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sl ma vynikajici GnRH-antagonizujici aktivitu a je uZite¢na
pro predchdzeni nebo 1é&eni onemocndni zavislych na
pohlavnich hormonech.
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Thienopyrimidiny, zpiisob vyroby a pouziti

Oblast techniky

PredloZeny vynélez se tyka thieno[2,3—d]pyrimidinovych sloudenin, které vykazuji aktivitu
antagonizovat hormon uvoliiujici gonadotropin (GnRH), jejich vyroby a pouZiti.

Dosavadni stav techniky

Sekrece hormonu pfedniho podvésku mozkového podléha zpétné kontrole perifernimi hormony
sekretovanymi z cilovych organi p¥islugnych hormoni a hormony z hypotalamu [coz je horni
centralni organ pfedniho laloku podvésku mozkového (zde déle jsou tyto hormony souhrnng
nazyvany ,hormony hypotalamu®)] regulujicimi sekreci. V predloZeném stupni, pokud jde
o hormony hypotalamu, byla potvrzena existence deviti druht hormonti, mezi které patii
napiiklad hormon uvoliiujici tyreotropin (TRH) a hormon uvolilujici gonadotropin [GnRH, nékdy
nazyvany také LH-RH (hormon uvoliiujici luteiniza&ni hormon)]. O téchto hormonech se
pfedpoklada, Ze svij inek vykazuji prostiednictvim receptoril, o nichz se predpoklada, e
existuji v pfednim laloku podvésku mozkového. V soudasné dobé Je vyvijeno usili nelézt gen pro
expresi receptoru specifického pro tyto hormony, v&etng ptipadi u ¢lovéka. Antagonisté nebo
agonisté specificky a selektivng plsobici na tyto receptory by tedy mély regulovat ucinek
hormonu hypotalamu a sekreci hormonu pfedniho podvésku mozkového. Jako vysledek se
ocekavd, Ze takovi antagonisté nebo agonisté budou predchazet nebo 16&it onemocnéni hormonu
pfedniho podvésku mozkového.

Mezi znamé slouceniny, které maji aktivitu antagonizovat GnRH, patii linearni peptidy odvozené
od GnRH (patent US 5 140 009 a patent US 5 171 83 5), cyklicky hexapeptidovy derivat
(japonsky patentovy spis A~61-191698), bicyklicky peptidovy derivat [Journal of Medicinal
Chemistry 1993, 36, 3265 a7 3273.) a tak dale. Mezi nepeptidové slouceniny, které maji aktivitu
antagonizovat GnRH, patii sloudeniny popsané ve spisu WO 95/28405 (japonsky patentovy spis

—-8-295693), spisu WO 97/14697 (Japonsky patentovy spis A-9-169767), ve spisu
WO 97/14682 (japonsky patentovy spis A-9-169735) a ve spisu WO 96/24597 (japonsky paten-
tovy spis A-9-169768) atd.

U peptidovych slouéenin existuje velky podet probléma, ktery by mél byt fesen, pokud jde o
ordlni absorbovatelnost, formu davkovani, objem davky, stabilitu 1é&iva, pretrvavajici uginek,
metabolickou stabilitu atd. Existuje silny pozadavek na orilniho GnRH antagonistu, zv]asts
takového, ktery je zaloZen na nepeptidové sloudening, ktery ma vynikajici terapeuticky udinek na
rakoviny zavislé na hormonech, nap¥. rakovinu prostaty, endometrizu, pfedéasnou pubertu atd.,
ktery nevykazuje ptechodny hypofyzidlni-gonadotropni u&inek (akutni ucinek) a ktery ma
vynikajici biologickou dostupnost.

Prehled obrazku na vykrese

Obrazek 1 ukazuje LH koncentrace v testované plazmé opic. Na obrazku — A — znamena kontrolni
skupinu-1, —— znamené kontrolni skupinu—2, —/\— znamend skupinu sloudeniny—1, [ -
znamena skupinu slou¢eniny—2 a —~O- znamen4 skupinu slou¢eniny-3.
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Podstata vynalezu

Autofi predloZzeného vyndlezu studovali rtizné slouCeniny. Jako vysledek poprvé zjistili, e
nasledujici nova sloudenina, kters ma substituent, skupinu obecného vzorce -NH-CO-NR'R?,
v némz kazdy symbol znamena jak niZe uvedeno, v para—poloze fenylové skupiny thieno[2,3—d]-
pyrimidinového skeletu nebo jeji siil (zde dale nékdy stru¢né oznaCované jako sloudenina
obecného vzorce I). Zjistili také, Ze sloudenina obecného vzorce I ma necekanou vynikajici
aktivitu antagonizovat GnRH, danou na zékladé shora uvedeného specifického substituentu,
a nizkou toxicitu a je tedy uspokojiva jako 1é¢ivo, které ma aktivitu antagonizovat GnRH. Na
zakladé tohoto zji§téni byla vyvinuta slougenina obecného vzorce I

RS
\
HVN R") n
ST N

N
o
R o) l,: »
F

kde R' i R? znamena atom vodiku, hydroxylovou skupinu, alkoxyskupinu s 1 az 4 atomy uhliku,
alkoxy(s 1 aZ 4 atomy uhliku)karbonylovou skupinu nebo alkylovou skupinu s 1 a% 4 atomy
uhliku, kterd miiZe byt substituovana,

R’ znamen4 atom vodiku, atom halogenu, hydroxylovou skupinu nebo alkoxyskupinu s 1 az
4 atomy uhliku, ktera miZe byt substituovéana, nebo

dvé piilehlé skupiny R® mohou spoledné tvofit alkylendioxyskupinus 1 az 4 atomy uhliku,
R* znamen4 atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku,

R® znamena alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku, kterd muze byt substituovana, nebo
skupinu obecného vzorce

5
R
v némZ R’ znamen4 atom vodiku nebo R* a R® mohou spole¢né tvofit heterocyklicky kruh a

n  znamena &islo 0 az 5.
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Predlozeny vynalez se tedy tyka:
1) slouceniny obecného vzorce I,

2) slouceniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli, kterou je slouéenina obecného
vzorce la

(1a),

N/LO

vnémz R' i R? znamena atom vodiku, hydroxylovou skupinu, alkoxyskupinu s 1 az 4 atomy
uhliku nebo alkylovou skupinu s 1 a7 4 atomy uhliku, kterd miZe byt substituovana, R® znamena
atom vodiku, atom halogenu nebo alkoxyskupinu s 1 a¥ 4 atomy uhliku, R* znamena alkylovou
skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku a R® znamena Jjak uvedeno shora,

3) slou€eniny podle shora uvedeného bodu ad 1), nebo jeji soli, vnémz R' znamena alkoxy-
skupinu s 1 az 3 atomy uhliku,

4) slouceniny podle shora uvedeného bodu ad 3) nebo jeji soli, vnémz R? znamend atom
vodiku,

5) slouceniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli, vnémz R*® znamena atom
vodiku,

6) slouceniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli, v némz R® znamena skupinu
obecného vzorce

R&
v némz R’ znamen4 Jak shora uvedeno,

7)  slou€eniny podle shora uvedeného bodu ad 2) nebo jeji soli, v némz R* znamen4 alkylovou
skupinu s 1 az 3 atomy uhliku a R’ znamen4 atom vodiku,

8) slouceniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli, vnémZ n znamena &islo
1 nebo 2,
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9) sloudeniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli, vnémz R' znamena
1) hydroxylovou skupinu, ii) alkoxyskupinu s 1 a2 4 atomy uhliku nebo iii) alkylovou skupinu
s 1 az 4 atomy uhliku, kterd miiZe byt substituovéna hydroxylovou skupinou nebo alkylkarbonyl-
oxyskupinu s alkylovou skupinou s 1 az 4 atomy uhliku, R? znamen4 atom vodiku, alkylovou
skupinu s 1 az 4 atomy uhliku nebo alkoxykarbonylovou skupinu s alkoxyskupinou s 1 aZ
4 atomy uhliku, R® znamena atom vodiku, atom halogenu, hydroxylovou skupinu nebo alkoxy-
alkoxyskupinu, kde alkoxyskupina ma 1 a7 4 atomy uhliky, nebo dv& prilehlé skupiny
R® spole&né tvori alkylendioxyskupinu s 1 az 3 atomy uhliku, R* znamen4 atom vodiku nebo
alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku, R® znamena alkoxyalkylovou skupinu, kde alkylové
i alkoxyskupina maji 1 az 4 atomy uhliku, nebo skupinu obecného vzorce

5
R
v némz R’ znamen4 atom vodiku nebo R* a R® spolecn€ tvofi 5— nebo 6-¢lenny heterocyklicky

kruh a n znamena &islo 1 nebo 2,

10) slouceniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli, v némz R' znamena hydro-
xylovou skupinu, methoxyskupinu nebo alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku, R? znamena
atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku, R znamen4 alkylovou skupinu s 1
aZz 3 atomy uhliku, R® znamena benzylovou skupinu a n znamena &islo 0,

11) 5—(N—benzyl—N—methylaminomethyl)—1—(2,6—diﬂuorbenzyl)—6—[4—(3—meth0xyureido)—
fenyl]—3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)—dionu nebo jeho soli,

12) zpisobu vyroby slougeniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli, vyznaujiciho
se tim, Ze se sloudenina obecného vzorce I1

i
N O
Rd/ R3> n

/, N

s N
’ -
F

v némz kazdy symbol znamena jak je shora definovano, nebo Jeji stil (zde dale nékdy oznadované
struéné jako sloucenina obecného vzorce II) necha zreagovat s karbonyldiimidazolem nebo
fosgenem, nadeZ nasleduje reakce se slougeninou obecného vzorce I11

H,N
(in,

R'-NH-R? (1),

v némZ kazdy symbol znamen4 jak je shora uvedeno, nebo Jeji soli (zde dale nékdy oznadované
struéné jako sloucenina obecného vzorce I1I),
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13) farmaceutického prostiedku, ktery obsahuje slou&eninu podle shora uvedeného bodu ad 1)
nebo jeji sil,

14) farmaceutického prostredku podie shora uvedeného bodu ad 13), ktery je pro antagonizovani
hormonu uvolilujiciho gonadotropin,

15) farmaceutického prostfedku podle shora uvedeného bodu ad 14), ktery je pro pfedchazeni
nebo lé€eni onemocnéni zavislého na pohlavnich hormonech,

16) zplsobu antagonizovani hormonu uvoliiujiciho gonadotropin u savce, ktery to potebuje,
podle kterého se uvedenému savci podava efektivni mno¥stvi slouceniny podle shora uvedeného
bodu ad 1) nebo jeji soli s farmaceuticky piijatelnym excipiens, nosi¢em nebo fedidlem,

17) pouziti sloudeniny podle shora uvedeného bodu ad 1) nebo jeji soli pro vyrobu
farmaceutického prosttedku pro antagonizovani hormonu uvoltiujiciho gonadotropin a tak dale.

Kazdy symbol ve shora uvedenych obecnych vzorcich je zde dale popsan podrobnéji.

»Alkoxyskupina s 1 az 4 atomy uhliku® pro symboly R' a R® zahrnuje naptiklad methoxyskupinu,
ethoxyskupinu, propoxyskupinu, butoxyskupinu, izopropoxyskupinu, terc.butoxyskupinu atd.

7

Z nich je vyhodna alkoxyskupina s 1 az 3 atomy uhliku, vyhodnéjsi je methoxyskupina.

»Alkoxy(s 1 az 4 atomy uhliku)karbonylova skupina“ pro symboly R' a R? zahrnuje napiiklad
methoxykarbonylovou, ethoxykarbonylovou, propoxykarbonylovou, izopropoxykarbonylovou,
butoxykarbonylovou a terc.butoxykarbonylovou skupinu atd. Vyhodna je znich alkoxy(s 1 az

vvvvv

3 atomy uhliku)karbonylové skupina. Vyhodngjii je methoxykarbonylova skupina.

»Alkylova skupina s 1 az 4 atomy uhliku“ v »alkylové skuping s 1 aZ 4 atomy uhliku, kterd mtze
byt substituovana“ pro symbol R! nebo R? zahrnuje napiiklad alkylovou skupinu s 1 a2 4 atomy
uhliku s ptimym fetézcem (napf. methylovou, ethylovou, propylovou, butylovou skupinu atd.),
vétvenou alkylovou skupinu se 3 az 4 atomy uhliku (napt. izopropylovou, izobutylovou,
sek.butylovou, terc.butylovou skupinu atd.) a tak déle. Z nich Je vyhodna alkylova skupina s 1 a2

v

3 atomy uhliku. Vyhodnéjsi je ethylova skupina.

Mezi ,,substituenty“ ,,alkylové skupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku, ktera mize byt substituovana“ pro
symbol R nebo R patii napftiklad i) hydroxyskupina, ii) acyloxyskupina s 1 a% 7 atomy uhliku
[napf. alkyl(s 1 az 6 atomy uhliku)karbonyloxyskupina, jako Je acetoxyskupina, propionyloxy-
skupina atd.], iii) benzoyloxyskupina, iv) aminova skupina, ktera miiZe byt substituovana 1 nebo
2 substituenty, vybranymi ze skupiny sestdvajici z alkoxy(s 1 az 6 atomy uhliku)karbonylové
skupiny (napf. methoxykarbonylové, ethoxykarbonylové, terc.butoxykarbonylové skupiny atd.),
benzyloxykarbonylové skupiny, acylové skupiny s 1 az 4 atomy uhliku [napf. alkyl(s 1 az
3 atomy uhliku)karbonylové skupiny, jako je acetylova, propionylova skupina atd.], alkylové
skupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku (napt. methylové, ethylové, propylové, butylové skupiny atd.)
a alkylsulfonylové skupiny s 1 aZ 3 atomy uhliku (napf. methansulfonylové skupiny atd.), atd.
[napf. aminové, dimethylaminové, methoxykarbonylaminové, ethoxykarbonylaminové, terc.-
butoxykarbonylaminové, benzyloxykarbonylaminové, acetylaminové, methansulfonylaminové
skupiny atd.], v) alkoxyskupiny s 1 aZ 10 atomy uhliku (napf. methoxyskupiny, ethoxyskupiny,
propoxyskupiny, terc.butoxyskupiny atd.), vi) cykloalkyloxykarbonyl(se 3 az 7 atomy uhliku)-
alkoxy(s 1 az 3 atomy uhliku)skupiny (napf- cyklohexyloxykarbonyloxy-1-ethoxyskupiny atd.),
vii) alkoxy(s 1 az 3 atomy uhliku)alkoxy(s 1 aZ 3 atomy uhliku)skupiny (napf. methoxymethoxy-
skupiny, methoxyethoxyskupiny atd.) a tak dale. Vyhodnou Je z nich methoxyethoxyskupina.

»Alkylova skupina s 1 az 4 atomy uhliku® v alkylové skupiné s 1 az 4 atomy uhliku, ktera miize
byt substituovana“ pro symbol R' nebo R? mtize mit 1 a¥ 5, s vyhodou 1 az 3 substituenty, jak
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bylo shora uvedeno, v moznych polohach a jestlize podet substituentd je dva nebo vice, tyto
substituenty mohou byt stejné nebo se mohou navzajem ligit.

Jeden ze symboli R' a R? s vyhodou znamena atom vodiku a druhy znamena alkoxyskupinu
s 1 az 3 atomy uhliku.

Mezi ,,atom halogenu® symbolu R? patii napfiklad atom fluoru, atom chloru, atom bromu, atom
jodu atd. Z nich je vyhodny atom chloru.

Mezi ,,alkoxyskupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku“ v »alkoxyskuping s 1 az 4 atomy uhliku, kterd maze
byt substituovana“ pro symbol R’ patii napfiklad methoxyskupina, ethoxyskupina, propoxy-
skupina, izopropoxyskupina, butoxyskupina, terc.butoxyskupina atd. Z nich je vyhodna methoxy-
skupina.

»Substituenty* ,,alkoxyskupiny s 1 az 4 atomy uhliku, ktera mtze byt substituovana“ u symbolu
R? jsou stejné Jako shora uvedené ,,substituenty* ,,alkylové skupiny s 1 az 4 atomy uhliku, ktera
miiZze byt substituovana“ pro symbol R' nebo R% Z nich Jje vyhodna alkoxyskupina s 1 a7 4

atomy uhliku.

»Alkoxyskupina s 1 a% 4 atomy uhliku® mtZe mit 1 aZ 5, svyhodou 1 aZ 3 shora uvedené
substituenty v moZznych polohéach. JestliZe podet substituentti Je dva nebo vice, tyto substituenty
mohou byt stejné nebo se mohou navzajem lisit.

Mezi ,,alkylendioxyskupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku® tvofenou dvéma pfilehlymi skupinami R®
patfi napfiklad methylendioxyskupina, ethylendioxyskupina atd.

R’ s vyhodou znamena atom vodikau.

