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Derivaty hydroxamovej kyseliny, spdsob ich pripravy a ich

pouzitie

Oblast techniky

Predkladany vynadlez sa tyka novych derivatov hydroxamovej
kyseliny, ktoré su vhodné ako lieciva, napriklad pri inhibicii
matricovych metaloproteinaz, ako je kolagendza, a pri inhibicii
vyludovania TNF, najm& pri liedbe ochoreni alebo stavov spro-

stredkovanych nadmernou produkciou alebo nadmernou citlivostou

na TNFa.

Doteraj3i stav techniky

Néddorovy nekroticky faktor (TNF) je cytokin, ktory sa
pévodne produkuje ako 28 kD prekurzor viazany na membrénu. Potom
sa Stiepi enzymom (TNF konvertaza) a uvolfiuje sa ako rozpustna
aktivna forma 17 kD. Rozpustny TNF existuje najmenej v dvoch

formé&ch, TNFa a TNFB, z ktorych je TNFa klinicky vyznamnejsi.

Predpoklada sa, Ze TNFa sprostredkuje zapal a iné stavy spojené
so septickym 3Sokom alebo akutnou infekciou. Predpoklada sa, ze
dlhy cas trvajuca nadmernd stimuldcia TNFa zohrdva ulohu pri

autoiminnych a chronickych zéapalovych stavoch, ako je artritida,

sklerdéza multiplex a podobne.

Ukazalo sa, Ze urCité inhibitory matricovych metaloprotei-
naz z triedy hydroxamovych kyselin, najma (7-N-hydroxy)diamidy
kyseliny 3-imino-4-oxoheptén-1,7-diovej (ktoré si pripadne dalej
1-N, 2-, 5- a 6-substituované), su schopné sprostredkovat
produkciu TNFa pravdepodobne pomocou inhibicie TNF konvertéazy.

Znami predstavitelia tejto triedy zlucCenin su zhrnuti a opisani
napriklad vo WO 94/10990. '

Teraz sa prekvapujuco zistilo, Ze nova trieda derivatov
hydroxamovej kyseliny (,nové zluceniny") su uc¢innymi
potlacatelmi TNFa a maju vyhodné farmaceutické vlastnosti, najma

preto, Ze su ordlne biologicky vyuZitelné.
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Podstata vynalezu

Novymi zlulenina podla predkladaného vyndlezu su (7-N-hy-
droxy)diamidy kyseliny 3-imino-4-oxo-6-(oxymetyl)heptan-1,7-dio-
vej. Vhodne je 6-oxymetylovym substituentom vo vzorci II niZSie
napriklad hydroxymetylova skupina alebo mono- alebo polyalkoxy-
metylovad skupina. Nové zlGceniny mbézZu byt dalej substituované v
polohach 1-N, 2- a 5-, ¢o Jje =zname 2z doterajsieho stavu
techniky, napriklad ako sa to opisuje vo WO 94/10990, alebo ako
sa opisuje dalej. Nové =zluc¢eniny mbéZu byt napriklad 1-N
substituované metylovou skupinou, pyridylovou skupinou alebo
substituentom vzorca X-Y- alebo X'-Y-, ako sa opisuje niZs3ie,
napriklad (l-N-morfolinokarbonylalkyl-7-N-hydroxy)diamid kyseli-
ny 3-imino-4-oxo-6- (oxymetyl)heptan-1,7-diovej, a mbze sa
vyskytovat vo volnej forme alebo vo forme farmaceuticky

prijatelnej soli.

Zvlast vyhodnou triedou novych zlaenin st (7-N-hydroxy)-
-diamidy kyseliny 3-imino-4-oxo-5-aryl-6-(oxymetyl)heptéan-1,7-
-diovej. O5-Arylovy substituent mdéZe byt taky, ako sa opisuje
dalej, napriklad ak 5-arylovy substituent je pripadne substituo-
vanad fenylovd skupina, zvyCajne substituovand v polohe 4,
substituentom je hydroxylova skupina, alkylova skupina
obsahujica 1 aZz 6 atémov uhlika, alkoxyskupina obsahujioca 1 aZ 6
atémov uhlika, aminoskupina, atém halogénu alebo kyanoskupina.
Nové zlucCeniny substituované v polohe 5 arylovou skupinou sa
mézu vyskytovat vo volnej forme alebo vo forme farmaceuticky

prijatelnej soli.

Vyhodne maju nové zluceniny vSeobecny vzorec I

@) R3 R4

NH
NHOH O (1)
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kde
R' je substituent vzorca II
A-[0=- (CR’H) ] n~O-CH;- (I1)
kde n je 1, 2, 3 alebo 4, vyhodne 2;
m je 0, 1, 2 alebo 3;

kazdad skupina R’ je nezavisle atém vodika; alkylova skupina
obsahujuca 1 aZz 10 atémov uhlika, ktord je pripadne
substituovand hydroxylovou skupinou, alkoxyskupinou obsahujucou
1 az 6 atémov uhlika, aminoskupinou, alkylaminoskupinou
obsahujucou 1 az 6 atémov uhlika, merkaptoskupinou,
alkylmerkaptoskupinou obsahujiucou 1 az 6 atémov uhlika alebo
chranenou hydroxylovou skupinou, chranenou aminoskupinou alebo
chranenou merkaptoskupinou; alkenylova skupina obsahujuca 2 aZ 6
atémov uhlika; arylovéd skupina obsahujuca 6 az 14 atdmov uhlika,
ktoré je pripadne substituovana hydroxylovou skupinou,
alkoxyskupinou obsahujucou 1 aZz 6 atémov uhlika, aminoskupinou,
alkylaminoskupinou obsahujucou 1 aZ 6 atdédmov wuhlika, atdmom
halogénu alebo kyanoskupinou; alebo arylalkylova skupina
obsahujuca v arylovej casti 6 aZ 14 atdmov uhlika a v alkylovej
CGasti 1 aZz 6 atémov wuhlika; vyhodne atdém vodika, fenylova

skupina alebo alkylové skupina obsahujuca 1 aZ 5 atdémov uhlika;

A je atdém vodika, alkylovd skupina obsahujﬁca 1 az 10 atémov
uhlika, arylovd skupina obsahujuca 6 aZz 14 atdomov uhlika, aryl-
alkylové skupina obsahujuca v arylovej cCasti 6 aZ 14 atdmov
uhlika a v alkylovej Casti 1 az 6 atdédmov uhlika, arylkarbonylova
skupina obsahujica v arylovej ¢&asti 6 aZz 14 atdémov uhlika alebo
alkylkarbonylovd skupina obsahujica v alkylovej casti 1 az 10
atémov uhlika; vyhodne atédm vodika, alkylovd skupina obsahujtica
1 aZ 6 atémov uhlika (napriklad metylovad skupina alebo cyklo-

hexylovd skupina), fenylova skupina alebo benzylova skupina:

R? je alkylovd skupina obsahujica 2 aZ 12 atdémov uhlika, alke-
J

nylova skupina obsahujuca 3 az 12 atémov uhlika, cykloalkylova
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skupina obsahujuca 3 az 7 atémov uhlika pripadne substituovana
hydroxylovou skupinou, alkoxyskupinou obsahujicou 1 az 6 atdémov
uhlika, aminoskupinou alebo alkylaminoskupinou obsahujicou 1 az
6 atémov uhlika, arylovd skupina obsahujica 5 az 14 atdmov
uhlika alebo arylalkylovad skupina obsahujica v arylovej casti 5
az 14 atémov uhlika a v alkylovej cCasti 1 aZ 6 atdédmov uhlika,
kde arylové skupiny su pripadne substituované hydroxylovou
skupinou, alkylovou skupinou obsahujucou 1 aZz 6 atdémov uhlika,
alkoxyskupinou obsahujicou 1 az 6 atdédmov uhlika, aminoskupinou,
atémom halogénu alebo kyanoskupinou; vyhodne fenylovd skupina,
4-metylfenylové skupina, 4-metoxyfenylova skupina, cyklohexylova

skupina alebo izobutylova skupina.

