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(57) Anoticia:

Su opisané substituované imidazopyrimidiny vSeobecného
vzorca (I) a ich farmaceuticky prijatelné soli, kde X je N
alebo CH, R® je H alebo tvori dohromady aromaticky kruh,
R? je jeden z piatich &lenov nezévisle vybranych zo stiboru
zahfiiajiceho halogén, trifluérmetyl, -NCH,PH, C,.s-alkyl
a C,_s-alkoxy, Y je vybrany zo siboru zahl"hz;jﬁceho H, ha-
logén, heterocyklus, OR?, SR®, NR* a NR*R®, kde vyznam
substituentov R* a R’ je uvedeny v opise, R' je vybrany zo
stiboru zahfiiajiceho NH,, C,s-alkylamino, diC,.s-al-
kylamino, hydroxy, C,.s-alkoxy, fenylmetylamino, hetero-
cyklylmetyl, C, s-alkylkarbonylamino a substituovanii fe-
nylkarbonylamino skupinu, pri¢om fenylmetylamino a he-
terocyklylmetyl skupina méZe byt’ substituovana na svojej
fenylovej ¢asti jednym alebo viacerymi substituentmi, kto-
rych vyznam je uvedeny v opise. Dalej je opisany sposob
ich pripravy, farmaceuticky preparét s ich obsahom a ich
pouzitie ako inhibitorov tvorby celého radu zipalovych
cytokinov. Su uZitotné pri lietbe a prevencii ochoreni
zdruZenych s nadprodukciou tychto cytokinov.
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Substituované 2-aryl-3-(heterocaryl)imidazo(l,2-a]lpyrimidiny,
spbésob pripravy tychto zluCenin a farmaceutické preparaty

obsahujice tieto zluceniny

Oblast techniky

Vyndlez sa tyka série substituovanych imidazopyrimidinov
a farmaceutickych prepardtov obsahujucich tieto zlaceniny.
ZlGCeniny, ktoré st preémetom vyndlezu, inhibuja cely rad
zdpalovych cytokinov, najm8 TNF-a a IL-1f. Zluceniny podla
tohto vyndlezu s uZitoCné pri lielbe ochoreni sprostredko-
vanych proteinom p38, ako je napriklad reumatick& artritida,
ne§pécifické &revné zépaly, septicky 3ok, osteoporodza,
osteocatréza, neurodegenerativne ochorenia a ochorenia spojené

s AIDS.

DoterajSi stav techniky

Zapalové cytokiny TNF-a a IL-1B hraja déleZitd ulohu

v celom rade z&palovych ochoreni, ako je napriklad reumaticka
artritida (Dinarello et al., Curr Opin Immunol 1991, 3, 9%41-
8). Artritida je zépalové ochorenie, ktoré postihuje milidény
Iudi a méZe napadnut akykoIvek kib v Iudskom tele. Jej
priznaky sa pohybuji od miernej bolesti a zdpalu postihnutych
kibov aZz k taZkym a vysilujtcim bolestiam a z&palu. Aj ked sa
toto ochorenie vyskytuje hlavne u starnicich dospelych, nie

je obmedzené len na dospelych.

NajbeZnejsSia liecCba artritidy zahfna pouZitie neste-
roidnych protizapalovych liekov (NSAID), aby doSlo k ulave od
priznakov. AvSak napriek $irokému pouZitiu NSAID nemdézZe mnoho

jedincov dlhs8i ¢&as tolerovat davky nevyhnutné na liecbu



ochorenia. Okrem toho NSAID lie¢ia len priznaky ochorenia bez
ovplyvnenia zadkladnej pric€iny. Ak u pacientov zlyha lieéba
pomocou NSAID, Casto sa pouzZivaju dalsie lieky, ako je
napriklad metotrexat, D-penicilamin, soli zlata a prednizén.
Tieto lieky majd Casto vyznamné toxické Gc¢inky a mechanizmus
ich G&inku zostdva nezndmy. V malych klinickych Ztddiédch na

cloveku bolo dokézané, Ze antagonisty receptora pre IL-1P

a monoklonové protilatky k TNF-a zniZujl priznaky reumatic-
kej artritidy. NavySe k tejto bielkovinovej liecbe existuju
latky s malou molekulou, ktoré inhibujd produkciu tychto
cytokinov a ktoré prejavili aktivitu na zvieracich modeloch
artritidy (Boehm et al., J Med Chem 1996, 39: 3929-37).

Z tychto malych bolo dok&zané, Ze SB 203580 ucinne znizZuje
tvorbu TNF-~o a IL-1 v bunkovych liniach Iudskych monocytov
stimulovanych pomocou LPS s hodnotami ICsp od 50 do 100 nM
(Adams et al., WO 93/14081, 23. jul, 1993). NavySe k tomuto
in vitro testu inhibuje SB 203580 tvorbu zapalovych cytokinov
u potkanov a my3i pri hodnotdch ICso od 15 do 25 mg/kg

(Badger et al., J Pharm Exp Therap 1996, 279: 1453-61). Aj
ked Iudské Gdaje nie su pre SB 203580 v sucasnosti k dispozi-
cii, bolo pre monoklonové protildtky proti TNF-o dokazané,

Ze sU G¢inné v liecbe reumatickej artritidy (Elliot et al.,
Arthritis Rheum. 1993, 36: 1681-90). V dbésledku peroralnej
aktivity a G€innosti SB 203580 na zvieracich modeloch
nazna¢ili vyskumni pracovnici, Ze zlucCenina s tymto profilom
mé& potencidl ako Zivotaschopna lieCebnd moZnost pre
reumatickd artritidu (Badger et al., J Pharm Exp Therap 1996,
279: 1453-61).

SB 203580 a dal3ie latky s malou molekulou znizZuju
tvorbu zapalovych cytokinov inhibiciou aktivity serin/tre-
oninovej kinadzy p38, ktord je oznacovand ako CSBP

v koncentréacii ICs¢ 200 nM (Griswold et al., Pharm Commun



1996, 7: 232-9). Aj ked presnd uloha tejto kindzy nie je
znadma, hra alohu ako pri tvorbe TNF-a, tak aj v signalnych

odpovediach zdruZenych s receptorom pre TNF-a.

WO 91/00092 uvadza spésob inhibicie tvorby interleuki-
nu-1 monocytmi a/alebo makrofagmi u Cloveka prostrednictvom
podania diaryl-substituovaného imidazolu fuzionovaného
s druhym heterocyklickym kruhom obsahujdcim dusikovy premos-
tujtici atém, kde druhy kruh méZe obsahovat aj atém siry,
kyslika alebo dal3i atém dusika a mdZe obsahovat dalSie

nenasytené vazby.

Vo WO 90/15534 a EP 0403251 su uvedené lieebné spdsoby
pre &loveka postihnutého T-bunkovou virusovou infekciou
(TIV), ktor& zahffia podanie i&inného mnozstva latky

zniZujicej aktivitu monokinov.

Vo WO 91/19497 je uvedend diarylom substituovana
imidazolové zlG&enina uZitoé&nd na dudlnu inhibiciu ochoreni
spdsobenych 5-lipooxygendzovou drahou a ochoreni spdsobenych
cyklooxygendzovou drahou. T&to zlu&enina je fuzionovana
k druhému nenasytenému 5- alebo 6-&lennému heterocyklickému
kruhu obsahujicemu dusikovy premostujici atém, kde druhy
5-&lenny kruh obsahuje aj atém siry alebo kyslika a 6-Clenny

kruh méZe obsahovat aj dalsi atém dusika.

Napriek tymto znadmym zld&enindm a spdésobom zostava
v odbore potreba zlep3it spdsoby zniZenia produkcie zapalo-
vych cytokinov pomocou inhibicie aktivity serin/treoninovej
kindzy p38 a pribuzné spdsoby lieCby a prevencie artritidy

a dalSich zapalovych chordb.



Podstata vyndlezu

Tento vynilez poskytuje nové zluleniny, ktoré inhibujua
in vitro aktivitu p38 v nanomolovom rozsahu, ako aj spdsoby
majice rovnaky u&inok. ZlGéeniny, ktoré su predmetom
predloZeného vyndlezu,okrem toho inhibujd in vitro sekréciu
TNF-a a IL-1B v nanomolovom rozsahu. Na zvieracich modeloch
bola dokdzand inhibicia produkcie TNF-a indukovana pomocou
LPS. Tieto biologické aktivity boli dokdzané v in vitro a in

vivo testoch pre zluCeniny, ktoré su predmetom predloZeného

vynalezu, definované vzorcom I:

Vzorec 1

Tento vynalez poskytuje aj farmaceuticky preparat
obsahujici predkladand zludZeninu a farmaceuticky prijatelny

nosi& a taktieZ poskytuje prislu3né syntetické metddy.

Tento vynadlez dalej poskytuje spdésob lie&by jedinca
trpiaceho stavom, ktorého zmiernenie je sprostredkované
zniZenim zdpalovych cytokinov, ktorych uU&inky sa podielaju na
tomto stave, priéom tento spbsob zahffia podanie terapeuticky
a&innej davky predkladaného farmaceutického preparatu

jedincovi.

