtOAc (pouzZitim UV)
ukazuje.ﬁplnou pfeménu na pomaly kysely produkt na pocatku.
Reak&ni sm&s se okyseli na pH 2 pfidédnim 1 N HCl a potom se
extréhuje dvakrat EtOAc. P¥ida se pevny NaCl pro usnadnéni
extrakce. Organické extrakty se potom zkombinuji, su3i se
nad MgSO, a potom odpafi za sniZeného tlaku pro ziskani
sloudeniny clxxxiv (0,5 mmolud, 89%), kterd se pouziva bez

Upravy v dalsim kroku.

P¥iklad meziproduktu 173

Sloudenina clxXxXV:

V kulaté bance se pod inertni atmosférou roipustivkyselé
slougenina clxxxiv (265mg, 0,5 mmoll) v bezvodém DMF (6

ml). Pr¥idad se HOAt (75,6 mg, 0,6 mmoll) a reakdéni smés se
| miéhéfza £e§lb£y okoli poAdébu 25 minut. Reak&éni smés se
potom ochladi v ledové lé&zni. Potom se ptidd DIC (0,1 mil,
0,6 mmol) s naslednou adici sloueniny xiii' (0,65 mmold)
v bezvodém DMF (4 ml). Reak&ni teplota se necha pomalu

vzrist na teplotu okoli a smés se michd po dobu 21 hodin.
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Reékéni smé&s se potom vleje do separani nadlevky obsahujici
EtOAc (120 ml) a promyvd se dvakrat 1 N HC1L (50 ml) a
jednou solnym roztokem. Organickd vrstva se separuje, susi
se nad MgSO,. Rozpoudté&dlo se odpafi za sniZeného tlaku a
produkt se &isti chromatografii na silikagelu (napln v DCM,
vymyvani 50% EtOAc/hexan, potom <&isty EtOAc a potom 4%
MeOH/EtOAc) pro ziskéni produktu, slouéeniny clxxxv (185
mg, 52%).
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Priklad meziproduktu 174

Sloudeéenina CxXxxiv':

Do roztoku D-alaninu (5'g, 56,1 mmolﬁ) v 1 N NaOH (152 ml,’

152 mmold) se za teploty 0 °C pfidd roztok MeOC(0)Cl (6,5
ml; 84,2 mmoll) v diethyletheru (30 ml). Smés se micha v
ledové lazni po dobu 3 hodin a potom se pH upravi na 9
p¥idanim 1 N NaOH. Po mich&ni za teploty okoli po 1 hodinu
;e‘ smés  promyva Kethérem) (3x50 ml), okyseli“Se‘ na"pH
p¥ibli%né& 2 pfidanim 5 N HCl, extrahuje se EtOAc (550 ml).
Organické extrakty se promyvaji vodou, sblnYm roztokem a

potom sudi (MgSO4). Rozpoudtédlo se odstrani pro ziskani
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sléuéeniny cxxxiv, N-methoxykarbonyl-D-alaninu, ve formeé

bezbarvého oleje (6,48 g, 79%).
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Priklad meziproduktu 175

Sloudenina clxxxvi:

Roztoku N-methoxykarbonyl-D-alaninu (0,193 g, 1,31 mmoll) a
HOAt (0,177 g, 1,31 mmold) v DCM (10 ml), ochlazeny Vv
ledové 1lazni, se zpracovava DCC (1,31 ml, 1,31 mmolu). Po
michani v 1ledové lazni po dobu 0,5 hodiny se ptidad roztok
pripravené slou&eniny clxxxii (0,88 mmolﬁ) v THF (8,8 ml).
Smé&s se zahtiva na teplotu okoli a micha pfes noc, potom se
ochladi v ledéﬁé lézni a reakce se zastavi nasycenym
roztokem NaHCO;. Precipitaty se filtruji a filtrat se vyjme
" v EtOAc (100 ml); Organickd vrstva se promyvé‘nasycenwﬁ
roztokem NaHCO3, solnym roztokem a potom ‘susi (MgSO4). Po
odétranéni» rozpoudté&dla se reziduum Cisti  kolonovou
chromatografii na oxidu kiemi&itém (60% EtOAc/hexan) pro

ziskani sloueniny clxxxvi ve formé& gumovité pény (0,321 g,
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Priklad meziproduktu 176

Slouc¢enina clxxxvii:

Do roztoku.slouéeniny clxxxvi (0,321 g, 0,597 mmolll) v EtOH
(5 ml) se za teploty 5 °C p¥ida 2 N NaOH (1,05 ml, 2,1
mmold). Smé&s se micha za teploty okoli po dobu 4 hodin.
Roztok se okysell na pH ~2 pfridanim 1 N HCl1 a EtOH se
odstrani rotacnim odpafenim.'Smés se extrahuje pomoci EtOAc
(3x30 ml) a zkombinovany extrakt se promyvé solnym roztokem
a potom su3i (MgSO4). Rozpoustédlo se odstrani a reziduum
se su$i za vakua pro ziskani slouceniny clxxxvii ve formé

gumovité pény (0,235 g, 77%).

)
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Pfiklad meziproduktu 177




- 371 -

Sloudenina clxxxviii:

Roztok sloudeniny clxxxvii (0,363 g, 0,712 mmold) v DCM (10
ml) se ochladi v ledové lazni a zpracovava se PyBOP (0,594
g, 1,14 mmold). Po michéni za teploty okoli po dobu 0,5
hodiny se smé&s ochladi v ledové lazni a zpracovava roztokem
sloudeniny xiii' (1,1 mmoll) v THF (11 ml) a DIPEA (0,249
ml, 1,42 mmoldu). Smés se michd za teploty okoll pres noc a
reakce se zastavi pfidanim roztoku NH,Cl. Rozpoustédlo se
koncentruje a'smés‘se vyjme v EtOAc (100 ml). Organickéa
vrstva se promyvd nasycenym roztokem NaHCOs3, solnym
-roztokem a potom suSi (MgSQO4). Po bdstranéni rozpoustédla
se reziduum éisti kolonovou chromatografii (5% EtOH/EtOAc)

pro ziskéni clxxxviii (0,341 g, 71%).

Priklad meziproduktu 178

Sloudenina clxxxix:

Diaminopropionova kyselina (3‘g, 28,7 mmolua) se vyjme v 1M
NaOH (86,2 ml, 86,2 mmold) a ochladi na teplotu 0 °C a
potom se prida MeOC(O)Cl (5,54 ml,.71,75 mmolt) v Et,0 (25
ml). Vyslédné smeés se micha pres nbc za zahtrati na téplotu
okoli. pH reakéni smési se . sniZi na 2 a vodné vrstva se
extrahuje 3x pomoci EtOAc. Extrakty se zkombinuji a susi se
nad Na,SO,, filtruji a koncentruji pro ziskdni slouceniny

clxxxix (3,09 g, 48,9%).
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Priklad meziproduktu 179

Sloucenina cc:

Slouéeniha clxxxix (340 mg, 1,55 mmoll) se vyjme v DCM (4
ml). Pfidaji se DCC (1,7 mmold) a HOAt (235 mg, 1,7 mmolu),
"nasledované sloudeninou clxxxii (1,7 mmold) v DCM (3,4 ml).
Reakéni smés se micha pfes noc. Niasledujici den se reakéni
smé&s filtruje ptes vrétvu oxidu kremicitého a koncentruje.
Cisté&ni se provadi v 75% EtOAc/hexan pro ziskani slouceniny

clxxxx: (715 mg, 72,4%).
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Pfiklad meziproduktu 180

Slouc¢enina clxxxxi:

Slouc¢enina clxxxx (715 mg, 1,12 mmol®l) se hydrolyzuje za
istandardnich podminek pouZitim EtOH (4 ml) a 1 N NaOH (3

ekv.) pro ziskéni_slouéeniny‘clxxxxi (600 mg, 88,0%).
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P¥iklad meziproduktu 181

SlouCenina clxxxxii:

SloucCenina clxxxxi (550 mg, 0,9 mmold) se vyjme v DCM (8
ml). Pridd se PyBOP (675 mg, 1,3 mmold) né&sledovany
slouCeninou xiii' (1,3 mmold) v THF (1,3 ml). P#fida se
DIPEA (0,23 ml, 1,3 mmold) a vysledny roztok se michd pres

noc. N&sledujici den se reakéni smés zredi EtOAc, promyva
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nasycenym NaHCO; a potom solnym roztokem pfed koncentraci
pro ziskéani rezidua. Vysledné reziduum se cisti pomoci 5%

EtOH/EtOAc pro ziskéni slouceniny clxxxxii (290 mg, 41,5%).
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‘Priklad meziproduktu 182

Sloudenina clxxxxiii:

Methylester Cbz—cyklohexyglycin—terc.—leucinu (7,36 g, 17,6
mmold) se hydrolyzuje za standardnich podminek pouzitim
MeOH (60 ml) a 1 N NaOH (52,8’ml, 3 ekv;) pro ziskéani

meziproduktu clxxxxiii (92%).

Pfiklad meziproduktu 183

Sloudenina clxxxxiv:
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Slou¢enina clxxxxiii (3,82 g, 9,46 mmoll) se vyjme v DCM
(30 ml). Pridd se DCC (11,35 mmolt) v DCM (11,35 ml) s
‘naslednou adici HOAt (1,54 g, 11,35 mmolu). Vyslednd smés
se michén pét minut a p¥idd se sloucenina v (9,46 mmolu) Vv
THF (40 ml). Vyslednd smés se micha pres noc. Nasledujici
den se reakcni smés zredi pomoci EtOAc, promyvan 1 N HCI1,
nasycenym NaHCOs a potom solnym roztokém pfed koncentraci
pro ziské&ni rezidua. Vzniklé residuum se ¢&isti pomoci
gradientu 20% na 30% na silikagelu pro ziskani slouceniny

clxxxxiv (3,03 g, 56,3%).

Priklad meziproduktu 183

Sloudenina clxxxii:

Slouéenina clxxxxiv (3,03 g, 5,33 mmold) se hYdrogenuje
pouzitim 10% Pd/C (500 mg) v MeOH (30 ml) pod vodikovou
atmosférou po dobu 4 hodin pro ziska&ni slou€eniny clxxxii

(2,3 g, 99%).

Pfiklad meziproduktu 184

Sloucenina ClxXxXXxVv:
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Do roztoku kyseliny l-amino-l-cyklohexankarboxylové (2,86
g, 20 mmold) v MeOH (40 ml) se pridd za teploty 0 °C po
kapkdch SOCl, (3 ml). Smés se pomalu zahfiva na teplotu
okoli a potom se zahriva na teplotu zpétného toku po dobu 5
hodin. Potom se do cirého roztoku p¥idd Et,0 a precipitat
se' izoluje. Pevna latka se dale su3i ve vakuu pro ziskéani

slouCeniny clxxxxv (95%) ve formé& bilého prasku.

CIH NS
clxxxxy

Priklad meziproduktu 185

Sloucenina clxxxxvi:

Kyselina 2-pyrazinkarboxylova (1 g, 8 mmolda, 1 ekv.) se
rozpusti v DCM (15 mi) s pridénim HOAt (1,1 g, 8 mmold) a
DCC (8 ml, 1 M) v DCM. Po michdni za teploty okoli po dobu
20 minut se prida do aktivované sm&si sloudenina ClxXXxV
(1,3 g, 8 mmold). Nasledné se p¥idad DIPEA (2 ml, 12 mmold),
nasleduje DMAP (1,5 Q, 12 mmold). Po ﬁichéni po t¥i dny za
teploty okoli se reakéni smés filtruje pfes Celit,
koncentruje a pozadovany produkt clxxxxvi se &isti
kolonovou chromatografii (50% EtOAc/hexan) na Zluty olej

(2,1 g, 100%).
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Ptriklad meziproduktu 186

Slouc¢enina clxxxxvii:

Slou¢enina clxxxxvi (1,06 g, 2,6 mmold) se rozpusti v MeOH
(300 ml) s pfidénim 2 N NaOH (vodny) (12 ml, 24 mmoll).
Roztok se michd za teploty okoli pfes noc pred tim, nez TLC
(50% EtOAc/hexan) ukazuje ukonceni hydrolyzy. Roztok se
. potom okyseli na pH 3 pfidadnim 5 N HCl a zredi se EtOAc a
nidsleduje extrakce organické vrstvy. Organicka vrstva se
nidsledné& promyvd solnym roztokem a suSi nad MgSOs pro

ziskani slouceniny clxxxxvii (84%) po koncentraci.

N L0

Pfiklad meziproduktu 187

Sloucenina clxxxxviii:

Sloudenina clxxxvii (1,6 g, 6,4 mmoll) se rozpusti v DCM
(18 ml) a potom se za teploty okoli p¥idaji HOAt (0,86 g, 7
mmol&) a DCC (7 ml, 1 M v DCM). Po michdni za teploty okoli




po dobu 20 minut se p¥idd do aktivované smési hydrochlorid
methylesteru L-terc.-leucinu (7 ml, 1 M v THF). Nasledné se
pfidd DIPEA (1,2 ml, 7 mmold), nasleduje DMAP (1,2 g, 9,8
mmolfl) . Po michani po tf¥i dny za teploty okolil se reakéni
smé&s filtruje pres Celit, ¢isti kolonovou chromatografii a
koncentruje pro ziskéani slouc¢eniny clxxxxviii (60%

EtOAc/hexan) ve formé& bilé pevné latky (1,74 g, 72%).
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Slouc¢enina cic:

Slou¢enina clxxxxviii (1,74 g, 4,6 mmoll) se rozpusti v
MeOH (22 ml) s p¥idanim 2 N NaOH (vodny) (7 ml, 14 mmold).
Roztok se michd za teploty okoli p¥es noc pred tim, neZ TLC
(50%  EtOAc/hexan) ukazuje ukoneni hydrolyzy. Roztok_ se
okyseli na pH 3 pfiddnim 5 N HCl a zfedi pomoci EtOAc a
potom se organicka vrstva extrahuje. Organické vrstva . se
promyva solnym .roztokem a su3i se nad MgSO, a potom

koncentruje pro ziskédni slouceniny cic (100%).
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Sloucenina cc:

Do DCM roztoku (15 ml) slouéeniﬁy cic (1,5 g, 4,1 mmoll) se
za teploty okoli pfida HOAt (610 >mg, 4,5 mmolud),
nasledovany 1‘M DCC roztokem v bCM>(4,5 ml; 4,5 mmoll). Po
michédni po dobu 30 minut za teploty okoli se potom prida
THF roztok (20 ml, 0,2 M) slouéeniny v (4 mmold). Reaklni
smés se micha za teploty okoli pfes noc. Potom se reakéni
smés filtruje pres Celit. Filtrat se koncentruje na Zzluty
olej, ktery se C<cisti chromatografii na silikagelu (50%

EtOAc/hexan) pro ziskani slougeniny cci (660 mg, 32%).
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Sloudenina cci:

Do EtOH roztoku (6 ml) slouceniny ccC (600 mg, 1,13 mmold)

se pridd 2 N NaOH (1,7 ml, 3,4 mmolud). Reak&éni smés se
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micha po dobu 2 hodin za teploty okoli,.potom se okyseli na
pH 3 pfridédnim 5 N HCI. Smés se potom zfedi pomoci EtOAc,
nasleduje extrakce organické vrstvy. Nasledn& se organicka
vrstva promyva solnym roztokem a potom su3i nad MgSO4 pro

ziskani sloudeniny cci (92%) po koncentraci.
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Sloudenina ccii:

Do DCM roztoku (8 ml) ccii (310 mg, 0,62 mmoll) se ptida
PyBOP (420 mg, 0,8 mmoll). Roztok se michad za teploty okoli
po dobu 30 minut. Do ‘tohoto roztoku se potom bfidé
sloudenina xiii' (8 ml, 0,1 M) v THF, s naslednou adici
.DIEEA (0,23 ml, 1,3 mmold). Reakeni sm&s se micha za
teploty okoli pfes noc a potom se reakce zastavuje vodou
(25 ml) po dobu 30 minut. Smés se potom extrahuje pomoci
EtOAc.Vvysledné organicka vrstva se promyva solnym roztokem
a potom se sudi nad MgSOQ~pfed. koncentraci pro ziskéni
>lutého oleje. Cisténi chromatografii na silikagelu (3%

EtOH/EtOAc) dava slougeninu ccii (140 mg, 33%).
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Sloudenina ccxiv -

Do roztoku sloueniny cciii, terc.-butyl esteru (N—
difenylmethylen)-glycinu, (6 g, 0,0206 mmolu) a chirélniho
PTC (1,08 g, 0,00206 mmold) Vv bezvodém»DCM (48 ml) se pod
dusikovou atmosférou za teploty -60 °C pfidé CsOHC.H,0 (6,9
g, 0,0412 mmold). Do reakéni smési se pfidé po kapkéch
methylester 1-karboxy—l—cyklopentenu (5,2 ml, 0,0412 mmoli)
v'10 ml DCM. Sm&s se micha po dobu 4 dni za teploty -60 °C,
potom se zfedi piidanim 200 ml Et,0 a se prida 15 ml
nasyceného ‘vodného roztoku NH,Cl. Fazes se separujl a
organickd faze se promyva 15 ml vody a 15 ml solného
roztoku. Vodné faze se extrahuji 100 ml _EtzO. Organické
faze se'spoji.a susi se nad NaySOy. Surovy produkf se ziské
odstrandnim rozpoustédla, rozpuéténim v 100 ml EtOH a potom
se pridaji NHOHHC1 (1,43 g, 0,0206 mmold) a NaOAc (1,68 g,
0,0206 mmold). Smés se zah#iva na teplotqupépného toku po
dobu- 48 hodin. Potom se rozpousté&dlo odstrani a ziskané
surové reziduum se p¥imo ¢&isti mZikovou chromatografii
s vymyvanim smé&si 30 %-50 % EtOAc/hexan pro ziskéni
sloueniny cciv (65 %) ve form& bilé pevné léatky.

C1,H1gNO3 (molekulova hmotnost = 225,29);




MS: m/z (M+ + 1) = 226,5.

Enantiomerni prebytek: 18 % ee, urceno chiralni HPLC.
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Sloucenina ccv

Do roztoku sloudeniny cciv (2 g, 0,0088 mmold) v 60 ml of
ACN se ptrida katalytické mnoZstvi DMAP (0,216 g, 0,0017

nmold) a roztok di-terc.-butyl-dikarbonatu (2,49 g, 0,011
;=mmolﬁ) v 30 ml ACN. Smé&s se michéd po -dcbu 14 hodin za
“teploty okoli, potom se zFedi pfidénim 100 ml DCM a promyva
“nasycénym NaHCOs (10 ml) a solnym roztokem (10 ml).
Organickad féaze se su8i nad NazS0q. Odpafeni rozpoustédla
poskytne surovy produkt, ktéry se ¢&isti v silikagelové
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s vymyvanim smési 15 % EtOAc/hexan pro ziskani
sloﬁééhiny ccv (86%f ve form& bilé pevné latky. Ci7H27NOs
molekﬁlové hmotnost = 325,40 | |

MS: m/z (M+ + 1) = 326,2
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Slou&enina ccvi

Do roztoku slouCeniny ccv (1,7 g, 0,0052 mmolﬁ) v 50 ml THF
(0,14 M) se za teploty -78 °C ptida DIBAL-H (7,8 ml, 0,0078
mmol®é) . Sm&s se michd po 1 hodinu, potom se pfidad 10 ml of
MeOH. Smés se ztedi pfidanim 25 ml EtOAc a 25 ml nasyceného
vodného roztoku vinanu sodného a potom se micha za teploty
. okoli jednu hodin. Faze se separuji a vodna fézé se
extrqhujejednou pomoci 50 ml EtOAc. Organické faze se
zkombinuji a'suéi se nad Na,SO,. Odpateni rozpoustédla dalo
surové reziduum, ktera ée pouziva bez jakéhpkoli ¢isténi.
Surova latka se rozpusti v 25 ml DCM, pfidé se Et3;Si (0,84
ml, 0,0052 mmold) a potom se smés Qchladi na teplotu -78 °C
pfed pfidanim po kapkach BF;OEt; (0,71 ml, 0,0061 mmold).
bo 30 minutich se pPidaji EtsSi (0,84 ml) a BF;0Et, (0,71
ml) a smé&s se micha po dobu 2 hodin za teploty -78 °C.
Reakce se potom zastavi nasycenym vodnym NaHCO; (10 ml) a
extrahuje se DCM (dvakrat 20 ml). Organické faze ' se
u3i se nad Na,S0,. Odpafeni rozpouStédla dava
surové reziduum, které se Cisti mZikovou chromatografii s
vymyvénim. smési 13 % EtOAc/hexan pro ziskdni slouceniny
ccvi %) . | | '

"C17H29NO4 molekulova hmotnost: = 311, 42

MS: m/z (M+ + 1) = 312,6
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Sloucdéenina ccvii

Sloudenina ccvi (0,5 g, 0,0016 mmolld) se rozpusti v. 8 ml 1
N HCl v EtOAc (pfripraven probublévénim bezvodého HCl1 do
pbezvodého EtOAc a potom zfedénim na 1 N .dodateénym EtOAc).
Smés se michd po dobu 6 ‘hodin za teploty okoli.
Rozpoudté&dlo se odstrani ve vakuu a stledny precipitat se
rozpusti v Et20. Po michani smési po dobu 15 minut se
rozpousté&dlo odstrani za sniZeného tlaku. Vysledn& bila
pevna latka se promyva Et;0 a sloucenina cevii (0,27 g, 80%
vytézek) se izoluje filtraci. Cj2H21NO2 molekulova hmotnost
= 211,15

MS: m/z (M+ + 1) = 212,6
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Slouc¢enina v




Do roztoku sloudeniny ccxvi (0,230 g, 0,74 mmolt) v DCM
(3,7 ml) se prida TFA (2,85 ml). Smé&s se micha pfes noc,
potom se rozpoust&dlo odstrani ve vakuu do sucha a reziduum
se rozpusti v EtOH (7,5 ml). Smés se ochladi na teplotu 0
°c" a prida se po kapkadch SOCl, (0,22 ml, 2,96 mmoll) a
potom se smé&s zahfiva na teplotu zpé&tného toku po dobu 2
hodin. EtOH se odstrani za sniZeného tlaku a reziduum se
rozpusti v DCM (10 ml). VYsledny roztok se promyva dvakrat
nasycenym vodnym roztokem NaHCO; (5 ml). Faze se separuji a
organicka faze se su3i nad Na,SO; a rozpoustedlo se
odstrani ve vakuu pro>ziskéni slouc¢eniny v (80 %) ve formeé
oleje. CioH17NO; molekulova hmotnost 183,25

MS: m/z (M+ + 1) = 184,2
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Sloudenina cd

1-Benzylimidazol (6 g, 37,9 mmol®l) se vyjme v Et,0 (180
‘ml). Vysledny roztok se ochladi na -60 °C a zpracovava se
nsBuLiA(l(G M, 24 ml). Reak&ni smé&s se michd po dobu 30
minut a potom se CO, probublava smési‘po dobu 15 minut.
Precipitat se filtruje, proplachuje Et,0 a potom se vyjme Vv
H,0. Tento vodny roztok se okyseli na pH 3 pfidanim 5 N
HCl. PoZzadovany produkt, cd, se izoluje po lyofilizaci ve-

formé& bilé pevné latky.
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. Sloucdenina cdi

DCM roztok (100 ml) sloudeniny i (9,25 g, 27,9 mmold) se
zpracovava za teploty 0 °C pomoci DAST (9,2 ml, 69,8
~mmoll). Po michani =za teploty okoli pfes noc se reakce
zastavi pomoci ledu a smés se extrahuje DCM (200 ml).
Organicka vrstva se prdevé solnym roztokem a kéncentruje
ve vakuu. Reziduum se ¢&isti chromatografii na silikagelu
(30% bEtOAc/hexan) pro ziskani 8,5 g (86%) pozadovaného
fluorovanéhé meziproduktu. Cést tohoto meziproduktu (4,5 g,
14,2 mmold) 'se rozpusti v EtOH (75 ml). Tento roztok se
vystavi standardnim hydrogenaénim  podminkam pouzitim
PA(OH)»/C (2,98 g, 20% obsah Pd, 4,26 mmolld). Po michéani

~.
roo
LSO

pfes noc za teploty okoll se reak&ni smé&s filtruj

(0]

o}

ani
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Celit. Filtréty' se koncentruji ve wvakuu pro zis

slouceniny cdi (2,5 g, 96%).
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Sloud&enina cdii

Do roztoku sloudeniny cd (890 mg, 4,4 mmolu) vyjmuté v DCM
(15 ml) se pridaji HOBT (595 mg, 4,4 mmold) a DCC (4,4
mmold, 1 M v DCM) a smés se michid po 20 minut. Do této
sm&si se prida DCM roztok (15 ml) slouceniny Ixxix' (990
mg, 3,5 mmoll). Vysledna smé&s se michd pfes noc pod
dusikovou atmosférou. Reakéni smés se zfedi pomoci EtOAc,
provaé se nasycenym NaHCO; a solnym roztokem. Organicka
 vrstva se koncentruje ve vakuu pro ziskani rezidua,  které
se. &isti ve smé&si 30% EtOAc/hexan pro ziskani sloudeniny

cdii (666 mg, 41%).
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Sloudenina cdiii

Slou&enina cdiii se ptripravi ze sloucenina cdii za
standardnich podminek hydrolyzy pouzitim methylalkoholu (10
ml) a 1 N NaOH (3 ekv.). Ziska se 565 mg slouleniny cdiii
(88%) .

Lt
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Sloucenina cdiv

Vyslednad smé&s se micha 20 minut a slou&enina cdi (1,6

mmolt) se pfidad po kapkdch v THF (8 ml). ReakCni smés se




michd pres noc. Reakéni smés se filtruje a proplachuje
EtOAc. Zkombinované organické vrstvy se promyvaji nasycenym
NaHCO;, solnym roztokem, sudi se nad MgSO4 a koncentruji.
&isté&ni se provadi ve sm&si 30% EtOAc/hexan pro ziskéani

slou&eniny cdiv (565 mg, 70%).
cdiv
P¥iklad meziproduktu 202-cdv
Slou&enina cdv (565 mg, 0,86 mmoll) se ptripravi ze
slou&eniny cdiv za standardnich podminek hydrolyzy pouéitim

ethylalkoholu (10 ml) a 1 N NaOH (3 ekv.). Ziska se 490 mg

(91%) sloudeniny cdv.
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p¥iklad meziproduktu 203-cdvi

Slou&enina cdv (490 mg, 0,78 mmolu) se vyjme v DCM (10 ml).
Do DCM roztoku se pfida PyBOP (520 mg, 1 mmoll), ndsleduje

THF roztok (10 ml) xiii (186 mg, 1 mmold). Do reakéni smési




se ptidad DIEA (0,18 ml, 1 mmolll) a smés se miché& pfes noc
pod dusikovou atmosférou. Nésledujici den se reakéni smés
z¥edi EtOAc, promyva nasycenym NaHCOs a solnym roztokem.
Sisténi se provadi v 100% EtOAc pro ziskani slouc¢eniny cdvi

(478 mg, 77%).

cdvi

Pr¥iklad meziproduktu 204-cdvii

' sloudenina cdvi,(478 mg, 0,6 mmold) se hYdrogenuje pouiitim
Pd (OH)2/C  (20% bezvbdé baze, 100 mg) v"MeOH (40 ml).
Reak&ni smé&s se michd pfes no¢‘pod vodikovou'atmosférou.‘v
tomto - okamZiku‘ se reakéni smés filtruje pfes ‘Ceiif a

koncgntrujé pro ziskani slou¢eniny cdvii (417 mg, 98%) .
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Pfiklad meziproduktu 205-cdx

Slou&enina cxxv (zakoupena od spoleénosti Albany Molecular
Research Inc., 1,5 g, 5,2 mmold) se vyjme v DCM (15 ml). Do
tohoto roztoku se p¥idaji PyBOP (2,7 g, 5,2 mmoll) a HOBT
(700 mg, 5,2 mmold). THF roztok (15 ml) (-)-o-
(4-pyridyl)ethyl aminu (640 mg, 5,2 mmold) se p¥idd do vyse
uvedeného roztoku, nasledovany DIEA (0,93 ml, 5,2 mmola). |
(-)-o. - (4-pyridyl)ethylamin se ziskd z vinanové soli (-)-
a—(4—pyridyl)ethylaminu (Aldrich) michanim s 1 N NaOH (2
ekv.) po 1 hodinu nadsledovanym extrakci pomoci EtOAc (3x)
.70% zisk]. Reakéni shés‘se_miéhé pfes noc za teploty okOii.
'Reak&ni smés se promyva nasycenym NaHCO3 a solnym roztokem.
Produkt se &isti ve smési 5% EtOH/EtOAc pro ziskani 2 g

(99%) meziproduktové slouceniny cdx.

priklad meziproduktu 206-cdviii

- Slou&enina cdx (2 g, 5,2 mmoll) se hydrogenuje pouzitim 10%
pPd/C (500 mg) v MEOH (50 ml). Reak&ni smé&s se micha& pfes
noc pod vodikovou atmosférou. Produkt se filtruje ptes
Celit a koncentruje pro ziskani sloudeniny cdviii (1,3, g

98%) .
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Farmakologie

Slouc¢eniny podle pfedloZeného . vynalezu byly popsény vyse
jako pouéitélné pro inhibici HCV proteazy a tady jsou také

‘pouZitelné pro inhibiCi HCV replikace.

V souladu s tim se predloZeny vynalez tyka zpusobu inhibice
HCV proteazy, zahrnujici kontakt sloudeniny obecného vzorce
1 v mnofstvi umoZiujicim inhibici HCV proteadzy s kompozici

obsahujici HCV proteéazu.

PredloZeny vynélez se dale tyka zpusobu inhibice replikéce
HCV zahrnujici kontakt HCV s uc¢innym mnoistvim slouceniny
ocbecného vzorce 1.

‘pfedlozeny vynadlez se kromé& toho dadle tyka zpusobu lécby
paciénta trpiciho nebo vystaveného HCV infekci, ktery
zahrnuje ~ podavani pacientovi farmaceuticky . uc¢inného
mno¥stvi sloudeniny obecného vzorce 1. Reference uvedené
zde a tykajici se 1léCby HCV infekce by m&ly byt chapany
tak, Ze zahrnuji profylaktickou terapii pro prevenci nebo
inhibici infekce stejné& tak jako 1lécbu vzniklé akutni nebob

chronické HCV infekce nebo fyziologickych stava,
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souvisejicich s HCV infekci, pro- vylé&eni pacienta od
infekce, inhibici- jistého stupné (mnozZstvi) infekce nebo
zlepdeni fyziologickych stava s ni souvisejicich. “0&inné
mnozstvi” se chéape jako mnoZstvi slou&eniny podle
pfedlozeného vynalezu, a&inné v ramci rozumné biologické
avahy, vhodné pro pouZiti v kontaktu s buikami clovéka a
dalsich savca  bez nepatfiéné toxicity,  podrézdéni,
alergické odezvy a podobn& a p¥inasi rozumny pomér
pfiznivého plsobeni a rizika pri 1é&bé& HCV infekce a tim

vytvari pozadovany terapeuticky ucinek.

Fyziologické stavy uvedené vyéebzahrnuji'nékteré, ale ne
v8echny, moZné klinické situace, ve kterych Je zadoucil
1é&ba proti HCV. Odbornici v tomto oboru jsou si dobfe

v&domi okolnosti vyZadujicich 1éCbu proti HCV.

Konkrétni aspekt p¥edlozZeného vynalezu se tyka sloucenin
podle pfedloieného vyndlezu pro poddvéni  ve formé
farmaceutické kompozice, i kdyZ slou¢enina mbZe byt
podavana samotna. “Farmaceuticka kompozice”  znamena

kompozici obsahujici slouleninu obecného vzorce 1 a alespon
jednu slozku, zvolenou ze souboruy, zahrnujiciho
farmaceuticky pfijatelné nosic¢e,  Fedidla, povlaky,
adjuvans, excipienty, nébo vehikula, jako jsou konzervalni
&inidla, plnidla, deSintegraéni &inidla, smaceci <¢inidla,
emulsifika&ni &inidla, <¢inidla pro stabilizaci emulze,
suspenzni ¢inidla, isotonicka ¢&inidla, sladidla, chutova
¢inidla, parfumani ¢inidla, barviva, antibakteridlni
¢inidla, antifungalni ¢inidla, daldi terapeutickd cinidla,

jubrikaéni &inidla, ¢inidla zpomalujici nebo podporujici




adsorp51 ~a dispenzni c1n1dla, v zévislosfi na zpusobu
podavani a davkovych formach. Komp021ce mohou byt pouZivany
ve formé& tablet, pilulek, granuli, praskl, vodnych roztoku
nebo suspenzi, injektovatelnych roztokda, elixird nebo
sirupa. Priklady suspenznich ¢inidel zahrnuji ethoxylované
isostearylalkoholy, polyoxyethylensorbitol a sorbitanové
estery, mikrokrystalickou celuldzu, metahydroxid hlinity,
bentonit, agaragar a tragakanth nebo sm&si téchto latek.
P¥iklady antlbakterlalnlch a antifungalnich ¢&inidel pro
prevenci pusobeni mikroorganismi zahrnujl parabeny,
chlorbutanol,; fenol, kysellnu sorbovou a podobné. Priklady
isotoniéchh &inidel zahrnuji - cukry4 chlorid sodny a
podobné. Priklady ¢inidel zpozdujicich adsorpci - pro
prodlouieni adsorpce zahrnuji  monostearan hlinity a
5elatinu. P#iklady ¢&inidel podporujicich adsorpci pro
zesileni- absorpce zahrnujl dimethylsulfoxid a ptibuzné
analogy. Priklady nosicf, redldel rdzpduétédel, vehikul,
solubilizaénich ¢inidel, . emulzifikatorl a emulznich
stabili?étor& zahrnuji vodu, chloroform, sacharézu,
ethanol, 1sopropylalkohol ethylkarbonét; ethylacetat,
‘benzylalkohol, Itetrahydrofurf' ylalkohol, ‘benzylbenzoét,
polyoly,> _propylenglykol, 1, 3-butylenglykol, glycerol,
polyethylenglykoly, dimethylformamid, Tween® 60, Span® 80,
ketostearylalkohol, myristylalkohol, glyceryi mono-stearat
a-laurylsulfét SOdn§, estery mastnych’ kyseliny sorbitan;
rostlinné oleje (jako Je olej =z bavlnikovych semen,
podzemnicovy olej, kuku¥icny oiej, Qlivovy olej, ricinovy
olej a sezamovy olej) a injektovatelné organické estery
jako Jje ethyloleat a podobné nebo vhodné smé&si téchto

latek.




