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Ovaj izum obuhvaca nove spojeve formule () u kojoj n, m, t, R1, RZ, R3, R4, L, Q, X, Y, Z imaju definirana znafenja, s
djelovanjem inhibiranja enzima histon deacetilaze; njihovo pripravljanje, pripravke koji ih sadrze i njihovu uporabu kao
lijeka.
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OPIS IZUMA

Ovaj izum razmatra spojeve koji djeluju kao inhibitori enzima histon deacetilaze (HDAC). Dalje se odnosi na procese
njihova pripravljanja, na pripravke koji ih sadrze, kao i na njihovu uporabu, i in vitro 1 in vivo, za inhibiranje HDAC i
kao lijeka, primjerice kao lijeka za inhibiranje proliferacijskih stanja, kao $to je karcinom i psorijaza.

U svim eukaritoskim stanicama, genomska DNA u kromatinu udruzuje se s histonima i oblikuje nukleosome. Svaki
nukleosom sastoji se od proteinskog oktamera nac¢injenog od dvije kopije svakog histona H2A, H2B, H3 i H4. DNA se
obavija oko te proteinske jezgre, a bazi¢ne aminokiseline histona djeluju s negativno nabijenim fosfatnim skupinama
DNA. Najuobi¢ajenija posttranslacijska modifikacija tih histona iz jezgre je reverziblno acetiliranje g-amino skupina
zatvorenih, visoko bazi¢nih N-terminalnih lizinskih skupina. Stabilno stanje acetiliranja histona uspostavljeno je
dinami¢kom ravnotezom izmedu medusobno konkuriraju¢e histon acetiltransferaze(a) i histon deacetilaze(a) koja je
ovdje oznaCena kao "HDAC". Acetiliranje i deacetiliranje histona dugo je povezivano s kontrolom transkripcije.
Danasnje kloniranje gena koji kodiraju razli¢ite histon acetiltransferaze 1 histon deacetilaze dalo je moguce obje$njenje
odnosa izmedu acetiliranja histona i kontrole transkripcije. Reverzibilno acetiliranje histona moze rezultirati ponovnim
modeliranjem kromatina i kao takvo djelovati kao kontrolni mehanizam transkripcije gena. Opcenito, hiperacetiliranje
histona omogucava ekspresiju gena, dok je deacetiliranje histona povezano s potiskivanjem transkripcije. Histone
acetiltransferaze pokazale su se da djeluju kao koaktivatori transkripcije, dok je za histon deacetilaze pronadeno da
potiskuju transkripciju.

Dinamicka ravnotcza izmcdu acctiliranja i dcacctiliranja histona jc bitna za normalan rast stanicc. Inhibicija histon
deacetilaze rezultira sprje¢avanjem stani¢nog ciklusa, stani¢ne diferencijacije, apoptozom i vra¢anjem transformiranog
fenotipa u prvobitno stanje. Prema tome inhibitori HDAC imaju veliki terapeutski potencija u lijeenju stani¢nih
proliferacijskih bolesti ili stanja (Marks et al., Nature Reviews, Cancer 1: 194-202, 2001).

Proucavanje inhibitora histon deacetilaza (HDAC) ukazuje da ti enzimi zaista imaju vaznu ulogu u proliferaciji 1
diferencijaciji stanica. Inhibitor Trihostatin A (TSA) uzrokuje prekid stani¢nog ciklusa i u fazi Gl i G2, vraca
transformirani fenotip razli¢itih stani¢nih linija u prvobitno stanje, i zapodinje diferencijaciju stanica Friendove
leukemije 1 ostalih. Za TSA (i suberoilanilid hidroksaminska kiselina SAHA) objavljeno je da inhibiraju rast stanice,
induciraju terminalnu diferencijaciju, i sprje¢avaju nastanak tumora u miSeva (Finnin et al., Nature, 401: 188-193,
1999).

Za Trihostatin A takoder je objavljeno da je koristan u lije¢enju, npr. fibroze jetre i ciroza jetre. (Geerts etal., Europska
patentna prijava EP 0 827 742, objavljena 11. ozujka, 1998).

Patentna prijava WO01/38322 objavljena 31. svibnja, 2001 medu ostalim iznosi inhibitore histon deacetilaze opée
formule Cy-Z, dajuéi pripravke i postupke lijeCenja stani¢nih proliferacijskih bolesti i stanja.

Patentna prijava WOO01/70675 objavljena 27. rujna, 2001. iznosi inhibitore histon deacetilaze formule Cy-S(O),-NH-Y"-
W i1idalje daje pripravke i postupke lije¢enja stani¢nih proliferacijskih bolesti i stanja.

Problem kojeg treba rijesiti je pribaviti inhibitore histon deacetilaze s jakom enzimatskom aktivnoscu i koji takoder
imaju povoljna svojstva kao $to je stani¢na aktivnost i povec¢ana biodostupnost, pozeljno oralna biodostupnost, i imaju
malo ili nemaju nuspojava.

Novi spojevi iz predloZzenog izuma rjeSavaju gore opisan problem. Spojevi se razlikuju od prethodnih saznanja u struci u
strukturi.

Spojevi iz predloZenog izuma imaju izvrsnu aktivnost in-vitro kao inhibitori enzima histon deacetilaze. Predlozeni
spojevi imaju povoljna svojstva s obzirom na stani¢nu aktivnost i specificna svojstva s obzirom na inhibiciju
napredovanja stani¢nog ciklusa i na G1 1 G2 kontrolnim to¢kama (p21 indukcijski kapacitet). Spojevi iz predlozenog
izuma pokazuju dobru metaboli¢ku stabilnost i1 visoku biodostupnost, a posebno pokazuju oralnu biodostupnost. Povrh
toga, spojevi iz predloZenog izuma imaju mali afinitet prema P450 enzimima, §to smanjuje rizik od Stetnog
medudjelovanja lijek-lijek omoguéujuéi takoder veéi sigurnosni prostor.

Ovaj izum razmatra spojeve formule (I)
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njihove N-oksidne oblike, farmaceutski prihvatljive adicijske soli i stereokemijski izomerne oblike, u kojima
nje 0, 1, 2 ili 3 i kada je n jednak O tada to znaci direktnu vezu;
tje 0, 1,2, 3ili 4 i kada je t jednak 0 tada to znadi direktnu vezu;

svaki Q je dusik ili

T
svaki X je dusik ili
svaki Y je dugik ili “—K’,
svaki Z je dusik ili ’-K :

—H
ot

R'je -C(O)NR®R’, -N(H)C(O)R", -C(0)-C,_salkandiil SR",

-NR"C(0)C alkandiilSR'’, -NR''C(O)ON(OH) R ili druga Zn-helirajuéa-skupina

u kojoj R iR’ je svaki nezavisno izabran izmedu vodika, hidroksil Cialkila, hidroksiC, salkila, aminoC; salkila ili
aminoarila;

R' je nezavisno izabran izmedu vodika, C,alkila, C, salkilkarbonila, arilC,alkila, C, alkilpirazinila, piridinona,
pirolidinona ili metilimidazolila;

R! je nezavisno izabran izmedu vodika ili Cygalkila;

R? je vodik, halo, hidroksi, amino, nitro, C,alkil, C,_alkiloksi, trifluormetil, di (C,.calkil) amino, hidroksiaiaino ili
naftalenilsulfonilpirazinil,

svaki R’ nezavisno predstavlja vodikov atom i jedan vodikov atom moZe biti zamijenjen supstituentom izabranim
izmedu arila;

R* je vodik, hidroksi, amino, hidroksiC, 4alkil, C,alkil, C,alkiloksi, arilC,_salkil, aminokarbonil, hidroksikarbonil,
aminoC,ealkil, aminokarbonilC, salkil, hidroksikarbonilC,_salkil, hidroksiaminokarbonil, C,_alkiloksikarbonil, C,.
calkilaminoC_alkil ili di (C,_salkil) aminoC, ¢alkil;