»Alkylova skupina s 1 aZ 4 atomy uhliku® pro symbol R* zahrnuje napiiklad alkylovou skupinu
s 1 az 4 atomy uhliku s pfimym Fetézcem (napt. methylovou, ethylovou, propylovou, butylovou
skupinu atd.), vétvenou alkylovou skupinu se 3 az 4 atomy uhliku (napf. izopropylovou, izo-
butylovu, sek.butylovou, terc.butylovou skupinu atd.) a tak dale. Z nich je vyhodna alkylova

v

skupina s 1 aZ 3 atomy uhliku. Vyhodné&j§i je methylova skupina.

»Alkylova skupina s 1 aZ 4 atomy uhliku, kterd miZe byt substituovana“ pro symbol R® znamena
stejné jako je shora uvedeno u symbolu R! nebo R? pro ,alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy
uhliku, kterd miize byt substituovana®.

Mezi ,heterocyklicky kruh“ tvofeny R* a R® patii napiiklad 5— nebo 6-&lenny atom dusiku

obsahujici heterocyklicky kruh atd. Jestlize R* a R’ vzaty spole¢né€ tvori piiklady skupiny
obecného vzorce

zahrnuji skupinu vzorce
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N - nebo atd.

Z nich je vyhodna skupina vzorce
N_._._..

R® s vyhodou znamena skupinu obecného vzorce

HS
v némz R’ znamené jak shora uvedeno.
R* s vyhodou znamena alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku a R znamena atom vodiku.
Symbol n s vyhodou znamena &islo 1 nebo 2.
Mezi vyhodné ptiklady slougeniny obecného vzorce I patii sloudenina obecného vzorce Ia.

Vyhodnéji znamena slougeninu nebo jeji sil, v niz R' znamena hydroxylovou skupinu, methoxy-
skupinu nebo alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku, R* znamen4 atom vodiku nebo alkylovou
skupinu s 1 az 3 atomy uhliku, R* znamena alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku, R® znamena
benzylovou skupinu a n znamen4 &islo 0.

Vyhodnéji znamena sloudeninu nebo jeji sil, v niz R; znamena alkoxyskupinu s 1 az 3 atomy
uhliku, R” i R’ znamena atom vodiku, R* znamen4 alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku,
R® znamena benzylovou skupinu a n znamena &islo 0.

Vyhodné&jsi piiklady slouteniny obecného vzorce I zahrnuji sloudeninu nebo jeji stl, v niz
R' znamena4 i) hydroxylovou skupinu, ii) alkoxyskupinu s 1 aZ 4 atomy uhlikunebo iii) alkylovou
skupinu s 1 az 4 atomy uhliku, kterd miZe byt substituovana hydroxylovou skupinu nebo alkyl-
karbonyloxyskupinu s alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku, R> znamen4 atom vodiku,
alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku nebo alkylkarbonyloxyskupinu s alkylovou skupinou
s 1 az 4 atomy uhliku, R’ znamena atom vodiku, atom halogenu, hydroxylovou skupinu nebo
alkoxyalkoxyskupinu, kde alkoxyskupina mé4 vzdy 1 az 4 atomy uhliku, nebo dvé prilehlé
skupiny R® mohou spole¢né tvofit alkylendioxyskupinu s 1 az 3 atomy uhliku, R* znamena atom
vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku, R® znamen4 alkoxyalkylovou skupinu, kde
alkylova i alkoxyskupina maji 1 az 4 atomy uhliku, nebo skupinu obecného vzorce
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vnémz R’ znamena atom vodiku nebo R* a R’ mohou spoletné tvofit 5— nebo 6-&lenny
heterocyklicky kruh, a n znamena &islo 0 nebo 1,

Jako sloucenina obecného vzorce I je zde konkrétné uveden 5~(N-benzyl-N-methylamino-
methyl)—1—(2,6—diﬂuorbenzyl)—6—[4~(3—methoxyureido)fenyl]~3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—
2,4(1H,3H)~dion nebo jeho siil,

5—(N—benzyl—N—methylaminomethyl)—1—(2,6—diﬂu0rbenzyl)—6—[4—(3—hydroxyureido)fenyl]—3—
fenylthieno[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion nebo jeho siil,

5—(N—benzyl—N—methy1aminomethyl)—1—(2,6—diﬂu0rbenzyl)—6—[4—(3—methylureido)fenyl]—3—
fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)~dion nebo jeho sil,

5—(N—benzyl—N—methylaminomethyl)—1—(2,6—diﬂuorbenzyl)—6—[4—(3—ethylureido)fenyl]—3-
fenylthieno[2,3—-d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion nebo jeho siil a tak dale.

Znich je vyhodnym 5~(N-benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2,6—difluorbenzyl)-6-[4—(3—
methoxyureido)fenyl]-3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)—dion nebo jeho siil.

Soli slouceniny obecného vzorce I s vyhodou znamenaji fyziologicky pfijatelné adiéni soli s
kyselinami. Mezi tyto soli patii napiiklad soli s anorganickymi kyselinami (napf. kyselinou
chlorovodikovou, kyselinou bromovodikovou, kyselinou dusi¢nou, kyselinou sirovou a kyselinou
fosfore¢nou), soli s organickymi kyselinami (napf. s kyselinou mraveni, kyselinou octovou,
kyselinou trifluoroctovou, kyselinou fumarovou, kyselinou §tavelovou, kyselinou vinnou, kyseli-
nou maleinovou, kyselinou citrénovou, kyselinou jantarovou, kyselinou jable¢nou, kyselinou
methansulfonovou, kyselinou benzensulfonovou, kyselinou p—toluensulfonovou atd.) a tak dale.
JestliZe slou€enina obecného vzorce I ma kyselou skupinu, mizZe tvofit fyziologicky pfijatelnou
sil s anorganickou bézi (napk. alkalickymi kovy a kovy alkalickych zemin, jako je sodik, draslik,
vapnik a hof¢ik, a amoniakem) nebo organickou bazi (nap¥. trimethylaminem, triethylaminem,
pyridinem, pikolinem, ethanolaminem, diethanolaminem, triethanolaminem, docyklohexyl-
aminem, N,N'—dibenzylethylendiaminem atd.).

Slou€enina obecného vzorce I se miize vyrabét jakymkoliv zndmym zptsobem, napiiklad podle
zpusobu popsaného v japonském patentovém spisu A-9-169768, spisu WO 96/24597 nebo
zpiisoby jim podobnymi. Konkrétng jsou zde uvedeny nasledujici zptisob vyroby 1 a zpisob
vyroby 2. Mezi slouceniny obecného vzorce 11 az VII popsanych v nasledujicim zplisobu patii
Jejich soli. Pro jejich soli Ize odkazat napiiklad na totéZ, co bylo uvedeno o solich slou€eniny
obecného vzorce I.
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Zpusob vyroby 1
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HQ,NH

(III)

. sloucenina vzorce (|)

Ve shora uvedenych vzorcich L znamena odchazejici skupinu a dalii symboly znamenaji jak
shora uvedeno.

Mezi ,,odchazejici skupinu“ pro symbol L patii naptiklad 1-imidazolylova skupina, atom haloge-
nu, alkoxyskupina, kterd mize byt substituovéna, atd. ,Mezi »alkoxyskupinu, ktera mtze byt
substituovana“ patti naptiklad alkoxyskupina s 1 aZ 4 atomy uhliku, kterd miZe byt substituovana
1 az 3 atomy halogenu, jako je atom chloru, atom bromu atd. (napf. 2,2,2—trichlorethoxyskupina
atd.).

Slou¢enina obecného vzorce II se miZze vyrdbét zplisoby popsanymi v Jjaponském patentovém
spisu A-9-169768 nebo analogickymi zpiisoby.

Sloucenina obecného vzorce I se miize vyrobit zreagovanim sloueniny obecného vzorce II
s karbonyldiimidazolem (N,N'—karbonyldiimidazol, CDI) nebo fosgenem (monomerem, dimerem
nebo trimerem). Ziska se sloucenina obecného vzorce IV, ktera se pak necha Zreagovat se
sloueninou obecného vzorce III. Reakce se miiZze provadsét bez izolace slou¢eniny obecného
vzorce IV nebo se slou¢enina obecného vzorce IV miZe pro dalii reakci pouzit ve vy<isténém
stavu.

Sloucenina obecného vzorce IV se miiZe vyrobit zreagovanim sloudeniny obecného vzorce II
napfiklad se slou¢eninou esteru chlormravenéi kyseliny (napf. 2,2,2-trichlorethylesterem kyseli-
ny chlormravenéi, 1—chlorethylesterem kyseliny chlormravenii atd.).

Pfi reakci slouceniny obecného vzorce II s karbonyldiimidazolem nebo fosfgenem atd. se
karbonyldiimidazol nebo fosgen atd. pouZivd v mnoZstvi asi 1 aZ 3 moly vzhledem k jednomu
molu slouceniny obecného vzorce I1.

Tato reakce se s vyhodou provadi v rozpoustédle, ktery je inertni viiéi reakci.

Mezi pfiklady rozpoustédel patii ethery (napf. ethylether, dioxan, dimethoxyethan, tetrahydro-
furan atd.), aromatické uhlovodiky (napf. benzen, toluen atd.), amidy (napf. dimethylformamid,
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dimethylacetamid atd.), halogenované uhlovodiky (napt. chloroform, dichlormethan atd.) a tak
dale.

Reakéni teplota je obvykle asi 0 az 150 °C, s vyhodou teplota mistnosti (asi 15 az 25 °C).
Reakéni doba je obvykle asi 1 az 36 hodin.

Tato reakce se provadi také v pfitomnosti baze. Jako p¥iklad ,,baze* lze uvést anorganické baze,
jako je uhli€itan sodny, hydrogenuhligitan sodny, uhligitan draselny, hydrogenuhligitan draselny,
hydroxid sodny, hydroxid draselny a hydroxid thalny, a organické baze, jako je triethylamin
a pyridin atd.

Mnozstvi této ,,bédze™ je asi 2 az 20 mol, s vyhodou asi 5 az 12 mol, vzhledem k jednomu mol
slou¢eniny obecného vzorce II.

Nasledujici reakce se slou¢eninou obecného vzorce I1I se miize provadét za stejnych podminek
Jako shora uvedena reakce slougeniny obecného vzorce II s karbonyldiimidazolem nebo fosge-
nem. MnoZstvi slou€eniny obecného vzorce III je asi 2 a% 20 mol, s vyhodou asi 5 az 10 mol,
vzhledem k jednomu mol slougeniny obecného vzorce II nebo slouceniny obecného vzorce IV.
Reakéni teplota je obvykle asi 0 az 150 °C, s vyhodou teplota mistnosti (asi 15 az 25 °C).
Reakéni doba je obvykle asi 1 aZ 6 hodin.

Sloucenina obecného vzorce III a karbonyldiimidazol nebo fosgen se mohou nechat zreagovat se
slou¢eninou obecného vzorce 11 ve stejné dobg.

-10-
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Zptisob vyroby 2
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Ve shora uvedenych vzorcich R7 znamena atom vodiku nebo alkylovou skupinu, R® znamena
alkylovou skupinu a dal$i symboly znamenaji jak shora uvedeno.

Mezi ,,alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku“ pro symboly R’ nebo R® pat¥{ naptiklad »alkylo-
va skupina s 1 aZ 4 atomy uhliku® z ,alkylové skupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku, ktera muzZe byt
substituovana“ pro symboly R' nebo R?.

10 Slou€enina obecného vzorce V se miize vyrabét jakymkoliv znamym zpisobem, napiiklad se
p-nitrofenylaceton necha zreagovat s esterovou slouéeninou kyseliny kyanoctové a sirou (napt.
Chem. Ber. 1966, 99, 94 az 100.) a takto ziskany 2—amino—4—methyl-5—(4-nitrofenyl)thiofen se
podrobi zpisoblim popsanym v japonském patentovém spisu A-9-169768, ve spisu
WO 96/24597 nebo jim podobnym zptisobiim.

15
1) Jestlize R” znamena atom vodiku, sloudenina obecného vzorce I se miize vyrobit zreagové-
nim slouceniny obecného vzorce V se slouéeninou obecného vzorce VI.

NH,

-11 -
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vnémZz kazdy symbol znamend jak shora uvedeno, nebo s jeji soli (zde dale nékdy stru¢né
oznacované jako sloucenina obecného vzorce VI), v ptitomnosti kondenzaéniho &inidla. Ziské se
sloucenina obecného vzorce VI, ktera se déle podrobi cyklizaci.

Mezi ,.kondenzacni ¢inidla® patii naptiklad benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinofosfonium—hexa-
fluorfosfat (PyBOP) atd.

Mnozstvi , kondenzaéniho ¢inidla“ je asi 1 az 3 mol vzhledem k jednomu mol slouéeniny obecné-
ho vzorce V.

Tato reakce se s vyhodou provadi v rozpoustédle, které je inertni vi&i reakci.
Mezi priklady rozpoustédel patii alkoholy (napt. ethanol, methanol atd.), aromatické uhlovodiky
(napf. benzen, toluen atd.), amidy (napf. dimethylformamid, dimethylacetamid atd.), halogenova-

né uhlovodiky (napf. chloroform, dichlormethan atd.) a tak dale.

Reakeni teplota je obvykle asi 0 az 150 °C, s vyhodou teplota mistnosti (asi 15az 25°C).
Reakéni doba je obvykle asi 1 a% 36 hodin.

Produkt vyrobeny shora uvedenym zpiisobem se miize pouzit v nasledujici reakci jako surovy
v reakeni smési nebo se miZe obvyklym zpiisobem zreakéni smési izolovat.

Sloucenina obecného vzorce VII se podrobi cyklizaci v pfitomnosti baze.
Jako piiklady ,baze“ Ize uvést anorganické baze, jako je methoxid sodny, uhli¢itan sodny, hydro-
genuhli¢itan sodny, uhli¢itan draselny, hydrogenuhli¢itan draselny, hydroxid sodny, hydroxid

draselny a hydroxid thalny, a organicka béze, jako je triethylamin a pyridin atd.

MnoZstvi této ,,baze“ je asi 2 aZ 20 mol, s vyhodou asi 5 az 12 mol, vzhledem k jednomu molu
slou¢eniny obecného vzorce VII.

Tato reakce se s vyhodou provadi v rozpoustédle, které je inertni viii reakei.
Mezi priklady rozpoustédel patti alkoholy (napt. ethanol, methanol atd.), aromatické uhlovodiky
(napf. benzen, toluen atd.), amidy (napf. dimethylformamid, dimethylacetamid atd.), halogeno-

vané uhlovodiky (napt. chloroform, dichlormethan atd.) a tak déle.

Reakéni teplota je obvykle asi 0 aZz 150 °C, s vyhodou teplota mistnosti (asi 15 az 25 °C).
Reakéni doba je obvykle asi 1 az 36 hodin.

2) Jestlize R’ znamena alkylovou skupinu, sloucenina obecného vzorce I se miiZe vyrobit
zreagovanim slouceniny obecného vzorce V s aktivovanou slougeninou obecného vzorce VI.

Aktivovana sloucenina obecného vzorce VI se miize vyrobit znamym zpisobem, napiiklad
zreagovanim organohlinitého reakéniho &inidla se slouéeninou obecného vzorce VI v rozpoustéd-

le, které je vi€i reakci inertni.

Mezi ,,organohlinité reakéni Ginidlo* patii naptiklad trimethylaluminium, dimethylaluminium-
chlorid atd., roztoky, které je obsahuji, atd.

Mnozstvi ,,organohlinitého reakéniho &inidla“ je asi 1 aZ 5 mold, s vyhodou asi jeden mol,
vzhledem k jednomu molu slougeniny obecného vzorce VI.

Mezi ptiklady rozpoustédel patii halogenované uhlovodiky (napf. chloroform, dichlormethan
atd.) a tak dale.

-12-
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Reakéni teplota je obvykle asi 0 az 150 °C, s vyhodou teplota mistnosti (asi 15 az 25 °C).
Reak¢ni doba je obvykle asi 1 az 6 hodin.

Cyklizace se miize provadét zreagovanim slouéeniny obecného vzorce V s aktivovanou sloudeni-
nou obecného vzorce VI za vzniku slou¢eniny obecného vzorce 1.

Mnozstvi ,,slou¢eniny obecného vzorce V¥ je asi 1/5 objemu smési slouceniny obecného vzorce
VI a organohlinitého reakéniho &inidla.

Tato reakcee se s vyhodou provadi v rozpoustédle, které je inertni vii&i reakci.

Tato rozpoustédla jsou stejna jako ta, kterd se pouZivaji v reakci pii ziskani aktivované sloude-
niny obecného vzorce VI.

Reakéni teplota je obvykle asi 0 az 150 °C, s vyhodou teplota mistnosti (asi 15 az 25 °C).
Reakéni doba je obvykle asi 1 az 48 hodin.

Slougenina obecného vzorce I se miiZze izolovat a vyg&istit obvyklymi prostiedky dé€leni, jako je
rekrystalizace, destilace a chromatografie atd.

