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Nazev vynalezu:

Farmaceuticky prostfedek pro lé&¢bu nemoci, na
niZ se podili heterocyklické inhibitory
glykogensyntazakinazy GSK-3

Anotace:

PouZiti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce 11, kde:
R*a R jsou nezavisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici
vodik, alkyl, cykloalkyl, halogenalkyl, aryl poptipads
substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl,
halogen a alkoxy, (Z),-aryl, pfi¢emz arylova ¢ast miize byt
popfipadé substituovans;

Z je nezavisle vybrano ze skupiny obsahujici -C(R*)(R*)-,
-C(0)-, -0-, -C(=NR’)-, -S(0),- a N(R*)-;

n je nula, jedna nebo dvé;

t 3ie nula, jedna nebo dv&;

R’ a R* jsou nezavisle na sobés vybrany ze skupiny obsahujici
vodik, alkyl, aryl a heterocyklicky zbytek;

XaY jsou nezavisle na sobé& vybrany ze skupiny obsahujici
=0, =8, =N(R*) a=C(R")(R?); a

R'a R’ jsou nezévisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici
vodik, alkyl, cykloalkyl, halogenalkyl, aryl, -(Z),-aryl,
aromaticky heterocyklicky zbytek, -OR?, -C(O)R?, -C(O)OR?,
-(2)- C(O)OR’ 2 -S(0);-;

pro pfipravu farmaceutického prostfedku pro 1é¢bu nemoci, na
niZ se podili heterocyklické inhibitory glykogensyntazakinazy
GSK-3, veetné Alzheimerovy nemoci nebo non-inzulin
dependentniho diabetes mellitus nebo hyperproliferativniho
onemocnéni, jako jsou rakovina, displazie nebo metaplazie
tkang, lupénka, arteriosklerdza nebo restenéza.
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Farmaceuticky prostfedek pro 1é¢bu nemoci, na niz se podili heterocyklické inhibitory
glykogensyntazakinazy GSK-3

Oblast techniky

Vynélez se tyké pouziti thiadiazolidinovych derivati pro pfipravu farmaceutického prostfedku
pro lé¢bu nemoci, na niz se podili heterocyklické inhibitory glykogensyntazakinazy GSK-3.

Dosavadni stav techniky

Alzheimerova nemoc (Alzheimer's diseaze, AD) je neurodegenerativnim procesem charakteris-
tickym kognitivnimi poruchami asociovanymi s progresivnim zhorSovanim cholinegni funkce a
s neuropatologickymi lézemi, jako jsou senilni plaky tvofeni fibrilairnim B—amyloidem a neuro-
fibrilarnimi sitémi (,,tangles*), svazky sparovanych helikalnich filament.

Obecné fe¢eno, AD je omezena na skupinu ve véku 60 a vice let a je nej¢astéji pfi¢inou demence
ve star$i populaci. Dnes postihuje AD 23 miliont lidi po celém svété. Jak se vék prodluzuje, je
odhadovéno, Ze se do roku 2050 pocet piipadi AD vice neZ ztrojnasobi [Amudaci, L,; Fritiglioni,
L. ,Epidermiology of AD: Impact on the treatment®, v Alzeimer Disease: Therapeutic Strategies,
E. Giocobini and R. Biecker, Eds., Birhduser, EEUU, 1994, pp. 8].

V AD mozcich charakterizovanych ubytkem neuroni jsou pozorovany dvé hlavni histologické
léze: neurofibrildrni sit€¢ a senilni plaky na intraceluldri, respektive extracelulami drovni
[“Alzeimer Disease: From molecular biology to therapy“, E. Giacobini and R. Becker, Eds.
Birhiusser, EEUU, 1996].

Neurofibrilarni sité€ jsou struktury tvofené zparovanymi helikalnimi filamenty (paired helical
filaments, PHFs). Tyto jsou sloZeny hlavné z proteinu asociovaného s mikrotubuly (microtubule—
associatiated protein, MAP) tua v abnormélnim hyperfosforylovaném stavu [Grundke-Igbal, L;
Igbal, K.; Tung, Y. C.; Quinlan M.,; Wisniewski, H. M.; Binder, L, II, ,,Abnormal
Phosphorylation of the microtubuleassociated protein tau in Alheimer cytoskelater pathology*,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83, 4913-4917; Grundke-Igbal, L.; Igbal, K.; Quinlan, M.;
Tung, Y.C.; Zaidi, M.S.; Wisniewski, H.M., , Microtubule—associated protein tau. A comonent
of the Alzheimer paired helical filaments®, J. Biol. Chem., 1986, 261, 6084—6089; Greenberg, S.
G.; Davies, P.; Schein, J. D., Binder L. L., ,,Hydrofluoric acid—treated tau PHF proteins display
the same biochemical propecties as normal tau.“ J. Biol. Chem., 1992, 267, 564 — 569]. Takovato
abnormalni fosforylace tau dava ucinky riznych proteinkindz a fosfataz, vede ke zméné& jeho
schopnosti vazat a stabilizovat mikrotubuly, coz muze pfispivat k patologii AD [Moreno, F. J.;
Medina, M.; Perez, M., Mantejo de Garcini, E.; Avila, J, ,Glycogen syntase kinaze
3 phosphorylation of different residues in the presence of different factors: Analysis on tau pro-
tein“, FEBS Lett., 1995, 372, 65-68]. Proto miize byt blokada tohoto hyperfosforyla¢niho kroku
primarnim cilem pro pferuseni patogenické kaskady. Selektivni inhibitory taukindz mohou byt
novymi G¢innymi lé€ivy pro 1é¢bu AD.

