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halogenalkoxyskupina obsahujici 1 aZ 4 uhlikové atomy a
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Diaromatické sloufeniny modulujici receptory anorganickych iontd a farmaceutické
prostfedKy, které je obsahuji

Oblast techniky

Vynalez popisuje navrh, vyvoj, sloZeni a pouziti slou¢enin schopnych modulovat jednu nebo vice
aktivit receptori anorganickych ionti.

Dosavadnj stav techniky

Urité druhy bun&k v organizmu reaguji nejenom na chemické signaly, ale rovnéz na p¥itomnost
iontl jako napfiklad na pritomnost extracelularnich vapenatych ionti (Ca™). Zmény v koncent-
raci extracelulamich Ca®" (dale ,,[Ca’"]*) vedou u t&chto bunk k rznym funk&nim odpovédim.
Jednim druhem takto specializovanych bungk jsou buiiky pristitnych télisek sekretujici parathor-
mon (PTH). PTH je nejdileZitéj$im endokrinnim faktorem téastnicim se regulace homeostazy
Ca’ v krvi a v extracelularnich tekutinéch.

PTH svym piisobenim na butiky v kostech a na ledvinové buiiky zvySuje hladinu Ca®* v krvi.
Toto zvyseni [Ca®"] poté 2pl"lsobi jako negativni zpétnovazebny signal a snizuje sekreci PTH.
Recipro¢ni vztah mezi [Ca®] a sekreci PTH vytvati zakladni mechanizmus udrzujici homeostazu
Ca® v organizmu.

Extracelularni Ca™ piisobi pfimo na buiky pristitnych télisek a tim reguluji sekreci PTH.
Na burikach Piﬁtitn)'fch télisek byla potvrzena existence povrchového proteinu, ktery detekuje
zmény v [Ca®"). Brown a dal3i, 366 Nature 5 74, 1993. Tento protein pfitomny na povrchu bungk
pfistitnych télisek funguje jako receptor pro extracelularni Ca?” (-.receptor pro vapnik*), detekuje
zmény v [Ca*'] a iniciuje funké&ni bun&&nou odpovéd’, kterou je v tomto pfipadé sekrece PTH.

Extracelularni Ca** mohou piisobit na nejrizngj$i bun&né funkce; viz Nemeth a dalgi, 11 Cell
Calcium 319, 1990.

Uloha extracelularnich Ca?* u parafolikularnich bun&k (C-bunék) a bunék pristitnych tlisek je
zmin€na v Nemeth, 11 Cell Calcium 323, 1990. Bylo prokazéno, Ze tyto buiiky exprimuji podob-
né receptory pro Ca>*. Brown a dalsi, 366 Nature 574, 1993; Mithal a dal3i, 9 Suppl. 1 J. Bone
and Mineral Res. s282, 1993; Rogers a dalsi, 9 Suppl. 1 J. Bone and Mineral Res. s409, 1994;
Garret a dal3i, 9 Suppl. 1 J. Bone and Mineral Res. s409, 1994. Vliv extracelularnich Ca* na
osteoklasty je popsan v &lanku Zaidy, 10 Bioscience Reports 493, 1990. RovnéZ keratinocyty,
Juxtaglomerularni buiiky, trofoblasty, beta buitky pankreatu a tukové buiiky/adipocyty reaguji na
zvySeni koncentrace vapenatych iontii v extracelulimim médiu. Tato bund¢na odpovéd’ je

pravdépodobné odrazem aktivace receptord pro véapnik pfitomnych na povrchu zminénych
bunék. '

Schopnost nejriizn&jsich slouéenin mimikovat in vitro pfitomnost extracelularnich Ca®* je popsé-
na v Nemeth a dali, (spermin a spermidin) v »Calcium-Binding Proteins in Health and Disease,“
1987, Academic Press, Inc., strany 33 aZ 35; Brown a dalsi, (napfiklad neomycin) 128 Endoc-
rinology 3047, 1991; Chen a dalsi, (dilthiazem a jeho analog TA-3090) 5 J. Bone and Mineral
Res. 581, 1990; a Zaidi a dal3i, (verapanil) 167 Biochem. Biophys. Res. Commun. 807, 1990.
Nemeth a dalsi, PCT/US93/01642, Mezinirodni publikace WO 94/18959 a Nemeth a dalsi,
PCT/US92/07175, Mezindrodni publikace WO 93/04373 popisuji nejruzn&ji sloudeniny, které
mohou modulovat G&inky anorganického iontu na buiiku, ktera ma na svém povrchu receptor pro
tento anorganicky ion.
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Vyse uvedené citace nezahrnuji nejnov&jsi objevy uskuteSn€né v prib&hu poslednich let.

Podstata vynélezu

Vynalez se tyka slougenin, které jsou schopné modulovat jednu nebo vice aktivit receptorii
anorganickych iontdi. Vynalez dale popisuje postupy, které k 16Cbé nemoci a poruch vyuzivaji
modulaci aktivity receptorl anorganickych ionti.

Ve vyhodném provedeni vynalezu mohou pouZivané slouCeniny mimikovat nebo blokovat
plsobeni extracelularniho vépniku na receptor pro vépnik pfitomny na povrchu bunék. Mezi
onemocnéni nebo poruchy, které mohou byt 1é¢eny pomoci modulace aktivity receptorii anorga-
nickych iontii, patii néktera/nékteré z nasledujicich: (1) onemocnéni neb poruchy charakterizo-
vané abnormalni homeostazou anorganickych iontd, vyhodnéji pak abnormalni homeostizou
vapniku; (2) onemocnéni nebo poruchy charakterizované vyskytem abnormalniho mnoZzstvi
extraceluldrnich nebo intracelularnich posii (messengers), jejichZ tvorba miZe byt ovlivnéna
aktivitou receptorii anorganickych iontd, vyhodnéji pak aktivitou receptord pro vapnik; (3)
onemocnéni nebo poruchy charakterizované abnormélnim pisobenim (napfiklad abnormalni
nebo silngjii/slabsi odezvou bungk) extracelularnich nebo intracelularnich posli. Pasobeni téchto
posla miize byt samo o sob& ovlivnéno aktivitou receptori anorganickych ionti, vyhodnéji pak
aktivitou receptorli pro vapnik; a (4) dal$i onemocnéni nebo poruchy, u kterych bude modulace
aktivity receptori anorganickych iontl, vyhodn&ji pak modulace aktivity receptoril pro vapnik,
prosp&$na. To plati napiiklad u onemocnéni nebo poruch, u nichz muzZe tvorba extracelularniho
nebo intracelularniho posla stimulovana aktivitou receptoru nahradit abnormalni mnozstvi nékte-
rého posla. Piikladem extracelulamnich posli, jejichz sekrece a/nebo plsobeni mize byt
ovlivnéno prostfednictvim modulace aktivity receptorl anorganickych iontl jsou anorganické
jonty, hormony, neurotransmitery, riistové faktory a chemokiny. P¥ikladem intracelularnich posli
jsou cAMP, cGMP, IP; a diacylglycerol.

Slougenina podle vynalezu tedy vyhodné moduluje aktivitu receptoru pro vapnik a je vyuZivana
k 168b& onemocnéni nebo poruch, které mohou byt ovlivnény modulaci jedné nebo nékolika
aktivit receptoru pro vapnik. Proteiny fungujici jako receptor pro véapnik umoZituji specializova-
nym buiikm reagovat na zmény v extracelularni koncentraci Ca®*. Extracelularni Ca** napiiklad
inhibuji sekreci parathormonu z bunék pfistitnych télisek, inhibuji resorpci kostni tkané zpiso-
benou &innosti osteoklasti a stimuluji sekreci kalcitoninu z C-bunek.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je dana slougenina pouZita k 1é¢b& onemocnéni nebo poruchy
charakterizované abnormalni homeostazou kostni tkdn& a minerdlnich latek, vyhodngji vSak
abnormélni homeostazou vapniku. Extracelularni Ca®* podléhaji dokonalé kontrole udrzujici
jejich homeostizu a samy v organizmu ovliviiuji nejrizn€jsi procesy, jako napiiklad sraZeni krve,
vzruivost nervové a svalové tkan& a fadnou tvorbu kosti. Abnormélni homeostéza vapniku je
uréena jednou nebo vice z nasledujicich charakteristik: (1) abnormalnim zvy3enim nebo snizenim
koncentrace vapniku v séru; (2) abnormélnim zvySenim nebo sniZenim exkrece vapniku moci; (3)
abnormalnim zvySenim nebo sniZenim hladiny vapniku v kostech, které je mozné napiiklad
stanovit pomoci méfeni hustoty kostni dfeng; (4) abnormalni absorpci vapniku pfijimaného
v potravé; (5) abnormalnim zvy3enim nebo sniZenim produkce a/nebo uvoliiovani posld, ktefi
ovliviiuji hladinu sérového vapniku. Mezi takové posly patfi naptiklad parathormon nebo kalcito-
nin; a (6) abnormélni zménou v odpovédi vyvolané n€kterymi posly, ktefi ovliviiuji hladinu séro-
vého vapniku. Abnormalni zvy3eni nebo sniZeni hladiny vapniku v téchto pripadech, které vlast-
n& znamené poruseni homeostazy vapniku, odpovidd zménam vyskytujicim se béZné v populaci.
Tato zmény jsou pak vétsinou spojeny s vyskytem nékterého onemocnéni nebo poruchy.

P¥itinou onemocnéni a poruch charakterizovanych abnormélni homeostazou vapniku mohou byt
nejriizndjsi bun&ené defekty, jako napiiklad naruSend aktivita receptorii pro vapnik, chybny pocet
receptori pro vapnik nebo defektni intracelulimi protein, ktery je funk&né spjat s receptorem pro
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vapnik. Naptiklad v buiikéch pristitnych télisek je receptor pro vapnik funkéné spojen s Gi
proteinem, ktery po aktivaci inhibuje tvorbu cyklického AMP. Defekty v Gi mohou ovlivnit
schopnost tohoto proteinu inhibovat tvorbu cyklického AMP.

Slougeniny podle vynalezu spadaji do skupiny slougenin, které lze znazornit obecnym vzorcem:

H
N Ar,

CH,
Struktura 1

w e

’

kde Ar, je bud’ naftyl nebo fenyl, ktery maze byt substituovan 0 a3 5 substituenty. Kazdy z téchto
substituentd miZe byt nezavisle na viech ostatnich vybrén ze skupiny tvofené niz§imi alkyly,
halogeny, skupinami odvozenymi od niZsich alkyloxy sloudenin, nizgimi thioalkyly, methylen-
dioxy skupinou, niz§imi halogenalkyly, skupinami odvozenymi od niz§ich halogenalkyloxy
slou¢enin, OH, CH,0OH, CONH,, CN, acetyloxy skupinou, N(CHs),, fenylovou skupinou, fenyl-
oxy skupinou, benzylovou skupinou, benzyloxy skupinou, a,o—dimethylbenzylovou skupinou,
NO;, CHO, CH;CH(OH), acetylovou skupinou, ethylendioxy skupinou;

Ar, je bud’ naftyl nebo fenyl, ktery miize byt substituovan 0 az 5 substituenty. Kazdy z téchto
substituentll mize byt nezdvisle na viech ostatnich vybran ze skupiny tvofené niziimi alkyly,
halogeny, skupinami odvozenymi od nizich alkyloxy slougenin, niz$imi thioalkyly, methylen-
dioxyskupinou, niz3imi halogenalkyly, skupinami odvozenymi od niZ$ich halogenalkyloxy slou-
¢enin, OH, CH,0OH, CONH,, CN a acetyloxy skupinou;

q odpovida €islicim 0, 1, 2 nebo 3; a R je bud’ H nebo nizsi alkyl.

Pfedmétem vynélezu jsou také farmaceuticky pouZitelné soli a komplexy slouenin podle
vynalezu.

Slou€eniny podle vynalezu jsou vyhodné stereochemické slouCeniny. Skupina CHj pfitomna ve
Struktufe I na strané 5 je umisténa na chirdlnim centru a vytvafi na tomto centru a—(R)-methyl
konfiguraci. Jestlize R oznaduje CH; skupinu, pak R vyskytujici se ve Struktufe I je rovnéz
umisténo na chirdlnim centru a vytvafi na tomto centru (R)-methyl konfiguraci. Jestlize tedy R
oznaCuje CH; skupinu, pak slou¢enina zndzornéna Strukturou I je (R,R) stereoizomerem.

Terminem aktivita receptorl anorganickych iontti oznalujeme procesy, které Jjsou dusledkem
aktivace receptoru anorganickych iontt. Mezi takové procesy patii tvorba molekul, které funguji
Jako intracelularni nebo extracelularni poslové.

Mezi slouceniny modulujici aktivitu receptord pro anorganické ionty patfi iontomimetika, ionto-
lytika, kalcimimetika a kalcilytika.

Jako iontomimetika oznalujeme slougeniny, které mimikuji (to znamena evokuji nebo zesiluji)
ucinky anorganického iontu na pfisluiny receptor anorganického iontu.Ve vyhodném provedeni
vynalezu ovliviiuji tyto slougeniny jednu nebo vice aktivit receptoru pro vapnik. Jako kalcimi-
metika oznadujeme iontomimetika, ktera ovliviiuji jednu nebo vice aktivit receptoru pro vapnik
a véZou se na receptor pro vapnik.

Jako iontolytika oznatujeme sloueniny, které se vaZou na néktery receptor anorganickych iontt
a blokuji (to znamené inhibuji nebo potlaguji) jednu nebo vice aktivit receptoru anorganickych
iontll vyvolanych pfitomnosti anorganického iontu. Ve vyhodném provedeni vynélezu ovliviiuji
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tyto slougeniny jednu nebo vice aktivit receptoru pro vapnik. Jako kalcilytika oznadujeme ionto-
Iytika, ktera blokuji jednu nebo vice aktivit receptoru pro vapnik vyvolanych pfitomnosti extrace-
lularniho véapniku a vaZou se na receptory pro vapnik.

Tontomimetika a iontolytika se mohou vézat bud’ do stejného mista na receptoru, do kterého se
vézou ptirozené ligandy (to znamena anorganické ionty), nebo se mohu vazat na jiné misto
(naptiklad alosterické misto). Napfiklad vazba slou¢eniny NPS R—467 na receptor pro véapnik ma
za nésledek aktivaci tohoto receptoru pro vapnik a sloucenina NPS R—467 je tudiz klasifikovana
jako kalcimimetikum. NPS R—467 se nicméné na receptoru pro vépnik vaze do mista odlisného
od mista, do kterého se vaZe extraceluldrni vapnik.

Efektivita jednotlivych slougenin je stanovovana pomoci vypottu konstant ECso nebo ICsy pro
kazdou takovou slougeninu. Konstanta ECs, odpovida koncentraci slougeniny, kterd vyvola
poloviéni odezvu ve srovnani s maximalni aktivaci. Konstanta ICso odpovida koncentraci slouce-
niny, ktera zpisobi sniZeni maximalni aktivity na polovinu. Konstanty ECso a ICso pro slou¢eniny
G¢inné k aktivaci/blokovéni receptorn pro vapnik mohou byt stanovovany pomoci méfeni vlivu
extraceluldrniho vapniku na jednu nebo vice aktivit receptoru pro vapnik. Pfiklady stanoveni
slouzicich k méfeni ECs a ICso jsou popsany v Nemeth a dal$i, PCT/US93/01642, Mezinérodni
patentové prihlasce WO 94/18959, Nemeth a dalsi, PCT/US92/07175, Mezinarodni patentové
piihlaice WO093/04373 a v néasledujici asti. Mezi takova stanoveni patfi méfeni zvySeni intra-
celularni koncentrace vapenatych iontd ([Ca™];), které je reakci na aktivaci receptoril pro vapnik,
které jsou exprimovéany na povrchu oocytd. Ve vyhodném provedeni vynélezu je v takovychto
stanovenich méfeno uvoliiovani nebo inhibice produkce hormonu, které jsou spojeny se zménou
aktivity p¥isluiného receptoru pro vapnik.

Ve vyhodném provedeni vynélezu je slou¢enina modulujici receptory anorganickych ionti selek-
tivné namifena na receptory anorganickych iontii na uréité buiice, jejichz aktivitu ma ovlivnit.
Naptiklad selektivniho ovlivnéni aktivity receptorii pro vapnik je dosaZeno pouZitim slou¢eniny,
kterd ma pFi dané koncentraci vét$i G¢inek na aktivitu receptord pro vapnik na jednom druhu
bungk nez na jiném druhu bungk. Ve vyhodném provedeni vynalezu je rozdil v icinku na recep-
tory na jednotlivych druzich bun&k méfeny in vitro nebo in vivo desetinisobny nebo véEtsi.
Ve vyhodngj$im provedeni vynalezu je rozdil v G¢inku na receptory na jednotlivych druzich
bunék méfen in vivo, koncentrace pfisluiné sloueniny je udavana jako plazmaticka koncentrace
nebo koncentrace v extracelularni tekutind a m&fenym Gginkem je produkce extracelulérnich
posli, jako naptiklad kalcitoninu, parathomonu nebo plazmatické koncentrace vapniku. Ve vy-
hodném provedeni vynalezu dana slougenina napftiklad selektivn€ aktivuje sekreci PTH a neov-
liviiuje sekreci kalcitoninu.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je dana slouenina bud’ kalcimimetikem nebo kalcilytikem
a ma konstanty ECs; nebo ICs, G&inné k aktivaci/blokovéni receptoru pro vépnik mensi nez nebo
rovny 5 pM a dokonce jesté vyhodn&ji mensi neZ nebo rovny 1 uM, 100 nanomolarni, 10 nano-
moléarni nebo 1 nanomolarni. Ve vyhodn&jsim provedeni vynalezu stanoveni jsou intracelularni
Ca®™ méfeny v buiikich HEK 293 transformovanych nukleovou kyselinou, které jsou nasyceny
indikatorem fura—2, a které exprimuji receptor pro vapnik bungk pfistitnych telisek Eloveka.
Nizéi hodnoty konstant ECsp nebo ICsg jsou vyhodngjsi, protoZe umoziiuji in vivo nebo in vitro
pouziti nizich koncentraci danych slougenin.Objev slougenin s nizkymi hodnotami konstant
ECs a ICso umoZituje navrhnout a syntetizovat dali slougeniny s obdobnou nebo jesté vyssi

(&innosti, efektivitou a/nebo selektivitou.



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 292709 B6

V souvislosti s pfedkladanym vynélezem je tteba zminit sloudeniny popsané vzorcem (viz. Struk-
tura 3), které moduluji receptory anorganickych jont:

Ars\’/}l\}Y Arg
- Rn Riz
Struktura3

kde Ars je bud’ naftyl nebo fenyl, ktery miiZe byt substituovan 0 az 5 substituenty. Kazdy z téchto
substituent®i miize byt nezévisle na viech ostatnich vybran ze skupiny tvofené niz3imi alkyly,
halogeny, skupinami odvozenymi od niZsich alkyloxy slougenin, niZsimi thioalkyly, methylendi-
oxy skupinou, niz3imi halogenalkyly, skupinami odvozenymi od niZich halogenalkyloxy slouge-
nin, OH, CH,OH, CONH,, CN, acetyloxy skupinou, benzylovou skupinou, benzyloxy skupinou,
o,a-dimethylbenzylovou skupinou, acetylovou skupinou, ethylendioxy skupinou a skupinou
~CH=CH-fenyl,

Arq je bud’ naftyl nebo fenyl, ktery miize byt substituovan 0 az 5 substituenty. Kazdy z téchto
substituentl miize byt nezavisle na viech ostatnich vybran ze skupiny tvofené acetylovou skupi-
nou, niz8imi alkyly, halogeny, skupinami odvozenymi od nizsich alkyloxy slougenin, niz$imi
thioalkyly, methylendioxy skupinou, niZ§imi halogenalkyly, skupinami odvozenymi od niZ$ich
halogenalkyloxy slougenin, OH, CH,0OH, CONH,, CN, karbomethoxy skupinou, OCH,C(0O)
C;H; a acetyloxy skupinou;

Ry; je bud’ vodik nebo methyl; a
R;2 je bud’ vodik nebo methyl.

Déle vynalez popisuje farmaceutické kompozice tvorené slougeninou modulujici receptory anor-
ganickych iont podle vynéalezu a fyziologicky pfijatelnym nosi¢em. Terminem »farmakologicka
(farmaceutick4) kompozice* rozumime kompozici ve form& vhodné k administraci do organizmu
savcll, vyhodnéji pak do lidského organizmu. Ve vyhodném provedeni vynalezu obsahuje farma-
ceutické kompozice (ve formé vhodné pro farmaceutické pouziti) dostatedné mnozstvi slou¢eniny
modulujici aktivitu receptorii pro vapnik, ktera je terapeuticky G&inna v lidském organizmu.

Ze stavu techniky jsou dobfe zndmy vlastnosti, na které je tfeba brat ohled pfi tvorbé kompozic
vhodnych pro administraci do organizmu. Mezi tyto vlastnosti fadime toxické ucinky, rozpust-
nost, zpiisob podavani (administrace) a zachovéni aktivity. Farmakologick4 kompozice aplikova-
na nitroZiln¢ by naptiklad méla byt rozpustna.

Terminem ,,farmaceuticka kompozice* oznadujeme rovnéz farmaceuticky piijatelné soli (napfik-
lad soli ziskané ptidavkem kyseliny) a jejich komplexy. Pkiprava takovychto soli mize u danych
slou€enin usnadnit jejich farmakologické pouZiti tim, e u t&chto slougenin dojde (bez jakého-
koliv ovlivnéni fyziologickych ugink®) ke zméné jejich fyzikalnich vlastnosti.

Dile vyndlez popisuje postupy slouZici k 16&b& pacientti, pii kterych jsou k modulaci aktivity
receptoril anorganickych iontd pouZivany slouteniny modulujici aktivitu receptord anorganic-
kych iontii podle vynalezu. Postupy se tykaji administrace farmaceutické kompozice obsahujici
terapeuticky uginné mnoZstvi slou¢eniny modulujici aktivitu receptorii anorganickych iont do
organizmu pacienta. Ve vyhodném provedeni vynilezu je onemocnéni nebo porucha lé&ena
pomoci modulace aktivity receptorii pro vapnik za pouZiti terapeuticky G¢inného mnoZstvi
slou€eniny modulujici aktivitu receptordi pro vapnik v organizmu pacienta.
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K 16¢b& pacienti mohou byt pouzity slou¢eniny modulujici aktivitu receptorii anorganickych
jontd a rovnéz mohou byt pouzity kompozice obsahujici tyto slou¢eniny. Terminem »pacient®
oznadujeme savce, pro jehoZ organizmus bude modulace receptorti anorganickych iontli pros-
pésna. Pacienti, ktefi potfebuji 1étbu pfi niz se vyuZiva modulace aktivity receptorii anorga-
nickych iontdi, mohou byt identifikovani pomoci standardnich, odbornikdm znamych, postupi.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je pacientem ¢lovek, ktery ma nemoc nebo poruchu popsanou
jednou nebo vice z nasledujicich charakteristik: (1) abnormaélni homeostazu anorganickych iontd,
vyhodné&ji pak abnormélni homeostazu vapniku; (2) abnormalni mnozstvi posld, jejichZ tvorba
nebo sekrece jsou ovlivnény aktivitou receptordi anorganickych iontd, vyhodngji pak aktivitou
receptorii pro vapnik; a (3) abnormalni hladinou nebo aktivitou posl, jejichZ &innost je ovlivnéna
aktivitou receptord anorganickych iontd, vyhodnéji pak aktivitou receptori pro vapnik.

Mezi nemoci charakterizované abnormalni homeostazou vapniku patii hyperparathyre6za, osteo-
poréza a dalsi poruchy kosti nebo poruchy spojené s metabolismem anorganickych latek a rovnéz
dalki podobné onemocnéni (tak jak jsou popséna napfiklad ve standardnich 1ékafskych pfiruckach
jako naptiklad v ,,Harrison's Principles of Internal Medicine®). Takova onemocnéni jsou 1éCena
za pouZiti sloudenin modulujicich aktivitu receptorti pro vapnik. Tyto slougeniny na receptorech
pro vapnik bud’ mimikuji nebo blokuji jeden nebo vice z a&inkd extracelularnich Ca** a pfimo
nebo nep¥imo tudiz v organizmu pacienta ovliviiuji hladinu proteind nebo jinych sloucenin.

Terminem ,,terapeuticky G¢inné mnoZzstvi® rozumime takové mnostvi slou&eniny, které v orga-
nizmu pacienta do urdité miry zmimni jeden nebo vice symptomii provazejicich danou nemoc
nebo poruchu. Terminem ,terapeuticky G¢inné mnoZstvi rovnéz rozumime takové mnoZzstvi
slougeniny, které v organizmu pacienta ¢aste¢né nebo tplné znormalizuje jeden nebo vice fyzio-
logickych nebo biochemickych parametry, které jsou spojené s nemoci nebo poruchou nebo které

wrwe

jsou pfi¢inou tohoto onemocnéni &i poruchy.

Ve vyhodném provedeni vynélezu trpi pacient nemoci nebo poruchou charakterizovanou abnor-
malni hladinou jedné nebo vice komponent regulovanych aktivitou receptorit pro vapnik a slou-
Zenina 0inné ovliviiuje receptory pro vapnik pfitomné na buiikéch ze skupiny: buiiky pfistitnych
télisek, osteoklasty kostni tkang, juxtaglomeruldmi ledvinné buiiky, buiiky proximélniho tubulu
ledvin, buiiky distalniho tubulu ledvin, buiiky centralniho nervového systému, buiiky periferniho
nervového systému, buiiky tlustého tseku vzestupného raminka Henleovy kli¢ky a/nebo buiiky
sbémého kanalku, keratinocyty piitomné v epidermis, parafolikularni buitky Stitné Zlazy (C-
butiky), buiiky stfeva, krevni desti¢ky, buiiky hladké svaloviny cév, buiiky srdegnich sini, buiiky
sekretujici gastrin, buiiky sekretujici glukagon, buiiky mezangia ledvin, buiiky mlé¢né Zlazy, beta
buiiky, tukové buiiky/buiiky tukové tkéng, buiky imunitniho systému, buiiky gastrointestinalniho
traktu, buiiky pokozky, buiiky nadledvinek, buiiky hypofyzy, buriky hypothalamu a buiiky sub-
fornikalniho organu.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se jedna o buiiky ze skupiny: butiky ptistitnych t€lisek, buiiky
centrélniho nervového systému, buiiky periferniho nervového systému, buiiky tlustého useku
vzestupného raminka Henleovy klicky a/nebo buiiky sbémého kanalku, parafolikularni buiiky
$titné zlazy (C-buiiky), buitky stfeva, buiiky gastrointestinalniho traktu, buiiky hypofyzy, buiiky
hypothalamu a buiiky subfornikdlniho organu.

Ve vyhodném provedeni vynélezu je slougenina kalcimimetikem, G&inné& ovliviluje receptory pro
vapnik pritomné na buiikéch pifititnych télisek a tim snizuje v organizmu pacienta hladinu séro-
vého parathormonu. Ve vyhodnéjsim provedeni vynalezu je hladina sérového parathormonu
v organizmu pacienta sniZena tak vyrazné, Ze toto sniZeni zapfidini sniZeni koncentrace Ca*
v plazmé. V nejvyhodn&j§im provedeni vynilezu je hladina parathormonu v séru sniZena na

Giroveii typickou pro zdravého jedince.
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V jiném vyhodném provedeni vynalezu je sloudenina kalcilytikem, G&inné ovliviiuje receptory
pro vapnik pfitomné na buiikach piistitnych t&lisek a tim zvy3uje v organizmu pacienta hladinu
sérového parathormonu. Ve vyhodn&j$im provedeni vynalezu je hladina sérového parathormonu
v organizmu pacienta zvy3ena tak vyrazng, Ze toto zvyseni zapki&ini zvySeni hustoty kostni tkané&
pacienta.

Pacienti vyZadujici takovou 1é&bu mohou byt identifikovani pomoci standardnich technik pouzi-
vanych v lékafstvi, jakymi jsou naptiklad analyza krve nebo mogi. Identifikace mize byt napiik-
lad provedena prostfednictvim detekce neptitomnosti proteinu, jeho? produkce nebo sekrece je
ovlivné€na zm&nami v koncentracich anorganickych iontii nebo prostfednictvim detekce abnor-
malnich hladin anorganickych iontii nebo hormon, které ovliviiuji homeostazu anorganickych
ionth.

V aplikaci jsou uvedeny nejriizngjsi priklady. Zdmérem zde uvedenych ptikladii neni nikterak
omezit vyuziti vynalezu.

Dal3i aspekty a vyhody vynédlezu budou zfejmé z nasledujicich obrazki, podrobného popisu
vynalezu, ptikladi a narok.

Struény popis obrizki

Obrazky 1a aZ 1r znazoriiuji struktury jednotlivych slougenin vyse popsanych struktur.

Obrézky 2 a 3 poskytuji souhrnné udaje o fyzikalnich vlastnostech hydrochloridit NPS R—467,
respektive NPS R—568. Na obrazku je zndzornéna struktura molekuly, body tani, opticka ota&i-
vost a dalSi spektroskopické tdaje.

Na obrazcich 4 aZ 95 jsou nékteré slou¢eniny blize charakterizovany na zakladé svych hmotnost-
nich spekter.

Obrazky 96 az 131 zobrazuji udaje ziskané pomoci NMR spektroskopie.

Popis vyhodnych provedeni vynilezu

Vynilez popisuje sloueniny, které jsou schopny modulovat jednu nebo vice aktivit receptori
anorganickych iontl, a ve vyhodném provedeni vynalezu slou€eniny, které mohou na burice
nesouci receptory anorganickych jontd mimikovat nebo blokovat i¢inky prisluiného extracelu-
larniho iontu. Ve vyhodn&jsim provedeni vynalezu je pak zmin&nym extracelularnim iontem iont
Ca®* a dana slougenina je 0€innd pfi mimikovani/blokovani Gginkd Ca** u bun&k nesoucich
receptory pro vapnik. Mezi publikace, které se zaobiraji problematikou aktivity vapniku, recepto-
rii pro vapnik a/nebo sloutenin modulujicich aktivitu receptorii pro vépnik patfi: Brown a dali,
Nature 366: 574, 1993; Nemeth a dalsi, PCT/US93/01642, Mezin4rodni publikace WO 94/18959;
Nemeth a dal3i, PCT/US92/07175, Mezinarodni publikace WO 93/04373; Shoback a Chen,
J. Bone Mineral Res. 9:293, 1994; a Racke a dalsi, FEBS Lett. 333: 132, 1993. Tyto citace
nemusi zahrnovat nejnovéjsi poznatky uskuteénéné v pribéhu poslednich let.