JestliZe se sloucenina obecného vzorce I ziskava ve volné formé, miZe se prevést na sil Znamymi
zplisoby nebo analogickymi zpisoby. Jestlize se sloutenina obecného vzorce I ziskava ve formé
soli, miiZe se prevést na svoji volnou formu nebo na jinou siil zpisoby znamymi nebo zplsoby
Jjim podobnymi.

SlouCenina obecného vzorce I miize byt hydrat nebo neni hydratem. Piiklady hydratu jsou
monohydrat, seskvihydrat a dihydrat.

Jestlize se slougenina obecného vzorce I ziskava jako smés opticky aktivnich konfiguraci, mize
se rozstépit na (R)- a (S)-formy konven&nimi zpisoby optického rozitépeni.

Sloucenina obecného vzorce I miize byt oznadena izotopem (napt.*H, *C, >°S atd.).

Slou€enina obecného vzorce I podle predlozeného vynalezu (zde dale také oznatovana jako
»slouCenina podle piedlozeného vynalezu“) ma vynikajici aktivitu antagonizovat GnRH a nizkou
toxicitu. Navic md vynikajici oralni absorbovatelnost, trvanlivost piisobeni, stabilitu a farmako-
kinetické vlastnosti. Dale se miZe snadno vyrébét. Sloudenina podle piedloZeného vynalezu se
tedy miZe bezpetné pouzivat u savcl (napt. lovéka, opice, dobytka, koni, psu, kocek, kraliku,
krys, mysi atd.) pro pfedchazeni a/nebo 1é¢eni onemocnéni zavislych na samé&ich nebo samitich
hormonech, onemocnéni diky nadbytku téchto hormoni atd., potladeni sekrece gonadotropinu
Jejim G¢inkem antagonizovat receptor GnRH pfi regulovéani koncentrace pohlavnich hormont
v plazmé.

Napfiklad sloucenina podle predlozeného vynalezu je uZite&na pro 1éSeni a/nebo pfedchazeni
onemocnéni zdvislych na pohlavnich hormonech (napf. rakoviny prostaty, rakoviny délohy,
rakoviny prsu, nddoru podvésku mozkového atd.), hypertrofie prostaty, hysteromyomu, endo-
metriozy, pted¢asné puberty, amenorey, premenstrua¢niho syndromu, syndromu mnohomistného
vajeCniku, uhril atd. Slougenina podle predlozeného vynélezu je uiteSna také pro regulaci
reprodukce u samci a samic (napf. reguldtory t&hotenstvi, regulatory menstruagniho cyklu atd.).
SlouCenina podle pfedlozeného vynalezu se miZe pouzivat také jako antikoncepéni Einidlo
u samcil i samic nebo jako induktor ovulace u samic. Na zékladé jejiho zp&tnovazebného tiginku
po ukonceném podévani se sloucenina podle predlozeného vyndlezu miize pouzit pro léceni
neplodnosti.
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Navic sloucenina podle pfedlozeného vynalezu je uZite¢na pro regulaci zviteci fije, zlepSeni
kvality masa a pro podporu zvifeciho ristu v oblasti hospodaiskych zvifat. Slougenina podle
pfedlozeného vynélezu je uzite¢na také jako promotor tieni ryb.

Slou¢enina podle pfedlozeného vynélezu se miize pouzivat také pro potladovani prechodného
zvySeni koncentrace testosteronu v plazmé (jev Cervenani) pozorovanému pii podévani
super—agonisty GnRH, jako je leuprorelinacetat. Slougenina podle piedloZeného vynalezu se
miiZze pouzivat v kombinaci s GnRH superagonistou, jako je leuprorelinacetat, gonadrelin,
buserelin, triptorelin, goserelin, nafarelin, histrelin, deslorelin, meterelin, lecirelin a tak dale.
Z nich je vyhodny leprorelinacetat.

Je také pfiznivé, jestlize se slou¢enina podle ptedloZzeného vynalezu pouZiva spoleénd (v kombi-
naci nebo postupné po sobé) s alespoit jednim ¢lenem vybranym ze steroidniho nebo nesteroidni-
ho androgenového antagonisty nebo antiestrogenu, chemoterapeutického &inidla, GnRH antago-
nistického peptidu, inhibitoru a-reduktazy, inhibitoru o—receptoru, inhibitoru aromatézy, inhibi-
toru 17P-hydroxysteroidni dehydrogenazy, inhibitoru produkce adrenalniho androgenu, inhibito-
ru proteinkinazy, léciva pro hormonalni terapii a 1é¢iva antagonizujiciho riistovy faktor nebo jeho
receptor, mimo jiné.

Mezi shora uvedené ,,chemoterapeutické ¢inidlo“ pat¥i ifosfamid, UTF, adriamycin, peplomycin,
cisplatina, cyklofosfamid, 5-FU, UFT, methotrexat, mitomycin C, mitoxatron atd.

Mezi shora uvedeny ,,GnRH antagonisticky peptid* patii neoralni GnRH antagonistické peptidy,
jako je cetrorelix, ganirelix, abarelix atd.

Mezi shora uvedeny inhibitor produkce adrenilniho androgenu“ patfi inhibitory lyasy
(Ci720-lyasy) atd.

Mezi shora uvedeny ,.inhibitor proteinkindzy* patfi inhibitor tyrosinkinazy atd.

Mezi ,,léCiva pro hormondlni terapii* patii, mimo jiné, antiestrogeny, progesterony (napi. MPA
atd.), androgeny, estrogeny a antagonisté androgenu.

»Ristovy faktor miiZze znamenat jakoukoliv latku, ktera podporuje proliferaci bun&k a obecné
zahrnuje peptidy s molekulovymi hmotnostmi ne nad 20 000, které vykazuji Gi¢inek pro nizkych
koncentracich navazanim na receptory. Specificky lze, mimo jiné, uvést 1) EGF (epidermalni
ristovy faktor) nebo latky, které maji v podstaté stejnou aktivitu (napf. EGF, heregulin (HER2
ligand) atd.), 2) inzulin nebo latky, které maji v podstaté stejnou aktivitu (napf. inzulin, IGF
(ristovy faktor podobny inzulinu)-1, IGF-2 atd.), 3) FGF (fibroblastovy rdstovy faktor) nebo
latky, které maji v podstaté stejnou aktivitu (aFGF, bFGF, KGF (keratinocytovy riistovy faktor),
HGF (hepatocytovy riistovy faktor (FGF-10 atd.), a 4) dal3i ristové faktory (napt. CSF (faktor
stimulujici kolonie), EPO (erythropoietin), IL-2 (interleukin-2), NGF (nervovy rlistovy faktor),
PDGF (riistovy faktor pochazejici z desti¢ek) a TGFf (transformujici ristovy faktor B) atd.).

Shora uvedeny ,,receptor ristového faktoru“ mize znamenat jakykoliv receptor schopny navézat
uvedeny ristovy faktor, zahrnuji EGF receptor, heregulinovy receptor (HER2), inzulinovy

receptor—1, inzulinovy receptor—2, UGF receptor, FGF receptor—1, FGF receptor—2 atd.

Mezi Ié€ivo antagonizujici uvedeny rustovy faktor, mimo jiné, patii herceptin (anti-HER2
receptorova protilatka).

Lze zde uvést, Ze mezi léCivo antagonizujici uvedeny ristovy faktor nebo receptor riistového
faktoru patii herbimycin, PD153035 (napt. Science 1995, 265 (5175), 1093.) atd.
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Mezi daldi skupinu léCiv antagonizujicich uvedeny ristovy faktor nebo receptor riistového
faktoru patfi HER2 antagonisté. HER2 antagonista miiZze znamenat jakoukoliv latku, ktera
inhibuje aktivitu HER2 (napf. fosforylagni aktivitu), zahrnujici tedy protilatku, nizkomolekularni
slougeninu (syntetickou nebo piirodni produkt), antimediator, HER2 ligand, heregulin a jakou-
koliv z nich s ¢aste¢né€ modifikovanou nebo mutovanou strukturou. Navic miize znamenat latku,
ktera inhibuje HER2 aktivitu antagonizovanim HER2 receptoru (napf. HER2 receptorovou
protilatku). Mezi nizkomolekularni sloueninu, ktera maé aktivitu antagonizujici HE2, patii
napfiklad slou¢eniny popsané ve spisu WO 98/03505, konkrétné 1—[3-[4—[2—((E)-2—fenyl-
ethenyl)-4—oxazolylmethoxy]fenyl]propyl]-1,2,4—triazol a tak dale.

U hypertrofie prostaty mezi ptiklady takové kombinace patii slouenina podle predlozeného
vynélezu v kombinaci s GnRH super—agonistou, androgenovym antagonistou, antiestrogenem,
GnRH antagonistickym peptidem, inhibitorem o-reduktazy, inhibitorem a—receptoru, inhibito-
rem aromatazy, inhibitorem 17B-hydroxysteroidni dehydrogenazy, inhibitorem produkce adre-
nalniho androgenu, inhibitorem fosforylazy a tak déle.

U rakoviny prostaty mezi piiklady takové kombinace patfi slougenina podle predlozeného
vynalezu v kombinaci s GnRH super—agonistou, androgenovym antagonistou, antiestrogenem,
chemoterapeutickym Cinidlem (napf. ifosfamidem, UTF, adriamycinem, peplomycinem, cis-
platinou atd.), GnRH antagonistickym peptidem, inhibitorem aromatazy, inhibitorem
17B-hydroxysteroidni dehydrogenézy, inhibitorem produkce adrenalni androgenu, inhibitorem
fosforylazy, léCivem pro hormonalni terapii, jako jsou estrogeny (napt. DSB, EMP atd.),
antagonistou androgenu (napi. CMA atd.), 1é¢ivem antagonizujicim ristovy faktor nebo jeho
receptor a tak dale.

U rakoviny prsu mezi ptiklady takové kombinace pat¥i slougenina podle predlozeného vynalezu
v kombinaci s GnRH super—agonistou, chemoterapeutickym ¢inidlem (napt. cyklofosfamidem,
5-FU, UTF, methotrexadtem, adriamycinem, mitomycinem, mitoxantronem atd.), GnRH
antagonistickym peptidem, inhibitorem aromatéazy, inhibitorem produkce adrenalniho androgenu,
inhibitorem fosforylazy, léCivem pro hormonalni terapii, jako je antiestrogen (napi. tamoxifen
atd.), progesterony (napf. MPA atd.), androgeny, estrogeny atd., 1é¢ivem antagonizujicim ristovy
faktor nebo jeho receptor a tak dale.

Jestlize se slouCenina podle ptedlozeného vynalezu pouZiva jako profylaktické a/nebo terapeu-
tické Cinidlo pro shora uvedena onemocnéni nebo jestliZe se pouZiva v oblasti Zivogisného hospo-
dafstvi nebo rybafstvi, miize se podavat oralng nebo neoralng, jak je sestavena s farmaceuticky
pfijatelnym nosi¢em, normalné ve formé pevnych pfipravki, jako jsou tablety, tobolky, granule a
prasky pro oralni podavani, nebo ve formé intravendznich, subkutannich, intramuskularnich nebo
dalSich injekci, €ipkl nebo sublingualnich tablet pro neoralni podavani. Miize se podavat také
sublingudlng, subkutanné, intramuskuldrng nebo jinak ve formé pripravki sublingudlnich tablet
s trvalym uvolfiovanim, mikrotobolek atd. V zavislosti na intenzit§ pfiznakd, véku subjektu,
pohlavi, hmotnosti a citlivost, podle trvani a intervalii podévani, podle vlastnosti, dodavani a
druhu farmaceutického piipravku, podle druhu u¢inné slozky atd. neni denni davka vystavena
néjakym omezenim. Pfi pouziti pro 1é¢eni shora uvedenych rakovin zavislych na pohlavnich
hormonech (napf. rakoviny, prostaty, rakoviny délohy, rakoviny prsu, nadoru podvésku mozko-
vého atd.), hypertrofie prostaty, hysteromyomu, endometriozy, pfed¢asné puberty atd. je denni
davka normdln¢ asi 0,01 az 30 mg, s vyhodou asi 0,02 aZz 10 mg, vyhodn&ji 0,1 az 10 mg, zvIaste
vyhodn€ 0,1 aZ 5 mg na kg hmotnosti savce, normalné v 1 az 4 rozdélenych davkach.

Shora uvedené davky jsou aplikovatelné na pouziti sloudeniny podle piedloZeného vynalezu
v oblasti zivoCisného hospodaf'stvi nebo v oblasti rybéafstvi. Denni davka je asi 0,01 az 30 mg, s
vyhodou 0,1 az 10 mg na kg hmotnosti daného organizmu, normalné v 1 aZ 3 rozdélenych

davkach.
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Ve farmaceutickém prostiedku podle predlozeného vynalezu je mnoZstvi sloudeniny obecného
vzorce 10,01 az 100 % hmotn. nebo podobné z celkové hmotnosti prosttedku.

Shora uvedené farmaceuticky prijatelné nosi¢e znamenaji rizné organické nebo anorganické
nosné latky, které se obvykle pouzivaji jako farmaceutické materialy, zahrnujici excipiens,
mazadla, pojiva a dezintegratni &inidla u pevnych piipravkii a rozpoustédia, pomocna &inidla
napomahajici rozpousténi, suspendadni &inidla, izotonizujici &inidla, pufry a uklidiiujici ¢inidla
u kapalnych ptipravki. Jestlize je to nutné, mohou se pouZivat dalgi farmaceutické pfisady, jako
jsou ochranna &inidla, antioxidaéni &inidla, barvici ¢inidla a sladic{ &inidla.

Mezi vyhodn4 excipiens patii napiklad laktoza, sachar6za, D-mannitol, $krob, krystalicka celu-
16za a lehky oxid kfemigity. Mezi vyhodna mazadla pat¥i napiiklad stearat hofe¢naty, stearat
vapenaty, talek a koloidni oxid kfemicity. Mezi vyhodna pojiva pat¥i napiiklad krystalicka
celuldza, sacharéza, D-mannitol, dextrin, hydroxypropylcelul6za, hydroxypropylmethylceluléza
a polyvinylpyrrolidon. Mezi vyhodna dezintegra¢ni &inidla pati napfiklad krob, karboxy-
methylceluléza, vapenata stil karboxymethylceluldzy, sodna sil zesitované karmeldzy a sodna
siil karboxymethylSkrobu. Mezi vyhodna rozpoustédla patii napiiklad voda pro injekei, alkohol,
propylenglykol, makrogol, sezamovy olej a kukufti¢ny olej. Mezi vyhodna &inidla napomahajici
rozpousténi patfi napfiklad polyethylenglykol, propylenglykol, D-mannitol, benzylbenzoat,
ethanol, trisaminomethan, cholesterol, triethanolamin, uhligitan sodny a citrat sodny. Mezi
vyhodna suspendacni €inidla patii nap¥iklad povrchové aktivni &inidla, jako je stearyltriethanol-
amin, laurylsulfat sodny, laurylaminopropionova kyselina, lecithin, benzalkoniumchlorid,
benzenthoniumchlorid a monostearyl—glycerol, a hydrofilni polymery, Jjako je polyvinylalkohol,
polyvinylpyrrolidon, sodna siil karboxymethylcelulézy, methylceluléza, hydroxymethylceluldza,
hydroxyethylceluléza a hydropropylceluléza. Mezi vyhodna izotonizujici ¢inidla patfi naptiklad
chlorid sodny, glycerol a D-mannitol. Mezi vyhodné pufry pat¥i naptiklad pufrovaci roztoki
fosfore¢nant, octant, uhlicitand, citrati atd. Mezi vyhodné ukliditujici &inidla patii napiiklad
benzylalkohol. Mezi vyhodna ochranna ¢inidla patti naptiklad estery paraoxybenzoové kyseliny,
chlorbutanol, benzylalkohol, fenethylalkohol, dehydrooctova kyselina a kyselina sorbova. Mezi
vyhodna antioxidaéni ¢inidla pat¥i naptiklad sifi¢itany a kyselina askorbova.

Pfidanim suspendacnich ¢inidel, ¢inidel napomahajicich rozpousténi, stabilizatord, izotonizuji-
cich Cinidel, ochrannych &inidel a tak dale, se miZe slou¢enina podle ptedlozeného vynalezu
pfipravovat jako intravendzni, subkutinni nebo intramuskularni injekce obvykle znamym
zpisobem. V takovych piipadech se sloudenina podle prediozeného vynalezu muze vysusit
vymraZenim, podle nutnosti, obvykle zndmym zptsobem. P¥i podavéni lidem se sloudenina podle
predloZeného vynélezu miZe napfiklad bezpedng podavat oralné nebo neoralné Jjako takova nebo
jako farmaceuticky prostfedek vyrobeny jejim smichénim s farmakologicky pfijatelnym nosicem,
excipiens a fedidlem, vybranymi podle vhodnosti.