R’ je vodik, Cgalkil, Csocikloalkil, hidroksiC, salkil, C,_galkiloksiC,galkil, di (C,_galkil) aminoC, salkil ili aril;

je radikal izabran izmedu
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{2-49) {a-30) » {w-31)
pri ¢emu je svaki s nezavisno 0, 1, 2, 3, 4 1li 5;

svaki R® i R’ su nezavisno izabrani izmedu vodika; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloC, salkila; trihaloC, galkiloksi;
C.ealkila; C_galkila supstituiranog s arilom i Cy_jocikloalkilom; Cj_galkiloksi; C;_salkiloksiC_galkiloksi; C salkilkarboni
1 a; Cpealkiloksikarbonila; Cjsalkilsulfonila; cijanoC,_galkila; hidroksiCi galkila; hidroksiC, salkiloksi; hidroksiC,.
calkilamino; aminoC)ealkiloksi; di (Cjealkil) aminokarbonila; di (hidroksiC, ealkil) amino; (aril) (C;salkil) amino; di
(Cgalkil) aminoCgalkiloksi; di (Cjalkil) aminoCigalkilamino; di(Cigalkil) aminoC_galkilaminoCsalkila;
arilsulfonila; arilsulfonilamino; ariloksi; ariloksiC,_salkila; arilC,_salkendiila; di (C,salkil) amino; di (C,_salkil) aminoC,.
calkila; di (C,galkil) amino (C;¢alkil) amino; di (Cj4alkil) amino (C,_ealkil) aminoC,ealkila; di (C,¢alkil) aminoC.
¢alkil (Cygalkil) amino; di (Cealkil) aminoC, galkil (C;alkil) aminoC, ¢alkila; aminosulfonilamino (C;galkil) amino;
aminosulfonilamino (C,_ealkil) aminoC,ealkila; di (C,galkil) aminosulfonilamino (C,salkil) amino; di (C;alkil)
aminosulfonilamino (C;galkil) aminoC, ealkila; cijano; tiofenila; tiofenila supstituiranog s di(Cy_galkil)amino Cjgalkil
(Ciealkil) aminoCjgalkilom, di (Cealkil) aminoC,ealkilom, C,alkilpiperazinilC, alkilom, hidroksiC;.
calkilpiperazinilC; salkilom, hidroksiC salkiloksiC salkilpiperazinilC, salkilom, di (Calkil)
aminosulfonilpiperazinilC,_¢alkilom, C,_calkiloksipiperidinilom, C,_galkiloksipiperidinilC,_salkilom, morfolinilC,.
calkilom, hidroksiCy_alkil (C;salkil) aminoC;salkilom, ili di (hidroksiC,_salkil) aminoC; salkilom; furanila; furanila
supstituiranog s hidroksi C;salkilom; benzofuranila; imidazolila; oksazolila; oksazolila supstituiranog s arilom i C;.
calkilom; Cjgalkiltriazolila; tetrazolila; pirolidinila; pirolila; piperidinilC_salkiloksi; morfolinila; C,salkilmorfolinila;
morfolinilC galkiloksi; morfolinilC, galkila; morfolinilC, alkilamino; morfolinilC, salkilamino C,alkila; piperazinila;
C,ealkilpiperazinila; CiealkilpiperazinilC, salkiloksi; piperazinilC, ¢alkila; naftalenilsulfonilpiperazinila;
naftalenilsulfonil piperidinila; naftalenilsulfonila; C,alkilpiperazinilC,salkila; Ci_ealkilpiperazinilC,_salkilamino; C.
calkilpiperazinilC, _salkilaminoC, salkila; C,salkilpiperazinilsulfonila; aminosulfonilpiperazinilC, salkiloksi;
aminosulfonilpiperazinila; aminosulfonilpiperazinilC,¢alkila; di (Cjealkil) aminosulfonilpiperazinila; di (C;.salkil)
aminosulfonilpiperazinilC, _salkila; hidroksiC, _ealkilpiperazinila, hidroksiC, _salkilpiperazinilC, salkila; CL
calkiloksiperidinila; C, galkiloksipiperidinilC, salkila; piperidinilaminoC,_salkilamino; piperidinilaminoC, ealkilaminoC,_
alkila; (C_ealkilpipcridinil) (hidroksiC, galkil) aminoC, salkilamino; (C,salkilpipcridinil) (hidroksi C, ealkil) arainoC,.
calkilaminoC,_galkila;  hidroksiC,_galkiloksiC,_ calkilpiperazinila;  hidroksiC _salkiloksiC,_salkilpiperazinilC,_salkila;
(hidroksiC, _salkil) (C,_salkil) amino; (hidroksiC,salkil) (C,alkil) aminoC,_salkila; hidroksiC,_alkilaminoC,_ealkil; di
(hidroksiC, _galkil) amino C,salkila; pirolidinilC, ealkila; pirolidinilC,_ealkiloksi; pirazolila; tiopirazolila; pirazolila
supstituiranog s dva supstituenta izabrana izmedu C, galkila ili trihaloC; ealkila; piridinila; piridinila supstituiranog s C;.
calkiloksi, ariloksi ili arilom; pirimidinila; tetrahidropirimidinilpiperazinila;

tetrahidropirimidinilpiperazinilC, salkila; kinolinila; indola; fenila; fenila supstituiranog s jednim, dva ili tri supstituenta
nezavisno izabrana izmedu halo, amino, nitro, Cjgalkila, Cigalkiloksi, hidroksi Cjjalkila, trifluormetila,
trifluormetiloksi, hidroksiC,alkiloksi, Cjjalkilsulfonila, C4alkiloksiCialkiloksi, C;jalkiloksikarbonila, aminoC;.
salkiloksi, di (C,alkil) amino C,alkiloksi, di (C,4alkil) amino, di (C,.4alkil) aminokarbonila, di (C,alkil) aminoC;.
salkila, di (C,alkil), di (C,_salkil) amino (C,4alkil) amino, di(C,_alkil) amino (C,_salkil) aminoC,_jalkila, di (C,_salkil)
aminoC, _4alkil (C,_alkil) amino, di (C,_alkil) aminoC,_4alkil (C,_jalkil) aminoC,_alkila, aminosulfonilamino (C,;_alkil)
amino, aminosulfonilamino (C;_jalkil) aminoC,_jalkila, di (C_4alkil) aminosulfonilamino (C_salkil) amino, di (C;_alkil)
aminosulfonilamino (C_salkil) aminoC,_salkila, cijano, piperidinilC, jalkiloksi, pirolidinilC,_salkiloksi,
aminosulfonilpiperazinila, aminosulfonilpiperazinilC,_jalkila, di (C,.alkil) aminosulfonilpiperazinila, di (C,_alkil)
aminosulfonilpiperazinilC, salkila, hidroksiC, salkilpiperazinila, hidroksiC, _jalkilpiperazinilC, salkila, C.
salkiloksipiperidinila, C,_4alkiloksipiperdinilC, 4alkila, hidroksiC, salkiloksiC,_salkilpiperazinila, hidroksiC, 4alkiloksiC,.
salkilpiperazinilC, salkila, (hidroksiC, salkil) (C,salkil) amino, (hidroksiCalkil) (C;salkil) aminoCialkila, di
(hidroksiC, 4alkil) amino, di (hidroksiC,4alkil) aminoC, 4alkila, furanila, furanila supstituiranog s -CH=CH-CH=CH-,
pirolidinilC, 4alkilom, pirolidinilC,_salkiloksi, morfolinilom, morfolinilC, 4alkiloksi, morfolinilC, jalkilom, morfolinilC,_
salkilamino, morfolinilC,_salkilaminoC,_4alkilom, piperazinilom, C,_salkilpiperazinilom, C4alkilpiperazinilC, jalkiloksi,
piperazinilC, salkilom,  C,alkilpiperazinilC,salkiloin,  C,alkilpiperazinilC,salkilamino,  C,alkilpiperazinilC,.
salkilaminoC _salkilom, tetrahidropirimidinilpiperazinilom, tetrahidropirimidinilpiperazinilC, jalkilom,
piperidinilaminoCy jalkilamino, piperidinilaminoCy_jalkilaitiinoC,_jalkilom, (C;alkilpiperidinil) (hidroksiC,_jalkil)
aminoC, _yalkilainino, (C,alkilpiperidinil) (hidroksi C;jalkil) aminoC,_jalkilaminoC, jalkilom, piridinilC, jalkiloksi,
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hidroksiC,_jalkilamino, hidroksiC;alkilaminoC;alkilom, di (Cj4alkil) aminoCi4alkilamino, aminotiadiazolilom,
aminosulfonilpiperazinilC,_jalkiloksi, ili tiofenilC; salkilamino;

svaki R® i R” moze se postaviti na dusik kao zamjena vodika;

aril iznad je fenil, ili fenil supstituiran s jednim ili viSe supstituenata od kojih je svaki nezavisno izabran izmedu halo,
Cigalkila, C_galkiloksi, trifluormetil, cijano ili hidroksikarbonila.

Pojam "histon deacetilazni inhibitor" ili "inhibitor histon deacetilaze" koridten je za identifikaciju spoja koji je sposoban
reagirati s histon deacetilazom 1 inhibirati njezino djelovanje, posebno njezino enzimatsko djelovanje. Inhibiranje histon
deacetilaznog enzimatskog djelovanja zna¢i redukciju sposobnosti histon deacetilaze da ukloni acetilnu skupinu s
histona. PoZeljno je da takva inhibicija bude specifiéna, tj. inhibitor histon deacetilaze redukcira sposobnost histon
deacetilaze da ukloni acetilnu skupinu s histona pri koncentraciji koja je niza nego koncentracija inhibitore koji je
potreban da bi se proizveo neki drugi, nevezani bioloski uéinak.