L. Receptory pro vapnik

Receptory pro vépnik jsou pfitomné na riznych druzich bungk a na odlisnych druzich bunék
mohou mit také rozdilné aktivity. Farmakologické G¢inky nize vyjmenovanych bungk (pri reakei
na pfitomnost vapniku) jsou v souladu s aktivitou receptorii pro vapnik exprimovanych na jejich
povrchu. Mezi tyto buiiky patti: buiiky pristitnych télisek, osteoklasty kostni tkanég, juxtaglomeru-
larni ledvinné buiiky, buiiky proximalniho tubulu ledvin, buiiky distalniho tubulu ledvin, buriky
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centralniho nervového systému, buiiky periferniho nervového systému, butiky tlustého useku
vzestupného raminka Henleovy kli¢ky a/nebo buiiky sb&rného kanalku, keratinocyty pfitomné
v epidermis, parafolikuldrni buiiky 3titné Zlazy (C-buiiky), buiiky stfeva, krevni desti¢ky, buiiky
hladké svaloviny cév, buiiky srdenich sini, buiiky sekretujici gastrin, buiiky sekretujici gluka-
gon, buiiky mezangia ledvin, buiiky m1é&né Zlazy, beta buiiky, tukové buiiky/buiiky tukové tkang,
buiiky imunitniho systému, buiiky gastrointestinalniho traktu, buiiky pokozky, bufiky nadledvi-
nek, buiky hypofyzy, butiky hypothalamu a buiiky subfonikalniho organu.

Pritomnost receptori pro vapnik byla navic potvrzena fyzikélniho daty u nésledujicich bunék:
buiiky pistitnych télisek, buiiky centralniho nervového systému, buiiky periferniho nervového
systému, buiiky tlustého seku vzestupného raminka Henleovy kli¢ky a/nebo buiiky sbérmého
kanélku, parafolikularni buiiky §titné Zlazy (C-buiiky), buiiky stfeva, buiiky gastrointestinalniho
traktu, buiiky hypofyzy, buiiky hypothalamu a buiiky subfornikalniho organu.

Na téchto buiikach riiznych druhéi mohou byt ptitomny receptory pro véapnik rozdilného typu.
Je rovnéz mo#né, e na buiikich jednoho druhu je pfitomno vice typl receptorl pro vépnik.
Srovnéni aktivit receptorii pro vapnik ziskanych z jednotlivych druhi bunék a jejich aminokyseli-
novych sekvenci naznaéuje, Ze existuji rozdilné typy receptori pro vapnik. Receptory pro vapnik
mohou napfiklad reagovat na pfitomnost riiznych dvojmocnych a trojmocnych kationti. Rece})-
tory pro vapnik pfitomné na buiikich pfistitnych télisek reaguji na pfitomnost vapniku a Gd™,
zatimco osteoklasty reaguji na pritomnost dvojmocnych kationti jako napfiklad Ca”, ale nerea-
guji na ptitomnost Gd>*. Receptory pro vapnik p¥itomné na buiikach pfistitnych télisek jsou tudiz
z farmakologického hlediska odli$né od receptorii pro vapnik pFitomnych na osteoklastech.

Nukleotidové sekvence nukleovych kyselin kédujicich receptory pro vapnik pfitomné na buiikach
pristitnych télisek a nikoliv na C-buiikach na druhé stran€ naznatuji, Ze tyto receptory maji velmi
podobné aminokyselinové slozeni. Kalcimimetické slou¢eniny nicméng vykazuji u bunék pristit-
nych télisek jiné farmakologické uiginky a reguluji jiné aktivity nez u C-bunék. Farmakologické

vlastnosti receptorti pro vapnik se tedy v zavislosti na druhu bun€k nebo orgénu, na kterém jsou . -

exprimovény, mohou podstatng lisit, atkoliv tyto receptory mohou mit podobnou nebo identic-
kou strukturu.

Receptory pro vapnik maji obecné nizkou afinitu k extracelularnim Ca* (zdanlivé konstanty K4
jsou obvykle vét$i nez 0,5 mM). Receptory pro vapnik mohou vézat jak volny tak navazany
efektor mechanizmem definovanym v praci Cooper, Bloom a Roth, ,,The Biochemical Basis of
Neuropharmacology*, kapitola 4, a lii se tudiZ od intracelularnich receptori pro vapnik, jakymi
jsou napfiklad kalmodulin nebo troponiny.

Receptory pro vapnik reaguji na zm&ny v hladiné extracelularniho vapniku. Tyto reakce jsou
zAvislé na typu receptoru a na bun&&né linii, na jejimz povrchu je receptor exprimovan. Naptiklad
v experimentech provadénych in vitro na buiikich pfistitnych telisek reagovaly receptory pro
vapnik na zmény v koncentraci vapniku nasledovné:

1. Zvy3enim hladiny vapniku uvnitf bun&k. Toto zvy3eni je zpisobeno vnikanim vépniku
z vn&jsiho prostiedi a/nebo mobilizaci zdroji vépniku uvnitf buiiky. Pro zvySeni hladiny
véapniku uvnitf bun&k je charakteristické:

(a) Zvyseni [Ca™"]; je rychlé (s maximalni odezvou v €ase < 5 sekund) a piechodné a neni
mozné jej inhibovat pfidavkem 1 pM La™ nebo piidavkem 1 pM Gd*, ale je nao?ak inhi-
bovéno predb&znym plisobenim ionomycinem (v nepfitomnosti extracelularnich Ca*");

(b) Zvyseni neni inhibovéno pfitomnosti dihydropyridind;

(c) Ptechodné zvyieni je inhibovano predb&znym pisobenim 10 mM fluoridu sodného po
dobu 10 minut;
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(d) Prechodné zvySeni je negativné ovlivnéno predchozim plisobenim aktivatoru protein
kindzy C (PKC), jakymi jsou napfiklad octan esteru forbolu s kyselinou myristilovou
(PMA), mezerin nebo () —indolaktam V. Vyslednym efektem pusobeni aktivatoru protein
kindzy C je posun k¥ivky znazoriiujici zménu v koncentraci vapniku pfi reakci na zménu
extracelularni koncentrace Ca>* doprava, bez ovlivnéni maximalni dosazené hodnoty; a

() Zviseni neni ovlivnéno predb&Znym ptisobenim toxinem produkovanym mikroorga-
nizmem Bordetella pertussis (100 mg/ml po dobu del$i nez 4 hodiny).

2. Rychlé (< 30 sekund) zvy3eni tvorby inositol-1, 4, 5 — trifosfatu a diacylglycerolu. Zvyseni
neni ovlivnéno pfedb&Znym pisobenim toxinem produkovanym mikroorganizmem Borde-
tella pertussis (100 mg/ml po dobu delsi nez 4 hodiny);

3. Inhibice tvorby cyklického AMP vyvolané pisobenim dopaminu a izoproterenolu. Tato
inhibice je blokovéna pfedb&znym piisobenim toxinem produkovanym mikroorganizmem
Bordetella pertussis (100 mg/ml po dobu del$i nez 4 hodiny); a

4. Inhibice sekrece PTH. Tato inhibice je blokovana predb&Znym piisobenim toxinem produko-
vanym mikroorganizmem Bordetella pertussis (100 mg/ml po dobu del3i nez 4 hodiny).

Ukinky vapniku na receptory pro vapnik p¥itomné na jinych druzich bunék mohou byt snadno
stanoveny za pouZiti postupi znamych ze stavu techniky. Tyto G&inky mohou byt, co se tyka
zvy3eni koncentrace vapniku uvnitf bun&k, podobné i¢inkiim pozorovanym u bungk pristitnych
t€lisek. Predpoklada se nicméng, Ze tyto Geinky se budou v dalgich aspektech u jinych druht
bunek liit. Odli$né bude napiiklad ovlivnéni (spusténi nebo inhibice) uvoliiovani jinych hormo-
nil neZ je parathormon.

Il Slou¢eniny modulujici receptory anorganickych ionti

Slougeniny modulujici receptory anorganickych ionti moduluji jednu nebo vice aktivit receptorii
anorganickych ionti. Ve vyhodném provedeni vynalezu patii sloueniny modulujici receptory
pro vapnik mezi kalcimimetika nebo kalcilytika.

Slou¢eniny modulujici receptory anorganickych iontéi mohou byt identifikovany prostfednictvim
screeningu sloucenin, které jsou vytvofeny modifikaci struktury, ktera vykazuje pfislu$nou
modulaéni aktivitu (to jest sloudenina zakladni struktury).

Vyhodnou metodou pro mé&feni aktivity receptoru pro vapnik je méfeni zmén v [Ca®"};. Zmény
v [Ca%"]; mohou byt mefeny prostfednictvim nejriznéjsich technik jakymi jsou naptiklad pouziti
bunééné linie HEK 293 nasycené indikitorem fura—2, kteréd je transdukovana nukleovou
kyselinou, a kterd na svém povrchu exprimuje receptor pro vapnik lidskych pristitnych t&lisek.
Jinou pouzitelnou technikou je detekce zvyZeni proudu ionti CI” v oocytech rodu Xenopus, které
jsou transformované nukleovou kyselinou kédujici receptor pro vépnik. (Nemeth a dalgi,
PCT/US93/01642, Mezinérodni publikace WO 94/18959). mRNA s poly(A) sekvenci miZze byt
napfiklad ziskana z bun€k exprimujicich receptor pro vapnik. Mezi takové buiiky pati napfiklad
buiiky pfistitnych télisek, osteoklasty kostni tkang, juxtaglomerulérni ledvinné buriky, buriky
proximalniho tubulu ledvin, buiiky distalniho tubulu ledvin, buiiky centrélniho nervového systé-
mu, buiiky periferniho nervového systému, buiiky tlustého Giseku vzestupného raminka Henleovy
klicky a/nebo buiiky sbérmého kandlku, keratinocyty pritomné v epidermis, parafolikularni buriky
Stitné Zlazy (C-buiiky), buiiky stfeva, krevni destitky, buiiky hladké svaloviny cév, buiiky srde¢-
nich sini, buiiky sekretujici gastrin, bufiky sekretujici glukagon, buiiky mezangia ledvin, buriky
mlécné Zlazy, beta buiiky, tukové buiiky/buiiky tukové tkang, bufiky imunitniho systému, buriky
gastrointestinalniho traktu, buiky pokoZzky, buiiky nadledvinek, buiiky hypofyzy, buiiky hypotha-
lamu a buiiky subfornikélniho organu. Ve vyhodném provedeni vynalezu je nukleové kyselina




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 292709 B6

ziskana z bungk pristitnych télisek, C-bundk nebo osteoklastd. Jesté vyhodngji koduje tato
nukleova kyselina receptor pro vapnik a je pfitomna v plazmidu nebo ve vektoru.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je slougenina modulujici receptory pro vépnik kalcimimetikem
a tato sloudenina in vivo inhibuje resorpci kostni tkand uskutetfiovanou Cinnosti osteoklastiy;
in vitro inhibuje resorpci kostni tkan& uskute&fiovanou Einnosti osteoklasti; in vivo nebo in vitro
stimuluje u C-bun&k sekreci kalcitoninu; in vitro inhibuje u bunek pristitnych télisek sekreci
parathormonu a in vivo sniZuje sekreci PTH; in vivo zvySuje hladinu Kalcitoninu; in vitro blokuje
resorpci kostni tkang uskute&iiovanou ¢innosti osteoklasti a in vivo inhibuje resorpci kostni
tkéné. ‘

V jiném vyhodném provedeni vynalezu je slougenina modulujici receptor pro vapnik kalcilyti-

kem a tato slouenina vyvolava in vitro u bunék pristitnych t&lisek sekreci parathormonu a zvySu-
je hladinu parathormonu in vivo.

Ve vyhodném provedeni vynalezu dana sloudenina selektivné ovliviiuje aktivitu receptorti anor-
ganickych iontd, vyhodnéji aktivitu receptoru pro vapnik, exprimovanych na uritém druhu
bungk. Terminem ,,selektivn&“ rozumime skutednost, ze dana sloucenina je pfi dané koncentraci
0&inn&j3i pti ovlivnéni aktivity receptori anorganickych iontd na jednom druhu bun€k neZ na
jiném druhu bun&k. Ve vyhodném provedeni vynalezu je rozdil v (i¢inku desetindsobny nebo
Vvétsi. Ve vyhodném provedeni vynalezu se jako koncentrace uvaZuje koncentrace dané sloude-
niny v krevni plazmé a méfenym Gginkem je produkce extracelulirnich posli, jako napfiklad
plazmatického kalcitoninu, parathormonu nebo plazmatického vapniku. Ve vyhodném provedeni
vynalezu dana slouenina napriklad selektivné ovliviiuje sekreci PTH (pozitivni ovlivnéni)
a nema naopak vliv na sekreci kalcitoninu.

V jiném vyhodném provedeni vynilezu ma dané slouCenina pro jeden nebo vice (ale ne pro
viechny) druhti bungk hodnoty konstant ECsy nebo 1Csq niZsi nez nebo rovny 5 uM. Buiiky jsou
vybrany ze skupiny: buiiky pfistitnych télisek, osteoklasty kostni tkané, juxtaglomerulami ledvin- -
né buiiky, buiiky proximélniho tubulu ledvin, buiiky distalniho tubulu ledvin, buiiky centralniho
nervového systému, buiiky periferniho nervového systému, buiiky tlustého iseku vzestupného
raminka Henleovy kligky a/nebo buiiky sb&rného kanélku, keratinocyty pfitomné v epidermis,
parafolikularni buiiky 3titné Zlazy (C-buiiky), buiiky stfeva, krevni desticky, buiiky hladké svalo-
viny cév, buiiky srde¢nich sini, buiiky sekretujici gastrin, buiiky sekretujici glukagon, buiiky
mezangia ledvin, buitky mlé&né Zlazy, beta builky, tukové buiiky/buiiky tukové tkané, buiiky
imunitniho systému, buitky gastrointestinalniho traktu, bufiky pokozky, butiky nadledvinek,
buitky hypofyzy, buiiky hypothalamu a buiiky subfornikdiniho orgénu. Ve vyhodném provedeni
vynalezu se jedna o buiiky ze skupiny: buiiky pfiStitnych télisek, buiiky centralniho nervového
systému, buiiky periferniho nervového systému, buiiky tlustého iseku vzestupného raminka
Henleovy klitky a/nebo buitky sbérného kandlku, parafolikulami buiiky §titné Zlazy (C-buiiky),
buiiky stfeva, buitky gastrointestinalniho traktu, buiiky hypofyzy, bufiky hypothalamu a buriky
subfornikainiho organu. U skupiny zminénych bunék byla pfitomnost receptoru pro vapnik potvr-
zena méfenimi jakymi jsou naptiklad hybridizace in situ nebo znaeni pomoci protilatek.

Ve vyhodném provedeni vynalezu mimikuji nebo blokuji slou¢eniny modulujici aktivitu recepto-
rii anorganickych iontd u bungk, které exprimuji pfislusny receptor anorganickych iontti, G€inky
extracelularnich ionti. To znamen4, Ze tyto slou¢eniny mohou byt terapeuticky @€inné. Sloudeni-
ny modulujici aktivitu receptorii anorganickych ionti mohou mit na buiiky s odli¥nou morfologii
receptorti anorganickych iontii (to znamend, Ze buiiky exprimuji ,normalni receptory anorganic-
kych iontd, ,,normalni* poget receptorii anorganickych iontd, abnormalni receptory anorganic-
kych iontd a abnormalni podet receptorii anorganickych ionti) stejné nebo rozdilné uinky.

Ve vyhodném provedeni vynalezu blokuji nebo mimikuji slou¢eniny modulujici aktivitu recepto-

rii pro vapnik u bunék, které exprimuji receptory pro vapnik, veskeré G&inky extracelularnich
vépenatych ionti. Nicméng neni nezbytné, aby kalcimimetika nesla viechny aktivity pfisluSejici
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extraceluldrnim Ca>*. Obdobn& neni potieba, aby kalcilytika blokovala viechny aktivity vyvolané
pfitomnosti extraceluldrni vapniku. Déle rovn&Z plati, Ze proto, aby mohla byt i¢inn4, nemusi se
rizna kalcimimetika a rizna kalcilytika na receptorech pro vapnik vazat do stejného mista, do
néhoZ se vazou extracelularni Ca®".

Slougeniny modulujici aktivitu receptor( anorganickych iontt nemusi ovliviiovat aktivitu recep-
tord anorganickych iontl v tom samém rozsahu nebo tim samym zptisobem, jakym je ovliviiuji
Jejich prirozené ligandy. Napiiklad kalcimimetika mohou ovliviiovat aktivitu receptori pro
vapnik v jiném rozsahu a jinak dlouhou dobu tim, Ze se vaZou do jiného vazebného mista recep-

10 toru pro vapnik, nez je tomu u vipenatych iontti, nebo Ze maji ve srovnani s vapenatymi ionty
k receptorim pro vépnik jinou afinitu.

A. Kalcimimetika
15 Sloudeniny zndzornéné Strukturou 1

Predkladany vynalez poskytuje diaromatickou slougeninu obecného vzorce

& &
Xn—- l H T—Zm
N N X
H
R

kde R je atom vodiku nebo methylova skupina;

20 .
m a n znamenaji nezavisle na sob& celé &islo od 0 do 5;
kaZda skupina X je nezévisle halogenmethylova skupina nebo halogenalkoxyskupina obsahujici
1 aZ 4 uhlikové atomy a
25
kaZda skupina Z je nezévisle alkoxyskupina obsahujici 1 az 4 uhlikové atomy, nebo jeji farma-
ceuticky pfijatelnou siil nebo jeji komplex.
Predkladany vynélez dale poskytuje diaromatickou slougeninu vzorce
H
N
FiC OCH3
30 >

nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou siil nebo jeji komplex.
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Predkladany vynalez dale poskytuje diaromatickou slou¢eninu vzorce

H
N
Fsc H3

nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil nebo jeji komplex.

Predkladany vynalez déle poskytuje diaromatickou slou¢eninu vzorce

H
Q\/\/”
FsC Hs

Predkladany vynélez dale poskytuje diaromatickou slou¢eninu obecného vzorce

kde X je trihalogenmethylova skupina nebo trihalogenmethoxyskupina; a
R  je—H nebo skupina -CHj;
nebo jeji farmaceuticky pijatelnou siil nebo jeji komplex.

Predkladany vynalez déle poskytuje diaromatickou slou€eninu vzorce

H
N
Hy  CHy Q

nebo jeji farmaceuticky piijatelnou siil nebo jeji komplex.

Fa

CYlinews
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Predkladany vynalez dale poskytuje diaromatickou slou&eninu obecného vzorce

CH, O

kde R znamena bud’ atom vodiku nebo methylovou skupinu;

Xn

ZT

o)LL

5 njecelédislood0do5;a
X je nezavisle trihalogenmethylova skupina,

nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou siil nebo jeji komplex.
10

Predkladany vynalez déle poskytuje diaromatickou slougeninu vzorce

H
N
F3C
2

nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil nebo jeji komplex.

15 Predkladany vynalez dale poskytuje diaromatickou slou¢eninu vzorce

. H
N
F1CO »
H,  CHs

nebo jeji farmaceuticky piijatelnou sill nebo jeji komplex.

Piedkladany vynalez dale poskytuje diaromatickou sloudeninu vzorce

/@\/\/H

N

Faco ]
20

nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil nebo jeji komplex.
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Terminem ,halogenalkyl“ oznadujeme alkyl substituovany alespoii jednim halogenem. Ve vy-
hodném provedeni vynalezu je halogenem substituovan pouze koncovy uhlikovy atom halogen-
alkylu a potet atomi halogend pfitomnych na tomto uhliku se pohybuje v rozmezi 1 aZ 3.
Ve vyhodném provedeni vynalezu jsou jako substituenty pouzity Cl nebo F.

Terminem ,halogenalkoxy“ oznadujeme ,,O-halogenalkyl®, kde ,;O“ je atom kysliku ptipojeny
k niz&imu halogenatkylu.

Ve vyhodném provedeni je skupina X vazéna k fenylové skuping v poloze 3.
Do této skupiny pat¥i i sloueniny zndzornéné Strukturou 3.
Kalcimimeticka aktivita

Schopnost sloudenin mimikovat na receptorech pro vapnik ucinky Ca’* muze byt stanovena za
pouziti postupi znimych ze stavu techniky. Tyto postupy jsou popsany v Nemeth a dalsi,
PCT/US93/01642, Mezinérodni publikace WO 94/18959. Kalcimimetika maji napiiklad pfi
testovani in vitro na buiikach pristitnych télisek jednu nebo vice a ve vyhodném provedeni vyna-
lezu viechny z nésledujicich aktivit:

1. Slougenina zpisobuje rychlé (s maximalni odezvou v Case men$im neZz 5 sekund) a pfe-
chodné zvyseni koncentrace extracelularniho vapniku a toto zvy$eni koncentrace extra-
celularniho véapniku neni mozné inhibovat pfidavkem 1 pM La*" nebo pfidavkem 1 uM
Gd*. Zvyiena [Ca®"); pretrvava i v nepfitomnosti extracelularnich Ca**, ale je inhibovana

pfedb&znym plisobenim ionomycinem (v nepfitomnosti extracelularnich Ca™);

2. Slougenina umociiuje zvySeni [Ca®"];, které je vyvolano plsobenim extracelularnich Ca®*
v koncentracich, které nevedou k maximalni odezvé; '

3. ZvySeni [Ca®"); vyvolané pfitomnosti extracelularnich Ca”" neni inhibovano prostfednictvim
dihydropyridin;

4. Prechodné zvyseni [Ca®"}; zpisobené uginkem dané slouteniny je inhibovano pfedb&énym
pisobenim 10 mM fluoridu sodného po dobu 10 minut;

5. Piechodné zvySeni [Ca’"); zapfitinéné pisobenim dané slougeniny je negativné ovlivnéno
predchozim piisobenim aktivatoru protein kinazy C (PKC), jakymi jsou napfiklad octan
esteru forbolu s kyselinou myristilovou (PMA), mezerin nebo (-) —indolaktam. V. Vysled-
nym efektem pisobeni aktivatoru protein kindzy C je posun kfivky znézorfiujici zménu
v koncentraci vépniku pfi reakci na zménu extracelularni koncentrace Ca®* doprava, bez
ovlivnéni maximalni dosaZené hodnoty;

6. Dané sloutenina zpisobuje rychlé (< 30 sekund) zvySeni tvorby inositol-1,4,5-trifosfétu
a diacylglycerolu;

7. Dan4 slougenina inhibuje tvorbu cyklického AMP vyvolanou pisobenim dopaminu a izo-
proterenolu;

8. Dané slougenina inhibuje sekreci PTH;
9. Predb&Zné pisobeni toxinem produkovanym mikroorganizmem Bordetella pertussis
(100 mg/ml po dobu dal3i neZ 4 hodiny) blokuje inhibi¢ni G¢inky sloudeniny na tvorbu

cyklického AMP, ale neovliviiuje zvySeni [Ca®"];, zvy3eni tvorby inositol-1,4,5—trifosfatu
nebo diacylglycerolu a nesniZuje sekreci PTH;
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10. Dané slougenina vyvolava v oocytech rodu Xenopus, které Jsou injikovany obohacenou
frakef polyadenylované mRNA z bungk lidskych ptistitnych t&lisek nebo z bungk pristitnych
t&lisek skotu, zvySeni toku CI". Dana slou¢enina viak nema Z4dny vliv na oocyty rodu
Xenopus injikované vodou nebo mRNA izolovanou z jater; a

11. Podobné pfi pouziti klonovaného receptoru pro vapnik ziskaného z bun&k pristitnych télisek
vyvolava dané slou€enina u oocyti rodu Xenopus injikovanych specifickou cDNA nebo
mRNA kédujici receptor pro véapnik prislu$nou reakei.

Za pouziti dostupnych technik mohou byt méteny rozdilné u¢inky vapniku (viz. Nemeth a dalsi,
PCT/US93/01642, Mezinarodni publikace WO 94/18959). Podobné definice pro slouceniny,
které mimikuji G&inky Ca”" na jinych druzich bungk reagujicich na pfitomnost vapenatych iont,
vyhodnéji pak které mimikuji iginky Ca®* na receptorech pfitomnych na téchto buiikich., jsou
zejmé zpfikladd a z&lanku Nemeth a daldi, PCT/US93/01642, Mezinarodni publikace

WO 94/18959.

Ve vyhodném provedeni vynalezu ma dani sloudenina jeden nebo vice a ve vyhodngjsim
provedeni vynédlezu vSechny z nasledujicich aktivit (tyto aktivity jsou m&feny pomoci popisova-
nych biostanoveni nebo v &lanku Nemeth a dalsi, PCT/US93/01642, Mezinarodni publikace WO
94/18959): vyvolava pfechodné zvyseni hladiny intracelularniho vapniku, které ma dobu trvéani
krat8i nez 30 sekund (ve vyhodném provedeni vynélezu Jje toto zvySeni zpiisobeno mobilizaci
rezerv intraceluldrniho vapniku); vyvolava rychlé zvySeni [Ca®]; ke kterému dojde béhem
30 sekund; vyvolava dlouhodobé zvyseni (doba trvani del3i nez 30 sekund) [Ca®"; (ve vyhodném
provedeni vynélezu je toto zvySeni zpiisobeno vnikanim vapniku z okolniho prostredi); vyvolava
zvySeni hladiny inositol-1,4,5~trifosfatu a diacylglycerolu, ke kterému dojde ve vyhodném
provedeni vynalezu v ¢asovém Useku krat§im nez 60 sekund; a inhibuje tvorbu cyklického AMP
vyvolanou piisobenim dopaminu a izoproterenolu.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je prechodné zvyseni [Ca®']; zruseno predbéznym pisobenim
10 mM fluoridu sodného po dobu 10 minut nebo je prechodné zvyseni [Ca®™); snizeno kratkym
pfedbéZznym plisobenim (ne del3im nez 10 minut) aktivatoru protein kinazy C (PKC), jakymi jsou
napfiklad octan esteru forbolu s kyselinou myristilovou (PMA), mezerein nebo (-)-indo-
laktam V.

B. Kalcilytika

Schopnost sloucenin blokovat na receptorech pro vapnik inky Ca’ miiZe byt stanovena za
pouZiti standardnich postupii zaloZenych na objevech znamych ze stavu techniky. (Viz naptiklad
Nemeth a dalsi, PCT/US93/01642, Mezinarodni publikace WO 94/ 18959). Slouceniny, které
blokuji G¢inky extraceluldrniho vapniku maji napiiklad pfi testovéni in vitro na buiikach pristit-
nych télisek jednu nebo vice a ve vyhodném provedeni vynalezu vSechny z nasledujicich aktivit:

1. Dani slou¢enina bud’ &ste&n& nebo tplné blokuje itinky zvySené Koncentrace extra-
celuldrnich Ca®*. ZvySena koncentrace Ca2* by jinak zapfi€inila:

(@) zvyseni [Ca™];

(b) mobilizaci intracelularnich Ca®",

(c) zvyseni tvorby inositol-1,4,5—trifosfatu,

(d) sniZeni tvorby cyklického AMP vyvolané piisobenim dopaminu a izoproterenolu a

(e) inhibici sekrece PTH;
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2. Dan4 slougenina blokuje v oocytech rodu Xenopus, které jsou injikovany obohacenou frakei
polyadenylované mRNA zbungk lidskych pristitnych t&lisek nebo z bunék pfistitnych télisek
skotu, zvySeni toku CI”, které je vyvolané pisobenim extracelularnich Ca®* nebo kalcimime-
tickych sloutenin. Dana slou¢enina viak nemé Zadny vliv na oocyty rodu Xenopus injikované
vodou nebo mRNA izolovanou z jater;

3. Podobn& dana slougenina blokuje u oocyti rodu Xenopus injikovanych specifickou cDNA,
mRNA nebo cRNA kédujici receptor pro vapnik odpovéd’ vyvolanou plisobenim extracelularnich
Ca”" nebo kalcimimetickych slouenin (pfi pouZiti klonovaného receptoru pro vépnik ziskan¢ho
z bungk ptistitnych télisek).

Podobné definice pro sloudeniny, které blokuji G€inky Ca’™ na jinych druzich bunék reagujicich
na pitomnost vapenatych iontd, vyhodngji pak které blokuji u€inky Ca® na receptorech pfi-
tomnych na t&chto buiikich, jsou zfejmé zuvedenych prikladi a z&lanku Nemeth a dalsi,
PCT/US93/01642, Mezinarodni publikace WO 94/18959.

III. Lé&ba nemoci a poruch

V soudasnosti jsou znama onemocnéni a poruchy, které mohou byt lé¢eny pomoci modulace
aktivity receptorii pro vapnik. Onemocnéni a poruchy, které mohou byt lé¢eny pomoci modulace
aktivity receptort pro vapnik, mohou byt naptiklad identifikovany na zdkladé funkénich odpové-
di bungk, které jsou regulovany aktivitou receptorl pro vapnik. Mezi funk&ni odpovédi bungk,
které jsou regulovany aktivitou receptort pro vapnik, v soutasnosti dobfe znimé, patfi sekrece
PTH prostiednictvim bungk ptistitnych t&lisek, sekrece kalcitoninu prostfednictvim C-bunék
a resorpce kostni tkan& osteoklasty.

Takové funkéni odpovédi jsou svazany s vyskytem riznych nemoci a poruch. Napfiklad hyper- -
parathyre6za ma za nasledek zvy3eni hladiny PTH v krevni plazmé&. SniZeni hladiny plazma-
tického PTH je tedy Gi¢innym prostfedkem, k 16€b& hyperparathyre6zy. Podobng zvySena hladina
kalcitoninu v plazm& je spojena s inhibici resorpce kostni tkan. Inhibice resorpce kostni tkané je
Gginnou lé&bou osteoporézy. Z toho vyplyva, Ze modulace aktivity receptord pro vapnik muze
byt vyuZito k 168b& nemoci jako napfiklad hyperparathyreézy a osteoporézy.

Slougeniny, které moduluji aktivitu receptor anorganickych iontii a ve vyhodném provedeni
vynalezu pak aktivitu receptorti pro vapnik, mohou byt prosp&$né pfi pouZiti u pacienti, ktefi
jsou postiZeni onemocn&nim nebo poruchou. Napiiklad osteoporéza je porucha stariiho véku,
ktera je charakterizovana Gbytkem kostni hmoty a zvySenym rizikem vyskytu zlomenin kosti.
K inhibici resorpce kostni tkané prostfednictvim osteoklastii mohou tedy byt vyuZity sloueniny,
které tuto resorpci blokuji ptimo (naptiklad iontomimetické slou¢eniny piisobici na osteoklasty)
nebo nepfimo prostednictvim zvySeni hladiny endogenniho kalcitoninu (napfiklad kalcimimetika
piisobici na C-buiiky). Jinou moznosti je zvySeni hladiny parathormonu v krevnim obéhu
prostrednictvim piisobeni kalcilytik na buiiky pfistitngch télisek. Toto zvySeni hladiny PTH
stimuluje tvorbu kosti. Viechny tfi zmin&né pfistupy jsou pro pacienta trpictho osteoporézou
prospésné.

Dile je znimo, %e obasné podavani malych davek PTH mé za nasledek tvorbu kostni hmoty
a podporuje ¥adné remodelovani kostni tkang. Slou¢eniny a rezim jejich podavani, ktery vyvolava
piechodné zvySeni hladiny parathormonu (naptiklad ob&asné podévani iontolytika pisobiciho na
busiky pristitnych télisek), maZe tedy u pacientd trpicich osteoporézou zvysit hmotu kostni tkané.