Mezi takové farmaceutické prostfedky patii ordlni p¥ipravky (napt. prasky, granule, tobolky,
tablety), injekce, kapaci infuze, vn&jsi ptipravky (napf. nosni pfipravky a transdermalni
pripravky) a ¢ipky (napt. rektalni &ipky a vaginalni &ipky).

Tyto pripravky se mohou vyrabét obvykle znamymi zpiisoby v obvyklém pouZiti pfi zpiisobech
vyroby farmaceutickych prostiedki.

Injekce se miize vyrobit napiiklad pfipravenim sloueniny podle predlozeného vynalezu jako
vodné injekce spolu s dispergaénim &inidlem (napf. Tweenem 80, vyrabénym Atlas Powder
Company, USA, HCO 60, vyrabénym Nikko Chemicals Co., Ltd., polyethylenglykolem,
karboxymethylcelulézou a alginatem sodnym), ochrannym é&inidlem (napf. methylparabenem,
propylparabenem a benzylparabenem), izotonizujicim &inidlem (napt. chloridem sodnym, manni-
tolem, sorbitolem a gluk6zou) a dal$imi pfisadami, nebo jako olejova injekce v roztoku, suspenze
nebo emulze v rostlinném oleji, jako je olivovy olej, sezamovy olej, bavinikovy olej nebo kuku-
ficny olej, propylenglykol nebo podobng.
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Orilni ptipravek se mliZze vyrabét sestavovanim slouceniny podle pfedloZeného vynalezu obvykie
znamym zpisobem po pfidani excipiens (napt. laktdzy, sachardzy, Skrobu), dezintegraniho
Cinidla (napf. Skrobu a uhli¢itanu vapenatého), pojiva (napt. Skrobu, arabské gumy, karboxy-
methylceluldzy, polyvinylpyrrolidonu a hydroxypropylcelulézy), mazadla (napf. talku, stearatu
hotec¢natého, polyethylenglykolu 6000) a dalSich pfisad, a jestlize je to nutné, potaZenim
sestaveného produktu pro ucel maskovani chuté, enterického rozpousténi nebo trvalého uvoliio-
vani obecné znamym zplisobem. Mezi potahovaci ¢inidla pro tento Géel patii napiiklad hydroxy-
propylmethylcelul6za, ethylceluldza, hydroxymethylceluléza, hydroxypropylceluloza, polyoxy-
ethylenglykol, Tween 80, Prulonic F68, acetatftalat celuldzy, ftalat hydroxypropylmethyl-
celuldzy, acetatsukcinat hydroxymethylcelulézy, Eudragit (vyrabény Rohm Company, Némecko;
kopolymer methakrylova kyselina/akrylova kyselina) a barviva (napt. oxid Zelezity a oxid
titanicity). Pro entericky pripravek se obecné zndmym zpusobem mezi enterickou fazi a fazi
obsahujici 1é¢ivo miiZe vlozit mezifaze, ktera tyto dvé faze oddéli.

Pripravek pro vnéjsi pouziti se miize vyrobit tak, Ze se slougenina podle predlozeného vynalezu
pfipravi jako pevny, polopevny nebo kapalny prostfedek obvykle zndmym zptisobem. Tak pevny
prostfedek se vyrobi naptiklad rozpraskovanim slouceniny podle ptedlozeného vynilezu jako
takové nebo ve smési s excipiens (napf. glykolem, mannitolem, $krobem a/nebo mikrokrystalic-
kou celul6zou), zahustujicim Cinidlem (napf. prirodnim kaudukem, celulézovym derivatem,
polymerem kyseliny akrylové) a dalSimi pfisadami. Kapalny prostiedek se vyrobi tak, Ze se
pfipravi sloucenina podle pfedlozeného vynalezu jako olejova nebo vodna suspenze téméf
stejnym zplisobem jako u injekce. Polopevny prostiedek se s vyhodou pfipravi jako vodny nebo
olejovity gel nebo jako mast. Viechny tyto prostiedky mohou obsahovat regulatory pH (napt.
kyselinu uhli¢itou, kyselinu fosfore¢nou, kyselinu citronovou, kyselinu chlorovodikovou nebo
hydroxid sodny), ochranna ¢inidla (napf. estery paraoxybenzoové kyseliny, chlorbutanol, benz-
alkoniumchlorid) a dalsi prisady.

Cipek se vyrobi tak, Ze se pfipravi sloutenina podle piedloZzeného vynalezu jako olejovity nebo
vodny pevny, polotuhy nebo kapalny prostfedek obecné znamym zplsobem. Mezi uziteéné
olejovité zaklady takovych prosttedkl patii glyceridy vysSich mastnych kyselin (napt. kakaové
maslo, uitepsoly vyrab&éné Dynamite Nobel Company, Némecko), stifedni mastné kyseliny (napf.
MIGLYOL vyrabény Dynamite Nobel Company, Némecko) a rostlinné oleje (napt. sezamovy
olej, sojovy olej a bavinikovy olej). Mezi vodné zaklady patii naptiklad polyethylenglykoly
a propylenglykol. Mezi zaklady pro vodné gely patii napfiklad pfirodni kauCuky, celuldézové
derivaty, vinylové polymer a polymery kyseliny akrylové.

Nejlepsi zptisob provedeni vynélezu

Predlozeny vynalez je zde dale popsan podrobngji pomoci, ale bez omezeni na né&, nasledujicich
referenénich ptikladi, pfiklad, preparacnich ptikladi a experimentalnich ptiklada.

'H-NMR spektra jsou zméfena s tetramethylsilanem jako vnitinim standardem pouzZitim spektro-
metru Varian GEMINI 200 (200 MHz), spektrometru JEOL LAMBDA 300 (300 MHz) nebo
spektrometru Bruker AMS500 (500 MHz); vSechny hodnoty & jsou uvedeny v ppm. Pokud neni
jinak uvedeno, ,,%“ znamenaji % hmotnostni. Vytézek je uveden v % molarnich.

Dalsi symboly, které jsou zde pouZzity, maji nasledujici vyznamy:

singlet

dublet

triplet

dublet tripletu
multiplet

Siroky

TFA:  kyselina trifluoroctova

gEgran
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THF:  tetrahydrofuran
Me: methyl
Et: ethyl

Pojem ,.teplota mistnosti* znamena rozsah od asi 15 do 25 °C, ale neni konstruovan jako striktné
omezujici.

Ptiklady provedeni vynalezu

Referenéni priklad 1

Ethylester 2-amino—4-methyl-5—(4-nitrofenyl)thiofen—3—karboxylové kyseliny

Me COOEt

~

’ NH
O,N — S 2

Smés 4-nitrofenylacetonu (35,0 g, 195 mmol), ethylesteru kyanoctové kyseliny (23,8 g,
195 mmol), octanu amonného (3,1 g, 40 mmol) a kyseliny octové (9,1 ml, 159 mmol) se zahtiva
24 hodin pod zpétnym chladiSem, pFitemZ se soudasné Dean—Starkovym zachycovagem
odstrafiuje voda vznikajici pfi reakci. Po ochlazeni se reak&ni smés zahusti za sniZeného tlaku
a zbytek se roztfepe mezi dichlormethan a vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Organicky
extrakt se promyje vodnym roztokem chloridu sodného, vysusi se (MgSOs) a rozpoustédlo se za
snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak olejovita
slougenina. Takto ziskany olej se rozpusti v ethanolu, nasleduje pridani siry (5,0 g, 160 mmol)
a diethylaminu (16,0 ml, 160 mmol) a smés se micha 2 hodiny p¥i 60 az 70 °C. Po ochlazeni se
reakeni smés zahusti za sniZeného tlaku. Ziska se tak zbytek, ktery se roztiepe mezi dichlor-
methan a vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Organicky extrakt se promyje vodnym
roztokem chloridu sodného, vysusi se (MgSO,) a rozpoustddlo se za snizeného tlaku oddestiluje.
Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Zisk4 se tak surovy produkt, ktery se prekrystaluje ze
smési ether—hexan. Ziska se tak titulni sloutenina jako &ervené desticky (22,2 g, 52 %). T.t. 168
az 170 °C (rekrystalizace ze smési ether—hexan). Pro C;sH;4N,O,S vypocteno: 54,89 % C,
4,61 % H, 9,14 % N, nalezeno: 54,83 % C, 4,90 % H, 9,09 % N. 'H-NMR spektrum (200 MHz,
CDCl,;, 8): 1,39 3 H, t, = 7,1 Hz), 2,40 3 H, 5), 4,34 2 H, q, ] = 7,1 Hz), 6,27 (2H, br), 7,48
(2H,d,J=8,7Hz), 8,23 (2H, d, J = 8,7 Hz). IC spektrum (KBr): 3446, 3324, 1667, 1580, 1545,
1506, 1491, 1475, 1410 2 1332 cm ™.

Referenéni piiklad 2

5-Methyl-6—(4-nitrofenyl-3—fenylthieno[2,3-d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion
N
S ” 0
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K roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 1 (5,00 g, 16,32 mmol) v pyridinu (30 ml)
se prida fenylizokyanat (2,66 ml, 24,48 mmol). Po 6 hodinach michani pfi 45 °C se reakéni smés
zahusti za snizeného tlaku a zbytek se rozpusti v ethanolu (6 ml). K tomuto roztoku se piida
28% methoxid sodny (7,86 g, 40,80 mmol) a smés se micha 2 hodiny za teploty mistnosti. P¥ida
se 2N kyselina chlorovodikova (25 ml, 50 mmol) a ethanolové rozpoustédlo se za sniZzeného
tlaku oddestiluje. Zbytek se zfiltruje, promyje se smési vody s ethanolem, vysusi se ve vakuu
a prekrystaluje se z ethanolu. Ziska se tak titulni sloucenina jako zluty prasek (6,09 g, 98 %).
T.t. vysSi nez 300 °C. Pro C;oH;3N304S.0,3 H,O vypoéteno: 59,30 % C, 3,56 % H, 10,92 % N,
nalezeno: 59,56 % C, 3,52 % H, 10,93 % N. 'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-dg, 8):
2,503 H, s), 7,31 az 7,46 (5H, m), 7,78 (2 H, d, J= 8,8 Hz), 8,32 (2 H, d, J = 8,8 Hz),
12,50 (1 H, s). IC spektrum (KBr): 1715, 1657, 1593 a 1510 cm ™.

Referenéni ptiklad 3

1-(2,6-Difluorbenzyl)-5—methyl-6—(4—nitrofenyl)-3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4—(1H,-

3H)dion

on{ I X
ST N7 Yo
F

F

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim prikladu 2 (52,54 g, 0,131 mmol) v N,N-dimethyl-
formamidu (1,0 1) se pfida uhli¢itan draselny (19,00 g, 0,138 mol), jodid draselny (22,90 g,
0,138 mol) a 2,6—difluorbenzylchlorid (22,40 g, 0,138 mol) a smé&s se micha dvé hodiny za
teploty mistnosti. Tato reakéni smés se zahusti za sniZzeného tlaku. Ziska se tak zbytek, ktery se
roztiepe mezichloroform a vodny roztok chloridu sodného. Vodna vrstva se extrahuje chloro-
formem. Spojené extrakty se promyji vodnym roztokem chloridu sodného, vysusi se (MgSO,) a
rozpoustédlo se za sniZzeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska
se tak titulni sloucenina jako svétlezluté krystalky (61,5 g, 93 %). T.t. 280 az 282 °C. Pro
C6H17N304SF, vypocteno: 61,78 % C, 3,39 % H, 8,31 % N, nalezeno: 61,67 % C, 3,46 % H,
8,21 % N. '"H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls, 8): 2,57 (3 H, s), 5,38 (2 H, s), 6,94 2 H, d,
J=8,1 Hz), 7,42 az 7,58 (8 H, m), 8,29 (2 H, d, J = 8,8 Hz). IC spektrum (KBr): 1719, 1669,
1524 a 1473 em™.
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Referenéni ptiklad 4

B-Brommethyl-1—(2,6—difluorbenzyl)-6—(4—nitrofenyl}-3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin-2,4—

(1H,3H)~dion
1,0
N

74
O,N g | /J*o

N
=

Smeés slouCeniny ziskané v referenénim ptikladu 3 (30,34 g, 0,060 mmol), N-bromsukcinimidu
(12,81 g, 0,072 mol), a,a’'—azobisisobutyronitrilu (1,15 g, 0,007 mol) a chlorbenzen (450 ml) se
micha 3 hodiny pfi 85 °C. Po ochlazeni se reakéni smés promyje vodnym roztokem chloridu
sodného, vysusi se (MgSO,) a rozpoustédlo se pak za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se
prekrystaluje z ethylacetatu. Ziska se tak titulni slouenina jako Zluté jehli¢ky (80,21 g, 100 %).
T.t. 228 az 229 °C. "H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls, 8): 4,77 (2 H, s), 5,38 (2 H, s), 6,96
(2H,t,J=8,1 Hz), 7,29 a2 7,58 (6 H, m), 7,79 (2 H, d, J—85Hz),835 (2 H, d, J= 8,5 Hz).
IC spektrum (KBr) 1721, 1680, 1524, 1473 a 1348 cm™'. Hmotnostni spektrum (FAB):
m/z 584 (MH)".

Referen¢ni priklad 5

5—(N--Benzyl-N-methylaminomethyl)-1-(2,6—difluorbenzyl}-6—(4—nitrofenyl)-3—fenylthieno-
[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)—dion

Q\\ i

F

K roztoku slouceniny ziskané v referen¢nim piikladu 4 (80,00 g, 0,119 mmol) v N,N—dimethyl-
formamidu (600 ml) se pfida ethyldiizopropylamin (27,00 ml, 0,155 mol) a benzylmethylamin
(18,45 ml, 0,143 mol) za chlazeni ledem. Po dvou hodinidch michéani za teploty mistnosti se
reakéni smés zahusti a zbytek se roztfepe mezi ethylacetat a nasyceny vodny roztok hydrogen-
uhli¢itanu sodného. Vodna vrstva se extrahuje ethylacetdtem. Organické extrakty se spoji, vysusi
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se (MgSO,) a rozpoustédio se pak za snieného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na
silikagelu. Ziska se zluty olej (74,90 g, 100 %), ktery se piekrystaluje z ethylacetatu. Zisk4 se tak
titulni sloucenina jako Zluté jehliéky. T.t. 173 az 174 °C. Pro C34H26N404SF,.0,5 H,0 vypodteno:
64,45 % C, 4,29 % H, 8,84 % N, nalezeno: 64,50 % C, 4,24 % H, 8,82 % N. 'H-NMR spektrum
(300 MHz, CDCl;, 8, volny amin): 1,31 (3H, s), 3,60 (ZH,s),3,96 (2H,s), 5,39 (2 H, s), 6,95
(2H,t,J=82Hz), 7,18 227,55 (11 H, m), 8,02(2H, d, J=9,0 Hz), 8,26 2 H, d, J = 9,0 Hz).
IC spektrum (KBr) [hydrochlorid]: 1719, 1678, 1597 a 1520 cm”.

Referenéni prikiad 6

6—(4—Aminofenyl)—5—(N—benzyl—N—-methylaminomethyl)—1—(2,6—diﬂuorbenzyl)—3—fenylthieno-
[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion

N 0
v’ @
HN a8
ST N” o
gf)
F

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 5 (3,00 g, 4,80 mmol) v kyseling mraven&i
(30ml) se piidd 1M roztok kyseliny chlorovodikové v etheru (14,4 ml, 14,4 mmol) a 10%
paladium na uhli (300 mg) za chlazeni ledem. Hydrogenace se provadi za atmosférickych
podminek, za teploty mistnosti a za konstantniho michani po dobudvou hodin. Tato reakéni smés
se zfiltruje Celitem a filtrat se za sniZeného tlaku zahusti. Zbytek se roztiepe mezi dichlormethan
a nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Vodna vrstva se extrahuje dichlor-
methanem, organické extrakty se spoji a vysusi (MgSO,). Rozpoustédlo se za sniZeného tlaku
oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak titulni slouenina jako bilé
krystalky (2,41 g, 84 %). T.t. 205 aZ 207 °C. Pro C34H2sN40,8F,.0,1 AcOEt.1,2 H,0 vypoéteno:
66,09 % C, 5,03 % H, 8,96 % N, nalezeno: 66,93 % C, 4,94 % H, 8,67 % N. 'H-NMR spektrum
(300 MHz, CDCl, 8): 2,05 (3H, s), 3,56 (2 H, s), 3,83 (2 H, br), 3,88 (2H,s),536(2H,s),
6,70 2 H, t, J = 8,8 Hz), 6,88 a2 6,94 (2 H, m), 7,21 az 7,31 (8 H, m), 7,41 az 7,53 (5 H, m).
IC spektrum (KBr): 1715, 1657, 1628 a 1537 cm".
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Referenéni piiklad 7

5—Chlormethyl-1-(2,6—difluorbenzyl)-6—[4—(3—methoxyureido)fenyl]-3—fenylthieno[2,3—d]-

pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion
o 0 /@
MeQ If:] 4 N

|
/N_< S N/KO
© F

H

K roztoku slou€eniny popsané nize v piikladu 1 (2,00 g, 3,00 mmol) v tetrahydrofuranu (90 ml)
se pri —78 °C pfida 1—chlorethylester chlormravenci kyseliny (0,42 ml, 3,89 mmol). Reak&ni
smés se nechd ohfat na teplotu mistnosti a smés se micha dvé hodiny. Tato reak&ni smés se
roztfepe mezi chloroform a vodny roztok chloridu sodného. Vodna vrstva se extrahuje chloro-
formem. Extrakty se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,).
Rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska
se tak titulni slougenina jako bily prasek (1,68 g, 96 %). T.t. 217 az 219 °C. 'H-NMR spektrum
(300 MHz, CDCls, d): 3,83 (3H, s), 4,84 (2 H, s), 537 2 H, s), 6,94 2 H, t, J=8,2 Hz),
7,15 (1 H, s), 7,28 az 7,65 (11 H, m). IC spektrum (KBr): 1717, 1628, 1541, 1508 a 1473 cm™.
Hmotnostni spektrum (FAB, m/z): 583 (MH)".