Tento vynalez dalej e3te poskytuje u jedinca spbsob

inhibicie vzplanutia stavu, ktorého zmiernenie je sprostred-



kované zniZenim zé&palovych cytokinov, ktorych 4&inky sa
podielaji na tomto stave, pri&om tento spdsob zahffia podanie
profylakticky GZinnej davky predkladaného farmaceutického

preparatu jedincovi.
Detailny opls vynalezu

Vynalez poskytuje zli&eninu definovani vzorcom I-

Vzorec 1

alebo jej farmaceuticky prijatelné soli, kde

a) R' je vybrany zo siboru zahfhajuceho NHz, Ci-gs—alkyl-
amino, diCj-s—alkylamino, hydroxy, C;-s-alkoxy,
fenylmetylamino, heterocyklylmetyl, Ci.s-alkylkarbonyl-

amino a substituovant fenylkarbonylaminoskupinu, kde

uvedend skupina fenylmetylamino a heterocyklylmetyl méZe
byt substituovand na svojej fenylovej Casti jednym alebo
viacerymi &lenmi vybranymi zo siboru zahffiajuiceho
halogén, Cj-s-alkyl, Ci.s-alkoxy, arylC;-;-alkylamino,
R‘R‘‘NCH=N- a OR’‘‘, kde R°, R°" a R""" sU nezivisle
vybrané zo stboru zahrfiajiceho H, C;.s-alkyl, fenylmetyl,
substituovany fenylmetyl, a-alkylfenylmetyl,

substituovany a-alkylfenylmetyl, heterocyklylmetyl
a substituovany heterocyklylmetyl;



b)

c)

d)

e)

Y je vybrany zo sUboru zahrfiajiceho H, halogén,
heterocyklus, OR!, SR*, NR® a NR4R§, kde

R’ a R® st nezavisle vybrané zo stboru zahffajuceho H,
heterocyklyl, Cs.s~karbocyklofenyl, oa-alkylfenyl-
Ci-s—alkyl, nerozvetveny alebo rozvetveny alkyl volitelre
substituovany pomocou R,-NR, N(R)2, Cs-s—karbocyklu,
fenylu alebo substituovaného fenylu, kde (i) R je H,
halogén, Cj;-s-alkyl, fenylmetyl, substituovany
fenylmetyl, SO,Ph, pyridyl alebo pyridylmetyl a (ii)
uvedeny fenyl, heterocyklyl a a-alkylfenylC;-s—alkyl mdzu
byt substituované jednym alebo viacerymi &lenmi
vybranymi zo suboru zahfnajiceho halogén, Cj;_s~-alkyl,
Ci-s—alkoxy, aryl, Cj-s;—alkylamino, fenylmetyl,
substituovany fenylmetyl, R°R°°“NCH=N- a OR""°, ako je tu

definované v (a);

R? je jeden z piatich &lenov nezavisle vybranych zo
siboru zahrfhajiceho halogén, trifludrmetyl, -NCH,PH,
Ci-s~alkyl a C;-s—alkoxy;

R® je H alebo tvori dohromady aromaticky kruh; a

X je N alebo CH.

V jednej forme predkladanej zldcéeniny R! je NH,.

V dalsej forme R? je prvok vybrany zo sGboru zahrfiajuceho

halogén, triflubérmetyl, -NCH,PH a Cj-s—alkoxy. V eSte dalsej

forme Y je NR! a R! je fenylmetyl. V e3te dalSej forme X je

CH.

Ak nie je inak Specifikované, tyka sa termin ,alkyl"™

nerozvetvenych, rozvetvenych alebo cyklickych substituentov

tvorenych vylu&ne uhlikom a H bez nenasytenych vazieb. Termin



.alkoxy"“ sa tyka O-alkylu, kde alkyl je ro&naky, ako je
definované vyssSie. Termin ,aromaticky kruh“ sa tyka 5- aZ 6-
¢lenného kruhu obsahujuceho 6-elektrénovy delokalizovany
konjugovany m vdzbovy systém, ako je napriklad fenyl, furanyl
a pyrolyl. Termin ,aryl™ zahriia mono a fuzionované aromatické
kruhy, ako je napriklad fenyl, naftyl, difenyl, fluérfenyl,
difluérfenyl, benzyl, benzoyloxyfenyl, hydroxyfenyl, karboxy-
fenyl, trifluérmetylfenyl, metoxyetylfenyl, acetamidofenyl,
tolyl, xylyl, dimetylkarbamylfenyl a podobne. Termin
~halogén“ znamend fludér, chlér, brém alebo jéd. Symbol ,Ph™
sa tyka fenylu. Termin ,heterocyklyl™, ,heterocyklus" alebo
~heterocyklicky zvy3ok™ predstavuje jeden alebo fuzionovany
kruh majici aspofl jeden atém kruhu iny ako uhlikovy,
napriklad pyridinovy, pyrimidinovy, oxyzolinovy, pyrolovy,
imidazolovy, morfolinovy, furédnovy, indolovy, benzofuranovy,

pyrazolovy, pyrolidinovy, pd;peridinovy a benzimidazolovy.

Substituovany heterocyklylmetyl a substituovany
fenylmetyl maju substituenty, ako je napriklad halogén,
Ci-s—alkyl, Cj-s—alkoxy, aryl-C;-s-alkylamino, R‘R’‘NCH=N-,

a OR""", kde R, R"" .a R°"’ sQ nezdvisle vybrané zo siboru

zahffajuceho H, Cj-s-alkyl, fenylmetyl, substituovany fenyl-~
metyl, oa-alkylfenylmetyl, heterocyklylmetyl a substituovany
heterocyklylmetyl.

Termin "?CS“ predstavuje fetdlne telacie sérum, ,TCA™
predstavuje kyselinu trifluéroctovi a ,RPMI“ predstavuje
médium z Roswell Park Memorial Inst. (Sigma, kat. &. R0833).
~Nezdvisle™ znamend, Ze ak existuje viac ako jeden substi-
tuent, mdéZu byt substituenty odlisné. ,DME"“ sa tyka
etylénglykoldimetylu. Termin ,NaHMDS“ sa tyka hexametyl-

disilazidu sodného.



Termin ,farmaceuticky prijatelnd sol“ oznaduje soli
volnej zasady, ktorad m& poZadovani farmakologicku aktivitu
volnej zésady a ktora nie je ani bioiogicky ani inak
neziaduca. Tieto soli mdéZu byt odvodené od anorganickych
alebo organickych kyselin. Prikladmi anorganickych kyselin st
kyselina chlorovodikova, kyselina bromovodikova, kyselina
jodovodikovéa, kyselina chloristd, kyselina dusicna, kyselina
fosforeéni a kyselina sirova. Prikladmi organickych kyselin
st kyselina octov&, kyselina propiénova, kyselina glykolova,
kyselina mliecna, kyselina pyrohroznovéa, kyselina malénova,
kyselina jantarova, kyselina jabléna, kyselina maleinova,
kyselina fumarova, kyselina vinna, kyselina citroénova,
kyselina benzoova, kyselina Skoricova, kyselina mandlova,
kyselina Stavelovd, kyselina pamoova, kyselina sacharovd,
kyselina met&nsulfénova, kyselina etansulfénova, kyselina
p-toluénsulfénova, kyselina metylsulfénova, kyselina
salicylova, kyselina hydroeténsulfénova, kyselina benzén-
sulfénovéa, kyselina 2-naftalénsulfénova, kyselina p-toluén-

sulfénova, kyselina cyklohexéansulfénovd a podobne.

Ak zlu&eniny podla vynalezu maji jedno alebo viac
stereogénnych centier, malo by sa rozumiet, Ze sucastou tohto
vynalezu sG aj v3etky moZné optické izoméry, antipédy,
enantioméry a diastereoméry vzniknuté z dalSich stereogénnych
centier, ktoré mdéZu existovat vo svojich optickych antipé-
doch, racemadtoch a racemickych zmesiach. Antipdédy sa mézZu
oddelovat spdsobmi zndmymi osobdm vyznajucim sa v odbore, ako
je napriklad frakénad rekrystalizdcia diastereomérnych soli
enantiomérne &istych kyselin. Alternativne sa mdzZu antipddy

separovat chromatografiou na koléne Pirklovho typu.

