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ESTER JAKO INHIBITOR sPLA,

Oblast techniky

Poskytnuty vyndlez se vztahuje ke sloucenine
inhibujici sPLA, s vysokou biologickou dostupnosti.

Dosavadni stav techniky

Struktura a fyzikdlni vlastnosti lidské nepankreatické
sekreéni fosfolipazy A, (ddle oznacované "sPLAz") byly
podrobné popsany ve dvou ¢lancich, konkrétné "Cloning and
Recombinant Expression of Phospholipase A, Present in
Rheumatoid Arthritic Synovial Fluid" od autort Seilhamer, J.
J., Pruzanski, W., Vadas P., Plant S., Miller J. A., Kloss
J. a Johnson L. K., The Journal of Biological Chemistry,

264 (10), 5335 aZ 5338 (1989) a "Structure and Properties of
a Human Non-pancreatic Phospholipase A," autort Kramer R.
M., Hession C., Johansen B., Hayes G., McGray P., Chow E.
P., Tizard R. a Pepinsky R. B., The Journal of Biological
Chemistry, 264 (10), 5768 aZ 5775 (1989), jejichz poznatky
jsou zde zahrnuty odkazy.

M4 se za to, Ze sPLA, je enzym limitujici rychlost
premény v kask&dé arachidonové kyseliny, kterd hydrolyzuje
menbranové fosfolipidy. 2 tohoto divodu je dulezité vyvinout
sloudeniny, které inhibuji uvolnovani mastnych kyselin
(napt. arachidonové kyseliny) zprostredkované sPLA, a maji
vysokou biologickou dostupnost u saveld, zejména u ¢lovéka.
Takové sloudeniny maji hodnotu v celkové 1écbé stavu
indukovanych a/nebo udrZovanych nadbytecnou tvorbou sPLA,,
jako jsou septicky $ok, syndrom respiraéni nedostatecnosti
u dospé&lych, pankreatitida, trauma, pruduskové astma,
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alergickd rhinitida, revmatoidni atrhritida atd.

Lécivé latky, které lze podat orédlné, jsou vseobecné
vyznamneé preferovdny a maji zvysené obchodni moZnosti pro
jejich velmi snadné pouZiti.

US patent &. 5 654 326 popisuje urdité inhibitory
sPLA, indolového typu a souvisejici esterové prekurzory.
Zejména tento patent uvadi priklad methylesteru [(3-
(2-amino~1,2~dioxoethyl)-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-
~4-yl)oxyloctové kyseliny.

Je 2A&douci vyvinout vice vysoce dostupnych inhibitora
sPLA,, a to zejména téch, které jsou vhodné pro oralni
podani.

Podstata vynilezu

Timto vyndlezem je novd sloucenina, N-morfolino-
ethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-methyl-1-
-(fenylmethyl)~-1H-indol-4~yl)oxy]octové kyseliny, ktery ma
vysokou biolologickou dostupnost po ordlnim podani.

Timto vyndlezem je farmaceuticky pripravek obsahujici
N-morfolinoethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-methyl-
-1-(fenylmethyl)-1H-indol~4-yl)oxyJ]octové kyseliny v
kombinaci s nosic¢em nebo redidlem.

Podrobny popis vyndlezu

1H-Indol-3~glyoxylamidova sloucenina podle tohoto
vynalezu:
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Slouc¢enina podle tohoto vyndlezu, N-morfolino-
ethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-methyl-1-

(fenylmethyl)-1H-indol-4~yl)oxyJ]octové kyseliny Jje predsta-
vovdna strukturnim vzorcem (I)

0

N-Morfolinoethylester vzorce (I) je esterovd forma
zndmého inhibitoru sPLA, [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2~
methyl-l—(fenylmethyl)-1H—indol—4—yl)oxy]octové kyseliny
predstavované ddle uvedenym strukturnim vzorcem (II)

(I




sevees
.
.

L XX R J
ssvese
.
osen
ese?

Sloudenina vzorce (II) je popséna v prikladu 1 US
patentu 5 654 326 {jehoZ popis je zde zahrnut v odkazech)
a European Patent Application ¢&. 95302166.4, Publication No.
0 675 110 (publ., 4. ¥ijna 1995).

Pri tomto vynalezu bylo zjisténo, Ze slouc¢enina vzorce
(I) m& vysokou biologickou dostupnost po ordlnim podani ve
srovnani s jinymi inhibitory sPLA,.