Referencni priklad 8
Pouzitim sloudeniny ziskané v referenénim ptikladu 6 jako vychozi material se stejnym zpiiso-
bem jako v niZe popsanych ptikladech 1 a 2 ziskaji slouceniny referenéniho piikladu &. 8-1 az 9—

3.

Sloucenina z referen¢niho ptikladu €. 81

HCI
_N 0
Q e
H 74 N
N |
N S N/&o
H 0 =
F

Vytézek 64 %. T.t. 190 az 194 °C.
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Sloucenina z referenéniho prikladu &. 8-2

Vytézek 91 %. T.t. 210 az 215 °C.

Sloucenina z referenéniho prikladu &. 8-3

<i:)L\W HCI
Me
Me—S0, H—%<::>—:;i]:4\N
N~1g S
H 0
F

, N~ 0
F

Vytézek 82 %. T.t. 254 az 257 °C.

10
Referenéni piiklad 9

Ethylester 2—ethoxykarbonylamino—4—methy1—5—(4—nitrofenyl)thiofen-3—karboxylové kyseliny

Me COOEt

/\
s~ “NHCOOEt
O,N

15 Sloucenina ziskana v referenénim ptikladu 1 (500 mg, 1,63 mmol) se rozpusti v toluenu (9 ml).
Nasleduje pfidani ethylesteru kyseliny chlormravengi (0,19 ml, 1,96 mmol). Smés se zahfiva pod
zpétnym chladi¢em 5 hodin. Po ochlazeni se reakéni smés zahusti za snizeného tlaku. Zbytek se
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zchromatografuje na silikagelu. Zisk4 se tak titulni slougenina jako Zluty prasek (90 mg, 79 %).

T.t. 130 az 131 °C (po rekrystalizaci ze smési ethylacetat—hexan). 'H-NMR spektrum (200 MHz,

CDClL, 8): 1,35 3H, t, J= 7,1 Hz), 1,42 3 H, t, J= 7,2 Hz), 2,42 G H, s), 431 2 H, q,

J=7,1Hz), 439 2 H, q,J = 7,2 Hz), 7,59 2 H, d, J= 9,0 Hz), 827 2 H, d, J = 9,0 Hz),
s 10,66 (1 H, s). IC spektrum (KBr): 1740, 1665, 1597, 1557, 1553, 1516, 1352 a 1257 ¢

Referenéni ptiklad 10

10 Ethylester 2-[N—(2,6—difluorbenzyl)}-N—ethoxykarbonylamino]-4-methyl-5—(4-nitrofenyl)thio-
fen—3—karboxylové kyseliny

Me COOEt

/ \\ _COOEt
N
S
O,N i

F‘

K roztoku slou€eniny ziskané v referen¢nim piikladu 9 (490 mg, 1,30 mol) v N,N-dimethylform-
amidu (20 ml) se piida uhli¢itan draselny (196 mg, 1,42 mol), jodid draselny (236 mg, 1,42 mol)

15 a 2,6~difluorbenzylchlorid (232 mg, 1,42 mmol). Smés se micha za teploty mistnosti 5 hodin.
Tato reakEni smés se zahusti a zbytek se roztfepe mezi chloroform a vodny roztok chloridu
sodného. Vodna vrstva se extrahuje chloroformem. Organické extrakty se spoji, promyji se
vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se za snizeného tlaku
oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziskd se amorfni prasek, ktery se

20  prekrystaluje z methanolu. Ziska se tak titulni sloucenina jako Zluté pragkovité krystaly (520 mg,
79 %). T.t. 91 az 92 °C. 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl,, 8): 1,15 az 1,35 (6 H, m),
2,40 B H, s), 4,15 a2 4,29 (4 H, m), 4,97 (2H, s), 6,86 (2 H, t, J = 7,8 Hz), 7,25 a2 7,32 (1 H, m),
7,51 (2H, d, J = 8,8 Hz), 8,25 (2 H, d). IC spektrum (KBr): 1717, 1597, 1524, 1475,
13922 1348 em™.

25

Referenéni ptiklad 11

Ethylester 4-brommethyl-2-[N—(2,6—difluorbenzyl}-N—ethoxykarbonylamino]-5—(4—nitroenyl)-
30 thiofen—3—-karboxylové kyseliny

Br COOEt

7\ _cooEt
g~ N
O,N R

F

Smés slouceniny ziskané v referenénim piikladu 10 (20 g, 39,64 mol), N-bromsukcinimidu
(7,76 g, 43,60 mol), a,0'—azobisisobutyronitrilu (0,72 g, 4,36 mol) a tetrachlormethanu (300 ml)
se michd dvé& hodiny pii 100 °C. Po ochlazeni se reakéni smés promyje vodnym roztokem
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chloridu sodného, vysusi (MgSO,) a rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se
zchromatografuje na silikagelu. Zisk4 se tak titulni slougenina jako amorfni prasek (23 g, 100 %).
T.t. 105 az 108 °C. 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl,, 8): 1,15 az 1,39 (6 H, m), 4,09 az 4,39
(4H,m), 4,71 (2H,s),4,99 (2 H,s), 6,86 2 H, t, ] = 7,8 Hz), 7,22 a2 7,32 (1 H, m), 7,72 (2H, d,
J=8,0 Hz), 8,32 (2 H, d, J= 8,0 Hz). IC spektrum (KBr): 1725, 1628, 1522, 1475, 1379
a 1348 cm™. Hmotnostni spektrum (FAB): m/z 582 (MH)".

Referenéni priklad 12

Ethylester 4—(N—benzyl—N—methylaminomethyl)—Z—[N—(Z,6—diﬂuorbenzyl)—N—ethoxykarbonyl-
amino]-5—(4-nitrofenyl)thiofen—3—karboxylové kyseliny

C:j N COOEt
M
4\ cooet
AP
O,N A

F

K roztoku slou¢eniny ziskané v referenénim prikladu 11 (2,0 g, 3,43 mmol) v N,N—-dimethyl-
formamidu (20 ml) se pfida ethyldiizopropylamin (0,90 ml, 5,15 mmol) a benzylmethylamin
(0,53 ml, 4,11 mmol) za chlazeni ledem. Smé&s se micha za teploty mistnosti 3 hodiny. Tato
reak¢ni smés zahusti a zbytek se roztfepe mezi ethylacetat a nasyceny vodny roztok hydrogen-
uhli¢itanu sodného. Vodna vrstva se extrahuje ethylacetitem. Organické extrakty se spoji, vysusi
se (MgSO,) a rozpoustédlo se za sniZeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na
silikagelu. Ziska se titulni sloudenina jako Zzluty olej (2,1g, 48 %). 'H-NMR spektrum
(300 MHz, CDClL, 8): 1,18 az 1,44 (6 H, m), 1,95 3 H, s), 3,27 (2 H, s), 3,70 2 H, s), 4,20 aZ
4,43 (4H, m), 5,03 2 H, s), 6,80 2 H, t, J = 7,8 Hz), 7,10 az 7,27 (6 H, m), 7,52 2H, d,
J=8,0 Hz), 8,24 (2 H, d, J = 8,0 Hz). IC spektrum (KBr): 1719, 1628, 1597, 1522, 1473, 1402,
137721348 cm™,

Referencni priklad 13

Ethylester 5—(4—aminofenyl)—4—(N—benzyl—N—methylaminomethyl)—Z—[N—(2,6—diﬂuorbenzyl)—
N-ethoxykarbonylamino]thiofen—3—karboxylové kyseliny

Q’\IN COOQOEt

Meo 7\ _cookt
SEEL
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K'roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 12 (10,0 g, 16,03 mmol) v kyseling
mravenci (100 ml) se ptida 1M roztok kyseliny chlorovodikové v etheru (48 ml, 48 mmol) a
10% paladium na uhli (1000 mg) za chlazeni ledem. Hydrogenace se provadi za atmosférickych
podminek a za teploty mistnosti po dobu péti hodin. Tato reakéni smés se zfiltruje Celitem
a filtrat se za snizeného tlaku zahusti. Zbytek se roztfepe mezi dichlormethan a nasyceny vodny
roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Vodna vrstva se extrahuje dichlormethanem, organické
vrstvy se spoji a vysu$i (MgSO,). Rozpoustédlo se za sniZeného tlaku oddestiluje. Zbytek se
zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak titulni slougenina jako bily amorfni prasek (7,9 g,
84 %). '"H-NMR spektrum (300 MHz, CDClL, d): 1,15 az 1,31 (6 H, m), 1,90 (3 H, s),
3,21(2H;s), 3,65 2 H, s), 3,79 (2 H, s), 4,09 az 4,24 (4 H, m), 5,01 (2 H, s), 6,67 a% 6,80
(4 H, m), 7,12 a2 7,26 (8 H, m). IC spektrum (KBr): 1717, 1628, 1493, 1406 a 1379 cm™.

Referenéni priklad 14

Ethylester 4—(N—benzyl—N—methylaminomethyl)—2—[N-(2,6—diﬂuorbenzyl)—N—ethoxykarbonyl-
amino]-5-{4—(3-methoxyureido)fenyl]thiofen-3—karboxylové kyseliny

Meo /N cooet
S N =
HN

HN/&O
MeO -

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 13 (0,9 g, 1,52 mmol) v dichlormethanu
(20 ml) se za chlazeni ledem p¥ida triethylamin (0,43 ml, 3,09 mmol). K tomuto roztoku se prida
N,N'—karbonyldiimidazol (0,492 g, 3,03 mmol) za chlazeni ledem a smés se nechi ohi4t na
teplotu mistnosti a micha se 48 hodin. Reakéni smés se opét ochladi ledem a pfida se hydro-
chlorid O-methylhydroxylaminu (1,27 g, 15,2 mmol), triethylamin (2,2ml, 15,8 mmol)
a dichlormethan (5 ml). Reak&ni smés se necha ohi4t na teplotu mistnosti a mich4 se tii hodiny.
Tato reakéni smés se roztfepe mezi chloroform a vodny roztok hydrogenuhliditanu sodného.
Vodna vrstva se extrahuje chloroformem. Organické extrakty se spoji, promyji se vodnym rozto-
kem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se za sniZeného tlaku oddestiluje.
Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak titulni slou¢enina jako svétlezluty amorfni
prasek (0,93 g, 92 %). 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCL, d): 1,16 (3 H, brs), 1,29 3 H, t,
J=7,1Hz),1,91 3 H,5s),3,22(2H,5),3,67(2H,s),3,82 (3H, ), 4,17 (2 H, br s), 4,21 (2 H, d,
J=71Hz), 502 (2 H, s), 6,78 2 H, t, ] = 7,8 Hz), 7,12 az 7,32 (6 H, m), 7,40 (2 H, d,
J=28,6 Hz), 7,53 (2 H, d, J = 8,6 Hz), 7,62 (1 H, s). IC spektrum (KBr): 3300, 2982, 1719, 1628,
1591, 1528, 1473 a 1408 cm ™.

Referenéni pfiklad 15

4—(N —Benzyl—N—methylaminomethyl)—Z—[N—(Z,6—diﬂuorbenzyl)—N—ethoxykarbonylamino]—5—
[4—(3—methoxyureido)fenyl]thiofen—3—karboxylova kyselina

-26-




20

25

CZ 294747 B6

F.“

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim ptikladu 14 (0,1 g, 0,15 mmol) v ethanolu (2,5 ml)
se pfida roztok 2N hydroxidu sodného ve vodé (0,37 ml, 0,74 mmol). Tato reakéni smé&s se micha
jednu hodinu za teploty mistnosti a dalSich 18 hodin pfi 55 °C. Po ochlazeni se reak&ni smés
zneutralizuje 2N kyselinou chlorovodikovou a roztiepe se mezi ethylacetat a nasyceny vodny
roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Vodna vrstva se extrahuje ethylacetatem. Organické extrakty
se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se
za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak titulni
sloucenina jako bezbarvy amorfni prasek (0,078 g, 81 %). Pro CiH3N4O4SF, vypolteno:
60,18 % C, 5,05 % H, 8,77 % N, nalezeno: 60,00 % C, 5,18 % H, 8,83 % N. '"H-NMR spektrum
(200 MHz, CDCls, 6): 1,0 az 1,35 (3 H, brs), 2,16 (3 H, s), 3,84 3 H, s), 3,84 (2 H, s), 3,88
(2H,s), 4,10 az 4,30 (2 H, br s), 6,77 (2 H, t), 6,70 aZ 6,85 (1 H, br s), 7,15 a% 7,35 (8 H, m),
7,58 (2 H, d,J = 8,0 Hz), 7,50 az 7,65 (1 H, br s), 7,90 az 8,00 (1 H, br s).

Referenéni priklad 16

4—+N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-2—[N—(2,6—difluorbenzyl)-N-ethoxykarbonylamino]-3—
(4-methoxymethoxyfenylaminokarbonyl)-5—[4—(3—methoxyureido)fenyl]jthiofen

O-Me
o/
N
H
_COOEt
N
HN R
HN/&
C; @]
M -
€ F

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim ptikladu 15 (0,80 g, 1,23 mmol) triethylaminu
(0,88 ml, 6,31 mmol) a 4-methoxymethoxyanilinu (0,96 g, 6,27 mmol) v dichlormethanu se
pfida  benzotriazol-1-yloxytrypyrrolidinofosfonium-hexafluorfosfat ~ (PyBOP) (0,72 g,
1,38 mmol) za chlazeni ledem. Smé&s se necha ohfat na teplotu mistnosti a micha se 14 hodin.
Tato reak¢ni smés se roztfepe mezi chloroform a nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu
sodného. Vodna vrstva se extrahuje chloroformem. Organické extrakty se spoji, promyji se
vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se za sniZeného tlaku
oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak titulni slougenina jako svétle-
zluty amorfni prasek (0,82 g, 93 %). 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl,, 8): 1,21 (3 H, brs),
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2,073 H, brs), 320 (2 H,s),3,47 3 H,s),3,68(2H,s), 3,83 3 H, s), 4,24 2 H, brs), 5,07
(2H,brs), 5132 H,s),675 2 H,t,]=7,9Hz), 6,93 (2 H, d, ]=9,0 Hz), 7,12 a2 7,18 (3 H,
m), 7,23 a2 7,25 (4 H, m), 7,43 @ H,d, J=9,0 Hz), 7,54 2 H, d, J = 85}h)765(1H s).
IC spektrum (KBr): 3288, 2940, 1717, 1672, 1628, 1598, 1564, 1528, 1510 a 1473 cm™"

Referenéni piiklad 17

Ethylester 2—-[N—(2,6—difluorbenzyl)-N—ethoxykarbonylamino]-4—[N—(2-methoxyethyl)-N—
methylaminomethyl]-5—[4—(3—nitrofenyl)thiofen—3—karboxylové kyseliny

MeO
\”“\

N COOEY
Meo 7\ cookt
s~ N
O,N R
F

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 11 (12,82 g, 22,0 mmol) se prida ethyldi-
izopropylamin (7,7 ml, 44,2 mmol) a N—(2-methoxyethyl)methylamin (3,5 ml, 32,6 mmol)
v ethylacetatu (120 ml). Smés se micha 20 hodin za teploty mistnosti. Tato reakéni smés se
roztfepe mezi ethylacetat a nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Vodna vrstva se
extrahuje ethylacetatem. Organické extrakty se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu
sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se za sniZzeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchro-
matografuje na silikagelu. Ziska se tak titulni sloutenina jako hn&dy olej (10,27 g, 79 %). 'H—
NMR spektrum (300 MHz, CDCl;, 8, volny amin): 1,16 az 1,38 (6 H, m), 2,08 (3 H, s), 2,46
(2H,t,J=6,0 Hz), 3,28 3 H, s), 3,36 (2 H, t, J = 6,0 Hz), 3,63 (2 H, s), 4,09 az 4,32 (4 H, m),
501 (2 H,s), 6,86 (2 H, t, J = 8,1 Hz), 7,21 a2 7,32 (1 H, m), 7,70 2 H, d, ] = 87Hz),823
(2H,d, J=8,7 Hz).IC spektrum (KBr): 2984, 1725, 1628, 1597, 1520 a 1473 cm™'. Hmotnostni
spektrum (FAB, m/z): 592 (MH)".