R® je alkylova skupina obsahujica 1 aZ 10 atémov uhlika, ktorad je
pripadne substituovanad hydroxylovou skupinou alebo alkoxyamino-
skupinou obsahujicou 1 aZ 6 atémov uhlika, alkylaminoskupinou
obsahujucou 1 aZ 6 atdmov uhlika, merkaptoskupinou, alkyl-
merkaptoskupinou obsahujicou 1 az 6 atdémov uhlika alebo
chranenou hydroxylovou skupinou, chranenou aminoskupinou ‘alebo
chranenou merkaptoskupinou; napriklad terc-butylovd skupina
alebo cyklohexylmetylova skupina; arylovd skupina obsahujuca 6
az 14 atémov  uhlika pripadne substituovand hydroxylovou
skupinou, aryloxyskupinou obsahujucou 6 aZ 14 atdémov uhlika
alebo alkoxyskupinou obsahujicou 1 az 6 atémov uhlika,
aminoskupinou, alkylaminoskupinou obsahujicou 1 aZ 6 atdémov
uhlika, atémom halogénu alebo kyanoskupinou, napriklad benzylova
skupina, p-metoxybenzylova skupina, p-benzyloxybenzylovd skupi-
na); alebo indolylmetylova skupina, napriklad 2-indolylmetylové

skupina; vyhodne benzylovéd skupina alebo terc-butylovd skupina;

R' je metylovd skupina, pyridylova skupina alebo substituent
vzorca X-Y-, kde X Jje morfolinoskupina, pyridylovd skupina alebo
arylova skupina, vyhodne morfolinoskupina a Y Jje alkylénové
skupina obsahujuca 1 az 12 atémov uhlika, v ktorej su az 3tyri
metylénové Jednotky pripadne nahradené skupinou -CO-, skupinou
-NH-, skupinou -S0,- alebo skupinou -0-; napriklad metylova

skupina, 2-pyridylova skupina, morfolinokarbonylmetylova



skupina, 5-(morfolino)pentylova skupina alebo 5-(morfolinokar-

bonyl)pentylova skupina.

,Alkylova skupina“ je lineéarna, cyklicka alebo rozvetvena

alkylova skupina; a

,Arylovd skupina“ je Jjednovédzbovy aromaticky zvySok
obsahujtuci jeden alebo dva aromatické kruhy, napriklad fenylova
skupina, benzylova skupina alebo tolylova skupina, a medzi tieto
skupiny patri heteroarylovd skupina obsahujuca jeden alebo
viacero heteroatémov, napriklad atdém dusika, atdédm kyslika alebo

atém siry.

Atém halogénu alebo halo, ak sa neuvadza inak, Jje atdm

fluéru, atém chléru, atdém broému alebo atdm jdbdu.
Zvyéajne je R' substituent v3eobecného vzorca II°
A~ [O-(CH2) n]n~O-CHz- (I1°)
kde A, n a m su definované vys33ie.

V alternativnom uskutoCneni je R' substituent veobecného

vzorca 1177
A-O- [CHR®- (CHj) n)m-=O-CHz- (I1°°)
kde A, n a R°> su definované vys3ie a m’ je 0, 1 alebo 2.

Ak vo vzorci I je substituent vzorca X-Y-, je to vyhodne
substituent vzorca X'-Y-, kde X ° Je morfolinoskupina a Y Jje

definované vysSS3ie.

Vo zvlastnom uskutolneni poskytuje predkladany vyndlez nové

z1luéeniny vieobecného vzorca I, kde nezavisle:
n vo vzorci II je 3 alebo 4; alebo
R® vo vzorci II nie je atdm vodika; alebo

R? je alkylovd skupina obsahujica 7 aZ 12 atdémov uhlika, alkeny-
J Y y

lova skupina obsahujica 3 az 12 atdémov uhlika, cykloalkylova



skupina obsahujuca 3 a% 7 atémov uhlika, ktorad je pripadne sub-
stituovand hydroxylovou skupinou, alkoxyskupinou obsahujucou 1
a7 6 atoémov uhlika, aminoskupinou alebo alylaminoskupinou
obsahujucou 1 a% 6 atémov uhlika; arylova skupina obsahujuca 5
a¥ 14 atémov uhlika alebo arylalkylovd skupina obsahujuca v
arylovej &asti 5 aZ 14 atémov uhlika a v alkylovej Casti 1 az 6
atémov uhlika, kde arylové skupiny sU pripadne substituované
hydroxylovou skupinou, alkylovou skupinou obsahujucou 1 az 6
atémov uhlika, alkoxyskupnou obsahujicou 1 az 6 atdémov uhlika,
aminoskupinou, atémom halogénu alebo kyanoskupinou; vyhodne
fenylovéd skupina, 4-metylfenylovd skupina, 4-metoxyfenylova
skupina alebo cyklohexylové skupina; alebo akdkolvek arylova
skupina je heteroarylovd skupina obsahujuca jeden alebo viacero
heteroatémov, napriklad atém dusika, atdém kyslika alebo atdm
siry.

V dal3om zvla3tnom uskutocneni predkladany vynalez posky-

tuje nové zlucleniny vSeobecného vzorca I°

o . Ff“'
R2’ /krNH
NH
. NHOH O (1)
R‘l
0

kde R''je substituent v3eobecného vzorca II "~
A’-[0-(CHy)p-1n-—O-CHy- (IT°°7)

kde

n’° je celé Cislo jedna alebo dva, vyhodne dva;

m’ je celé &islo nula, jedna, dva alebo tri;:

A"je atém vodika, arylova skupina obsahujuca 6 az 14 atdmov
uhlika, alkylovd skupina obsahujiuca 1 aZz 10 atdémov uhlika,

arylkarbonylovd skupina obsahujuca v arylovej c&asti 6 az 14



atébmov  uhlika alebo alkylkarbonylovéd skupina obsahujica v
alkylovej ¢Casti 1 aZz 10 atdémov uhlika, vyhodne alkylovad skupina
obsahujuca 1 aZz 6 atémov uhlika, napriklad metylova skupina

alebo cyklohexylova skupina;

R?"je alkylova skupina obsahujtca 2 aZ 6 atémov uhlika, vyhodne

izobutylova skupina;

R’ je alkylovd skupina obsahujuca 1 aZ 10 atémov uhlika, ktoréa je
pripadne substituovana hydroxylovou skupinou alebo alkoxysku-
pinou obsahujucou 1 aZ 6 atdémov uhlika, napriklad terc-butylova
skupina alebo cyklohexylmetylovd skupina; arylova skupina
obsahujuca 6 aZ 14 atdébmov uhlika ©pripadne substituovana
hydroxylovou skupinou, aryloxyskupinou obsahujicou 6 az 14
atémov uhlika alebo alkoxyskupinou obsahujicou 1 aZ 6 atdémov
uhlika, napriklad benzylova skupina, p-metoxybenzylova skupina,
p-benzyloxybenzylova skupina; alebo indolylmetylovad skupina,
napriklad 2-indolylmetylova skupina; vyhodne benzylovd skupina

alebo terc-butylovd skupina.

R4°~ je metylovd skupina, pyridylovd skupina alebo substituent
vzorca X-Y-, kde X je morfolinoskupina, pyridylovd skupina alebo
arylova skupina, vyhodne morfolinoskupina, a Y je alkylénova

skupina obsahujiuca 1 aZ 12 atdémov uhlika, v ktorej aZ 3tyri

metylénové jednotky s pripadne nahradené skupinou -CO-,
skupinou -NH-, skupinou -80,- alebo skupinou -0-; napriklad
metylova skupina, 2-pyridylova skupina, morfolinokarbonyl-
metylova skupina, 5-(morfolino)pentylové skupina alebo

5- (morfolinokarbonyl)pentylovad skupina.

Vyhodné nové zlu&eniny, kde R? je arylova skupina, su zlu-
¢eniny, kde R! m& vzorec IT°, ako je definované vysSie a R? je
fenylovéd skupina, 4-metylfenylovd skupina alebo 4-metoxyfenylova

skupina.