Kako se rabi u prethodnim definicijama i dalje, halo znaci fluoro, kloro, bromo i jodo; C,4alkil definira zasi¢ene
ugljikovodi¢ne radikale ravnog ili razgranatog lanca koji imaju od 1 do 4 ugljikova atoma kao §to je, npr. metil, etil,
propil, butil, 1-metiletil, 2-metilpropil i sli¢no; C;ealkil ukljucuje C,alkil i nnjegove vise homologe koji imaju od 5 do
6 ugljikovih atoma kao §to je, primjerice, pentil, 2-metil-butil, heksil, 2-metilpentil i sli¢no; C,¢alkandiil definira
dvovalentne zasic¢ene ugljikovodi¢ne radikale ravnog ili razgranatog lanca koji imaju od 1 do 6 ugljikovih atoma kao $to
jc, na primjer, mctilen, 1,2-ctandiil, 1,3-propandiil, 1,4-butandiil, 1,5-pcntandiil, 1,6-hcksandiil i njihovi razgranati
izomeri kao §to je, 2-metilpentandiil, 3-metilpentandiil, 2,2-dimetilbutandiil, 2,3-dimetilbutandiil i sli¢no; trihaloC,.
salkil definira C,alkil koji sadrzi tri identi¢na ili razli¢ita halo supstituenta, primjerice, triflnormetil;, C, salkendiil
definira dvovalentne ugljikovodi¢ne radikale ravnog ili razgranatog lanca koji imaju jednu dvostruku vezu i 2 do 6
ugljikovih atoma kao $to je, primjerice, etendiil, 2-propendiil, 3-butendiil, 2-pentendiil, 3-pentendiil, 3-metil-2-
butendiil, 1 sli¢no; aril definira fenil, 1 fenil supstituiran s jednim ili viSe supstituenata od kojih je svaki nezavisno
izabran izmedu halo, Cjgalkila, Cjgalkiloksi ili trifluormetila, cijano, hidroksikarbonila; aminoaril definira aril
supstituiran s amino; Cs jocikloalkil ukljucuje ciklicke ugljikovodi¢ne skupine koje imaju od 3 do 10 ugljika, kao $to je
ciklopropil, ciklobutil, ciklopentil, ciklopentenil, cikloheksil, cikloheksenil, cikloheptil, ciklooktil i sli¢no.

Pojam "druga Zn-heliraju¢a skupina" odnosi se na skupinu koja moze reagirati s Zn-ionom, koji moze biti prisutan na
mjestu vezanja enzima.

Farmaceutski prihvatljive adicijske soli obuhvacaju farmaceutski prihvatljive kiselinske adicijske soli i farmaceutski
prihvatljive bazi¢ne adicijske soli. Farmaceutski prihvatljive kiselinske adicijske soli kako je prethodno spomenuto
obuhvacaju terapeutski aktivne netoksi¢ne oblike kiselinskih adicijskih soli koje spojevi formule (I) mogu oblikovati.
Spojevi formule (I) koji imaju bazi¢na svojstva mogu se pretvoriti u njihove farmaceutski prihvatljive kiselinske
adicijske soli obradom spomenutog bazi¢nog oblika s odgovaraju¢om kiselinom. Odgovarajuée kiseline ukljucuju,
primjerice, anorganske kiseline kao $to su halovodi¢ne kiseline, npr. klorovodi¢na ili bromovodi¢na kiselina; sulfatna;
nitratna; fosfatna i slitne kiseline; ili organske kiseline kao $to su, na primjer, octena, trifluoroctena, propan,
hidroksioctcna, mlijeéna, piruvinska, oksalna, malonska, jantarna (tj. butandikisclina), malcinska, fumarna, jabuéna,
vinska, limunska, metansulfonska, etansulfonska, benzensulfonska, p-toluensulfonska, ciklaminska, salicilna, p-amino-
salicilna, pamoinska i sliéne kiseline. Spojevi formule (I) koji imaju kiselinska svojstva mogu se pretvoriti u njihove
farmaceutski prihvatljive bazi¢ne adicijske soli obradom spomenutog kiselinskog oblika s odgovaraju¢om organskom ili
anorganskom bazom. Odgovarajuéi bazi¢ni oblici soli obuhvacaju, na primjer, amonijeve soli, soli alkalijskoh i
zemnoalkalijskih metala, npr. litijeve, natrijeve, kalijeve, magnezijeve, kalcijeve soli i slicno, soli s organskim bazama,
npr. benzatinske, N-metil-D-glukaminske, hidrabaminske soli, i soli s aminokiselinama kao §to je, na primjer, arginin,
lizin i sli¢no.

Pojam "kiselinske ili bazi¢ne adicijske soli" takoder ukljucuje hidrate i solvate koje spojevi formule (I) mogu oblikovati.
Primyjeri takvih oblika su npr. hidrati, alkoholati 1 sli¢no.

Pojam "stereokemijski izomerni oblici spojeva formule (I)", kako se ovdje rabi, definira sve moguée spojeve nadinjene
od istih atoma vezanih istim slijedom veza, ali koji imaju razliCite trodimenzionalne strukture koje se ne mogu
medusobno zamijeniti, koje spojevi formule (I) mogu imati. Ako drugadije nije spomenuto ili naznateno, kemijska
oznaka spoja obuhvac¢a smjesu svih mogucih stereokemijski izomernih oblika koje spomenuti spojevi mogu imati.
Spomenuta smjesa moze sadrzavati sve dijastereomere i/ili enantiomere bazi¢ne molekularne strukture spomenutog
spoja. Svi stereokemijski izomerni oblici spojeva formule (I) i u ¢istom obliku 1 medusobno pomijesani nalaze se unutar
dosega predlozenog izuma.
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Podrazumijeva se da N-oksidni oblici spojeva formule (I) obuhvacaju one spojeve formule (I) u kojima je jedan ili
nekoliko dusikovih atoma oksidirano u takozvani N-oksid, posebno one N-okside u kojima je jedan ili vise piperidin-,
piperazin ili piridazinil-dusika N-oksidirano.

Neki od spojeva formule (I) takoder mogu postojati u njihovim tautomernim oblicima. Takvi oblici premda nije
eksplicitno naznaceno u gornjoj formuli nalaze se unutar dosega predloZenog izuma.

Kada god se rabi od sada pa nadalje, pojam "spojevi formule(I)" takoder ukljucuje farmaceutski prihvatljive adicijske
soli 1 sve stereoizomerne oblike.

Kako se ovdje rabe, pojmovi "histon deacetilaza" i "HDAC" odnose se na bilo koji spoj iz obitelji enzima koji uklanja
acetilne skupine s e-amino skupina lizinskih dijelova na N-terminalnom dijelu histona. Ako drugacije nije naznaceno
kontekstom, pojam "histon" odnosi se na bilo koji histonski protein, ukljucujuéi Hl, H2A, H2B, H3, H4, i HS, od bilo
koje vrste. Humani HDAC proteini ili genski produkti, ukljuc¢uju, ali nisu ograni¢eni na, HDAC-1, HDAC-2, HDAC-3,
HDAC-4, HDAC-5, HDAC-6, HDAC-7, HDAC-8, HDAC-9 i HDAC-10. Histon deacetilaza takoder se moze izvesti iz
protozoalnog ili fungalnog izvora.

Prva skupina zanimljivih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) za koje se primjenjuje jedno ili vise od sljedecih
ogranicenja:

a)nje0, 1ili2;

b)tje0, 1, 21li 3;

¢) svaki Q je

d) R' je -C(O)NH(OH) ili -NR''C(0)C=N (OH) R' pri ¢emu je R' arilC, ¢alkil i R je vodik;

e) R? je vodik, C salkil ili naftalenilsulfonilpirazinil;

f) svaki R nezavisno predstavlja vodikoy atom;

h) R* je vodik, hidroksi, hidroksiC,alkil ili C\ealkiloksi; i) R’ je vodik, C,_calkil, hidroksiC,alkil ili C,_calkiloksiC .
calkil;

1) je radikal izabran izmedu (a-1), (a-7) ili (a-20); j) svaki s je nezavisno 0 ili 1;

k) svaki R® je nezavisno izabran izmedu vodika; tiofenila; furanila, benzofuranila; fenila; ili fenila supstituiranog s
jednim supstituentom izabranim izmedu Ci_galkila, C; galkiloksi, hidroksiC,_4alkila, C;salkilsulfonila, ili di (C;alkil)
amino;

1) svaki R je nezavisno izabran izmedu vodika.

Druga skupina zanimljivih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) za koje se primjenjuje jedno ili vise od
sljedecih ograni¢enja:

a)nje 1ili2;

b)tje O, 1, 21ili 3;

m%:

=n

¢) svaki Q je

d) R! je -C(O)NH(OH);

¢) R? je vodik ili C,_salkil;

f) svaki R* nezavisno predstavlja vodikoy atom;
g) R*je vodik;

h) R’ je vodik ili Cy salkiloksiC,_galkil;

1) - o je radikal izabran izmedu (a-1) ili (a-20);

j) svaki s je nezavisno 0 ili 1;
k) svaki R® je nezavisno izabran izmedu vodika; tiofenila; furanila; benzofuranila; fenila; ili fenila supstituiranog s
jednim supstituentom nezavisno izabranim izmedu C;_galkila, C; salkiloksi, hidroksiC_¢alkila, ili di (C;4alkil) amino.

Treéa skupina zanimljivih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) u kojima je R” vodik.

Cetvrta skupina zanimljivih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) u kojima je R' -C(O)NH(OH).
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Peta skupina zanimljivih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) u kojima je R' -C(O)NH(OH) i R* vodik.