Referenéni priklad 18

1+2,6-Difluorbenzyl)-5-[N—(2-methoxyethyl}-N-methylaminomethyl]-3—(3,4—methylendi-
oxyfenyl)}-6—(4-nitrofenyl)thieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)~dion

MeO

\\\ i )
" / N@O>
!
S N/g 0

ON
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K roztoku 3,4-methylendioxyanilinu (3,30 g, 24,3 mmol) v toluenu (80 ml) se piida roztok
1,0IM dimethylaluminiumchloridu v hexanu (22,2 ml, 22,0 mmol) za chlazeni ledem. Tato
reakéni smés se micha jednu hodinu za chlazeni ledem. K této reakéni smési se pfida roztok
slou€eniny ziskané v referenénim piikladu 17 (2,20 g, 3,70 mmol) v toluenu (30 ml) a smés se
micha 20 hodin za teploty mistnosti. Tato reakéni smés se nalije do ledu s vodou a roztiepe se
mezi ethylacetdt a nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Vodni vrstva se
extrahuje ethylacetatem. Organické extrakty se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu
sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se za sni¥eného tlaku oddestiluje. Zbytek se
zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak surovy produkt, ktery se prekrystaluje ze smési
ethylacetatu s hexanem. Ziska se tak titulni sloudenina jako hn&dé krystaly (0,60 g, 68 %).
T.t. 190 az 192°C. Pro CsHN40,SF, vypodteno: 58,49 % C, 412 % H, 880 % N,
nalezeno: 58,50 % C, 3,91 % H, 8,61 % N. 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl;, §, volny
amin): 2,21 3 H, s), 2,68 2 H, t, J = 5,7 Hz), 3,31 (3 H, s), 3,44 2 H, t, J = 5,7 Hz), 3,87
(2H,s), 538 (2H, 5), 6,03 2 H, s), 6,73 a2 6,76 (2 H, m), 6,90 aZ 6,97 (3 H, m), 7,28 az 7,38
(1 H, m), 8,00 2H, d,J=8,7Hz), 826 2 H, d, J = 8,7 Hz). IC spektrum (KBr): 2894, 1719,
1671, 1628, 1597, 1547, 1520, 1487, 1462, 1348 a 1243 cm™".

Referenéni priklad 19

6—(4—Aminofenyl)—1—(2,6—difluorbenzyl)—S—[N—(2—methoxyethyl)—N—methylaminomethyl]—3—
(3,4—methylendioxyfenyl)thieno [2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)~dion

MeO

\“;N 0 /@:}

N
o A
ST N7 0
Sé
F

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 18 (1,56 g, 2,50 mmol) v kyseling mravenci
(30 ml) se pfida 1M roztok kyseliny chlorovodikové v etheru (7,4 ml, 7,4 mmol) a 10% paladium
na uhli (200 mg) za chlazeni ledem. Hydrogenace se provadi za atmosférickych podminek za
teploty mistnosti po dobu dvou hodin za konstantniho michéni. Tato reakéni smés se zfiltruje
Celitem a filtrat se za sniZeného tlaku zahusti. Zbytek se roztiepe mezi chloroform a nasyceny
vodny roztok hydrogenuhligitanu sodného. Vodn4 vrstva se extrahuje chloroformem, organické
vrstvy se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpous-
tédlo se za sniZeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se
surovy produkt, ktery se pfekrystaluje ze smési ethylacetat—hexan. Ziska se tak titulni slouenina
Jako hnédé krystaly (1,46 g, 96 %). T.t. 200 az 202 °C. Pro C31H2sN4O58F,.1,0 H,O vypodteno:
59,61% C, 484% H, 897% N, nalezeno: 5927% C, 453% H, 8,48% N.
'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls, 3, volny amin): 2,13 3 H,s), 2,63 2 H, t,J=175 Hz),
326 3H,s),3,41 (2H,t,J=57Hz),3,80 2 H, s), 534 2 H, s), 6,01 (2 H, s), 6,68 az 6,76
(4 H, m), 6,89 az 6,93 (3 H, m), 7,24 a2 7,39 (3 H, m). IC spektrum (KBr): 2926, 1715, 1667,
1628, 1533, 1506, a 1464 cm™.
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Referencni piiklad 20

5—Chlormethyl-1—(2,6—difluorbenzyl)-3—(3,4—ethylendioxyfenyl)-6-[4—(3-methoxyureido)-
fenyl]thieno[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion

1)
H N 0

PouZitim slouceniny, ktera se ziskd v nasledujicim piikladu 8 jako vychoziho materidlu se
stejnym zpisobem jako v referenénim zpisobu 7 ziska titulni sloudenina. VytdZek 63 %.
T.t. 204 az 209 °C.

Priklad 1

5—(N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2,6-difluorbenzyl}-6-[4—(3—methoxyureido)fenyl]—
3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)-dion (slouenina z ptikladu &. 1)

I /:
N
MeO\

K roztoku sloueniny ziskané v referenénim piikladu 6 (5,0 g, 8,41 mmol) v dichlormethanu
(120 ml) se prida triethylamin (2,34 ml, 16,82 mmol) za chlazeni ledem. Smés se potom micha.
K této reak&ni smési se pridd N,N'—karbonyldiimidazol (2,73 g, 16,82 mmol) za chlazeni ledem.
Reak<ni smés se neché ohiat na teplotu mistnosti a mich4 se 42 hodiny. Smés se pak opét ochladi
ledem a piida se hydrochlorid O-methylhydroxylaminu (7,02 g, 84,08 mmol) a triethylamin
(11,7 ml, 84,08 mmol). Reakéni smés se nechd ohfat na teplotu mistnosti a micha se tfi hodiny.
Tato reakéni smés se roztfepe mezi chloroform a nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného.
Vodna vrstva se extrahuje chloroformem. Extrakty se spoji, promyji se vodnym roztokem chlori-
du sodného a vysusi se (MgSO;). Rozpoustédlo se za sniZeného tlaku oddestiluje. Zbytek se
zchromatografuje na silikagelu. Ziska se svétlezluta pevna latka, ktera se piekrystaluje ze smési
chloroform—ether. Ziska se tak titulni slou¢enina jako bilé krystaly (4,52 g, 80 %). T.t. 204 aZ
205 °C. Pro C3sH3;NsO,SF, vypocteno: 64,75 % C, 4,68 % H, 10,49 % N, nalezeno: 64,61 % C,
4,67 % H, 10,31 % N. '"H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls, 8): 2,05 (3 H, s), 3,57 (2 H, 5), 3,82
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(3H,s),3,90(2H,s),537(2H,s),692(2H,d,J =8,2 Hz),7,16 a2 7,31 (9 H, m), 7,42 a2 7,57
(G H, m), 7,63 (1 H,s), 7,73 (2 H, d, J = 8,8 Hz). IC spektrum (KBr): 3338, 3064, 1717, 1669,
1628, 1591, 1531 a 1470 cm ™.

Priklad 2

Hydrochlorid 5—(N—benzyl—N—methylaminomethyl)—1—(2,6—diﬂuorbenzyl)—6—[4—(3—methoxy—
ureido)fenyl]—3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)—dionu (sloucenina z piikladu &. 2)

Q\\ HCI
N O
) 10
MeO H 4 ] |
\
N‘< S N~ 0
Q F

C3

Kroztoku bilych krystalii ziskanych v ptikladu 1 (38,34 g, 57,42 mmol) v dichlormethanu
(800 ml) se ptida kyselina chlorovodikova (1M roztok v diethyletheru) (100 ml) za chlazeni
ledem. Smés se mich4 10 minut za teploty mistnosti. Tato reak&ni smés se zahusti za sniZeného
tlaku a zbytek se pfekrystaluje ze smési methanolu s etherem. Zisk4 se titulni sloucenina jako bily
prasek (40,0 g, 99 %). T.t. 182 az 185°C. Pro Cs36H31N50,4SF,. HCL.0,5 H,O vypocéteno:
60,63 % C, 4,66 % H, 9,82 % N, nalezeno: 60,45 % C, 4,68 %H, 9,62 %N. IC spektrum (KBr):
3440, 3042, 1713, 1665, 1628, 1593, 1539 a 1473 cm™'. Hmotnostni spektrum (FAB, m/z):
668 (MH)".

Priklad 3

PouZitim slouceniny ziskané v referenénim piikladu 6 Jako vychozi material se stejnym
zpiisobem jako v piikladech 1 a 2 ziskaji slouéeniny z p¥ikladu &. 3-1 a% 3-9.

@\’ HCI

N 0

'y 1 D)
N
Me\ ‘—g‘j 4 |
N S
H o
F

Sloucenina z piikladu ¢&. 3-1:

N 0
F
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Vytézek 91 %, t.t. 175 az 180 °C (hydrochlorid).

yeoRRs

5 Vytézek 81 %, t.t. 179 az 182 °C (hydrochlorid).

3O

Sloucenina z piikladu &. 3-2:

pzd

M

Sloucenina z piikladu ¢. 3-3:

ha

Vytézek 80 %, t.t. 172 az 177 °C (hydrochlorid).

Sloucenina z ptikladu ¢. 3—4:
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Vytézek 99 %, t.t. 193 a7 197 °C (hydrochlorid).

Sloucenina z ptikladu &. 3-5:
. @ HCl
N o
M me” /@
g N 48
\
Me  N—( §TNNT0
H Q E

5 Vytézek 91 %, t.t. 201 az 204 °C (hydrochlorid).

Sloucenina z piikladu &. 3-6:

Vytézek 89 %, t.t. 210 az 215 °C (hydrochlorid).
10
Sloucenina z ptikladu &. 3-7:
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Vyteézek 89 %, t.t. 199 a7 200 °C (volny amin).

Q\‘: 2

Sloucenina z p¥ikladu ¢&. 3-8:

s Vytszek 93 %, t.t. 195 a% 198 °C (hydrochlorid).

%M@

F

Sloucenina z ptikladu ¢&. 3-9:

Vytézek 95 %, t.t. 165 az 170 °C (hydrochlorid).
Priklad 4

Pouzitim slouceniny ziskané v referencnim piikladu 7 jako vychozi material se stejnym zpiiso-
15 bem jako v referen¢nim prikladu 5 ziskaji slougeniny z piikladi &. 4-1 az 4-5.
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@ HCI
N O
Me\/
H
MeO, N a
/N4< S7NN
H 0

Vytézek 80 %, t.t. 177 az 180 °C (hydrochlorid).

Sloucenina z pfikladu &. 4-1:

g

)
F

=z

5 Sloucenina z ptikladu &. 4-2:

H N
MeQ N 4 ,
\
,Nﬂ S N/go
H @] F
F

Vytézek 77 %, t.t. 205 az 210 °C (hydrochlorid).

Sloudenina z prikladu &. 4-3:

10 ' F
Vytézek 77 %, t.t. 182 az 185 °C (hydrochlorid).
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Slouéenina z piikladu ¢. 4-4:

N
1
H
MeO, N‘M \
N 5T NS0
H O ' -
F
Vytézek 14 %, t.t. 270 °C (rozkl.) [hydrochlorid]).

BTRAS
be

5~(N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-1—2,6—difluorbenzyl)-6—[4—(3-hydroxyureido)fenyl]-3—-
fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)~dion

Q\\C 51’ A

@)

5 Slouc¢enina z pfikladu &. 4-5:

Vytézek 26 %, t.t. 260 °C (rozkl.) [volny amin].

10 Priklad 5
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K roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 6 (2,0 g, 3,36 mmol) v dichlormethanu
(40 ml) se pfida triethylamin (0,94 ml, 6,73 mmol) za chlazeni ledem. Smé&s se potom micha.
K této reakéni smési se za chlazeni ledem piida N,N-karbonyldiimidazol (1,09 g, 6,73 mmol).
Reakéni smés se necha ohtat na teplotu mistnosti a micha se 24 hodin. Reakéni smés se pak opét
ochladi ledem a ptida se O—2,4-dimethoxybenzyl)hydroxylamin (3,11 g, 16,98 mmol). Reak&ni
smés se pak nechd ohfat na teplotu mistnosti a micha se 19 hodin. Tato reakéni smés se roztiepe
mezi chloroform a nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Vodn4 vrstva se extrahu-
Je chloroformem. Extrakty se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysus$i se
(MgSOy). Rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje. K roztoku zbytku v dichlormethanu
(50 ml) se ptida kyselina trifluoroctova (5 ml). Smés se micha 20 minut za teploty mistnosti. Tato
reakéni smés se roztfepe mezi chloroform a nasyceny vodny roztok hydrogenuhligitanu sodného.
Vodna vrstva se extrahuje chloroformem. Extrakty se spoji, promyji se vodnym roztokem
chloridu sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se
zchromatografuje na silikagelu. Ziska se bily amorfni prasek, ktery se piekrystaluje ze smési
chloroform-ether. Ziska se tak titulni slou€enina jako bilé krystaly (2,2 g, 100 %). Tt. 164 az
165 °C. '"H-NMR spektrum (300 MHz, CDCL, 3): 2,05 (3 H,s),3,46 (2 H,s),3,92(3H,s), 5,35
(2 H, 5), 6,65 (1 H, br), 6,90 (2 H, 1, J = 8,0 Hz), 7,28 a2 7,65 (15 H, m), 8,04 (1 H, s), 9,73 (1 H,
br). IC spektrum (KBr): 3326, 2856, 1715, 1665, 1628, 1591, 1531 a 1468 cm™'. Hmotnostni
spektrum (FAB, m/z): 654 (MH)".

Priklad 6

Hydrochlorid 5—(N-benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2,6-difluorbenzyl)-6—{4—(3-hydroxy-
ureido)fenyl]-3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dionu

@ HC
L0
Me
o, -0
/N-—< S
H @]

b

O

X

K roztoku bilych krystal ziskanych v pfikladu 5 (60 mg, 0,094 mmol) v dichlormethanu (5 ml)
se prida kyselina chlorovodikova (IM roztok v diethyletheru) (0,2 ml) za chlazeni ledem. Smés
se michd 10 minut za stejné teploty. Tato reakéni smés se zahusti za sniZeného tlaku a zbytek se
piekrystaluje ze smési methanolu s etherem. Ziska se titulni slougenina jako bily pragek (72 mg,
100 %). T.t. 180 az 186 °C. Pro CssHyNs0O4SF,.0,1 HCL1,0 H,O vypodteno: 59,36 % C,
4,55 % H, 9,89 % N, nalezeno: 59,37 % C, 4,60 % H, 9,87 % N. IC spektrum (KBr): 3388, 3066,
1713, 1663, 1628, 1593, 1537 a 1473 cm™".

Priklad 7

5—(N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2,6—difluorbenzyl)}-6—[4—[3—(2-hydroxyethyl)-
ureido]fenyl]-3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)—dion
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=
o
\
zZ
O

H N
= (.
HO N——< s
0

=z
n O

F

K roztoku slougeniny ziskané v p¥ikladu &. 3—7 (900 mg, 1,24 mmol) v THF (20 ml) se prida
5N roztok hydroxidu draselného ve vodé (7 ml) za chlazeni ledem. Smés se potom micha jednu
hodinu pfi 60 °C. Tato reakéni smés se roztfepe mezi ethylacetat a nasyceny roztok chloridu
sodného. Vodna vrstva se extrahuje ethylacetitem. Extrakty se spoji, promyji se vodnym
roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSOy). Rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje.
Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se bily amorfni prasek, ktery se piekrystaluje ze
smési chloroform-methanol-ether. Ziska se tak titulni sloudenina jako bilé krystaly (850 mg,
88 %). T. t. 220 az 222 °C. Pro C3;H33N50,SF, vypodteno: 65,18 % C, 4,88 % H, 10,27 % N,
nalezeno: 65,08 % C, 5,01 % H, 10,29 % N. 'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-ds, 8):
193G H, s), 3,17 2 H, q, J= 8,4 Hz), 3,45 az 3,47 (4 H, m), 3,81 2 H, s), 4,76 (1 H, t,
J=5,1Hz), 528 (2 H,s), 6,28 (1 H, t, ] = 5,4 Hz), 7,12 a% 7,28 (9 H, m), 7,44 a7 7,58 (8 H, m),
8,79 (1 H, s). IC spektrum (KBr): 3530, 3364, 3066, 2958, 2884, 1715, 1667, 1595,
1531 a 1470 cm™. Hmotnostni spektrum (FAB, m/z): 682 (MH)".