Zvlast vyhodnou skupinu zluc¢enin v3eobecného vzorca I su

zluceniny, kde

(1) R' md vzorec II° alebo II'° (vyhodne vzorec II') a A vo



vzorci II je atdém vodika; alkylovéd skupina obsahujiuca 1 aZ 6
atémov uhlika, napriklad metylova skupina alebo cyklohexylova
skupina, napriklad tak, Ze R' vo vzorci I je napriklad hydroxy-
metylova skupina, cyklohexyloxyetoxymetylova skupina, metoxy-
etoxyetoxymetylovd skupina alebo hydroxyetyloxymetylové skupina;
alebo arylkarbonylovd skupina obsahujuca v arylovej casti 6 az
14 atdémov uhlika, napriklad benzoylové skupina, napriklad tak,
e R' vo vzorci I je napriklad benzoyloxymetylovd skupina,
benzoyloxyetoxyetylovd skupina alebo bénzoyloxyetoxyetoxyme—

tylova skupina;

(ii) R? vo vzorci I je cyklohexylovd skupina, fenylovad skupina,
4-metylfenylova skupina, 4-metoxyfenylova skupina alebo izobuty-

lovéd skupina;

(1i1i) R?® vo wvzorci I je benzylovd skupina alebo terc-butylova

skupina; a

(iv) R* vo vzorci I je metylovd skupina alebo morfolinokarbonyl-
alkylova skupina obsahujuca v alkylovej casti 1 az 6 atdmov
uhlika.

Nové zluCeniny mdZu existovat vo volnej forme alebo vo
forme soli a formy soli su suCastou predkladaného vyndlezu.
Napriklad urc¢ité nové zluceniny mbdZu existovat ako fyziologicky
prijatelné kyslé adic¢né soli alebo bézické adicéné soli,

napriklad hydrochloridy, oxalaty alebo fumaraty.

Konfiguracia novych zlucenin 3je vyhodne tak&, ako e

uvedené vo vzorci Ia:

O R3 R4

NH
NHOH O (Ia)



alebo vo vzorci Ib:

@) R3 R4

R2, NH
" NH

B NHOH O (Ib)
R

O

vyhodnejsie taka, ako je uvedené vo vzorci Ia.

Predkladany vynalez teda zahrna nové zluceniny, ktoré su vo
forme zmesi enantiomérov, napriklad racemické zmesi, napriek
tomu je vyhodnég, ak su v Cistej alebo zna¢ne <Cistej
enantiomérnej forme, napriklad vo forme, kedy obsah Jjedného
izoméru novej zluCeniny je najmenej 90 %, vyhodne najmenej 95 %
a najma 98 %, t. j. obsahuje menej nez 10 %, vyhodne menej neZ 5
$ a najma menej neZ 2 % iného izoméru novej zluceniny.

V dalSom aspekte predkladany vyndlez poskytuje nové spdsoby
pripravy zlu€enin vSeobecného wvzorca I alebo medziproduktu

vzorca III, IV alebo V niZ3ie, ktoré zahrnaju:

a) na pripravu zluCeniny v3eobecného vzorca I, ako je defino-

vané vys8sSie, reakciu zlucCeniny vseobecného vzorca III

O R R4
R2 NH (I111)
NH

OH O

0]

kde R', R?’, R’ a R' su definované vyd&ie, s hydroxylaminom
(pripadne vo forme soli alebo v O-substituovanej forme,
napriklad hydrochloridu hydroxylaminu), ¢&im sa ziska zlucenina
vSeobecného vzorca I a pripadne, ak je to vhodné, odstranenie
ochrannej skupiny =z produktu alebo oddelenie poZadovaného

diastereoizoméru;
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b) na pripravu zlaCeniny vSeobecného vzorca III, ako Je
definované vy$3ie, oxidaciu olefinickej vazby zluceniny vSeobec-

ného vzorca IV

O R3 R4

R2 NH (v
NH

kde R!, R?’, R® a R' si definované vy33ie, napriklad pouZitim
oxidaéného katalyzatora, ako je hydrat chloridu rutenitého, ¢&im
sa ziska kyselina vSeobecného vzorca III a pripadne, ak Jje to

vhodné, oddelenie poZadovaného diastereoizoméru;

c) na pripravu zluéeniny v8eobecného vzorca IV, reakciu karbo-

xylovej kyseliny v3eobecného vzorca V
CH,=CH-CH (R?) -CH (R?) ~COOH (V)

kde R' a R? su definované vy$3ie, s amidom aminokyseliny v3eobec-

ného vzorca VI
NH,-CH (R%) -CO-NH (R*) (VI)

kde R® a R? su definované vys3ie, ¢&im sa ziska amid v&eobecného
vzorca IV a pripadne, ak je to vhodné, oddelenie poZadovaného

diastereoizoméru; a

d) na pripravu zluleniny vSeobecného vzorca V, reakciu alko-

holu v&eobecného vzorca II¥

A" “-[0-(CR’H)s)n-OH (I1%)
kde A°° je rovnaké, ako sa definovalo pre A vo vzorci II okrem
toho, Ze ak A je atédm vodika, A°° je O-ochrannd skupina (napri-

klad skupina schopna tvorit lahko odstr&nitelnu éterovu skupinu,
napriklad benzylovéd skupina) a kde R, n a m su definované pre

vzorec II vy$3ie, s dihalogenovanym alkénom (trans), napriklad s
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1,4-dibrémbut-2-énom, &im sa ziska substituovany R'-halogénalkan,
napriklad R'-CH=CH-CH,-W (trans), kde W je atém halogénu, napri-
klad atém brdému, ktory potom reaguje s karboxylovou kyselinou
zodpovedajucej R?, t. j. R?-CH,-COOH, ¢&im vznikne ester, ktory
potom preSmykuje, napriklad v pritomnosti organickej bazy, ako

je litiumdiizopropylamid, ¢im sa ziska zludenina vzorca V.

Ak je to nevyhnutné na zachovanie integrity medziproduktov
a koncového produktu, jJje mozné pripadne do vy33ie uvedenych
postupov zaradit kroky chrénenia a odstrédnenia ochrannych

skupin.

Predkladany vynalez dalej zahfha aj nové medziprodukty

v3eobecného vzorca III a IV, ktoré su definované vyssie.

Ako je uvedené v prikladoch testov niZ3ie, nové zluceniny
si silnymi inhibitormi uvolnenia TNFa, sU oré&lne aktivne a nie
st v uéinnych davkach cytotoxické. Nové =zlu€eniny inhibuju aj
kolagendzu a stromelyzin pri koncentréaciéch 0,3 azZz 10 nM. Nové

testované zluCeniny sa dalej vyznaluju ordalnou aktivitou in vivo

pri déavkach nizsich nez 10 mg/kg pri LPS vyvolanom uvolneni TNFa
u potkanov a ukazuje sa, Ze sU pri tychto davkach dobre znaSan-

livé. Nové zluCeniny teda majui nasledovné farmaceutické

vyuZitie:

Nové zluCeniny suU vhodné na profylaxiu a lielbu ochoreni

alebo patologickych stavov sprostredkovanych TNF, najma TNFa,
napriklad =zapalovych stavov, autoiminnych ochoreni, zdvaznych
infekcii a odmietnutia transplantatu organu alebo tkaniva,
napriklad na lieCbu prijemcov transplantdtov srdca, plic, srdca
a pluc zaroven, pecCene, oblic¢iek, slinivky brusnej, kozZe alebo
rohovky a na prevenciu ochoreni Step-hostitel, ktoré nasleduju

po transplantéacii kostnej drene.

Nové zlucCeniny su zvlast vhodné na lieCbu, prevenciu alebo
zlepSenie autoiminnych ochoreni a zapalovych stavov s etioldgiou
zahfnajucou autoiminnu =zlozku, ako Je artritida (napriklad

reumatoidna artritida, chronicka postupujuca . artritida a
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deformujica artritida). Specifickymi autoiminnymi ochoreniami,
pri ktorych sa mdéZu vyuzit nové zlufeniny, su autoimunne
hematologické poruchy (vratane napriklad hemolyticke] anémie,
aplastickej anémie, anémie Cervenych krviniek a idiopatickej
trombocytopénie), systémovy lupus erythematosus, polychondri-
tida, skleroderma, Wegenerova granulomatdza, dermatomyozitida,
chronické aktivna hepatitida, tazka myasténia, psoriaza,
Steven-Johnsonov syndrém, idiopaticky malabsorpény syndrém,
autoiminne zapalové <&revné ochorenia (napriklad vredovy =zéapal
tradnika a Crohnova choroba), endokrinnd oftalmopatia, Graveova
choroba, sarkoidézy, sklerbza multiplex, primdrna Dbilidrna
cirhéza, juvenilnd cukrovka (diabetes mellitus typu I), z&pal
cievnatky (prednej a zadnej), keratokonjuktivitida suchad a
keratokonjuktivitida vernadlna, intersticialna fibréza pluc,
psoriatickd artritida a glomerulonefritida (s nekrotickym
syndrémom  a bez neho, napriklad vratane idiopatického

nefrotického syndrdému alebo nefropatie s minimélnou zmenou).

