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(57) Anotace:

Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivit obeeného vzorce
I, kdeP je acyl, alkoxy-substituovany acyl, alkoxykarbonyl-
substituovany acyl, alkoxykarbonyl nebo alkoxy-
substituovany alkoxykarbonyl; a R je alkyl, alkoxy, alkylthic,
alkoxy-substituovany alkyl, alkoxy-substituovany alkoxy nebo
alkoxy-substituovany alkylthio; pfitemz alkyly nebo alkoxyly
maji 1 a6 C, acyly maji 2a2 7C; alkyly a alkoxyly jsou
pfimé nebo rozvétvené a alkox ykarbonyly mohou byt navic
cyklické a acyly jsou pHimé rozvétvené nebo cyklické. Tento
derivat je inhibitorem huméanniho SGLT2, a jako takového ho
lze pouzit pro 1&eni chorob spojenych s hyperglykemii, jako
jsou diabetes nebo diabetické komplikace a cbezita.
Farmaceuticka kompozice s obsahem tohotwo derivitu,
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Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat a farmaceuticka kompozice s jeho obsahem

Oblast technik

Vynalez se tyka dile popsanych glukopyranosyloxybenzylbenzenovych derivatd, které jsou inhi-
bitory humanniho SGLT2, a jako takovych jich 1ze pouzit pro léteni chorob spojenych s hyper-
glykémii, jako jsou diabetes nebo diabetické komplikace a obezita. Dale se vynalez take tyka far-
maceutickych kompozic s obsahem téchto derivat.

Dosavadni stav techniky

Diabetes je jednou z chorob souvisejicich s Zivotnim stylem, zejména se zménami stravovacich
navyki a s nedostatkem pohybu. U pacienti trpicich diabetes je tedy pfedepisovana dieta a téles-
né cviceni. Navic, pokud je obtizné toto dodrzovat, je soutasné aplikovana lécba léCivy. V sou-
Zasné dobé se jako antidiabetika pouzivaji biguanidy, sulfonyimogoviny a ¢inidla pro redukci
inzulinové rezistence. Nicméné biguanidy a sulfonyimocoviny vykazuji piflezitostné nezadouci
aginky, jakymi jsou naptiklad acidéza z nahromadéné kyseliny mlécneé, respektive hypoglyke-
mie. V pripadé pouziti &inidel pro redukci inzulinové rezistence lze pozorovat nezadouci G¢inky,
jakym je naptiklad edém, a rovnéz je tieba potitat s pokrocilou obezitou. Pro vyfeseni téchto pro-
biémd je tedy Zadouci vyvinout antidiabetika, ktera maji novy mechanismus udinku.

V poslednich letech doslo k pokroku ve vyvoji nového typu antidiabetik, ktera podporuji urinalni
vyluéovani glukézy a snizuji hladinu glukézy v krvi tim, Ze brani reabsorpci piebytedné glukozy
v ledvinach (J. Clin. Invest., sv. 79, str. 1510 az 1515 (1987)). Kromé toho bylo zaznamenano, ze
SGLT2 (Na'/glukéza kotransportér 2) je pritomen v S1 segmentu ledvinové proximéini trubice
a podili se zejména na reabsorpei glukozy ziskané glomerularni filtraci (J. Clin. Invest,, sv. 93,
str. 397 a? 404 (1994)). Z vyse uvedeného vyplyva, Ze inhibice aktivity lidského SGLT2 brani
reabsorpci nadbyteéné glukézy v ledvinich, nasledné podporuje vylutovani pebyteéné glukozy
v modi, a tak normalizuje hladinu glukozy v krvi. Je tedy Zddouci rychle vyvinout antidiabetika,
ktera by vykazovala silnou inhibi¢ni aktivitu v lidském SGLT2 a novy mechanismus uéinku.
Navic se ptedpoklada, ze vzhledem k tomu, Ze tato Einidla podporuji vylucovani piebytecne glu-
kézy v moci a nasledné snizuji akumulaci glukozy v téle, maji preventivni vliv na obezitu.

Podstata vynalezu

Cilem usilovnych studii bylo nalezeni sloudenin majicich inhibi¢ni aktivitu v lidském SGLTZ2.
Vysledkem téchto studii bylo zjisténi, Ze slougeniny vyse uvedeného obecného vzorce | se pieva-
d&ji in vivo na své aktivni formy, tj. na derivaty glukopyranosyloxybenzyibenzenu vyse uvedené-
ho obecného vzorce I, a vykazuji vynikajici inhibiéni aktivitu u lidského SGLT2, pficemz toto
zjiténi tvoti podstatu predlozeného vynalezu.

Vynélez poskytuje glukopyranosyloxybenzylbenzenové derivaty, které vykazuji inhibi¢ni aktivi-
tu u lidského SGLT?2 in vive a vynikajici hypoglykemicky Géinek tim, Ze vyluduji pfebytecnou
glukézu v moéi na zakladé toho, ze zabraiuji reabsorpci glukozy v ledvinich a farmaceuticke
kompozice obsahujici tyto derivaty.

Ptedmétem vynalezu podle zakladniho provedeni i) je glukopyranosyloxybenzylbenzenovy deri-
vat obecnéhe vzorce |
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kde

5 P predstavuje acyl, alkoxy—substituovany acyl, alkoxykarbonyl-substituovany acyl, alkoxy-
karbonyl nebo alkoxy—substituovany alkoxykarbonyl; a

R piedstavuje alkyl, alkoxy, alkylthio, alkoxy-substituovany alkyl, alkoxy—substituovany
alkoxy nebo alkoxy—substituovany alkylthio;
10
pfiCemz

kterekoliv alkylové nebo alkoxylové skupiny nebo zbytky obsahuji 1 a% 6 atomi uhliku;
s kterékoliv acylové skupiny nebo zbytky obsahuji 2 az 7 atomii uhliku;
kterékoliv alkylové skupiny nebo zbytky mohou mit piimy nebo rozvétveny tetézec;

kterekoliv alkoxylové skupiny nebo zbytky mohou mit pfimy nebo rozvétveny fetézec, kromé
20 alkoxylovych zbytkd alkoxykarbonylovych skupin, které mohou mit pfimy, rozvétveny nebo
cyklicky fetézec; a

kterékoliv acylové skupiny nebo zbytky mohou mit pfimy, rozvétveny nebo cyklicky fetézec.

25 Pfednostni provedeni glukopyranosyloxybenzylbenzenového derivatu obecného vzorce I zahmuji
zejména

ii} derivat obecného vzorce I podle provedeni i), kde R predstavuje alkyl nebo alkoxy a P pfed-
stavuje acyl, alkoxysubstituovany acyl, alkoxykarbonyl-substituovany acyl, alkoxykarbonyl nebo

30 alkoxy—substituovany aikoxykarbonyl, kde kterékoliv alkylové, alkoxylové a acylové skupiny
nebo zbytky odpovidaji definicim uvedenym v provedeni i);

iii) derivat obecného vzorce I podle provedeni i), kde R odpovida definici uvedené v provedeni
1) a P pfedstavuje acyl nebo alkoxykarbonyl, kde kterékoliv alkylové, alkoxylové a acylové sku-
35 piny nebo zbytky odpovidaji definicim uvedenym v provedeni i);

iv) derivat obecného vzorce I podle provedeni ii) nebo iii), kde R odpovida definici uvedené
v provedeni 1t) a P odpovida definici uvedené v provedeni iii), pficemz kterékoliv alkylové, alko-
xylové a acylové skupiny nebo zbytky odpovidaji definicim uvedenym v provedeni i);

40
v) derivat podle provedeni iv) vzorce
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vi) derivat podle provedeni iv) vzorce

m‘oiﬁg%ﬂ

Predmétern vynalezu je dale také (provedeni vynalezu vii)) farmaceuticka kompozice, ktera obsa-
huje jako u&innou slozku glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat podle kteréhokoliv z pro-
vedeni i) az vi).

V prednostnim provedeni viii) ma tato farmaceutickd kompozice formu vhodnou pro peroraini
podavani.

Predmétem vynalezu je také farmaceuticka kompozice podle provedeni vii) nebo viii) pro pouziti

— jako inhibitor humanniho SGLT2 (provedeni vynalezu ix)); nebo

— pro prevenci nebo léeni choroby spojene s hyperglykemii (provedeni vyndlezu x});

Chorobou spojenou s hyperglykemii je pfitom zejména diabetes nebo diabetické komplikace
(provedeni vyndlezu xi)); nebo obezita (provedeni vynilezu xii}).

Ptedmétem vyndlezu je i pouZziti glukopyranosyloxybenzylbenzenového derivatu podle ktercho-
koliv z provedeni i) aZ vi) pro vyrobu farmaceutické kompozice pro prevenci nebo léCeni choro-
by spojené s hyperglykemii.

Chorobou spojenou s hyperglykemii je ptitom zejména diabetes nebo diabetické komplikace
(provedeni vynalezu xiv)); nebo obezita (provedeni vynalezu xv)).

Koneéné je pfedmétem vynélezu také glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat podle kterého-
koliv z provedeni 1) aZ vi) pro pouZiti pro prevenci nebo léceni chorodby spojené s hyperglykemii.

V dal§im popisu je vynalez pfileZitostné objasfiovan v Sirsim kontextu nez odpovida rozsahu, kte-
v je skutedné pfedmétem tohoto vynalezu. Vyslovné se proto uvadi, e do rozsahu vynalezu spa-
daji jen aspekty explicitné uvedené vy3e. a jen ty jsou také predmétem ptipojenych patentovych
naroki. Nasledujici popis ma jen ilustrativni vyznam.

V derivatech obecného vzorce 1 je skupina P skupinou proléciva. Vyraz ,prolétivo™ pfitom zna-
mené slouteninu, ktera se in vivo prevede na derivat glukopyranosyloxybenzylbenzenu dale uve-
deného obecného vzorce il v némz je misto skupiny P pfitomen atom vodiku. Posledné uvedeny
derivat je vlastni u€innou formou.