Prostfednictvim identifikace dalsich funkénich odpovédi bun&k, které jsou regulovany aktivitou

receptori pro vapnik, a které jsou spojeny s n¥kterou nemoci nebo poruchou, mohou byt identi-
fikovany dal$i onemocnéni a poruchy. Onemocnéni a poruchy, které mohou byt 1é¢eny prostfed-
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nictvim modulace receptord jinych anorganickych iontd neZ iontd vapniku, mohou byt identifi-
kovéany obdobnym zptisobem.

Slougeniny podle vynalezu, které moduluji aktivitu receptori anorganickych iontit, mohou piiso-
bit na receptor anorganickych iontd, tim navodit jednu nebo vice funk&nich odpovédi bunék na
Jejichz povrchu je tento receptor exprimovan a tim projevit svij terapeuticky Géinek. Sloudeniny
podle vynélezu, které moduluji aktivitu receptori pro vapnik, mohou u bunék exprimujicich tento
receptor navodit jednu nebo vice funkénich odpovédi a tim projevit sviij terapeuticky uginek.
Postupy podle vynalezu mohou byt pouzity k 1é¢b& nejrizngjsich nemoci prosttednictvim ovliv-
néni bun€k exprimujicich receptory pro vapnik.

Primadrni hyperthyre6za (HPT) je naptiklad charakterizovana hyperkalcémii a abnormalné
zvySenou hladinou PTH v krevnim ob&hu. Poruchou spojenou s timto pfevladajicim typem HPT
Je sniZena citlivost bun&k pfistitnych télisek k negativni zp&tnovazebné regulaci zplisobené
piitomnosti extracelularniho vapniku. To znamen4, Ze ve tkani pacienti trpicich primarni HPT je
»nastavena hodnota,, (,,set point) pro extracelulérni Ca®* posunuta doprava, coZ znamena, e
k potlateni sekrece PTH je zapotiebi vys3ich koncentraci extracelularich Ca®*, nez je tomu
u zdravého jedince. U primérni HPT navic dokonce vysoké koncentrace extracelularnich CaZ*
snizuji sekreci PTH jenom &astend. U sekundérni (uremické) HPT Jje pozorovano obdobné
zvySeni ,nastavené hodnoty“ pro extracelularni Ca®*, agkoliv stupett potlaCeni sekrece PTH
zpiisobené piitomnosti Ca®* je ,,normalni®. Zmény v sekreci PTH odpovidaji zm&nam v hlading
[Ca™);; ,nastavena hodnota® pro extracelularni Ca®™ schopné indukovat zvygeni [Ca®™); je
posunuta doprava a toto zvyseni [Ca”"}; neni (co do velikosti) tak vyrazné.

Pacienti postizeni sekundérni HPT mohou rovn&Z trpét renalni osteodystrofii. U téchto pacienti
se kalcimimetika jevi jako uZite¢na pri 16¢b& jak abnormalni sekrece PTH tak osteodystrofie.

Sloueniny mimikujici t&inky extracelulsmich Ca" jsou prosp&$né pfi dlouhodobé 16&bé jak
primémni tak sekundarni HPT. Tyto slou¢eniny dodavaji dal$i impulz, ktery je potiebny k potla-
&eni sekrece PTH, které nemiiZe byt dosazeno pouhym navozenim hyperkalcemickych podminek.
Tyto slougeniny tedy pomahaji zmirnit hyperkalcémii. Slougeniny s vy$si G&innosti nez Jjakou
maji extracelularni Ca®* mohou prekonat zdanlivé nepotlaitelnou &ast sekrece PTH, ktera
zpusobuje zv1ast' velké problémy u nejrozdifengj$i formy primarni HPT, kterd je zplisobena
adenomem pfistitnych télisek. Jinou moZnosti je vyuziti skutednosti, Ze tyto slou€eniny mohou
sniZit syntézu PTH, jelikoz bylo prokazéno, Ze dlouhotrvajici hyperkalcémie snizuje u &lovéka
askotu hladinu mRNA kédujici preproPTH v adenomu pfistitngch t&lisek. Dlouhotrvajici
hyperkalcémie rovnéZ in vitro potlatuje proliferaci bungk pfistitnych télisek, z &ehoZ vyplyva, e
kalcimimetika mohou byt rovnéz i€inna p¥i omezeni tvorby hyperplazii bun&k pistitnych t&lisek
charakteristickych pro sekundarni HPT.

I buiky jiného druhu neZ buiiky pfistitnych t&lisek mohou ptimo reagovat na fyziologické zmény
v koncentraci extracelulanich Ca®*. Napiiklad zmény v koncentraci extraceluldrnich Ca’"
reguluji u parafolikularnich bungk 3titné zlazy (C—bungk) sekreci kalcitoninu.

Izolované osteoklasty reaguji na zvySeni koncentrace extracelulsrnich Ca®* odpovidajicim
zvySenim [Ca®'];, které ma z &asti pfitinu v mobilizaci intraceluldmich Ca®**. Zvy3eni [Ca®"];
v osteoklastech je spojeno s inhibici resorpce kostni tkan€. Véapenaté ionty pfimo stimuluji
uvolilovéni alkalické fosfatizy u osteoblastd, které se G&astni tvorby kostni tkans.

Zvysend koncentrace extracelularnich Ca®* snizuje, stejné jako je tomu u PTH, sekreci reninu
u juxtaglomerularnich bunék ledvin. V téchto buiikich zpisobuji extraceluldrni Ca** mobilizaci
zasob intracelularnich Ca®*. Ostatni buiiky ledvin reaguji na pfitomnost vapniku nésledujicim
zpusobem: u bunék proximalniho tubulu inhibuje zvy3ena hladina Ca®* tvorbu 1, 25(OH)
vitaminu D, u bun&k distalniho tubulu stimuluje zvy3ena hladina Ca®* produkci vazebného
proteinu pro vépnik a inhibuje zp&tnou absorpci Ca** a Mg?* a inhibuje G&inky vasopresinu na
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tlusté vzestupné raminko Henleovy klitky (MTAL), zvySené hladina Ca® snizuje G€inky vasop-
resinu na buiiky kortexu sb&rného kandlku a ovliviiuje butiky hladké svaloviny v cévach
glomerulu ledvin.

Vapnik rovnéz podporuje diferenciaci poharkovych bungk stieva, bunek mléné zlazy a koznich
bunék; inhibuje sekreci natriuretického peptidu srdegnich sini; v krevnich destitkach snizuje
akumulaci cAMP; pozméfiuje sekreci gastrinu a glukagonu; u bun€k hladkého svalstva cév
modifikuje sekreci vazoaktivnich faktord; ovliviiuje buiiky centrilniho nervového systému
a buiiky periferniho nervového systému.

Existuje tedy dostatek Gdaji, které naznaluji, Ze Ca®* funguje nejenom jako v3udypfitomny
intracelularni signél, ale %e rovnéz piisobi jako extracelularni signl a miZe tudiz regulovat
funkéni odpovédi uréitych specializovanych bungk. Slougeniny podle vynalezu mohou byt tedy

pouzity k 168b& nemoci a poruch spojenych s naruSenymi funkénimi odpovéd'mi téchto bunék na
pitomnost Ca®*.

Mezi specifickd onemocnéni nebo poruchy zpisobené narusenim funk&nich odpoveédi bunék,
které mohou byt 1é¢eny nebo kterym miizeme predchazet, fadime onemocnéni nebo poruchy
centralniho nervového systému, jako naptiklad zachvaty, mrtvice, \iraz hlavy, poranéni michy,
poskozeni nervovych bun&k navozené nedostatkem kysliku, ke kterym dochézi napiiklad pfi
zastavé srdce nebo u neonatdlni respiraéni tisng, epilepsie, neurodegenerativni poruchy jako
napiiklad Alzheimerovu nemoc, Huntingtonovu nemoc a Parkinsonovu nemoc, demenci, svalové
namahy, deprese, panickych stavii, uzkosti, obsedantné-kompulzivni poruchy, poruchy zpiiso-
bené posttraumatickym stresem, schizofrénie, neurolepticky maligni syndrom a Tourettitv
syndrom; poruchy vyznadujici se pfebytetnou zp&tnou absorpei v ledvinach jako je napfiklad
syndrom nepfim&fené sekrece ADH (SIADH), cirhéza, selhéni srdce zpusobené piekrvenim
a nefroza; hypertenze; prevence a/nebo sniZeni rendlni toxicity (napiiklad antibiotik na bazi
aminoglykosidit); drazdivy traénik jako napfiklad prijjem a spasticky kolon; viedovita onemoc-
néni gastrointestindlniho traktu; onemocnéni gastrointestinalniho traktu charakterizovand nad-
mérmou absorpci vapniku jako napfiklad sarkoid6za; a autoimunitni onemocnéni a odmitnuti
organovych transplantati.

Agkoliv sloueniny podle vynilezu, modulujici aktivitu receptori pro vapnik, budou obvykle
pouzivany k 16¢b¢ lidi, mohou byt tyto slouceniny rovn&€z pouzity k 1é&bé podobnych nebo
identickych nemoci postihujicich jiné teplokrevné Zivoti$né druhy, jako napfiklad primaty,
hospodafské zvifata, jako naptiklad vepfe, dobytek a driibeZ; zvifata chovana ke sportovnim
i¢eltim a domdci zvitata jako napfiklad koné, psi a koCky.

IV. Administrace

Riizné slouceniny popsané ve vynilezu mohou byt pouZity k 16¢bé nejrizngjsich nemoci nebo
poruch. Létebny uainek téchto sloudenin spo¢iva v jejich schopnosti modulovat aktivitu
receptort anorganickych ionti, vyhodngji pak aktivitu receptord pro vapnik. Slouceniny podle
vynilezu mohou byt pfipraveny v nejriizn&jsich kompozicich pouZitelnych pro administraci, jako
naptiklad systemickou administraci a topickou nebo lokalni administraci. Techniky pfipravy
a druhy kompozici mohou byt obecn& nalezeny v Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, PA. Administrace iontomimetik a iontolytik je popsana v Nemeth a dalsi,
PCT/US93/01642, Mezinarodni publikace WO 94/18959.

Druh kompozice vhodné pro davkovani je, alespoii z &4sti, zavisly na zpisobu pouZiti nebo cesté,
kterou je kompozice aplikovana. Administraci je mozné provadét oralni cestou, pies pokozku
nebo ve forms injekei. Kompozice vhodné pro davkovani by mély aktivni slougeniné umoznit
dosahnout cilové buiiky, at’ uZ je cilova butika sou¢asti mnohobuné&ného organizmu nebo se
nachdzi v bunééné kultute. Napiiklad farmaceuticka sloudenina nebo kompozice aplikovana do
krevniho fetiété ve formé injekci by méla byt rozpustnd. Jiné faktory ovliviiujici druh pouZité
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kompozice jsou znamé ze stavu techniky a patfi mezi né problém toxicity nebo moznost pouziti
kompozice, kterd ,,pozdrzi“ G&inky slougeniny nebo kompozice.

Slouceniny mohou byt rovn&z ptipraveny ve formé farmaceuticky ptijatelnych soli (napriklad
soli pripravené ptidavkem kyselin) a jejich komplext. Jako farmaceuticky prijatelné soli ozna-
Cujeme netoxické soli v koncentracich, ve kterych jsou administrovany. Ptiprava takovych soli
miiZe usnadnit farmakologické vyuziti tim, Ze dojde ke zm&né fyzikalnich charakteristik dané
sloueniny a pfitom neni u dané sloueniny ovlivnén jeji fyziologicky G¢inek. Mezi uZitetné
zmény fyzikalnich vlastnosti patii naptiklad sniZeni bodu tuhnuti, které usnadiiuje administraci
slou¢eniny pfes sliznici nebo zvySeni rozpustnosti, které usnadni administraci vy3sich koncent-
raci dané slouceniny.

Mezi farmaceuticky pfijatelné soli patfi soli ziskané ptidavkem kyseliny. Ziskané soli existuji
naptiklad ve formé sirand, chloridd, maleatt, fosfatd, amidosirant, octan, citrat, laktatd, vina-
nl, methansulfonati, ethansulfonatii, benzensulfonatd, p-toluensulfonatl, cyklohexylamido-
sirani a chinatd. (Viz naptiklad PCT/US92/03736). Farmaceuticky pfijatelné soli mohou byt
ziskany z kyselin, jakymi jsou naptiklad kyselina chlorovodikova, kyselina maleinova, kyselina
sirova, kyselina fosfore&na, kyselina amidosirova, kyselina octova, kyselina citrénova, kyselina
mlé¢nd, kyselina vinna, kyselina malonov, kyselina methylsulfonova, kyselina ethylsulfonova,

kyselina benzensulfonova, kyselina p-toluensulfonova, kyselina cyklohexylamidosirova a kyse-
lina chinova.

Farmaceuticky pfijatelné soli mohou byt pfipraveny pomoci standardnich postupii. Dana slouge-
nina ve formé& volné baze je kupfikladu rozpu$téna ve vhodném rozpoustédle, jakym je naptiklad
vodny roztok nebo roztok smési alkohol-voda, obsahujici pozadovanou kyselinu, a nasledng
izolovéna odpafenim roztoku. V jiném piikladu je sil pfipravena reakci volné béze a kyseliny
v prostfedi organického rozpouitédla.

K usnadnéni administrace dané sloueniny mohou byt pouZity rovnéZ nosite a excipienty
(mastové zéklady). Jako ptiklad nositi a excipientil je moZné uvést naptiklad uhligitan vapenaty,
hydrogenfosfore¢nan vapenaty, nejrizngjsi cukry jako naptiklad laktéza, glukéza nebo sacharéza
nebo riizné druhy krobu, derivéty celul6zy, Zelatina, rostlinné oleje, polyethylenglykoly a fyzio-
logicky pfijatelna rozpoustédla. Kompozice nebo farmaceutické kompozice mohou byt adminis-
trovany nejriznéj$imi zplsoby, napfiklad intravenézné, intraperitonealng, do podkozni vrstvy
(subkutdnné) a intramuskularng, oralng, lokalné nebo pres sliznice.

Pro systemickou administraci je upfednostiiovana oralni administrace. Jinou moZnosti je
administrace ve form¢ injekci, napfiklad intramuskularni, intravendzni, intraperitonealni nebo
subkutdnni administrace. K administraci ve form& injekci jsou sloudeniny podle vynalezu
pfipravovany ve form& vodnych roztokd, vyhodnéji ve formé fyziologicky ptijatelnych pufrt,
Jjakymi jsou napfiklad Hankiv roztok nebo Ringeriv roztok. Jinou moznosti je pfipravit danou
slou¢eninu v pevném stavu a t&sn& pred pouzitim ji rozpustit nebo suspendovat ve vhodném
rozpoustédle. Dana sloucenina miZe byt rovnéz lyofilizovana.

Systemickd administrace miZe byt rovn&Z dosazeno prostfednictvim administrace pies sliznici
nebo pfes pokozku nebo miiZe byt dan sloudenina administrovéna oralng. P¥i administraci pres
sliznici nebo pfes pokozku jsou v kompozicich pouzity smadeci ptipravky vhodné k usnadn&ni
piekonani bariéry branici priniku dané sloudeniny. Mezi takové smadeci pfipravky znimé ze
stavu techniky patfi naptiklad pfi administraci ptes sliznici soli Zlu¢ovych kyselin nebo derivaty
kyseliny fusidové. K usnadnéni pronikini dané sloudeniny mohou byt dile pouZity ruzné
detergenty. Administrace pfes sliznice miiZe byt dosaZeno pouzitim nosnich sprejii nebo napiik-
lad €ipki. Pro aplikaci slou¢eniny orélni cestou miize byt dana slou&enina pfipravena v kompo-
zici b&zn€ pouZivané k oralni administraci, jako naptiklad ve formé& kapsuli, tablet nebo kapal-
nych pfipravki.
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Pro lokalni aplikaci slougeniny miZe byt pfislusna slougenina pfipravena v kompozicich Zna-
mych ze stavu techniky. Takovymi kompozicemi jsou masti, gely nebo krémy.

Mnozstvi slougeniny podle vynalezu uréené k administraci miZe byt stanoveno pomoci standar-
dnich postupti. Obvykle se terapeuticky u¢inné mnoZstvi pohybuje v rozmezi 1 mmol az 3 mmol
pisluiné slouceniny, vyhodnéji viak v rozmezi 0,1 nmol az 1 mmol v zévislosti na hodnoté
ptisluinych konstant ECso nebo ICs, na véku a hmotnosti pacienta a rovnéZz na druhu onemoc-
néni nebo poruchy. Obvykle jsou slouéeniny pouzivany v mnozstvich v rozmezi 0,1 aZ 50 mg/kg,
vyhodngji pak v rozmezi 0,01 aZ 20 mg/kg Zivé vahy Zivoticha, ktery podstupuje 1écbu.

Priklady provedeni vynélezu

Dile uvadime piklady ilustrujici rizna provedeni podle vynilezu, ktera neomezuji v Zadném
ohledu rozsah vynalezu. Pro ilustraci jsou v piikladech zahrnuty také slouceniny, které pfimo
nejsou pfedmétem vynalezu.

Priklad 1:
Klonovani receptoru pro vapnik z adenomu lidskych pristitnych télisek.

Tento ptiklad popisuje postup klonovéni receptoru pro vapnik z adenomu lidskych pfistitnych
télisek, pi kterém je jako hybridizagni sonda pouZit konstrukt pBoPCaR1 (viz. Nemeth a dalsi,
PCT/US93/01642, mezinarodni publikace WO 94/18959). Hybridizatni sonda byla pouZita za
Zelem identifikace nukleové kyseliny, ktera koduje receptor pro vapnik exprimovany na lids-..
kych pristitnych téliscich. Tato identifikace byla provadéna v podminkéch, pfi kterych je sniZzena
specifita vazby sondy na odpovidajici nukleotidovou sekvenci.

Messengerovi RNA byla izolovéna z adenomu pfistitnych télisek odebran¢ho 39-ti letému muzi-
zKavkazu, trpicimu primarnim hyperparathyroidismem. Analyzou takto ziskané mRNA
metodou Northern blot za pouziti pBoPCaR1 jako hybridiza¢ni sondy byly identifikovany dva
transkripty kodujici receptor pro véapnik o velikostech 5 kb a 4 kb. Ze ziskané mRNA byla
vytvofena ¢cDNA knihovna. Na agarézové elektroforéze byly v zavislosti na délce izolovany
fragmenty dvojvlaknové cDNA o velikosti vésti nez 3 kbp. Tyto fragmenty byly nasledné
zaklonovény do vektoru lambda Zapll. Byl proveden screening péti set tisic rekombinantnich
fagh, pfi kterém byla jako hybridiza&ni sonda pouZita cDNA inzertu pBoPCaR1 o velikosti
5,2 kbp. Inzert pBoPCaR1 byl radioaktivné oznaen syntézou s vyuZitim primerl o nadhodnych
sekvencich, pfi niz byl jako zdroj radionuklidu pouZit [*P}-dCTP. Vysledna specificka aktivita
inzertu pBoPCaR1 byla 1 x 10° cpm/pg.

Screening knihovny byl provadén po dobu 20 hodin za nésledujicich podminek: 400 mM Na’,
50% formamid, teplota 38 °C. Filtry s otiskem plakd byly hybridizovany po dobu 20 hodin
pomoci sondy o koncentraci 500 000 cpm/ml. Po skoneni hybridizace byly filtry promyvény pfi
40 °C v 1 x SSC po dobu 1 hodiny.

Pomoci hybridizaéni sondy pBoPCaR1 bylo pfi primdrnim screeningu identifikovano 250 pozi-
tivnich kionti. U sedmi z t&chto pozitivnich klond byl proveden jesté sekundirni a tercidrni
screening za t&elem izolace jednotlivych kloni, které hybridizuji se sondou pBoPCaR1. Téchto
sedm klon bylo analyzovéno metodou restrikéniho mapovéni a metodou Southern blot. Tti
z téchto klond nesly inzert cDNA o velikosti pfiblizng 5 kbp a byly zfejmé klony s inzertem
odpovidajicim mRNA o velikosti 5 kb. Dva ztéchto kloni nesly inzert cDNA o velikosti
piiblizng 4 kbp a byly zfejm& klony s inzertem odpovidajicim mRNA o velikosti 4 kb.
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Restrikéni mapovéani zmin&nych dvou riizn& velkych inzerti naznaluje, Ze tyto inzerty maji na
svém So konci sekvenén& pribuzné oblasti, ale lidi se v nukleotidové sekvenci na 3’ konci.
Sekven¢ni analyza DNA naznaduje, Z¢ mensi inzert mize byt vysledkem procesu, pii kterém
dochazi k alternativni polyadenylaci v misté polozeném proti sméru transkripce od mista, ve
kterém dochazi k polyadenylaci u vétsiho inzertu.

Jak cDNA inzert o velikosti priblizng 5 kbp tak mensi cDNA inzert byly zaklonovany do
plazmidu pBluescript SK. Za pouziti T7 RNA polymerazy byly in vitro linearizované plazmidy
transkribovany. Vysledkem této transkripce byl vznik odpovidajicich cRNA, které byly injiko-
vany do oocytt rodu Xenopus (150 ng/pl RNA; 50nl/oocyt) za téelem provedeni funk&ni analy-
zy. Po uplynuti inkuba¢nich obdobi o délce 2 aZ 4 dny byla u oocytii zjisfovéna pritomnost
funk&nich receptort pro vapnik. U obou klonit doslo k expresi funk&nich receptortt pro vapnik.
Tato skute€nost byla stanovena tak, Ze pfidanim vhodnych agonistt receptoru pro vépnik do§lo
ke zvy3eni toku chloridovych ionti dovnitf oocytii. Agonisté receptort pro vapnik, mezi néz patfi
NPS R-467 a NPS R-568 (viz. Nemeth a dalsi, PCT/US93/01642, mezinarodni publikace
WO 94/18959) aktivovali receptory pro vapnim exprimované na oocytech v koncentracich
pfiblizné rovnych koncentracim, pfi kterych dochazi k aktivaci nativnich receptortl pro vapnik na
buiikach pristitnych télisek. Oba klony tedy kéduji funk&ni receptor pro vapnik bungk pfistitnych
télisek ¢loveka.

Jak cDNA inzert o velikosti pfiblizn& 5 kbp tak men3i cDNA inzert byly zaklonovany do
plazmidu pBluescript a vzniklé plazmidy byly oznaeny jako pHuPCaR 5,2 a pHuPCaR 4,0.
Nukleotidova sekvence a aminokyselinové sekvence obou téchto inzertii jsou znazornény v SEQ.
ID.¢islo1a2.

Mezi nukleotidovymi sekvencemi zminénych inzerth bylo pozorovano n&kolik rozdild.
Sekvencni analyza zmin&nych cDNA inzertii naznaluje, Ze existuji pfinejmen$im dv& varianty,
které se liSi v sekvenci 3' neptekladané oblasti a které mohou byt produktem alternativni poly-
adenylace. Existuji rovnéz odchylky v nukleotidové sekvenci na 5’ konci inzertis. Tyto rozdilné
sekvence odpovidaji nepfekladanym oblastem a mohly vzniknout alternativni iniciaci transkripce
a/nebo alternativnim sestfihem mRNA.

V klonech pHuPCaR 5,2 a pHuPCaR 4,0 jsou pozorovény mezi kédujicimi oblastmi piislusnych
cDNA jesté dal3i tseky, ve kterych existuje odlinost v nukleotidové sekvenci (viz. SEQ. ID.
gislo 1 a 2). To znamens, Ze tyto dva cDNA klony kéduji odli§né proteiny. Sekvenéni analyza
lidského genu CaR naznafuje, 7¢ 30 paril bazi vyskytujicich se navic vcDNA klonu
pHuPCaR 5,2 (ve srovnani s cDNA klonu pHuPCaR 4,0) je vysledkem alternativniho sestiihu
mRNA. Predpoklada se, Ze alternativni sestfih mRNA ma za nasledek vloZeni 10 dalsich
aminokyselin do polypeptidu CaR kédovaného cDNA klonu pHuPCaR 5,2. K tomuto vloZeni
dochézi v polypeptidu kédovaném cDNA klonu pHuPCaR 4,0 mezi aminokyselinovymi zbytky
gislo 536 a 537. Dale pak pHuPCaR 4,0 kéduje na pozici 925 glutamin (Gln) a na pozici
990 glycin (Gly), kdezto pHuPCaR 5,2 kéduje na obou téchto pozicich arginin (Arg). Gen pro
lidsky CaR kéduj na pozici 925 Gln a na pozici 990 Arg. Ve srovnani s lidskou DNA je rozdil
mezi touto DNA a ¢cDNA klonu pHuPCaR 4,0 chépan jako sekvenéni polymorfizmus v lidské
populaci, zatimco zdména jedné baze v pHuPCaR 5,2 byla patrné zplisobena mutaci b&hem
klonovéni. Ob& cDNA koduji funk&ni receptory pro vapnik, coz bylo potvrzeno v experimentech,
pii kterych byly oocyty rodu Xenopus injikovany cRNA ptipravenou z téchto kloni cDNA. Tyto
oocyty pak reagovaly (jak ukazuji m&feni vodivosti zprosttedkované ionty CI") na pFitomnost
extraceluldrniho vépniku o koncentraci 10 mM. Je nicmén& moZné, Ze tyto dv& izoformy
receptori pro vapnik jsou funk&né& a/nebo farmakologicky odli$né.
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Priklad 2:
Selekce rekombinantnich bunék, které stabiln& exprimuji receptory pro vapnik

Byly izolovany klonované bunéné linie, které stabilng exprimuji dva lidské receptory pro vapnik
a jeden receptor pro vapnik skotu. cDNA kédujici receptory pro vépnik byly zaklonovany do
dvou rozdilnych, komeréné dostupnych vektori; vektoru pMSG (ziskany od firmy Pharmacia)
a vektoru Cep4B (ziskany od firmy Invitrogen). Prvni vektor nesl jako selek&ni marker gen pro
xanthin—guanin fosforibosyltransferdzu (gpt). Produkt tohoto genu umoZiiuje stabilné trans-
fekovanym buiikdm prekonat zablokovéni drahy biosyntézy purind, kterého je dosaZeno pfidav-
kem 2 pg/ml aminopterinu a 25 pg/ml mykofenolové kyseliny. Druhy vektor koduje gen, ktery
nese rezistenci viiéi antibiotiku hygromycin (pouzito v koncentraci 200 pg/ml). cDNA klonu
pHuPCaR 5,2 a klonu pHuPCaR 4,0 (SEQ. ID. &islo 1 a 2) byly z plazmidu Bluescript vystépeny
za pouziti restrikénich enzymi Not I a Hind III. Takto ziskané fragmenty byly bud’ pfimo
zaligovany do vektoru Cep4B, ktery byl pfedem rozitépen restrikénimi enzymy Not I a Hind 111,
nebo byly vystaveny piisobeni Klenowova fragmentu DNA polymerazy a nasledné zaligovany
(ligace tupych konci) do vektoru pMSG rozitépeného restrik&nim enzymem Sma L.

Klonem vektoru pMSG nesoucim inzert z pHuPCaR 5,2 byly postupem zmin&nym vy3e trans-
fekovany buiiky CHO. Selekénim postupem bylo ziskédno 20 rezistentnich kloni, které jsou
v soudasné dobé charakterizovany. Klonem vektoru Cep4B nesoucim inzert z pHuPCaR 5,2 byly
postupem zmin&nym vy3e transfekovany buiiky HEK 293. Selekci hygromycinem bylo ziskédno
velké mnoZstvi stabilng transformovanych klonii. Podobné byly pfipraveny klony exprimujici
izoformu receptoru pro vapnik kédovanou inzertem z klonu pHuPCaR 4,0.

Buiiky ziskané po selekci hygromycinem z klont bung¢k HEK 293 transfekovanych vektorem
Cep4B obsahujicim inzert pHuPCaR 5,2, byly vysety na Aklarovy Ctverce potaZzené kolagenem.
Tyto &tverce byly po jednom umistény do jamek na 12-ti jamkovych plotnach pro tkafiové
kultury. Po dvou aZ $esti dnech bylo odstran&no riistové médium a buiiky byly promyty vyrovna-
vacim roztokem a 1 ml pufru obsahujicim 1 uM indikétor fura2-AM, 1 mM CaCl, a 0,1% BSA
a 1 mM CaCl,. M&feni fluorescence jako odpovédi na pfitomnost agonistii receptordi pro vapnim
bylo provadéno pii 37 °C ve spektrofluorimetru pfi vinové délce excitace 340 nm a vlnové délce
emise 510 nm. Pfi kalibraci signalu byla hodnota Fyy stanovena po pfidani ionomycinu (40 uM)
a zdanliva hodnota F;, byla stanovena po pfidani 0,3 M EGTA, 2,5 M Tris—HCI, pH=10. Velké
zvyseni [Ca™*]; bylo pozorovano jako reakce na pfidani néasledujicich agonisti receptorit pro
vapnik: Ca** (10 mM), Mg* (20 mM) a NPS-R—467. Kontrolni linie bun&k exprimujici funk&ni
receptory substance K na pfitomnost t&chto kalcimimetickych slougenin nereagovaly.

Déle byly ziskény buitky HEK 293 transfekované vektorem s inzertem pHuPCaR 4,0. U téchto
bun&k byla rovnéZ testovana reakce na pritomnost kalcimimetik (jak bylo popséno vyse), ale
s tim rozdilem, Ze tyto buiiky byly béhem experimentu pfitomny v suspenzi.

Priklad 3:

Pouziti bundk pristitnych t¥lisek nasycenych indikatorem fura-2 za udelem méfeni aktivity
receptort pro vapnik

Tento oddil popisuje postupy pouZité k ziskdni bungk pfistitnych télisek z organizmu telat
a lidského organizmu a vyuZiti bun&k piidtitnych télisek k méfeni aktivity receptori pro vapnik.

Pristitna téliska byla ziskana z &erstvé zabitych telat (starych 12 az 14 tydnd). Telata byla zabita
na mistnich jatkdch a pfidtitna téliska byla do laboratofe transportovana v pufru pro buiiky
piidtitnych tlisek (PCB — parathyroid cell buffer) o teploté 0 °C, jehoZ sloZeni je nésledujici
(mM): NaCl, 126; KCl, 4; MgCl,, 1; Na-HEPES, 20; pH = 7,4; glukéza, 5,6 a proménné
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mnozstvi CaCly, napfiklad 1,25 mM. Lidské pFistitna téliska byla ziskéna od pacientd trpicich
primamni nebo uremickou hyperparathyreézou (uremicka HPT), kterym byla tato p¥idtitna t&liska
chirurgicky odstranéna. Postup pi transportu byl stejny jako u pfistitnych télisek telat.

Zlazy byly zbaveny prebytecného tuku a pojivové tkané& a poté byly rozsttihany pomoci malych
niizek na kosticky o hrané ptiblizné 2 az 3 mm. Jednotlivé buiiky pristitnych t&lisek byly ptipra-
veny piisobenim kolagenazy a poté purifikovany centrifugaci v pufru Percoll. Vysledny preparét
bunek pfistitnych télisek neobsahoval tém&F 2adné Eervené krvinky, adipocyty nebo tkaf kapilar,
coz bylo potvrzeno pozorovanim mikroskopem s fizovym kontrastem a barvenim Sudanovou
Cerni. Disociované a purifikované buiiky pfistitnych t&lisek byly pfitomny ve shlucich obsahuji-
cich 5 az 20 bungk. Zivotaschopnost bunék stanovovana pomoci méfeni exkluze trypanové
modre nebo ethidium bromidu byla b&zn& 95 %.