Nové =zluCeniny su vhodné aj na lieCbu, prevenciu alebo
zlepSenie astmy, bronchitidy, pneumokonidzy, rozdutia plac a

dalSich obStrukénych alebo zapalovych ochoreni dychacich ciest.

Nové zluleniny st vhodné aj na liecbu nezZiaducich akutnych
a hyperakiutnych =zapalovych reakcii, ktoré si sprostredkované
TNF, najma TNFao, napriklad akutnych infekcii, napriklad
septického Soku (napriklad endotoxického Soku a syndrému
dychacieho stresu dospelych), meningitidy, zapalu plac; a
zdvaznych popélenin; a na liecbu kachexie alebo syndrdému
spbésobujiceho ubytok spojeného s chorobnym uvolfovanim TNF,
nasledujucom po infekcii, rakovine alebo dysfunkcii organov,
najmé& kachexia spojend s AIDS, napriklad spojend s HIV infekciou

alebo nasledujuca po nej.

Okrem inhibicie uvolnenia TNF, najm&@ TNFo pomocou potla-
Cenia TNF konvertazy, su nové zlucCeniny aj inhibitormi matrico-
vych metaloproteindz, napriklad kolagenazy, stromelyzinu a Zela-

tindz a preto st vhodné na indikdcie, ktoré sG znadme pre
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inhibitory kolagenadzy alebo inych matricovych metaloproteinéz,
napriklad na liecbu roéznych chorobnych stavov koZe, kosti a
spojivovych tkaniv, napriklad reumatoidnej artritidy, psoriazy,
psoriatickej artritidy, osteopordzy, osteocartritidy, periodonti-
tidy, =zapalu dasna a =zvredovateni rohovky; na lie¢bu kardio-
vaskuldrnych ochoreni, napriklad aterosklerdézy a koronarnej
angioplastiky; na prevenciu metastdzovania nadorovych buniek a
invdzie a fibrézy nadorov, napriklad pri liecbe rakoviny; a na
prevenciu neurodegenerativnych poruch, napriklad Alzheimerovej

choroby.

Pri vy38ie uvedenych indikdciach sa bude vhodnad davka
samozrejme menit v zavislosti napriklad od pouZitej novej zlude-
niny, od lieceného pacienta, spdsobu podavania a povahe a
zavaznosti lieCeného ochorenia. Vo vSeobecnosti sa v3ak u
zvierat dosiahli uspokojivé vysledky pri dennej davke 1 az
10 mg/kg/den pri perordlnom podavani. U vaésich <cicavcov,
napriklad u Cloveka, sa dennad davka pohybuje medzi 50 aZ 750 mg
novej zluéeniny podavanej ordlne, naraz alebo vhodnejdie v

rozdelenych davkach, dvakrat aZz Styrikrat denne.

Noveé zluceniny sa mdZu podavat akymkolvek beZnym spdsobom,
napriklad orélne, napriklad vo forme roztokov na pitie, tabliet
alebo toboliek, alebo parenterdlne, napriklad vo forme roztokov
alebo suspenzii na injekéné podavanie. BeZne sU na systémové
podavanie vhodné orélne davkovacie formy, hoci pri niektorych
indikdcidch sa mdézZu nové =zluleniny podavat aj miestne alebo
dermalne, napriklad vo forme koZného krému alebo gélu alebo
podobnych prostriedkov alebo, na aplikdciu do oka, vo forme
o¢ného krému, gélu alebo o¢nych kvapiek; alebo sa mdZu napriklad
pri liecbe astmy podavat inhalac¢ne. Vhodnd jednotlivad davkovacia

forma na oralne podavanie obsahuje napriklad 25 &Z 250 mg novej

z1lu€eniny na davku.

V sulade s tym, ¢&o sa uZ uviedlo, predkladany vyndlez

poskytuje aj daldiu sériu uskuto&neni:

A. Spésob inhibicie produkcie rozpustného TNF, najméd TNFq,
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alebo potlacenie zapalu u pacienta (t. j. u cicavcov, najmd u
&loveka) Vv pripade, Ze takuto lieébu potrebuje, prifom tento
spésob zahffia podavanie u¢inného mnoZstva nove]j zlucCeniny
uvedenému pacientovi alebo spdsob lieCby akéhokolvek vy3Sie
uvedeného stavu, najmd spdsob liecby zéapalovych alebo auto-
iminnych ochoreni alebo stavov, napriklad sklerdézy multiplex
alebo reumatoidnej artritidy alebo ulavy od Jedného alebo

viacerych symptémov vySSie uvedenych stavov.

B. Novi zlu&eninu na pouzitie ako lie&ivo napriklad na
pouZitie ako imunosupresivum alebo protizapalové ¢&inidlo alebo
na pouzitie pri prevencii, zlep3Seni alebo 1liecCbe akéhokolvek
ochorenia alebo stavu, ktory Jje opisany vyS8Sie, napriklad

autoiminneho alebo zapalového ochorenia alebo stawvu.

C. Farmaceuticky prostriedok obsahujuci novd zluéeninu v spo-
jeni s farmaceuticky prijatelnym riedidlom alebo nosicom, napri-
klad na pouzZitie ako imunosupresivum alebo protizapalové c&inidlo
alebo na pouZitie pri prevencii, zlepSeni alebo lieCbe akého-
kolvek ochorenia alebo stavu opisaného vyS3Sie, napriklad

autoiminneho alebo z&palového ochorenia alebo stavu.

D. PouZitie novej zlucCeniny pri priprave lieiva na pouZitie
ako imunosupresivum alebo protizédpalové <¢inidlo alebo na
pouZzitie pri prevencii, zlepSeni alebo lieCbe akéhokolvek
ochorenia alebo stavu, ktory 3je oplisany vySSie, napriklad

autoiminneho alebo z&palového ochorenia alebo stavu.

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Priklad 1

Priprava {1l-[S-fenylalanin-l-metylamid]-4-[N-hydroxyl]}diamidu
kyseliny R-2-izobutyl-S5-3-(2,5,8-trioxanonyl)jantérovej
(zluGenina vzorca I, kde R! je 2,5,8-trioxanonylova skupina, R?
je izobutylovad skupina, R® je benzylova skupina a R* je metylova
skupina)
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a. Roztok 50,00 g trans-1,4-dibrém-2-buténu (CAS reg.

x

821-06-7), 30,89 g monometyléteru dietylénglykolu (CAS regq.

¢

111-77-3), 7,94 g tetrabutylaméniumhydrogénsulfatu (CAS reg. ¢&.
32503-27-8) a 113,70 ml 50 % vodného roztoku hydroxidu sodného v
200 ml dichlérmetdnu sa mieSa pocCas 16 hodin pri teplote miest-
nosti. Reak&nd zmes sa zriedi vodou a éterom, organickad vrstva
sa oddeli a olefinicky produkt sa prec¢isti pomocou chromato-

grafie.

b. Roztok 27,11 g trans-olefinového produktu 2z kroku a a
17,6 ml DBU (1,8-diazabicyklo{5.4.0]Jundec~-7-énu, CAS reg. &.
6674-22-2) v 200 ml dichlérmetédnu reaguje s 12,44 g kyseliny
izokaprénovej. Po 1 hodine sa pridéd bezvody uhlicitan sodny.
Zmes sa mieSa cez noc. Organickd vrstva sa oddeli a ester sa

preCisti pomocou chromatografie.