Hledéni taukinazovych inhibitord je pfedmétem velkého zajmu. Tau miZe byt fosforylova néko-
lika prolinem cilenym proteinkindz (proline—directed protein kinazes, PDKs) a prolinem necile-
nych proteinkindz (non—-PDKs). Pfesto pfesna role jakékoliv z téchto kindz v abnormalnim hyper-
fosforylaci tau u AD nebyla dosud prostudovana a dodnes nebyla nalezena zvySena aktivita
téchto kinaz. Neni pochyb o tom, Ze glykogensyntazakinaza 33 (GSK-3p) je taukinazou v mozku
in vivo [Lovestone, S.; Hartley, C.L.; Pearce, J.; Anderton, B. H., , Phosphorylation of tau byl
glycogen syntase-3 in intact mammalian cells: the effects on the organization and stability
of microtubules®, Neuroscience, 1996, 73, 1145-1157; Wagner, U.; Utton, M.; Gallo, J. M,;
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Miller, C.C., ,,Cellular phosphorylation of tau by GSK-3p influences tau binding to microtubules
and microtubule organisation,* J. Cell., Sci., 1996, 109, 1537-1543; Ledesma, M., Moreno, F.J.;
Perez, MM.; Avila, J., ,Binding of apolipoprotein E3 to tau protein: effects on tau glacetation,
tau phosphorylation and taumicrotubule binding, in vitro“, Alzheimer Res., 1996, 2, 85-88]. Tato
zjisténi oteviela branu k pouZiti inhibitort GSK-3p jako terapeutickych latek pii 1é&b&é AD.
V této chvili je znamo nékolik sloudenin s inhibi¢nimi vlastnostmi na enzymy. Lithium se chova
Jako specificky inhibitor rodiny proteinkindz GSK~-3 in vitro a v intaktnich buiikich [Mufioz~
Montafio, J. R.; Moreno, F.J.; Avila, I.; Diaz-Nido, J., ,»Lithium inhibits Alzheimer's disease-like
tau protemn phosphorylation in neurons®, FEBS Lett., 1997, 411, 183-188). Martinez et al.
[Bioorganica + Medicinal Chemistry 5, 1275-1983, 1997] se tyka arylimino-1,2,4—thiadiazolidi-
noni, nové rodiny otvira&i draslikovych kanali.

Je také pozorovéno, Ze inzulin inaktivuje GSK-3, a je ukazano, Ze pfi aktivaci tohoto enzymu se
vyviji non-inzulin dependentni diabetes mellitus. Proto by inhibitory GSK-3 byly novou terapii
pro non-inzulin dependentni diabetes mellitus.

Byla zji§téna nové rodina malych syntetickych heterocyklickych molekul s GSK-3p inhibi¢nimi

vlastnostmi pfi mikromolarnich mnoZstvich.

Podstata vynalezu

Vynilez je zaméfen na pouZiti sloudenin obecného vzorce II

X S\N/ R
(I ,

rR? Y
kde

R® a R® jsou nezavisle na sobg& vybrény ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, cykloalkyl, halogen-
alkyl, aryl poptipad¢ substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen
a alkoxy, (Z),-aryl, pfidemz arylovd &ist mize byt popfipad€ substituovana skupinou
vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy, aromaticky heterocyklicky zbytek,
-OR’, -C(O)R?, -C(O)OR?, ~2),~C(O)OR* a -S(0)~;

Z  je nezdvisle vybrino ze skupiny obsahujici -C(R’)R*)- ~C(0)~, -O-, ~C(=NR*)-, -S(0)~
aNR)~;

n  jenula, jedna nebo dvé;

t  jenula, jedna nebo dvg;

R’ a R* jsou nezavisle na sobé vybrény ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, aryl a heterocyklicky
zbytek, kterym je stabilni 3— az 15-&lenny kruh, ktery je tvofen z uhlikovych atomii a
z jednoho aZ péti heteroatomé vybranych ze skupiny obsahujici dusik, kyslik a siru,
s vyhodou 4— az 8—¢lenny kruh s jednim nebo vice heteroatomy a jesté vyhodn&ji 5— az 6—

¢lenny kruh s jednim nebo vice heteroatomy;

X aY jsou nezvisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici =0, =S, =N(R®) a =C(R')(R?); a
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R' a R? jsou nezévisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, cykloalkyl, halogen-
alkyl, aryl, —(Z),-aryl, aromaticky heterocyklicky zbytek, ~OR’~ C(O)R’>, —C(O)OR’,
~2)~C(O)OR’ a -S(0)

pro piipravu farmaceutického prostfedku pro metodu lé¢by nemoci, na niz se podili GSK-3. Tato
metoda zahrnuje podavéni u¢inného mnoZstvi slouceniny obecného vzorce II lidem, ktefi tuto
1é¢bu potiebuji.