Nasledovné zlG&eniny s prikladom predloZeného vynalezu:



zlucenina 1: 2- (4-fluérfenyl)-3-(4-pyridinyl)imidazo(l,2-a}-

pyrimidin-7-amin;

Zla&enina 1 z1lG¢éenina 2

ZlG&enina 2: 2-(3-flu6rfenyl)—3-(4—pyridinyl)imidazo[l,z—a]—

pyrimidin-7-amin;

Zl\i&enina 3: 2-(4-fluérfenyl)—3—(4—chinolinyl)imidazo[l,z—a]—

pyrimidin-7-amin;

Z1u¢enina 3 Zluc¢enina 4

71G&enina 4: 2-(3-chlér-4-fludrfenyl)-3-(4-pyridinyl)-

imidazo[l,2-al-pyrimidin-7-amin;

7z1G&enina 5: 2-(fenyl-3-(4-pyridinyl)imidazo[l,2-a]-

pyrimidin-7-amin;
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Zlu¢enina 5 Z1Gi&enina 6

Zli&enina 6: 2-(4-fludbrfenyl)-3-(2-[(fenylmetyl)amino]l-4-

-pyridinyl)imidazo[1l,2-a]pyrimidin-7-amin;

zlG&enina 7: 3-(4-pyridinyl)-2-[3-(trifludérmetyl)fenyl]-

imidazo[1l,2~alpyrimidin-7-amin;

-

J @
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Zlticenina 7 Zlic¢enina 8

zlui&enina 8: 3-[2-[(fenylmetyl)amino]-4-pyridinyl]-2-[3-

—-(trifludérmetyl) fenyllimidazo([1l,2-a]pyrimidin-7-amin;

ZlG¢enina 9: 3—[2-[[(iS)—1—fenyletyl]amino]—4—pyrimidinyl]-2—

-{3-(trifluérmetyl) fenyl]imidazo[1l,2-a]pyrimidin-7-amin;
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Zli&enina 9 Zluéenina 10

Zlu&enina 10: 2-(4-fludérfenyl)-3-[2-(metyltio)-4-pyrimi-

dinyl]imidazo[1l,2-a]pyrimidin-7-amin;

zli&enina 11: 3-[2-metyltio)-4-pyrimidinyl]-2-[3-(trifludr-

metyl) fenyl]imidazo[1l,2-alpyrimidin-7-amin;

./.
8

ZlG&enina 11 ZlG¢enina 12

ZlG&enina 12: 2-(3-fluérfenyl)-3-[2-(metyltio)-4-pyrimi-

dinyllimidazo[l,2-alpyrimidin-7-amin;

Zli¢enina 13: 3-(4-pyrimidinyl)-2-[3-(trifludrmetyl) fenyl)-

imidazo([l,2-a]lpyrimidin-7-amin;
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Zl\ugenina 13 Zlicenina 14

zli&enina 14: 2-fenyl-3-[2-(l-piperidinyl)-4~-pyrimidinyl]-

imidazo(1l,2-a]pyrimidin-7-amin;

Zlucenina 15: 3-[2-(metyltio)-4-pyrimidinyl]-2-fenyl-

imidazo[1l,2-a)pyrimidin-7-amin;

ZliCenina 15 Zldcenina 16

zlu&enina 16: 2-fenyl-3-(4-pyrimidinyl]limidazo[l,2-a]-

pyrimidin-7-amin;

Zli&enina 17: 3-[2-(metylsulfonyl)-4-pyrimidinyl]-2-fenyl-

imidazo(1l,2~alpyrimidin-7-amin;
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Zlué&enina 17 ZlGc¢enina 18

71G&enina 18: 3-[2-(metylsulfonyl)-4-pyrimidinyl]-2-[3-

—(trifluérmetyl)fenyl]imidazo[l,2-a]pyrimidin—7—amin;

71la&enina 19: 2-fenyl-3-[2-[[(1S)-1-fenyletyl]amino]-4-

-pyrimidinyl]imidazo[l,2—a]pyrimidin—7—amin;

Zla&enina 19 Z1lG¢enina 20

Zlu&enina 20: 3—[[[(4—metoxyfenyl)metyl]amino]-4—pyrimi—

dinyl]—2—fenylimidazo-[1,2—a]pyrimidin—7—amin;

zlt&enina 21: 2-(4-flubrfenyl)-3-[3-[[(1S)-1-fenyletyl]-

amino}-4-pyridinyl]imidazo[1,2-a)lpyrimidin-7-amin;
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Z1lG&enina 21 Zluc¢enina 22

ZlGCenina 22: 3-[2-[[(1S)-1-cyklohexyletyl]amino]-4-pyri-

midinyl]-2-(4-fludérfenyl)imidazo[l,2-alpyrimidin-7-amin;

ZzlG&enina 23: 3-(2-metoxy-4-pyrimidinyl)-2-fenylimidazo-

(1,2-a]lpyrimidin-7-amin;

s

Zluc¢enina 23 Zlu¢enina 24

zlG&enina 24: 2-(4-flubdrfenyl)-3-(4-pyrimidinyl)imidazo-

[1,2-a)lpyrimidin-7-amin;

zlu&enina 25: 2-~(3-chlérfenyl)~-3-(4-pyridinyl)imidazo-

[1,2-a]lpyrimidin-7-amin;
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- Zzlti&enina 25 ZlG&enina 26

z1li&enina 26: 3-(2-brém-4-pyridinyl)-2-(4-fludérfenyl)imidazo-

[1,2-alpyrimidin-7-amin; a

zlu¢enina 27: 3-(2-brém-4-pyridinyl)-2-([3-trifludrmetyl)-

fenyllimidazo({1l,2~a]lpyrimidin~7-amin;

ZlG&enina 27

Tento vyndlez poskytuje aj farmaceuticky preparat
obsahujici predkladani zlG&eninu a farmaceuticky prijatelny

nosic.

Farmaceutické prepardty obsahujuce zlufeninu, ktora je
predmetom predloZeného vyndlezu, ako aktivnu zloZku v premie-
Sanej zmesi s farmaceutickym nosicom sa méZu pripravit -podla
konven&nych farmaceutickych technik. Nosié méZe mat cely rad
foriem v zAavislosti od preparatu poZadovaného na podanie, ako

napriklad na topické a systémové podanie zahfhajuce, ale
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neobmedzujlice sa len na intravendéznu infuziu, perordlne,
nazdlne alebo parenterdlne podanie. Pri priprave prepardtov
v peroralnej davkovej forme sa mdZu pouZiit akékolvek

z obvyklych farmaceutickych nosi&ov, ako je napriklad voda,
glycerol, glykoly, alkoholy, chutové latky, konzervacné
latky, dofarbujliice latky a sirup a podobne, na perordlne
kvapalné preparaty (napriklad suspenzie, elixiry a roztoky):;
alebo nosife, ako su napriklad Skroby, cukry, metylcelulédza,
magnéziumstearét, dikalciumfosfat, manitol a podobne, v
pripade perordlnych tuhych prepardtov (napriklad préasky,
kapsuly a tablety). VSetky excipientné latky sa mdéZu zmieSat
podla potreby s dezintegraénymi latkami, riediacimi latkami,
granulaénymi latkami, lubrikaénymi latkami, vazbovymi latkami
a podobne, pouZitim konven&nych technik znémych osobam

vyznajicim sa v odbore pripravy davkovych foriem.

Prednostnym spdsobom podania je peroralne podanie. Pre
jednoduchost podania predstavujl tablety a kapsuly vyhodna
peroralnu davkova formu, v ktorej si samozrejme pouZité tuhé
farmaceutické noside. Ak je to potrebné, méziu byt tablety
potiahnuté cukrom alebo méZu byt entericky potiahnuté pomocou
Standardnych technik. Nosi€ pre parenterdlne preparidty zahfha
obvykle sterilnd vodu, av3ak mdzZu byt obsiahnuté aj iné
zloZzky, napriklad na zlepSenie rozpustnosti alebo na
konzerva&né U&ely. MOZu sa pripravit aj injek&né suspenzie,

v ktorych sa mdZu pouZit prislu3né kvapalné nosice,

suspendujice latky a podobne.

Ak sa pouZiva v tomto vyndleze termin ,cytokin™, tyka sa

proteinov TNF-a a IL-1f. Cytokinmi spdsobené poruchy su
ochorenia &loveka a inych cicavcov, u ktorych nadprodukcia

cytokinov spésobuje priznaky ochorenia. Nadprodukcia

cytokinov TNF-a a IL-1B je spojend s celym radom ochoreni.
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Zlu&eniny, ktoré si predmetom predloZeného vynalezu,

inhibujt tvorbu TNF-o a IL-1B. Tento vynélez teda dale]
posuytuje spdsob lieéby jedinca trpiaceho stavom, ktorého
zmiernenie je spdsobené znizZenim zépalovych cytokinowv,
ktorych G&inky sa podielaji na tomto stave, pricom tento
spdsob zahffia podanie terapeuticky u&innej davky predkla-
daného farmaceutického prepardtu jedincovi. Ako sa tu
pouZiva, zahffia termin ,jedinec“ bez obmedzenia akéhokolvek

3ivo&icha alebo umelo modifikovaného Zivo&icha. V prednostnej

forme vyndlezu je jedincom Clovek.

Tento vyndlez dalej e3te poskytuje u jedinca spdsob
inhibicie vzplanutia stavu, ktorého zmiernenie je spdsobené
zniZenim z&palovych cytokinov, ktorych ucinky sa podielajd na
tomto stave, pridom tento spdsob zahffla podanie profylakticky
a&innej davky predkladaného farmaceutického preparatu

jedincovi.