Priklad 8

5~(N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2,6—difluorbenzyl)-3—(3 ,A—-ethylendioxyfenyl)-6-[4—
(3—methoxyureido)fenyl]thieno[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion

SO ves
Me
Me\/N-{ SN0
H o l F
F

K roztoku 3,4-ethylendioxyanilinu (3,90 g, 25,8 mmol) v dichlormethanu (100 ml) se prida
roztok 1,01M dimethylaluminiumchloridu v hexanu (25,5 ml, 25,8 mmol) za chlazeni ledem.
Smés se necha ohiét na teplotu mistnosti za michani béhem 1 hodiny. K tomuto roztoku se prida
roztok slou€eniny ziskané v referenénim piikladu 14 (3,44 g, 5,16 mmol) v dichlormethanu
(60 ml) a smé&s se micha jeden den za teploty mistnosti. Tato reakéni smés se roztfepe mezi
chloroform a nasyceny vodny roztok chloridu sodného. Vodna vrstva se extrahuje chloroformem.
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Organické vrstvy se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,).
Rozpoustedlo se za sniZeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska
se tak titulni slouCenina jako bily amorfni prasek (3,2 g, 85 %). T. t. 185 a% 187 °C. Pro
CssH34N506SF,CLH,O vypocteno: 58,50 % C, 4,65 % H, 8,98 % N, nalezeno: 58,73 % C C,

s 4,48%H, 9,07 % N. 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls, d): 2,05 3 H, s), 3,57 (2 H, s),
3,83(3H, s), 3,90 2 H, s), 429 (4 H, s), 5,35 2 H, s), 6,75 az 7,01 (5 H, m), 7,12 az 7,33
(7H,m), 7,55 (2 H, d, J= 8,0 Hz), 7,63 (1 H, s), 7,72 (2 H, d, ] = 8,0 Hz). IC spektrum (KBr):
1717, 1702, 1686, 1657, 1636, 1626, 1560, 1543, 1522, 1510 a 1475 cm™".

10
Piiklad 9

Pouzitim slou¢eniny ziskané v referennim piikladu 14 jako vychozi materil se stejnym zpiiso-
bem jako v pfikladu 8 ziskaji slouCeniny z p¥ikladu &. 9-1 az 9-2.

@ Br
N 0O
MeO H 4 |
\N—< S N/KO

H @] £

15
Sloucenina z prikladu &. 9-1:

Vytézek 60 %, t.t. 148 az 151 °C (volny amin).

20 Sloucenina z piikladu ¢. 9-2:

HCl

Me’N >

A

Z

I
O
m O

Vytézek 54 %, t.t. 169 az 170 °C (hydrochlorid).
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Piklad 10

5~(N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2,6—difluorbenzyl)-3—[4—(methoxymethoxy)fenyl]-
6—[4-(3—methoxyureido)fenyl]thieno[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion (slou&enina
z prikladu €. 10)

Meo, N /]

K roztoku slouceniny ziskané v referenénim piikladu 16 (0,84 g, 1,09 mmol) v bezvodém
methanolu (50 ml) se pfidd roztok methoxidu sodného (2,10g, 10,4 mmol) v bezvodém
methanolu (20 ml) za chlazeni ledem. Tato smés se micha 2,5 hodiny, pfiemz se teplota neché
stoupnout na teplotu mistnosti. Tato reakéni smés se zneutralizuje 1N kyselinou chlorovodikovou
(10,9 ml, 10,9 mmol) a rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se roztiepe mezi
chloroform a nasyceny vodny roztok chloridu sodného. Vodna vrstva se extrahuje chloroformem.
Organické vrstvy se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,).
Rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se prekrystaluje ze smési ethylacetatu
z izopropyletherem. Ziskd se tak titulni sloudenina jako bilé krystalky (0,632 g, 80 %).
T.t. 189 az 191 °C. Pro CsHjsNsOgSF, vypocteno: 62,71 % C, 4,85 % H, 9,62 % N,
nalezeno: 62,56 % C, 4,69 % H, 9,33 % N. 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl;, 8): 2,05
(3H,s),3,49 (2H,5),3,57(2H,5s),3,82(3H, s),3,91 (2 H,s), 521 2 H, s), 5,36 2 H, 5), 6,92
(2H,d,J=8,0Hz),7,1422 7,35 (11 H, m), 7,55 (2 H,d, J=8,5Hz), 7,63 (1 H, 5), 7,72 2 H, d,
J= 8,5 Hz). IC spektrum (KBr): 3380, 2940, 2830, 1717, 1703, 1669, 1628, 1589, 1524
a 1464 cm™.

Priklad 11

5—(N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2,6—difluorbenzyl)-3—(4-hydroxyfenyl}-6—[4—(3—
methoxyureido)fenylthieno[2,3-d]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion

©T A

N 0
F
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Sloucenina z piikladu ¢. 10 (0,35 g, 0,48 mmol) se rozpusti v acetonu (10 ml). Potom se piida
6N kyselina chlorovodikova (1,0 ml, 6,0 mmol). Smés se mich4 6 hodin za teploty mistnosti
a zneutralizuje se roztokem 2N hydroxidu sodného (3 ml, 6,0 mmol) ve vodé za chlazeni ledem.
Rozpoustédlo se za snizeného tlaku oddestiluje. Zbytek se roztiepe mezi chloroform a nasyceny
vodny roztok chloridu sodného. Vodna vrstva se extrahuje chloroformem. Organické extrakty se
spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,). Rozpoustédlo se za
snizen¢ho tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se bily bezbarvy
amorfni prasek (0,18 g, 55 %), ktery se prekrystaluje ze smési chloroform-methanol. Ziska se tak
titulni slouCenina jako bilé krystaly (0,067 g). T. t. 178 az 182 °C. Pro CssH;;NsOsSF,.0,4 H,0
vypolteno: 62,58 % C, 4,64 % H, 10,14 % N, nalezeno: 62,78 % C, 4,57 % H, 9,86 % N
"H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls, §): 2,04 (3 H,s),3,56(2H,s),3,80 (3H,s),3,90 (2 H, s),
5,35(2H,s), 6,89az26,98 (4 H,m), 7,08 2 H, d, ] = 8,8 Hz), 7,15 a2z 7,31 (6 H, m), 7,57 (2H, d,
J=18,6 Hz), 7,69 (2 H, d, ] = 8,6 Hz), 7,87 (1 H, s), 8,27 (1 H, s), 8,88 (1 H, s). IC spektrum
(KBr): 3446, 1717, 1663, 1630, 1601, 1534, 1520 a 1473 cm™

Priklad 12

5—(N-Benzyl-N-methylaminomethyl)-1—(2, 6—difluorbenzyl)-6—-[4—[(3—methoxy—3-methoxy-
karbonyl)ureido]fenyl}-3—fenylthieno[2,3—-d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion

o, FORUL, ~

N
MeOOC O

K roztoku slouceniny z ptikladu 1 (0,334 g, 0,5 mmol) v tetrahydrofuranu (10 ml) se ptida
triethylamin (0,08 ml, 0,6 mmol) a methylester kyseliny chlormraven¢i (0,0425 ml, 0,55 mmol)
za chlazeni ledem. Smés se michd 1 hodinu za chlazeni ledem a potom 1 hodinu za teploty
mistnosti. K této smési se piida triethylamin (0,08 ml, 0,6 mmol) a ethylester kyseliny chlor-
mravendi (0,0425 ml, 0,55 mmol) a smés se micha 2 hodiny pfi 40 °C a potom dvé& hodiny za
teploty mistnosti. K této smési se piida vodny roztok chloridu sodného a extrahuje se ethyl-
acetatem. Extrakty se spoji, promyji se vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSO,).
Rozpoustédlo se za sniZeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska
se surovy produkt, ktery se prekrystaluje ze smési ethylacetatu s diethyletherem. Ziska se tak
titulni slouCenina jako bezbarvé krystalky (0,204 g, 56%). T. t. 150 a? 152°C. Pro
C33H33NsO6SF, vypolteno: 62,89 % C, 4,58 % H, 9,65 % N, nalezeno: 62,68 % C, 4,69 % H,
9,44 % N. '"H-NMR spektrum (200 MHz, CDCl,, 8):2,06 3 H,s),3,57 (2H,s),391 2H,s),
393(3H,s),3,98(3H,s),537(2H,s),692(2H,t,J= 8,2 Hz), 7,15 az 7,60 (11 H, m), 7,57
(2H,d,J=8,6Hz), 7,73 (2H,d, 1= 8,6 Hz) 10,06 (1 H, s). IC spektrum (KBr): 1746, 1713,
1663, 1537, 1460, 1339, 1200, 1034 a 737 cm™
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Priklad 13

1—(2,6—Diﬂuorbenzyl)—S—[N—(2—methoxyethyl)—N—methylaminomethyl]—6—[4—(3—methoxy-
ureido)fenyl]-3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)~dion

MeO

H,N 0
Me
H

A (] /hl;

N—< ST N7 o
O F
) A

e

K roztoku slouceniny ziskané v referen¢nim prikladu 7 (0,86 g, 1,48 mmol) v N,N—dimethyl-
formamidu (15 ml) se pfida ethyldiizopropylamin (0,34 ml, 1,92 mmol), jodid draselny (245 mg,
1,48 mmol) a N—(2-methoxyethyl)methylamin (0,19 ml, 1,78 mmol). Smé&s se micha 2 hodiny za
teploty mistnosti. Tato reakéni smés se zahusti. Zbytek se roztiepe mezi ethylacetat a nasyceny
10 vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Vodna vrstva se extrahuje ethylacetitem. Spojené
extrakty se promyji vodnym roztokem chloridu sodného a vysusi se (MgSQ,). Rozpoustédlo se
za sniZeného tlaku oddestiluje. Zbytek se zchromatografuje na silikagelu. Ziska se tak titulni
slouCenina jako bilé krystalky (840 mg, 89 %). T. t. 161 az 163 °C. Pro C3,H3;Ns505SF,.0,5 H,O
vypocteno: 59,62 % C, 5,00 % H, 10,86 % N, nalezeno: 59,73 % C, 4,99 % H, 10,85 % N.
15 'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl;, 8): 2,14 3 H, s), 2,64 2H, t, ] =59 Hz), 3,27 (3 H, 5),
341 (2H,t,J=59Hz),3,83(5H,s),537(2H,s),693 2H,t,J=82Hz), 7,12 az 7,63 (12

H, m). IC spektrum (KBr): 1709, 1663, 1560 a 1522 cm.
20 Piiklad 14

1-(2,6-Difluorbenzyl)}-3—(3,4—ethylendioxyfenyl)-5-[N—(2-methoxyethyl}-N—methylamino-
methyl]-6—{4—(3—-methoxyureido)fenyl]thieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)—dion

MeQ

- o
O e ae
Meo>N~<\N . | N/&O
H @]

F

F

25 PouZitim slougenin ziskanych v referentnim piikladu 20 jako vychozi material se stejnym zpiso-

bem jako v prikladu 13 zisk4 titulni slou¢enina. Vyt&zek 79 %, t.t. 155 az 156 °C (volny amin).
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Priklad 15

1 —(2,6—Difluorbenzyl)—5—[N—(2—methoxyethyl)—N—methylaminomethyl]—6—[4—(3—methoxy-
ureido)fenyl}-3—(3,4-methylendioxyfenyl)thieno[2,3—d]pyrimidin—2,4(1H,3H)~dion

MeO

4 :
Me’N 0 /©:O>

/ N
TaeatiS§

H @) l =
F

PouZitim slouceniny ziskané v referentnim ptikladu 19 jako vychozi material se stejnym zpiso-
bem jako v piikladu 1 ziska titulni sloudenina. Vyt&zek 72 %, t.t. 150 aZ 152 °C (volny amin).

MeO

Preparac¢ni priklad 1

Pouzitim 100 mg slouceniny z piikladu ¢&. 1, 165 mg laktézy, 25 mg kuku¥i¢ného $krobu, 4 mg
polyvinylalkoholu a 1 mg stearatu hofenatého se konven&nim zpiisobem vyrobi tablety.

Preparacni priklad 2

Sloucenina z ptikladu ¢. 2 (5 g) se rozpusti v destilované vodé pro injekci. Ziska se tak celkovy
objem 100 ml. Tento roztok se asepticky zfiltruje 0,22um membranovym filtrem (vyrobenym
Sumitomo Electric Industries, Ltd. nebo Sartorius) a rozdéli se po 2 ml do promytych sterilnich
ampulek. Nasleduje vysuseni vymraZenim konvenénim zpiisobem. Ziska se tak 100 mg vymraze-
nfm vysuSeného pfipravku pro injekce na ampulku.

Preparacni priklad 3
Pouzitim 100 mg slouceniny z ptikladu €. 4-2, 165 mg laktézy, 25 mg kukutiéného Skrobu, 4 mg
polyvinylalkoholu a 1 mg stearatu hofe¢natého se konvenénim zpiisobem vyrobi tablety.

Preparacni ptiklad 4

Slougenina z piikladu &. 4-2 (5 g) se rozpusti v destilované vodg pro injekci. Ziska se tak celkovy
objem 100 ml. Tento roztok se asepticky zfiltruje 0,22um membranovym filtrem (vyrobenym
Sumitomoto Electric Industries, Ltd. nebo Sartorius) a rozd&li se po 2 ml do promytych sterilnich
ampulek. Nasleduje vysuSeni vymraZenim konvenénim zpusobem. Ziska se tak 100 mg
vymraZzenim vysuseného pfipravku pro injekce na ampulku.
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Preparaéni ptiklad 5

1) sloucenina z ptikladu ¢&. 1 nebo &. 4-2 5g
2) laktoza/krystalicka celuldza (Sastice) 330 g
3) D—mannitol 29¢g
4) nizkosubstituovana hydroxypropylcelul6za 20g
5) talek 25¢
6) hydroxypropylcelul6za 50g
7) aspartam 3g
8) glycyrrhizinat dvojdraselny 3g
9) hydroxypropylmethylcelul6za 2910 30g
10) oxid titanicity 35¢g
11) zluty oxid zelezity 05g
12) lehky oxid kfemicity lg

Slozky ad 1), 3), 4), 5), 6), 7) a 8) se suspenduji nebo rozpusti ve vy&isténé vods a potahnou se na
Castice jadra ad 2), takZe se ziskaji zakladni jemné &astice, které se pak potahnou slozkami ad 9)
az 11). Ziskaji se potazené jemné &astice, které se pak smichaji se slozkou ad 12) za vzniku 500 g
1% jemnych ¢astecek slouceniny. Tyto &astice se rozdéli na 500mg davky &astic.

Experimentalni ptiklad 1
1) Ptiprava '“I-leuproprelinu

Do zkumavky obsahujici 10 ul 3.10™*M vodného roztoku leuprorelinu a 10 pl 0,01 mg/ml lakto-
peroxidazy se pfida 10 pl (37 MBq) roztoku Na'®I. Po promichani se pfida 10 pl 0,001%
peroxidu vodiku. Reakce se necha probihat 20 minut za teploty mistnosti. Pfidanim 700 ul 0,05%
roztoku TFA (kyselina trifluoroctova) se reakce zastavi. Nasleduje vy¢isténi HPLC na obrace-
nych fazich. Podminky pouZité pro HPLC jsou uvedeny niZe. '*’I-leuprorelin byl eluovan
v retenénim &ase 26 az 27 minut.

Kolona: TSKgel ODS-80™ (TM znamena obchodni znagku; toté plati nize)
CTR (4,6 mm krat 10 cm).
Eluenty: rozpoustédlo A (0,05% TFA),
rozpoustédlo B (40% CH;CN s 0,05% TFA),
0 minut (100 % rozpoustédla A) — 3 minuty (100 % rozpoustédla A) — 7 minut
(50 % rozpoustédla A + 50 % rozpoustédla B) — 40 minut
(100 % rozpoustédla B).

Elu¢ni teplota: teplota mistnosti.
Rychlost eluce: 1 ml/minutu.

2) Ptiprava krysi membranové frakce zpredniho laloku podvésku mozkového obsahujici
GnRH receptory

Pfedni laloky Zldz podvésku mozkového byly izolovany ze &tyficeti krys Wistar (samci, stari
8 tydnd) a promyty ledem ochlazenym homogenatovym pufrem [25mM Tris (tris(hydroxy-
methyl)aminomethan)-HCl, 0,3M sachar6za, 1mM EGTA (glykol-etherdiamin—N,N,N’,N'~tetra-
octovd kyselina), 0,25mM PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid), 10 j./ml aprotininu, 1 ne/kg
pepstatinu, 20 pg/ml leupeptinu, 100 ug/ml fosforamidonu, 0,03% azid sodny, pH 7,5]. Tkat
podvésku mozkového byla nechana plavat ve 2 ml homogenatového pufru a homogenizovana
pouZitim homogenizatoru Polytron. Homogenat byl odstied’ovan pti 700 x g 15 minut. Super-
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natant byl vioZen do odstfedivkové zkumavky a odstfed’ovani 1 hodinu p¥i 100 000 x g. Ziska se
tak peleta membranové frakce. Tato peleta se suspenduje ve 2 ml testovaciho pufru [25mM
Tris—HCI, ImM EDTA (ethylendiamintetraoctové kyselina), 0,1% BSA (hovézi serovy albumin),
0,25mm PMSF, 1 ug/ml pepstatinu, 20 ug/ml leupeptinu, 100 pg/ml fosforamidonu a 0,03% azid
sodny, pH 7,5] a suspenze se odstfed’uje 1 hodinu p#i 100 000 x g. Membréanova frakce, ktera se
izoluje jako peleta, byla resuspendovana v 10 ml testovaciho pufru, rozdélena na podily, uchova-
vana pfi—80 °C a v pfipadé potteby roztata.

