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OZET

FILOVIRIDAE VIRUS ENFEKSIYONLARININ TEDAVISINE YONELIK
YONTEMLER

Burada, Filoviridae viris enfeksivyonlarlnln tedavisine vydnelik
bilesikleri ve farmasétik bilesimleri hazlrlama ydntemleri
sadlanlr. Saglanan bilesikler, bilesimler ve yontemler
dzellikle Marburg virusi, Ebola wvirusid wve Cueva virusi

enfeksiyonlarl nlln tedavisinde faydall d r.
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1.

ISTEMLER

Asaglldaki vaplyva sahip bir bilesik wveya farmas&dtik olarak
kabul edilebilir bkir tuzu:

Istem 1'de tanUmlanan bilesigin veya farmasdtik olarak
kabul edilebilir bir tuzunun terapdétik clarak etkili bir
miktarl nll igeren bir farmasdtik bilesim.

Tstem 1'de tan Imlanan bilesik veya farmasétik olarak kabul
edilebilir bir tuzu ile birlikte farmasdtik olarak kabul
edilebilir bir wveya daha fazla tagldyllcL ve 1istede badl]]
olarak dider terapdtik ajanlarl] iceren Dbir farmasodtik
bilesim.

Tstem 3'te tanlmlanan farmasétik bilesim olup, ©6zellidi;
diger terapdtik ajanlin ribavirin, palivizumab, motavizumab,
RSV-IGIV (RespiGam®), MEDI-557, A-60444, MDT-637, BMS-
433771, amiodarcn, dronedaron, verapamil, Ebola Nekahet
Plazmasll (ECP), TKM-100201, BCX4430 ((2S8,35,4R,5R)-2-(4~-
amino-5H-pirrelo(3,2-dlpirimidin-7-11)-5-
(hidroksimetil)pirrolidin-3,4-dicl}), favipiravir (T-705
veya Avigan c¢larak da bilinir),T-705 monofosfat, T-705
difostat, T-705 trifosfat, FGI-106 (1-N, 7-N-bis[3-
(dimetilamino)propil] -3, 9-dimetilkinolinc[8,7-h]kinoclon-
1,7-diamin), JK-05, TKM-Ebola, ZMapp, rNAPcZ, VRC-
EBOADCC76-00-VE, 05-2966, MVA-BN filo, brinsidofovir,
Vaxart adenoviris vektorid 5 esaslll ebola asl s 1, Ad26-ZEBCVY,
FiloVax aslCsl, GOVX-E301, GOVX-E302, ebola wviriisii giris
inhibitérleri (NPCLl inhibitérleri) wve rVSV-EROV ve bunlarln
karls Imlar Indan olusan gruptan secilmesidir.

Istem 4'te tanlmlanan farmasdtik bilesim olup, &zelligdi;

dider terapdtik ajan In ZMapp olmaslld r.
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Istem 1'de tandmlanan bilesik veya farmasdtik olarak kabul
edilebilir bir tuzu c¢lup, ©zellidi; bir insanda bir
Fileviridae enfeksiyonunun tedavisini amaclayan bir
vontemde kullan Ilmaya y&nelik olmas Idlir.

Istem 6'da tandmlanan kullandma vyénelik bilesik veya
farmasdtik colarak kabul edilebilir bir tuzu olup, ©zellidi;
Filoviridae enfeksiyonunun bir ebola wviriisi enfeksiyonu
olmas Idlr.

Istem 6'da tandmlanan kullandma vyoénelik bilesik veya
farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, Ozelligi;
Filoviridae enfeksiyonunun bir Marburg virisu enfeksiyonu

olmasddlr.
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TARIFNAME

FILOVIRIDAE VIRUS ENFEKSIYONLARININ TEDAVISINE YONELIK
YONTEMLER

BULUS SAHASI

Bulus genel clarak Filoviridae virus enfeksiyonlarlinn tedavi
yontemlerinde kullanllmaya yodnelik bilesikler ve &zellikle de
Ebola wvirisi, Marburg virisii ve Cueva viriisinin tedavisine

vonelik yontemler ve nikleositler ile ilgilidir.

BULUSUN ALTYAPISI

Filevirisler (&rnedin Ebola wviriisii (ERQOV) wve Marburg virisi
(MARV)} en o6limciil ve vy kllcl. virisler araslindad lr. Insanlarda
ve insan harici primatlarda (drnedin maymunlar, goriller wve
sempanzeler} aglr, c¢odu kez &limciil viral kanamall ateslere
yol acar. FiloviriUsler o&zellikle olasl Dbiyolojik silahlar
olarak ilgi g&rmektedir, c¢inkil hava yoluyla yayllma ve silah

haline gelme potansiyeline sahiptir.

Fileviris enfeksiyonu idic¢in inkibasyon siliresi 2 ila 21 glin
aralllCnda dedisir. Hastalldln bkaslanglcll anidir wve vyiksek
ates, bas agrlClarll, eklem wve kas agrllarld, bogaz agrlsl],
yorgunluk, ishal, kusma ve mide adrlLsll ile karakterizedir.
Bazl hastalarda dékiintl, goézlerde kl zar klllk, higkllrlk wve 1ig
ve d s kanama gorllebilir. Virisle enfekte olduktan sonraki
bir hafta igerisinde bircok hasta gdgus adrllarlinl] wve coklu
organ yetmezlidini tecrilbe eder, soka girer wve &lilr. Bazl]
hastalarda Olimden &nce kdrlik wve 1ileri derecede kanama

gozlemlenir,

Filoviridae, bir RNA virisleri ailesidir. Filoviridae

ailesinin iki dyesi belirlenmistir: EBOV wve MARV. Filoviridae
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ailesinin 1ki anahtar patojenik tipi belirlenmistir: Ebola
viriisi ve MARV. MARV'nin belirli bir wvaryantll mevcuttur ve
ebola viridsiniin belirlenmis bes turil bulunmaktadlr: Zaire
(vani Ebola wvirlisii, EBOV), Sudan, Tai Forest, Bundibugyo ve
Reston. Filoviridae'nin kesin kdkeni, konumlard ve dogal
habitat] bilinmemektedir. Ancak, mevcut kanlltlara wve benzer
virlislerin dodasna dayanarak, Filoviridae'nin =zocnotik (yani
hayvan k&kenli) oldugu ve normalde Afrika kltasllnha &zgi bir

hayvan konak¢lda korundudu varsayl1U0r.

30 vLldan uzun bir slire boyunca ebola virisleri Orta Afrika'da
enfeksiyonlu hastalarda adlr hastalda neden olan perivodik
kanamal_] ates epizotlarl ile iliskilendirilmistir.
Salglnlardaki mortalite oranlarl ebela virislnin Sudan tirleri
(SEBOV}) ic¢in %50'den ebola virlsinin Zaire tirleri i¢in %90'a
(EROV, ZEBOV) kadar degisir (Sanchez wvd., Filoviridae: Marburg
and Ebola Viruses, in Fields Virology (eds. Knipe, D.M. &
Howley, P.M.) 1409-1448 (Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia)). 2007'nin scnlarlnda Uganda'da ebola virisinin
belirgin yeni tirlerinden dolay]) ortayva ¢lkan bir salglhn
yvaklasl k %25'1lik bir &lim oranll 1ile sonuglanm Istllr (Towner
vd., PLoS Pathog., 4:e1000212 (2008)). ZEBOV ayr lca Afrika'nlhn
bu bdlgesinde vabanll sebek poplilasyonlarInld da vyock etmistir
{(Walsh vd., Nature, 422:611-614 (2003)).

Ebola wvirisleri (vani EBQOV) de dahil o¢lmak iizere Filoviriis
enfeksiyonlarl nlIn dnlenmesi ve tedavisi bircok zorluk igerir.
Asll nda, EBOV enfeksiyonlarinln O&nlenmesine wveya yoénetimine
vonelik herhangi bir ag] veya temas sonras] tedavi yontemi
mevcut dedildir. Bunun vyerine hastalara destekleyici tedavi,
yvani elektrolit wve svL dengelemesi, oksijen, kan basnc]]
idamesi ve  herhangi Dbir ikincil enfeksiyon ig¢in tedavi

uygulan Ir.,
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Dolayllsyla, EBOV enfeksiyonlarlnln tedavisine yonelik
bilesimlere ve yo&ntemlere ihtiya¢ duyulmaktadlr. Mevcut bulus,

bu ve dider ihtivag¢lar ] karsClamaktadlr.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Asagldaki vapilya sahip bir bilesik wveya farmasdétik olarak

kabul edilebilir kir tuzu saglanlir:

Ihtiyac. | olan bir insanda ©bir Filoviridae enfeksiyonunun
tedavisini amag¢layan Dbir yoéntemde kullanlllmaya vyénelik bir
bilegik wveya farmasdtik olarak kabul edilekilir bir tuzu

salanlr, burada bahsedilen bilesik asadgldaki vaplva sahiptir:

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMAST

I. TANIMLAR

Aksi belirtilmedikg¢e, burada kullanl 1d g haliyle asadl daki
terimlerin ve ifadelerin asadlda verilen anlamlara sahip
olmasl amaclanlr.

Burada markalarln kullanlJ1d 1§ ] durumlarda, basvuru sahipleri
baglmslz olarak markall {rind ve markall UrUnin farmasotik

etken maddesini (maddelerini) dahil etmeyi amag¢lar,
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Burada kullanlCldl gL haliyle, "bulus konusu bir bilesik™, istem
1'de bkelirtilen vyaplya sahip bir bilesidi veya farmasdtik
olarak kabul edilebilir bhir tuzunu ifade eder. Benzer bir
sekilde, izcle edilebilir ara Urlinler ile ilgili olarak, "bir
Formill (savyl]) bilegigi"™ ifadesi, bu formile sahip bkir bilesigi

ve farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlarlUnl ifade eder.

RAksi belirtilmedikce, bulus konusu bilesigin karbon
atomlar_nln dederlidginin dort olmasl amac¢lanlr. Karbon
atomlar Inlln dortlik bir deferligi saglamak icgin yeterli sayl da
dediskene sahip olmadlJjld bazl kimyasal vap] gdsterimlerinde,
dértliik bir degerlidi sajlamak i1i¢in i1htivag¢ duyulan geriye
kalan karbon siibstitlientlerinin hidrojen oldudu

varsayLlmalldCr. Ornegin,

R ﬁ’

"Koruyucu  grup", bir bilesikte Dbir fonksiyonel grubun
bzelliklerini wvevya bir bitin olarak bilesidin &zelliklerini
maskeleyen veva dedistiren bir grubu ifade eder. Bir koruyucu
grubun kimyasal alt yaplsl bluyuk &lg¢ide deJiskenlik gdsterir.

Bir koruyucu grubun islevlerinden biri, ana ila¢ maddesinin
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sentezinde bir ara drin olarak igslev gdrmektir. Kimyasal
koruyucu gruplar ve korumava alma/korumadan ¢ Jkarma
stratejileri 1ilgili alanda iyi bilinir. Bkz. "Protective
Groups in Crganic Chemistry", Theodora W. Greene (John Wiley &
Sons, Inc., New York, 1991. Bkz. ayrlLca Protective Groups in
Organic Chemistry, Peter G. M. Wuts and Thecodora W. Greene,
4th Ed., 2006. Koruyucu gruplar c¢odu kez arzu edilen kimyasal
reaksiyonlarIn verimliligdini desteklemek, &rnedin kimyasal
badlarln dizenli ve planll bir sekilde olusmaslnl ve kopmasUnl
saglamak amacllyla belirli fonksiycnel gruplar In reaktivitesini
maskelemek ig¢in kullanC1lr. Bir bilesigin fonksiyonel
gruplarinln korunmas], korumalll fonksivyonel grubun
reaktivitesinin vyanl slra baska fiziksel &zellikleri, &rnedin
polarllk, lipofiliklik (hidrofobiklik) ve vaygln analiz
araglar | ile 6lgltlebilen diger Szellikleri degistirir.
Kimyasal olarak korumal | ara lrinlerin kendileri de biyolojik
olarak aktif wveya pasif olabilir. "Hidroksi koruyucu gruplar",
hidroksi gruplarinlC (-OH) korumak ig¢in faydalll koruyucu
gruplar] ifade eder.

Korumal | bilesikler ayrlca in vitro ve in vivo olarak
defistirilmis ve bazll durumlarda optimize edilmis dzellikler,
drnedin hiicre =zarlarIndan gecis wve enzimatik vlklma veva
tecride karsl direng &zellikleri sergileyebilir. Bu senarvoda,
hedeflenen terapdtik etkilere sahip korumall bilesikler &nciil
ilag olarak adlandrllakilir. Bir koruyucu grubun bkaska bir
iglevi, ana ilac | bir &nclil ilaca dénlistirmek ve bdylece dnciil
ilac in viveo déniisiminden sonra ana ilac In sall nmasl nl
sadlamaktlr. Aktif &nciil ilaglar ana ilacgtan daha etkili bir
sekilde emilebilir, dolayJsidyla oncliil ilaclar ana ilagtan daha
yluksek in vive etki glicine sahip olabilir. Koruyucu gruplar,
kimyasal ara Urinler s¢z konusu olduunda in vitro olarak veya
dnciil ilaglar séz konusu oldudunda in vive olarak
uzaklastlrdldr. Kimyasal ara Udrlinler icin, koruma

kaldrClddktan sonra elde edilen Uriinlerin, &rnedin alkollerin
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fizyolojik olarak kabul edilebilir olmasld 6&zellikle Onemli
deg¢ildir, ancak genel olarak iUrinlerin farmakolojik olarak

zararslLz olmasl] daha cok arzu edilebilir.

"Kiral"™ terimi, ayna gorintll partneri ile &rtismeme &zelligine
sahip molekillleri ifade eder, "akiral"™ terimi ise ayna goérinti

partneri ile &rtisebilen molekillleri ifade eder.

"Sterecizomerler”" terimi, &zdes kimyasal bilesime sahip olan,
ancak atomlarln veya gruplarlln uzayda dizilimi baklIml ndan

farklll_Jk gdsteren bilesikleri ifade eder.

"Diastereomer”, 1ki wveya daha fazla kiral merkeze sahip olan

ve molekiilleri birbirinin ayna goruntusu olmayan bir

stereoizomeri ifade eder, Diastereomerler farklll fiziksel
dzelliklere, odrnedin farkll| erime noktalarl na, kaynama
noktalarlCna, spektrum ozelliklerine, reaktivitelere Ve

biyolojik &zelliklere sahiptir. Orne§in Formiil IV bilesikleri,
R7'nin
Q

21///F'___E
22
olmasl]l ve Z! ve ZZ2'nin farkll olmas’] durumunda bir kiral fosfor
atomuna sahip olabilir. Z! weya Z2'den en az bkirinin de bir
kiral merkez icermesi, Ornedin Z!' veya Z?'nin azota bagll,
kiral, dodgal vyoldan meydana gelen bir «o-amino asit esteri
olmasll halinde Formil IV Dbilegidi diastereomerler formunda
bulunacaktOr, c¢inkl molekiilde 1ki kiral merkez mevcuttur.
Burada tarif edilen bu tip diastereomerlerin tuUmil ve bunlarin
kullanlmlarl mevcut bulusun kapsamlna girer. Diasterecomerlerin
karCsOmlar) elektroforez, kristalizasyon ve/veya kromatografi
giki yiiksek ¢dzinirliikli analiz prosedirleriyle ayr/llabilir.
Diastereomerler farkl 1l fiziksel o&zelliklere, &rnedin bunlarla
sClnCrll olmamak kaydlyla farkll c¢éziunirliklere, kimyasal

kararll 1l klara wve kristallik derecelerine sahip olabilir wve
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ayrlLca farkll biyoleojik o&zelliklere, ornedin bunlarla s_Inlrl]
olmamak kaydlyla farkll enzimatik stabilitelere, emilimlere ve

metabolik stabilitelere sahip olabilir.

"Enansiyomerler", bir bilesigin, kirbirlerinin &rtismeyen ayna

gorintileri olan iki stereocizomerini ifade eder.

Bir miktar ile Dbaglantlll olarak kullanllan "yaklaslk"
niteleyicisi belirtilen degeri kapsar ve has icerikte
belirtilen anlama sahiptir (6rnedin belirli miktar &l¢imil ile

iliskili hata derecesini icerir).

Burada kullanl1d0§lC haliyle "tedavi etmek" terimi, aksi
belirtilmedikce, bu Terimin uyguland gl bozuklugdun veva
durumun ya da bu bozuklugun veya durumun bir veya daha fazla
semptomunun tersine c¢evrilmesi, hafifletilmesi, ilerlemesinin
durdurulmaslC vevya dnlenmesi anlamna gelir. Burada
kullanl 1d0§C haliyle "tedavi"™ terimi, tedavi etme eylemini
ifade eder, "tedavi etmek" terimi hemen yukarlda tanImlandl gL

gibkidir.

Burada kullanl 1d g haliyle "terapétik olarak etkili miktar”
terimi, burada tarif edilen bkir bilesimde bulunan Formil IV
bilesidginin, Dbu tip bir bilesim seg¢ilen uygulama yolundan
verildidinde, &ngdrillen filzyolojik vyanltll wveya arzu edilen
biyeclojik etkiyi vermek {izere tedavi edilecek bir bireyin
solunum yollarll ve akcifer salglllarlinda ve dokularl nda vya da
alternatif olarak kan delasiimlinda arzu edilen bir ilacg
dizeyini sadglamak icin ihtivag¢ duyulan miktarln] ifade eder.
Kesin miktar c¢ok saylda faktére, oOrnedin belirli Formil IV
bilesigine, bilesimin spesifik aktivitesine, kullan[Clan
uygulama c¢ihaz Ina, bilesimin fiziksel karakteristiklerine,
hedeflenen kullanl m na ve ayrllca hasta unsurlar lha, J&rnedin
hastallk durumunun agJrlJgna, hasta igshirlidine Ve

benzerlerine badlld oclacaktlr wve burada sadlanan bilgiler
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dodrultusunda ilgili alanln uzmanlar_Inca kolayca

belirlenebilir.

"Normal salin™ terimi, %0.9 (a/h) oran Inda NaCl iceren bir

sulu solisyonu ifade eder.

"Hipertonik salin" terimi, %0.9'dan (a/h) yiiksek cranda NaCl
igeren bir sulu solilsycnu ifade eder. Ornedin 3711k

hipertonik salin, %3 (a/h) oranlnda NaCl igerecektir.

"Bir reaksivon karJsUmlLnln olusturulmas]", en az 1ki farklL
tiirll birbirivle karisacak wve reaksiyona girebilecek gekilde
temas ettirme prosesini 1ifade eder. Ancak elde edilen
reaksiyon Urinitnin, dodrudan eklenen reaktifler aras_Indaki bir
reaksiyondan veya reaksiyon karlslminda {retilebilecek eklenen
reaktiflerden bir wveya daha fazlasln n bir ara iriintinden elde

edilebilecedi takdir edilecektir.

"Kenetleme maddesi™, iki farkll) bilesidi birbirine kenetleme
kapasitesine sahip bir maddeyi ifade eder. Kenetleme maddeleri
katalitik wveya stokiyometrik olabilir., Kenetleme maddeleri
drnegin  lityum esaslll kenetleme maddeleri veya magnezyum
esaslld kenetleme maddeleri, mesela bir Grignard reaktifi
olabilir. Ornek kenetleme maddeleri, bunlarla sInlrl] olmamak
kaydilyla n-Buli, MgCl,, iPrMgCl, tBuMgCl, PhMgCl wveya bunlarlin

kombinasyonlarlinL kapsar.

"Korumadan ¢llkarma maddesi", bir koruyucu grubu uzaklastllrma
kapasitesine sahip herhangi bir maddeyi ifade eder. EKorumadan
¢Ckarma maddesi, kullandJlan koruyucu grubun tilrine badl’]
olacaktdr. Temsili korumadan c¢lkarma maddeleri ilgili alanda
bilinir ve Protective Groups in Organic Chemistry, Peter G. M.
Wuts and Theodora W. Greene, 4th Ed., 2006 referansll| yayl nda

bulungbilir.
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II. BULUS KONUSU BILESIKLER

Tlerleyen k[slmlarda, &rnekleri acklamalarda, vyaplllarda ve
formiillerde belirtilen bulusun belirli vyap llanmalarl na atllf
vaplLlacaktlr. Bulus ilerlevyen klCsCmlarda gJdralanan
vaplLlanmalara basvurularak tarif edilecektir, ancak mevcut
bulusun bu vyapllanmalar 1ile slnlrll olmadlgC anlasgllmalldlr.
Aksine bulusun, istemlerin kapsamlna girdi&i siirece tim
alternatifleri, dedisiklikleri ve egsdederleri kapsamaslL

amaclan Ir,

Ihtiyvac] olan bir insanda bir Filoviridae enfeksiyonunun
tedavisini amag¢layan bir ydntemde kullanlllmaya y&énelik bir
bilesik vwveya farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu
saglanlr, Dbu kullanlim, asadglldaki yaplya sahip bir bilesidgin

terapdtik olarak etkili bir miktarlnl n verilmesgini igerir:

Mevcut bulus, asad ldaki bilesidi veya farmasttik olarak kabul

edilebilir bir tuzunu sadlar:

Burada aclklanan bilesiklerin isimleri, kimyasal bilesikleri
adlandl rmaya yonelik ACD/Name vyazl llimlyla (Advanced Chemistry
Development, Inc., Toronto, Kanada) sadlanmlstlr. Difer
bilegikler veya radikaller vaygln 1isimlerle vevya sistematik

veya sistematik olmayan 1isimlerle adlandOrClabilir. Burada
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a¢lklanan bPbilesiklerin adlandldrUlmasld ve numaralandUrllmaslC

asagldaki temsili bilesik ile gdsterilir:

bu bilesik (28)-2-etilbutil 2-({((2R,358,4R,5R)-5-(4-
aminopirrolo[l,2-f]1[1,2,4]triazin-7-1il)-5-sivano-3,4-
dihidroksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) (fencksi) fosforilamino)

propancat olarak adland rll1 Ir. Bulus konusu bilegsik gudur:

bu bilesik {(S)-2-etilbilitil 2={({{S)-(((2R,35,4R,5R) -5-(4-
aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-il1)-5-siyano-3,4-
dihidroksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) (fencksi) fosforil)
amino)propancat olarak adland Ir 11l 1r. Ayrlica asag ldaki
acklandr:

bu bilesik (S)-2-etilbiitil 2= (((R)—-(((2R,35,4R,5R)-5-(4-
aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-1l1)-5-siyano-3,4-
dihidroksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) (fencksi) fosforil)
amino)propanocat olarak adlandlIrllr. (SYy=-2-etilbltilZ2-(((R) -
(( (2R, 35,4R,5R) -5-(4-aminopirrolo[2,1-£f] [1,2,4]trigazin-7-11) -
5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)ymetoksi) (fenoksi)fosforil)amino)propancat ayrl ca su sekilde

gdsterilebilir:

10
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Burada tarif edilen bulus konusu bileside vap |llan herhangi bir
atJf, bu bilesigin fizyolojik olarak kzabul edilebilir bir
tuzuna vyapldlan bir atfl da kapsar. Bulus konusu bilesiklerin
fizyolojik olarak kabul edilebilir tuzlarlnlln &rnekleri, bir
alkali metal wveya bir toprak alkali metazl (5rnedin Na*, Lit,
K+, Ca*? wve Mg*®), amonyum ve NRy* (burada R burada tan/imland 1§ |
gibidir) gibhi uygun bkir bazdan tiliretilen tuzlarl kapsar. Bir
azot atcmunun veya bir aminc grubunun fizyolojik clarak kabul
edilebilir tuzlarl, (a) inorganik asitler, &rnedin hidroklorik
asit, hidrobromik asit, silfirik asit, sulfamik asitler,
fosforik asit, nitrik asit ve benzerleriyle olusturulan asit
katl Ima tuzlarl; (k) organik asitler, &rnedin asetik asit,
oksalik asit, tartarik asit, siiksinik asit, maleik asit,
fumarik asit, glukonik asit, sitrik asit, malik asit, askorbik
asit, benzoik asit, izetionik asit, laktobiyonik asit, tannik
asit, palmitik asit, aljinik asit, poliglutamik asit,
naftalinstilfonik asit, metansilfonik asit, p-toliiensiilfconik
asit, benzensiilfonik asit, naftalindistlfonik asit,
poligalakturonik &asit, malonik asit, stilfosalisilik asit,
glikolik asit, 2-hidroksi-3-naftoat, pamcat, salisilik asit,
stearik asit, ftalik asit, mandelik asit, laktik asit,
etansiilfonik asit, 1lizin, arginin, glutamik asit, glisin,
serin, treonin, alanin, izoldsin, 16sin  ve Dbenzerleriyle
olusturulan tuzlar ve (c¢) klor, brom ve iyot gibi element
anyonlarlCndan olusturulan tuzlarl kapsar. Bir hidroksi grubuna
sahip kir bilesidgin fizyvolojik olarak kabul edilebilir
tuzlarl, bahsedilen bilesidin Na* ve NR;* gibi uygun bir katyon

ile kombinasyon halindeki anyonunu kapsar.
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Bulus konusu bilegik wve farmasdétik olarak kabul edilebilir
tuzlarl farkll polimorflar veya psédopolimorflar halinde
bulunabilir. Burada kullanlC1d0gl haliyle kristalin
polimorfizmi, bir kristalin bilesigin farklll kristal vaplllar
halinde bulunma becerisini ifade eder. Kristalin polimcocrfizmi

kristal paketindeki farklldllklardan (paket polimorfizmi) veya

aynl molekiilin farkl™] konformerleri aras Indaki paket
farkl)1l Jklar Indan (konformasyonel polimorfizm)
kaynaklanabilir. Burada kullanC1dl gl haliyle kristalin
pgddopolimorfizmi, bir bilegigin bir hidratlin In veya

solvatCnlCn farklld kristal vapllar halinde bulunma becerisini
ifade eder. Bulus konusu psddopolimorflar, Kkristal paketindeki
farkllll Jklardan (paket psddopolimorfizmi) wveya aynll molekiiliin
farkld konfermerleri aras_ndaki paket farklUl Jklar Indan
{(konformasyonel psddopolimorfizm) dolay ] ortaya c¢lkabilir,
Mevcut bulus, Formil IV bilegsiklerinin wve farmasdtik olarak
kabul edilebilir tuzlarlCnln tim poelimorflarinll ve

psddopolimorflarlnl kapsar.

Bulus konusu bkilesik ve farmasdtik olarak kabul edilebilir
tuzlarl ayrllca bir amorf kat | formunda bulunabilir. Burada
kullanl 1dligl. haliyle bir amorf katll, katll igerisindeki
atomlar_ In konumlarlCnIn uzun mesafeli herhangi bir diizene sahip
olmadldgl bir kat_Idlr. Bu tanlm, kristal Dboyutunun iki
nancmetre veya daha kigik oldugu durumlar ig¢in de gecerlidir.
Bulus konusu amorf formlar ] o¢lusturmak 1g¢in solventler de
dahil olmak {zere katkl maddeleri kullanlllabilir. Mevcut
bulus, Formil IV bilesiklerinin ve farmasttik olarak kabul

edilebilir tuzlarnln tim amorf formlarlnl kapsar.

Terapdtik kullanlm igin, bulus konusu bilesi&in etken
maddelerinin tuzlarll fizyolojik olarak kabul edilebilir
olacakt Ir, vani fizyolojik olarak kabul edilebilir bir asitten
veya Dbazdan tTiretilen tuzlar olacaktlUr. Ancak fizyolejik

olarak kabul edilebilir o¢lmayan asitlerin veya bazlarlCn
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tuzlarl da ornedin fizyvolojik olarak kabul edilebilir bir
bilesigin hazJrlanmas Inda veya saflastirllmasinda kullanima
sahiptir. Fizyclojik olarak kabkul edilebilir bir asitten veya
bazdan tiretilip tiretilmedidi dikkate all nmaksl zl n tim tuzlar

mevcut bulusun kapsamlna girer.

Son olarak, buradaki bilesimlerin bulus konusu bilegikleri
iyonlasmamlls ve ayrlca zwitteriyonik formda wve hidratlarda
oldudu gibi stokivometrik miktarlarda su ile kombinasyon

halinde ic¢erdigi anlas llacaktlIr.

Bulus konusu bilesidin wve farmasdtik olarak kabul edilebilir
tuzlar[nln tiim enansiyomerleri, diasterecmerleri wve rasemik
karLslmlarld, totomerleri, polimorflarl ve psddopolimorflarlnln
mevcut bulusun kapsamina girdidi dikkate allnmalldllr. Bu tip
enansiyomerler ve diastereomerlerden olusan tiim karl sl mlar da

mevcecut bulusgun kapsamCndadlr.

Bulugs konusu bilegik kiral merkezlere, &rnedin kiral karbon
veya fosfor atomlarllna sahiptir. Rasemik karUslmlar diyi
bilinen tekniklerle, &rnedin optik olarak aktif ek maddeler,
drnedin asitler veya Dbazlar 1ile olusturulan diastereomerik
tuzlarln avyrlLlmasl wve akabinde tekrar optik olarak aktif
maddelere donistirilmesi yoluyla esasen optik olarak saf avrl
izomerlerine ayrlL1l0r. Codu durumda, arzu edilen optik izomer,
arzu edilen baslanglle materyalinin uygun stereoizomeri ile

baslamak suretiyle stereospesifik reaksiyonlarla sentezlenir.

Burada kullanUlan stereokimyasal tanImlar ve donlUsumler genel
olarak S. P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical
Terms (1984) McGraw-Hill Boock Company, New York ve Eliel, E.
ve Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compcunds (1994) John
Wiley & Sons, Inc., New York referansl | vay Inlara uygundur.
Bircok organik bilesik optik olarak aktif formda bulunur, vani

diizlemsel polarize OsC&0n dilzlemini dondiirme becerisine
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sahiptir. Optik olarak aktif bir bilesik tarif edilirken,
molekiilin kiral merkez {merkezler) etraflnda mutlak
konfiglirasyonunu g&stermek i¢in D ve L ya da R ve $ on ekleri
kullanl 1l r. Bilesik taraf Indan dizlemsel polarize |lg 1§l n dénme
igaretini gostermek ic¢in d wve 1, D ve L wveya (+) ve (-) ©&n
ekleri kullanlJlUr, S, (=) veya 1 ©on ekleri bilesigin sola
ceviren nitelikte oldugunu gdsterir, R, (+) veya d &n ekli bir
bilesik 1ise sada c¢eviren niteliktedir. Belirli bir kimyasal
yvaplL 1ig¢in bu stereoizomerler birbirlerinin ayna gdrintileri
olmalar | dlisl nda 0&zdestir. Spesifik bir stereocizomer ayrllca
bir enansiyomer olarak adlandlLrUlabilir ve bu tip izomerlerin

bir karlgm codu kez bir enansivyomerik karlCsdm olarak anC1llr.

Bir kimyasal reaksiyonda veya proseste herhangi bir
stereoseleksiyon veya stereospesifisitenin bulunmaddgl
durumlarda ortaya ¢ lkabilecedi lzere, enansiyomerlerin

50:50'1ik bir karlslm!| bir rasemik karl slm veya bir rasemat
olarak adlanddrCl1lCr. "Rasemik karCsCm" ve "rasemat" terimleri,
iki enansiyomerik turin optik aktiviteden yoksun esmolar bir

karCsUOm Inld ifade eder.

Bulus konusu bilesikler avyrlica belirli durumlarda totomerik
izomerler olarak bulunabilir. Bu baglamda sadece bir
delckalize rezonansgs vaplsl gbdsterilebilir, ancak bdylesi tim
formlar bulusun Xkapsam_na girer. Ornedin piirin, pirimidin,
imidazol, guanidin, amidin ve tetrazol sistemleri 1¢in en-amin
totomerleri mevcut olazbilir wve bunlarin tim o¢las ) totomerik

formlar | bulusun kapsam ndad r.

Burada verilen herhangi bkir formilin wveva vaplLnln ayrlca
bilesiklerin isaretsiz formlarlnll ve ayrlca izotopik olarak
isaretli formlar(n[ temsil etmesi amaclanCr. Izotopik olarak
isaretli bilesikler, bir veya daha fazla atomun seg¢ilen bir
atom kiitlesine veya kiitle numarasl ma sahip bir atom ile ikame
edilmesi dlslnda burada verilen formillerle gésterilen

vap[Llara sahiptir. Burada tarif edilen bilesiklere dahil
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edilebilecek izotoplarln o&rnekleri, hidrojen, karbon, azot,
oksijen, fosfor, flor ve klor izotoplarnl, &rnedin bunlarla
sfnCrl1lC olmamak kaydilyla “H (d&éteryum, D), °*H (trityum), C,
L3¢, 1ac, 15N, 18F, 3lp, 32p, 355, 38Cl we 1251 izotoplar Inll kapsar.
Burada izotopik olarak isaretli c¢esitli bilesikler, &rnedin 3H,
13C ve 14C gibi radyoaktif izotoplarln dahil edildigdi bilesikler
aclklanir. Izotopik olarak isaretli bu tip bilesikler
metabolizma cal lsmalar, reaksiyon kinetik callsmalarll,
saptama veya godrintileme teknikleri, &rnedin pozitron emisyon
tomografisgi (PET) veya bilgisayarlll tek foton  emisyon
tomocgratisi (SPECT), mesela 1ilag veya substrat doku daglllm
analizlerinde wveya hastalardn radyoaktif tedavisinde faydalll

olabilir.

Tarifname ayrlca bir karbon atomuna bagllL 1 ila n hidrecjen
atomunun (burada n molekiildeki hidrojen atomlar In In sayllsl dl r)
doteryum ile ikame edildidi bulus konusu bilesikleri kapsar.
Bu tip bilesikler metabolizmaya kars ] artmls direng sergiler
ve dolaylslyla bir memeliye, &zellikle bir insana verildidinde
herhangi bir Formil TV bilesidinin yarl &mrinil uzatmak ig¢in
faydall d r. Bkz. &rnedin Foster, "Deuterium TIsotope Effects in
Studies of Drug Metabolism", Trends Pharmacol. Sci. 5(12):524-
527 (1984). Bu tip Dbilesikler ilgili alanda ivi Dbilinen
yontemlerle, &rnedin bir veya daha fazla hidrojen atomu
déteryum 1ile ikame edilmis c¢lan baslanglc materyalleri

kullanl larak sentezlenir.

Burada tarif edilen ddteryum isaretli veya slbstitlie terapdtik
bilesikler, dagdlllm, metaboclizma ve ekskresyon (ADME) ile
ilgili iyilegtirilmis DMPK (ilac metabolizmasl ve
farmakokinetikler) &zelliklerine sahip olabilir. Ddteryum gibi
daha ag lr izotoplarla vyaplllan sibstitisyonlar, daha yiksek
metabolik stabiliteden kaynaklanan artmls in wvive vyarll Omiir,
azalmls dozaj gereksinimleri ve/vevya Lerapdtik indekste

iyilesme gibi belirli avantajlar sadlayabilir. !8F isaretli bir
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bilesik PET wveya SPECT c¢allsmalarl ic¢cin faydalll olabilir.
Burada ag¢klanan 1izotopik olarak isgaretli Dbilesgikler ve
bunlarln onclil ilacglar ] genel olarak asagllda verilen semalarda
va da ornekler wve preparatlarda acl klanan prosedirlere gore
izotopik olarak isaretlenmemis bir reaktifin kolayca temin
edilebilen izotopik olarak isaretlenmis bir reaktif ile
stUbstitie edilmesi voluyla hazlrlanabilir. Bu baglamda
déteryumun Formiil IV bilesiginde bir slbstitiient olarak kabul

edildigi anlasUlmallldlr.

Boylesi daha aglr bir izotopun, bzellikle déteryumun
konsantrasyonu bir izotopik zenginlegtirme faktori ile
tanlmlanabilir. Burada ac¢ Jklanan bhilesiklerde spesifik olarak
belirli bir izotop c¢ldudu belirtilmeyen herhangi bir atomun,
bu atomun kararl ] therhangi bkir izoctopunu temsil etmesi
amacglan Ir. Aksi belirtilmedikce, bir pozisyonun spesifik
olarak "H" wveya "hidrojen" sgeklinde belirtildigdi durumlarda,
pozisyonun hidrojeni dodal bolluktaki izotopik bilesiminde
icerdidi anlasllmall dlr. Dolayl s yla, burada acUklanan
bilesiklerde spesifik olarak déteryum (D} seklinde belirtilen

herhangi bir atomun déteryumu temsil etmesi amaglanl r.

Dalgall cizgiler,

bitisik alt vyapllar, gruplar, fonksiycnel gruplar wveya

atomlara ydnelik kovalent bad badlant ] yerlerini gdsterir.