Sesta skupina zanimljivih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) za koje se primjenjuje jedno ili vide od sljedeéih
ogranicenja:

a)tje 0;

b) R' je -C(ONR’R’, -C(0)-CealkandiilSR'®, -NR"C(O)N(OH)R', -NR'"C(0)CgalkandiilSR", -
NR''C(O)C=N(OH)R'" ili druga Zn-heliraju¢a skupina u kojoj su R* i R’, svaki nezavisno, izabrani izmedu vodika,
hidroksi, hidroksiC,_salkila, ili aminoC,_galkila;

c) R? je vodik, halo, hidroksi, amino, nitro, C_salkil, C,_salkiloksi, trifluormetil ili di(C,_4alkil)amino;

d) R* je vodik, hidroksi, amino, hidroksiC, alkil, C, salkil, C, salkiloksi, arilC, salkil, aminokarbonil, aminoC, calkil, C,.
calkilaminoC_alkil ili di (C,_salkil) aminoC,_galkil;

e) R’ je vodik;

f) je radikal izabran izmedu (a-1), (a~3), (a-4), (a-5), (a-6), (a-7), (a-8), (a-9), (a-10), (a-11), (a-12), (a-13),
(a-14), (a-15), (a-16), (a-17), (a-18), (a-19), (a-20), (a-21), (a-22), (a-23), (a-24), (a-25), (a-26), (a-28), (a-29), (a-30), (a-
31), (a-32), (a-33), (a-34), (a-35), (a-36), (a-37), (a-38), (a-39), (a-40), (a-41), (a-42), (a-44), (a-45), (a-46), (a-47), (a-
48) ili (a-51);

g) svaki s je nezavisno 0, 1, 2, 3 ili 4;

h) RS je vodik; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloCygalkil; trihaloCi ealkiloksi; Cjgalkil; Cialkiloksi; C,.
calkilkarbonil; C,_alkiloksikarbonil; C,salkilsulfonil; hidroksiC,_alkil; ariloksi; di (Cealkil) amino; cijano; tiofenil;
furanil; furanil supstituiran s hidroksiC; salkilom; benzofuranil; imidazolil; oksazolil; oksazolil supstituiran s arilom i
Ciealkilom; C,ealkiltriazolil; tetrazoll; pirolidinl; pirolil; morfolinil; C,alkilmorfolinil, piperazinil; Cjsalkil
piperazinil; hidroksiC, salkilpiperazinil; C,galkiloksi piperidinil; pirazolil; pirazolil supstituiran s jednim ili dva
supstituenta izabrana izmedu Calkila ili trihalo C_galkila; piridinil; piridinil supstituiran s C_salkiloksi, ariloksi ili
arilom; pirimidinil; kinolinil; indol; fenil; ili fenil supstituiran s jednim ili dva supstituenta nezavisno izabrana izmedu
halo, C,_alkila, C,_¢alkiloksi, ili tri fluormetila;

1) R’ je vodik; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloC, salkil; trihaloC,_¢alkiloksi; C,ealkil; Cy_galkiloksi; C,_salkilkarbonil;
Ciealkiloksikarbonil; C_alkilsulfonil; hidroksiCi_ealkil; ariloksi; di (C,alkil) amino; cijano; piridinil; fenil; ili fenil
supstituiran s jednim ili dva supstituenta nezavisno izabrana izmedu halo, C,_salkila, C,_salkiloksi ili trifluormetila.

Scdma skupina zanimljivih spojcva sastoji sc od onih spojeva formule (I) za koje sc primjenjuje jedno ili vise od
sljede¢ih ogranicenja:

a) R’ iR’ je svaki nezavisno izabran izmedu vodika, hidroksi, hidroksiC;_salkila, aminoC_salkila ili aminoarila;

b) R’ je vodik, C_ealkil, C;_¢ciklolkil, hidroksiC,_alkil, Ci_salkiloksiC,galkil ili di (C,alkil) aminoC_salkil,

c) " je radikal izabran izmedu (a-1), (a-2), (a-3), (a-4), (a-5), (a-6), (a-7), (a-8), (a-9), (a-10), (a-11), (a-12), (a-
13), (a-14), (a-15), (a-16), (a-17), (a-18), (a-19), (a-20), (a-21), (a-22), (a-23), (a-24), (a-25), (a-26), (a-27), (a-28), (a-
29), (a-30), (a-31), (a-32), (a-33), (a-34), (a-35), (a-36), (a-37), (a-38), (a-39), (a-40), (a-41), (a-42) (a-43) ili (a-44);

e) svaki R® i R’ su nezavisno izabrani izmedu vodika; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloC, galkila; trihaloC, _galkiloksi;
Cigalkila; Cjgalkiloksi; CigalkiloksiCygalkiloksi; C;galkil karbonila; C;_alkilsulfonila; cijanoC,alkila; hidroksiC;.
calkila; hidroksiC, salkiloksi; hidroksiCy galkilamino; aminoCi_galkiloksi; di (C;galkil) aminokarbonila; di (hidroksiC;.
calkil) amino; aril (C;alkil) amino; di (C,_alkil) aminoC_salkiloksi; di (C;alkil) aminoC, salkilariamino, arilsulfonila;
arilsulfonilamino; ariloksi; arilC,salkendiila; di(C,_salkil) amino; di (C,ealkil) aminoC,_ salkila; di (C,_ealkil) aminoC;.
qalkil (Cj¢alkil)aminoC,4alkila; cijano; tiofenila; tiofenila supstituiranog s di (Cgalkil) aminoC,salkil (C,_alkil)
aminoC galkilom, di (C,ealkil) aminoCjalkilom, C,salkilpiperazinilC,galkilom ili di (hidroksiC,_salkil)aminoC.
calkilom; furanila; imidazolila; C,alkiltriazolila; tetrazolila; pirolidinila; piperidinilC,_salkiloksi; morfolinila; C,.
calkilmorfolinila; morfolinilC, galkiloksi; morfolinilC, salkila; C,ealkil piperazinila; C,galkilpiperazinilC, salkiloksi;
morfolinilC galkila;  Cjealkilpiperazinila;  CgalkilpiperazinilC,_¢alkiloksi;  CealkilpiperazinilC, salkila;  C,.
calkilpiperazinilsulfonila; aminosul foni Ipiperaz ini 1C, salkiloksi;

aminosulfonilpiperazinila; aminosulfonilpiperazinilC, salkila; di (C,alkil) aminosulfonilpiperazinila; di (C,alkil)
aminosulfonilpiperazinilC, ¢alkila;  hidroksiCalkil piperazinila; hidroksiC, salkilpiperazinilC, galkila;, Cgalkil
oksipiperidinila; C,alkiloksipiperidinilC,alkila; hidroksi CjgalkiloksiC,_salkilpiperazinila; hidroksiC, ealkiloksiC;.
¢alkil piperazinilC, galkila; (hidroksiC,alkil) (Cjealkil) amino; (hidroksiC,galkil) (C;ealkil) aminoC,alkila;
pirolidinilC, salkiloksi; pirazolila; tiopirazolila; pirazolila supstituiranog s dva supstituenta izabrana izmedu C_ealkila ili
trihaloC ¢alkila; piridinila; piridinila supstituiranog s C;salkiloksi ili arilom; pirimidinila; kinolinila; indola; fenila;
fenila supstituiranog s jednim, dva ili tri supstituenta nezavisno izabrana izmedu halo, amino, C,_ealkiloksi, hidroksiC,.
salkila, trifluormetila, trifluormetiloksi, hidroksiC,_jalkiloksi, C;4alkiloksiC_salkiloksi, aminoC, 4alkiloksi, di (C,_4alkil)
aminoC, 4alkiloksi, di (C;alkil) amino, di (C,4alkil) aminoC, salkila, di (C,_salkil) aminoC, 4alkil (C,_4alkil) aminoC_
salkila, piperidinilC, salkiloksi, pirolidinilC, 4alkiloksi, aminosulfonilpiperazinila, aminosulfonilpiperazinilC salkila, di
(C, 4alkil)aminosulfonilpiperazinila, aminosulfonilpiperazinilC, jalkila, di (C,4alkil) aminosulfonilpiperazinila, di(C,.
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salkil)  aminosulfonilpiperazinilC, salkila, hidroksiC;alkilpiperazinila, hidroksiCy_salkilpiperazinilC,alkila, C;.
salkiloksipiperidinila, C;_alkoksipiperidinilC,_4alkila, hidroksiC,_salkiloksiC_salkilpiperazinila, hidroksiC, salkoksiC,.
salkilpiperazinilC, salkila, (hidroksiC,_alkil) (Cy4alkil) amino, (hidroksiC,alkil) (C,4alkil) aminoC, alkila,
pirolidinilC, 4alkoksi, morfolinilC, salkiloksi, morfolinilC, alkila, C\_jalkilpiperazinilC,4alkoksi, C,alkilpiperazinilC,_
salkila, hidroksiC,jalkilamino, di (hidroksiC, 4alkil) amino, di(Cjsalkil) aminoC,_jalkilamino, aminotiadiazolila,
aminosulfonilpiperazinilC,_jalkiloksi, ili tiofenilC,_salkilamino.