Priklady excipientl zahrnuji laktdztl, mlé¢ny cukr, citrat
sodny, uhli&itan vapenaty, fosfore€nan vapenaty P¥iklady
de51ntegracn1ch c1n1del zahrnuji &krob, alginové kyseliny a
,jisté komplexni silikaty. priklady lubrikanti zahrnuji
stearan hofe&naty, laurylsulat sodny, mastek stejné tako

jako polyethylenglykoly o vysoké molekulové hmotnosti.

Daldi terapeuticka <¢&inidla, kterd mohou b?t .pouiita v
kombinaci se: slou€eninami podle pfedlozeného Vynélezu,
zahrnuji dalsi ¢&inidla s G&inkem proti HCV. Nékteré
ptriklady znémych; &inidel ‘s u&inkem proti HCV zahrnuji
imunomodula&ni &inidla, Jjako Jjsou - a-y B- nebo y-
interferony; pegylované derivatizované'inteferony—a, dalsi
protlvirové ¢inidla jako je ribavirin a amantadin; dalsi
inhibitory proteazy hepatitidy C, inhibitory dal8ich cila
sivotniho  cyklu =~ HCV v&etné helikéazy, polymerazy,
metaldprbteézy; Vnitfni ribosomgvé vstupy nebo
‘Slrokospektre protivirbvé' slouééniny jako je VX497,
1nh1b1tor buné&&né inosin monofosfat dehydrogenazy, IMPDH,

L.

ktereho se tyka U.S. patent c. 5,807,876; nebo

jejict
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kombinace. Terapeutickd ¢&inidla pouZivana v kombinaci se
sloudeninami podle pfedloZeného vynalezu mohou byt podavana

-oddélené, soudasné& nebo postupné.

Volba materialtt ve farmaceutické kompozici, jinych neZ je.
slou&enina obecného vzorce 1, je obecné& urcCena Vv souladu s
chemickymi vlastnostmi u¢inné slouceniny jako je

rozpustnost, konkrétni zptisob podavani a opat¥eni, ktera




maji byt dodriovéna 've farmaceutické praxi. Nap¥iklad
excipienty Jjako Je- laktéza, citrat*® sodny, uhlic¢itan
vapenaty, fosforecnan vapenaty a desintegracni éinidla jako
je. Skrob, alginové kyseliny a jisté komplexni silikaty
zkombinované s lubrikanty jako Je étearan hofelnaty,
laurylsulfat sodny a mastek mohou byt pouZity pro prlpravu

tablet.

Farmaceutické komp021ce mohou byt pouzivany ve vybranych
formach jako jsou tablety, pilulky, granule, prasky, vodné
roztoky nebo suspenze, 1njektovatelne roztoky, ellx1ry nebo

sirupy-.

“Kapalna davkova forma” znamena davku acinné Slouéeniny pro
podavani pacientovi, ktera Je v kapalne forme, napriklad
farmaceuticky pfijatelne_emulze, roztoky, suspenze, sirupy
a elixiry. Kromé ﬁéinnych slou&enin mﬁie.képalné davkové
forma obsahovat inertni fedidla béZné pouiiﬁané v oboru,
jako fozpouétédla, solubilizaéni ¢inidla a -emulzifikatory.

pevné kompozice mohou -také byt cuzity . ja k naplné v

- |

mékkyéh a tvrdych zelatinovych kapslich:s podiitim-tékonch
excipientl: jako je laktoéza nebo mlé&ny cukr stejné tak jako

polyethylenglykoly o vysoké molekulove hmotnostl a podobneé.

- Pokud Jsou pouzity vodné suspenze, mohou obsahovat
emulzifikaéni ¢inidla nebo ¢inidla, kterd usnadnuji

vytvafeni suspenze.
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Olejovitéd faze emulze farmaceutické kompozice mlZe sestéivat
ze zndmych sloZek zndmym zplsobem. I kdyz faze miZe
obsahovat pouze emulzifikdtor (jinak zndmy jako emulgétor),
je> zadouci, aby obsahovala smeés  alespon jednoho
emulzifikadtoru s tukem nebo olejem nebo soufasné s tukem a
olejem. Vyhodné& emulze obsahuje hydrofilni emulzifikator
spolu s 1lipofilnim emulzifikdtorem, ktery pusobi jako
stabilizator. Je také vyhodné zahrnout soucasné& olej a tuk.
Emulzifikadtor nebo emulzifikdtory s nebo bez stabilizéatoru
nebo stabilizatorl vytvatreji emulzifikaéni vosk a ty
spole¢né s olejem a tukem vytvareji emulzifikac¢ni mastovy
zdklad, ktery tvori olejovitou diépérgovanou fézi krémovych

ptipravkil.

Je-1li to poZadovano, vodnad faze krémového zdkladu miZe
obsahovat napriklad alespoﬁ 30% hmotn. polyhydrického
alkoholu, to znamend alkoholu, ktery m& dvé nebo vice
hydroxylovych  skupin, jako Jje propylenglykol, butan-
1,3—diol,_ﬁanitol, sorbitol, lecerol a polyethylenglykol
(Véetné PEG 400) a jejich smési. Jeviédouci, aby topické

pravky obsahovaly sloud&eninu; kterid zlepSnje absor

o)
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nebo penetraci. uc¢inné sloZzky pokoZkou nebo dal3imi

dotcenymi oblastmi.

Volba vhodnych olejl nebo tukl pro pfipravek je zaloZena ha
dosaZzeni pozZadovanych kosmetickych vlastnosti. Krém. by
proto vyhodné nemé&l byt mastny, nemé&l by vytvaret skvrny a
mél by byt smyvatelny s vhodnou konzistenci pro zabranéni

tniku z tub a dal3ich obalu.




Mohou byt pouZity mono- nebo dibazické alkylestery s pf¥imym
nebo rozvétvenym Fet&zcem jako je diisopropyl-myristat,
decyl-oleat, isopropyl-palmitét, butyl-stearét,
2-ethylhexyl-palmiat nebo  smés ester 's rozvétvenym
fet&zcem znadma jako Crodamol CAP. Tyto 1latky mohou byt
popuzZity samotné nebo v kombinaci v zavislosti na
pozadovanych vlastnostech. Alternativné mohou byt pouZity
lipidy s vysokou teplotou tani, jako je bily me&kky paréfin

a/nebo kapalny parafin nebo dal3i mineralni oleje.

V praxi mohou byt slouCeniny/farmaceutické kompozice podle
pfedloZeného vynalezu podévény‘ve vhodném ptripravku lidem a
zvitatim topickym nebo syétémonm poddvanim, které zahrnuje
podévéni ordlni, inhalaéni, rektdlni, nasalni, bukalni,
sublingvalni, vaginalni, rektdlni, parenteralni (v to
pocitaje podavani subkutanni, .intramuskulérni,
intravendzni, intradermélni,‘ intrathekdlni a epidurdlni),
intracisterndlni a intraperitonedlni. Je zfrejmé, Ze vyhodny
zptieob poddvani se muZe ménit napfiklad v zavislosti na

stavu prijemce.

“Farmaceuticky pfijatélné dékavé formy” oznaéuji davkové
formy sloudenin podle pfedloZeného vynédlezu a zahrnujil
napfiklad tablety, drazé, prasdky, elixiry, sirupy, kapalné
‘ptipravky véetnd suspenzi, “sprejlt, -inhalac¢nich tablet,
pastilek, emulzi, roztok®, granuli, kapsli a cCipku, stejné
tak jako kapalné pfipravky pro injekce, vcetné iiposomonch
pfipravka. Zpﬁsoby a pripravky obecné& mohou byt nalezeny v
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.,

Easton, PA, posledni vydani.
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“p#ipravky vhodné pro oralni podavani” mohou byt podavany
jako .diskrétni jednotky jako jsou kapsle, tobolky nebo
tablety, kaZzda obsahujici predem urcené mnozstvi u&inné
slozky; ve form& prasku nebo granuli; Jjako roztok nebo
suspenze ve vodné kapaliné& nebo bezvodé kapallne, nebo jako
kapalnad emulze typu olej ve vodé nebo kapalna emulze typu
voda v oleji. U&inna sloZka maze také byt podéna jako bolus

nebo pasta.

Tableta miaZe byt Vyrobena lisovanim nebo odlévéanim,
popfipadé s jednou nebo vice dodatecnyml slozkami. Lisované
tablety mohou byt prlpraveny ve vhodném str031 lisovanim
G&inné slozky v sypké formé, jako je préaSek nebo granule,
popfipédé smichané s vazebnym éinidlem, lubrikantem,
1nertn1m redidlem, konzer&aénim -.éinidlem, povrchoveé
aktlvnlm nebo dlsperznlm c1n1dlem 0dlévané tablety mohou
byt vyrobeny ve vhodnem StrOjl odlévanim sm&si praskove
sloucenlny zvlhcene inertnim kapalnym redldlem Tablety
mohou byt popiipadé povle any nebo ryhovany a mohou. byt

1.

'upraveny pr ziskani pomalého nebo . Fiz eného uvolhovani

a¢inné slozky.

Pevné kompozice . pro. rektalni podévéni zahrnuji cipky
vyrobené _ znamymi zpusoby a obsahujici alespofi* - jednu

sloudeninu podle pfedloZeného vynalezu.

Je-1li to poZadovano a Ppro a&innéjsi distribuci mohou
sloudeniny byt mikroenkapsulovany do nebo na systémy pro

pomalé uvoliovani nebo cilené podavani, jako  Jjsou




biologicky sluc¢itelné a biologicky.degradovatelné polymérni
matrice (napfiklad poly(d,1l-laktid ko-glykolid)), liposomy
a mikrosféry a subkuténné nebo intramuskulérné injektovany
zpusobem nazyvanym subkutdnni nebo intramuskulédrni depot
pro ziskani kontinudlniho pomalého uvolfiovani slouceniny
nebo slouéenin po dobu dvou tydnid nebo déle. Slouceniny
mohou - byt sterilizovany, napfiklad filtraci pfes filtr
zadriujici bakterie nebo zabudovanim sterilizacnich ¢inidel
ve form& sterilnich pevnych kompozic, které mohou byt
rozpudtény ve sterilni vod€ nebo v nékterém jiném stefilnim

injektovatelném médiu bezprostfené pred pouZitim.

“p¥ipravky vhodné pro nasalni nebo inhalaéni podavani”
znamenaji pripravky, které Jjsou ve formé vﬁddné pro
podavani nasalné& nebo inhalaci pacienta. PIipravek mizZe
obsahovat nosi& v praskové formég, ktery m& velikost castic
naptiklad v rozmezi od ].;do 500 mikront (v to poCitaje
velikost ¢&astic v rozmezi mezi 20 é 500 mikrbny sbpfirustky
po 5 mikronech, jako je 30 mikrond, 35 mikrond a pod.)

Vhodné pfipravkyf-Ve kterych nosié'je kapalny, pro podavani
’jéko napfiklad nas&lni sprej nebo nasédlni kapky, zahrnuje
vodné nebo olejovité ‘roztoky 4&inné sloZky. P¥ipravky
vhodné pro‘ aerosolové pbdévéni mohou byt pfipraveny
obvyklymi zpﬁsoby,iav mohou byt podavany s dalsimi
terapeutickymi - ¢inidly. - Ihhalaéni terapie Jje -snadno

podavéana inhala&nimi p¥istroji s odm&fenou davkou.

“Pt¥ipravky vhodné pro oralni podavani” znamenaji pfipravky,
které jsou ve form& vhodné pro podavani pacientovi oralni

cestou. Pripravky mohou byt vytvofeny Jjako diskrétni




jednotky Jjako Jjsou kapsle, tobolky nebo tablety, kazda
obsahujici pfedem urcené mnozZstvi u&inné slozky; ve formé
pradku nebo granuli; jako roztok nebo suspenze ve vodné
kapalin& nebo bezvodé kapaliné; nebo jako kapalnd emulze
typu olej ve vodé nebo kapalna emulze typu voda v oleji.

U&inna sloZka miZe také byt podana jako bolus nebo pasta.

“Pripravky vhodné pro parenterdlni podavani” znamenaji
ptipravky, které Jjsou ve formé vhodné pro podéavani
pacientovi parenteralné. PIipravky jsou sterilni a zahrnuji
emulze, suspenze, vodné a bezvodé injekéni roztoky, které
" mohou obsahovat suspenzni &inidla a zahudtujici ¢&inidla a
antioxidanty, pufry, bakteriostatika a latky, které délaji
pripravek isotonickym a maji vhodné ﬁpravené pH vzhledem ke

krvi prijemce.

“p¥ipravky vhodné pro rektalni nebo vaginalni podavani”
znamenaji pripravky, které Jjsou .ve form& vhodné pro

podavani pacientovi rektalné nebo vaginalné. Pfipravek je

vyhodn& ve formé& ¢&ipkd, které mohou byt ptripraveny
smichénim sloudeniny - pedle pfedloZeného vyndlezu  se

thdHYmi nedrazdivymi excipienty nebo.’nosiéi jako Je
kakaové maslo, polyethylenglykol nebo <&ipkovy vosk, které
jsou tuhé za bé&zZnych teplot, ale kapalné za teploty téla a
proto taji v rektdlni ‘nebo vaginalni dutiné a uvolnuji

uéinnou sloZku.

“p¥ipravky vhodné pro systémoveé podavani”  znamenaji
ptipravky, které jsou ve formé& vhodné pro podavani

pacientovi systémové. Pfipravek je vyhodné& podadvéan injekci,




v to pocitaje injekci  transmuskulérni, intravendzni,
intraperitonedlni a subkuténni. Pro pouzZiti v injekci jsou
sloueniny podle pfedloZeného vynalezu v kapalném roztoku,
vyhodné& ve fyziologicky sluditelnych pufrech jako je Hanklv
roztok nebo Ringerdv roztok. Krom& toho slouCeniny mohou
byt pfipraveny v pevné formé€ a rozpuStény nebo suspendovany
t&sné& pfed injekci. Zahrnuty jsou také lyofilizované formy.
Systémové podavani také miZe byt provadéno transmukosidlnim
nebo transdermalnim zpGsobem nebo sloueniny mohou byt
podavany oraln&. Pro transmukosalni nebo transdermalni
podavani se pouzivaji penetranty odpovidajici bariéfre,
kterd mad byt prostoupena. Takové penetranty jsou obecné v
oboru znamy a zahrnuji naptiklad ludové sole a derivaty
kyseliny.fusidové pro transmukosalni podavani. Krom& toho
mohou byt pouiityA detergenty pro usnadnéni prostupu.
Transmukosalni . podavani maZe byt dosazZeno napfiklad
pouzitim nasélnich spréjﬁ nebo éipkﬁ. Pro oralni podavani
se sloudeniny upravuji do obvyklych forem pro oralni

podavéani jako jsou kapsle, tablety a tonika.

“p¥ipravky vhodné pro topické podavani” znamenaji

1

pfipravky, které jsou ve formé& 'vhodné pro podavani
pacientovi topicky. Pfipravek miZe byt p¥ipraven .jako
'topické mast, balzamy, prasky, sp;eje a inhalanty, gely (na
bazi vody nebo alkoholu), ‘krémy, 3jak je v oboru obecné
znamo, nebo zabudovadny do matricove béze pro aplikaci
v naplasti, kterd umoZni Fizené uvoliiovani slouCeniny ptes
transdermalni bariéru. Pokud jsou ptripraveny ve formeé
masti, u&inné slo?ky mohou byt pouzity bud s parafinovym

nebo s vodou misitelnym zakladem masti. V souladu s tim




mohou byt u&inné slozky pfipraveny ve forme krému se
zakladem masti typu olej ve vod&. Pripravky vhodné pro
topické podavéni do oka zahrnuji ocni kapky, ve kterych je
G&inna slofka rozpudtdna nebo suspendovana ve vhodném
nosi&i, obzvladté ve vodném rozpoudtédle ucinné slozky.
P¥ipravky vhodné pro topické podavani do ust zahrnuji
pastilky obsahujici G¢innou slozku v ochuceném zakladu,
obvykle se pouzivd sacharéza a akaciova guma nebo
tragakanth; pastilky obsahujici u&innou slozku v inertnim
zdkladu Jjako je Zelatina a glycerin nebo sachardza a
akdciova guma; a ustni vody s u&innou slozkou ve vhodném

kapalném nosici.

“pevna davkova forma” znamena ‘dévkovou formu slouceniny
podle predloZeného vynadlezu, které Jje v pevném stavu,
napfiklad kapsle, tablety, pilulky, prasky, drazé nebo
granule. V takovych pevnych dévkonch formédch je sloucenina
podle pfedloZeného vyhélezu smichéna S alespéﬁ jednim
inertnim obvyklym excipientem (nebo nosicem) jako je citrat
sodny nebo fosfore&nan vapenaty nebo (a) plnidly nebo
extendéry Jako ‘je napfiklad 8krob, laktédza, sacharéza,
glukbéza, manitol a kyselina k¥emi&itéa, (b) vazebna c¢inidla
jako naptiklad karboXymethylceluléZa, alignaty, Zelatina,
polyvinylpyrrolidon, sacharéza - a akdciovad guma, (c)
zvlhéovadla Jjako napfiklad glycerol,. (d) desintegracni
&inidla jako naptiklad agar-agar, uhli&itan véapenaty,
bramborovy nebo maniokovy 3krob, kyselina alginova, Jjisté
komplexni k¥emi&itany a wuhli¢itan sodny, (e) zpozdovace
rozpousté&ni Jjako Jje napfiklad parafin, (f) wurychlovace

absorpce jako jsou napriklad kvarterni amoniové slouceniny,




(g) smafeci ¢&inidla jako Jje napfiklad ketylalkohol a
glycerolmonostearat, (h) adsorbenty Jjako Jje napfiklad
kaolin a bentonit, (i) lubrikanty jako je napfiklad mastek,
stearan vapenaty, stearan hotecnaty, pevné
polyethylenglykoly, lauryl sodny (J) ¢inidla zpUsobujici
neprﬁhledhost, (k) pufry a ¢&inidla, kterd zpusobuji
uvolfiovani sloudeniny nebo sloucenin podle pfedloieného
vynalezu v jisté &asti intestindlniho traktu zpoZdénym

zpusobem.

Skutecné davky u&inné sloZky nebo slozek v kompozicich
podle predloZeného vynalezu mohou byt m&nény, tak aby se
dosdhlo mnozstvi G¢inné sloZky nebo slozek, kterébje uc¢inné
'pro'ziskéni pozadované terapeutické odezvy pro konkrétni
kompozici a =zpusob podavani pacientovi. zvolend davkova
hladina pro konkrétniho pacienta proto =zavisi na rade
faktort vdetné poZadovaného terapeutického ué¢inku, zplsobu
podavani, poZadované = dobé trvani 1édby, etiologii a
zavaZnosti = onemocnéni, pacientové stavu, hmotnosti,
pohlavi, dieté& a véku, typu a silé kazdé G¢inné slozky,
rychlosti absorbce, metabolismu a/hebo_vymééovéni.é dalsich

faktorech.

Celkova denni davka sloudenin podle pfredloZeného vynalezu,
podévéhé pacientovi najednou nebo v rozdélenych davkach
miZe byt napfiklad mnoZstvi od pfibliZné 0}001 do priblizZné
100 mg na jeden kilogram té&lesné hmotnosti denné a vyhodné
0,01 do 10 mg/kg/den. Napfiklad u dospé&lého jsou davky
obecn& od pfibliZn& 0,01 do p¥iblizn& 100, vyhodné od

pFiblizné 0,01 do pfibliZn& 10 mg na jeden kilogram télesné




hmotnosti denné p¥i inhalaci, od pfiblizné& 0,01 do
p#ibliZn& 100, vyhodné& 0,1 do 70, vyhodné&ji od 0,5 do 10 mg
na jeden kilogram té&lesné hmotnosti denné pfi oralnim
pbdévéni a od ptribliZné& 0,01 do p¥iblizné 50, vyhodné od
0,0l do 10 mg na jeden kilogram té&lesné hmotnosti denné pri
intravenéznim podavani. Procento 4&inné slozky v kompozici
se miZe ménit, i kdyZz by mélo pfedstaﬁovat takovou c&ast,
aby bylo dosaZeno vhodného davkovéani. Davkova. jednotka
kompozice mﬁie obsahovat takovd mnoZstvi, takovych dilq,
kolik muze byt pouzito v jedné denni davce. Je zrejme, Ze
nekollk jednotkovych davkovych forem miZe byt podavano v
pribliZné stejnou dobu.'Davka‘muze byt podavana tak cZasto,
jék je nutné pro dbsaieni pozadovaného perapeutického
ucinku. OdezVa nékteryCh pa;ientﬁ maze byt rychld na vyssi
nebd nizsi dévkyv a maZe se stat, Ze odpovidajici jsou
mnohem slab3i udrZovaci davky. Pro jiné pacienty miZe byt
nutné pristoupit k dlouhodobé 1é¢bé s podavanim 1 aZ 4
vdévek“denné v souladu s fy21olog1ckym1 pozadavky kazdého
iﬁdividuélniho paciehta. Neni nutné uvadet, e pro jlne
pacienty mizZe byﬁ nutné_nepfédepisovat Viée.nei jednu nebo

dvé davky denné.

Pfipravky mohou byt piipravény v jedhotkoVé davkové férmé
libovolnym ze zpﬁsobﬁ dobte zném?ch'Ve farmeutickém oboru.
Takbvé_'zpﬁsbby' zahrnuji -krok spojeni ~u¢inné slozky
s nosi&em, ktery predstavuje jednu nebo vice doplikovych
slozek. Obecné se ptipravky ptipravuji stejnomérnym a
dikladnym spojenim 0&inné sloZky s kapalnymi nosici nebo
jemné rozd&lenymi pevnymi nosi&i nebo ob&ma druhy nosicld a

‘potom, je-1li to nutné, tvarovani produktu.
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Pfipravky mohou byt podavany v baleni nebo nadobkach
s jednotkovou davkou nebo vice dévkémi, napriklad
v uzavienych ampulkdch nebo 1lahvic¢kdch s elastomernimi
uzavéry a mohou byt wuchovavdny suSené vymrazovanim
(lyofilizované) a vyZadujici pouze p¥idani sterilniho
kapalného nosice, napfiklad vody pro injekce, bezprostfedné
pfed pouZitim. OkamZité injekéni roztoky a suspenze mohou
byt pripraveny ze sterilnich praska, granuli a tablet vyse

popsaného typu.

Slouéeniny spadajici do rozsahu pfedmétu predlozZeného
vynédlezu vykazuji vyznamné farmakblogiCké uc¢inky, jak je
moino prokdzat testy popsanymi v literatufe a testy
uvedenymi dale, p¥iemZz se predpoklada, Ze vysledky testl
koreluji s farmakologickymi uéinky u ¢&lovéka a dalSich

savcl.
In vitro enzymovy test
Inhibice HCV NS3 serinové proteazy

Oblast HCV NS3‘proteézy byla exﬁrimovéna a éiéténa zpﬁsobeﬁ
jiZ popsanym (Vertex, PCT publikovand patentova pfihlaska
W098/17679;, ktery je zde zahrnuta jako reference).
Chromogenni peptidovy substrat, EDVVAbuC-p-nitroanilid, a
fragment kofactoru NS4A (-KKGSWIVGRIVLSGK-) pro  NS3
protedzu byl na zakazku syntetizovan spoleCnosti American
Peptide Com (Ca). Sloudeniny podle pfedloZeného vynalezu

byly testovédny na jejich schopnost inhibice aktivity HCV




NS3 protedzy ©pouzitim spektrofotometrického testu s
EDVVAbuC-p-nitroanilidem jako substratem. Test byl provadén
v 96-jamkové mikrotitraéni destidce pouzitim  Ctecky
SpectraMax 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
s kinetickymi moZnostmi. Stépeni EDVVAbuC-p-
nitroanilidového (500 puM) substratu <¢iSténou HCV  NS3
proteazou (0,5 pr bylo provéd&no za teploty 30 °C v pufru
obsahujicim 30 puM NS4A fragment, 46 mM Hepes, pH 8,0, 92 mM
NaCl, 18% glycerolu, 5 mM DTT a 7,5% DMSO v nepritomnosti
nebo pritomnost testované slouceniny. Reakce byla

anitorovéna na  uvolfiovani pNA (p-nitroanilin) na vlnové

délce 405 nm.

Ur&ovani kinetickych parametefﬁ vEetn® Vmax, Kn @ Vmax/Kn se
provaddi za podminek popsanach vyse. Hodnoty K; se
vypo&itavaji z grafd poméru v zavislosti na inhibitoru pro
,pevné koncentrace enzymu a substratu nelinedrni metodou
nejmehéich ¢tvercu na datech'pouéitim Morfisonovy rovnosti
pro kompetitivni inhibice tésné vvazby (J. F. Morrison,
Biochim. Biophzs. Acta., 185, 269-286 (1969)]. Pro tuto
prdceduru se pbuiivé program Prism (GraphPad Software,

Inc.).

Inhibitory HCV serinovych proteaz popséné v této prihléasce
 mohou byt pouiity v kombinaci S dalsimi molekulami, které
primo vykazuji nebo neprimo vyvolavaji GC€inek proti HCV bud
profylakticky u pacienta s rizikem vzniku HCV infekce nebo
pro 1léceni pacientl, kteri Jjsou 3JjiZz infikovani. Vyraz

"3&inek proti HCV” oznacduje schopnost molekuly, pokud je




pritomna, UuUplné inhibovat nebo snizZovat akumulaci HCV
viriont ve srovnani s akumulaci HCV viriond v nepfitomnosti
takové molekuly a/nebo schopnost molekuly sniZovat nebo
zlepSovat stavy nebo symptomy souvisejici s HCV infekci
nebo patogenezi u pacienta. Molekuly které maji ucinek
proti HCV zahrnuji ty, které preruduji jeden nebo vice
krokd HCV infekce nebo replikace, stejné tak jako molekuly,
které vyvolavaji imunomodulacéni a antiproliferativni
pisobeni v hostitelskych bufikdch. Molekuly, které maji
u¢inek proti HCV, mohou inhibovat HCV-specifické replikacni
uddlosti jako je neomezujicim zplisobem HCV-fizena syntéza
nukleovych kyselin nebo proteinid. Etapy replikace HCV, ve
kterych molekula s U&inkem proti HCV maze pﬁsobit, zahrnuji
vstup do bunky (naptiklad navazani nebo prostup);
odhalovani a uvolﬁovéni genomu HCV; replikaci genomu HCV
(naptiklad replikace kteréhokoli vldkna RNA genomu viru;
transkripce medidtorové RNA viru); translace HCV proteini;
posttranslacni modifikace HCV proteint (napfiklad
proteolytické Stépeni; glykosylace); nitrobunéény pfenos
viru; sestavovédni sloZek virionu; a uvolfovani

bl
virovych ¢astic (napfriklad puleni).

Tfidy molekul, které maji protivirovou aktivitu zahrnuji
neomezujicim zplisobem  rozpustné receptor navnady a
protilatky proti receptorim; blokdtory iontovych kanalu,
stébilizétory kapsidli a inhibitory fuazovanych proteinua;

inhibitory virovych polymerdz, reverzni transkriptazy,

helikazy, primazy nebo integrazy; protismérné
oligonukleotidy a ribozymy; imunomodulacni a
imunostimulacéni ¢inidla, vCetné cytokint jako jsou




interferony, stejné tak jako peptidové agonisty, steroidy a
klasické 1latky jako je levamisol; inhibitory regulacnich
proteint; inhibitory proteéz; - inhibitory sestavovani
proteint; a protilatky proti virim a cytotoxické lymfocyty.
Vyraz. ”“mnozZstvi u¢inné proti HCV” nebo “farmaceuticky
udinné mnoZstvi” znamend mnozZstvi slouceniny nebo kombinace
sloudenin, Jjak jsou zde popsany, ucinné prd sniZeni nebo
zlépéeni stav nebo symptoml souvisejici s HCV infekci nebo
souvisejici patogenezi u pacienta, nebo snizeﬁi hladin virt
in vitro nebo in vivo. In vitro aplikace zahrnuji testovaci

systém Replicon Assay popsaﬁy ‘dale, kde Jjsou takova

mnoZstvi U&innad pro sniZeni akumulace replikonové RNA viru

HCV a/nebo akumulace proteind kédovanych tam obsaZenymi

geny.

Slouceniny, které maji a¢inek proti HCV, uvazZované pro

‘pouziti v kompozicich a zplsobech zde popsané kombinacni

térapie zahrnuji neomezujicim zpusobem ° imunomodulacni
molekuly, vcéetné& imunostimulacénich cytokin, a dalsi

slouc¢eniny, o kterych je znamo, ée;maji HCV protivirovy

_ucinek, jako jsou ' ruzné protivirové  nukleosidy a

&

nukleotidy.

Imunomodulééni molekuly uvazZované pfo pbuﬁiti v kombinaci s
inhibitory HCV serinovych - proteaz popsanymi v'pfédloéené
pfihlasce vynalezu, zahrnuiji ‘neomezujicim zplisobem
inteferon-a¢ 2B (Intron A, Schering. Plough);v Rebatron
(Schering Plough, Inteferon-o 2B + Ribavirin); pegylovany

interferon o (Reddy, K. R. a kol. Efficacy and safety of




-pegylated (40-kd) interferon alfa-2a compared with
interferon. alfa-2a in noncirrhotic patients with chronic
hepatitis C. Hepatology 33, 433-438 (2001)); konsensudlni
interferon (Kao, J. H., Chen, P. J., Lai, M. Y. & Chen, D.
S. Efficacy of consensual interferon in the treatment of
chronic hepatitis C. J. Gastroenterol. ‘Hepatol.
15,1418-1423 (2000)); inteferon-a 2A (Roferon A; Roche);
lymfoblastoid nebo "“prirozeny” interferon; interferon:tau
(Clayette, P. a kol. IFN-tau, a new interferon type I with
antiretroviral activity. Pathol. Biol. (Paris) 47, 553-559
(1999)); iﬁterleukin 2 (Dbavis, G. L., ‘Nelson, D. ‘R. &
‘Reyes, G. R. Future options for the_manégement of hepatitis
C. 'Sémihafs in Liver Disease 19, 103-112  (1999));
Interleukin 6 (Davis, G;"L.,:Neison, D. R. & Reyes,bG;_R.
Future optidns for the managemént of hepatitis C. Seminars
in Liver Disease 19,103—112-(1999))? Interleukin 12 (Davis,
G. L., Nelson, D. R. & Reyes, G. R. Future Options for ‘the
management_ of hepatitis? C. Seminars in Liveﬁ Disease
19,103-112 (1999)); Ribavirin; a slou&eniny, které posiluji
vznik odezvy ,helper™ T buné€k typu 1 (Davis, G. L., Nelson,
D;:R:.&'REySS; G. R. Euturg options for thé,management,of
hepatitis C. Seminars in Liver Disease 19,103-112 (1999)).
Interférony mohou'zlepéovat stav vifOVjéh infekci pF¥imym
protivirovym pusobenim a/nebo modifikaci imunitni odezvy'na
infekci. Protivirové - uUéinky interferond  -jsou  cCasto
dosahovany inhibici prostupu nebo odhalovani vira, syntézy
RNA viru, translace pfotéinﬁ viru a/nebo sestavovani a

uvoliiovani viru.




Sloudeniny které stimuluji syntézu interferonu v bufikach
(Tazulakhova, E. B., Parshina, ©O. V., Gusev, T. 5. &
Ershov, F. I. Russian Experience in Screening, Analysis,
and Clinical Application of Novel Interferon Induces. J.
Interferon Cytokine Res. 21,65-73)) zahrnuji neomezujicim
zpisobem dvouvlaknovou RNA samotnou nebo v kombinaci s
tobramycinem a Imiquimod (3M Pharmaceuticals) (Sauder, D.
N. Immunomodula&ni a pharmacologic vlastnosti of imiquimod.
J. Am. Acad. Dermatol. 43, S6-11 (2000)).

Daldi slou&eniny, o nichZ je znémo, Ze maji nebo mohou mit
HCV protivirovy ucinek pﬁsobenim neimunomodula&niho
mechanismu, zahrnuji neomezujicim zplsobem Ribavirin (ICN
Pharmaceuticals); inhibitory inosin 5'-monofosfat
dehydrogenazy (VX-497, ve vyvojl spoleCnosti 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 (U.

S. 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 sait. Antimicrobial
Agents & Chemotherapy 34, 2156-2163 (1990)); a methylester .
kyéeliny 9-hydroxyimino-6-methoxy-1, 4a-dimethyl-
1,2,3,4,4a,9,10,10a—thahydro—fenanthren—1—karboxylové;
hydrochiorid_methylesteru kyseliny 6-methoxy-1,4a-dimethyl-
9—(4—methyl—piperazin—1—ylimino)-1,2,3,4,4a,9,10,10a—
oktahydro-fenanthren-1l-karboxylove; 1-(2-chlor-fenyl) -
3-(2,2-difenyl-ethyl)-mo&ovinu (U. S. patent 6,127,422).