V jednej forme uskuto&nenia je stav vybrany zo suboru
zahfhajiceho artritidu, neSpecifické zépaly &reva, septicky
ok, osteoporbdzu, osteoartrdzu, neuropatickid bolest,
replikdciu HIV, HIV demenciu, virusovi myokarditidu, inzulin-
dependentny diabetes, non-inzulin-dependentny diabetes,
periodontalne ochorenie, restendézu, alopecia areata, depléciu
T-lymfocytov pri infekcii HIV alebo AIDS, psoridzu, akitnu
pankreatitidu, rejekciu alotransplantdtu, alergicky zapal
plic, aterosklerdzu, roztrisent sklerdzu, kachexiu,
Alzheimerovu chorobu, mozgovd prihodu, Crohnovu chorobu,
ischémiu, zlyhanie srdca spdsobujlce upchatie, plicnu
fibrézu, hepatitidu, glioblastém, Guillainov-Barrov syndrém
a systémovy lupus erytematosus. V prednostnej forme vynalezu

je stavom reumatick& artritida.
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Ako sa pouZiva tu, znamend ,liecenie"“ poruchy eliminéaciu
alebo inak.zmiernenie prié&iny a/alebo jej G&inkov. ,Inhibi-
ciou“ vzplanutia poruchy sa rozumie prevencia, oddialenie
a zniZenie pravdepodobnosti takého vzplanutia. Podobne
,terapeuticky u&inné“ a ,profylakticky a&inné“ davky su
davky, ktoré umoZfiujui lielbu a respektive inhibiciu poruchy.
Spdsoby na ur&enie terapeuticky a profylakticky uéinnych
davok pre predkladany farmaceuticky preparat st zname
v odbore. U&innad davka na podanie farmaceutického preparatu
¢loveku sa mdZe urlit napriklad matematicky z vysledkov

3tudii na zvieratéch.

V jednej forme vyndlezu si peroralne davky predkladanych
zltéenin v rozpati od pribliZne 0,05 do pribliZne 10 mg/kg
denne. V dal3ej forme vynalezu si perordlne davky predklada-
nych zlG&enin v rozpati od pribliZne 0,05 do pribliZne 50
mg/kg denne a v dalSej forme vynalezu od priblizne 0,05 do
pribliZne 20 mg/kg denne. Infizne davky mézu byt v rozpati
napriklad od pribliZne 1,0 do 1,0 x 10* ug/kg/min predklada-
nej zlu&eniny zmieSanej s farmaceutickym nosicom, podavanej v
intervale od niekolkych minat do niekolkych dni. Na topické.
podanie sa mdZe prednostnd zlienina zmieSat s farmaceu-
tickym nosi&om v koncentrécii napriklad pribliZne 0,1 az

pribliZne 10 % lieku k vehikulu.

Napokon tento vyndlez poskytuje postupy pripravy
predkladanych zlG&enin. Tieto z1G&eniny sa mdéZu pripravit,
ako je uvedené niZZie, z lahko dostupnych vychodiskovych
latok a/alebo medziproduktov pomocou postupov dobre znamych

v odbore.

Tomuto postupu sa lepSie porozumie pomocou odkazu na
experimentdlne detaily, ktoré nasleduji, ale osoby vyznajuce

sa v odbore, lahko ocenia, Ze tieto detaily su len
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ilustraciou vyndlezu, ako sa opisuje detailnejSie v paten-
tovych narokoch, ktoré potom nasleduja. Okrem toho su v tejto
prihlaske citované rdzne publikécie. Uvedenie tychto
publikédcii je tymto zallenené ako referencia k tejto
prihlaske, aby bol detailnej3ie opisany doterajsi stav

techniky, ktorého sa vynalez tyka.

Experimentédlne detaily

A. Schémy a syntézy

Z1G&eniny definované vzorcom I, v ktorych R je NH; a R?
a Y st H, sa mbéZu pripravit podla schémy I. Vychodiskova
zlugenina typu la, ako je napriklad 4-metylpyridin alebo
4-metylchinolin, sa méZe premieSavat pri izbovej teplote
s esterom typu 1lb a dvoma ekvivalentmi alebo s vhodnou
brédniacou zasadou, ako je napriklad hexametyldisilazid, vo
vhodnom rozpus§tadle, ako je napriklad THF, za vzniku enolétu
lc, ktory sa potom brémuje na typ 1ld. Medziprodukt typu 1ld sa
méZe dalej podrobit reakcii s 2,6-diaminopyridinom za vzniku

zla&eniny definovanej vzorcom I, v ktorom R je NH; a Y je H.

Schéma I
(j;: (P i; Eg? _EE__—‘ Eg?
1a 1a' 1b
B ' u }g—_’O
+ o JL‘HI‘ - Rg
1e R
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Aj ked ilustrovany spdsob vedie k tvorbe zluceniny
definovanej vzorcom I, kde R' je NH,, X je CH a Y je H, méZe
byt tdto schéma pouZitd aj na tvorbu inych zldlenin podla

vynalezu.

Schéma II zndzorfiuje, ako pripravit zlG&eniny definované

vzorcom I, kde X je N a Y, R® a R’ s rovnaké, ako je

definované H.

échéma II
NoOH . w
/ G G Gy
» 3 lz&"
P
u ’ "

Raney
[
L
’ Y,
W

Schéma III ukazuje, ako pripravit zluceniny definované
vzorcom I, kde X je CH, Z° je F, Cl alebo Br a Y, R? a R® su

rovnaké, ako je definované vys3ie.
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N T2z '\Rz z 3¢
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Schéma IV ukazuje, ako pripravit zluceniny definované
vzorcom I, kde X je CH, Y je NR* a R* je rovnaké, ako je

definované vys&3ie.

'Schéma III
R )

N._NH  (80C)0 " '.;N co.Et

Q . BUOH i BoC H_j 1)NaHMDS
o i e vty

R% 2) Hel
4a .
4b dc

4f
4e

Priklady uvedené niZ8ie opisuju konkrétnejSie chemicku
syntézu typickych zliéenin podla predloZeného vynéalezu.
Ostdvajice zlueniny tu uvedené sa mdZu pripravit podobne
v zhode s jednym alebo viacerymi z tychto spdsobov. Neusku-
toénil sa Ziadny pokus na optimalizovanie vytaZkov v tychto
reakcidch a osobe vyznajlucej sa v odbore by malo byt zrejmé,
e odchylky reak&nych &asov, tepldt, rozpuldtadiel a/alebo

¢inidiel by mohli zvy3it tieto vytaZky.

Priklady uskutonenia vyndlezu

Priklad 1 .
Imidazo[l,2-alpyrimidin-7-amin, 3-[2-[(fenylmetyl)amino]-4-
-pyridinyl}-2-[3-(trifludérmetyl) fenyl]
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Ng N\/© (BOC),0 Q%:@

l Z tBuOH Ny N
52% |

6,59 g (31,18 mmol) diterc-butyldikarbonatu sa pridalo
k 5,44 g (27,44 mmol) 2-benzylamino-4-metylpyridinu v 40 ml
terc-butanolu. Po 18 hodiné&ch sa rozpuStadlo odstranilec vo
vakuu. Zvy3ok sa rozotrel s hexdnom a prefiltroval. Filtrat

sa skoncentroval vo vakuu za vzniku 4,25 g chréneného aminu.

g NMR (300 Mhz, DMSO-d¢) & 8,22 (1H, d, J=5,1 Hz), 6,99
(IHI dl J=5,1 Hz), 5'10 (ZH' S), 2'31 (BH, s)' 1,38 (QHI s)'

Fias 3,
O

., ») ‘;.-u‘p':\l'h'

61 ml (61 mmol) 1,0M bis(trimetylsilyl)amidu sodného

v tetrahydrofurédne sa pridalo po kvapkdch pomocou lievika

v dusikovej atmosfére k roztoku 8,97 g (30,07 mmol) N-Boc-2-
-benzylamino-4-metylpyridinu a 6,58 (30,07 mmol) etyl-3-
-trifludérmetylbenzodtu v 60 ml tetrahydrofuranu. Po 18
hodindch sa reakcia ukonéila nasytenym roztokom chloridu
aménneho a rozpustadlo sa odstranilo vo vakuu. Zvy3Sok sa
extrahoval do 300 ml etylacetdatu a premyl 2 x 200 ml vody, 1
x 100 ml solného roztoku, vysu3il siranom sodnym, prefiltro-
val a skoncentroval vo vdkuu za vzniku hnedého oleja.

Kolénova chromatografia pouZitim 5:1 hexé&nu/etylacetatu
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umozZnila ziskat 10,92 g produktu vo forme hustého Zltého
oleja.
!4 NMR (300 Mhz, DMSO-d¢) & 7,59 (1H, s) 5,11 (2H, s), 1,33 (9H, s).

HCI
Ns THF ‘ Z
® __THE__
92% o
o)
CF3
CF;

10,92 g (23,21 mmol) chréneného aminu sa zohrievalo 1
hodinu pod spidtnym chladiom v 100 ml tetrahydrofuréanu
obsahujiceho 20 ml 6M roztoku HCl, potom sa ochladilo,
zriedilo 220 ml vody a extrahovalo 2 x 250 ml etylacetatu.
Organické vrstvy sa oddelili, skombinovali, premyli 200 ml
vody, 2 x 100 ml solného roztoku, vysu$ili siranom
hore&natym, prefiltrovali a skoncentrovali vo vakuu za vzniku

7,91 g viskézneho &erveného oleja. MH' = 371.

30%HBr/AcOH
Bl’z

AcOH
68%
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1,30 ml (6,61 mmol) 30% hydrogenbromidu v kyseline
octovej sa pridalo k 2,33 g (6,29 mmol) keténu v 10 ml
ladovej kyseliny octovej. Po kvapkdch sa pridal roztok 0, 35
ml (6,79 mmol) brému v 1,65 ml Iadovej kyseliny octovej
a reakéna zmes sa zohrievala pri teplote 60 °C 1 hodinu,
ochladila na izbovi teplotu a zriedila éterom. Vytvoreny
olejovy zvy3ok sa premyl éterom za vzniku 2,27 g (4,28 mmol)
hrubého bromidu. MH! = 450.