Ackoliv by mohly byt buiiky vtomto stavu pouzity k experimentiim, mély by byt u bungk
kultivovanych pies noc stanoveny fyziologické reakce (napfiklad moznost potladeni sekrece PTH
a klidova hladina [Ca”"];). Primarni kultura m4 rovné% tu vyhodu, Ze butiky mohou byt izotopové
znaeny aZ na rovnovaZnou troveil izotopu, coZ je nezbytné pro studie, pfi kterych se méii
metabolizmus inositol fosfatu.

Nasledn& po purifikaci na gradientu Percoll byly bufiky nékolikrit promyty ve smési (1:1)
ITS” a Hamova F12-Eaglova média modifikovaného podle Dulbecca (GIBCO) s pridavkem
50 pg/ml streptomycinu, 100 U/ml penicilinu a 5 pg/ml gentamicinu. ITS™ je piedpfipravené
médium obsahujici inzulin, transferin, selen a bovinni sérovy albumin (BSA) s kyselinou lino-
leovou (Collaborative Research, Bedford, MA). Nasledné byly butiky preneseny do plastikovych
lahvi (75 a 150 cm®; Falcon) a inkubovany pfes noc pfi 37 °C ve vlhké atmosféte s 5% CO,.
K témto bunéénym kulturdm kultivovanym pfes noc nebylo ptidavano sérum, protoZe p¥itomnost
séra umoziiuje buitkdm, aby se prichytily k plastikovym sténdm a zadaly proliferovat a diferen-
covat. Bun&né kultury pfipravené za podminek zmin&nych vyse mohly byt z lahvi odstran&ny
JednoduSe dekantaci a vykazovaly stejnou Zivotaschopnost jako erstvé pripravené buiiky p.

Purifikované buiiky pfistitnych télisek byly suspendovéany v roztoku 1,25 mM CaCl, — 2%
BSA-PCB obsahujicim 1 pM acetyloxymethyl ester fura-2 a byly inkubovany pfi 37 °C po dobu
20 minut. Poté byly buiiky kratce zcentrifugovany a suspendovany v pufru o stejném sloZeni jaké
mél predchozi pufr, oviem jiz bez pfitomnosti esteru fura-2, a dale inkubovany pii 37 °C po
dobu 15 minut. Nésledn& byly buiiky dvakrat promyty PCB obsahujicim 0,5 mM CaCl,
a0,5% BSA a ponechény pii pokojové teplot& (pfiblizng 20 °C). Tésné pted pouzitim byla
bunéna suspenze pétkrat zfedéna pfedehfatym roztokem 0,5 mM CaCl,-PCB, aby bylo
dosaZeno findlni koncentrace 0,1% BSA. Koncentrace bungk vkyvetd pouZité k méFeni
fluorescence byla 1 az 2 x 10° /ml.

Fluorescence bunék nasycenych indikdtorem byla méfena pfi 37 °C na spektrofluorimetru
(Biomedical Instrumentation Group, Pennsylvania, Philadelphia, PA) vybaveném termo-
statovanym drzakem kyvet a magnetickym michadlem. Pro méfeni byla pouzita vinova délka
excitace 340 nm a vlnova délka emise byla m&fena pti 510 nm. Nam&fené hodnoty fluorescence
koresponduji s hladinou cystolickych Ca®*. Fluorescenéni signaly byly kalibrovany za pouziti
digitoninu (finalni koncentrace 50 pg/ml), kde byla stanovena hodnota maximalni fluorescence
(Fmax) 2 EGTA (findlni koncentrace 10 mM, pH = 8,3), pti pouziti kterého byla ziskana hodnota
minimalni fluorescence (Fy;;) a disociaéni konstanta 224 nm. Unikani barvy je zavislé na teploté
uniklé barvy zvySuje jen nepatrné. Za GZelem korekce kalibrace vzhledem k tniku barvy byly
buiiky umistény do kyvety a michény pfi 37 °C po dobu 2 a% 3 minut. Poté byla bun&tna
suspenze z kyvety odstranéna, buiiky byly krétce zcentrifugovany a supernatant byl vracen do
prazdné kyvety. Supernatant byl poté vystaven piisobeni digitoninu a EGTA za Gi¢elem stanoveni
mnoZstvi uniklé barvy. Toto mnoZstvi obvykle predstavuje 10 az 15 % z celkového fluores-
cenéniho signalu zavislého na ptitomnosti Ca**. Odhad tniku barvy byl odetten od zdanlivé
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konstanty F;,. Piiklad &islo 4: Pouziti bunék HEK 293/pHuPCaR 4,0 nasycenych indikatorem
fura—2 za uéelem méfeni aktivity receptoru pro vapnik.

Tento oddil popisuje postupy pouZité ke stanoveni aktivity receptorii pro vépnik za vyuZiti bun&k
HEK 293/pHuPCaR 4,0 nasycenych indikatorem fura~2. Buiky HEK 293 transfekované
pHuPCaR 4,0 byly nasyceny indikatorem fura—2 pomoci inkubace bun€k v Eaglove médiu
modifikovaném podle Dulbecca pufrovaném roztokem 20 mM HEPES obsahujicim 5 puM
fluor-3/AM po dobu jedné hodiny pfi pokojové teploté. Poté byly buiiky promyty Hankovym
rovnovéznym roztokem pufrovanym roztokem 20 mM HEPES obsahujicim 1 mM CaCl, a 1 mM
MgCl,. Testované sloudeniny byly nasledné pFidany k buitkam a byla stanovovéna fluorescence.
Pro méfeni byla pouZita vinova délka excitace 340 nm a vlnova délka emise byla méfena pfi
510 nm.

Priklad 5:
Mgfeni schopnosti jednotlivych slougenin modulovat aktivitu receptorl pro vapnik

Schopnost riiznych sloutenin modulovat aktivitu receptord pro vépnik byla stanovovana pomoci
méfeni zvySeni [Ca®]; v buitkich HEK 293 transfekovanych nukleovou kyselinou kodujici
pHuPCaR 4,0, které byly nasyceny indikatorem fura—2. Druhym systémem pro toto stanoveni
byly buiiky pistitnych télisek nasycené indikatorem fura—2. Vysledky jednotlivych experimentl
jsou shrnuty v tabulkdch 1. a; 1. b. 1; 1. b. 2; 1. c a 2. V tabulkach 1. a, 1. b.1,1.b.2, 1. ¢ jsou
shrnuty vysledky stanoveni Gginkii jednotlivych slougenin na aktivitu receptordi pro vapnik pfi
riznych koncentracich t&chto slou€enin. Utinky jednotlivych slougenin na aktivitu receptorl pro
vapnik byly stanovovany jak je popsano v pfikladu Eislo 4 (to znamena, Ze byly pouzity buiiky .
HEK 293 transfekované nukleovou kyselinou kédujici pHuPCaR 4,0, které byly nasyceny .
indikatorem fura-2). :

V tabulce 2 jsou shrnuty vysledky jednotlivych experimenti, pfi kterych byla pro buiiky HEK
293/pHuPCaR 4,0, nebo pro buitky priititnych télisek, které byly nasyceny indikatorem fura-2,
vypotitana hodnota konstanty ECso. Buitky byly nasyceny indikatorem fura-2 a stanoveni bylo
provedeno zptisobem popsanym v piikladu &islo 2 (pro buiiky pfistitnych telisek) nebo v zplso-
bem popsanym v ptikladu &islo 3 (pro buiiky HEK 293/pHuPCaR 4,0).

Tabulka 1. a. Kalcimimetické slougeniny, které v koncentracich 3,3 ng/ml vyvoldvaji u bungk
HEK~-293 exprimujicich lidsky receptor pro vapnik siln&j$i nez 40% odpoved..

K6d slou€eniny % aktivity pfi &tyfech koncentracich (ng/ml)
3300 330 33 3,3

Referenéni slouceniny

R-568 95 69 24
17P 101 86 54
17X 105 93 51
24X 126 109 124 109
24Y 119 120 127 102
17] 116 118 122 102
25A 122 120 114 92
17E 116 110 110 92
247 138 138 135 90
148 116 106 105 88
25E 132 129 122 85
17G 125 128 119 77
14T 126 125 17 77
17TH 126 124 111 74
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119
113
130
111
115
108
110
117
126
115
114
115
123
138
106
97
107
101
110
113
120
97
101
105
132
112
114
111
98
115
108
116
134
108
138
. 9%
100
107
99
104
102
100
110
98
114
97
115
81
111
109

102
114
113
93
99
101
101
94
100
99
102
96
105
98
102
88
95
86
88
102
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Tabulka 1. b. 1. Kalcimimetické slougeniny, které v koncentracich 33 ng/ml vyvolavaji u bunek
HEK-293 exprimujicich lidsky receptor pro vapnik siln€j3i nez 40% odpoveéd'.

Kdéd slouceniny % aktivity pfi &tyfech koncentracich (ng/ml)
3300 330 33 3,3

Referenéni slouceniny

R-568 95 69 24
17P 101 86 54
17X 105 93 51
12C 134 125 98 39
161 121 117 96 36
17D 108 91 38
17F 11 90 28
24C 116 113 87 32
25K 124 107 86 35
13F 125 122 85 38
21F 109 85 36
218 132 131 85 34
10F 96 84 27
14R 106 107 84 37
13G 111 128 82 29
14Z 118 103 82 20
16N 122 159 82 8
8U 123 129 82 11
23W 117 97 81 25
12G 139 139 81 35
15G 113 80 32
25M 118 110 79 25
13V 110 79 33
14P 112 103 78 30
6T 123 129 78 15
14Q 101 78 35
17L 111 104 78 31
24K 106 78 30
24U 106 106 78 25
25Q 116 - 95 77 20
8J 104 71 39
23H 121 114 77 28
21C=4U 134 114 76 17
25F 97 85 76 28
16R 100 76 25
171 118 97 76 18
24) 103 75 31
210 109 75 37
24G 109 94 75 22
151 111 93 75 24
21D 104 75 17
20Y 117 95 74 24
10P 102 74 8
23M 113 97 74 26
14Y 109 73 17
17K 98 97 73 37
12E 117 121 73 23
17Z 99 73 37
16W 102 73 4
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23K 106 107 72 24
25X 96 94 72 22
13W 109 71 12
23P 125 99 70 22
18B 111 96 69 26
21Y 100 68 36
17W 92 67 13
23A 103 67 24
23G 127 93 67 13
13M 92 66 15
21U 104 104 66 18
21R 100 66 15
1058/10T 86 65 13
17R 98 65 13
13X 102 65 13
4N 100 65 13
21E 94 64 4
15J 80 75 64 13
22Y 114 64 28
21G 88 63 18
24L 105 62 10
10V 99 62 8
10W/10X 98 61 9
17B 92 61 19
23Y 106 87 61 16
11Y 103 61 20

Tabulka 1. b. 2. Kalcimimetické slouceniny, které v koncentracich 33 ng/ml vyvolavaji u bungk -
HEK-293 exprimujicich lidsky receptor pro vapnik silnéjsi nez 40% odpovéd'.

Kod slouéeniny % aktivity pfi ¢tyfech koncentracich (ng/ml)

3300 330 33 3,3
Referenéni sloudeniny
R-568 95 69 24
17P - 101 86 54
17X 105 93 51
18C 99 87 60 18
23T 102 74 60 31
4V 93 59
8G 84 59 6
231 102 58 , 3
21IM 102 58 17
240 137 114 58 8
3U 89 57
9A 82 56 6
12M 98 86 56 11
12B 130 110 56 4
21P 92 56 13
8T 85 55 13
10L/10M 99 55 4
241 109 84 55 11
14N 89 55 15
23R 104 86 54 13
23S 97 53 3
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21T 133 112 53 3
10W/10X 81 53 4
13T 90 53 6
6R 94 52 7
201 87 52 12
24A 122 85 52 9
12D 128 109 52 5
6X 84 52 10
18T 99 74 52 14
21X 119 101 51 2
23] 102 61 51 29
10Z 96 51 5
16Z 88 51 9
23N 96 50 2
16U 85 50 4
11D 96 50 4
23X 94 49 1
17A 88 49 7
20J 80 48 8
22X 86 48 10
23U 87 48 3
9Z 74 48 4
16J 92 76 47 31
25N 94 73 46 8
4P 81 46 8
230 111 79 46 13
13Q 95 46 5
4G 83 46

12Y 80 46 10
12L 88 45 10
23F 82 45 5
11w 81 44 2
8H 88 44 7
25V 89 59 43 26
25W 95 69 42 8
10R . 82 42 7
2IN 124 98 42 4
8S 73 42 7
8X 75 40 19
13E 123 94 40 2

Tabulka 1.c. Kalcimimetické slougeniny, které v koncentracich 330 ng/ml vyvolavaji u bungk

HEK-293 exprimujicich lidsky receptor pro vapnik siln&jsi nez 40% odpovéd’.

Kéd slouceniny % aktivity pfi Gtyfech koncentracich (ng/ml)

3300 330 33 3,3
Referenéni sloudeniny
R568 95 69 24
17P 101 86 54
17X 105 93 51
7X 85
3H 84
3L 81 28
160 129 81 21 2
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Tabulka 2: Arylalkylaminova kalcimimetika podle obrazku 1 aktivni na receptorech para-
thyroidnich bunék in vitro

(ECso<5pM)
Kéd sloueniny, ECso Kod slouceniny, ECs
viz obr. 1 (uM) viz obr. 1 (LM)
NPS R—467 2,00 11X 0,83
NPS R-568 0,60 11Y 2,80
3U 0,64 12L 1,70
3V 1,80 12U 1,20
4A 1,40 12V 0,42
AB 2,00 12w 3,20
4C 2,00 12Y 2,00
4D 4,40 12Z 0,11
4G 1,80 13Q ca. 0,80
4H 13R 0,25
4] 2,20 138 <0,13
4M 2,10 13U 0,19
4N 0,80 13X . <0,75
4P 1,60 14L 0,26
4R/6V 4,20 14Q 0,47
4S 3,30 14U 0,13
4T/4U 1,60 14V 1,70
4V 2,50 14Y 0,38
4W 2,30 15G ca. 0,50
4Y 1,30 16Q 0,04
47/5A 4,40 16R 0,36
5B/5C 2,80 16T 0,04
5W/5Y 3,60 16V <0,13
6E 2,70 16W 0,59
6F (R,R-) 0,83 16X 0,10
6R 3,40 17"™ 0,15
6T 2,90 170 0,04
6X 2,50 17P 0,04
A 3,20 17R 0,39
7X 1,10 17W 0,43
8D 2,50 17X 0,02
8J 0,78 20F <1,00
8K 1,30 201 >1,00
8R 2,60 201 >3,00
8S 1,70 20R 2,40
8T 1,80 208 4,20
8U 0,44 21D 3,00
8X 0,76 21F 0,38
8Z 0,40 21G 1,10
9C 0,60 210 0,26
9D 1,40 21P 0,43
9R 0,25 21Q 1,40
9S 4,80 21R 0,37
10F 0,89 25C >2,00
11D 1,80 25D 0,02
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Priklady 6 az 17:
Syntéza sloucenin podle vynélezu

Slougeniny podle vynalezu mohou byt syntetizovany pomoci standardnich technik, napiikiad
takovych, které jsou popsany v Nemeth a daldi, PCT/US93/01642, Mezinarodni patentova
pfihlaSka WO 94/18959. NiZe jsou uvedeny reprezentativni ptiklady syntéz slou¢enin podle
vyndlezu.

Syntéza sloucenin 9R, 14U, a 17P probihala reduktivni aminaci komeréné& dostupnych aldehydi
nebo ketonii s primdrnim aminem v pfitomnosti kyanoborohydridu sodného nebo triacetyloxy-
borohydridu sodného.

Slou€eniny 11Y, 12H, 12K, 12M, 14S, 14T, 16L — O, 17E, 17G, 17], 24X, 24Y, 25A,
25R - 25K, and 250 byly pfipraveny podobnym zplisobem,

Pfi syntéze téchto tfi sloudeniny (9R, 14U, a 16P) byly pfi poutziti triacetyloxyborohydridu
sodného vy3Si vytéZky pozadovanych diastereoizomerli s vy33i diastereoselektivitou, nez pti
pouziti kyanoborohydridu sodného. Obohacené smési byla dale purifikovany aZ na jednotlivé
diastereomery pomoci HPLC s normalni fazi nebo rekrystalizaci z organickych rozpousdtédel.

Slou€eniny 8], 8U, 11X, 17M a 25Y byly pFipraveny kondenzaci primarniho aminu s aldehydem
nebo ketonem v pfitomnosti izopropoxidu titani¢itého. Vzniklé intermediatni iminy redukovany
in situ pomoci kyanoborohydridu sodného, borohydridu sodného nebo triacetyloxyborohydridu
sodného. Intermedidtni enamin pro syntézu sloudeniny 8U byl katalyticky redukovan pomoci
hydroxidu palladnatého nebo uhliku.

Slougeniny 12U, 12V and 12Z byly pfipraveny kondenzaci aminu s nitrilem v p¥itomnosti diizo-
butylaluminiumhydridu (DIBAL — H). Vznikly intermediétni imin byl redukovan in situ pomoci
kyanoborohydridu sodného nebo borohydridu sodného. Intermediétni alkeny (slougeniny 12U
a 12V) byly redukovany katalytickou hydrogenaci v ethanolu pomoci palladia na uhliku.

Sloueniny byly pfevedeny na odpovidajici bilé krystalické hydrochloridy vytfepanim pomoci
HCI z etherického roztoku volné baze.

Aminy pouZité pro tyto syntézy byly ziskiny od firmy Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI,
nebo od firmy Calgene Corp., Warren, NJ, nebo byly pfipraveny syntézou pomoci znimych
technik. V3echny ostatni chemikalie byly ziskany od firmy Aldrich Chemical Co.

Ptiklad 6:
Syntéza slou€eniny 25Y
N-(3—(2—fenyl)propyl)-2—(1-naftyl)ethylamin

Smés 3-fenyl-1-propylaminu (1,35 mg, 1 mmol), 1’-acetonaftonu (170 mg, 1 mmol) a izo-
propoxidu titani¢itého (355 mg, 1,3 mmol) se miché p¥i teplot& mistnosti po dobu jedné hodiny.
K reakéni smési se prida 1M ethanolicky roztok kyanoborohydridu sodného (1 ml) a smés se dale
micha po dobu 16 hodin pfi teploté mistnosti. Reak&ni smé&s se poté nafedi etherem a vytrepava
vodou (0,1 ml). Reakéni smés se odstiedi a je odebrana eterick4 faze, kterd se zakoncentruje do
mlé&né olejovité kapaliny.Mala ¢ast tohoto materiélu (10 mg) se &isti pomoci HPLC (Phenome-
nex, 1,0 x 25 cm, 5 um silikagel) v gradientu dichlormethanu az k 10% methanolu v dichlor-
methanu s obsahem 0,1 % izopropylmethanu. Po pregidtdni vznikl produkt, obsahujici &istou
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volnou bazi s t¥mito vlastnostmi: GC/EI — MS (R, = 10,48 min) m/z (rel. int.) 289, M, 11),274
(63), 184 (5), 162 (5), 155 (100), 141 (18), 115 (8), 91 (45), 77 (5).

Piiklad 7:
Syntéza slouceniny 8J
hydrochlorid N—(3—fenylpropyl)-1—(3—thiomethylfenyl)ethylaminu

3'~Aminoacetofenon (2,7 g, 20 mmol) se rozpusti ve 4 ml koncentrované HC, 4 g ledu a 8 ml
vody. Roztok se ochladi na 0 °C a po dobu 5 minut se pfidava dusitan sodny (1,45 g, 21 mmol)
rozpuitény ve 3 az 5 ml vody, pfi¢emz se teplota reak&ni smési udrzuje pod 6 °C. Thiomethoxid
sodny (1,75 g, 25 mmol) se rozpusti v 5 ml vody a ochladi na 0 °C. K tomuto roztoku se pfidava
po 10 minut diazoniova sil a teplota se pfitom udrZzuje pod 10 °C. Reak&ni smés se micha po
dobu dal§i hodiny, pfiemZ se teplota postupné zvySuje aZ dosahne hodnoty vn&j3i teploty.
Reakéni sm&s se poté vytiepava ve smési etheru a vody. Etherova faze se oddéli a poté se
promyje hydrogenuhli¢itanem sodnym a chloridem sodnym. Pak se féze susi pomoci siranu
sodného. Ether se neché odpa¥it za 74% vyt&zku 3'~thiomethyl-acetofenonu. Surovy material se
Cisti destilaci za sniZzeného tlaku.

3—Fenylpropylamin (0,13 g, 1 mmol), 3-thiomethylacetofenon (0,17 g, 1 mmol) a izopropoxid
titanigity (0,38 g, 1,25 mmol) se smisi a nechaji se 4 hodiny v klidu. Poté se pfidé ethanol (1 ml)
a kyanoborohydrid sodny (0,063 g, 1 mmol) a reak&ni smés se micha pies noc. Poté se k reakeni
smési pfidaji 4 ml etheru a 200 pl vody. Smés se micha a poté se v centrifuze odd€li nerozpustné
latky. Etherové vrstva se oddéli od sraZeniny a rozpoustédlo se odstranéni ve vakuu. Vznikly olej
se znovu rozpusti v dichlormethanu a slougenina se &isti preparativni TLC na silikagelu. Jako
elugniho &inidla se p¥itom pouZije 3% smés methanol/dichlormethan. Titulni slougenina se ziska -
jako &isty olej: GC/EI - MS (R, = 7,64 min) m/z (rel. int.) 285 (M", 18), 270 (90), 180 (17), 151 =
(100, 136 (32), 104 (17), 91 (54), 77 (13). '

Ptiklad 8:
Syntéza slou€eniny 8U
hydrochlorid N-3—(2-methoxyfenyl)—1—propyl-(R)-3-methoxy—c~methylbenzylaminu

Smés (R)~(+)-3—-methoxy—a-methylbenzylaminu (3,02 g, 20 mmol), 2-methoxycinnamaldehydu
(3,24 g, 20 mmol) a izopropoxidu titani&itého (9,53 g, 30 mmol, 1,5 ekv.) se micha 2 hodiny pfi
teploté mistnosti, poté se k ni pfida 1M ethanolicky roztok kyanoborohydridu sodného (20 ml).
Reakéni smés se micha pres noc (16 hodin), pak se pfida diethylether, a vytfepava se vodou
(1,44 ml, 80 mmol, 4 ekv.). Po dikladném promichani (1 hodinu) se reakéni smés odstiedi
a etherova faze se odejme a zakoncentruje na olej. Tento materil se rozpusti v ledové (koncent-
rované) kyseling octové, vytfepava se s hydroxidem palladia a hydrogenuje se 2 hodiny vodikem
o tlaku 413 kPa, pfi teploté mistnosti. :

Katalyzator se odstrani filtraci, vznikly roztok se zakoncentruje do podoby hustého oleje. Tento
materil se rozpusti v dichlormethanu a neutralizuje se pfidavkem 1IN NaOH. Dichlormethanovy
roztok se oddéli od vodné faze a susi se pomoci bezvodého uhligitanu draselného do formy oleje.
Tento se poté rozpusti etherem a vytfepava se 1M HCI v diethyletheru. ShromaZdi se vznikly
precipitat (bila pevna latka), ktery se promyje diethyletherem a vysusi na vzduchu.

Vznikl4 volna baze ma nasledujici vlastnosti CC/EI — MS (R, = 9,69 min) m/z (rel. int.) 299
(M+, 21), 284 (100), 164 (17), 150 (8), 135 (81), 121 (40), 102 (17), 91 (43), 77 (18).
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Priklad 9:
Syntéza sloudeniny 9R
hydrochlorid (R)}-N—(1—(2-naftyl)ethyl)}~(R)-1—(1-naftyl)ethyl-aminu

Smés (R)~(+)-1—(1-naftyl)ethylaminu (10,0 g, 58 mmol), 2'~acetonaftonu (9,4 g; 56 mmol),
izopropoxidu titanigitého (20,7 g, 73,0 mmol) a absolutniho ethanolu (100 ml) se po 3 hodiny
zahtiva na 60 °C. Poté se p¥ida kyanoborohydrid sodny (NaCNBH, 0,67 g, 58,4 mmol). Reakéni
smés se micha 18 hodin za teploty mistnosti. Poté se k reakéni smési pfida 1 ml etheru a 10 ml
vody, a vznikly precipitat se odstrani centrifugaci. Supernatant se necha odpafit ve vakuu a suro-
vy produkt se Etyfikrat rekrystalizuje z horkého hexanu za vzniku 1,5 g &istého (98 %) diaste-
reomeru. Volna baze se rozpusti v hexanu, piefiltruje, a poté se prida HCI s etherem, &imz se
vysrazi produkt jako bild sraZenina s vytézkem 1,1 g (6 %), teplota tani: m&kne mezi 200 aZ
240 °C.

Priklad 10:
Syntéza slou¢eniny 11x
hydrochlorid N—(4—izopropylbenzyl)(R)~1—(1-naftyl)ethylaminu

Smés (R)~(+)-1-(1-naftyl)ethylaminu (1,06 g, 6,2 mmol), 4-izopropylbenzaldehydu (0,92 g,
6,2 mmol) a izopropoxidu titani¢itého (2,2 g, 7,7 mmol) se 5 minut zah#iva na teplotu 100 °C
a poté se 4 hodiny micha za teploty mistnosti. Poté se ptida kyanoborohydrid sodny (NaCNBHS)
(0,39 g, 6,2 mmol) s 1 ml ethanolu. Reak&ni smés se mich4 18 hodin za teploty mistnosti. Poté se
k reakéni smési pfida 100 ml etheru a 1 ml vody a vznikly precipitat se odstrani centrifugaci.
Supernatant se necha odpafit ve vakuu a surovy produkt se chromatograficky rozdéli na silika-
gelu na koloné 50 mm x 30 cm. Jako elu&niho &inidla se pouZije 1 % methanolu v chloroformu.
Chromatograficky rozd&leny material se poté rozpusti v hexanu a produkt se vysrazi ptidavkem
HCl s etherem jako bila sraZenina. Vytézek 0,67 g, 35 %, teplota tani: 257 az 259 °C.

Priklad 11:
Syntéza sloudeniny 12U
hydrochlorid N-3—(2-methylfenyl)-1-propyl~(R)-3-methoxy-a-methylbenzylaminu

Roztok 2-methylcinnamonitrilu (1,43 g, 10 mmol) v dichlormethanu (10 ml) se ochladi na 0 °C
a pak se po dobu 15 minut po kapkéch pfidava 1M roztok diizobutylaluminiumhydridu (10 ml
v dichlormethanu). Reakéni smés se poté 15 minut mich4 pfi teploté 0 °C a po dal$ich 15 minut
se kni po kapkich pfidiva 1M roztok (R)~(+)-3-methoxy—o-methylbenzylaminu (1,51 g,
10 mmol) v dichlormethanu (10 ml). Reakéni smés se poté dalsi 1 hodinu micha pfi teplot& 0 °C
a pak se nalije do 100 ml ethanolického roztoku kyanoborohydridu sodného (1 g, 16 mmol).
Reakeni smés se v dal§im kroku micha 48 hodin pfi teplotd mistnosti. Reakéni smés se poté
nafedi etherem a neutralizuje se 1IN NaOH.

Etherickd faze se odstrani a vysusi se bezvodym uhli¢itanem draselnym za vzniku olejovité
kapaliny. Tento material se chromatograficky pegisti na silikagelu. Jako elu&niho &inidla se
pfitom pouZije gradientu od &istého dichlormethanu po 5% methanol v dichlormethanu. Vyt&z-
kem je €isty nenasyceny meziprodukt s vlastnostmi GC/EI — MS (R, = 10,06 min) m/z (rel. int.)
281 (M+, 17), 266 (59), 176 (19), 146 (65), 135 (73), 131 (100), 91 (21), 77 (13).
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Tento nenasyceny meziprodukt v ethanolu se hydrogenuje v ptitomnosti palladia na uhliku ve
vodikové atmosféfe za tlaku 1,013.10° Pa. Hydrogenace probih4 16 hodin pfi teplot€ mistnosti.
Produkt této reakce se prevede na hydrochloridovou sil vytfepanim 1M HCI v diethyletheru.
Tento material (&ista volna baze) vykazoval nésledujici vlastnosti GC/EI - MS (R, = 9,31 min),
m/z (rel. int.) 283 (M", 21), 268 (100), 164 (12), 148 (8), 135 (85), 121 (12), 105 (49), 91
(23), 77 (21).

Priklad 12:
Syntéza slouCeniny 12V
hydrochlorid N-3—(3-methylfenyl)-1-propyl<(R)-3—methoxy—a-methylbenzylaminu

Slougenina se pFipravi zpisobem popsanym v prikladu 11, pouze s tim rozdilem, Ze se pouZije
2-methylcinnamonitril. Nenasycenym meziproduktem je &ista slozka s vlastnostmi GC/EI - MS
(R.= 10,21 min) m/z (rel. int.) 281 (M", 57), 266 (86), 146 (98), 135 (88), 131 (100), 115 (43),
102 (26), 91 (43), 77 (18). Redukce této latky a tvorba hydrochloridu probihala zplsobem
popsanym v piikladu 11. Vlastnosti produktu (Zisté volné baze) byly nasledujici GC/EI - MS
(R, = 9,18 min), m/z (rel. int.) 283 (M, 19), 268 (100), 164 (11), 148 (8), 135 (76), 121 (16), 105
(45), 91 (23), 77 21).

Piiklad 13:
Syntéza slouceniny 12Z
hydrochlorid N-3—(2—chlorfenyl)~1-propyl—(R)-1—(1-naftyl)-ethylaminu

Slougenina se pFipravi zplisobem popsanym v piikladu 11, pouze s tim rozdilem, Ze se pouZije
2—chlorhydrocinnamonitril a (R)}~1-(+)-1—(1-naftyl)ethylamin v 10milimolarnim méfitku.
Meziprodukt se chromatograficky pregisti na silikagelu. Jako elugniho ¢&inidla se pfitom pouzije
gradientu od &istého dichlormethanu po 5% methanol v dichlormethanu. Vznika tak chromato-
graficky &ista slozka (testovano TLC s 5% methanolem v dichlormethanu jakozto elu¢nim
&inidlem). Hydrochlorid tohoto meziproduktu se pfipravi pomoci 1M HCl v diethyletheru.