B




P¥ipravky, davkovani a zpusoby podavani vysSe uvedenych
molekul Jjsou bud popisovany v didle uvedenych referencich
nebo jsou dobfe znamy v oboru, viz napfiklad F. G. Hayden,
v Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeuticals, 9. wvydéani, Hardman a kol., edito¥i.,
McGraw-Hill, New York (1996), kapitola 50, str. 1191-1223 a
tam ‘citované reference. Alternativnég, pokud je
identifikovédna sloucenina, ktery vykazuje HCV protivirovy
uc¢inek, farmaceuticky u&inné mnoZstvi této sloueniny muZe
byt wurceno pouzitim =zplsobd, které jsou dobfe znamy
odbornikim. Viz mnapriklad Benet a kol., v Goodman &
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeuticals, 9.
vydadni, Hardman a kol., editofi., McGraw-Hill, New York

(19906), kapitola 1, str. 3-27, a tam citované reference.

Vhodnd forma pt#ipravku, rozmezi davky nebo davek a reZimy
‘ddvkovani takovych slouc¢enin mohou byt snadno wurceny

béZnymi zplsoby.

Kombinade 1éciv podle ‘predloZeného vynélezu mohou byt
dopraveny do buﬁky_nebo bunék nebo iidskému pacientovi bud
v oddélenYch farmaceuticky pIijatelnych pfiprévcich,
podavanych souéasné' nebo postupné, 'nebo v pfipravcich
obsahujicich- vice neZ jedno  terapeutické &inidlo, -nebo
v souborech jednotlivych  ginidel a pripravka S
vicendsobnymi ¢&inidly. Pokud Jjsou v3ak podavany, tyto
kombinace l&tek dohromady pfredstavuji mnoZstvi sloZek

Gc¢inné proti HCV.
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V soudasné dob& je dostupné velké mnozstvi dalS8ich
imunomodulator a imunostimulatord, které mohou byt pouzity
ve zpusobech podle predloZeného vynalezu, tento soubor
zahrnuje: AA-2G; | adamantylamid dipeptid; adenosin
deamindzu, Enzon; -adjuvans, Alliance; adjuvans, Ribi;
adjuvans, Vaxcel; Adjuvax; agelasfin-11; terapii proti
AIDS, Chiron; algalglukan, SRI; algammulin, Anutech;
Anginlyc; protibunécné faktory, Yeda; Anticort; imunogen
antigastrin-17, Ap; . antigenové systémy, Vac; antigovy
ptipravek, IDBC; antiGnRH imunogen, Aphton; Antiherpin;
Arbidol; azarol; Bay-g-8939; . Bay-r-1005; BCH-1393;
:Betafectin; Biostim; BL-001; BL-009; Broncostat; Cantastim;
CDRI-84-246; cefodizim; inhibitory chemokint, ICOS; CMV
peptidy, City of Hope: CN—5888;-cytokin uvoliujici ¢inidlo,
St; DHEAS, Paradigm; DISC TA-HSV; JO7B; IO1A; 101z;
ditiokarb sodny; ECA-10-142; ELS-1; endotoxin, Novartis;
FCE-20696; CE-24089; FCE-24578; ligand FLT-3, Immunex; FR-
900483; FR—900494; 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,. NARI; HAB-439; vakciny proti Helicobacter pylori;
herpes-specificky imunitni faktor; terapie HIV, United
Biomed; HyperGAM+CF; h-nmumax; Immun BCG; imunithi terapie,
Connective; imunomodulétor, Evans; imunémodulétory,
Novacell; imreg-1; . imreg-2; Indomune; inosin pranobex;
interferon, Dong-A (alfa2); interferon, Genentech (gama);
interferon, Novartis (alfa); interleukin-12, Genetics Ins;
interleukin-15, Immunex; interleukin-16, Research Cor;
ISCAR-1;  J005X; 1L-644257; kyselina likomarasminova;
LipoTher; LK-409; LK-410; LP-2307; LT (R1926); LW-50020;
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MAF, Shionogi; derivaty MDP, Merck; met-enkefalin, TNI;
methylfurylbutyrolaktony; MIMP; mirimostim?; smisené
bakterialni vakciny, Tem; MM-1; moniliastat;’MPLA, Ribi;
MS-705; murabutid; murabutid, Vacsyn; muramyl dipeptidovy
derivat; muramyl 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; C. 1549; &. 1585; ¢&. 1607; c. 1710; &. 1779; &.
2002; ¢. 2060; c. 2795} &. 3088; &. 3111; &. 3345; ¢. 3467;
é.’3668; ¢. 3998; <c. 3999; &. 4089; &. 4188; c. 4451; . ¢&.
4500} &. 4689; &. 4833; &. 494; &. 5217; &. 530; pidOtimod;
pimelautid; pinafid; PMD-589; podofyllotoxin, ;Conpharm;
POL-509; poly-ICLC; poly-ICLC, Yamasa Shoyu; PolyA-PolyU;
Polysaccharide A; protein A, ‘Berlox Bioscience; PS34WO;
Pseudomonady MAbs, Teijin; Psémaglobin; PTL578419; Pyrexol;
pyriferon; ‘Rétrogen; Retropep; RGFOOB; Rhinostat;
rifamaxil; RM-06; Rollin; romurtid; RU-40555; RU-41821;
protilatkas proti Rubella, ‘ResCo; S-27609; SB-73; SDZ-
- 280-636; SDZ-MRL-953; SK & F—lO7647;fSLO4;'SL05; SM-4333;
Solutein; SRI-62-834; SRL-172; ST-570; ST-789; stafagovy
lyzét;'Stimulon}-sﬁppreSsin;_T—lSORl; T-LCEF; tabilautid;
temﬁrtid; Theradigm—HBV; Theradigm-HPV; Theradigm-HSV;. THF,
" Pharm &‘ Upjohn; THF, Yeda; thymalfasin; frakce hormonu
brzliku;  thymocartin; "thymolyﬁfotropin;~ - thymopentin;
analogy thymopentinu; thymopentin, Peptech;. thymosinova
frakce 5, Alpha; thymostimulin; thymotrinan; TMD-232; TO-
115; transferové faktory, Viragen; tuftsin, Seiavo;
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+; TNF+; UN.

Representativni nukleosidové a nukleotidové  slouleniny

pouZitelné podle ptedloZeného ~ vynalezu zahrnuji
neomezujicim zp&sbbem: (+)—cis—Sffluor—l—[Z-Khydroxy-
methyl)—[1,3—oxathiolan—5—yl]cytosin; » (=)-2'"-deoxy-3'-
thiocytidin—S'—trifosfét , (3TC) ; " (=)-cis-5-fluor-

1—[2—(hydroxy-methyl)—[1,3—oxathiolan—5—yl]cytosin- (FTC) ;
(—)—2',3'—dideoxy—3'-thiacytidin [(-)—deC]; 1-(2'-deoxry-
'2'—flubr—beta—D—arabinofuranosyl)~5—jbd¢ytosin (FIAC):;

1—(2'Fdeoxy—ZY—fluor—beta—D—axabinofdfénoéyl)—S—jodcytosin

trifosfét; 1—(2'—deoxy—2'*fluor-betéQDFarabinofuranosyl)—
5-methyluracil (FMAU) ; 1Fbeta—D—ribofuranOSyl-
1,2,4-triazol-3-karboxamid; . i 2‘,3'—dideoxy—3'—fluor—
5—methyl-dexocytidin; 2'{3'—dideoxy—3'—chlor—S—mefhyl-
dexocytidin 'KClddMeCyt); 2‘,3‘4dideoxy—3'—amino—5—methyl—
dexocytidin; 2',3'fdideoxy—B'ffiuor—S—methyl—cytidin
'(FddMeCyt); 2',3‘—dideoxy—B‘?chlorQB—méthyl-cytidin
{(ClddMeCyt); 2';3'4didé,xy—3f—amino—5?methyl—cytidin

(AddMeCyt)} 2',3'-dideoxy¥3’-fluorthymidin (FddThd)} 2',3'-
dideoxy—beta—L—S—fluorcytidin (beta-L-FddC) ; 2’,3’;dideoxy—
peta-L-5-thiacytidin; 2’,3’-dideoxy-beta-L-5-cytidin (beta-
" L-=ddC) ; 9- (1, 3-dihydroxy-2-propoxymethyl)guanin; 2'—deoxy—
3'fthia—5—fluorcytosin; ~ 3'-amino-5-methyl-dexocytidin
(AddMeCyt) ; 2-amino-1, 9-[ (2-hydroxymethyl-1- (hydroxymethyl)
ethbxy]methyl]—6H—purin—6—on (gancyklovir); 2-[2-(2-amino-
9H—purin—9—yl)ethyl]—l,3—propandil diacetét; 2—-amino-
1,9—dihydro—9-[(2—hydroxy—ethoxy)methyl]—6H—purin—6—on




(acyklovir); 9—(4—hydroxy—3—hydroxymethyl—but—l—yl)guanin

(penciclovir); 9- (4-hydroxy-3-hydroxymethyl-but-1-yl)-
6-deoxy-guanin diacetéat (famciclovir); 3'-azido-3'-
deoxythymidin . (AZT) ; 3'~-chlor-5-methyl-dexocytidin
(ClddMeCyt) ; 9- (2-fosfonyl-methoxyethyl)-2"',6"'-
diaminopurin-2’, 3’ -dideoxyribosid;
9- (2-fosfonylmethoxyethyl)adenin (PMEA) ; acyklovir
trifosfat; D-karbocyklicky-2'-deoxyguanosin (CdG) ;
dideoxycytidin; dideoxycytosin; dideoxyguanin (ddG) ;
- didoxyinosin (ddI) ; E-5-(2-bromvinyl)-2"'-deoxyuridin

trifosfat; fluor—arabinofuranosyl-joduracil; 1-(2'-deoxy-

‘2'—fluor—l—betafD—arabinofuranosyl)—5—jod—uracil (F1AU) ;
stavudin; Q—beta—D—arabinofuranosyl—9H—purin—6—amin
monohydrat; 9—beta—D—arabiﬁofurandSyl—9H—purin-6—amin~5'—
monofosfat monohydrét (Ara—-AMP) ; 2-deoxy-3'-thia-

5-fluorcytidin; 2’ ,3’ -dideoxy—-guanin; a 2”,3’—dideoxy—

guanosin.

Zpusoby syntézy pro pEipravu ‘nukleosidd a nukleotidud

- pouZitelnych podle pfedloZeného vynalezu jsou v oboru dobre

N

namy a Jjsou posany napfiklad 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. Nucleqsides Nucleotides 3, 421-535

(1994); Ann. Reports in Med. Chem., Academic Press; a Exp.
Opin. Invest. Drugs 4, 95-115 (1995).

Chemické reakce popsané v referencich uvedenych vyse jsou
obecn& popsany jako nejobecné&jsi aplikace pro pripravu

sloudenin podle pfedlozZeného vynalezu.




V n&kterych pripadech reakce nemusi byt ~aplikovatelné
zptusobem, ktery byl popséan, na kazdou sloudeninu spadajici
do rozmezi sloucenin podle predloZeného vynalezu.
Slouceniny, pro které to nastava, mihou Dbyt odbornikem
v oboru snadno rozpoznany. Ve véech takovych ptipadech
reakce mohou byt usp&sné provadény obvyklymi modifikacemi
znamymi odbornikdm v oboru, napriklad vhodnou ochranou
interferujicich skupin, volbou j;nYCh obvyklych reakénich
tinidel, rutinni modifikaci reakénich podminek, a podobné
nebo mohou byt pou21ty dal3i reakce zde popsane nebo jiné
p&Zné postupy pro piipravu OdeVldalelCh sloucenln podle
pfedloieného vynalezu. Ve vSech preparatlvnlch zpusobech
jsou vychozi materialy znamé nebo snadno dostupné ze

znamych vychozich materiald.

zatimco nukleosidové analogy jsOu obecné& pouzivany jako
protivirovd cinidla bez modifikaci, ‘nukleotidy (fosféty
nukleosid) musi nékdy byt pfeménény na nukleosidy pro
usnadnéni jejich p¥enosu buneécnou membranou. Prikladem
chemicky modifikovaného nuklectidu schopného ?stupu do
bunky e S—l—3—hydroxy-2;fosfonylmethoxypropyl cytosin
(HPMPC, Gilead Sciences). Nukleosiddﬁé a nukleotidové
slouceniny podle pfedloZeného - vynalezu, které jsou
stelinami, “mohou vytvafet sole. Pfiklady =zahrnuji -sole
s alkalickymi kovy nebo kovy alkalick?ch zemin Jjako Jjsou
sole sodné, vdraselné, Vépehaté nebo hofenaté nebo s

organickymi bazemi nebo bazické kvarterni amonné sole.




Imunomodulatory a imunostimulatory pouzitelné v kombinaéni
terapii podle ptedloZeného vynalezu mohou byt podavany v
mnosstvich niZsich nez Jje v oboru bé&iné. Napriklad
interferon alfa je typicky podavan lidskému pacientovi pro
16ébu  HCV infekci v mnoZstvi od pribliZzné& 1 X 10°
jednotek/osobu t¥ikrat tydn& do pribliZné 10 x 10°
jednotek/osobu t¥ikrat tydné& (Simon a kol., Hepatology 25:
445-448 (1997)) . Ve zpusobech a kompozicich podle
predlozeného vynalezu tato davka muZe byt v rozmezi od
pFiblizn& 0,1 x 10° jednotek/osobu tfikrat tydné& do
priblizZné& 7,5 X 10° jednotek/osobu t¥ikrat tydné&; vyhodnéji
od pribliZzné 0,5 x 10° jédnotek/osobu ffikrét tydné& do

pFibliznd 5 x  10° jednotek/osobu  tfikrat — tydné;
nejvyhodné&ji od ptibliZzne 1 x 10° jednotek/osobu tFikrat
tydné do ptibliZn& 3 x 10° jednotek/osobu tfikrat tydné.
V dusledku zlep3ené uc¢innosti proti viru hepatitidy C u
imunomoduldtort a imunostimulatord v pritomnosti inhibitoru
HCV serinovych proteaz podle pfedloZeného vynalezu mohou
byt ve zpusobech a kompozicich podle vynalezu pouzivéana
sniZend mnoZstvi téchto imunomoduléatort/imunostimulatorl.
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codobné v dusledku zlepgené ulinnosti proti viru hepatitidy
C u imunomodulatort a imunostimuldtord v pEitomnosti
inhibitorad HCV  serinovych protedz podle pfedloZeného
vynalezu mohou byt vé zpusobech a kompozicich podle
vynalezu pouZivéna sniend ~mnoZstvi  inhibitora  HCV
serinovych proteadz. Takova snizend mnoZstvi mohou byt
ur&ena rutinnim monitorovanim titru viru hepatitidy C u
infikovanych pacientu podstupujicich terapii. To miZe byt
provadéno napfiklad monitorovanim HCV RNA v séru pacientt

zpusoby slot-blot, dot-blot nebo RT-PCR nebo mé&fenim




povrchu HCV nebo daldich antigenti. Pacienti mohou byt také
monitqrovéni b&hem kombina&ni terapie pouZivané zde
popsanych inhibitord HCV serinovych proteaz a dalsich
sloucenin, které maji u&inek proti  HCV, naptiklad
nukleosidovych a/nebo nukleotidovych protivirovych ¢&inidel
pro urceni nejnizsich a&innych davek latek pouzitych v

kombinaci.

Ve zpusobech kombinaéni terapie podle pfedloiéného vynalezu
mohou byt " qukleosidové nebo nukleotidové protivirové
sloueniny nebo jejich smési podavany élbyék&m v mnozstvi v
rozmezi od pfibliiné 0,1 ‘mg/osobu/den"do. pfibliiné 500 .
mg/osobu/den; vthdné od piibliihé .10 mg/osobu/den do
pfibliZné 300 mg/osobu/den; vyhodnéji od pribliZné& 25
mg/osobu/den do pifibliZné 200 mg/osobu/den; je3té vyhodnéji
od pfibliZné 50 mg/osobu/den do p¥ibliZné 150 mg/osobu/den,
a nejvyhodnejl v rozmezi od priblizné 1 n@/osobu/den do

ptibliZné 50 mg/osobu/den.

Dévky sloucenln mohou byt podavany pacientovi - v jedine
davce nebo v p"OpOfClonélr;cb vicenéscobnych ¢asteénych
davkach. V takovém prlpade davkova jednotka kompozic mizZe
obsahovat takové mnozstvi taste&nych davek, které dohromady
davaji denni davku. Vicenasobné denni davky mohou také
zvyéovét celkovou denni ‘déVku,"pOkud je. to pozZadovano

osobou predepisujici latku.

Rezim 1é&by pacienta trpiciho infekci HCV sloudeninami
a/nebo kompozicemi podle predloZeného vynalezu se voli

v souladu s fadou faktora zahrnujicich vé&k, hmotnost,




pohlavi, dietu a lékafsky stav pacienta, zavaznost infekce,
zplisob podavani, farmakologickad hlediska jako je plsobeni,
G&innost, farmakokineticky a toxikologicky profil konkrétni
pouﬁité sloudeniny a otéazka zda Jje pouiit systém pro
podavani léku. Podavani kombinace lé¢iv podle vynalezu by
mé&lo obecné probihat po dobu nékolika tydnd az nékolika
mésica nebo roku, dokud titrace viru nedosahne prijatelné
hladiny, coZ ihdikuje, e infekce byla zvladnuta nebo
vymycena. Pacienti podstupujici 1léceni kombinacemi -1éku
podle vynalezu mohou byt rutinné monitorovani mérenim RNA
viru hepatitidy v paciénthé‘ séru technikami slot-blot,
dot-blot nebo RT-PCR nébo m&fenim antigeni virtd hepatitidy
C, Jjako jsou povrchové . antigeny, Vv séru pro urceni
G&innosti terapie. Kontinualni analyza dat ziskanych témito
zptisoby dovoluje modifikaci rezimu 1éEby bé&hem terapie tak,
aby moholo byt urleno optimalni mnoistvi kazdé sloZky v
podévané kombinaci a maZe tim byt také urcena doba trvani

terapie.

Rozvrh rezimu 'a davkovéani pfi terapii timto zplisobem mizZe
byt racionainé modifikovér v prub&hu terapie tak
podavano | nejmensi  vhodné mnoZstvi  kazdé jednotlive
protivirové  slou&eniny, pouZivané - v kombinaéi, ktera
vykazuje uspokbjivou ﬁéinnosti proti viru hepatitidy C a
aby podavanl takovych protivirovych sloucenln v Kombinaci
,pokracovalo pouze tak dlouho, Jjak. je nutne pro aspésn

zvladnuti infekce.

PtedloZeny vynalez také zahrnuje pouziti inhibitord HCV

serinovych protedz v rlznych kombinacich se slouceninami
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uvedenymi vyZe a podobnymi typy slouéenin,' které Jsou
G¢inné proti HCV, pro 1é&bu nebo prevenci infekci HCV u
pacienta. Napfiklad jeden nebo vice inhibitord  HCV
serinovych protedz miZe byt pouZit v kombinaci s: jednim
nebo vice interferony nebo interferonovymi derivaty,
G&innymi proti HCV; jednou nebo vice neiﬁterferonovymi
sloudeninami, udinnymi proti HCV; nebo jednim nebo vice
interferony nebo interferonovymi derivaty, u&innymi proti
HCV a jednou nebo vice neinterferonovymi slouc¢eninami,
ﬁéinnymiv proti HCV. Pokud Jsou pouZity vV kombinaci pro
lé&eni nebo prevenci infekce HCV u 1lidského pacienta,
libovolny z popsanych inhibitord HCV serinovych protedz a
vyse popsanych sloulenin, G&innych proti HCV mohou byt
pritomny ve farmaceuticky nebo anti-HCV G&inném mnoZstvi.
V dasledu jejich aditivnich nebo synergickych uc¢inkta, pokud
jsou pouzity ve vySe popsanych kombinacich, miZe kazda
latka byt pritomna v mnoZstvi niZ3im neZz klinické
farmaceuticky u&inné mnoZstvi nebo mnoZstvi u¢inné proti
HCV, to znamena V'mnbistvi; které pokud by bylo pouZito
samotné, by pfineslo pokles farmaceutické ucinnosti pro
Uplnou inhibici nebo sniZeni akumulace HCV viriond a/nebo
sniZeni nebo zlepééni stav®i nebo symptomd souvisejicich s
infekci HCV nebo patogenezi u pacienta ve srovnani s
inhibitory HCV serinovych proteaz a slouéeninami, ac¢innymi
proti HCV, 'pokud Jjsou pouzZity-ve fafmaceuticky uc¢innych
mnosstvich. Krom& toho pfedloZeny vyndlez zahrnuje pouZiti
kombinaci inhibitor HCV serinovych protedz a sloucenin,
u&¢innych proti HCV a popsanych - vySe, pro 1lé&bu nebo
prevenci infekci HCV, kde jeden nebo vice téchto inhibitoru

nebo sloudenin Jje pritomno ve farmaceuticky ud¢inném




mnozstvi a dals3i Jje nebo Jjsou pfitomny v mnoZstvi niz3im
nez je klinické farmaceuticky G&inné mnoZstvi nebo mnozstvi
i¢inné proti HCV v dusledku jejich aditivniho nebo
synerdického uc¢inku. Jak Jje zde pouZivan, vyraz “aditivni
aCinek” popisuje' kombinovany uUc¢inek dvou (nebo vice)
farmaceuticky uU&innych <¢&inidlel, ktery je roven soucltu
ucinka jednotlivych ¢inidel pouZzitych samostatné.
Syngergicky uc¢inek Jje Uc¢inek kombinace dvou . (nebo vice)
farmaceuticky u0c&innych ¢&inidel, ktery je vét3i neZ soudlet

u¢inkd jednotlivych ¢inidel pouZitych samostatné.

" Priklad 42

SouCasna standardni terapie infekce virem hepatitidy C
(HCV) je 1lé&eni imunomoduldtorem oznadovanym Jjako alfa-
interferon (Chronic Hepatitis C: Current Disease
Mahagement, U. S. Departmeht of‘Health and Human Services,
National Institutes of Health, 1999). Tato terapie je
neu¢innd u veét3iny HCV pacientll, kte¥i bud nevykazuji
s4dnou odezvu nebo dokonce vykazuji relaps po dlouhodobé
terapii interferonem. Krom& toho dochazi k zavaZnym

vedlej$im G€inkim souvisejicim s interferonovou terapii.

V dtasledku naléhavé potfeby  novych a u¢inn&jsich
protivirovych 1léc¢iv pro 1lé¢bu pacientd s infekci HCV
pfihlaSovatelé - vyvinuli ¥adu -sloucCenin,- které 'inhibuji
serinové protedzy HCV (komplex proteinad NS3 a NS4A viru
HCV). Tyto slouceniny mohbu. byt pouzivany samy o sobég,
spolu s jednou dals3i t¥idou sloucenin nebo v kombinaci s
dalsSimi tridami sloﬁéenin pro lécbu nebo prevenci infekce

HCV. Tento priklad popisuje testovani t¥i reprezentativnich
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inhibitor HCV serinovych protedz, to =znamend slouceniny
CU, sloucCeniny EP a slouCeniny EC, samotné a v kombinaci
s jednotlivymi ¢&leny souboru interferonl (interferon alfa-
2B  (Schering Plough), interferon alfa-2A (PBL Biomedical
Laboratories, New Brunswick, NJ, USA), interferon beta
(Research Diagnostics 1Inc, Flanders, NJ, USA) a ovc&i
interferon tau (Research Diagnostics 1Inc, Flanders, NJ,
USA)) v HCV subgenomovém RNA replikonovém testu (Replicon
Assay) pro urceni, =zda dvé slouceniny spoluplsobi pro
omezeni akumulace HCV RNA. Test Replicon Assay meéri
mnozZstvi HCV subgenomové RNA (replikonova RNA) zustavajici
v réplikoﬁonch bunkach (Lohmann a  kol. Science 285:
110-113 (1999)) po dvou dnech 1écby latkou ve srovnédni s
mnozstvim replikonové RNA v neo3etfenych buiikdch. V tomto
testu je schopnost sloucenin pusobit jako 1lécivo proti viru

HCV pfimo Umé&rnd Urovni inhibice akumulace replikonové RNA.

Dva léky jsou testovany v kombinacich v in vitro systému
testu Replicon Assay pro urc¢eni zda, pokud jsou pouZity
spole¢né, vykazuji aditivni nebo synergicky ucinek proti

viru HCV.

Test Replicon Assay se pouZzivad jako nédhradni model in vitro
~ HCV infekce pro. " zhodnoceni kombinovanych  G¢&inkl
imunomodulédtoru, napfiklad 'inteferonu-a 2B ((Intron A);
Schering Plough) a inhibitoru HCV serinovych proteaz,
napfiklad slouceniny CU. Jak je ukézéno dale, vysledky
prokazuiji, Ze u téchtd dvou typl latek dochédzi ke zjevnému

synergickému ucinku proti viru HCV, jak je zm&feno pouZitim




formédlniho matematického uréovani synergie jejich

schopnosti sniZovat hladinu HCV RNA v testu Replicon Assay.

‘Test Replicon Assay

Replikonovy test oznacovany dale 3jako Replicon Assay,
pouzivajici  bunénou linii obsahujici samoreplikujici
subgenomickou RNA viru HCV (replikon), je popsé&n v Lohmann
a kol. Science 285: 110-113 (1999). Pristupové ¢islo v
Genbank pro sekvenci replikonu pouZitého ve zde popSanYch
‘experimentech je uvedeno v této referenci jako AJ242654.
Tento élének.popisuje zplisoby pro in vitro transkripci RNA
z replikonové cDNA, transfekci replikonové RNA ‘do bunék
Huh7 elektroporaci a volbu bunék obsahujicich replikonovou

RNA pouZitim antibiotika G418.

Huh7 jsou bunécna linie’hepafomu ziskand od Dr. Williama
Masona,. Fox Chase. Cancér_ Research Center (Philadelphia,
USA).-Tyto bunky ﬁsou verejné dostupné VA 1aboratbfe FQX
Chase a byly podrobné . popsany ve vSdecké literatufe
(Nakabayashi a kol. Cancer Rés.  42: 3858-3863 (1982)}.
V experimentech, které Jjsou zde popsany, 'se}_veékeré
templatova DNA ~odstrani z in ? vitro ttahékribované
replikohové RNA pred provedenim elektroporace této RNA do
bun&k Huh7 opékovanYm zpracovanim DNézoﬁ (tEi po. sobé

nasledujici zpracovani). . L

Test Replicon Assay se provadi jak je detailné popsano
dadle. Ve strulnosti 1lze uvést, Ze replikonové bunky se
vlozi do jamek 96-jamkové desticCky s hustotou 10000 ‘bun&k

na jamku a inkubuji se p¥i teploté& 37 °C. Bunky se inkubuji




v DMEM (Dulbeccovo Minimé&lni Esencidlni Médium) doplnéném
10% fetalnim hovézim sérem, glutaminem, neesencidlnimi
aminokyselinami a antibiotikem G418 (0,25 mg/ml). Po
inkubaci pfes noc se médium nahradi médiem DMEM obsahujicim
2% fetdlni hovézi sérum a ruzné koncentrace inhibitort
serinovych proteaz, jako  je slouenina = CU a/nebo
interferony jako Jje inteferon-a 2B (Intron A, Schering
Plbugh). KaZzdad slouCenina se testuje v Sesti’ az osmi
riznych koncentracich. Pro jednd extrémni rozmezi
koncentraci se zvoli vysoké koncentrace sloucenin, které
vedou k takfka ﬁplné inhibici akumulace replikonové RNA po
:dvou dnech oZetfeni. 2Z té&chto chhozich‘ koncentraci se
-vytvéfeji postupna Yedéni tak, aby rozmezi koncentraci
téstovén?ch v testu Replicon Assay zahrnovaly koncentrace,
pfi kterych jsou slouceniny vysoce ﬁéinné stejné tak jako
koncentrace, u kterych nedochdzi k vYZnamnéjéimu Gc¢inku.
Kazda koncentrace inhibitoru HCV serinovych protedz se
testuje Dbez jakéhokoli : pfidaného interferon, stejné tak

jako s pridanim Sesti aZ osmi rtznych ddvek interferonu.

Podobné se interferon testuje bez jakéhokoli»’pfidaného
inhibitorﬁ‘HCV serinovych proteaz. Po.48'hodinéchninkubace
se sloucCeninami se'nédium,odstrani z desticCek a veskeré
bunéZna RNA se'extrahuje z bun&k pouZitim soupravy RNeasy—
96, kterou vyrabi spoleCnost  Qiagen Inc. (Valencia, CA,
USA). Tato RNA se potom analyzuje kvantitativni RT-PCR nebo
pomoci TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Cilem TagMan® RT-PCR je na neomycin rezistentni gen v

replikonu RNA.




Desti&ky jsou usporadany tak, Ze kazdy vzorek testované
latky se pouZije pétkrat a dale se pouzije 16 opakovani
neodetfenych vzorkl. To umoziuje dosaZeni vét3i statistické

spolehlivosti dat kvantitativni RT-PCR.

Analyza dat ziskanych v testu Replicon Assay dava dvé
hodnoty, které " jsou uzitecné pro hodnoceni sily
potencidlnich &inidel proti viru HCV. Pro kaZdou testovanou
koncehtraci slouéeniny se urci inhibice akumulace
replikonové RNA, zpusobena slouceninou za | dva dny
oSettovani vzhledem k mnozstvi replikonové RNA
v neoSet¥enych bunkdch. Tento pomér je uvadén jako procento
inhibice. Pokud se ziskd frada datovych bodd, wvytvorenych
ofetfenim bund&k v rozmezi riznych koncentraci, vytvofi se
hodnoty 1ICso, které znamenaji koncentraci slouleniny, pfi
které se akumulace replikonové RNA viru HCV snizi o 50%
pusobenim slouceniny. Opakovénim test inhibitord HCV
serinovych protedz v testu Replicon Assay se urci, Ze ICsp
ma procentni bdchylku ($ odchylky nebo 100% 2 standardni
odchylka ICso/stfedni ICso) pFibliZné 20%. ICso je hodnota
pouzZivand  pro urceni potradi jednotlivych sloucenin
testovanych v tomto testu na zékladé jejich schopnosti
pasobit jako <¢&inidla proti viru HCV. Jednoduché ur&ovani
ICso neni adekvatni pro hodnoceni uZitecnosti sloucenin
pou¥itych v kombinaci. Neju¢inn&j8i analyza pole dat
ziskanych pouZitim vsSech kombinaci riznych interferonl a
inhibitort serinovych protedz vyZaduje urceni procenta
inhibice, jak je ukazano v Tabulce 7, pouzitim

matematickych zpusobli popsanych dale, které jsou navrieny




pro zjisténi, zda kombinac¢ni 1éceni Jje agonistické,

aditivni nebo synergické.
Detaily testu Replicon Assay jsou nasledujici:

Procedura pro kvantitativni analyzu replikonové RNA viru

HCV v testu HCV Replicon Assay pouZivajici TagMan® RT-PCR

Test Repliéon Assay se pouzivd pro zméfeni schopnosti
potencidlnich HCV protivirovych  sloucenin inhibovat
akumuléci HCV  subgenomovych RNA replikénovych molékul
A&7 bunécéné 1linii Huh7 (Lohmann a kol. Replication of
Subgenomic Hepatitis C Virus RNAs in a Hepatoma Cell Line.
Séience 285,110—113 (1999)). Tento test =zahrnuje tfi

operacni sloZky:

(1) Péstovani replikonovych bunék, pfiprava testovaci
- destidky a aplikace sloudeniny;

(2) Extrakce veSkeré bunécné RNA z replikononch bunék; a
(3) RT-PCR v redlném case (TaqMan% pro zmé€reni mnois;vi
replikonové RNA v kaZdém vzorku.

Test Replicon Assay vyZaduje ke svému provedeni alespon 4
dny; proces ale mlzZe byt prerusen a-Vzorky zmrazeny}mezi

jednotlivymi kroky. KaZda &ast testu je popséana dale.

1. Pé&stovani replikonovych bunék, priprava testovaci
destic¢ky a aplikace slouceniny

1.1. Péstovani replikonovych bunék
Bun&¢nd linie pouZitd v testu Replicon Assay byla

vytvorena jak je popsadno v  Lohmann a kol.
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1.

(Replication of Subgenomic Hepatitis C Virus RNAs in
a Hepatoma Cell Line. Science 285,110 113 (1999)).
Po inkubaci replikonovych bunék v batkach na bunécné
kultury o objemu 150 cm? (Costar) za teploty 37 °C a
s 5% CO, a kdyZ se vrstva bunék stala souvislou, se
bunky z¥edi 1:10 objemové do cerstvych banék na
bun&&né kultury o objemu 150 cm?. Médium je DMEM
obsahujici 10% fetdlni hovézi sérum (FBS), 1X
neesencidlni aminokyseliny (NEAA), 1X Glutamin (Glu)
a 0,25 mg/ml G418. Provedou se t¥i postupné etapy,
pokazdé se buniky nechaji rozriast do souvislé vrsty,
nésledujé z¥edéni bunék do cerstvych banék na
bun&éné kultury o objemu 150 cm?. Tyto buiky,
oznacované jako “puavodni buﬁky”; se potom alikvotuji
a uchovavaji pro budouci pouziti v testu Replicon
Assay. Analyza za bpomoci TagMan® se provadi pro
uréehi po¢tu HCV replikonbvych genomli na Jjednu
‘bunku, coz odhali pfitomnost pfribliZné 150 kopii
feplikonﬁ V'jedné burice. Tento pocet je zaloZen na
poctu kopii replikonové RNA. ke dvojnasobku kopii

lidského genu apoB (poCet haploidnich génomﬁ).

Pavodni bunky se wuchovavaji v kapalném N,. Bunky
pouzité v testu Replicon Assay dvacetkrat po sobé se
vyhodi a ozivi se Cerstvd davka ze zasoby v kapalném

N».

Vkladani bunék do 96-jamkovych desticek pro test

Replicon Assay




1

2.

. Pro ptripravu 96-jamkovych desti&ek se na 75%

souvisld kultura v bafce o objemu 75 cm®

obsahujici
replikonové bunky trypsinizuje a resuspenduje v 10
ml Médiu A. Trypsinizace se provadi odebirdnim
média, ptridavanim 1 ml smé&si trypsin-EDTA 0,25%,
hmotn./obj. a potom odebranim sm&si trypsin-EDTA. Po
5-10 minutich se buriky vyjmou z baﬁky.a resuspenduiji

se v médiu.