N\ ‘HN

l EtOH

<N . —
/(\/)\ + (o) Br 21%
" H,NT N NH,

CF3

Z1luCenina 8

Roztok 1,89 g (17,13 mmol) 2,4-diaminopyrimidinu v 20 ml
etanolu sa zohrial na teplotu 80 °C. Pridal sa roztok 2,27 g
(4,28 mmol) hrubého bromidu v 50 ml etanolu po kvapkach
pomocou lievika. ReakCnd zmes sa mieZala pri teplote 80 °C 1
hodinu a potom ochladila na izbovi teplotu. Pribli¥ne jedna
polovica rozpﬁétadlé sa odstrdnila vo vdkuu. Po ochladeni na
izbovl teplotu sa reakéni zmes prefiltrovala. Filtrat sa
skoncentroval vo vakuu, zriedil 250 ml etylacetéatu a premyl 2
x 100 ml 0,5M roztoku hydroxidu sodného, vysu$il siranom
sodnym, prefiltroval a skoncentroval vo vakuu za vzniku

C¢ervenohnedého oleja. Kolénovou chromatografiou pouZitim 2%
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metanolu v etylacetdte sa ziskalo 0,4161 g zlGCeniny 8
(imidazo[1,2-a)lpyrimidin-7-amin, 3-[2-[(fenylmetyl)amino]-4-
-pyridinyl]-2-[3-(trifluérmetyl)fenyl]l-) vo forme belavej
tuhej latky. |

MH" = 461.

Priklad 2
1-Fenyl-2-(4-pyridinyl)etanén a l1-fenyl-2-brém-2- (4-pyri-

dinyl)etanén

1,0M bis(trimetylsilyl)amid sodny (40 ml, 0,04 mol)
v tetrahydrofurane sa po kvapkdch pomocou lievika a pod
dusikovou atmosférou pridal k roztoku 1,8 g (0,02 mmol)
4-pikolinu a 3,0 g (0,02 mmol) etylbenzodtu v 60 ml tetra-
hydrofuranu. Po 18 hodindch sa reakcia ukon&ila nasytenym
roztokom chloridu aménneho a rozpuitadlo sa odstranilo vo
vakuu. Zvy3Sok sa extrahoval do 100 ml etylacetatu a premyl 2
x 200 ml vody, 1 x 100 ml solného roztoku, vysudil siranom
sodnym, prefiltroval a skoncentroval vo vakuu za vzniku
cleja. Rozotrenim s éterom sa ziskalo 1,6 g produktu l1-fenyl-

-2-(4-pyridinyl)etanénu. MH* 198,

1,8 ml (8,9 mmol) 35% hydrogenbromidu v kyseline octovej
sa pridalo k 1,6 g (8,1 mmol) keténu v 10 ml ladovej kyseliny
octovej. Po kvapkdch sa pridal roztok 0,46 ml (8,9 mmol)
brému v 1,65 ml ladovej kyseliny octovej a reak&ni zmes sa
zohrievala pri teplote 60 °C 1 hodinu, ochladila na izbovua
teplotu a zriedila éterom. Vytvorend tuh& latka sa premyla
éterom za vzniku 2,5 g bromidu vo forme HBr soli l-fenyl-2-

-brém-2- (4-pyridinyl)etanénu. MH' = 276.

Priklad 3
Imidazo[l,2-a]pyrimidin-7-amin, 2-fenyl-3-(4-pyridinyl)
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Roztok 1,2 g (11 mmol) 2,4-diaminopyrimidinu v 10 ml
etanolu sa zohrial na teplotu 80 °C. Pridal sa roztok 1,0 g
(2,8 mmolf bromidu v 20 ml etanolu po kvapkach pomocou
lievika. Reak&né& zmes sa mieSala pri teplote 80 °C 3 hodiny
a potom ochladila na izbovi teplotu. PribliZne jedna polovica
rozpustadla sa odstrénila vo vdkuu. Po ochladeni na izbovi
teplotu sa reak&nd zmes prefiltrovala. Filtrat sa skoncen-
troval vo vakuu, zriedil 250 ml etylacetatu a premyl 2 x 100
ml 0,5M roztoku hydroxidu sodného, vysu3il siranom sodnym,
prefiltroval a skoncentroval vo vakuu za vzniku Cerveno-
hnedého oleja. Rozotrenie zvy3ku s EtOAc s naslednou
filtraciou viedlo k vzniku 0,108 g zlG&eniny 5 vo forme

belavej tuhej latky. MH' = 288.

CHy NaoH  GHs
A CH;! Ay
H,0
N/’kSHz‘HCl o4% NZ “SCHS3

13,23 g (93,2 mmol) joédmetanu sa striekackou po kvapkach
pridalo k roztoku 13,38 g (84,73 mmol) 2-merkapto-4-metyl-
pyrimidin-hydrochloridu a 7,46 g (186,4 mmol) hydroxidu
sodného v 120 ml vody. Po 2 hodin&ch sa reak&nd zmes
extrahovala 2 x 125 dichlérmetanu. Organické vrstvy sa
oddelili, skombinovali, vysu$ili siranom sodnym, prefiltro-
vali a skoncentrovali vo vakuu za vzniku 11,14 g (79,45 mmol)
4-metyl-2-metyltio)pyrimidinu vo forme <Cerveného oleja.

MH* = 140,9.
| N\\rscH,

CH, CO,E 2N

: NaHMDS
e O B
e 99%
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86 ml (86 mmol) 1,0M bis(trimetylsilyl)amidu sodného
v tetrahydrofurdne sa pridalo po kvapkéch pomocou lievika v
dusikovej atmosfére k roztoku 6,03 g (43 mmol) 4-metyl-2-
~-(metyltio)pyrimidinu a 6,46 g (43 mmol) etylbenzodtu v 86 ml
tetrahydrofurdnu. Po 2 hodindch sa reakcia ukonéila nasytenym
roztokom chloridu aménneho. Va&Sina tetrahydrofuranu sa
odstréanila vo vakuu. ZvySok sa zriedil 400 ml etylacetdtu
a 200 ml vody. Organickd vrstva sa oddelila a premyla 2 x 100
ml nasyteného roztoku chloridu sodného, oddelila, vysu$ila
siianom.sodnYm, prefiltrovala a skoncentrovala vo vakuu za
vzniku 10,45 g (42,77 mmol) 2-[2-(metyltio)pyrimidin-4-yl]-
fenyletandénu vo forme viskézneho Cervenohnedého oleja, ktory

sa statim menil na tuhtd formu. MH' = 244,9.

N _SCH ' ' '
, \\( 3 N\ SCHa
zN ﬁf ~N °*HBr
.
(o}
AcOH ° Br
100%

9 ml (44,91 mmol) 30% hydrogenbromidu v kyseline octovej
sa pridalo k 10,45 g (42,77 mmol) ketdénu v 80 ml ladovej
kyseliny octovej. Po kvapkdch sa pridal roztok 2,40 ml (46,19
mmol) brdému v 2,60 ml ladovej kyseliny octovej a reakénéd zmes
sa zohrievala pri teplote 60 °C 45 minut, ochladila na izbovi
teplotu a zriedila éterom. Vysledny hruby produkt sa
prefiltroval a premyl éterom a vysuSil vo vékuu za vzniku

18,06 g (44,69 mmol) hrubého bromidu. MH' = 324,9.
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Ne_SCH;
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Zli¢enina 15

Roztok 18,33 g (171,08 mmol) 2,4-diaminopyrimidinu v 150
ml etanolu sa zohrial na teplotu 80 °C. Pridal sa roztok
18,06 g (42,77 mmol) hrubého bromidu v 350 ml etanolu po
kvapkdch pomocou lievika. Reak&nd zmes sa mieSala pod spatnym
chladiéom 2 hodiny. Po ochladeni na izbovi teplotu sa reakéna
zmes prefiltrovala. Zrazenina sa rozmieSala v 150 ml 0,5M
roztoku hydroxidu sodného. Zrazenina sa zhromazdila
filtraciou, premyla vodou, éterom a hexénom za vzniku 6,72 g
(21,1 mmol) produktu vo forme svetloZltej tuhej latky.
MH* = 334,09.

