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Zlagenina vieobecného vzorea (1), kde R' a R? st ne- R° R' R2
zdvisle vybrané z H, C,.alkylu, vyhodne z C;- \ /
-Cealkylu, alebo C,-Cqperfluorovaného alkylu; X je od- , R! R
Stiepitel'na skupina; A je vybrané z -O- alebo -S-, -SO- lll | \//_-
alebo -SO,-; m je celé &islo 0 az 3; R’, R%, R* a R® sii Y—(C),, — C—a—{/ \>
nezévisle vybrané z H, atému halogénu, -NO,, alkylu | zm Iz \
(vyhodne C,-Cysalkylu, vyhodnejsie C,-Cealkylu), al- R R ==/
koxylu (vyhodne C,-C;,alkoxylu, vyhodnejdie C,-Cqal- 5
koxylu), C,;-Ceperfluorovaného alkylu (vyhodne -CF;), R
OH alebo ich C,-C,esterov alebo alkyléterov, -CN, -O-
-R!, -0-Ar, -S-R!, -S-Ar, -SO-R', -SO-Ar, -S0,-R!,
-S0,-Ar, -CO-R', -CO-Ar, -CO»-R' alebo -CO,-Ar; Y ~ '(97

je vybrané z a) skupiny vzorca (i), kde R a R® sii nez4-

visle vybrané zo skupiny H, C,-Csalkyl alebo fenyl, b) Rt (i)
volitel'ne substituovaného pitélenného, Sestélenného

alebo sedemtlenného nasyteného, nenasyteného alebo

tiastotne nenasyteného heterocyklu obsahujuceho aZ

dva heteroatémy vybrané zo skupiny obsahujicej -O-,

NH-, -N(C,-C,alkyl)-, -N= a -S(0),. Opisuje sa spdsob

vyroby uvedenej zluéeniny, ako i farmaceuticky pros-

triedok s jej obsahom.
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Aryloxyalkyldialkylaminové zlGgeniny, spbsob ich vyroby a farmaceuticky
prostriedok s ich obsahom

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka novych zlG&enin uzito€nych pri vyrobe biologicky
ucinnych zlucenin ako aj spdsobu ich pripravy. Vynalez poskytuje nové aryloxyalkyl-
dialkylaminy, ktoré mézu byt pouzité pri vyrobe farmaceutickych prostriedkov.

DoterajsSi stav techniky

Matricové metaloproteinazy (MMPs) sG skupinou enzymov, ktoré sa
zucastiiuja na patologickom rozklade spojivovych tkaniv a bazalnych membran.
[Woessner, J. F., ml. FASEB J. 1991, 5, 2145; Birkedal-Hansen, H.; Moore, W. G.
l.; Bodden. M. K.; Winsor, L. J.; Birkedal-Hansen, B.; DeCarlo, A.; Engler, J. A. Crit.
Rev. Oral Biol. Med. 1993, 4, 197; Cawston, T. E. Pharmacol. Ther. 1996, 70, 163;
Powell, W. C.; Matrisian, L. M. Cur. Top. Microbiol. and Immunol. 1996, 213, 1].
Tieto endopeptidazy obsahujice zinok, pozostavaji z niekolkych podskupin
enzymov zahrnujicich kolagenazy, stromelyziny a gelatinazy. Zistilo sa, Ze z tychto
tried st zelatinazy MMPs najtesnejSie spojené s rastom a Sirenim tumorov, kym
kolagenazy su spojené s patogenézou osteroartritidy [Howell, D. S.; Pelletier, J. P.
In Arthritis and Allied Conditions; McCarthy, D. J.; Koopman, W. J.; Eds.; Lea and
Febiger: Philadelphia, 1993; 12" Edition zv. 2, str. 1723; Dean, D. D. Sem. Arthritis
Rheum., 1991, 20, 2; Crawford, H. C; Matrisian, L. M. Invasion Metast. 1994-95, 14,
234; Ray, J. M.; Stetler-Stevenson, W. G. Exp. Opin. Invest. Drugs. 1996, 5, 323].

Na prevenciu Gbytku kostnej hmoty po menopauze u Zien ma prioritu pouZitie
hormonainej terapie. Na doplnkové pouzitie obvykly zoznam uvadza prostriedky
obsahujice estrdn, estriol, etinylestradiol alebo konjugované estrogény izolované
z prirodnych zdrojov (napriklad Premarin® konjugované estrogény od Wyeth-
Ayerst). U niektorych pacientov méZze byt tato terapia kontraindikovana kvéli
proliferativnym G&inkom, ktoré majii nekontrastné estrogény (estrogény, ktoré nie st
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kombinované s progestinmi) na maternicové tkanivo. Proliferacia je spojena so
zvy$ujucim sa rizikom endometrioznej alebo endometriaingj rakoviny. Uginky
nekontrastnych estrogénov na prsnikové tkanivo sG menej zretelné, ale tiez
znepokojuju. Je potrebné najst estrogény, ktoré mdzu inhibovat rednutie kosti
s minimalnym proliferadnym G&inkom v maternici a prsnikoch. Ukazalo sa, Ze urité
nesteroidné antiestrogény zachovavaju kostnid hmotu v ovarioktomizovanom
potkafiom modeli ako aj pri fudskych klinickych testoch. Tamoxifen (predavany ako
Novadex® obchodna znacka tamoxiféncitrat od Zeneca Pharmaceuticals,
Wilmington, Delaware) je napriklad uZito&né paliativum pri liegeni rakoviny prsnika a
bolo dokazané, Ze ma estrogénovy agonisticky G&inok na kosti u ¢loveka. Je taktiez
giastoény agonista v maternici a toto je pricinou niektorych rakovin. Ukazalo sa, ze
raloxifén, benzotiofénovy antiestrogén, stimuluje rast maternice v ovarioktomizova-
nom potkanovi do mengej miery ako tamoxifén, ale zachovava schopnost' rastu
kostnej hmoty. Preskmanie tkanivovych selektivnych estrogénov je opisané v
&lanku "Tissue-Selective Actions Of Estrogen Analogs”, Bone zv. 17, &. 4, oktober
1995, 181S-1908S.

Tento vynalez poskytuje nové medziprodukty, ktoré mézu byt pouzité pri
vyrobe farmaceutickych zligenin, ktoré st uZitocné ako anti-estrogénové latky a
ktoré s uZitodné na inhibiciu MMP. Pouzitie 4-karbamoylmetoxymetoxybenzyl-

chloridovych zliéenin vzorca

NC._ H,NOC._O
cl \©\,Cl

je opisané v NL 6402393, 1964 a Chem. Abstr. 1965, 62, 7698.
Pouzitie 4-(2-dialkylaminoetoxy)benzoylichloridovych zlG&enin vzorca

o P POt
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je opisané v Sharpe, C. J. a dalsi, J. Med. Chem. 1972, 15, 523 a Jones, C. D. a
dalsi J. Med. Chem. 1984, 27, 1057. Podobne, pouzitie 4-(2-chinolinylmetoxy)-
benzyichloridu vzorca

©\/Nj\/o\©\/m

je opisané v Huang, F. C. a dal$i, J. Med. Chem. 1990, 33,1194.

Tento vynélez poskytuje nové zliceniny, ako aj spésoby ich pripravy, ktoré
sa méZu pouZit na vyrobu farmaceuticky Gginnych zlG&enin. Zlugeniny podrfa
vynalezu m6zu byt vyhodne pouzité ako medziprodukty pri vyrobe farmaceutickych
zluCenin, ako su naprikilad zlG&eniny a nizkou molekulovou hmotnostou,
nepeptidové inhibitory matricovych metaloproteindz (napriklad gelatinazy,
stromeliziny a kolagenézy) a TNF-a konvertujici enzym (TACE, enzym konvertujuci
tumorovy nekroticky faktor-c), ktoré s uZitocné na lieGenie chordb, v ktorych tieto
enzymy su aplikované ako je napriklad artritida, nadorové metastazy, zvredovatenie
tkaniva, abnormalne lieCenie ran, choroby ozubnice, choroby kosti, proteindria,
aneuryzmalna choroba aorty, degenerativna strata chrupiek nasledujica
traumatické poranenie kibov, demyelinizaéna choroba nervového systému a HIV
infekcie. Dalej zluéeniny podfa vynalezu mézu byt pouzité na vyrobu zliéenin, ktoré
sa chovaju podobne ako estrogénové antagonisty na zniZenie cholesterolu a na
prevenciu kostného Gbytku. Preto tieto zluceniny su pouzité na liegenie mnohych
chor6b zahrnujicich osteoporézu, prostaticki hypertrofiu, neplodnost, rakovinu
prsnika, endomatrialnu hyperplaziu a rakovinu, kardiovaskularne choroby, pri

pouzivani antikoncepcie, Alzheimerovu chorobu a rakovinu koze.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu su aryloxyalkyldialkylaminové zli&eniny vSeobecného

vzorca |
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kde

R' a R? su nezavisle vybrané z H, Ci-Cyzalkylu, vyhodne z C4-Cealkylu, alebo
C,-Cesperfluorovaného alkylu, vyhodne -CF3;

X je odstiepitelna skupina, napriklad atém halogénu, -O-SO2-CHj;, -O-SO2-CF3
alebo skupina vzorca

0
I

—0— S Z

o)

Z je vybrané z -NO,, atému halogénu, -CHj; alebo -CF3;

A je vybrané z -O- alebo -S-, -SO- alebo -SO2-;

m je celé &islo 0 az 3, vyhodne 1;

R® R% R® a R® st nezavisle vybrané z H, atému halogénu, -NO,, alkylu (vyhodne
Ci-Cizalkylu, vyhodnej§ie Cq-Cgalkylu), alkoxylu (vyhodne C-Cy2alkoxylu,
vyhodnejsie Ci-Cgalkoxylu), C4-Cgperfluorovaného alkylu (vyhodne -CF3), OH alebo
ich C,-Caesterov alebo ich alkyléterov, -CN, -O-R!, -O-Ar, -S-R', -S-Ar, -SO-R',
-SO-Ar, -SO,-R', -SO-Ar, -CO-R', -CO-Ar, -CO>-R' alebo -COAr;

Y je vybrané zo skupiny zahrnujlcej:

a) skupinu

N (i

kde R? a R® st nezavisle vybrané zo skupiny: H, C4-Csalkyl alebo fenyl,
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b) patclenny nasyteny, nenasyteny alebo C¢iastotne nenasyteny heterocykius
obsahujici az dva heteroatomy vybrané zo skupiny obsahujucej -O-, -NH-,
-N(C4-Caalkyl)-, -N= a -S(O),, kde n je celé &islo 0 aZ 2, volitelne substituovany 1 az
3 substituentami nezévisle vybranymi zo skupiny obsahujlicej vodik, hydroxyl, atém
halogenu, C4-Csalkyl, trihalogénmetyl, C4-Cqalkoxy, trihalogénmetoxy, C4-C4acyloxy,
Cs-Cqalkyltio, Cs-Caalkylsulfinyl, Cs-Csalkylsulfonyl, hydroxy(C1-Cs)alkyl, fenyl
volitelne substituovany 1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C1-Cy)alkyl,
-COzH, -CN, -CONHR', -NH;, C;-Cjalkylamino, C;-C.dialkylamino, -NHSO,R’,
-NHCOR', -NO;;

c) SestClenny nasyteny, nenasyteny alebo Ciastotne nenasyteny heterocyklus
obsahujuci az dva heteroatémy vybrané zo skupiny obsahujucej -O-, -NH-,
-N(C4-Caalkyl)-, -N= a -S(O),, kde n je celé cislo 0 az 2, volitefne substituovany 1 a2
3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujtcej vodik, hydroxyl, atém
halogénu, C4-Caalkyl, trihalogénmetyl, C1-Caalkoxy, trihalogénmetoxy, C4-Caacyloxy,
Ci-Cqalkyltio, C4-Caalkylsulfinyl, C;-Caalkylsulfonyl, hydroxy(C;-Cg)alkyl, fenyl
volitefne substituovany 1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C4-C,)alkyl,
-CO;H, -CN, -CONHR', -NH,, Ci-Cjalkylamino, C;-C,dialkylamino, -NHSO.R',
-NHCOR!, -NO;;

d) sedemclenny nasyteny, nenasyteny alebo Ciastoéne nenasyteny heterocyklus
obsahujuci aZz dva heteroatomy vybrané zo skupiny obsahujicej -O-, -NH-,
-N(C-Cqalkyl)-, -N= a -S§(0),, kde n je celé &islo 0 az 2, volitelne substituovany 1 az
3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujlcej vodik, hydroxyl, atém
halogénu, C4-Csalkyl, trihalogénmetyl, C1-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C;-Csacyloxy,
C1-Caalkyltio, C4-Caalkylsulfinyl, C;-Csalkylsulfonyl, hydroxy(Cs-Cs)alkyl, fenyl
volitelne substituovany 1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C4-Cs)alkyl,
-COzH, -CN, -CONHR' -NH,, Ci-Csalkylamino, Cs-Cudialkylamino, -NHSOR’,
-NHCOR!, -NO;; alebo

e) bicyklicky heterocyklus obsahujtci 6 az 12 uhlikovych atémov bud premosteny
alebo fuzovany a obsahujlci aZz dva heteroatdémy vybrané zo skupiny obsahujucej
-0-, -NH-, -N(C4-C,alkyl)-, a -S(0O),, kde n je celé ¢islo 0 az 2, volitelne
substituovany 1 aZz 3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujtcej
vodik, hydroxyl, atom halogénu, C;-Csalkyl, trihalogénmetyl, C;-Cjalkoxy,
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trihalogénmetoxy, Ci-Csacyloxy, C4-Csalkyltio, C1-Caalkylsulfinyl, C1-Csalkylsulfonyl,
hydroxy(C4-Cs)alkyl, fenyl volitefne substituovany 1 az 3 substituentami vybra-
nymi zo skupiny: (C1-Ca)alkyl, -CO2H, -CN, -CONHR', -NH;, C;-Cjalkyl-amino,
Ci-Cqdialkylamino, -NHSO2R', -NHCOR!, -NO3;

a ich farmaceuticky prijatefné soli.

Ako je uvedené vo vieobecnom opise vyssie, R' a R? st nezavisle vybrané
zo skupiny uvedenych substituentov. Akykofvek R tu uvedeny v akomkolvek vzorci
nemusi znamenat rovnaky substituent ako iné R', ani akykolvek R? nemusi byt ten
isty substituent ako in& R%, dokonca ani ked je v jednom vzorci viac ako jeden R!
alebo R2.

V opise vysSie, symbol "Ar" znamena monocyklické alebo polycyklicke
arylové alebo heteroarylové skupiny, ktoré mézu byt volitelne substituované jednym
alebo viacerymi substituentami vybranymi z halogénu, Cs-Cealkylu alebo -CFs.
Priklady vyhodnych arylovych skupin zahrnuju antracenylovd a fenantrenylovu
skupinu, ako aj vyhodnejsiu fenylovi, kumenylovu, mesitylovd, tolylovd, xylylova a
naftalenylovi skupinu. Priklady vyhodnych heteroarylovych skupin zahrnuju
indolizinylovi,  indazolylovi,  purinylovd,  chinozinylov,  izochinolinylovu,
chinolinylovi, ftalozinylov, naftyridinylovd, chinoxalinylovd, —chinazolinylovd,
cinnolinylovl a pteridinylova skupinu a podobne ako aj vyhodnejSiu pyridylova,
pyrazinylovu, pyrimidinylovu, pyridizinylovi a indolylovt skupinu.

Vynalez zahrnuje aj farmaceuticky prijatelné soli vytvorené adic¢nou reakciou
s bud anorganickou alebo organickou kyselinou. Medzi anorganicke kyseliny patri
kyselina chlorovodikova, kyselina bromovodikova, kyselina jodovodikova, kyselina
sirova, kyselina fosforova, kyselina dusiéna a ako organické kyseliny je pouZita
kyselina octova, kyselina propiénova, kyselina citrénova, kyselina maleinova,
kyselina jabléna, kyselina vinna, kyselina ftalova, kyselina jantarova, kyselina
metansulfonova, kyselina toluénsulfénova, kyselina naftalénsulfénova, kyselina
gaforsulfénova, kyselina benzénsulfénova. Je zname, Ze zlaceniny obsahujuce
bazicky dusik mézu reagovat s mnohymi rozlignymi kyselinami (protickymi i
apriotickymi) a zvy&ajne je vyhodné poskytnit zli€eninu podfa vynalezu vo forme
adiénej soli s kyselinou. Naviac, tento vynalez zahrnuje kvartérne amoéniové soli

uvedenych zligenin, ktoré mézu byt pripravené reakciou nukleofilnych aminov
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boCného retazca s vhodne reaktivnym alkylatnym é&inidlom ako je alkylhalogenid
alebo benzylhalogenid.
Medzi vyhodné zlGCeniny podfa vynalezu patria zliéeniny v§eobecného

vzorca |
R® R' R?
- ve
1 R R -
R | \//——\\(
=== 0
R? R? —I_—:/\ R6
RS
kde

R' a R? st nezavisle vybrané z H, C4-Cszalkylu, vyhodne z Ci-Csalkylu, alebo
Cs-Ceperfluorovaného alkylu, vyhodne -CF3;

X je odstiepitelna skupina, napriklad atém halogénu, -O-SO,-CHj, -O-SO,-CF;
alebo skupina vzorca

Z je vybrané z -NO,, atdmu halogénu, -CHj; alebo -CF3;
A je vybrané z -O- alebo -S-, -SO- alebo -SO,-;

m je celé Cislo 0 az 3, vyhodne 1;