Priklad 14:
Syntéza slouceniny 14U
hydrochlorid (R)-N—(1-(4-methoxyfenyl)ethyl}(R)-1—(1-naftyl)ethylaminu

Smés R)~(+)-1—(1-naftylethylaminu (1,1 g, 6,2 mmol), 4'-methoxyacetofenonu (0,93 g,
6,2 mmol), izopropoxidu titani&itého (2,2 g, 7,7 mmol) a absolutniho ethanolu (1 ml) se 3 hodiny
zahtivé na 60 °C. Poté se ptida kyanoborohydrid sodny (NaCNBH;) (0,39 g, 6,2 mmol) a reakeni
smés se mich4 za teploty mistnosti po dobu 18 hodin. Poté se pfid4 200 ml etheru a 2 ml vody.
Vznikl4 sraZenina se poté odstrani centrifugaci. Supernatant se necha odpafit ve vakuu a surovy
produkt se chromatograficky rozdéli na silikagelu (kolona 25 mm x 25 cm). JakoZto elu¢niho
Sinidla se pouZije 1% methanol v chloroformu. Cast tohoto produktu se pouZzije na HPLC
chromatografii na kolon& Salectosil, 5 uM silikagel; 25 cm x 10,0 mm (Fenomenex, Torrance,
CA) pfi prittokové rychlosti 4 ml/minutu. UV detekce byla provadéna pfi vinové délce 275 nm.
Jakoto eluéniho &inidla bylo pouZito smési 12 % ethylacetatu s 88 % hexanu. Elugni ¢as byl
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12,0 minut. Pomoci HPLC purifikovany diastereomer se poté rozpusti v hexanu a produkt se poté
vysrazi ptidavkem HCI s etherem jako bila sraZenina (20 mg), teplota tani 209 az 210 °C.

Priklad 15:
Syntéza slou€eniny 17M
hydrochlorid N-(3—chlor—4—methoxybenzyl}(R)-1—(1-naftyl)ethylaminu

Smés (R)~(+)-1—(1-naftyl)ethylaminu (6,6 g, 30 mmol), 3'~chlor-4'—methoxybenzaldehydu
(6,6 g, 39 mmol) a izopropoxidu titani¢itého (13,8 g, 48,8 mmol) se 30 ml absolutniho ethanolu
se 30 minut zahtiva na 80 °C a poté se micha 3 hodiny za teploty mistnosti. Poté se ptida kyano-
borohydrid sodny (NaCNBH;) (2,45 g, 39 mmol). Reakéni smés se 18 hodin micha za teploty
mistnosti. Po této dobé se k reakéni smé&si pfida 100 ml etheru a 2 ml vody a vznikla sraZenina se
poté odstrani centrifugaci. Supernatant se odpafi ve vakuu a surovy produkt se chromatograficky
pieCisti na silikagelu (50 mm x 30 cm). Jako elu¢niho &inidla se pouZije dichlormethanu.
Chromatograﬁcky rozdé€leny material se poté rozpusti v 500 ml hexanu a odbarvi se pomoci filtru
Norit® (0,2 um). Produkt se poté vysraZi ptfidavkem HCI s etherem jako bila sraZenina (10,2 mg,
vytézek 56 %), teplota tani 241 az 242 °C.

Ptiklad 16:
Syntéza slou€eniny 17P

4-Methoxy-3-methylacetofenon (prekurzor slouceniny 17P). Smés 4'-hydroxy—3'-methyl-
acetofenonu (5,0 g, 33,3 mmol), methyljodidu (5,7 g, 40,0 mmol), granulovaného bezvodého
uhlicitanu draselného (23,0 g, 167 mmol), a acetonu (250 ml) se micha 3 hodiny. Poté se reak&ni
smé&s ochladi na pokojovou teplotu, filtraci se odstrani anorganické soli a nech4 se odpafit ve
vakuu. Surovy produkt se rozpusti ve 100 ml etheru a promyje se 2 x 20 ml vody. Organicka faze
se vysusi siranem sodnym a necha se odpafit. VytéZek produktu je 4,5 g (82,4 %). Ziskany keton
se pouZije v nasledujici reakci bez dalsiho pfe€istovani.

hydrochlorid (R)-N—( 1—(4—methoxy—3—methylfenyl)ethyl)—(R)——l —(1-naftyl)ethylaminu
(Sloucenina 17P)

Smés (R)~(+)-1—(1-naftyl)ethylaminu (4,24 g, 24,8 mmol), 4'-methoxy—3'—methylacetofenonu
(4,06 g, 24,8 mmol), a izopropoxidu titani¢itého (8,8 g, 30,9 mmol) s 1 ml absolutniho ethanolu
se zahfiva 2 hodiny na 100 °C. Poté se pfid4 45 ml izopropanolu a reakéni smés se ochladi na
10°C vledové lazni. Poté se po &astech 15 minut pfidava triacetyloxyborohydrid sodny
(NaHB(O,CCHs)s, 10,5 g, 49,5 mmol). Reakéni smés se 18 hodin zahfiva na teplotu 70 °C. Poté
se ochladi na pokojovou teplotu a nalije se do 400 ml etheru. Suspenze se zcentrifuguje, super-
natant se odebere a peleta se promyje 400 ml etheru. Organické rozpoustédla se nechaji odpafit
ve vakuu. Zbytek se rozpusti ve 400 ml etheru a promyje se 1N NaOH (4 x 50 ml) a 2 x 50 ml
vody. Organicka faze se vysusi pomoci siranu sodného, prefiltruje se a necha se odpafit ve vakuu.
K vlhkému zbytku se pfida absolutni ethanol, ktery se poté diikladn& odpafi na rotaéni odparce do
formy olejovité kapaliny. Smés se poté chromatograficky rozdéli na silikagelu (50 mm x 30 cm).
Jako eluéniho &inidla se pouzije 1% methanol, 1% IPA:CHCls. Vytézek &ini 4,8 g oleje.

Pozadovany diastereomer se dale &isti pomoci HPLC chromatografie [SUPELCOSIL™ PLC - Si,
18 um silikagel; 25 cm x 21,2 mm, vyrobce Supelco; Inc., Bellefonte, PA). Priitokové rychlost
7 ml rozpoustédla za minutu, UV detekce pfi vinové délce 275 nm. Jako eluéni &inidlo se pouZije
smes 20 % ethylacetdtu a 80 % hexanu, elu¢ni &as je 9,5 — 11,0 min). Nastfiky smési (800 pl
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alikvoty obsahujici 100 mg/ml eluentu) poskytly 65 mg pozadovaného izomeru. Ne&kolika-
nasobnym néstiikem do HPLC aparatury bylo dosaZeno vyt&zku 1 g purifikovaného produktu.
Takto rozdéleny materi4l se rozpusti v 50 ml hexanu a pfevede se na hydrochlorid pridavkem
HCl s etherem. Siil se oddé&li od rozpoustédla na frit& a promyje se hexanem. Vytézek €ini 1,0 g
bilé sraZeniny s teplotou tani 204 az 205 °C.

Ptiklad 17:
Syntéza slou€eniny 17X
3-Chlor—-4-methoxybenzaldehyd

Smés 3—chlor—4-hydroxybenzaldehydu (25 g, 160 mmol), methyljodidu (27,25 g, 192 mmol),
bezvodého granulovaného uhligitanu draselného (110,6 g, 800 mmol) a acetonu (300 ml) se
3 hodiny zah¥iva pod zpétnym chladiem. Reak&ni smés se poté ochladi na pokojovou teplotu.
Poté se prida 500 ml diethyletheru a smés se pfefiltruje pfes papirovy filtr, aby se odstranily
anorganické nerozpustné slozky. Filtrat se necha odpafit za snizeného tlaku, rozpusti se v 800 ml
diethyletheru a promyje se 3 x 100 ml 0,IN NaOH. Organickd féize se sui pomoci siranu
sodného a neché se odpafit ve vakuu. Vyt&€Zek surového produktu &ini 24 g (92 %). Tento
material se dile chromatograficky &isti na silikagelové koloné (50 mm x 30 cm). Jako eluéniho
ginidla se pfitom pouZije sm&s hexan/ethylacetat 5:1. Vyt&zek &ini 15,02 g (56 %) produktu ve
form& bilé srazeniny stémito vlastnostmi: TLC (hexan — EtOAc, 5:1) R, = 0,24; GC
R, =4,75 min; MS (EI) m/z 170 (M"), 172 (M+2).

1-Methyl—<(3'—chlor—4'-methoxybenzyl)alkohol

Smés 3—-chlor—4-methoxybenzaldehydu (13 g, 76,5 mmol), methylmagneziumchloridu (52 g,
153 mmol) a THF (300 ml) se 3 hodiny zah¥iva pod zpétnym chladi¢em. Reakéni smés se poté:
ochladi na teplotu mistnosti. Poté se pfid4 po kapkach 6 ml nasyceného roztoku NH,Cl a nato
500 ml diethyletheru a smé&s se piefiltruje pfes filtra&ni papir, aby se odstranily nerozpustné
anorganické slozky. Filtrat se nechd odpafit za sniZeného tlaku a vznikla pevna latka se rozpusti
ve 300 ml diethyletheru. Poté se promyje 4 x 25 ml vody. Organicka faze se vysusi pomoci
siranu sodného a necha se odpafit ve vakuu. Vytézek surového produktu &ini 11,3 g, (80 %).
Tento material se dale chromatograficky &isti na silikagelové koloné (50 mm x 30 cm). Jako
elugniho &inidla se pfitom pouzije dimethylchlorid. Vyt&Zek &ini 11,3 g (63 %) produktu ve
formé& olejovité kapaliny s témito vlastnostmi: TLC (CH,CL) R, = 0, 25; GC R, =5, 30 min;
MS (EI) m/z 186 (M"), 188 (M+2).

3'—chlor—4’-methoxyacetofenon

Smé&s 1-methyl—(3'~Chlor-4'-methoxybenzyl)alkoholu (7,6 g, 41 mmol), pyridiniumchloro-
chromatu (PCC, 13,16 g, 61,5 mmol) ve 300 ml dichlormethanu se 2 hodiny miché za teploty
mistnosti. Poté se p¥ida 1000 ml diethyletheru a vznikla smés se umisti na chromatografickou
kolonu obsahujici silikagel (50 mm x 30 cm). Jako elugni &inidlo se pouZije diethylether.

Vytézek surového tuhého produktu &ini 7,3 g, (97 %). Analyzou tohoto materidlu pomoci GC
byla prokazana jeho 99% &istota. Proto byl pouZit pro dali reakce bez dalsiho pfedisténi. TLC
(diethylether) R, = 1,0; GC R, = 5,3 min; MS (EI) m/z 184 (M+1) 184 (M+2).
(R,R)-N—(1-Ethyl-4'-methoxy—3'—chlorfenyl)}-1—(1-naftylethyl)amin

Smés 3'—chlor—4'-methoxyacetofenonu (5,3 g, 29 mmol), (R)~(+)-1-(1-naftyl)ethylaminu

(4,98 g, 29 mmol), izopropoxidu titanigitého (10,2 g, 36 mmol) a izopropanolu (20 ml) se
3 hodiny zah¥iva na 100 °C. Poté se po &astech 10 minut p¥idva triacetyloxyborohydrid sodny
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(NaBH(O,CCH;); 12,29 g, 58 mmol). Reak&ni smés se 30 minut zah¥iva pod zp&tnym chladidem,
poté se 1 hodinu mich4 za teploty mistnosti. Smés se poté nalije do 500 ml diethyletheru.
Po pfidavku 2 ml vody se ze suspenze odstrani centrifugaci jemné srazené &aste&ky soli titanu.
Supernatant se odebere a peleta se promyje 500 ml etheru. Spojené organické faze se vysusi

pomoci siranu sodného a poté se nechaji odpafit ve vakuu. Vytézek surového tuhého produktu
¢ini 6,81 g, (70 %).

Tento materidl se dale chromatograficky &isti na silikagelu (50 mm x 30 cm). Jako eluéniho
¢inidla se pouZije smés 3 % methanolu s 97 % dichlormethanu. Vysledny meziprodukt ma formu
olejovité kapaliny (2,01 g). Diastereomer se dale &isti rekrystalizaci. Volna baze (1,98 g) se
pievede na sviij hydrochlorid pfidavkem HCI s etherem. Tato siil se rozpusti v 65 ml horkého
izopropanolu (65 ml) a roztok se prefiltruje ptes papirovy filtr.

Filtrat se necha odpafit ve vakuu a odparek se rozpusti v 30 ml izopropanolu. Po 18hodinovém
stani za teploty mistnosti se odebere krystalicka pevna latka, promyje se 20 ml studeného izopro-
panolu a vysusi se. Vyt&zek &ini 0,87 g, (40 % volné baze) diastereomerné &istého hydrochloridu:
teplota tani 236 az 237 °C; TLC (methanol/dichlormethan (99:1)) R, = 0,25; GC R, = 11,06 min;
FTIR (v pelet€ KBr, cm — 1), 3433, 2950, 2931, 2853, 2803, 2659, 2608, 2497, 1604, 1595, 1504,
1461, 1444, 1268, 1260, 1067, 1021, 802, 781, 733; MS (EI) m/z 339 (M"), 341 (M+2).

Priklad 18:
Protokol dodate¢nych syntéz. Piiprava sloudenin 22Z a 23A

K michanému roztoku hydridu sodného (2,173 g, 60% roztoku v oleji, 54,325 mmol) ve 100 ml
dimethylformamidu se po kapkach pfida triethylfosfonoacetat (12,47 g, 55,65 mmol). Reakéni
smés se poté 30 minut micha za teploty mistnosti. Po této dob& se po kapkéch pfida roztok
m—trifluoromethoxybenzaldehydu (10,0 g, 52, 6 mmol) v 50 ml dimethylformamidu, roztok se
30 minut micha za teploty mistnosti a dalSich 30 minut pfi teploté 100 °C. Reakce se zastavi
pfidavkem vody, pfenese se do dé&lici nalevky s diethyletherem. Ethericka fize (50 ml) se
Ctyfikrat promyje 500 ml nasyceného roztoku chloridu amonného, vysusi se bezvodym siranem
hofenatym, prefiltruje se a koncentruje se. Produktem je ethyltrifluormethoxycinnamét ve formé
olejovité kapaliny s nasledujicimi vlastnostmi m/z (rel. int.) 260 (M", 19), 232 (16), 215 (100),
187 (21), 101 (28).

Ethylester ve 100 ml ethanolu se redukuje ve vodikové atmosféfe 414 kPa (60 p.s.i.). Jako
katalyzatoru se pfitom pouzije 10 % hmotnostnich hydroxidu palladnatého. Po redukci (2 hodiny,
teplota mistnosti) se reakéni smés pfefiltruje a koncentruje. Produktem je ethyl-m—trifluor-
methoxyhydrocinnamét ve formé olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 262 (M, 16),
217 (7), 188 (100), 175 (28), 103 (31), 91 (18), 77 (23).

Nasyceny ethylester se 16 hodin hydrolyzuje v roztoku ethanol — 10 M hydroxid sodny (1:1). Po
dokonceni hydrolyzy se roztok okyseli a produkt se vytiepe do diethyletheru. Ethericka faze se
vysusi bezvodym siranem hofe¢natym a zakoncentruje se. Produktem je m—trifluormethoxy-
hydrocinnova kyselina ve form& pevné latky s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 234 (M, 46), 188
(100), 174 (65), 103 (27), 91 (12), 77 (17).

Vznikl4 kyselina se 4 hodiny micha v pfebytku thionylchloridu za teploty mistnosti. Prebytek
thionylchloridu se odpafi za sniZeného tlaku a teploty 100 °C. Produktem je m—trifluormethoxy-
hydrocinnamylchlorid ve formg& olejovité kapaliny. Produkt se dile pouzije bez daliiho pregists-
ni.

Roztok m-trifluormethoxyhydrocinnamylchloridu (9,8 g, 39 mmol) v tetrahydrofuranu se ochladi
na —78 °C a po kapkach se k nému pfidava 13 ml 3M roztoku methylmagneziumbromidu v tetra-
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hydrofuranu (39 mmol). Reakéni smés se 4 hodiny micha za teploty —78 °C a pak 8 hodin za
teploty mistnosti. Reakce se ukon¢i zfedénou HCl. Reakéni smés se vytfepe do diethyletheru,
ether se vysusi bezvodym siranem hofeénatym, piefiltruje se a zakoncentruje se do olejovité
kapaliny. Chromatograficky lze tento materidl na silikagelu v hexan-acetonovém gradientu
rozdélit a vy&istit tak 4—(3-trifluormethoxyfenyl)-2-butanon jako olejovitou kapalinu s vlast-
nostmi: m/z (rel. int.) 232 (M", 68), 217 (7), 189 (59), 175 (31), 103 (28), 43 (100).

Roztok 4—(3—trifluormethoxyfenyl)-2-butanonu (2,32 g, 10 mmol), (R)-1-(3-methanoloxy-
fenyl)ethylaminu (1,51 g, 7,0 mmol) a izopropoxidu titanigitého (3,55 g, 12,5 mmol) se 4 hodiny
michd za teploty mistnosti. K reakéni smési se poté pfida 10 ml 1M ethanolického roztoku
kyanoborohydridu sodného (10 mmol) a reak&ni smés se micha 16 hodin za teploty mistnosti.
Reak&ni smés se poté natedi 50 ml diethyletheru vytfepava se s 0,72 ml vod (40 mmol).

Po ditkladném protiepéni se roztok odstfedi a etherickd faze se dekantuje a zakoncentruje do
formy tuhé olejovité latky. Odparek se suspenduje v diethyletheru, prefiltruje se pfes filtr
0,45 um CR PTFE Acrodisc a zakoncentruje se. Produktem je iry olej. Po opakované
preparativni tenkovrstevné chromatografii za pouZiti 5 % methanolu v chloroformu jako elu¢niho
&inidla vznikaji dva diastereoizomery: (S,R)}-N—{4—(3-trifluormethoxyfenyl)-2-butyl}-1-(3—-
methoxyfenyl)ethylamin — slougenina 22z — s vlastnostmi (m/z (rel. int.) 367 (M, 3), 352 (20),
232 (4), 178 (47), 135 (100), 105 (14), 91 (10), 77 (11)) a (R,R)}-N-[4—(3—trifluormethoxyfenyl)-
2-butyl]-1-(3—-methoxyfenyl)ethylamin — slou€enina 23A; m/z (rel. int.) 367 (M+, 3), 352 (19),
232 (7), 178 (43), 135 (100), 105 (19), 91 (10), 77 (11).

Pfiprava sloutenin 22X a 22Y

Podobnym zplisobem se smisi stejna molarni mnoZstvi 4—(3—trifluormethoxyfenyl)-2-butanonu;
(R)~1—(1-naftyl)ethylaminu a 1,25 ekvivalentu izopropoxidu titani¢itého a intermediatni imin se
redukuje ethanolickym roztokem kyanoborohydridu sodného. Opakovanou preparativni tenko- -
vrstevnou chromatografii za pouZiti 5 % methanolu v chloroformu se pfipravi (S,R}-N-(4-(3- -
trifluormethoxyfenyl)-2-butyl)}-1-(1-naftyl)ethylamin, slou¢enina 22X s nasledujicimi vlast-
nostmi: miz (rel. int.) 387 (M, 3), 372 (15), 198 (15), 176 (12), 155 (100), 128 (8), 115 (6), 109
@), 103 (5), 77 (8) a (R,R)-N—[4-(3trifluormethoxyfenyl)}-2-butyl]-1—(1-naftyl)ethylamin,
sloudenina 22Y, s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 387 (M, 2), 372 (12), 198 (16), 176 (11), 155 (100),
128 (8), 115 (6), 109 (4), 103 (5), 77 (8).

Ptiprava slouCeniny 4T

Podobnym zplisobem jako v pfedchozich prikladech se smisi stejnd molarni mnoZstvi 42—
chlorfenyl)-2-butanonu, pfipraveného z o—chlorbenzaldehydu, a dale pak (R)-1-(3—methoxy-
fenyl)ethylaminu a 1,25 nasobek ekvivalentniho mnoZstvi izopropoxidu titani¢itého. Interme-
di4tni imin se redukuje ethanolickém roztokem kyanoborohydridu sodného. Opakovanou prepa-
rativni tenkovrstevnou chromatografii za pouZiti 5 % methanolu v chloroformu se pfipravi
(R,R)-N—(4—(2—chlorfenyl)-2-butyl}-1-(3—methoxyfenyl)ethylamin, sloudenina 4T, s vlastnost-
mi: m/z (rel. int.) 317 (M+, 3), 302 (16), 178 (62), 178 (62), 135 (100), 125 (15), 105 (10), 91 (6),
77 (8).

Piiprava slou€eniny 21Y

Podobnym zplisobem jako v pfedchozich pfikladech se smisi stejnd molérni mnoZstvi 4—(3-tri-
fluormethylfenyl)—2-butanonu, pfipraveného z m-trifluoromethylbenzaldehydu, a dale pak (R)-
1—(3-methoxyfenyl)ethylamin a 1,25 nasobek ekvivalentniho mnoZstvi izopropoxidu titanicitého.
Intermediétni imin se redukuje ethanolickém roztokem kyanoborohydridu sodného. Opakovanou
preparativni tenkovrstevnou chromatografii za pouZiti 5 % methanolu v chloroformu se pfipravi
(R,R)-N—{4—(3-trifluormethylfenyl)-2-butyl}-1-(3-methoxyfenyl)ethylamin, sloucenina 21Y,
s vlastnostmi: [m/z (rel. int.) 351 (M+, 2), 336 (18), 216 (4), 202 (3), 178 (45), 135 (100), 105
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(13), 91 (9), 77 (81) a (S,R)-N-[4—(3~trifluormethylfenyl)}-2-butyl}-1—(3-methoxyfenyl)ethyl-
amin, slou¢enina 21X.

Priprava slouceniny 25C a 25D

Podobnym zplisobem jako v pfedchozich ptikladech se smisi stejnd molarni mnozstvi 4—(3-tri-
fluormethylfenyl)}-2-butanonu, (R)-1-(1-naftyl)ethylaminu a 1,25 nasobek ekvivalentniho
mnoZstvi izopropoxidu titani¢itého. Intermedidtni imin se redukuje ethanolickym roztokem
kyanoborohydridu sodného. Opakovanou preparativni tenkovrstevnou chromatografii za pouZiti
5 % methanolu v chloroformu se pfipravi (S,R)-N-[4—(3—trifluormethylfenyl)}-2-butyl]-1-(1—
naftyl)ethylamin, slou¢enina 25C, s vlastnostmi: [m/z (rel. int.) 371 (M+, 3), 356 (16), 198 (15),
155 (100), 129 (8), 115 (5), 109 (3), 77 (2) a (R,R}-N-[4—(3-trifluormethylfenyl)}-2-butyl}-1-
(1-naftyl)ethylamin, slougenina 25D, s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 371 (M*, 3), 356 (16), 198
(15), 155 (100), 129 (8), 115 (5), 109 (3), 77 (2).

Pfiprava slouceniny 25C a 25D

Podobnym zptisobem jako v predchozich pikladech se smisi stejna molarni mnozstvi 4—fenyl-2—
butanonu (Aldrich Chemical Co.), (R)-1-(3-methoxyfenyl)ethylaminu a 1,25 nasobek
ekvivalentniho mnoZstvi izopropoxidu titani¢itého. Intermediatni imin se redukuje ethanolickym
roztokem kyanoborohydridu sodného. Opakovanou preparativni tenkovrstevnou chromatografii
za pouZiti 5 % methanolu v chloroformu se ptipravi (R,R)-N—(4—fenyl-2-butyl)-1—(3—meth-
oxyfenyl)ethylamin, slougenina 21D s vlastnostmi: m (rel. int.) 283 (M", 4), 268 (13), 178 (45),
135 (100), 105 (15), 91 (43), 71 (11) a (S,R)}-N—(4—fenyl-2-butyl)-1-(3—methoxyfenyl)ethyl-
amin, sloudenina 21E.

Pfiprava sloueniny 21F

Podobnym zptisobem jako v pfedchozich p¥ikladech se smisi stejna molarni mnoZstvi 4—fenyl-2—
butanonu (Aldrich Chemical Co.), (R)-1-(1-naftyl)ethylaminu a 1,25 nasobek ekvivalentniho
mnoZstvi izopropoxidu titani¢itého. Intermediatni imin se redukuje ethanolickym roztokem
kyanoborohydridu sodného. Opakovanou preparativni tenkovrstevnou chromatografii za pouZiti
5 % methanolu v chloroformu se pfipravi (R,R)}-N—(4—fenyl-2-butyl)-1—(1-naftyl)ethylamin,
slouCenina 21F, s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 303 (M", 6), 288 (14), 198 (22), 155 (100), 129 (8),
115 (5), 91 (19), 77 (4).

Pfiprava slouceniny 12Z

Roztok 2—chlorhydrocinnamonitrilu (Aldrich Chemical Co., 1,66 g, 10 mmol) ve 100 ml dichlor-
methanu se za stdlého michani ochladi na —78 °C. K tomuto roztoku se-po kapkach pridava
1,42 g diizobutylaluminiumhydridu (10 mmol). Reak&ni smés se micha 1 hodinu za teploty
mistnosti, pak se ochladi na —78 °C a pak se k ni pidé roztok 1-(1-naftyl)ethylaminu (1,71 g, 10
mmol) ve 25 ml dichlormethanu. Poté se reakéni smés prevede do ledové lazné a micha se 2
hodiny. Po této dobé se reakéni smés nalije ptimo do dobfe michaného ethanolického roztoku
borohydridu sodného (50 ml, 0,2M, 10 mmol). Reak&ni smés se za teploty mistnosti micha
30 minut v pfebytku borohydridu sodného. Reakce se ukonéi pridavkem 10% HCI. Piidavkem
10N NaOH se reakce roztoku zalkalizuje a smés se pievede do délici nilevky. Zde se promyje
300 ml diethyletheru. Vodni faze se odstrani a organicka faze se poté promyje 1N NaOH (3 x
100 ml) a poté vysusi bezvodym siranem hofednatym. Smés se zakoncentruje do formy olejovité
kapaliny.

Chromatografii tohoto materiélu na silikagelové koloné v gradientu chloroform a% 10% roztok

methanolu v chloroformu se pripravi 2,34 g (vyt&Zek 72 %) (R)}-N~(3—(2—chlorfenyl)propyl]-1-
(1-naftyl)ethylamin, slougenina 12Z, ve formé &iré olejovité kapaliny s témito vlastnostmi: m/z
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(rel. int.) 323 (M", 2), 308 (63), 288 (7), 196 (5), 184 (5), 155 (100), 125 (24), 115 (8), 103 (4),
91 (3), 77 (7).

Ptiprava slou€eniny 12B

Podobnym zpisobem jako v piedchozich piikladech se smisi 4-methylcinnamonitril s diizobutyl-
aluminiumhydridem. K intermediatnimu komplexu hlinik-imin se pfidd (R)-1-(3-methoxy-
fenyl)ethylamin. Ke vzniklému intermediatnimu iminu se p¥ida ethanolicky roztok borohydridu
sodného. Poté se chromatograficky pregisti (R)-N-[3—(4-methylfenyl)prop—2—enyl)-1—(3-meth-
oxyfenyl)ethylamin, slou¢enina 12B ve formé &iré bezbarvé olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z
(rel. int.) 281 (M, 6), 266 (5), 176 (27), 146 (75), 135 (63), 131 (100), 115 (25), 105 (21), 91
20,77 21).

Ptiprava slou€eniny 12C

Podobnym zpiisobem jako v predchozich ptikladech se smisi 2-methylcinnamonitril s diizobutyl-
aluminiumhydridem. K intermediatnimu komplexu hlinik-imin se pfidd (R)-1-(3-methoxy-
fenyl)ethylamin. Ke vzniklému intermediatnimu iminu se pfida ethanolicky roztok borohydridu
sodného. Poté se chromatograficky pretisti (R)}-N—{3—~(2-methylfenyl)prop—2—enyl)-1—-(3-meth-
oxyfenyl)ethylamin, sloutenina 12C, ve form& &iré bezbarvé olejovité kapaliny s vlastnostmi:
m/z (rel. int.) 281 (M, 4), 266 (15), 176 (18), 146 (62), 135 (58), 131 (100), 115 (23), 105 (19),
91 (38), 77 (17).

Ptiprava slougeniny 12D

Podobnym zpiisobem jako v predchozich ptikladech se smisi 2,4,6-trimethylcinnamonitril s di-
izobutylaluminiumhydridem. K intermediatnimu komplexu hlinik—imin se pfida (Ry-1-3—meth-
oxyfenyl)ethylamin. Ke vzniklému intermedidtnimu iminu se pfida ethanolicky roztok boro-
hydridu sodného. Poté se chromatograficky preisti (R)}-N-[3—~(2,4,6—trimethylfenyl)prop—2—:
enyl)-1—(3-methoxyfenyl)ethylamin, slouéenina 12D ve formé &iré bezbarvé olejovité kapaliny
s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 309 (M, 8), 294 (25), 174 (82), 159 (100), 135 (52), 129 (29), 105
@1),91(17), 77 (14).

Priprava slou¢eniny 12E

Podobnym zpiisobem jako v predchozich piikladech se smisi 4-izopropylcinnamonitril s diizo-
butylaluminiumhydridem. K intermediatnimu komplexu hlinik—imin se pfida (R)-1—(3-methoxy-
fenyl)ethylamin. Ke vzniklému intermediatnimu iminu se ptida ethanolicky roztok borohydridu
sodného. Poté se chromatograficky pregisti (R)-N—[{3—(4-izopropylfenyl)prop—2—enyl}-1-(9-
methoxyfenyl)ethylamin, sloutenina 12E, ve form& &iré bezbarvé olejovité kapaliny s vlastnost-
mi: m/z (rel. int.) 309 (M, 9), 294 (7), 174 (98), 159 (22), 135 (80), 117 (100), 105 (35), 91 (37),
77(19).

Pfiprava slouceniny 12F

Obdobnym zpiisobem jako v pfedchazejicim pfikladu se smisi 2,4—dimethylcinnamonitril s diizo-
butylaluminiumhydridem. K intermedi4tnimu komplexu hlinik—imin se pfida (R)-1—-3-methoxy-
fenyl)ethylamin. Ke vzniklému intermediatnimu iminu se pfida ethanolicky roztok borohydridu
sodného. Poté se chromatograficky predisti (R)-N—[3~(2,4—dimethylfenyl)prop-2-enyl)-1-(3—
methoxyfenyl)ethylamin, sloudenina 12F, ve formé &iré bezbarvé olejovité kapaliny s vlastnost-
mi: m/z (rel. int.) 295 (M, 8), 294 (15), 174 (29), 160 (75), 145 (100), 135 (68), 117 (21), 105
(30), 91 (26), 77 (19).
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Ptiprava slou€eniny 12G

Obdobnym zplisobem jako v pfedchézejicim prikladu se smisi 3-methylcinnamonitril s diizo-
butylaluminiumhydridem. K intermediatnimu komplexu hlinik—imin se ptida (R)-1-(3-methoxy-
fenyl)ethylamin. Ke vzniklému intermedidtnimu iminu se pfida ethanolicky roztok borohydridu
sodného. Poté se chromatograficky pregisti (R)-N-[3—(3—methylfenyl)prop—2—enyl}~1—(3—-meth-
oxyfenyl)ethylamin, slougenina 12G, ve formé& &iré bezbarvé olejovité kapaliny s vlastnostmi:
m/z (rel. int.) 281 (M", 5), 266 (9), 176 (24), 146 (71), 135 (62), 131 (100), 115 (23), 105 (19), 91
(41), 77 (18).

Ptiprava sloudeniny 25E

Obdobnym zplisobem jako v pfedchazejicim ptikladu se smisi cinnamonitril s diizobutylalumi-
niumhydridem. K intermediatnimu komplexu hlinik—imin se pfida (R)-1—(3-methoxyfenyl)ethyl-
amin. Ke vzniklému intermediatnimu iminu se ptida ethanolicky roztok borohydridu sodného.
Poté se chromatograficky pre€isti (R)}-N—(3—fenylprop—2—enyl)-1—(3-methoxyfenyl)ethylamin,
slou¢enina 25E, ve formé &iré bezbarvé olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 267 (M”,
3),252 (14), 176 (17), 135 (62), 117 (100), 105 (28), 91 (56), 77 (33).