Syntéza slouceniny podle vynalezu:

Syntéza N-morfolinoethylesteru [(3-(2-amino-1,2-
~dioxoethyl)-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxy]-
octové kyseliny (sloucenina vzorce I, viz vySe) pouZiva jako
vychozi 1latku [(3-(2-amino-1,2-dioxocethyl)-2-methyl-1-
-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxyloctovou kyselinu nebo jeji
gtil (sloudenina vzorce II, viz vyse). Tuto vychozi latku lze
pripravit podle reakénich schematd nebo zplsobem podle prikladu
1 z US patentu ¢. 5 654 326 (jehoz objev je zde zahrnut v
odkazech). Podobné zplsoby jsou ukadzany v European Patent
Application &. 95302166.4, Publication No. 0 675 110 (publ.,
4. ¥ijna 1995). Jiné konvenc¢ni zplsoby lze rovnéZ pouzit pro
pripravu této vychozi latky. ZpUsoby pouZitelné pro syntézu
sloudeniny podle tohoto vyndlezu jsou specifikovény v prikladu
1, ktery je vysvétlen déale:

Priklad 1
Priprava N-morfolinoethylesteru [(3-(2-amino-1,2-

-dioxoethyl)-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxy]-
octové kyseliny, slouceniny predstavované vzorcem:
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Cast A. Priprava N-terc.-butoxykarbonyl-3-methoxy-2-
-methylanilinu

Roztok 44,4 g (344 mmol) 3-methoxy-2-methylanilinu a
75 g (344 mmol) di-terc.-butyldikarbonatu ve 400 ml
tetrahydrofuranu (THF) se udrZuje pod zpétnym tokem po dobu
4 hodin. Po zahu&téni za sniZeného tlaku se odparek rozpusti
v ethylacetdtu, promyje 1N roztokem kyseliny citronove,
vodou a vysudi siranem hofednatym. Po odstranéni
rozpoudtédla za sniZeného tlaku se odparek krystalizuje
z hexanu, aby se dostalo 64,5 g'(VYtéénost 84%)
N-terc.-butoxykarbonyl-3-methoxy-2-methylanilinu, teplota
tani 56 az 57 °c.

Analyza Cq3HqgNO4:
Vypocteno: C 65,80; H 8,07; N 5,90.
Nalezeno: C 63,32; H 7,83; N 5,56.

$4ast B. Priprava 4-methoxy-2-methyl-1H-indolu

Roztok 280 ml (0,36 mol) 1,3M sek-butyllithia v
cyklohexanu se pomalu pridd do 43 g (0,18 mol) N-terc.-
-butoxykarbonyl-3-methoxy-2-methylanilinu v 300 ml THF za
udrzovani teploty pod -40 °C v 1l&zni suchého ledu

a ethanolu. Pak se lézen odstrani, aby teplota vzrostla na




-20 ©°C a poté se lazen nahradi novou lazni. Poté, co
teplota poklesne na -60 Oc, prida se po kapkach 18,5 g (0,18
mol) N-methoxy-N-methylglyoxylamidu ve stejném objemu
tetrahydrofuranu. Reakéni smés se michd po dobu 1 hodiny,
potom se odstrani chladici lazen a smés se michd po dobu
dalsi 1 hodiny. Potom se vylije do smési 600 ml etheru a 600
ml 1N kyseliny chlorovodikové. Organickd vrstva se oddeéli,
promyje vodou, vysu$i siranem horeénatym a odpari za
sniZeného tlaku, aby se dostalo 39,5 g smési 1-[{2-(terc.-
—butoxykarbonYlamino)—6—methoxyfenyl]—2—propanonu a
vychoziho anilidu. Tato smés se rozpusti ve 100 ml
methylenchloridu a 40 ml trifluoroctové kyseliny a michd po
celkovou dobu 26 hodin. Smés se promyje vodou, vysusi
siranem horec¢natym a odpari za sniZeného tlaku. Odparek se
&isti chromatografii na silikagelu pri eluovéni smési 20 %
ethylacetdtu v hexanu, krystaluje ze smési dichlormethanu

a hexanu aby se dostalo 13,9 g 4-methoxy-2-methyl-1H-indolu,
teplota tani 80 aZ 86 °c.

Analyza C,yH,,NO:
Vypoc¢teno: C 74,51; H 6,88; N 8,69.
Nalezeno: cC 74,41; H 7,08; N 8,47.