Bulus konusu bilesik ilgili alanlln uzmanlarl nca Dbilinen
yéntemlerle hazlrlanabilir. Orne&in bulus konusu bilesik, U.S.
Patent No. 8,008,264 ve U.sS. Basvuru Yayln No. Us
2012/0027752"de tarif edilen ydntemlere gdre hazlrlanabilir.
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III. FARMASOTIK FORMULASYONLAR

Bulus konusu bilesik, mutat uygulamavya gbre secilecek
konvansiyonel tasl yllc llar ve eksipiyanlar ile birlikte formile
edilir. Tabletler eksipivanlar, glidantlar, dclgu maddeleri,
baglaylLcllar ve benzerlerini icerecektir. Sulu formilasyonlar
steril formda hazlrlanlr wve oral uygulama dlslCnda baska bir
sekilde uygulanmasl arzu edildiginde genel olarak izotonik
olacaktdr. Tim formiilasyonlar istede badll olarak "Handbock of
Pharmaceutical Excipients”™ (1986} referansl| vay Inda tarif
edilenler gibi eksipiyanlar igerecektir. Eksipiyanlar askorbik
asit wve bagka antioksidanlar, kelatlaydcllar, &rnedin EDTA,
karbonhidratlar, drnedin dekstran, hidroksialkilseltloz,
hidroksialkilmetilselilloz, stearik asit Ve benzerlerini
kapsar. Formillasyonlarlin pH seviyesi vyaklasllk 3 ila yaklas lk
11 aralllgl nda de&isir, ancak yavglln olarak vyaklasllk 7 ila
10'dur. Bazl vapdlanmalarda, formilasyonlarin pH sevivyesi
yaklaslk 2 ila vyaklaslk 5 arallglinda dedisir, ancak vyaygln
olarak vaklasdk 3 1ila vyaklaslk 4'tir. Bazl vapllanmalarda,
formilasyonlarlln pH seviyesi vaklasllk 2  ila vyaklasllk 10
aralllgl nda degisir, ancak vyaygln olarak vyaklaslk 3.5 ila
yaklasl k 8.5'tir.

Etken maddelerin tek baslna verilmesi  mUmkindir, ancak
farmasdétik formilasyonlar seklinde sunulmasl tercih
edilebilir. Veterinerlik we insan kullanlmlna ydnelik bulus
konusu formilasyonlar, vyukar lda tanlmland Il lizere en az bir
etken maddevyi, kabul edilebilir bir weya daha fazla tasl vyl cl
ve 1stede bagll olarak diger terapdtik bilesenler, &ézellikle
burada ele allnan ilave terapdtik bilesenler ile birlikte
igerir. Tasly el (tasCyllcdlar), formillasyonun diJer terkip
maddeleri ile uyumlu olmasl. ve allcl. i¢in fizyolojik olarak

zararsl z olmas!| bakl m ndan "kabul edilebilir”™ olmall dl r.
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Formiulasyonlar, yvukarldaki uygulama yollarl i¢in uygun
olanlar] kapsar. Formilasyconlar uygun bir sekilde birim dczaj
formu halinde sunulabkilir wve eczacllllk alanlnda laylklyla

bilinen metotlardan Therhangi birine gdre Thazllrlanabilir.

Teknikler ve formiilasyonlar genel olarak Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, P4}
referanslll] vyayInda bulunabilir. Bu tip vydntemler, etken

maddenin bir wveya daha fazla vyardlimcll terkip maddesinden
olusan bir tasdylcl ile bir arayva getirilmesi adlmlnl icerir.
Formillasyonlar genel olarak etken madde ile sl vl tasg ly lclllarl
veya 1ince sekilde bdéliunmiis katl taslyldcldlarl veya her ikisini
tekdiize ve derinlemesine birlestirerek ve daha sonra gerekli
gériildigi takdirde elde edilen Uriini sekillendirerek

hazlrlanabilir.

Oral uygulama ig¢in uygun bulus konusu formilasyonlar, her biri
etken maddenin onceden belirlenmis bir miktarCnd toz wveya
grantil, bir sulu wveya susuz sJv] 1ig¢gerisinde solisyon veya
slUspansiyon ya da suda vyag tipi slLvl emiilsiyon veya vadda su
tipi sbvl] emilsiyon formunda igeren ayrll birimler halinde,
mesela kapsiiller, kaseler veya tabletler halinde sunulabilir.
Etken madde bir Dbolus, elektuar veya macun formunda da

uygulanabilir.

Bir tablet, bir wveya daha fazla vyardlmcl terkip maddesi 1ile
birlikte baslim wveya dokim ydntemleri ile {retilir. Bas /lmllsg
tabletler, toz veya granil gibi bir serbest ak Iskan formundaki
etken maddenin, uygun bir makine icerisinde, istede g&re bir
baglavylLcl, koruvyucu, atlC1l seyreltici, yizey aktif veya
daglCtlecT ile karlCslm halinde basllmasl yoluyla hazlrlanabilir.
Kallplanmls tabletler, bir atll sCvl seyreltici ile
nemlendirilmis toz halindeki etken maddeyi iceren bir
kar! slim In uygun bir makinede kall lplanmasl | voluvla

hazlrlanabilir. Tabkletler istede gdre kaplanm_s veva centikli
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olabilir ve istege Dbadll olarak ig¢erdigi etken maddenin yavas

veyva kontrollil sallmln] sadlavacak sekilde formille edilir.

Goz vevya agllz ve cilt gibi diger harici dokulardaki
enfeksiyonlar icin, formiilasyonlar tercihen etken maddeyi
(maddeleri) in &rnedin %0.075 i1ila %20 (a/a) (etken maddevyi
(maddeleri) %0.1 1ila %20 aralll§fnda %0.1'1lik (a/a), o&rnedin
$0.0'1Lk (a/a), $0.7'11k {a/a) vS. artlslarla icerir),
tercihen %0.2 ila %15 (a/a) ve en c¢ok tercih edildigi haliyle
0.5 1la %10'luk (a/a) bir miktarda igeren bir topikal merhem
veya krem formunda uygulandr. Bir merhem icerisinde formile
edildiklerinde etken maddeler parafinik wveya suyla karlgabilen
bir merhem bazll ile birlikte kullanllabilir. Alternatif olarak
etken maddeler bir krem icerisinde suda vad tipi bir krem baz]

1le birlikte formile edilebilir.

Arzu edildidi takdirde, krem bazlnn sulu faz] ornedin en az
%30 (a/a) oranlinda bir polihidrik alkol, vani iki wveya daha
fazla hidroksil grubuna sahip bir alkol, &rnedin propilen
glikol, biatan 1,3-diel, mannitoel, sorbitol, gliserol ve
polietilen glikol (PEG 400 dahil) we bunlar n kar Is mlar In

igerebilir. Topikal formiilasyonlar, arzu edilebilecedi tzere,
ciltte vevya etkilenmisg difer alanlarda etken maddenin
emilimini wvevya penetrasyonunu art_ran bir bilegik igerebilir.
Bu tip dermal penetrasyon artlrllcillarln &drnekleri dimetil

slilfoksit ve ilgili analoglarll kapsar,

Bulus konusu emiilsiyonlarln vagl | fazll bilinen bir sekilde
bilinen terkip maddelerinden c¢lusgabilir. Faz sadece bir
emiilgatdr (emiilgan olarak da bilinir) igerebilir, ancak arzu
edilebilecedi iizere en az bir emilgatér ile bir katl vyag
ve/veya bir sl yadlin bkir karl g Im nll igerir. Tercihen, bir
stabilizdr olarak islev gdren bir lipofilik emiilgatdér ile
birlikte bir hidreocfilik emiilgatdér dahil edilir. AyrlUca hem bir
sCvLC vadln hem de bir katl vadldn dahil edilmesi tercih edilir.
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Stabilizdér (stabilizdrler) ile birlikte veya bunlar
olmakslzln, emilgatdr (emilgatdrler) birlikte emillgatdr vaks]
meydana getirir, vaks ise slvll vad ve kat] vyvad ile birlikte
krem formtlasyonlar nlin vagll| dag Inl k faz Inl olusturan

emilgatdr merhem bazln_] meydana getirir.

Bulus konusu formilasyonda kullanllmaya uygun emlilganlar ve
emilsiyon stabilizérleri Tween® 60, Span® 80, ketostearil
alkel, benzil alkol, miristil alkol, gliseril mono-stearat ve
sodyum  lauril silfatll kapsar., Bulus konusu formilasyonda
kullanClmaya uygun dider emilganlar ve emilsiyon

stabilizdrleri Tween® 80'ili icerir.

Formiilasyon i¢in uygun sUvL vyaglarIn veya katl vaglarln
secimi, arzu edilen kozmetik $&zelliklerin elde edilmesi
esasllna dayanllr. Krem tercihen tiiplerden veya diger kaplardan
sCzlntlCyl onlemek ic¢in uygun tutarllC1l03a sahip olan, vadglmsC
olmayan, leke blrakmayan ve vylkanabilir bir {drindir. Diiz veya
dallanmls zincirli, monokazik veya dibazik alkil esterleri,
Oornegin di-izoadipat, 1izosetil stearat, hindistan cevizi vyag
asitlerinin propilen glikol diesteri, idizopropil miristat,
desil oleat, izopropil palmitat, bitil stearat, 2-etilheksil
palmitat wvevya Crodamcl CAP olarak bilinen dallanmls zincirli
esterlerin bir karOgImld kullanllabilir, bunlardan son gl
tercih edilen esterlerdir. Bunlar, gerekli &zelliklere bagl’]
olarak tek basllna wveya kombinasyon halinde kullanllabilir.
Alternatif olarak ylksek erime noktalll lipitler, &rnedin beyaz
yumusak parafin ve/veya s v | parafin veya dider mineral vyadlar

kullanC1lr.

Bulus konusu farmasdtik fermillasyonlar, farmasdtik olarak
kabul edilebilir bir wveya daha fazla tas lyllcl veya eksipiyan
ve istede badlll olarak dider terapdtik ajanlar 1ile birlikte
bulus konusu bkir kombinasyonu icerir. Etken madde icgeren

farmasétik formiilasyonlar, hedeflenen uygulama y&ntemi ic¢in
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uygun herhangi bir formda bulunabilir. Oral kullanm ig¢in

Sdrnedin tabletler, troseler, pastiller, sulu veya vyagl]]
sUspansiyonlar, dagllabilir tozlar veya grantller,
emiilsivyonlar, sert wveya vumusak kapsiuller, suruplar veva

eliksirler hazlrlanabilir. QOral kullanUma vyonelik bkilesimler,
farmasdtik bilesimlerin UUretimi icin 1lgili alanda bkilinen
herhangi bir ydnteme gdre hazlrlanabilir ve bu tip bilesimler
yenebilir bir preparat sadlamak amac lyla tatlandIrlcllar,
aroma katlcllar, renklendiriciler ve koruyucular da dahil
olmak 1{zere bir wveya daha fazla madde icerebilir. FEtken
maddeyil tablet Uretimi igin uygun tToksik olmayan farmasdtik
olarak kabul edilebilir eksipivyan ile birlikte igeren
tabletler kabul edilebilir niteliktedir. Bu eksipiyanlar
drnedin kalsiyum veya sodyum karbonat, laktoz, kalsiyum veva
sodyum fosfat gibi atJl seyrelticiler; mlslr nigsastas ] veya
aljinik asit gibi granillestiriciler we dadl tllc llar; nisasta,
Jelatin wveya akasva gibi badlaylclClar wve magnezyum stearat,
stearik asit veya talk gibi kaydlirJclllar olabilir. Tabletler
kaplanmamls olabkilir wveya gastrointestinal sistemde dad_llmay_]
ve emilimi geciktirmek ve boylece daha uzun bir silre boyunca
siirekli bir etki sgadlamak i¢in mikorckapsiilleme gibi bilinen
tekniklerle kaplangbilir. Ornedin gliseril monostearat veya
gliseril distearat gibi gallim sliresini geciktirici bir

materyal tek baslna veyva bir vaks ile birlikte kullanlClabilir.

Oral kullanlma yoénelik formiilasyonlar ayrlca etken maddeyi
kalsiyum fosfat wveya kaolin gibi bir atll kat | seyreltici ile
karl slm halinde igeren sert Jelatin kapsiller veya etken
maddeyi su veya bir vag ortamd, &rnedin verflstIgld vagd, s_vL
parafin wveya =zeytinyadld ile karslm halinde igeren vyumusak

Jelatin kapsilller seklinde sunulabilir.

Bulus konusu sulu slispansiyonlar etken maddeleri sulu
slispansiyon Uretimi i¢in uygun eksipivanlar 1le kar_dslm

halinde igerir. Bu tip eksipivanlar sodyum
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karboksimetilseluloz, metilseliloz, hidroksipreopil
metilseliloz, sodyum aljinat, polivinilpirrolidon, kitre =zamk]]
ve akasya zamkl gibi bir sispansiyon yap lclyl ve dodal vyoldan

meydana gelen Dbir fosfatid (&6rnedin lesitin), bir alkilen

oksit 1le bir vag asidinin kondenzasyon {runi (0rnegin
polioksietilen stearat), etilen c¢ksit 1ile bir uzun zincirli
alifatik alkolin kondenzasyon iriinu {(&rnedin
heptadekaetilenoksiketanol}, etilen oksit ile bir vag

asidinden wve Dbir heksitol anhidrirden tiretilen bir klJsmi
esterin kondenzasyon {rinil (6érnedin polioksietilen sorbitan
moncoleat) gibi dadgUtlcl wveva Jslatdcldlarl kapsar. Silspansiyon
vapLcOlarn s[CnlrlanddrCcl olmayan dider drnekleri Captizol®
(stilfoblitil eter betasiklodekstrin, SBE-B-CD) ftUrinltini kapsar.
Sulu sispansiyon avyrdca bir veya daha fazla koruyucu, mesela
etil wveya n-propil p-hidroksi-benzoat, bir veya daha fazla
renklendirici, bir wveya daha fazla aroma katlcl ve bir veya
daha fazla tatlandlOrdcl, mesela sakaro:z veya sakarin

icerekilir.

Yag siuspansiyonlarll etken maddenin bir bitkisel yag, &rnedin
verflist 1§/l vad l, =zeytinyad |, susam vadll wveva hindistancevizi
vagdl nda ya da s Wl parafin gibi bir mineral vyadda sispansiyon
haline getirilmesi voluyla formiile edilebilir. Oral
slispansiyonlar balmumu, sert parafin veya setil alkol gibi bir
k[Cvam artOrlcl] igcerebilir. Bir yenebilir oral preparat n elde
edilmesi amaclyla formiilasyonlara yukar lda belirtilenlere
benzer tatland rl ¢ | maddeler ve aroma katl cll maddeler ilave
edilebilir. Bu bkilesimler askorbik asit gibi bir antioksidan

ilave edilerek korunabilir.

Bir sulu slUspansiyenun su i1lave edilerek hazlrlanmas ] igin
elverisli bulus konusu dagl 1labilen tozlar wve graniller
savesinde etken maddenin bir dispersivon vyapl c | veya Islat Icll,
slispansivon vaplcl ve bir wveya daha fazla koruyucu ile karlsIm

halinde s=adlanabilir. Uygun dispersivon vyaplcd wveya Oslatlc
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ve siispansiyon vyaplcl &rnekleri yukarlCda verilmistir. Ilave
eksipiyanlar, ornedin tatlandlirlcllar, aroma katicllar vwve

renklendiriciler de ilave edilebilir.

Bulus konusu farmasotik bilegsimler ayrlca suda vag
emilsiyonlar] formunda bulunabilir. Burada vag fazl] olarak bir
bitkisel vag, &rnedin zeytinvagl vevya vyerflstlgl vadl vya da
bir mineral vyad, ©&rnedin sllv] parafin wveya bunlarln bir
karCslm] kullan_llabilir. Uygun emilgatdrler dedal vyeldan
meydana gelen zamklarll, 0&rnedin akasya =zamk | veya kitre
zamklnl; dodal vyoldan meydana gelen fosfatitleri, Ornedin soya
fasulyesi lesitinini, vag asitlerinden ve heksitol
anhidriirlerden tiliretilen esterleri veya klsmi esterleri,
drnedin sorbitan moncoleatl wve bu klsmi esterlerin etilen
oksit dile kondenzasyon {Urinlerini, é&rnedin polioksietilen
sorbitan monooleatl kapsar. Emiilsiyon ayrl ca tatland Irlicl ve
aroma katlcl ihtiva edebkilir. Suruplar ve eliksirler gliserol,
sorbitol veya sakaroz gibi tatlandlrlcllar ile birlikte
formule edilebilir. Bu tip formilasyonlar ayrlca bir
vatLstlLrlLcl, bir  koruyucu, bir aroma katlJcll wveya  bir

renklendirici ihtiva edebilir.

Bulus konusu farmasdtik bkilesimler bir enjekte edilebilir
steril preparat, ©6rnedin bir enjekte edilebilir steril sulu
veya vagll silispansiyon formunda olabilir. Bu siispansiyon

ilgili alanlin bilinen tekniklerine gdre vyukarllda belirtilen

uygun dispersiyon yap lcl [larl In vevya ‘Islatlicllarl in ve
slispansiyon vap lclllarl n kullanl llmasl| voluyla formiile
edilebilir. Steril enjekte edilebilir preparat ayrlca bir

toksik olmayan parenteral olarak kabul edilebilir seyreltici
veya solvent 1iginde bir steril enjekte edilebilir solisyon
veya suspansiyon, ornedin 1,3-bitan-diol ig¢inde bir scllUsyon
olakilir vya da bkir liyofilize toz seklinde haz Irlanabilir.
Steril enjekte edilebilir preparat ayrlca parenteral olarak

kabul edilebilir bir seyreltici wvevya sclvent iginde bir steril
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enjekte edilebilir sclisyen veya suspansiyon olabilir.
Kullan[labilecek uygun arag¢lar ve solventler su, Ringer
solilsyonu wve izotonik sodyum klorlir solisyonudur. Bunlarln
yanl  sllra, bir solvent wveya slUspansiyon vyapllcl. cortam olarak
steril sabkit vaglar da konvansiyonel sgsekilde kullanJlabilir.
Bu amag¢la, sentetik mono veya di-gliseritler de dahil olmak
iizere herhangi bir karma sabit yad da kullanllabilir. Bunlara
ek olarak, enjekte edilebilir preparatlar hazllrlanlrken kenzer
sekilde oleik asit giki vag asitleri de kullanllabilir.
Kullanl labilecek kabul edilebilir araclar ve solventler
araslnda su, Ringer solilsyonu, izotonik sodyum klorir
soliisyonu, hipertonik sodyum klorilr soliisyonu ve hipotonik

sodyum klorlUr soliisyonu yer alllr.

Bir tekli dozaj formunu uretmek ilizere tasJyllcL materyal ile
birlestirilebilecek etken madde miktarll, tedavi edilen
konakelvya ve belirli uygulama moduna bagll olarak
de§isecektir. Ornedin insanlarda oral uygulamaya ydnelik bir
zaman sallmll] formilasyon, toplam bilesimin yaklasJk %5 ila
yvaklaslk %95'i (aglirllk:agl rlillk) aralld Inda dedisebilen uygun
ve elverisli bir tas ly lcll materyal miktar | ile birlikte terkip
edilmis halde vyaklas |k olarak 1 ila 1000 mg etken madde
icerekilir. Farmasdtik bilesim uygulama icin kolavca
dlglilebilir miktarlar saglavacak sekilde hazlUrlanabilir.
Ornedin intravendz infiizyona yénelik bir sulu soliisyon, uygun
bir hacmin vyaklaslLk 30 mL/sa'lllk bir hlzda inflizyonunu
saglayabilecek sekilde bir mililitre soliisyonda yaklasgl k 3 ila
500 pg etken madde icerebilir.

Goze topikal uygulama ig¢in uygun formiilasyonlar ayrlca etken
maddenin uygun bir tasilylcl] ig¢inde, &zellikle etken madde igin
bir sulu scolvent iginde c¢dzilmesi veya slspansiyon haline
getirilmesi voluyla elde edilen gdz damlalar Inll da kapsar. Bu

tip formilasyonlarda etken madde tercihen %0.5 1la %20'lik,
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avantajll bir sekilde %0.5 ila %10'luk wve Ozellikle vyaklask

%1.5'1ik (a/a) bir konsantrasyonda bulunur,

Ag lzda topikal uygulama i¢in uygun formilasyonlar, etken
maddeyi bir aromall baz, genellikle =sakarocz ve akasya veya
kitre icerisinde ihtiva eden pastilleri; etken maddeyi bir
atl baz, ©6rnedin Jjelatin ve gliserin veya sakaroz ve akasya
igerisinde ihtiva eden pastilleri ve etken maddeyi uygun bir

sLvl taslLylcd icerisinde ihtiva eden gargaralar_l kapsar.

Rektal uygulamaya yonelik formilasyonlar, ornedin kakao vagl
veya bir salisilat igeren uygun bir baz ile bir fitil formunda

sunulabilir.

Tntrapulmoner veya nazal uygulama icin uygun formiilasyonlar,
alveol keselerine ulasmaslinl sadlamak {iizere nazal gegitten
hCz1l0 inhalasyon voluyla veya adlzdan inhalasyon vyoluyla
uygulanan &rnedin 0.1 ila 500 mikron arall §Inda bir partikil
boyutuna (Ornedin 0.5, 1, 30, 35 ws.) sahiptir. Uygun
formilasyonlar etken maddenin sulu veya yaglll solisyonlarln|
kapsar. Aerosol veva kuru toz uygulamas | igin uygun
formilasyonlar konvansiyonel yéntemlere gére haz Irlansbilir ve
difer terapdtik ajanlar, &rnedin asadlda tarif edildigi lzere
bugliine kadar of Filoviridae enfeksivyonlarlnin tedavisinde veva
profilaksisinde kullanlan bilesikler ile birlikte

uygulanabilir.

Vajinal uygulama igin uygun formilasyonlar, etken maddenin
vanL sJra 1ilgili zlanda wuvygun oldudu bilinen tasUy_JcUlar
igeren peserler, tamponlar, kremler, jeller, macunlar,

kopiikler veya sprey formiilasyonlarl]l kapsar.

Parenteral uygulama ig¢in uygun formilasyonlar, formiilasyonun
gl JcnCn kanlL ile izotonikligini avarlayan antioksidanlar,

tamponlar, bkakteriyostatik maddeler wve c¢ézliciler gibi ilave
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maddeler ihtiva edebilen sulu wve susuz steril enjeksiyon
solilsyonlarlnlC ve sispansiyon vyapllcd maddeler ve  klvam
artlLrldc] maddeler dihtiva edebilen sulu ve susuz steril

slUspansiyonlar!| igerir.

Formilasyonlar tek dozluk wveya ¢ok dozluk kaplardn, &rnedin
kapall ampullerin veya flakonlarln icinde sunulur ve
kullanfmdan hemen &nce sadece enjeksiyonluk su giki bir steril
sLvl tas ly_lclnln eklenmesini gerektiren dondurularak
kurutulmus {liyofilize) bir formda saklanabilir. FEkstamporane
enjeksiyon solisycenlarl ve siuUspansiyonlar], vyukarlda tarif
ecdilen tipteki steril tozlardan, granillerden ve tabletlerden
hazl[rlanlr. Tercih edilen birim doza] formiilasyonlarl,
yukarldda belirtildidi iizere etken maddenin bir glinliik dozunu
veya birim giunlik alt dozunu veya bunlarIn uygun bir

fraksiyonunu igeren formiilasyonlardir.

Bulus konusu formiilasyonlar In, vyukarlda &zellikle belirtilen
terkip maddelerine ek olarak, 1lgili alanda formilasyonun
tipine gdre konvansiyonel c¢larak kullanllan baska maddeleri de
icerebilecedi, mesela cral uygulamaya ydénelik formiilasyonlarl n

aroma katllcl lar ihtiva edebilecedi anlasl|lmallld Ir.

Bulus ilaveten vukarlda tandmlanan en az bir etken maddeyi bir
veterinerlik taslCyllcisll 1le Dbirlikte 1geren wveterinerlik

bilesimleri sadlar.

Veterinerlik tasllyl clllarll bilesimin uygulanmasl| i¢in faydal

matervyallerdir wve aksi takdirde atll veva veterinerlik
alanlnda kabul edilebilir olan wve etken madde ile uyumlu olan
katl, svl]l wveya gaz  halinde materyaller —olabilir. Bu
veterinerlik bilesimleri oral yoldan, parenteral yoldan veya

arzu edilen herhangi bir dider voldan uygulanabilir.
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Bulus konusu bilesik, daha seyrek doz uygulamas_] sadlamak veva
belirli Dbir etken maddenin farmakokinetik veya toksisite
profilini iyilestirmek amaclyla etken madde sal mlnln kontrol
edildigi ve dilizenlendidi, etken madde o¢larak bulus konusu
bilegigi digeren kontrollid sallimld farmasodtik formilasvyonlar

{("kontrolli sallmll formiilasyonlar”) saglamak ig¢in kullanJllr.

IV. UYGULAMA YOLLARI

Bulus konusu bilesik (ilerleyen k Islimlarda etken maddeler

olarak anUlacaktlr}), tedavi edilecek duruma uygun herhangi bir

yoldan verilebilir. Uygun vollar ocral, rektal, nazal,
pulmoner, topikal (bukkal ve sublingual dahil), wvajinal wve
parenteral {subkiutandz, intramuskiler, intravendz,

intradermal, intratekal ve epidural dahil) ve Dbenzerlerini
kapsar. Tercih edilen yolun &rnedin allle nln durumuna bagl

olarak defisebilecedi takdir edilecektir. Bulus keonusu
bilesidin bir avantajl), oral biyoyararlan ma sahip olmasl ve

oral yoldan dezlanabilmesidir.

Bulus kenusu bilegik, Fileoviridae enfeksiyonundan mustarip
insanlara temas etme ihtimali bulunan veya halihazllrda
Filoviridae enfeksivonundan mustarip olan bir insana herhangi
bir zamanda uygulanabilir. Baz] vyapllanmalarda bulus kcnusu
bilesik, Filoviridae enfeksiyonundan mustarip insanlara temas
eden insanlara profilaktik clarak uygulanabilir, Raz |
yvapl lanmalarda, bulus konusu bilesidin uygulamas |, Filoviridae
enfeksiyonu ig¢gin pozitif sonug¢ veren, ancak Filoviridae
enfeksivyonunun semptomlarlCnl henillz gdstermemis olan insanlara
yonelik olabilir. Baz[ yapllanmalarda, bulus konusu bilesidin
uygulamas(], Filoviridae enfeksiyonunun semptomlarinl

sergilemeye baslayan insanlara ydnelik olabilir.

Etken maddenin etkili dozu en az Indan tedavi edilen durumun

dogaslna, toksisiteye, bilesidin profilaktik olarak (daha
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digik dozlar) veya aktif bir virius enfeksivonuna karsl
kullanC1llp kullanClmadCgna, uygulama ydntemine ve farmasétik
formiilasyona bag¢lldlr wve klinisyen taraf Indan konvansiyonel
doz artllrlm c¢alllsmalarl yvla belirlenecektir. 7Yaklas k 0.0001
ila vaklasCk 100 mg/kg beden adUrllCg0/gun; tipik olarak
vaklasCk 0.01 ila vyaklasUk 10 mg/kg beden aglrlUgC/glin; daha
tipik eclarak vyaklasgllk 0.01 1ila vyaklaslk 5 mg/kg beden
ag lrlllg J/glin; en tipik haliyle yaklaslk 0.05 ila yaklaslk 0.5
mg/kg beden adlrllfl/gun olmaslC beklenebilir. Ornedin yaklasOk
70 kg'lik beden adl rll &l na sahip bir erigkin insan ig¢in glinlik
aday doz 1 mg ila 1000 mg ve tercihen 5 mg 1ila 500 mg
aralll§Cnda dedigecektir wve tekli wveya c¢oklu doz formunda

bulunabilir.

Filoviridae enfeksiyonunun tedavisine ydnelik bulus konusu bir
bilegigdin etkili dozu, dozun profilaktik olarak veva
halihazIrda Fileoviridae enfeksiyenundan mustarip bir insanl
tedavi etmek icin kullan(l ip kullanl lmayacad na bagl ]
olabilir. Doz ayrlca Filoviridae enfeksiyonundan mustarip
insanlin  semptomlarll heniiz sergilememesine veya Filoviridae
enfeksiyonunun semptomlar In | halihazl rda sergilemesine bagl

olarak dedigebilir. Filoviridae enfeksiyonu ig¢in pozitif sonug
veren insanlarl wve Filoviridae enfeksivonunun semptomlarln]
sergileyen insanlarll tedavi etmek 1ig¢in, profilaktik tedavi
gdren insanlara klyasla daha yluksek dozlara ihtivyag

duyulabilir.

Bulus konusu bilesgiklerin uygulanmasl/! ic¢in uygun herhangi bir
stire &éngdriliir. Ornedin uygulama, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 wveya 90 giin de dahil olmak
lzere 1 giin ila 100 gin sirebilir. Uygulama avrlca 2, 3, 4, b5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 veya 14 hafta da dahil olmak lzere
1 hafta ila 15 hafta slirebilir. Daha uzun uygulama slreleri de
dngérilir. Uygulama slUresi bilesidin profilaktik olarak veya

bir Filoviridae enfeksiyonundan mustarip bir insanll tedavi
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etmek i¢in verilip verilmedidine baglld olabilir. Ornedin bir
profilaktik uygulama, insanlln bir Filoviridae enfeksiyonundan
mustarip diger insanlarla diizenli temas halinde bulundudu sire
boyunca ve bir Filoviridae enfeksiyonundan mustarip bkir insana
son temastan sonra uygun bir slre boyunca sirdirilebilir.
HalihazJrda bir Filoviridae enfeksiyonundan mustarip insanlar
i¢in uygulama sliresi, hastanln tedavi edilmesi ig¢in gerekli
herhangi bir siire ve Filoviridae enfeksiyonunun niksetmemesini
sadlamak tlUzere Filoviridae enfeksiyonu ig¢in negatif scnug

veren bir testten sonra uygun bir sire olabilir.

V. KOMBINASYON TEDAVISI

Bulus konusu bilesimler ayr_ca dider etken maddelerle
kambinasyon halinde kullan Nabilir. Filcoviridae viris
enfeksiyonlarl nlin tedavisi ig¢in, tercih edildigi haliyle,
diger aktif terapdtik ajan, Filoviridae virls
enfeksiyonlarlna, ozellikle Marburg wvirlisii, Ebola viriisti ve
Cueva virlusi enfeksiyonlarlina karsl aktiftir. Bu dider aktif
terapodtik ajanlarln s Indrlandl r JcJ olmayan 6rnekleri
ribavirin, palivizumab, motavizumab, RSV-IGIV (RespiGam@) ,
MEDI-557, A-60444, MDT-637, BMS-433771, amiodaron, dronedaron,
verapamil, Ebola Nekahet Plazmasl (ECP), TEKM-100201, BCX4430
((25,3S5,4R,5R) -2-(4-amino-5H-pirrclo[3,2-d]pirimidin-7-1il1l)-5-

(hidroksimetil)pirrolidin-3,4-diol), favipiravir (T-705 veya
Avigan olarak da bilinir),T-705 monofosfat, T-705 difosfat, T-
705 trifosfat, FGI-106 (1-N, 7-N-bis[3-(dimetilamino)propil]-
3,9-dimetilkinclino[8, 7-hlkinolon-1, 7-diamin), JK-05, TKM-
Ebola, ZMapp, rNAPc2, VRC-EBOADC076-00-VP, 0$S-2966, MVA-BN
filc, brinsidofovir, Vaxart adenoviriis vektdril 5 esasll] ebola
assll, Ad26-ZEBOV, FiloVax asglsd, GOVX-E301, GOVX-E302, ebola
virisl giris inhibitérleri (NPCl inhibitérleri) wve rVSV-EBOV
ve bunlarl n kar! slmlarlld Ir. Bulus konusu bilesikler ve
bilesimler ayrlLca spesifik RNA sekanslarlLyla baz cifti

dubleksleri olusturarak translasyonel siireclere mildahale etmek
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Uzere tasarlanan sentetik antisens c¢ligonilkleotit analoglar
olan fosforamidat morfolino oligomerleri (PMO'lar) ile
kombinasyon halinde kullanllabkilir. PMO'larln Ornekleri AVI-
7287, AVI-7288, AVI-7537, AVI-T7539, AVI-6002 wve AVI-6003'Qd
kapsar. Bulus konusu bilesikler ve bilesimler avrlLca
parenteral slvJlar (dekstroz salin ve Ringer laktatl dahil) ve
besin, antibivyotik (metronidazol ve sefalosporin
antibiyotikleri, ©&rnedin seftriakson ve sefurcksim dahil)
ve/veya antifungal profilaksi, ates ve agr ilaglarl,
antiemetik (6rnegin metoklopramid) ve/veva antidiyareik
ajanlar, vitamin ve mineral takviyeleri (K Vitamini wve ¢inko
siilfat dahil), anti-enflamatuar ajanlar (Srnedin ibuprofen),
agrl ilaglarl] ve hasta popllasyonunda diger vaygln
hastallklara yénelik ilac¢lar, ©6rnedin antimalaryal ajanlar
(artemeter  ve artesunat-lumefantrin kombinasyon tedavisi
dahil), tifo (kinclon antibiyeotikleri, &drnedin siprofloksasin,
makrolid antibiyotikleri, &rnedin azitromisin, sefalosporin
antibiyotikleri, ©&Srnedin seftriakscn wveya aminopenisilinler,
drnedin ampisilin dahil) wveva sigelloz da dahil olmak {lizere
Filoviridas wvirls enfeksiyonlu hastalara saglanan genel baklm

ile birlikte kullanlllmaya yoneliktir,

AvrlLca, bulus konusu herhangi bir bilesidin bir hastaya
egzamanll wveya slralld uygulama ic¢in bir birim dozaj formunda
bir wveya daha fazla 1ilave aktif terapétik ajan 1ile
birlestirilmesi de mimkindir. Kombinasyon tedavisi egzamanl |
veya sl ral | bir rejim olarak uygulanabilir. Kombinasyon sl ral |
olarak verildidinde iki vevya daha fazla uygulamada

verilebilir.

Bulus konusu bir bilesidin bir wveya daha fazla baska aktif
terapdtik ajan ile birlikte wuygulanmas | genel olarak bulusg
konusu bir bilesidin wve bir wveya daha fazla diger aktif
terapdttik ajanln eszamanl] veya sJralll uygulanmaslL ifade eder,

vani bulus konusu bilesidin ve bir wveva daha fazla dider aktif
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terapdtik ajanin terapdtik olarak etkili miktarlarld hastanln

viicudunda aynl anda bulunur.

Birlikte uygulama, bulus konusu bilesiklerin birim
dozajlarlLnln, bir vevya daha fazla diger aktif terapdtik ajanin
birim dozajlarld uygulanmadan ©&nce veya uyguland_Jktan sonra
uygulanmasling, &rnedin bulus konusu bilesiklerin, bir veya
daha fazla difer aktif terapétik ajan uygulandlktan sconra
saniyeler, dakikalar veya saatler ig¢erisinde uygulanmasln_
icerir. Ornedin ilk &nce bulus konusu bir bilesidin bir birim
dozu uygulanabilir, akabinde saniyeler veya dakikalar
igerisinde bir wveya daha fazla diJer aktif terapdtik ajann
bir birim dozu uygulanlr. Alternatif olarak, ilk &nce bir veya
daha fazla diger terapdtik ajanln bir bPirim dozu
uygulanabilir, akabinde saniyeler veya dakikalar icgerisinde
bulus konusu bkir bilesidin bir birim dozu uygulanl r. Baz

durumlarda, 1lk ©&nce bulus konusu bir bilesidin bir birim
dozunun verilmesi, akabinde saatler igerisinde ({&rnedin 1-12
saat) bir wveya daha fazla dider aktif terapdtik ajanln bir
birim dozunun verilmesi arzu edilebilir. Difer durumlarda, ilk
once bir veya daha fazla dider aktif terapdtik ajanln bir
birim dozunun verilmesi, akabinde saatler igerisinde (8rnedin
1-12 =saat) bulus konusu bir bilesidin bir birim dozunun

verilmesi arzu edilebilir.