Detailni popis vynalezu

Jak jsou pouZity v tomto popisu a pfipojenych patentovych narocich, pokud neni specifikovano
jinak, maji nasledujici terminy tyto niZe popsané vyznamy:

LAlkyl®

»Alkoxy*

odkazuje na radikal pfimého nebo vétveného uhlovodikového fetézce tvofeného
uhlikovymi a vodikovymi atomy, nenasycené, s jednim az osmi uhlikovymi atomy
a ktery je pfipojen ke zbytku molekuly jednoduchou vazbou, napt. methyl, ethyl,
n-propyl, i-propyl, n-butyl, tbutyl, n—pentyl atd. Alkylové derivaty mohou byt
popiipadé substituovany jednim nebo vice substituenty nezavisle na sobé vybra-
nymi ze skupiny obsahujici halo, hydroxy, alkoxy, karboxy, kyano, karbonyl, acyl,
alkoxykarbonyl, amino, nitro, merkapto a alkylthio.

odkazuje na radikal obecného vzorce —OR,, kde R, je alkylovy radikél, jak byl
definovan vyse, napf. methoxy, ethoxy, propoxy, atd.

,,Alkoxykarbonyl* odkazuje na radikal obecného vzorce —C(O)OR,, kde R, je alkylovy radikal,

Alkylthio“

,,Amino*

ATyl

 Aralkyl“

»Acyl®

»Aroylalkyl®

,,Karboxy*

»Kyano*

jak byl definovan vyse, napf. methoxykarbonyl, ethoxykarbonyl, propoxykarbonyl,
atd.

odkazuje na radikal obecného vzorce —SR,, kde R, je alkylovy radikal jak je
definovan vySe, napf. methylthio, ethylthio, propylthio, atd.

odkazuje na radikal se vzorcem —NH,.

odkazuje na fenylovy nebo naftylovy radikal, s vyhodou fenylovy radikal. Arylovy
radikal mize byt popfipadé substituovan jednim nebo vice substituenty nezavisle
na sob& vybranymi ze skupiny obsahujici hydroxy, merkapto, halogen, alkyl, fenyl,
alkoxy, halogenalkyl, nitro, kyano, dialkylamino, aminoalkyl, acyl a alkoxykarbo-
nyl, jak jsou zde definovany.

odkazuje na arylovou skupinu spojenou s alkoxylovou skupinou. Vyhodné pfi-
klady zahrnuji benzyl a fenylethyl.

odkazuje na radikdl obecného vzorce —-C(O)-R, a -C(O)-R,, kde R, je alkylovy
radikal, jak byl definovén vyse, a kde Ry je arylovy radikal, jak byl definovéan vyse
napf. acetyl, propionyl, benzoyl a podobné.

odkazuje na alkylovou skupinu substituovanou —C(O)-Ry. Vyhodné piiklady zahr-
nuji benzoylmethyl.

odkazuje na radikal se vzorcem —C(O)OH.

odkazuje na radikal se vzorcem ~CN.
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»Cykloalkyl* odkazuje na stabilni 3~ az 10—¢lenny monocyklicky nebo bicyklicky radikal, ktery
Je nasyceny nebo ¢asteéné nasyceny a ktery je tvofen pouze z uhlikovych a vodi-
kovych atomid. Pokud neni v popise upfesnéno jinak, termin »Cykloalkyl“ je
zamyslen tak, Ze obsahuje cykloalkylové radikaly, které Jjsou popiipadé substituo-
vany jednim nebo vice substituenty nezavisle na sob& vybranymi ze skupiny obsa-
hujici alkyl, halogen, hydroxy, amino, kyano, nitro, alkoxy, karboxy a alkoxy-
karbonyl.

»Halogen“  odkazuje na brom, chlor, jod nebo fluor.

»Halogenalkyl odkazuje na alkylovy radikal, jak byl definovan vy3e, ktery je substituovany
jednim nebo vice halogenovymi radikaly, jak byly definovany vyse, napf. trifluor-
methyl, trichlormethyl, 2,2,2-trifluorethyl, 1-fluormethyl-2—fluorethyl a podobné.

»Heterocyklicky zbytek“ odkazuje na stabilni 3— a% 15—Clenny kruh, ktery je tvofen z uhlikovych
atomi a z jednoho aZ péti heteroatomi vybranych ze skupiny obsahujici dusik,
kyslik a siru, s vyhodou 4— az 8-&lenny kruh s jednim nebo vice heteroatomy
a jeSté vyhodnéji 5— az 6-Clenny kruh s jednim nebo vice heteroatomy. Pro ucely
tohoto vynilezu miZe byt heterocyklicky zbytek monocyklicky, bicyklicky nebo
tricyklicky systém, ktery miize obsahovat fizni kruhové systémy; a dusikové,
uhlikové nebo sirové atomy v heterocyklickém radikalu mohou byt popfipadé oxi-
dovany; atom dusiku miZe byt poptipadé pieménén na kvartémi amin;
a heterocyklické radikily mohou byt &aste¢né nebo zcela nasycené nebo
aromatické. Piiklady takovychto heterocyklickych zbytki zahrnuji, ale nejsou tim
limitovany, azepiny, benzimidazol, benzothiazol, furan, izothiazol, imidazol, indol,
piperidin, piperazin, purin, chinolin, thiodiazol, tetrahydrofuran. Heterocyklicky
zbytek miZe byt popfipadé substituovan R® a R®, jak byly definovény vyse
v souhrnu vynalezu.