C. Roztok LDA (litiumdiizopropylamidu) v 400 ml tetrahydrofu-
rdnu sa pripravi pri teplote - 70° C z 22,65 ml diizopropylaminu
a 99,89 ml 1,6N butyllitia v hexdne. Pri tej istej teplote sa
prida 43,90 g roztoku produktu z kroku b v 100 ml
tetrahydrofuréanu. Po 30 minutach sa prida 20,22 ml
chlértrimetylsilédnu. Teplota sa nechd vystupit najskdér na
teplotu miestnosti a potom sa zmes vari cez noc. Zmes sa zriedi
éterom. 2 organickej vrstvy sa ziska 35,12 g surovej kyseliny,
ktord sa potom preCisti pomocou chromatografie, .Cim sa ziska

30,70 g &istej karboxylovej kyseliny.

d. Roztok 10,50 g produktu z kroku c, 8,60 g
l-metylamidu-L-fenylalaninu (vyhodne pripraveného napriklad
reakciou komeréne dostupného N-karbobenzoxy-L-fenylalaninu s
metylaminom pouZitim Standardnych podmienok na ziskanie
metylamidu a hydrogenédciou v pritomnosti paléddia, pri ktorej sa
odstrani ochranna skupina 2 aminoskupiny) a 4,89 ¢
4-metylaminopyridinu v 120 ml dichlérmeténu reaguje so 7,68 g
EDCI (hydrochlorid 1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylkarbodiimidu,
CAS reg. C. 25952-53-8) a 7,61 ml trietylaminu cez noc. Prida sa
éter a organickéd vrstva sa vysuSi a odpari. Surovy produkt, zmes

dvoch izomérov, sa precCisti chromatografiou na silikagéli,
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pridom sa rozdelia izoméry, ktoré maju rdznu polaritu.

e. Energicky mie3any roztok 5,30 g menej polarneho produktu z
kroku d v 150 ml tetrachldédrmetdnu, 150 ml acetonitrilu a 20 ml
vody reaguje s 0,49 g hydratu chloridu rutenitého a 15,16 g
perhydrdtu sodného. Po 2 hodinach sa prida éter a pH sa upravi
‘na 4. Organickd vrstva sa oddeli, vysu3i a odpari. ZvySok sa

pre€isti pomocou chromatografie na silikageli.

f. Roztok 5 g produktu z kroku e, 2,00 g hydroxybenzotriazolu
a 2,51 g EDCI v 20 ml uN,N—dimetylformamidu reaguje pocas 2,5
hodiny. Potom sa pridéd 1,90 g hydrochloridu hydroxylaminu a
4,61 ml N-metylmorfolinu a zmes sa mieSa cez noc. RozpuStadlo sa
odpari pri zniZenom tlaku pri teplote 50° C. ZvySok sa precisti
pomocou HPLC na RP18-silikagéli, ¢im sa ziska Cista hydroxamova
kyselina vo forme bieleho kryStalického prasku. teplota topenia
195-197° C; optickd otacavost: [a]p?® = - 8,5° ¢ = 0,175 v meta-

nole) .

Priklady 2 azZ 17

Zluceniny zodpovedajuce prikladom 2 aZ 17 v tabulke I sa
pripravia analogicky ako je opisané v priklade 1. Produkt 2z
kroku ¢ v priklade 1 reaguje s vhodnymi derivatmi amidu
aminokyseliny, ako Jje opisané v kroku d prikladu 1. Podla

spbdsobov opisanych v krokoch e a f prikladu 1 sa pripravia Cisté

hydroxamové kyseliny.

Priklady 18 a¥ 32

Miesto monometyléteru dietylénglykolu sa pri reakcii s
trans-1, 4-dibrém-2-buténom, ako je opisané v kroku a prikladu 1,
pouZzije cyklohexylglykol. Podla postupov, ktoré su opisané v
krokoch b az f prikladu 1 sa ziskaju Cisté hydroxémové kyseliny,

ktoré st uvedené v prikladoch 18 aZ 32 tabulky I.
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Priklady 33 a 34

Miesto monometyléteru glykolu sa pri reakcii s

trans-1,4-dibrém-2-buténom, ako je opisané v kroku a prikladu 1,

pouzije monobenzylglykol alebo (2-benzyl)glykolmonobenzyléter.

Podla rovnakého postupu, ako je opisané v krokoch b az f

prikladu 1 sa ziskajld hydroxamové kyseliny vzorca I,

v R!

ktoré maju

hydroxylové skupiny chranené benzylovou skupinou. Po

hydrogendcii v pritomnosti katalytického mnoZstva palddia na

HPLC
prec¢isteni na R18-silikagéli sa pripravi zodpovedajuca zlucenina
(vid tabulka I).

sirane Dbarnatom sa odstrani benzylovd skupina a po

vzorca I

Priklady 35 az 59

Miesto monometyléteru dietylénglykolu sa pri reakcii s

trans-1,4-dibrém-2-buténom, ako je opisané v kroku a prikladu 1,

pouzije benzylalkohol. Podla rovnakého postupu, ako je opisané v

krokoch b aZz f prikladu 1 s vhodnymi vychodiskovymi 1l&tkami,
mnozZstvami a podobne, sa ziskajui hydroxdmové kyseliny vzorca I,
obsahujuce v R! benzyloxymetylovi skupinu. Pomocou hydrogenéacie v
pritomnosti katalytického mnoZstva palddia na sirane ba&rnatom sa
odstrédni benzylovéd skupina a

po precisteni HPLC na

ziskaju cCisté produkty 35 azi 59 uvedené v

pomocou

RP18-silikageéli sa

tabulke I.