3) Piiprava membranové frakce bundk CHO (vajeénik &inského kietka) obsahujici GnRH
receptor

Buiiky CHO exprimujici lidsky GnRH receptor (10° bungk) se suspenduji ve fosforeénanem
pufrovaném solném roztoku doplnéném o SmM EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina)
(PBS-EDTA) a odstfed’uji se 5 minut pfi 100 x g. K buné&né peletd se pfida 10 ml buné&ného
homogenétového pufru (10mM NaHCO;, SmM EDTA, pH 7,5). Nasleduje homogenizace
pouZitim homogenizatoru Polytron. Po odstied’ovéni 15 minut pii 400 x g byl supernatant
pfenesen do ultraodstfedivkové zkumavky a odstied’ovan 1 hodinu pti 100 000 x g. Ziska se tak
srazenina membrénové frakce. Tato sraZenina se suspenduje ve 2 ml testovaciho pufru
a odstfed’uje se 1 hodinu pfi 100 000 x g. Membranova frakce, ktera se izoluje jako sraZenina,
byla opét resuspendovéana ve 20 ml testovaciho pufru, rozdélena a skladovana pfi —80 °C pied
pouZitim do roztati.

L_leuprorelinu

4) Stanoveni miry inhibice navazani
Shora pfipravené krysi a lidské membranové frakce (ad 2) a ad 3)) se zfedi stejnym testovacim
roztokem. Ziska se fedéni 200 pg/ml. To se potom rozd&li po 188 pl na zkumavku. Kdyz se
pouziva krysi membranova frakce predniho laloku podvésku mozkového, p¥ida se soudasné do
kazdé zkumavky 2 pl roztoku 0,1mM slougeniny v 60% DMSO (dimethylsulfoxid) a 10 ul 38nM
"“Ileuprorelinu. U membranové frakce bungk CHO s exprimovanymi lidskymi GnRH receptory
se do kazdé zkumavky piidaji soucasng 2 pl roztoku 2mM sloudeniny v 60% DMSO a 10 pl
38nM 'I-leuprorelinu. Pro stanoveni maximalniho navazaného mnozstvi se pfipravi reakéni
smés 2 pl 60% DMSO a 10 pl 38nM '"I-leuprorelinu. Pro stanoveni mno¥stvi nespecifické
vazby se pfipravi reakéni smés 2 pl 100uM leuprorelinu v roztoku v 60% DMSO a 10 pl 38nM
"’I-leuprorelinu.

KdyZ se pouziva krysi membranova frakce predniho laloku podvésku mozkového, reakce se
provadi 90 minut pii 4 °C. KdyZz se pouzivd membranova frakce CHO s lidskymi GnRH
receptory, reakce se provadi 60 minut pfi 25 °C. Po kazdé reakci se reakéni smés odpipetuje
a zfiltruje sklenénym filtrem Whatman o3etfenym polyethylenaminem (GF-F). Po této filtraci se
gama—pocitatem zmé&fi radioaktivita 125I—leuprorelinu zbyvajiciho na filtraénim papiru.

Pro nalezeni miry inhibice navazani (%) kaZdé testované sloudeniny se vypolte vyraz
(TB-SB)/(TB/NSB).100 (kde SB znamena radioaktivitu s pfidanou slougeninou, TB znamen4
maximalni navazanou radioaktivitu, NSB znamena nespecificky navazanou radioaktivitou). Mira
inhibice byla dile stanovena mén&nim koncentrace testované latky. Koncentrace 50% inhibice
(hodnota ICso) slougeniny byla vypottena z Hillova grafu. Vysledky jsou uvedeny niZe.

testovana mira inhibice navazani (%) hodnota ICsy (uM)
slouc¢enina

krysa (1 uM) Clovek (20 uM)  krysa ¢lovék
sloudenina z
piikladu &. 2 27 NT NT 0,0001
sloucenina z
prikladu . 4-2 64 NT 0,5 0,0002
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NT znamena namétreno

Experimentalni piiklad 2
Potlaceni plazmového LH u kastrovanych opic

Sloucenina z pfikladu ¢. 2 byla ordlng podavéana kastrovanym samciim psich opic (Macaca
fascicularis) a kvantitativné byl stanoven plazmovy LH. Pouziti samci psich opic, ktefi v dobg
pokusu byli ve véku 4 let a 9 m&sicti az 6 let a 3 mésicii, byly vykastrovéni vice ne% 3 mésice
pfed timto pokusem. Testovanym zvifatim (n = 3) bylo podano 30 mg/kg (3 ml/kg) sloudeniny
suspendované v 0,5% methylceluloze na koneénou koncentraci 1 % oralnim podanim.
Kontrolnim zvifatim (n = 2) byly podany 3 mi/kg 0,5% methylcelulézového dispergaéniho
Cinidla samotného ordlnim podanim. V dobg 24 hodin a t&sné pred podanim a v dobg 2, 4, 6, 8,
24 a 48 hodin po podani byla ze vzorkd heparinizované plamy izolovana krev femoralni zily
a okamzité skladovana za podminek mraZeni.

Koncentrace LH v plazmé byla stanoveny biotestem pouZitim mysich testikularnich bungk.
Testikularni buiiky byly izolovany od my3ich samcii BALB/c (ve stafi 8 az 9 tydni) a promyty
tfikrat 1 ml Dulbeccem modifikovanym Eagleho médiem (DMEM-H obsahujicim 20mM
HEPES a 0,2% BSA na varle. Po 1 hoding inkubace pti 37 °C se buiiky nechaly projit nylono-
vym sitovym filtrem (70 um) a rozdgleny do zkumavek v mnoZstvi 8.10° bunék/zkumavku. Po
dvojim promyti bun¢k 0,4 ml DMEM-H, byly pfidany 0,4 ml DMEM-H roztoku obsahujiciho
bud’ kotisky LH (Sigma Company), jako standardni LH, nebo opigi plazmu, predem ziedéné az
300krat, jako testovaci vzorek. Nasledovala reakce 2 dny p¥i 37 °C. Koncentrace testosteronu
v kultivaénim supernatantu byla stanovena radioimunotestem (CIS Diagnostic Company).
Koncentrace LH v plazmé testované opice byla vypo&tena ze standardni k¥ivky pro standardni
korisky LH.

Vysledky jsou spole¢né uvedeny na obrazku 1.

Koncentrace LH je vyjadfena v procentech (%) zéakladni koncentrace LH bezprostiedn& po
podani kazdé jednotlivé psi opici a je uvedena jako priibéh doby s dobou podani branou jako 0
(oznaeno Sipkou). Hodnoty pfes a po podani jsou oznateny jako minus, respektive plus
znaménko. Kontrolni skupina-1 (—A-) a kontrolni skupina—2 (—4-) znamenaji oralni podani
davky pouze s 0,5% methylcelulézovym dispergaénim &inidlem (3 ml/kg), zatimco skupina
slouCeniny—1 (=/\-), skupina slou¢eniny-2 ([ _}) a skupina sloudeniny-3 a (-O-) podobng&
obdrzely disperzi slouceniny z piikladu &. 2 v 0,5% methylceluléze (30 mg/kg, 3 ml/kg).

Kontrolni skupiny vykazovaly malé zmény koncentrace plazmového LH dokonce i po podani.
Naopak, u skupiny sloucenin koncentrace plazmového LH vykazala rychly spad podinajici
bezprostiedné po podani a tento spad pokradoval aZ na 20 nebo mén& % zakladni hodnoty po
24 hodinach od podani. Potom, po 48 hodinach od podéni, bylo zaznamenano op&tovné zvyseni
koncentrace plazmového LH.

Shora uvedené vysledky ukazuji, Ze sloudenina z ptikladu &. 2, podévané oralng, ma vyznamny
depresivni u¢inek na koncentraci krevniho LH.

Z piedchazejicich vysledki je ziejmé, Ze slouteniny podle ptedloZeného vynalezu antagonizuji

receptory LH-RH podvésku mozkového blokovat LH-RH stimulaci z hypothalamu pro
inhibovani uvoliiovani LH.
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Priimyslové vyuZitelnost

Sloucenina podle piedlozeného vynalezu ma vynikajici aktivitu antagonizovat hormon uvolfiujici
gonadotropin. M4 také dobrou oréalni absorbovatelnost a vynikajici stabilitu a farmakokinetiky.
Pri nizké toxicité vykazuje také vynikajici bezpe&nost. Sloutenina podle predlozeného vynalezu
se tedy miZe pouZivat jako profylaktické nebo terapeutické &inidlo u onemocnéni zévislych na
hormonech atd. Konkrétné je uinna jako profylaktické nebo terapeutické ¢inidlo u rakovin
zavislych na pohlavnich hormonech (napf. rakoving prostaty, rakoving délohy, rakoviné prsu,
nadoru podvésku mozkového atd.), u hypertrofie prostaty, hysteromyomu, endometridze,
piedCasné puberty, syndromu amenorey, syndromu vicemistného vaje&niku, uhri atd., nebo jako
regulator t€hotenstvi (napf. antikoncepéni &inidlo), lé&ivo pii neplodnosti nebo regulator
menstruace. Je také 0¢inna jako regulator fije u zvitat, Ginidlo zlep3ujici kvalitu masa jako
potraviny nebo reguldtor ristu zvifat v oblasti hospodatstvi zvifat a jako promotor tfeni ryb
v oblasti rybaistvi.

PATENTOVE NAROKY

1. Thienopyrimidin obecného vzorce 1

R") n

F

vnémz R' i R? znamena atom vodiku, hydroxylovou skupinu, alkoxyskupinu s 1 az 4 atomy
uhliku, alkoxy(s 1 aZ 4 atomy uhliku)karbonylovou skupinu nebo alkylovou skupinu s 1 az
4 atomy uhliku, kterd miZe byt substituovana substituenty vybranymi ze skupin (i) hydroxy, (ii)
acyloxy s 1 az 7 atomy uhliku, (iii) benzoyloxy, (iv) amino, kterd mutZe byt substituovana 1 az

- 2 substituenty vybranymi ze skupin alkoxy(s 1 aZ 6 atomy uhliku)karbonyl, benzyloxykarbonyl,

acyl s 1 az 4 atomy uhliku, alkyl s 1 aZ 4 atomy uhliku a alkyl(s 1 a7 3 atomy uhliku)sulfonyl,
(v) alkoxy s 1 aZ 10 atomy uhliku, (vi) cykloalkyloxy(se 3 aZ 7 atomy uhliku)karbonyl-alkoxy-
(s 1 az 3 atomy uhliku) a (vii) alkoxy(s 1 aZ 3 atomy uhliku)-alkoxy(s 1 aZ 3 atomy uhliku),

R® znamena atom vodiku, atom halogenu, hydroxylovou skupinu nebo alkoxyskupinu s 1 az
4 atomy uhliku, kterd miiZe byt substituovana shora jmenovanymi substituenty (i) az (vii) nebo
dvé prilehlé skupiny R mohou spolecné tvorit alkylendioxyskupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku,

R*  znamena atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku,

R® znamena alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku, kterd miZe byt substituovana shora
jmenovanymi substituenty (i) aZ (vii) nebo skupinu obecného vzorce
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RS

v ném# R’ znamen4 atom vodiku nebo R* a R® mohou spolecné tvofit pétilenny nebo Sesti¢lenny
heterocyklicky kruh a

n  znamena celé ¢islo 0 az 5,
nebo jeho sil.

2.  Thienopyrimidin podle naroku 1 obecného vzorce Ia

5 N 0] R

H 74 N
1N |
20 ‘ F
F

vnémz R' i R’ znamen4 atom vodiku, hydroxylovou skupinu, alkoxyskupinu s 1 a% 4 atomy
uhliku nebo alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku, kterd mize byt substituovana skupinami
(1) az (vii) jmenovanymi v naroku 1,

(1a),

R’ znamens atom vodiku, atom halogenu, nebo alkoxyskupinu s 1 az 4 atomy uhliku,
R* znamena alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku a

R’ znamena jak uvedeno v naroku 1,

nebo jeho sul.

3. SlouCenina podle naroku 1 obecného vzorce I, v ném¥ R' znamena alkoxyskupinu s 1 az
3 atomy uhliku, nebo jeji sil.

4. Slouenina podle niroku 3 obecného vzorce I, v ném R* znamena atom vodiku, nebo jejt
stl.

5. Slou€enina podle naroku 1 obecného vzorce I, v némz R* znamena atom vodiku, nebo jeji
sul.

6. Sloucenina podle naroku 1 obecného vzorce I, v ném% R® znamena skupinu obecného vzorce
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RS

kde R’ m4 vyznam uvedeny v naroku 1, nebo jeji sil.

7. Sloucenina podle naroku 2 obecného vzorce I, v némz R* znamena alkylovou skupinu s 1 az
3 atomy uhliku a R® znamen4 atom vodiku, nebo jeji sil.

8. Sloucenina podle naroku 1 obecného vzorce I, v némz n znamena &islo 1 nebo 2, nebo jeji
sul.

9. Sloucenina podle néroku 1 obecného vzorce I, v ném# R! znamena hydroxylovou skupinu,
alkoxyskupinu s 1 az 4 atomy uhliku nebo alkylovou skupinu s 1 az 4 atomy uhliku, ktera mize
byt substituovdna hydroxylovou skupinou nebo alkyl(s 1 az 4 atomy uhliku)karbonyloxy-
skupinou,

R®  znamen4 atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku nebo alkoxy(s 1 az 4 atomy
uhliku)karbonylovou skupinu,

R’ znamen4 atom vodiku, atom halogenu, hydroxylovou skupinu nebo alkoxy(s 1 az 4 atomy
uhliku)-alkoxy(s 1 az 4 atomy uhliku)skupinu, nebo dv& prilehlé skupiny R* mohou spole¢né
tvotit alkylendioxyskupinu s 1 az 3 atomy uhliku,

R* znamena atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku,

R® znameni alkoxy(s 1 az 4 atomy uhliku)-alkylovou(s 1 a7 4 atomy uhliku) skupinu, nebo
skupinu obecného vzorce

5

R

vnémz R’ znamena atom vodiku nebo R* a R’ spoleCn€ tvoii pétilenny nebo Sestitlenny
heterocyklicky kruh a

n  znamen4 ¢islo 1 nebo 2,
nebo jeji sul.

10. Sloucenina podle naroku 1 obecného vzorce I, v némz R' znamena hydroxylovou skupinu,
methoxyskupinu nebo alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku,

R? znamena atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku,
R* znamen4 alkylovou skupinu s 1 az 3 atomy uhliku,

R® znamen4 benzylovou skupinu a

n  znamena Cislo 0,

nebo jeji sul.
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11. 5—(N——Benzyl—N—methylaminomethyl)—1—(2,6—diﬂuorbenzyl)—6—[4—(3—methoxyureido)—
fenyl}-3—fenylthieno[2,3—d]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion nebo jeho sil.

12. Zpisob vyroby thienopyrimidinové slou¢eniny podle naroku 1 obecného vzorce I

V)

F

N 1 2 5 6 o - , I3 T .
vnémz R, R* R’, R, R’, R® a n ma)i vyznam uvedeny vnaroku 1, nebo jeji soli,
vyznalujici se tim, Ze se sloudenina obecného vzorce I

(1),

F

vnémz R’, R, R>, R® a n maji vyznam uvedeny v naroku 1, nebo jeji sill, nechd reagovat
s karbonyldiimidazolem nebo fosgenem, nateZ nasleduje reakce se sloudeninou obecného
vzorce III

R'-NH-R? (1),

vnémz R' a R? maji vyznam uvedeny v naroku 1, nebo jeji soli.

13. Farmaceuticky pfipravek, vyznadujici se tim, e obsahuje sloudeninu podle naro-
ku 1 nebo jeji farmaceuticky ptijatelnou sil.

14. Farmaceuticky piipravek podle néroku 13, pro antagonizovani hormonu uvoliujiciho
gonadotropin.

15. Farmaceuticky plipravek podle naroku 14 pro predchizeni nebo 1é&eni onemocnéni
zavislého na pohlavnich hormonech.
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16. Pouziti slouceniny podle naroku 1 nebo jeji farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu

farmaceutického ptipravku pro antagonizovani hormonu uvolitujiciho gonadotropin.

1 vykres
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i poméry
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Cbr. 1

LH koncentrace v plasmé kastrované psi opice
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- A - kontrolni skupina-1
-4~ kontroini skupina-2
-4 - skupina sloudeniny-1
-0~ skupina sloudeniny-2
-O-  skupina sloudeniny-3
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