Y je vybrané zo skupiny zahrnuijlicej:

a) skupinu

kde R” a R® sti nezavisle vybrané zo skupiny: H, Cs-Csalkyl alebo fenyl,
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b) skupinu vybranu z tiofénu, furanu, pyrolu, imidazolu, pyrazolu, tiazolu, izotiazolu,
izoxazolu alebo oxatiolanu, ktoré su volitelne substituované 1 az 3 substituentami
nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujucej vodik, hydroxyl, atbm halogénu,
Ci-Caalkyl, trihalogénmetyl, C;-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, Ci-Casacyloxy, C4-Cs-
alkyltio, C4-Caalkylsulfinyl, C4-Csalkylsulfonyl, hydroxy(C-Cs)alkyl, fenyl volitelne
substituovany 1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C1-Cas)alkyl, -COzH,
-CN, -CONHR', -NH;, Cy-Cyalkylamino, C;-C.dialkylamino, -NHSO:R', -NH-
COR', -NO;;

c) skupinu vybrant z pyridinu, pyrazinu, pyrimidinu, pyridazinu, piperidinu,
morfolinu a pyranu, ktoré su volitelne substituované 1 aZ 3 substituentami nezavisle
vybranymi zo skupiny obsahujicej vodik, hydroxyl, atom halogénu, Ci-Casalkyl,
trihalogénmetyl, C;-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C;i-Csacyloxy, Ci-Caalkyltio,
Ci-Csalkylsulfinyl,  C4-Cjalkylsulfonyl,  hydroxy(Cs-Cs)alkyl, fenyl volitelne
substituovany 1 aZ 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C4-Ca)alkyl, -CO,H,
-CN, -CONHR!, -NH,, Ci-Cqalkylamino, C4-Cadialkylamino, -NHSO,R!, -NH-
COR', -NOz;

d) skupinu vybran( z azepinu, diazepinu, oxazepinu, tiazepinu, oxapinu a tiepinu,
ktoré su volitelne substituované 1 aZ 3 substituentami nezavisle vybranymi zo
skupiny obsahujucej vodik, hydroxyl, atdm halogénu, Cs-Csalkyl, trihalogénmetyl,
Ci-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, Ci-Csacyloxy, Ci-Caalkyltio, Cs-Caalkylsulfinyl,
C4-Caalkylsulfonyl, hydroxy(Ci-Cq)alkyl, fenyl volitelne  substituovany 1 az 3
substituentami vybranymi zo skupiny: (C4-Cs)alkyl, -COzH, -CN, -CONHR!, -NH,,
C-Caalkylamino, Ci-Cadialkylamino, -NHSO,R', -NHCOR', -NO;; alebo

e) bicyklicky heterocyklus vybrany zo skupiny bezofuranu, izobenzofuranu,
benzotiofénu, indolu, izoindolu, indolizinu, indazolu, purinu, chinolizinu, izochinolinu,
chinolinu, ftalazinu, naftyridinu, chinoxalinu, chinazolinu a cinnolinu, ktoré su
volitelne substituované 1 aZ 3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny
obsahujticej vodik, hydroxyl, atém halogénu, Ci-Csalkyl, trihalogénmetyl, Cs-Cs-
alkoxy, trihalogénmetoxy, C4-Csacyloxy, C1-Csalkyltio, C1-C4alkylsulfinyl, C1-Caalkyl-
sulfonyl, hydroxy(C-C4)alkyl, fenyl volitelne substituovany 1 az 3 substituentami
vybranymi zo skupiny: (C4-Cg4)alkyl, -COzH, -CN, -CONHR', -NH;, C4-Csalkyl-
amino, Ci-Cadialkylamino, -NHSOZR', -NHCOR', -NO;;



a ich farmaceuticky prijatefné soli.
Dalej medzi este vyhodnejsie zligeniny podfa vynalezu patria tie zlugeniny

vSeobecného vzorca |

] R! R¢ C-X
b ~4 —\\(
Y— (€ ) C— A—<_ ) ()
R R —|=/\ RS

kde

R' a R? s nezavisle vybrané z H, C1-Cy.alkylu, vyhodne z C-Csalkylu, alebo
Cs-Cgperfluorovaného alkylu, vyhodne -CF3;

X je odstiepitelna skupina, napriklad atébm halogénu, -0O-SO,-CHj;, -O-SO,-CF;

alebo skupina vzorca

0
|
—o0—§ z

Z je vybrané z -NO,, atdmu halogénu, -CHj; alebo -CF3;
A je vybrané z -O- alebo -S-, -SO- alebo -SO,-;

m je celé &islo 0 az 3, vyhodne 1;

Y je vybrané zo zkupiny zahrnujlce;j:

a) skupinu

N (i)

kde R” a R® st nezavisle vybrané zo skupiny: H, C4-Csalkyl alebo fenyl,
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b) skupinu vybran( z tiofénu, furanu, pyrolu, imidazolu, pyrazolu, tiazolu, pyridinu,
pyrazinu, pyrimidinu, pyridazinu, piperidinu, indolu alebo benzofuranu, ktoré su
volitelne substituované 1 az 3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny
obsahujlcej vodik, hydroxyl, atdém halogénu, Cs-Caalkyl, trihalogénmetyl, C4-Cs-
alkoxy, trihalogénmetoxy, Ci-Csacyloxy, Ci-Caalkyltio, Cs-Csalkylsulfinyl, C;-Cs-
alkylsulfonyl, hydroxy(C1-Cs)alkyl, fenyl volitelne substituovany 1 az 3 substituen-
tami vybranymi zo skupiny: (C4-Cgs)alkyl, -CO2H, -CN, -CONHR', -NH;, C4-Cy4-
alkylamino, Ci-Cqdialkylamino, -NHSO;R', -NHCOR', -NO;
a ich farmaceuticky prijatelné soli.

Medzi najvyhodnejSie zlugeniny podla vynalezu patria zlaceniny

vSeobecného vzorca Il

R3 R! R?
7 1 R! 4 \c/x
R -
RO F N2
N— (C)y— C— o—<- \> (I
l 2 l‘)
R R* R —

Iﬁ\ RS
RS

kde

R' a R? st nezavisle vybrané z H, Cy-Cyoalkylu, vyhodne z C4-Cealkylu, alebo
C1-Cgperfluorovaného alkylu, vyhodne -CFj;

R3, R* R® a R® st nezavisle vybrané z H, OH alebo z ich C;-Caesterov alebo ich
alkyléterov, atdbmu halogénu, -CN, C4-Cealkylu alebo trifluérmetylu,

m je celé &islo 0 aZ 3, vyhodne 1;

R’ a R® st nezavisle vybrané z H, C;-Csalkylu alebo st spojené pomocou (CH2),-,
kde p je celé é&islo 2 aZ 6, aby vytvorili kruh, ktory je volitelne substituovany az
troma substituentami vybranymi zo skupiny obsahujlcej vodik, hydroxyl, atom
halogénu, Cq-Caalkyl, trihalogénmetyl, C4-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C1-Caalkyltio,
C1-Caalkylsulfinyl, C4-Calkylsulfonyl, hydroxy(Ci-Cs)alkyl, -CO2H, -CN, -CONH-
(C1-Cs), -NHj, Cy-Csalkylamino, Ci-Cadialkylamino, -NHSO2(C+-Ca), -NHCO(C4-C4)
a-NO,; a

X je definované vyssie a

a ich farmaceuticky prijatelné soli.
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Takisto medzi eSte vyhodnejSie zlGgeniny podfa vynalezu patria zlG&eniny

vS§eobecného vzorca lll

C-X
_\\/ (D)

kde

R' a R? s nezavisle vybrané z H, C;-Cyzalkylu, vyhodne z Ci-Cesalkylu, alebo
C1-Ceperfluorovaného alkylu, naprikiad je to perfluérovana alkylova skupina -CF3;
R®, R* R® a R® si nezavisle vybrané z H, OH alebo z ich Cy-Csesterov alebo ich
alkyléterov, atomu halogénu, -CN, C4-Cgalkylu alebo trifluérmetylu,

m je celé &islo 0 az 3, vyhodne 1;

A je vybrané z -S-, -SO- alebo -SO»-;

R’ a R® st nezavisle vybrané z H, C;-Csalkylu alebo st spojené pomocou (CH2),-,
kde p je celé &islo 2 az 6, aby vytvorili kruh, ktory je volitelne substituovany az
troma substituentami vybranymi zo skupiny obsahujicej vodik, hydroxyl, atom
halogénu, C4-Csalkyl, trihalogénmetyl, C4-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C1-Csalkyltio,
C1-Caalkylsulfinyl, C4-Casalkylsulfonyl, hydroxy(Cq-Cs)alkyl, -CO,H, -CN, -CONH-
(C4-C4), -NH;, C4-Calkylamino, C4-C,dialkylamino, -NHSO2(C4-C4), -NHCO(C4-C,)
a-NO;; a

X je definované vyssie a

a ich farmaceuticky prijatelné soli.

Medzi najvyhodnejSie zluCeniny podla vynalezu patria tie zlG€eniny
vieobecného vzorca Il alebo IIl opisané vyssie, kde R® az R® st uréené vyssie; X je
vybrané zo skupiny pozostavajucej z Cl, -CF; alebo -CHj3; a Y je skupina

\N\/R7 (i)

HB
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a R” a R® st zretazené spolu ako -(CH2)~, kde r je celé &islo 4 az 6 za vytvorenia
kruhu volitelne substituovaného aZ troma substituentami vybranymi zo skupiny,
ktortl tvori vodik, hydroxyl, atém halogénu, C4-Csalkyl, trihalogénmetyl, C1-Csalkoxy,
trihalogénmetoxy, = C4-Caalkyltio, Ci-Caalkylsulfinyl, C4-Cjsalkylsulfonyl, hydroxy-
(C1-Cq)alkyl, -COzH, -CN, -CONH(C4-C4), -NH;, Ci-Csalkylamino, C4-C.dialkyl-
amino, -NHSO3(C4-C,4), -NHCO(C4-C4) a-NOy; a

a ich farmaceuticky prijatelné soli.

Vyhodné su tie zlugeniny, kde R” a R® sU zretazené spolu ako -(CHy),- alebo
-(CHy)~, pricom vytvoreny kruh je volitefne substituovany 1 az 3 substituentami
vybranymi zo skupiny obsahujlicej C4-Czalkyl, trifluérmetyl, atbm halogénu, atém
vodika, fenyl, nitro, -CN.

Tento vynalez tiez zahifia spdsob vyroby uvedenych zlucenin.

Zlucéeniny podla vynalezu mézu byt pripravené spésobom, ktory zahfa:

a) konvertovanie alkoholu vzorca A

R3
Tl T' R, rl_yCR'RZOH
Y—(C)n—C _A_<_ \‘) (A)
| | 'I"’ RS

R? R? RS

kde m, A, Y a R' a2 R st uréené vyssie

na zodpovedajlcu zli&eninu véeobecného vzorca |, kde X je odstiepitelna skupina,

pomocou Vhodnych prostriedkov, napriklad pomocou halogenacného, sulfonylac-

ného alebo acylaéného é&inidla obsahujiceho odstiepitelna skupinu X;

alebo

b) oxidaciu zlugeniny véeobecného vzorca |, kde A je S za vzniku zodpovedajlce]

zliéeniny vSeobecného vzorca |, kde A je -SO- alebo -SO,-,

alebo

¢) konvertovanie zlti&eniny véeobecného vzorca | na jej farmaceuticky prijatel'nq sol.
Zliceniny vSeobecného vzorca A mdZu byt pripravené reakciou fenolu

vzorca B
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R X
CR!R20P
\|7
_/\

MY

(B)

kde P je hydroxy chraniaca skupina a R' az R® su uréené vyssie (napriklad R' a R?
su kazdy H alebo C4-C42alkyl)
so zliceninou vieobecného vzorca

Rl Rl
|

Y—(C)m— C —halo

|,

R? R°

kde Y, R', R? st uréené vyssie a halogén je F, Cl, Bralebo | a
odstranenie chraniacej skupiny.
Zlu€eniny podfa vynalezu, v ktorych ,A" je kyslik mézu byt syntetizované
spdsobom, ktory zahfiia kroky:
a) alkylaciu prislusného hydroxybenzaldehydu vzorca

kde R® az R® s uréené vyssie,
s prisluSnym alkylhalogenidom v§eobecného vzorca
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Rl R
| |

Y—( ? m le"— halo
R? R?

kde Y, R', R?> a m sl definované vo v§eobecnom vzorci a odvodenom vzorci
uvedenych vy$Sie a halogén moéze byt Cl, F, Br alebo |, za vzniku aldehydu
v§eobecného vzorca

R3

CHO
! R' R —\
oo NG X
~p X

RS

b) redukciu aldehydového produktu z kroku a), za vzniku zodpovedajiceho alkoholu

vzorca
R3

i+ R' R a\
P \/[- X
Y — (€5 C— o—&
RZ R? = -:/\Rs

RS

CH,OH

c) konvertovanie alkoholu zkroku b) na jeho hydrochloridovu sof napriklad
s HCI/THF; a
d) konvertovanie alkoholovej skupiny na vyhodnu odstiepitefni skupinu, napriklad
opracovanim s metansulfonylchloridom alebo anhydridom trifludroctovej kyseliny
v pritomnosti bazy, napriklad pyridinu alebo trietylaminu.

Podobne tento vynalez poskytuje spdsob vyroby zlicenin podfa tohto

vynalezu, kde ,A" je sira, ktory zahfiia kroky:
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a) alkylaciu zlu&eniny vSeobecného vzorca
RS
CHO
R /M
NN

RS

s alkylaénym c¢inidlom vzorca

Rl R
| |
Y—( le ) CI:—_ halo

)

R? R?

kde Y a m su definované vyssie a halogén je vybrany z Cl, F. Br alebo | za vzniku
aldehydu vzorca

R3
1 Rl R4 CHO
Yoo \///_ y
Y — (|C>m—§—s—-&- )
R? R = =/\ RS
RS

b) redukciu aldehydového produktu z kroku a), naprikiad s bérhydridom sodnym na
alkohol vzorca

R
| | \///_ _\\(
Y-—(C),,;—-C—-S—& >
2 l 2 \
R? R? —l==/ RS
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c) opracovanie alkoholu z kroku b) plynnym HCI za vytvorenia jeho hydrochloridove;j
solia

d) konvertovanie hydrochloridu alkoholového produktu z kroku c) na zlaceninu s
vyhodnou odstiepiteflnou skupinou, napriklad opracovanim s metansulfonyl-
chloridom, toluénsulfonylchloridlom alebo anhydridom ftrifluéroctovej kyseliny
v pritomnosti bazy, napriklad pyridinu alebo trietylaminu alebo dalej opracovanim
HCI za vzniku zodpovedajuceho benzylchloridu a

e) volitefne dopliiujlca riadena oxidacia siry na sulfoxid alebo sulfon, napriklad s m-
chlérperbenzoovou kyselinou.

Vychodiskovy tiofénoxidaldehydovy materiél z kroku a) méze byt vyrobeny
zo zodpovedajlceho tiofenolaldehydu, napriklad s hydridom sodnym, tento krok
mbzZe ale nemusi byt uvaZzovany v uvedenom spdsobe.

Nasledujice reakéné schémy | az IV demonstruja syntézu zlicenin podfa
vynalezu, za pouZitia réznych obmien ,Y". Cinidla a rozpustadla pre jednotlivé kroky
st uvedené len na ilustraciu a mézu byt nahradené inymi €inidlami a rozpustadlami

znamymi odbornikom v danej oblasti techniky.

Schémall
H R y | CHO
8
KN Rs""/l R7/N\/\0 \\R
« HCI CHO (2 a-C)
CH,OH
R o~ CH,0H R® 7 2
| N~ N
7/N\/\OQ R” 0 Rs3
(4a-c) HoigMeOH | e
alebo N~
SOG1,/THF . cl
Rs\ /O/CHZCI ,'
NN HO—{ , )—CH.OH
R Rj |
HCI R,

N
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a) R'R® = (CH,)s; b) R'R® = (CH,); c) R" = R®=CHz a R®= H.

Schémal ll
Krok 1
K2CO3DMF CHo
N HO CHO n
~"al 95% ~"o
HC! .
HO—@—CH Ql:l‘\.\ . Krok 2
2 80% | NaBH4/MeOH
LS
O /@CHon Krok 3 CH,OH
HCIg/Et,0 O /@’
HCI
. , Krok 4
56% | soCH/THF HCl/MeOH
.--" alebo
O :j/CHzC' ~°" SOCI,/THF
N\/\o
HCl
Schéma lla

OH

ﬁ{j e e L

Schéma lla ponuka alternativnu syntézu bezylalkoholu podra tohto vynalezu,
napriklad syntézu 4-(2-piperidinyletoxy)benzylalkoholu. V tejto syntéze 4-hydroxy-
benzylakohol je opracovany s vhodnym arylaminoalkylchloridom za poskytnutia
zodpovedajuceho alkoxybenzylalkoholom. V Specifickom priklade v schéme lla, 4-
hydroxybenzylalkohol moéZe byt opracovany s hydrochloridom 1-(2-chléretyl)-
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piperidinom v pritomnosti K;CO3/Me,CO za vzniku 4-(2-piperidinyletoxy)benzyl-
alkoholu.

Schéma lla tieZz SpecifickejSie ilustruje iné vyhodné uskutoénenie vynalezu.
Tento vynalez tiez zahifia spdsob vyroby vyhodnych alkoholov vzorca

OH

.

kde Y znamena skupiny Y a ich volitefné substituenty ako je opisané vyssie.
Vo vyhodnej podskupine tohto vynalezu Y znamena:
a) skupinu

~ (i)

kde R” a R® st nezavisle zvolené z H, C;-Cgalkylu alebo fenylu, alebo
b) 5-, 6- alebo 7-tlenny nenasyteny alebo &iastotne nenasyteny heterocyklicky kruh
obsahujtici jeden alebo dva atémy dusika, pricom heterocyklicky kruh je pripojeny
etoxylovym mostikom na atém dusika v kruhu a je volitelne substituovany 1 az 3
skupinami vybranymi z halogénu, C-Cealkylu, Cs-Cealkoxylu, C4-Cetioalkylu, -CF3
alebo -NOa-.
Vyhodné skupiny Y podia tohto vynalezu st azepin, pyrol, imidazolin,
imidazolidin, hexametylénimin, pyrolidin, pyrazolidin, pyrazolin, piperidin, pirazin.
Spdsob zahfiia reakciu v alkalickom médiu 4-hydroxybenzylalkoholu so
sofou, napriklad octanovou, hydrochloridovou, hydrobromidovou alebo hydro-
jodidovou solou zlGéeniny vzorca

°~

Y

O/\/

kde Y je uvedené vysSie.
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Tato reakcia je uskutoénend v organickom rozptstadle alebo systéme
rozpUstadiel, napriklad v acetone, dimetylformamide alebo tetrahydrofurane.
Vyhodne pH média je udrzované nad pH 8, vyhodnej$ie nad pH 9.