. Bunky se poc¢itaji pouZitim hemacytometru a bunéd&na

koncentrace se upravi na 10° bun&k/ml.

.Kazdad jamka se naockuje 100 pl bun&lné suspenze

pouzitim vicekandlové pipety Impact? (Matrix),
pricemZ se nikdy neosazuji vice neZ &tyri 96—jamkdvé

desticCky z jediné bunécné suspenze.

96-jamkové desticky se inkubuji za teploty 37 °C

pfes noc.

Redé&ni . slouéeniny | a aplikace - na  deskticky

s replikonovymi bufikami -

.Slouéeniny inhibujici HCV serinové protedzy se

rozpusti v dimethylsulfoxidu (DMSO) na kone&nou
koncentraci 20 mM. Interferony se suspenduji ve
fosfatem pufrovaném solném roztoku, obsahujicim 0,1

[o)

% hmot./obj. Albuminu z hové&ziho séra.




1.3.2.20 mM roztok sloudeniny se z¥edi na 1 mM pomoci

DMSO.

.50 pl sloueniny rozpusténé v DMSO se pfridad do 10 ml

Média B (koncentrace slouc¢eniny je 5 mM a
koncentrace DMSO je nyni 0,5%) nebo 20 pl 1 mM
sloudeniny a 30 pl DMSO se pfidd do 10 ml Média B

(koncentrace sloucdeniny je 2 uM.)

.Redéni sloudeniny na kone&nou koncentraci je

ukon&eno smichanim roztoku sloulenina/Médium B s

Médiem C (obsahuje 0,5% DMSO) . . Postupné& fedéni

slouc¢eniny v poméru jedha ku péti se provadéji
Médiem C v 2 ml polypropylenovém 96-jamkovém bloku
pro dosaZeni poZadovanych kone&nych koncentraci

slouceniny.

.Desticka s bufikami se vyjme z inkub&toru zahfivaného

na teplotu 37 °C a oznali v hornim pravém rohu vicka
a na pravé strané zakladny. Médium se vyleje 'z

96-jamkovych desticCek.

100 pl roztokl -slouéeniné/médium z kazdé jamky

,96—jamkového‘fQQiciho‘bloku se pridad do 96-jamkovych

destidek s bunkami pouZitim pipety Impact2.

100 pl Média C se ptida do vSech neoSettfenach jamek
podle Tabulky 3 pro testovani slou€enin v 1, 3 nebo

6 ruznych koncentracich. “Neo$8” oznaluje predstirané




oSetfené butiky (DMSO p¥idano ve stejné koncentraci
jako u. oSetfenych buné&k); ”Kon.“ znamena koncentraci

slouceniny.

Tabulka 3

2 slou&eniny, 6 koncentraci, 5 opakovani

Sloucenina 1 - Slouc¢enina 2
1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A . neo§ neos neos neod neos neos neo$ neos "neos neos

B kon.1 kon.1  kon.1l kon.1 kon.1 kon.1l kon.1 kon.1 kon.1 koﬁ.l
C kon.2 kon.2 kon.2' kon.2 . kon.2 kon.2 l‘(on.Z, ) koh.Z | konv..2 kon.2
D kon.3 kon.3 kon.3 kon.3 kon.3  kon .3 lgon .3 kon.3 kon.3 kon.3
E kon. 4 kon. 4 kén.4_ kon.4 kon.4‘ kon.4 Vk‘on.4 .-kon.4 k§n.4 kon. 4
F kon.5 kon.5 )’(on.5 kop.S - kon.5 . b‘:kon.S kon.5 kon.5 kén.S - kon.5
G kon.6 kon.6 kon.6 ° kon.6 kon.6_ kon.6 . kon.6 kon.6 kon.6 kon.6
H neos neos neo3 neos neos neoé - n>eo§ neos neos neos

v

slou&eniny, 3 koncentrace, 5 opakovani

4
Slouéenina'l ‘ Slouéenina 2

12 3 s s 6 7 8 9 10 11 12
A neos neo$ un.eoé ‘neo$ . neos neo¥  neo3  neos neoéi neos
B kon.1 A blgon. 1. kon.1l kon.'} kon.1l kon. 1> ’ kon. 1 kon‘_._ 1 -kon:1l kon.l
é | kon.2. kon.2 kon._;‘i" kon.2 kon.2 kon.2 kon.2 .kon.2 bkon.'2 . kon.2
D kon.3 ' kon.3. ; kon.":’vi ) _kon..3 kon.3 kén.3 » kon.3v kon.3 kon‘.'3 » kon. 3
E kon.1l kon.l l;on .1 kon.l ikon .1 . kon.1 kop. 1 "kon.l kon.l Kon.1
F "kon.2 kon.2 " kon.2 ' kon.2 kon.2 Kon.2 kon.2 “kon.2 ‘kon.2 ~koni2
G kon.3 kon.3 .kon.3 kon.3 kon.3 Kon.3 .kon.3 kon.3 icon;3 :l_con.3
H neo3 neos neoé ‘neo3 neos neos neos neos neosd neos

Slou&enina 3 Sloucenina 4
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16 sloudenin, 1 koncentrace, 4 opakovani.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A neos | sl 1 |sl2 [s13 |sl4 [sl5 }sl6 |sl7 |sl8 |neos
B neos sl 1 ‘ s1 2 {s1l3 |sl4 sl 5 sl 6 sl 7 sl 8 neos
[ neod |sl 1 |sl2 |sl13 |sld4 [sl5 |slé |sl? . sl 8 | neo3
D neos sl 1 sl 2 sl 3 sl 4 sl 5 sl 6 | s17 sl 8 | neos
E neos sl 9 s110 s1l11 s1l12 s113 5114‘v s115 | sl16 neod
F neos sl 9 5110 sl11 s112 s113 s114 s115 s116 neos
‘ G neos sl 9 5110 s111 5112 s113 s114 s115 s1l16 neos
H neos s1 9 | sllo0 ] sill sl12 s113 s114 s115 sl16 ‘ neos
12 sloucdeninas, 1 koncentrace, 5 opakovani.
1 2 3 4 5 6 7 8 19 10 11 12
A ‘ neos neos 'neéé | neos | neos neos neos neos neos neos
B sl 1 sl 1 |sl1 |sll sl 1 s1 7 sl 7 sl 7 sl 7 sl 7
[ sl 2 sl 2 sl 2 sl 2 sl 2 sl 8 sl 8 sl 8 sl 8 sl 8
D sl 3 sl 3 s173 sl 3 s1 3 |sl9 ‘ sl1 9 [s19 s1 9 sl 9
E | sl 4 1 sl sl 4 sl 4 sl 4 5110 | s110 s110 s110 s110
F sl 5 sl 5 sl 5 sl 5 sl 5 s111 s111 s111 5111 s111
| sl 6 sl 6 sl 6 sl 6 sl 6 s112 s1l12 s112 s112 s112
H neos . | neod | neod | neo3 | neo$ | neod Teo® | neod | neos | neos

1,4. Destidky jsou inkubovany po dobu 48 hodin za teploty
37 °C a potom vystaveny extrakci RNA.

Tabulka 4
Pfehled vybaveni a materidll pouzZitych pro péstovani kultur

a aplikaci slouceniny

8-kanalova pipeta Impact2, |kat.&. 2004 Matix
1250 pl

2 ml polypropylenovy | kat.&. 4222 Matrix
hlubokojamkovy blok,




_ 433 - . . e’ oo
96-jamkovy, sterilni
25 ml zésobnik ¢inidel, | kat.&. 8096 Matrix
sterilni
1250 pl extra dlouhé | kat.&. 8255 ;Matrix
pipetové Spicky
96-jamkova desticka kat.Z. 3595 Costar
Hemacytometr Bright line | Reichert
zlep3eny
Neubauer 0,1 mm
hluboky |
DMEM Kat.c. JRH
| 51444-79°P
L-glutamin (Glu) Kat.c&. GIBCO-BRL
12403-010 - |
Neesencialni aminokyseliny | kat.c. GIBCO-BRL
(NEAA) | 11140-050
Fetalni hoveézi sérum (FBS) kat.&. GIBCO-BRL
| | 16250-078
| G418 ‘kat.é. 55-0273 | Invitrogen
Dm0 Kat.&. D-2650 Sigma
Médium A DMEM, 10% FBS, 1X NEAA, 1X Glu, 0,25 mg/ml
- G418 |
Médium B DMEM, 2% FBS, 1X NEAA, 1X Glu
Médium C DMEM, 2% FBS, 1X NEAA, 1X Glu, 0,5% DMSO
Trypsin- GIBCO-BRL"
EDTAO, 25%




2. Extrakce vedkeré bun&&né RNA z replikonovych bunék

2.1 Uvod

Cilem procedury je extrakce RNA z vzorkld in vitro tkanovych
kultur tak, aby virovad nebo bunéCna RNA byla kvantitativné
izolovédna a aby byla sostate¢né& <Cista pro analyzu

kvantitativnim HCV RT-PCR testem.

Pro umozZnéni detekce Qdéhylek u&innosti extrakce RNA se do
kazdého bun&&ného vzorku pt¥idad pfed extrakci RNA étandardni
mnoistvi viru virového hovéziho prujmu (bovine viral
diarrhea virus - BVDV), <coZ  je RNA virus s jistou
podobﬁosti s HCV. Potom by uroven BVDV RNA detekovana v
zavéredné multiplexni reakci RT-PCR méla byt konzistentni
pro vsechny Jjamky s mezemi variability, odpovidajicimi
_ testu Replicon Assay. Tato vnit¥ni kontrola ﬁéinnosti
extrakce RNA je diskﬁtovéna dale v kapitole TagMan® uvedené

dale.

PouZity pFristup kllextrakci RNA je zpusob RNeasy-96

spole¢nosti Qiagen Inc. (Valencia,vCA, USA). Tento zpﬁéob
pouzivd 96 mini-kolon s oxidem  kfemi&itym, které jsou
rozmistény v poli.odpbﬁidajiCimu 96~jamkovym destiékém pro
operace s tkafiovymi kulturami:- Technologie extrakce RNA je
modifikace Boomova zpusobu, ve kterém se v3echny bunécné
pioteiny a nukleové kyseliny, v&etné& nukledz, nejprve
denaturuji silnou chaotropni soli (guanidinium thiokyanat).

V tomto prost¥edi maji nukleové kyseliny silnou afinitu k

oxidu kfemiditému, coZ je materidl v mini-kolonach; ale
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proteiny a dals3i kontaminujici 1latky se nevéaZou na oxid

kfemic¢ity a prochézi kolonami.

Po promyvani kolon roztoky chaotropni stl/ethanol se vzorky
¢aste&né sud3i a nukleové kyseliny se potom uvolnuji z kolon

malym objemem vody.

Pro sniZeni odchylek pfi izolaci HCV RNA .je Qénovéna
pozornost podminkdm promyvani kblony a Caste&ného suSeni.
Pfitémnost “malého  mnoZstvi ethanolu v koloné& by
kontaminovala‘ stledﬁou RNA- a interferovala s RT-PCR
" detek&nim systémem. Pozornbst je nutnd ve véeéh fazich této
procedury protozZe vychozi vzorky mohou byt biologicky
nebezpedné, chaotropni stl je silné alkalickd a navic jako
thiokyanat muzZe vytvéfet_yjedovaty plynny kyanid pokud
ptijde do kontaktﬁ s kyselym prostfedim.

Tabulka 5
Pfehled vybaveni a materidla 'potfebnYCh pro proceduru

extrakce HCV RNA

Souprava“RNeésy 96 (24) o B lkatﬂé. Qiadneﬁ
‘ | 174183

Pole QIAvéc 96 _ | kat.é. ‘Qiagen

- | 19504 |

Centrifuga 4—15Cfpro 2x96 desticek, | kat.c&. Qiagen
6000 x g 81010

| destic¢kovy rotor pro 2x96 desticek kat.&. Qiagen
81031




200 Proof Ethylalkohol
8-kanalovd pipeta Impact2 Pipette, |kat.C Matrix
250 pl 2002
[ 8-kanalovd pipeta Impact2 Pipette, |kat.cC Matrix
1250 pl - | 2004
2 ml polypropylenovy hlubokojamkovy kat.& Matrix
blok, 4222
96-jamkovy, sterilni
{25 ml zasobnik ¢&inidel, stérilni kat.c Matrix
8096
1250 pl extra dlouhé pipetové 3picky kat.c Matrix
| 8255
200 pl pipetové Spilky kat.é& Matrix
7275
MEM médium prosté séra | kat.c. GIBCOBRL
11095-80

2.2 Procedura:

2.2.1

2.2.1.1.

Lyze bunék ‘
Priprava lyzového pufru: Do  jedné 96—jémkové
desti&ky se pridd 150 pl B—mefkaptoethanolu (B—ME) a
1 pl BVDV zasobniho roztoku (vi¥ivé miché&ni roztoku
na 15 ml RLT pufru

pfed piidanim) (slozka soupravy

RNeasy, OQiagen). Tento =zasobni roztok Jje piipraven

infekci MDBK bun&k (hovézi ledvinové bunky #CCL-22,
dodava BAmerican Type Culture Collection,

VA, USA)

Manassas
virem BVDV a odebranim kultury v okamZiku

gpickového cytopatologického ucinku (peak cytopathic
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effect - CPE). Tento zasobni roztok ma infekéni titr
priblizZzné 1 x 107 pfu/ml. 2 toho vyplyvd prahovy
cyklus (Ct) pro BVDV p#ibliZn& 22 v testu TagMan®.
Zasobni roztok BVDVse wuchovavd v mraznicce pfi

teplot& -80 °C.

2.2.1.2. Bufky se promyvaji 150 pl MEM média prostého séra
(program 4 8-kandlové elektronické pipety P1250:
Fill 1250, Disp 150 x 8). Do kaZdé jamky se ptrida

150 pl lyzového pufru (tyZz program).

2.2.1,3. RNA se extrahuje okamzité nebo se'buﬁky zmrazi za

teploty -80 °C.

2.2.2.PFiprava ¢inidel a materidll pro extrakci RNA.

2.2.2.1. 7Zapis &isla davky RPE a RNeasy 96 Kit.

2.2.2.2. RPE: 720 ml 100% ethanolu se pfidé do jedné lé&hve
RPE (Qiagen) a dobre ;promiché; RPE lahve se vidy
dobte protfepavaji pred pouiitim.

2.2.2.3. 70% Ethanol: 150 ml diethylpyrokarbonat (DEPC) s
vodou se pridd do 350 ml 100% ethanolu a dobfe

promicha.

2.2.3.Pfiprava RNA pomoci soupravy RNeasy 96




2.2.3.1. Zmrazené vzorky se rozmrazi za teploty okoli

2.

2.

2

2

2.

2.

2.

2.

3

3.

3.

3.

béhem 40 minut. Soulasné se rozmrazi Jjedna kolona
extrakéni kontroly pro kazdou desticku (Extrakéni
kontroly soupravy RNeasy Jje soubor 8 navzajem
spojenych trubic. Uvnit¥ kazdé trubice je 170 pl
bunééného 1lyzdtu s jistym pomérem HCV pozitivnich a
negativnich bun€k. Shora dold je po. dvou s nizkym,
st¥ednim, vysokym a nulovym poltem kontrol. (Viz

kapitola 2.3 protokolu uvedenéa dale).

.2. Vzorky se smichaji pipetovanim 100 pl pé&tkrat tam

a zpatky. Cely vzorek se prenese do kolon 1-10 v 2

ml Matrix bloku s c¢tvercovymi jamkami (program 1 na

P250: Mix 100 x 5, Fill 170, Purge).

3. 150 pl replikonového standardu se pfenese do

kolony 11 (Z&dné vzorky v koloné 12).

4. 150 pl 70% ethanolu (EtOH) se pridd ke kaZdému
vzorku (program 4 na P1250: Fill 1250, Disp 150).

5. Desticky RNeasy 96 oznacené odpoVidajicim Cislem
desticky se vloZi do vakuového pole. Smé&s lyzat/EtOH
se zamicha a pfenese na RNeasy 96 destiéky;(program
1 na P1250: Mix 200, Times 5, Fill 330 and Purge).
Nepouzité jamky se prelepi prithlednou paskou (dodava

spolelnost Qiagen), obvykle kolona 12.




2.2.3.6. Vzorky se nanesou na mini-kolony pouZitim vakua

(pf¥ibliZn& 800 mbarl).

2.2.3.7. Destiéky RNeasy-96 se promyvaji 1000 pl pufru RW1
(Qiagen) na jamku (program 2 na P1250: Fill 1000,
Disp 1000).

2.2.3.8. Pufr RW1l se vakuové profiltruje a prachod se

~uvolni.

5.2.3.9. RNeasy-96 destitka se promyvad 1000 pl RPE
pufru/jamku (program 2 na P1250) .

2.2.3.10. Pufr RPE se vakuové profiltruje.
2.2.3.11. Krok 2.2.3.9 se opakuje

2.2.3.12. Pufr _RPE se vakuové profiltruje, vakuum se

‘udrzuje po dobu 3 minut.

2.2.3.13. Destiéky»RNeésy 96bse sudi: Desticky RNeasy-96 se
vlo¥i do mikrozkumavkového ‘zésobnikuL (dodavany
spdleénosti Qiagen), zakryji. se dodanou .paskou
AirPore a jednotka se céntrifuguje po dobu 10 ﬁinut

p¥i 6000g (centrifuga Qiagen Sigma; 4-15 °C).

2.2.3.15. Vymyvani RNA z RNeasy 96—jamkovych desticek:
Desti&ky RNeasy-96 se vloZi na novy mikrozkumavkovy

z4sobnik. Do st¥edu kaZdé jamky se pfida 70 pl vody




prosté RNazy (program 3 na P1250: Fill 850, Disp
70) .

.16. Inkubace 1 minutu za teploty okoli a potom

zakryti desti&ky novou paskou AirPore.

.17. Jednotka se potom centrifugujé ;k) dobu 4 minut

pfi 6000 g v centrifuze Sigma 4-15C. Velikost

vymyfého objemu je mezi 28 ul a 50 pl.

.18. Desti¢ky RNeasy-96 se odstrani a zkumavkovy

zidsobnik se uzavie kloboucky dodévanymi spole&nosti

»_Qiagén (8 na jednu Fadu) .

Den 1

2.3.1.

Den 2

.19. Vymytd RNA se uchovava za teploty -80 °C nebo se

okamZzit& analyzuje testem TaqgMan®.

Priprava extrak&ni kontroly

1. Vlezit 2,5 x 107 replikon produkujicich bun&k do

banky na tkanové kultury o objemu 150 cm® (T-150) .

.2. VloZit 2,0 x 10° Huh?7 bun&k do bafiky na tkafiové

kultury o objemu 75 cm® (T-75).

3 Inkubovat pfes noc za teploty 37 °C.




2.3.1.4. Lyzovat bufky lyzovacim pufrem.

2.3.1.5. Odebrani supernatantu bundk -Huh? a replikon

2.3.

2.3.

2.3.

produkujiéich bunék a promyvani jednoduché vrstvy 10

ml média prostého séra (MEM).

.6. Pridat 30 ml lyzovaciho pufru (s 1 pl zasobniho

roztoku s BVDV na 15 ml lyzovaciho pufru) k bunkam
Huh7, michat opakovanym pipetovanim a vloZit bunécény

lyzat do 50 ml centrifugaéni zkumavky na tkéanové

'kultury s kénickym dnem.

.7. Pridat 10,5 'ml 1lyzovaciho pufr k replikon

produkujicim bunikdm, michat opakovanYm pipetovanim a
vlozit bunéény lyzat do 15 ml.centrifugaéni zkumavky

na tkanové kultury s kénickym dnem.

- Pro vysoky (HIGH) extrakéni standard: Alikvotovat

170 pl 1lyzatu replikon produkujicich bunék do #ad 5

a 6 dvou Matrix 0,75 ml zkumavkovych zasobnikt.

- Pro stredni (MEDIUM) extrakéni standard: P¥idat 1,0

ml lyzatu replikon produkujicich bun&k do 9 ml
lyzatu bund&k Huh7 a dobte promichat. Alikvotovat 170
pl této smési do ¥ad 3 a 4 dvou Matrix 0,75 ml

zkumavkovych z&sobniki.




2.3.4.Pro nizky (LOW) extrakéni standard: Pridat 50 pl
lyzatu replikon produkujicich bunék do 10 ml lyzatu
bunék Huh7 a dobre promichat. Alikvotovat 170 ul

této smé&si do frad 1 a 2 dvou Matrix 0,75 ml

zkumavkovych z&sobnika.

2.3.5.Nulova (ZERO) ektrakéni kontrola: Alikvotovat 170 pl
lyzatu bunék Huh7 do fad 7 a 8 dvou Matrix 0,75 ml

zkumavkovych z&sobnika.
2.3.6.U¢hovévat kontroly za teploty -80 °C
3. TagMan® RT-PCR a analyza dat

3.1 Uvod

Kvantitativni RT-PCR v realném case se pouiva pro méreni
mnozstvi  HCV replikonové RNA v . kazZdém vzorku. Tato
technologie je je gasto oznacCovana jako na PCR zaloZeny 5'-
nukleézovy test a TagMan®. Analytické zatizeni je detekéni
systém Applied Biosystems -7700 Prism Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, ca, USA). Toto
zarizeni ' je v zasadé éasovév multiplexovany épektrograf
laserové indukované fluorescence spojeny S teplotnim
cyklovacem. Pfistroj monltoruje akumulaci PCR amplikonu
v kazdé jamce 96-jamkova desky se vzorky v pribéhu PCR

procesu.

3.2. PouzZiti vnit¥ni kontroly BVDV




Jak bylo uvedeno v pfedchozi kapitole,
vloZena vnit¥ni pozitivni kontrola.
GCinnosti RNA a
kontaminanty,
S chaotropnim
lyzového pufru na bunky.
kazdémy vzorku,

provadén

‘replikonové

naznacuje,

extrakce

pouze

které

buné&cnym

RNA

padnou

- 443

kdyz

ukazuje

lyzovacim

mimo

inhibuji TagMan PCR.

test BVDV vnit¥ni pozitivni

tehdy,

testova

oCekivané

zda

vzorek

pufrem pfred

data

rozmezi,

do kazdého vzorku je

Ta slouZi jako mé&¥itko

obsahuje

BVDV se smiché&

aplikaci

AcCkoli pozitivni kontrola je v
kontroly Se
v HCV

testu

coz

Zze by mohl byt problém se vzorky. Pristroj 7700

Je schopen sou&asné monitorovat akumulaci dvou rtznych PCR

amplikont ' ve zkumavce pouzitim detekénich sond oznacenych

dvéma
("multiplex”).
TagMan®

desticCka jsou popséan v kapitole o analyze dat

raznymi

analyzu

BVDV

 Specificka

fluorescendénimi

vnit¥#ni

kritéria,

.pozitivni

reportujicimi

kterd

barvivy

vyvolavaji
kontroly vzorku

(3.6).

3.3 Sondy a primery pro test TaqMan® HCV replikonové RNA
V dasledku

oCekédvané

genetické

stability

a

obecné

nepfitomnosti sekundarni struktury RNA genﬁ rezistence na

neomycin
primery a
segment replikonové RNA se

replikonu o 8001 parech bazi

301
361
421
481
541
601

gtgcttgcga
ctcaaagaaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge

(neo)

sonda,

gtgcceceggg
aaccaaacgt
tceggeceget
ctctgatgcce

cgacctgtcc

cacgacgggc

které se

zakdédovaného

aggtctcgta
aacaccaacg
tgggtggaga
gcecgtgttcec
ggtgccctga
gttccttgeg

v replikonu

gaccgtgcac
ggcgcgcecat
ggctattcgg
ggctgtcagc
atgaactgca

cagctgtgcet

nachdzi mezi bazemi

(SEQ ID NO: 1):

catgagcacg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgce
ggacgaggca
cgacgttgtc

byly
vazou na tuto oblast.

pouzity
Tento
342-1193

aatcctaaac
gatggattge
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagcgg



661
721
781
841»
901
961

1021

gaagggactg

ctcctgccga
cggctacctg
tggaagcegg
ccgaactgtt
atggcgatgc

aCTGTGGCCG

gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggctc

ctgcttgeeg

GCTGGGTGTG

444

ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca

aatatcatgg

Gcggaccget

[ XX ¥
saese

€ggggcagga
atgcaatgceg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgccegacgg
tggaaaatggv

atcaggacat

'seoe
L

;v. L ]

tctecctgtca
gcggctgcat
cgagcgagca
gcatcagggg
Cgaggatctc
CCGCTTTTCT

dopfedny

tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgegecag
gtcgtgaccce
GGATTCATCG
primer

acccgtgata

sonda

gcTTGGCGGC

TagMan®

1081 ttgctgaaga

GAATGGGctg accgcttect

zpétny primer

1141 ctccegatte gcagcgcatc

3.4. Procedury

3.4.1. Zpisob piipravy 1x hlavnich smési

gccttctate

gccttettga

égcgttggct
cgtgctttac ggtatcgceg

cgagttcttc tgagtttéaa

pro NEO a BVDV RT-

PCR

Tabulka 6

“Pféhled vybaveni a materidld pro- pfipiaVu RT-PCR
10-desti¢kovou hlavni smés

Vybaveni a materialy Objednaci ¢&islo | Dodavatel
30,5_10 pl pipeta 22 47’005-1_2000 —  Eppendorf
[ ' Series } | -
2-20 pl pipeta 12 a7 015—9I2000'Series [ Eppendorf
"10-100 pl pipeta 2247 020-5 2000 | Eppendorf

» Series ' |
50-200 pl pipeta. 22 47 025-6 2000 Eppendorf
' Series
100-1000 pl pipeta 22 47 030-2 2000 Eppendorf




RNAse Zap

VL R A R T
Series
1250 pl Matrix spicky kat.&. 8255 Matrix
200 pl Matrix 3picky kat.&. 7275 Matrix
10 pl ART $picky kat.&. 2140 ‘Molecular.
Bioproducts
‘20-ul ART 3pid&ky kat.&. 2149p Molecular
Bioproducts
100 pl ART 3pic&ky kat.&. 2065E
200 ul’ART'épiéky. Kat.&. 2069 Molecular
' ‘l‘ o Bioproducts
1000 pl ART 3pidky kat.&. 2079E ‘Molecular
| | | | _‘Bioproducts
|'Elektronicka pipeta, kat.&. 2001 Matrix
Impact2
1,5 ml mikrofugaéni | kat.&. 12450 Ambion
zkumavky
 béz RNazy
14 ml Polypropylenové | kat.&. 352059 Falcon
Zkumavky
[25 ml zasobnik &inidel |kat.& 809¢ Matrix
96-jamkova “reak&ni | kat.&. N8OI-0560 Applied
desti&ka v | . ‘Biosystems
pasy optickych uzav&rs | kat.s. N801-0935 [Applied
‘ , Biosystemé_
| Sterilni rukavice na|kat.c. 9515-E Baxter
jedno pouziti
| Reagenty Objednavka &. | Dodavatel
Kyselina 0. 1N HClFisher
kat.&. 9780 }Ambion




3 pM (=10x) smés

AGT CGT CAG TGG TTC G-

- 446 - ot . oo’ %ee
RNAse away kat.&. 7005 Molecular
| Bioproducts
10-nésob. EZ  RT-PCR| kat.&. 403028 Applied
souprava zdkladnich Biosystems
¢inidel, 5x reakéni
pufr, 25 mM octan
hofeCnaty, deoxy NTP
VIC NEO sonda, 2 puM|kat.&. 450003, | Applied
(=10x), 550 ul na | 2&8kaznicky, 5'-VIC-CTG Biosystems
alikvot TGG CCG GCT GGG TGT
| GG-TAMRA-3"' (SEQ ID
NO: 2) |
1“v1c BVDV Sbnda, 2 uM| kat.c. 450003, | Applied
| (=10x) , 550 p na|Zékaznicky, 5'-vic-ccc Biosystems
alikvot (Vertex) TCG TCC ACG TGG CAT
CTC GA-TAMRA-3' (SEQ
ID NO: 3)
'NEO dopfedny primer, 3] kat.g. 4304972, | Applied
puM (=10x) smé&s | zdkaznicky, 5'-CCG CTT Biosystems
dop¥edny/zp&tny TTC TGG ATT AT CG-3'
primer, 550 1l na (SEQ ID NO: 4)
élikvot
NEO zpd&tny primer, 3|kat.c. 4304972, |Applied
UM (=10x) smés‘zékaznicky,‘ ‘5'—> CCC | Biosystems
dopfedny/zpétny ATT CGC CGC CAA 3°
primer, 550 pl na| (SEQ m NO: >)
alikvot o
BVDV dopfedny primer, zakaznicky, 5'-CAG GGT | Oligos etc




BVDV zpétny primer, 3
| (=10x)

HM smés
dopfedny/zpétny
primer, 550 pl na
alikvot

(SEQ ID NO:

TGC AGC ACC CTA TC-3°
7).

bez gelového ¢&isténi

1,0 KM |

,o . . o: . e
° . - » "9 o . [ [
TN LI I
_ 447 _ LR J L] L X ] L] . L X ]
doptedny/zp&tny |3' SEQ ID NO: 6), 1,0
primer, 550 1 na | uM bez gelového
alikvot ¢isténi
zdkaznicky, 5'-GGC CTC Oligos etc

NEO RNA standardy

{ In vitro|
transkribovand RNA gz
plasmidu obsahujiciho

neo genovou ¢ast HCV

replikonové RNA
pouzitim T7 RNA
polymerazy. In vitro

transkribovanid RNA je

 kvantitativné& vztaZena

‘ke

znamé molekulové

hmotnost_i transkriptna

a UV-absorbce
' Cisteéného
transkribovaného
roztoku. Tato RNA se
| ztedi, alikvotuje a
uchovavad za teploty -
80 °C. Jednotlivé
alikvoty se rozmrazi
| pro kazdy  TagMan®3

test.




R B ooh, eeee
RN R R
- 448 -
RNA ‘vzorky- pro
testovani se izoluji z
HCV - replikonovych
bun&k  (kapitola 2|
tohoto Protokolu), 10
ul/96—jamkovych
| desticek
Voda prosta 'nukleézy‘két.é. 9930 | Ambion
(nezpracévané pomoci
|'DEPC) "
3.4.2. Pfiprava ¢inidel hlavni smési
. 3.4.2. 1 , Uth stil v nasledujlc1ch dvou krocich a
proplachnout pipetu pomoci RNAse Away
RNAse Zap' (Ambion, Austin, TX, USA)
R NAse’Away (Mﬁlecular Biéproducts, San Diego, cCa,
jUSA) : . :
3.4.2.2. Otevfit hlavni EZ RT-PCR éihidlal (Applied
Biosystems) a vloZzit 5x pufr na led, rozmrazovat

zmrazena cinidla za teploty okoli po pribliZn& 15

minut a potom je poozZit na led.

- RT-PCR. Cinidel mlZe byt - pouZita pro dvé - 96 =jamkové ' -

RNA extrakce.

3,4.2.3.

550 ul v tub&) z -20

- ‘,ﬂ:g‘.:.. UL Coe
e o inl

°C a poloZit na led.

Jedna souprava EZ

Vzit jednu tubu 2 UM VIC sondy (NEO nebo BVDvV,




.4. Vzit jednu tubu 3 pM smési dopfedny/zpé&tny primer

(NEO nebo BVDV, 550 pul v tub&) z -20 °C a poloZit na
led. |

©5. Vzit dJednu tubu (30 pl) standardnich RNA
transkripta (10% kopii/10 pl) z -80 °cC 3 poloZit na
led. |

-6.0 Vzit jednu tubu Ambion vody O teploté& okoli.

- Sestaveni hlavni smé&si pro jednu 96-jamkovou reaké&ni

destlcku

.1. Pouzit 1 ml pipetu pro pfeneseni 5x pufru
(Applied Biosystems) do .14 ml tuby; celkovy p¥idany
-objem je 1100 pl.

.2. Pouzit 1 ml Pipetu pro p¥idani 25 mM Mn (OAC) ,
(Applied Biosystems) do 14 ml tuby; celkovy ptridany
objem je 660 pl. o

.3. Pouzit 200 . ul pipetu pro pr1dan1 165 pl- lO mM
dATP do 14 ml tuby Provést totéz pro 10 mM dCTP 20

- mM dUTP a 10 mM dGTP.

-4. PouZit 1 ml pipetu pro pfidéhi 550 pl 10x 3 M

smeési dopfedny/zp&tny primer.




.4.3

+12. PEidat 270 ul Ambion H0 do 30 pl 10° kopii/10 pl

- 450 -

.5. PouZit 1 ml pipetu pro pridani 550 ul 10x 2 pM

sondy.

.6. Pouzit 1 ml pipetu pro p#idani 220 ul rTth DNA

polymerdzy (Applied Biosystems).

.7. PouZit 100 Ul pipetu pro pfidani 55 pul AmpErase

UNG (Applied Biosystems) .

8. PouZit 1 ml pipetu pro pridani 605 pul Ambion H,0

do 14 ml tuby; kone&ny objem je celkovée 4400 pl1.

9. Pfenést 4400 ul hlavni smési do 25 ml zasobnlku

Cinidel.

-10. Rozd&lit 40 pl na jamku - do vSech 96 jamek

pouéitim 8-kanalové pipety.

11 Pfenést 10 pl extrahovanych nezndmych vzorku do

Jjamek reakcnl destlcky pou21t1m 8-kandlové pipety,
sloupec po sloupc1, sloupec 1 az sloupec 11. Uzavrit

sloupce po pfenosu..
RNA transkriptu pro pouZiti ve standardni kfivce a

promichat. Nyni je 107 kopii HCV replikonové

kvantiza&né standardni RNA/10 pl.
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.4.

- Nastaveni ABI 7700 pro kazZdy bé&h

.1 Pfed kaZdym b&hem restartovat pocCita¢ pro ABI

7700 a prfestavét desktop.

.2 Uzaviit a odstranit kazdy ‘nadbyteény program

z pevného disku; zpracovana data do kose.