Kombinasyon tedavisi "sinerji" ve "sinerjistik etki™
sadlayakilir, yani birlikte kullan Ilan etken maddelerin
etkisinin, bilesikler ayrll clarak kullanl 1d gl nda elde edilen
etkilerin toplamlndan daha viksek olmasCnlL sadlavakilir. Bir
sinerjistik etki, etken maddelerin (1) birlikte formiile
edilmesi wve bir Dbirlesik formillasyonda eszamanl] olarak
verilmesi wveya uygulanmasl.; (2) ayrll formilasyonlar halinde
déniistimlll veya paralel olarak uygulanmasl! yva da (3) bazl baska
rejimler voluyla elde edilebilir. Dénlisimlu tedavi

uygulandCglnda, bilesikler &rnedin ayrl tabletlerde, haplarda
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veya kapsiullerde srall olarak verildiginde veya
uygulandldlinda va da ayr[ slCringalarda farkl] enjeksiyonlarla
bir sinerjistik etki elde edilebilir. Genel olarak, doéniUsumlu
tedavi slresince her bir etken maddenin etkili bkir dozaj

sLralll olarak, yvani seri olarzk uygulanlr, kembinasyon
tedavisinde 1se 1iki wveya daha fazla etken maddenin etkili
dozajlarl birlikte uygulanlr. Bir sinerjistik anti-viral etki,
kambkinasyondaki her bir bilesigin kestirilen saf katklJsal

etkilerinden daha yiksek bir antiviral etkiyi ifade eder.

Daha Dbaska bir vyaplUlanmada mevcut basvuru, bir  hilucrede
Filoviridae polimerazl(dn inhibe edilmesine vyénelik vyontemler
saglar, bu yéntemler sunlarl]l icgerir: bulus konusu bilesidin
veya farmasdétik olarak kabul edilebilir bir tuzu, solvatl
ve/veya esterinin etkili bir miktarnln bir Filoviris ile
enfekte bir hiicreye temas ettirilmesi ve bdylece Filoviridae

polimerazln inhibe edilmesi.

Daha Dbaska bir vyapUlanmada mevcut basvuru, bir  hiicrede
Filoviridae polimerazlin inhibe edilmesine y&énelik y&ntemler
sadlar, bu ydntemler sunlarll igerir: bulus konusu bilesigin
veya farmasétik olarak kabul edilebilir bkir tuzu, solvat |
ve/veya esterinin ve en az bir ilave aktif terapdtik ajann
etkilli bir miktarlnin Filoviris ile enfekte bir hlicreye temas
ettirilmesi ve boéylece Filoviridae polimeraz_n inhibe

edilmesi.

Daha Dbaska bir vyaplllanmada mevcut basvuru, bir  hiicrede
Filoviridae polimerazlln inhibe edilmesine vy&nelik vOntemler
sadlar, bu ydntemler sunu igerir: bulus konusu bilesidin veya
farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu, solvatl ve/veya
esterinin ve secgilen en az bir ilave aktif terapdtik ajan In
etkili bir miktarlinln Filoviridae wvirlisii 1ile enfekte Dbir

hiicreye temas ettirilmesi.
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Daha baska bir vapUlanmada mevcut basvuru, bPir insanda
Fileviridae virils enfeksiyonunun tedavisini amag¢layan
yontemlerde kullanUlmaya ytnelik bulus konusu bilesigi saglar,
bu vyontemler sunu  igerir: bulus kenusu bilesidin veva
farmasdtik olarak kabul edilebilir Dbir tuzunun terapdétik

olarak etkili bir miktarUnln hastaya verilmesi.

Daha Dbaska bir vyapllanmada mevcut Dbasvuru, bir insanda
Filoviridae viris enfeksiyonunun tedavisini amag¢layan
yontemlerde kullanlllmaya yonelik bulus konusu bilesidi sadlar,
bu véntemler sunlarl[l igerir: bulus konusu bilesidin veya
farmasdétik olarak kabul edilebilir kir tuzunun ve en az bir
ilave aktif terapdtik ajanln terapétik olarak etkili bir
miktarCnln hastavya verilmesi ve bhoylece Filoviridae

polimerazlin inhibe edilmesi.

Daha Dbaska bir vapOlanmada mevcut basvuru, bir insanda
Filoviridae viris enfeksiyonunun tedavisini amacglayan
yontemlerde kullanllmaya y¢nelik bulus konusu bilesidi saglar,
bu  ydntemler sunu ig¢erir;: bulus konusu bilesidin veya
farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzunun ve en az bir
ilave aktif terapdtik ajanln terapétik olarak etkili Dbir

miktarCnlCn hastava verilmesi.

Ayrlca, bulus konusu bir bilesidl veya farmasttik olarak kabul
edilebilir bir tuzunu ig¢eren bir kit sadglanlr. Burada tarif
edilen kitlerin her biri, bilesigin ihtiyacl olan bir bireyde
(drnedin insanda) bir hastall dn veya durumun tedavisinde
kullanfmCna yoénelik bir etiket ve/veva talimatlar igerebilir.
Baz[C vyapUlanmalarda hastallk wveya durum, pir Ebocla wviris
enfeksiyonu wveya bir Marpburg virils enfeksiyonu da dahil olmak
lzere bir 1insan Filoviridae wviris enfeksiyonudur. Dider
vapl lanmalarda, her Dbir kit ayrlca bulus konusu bilesik ile
kombinasyon halinde ilave tlbki ajanlarln ihtiyvaclL olan bir

birevde {(&rnedin insan) bir hastallgln veya durumun
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tedavisinde kullanlmlna yonelik talimatlar igerebilir. Bunlar
araslnda belirli yapJlanmalarda hastalllk veya durum, bir Ebola
viris enfeksiyonu veya bir Marburg viris enfeksiyonu da dahil
olmak lzere bir insan Filoviridae viris enfeksiyonudur. Burada
saglanan kitlerin her birinde, burada tarif edilen Dbir
bilesidin wveya farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzu,
rasemat], enansiyomeri, diastereomeri, totomeri, polimorfu,
psddopolimorfu, amorf formu, hidratll veya scolvatlnln ayr] doz
birimlerinin kite dahil edildigi ilave bir vap_llanma
mevcuttur., Ayrl | dozaj birimlerinin Grnekleri haplar,
takletler, kapsiller, bneceden doldurulmus sUrlLngalar veya
sCrCnga kartuglarl, IV torbkalar ve benzerlerini kapsar,
bunlarln her biri, ilgili bilesidin wveya farmasdtik olarak
kabul edilebilir bir tuzunun terapdtik olarak etkili bir
miktarlnl digerir. Bazll yapJlanmalarda kit bir tekli dozaj
birimi digerebilir wve diderlerinde g¢oklu dozaj birimleri,
8rnedin belirli bir rejim veya slre icin gerekli saylda dozaj

birimi mevcuttur.

Ayrlca, bulus konusu bir bilesik veya farmasdtik olarak kabul
edilebilir kir tuzu 1ile hkirlikte bir kap igeren {rinler
sadlanl r. Bulusun bir yoéni itibar lyla {riin, bulus konusu
bilesik wveya farmasttik olarak kabul edilebilir bir tuzu ile
birlikte bir kap igerir. Ayr_ ] vapUlanmalarda driinin kabl bir
flakon, kavancz, ampul, o©Onceden vyiklenmis sCrlinga, blister
paket, teneke kutu, sise, kutu wveya bir intravendz torba

olabilir.

vVI. BIR FILOVIRIDAE POLIMERAZIN INHIBISYONUNA  YONELIK
YONTEMLER

Bulusun baska bir yo&nl, Filcoviridae polimeraz aktivitesinin

inhibisyonunu amag¢lavan yontemlerde kullan llmaya y&nelik bulus

konusu bilesik wveya bilesim 1le ilgilidir, bu vyéntemler,
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Filoviridae igerdidi disiunilen bir numunenin bkulus konusu bir

bilesik veya bhilesim ile muamele edilmesi adlmlnl igerir.

Bulus konusu Dbilesiklerle muamele edilebilecek Filoviridae,
tipik olarak primatlarl enfekte eden tek iplikli negatif sens
RNA wviriisleridir. Filovirisler neredeyse tTim hilicre tirlerinde
cofalma becerisine sahiptir. Filoviris antijenleri ve
virionlar(] dncelikli olarak enfeksiyonlu bir bireyin
fikbroblastlarlnda wve interstisyumunda bulunur. Filoviriislerin
belirlenmis ¢ cinsgi mevcuttur: Ebola virisi (EBOV; bes tir):;
Marburg wvirtsu (MARV) ve Lloviu virisu (LLOV) olarak da
bilinen Cuevaviris. Viricnlar (viral partikiiller)
karakteristik olarak diiz, kavisli, klvr(mll olabilen wveya "&"
veya mgn seklinde bir konfiglrasyonda bulunan uzun,
silindirik, filamentdéz partikiller bigimindedir. Razen
dallanm Is halde bulunurlar vwve partikiillerin uzunludu oldukga
dediskendir, ancak caplazrl (yaklasCk 80 nm) tutarlCdCr.
Filovirlis genomu 4 adet virion vapl] proteinini (VP30, VP35,
nikleoprotein (NP) wve Dbir polimeraz prcteini (L-pol)) wve 3
adet membran ile baglantlL1l) proteini (VP40, glikoprotein (GP)

ve VP24) kodlayan yedi gen igerir,.

Ebola wvirlis cinsgi bilinen bes tire sahiptir: (1) Bundibugyo
viriisii (BDBV, ©&nceden BEBOV) olarak da bilinen Bundibugyo
ebolavirus; (2) Reston wvirtsil veya Ebola-Reston (RESTV,
dnceden RERBOV) olarak da bilinen Reston ebolavirus; (3) Sudan
virlisi veya Ebola-Sudan (SUDV, onceden  SEBOV) olarak da
bilinen Sudan ebolavirus; (4) Tal Forest virlisli veya Ebola-Tai
{(TAFV, dnceden CIEBOV) clarak da bilinen Tal Forest ebolavirus
ve (b)) Ebola wviriisi veya Ebola-Zaire (EBOV, Onceden ZEROV)

olarak da bilinen Zaire ebolavirus.

Marburg viriis c¢insi, Marburg viridsti (MARV) wveya Ravn viriisi

(RAVV) olarak da bilinen Marburg marburgvirus tuUrunu kapsar.
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Cuevavirus c¢insi, Lloviu wvirusa (LLOV) olarak da Dbilinen

Lloviu cuevavirus tirinil igerir.

Bulus konusu bilesimler, Filoviridae polimeraz inhibitdrleri
olarak wve bu tip inhibitérler i¢in ara {Urinler olarak islev
gérebilir wveya agaglda tarif edilen kullandmlara sahiptir.
Inhibitérler, Filoviridae polimeraza 8zgli bir gecmetriye sahip
Filoviridae polimerazln ylizeyinde wveya bir bosluunda bulunan
lokasyonlara baglanacaktlr. Filoviridae polimeraza baglanan
bilesimler deJisken tersinirlik dereceleriyle bhadlanacakt Ir.
Buyuk &lcide tersinmez sekilde bkadlanan bilesikler, bulus
konusu bu yéntemde kullanllmaya vyonelik ideal adaylardlr.
Biyiik &lciide tersinme:z sekilde badlanan bilesimler
isaretlendiklerinde Filoviridae polimeraz tayinine yodnelik
problar olarak faydallldlr. DclaylsJyla tarifname, Filoviridae
polimeraz igerdigi didstniilen bir numunede Filoviridae
polimerazln saptanmaslna vyédnelik vyéntemler ile ilgilidir, bu
yontemler su adlmlarll igerir: Filoviridae polimeraz icgerdidi
diginilen bir numunenin, bulus konusu bir bilesidi bir isarete
baglll halde dg¢eren bkir bilesim 1le muamele edilmesi ve
numunenin isaret aktivitesine etkisinin gdzlemlenmesi. Uygun
igaretler tanl. alanlinda iyi bilinir wve stabil serbest
radikaller, florcforlar, radyoaktif izotoplar, enzimler,
kemiliminesan gruplar ve Kkromojenleri Kkapsar. Burada saglanan
bilesikler hidroksil, karboksil, silfhidril veya amino gibi
fonksiyonel gruplar kullanlllarak konvansiyonel sekilde

igaretlenir.

Filoviridae ©polimeragz icerdigi diusinilen numuneler bulus
kapsaminda dodal wveya vapay materyaller, brnedin  canl’]
organizmalar; doku weya hiicre kiltiirleri; biyolojik numuneler,
drnedin Dbiyolojik materyal numuneleri {kan, serum, idrar,
serebrospinal s kvl l, gbzyaslarl , balgam, tikirik, doku
numuneleri wve benzerleri); laboratuar numuneleri; glda, su

veya hava numuneleri; bivyolojik {rin numuneleri, Ornedin
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hiicrelerin, bzellikle arzu edilen bir glikoproteini
sentezleyen rekombinant hiicrelerin ©&ziitleri ve Dbenzerlerini
kapsar. Numunenin tipik olarak Fijloviridae polimeraz 1ireten
bir organizmayll, sl k1l kla Filoviridae virlisi gibi bir
patojenik organizmayl icerdidi disiniilecektir. Numuneler su ve
organik solvent\su kardsOmlarO gibkbi herhangili bir ortamCn ig¢ine
al lnabilir. Numuneler, insanlar gibi canl’l organizmalar[ ve

hiicre ktltirleri gibi yapay materyalleri kapsar.

Burada acl klanan muamele  adl il , bulus konusu bilegimin
numuneye ilave edilmesini veya bkilesimin bir Oncilinin
numuneye ilave edilmesini igerir. Ekleme adlmC vukarlda tarif

edilen herhangi bir uygulama ydntemini icerir.

Arzu edildigi takdirde, bilesim uygulandllktan sonra
Filoviridae polimeraz aktivitesi, Filoviridae polimeraz
aktivitesini saptamava vyonelik dodrudan wve dolayll véntemler
de dahil olmak 1izere herhangi bir ydntemle gdzlemlenebilir.
Filoviridae polimeraz aktivitesini saptamaya vydnelik nicel,
nitel wve vyarl nicel ydntemlerin timil o&ngdrilmektedir. Tipik
olarak vyukarllda tarif edilen tarama vydntemlerinden biri
uygulan Ir, ancak bir canll| organizmanl n fizyolojik
zelliklerinin gdzlemlenmesi gibi herhangi bir diJer yontem de

gegerlidir.

Filoviridae polimeraz i¢eren organizmalar Filoviridae virisini
kapsar. Bulus konusu bilesikler hayvanlarda wveya insanlarda
Filoviridae enfeksivyonlar Inlln tedavisinde wveya profilaksisinde

faydalldlr.

Ancak, insan Filoviridae virilslerini inhibe etme kapasitesine
sahip bilesikler taranl rken, enzim analiz sonug¢larliin In hicre
kiltirt analizleriyle korelasyon halinde olmayabilecedi
dikkate allnmalld_r. DolaylLslyla, hicre esaslld bir analiz

birincil tarama aracl olmallddr.
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Bagska bir yaplanmada mevcut basvuru, bkir insanda Filoviridae
viris enfeksiyonunun tedavisini amaglayan yontemlerde
kullanl lmava yonelik  bulus kenusu bilesigi sadlar, bu
vontemler sunu icerir: bir Formil IV bilegiginin veya
farmasétik clarak kabul edilebilir bir tuzu, solvatlC ve/veva
esterinin terapdtik olarak etkili bir miktarlOn[n hastaya
verilmesi. Bazl vyapllanmalarda, Filoviridae enfeksiyonu bir
Filoviridae virisinden kaynaklanlr. Baz_ vapllanmalarda,
Filoviridae enfeksiyonu bir Ebocla viriisiinden kaynaklanllr. Baz |
vaplLlanmalarda, Filoviridae enfeksiyonu Bundibugyo ebclavirus,
Reston ebolavirus, Sudan ebolavirus, Tail Forest ebolavirus
veya Zaire ebolavirus kaynakl Idr. Razl yvapllanmalarda,
Filoviridae enfeksiyonu bir Marburg virlUsinden kaynaklanlr.
Bazl  vyaplllanmalarda, Filoviridae enfeksiyonu bir Lloviu
viriistinden kaynaklanllr. Bazll yaplllanmalarda, bir Filoviridae

polimeraz inhibe edilir.

Bulus konusu bilesik, halihazl rda bir Filoviridae
enfeksiyconundan mustarip olan bir insan_In tedavisinde
kullanl labilir veya Filoviridae enfeksiyonu ihtimalini

azaltmak wveya ©6nlemek icin profilaktik olarak uygulansbilir.
Filoviridae enfeksivyvonlar]l kanamalll ates, hematemez, ishal,
retrosternal karln ad&rlLslL ve prostrasyon 1le Kkarakterize
edilebilir. Inkibasyon siresi, Filoviridae enfeksiyonundan
mustarip bir insana temastan sonra vyaklas.lk 21 gindir.

Filoviridae enfeksiyonu tipik olarak olimle sonlanllr.

VII. FILOVIRIDAE POLIMERAZ INHIBITORLERINE YONELIK TARAMALAR.

Bulus konusu bhilesimler, enzim aktivitesini dederlendirmeye
yonelik kenvansiyonel tekniklerden herhangi biri arac ILIIEl yla,
Filoviridae polimeraza karsl inhike edici aktivite icgin
taranlr. Bulus kapsamInda tipik c¢larak bilesimler ilk &nce 1in

vitre Filoviridae polimeraz inhibisyonu ic¢in taranlr wve
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akabinde inhibe edici aktivite sergileven bilegimler in vivo
aktivite icin taranfCr. In vivo kullandm ic¢in yaklasCk 5 X 10°¢
M'den ve tercihen vaklasllk 1 X 107 M'den disiik in vitro Ki
(inhibisyon sabitleri) dederlerine sahip bilesimler tercih

edilir.

Faydalll in vitro taramalar ayr[ntlll olarak tarif edilmistir
ve burada tekrar verilmeyecektir. Ancak uygun in vitro

analizler oOrneklerde aclklanmaktadlr,

VIII. BILESIKLERIN HAZIRLANISI

ORNEKLER

Deneylerin ayrlntlllarl tarif edilirken belirli klLsaltmalar ve
terimler kullan [1llr. Bunlarln g¢odu ilgili alanl n uzmanlarlinca
anlaslldr olmaslCna radmen, Table 1, bu kisaltmalarOn wve
terimlerin birg¢odunun bir listesini igerir.

Tablo 1. Klsaltmalar ve terimler listesi.

Ksaltma Anlam(]

AC»0 asetik anhidrir

AIBN 2,2'-azcbis(Z-metilpropionitril)
Bn benzil

BnBr benzilbromir

BSA bis(trimetilsilil)asetamid

BzCl benzoil klorilir

CDI karbonil diimidazcl

DARCO 1,4-diazabisiklo[Z2.2.2]0oktan

DBN 1,5-diazabisiklo[4.3.0]lnon-5-en
DO 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon
CRU 1,5-diazabisiklc[5.4.0]undek-5-en
DCA diklorcasetamid

DCC disikloheksilkarbodiimid

DCM diklorometan

DMAP d-dimetilamincopiridin
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DME 1,2-dimetoksietan

DMTC1 dimetoksitritil klorir

DMSO dimetilsiilfoksit

CMTr 4,4'"-dimetoksitritil

DMF dimetilformamid

EtOAc etil asetat

EST elektrosprey lyonizasyonu

FEtOAC etil asetat

HMDS heksametildisilazan

HPLC Yiksek baslingll sllvl kromatografisi
LDA lityum diizopropilamid

LRMS dilsiik ¢éziniurliklu kiitle spektrumu
MCPBA meta-kloroperbenzoik asit

MeCN asetonitril

MeOH metancl

MMTC monce metoksitritil klorir

m/z veya
m/e

kiitle/yuk oranl

MH* kiitle artl 1
MH~ kiitle eksi 1
MsOH metanstlfonik asit

MS wveya ms

kiitle spektrumu

MTRE tert-pblitilmetil eter

NBS N-bromosiiksinimid

Ph fenil

0s veya oda sUcaklUgl

0.s5.

TBAF tetrabiitilameonyum florir
THF tetrahidrofuran

TMSC1 klorotrimetilsilan

TMSBr bromotrimetilsilan

TMST iyodotrimetilsilan

TMSOTL (Crimetilsilil)triflorcmetilsiilfcnat
TEA trietilamin

TRA tribuitilamin

TBAP tribiitilamonyum pirofosfat
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TBSC1 t-blitildimetilsilil klorir

TEAR trietilamonyum bikarbonat

TFA triflorcasetik asit

TLC veya ince tabaka kromatografisi

tlc

Tr trifenilmetil

Tol d-metilbenzoil

Turbo 1:1'1ik izopropilmagnezyum kloriir wve

Grignard lityum klorir karUs[Cml

e) tetrametilsilana gdre agagl alan
milyonda kOsOm

A, Bilesiklerin Haz[rlanlls[

Ornekler 1, 3, 11, 13, 15, 18, 20, 24-34 ve 35a referans
drnekleridir. Bilegikler 1, 10, 15, 21-31 wve bilesik 9'un (R}

diastereomeri referans bilegiklerdir.

Ornek 1. (25)-etil 2-(kloro(fenoksi)fosforilamino)propanoat
{Kloridat A)

Qoo w2
O

‘ ,/\OﬂerHn —_—- 00 P Cl

Etil alanin ester hidrokloriir tuzu (1.69 g, 11 mmcl) iginde
cdzilmiistliir susuz CH:Cl, (10 mlL) ve karOsCm 0°C'ye sodutma
eglidinde N, (g) altlnda karldstIrdlmlstUr. Fenil diklorofosfat
{(1.49 mL, 10 mmol} ilave edilmistir ve akabinde vaklaslCk 10 dk
boyunca damlalar halinde FEt3N ilave edilmistir., Reaksiyon
karl gllm | akabinde vavasca oda sllcaklllg mha Islltl Imlist Ir wve
vaklasCk 12 sa karOstCrOlmCstOr. Susuz Et,0 (50 mL) ilawve
edilmigtir ve karlslm vaklasJk 30 dk karCstOrClmdstdr. Olusan
katlL filtreleme vyoluyla uzaklastUrlLlmlstlIr wve sidzintid disik
baslng altnda konsantre edilmistir. Kalllnt[, ara iiriin A'y[
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vermek {zere heksanlar icinde %0-50 EtOAc 1ile ayrlstUrllarak
silika jel kromatografisine tabi tutulmustur. H NMR (300 MHz,
ChCls) & 7.3%9-7.27 {(m, G5H), 4.27 (m, 3H), 1.52 (m, 3H), 1.32
(m, 3H). *'P NMR (121.4 MHz, CDCls) & 8.2, 7.8.

Ornek 2. (28)-2-etilbiitil 2-

{kloro (fenoksi) fosforilamino)propanocat (Kloridat B)

<\ VA 0wl TEA. DCM <\ % o
' A0 Ny - 00 P Cl
0= c H
~
B8

2-Etilbtitil alanin klorofosforamidat ester B, kloridat A ile
aynl . prosediire g&re hazllrlanm lstl r, ancak burada etil alanin
gster yerine 2-etilbiitil alanin ester kullan IIm Istl r. Matervyal
bir sonraki reaksiyonda ham olarak kullanCl0r. Metancl veya
etanol 1le muamele ikame Urinll gerekli LCMS sinvali ile

birlikte verir.

Ornek 3. (28)-izopropil 2-

{kloro (fenoksi) fosforilamino)propanocat (Kloridat C)

Q_,? o rd TEA DCM <\/? 0
o

o AN ———— 00 P ¢l
P Cl PR "
el 0

c

Izopropil alanin klorofosforamidat ester €, kloridat A ile
aynlL prosedire g&re hzazUOrlanmlstlLr, ancak burada etil alanin
ester yerine izopropil alanin ester kullanIlmllstlr. Materyal
bir sonraki reaksiyonda ham olarak kullan[1lr. Metanol wveya
etanol 1ile muamele ikame Urinud gerekli LCMS sinyali ile

birlikte verir.
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Ornek 4. (2R,3R,4S,5R)-2-(4-aminopirrolo[l,2-£f][1,2,4]triazin-

7-il)-3,4-dihidroksi-5- (hidroksimetil) tetrahidrofuran-2-

karbonitril (Bilesik 1)

(2R, 3R, 453, 5R) -2-(4-amincpirrclo[l,2-f][1,2,4]triazin-7-11})-
3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil})tetrahidrofuran-2-
karbonitrilin haz rlan sl asadllda aclLklanlr,

o 0.

a0 N0 OO B0 N0
. u—
.. Ac,O Y 7

BnQ OBn h BnO  OBn

Piyasadan temin edilebilen 1laktecl (10 g, 23.8 mmol) N, (g)
altCnda susuz DMSO (30 mL) iginde c¢ozUlmustiur. AC0 (20 mL)
ilave edilmistir ve elde edilen reaksiyon karCsdm] yvaklaslCk 48
sa  boyunca oda sJcakl1glnda karCstlrClmCstlr. Reaksiyon
karCslm] buzlu Hy;0O (500 mL) {izerine bosaltUlmlst1r ve kar_s_m
20 dk karllst Irlllm lst [r. Karl s Im EtOAc (200 mL x 3) ile
Hzitlenmistir wve birlestirilen organik &zlitler akabinde HC
(200 mL x 3) ile ylkanmOstdr. Organik ©zit susuz MgS0, lzerinde
kurutulmustur, filtrelenmistir ve diistk basIng altnda
konsantre edilmistir. KallntlD CH,Cl; icinde g¢dzulmigtir ve
laktonu vermek lzere heksanlar icinde %25 ELOAC ile
ayrl stl rl larak silika jel kromatografisine tabi tutulmustur. 'H
NMR (400 MHz, DMSO) & 7.30-7.34 (m, 13H), 7.19-7.21 {m, Z2H),
4.55-4.72 {m, ©H), 4.47 (s, 2H), 4.28 (d, J = 3.9 Hz,lH), 3.6%6
(m, 2H). LCMS m/z 436.1 [M+H,0], 435.2 [M+OH]- Tr = 2.82 dk.
HPLC Tr = 4.59 [H2 ic¢inde %2-98 ACN), 5 dk boyunca 2 mL/dk'lik
akds hlCz[nda.
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Bromopirazol (WO2009/132135%e g&re hazlrlanmlistlr) (0.5 g, 2.4
mmol) N;(g) altnda susuz THF (10 mlL) ig¢inde siispansiyon haline
getirilmistir. Sispansiyon kar stlr IImlstlr ve TMSCl (0.7 mL,
5.28 mmol) ilave edilmistir. Karllslm oda sllcakllly nda 20 dk
karCstlrClmCstlr ve akabinde yaklasLCk -78°C've sogutulmustur,
bu noktadan scnra vyavasca bir n-Buli sclilsycnu (¢ mL,
heksanlar icinde 1.6 N, 9.6 mmol) ilave edilmistir. Reaksiyon
karlslm ] yaklaslk -78°C'de 10 dk karstlr lImlstlLr ve akabinde
sl rl nga vard mlyla lakton (1 g, 2.4 mmol) ilave edilmistir.
Reaksiyonun tamamland Il LCMS ©&lcglmiiyle dogruland lktan sonra
reaksiyonu bastlrmak icin AcCH ilave edilmistir. Karlslm disik
baslCng altlinda konsantre edilmistir ve kalllntd bir CH,Cl, we
H.C0 (100 mL, 1:1) karlslml iginde ¢&ziilmlistlir. Organik katman
ayrLlm_stlr we HzO0 (50 mL) ile vy_lkanmlstlLr. Organik katman
akabinde susuz MgS30, lUzerinde kurutulmustur, filtrelenmigtir ve
diigiik basllng altl nda konsgantre edilmigtir. Kallntll, Urini
anomerlerin 1:1'1ik bir karOsCmC olarak vermek {izere heksanlar
i¢inde 50-50 EtOac ile ayrlstlrllarak silika jel
kromatografisine tabi tutulmustur. LCMS m/z 553 [M+H].

NH, NH,
NN ,) N\ _N. {J
Q N 0 N
BnO/\f ?%H . BnO/\(L 7%\4

Bn(j ‘("JBn Bn)  OBn

Hidroksi niikleosit (1.1 g, 2.0 mmol) susuz CHyCl, (40 mL)
iginde g¢ézilmistir wve soliisyon N; ({g) altlnda karUstlrma
esliginde vyaklasl k -78°C'ye sogutulmustur. TMSCN (0.931 mL, 7
mmol) ilave edilmistir ve kar Isiim 10 dk daha kar st lr 1lm Istl r.

Reaksiyona yavasca TMSOTEf (1.63 mL, 9.0 mmol) ilave edilmistir
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ve karlslm 1 sa karUstlLrUOlmlCstlr. Reaksiyon karlUs_Im] akabinde
CH,Cl, (120 mL) ile seyreltilmistir wve reaksivonu bastlrmak
igin sulu NaHCO5(¢(120 mlL) ilave edilmistir. Reaksivyon karlslm]
10 dk daha karllst IrlllmlIst Ir ve organik katman ayrl lmlist Ir.
Sulu katman CH;Cl:; (150 mL) ile o&zutlenmistir ve birlestirilen
organik dzitler SUSUZ MgS0Oy lzerinde kurutulmustur,
filtrelenmistir wve diigiik baslng¢ altlnda konsantre edilmigtir.
Kallntl minimum miktarda CH;Cl,; ic¢inde ¢dziilmiistiir ve tribenzil
siyvano nikleositi bir ancmerler karlslm] olarak vermek {zere
%0-75 EtOAc ve heksanlar gradyan | ile ayr Istl r llarak silika
Jel kromatografisine tabi tutulmustur. H NMR (300 MHz, CDsCN)
5 7.94 (s, 0.5H), 7.88 (s, 0.BH), 7.29-7.43 {m, 13H), 7.11-
7.19 {m, 1E), ©.82-6.88 (m,lH), 6.70-6.76 {m, 1H), 6.41 (bs,
2d), 5.10 (4, J = 3.9 Hz, 0.5H), 4.90c (d, J = 5.1 Hz, 0.5H),
4,31-4.85 (m, 7H), 4.09-4,18 (m, 2H), 3.61-3.90 {(m, 2H). LCMS
m/z 562 [M+H].

NH; NH; NH,
\gtﬁjgN t’/&‘ R
YN = -~ YN A <fw »
o N 0 N o> VN7
I / K
ano"\i_j N oY Fen - Ho’“\( ~

3r0  08n HO  OH HO  OH

beta 1

Tribenzil sivyanco nikleosit (70 mg, 0.124 mmol) susuz CHpCl, (2
mL) icinde ¢dzilmistiir ve N, (g) altlinda vyaklasllk -20°C'ye
sofutulmustur. Bir BCl; solisyonu (CHzCl: iginde 1 N, 0.506 mL,
0.506 mmol) ilave edilmistir ve reaksiyon karJs(mC -78°C'de 1
sa kar dstlr J1mlstlr. Reaksiyonun tamamlandllg] LC/MS ile
dodrulandlktan sonra reaksiyonu bastlrmak icin MeOH ilave
edilmistir. Reaksiyon karUs ImdJ  oda slLcakllLg ma [CsInmaya
bl rakllIm stl r ve solvent diustuk basl Ing altl nda
uzaklastCrOlmCstlr. KallOntd, o—anomeri ve f-anomeri 1'1
ayrlLstlrmak {izere 5 dk bovyunca H;O (%0.1 TFA), akabinde 35 dk
boyunca H:O (0.1 TFA) icinde %0-70 MeCN gradyanL 1ile
ayrlCstlrClarak C18 ters fazlll HPLC'ye tabi tutulmustur. (o-
anomer) 'H NMR (300 MHz, D.0) & 7.96 (s, 1H), 7.20 (d, J = 4.8
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Hz, 1H), 6.%91 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.97 (d, J = 4.4 Hz, 1H),
4.56-4.62 {m, 1H), 4.08-4.14 {(m, 1H), 3.90 (dd, J = 12.9, 2.4
Hz, 1H), 3.70 (dd, J = 13.2, 4.5 Hz, 1H). (p-anomer) 'H NMR
(400 MHz, DMSO) & 7.°1 (s, 1H), 7.80-8.00 (br s, 2H), ©6.85-
6.89 (m, 2H), 6.07 (d, J = 6.0 Hz, 1lH}, 5.17 (br s, 1H), 4.90
(br s, 1H), 4.63 (£, J = 3.9 Hz, 1H), 4.02-4.06 (m, 1H), 3.94
(br s, 1H), 3.48-3.64 (m, 2H). LCMS m/z 292.2 [M+H], 290.0 [M-
H]. Tr= 0.35 dk. 13C NMR (400 MHZ, DMSC), 156.0, 148.3, 124.3,
117.8, 117.0, 111.2, 101.3, 85.8, 79.0, 74.7, 70.5, ¢6l.4. HPLC
Tr = 1.32 dk.

{(3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-i11)-3,4-

bis (benziloksi)-5-((benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-olin

LaCl;-2LiCl ile haz Jrlan IslJ

Nk
SNy
\(\. N
N

NH;
1. IWSCI, PaMgClL 0°C N
2. iPrMgCl, -15 °C N,
N

BHO/‘\iiyﬁo y 3-13CIy21Cl -°5°C sno"\(o

3'10 bUn IHE, 20 °C Bnd an

THE (67 mnlL) dic¢inde bir 7-ivyodopirrolol[2,1-f][1,2,4]triazin-4-
amin (7.5 g, 28.8 mmol, 1.0 ekv) socliisyonu hazlrlanml stlr.
Solusyon yaklaslOk 0°C'ye sodJutulmustur ve TMSC1l (3.3 mL, 30.3
mmol, 1,05 ekv) ilave edilmistir. Reaksiyon karlls Im | yaklas Ik
30 dk karl stllrl Iml st Ir ve akabinde ic sllcakl |k 5°C'nin alt nda
tutulurken PhMgCl (THE icinde 2 M; 28 mL, 56¢.8 mmol, 1.27 ekv)
ilave edilmistir. Reaksiyon karJsOml vyaklas[k 0°C'de yaklaslk
35 dk calkalanmlstlr ve akabinde vaklaslUk -15°C'ye
sodutulmustur. Akabinde i¢ slcakllk yaklaslk -10°C'nin altlinda
tutulurken iPrMgCl (THF ig¢inde 2 M, 14 mL, 30.2 mmol, 1.05
ekv) ilave edilmistir. Yaklas |k -15°C'de vyaklasllk olarak 15
dakika sonra, ig slLcakllk vaklaslk -15°C'nin altlnda
tutulurken LaCl;-2LiCl1 (THF iginde 0.6 M, 50 mL, 14.4 mmol, 0.5
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ekv) ilave edilmistir. Reaksiyon kardsOmC vyaklasCk -20°C'de
vaklaslCk 25 dk calkalanmlstr.

Avrl  bir sisede, THF (45 mL) ig¢inde bir (3R,4R,35R})-3,4-
bis(benziloksi)-5-((benziloksi)metil)dihidrofuran-2 (3H)-on
(10.0 g, 23.9 mmol, 0.83 ekv) scliisyonu hazUrlanmJstlr.
Soliisyon vyaklasCk -20°C'ye sogutulmustur ve akabinde ic¢
slCcakllk vaklaslk -15°C'nin altnda tutulurken Grignard
solisyonuna aktardlmlstlLr. Elde edilen reaksiyon karlCsUm]
yaklasl k -20°C'de yaklasllk 30 dk calkalanm IstlIr,

Reaksiyon 2 M HC1 (53 mL) ile bastUrlClmUstIr wve karlLsIm
vaklasCk 15°C'ye JsOtClmOstJr. iPrOAc (38 mL) ilave edilmistir
ve organik wve sulu fazlar ayrllmlstIr. Alttaki sulu katman
tahliye edilmistir ve Ustteki organik  katman sUraslyla
ag rillk¢a %2.5 NaHCO; (53 ml), adlrllkga %2.5 NaHCOs (53 mlL) ve
ag Irlllkga %10 NaCl (53 mL) ile y lkanm Istlir.