Vyraz ,alkylova skupina“ v ramci vynalezu znamena alkylovou skupinu s pfimym nebo vétve-
nym fetézcem majici | az 6 atomi uhliku, jakou je napiiklad methylova, ethylova, propylova,
isopropylova, butylova, isobutylova, sek-butylova, terc-butylova, pentylova, isopentylova, neo-
pentylova, terc-pentylova, hexylova skupina apod.; vyraz ,alkoxyskupina“ znamena alkoxy-
skupinu s pfimym nebo vétvenym Fetézcem majicim 1 az 6 atomu uhliku, jakou jsou napfiklad
methoxyskupina, ethoxyskupina, propoxyskupina, isopropoxyskupina, butoxyskupina, isobutoxy-
skupina, sek—butoxyskupina, terc—butoxyskupina, pentyloxyskupina, isopentyloxyskupina, neo-
pentyloxyskupina, terc—pentyloxyskupina, hexyloxyskupina apod.; a vyraz ,alkylthioskupina™
znamena alkylthioskupinu s piimym nebo vétvenym fetézcem majici 1 az 6 atomi uhliku, jakymi
jsou naptiklad methylthioskupina, ethylthioskupina, propylthioskupina, isopropylthioskupina,
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butylthioskupina, isobutylthioskupina, sek—butylthioskupina, terc—butylthioskupina. pentylthio-
skupina, isopentylthioskupina, neopentylthioskupina, terc—pentylthioskupina, hexylthioskupina
apod. Vyraz ,alkoxyskupinou substituovana alkylova skupina“ znamena vy3e uvedenou alkylo-
vou skupinu substituovanou vyse uvedenou alkoxyskupinou; vyraz ,alkoxyskupinou substituova-
na (alkoxy)skupina“ znamena vy$e uvedenou alkoxyskupinu substituovanou vyse uvedenou
alkoxyskupinou; a vyraz ,,alkoxyskupinou substituovana alkylthioskupina® znamena vyie uvede-
nou aikylthioskupinou substituovanou vy$e uvedenou alkoxyskupinou. Vyraz ,acylova skupina®
znamena acylovou skupinu s piimym nebo vétvenym fetézcem nebo cyklickou acylovou skupinu
majici 2 az 7 atomil uhliku, jakou je napfiklad acetylova, propionylova, butyrylova, isobutyrylo-
va, pivaloylova, hexanoylova a cyklohexylkarbonylova skupina; a vyraz ,alkoxyskupinou substi-
tuovana acylova skupina“ znamena vySe uvedenou acylovou skupinou substituovanou vyse uve-
denou alkoxyskupinou. Vyraz ,.alkoxykarbonylova skupina“ znamena alkoxykarbonylovou sku-
pinu s pfimym nebo vétvenym fetézcem nebo cyklickou alkoxykarbonylovou skupinu majici 2 az
7 atomi uhliku, jakou je napfiklad methoxykarbonylova, ethoxykarbonylova, isopropyloxykarbo-
nylova, isobutyloxykarbonylové a cyklohexyloxykarbonylova skupina; vyraz ,.alkoxykarbonylo-
vou skupinou substituovana acylova skupina® znamend vy3e uvedenou acylovou skupinu substi-
tuovanou vyse uvedenou alkoxykarbonylovou skupinou, jako je napiiklad 3—(ethoxykarbonyl)-
propionylova skupina; a vyraz ,,alkoxyskupinou substituovana alkoxykarbonylova skupina“ zna-
mena vySe uvedenou alkoxykarbonylovou skupinu substituovanou vyse uvedenou alkoxy-
skupinou, jakou je napiiklad 2-methoxyethoxykarbonylova skupina.

U substituentu R je vyhodna shora definovana alkylova skupina a alkoxyskupina, vyhodngjsi je
potom alkylova skupina s pfimym nebo vétvenym fetézcem majici |1 aZ 4 atomy uhliku a alkoxy-
skupina s pfimym nebo vétvenym fetézcem majici 1 aZz 3 atomy uhliku a nejvyhodnégjsi je ethylo-
va skupina a methoxyskupina. V piipadé substituentu P je vyhodna acylové skupina a alkoxy-
karbonylova skupina definovana vyse. Jako acylova skupina je vyhodna acylova skupina s pFi-
mym nebo vétvenym fetézcem majici 4 az 6 atomil uhliku a jesté vyhodnéjsi je butyrylova skupi-
na a hexanoylova skupina. Jako alkoxykarbonytova skupina definovana vyse je vyhodna alkoxy-
karbonylova skupina s pfimym nebo vétvenym fetézcem majici 2 az 5 atomd uhliku, pfi¢emz
Jedté vyhodnéjsi je methoxykarbonylova skupina a ethoxykarbonylova skupina.

Slouceniny podle vynalezu Ize pfipravit zavedenim chrénici skupiny P hydroxyskupiny do pfi-
slusn€ého hydroxylového derivatu glukopyranosyloxybenzylbenzenu obecného vzorce ll, coz se
provadi béznym zpisobem. Slouceniny obecného vzorce I podle vynalezu lze napfiklad pfipravit
za pouziti derivatu glukopyranosyloxybenzylbenzenu dale uvedeného obecného vzorce Il a za
pouZiti nasledujicim postupu:

R
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kde X znamena odstupujici skupinu, jakou je napfiklad atom bromu a atom chioru; a R a P maji
stejny vyznam jako ve vy3e uvedené definici.

Prolécivo vie uvedeného obecného vzorce | lze pfipravit opatfenim hydroxyskupiny derivatu
glukopyranosyloxybenzylbenzenu vyse uvedeného obecného vzorce Il ochranou skupinou tak. ze
se uvede do reakce s ochrannym reak&nim ¢inidlem vyse uvedencého obecného vzorce NI v pFi-
tomnosti baze, jakou jsou napfiklad pyridin, triethylamin, N,N—diisopropylethylamin, pikolin,
futidin, kollidin, chinuklidin, 1.2.2,6,6—pentamethylpiperidin nebo 1,4—diazabicyklo[2.2.2]oktan
v inertnim rozpoustédle nebo za absence rozpoustédla. Jako rozpoustedlo Ize pouzit dichlor-
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methan, acetonitril, ethylacetat, diisopropylether, chloroform, tetrahydrofuran, 1.2-dimethoxy-
ethan. 1.4—dioxan, aceton, terc-butanol, smés téchto rozpoustédel apod. Reakéni teplota se zpra-
vidla pohybuje od —40 °C do refluxni teploty a reakéni doba se pohybuje od 30 min do 2 dnd,
v zavislosti na pouzitém vychozim materidlu, rozpoustédle a reakéni teploté.

Napfiklad sloueniny vyse uvedeného obecného vzorce 1l podle vynalezu, které se pouZiji jako
vychozi material u vy$e zminéného zpiisobu vyroby, lze pfipravit nasledujicim postupem:

e
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kde M znamena ochrannou skupinu pro hydroxyskupinu;

X' znamena odstupujici skupinu, jakou je napfiklad trichloracetoimidoyloxyskupina. aceioxy-
skupina, atom bromu nebo atom fluoru: jeden z Y a Z znamend MgBr, MgCl, Mgl nebo atom
lithia, zatimco druhy znamena formylovou skupinu; a R mé stejny vyznam jako ve vyse uvedené
definici.
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Zplsob 1

Slouceninu vyse uvedeného obecného vzorce VI lze ptipravit kondenzaci benzaldehydového
derivatu vySe uvedeného obecného vzorce IV s Grignardovym reakénim &inidlem nebo lithnym
reakénim inidlem vyse uvedeného obecného vzorce V, nebo kondenzaci Grignardova reakéniho
¢inidla nebo lithného reakéniho &inidla vy$e uvedeného obecného vzorce IV s benzaldehydovym
derivatem vyse uvedeného obecného vzorce V v inertnim rozpoustédle. Jako rozpoustédlo lze
pouzit tetrahydrofuran, diethylether, smési téchto rozpoustédel apod. Reakéni teplota se zpravidia
pohybuje od ~78 °C do refluxni teploty a reakéni doba se zpravidla pohybuje od 10 min do 1 dne,
v zavislosti na pouZitém vychozim materialu, rozpoustédle a reakéni teploté.

Zpisob 2

Slouéeninu vyse uvedeného obecného vzorce VII lze pfipravit podrobenim sloudeniny vyse uve-
deného obecného vzorce VI oxidaci za pouziti Dess—Martinova reakéniho ¢inidla v inertnim roz-
poustédle. Jako rozpoustédlo Ize pouzit dichlormethan, chloroform, acetonitril, smési téchto roz-
poustédel apod. Reakéni teplota se zpravidla pohybuje od 0 °C do refluxni teploty a reakéni doba
se zpravidla pohybuje od 1 h do | dne, v zivislosti na pouZitém vychozim materialu, rozpoustéd-
le a reakéni teploté.

Zpiisob 3

Slou¢eninu vyse uvedeného obecného vzorce VIII Ize pFipravit podrobenim slouéeniny vyse uve-
deného obecného vzorce VI katalytické hydrogenaci za pouiti katalyzitoru na bézi palladia,
Jakym je napfiklad palladium na pradkovém uhliku, v pfitomnosti nebo absence kyseliny, jakou
Je napfiklad kyselina chlorovodikova, v inertnim rozpoustédle, a odstranénim ochranné skupiny,
které se provadi obvyklym zptisobem, pokud to dana situace vyzaduje. P¥i katalytické hydrogena-
ci se jako rozpoustédlo pouZzije methanol, ethanol, tetrahydrofuran, ethylacetat, kyselina octova,
isopropanol, smési téchto rozpouitédel apod. Reakéni teplota se zpravidla pohybuje od teploty
mistnosti do refluxni teploty a reakéni doba se zpravidla pohybuje od 30 min do 1 dne, v zavis-
losti na pouzitém vychozim materidlu, rozpoustédle a reakéni teploté. Sloudenina vyse uvedend-
ho obecného vzorce VIII mize byt obvyklym zpisobem prevedena na siil, jakou jsou napiiklad
sodnd sil nebo draselna sil.