Zllu¢enina 15 Zluéenina 16
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Zmes 0,60 g (1,79 mmol) tiometylpyrimidinu, pribliZne 4
ml Raneyho niklu vo vodnom roztoku, 40 ml etanolu a 20 ml
vody sa zohrievalo pod spdtnym chladiom pod dusikovou
atmosférou. Reak&nd zmes sa ochladila na izbovd teplotu a
prefiltrovala cez celit. Celit sa premyl etanolom.
Skombinované filtréaty sa skoncentrovéli vo vakuu. ZvySok sa
pozbieral rozotrenim s etanolom a filrdciou a premyl éterom
za vzniku 0,2310 g pyrimidinu vo forme Zltej tuhej latky
(z1G¢enina 16). MH' = 289,0.

c§§
—
Oxone )/'"N
MeOH N __
H0O
73% f\N AN
: HaN \N’L‘N
Zltéenina 15 ZlG&enina 17

Roztok 8,28 g (13,46 mmol) oxénu v 75 ml vody sa po
kvapkdch pomocou lievika pridal k 1,50 g (4,49 mmol)
tiometylpyrimidinu v 77 ml metanolu. Vysledny hruby produkt
sa mieSal pri izbovej teplote 18 hodin, prefiltroval a
fitlrat sa skoncentroval vo vakuu, aby.sa odstranil metanol.
Zvy3ok sa zriedil 100 ml vody a neutralizoval bikarbonatom
sodnym v tuhej forme. Vysledny hruby produkt sa prefiltroval
a zrazenina sa premyla vodou a éterom a vysu$ila, ¢im sa
ziskalo 1,27 g (3,46 mmol) metylsulfénpyrimidinu vo forme
31tej tuhej latky (zla&enina 17). MH' = 367,0.
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CH, HN

TN

PEN/L\E::] N
= L
HNT SN N

ZlG&enina 17 Zlacenina 19

Zmes 0,55 g (1,5 mmol) metylsulfénpyrimidinu a 1,82 g
(15 mmol) (S)-(-)-o-metylbenzénaminu sa zohrievala pri
teplote 140 °C 30 minut, ochladila na izbovi teplotu,
zriedila 100 ml etylacetatu a premyla 3 x 50 ml vody, 1 x 50
nasyteného roztoku chloridu sodného, vysusila pomocou siranu
sodného, prefiltrovala a skoncentrovala vo vdkuu, ¢o viedlo k
ziskaniu Zltého oleja. Pomocou kolénovej chromatografie
pouZitim 100% etylacetatu ako eluentu sa ziskalo 0,3977 g
(0,98 mmol) produktu vo forme svetloZltej tuhej latky
(zlG&enina 19). MH® = 408,1.

B. Testy
Priklad 4
Testy na inhibiciu p38

Biologické aktivity uré&itych zlu&enin, ktoré su
predmetom vynalezu, sa dokazali v testoch in vitro a in vivo.
Ako sa diskutovalo vy33ie, latky, ktoré inhibujd aktivitu

enzymu p38, inhibujd tvorbu zdpalovych cytokinov TNF-a a
IL-1B.

Vybrané zlaceniny, ktoré su predmétom vynalezu, su
uvedené v tabulke 1, v ktorej st poskytnuté tdaje hmotnostnej
spekrometrie ukazujlce schopnost kaZdej zo zluéenin inhibovat
p38, ako je ukdzané na inhibicii tvorby TNF-a. Testy, z

ktorych st Gdaje ziskané, s opisané niZsie.
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Tabulka 1

zluceniny testované na svoju schopnost inhibovat p38, ako sa
ukazuje na inhibicii tvorby TNF-o
Z-lﬁéehina:" MS ci (M+1) LPS/PBMC ICs nM | § inhibicie tvorby TNF-o 10
C. (TNFa) mg/kg u mySi
1 306 49 100
2 306 55 1c0
3 356 333 26
4 340 21 100
S 288 55 100
6 411 6 : 42
7 356 35 .. 99
8 461 4 19
] 476 0,5 " 97
10 353 37 68
11 403 27 38
12 353 10 ' 51
13 357 278 85
14 372, 8 63
15 335 28 23
16 289 304 73
17 367 3414 -
18 435 520 10
19 408 0,40 100
20 424 14 -
21 425 . 2 97
"22. . . 432 1 ' T4 oA
23, T - 319 . ~ .. %0 | - T 81 aaEe |
24 307 ' 199 : B S
25 322 — 162 a7 R
' b
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Test na celé bunky PBMC

Reprézentativne z1lG¢eniny, ktoré su predmetom vynalezu,
sa testovali v teste in vitro na celé bunky pouZitim
mononukledrnych buniek plnej krvi (PBMC), ktoré sa ziskali z
ITudskej krvi nasledovnym spdsobom. Cerstvo odobrani vendzna
krv sa antikoagulovala heparinom, zriedila rovnakym objemom
fosfatového tlmivého roztoku (PBS) a uﬁiestnila do sterilnej
skimavky alebo inej nadobky. Alikvéty (30 ml) tejto zmesi sa
preniesli do centrifugaénych skumaviek, kde sa podvrstvili
tekutinou Ficoll-Hypaque (15 ml). Pripravené skumavky sa
centrifugovali pri 400 g bez brzdenia 30 minat pri izbovej
teplote. PribliZne 1/2 aZ 2/3 vrstvy dosticdiek nad pasikom
mononukledrnych buniek sa odstranilo pipetou. V&c¢3ina vrstvy
mononukledrnych buniek sa opatrne odstranila pipetou a tieto
PBMC sa zriedili PBS a sto¢ili pri 600 g poCas 15 minut.
Vysledné PBMC sa zriedili dalSou &astou PBS a stodili pri 400
g po¢as 10 minGt pri izbovej teplote. Ziskané pelety sa
zriedili kultivaénym médiom s nizkym obsahom endotoxinu
RPMI/1% FCS, takZe koncentracia buniek bola 0,5-2,0 x 10°
PMBC/ml. Maly objem suspenzie sa odstranil na spocCitanie na
hemocytometri a zvy3ny preparadt sa centrifugoval pri 200 g 15
minit pri izbovej teplote. Ziskané PBMC v pelete sa
resuspendovali v RPMI/1% FCS do koncentracie 1,67 x 10%/ml.

Na uskuto&nenie testu sa suspenzia PBMC (180 ul)
preniesla do dubletovych jamiek 96-jamkovej mikrotitracnej
platni¢ky s plochym dnom a inkubovali 1 hodinu pri teplote 37
°C. Roztok testovanej zlu&eniny (10 ul, pripravenej v 20-
nasobku konecnej koncentracie) sa pridal do kaZdej jamky a
platni¢ka sa inkubovala 1 hodinu pri teplote 37 °C. Pridal sa
roztok (10 ul) LPS v RPMI/1% FCS (200 ng/ml) a jamky sa cez
noc inkubovali pri teplote 37 °C. Supernatant (100 ul) sa z
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kazdej jamky odstradnil a zriedil pomocou RPMI/1% FCS (400

ul). Vzorky sa analyzovali na TNF-o pouzitim komer&ného kitu

ELISA (Genzyme). Udaje s uvedené v tabulke 1 vy33ie.

Test in vivo na hlodavcoch

Schopnost zluéenin definovanych vzorcom I inhibovat
tvorbu TNF-o indukovant LPS sa demonStrovala v nasledovnych
testoch in vivo na hlodavcoch. My3i (samice BALB/cJ, Jackson
Laboratories) hladovali 30 mindt pred peroralnou davkou 5-10
ml/kg testovanej zlu&eniny 5-50 mg/kg. Tridsat minuat po
aplikacii sa zvieratdm intraperitone&dlne injikoval LPS v
davke 1 mg/kg a zvieratd sa vratili do svojich klietok na 1
hodinu. Zvieratd sa anestetizovali pomocou CO;, exsangvino-
vali srdcovou punkciou a odobrala sa plna krv (0,1-0,7 ml).
Krv sa nechala zrazit a sérum sa prenieslo do centrifugacnej
skimavky. Této vzorka sa centrifugovala a sérum sa stiahlo,

rozdelilo do alikvétov a zmrazilo na -80 °cC. Vzorky sa
testovali komer&nym kitom ELISA na TNF-a (Endogen na my§i

INF-o ). Percento inhibicie testovanych zla&enin sa
vypolitalo podla nasledovného vzorca:
% inhibicie = [1—(vzorka-pozadie)/kontrola—pozadie)] X 100.

Udaje st uvedené v tabulke 1 vy$3ie.
Test rekombinantného p38

ZlGCeniny, ktoré si predmetom vyndlezu, sa merali na
svoju schopnost inhibovat aktivitu p38 nasledovnym testom in
vitro. Roztok (38 ul) purifikovaného rekombinantného p38 (kde
mnoZstvo enzymu sa uré&ilo empiricky pri odvaZeni line&rneho
rozmedzia testu a prijatelného pomeru signdlu k Sumu; 6xHis-
p38 exprimovany v E. coli), substratu myelinového bézického

proteinu (taktieZ urceného empiricky) a tlmivého rozttoku s
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éH 7,5 (Hepes: 25 mM; MgClp: 10 mM; MnCl,: 10 mM) sa pridal
do 92 jamiek 96-jamkovej polypropylénovej platnicky s
gulatymi dnami. Ostatné jamky sa pouzili na kontroly a na
pozadie. Kontrola sa pripravila s enzymom, substr&tovym
tlmivym roztokom a 21% DMSO a pozadie sa pripravilo so
substratovym tlmivym roztokom a 2% DMSO. Roztok (12 ul)
testovanej zlidceniny v DMSO (zlGleniny sa zriedili na 125 uM
v 10% DMSO/H;0 a analyzovali v 25 uM koncentrécii, kde
findlna koncentracia DMSO bola 2 %) sa pridal do testovacich
jamiek. Roztok ATP/*P-ATP (10 ul obsahujucich 50 uM
neozna&eného ATP a 1 uCi 3P ATP) sa pridal do vsetkych
jamiek a skompletované platnilky sa premieSali a inkubovali
pri teplote 30 °C 30 mindat. Do kaZdej jamky sa pridala zmes
50% TCA/10 mM fosforecnanu sodného (60 ul) a platnicky sa
udrZziavali na Iade 15 minat. Obsah z kaZdej jamky sa pre-
niesol do jamiek 96-jamkovej filtradnej platnic¢ky (Millipore,
Multiscreen-DP) a filtradénd platnic¢ka sa umiestnila na
vakuovy kolektor vybaveny kolektorom odpadu. Jamky sa pod
vakuom patkrat premyli zmesou 50% TCA/10 mM fosfore&nanu
sodného (200 ul). Pridala sa scintila&ni latka MicroScint-20,
platni&ky sa utesnili pouZitim £61ii Topseal-S a vyhodnotili
na scintila&nom poé&ita&i Packard TopCount pouZitim 33p
tekutého programu s korekciou farebného potlacdenia, kde
vystup je v jednotkdch cpm korigovanych na pootladenie farby.
Aj ked zlaceniny sa Gvodne testovali v koncentracii 10 uM,
zlGCeniny sa testovali, ak to bolo oprédvnené, v Stvorndsobne
vy35ej a nizSej koncentracii. Okrem toho boli pre niektoré
zluCeniny vypo&itané hodnoty ICso pouZitim programu Delta-
graph 4 upravujuiceho krivku parametrov. Nie su uvedené Ziadne

ddaje.