.3 Otevfit program Sequence Detector vl. 7 {SDS

software);

.5  Otevrit sloZku “Replicon Assay Runs”.

.6 Otevfit “Replicon ASsaY”’dialog‘éablony. Podminky

tepelného cyklovade se naprogramuji do Sablony

nasledujicim zpusobem:

~Etapa 1: 50 °C po dobu 2 minut.

Etapa 60 °C po dobu 30 minut.

Etapa 95 °C po dobu 15 sek. -

2

Etépa 3: 95 °C po dobu 5 minut.
4
5:. 60 °C po dobu 60 sékf

Etapa
Pocet opakovani 'cyklu etap'4f5: 40.
Daléi nastaveni: o
Template ihstrument: diagnoéis: advanced options:

Select views: display mse.

Select views: display best fit. -

Select miscellaneous: reference dye ROX.

7 UlozZzit (”Save”, nikoli “save as”) soubor do

sloZky “Replicon Assay Runs”.

e SHL B




3.

5.

4.

4

8 Nastaveni zobrazeni: stisknout RUN

Pfiprava ABI7700 dat po béhu pouZitim SDS software.

- Testovaci destidky se vyjmou z ABI7700 a vyhodi,

aniz by byly otevfeny. To velmi sniZuje laboratorni

problémy s PCR k#iZovou kontaminaci.

. Data se - analyzuji pouzitim software Sequence

Detector System v1.7.

- Prahové hodnoty se na’ zacatku nastavi pouZitim

zadkladniho nastaveni.

-Kritérium odmitnuti dat:“Datové body nebo #ady pro

celou desti&kas mohou byt odmitnuty. Jestlise dojde
k vyznamné odchylce od protokolu, selhani ¢&inidla
nebo nehodé nebo chybé p#i b&hu ABI 7700, data mohou
byt vymazana. Pro odmitnuti libovélného datového
bodu pochézejiciho ze zjevné norméiniho béhu musi

byt splnéno jedno nebo vice ndsledujicich kritérii.

-1. Prahové wvypocty cyklu. Normélné se pouzivaji

zdkladni hodnoty SDS software. JestliZe Ct vzorkd
vétSiny koncentraci je men3i nez 15, potom se zméni
prahovd hodnota stop limitu jak je t¥eba k nizsi
hodnotg, aby Ct wvzorku nejvyssi koncentrace bylo
veétSi neZ stop hodnota. Aktualizovat vypocty po

provedeni této zmé&ny.




3.5.3.2. Uvazovat vyfazeni zcela abnormalniho bé&hu TagMan®
indikovaného odchylkou od st¥ednich hodnot sklonu a
pruseiku s y-ovou osou U primky generované analyzou
neo RNA standardy. Pfijatelnd rozmezi pro tyto
hodnoty jsou:
sklon mezi mezi 3,0 a 3,6

prisecik s Osou y mezi 36 a 41 cykly.

3.5.4.3. Nenormélni jednotlivé TaqMan jamky jak je
1nd1kovano extremnlm Rn/ARn mohou byt vypusteny pred
provadenlm analyzy dat tak, aby neovllvnlly vypolty
SDS software ' ' v

3.5.4.4. Prezkoumat a zaznamenat netemplatové kontrolni Ct
“hodnoty a potvrdit 3e jsou v&t3i nez 7,0 ct (> 100X)
vy33i nei cCt pro libovolny vzorek oSet¥feny

slouceninou.

3.5.5.HCV  RNA Standafdni Ct  hodnoty se - porovnaji

S predchozimi vysledky:

3.5.6.HCV RNA standardn1 k¥ivky se porovnajl S predchozimi
vysledky

3.5.7. Jestlize je pro. jednotllve Jamky zjevna nenormalnl

ampllflkace, tyto jamky se 1dentifikuji‘ a

pPoznamenaji.




3.5.8. Soubor “vysledky” se exportuje a prenese z pocitace

3.6.

3.6.

7700 do jiného poCitace pro analyzu pouzitim

Microsoft Excel.

- Libovolné nasledujici  zmény ‘ptipravy pouZitych

Cinidel nebo ¥ed&ni se oznémi.

Nové_synteza sondy nebo primeru od dodavatele
Nova redenl a alikvoty sondy nebo prlmeru

Nové standardy" pfipravy RNA transkriptu.

Nové standardy fedéni a allkvotu RNA transkrlptu
Nova prlprava BVDV Vlru ' '

Nova priprava standardd kolony 11.

TagMan® analyza dat.

- Zkopirovat a vlozit TagMan® HCV cCt - hodnotu a

zkopirovat hodnotu z‘v9sledkovéhd souboru TagMan® do

: odpovidajiciho pole makra Microsoft Excel pro

analyzu dat testu Replicon Assay provedeni tohoto

makra.

;Zkoplrovat tabulku vysledka TaqMan z listu'makra,na
Jiny llSt vloZit poFfadové &islo a ¢islo 3arze

“slouceniny.

.2z uvedeného listu Microsoft Excel se uréi stfedni

hodnota, standardnl odchylka a procento CV inhibié&ni
aktivity sloucenlny, stejné tak jako HCV hodnota,

HCV Ct hodnota a BVDV Ct hodnota (je-1i znama) vSech




.6.

.6.

4.

bodd fedéni pro 5 opakovani a kontrolu bez

slouceniny.

Kritéria pro odmitnuti dat a implementaci BVDV
kontorly v testu TagMan®. Zkontrolovat vSechny
vypo&ty.  Datové body nebo uddaje pro celé desticky
mohou byt odmitnuty. Dojde-1i k vyznamné odchylce od
protokolu, selhani ¢inidla nebo nehodé& nebo selhani
ABI © 7700, data mohou byt vylou&ena. Pro odmitnuti
libovolného datového bodu ze zjevné normalniho bé&hu
musi byt splnéno jedno nebo vice nasledujicich
kritérii. Standardni odchylka procenta inhibice by
meéla byt menéi neé 30% u aktivnich . sloucenin.

Procento CV pro HCV hodnotuy by mé&lo byt men3i nes
30%. Standardni odchylka HCV Ct vSech vzorku by mé&la
byt mensi nesz 0,5; obvykle je p#iblizné 0,1 az 0,3 u
vétSiny vzorkuy. JestliZe HCV Ct standardni odchylka

Jje vé&t3i nez 0,5, potom jit. zpét do tabulky

nezpracovanych dat a prekontrolovat hodnoty Ct pro 5

-opakovani. Jestlise hodnota Ct pro llbovolnou jamku

je o 2 Ct odlisna ~od " stfedni hodnoty Ct pro 5
opakovéani, potom'tato jamka by'méla byt vyloudena z
analyzy. Jestlie vice nes 3 jamky (ne ve stejném
sloupci) maji .neobvyklé hodnoty Ct,_potom'by“méla
byt ~ proveden BVDV TaqMan® vnit#ni kontrolni test.
JestlizZe BVDV data vykazuji irregularitu, potom

sloucenlna by méla byt testovana znova.

- Vypo&et  ICsg: Zkopirovat a vloZit data stfedni

inhibice a standardni odchylky do kalkulatoru




sigmoidalni  davkové odezvy s prom&nnym sklonem,
ktery pouZiva metodu nelineadrni regrese. PouZitim
tohoto né&stroje se vypoltou hodnoty ICs, "pouZitim
nasledujicich dvou metod: pouze zafixovani stropu na
100% inhibice nebo zafixovani stropu na 100%
inhibice a dna na 0% inhibice. Zpusob, ktery dava
jasnéjsi  hodnotuy, se potom uvddi pro kaZdou
slouceninu. Nejspolehliv&jsi ICs, vychazi z vypoétq,
které maji nejnizsi standardni chybu. Jestlise
hodnoty ICs, vypocCtené z té&chto dvou kfivek vykazuje
vice  nez jednonasobnou odchylku' nebo jestlize
standardni odchylka ICsg jé veétsi neZ ICg, sloﬁéénina
by méla byt testovana | znova pro upravené

koncentrace.

Vypocet  w&inku inhibitora HCV  serinovych proteaz v

kombinaci s interferony

Ucinek  inhibitora HCV serinovych proteaz  (HSPI) a
interferona v kombinaci'mﬁée byt. zhodnocen v testu Replicon
Assay vytvofenim k¥ivky davkové odezvy pro HSPI v
pritomnosti raznych hladin interferonu nebo ur&ovanim
kfivky davkové odezvy pro interfefon v pfitomnosti runych
hladin HSPI. Cilem je ur&it, zda dochazi k vétsi nebo mensi
inhibici akumulace virové RNA, nez by bylo moiﬁo ocCekavat,
pokud by uvedené dv& latky pfindsely aditivni- G&inek na
RNA. Presné&ji, byla pouZita definice aditivity podle Lowe
((1928) Die Quantitation Probleme der Pharmakologic,
Ergebn. Physio., 27, 47-187). Ta je definovana nésledujicim

zpusobem. Necht De,mn¢ je koncentrace interferonu, ktera




vede k U&inku E a necht Dg ysp; je koncentrace inhibitoru

proteaz, ktera vede k u&inku E.

Qz‘+ D,

Baup D B,#5rs M

Potom nulova interakce nebo Lowe-ova aditivita je
definovéana nadsledujicim vztahem, kde kombinace koncentraci

D1 pro INF a D, pro HSPI Prindsi u&inek E.

‘Stupen synergie nebo antagonismu je vyjadren jJako k¥ivky
stejného u&inku neboli Isobolyi Kombinace = (D1, D2) je bod
grefu, kde osy jsou koncentrace interferonu a HSPI (Obr.
2) . VSechny takové kombinace, které vyvolavaji hladinu
GCinku E vytvari isobol GCinku E. Body (De,we, 0) a (o0,
D, nspr) Jjsou body na isobole. Isoboly jsou pEimky spojujici

body. (Dg, v, 0) a (O, Dg,usp1), pokud je splnén vztah (1).

Konkdvné vzhtru obréacené Isoboly oznaduji synergie a-
konk&dvn& dol® obracené Isobolye ozna¢uji antagonismus. Na
zakladé pokynu z praci 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 ((1990) Application of a New Approach for the
.Quantitation of Drug Synergism to the Combination of cis-
Diamminedichloroplatinum and 1-B-D-
Arabinofuranosylcytosine, Cancer Research, 50, 5318-5327),

(1) popisuje synergii nebo antagonismus. Rovnice definuje




povrch odpovidajici odezvam, ktery maZe byt prolozZen
hodnotami kontroly pro vSechny kombinace o&et¥eni. Grafy

obrysl z tohoto povrchu odpovidajiciho odezvém pfedstavuije

Isoboly.

Model povrchua odezvy pfedpoklada sigmoidédlni déavkovou

odezvu pro kaZdou slouceninu, definovanou vztahem (2).

Em——__gm__.;.}}

1+( %’%ﬁl} o e

Koncentrace, které davaji ’speAcifivkovanou hodnotu samotné

aktivity E jsou dany vztahem (3)

E  ~E+B| (3’5

. Ifﬁw ; E (LE T

o E~B : E-B -
——— Dg.usm = IC50 |
ptzm “’Ilcmw{ﬁ —E-&B} &m( }

"Pro splnéni modelu podle Greco ‘a kol. (1990) potom musi
zkombinované plsobeni latek splfiovat rovnici (4) pro kazdou

kombinaci 1latek, kterd dava aroven odezvy E.




1= [INF} + |HSPI) . .
‘ : e W amsp
E~B E~B
IC50 | v b/ e
W{E " B) C‘SOW{EM wE-i-B] |
L 2myy T 3\Haeyy
; E-B E-B
i »1CS0 i . -
€50, IC W{Em-*E*i*B} (KW*E"I’B) (C))

Parameter o mé&ri velikost interakce. Hodnota nula pro o
znamena nulovou interakci nebo aditivitu, protoZe rovnice
se. redukuje na (1) pokud a = 0. Jsou-li dany ICsy, Hillav
skldn (m), maximalni hodnota (Enax) '@ ﬁinimélhi hodnota (B),
tato rovnice miZe byt vyfeééna pro ziskéni uc¢inku, ktery
vznikne pro libovolnou kombinaci 6éetféni fINF] a [HSPI1].
Proto tato rovnice definuje povrch'uréujici odezvy. Je-1li
dédn experiment, ve kterém'se hodnoty [;NF] a [HSPI] méni,
parametery mohou . byt zvoleny pouZitim nelinearni véaZené
regrese .s héjmenéimi Ctverci. Parameter a miZe byt vztaZen
k mife synergie S (Hewlett, P. S. (1969) Measurement of
potencies of drug mixtures. Biometrics, 25, 477-487), ktera
"je vzata pfimo z Isoboly pro 509 ﬁéinek S je pomér
vzdélenosti od. pocatku k Isobole deflnujlc1 ad1t1v1tu k
vzdalenostl od pocatku k Isobole prokladajlc1 data podel
pfimky s Uhlem 45° s osami. (S=ON/0M, VlZ,Obr. 3). Vztah je

o =4 (S%-9).

Zpisob diskutovany v praci Greco a kol. (1990) uvedené vysSe
pro nalezeni plochy odezev a uréeni parametru synergie a

s jeho mirou vyznamnosti Jje néasledovidn urdenim stupné




synergie v tfadé experimentd testujicich HSPI v kombinaci s

nékolika rtznymi interferony.

Je vS8ak nutné davat pozorovanim s niZ3imi pocty mensSi vahu
ne? pozorovanim s vy35imi poclty. PocCty se'vztahuji ptimo
k procentu kontroly, kterou je ucinek E. PouZitim zpuasobu,
ktery je popsan v monografii Carroll, R. J. a Rupert, D.
((1988) (Transformation and Weighting in Regression,
Chapman and Hall, New York), mdZe byt variabilita mezi
jamkami nahliZena ‘jako vzrust Etvercl stfedni hodnoty
procenté kontroly. Proto 3jsou pozorovéﬁi vazena proti
gtverci hodnoty proCenté kontroly (E) .. Odchylky a vazZeni
pouzivané pri ahal?ze t&chto experimentu jéou v soulédu s
vztahy .Vériability, pozdrovahYmi VszumnikyA zkoumajicimi
zplusoby analyzy radioligandonch‘ testua (Finney, D. J.,
(1976), Radioligand Test, Biometrics, 32, 721;740, a
Dudley, R. A. Edwards, P., Ekins,.R. P., McKinzie, I. G.
M., Raab, .G. M., Rodbard, D. a Rodgers, R. P. C. (1985),
Guidelines' for Immunoassay Data Processing, Clinical

Chemistry, 31/8, 1264-1271).
Vysledky

\Y% poééteéhich experimentech se inhibitor HCV serinovych
protedz, kterym je slduéeniha CU, testuje pro-kdncentrace v 
rozmezi od 3 uyM to 0,0123 uM, to znaméné v 244-nédsobném
rozmezi. Koncentrace inteferonu-a 2B se méni v rozmezi od

30 jednotek na vzorek do 0,0096 jednotek na 'Vzorek, to

znamend v 3125-na&sobném rozmezi. Jak je ukdzano v Tabulce




7, pdkud je -pouiita jako jedina 1latka pro oSetfeni,
slouc¢enina CU vykazuje 1ICsg 0,48 pM a ' hodnota ICsy pro
interferon je 2,19 U. V ramci pfesnosti testu Replicon
Assay, kterada Jje pribliZné 20%, ptridéni inteferonu-a 2B
vede k vzrUstu inhibice akumulace replikonové RNA davkove
zavislym zplsobem. Napriklad o3etfeni bunék 0,333 uM
sloucCeniny CU vede k 28% inhibice of akumulace replikonové
RNA. OSetteni kombinaci 0,333 pM slouceniny CU, kterd je
71% ICso davky (0,469 uM) a 0,24 U inteferonu-a 2B, ktera
je 11% 1ICso pro ‘inteferon-a 2B (2,05 _uM) vede k '49%
inhibiéi akumulace’ replikonové' RNA."Td ’znamenéﬁ‘ Ze 71%
jedné ICsg dévky»\r kombinaci s li% jiné ICgb;dévky vede k
49%  inhibice akUmulacé”.'replikono§é’*’RNA; " Pouzitim
“intuitivniho p#fistupu k urovéani, zda jé kombinaéni 1éc¢ba
synergicka nebo aditivni nebo antagonisticka, by bylo moZno
pfedpbvédétj Ze pokud by uUc¢inek kombinac¢ni lééb§ byl pouze
aditivﬁi, pak zkombinované frakce dvou ICse davkek, nutnych
pfb dosaZeni 49% inhibice akumulace replikonové  RNA\iby
predstavovaly 98%. Dosaiené expeiimentélni, vysledky
.ukazﬁji,.Ze hodnota inhibiceAakumuléce replikonové RNA je

dosaZena poﬁiitim 71 % plus 11 %, to znaméné'82% dévky ICso
namisto 98%, jak'by bylo'moino o&ekavat pro aditivni ucinky
kombina&ni 1lé&by. Proto. pfo tyfo kbncentrace élouéenin-
dochazi. k synergickému;ﬁéinku, protoZe mensi Castecné dékah
ICsg dévky kazdé slouceniny se pbuiiji pro dosaZeni 49%
inhibice HCV rep%ikonové RNA, neZ by bylo poZadovano pro
kteroukoli sloudeninu samotnou, kdy by bylo treba 98% davky
ICso. Vysledky tohoto kombina&niho oSet¥eni jsou uvedeny v

Tabulce 8 a graficky na Obr. 1.




Tabulka 7
- Inhibice akumulace replikonové RNA po 48 hodinach od

o3etfeni slouceninou CU a inteferonem-a 2B, individudlné

nebo v kombinaci

SlouCenina | Inteferon-a 2B (jednotky)

CU (konc.) [30u [60 [1,2U [0,24U[0,0480[0,0096U [0 U
3 M 99% | 99% |99% |99% 98% 98% 98%
1 uM [ 99% |98% [968 955 |925 | 93s 88%
10,333 u 515 873 |63 |4os [33% |27 28%
0,1111 pm 93% |[79% [46% [29% |12% 159 113
10,0370 pMv | 92% [78% |44% [21% |28  [7% 83
0,0123 uM 92% | 78% |44% [20% |19% 19% 5%
0 uM 898 |73% [38% 165 |88 | 129 0%

Tyto pocdatelni vysledky, odvozené jak bylo uvedeno vyse z
poﬁiiti in vitro testu Replicon Assay a jednoduché analyzy
aditivity data vytvofenych timto testem, prokazuji, 3Ze
kombina¢ni o8et¥eni replikonovych bunék inhibitorem HCV
serinovych prote4dz a interferonem davad alespoft aditivni
protivirovy u¢inek a pravdépodobné synergicky protivirovy

ucinek.

Pfedchozi data byla znovu analyzovadna pouzitim formé&lnich
matematickych nastroji popsanych vySe pro urceni, zda vztah
mezi inhibitorem HCV serinovych protedz CU a interferonem

alfa-2B je synergicky, aditivni nebo antagonisticky. Znovu




analyzovand data Jjsou =zndzornéna numericky v Tabulce 8 a

graficky na Obr. 4.

Tabulka 8 prehledné uvadi dal3i vysledky ziskané v testu
Replicon Assay po oSetfeni replikon obsahujicich bunék po
dobu 48 hodin s rUznymi inhibitory HCV serinovych proteaz
podle predloZeného vynédlezu a né&kolika rﬁznymi interferony,
individudlné nebo v kombinaci. Podotykdme, Ze standardni
odchylka hodnot zméfenych pro inhibici HCV replikonové RNA
v testu Replicon Assay Je okolo 20%. Slouceniny Jsou
testovany pro Siroké rozmezi koncentraci a s nizdimi
koncentracemi sloudenin takovymi, Ze nezpusobuji vyznamnou

inhibici koncentrace HCV replikonové RNA. V dasledku 20%
standardni odchylky testu 'né&které datové body generuji
zadpornad <¢isla. zapornd hodnota  inhibice indikuje u
konkrétniho experimentu, Ze v priméru Jje ve vzorcich
zpracovanych sloufeninou vice molekul HCV feplikonové RNA

nez ve vzorcich zpracovanych bez slouceniny.

Tabulka 8
Inhibice akumulace replikonové RNA po 48 hodinach plsobeni
inhibitoru HCV serinovych proteéz'a s raznymi interferony,

individudlné nebo v kombinaci

- Experiment 1

| Sloudenina IFN alfa-2B (jednotky)

CU (uM) 30,00 |6,00 |1,20 |0,24 |0,048 [0,0096]0,000
0,000 IEED 73% | 38% |16% |8% 125 | 0%




e wees ez e e
P e
0,012 92% 78% | 44% | 20% | 19% 19% 55
0,037 92% 78% | 44% | 21% | 2% 7% 83
0,111 93% 79% 465 |29% | 12% | 15% 113
0,333 943 875 | 66% |49% |33% |27% 28%
1,000 99% 98% | 96% | 95% |92% 93% 883
3,000 99% 99% [99% |99% |98% 98% 983
Experiment: 2
Slou&enina TFN alfa-2A (jednotky)
lcu (i) |30 B 1,2 (0,24 0,048 [0,0096]0
1o 868 | 618 |27% |43  |-7% |58  |0%
0,0123 87% 6% 175 | -23% | 8% 8% 103
0,37 85% 62% |13% |-2% |0% <1 13
0,1111 87% 68% 37% 20% -6% 2% 10%
0,333 92% 77% | 58% . |41% |26% | 25% 443
1 98% 96% |90% | 86% |84% '83%' 85%
3 595 55% | 98% | 98% | 98% [98% | 98%
Expériﬁent-3r
Interferon “Sloudenina CU (uM)
alfa-2B 3 [1,5]0,75 0,375'0,1875‘0,0938 0,0469[0,0234]0
(jednotky) | '
0o 98% | 93% | 628 |23% |12% | -2% —4% 2% |0
[0,049 585 | 958 [ 705 |39% | 12% 2% 5% 9% 3%
(0,123 585 [ 953 | 705 | 435 | 15% 73 2% 5% 2%
0,307 98% | 955 | 73% | 46% | 16% 14% 7% 19% ~3%
0,768 98% | 95% | 82% | 565 | 43% 343 28% 32% 283
1,920 583 [ 98% (675 | 715 |51% 54% 19% 52% 453




4,8 “[99%|98%|92% |82% |74% | 71% 69% 71% '59%

12,0 99% 98% | 96% | 89% 87% 85% 85% 85% 80%

30,0 99% | 99% | 98% | 95% 93% . 92% 92% 93% 89%

Experiment 4

Interferon Slou¢enina CU (uM)

alfa-2A 3 ]1,5]0,75]0,375]0,1875]0,0938[0,0469(0,02340

(jednotky)

0 98% | 945 | 74% | 38% | 17%

w
o
]
—
o
oY
o\
O
o
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Experiment 5

ovei | ‘Slou&enina CU (pM)
interferon‘3 1,510,75]0,375]0,1875]0,0938]0,04690,0234]0
tau ‘ ’ i

»(jednotky);

0,0 98% | 95% | 65% | 24% | -1% -14% “14% | -12% |0

o)}
o [
I._|
~J
o°

0,9375 978 [ 95% | 725 |41% [17% |11z  [12%

1,875 97%195% | 71% {40% 31 | 18% 118%
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o
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3,75 98% | 96% | 75% | 44% | 38% 25% 343
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15 08% | 97% | 84% | 64% 59% 61% 56%
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30 98% | 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

Interferon Slou&enina EC (uM)

alfa 2B 13 1,5]0,75]0,375]0,1875][0,0938|0,0469 |0,0234

(jednotky) ‘ ' '

0 | 96% | 932 | 81% |56% 29% [ 23% 19% 1%

0,0492 96% | 92% { 80% | 60% 31% 15% 19% 29% 3
[0,1229 96% | 94% | 78% | 58% 32% 13% [ 20% 20% %
0,3072 97% [ 95% | 82% | 60% 38% 32% 34% 42% 3%

0,768 97% | 95% [ 87% | 663 43y |413 46% 43% 5%

1,92 98% | 97% | 90% | 73% 62% 51% 543 58% 7%

4,8 98% [ 973 | 94% |87% 76% 73% | 78% 76% 693

12,0 98% [ 983 | 96% |92% [86% 86% 86% 85% 84%
| 30,0 98% | 98% | 963 | 963 93% 92% 92% 95% 91%

Experiment 7

Interferon Sloudenina EC (pM)

alfa-2A 3,0(11,5]0,75]0,375]0,1875]0,0938(0,0469|0,02344 |0

(jednotky) | '

0 965 [ 925 |815 [47% | 28% 17% -1% -8% 0
| 0,0492 96% | 93% | 78% | 58% 21% 8% “12% 10% -

| 17%

0,1229 95% [ 932 [ 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% | 953 | 88% | 78% 44% 41% 19% 33% 21%
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4,8 97% | 95% | 91% |85% | 60% 585 60% 53% 19%
12,0 97% [ 97% [ 95% |91% 77% 72% 76% 70% 71%
30,0 98% [ 983 [ 973 | 943 91% | 86% 853 85% 84%
Experiment 8
Interferon Slou&enina CU (uM)
| beta 3,0[11,5]0,75[0,375[0,1875]0,0938|0,04690,02344 |0
(jednotky) | 1
0 973 [ 955 [ 775 | 342 16% 6% -7% 0% 0
0,2344 98% | 97% | 83% |49% 31% 19% (212 -7% 1%
0,4688 98% | 96% | 84% | 56% | 393 | 27% 10% -3% 21%
0,9375 98%‘97%j91%‘ 73% 54% 42% 313 15% 30%
1,875 | 98% 98%‘.95% 80% | 65% | 58% 65% 60% 60%
3,75 98% [98%[97% |92% |86% 813 77% 73% 79%
7,5 992 [ 98% | 98% | 96% 93% 93% :93% 90% 92%
15,0 99% | 99% | 99% | 97% 97% 96% 97% 95% 965
30,0 ~99% | 99% [ 998 | 99% | 98% | 99% 98% 98% 97%

Experiment 9

In?erferbn Slou&enina EP (uM)

alfa-2B 8 i {2 |1 ~10,510,25]0,125 0,0625]0
(jednotky) _ | ’

0 [94% [ 965 | 962 [92% | 645 [36% [23% |8% 0
0,0492 955 | 965 | 965 | 915 | 67% |25% |28% |8% 3%
0,1229 95% | 97% | 963 | 91% | 65% |44% |4% | 11%  |4%

N

o

0,3072 95% | 97% | 96% | 91% | 71% |46% | 20% 3

0
0,7680 963 [ 97% [ 97% | 933 | 759 | 49% | 36% 24% 24%
1,92 963 [ 972 | 97% | 94% | 82% | 67% | 49% 52% 54%
4,8 96% | 98% [ 97% |96% | 908 | 79% | 75% 75% 70%
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12 97% [ 98% [ 98% [ 97% | 94% [ 89% |89% 87% 83%

30 97% | 98% | 98% | 98% | 963 | 94% |94% 95% 92%

Experiment 10

Interferon Ribavirin (uM)

alfa-2B 200180 |32 |12,8]5,12]2,048]0,8192(0,3277 0

(jednotky) »

0 85% | 62% | 43% | 3% -8% |[-17% |-22% -6% 0

0,0492 87% | 66% | 48% | 44% |11% | -4% -10% | 11% -7%
|0,1229 . 84% | 64% | 53% [ 40% |26% |-12% |-5% 11% -9%

0,3072 863|709 | 62% |44% |28% |1% 6% | 14% 7%
[0, 7680 90% | 80% | 72% | 65% |38% |30% 28% 44% 29%

1,92 933 ]85% | 77% | 76% [61% |57% 58% 50% 46%

4,8 963 | 92% | 87% | 83% {82% |74% |71% 775|722

12 97% [ 95% [ 93% [ 91% | 90% |89% 90% 89% 85%

30 | | 98% | 97% | 96% | 95% 943 | 94% | 93% | 95% 94%

Jak je znazorn&no na Obr. 4-13, ktéré graficky znazornuji
data v Tabulce 8 vypo&tené pouZitim vySe popsaného
matematického zpusobu mé&feni synergie, kfivky'Isobol pro
vdechny kombinace testovanych inhibitord HCV serinovych
‘proteaz a interferonﬁ jsou konkdvné& obracené vzhiru, coz
indikuje, Ze protivirovy u&inek oSetfeni v testu Replicon
Assay je synergicky. Tyto vysledky jsou tébulovény v
Tabulce 9, které' ukazuje relativni ‘ﬁrovné synergie pro
kombina&ni o3et¥eni a hodnoty ICso protivirové slouc¢eniny
pouZité individualne.: Kiiéovy prvek v Tabulce 9 Jjsou
hodnoty @ a hodnoty p. Hodnota o je mira maximalni inflexe

Isobol pro kadé kombina&ni oSetfeni. Hodnota nula oznacuje
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aditivitu, negativni hodnota oznacuje antagonismus a, jak
je tomu v pripadé kombina&nich o3etfeni s inhibitory HCV
serinovych proteadz a interferony, znézornéném vySe, hodnota
véts3i ne? jedna oznaduje synergii. Cim &étéi je paramétr
o, tim vétéi je synergie. Jak Je znazornéno v Tabulce 9
pro kombinace inhibitora  HCV serinovych proteaz a
interferony, dokonce p#i ignorovani urovni vyznamnosti v
ka’dém experimentu t test zaloZeny na 9 experimentech pro
stfedni hodnotu o rovnou 0 (bez interakce) m& hodnotu p
rovnou 0,00014, coZ indikuje, Ze vysledky Jsou vysoce

vyznamné.

Vypocet synergie, zaloZeny na metodé Greco Rustom ( (1990)
| Application of a New Approach for the‘Quéntitation of Drug
Synergism to the Combination of cis—biaminédichlorplatinum
a l—BFD—Arabinofuranosle?tosine,_ Cancer = Research, 50,
,5318—5327,lpou21ty v této analyze, je idedlni héstroj pro
ohodnoceni druhu experimehtélnich dat, které mohou byt
generovany pouiitim'testu‘HCV Replicon Assay. Existuji jiné
metody, které Jjsou aplikovéhy na studium. protiyironch
slou¢enin, jako jé Pritchardva Shipman (Prichard, M. N., a
Shipman, C. Jr., _(1990) ”A"three—dimensional model to
analyze drug-drug interactions (review)”, lAntiviral Res.
v14f 181-206) . Aplikace jejich zpusobu vypocltu synergié na
data uvedenév v Tabulce 8 také' nainaéuji}"ie"kdﬁbinééni
oéetféni replikonovych buné&k inhibitorem HCV serinoVYéh
proteaz a interferonem vede k synergické inhibici akumulace

HCV replikonové RNA (data nejsou uvedena).
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Tabulka 9
Relativni hodnoty 'synergie pro kombina&ni o8etfeni a
hodnoty ICso pro protivirové slouceniny pouzité
individualné
Inhibitor .Interferon ICso INF | ICs, HSPI | @ (SE)! | hodnota
HCV (jednotky) | (uM) Pa>0
serinové
proteazy
Experiment | SlouCenina I?N alfa-| 2,05 0,469 0,477 < 0,0001
1 cu 2B | 0,09
Experiment | SlouCenina | IFN alfa- 3,72 0,446 0,770 < 0,0001
| 2 cu l2a , (0,12) '
Experiment | Slouenina IFN alfa- | 2,36 0,587 }o,730 < 0,0001
13 | cu | 28 ' I 1(0,08)
1.Experiment Sloucdenina v IFN alfa- | 5,67 i 0,533 0,438 < 0,0001
ta cu 2a - o (0,08)
N Experiment | SlouCenina | IFN tau 13,22 0,605 :A0,328> < 0,6601
|5 cu _ (0,07)
IExperiment | Sloutenina | IFN alfa- | 2,53 0,384 0,516 < 0,0001
16 EC | 28 (0,10) ‘
; Experiment Sloudenina ‘ IFN alfaf 5,50 >"0,312 11,24 < 0,0001
17 e | 22 | (0,20)
Expériment Slouéenina : IFNrbéfa" 1;82 0,466 ‘ O[SSl-, < 0,0001
8 cu (0,09)
Experiment "Sloucenina | IFN -alfa- | 3,06 '0,426 0,490 { 0,6001
9 EP 2B Vo2 |
| Experiment | Ribavirin IFN . alfa- | 1,22 145 -0,24 0,0004
|10 2B L | (0,067)
1(sE) Standardni odchylka
Dalsi mira zhodnoceni synergické povahy 1éceni latkami

proti HCV pouZitim inhibitors HCV serinovych protedz podle

predloZeného

metody

jaka

vynalezu a

byla

popséna

interferont

pro

zhodnoceni

je

pouziti

stejné

dosavadni




standardni kombina&ni  terapie pro  HCV, to znamena
interferon alfa-2B v kombinaci s Ribavirinem, V testu
Replicon Assay. Posledni fadka Tabulky 9 ' ukazuje, Ze
parametr o pro smés interferonu alfa-2B a Ribavirin Je
zaporné ¢&islo, cozZ ukazuje, Ze je maly antagonismus mezi
témito dvéma latkami. To dale zdlraziuje vyznam
kombinacnich oSetfeni zde popsanych, pouzivajicich
inhibitory HCV serinovych protedz podle pfedloZeného
vynadlezu v kombinaci s interferony, spo&ivajici v tom, Ze
toto 1é&eni Jjasn& produkuje synergii, zatimco standardni
kombinacni terapiepro HCV (interferon alfa-2B v kombinaci s

Ribavirinem) neni synergicky v testu Replicon Assay.