Organik faz vyaklasJk 45 mL'ye konsantre edilmistir ve akabinde
iPrOAc (75 mL) 1ile seyreltilmistir. Solusyon tekrar vyaklas lk
45 mL'ye konsantre edilmistir ve akabinde iPrOAc¢c (23 mlL) ile
seyreltilmistir, Solisyon yvaklasl k 45 mL'vye konsantre
edilmistir ve akabinde bir Celite pedi dzerinden
filtrelenmistir. Filtrelenen sollisyon vaklasg_lk 26 mL'vye
konsantre edilmistir ve akabinde MTBE (75 mL) ile
seyreltilmistir. 2 sa sonra yavas¢ga heptan (23 mlL) ilave
edilmistir ve bulamagc vaklas lk 25°C'de vyaklas k 2 sa
karl gtl vl lml stllr ve akabinde vyaklag Ik 8 sa boyunca vyaklaslk -
5°C'ye sodutulmustur. Katl lar filtreleme voluyla izole
edilmigtir we filtre hamuru MTBE/hepntan ({(4:1, 23 mL) 1ile
yLCkanmlCstr . KatClar, (3R, 4R, bR) -2-(4-aminopirrolo[2,1-
fl1[l,2,4)triazin-7-11)-3,4-bis (benziloksi})-5-

({benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-oll vermek iizere bir

vakumlu fllrl nda en fazla vaklasl k 35°C'de kurutulmustur.
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{3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£]1[1,2,4]triazin-7-i1)-3,4-

bis(benziloksi)-5-((benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-c¢liin

CeCl; ile hazl rlanl g

N
<:-_»(“*N NH;
A
\':_..N_N/) \_\j \N
B-0"N\_9\ -0 I BnO'\/O N
'\,‘ J" \ OH
B~0  Dan 3nG OB~

Iyodopirazol (5.02 g, 19.3 mmecl) THF (45 g) icinde c¢odzulmiistir
ve solisyon karllstl Irma esliginde vaklasl k 0°C'ye
sofutulmustur. TMSC1 (2.04 g, 18.7 mmol}) ilave edilmistir ve
vaklaslLk 1 sa sonra fenil magnezyum klorir (THF icinde 2.0 M,
19.9 g, 38.2 mmol) ilave edilmistir. Reaksiyon karlsCm
yaklaslk -20°C'ye soutulmustur ve yavasca izo-propil
magnezyum klorir (THF iginde 2.0 M, 9.99 g, 20.5 mmecl) ilave
edilmistir. Yaklasllk 30 dk sonra reaksiyon karl sl m | yaklasllk -
20°C'de THF (22 g) igindeki susuz seryum klorir (4.75 g, 19.3
mmol) karUsCmlna aktarUlmJstJr. Yaklasldk 1.5 sa sonra vavasca
THF (22 g) icindeki lakton (6.73 g, 16.1 mmol) solisyonu ilave
edilmistir wve elde edilen reaksiyon karlslm] vyaklasllk 1 sa
karCstlrlClmlstr. 2 M HCL1 (41 g} 1ilave edilmistir, kar_dsIm
yaklasl k 15°C'ye Is Itlllmllst Ir ve izo-propil asetat (35 g)
ilave edilmistir. Katmanlar ayrl Iml stlilr ve organik katman %2.5
NaHCOs (40 g x 2), %10 NaCl (35 g x 1) ile vyJdkanmlstldr wve
yaklaslk 30 mL'lik hacme konsantre edilmistir. izo-Propil
asetat (44 g) vyiaklenmistir ve sclisyon vaklas_k 30 mL'lik
hacme konsantre edilmistir. izo-Propil asetat (43 g)
yiklenmistir wve solisyon yaklas |k 30 mL'lik hacme konsantre
edilmistir. Soliisyon filtrelenmistir wve slzintid vaklasUOk 18
mL'lik hacme konsantre edilmistir. tert-Biitilmetil eter (37 q)
ve akabinde dUrin tchum kristalleri (10.7 mg) ilave edilmistir.
Yaklaglk 14 sa sonra n-heptan (10.5 g) 1lave edilmistir wve
karCsOm yeklasODk -5°C'ye sodutulmustur ve filtrelenmistir.
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KatClar vaklasdk -5°C'de tert-blUtilmetil eter (9 qg) ile
yCkanmstlr ve {irini vermek lUzere yaklaslk 34°C'de yaklaslk 15

sa boyunca vakum altlinda kurutulmustur.

(3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il1)-3,4-

bis(benziloksi)-5-((benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-olin

CeCl3 ve iPrMgCl-LiCl ile haz(Irlanlis[

HyN
.—;TKgN |NH7
<;~_~J S
! —N i
a-o-\l/Ovo I BnO-™\ .0 N
Vo " OH
B~O 0Bn 3n0 OB~

Iyvodopirazol (5.03 g, 19.3 mmel) THF (45 g) icinde c¢dzUlmistiir
ve soliisyon N;(g) altlCnda karCstOrma eslifinde yaklasOk 0°C'ye
sodutulmustur. TMSCl (2.06 g, 19.0 mmol) ilave edilmistir ve
yaklasl k 1 sa sonra fenil magnezyum kloriir (THF iginde 2.0 M,
20.23 g, 328.8 mmol} ilave edilmistir. Reaksiyon karl gliim |
vaklaslk -20°C'vye scutulmustur ve yavasca izo-propil
magnezyum kloriir-lityum kloriir kompleksi (THF icinde 2.0 M,
15.37 g, 21.0 mmel) ilave edilmistir. Yaklaslk 1 sa sonra
reaksiyon karOsCmC vyaklas_k -20°C'de THF (22 g) dicindeki
seryum klorir (4.77 g, 19.4 mmol) karl slmlna aktar! Imlist Ir.
Yaklagl 'k 1 sa sonra vavasca THF (23 g) icindeki lakton (6.75
g, 16.1 mmol) solisyonu ilave edilmigtir wve elde edilen
reaksiyon karlsIm] yaklaslk 1.5 sa karJstlr mlstlr. 2 M HCL
(40 g) 1lave edilmistir, kardsm vyaklasCk 15°C'ye OsCtClmCstOr
ve izo-propil asetat (35 qg) ilave edilmistir. Katmanlar
ayrl Iml stllr ve organik katman %2.5 NaHCO; (40 g x 23, %10 NaCl
(36 g x 1) ile vylLkanmCstlCr wve vaklasCk 30 mL'lik hacme
konsantre edilmistir. izo-Propil asetat (44 a) ilave
edilmistir ve sclisyon vaklaslLk 30 mL'lik hacme konsantre
edilmistir. Solusyon filtrelenmistir wve sizintidl vyaklaslk 18

ml.'1lik hacme konsantre edilmistir. tert-RBlitilmetil eter (37 g)
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ve akabinde Urin tchum kristalleri (10.5 mg) ilave edilmistir.
Yaklaslk 14 sa sonra n-heptan (11 g) ilave edilmistir ve
karCslOm vyaklasllk -5°C'ye soJutulmustur ve filtrelenmistir.
Katl lar vaklas [k -5°C'de tert-biitilmetil eter (9 g} ile
yLkanmLstlr ve iirini vermek {izere vyaklaslJk 34°C'de yaklasUk 15

sa boyunca vakum altlnda kurutulmustur.

{3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-11)-3,4-

bisgs (benziloksi)-5-((benziloksi)metil) tetrahidrofuran-2-c¢liin

Y¥Cl; ile haczlirlanllg

. ﬁ NH
= N el
A
é’“w) Yoy N
A0\, 00 I B0\ O N
l'l "l l'l OH
R-0 ORn iand OB~

Ivodopirazol (4.99% g, 19.2 mmol) THF (44 g) icinde c¢odzulmistir
ve solisyon karllstllrma esliginde vaklasl k 0°C'ye
sogutulmustur. TMSC1l (2.45 mL, 19.4 mmol) ilave edilmistir wve
yaklaslCk 30 dk sonra fenil magnezyum kloriir (THF icinde 2.0 M,
20.29 g, 39.0 mmol} ilave edilmistir. Reaksivon karl slim]
vaklaslk -20°C'ye sodutulmustur ve yavasca izo-propil
magnezyum kloriir (THF ig¢inde 2.0 M, 92.85 g, 20.1 mmel) ilave
edilmigtir. Yaklasllk 30 dk sonra, reaksiyon karlls Im1 yaklas Ik
-20°C'de THF (24 g) icindeki susuz itriyum kloriir (3.76 g,
16.3 mmol) ve lakton {6.068 g, 16.0 mml) karlCslmlna
aktarUlmCstlLr. Yaklaslk 2.5 sa sonra 2 M HC1 (30 g) ilave
edilmistir, karCslm vaklasCk 15°C'ye [CsCtOlmCstlr ve izo-
propil asetat (22 g) ilave edilmistir. Katmanlar ayrlilm Ist Ir
ve organik katman %2.5 NaHCOs (40 g x 2), %10 NaCl (35 g x 1)
ile vl kanmstlLr wve vaklaslk 30 mL'lik hacme konsantre
edilmistir. izo-Propil asetat (44 g) vyiklenmistir wve solisyon
yaklaslLk 30 mL'lik hacme konsantre edilmistir. izo-Propil
asetat (45 g) yuklenmistir ve solilsyon vyaklaslk 30 mL'lik
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hacme kensantre edilmistir. Solisyon filtrelenmistir Ve
siizlintil vyaklaslCk 18 mL'lik hacme konsantre edilmistir. tert-
Bitilmetil eter (37 g) wve akabinde {riin tohum kristalleri
(11.5 mg) ilave edilmistir. Yaklas k 1 sa sonra n-heptan (15
mL) ilave edilmistir ve karlUslCm vyaklasJk -5°C'ye sodutulmustur
ve vyaklaslk 17 sa c¢alkalanmldstlLr. Bulamag¢ filtrelenmistir ve
katlClar, dnceden yaklasCk -5°C'ye sodutulmus bir tert-
blitilmetil eter (8 g)/n-heptan (2 g) karl[sIm]J ile yl kanm stlr.
Elde edilen katdlar, urUind vermek Uzere vyaklasdk 34°C'de

vaklasl k 22 sa boyunca vakum alt Inda kurutulmustur.

{3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-i11)-3,4-

bis (benziloksi)-5-((benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-olin

NdCls ile hazl rlanl gl

SN
;;T/A*N NF2
3r0"¥07__:_0 ( BnO"\/O N =/

BnO OBn BnO 6Bn

Iyodopirazol (5.02 g, 19.3 mmcl) THF (38 g) icinde c¢dzulmiistiir
ve solUsyon N, (g) altCnda karCstOrma eslidinde yaklasOk 0°C'ye
soutulmustur, TMSC1 (2.45 mL, 19.4 mmeol) ilave edilmistir wve
yvaklasl 'k 1 sa sonra fenilmagnezyum klorlir ({(THF ig¢inde 2.0 M,
19.7% g, 38.0 mmol) ilave edilmistir. Reaksiyon kar[CsOmZ]
vaklas[Ck -20°C'ye soJutulmustur ve yavasca Izo-propilmagnezyum
klorir (THF icinde 2.0 M, 9.40 g, 19.2 mmol) ilave edilmistir.
Yaklas[Ck 1.5 sa sonra, reaksiyon kar[CsOmd yaklasdk -20°C'de
THF (22 g} 1dg¢indeki susuz neodim (ITT) kloriir (4.03 g, 16.1
mmol) wve lakton (€.70 g, 16.0 mml) kardsOmdna aktarJlmCstlCr.
YaklaslCk 1.5 sa sonra reaksivon karJsImd -10°C'ye JsOtClm0dstr
ve 2 sa daha gegtikten sonra 2z M HC1l (36 g) ilave edilmistir.
Kar[slm yaklaslk 15°C'ye JsOtC1ImlstIr ve izo-propil asetat (23

g} 1lave edilmistir. Katmanlar ayrJlmlstlr wve organik katman
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%2.5 NaHCOs; (44 g x 2}, %10 NaCl (41 g x 1) ile vylkanmlstlr wve
vaklaslk 30 mL'lik hacme konsantre edilmistir. Zizo-Propil
asetat (44 g) vyiklenmistir wve solisyon vyaklaslk 30 mL'lik
hacme kensantre edilmistir. izo—-Propil asetat (45 a)
vidklenmistir wve solisyon vaklasdk 30 mL'lik hacme Xkonsantre
edilmistir. Solisyon filtrelenmistir ve siuzintli vyaklaslk 18
mL'lik hacme konsantre edilmistir. terf-Butilmetil eter (37 g)
ve akabinde Urlin tohum kristalleri (11.9 mg) ilave edilmistir.
YaklasLk 1 sa sonra n-heptan (15 mL) ilave edilmistir ve
karl gl m vyaklasllk -5°C'ye sodutulmustur ve vyaklasl k 15 sa
calkalanmUstJr. Bulamag¢ filtrelenmistir wve katUlar, ©&nceden
vaklasCk -5°C'ye soJutulmus bir tert-biitilmetil eter (8 g)/n-
heptan (11 g) karlsimlC ile ylkanmlistlr. Elde edilen katllar,
urunt vermek uzere vyaklaslOk 34°C'de vaklasCk 25 sa boyunca

vakum altlinda kurutulmustur.

{2R,3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-i1) -

3,4-bis{benziloksi)-5-((benziloksi)metil) tetrahidrofuran-2-

karbonitrilin haz Irlan_Is[]

NH e
? THA S
‘\VHQN TMSCN G::Z N
N IMSO Tf o\/V -
0 N_N:d - Bﬂo/\( 7. N
B”O/\( CH pClp \ 1" :\;\\N
\__/ OH -40 *C g

DCM (100 mL) icinde &dnceden sodutulmus (-40°C) (3R, 4R,5R)-2-
(4-aminopirrole[2,1-f]1[1,2,4]triazin-7-11)-3,4-
bis({benziloksi)-5-((benzilcoksi)metil)tetrahidrofuran-2-o0l

({10.0 gram, 18.1 mmel, 1.0 ekv.) soliisyonuna 1i¢ sdcakllk
vaklasCk =25°C'nin altinda tutulurken triflorocasetik asit
(6.19 gram, 54.3 mmol, 3.0 ekv.) ve akabinde DCM (50 mL)
i¢inde dnceden sogutulmus (-30°C) TMSCTE (24.1 gram, 108.6
mmol, 6.0 ekv.,) wve TMSCN (10.8 gram, 108.%6 mmol, 6.0 ekv.)
solilsyonu yiklenmistir. Reaksiyon karflsmll yaklasllk -30°C'nin

altlCnda en az 10 dakika calkalanmdstOr wve oOnceden sofutulmus
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(vaklasJk -10°C) aglrllkeca %20'lik sulu KOH solisyonu (120 mL}
icinde bastCrClmCstOr. Iki fazlO karOsCm ortam sCcaklCdlna
Us 1t0ImJstlr. Organik katman ayrllmlstlr ve adlrl lkga %10"luk
sulu NacCl (50 mL X 3) ile vy lkanm IstlIr. Organik faz
filtrelenmisgtir, wvakum altlCnda vaklasJk 50 mL'ye konsantre
edilmistir, tollen (200 mL) 1le tekrar seyreltilmistir ve
yvaklasCk 50°C'de vakum altCnda 140 mL'ye konsantre edilmistir.
Solilsyon yaklask 55°C'de (2R, 3R,4R,5R)-2-(4-aminopirrolo[2,1-
f1[1,2,4]triazin-7-11)-3,4-bis(benziloksi}-5-
{(benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-karbonitril ile
asJlanmlstlr. Yaklaslk 55°C'de vaklaslk bir saat
calkalanmlstJr wve vyaklaslOk 6 saat boyunca vaklasCk 0°C'ye
sogutulmustur. Katllar filtreleme vyoluyla i1zole edilmistir wve
filtre hamuru toliien (30 mlL) ile ylUkanmlUstlr. Katllar vyaklaslk
50°C'de vakum alt_nda kurutulmustur.

{2R,3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-i1) -

3,4-bis{benziloksi)-5-((benziloksi)metil) tetrahidrofuran-2-

karbonitrilin Akl s Kimyasl] ile hazlirlanlisl

NH, N
Ry
\\' _-*&N 'Y N 7‘4
ano’\/L, on ey
6nG l-bB BnQ  OBn
n n

(3R, 4R, 5R) -2-(4-aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-11)-3,4-
bis(benziloksi)-5-((benzilcksiimetil)tetrahidrofuran-2-ol
(460.07 g DCM iginde 23.0 g), TMSOTf (138.07 g DCM ig¢inde
55.81 g} wve TMSCN (138.10 g DCM icinde 25.03 g) solilsyonlarl]
yvaklaslk -40°C'de bir boru tipi reaktdre sravla
pompalanmlst Jr. Reaksiyon karlsUm] bir sisede toplanmlstlr ve
%2011k sulu KOH soliusyonu (46.91 g KOH wve 210 g su) 1icgeren
buz banyosunda tutulmustur. Katmanlar ayrl Im stllr ve organik
tfaz sl rasilyla %10'"luk sulu KOH scliisyonu (10 g KOH ve 90 mL

su) ve %10'luk tuzlu su (100 g x 2) ile vy lkanmlstdr. Organik
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faz wvakum altInda vaklaslk 4 kirim hacme konsantre edilmistir,
izopropil alkol (162.89 g) yiuklenmistir wve karldsIm vakum
altlnda vaklaslUk 10 birim hacme konsantre edilmistir.
Icerikler yaklas |k 60°C'ye |ls Itlllm Istllr, akabinde vyaklaslk 6.5
saatligine vaklasLk 0°C've avyarlanmJstUr ve vyaklasCk 0°C'de
vaklaslk 15.5 sa calkalanmdstIr. Elde edilen bulamac
filtrelenmistir, katOlar izopreocpil alkol (61.79 qg) ile
durulanm_stlLr ve akabinde {rinii vermek {izere diisiik baslng

altCnda gece boyunca yaklas_k 50°C'de kurutulmustur.

{2R,3R,48,5R)-2- (4-aminopirrolo[l,2-£f]1[1,2,4]triazin-7-il1) -
3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)tetrahidrofuran-2-

karbonitrilin haz Irlan Igl]

NH,
.-_—_:A N
_NﬁJ ) BCL, CH;Cl,. -20 *C
?) YeOH, KQCOJ
Tribenzil siyano niikleosit (48.8 g, 86.% mmol, 1.0 ekv.} susuz

CH,Cl, (244 mL) icinde c¢dziilmiistiir ve vyaklasl k -20°C'ye
sodutulmustur. ic sCcakllk vaklas_k -15°C'nin altInda
tutulurken damlalar halinde bir BCl; solisyonu {(CH;Cl, ig¢inde 1
M, 295 mL, 295 mmol, 3.4 ekv.) 1ilave edilmistir. Ekleme
isleminden sonra reaksiyon karlls m | vyaklasllk -20°C'de 1 sa
karl st/ rl 1lm stllr. Ic¢c s lcakl k -153°C'nin alt Inda tutulurken
damlalar halinde MeOH (340 ml) ilave edilmistir. Elde edilen
soliisyon vaklaslOk 250 ml'ye damCtClmCstOr, akabinde tekrar
yaklaslCk 250 ml MeCH vylklenmistir. Elde edilen soliisyon tekrar
yvaklaslk 250 ml'ye damtUlmJstlr, akabinde vyaklaslk 250 ml
MeCQH yiklenmistir ve s01 olarak vaklasllk 125 ml'vye
dam €l Mlm st/ r., Su (125 ml) wve akabinde K;C0O; seolisyonu (su
icinde addrllkga %20, 125 ml) ilave edilmistir. pH sevivyesi
kontrol edilmistir wve ~3 olarak bulunmustur. K,COz; solilsyonu

(su 1ig¢inde agUrllkca %20, 50 ml) ilave edilmigstir wve ©pH
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seviyesi ~8 olarak bulunmustur. Elde edilen bulamag gece
boyunca karOstIr0lmstlr, akabinde filtrelenmistir wve su (50
ml) wve MeOH (50 ml) ile vylLkanmlstlr. Yas {drlin hamuru gece
boyunca vaklas |k 40°C'de kurutulmustur. 'H NMR (300 MHz, D,C) &
7.96 (s, 1H), 7.20 {(d, J = 4.8 Hz, 1lH), 6.921 (d, J = 4.8 Hgz,
1H), 4.97 (d, J = 4.4 Ez, 1H), 4.56-4.62 (m, 1H), 4.08-4.14
(m, 1H), 3.90 (dd, J = 12.%, 2.4 Hz, 1H), 3.70 (ad, J = 13.2,
4.5 Hz, 1H).

Ornek 11. (28) -izopropil 2- (({(2R,3S,4R,5R) -5- (4-

aminopirrolo[l,2-£f1[1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-

dihidrocksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) (fenoksi) -

fosforilamino)propancat (Bilesik 8)

NH} __ NH;‘
g\/o ‘N coPC ______ i ,.\/0 N
l‘l . \ '//\ N H M - | m o O P O l‘ll J" .(";\‘:‘
: N 0 e o~ NH L TN
HG 0 HO OH
8

Nikleosit 1 (45 mg, 0.15 mmol) susuz trimetil fosfat (0.5 mL)
icinde ¢dzulmistir ve solisyon N» (g) altCnda yaklasCk 0°C'de
karlCstlrllmCstOr, Solisyona metil imidazol (36 nuL, 0.45 mmol)
ilave edilmistir. Klorofosforamidat € (69 mg, 0.225 mmol)
susuz THE (0.25 mlL) i¢inde c¢dzidlmistir ve nlklecsit karllsiml na
damlalar halinde ilave edilmistir. Reaksiyonun tamamlandlg]
LCMS 1ile degrulandiktan sonra reaksiyon karslmlL EtOAc 1ile
seyreltilmistir ve doymus sulu NaHCO; solilsyonu, doymus NaCl
ile ylkanm lstlr, susuz Na>504 {izerinde kurutulmustur,
filtrelenmistir we diisik basling altl nda konsantre edilmistir.
KalCntl, Urind vermek lzere CHyCl, icinde %0-5 MeOH ile
ayrlstlLrlClarak silika Jjel kromatografisine ve akabinde
preparatif HPLC'ye tabi tutulmustur. !H NMR (300 MHz, CD;OD) &
7.95 (m, 1H), 7.31-6.97 {(m, 7H), 4.%4 {(m, 1H), 4.78 {m, 1H),
4.43 (m, 3H), 4.20 {(m, 1H), 3.80 «(d, 1H), 1.30-1.18 (m, 9H).
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1P NMR (121.4 MHz, CDsCD) & 3.8. LCMS m/z 561.0 [M+H], 559.0
[M-H] .

Ornek 12. (2S8) -2-etilbiitil 2-(({(2R,3S,4R,5R) -5~ (4-

aminopirrolo[l,2-£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-sivano-3,64-

dihidrcksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) (fenoksi) fosforilamino)

propancat (Bilesik 9)

Bilesik 9, asafdldda tarif edilen birtaklm vydntemlere gidre

hazl rlanabilir.

Prosediir 1

NH, -
;_:_.__l/bN <\_/? p PO(ONe); \‘/\N
H?\Xfi \'N‘NV , o0 P 0
/‘\(
> 0

! ,& Mo NH Me Im 00
P N .
HO OH - "0 /\T/ -0 OH
~

Bilesik 8'in hazdrlama vyéntemine gdre Bilesik 1 wve kloridat
B'den hazldrlanmCstOr. 1H NMR (300 MHz, CD30OD)} & 7.87 {m, 1H),
7.31-7.16 {(m, 5H), 6.92-6.8%9 (m, 2H), 4.78 (m, 1H), 4.50-3.80
(m, 7H), 1.45-1.24 (m, 8H), 0.95-0.84 (m, 6H). *'P NMR ({(121.4
MHz, CD-0D) & 3.7. LCMS m/z 603.1 [M+H], 601.0 [M-H].

Prosedir 2

P NH,

_-__:,-/%‘
|o ,L,D —‘::AN
W N e o P N
HO o \N/ @] F‘ N .
\( / : o.% o 1B.MgCI N o o N
\ J' ‘légf\ =
HG  bH 2 ~1F DMF Sy
NO p

? HU Or"

{(28)-2-etilbiitil 2-{((((2R,38,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[2,1-
f]1[1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propancat. (25)-2-
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35

etilbitil 2-({(4-
nitrofencksi) (fenoksi)fosforil)amino)propancat (1.08 J, 2.4
mmol) susuz DMF (9 mlL) dig¢inde ¢ozilmistir ve oda slcakll gl nda
azot atmosferi alt Inda Xkarllst Irlllm st lr. Reaksiyon karllsl ml na
bir kCsCm halinde {ZR, 3R, 4S8,5R}) -2~ (4-aminopirrolo[2,1-
f111,2,41triazin-7-11)-3,4-dihidroksi-5-
{({hidroksimetil)tetrahidrofuran-2-karbonitril (350 mg, 1.2
mmol) ilave edilmistir. Akabinde reaksiyona vyaklas k 10 dakika
boyunca damlalar halinde THF ig¢indeki t-bitilmagnezyum klorir
solisyonu (1 M, 1.8 mL, 1.8 mmol) ilave edilmistir. Reaksiyon
vaklaslLk 2 sa karUstUrUlmdstJr, bu noktada reaksiyon karUslCm_
etil asetat (50 ml) ile seyreltilmistir wve doymus sulu sodyum
bikarbonat soliisyonu (15 mL x 3) wve akabinde doymus sulu
sodyum kloruUr solisyonu (15 mL) ile vylkanmlLstlr. Organik
katman susuz sodyum silfat fUzerinde kurutulmustur wve disitk
basl n¢ alt nda konsantre edilmistir. Elde edilen vyag, (28)-2-
etilbitil 2= ({(({(2R,38,4R,5R}-5-(4-aminopirrolol[2, 1-
fl1[l,2,4]triazin-7-il}-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)ymetoksi) (fenoksi)fosforil)amino} propanoatl (311 mg, %43,
fosforda 1:0.4'10k diastereomerik karlls m) bir beyaz kat
olarak wvermek {izere silika Jjel kolon kromatografisi  (DCM
iginde %0-10 MeOH) ile saflastl rl 1ml stllr. 'H NMR (400 MHz,
¢b.0D) & 7.8% (m, 1H), 7.34 - 7.23 {(m, 2H), 7.21 - 7.09 (m,
3d), 6.%4 - 6.84 (m, 2H), 4.78 (d, J = 5.4 Hz, 1lH), 4.46 -
4.33 (m, 2H), 4.33 - 4.24 (m, 1H), 4.18 (m, 1H), 4.05 - 3.8C
(m, 3H), 1.52 - 1.39 {(m, 1H), 1.38 - 1.20 {(m, 7H), 0.85 (m,
6H) . 3P NMR (162 MHz, CDsOD) & 3.71, 3.65. LCMS m/z 603.1
[M+H], c00.9 [M-H] . HPLC (8.5 dk boyunca %0.1'lik TFA
dedistirici 1le birlikte %2-98 MeCN-HO0 gradyand, 1.5 mL/dk,
Kolon: Phenomenex Kinetex €18, 2.6 um 100 A, 4.6 x 100 mm) tx =
5.544 dk, 5.601 ck.
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{S) ve (R) Diastereomerlerinin Ayrlllmas(]

(28)-Z2-etilbitil 2-({(({(2R,35,4R,5R})-5-(4-aminopirrolo[2Z, 1-
fl1[1,2,4]triazin-7-1l1}-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propanocat, asetonitril
iginde ¢6zlilmidstir. Elde edilen solisyvon Lux Seliiloz-2 kiral
kolcnuna vyliklenmistir, asetonitril ig¢inde dengelenmistir ve
lzokratik asetonitril/metanol (95:5 (h/h)) ile
ayrCstCrCImCstdr. Ilk ayrlsan diasterecmer 17.4 dk'lik bir
kalls siresine sahiptir wve ikinci ayrlsan diastereomer 25.0

dk'lik bir kallls siliresine gahiptir.

I1k Avrl[san Diastereomer (S)-2-etilbiitil 2= (((R) -
(( (2R, 3S8,4R,5R) -5-(4-aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-11)-
5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amine) propanocattir:

o =

b

0 HN=P-O
o8

IHNMR (400 MHz, CD;CD) & 8.05 (s, 1H), 7.36 (d, J = 4.8 Hz,

18y, 7.29 (br t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.1% - 7.13 (m, 3H), 7.11
(d, = 4.8 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.48 - 4.38 (m,
2d), 4.37 - 4.28 (m, 1H), 4.17 (t, J = 5.6 Hz, 1lH), 4.08 -
3.94 (m, 2H), 3.94 - 3.80 (m, 1H), 1.48 (sep, J = 12.0, 6.1
Hz, 1H), 1.34 (p, J = 7.3 Hz, 4H), 1.29 (d, J = 7.2 Hz, 3H),
0.87 (t, J = 7.4 Hz, 6H). *'PNMR (162 MHz, CDsOD) & 3.71 ({s).
HPLC (8.5 dk boyunca %0.1'lik TFA degistirici ile birlikte %Z-
98 MeCN-H,C gradyanll, 1.5 mL/dk, Koleon: Phenomenex Kinetex C18,
2.6 um 100 A, 4.6 x 100 mm) £z = 5.585 dk.

Ikinci Ayr_Isan Diastereomer (S)-2-etilbitil 2=({(8) -
(( (2R, 33,4R,5R)-5-(4-aminopirrcolo[2,1-£f][1,2,4])triazin-7-11) -
S5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)ymetoksi) (fenoksi)fosforil)amino)propanocattlir:
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IHNMR (400 MH=z, CD3CD) & 8.08 (s, 1H), 7.36 - 7.28 (m, 3H),
7.23 - 7.14 (m, 3H), 7.08 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.71 (4, J =
5.3 Hz, 1H), 4.45 - 4.34 (m, 2H), 4.32 - 4.24 (m, 1H), 4.14
(t, J= 5.8 Hz, 1H), 4.08 - 3.%4 (m, Z2H), 3.93 - 3.85 (m, 1H),
1.47 (sep, J = 6.2 Hz, 1H), 1.38 - 1.26 (m, 7H), 0.87 (t, J =
7.5 Hz, 6H). 3PNMR (162 MHz, CD30D) & 3.73 (s). HPLC (8.5 dk
boyunca %0.1'lik TF2A dedistirici ile birlikte %2-98 MeCN-H,0
gradvand, 1.5 mL/dk, Kolon: Phencmenex Kinetex Cl18, 2.6 um 100
A, 4.6 x 100 mm) tz = 5.629 dk.

Srnek 13. (2S8)-etil 2-((((2R,3S,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[l,2-

f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforilamino) propanoat (Bilesik 10)

{(28)-etil 2= (¢ (((2R,38,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo([2,1-
fl[l,2,4]triazin-7-il}-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metoksi) (fenoksi})fosforil)amino}propancatln hazlUrlanlslC

asaglda aclklanlr.
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Prosediir 1. Kloridat A ile hazllrlama yontemi

NOOW % o
8] N % o
N 00-p-c| POOMe), :
- —— 0O0PO

e NH Medm -
0/\r /\O/\(NH WG OH

10

Bilegsik B8'in haz Irlama yéntemine gdre BRilesik 1 ve kloridat
A'dan haz Irlanm stllr. 'H NMR (300 MHz, CD30D} & 7.95 {m, 1H),
7.32-6.97 (m, 7H), 4.78 {(m, 1H), 4.43-4.08 {(m, 6H}, 3.83 (m,
183), 1.31-1.18 (m, 6H). 2P NMR (121.4 MHz, CDs0OD) & 3.7. LCMS
m/z 547.0 [M+H], 545.0 [M-H].

Prosediir 2. Nitro-Benzen Bilesigi L ile hazl rlama yéntemi

NH, ~ 7 | (,) NH,
% N O\r‘J\ o) | \\0 _J\' H o /:*—,l,:"‘.“} N
T e SR
=N ¢ -B.MgCl o 0~
FON\_ O N o 8 \Y ;
RS ' == AN =N
__I‘_—“- T N ll' /" I HE 4 (j -,
+O bH S W OH
O,N
L 10

Bilesik 1 {50 mg, 0.17 mmol} NMP-THF (1:1 mL)) icinde
cOzilmlistilr ve buz bkanyosuyla sogutulmustur. Akabinde vyaklaslk
5 dk boyunca tBuMgCl (0.257 mL, 0.257 mmol) ilave edilmistir.
Elde edilen karJslm oda slcaklOdlna Tdslnmaya birakllmlstdr ve
yvaklaslk 30 dk karlCstlrllmlstlr. Akabinde THF (2 mlL) ig¢indeki
bilesik L (US20120009147'ye gdre hazl rlanmlst lr, 74.6 mg,
0.182 mmel) solisyonu ilave edilmistir. Yaklasg lk 30 dk sonra
reaksivon karlCsCmd bilesik 29'u bir s=ar] katd olarak vermek
Uzere HPLC (su icinde %10 ila 80 asetonitril) ile
saflastIirUlmIstdr. Katl, bilesik 29'u vermek ilizere tekrar
silika Jjel kromatografisi (DCM ig¢inde %0 1ila %20 MeOH) 1ile
saflast Irlllm Istllr. 'H NMR {400 MH=z, CDsOD) & 7.76¢ (d, J = 6.0
Hz, 1H), 7.25 - 7.14 {(m, 2H), 7.11 - 6.9% {(m, 3H), ©.87 - 6.72
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(m, Z2H), 4.70 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.3% - 4.24 (m, Z2H), 4.2C
(dddd, J = 9.7, 7.9, 5.1, 2.8 Hz, 1H), 4.10 (dt, J = 12.8, 5.5
Hz, 1H), 4.06 - 3.91 {(m, 2H), 3.72 {(ddgq, J = 14.3, 9.3, 7.1
Hz, 1H), 1.17 (dd, 0= 7.1, 1.0 Hz, 1H), 1.14 - 1.06 (m, 5H).
3lp NMR (162 MHz, CDsOD) & 3.73, 3.68. MS m/z = 547 (M+1)~.

drnek 15. (25,2'S)-dietil 2,2'- (({(2R, 3S,4R,5R) -5- (4-

aminopirrolo[l,2-£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-

dihidroksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) fosforil)bis(azanediil)

dipropanoat (Bilesgsik 12)

NH;, NHQ
v-:.T)Q'N O> i -—5[)‘}\
HO o§“’N’/ 1) PO(OMe);, POCly Y ,\-‘ o o \_,-qw,)
g 0 HNP O Y Y.
Dy 2) AlBOF-HCI TFA o sy
HO oM /,xo)”‘ HO OH

] 12

Niikleosit 1 (14.6 mg, 0.05 mmol) susuz trimetil fosfat (0.5
mlL) iginde c¢ozlilmlistir ve oda slcakl iglnda N;{(g) altinda
karCstlCrClmCstOr. POCLs (9.2 pL, 0.1 mmol) ilave edilmistir wve
karlLsUm vyaklaslk 60 dk karUstlrUOlmistlr. Alanin etil ester
hidroklortir (61 mg, 0.4 mmol) wve akabinde Et;N (70 nL, 0.5
mmol) ilave edilmistir. Elde edilen karlsglm vyaklasCk 15 dk
karl stl vl Iml stllr ve akabinde 9-10'luk bir soliisyon pH seviyesi
salamak {lzere ek EtsN (70 pl, 0.5 mmol}) ilave edilmistir.
KarlLsldm vaklaslk 2 sa kardstJrJlmldstlLr wve akabinde EtLOAc ile
seyreltilmigtir, doymus sulu NaHCO; sclisyonu, akabinde doymus
sulu NaCl solilsyonu 1ile yllkanmlstlr. ©Organik katman susuz
Na,S80, lizerinde kurutulmustur wve diigik baslncg altlinda konsantre
edilmistir. Kall ntl ., tirin  12'yi vermek {zere ©preparatif
HPLC'yve (Ci1s kolonu) tabki tutulmustur. 'H NMR (400 MHz, CDsOD) &
8.13 (s, 1H), 7.41 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 4.8 Hz,
1ny, 4.78 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.36 (m, 1H), 4.25-4.08 (m,
7)), 3.83 (m, 2H), 1.33-1.23 (m, 12H). *'P NMR (121.4 MHz,
CDs0OD) & 13.8. LCMS m/z 570.0 [M+H], 568.0 [M-H].
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Ornek 18. $,8'-2,2'-(({(2R,35,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[l,2-
£][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metoksi) fosforil)bis(cksi)bis(etan-2,1-diil) bis(2,2-

dimetilpropantiocat) (Bilesik 15)

NH;

NH; o
_{_/gh 278 _,,/\-N
A
HO \ o Y N d 0 p o
\( - 0 /—o \( N
‘f'—'J Y N S \“‘Q
HO  OH -

Nikleosit 1 {(0.028 g, 0.0% mmol}), trimetilfesfat (1 ml)

47

N

15

icinde ¢dzilmistiir. Reaksivyon Ny {(g) altlnda karUstdrUOlmlgtUr wve
akabinde lH-tetrazol {(0.021 d, 0.29 mmol) ile muamele
edilmistir. Reaksiyon karllsilm 0°C'ye sodutulmustur ve fosfan
(Nucleoside Nucleotides, Nucleic acids; 14; 3-5; 1995; 763 -
766. Lefebvre, Isabelle; Pompcn, Alain; Perigaud, Christian:
Girardet, Jean-Luc; Gosselin, Gilles; wvd.) (87 mg, 0.192 mmol)
ilave edilmistir. Reaksiyon 2 sa kardstOrdlmOstlCr ve akabinde
%30 hidrojen peroksit (0.120 mnmL) ile bastlCrUOlmCstlr. KarlCsm
oda s lcakl I§linda 30 dk karllstl rlllm stl r ve akabinde doymus
sulu sodyum ticsilfat (1 mL) ile muamele edilmistir. Kar Islim
10 dk  karCstOrClmlstdr wve akabinde digik baslng altnda
konsantre edilmistir. Kallntd, baslUk {rinit 15'i izole etmek
izere preparatif HPLC'ye tabi tutulmustur. 1H NMR (300 MHz,
CDsCN) & 7.98 (s, 1H}, 6.9%92 (d, 1H), 6.81 (d, 1H), ¢.44 (bs,
2H), 4.82 {(m, 2H), 4.47 (m, 1H), 4.24 (m, 2H}, 4.00 {(m, 4H),
3.80 (bs, 1H), 2.11 {m, 4H}, 1.24 (s, 9H). 3P NMR (121.4 MHz,
CDsCNHN) & -1.85% (s). LCMS m/z66l [M+H].