Schéma lil
HO
Krok 1
( '\N\/\CI H CHO x,co,,nMF(ss%) N\/\o
HCI NaHIDMF(97'/o) (2b)
komec&ne dostupné .
kvant. | Krok 2
HO—@—CH,OH NaBH ,/MeOH
CH,OH
/@CH:OH Krok 3 O\/\ /©/
( ::;/\o HCIg ITHF °
Krok 4 -
67% | SOCIJTHF f’_c';fg‘;g“
-*" SOCI,/THF
cu,cu
OnelI
Het (1b)
Schéma IV
CHO
hl' K2CO3DMF | O
HCl 39%
(2c)
HO—Q—CHZOQ"\, 88% | NaBHyMeOH
“‘\
CH,0H
| /©/ 2 HCI/Et,0 , /@,CH:OH
N
N0 N
N
HCI 0
(4c) (3c)
68% | SOCI,/THF HClgIMeOH

.--*" alebo

| /@xc”zc' ~*"" SOCIL/THF
/N\/\o

HCl (1c)
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PouZzitim podobnych krokov, zlGéeniny podla vynalezu, kde ,A" je sira mbzu
byt vyrobené ako je uvedené v schéme V nizSie. V prvom kroku sa mdZe vyrobit
tiofénoxid reakciou s hydridom sodnym, nasleduje alkylacia a redukcia na prislusny
aldehyd, napriklad s bérhydridom sodnym alebo katalyticky s vodikom a Raney
niklom alebo platinou alebo paladiom na uhlikovom katalyzatore. Vysledny alkohol
moze byt potom opracovany plynnym HCI za vytvorenia jeho hydrochloridu,
plynulym HCI opracovanim za vytvorenia benzylchloridu. Koneény produkt moze
byt potom vytvoreny pomocou riadenej oxidacie siry na sulfoxid a potom na sulfon,
napriklad s m-chlérperbenzoovou kyselinou.

Schéma V
H 7
R7 p Krok 1 Q/
D NN RL\ |
/‘l ci+ NaH Ra
R® g CHO Krok 2
NaBH,
CH,0H
CH,OH
R SO e KT,
/"\/\s \\R"' Hel /" s7 g3
R HCI
Krok 4
HCI

CH,CI
CH,CI 7
R] AT Kroks N /©/
SSY /‘ (2)(n=1)
Vi e m-CPBA g O (3)(n=2)
R® Hcl
)
Nasledujice priklady st uvedené na ilustraciu a nejdd nad rozsah tohto
vynalezu.
V spdsoboch vyroby vyssie uvedenych zligenin véeobecného vzorca |, kde
R' a R? na prilahlej X skupine znamenaju vodik s vyrobené z primarnych alkoholov
(pozri schému |, zliéeniny 3a-c) ktoré st samotné vyrobené redukciou aldehydoveé-

ho prekurzora (pozri schému |, zlG&eniny 2a-c).
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Analogické zli&eniny vzorca |, kde jeden z R' a R? pripojeny na X skupinu je
alkyl alebo perfluéralkyl a druhy je vodik, mbézu byt pripravené z vhodnych
sekundarnych alkoholov, ktoré mézu byt pripravené zo zodpovedajlcich keténov,
napriklad zlGéenin, ktoré maji COR! skupinu, kde R' je alkyl alebo perfluéralkyl.

Analogické zlG&eniny vieobecného vzorea |, kde oba R aj R? pripojené na X
skupinu s kazdy vybrany z alkylu a perfluéralkylu, mézu byt vyrobené z vhodnych
terciarnych alkoholov.

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Priklad 1
4-(2-Piperidin-1-yl-etoxy)benzylaldehyd (2a)

K dobre premie$anej suspenzii p-hydroxybenzaldehydu (83,5 g, 0,68 mol,
1,05 ekvivalentov) a K2COj3 (224 g, 1,6 mol, 2,5 ekvivalentov) v DMF (1 ) sa pridal
hydrochlorid 1-(2-chléretyl)piperidinu (120 g, 0,65 mol, 1,0 ekvivalent). Reakéna
zmes sa refluxovala 2 hodiny za energického mieSania. V tomto bode sa TLC
(tenkovrstvova chromatografia) preukazal v prevaznej miere produkt bez vychodis-
kového materialu (EtOAc/hexan 1:1). Reak&na zmes sa prefiltrovala cez celit,
zriedila sa EtOAc (2 1) a premyla vodou (3 x 500 ml). Organicka vrstva sa
skoncentrovala na rotaénej odparke za vzniku 147 g (97 %) aldehydu (2a) ako
Zltého oleja.
'H NMR (CDCI3/TMS): 9,87 (s, 1H), 7,81 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,01 (d, 2H, J = 8,7
Hz), 4,18 (t, 2H, J = 6,03 Hz), 2,79 (t, 2H, J = 6,03 Hz), 2,51 (m, 4H), 1,6 — 1,4 (m,
6H).

Priklad 2
4-(2-Hexametylénimin-1-yl-etoxy)benzylaldehyd (2b)

K dobre premie$anej suspenzii NaH (65 g, 60% olejova disperzia, 1,6 mol,
2,2 ekvivalentov) v DMF (500 ml) sa pridal po kvapkach pri teplote 0 °C roztok
hydrochloridu p-hydroxybenzaldehydu (90 g, 0,74 mol, 1,0 ekvivalent). Reak&na
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zmes sa mieSala 30 minut, potom sa pridal po €astiach 4-[2-(hexametylénimino)]-
etylchlorid. Reakéna zmes sa mieSala 1 hodinu. V tomto bode sa TLC preukazal v
prevaznej miere produkt a len malé mnozstvo vychodiskového materialu
(EtOAc/hexan 1:1). Reakéna zmes sa zriedila vodou (1 I) a extrahovala éterom (5
I). Organicka vrstva sa susila nad MgSO, a skoncentrovala na rotatnej odparke za
vzniku 176,8 g (97 %) aldehydu (2b) ako Zltého oleja.

'"H NMR (CDCIl/TMS): 9,87 (s, 1H), 7,81 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,02 (d, 2H, J = 8,7
Hz), 4,14 (t, 2H, J = 6,09 Hz), 2,98 (t, 2H, J = 6,14 Hz), 2,78 (m, 4H), 1,66 — 1,61
(m, 8H).

Priklad 3
4-(2-Dimetylaminoetoxy)benzylaldehyd (2c)

K dobre premie$anej suspenzii p-hydroxybenzaldehydu (9,54 g, 0,078 mol|,
1,0 ekvivalentov) a K.CO; (27 g, 0,195 mol, 2,5 ekvivalentov) v DMF (100 ml) sa
pridal hydrochlorid 1-(2-chléretyl)dimetylaminu (11,26 g, 0,078 mol, 1,0 ekvivalent).
Reakéna zmes sa mie$ala 2 hodiny pri 60 az 70 °C. V tomto bode sa TLC preukéazal
v prevaznej miere produkt bez vychodiskového materialu (EtOAc/hexan/Et;N 3:7:1).
Reakéna zmes sa naliala do zmesi voda/fad (200 ml) a extrahovala sa Et;O (3 x
200 ml). Organicka vrstva sa sus$ila nad MgSO, a skoncentrovala na rotacnej
odparke za vzniku 5,9 g (39 %) aldehydu (2c) ako ruZovkastej kvapaliny.
'"H NMR (CDCI3/TMS): 9,88 (s, 1H), 7,8 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,02 (d, 2H, J = 8,7 H2),
4,15 (t, 2H, J = 5,64 Hz), 2,77 (t, 2H, J = 5,64 Hz), 2,35 (s, 6H).

Priklad 4
4-(2-Piperidin-1-yl-etoxy)benzylalkohol (3a)

K mieSanému roztoku aldehydu 2a (115 g, 0,494 mol, 1,0 ekvivalent)
v metanole (360 ml) sa pridal po &astiach pri 0 az 5 °C bérhydrid sodny (9,44 g,
0,249 mol, 0,5 ekvivalentov). Reakéna zmes sa mieSala 30 mindt. V tomto bode sa
TLC preukazal vprevaznej miere produkt bez vychodiskového materialu,
(EtOAc/hexan/trietylamin 3:7:1). Reakéna zmes sa naliala do vody (1,1 I), extraho-
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vala sa metylénchloridom (3 x 550 ml) a susila sa nad MgSOs. Roztok sa
skoncentroval na rotainej odparke za vzniku 91,6 g (80 %) alkoholu (3a) ako
hustého oleja, ktory okamzite krystalizoval.

'H NMR (CDCI/TMS): 7,23 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,80 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 4,56 (s,
2H), 3,99 (t, 2H, J = 6,12 Hz), 2,69 (t, 2H, J = 6,14 Hz), 2,47 (m, 4H), 1,6 — 1,25 (m,
6H).

3C NMR (DMSO-dg): 158,23, 135,34, 128,70, 114,84, 66,42, 63,44, 58,27, 55,29,
26,45, 24,80.

Priklad §
4-(2-Piperidin-1-yl-etoxy)benzylakohol (3a)

4-Hydroxybenzylalkohol (6,2 g, 0,05 mol) sa rozpustil vo vodnom roztoku
hydroxidu sodného (5N, 30 ml). Nasledne do pridani hydrochloridu 1-(2-chléretyl)-
piperidinu (9,29 g, 0,05 mol) a benzyltrietylaméniumbromide (0,3 g) sa pridal toluén
(30 ml). Reakéna zmes sa za energického mieSania zohrievala 1,5 hodiny. Oddelili
sa vrstvy, vodna vrstva sa extrahovala toluénom (2 x 15 ml). Spojené organické
extrakty a organicka vrstva sa premyli vodou (50 ml), sofankou (50 ml), susili sa nad
siranom sodnym a koncentrovali sa na rotacnej odparke za vzniku 8,725 g (75 %)
alkoholu (3a) ako Zltohnedého oleja.

Priklad 6
4-(2-Hexametylénimin-1-yl-etoxy)benzylalkoho! (3b)

K mieSanému roztoku aldehydu 2b (200 g, 0,72 mol, 1,0 ekvivalent)
v metanole (400 ml) sa pridal po ¢astiach pri 0 az 5 °C bérhydrid sodny (15,6 g, 0,41
mol, 0,57 ekvivalentov) . Reakéna zmes sa mie$ala 30 min(t. V tomto bode sa TLC
preukazal v prevaznej miere produkt bez vychodiskového materialu (EtOAc/-
hexan/trietylamin 3:7:1). Reakéna zmes sa zriedila vodou (400 ml), extrahovala sa
metylénchloridom (3 x 400 ml) a susila sa nad MgSO.. Roztok sa skoncentroval na
rotacnej odparke za vzniku 201 g (100 %) alkoholu 3b ako hustého oleja.
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'H NMR (CDCIs/TMS): 7,27 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,87 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 4,60 (s,
2H), 4,05 (t, 2H, J = 6,21 Hz), 2,93 (t, 2H, J = 6,15 Hz), 2,77 (m, 4H), 1,7 — 1,5 (m,
8H).

Priklad 7
4-(2-Dimetylaminoetoxy)benzylalkohol (3c)

K mieSanému roztoku aldehydu 2c (5,9 g, 0,031 mol, 1,0 ekvivalent)
v metanole (20 ml) sa pri 22 °C pridal po &astiach bérhydrid sodny (0,58 g, 0,015
mol, 0,5 ekvivalentov). Reakéna zmes sa mieSala 30 minut. V tomto bode sa TLC
preukazal v prevaznej miere produkt Ziadny vychodiskovy material (EtOAc/-
hexan/trietylamin 5:5:1). Reakéna zmes sa zriedila vodou (50 ml), extrahovala
metylénchloridom (3 x 40 ml) a susSila nad MgSO.. Roztok sa koncentroval na
rotaénej odparke za vzniku 5,25 g (88 %) alkoholu 3c ako hustého oleja.
'H NMR (CDCI3/TMS): 7,25 (d, 2H, J = 8,64 Hz), 6,85 (d, 2H, J = 8,64 Hz), 4,52 (s,
2H), 3,99 (t, 2H, J = 5,88 Hz), 2,67 (t, 2H, J = 5,79 Hz), 2,29 (s, 6H).

Priklad 8
Hydrochlorid (4-chlérmetylfenoxy)etylpiperidin-1-ylu (1a)

Roztok alkoholu 3a (61,3 g, 0,26 mol, 1 ekvivalent) v THF (500 ml) sa
ochladil na 0 az -5 °C (kapel fad-voda) a nechal sa prebublavat plynnym HCI.
Prebublavanie pokratuje a2 do zhustnutia reakénej zmesi. Vodny kipel sa potom
odstrani. Potom sa k hustej kasi hydrochloridu 4a pridal tionylchlorid (29 ml, 0,39
mol, 1,5 ekvivalentov) a zmes sa zohriala na 50 °C az kym sa nestala Cirou.
Reaké&na zmes sa ochladila na ~3 °C a mie$ala sa 30 minit. Ziskana biela tuha
latka sa prefiltrovala a susila za vzniku 72 g (96 %) chloridu 1a.
4a: "H NMR (DMSO-dg): 10,9 (s, HCI), 7,25 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,94 (d, 2H, J = 8,5
Hz), 4,42 (m, 4H), 3,41 (m, 4H).
1a: '"H NMR (DMSO-dg): 11 (br s, HCI), 7,39 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,99 (d, 2H, J = 8,5
Hz), 4,74 (s, 2H), 4,46 (m, 2H), 3,45 (m, 4H), 2,69 (m, 2H)a 1,9 - 1,2 (m, 6H).
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Priklad 9
Hydrochlorid (4-chlormetylfenoxy)etylhexametylénimin-1-yl (1b)

K roztoku alkoholu 3b (179 g, 0,72 mol, 1 ekvivalent) v THF (300 ml) sa pridal
po kvapkach pri 0 az 10 °C roztok HCI (26,3 g HCI v 263 ml THF, 0,72 mol, 1,0
ekvivalentov). Vytvorila sa biela zrazenina. K hustej suspenzii hydrochloridu 4b sa
pridal tionylchlorid (80 ml, 1,1 mol, 1,5 ekvivalentov) a zmes sa zohriala na 50 °C az
kym nezostala ¢ira. Reakéna zmes sa skoncentrovala na 350 ml a nechala sa
v chladnicke cez noc. Ziskana biela tuha latka sa prefiltrovala, premyla studenym
THF (100 ml) a susila za vzniku 147 g (67 %) chloridu 1b.
"H NMR (DMSO-dg): 11 (br s, HCI), 7,40 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,00 (d, 2H, J = 8,6
Hz), 4,74 (s, 2H), 4,44 (t, 2H, J = 5,25), 3,64 — 3,39 (m, 4H), 3,25 — 3,17 (m, 2H),
1,84 — 1,54 (m, 8H).

Priklad 10
Hydrochlorid (4-chlérmetylfenoxy)etyldimetylamino (1c)

Roztokom alkoholu 3¢ (5,25 g, 0,027 mol, 1 ekvivalent) v THF (100 ml) sa
nechal prebublavat plynny HCI pri teplote 0 aZz 25 °C po&as 15 mintt. Vytvorila sa
biela zrazenina. K hustej kasi hydrochloridu 4c sa pridal tionylchlorid (6 ml, 9,6 g,
0,081 mol, 3 ekvivalenty) a zmes sa zohrievala na 30 °C, aZz kym nezostala ¢ira.
Reakéna zmes sa skoncentrovala na 350 ml a uloZila sa do chladni¢ky na noc.
Ziskana biela tuha latka sa prefiltrovala, premyla studenym THF (100 ml) a susila
za vzniku 4,57 g (68 %) chloridu 1c.

Medzi farmaceuticky ucinné zlicéeniny, ktoré mbéZu byt vyrobené za pouzitia
zlacenin podfa vynalezu st 2-fenyl-1-[4-(2-aminoetoxy)benzyljindolové zl(&eniny,
ktoré sa uzitocné ako estrogénové latky. Tieto zii&eniny zahrnuji zld&eniny vzorcov

IV a V uvedenych nizsie:
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R‘3H9 R13 R?
R4 R4
AN N 10
| D N\ R10 | D A\ R
N N
alebo
Riz _, Rz
R"/ = p\ R/ = A
(CHp)m—Y NCH)m—Y
(IV) V)

kde
R' je vybrané zo skupiny zahrnujticej H, OH alebo C1.Cs; estery s linearnym alebo
rozvetvenym retazcom alebo ich C4-Cy2 alkylétery s linearnym alebo rozvetvenym
retfazcom alebo halogény alebo halogenované étery zahrnujuce trifluérmetyléter a
trichlormetyléter,
R', R? a R'? st nezavisle vybrané zo skupiny zahrnujicej H, OH alebo C;-C12
estery s linearnym alebo rozvetvenym retazcom alebo ich C;-Cq2 alkylétery
s linearnym alebo rozvetvenym retazcom alebo halogény alebo halogenované étery
zahrnujuce trifluérmetyléter a trichlormetyléter, kyanoskupinu, C;.Ce alkyl
s linearnym alebo rozvetvenym retazcom alebo trifluérmetyl, s podmienkou, ze R'je
H, R? nie je OH,
R je vybrané zo skupiny zahrnujacej H, C1-Cs alkyl, kyanoskupinu, nitroskupinu,
trifluérmetyl, halogén; a
Y, A, m, R® a R* st uréené vyssie.

2-Fenyl-1-[4-(2-aminoetoxy)benzyl]indolové zlGéeniny tohto typu su Ciastocné
estrogénové antagonisty a preukazuju vysoku afinitu pre estrogénové receptory. Na
rozdiel od mnohych estrogénov, tieto zligeniny nespdsobuju zvySovanie hmotnosti
maternice. Tieto zlGéeniny maju antiestrogenické uGcinky v maternici a mozu
kompletne antagonizovat trofické uginky estrogénovych agonistov v maternicovom
tkanive. Tieto zlugeniny su uZito&né pri lieGeni alebo predchadzani chorobnych
stavov alebo syndrémov u cicavcov, ktoré s sposobené alebo spojené s

nedostatkom estrogénov.
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Tieto zliCeniny maju moznost spravat sa ako estrogénové agonisty
znizovanim cholesterolu a predchadzanim ubytku kostnej hmoty. Preto su tieto
zlugeniny uzitoéné pri lie€eni mnohych choréb zahrnujlic osteoporozu, prostaticku
hypertrofiu, neplodnost, rakovinu prsnika, endometrialnu rakovinu, kardiovskularne
choroby, pri pouzivani antikoncepcie, Alzheimerovu 'chorobu a rakovinu koZu.
Naviac, tieto zlu¢eniny mézu byt pouzité pri nahradnej horménove;j lie¢be u Zeny po
menopauze alebo pri inych nedostatkovych estrogénovych stavoch, kde by bol
prisun estrogénu prospesny.