Zpisob 4

Slouceninu vyse uvedeného obecného vzorce VIII Ize pripravit odstranénim ochranné skupiny M
na sloudeniné vyse uvedeného obecného vzorce VII, které se provadi béznym zpiisobem, konden-
zaci vysledné slou€eniny s methylenchlorformiatem v piitomnosti baze, jakou je napiiklad tri-
ethylamin, diisopropylethylamin nebo 4—N,N-dimethylamino)pyridin v inertnim rozpoustédle
a podrobenim vysledné uhli¢itanové slouceniny redukei za pouziti redukéniho &inidla, jakym je
napiiklad borohydrid sodny. Pti kondenza&ni reakei lze jako rozpoustédlo pouzit tetrahydrofuran,
dichlormethan. acetonitril, ethylacetat, diethylether, smési téchto rozpoustédel apod. Reakéni tep-
lota se zpravidla pohybuje od 0 °C do refluxni teploty a reakéni doba se zpravidla pohybuje od
30 min do 1 dne, v zavislosti na pouzitém vychozim materidtu, rozpoustédle a reakéni teploté. PFi
redukéni reakei Ize jako rozpoustédlo pouzit smés tetrahydrofuran a vody apod. Reakéni teplota
se zpravidla pohybuje od 0 °C do refluxni teploty a reakéni doba se zpravidla pohybuje od | h do
I dne, v zavislosti na pouzitém vychozim materialu, rozpouitédle a reakéni teploté. Slouceninu
vy$e uvedeného obecného vzorce VIIE lze obvyklym zplsobem pfevést na jeji sil, jakou jsou
napfiklad sodna stl nebo draselna sil.
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Zpisob 5

Glukosid vyse uvedeného obecného vzorce X lze piipravit podrobenim benzyifenolového deriva-
tu vyde uvedeného obecného vzorce VIII nebo jeho soli glykosidaci za pouziti glykosyloveho
donoru vy3e uvedeného obecného vzorce X, jakym je napiiklad 2.3,4,6—tetra—O-acetyl-1-O—
trichloracetoimidoyl—a—D—glukopyrandza, 1.2,3.4 6—penta—O-~acetyl-3—D—glukopyrandza,
2.3.4 6-tetra—O-acetyl-a—D—glukopyranosylbromid 2 2,34, 6-tetra—O-acetyl-3-D-gluko-
pyranosylfluorid, v pfitomnosti aktiva¢niho reakéniho Cinidla, jakym je naptiklad komplex fluor:-
du boritého a diethyletheru, trifluormethansulfonat stfibroy, chlorid cini¢ity nebo trimethylsilyl-
trifluormethansulfonat, v inertnim rozpoustédle. Jako rozpoustédlo lze pouzit dichlormethan.
toluen, acetonitril, nitromethan, ethylacetat, diethylether, chloroform, smési rozpoustédel apod.
Reakéni teplota se zpravidla pohybuje od —30 °C do refluxni teploty a reakéni doba se zpravidla
pohybuje od 10 min do 1 dne, v zavislosti na pouZitém vychozim materialu, rozpoustédle
a reakéni teploté.

Zplsob 6

Derivat glukopyranosyloxybenzylbenzenu vy3e uvedeného obecného vzorce Il lze pFipravit
podrobenim glukosidu vyse uvedeného obecného vzorce X alkalické hydrolyze, pti které dojde
k odstranéni ochrannych skupin hydroxyskupin. Jako rozpoustédlo Ize pouzit vodu, methanol,
¢thanol, tetrahydrofuran, smési téchto rozpoustédel apod. a jako alkalické materidly ize pouzit
hydroxid sodny, methoxid sodny, ethoxid sodny apod. Teplota zpracovani se zpravidla pohybuje
od 0 °C do refluxni teploty a doba zpracovani se zpravidla pohybuje od 30 min do 6 h, v zavislos-
1i na pouzitém vychozim materialu, rozpoustédle a teploté Zpracovani.

Slougeniny podle vynéilezu ziskané vyse popsanymi zplisoby ptipravy lze izolovat a purifikovat
konvenénimi separaénimi prostfedky, jakymi jsou napfiklad frakéni rekrystatizace, purifikace za
pouziti chromatografie, extrakce rozpoustédlem a extrakce v pevné fazi.

Prolégiva vyie uvedeného obecného vzorce | podle vynalezu zahmuji své hydraty a solvaty s far-
maceuticky pfijatelnymi rozpoustédly, jakym je napiiklad ethanol.

Prolécivo vyie uvedeného obecného vzorce I podle vynalezu lze in vivo pievést na derivat
glukopyranosyloxybenzylbenzenu vyse uvedeného obecneho vzorce II, coz je jeho u¢inna forma,
ktera milze vykazovat vynikajici inhibi¢ni aktivitu u lidského SGLT2. Kromé toho maji prolé¢iva
vyse uvedeného obecného vzorce 1 podle vynalezu zlepSenou oralni absorpci a farmaceutické
kompozice obsahujici jako u¢innou slozku toto proléfivo maji vysokou pouzitelnost jako oralni
formulace. Protééiva podle vynalezu jsou tedy mimotadné vhodna jako ¢inidla pro prevenci nebo
1écbu choroby souvisejici s hyperglykemii, jakou je napiiklad diabetes, diabetické komplikace,
obezita apod.

Pokud se farmaceutické kompozice podle vynalezu poutiji pii praktické 1é€be, potom se pouZiji
riizné davkové formy. Ilustrativnimi pfiklady davkovych forem jsou prasky, granule, jemné gra-
nule, suché sirupy, tablety, kapsle, injekce, roztoky, masti, Zipky, zabaly apod. a lze je podavat
oralné nebo parenteralng.

Tyto farmaceutické kompozice |ze pfipravit smisenim s nebo nafedénim a rozpuiténim s vhodny-
mi farmaceutickymi aditivy, jakymi jsou napfiklad excipienty, desintegratory, pojiva, maziva,
tedidla, pufry, isotonika, antiseptika, zvlhéujici Cinidla, emulgatory, dispergacni ¢inidla, stabili-
zaéni &inidla, &inidla podporujici rozpousténi apod., a formulaci smesi ve farmaceutickém pra-
myslu béZné pouzivanymi metodami.

Pokud se farmaceutické kompozice podle vynalezu pouZiji pFi praktické 1éEbe, potom se davka
slouceniny podle vynalezu jako uginna slozka vhodné pfedepise v zdvislosti na véku. pohtavi,
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t&lesné hmotnosti a stupni pfiznaki a typu lé&by konkrétniho pacienta tak, aby leZela pfiblizné
v rozmezi od 0,1 do 1000 mg na den na dospélého &lovéka v pEipadé oralniho podani a pfiblizné
v rozmezi od 0,01 do 300 mg na den na dospélého &lov&ka v piipadé parenteralniho podani, pfi-
¢emZ denni ddvka muze byt rozdélena na nékolik dildich davek podavanych b&hem dne.

Nasledujici kontrolni piiklady, pfiklady a testovaci pfiklady provedeni vynéalezu maji pouze

tlustrativni charakter a nikterak neomezuji rozsah vynalezu, ktery je jednozna&né vymezen ptilo-
Zenymi patentovymi naroky.

Priklady provedeni vynalezu

Kontrolni piiklad 1
2—-(4-1sobutylbenzyl)fenol

Grignardovo ¢inidlo se pripravilo z 2-benzyloxy—1-brombenzenu (0,20 g), hoigiku (0,026 g),
katalytického mnoZstvi jedu a tetrahydrofuranu (1 mi) obvyklym zpisobem. Ziskané Grignardo-
vo ¢inidlo se pfidalo do roztoku 4-isobutylbenzaidehydu (0,16 g) v tetrahydrofuranu (2 ml)
a smés se 30 min michala pfi teploté mistnosti. Reak&ni smés se purifikovala sloupcovou chro-
matografii na aminopropylsilikagelu (eluéni &inidlo: tetrahydrofuran) a poskytla difenylmethano-
lovou slouceninu (0,23 g). Ziskana difenylmethanolova sloudenina se rozpustila v ethanolu (3 ml)
a koncentrované kyseliné chlorovodikové (0,1 ml). Do roztoku se ptidalo katalytického mnoZstvi
0% palladia na pradkovém uhli a smés se michala pfes noc pod vodikovou atmosférou pfi tep-
loté mistnosti. Katalyzator se odstranil filtraci a filtrat se zahustil za sniZeného tlaku. Zbytek se
purifikoval sloupcovou chromatografii na silikagelu (eluéni soustava: dichlormethan/hexan =
1:1) a poskytl 2—(4—isobutylbenzyl)fencl (0,10 g).

'"H-NMR (CDCl;) 8 mg/l: 0,89 (6H, d, J = 6,6 Hz), 1,75 ~ 1,90 (1H, m), 2,43 (2H, d, ] =72 He),
3,97 (2H, s), 4,66 (1H, 5), 6,75 - 6,85 (1H, m), 6,85 — 6,95 (1 H, m), 7,00 — 7,20 (6H, m).

Kontrolni priklad 2
2~ 4-Isopropoxybenzyl)fenol

Titutni sloudenina se ptipravila zplisobem podobnym zpisobu popsanému v kontrolnim ptikla-
du 1 za pouziti 4—isopropoxybenzaldehydu namisto 4-isobutylbenzaldehydu.

'H-NMR (CDCl;) 8 mg/l: 1,31 (6H, d, J = 6,1 Hz), 3,93 (2H, s), 4,50 (1H, heptet, J = 6,1 Hz),
4,72 (1H, s), 6,75 — 6,85 (3H, m), 6,85 — 6,95 (1H, m), 7,05 — 7,20 (4H, m).

Kontrolni ptiklad 3
2+{4-Ethoxybenzylfenol

Grignardovo Cinidlo se pfipravilo z 1-brom—4—ethoxybenzenu (1,5 g), hotiku (0,19 g), kataly-
tického mnozstvi jedu a tetrahydrofuranu (2 ml) obvyklym zplisobem. Do ziskaného roztoku
Grignardova ¢inidla se po kapkach pfidal roztok 2-benzyloxybenzaldehydu (1,1 g) v tetrahydro-
furanu (15 ml) a smés se 30 min michala pfi teploté¢ mistnosti. Do reakéni smési se pridal nasyce-
ny vodny roztok chloridu amonného (10 ml) a voda (20 ml) a smés se extrahovala ethylacetatern
(100 ml). Extrakt se proplachnul vodou (20 ml) a solankou (20 ml) a susil nad bezvodym siranem
sodnym. Potom se rozpoustédlo odstranilo za snizeného ttaku. Zbytek se purifikoval sloupcovou
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chromatografii na silikagelu (eluéni &inidlo: hexan/ethylacetat = 5:1) a poskytl difenylmethanolo-
vou slouceninu (1,7 g). Ziskana difenylmethanolova sloucenina (1,7 g) se rozpustila v ethanolu
(25 ml). Do roztoku se pfidala koncentrovana kyselina chlorovodikova (0,42 ml) a katalvtické
mnozstvi 10% palladia na praskovém uhliku a smés s¢ 18 h michala pod vodikovou atmosférou
pfi teploté mistnosti. Katalyzator se odstranil filtraci a filtrat se zahustil za sniZzeného tlaku.
Do zbytku se pridal ethylacetat (100 ml) a smés se proplachla nasycenym vodnym roztckem
hydrogenuhligitanu sodného (30 ml) a solankou (30 ml). Organické vrstva se susila nad bezvo-
dym siranem sodnym a rozpoustédlo odstranilo za sniZzeného tlaku. Zbytek se purifikoval sloup-
covou chromatografii na silikagelu (eluéni Cinidlo: hexan/ethylacetat = 8:1) a poskytl 2—(4—
ethoxybenzyl)fenol (0,85 g).