Skupina zanimljivih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) u kojima su
R31i R’ svaki nezavisno, izabrani izmedu vodika, hidroksi, hidroksiC, _calkila, aminoC,_salkila ili aminoarila;

R’ je vodik, Cy4alkil, Cy jcikloalkil, hidroksiC, galkil, C; salkiloksiCealkil ili di (C;_salkil) aminoC galkil;

° je radikal izabran izmedu (a-1), (a-2), (a-3), (a-4), (a-5), (a-6), (a-7), (a-8), (a-9), (a-10), (a-11), (a-12), (a-
13), (a-14), (a-15), (a-16), (a-17), (a-18), (a-19), (a-20), (a-21), (a-22), (a-23), (a-24), (a-25), (a-26), (a-27), (a-28), (a-
29), (a-30), (a-31), (a-32), (a-33), (a-34), (a-35), (a-36), (a-37), (a-38), (a-39), (a-40), (a-41), (a-42), (a-43) ili (a-44);

svaki R®i R’ je nezavisno izabran izmedu vodika; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloC, salkila; trihaloC,_galkiloksi; C,.
calkila; Cealkoksi; CsalkiloksiC,ealkoksi; Cealkilkarbonila; C,alkilsulfonila; cijanoC,ealkila; hidroksiC, alkila;
hidroksiC,_salkiloksi; hidroksiC,_alkilamino; aminoC,_galkiloksi; di (C,salkil) aminokarbonila; di (hidroksiC,_galkil)
amino ; aril (Cjgalkil) amino, di (Cjsalkil) aminoCi ealkiloksi; di (C,ealkil) aminoC,salkilamino; arilsulfonila;
arilsulfonilamino; ariloksi; arilC, galkendiila; di (C,alkil) amino; di (C;4alkil) aminoCgalkila; di (C;. salkil) aminoC;_
qalkil (Cygalkil) aminoC,alkila; cijano; tiofenila; tiofenila supstituiranog s di (Ciealkil) aminoC,_galkil (C,alkil)
aminoC_galkilom, di (Cgalkil) aminoC, salkilom, C,salkilpiperazinilC, ¢alkilom ili di (hidroksiC,_galkil) aminoC;.
salkilom; furanila; imidazolila;

Ci¢alkiltriazolila; tetrazolila; piperidinilC,_galkiloksi; morfolinila; C;alkilmorfolinila; morfolinilC,_ salkiloksi;
morfolinilC, ¢alkila; C,_alkilpiperazinil; C,_alkilpiperazinilC,_¢alkiloksi;

CealkilpiperazinilC,_galkila; C,_salkilpiperazinilsulfonila; aminosulfonilpiperazinilC, _salkiloksi;
aminosulfonilpiperazinila; aminosulfonilpiperazinilC,¢alkila; di (Cjealkil) aminosulfonilpiperazinila; di (C;.salkil)
aminosulfonilpiperazinilC,_qalkila; hidroksiC, galkilpiperazinila; hidroksiC, _salkllpiperazinilC, salkila; Cy
calkoksipiperidinila; C; galkiloksipiperidinilCy galkila; hidroksiC;_galkoksiCy_galkilpipcrazinila; hidroksiC, galkiloksiC;.
calkilpiperazinilC | salkila;  (hidroksiC,alkil) (Cjalkil) amino; (hidroksiC;salkil) (Cigalkil) aminoC, alkila;
pirolidinilC, salkoksi; pirazolila; tiopirazolila; pirazolila supstituiranog s dva supstituenta izabrana izmedu C,_ealkila ili
trihaloCy ¢alkila; piridinila; piridinila supstituiranog s Cy_¢alkoksi ili arilom; pirimidinila; kinolinila; indola; fenila; fenila
supstituiranog s jednim, dva ili tri supstituenta nezavisno izabrana izmedu halo, amino, Cigalkila, C;alkoksi,
hidroksiC,_salkila, trifluormetila, trifluormetiloksi, hidroksiC;_jalkiloksi, C;_jalkiloksiC;_jalkiloksi, aminoC,_salkiloksi,
di  (Cp4alkil) aminoC,jalkiloksi, di  (C,4alkil) amino, piperidinilC, jalkoksi,  pirolidinilC, alkiloksi,
aminosulfonilpiperazinila, aminosulfonilpiperazinilC,jalkila, di (C,4alkil) aminosulfonil piperazinila, di (C,.alkil)
aminosulfonilpiperazinilC,_jalkila, hidroksiC_4alkilpiperazinila, hidroksiC_alkilpiperazinilC,_jalkila, Ci
salkiloksipiperidinila, C_jalkiloksipiperidinilC,_4alkila, hidroksiC,_jalkiloksiC,_salkilpiperazinila, hidroksiC,_salkoksiC,.
salkilpiperazinilC, 4alkila, (hidroksiC,4alkil) (C;4alkil) amino, (hidroksiC;alkil) (C;4alkil) aminoCi~4alkila,
pirolidinilC, 4alkoksi, morfolinilC, salkiloksi, morfolinilC, alkila, C\_salkilpiperazinilC,_4alkoksi, C,4alkilpiperazinilC,_
salkila, hidroksiCy salkilamino, di (hidroksiCi4alkil) amino, di (Cj4alkil) aminoC,alkilamino, aminotiadiazolila,
aminosulfonilpiperazinilC,_salkiloksi, ili tiof enilC;_salkilamino.

Daljnja skupina povoljnih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) u kojima:

tje 0;

R! je -C(O)NR®R’, -C(0)-C, galkendiilSR'’, -NR''C (O)N(OH)R'?,

-NR"'C(0)CgalkandiilSR'’, -NR"'C (O)C=N(OH)R" ili druga Zn-heliraju¢a skupina u kojoj su R®* i R svaki nezavisno
izabran izmedu vodika, hidroksi, hidroksiC, salkila, ili aminod-galkila;

R? je vodik, halo, hidroksi, amino, nitro, C_salkil, C;salkoksi, trifluormetil ili di (C,_alkil) amino;

R* je vodik, hidroksi, amino, hidroksiC, galkil, C,alkil, C,¢alkoksi, arilC;_salkil, aminokarbonil, aminoCalkil, C,.
calkilaminoC_alkil ili di (Cy.salkil) aminoC_galkil;
R’ je vodik;

je radikal izabran izmedu (a-1), (a-3), (a-4), (a-5), (a-6), (a-7), (a-8), (a-9), (a-10), (a-11), (a-12), (a-13), (a-
14), (a-15), (a-16), (a-17), (a-18), (a-19), (a-20), (a-21), (a-22), (a-23), (a-24), (a-25), (a-26), (a-28), (a-29), (a-30), (a-
31), (a-32), (a-33), (a-34), (a-35), (a-36), (a-37), (a-38), (a-39), (a-40), (a-41), (a-42), (a-44), (a-45), (a-46), (a-47), (a-
48) ili (a-51); svaki s je nezavisno 0, 1, 2, 3 ili 4;
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RS je vodik; halo; hidroksi; amino ; nitro; trihaloC_salkil; trihaloC, salkiloksi; C;_salkil; C;_salkiloksi; C;_salkilkarbonil;
Cisalkiloksikarbonil; C,alkilsulfonil; hidroksiC, salkil; ariloksi; di(C,salkil)amino; cijano; tiofenil; furanil; furanil
supstituiran s hidroksiC, salkilom; benzofuranil; imidazolil; oksazolil; oksazolil supstituiran s arilom i C,4alkilom; C,.
calkiltriazolil; tetrazolil; pirolidinil; pirolil; morfolinil; C,alkilmorfolinil; piperazinil, C,salkilpiperazinil; hidroksiC,.
calkilpiperazinil; C,salkiloksipiperidinil; pirazolil; pirazolil supstituiran s jednim ili dva supstituenta izabrana izmedu
Cigalkila ili trihaloC,ealkila; piridinil; piridinil supstituiran s C,galkiloksi, ariloksi ili arilom; pirimidinil; kinolinil;
indol; fenil; ili fenil supstituiran s jednim ili dva supstituenta nezavisno izabrana izmedu halo, C,_alkila, C,_salkiloksi ili
trifluormetila;

Skupina jo$ povoljnijih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) u kojiman iznosi 0, 1 ili 2;tje 0, 1, 2 ili 3;

svaki Q je . *; R' je -C(O)NH(OH) ili -NR''C(O)C=N(OH)R' pri ¢emu je R' arilC alkil i R"" vodik; R* je
vodik, Cygalkil ili naftalenilsulfonilpirazinil; svaki R’ nezavisno predstavlja vodikov atom; R* je vodik, hidroksi,

hidroksiC, galkil ili Cy_salkiloksi; R’ je vodik, Cealkil, hidroksiC, ¢alkil ili C;_¢alkiloksiC,_galkil,

|I je radikal izabran izmedu (a-1), (a-7) ili (a-20); svaki s je nezavisno 0 ili 1; svaki R® je nezavisno izabran
izmedu vodika; tiofenila; furanila; benzofuranila; fenila; ili fenila supstituiranog s jednim, supstituentom nezavisno
izabranim C;_ealkila, C,salkiloksi, hidroksiC;_alkila, C;_jalkilsulfonila ili di (C;_salkil) amino 1 svaki R’ j€ nezavisno
izabran izmedu vodika.