Vy8e uvedené Srovnéni kombinaénich oéetfeni, pouiivajicich
inhibitory HCV serinovych proteaz plus interferony oproti
oSet¥eni Ribavirinem plus interferonem v‘ltestu Replicon
Assay jasné& ukazuje, Ze prvni z nich je synergické, zatimco
druhé neni. Experimentéini vysledky, ziskané pouZitim testu
Replicon Assay ukazuji, Ze mnohem niz3i davka interferonu
miZe byt u&inna, pokud interferon je pouzit v kombinaci s
inhibitorem HCV serinovych proteaz, neZ je nutné, pokud je
interferon alfa—ZB pouzit v kombinaci s Ribavirinem. Test
Reblicon Assay Jje uzitecény modelovy systém testovani
potencidlnich sloucenin proti HCV a v sou¢asné dobé se na
néj spoléha jako na ucinny prosttfedek predikce ﬁéinnosti
sloucenin proti HCV. Viz naptiklad Blight a kol. (2000)
FEfficient 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-




o in a full-length binary expression system. Proc. Nat.
Acad. Sci. U. S. A. 98 (17): 9847-52. Ribavirin samotny je
jen okrajové& u&inny pro sniZovani akumulace HCV replikonové
RNA v testu Replicon Assay (Tabulka 8, Experiment 10 a
posledni fadka Tabulky 9). Tento vysledek je ve zjevném
konfliktu s in vivo studiemi, kde pokud Je pouZivan
samotny, Ribavirin nema vyznamnou terapeutickou hodnotu pro
1é&eni HCV. Na rozdil od toho v testu Replicon Assay, PO
korekci cytotoxicity jak je uvedeno dale, m& Ribavirin ICs
rovné 145 pM. Tento stledek miZe byt vysvétlen tim, Ze
test Replikon Assay dovoluje hodnoceni vysokych koncentraci
wRibavirinu, které by nebylo mozZné pouzit u glovéka v
disledku in vivo cytotoxicity (Chutaputti A. (2000) Adverse
effects and other safety aspects 6f the hepatitis C
antivirals. Journal of Gastroenterology and Hepatology. 15

Suppl: E156-63).

Toto hodnoceni nutné ' vyZaduje zhodnoceni cytotoxicity
Ribavirinu. K takové toxicité& doch&zi u pacienta a v
bun&énych testech (Shiffman M. L., Verbeke S. B., Kimball
P. M. (2000) Alpha interferon combined with ribavirin
potentiates proliferative suppression but not cytokine
production in ndtogenicaily stimuléted human lymphocytes.
Antiviral @ Research. 48 (2): 91-9). V experimentech zde
popsan?ch byla &ytotoxicita Ribavirinu v testu Replicon
AsSay pozorovadna a zm&fena ve dvou smérech. Jak v XTT
metabolickém - testu pro urc¢eni Zzivotaschopnosti
replikonovych bunék (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):
257-65) a v TagMan® kvantitativnim RT-PCR testu, ktery méfi
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazové (GAPDH) hodnoty mRNA
u odetfenych versus ne o$etfenych bunék v testu Replicon
Assay (Brink N., Szamel M., Young A. R., Wittern K. P.,
Bergemann J. (2000) Comparative guantification of IL-1
peta, IL-10, IL-10r, TNFalpha and IL-7 mRNA levels in UV-
~irradiated human skin in vivo. Inflamation Research. 49
(6): 290-6), byla pozorovana vyznamna Ribavirinem
indukovanéa cytotoxicita, ale byla korigovéna nasledujicim
zptisobem. P¥edpokladd se, Ze uroven GAPDH‘mRNA, kterad e
konstitu¢né& exprimovana hlavnim genem, je stejna ve vsSech
Zivotéschopnych buiikdch. Je znamo z méfeni hodnot GAPDH
mRNA v bunkach oSetfenych inhibitorem transkripce
aktinomycinem D, Ze poloCas Zivota GAPDH mRNA je popuze
nékolik hodin (data neznazorné&na). Proto se postuluje, jak
to bylo provedeno jinymi vyzkumniky pouzivajicimi
technologii TagMan® pro urceni ﬁrovné konkrétnich mRNAs
v lidskych buiikdch, Ze urovné GAPDH mRNA jsou primo uUmérné
podtim Zivotaschopnych bunék (zivotaschopny cell numbers -
VCN) v libovolném . daném vzorku, se vztahem VCN=
2~ (40-Cteappn mrwa) - VCN se vypolte pro kazdou jamku se vzorem
V testu Replicon Assay a potom se vydéli pocCet kopii HCV
replikonové RNA pro specifickou jamku hodnotou VCN pro. tuto
jamku. Jak Jje vypoclten, pouzije se tento pomér namisto
po¢tu kopii HCV pro vypo&et inhibice (“St¥. Inh pouzitim
pom&ru”; Obr 14.A). Bez korekce dat testu Replicon Assay na
tuto cytotoxicitu se takova cytotoxicita projevuje jako

fale$na pozitivni inhibice akumulace HCV replikonové RNA.




V testu Replicon Assay se pfedpoklada, Ze zm&fena inhibice
akumulace HCV replikonové RNA je soucet skutecné inhibice
akumulace HCV replikonové RNA a zjevné inhibice akumulace
HCV replikonové RNA v disledku cytoxicity. Dale se
pfedpoklada, v dasledku uzké korelace XTT a TagMan® GAPDH
mRNA mé&r cytotoxicity, 2Ze dinhibice akumulace GAPDH mRNA
zpuisobend sloudeninami testovanymi v testu Replicon Assay
je‘ spolehlivou mirou zjevné inhibice akumulace  HCV
replikonové RNA v idﬁsledku cytoxicity. Skuteény ucinek
slougeniny proti HCV V testu Replicon Assay, korigovany na
obecnoulcyﬁotoxicitu, miZe byt odhadnut K délenim poltu HCV
replikonovych RNA molekul, zméfenych y-'kaidém bvzorku
hodnotou VCN, coZ normaliZuje.poéetgiivotaschopn?ch bunék v
kazdém vzorku. PouZitim tohoto zpﬁsdbu Obr. 14.A uquuje
odhad skutec&ného nacinku Ribévirinu prbti HCV v testu
. Replikon Test (“Stf. Inh‘pouiitim poméru”).‘Odhad ICsp pro
Ribavirin se néjlépe vypoéte pouzitim tohoto zpﬁsobu. Na
Obr. 14.A:”Stf, Inh'ofig.” ukézuje nekorigovanou ICso pPro
Ribavirin, ktera Jje pfPibliZn& 80 pM, zatimco korigovana
hodnota ICso vypoltend z kEivky “Stf. Inh pouzitim poméru”
je priblizZné& 145 puM. Je dobré si povéimﬁoutjkie rozdil mezi
korigovanou a zmé&fenou inhibici akumulace HCV réblikonové

RNA jako vysledku:oéetfeni interferonem alfa-2B (Obf. 14.B)

X

je nesznamny'Vzhledem k. ~20 % CV v testu Replicon Assay.
Stejné jako intérféron'alfa—ZB, inhibitory HCV serinovych
protedz testované v uvadéném prikladu nevykazuji Vyznémnou
cytotoxicitu V pouZitych koncentracich. To se urci pouiitiﬁ

XTT testti, ve kterych hodnoty TCso pro r@zné slouceniny

jsou: CU=64,7 puM, EP > 10 pM a EC > 50 uM. Tyto hodnoty




TCso jsou 20-140-krat ve&t3i neZ ICsp hodnoty ukazané v
Tabulce 9. Cytotoxicita téchto sloudenin tedy nema zadny
vyznamny G&€inek na akumulaci HCV RNA v testu Replicon Assay
v ramci presnosti testu, protoZe takovad cytotoxicita

nastdvd pouze u koncentraci inhibitoru HCV serinovych

,proteéz, které jsou vyznamn& vy33i neZ byly testovany v

Replicon Assay.

74véry tykajici se U&inosti inhibitort HCV serinovych

proteadz a interferoni, individu&lné& a v kombinaci

U&inek proti HCV u inhibitort HCV'serinonch proteaz podle

vyndlezu a rlznych interferon, pokud jsou'pouiivény samotné
v HCV Replicon Asséy jsou ukézéﬂy v sléﬁéciéh a Fadcich
jednotlivych testq, uveden§ch v Tabulce é, kterd pouziva

pouze jediné protivirové cinidlo. Tabulka 9 udava hodnoty

ICs, zm&Fené pro kazdou protivirovou slouceninu, pokud Je

testovana samotna. Vy3e uvedené §YSledky, ziskané z 1in
vitro Replicon Assay, také ukazuji, Ze kombinacni oSetfeni
replikonovych bunék'inhibitofy HCV serinovych proteaz podle
pfe@loieného vynalezu a rﬁanmi'interferony'dévé synergické
protivirové ucinky. IPlné sé oCekava, Ze. tytb _ﬁéinky se

pfenesou i do u&innosti in vivo.

Kombinaéni terapie pouiivajici' inhibitory~-HCV serinonCh
protedz podle pfedioienéhél vyndlezu ma& nékolik velkych
vyhod proti terapii za pouZiti jednoho léku. Predné tim, Ze
umozfiuje l1lé&bu pomoci niz8ich davek jednotlivych 1ékti, nez
kdyby byly pouZity samostatn&, 1lze ocekavat snizZeni

toxicity a vedlejsich u¢inkl souvisejicich s léCenim. To Je
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obzvlaste dulezité v pripadé interferonové terapie, kde
vedlejdi Gcinky jsou zavainé a bylo ukadzano, Ze jsou uUm&rné
davkam podavanym pacientim. Vy$e uvedend data indikuji, zZe
davka inhibitoru HCV serinovych protedz jako je sloucCenina
CU v mnoZstvi odpovidajicim ICgs miZe byt =zkombinovana s
davkou interferonu alfa, napfiklad v mnoZstvi odpovidajicim
ICss a vysledkem bude daleko uc¢inéjsi terapie, nez kterou
by bylo moZné dosdhnout inhibitorém HCV serinovych proteaz
samotnym bez nepfriznivych vedlejSich ucinkl, zpusobovanych
vysokymi davkami interferonu alfa. Druhy vyznamny pfiznivy
a¢inek kombinacéni terapie je, Ze jelikoZ oba léky pusobi
nezavisle, je men3i pravdé&podobnost vyvinu mutovanych kménﬁ
HCV, které 1é&b& odolavaji. Vyvin rezistence je hlavni
problém u RNA vira jakb Je HCV. Vzhledem k velkému mnoZstvi
mutéci se mohou tyto viry rychle adaptovat na stres
zpisobovany okolnim prostfedim. Tfeti vyhodou kombinacni
terapie miZe byt sniZend cena v duasledku potfeby mensiho
mnoZstvi terapeutickych <¢inidel potfebnych prd tc¢innou

1é&bu.

Ve zpusobech zde popisovanych mohou byt pouiity dalsi
imunomodulatory, napriklad, alfa 'interferon 2R,
konsenzudlni interferon, interferon tau, interferon +
Ribavirin (Rebatron), pnglovany interferon a promotory
exprese genu interferonu. Plné& se ptredpoklada, Ze ucinek
tdchto sloucenin proti HCV bude zlepSen, pokud budou
pouzity v kombinaci s inhibitory HCV serinovych proteaz
jaké jsou zde popsény. JelikoZ interferony jsou znamy svym
G&inkem in vivo a v testu Replicon Assay, oCekavad se, Ze

popsané inhibitory HCV serinovych proteaz budou také ucinné




in vivo a Ze buddou schopny vyvolat synergicky ucinek,
pokud budou pouZity v kombinaci s interferony, Jejich
stimuldtory imunitniho systému nebo dal3imi slouceninami,
které maji protivirovy u&inek proti HCV a pasobi jinym

mechanismem neZ je inhibice HCV serinovych proteaz.

Nejlep3i soucasnad terapie HCV pouZivad interferon alfa a
nukleosidovy analog Ribavirin. Toto 1léceni Jje pouze
okrajové& U¢inné a vede k vyznamnym vedlej$im GCinktm, které
'sniZuji pacientovu komplianci (Chronic Hepatitis C: Current
Disease Management, U. S. Department of Health and Human
Services, National Institutes of Health, 1999). Kromé toho
u pacient® s transplantacemi neni Jjasné, =zda kombinace
Ribavirin-interferon iﬁéinkuje a. muzZe ‘byt ve skutelnosti
hor3i neZ samotny interferon (Chronic Hepatitis C: Current
Disease Management, U. S. Department of Health and Human

Services, National Institutes ¢f Health, 1999).

Vyde uvedené vysledky <demonstruji synergicky ‘kombinacni
a¢inek, pokud Jjsou interferony pouZity s novou tEidou
slou¢enin proti viru HCV, inhibitory serinovych proteaz
podle predloZeného vyndlezu. Plné se ocCekédva, 2ze in vitro
vysledky zde wuvedené bpovedou k 4€inné&jsSimu leéehi HCV
pacientl, neZ je v souCasné dob& moZné pouzZitim samotného
interferonu. 'Subterapeutické davky - interferon mohou
mobilizovat pacientv imunitni systém pro leps$i boj s virem
a inhibitor serinovych protedz miZe atakovat virus pIimo,
takZe na virus se pusobi dvéma rGznymi mechanismy pusobeni.
Tato 1é&ba HCV infekce miZe byt dosaZena s niZSi cenou pro

pacient jak ve smyslu sniZenych vedlej$ich ucinkl, tak i




niz?si platby za nutnd farmaceutickd ¢inidla, nebot pro

G&innou 1lé&bu HCV bude tfeba méné& obou léki.
P¥edloZeny vyndlez mlZe byt provadén jinYmi‘specifickYmi

zpﬁsoby, aniz by doslo k odchyleni se od ducha vynélezu

nebo jeho podstatnych znaku.

Zastupuje:

Dr. 0. Svorcik
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PATENTOVENAROKY

1. Slou&enina obecného vzorce 1

4

1
,3 ®° R
RQ,L+N RT}/:N n"ﬁ W& \‘Orzl;{rz

ve kterém |

R’ je. vazba nebo difluormethylen; .

R' je atom vodiku, poptipadé s@bstituované alifaticka

skupina, popfipadé substituovanéf-cyklické ‘skupina nebo

popripadé& substituovana aromaticka skupina; '

R? a R° Jjsou kaidy nezavisle popfipadé substituovana

alifatickd skupina, . pOpfipédé' substltuovana cyklicka

skupina nebo poptipadé substltuovana aromatlcka skupina;

rR3, R® a R’ jsou kazdy nezavlsle,‘ ‘ _
poptipad® substituovany (1,1~ nebo 1,2-) cykloalkylen;
nebo . popfipadé‘ substituovany _ (1,14. nebo
1,2- )heterocyklylen, nebo_‘ o _
‘methylen nebo ethylen, substituovany jednim
substltuentem zvolenym, ze  souboru, .'zahrnujiciho
poprlpade substituovanou alifatickou skuplnu, poprlpade
substituovanou ~cyklickou skupinu nebo poprlpade
substituovanou aromatickou skupinu a kde methylen nebo
cthylen Jje dale popiipadd substituovan alifatickym

substituentem; nebo

L E e B
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RY, R, R® a R! jsou kaZdy nezavisle je atom vodiku nebo

popfipadé& substituovand alifaticka skupina;

O

poptipadé& substituovany multicyklicky azaheterocyklyl nebo

je substituovany monocyklicky azaheterocyklyl nebo

popiipadé& substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl, ve
kterém nenasycenost je v kruhu vzdaleném od kruhu nesouciho
skupinu R°-L- (N (R®)-R7-C(0)-)nN(R®)-R*-C(0)-N a ke kterému je
skupina —C (0)-N (R%) -R®-C(0)C (O) NR’R vazéna;

L lje. —C(0)-, -0C(0)-, -NR'°C (0) -, ;S:(O)z—,_ nebo -NR'S(0).-;
a . | |

n je 0 nebo 1,

nebo jeji farmaceuticky prijatelnad stl nebo prekurzor nebo

solvat takové slouCeniny, jeji sbli nebo jejiho prekurzoru,

| - N-
s podminkou, Ze pokud '~ je substituovany A , potom

L je ~0C(O0)- 'a R Je poprlpade substltuovany allfatlcky
sUbstituent; nebo alespoii jeden z R, R®> a R’ je ethylen,
substltuovany jednim substituentem - zvolenym . ze souboru,
zahrnujiciho poprlpade substituovanou allfatlckou skuplnu,
poprlpade substltuovanou Cykllckou skupinu nebo- poprlpade
substituovanou aromatlckou skupinu a kde ethylen je dale
popfipadé substituovany alifatickym substituentem; nebo R*

je popfipad& substituovana alifatickad skupina.

2. Sloudenina podle naroku 1, kde R® je vazba.




3. Sloucenina podle ndroku 1 nebo 2 kde:

popfipad® substituované alifatické skupiny Jjsou alkyl,
alkenyl nebo alkinyl, popfipadé substituované jednim nebo
vice substituenty alifatické skupiny;

popripad& substituované cyklické skupiny Jjsou skupiny
cykloalkyl, cykloalkenyl, heterocyklyl nebo heterocyklenyl,
popfipad® substituované jednim nebo vice substituenty
skupiny kruht;-

popripadé& substituované aromatické skupiny Jjsou aryloveé
nebo heteroarylové skupiny pbpfipadé substituované Jjednim
nebo vice substituenty skupiny kruhi;

popfipadé substituované (1,1- nebo 1,2-)cykloalkylenové
Skupiny jsou (1,1- nebo bl,é)cykloalkylénové skupiny
popfipadé substituované Jjednim nebo vice substituenty
skupiny kruht;

popripadé substituované (1,1—. nebo 1,2)heterocyklylenové
skupiny jsou (1,1- nebo 1,2)heterocyklylenové skupiny
poptipadé substituované Jjednim nebo vice substituenty

skupiny kruht;

O

monocyklickd azaheterocyklylova  skupina, substituovana

jako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je

pfimo nebo pfes vazebny &len alespon jednim substitﬁentem
zvolenym ze souboru, zahrnujiciho skupiny aryl, heteroaryl,
aryloxy, heteroaryloxy, aroyl nebo jeho thio analog,
heteroaryl nebo jeho thioxo analog, aroyloxy,

heterocaroyloxy, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl,




arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, arylsulfinyi,
heteroarylsulfinyl, arylthio, heteroarylthio, aryldiazo,
heteroaryldiazo, Y'Y?N Y'Y?NC(O)-, Y'Y?NC(0)O-, Y'Y?NC(O)NY’-
nebo Y'Y?NSO,-, kde alespoii jeden ze substituentl Y' a Y je
aryl nebo heteroaryl, kde uvedend vazebna skupina Jje
svolena ze souboru, =zahrnujiciho -C(0)-, -0C(0O)-, nizZsi
alkyl, niz3i a’lkogy, niz&i alkenyl, -0-, -S-, -C(0)C(0)-, -
S(0)-, -S(O)2—, -NR®°-, kde R® je atom vodiku, skupiny
alkyl, = cykloalkyl, aryl, aralkyl, -heterocyklyl nebo
heteroaryl;

‘popfipadé substituovany multicyklicky azaheterocyklyl Jje
multicyklicka azaheterocyklylova skupina popripadé
substituovand jednim nebo vice substituenty skupiny kruh®;
popfipadé substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl je
multicyklicka aiaheterocyklenylové skﬁpina poptipadé
substituovand jednim nebo vice Substituénty skupiny kruhi;
kde

substituenty alifatickych skupin  jsou skupiny aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoXy, cyklyloxy, . aryloxy,
heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl
nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho  thioxo anaiog/
heteroaroyl nebo jeho thioxo analog, aéyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogen,
nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, -C(0) ~CH,0H,
-C(0) -CHzSH, -C (0) -NH-CN, sulfo, - fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N-methoxykarbamoyl, heterocarylsulfonylkarbamoyl, 3~-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5—dioxo—l,2,4?oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-
l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl, "




aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, hetercarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,‘
heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,
methylen (H,C=), oxo (0=), thioxo (S=), Y'Y?N-, Y'Y’NC(O)-,
Y'¥2NC (0)0-, Y'Y?NC(O)NY3-, Y'Y?NSO,-, nebo Y’SO.NY'-, kde R?
je jak zde bylo definovano, Y! a Y? jsou nezavisle atom
vodiku, skupiny alkyl, aryl nebo heteroaryl a Y® je alkyl,
cykloalkyl aryl nebb heteroaryl nebo pokud substituent je
YlY?N-, potom jeden z Y' a Y? miZe byt acyl, cyklylkarbonyl,
aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde byly
defihovény a druhy z Y' a Y? je jako byloAaefinovéno vyse,
nebo  pokud  substituent  je Y'Y?NC(O)-, YY2NC (0) O-
YlY?NC(O)NY3— nebo Y!'Y?NSO,-, Y! a Y? mohou také spolu
s atomem dusiku, ke kterému jsou Y' a Y® vazany, vytvatet 4
"a? 7 &lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl;

substituenty skupiny kruhlt znamenaji aryl, heteroaryl,
hydroxy, alkoxy; cyklyloxy, aryloxy, heteroaryloxy, acyl
nebd jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo
analog, aroyl nebo jeho thioxo analog, heteroaroyl‘ nebo
jeho thioxo analog, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,

heteroaroyloxy, halogen, nitro, kyano, karboxy (kyselina),

kyéely - bioster, - alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, | allesulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,




viy2N-, Y'Y2NC(0)-, YMY?NC(0)0-, Y'Y?NC(O)NY>- nebo Y'Y’NSO,-,
kde Y*', Y2 a Y’ jsou nezavisle atom vodiku, skupiny alkyl,
aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent je yly?N-,
potom jeden z Y! a Y? maZe byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,
" heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde byly
definovany a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovano vy3e,
nebo pokud substituent je Y'Y?NC (0) -, Y*vy?NC (0) 0-,
y1Y?NC (O)NY’- nebo Y'Y?NSO,-, Y' a Y? mohou také spolu s
atomem dusiku~kterym jsouAY1 a Y® vazany, vytvaret 4 az 7
¢lenny azaheterocyklyl nebo azéhetérocyklenyl, nebo pokud
systém kruhl je nésyceny nebo  castecéné nasyceny,
_”substituenty.skupiny kruhti” dale zahfnuji‘skupiny methylen
(H,C=), oXob(O=)ia thioxo (S=);' ' o -

aryl znamend aromaticky mochyklicky nebo multicyklicky
systém kruhl s 6 aZz 14 atomy uhliku;.

cykloalkyl znamena nearomaticky mono- hebq multicyklicky
systém kruh@l s 3 a% 10 atomy uhliku; ‘
cykloalkenyl znamend nearomaticky mono- nebo multicyklicky
systém’kruhﬁ.s'3‘ai 10 atomy uhliku, ktery obsahuje alespoi
Jednu dvojnou vazbu uhlik-uhlik; . |

cyklyl znamené‘cykloaikyl,.cykloalkenyl, hetgfocyklyl nebo 
hetepocyklényl; Lo _ |

heterocyklyl znamend nearomaticky nasyceny monocyklicky
‘nebo multicyklicky systém kruhd od pfibliiné 3 do priblizné
10 atomu uhliku, ve kterém jeden nebo vice atomd v kruhovém
systému je/jsou heteroatom jiny nez uhlik; | |
heteroéyklenyl znamena nearomatick§ monocyklicky nebo
multicyklicky uhlovodikovy systém kruhl obsahujici od

pfibliiné'B do p¥ibliZn& 10 atomd uhliku, ve kterém jeden




nebo vice atom@i v kruhovém systému je/jsou heteroatomy jiné
"nez uhlik a ktery obsahuje alespon jednu dvojnou vazbu
uhlik-uhlik nebo dvojnou vazbu uhlik-dusik; a

heterocaryl znamena aromaticky monocyklicky nebo
multicyklicky systém kruh obsahujici od pgiblizné 5 do
pfiblizné& 14 atomd uhliku, kde jeden nebo Viée atoma v

kruhovém systému je/jsou heteroatomy jiné ne# uhlik.

4. Sloucenina podle kteréhokoli Z naroka 1 az 3, kde R? je

difluormethylen.

5. Slou&enina podle kteréhokoli z narokd 'l az 4, -kde R! je
atom vodiku nebo popfipad& substituovana niZzsi alifaticka

skupina.

6. Sloudenina podle kteréhokoli z narokl 1 aZ 5, kde R' je

»atdm vodiku nebovniiéi.alkyl.

7. Slou&enina podle kteréhokoli z narokd 1 az 6, kde R! je

atom vodiku.

8. SlouZenina podle kteréhokoli z naroki 1 aZ 7, kde R® Je
popfipadé substituovanad niZsi alifaticka skupina ‘nebo

popiipadé substitroané monocyklicka& skupina.

9. Slouenina podle kteréhokoli z naroklt 1 aZ 8, kde R® je
poptipadé substituovany nizsi alkyl, pobfipadé
substituovany niZ3i alkenyl nebo popfipadé substituovany

monocyklicky cykloalkyl.




10. Slou&enina podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 9, kde R® je
karboxymethyl, l-karboxy-2-fenylethyl, cyklopropyl,
cyklobutyl, l-cyklohexylethyl, l1-fenylethyl, but-2-v1,
l1-pyrid-4-ylethyl, propen-3-yl nebo 3-methylbut-2-yl.

11. Sloucenina podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 10, kde R®
je popfripadé& substituovand niZzsi alifatickd skupina

methylen.

12. SlouCenina podle kteréhokoli z narokd 1 a% 11, kde R*
je popripadé& atomem halogenu substituovany niZ3i (alkyl

nebo alkenyl)methylen.
13. Slou&enina podle kteréhokoli z narokii 1 a% 12, kde R’
je propylmethylen, ‘ 2,2-difluorethylmethylen,

2,2,2-trifluormethylen nebo propen-3-ylmethylen.

14. Sloucenina podle’néroku'lB, kde R® je propylmethylen
nebo 2,2-difluorethylmethylen.

15. Sloucenina podle néaroku 14, kde R® je propylmethylen.
16. Sloucenina podle'kteréhokoli z narokd 1 aZ 15, kde R*
je atom  vodiku nebo poptipadé substituovanad niZsi

alifatické skupina.

17. Sloudenina podle naroku 16, kde R* je atom vodiku.




18. Sloudenina podle kteréhokoli z néarokd 1 az 17, kde R’
je poptipadé substituovand niZ3i alifaticka skupina

methylen.

19. Sloudenina podle kteréhokoli z narokt 1 ai 18, kde R®
je popfipadé (fenyl, karboxy, karboxamido nebo
alkoxykarbonyl) substituovany niz3i (alkyl nebo alkenyl)
methylen.

' 20. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 1 aZz 19, kde R®
je methylmethylen, isopropylmethylen, terc.-butylmethylen,
but-2-ylmethylen, butylmethylen, benzylmethylen,
3-methylbutylmethylen, 21methylpropyimethylen,
kaiboxymethylmethylen; karboxamidomethylmethyleﬁ,
benzyloxykarbonylmethylmethylen,
benzyloxykarbonylpropylmethylen nebo fenylpropen-
3-ylmethylen. '

21. Sloucdenina podle n&roku 20, kde R®> je isopropylmethylen
nebo terc.-butylmethylen. |

22. Slou&enina podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 21, kde R®
je atom vodiku nebo popfipadé substituovand niZsi

alifaticka skupina.

23. Slou&enina podle kteréhokoli z narokl 1 aZ 22, kde R®

je atom vodiku nebo niZsi alkyl.

24. Sloudenina podle naroku 23, kde R® je atom vodiku.




25. SlouGenina podle kteréhokoli z narokt 1 aZ 24, kde R’
je  popiipadeé substituovand niZ3i alifaticka skupina
methylen, popfipad& substituovana niZ3i cyklickd skupina
methylen nebo popfipadé substituovany monocyklicky (aryl

nebo hetercaryl) methylen.

26. Sloucenina podle kteréhokoli z naroka 1 az 25, kde R’
je poptipad® substituovany niz$i alkylmethylen, popfipadé
substituovany niZ3i cykloalkylmethylen nebo - popfipadé

substituovany fenylmethylen.

27. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 26, kde R’
je metbylmethylen, isopropylmethyleh, n-propylmethylen,
fenylmethylen, cyklohexylmethyléﬁ, cykloéeﬁtylmethylen,
terc.-butylmethylen, s-butylmethylen, cyklohexylmethyl—
methylen nebo fenylmethylmethylen.. |

28. Sloucenina podle naroku 27, kde R’ je
isopropylmethylen, cyklohexylmethylen, cyklopentylmethylen,
terc.-butylmethylen nebo s-butylmethylen. '

29. Sloucenina podle kteréhokoli =z narokd 1 az 28, kde

kazdy z R}, R®, a R’ je monosubstituovany methylen.

30. SlouCenina podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 29, kde R3
je monosubstituovany methylen a mad (S) konfiguraci na atomu

uhliku, vazaném ke skupiné —C(O)—Rp—C(O)—NRlRZ.




31. Sloudenina podle kteréhokoli z narokl 1 az 30, kde R®
je atom vodiku nebo poptipadé substituovand niZsi

alifaticka skupina.

32. Slou&enina podle naroku 31, kde R® je atom vodiku nebo

nizsi alkyl.
33. Sloudenina podle naroku 32, kde R® je atom vodiku.

34. Sloucenina podle kteréhokoli z narokia 1 aZ 33, kde R>
je poptipadé substituovand nizsi alifatickd skupina nebo

poptipadé substituovana monocyklické aromaticka skupina.

35. Sloudenina podle naroku 34, kde R® je poptipadé
substituovany nizsi alkyl nebo poptipadé substituovany

monocyklicky heteroaryl.

36. Sloucenina podle kteréhokoli z nérokﬁ 1 az 34, kde R’
je popfipadé (karboxy, (niZsi alkyl)SOzNH—, (niz3i alkyl)
HNCO-,. hydfoxy, fenyl, heteroaryl nebo (niz3i alkyl)
OC(O)nH—)—substituovany nizsi alkyl, nebo _popfipadé

substituovany monocyklicky heteroaryl.

37. Slou¢enina podle kteréhokoli z naroka 1 aZz 33, kde R®
je nizsi alkyl substituovany skupinou (mono- nebo di-)

MeOC (O) NH-.

38. Sloudenina podle kteréhokoli z naroki 1 az 33, kde R’
je (karboxy, (nizdi alkyl)HNCO- nebo tetrazolyl)

substituovany nizsi alkyl.




39. Sloulenina podle kteréhokoli z narokl l:ai 33, ‘kde

R9

je 3-karboxypropyl, o—tetrazol-5-ylpropyl, 3~ (N-

methylkarboxamido)propyl nebo 3—karboxy—2,2—dimethylpropyl.

40. Slou&enina podle kteréhokoli z naroku 1 aZz 33, kde

R9

je- 3-karboxypropyl, 2—tetrazol-5-ylpropyl nebo 3-(N-

methylkarboxamido)propyl.

41. Slou&enina podle kteréhokoli z naroka 1 az 33, kde

je'popfipadé'substituovany nizdi alkyl.

42. Sloucenina podlelkteréhokoli > narokua 1 aZ 33, kde

je l—hydroxy-Z—fenylethyl, isopropyl negé teréi;bﬁtyl.

43. Sloulenina podle kteréhokoli -z narokl 1 az 33, kde

je isopropyl nebo terc.-butyl.

44. Sloudenina podle kteréhokoli z naroka 1 aZ 33, kde

je zvolen ze souboru, 'zahrnujiciho skupiny




¥ 1

45. Sloudenina podle kteréhokoli z naroka 1 az 33, kde R’

je pyrazinyl.

46. Sloucenlna podle kterehokoll 2z naroka 1 aZ 45, kde RO
je atom vodiku nebo popfipadé substituovand niZsi

alifaticka skupina.

47. Sloudenina podle kteréhokoli z narok 1 az 46, kde RY

je atom vodiku nebo niz3i alkyl.




48 . Sloudenina podle kteréhokoli z naroku 1 aZ 47, kde R'°

je atom vodiku.

49. Sloudenina podle kteréhokoli z nérokﬁ 1 aZz 48, kde

é:::> jako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je

substituovany pyrrolidinyl.

50. Slou&enina podle kteréhokoli z narokd 1 az 48, kde

éi::> jako substituovany nbnocyklicky azaheterocyklyl Jje
Ar

,"‘:

0y, 0

poptripadé substituovany R nebo poptipadé substituovany

I

N- , kde Ar je R?, ktery obsahuje aromatickou skuplnu.

51. Sloudenina podle kteréhokoli z nérokid 1 az 48, kde

6z:i> jako substituovany monocyklicky azahéterocyklyl je

Ar
A

0

poptipadé substituovany N-




52. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 1 a?z 48, kde

Q@
Lo b £,
5 & o

je nebo

'53. Sloudenina podle kteréhokoli z méarokd 1 az. 48, kde

:: jako poptipadé substituovany multicyklicky

g

azaheterocyklyl je poptipadé substituovany N

54. Sloudenina podle kteréhokoli z naroka- 1 aZ 48, kde

:i jak

o
[))
O

poptipadé substituovany multicyklicky

s

At
oee

azaheterocyklyl je poptipadé substituo?an?

55. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 1 az 48, kde

:i jako poptipadé substituovany multicyklicky

g

azaheterocyklyl je poptipadé substituovany N

.
E23
Eey




56. Sloucdenina podle kteréhokoli =z narokd 1 az 48, kde

i: jako poptipadé substituovany multicyklicky

azaheterocyklyl je popfipadé substituovany

£7  slouenina podle kteréhokoli z narokd 1 az 48, kde

:: jako pépfipadé  substituovany  multicyklicky

azaheterocyklyl je popfipadé substituovany

58. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 57, kde

skupina ~C(0)-N(R%)-R>-C(0)R°C(O)NR'R! véazana k N e

vazana uhlikem o k atomu dusiku.

59. Slouéeniﬁa podle kteréhokoli z naroki 1 az 58, kde L je
-C(0)+= nebo -0C(O)-.

60. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 1 az 59, kde n je
0 , .

61. Sloudenina podle kteréhokoli z naroka 1 aZ 59, kde n je

1.
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62. Sloudenina podle naroku 1 zvolenad ze

zahrnujiciho:

eeeeee

souboru,
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" nebo jeji farmaceuticky prijatelnd stl nebo prekurzor nebo

‘solvat takové sloudeniny, jeji‘soli'nebo'jéjiho prekurzoru.

63. Farmaceuticka kompozice vyznacujici se tim, Ye obsahuje
farmaceuticky pfijatélné mnozstvi slouceniny podle.
kteréhokoli z pfedchazejicich ~narokd a farmaceuticky

pfijatelny nosié.