'H-NMR (CDCl;) 8 mg/1: 1,39 3H, t, J = 7,1 Hz), 3,93 (2H, 5), 4,00 (2H, q, J = 7.1 Hz), 4,72
(1H, s), 6,75 — 6,85 (3H, m), 6,85 — 6,95 (1H, m), 7,05 — 7,20 (4H, m).

Kontrolni pfiklad 4
2—(4—Ethylthiobenzyl)fenol

Grignardovo ¢inidlo se pfipravilo z 1-brom—4—ethylthiobenzenu (1,1 g}, hoftiku (0,12 g), kataly-
tického mnoZstvi jodu a tetrahydrofuranu (5 ml) obvyklym zpusobem. Do ziskaného roztoku
Grignardova &inidla se pfidal roztok 2—(methoxymethoxy)benzaldehydu (0,56 g) v tetrahydro-
furanu (12 ml) a smés se 10 min michala pfi 65 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se do
reakéni smési pridal nasyceny vodny roztok chloridu amonného (5 ml) a voda (20 ml) a smés se
extrahovala ethylacetitem (80 ml). Extrakt se proplachnul vodou (20 mi) a solankou (20 ml),
sudil nad bezvodym siranem sodnym, nagez se rozpoustédlo odstranilo za sniZeného tlaku. Zby-
tek se purifikoval sloupcovou chromatografii na silikagelu (eluéni Cinidlo: hexan/ethylacetat =
4:1) a poskytl difenylmethanolovou slou¢eninu (0,91 g). Ziskana difenylmethanolova sloudenina
(0,90 g) se rozpustila v dichlormethanu (15 ml). Do roztoku se pfidalo Dess—Martinovo ¢inidlo
(1,1,1-tris(acetyloxy)-1,1-dihydro—1,2-benziodoxol-3—(1H)-on) (1,5 g) a smés se 26 h michala
pFi 25 °C. Do reakéni smési se p¥idal diethylether (75 ml) a 1 mol/l vodného roztoku hydroxidu
sodného (30 ml), smés se bouflivé michala a organicka vrstva se separovala. Organicka vrstva se
proplachla 1 mol/l vodného roztoku hydroxidu sodného (30 ml), vodou (30 ml, 3krat) a solankou
(30 ml), susila nad bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo se odstranilo za snizeného tlaku.
Zbytek se purifikoval sloupcovou chromatografii na silikagelu (elu¢ni Cinidlo: hexan/ethylacetat
= 15:1 az 9:1 (a poskytl ketonovou slougeninu (0,82 g). Smés ziskané ketonove slouceniny
(0.81 g), monohydritu kyseliny p—toluensulfonové (0,10 g) a methanolu (14 ml) se 4 hodiny
michala pfi 60 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se reakeni smés zahustila za snizeného tlaku.
Zbytek se purifikoval sloupcovou chromatografii na silikagelu (elucni ¢inidlo: hexan/ethylacetat
= 15:1) a poskytl slougeninu zbavenou ochranné skupiny (0,69 g). Ziskana sloucenina zbaveni
ochranné skupiny (0,68 g) se rozpustila v tetrahydrofuranu (11 ml), triethylaminu (0,41 ml), do
roztoku se pridal methylchlorformiat (0,22 ml) a smés se 1 h michala pfi 25 °C. Dile se do
reak&ni smési pridal triethylamin (0,11 ml) a methylchlorformiat (0,061 ml) a smés se 30 min
michala. Reakéni smés se prefiltrovala a filtrat se zahustil za snizeného tlaku. Zbytek se rozpustil
v tetrahydrofuranu (14 ml) a vodé (7 ml), do roztoku se ptidal borohydrid sodny (0,40 g) a smés
se 7 h michala p#i 25 °C. Do reakéni smési se po kapkach pfidal 1 mol/l kyseliny chlorovodikové
(15 ml) a smés se extrahovala ethylacetdtem (75 ml). Extrakt se proplachl vodou (20 ml), nasyce-
nym vodnym roztokem hydrogenuhliitanu sodného (20 ml) a solankou (20 ml), susil nad bezvo-
dym siranem sodnym a rozpoustédlo se odstranilo za snizen¢ho tlaku. Zbytek se purifikoval
sloupcovou chromatografii na silikagelu (eluéni ¢inidlo: hexan/ethylacetat = 8:1) a poskytl 24—
ethylthiobenzyl)fenol (0.62 g).

'H-NMR (CDCls) & mg/l: 1,29 (3H, t, J = 7,3 Hz), 2,90 (2H, g, J = 7.3 Hz), 3,96 (ZH. 5), 4.62
(1H, s), 6,75 — 6,80 (1H. m), 6.85 — 6,95 (1H. m), 7.05 — 7,20 (4H, m). 7.20 - 7,30 (2H, m).
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Kontrolni pfiklad 5
2—(4-Methoxybenzyl)fenyl-2,3,4,6—tetra~O—acetyl-pB~D—glukopyranosid

Do roztoku 2—(4-methoxybenzyl)fenolu (46 mg) a 2,3,4,6-tetra—O-acetyl-1-O-trichloroaceto-

‘imidoyl-a—D—glukopyrandzy (0,13 g) v dichlormethanu (2 ml) se piidal komplex fluoridu

boritého a diethyletheru (0,033 ml) a smés se 1 h michala pfi teploté mistnosti. Reakéni smés se
purifikovala sloupcovou chromatografii na aminopropylsilikagelu (elu¢ni ¢inidlo: dichlormethan)
a poskytla 2—(4-methoxybenzyl)fenyl-2,3,4,6—tetra—O—acetyl-p—D—glukopyranosid (0,11 g).

'"H-NMR (CDCl;) & mg/t: 1,91 (3H, s), 2,03 (3H, s), 2,05 (3H, 5), 2,08 (3H, s), 3,77 (3H, s), 3,80
- 3,95 3H, m), 4,17 (1H, dd, J = 2,5, 12,2 Hz), 4,29 (1H, dd, J = 5,5, 12,2 Hz), 5,11 (1H, d,

J=7,5Hz), 5,10 — 525 (1H, m), 5,25 — 5,40 (2H, m), 6,75 — 6,85 (2H, m), 6,95 — 7,10 (5H, m),
7,10 - 725 (1H, m).

Kontrolni ptiklad 6
2—4-Methyibenzyl)fenyl-2,3 4,6-tetra—O-acetyl-p~D—glukopyranosid

Titulni slou¢enina se ptipravila zpisobem podobnym zpisobu popsanému v kontrolnim piikladu
5 za pouZiti 2—4-methylbenzyl)fenolu namisto 2—(4—-methoxybenzyl)fenolu.

'H-NMR (CDCly) 8 mg/l: 1,89 (3H, s), 2,03 (3H, s), 2,05 (3H, s), 2,07 (3H, s), 2.30 (3H, s),
3,80-395(3H, m), 4,17 (1H, dd, J = 2,5, 12,3 Hz), 4,28 (1H, dd, J = 5,5, 12,3 Hz), 5,11 (1H, d,
J=7,5Hz), 5,10-5,25 (1H, m), 5,25 - 5,40 (2H, m), 6,90 — 7,20 (8H, m).

Kontrolni ptiklad 7
2—{4-Ethylbenzyl)fenyl-2,3.4,6-tetra—()—acetyl-3—D—glukopyranosid

Tituini slou¢enina se ptipravila zpiisobem podobnym zpiisobu popsanému v kontrolnim pfikladu
5 za pouziti 2{4—ethylbenzyl)fenolu namisto 2—4—methoxybenzyl)fenolu.

'"H-NMR (CDCl3) 8 mg/l: 1,20 (3H, 1, J = 7.6 Hz), 1,87 (3H, s), 2,03 (3H, s), 2,05 (3H, s), 2,08
(3H, s), 2.60 (2H, q, J = 7.6 Hz), 3,80 — 4,00 (3H, m), 4,18 (1H, dd, J = 2.3, 12,2 Hz), 4,28 (1H,
dd, J =54, 12,2 Hz), 5,11 (1H, d, J = 7.5 Hz), 5,10 ~ 5,25 (1H, m), 5,25 — 5,40 (2H, m), 6,90 ~
7,25 (8H, m).

Kontrolni pfiklad §

2~ 4-Isobutylbenzyl)fenyl-2,3,4,6—tetra—(O—acetyl-3~D—glukopyranosid

Titulni slou¢enina se ptipravila zpisobem podobnym zpisobu popsanému v kontrolnim prikladu
3 za pouziti 2H4-isobutylbenzyl)fenolu namisto 2—(4—methoxybenzyi)tenclu.

'"H-NMR (CDCl;) & mg/1: 0,88 (6H, d, J = 6,6 Hz), 1,75 — 1,90 (1H, m), 1.87 (3H. s). 2.03 (3H.
s), 2.05 (3H. s). 2,08 (3H. s), 2,42 (2H, d, ] = 7,2 Hz), 3.80 — 3.95 (3H. m), 4.18 (1H, dd. J = 2.4,
12.3 Hz), 4.29 (1H. dd. J = 5.5. 12,3 Hz), 5,11 (IH, d, J = 7.6 Hz), 5,10 — 5,25 (1H. m), 5,25 -
5.40 (2H. m). 6,90 — 7.25 (8H, m).

-10 -
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Kontrolni pfiklad 9
2-(4-Ethoxybenzyh)fenyl-2,3,4,6-tetra-O-acety-pB-D-glukopyranosid

Titulni slougenina se pripravila zpiisobem podobnym zpisobu popsanému v kontroinim pfikladu
5 za pouziti 2—(4—ethoxybenzyl)fenolu namisto 2—<4—-methoxybenzyl)fenolu.

'H-NMR (CDCly) & mg/l: 1,39 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,91 (3H, s), 2,03 (3H, s), 2,05 (3H, 5), 2,07
(3H, s). 3,80 — 3,95 (3H, m), 3,99 (2H, q, ] = 7.0 Hz), 4,18 (1H, dd, J = 2,5, 12,3 Hz), 4.28 (1H,
dd, 1=5.6, 12,3 Hz), 5,10 (1H, d, J = 7,7 Hz), 5,15 — 5,25 (1H, m), 5,25 — 5,40 (2H, m), 6,75 —
6,85 (2H, m), 6,95 - 7,10 (5H, m), 7,10 — 7,20 (1H, m).

Kontrolni ptiklad 10
2-(4-Isopropoxybenzyl)fenyl-2,3,4,6—tetra—O-acetyl-B-D—glukopyranosid

Titulni sloudenina se pfipravila zpisobem podobnym zpisobu popsanému v kontrolnim prikladu
5 za pouZiti 2—(4—isopropoxybenzyl)fenolu namisto 2—(4-methoxybenzyl)fenolu.