Tabulka I

Pr . 1 R]. R? Rj R‘i

1 CH; (OCH,CH,) ,OCH, izobutyl benzyl mecyl

2 CHx (OCH,CH,) ,OCH, izobutyl benzyl 2-(morfolino)etyl

3 CH; (OCH,CH,) ,OCH, izobutyl benzyl 5-(p-tozylamino)pentyl

4 CH; (OCH,CH,) ,0CH, izobutyl benzyl 2- (morfolinokarbonyl) -
etyl

5 CH; (OCH,CH,) ,0CH, izobutyl benzyl 2-{r-tozylamino)etyl

6 CH; (OCH,CH;) ,OCH, izobutyl benzyl 1-5-(metylkarbamoyl) -
etvl

7 CH; (OCH»CH,) ,OCH, izobutyl terc-butyl metyl

8 CH; (OCH,CH,) ,OCH, izobutyl terc-butyl moriolinokarbonylmetyl

9 CH; (OCH,CH,) ,0CH, izobutyl terc-butyl 2-(morfolinokarbonyl) -
etvl

10 CH; (OCH,CH,) ,OCH, izobutyl terc-butyl 5- (morfolinokarbonyl) -
pentyl

11 CH; (OCH,CH,) ,0CH, izobutyl terc~butyl 2-pyridyl

12 CH; (OCH,CH,) ,OCH, izobutyl p-metoxybenzyl |metyl

13 CH, (OCH,CH;) ,0OCH, izobutyl 1-R-terc-butyl- |[metyl
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Pr.' |R' R* R’ R®
oxyetyl
14 CH; (OCH,CH») ,OCH, izobutyl 1-R-benzyloxy~- |metyl
etyl
15 CH; (OCH,CH5,) ,OCH, izobutyl p-benzyloxy- metyl
. benzyl
16 CH; (OCH,CH,) ,0CH, izobutyl metyl-3-indolyl [metyl
17 CH; (OCH,CH,) ,0CH, izobutyl 1-R-hydroxyetyl {metyl
18 c-hexyl-0OCH,CH,OCH, |[izobutyl benzyl metyl
19 c~hexyl-OCH,CH,0OCH, |izobutyl benzyl 2-pyridyl
20 c-hexyl-0CH,CH,0CH, izobutyl benzyl 3,6-dioxa-8-0x0-9-imi-
no-ll-morfolinoundecyl
21 c-hexyl-0OCH,CH,0CH, izobutyl benzyl S5-(morfolino)pentyl
22 c-hexyl-OCH,CH,0CH, izobutyl benzyl 4-(morfolino)butyl
23 c-hexyl-0CH,CH,0CH, izobutyl benzyl 3,6-dioxa-8~0ox0-8~
-morfolinoktyl
24 c-hexyl-0CH,CH,0CH, izobutyl terc-butyl metyl
25 c-hexyl-OCH,CH,0CH, izobutyl terc-butyl 6-imino-8-fenyloktyl
26 c~hexyl-0CH,CH,0CH, izobutyl terc-butyl 5~ (Z~amino)pentyl
27 c-hexyl-0OCH,CH,0CH, izobutyl terc-butyl 6-imino-7-o0xo-10-me-
tylundecyl
28 c-hexyl-OCH,CH,0CH, |izobutyl terc-butyl morfolinokarbonylmetyl
29°¢ c-hexyl-0CH,CH,0CH, [izobutyl terc-butyl 2-pyridyl
30 c~hexyl-OCH,CH,0CH, izobutyl p-metoxybenzyl [metyl
31 c-hexyl-0OCH,CH,0CH, izobutyl metyl-3-indolyl [metyl
32 c-hexyl-OCH,CH,0CH, izobutyl 1-R-terc-butyl- |metyl
oxyetyl
33 HO-CH,CH,0CH, izobutyl terc-butyl metyl
34 HO-CH (benzyl) CH,0CH, | izobutyl terc-butyl
35 HO-CH, izobutyl benzyl metyl
36 HO-CH, izobutyl terc-butyl metyl
37 HO-CH, izobutyl terc-butyl 6-imino-7-o0xo0-10-me-
tylundecyl
38 HO-CH, izobutyl terc-butyl 6-imino-8-fenyloktyl
39 HO-CH, izobutyl terc-butyl 5- (morfolinokarbonyl) -
pentyl
40 HO-CH, izobutyl terc-butyl morfolinokarbonylmetyl
41 HO-CH;, izobutyl terc-butyl 2-(morfolinokarbonyl) -
etyl
42 HO-CH, n-propyl terc-butyl metyl
43 HO-CH, izopropyl terc-butyl metyl
44 HO-CH, cyklopropyl terc-butyl metyl
45 HO-CH, 3-metylbutyl |terc-butyl metyl
46 HO-CH, cyklopentyl terc-butyl metyl
47 HO-CH, cyklohexyl terc-butyl metyl
48 HO-CH, cyklopentyl- |terc-butyl metyl
metyl
49 HO-CH, cyklohexyl- terc-butyl metyl
metyl
50 HO-CH, 2-metoxyetyl |terc-butyl metyl
51 HO-CH, fenyl terc-butyl metyl
52 HO-CH, benzyl terc-butyl metyl
53 HO-CH, 4-fenylfenyl |terc-butyl metyl
54 HO-CH, 2-fenyletyl terc~-butyl metyl
55 HO-CH, 2-naftyl terc-butyl metyl
56 HO-CH, 3-metylfenyl |terc-butyl metyl
57 HO-CH, 4-metylfenyl |terc-butyl metyl
58 HO-CH, 4-metoxyfenyl | terc-butyl metyl
59 HO~CH, 4-fludrfenyl |terc-butyl metyl
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Poznamky k tabulke I:

Z je benzyloxykarbonylova skupina;

c-hexyl Jje cyklohexylovéd skupina;

1 znamen&, Ze vSetky Struktury majlu stereochémiu vzorca Ia, ak
sa neuvadza inak

2 znamend zmes diastereomérov vsSeobecného vzorca Ia a Ib 1/1.

Vietky zlG&eniny su charakterizované hmotnostnou
spektroskopiou a proténovou NMR spektroskopiou. Tabulka II zhfha

analytické udaje z prikladov 1 azZ 59.

Tabulka II

Pr ms: [M-H]" r.t. (A/B) m.p. (o] 2O
1 482 195-197 - 8,5
2 581, 4 4,00(10/90)

3 707,1 171-172 - 3,2
4 609, 1 2,98(15/85) 159-161 - 1,7
5 665, 2 3,35(30/70) 211-220 + 3,6
6 553, 4 1,83(20/80) 197-199 - 10

7 448,3 ' 173-174 - 11,7
8 561, 3 2,33(15/85)

9 575, 3 2,33(15/85) 176-177 - 8,7
10 617, 4 4,44(15/85) 158-160 - 4,6
11 511, 2 2,87(25/75) 197-200 + 2,8
12 512,1 171-172 + 1,9
13 511,2 170-171 + 24,2
14 496, 2 141-145 + 2,8
15 588, 2 3,63(30/70) 197-199 - 5,6
16 521,1 3,26(20/80) 174-176 - 15,8
17 436, 2 1,34(25/75) 115-125 + 6,8
18 |506 207 - 7,5
19 569 10,69(30/70) 163-166

20 750, 4 2,07(30/70)

21 647,4 2,51(30/70) 167-170 C |- 3.3
22 633,3 2,27(30/70 ‘

23 707, 3 2,62(30/70) 161-163 - 3,5
24 472,2 187-188 - 9,0
25 647,3 3,12(30/70)

26 677,2 6,54 (40/60) 152-155 - 7,6
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Pr. ms: [M-H}" r.t. (A/B) m.p. (o] p2°
27 641,3 5,77(35/65)

28 585,1

29 535,2 3,48 + 3,68(40/60) 185 - 3,5
30 536,2 3,38(30/70) 195-200 - 8,9
31 545,2 3,56(30/70) 160 - 16,5
32 516,2 5,61(30/70) 150-170 + 26,2
33 390,2 1,73(20/80) 185-186 - 2,8
34 478,2 [(M-H]~ 5,78(25/175) 120 - 13,1
35 380, 2 173-175 - 2,5
36 346,1 2,31(10/90) 152-155 + 2,3
37 515,5 1,92(30/70) 190-192 + 2,0
38 521,5 1,44(30/70) 173-177

39 514,4 1,68(20/80) + 45,8
40 459 2,93(20/80) 204-206 - 23
41 473,3 1,62(15/85) - 3,4
42 332,0 -- 144-146

43 332 -- 149~154

44 1,18(10/90) 137-141 + 12,8
45 142-145 - 11,8
46 358,1 1,65(20/80) 183-187 - 9,4
47 372,2 1,54(20/80) 128-130 + 2,0
48 372,1 - 149-153 + 7,1
49 386,1 4,02(20/80) 142-144 + 4,9
50 348,1 2,56(10/90) --

51 366,0 2,70(10/90) 152-155 + 20,9
52 380,1 1,92(20/80) 130-137 + 26,0
53 440,1 [M-H]~ 2,99(30/70) 182-184 + 38,7
54 392 [M-H]~ 2,73(20/80) 126-130 + 3,2
55 414,0 [M-H]~ 3,14(20/80) 170-172 - 1,7
56 380,0 2,24(20/80) 152-153

57 378,11 [M-H]~ 2,13(20/80) 146-147 + 41,4
58 394,2 [M-H}" 128-135 + 47
59 382,1 [M-H]}~ 149-153 + 40,0

Poznamky k tabulke II:

ms je hmotnostnad spektroskopia;

[M-H]" ,ak sa neuvadza inak, je [M-H]";

r.t.

je retenény Cas v minutach, HPLC koldna C18;
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A = % rozpudtadla A: acetonitril (100 %);

B = % rozpudtadla B: voda (88 %) + acetonitril (9,8 %) + 10 %
vodny Me,NOH (2 %) + 85 % vodna H3PO, (0,2 %);

m.p. je teplota topenia v ° C;

[a]p2° je merna optickad otaCavost pri teplote 20° C v metanole

Priklad testovania 1: Inhibicia uvolnovania TNF

Mononukledrne bunky sa pripravia z periférnej krvi zdravych
dobrovolnikov, pri¢om sa pouZije ficoll-hypaque hustotny
gradient podla spdsobu opisaného v Hansell a kol., J. Imm.
Methods 145, 105 (1991) a koncentrécia 10° buniek/jamka v RPMI
1640 plus 10 % FCS. Bunky sa inkubuju so sériovymi zriedeniami
testovanych zlu&enin pocas 30 minut pri teplote 37°C pred
pridanim IFNy (100 U/ml) a LPS (5 pg/ml) a potom sa dale]
inkubujui poc¢as 3 hodin. Inkubacia sa ukon¢i odstredenim pri

1400 otackach za minutu poas 10 minut. TNFa v supernatante sa

meria pouZitim komeréného ELISA testu (Innotest hTNFa, dostupny
od Innogenetics N. V., Zwijnaarde, Belgicko). Nové zlucCeniny sa
testujd pri koncentracii 0 aZz 10 pM. Testované zluCeniny
v3eobecného vzorca I, najmd Ia, potladcaju pri tomto teste

uvolfiovanie TNF pri ICso 50 nM az 5 uM.