2-Fenyl-1-[4-(2-aminoetoxy)benzyllindolové zlugeniny vyrabané pomocou
zlacenin podla vynalezu mézu byt tiez pouZité na lieGenie Gbytku kostnej hmoty, ¢o
mdze vyplyvat z nerovnovahy v individualnej tvorbe nového kostného tkaniva a
resorpcie starSieho tkaniva, ¢o vedie k Gbytku kostnej hmoty. Takéto spotrebovanie
kostnej hmoty sa vyskytuje v rade pripadov, obzviast u Zien po menopauze, u Zien,
ktoré podstapili hysterektémiu, u tych, ktoré sa podrobili alebo podrobuju dlhym
kortikosteroidnym terapiam, u tych, ktoré prekonali gonadovu dysgenézu a u tych,
ktoré trpia Cushingovym syndrémom. Specialna potreba obnovenia kostnej hmoty
pouzitim tychto zlGéenin moéze byt uréena pacientom s fraktirou kosti, chybnou
Struktdrou kosti, a u tych, ktori sa podrobili chirurgickym zakrokom kosti a/alebo
implantacii protézy. Okrem problémov opisanych vyssie, tieto zli¢eniny mézu byt
tiez pouzité pri lieCeni osteoartritidy, Pagetovej choroby, osteomalacie, osteo-
halisterézy, endometrialnej rakoviny, viacndsobného myelédmu a inych foriem
rakoviny, ktoré maju Skodlivy uginok na kostné tkanivo. Spdsoby lie¢enia uvedenych
ochoreni zahrnuji poskytnutie jedincovi pri potrebe takejto lieCby farmaceuticky
uginné mnozstvo jednej alebo viacerych zliéenin podfa vynalezu alebo ich
farmaceuticky prijatelnych soli. Tento vyndlez tiez zahrnuje farmaceutické
prostriedky obsahujice jednu alebo viacero uvedenych zlGEenin, a/alebo ich
farmaceuticky prijatefnych soli, spolu s jednym alebo viacerymi farmaceuticky
prijatelnymi nosiémi, excipientami, atd'.

Predpoklada sa, Ze davka a spésob podavania tychto 2-fenyl-1-[4-(2-amino-
etoxy)benzyljindolovych zli&enin sa bude menit vzhfadom na zavaznost ochorenia
a stav pacienta, ktory je lieCeny a bude predmetom na posudenie oSetrujuceho
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lekara. Je vyhodné, aby podavanie jednej alebo viacerych tychto ziGiéenin zaé&inalo
nizSou davkou a bolo zvySované pokial nebude dosiahnuty Ziadany ucinok.

Uginna davka tychto zlG&enin méze byt od priblizne 0,1 mg/defi do priblizne
1000 mg/deii. Vyhodne bude davka od priblizne 50 mg/dei do priblizne 600 mg/defi
v jednotlivej davke alebo v dvoch alebo viacerych oddelenych davkach. Takéto
davky mozu byt podavané akymkolvek spésobom vhodnym na zavedenie zlGEeniny
do pacientovho krvného obehu, zahrnujic oralne, parentalne (vratane intra-
vendznych, intraperitonedinych a subkutannych injekcii) a transdermalne podanie.
Rozumie sa, Ze transdermalne podavanie zahrnuje vSetky podania cez povrch tela
a vnutorné povrchy telesnych dutin zahrnujic epitelové a mukézne tkanivo. Takéto
podavanie mézZe byt uskutoénené pouzitim pritomnych zlGCenin alebo ich
farmaceuticky prijatefnych soli v pletovej vode, kréme, pene, kvapkach, suspen-
ziach, roztokoch a ¢apikoch (rektalnych a vaginalnych).

Oralne farmaceutické prostriedky, ktoré obsahuju aktivne zlideniny podfa
vynalezu mozu zahrnovat akykolvek bezne pouzivany oralny prostriedok, napriklad
tablety, kapsuly, Ustne prostriedky, pilulky, pastilky a oralne tekutiny, suspenzie a
roztoky. Kapsuly méZu obsahovat zmes aktivnej zligeniny(nin) s inertnym pinivom,
alalebo riedidlom, ako sG farmaceuticky prijatefné Skroby (napr. kukuricny,
zemiakovy alebo tapiokovy $krob), cukry, umelé sladidla, praSkové celuldézy, muky,
Zelatiny, gumy, atd. PouZité tabletové prostriedky mdzu byt vyrobené beznym
stlaéenim, vihkymi granulaénymi alebo suchymi granulaénymi metédami a pouZitim
farmaceuticky prijatelnych riedidiel, vazobnych &inidiel, lubrikantov, dezintegrantov,
suspenznych alebo stabilizaénych &inidiel, ktoré zahrnuja ale nelimituja, ako su
napriklad stearan horegnaty, kyselina stearova, mastenec, laurylsulfat sodny,
mikrokry$talicka celuléza, véapenatd sol karboxymetylcelulézy, polyvinylpyrolidon,
Jelatina, kyselina alginova, agatovd guma, xantanova guma, citran sodny,
komplexné kremigitany, uhligitan vapenaty, laktoza, kaolin, manitol, chlorid sodny,
mastenec, suchy $krobovy alebo praskovy cukor. Ordlne prostriedky mdzu byt
v §tandardnej forme alebo ako prostriedky s postupnym uvolfiovanim uginnej zlozky
za Udelom pozmenenej absorpcie aktivnej zlG&eniny(nin). Capikové prostriedky
md2u byt vyrobené z tradiénych materidlov, zahrnujic kakaové maslo, s alebo bez
pridania vosku za Gi&elom zmenenia bodu topenia ¢apika a dalej pridania glycerinu.
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Vodorozpustny zaklad Capikov mdze byt tvoreny polyetylénglykolmi réznych
molekulovych hmotnosti.

Ako je ukazané v schéme VI, zlu€eniny tejto skupiny mdzu byt vyrobené
alkylaciou indolového dusika zlG&eninami podfa vynalezu, ako je ukazané
v prikladoch 11 az 13, uvedenych nizSie, za pouzitia jednotlivo hydrochloridu (4-
chiérmetylfenoxy)etylpiperidin-1-ylu z prikladu 8, hydrochloridu  (4-chiérmetyl-
fenoxy)etylnexametylénimin-1-ylu zprikladu 9 a hydrochloridu (4-chlérmetyl-
fenoxy)etyldimetylaminu z prikladu 10. Okrem NaH, m6Zu byt pouzité aj iné bazy,
napriklad terc-butoxid draselny, terc-butoxid sodny.

Schéma VI
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Priklad 10

Schémy VIl a VIl znazoriiuju syntézu hydrochloridu 1-[4-(2-azepan-1-yl-
etoxy)benzyl]-2-(4-hydroxyfenyl)-3-metyl-1H-indol-5-olu za pouzitia medziproduktov

podla vynalezu.
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Schéma VI

Schéma VII znazoriiuje alkylaciu 4-hydroxybenzaldehydu s hydrochloridom
2-(hexametylamino)etylchloridom, ktorA moze byt dokonald za pritomnosti
uhli¢itanu draselného za vzniku zodpovedajliceho aldehydu (krok 1). Ked reakcia je
dokondena, zmes moze byt &istend, zmieSana s toluénom a premyta vodou.
Toluénovy roztok méze byt skoncentrovany a vysledny zvySok opracovany
izopropanolom za vzniku roztoku aldehydu I. [zopropanolovy roztok zlu€eniny |
modze byt opracovany katalytickou redukciou, napriklad s Raney niklom, za
poskytnutia alkoholu Il (krok 2). V nasledujucej redukcii méZe byt reakéna zmes
Gistena a skoncentrovana, avysledny zvySok rozpusteny v etylendichloride za
vzniku roztoku obsahujiceho alkohol Il. Tento roztok méze byt opracovany
tionylchloridom, a naslednou koncentraciou. Vysledny zvySok moze byt potom

opracovany s 1,2-dimetoxyetanom za poskytnutia krystalickej zla&eniny Il (krok 3).



Schéma VI
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V schéme VIII, krok 4, 4-benzyloxypropiofenén je bromovany v kyseline
octovej s bromom. Ked je reakcia ukon&ena, do zmesi sa prida voda a vysledna
zrazenina je premyta zriedenou kyselinou octovou, vodou a heptanom. VysleQné
tuha latka je suSena za vzniku zla€eniny IV hydrochloridu 4-benzyloxyanilinu.
V kroku 5 zmes zlG&eniny IV, N,N-diizopropyletylaminu a toluénu sa zohriala za
refluxu za odstranenia vody. Ked sa reakcia ukon&i, zmes sa méZe ochladit a
zriedit s metanolom. Tuhy produkt moéze byt zhromazZdeny, premyty s metanolom a
suSeny za vzniku indolovej zlGéeniny V. Zmes zluceniny V a lll méze byt zmieSana
v kroku 6 s terc-butoxidom sodnym v N,N-dimetylformamide a mieSana az kym
reakcia nie je ukoncena. Potom k zmesi sa mdze pridat sofanka a zmes sa mdze
extrahovat' s toluénom. Extrakty s koncentrované a zvy3ok je zriedeny metanolom.
Zvy$na tuha latka moze byt ochladena, rozpustena v etylacetate, istena a zriedena
s metanolom. Tuha latka moZe byt zozbierana s tohto roztoku a suSena za vzniku
zlugeniny VI.

V kroku 7 (neznéazorneny) zli€enina VI v roztoku etanolu méze byt hydro-
genovana s Pd katalyzatorom na uhli. Na vysvetienie, hydrogenovany material
moZe byt zmie§any s malym mnoZstvom kyseliny askorbovej a oSetreny kyselinou
octovou. Vysledna krystalicka zrazenina mdZe byt ochladena, premyta etanolom a
suSena za vzniku finalneho produktu, hydrochloridu 1-[4-(2-azepan-1-yletoxy)ben-
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zyl]-2-(4-hydroxyfenyl)-3-metyl-1H-indol-5-olu. Produkt méze byt rekrystalizovany
z etanolu, pripadne obsahujuci malé mnozstvo kyseliny askorbovej, vyhodne
napriklad priblizne 0,5 % hmotnostnych az priblizne 3,0 % hmotnostnych.

V opise uvedenom vyssie, medziprodukty 1l az VI mézu byt lahko izolované
ako tuhé latky. VSetky dalSie medziprodukty mézu byt vyhodnejSie pouzité ako
roztoky v organickych rozpustadlach.

Schémy IX az XII znazorfiuji priklady syntézy 2-(4-hydroxyfenyi)-3-metyl-1-
[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)benzyl]-1H-indol-5-0lu za pouZitia medziproduktov podrfa
tohto vynalezu. Schéma lla, opisana vysSie, mdze byt povazovana ako krok 1 v
schéme IX alebo ako predchadzajuci krok. V tomto kroku 4-hydroxybenzylalkohol je
opracovany s vhodnym arylaminoalkylchloridom za poskytnutia zodpovedajiceho
alkoxybenzylalkoholu. V $pecifickom priklade schémy lla, 4-hydroxybenzylakohol je
opracovany hydrochloridom 1-(2-chléretyl)piperidinu v pritomnosti K2CO3/Me,CO za
vzniku 4-(2-piperidinyletoxy)benzylalkoholu. K vyslednej zmesi alkoholu za moéze
pridat' toluén a sofanka za oddelenia faz. Toluénovéa faza sa méze potom premyt
postupne vodnym roztokom zésady a potom sofankou. Vysledna zmes moze byt
potom koncentrovana a mdZe sa pridat etyléndichlorid za vzniku roztoku medzi-
produktu, 4-(2-piperidinyletoxy)benzylalkoholu.

Roztok 4-(2-piperidinyletoxy)benzylalkoholu v etyléndichloride sa mbéze
zmieSat s tionylchloridom a zohrievat az kym reakcia nie je dokoncena. Po
okamzitom ochladeni sa zmes modZe koncentrovat, opatovné pridanie 1,2-
dimetoxyetanu a dodatona koncentracia. Zrazenina sa moze ochladit a susit za
vzniku medziproduktu hydrochloridu 4-(2-piperidinyletoxy)benzylchloridu, ako je

znazornené v schéme IX.

Schéma IX
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Ako je ukézané vschéme IX, roztok 4-(2-piperidinyletoxy)benzylalkoholu
mdZe byt spojeny s etyléndichloridom a tionylchloridom a zohrievany za vytvorenia
reakénej zmesi. Po ochladeni, mdéZe byt reakéna zmes opracovana s 1,2-
dimetoxyetanom a znova koncentrovana. Vysledna zrazenina hydrochloridu 4-(2-
piperidinyletoxy)benzylchloridu sa potom zhromazdi a susi.

(o]
Br

Schéma X znazoriiuje broméciu 4-benzyloxypropiofenénu v kyseline octovej

Schéma X

s bromom za poskytnutia 4'-(benzyloxy)-2-brémpropiofenénu. Ked reakcia
prebehne, stimi sa vodou. Vyslednd zrazenina sa ochladi, premyje zriedenou
kyselinou octovou, vodou a heptanom a potom sa vysusi.

Schéma Xl

NH, *HCI
Br
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4'-(Benzyloxy)-2-brompropiofendénovy produkt zo schémy X sa zohreje
s hydrochloridom  4-benzyloxyanilinu v pritomnosti N,N-diizopropyletylaminu a
toluénu za refluxu s azeotropickym odstranenim vody, ako je znazornené v schéme
Xl. Ked je reakcia kompletna, zmes sa ochladi a zriedi metanolom. Vysledna tuha
latka 3-metyl-(2-(4-benzyloxy)fenyl)-5-benzyloxyindolu sa zhromazdi, premyje

metanolom a susi.

Schéma Xli
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3-Metyl-2-(4-benzyloxy)fenyl-5-benzyloxyindolovy produkt zo schémy Xi
potom reaguje s hydrochloridom 4-(2-piperidinyletoxy)benzylchloridu v pritomnosti
terc-butoxidu sodného v N,N-dimetylformamide. K vysiednej zmesi sa prida solanka
na stimenie reakcie a zmes sa nakoniec extrahuje toluénom. Nasleduje &istenie,
extrakty sa koncentruja a zriedia metanolom. Vysledna tuha latka 5-benzyloxy-2-(4-
benzyloxyfenyl)-1-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)benzyl]-1H-indol sa zhromaZzdi, rozpusti
v etylacetate, zriedi metanolom a potom sa su$i. Tato tuha latka sa rozpusti
v etanolftetrahydrofurane a hydrogenuje sa pouzitim Pd katalyzatora na uhli.
Roztok sa potom ¢isti, pripadne sa zmieSa s malym mnoZstvom kyseliny askorbovej
a potom sa oSetri vodnym roztokom HCI. Zrazenina sa potom zhromaZdi, premyje
etanol/tetrahydrofuranom a vodou a susi sa poskytnutia kone&ného produktu 2-(4-
hydroxyfenyl)-3-metyl-1-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)benzyl]}-1H-indol-5-olu.

Priklad 11
5-(Benzyloxy-2-(4-benzyloxyfenyl)-3-metyl-1-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)benzyl]-1H-

indol

K roztoku 5-benzyloxy-2-(4-benzyloxyfenyl)-3-metyl-1H-indolu (117,5 g, 0,28
mol, 1,0 ekvivalent) v DMF (1,3 I) sa pridal po &astiach NaH (28,0 g, 60% disperzia
v oleji, 0,7 mol, 2,5 ekvivalentov) pri -5 aZ -8 °C pocas 1 hodiny. Reakéna zmes sa
mieSala 2 hodiny. Potom sa po kvapkach pridal roztok chloridu z prikladu 8 v THF
(1,0 1) pri teplote -10 az 0 °C pocas 2 hodin. Reakéna zmes sa dalej miesala pri 25
°C 2 cez noc. Vtomto bode TLC preukéazala len produkt bez vychodiskového
materialu EtOAc/hexan 1:5). Reakéna zmes sa zriedila vodou (6 1), extrahovala sa
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EtOAc (2 x 3 1) a susila nad MgSQO,4. Roztok sa skoncentroval na 1 |, Cistil v MeOH
(2,5 1) a mieSal sa 1 hodinu. Zrazenina sa prefiltrovala a susila za vzniku zli&eniny
uvedenej v nazve (129 g, 73 %).

'H NMR (CDCI/TMS): 7,64 — 6,63 (m, 21H), 5,12 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 5,07 (s,
2H), 4,07 (t, 2H, J = 6,06 Hz), 2,72 (t, 2H, J = 6,06 Hz), 2,48 (m, 4H), 2,24 (s, 3H),
1,62 - 1,24 (m, 6H).

Priklad 12
5-(Benzyloxy-2-(4-benzyloxyfenyl)-3-metyl-1-[4-(2-hexametylénimin-1-yl-etoxy)-
benzyl]-1H-indol

K suspenzii NaH (20,0 g, 60% olejova disperzia, 0,5 mol, 2,5 ekvivalentov) sa
pridal roztok 5-benzyloxy-2-(4-benzyloxyfenyl)-3-metyl-1H-indolu (84 g, 0,2 mol, 1,0
ekvivalent) v DMF (100 ml) pri 0 az 10 °C pocas 1 hodiny. Reakéna zmes sa
miesala 30 minit. Potom sa po kvapkach pridal roztok chloridu z prikladu 9 (67 g,
0,22 mol, 1,1 ekvivalent) v DMF (200 ml) pri teplote 0 az 10 °C po&as 2 hodin.
Reakéna zmes sa dalej miesala pri 25 °C 2 hodiny. V tomto bode TLC preukazala
najma produkt bez vychodiskového materialu EtOAc/hexan 1:5). Reakéna zmes sa
zriedila vodou (1 1), extrahovala sa EtOAc (3 x 1 1) a susila nad MgSO,. Roztok sa
skoncentroval na 150 ml, &istil v MeOH (750 ml) a mieSal sa cez noc. Zrazenina sa
prefiltrovala a susila za vzniku zluéeniny uvedenej v nazve (99 g, 76 %).
'H NMR (CDCI5/TMS): 7,48 — 6,74 (m, 21H), 5,13 (s, 2H), 5,11 (s, 2H), 5,09 (s,
2H), 4,00 (t, 2H, J = 6,24 Hz), 2,91 (t, 2H, J = 6,27 Hz), 2,75 (m, 4H), 2,24 (s, 3H),
1,71 - 1,52 (m, 8H).