Ornek 20. ((2R,35,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[l,2-

£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metil tetrahidrojen trifosfat (Bilesik 17)
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N"‘;
\gAN 0O 0 O = SN
N >
HO N N. =
o P P
_\‘/ y "IO, ‘ \O, \O.- ‘\O/\/D§ N
Vo Ry OH OH OH RN
= K "\h
=0 OH HO oM
17

Bilegik 17, &énceden tarif edilen (W02012012776) benzer bir
prosediire gdre bilesik 1'den hazlrlanmJstJr. Uriin sodyum tuzu
olarak izole edilmistir. 1H NMR (400 MHz, D:0) & 7.76 (s, 1H),
6.88 (d, J = 4.8 Hz, 1H}), 6.73 (d, J = 4.4 Hz, 1H}, 4.86 (d, J
= 5.2 Hgz, 1H), 4.43 {(m, 1H), 4.39 (m, 1H), 4.05 (m, 1lH), 3.94
(m, 1H). “'P NMR (121.4 MHz, D0} & -5.4 (d, 1p), -10.8 (d,
ipy, -21.1 (t, 1P). LCMS m/z530 [M-H], 531.9 [M+H] Tr = 0.22
dk. HPLC ivyon dedistirme Tr=9.95 dk.

Ornek 20-a. ((2R,35,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[2,1-

£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metil fosfat (Bilesik 33)

Yaklasl k 0.05 mmol bilegik 1 ve vaklasl k 0.5 mlL, trimetilfosfat
karlCslim] vyaklaslCk bir ila vaklaslJk 48 saatligine kapall bir
kaba verlestirilmistir. KarOsIm vyaklaslk -10°C ila vaklas(k
10°C'ye soJutulmustur ve yaklas[k 0.075 mmol fosfor oksiklorilr
ilave edilmistir. YaklasLk bkir ila vaklasllk 24 saat sonra
reaksiyvon vyaklasl k 0.5 mL. 1 M'lik tetraetilamonyum bikarbonat
ile basgtl vl 1m stl r Ve arzu edilen fraksiyonlar bagll k
bFilesidini wvermek {zere anvyon dedistirme kromatografisi ile

izole edilmistir.
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Bilesik 33 dnceden tarif edildigi idzere (W02011150288) bilesik
1'den bis-trietilamonyum tuzu olarak hazlrlanmlstJr. IH NMR
(400 MHz, D0}y & 7.82 (s, 1H}, ©.91 - &.88 (m, 1H), 6.81 - 6.78
(m, 1H), 4.87 - 4.84 (m, 1H), 4.40 - 4.30 {(m, 2H), 3.95 - 3.77
(m, 2H), 3.10 - 3.00 (m, 6H), 1.20 - 1.10 (m, 9H). 3P NMR (162
MHz, D2C) o 2.33. MS m/z371.

Ornek 20-b. {(2R,35,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[2,1-

f][1,2,4]triazin-7-il})-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metil trihidroijen difosfat (Bilesik 34)

NH; NHQ
"-‘—')\\‘N 0 0 ‘---AN
HO \—N = =0 5 OPO N N /l
»O N - \/0 - ‘\Jf
N oH OH Y Y.
LNy Ry
HG OH HG  OH
34

Bilesik 34, 6nceden tarif edildigi izere {(W02002057425)
bilegsik 1l'den tri-lityum tuzu olarak hazOrlanmdstOr. 31P NMR
(162 MHz, DO} & -5.34 (d), -9.75 (d). MS m/z 451.

Ornek 24. (28)-etil 2-(((((2R,3S,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[2,1-

f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino)-3-fenilpropanocat (21)

{(28)-etil 2=({(((2R,38,4R,5R})-5-(4-aminopirrolo[2, 1-
f1[1l,2,4]triazin-7-il}-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
Z2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino)-3-fenilpropanocatln

hazl rlanl sll asadlda a¢ lklan Jr.
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(S)-etil 2-amino-3-fenilpropancat hidrokloriiriin hazl rlanl sl .

o 0

E'QH TMSCI
HO)\CE\ ] /\me
‘ = =
\f-" \f

IL-Fenilalanin {5 d, 30 mmol), EtOH (30 mL) icerisine
al Inmlstl r. Reaksiyona oda slcakllJdlnda TMSC1 (6.915 mL, 54
mmol) ilave edilmistir. Reaksiyon kabIna Dbir geri akls
kondansatért  takCIlmlstJr ve reaksiyon 80°C'lik bir banyoya
yerlestirilmigtir, Reaksiyon gece boyu karl Ismaya
bElLrakOlmCstlr. Ertesi giin reaksivyon oda sCcakllCglna
sofutulmustur, distk basIn¢g altlnda kcensantre edilmistir we
elde edilen kallntld Et,0 icgerisine allnmLstlr. Elde edilen
bulamag¢ filtrelemmistir ve izole edilen katllar tekrar Et;0 ile
yCkanmCstOr, Y[ kanan katJlar, (S)-etil 2-—aminoc-3-
fenilpropancat hidrokloriir &érnedini vermek f{izere yiiksek wvakum
altlna verlestirilmistir. H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.52 (s,
3d4), 7.30 (m, 5H), 4.24 (ABX, Jax = 7.8 Hz, Jsx = 6.2 Hz, 1H),
4.11 (m, 2H), 3.17, 3.05 (ABX, Jpg = -14 Hz, Jex = 5.8 Hz, Jux =
7.6 Hz, 2H), 1.09 (t, J =6.8 Hz, 3H).

{28) -etil 2=-{(((4d-nitrofenoksi) (fenoksi) fosforil)amino)-3-

fenilpropancatiin (Bilesik D) haz lrlan g

2N
PhOP(O)CI,
a b HE L1y, p-NOPFOH e H Oifb/
/’\OJ\E/;J\ /‘\;0\/17 “p \/'\\\‘
X | RS 0 \4’\\402
& N~
D

(S)y—-etil 2-amino-3-fenilpropancat hidroklortir (1.01 g, 4.41
mmol) DCM (50 mL}) iginde ¢ézilmistir. Bu solilsyon vaklaslk
0°C'ye sofutulmustur ve PhOP(0)Cl, (0.656 mL, 4.41 mmol) ilave
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edilmistir, akabinde 5 dk boyunca vyavasg¢a Et:N (1.62 mL, 11.5
mmol) ilave edilmistir. Sodutma banyosu uzaklastlr(lmlstlr ve
reaksiyon oda slcakllglna [slnmaya ve 80 dk boyunca karlsmava
bl rakl lm stl r. p-NO,PhOH (0.583 g, 4.19 mmol) ve akabinde daha
fazla Et:N (0.3 mL, 2.1 mmcl) ilave edilmistir. Reaksiyonun
ilerleyisi LC/MS ile izlenmistir. Reaksivon tamamlandCktan
sonra Et-C 1le seyreltilmistir ve elde edilen katdlar
filtreleme yvoluyla uzaklastOrCImlst Ir. Suzinti konsantre
edilmistir ve bilesik D, silika jel kolcon kromatografisi (25 g
kuru yik kartusu, 120 g kolon; elient: %100 heksanlar -
heksanlar icinde %55 EtOAc) ile izole edilmistir. 1H NMR {400
MHz, CD;0D) & 8.17 (m, 2H), 7.33 (m, 2H), 7.09-7.25 (m, 10H),
4.17 (m, 1H), 4.07 (m, 2H), 3.08 (m, 1H), 2.84 {m, 1H), 1.14
(m, 3H). °'P NMR (162 MHz, DMSO-dg) & -1.479 (s), - 1.719 (s).
MS m/z = 471,01 [M+1],

{28) —-etil 2-(((((2R,38,4R,5R) -5-(4-aminopirrolo[2,1-

£f]1[1,2,4]triazin-7-i1l)-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino)-3-fenilpropanocatln

{Bilegik 21) hazl rlanl sl

NH,
N < % o Fame TN
N o TN tBuMgCl 0P 0™ \)/ N
D e 2 PN N 9 PR
i VoS "'QN . o \/-( DME, THE g Nk N
S NO
HO  OH = !

Q_Q
5|

Bilesik 1 (0.030 g, 0.103 mmol} DMEF (1 mL) iginde ¢oézilmiistiir
ve akabinde THF (0.5 mL) ilave edilmigtir. Reaksiyona giddetli
karCastCrma esliginde damlalar halinde t-BuMgCl (1 M/THF, 154.5
nL, 0.154 umel) ilave edilmistir. Elde edilen beyaz bulamag
yaklaslLk 30 dk boyunca oda sUcakllUlnda karJstlrJlmlstlr.
Reaksiyona oda slcaklldgInda damlalar halinde THF (1 mL)

igindeki bilesik D (0.058 g, 0.124 mmol) soliisyonu ilave
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edilmistir. Reaksiyonun ilerleyisi LC/MS 1le dzlenmistir.
Reaksiyonun ilerleyisi %50 dénlisime ulastUdlnda reaksiyon bir
buz banyosunda sodutulmustur wve saf asetik asit (70 ulL) ile
bastlIrl 1ml Ist Ir. Reaksiyon konsantre edilmistir ve bilesik 21
ters fazl] HPLC ile kalllntddan izole edilmistir. H NMR (400
MHz, DMSOC-d¢) © 7.91 (d, J = 4 Hz, 1H), 7.90 (brs, 2H), 7.09-
4.30 {(m, 8H), 7.01, (t, J = 8.2 Hz, 2H), 6.89 (d, J = 4.4 Hz,
11y, .82 (¢, J= 4.4 H=z, 1H), .27 (m, 1H), 6.14 (m, 1H), 5.34
(m, 1H), 4.62 (t, J = 5.¢ Hz, 1H), 4.15 (m, 1H), 3.78-4.01 (m,
6H), 2.92 {m, 1H), 2.78 (m, 1H), 1.04 {(m, 3H). 3P NMR (162
MHz, DMSO-dg) & 3.69 (s}, 3.34 (s}. MS m/z = 623.0 [M+H].

Ornek 25. (2S)-etil 2-((({(2R,3S,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[2,1-

f][1,2,4]triazin-7-il})-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amineo) -3-metilbiitancat (22)

(28)—etil 2= ({(((2R,38,4R,5R}-5-(4-aminopirrolo[2, 1-
f1[1,2,4]triazin-7-1il)-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metcksi) (fenoksi)fosforil)amino}-3-metilbiitancatln

hazlrlanlCsld asadlda ag¢dklanr.

{28)-etil 3-metil-2-(((4-nitrofencksi) (fenoksi)fosforil)amino)

biitancat/ n (Bilegik E)} hazl rlanl gl

AN
2hOP(O)Cl,.
0 EtsN, p-NO;PhOH O ot

o T
© SFno,

E
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(S)-etil Z2-amino-3-metilbltancat (0.351 g, 1.932 mmocl) DCM (17
nL) iginde g¢dzilmiistiir. Bu scoliisyon bir buz banyosunda
sodutulmustur ve PhOP(0}C1; (0.287 mlL, 1.932 nmmol) ilave
edilmistir, akabinde vaklasl k 5 dk boyunca yavascga EtsN (1.62
mL, 11.4 mmol) ilave edilmistir. Sogutma banyosu
uzaklastLrUOlmLstlLr wve reaksiyon oda slCLcakllglna UslCnmaya ve 1
saatlidine karlsmaya blCrakidlmlstlCr. p-NO,PhOH (0.255 g, 1.836
mmol) 1lave edilmistir ve reaksiyonun ilerleyisi LC/MS 1le
izlenmistir. Reaksiyon tamamlandlktan sonra karlslm Et;0 ile
seyreltilmigtir ve elde edilen katllar filtreleme yoluyla
uzaklastlrUOlmCstlr. SUzintld konsantre edilmistir wve bilesik E,
silika jel kolon kromatografisi (12 g kuru vyiik kartusu, 80 g
kolen; eliient: %100 heksanlar — heksanlar ig¢inde %55 EtOAc)
ile izole edilmistir. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8.30 (d, J =
9,2 Hz, 2H}, 7.48 (¢, J = 9.6 Hz, 2H), 7.40 (t, J = 7.8 Hz,
2"y, 7.20-7.27 (m, 3H), .60 (quart, J = 11.%6 Hz, 1H), 4.01
(m, 2H), 3.61 (m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.11 (m, 3H), 0.792 (m,
6H) . P NMR (162 MHz, DMSC-dg) & -0.342 (s), -0.578 (s). MS
m/z = 422.9 [M+H].

(28) -etil 2- ({(((2R,3S,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[2,1-

f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino)-3-metilbiitancatln

{Bilegik 22) hazl rlanl sl

N NH,
oy N % 0 < N ey
o g 500, BuMgCl N { 0 o\ng _
HO . N NH ;{f--‘\ 0*""*0 Y Y. N
’ , o $ ) NMP THF &) -
N - \'{'{ Pl NH - H N
HO NO; 0 HO OH
1 E 22

Bilegik 1 (0.040 d, 0.137 mmol) NMP (1.5 mL) icinde
¢Ozilmlistilr ve akabinde THF (0.25 mL) ilave edilmistir. Bu
solilsyon bir buz  banyosunda  sogutulmustur ve siddetli

karCstlCrma eslidinde damlalar halinde ¢-BuMgCl (1 M/THF, 425.7
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L, G.426 nmol) ilave edilmistir. Buz banyosu
uzaklastlrOlml stlr ve elde edilen bevaz bulamag¢ vyaklaslk 15 dk
boyunca oda slcakllglnda karUOstldrUlmlstlr. Reaksiyona oda
sl cakll §l nda damlalar halinde THF (0.5 mL) ic¢indeki bilesik E
(0.081 g, 0.192 mmol) solisyonu ilave edilmistir. Reaksiyonun
ilerleyisi LC/MS ile izlenmistir. Reaksiyonun ilerleyisi %50
déniiglime ulastldInda reaksiyon bir buz banyosunda
soutulmustur ve saf asetik asit (70 uL) ile bastlrCImCstlr.
Reaksiyon konsantre edilmistir ve bilesik 22, ters fazll HPLC
ile kalllnt dan vyar | saflastl rl lml stllr. Yarl saf materyal
bilesik 22'yi vermek lzere silika jel kolon kromatografisi (12
g kuru vyik kartusu, 40 g kolecn; ellent: %100 EtCAc - EtOAc
icinde %10 MeQH) ile tekrar saflastlrClmCstlJr. H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) & 7.91 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.88 (brs, 2H), 7.32 (m,
21y, 7.15 {m, 3H), &.90 (¢, J = 4.2 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 4.8
Hz, 1H), 6€.26 (dd, J = 13.4, 6.2 Hz, 1H), 5.87 (quart. J =
11.2 H=z, 1H), 5.35 (m, 1H), 4.64 (m, 1H), 4.25 {(m, 2H), 3.93-
4.15 (m, 4H), 3.45 {(m, 1H), 1.87 (m, 1H), 1.0%5-1.l1l6 {(m, 3H),
0.70-0.83 (m ,6H). “*'P NMR (162 MHz, DMSO-d¢) & 4.59 (s8), 4.47
(s). MS m/z = 575.02 [M+H].

Ornek 26. (S)-izopropil 2-({({(R)-({(2R,3S,4R,5R) -5~ (4-

aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,64-

dihidroksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)

amino)propancat (23)

Q i
qO-P-0
NH :
0 HO

.

>

S5

=

=

CH

(S)-izopropil 2= {((R)—-(( (2R, 3%, 4R, 5R}-5—-(4-aminopirrolo[Z, 1-
fl1[1,2,4]triazin-7-1l1}-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino)propancatin hazl rlanl s

agaflda aclklanOr.
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\ﬂ\N ;J D'o. F O 13uvgCl N4 9 o N N o
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'f—f --,%N L 0/\( \_’,,J':\ ) )\0 N -I i XN
HO OH NO: /\1/ Hoon
1 F 23

Bilesik 1 (60.0 mg, 206 pmol) NMP (0.28 mL) icinde
¢ObzilmlUstiir. Oda slcaklllg nda argon atmosferi altlnda THF (0.2
mlL) ve akabinde tert-bitil magnezyum klortr (1.0 M sclisycn in
tetrahidrofuran, 0.309% mL) ilave edilmistir. 20 dk sonra THF
(0.2 mL) igindeki bkilegsik F {(Cho, &. vd. J. Med. Chem. 2014,
57, 1812-1825% referansl] vaylna gore hazldrlanmlstlr, 81 mg,
206 pmol) soliUsyonu ilave edilmistir ve elde edilen kar_dslm
vaklaslCk 50°C'ye UOsCtUlmCstOr. 3 sa sonra reaksiyeon kardsUOmC
oda scaklddIna sogumava blrakOlmJstOr wve bilesik 23' vermek
izere dodrudan preparatif HPLC (Phenominex Synergi 4u Hidro-RR
80A 150 x 30 mm kolon, %5-100 asetonitril/su gradyanll) ile
saflastIr0lmdstOr. 'H NMR (400 MHz, CD:CD) & 7.86 (s, 1H), 7.34
- 7.26 (m, 2H), 7.21 - 7.12 (m, 3H), 6.8%1 (d, J = 4.6 Hz, 1lH),
6.87 (d, J = 4.6 Hz, 1H}, 4.%2 (sept, J = 6.3 Hz, 1H), 4.8C
(d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.43 - 4.34 (m, 1H), 4.33 - 4.24 {(m, 1H},
4,18 (¢, J = 5.6 Hz, 1H), 3.82 (dg, J = 9.7, 7.1 Hz, 2H), 1.27
(¢cd, o= 7.1, 1.0 Hz, 3H), 1.18 (dd, J = 6.3, 4.8 Hz, 6H). 3P
NMR (162 MHz, CDsOD) & 3.72 (s). LC/MS: tg = 1.39 dk, MS m/z =
561.11 [M+H]; ILC sistemi: Thermo Accela 1250 UHPLC; M8
sistemi: Thermc LCQ Fleet; Kolon: Kinetex 2.61n XB-C18 1004, 50
x 4.6 mm; Solventler: %0.1 asetik asit ile birlikte ACN, %0.1
asetik asit ile birlikte su; Gradyan: 0 dk-2.0 dk arasl nda %2-
100 acN, 2.0 dk-3.05 dk arasinda %100 ACN, 3.0% dk-3.2 dk
arasnda %100-%2 ACN, 3.2 dk-3.5 dk arasOnda %2 ACN, 2 nl/dk.
HPLC: tg = 2.523 dk; HPLC sistemi: Agilent 1100 serisi; Kolon:
Gemini b5p C18 110A, 50 x 4.6 mm; Solventler: %0.1 TFA 1ile
birlikte ACN, %0.1 TFA ile birlikte Bu; Gradyan: 0 dk-5.0 dk
araslinda %2-98 ACN, 5.0 dk-6.0 dk aras!/ nda %9%8 ACN, 2 mL/dk.
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Ornek 27. (25) -siklobiitil 2-((({(2R,3S,4R,5R) -5 (4-

aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,64-

dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metcksi) (fenoksi) fosforil)amino) propanocat (24)

o-F
HN

e

~

X

-0
&f BN
0 oHC) OH

z

{(28)-siklobiitil 2={({{({2R,358,4R,5R)-5- (£4—ammopirrolo[Z, 1-
fl[1l,2,4]triazin-7-il}-5b-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino}propancatln hazllrlanlslL

agadllda acllklanlIr.

(2S) -siklobiitil 2-(((4-

nitrofenoksi) (fenoksi) fosforil)amino)propanoat. n (Bilesik G)

hazl[ rlanl sl

O

0 HCI HyN 1DCY 1A PFO—P-O—*QAAEF-NOz
PRO P CI - O\ I BN _»
cl oo 2 TEA ™M e
tl___\
o { Y no, 070
G

Fenil diklorofesfat (1.49 mL, 10 mmeol) 10 mL susuz DCM iginde
coziilmliistliir ve azot atmosferi altnda bir buz banyosunda
karCestCrClmCstOr. Bir kOsCm halinde L-Alanin izobiutil ester
hidroklorizr (0.9 g, 5 mmol) ilave edilmistir. Akabinde
damlalar halinde trietilamin (765 ulL, 5.5 mmol) ilave
edilmigtir. Reaksiyon yaklasllk 1 =za kar gt Ivr Ilmlistl r. Tekrar
damlalar halinde trietilamin {765 nl, 5.5 mmol) ilave
edilmistir wve reaksivon wvaklaslUk 45 dk kardstJrdlmistOr. Bir
kLslm halinde p-nitrofenol (1.25g, 9 mmol) ilave edilmistir wve
yvaklaslLk 30 dk kardstdrdlmldstlr. Trietilamin (765 uL, 5.5

mmol) ilave edilmistir wve reaksiyeon karlCslm] vyaklasglk 2 sa
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karCstlrClmlstlr. Akabinde tekrar p-nitrofenol (1.25g, 9 mmol)
ve trietilamin (765 L, 5.5 mmol) ilave edilmistir ve
reaksiyon vyaklaslk 2 sa daha karldstlrJlmlstlr. Reaksiyon
karl slim | disiik bas Ing altlnda konsantre edilmistir. Elde
edilen ham 1Urin EtOAc ile seyreltilmistir wve %5 sulu sitrik
asit sollUsyonu ve akabinde doymus sulu sodyum klorilr solilsyonu
ile iki kez ylCkanmlstlr. Akabinde organik katman susuz sodyum
silfat zerinde kurutulmustur ve diisik bas Ing altlnda
konsantre edilmistir. Ham kallntl, bilesik G'yi vermek {zere
s1ilika jel kolonu (heksanlar ig¢inde 3%0-20-50 EtOAc) ile
saflastIr0lmdst0Or. 1H NMR (400 MHz, CD:0OD}) & 3.33 - 8.23 {m,
2d), 7.52 - 7.33 (m, 4H), 7.33 - 7.17 {(m, 3H), 4.926 - 4.85 (m,
18y, 4.07 - 3.96 {m, 1H), 2.27 (m, 2H), 2.07 - 1.91 (m, 2H),
1.83 - 1.70 (m, 1H), 1.70 - 1.55 {(m, 1H), 1.32 (m, 3H). *'P NMR
(162 MHz, CD30D) &-1.36,-1.59. MS m/z = 420.9 [M+H].

{28) -siklobiitil 2-(((((2R,38,4R,5R) -5-(4-aminopirrolo[2,1-

£f]1[1,2,4]triazin-7-i1l)-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino)propanocatin (Bilegik 24)

hazl rlan sl
NH; - \H;
v ‘\ N
e 9 7N F-f-N
(r r PrO-2-0— ,—NO, NgCl, DIPEA N \
o >N\ - . Y 4 ? ™ or’o ‘\ Ney
HO™ Y 7)1 - N~ HN .
_'.4{ \'\ '\_--k\‘ ,A':_-. IME |"
HO  OH 0”70 L"*“o oHO OH
& 24

Bilesik 1 (58 mg, 0.2 mmol} ile bilesik G (101 mg, 0.24 mmol)
2 mL susuz DMF ig¢inde karlstlrlClmlCstlr. Bir kJsUOm halinde
magnezyum Klorir (42 mg, 0.44 mmol) ilave edilmistir.
Reaksiyon kardsOmC vyaklasCk 50°C'ye JsOtCIlmOstdr. DIPEA (87
L, 0.5 mmol) ilave edilmistir ve reaksiyon yaklasllk 50°C'de
vaklasl k 2 sa kar Ist Ir 1m Istl r. Reaksiyon karl g Im | oda
sLcakllglna scgutulmustur, EtOAc 1ile seyreltilmistir wve %5

sulu sitrik asit soliusyconu ve akabinde doymus sulu sodyum
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kloriir soliisyonu 1ile ylkanmlLstlr. 2Akabinde organik katman
susuz sodyum sillfat {lizerinde kurutulmustur ve dilsiik basng
altlnda konsantre edilmistir. Ham kalllntld, bilesik 24'#1 wvermek
Uzere silika Jel kolonu {DCM ig¢cinde %0-2-5 MeOH) ile
saflastdrlmdstdr. 'H NMR (400 MHz, Metanol-d4) & 7.85 {m, 1H),
7.34 - 7.22 (m, 2H), 7.22 - 7.08 (m, 3H), 6.94 - 6.84 (m, 2H),
4.95 - 4.85 (m, 1H), 4.79 (m, 1H), 4.46 - 4.34 (m, 2H), 4.34 -
4.24 (m, 1H), 4.19 (m, 1H), 3.81 (m, 1H), 2.27 {m, 2H), 2.01
(m, 2H), 1.84 - 1.68 (m, 1H), 1.62 {(m, 1H), 1.30 - 1.16 (m,

3H) . 3P NMR (162 MHz, <dsod) & 3.70, 3.65. MS m/z = 573.0
[M+H] .
Ornek 28. (28) -izopropil 2-((({{(2R,3S5,4R,5R)-5-(4-

aminopirrolec[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il}-5-siyano-3,4-

dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amine) -3-fenilpropanoat (25)

vy
@20\.«) .

(28)-izopropil 2=¢(((((2R,35,4R,bR)-5-(4-ammopirrolo[2, 1-

-

=z

f]11,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)ymetoksi) (fenoksi) fosforil)amine)-3-fenilpropanoat! n

hazl rlanl sl| asad da acg¢ lklan Ir.

(28)-izopropil 2-{((4-nitrofenoksi) (fenoksi)fosforil)amino)-3-

fenilpropancatiin (Bilesik H) haz Irlan_Isl]

<_
0 HCI H N .. 1)DCM. TLA Y __
PRO-P-CI - /J\ :ET\Ii:I o PO (;_;> NO,
Cl 0 g X 2)TFA
HO ¢ % NO
“’©/¢\
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Fenil diklorofosfat (718 pL, 4.8 mmol) 10 mL susuz DCM icinde
¢oOzilmlistiir ve azot atmosferi altinda bir buz banyosunda
karl stl vl 1m stllr. Bir klIslim halinde IL-fenilalanin izopropil
egter hidrokleorir (1 g, 4.1 mmol) ilave edilmistir. Baska bir
10 mL susuz DCM ilave edilmistir. Damlalar halinde trietilamin
(736 pL, 5.3 mmol) i1lave edilmistir wve reaksiyon karOsCmC
yvaklaslLk 30 dk karOstJrlmJstlr. Akabinde tekrar damlalar
halinde trietilamin (736 uL, 5.3 mmcl) ilave edilmistir ve
reaksiyon karl glm | 30 dk karl stlirl Inmllst Ir. Akabinde tekrar
damlalar halinde Trietilamin (736 nl, 5.3 mmol) ilave
edilmigtir ve reaksiyon karfgdml] vaklaslCk 15 dk
karlCstlrl1lml stlr. Akabinde p-nitrofencl (600 mg, 4.32 mmol)
ilave edilmistir. Akabinde buz banyosu uzaklastldrIdlmlistlLr ve
reaksiyvon karlslmld oda slcakllglna Js Inmaya blrak Imlstlr ve
yvaklasl k 2 sa kar Istllr [lmlIstl r. Tekrar p-nitrofenol (50 mg) ve
trietilamin (736 uL, 5.3 mmol) ilave edilmistir wve reaksivon

karlCslm] yaklaslk 1 sa karlCstlr[lmlstIr.

Reaksiyon karlslim /| akabinde diasiik bas_In¢g altlinda konsantre
edilmistir ve EtQAc ile seyreltilmistir ve %5 sulu sitrik asit
soliisyonu, akabinde doymug sulu sodyum kloriir sollisyonu ile
iki kez vylkanmlstlr. Organik katman susuz sodyum silfat
Uzerinde kurutulmustur ve diisik baslng alt_nda konsantre
edilmistir. Ham {Urin, bilesik H'yl wvermek {izere silika Jjel
kolonu (heksanlar ic¢inde %0-15 EtQAc¢) ile saflastlr ImlstlLr. H
NMR (400 MHz, CDClsy & 8.17 {m, 2H}), 7.38 - 7.13 (m, 10H), 7.13
- 7.02 (m, 2H), 4.95 {(m, 1H), 4.31 {(m, 1H), 3.69 (m, 1H), 3.02
(a¢d, 0 = 6.1, 1.8 Hz, 2H), 1.21 - 1.08 {(m, 6H). P NMR (le62
MHz, cdecl3) & -2.96, -2.98. MS m/z = 485.0 [M+H].

{(28)-izopropil 2-(((((2R,35,4R,5R) -5-{(4-aminopirrolo[2,1-

f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino)-3-fenilpropanocatlin

{(Bilesik 25) hazl rlanl sl
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NH, =, NH
\ = 2
»w/gn Qi( o) ﬁ > :
N\ . 3 tBuMgCI
H ND\;N'ch C NHO\F/":‘\\ _— 0 b O\/O \"N'N/)
o] "/{-\ N ‘., \ 1 DMF . NH ¢ .
(S N i =N Ry -
- Z 0% 07 NO; ¢

-

HO ©OH
1 H

Bilesik 1 (58 mg, 0.2 mmecl) wve bilesik H (116 mg, 0.24 mmol)
karl stl v[ Iml stllr ve 2 mlL susuz DMF ilave edilmigstir. Reaksiyon
karCsOm] oda sCcaklOgInda azot atmosferi altInda
karlCstlrl1lm stlr. 3 dakika boyunca damlalar halinde THF ig¢inde
1 M tBuMgCl (300 pL, 0.3 mmol) 1ilave edilmistir ve akabinde
reaksiyon karls ImlJ yaklasllk 16 sa karJstlrJImlstlr. Reaksiyon
karl gslm | EtOAc ile geyreltilmistir wve %5 sulu sitrik asit
soliisyonu, doymus sulu sodyum bikarbonat solliisyonu ve akabinde
doymus sulu sodyum klorlir sclisyonu ile vyl kanmlCstlOr. Organik
katman susuz sodyum silfat {Uzerinde kurutulmustur ve dlusik
baslng altInda konsantre edilmistir. Ham kallntl, bilegsik 25'i
vermek {izere silika Jel koleonu (DCM i¢inde %0-5 MeOQH) ile
saflast Irlllm Istllr. 'H NMR (400 MHz, CDsCD) & 7.84 (m, 1H), 7.27
- 7.08 (m, 8H), 7.08 - ©6.97 (m, 2H), 6.88 (m, 2H), 4.91 - 4.84
(m, 1H), 4.74 (m, 1H), 4.26 (m, 1H), 4.19 - 4.04 (m, 2H), 4.04

1

3

- 3.91 (m, 2H), 2.97 {(m, 1H), 2.82 (m, 1H), 1.14 {(m, 3H), .06
(m, 3H). 3P NMR (162 MHz, CD30D) & 3.63, 3.25. MS m/z = 637.0
[M+H] .

Ornek 29. (S)-metil 2-(((S)-({((2R,35,4R,5R) -5-(4-

aminopirroleo[02,1-f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,64-

dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propancat (26)
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(3)—metilZ-(((S)-(((Z2R,35,4R,5R}-5-(4-aminopirrolo[Z,1-
flll,2,4]triazin-7-il}-b-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)ymetoksi) (fenoksi)fosforil)amino)propancatlin hazOrlanOsC

asagllda acllklanlIr.

0
o N H
0A7,~Hp
HO"\\/O B.MgCI O"b'\\,o
o THE = "

[He) s

) e
1 | 26

Bilesik 1 (100 mg, 0.34 mmol) THF (2 ml) iginde c¢dézlUlmiustir ve
bir Dbuzlu su banyosuyla sogutulmustur. Akabinde vavasca
damlalar halinde 1 ™M t-BuMgll (0.52 mnL, .77 mmol) ilave
edilmistir. Elde edilen karCslm oda sJdcakllddInda vaklask 30
dk karlstlrllmlstllr. Akabinde 5 dk boyunca THF (2 mL) ig¢inde
bilesik I (WO 2012142085'e gdre hazldrlanmlstlr, 219 mg, 0.52
mmol) ilave edilmistir ve elde edilen karlsglm oda scakl g Inda
vaklagl 'k 24 sa kar lstl r Im stl r. Reaksiyon karllglm akabinde
EtOAc ile seyreltilmistir, buzlu su banyosuyla sodutulmustur,
sulu NaHCO; (2 mlL) ile vylkanmlJstlr, tuzlu su ile vy Jkanmlstlr,
sodyum sulfat 1ile kurutulmustur ve vwvakum altlnda konsantre
edilmistir. Elde edilen karlsIm, bilegik 26'y ]l vermek iizere
silika jel kolon kromatografisi (DCM iginde %0 ila %20 MeQH)
ve prep-HPLC (su 1iginde %10 1ila %80 asetonitril) ile
saflastJr0lmdst0Or. H NMR (400 MHz, CD:OD) & 7.86 (s, 1H), 7.29
(dd, J = 8.6, 7.2 Hz, 2H), 7.21 - 7.09 (m, 3H}, 6.94 - ¢.81
(m, 2H), 4.79% (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.38 (ddgq, J = 10.8, 5.3,
2,7 Hz, 2H), 4.33 - 4.23 {(m, 1H), 4.18 (£, J = 5.5 Hz, 1H),
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3.8 (dg, J = 9.9%, 7.1 Hz, 1H), 3.62 (s, 3H), 1.27 (dd, J =
7.2, 1.1 Hz, 3H). MS m/z = 533 (M+1)".

Ornek 30. {8) -neopentil 2-(({(S)-({(2R,35,4R,5R) -5~ (4-

aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-sivano-3,64-

dihidrcksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propancat (27)

(3) —necpentil 2={({8)-{((2R,38,4R,5R)-5- (4d-aminopirrolo[2, 1-
f1[1,2,4] triazin-7-11)-5-siyano-3,4-
dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amine) propancat_n hazl rlanl sl

azaglda acglklanUr.

Bilegsik 1 (100 mg, 0.34 mmol) THF (2 mL) ig¢inde c¢dzUlmistir ve
buzlu su banyosuyla sogutulmustur. Akabinde vavasga damlalar
halinde 1 M t-BuMgCl (0.%2 mL, 0.77 mmol) ilave edilmistir.
Elde edilen karl s0m oda sCecakll glnda yvaklasllk 30 dk
karLstlLrL1ImLstlr. Akabinde vaklasllk 5 dk boyunca bilesik J
(WO2012075140'a gdre hazl rlanm st Ir, 248 mg, 0.52 mmeol) ilave
edilmigtir ve elde edilen kar Is m oda sllcakl 1§l nda yaklasl k 24
sa karCstCrClmCstOr, EtOAc ile sevyreltilmistir, buzlu su

banyosuyla sogdutulmustur, sulu NaHCO; (2 mlL) 1le muamele
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edilmistir, tuzlu su 1ile vylkanmlstr, sodyum sulfat 1ile
kurutulmustur wve wvakum altlnda konsantre edilmistir. Elde
edilen karlslm, Bilesik 27'yi vermek {zere silika Jjel kclon
kromatografisi (DCM icinde %0 ila %20 MeOH) ve prep-HPLC (su
icinde %10 1la %80 asetonitril) ile saflastdr0Imdstdr. H NMR
(400 MHz, CDsCD) o 7.86 (s, 1H), 7.36 - 7.24 {(m, 2H), 7.23 -
7.10 (m, 3H), 6.96¢ - 6.85 (m, Z2H), 4.78 (d, J = 5.4 Hz, 1H),
4.38 (tdd, J = 10.0, 4.9, 2.5 Hz, 2H), 4.32 - 4.24 (m, 1H),
4,17 (¢, J = 5.6 Hz, 1H), 3.91 (dgq, J = 9.8, 7.1 Hz, 1H), 3.81
(¢, J = 10.5 Hz, 1H), 3.69 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 1.31 {(dd, J =
7.2, 1.1 Hz, 3H), 0.89% (s, 9H). MS m/z = 589 (M+1l)".

drnek 31. (28) -siklopentil 2- ((({ (2R, 3S,4R,5R) -5- (4-

aminopirrolec[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il}-5-siyano-3,4-

dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propancat (28)

(28) =-siklopentil 2=((({(2R,38,4R, 5R)-5-(4-aminopirrolo[2,1-
£f111,2,4] triazin-7-il)-5-sivano-3,4-
dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propancatn hazlCrlanlCsC

asadgllda acllklanlIr.