Ptiprava slou¢eniny 25G

Podobnym zplisobem jako v predchozich pfikladech se smisi a—methylcinnamonitril s diizobutyl-
aluminiumhydridem. K intermediatnimu komplexu hlinik—-imin se pfid4d (R)-1-(3—-methoxy-
fenyl)ethylamin. Ke vzniklému intermediatnimu iminu se pfida ethanolicky roztok borohydridu
sodného. Poté se chromatograficky predisti (R)-N—(2-methyl-3—fenylprop—2—enyl)-1—(3-meth-
oxyfenyl)ethylamin, slouéenina 25G, ve formé &iré bezbarvé olejovité kapaliny s vlastnostmi:
m/z (rel. int.) 281 (M, 5), 266 (18), 190 (12), 146 (78), 135 (82), 131 (100), 115 (21), 105 (21),
91 (62), 77 (19).

Pfiprava slouceniny 6X

K michanému roztoku hydridu sodného (1,8 g, 75 mmol) ve 150 ml dimethylformamidu se p¥ida
roztok diethylkyanomethylfosfonétu (13,5 g, 75 mmol) v 50 ml dimethylformamidu. Reakéni
smés se 30 minut michd za teploty mistnosti. Po této dob& se k reakéni smési pfida 10,54 g
3—chlorbenzaldehydu (75 mmol) a smé&s se michd 1 hodinu za teploty mistnosti a dalSich
30 minut pfi teploté 60 °C. Reakce se ukon&i piidavkem 200 ml vody. Poté se smés pievede do
délici nalevky s 300 ml diethyletheru. Po dikladném protiepani se organicka faze promyje vodou
(5 x 300 ml). Organicka faze se poté vysusi bezvodym uhli¢itanem draselnym a zakoncentruje.
Vytézek €ini 11,6 g 3—chlorcinnamonitrilu ve formé pevné latky. SraZenina se rozpusti v 50 ml
tetrahydrofuranu a ptida se k ni pfebytek diboranu. Reak&ni smés se micha 30 minut za teploty
mistnosti, a poté se nalije na led s 10% HCI. Kysela vodna faze se promyje 2x200 ml diethyl-
etheru. Poté se vodni faze zneutralizuje pfidavkem 10N NaOH a extrahuje se diethyletherem
(200 ml). Ethericky extrakt se vysu$i bezvodym uhligitanem draselnym a zakoncentruje se do
formy olejovité kapaliny. K tomuto roztoku (0,6 g, 3,54 mmol) 3—(3—chlorfenyl)propylaminu) se
pfidd 3—(3-trichlorfenyl)propylamin (0,6 g, 3,54 mmol), 3'-~methoxyacetofenon (0,53 g,
3,54 mmol) a 1,25 molarni nadbytek izopropoxidu titani¢itého (1,26 g, 4,43 mmol). Reakéni
smés se micha 4 hodiny za teploty mistnosti. K intermediatnimu iminu se pfida 5 ml 1M ethano-
lického roztoku kyanoborohydridu sodného (5 mmol) a smés se michd 16 hodin za teploty
mistnosti. Reakce se ukondi pfidavkem 50 ml diethyletheru a 0,32 ml vody (17,7 mmol).
Po diikladném protiepani se z roztoku odstrani centrifugaci ethericka faze, ktera se zakoncentruje
do formy mlééné zabarvené sraZeniny. Tento material se resuspenduje v diethyletheru a prefilt-
ruje se pomoci 0,45 pM CR PTFE Acrodisc filtru. Promyt4 ethericka fize se poté zakoncentruje
do formy olejovité kapaliny. Z této kapaliny se pomoci chromatografie na silikagelu a prepara-
tivni tenkovrstvé chromatografie s pouZitim 3 % methanolu v dichlormethanu (s obsahem 1 %
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izopropylaminu) jakozto elu¢niho ¢inidla pfipravi N-[3—(3—chlorfenyl)propyl]-1—-(3-methoxy-
fenyl)ethylamin, slou¢enina 6X s témito vlastnostmi: m/z (rel. int.) 303 (M, 3), 288 (40), 196
(3), 164 (8), 135 (100), 125 (46), 103 (26), 91 (29), 77 (29).

Ptiprava slou€eniny 6V

Stejnd molarni mnozstvi 3—(4—chlorfenyl)propylaminu, pfipraveného podobnym zpisobem
z chlorbenzaldehydu, 3'~methoxyacetofenonu a 1,25 molarni prebytek izopropoxidu titanicitého
se michaji 4 hodiny za teploty mistnosti. K intermediatnimu iminu se pfidd 5 ml 1M ethanolic-
kého roztoku kyanoborohydridu sodného (5 mmol). Po zpracovéni a chromatografickém pieis-
téni se ziska N-[3—(4—chlorfenyl)propyl]-1—(3-methoxyfenyl)ethylamin, slou€enina 6V, ve
formé olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 303 (M, 8), 288 (91), 196 (4), 164 (10),
135 (100), 125 (61), 103 (21), 91 (21), 77 (18).

Ptiprava slouCeniny 20A

Podobnym zpiisobem jako v ptedchozim ptikladu se smisi stejnd molarni mnozstvi 1-(1-meth-
oxyfenyl)ethylaminu, 4-t-butylacetofenonu a 1,25 molarni pfebytek izopropoxidu titani¢iteho.
Reakéni smés se miché 4 hodiny za teploty mistnosti a k intermeditnimu iminu se pfida 5 ml IM
ethanolického roztoku kyanoborohydridu sodného (5 mmol). Po zpracovani a chromatografickém
predisténi se ziska (R)-N-[1-(4-t-butylfenyl)ethyl]-1-(1-naftyl)ethylamin, slouCenina 20A, ve
formé olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 331 (M’ 12), 316 (29), 161 (70), 155 (100),
131 (14), 127 (13), 115 (10), 105 (6), 91 (10), 77 (7).

Ptiprava slou¢enin 25H a 251

Podobnym zpiisobem jako v pfedchozich piikladech se smisi ekvivalentni molarni mnozstvi
(R)-1—(3-methoxyfenyl)ethylaminu, trans—4—fenyl-3—buten-2-onu a 1,25 molarni ptebytek izo- .
propoxidu titani&itého. Reakéni smés se micha 4 hodiny za teploty mistnosti a k intermediatnimu
iminu se pfida 5 ml 1M ethanolického roztoku kyanoborohydridu sodného (5 mmol). Po zpraco-
vani a chromatografickém preci$téni se ziska (R,R)-N—(2—methyl-4—fenylbut-3—enyl)-1-(3-
methoxyfenyl)ethylamin, slougenina 25H, ve form& olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z
(rel. int.) 283 (M, 4), 268 (13), 178 (40), 135 (100), 105 (15), 91 (47), 77 (13) a (S,R}-N—-2-
methyl-4—fenylbut-3-enyl)-1-(3—methoxyfenyl)ethylamin, slou¢enina 25, ve formé olejovité
kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 283 (M, 4), 268 (13), 178 (40), 135 (100), 105 (15), 91
(47), 77 (13).

Ptiprava sloucenin 16M a 16L.

Podobnym zpiisobem jako v predchozich pikladech se smisi ekvivalentni molarni mnoZstvi
(R)-1-(3-methoxyfenyl)ethylaminu, 3-methoxyacetofenonu a 1,25 moldmi piebytek izoprop-
oxidu titani¢itého. Reakéni smés se micha 4 hodiny za teploty mistnosti a k intermediétnimu
iminu se pfida 5 ml 1M ethanolického roztoku kyanoborohydridu sodného (5 mmol). Po zpraco-
vani a chromatografickém pfecisténi je vytézkem (R,R)-N—(1—(4—methoxyfenyl)ethyl)-1-(3—-
methoxyfenyl)ethylamin, sloudenina 16L ve formg olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.)
284 (M-1, 1), 270 (85), 150 (83), 135 (100), 120 (12), 105 (28), 91 (25), 77 (23), (S,R)y-N-{1-
(4-methoxyfenyl)ethyl]-1-(3—methoxyfenyl)ethylamin, slouenina 16M, ve formé olejovité
kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 284 (M-1, 1), 270 (53), 150 (98), 135 (100), 120 (11), 105
(33), 91 (25), 77 (23).

Piiprava slougeniny 5B/5C
Podobnym zpiisobem jako v predchozich piikladech se 4—chloracetofenon pouZije pro pfipravu

3-methyl-3—(4—chlorfenyl)cinnamonitrilu. Nitril se poté 2 hodiny katalyticky redukuje vodikem
o tlaku 413 kPa na hydroxidu palladia v prostfedi kyseliny octové za vzniku 3-methyl-3—(4-
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chlorfenyl)propylaminu. Stejnd moldrni mnoZstvi tohoto aminu, 3'-methoxyacetofenonu
a 1,25 nasobek moléarniho ekvivalentu izopropoxidu titanigitého se michaji 4 hodiny za teploty
mistnosti a k intermediatnimu iminu se ptid4 5 ml 1M ethanolického roztoku kyanoborohydridu
sodného (5 mmol). Po zpracovéani a chromatografickém pretisténi je vytézkem N—(3—methyl-3—
(4—chlorfenyl)propyl}-1—(3—-methoxyfenyl)ethylamin, sloutenina 5B/5C, ve formé olejovité
kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 317 (M", 12), 302 (74), 210 (2), 182 (4), 164 (12), 135
(100), 121 (25), 103 (40), 91 (19), 77 (28).

Pfiprava slouceniny 4Z/5A

Podobnym zptisobem jako v pfedchozich pFikladech se pouzije 3—chloracetofenon pro p¥ipravu
3-methyl-3—(3—chlorfenyl)cinnamonitrilu. Nitril se poté 2 hodiny katalyticky redukuje vodikem
o tlaku 413 kPa na hydroxidu palladnatém v prosttedi kyseliny octové za vzniku 3-methyl-3—(3—
chlorfenyl)propylaminu. Stejn4 moldrni mnoZstvi tohoto aminu, 3’-methoxyacetofenonu
a 1,25 nasobek molédrniho ekvivalentu izopropoxidu titani¢itého se michaji 4 hodiny za teploty
mistnosti a k intermediatnimu iminu se pfida 5 ml 1M ethanolického roztoku kyanoborohydridu
sodného (5 mmol). Po zpracovani a chromatografickém predisténi se ziska N-[3-methyl-3—(3~
chlorfenyl)propyl}-1-(3—methoxyfenyl)ethylamin, slou¢enina 4Z/5A, ve formé olejovité kapali-
ny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 283 (M", 17), 268 (71), 164 (13), 135 (100), 121 (21), 105 (27),
91 (26), 77 (14).

Pfiprava sloueniny 4Y

Podobnym zpilisobem jako v pfedchozich ptikladech se pouzije 2—chloracetofenon pro piipravu
3-methyl-3—(2—chlorfenyl)cinnamonitrilu. Nitril se poté 2 hodiny katalyticky redukuje vodikem
o tlaku 413 kPa na hydroxidu palladnatém v prostfedi kyseliny octové za vzniku 3-methyl-3—(2—
chlorfenyl)propylaminu. Stejnd molarni mnoZstvi tohoto aminu, 3'-methoxyacetofenonu
a 1,25 nasobek molarniho ekvivalentu izopropoxidu titani¢itého se michaji 4 hodiny za teploty
mistnosti a k intermediatnimu iminu se pfida 5 ml 1M ethanolického roztoku kyanoborohydridu
sodného (5 mmol). Po zpracovani a chromatografickém pretisténi je vytézkem N-[3—-methyl-3—
(2—chlorfenyl)propyl]-1—-(3—-methoxyfenyl)ethylamin, slougenina 4Y, ve formé olejovité kapali-
ny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 283 (M", 17), 268 (71), 154 (13), 185 (100), 121 (21), 105 (27),
91 (26), 77 (14).

Pfiprava slouceniny 6T

K roztoku NPS R-568 (30,3 g, 100 mmol) v dichlormethanu se po kapkach pfida za teploty
—78 °C bromid bority (50 g, 200 mmol) a reak&ni smés se micha po dobu jedné hodiny za teploty
mistnosti. Poté se reakéni smés nalije na led. Bromovodik se extrahuje z vodni faze chloro-
formem. Chloroformova faze se poté promyje 4 x 100 ml 50% HCI a vysu$i bezvodym siranem
hofe¢natym. 3,25 g (20 mmol) vzniklého hydrochloridu (R)-N-[3—(3—chlorfenyl)propyl]-1—(3—
hydroxyfenyl)ethylaminu ve form& sraZeniny se ptid4 k roztoku hydridu sodného (0,48 g, 20
mmol) v dimethylformamidu a reakéni smé& micha 1 hodinu za teploty mistnosti. Poté se
k reakéni smési pfida 1,71 g ethyljodidu (11 mmol) a sm&s se micha 16 hodin za teploty mist-
nosti. Po zpracovani a chromatografickém pfegi§téni na silikagelu v 3 % methanolu v chloro-
formu se ziska (R)}-N—{3—(2—chlorfenyl)propyl)-1—(3—ethoxyfenyl)ethylamin, slou¢enina 6T, ve
formé& olejovité kapaliny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 316 (M, 1), 302 (100), 282 (11), 196 (5),
178 (7), 149 (74), 121 (34), 103 (25), 91 (28), 77 (29).

Pfiprava slouceniny 6R
Podobnym zpiisobem jako v predchozich piikladech se pouZije roztok NPS R—467 k piipravé
(R)}-N-(3~fenylpropyl)-1—-(3—ethoxyfenyl)ethylaminu, slougeniny 6R, ve formé olejovité kapa-

liny s vlastnostmi: m/z (rel. int.) 283 (M, 10), 268 (74), 178, (11), 162 (8), 149 (100), 121 (30),
103 (16), 91 (86), 77 (29).
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Ptiprava slouéeniny 3U

Stejna molarni mno¥stvi 3,3—difenylpropylaminu (2,11 g, 10 mmol), 1’-acetonaftonu (1,70 g,
10 mmol) a 1,25 nasobné molarni mnoZstvi izopropoxidu titanigitého (3,55 g, 12,5 mmol) se
michaji 4 hodiny za teploty mistnosti. K reak&ni smési se poté pfida 12,5 ml 1M ethanolického
roztoku kyanoborohydridu sodného (12,5 mmol) a smés se micha 16 hodin pfi teploté mistnosti.
Poté se reakéni smés natedi 50 ml diethyletheru a prottepe se s 0,72 ml vody (40 mmol).
Po ditkladném prottepani se jednotlivé faze oddéli centrifugaci a etherické slozka se dekantuje.
Poté se tato faze zahusti do podoby mlé&né olejovité kapaliny, ktera se suspenduje v diethyl-
etheru a prefiltruje pomoci 0,45 pM CR PTFE Acrodisc filtru. Filtrat v diethyletheru se zakon-
centruje a vysledna slougenina 3U (N—(3,3—difenylpropyl)-1—(1-naftyl)ethylamin) ve formg &iré
a bezbarvé olejovité kapaliny vykazuje néasledujici vlastnosti: m/z (rel. int.) 365 (M, 17), 350
(19), 181 (23), 155 (100), 141 (25), 115 (11), 91 (13), 77 (6).

Ptiprava slou¢eniny 6F

Podobnym zpisobem jako v predchozim prikladu se smisi stejnd molarni mnoZstvi 1-(3-meth-
oxyfenyl)ethylaminu (1,51 g, 10 mmol) a 2’-acetonaftonu (1,70 g, 10 mmol) s 1,25 nasobnym
molarnim mnoZstvim izopropoxidu titani&itého (3,55 g, 12,5 mmol) a reakéni smés se micha 4
hodiny za teploty mistnosti. Dal$im zpracovanim vznika N-[1-(2—naftyl)ethyl}-1—(3~methoxy-
fenyl)ethylamin, sloudenina 6F ve formé &iré, bezbarvé olejovité kapaliny vykazuji nasledujici
vlastnosti: m/z (rel. int.) 305 (M", 1), 290 (35), 170 (49), 155 (100), 135 (55), 115 (8), 105 (10),
91 (9), 77 (10).

Priprava slou¢eniny 4G

Podobnym zpiisobem jako v predchozich ptikladech se smisi stejnd molarni mnoZstvi (R)}-1,5--
fenylethylaminu a 1'-acetonaftonu s 1,25 molarnim néasobkem izopropoxidu titanicitého a reaké-
ni smé&s se mich4 4 hodiny za teploty mistnosti. Vznikly intermediatni imin se redukuje ethano-
lickym roztokem kyanoborohydridu sodného. Dal3im zpracovénim a chromatografickym precis-
ténim vznikéd N—(1—(1-naftyl)ethyl)-1-fenylethylamin, slougenina 4G, ve form& &iré, bezbarvé
olejovité kapaliny vykazujici nasledujici vlastnosti: m/z (rel. int.) 275 (M', 16), 260 (79); 155
(100), 127 (27), 105 (70), 77 (32).

Piiprava slouéeniny 4H

Podobnym zpiisobem jako v pfedchozich pfikladech se smisi stejnd molarni mnoZstvi (R)-1-
fenylethylaminu a 2'-acetonaftonu s 1,25 molarnim nasobkem izopropoxidu titani€itého. Vznikly
intermediatni imin se redukuje ethanolickym roztokem kyanoborohydridu sodného. Dalsim
zpracovanim a chromatografickym precidténim vznika N-[1-(2—-naftyl)ethyl]-1-fenylethylamin,
sloudenina 4H, ve forms &iré, bezbarvé olejovité kapaliny vykazujici nasledujici vlastnosti: m/z
(rel. int.) 275 (M, 1), 260 (61), 155 (100), 120 (36), 105 (55), 77 (15).

Pfiprava slouCeniny 6E

Podobnym zpiisobem jako v predchozich ptikladech se smisi stejna moldrni mnoZstvi 1-(3-
methoxyfenyl)ethylaminu a 1'-acetonaftonu s 1,25 molarnim pfebytkem izopropoxidu titanidi-
tého. Vznikly intermediatni imin se redukuje ethanolickym roztokem kyanoborohydridu sodného.
Dal$im zpracovéanim a chromatografickym pfegidténim vznikd N-1-(1-naftyl)ethyl-1-(3-
methoxyfenyl)ethylamin, sloutenina 6E ve form& &iré, bezbarvé olejovité kapaliny vykazujici
nésledujici vlastnosti: m/z (rel. int.) 305 (M, 10), 290 (30), 170 (43), 155 (100), 135 (69), 115
(9), 105 (15), 91 (14), 77 (18).
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Priklad 19: Farmaceutické kompozice

Priprava farmaceutickych kompozic podle vynéalezu vhodnych k administraci kalcimimetik 1ids-
kym pacientiim je znizornéna v tabulce 3

Tabulka 3
Slozka mg na kapsuli g na reprezentativni davku
5000 kapsuli

NPS R-568 56,0 280,0
Pfedb&zné zgelovatély Skrob  134,0 670,0
Mikrokrystalicka celuléza 34,0 170,0
Koloidni oxid kiemigity 1,0 5,0
Celkem 225,0 mg 1125 ¢

Jiné piiklady kompozic a davkovych forem s hydrochloridem NPS (R)-568 jsou takové, které
jsou vhodné pro dlouhotrvajici uvoliiovani, a které lze pfipravit standardnimi technikami.

Spravné davkovéani miize byt rovnéZz provedeno standardnimi technikami. V jedné sadé pokusi
vykazovaly naptiklad oralni davky 10 az 100 mg hydrochloridu NPS R~ (568) farmakologicky
ucinek u lidskych pacienti. Po oralnim podéni hydrochloridu NPS (R) 568 byly v lidské plazmg
detekovéany vysoké koncentrace konjugitu o—glukuronidu se slou¢eninou 17Q, co je hlavni
metabolit latky NPS (R) —568. Tento konjugét glukuronidu a slou€eniny 17Q miiZe mit prospés-
ny udinek.

Standardnimi technikami lze rovnéZ uréit jiné vhodné davkovaci koncentrace pro litku NPS
(R)-568.

Vhodné davkova mnoZstvi, farmaceutické kompozice a aplikaéni formu dalich slougenin podle
vynalezu mizZe urdit odbornik na zakladé zpiisobii podle vynalezu.

Dalsi formy provedeni vynilezu jsou popsény v nérocich. Popsana provedeni vynalezu viak

nejsou v zidném piipadé omezujici a odbornik miize na jejich zaklad& pfipravit mnohé dalii
modifikace.
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(1) INFORMACE O SEKVENCIID.C.: 1

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 5006 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA komplementarni k mRNA

(ix) VLASTNOSTT:

(A) IMENO/KLIC: CDS
(B) POZICE: 436..3699
(D) DALS{ INFORMACE:

(xi) POPIS SEKVENCE: Sekvence id. ¢.: 1:

GCTGCTGTGG CCGGACCCGA AGGCGGGCGC CGGGAGCGCA 40

GCGAGCCAGA CGCGCCTCTC CAAGACCGTG ACCTTGGCAT 80

AGGGAGCGGG GCTGCGCGCA GTCCTGAGAT CAGACCAGAG 120
CTCATCCTCG TGGAGACCCA CGGCCGAGGG GCCGGAGCTG 160
CCTCTGTGCG AGGGAGCCCT GGCCGCGGCG CAGAAGGCAT 200
CACAGGAGGC CTCTCCATGA TGTGGCTTCC AAAGACTCAA 240
GGACCACCCA CATTACAAGT CTGGATTGAG GAAGGCAGAA 280
ATGGAGATTC AAACACCACG TCTTCTATTA TTTTATTAAT 320
CAATCTGTAG ACATGTGTCC CCACTGCAGG GAGTGAACTG 360
CTCCAAGGGA GAAACTTCTG GGAGCCTCCA AACTCCTAGC 400
TGTCTCATCC CTTGCCCTGG AGAGACGGCA GAACC 435

ATG GCA TTT TAT AGC TGC TGC TGG GTC CTC TTG GCA 471
Met Ala Phe Tyr Ser Cys Cys Trp Val Leu Leu Ala
1 5 10
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CTC

Leu

CGA
Axrg
25

CTC
Leu

CAA
Gln

ATC
Ile

GCT
Ala

CCa
Pro
85

ATA
Ile

GAR
Glu

GAT
Asp

GAG
Glu

ACT
Thr
145

CTG
Leu

TCC
Ser

ACC
Thr

GCC
Ala

TTT
Phe

GAT
Asp
50

AGG
Arg

ATG
Met

GCC
Ala

TTT
Phe

GCC
Ala
110

TCT
Ser

CAC
His

GGC
Gly

GGG
Gly

TCC
Ser
170

TGG

Trp
15

CARA
Gln

CCT
Pro

CcTC
Leu

TAT
Tyr

ATA
Ile
75

CTT
Leu

GAC
Asp

ACC
Thr

TTG
Leu

ATT
Ile
135

TCA
Ser

CTC
Leu

AGC
Serx

CAC
His

ARG
Lys

ATT
Ile
40

Lys

AAT
Asn

TTT
Phe

CTT
Len

ACT
Thr
100

CTG
Leu

AAC
Asn

cee
Pro

GGC
Gly

TTC
Phe
160

AGA
Arg

ACC
Thxr

ARG
Lys

CAT
His

TCA
Serx

TTC
Phe
€5

GCC
Ala

cCccC
Pro

TGC
Cys

AGT
Ser

CTT
Leu
125
TCT
Ser

GTC
val

TAC
Tyr

CcIC
Leu

TCT
Ser

GGG
Gly
30

TTT
Phe

AGG
Arg

CGT
Arg

ATA
Ile

AAC
Asn
90

AAC
Asn

TTT
Phe

GAT
Asp

ACG
Thr

TCC

Ser
150

ATT
Ile

CTC
Leu

CZ 292709 B6

GCC
Ala

GAC
ASp

GGA
Gly

CCG
Pro
55

GGG

Gly

GAG
Glu

TTG
Leu

ACC
Thr

GTT
Val
115

GAG
Glu

ATT
Ile

ACG

Thr-

CCC

Pro.

AGC
Ser
175

GTA
val

GAG
Glu

TIT
Phe

GAG
Glu
80

ACG
Thr

GTT
Val

GCT
Ala

TTC
Phe

GCT
Ala
140

GCA
Ala

CAG
Gln

AARC
Asn
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GGG
Gly

ATC
Ile

GCA
Ala
45

TCT
Ser

CGC
Arg

ATA
Ile

C7TG
Leu

TCT
Sex
105

CAA
Gln

TGC
Cys

GTG
val

GTG
val

GTC
Val
165

ARG
Lys

cca
Pro

CTT
Leu

GCT
Ala

GTG
vVal
TGG

70
AAC

Asn

GGA
Gly

ARG
Lys

AAC
Asn

AAC
Asn
130

GTG
val

GCA
Ala

AGT
Ser

AAT
Asn

GAC
Asp

GGG
Gly
35

Lys

GAA
Glu

TTA
Leu

AGC
Serx

TAC

Tyx
95

GCC
Ala

AAR
Lys

TGC
Cys

GGA
Gly

AAT
Asn
1585

TAT
Tyx

CAA
Gln

CAG
Gln

GGG
Gly

GAT
Asp

TGT

Cys
60

CAG
Gln

AGC
Ser

AGG
Arg

TTG
Leu

ATT
Ile
120

TCA
Sex

GCA
Ala

CTG
Leu

GCC
aAla

TTC
Phe
180

507

543

579

615

651

687

723

759

785

831

867

903

839

975




ARG
Lys

CAG
Gln

CGC
Arg
205

GAC.

Asp

GAA
Glu

GARA
Glu

CAG
Gln

Lys
265

GAG
Glu

ACG
Thr

AGC
Ser

GTG
val

TCT
Ser

GCC
Ala

TGG
Trp

TAT
Tyr

GCT
Ala
230

CTC
Leu

CAT
His

GTC
vVal

CCccC
Pro

GGC
Gly
290

TCC
Ser

GTT
Val

CAG

Gly Gln

325

GTC
val

CAT
His

TTC
Phe

ACT
Thr
195

AAC
Asn

GGG
Gly

GAG
Glu

ATC
Ile

GTG
val
255

ATC
Ile

cTC
Leu

ARG
Lys

TCC
Ser

GGC
Gly
315

ATC
Ile

cCcC
Pro

CTC
Leu

GCC
Ala

TGG
Trp

CGG
Arg
220

GAR
Glu

TCC
Ser

GTA
Vval

GTG
val

ATC
Ile
280

ATC
Ile

CTG
Leu

GGC
Gly

CCA
Pro

AGG
Arg
340
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CGA ACC ATC

Arg
185

ATG
Met

GTG
vVal

CCG
Pro

AGG
Arg

CAG
Gln
245

GAG
Glu

GTT
val

ARG
Lys

TGG

ATC
Ile
305

ACC
Thr

GGC
Gly

ARG
Lys

Thr

GCA
Ala

GGC
Gly
210

GGG
Gly

GAT
Asp

TAC
Tyr

GTG
val

TTC
Phe
270

GAG
Glu

CTG
Leu

GCC
Ala

ATT
Ile

TTC
Phe
330

TCT
Sex

Ile

GAC
Asp

ACA
Thr

ATT
Ile

ATC
Ile
235

TCT
Ser

ATT
Ile

TCC
Ser

ATT
Ile

GCC
Ala
295

ATG
Met

GGA
Gly

CGG
Arg

GTC
val

CCC
Pro

ATC
Ile
200

ATT
Ile

GAG
Glu

TGC
Cys

GAT
Asp

Gln
260

AGT
Ser

GTC
Val

AGC
Ser

CCT
Pro

TTC
Phe
320

GAA
Glu

CAC
His
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AAT
Asn

ATC
Ile

GCA
Ala

Lys
225

ATC
Ile

GAG
Glu

AAT
Asn

GGC
Gly

CGG
Arg
285

GAG
Glu

CAG
Gln

GCT
Ala

TTC
Phe

AAT
Asn
345

GAT
Asp
190

GAG
Glu

GCT
Ala

TTC
Phe

GAC
Asp

GAA
Glu
250

TCC
Ser

CCA
Pro

CcGC
Arg

GCC
Ala

TAC

Tyr
310

CTG
Leu

CTG
Leu

GGT
Gly

GAG
Glu

TAT
Tyr

GAT
Asp
215

CGA
Axg

TTC
Phe

GAG
Glu

ACG
Thxr

GAT
Asp
275

AAT
Asn

TGG
Tzrp

TTC
Phe

AAG
Lys

ARG
Lys
335

TTT
Phe

CaAC
His

TTC
Phe

GAC
Asp

GAG
Glu

AGT
Ser
240

ATC
Ile

GCC
Ala

CTT
Leu

ATC
Ile

GCC
Ala
300

CAC
His

GCT
Ala

ARG
Lys

GCC
Ala

1011

1047

1083

1119

1155

1181

1227

1263

12399

1335

1371

1407

1443

1479



ARG
Lys

CAA
Gln

TTT
Phe

AGC
Ser
385

GGG
Gly

ATA
Ile

TAC
Tyr

GAT
Asp

ACC
Thr
445

GCG
Ala

TIT
Phe

GAG
Glu

AAC
Asn

TTT
Phe
505

GAG
Glu
350

GAA
Glu

CTG
Leu

AAC
Asn

GAT

Asp’

GAT
Asp
410

TTA
Leu

ATA
Ile

AAT
Asn

TGG
Trp

ACA
Thr
470

TGT
Cys

TGG
Trp

AAG
Lys

TTT
Phe

GGT
Gly

AGA
Arg
375

AGC
Ser

GAG
Glu

TAC
Tyr

GCA
Ala

TAT

Tyr
435

GGC
Gly

CAG
Gln

AAC
Asn

GGT
Gly

CAC
His
495

GAA
Glu

TGG
Txp

GCA
Ala

GGT
Gly

TCG
Ser

AAC
Asn
400

ACG
Thr

GTC
Val

ACC
Thr

TCC
Ser

GTC
Val
460

AAT
Asn

GAC
Asp

CTC
Leu

GTC

val:

GAA
Glu

Lys
365

CaC
His

ACA
Thr

ATC
Ile

CAT
His

TAC

Tyr
425

TGC
Cys

TGT
Cys

CTG
Leu

ATG
Met

CTG
Leu
485

TCC
Ser

GGG
Gly

GAA
Glu

GGA
Gly

GaA
Glu

GCC
Ala
390

AGC
Sexr

TTA
Leu

TCC
Ser

TTA
Leu

GCA
Ala
450

AAG
Lys

GGG
Gly

GTG
vVal

CCA
Pro

TAT

Tyx
510
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ACA
Thr
355

CCT
Pro

GAA
Glu

TTC
Phe

AGT
Ser

CGG
Arg
415

ATT
Ile
ceT
Pro

GAC
Asp

cac
His

GAG
Glu
478

Gly

GAG
Glu

TAC
Tyx

TTT

Phe"