64. Zpusob inhibice HCV proteazy, vyznacujlc1 ‘se tlm,,ée
zahrnuje uvedeni protedzy do kontaktu se sloucenlnou podle

_kteréhokoll z naroku 1 az 62.




65. Zpusob 1éceni pacienta trpiciho HCV infekci nebo

fyziologickymi stavy vztahujicimi se k infekci, vyznadujici
se tim, Ze zahrnuje podavani pacientovi farmaceuticky
uc¢inného mnoZstvi slouceniny podle kteréhokoli z néroku 1

az 62.

66. Zpusob 1éc¢eni pacienta trpiciho HCV infekci nebo
fyziologickymi stavy vztahujicimi se k infekci, vyznacujici
se tim, Ze =zahrnuje podavani pacientovi farmaceuticky
u¢inného mnoZstvi sloudeniny podle kteréhokoli z narok 1
a? 62 v kombinaci s farmaceuticky u&innym mnoZstvim dalsi

terapeutické latky s G&inkem proti HCV.

~

67. ZpUsob podle néaroku 66, vyznaéujici se tim, zZe
terapeutickd latka s uG¢inkem proti HCV je interferon nebo
derivatizovany interferon.

68. Farmaceuticka kompozice, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje inhibitor serinovych protedz viru hepatitidy C,
interferon, ktéry ma Uucinek broti viru hepatitidy C a

farmaceuticky pfijatelny nosid&.

69. Farmaceuticka kompozice podle naroku 68, vyznadujici se
tim, Ze dale obsahuje sloudeninu, .které lmé uc¢inek proti
viru hepatitidy C, kde uvedena sloudenina fje 3jind ne?
interferon.

70. Farmaceutickd kompozice, vyznaéujici se tim, Ze
obsahuje inhibitor serinovych protedz viru hepatitidy C,

slouC¢eninu, ktery m& G&inek proti viru hepatitidy C a




farmaceuticky p¥ijatelny nosic¢, kde uvedena sloucCenina je

jind neZ interferon.

71. Farmaceutickéd kompozice podle naroku 69, vyznacujici se
tim, Ze uvedeny inhibitor serinovych proteaz viru
hepatitidy C, wuvedeny interferon a uvedend sloucenina,
kterd ma ucinek proti viru hepatitidy C, Jjsou v3echny
pritomny v mnostvi zvoleném ze . souboru, zahrnujiciho
farmaceuticky uc¢inné mnoZstvi, subklinicky farmaceuticky

G¢inné mnozstvi a. jejich kombinace.

72. Farmaceuticka kompozice podle néroku'71, Vyznaéujici se
“tim, Ze uvedeny inhibitor serinovych proteaz viru
hebatitidy C je sloulenina podle kteréhokoli z narokd 1 aZ
62; uvedeny interferon je zvolen ze souboru, zahrnujiciho
interferon alfa 2B, pegylovany interféron alfa,
konsenzualni interferon, interferon alfa 2A,
lymfoblastoidovy interferon .a' interferon tau; a wuvedena

s~

slouc¢enina, kterd ma ¢inek proti viru hepatitidy C je
zvolena ze souboru, zahrnujiéiho interleukin 2, interleukin
6, 1interleukin 12, éi;uéeninu, kterd zesiluje vyvin odezvy
helper T bunék typu 1, RNA s dvéma vlakny, RNA s dvéma
vlakny komplexovand s tobramycinem, Imiquimod, fibavirin,
inhibitor inosin 5'-monofosfat dehydrogenazy, amantadin a

rimantadin.

73. ZpUsob 1léceni nebo prevence infekce virem hepatitidy C
u pacienta, ktery mé& jeho pot¥ebu, vyznacujici se tim, Ze
zahrnuije podavani uvedenému pacientovi farmaceuticky

u¢inného mnoZstvi kombinace inhibitoru serinovych proteéaz



viru hepatitidy C a interferonu s U¢inkem proti viru

hepatitidy C.

74. Zpusob podle naroku 73, vyznacujici se tim, Ze uvedené
farmaceuticky G&inné mnoZstvi uvedené kombinace dale
zahrnuje sloudeninu, kterd ma& G¢inek proti viru hepatitidy

C, kde uvedenad sloucenina je jind neZ interferon.

75. ZpGsob lé&eni nebo prevence infekce virem hepatitidy C
u pacienta, ktery ma& Jjeho potrebu, vyznacujici se tim, Ze
zahrnuje  podavani  uvedenému pacientovi farmaceuticky
ﬁéinného mno¥stvi kombinace inhibitoru serinovych proteaz
viru hepatitidy C a sloudeniny, kterd md uc¢inek proti viru
hepatitidy  C, kde . uvedend slou&enina jé 'jind nez

interferon.

76. Zpusob podle kteréhokoli z narokd 74, vyznacujici se
tim, Ze uvedeny inhibitor serinovych protedz viru
hepatitidy C, uvedeny interferon a uvedena sloucenina,
kterd m& Glinek proti viru hepatitidy C, Jjsou vSechny
pfitomny v mnoZstvi zvoleném ze souboru, zahrnujiciho
farmaceﬁticky uéinné mnoZstvi, subklinicky farmaceuticky-

(&inné mnozstvi a jejich kombinace.

77. Zpusob podle naroku 76, vyznatujici se tim, Ze uvedeny.
inhibitor serinovych protedz viru hepatitidy C Je
sloudenina podle kteréhokoli z naroklt 1 aZz 62; uvedeny
interferon je zvolen ze souboru, =zahrnujiciho interferon
alfa 2B, pegylovany interferon alfa, konsenzudlni

interferon, interferon alfa 2A, lymfoblastoidovy




interferon, a interferon tau; a uvedena slouéeﬁina, kteréa
ma udinek proti viru hepatitidy C je zvolena ze souboru,
zahrnujiciho interleukin 2, interleukin 6, interleukin 12,
sloudeninu, kterd zesiluje vyvin odezvy helper T bunék typu
1,'RNA s dvéma vlakny, RNA s dvéma vlakny komplexovana s
tobramycinem, Imiquimod, ribavirin, inhibitor inosin 5'-

monofosfat dehydrogendzy, amantadin a rimantadin.

78. Poﬁéiti inhibitoru serinovych proteaz viru hepatitidy C
v kombinaci S interferonem) ktery ma =ﬁéinek ‘proti viru
hepatitidy C, pro pfipravu 1é¢iva pro lééeni nebo prevenci
infekce virem ﬁepatitidy C u pacienta, ktery ma jeho

potfebu.

79. PouZziti inhibitoru‘serinOVYQh proteéz.viru hepatitidy C
v 'kombinaci' se .slouéeninou, ktera mé.‘ﬁéinek proti viru
,hepétitidy C, pro pfipfavu lé¢iva pro 1léceni nebo prevenci
infekce virem .hepatitidy C u pacienta, ktery ma Jeho

pot¥ebu, kde uvedend slouCenina je jind neZ interferon.

80. PouZiti'ihhibitoru”serinovyéh protedz viru hebatitidy C
v kombinaci .silinterferonenu 'kter§ ma ﬁéiﬁek“fpfoti viru
hepatitidy C a slouceninou, bkteré m& ucinek proti viru
_hepatitidy C, pro ptipravu léciva pfd 1ééeni nebo‘preVenci
infekce - virem hepatitidy C -u pacienta,"kterY”~mé jeho

pot¥ebu, kde uvedend sloucCenina je jind neZ interferon.

'81. Pouziti podle naroku 80, kde wuvedeny inhibitor
serinovych proteaz viru hepatitidy C, uvedeny interferon a

uvedena sloudenina, kterd m& ucinek proti viru hepatitidy




C, Jjsou v3echny pfitomny v uvedeném lécCivu Vv mnozstvi
zvoleném ze souboru, zahrnujiciho farmaceuticky acinné
mnofstvi, subklinicky farmaceuticky 0¢&inné mnoZstvi a

jejich kombinace.

82. Pouziti podle naroku 81, kde uvedeny inhibitor
Serinov?ch proteaz viru hepatitidy C Je slou¢enina podle
kteréhokoli z naroku 1 az 62; uvedeny interferon je zvolen
ze soubor@, zahrnujiciho - interferon alfa ZB, 'pegyldvany
interferoh.alfa, konsenzualni interferon, ;nterferbn alfa
24, lymfbblastoidovy "interferon, 'a interferon tau; a
-uvedené sléuéenina, které‘mé ﬁéinek.proti virufhe?atitidy Cc
je zvolena ze souboru,'“'zahrnujiciho interieukih 2,
ihﬁérleﬁkinb6,‘interléukiﬁ 12,“sldﬁééhihh; ktefé'zésiluje'
vyvih odezvy helper T bunék typu 1,IRNA'S'dVéma_vlékny, RNA
s dvéma vlékhy. komplexovanou: s vtobramycinénu :Imiquimod;
ribavirin, inhibitor inosin 5’ -monofosfat dehyergenézy,

amantadin a rimantadin.

83. Souprava nebo ﬁarmaceutiéké"baleﬁi, vyznaéﬁjici:se tim,
ze ;ahrnuje alespon dvé oddéléné ﬁédobky, kde éiequﬁ jedna
uz'uvedeﬁYch nadobék obsaﬁuje inhibitor serinovych proteéz
viru hepatitidy C a alespoﬁ“jedna'da;éi ﬁvedena nadobka
obsahuje interferon, ktery m& u&inek proti viru hepatitidy'

84. Souprava nebo farmaceutické baleni, vyznacujici se tim,
e zahrnuje alespon dvé oddélené nédobky, kde alespon jedna
z uvedenych nadobek obsahuje inhibitor serinovych proteaz

viiu hepatitidy C a alespoii jedna dalsi uvedend nadobka




sede

obsahuje slougeninu, kterd m& ucinek proti viru hepatitidy

C, kde uvedend sloucenina je jina neZ interferon.

85. Souprava nebo farmaceutické baleni, vyznacujici se tim,
e zahrnuje alespoil dvé oddé&lené nédobky, kde alespon jedna
z uvedenych néadobek obsahuje inhibitor serinovych proteaz
viru hepatitidy C, alespoil jedna dal3i uvedena nadobka
obsahuje interferon, ktery m& u¢inek proti viru hepatitidy
C a alespoil Jjedna dal3i uvedend nadobka obsahuje
slouéeninu,.které ma U&inek proti viru hepatitidy C, kde

uvedend sloucenina je jind neZ interferon.

‘86. Souprava nebo farmaceutické baleni pbdle naroku 85,
vyznadujici se tim, Ze uvedeny inhibitor serinovych proteéi
viru hepatitidy C, uvedeny interferon a uvedena sloucCenina,
kterd ma& uéinek proti viru hepatitidy C, Jsou vSechny
pfitomny v mnoZstvi zvoleném ze souboru, zahrnujiciho
farmaceuticky G&inné mnoZstvi, subklinicky farmaceuticky

uc¢inné mnoZstvi a jejich kombinace.

87. Soupraﬁa nebo farméceutické baleni podle naroku 86,
vyznadujici se tim, Ze uvedeny inhibitor se;inonch proteéaz
viru hepatitidy C je slou&enina podle kteréhokoli z néarokd
1 az 62;' uvedeny interferon Jje zvolen ze souboru,
zahrnujiciho interferon alfa 2B, pegylovany interferon
alfa, konsenzualni interferon, interferon alfa 24,
lymfoblastoidovy interferon, a interferon tau; a uvedena
slouenina, ktery ma ucinek proti viru hepatitidy C Jje
zvolena ze souboru, zahrnujiciho interleukin 2, interleukin

6, interleukin 12, sloudeninu, kterd zesiluje vyvin odezvy




helper T bunék typu 1, RNA s dvéma vlakny, RNA s dvéma
vladkny komplexovanad s tobramycinem, Imigquimod, ribavirin,
inhibitor inosin 5’-monofosfat dehydrogendzy, amantadin a

rimantadin.

88. zplsob inhibice replikace viru hepatitidy C v bunce,
vyzna&ujici se tim, Ze =zahrnuje dosaZeni kontaktu uvedené
bufiky, inhibitoru serinovych protedz viru hepatitidy C a

interferonu, ktery m& ucinek proti viru hepatitidy C.

'89. Zpisob podle naroku 88, vyznacujici se tim, Ze dale
tzahrnuje dosaZeni kontaktu uvedené bunky a slouceniny,
kterd ma U&inek proti viru hepatitidy C, kde uvedena

sloucenina je jina neZ interferon.

90. Zpusob inhibice replikace viru hepatitidy C v bunce,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje dosaZeni kontaktu uvedené
‘buiiky, inhibitoru serinovych proteaz viru hepatitidy C a
slouc¢eniny, kterd m& uc¢inek proti viru hepatitidy C, kde

uvedend slouclenina je jind neZ interferon.

91. Zpisob podle naroku 88, vyznacujici se tim, Ze uvedeny
inhibitor serinovych protedz viru hepatitidy C, uvedeny
interferon a uvedené slou&enina, kterad md G&inek proti viru
hepétitidy~C, jsou vS8echny pfitomny v mnoZstvi zvoleném- ze
souboru, zahrnuijiciho farmaceuticky ucinné mnozstvi,
subklinicky farmaceuticky G&inné mnoZstvi a jejich

kombinace.




92. Zpusob podle naroku 91, vyznadujici se tim, Ze uvedeny
inhibitor serinovych  proteaz viru hepatitidy C> je
sloudenina podle kteréhokoli =z ndrokd 1 aZ 62; uvedeny
interferon je =zvolen ze souboru, =zahrnujiciho interferon
alfa 2B, pegylovany interferon alfa, konsenzualni
interferoh, interferon alfa 2A, lymfoblastoidovy interferon
a interferon tau; a uvedené. sloudenina, kterd mé& ucinek
proti viru hepatitidy C je zvolena ze souboru, zahrnujiciho
interleukin 2, interleﬁkin 6, interleukin 12, slouceninu,
kterd zesiluje vyvin odezvy helper T bunék typu 1, RNA s
dvéma vlakny, RNA s dvéma vlakny | komplexovanou. - s.
tobramycinem, Imiquimod, ribavirin, inhibitor inosin 5'-

monofosfat dehydrogendzy, amantadin a rimantadin.

93, Sloudenina obecného vzorce 24

kde:

O

substituovany kondenzovany arylcykloalkyl;

je poptripad& substituovany cykloalkyl nebo popfipadé

R je -CO,RY;

R!? je adukt iminového glycinimidého derivatu; a
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R'3 je ochranna skupina kyseliny nebo . popfipadé

substituovand alifatickd skupina.

94 . Sloudenina podle naroku 93, kde:

pop¥ipad® substituovany cykloalkyl znamend nearomaticky
mono- nebo multicyklicky systém kruh@t s 3 aZ 10 atomy
uhliku =~ poptipadé substituovany jednim nebo  vice
substituénty skupiny kruht; ’ ,

poptipadé& substituovany kondenzovany_arylcykloalkyl znamena
koﬁdenzovany arylcykloalkyl popfipadé - substituovany jednim

nebo vice substituenty skupiny kruhi;

popfipadé -sUbstitﬁované . alifatické. Skupina je alkyl,
alkenyl nebo alkinyi poptipadé& substituované substituentem

alifatické skupiny;

adukt iminového glycinimidého derivatu je sloucenina

- zvolend ze souboru, zahrnujiciho

kde:
R Je ochrannd skupina kyseliny, popfipadé substituovany

aryl nebo popfipadé substituovana alifaticka skupina;

rRY je popripadé substituovany aryl, popfipadé

substituovand alifaticka skupina,




H ﬁé{? |
e} ' |
’ ’ ' nebo o
R® je atom vodiku, skupiny alkyl, nebo alkylthio; nepo

popfipadé substituovany aryl;:

kde"

substituenty skupiny kruht znamenaji substituenty vazané k-
:aromatickému nebo nearomatickémﬁ .systému kruhtt vcetné

skupin aryl, heteroaryl, 'hydroxy, alkoxy, éyklquxy,

afyléxy}b heteroéryloXy, acyl nébc"jeho thioxo analog,

cyklylkarbonyl nebo Jjeho thioxo»énaloé, aroyl nebo jeho

‘_thiéxo, analog, heteroaroyl nebo jeho thioxo analog,

acyldxy; cyklylkarbonyloxy) aroyloxy, heteroaroyloxy,

'“haldgen, nitro, kyano, karboxy - (kyselina), —Q(O)—NHOH, -
C(0) =CH,0H, -C (0O) CHsSH, —C(O)—NH—CN, ' sulfo; fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyi, arylsulfqhylkarbamoyl,
ijethoxykarbamoyl, heteroaryléuifdnylkarbamqylLr3—hyéroxy;
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo

hydroxyheteroaryl jako je 3%hydrox?i§okdzdlyl, 3-hydroxy-

1—methylpyrézolyl, ' alkoxykarbonyl,‘ éyklyloxykarbonyl}
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl,-; alkylsulfonyl, '
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, = arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heterocaryldiazo, thiol,
Yy2N-, YY®NC(0)-, Y'Y?NC(0)O, Y'Y?NC(O)NY’- nebo Y'Y?NSO,-,




kde Y!, Y? a Y° jsou nezavisle atom vodiku, skupiny alkyl,
aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent je Y'Y?N-,

potom jeden z Y' a Y?

muZe byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,
heteroaroyl, alkoxykarbonyl, .cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, Jjak .zde byly
definovany a druhy z Y a Y? je jako bylo definovano vyse,
nebo  pokud substituent je Y%ﬁNC(O)—, Y'y?NC (0)0-,
Y'Y?NC (O)NY’~ nebo Y'Y’NSO;-, Y' a Y? mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jsou Y' a Y? vazany, vytvaret 4 az 7
Clenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl nebo pokud
systém kruht je nasyceny nebo castecéné nasyceny,
‘substituenty skupiny kruhG d&le =zahrnuji methylen (H,C=),
0OXO0 (O¥) a thioxo (S=); a substituenty alifaticdeh skupin
" znamenaji aryl, heterocaryl, hydroxy, alkdxy( cyklyloxy,
aryloxy, heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog,
cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho
thioxo analog, heterocaroyl nebo Jjeho thioxo analog,
acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy,
halogen, nitro, kyano,_ karboxy (kyseliha), -C(0)-NHOH, -
C(O)CHZOH, - -C(0) -CH,SH, -C(0) -NH-CN, sulfo, qufono,
alkyisulfonylkarbamoyl, tetiazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N-methoxykarbamoyl, heteroaryléulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2~dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo

hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl,  3-hydroxy-+

1—methylpyrazolyl,.. alkoxykarbonyl, -cyklyloxykarbonyl, .
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, ' alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, ~alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heterocaryldiazo, thiol,

. : bz e w ‘,
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methylen (H,C=), oxo (O=), thioxo (s=), Y'¥°N-, Y'Y®NC(O)-,
Y'Y’NC (0)0-, Y'Y’NC(O)NY-, Y'Y?NSO,~, nebo Y’SO,NY!-, kde R2
je ‘jak zde bylo definovéno, Y' a Y? jsou nezavisle atom
vodiku, skupiny alkyl, aryl nebo heteroaryl a Y? je alkyl,
cykloalkyl aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent je
Y'Y?N-, potom jeden z Y' a Y? mlze byt acyl, cyklylkarbonyl,
arovyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl‘ nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde byly
‘definovadny a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovéano vYéé,
nebo  pokud substituent je  Y'¥?NC(0)-, Y'Y2NC (0) 0-,
Y'Y’NC(0)NY® nebo Y'Y’NSO,-, Y' a Y? mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jsou Y! a Y? vazany, vytvaret 4 az 7

¢lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl; a . aryl

A"znamené'arométiékybmonocyklicky nebé multiéyklicky systém

kruh obsahujici 6 aZ 14 atomd uhliku.
95. SlouCenina podle narokt 93 nebo 94, kde R' je - CO,R!3.

96. Sloudenina podle kteréhokoli z n&rokl 93 nebo 95, kde

R'® je an popripadé substituovand alifaticka skupina.

97. Sloucenina podle kteréhokoli z narokt 93 a3 96, kde R'3

je alkylova skupina.

98. SloucCenina podle kteréhokoli z naroké 93 aZ 97, kde R

Je nizsi alkyl.

99. Sloucenina podle kteréhokoli z narokd 93 aZ 98, kde RY

je methyl.




kde
R' je -CONRMR!'®, -cCN;

nebo —COsz;

R je poptipadé substituované alifaticka skupina;

R'® je ochrannd skupina kyseliny,_popfipadé substituovany

aryl nebo popfipad& substituovana alifaticka skupina;

RY je _poptipadé substituovany aryl, popfipadé

substituovanéd alifatickd skupina,

" b
\/\/a
-]

nebo '




R'® je atom vodiku, skupiny alkyl nebo alkylthio; nebo

poptipadé substituovany aryl;

RY a R'® spole¢né& s atomem uhliku, ke kterému R!’ a R!3 jsou

vazany

34 Kby
L

®

je pevna faze.
 101. Sloucenina podle naroku 100, kde R je -CO,R®,

102. Sloucenina -podle naroku 100 nebo. 101,‘ kde R!® je

'~ popiipadé substituovana alifatické'skupiﬁa.

103. Slou&enina podle ‘kteréhokoli z ﬁérokﬁ»lod'aE 102,,kde-
R® je alkyl. | | R

104. Sloucenina podle kteréhokoli z narokua 100 az- 103, kde

R'® je niz3i alkyl.

105. SlouCenina podle ‘kteréhokoli z narok( 100 a¥ 104, kde =
R*® je t-Bu. |

106. SloucCenina podle kteréhokoli z naroka 100 a3 105, kde

R' je popfipadé& substituovany aryl.
p




107. SloucCenina podle kteréhokoli z néroka 100 az 106, kde
RY je fenyl. ‘

108. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 100 a¥ 107, kde

R'® je poptipad& substituovany aryl.

109. Sloudenina podle kteréhokoli z naroka 100 aZ 108, kde
R*® je fenyl.

110;,Sloﬁéenina obecného vzorce 25

”kdé:

R je -CONRMR!®, '-CN; .

*

. %,\J% &&% g

nebo -CO,R'®;




R* je popripadé& substituovand alifatick& skupina; a

R'® je ochrannd skupina kyseliny, popfipad& substituovany

aryl nebo popfipadé substituovand alifatick& skupina.

111. Sloucenina podle naroku 110, kde:

popfipadé substituované alifatické skupiny Jsou alkyl,
alkenyl nebo alkinyl poptipadé substituované jednim nebo
vice substituenty alifatickych skupin;

" popfipadé substituovany aryl znamena aromaticky
monocyklicky nebo multicyklicky systém kruhl s 6 az 14
atomy uhliku popripadé substituovahy jednim nebo vice
substituenty skupiﬁy kruhl;,

kde substituenty skupiny kruhd  znamenaji substituenty
vazané k aromatickym nebo nearomatickym systémﬁm kruht
vcetné skupin aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy,
~aryloxy, heteroaryloxy, acyl nebo Jjeho thioxo analog,
cyklyikarbonyl nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho
thioxo analog, heteroaroyl nebo jeho thioxo analog,
acyloxy, ‘cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy,
halogen, nitro; kyano, karboxy (kyselina), =-C(O)-NHOH, -
C(0O) -CH,O0H, ;C(O)CHZSH, -C(0)-NH-CN, sulfo, :fosfono,
alkylsulfohylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N—methoxYkarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3¥hydroxy~
l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, = alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, _ arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl} cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,




heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, hetercaryldiazo, thiol,
YY2N-, YRYANC(0)-, YMYPNC(0)0, YMY2NC(O)NY’- nebo Y'Y2NSO,-,
kdé ', Y? a Y® jsou nezavisle atom vodiku, skupiny alkyl,
aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent je Y'Y°N-,
potom jeden z Y! a Y? maze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,
heteroaroyl, alkoxykarbdnyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo hetercaryloxykarbonyl, Jjak zde byly
definovany a druhy z Y' a Y* je jako bylo definovéno vyse,
nebo pokud substituent ™ je Y&YZNC(O)—, YJYZNC(O)O—,
YlYZNC(O)NY3— nebo YlYZNSOZ—, Y* a Y2 mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jsou Y' a Y? vazany, vytvaret 4 az 7
élénny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl nebo pokud
systém  kruh®l je nasyceny nebo  Gastednd nasyceny,
“substituenty skupiny kruhl” dile zahrnuji methylen (H,C=),
éxo (O¥) a thioxo (S=); a

substituenty alifatickych skupin znamenaji skupiny aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, - aryloxy,
heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl
nebo jeho thioxo . analog, afoyl nebo Jjeho thioxo analog,
heteroaroyl nebo jeho fhioxo analog, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogen,
nitro, kyano, karboxy (kyselina), ~C(0)-NHOH, -C(O)CH,OH, -
C(0) -CH,SH, ~C (0) -NH-CN, sulfo, - fosfono,
- alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, -arylsulfonylkarbamoyl,
N-methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheterocaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-
l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl,




cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
~alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, ‘ arylsulfinyl,
heterocarylsulfinyl, alkylithio, cyklylthio, arylthio,

heterocarylthio, cyklyl, aryldiazo, heterocaryldiazo, thiol,
methylen (H,C=), oxo (0=), thioxo (S=), Y'¥°N-, Y'¥?NC(0)-,
Y'¥?NC (0)0-, Y'Y’NC(O)NY’-, Y!'Y’NSO,-, nebo Y’SO,NY'-, kde R®
je jék zde bylo definovano, Y! a Y? jsou nezavisle atom
vodiku, skupiny alkyl, aryl nebo heteroaryl, a Y? je alkyl,
cykloalkyl aryl nebo heterocaryl, nebo pokud substituent je
Y'Y?N-, potom jeden z Y' a Y® miZe byt acyl, cyklylkarbonyl,
aroyl, héteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
arylokaarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jék zde byly
definovany a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovano vyde,
nebo  pokud  substituent je  Y'Y’NC(0)-,  Y'Y?NC(0)O-,
Y'Y2NC (O)NY>~ nebo Y'Y®*NSO,-, Y' a 'Y?> mohou také spolu s
atomem dusiku kterym y! a Y? jsou vazany, vytvaret 4 azi 7

~ &lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl.

112. SlouCenina podle naroki 110 nebo 111, kde RY de -
CO,R*®.

113. SloucCenina podle kteréhokoli z narokl 110 aZz 112, kde

R je poptripad& substituovand alifaticka skupina.

114. SloucCenina podle kteréhokoli z ndrokl 110 az 113, kde
R!® je alkyl. |

115. SloucCenina podle kteréhokoli z ndrokG 110 azZ 114, kde

R'® je nizsi alkyl.




116. SloucCenina podle kteréhokoli z naroka 110 aZz 115, kde
R'® je t-Bu. '

117. Slou&enina obecného vzorce 26

kde:

p® je ochranna skupina amidu;

R™ je -CONR'R', -CN;

nebo -CO,R'®;
R'® je popfipadé substituovand alifatick& skupina; a

R!®* je ochranna skupina kyseliny,,popfipadé substituovany

aryl nebo poptipadé substituovanad alifatickd skupina.




118. Sloucenina podle naroku 117, kde:

popripadé&  substituované alifatické skupiny jsou alkyl,
alkenyl nebo alkinyl pop¥ipad® substituované jednim nebo
Vice substituenty alifatickych skupin;

popripadé substituovany aryl znamena aromaticky
monocyklicky nebo multicyklicky systém kruhtt s 6 ay 14
atomd uhliku poptipadé substituovany jednim nebo vice
substituenty skupiny kruht; o

kde substituenty skupiny kruht znamenaji substituenty

vdzané k aromatickému nebo nearomatickému systému kruht

v€etné skupin aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cykiyloxy,

aryloxy, heteroaryloxy, acyl nebo jeho .thioxo analog,

: -cyklylkarbonyl nebo jeho tthXO analog,w aroyl nebo Jjeho

thloxo"'analog, 'heteroaroyl nebo jeho th;oxo analog,
acyloxy, cyklylkarbonyloxy, .aroyléxy; ‘heteroaroyloxy,
halogén, nitro, kyano,  karboxy (kyselina),, ;C(O)—NHOH, -
C(0) -CH,0H, : ~C (0) -CH,SH, —Q(O{—NH—CN sulfo, fosfono,
alkylSulfoﬁylkarbamoyl | tetrézolyl arylsulfonylkarbamoyl
N-methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamovl 3—hydroxy—

3-cyklobuten- 1, 2- -dion, 3,5- deXQ 1,2,4- oxadlazolldinyl nebo -

| hydroxyheteroaryl jako je 3—hydrpxyisoxazoly1, ‘3-hydroxy-

l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklylbxykarbbnyl,
‘ aryloxykarbonyi, heteroaryloxykarbonyl, Aalkylsulfonyl,
cyklylsulfbnyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl;
’ alkylsulfinyl, ' cyklylsulfinyl, 'arylsulfinyl;A
heteroaryisulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,

heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,

Y'YPN-, Y'v®NC(0)-, YY2NC(0)O, Y'Y2NC (0)NY3~ nebo Y'Y?NSO,-,

kde Y!, Y? a Y3 jsou nezavisle atom Vodiku, skupiny alkyl,

aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent je Y'Y?N-,




potom jeden z v! a Y? miZe byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,

heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonYl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde byly
definoVény a druhy z Y a Y? je jako bylo definovano vyse,
nebo pokud substituent je yry2NC (0) -, Y'Y?NC (0)0-,
v1y?NC (O)NY?~ nebo Y'Y?NSO,-, Y' a Y¥? mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jJsou y! a Y? vazany, vytvatet 4 ai 7
¢lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl nebo pokud
systém kruhl je nasyceny nebo éééteéné nasyceny,
substituenty skupiny kruhi dale zahrnujibmethylen (H,C=),
oxo (0=) a thioxo (S=); a v

Substituenty alifatickych skupin znamenaji aryl,
heteroaryl, hydroxy, ~alkoxy, cyklyloxy} aryloxy,
heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog,vcyklyikérbonyl
nebo Jjeho thioxo analog, aroyl nebo jeho‘thioxo -analog,
heterocaroyl nebo jeho thioxo analog, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogen,
nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C (0) -NHOH, -C(O)CH;0H, -
C (0) ~CH,SH, » -C(O) -NH-CN, sulfo, fosfono,
‘alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
meethoxykarbamoyl, heteroarylsuifonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
'3—cyklobuten—1,2—dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako Jje 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-

l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, ‘heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,
heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthiQ, arylthio,

heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,
methylen (H,C=), oxo (O=), thioxo (8=), Y'Y?N-, Y'Y*NC(O)-,




y'y?NC (0) O-, YIY2NC (0)NY3~, Y'Y?NSO,-, nebo Y?SO.NY'-, kde R
je jak zde bylo definovano, Y! a Y? jsou nezavisle atom
vodiku, skupiny alkyl, aryl nebo heteroaryl, a Y?® je alkyl,
cykloalkyl aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent Jje
yly2N-, potom jeden z Y' a Y? maze byt acyl, cyklylkarbonyl,
a:oyl} heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, Jjak zde byly
definovany a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovano vyde,
nebo  pokud  substituent je  Y'Y*NC(0)-, y1y2NC (0) O-,
v'v2NC (O)NY? nebo Y'Y?NSO.-, Y' a v2 mohou také spolu s
atomem dusiku kterym Jjsou v! a v? vazany, vytvatet 4 az 7

&lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl.

119. Slou&enina podle naroku 117 nebo 118, kde RY¥ e -
CO,R*® ‘

120. Slou&enina podle kteréhokoli z naroka 117 az 119, kde

R® de popfipadé.substituované alifaticka skupina.

121. Slou&enina podle kteréhokoli z naroku 117 az 120, kde
. R'® je alkyl.

122. Slou&enina podle kteréhokoli z naroka 117 az 121, kde
R'® je niz3i alkyl.

123. Sloudenina podle kteréhokoli z naroka 117 aZ 122, kde
R'® je t-Bu.

124. Sloucenlna podle kteréhokoli z naroka 117 aZ 123, kde

po'je zvolen ze souboru, zahrnujiciho BOC, CBz a -COjzalkyl.




125. Sloucdenina podle naroku 124, kde p® je BOC.

126. Sloudenina obecného vzorce 27

R

Z

s

kde:
p® je ochranna skupina amidu;
RY je -CONRM™R'?, -CN;

G Tk

¥

“own-t

nebo —COZRM;
R!® je popfipadé substituovana alifaticka skupina; a

R® je ochrannd skupina kyseliny, popfipadé substituovany

. aryl nebo popfipad& substituovana alifaticka skupina.