'H-NMR (CDCly) 8 mg/l: 1,30 (6H, d, J = 6,0 Hz), 1.90 (3H, 5), 2,03 (3H, 5), 2.05 (3H, 5), 2,08
(3H. s), 3,80 — 3,90 (3H, m), 4,18 (1H, dd, J = 2.3, 12,3 Hz), 428 (1H, dd, ] = 5.5, 12,3 Hz), 4,48
(1H, hepten, J = 6.0 Hz), 5,10 (1H, d,J = 7,7 Hz), 5,10 - 5,25 (1H, m), 5,25 - 5.40 (2H, m), 6,70
- 6.85 (2H, m), 6,90 — 7,10 (SH, m), 7,10 - 7,20 (1 H, m).

Kontrolni piiklad 11
2—(4-Methoxybenzyl)fenyl-3—D—glukopyranosid

Methoxid sodny (28% methanolovy roztok; 0,12 ml) se piidal do roztoku 2—4-methoxybenzyl)-
fenyl-2,3,4,6—tetra~O-acetyl-B-D—glukopyranosidu (0,11 g) v methanolu (4 ml) a smés se
30 min michala pfi teploté mistnosti. Rozpoustédlo se odstranilo za sniZeného tlaku. Zbytek se
purifikoval sloupcovou chromatografii na silikagelu (eluéni Cinidlo: dichlormethan/methanol =
10:1) a poskytl 2—(4-methoxybenzyl)fenyl-B-D-glukopyranosid (65 mg).

'H-NMR (CD-0OD) & mg/!: 3.35 — 3,55 (4H, m), 3,69 (1H. dd, J = 5,1, 12,1 Hz), 3.73 (3H, s).
3.80 — 4,00 (2H, m), 4,03 (1H, d, J = 15,1 Hz), 491 (1H, d, J = 7.4 Hz), 6,75 — 6.85 (2H. m), 6.85
— 6,95 (1H, m), 6,95 — 7,10 (1H, m), 7,10 — 7,20 (4H, m).

Kontrolni pfiklad 12

2—(4-Methylbenzyl)fenyl-{3-D—glukopyranosid

Titulni slouenina se piipravila zpisobem podobnym zpiisobu popsanému v kontrolnim pfikladu
11 za pouZiti 2—(4—methylbenzyl)fenyl-2,3.4,6-tetra—O-acetyl-B—D-glukopyranosidu namisto
2—(4-methoxybenzyl)fenyl-2,3,4,6-tetra—(}-acety |-3—D—glukopyranosidu.

'H-NMR (CD:0D) & mg/l: 2,27 (3H, s), 3,35 - 3,55 (4H, m), 3,69 (1H, dd. J = 5.2, 12,0 Hz),

3.80 - 3.90 (1H. m), 3,94 (1H, d. J = 15,0 Hz), 4,05 (1H, d, ] = 15.0 Hz), 4,85 — 4,95 (IH. m),
6.85 - 6.95 (1H, m), 6,95 - 7.20 (7TH, m).

-11 -
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Kontrolri piiklad 13
2—(4-Ethylbenzyl)fenyl{3—D—glukopyranosid

Titulni siou¢enina se ptipravila zplisobem podobnym zpiisobu popsanému v kontrolnim pfikladu
11 za pouziti 2—(4—ethylbenzyl)fenyl-2,3,4,6-tetra—O-acetyl-3—D—glukopyranosidu namisto 2—
(4-methoxybenzyl)fenyl-2.3.4,6-tetra—O-acetyl-p-D-glukopyranosidu.

'"H-NMR (CD:OD) & mg/l: 1,15 ~ 1,25 (3H, m), 2,50 — 2,65 (2H, m), 3,35 — 3,55 (4H, m), 3,65 —
3,75 (1H, m), 3,80 — 4,00 (2H, m), 4,06 (1H, d, J = 14,9 Hz), 4,85 — 5,00 (1H, m), 6,85 — 7,00
(1H, m), 7,00 — 7,20 (7H, m).

Kontrolni piiklad 14
2—~(4-Isobutylbenzyl)fenyl-3-D-glukopyranosid

Titulni sloudenina se piipravila zpiisobemn podobnym zpiisobu popsanému v kontrolnim pfikladu
11 za pouziti 2(4—isobutylbenzyl)fenyl-2,3,4,6—tetra—(-acetyl-B—D—glukopyranosidu namisto
2—«(4-methoxybenzyl)fenyl-2,3,4,6—tetra—O—-acetyl-3-D~glukopyranosidu.

'H-NMR (CD;0D) & mg/I: 0,80 — 0,95 (6H, m), 1,70 — 1,90 (1H, m), 2,41 (2H, d, J = 7,1 Hz),
3,30 - 3,55 (4H, m), 3,60 — 3,75 (1H, m), 3,80 — 3,95 (1H, m), 3,95 (1H, d, J = 15,0 Hz), 4,06
(1H,d,J=15,0 Hz), 4,85 - 4,95 (1H, m), 6,80 — 7,20 (8H, m),

Kontrolni ptiklad 15

2—(4-Ethoxybenzyl)fenyl-3—D—glukopyranosid

Tiwlni sloucenina se pfipravila zplsobem podobnym zplisobu popsanému v kontrolnim piikladu
Il za pouiiti 2—(4—ethoxybenzyl)fenyl-2,3,4,6—tetra~O-acetyl—{3—D—glukopyranosidu namisto
2—(4—methoxybenzyl)fenyl-2,3,4,6-tetra—O-acetyl-3—D—glukopyranosidu.

'H-NMR (CD;OD) & mg/l: 1,35 (3H, t, J = 6,8 Hz), 3,35 — 3,55 (4H, m), 3,60 — 3,75 (1H, m),
3.80 - 4,10 (5H, m), 490 (1H, d, J = 7,1 Hz), 6,70 — 6,85 (2H, m), 6,85 — 6,95 (1H, m), 7,00 -
7,20 (5H, m).

Kontrolni piiklad 16

2(4-1sopropoxybenzyt)fenyl-3—D-glukopyranosid

Titulni slougenina se ptipravila zpisobem podobnym zpisobu popsanému v kontrolnim prikladu
11 za pouziti 2—(4-tsopropoxylbenzyh)fenyl-2.3.4,6—tetra—(-acetyl-3-D—glukopyranosidu na-
misto 2—(4-methoxybenzyl)tenyl-2,3,4,6-tetra—(-acetyl-B—D-glukopyranosidu.

'H-NMR (CD;0D) 8 mg/l: 1,27 (6H, d, J = 6,0 Hz), 3.35 — 3,55 (4H, m), 3,69 (1H, dd, J = 5.4,
12,1 Hz), 3,88 (1H, dd, J = 2,0, 12,1 Hz), 3,91 (IH, d, J = 15,0 Hz), 4,02 (1H, d, } = 15,0 Hz),

4,51 (1H, heptet, J = 6,0 Hz). 4,91 (1H, d, J = 7,7 Hz), 6.70 — 6,85 (2H, m), 6.85 — 6.95 (1 H, m),
7,00 - 7,10 (1H, m), 7,10 — 7,20 (4H, m).
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Kontrokni piiklad 17
2-(4-Ethylthiobenzyl)fenyl-f—D-glukopyranosid

Do roztoku 2—(4—ethylthiobenzyl)fenolu (0,51 g) a 1.2,3,6-penta—O-acetyl-3—D—glukopyranosy
(2.4 g) vtoluenu (6,3 ml) a dichlormethanu (2,7 ml} se ptidal komplex fluoridu borit¢ho
a diethyletheru (0,78 ml) a smés se 9 h michala pfi teploté mistnosti. Do reaktni smési se pridal
ethylacetat (70 ml) a nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (25 mi) a organicka
vrstva se separovala. Organicka vrstva se proplachla solankou (25 ml), susila nad bezvodym sira-
nem sodnym a rozpoustédlo se odstranilo za snizeného tlaku. Zbytek se rozpustil v methanolu
(10,5 ml), do roztoku se pfidal methoxid sodny (28% methanolovy roztok; 0,08 ml) a smés se
18 h michala pfi 25 °C. Do reakéni smési se ptidal ethylacetat (75 ml) a voda (20 ml) a organicka
vrstva se separovala. Organicka vrstva se proplachla solankou (20 ml), susila nad bezvodym sira-
nem sodnym a rozpoustédlo se odstranilo za snizeného tlaku. Zbytek se purifikoval sloupcovou
chromatografii na silikagelu (elu¢ni ¢inidlo: dichlormethan/methanol = 10:1). Rozpoustedlo se
odstranilo za snizeného tlaku, do zbytku se pridal diethylether a vyslednd srazenina se jimala fil-
traci. Ziskana bezbarva pevna litka se proplachla diethyletherem a po vysuleni za sniZzen¢ho
tlaku poskytla 2—(4—ethylthiobenzyl)fenyl-3—D—glukopyranosid (0,51 g).

'"H-NMR (CD;OD) 8 mg/l: 1,24 (3H, t,J = 7.3 Hz), 2,28 ~ 2,88 (2H, q, J = 7,3 Hz), 3,35 — 3,55
(4H, m), 3,69 (1H,dd, J = 5,0, 12.2 Hz), 3,88 (1H, dd, J = 2,0, 12,2 Hz), 3,95 (1H, d, J =
15.1 Hz), 4,08 (LH, d, J = 15,1 Hz), 491 (1H, d, J = 7.3 Hz), 6,85 — 7,00 (1H, m), 7,00 - 7,10
(1H, m), 7.10 — 7,30 (6H, m).

Ptiklad |
2—(4-Methoxybenzy!)fenyl-6—O-ethoxykarbonyl-p-D-glukopyranosid

Do roztoku 2—(4-methoxybenzyl)fenyl-3-D—glukopyranosidu (0,075 g) ve 2.4.6-trimethyl-
pyridinu (2 ml) se pridal pfi teploté mistnosti ethylchlorformiét (0,04 mi). Po 16 h michani smési
pii teploté mistnosti se do reakéni smési pfidal nasyceny vodny roztok kyseliny citronove a smeés
se extrahovala ethylacetatem. Extrakt se proplachl vodou a vysusil nad bezvodym siranem hofec-
natym a rozpoustédlo odstranilo za snizeného tlaku. Zbytek se purifikoval preparativni chromato-
grafii na tenké vrstvé na silikagelu (eluéni ¢inidlo: dichlormethan/methanol = 10:1) a poskytl
amorfni 2—(4—methoxybenzy)fenyl-6-O-ethoxykarbonyl-3-D--glukopyranosid (0,032 g).