»Merkapto* odkazuje na radikal se vzorcem ~SH.
,,Nitro* odkazuje na radikal se vzorcem —-NO,.

Vynalez je konkrétné zaméfen na enzymatické aktivity sloudenin obecného vzorce II proti kina-
zém.

V obecném vzorci II jsou X a Y s vyhodou vybrany ze skupiny obsahujici kyslik, siru a -NR’—,
kde R’ je heterocyklické, specificky 6-€lenny heterocyklicky zbytek s jednim heteroatomem, co
Je dusik, a ktery je piipadné aromaticky a popiipadé oxidovany nebo v kvartérnim stavu. Jesté
vyhodnéji jsou X a Y kysliky.

S Vyhodou jsou R* a R® nezavisle na sobé vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, cyklo-
alkyl, aryl (poptipad€ substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a
alkoxy), -C(R*)(R*)-aryl (arylova &4st miize byt poptipadé substituovana skupinou vybranou ze
skupiny obsahujic alkyl, halogen a alkoxy), -OR’, ~C(O)OR® a -C(R*)(R*}-C(O)OR’ a R® a R*
Jsou nezévisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl a heterocyklicky zbytek.

Jesté vyhodngji jsou R? a R® nezéavisle na sobg vybrény ze skupiny obsahujici alkyl, aryl (pop¥i-
padé substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy),
—CH,-aryl (arylova &ast miiZe byt poptipadé substituovana skupinou vybranou ze skupiny obsa-
hujici alkyl, halogen a alkoxy) a -CH,~C(O)OR?, kde R? Jje vodik nebo alkyl.

Jesté vyhodngji jsou R® a R® nezavisle na sobé vybrany ze skupiny obsahujici methyl, ethyl, pro-
pyl, benzyl, fenyl (poptipadé substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici methyl,
fluor, chlor, brom a methoxy) a —CH,—C(O)O—ethyl.
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Nejvyhodnéjsi slougeniny obecného vzorce II jsou vypsany vtabulce 1 niZze.

Tabulka 1

R* R X Y

" CH,Ph Me o) 0

Et Me o) 0

" Ph Me 0 o)
CH,CO,Et Me 0 0
4-OMePh Me 0] O
4-McPh Me o) 0
4-BrPh Me 0 0
4-FPh Me 0 5)
4-CIPh Me 0 9)
CH,Ph " CH:Ph 0 S

Ph Ph 0 S

Me znaci methyl, Et znaci ethyl a Ph znaéi fenyl

Piiklady provedeni vynalezu

Slou¢eniny vynalezu mohou byt syntetizovany dostupnymi postupy.

Pro vyhodné slouceniny obecného vzorce II je dostupny obecny postup [Martinez, A.; Castro, A.;
Cardelus, 1; Llenas, J.; Palacios, J.M. Bioorg. Med. Chem., 1997, 5, 1275 — 1283].

Konkrétné se slouceniny obecného vzorce II a uvedené v tabulce 1 ptipravi podle syntetického
postupu popsaného schématem 1 a pouzitim reaktivity N—alkyl-S—[N'—(chlorkarbamoyl)amino]-
izothiokarbamoyl—chloridu s riznymi alkylovymi izokyanaty. Chlorinace izothiokyanati se pro-
vede pfidanim ekvimolarniho mnozstvi chléru do hexanového roztoku zminéného izothiokyanatu
pfi —15°C. Reakce iminochloralkylsulfenyl-chloridu s alkyl nebo arylizokyanatem v inertni
atmosfére a nasledna hydrolyza davaji vznik thiadiazolidindionim popsanym vtabulce 1.
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Piiklad 1 — Enzymaticka inhibice slou¢eninami vynalezu

Inhibice GSK-3; Aktivita GSK-3 se stanovi inkubaci smési enzymu GSK-3 (Sigma), zdroje
fosfétu a substratu GSK-3 za piitomnosti a pii absenci odpovidaji testované slou¢eniny a méfe-
nim aktivity GSK-3 této smési.

Konkrétné se aktivita GSK-3 stanovi inkubaci enzymu pfi 37 °C po dobu 20 minut ve vysledném
objemu 12 ul pufru (50 mM Tris, pH = 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 mM
MgCl,) dopinéného 15 uM (vysledna koncentrace) syntetickym peptidem GS 1 [Woodgett, J. R.,
»Use of peptides for affinity purification of proteinserine kinases*, Anal. Biochem., 1989, 180,
237-241] jako substratu, 15 uM ATP, 0,2 uCi(y-*P)ATP a riznymi koncentracemi testované
slou€eniny. Reakce se ukongi ptiddnim alikvotu reakéni smési k fosfocelulézovym p81 papirkiim
Tyto papirky se tfikrat promyji 1% kyselinou fosfore¢nou a ve scintilaénim roztoku se zm&f
radioaktivita inkorporovana do peptidu GS1 pomoci scintiladniho pfistroje.