Priklad testovania 2: Cytotoxicita

Cytotoxicita sa ur&i na THP1 bunkdch (5 x 10° buniek/jam-
ka), ktoré sa inkubujd v pritomnosti IFNy (100 U/ml) a LPS

(5 pg/ml) a v pritomnosti alebo v nepritomnosti testovanej zluce-
niny po¢as 24 hodin pri teplote 37° C. Percentualny obsah Zivych
a mrtvych buniek sa urci pomocou kolorimetrického merania (MTT),
ktorym sa meraju enzymy mitochondridlnej dehydrogendzy v Zivych
bunkach, ako sa opisuje v Mosman, J. Imm. Methods 65, 55 (1983).
Testované nové zlucCeniny sa vyznac¢ujl niZSou neZ 50 % cytotoxi-
citou pri koncentracii 10 pM, ¢o naznacéuje, Ze nové zluceniny nie

su cytotoxické pri koncentréacii, ktord je dostatotnd na potla-
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cenie TNF.

Priklad testovania 3: Inhibicia kolagenazy

Inhibicia kolagenédzy sa ur¢i pouZitim aktivnej kolagenazy s
tiopeptidovym MMP-substratom opisanym v Stein a Izquierdo-Mar-
tin, Arch. Biochem. Biophys. 308, 274-277 (1994). Testované
zliCeniny sa inkubuju s kolagenazou pred pridanim substratu pri
pH 6,5, teplote 25° C v 2-morfolinetdnsulfénovej kyseline
(50 mM) pufra s 10 mM chloridu vapenatého. Absorbancia sa
zaznamendva pri vlnovej diZke 405 nm v pravidelnych intervaloch
poc¢as 40 minut. Inhibiéna aktivita testovanych zluc¢enin sa urc¢i
ako funkcia aktivity kolagenazy v kontrolnych vzorkdch v
pritomnosti a nepritomnnosti testovanej zlu¢eniny. Nové
zlueniny sa vyznacuju vyraznou inhibicnou aktivitou kolagenédzy
zdvislou od déavky pri nizkych nM koncentrédcidch, napriklad

nizdich nez 10 nM.

Priklad testovania 4: Orédlna biologickad vyuZitelnost

Test z predo3lého prikladu sa 3tandardizuje meranim akti-
vity pri meniacich sa znamych koncentrécidch urcitej testovanej
zliCeniny a meranim koncentréacie testovanej zluleniny v plazme
po ordlnom podavani. Testované zluCeniny sa podavajad ordlne
potkanom pri vedomi v davke 10 mg/kg. Vzorky krvi sa odoberu z
odrezaného konca chvosta po 30, 60, 120 a 240 minutach po
ordlnom podani. Plazma sa extrahuje kyselinou trichléroctovou.
Extrakt sa testuje v uvedenom kolagendzovom inhibi&nom teste,
Cim sa =ziska odhad koncentracie lieCiva pritomného v plazme.
Nové zluCeniny  sa vyznacuju dobrou oré&lnou biologickbu
vyuZitelnostou pri koncentracii v plazme 300 az 5000 nM po 30
minttach a 50 aZz 500 nM po 240 minutach. Teda farmaceuticky
u¢inna hladina v plazme (ako sa uvadza v prikladoch testovania 1
a 3) sa da lahko dosiahnut po oralnom podani primeranej davky,
napriklad 10 mg/kg. Dosiahnut&d hladina v plazme je dalej hlboko
pod cytotoxickou hladinou a potkany sa pri tejto davke

nevyznacovall Ziadnymi nepriaznivymi u¢inkami.
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PATENTOVE NAROKY

1. (7-N-Hydroxy)diamid kyseliny 3-imino-4-oxo-6-(oxymetyl)hep~-"
tan-1,7-diovej vo volnej forme alebo vo forme farmaceuticky pri-

jatelnej soli.

2. Zlu¢enina podla naroku 1, ktorou je (7-N-hydroxy)diamid
kyseliny 3-imino-4-oxo-5-aryl-6-(oxymetyl)heptén-1,7-diovej vo

volnej forme alebo vo forme farmaceuticky prijatelnej soli.

3. ZluCenina podla naroku 1 v3eobecného vzorca I
0 R3 $4
R2 NH (1)
NH
NHOH O
R1
O
kde

R' je substituent vzorca II

A- (O~ (CR®H) n] n=O-CHy~ (I1)
kde n je 1, 2, 3 alebo 4;
m je 0, 1, 2 alebo 3;

kazdéd skupina R’ je nezavisle atém vodika; alkylovd skupina
obsahujuca 1  az 10 atémov  uhlika, ktord je pripadne
substituovand hydroxylovou skupinou, alkoxyskupinou obsahujtcou
1 az 6 atémov uhlika, aminoskupinou, alkylaminoskupinou
obsahujlcou 1 az 6 atémov uhlika, merkaptoskupinou,
alkylmerkaptoskupinou obsahujucou 1 aZz 6 atdémov uhlika alebo
chrdnenou hydroxylovou skupinou, chrdnenou aminoskupinou alebo

chranenou merkaptoskupinou; alkenylovéd skupina obsahujuca 2 aZ 6
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atémov uhlika; arylovéd skupina obsahujuca 6 aZ 14 atdémov uhlika,
ktora je pripadne substituované hydroxylovou skupinou,
alkoxyskupinou obsahujidcou 1 aZz 6 atdmov uhlika, aminoskupinou,
alkylaminoskupinou obsahujucou 1 az 6 atdémov uhlika, atdmom
halogénu alebo kyanoskupinou; alebo arylalkylové skupina
obsahujuca v arylovej Casti 6 azZz 14 atdémov uhlika a v alkylovej

Casti 1 aZz 6 atdémov uhlika;

A je atdédm vodika, alkylova skupina obsahujuca 1 az 10 atémov
uhlika, arylovad skupina obsahujica 6 aZ 14 atdémov uhlika, aryl-
alkylova skupina obsahujica v arylovej casti 6 aZ 14 atdmov
uhlika a v alkylovej cCasti 1 az 6 atdémov uhlika, arylkarbonylova
skupina obsahujuca v arylovej cCasti 6 aZ 14 atémov uhlika alebo
alkylkarbonylovd skupina obsahujica v alkylovej casti 1 aZ 10

atdémov uhlika;

R?® je alkylové skupina obsahujuca 2 aZ 12 atémov uhlika, alkeny-
lovéd skupina obsahujuca 3 aZz 12 atdémov uhlika, cykloalkylova
skupina obsahujuca 3 az 7 atémov uhlika pripadne substituované
hydroxylovou skupinou, alkoxyskupinou obsahujicou 1 aZ 6 atdmov
uhlika, aminoskupinou alebo alkylaminoskupinou obsahujicou 1 az
6 atdémov uhlika, arylovd skupina obsahujica 5 aZ 14 atdémov
uhlika alebo arylalkylovd skupina obsahujica v arylovej &asti 5
az 14 atémov uhlika a v alkylovej ¢casti 1 aZ 6 atdémov uhlika,
kde arylové skupiny su pripadne substituované .hydroxylovou
skupinou, alkylovou skupinou obsahujicou 1 aZz 6 atdémov uhlika,
alkoxyskupinou obsahujucou 1 aZz 6 atémov uhlika, aminoskupinou,

atémom halogénu alebo kyanoskupinou;

R® je alkylovad skupina obsahujuca 1 aZ 10 atémov uhlika, ktora je
pripadne substituovand hydroxylovou skupinou alebo alkoxyamino-
skupinou obsahujucou 1 az 6 atdémov uhlika, alkylaminoskupinou
obsahujlicou 1 aZz 6 atdémov uhlika, merkaptoskupinou, alkylmerkap-
toskupinou obsahujicou 1 aZz 6 atdémov uhlika alebo chranenou
hydroxylovou skupinou, chrédnenou aminoskupinou alebo chranenou
merkaptoskupinou; arylovd skupina obsahujica 6 azZ 14 atdémov
uhlika pripadne substituovand hydroxylovou skupinou, aryloxy-

skupinou obsahujicou 6 aZz 14 atdémov uhlika alebo alkoxyskupinou
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obsahujlcou 1 az 6 atdémov uhlika, aminoskupinou, alkylaminosku-
pinou obsahujucou 1 az 6 atdémov uhlika, atémom halogénu alebo

kyanoskupinou, alebo indolylmetylova skupina;

R je metylovd skupina, pyridylovd skupina alebo substituent
vzorca X-Y-, kde X je morfolinoskupina, pyridylovéd skupina alebo
arylova skupina, a Y Je alkylénovd skupina obsahujica 1 az 12
atdémov uhlika, v ktorej su az Styri metylénové jednotky pripadne
nahradené skupinou =-CO-, skupinou -NH-, skupinou -S0O,- alebo

skupinou -0-;

vo volnej forme alebo vo forme farmaceuticky prijatelnej soli.