NH, ! _
Jl\ l"\/ <v—ﬂ'}\ o] Ni+,
| N -~ - H paey B
- O}-N e v o Q o S N0 S ;
\,( . i HN PO o o v\/o - N
— =M _ y, [-BuMyCl N W/ Ip%r\.
HOQ OH e - 5 - I L
N THF 3 MO Od
f \
i
K 28
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Bilesik 1 (100 mg, 0.34 mmol) THF (2 ml) ig¢inde c¢éziUlmlUstir ve
buzlu su bkanyosuyla sodutulmustur. Akabinde vyavasga damlalar
halinde 1 M t-BuMgCl (0.52 mL, O0.77 mmol) ilave edilmistir.
Elde edilen karl slm cda sl cakll gl Inda vaklasllk 30 dk
karlCstlrClmlstlr. Akabinde vwvaklaslUk 5 dk boyunca THF (2 mL)
i¢inde bkilesik K (W0CZ2012075140'a gére hazlJrlanm_stlLr, 247 mg,
0.52 mmol) idlave edilmisgtir ve elde edilen karlCsm oda
slCcakllglnda vyaklaslk 24 sa karlstlrCImlstlr, EtOhc ile
seyreltilmistir, buzlu su banvosuyla soJutulmustur, sulu NaHCO;
(2 mL) ile muamele edilmigtir, tuzlu su 1ile vyl kanm stl r,
sodyum silfat ile kurutulmustur ve vakum altlnda konsantre
edilmigtir. Elde edilen karlsim, ©&rnek 28'i vermek {zere
silika jel kolon kromatografisi (DCM ig¢inde %0 1ila %20 MeOH})
ve  prep-HPLC {su d1¢inde %10 ila %80 asetonitril) ile
saflast JrlImstllr. 'H NMR (400 MHz, CDsCD) & 7.85 (s, 1H), 7.33
- 7.22 {(m, Z2H), 7.14 (tdd, o= 7.6, 2.1, 1.1 Hz, 3H), 6.95 -
6.87 (m, 2H), 5.13 - 5.00 (m, 1H), 4.78 (d, J = 5.4 H=z, 1H),
4.48 - 4.35 {(m, 2H), 4.30 (ddd, J = 10.e6, 5.7, 3.6 Hz, 1H),
4.19 (¢, J= 5.4 Hz, 1H), 3.78 (dgq, = 9.2, 7.1 Hz, 1H), 1.81
(dtd, J = 12.5, 5.9, 2.4 Hz, 2H), 1.74 - 1,49 (m, 6H), 1.21
(ad, 0= 7.1, 1.2 Hz, 3H). MS m/z = 587 (M+1)*.

Ornek 32. {(258) -sikloheksil 2-((({(2R,38,4R,5R)-5-(4-

aminopirrolo[2,1-£f]1[1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-

dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propancat (29)

Q 7
H
OJ%,N‘ 0
P/
0 o
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DME (1 mL) ig¢indeki bilesik 1 ({50 mg, 0.343 mmol), bilesik M
(gbére hazdrlanmOstlr US20130143835, 93 mg, 0.209 mmol) ve MgCl,
(4.5 mg, 0.257 mmol) karJslmlna vyaklasllk 5 dk Dboyunca
vaklasl k 0°C'de damlalar halinde diizopropiletilamin (0.075
mL, C.43 mmol) ilave edilmistir. Elde edilen karJslm vaklask
50°C'de vyaklas(k 1 sa karlCstCrClmCstlr. Reaksiyon karl[sCm]
akabinde bir buzlu su banyosuyla sogutulmustur, 1 M sitrik
asit (0.5 mL) 1ile muamele edilmistir ve bilesik 29'u vermek
Uzere dodrudan prep-HPLC (su ig¢inde 0 ila %70 ACN} 1ile
saflast Irlllm Istllr. 'H NMR (400 MHz, CDsCD) & 7.84 (s, 1H), 7.32
- 7.23 {(m, 2H), 7.18-7.10 (m, 3H), 6.93 - 6.87 {(m, 2H), 4.78
(d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.67 (td, J = 8.7, 4.2 Hz, 1H), 4.48 -
4.35 (m, 2H), 4.30 (ddd, J = 10.8, 5.7, 3.7 Hz, 1H), 4.20 (t,
J = 5.4 Hz, 1H), 3.88 - 3.71 {(m, 1H), 1.83 - 1.63 (m, 4H),
1.58 - 1.46 (m, 1H), 1.46 - 1.24 {(m, 5H), 1.24 (s, 3H). 3P NMR
(162 MHz, CD30OD) & 3.75. MS m/z = 601 (M+1)"*.

Ornek 33. Etil 2-(((((2R,35,4R,5R) -5-(4-aminopirrolo[2,1-

f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) -2-metilpropancat (30)
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Etil 2= ({((((2R,;35,4R, 5R}-5-(4-aminopirrolol2, 1-
fl1[1l,2,4]triazin-7-il}-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)ymetoksi) (fenoksi}fosforil)amino}-2-metilpropancatliin

hazl rlanl sl asad da ac¢ lklan Ir.

Etil 2-((tert-biitoksikarbonil)amino)-2-metilpropanocat n
haz[ rlanl sl]

o] O

PPh,, DIAD, THF
53 ' HIN
BocHN)%\DH ~oh - Rou 7%\0/\

Trifenilfosfin (6.18 g, 25.00 mmol) THF (30 mL) icine

al InmUstlr. Akabinde DIAD (4.92 mL, 25.00 mmol) yiklenmigtir
ve oda sLcakll &lnda 10 dk kardst_ JrJlmdstlr. Z2-({tert-
biitoksikarbonil)amino}-2-metilpropancik asit (5.08 g, 25.00
mmol) THF (20 mL) ig¢inde ¢ozilmigtiir ve reaksiyon karllsl m na
ilave edilmistir, akabinde etanol (2.19 mL, 37.4%9 mmol) ilave
edilmigtir. Reaksiyon oda slUcaklljlnda yaklasldk 1 sa kardsmaya
bLrakOdlmCstlr. Solventler disiik baslng altlnda
uzaklagtlrOlmCstlCr wve ham {iriin 1:1'1ik Et;0:Heksanlar (120 ml)
igerisine all nmlistllr. Kat | trifenilfosfin oksit filtrelenerek
uzaklastl r[11ml stl r ve solvent disltik bas Ing alt nda
uzaklastlLrOlmCstlr. Ham drin minimal CH.C1, icerisine
al InmUstlr Ve etil 2-({tert-bitoksikarbonil)amino)-2-
metilpropancatl] vermek {izere silika Jjel kromatografisi (%0-50
FtOAc/Hex) ile saflastIrlmJstlr. H NMR (400 MHz, Kloroform-d)
5 4.18 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.49% (s, 6H), 1.43 (s, 9H}, 1.27
(t, J= 7.1 Hz, 3H).

Etil 2-amino-2-metilpropancat hidrokloriiriin haz Jrlan Is[]

HCI
0 Dioksan, DCM iginde 4 N HCI

0
Bmﬁ5)<:ko/\\ . 'uNE{/LO’\‘
SN
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Etil 2-{(tert-bitoksikarbonil)amino)-Z-metilpropancat (2.71 g,
11.72 mmol) CHpCl: (25 ml) igerisine allnmlstldr wve vavasca
dioksan 1ig¢inde 4 N HCL (25 mmol) ilave edilmistir wve oda
sl cakll 3l nda kar! stl rl 1ml stllr. 1 sa sonra reaksivyonun
tamamlandlgl TLC 1ile dogrulanmldstJr. Solventler dusik baslng
altlnda wuzaklastIdrdlmldstlOr wve ham dridn iki kez Et;0 ile
birlikte buharlastdrOlmidstr, akabinde etil 2-aminoc-2-
metilpropancat hidrokloriirii vermek ilzere yilksek wvakum altlna
yverlestirilmistir. TH NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 8.70 (s, 3H),
4,18 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.46¢ (s, 6oH), 1.21 (t, J = 7.1 Hz,
3H) .

Etil 2-metil-2- (((4-

nitrophcnoksi) (fenoksi) fosforil)amino)propanoat n (Bilesik N)

hazl rlan sl

o]
oH
-.,,-“O’II?’N 'J‘\D/\
"

e ps

-'D
)

.\
/
e} M N

CH.Cl, TEA . _»

Fenil dikleorofosfat (0.97 mL, 6.50 mmol) ve etil Z-amino-2-
metilpropancat hidrokloriir (1.09 g, 6.50 mmol) CHzCl: {50 mL)
igerisine al Inmlist Ir. Reaksiyon karllsllm 1 vyaklas lk 0°C'ye
sodutulmustur ve vavasca TEA (1.75 mL, 12.45 mmol) ilave
edilmistir. SoJutma banyosu uzaklastUr[1lmlstIr wve reaksiyon
karCslm] oda slcakllglnda karlCsmaya blrakllmlstlLr. Yaklas_lk 2
sa sonra amino asit ilavesinin tamamlandC g1l 3P NMR ile
dodrulanml st Ir. p-Nitrofenol (0.860 g, 6.17 mmol) yiklenmigtir
ve akabinde TEA (0.87 g, 7.6% mmol) ilave edilmistir.
Reaksivon oda sJcaklJgInda karlsmaya b JrakllmlstJr. YaklaslLk 2
sa sonra reaksiyonun tamamlandl§] LCMS 1ile dogJrulanmstlr.
Reaksiyon Et.0C ile seyreltilmistir ve TEA<HC1 tuzlarl

filtrelenerek uzaklastOrC1lmbOstdr. Ham urun konsantre
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edilmistir ve bilesik N'vyi vermek lzere silika Jjel
kromatografisi (%0-50 EtOAc/Hex) ile saflastdrJlmistOr. 0 NMR
(400 MHz, DMSO-dg) & 8.37 - 8.21 {(m, 2H), 7.55 - 7.44 (m, 2H),
7.43 - 7.33 (m, 2H4), 7.30 - 7.09 (m, 3H), €.57 (d, J = 10.1
Hz, 1H), 3.9% (g, 4 = 7.1 Hz, Z2H), 1.39 (s, 6H), 1.08 (t, J =
7.1 Hz, 3H). LC/MS: tg = 1.65 dk, MS m/z = 408.97 [M+1l].; LC
sistemi: Thermc Accela 1250 UHPLC; MS sistemi: Thermo LCQ
Fleet; Kolon: Kinetex 2.6u XB-C18 1004, 50 x  3.00 mm;
Solventler: %0.1 formik asit ile birlikte Asetonitril, %0.1
formik asit ile birlikte Su; Gradyan: 0 dk-2.4 dk arasl nda %2-
100 ACN, 2.4 dk-2.80 dk araslnda %100 ACN, 2.8 dk-2.85 dk
araslnda %100-%2 ACN, 2.85 dk-3.0 dk arasCnda %2 ACN, 1.8
mL/dk.

Etil 2- ({({ (2R, 3S,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[2,1-

£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino)-2-metilpropancatin

{Bilesik 30) hazl[ rlanl sl

NH 0
e 3P PN
R ALV N L e, =
\ N J 0"‘?( P O'--, 18._MgCI <\ % o 4 N
M e o - 0 B0~V N
. 7, o, R
>_;___-/

é

N

Bilesik 1 (66 mg, 0.23 mmol) NMP (2.0 mL} icerisine
aldnmOstlCr. KarCsOm yaklasdk 0°C'ye sodutulmustur ve vyavasca
tBuMgCl (THE icinde 1.0 M, 0.34 mL, 0.34 mmel) ilave
edilmistir. Reaksiyon vaklas |k 30 dk boyunca vyaklasl k 0°C'de
karCsmaya blCrakdlmCstlCr, akabinde THF (1.0 mL) ic¢inde c¢éziilmis
bilesik N (139 mg, 0.34 mmol) solisyonu ilave edilmistir.
Soutma  banyosu uzaklastUrllmlstIr ve reaksiyon  Onceden
OsJtOlmds vyaklasOk 50°C'lik vyad banyosuna vyerlestirilmistir.
Yaklasl k 2 sa sonra reaksiyon oda s lcakl I mna sofutulmustur ve

agsetik asit wve metancl ile bastllrl Imfst’lr. Ham iir{in konsantre
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edilmigtir wve bilesik 30'u wvermek Uzere deJistirici olmadan
ters fazlld HPLC ile saflastUOrllmbstdr. 1H NMR (400 MHz, DMSO-
d¢) & 7.89 (m, 3H), 7.31 (g, J = 8.1 Hz, 2H), 7.22 - 7.05 (m,
3d4), ©.87 (d, J = 4.5, 1H}), ©.80 (d, J = 4.5 Hz, 1H), ©.27 (d,
J=11.7, 1H), 5.81 (d, J= 9.7, 1H), 5.35 (d, J= 5.6 Hz, 1H),
4.64 (dt, J = 9.0, 5.6 Hz, 1H), 4.24 (m, 2H), 4.11 (m, 1H),
4.04-3.90 (m, 3H), 1.39 - 1.23 (m, 6H), 1.10 (t, J= 7.1, 3H).
1P NMR (162 MHz, DMSO-dgy & 2.45, 2.41. LC/MS: tg = 1.03 dk, MS
m/z = 561.03 [M+1]; LC sistemi: Thermo Accela 1250 UHPLC; MS
sistemi: Thermo LCQ Fleet; Kolon: Kinetex 2,6p XB-C18 100a, 50
X  3.00 mm; Solventler: 50.1 formik asit 1ile Dbirlikte
Asetonitril, %0.1 formik asit ile birlikte Su; Gradyan: 0 dk-
2.4 dk aras_Inda %2-100 ACN, 2.4 dk-2.80 dk araslnda %100 ACN,
2.8 dk-2.85 dk araslCnda %100-%2 ACN, 2.85 dk-3.0 dk araslCnda
%2 ACN, 1.8 mL/dk,.

Ornek 34. Izopropil 2-(((((2R,3S,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[2,1-

£f]1[1,2,4]triazin-7-i1l)-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino)-2-metilpropanocat (31)

Tzopropil 2= ({(((2R,3%,4R,5R} -5~ (4-aminopirrolo[2, 1-
ft1[1,2,4]triazin-7-il)-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-11)metoksi) (fenoksi} fesforil)amino)-2-metilpropancatlin

hazlrlanlCsld asadlda ag¢ldklanr.

Izopropil 2-(({tert-blitoksikarbonil)aming) -2-metilpropancat In

hazl rlan sl |

0 O

PPh4, DIAD, THF

BocHN PN > ' N BocHN,_~. /L\
<o OH o
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Trifenilfosfin (6.17 g, 25.00 mmol) THF (30 mL) ig¢ine
al Inmlstlr. Akabinde DIAD (4.92 mlL, 25.00 mmol) yiklenmistir
ve oda sllcaklllg Inda vyaklasl k 10 dk kar Istllr 1wl lstl r. 2-({tert-
blitoksikarbonil)amino)-Z2-metilpropancik asit (5.07 g, 25.00
mmol) THF (20 mlL) icinde g¢&zlUlmistir ve reaksivon karUslCmlna
ilave edilmistir, akabinde izopropanol (1.91 mL, 25.00 mmol)
ilave edilmistir. Reaksiyon vaklaslCk 1 sa boyunca oda
slLcaklldlnda kardsmaya blLrakdlmlstlLr. Solventler dlusiik baslng
altl nda uzaklastllr lm lstl r ve ham {irin 1:1'l1ik Et;0:Heksanlar
(120 mL) igerisine allnmUstlr. Katl] trifenilfosfin oksit
filtrelenerek uzaklastOrClmdstdr ve solvent disliik baslCng
altlnda uzaklastIrUlmlstlr. Ham Urtin minimal CH;Cl, igerisine
al Inmstlxr Ve izopropil 2—{ (tert-biutoksikarbonil)amino)-2-
metilpropancatl) vermek ilzere silika Jel kromatografisi (%0-50
EtOAc/Hex) ile saflast Irlllm st Ir. H NMR (400 MHz, Chloroform-
dy & 5.03 (p, J= 6.2 H=z, 1H), 1.48 (s, 6H), 1.40 (d, J= 6.2
Hz, 9H), 1.24 (d, J = 6.3 Hz, ©6H).

Izopropil 2-amino-2-metilpropancat hidrokloriiriin haz lrlan /gl

HCI
0 Dioksan, DCM iginde 4 N HCI ¢

0
HaN .~
BocHNX\O/\ o™

izopropil 2-((tert-biitoksikarbonil}amino)-2-metilpropanoat
(4.09 g, 16.67 mmol) CH.,Cl; (50 mL) igerisine allnmlstdr wve
yavasca dioksan iginde 4 N HC1 (50 mmol) ilave edilmistir ve
oda sllcakll IJl nda kar! stl rl 1ml stllr. Yaklasl k 1 sa sonra
reaksiyvonun tamamland g | TLC ile dodrulanm Istllr. Solventler
disiik basng altinda uzaklastlrOlmistlr wve ham iUrin iki kerz
Et,0 1ile birlikte buharlastlrClmlstlr, akabinde izopropil 2-
amino-Z2-metilpropancat hidrokloriiri vermek lizere yilksek wvakum
altlna verlestirilmistir. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.61 (s,
3H), 4.96 (p, J = 6.2 Hz, 1H), 1.44 (s, 6H), 1.22 (d, J = 6.2
Hz, 6H).
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Izopropil2-metil-2- (((4-nitrofenocksi) (fenoksi)fosforil)amino)

propancatin {(Bilegik O) haz Irlan Igl]

ok
N
el 0 OH SOR yoT
o Cl.; Ch,Cl, "1A D°C o
P-0O o FasdrS S
Hm\/aof\ - ol ) > . : . g 5
b) "-._:;’-‘-’“ \ -',1
NOZ’ O‘N
o]

Fenil diklorofosfat (0.83 mL, 5.58 mmol) ve izopropil 2-amino-
2-metilpropancat hidroklorir (1.01 g, 5.58 mmol}) CH,Cl; (50 mL)
icerisine allnmMstlr. Reaksiyon karls™m 1 0°C'yve soJutulmustur
ve vavasgsca TEA {(1.61 mL, 11.45 mmol) ilave edilmistir. Sodutma
banyosu uzaklastJr1lmJstUOr ve reaksiyen karl s dm_] oda
sCcakllC§lnda kardsmaya blrakOlmCstlCr. Yaklasdk 2 sa sonra
amino asit ilavesinin tamamlandl gl 3P NMR ile dodrulanmlst Jr.
p-Nitrofenol (0.74 g, 5.30 mmol) vyiklenmistir ve akabinde TEA
(0.81, 5.84 mmol) ilave edilmistir. Reaksiyon oda s lcakl 1§ Inda
karCsmayva blLrakdlimbUstlr. Yaklaslk 2 sa sonra reaksiyonun
tamamlandOglC LCMS dile dogrulanmlstdr. Reaksiyon Et,0 1ile
seyreltilmistir ve TEA*HC1 tuzlar] filtrelenerek
uzaklastlrUOlm_stlLr. Ham tuUruin konsantre edilmistir ve bilesik
O'yu vermek izere silika Jel kromatografisi (%0-50 EtOAc/Hex)
ile saflasgt IrfllmIstllr, 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.42 - 8.19
(m, 2H), 7.55 - 7.43 {m, 2H), 7.39 (dd, J = 8.€, 7.2 Hz, 2H),
7.30 - 7.12 {(m, 3H), 6.53 {(d, J = 10.1 Hz, 1lH), 4.82 (hept, J
= 6.3 Hz, 1H), 1.38 (s, 6H), 1.08 (d, J = 6.3, 6H). °'P NMR
(162 MHz, DMSO-dg) & -2.84. LC/MS: tg = 1.73 dk, MS m/z =
427,92 [M+1]; LC sistemi: Thermo Accela 1250 UHPLC; MS
sistemi: Thermo LCQ Fleet; Kolon: Kinetex 2.6p XB-C18 100&, 50
x 3.00 mm; Solventler: 0.1 formik asit ile birlikte
Asetonitril, %0.1 formik asit ile birlikte Su; Gradyan: 0 dk-
2.4 dk arasJnda %2-100 ACN, 2.4 dk-2.80 dk araslnda %100 ACN,
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2.8 dk-2.85 dk araslnda %100-%2 ACN, 2.85 dk-3.0 dk araslnda
%2 ACN, 1.8 mL/dk.

Izopropil 2=-{({(((2R,38,4R,5R) -5-{4-aminopirrolo[2,61-

f]1[1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino)-2-metilpropancatiin

{Bilegik 31) haz[ rlanl[ sl

NH, o o
PN Ho =N
Pemo SN IS SR e
o 3N = o 71" 020"
H0 N Y, N . f§? NM= " HE 0 VS
A e -~ MO o
- L V \ NO) o HO at
HO  DH e/
1 o 3

Bilesik 1 (66 mg, 0.23 mmol) NMP (2.0 mL) igerisine
al nmIstl r. Karl slm yaklas Ik 0°C'ye sodutulmustur ve yavasca
tBuMgCl {THF iginde 1.0 M, 0.57 mlL, 0.57mmol) ilave
edilmistir. Reaksiyon vaklasJk 30 dk boyunca vyaklaslCk 0°C'de
karlCsmaya blLrakldlmCstlr, akabinde THF (1.0 mL) icinde ¢d&zlUlmis
bilesik ©O (143 mg, 0.34 mmol) solisyonu 1lave edilmistir.
Sodutma  banvyocsu uzaklastOrClmOstdr  ve reaksiyon dnceden
lls. It/ llm Is vaklasllk 50°C'lik vad banyosuna vyerlestirilmistir.
Yaklasl k 2 sa sconra reaksiyon oda s lcakl I§ na sogutulmustur ve
agetik asit wve metancl ile bastUrClmUstJr. Ham iUriin konsantre
edilmigtir ve bilegik 31'i wvermek f{lizere degistirici olmadan
ters fazlld HPLC ile saflast0rClmOstJr. 1H NMR (400 MH=z, DMSO-
ds) & 7.88 (m, 3H), 7.30 (td, = 8.5, 7.0 Hz, 2H), 7.20 - 7.04
(m, 3H), ©.87 (4, = 4.5, 1H), ©.80 (d, = 4.5 Hz, 1H), 6€.27
(¢, .1 Hz, 1H}), 5.75 (¢, J = 9.1 Hz, 1H), 5.34 (d, J = 5.7
Hz, 1H), 4.81 (p, J = 6.3 Hz, 1H), 4.71 - 4.50 {(m, 1H), 4.23
(m, 2H), 4.11 (m, 1H), 4.03 -3.83 (m, 1H), 1.37- 1.23 (m, 6H),
1.18 - 1.04 (m, 6H). 3P NMR (l62 MHz, DMSO) & 2.47, 2.43.
LC/MS: tg = 1.08 dk, MS m/z = 575.06 [M+1]; LC sistemi: Thermo
Accela 1230 UHPLC; MS sistemi: Thermo LCQ Fleet; Kolon:
Kinetex 2.6u XB-C18 100a, &0 x 3.00 mm; Sclventler: 3%0.1
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formik asit 1le birlikte Asetonitril, %0.1 formik asit 1ile
birlikte 3Su; Gradyan: 0 dk-2.4 dk araslCnda %2-100 ACN, 2.4 dk-
2.80 dk araslinda %100 ACN, 2.8 dk-2.85 dk araslinda 3%100-%2
ACN, 2.85 dk-3.0 dk araslinda %2 ACN, 1.8 mL/dk.

Ornek 35. (S) -2-etilbiitil 2-((({S)-(((2R,38,4R,5R) -5-(4-

aminopirroleo[2,1-£f][1,2,4] triazin-7-il)-5-siyano-3,4-

dihidrcksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) (fenoksi) fosforil)

amino) propanocat (32)

(S)-2-etilbiitil 2-(((S)-(((2R,38,4R,5R)-b-(4-aminopirrolol[2,1-
f1[1,2,4]triazm-7-11)-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-1l)metoksi) (fenoksi} fosforil)amino)propancatln hazlrlanlslC

asaglda aclOklanOr.

{3R,4R,5R) -3 ,4-bis (benziloksi) -5-

{ (benziloksi)metil)dihidrofuran-2 (3H) -onun hazl rlanl s .

8nO (s} TEMPO, serbest radikal g - 0
<)M0H KB . <) o

BnO" - NaOCl BrO® L
Ctin K,HPO, Olin

(3R, 4R, 5R)-3,4-bis (benziloksi)-5-

((benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-o0l (15.0 g) bilesigi MTBE
(60.0 mL}), KBr (424.5 mnmg), sulu K)HPO, solisyon (2.5 M, 14.3
mL) ve TEMPO (56 mg) ile birlegtirilmistir. Bu karslm
vaklasCk 1°C'ye sodutulmustur. Bir nisasta/iyodir testiyle
dogrulandl gl lzere baslangllc materyali tamamen tilkenene kadar
kl sl mlar halinde vyavasca sulu adartlcl solisyonu (agl rlllkga

%7.9) viklenmistir. Katmanlar ayrJlmlstlCr wve sulu katman MTBE
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ile Ozutlenmistir. Birlestirilen organik faz MgS0O; {lzerinde
kurutulmustur wve {Urin bir katl olarak wvermek {zere disik

baslng altlinda konsantre edilmistir.

(4-amino-7-ivodopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin) 'in haz rlan Igl]

N, 0 NF
<ﬁ7/gN - f{Nl - <f*/g“
N, - NN, &
N A W DG N7
o} [
N, N-dimetilformamid (70.27 g) i¢indeki soguk 4-
aminopirrole[2,1-f][1,2,4]-triazin (10.03 g; 74,8 mmo 1)

solilsyonuna icerikler vaklasCk 0°C'de tutulurken kOsCmlar
halinde N-ivodosiiksinimid (17.01g; 75.6 mmol} viklenmistir.
Reaksiyon tamamlandlktan sonra (yaklasUk 0°C'de yaklas[Ck 3 sa)
reaksiyon karlslm], igerikler vyaklas(lk 20-30°C'de tutulurken
bir 1 M'lik sodyum hidroksit sulu scolisyonuna (11 g NaCH ve
276 mL su) aktarlllm st Ir. Elde edilen bulamac¢ yaklasl k 22°C'de
1.5 sa calkalanmlLstlr wve akabinde filtrelenmistir. Katllar su
{50 mL) ile durulanmlstlr wve 4-amino-7-iyodopirrolol[2,l-f]
[(1,2,4]triazini bir katd olarak vermek ilzere yaklaslk 50°C'de
vakum altlnda kurutulmustur. 1H NMR (400 MHz, DMSO-de&} & 7.90
(s, 1H), 7.78 (br s, 2H), 6.98 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 6.82 (d, J
= 4.4 Hz, 1H). ¥C NMR (101 MHz, DMSO-d6) & 155.7, 149.1,
118.8, 118.1, 104.4, 71.9. MS m/z = 260.97 [M+H].

(3R, 4R, 5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4] triazin-7-i1)-3,4-

bis (benziloksi)-5-((benziloksi)metil)tetrahidrofuran-2-oliin

{4-amino-7-iyodopirrolo[2,1-f] [1l,2,4]triazin) ile hazlirlanl sl

e M
Yon. o ey
o ?f " O\§,\QJ
uno’\{ 7::—0 Bro” SN o N
BiG  Der 86 oo
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Bir reaktdre azot atmosferi altlinda iyodobkaz 2 (8l g) ve THF
(1.6 L) vyiklenmistir. Elde edilen soliisyon vyaklas(lk 5°C'ye
soutulmustur wve TMSC1 (68 g) vyiklenmistir. Akabinde ig
sl cakll k vyaklas k 5°C wveya altl nda tutulurken vyavasca PhMgCl
(345 mL, THF dicinde 1.8 M) vyiklenmistir. Reaksivyvon karUsCmC
vaklasLk 0°C'de 30 dk kardstJrJimdstlCr ve akabinde vaklasCk -
15°C'ye sodutulmustur. Ic sCcaklCk yaklasOk -12°C'nin altlOnda
tutulurken vavasg¢a I1PrMgCl- LiCl (311 mlL, THF ig¢inde 1.1 M)
yiklenmistir. Yaklas_k -15°C'de vaklaslUk 10 dakikalllk
karl st! rl 1dl ktan sonra reaksiyon karllsl ml vaklasllk -20°C'ye
soutulmustur ve THF (400 mL) ig¢indeki lakton 1 (130 g)
solilsyonu vyiklenmistir. Reaksiyon karlOgm akabinde vyaklaslCk -
20°C'de vyaklasdk 1 sa calkalanmlstOr wve AcCH (57 mL) ile
bastUrLImUst Ir. Reaksiyon karUOsCmC vaklaslk 0°C'ye
Lls It Im  stllr ve sulu NaHCO: (adlirll kga %5, 1300 mlL) ile pH 7-8
olarak ayarlanm Istllr. Reaksivyvon kar| sl m| akabinde EtOAc (1300
nL) ile seyreltilmistir wve organik wve sulu katmanlar
ayrl1lml stllr. Organik katman 1 N HCl1 (1300 mL), sulu NaHCO;
(aglLrllkca %5, 1300 mL) wve tuzlu su (1300 mL) ile vylLkanmlLstlr
ve akabinde susuz Na,$0; Uzerinde kurutulmustur ve kuruyana
kadar konsantre edilmistir. Bir MeOH wve EtOAc kar! slim ndan
olusan bir gradyan kullanl larak silika Jjel kolon

kromatografisi ile saflastlrma Uriinil vermistir.

((28) -2-etilbiitil 2-

{{ (perflorofencksi) (fenoksi) fosforil)aminc)propanocat)'ln (Sp

ve Rp kar!lgl m ) haz Irlanl gl :

1) fenil diklorofosfat

Q 5 h Q & F F
CH,Cl,, -78 °C ila ortam 2 S0
) \ - Il
(@] NH,eHCI 2) pentaflorofencl O HN I‘T' 0 F
EtaN, 0 °C ila ortam OPh
F

L-Alanin Z2-etilbiitil ester hidroklorir (5.0 g, 23.84 mmol) ile

metilen kloriir (40 mL) birlestirilmistir, vyaklasl k -78°C'ye
sodutulmustur wve fenil diklorofosfat (3.65 mL, 23.84 mmol)
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ilave edilmistir. YaklasOk 60 dk boyunca vaklagsdk -78°C'de
trietilamin (6.6 mL, 47.68 mmol) ilave edilmistir wve elde
edilen kardslm ortam slcakll dlinda 3 sa karJstilrImlistlr.
Reaksiyon karl Isl m | vaklasl k 0°C'ye sogutulmustur ve
pentaflorofencl (4.4 g, 23.84 mmol) ilave edilmistir. Yaklaslk
60 dk boyunca trietilamin (3.3 mnmL, 23.84 mmol) ilave
ecdilmistir. KarlCslm ortam sUcakll§ Inda vaklaslk 3 sa
karCstlLrCImlstlr ve diisik basIn¢ altlnda konsantre edilmistir.
KallntlL EtOAc icinde c¢&zilmilstir, birkac kere bir sulu sodyum
karbonat solisyonu 1le vy lkanm Ist Ir ve disik basling altlinda
konsantre edilmistir. KalIntl bir EtOAc ve heksanlar (30 ila
%30) gradvyand kullanlarak silika jel kolon kromatografisi ile
saflast IJrllmstlr. Fraksiyonlarl igeren Urin, (2S8)-2-etilbiitil
Z2-(((perflorofencksi) (fenoksi) fosforil)amino)propancatl bir
katlL olarak wvermek Uzere dusuk baslnge altlinda konsantre
edilmisgtir. 'H NMR (400 MHz, Kloroform-d) &7.41 - 7.32 {(m, 4H),
7.30 - 7.17 {m, 6H), 4.24 - 4.16 (m, 1H), 4.13 - 4.03 (m, 4H),
4.0 - 3.8% {(m, 1H), 1.5% - 1.42 (m, 8H), 1.40 - 1.31 (m, 8H),
0.88 (t, J = 7.5 Hz, 12H). 2P NMR (162 MHz, Klorocform-d) & -
1.52. 1°F NMR (377 MHz, Kloroform-d) & -153.63, -153.93 (m), -
160.05 (td, J = 21.9, 3.6 H=z), -162.65 (gd, J = 22.4, 20.5,
4.5 Hz). MS m/z = 4%6 [M+H].

((25)-2-etilbiitil 2-

{ ({(perflorofencksi) (fenoksi) fosforil)amino)propanoat) '[n

hazl rlan sll:

1) PROP(O)CI, E1;N. DCM

%y—f i) 4-nitrofenol, Fi;N, DCM ?} > o _
/ O  NH,eHCI / N .
‘ ) Et3N, PAc/n-heplan / 0 HN=P Oy

L-alanin-2-etilblitilester hidrokloriir {40.10 g, 0.191 mmol}
diklorometan (533 g) ig¢inde c¢ozilmistir wve soliusyon Nz (g)
altlCnda kardstirma esliginde vyaklasOk -15°C'ye sofJutulmustur.
Fenil diklorofosfat (40.32 g, 0.191 mol}) ilave edilmistir,
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akabinde vyavasga trietilamin (41.58 g, 0.411 mmol) ilave
edilmistir ve reaksiyon karJdsOmC vaklasCk -15°C'de vaklaslk
1.5 sa karldstldrlImlstlr. Pentaflorofenol (35.14 g, 0.191 mol)
ve akabinde trietilamin (19.23 g, 0.1%0 mol) ilave edilmistir
ve reaksivyon karCsCmO vaklaslk 2 sa kardstJrdlmdstlr.
Reaksiyon karUsIm] vaklasJk 0°C'ye UsCtClmCstUr ve 0.5 M HC1
(279.19 g) ilave edilmistir. KardsIm vaklasglk 22°C'ye
Us 1t0ImJstlr ve organik katman ayrlImlstlr wve %5'1ik sulu KHCO;
sollisyonu (281 g) ve akabinde su (281 g} 1ile vyUkanmUstIr. BRir
organik katman oSrnegi (604.30 g solilsyondan 453.10 g) yaklas Ik
120 mL'lik hacme konsantre edilmigtir, izopropil asetat (157
g} ilave edilmistir wve solisyon kuruyana kadar konsantre
edilmistir. Kal Intl izopropil asetat (158 g) ig¢inde
¢odzilmistiir. Elde edilen soliisyon vyaklaslUk 120 mL'lik hacme
konsantre edilmistir ve s Jcakllk vaklas_lk 45°C ' ye
ayarlanm stl r. n-Heptan (165 g) i1lave edilmistir wve karl slim
vaklas[Ck 1 sa boyunca 22°C'ye sogutulmustur. n-Heptan (167 g)
ilave edilmistir ve kar[Cs[m vyaklasdk 0°C'ye sofutulmustur.
Trietilamin (2.90 g, 0.0287 mol) ilave edilmistir wve kar_sim
0°C'de yvaklasllk 17 5a kar st IrlIm st Ir. Kar_ Islm
filtrelenmistir, kat llar n-heptan (145 g) ile durulanml stllr ve
kat! lar, 2—etilbtitil ({S) -
(pentaflerofenocksi) (fenoksi) fosforil)-L-alaninatl wvermek lzere

vakum altlnda yaklaslUk 40°C'de vyaklask 15 sa kurutulmustur.

2-Etilbiitil ((8)-(4-nitrofencksi) (fenoksi) fosforil)-L-

alaninat/ n hazlirlanllgl :

1) PROP(O)CI;. E34N, IPAC

0/} i) 4-nitrofenol Ft;N iPAC o = o
\ - r—f —
0  NH;eHCI i) PBU, IPAc/m-heptan o HN=P O <\_>7N02

OPFr

Bir L-alanin-Z-etilbiitilester hidrokloriir (20.08 g, 95.8 mmol)
ve izopropil asetat (174 g) DbulamacL kardstdrma eslidinde
yaklasl k -20°C'ye sodutulmustur. Fenil diklorofosfat (20.37 g,
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96.5 mmol} ilave edilmistir, akabinde vavagga trietil amin
(20.97 g, 207.2 mmol) ilave edilmistir wve karlJsm vyaklaslk -
20°C'de vyaklaslk 1 sa kardstCrJImCstCr. 4-Nitrecfenol (13.23 g,
95.1 mmel) ilave edilmistir, akabinde vavasca trietilamin
(10.01 g, 98.8 mmol) i1ilave edilmistir wve reaksiyvon karlCslCm]]
vaklaslLk 1.5 sa karLstlrlLlmLstlr. Reaksiyon karJsImld vyaklaslk
0°C'yve JdsJtOlmdstdr ve 0.5 M HCl (140 g) ilave edilmistir.
Organik katman ayr Jlmlstlr ve %5 Na,C0s; (100 g x 2) ve %10 NaCl
(100 g x 2) ile vlkanmlstLr. Organik katman akabinde vyaklaslk
80 mL'lik hacme konsantre edilmistir ve izopropilasetat (4 g)
ve akabinde n-heptan (110 g) ilave edilmistir. OUriin tohum
kristalleri (0.100 g} wve akabinde ikinci bir k[CsIm n-heptan
(110 qg) ilave edilmistir wve kar lglim vaklasl k 0°C'ye
sogutulmustur. 1,8-Diazabisikloundek-7-en (1.49 g, 9.79 mmol})
ilave edilmistir ve kar s Im yaklas k 0°C'de vyaklaslk 21 sa
karl stl rl Iml stllr. Elde edilen kat llar filtrelenmistir wve ilk
Snce  n-heptan (¢l gy wve akabinde H0 (100 g =x 2) ile
yLkanml stllr. Katl lar vyaklaslk 1.5 saatlidine H,O (200 g) 1ile
karCstlrllmlstlr, filtrelenmigtir wve H-O (100 g =x 3) ve
akabinde n-heptan (&1 g) ile durulanmlstlr. FElde edilen
katl lar, 2-etilbitil ((S)-(4-nitrofencksi) (fencksi)fosforil)-
L-alaninatll vermek (lzere vakum altlnda vyaklasllk 40°C'de

vaklaslCk 19 sa kurutulmustur.