Slougeniny ukazané v tabulce 1 jsou predstaviteli objektd tohoto vynalezu s GSK—3 inhibi¢ni
aktivitou. Hodnoty ICs, (koncentrace, pfi niZ je vykazovédna 50% inhibice enzymu) jsou shro-
mézdény v tabulce 3 niZe.
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Tabulka 3
x§( N N R
I
-
R'/
Y
R? R’ X Y ICs9 (UM)
CH,Ph Me 0 0 1
Et Me 0 0 5
Et nPr 5) 0 10
Et cyklohexyl 0 0 10
Ph Me 0 0 2
CH,CO,Et Me 0 0 5
4-OMePh Me 0 0 5
CH,Ph Et 0 0 7
Et iPr 8) o) 35
CHzPh Et o) S 6
CH,Ph CH,Ph 0 J 10
Ph Ph 3 S 20
Et Et 0 -8 20
Cyklohexyl Me 0 0 >100
4-MePh Me 0 0 5
4-BrPh Me 0 o) 3
4-FPh Me ) 0 4
4-C]Ph Me 0 0 4
Et Me NN 0 >100
l S
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Et Et N “x 0 >100
l F
Et H N ”\ o) >100
O
Me Me N ”\ O >100
’ A
Et Me N Xy 0 >100
l 7
Et Me N Nt e 0 >100
C
Et Me “U e 6] >100
Et Me N “\ S 10
l /

Me zna¢i methyl, Et zna&i ethyl, Pr zna&i propyl a Ph znagi fenyl

Inhibice GSK-3: Inhibiéni experimenty se také provedou pro rizné koncentrace ATP (az 50 uM)
a ve vech pfipadech se ziskaji stejné hodnoty ICs,. Z toho lze usoudit, ze thiadiazolindiony
nekompetuji s ATP o vazbu na GSK-3.

Prvni &tyfi sloudeniny se testuji na inhibici dal$ich enzymi.

Inhibice proteinkinazy A (PKA): MoZn4 inhibice tohoto enzymu se vyhodnoti stanovenim fosfo-
rylace sthatminu proteinkiniazou A (PKA). Esthatmin se purifikuje podle postupu popsaného
Belmonten a Mitchinsonem (Belmont, L, D.,; Mitchinson, T.J., , Identification of a protein that
interact with tubulin dimers and increase the catastrophe rate of microtubule, Cell, 1996, 84,
623-631).

Konkrétné se pouZije purifikovani PKA (Sigma, katalyticka podjednotka z hovéziho srdce
(p 2645)) a 1015 pg substratu (esthatmin) v celkovém objemu 25 pl roztoku pufru obsahujiciho
20 uM (y-’P)ATP. cAMP proteinkindzova reakce (100 ng/reakce) se provede v 50 pl 25mM
Hepes, pH 7,4, 20 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 2 mM dithiotreitol, 0,5 mM Na,VO,. Poté, co dojde
k reakei, se pfida pufru ukondujici rekei, reakéni smés se povafi pii 100 °C po dobu 5 minut a
fosforylovany protein se charakterizuje gelovou elektroforézo a autoradiograficky se kvantifi-
kuje.
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Za téchto podminek 74dn4 z testovanych sloudenin nevykazovala Zadnou inhibici PKA.

Inhibice proteinkinazy C (PKC): MoZna inhibice tohoto enzymu se vyhodnoti stanovenim fosfo-
rylace peptidu PANKTPPKSPGEPAK (Woodget, J.R., ,,Use of peptides for affinity purification
of protein—serine kinases“, Anal. Biochem.,1989, 180, 237 — 241) proteinkindzou C (PKC)
pomoci fosfatidylserinu jako stimuladni latky. Postupuje se podle metody popsané vyse pro
GSK-3.

Konkrétné se pouzije PKC purifikovana z krysich mozkii podle metody opsané Walshem (Walsh,
M.P.; Valentine, K.A.; Nagi, P.X.; Corruthers, C.A.; Hollenberg, M.D. Biochem.J., 1984, 224,
117-127) a 1-10 mM substrat v celkovém objemu 25 pl roztoku pfislusného pufru obsahujiciho

10 uM (y—"*P)ATP.
Za téchto podminek ?4dna z testovanych sloudenin nevykazovala Zadnou inhibici PKC.