Prikiad 13
5-(Benzyloxy-2-(4-benzyloxyfenyl)-3-metyl-1 -[4-(2-dimetylaminoetoxy)benzyl}-1H-

indol

K suspenzii NaH (1,1 g, 60% olejova disperzia, 0,05 mol, 2,5 ekvivalentov) sa
pridal roztok 5-benzyloxy-2-(4-benzyloxyfenyl)-3-metyl-1H-indolu (6,97 g, 0,017 mol,
1,0 ekvivalent) v DMF (100 ml) pri 0 aZ 10 °C pocas 0,5 hodiny. Reakéna zmes sa
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mieSala 30 minut. Potom sa po €astiach pridal roztok chloridu z prikladu 10 (4,57 g,
0,018 mol, 1,1 ekvivalent) pri teplote 0 az 10 °C pod&as 2 hodin. Reakéna zmes sa
dalej mieSala pri 25 °C 0,5 hodiny. V tomto bode TLC preukazala najméa produkt bez
vychodiskového materialu EtOAc/hexan 1:5). Reakéna zmes sa zriedila vodou (200
ml), extrahovala sa EtOAc (3 x 200 ml) a suSila nad MgSO4. Roztok sa
skoncentroval na 150 ml, ¢istil v MeOH (300 ml) a mie$al sa cez noc. Zrazenina sa
prefiltrovala a suSila za vzniku zlGéeniny uvedenej v nazve (5,6 g, 53 %).

'H NMR (CDCI/TMS): 7,50 — 6,66 (m, 21H), 5,13 (s, 2H), 5,11 (s, 2H), 5,09 (s,
2H), 3,99 (t, 2H, J = 5,76 Hz), 2,69 (t, 2H, J = 5,73 Hz), 2,31 (s, 6H), 2,42 (s, 3H).

Priklad 14
5-Benzyloxy-2-(4-benzyloxyfenyl)-3-metyl-1H-indol

BnO
ey
Br . N
NH Reflux DMF-1 h

2 BnO |
66414-19-5

E

Do banky sa vloZil 4-(benzyloxyanilin (45 g, 0,23 mol), 4'-benzyloxy-2-brém-
fenylpropiofenén (66414-19-5) (21 g, 0,066 mol) a 50 ml DMF. Reakéna zmes sa
zohriala do refluxu pocas 30 minut, potom sa ochladila na teplotu miestnosti a
potom sa rozdelila medzi 250 ml EtOAc a 100 ml 1N HCI (vodny roztok). EtOAc
faza sa premyla NaHCO3; (vodny roztok) a sofankou a susila nad MgSO,. Roztok sa
skoncentroval a pridal sa zvySok vybrany z CH.Cl, a hexény za vzniku 25 g
surovej tuhej latky. Tuha latka sa rozpustila v CH,Cl, a odparila na silikagéli a
chromatografia za pouzitia CH.Clshexan (1:5) poskytla 9,2 g svetlohnedej tuhej
latky (33 %). Teplota topenia 150 az 152 °C.

'H NMR (DMSO): 10,88 (s, 1H), 7,56 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,48 (d, 4H, J = 7,9 Hz),
7,42 7,29 (m, 6H), 7,21 (d, 1H, J = 7,0 Hz), 7,13 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,08 (d, 1H, J
= 2,2 Hz), 6,94 (dd, 1H, J = 8,8, 2,4 Hz), 5,16 (s, 2H), 5,11 (s, 2H), 2,33 (s, 3H);

IR (KBr): 3470, 2880, 2820, 1620 cm™;

MS (El) m/z 419.
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Priklad 15
2-(4-Hydroxyfenyl)-3-metyl-1-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)benzyl}-1H-indol-5-ol

Suspenzia 10% Pd/C (1,1 g) vEtOH sa opracovala roztokom zlugeniny
z ndzvu prikladu 11 (2,2 g, 3,4 mmol) v THF/EtOH. Pridal sa cyklohexadién (6,0 ml,
63 mmol) a reakcia sa mieSala 48 hodin. Katalyzator sa prefiltroval cez celit a
reakéna zmes sa skoncentrovala a chromatografovala na silikagéli za pouZitia
eluéného gradientu MeOH/CH,Cl, (1:19 aZ 1:10) za vzniku 0,8 g produktu ako bielej
tuhej latky s teplotou topenia 109 az 113 °C.
CHN vypocitané pre C2eH32N203 + 0,5 H20;
'H NMR 9.64 (s, 1H), 8,67 (s, 1H), 7,14 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,05 (d, 1H, J = 8,6 Hz),
6,84 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 6,79 (d, 1H, J = 2,2 Hz), 6,74 (s, 4H), 6,56 (dd, 1H, J = 8,8,
2.4 Hz), 5,09 (s, 2H), 3,95 — 3,93 (m, 2H), 2,60 — 2,51 (m, 2H), 2,39 - 2,38 (m, 4H),
2,09 (s, 3H), 1,46 — 1,45 (m, 4H), 1,35 — 1,34 (m, 2H),
IR (KBr): 3350 (br), 2920, 1620, 1510 cm™;
MS (El) m/z 456.

Skuska viazania na estrogénovy receptor in vitro

Priprava receptora

CHO bunky s nadexpresiou estrogénového receptora sa pestovali v 150 mm?
miskéch s fetalnym tefacim sérom ogistenym DMEM + aktivne uhlie pokryté 10 %
hmotnostnymi dextranu. Platne sa premyli dvakrat s PBS a jeden krat s 10 mmol/l
Tris-HC|, pH 7,4, 1 mmol/l EDTA. Bunky sa odobrali zo$krabanim povrchu a potom
sa bunkova suspenzia umiestnila na fad. Bunky sa rozbili v.motorovom mlyne na
tkaniva za pouzitia dvoch 10 sekundovych zapnuti miyna. Surovy preparat sa
centrifugoval pri 12 000 g pogas 20 minit, po €om nasledovalo 60 minat
odstredovania pri 100 000 g, &m sa vytvoril cytozol bez ribozémov. Cytozol sa
potom zmrazil a uloZil pri =80 °C. Koncentracia proteinu cytozolu sa odhadia

pomocou BCA skusky s referenénym Standardnym proteinom.
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Podmienky skusky viazania

Kompetitivna skiska sa uskutognila na 96 kaliskovej platni (polystyrén®),
ktora viazala <2,0 % hmotnostné celkového vstupného [*H]-17-a-estradiolu a vSetky
datové hodnoty sa zberali trikrat. Na jeden kaliSok sa pouzilo alikvétne mnozstvo
100 pG/100 pi receptorového pripravku. Pridala sa sytiaca davka 2,5 nmol/l [*H]-17-
a-estradiolu + kompetitor (alebo pufor) v objeme 50 pl v predbeznom merani, ked
sa hodnotil 100-nasobok a 500-nasobok kompetitora, pouzilo sa len 0,8 nmol/ [*H)-
17-a-estradiolu. Platfia sa inkubovala pri laboratérnej teplote poéas 2,5 hodiny. Na
konci tejto inkubacénej doby sa pridalo do kazdého kalika 150 pl fadovo studeného
dextranu naneseného na aktivnom uhli (5 % hmotnostnych aktivneho uhlia s
nanesenym 0,05 % 69K dextranom) a platfia sa ihned' centrifugovala pri 99 g 5
minat pri 4 °C. Potom sa odobralo 200 pl roztoku supernatantu na scintilaéné
meranie. Vzorky sa merali tak, aby chyba bola 2 % alebo 10 minGt, podfa toho &o sa
dosiahlo prvé. PretoZe polystyrén absorbuje malé mnozstvo [*H]-17-a-estradiolu, na
kvantifikova-nie mnoZstiev dostupného izotopu boli zaroveli merané kalisky
obsahujice radioaktivitu a cytozol, ale nespracované aktivnym uhlim. Na
vyhodnotenie neodstranitelného DPM [*H]-17-a-estradiolu boli tieZ spracované
kaliSky obsahujice radioaktivitu, ale nie cytozol. Boli pouZité 96 kalikové platne
Corning #25880-96 pretozZe sa zistilo, Ze viazu najmensie mnoZstvo estradiolu.

Analyza vysledkov

Pocty impulzov za mindtu (CPM) radioaktivity sa automaticky konvertovali na
rozpady za minGtu (DPM) pomocou Beckman LS 7500 Scintillation Counter za
pouzitia sady zha$anych Standardov na generovanie H# pre kazd( vzorku. Na
vypocet % viazania estradiolu v pritomnosti 100 alebo 500 nasobku kompetitora sa
pouzil nasledujlci vzorec:

% viazania estradiolu = (DPM vzorky - DPM nezachyteny aktivnym uhlim)
X 100 %

(DPM estradiolu - DPM nezachyteny aktivnym uhlim)



-40 -

Na generovanie kriviek IC5q sa zaznamenala zavislost % viazania od latky.
Hodnoty IC5( sa generovali pre latky, ktoré vykazovali >30 % kompeticie pri 500-

nasobku koncentracie kompetitora. Opis tychto metéd pozri v publikacii Hulme,
E.C., a dal$i. 1992. Receptor-Ligand Interactions: A Practical Approach. IRL Press,
New York (zvlast pozri kapitolu 8). Zmienka v tabulkach uvedenych nizSie pre
zlGgeninu z prikladu 1 odkazuje na koneény produkt 2-(4-hydroxyfenyl)-3-metyl-1-
[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)benzyl]-1H-indol-5-ol.

Afinita estrogénového receptora (zaznamenané ako RBA: 17-a-estradiol=100)

ZlGcenina RBA
Raloxifen 200
Tamoxifen 1,8
Equilin 5,3
Priklad 15 400

Skaska alkalickej fosfatazy Ishikawovych buniek

Udrziavanie a opracovanie buniek

Ishikawove bunky sa udrziavali v DMEM/F12 (50%:50%) obsahujicom
fenolovu &ervent + 10 % hmotnostnych fetdlneho tefacieho séra a médium bolo
doplnené s 2 mmol/l Glutamaxu, 1 % hmotnostnym Pen/Strap a 1 mmol/l pyruvatom
sodnym. P&t dni pred zagiatkom kaZdého experimentu (opracovanie buniek) sa
médium vymenilo za sérum otistené aktivnym uhlim pokrytym 10 % hmotnostnymi
dextranu, s DMEM/F12 bez fenolovej &ervenej. V deii pred opracovanim sa bunky
zozbierali za pouzitia 0,5 % hmotnostnych trypsinu/EDTA a naniesli sa na platne s
hustotou 10* buniek/kaliSok na 96 kaliskové platne na pestovanie tkanivovych
kultdr. Testovana zl(genina sa déavkovala s koncentraciami 10%, 107 a 10°® mol/l a

okrem toho 10 mol/l (zlugenina) + 10° mol/l 17a-estradiol na vyhodnotenie

schopnosti latok pdsobit ako antiestrogény. Bunky sa opracovali 48 hodin pred



-49 -

skuskou. Kazda 96 kaliSkova platiia obsahovala kontrolnti vzorku 17a-estradiolu.

Pocet vzoriek pre kazda davku bol n = 8.

Skaska alkalickej fosfatazy

Na konci 48 hodin sa médium odsalo a bunky sa premyli trikrat so solankou
pufrovanou fosfatom (PBS). Do kazdého kaliSka sa pridalo 50 pl rozpustacieho
pufra (0,1 mol/l Tris-HCI, pH 9,8, 0,2 % hmotnostného Triton X-100). Platne sa
umiestnili do =80 °C na najmenej 15 minut. Platne sa rozmrazili pri 37 °C, po ¢om
nasledovalo pridanie 150 ul 0,1M Tris-HCI, pH 9,8, ktory obsahoval 4 mmol/l para-
nitrofenylfosfatu (pNPP) do kaZzdého kaliSka (kone&nad koncentracia, 3 mmol/l
pNPP). Vypocty absorbancie a smernice sa uskutoénili pomocou programu Kinetic-
Calc Application (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT). Vysledky st vyjadrené
ako stredna hodnota +/- Standardna odchylka rychlosti enzymovej reakcie
(smernica) uréené v linearnej Casti kinetickej reakénej krivky (odéitanie optickej
hustoty kazdych 5 minut pre 30 minutové absorbanéné meranie). Vysledky su pre
tieto zluceniny sumarizované ako percento odozvy vztiahnuté na 1 nmol/l 17a-
estradiolu. Estrogénova aktivita sa skusala metddou alkalickej fosfatazy pre rézne
latky a vypoditali sa zodpovedajiuce ED50 hodnoty (95 % interval spofahlivosti).

Dalej uvedené $tyri latky sa pouzili ako referenéné $tandardy:
17a-estradiol 0,03 nmol/l 17a-estradiol 1,42 nmol/l

estriol 0,13 nmol/l estron 0,36 nmol/l

Opis tychto metdd je uvedeny v publikacii Holinka, C. F., Hata, H., Kuramoto,
H a Gurpide, E. (1986) Uginky steroidnych horménov a antisteroidov na aktivitu
alkalickej fosfatazy u fudskych endometrialnych rakovinovych buniek (Ishikawov
kmefi). Cancer Research, 46: 2771 az 2774, a Llittlefield, B. A., Gurpide, E.,
Markievicz. L., McKinley, B. a Hochberg, R. B. (1990). Jednoducha a citliva
mikrotitratna estrogénova bioskiska zaloZzena na stimulacii alkalickej fosfatazy u
Ishikawovych buniek; Estrogénové posobenie D5 adrenalnych steroidov.
Endocrinology, 6: 2757 az 2762.
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Skuska alkalickej fosfatazy Ishikawovych buniek

Zlu€enina % aktivacie

17a-estradiol 100% aktivacia

Tamoxifen 0% aktivacia (45% s 1 nM 17a-estradiolu)
Raloxifen 5% aktivacia (5% s 1 nM 17c-estradiolu)
Priklad 15 1% aktivacia (1% s 1 nM 17a-estradiolu)

Skuska 2X VIT ERE transfekcie

Udrziavanie a opracovanie buniek

Bunky vaje&nikov &inskeho skretka (CHO), ktoré boli stabilne transfekované
s fudskym estrogénovym receptorom sa udrziavali v DMEM + 10 % hmotnostnych
fetalneho tefacieho séra (FBS). 48 hodin pred opracovanim sa rastové medium
nahradilo za FBS oégistené aktivnym uhlim pokrytym 10 % hmotnostnymi dextranu s
DMEM bez fenolovej &ervenej (médium na opracovanie). Bunky sa naniesli na
platne s hustotou 5000 buniek/kalisok na 96-kaliSkovych platniach, ktoré obsahovali
200 pl média/kaliSok.

Transfekcia fosforeénanom vapenatym
Informaéna DNA (Promega plazmid pGL2 obsahujlci dve tandemové kopie

vitellogeninu ERE v prednej &asti minimalneho tymidinkinazového promotéra
nestceho luciferazovy gén) sa kombinovala s plazmidom pCH110 (Pharmacia)
expresie B-galaktozidazy a nositovou DNA (pTZ18U) v nasledujucom pomere:

10 nG informacnej DNA

5 uG pCH110 DNA

5 uG pTZ18U

20 uG DNA/1 ml transfekény roztok

DNA (20 1G) sa rozpustila v 500 pl sterilného roztoku 250 mmol/l CaCl; a po
kvapkach sa pridala do 500 pl 2X HeBS (0,28 mol/i NaCl, 50 mmol/l HEPES, 1,5



-43-

mmol/l NapgHPOy4, pH 7,05) a inkubovala sa pri laboratérnej teplote 20 minat. Do

kazdého kaliSka buniek sa pridalo 20 pl zmesi a zostala na bunkach pocas 16
hodin. Pri konci tejto inkubacie sa zrazenina odstranila, bunky sa premyli médiom,
vymenilo sa &erstvé médium na opracovanie a bunky sa opracovali s dalSim
vehikulom, 1 nmol/l 17a-estradiolu, 1 umol/l latky alebo 1 umol/l latky + 1 nmol/l
17o-estradiolu (testy na estrogénovy antagonizmus). Kazdy spdsob opracovania sa
vykonal v 8 kaliSkoch (n = 8), ktoré sa inkubovali poc¢as 24 hodin pred luciferazovou

skuskou.

Luciferdzova skidska

Po 24 hodinach expozicie latkami sa kultivacné prostredie odstranilo a kazdy
kaliSok sa premyl s 2X so 125 pl PBS s chybajicimi Mg** a Ca**. Po odstraneni
PBS sa do kazdého kaliska pridalo 25 pl rozpustacieho pufra Promega a ponechali
sa stat pri laboratérnej teplote pocas 15 minut, nasledovalo 15 minut pri -80 °C a 15
minut pri 37 °C. 20 pl lyzatu sa prenieslo a nepriehlfadnt 96 kaliSkovu platiiu na
hodnotenie luciferazovej aktivity a zvySny lyzat (5 pl) sa pouzil na vyhodnotenie
aktivity B-galaktozidazy ($tandardizovana transfekcia). Luciferanovy substrat
(Promega) sa pridal v 100 pl alikvétoch do kazdého kaliS8ka automaticky pomocou
luminometra a vytvorené svetlo (relativne svetelné jednotky) sa odgitalo po 10

sekundach po pridani.

Infekéna luciferazova skuska

Zlucenina % aktivacie

17a-estradiol 100% aktivacia

estriol 38% aktivacia

Tamoxifen 0% aktivacia (10% s 1 nM 17a-estradiolu)
Raloxifen 0% aktivacia (0% s 1 nM 17a-estradiolu)

Priklad 15 0% aktivacia (0% s 1 nM 17a-estradiolu)
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B-galaktozidazova skuska

K zostavajicim 5 pl lyzatu sa pridalo 45 pl PBS. Potom sa pridalo 50 pl pufra
na Promega B-galaktozidazovu 2X skusku, kalisky sa premie$ali a inkubovali sa pri
37 °C 1 hodinu. Pre kazdy experiment sa pripravila platfia obsahujica Standardnu
krivku (0,1 az 1,5 milijednotiek, s tromi opakovaniami). Platne sa analyzovali pri 410
nm na spektrofotometrickom vyhodnocovacom zariadeni na platne Molecular
Devices. Optické hustoty sa konvertovali na milijednotky aktivity pomocou

matematickej extrapolacie zo Standardnej krivky.

Analyza vysledkov

Luciferazové Udaje sa generovali ako relativne svetelné jednotky (RLU)
akumulované za 10 sekind merania a automaticky prenesené na JMP (SAS Inc)
zaznam, pricom sa odcitalo pozadie v RLU. B-galaktoziddzové hodnoty sa
automaticky importovali do zdznamu a tieto hodnoty sa podelili s RLU jednotkami,
aby sa udaje normalizovali. Priemer a Standardna odchylka sa urCili z n = 8 pre
kazdé opracovanie. Aktivita latok sa porovnavala s 17a-estradiolom na kazdej
platni. Percento aktivity v porovnani s 17a-estradiolom sa poéitalo za pouzitia
vzorca % = ((estradiol-porovnavacia vzorka)/(latkova hodnota)) x 100. Tieto techniky
sG opisané v Tzukerman, M. T., Esty, A., Santiso-Mere, D., Danielian, P., Parker, M.
G., Stein, R. P, Pike, J. W. a McDonnel, D. P. (1994). Transaktivaéna kapacita
fudského estrogénového receptora sa uréila pomocou bunkového aj promotérového
kontextu a sprostredkovala sa dvoma zretefnymi intramolekulovymi oblastami (pozri

Molecular Endocrinology, 8: 21 az 30).