4. Zlu¢enina podla naroku 3, kde R' je substituent vzorca II°
A- [0~ (CHz) n]n~0-CH2- (IT7)

kde A, n a m st definované v naroku 3.

5. Zla&enina podla naroku 3, kde R!' je substituent vzorca II"
A-O- [CHR’- (CHz) n] - =O-CHp- (I1° ")

kde A, n a R’ st definované v naroku 3 a m'je 0, 1 alebo 2.

6. Zli€enina podla naroku 3, 4 alebo 5 pod podmienkou, Ze ak m

vo vzorci II alebo II" alebo m” vo vzorci II°° je nula, potom R*

vo vzorci I je substituent vzorca X-Y-.

7. ZluCenina vSeobecného vzorca I podla naroku 3, kde

nezavisle:
n vo vzorci II je 3 alebo 4; alebo
R® vo vzorci II nie je atém vodika; alebo

R* je alkylovéa skupina obsahujica 7 aZ 12 atémov uhlika,
alkenylova skupina obsahujuca 3 aZ 12 atémov uhlika, cyklolalky-

lova skupina obsahujica 3 aZ 7 atémov uhlika pripadne substituo-
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vand hydroxylovou skupinou, alkoxyskupinou obsahujicou 1 az 6
atémov uhlika, aminoskupinou alebo alylaminoskupinou obsahujutcou
1 az 6 atémov uhlika, arylovd skupina obsahujuca 5 az 14 atdmov
uhlika alebo érylalkylové skupina obsahujlca v arylovej cCasti 5
az 14 atémov uhlika a v alkylovej cCasti 1 aZ 6 atémov uhlika,
kde arylové skupiny su pripadne substituované hydroxylovou
skupinou, alkylovou skupinou obsahujucou 1 aZ 6 atdémov uhlika,
alkoxylovou skupinou obsahujucou 1 aZz 6 atémov uhlika,

aminoskupinou, atdémom halogénu alebo kyanoskupinou;

R’ je alkylovad skupina obsahujica 1 a% 10 atémov uhlika, pripadne
substituovand aminoskupinou, alkylaminoskupinou obsahujucou 1 az
6 atémov uhlika, merkaptoskupinou, alkylmerkaptoskupinou
obsahujlicou 1 az 6 atdédmov uhlika alebo chrédnenou hydroxylovou
skupinou, chranenou aminoskupinou alebo chranenou
merkaptoskupinou; arylova skupina obsahujtica 6 aZ 14 atdémov
uhlika substituovana aminoskupinou, alkylaminoskupinou
obsahujicou 1 aZ 6 atémov uhlika, atémom halogénu alebo
kyanoskupinou; alebo akakolvek jej arylova skupina je
heteroarylova skupina obsahujuca jeden alebo viacero

heteroatdémov, napriklad atdém dusika, atém kyslika alebo atdm

siry.
8. - Zluc¢enina podla naroku 3 v3eobecného vzorca I°
0 RS’ $(
R2’ NH
NH
. NHOH O
R1
O (I7)
kde

Rl’je substituent v3eobecného vzorca II1I°°°

A" =[O-(CHz) n-]n—0O-CHp~ (II°"°7)
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taky, Ze
n’ je celé &islo jedna alebo dva, vyhodne dva;
m’je celé Eislo nula, jedna, dva alebo tri:

A°je atdm vodika, arylova skupina obsahujica 6 aZi 14 atdmov
uhlika, alkylovd skupina obsahujuica 1 az 10 atdémov uhlika,
arylkarbonylovd skupina obsahujica v arylovej c&asti 6 aZz 14
atémov uhlika alebo alkylkarbonylova skupina obsahujica v

alkylovej ¢asti 1 az 10 atdémov uhlika;
ARz’je alkylova skupina obsahujica 2 aZz 6 atémov uhlika;

R3'je alkylova skupina obsahujuca 1 aZz 10 atdémov uhlika pripadne
substituovand hydroxylovou skupinou alebo alkoxylovou skupinou
obsahujucou 1 aZz 6 atdmov uhlika, arylovd skupina obsahujica 6
az 14 atdémov uhlika pripadne substituovand hydroxylovou
skupinou, aryloxyskupinou obsahujucou 6 az 14 atdédmov wuhlika
alebo alkoxyskupinou obsahujicou 1 aZ 6 atémov uhlika alebo

indolylmetylova skupina;

R4" je metylovd skupina, pyridylova skupina alebo substituent
vzorca X-Y-, kde X je morfolinoskupina, pyridylové skupina alebo
arylova skupina, a Y je alkylénova skupina obsahujica 1 aZz 12
atémov uhlika, kde aZ 3tyri metylénové Jjednotky sU pripadne
nahradené skupinou -CO-, skupinou -NH-, skupinou -S0;~ alebo

skupinou -0-;

vo volnej forme alebo vo forme farmaceuticky prijatelnej soli.

9. Zlucenina podla ktoréhokolvek z narokov 3 az 7, kde:

(1) R vo vzorci II° alebo II'° a A vo vzorci II je atém
vodika, alkylova skupina obsahujuca 1 aZz 6 atdémov uhlika alebo
arylkarbonylovd skupina obsahujuca v arylovej casti 6 az 14

atémov uhlika;

(ii) R? vo vzorci I je cyklohexylovd skupina, fenylova skupina,

4-metylfenylové skupina, 4-metoxyfenylovad skupina alebo izobuty-
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lova skupina:;

(iii) R® vo vzorci I je benzylovéd skupina alebo terc-butylova

skupina; a

(iv) R! vo vzorci I je metylovad skupina alebo morfolinokarbonyl-
alkylova skupina obsahujuca v alkylovej Casti 1 aZ 6 atdmov
uhlika.

10. zlu&enina podla ktoréhokolvek z nidrokov 1 azZz 9, kde

konfiguracia zodpoveda vzorcu Ia

O R3 R4

|
R2 NH
NH

NHOH O (1a)
R?

11. 71u&enina podla ktoréhokolvek z nadrokov 1 az 10 vybrana zo

zluéenin uvedenych v prikladoch 1 az 59.

12. 71ludenina podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 11 na pouzitie

ako liecivo.

13. Spésob lie&by zapalového alebo autoimunneho ochorenia alebo
stavu, vyznadéujuci sa tym Ze zahfna podavanie
G¢inného mnostva zluceniny podla ktoréhokolvek z néarokov 1 az

11 pacientovi v pripade, Ze takuto liecbu potrebuje.

14. Farmaceuticky prostriedok, vy zna ¢ujtcisatym,

e obsahuje zlu&eninu podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 11.

15. PouZitie zlu&eniny podla ktoréhokolvek z néarokov 1 az 11
pri priprave lieCiva na liecbu autoiminneho alebo zéapalového

ochorenia alebo stavu.



29

16. Zlu&enina v3eobecného vzorca III

O R3 R4

|
R2 /l\W/NH
NH

" OH O (111)

O

kde R!, R%?, R?® a R® st definované v naroku 3.

17. Zluc¢enina vseobecného vzorca IV
O R3 R4
R2 NH (IV)
NH
O
R1 ‘

kde R!, R2, R} a R! su definované v naroku 3.

18. Spdsob pripravy =zluCeniny podla ktoréhokolvek z narokov 1
az 11, vyznacujuci sa tym Ze zahrna krok reakcie
z1lu¢eniny vSeobecného vzorca III podla naroku 16 S
hydroxylaminom, pripadne vo forme soli alebo v O-chranenej
forme, a ak je to vhodné, odstrdnenie ochrannych skupin z takto

ziskaného produktu.
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