TTA
Leu

AGT
Ser
380

CGA
Arg

GTC
Val

ATA
Ile

GCT
Ala

GGG
Gly
440

ATC
Ile

CTA
Leu

CAG
Gln

AAC
Asn

GAT
Asp
500

AAC
Asn
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AAC
Asn

CCT
Prxo

GGC
Gly

CCC
Pro

GAG
Glu
405

TCC
Sex

CAC
His

AGA
Arg

AAG
Lys

CGG
Arg
465

GTG
Val

TAT

GGC
Gly

GTC
val

TGC
Cys

GTG
val
370

GAC
Asp

CTC
Leu

ACC
Thr

TAC
Tyr

GCC
Ala
430

GGG
Gly

Lys

CAT
His

ACC
Thr

TCC
Ser
450

TCC
Ser

TAT
Tyr

CAC
His

GAC
Asp

AGG
Arg

TGT

Cys
385

CcCT
Pro

AAT
Asn

TTG
Leu

CTC
Leu

GTT
val
455

CTA
Leu

TTT
Phe

ATC
Ile

ATC
Ile

GCC
Ala
515

CTC
Leu
360

ACC
Thr

TTT
Phe

ACA

TAC
Tyr

GTG
Val
420

Gln

TTC
Phe

GAG
Glu

AAC
Asn

GAT
Asp
480

ATC
Ile

GTG
val

ARG
Lys

1515
1551
1587
1623
1€58
1695
1731
1767
1803
1833
1875
1911
1947

1883




AAG
Lys

CTG
Leu

GTG
Val

AGC
Ser

ATT
Ile
565

GAG
Glu

GCC
Ala

TCC
Ser

ATC
Ile

Ala
625

ACA
Thr

AAC
Asn

TCC
Ser

TCC
Serxr

GGA
Gly
TGG
530
CTG

Leu

CGA
Arg

GAG
Glu

TGT
Cys

AGT
Ser
530

AAT

Asn

CGAG
Glu

CTC
Leu

GCC
Ala

ACA
Thr
650

TAC

AGC
Ser

GAA
Glu

AGT
Ser

TCT
Ser

GAC
Asp
585

GGG
Gly

CCT
Pro

GCC
Ala

GAG
Glu

TTT
Phe
€15

ACC
Thx

TTT
Phe

CCC
Pro

CcTC
Leu

TCC
Serxr
675

AGA
Arg
520

GGG
Gly

GTC
val

TGC
Cys

GAG
Glu

GAT
Asp
580

TGT
Cys

AAC
Asn

CTG
Leu

CTC
Leu

GTG
Val
640

ATT
Ile

CcTC
Leu

CTG
Leu

CTC
Leu

TTC
Phe

CTC
Leu
545

CTG
Leu

CcCC
Pro

GGG
Gly

ARC
Asn

CAC
His
€05

TCG
Ser

TTT
Phe

CTG
Leu

GTC
Vval

CTC
Leu
€65

TTC
Phe

TTC
Phe

TCC
Ser

CAG
Gln

GCA
Ala

ACC
Thr
570

GAG
Glu

AAG
Lys

ACC
Thr

TGG
Txp

GCC
Ala
630

GGT
Gly

ARG
Lys

TIC
Phe

TTC
Phe

CZ 292709 B6

ATC
Ile

AGG
Axrg
535

GTG
Val

GGG
Gly

TGC
Ccys

TAT
Tyr

TGC

Cys
595

TCC
Ser

ACG
Thr

GTG
val

GTG
val

GCC
Ala
655

TCC
Serx

ATC
Ile

AAC
Asn

GAG
Glu

cce
Pro

ACC
Thr
560

TGC
Cys

AGT
Serxr

CcCAa
Pro

TGC
Cys

GAG
Glu
620

CTG
Leu

Phe

ACC
Thr

CTG
Leu

GGG
Gly
680

-50-

CAG
Glu
525

CCA
Pro

TTC
Phe

AGG
Arg

TTT
Phe

GAT
Asp
585

GAT
Asp

ATT
Ile

ccc
Pro

GGC
Gly

ATC
Ile
645

AAC
Asn

cTC
Leu

GAG
Glu

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser
550

Lys

GAG
Glu

GAG
Glu

GAC
Asp

GCC
Ala
610

TTT
Phe

ATT
Ile

AAG
Lys

CGA
Arg

TGC

Cys
670

CCC
Pro

Lys

ACC
Thr

AAC
Asn

GGG
Gly

TGT
Cys
575

ACA
Thy

TTC
Phe

ARG
Lys

GGG
Gly

TTC
Phe
635

TTC
Phe

GAG
Glu

TGC
Cys

CAG
Gln

ATC

Ile

TTT
Phe
540

TGC
cys

ATC
Ile

GTG
Val

GAT
Asp
TGG
600
GAG

Glu

ATC
Ile

CTG
Leu

CGC
Arg

cTC
Leu
660

TTC
Phe

GAC
Asp

2019

2055

2081

2127

2163

2159

2235

2271

2307

2343

2379

2415

2451

2487



TGG
685

AGC
Ser

ACC
Thr

ccc
Pro

CTG
Leu

CAG
Gln
745

CCC
Pro

GAG
Glu

ATG
Met

CTG
Leu

CGG
Arg
805

ATC
Ile

ATC
Ile

AAG
Lys

ACG
Thx

TTC
Phe

AAC
Asn
710

ACC
Thr

CAG
Gln

ATT
Ile

cccC
Pro

ATC
Ile
770

GCC
Ala

GCT
Ala

AAG
Lys

ACC
Thr

TCC
Ser
830

TTT
Phe

TGC
Cys

GTG
Val

CGT
Arg

AGC
Ser

TTC
Phe
735

GTC
Val

TCA
Ser

ATC
Ile

CTG
Leu

GCC
Ala
795

CTG
Leu

TTC
Phe

TTC
Phe

GTC
val

cGe
Arg

CTC
Leu
700

GTC
Val

TTC
Phe

CTG
Leu

ATC
Ile

AGC
Ser
760

TTC
Phe

GGC
Gly

ATC
Ile

CcCG
Pro

AGC
Ser
820

ATT
1le

TCT
Ser

CTG
Leu

TGC
Cys

c1c

CAC
His
725

CTG
Leu

TGT
Cys

TAC
Tyr

ATC
Ile

TTC
Phe
785

TGC
Cys

GAG
Glu

ATG
Met

CCA
Pro

GCC
Ala
845

cGC
Arg
690

ATC
Ile

CTG

u Leu

CGC
Arg

GTT
val

GTG
val
750

CGC
Arg

ACG
Thr

CTG
Leu

TTC
Phe

AAC
Asn
810

CTC
Leu

GCC
Ala

GTA
Val

CZ 292709 B6

CAG
Gln

TCA
Ser

GTG
val
715

ARG
Lys

TTC
Phe

ATC
Ile

AAC
Asn

TGC

Cys
775

ATC
Ile

TTC
Phe

TTC
Phe

ATC
Ile

TAT

Tyr
835

GAG
Glu

cCcaG
Pro

TGC
Cys

TTT
Phe

TGG
TIp

CcTC
Leu
740

CAG
Gln

CAC
His

GGC
Gly

TTT
Phe
800

AAT
Asn

TTC
Phe

GCC
Ala

GTG
Val

-51-

GCC
Ala

ATC
Ile
705

GAG
Glu

TGG

TGC
Cys

CTC
Leu

GAG
Glu
765

GAG
Glu

TAC
Tyx

GCC
Ala

GRA
Glu

TTC
Phe
825

AGC
Sex

ATT
Ile

TTT
Phe

CTG
Leu

GCC
Ala

GGG
Gly
730

ACC
Thx

TAC
Tyr

CTG
Leu

GGC
Gly

ACC
Thr
7580

TTC
Phe

GCC
Ala

ATC
Ile

ACC
Thrx

GCC
Ala
850

GGC
Gly
685

GTG
Val

ARG
Lys

CTC
Leu

TTC
Phe

ACC
Thr
755

GAG
Glu

TCC
Ser

TGC
Cys

AAG
Lys

ARG
Lys
Bl5

GTC
Val

TAT
Tyr

ATC
Ile

ATC
Ile

Lys

ATC
Ile
720

AAC
Asn

ATG
Met

GCG
Ala

GAT
Asp

CTC
Leu
780

CTG
Leu

TCC
Ser

TTC
Phe

TGG
Txp

GGC
Gly
840

CTG
Leu

2523

2559

2585

2631

2667

2703

2739

2775

2811

2847

2883

2919

2955

2991




GCA
Ala

AAC
Asn
865

ARC
Asn

CAC
His

CGC
Arg

GGA
Gly

AGC
Sex
925

ccC
Pro

ACC
Thr

CCa
Pro

Lys

TTC
Phe
985

ATG
Met

GAG
Glu

GCC AGC TTT GGC
Ala Ser Phe Gly
855

AAG ATC TAC ATC
Lys Ile Tyr I1le

ACC ATC GAG GAG
Thr Ile Glu Glu
880

GCT TTC ARG GTG
Ala Phe Lys Val
850

AGC AAC GTC TCC
Ser Asn Val Ser
905

GGC TCC ACG GGA
Gly Ser Thr Gly
915

AGC AAG AGC AAC
Ser Lys Ser Asn

GAG AGG CAG AAG
Glu Arg Gln Lys
940

CAG CAA GAG CAG
Gln Gln Glu Gln
950

CAG CAG CAA CGA
Gln Gln Gln Arg
965

CAG AAG GTC ATC
Gln Lys Val Ile
975

TCA CTG AGC TIT
Ser Leu Ser Phe

GCC CAC AGG AAT
Ala His Arg Asn
1000

GCC CAG AAA AGC
Ala Gln Lys Ser
1010

TTG
Leu

ATT
Ile
870

GTG
val

GCT
Ala

cGe
Axg

TCC
Ser

AGC
Ser
930

CAG
Gln

CAG
Gln

TCT
Ser

TTT
Phe

GAT
Asp
990

TCcT
Ser

AGC
Ser

CZ 292709 B6

CTG
Leu

CTC
Leu

CGT
Arg

GCC
Ala
885

ARG
Lys

ACC
Thr

GAA
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln
955

CAG
Gln

GGC
Gly

GAG
Glu

ACG
Thr

GAT
Asp

GCG
Ala
860

TTC
Phe

TGC
Cys

CGG
Arg

CGG
Arg

CCC
Pro
920

GAC
Asp

CAG
Gln

CAG
Gln

CAG
Gln

AGC
Serx
980

CCT
Pro

CAC
His

ACG
Thr

1015

-52-

TGC
Cys

AAG
Lys

AGC
Ser
885

GCC
Ala

TCC
Ser

TCC
Ser

cCa
Pro

CCG
Pro
245

cccC
Pro

CAG
Gln

GGC
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln

ATC
Ile

CCA
Pro

ACC
Thr

ACG
Thr

AGC
Ser
910

TCC
Ser

TTC
Phe

CTG
Leu

CTG
Leu

cccC
Pro
970

ACG
Thr

ARG
Lys

AAC
Asn

1005

CTG
Leu

ACC
Thy

TTC TTC
Phe Phe

TCC CGC
Ser Arg
875

GCA GCT
Ala Ala

CTG CGC
Leu Arg
900

AGC CTT
Sexr Leu

TCC ATC
Sexr Ile

CCA CGG
Pro Arg
935

GCC CTA
Ala Leu

ACC CTC
Thr Leu
S60

AGA TGC
Arg Cys

GTC ACC
val Thr

AAC GCC
Asn Ala
995

TCC CTG
Ser Leu

CGA CAC
Arg His
1020

3027

3063

3098

3135

3171

3207

3243

3279

3315

3351

3387

3423

3459

3495



CAG CCA TTA CTC CCG CTG CAG
Pro Leu Gln

Gln Pro

TTA GAT
Leu Asp

Leu Leu

CTG ACC
Leu Thr

1025

Val

1035

CCT GTG
Pro Val
1045

CCT GAA
Pro Glu

TCA
Ser
1070

GTT
Val

GGT GGA GAC
Gly Gly

GAG TTG
Glu Leu

CAG AGC TTT GTC
Gln Ser Phe Val

Asp

GTC CAG GAA
Gln Glu

CAG CGG
Gln Arg

CZ 292709 B6

1040

Pro

1050

TCC
Ser
1060

1085

CCA GCa
Pro Ala

ATC AGT
Ile Ser Gly

CTT
Leu

TGC GGG
Cys Gly

ACA GGT
Thr Gly

CCA GAG
Glu

GTA
Val val Ser

GAA ACG
Glu Thr
1030

CTG CAA
Leu Gln

GTG GAG
val Glu
1055

GTG TCC

1065

GGT

1075

GGAGAAGACT GGGCTAGGGA GAATGCAGAG

GGGTCCCAGG
TGAGGAAGAA
TTAGTCACAC
TCCCTTTAAA
TGGTTGCATT
TTTGCTGTTC
ATCCCACCCA
CTACCCTCCA
GCCACCACTA
CAGTCCTGCC
TGTTCACAAC
AARACCATAT
TATGTAACAT
TGTCTGGTTC
AGATTCCAGG

GATGAGGAAT
GGGATAATAG
CATCTTARAT
ATTAARAANRA
TGTCAARAGCA
ACCCACATCT
ACAGCTCAGA
GAGTGTGCAG
GAGCTGAGAG
CAATGCCTTG
ATAAGGAGAA
GATATTTIGT
CCAGAAGGTT
TGTCCAGGAC
ATCACAAGAA

CGCCCCAGAC
ACACATCAAA
GACAGTGAAT
AGAAGAGCCT
TTGAGATCTC
AATGTCTCTT
GATGAAACTA
ACTGATGGGA
TCTGAAAGAC
ACAACAGACT
TGTATCTCCT
CTCCTACCTG
TGCACCCCTC
ATGATACTGA

TCACCTCAAA

-53-

GGA GGC AGC
Gly Gly Ser

ACA GAA AAC GTA GTG AAT TCA TAAAATGGAA
Thr Glu Asn Val Val Asn Ser

AGGTTTCTTG
TCCTTTCCTC
TGCCCCGAAT
TGACCCATGT
TGTGTTTCTG
CACGGTCAGA
CCTCTGTTCT
TCGGCTTTAAA
CATCAAATTT
AGAATGTCAC
GAATTTTAAA
CCTATTTATG
CTGCTGCTAT
CTATACCATA
TGCCATGTTT

TTGTTAGGAA

GAC
Asp

GGA
Gly

GAC
Asp

AGT
Ser

ACT
Thr
1080

3531

3567

- 3603

3639

3675

3708

37459
3788
3829
3869
3909
3949
3989
4029
40€59
4109
4149
4189
4229
42635
4309

4349




10

15

20

GGGACTGCAT
TCCTATATGT
TAATAGTCCA
GGTTTATATA
CCCACTATCC
CCCTTCAGGG
TACCCCAAAG
GTACAGAGTA
CTAGGGTAGG
AAATGTCGGA
CTGCCGGTCA
GGGTTCAAGC
TGTAGGCAGG
TCATCTTTAA
GAGCTCTTAT
ACTTTAGCCT

ATATTAGTTA

AAACCAATGA
AGCTTTATCC
TGGACAATAT
AGGCAGTATT
TCACTCCCAT
ACTCAAGGGT
AATTCCTGAA
AGTTCTCAAT
AAAGCGTGGT
GCTATGTTCC
CCCAGGCTCT
CATGGCTTCG
GAACCTTAAC
AATARGGATA
GTGGATTAAR
GGTACCTAGC

ATATTAT

CZ 292709 B6

GCTGTATCTG
TTAGGAAAAT
AAACTGAAAA
ATTGAGCTCT
AAGCTAAGCC
CCAGAAGTCC
GCCAGATCCA
TATTGGCCTG
TCCAAGAAAG
CTCCAGCAGT
GGAGCCAGAG
TCATTTGCAA
CTCTCTAAGC
ATAARTCATTC
CGAGATAATG

ACACARATARG

(2) INFORMACE O SEKVENCIID.C.: 2

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA:

(B) TYP:

(C) POCET VLAKEN:
(D) TOPOLOGIE:

3809 paru bazi

TAATTAATAT
GCTTCTGTTG
ATGTCAGTCT
ATTTCCCCAC
TTATGTGAGC
CTCCCATCTC
CCCTATCCCT
CTAATAGCTG
ATCCACCCTC
GGTATTAATA
AGACAGACCG
GCTGAGTGAC
CACAGCTTCT
CTTCCCCTCA
TATATARAGT

CATTCAATAA

nukleova kyselina

jedno
linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA komplementarni k mRNA

(ix) VLASTNOSTL:

(A) IMENO/KLIC:
(B) POZICE:
(D) DALSI INFORMACE:

CDS
373..3606

(xi) POPIS SEKVENCE: Sekvence id. €.: 2:

CAACAGGCAC CTGGCTGCAG CCAGGAAGGA CCGCACGCCC

-54.

4389
4429
4469
4509
4549
4589
4629
4669
4708
4749
4789
4829
4869
4909
48459
4989

5006

40



TTTCGCGCAG GAGAGTGGAA
ACCGAGGTCT TGCGGCACAG
TGCAGAATGA AAGGCATCAC
GGCTTCCAAA GACTCAAGGA
GATTGAGGAA GGCAGAAATG
TCTATTATTT TATTAATCAA
CTGCAGGGAG TGAACTGCTC
GCCTCCAAAC TCCTAGCTGT
GACGGCAGAA CC ATG GCA

Met Ala
b

CZ 292709 Bé6

GGAGGGAGCT GTTTGCCAGC
GCAACGCTTG ACCTGAGTCT
AGGAGGCCTC TGCATGATGT
CCACCCACAT TACAAGTCTG
GAGATTCAAA CACCACGTCT
TCTGTAGACA TGTGTCCCCA
CAAGGGAGAA ACTTCTGGGA

CTCATCCCTT GCCCTGGAGA

TTT TAT AGC TGC TGC TGG
Phe Tyr Sex Cys Cys Trp
)

GTC CTC TTG GCA CTC ACC TGG CAC ACC TCT GCC
Val Leu Leu Ala Leu Thr Trp His Thr Ser Ala

10

15

GGG CCA GAC CAG CGA GCC CAA AAG AAG GGG GAC
Gly Pro Asp Gln Arg Ala Gln Lys Lys Gly Asp

25

30

ATC CTT GGG GGG CTC TTT CCT ATT CAT TTT GGA
Ile Leu Gly Gly Leu Phe Pro Ile His Phe Gly

35

40

GCA GCT AAA GAT CAA GAT CTC AAA TCA AGG CCG
Ala Ala Lys Asp Gln Asp Leu Lys Ser Arg Pro
45 50 55

TCT GTG GAA TGT ATC AGG TAT AAT TTC CGT GGG
Sexr Val Glu Cys Ile Arg Tyr Asn Phe Arg Gly

60

CGC TGG TTA CAG GCT ATG ATA TTT GCC ATA GAG
Arg Trp Leu Gln Ala Met Ile Phe Ala Ile Glu

70

75

ATA AAC AGC AGC CCA GCC CTIT CTT CCC AAC TTIG
Ile Asn Ser Ser Pro Ala Leu Leu Pro Asn Leu

85

30

CTG GGA TAC AGG ATA TTT GAC ACT TGC AAC ACC
Leu Gly Tyr Arg Ile Phe Asp Thr Cys Asn Thr

S5

100

TCT AAG GCC TTG GAA GCC ACC CTG AGT TTT GTT
Ser Lys Ala Leu Glu Ala Thr Leu Sexr Phe Val
105 110 115

-55-

TAC

Tyr
20

ATT
Ile

GTA
Val

GAG
Glu

TTT
Phe

GAG
Glu
80

ACG
Thr

GTT
Val

GCT
Ala

80

120

160

200

240

280

320

360

396

432

468

504

540

576

612

648

684

720




Gln

TGC
Cys

GTG
val

GTG
Val

GTC

val
165

ARG
Lys

AAT
Asn

ATC
Ile

GCA
Ala

Lys
225

ATC
Ile

GAG
Glu

AAT
Asn

GGC
Gly

AAC
Asn

AAC
Asn
130

GTG
val

GCA
Ala

AGT
Ser

AAT
Asn

GAT
Asp
190

GAG
Glu

GCT
Ala

TTC
Phe

GAC
Asp

GAA
Glu
250

TCC
Ser

CCA
Pro

Lys

TGC
Cys

GGA
Gly

AAT
Asn
155

TAT
Tyr

Gln

GAG
Glu

TAT
TYyY

GAT
Asp
215

CGA
Arg

TTC
Phe

GAG
Glu

ACG
Thr

GAT
Asp
275

ATT
Ile
120

TCA
Ser

GCA
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala

TTC
Phe
180

CAC
His

TTC
Phe

GAC
Asp

GAG
Glu

AGT
Serx
240

ATC
Ile

GCC
Ala

CTT
Leu

GAT
Asp

GAG
Glu

ACT
Thr
145

CTG
Leu

TCC
Ser

ARG
Lys

CAG
Gln
CGC
205
GAC
Asp

GARA
Glu

GAA
Glu

CAG
Gln

ARR
Lys
265

GAG
Glu

TCT
Serxr

cAC
His

GGC
Gly

GGG
Gly

TCC
Ser
170

TCT
Ser

GCC
Ala

TGG
Trp

TAT
TYr

GCT
Ala
230

cTC
Leu

‘AT

His

GTC
Val

ccc
Pro

CZ 292709 B6

TTG
Leu

ATT
Ile
135

TCA
Ser

CcTC
Leu

AGC
Ser

TTC
Phe

ACT
Thr
155

AAC
Asn

GGG
Gly

GAG
Glu

ATC
Ile

GTG
Val
255

ATC
Ile

CTC
Leu

AAC
Asn

CCC
Pro

GGC
Gly

TTC
Phe
160

AGA
Arg

CTC
Leu

GCC
Ala

TGG
Tr

CGG
Arg
220

GAA
Glu

TCC
Ser

GTA
val

GTG
Val

ATC
Ile
280

-56-

CTT
Leu
125

TCT
Ser

GTC

Val

TAC
Tyr

TC
Leu

CGA
Arg
185

ATG
Met

GTG
val

CCG
Pro

AGG
Arg

CAG
Gln
245
GAG
Glu

GTIT
val

ARG
Lys

GAT
Asp

ACG
Thr

TCC
Serxr
150

ATT
Ile

CTC
Leu

ACC
Thr

GCA
Ala

GGC
Gly
210

GGG
Gly

GAT
Asp

TAC
Tyr

GTG
Val

TTC
Phe
270

GAG
Glu

GAG
Glu

ATT
Ile

ACG
Thr

ccc
Pro

AGC
Ser
175

ATC
Ile

GAC
Asp

ACA
Thr

ATT
Ile

ATC
Ile
235

TCT
Ser

ATT
Ile

TCC
Serx

ATT
Ile

TTC
Phe

GCT
Ala
140

GCA
Ala

CAG
Gln

AAC
Asn

ccc
Pro

ATC
Ile
200

ATT
Ile

GAG
Glu

TGC
Cys

GAT
Asp

Gln
260
AGT
Ser

GTC
val

756

792

828

864

800

936

972

1008

1044

1080

1116

1152

1188

1224



CGG
Arg
285

GAG
Glu

CAG
Gln

GCT
Ala

TTC
Phe

AAT
Asn
345

AAC
Asn

CCT
Pro

GGC
Gly

ccC
Pro

GAG
Glu
405

TCC
Ser

CAC
His

AGA

CGC
Arg

GCC
Ala

TAC
Tyr
310

CTG
Leu

CTG
Leu

GGT
Gly

TGC
Cys

GTG
Val
370

GAC
Asp

CTC
Leu

ACC
Thr

TAC
Tyr

GCC
Ala
430

GGG
Gly

AAT
Asn

TGG

TTC
Phe

AAG
Lys

ARG
Lys
335

TTT
Phe

CAC
His

GAC
Asp

AGG
Arg

TGT

Cys
395

CCT
Pro

AAT
Asn

TTG

Leu

CTC
Leu

ATC
Ile

GCC
Ala
300

CAC
His

GCT
Ala

AAG
Lys

GCC
Ala

CcTC
Leu
360

ACC
Thr

TTT
Phe

ACA
Thr

TAC
Tyx

GTG
val
420

Gln

TTC
Phe

ACG
Th:

AGC
Sex

GTG
val

GGG
Gly
325

GTC
Val

ARG
Lys

CAA
Gln

TTT
Phe

AGC
Ser
385

GGG
Gly

ATA
Ile

TAC
Tyx

GAT
Asp

ACC
Thr
445

GGC
Gly
290

TCC
Ser

GTT
Val

CAG
Gln

CAT
His

GAG
Glu
350

GAA
Glu

CTG
Leu

AAC
Asn

GAT
Asp

GAT
Asp
410

TTA
Leu

ATA
Ile

AAT
Asn

CZ 292709 B6

AAG
Lys

TCC
Ser

GGC
Gly
315

ATC
Ile

CcCce
Pro

TTT
Phe

GGT
Gly

AGA
Arg
3758

AGC
Ser

GAG

Glu

TAC
Tyr

GCA
Ala

TAT

Tyr
435

GGC

ATC
Ile

CTG
Leu

GGC
Gly

CcCa
Pro

AGG
Arg
340

TGG

GCA
Ala

GGT
Gly

TCG
Ser

AAC
Asn
400

ACG
Thr

GTC
val

ACC
Thr

TCC

TGG
Trp

ATC
Ile
305

ACC
Thr

GGC
Gly

AAG
Lys

GARA
Glu

Lys
365

CAC
His

ACA
Thr

ATC
Ile

CAT
His

TAC

Tyxr

425

TGC
Cys

TGT

Gly Ser Cys

-57-

CTG
Leu

GCC
Ala

ATT
Ile

TTC
Phe
330

TCT
Sex

GAA
Glu

GCGA
Gly

GAA
Glu

GCC
Ala
380

AGC
Ser

TTA
Leu

TCC
Ser

TTA
Leu

GCA
Al
450

GCC
Ala
295

ATG
Met

GGA
Gly

CGG
Arg

GTC
Val

ACA
Thr
3585

CCT
Pro

GAA
Glu

TTC
Phe

AGT
Ser

CGG
Arg
415
ATT
Ile

CcCcT
Pro

AGC
Serx

CCT
Pro

TTC
Phe
320

GAA
Glu

CAC
His

Phe

TTA
Leu

AGT
Ser
380

CGA
Arg

GTC
val

ATA
Ile

GCC
Ala

GGG
Gly
440

GAC ATC
Asp Ile

1260
1286
1332
1368
1404
1440
1476
1512
1548
1584
1620
1656
1692

1728




AAG
Lys

CGG
Arg
465

GTG
Val

TAT
Tyr

GGC
Gly

GTC
val

GAG
Glu
525

GTG
Val

GGG
Gly

TGC
Cys

TAT
Tyr

TGC

Cys
585

TCC
Sex

ACG
Thr

Lys

CAT
His

ACC
Thr

TCC
Ser
490

TCC
Ser

TAT
Tyr

GAG
Glu

cCcC
Pro

ACC
Thr
550

TGC
Cys

AGT
Ser

CCa
Pro

TGC
Cys

GAG
Glu
610

GTT
Val
455

CTA
Leu

TTT
Phe

ATC
Ile

ATC
Ile

GCC
Ala
515

Lys

TTC
Phe

AGG
Arg

TTT
Phe

GAT

Asp
575

GAT
Asp

ATT
Ile

ccc
Pro

GAG
Glu

ARC
Asn

GAT
Asp
480

ATC
Ile

GTG

Val

ARG
Lys

ATC
Ile

TCC
Ser
540

AAR
Lys

GAG
Glu

GAG
Glu

GAC
Asp

GCC
Ala
600

TTT

GCG
Ala

TTT
Phe

GAG
Glu

AAC
Asn

TTT
Phe
505

AAG
Lys

CTG
Leu

AAC
Asn

GGG
Gly

TGT
Cys
565
ACA
Thr

TTC
Phe

ARG
Lys

GGG

TGG
Trp

ACA
Thr
470

TGT
Cys

TGG
Txp

AAG
Lys

GGA
Gly

TGG

Txp
530

TGC
cys

ATC
Ile

GTG
Val

GAT
Asp

TGG
Trp
590
GAG
Glu

ATC

Phe Gly Ile
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CAG
Gln

AAC
Asn

GGT
Gly

CAC
His
485

GAA
Glu

GAA
Glu

AGT
Ser

AGC
Ser

ATT
lle
555

GAG
Glu

GCC
Ala

TCC
Serx

ATC
Ile

GCA
Ala
615

GTC
val
460

AAT
Asn

GAC
Asp

CTC
Leu

GTC
Val

AGA
Arg
520

GGG
Gly

CGA
Arg

GAG
Glu

TGT
Cys

AGT
Ser
580

AAT
Asn

GAG
Glu

CTC
Leu

-58-

CTG
Leu

ATG
Met

CTG
Leu
485

TCC
Ser

GGG
Gly

CTC
Leu

TTC
Phe

GAC
Asp
545

GGG
Gly

CCT
Pro

GCC
Ala

GAG
Glu

Phe
605

ACC
Thy

AAG
Lys

GGG
Gly

GTG
val

CCa
Pro

TAT
Tyr
510

TTC
Phe

TCC
Ser

TGC
Cys

GAG
Glu

GAT
Asp
570

TGT
Cys

AAC
Asn

CTG
Leu

CTC
Leu

CAC
His

GAG
Glu
475

GGG
Gly

GAG
Glu

TAC
Tyr

ATC
Ile

AGG
Arg
535

CTG
Leu

CcCC
Pro

GGG
Gly

AAC
Asn

CAC
His
595
TCG
Ser

TTT
Phe

CTA
Leu

CAG
Gln

AAC
Asn

GAT
Asp
500

AAC
Asn

AAC
Asn

GAG
Glu

GCA
Ala

ACC
Thr
S60

GAG
Glu

AAG
Lys

ACC
Thr

TGG
Trp

GCC
Ala
620

1764

1800

1836

1872

1508

1944

1980

2016

2052

2088

2124

2160

2196

2232



GTG
Val

GTG
Val

GCC
Ala
645

TCC
Ser

ATC
Ile

CAG
Gln

TCA
Ser

GTG
Val
7058

Lys

TTC

Phe

ATC
Ile

AAC
Asn

TGC

Cys
765

ATC
Ile

CTG
Leu

TTT
Phe

ACC
Thr

CTG
Leu

GGG
Gly
670

CCG
Pro

TGC
Cys

TTT
Phe

TGG

CTC
Leu
730

TGG
Trp

CAG
Gln

CAC

His

GGC
Gly

GGC
Gly

ATC
Ile
€35

AAC
Asn

CTC
Leu

GAG
Glu

GCC
Ala

ATC
Ile
695

GAG
Glu

TGG
Trp

TGC
cys

CTC
Leu

GAG
Glu
755

GAG
Glu

TAC
Tyr

ATT
Ile

ARG
Lys

CGA
Axrg

TGC

Cys
660

cCccC
Pro

TTT
Phe

CTG
Leu

GCC
Ala

GGG
Gly
720

ACC
Thr

TAC
Tyr

CTG
Leu

GGC
Gly

ACC
Thr
780

TTC
Phe’
625

TTC
Phe

GAG
Glu

TGC
Cys

CAG
Gln

GGC
Gly
685

GTG
vVal

ARG
Lys

CTC
Leu

TTC
Phe

ACC
Thx
745

GAG
Glu

TCC
Serxr

TGC
cys

CTG
Leu

CGC
Arg

CTC
Leu
650

TTC
Phe

GAC
Asp

ATC
Ile

AAR
Lys

ATC
lle
710

AAC
Asn

ATG
Met

GCG
Ala

GAT
Asp

CTC
Leu
770

CTG
Leu
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ACA
Thr

AAC
Asn

GCC
Ala

ACA
Thr

640

TCC
Ser

TCC
Ser

TGG
Trp
675

AGC
Ser

ACC
Thr

CcCC
Pro

CTG
Leu

CAG
Gln
735

CCC
Pro

GAG
Glu

ATG
Met

CTG
Leu

TAC

Tyxr

AGC
Ser

ACG
Thr

TTC
Phe

ARC
Asn
700

ACC
Thr

CAG
Gln

ATT
Ile

cCcC
Pro

ATC
Ile
760

GCC
Ala

GCT
Ala
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TTT
Phe

ccc
Pro

CTC
Leu

TCC
Ser
665

TGC
Cys

GTG
val

CGT
Arg

AGC
Ser

TTC
Phe
725

GTC
Vval

TCA
Ser

ATC
Ile

CTG
Leu

GCC
Ala
785

GTG
val
630

ATT
Ile

cTC
Leu

CTG
Leu

CGC
Arg

CTC
Leu
690

GTC
val

TTC
Phe

CTG
Leu

ATC
Ile

AGC
Ser
750

TTC
Phe

GGC
Gly

ATC
Ile

CTG
Leu

GTC
val

CTC
Leu
€85

TTC
Phe

CTG
Leu

TGC
Cys

CTC
Leu

CAC
His
715

CTG
Leu

TGT
Cys

TAC
Tyx

ATC
Ile

TTC
Phe
775

TGC
Cys

GGT
Gly

AAG
Lys

TTC
Phe

TTC
Phe

CGcC
Arg
680

ATC
Ile

CTG
Leu

cGC
Arg

GTT
Val

GTG
Val
740

cGC
Axg

ACG
Thr

CTG
Leu

TTC
Phe

2268

2304

2340

2376

2412

2448

2484

2520

2556

2592

2628

2664

2700

2736




TTC
Phe

TTC
Phe

ATC
Ile

TAT

Tyr
825

GAG
Glu

CTG
Leu

CTC
Leu

CGT
Arg

Gece
Ala
885

ARG
Lys

ACC
Thr

GAA
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln
945

TTT
Phe
750

AAT
Asn

TTC
Phe

GCC
Ala

GTG
val

GCG
Ala
850

TTC
Phe

TGC
Cys

CGG
Arg

CGG
Arg

ccc
Pro
910

GAC
Asp

CAG
Gln

caG
Gln

GCC
Ala

GAA
Glu

TTC
Phe
B15S

AGC
Ser

ATT
Ile

TGC
Cys

AAG
Lys

AGC
Ser
875

GCC
Ala

TCC
Ser

TCC
Ser

cca
Pro

CCG

Pro
935

CCC
Pro

TTC
Phe

GCC
Ala

ATC
Ile

ACC
Thr

GCC
Ala
840

ATC
Ile

CCA
Pro

ACC
Thr

ACG
Thr

AGC
Ser
900

TCC
Ser

TTC
Phe

CTG
Leu

CTG
Leu

AAG
Lys

AAG
Lys
805

GTC
val

TAT
Tyr

ATC
Ile

TTC
Phe

TCC
Serxr
865

GCA
Ala

CTG
Leu

AGC
Ser

TCC
Serx

CCA
Pro
925%

GCC
Ala

ACC
Thr

TCC
Ser

TTC
Phe

TGG
Trp

GGC
Gly
830

CTG
Leu

TTC
Phe

CGC
Arg

GCT
Ala

CcGC
Arg
890

CTT
Leu

ATC
Ile

CAG
Gln

CTA
Leu

CcTC
Leu
950

CGG
Arg
795

ATC
Ile

ATC
Ile

ARG
Lys

GCA
Ala

AAC
Asn
855

AAC
Asn

CAC
His

cGC
Arg

GGA

Gly

AGC
Ser
915

ccc
Pro

acc

Thr

CCA
Pro

ARG
Lys

ACC
Thr

TCC
Ser
820

TTT
Phe

GCC
Ala

ARG
Lys

ACC
Thr

GCT
Ala
880

AGC
Sex

GGC
Gly

AGC
Ser

GAG
Glu

CAG
Gln
840

CAG
Gln

-60 -

CZ 292709 B6

CTG
Leu

TTC
Phe

TTC
Phe

GTC
Val

AGC
Ser
845

ATC
Ile

ATC
Ile

TTC.