Uterotroficka/antiuterotropicka bioskuSka na potkanoch

Estrogénne a antiestrogénne vlastnosti latok sa urili v uterotrofickej skuske
nedospelych potkanov (4 dni) tak, ako bolo opisané vy3Sie v L. J. Black a R. L.
Goode, Life Science, 26, 1453 (1980)). Nedospelé potkany Sprague-Dawley
(samice, 18 dni staré) sa testovali v skupinach po Sest. Zvierata sa opracovali
denne ip injekciou s 10 uG latky, 100 pG latky, (100 G latky + 1 pG 17a-estradiolu)
na kontrolu antiestrogenicity a 1 pG 17a-estradiolu, s 50 % DMSO/50 % sofanky
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ako injekénym vehikulom. V defi 4 sa zvierata usmrtili pomocou asfyxie CO7 aich

maternice sa vybrali a premyli prebytkom lipidu, odstranila sa kvapalina a zistila sa
vihkd hmotnost maternice. Mald &ast z jedného rohu sa podrobila histologii a
zvySok sa pouZil na izolovanie celkovej RNA na vyhodnotenie doplinkovej zlozky 3

génovej expresie.

3-dfiovy model na ovarioktomizovanych potkanoch

ZlG¢enina 10 uG 100 uG
Tamoxifén 69,6 mg 71,4 mg
Raloxifén 47,5 mg 43,2 mg

kontrolna vzorka = 42,7 mg 1 nG 17a-estradiol = 98,2 mg

Zlicenina 10 uG 100 uG 100 uG + 1 uG 17o0-estradiol

Priklad 15 39,9 mg 27,4 mg 24,3 mg
kontrolna vzorka = 30,7 mg 1 nG 17a-estradiol = 63,2 mg

Zlacenina Raloxifen hydrochlorid [2-(4-hydroxyfenyl)-6-hydroxybenzo[b]tien-
3-ylJ[4-(1-piperidinyl)etoxy]fenylmetanénu je zastupcom triedy zlugenin znamych
ako selektivne modulatory estrogénového receptora, ktoré maji podobny uginok
ako estrogénové antagonisty na ubytok kostnej hmoty a vretencové lipidy, hoci
prejavuji estrogénovy antagonizmus v maternici a prsnikovom tkanive. Palkowitz a
dali v J. Med. Chem. 1997, 40, 1407 uvadzaju G&inné analgy Raloxifenu, ktoré
mdzu tieZ byt vyrobené za pouzitia zlGéenin podla vynalezu. Napriklad opisana
zluCenina 4a hydrochlorid [2-(4-hydroxyfenyl)-6-hydroxybenzo[b]tien-3-yl]-[4-(1-

piperidinyl)etoxyjfenylmetdanu mbdze byt vyrobena podfa vSeobecnej schémy

rvws
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Priklad 16
Metylester 2-(4-metoxybenzénsulfonylamino)benzoovej kyseliny

NHSO;,_—@—'OCHa

CO,CH;

K roztoku 2,00 g (0,013 mmol) metylantranilatu rozpustenému v 20 mi

chloroformu sa pridalo 3,2 m! (0,039 mol) pyridinu, potom 2,733 g (0,013 mol) p-

metoxybenzénsulfonylchloridu. Reakéna zmes sa miesala pri teplote miestnosti 5
hodin a potom sa premyla 3N HCI a vodou. Organicka vrstva sa susila nad NazSO0q,
filtrovala a koncentrovala vo vakuu. Vysledna biela tuha latka sa premyla éterom a
susila sa vo vakuu za poskytnutia 3,7 g (87 %) pozadovaného sulfénamidu.
Cl Hmotnostna spektrometria: 322 (M+H).

Priklad 17
Metylester kyseliny 2-(4-metoxybenzénsulfonylamino)-3-metylbenzoovej

CH,
NHSOZ——Q‘—OCHS

CO,CHs
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Tym istym spdsobom ako je opisané v priklade 16, 6,24 g (0,038 mol) metyl-
3-metylantranilatu poskytuje 6,21 g (49 %) pozadovaného sulfonamidu ako biele;
tuhej latky.

Elektrospejova hmotnostna spektrometria 336,2 (M+H).

Priklad 18
4-(2-Piperidin-1-yl-etoxy)benzylchlorid

cuc;Hz—Q——O-CHZCHz-NJ )

K mie$anému roztoku 4-hydroxybenzaldehydu (12,2 g, 0,1 mol) a K,CO3 (25
g. prebytok) v N,N-dimetylformamide (250 ml) sa pridal monohydrochlorid 1-(2-
chléretyl)piperidinu (20,0 g, 1,08 mol). Reakéna zmes sa zohriala na 80 °C poc&as
24 hodin a ochladila sa potom na teplotu miestnosti. Reakcia sa stimila ladovo
studenou vodou a extrahovala sa chloroformom. Organické podiely sa premyli
vodou, susili sa nad bezvodym MgSO,, filtrovali a koncentrovali sa vo vakuu.
Zvysok sa rozpustil v metanole a pomaly pri teplote 0 °C sa pridal bérhydrid sodny
(10 g, prebytok). Reakéna zmes sa mieSala pri teplote miestnosti 2 hodiny a potom
sa reakcia utimila vodou. Alkohol sa extrahoval chloroformom, organické podiely sa
dobre premyli vodou, susili sa nad Na;SO,, preflitrovali a koncentrovali sa vo vakuu.

Takto ziskany surovy alkohol sa rozpustil v THF (200 ml) a cez neho sa
nechal prechadzat 30 minGt pri 0 °C plynny HCI. Ktakto ziskanej suspenzii
hydrochloridu sa pomaly pridal tionylchlorid (30 ml, prebytok). Reakéna zmes sa
refluxovala 30 minat a potom sa ochladila na teplotu miestnosti. Reakéna zmes sa
potom koncentrovala suSenim a triturovala s bezvodym éterom. Tuha zrazenina sa
prefiltrovala a susila za vakua pri teplote miestnosti za vzniku 25 g (86 %) produktu
ako bielej tuhej latky s teplotou topenia 145 az 148 °C.
Elektrosprejova hmotnostna spektrometria: 256 (M+H).
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Priklad 19
4-(2-N, N-dietyletoxy)benzylchlorid

CICHZ'Q"O'CH?.CHZ'N
-

K mieSanému roztoku 4-hydroxybenzaldehydu (12,2 g, 0,1 mol) a KzCO3 (25
g, prebytok) v N,N-dimetylformamide (250 ml).sa pridal monohydrochlorid 2-di-
etylaminoetylu (20,0 g, 1,2 mol). Reak&éna zmes sa zohriala na 80 °C poCas 24
hodin a ochladila sa potom na teplotu miestnosti. Reakcia sa stimila [adovo
studenou vodou a extrahovala sa chloroformom. Organické podiely sa premyli
vodou, susili sa nad bezvodym MgSO,, filtrovali a koncentrovali sa vo vakuu.
Zvy$ok sa rozpustil v metanole a pomaly pri teplote 0 °C sa pridal borhydrid sodny
(10 g, prebytok). Reakéna zmes sa mie$ala pri teplote miestnosti 2 hodiny a potom
sa reakcia utimila vodou. Alkohol sa extrahoval chloroformom, premyl sa dobre
vodou, susil sa, preflitroval a koncentroval sa vo vakuu.

Takto ziskany surovy alkohol sa rozpustil v THF (200 ml) a cez neho sa
nechal prechadzat 30 minat pri 0 °C plynny HCI. Ktakto ziskanej suspenzii
hydrochloridu sa pomaly pridal tionylchlorid (30 ml, prebytok). Reakéna zmes sa
refluxovala 30 minGt a potom sa ochladila na teplotu miestnosti. Reakéna zmes sa
potom koncentrovala su$enim a triturovala s bezvodym éterom. Tuha zrazenina sa
prefiltrovala a susila za vakua pri teplote miestnosti za vzniku 18 g (65 %) produktu
ako bielej tuhej latky s teplotou topenia 76 az 79 °C.

Elektrosprejova hmotnostna spektrometria: 244 (M+H).

Priklad 20
N-Hydroxy-2-[[4-metoxyfenyl)sulfonyl]-[[4-[2-(1-piperidinyl)etoxy]fenyl]metyl]-

amino]-3-metylbenzamid
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Kroztoku 1,00 g (2,985 mmol) metylesteru 2-(4-metoxybenzénsulfonyl-
amino)-3-metylbenzoovej kyseliny v 5 ml DMF sa pridalo 0,952 g (3,284 mmol) 4-(2-
piperidin-1-yl-etoxy)benzylchloridu a 1,65 g (11,9 mmol) uhliéitanu draselného.
Reakéna zmes sa mieSala pri teplote miestnosti 18 hodin, zriedila sa vodou a
extrahovala éterom. Organické podiely sa potom extrahovali 6N roztokom HCI a
kysla vodna vrstva sa potom alkalizovala 6N roztokom NaOH a extrahovala éterom.
Vysledna éterova vrstva sa suSila nad siranom sodnym, filtrovala sa a
koncentrovala vo vakuu za poskytnutia 0,965 g esteru piperidinu ako bezfarebného
oleja. Elektroprejova hmotnostna spektrometria: 553,5 (M+H)*.

K roztoku 0,889 g (1,611 mmol) esteru piperidinu v 7 ml THF sa pridalo 0,203
g monohydratu hydroxidu litneho. Vysledna zmes sa zohriala do refluxu poéas 15
hodin a potom sa koncentrovala vo vakuu do vzniku tuhého zvy$ku. ZvySok sa
zriedil vodou, neutralizoval sa 5% roztokom HCI a extrahoval sa dichlérmetanom.
Organickd vrstva sa suSila nad Na,SOs,, filtrovala a koncentrovala sa vo vakuu za
poskytnutia 0,872 g karboxylovej kyseliny ako bielej peny. Elektrosprejova
hmotnostna spektrometria: 539,2 (M+H)".

K roztoku 0,814 g (1,513 mmol) karboxylovej kyseliny v 10 ml DMF sa pridalo
0,245 g (1,82 mmol) HOBT a 0,386 (2,01 mmol) EDC. Reakéna zmes sa mie§ala
potom 1 hodinu pri teplote miestnosti a pridalo sa 0,46 ml (7,57 mmol) 50% roztoku
hydroxylaminu vo vode. Reakénd zmes sa mieSala cez noc a potom sa
koncentrovala vo vakuu do zostatku usadeniny. ZvySok sa zriedil EtOAc, premyl sa
vodou a roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného, susil sa nad Na;SO,, filtroval sa a
koncentroval vo vakuu do zvy$ku. ZvySok sa rozpustil v 5 ml dichlérmetanu a pridal
sa 0,69 ml 1N roztoku HCI v éteri. Po 1 hodine sa reakéna zmes zriedila s éterom a
tuhy zvySok sa prefiltroval a susil vo vakuu za vzniku 0,179 g hydroxamataminove;j
soli. Elektrosprejova hmotnostna spektrometria: 554,5 (M+H)".

Priklad 21
2-[[4-(2-dietylaminoetoxy)benzyl](4-metoxybenzénsulfonyl)amino]-N-hydroxy-3-

metylbenzamid



-850 -

Kroztoku 1,00 g (2,653 mmol) metylesteru 2-(4-metoxybenzénsulfonyl-
amino)-3-metylbenzoovej kyseliny v 10 ml DMF sa pridalo 0,811 g (2,918 mmol) 4-
(2-N,N-dietyletoxy)benzyichloridu a 1,5 g (10,9 mmol) uhliitanu draselného.
Reakéna zmes sa mie$ala pri teplote miestnosti 18 hodin, zriedila sa vodou a
extrahovala éterom. Organické podiely sa potom extrahovali 6N roztokom HCI a
kysla vodna vrstva sa potom alkalizovala 6N roztokom NaOH a extrahovala éterom.
Vyslednd éterova vrstva sa suSila nad siranom sodnym, filtrovala sa a
koncentrovala vo vakuu za poskytnutia 0,575 g (37 %) N,N-dietylaminoesteru ako
svetiohnedej peny. Elektroprejova hmotnostna spektrometria: 583,1 (M+H)".

K roztoku 0,539 g (0,926 mmol) N,N-dietylaminoesteru v dichlérmetane sa
pridali 2 ml trifluéroctovej kyseliny. Reakéna zmes sa mieSala pri teplote miestnosti
2 hodiny a potom sa koncentrovala do zvySku vo vakuu. ZvySok sa trituroval
s éterom a tuhy zvySok sa zhromazZdil filtraciou a susil sa vo vakuu za vzniku 0,369
g karboxylovej kyseliny ako tuhej latky. Elektrosprejova hmotnostna spektrometria:
525,2 (M-H).

K roztoku 0,328 g (0,513 mmol) karboxylovej kyseliny v 6,5 ml dichlérmetanu
sa pridalo 0,12 ml DMF, potom 0,77 ml 2,0M oxalylchloridu v CHCl; a reak&na
zmes sa miesala pri teplote miestnosti 1 hodinu.

V samostatnej nadobe sa pri 0 °C pridalo k zmesi 0,47 mi (7,7 mmol) 50%
roztoku hydroxylaminu vo vode, 8 ml THF a 1,7 ml vody. Potom tato zmes sa
mieSala 15 minat pri 0 °C, a ktomu sa pridal po Gastiach roztok HCl vysledny
roztok sa nechal mie$at cez noc pri teplote miestnosti. Reak&na zmes sa potom
okyslila na pH 3 10% HCI a extrahovala sa EtOAc. Spojené organické vrstvy sa
susili nad Na,SO,, prefiltrovali a koncentrovali vo vakuu do zvySku. ZvySok sa
trituroval s éterom za poskytnutia 0,194 g hydroxamataminovej soli ako bielej tuhej
latky. Elektrospejova hmotnostna spektrometria: 542,3 (M+H)".

Priklad 22

Etylester 2-(4-metoxyfenylsulfanyl)propidénovej kyseliny
0

N
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K mieSanej zmesi 4-metoxybenzéntiolu (2,5 g, 14 mmol) a bezvodého K,COs
(4,0 g, prebytok) v suchom acetone (100 ml) v banke s gulatym dnom sa pridal etyl-
2-brémpropionat (3,0 g, 16 mmol) a reakéna zmes sa zohrievala do refluxu 8 hodin
za dobrého mieSania. Na konci reakcie sa reakéna zmes ochladila, prefiltrovala a
koncentrovala do zvySku. ZvySok sa extrahoval chloroformom a premyl H,O a
organicka vrstva sa susila nad MgSO.,, filtrovala a koncentrovala za poskytnutia
etylesteru 2-(4-metoxyfenylsulfanyl)propiénovej kyseliny ako svetioZitého oleja.
Vytazok 3,6 g (94 %).

Priklad 23

Etylester 2-(4-metoxybenzénsulfonyl)propiénovej kyseliny

0

o) 0
CH:@@! O <z

K mieSanému roztoku 12,0 g (50 mmol) etylesteru 2-(4-metoxyfenylsulfanyl)-
propiénovej kyseliny v 300 ml metylénchloridu pri 0 °C sa pomaly pridal na kontrolu
exotermickej reakcie. Reakéna zmes sa mieSala pri teplote miestnosti 2 hodiny a
zriedila sa 600 ml hexanov. Reakéna zmes sa prefiltrovala a filtrat sa zmie$al s 500
m! nasyteného roztoku Na,CO; pofas 3 hodin. Organicka vrstva sa oddelila,
premyla d6kladne vodou, susila a odparila vo vakuu za vzniku 12 g polotuhej latky.

Priklad 24
Etylester 2-(4-metoxybenzénsulfonyl)-2-metyl-3-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)fenyl]pro-

N
OND
0” Yo o

piénovej kyseliny
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MieSana zmes 2,7 g (10 mmol) etylesteru 2-(4-metoxyfenylsulfonyl)-
propiénovej kyseliny, 3,03 g (10 mmol) 4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)benzylchloridu, 10 g
K2CO3 a 500 mg 18-crown-6 v 250 ml acetdnu sa refluxovala 16 hodin. Na konci sa
reakéna zmes filtrovala a aceténova vrstva sa koncentrovala k zvySku. ZvySok sa
extrahoval chloroformom, premyl sa dokladne vodou, susil sa nad bezvodym
MgSOQ,, filtroval sa a koncentroval k zvySku. Ziskany zvySok sa Cistil stipcovou
chromatografiou na stipci silikagélu eluovanim s 50% etylacetat-hexany za poskyt-
nutia 4,8 g (92 %) pozadovaného produktu ako oleja. MS: 490 (M+H)".

Priklad 25
2-(4-Metoxybenzénsulfonyl)-2-metyl-3-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)fenyl]propiénova

N
ONC>

kyselina

07 So o

K mie$anému roztoku etylesteru 2-(4-metoxybenzénsulfonyl)-2-metyl-3-[4-(2-
piperidin-1-yl-etoxy)fenyl]propiénovej kyseliny (4,9 g, 10 mmol) v metylalkohole sa
pridal 10N NaOH (20 ml, prebytok). Reakéna zmes sa miesala pri teplote miestnosti
48 hodin. Na konci sa reakéna zmes koncentrovala a opatrne sa neutralizovala so
zriedenou HCI. Ziskany zvy$ok sa extrahoval chloroformom, premyl sa dokladne
vodou, susil sa a koncentroval. Ziskany produkt sa &istil stipcovou chromatografiou
na stipci silikagélu eluovanim s etylacetat/metanolom (95:5) za poskytnutia produktu
ako bezfarebnych krystalov s teplotou topenia 106 °C. MS: 462,5 (M+H)". VytaZok
4,19, (88%).