127. Sloudenina podle naroku 126, kde:

popfipade substituované alifatické skupiny Jsou -alkyl,
alkenyl nebo alkinyl poptipadé substituované Jjednim nebo
vice substituenty alifatickych skupin;

pobfipadé substituovany aryl znamena aromaticky
monocyklicky nebo multicyklicky systém kruhad s 6 az 14
atomy uhliku popfipadeé substituovany Jjednim nebo vice
substituenty skupiny kruhu;

kde substituenty skupiny kruhu znamenaji substituenty
vazané k aromatlckemu nebo nearomatlckemu systému kruht
v&etné& skupin aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy,
aryloxy, heteroaryloxy, acyl nebo ]eho _tthxo analog,
cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo analog, érbyl nebo jeho
thioxo analog, heteroaroyl nebo jeho thidxo analog,
acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy,
halogen} nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(0) -NHOH, -
C(0) -CH,0H, = =C(O)CH,SH, -C(O)-NH-CN, sulfo, fosfono,
alKVlsulfonv1karbamovl tetrazblyl, arylsulfonylkarbamoyl;
N-methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5- dioxo-1,2,4- oxadlazolldlnyl nebo
”hydroxyheteroaryl jako je 3- hydroxylsoxazolyl 3 -hydroxy-
1-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,

aryloxykarbonyl, hetéroarylbxykarbonyl, alkylsulfonyl,

cyklylsulfonyl, arylsulfonyl; ' heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,
heterocarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,

heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,
yly2nN-, Y'Y®NC(0)-, Y'Y’NC(0)O, Y1Y?NC (0)NY3- nebo Y'Y?NSO,-,

kde Y!, Y> a Y? jsou nezavisle atom vodiku, skupiny alkyl,




aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent Jje YiY2N-,
potom jeden z Y' a v2 muze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl,
heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, Jjak zde byly
definovany a druhy z y! a Y? je jako bylo definovéano vyse,
nebo pokud  substituent  je y'y2NC (0)-,  Y'Y®NC(0)O-,
YlYZNC(O)NY3— nebo Y'YZNSO,-, v! a Y? mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jsou Y' a Y° vazany, vytvaret 4 az 7
¢lenny ézaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl nebo pokud
systém  kruht  je _nasyceny nebo  &aste&n& nasyceny,
subsfituenty skupiny kruhi dale zahrnuji methylen (HxC=),
.oxo (0=) a thioxo (S=); a

substituenty . alifatickych skupin znaménaji aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy; ‘ iaryloxy,
heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl
nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho thioxo analog,
heteroaroyl nebo jeho thioxo analog; acyloxy,
cyklylkarbbnyloxy, aroyloxy;, "heteroaroyloxy, halogen,
nitro, kyano, karboxy {kyselina), —C(O)—NHOH,»—C(O)CHZOH; -
C(O)%CHZSH, -C (0) -NH-CN, sulfo, - fosfono,
allesulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N-methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3—cyklobuten—l,2—dion, 3,5—dioxo—1,2,4—oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaiyl jako Jje 3-hydroxyisoxazolyl, 3—hydro$y—

1-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,




methylen (H,C=), oxo (0=), thioxo (S=), Yry3N-, Yry2NC (0) -,
Y¥2NC (0) 0-, Y!Y2NC (O)NY?-, Y'Y?NSO,- nebo Y’SO,NY'- kde R® je
jak zde bylo definovano, Y! a Y? jsou nezavisle atom
vodiku, skupiny alkyl, aryl nebo heteroaryl, a Y’ je alkyl,
cykloalkyl aryl nebo heteroaryl, nebQ pokud substituent je
ﬁﬂYzN—, potom jeden z Y' a Y® miZe byt acyl, cyklylkarbonyl,
aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde byly
definovédny a druhy z Y! a Y? je jako bylo definovéno vyse,
nebo  pokud substituent = je  Y'Y’NC(O)-, Y'y2NC (0) 0-,
YY2NC (O)NY3- nebo Y!'Y?NSO,-, Y' a Y® mohou také spolu s
atomem dusiku, pres ktery Jjsou Y a Y2 vazany, vytvaret 4

a¥ 7 &lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl.

128. Sloudenina podle kteréhokoli z néarokt 126 nebo 127,
kde R je -CO,R'.

129. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 126 aZ 128, kde

R'® je poptipadé substituovana alifaticka skupina.

130. Slou&enina podle kteréhokoli z nérokﬁ‘126 az 129, kde
R'® je alkyl.

131. Slou&enina podle kteréhokoli z naroka 126 aZ 130, kde

R je niZ3i alkyl.

132. Sloudenina podle kteréhokoli z né&rokl 126 az 131, kde
R'® je t-Bu.
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133. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 126 az 132, kde

p® je zvolen ze souboru, zahrnujiciho BOC, CBz a -COzalkyl.
134. Slou&enina podle naroku 133, kde p° je BOC.

135. Zpusob pripravy chiralni bicykloprolinatové slouceniny

obecného vzorce 28,

vyznacujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

(a) 3tépeni a cyklizace sloudeniny obecného vzorce 24

kde:

. je poptipad® substituovany cykloalkyl nebo popripadeée

substituovany kondenzovany arylcykloalkyl;

R? je -CO,RY;




E :3 ¢ ® E Elvgo:- . E E .'
_ 543 _ . . oe . e X

R!2 je adukt iminového glycinimidového derivatu;
R je ochranna skupina kyseliny nebo popfipadé

substituovana alifatickd skupina;

za podminek Stépeni a cyklizace pro vytvoreni slouceniny

obecného vzorce 25

@5

kde:
R je -CONRMR', -CN;

nebo —COﬁGG;

R!S je popPipadé substituovana alifatickad skupina;
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R!'® je ochrannad skupina kyseliny, popfipadé& substituovany

aryl nebo poptipadée substituovanad alifaticka skupina; a

(b) ochrana atomu dusiku laktamové &asti slouceniny
obecného vzorce 25 ochrannou skupinou amidu pro vytvofeni

sloudeniny obecného vzorce 26

128)

L

" kde:

p® je ochrannd skupina amidu;
"R je jako bylo popséano vySe; a

(c) redukce .sloudeniny obecného vzorce 26 za redukcnich

podminek pro vytvofeni slouceniny obecného vzorce 27

3

kde:

p® a R* jsou jako bylo popséno vyse; a




(d) odstrané&ni ochranné skupiny slouéeniny.obecnéhO-vzorce
27 za podminek odstranéni ochranné skupiny. pro vytvoreni

slou&eniny obecného vzorce 28

@y
kde RY je jako bylo pdpséno vyse.

136. Sloucenina podle naroku 135, kde:
popfiﬁadé ’subStituované"alifatické:*Skupinyi'jsou alkyl,
alkenyl nebo alkinyl poptipadé substituované‘ jednin1 nebo
vice substituenty alifatickych skupin;

.poprlpade substltuovany aryl znamené ,‘ éfomaticky
:monocykllcky nebo multlcykllcky systém kruht s 6 az 14
atomy uhliku pop¥ipadé substltuovany jednim nebo vice
 substituenty skupiny kruhu; | |
popfipade substituovan§ cykloalkyl znamehé, nearomaticky
~ mono- nebo multlcykllcky system kruha s 3 héi 10 atomy
uhliku‘ ' poptipadé substlthovany jednlm "néboﬁ vice
substituenty skuplny kruht;- ' } | . |
poptipadé substltuovany kondenzovany arylcykloalkyl znamena
kondenzovany arylcykloalkyl popripadé& substituovany jednim
nebo vice substituenty skupiny kruhﬁ;l ‘

adukt iminového glycinimidového derivdtu je sloucenina

zvolend ze souboru, zahrnujiciho
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kde:
R'®* je ochrannid skupina kyseliny, popfipadé substituovany

aryl nebo popfipadé substituovana alifaticka skupina;

rRY e poptipad& substituovany aryl, poptipadé

substituovand alifaticka skupina,

T fggif%) Com , /A{m” ’

‘nebo

R!® je atom vodiku, skupiny alkyl, nebo alkylthio; nebo

poptipadé substituovany aryl;

kde _

substituenty skupiny kruh® znamenaji substituenty vazané k
aromatickému nebo nearomatickému systémdl kruht v&etnd
skupin aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy,
aryloxy, heteroaryloxy, acyl nebo Jjeho thioxo analog,
cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho
thioxo analog, heteroaroyl nebo Jjeho thioxo analog,

acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy,




halbgen, nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(Q)-NHOH, -
C (0) -CH,0H, -C (0O)CH,SH, -C (0) -NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N-methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydfoxyisoxazolyl, 3-hydroxy-

l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl,
cyklylsulfonyl, ‘arylsulfonyl, heterocarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heterocarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,
Y'Y*N-, Y'Y®NC(0)-, Y'Y’NC(0)O-, Y'Y®NC(O)NY?- nebo Y'Y?NSO,-,
kde Y!', Y? a Y? jsou'hezéﬁislé atoﬁ vodiku, skﬁﬁiny alkyl,
~aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent Jje Y'Y®N-,
potom jeden z Y! a Y? mazZe byt acyl, Cyklylkarbényl, aroyl,
heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
éryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbohyl, jak zde._byly
definovadny a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovano vyse,
nebo pokud substituent je  YY?NC(0)-,  Y'¥2NC(0)O-,
Y'Y?NC (O)NY*~ nebo Y'¥Y?NSO,-, Y! a Y? mohou také'spolu s

atomem dusiku kterym jsou vl oa y?

vazany, vytvafet 4 az 7
¢lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl nebo pokud
systém kruht je nasyceny nebo Zaste&nd nasyceny,

substituenty skupiny kruh® d&le zahrnuji methylen (H,C=),

0x0 (0=) a thioxo (S=); a
substituenty alifatickych skupin znamenaji = aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy,

heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl

nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho thioxo analog,

¥y
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heteroaroyl nebo jeho thioxo analog, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, haiogen,
nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(0O)-NHOH, -C(O)CH,OH, -
C(0) —CH,SH, -C (0) ~NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N-methoxykarbamoyl, heterocarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-

l-methylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heterocaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl,
cyklylsdlfonyl, - arylsulfonyl, heterocarylsulfonyl,
alkylsulfinyi,v cyklylsulfinyl, arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
hetéroarylthio, cyklyl,‘aryldiazo, hetefoéryldiazo, thiol,
methylen (H,C=), oxo (0=), thioxo (S=), Y'Y?N-, Y'Y?NC(0)-,
v'Y2NC (0) 0-, Y'Y?NC (0)NY3-, Y'Y?NSO,- nebo Y3SO,NY'-, kde R? je
jak zde bylo definovéano, Y' a _Yz jsou nezdvisle atom
vodiku, skupiny alkyl,.aryl nebo heteroaryl, a Y* je alkyl,
cykloalkyl aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent Jje
Y'Y’N-, potom jeden z Y' a Y? miZe byt acyl, cyklylkarbonyl,
aroyl, hetefoaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heterocaryloxykarbonyl, jak zde byly
definovany a druhy z Y!' a Y? je jako bylo definovano vyse,
nebo  pokud  substituent Jje  Y'Y?NC(O)-, Y'v?NC (0) 0-,
YlszC(O)NY3- nebo Y'Y’NSO;-, Y' a Y?> mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jsou Y' a Y® vazany, vytvatet 4 a3 7

¢lenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl.

137. Zpusob podle néaroku 136, vyznadujici se tim, Ze dale

zahrnuje krok, kde sloucenina obecného vzorce 24 se
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pripravi provedenim Michaelovy adice iminové glycinimidové

slouCeniny na slouceninu obecného vzorce 29

Rﬁ
(o

ve kterém:

je popfipad& substituovany cykloalkenyl nebo
popripadé substituovany kondenzovany,afylcykloalkenyl;

kde:

sloucCenina obecného vzorce . 29 'miZe Dbyt: pripravena

esterifikaci sloucdeniny obecného vzorce 29a

' ‘ ' !‘\Rnn _ ) ) I
{29a)
ve kterém:

R*2 je -CHO, -COR'®, -C=N nebo -CONR!*R!®.

¥

138. Zpusob podle naroku 137, vyznalujici se tim, Ze zplsob

se provadi za teploty mezi 0 °C a -78 °C.




- 550 -~

139. ZpGsob podle naroku 138, vyznacujici se tim, Ze zpﬁsob}

se provadi za teploty -60°C.

140. Zptisob podle naroku 139, vyznadujici se tim, Ze zpusob

se katalyzuje chirdlnim katalyzatorem ptrenosu féaze.

141. Zplhsob podle naroku 139, vyznacujici se tim, Ze zpusob

se katalyzuje nechirdlnim katalyzatorem prenosu faze.

-142. Zpusob podle ‘kteréhokoli z narok 135 az 141,

- vyznadujici se tim, Ze ochranna skupina je BOC.

r.

143. Zpusob podle na}oku 142, vyznééujici se  £im, Ze.

'iminovy' glycihimid je ferc.;butyieétéf‘ (N=-

difenylmethylen)glycinu.

143. Zpusob podle naroku 142, vyznadujici se tim, ze
: slouéeqina'.obechého vzorce 29 je methylester 1-karboxy-

'vl—cykldpentenu.

144. Sloucenina pddle nadroku 1, kterd m& strukturni obecny

vzorec:

ve kterém:




seen

_ 551 - L X J *n _.. L2 ]

R' je atom vodiku, popripadé substituovana alifatické
skupina, popfipadé substituovand cyklickd skupina nebo
popripadé substituovand aromatickad skupina;

R a R’ Jsou kaZdy nezavisle popfipadé substituovana
alifaticka skupina, popiipadé substituovana cyklicka
skupina nebo popfipadé& substituovand aromatickd skupina;

R’>, R® a R’ jsou ka%dy nezéavisle methandiyl nebo ethandiyl,
substituovany jednim substituentem zvolenym ze souboru,
zahrnujiciho popfipadé substituovanou alifatickou skupinu,
popfipadé substituovanou cyklickou skupinu nebo pop¥ipadé
substituovanou aromatickou skupinu a kde methandiyl nebo
ethandiyl Je déle popfipadé substituovany substituentem

alifatické skupiny;

R, R®° R® a R' jsou kaZdy nezavisle je atom Vodiku nebo

popfipadé substituovand alifatick& skupina;

je substituovany monocyklicky azaheterocyklyl nebo
popfipadé éubstituovany multiéyklicky azaheterocyklyl nebo
popripadé substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl, ve
kterém nenasycenost je v kruhﬁ Vzdéleném od kruhu nesouciho
skupinu R’-L- (N (R®)-R7-C(0) -) N (R®) -R®°-C(0)-N a ke kterému je
vazana skupina -C(0)-N(R*)-R?-C(0)C(0)NR?R*;

L je -C(0)-, -0C(0)-, -NR!C(0)-, -S(0),- nebo -NR?®S(0),-; a

n je 0 hebo 1,
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nebo jeji farmaceuticky pf¥ijatelnd stl nebo prekurzor nebo
solvat takové slouceniny, jeji soli nebo jejiho prekurzoru,

za predpokladu, Ze

N
pokud je substituovany A , potom L Jje -0C(O)- a

R> de popfipadé substituovana alifatick& skupina nebo
alespoti jeden z R®, R® a R’ je methandiyl nebo ethandiyl,
substituovany alesponi jednim substituentem zvolenym =ze
souboru) zahrnujiciho popfipadé substituovanou alifatickou
skupinu; popripadé subsfituovanou cyklickou skupinu nebo
poptipadé substituovanou aromatickou skupinu a kde
methandiyl nebo éthandiyl je dale popripadé substituovan
alifatickym substituentem, nebo R* je popripadé

substituovand alifatickad skupina.

 145. Sloucenina podle néaroku 144, kde:

popfipadé substituované alifatické skupiny Jjsou alkyl,
alkenyl nebo alkinyl, popripadé substituovany jédnim nebo .
vice alifatickymi substituenty; |

popfipadé substituované cyklické skupiny_jsou cykloalkyl,
cykléalkenyli heterocyklyl nebo heterocyklenyl popfipade
substituované jednim nebo vice substituenty skupiny kruht;

popfipadé substituované aromatické skﬁpiny jsou skupiny
~aryl nebo heterocaryl popfipadé substituované jednim nebo
.vice substituenty skupiny kruhi;

popfipadé substituované (1,1- nebo 1,2)cykloalkylenové

skupiny Jjsou (1,1- nebo 1,2)cykloalkylenové skupiny
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popfipadé& substituované Jjednim nebo vice substituenty
skupiny kruhu;

popripadé substituované (1,1~ nebo 1,2) heterocyklylenové
skupiny jsou (1,1- nebo 1,2) heterocyklylenové skupiny
popfipadé substituované jednim nebo vice substituenty

skupiny kruha;

jako substituovany monocyklicky azaheterocyklyl je
monocyklickéa. azaheterocyklylovd skupina substituovana pfimo
nebo pres vazebnou skupinu alesponn jednim substituentem,
zvolenym = ze  souboru, zahrnujiciho aryl, heteroaryl,

aryloxy, heteroaryloxy,. aroyl' nebo jeho thio analog,

heteroaryl nebo jeho. thioxo analog, aroyloxy,
heteroaroyloxy, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl,
arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, | arylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, arylthio, heteroarylthio, aryldiazo,
heteroaryldiazo, Y'Y?N-, Y'Y?NC (0) -, Y'v?NC (0) 0-,

<~ lxs2

a3
Y'Y*NC(O) NY

- nebo Y'Y2NSO,~, kde alespoii jeden z Y' a Y? je
aryl nebo heteroaryl, kde uvedend vazebna skupina je
zvolena =ze souboru, zahrnujiciho -C(0)-, -0C(0)-, nizsi
alkyl, nizsi alkbxy, nizsi alkenyl, -0-, -S-, —C(O)C(O)—, -
S(0)-, =-S5(0)z-, -NR¥-, kde R® je atom vodiku, skupiny
alkyl, cykloalkyl, aryl,  aralkyl, heterocyklyl nebo
heteroaryl; '

popfipadé substituovany multicyklicky azaheterocyklyl ie
multicyklické azaheterocyklylova skupina poptipadé

substituovand jednim nebo vice substituenty skupiny kruhu;
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popfipadé substituovany multicyklicky azaheterocyklenyl je
multicyklické azaheterocyklenylové skupina  poptipadé&
substituovanid jednim nebo vice substituenty skupiny kruht;

kde substituenty alifatickych skupin znamenaji aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy,
heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog, cyklylkafbonyl
nebo .jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho thioxo analog,
heteroaroyl nebo jeho thioxo analog, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, ‘aroyloxy, heteroaroyloxy, halogen,
. nitrd,'kyano, karboxy (kyselina), —C(O)—NHdﬁ, ~C(0)CHz0H, -
'C(0) -CH,SH, ~C (0) -NH-CN, sulfo, ~  fosfono,
alkylsulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
NémethoXYkarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
‘3-cyklobuten-1,2-dion, 3,5-dioxo-1,2,4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3—hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-

vlfmethylpyrazolyl, alkoxykarbonyl, cylelokaarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkylsulfonyl,
cYklylsulfbnyl, ’ arylsulfonyl, ‘ heteroarylsulfonyi,
-alkylsulfinyl, cyklylsulfihyl', arylsulfinyl,

heteroaryléulfinyl, alkylthio,_ cyklylthio, : aryl;hio,
heteroarylthio;,cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,
methylen (H,C=),. oxo (0=), thioxo (S=), Y'¥?N-, Y'YNC(0)-,
Y'Y?NC (0) 0=, Y'Y’NC(0)NY’-, Y'Y?NSO,~ nebo Y3SO,NY!-, kde R? je
jak zde Eylo definovano, Y' a Y? jsou nezavisle atom
vodiku, skupiny alkyl, aryl nebo hétéroaryl a Y je‘alkylf
cykldaikyl aryl nebo heterocaryl, nebo pokud Substituent je
Y'Y’N-, potom jeden z Y' a Y2 mlZe byt acyl, cyklylkarbonyl,
aroyl, heteroaréyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde byly

definovany a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovéno vyse,
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nebo pokud substituent je Y%ﬁNC(b)—, YH?NC(O)Of,
Y'Y’NC (0)NY® nebo Y'Y?NSO,-, Y' a Y? mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jsou Y! a Y? vazéany, Vytﬁéfet 4 az 7
clenny azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl;

substituenty skupiny kruhu znamenajil skupiny aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy,
heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog,'éyklylkarbonyl
nebo * jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho thidxo"analog,
heteroaroyl nebo jeho ° thioxo analog, écyloxy;

cyklylkarbonyloxy, aroylozy, heteroaroyloxy, halogen,

- nitro,v kyano, karboxy (kysélina)} .kySely“ bioster,
,ralkoxykarbonyl1 cyklyloxykarbonyl' aryloxykarbonyl
: hetefoaryioxykarbonyl alkylsulfonyl : cyklylsulfonyl

arylsulfonyl,‘ heteroarylsulfonyl .‘f alkylsulflnyl
'cyklyisulfinyl, arylsulflnyl, heteroarylsulflnyl

alkylthio, cyklylthio, arylthio, heteroarylthlo,, cyklyl,
aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol, YlY%b?' YT{NC(O)
YIY2NC (0)0=,  Y'YPNC (0)NY*- nébg Y'Y’NSO,-, ' kde ¥!, Y? a Y3
‘jsou nezivisle atom vodiku,“ skupiny alkyl, aryi nebo
' heteroaryl,;pebo pokud substi?uent je Y%ﬁN—, potom jeden z
Y a Y? maze byt acyl, cyklylkarbonyl, aroyl, heteroaroyl,
| alkoxykarbonyl, cyklyloxykafbonyl,l:aryléxykarbonyl nebo
,heteiéaryloxykarbonyl,Ajak zde byly defiﬁoVény,aﬂdruh§ z Y!
a Y? je jako bylo definovéno vySe, ‘nebo pokud substituent
je YJYZNC(O)—, Y'Y2NC(0) 0-; Y'Y2NC (0)NY?- nebo Y'Y2NS0,-, ! a
Y> mohou také spolu s atomem dusiku kterym jsou Y' a Y2
vazany, vytvafet 4 ai 7 &lenny azaheferdcyklyl nebo
azahétérocyklenyl, nebo pokud systém kruht je nasyceny nebo
Castecné nasyceny, pak “substituenty skupiny kruht” dale

zahrnuji methylen (H,C=), oxo (0=) a thioxo (S=) ;
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aryl znamen& aromaticky monocyklicky nebo multicyklicky
systém kruhG s 6 az 14 atomy uhliku;

cykloalkyl znamena nearomaticky mono- nebo- multicyklicky
systém kruh@ s 3 az 10 atomy uhliku;

cykloalkenyl znamena nearomaticky mono- nebo multicyklicky
system kruht s 3 az 10 atomy uhliku, ktery obsahuje alespon
jednu dvojnou vazbu uhlik- uhlik;

cyklyl znamena cykloalkyl, cykloalkenyl, heterocyklyl nebo
heterocyklenyl; |

heterocyklyl znamenéa nearomaticky hasyceny monocyklicky
nebo multicyklicky systém kruht obsahujici od p#iblizné& 3
do pfibliZné 10 atomu uhliku, kde jeden nebo vice atoma v
kruhovém systému je/jsou heteroatom» Jiny neZ uhlik;
heterocyklenyl znamenéa heérématicky monocyklicky nebo
multicyklicky uhlovodikovy systém kruhq, obsahujlc1 od
prlbllzne 3 do pribliZn& 10 atomdt uhliku, ve kterém jeden
nebo vice atomd v kruhovém systému je/jsou heteroatom jiny
mez uhlik a ktery obsahuje alespofl jeden dvojnou vazbu
uhlik-uhlik nebo dvojnou vazbu uhlik-dusik; a

heteroaryl znamena arbmaticky monocyklicky hébo.
multicyklicky systém kruhd s od prfibliZné& 5 do pribliZné& 14
atomt uhliku, kde jeden nebo vice atomd v kruhovém systému

je/jsou heteroatom jiny neZ uhlik.

146. Slou&enina podle kteréhokoli z n&rokd 143 az 145, kde
R® je 1- karboxy-2-fenylethyl, cyklopropyl karboxymethyl,
cyklobutyl, 1-fenylethyl, but-2-vy1, l-pyrid-4-ylethyl nebo
propen-3-yl.




147. Slou€enina podle kteréhokoli z narokd 143 az 146, kde
R® je. popripadé substituovand niZ&i alifaticka skupina

methandiyl.
148. Slou&enina podle kteréhokoli z narokt 143 a? 147, kde
R® je popripadé atomem halogenu substituovany nizsi (alkyl

nebo alkenyl)methandiyl.

149. Slouc¢enina podle kteréhokoli z naroka 143 a3 148, kde

R°® je  propylmethandiyl, 2,2-difluorethylmethandiyl,
2,2,2—trifluormethandiyl nebo propen-3-ylmethandiyl;
vyhodnéjsi R3 Jje ' propylmethandiyl,

2,2-difluorethylmethandiyl.
.150. Sloucenina podle kteréhokoli z ndaroku 143 aZ 149, kde
R Je popripadé substituovand niZ$i alifaticka skupina-

methandiyl.

151. Sloucenina podle kteréhokoli z narokt 143 a? 150, kde

R° je popfipadé (fenyl, karboxy, karboxamido nebo
alkoxykarbonyl) substituovany nizsi (alkyl nebo

alkenyl)methandiyl. .

152. Slouenina podle kteréhokoli z narokd 143 az 151, kde
R® je methylmethandiyl, isopropylmethandiyl, terc.-

butylmethandiyl, but-2-ylmethandiyl, butylmethandiyl,
benzylmethandiyl, 3-methylbutylmethandiyl,
2-methylpropylmethandiyl, karboxymethylmethandiyl,

karboxamidomethylmethandiyl, benzyloxykarbonylmethyl-

oF -
o,




methandiyl, benzyloxykarbonylpropylmethandiyl, fenylpropen-
3-ylmethandiyl.

153. Sloulenina podle kteréhokoli z naroka 143 aZ 152, kde
R’ je popripadé& substituovand niz3i alifatickd skupina-
methandiyl nebo popfipadé substituovana nizZ3i cyklicka

skupina-methandiyl.

154. SloucCenina podle kteréhokoli z naroku 143 aZ 153, kde
R’ je poptripadé& substituovany niZsi alkylmethandiyl nebo

popfipadé substituovany nizsi cykloalkylmethandiyl.

155. Sloucenina podle kteréhokoli z naroka 143 az 154, kde
R" je isopropylmethandiyl nebo cyklohexylméthandiyl.

156. Sloudenina podle kteréhokoli z naroka 143 aZ 155, kde
R® je poptipadé (karboxy, (niz$i alkyl)HNCO-, hydroxy,
fenyl nebo heteroaryl) substituovany niz3i alkyl nebo’

popfipadé substituovany monocyklicky heteroaryl.

157. Slou¢enina podle kteréhokoli z narokd 143 aZ 156, kde
R® je isopropyl nebo terc.-butyl.

158. Slou&enina podle kteréhokoli z narokud 143 az 157, kde

R® je zvolen ze souboru, zahrnujiciho:-




13 4+ 3

jako isubstituovany monocyklicky azaheterocyklyl je

0, 0

poptipadé substituovany N nebo popripadé substituovany




Ar

o
5

skupinu/substituent.

, kde Ar je R?,  ktery obsahuje aromatickou

160. Slouenina podle naroku 144 zvolend =ze sSouboru,

zahrnujiciho nésledujici slouceniny:
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161. Sloucenina podle naroku 144 zvolend ze souboru,

zahrnujiciho:
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nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sul nebo prekurzor nebo

solvat takové sloudeniny, Jjeji soli nebo jejiho prekurzoru.
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162. Slou¢enina podle naroku 1 nebo 2, kde:

Rb je vazba;

R! je atom vodiku;

R’ je niz3i alkyl popfipadé substituovany 1 az 3
substituenty alifatickych skupin; nebo

nizsi cykloalkyl popiipadé substituovany 1 az 3
substituenty cyklickych skupin;

R® a R jsou kazdy nezavisle methylen poptipadé
substituovany 1 aZ 3 alifatickymi substituténty;

R, R®, R® a R jsou atom vodiku;

R’ je methylen substituovany skupinou cykloalkyl, niZsi
alkyl .nebo aryl; nebo (1,1- nebo 1,2-)cyklpalkenyl
poptipadé& substituovany skupinou cykloalkyl, nizsi alkyl
nebo aryl;

R® je nizsi alkyl popfipadé substituovany 1 aZ 3
sﬁbstituenty alifaticchh skupin; nebo heteroaryl popfipadé
substituovany 1 aZ 3 substituenty cyklickych skupin; nebo
heterocyklickd skupina popfipadé substituovanad 1 az 3

substituenty cyklickych skupin;

O

- azaheterocyklyl nebo multicyklicky azaheterocyklenyl

je monocyklicky azahéterocyklyl, multicyklicky
popfipadé substituovany 1 aZ 3 substituenty cyklickych
skﬁpin; a '

L je -C(0)-, -0OC(0)-.

163. Sloudenina podle naroku 163, kde:
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substituenty alifatickych skupin znamenajil aryl,
heteroaryl, hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy,

heteroaryloxy, acyl nebo jeho thioxo analog, cyklylkarbonyl
nebo jeho thioxo analog, aroyl nebo jeho thioxo analog,
heteroaroyl nebo jeho thioxo analog, acyloxy,
cyklylkarbonyloxy, aroyloxy, heteroaroyloxy, halogen,
nitro, kyano, karboxy (kyselina), -C(O)-NHOH, —C(0) CH;0H,

C (0) -CH,SH, -C (0O) -NH-CN, sulfo, fosfono,
alkylSulfonylkarbamoyl, tetrazolyl, arylsulfonylkarbamoyl,
N—methoxykarbamoyl, heteroarylsulfonylkarbamoyl, 3-hydroxy-
3—cyklobuten—i,2—dion, 3,5-dioxo-1,2, 4-oxadiazolidinyl nebo
hydroxyheteroaryl jako je 3-hydroxyisoxazolyl, 3-hydroxy-

l-methylpyrazolyl, balkokykarbonyl,i A cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkylsﬁlfonyl,
éyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, : cyklylsulfinyl, 'Aarylsulfinyl,

heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,
heteroarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,
methylen (H,C=), oxo (0=), thioxo (S=), Y'Y’N-, ¥y2NC (0) -,
Y'y2NC (0)O-, Y'¥?NC(O)NY’-, Y'¥’NSO,-, nebo Y’SONY'-, kde R®
je jak zde bylo definovano, Y! a Y?® jsou nezavisle atom
" vodiku, skupiny alkyl, aryl nebo heteroaryl, a Y? je alkyl,
cykloalkyl aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent je
yly?N-, potom jeden z Y! a Y? maZe byt acyl, cyklylkarbonyl,
aroyl, heteroaroyl, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde byly
definovany a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovano vyse,
nebo pokud substituent = je Y'Y?NC (0) -, yYy?NC (0) O-,
Y1Y2NC(O)NY3 nebo Y'Y?NSO,, v! a Y? mohou také spolu s atomem
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dusiku kterym jsou Y' a Y? vazany, vytvatet 4 aZ 7 &lenny
azaheterocyklyl nebo azaheterocyklenyl;

substituenty skupiny kruh® znamend aryl, heteroaryl,
hydroxy, alkoxy, cyklyloxy, aryloxy, heteroafyioxy, acyl
nebo Jjeho thioxo analog, cyklylkarbonyl nebo jeho thioxo
analog, aroyl nebo jeho thioxo analog, heterocaroyl nebo
jeho thioxo analog, acyloxy, cyklylkarbonyloxy, aroyloxy,

heterocaroyloxy, halogen, nitro, kyano, karboxy (kyselina),

kysely bioster, alkoxykarbonyl, cyklyloxykarbonyl,
aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, - alkylsulfonyl,
.cyklylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylsulfinyl, cyklylsulfinyl, ' arylsulfinyl,
heteroarylsulfinyl, alkylthio, cyklylthio, arylthio,

hetercarylthio, cyklyl, aryldiazo, heteroaryldiazo, thiol,
YN, YRYPNC(0)-, Y'YNC(0)0-, Y'Y2NC(0)NY3- nebo Y!Y?NSO,-,
kde Y, Y? a Y? jsou nezadvisle atom vodiku, skupiny alkyl,
aryl nebo heteroaryl, nebo pokud substituent je Y'Y®N-,
potom jeden z Y' a Y’ miZe byt acyl, cyklylkarbOnyl,‘aroyl,
heterocaroyl, ’alkoxykarbonyl, | cyklyloxYkarbonyl,

aryloxykarbonyl nebo heteroaryloxykarbonyl, jak zde 'byly

definovany a druhy z Y' a Y? je jako bylo definovéano vyse,
nebo  pokud substituent je  Y'¥Y?NC(O) -, YiY2NC (0)0-,
Y'Y’NC (O)NY’- nebo Y'Y’NSO,-, Y' a Y? mohou také spolu s
atomem dusiku kterym jsou y' a Y® vazany, vytvatet 4 az 7
&lenny azaheterocyklyl nebo azahetefocyklenyl, nebo pokud
systém kruht je nasyceny nebo Castecné nasyceny,
“substituenty skupiny kruht” ddle zahrnuji methylen (H,C=),
oxo (0O=) a thioxo (S=);

aryl znamend aromaticky monocyklicky nebo multicyklicky

systém kruh@ obsahujici 6 aZ 14 atomd uhliku;
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cykloalkyl znamend nearomaticky mono- nebo multicyklicky
systém kruh@l s 3 aZz 10 atoml uhliku;

cykloalkenyl znamend nearomaticky mono- nebo multicyklicky
systém kruht s 3 az 10 atomy uhliku, ktery obsahuje alespon
jednu dvojnou vazbu uhlik-uhlik;

cyklyl znamenéd cykloalkyl, cykloalkenyl, heterocyklyl nebo
heterocyklenyl;

heterocyklyl znamend nearomaticky nasyceny mqnocyklidky
nebo multicyklicky systém kruhu obsahujici od pribliZné 3
do pfibliiné 10 atomd uhliku, ve kterém jeden nebo vice
atomt v Kkruhovém ‘systému je/jsdu hetercatomy Jjiné nezZ
~uhlik; a |

heteroaryl. znamena aroﬁaticky monocyklicky nebo
multicyklicky systém kruhua s'od pfibi&éné 5‘db pfibliiné 14
atoma uhliku, ve kterém ﬁedeﬁ nebo vice atomt v. kruhovém

systému je/jsou heteroatomy jiné neZ uhlik:

- 164. Libovolna sloudenina nebo syntéticky meziprodukt

popsané v této prihlasce.

165. Slou&enina zvolenad ze souboru, zahrnujiciho:

R
byl o
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"ﬁebo jeji farmaceuticky pfijatelna sul nebo prekurzor,.nebé

solvat takové slouééniny, jeji soli nebo,jejiho pfekurzorul_‘

166. Sloucenina podle kteféhokoli:z néfokﬁzl,‘Z,vl62'nebo
163, kde popfipadé substituovand alifatickd skupina,
popfipadé substituovand cyklicka skupina nebo popfipadé
substituovand aromatickad skupina R9v je substituované

alespon jednim heteroarylovym substituentem.

ey
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le7. Sloudenina podle kteréhokoli z narokd 1,

2,

162 nebo

163, kde popiipadé& substituovand aromatické -skupina R® de

popfipadé substituovany heteroaryl.
168. Sloucenina podle naroku 166, kde
substituovana alifatickéa skupina R’ je

substituovany alkylheteroaryl.

Zastupuje:

Dr. 0. Svorcéik

poptripadé
popfipadé
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