Cast C. Priprava 4-methoxy-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indolu

1 g (6,2 mmol) 4-methoxy-2-methyl-1H-indolu se pf¥ida
k 248 mg (6,2 mmol) 60% hydridu sodného v mineralnim oleji
(promyje se hexanem pred pridénim DMF) v 15 ml DMF a po
michani po dobu 0,5 hodiny se pridad 0,74 ml (6,2 mmol)
benzylbromidu. Smés se michad p¥i teploté mistnosti po dobu
18 hodin, zrfedi vodou a extrahuje ethylacetatem.
Ethylacetatovy roztok se promyje roztokem chloridu sodného,
vysusi siranem hofeénatym a odpari za sniZeného tlaku.




Odparek se ¢isti chromatografii na silikagelu, eluuje se
smési 20 % ethylacetatu v hexanu, aby se dostalo 1,3 g
(84% vytézZek) 4-methoxy-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indolu,
tajiciho pti teploté 96 az 116 °cC.

Analyza C,,H,,NO:
Vypodteno: C 81,24; H 6,82; N 5,57,
Nalezeno: C 81,33; H 6,74; N 5,29.

Cadst D. Priprava 4-hydroxy-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indolu

Roztok 1,25 g (5 mmol) 4-methoxy-2-methyl-1-
(fenylmethyl)-1H-indolu a 20 ml 1M bromidu boritého
v dichlormethanu v 50 ml methylenchloridu se mich& pri
teploté mistnosti po dobu 5 hodin a odpatri za sniZeného
tlaku. Odparek se rozpusti v ethylacetatu, promyje roztokem
chloridu sodného a vysusi siranem hofecnatym. Po odpareni za
sniZeného tlaku se odparek ¢isti chromatografii na silikagelu,
pfri eluovadni smési 20 % ethylacetatu v hexanu, aby se dostalo
577 mg (49% vytéZek) 4-hydroxy-2-methyl-l1-(fenylmethyl)-1H-
indolu, tajiciho pfi teploté 125 az 127 °cC.

Analyza C,gHqgNO:
Vypoéteno: C 80,98; H 6,37; N 5,90.
Nalezeno: cC 80,76; H 6,26; N 5,80.

Cast E. Priprava methylesteru [(2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-
indol-4-yl)oxyJloctové kyseliny

530 mg (2,2 mmol) 4-hydroxy-2-methyl-1-(fenylmethyl)-
~1H-indolu se pridd do 88 mg (2,2 mmol) 60% hydridu sodného
v mineralnim oleji ve 20 ml DMF a smés se michd po dobu 0,67
hodiny. Potom se p¥idd 0,21 ml (2,2 mmol) methylbromacetatu
a michd se po dobu 17 hodin. Smés se zredi vodou a extrahuje




Ll
*800

ethylacetdtem. Ethylacetdtovy roztok se promyje roztokem
chloridu sodného, vysuéi siranem horecnatym a odpari za
sniZeného tlaku. Odparek se ¢isti chromatografii na silikagelu,
pri eluovédni smési 20 % ethylacetatu v hexanu, aby se dostalo
597 mg (88% vytéZek) methylesteru [(2-methyl-1-(fenylmethyl)-
1H-indol-4-yl)oxyloctové kyseliny, teplota téni 140 aZ 143 Oc.

Analyza CqgHqgNO5:
Vypo&teno: C 73,77; H 6,19; N 4,53.
Nalezeno: C 74,01; H 6,23; N 4,32.

Cast F. Pfiprava'methylesteru [(3-(2-amino=-1,2-dioxoethyl)~-2~-
methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxyloctové kyseliny

0,16 ml (1,9 mmol) oxalylchloridu se prida do 582 mg
(1,9 mmol) methylesteru [(2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H~indol-
-4~-yl)oxyJoctové kyseliny v 10 ml methylenchloridu a smes se
michd po dobu 1,5 hodiny. Smés se odpari za sniZeného tlaku
a odparek se vyjme do 10 ml methylenchloridu. Nechad se
probublévat parami bezvodého amoniaku po dobu 0,25 hodiny,
potom se smés michd po dobu 1,5 hodiny a odpaf¥i za snizeného
tlaku. Odparek se michd s 20 ml ethylacetdtu a smés se
zfiltruje. Filtrat se odpari, aby se dostalo 672 mg smeési
methylesteru [ (3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-methyl-1-(fenyl-
methyl)-1H-indol-4-yl)oxyloctové kyseliny a chloridu
amonného, teplota téni 202 az 215 °cC.