Priklad 26
2-(4-Metoxybenzénsulfonyl)-2-metyl-3-[4-(2-piperidin-1 -yl-etoxy)fenyl]propiénamid
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K mieSanému roztoku 2-(4-metoxybenzénsulfonyl)-2-metyl-3-[4-(2-piperidin-
1-yl-etoxy)fenyl]propionovej kyseliny (2,3 g, 5 mmol) DMF (2 kvapky) v CH2Cl, (100
ml) pri 0 °C sa pridal po kvapkach oxalylchlorid (1,2 g, 10 mmol). Po pridani sa
reakéna zmes mieSala pri teplote miestnosti 1 hodinu. Stiéasne sa v samostatne;j
banke mieSala zmes hydrochloridu hydroxylaminu (3,4 g, 50 mmol) a trietylaminu
(10,1 g, 100 mmol) v THF:voda (5:1, 50 ml) pri 0 °C 1 hodinu. Po hodine sa reakéna
zmes oxalylchloridu koncentrovala a svetlozlty zvySok sa rozpustil v 10 ml CH,Cl, a
pomaly sa pridal k hydroxylaminu pri 0 °C. Reakéna zmes sa mieSala pri teplote
miestnosti 24 hodin a potom sa koncentrovala. Ziskany zvy$ok sa extrahoval
chloroformom a premyl sa dékladne vodou. Ziskany produkt sa &istil stipcovou
chromatografiou na stipci silikagélu eluovanim s etylacetatom. Produkt z prikladu
bol izolovany ako bezfarebna tuha latka s teplotou topenia 98 °C. VytaZok 48 %.
MS: 477 (M+H)*; '"H NMR (300 MHz, CDCl3): & 1,2 (s, 3H), 3,5 — 1,5 (m, 16H), 3,9
(s, 3H), 4,4 (m, 1H), 6,5 —7,8 (m, 8H), 10,8 (bs, 1H).

Zluceniny podla vynalezu boli testované na biologicku aktivitu nasledujicimi

spbsobmi.

In vitro Zelatinazova sk(ska

Skuska je zaloZzena na Stiepeni tiopeptidového substratu ((Ac-Pr-Leu-Gly(2-
merkapto-4-metyl-pentanoyl)-Leu-Gly-OEt), Bachem Bioscience) pomocou enzymu,
zelatindzy, ¢€im sa uvolfiuje substratovy produkt, ktory reaguje kolorimetricky s
DTNB ((kyselinou 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoovou)). Aktivita enzymu sa merala
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pomocou rychlosti prirastku zafarbenia. Tiopeptidovy substrat sa pripravil erstvy
ako 20 mmol/l zasobny roztok v 100% DMSO a DTNB je rozpusteny v 100% DMSO
ako 100 mmol/l zasobny roztok a ulozil sa v tme pri laboratornej teplote. Aj substrat
aj DTNB sa pred pouzitim spolu zriedili na 1 mmol/l s substratovy pufor (50 mmol/l
HEPES pH 7,5, 5 mmol/l CaCl,). Zasobny roztok z fudskej neutrofilnej Zelatinazy B
sa zriedil so skiSobnym pufrom (50 mmol/l HEPES pH 7,5, 5 mmol/l CaCl,, 0,02 %
Brij) na koneé&n( koncentraciu 0,15 nmol/l. Skusobny pufor, enzym, DTNB/substrat
(500 pmol/l konetna koncentracia) a vehikulum alebo inhibitor sa pridali do 96
kaliskovej platne (celkovy objem reakénej zmesi z 200 ul) a vzrast zafarbenia sa
monitoroval spektrofotometricky po¢as 5 minut pri 405 nm pomocou zariadenia na
gitanie platni. Nakreslil sa graf narastu ODg4gs a vypocitala sa smernica priamky,
ktora predstavuje reakén( rychlost. Potvrdila sa linearita reakénej rychlosti (?
>0,85). Vypotital sa priemer (x + smerodajné odchylka priemeru) rychlosti kontrolnej
vzorky a porovnal sa pre $tatisticki vyznamnost (p<0,05) s rychlostami vzoriek
opracovanych liegéivom pouzitim Dunnettovho mnohonasobného porovnavacieho
testu. Vztahy davka-odozva sa méZu generovat pouZitim viacnasobnych davok
lie€iva a hodnoty ICsp s 95 % intervalom spofahlivosti sa odhadli pouZitim linearnej
regresie (IPRED, HTB). Literatura: Weingarten, H. a Feder, J., Spectrophotometric
assay for vertebrate collagenase, Anal. Biochem. 147, 437 - 440 (1985).

In vitro kolagenazova skuska

Tato skuska je zaloZzena na &tiepeni peptidového substratu (Dnp-Pro-Cha-
Gly-Cys(Me)-His-Ala-Lys(NMa)-NH,), Peptide International, Inc.) pomocou kolage-
nazy, pricom sa uvolni fluorescenéna NMa skupina, ktora je kvantifikuje fluéro-
metrom. Dnp zhasina NMa fluorescenciu v intaktnom substrate. Skuska prebieha v
HCBC testovacom pufri (50 mmol/l HEPES, pH 7,0, 5 mmol/l CaClz, 0,02 % Brij, 0,5
% cystein), s [fudskou rekombinantnou fibroblastovou kolagenazou (skratena,
molekulova hmotnost = 18828, WAR, Radnor). Substrat sa rozpustil v metanole a
uskladnil sa zmrazeny ako 1 mmol/l alikvoty. Kolagenéza sa uskladnila zmrazena v
pufri v 25 mmol/l alikvotoch. Na skuSku sa substrat rozpustii v HCBC pufri na
kone&nt koncentraciu 10 pmol/l a kolagenaza na koneén( koncentraciu 5 nmol/l.
Latky sa rozpustili v metanole, DMSO, alebo HCBC. Metanol a DMSO sa zriedili v
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HCBC na < 1,0 %. Latky sa pridali do 96 kaliSkovej platne obsahujicej enzym a
reakcia sa zacala pridanim substratu. Reakcia sa vyhodnocovala (excitacia 340 nm,
emisia 444 nm) pocas 10 minGt a narast fluorescencie oproti ¢asu sa nakreslil ako
priamka. Vypocitala sa smernica priamky a predstavuje reaként rychlost. Potvrdila
sa linearita reakénej rychlosti (** >0,85). Vypogital sa priemer (x + smerodajna
odchylka priemeru) rychlosti kontrolnej vzorky a porovnal sa pre Statisticku
vyznamnost (p<0,05) s rychlostami vzoriek opracovanych lieGivom pouZitim
Dunnettovho mnohonasobného porovnavacieho testu. Vztahy davka-odozva sa
mdzu generovat pouzitim viacnasobnych davok lie¢iva a hodnoty ICso s 95 %
intervalom spofahlivosti sa odhadli pouzitim linearnej regresie (IPRED, HTB).
Literatdra: Bickett, D. M. a spol., A high throughput fluorogenic substrate for
interstitial collagenase (MMP-1) and gelatinase (MMP-9), Anal. Biochemm 212, 58 -
64 (1993).

Postup merania TACE inhibicie

Pouzili sa 96-kaliskové Cierne mikrotitracné platne, kazdy kaliSok obsahoval
roztok zloZzeny z 10 pl TACE (Immunex, konecna koncentracia 1 pg/ml), 70 pl Tris
pufra, pH 7,4, obsahujiceho 10 % glycerolu (koneéna koncentracia 10 mmol/l), a 10
pl roztoku testovanej latky v DMSO (kone¢na koncentracia 1 pmol/l, DMSO
koncentracia <1 %) a inkuboval sa 10 minGt pri laboratdrnej teplote. Reakcia sa
zacala pridanim fluorescenéného peptidylového substratu (konecna koncentracia
100 pmol/l) do kazdého kaliska a potom pretrepanim v trepacke pocas 5 sekund.
Reakcia sa vyhodnocovala (excitacia 340 nm, emisia 420 nm) poc¢as 10 minat a
narast fluorescencie oproti ¢asu sa zakreslil ako priamka. Vypodcitala sa smernica
priamky a predstavuje reakén( rychlost. Potvrdila sa linearita reakénej rychlosti (r?
>0,85). Vypodital sa priemer (x + smerodajna odchylka priemeru) rychlosti kontroinej
vzorky a porovnal sa pre Statisticki vyznamnost (p<0,05) s rychlostami vzoriek
opracovanych lie¢ivom pouZitim Dunnettovho mnohonasobného porovnavacieho
testu. Vztahy davka-odozva sa mdzu generovat pouZitim viacnasobnych davok
lieCiva a hodnoty ICso s 95 % intervalom spofahlivosti sa odhadli pouzitim linearnej

regresie.
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Vysledky ziskané podfa tychto Standardnych experimentéinych testovacich
postupov su uvedené v nasledujlicej tabulke.

Tabulka

ICs0 (nmol/l alebo % inhibicie pri 1 mikromolarnej koncentréacii)

Priklad | MMP 1 MMP 9 MMP 13 TACE

26 238,6 8,9 1.4 41,00 %

Sposoby merania MMP-1, MMP-9 a MMP-13 inhibicie

Skuska je zalozena na Stiepeni tiopeptidového substratu Ac-Pr-Leu-Gly(2-
merkapto-4-metyl-pentanoyl)-Leu-Gly-OEt pomocou matricovych metaloproteinaz
MMP-1, MMP-13 (kolagenazy) alebo MMP-9 (Zelatindzy), ¢im sa uvoliiuje
substratovy produkt, ktory reaguje kolorimetricky s DTNB ((kyselinou 5,5'-ditio-bis(2-
nitrobenzoovou)). Aktivita enzymu sa merala pomocou rychlosti prirastku
zafarbenia. Tiopeptidovy substrat sa pripravil Cerstvy ako 20 mmol/l zasobny roztok
v 100% DMSO a DTNB je rozpusteny v 100% DMSO ako 100 mmol/l zasobny
roztok a uloZil sa v tme pri laboratornej teplote. Aj substrat aj DTNB sa pred
pouzitim spolu zriedili na 1 mmol/l s substratovy pufor (50 mmol/i HEPES pH 7,5, 5
mmol/l CaCl,). Zasobny roztok z enzymu sa zriedil so skaSobnym pufrom (50
mmol/l HEPES pH 7,5, 5 mmol/l CaCl,, 0,02 % Brij) na pozadovani koneénu
koncentraciu. Skusobny pufor, enzym, vehikulum alebo inhibitor a DTNB/substrat sa
pridali do 96 kali§kovej platne (celkovy objem reakénej zmesi z 200 pl) a vzrast
zafarbenia sa monitoroval spektrofotometricky po€as 5 mintt pri 405 nm pomocou
zariadenia &itada platni a nakreslil sa graf narastu intenzity farby ako linearna
priamka v zavislosti od ¢asu.

Alebo sa pouzije fluorescenény peptidovy substrat. V tomto teste peptidovy
substrat obsahuje fluorescenénti skupinu a timiacu skupinu. Po roz&tiepeni
substratu pomocou MMP, fluorescencia, ktora je vytvorend, je kvantitativne
vyjadrena na fluorescenénom &itadi platni. Test prebieha v HCBC skaSobnom puffi
(50 mmol/l HEPES, pH 7,0, 5 mmol/l Ca*?, 0,02 % Brij, 0,5 % cysteinu), s [udskym
rekombinantnym MMP-1, MMP-9 alebo MMP-13. Substrét je rozpusteny v metanole
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a uchovava sa zamrznuty v 1mM alikvotoch. Pre test st zriedené substraty a
enzymy v HCBC pufri na Ziadané koncentracie. ZlGéeniny sG pridané na 96-
kaliSkova platiiu obsahujicu enzym a reakcia ja zadata pridanim substratu. Reakcia
prebieha 10 minat a zvySovanie fluorescencie v zavislosti od &asu je zakreslené ako
linearna priamka.

Pre ktorykolvek z tiopeptidového alebo fluorescenéného peptidového testu,
sa vypocital sklon priamky reprezentuje reakénu rychlostou. Potvrdila sa linearita
reakénej rychlosti (r>>0,85). Vypoéital sa priemer (x =+ smerodajna odchylka
priemeru) rychlosti kontrolnej vzorky a porovnal sa pre S$tatisticki vyznamnost
(p<0,05) s rychlostami vzoriek opracovanych lieGivom pouzitim Dunnettovho
mnohonésobného porovnavacieho testu. Vztah medzi davkou a odozvou méze byt
generovany pouzitim viacnasobnych davok lie€iva a hodnoty ICso s 95% intervalom
spoflahlivosti sa odhadli pouzZitim linearnej regresie.

In vivo MMP inhibicia

2 cm kusok dialyznej rarky (molekulova hmotnost odrezku je 12000 az
14000, 10 mm dl2ky) obsahujici matricu metaloproteindzového enzymu
(stromelyzin, kolagenaza alebo Zelatinaza v 0,5 ml pufra) je implantovany bud ip
alebo sc (do chrbta) potkana (Sprague-Dawley, 150 az 200 g) alebo mysi (CD-1, 25
az 50 g) pod anestézou. Lieivo je podavané PO, IP, SC alebo IV cez kanylu v
krénej Zile. Liecivo je podavané v davkovom objeme 0,1 az 0,25 ml/zviera. Obsah
dialyznej rarky sa zhromazdi a testuje sa enzymova Gcinnost.

Sa vypoditané enzymové reakéné rychlosti pre kazdua dialyznu rirku. Rarky z
najmenej 3 réznych zvierat sa pouzili na vypoéitanie priemeru + smerodajnej
odchylky priemeru. Statisticka vyznamnost (p<0,05) oetrenia zvierat vehikulom
oproti oéetrg_niu zvierat lieGivom je stanovena varianénou analyzou. (Agents and
Actions 21:331, 1987).

Spdsob merania TACE inhibicie
Pouzili sa 96-kaliS8kové Cierne mikrotitracné platne, kazdy kaliSok obsahoval
roztok zloZeny z 10 pl TACE (Immunex, koneéna koncentracia 1 pg/ml), 70 pl Tris

pufra, pH 7,4 obsahujaceho 10 % glycerolu (kone&na koncentracia 10 mmol/l), a 10
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pl roztoku testovanej latky v DMSO (konec¢na koncentracia 1 umol/l, DMSO
koncentracia <1 %) a inkuboval sa pocas 10 min(t pri laboratérnej teplote. Reakcia
sa zacala pridanim fluorescenéného peptidylového substratu (koneéna koncentracia
100 umol/l) do kazdého kaliska a potom pretrepanim v trepacke pocas 5 sekund.

Reakcia sa vyhodnocovala (excitacia 340 nm, emisia 420 nm) pocas 10
minat a narast fluorescencie oproti asu sa nakreslil ako priamka. Vypocitala sa
smernica priamky a predstavuje reakénu rychlost.

Potvrdila sa linearita reakénej rychlosti (* >0,85). Vypoéital sa priemer (x +
smerodajna odchylka priemeru) rychlosti kontrolnej vzorky a porovnal sa pre
Statisticki  vyznamnost (p<0,05) s rychlostami vzoriek opracovanych lieCivom
pouzitim Dunnettovho mnohonasobného porovnéavacieho testu. Vztahy davka-
odozva sa mozu generovat pouzitim viacnasobnych davok liegiva a hodnoty ICso s
95 % intervalom spolahlivosti sa odhadli pouzitim linearnej regresie.

Vysledky ziskané podfa tychto §tandardnych experimentalnych testovacich

postupov st uvedené v nasledujlcej tabulke.

Tabulka
Inhibicia MMP a TACE
in vivo
Priklad MMP-1" MMP-9' MMP-13" MMP* TACE'
20 176 6,9 56 277
21 96 2,3 8,8 215

1. 1Cso nM alebo % inhibicie pri 1 pM koncentracii

2. % inhibicie v zavislosti na MMP-9 (davka, mg/kg), ip = intraperitoneaine, po =

oralne.
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PATENTOVE NAROKY

1. Aryloxyalkyldialkylaminové zli&eniny vSeobecného vzorca |

R® R! R?
| R4 \cgc
S s Ve

I |
¥—(Cy —<|3—A—<_ b
R2 R? —=/\R5

RS

kde

FPrI2~

()

R' a R? sti nezavisle vybrané z H, C,-Cizalkylu, vyhodne z Cs-Cgalkylu, alebo C;-

Ceperfluorovaného alkylu;
X je atdbm halogénu, -O-S0O,-CHj, -O-SO,-CF3 alebo skupina vzorca

0
|
—o—§ z
I
0

Z je vybrané z -NO,, atému halogénu, -CH3 alebo —CF3;
A je vybrané z —O- alebo -S-, -SO- alebo ~SO2-;

m je celé Cislo 0 az 3;

R®, R* RS a R® st nezavisle vybrané z H, atomu halogénu, -NO,, alkylu, alkoxylu,
C1-Ceperfluorovaného alkylu, OH alebo ich C4-Csesterov alebo ich alkyléterov, -CN,
-O-R', -O-Ar, -S-R', -S-Ar, -SO-R!, -SO-Ar, -SO-R', -S0,-Ar, -CO-R', -CO-Ar,

-CO,-R' alebo -CO,-Ar; a
Y je vybrané zo skupiny zahrnujlce;j:
a) skupinu

7
\N/ R
\

RB

kde R” a R® s nezavisle vybrané zo skupiny: H, C1-Cgalkyl alebo fenyl,

(i)
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b) péatdélenny nasyteny, nenasyteny alebo d&iastotne nenasyteny heterocyklus
obsahujici az dva heteroatomy vybrané zo skupiny obsahujicej -O-, -NH-,
-N(C1-C4alkyi)-, -N=a -§(0),, kde n je celé &islo 0 az 2, volitelne substituovany 1 az
3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujicej vodik, hydroxyl, atém
halogénu, C4-Caalkyl, trihalogénmetyl, C;-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C1-Csacyloxy,
Ci-Caalkyltio, C;-Csalkylsulfinyl, C4-Cjalkylsulfonyl, hydroxy(Ci-Cs)alkyl, fenyl
volitelne substituovany 1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C1-Cas)alkyl,
-COzH, -CN, -CONHR!, -NH,, C;-Csalkylamino, C;-Cqdialkylamino, -NHSO.R',
-NHCOR!, -NO;;

c) Sestélenny nasyteny, nenasyteny alebo Ciastotne nenasyteny heterocyklus
obsahujuci aZ dva heteroatomy wvybrané zo skupiny obsahujucej-O-, -NH-,
-N(C4-C,alkyl)-, -N= a -§(0),, kde n je celé &islo 0 az 2, volitelne substituovany 1 az
3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujicej vodik, hydroxyl, atbm
halogénu, C4-Caalkyl, trihalogénmetyl, C1-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C4-Caacyloxy,
Ci-Casalkyltio, C;-Csalkylsulfinyl, C4-Caalkylsulfonyl, hydroxy(Cq-Cs)alkyl, fenyl
volitelne substituovany 1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C4-Cs)alkyl,
-CO,H, -CN, -CONHR!, -NHz, Ci-Caalkylamino, Ci-C.dialkylamino, -NHSO.R',
-NHCOR?, -NO;;

d) sedemélenny nasyteny, nenasyteny alebo Ciastotne nenasyteny heterocyklus
obsahujici aZ dva heteroatdbmy vybrané zo skupiny obsahujucej-O-, -NH-,
-N(C4-Caalkyl)-, -N= a -S(O),, kde n je celé &islo 0 az 2, volitelne substituovany 1 az
3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujtcej vodik, hydroxyl, atom
halogénu, Cs-Caalkyl, trihalogénmetyl, C4-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C4-Csacyloxy,
Ci-Caalkyltio, Ci-Csalkylsulfinyl, Ci-Casalkylsulfonyl, hydroxy(Cs-Cs)alkyl, fenyl
volitelne substituovany 1 aZ 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C1-Cas)alkyl,
-CO,H, -CN, -CONHR', -NH,, C;-Caalkylamino, Ci-C.dialkylamino, -NHSO.R',
-NHCOR', -NO; alebo

e) bicyklicky heterocyklus obsahujici 6 az 12 uhlikovych atémov bud premosteny
alebo fuzovany a obsahujlci az dva heteroatémy vybrané zo skupiny obsahujuce;
-O-, -NH-, -N(Ci-Csalkyl)-, a -S(O)s, kde n je celé &islo 0 az 2, volitefne
substituovany 1 aZ 3 substituentami nezéavisle vybranymi zo skupiny obsahujtcej
vodik, hydroxyl, atom halogénu, Ci-Csalkyl, trihalogénmetyl, C4-Caalkoxy, tri-
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halogénmetoxy, Ci-Csacyloxy, Ci-Caalkyltio, C4-Caalkylsulfinyl, C4-Csalkylsulfonyl,
hydroxy(C+-Cg)alkyl, fenyl volitefine substituovany 1 az 3 substituentami
vybranymi zo skupiny: (Ci-Cg)alkyl, -COH, -CN, -CONHR', -NH;, C;-Cialkyl-
amino, Ci-C.dialkylamino, -NHSOzR1,-NHCOR1,-N02;

a ich farmaceuticky prijatelné soli.