Skupina ¢ak jo§ povoljnijih spojeva sastoji se od onih spojeva formule (I) u kojima n iznosi 1ili 2; tje 0, 1, 2 ili 3;
svaki Q je

R' je -C(O)NH(OH); R? je vodik ili C,_alkil; svaki R* nezavisno predstavlja vodikov atom; R* je vodik; R’ je

vodik ili C,_¢alkiloksiC, salkil,;

je radikal izabran izmedu (a-1) ili (a-20); svaki s je nezavisno 0 ili 1; svaki R® je nezavisno izabran izmedu vodika;
tiofenila; furanila; benzofuranila; fenila; ili fenila supstituiranog s jednim, supstituentom nezavisno izabranim C _salkila,
Ci¢alkiloksi, hidroksiC,_jalkila, C,_jalkilsulfonila ili di (C,_alkil) amino.

Najpovoljniji su spojevi br. 13, br. 15, br. 2, br. 5, br. 21, br. 4, br. 24, br. 32, br. 26, br. 36, br. 38, br. 39, br. 40, br. 41,
br. 42, br. 43, br. 44 1 br. 35.
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Spojevi formule (I) i njihove farmaceutski prihvatljive soli i N-oksidi i stereokemijski izomerni oblici mogu se pripraviti

na uobicajeni nadin.

Kao primjer su uklju¢ena dva opc¢a nacina sinteze:

1a) Hidroksaminska kiselina formule (I) u kojoj je R'-C(O)NH(OH), spomenuti spojevi oznaéeni su kao spojevi formule
(I-a), moze se pripraviti reakcijom intemedijara formule (II) s odgovaraju¢om kiselinom, kao $to je primjerice,
trifluoroctena kiselina. Spomenuta reakcija izvedena je u odgovaraju¢em otapalu, kao §to je, na primjer, metanol.

(-2}

1b) intermedijari formule (II) mogu se pripraviti reakcijom intermedijara (III) s intermedijarom formule (IV) u
prisutnosti odgovarajucih reagensa kao §to je W-(etilkarbonimidolil)-A"N-dimetil-1,3-propandiamin, monohidroklorid
(EDC) 1 1-hidroksi-lif-benzotriazol (HOBT). Reakcija se moze izvesti u odgovaraju¢em otapalu kao §to je smjesa DCM
i THF.

13
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l¢) intermedijari formule (IIT) mogu se pripraviti reakcijom intermedijara formule (V) s odgovarajucom bazom kao Sto
je NaOH u prisutnosti odgovarajuceg otapala kao §to je etanol.

ey et o ——

BORT

C?
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A
H t{ul}—r\_/aw{m’};},w——.
X
& ()
5 2) Spojevi formule (I) u kojima je R'-NHC(O)C=N(OH) R, pri éemu je R' arilC,alkil, spomenuti spojevi oznaceni
su kao spojevi formule (I-b), mogu se pripraviti reakcijom intermedijara formule (VI) s odgovaraju¢om kiselinom, kao

§to je primjerice metansulfonska kiselina. Spomenuta reakcija izvodi se u odgovarajucem otapalu, kao §to je na primjer,
metanol.

¢ )

10 Spojevi formule (I) takoder se mogu prikladno pripraviti primjenom tehnika sinteze ¢vrste faze. Opcenito, sinteza Svrste
faze ukljucuje reakciju intermedijara u sintezi s polimerskom potporom. Taj se intermedijar s polimerskom potporom
zatim moze provesti kroz brojne korake sinteze. Nakon svakog koraka, smola se profiltrira i puno puta ispere s
razli¢itim otapalima kako bi se uklonile neéisto¢e. U svakom koraku smola se moze razdvojiti kako bi reagirala s
razli¢itim intermedijarima u sljede¢em koraku omogucujuéi tako sintezu velikog broja spojeva. Nakon posljednjeg

15 koraka u proceduri smola je obradena s reagensom ili procesom koji uklanja smolu od uzorka. Detaljnije objasnjenje
tehnika primjenjenih u kemiji ¢vrste faze opisano je u primjerice "The Combinatorial Index" (B. Bunin, Academic
Press) i Novabiochemovom 1999 Katalogu & te priru¢niku sinteze peptida (Novabiochem AG, Switzerland) oba su
ovdje ukljucena referencom.
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Spojevi formule (I) i neki od intermedijara mogu u svojoj strukturi imati barem jedan kiralni centar. Taj kiralni centar
moze biti prisutan u R ili S konfiguraciji.

Spojevi formule (I) kako su pripravljeni u prethodno opisanim procesima opcenito su racemske smjese enantiomera,
koji se jedni od drugih mogu razdvojiti slijede¢i u struci poznate procedure razluéivanja. Racemski spojevi formule (I)
mogu se pretvoriti u odgovarajuce dijastereomerne oblike soli reakcijom s odgovaraju¢om kiralnom kiselinom.
Spomenuti dijastereomerni oblici soli dalje su razdvojeni, na primjer, selektivnom ili frakcijskom kristalizacijom, a
enantiomeri oslobodeni iz njih pomocu alkalija. Alternativni na¢in odvajanja enantiomernih oblika spojeva formule (I)
ukljutuje tekuéinsku kromatografiju pomocu kiralne stacionarne faze. Spomenuti ¢isti stereokemijski izomerni oblici
takoder se mogu dobiti iz odgovarajucih Cistih stereokemijski izomernih oblika odgovarajuéih pocetnih materijala, uz
uvjet da do reakcije dolazi stereospecificno. Pozeljno je da ako je povoljan odredeni stereoizomer, da se spomenuti spoj
sintetizira stereospecificnim postupcima pripravljanja. Za te postupke je povoljno upotrijebiti enantiomerno Ciste
pocetne materijale.

Spojevi formule (I), njihove farmaceutski prihvatljive kiselinske adicijske soli i stereoizomerni oblici imaju vrijedna
farmakologka svojstva u tome da djeluju inhibicijski na histon deacetilazu (HDAC).

Ovaj izum donosi postupak inhibiranja abnormalnog rasta stanica, ukljucuju¢i promijenjene stanice, davanjem
djelotvorne koli¢ine spoja iz izuma. Abnormalan rast stanica odnosi se na rast koji je nezavisan od normalnih
regulacijskih mehanizama (npr. gubitak kontaktne inhibicije). Ovo ukljucuje inhibiciju rasta tumora i izravno uzrokujuci
prekid rasta, tecrminalnc diferencijacije 1/ili apoptozu stanica karcinoma, i indircktno, inhibiranjem ncovaskularizacijc
tumora.

Ovaj izum takoder donosi postupak inhibiranja rasta tumora davanjem djelotvorne koli¢ine spoja iz predlozenog izuma,
subjektu npr sisavcu (posebno ¢ovjeku) kojem je takvo lijeenje potrebno. Posebno, ovaj izum donosi postupak
inhibiranja rasta tumora davanjem djelotvorne kolifine spojeva iz predloZenog izuma. Primjeri tumora koji se mogu
inhibirati, ali nisu ograni¢eni na, su, karcinom pluc¢a (npr. adenokarcinom i uklju¢ujuéi karcinom pluc¢a ne-malih
stanica), karcinomi pankreasa (npr. karcinom pankreasa kao S$to je, na primjer egzokrini karcinom pankreasa),
karcinome kolona (npr. kolorektalne karcinome, kao $to je, na primjer, kolonski adenokarcinom i kolonski adenom),
karcinom prostate ukljucuju¢i uznapredovalu bolest, hematopoetski tumori limfoidnog podrijetla (npr. akutna
limfociti¢na leukemija, limfom B-stanica, Burkittov limfom), mijeloidne leukemije (na primjer, aktna mijelogena
leukemija (AML)), tiroidni folikularni karcinom, mijelodisplasti¢ki sindrom (MDS), tumori mezenhimalnog porijekla
(npr. fibrosarkomi i rabdomiosarkomi), melanomi, teratokarcinomi, neuroblastomi, gliomi, benigni tumori koZe (npr.
keratoakantomi), karcinom dojke (npr. uznapredovali karcinom dojke), karcinom bubrega, karcinom jajnika, karcinom
mjehura i epidermalni karcinom.