¢ast G. Priprava [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-methyl-1-
(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxy]octové kyseliny

Smés 660 mg (1,7 mmol) methylesteru [(3-(2-amino-
—1,z—dioxoethyl)—2-methyl-1-(fenylmethyl)—1H—indol—4-yl)—
oxyloctové kyseliny a 10 ml 1N roztoku hydroxidu sodného ve
30 ml methanolu se zahtrivd pod zpétnym tokem po dobu 1




hodiny, ochladi na teplotu mistnosti a mich& po dobu 0,5
hodiny. Smés se odpari za sniZeného tlaku a odparek se
prevede do smési ethylacetdtu a vody. Vodnéd vrstva se
oddéli, okyseli na pH 2 aZ 3 pomoci 1N kyseliny
chlorovodikové a extrahuje ethylacetdtem. Ethylacetdtovy
roztok se odpari a krystalizaci se dostane 431 mg (69%
vytézek) [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-methyl-1-(fenyl-
methyl)-1H~indol-4~-yl)oxy]octové kyseliny, tajici pri
teploté 218 aZ 220 °c.

Analyza CooHq1gN,05:
Vypocteno: C 65,57; H 4,95; N 7,65.
Nalezeno: C 63,31y H 4,79; N 6,91.

Cast F. Priprava N-morfolinoethylesteru [ (3-(2-amino-
-1,2-dioxoethyl)=-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol=-4-yl)-
oxyJoctové kyseliny

Slouéeninu} podle tohoto vyndlezu lze pripravit
reakci hydrochloridu 4—(2-chloréthyl)morfolinu (dostupny
od Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wisconsin, USA,
polozka ¢&. C4,220-3) a vhodné baze, vyhodné& uhlic¢itanu
cesnatého, a sodné soli [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-
-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4~yl)oxy]octové kyseliny ve
vhodném rozpoustédle, vyhodné dimethylformamidu. Ridk&
suspenze se zahriva na teplotu 60 OC nebo jinou vhodnou
teplotu dokud nevznikne roztok. Smés se zahriva aZ do
ukonéeni reakce. Reakéni smés se zpracuje za pouZiti
konvenénich laboratornich zplsobu pouzivanych v organické
chemii, aby se izoloval produkt.

Zkousdka I

Pro jednodavkovou farmakokinetickou studii se pouziji




opice Cynomolgus. Opicim (3 na davku) se podd jedna
perordlni davka 10 mg/kg jedné ze Sesti sloucenin, které
jsou prekurzory, mezi nimi je zahrnuta i sloucenina, podle
tohoto vynalezu.

Serie krevnich vzorka se odebiria aZ do 24 hodin po
podéni davky. Plasma se analyzuje na prislusnou volnou
kyselinu za pouZiti LC/MS metody. Spocitaji se rovnéz
hodnoty plochy po k¥ivkou (AUC) 8. a 24. hodinu.

Uselem této zkoudky je hodnotit a srovnat dostupnost

zvolenych inhibitoru sPLA, poO ordlnim podani.
Predmét zkoudky:

Druh: Opice

Kmen: Cynomolgus

Priprava davky:

MnozZstvi inhibitoru sPLA, bylo korigovéno na
ekvivalenty volné kyseliny.

Nosic:

Suspenze inhibitoru sPLA, v 10% Acacia, pripravena
tésné pred podédnim davky.

Podani davky:

Cesta podéni : Oralni

Castost opakovani: Jedind davka

Davka: 10 mg/kg (jako zdkladni kyseliny)
Objenm davky: 5 ml/kg




Vysledky

Studie farmakokinetiky u opic

Tabulka 1

I 1
| Slouc¢enina Chnax Thax AUC AUC |
|esterového (ng/ml) hodiny (0 aZ 8 h) (0 az 24 h) |
| typu ng.h/ml ng.h/ml |
] 1 1604 2,0 5131 5425 |
| 2 200 2,0 1356 2038 {
| 3 213 2,0 1277 1761 |
| 4 245 2,0 1675 3404 |
1 5 3296 2,0 11919 13161 l
| 6 615 3,3 - 8730 |
| |

1 = N-morfolinoethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-

-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxyJ]octové kyseliny

2 = methylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-methyl-1-
~-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxyloctové kyseliny