Baslik Bilesiginin (Sp ve Rp kar s[im ) haz Irlan Ig[]:

;
F F
NH, 50 e
: e r %
% "Q o\r/“‘vp\ r o . ; h
3 -Nl /IN CI) H OPh 2 o o Y N‘I\l/
e AL | 7N e o™~Y.
LS —
o o~

uo

{BuMgCl. DMF

Nikleogit (29 mg, 0.1 mmol) ve fosfonamid (60 mg, 0.1Z2 mmol)
ve N, N-dimetilformamid (2 mL) ortam s Jcakl1glnda
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birlestirilmistir. Yavasca tert-bUtil magnezyum klortir (THF
iginde 1 M, 0.15 mL) ilave edilmisgtir. YaklasCk 1 sa sonra
reaksiyon etil asetat ile seyreltilmistir, sulu sitrik asit
solisyonu (&g Irl lkeca %5), sulu doymus NaHCOs; solliusyonu ve
doymus tuzlu su sclisyonu ile vylUkanmldstJr. Organik faz Na;S0,
lizerinde kurutulmustur ve dusik baslng altInda konsantre
edilmistir. Kallntll, bir metanol ve CH,Cl, (%0 ila %b5) gradyanl
kullanllarak gilika Jel kolon kromatografisi ile
saflastIrUlmstlr. Fraksiyonlar ] ig¢eren {riun, Urinid vermek

dzere disik baslhe alt nda konsantre edilmistir,

{3aR, 4R, 6R,6aR) -4- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-11) -
6- (hidroksimetil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-
d] [1,3]dioksol-4-karbonitrilin hazllrlanligl :

Nty

MeO OMe S

l.\"\. ,—a’

. o~y W

18M 1,50, R
B Aseton Sz
HO  OH 23 C 07<0
Bir (2R, 3R, 43,5R)-2-{4d-aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-

11)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil) tetrahidrofuran-2-
karbonitril (5.8g, 0.02 mol), 2,2-dimetoksipropan (11.59 ml,
0.09 mol) wve aseton (145 ml) kar s Imlna ortam s Jcakl J§ Inda
sulfirik asit (18 ™, 1.44 mL) ilave edilmistir. Kar Is Im
vaklasLk 45°C've [sUtJlmUstCr. YaklasOk 30 dk sconra karCsUm
ortam slcaklldlna sofutulmustur wve sodyum bikarbonat (5.8 g)
ve su (5.8 mL) ilave edilmistir. 15 dk sonra karllsm disik
baslng alt_nda konsantre edilmistir. Kallint ] etil asetat (150
mL) wve su (50 mL}) icerisine alllnmlst Ir. Sulu katman etil
asetat (b0 mL x 2) ile ekstrakte edilmistir., Birlestirilen
organik faz sodyum sulfat {zerinde kurutulmustur ve ham
(2R, 3R, 45, 5R) -2-(4-amincpirrclo[2,1-f] [1,2,4]triazin-7-11}) -

3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil}tetrahidrofuran-Z2-karbonitrili
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vermek lUzere diistk baslng altCnda konsantre edilmistir. 1H NMR
(400 MHz, CDsOD) & 7.84 (s, 1H), 6.93 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 6.89
(d, J = 4.6 Hz, 1H), 5.40 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 5.00 (dd, J =
6.7, 3.3 Hz, 1H), 4.48 - 4.40 (m, 1H), 3.81 - 3.72 (m, 2H),
1.71 (s, 3H), 1.40 (s, 3H). MS m/z = 332.23 [M+1].

{3aR, 4R, 6R,6aR) -4- (4-aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-1i1) -
6- (hidroksimetil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-

d] [1l,3]dioksol-4-karbonitril TsOH tuzunun hazllrlanlis_I:

NH, NH,

ﬁj\\N MeQ OMe O

>N --N. i

. S

udﬂ\fojg- N - HO”\{O'U‘ N

Vo ~"‘$‘N p-TsOH L ‘%N
kG OH e dxb p T4~
Bir (2R, 3R, 45, 5R) -2-{4-aminopirrclo[2,1-f]1[1,2,4]1triazin-7-

11)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil) tetrahidrofuran-2-

karbonitril (5.0 g, 17.2 mmol, 1.0 ekv.), 2,2-dimetoksipropan
(10.5 mL, 8¢ mmol, 5.0 ekv.) ve aseton (25 mL) karlLslmlna
ortam sllcaklllgl nda p-tolilsiilfonik asit (3.59 g, 1.1 ekv.)
ilave edilmistir. Kar Is m ortam sllcakllly nda kar Ist Ir [1m Istl r.
Yaklas[Lk 30 dk sonra, vaklaslk bir =saat boyunca izopropil
asetat (25 mL) ilave edilmistir. Elde edilen bulamac
filtrelenmigtir ve 2:1'lik heptan:izcpropil asetat (25 ml) ile
durulanm stl r. Urin vakum altlInda yaklasl k 40°C'de

kurutulmustur.

{3aR, 4R, 6R,6aR) -4- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-11) -
6-(hidroksimetil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-

d] [1,3]dioksol-4-karbonitrilin hazlrlanligl :

N
;

e

NH,

oo - N E10ALK,CO, LS
“a” N O"./ L - HO"'\f;‘O / LN - %0"'\."0'[ "
P, iﬁw Vo Vo Ty
s Bton ;o -
[Sle S eS| 23°C G,” = g leQn: o _.D
A A
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Bir (2R, 3R, 4S5,5R) -2-(4-aminopirrolo[2,1-£f]1[1,2,4]triazin-7-
11)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil) tetrahidrofuran-2-
karbonitril (5 g, 17.2 mmol, 1.0 ekv.}), 2,2-dimetoksipropan
(10.5 mL, 86 mmel, 5.0 ekv.) ve aseton (25 mL} karlCsCmlna
ortam slcaklldlnda p-tolilsilfonik asit (3.5%2 g, 1.1 ekv.)
ilave edilmistir. KarsIm ortam slcakllfInda kardstdridlmistlr.
30 dk sonra, bir saat boyunca izopropil asetat (25 mL) ilave
edilmistir. Elde edilen bulamac¢ filtrelenmistir ve 2:171lik
heptan:izopropil asetat (25 ml) ile durulanml istl r. Uriin vakum
altCnda 40°C'de kurutulmustur. Izcle edilen katl bir reaktdre
yviiklenmistir ve %5'lik K,;CO; scolisyonu (50 ml) wve etil asetat
(50 mL) ilave edilmistir. Katmanlar ayrllmlst Jr ve sulu katman
etil asetat (25 ml) 1ile ylLkanmlLstUr. Birlestirilen organik
katmanlar su (25 ml} ile ylkanml stllr, akabinde vyaklasllk 25
ml'ye konsantre edilmistir. Reaktdre tekrar izopropil asetat
(25 ml) yiklenmistir ve vaklaslk 25 ml'ye konsantre
edilmistir. Reaktdre tekrar izopropil asetat (25 ml)}
yuklenmistir wve 25 ml'ye konsantre edilmistir. Elde edilen
solilsyon aslllanmlstlr wve koyu bir bulamag¢g elde edilmistir.
Buraya bir saat boyunca heptan {25 ml) ilave edilmistir. Elde
edilen bulamag¢ filtrelenmistir wve 2:1'1lik heptan:izopropil
asetat (25 ml) ile durulanmlst Jr. Uriin wvakum altInda 40°C'de
kurutulmustur. ) {2R, 3R, 45, 5R) -2-(4-aminopirrolo[2,1-
fl111,2,4]triazin-7-11)-3,4-dihidroksi-5-
{(hidroksimetil)tetrahidrofuran-2-karbonitril. !H NMR (400 MHz,
Ccbs0D) & 7.84 (s, 1H), 6.93 (d, J = 4.6 Hz, 1lH), ©.8%9 (d, J =
4.6 Hz, 1H), 5.40 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 5.00 (dd, g = 6.7, 3.3
Hz, 1H), 4.48 - 4.40 (m, 1H), 3.8l - 3.72 (m, 2H), 1.71 (s,
3H), 1.40 (s, 3H}. MS m/z = 332.23 [M+1].
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(28) -2-etilbiitil2- (({ ({2R, 3S,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[2,1-

£f][1,2,4]triazin-7-11)-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino) propancat In hazl rlanl sll:

SN
00\

2 : 0
o) i
e e
0 KN
MgC ,. (P7),NEt | o
MeCN =
Asetonitril (100 mL) ile (28)-2—-etilbutil 2—(({4-

nitrofencksi) (fenoksi)fosforil) -amino)propancat (9.6 g, 21.31
mmol), substrat alkol (6.6 g, 0.02 mol), magnezyum klorir (1.9
g, 19.921 mmol) ortam s lcakl Idlnda birlestirilmistir. Kar Islim
vaklaslLk 15 dk calkalanmldstlr ve N,N-diizopropiletilamin (8.¢7
mL, 49,78 mmol) ilave edilmistir. YaklaslUk 4 sa sonra
reaksiyon etil asetat (100 mL) ile seyreltilmistir, vyaklaslk
0°C'ye sodutulmustur ve sulu sitrik asit solisyonu (adlrlkca
%5, 100 mL) ile DPkirlestirilmistir. Organik faz sulu sitrik
asit solisyonu (ag Irlllkca %5, 100 mL) ve sulu doymus amonyum
klorir solisyonu (40 mL), sulu potasyum karbonat solilsyonu
(aglCrllkca %10, 2 x 100 mL) wve sulu doymug tuzlu su soliisyonu
(100 mL) 1ile vy Jkanmlstlr. Organik faz sodyum sltlfat ile
kurutulmustur wve ham Urunt vermek 1ilzere disik baslng alt_nda
konsantre edilmistir. H NMR (400 MHz, CD3OD} & 7.86 (s, 1H),
7.31 - 7.22 {m, 2H}, 7.17 - 7.09 (m, 3H), 6.93 - 6.84 (m, Z2ZH),
5.34 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 4.98 (dd, J = 6.6, 3.5 Hz, 1H), 4.59
- 4.50 {(m, 1H), 4.36 - 4.22 (m, 2H), 4.02 (dd, J = 10.9, 5.7
Hz, 1H), 3.91 (dd4, J = 10.9%9, 5.7 Hz, 1H), 3.83 {(dgq, J = 2.7,
7.1 Hz, 1H}, 1.70 (s, 3H), 1.50 - 1.41 (m, 1H), 1.39 (s, 3H),
1.36 — 1.21 {(m, 7H), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 6H). MS m/z = 643.21
[M+17].
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(S) —2-etilbiitil 2-(((S)-(((2R,35,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[2,61-

£f][1,2,4]triazin-7-11)-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) fencksi) fosforil)amino) propancatin (Bilesik 32)

hazl rlanl gl |

n /_§ -
%37 HCI

: P THF
Ham asetonid (12.85 g) ile tetrahidrofuran (50 ml)
birlestirilmistir ve diistiik baslng altlnda konsantre
edilmistir,. KallintL tetrahidrofuran (100 mL) igerisine

al Inml Istl r, vaklasl 'k 0°C'ye sofutulmustur ve vavasca derisik
HC1 (20 mwL) ilave edilmistir. Karlsm ortam sl cakll gl na
s nmaya blrakllmlstlr. HPFLC analiziyle dodrulandl gl {izere
baslangdc asetonidi tiikendikten sonra su (100 mL) ve akabinde
sulu doymus sodyum bikarbonat solisyonu (200 mL) ilave
edilmistir. Kardslm etil asetat (100 mL) ile O&zitlenmistir,
organik faz sulu doymus tuzlu su solisyonu (50 mL) ile
yl kanml stllr, sodyum siilfat {dzerinde kurutulmustur wve diisik
basCng altnda konsantre edilmistir. KallntlC bir metancl we
etil asetat (%0 ila %20) gradyan ]l kullanllarak silika jel
kolon kromatografisi ile saflagstlrdlmlstlr. Fraksivonlazrl
igeren Urdn, Urint vermek dzere disik basl ng altlinda konsantre

edilmistir.
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(S) —2-etilbiitil 2-(((S)-(((2R,35,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[2,61-

£f][1,2,4]triazin-7-11)-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi) fencksi) fosforil)amino) propancatin (Bilesik 32)

hazl rlanl gl |

Formik asit/H,0 (4:1)

20°C

(S)-2-etilbitil 2={(((S)—-(((3aR, 4R, 6R, 6aR)—6-(4-
aminopirrolo(2,1-f][1,2,4]triazin-7-1l)-%6-siyano-2,2-
dimetiltetrahidrofurol[3,4-d][1l,3]dickscl-4-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amine)propanoat {30 ng, 0.05
mmol) diceren bir flakona %80'lik sulu formik asit soliisyonu
(1.5 mL) ilave edilmistir. Yaklasllk 20°C'de 18 sa sonra tam
dénligim HPLC ve LC-MS ile dodrulanmUstlr. MS (m/z) = 603 (M+1)*.

(S) -2-etilbiitil 2-(({8)-({(2R,35,4R,5R)-5-(4-

aminopirrolor[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il)-5-siyano-3,4-

dihidrocksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) fenoksi) fosforil)amino)

propancatin (Bilegik 32) Dogrudan Kenetleme ile hazl rlanf g

NH, NEeg
( ‘i‘;lr"{\\ N [a] - [..':;_A N
g -N _,,‘ > O (o] '\ P
,.o/\‘-o\/ NT / % O  HN=FH O@ O, s >' A o N0\>'_\""'/
ey " om 0" N p-0 Y
N - . __O o,
HO Ok MCL (/-3,NF1 THE e MG OH
Bir (2R, 3R, 45,bR) -2-(4-aminopirrolo[2,1-f] [1,2,4]triazin-7-

11)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil) tetrahidrofuran-2-

karbonitril (0.5 g, 2 mmol), {3)-Z2-etilbutil 2Z2-{((3)-{4-
nitrofencksi) (fenoksi} fosforil)amino)propanocat (0.9 g, 2 mmol)
ve MgCl2 (0.2 g, 2 mmol) karlslm na N,N-dimetilasetamid (10
mL) yiklenmistir. Elde edilen karlCslCm siirekli karCstOrma
egliginde yaklasdk 30°C'ye UOsJtOlmlstlr. Akabinde vyavasca N,N-
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diizopropiletilamin (0.7 mL, 4 mmol) ilave edilmistir ve
reaksiyon kardslUmlC vaklaslCk 6 sa karUstdrUOlmidstdr. Su (10 mL)
H,0 ve akabinde 2-MeTHF (10 mlL) yilklenmistir ve organik wve sulu
fazlar ayr llm lstl r. Sulu katman akabinde 2Z-MeTHF (10 mL) ile
geri ©Oziutlenmistir. Organik katmanlar birlestirilmistir we
aglrllkca %10'luk sitrik asit sclisyonu (10 mL), akabinde
aglrllilkca %10'luk X;COssolutionu (10 mL) wve H,0 (10 mL) 1ile
yLkanml stlr. Katmanlar ayrl lmadan dnce su yl[ kamaslinda
emilsiyonlar ] ayrlstlrmak i¢in az miktarda tuzlu su ilave
edilmigtir. Organik katman, 0.65 g kdpiuk vermek izere kuruyana
kadar buharlastCrClmCstlr. Akabinde 1iPrOAc (2.6 mL) ilave
edilmistir ve karldsOm c¢dziinmeyi saflamak icin yaklaslOk 40°C'ye
s 1t0lm Istlzr. Sollisyon vyaklaslOk 20°C'ye sofutulmustur ve
karCslm vaklaslLk 3 gin kardstlrdlmlstlr. Kat_llar filtreleme
yoluyla 1zole edilmistir ve filtre hamuru az miktarda 1PrOAc
ile y lkanm Istl r. Kat llar, (S)-2-etilbiitil Z2={({3) -
(((2R,38,4R,5R) -5-(4—aminopirrolo[2,1-£][1,2,4]triazin-7-11) -
5-siyano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino) propancatl vermeak Uzere

kurutulmustur.

AH; Nk

o a r, i
AR R ES1S S RS S et
=t G HA=? 0=, ?P‘ T g N
L' W - o) N
OF ; 0 4P oY Y.
r = A e~
/"“\/O h

&
o~

™
N,

HO  OM MaCH, (PN | DMAC = 4O OH
i

S

Rir (2R, 3R, 4S,5R) -2-(4-aminopirrolo([2,1-f]1[1,2,4]triazin-7-
11)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil) tetrahidrofuran-2-
karbonitril (0.2 g, 0.7 mmol), (SY-2-etilbitil 2-(((38)-
(perflorcfenoksi) (fenoksi) fosforil)amino)propanocat (0.3 g, 0.7
mmol) ve MgCl, (0.1 g, 1 mmol) karCsImIna N,N-dimetilasetamid (4
mL) yiklenmistir. FElde edilen karl slm siirekli karl stllrma
esliginde vyaklas |k 30°C'ye |ls Itlllm Istllr. Akabinde vyavasca N,N-
diizopropiletilamin (0.3 mL, 2 mmol) 1ilave edilmistir we
reaksiyon karUsImd vaklasUk 5 sa karUstJrUlmJstr. Uriine
déniigim UPLC analiziyle dodgrulanmlCstlr.
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{3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-11)-3,4-
bis (tert-bitildimetilsilil)oksi)-5-(((tert-

biitildimetilsilil)oksi)metil}tetrahidrofuran-2-o0liin

hazl rlan[ glJ

W ‘
o 1. TMSCI PhMgCL. 0 ‘C D\Kf—Nk -
18807 =0 2. iPrMgCl. -15 °C 'uso"\( N

¢ 3 LaCI2.CL 15 °C

1HSO O'8S 1850 0148

THF -20 °C
THF (280 mL) ig¢inde 7-ivodopirrolol[2,1-f][1,2,4]ltriazin-4-amin
(13.% g, 53.5 mmecl) gsoliisyonu hazlrlanmlstr. Soliisyon
vaklasCk 0°C'ye sodutulmustur ve TMSCl (13.6 mL, 107 mmol)
ilave edilmistir. Reaksiyon kar_IsUmlC yaklaslk 20 dk
karCstCrClmCstOr ve akabinde 1i¢ sdcakldk vaklasJk 5°C'nin
altl nda tutulurken PhMgCl (THF ig¢inde 2 M; 53.5 mL, 56.8 mmol)
ilave edilmistir. Reaksiyon kar lsim vyaklasl[k 0°C'de vaklaslk
30 dk calkalanmCstOr Ve akabinde vaklaslk -20°C'ye
sofutulmustur. Akabinde ic¢ slCcakllCk yaklasCk -15°C'nin altlnda
tutulurken iPrMgCl-LiCl (THF ig¢inde 1.3 M, 43.1 mL, 56 mmol)
ilave edilmistir. Reaksiyen  kardsOmC  vyaklasdk  -20°C'de
vaklasl 'k 30 dk calkalanmllist Ir.

Ayr[ bir sisede, LaCl;-2LiCl1 (THF i¢inde 0.6 M, 85 mL, 50.9
mmol) icinde bir (3R, 4R, 5R)-3,4-bis((tert-
biitildimetilsilil)cksi) -5-(({(tert-
biitildimetilsilil)oksi)metil)dihidrofuran-2 (3H)-on (25.0 d,
50.9 mmol, 0.83 ekv) solisyonu  hazllrlanml lstl r. Sollisyon
akabinde 1i¢ slcakllCk -20°C'nin altidnda tutulurken Grignard
solilsyonuna aktardlmlstlr. Elde edilen reaksiyon karlslm]
yvaklas[Ck -20°C'de vyaklaslOk 4 sa calkalanmCstOr.
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Reaksiyon 1 M HCLl (140 mL) ile bastUrdlmUstlLr ve karlslm ortam
sCcakllCglna OsCtllmCstr. EtOAc (140 mlL) ilave edilmistir wve
organik wve sulu fazlar ayrUlmlist Jr. Su katmanll EtCAc (200 mL)
ile oziitlenmistir. Birlestirilen EtOAc katmanlarll sllirasllyla
doymus sulu NaHCO; (200 mL x 2), su {200 mL) we tuzlu su (200
mL) 1le &ziutlenmistir. Organik katman konsantre edilmistir ve
akabinde (3R, 4R, 5R) -2-(4-aminopirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-"/-
11)-3,4-bis((tert-biitildimetilsilil)cksi)-5-
{(((tertblutildimetilsilil)oksi)metil)tetrahidrofuran-2-oli
vermek {izere silika jel kromatografisi (%30 EtOAc/heksan) ile
saflastJr0lmdst0Or. H NMR (300 MHz, CDCliz} & 3.15 - 7.88 {m,
1"y, 7.51 (d, J= 4.8 Hz, 0.5H), 7.02 - 6.92 (m, 0.5H), ©6.65H -
6.57 (m, 1H}, 5.66 - 5.24 (m, 3H), 4.49 - 3.50 (m, 4H), 0¢.37 -
0.78 (Z2eH), 0.65 (s, 1.5H), 0.19 - 0.00 (m, 15.5H), -0.22 (s,
1#), -0.55 (s, 1H).. MS m/z = 626 (M+H).

{2R,3R,4R,5R) -2- (4-aminopirrolo[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-i1) -
3,4-bis((tertbiitildimetilsilil)ocksi)-5-

{hidroksimetil) tetrahidrofuran-2-karbonitrilin hazllrlanlls_|

NH; NH,
SN s
o N, TFA. TMSCN. TMSOT/ o . =
TBSO/\(' \ N ) - HO/\( . N
\_/ ~OH CH,Cl, -40 “C S,
T3SO 0OTBS TRSO OTRS

CH,C1, (15 mL) igindeki (3R, 4R, SR} -Z2- (4-aminopirrolo[2, 1-
f111,2,4]triazin-7-11})-3,4-bis((tertbliitildimetilsilil)oksi)-5-
(((tert-blitildimetilsilil)oksi)metil)tetrahidrofuran-2-ol

(1.50 g, 2.40 mmol) solisyonu yaklasllk -40°C'ye sogutulmustur.
Sl cakll k  -20°C'nin alt Inda tutulurken trifloroasetik asit
(0.555 mL, 7.20 mmol) ilave edilmistir. Ayr | bir gisede,
vaklaslCk 15°C'de 5 ml CH:Cl, (5 mL) icerisine trimetilsilil
triflorometansilfonat (2.60 mL, 14.4 mmol) ve akabinde
trimetilsilil siyanir (1.92 mL, 14.4 mmol) ilave edilmistir wve

soliisyon vaklasllk -30°C'ye sodutulmustur. Sodutulan soliisyon,
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slLcakllk -25°C'nin alt_ Inda tutulurken (3R, 4R, 5RY-2-(4-
aminopirrolo[2,1-f]1[1,2,4]triazin-7-11)-3,4-bis{(tert-
blitildimetilsilil)oksi)-5-

({ (tertbitildimetilsilil)oksi)metil) tetrahidrofuran-2-ol
solisyonuna i1lave edilmistir. Reaksiyvon karUslCmlC vaklasOk -
30°C'de 15 dk kardstJrJlmdstlLr. Reaksiyon trietilamin (3.34
mL, 24.0 mmol) ile bastdrJlmIstCr ve kardsOm vyaklasDk 0°C'ye
OsJtO0lmdstOr. SCcakllCk yaklas[Ck 20°C'nin altCnda tutulurken su
(50 mL) ilave edilmistir. Ekleme iglemi tamamland_Iglnda
karl sllm c¢da sl cakll gl nda 15 dk kar Istl r Ilm stl r. Katmanlar
ayrLlmCstlr ve organik katman slLrasJyla KOH (20 mL), su (20
mL) ve tuzlu su (20 mL) ile ylLkanmlCstlr. Organik katman Na;S50,
tizerinde kurutulmustur, konsantre edilmistir ve akabinde {iriini
diastereomerlerin bir 3.8:171ik bkir kardsdml olarak vermek
dzere silika Jjel kromatografisi (%30 EtOAc / heksan) ile
saflast Irll1lm Istllr. Kar sl m, riini bir tekli diasterecmer
olarak wvermek uzere prep-HPLC (su icinde %0 1la %95 ACN) ile
tekrar saflastIrUlmJstIr. IH NMR {400 MHz, DMSC-d6) & 8.14-7.92
(m, 2H), 7.89 (s, 1lH), ¢&.95 (d, J= 4.8 Hz, 1H), 6.88 (d, J=
4.4 Hz, 1H),5.27 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 5.10 (dd, J = 7.7, 4.6
Hz, 1H), 4.31 (dd, J = 4.7, 1.4 H=z, 1H), 4.12 (ddd, J = 5.9,
4.1, 1.4 Hz, 1H), 3.80 - 3.69 (m, 1H), 3.56 (td, J = 7.8, 3.9
Hz, 1H), 0.9%3 (s, ©9H), 0.75 (s, 92H), 0.11 (s, 3H), 0.0% (s,
3H), -0.15 (s, 3H), -0.62 (s, 3H). MS m/fz = 520 (M+H).

(S) -2-etilbiitil 2-(((s)-({(2R,3R,4R,5R) -5-(4-

aminopirroleor[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-i1)-3,4-bis((tert-

biitildimetilsilil)oksi)-5-siyanctetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amino)propanocatiin hazl rlanl sl

NHz 12 eky O} 0
--._.-—' N R
fﬂ' Sn / S 0 HN=? O /\'- NG, o § N N
N} ' N A . - 0 N
[¢] = OPh , . y
TN Y 4 JyﬁN?—o”“{ N
I N 15 ek MQCI; P - o S N
BSO  OThS 2.5 ekv {/Pr];NZ2, THF 50°C “BR0  OTBS
P
T
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Bir (2R, 3R, 4R, 5R)-2-(£4-amincpirrolo[Z2,1-£f][1,2,4]ltriazin-7-
11)-3,4-bis((tertbhitildimetilsilil)oksi)-5-

({hidroksimetil)tetrahidrofuran-2-karbonitril {lo mg, 0.03
mmol) , (S)-2-etilbiitil 2=(((3)-(4-
nitrofenocksi) (fenokei)fosforil)amino)propancat (17 mg, 0.04
mmol) ve MgCl:(4 mg, 0.05 mmol) karCslUm Ina THF (0.3 mnml)
yliklenmistir. Elde edilen karislm slirekli karlstlrma esliginde
yvaklaslk 50°C'ye Jsdt0Imdst Ir. Akabinde N, N-
diizopropiletilamin (0.013 mL, 0.08 mmol}) ilave edilmistir ve
reaksiyon karlls m| 21 sa kar Ist Ir lm lstllr, Urine dénistm UPLC

ve LC-MS analiziyle dodrulanmOstdr. MS m/z = 831 (M+H).

N-;

M tdekvs O o S f

T CR A )7 e

™ S e o o o - \j;-\ N

3 — N ) ¥ N . o} N

UJ g Q3an K o] N
O N YL N Pl / ; ok AN P o’\f_n-n
Vo - [ S
PN 2 1 ekv BuMgCI L, O LN
1880 0T3S THF -10°Cila 5°C [ ) 850 0785

T
THE (0.3 mL) igindeki {2R, 3R, 4R, 5R} -2~ (4-aminopirrolo([2,1-
f1[1,2,4]triazin-7-11)-3,4-bis((tertbitildimetilsilil)oksi)-5-
(hidroksimetil)tetrahidrofuran-2-karbonitril {1lo mg, 0.03
mmol)  solisyonu -10°C'ye sogutulmustur. Damlalar halinde

tBuMgC1 (0.07 mL, 0.07 mmol) ve akabinde THFE (0.15 mL)

icindeki (5)-2-etilbiitil 2=-(((38)-
(perflorofenoksi) (fenocksi) fosforil)amino)propanoat (22 mg,
0.04 mmel) solisyonu ilave edilmistir. Reaksiyon karlsUm]

5°C'ye  Islltl Imlist Ir ve 16 sa karl stl rl 1ml stllr. Reaksiyon MeQH
ile bastl rlllm stl r, konsantre edilmistir wve akabinde {iriini
vermek {izere silika jel kromatografisi (EtOAc /heksanlar) ile
saflast JrlmJst0r. 1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.97 (s, 1H), 7.38
- 7.2% (m, 2#), 7.25 - 7.21 (m, 2H)}, 7.21 - 7.13 {(m, 1H), 7.1l1
(d, J = 4.6 Hz, 1H), 6.65 (d, J = 4.6 Hz, 1lH), 5.88 (br s,
2d), 5.35 (d, 0 = 4.4 Hz, 1H), 4.49 - 4.41 (m, 1H), 4.41 -
4.35 (m, 1H), 4.32 - 4.26 {m, 1H), 4.24 (dd, J = 4.5, 1.7 Hz,
i), 4.10 - 3.92%9 (m, 2H), 3.%6 (dd, J = 10.9, 5.7 Hz, 1H),
3.80 - 3.72 (m, 1H), 1.48 (h, J = 6.2 Hz, 1H), 1.39 - 1.28 (m,
71y, 0.%96 (s, 9H), 0.85 (t, J = 7.5 Hz, 6H), 0.80 (s, 9H),
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0.08 (s, 3H), 0.0Y (s, 3H), -0.13 (s, 3H), -0.5¢ (s, 3H). 31P
NMR (leZ2 MHz, CDCl3) ® 2.74 (s). MS m/z = 831 (M+H).

(S)-2-etilbiitil 2-(((S)-({(2R,35,4R,5R) -5-(4-

aminopirrolor[2,1-£f][1,2,4]triazin-7-il1l)-5-siyano-3,64-

dihidrcksitetrahidrofuran-2-il)metoksi) fenoksi)fosforil)amino)

propancatiin hazllrlanlls’]

I N,
T =Ty
e ! po .
A W o] SN = . W C . SN
Yo -\?r\ = oﬁ“fu‘s A e / S ti? T n"‘f’r?/,\ "
i U ¥ : b i t“h
w0 es6 bms A S
~ it
Ham (S)-2-etilbiitil 2-({(3)-(({2R, 3R, 4R, 5R) -5- (4~

ammopirrolo[2,1-f]1([1,2,4]triazin-7-11)-3,4-bis({tert-
biitildimetilsilil)cksi)-5-siyanctetrahidrofuran-2-

il)metoksi) (fenoksi) fosforil)amine)propanocat solilsyonu
vaklasLk 0°C'vye sodutulmustur ve vavasca derisik HCLl (0.05 mL,
0.62 mmol) ilave edilmistir. Reaksiyon kardslOmC vaklaslk
20°C'de vyaklaslk 72 sa karJdstJrdlmdstCr. Uriine déniisim UPLC ve

LC-MS analiziyle dodrulanm stllr. MS m/z = 603 (M+H).

N-, N
~0 - -<%/Ah o hf£j
S Lo W i Y o 3V
A Y ) N ko umadar gikarTa N Q. N
/N 6 W~ 7{; —/ ¢ NP O Y
/ ) ' ) \\“N 6 Yoo ';\",\
=77 TBSG OTas T/*“’ HO  DH

Bir floriir vevya asit i¢indeki (3)-Z2-etilbltil 2=(({(8) -
(( (2R, 3R, 4R, 5R) -5-(4-aminopirrolo([2,1-f][1,2,4]triazin-7-11)-
3,4-bis{(tert-bitildimetilsilil}oksi})-5-siyanotetrahidrofuran-
2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino)}propancat solisyonu, bir
(S)y—-2-etilblitil 2-(((S)-(((ZR,35,4R,5R)-5-(4-aminopirrolo[2,1-
f1ll1,2,4]triazin-7-1l1)-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-
2-il)metoksi) (fenoksi)fosforil)amino}propancat sollisyonu
halinde korumadan c¢Jkar[labilir. Temsili florlirler, bunlarla

slnlrll olmamak kaydlyla TBAF, KF, piridinyum hidroflorir,
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trietilamonyum hidrefloriir, hidrojen florir, hidroklorik asit,
toliensilfonik asit wveya herhangl bir dider uygun Zflorir
kaynadlnl kapsar. Temsili asitler, bunlarla slnIrlll olmamak
kaydllyla, Greene, T. W.; Wuts, P. G. M. Protective Groups In
Organik Synthesis, 4th Ed., John Wiley & Sons: New York, 2006

referansll yaylnda tarif edilenleri igerir.

Ornek 35-a. (({(2R,35,4R,5R) -5- (4-aminopirrolo[2,1-

f][1,2,4]triazin-7-il})-5-siyvano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-il)metoksi)oksidofosforil)alaninat (Bilesik 35)

N"?
SR
o H ) N o o
NPO \ 0 \;N-Né - N-P-0
0/\1’ don YOV NaOH o ™-NTETOT o
N — NN - \
P HO  OH HO
2-Etilbtutil ((S)-({((ZR,35,4R,5R) -5-(4-aminopirrolo([2,1-

f1ll1,2,4]triazin-7-1l1)-5-sivano-3,4-dihidroksitetrahidrofuran-

2-1l)Ymetoksi) (fenoksi)fosforil)-L-alaninat (130 me, 0.216
mmol) bir asetonitril {6 mL) ve  su (2 mL) karOsCmlnda
cozlilmliistiir. 5 dk boyunca oda sl.cakll dlinda damlalar halinde
sulu sodyum hidroksit scoliUsyonu (2N, 0.5 mL) ilave edilmistir
ve reaksivyon karUsImld kardstUrdlmlstlLr. Z sa sonra elde edilen
karCsOm disik baslOng altlCnda konsantre edilmistir ve kallntd,
arzu edilen {rinid bis-sodyum tuzu olarak wvermek {fizere bir C18
kolecnu Uzerinde su ile ayrlstJrllarak HPLC ile
saflast. Il llm Istllr. 'H NMR (400 MHz, D0) & 7.7% (s, 1H), 6.86
(¢, J = 4.7 Hz, 1H), 6.80 (4, J = 4.7 Hz, 1H), 4.86 (d, J =
5.4 Hz, 1H), 4.40 - 4.34 (m, 1H), 4.30 (dd, J = 5.3, 3.0 Hz,
1H), 3.7% (gdd, J = 11l.6, 4.5, 3.1 Hz, 2H), 3.20 (dg, J= 8.¢,
7.1 Hz, 1H), 0.86 (d, J = 7.0 Hz, 3H). 3P NMR (162 MHz, D,0) &
7.30. LCMS m/z 442.95 [M+H]. HPLC (8.5 dk boyunca %0.1'lik TFA
dedistirici ile birlikte %2-98 MeCN-H:0 gradyan |, 1.% mL/dk,
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Kolon: Phenomenex Kinetex C18, 2.6 um 100 A, 4.6 x 100 mm) tg =
2.694 dk,.

B. Antiviral Aktivite

Bulusun baska bir yoni, viris enfeksiyenlarlCnln inhibe
edilmesine ydnelik ydntemler ile 1ilgilidir, bu ydntemler, bu
inhibkisycona ihtivacl oldudu disiniilen bir numunenin veya
bireyin bulus kcnusu bir bilesim ile muamele edilmesi adlmln

igerir.

Bir wvirlis icerdidi diisiiniilen numuneler bulus kapsamnda dodal
veya yapay matervaller, &rnedin canl |l organizmalar; doku vevya
hiicre kiultidrleri; biyolojik numuneler, bdrnedin  bivolcecjik
materyal numuneleri (kan, serum, idrar, serebrospinal sbvl,
gozyaslarll, balgam, tikirik, doku numuneleri ve benzerleri);
laboratuar numuneleri; glda, su veya hava numuneleri;
biyelojik Uriin numuneleri, &rnedin hiicrelerin, &zellikle arzu
edilen bir glikoproteini sentezleven rekombinant hilcrelerin
ozltleri ve benzerlerini kapsar. Numunenin tipik olarak bir
viriis enfeksiyonunu uyaran bir organizmayl , s k1 lkla bir timér
virlist gibi bir patojenik organizmayl ig¢erdidi disiiniilecektir.
Numuneler su ve organik solventl\su karlCs(Omlarll gibi herhangi
bir crtamln ig¢ine alllnakilir. Numuneler, insanlar gibi canll
organizmalarl wve hiicre kiltirleri gibi vyapay materyalleri

kapsar.