Inhibice kaseinkinazy 2 (CK—2): Fosforylagni aktivita tohoto enzymu se esthatmin se méfi za
pouziti CK—2 purifikované z mozki krav podle metody popsané Alcazarem (Alcazar, A.; Marin,
E.,; Lopez—Fando, J.; Salina, M. ,,An improved purification procedure and properties of casein
kinaze I from brain“, Neurochem. Res., 1988, 13, 829-836), s 3,6 uM substratem v celkovém
objemu 25 pl roztoku prislusného pufru obsahujiciho 20 pM (y-**P)ATP. Testy CK-2 se prove-
dou s esthatminem jako substratem (viz stanoveni PKA) v 50 pl 25 mM Hepes, Ph 7,4, 20 mM
MgCl,, 2 mM EGTA, 2 mM dithiotreitol, 0,5 mM Na;VO, a 100 ng purifikované Ck-2. Poté, co
dojde k reakei, se postupuje podle stejné metody, jaka byla popsana pro PKA.

Za téchto podminek z4dna z testovanych sloucenin nevykazovala Zadnou inhibici CK-2.

Inhibice cyklin—dependentni proteinkinizy 2 (Cdc2): Fosforylacni aktivita tohoto enzymu na
histon H1 se méfi pouzitim Cdc2 (Calbiochem) podle metody popsané Kobayashi (Kobayashi,
H.; Stewart, E.; Poon, R.Y.; Hunt, T. ,Cyclin A and cyclin B dissociate from p34cdc2 with
half-times of 4 and 15 h, respectively, regardless of the phase of the cell cycle®, J. Biol. Chem.,
1994,269, 29 153 — 29 160) s 1 pg/pl substratu v celkovém objemu 25 pl roztoku piislusného
pufru obsahujici 20 uM (y—’P)ATP. Testy Cdc2 se provedou s histonem H1 jako substratem
(viz stanoveni PKA) v 50 ul pufru pH 7,5, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM
EGTA, 100 pM ATP, 0,01% BRIJ-35. Poté, co dojde k reakei, se postupuje podle stejné metody,
jaké byla popsana pro PKA.

Za téchto podminek z4dna z testovanych sloudenin nevykazovala Zadnou inhibici Cdc2.

Priklad 2 — Analyza ristu neuritit po pfidani slouCeniny

Buiiky se udrzuji v Dulbecco médiu (DEMEM) s 10% fetdlnim hovézim sérem, glutaminem
(2 mM) a antibiotiky. Pro analyzu potencidlni inhibice GSK-3 in vivo se pouziji mysi neuro-
blastomové N,A kultury (Garcia-Perez, J.; Avila, J.; Diaz-Nido, J., ,Lithium induces
morphological differentiation of mouse neublastoma®, J. Neurol. Res., 1999, 57, 261 — 270).
Testované slougeniny se pidaji k témto bun&&nym kulturdm. Tato buné¢na linie je zv1astni tim,
%e po pridani chloridu lithného (10 mM), znamého inhibitoru GSK-3, vykazuje ur¢ité vlastnosti
neurélniho fenotypu (neuritové extenze). Po 2 az 3 dnech kultivace se zkontroluje iCinek testo-
vanych slou¢enin uspofadanych v tabulce 1. Pozoruje se vytvafeni neuritovych extenzi, a to stej-
nych, jako kdyz se ptida lithium. Tento fakt potvrzuje inhibi¢ni vlastnosti sloucenin na
GSK-3 in vivo.
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Ptiklad 3 — Zastaveni bunééného cyklu

Soucasné se studuje potencidlni interference téchto slougenin s bunéénym cyklem bunék N,A.
Buriky se udrzuji v Dulbecco médiu (DEMEM) s 10% fetalnim hovézim sérem, glutaminem
(2 mM) a antibiotiky.

Prvni &tyfi slougeniny obecného vzorce II uvedené v tabulce 3 se testuji za popsanych podminek
a vykazuji schopnost zastavovat buné&ny cyklus v koncentracich inhibitoru spadajicich mezi

100nM a 1 pM. Zablokovani bungk se pogate&nd pozoruje v koncentracich mezi 100 az 200 nM
a maximalni G€inek nastdva pii 1 uM koncentraci.

Testované slougeniny nejsou toxické na stacionarni fibroblastovou kulturu MRC—5 po 10 dnech
kontinualni expozice k inhibitorim.

Pfiklad 4 — Zastaveni bun&¢ného cyklu

Hodnoty ICs, pro nékteré ze slou€enin, které se testuji na bunéenych kulturich N,A, jsou uve-

deny v tabulce 5 niZze.
X S RP

Tabulka §
R R X Y ICso (UM)
CH,Ph Me o) 0] 4-83
Et Me 8] 0 40-100
Et nPr 0 0] 5-10
Et cyklohexyl o 0 6-9
Ph Me o) o) 47
CH,CO-Et Me 0 9] 1-2
4-OMePh Me 0 0O 1-2
CHyPh Et o ) 4-7
CH,Ph CH,Ph o o) 2-3
Et Et 0 O 30-80
CH,Ph CH,Ph 0 S 1-2
Ph Ph o S 4-8

Me znati methyl, Et znaéi ethyl, Pr znaéi propyl a Ph zna&i fenyl.