Test in vitro na IL-1f
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Schopnost zlugenin, ktoré sui predmetom vynélezu,

inhibovat tvorbu IL-1B sa mbéZe urdit nasledovnym testom in
vitro. K plastu adherujice bunky si pripravené z PBMC.
Stru&ne povedané, PBMC sa pridajd do jamiek 96-jamkovej
platnic¢ky tak, ako je uvedené vyS3ie, inkubujd 1 hodinu pri
teplote 37 °C a adherujice bunky sa pripravia jemnym
resuspendovanim neadherujicich buniek pipetorom, ich
odstrédnenim a znehodnotenim a jemnym premytim jamiek trikrat
200 ul kultivacéného média. Po findlnom premyti sa do jamiek
pridd dalSie kultiva&né médium (180 ul). Pridanie zlucéeniny,
stimuldcia pomocou LPS, inkubicia a stiahnutie supernatantu

si rovnaké ako pre TNF-a. Supernatanty sa analyzuju na

interleukin 1P pouZitim komer&ného kitu ELISA (Genzyme). Nie

si uvedené Ziadne udaje.
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PATENTOVE NAROKY

1. Tento vynalez poskytuje zlu&eninu definovani vzorcom

Vzorec I

alebo jej farmaceuticky prijatelné soli, kde

b)

2

~

a) R! je vybrany zo stboru zahffiajiceho NHz, CL$5—alkyl—

amino, diCj-s—alkylamino, hydroxy, Ci;-s-alkoxy,
fenylmetylamino, heterocyklylmetyl, Ci-s—alkylkarbonyl-

amino a substituovani fenylkarbonylaminoskupinu, kde

uvedend skupina fenylmetylamino a heterocyklylmetyl mdZe
byt substituovan& na svojej fenylovej ¢asti jednym alebo
viacerymi &lenmi vybranymi zo sGboru zahffiajiceho
halogén; Ci-s-alkyl, Cji.s—-alkoxy, arylC,-3—alkylamino,
R'R’‘NCH=N- a OR°’‘, kde R°, R°° a R""° su nezavisle
vybrané zo suboru zahffiajuceho H, Ci-s-alkyl, fenylmetyl,
substituovany fenylmetyl, a-alkylfenylmetyl,

substituovany a-alkylfenylmetyl, heterocyklylmetyl
a substituovany heterocyklylmetyl;

Y je vybrany zo suboru zahffhajiceho H, halogén,

heterocyklus, OR!, SR*, NR' a NR'R’>, kde
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R' a R® st nezavisle vybrané zo suboru zahffiajlGceho H,
heterocyklyl, Cs-s-karbocyklofenyl, a-alkylfenyl-
Ci-s-alkyl, nerozvetveny alebo rozvetveny alkyl volitelne
substituovany pomocou R, NR, N(R),, Cs-s—karbocyklu,
feny;u alebo substituovaného fenylu, kde (i) R je H,
halogén, Cj-s-alkyl, fenylmetyl, substituovany
fenylmetyl, SO,Ph, pyridyl alebo pyridylmetyl a (ii)
uvedeny fenyl, heterocyklyl a o-alkylfenylC;-s—alkyl mdézu
byt substituované jednym alebo viacerymi &lenmi
vybranymi zo suboru zahffiajiceho halogén, C;.s-alkyl,
Ci-s-alkoxry, aryl, Cji-3-alkylamino, fenylmetyl,
substituovany fenylmetyl, R'R°'NCH=N- a OR""°, ako je tu

definované v (a);

c) R? je jeden z piatich &lenov nezavisle vybranych zo
suboru zahffiajuceho halogén, trifluérmetyl, -NCH,PH,
Ci-s—alkyl a Cji_s-alkoxy;

d) R’ je H alebo tvori dohromady aromaticky kruh; a

e) X je N alebo CH.

2. ZluCenina podla patentového naroku 1, kde X je CH.
3. Zlucenina podla patentového naroku 1, kde R!' je NH,.

4. Zla&enina podla patentového naroku 1, kde Y je NR®
a R' je fenylmetyl.

5. Zlucenina podla patentového naroku 1, kde R? je &len
vybrany zo sUboru zahfflajiceho halogén, trifludrmetyl, -

-NCH,PH a C;-s—alkoxy.

6. Zli&enina podla patentového ndroku 1, kde Y je

vybrany zo suboru zahffiajiceho
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kde Z je -CHz, -028-, -O-, -A(R)-, -0S- alebo S; R je H,
halogén, Ci.s—alkyl, fenymetyl, substituovany fenylmetyl,
SO,Ph, pyridyl alebo pyridylmetyl a n je 0-5.

7. Zlu&enina podla patentového naroku 1, kde R* je

vybrany zo s@boru zahffiajiceho

. ™
o Q O -
&
R N- H )
(CH CH R a - 2
.((:':Hz)n . ¢ X 2)n \/( 2)n ‘:\.\)“\(CHz)/ o ‘

kde kaZdy R méZe byt rovnaky alebo odli3ny a je nezavisle
vybrany zo suiboru zahfhajuceho H, halogén, C;-s-alkyl,
fenymetyl, substituovany fenylmetyl, SO,Ph, pyridyl a
pyridylmetyl a n je 0-5.

8. Zlucenina podla patentového ndroku 1, ktorou je
2-(3-chlér-4-fluérfenyl)-3-(4-pyridinyl)imidazo[1l,2-a]-

pyrimidin-7-amin.

9. ZlGCenina podla patentového né&roku 1, ktorou je

2-fenyl-3-(4-pyridinyl)imidazo[l,2-a]-pyrimidin-7-amin.
10. Zluéenina podla patentového naroku 1, ktorou je
2-(4-fludrfenyl)-3-(2-[ (fenylmetyl)amino]-4-pyridinyl)-

imidazo[1l,2-alpyrimidin-7-amin.

11. Zla€enina podla patentového ndroku 1, ktorou je
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3~ (4-pyridinyl)-2-[3-(trifludrmetyl) fenyl]limidazo[1l,2-a]-

pyrimidin-7-amin.

12, ZluCenina podla patentového naroku 1, ktorou je
3-[2-[(fenylmetyl)amino] -4-pyridinyl]-2~[3- (trifludrmetyl) -

fenyl]imidazo[1l,2-a]pyrimidin-7-amin.

13. Zldcenina podla patentového ndroku 1, ktorou je
2-(4-flubrfenyl)-3-(4-chinolinyl)imidazo[1l,2-a]-pyrimidin-7-

-amin.

14. ZladCenina podla patentového nadroku 1, ktorou je
2-(3-chlérfenyl)-3-(4~pyridinyl)imidazo-(1,2-alpyrimidin-7-

-amin.

15. Zlu€enina podla patentového naroku 1, ktorou je
2-(4-fludrfenyl)-3-[2- (metyltio)-4-pyrimidinyl]imidazo-

[1,2-a]pyrimidin-7-amin.

16. ZlacCenina podla patentového ndroku 1, ktorou je
3-[2-metyltio)-4-pyrimidinyl]-2-[3-(triflubdrmetyl) fenyl]-

imidazo[1,2—a]pyrimidin—7—amiq.

17. Zla4cenina podla patentového naroku 1, ktorou je
2-(3-fludrfenyl)-3-[2-(metyltio)-4-pyrimidinyl]imidazo-

[1,2-a]pyrimidin-7-amin.

18. Zlucenina podla patentového naroku 1, ktorou je
3-(4-pyrimidinyl) -2-[3-(trifludbrmetyl) fenyl)imidazo-

[1,2-a]pyrimidin-7-amin.

19. ZlG¢enina podla patentového néroku 1, ktorou je
3-[2-({metyltio)-4-pyrimidinyl]-2-fenylimidazo[l, 2-alpyri-

midin-7-amin.
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20. Zld4cenina podla patentového naroku 1, ktorou je

2-fenyl-3-(4-pyrimidinyl]}imidazo[l,2-a)lpyrimidin-7-amin.