Arzu edildidi takdirde, Dkilegsim wuyguland lktan sonra bulus
konusu bir bilegigin anti-viris aktivitesi, bu tip
aktiviteleri saptamaya ydnelik dodrudan ve dolayll] ydntemler
de dahil olmak ilzere herhangi bir ydntemle gdzlemlenebilir. Bu
tip aktiviteleri saptamaya y&nelik nicel, nitel ve yar | nicel
yontemlerin timid ongdriilmektedir. Tipik olarak vyukar Ida tarif

edilen tarama vyéntemlerinden biri uygulanldr, ancak bir canllC
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organizmanln fizyoleojik ©zelliklerinin gdzlemlenmesi gibi

herhangi bir dider y&ntem de gegerlidir.

Bulus konusu bir bilesidin antiviral aktivitesi, bilinen

standart tarama protokollerivle (Glcgllebilir. Ornedin bir

bilesidin antiviral aktivitesi asadldaki genel protckcllerle

Slclilebilir.

Viris Hicre Plak Hicre |MOI Inkilbasyo |Okum |Deder

dizisi format |saylsl| (pfu/hic |n (Gun) a ler
d re)

EBOV Hela 384 4000 0.5 z HCS EC50

(Zaire

)

EBOV HFF-1 z HCS

(Zaire

)

EBOV- Huh-7 96 10000 (0.1 4 GFP

GEFP

EBOV- HMVEC- GFP

GFP TERT

EBOV- Huh-7 LucC

LUC

MARV-— Huh-7 GFP

GFFP

NiV Hela CPE

Niv- HMVEC- GFP

GEP TERT

Niv- HMVEC- ruc

LuC TERT

EBCOV: Ebcla viriis susu Zaire

EBOV-GFF: Yesil floresan protein eksprese eden Ebola
raportdr virisi

EBOV-LUC: lLiusiferaz eksprese eden Ebcola raportdr virisi

MARV-GEFP: Yesil floresan protein eksprese eden Marburg
viriisi

NiV: Nipah wvirisi

NiV-GFP: Yegil floresan protein eksprese eden Nipah
rapocrtdr virilsi

NiV-LUC: Liisiferaz eksprese eden Nipah rapertdr virisi
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HCS: Yiksek icerik gériuntiillemesi (ebola viridsi GP
proteininin immin boyamas_])

GEP: Yesil floresan protein

LUC: Lisiferaz

CPE CellTiter glo (CTG) reaktifi ile Olcilen
sitopatik etkiler

Hela: Hela epitel hiigresi (serviks karsinomu)

HEF-1: Insan foreskin fibroblast |

Huh-7: Hepatosit

HVMEC-TERT : Telcmeraz katalitik protein ile
6limsiizlestirilmis dinsan mikrovaskiller endotel
hiicreleri

Ornek 36. Ebola wviriisii antiviral aktivite wve sitotoksisite

analizleri
Bilesik 1 wve Bilegik 9'un Ebola wviriisii (EBOV), Marburg viriisi
{MARV) (Tablo 2) wve Nipah virlisiine (NiV) (Tablo 3) karslC

antiviral aktivitesi, lusiferaz veya vyesil floresan protein
(GFP) eksprese eden tam replikasyonlu raportdr virisler
kullanl larak &lculmistiir (Uebelheoer, L.S., 2014, AVR; Hoenen,
T., 2013. AVR). Avyrlca, Bilegik 1 ve Bilegik 9'un Ebola wvirisi
(EBOV), Marburg viriistine (MARV) (Tablo 2-a) kars] antiviral
aktivitesi, lisiferaz veya vesil floresan protein (GFP)
eksprese eden tam replikasyonlu raportdr viridsler kullan llarak
Slciilmiistiir (Uebelhoer, L.5., 2014, AVR; Hoenen, T., 2013.
AVR) . Tim calllsmalar Hastalllk EKontrol ve Onleme (CDC)
Merkezlerinde biyvogiivenlik seviyve 4 tecridi (BSL-4) alt_nda
gerceklestirilmigtir. Ebcla virisi antiviral analizleri,
telomeraz katalitik proteini ile &liumsiizlestirilmis primer
insan mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde (HMVEC-TERT) wve Huh-7
hiicrelerinde gergeklestirilmistir {Shao, R., 2004, BRRC) .
Nipah virlsi antiviral aktivitesi HMVEC-TERT ve Hela

hilcrelerinde &lgulmiistir.

Antiviral analizler 96 g&zli plaklarda gercgeklestirilmistir.

Bilesigin sekiz 1ila on konsantrasyonu ortamlar In icginde 3

109



10

15

20

25

30

35

katllk seri seyrelti artlrlmlarlyla seyreltilmistir ve her bir
seyrelti o&énceden ekilmis tek katmanl] hilcre tabakalarll igeren
plaklara 1i¢ kopya halinde 100 ul/gdz oranlnda aktarlCImlCstlr.
Plaklar BSL-4 tecridine aktar!llm Istllr wve O&nceden titrasyon

voluyla belirlenen wve hilcre kiltir ortamlarCnda hazlrlanan

virls stodunun uygun seyreltisi, hiicreleri e seri
seyreltilmis bilesikleri iceren test plaklarina ilave
edilmistir. Her bir plak, sLrasldyla %0 wve %100 wviris

inhibisyon kontrolil olarak islev gdrdidu {lzere, enfeksiyenlu
muamele edilmemis hilcrelerin yer ald gl g gtze ve
enfeksiyonsusz hiicrelerin yer ald gl ig gbze sahiptir.
Enfeksiyondan sonra test plaklazrl bir doku kidltir
inkiibatériinde 3 ila 4 giin inkilbe edilmistir. Inkilbasyondan
sonra, virls replikasyonu bir Envision plak okuyucuda GFP
raportdr  viridsleri ig¢in dodrudan floresans yoluyla veya
liigiferaz raportdr viriisleri igin sonradan lisiferaz substrat |
ilave edilmesi suretiyle &lc¢ilmigtiir. Virils verim analizleri
icin enfeksiyonlu hiicrelerden ortamlar allnml stllr ve bir ksm]]
ters transkripsiyonel nicel poclimeraz zincir reaksiyonu (RT-
qPCR) 1le wviral RNA tayini i¢in kullanImlstlr. Geriye kalan
ortamlar seri seyreltilme islemine tabi tutulmustur wve %50
oranl nda sitopatik etkilere (TCID50) neden olan doku kiiltir
enfeksiydz dezunu Cell TiterGlo reaktifiyle ({Promega, Madizon,
WI) belirlemek 1lzere taze tek katmanll hilcre tabakalariin]
enfekte etmek i¢in seyreltik ortamlar kullanlJlarak enfeksiy®z
virils miktar | Slcilmistir. Viris sitopatik atki (CPE)
analizleri ic¢in enfeksiyonlu hicrelerin viyabilitesi Cell

TiterGlo reaktifiyle &lciilmistir.

Test edilen her bir konsantrasyon icin %0 wve %100 inhibisyon
kontrollerine klyasla inhibisyon ylzdesi hesaplanmlstr ve
dodrusal olmayan regresyon arac Ill1gllyla her bir bilesik ig¢in
virlis replikasyonunu %50 oranlnda inhibe eden etkili bilesik

konsantrasyonu olarak ECs;y dederi belirlenmistir.
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Ornek 37. EBOV-GFP HMVEC-TERT hiicreleri

HMVEC-TERT hiicreleri 96 gdzli plaklara ekilmistir. Bilesidin
sekiz ila on konsantrasyenu ortamlarln icinde 3 katll k seri
seyrelti artlrlmlarlvyla seyreltilmistir wve her bir seyrelti
dnceden ekilmis tek katmanll HMVEC-TERT tabakalar] iceren 26
gdzlil plaklara ig kopya halinde 100 ul/géz oranl nda
aktarlIm_stlr. Plaklar BSL-4 tecridine aktarC1mst Jr ve
dnceden titrasyon yvoluyla belirlenen Ve hiicre kiltir
ortamlarl nda hazl rlanan FBOV-GFP viris stodunun uygun
seyreltisi, hlcreleri ve seri seyreltilmis bilesikleri iceren
test plaklarna ilave edilmistir. Her bir plak, slOrasidyla %0
ve %100 wviriis inhibisyon kontroll olarak islev g&rdigi ilizere,
enfeksiyonlu muamele edilmemis hiicrelerin vyer aldJddl ig¢ gbdze
ve enfeksiyonsuz Thilcrelerin yer aldlgl ¢ gdze sahiptir.
Enfeksiyondan sonra test plaklarl| bir doku kiltur
inkilbatériinde 3 ila 4 gin inkiilbe edilmistir. Inkilbasyondan
sonra virils replikasyonu bir Envision plak okuyucuda raportdr
viristen GFP ekspresyonunu 6l¢mek lUzere dodrudan floresans ile
Ol¢iilmistiir, Test edilen her bir konsantrasyon igin %0 ve %100
inhibisyon kontrollerine kl vasla inhibisyon yizdesi
hesaplanml Ist Ir ve dogrusal olmayan regresyon aracll!ll 3l yla her
bir bilesik icin wvirils replikasyonunu %50 oranlCnda inhibe eden
etkili bilegik konsantrasyonu olarak ECs degeri

belirlenmistir.

Ornek 38. EBOV-GFP Huh-7 hiicreleri

Huh-7 hiicreleri 96 gdzll plaklara ekilmistir. Bilesidin sekiz
ila on konsantrasyonu ortamlarln iginde 3 katllk seri seyrelti
artlCr(mlarfyla seyreltilmistir wve her bir seyrelti O&nceden
ekilmis tek katmanll Huh-7 tabakalarl! iceren 96 gdzli plaklara
tig kopya halinde 100 ulL/géz oranlnda aktarl lm st Ir, Plaklar
BSL-4 tfecridine aktarLlmlstJr wve ©&nceden titrasyon voluyla

belirlenen wve hilcre kiiltiir ortamlarlnda haz[Crlanan EBOV-GFP
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viris stodunun uygun seyreltisi, hicreleri Ve seri
seyreltilmisg bilesikleri iceren test plaklarina ilave
edilmistir. Her bir plak, sLrasldyla %0 wve %100 wviris
inhibisyon kontrolil olarak islev gdrdidld i{izere, enfeksiyonlu
muamele edilmemis hilcrelerin yer aldlgl ic gbze Ve
enfeksiyonsusz hiicrelerin yer aldJgl g gbze sahiptir.
Enfeksiyondan sonra test plaklar( bir doku kiltir
inkiibatériinde 3 ila 4 giin inkilbe edilmistir. Inkilbasyondan
sonra viris replikasyonu bir Envision plak okuyucuda raportdr
viriisten GFP ekspresyonunu &lgmek iizere dogrudan floresans ile
Sl¢ilmistilr. Test edilen her bir konsantrasyon igin 30 ve %100
inhibisyon kontrollerine kCvyasla inhibisvyon yizdesi
hesaplanmlist Jr ve dodrusal olmayan regresyon araclll lyla her
bir bilesik i¢in wvirls replikasyonunu %50 oranlnda inhibe eden
etkilil bilesik konsantrasyonu olarak ECsp degeri

belirlenmistir.

Ornek 39. EBOV-Luc Huh-7 hiicreleri

Huh-7 hiicreleri 96 géz1li plaklara ekilmistir. Bilesigin sekiz
ila on konsantrasyonu ortamlarlin iginde 3 katlllk seri seyrelti
artl rlmlarllyla seyreltilmigtir wve her bir seyrelti Onceden
ekilmis tek katmanll hiicre tabakalarl iceren plaklara iic kopya
halinde 100 uL/gdz orandnda aktarUOlmdstJr. Plaklar BSL-4
tecridine aktarOlmilstr ve énceden titrasyon yoluyla

belirlenen wve hiicre kiiltiir ortamlarlinda hazlrlanan ERCV-Luc

viris stodunun uygun seyreltisi, hiicreleri ve seri
seyreltilmis bilesikleri iceren test plaklar Ina ilave
edilmistir. Her bir plak, sLrasJyla %0 wve %100 wvirls

inhibisyon kontrolll olarak islev gdrdiigll lzere, enfeksiyonlu
nuamele edilmemis hilcrelerin yer aldigld ¢ gbze ve
enfeksiyonsuz hilcrelerin yer ald Igl | ug goze sahiptir.
Enfeksiyendan sonra test plaklarl| bir doku kiltiur
inkilbatdriinde 3 ila 4 glin inkilbe edilmistir. Inkilbasyondan

sonra virlis replikasyonu bir Envision plak ckuyucuda sonradan
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lisiferaz substrat] 1ilave edilerek OlclUlmistir. Test edilen
her bir konsantrasyon igin %0 ve %100 inhibisyon kontrollerine
k[Cyasla inhibisyon yiizdesi hesaplanmJstlr wve dodrusal olmayan
regresyon aracl 1113 lyla her bir bilesik ig¢in virlis
replikasyonunu %50 oranlnda inhibe eden etkili Dbilesik

konsantrasyonu olarak ECs;y dederi belirlenmistir.

Ornek 40. MARV-GFP Huh-7 hiicreleri

Huh-7 hiicreleri 96 gd&zlid plaklara ekilmistir. Bilesigin sekiz
ila on konsantrasyonu ortamlarln ig¢inde 3 katllk seri seyrelti
artCrlmlarfyla seyreltilmigtir wve her bir seyrelti Onceden
ekilmis tek katmanll Huh-7 tabakalarl] iceren 86 g&zlii plaklara
¢ kopya halinde 100 ul/géz oranlnda aktarClmdstdr. Plaklar
BST1-4 tecridine aktarllImlst Ir wve é&nceden titrasyoen yoluyla

belirlenen wve hiicre kiiltiir ortamlarlinda hazl rlanan MARV-GFP

virils stodunun uygun seyreltisi, hicreleri ve seri
seyreltilmis bilesikleri iceren test plaklar Ina ilave
edilmistir. Her bir plak, sLrasJyla %0 wve %100 wvirls

inhibisyon kontrolld olarak idislev gordiadl lzere, enfeksiyenlu
muamele edilmemisg hilcrelerin yer ald gl | g gtze ve
enfeksiyonsuz hilcrelerin yer ald Igl | ug gbze sahiptir.
Enfeksivyondan sonra test plaklarl] bir doku kiltir
inkiibatériinde 3 ila 4 giin inkiilbe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra virlls replikasyonu bkir Envision plak okuyucuda raportor
viriisten GFP ekspresyonunu &l¢mek ilizere dodrudan floresans ile
Hlciilmiistiir. Test edilen her bir konsantrasyon igin %0 ve %100
inhibisyon kontrollerine kl vasla inhibisyon yiuzdesi
hesaplanmistJr ve dodrusal clmavan regresyon araclllLdlLvyla her
bir bilesik ig¢in wvirlls replikasyonunu %50 oranlnda inhibe eden
etkili bilesik konsantrasyonu olarak ECsg dederi

belirlenmistir.

113



10

15

20

25

30

35

Ornek 41. Ebola Huh-7 (RN2)

Huh-7 hiicreleri 96 g&zlil plaklara ekilmistir. Bilesidin sekiz
ila on konsantrasyonu ortamlarlin ig¢inde 3 katlllk seri seyrelti
artlrmlarlyla seyreltilmistir wve her bkir sevyrelti Onceden
ekilmis tek katmanll Huh-7 hiicre tabakalarl iceren plaklara ic
kopya halinde 100 ulL/gdz oranlnda aktarClmlstJr. Plaklar BSL-4
tecridine aktarUlmlst Ir ve énceden titrasyon yoluyla
belirlenen ve hicre kiltir ortamlarlnda hazUrlanan EBCV wvirus
stogunun uygun seyreltisi, Thiicreleri ve sgeri seyreltilmis
bilesiklerini iceren test plaklarlna ilave edilmistir. Her bir
plak, slraslyla %0 wve %100 wviris inhibkisvyon kontrolil olarak
islev g&drdigil lUzere, enfeksivyonlu muamele edilmemis hiicrelerin
ver aldlil ¢ gdze ve enfeksivonsuz hicrelerin ver aldlgl g
goze sahiptir. Enfeksiyondan sonra test plaklarl bir doku
kiltir inkilbatdriinde 3 ila 4 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra enfeksiyonlu hicrelerden ortamlar
al Inmlstlr ve bir klsmll ters transkripsivonel nicel polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-gPCR) ile wviral RNA tayini ig¢in
kullanl lmlst Jr, Test edilen her bir konsantrasyon igin %0 ve
%100 inhibisyon kontrollerine klyasla inhibisyon ylizdesi
hesaplanml Ist Ir ve dogrusal olmayan regresyon aracll!ll 3l yla her
bir bilesik icin wvirils replikasyonunu %50 oranlCnda inhibe eden
etkili bilegik konsantrasyonu olarak ECs degeri

belirlenmistir.

Ornek 42. Ebola Huh-7 (Verim)

Huh-7 hiicreleri 96 gdzll plaklara ekilmistir. Bilesidin sekiz
ila on konsantrasyonu ortamlarln iginde 3 katllk seri seyrelti
artlCr(mlarfyla seyreltilmistir wve her bir seyrelti O&nceden
ekilmis tek katmanll Huh-7 hicre tabakalarl iceren plaklara ug
kopya halinde 100 ulL/géz oranl nda aktarl lmllst lr. Plaklar BSL-4
tecridine aktarUlmlstIr ve énceden Litrasyoen voluyla

belirlenen wve hiicre kiiltiir ortamlarfnda hazlrlanan EBCOV wviris
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stojunun uygun seyreltisi, hilcreleri wve serli seyreltilmis
bilesiklerini igeren test plaklarllna ilave edilmistir. Her bir
plak, slrasllyla %0 wve %100 wviris inhibisyon kontroli olarak
islev gordiigdi lzere, enfeksiyonlu muamele edilmemis hiicrelerin
ver aldlgl iUg¢ gdze ve enfeksiyonsuz hicrelerin ver aldlgl g
gbze sahiptir. Enfeksiyondan sonra tTest plaklarlL bir doku
kiltir inkibatérinde 3 ila 4 gun inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra enfeksiyonlu hiicrelerden ortamlar
al_Inmlstlr ve 10 katllk seri seyreltiler halinde
seyreltilmigtir. %50 oranl nda sitopatik etkilere (TCID50)
neden o©olan doku killtir enfeksiydz dozunu Cell TiterGlo
reaktifiyle (Promega, WMadizon, WI) belirlemek lizere taze tek
katmanl ] hiicre tabakalarlnll enfekte etmek igin seyreltik
ortamlar kullanllarak enfeksiydz viriis miktard o&lcgiulmistir.
Test edilen her bir konsantrasyon ig¢in %0 ve %100 inhibisyon
kontrollerine kl yasla inhibisyon yuzdesi hesaplanm/ist Ir ve
dodrusal olmayan regresyon aracllllyla her bir bilegik icin
virlls replikasyonunu %50 oranlinda inhibe eden etkili bilesik

konsantrasyonu olarak ECsg deferi belirlenmistir.

Ornek 43. Ebola Hela hiicreleri

Secilen bkilesiklerin ebola wvirils (EBOV) susu Zaire'ye karslC
antiviral aktivitesi Bulaglcl] Hastallklar i¢in US Army TLbbi
Arastlrma Enstitisiinde (USAMRIID) biyeglivenlik  seviye 4
tecridi (BSL-4) altlnda &lgiilmistiir. Hela hilicreleri 384 g&zli
plaklara 5000 hicre/gdz oranlinda ekilmistir. Her bir bilegidin
antiviral aktivitesi ddrt kopya halinde &lclilmlistiir. Bilesidin
sekiz ila on kensantrasyenu HP300 dijital dagltlc]
kullanlClarak enfeksiyondan 2 sa &nce 3 katllk seri seyrelti
artlrlimlarllyla dodrudan hilicre killtilrlerine 1ilave edilmistir.
Plaklar BSL-4 tecridine aktarlllmlIstllr ve ©&nceden titrasyon
yoluyla belirlenen ve hiicre kiiltiir ortamlarl nda hazl rlanan
virus stodunun uygun seyreltisi, hicreleri Ve seri

seyreltilmis bilesiklerini iceren test plaklarCna ilave
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edilmistir. Her bir plak, sCLrasdyla %0 wve %100 wviris
inhikbisyon kontrolil olarak islev gardiadl izere, enfeksiyonlu
muamnele edilmemis hilcrelerin yer aldlgll ele] gbze ve
enfeksiyonsuz hilcrelerin yer ald gl | ag gbze sahiptir.
Enfeksiyondan sonra test plaklarld bir doku kiltur
inkilbatdriinde 2 gln inkilbe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
hiicreler formalin solisyonunda tespit edilmistir wve wviris
replikasyonu, immiin boyamadan ve Perkin FElmer Opera esodakll
mikroskopi enstrimanldyla yliksek icerik gdrintilemesinden sonra
Fhola glikoprotein dilzeylerinin tayin edilmesi yoluyla
S5l¢ilmistilr. Test edilen her bir konsantrasyon igin 30 ve %100
inhibisyon kontrollerine kCvyasla inhibisvyon yizdesi
hesaplanmlist Jr ve dodrusal olmayan regresyon araclll lyla her
bir bilesik i¢in wviris replikasyonunu %50 oranlnda inhibe eden
etkilil bilesik konsantrasyonu olarak ECsp degeri

belirlenmistir.

Ornek 44. Ebola Makrofaj kiiltiirleri

Se¢ilen bilesiklerin ebola wviris (EBOV) susu Zaire'ye Kkarsl
antiviral aktivitesi Bulasllc | Hastal lklar igin US Army TI bbi
Arastllrma Enstitisiinde (USAMRIID) biyogiivenlik seviye 4
tecridi (BSL-4} altlnda &lciilmistiir. Makrofaj kiiltirleri taze
insan PBMC'lerinden izole edilmistir ve 5ng/ml GM-CSF ve 50uM
B-merkaptoetanol varlldInda farklllastdrdlmdstdr. Ortamlar her
2 glinde bir vyiiklenmistir we 7 giin sonra doku kiiltir pladlna
yvapl san hicreler x1 PBS iginde 0.5 M EDTA ile
uzaklastl rlllm stl r, 200 x g'de 10 dakika santrifltij voluyla
konsantre edilmistir wve 384 gdzlll analiz plaklarCna 40,000
hiicre/gdz oranlnda ekilmistir. Her bir bilesidin antiviral
aktivitesi ddért kopya halinde &6l¢iilmiigtiir. Bilesidin sekiz ila
on konsantrasyonu HP300 dijital dagl tllc. | kullan llarak
enfeksiyondan 2 sa dnce 3 katll k seri seyrelti artl vl mlarl yla
dodrudan hiicre kiultidrlerine ilave edilmistir. FPlaklar BSL-4

tecridine aktarUlmdstIr ve dnceden titrasyon voluyla
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belirlenen ve  hicre kiultir ortamlarlnda hazlrlanan virids
stojunun uygun seyreltisi, hiicreleri wve seri seyreltilmis
bilesiklerini igeren test plaklarllna ilave edilmistir. Her bir
plak, slirasllyla %0 ve %100 wvirids inhibisyon kontroli olarak
iglev g6rdigi ldzere, enfeksiyonlu muamele edilmemis hilicrelerin
ver aldldgl 1Uc¢ gbdbze ve enfeksiyonsuz hicrelerin ver aldldgl g
gbze sahiptir. Enfeksiyondan sonra test plaklarl bir doku
kiiltiir inkiibatériinde 2 giin inkiilbe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra hiicreler formalin solisyonunda tespit edilmistir ve
virlls replikasyonu, immiin bovamadan ve Perkin Elmer Opera
esodakl] mikroskopi enstrimanCyla yiksek icerik
gbriintiilemesinden sonra Ebola glikoprotein dizeylerinin tavin
edilmesi yoluyla Slciilmistiir. Test edilen her bir
konsantrasyon icin %0 ve %100 inhibisyon kontreollerine k_vasla
inhibisyon yuzdesi hesaplanm Jstlr ve dodrusal olmayan
regresyon aracl 111§ lyla her bir bilesik igin viriis
replikasvyonunu %50 oranlnda inhibe eden etkili Dbilesik

konsantrasyonu olarak ECsy dederi belirlenmistir.

Ornek 45. Nipah-GFP HMVEC-TERT hiicreleri

HMVEC-TERT hiicreleri 96 gdzli plaklara ekilmistir. Bilegidin
sekiz ila on konsantrasyonu ortamlarln ic¢inde 3 katllk seri
seyreltli artlrlmlarlvyla seyreltilmistir ve her bir seyrelti
bneceden ekilmis tek katmanll HMVEC-TERT tabakalard iceren 96
gdzlia  plaklara 4¢ kopya halinde 100 ul/gdz oranlnda
aktarl 1lm stl r. Plaklar BSL-4 tecridine aktar! 1m Ist Ir Ve
bdnceden titrasyon voluyla belirlenen Ve hiicre kiiltlir
ortamlarlnda haz_Jrlanan NiV-GFP viris stodunun uygun
seyreltisi, hilicreleri ve seri seyreltilmis bilesikleri igeren
test plaklarna ilave edilmistir. Her bir plak, slrasilyla %0
ve %100 wviris inhibisyon kontrolld olarak iglev goérdigu lzere,
enfeksiyonlu muamele edilmemis hiicrelerin ver ald Il iig gdze
ve enfeksiyonsuz hiicrelerin vyer aldldl 1ii¢ gbze =sahiptir.

Enfeksiyondan sonra test plaklard bir doku kidltir
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inkibatdériinde 3 ila 4 gin inkilbe edilmistir. Inkilbasyondan
sonra virlls replikasyeonu bkir Envision plak ckuyucuda raportdr
viriisten GFP ekspresyonunu &l¢gmek ilizere dodrudan floresans ile
Hlclilmistiir. Test edilen her bir konsantrasyon igin %0 ve %100
inhibisyon kontrollerine klLvasla inhibisyon yizdesi
hesaplanmlstJr ve dodrusal clmayan regresyon aracUlldlyla her
bir bilegik i¢in wvirlls replikasyonunu %50 oranlnda inhibe eden
etkili bilesik konsantrasycnu olarak ECsg degeri

belirlenmistir.

Ornek 46. Niv-Luc HMVEC-TERT

HMVEC-TERT hiicreleri 96 gbzlil plaklara ekilmistir. Bilesidin
sekiz ila on konsantrasyonu ortamlarln icinde 3 katllLk seri
seyrelti artlrlmlarlyla seyreltilmistir ve her bir seyrelti
onceden ekilmis tek katmanll! hilcre tabakalarll iceren plaklara
ic kopya halinde 100 ul/g&z oranlnda aktarClmfstir. Plaklar
BSL-4 tecridine aktarllmlstJr wve ©&nceden titrasyon voluyla
belirlenen ve hicre kiultir ortamlarlnda hazlrlanan Niv-Luc
viris stodunun uygun seyreltisi, hiicreleri ve seri
seyreltilmisg bilegikleri iceren test plaklar Ina ilave
edilmistir. Her bir plak, sl ras lyla %0 wve %100 wirls
inhibigsyon kontrolil oclarak islev gdrdiidld {dzere, enfeksivonlu
muamele edilmemis hilcrelerin yer alddgl ag¢ gbze ve
enfeksiyonsuz hiicrelerin yer aldldglld g gdze sahiptir.
Enfeksiyondan sonra test plaklarl bir doku kiiltur
inkiibatériinde 3 ila 4 gin inkilbe edilmistir. Inkiibasycndan
sonra viriis replikasyonu Dbir Envision plak okuyucuda sonradan
liisiferaz substratd i1lave edilerek olgilmistir. Test edilen
her bir konsantrasyon ic¢in %0 ve %100 inhibisyon kontrollerine
klCyasla inhibisycon ylizdesi hesaplanmlistllr ve dodgrusal olmayan
regresyon aracl 1113 lyla her bir bilesik icin viris
replikasyonunu %50 oranl nda inhibe eden etkili Dbilesik

konsantrasyonu olarak ECs;y dederi belirlenmistir.
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Ornek 47. NiV Hela (Verim)

Hela hiicreleri 96 g&zll plaklara ekilmistir. Bilesidin sekiz
ila on konsantrasyonu ortamlarlin ig¢inde 3 katlllk seri seyrelti
artlrmlarlyla seyreltilmistir wve her bkir sevyrelti Onceden
ekilmis tek katmanl] Hela hlcre tabakalarl iceren plaklara ic
kopya halinde 100 ulL/gdz oranlnda aktarClmlstJr. Plaklar BSL-4
tecridine aktarUlmlst Ir ve énceden titrasyon yoluyla
belirlenen ve hicre kiltir ortamlarlnda hazlrlanan Niv wviris
stogunun uygun seyreltisi, Thiicreleri ve sgeri seyreltilmis
bilesiklerini iceren test plaklarl(na ilave edilmistir. Her bir
plak, slraslyla %0 wve %100 wviris inhibkisvyon kontrolil olarak
islev g&drdigil lUzere, enfeksivyonlu muamele edilmemis hiicrelerin
ver aldlil ¢ gdze ve enfeksivonsuz hicrelerin ver aldlgl g
goze sahiptir. Enfeksiyondan sonra test plaklarl bir doku
kiiltiir inkibatérinde 4 giin inkibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra enfeksiyonlu  hiicrelerden ortamlar allnmCstlCr wve 10
katlllk seri seyreltiler halinde seyreltilmistir. %50 oranInda
sitopatik etkilere (TCID50) neden c¢lan doku kiUltiir enfeksiydz
dozunu Cell TiterGlo reaktifiyle (Promega, Madizon, WI)
belirlemek ilzere taze tek katmanl | hilcre tabakalar! nll enfekte
etmek ig¢in seyreltik ortamlar kullan llarak enfeksiydz viris
miktarl &lcilmiistir. Test edilen her bir konsantrasvyon icin %0
ve %100 inhikisyon kontrollerine klyasla inhibisyon vyizdesi
hesaplanmist]r ve dodrusal clmayan regresyon araclll§lyla her
bir bilesik i¢in wviriis replikasyonunu %50 oranlnda inhibe eden
etkili bilesik konsantrasyonu olarak ECsg degeri

belirlenmistir.

Ornek 48. Niv Hela (RNA)

Huh-7 hiicreleri 96 gézli plaklara ekilmistir. Bilesidin sekiz
ila on konsantrasyonu ortamlarlin iginde 3 katlllk seri seyrelti
artlrmlarlyla seyreltilmistir wve her bkir seyrelti oOnceden

ekilmis tek katmanll Hela hiicre tabakalarl iceren plaklara g
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kopya halinde 100 ulL/g&z oranlnda aktarClmOstJr. Plaklar BSL-4
tecridine aktarUlmilstr ve énceden titrasyon yoluyla
belirlenen wve hilcre kiUltiir cortamlarlnda hazlrlanan Niv wviris
stofunun uygun seyreltisi, hiicreleri ve serli seyreltilmis
bilegiklerini iceren test plaklarlna ilave edilmistir. Her bir
plak, sUraslyla %0 ve %100 wvirids inhibisyon kontrolili olarak
islev gdrdigi lUzere, enfeksivyonlu muamele edilmemis hiicrelerin
yer aldlgl {i¢c gdze ve enfeksiyonsuz hiicrelerin yer aldlgl g
gdze sahiptir. Enfeksivondan sonra test plaklarlL bir doku
kiiltur inkibatdrinde 3 ila 4 gun inkibe edilmisgtir.
Inkilbasyondan sonra enfeksiyonlu hiicrelerden ortamlar
alnmdgtlCr ve bir klCsml ters transkripsiyonel nicel polimera:z
zincir reaksiyonu (RT-gPCR) ile wviral RNA tayini ig¢in
kullanlClmlstr. Test edilen her bkir konsantrasyon icin %0 ve
%100 inhibisyon kontrollerine klyasla inhibisyon yilizdesi
hesaplanml Ist Ir ve dodrusal olmayan regresyon aracll!ll gl yla her
bir bilegik icin virils replikasyonunu %50 oranlCnda inhibe eden
etkili bilesik konsantrasyonu olarak ECso degeri
belirlenmistir.

Tablo 2: Ebola ve Marburg viriisi antiviral analizleri

ECso (nM)
Analiz Raportdr Viriis RNA (Veri |Antijen
m ekspresyonu
(yuksek icerik
goruntilemesi)
Viris EBOV-GFP EVOV- |MARV- |[Ebcla
Luc GFP
Hilcre dizisi |HMVEC- |Huh |Euh-7 |Huh-7 [Huh-7 Hela Makrofa
TERT -7 3j
Bilegik 1 771 149 |312¢ |1726 |ND |ND >20,000 |>20,000
2
Bilegik 9 121 90 |ND ND 1 1029|290 501
Bilesik 9'un|62 70 ND ND ND |[ND
(R)
Diastereomer
i
Bilesik 9'un|40 81 ND ND ND |ND
(3)
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Diasterecmer

i (Bilesik

32)

Bilesik 10

Bilesik 15 630 271 |ND ND ND |ND

Bilegik 21 905 270
Bilegik 22 ND ND |ND ND ND |ND

Bilegik 23 458 1650 243,350
Bilesik 24

Bilegik 25

Bilesik 26 283 970,1180(11890
Bilesik 27 82 182

Bilesik 28 102 978 120
Bilesik 29

Bilesik 30

Bilegik 31 110861 »>20,000 1230
EBOV-GFP: GFP raportdr genini eksprese eden Ebola viriisi
EBOV-Tuc: Lisiferaz raportdr genini eksprese eden FEbola virisi
MARV-GFP: GFP raportdr genini eksprese eden Marburg virlisi

Ebola: Ebola virlis susu 2014

Tablo 2-a: Ebola wve Marburg viriisii antiviral analizleri
ECso (nM)
Analiz Raportdér Viriis RNA (Veri |Antijen ekspresyonu
m (yiuksek igerik
gorintiillemesi)
Viriis EBOV-GFP EVOV |MARV- |[Ebola
-Luc GFP
Hicre HMVEC- Huh |Huh- |Huh-7 [Huh-7 Hela Makrof
dizisi TERT -7 |7 aj
Bilesik 1 |771 149 |3126¢ |1726 |ND |ND >20,000 >20,00
2 0
Bilesik 9 [121 90 |ND ND 1 10291290, 270 501,
70
Bilesik 62 70 |ND ND ND |ND 210 112
9'un (R)
Diastereom
eri
Bilesik 40 81 |ND ND ND |ND 100 87
9'un (S)

121




Diasterscm
eri
(Bilesik
32)
Bilegik 10 3200
Bilesik 15 |630 271 |ND ND ND |[ND 520 501
Bilesik 21 |905, 270
473
Bilegik 22 |ND NI  |ND N ND [ND 115790
Bilegik 23 |458 1650, 1845 243,
350,
297
Bilesik 24 7185
RBilesik 25 6720
Bilesik 26 |283 970, 1180, (1180,
1103 1290
Bilesik 27 |82 182
Bilesik 28 |102 975, 682 120
Bilesik 29 275
Bilesik 30 |11061 >20000 1230
Bilegik 31 >20,000,
>10000
EBOV-GFP: GFP raportdr genini eksprese eden Ebola virisi
EBOV-Luc: Lisiferaz raportdr genini eksprese eden Ebola
viriisi
MARV-GFP: GFP raportdr genini eksprese eden Marburg virisi
Ebola: Ebola viriis susu 2014

Tablo 3: Nipah ve Hendra viriisi antiviral analizleri

ECso (nM)
Analiz Raportdér Viriis CPE Verim
Viris NiV GFP |NiV Luc¢ |NiV
Hiicre HMVEC-TERT Hela
dizisi
Bilegik 1 13420 3500 1484 |1000
Bilesik 9 60 30 ND ND
NiV GFP: GFP raportdr genini eksprese eden
Nipah virisia
NiVv-Tuc: Lisiferaz raportdr genini

eksprese eden Nipah virisii
NiV: Nipah wviriisi
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Bulus, spesifik wve tercih edilen <¢esitli yapllanmalara ve
tekniklere basvurularak ac¢lklanmlstlr. Ancak 1lgili alanln
uzmanlar!l , bulusun kapsam | d Isl Ina ¢l lkmaks! zl In bircok

varvasyonun ve dedgisiklidgin mimkin oldudunu anlavyacaktlUr.
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