Phe

AAC
Asn

TCC
Ser
905

ARG
Lys

AGG
Axg

'Gln

CAG
Gln

CCG
Pro

AGC
Ser
810

ATT
Ile

TCT
Ser

TTT
Phe

TAC
Tyx

GAG
Glu
870

Lys

GTC
vVal

ACG
Thr

AGC
Serx

CAG
Gln
930

GAG
Glu

Gln

GAG
Glu

ATG
Met

CCA
Pro

GCC
Ala
835

GGC
Gly

ATC
Ile

GAG
Glu

GTG
val

TCC
Ser
895

GGA
Gly

AAC
Asn

ARG
Lys

CAG
Gln
CGAa

Arg
955

AAC
Asn
8§00

CcTC
Leu

GCC
"Ala

GTA
vVal

TTG
Leu

ATT
Ile
860

GTG
val

GCT
Ala

CGC
Arg

TCC
Ser

AGC
Ser
920

CAG
Gln

CAG
Gln

TCT
Ser

2772

2808

2844

2880

2916

2952

2588

3024

3060

3096

3132

3168

3204

3240



CAG
Gln

CAG
Gln

CAG
Gln

CCC
Pro
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AGA TGC
Axg Cys

AAG
Lys

CAG
Gln

ARG
Lys

GGC
Gly

AGC
Ser
970

GAG
Glu

ccT
Pro

ACG
Thx

CacC
His

GAT ACG
Asp Thr
1005

CAG TGC
Gln Cys

GGC
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln
995

CTG
Leu

GGG
Gly

960

ACG
Thr

GTC
Val

AAG
Lys

AAC
Asn
985

AANC
Asn

TCC
Ser

ACC
Thr

CGA
Arg

GARA ACG
Glu Thr

7TC
Phe
975

ACC
Thr

GCC
Ala

ATG
Met

CTG
Leu

GAG
Glu

CAC CAG
His Gln
1010

GAC TTA
Asp Leu

965

TCA
Ser

CTG
Leu

GCC
Ala

CAC
His

GCC CAG
Ala Gln
1000

CCA
Pro

TTA
Leu

CTG
Leu

GAT
Asp

GAA ACA GGT
Glu Thr Gly
1030

CGG CCA GAG
Arg Pro Glu

GCA CTT GTA
Ala Leu Val

1020

CTG
Leu

GTG
Val

GTG
vVal

1055

AGT GGT GGA
Ser Gly Gly
1065

GGC
Gly

CAA
Gln

GGA
Gly

GAG GAC
Glu Asp
1045

TCC AGT
Ser Ser

CCT GTG
Pro Val
1035

CCT GAA
Pro Glu

TCA CAG
Ser Gln

GTC
val

AGC
Sexr

GGG
Gly
990

AAA
Lys

CTC
Leu

ACC
Thr

1025

GGT
Gly

GAG
Glu

GGA
Gly

TTG
Leu

ATC
Ile

TTT
Phe

TIT
Phe

GAT
Asp
980

AAT
Asn

TCT
Ser

AGC
Ser

AGC
Ser

CCG CTG
Pro Leu
10158

GTC CAG
Val Gln

GAC CAG
Asp Gln
-1040

TCC CCA
Sexr Pro

1050

AGC TTT GTC ATC

Ser

1060

Phe

val Ile

AGC ACT GTT ACA GAA AAC GTA GIG
Ser Thr Val Thr Glu
1070

Asn

val val
1075

AAT TCA TAAAATGGAA GGAGAAGACT GGGCTAGGGA

Asn Ser

GAATGCAGAG AGGTTITCTTG GGGTCCCAGG GATGAGGAAT

CGCCCCAGAC TCCTTTCCTC TGAGGAAGAA GGGATAATAG

ACACATCAAA TGCCCCGAAT TTAGTCACAC CATCTTAAAT

GACAGTGAAT TGACCCATGT TCCCTTTAAA AAAARAAAAA

ARAARGCGGC CGC
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Popis obrazkii:
Obr. 1a — 1r popisuji strukturni vzorce sloucenin

Obr. 2 a 3 popisuji fyzikalné-chemické vlastnosti a spektralni charakteristiky pfisluSnych
slougenin, véetné jejich teplot tani (mp), optické otacivosti, mol. hmotnosti apod.

Obr. 4 a% 95 popisuji hmotnostni spektra NPS sloucenin (ionizace narazem elektrond, 70 eV).

Obr. 96, 98, 100, 102, 104, 109, 115, 117, 119 a 121 popisuji 'H-NMR spektra hydrochloridii
slou¢enin 9C (Obr. 96), 9R (Obr. 98), 11X (Obr. 100), 13U (Obr. 102), 13X (Obr. 104), 16Q
(Obr. 109), 16W (Obr. 115), 16X (Obr. 117), 17M (Obr. 119) a 170 (Obr. 121), méfena na
pfistroji Varian pti 300 MHz; chemické posuny v rozsahu 0 aZz 5 ppm byly méfeny v 1% roztoku
deuterovaného methanolu v deuterochloroformu (5 mg/ml), chemické posuny v rozsahu 5 az
12 ppm pak v deuterochloroformu (60 mg/ml).

Obr. 106, 107, 111, 113, 123, 125, 126, 128, 129 a 131 popisuji "H-NMR spektra hydrochloridii
slou¢enin 14L (Obr. 106), 14U (Obr. 107), 16R (Obr. 111), 16T (Obr. 113), 17P (Obr. 123), 17W
(Obr. 125), 17X (Obr. 126), 25U (Obr. 128), 25V (Obr. 129) a 25W (Obr. 131), méfena na
pfistroji Varian pfi 300 MHz; chemické posuny vrozsahu 0 az 10 ppm byly méfeny
v 1% roztoku deuterovaného methanolu v deuterochloroformu (5 mg/ml), chemické posuny
v rozsahu 10 aZ 12 ppm pak v deuterochloroformu (60 mg/ml).

Obr. 97 (hydrochlorid slougeniny 9C), 99 (hydrochlorid slou¢eniny 9R), 101 (hydrochlorid slou-
geniny 11X), 103 (hydrochlorid slougeniny 13U), 105 (hydrochlorid slougeniny 13X), 108
(hydrochlorid slougeniny 14U), 110 (hydrochlorid slougeniny 16Q), 112 (hydrochlorid slouce-
niny 16R), 114 (hydrochlorid slougeniny 16T), 116 (hydrochlorid slou¢eniny 16W), 118 (hydro-
chlorid slougeniny 16X), 120 (hydrochlorid slougeniny 17M), 122 (hydrochlorid slou¢eniny 170)
a 124 (hydrochlorid slougeniny 17P) popisuji BC_NMR spektra shora uvedenych hydrochloridd,
méfen4 na pistroji Varian pti 75 MHz, a to v deuterochloroformu (60 mg/ml).

Obr. 127 (hydrochlorid slougeniny 17X) a 130 (hydrochlorid slou¢eniny 25V) popisuji BC-NMR
spektra shora uvedenych hydrochloridi, méfené na pfistroji Varian pfi 75 MHz v deutero-
chloroformu obsahujicim 1 % deuterovaného methanolu (20 mg/mi).

Ve shora zmindnych NMR spektrech jsou ponechéna nasledujici mezindrodn& uznévand
a pouZivani oznaceni:

(PPM) - chemické posuny v ppm

!

MULTIPLICITY multiplicita (tvar signalu):
] = singlet

bs = §iroky singlet

d = dublet

dd = dvojity dublet

t = triplet

q = kvartet

m = multiplet

COUPLING (HZ) - interak¢éni konstanta (Hz)
ASSIGNMENZ — ptirazeny (aliph = alifaticky fetézec, RIGHT SIDE = prava strana,

LEFT SIDE = leva strana, OR = nebo, arom = aromaticky systém,
naphthyl = naftyl, phenyl = fenyl).

-62-



CZ 292709 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Diaromaticka slouéenina obecného vzorce

= &

ﬂmm

kde R je atom vodiku nebo methylova skupina;
m a n znamenaji nezavisle na sobg celé &islo od 0 do 5;

10  kazda skupina X je nezavisle halogenmethylova skupina nebo halogenalkoxyskupina obsahujici
1 az 4 uhlikové atomy a

kazda skupina Z je nezavisle alkoxyskupina obsahujici 1 az 4 uhlikové atomy,
15 nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil nebo jeji komplex.

2. Diaromaticka slou€enina podle naroku 1 vzorce

H
N
FaC OCH3

3. Diaromaticka slouéenina vzorce

H
N
Fac H3

20 ’

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil nebo jeji komplex.

4. Diaromaticka slouéenina vzorce

H
N
FaC Ha

25 nebo jeji farmaceuticky pfijatelna siil nebo jeji komplex.
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5. Diaromaticka slou¢enina obecného vzorce

kde X je trihalogenmethylové skupina nebo trihalogenmethoxyskupina; a

R je—H nebo skupina —CH3;
nebo jeji farmaceuticky piijatelna sil nebo jeji komplex.

10 6. Diaromaticka slou¢enina podle naroku 5 vzorce

Sassse]

7. Diaromaticka sloudenina obecného vzorce:

Xn H
N
Hay O

kde R znamené bud’ atom vodiku nebo methylovou skupinu;

Ollla-v

Pl

15
n jecelédislood0do5;a

X je nezavisle trihalogenmethylové skupina,

20 nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sul nebo jeji komplex.
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8. Diaromaticka sloudenina vzorce

H
/O\/\/N
F3C

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna siil nebo jeji komplex.

9. Diaromaticka sloucenina, jeji farmaceuticky pfijatelna siil nebo jeji komplex podle naroku 5,
kde X znamena trifluormethylovou skupinu nebo trifluormethoxyskupinu a R je —H nebo
skupina —CH;.

10. Diaromaticka sloucenina, jeji farmaceuticky pfijatelna stil nebo jeji komplex podle naroku 5
nebo 9, kde X je vazana k fenylové skupiné v poloze 3.

11. Diaromaticka slou¢enina podle naroku 10 vzorce

A o

F,CO _ s
Hy CH,
nebo jeji farmaceuticky ptijatelna siil nebo jeji komplex.

12. Diaromaticka slougenina podle naroku 10 vzorce

ZX

Faco b4

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil nebo jeji komplex.

13. Kompozice pro modulovani aktivity receptoru vipniku, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje diaromatickou slougeninu podle kteréhokoli z narokii 1 az 12 nebo jeji farmaceuticky
pfijatelnou stl nebo jeji komplex.

14. Kompozice pro lé€eni pacienta, ktery ma onemocnéni charakterizované abnormalni hladinou
iontli vapniku nebo latek, jejichZ hladinu ovliviiuje hladina iontt vépniku,vyznaéujici se
tim, Ze obsahuje diaromatickou slougeninu podle kteréhokoli znarokd 1 az 12 nebo jeji
farmaceuticky pfijatelnou siil nebo jeji komplex.
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15. Kompozice pro lé&eni primérniho nebo sekundarniho hyperparathyroidismu, vyzna ¢u-
jici se tim, e obsahuje diaromatickou slougeninu podle kteréhokoli z naroki 1 az 12 nebo
jeji farmaceuticky pfijatelnou stil nebo jeji komplex.

16. Kompozice pro léteni Pagetovy choroby, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje
diaromatickou slougeninu podle kteréhokoli z nérokit 1 az 12 nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou
stl nebo jeji komplex.

17. Kompozice pro lé¢eni hyperkalcemickych onemocnéni, vyzna&ujici se tim, Ze
obsahuje diaromatickou slougeninu podle kteréhokoli z narokii 1 aZ 12 nebo jeji farmaceuticky
pfijatelnou siil nebo jeji komplex.

18. Kompozice pro lé&eni osteopordzy, vyznaujici se tim, Ze obsahuje diaroma-
tickou slougeninu podle kteréhokoli z naroki 1 a% 12 nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil nebo
jeji komplex.

19. Kompozice pro léeni vysokého krevniho tlaku, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje
diaromatickou slougeninu podle kteréhokoli z naroki 1 aZ 12 nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou
sul nebo jeji komplex.

20. Kompozice pro lé¢eni rendlni osteodystrofie, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje
diaromatickou slougeninu podie kteréhokoli z narokii 1 az 12 nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou
stil nebo jeji komplex.

21. Kompozice pro sniZeni hladiny PTH vkrvi, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
diaromatickou slouceninu podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 12 nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou
stl nebo jeji komplex.

22. Farmaceutické kompozice pro snizeni hladiny vapenatych ionti vkrvi, vyznatuj ici

se tim, e obsahuje diaromatickou slougeninu podle kteréhokoli z nérokii 1 az 12 nebo jeji
farmaceuticky pfijatelnou sil nebo jeji komplex.

104 vykresi
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Obr. 96
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8 1 op
3H 1,85 d 1=6,8 alif -CHj
1H 4,05 d 3=13,2 ~CHa-
1H 4,16 d 3=13,4 ~CH,-
1H 5,06 q 3=7,0 alif -CH-
8H  7,21-7,47 m n.a.
1H 7,54 d J=8,8
2H  7,65-7,73 m n.a.
2H 7,89 d 1=7,8
1H 8,43 d 3=7,2
H 10,47 bs n.a. alif NHy+
1H 10,84 bs n.a. alif -NH,+
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s

3H 1,97 d - J=6,8 alif ~CHg

3H 2,03 d J=6,8 alif ~-CH3

1H 4,17 q J=6,9 alif -CH-

1H 4,81 q J=6,9 alif -CH-

2H 6,77-6,85 m n.a.

1H 7,14 bs n.a.

44  7,33-7,52 m n.a.

6H 7,74-7,94 m n.a.

1H 8,69 bs n.a.

1H 10,82 bs n.a. alif -NH+
1H 10,89 bs h.a. alif -NHp+
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1H 3,97 d J=13,3 ~CH2-
1H 5,02 q J=6,8 alif -CH-
1H 7,03 d 3=8,1 3
1H 7,17 d J=8,1 2
3H 7,40-7,54 m n.a
1H 7,68 dd J1=3,=7,9 3'
1H 7,89 d J=8,3 4’ 5
1H 7,91 d J=8,1 4! 5
1H 8,41 d J=7,1 2'
1H 10,38 bs n.a. alif-NHp+
1H 10,77 bs n.a alif -NHy+
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ol
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2H 7,21 (7,10 wyp) d J=8,0 2
2H 7,47-7,55 m n.a.
1H 7,60 d =8,3
1H 7,69 dd J=7,9/7,5 3
1H 7,90 d 3=7,9 4' 5
1H 7,92 d 3=7,7 4" 5’
1H 8,42 d 3=7,3 2
1H 10,35 bs n.a. alif -NHx+
1H 10,. 73 bs n.a. alif -NH,+
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4

3 1"
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1H 4,77 bg J=6,9 alif -CH-
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1H 7,26 dd J1=12=7,1
1H 7,48 dd J1=12=7,7
1H 7,68 dd J1=12=7,7
1H 7,90 d =77
1H 7,91 d J=7,9
1H 8,24 bd J=6,5
2H 10,71 bs n.a alif -NH,+
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cl-
3H 1,88 d J=6,8 alif -CH3
1H 3,85 d J=13,4 -CH;-
1H 3,94 d J=1314 -CH,-
1H 5,06 q J=6,7 alif -CH-
2H 5,9 dd J1=2,2;32=1,4 -0-CH,-0-
2H 6,65 3 n.a
1H 6,85 3 n.a
2H 7,50-7,58 m. n.a
2H 7,63-?,70 m n.a
1H 7,92 d J=8,1 4' 5'
1H 7,94 d J=9,5 4’ S'
1H 8’12 d J=6,7 2"
1H 10, 37 bs n.a. alif -NHy+
1H 10‘, 80 bs n.a. alif -NH+
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48,39 CH, -CH,.
51,26 CH -CH-
101,16 CH; -0-CH,-0-
108,19 CH
110,11 CH
121,25 CH
123,18 Q
124,13 CH
124,21 CH
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130, 22 Q
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cl-
3H 1,89 d J=6,6 alif -CHj
3H 3,80 s n.a. -0CH3
1H 3,85 d J=13,7 ~CH;-
1H 3,95 d J=13,3 ~CH,-
1H 5,09 q J=6,6 alif -CH-
1H | 6,84 t J=8,2
2H 7,01-7,08 m n.a.
2H 7,53-7,56 m n.a
2H 7,64-7,72 m n.a
ZH 7,93 d J=7’6 4’ 5!
1H 8,19 d J=7,1 2"
1H 10,41 bs n.a. alif -NHy+
1H 10,82 bs n.a. alif-NHy+
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al-
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51'47 CH ~CH-
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113,12 CH
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c1-
3H 1,35 t J=6,9 -0CH,CH3
3H 1,86 d J=6,8 alif -CHs
4H 3,81-3’96 m -CH; A CH;
1H 5,00 q J=6,7 alif -CH-
1H 6,70 d J=8,4 3
1H 7,19 d J=8,6 2
2H 7,44—?,54 m n.a
1H 7,58 d J=8,3
1H 7,68 dd 31=2,=7,7 3’
1H 7,89 d J=7,7 4' 5°
1H 7,91 d I=7,7 4' 5°
1H 8,42 d 3=7,0 2'
1H 10,30 bs n.a alif -NH;+
1H 10,72 bs n.a alif -NHp+
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21,20 CH3 alif -CHs

47,91 CH, ~CHa-

51,27 CH -CH-

63,16 CH, CH3-CH,-0-
114,36 CH 3!

121,43 Q arom-C-CHyNH;
121,52 CH

125,07 CH
125,93 CH

125,99 CH
126, 70 CH
129,08 CH

130,29 Q

132,25 CH 2'

132,33 Q

133, 67 Q NH,-CHp-C-naftyl
159f38 Q arom-C-0CH;
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3H 2?38 s n.a. -SCH3

1H 3,82 d J=13,4 ~CH,-

1H 3,91 d =13,2 ~CHa-

1H S,O4 q J=6,6 alif -CH-

1H 7,03 d J=8,2 H-3'

1H 7,20 d 3=8,2 H-2"

ZH 7,45-7,55 m n.a.

1H 7,5 d 3=7,9

1H 7,68 dd J1=Jz=7, 3!

1H 7,90 d J=8,1 4' 5

1H 7,91 d J=7,0 4' S

1H 8,39 d )=7,3 2"

1H 10,38 bs n.a alif -NH,+

1H 10’78 bs n.a alif -NH+
Obr. 117
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H3CS

4

3 1 -

14,95 CH;3 S-CH3
21'18 CH3 alif -CHs
48,02 CH; ~CHa-
51,57 CH -CH-
121'44 CH
121,10 CH
125,81 CH
125,95 Q
125,99 CH
126,77 CH
129,12 CH
129,20 CH
130,30 Q
131,29 CH
132,16 CH 2'
133[67 Q NH,-CH,-C- naftyl
140118 Q arom-C~SCH3

Obr. 118
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-
3H 1,88 d J=6,6 al1if -CHs
3H 3,85 3 n.a. ~0CH3
1H 3,82 d J=13,1 -CH,-
1H 3,95 d J=13,2 ~CH;,-
1H 5,03 q J=7,0 alif -CH-
1H 6,79 (6,69 vyp) d 1=8,5 5
1H 7’10 (7‘13 vyp,) S n.a. 2
1H 7,33 (7,01 vyyp) d J=81,3 6
2H 7‘48-7’57 m n.a.
1H 7,62 d J=7,7
1H 7,69 dd J=7,4/8,1 3
1H 7,92 d J=7,7 4! 5!
1H - 7,9 d J=7,7 4 5
1H 8,38 d J=?,5 2'
1H 10,42 bs ‘ n.a. alif -NHy+
1H 10}79 bs n.a. alif -NHp+

Obr. 119
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q8

21,32
47,45
51,47
55,96

111,88
121,33
122,27
122,65
125,14
126,01
126,14
127,05
129,21
129,35
130,30
130,69
132,09
132,71
133,76
155,52

CHs
CH,
CH

CH;

CH
CH
Q

Q
CH

CH
CH
CH
CH
CH

Q
CH

Q
CH

Q
Q

Obr.

120
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0-CH,
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arom-C-Cl
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H3CO
4
Q-
3 5"
6'
3H 1,86 d 3=7,0  a1if -CHs
3H 1,99 d 36,8  alif -CHj
3H 3,87 S n.a. ~0CH3
1 3,91 a 37,0 alif -CH-
1 4180 q 36,7  alif -CH-
1H 6,79 dd 31=35=8,5
H 6!89 dd 31=12,0 Jp=2,0
1H 6,96 d 3=8,7
1H 7,16 bd 37,14 8"
1H 7134 dd 31=25=8,3 7"
1H 7,49 dd 11=15=7,2 6
1 7,71 dd Jp=2z=8,1 3
1H 7,90 d 3=8,1 4 5
1H 7,91 d 3-7,8 4 5
1H 8,53 bs n.d. 2"
1H 10r64 bs n.a. alif -NHx+
Obr. 121
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a”

20,89 CH3 alif -CHs
21,78 CH3 arom-CHgz
51,26 CH -CH-
56,12 CHs 0-CHs
56119 CH -CH-
113,44 CH
116,27 CH
116,52 CH
121,31 CH
124,39 CH
124,43 CH
125,24 CH
125,97 CH
126,03 CH
126,45 CH
12643 :
[ Q
128,98 CH
129,10 CH
130,05 .Q
132,45 Q
133,61 Q
147,96 Q
148,10 Q
150,26 Q
153,55 Q

Obr. 122
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H3CO 3 6
4 H\+/
ap N -
H3C™ 3 17y

HsC
E" 1,82 d 3=6,7 fenyl -CH3
3H 1[83 d J=6,7 naftyl -CH3
3H 1193 3 n.a. arom-CHz
3H 3‘.83 3 n.a. ~0CH3
1H 3,90 q J=6,9 fenyl -CH-
1H 4,74 q J=7,0 naftyl -CH-
1H 6,52 d J=1,6 2
1H 6,70 d J=8,5 5
1H 7,03 dd J1=8,4,Jz=2{2 6
1H 7134 dd J1=3,=8,4 7'
1H 7’51 dd - J1=Jz=8t2 6’
1H 7491 d J=8,0 4' 5'
1H 7,92 d J=7,8 4’ 5’
1H 821 bd J=6,6 2'
1H 8,65 bs n.a. alif -NHp+
1H 10,58 bs n.a. alif -NHy+

Obr. 123
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a’

CHs
CHs
CHs
CH
CHs
CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH

CH
CH

CH

Obr.

arom-CHy
fenyl-CHj
naftyl -CHs
naftyl -CH-
0-CH3
fenyl -CH-
5
8' 6'
2 v
3 o’
3' 6'
7'
8 ] 6|

4' 5
4l 5!

124
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3H
3H

3H
1H
1H

1H
1H
1H
1H

1H
1H
1H

1H
1H
1H

2H

AW N 00 ~ WO

ONN NNN NN hww Be

e A
w WY w
ophN

-
o

~
~N

fenyl -CHCHj
naftyl -CHCH3

-0CH3
fenyl -CHCH;3
naftyl -CHCH3

2
5

8‘
6
7]
6!
3'
4' nebo S'

4' nebo S'
2!

alif -NH,+
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1l
20; 6 CHs fenyl1-CHCH;
21,7 CH3 naftyl -CHCH;
51,2 CH naftyl -CHCH3
55,9 CH fenyl -CHCH3
56,2 CHs 0-CHj
112,4 CH 5
121'2 CH 8’
122,5 Q
125’1 CH 2'
125,9 CH 3"
126’2 CH 6'
126,8 CH 6 7'
127,6 CH 6 7'
128'4 Q
129,0 CH 4' 5
129,3 CH 4’ 5'
130'1 Q
130!7 CH 2'
132,2 Q
133,7 Q
155,4 Q 3
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a-

# OF H's  ®(PPM) MULTIPLICITY COUPLING (Hz) ASSIGNMENT
3H 1,74 d J=6,7 aliph-CH3
3H 1,90 d J=6,0 aliph-CH3
3H 2,23 s n.a. arom-CH3
3H 3,88 s n.a. -0CH3
1H 4,25 bd J=7.3 ~CH-
1H 4,90 bq J=6.5 ~CH-
1H 6.87 d J=8,4
1H 7.17 bs n.a.
1H? 7,20-7, m n.a.
2H? 7,35-7, m n.a.
1H 7,50 dd J1=32=8,1
1H - 7,59 dd J1=J2=7,9
1H 7,87 d J=6,7
1H 7,89 d J=6,6
1H 8,02 d )=7,0
1H 8,97 bs n.a. ~NHz+-
1H 10,83 bs n.a ~NHp+-

OBR. 128
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-
9H 1,92 bs n.a. fenyl -CHs
naftyl -CHs3
arom-CHs
3H 3,83 s n.a. ~0CH3
1H 3,95 bq J= ,O fenyl -CH-
1H 4,79 bq J=5,5 naftyl -CH-
1H 6,57 bs n.a. 2
1H 6,71 d J=8,2 5
ZH 7,10-7,17 m n.a
1H 7,30-7,35 m n.a
1H 7,50 dd I1=1=7,7 6'
1H 7,70 dd J1=J2=7,3 3’
1H 7,91 d J=7,8 4' 5'
1H 7,92 d J=8,0 4' 5'
1H 81 39 bd J=2,8? 2'
1H 8,63 bs n.a. alif -NHp+
1H 10,59 bs n.a. ALIF -NH+

Obr. 129
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N

15,8 CH3 arom-CH3
20,97 CH3 alif -CH3
22,0 CH3 alif -CH3
51,2 CH " ~CH-
55,4 CH3 ~OCH3
56,6 CH CH-

110’3 ?

121'8 CH

125,5 CH

125!8 CH

126,2 CH

126,3 CH

126,9 CH

127,0 Q

127,2 CH

128,8 Q

128,9 ?

130,3 Q

131,2 CH

133,0 Q

133,7 Q

158,1 Q

Obr. 130
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H3CO 2 ]
4 H .
ap\N/an -
HsC
3H 1.74 d J=6,1 alifr -CH3
3H 1!89 d J=6.0 alif -CH3
3H 2,24 s n.d. arom-CH3
3H 3f89 s n.a. -0CH3
1H 4,27 bq 3=6,2 ~CH-
1H 4,92 bq 3=5,1 -CH-
1H 6,89 d 3=7,7
1H 7,18 bs .a.
1H 7,26 bd J=7,9
22 7,36-7,47 m a.
1H 7,51 dd 31=32=7,6
1H 7,61 dd J1=32=7,5
1H 7,88 d 3=8,0
iH 7,90 d J=7,5
1H 7'99 d J=6'9
1H 9,10 bs n.a. -NH+-
1H 10 ,67 bs n.a. ~NH+-
Obr. 131

Konec dokumentu

-170 -



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