2. Aryloxyalkyldialkylaminové zluéeniny podia naroku 1 véeobecného vzorca

R® R! R?
R! R? \c/x
1 -
D 35¢ 0
Y—(C)p —C—A—<' >
| L, N
R- R —l:/ RS
R5

kde

R' a R? su nezavisle vybrané z H, C1-Cyzalkylu, vyhodne z Cy-Cgalkylu, alebo
C1-Ceperfluorovaného alkylu;

X je atbm halogénu, -O-S0,-CHs, -O-SO,-CF3 alebo skupina vzorca

0
I

—0— S yA

o)

Z je vybrané z -NO,, atébmu halogénu, -CH3 alebo —CF3;
A je vybrané z -O- alebo -S-, -SO- alebo —SO,-;
m je celé €islo 0 az 3; a
Y je vybrané zo skupiny zahrnujtcej:
a) skupinu
7
~,/” R \
'\ (i)
Ra

kde R” a R® sti nezavisle vybrané zo skupiny: H, C4-Csalkyl alebo fenyl,
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b) skupinu vybran( z tiofénu, furanu, pyrolu, imidazolu, pyrazolu, tiazolu, izotiazolu,
izoxazolu alebo oxatiolanu, ktoré sii volitefne substituované 1 az 3 substituentami
nezavisle vybranymi zo skupiny obsahujucej vodik, hydroxyl, atbm halogénu,
C4-Caalkyl, trihalogénmetyl, C;-Cjalkoxy, trihalogénmetoxy, C;-Csacyloxy, C;-Cs-
alkyltio, Cq-Csalkylsulfinyl, C4-Csalkylsulfonyl, hydroxy(C-C,)alkyl, fenyl volitelne
substituovany 1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C4-Cas)alkyl, -CO2H,
-CN, -CONHR', -NH,, Ci-Csalkylamino, Ci-Cudialkylamino, -NHSO.R', -NH-
COR!', -NOy;

¢) skupinu vybrant =z pyridinu, pyrazinu, pyrimidinu, pyridazinu, piperidinu,
morfolinu a pyranu, ktoré sa volitefne substituované 1 az 3 substituentami nezavisle
vybranymi zo skupiny obsahujlicej vodik, hydroxyl, atdm halogénu, C;-Csalkyl,
trihalogénmetyl, C4-Cjalkoxy, trihalogénmetoxy, C1-Caacyloxy, Cq-Csalkyltio, C1-Cs-
alkylsulfinyl, C4-Csalkylsulfonyl, hydroxy(C4-Cs)alkyl, fenyl volitelne substituovany
1 az 3 substituentami vybranymi zo skupiny: (C1-Cs)alkyl, -COzH, -CN, -CONHR,
‘NHz, Ci-Csalkylamino, Ci-Cudialkylamino, -NHSO.R', -NHCOR', -NO;

d) skupinu vybranut z azepinu, diazepinu, oxazepinu, tiazepinu, oxapinu a tiepinu,
ktoré su volitelne substituované 1 az 3 substituentami nezavisle vybranymi zo
skupiny obsahujtcej vodik, hydroxyl, atébm halogénu, Cs-Csalkyl, trihalogénmetyl,
Ci-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, Ci-Csacyloxy, Ci-Csalkyltio, C4-Caalkylsulfinyl,
C1-Caalkylsulfonyl, hydroxy(C;-C4)alkyl, fenyl volitelne  substituovany 1 az 3
substituentami vybranymi zo skupiny: (C4-Cs)alkyl, -CO2H, -CN, -CONHR', -NH,,
C4-Csalkylamino, C4-Cadialkylamino, -NHSOzR1, -NHCOR', -NO;; alebo

e) bicyklicky heterocyklus vybrany zo skupiny bezofuranu, izobenzofuranu,
benzotiofénu, indolu, izoindolu, indolizinu, indazolu, purinu, chinolizinu, izochinolinu,
chinolinu, ftalazinu, naftyridinu, chinoxalinu, chinazolinu a cinnolinu, ktoré su
volitelne substituované 1 az 3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny
obsahujlcej vodik, hydroxyl, atdm halogénu, Ci-Csalkyl, trihalogénmetyl, C1-Cs-
alkoxy, trihalogénmetoxy, Cs-Caacyloxy, Ci-Csalkyltio, C1-Caalkylsulfinyl, C4-Caalkyl-
sulfonyl, hydroxy(C4-Cg4)alkyl, fenyl volitefne substituovany 1 az 3 substituentami
vybranymi zo skupiny: (C4-Cs)alkyl, -CO2H, -CN, -CONHR!, -NH,, Cy-Caalkyl-
amino, C;-Cudialkylamino, -NHSO2R', -NHCOR', -NO,;

a ich farmaceuticky prijatefné soli.
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3. Aryloxyalkyldialkylaminové zliceniny podia naroku 1 véeobecného vzorca

R
| | |
Y—-(clz)m—ff—A—<_ \> ¥
R?- Rz —I’:—/ R6
kde

R' a R? st nezavisle vybrané z H, C4-C2alkylu, vyhodne z C4-Cgalkylu, alebo
Ci-Ceperfluorovaného alkylu;
X je atdm halogénu, -O-S0,-CHs, -O-S0O,-CF3 alebo skupina vzorca

0
|

—0— S yA

|
0

Z je vybrané z -NO,, atému halogénu, -CHj; alebo -CFj;
A je vybrané z -O- alebo -S-, -SO- alebo -SO,-;

m je celé &islo 0 az 3;

Y je vybrané zo skupiny zahrnujtcej:

a) skupinu

~./ ()

kde R’ a R® sti nezavisle vybrané zo skupiny: H, C1-Cealkyl alebo fenyl, alebo

b) skupinu vybranu z tiofénu, furanu, pyrolu, imidazolu, pyrazolu, tiazolu, pyridinu,
pyrazinu, pyrimidinu, pyridazinu, piperidinu, indolu alebo benzofuranu, ktoré su
volitelne substituované 1 az 3 substituentami nezavisle vybranymi zo skupiny
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obsahujicej vodik, hydroxyl, atdbm halogénu, C;-Cjalkyl, trihalogénmetyl, Ci-
Csalkoxy, trihalogénmetoxy, Ci-Csacyloxy, Ci-Caalkyltio, Ci-Csalkylsulfinyl, C4-Cs-
alkylsulfonyl, hydroxy(C4-Cs)alkyl, fenyl volitelne substituovany 1 az 3 substituen-
tami vybranymi zo skupiny: (Ci-C4)alkyl, -COH, -CN, -CONHR', -NH;, C:-Cs-
alkylamino, C;-C,dialkylamino, -NHSO,R', -NHCOR', -NO>;

a ich farmaceuticky prijatelné soli.

4. Aryloxyalkyldialkylaminové zliceniny podfa naroku 1 vSeobecného vzorca

R3 Rl RZ
R R R R/ \cé(
N\ | | NZ | (I
N—-(IC).,,—$—-0-<- \
Re/ R? R —l-—':/\ RS
RS

kde
R' a R? st nezavisle vybrané z H, C;-Cyzalkylu, vyhodne z C4-Cealkylu, alebo
C1-Ceperfluorovaného alkylu;
R® R* R® a R® st nezavisle vybrané z H, OH alebo z ich Cs-Csesterov alebo ich
alkyléterov, atdbmu halogénu, -CN, C4-Cesalkylu alebo trifluérmetylu,
m je celé &islo 0 az 3,
R’ a R® st nezavisle vybrané z H, C;-Cealkylu alebo st spojené pomocou (CH2)p-,
kde p je celé &islo 2 a2 6, aby vytvorili kruh, ktory je volitelne substituovany az
troma substituentami vybranymi zo skupiny obsahujlcej vodik, hydroxyl, atom
halogénu, C4-Csalkyl, trihalogénmetyl, C4-Caalkoxy, trihalogénmetoxy, C1-Csalkyltio,
C;-Caalkylsulfinyl, C4-Caalkylsulfonyl, hydroxy(Ci-Ca)alkyl, -CO2H, -CN, -CONH-
(C1-Ca), -NHa, C1-Cqalkylamino, Cs-Cadialkylamino, -NHSO,(C1-C4), NHCO-(C+-Ca)
a-NO;; a
X je halogén, -O-SO2-CHj, -O-S0O,-CF3 alebo skupina vzorca

o)

|

—0— S Z

|
0
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Z je vybrané z —-NO,, halogénu, -CHj3 alebo ~CF3;

a ich farmaceuticky prijatefné soli.

5. Aryloxyalkyldialkylaminové zluceniny podla naroku 1 v8eobecného vzorca
i

1 R! 4 \C/X
7 R f
N— (€ )p— C— A‘<- b
R R OR —|=/\ R
R5

kde

A je vybrané z -S-, -SO- alebo -SO,-;

R' a R? s nezavisle vybrané z H, C;-Cyzalkylu, vyhodne z Cq-Cgalkylu, alebo
C,-Cgperfluorovaného alkylu;

R? R% R® a R® su nezavisle vybrané z H, OH alebo z ich C4-C4esterov alebo ich
alkyléterov, atdmu halogénu, -CN, C4-Cgalkylu alebo trifluérmetylu,

m je celé Cislo 0 az 3;

R’ a R® sti nezavisle vybrané z H, C-Cgalkylu alebo st spojené pomocou (CH2),-,
kde p je celé &islo 2 az 6, aby vytvorili kruh, ktory je volitefne substituovany az
troma substituentami vybranymi zo skupiny obsahujicej vodik, hydroxyl, atom
halogénu, C4-Cjalkyl, trihalogénmetyl, C4-Csalkoxy, trihalogénmetoxy, C4-Cjalkyltio,
C1-Csalkylsulfinyl, C4-Cjalkylsulfonyl, hydroxy(Cs-Cs)alkyl, -CO,H, -CN, -CONH-
(C4-C4), -NH;, C4-C,alkylamino, C4-Cydialkylamino, -NHSO,(C1-C,4), -NHCO(C1-Cy)
a-NOy; a

X je halogén, -0-S0,-CHj3, -O-SO2-CF3; alebo skupina vzorca

0
J
—o0—§ z



-66 -

Z je vybrané z —NO,, halogénu, -CH; alebo —CF3;

a ich farmaceuticky prijatelné soli.

6. Aryloxyalkyldialkylaminova zluc¢enina podfa naroku 1, ktorou je hydro-
chlorid (4-chlérmetylfenoxy)etylpiperidin-1-ylu.

7. Aryloxyalkyldialkylaminova zlicenina podfa naroku 1, ktorou je hydro-
chlorid (4-chlérmetylfenoxy)etylhexametylénimin-1-ylu.

8. Aryloxyalkyldialkylaminova zlG&enina podfa naroku 1, ktorou je hydro-
chlorid (4-chlérmetylfenoxy)etyldimetylaminu.

9. Spésob vyroby aryloxyalkyldialkylaminovej zliceniny v§eobecného vzorca
| podra ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 5 alebo jej farmaceuticky prijatelnej soli,
vyznadujuci sa tym,Zezahfiha:

a) konvertovanie alkoholu vzorca A

PorRd
71
Y—(Cn—C —A—é__ < ®
|| ‘l=’ RS

R? R? RS

CR'R?OH

kde m, A, Y a R az R® st uréené vyssie,

na zodpovedajtcu zlG&eninu vieobecného vzorca |, kde X je odstiepitelna skupina,
pomocou vhodnych prostriedkov, napriklad pomocou halogenaéneho, sulfonylac-
ného alebo acylaéného &inidla obsahujiceho odstiepitefnu skupinu X;

alebo

b) oxidaciu zlugeniny véeobecného vzorca |1, kde A je S za vzniku zodpovedajlcej
zlu&eniny véeobecného vzorca |, kde A je -SO- alebo -SOz-,

alebo

c) konvertovanie zli&eniny véeobecného vzorca | na jej farmaceuticky prijatefnt sof.
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10. Spdsob vyroby aryloxyalkyldialkylaminovej zli&eniny podfa naroku 1, kde
AjeO,vyznacdujuci sa tym,Ze zahifia:
a) alkylaciu hydroxybenzaldehydu vzorca

HO—& {
—|=/

RS

R4 Vs _cho
R6

kde R® a2 R® s(i ur&ené pre patentovy narok 1,

s alkylhalogenidom v§eobecného vzorca

R! R!
| |

Y—( (': Jn——C— halo
R? R?

kde Y, R', R? a m st definované pre patentovy narok 1, m je celé ¢islo 0 az 3 a

halogén je vybrany z CI, F, Br alebo |, za vzniku aldehydu véeobecného vzorca

R3
1 R! R4 CHO
oo \//’— _\\/
Y— (?)m—' C—O >
R? l'{z _|____./\

b) redukciu aldehydového produktu z kroku a), za vzniku zodpovedajliceho alkoholu
vzorca
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F Y

i ¢ 0‘<_
2 R2 = :_—-J\ RS

c) konvertovanie alkoholu z kroku b) na jeho hydrochloridovu sof; a

d) konvertovanie alkoholovej skupiny zligeniny z kroku c) na odstiepitefnt skupinu.

11. Spdsob vyroby aryloxyalkyldialkylaminovej ziGeniny podfa naroku 1, kde
AjeS,vyznadéujlci sa tym,Zezahfiiakroky:

a) alkylaciu zlG¢eniny vieobecného vzorca

R3
Ry, SO
~J /

a
—=/\R6

RS

kde R®az R® st uréené v patentovom néroku 1,

s alkylaénym ¢&inidlom vzorca

R' R!
| |
Y— (€)™ G halo

)

R® R

kde Y, R', R? a m st uréené v patentovom naroku 1, halogén je vybrany z CI, F, Br

alebo | za vzniku aldehydu vzorca



-69-
R3
CHO
| | \//—y
Y—(cl:)m—-$—s—<-
R? R? —=/\R5

RS

Rl RI R4

b) redukciu aldehydu napriklad s bérhydridom sodnym na alkohol vzorca

RS
c) opracovanie alkoholu z kroku b) plynnym HCI za vytvorenia jeho hydrochloridove;j
soli a

d) konvertovanie alkoholovej skupiny hydrochloridu z kroku c) na odstiepitelnt
skupinu. -

12. Spbsob podia naroku 11,vyznacdéujuci sa tym, Ze zahfiia krok
riadenej oxidacie siry v hydrochloride alkoholu z kroku d) na sulfoxid alebo na

sulfon.

13. Spbsob podrla ktoréhokolvek z narokov9 az 12, vyznacujlci sa
t y m, Ze alkoholova skupina je konvertovana na odstiepitelnt skupinu pomocou
opracovania s metansulfonyichloridom, toluénsulfonylchloridom alebo anhydridom

trifluéractovej kyseliny v pritomnosti pyridinu alebo trietylaminu.

14. Spbsob podla ktoréhokofvek z ndrokov9 az 13, vyznacujlci sa

ty m, Ze halogénom je Clamje 2.
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15. Spésob vyroby zligeniny vzorca

OH

T\

7
/B

\ ()

RB

kde Y znamena:
a) skupinu

kde R’ a R® s(i nezavisle zvolené z H, C1-Csalkylu alebo fenylu, alebo

b) 5-, 6- alebo 7-&lenny nenasyteny alebo &iastoéne nenasyteny heterocyklicky kruh
obsahuijuci jeden alebo dva atémy dusika, pri¢om heterocyklicky kruh je pripojeny
etoxylovym mostikom na atém dusika v kruhu a je volitelne substituovany 1 az 3
skupinami vybranymi z halogénu, C;-Cealkylu, Cs-Cealkoxylu, Cy-Cetioalkylu, -CF3
alebo -NO,.

vyznadujlci sa tym,Ze zahfiia reakciu v alkalickom médiu, 4-hydroxy-

benzylalkoholu so solou zlG&eniny vzorca
(o h 4
\o/\/
kde Y je uvedené vyssie.

16. Sposob podfa naroku 15, vy znaujtuci sa tym, Ze pH

alkalického média sa udrZuje na hodnote 9 alebo vy3s$e;j.

17. Farmaceuticky prostriedok, vyzna&ujaci sa tym, Ze obsahuje
zltdeninu vieobecného vzorca | alebo jej farmaceuticky prijatelni sol podla

ktoréhokofvek z narokov 1 aZ 8 a farmaceuticky prijatefny nosic.
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