21. ZlG&enina podla pateﬁtového naroku 1, ktorou je
3-[2-(metylsulfonyl)~4-pyrimidinyl]-2-fenylimidazo[l,2-a}]-

pyrimidin-7-amin.

22. ZlucCenina podla patentového naroku 1, ktorou je
3-[2-(metylsulfonyl)-4-pyrimidinyl]-2-[3-(triflubrmetyl) -

fenyllimidazo[l,2-alpyrimidin-7-amin.

23. Zldcenina podla patentového naroku 1, ktorou je
2-fenyl-3-[2-[[(1S)-1-fenyletyl]amino]-4-pyrimidinyl]-

imidazo[l,2-a)pyrimidin-7-amin.

24. ZlGéenina podla patentového ndroku 1, ktorou je
3-[[[(4-metoxyfenyl)metyl]amino]-4-pyrimidinyl]-2-fenyl-

imidazo(1l,2-a]pyrimidin-7-amin.

25. Zlucenina podla patentového ndroku 1, ktorou je
3-(2-metoxy-4-pyrimidinyl)-2-fenylimidazo[l,2-a]lpyrimidin-

~7-amin.

26. Zlucenina podla patentového ndroku 1, ktorou je
2-(4-fluérfenyl)-3-(4-pyrimidinyl) imidazo[l,2-a]lpyrimidin-

~-7-amin.
27. Zlacenina podla patentového ndroku 1, ktorou je
2-(3-fludrfenyl) -3~ (4-pyridinyl)imidazo([l,2-alpyrimidin-

-7-amin.

28. ZlGCenina podla patentového naroku 1, ktorou je
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2—(4—fluérfenyl)—3—(4-pyridinyl)imidazo[l,2—a]pyrimidin—

-7-amin.

29. Zlucenina podla patentového naroku 1, ktorou je
3—[2—[[(IS)—l—fenyletyl]amino]—4—pyrimidinyl]—2—[3—(tri—
fluérmetyl)fenyl]imidazo[1,2—a]pyrimidin—7—amin.

30. ZlG&enina podla patentového naroku 1, ktorou je
2-fenyl-3-[2—(1-piperidinyl)—4—pyrimidinyl]imidazo[1,2—a]—

pyrimidin-7-amin.

31. ZluCenina podla patentového naroku 1, ktorou je
3-[2-[[(18)-1-cyklohexyletyl]amino] -4-pyrimidinyl] -2~ (4-
—-fluérfenyl)imidazo([l,2-alpyrimidin-7-amin.

32. ZlG¢enina podla patentového naroku 1, ktorou je
2—(4—flu6rfenyl)—3—[3—[[(1S)-l—fenyletyl]amino]-4-pyridinyl]—

imidazo[1l,2-a]pyrimidin-7-amin.

33. Zlt€enina podla patentového nadroku 1, ktorou je
3-(2—br6m-4—pyridinyl)—2—(4—flu6rfenyl)imidazo[l,z—a]—

pyrimidin-7-amin.

34. ZluCenina podla patentového naroku 1, ktorou je
3—(2-br6m—4—pyridinyl)—2—[3—triflu6rmetyl)fenyl]imidazo—

[1,2-a)lpyrimidin-7-amin.

35. Farmaceuticky prepardt obsahujuci zlu&eninu podla

patentového naroku 1 a farmaceuticky prijatelny nosié.

36. Spdsob liecby jedinca trpiaceho stavom, ktorého
zmiernenie je sprostredkované zipalovymi cytokinmi, ktorych

u€inky sa podielajt na tomto stave, pricom tento spésob



43

zahrfa podanie terapeuticky ucinnej davky predkladaného

farmaceutického preparitu jedincovi.

37. Spésob inhibicie vzplanutia stavu jedinca, ktorého
zmiernenie je sprostredkované zniZenim zapalovych cytokinov,
ktorych u€inky sa podielaju na tomto stave, pri&om tento
spbsob zahfna podanie profylakticky G€innej davky

predkladaného farmaceutického prepardtu jedincovi.

38. Spusob podla patentovych narokov 36 alebo 37, kde
stav je vybrany zo suboru zahrfifiajiceho reumatickl artritidu,
neSpecifické zdpaly c¢reva, septicky $ok, osteoporébdzu,
osteoartrézu, neuropatickd bolest, replikaciu HIV, HIV
demenciu, virusovi myokarditidu, inzulin-dependentny
diabetes, non-inzulin-dependentny diabetes, periodont&lne
ochorenie, restendézu, alopecia areata, depléciu T-lymfocytov
pri infekcii HIV alebo AIDS, psoridzu, akitnu pankreatitidu,
rejekciu alotransplantédtu, alergicky zépal piﬁc, ateroskle-
rézu, roztrisend sklerézu, kachexiu, Alzheimerovu chorobu,
mozgovl prihodu, Crohnovu chorobu, ischémiu, zlyhanie srdca
spbésobujlice upchatie, plicnu fibrézu, hepatitidu, glioblas-
tém, Guillainov-Barrov syndrém a systémovy lupus erytemato-

Sus.

39. Spdsob podla patentového ndroku 38, kde stavom je

reumatickd artritida.

40. Postup pripravy zlu&eniny podla patentového naroku
1, kde R! je NHz, X je CH a R® a Y st H, pric¢om tento postup

% 6 5

zahrhna:

-
N
2
. R. -
1a 1a’ 1b o

-t

c
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a) reakciu zlGc€eniny la alebo la’ so zlGfeninou 1lb v pritom-
nosti NaHMDS a THF za vzniku zluceniny 1lc;

b) konverziu zlu€eniny lc na zldcéeninu 1ld v pritomnosti 30%

Hbr/AcOH, Br, a AcOH; a

HBr

o] Br — Q
J @
\\‘ HN™ N NH;
2
R

1d e b

¢c) reakciu zluéeniny 1d so zludceninou le v pritomnosti EtOH

za vzniku zlGCeniny 1f.

41. Postup pripravy zluleniny podla patentového néroku 1

majicej Struktaru 2f

HiCS
TN
e

2

f‘n N /xR
2

HNT N

pricom tento postup zahfiia:
a) konverziu zlaGCeniny 2a v pritomnosti NaOH a CH3I za vzniku

zluéeniny 2b;
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b) reakciu zlueniny 2b so zldleninou 2c v pritomnosti NaHMDS
a THFf za vzniku zld€eniny 2d;

c) konverziu zluCeniny 2d v pritomnosti Hbr, Br; a AcOH za
vzniku zldc¢eniny 2e; a

c) reakciu zldCeniny 2e so zldc€eninou le v pritomnosti EtOH
za vzniku zlGc&eniny 2f.

42. Postup podla patentového ndroku 41, ktory dalej

zahffia premenu zlucéeniny 2f v pritomnosti Raneyho niklu a
EtOH na zlaéeninu 2g.

N
2
LT
HN7 N7 N
20

43. Postup podla patentového ndroku 41, ktory dalej
zahria:

a) konverziu zludéeniny 2f na zldGCeninu 2h v pritomnosti oxdénu
a MeOH; a
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c) reakciu zlGeniny definovanej vzorcom 2h so zltG&eninou Y,
kde Y je halogén, heterocyklus, OR?, SRY, NR® alebo NR®R®, za

vzniku zlG&eniny definovanej vzorcom 2i.

44. Postup pripravy zlu&eniny podla patentového naroku
1, kde X je H a Y je halogén, heterocyklus, OR*, SR% NR*
alebo NR'R°, pridom tento postup zahfia:
a) reakciu zluCeniny definovanej vzorcom 3a so zlu&eninou
definovanou vzorcom 3b za vzniku zld&eniny 3c v pritomnosti
NaHMDS a THF;

Ne 2 Ng 2
L L J wer
i
CH3 COR". 0. o Br
=N ~ 3 7
. N7 R 2 2
Z'=F,Cl,Br R 3
33 3b 3c 3d

b) konverziu zlG&eniny ddefinovanej vzorcom 3c so zld&eninou
definovanou vzorcom 3d v pritomnosti Hbr, Br, a AcOH;

c) reakciu zldG€eniny definovanej vzorcom 3d so zlG&eninou le
za vzniku zldCeniny definovanej vzorcom 3e v pritomnosti
EtOH; a
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d) reakciu zlaceniny definovanej vzorcom 3e s Y za vzniku

zlG¢eniny definovanej vzorcom 3f.

45. Postup pripravy zldéeniny podla patentového nédroku
1, kde X je CH a Y je NRY, pri&om tento postup zahfiia:
a) konverziu zldcéeniny definovanej vzorcom 4a v pritomnosti

(BOC)20 a tBuOH na zluceninu definovanﬁ vzorcom 4b;

#
NH CO,Et

ETJ’ BOC \

4c 4d

b) reakciu zluéeniny definovanej vzorcom 4b so zludeninou
definovanou vzorcom 4c v pritomnosti NaHMDS a HCl za vzniku
zluceniny definovanej vzorcom 4d;

c) reakciu zluceniny definovanej vzorcom 4d v pritomnosti
30% HBr/AcOH, Brz a AcOH na zlu&eninu definovand vzorcom d4e;

a



d) reakciu zlu€eniny definovanej vzorcom 4e so zlu&eninou le
v pritomnosti EtOH za vzniku zlGceniny definovanej vzorcom
4f.
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