Spoj prema izumu moze se upotrijebiti za ostale terapeutske svrhe, primjerice:

a) senzitizacija tumora na radioterapiju davanjem spoja prema izumu prije, tijekom i1 nakon zracenja tumora radi
lije¢enja karcinoma;

b) lije¢enje artropatija i osteopatoloskih stanja kao $to je reumatoidni artritis, osteoartritis, mladenacki artritis, giht,
poliartritis, psorijaticki artritis, ankilozni spondilitis 1 sistcmski lupus critcmatozus;

¢) inhibiranje proliferacije stanica glatkog mii¢a ukljudujuéi vaskularne proliferacijske poremecaje, aterosklerozu i
restenozu,

d) lijecenje upalnih stanja i dermatoloskih stanja kao §to je ulcerozni kolitis, Crohnova bolest, alergijski rinitis, reakcija
domacina na transplantant, konjuktivitis, astma, ARDS, Behcetova bolest, odbacivanje transplantanta, utikarija,
alergijski dermatitis, alopecia areata, skleroderma, egzantem, ekcem, dermatomiozitis, akne, dijabetes, sistemski lupus
eritematozus, Kawasakijeva bolest, multipla skleroza, emfizem, cisti¢na fibroza i kroni¢ni bronhitis;

e) lije¢enje endometrioze, uterinskog fibroida, disfunkcionalnog uterinskog krvarenja i endometrijske hiperplazije;

) lijedenje ocne vaskularizacije ukljuéujuci vaskulopatiju koja utjeée na krvne zile retine 1 koroida;

2) lijeCenje sréane disfunkcije;

h) inhibiranje imunosupresivnih stanja kao §to je lijeCenje

infekcija HIVom;

i) lijeCenje bubrezne disunkcije;

J) supresija endokrinih poremecaja;

k) inhibiranje disunkcije glukoneogeneze;

1) lije¢enje neuropatologije primjerice Parkinsonove bolesti ili neuropatologije koja rezultira kognitivnim poremecajem,
primjerice, Alzheimerova bolest ili neuronske bolesti povezane s poliglutaminom;

m) inhibiranje neuromuskularne patologije, primjerice, amilotroficne lateralne skleroze;

n) lijeCenje spinalne muskularne atrofije;

0) lijeCenje ostalih patologkih stanja podloZnih lije¢enju potenciranjem ekspresije gena;

p) poboljsanje genskog lijeCenja.
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Prema tome, predloZzeni izum iznosi spojeve formule (I) za uporabu kao lijek kao 1 uporabu ovih spojeva formule (I) za
proizvodnju lijeka za lijeCenje gore spomenutih stanja. Spojevi formule (I), farmaceutski prihvatljive kiselinske
adicijske soli 1 njihovi stereoizomerni oblici mogu imati vrijedna dijagnosticka svojstva u tome da se mogu upotrijebiti
za detektiranje ili identifikaciju HDAC u bioloskom uzorku koje ukljucuje detektiranje ili mjerenje nastanka kompleksa
izmedu oznac¢enog spoja i HDAC.

U postupcima detektiranja ili identifikacije mogu se upotrijebiti spojevi koji su oznadeni sa sredstvima za oznacavanje
kao $to su radioaktivni izotopi, enzimi, fluorescentne tvari, svjetlece tvari, itd. Primjeri radioaktivnih izotopa ukljucuju,
137 BT Y § C. Enzimi se obi¢no pripravljaju tako da se mogu detektirati konjugiranjem odgovarajucéeg supstrata koji,
zauzvrat, katalizira reakciju koja se moze detektirati. Njihovi primjeri ukljuéuju, na primjer, beta-galaktozidazu, beta-
glukozidazu, alkalijsku fosfatazu, peroksidazu i malat dehidrogenazu, pozeljno peroksidazu hrena. Svijetle¢e tvari
ukljucuju, primjerice, luminol, derivate luminola, luciferin, ackvorin i luciferazu.

Biologki uzorci mogu se definirati kao tjelesno tkivo ili tjelesni fluidi. Primjeri tjelesnih fluida su cerebrospinalni fluid,
krv, plazma, serum, urin, sputum, slina i sli¢no.

U pogledu njihovih korisnih farmakoloSkih svojstava, predmetni spojevi mogu se formulirati u razli¢itim farmaceutskim
oblicima u svrhu davanja.

Za pripravljanje farmaceutskih pripravaka iz ovog izuma, djelotvorna koli¢ina odredenog spoja, u obliku bazi¢ne ili
kisclinskc adicijske soli, kao aktivnog sastojka kombinirana jc u temcljitoj smjcsi s farmakologki prihvatljivim
prijenosnikom, koji prijenosnik moze poprimiti Siroki raspon oblika ovisno o obliku pripravka Zeljenog za davanje.
Pozeljno je da ovi farmaceutski budu u jedini¢énom obliku doziranja prikladnom za, primjerice, oralno davanje, rektalno,
perkutano, ili parenteralnom injekcijom. Na primjer, za pripravljanje pripravka za oralni oblik davanja, moze se
upotrijebiti bilo koje od uobicajenih farmaceutskih sredstava, kao §to je, na primjer, voda, glikoli, ulja, alkoholi i sli¢no
u sluaju oralnih tekucih pripravaka kao $to su suspenzije, sirupi, eliksiri 1 otopine; ili ¢vrsti prijenosnici kao §to su
Skrobovi, Seceri, kaolin, lubrikanti, veziva, sredstva za razgradnju i slicno u slucaju prasaka, pilula, kapsula i tableta.

Zbog njihove jednostavnosti davanja, tablete i kapsule predstavljaju najpovoljniji jedini¢ni oblik oralnog doziranja, u
kojem slu¢aju su oigledno upotrijebljeni ¢vrsti farmaceutski prijenosnici. Za parenteralne pripravke, prijenosnik ¢e
obi¢no obuhvacati sterilnu vodu, barem velikim dijelom, premda mogu biti ukljuceni i1 ostali sastojci, primjerice za
pospjesenje topljivosti. Injekcijske otopine, na primjer, mogu se pripraviti tako da prijenosnik obuhvaca slanu otopinu,
otopinu glukoze ili kombinaciju slane otopine i otopine glukoze. Takoder se mogu pripraviti injekcijske suspenzije u
kojem slucaju se mogu upotrijebiti tekuci prijenosnici, suspenzijska sredstva i sli¢no. U pripravcima prikladnim za
perkutano davanje, prijenosnik moZe ukljudivati sredstvo za pospjesenje prodiranja i/ili odgovarajuée sredstvo za
vlazenje, moguce u kombinaciji s odgovaraju¢im dodacima bilo koje prirode u sporednim omjerima, koji dodaci ne
uzrokuju znacajan $tetan u¢inak na kozi. Spomenuti dodaci mogu olaksati nanosenje na kozu 1/ili mogu biti od pomoc¢i
za pripravljanje Zeljenih pripravaka. Ti pripravci mogu se davati na razlicite nacine, npr., kao transdermalni flaster, kao
spot-on ili kao mast.

Naro¢ito je povoljno formulirati gorc spomenutc farmaccutske pripravke u jedini¢ni oblik doziranja radi jednostavnosti
davanja 1 jednolinosti doziranja. Jedini¢ni oblik doziranja kako se rabi ovdje u specifikaciji i zahtjevima odnosi se na
fizi¢ki razdvojene jedinice prikladne kao jediniéne doze, svaka jedinica sadrzi prethodno odredenu koli¢inu aktivnog
sastojka, izracunatu kako bi se proizveo Zeljeni terapeutski uc¢inak, zajedno s potrebnim farmaceutskim prijenosnikom.
Primjeri takvih jedini¢nih oblika doziranja su tablete (ukljuujuéi zarezane i obloZzene tablete), kapsule, pilule, paketi¢i
praha, vafli, injekcijske otopine ili suspenzije, ¢ajne ZliCice, Zlice 1 sli¢no, te njihove razdvojene visestruke doze.

Oni viéni struci mogli bi jednostavno odrediti djelotvornu koli¢inu iz rezultata testiranja prikazanih ispod. Opéenito se
smatra da bi terapeutski djelotvorna koli¢ina bila od 0.005 mg/kg do 100 mg/kg tjelesne mase, narodito od 0.005 mg/kg
do 10 mg/kg tjelesne mase. Moze biti prikladno davati potrebnu dozu kao dvije, tri, Cetiri ili vise poddoza u
odgovaraju¢im intervalima tijekom dana. Spomenute poddoze mogu se formulirati kao jedini¢ni oblici doziranja,
primjerice, koji sadrze 0.5 do 500 mg, posebno 10 mg do 500 mg aktivnog sastojka po jedini¢nom obliku doziranja.

Kao drugi aspekt predloZzenog izuma istrazena je kombinacija inhibitora HDAC s drugim antikancerogenim sredstvom,
posebno za uporabu kao lijek, narocito u lije¢enju karcinoma i srodnih bolesti.

Za lijeCenje gornjih stanja, spojevi iz izuma mogu se povoljno upotrijebiti u kombinaciji s jednim ili viSe ostalih
medicinskih sredstava, jo§ povoljnije, s ostalim antikancerogenim sredstvima. Primjeri antikancerogenih sredstava su:

- spojevi koji u koordinaciji imaju platinu, primjerice cisplatin, karboplatin 1li oksaliplatin;

- taksanski spojevi, na primjer paklitaksel ili docetaksel;

- inhibitori topoizomeraze I kao $to su kamptotekinski spojevi, primjerice, irinotekan ili topotekan;

- inhibitori topoizomeraze II kao $to su antitumorski derivati podofilotoksina primjerice etopozid ili tenipozid,
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- antitumorski vinca alkaloidi na primjer vinblastin, vinkristin ili vinorelbin;

- antitumorski derivati nukleoizida, na primjer, 5-fluoruracil, gemcitabin ili kapecitabine;

- alkilacijska sredstva kao $to je dusikov mustard ili nitrozourea, primjerice, ciklofosfamid, klorambucil, karmustin ili
lomustin;

- antitumorski derivati antraciklina, na primjer, daunorubicin, doksorubicin, idarubicin ili mitoksantron;

- HER?2 protutijela, na primjer, trastuzumab;

- antagonisti estrogenskog receptora ili selektivni modulatori estrogenskog receptora, primjerice, tamoksifen,
toremifen, droloksifen, faslodeks ili raloksifen;

- inhibitori aromataze kao $to je eksemestan, anastrozol, letrazol i vorozol;

- diferencijacijska sredstva kao $to su retinoidi, vitamin D i sredstva koja blokiraju metabolizam retinoi¢ne kiseline
(RAMBA), na primjer, akutan;

- inhibitori DNA metil transferaze, na primjer, azacitidin;

- inhibitori kinaze, na primjer, flavoperidol, imatinibmezilat ili gefitinib;

- inhibitori farneziltransferaze; ili - ostali inhibitori HDAC.