-10-
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Primyslova vyuzitelnost

Typické sloudeniny tohoto vynalezu selektivné inhibuji GSK-3p bez inhibice ostatnich protein-
kinaz, jako jsou PKA, PKC, CK-2 aCdK2, coZ miiZe eliminovat Sirokospektrélni a¢inky. GSK-
3P se uéastni etiopatogeneze AD a je zodpovédna za abnormalni hypedrfosforylace proteinu tau.
Selektivni inhibitory zde popsané mohou byt pouZitelné pro piipravu farmaceutického prostiedku
pro lé¢bu neurodegenerativnich onemocnéni asociovanych s patologii proteinu tau, specialn€ pro
AD, coZ tvofi &ast tohoto vynalezu. Inhibiéni (€inek téchto sloucenin na GKS-3p vede k navrho-
vani 16¢iv schopnych zastavit tvorbu neorofibrilarich siti, jednoho z charakteristickych znak
piitomného u tohoto neurodegenerativniho procesu.

Tyto slouéeniny mohou byt pouZitelné pro piipravu farmaceutického prostfedku pro 1é¢bu dal-
$ich patologickych stavi, na kterych se podili GSK-3P, jako je non—inzulin dependentni diabetes
mellitus.

Navic tyto slouéeniny mohou byt pouzitelné pro piipravu farmaceutického prosttedku pro [écbu
hyperproliferativnich onemocnéni, jako jsou dysplazie a metaplazie riznych tkani, lupénky,
arteriosklerdzy, restenézy a rakoviny, diky jejich inhibovani bunééného cyklu, coZ tvofi &ast
tohoto vynélezu.

Navic vynélez dile poskytuje farmaceutické prostfedky obsahujici slouceniny tohoto vynalezu
spole¢né s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo rozpoustédlem. Vhodné podoby davek
a davkové rezimy mohou byt sestaveny a pfizpiisobeny vsouladu s konven¢ni praxi.

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti thiodiazolidinového derivatu obecného vzorce I1

X S\N// R
(m '

/

R? Y

kde:

R* a R® jsou nezavisle na sobé& vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, cykloalkyl, halogen-
alkyl, aryl popiipadé substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen
aalkoxy, (Z),—aryl, pfiCemz arylova €ast miZe byt popfipadé substituovana skupinou
vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy, aromaticky heterocyklicky zbytek,
-OR’,

—C(O)R*, -C(O)OR’, «Z),~C(O)OR’ 2 ~S(O)—;

Z je nezgivisle vybréano ze skupiny obsahujici —C(R*)(RY-, -C(0)-, -0, —C(=NR*-, -8(0)~
aNR);

n je nula, jedna nebo dve;

t  je nula, jedna nebo dv¢;

-11 -
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R’ a R* jsou nezavisle na sob vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, aryl a heterocyklicky
zbytek, kterym je stabilni 3~ az 15-¢lenny kruh, ktery je tvofen z uhlikovych atomi a
zjednoho az péti heteroatomii vybranych ze skupiny obsahujici dusik, kyslik a siru,
s vyhodou 4- az 8-&lenny kruh s jednim nebo vice heteroatomy a jesté vyhodngji 5- az 6
Clenny kruh s jednim nebo vice heteroatomy;

X aY jsou nezivisle na sobé vybrany ze skupiny obsahujici =0, =S, =N{R’) a =C(R"YR?); a

R a R’ jsou nezavisle na sobé& vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, cykloalkyl, halogen-
alkyl, aryl, «(Z),—aryl, aromaticky heterocyklicky zbytek, -OR’, —-C(O)R’, —C(O)OR’,
~(2)+- C(O)OR® a ~S(0);

pro pfipravu farmaceutického prostiedku pro lécbu nemoci, na niz se podili heterocyklické inhi-
bitory glykogensyntazakinzy GSK-3.

2. Pouziti podle naroku 1, kde je nemoc vybrana z Alzheimerovy nemoci nebo noninzulin
dependentniho diabetes mellitus.

3. Poutziti podle naroku 1, kde nemoci je hyperproliferativni nemoc, jako je rakovina, dysplazie
nebo metaplazie tkani, lupénka, arterioskleréza nebo restenoza,

4. Poutiti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce II podle kteréhokoliv z pfedchazeji-
cich naroki 1 az 3, kde R*a R® Jsou nezévisle na sobé vybrany ze skupiny osahujici vodik, alkyl,
cykloalkyl, aryl popfipads substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen
a alkoxy, -C(R*)(R*)-aryl, pfi¢emz arylova &4st je poptipadé substituovana skupinou vybranou
ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy, -OR®, ~C(O)OR® a ~CR)R*)-C(O)OR* a R® a
R* jsou nezévisle na sobé vybrény ze skupiny obsahujici vodik, alkyl a heterocyklicky zbytek
definovany v naroku 1.

S.  Poutziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce II Podle pfedchazejictho naroku 4,
kde R* a2 R jsou nezévisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici alkyl, aryl popiipad& substituo-
vany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy, —CHj-aryl, pfi€emz ary-
lové ¢ast je poptipadé substituovina skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen
alkoxy, a—CH,~C(O)OR’ a R’ je vodik nebo alkyl.

6. Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce II podle pfedchazejiciho naroku 5, kde
R*a R jsou nezavisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici methyl, ethyl, propyl, benzyl, fenyl,
popfipadé substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici methyl, fluor, chlor, brom
a methoxy, a -CH,~C(O)O-ethyl.

7. Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce I podle predchazejicich naroku 1, 2
nebo 3, kde X a Y jsou nezavisle na sobé vybrény ze skupiny obsahujici =0, =S a =NR?®, kde R®
je heterocyklicky zbytek definovany v naroku 1.

8. Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného naroku I podle predchazejiciho naroku 7,
kde X je =O.

9.  Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce I podle pfedchazejiciho naroku 8, kde
Xje=0aY je=0.

-12-
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10. Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce II podle predchazejicich naroki 1, 2

nebo 3, kde:

R® a R? nezavisle na sobé vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl, cykloalkyl, aryl (popfipadé
substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy),
—C(R)(RY-aryl, pficemz arylové &ast miize byt popfipadé substituovana skupinou vybranou
ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy, ~OR’, ~C(O)OR’ a -C(R’)R*}-C(O)OR’;

R® a R* jsou nezévisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici vodik, alkyl a heterocyklicky zby-
tek definovany v naroku 1; a

X a 'Y jsou nezavisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici =0, =5 a =NR’.

11. Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce 11 podle pfedchazejiciho naroku 10,
kde:

R? 2 R® nezévisle na sobé vybrany ze skupiny obsahujici alkyl, cykloalkyl, aryl popfipadé sub-
stituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy,
~C(R*)(R*)-aryl, pfi¢emz arylovéa &ast je popfipadé substituovana skupinou vybranou ze
skupiny obsahujici alkyl, halogen a alkoxy, ~OR’, -C(O)OR® a -C(R*)(R*)-C(O)OR’;

R a R* jsou nezavisle na sobé& vybrany ze skupiny obsahujici vodik a akyl; a

X je=0.

12. Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce II Podle pfedchazejiciho naroku 11,
kde

R* a R® jsou nezavisle na sob& vybrany ze skupiny obsahujici methyl, ethyl, propyl, benzyl, fenyl,
popfipadé substituovany skupinou vybranou ze skupiny obsahujici methyl, fluor, chlor,
brom a methoxy, a -CH,~C(O)O—ethyl;

X je=0;a

Y je=0.

-13-
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13. Pouziti thidiazolidinového derivatu obecného vzorce II podle jakéhokoliv ptedchazejiciho
naroku 1 az 3, kde tento thiadiazolidinovy derivat odpovida Jjedné z nasledujicich moznosti:

R R’ X Y
CH:Ph Me 0 0]
Et Me 0 O

Ex nPr 0 0

Et cyklohexyl 0 0

Ph Me 0 0

- CHCOLEt Me O 0
CH,CO;Et CH.CO:Et O 0
4-OMePh Me O O
CHzPh Et O o
Et iPr 0 0
CH-Ph Et O S
CR-Ph CH,Ph O S
CH,Ph CH2Ph 0 0
Ph Ph 0 S

Et Ft 0 S
cyklohexyl Me 0 )
4-MePh Me O 0
4-BrPh Me o O
4-FPh Me O O
4-CIPh Me O 0
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Et Me N "
& P
Et Et N "
Q
Et | H N "
&
Me Me N "
l y
Et Mc N Ny
l F
Et Me N Nt
l Va
Et Me "\O e
Et Me N “\
i Va

a kde Me zna¢i methyl, Et zna&i ethyl, Pr znadi propyl a Ph znati fenyl.

-15-
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14. Pouziti thiadiazolidinového derivatu obecného vzorce II podle pfedchazejiciho naroku 13,
kde tento thiadiazolidinovy derivat odpovida Jjedné z nasledujicich mozZnosti:

R* R’ X Y
CH,Ph Me ) 0O
Et Me O O

Ph Me 0 0
CH;CO;Et Me 0] O
4-OMePh Me 0 O
4-MePh Me ) O
4-BrPh Me O 0]
4-FPh Me 0 0
4-ClPh Me O o
CH,Ph CH,Ph O S
Ph Ph o S

a kde Me znai methyl, Et zna&i ethyl a Ph znagi fenyl.

15. Farmaceuticky prostfedek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje Jjako aktivni latku
thiadiazolidinovy derivat obecného vzorce II, jak byl definovin v jakémkoliv predchézejicim
naroku | az 14.

10 16. Thiadiazolidinovy derivat obecného vzorce II:

X S\ N/ R®
(I ,

N

/

R? Y

kde vyznam substituentii odpovida Jjedné z nasledujicich moznosti:

-16 -
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R* R® X Y
CH,Ph Me 0 0
CH,CO;Et Me 0 0
4-OMePh Me 0] 0
4-MePh Mc O 0
4-FPh Me 0 0
4-ClPh Me O 0
CH,Ph CH;Ph 0 S
Ph Ph 0] S
CH,CO,Et CH,CO,Et O 6]
4-BrPh Me 0 0]

a kde Me znadi methyl, Et znaci ethyl a Ph znaci fenyl.

Konec dokumentu
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