'"H-NMR (CD;OD) & mg/k: 1.23 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3,30 — 3,65 (4H, m), 3,74 (3H, s), 3,93 (1H,
d. J = 15.1 Hz), 4,02 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,05 — 4,20 (2H, m), 4.29 (IH, dd, J=6,4, 11,7 Hz),
445 (1H, dd, J = 2.2, 11,7 Hz), 4.89 (1H, d, J = 7.4 Hz), 6,75 — 6.85 (2H, m), 6,85 — 7,05
(2H, m). 7.05 — 7.2 (4H, m).

Ptiklad 2

2-(4-Methoxybenzyl)fenyl--6-O—ethoxykarbonyl-B—D-glukopyranosid

Tituini slouenina se piipravila podobnym zptsobem, jakym byl popsan v piikladu 1 za pouziti
methylchlorformiatu namisto ethylchlorformiatu.

'H-NMR (CD:0D) & mg/l: 3,30 — 3,65 (4H, m), 3,71 (3H, s), 3.74 (3H, s), 3.93 (IH. d,
1=15.1 Hz), 401 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,30 (1H, dd, J = 6,4, 11,7 Hz), 445 (1H, dd. J = 2.1,
11,7 Hz), 4.89 (1H, d. J = 7.4 Hz), 6,75 - 6,85 (2H, m), 6,85 — 7,05 (2H, m), 7,05 — 7.20 (4H. m).
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Piiklad 3
2—{4-Methoxybenzyl)fenyl-6—0—[2—(methoxy)ethyloxykarbonyl-3-D-glukopyranosid

Titulni slouéenina se pfipravila podobnym zpisobem, jakym byl popsan v prikladu | za pouziti
2—{methoxy)ethylchlorformiatu namisto ethylchlorformiatu.

'"H-NMR (CD:0D) & mg/l: 3,30 — 3,65 (9H, m), 3,74 (3H, s), 3,92 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,02
(1H, d, J = 15,1 Hz), 4,10 — 4,25 (2H, m), 4,30 (1H, dd, J = 6,3, 11,7 Hz), 4,47 (1H, dd, J = 2,1,
11,7 Hz), 4,89 (1H, d, ] = 7.4 Hz), 6,70 — 6,85 (2H, m), 6,85 — 7,05 (2H, m), 7,05 — 7,20 (4H, m).

Piiklad 4
2~(4-Methoxybenzyl)fenyl-6—O-hexanoyl—~D—glukopyranosid

Do roztoku 2—{4-methoxybenzy)fenyl-3—D-glukopyranosidu (0,10 g) v 2,4,6—trimethylpyridinu
(2 ml) se pti 0 °C ptidal hexanoylchlorid (0,072 g) a smés se 3 h michala. Do reak&ni smési se
pfidal 10% vodny roztok kyseliny citronové a smés se extrahovala ethylacetatem. Organicka vrst-
va se proplachla 10% vodnym roztokem kyseliny citronové a solankou. Organicka vrstva se
vysusila nad bezvodym siranem hofecnatym a rozpoustédlo odstranilo za snizeného tlaku. Zbytek
se purifikoval preparativni chromatografii na tenké vrstvé na silikagelu (eluéni ¢inidlo: dichlor-
methan/methanol = 10:1) a poskytl 2—(4-methoxybenzyl)fenyi—6—(O-hexanoyl-B-D—glukopyra-
nosid (0,030 g).

'H-NMR (CD;0D) & mg/!l: 0,80 — 0,95 (3H, m), 1,20 — 1,35 (4H, m), 1,50 — 1,6 (ZH, m), 2.25 -
2,35 (2H, m), 3,30 ~ 3,65 (4H, m), 3,74 (3H, s), 3,93 (1H, d, J= 15,1 Hz), 4,01 (I1H, d,] =

15.1 Hz), 4,22 (1H, dd, } = 6,7, 11,8 Hz), 4,42 (IH, dd, J = 2.2, 11,8 Hz), 4,85 — 4,95 (1H, m).
6,75 — 6,85 (2H, m), 6.85 — 7,05 (2H, m), 7,05 — 7,20 (4H, m).

Priklad 5

2—~(4-Methoxybenzyl)feny l-6—O-propionyl-3—D—glukopyranosid

Titulni slou¢enina se pfipravila podobnym zpiisobem, jakym byl popsan v pfikladu 4 za pouZiti
propionylchloridu namisto hexanoylchloridu.

'"H-NMR (CD;0OD) 8 mg/l: 1,08 (3H, t, ] = 7,6 Hz), 2,25 — 2,40 (2H, m), 3,30 — 3,55 (3H, m),
3.55 - 3,65 (14, m), 3,74 (3H, s), 3,93 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,01 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,23 (1H,

dd, J = 6.7, 11.8 Hz), 4,40 (1H, dd, J = 2,1, 11,8 Hz), 4,85 — 4,95 (1H, m), 6,75 — 6,85 (2H, m),
6.85 - 7,05 (2ZH, m), 7,05 — 7,20 (4H, m).

Priklad 6
2+{4-Methoxybenzyl)fenyl-6—O-butyryl-3—D-glukopyranosid

Titulni slougenina se ptipravila podobnym zpisobem, jakym byl popsan v piikladu 4 za pouziti
butyrylchloridu namisto hexanoylchloridu.

'H-NMR (CD:0OD) 5 mg/l: 0.90 (3H. t, J = 7.4 Hz}, 1,50 — 1,70 (2H, m), 2,20 — 2,35 (2H, m),
3,30 — 3,65 (4H. m}, 3,74 (3H. 5), 3,93 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,01 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,22 (1H,
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dd, ] = 6.7, 11.8 Hz), 4,42 (14, dd, J = 2.2, 11,8 Hz), 4,85 — 4,95 (1H. m), 6.75 - 6.85 (2H. m),
6.85 — 7,05 (2H, m), 7,05 — 7.20 (4H, m).

Ptiklad 7
2-(4-Methoxybenzy|)fenyl-6—O-acety|l-3—D—glukopyranosid

Titulni sloudenina se piipravila podobnym zpisobem, jakym byl popsan v piikladu 4 za pouZiti
acetylchloridu namisto hexanoylchtoridu.

"H-NMR (CD;0D) § mg/l: 2,02 (3H, s), 3,30 — 3,65 (4H, m), 3,74 (3H, 5), 3,93 (1H,d, ] = 15,1
Hz), 4,01 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4.24 (1H, dd. J = 6,5, 11,9 Hz), 4,38 (1H, dd, J = 2.2, 11,9 H2),
4.85—495 (1H, m), 6,75 — 6,85 (2H, m), 6,85 — 7,05 (2H, m), 7,05 — 7.20 (4H, m).

Priklad 8
2—(4-Methoxybenzyl)fenyl-6-O-isobutyryl-B—D—glukopyranosid

Titulni sloudenina se pripravila podobnym zpiisobem, jakym byl popsan v piikladu 4 za pouZiti
isobutyrylchloridu namisto hexanoylchloridu.

'"H-NMR (CD-0D) & mg/t: 1,11 (3H, t,J = 7,0 Hz), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 2,45 - 2.60 (1H,
m), 3,30 — 3,65 (4H, m), 3,74 (3H, s), 3,93 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,00 (I1H, d, J = 15,1 Hz), 4,19
(1H. dd, } = 6,9, 11,8 Hz), 4,43 (1H, dd, J=2,1, 11,8 Hz), 4,85 - 4,95 (1H, m), 6,75 - 6,85 (2H,
m), 6,85 — 7,05 (2H, m), 7.05 — 7,20 (4H, m).

Priklad 9
2—{4-Methoxybenzy)fenyl-6—O-ethylsukcinyl-B—D—glukopyranosid

Titulni sloudenina se pfipravila podobnym zpfisobem, jakym byl popsan v ptikladu 4 za pouZiti
ethylsukcinylchloridu namisto hexanoylchloridu.

'H-NMR (CD;0D) & mg/i: 1,19 3H, t, J = 7.1 Hz), 2,50 - 2,70 (4H, m), 3,30 — 3,65 (4H. m),
3,74 (3H, s), 3,93 (1H, d, ] = 15,1 Hz), 4,02 (1H; d, ] = 15,1 Hz), 4,03 (2H, q, J = 7.1 Hz), 4,22
(1H, dd, J = 6,7, 11,8 Hz), 4.44 (I1H, dd, J = 2,1, 1 1,8 Hz), 4,85 - 4,95 (1H, m), 6,75 — 7.25 (8H.
m).

P#iklad 10
2—(4-Methoxybenzy)fi enyl-6—()—isopropoxykarbonyl-8-D-glukopyranosid

Do roztoku isopropanolu (0,12 g) v 2,4,6—trimethylpyridinu (2 ml) se pti 0 °C pfidal trifosgen
(0,022 g) a smés se | h michala. Potom se do reakini smési se pfidal 2—(4—methoxybenzyl)fenyl-
p—D-glukopyranosid (0,075 g) a smés se pfi teploté mistnosti michala pies noc. Do reakéni smési
se pridal 10% vodny roztok kyseliny citronové a smés se extrahovala ethylacetatem. Organicka
vrstva se proplachla 10% vodnym roztokem kyseliny citrénové a vodou, susila nad bezvodym
siranem hofecnatym a rozpoustédlo se odstranilo za snizeného tlaku. Zbytek se purifikoval prepa-
rativni chromatografii na tenké vrstvé na sitikagelu (eluéni Cinidlo: dichlormethan/methanol =

- 15 -




CZ 303544 Bé

10:1) a poskytl 2-{4-methoxybenzyl}-fenyl-6-O—isopropyloxykarbonyl—3~D-glukopyranosid
(0,024 g).

'H-NMR (CD,OD) 5 mg/l: 1,21 (3H, d, 1 = 6,3 Hz), 1,23 (3H, d, ] = 6,3 Hz), 3,30 - 3,6 (4H, m),

5 3,74 (3H,s), 3,93 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,02 (1H, d, J = 15,1 Hz), 4,28 (1H, dd, ] = 6,4, 11,7 Hz),
4,43 (IH, dd, ] =2,2, 11,7 Hz), 4,70 — 4,85 (1H, m), 4,85 — 4,95 (1H, m), 6,75 — 7,20 (8H, m).

Piiklad 11 aZ 22

Slouceniny uvedené v nasledujici tabulce 1 se pfipravily podobnym zpisobem, jaky byl popsan
v piikladu | nebo 2 za pouziti slouéeniny ziskané v kontrolnich piikladech 12 az 17.