3 = N,N-diethylglykolamidoester [(3-(2-amino-1,2-dioxo-
ethyl)-1-[(1,1'-bifenyl)-2-ylmethyl]-2-methyl-1H-indol-
-4-yl)oxyloctové kyseliny ,

4 = ethylester [(3—(2—amino—1,é-dioxoethyl)-2—ethyl-1—
-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxyJ]octové kyseliny

5 = N-morfolinoethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-
~-2-ethyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxy]octové kyseliny
6 = methylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-2-ethyl-1-
-(fenylmethyl)-1H-indol-4~-yl)oxy]octové kyseliny

Zkouska II

Biologicka dostupnost slouceniny, podle tohoto
vynalezu, N-morfolinoethylesteru [(3-(2-amino-1,2-




-dioxoethyl)-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxy]-
octové kyseliny, se urc¢i rovnézZ vyuzZitim farmakokinetické
studie u krys po jedné ordlni davce:

Ucelem této zkouSky je hodnotit a srovnat dostupnost
zvolenych inhibitoru sPLA, po ordlnim podéni.

Predmet zkousky:

Druh: Krysa

Kmen: Fischer 344
Priprava davky:

MnozZstvi inhibitoru sPLA, bylo korigovano na
ekvivalenty volné kyseliny.

Nosic:

Suspenze inhibitoru sPLA, v 10% Acacia, pfipravena
té&sné pred podénim davky.

Podani davky:

Cesta podani : Oralni

Castost opakovéni: Jedind davka

Davka: 10 mg/kg (jako zdkldni kyseliny)
Objem davky: 5 ml/kg

Krysy se nechaji pres noc vyhladovét.

Sbér vzorku:

Vzorky krve (0,8 ml) se odeberou v téchto casech:
0,5, 1, 2, 4, 6 a 8 hodin (2 krysy na jeden cas).

Analyza dat:




Plasma se analyzuje pomoci HPLC, aby se zmérily
koncentrace rlGznych inhibitora sPLA, (jako volné kyseliny).
Hodnoty Cp.y (maximdlni plasmatickd koncentrace) a AUC se
urc¢i z pruimérnych hodnot zédvislosti koncentrace na dasu.

Tabulka 2

| |
| Slou¢enina Chax AUC |
| esterového (ng/ml) (0 az 8 h) |
typu

| 11 1094 2400 |
| 12 79 385 1
| 13 258 1229 |
| 14 1199 2604 o
| 15 612 1504 |
| 16 259 1031 |
| |

11 = N—morfolinoethylestér [(3-(2-amino-1,2~dioxoethyl)-
-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H~-indol-4-yl)oxyJ]octové kyseliny
(slou¢enina podle tohoto vyndlezu)

12 = N,N-diethylacetamidoester [(3-(2-amino-1,2~dioxo-
ethyl)-2-methyl-1~(l-fenylmethyl)-1H~indol=-4~yl)~-
oxyloctové kyseliny

13 = N,N-diethylacetamidoester [(3~(2-amino-1,2-dioxo-
ethyl)=-2-methyl-1~[ (1l-naftalenyl)methyl]-1H-indol=-4~yl)~-
oxyJoctové kyseliny

14 = N-morfolinoethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxo-
ethyl)-2-methyl-1-[ (1-naftalenyl)methyl]-1H-indol-4-yl)~-
oxyJloctové kyseliny

15 = N-morfolinoethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-
-2-ethyl-1-[(3-chlorfenyl)methyl]-1H-indol-4-yl)oxyJloctové
kyseliny




16 = N,N-diethylacetamidoester [(3-(2-amino-1,2-dioxoethyl)-
~2-ethyl-1-[(3-chlorfenyl)methyl]-1H-indol-4~yl)oxy]octové
‘kyseliny

ACkoli byl poskytnuty vyndlez zobrazen vySe urditymi
specifickymi ztélesnénimi, neni umyslem, aby tyto specifické
pfriklady omezily rozsah tohoto vyndlezu, jak je popsan v
priloZenych patentovych ndrocich.




PATENTOVE NAROKY

1l.Sloucenina, N-morfolinoethylester [(3-(2-amino-1,2-dioxo-
ethyl)-2-methyl-1-(fenylmethyl)-1H-indol-4-yl)oxy]Joctové
kyseliny.

2. Farmaceuticky pripravek, vy znad¢ujici se
t 1 m, Ze obsahuje sloudeninu podle naroku 1 v kombinaci
s farmaceuticky vhodnym nosidem nebo redidlem.
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