"
-
PO 00
H/CMOH
OoH
5
Tabulka 1
Pfiklad R P
11 Methyl Ethoxykarbonyl
12 Methyl Methoxykarbonyl
13 Ethyl Ethoxykarbonyl
14 Ethyl Methoxykarbonyl
15 Isobutyl Ethoxykarbonyl
16 Isobutyl Methoxykarbonyl
17 Ethoxy Ethoxykarbonyl
18 Ethoxy Methoxykarbonyl
19 Isopropyl Ethoxykarbonyl
20 isopreopyl Methoxvkarbonyl
21 Ethylthio Ethoxykarbonyl
" 22 Ethylthio Methoxykarbonyl

Testovact piiklad |
25 Test inhibi¢niho a¢inku na aktivitu lidského SGLT2
1) Konstrukce plasmidového vektoru exprimujiciho lidsky SGLT2

Pfiprava ¢cDNA knihovny pro PCR amplifikaci se provadela reverzni transkripci celkové RNA
30 ziskané z lidské ledviny (Ori gene) soligo dT jako primerem, za pouziti SUPERSCRIPT
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Preamplification System (Gibco~BRL: LIFE TECHNOLOGIES). DNA Fragment kodujici lidsky
SGLT?2 se amplifikoval Pfu DNA polymerazu (Stratagene) pouzivajici PCR reakci, ve které se
jako templat pouzila vyie popsand cDNA knihovna lidskych ledvin a jako primery se pouzily
nasledujici oligonukleotidy 0702F a 0712R prezentované jako sekventni Cislo |, respektive 2.
Amplifikovany DNA fragment se ligoval do pCR-Blunt (Invitrogen), tj. do vektoru pro klonova-
ni, za pouziti standardni metody po dany kit. Kompetentni butika Escherichia coli HB101 (Toyo-
bo) se transformovala za pouziti obvyklé metody a nasledna selekce transformanti se provadéla
na LB agarovém médiu obsahujicim 50 pg/ml kanamycinu. Po extrakci plasmidové DNA a po
jeji purifikaci z jednoho z transformantt se provedla amplifikace DNA fragmentu kodujiciho lid-
sky SGLT2. Pomoci Pfu DNA polymerazu (Stratagene) pouZivajici PCR reakce, ve které se jako
primery pouzily nasledujici oligonukleotidy 0714F a 0715R prezentované jako sekvenéni ¢islo 3.
respektive 4. Amplifikovany DNA fragment se digeroval restrikénimi enzymy Xho 1 a Hind I
a nasledné purifikoval Wizard Purification System (Promega). Tento purifikovany DNA frag-
ment se inzertoval v odpovidajicich nasobnych klonovacich mistech pcDNA3.1 (-) Myc/His-B
(Invitrogen), tj. vektoru pro expresi fizniho proteinu. Kompetentni bufika Escherichia coli
HB101 (Toyobo) se transformovala obvyklou metodou a nasledné selekce transformantu se pro-
vadéla na LB agarovém médiu obsahujicim 100 pg/ml ampicillinu. Po extrakei plasmidove DNA
a po jeji purifikaci z tohoto transformantu se analyzovala sekvence bazi DNA fragmentu inzerto-
vaného na nasobna klonovaci mista pcDNA3.1 (=) Myc/His—B. Tento klon mél jednobazickou
substituci (ATC, které koduji isoleucin—433, byly nahrazeny GTC), v porovnani s lidskym
SGLT?2, ktery zaznamenal Wells a kol. (Am. J. Physiol., sv. 263, str. 459 az 465 (1992)). Nasled-
né se ziskal klon, ve kterém valin nahradil isoleucin—433. Tento plasmidovy vektor exprimujici
lidsky SGLT2, ve kterém je peptid prezentovany jako sekvencni &islo 5 navdzan na karboxylovy
koncovy alaninovy zbytek, byl oznacen jako KL29.

Sekvenéni €&islo ATGGAGGAGCACACAGAGGC

1
Sekven¢ni ¢&islo 2 GGCATAGAAGCCCCAGAGGA
3

Sekvené&ni ¢&islo AACCTCGAGATGGAGGAGCACACAGAGGC

Sekvenéni &islo 4 AACAAGCTTGGCATAGAAGCCCCAGAGGA

Sekvenéni &islo 5 KLGPEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH

2) Ptiprava bunék prechodné exprimujicich lidsky SGLT2

KL29, tj. plasmid kodujici lidsky SGLT2, se transfektoval do COS-7 bunék (RIKEN CELL
BANK RCBO0539) elektroporaci. Elektroporace se provadéla pomoci GENE PULSER 11 (Bio—
Rad Laboratories) za nasledujicich podminek: 0,290 kV. 975 uF, 2x 10° bunék COS-7 a 20 pug
KL29 v 500 ul OPTI-MEM I média (Gibco-BRL: LIFE TECHNOLOGIES) v 0,4cm typu kyve-
ty. Po pienosu genu se buiiky sklidily odstfed’'ovanim a resuspendovaly pomoci OPTI-MEM |
média (1 p/kyveta). Do kazdé jamky 96jamkové plotny se umistilo 125 ul této bunééné suspen-
ze. Po celonoéni kultivaci pfi 37 °C za 5% CO» se do kazdé jamky ptidalo 125 ul DMEM média,
které obsahovalo 10 % fetalniho bovinniho séra (Sanko Jyunyaku), 100 jednotek/ml natrium
penicillinu G (Gibco-BRL: LIFE TECHNOLOGIES) a 100 ug/ml streptomycin sulfatu (Gibco—
BRL: LIFE TECHNOLOGIES). Po kultivaci, ktera trvala do nasledujiciho dne, se tyto buriky
pouzily pro méteni inhibiéni aktivity proti absorpei methyl-a—D—glukopyranosidu.

3) Méieni inhibini aktivity proti absorpci methyl—a-D-glukopyranosidu
Potom, co se testovaci slouenina rozpustila v dimethylsulfoxidu a natedila absorpénim pufrem
(hodnota pH 7.4, pufr obsahoval 140 mM chloridu sodného, 2 mM chloridu draselného, | mM

chloridu vapenatého, 10 mM kyseliny 2-[4—~(2-hydroxyethy!)~1-piperazinyi]ethansulfonove
a 5 mM tris(hydroxymethyl)aminomethanu), pfi¢emz kazdé nafedéni se pouzilo jako testovaci
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vzorek pro mefeni inhibi¢ni aktivity. Po odstranéni média z COS—7 buné&k prechodné exprimu-
Jicich lidsky SGLT?2 se do kaZdé jamky ptidalo 200 pl pufru pro pfedbézné oSetieni (hodnota pH
7.4, pufr obsahoval 140 mM cholinchloridu, 2 mM chloridu draselného, 1 mM chloridu vépena-
tého, | mM chloridu hofeénatého, 10 mM kyseliny 2—[4-(2~hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethan-
sulfonové a 5 mM tris(hydroxymethyl)aminomethanu) a buiiky se 10 min inkubovaly pii 37 °C.
Po odstranéni pufru pro predbézné oletfeni se opét piidalo 200 ul stejného pufru a buiky se
10 min inkubovaly pti 37 °C. Pufr pro méfeni se pfipravil pfidanim 7 pl methyl-a—D—(U-14C)-
glukopyranosidu (Amersham Pharmacia Biotech) do 525 ul pfipraveného testovaciho vzorku.
Pro kontrolni a¢ely se pripravil i pufr pro méfeni bez testované slouceniny. Podobnym zpiisobem
se pro odhad zdkladni absorpce pii absenci testované slouteniny a sodiku p¥ipravil pufr pro méfe-
ni zakladni absorpce, ktery obsahoval namisto chloridu sodného 140 mM cholinchloridu.
Po odstranéni pufru pro piedbézné osetfeni se do kazdé jamky pfidalo 75 ul pufru pro méteni
a buiiky se 2 h inkubovaly pfi 37 °C. Po odstranéni pufru pro méfeni se do ka?dé jamky piidalo
a bezprostfedné potom odstranilo 200 ul proplachovaného pufru (hodnota pH 7,4, pufr obsahoval
140 mM cholinchloridu, 2 mM chloridu draselného, 1 mM chloridu vapenatého, 1 mM chioridu
hoFecnatého, 10 mM methyl-a—D-glukopyranosidu, 10 mM kyseliny 2—[4~+2-hydroxyethyl)-1—
piperazinyl]ethansulfonové a 5 mM tris(hydroxymethyl)aminomethanu). Po dvou dal3ich pro-
plachnutich se buiiky solubilizovaly pfidanim 75 pl 0,2N roztoku hydroxidu sodného do kazdé
Jamky. Potom se bunééné lyzaty pfemistily do PicoPlate (Packard) a piidalo se 150 ul Micro-
Scint—40 (Packard), nacez se pomoci mikroplotného scintilagniho &itate TopCount (Packard)
zméfila radioaktivita. Rozdil v absorpci se ziskal jako 100% hodnota odeétem radioaktivity pfi
zakladni absorpci od radioaktivity pfi kontrolnim méfeni a nasledné se z k¥ivky koncentrace—
inhibice vypodetly metodou nejmensich &tverca koncentrace, pii kterych se dosahlo 50% inhibice
absorpce (hodnota [Csp). Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce 2,

Tabulka 2
Testovana sloudenina ICsq hodnota (nM)
Kontrolni priklad 11 350
Kontrolni pfiklad 12 450
Kontrolni pfiklad 13 140
Kontrolni pfiklad 14 500
Kontrolni priklad 15 330
Kentrolni pfiklad 16 370
Kontrolni prfiklad 17 110

Testovaci piiklad 2

Test oralni absorbovatelnosti

1) Ptiprava vzorki pro méfeni koncentrace G1¢inné latky po intravendzni injekei do ocasni zily
Jako testovaci zvifata se pouzily SD krysy (CLEA JAPAN, INC., samectci, 5 tydn(i stafi, 140 az
170 g), které se nechaly pfes noc hladovét. 60 mg Testované slouceniny se suspendovalo nebo
rozpustilo v 1,8 ml ethanolu a nasledné se rozpustily pfidanim 7,2 ml polyethylenglykolu 400

a 9 ml solného roztoku za vzniku 3,3 mg/ml roztoku, Zjistila se télesna hmotnost krys, nadez se
roztok testované sloudeniny intravenozné injektoval do ocasni Zily krys, které nebyly anestetiko-
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vany, v davee 3 mi/kg (10 mg/kg). Pro intravenézni injekei do ocasni 2ily se pouZila injekéni
jehla 26 G a Iml injekeni stitkagka. Casy pro odbér krve byly 2, 5, 10, 20, 30, 60 a 120 min po
aplikaci intravendzni injekce do ocasni zily. Krev se odstiedila a plasma se pouZila jako vzorek
pro méfeni koncentrace 0¢inné latky v krvi.

2) Pfiprava vzorkil pro méfeni koncentrace G¢inné latky po oralnim podani

Jako testovaci zvifata se pouzily SD krysy (CLEA JAPAN, INC., sameéci, 5 tydni stafi, 140 az
170 g), které se nechaly pres noc hladovét. Testovana slougenina se suspendovala nebo rozpustila
v 0,5% roztoku natrium-karboxymethylcelulézy v koncentraci | mg/ml aginné formy. Po zjisténi
télesné hmotnosti krys se krysdm oraln& podala vyse popsana kapalina obsahujici testovanou
slouceninou v davee 10 mi/kg (10 mg/kg aktivni formy). Oralni podani se provadélo pomoci
#aludeéni sondy a 2,5ml injekéni stiikatky. Vzorky krve se odebiraly 15, 30, 60, 120 a 240 min
po oralnim podani. Krev se odstfedila a plasma se pouzila jako vzorek pro méfeni koncentrace
aéinné latky v krvi.

3) Méfeni koncentrace ucinné latky

Do 0,1 ml plasmy ziskané ve vyse uvedenych odstavcich 1) a 2), se jako vniténi standard pfidal
| pg 2—(4-ethoxybenzyl)fenyl-p—D—glukopyranosidu popsaného v kontrolnim piikladu 15, na-
ez se piidanim 1 ml methanolu provedla deproteinizace. Po odstfedéni se methanolova fize pod
proudem dusiku odpafila do sucha. Zbytek se rozpustil ve 300 pl mobilni faze a do HPLC se
vstiiklo 30 pi alikvotniho podilu tohoto roztoku. Koncentrace (i¢inné latky v plasmé se analyzo-
vala HPLC metodou za nize uvedenych podminek.

Kolona: Inertsil ODS-2 (4,6 x 250 mm);

mobilni faze: acetonitril/10 mM fosfatového pufru (hodnota pH 3,0) = 25:75 (obj./obj.);
teplota kolony: 50 °C;

pritok: 1,0 ml/min;

vlnova délka pro méfeni: UV 232 nm.

Po piidani | ng 2—(4—ethoxybenzyl)fenyl-B-D—glukopyranosidu popsaneho v kontrolnim prikla-
du 15 jako vnitfniho standardu a jednotlivych koncentraci (1,0, 0,5, 0.2, 0,1, 0,05 a 0,02 pg) 2—
(4-methoxybenzyl)fenyl-p-D—glukopyranosidu popsaného v kontrolnim piikladu 11 do 0,1 ml
&isté plasmy se provedla vy$e popsana operace a nasledné se pfipravila standardni kFivka.

Plocha pod kiivkou koncentrace v plasmé&/&as pro intravenézni injekei do ocasni Zily a pro oralni
podani testované sloudeniny se stanovila pomoci WinNonlin Standard vyrobeného spolecnosti
Pharsight Corporation z koncentraci v plasmé, v kazdém okamziku, ziskanych z HPLC, nacez se
za pouziti nasledujici rovnice vypocetla biologicka dostupnost (%o). Vysledky jsou shrnuty v niZe
uvedené tabulce 3.

biologicka dostupnost (%) =

plocha pod k¥ivkou koncentrace v plasmé/¢as pro oralni podani
x 100

plocha pod ktivkou koncentrace v plasmé/¢as pro intravenozni
injekci do ocasni Zily
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Tabulka 3
Testovana sloufenina Biologicka dostupnost{%)
Priklad 1 46
Priklad 4 6l
Kontrolni ptiklad 11 15

Testovaci pfiklad 3
Test 0&inku usnadilyjiciho urindlni vylu¢ovani glukozy

Jako testovaci zvifata se pouzily SD krysy (SLC. Inc., samegci, 8 tydni stafi, 270 az 320 g), které
nebyly na la¢no. Testovana sloucenina se suspendovala v 0,5% roztoku karboxymethylu a pfi-
pravila se 0,3, 1 a 3 mg/ml suspenze. Po zji§téni té&lesné hmotnosti krys se testovana suspenze
orilné podala v davce 10 ml/kg (3, 10 a 30 mg/kg). Pro kontrolni udely se ordln& podal v davce
10 ml’kg samotny 0,5% roztok natriumkarboxymethylicelulozy. Oralni podani se provadélo
pomoci Zaludedni sondy a 2,5ml injekéni stfikacky. Pocet zvifat v jedné skupiné byl 5 nebo 6.
Odbér moci se provadél v metabolické kleci po ukonéeni oralniho podani. Odbér moti se provedl
24 h po ordlnim podani. Po ukonéeni odbéru moéi se objem moéi zaznamenal a zméfila se kon-
centrace glukézy v modi. Koncentrace glukézy se méfila pomoci kitu pro laboratorni test: Gluco-
se B—Test WAKO (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Mnozstvi glukézy vyluéované v moé&i
béhem 24 h na 200 g télesné hmotnosti se vypoéetlo z objemu moéi, koncentrace glukdzy v moéi
a télesné hmotnosti. Vysledky shrnuje nasledujici tabulka 4.

Tabulka 4
Testovana Davka Mnozstvi glukdzy vylulované v moci
slougenina (mg/kg) (mg/24 h-200 g té&lesné hmotnosti)
3 52
Priklad 1 iQ 233
L 30 513

Testovaci ptiklad 4
Test akutni toxicity

Ctyfi tydny stafi same&ci ICR mysi (CLEA JAPAN, INC. 22 az 28 g. 5 zvifat v kaZdé skuping)
se nechali 4 h hladovét, nadez se jim oralné podala v ddvce 10 ml/kg (600 mg/kg) 60 mg/ml sus-
penze testované slouceniny v 0,5% roztoku karboxymethylcelulézy. Do 24 h po podani nebylo
pozorovano zadné umrti, viz nasledujici tabulka 5.
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Tabulka 5

Testovana sloudenina Pocet umrti

Priklad 1 /5

Primyslova vyuZitelnost

Derivaty glukopyranosyioxybenzyibenzenu vyie uvedeného obecného vzorce 1 podle vynalezu
maji zlepienou oralni absorpci a mohou vykazovat po ordlnim podani vynikajici inhibi¢ni 4¢in-
nost u lidského SGLT2 in vivo prevedenim na své aktivni formy, tj. na derivaty glukopyranosyl-
oxybenzylbenzenu vyse uvedeného obecného vzorce II. Vynalez miZe poskytovat ¢inidla pro
prevenci nebo lé&bu choroby souvisejici s hyperglykemii, jakymi jsou napfiklad diabetes, diabe-
tické komplikace, obezita apod., ktera jsou rovnéz vhodna jako oralni formulace.

PATENTOVE NAROKY

1. Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat obecného vzorce |

R
PO’\(TJ’O (D,
HO" ™Y “OH

OH

kde

P piedstavuje acyl, alkoxy-substituovany acyl, alkoxykarbonyl-substituovany acyl, atkoxy-
karbony! nebo alkoxy—substituovany alkoxykarbonyl; a

R pfedstavuje alkyl, alkoxy, alkylthio, alkoxy—substituovany alkyl, alkoxy—substituovany
alkoxy nebo alkoxy—substituovany alkylthio;

kde

kterékoliv alkylové nebo alkoxylové skupiny nebo zbytky obsahuji | az 6 atomi uhliku:
kterékoliv acylové skupiny nebo zbytky obsahuji 2 az 7 atomi uhliku;

kterékoliv alkylové skupiny nebo zbytky mohou mit pfimy nebo rozvétveny fetézec;

kterékoliv alkoxylové skupiny nebo zbytky mohou mit pfimy nebo rozvétveny fetézec, krome
alkoxylovych zbytkii alkoxykarbonylovych skupin, které mohou mit piimy, rozvétveny nebo
cyklicky fetézec; a

kterékoliv acylové skupiny nebo zbytky mohou mit pfimy, rozvétveny nebo cyklicky fetézec.
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2. Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat obecného vzorce I podle naroku 1, kde R pred-
stavuje alkyl nebo alkoxy a P predstavuje acyl, alkoxy—substituovany acyl, alkoxykarbonyl-sub-
stituovany acyl, alkoxykarbonyl nebo alkoxy—substituovany alkoxykarbonyl, kde kterékoliv
alkylové, alkoxylové a acylové skupiny nebo zbytky odpovidaji definicim uvedenym v naroku 1.

3.  Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat obecného vzorce [ podle naroku 1, kde R odpo-
vida definici uvedené v naroku 1 a P piedstavuje acyl nebo alkoxykarbonyl, kde kterékoliv alky-
lové, alkoxylové a acylové skupiny nebo zbytky odpovidaji definicim uvedenym v naroku 1.

4. Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat obecného vzorce I podle naroku 2 nebo 3, kde
R odpovida definici uvedené v naroku 2 a P odpovida definici uvedené v naroku 3, piitemz kte-
rékoliv alkylové, alkoxylové a acylové skupiny nebo zbytky odpovidaji definicim uvedenym
v naroku 1.

S.  Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat podle naroku 4 vzorce

OCH,
Qo Q\/@
GgCHy. o
e
OH

6. Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat podle naroku 4 vzorce

CHOHy

_

7. Farmaceutickd kompozice, vyznac€ujici se tim, e obsahuje jako udinnou slozku
glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat podle kteréhokoliv z naroka 1 az 6.

8. Farmaceutickd kompozice podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze je ve formé
vhodné pro peroralni podavani.

9. Farmaceutickd kompozice podle naroku 7 nebo 8 pro pouziti jako inhibitor humanniho
SGLT2.

10, Farmaceuticka kompozice podle naroku 9 pro pouzZiti pro prevenci nebo léeni choroby spo-
jené s hyperglykemii.

11. Farmaceutickd kompozice podle naroku 10, kde chorobou spojenou s hyperglykemii je
diabetes nebo diabetické komplikace.

12, Farmaceuticka kompozice podle naroku 10, kde chorobou spojenou s hyperglykemii je obe-
zita.

13. Pouziti glukopyranosyloxybenzylbenzenového derivatu podle kteréhokoliv z narokd | az 6
pro vyrobu farmaceutické kompozice pro prevenci nebo lé&eni choroby spojené s hyperglykemii.
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14, Pouziti podle niroku 13, kde chorobou spojenou s hyperglykemii je diabetes nebo diabetické
komplikace.

15. Pouziti podie naroku 13, kde chorobou spojenou s hyperglykemii je obezita.

16. Glukopyranosyloxybenzylbenzenovy derivat podle kteréhokoliv z narokii 1 az 6 pro pouziti
pro prevenci nebo lééeni choroby spojen¢ s hyperglykemii.

Konec dokumentu
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