Pojam "spoj koji u koordinaciji ima platinu" ovdje je upotrijebljen kako bi se oznacio bilo koji spoj koji u koordinaciji
ima platinu, a inhibira rast tumorske stanice koji daje platinu u obliku iona.

Pojam "taksanski spojevi" ukazuje na razred spojeva koji imaju taksanski prsten i povezani su ili su izvedeni iz
ekstrakata odredenih vrsta drveca tise (Taxus).

Pojam "inhibitori topoizomeraze" upotrijebljen je kako bi se oznadili enzimi koji mogu promijeniti topologiju DNA u
eukariotskim stanicama. Oni su kriti¢ni za vazne stani¢ne funkcije 1 stani¢nu proliferaciju. U eukariotskim stanicama
postoje dva razreda topoizomeraza, tip I i tip II. Topoizomeraza I je monomerni enzim od priblizno 100,000
molekularne mase. Enzim se veze na DNA 1 inducira prolazno kidanje jednolan¢anih regija, odmotava dvostruku
uzvojnicu (ili joj omogucuje da se odmota) 1 zatim ponovo pri¢vr§cuje mjesto prekida prije disocijacije od DNA
struaka. Topoizomeraza II ima slian mehanizam djelovanja koji ukljucuje prekide DNA stru¢aka ili nastanak
slobodnih radikala.

Pojam "kamptotekinski spojevi” upotrijebljen je kako bi se oznacili spojevi koji su povezani ili izvedeni iz roditeljskog
kamptotekinskog spoja koji je alkaloid netopljiv u vodi dobiven iz kineskog drveta Camptothecin acuminata i indijskog
drveta Nothapodytes foetida.

Pojam "podofilotoksinski spojevi" upotrijebljen je kako bi se oznacili spojevi koji su povezani ili izvedeni iz
roditeljskog podofilotoksina, koji je ekstrahiran iz biljke mandragore.

Pojam "antitumorski vinca alkaloidi" upotrijebljen je kako bi se oznalili spojevi koji su povezani ili izvedeni iz
ekstrakata biljke zimzelena (Vinca rosea).

Pojam "alkilacijska sredstva" obuhvaca razli¢itu skupinu kemikalija kojima je zajednitko svojstvo da imaju kapacitet
doprinijcti, u fiziologkim uvjctima, alkilnim skupinama biologki vitalnih makromolckula kao §to jc DNA. S najvaznijim
sredstvima kao $to su dusikovi mustardi i nitrozouree, aktivne alkilacijske skupine nastale su in vivo nakon kompleksnih
reakcija razgradnje, od kojih su neke enzimatske. Najvaznija farmakoloska djelovanja alkilacijskih sredstava su ona koja
ometaju temeljne mehanizme povezane sa stani¢nom proliferacijom posebno sintezom DNA i stani¢nom diobom.
Kapacitet alkilacijskih sredstava da ometaju funkciju DNA 1 integritet u brzo rastu¢im tkivima daje bazu za njihove
terapeutske primjene i za mnoga od njihovih toksi¢nih svoj stava.

Pojam "antitumorski derivati antraciklina" obuhvaca antibiotike dobivene iz gljive Strep. peutlcus var. caesius i njihove
derivate, kojima je svojstvo da u svojoj strukturi imaju tetraciklinski prsten s neuobi¢ajenim $e¢erom, daunosaminom,
vezanim glikozidnom vezom.

Pokazalo se da poveanje proteina receptora 2 za faktor rasta humanih epidermalnih stanica (HER 2) u primarnim
karcinomima dojke korelira sa slabom klini¢Ckom prognozom za odredene pacijente. Trastuzumab je visokopro¢i§éeno
rekombinantno humanizirano monoklonalno IgGI kapa protutijelo izvedeno iz DNA koje se s velikim afinitetom 1
specifi¢no$cu veze na izvanstani¢nu domenu HER2 receptora.

Mnogi karcinomi dojke imaju estrogenske receptore i rast tih tumora moZe se potaknuti estrogenom. Pojmovi
"antagonisti estrogenskog receptora" i "selektivni modulatori estrogenskog receptora" upotrijebljeni su kako bi se
oznacili kompetitivni inhibitori estradiola koji se veZe na estrogenski receptor (ER). Selektivni modulatori estrogenskog
receptora, kada su vezani na ER, induciraju promjenu u trodimenzionalnom obliku receptora, inhibiraju njegovo vezanje
na element koji prima estrogen (ERE) na DNA.
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U Zena u postmenopauzi, glavni je izvor cirkuliraju¢eg estrogena od pretvaranja adrenalnih i ovarijskih androgena
(androstendion i testosteron) u estrogene (estron i estradiol) pomocéu enzima aromataze u perifernim tkivima. Gubitak
estrogena inhibicijom aromataze ili inaktivacijom je djelotvorno i selektivno lije¢enje nekih pacijenata u menopauzi koji
imaju karcinom dojke ovisan o hormonima.

Pojam "antiestrogensko sredstvo™ ovdje se rabi kako bi ukljucio ne samo antagoniste estrogenskog receptora i selektivne
modulatore estrogenskog receptora ve¢ takoder i inhibitore aromataze kako je razmatrano iznad.

Pojam "diferencijacijska sredstva" ukljuéuje spojeve koji mogu, na razlidite nacine, inhibirati proliferaciju stanica i
inducirati diferencijaciju. Vitamin D i retinoidi poznati su da imaju glavnu ulogu u regulaciji rasta i diferencijacije
velikog mnostva normalnih i malignih stanica. Sredstva koja blokiraju metabolizam retinoi¢ne kiseline (RAMBA)
povetavaju razine endogene retionine kiseline inhibiranjem katabolizma retinoi¢nih kiselina posredovanog
citokromom P450.

U humanoj neoplaziji su medu najée$¢im abnormalnostima promjene DNA metilacije. Hipermetilacija unutar promotora
odabranih gena obi¢no je povezana s inaktivacijom ukljudenih gena. Pojam "inhibitori DNA metil transferaze"
upotrijebljen je kako bi se oznacili spojevi koji djeluju kroz farmakologku inhibiciju DNA metil transferaze ekspresije
tumorskog supresorskog gena.

Pojam "inhibitori kinaze" obuhvaca mocne inhibitore kinaza uklju¢ene u napredovanje stani¢nog ciklusa i programiranu
smrt stanicc (apoptozu).

Pojam "inhibitori farnezil transferaze" upotrijebljen je kako bi se oznacili spojevi koji su dizajnirani kako da se sprijeci
farnelizacija Ras 1 ostalih unutarstani¢nih proteina. Za njih je pokazano da djeluju na proliferaciju i opstanak malignih
stanica.

Pojam "ostali inhibitori HDAC" obuhvaca, ali nije ogranifen na:

- masne kiseline kratkog lanca, primjerice butirat, 4-fenilbutirat ili valproi¢na kiselina;

- hidroksaminske kiseline, na primjer, suberoilanilid hidroksaminsku kiselinu (SAHA), biaril hidroksamat A-161906,
bicikli¢ke aril-N-hidroksikarboksamide, piroksamid, CG-1521, PXD-101, sulfonamid hidroksaminsku kiselinu,
LAQ-824, trihostatin A (TSA), oksamflatin, skriptaid, m-karboksi cinaminsku kiselinu bishidroksaminsku kiselinu,
ili analogon trapoksin-hidroksaminske kiseline;

- ciklicke tetrapeptide, primjerice trapoksin, apidicin ili depsipeptid;

- benzamide na primjer MS-275 ili CI-994, ili

- depudecin.

Za lijecenje karcinoma spojevi prema predlozenom izumu mogu se davati pacijentu kako je opisano iznad, zajedno sa
zracenjem. Zracenje podrazumijeva ionizirajuée zracenje, posebno gama zracenje, posebno ono koje emitiraju linearni
akceleratori ili radionuklidi koji su danas u uvobi¢ajenoj uporabi. Zracenje tumora radionuklidima moze biti vanjsko ili
unutarnje.

Predlozeni izum takoder se odnosi na kombinaciju prema izumu antikancerogenog sredstva i inhibitora HDAC prema
izumu.

PredloZeni izum takoder se odnosi na kombinaciju prema izumu za uporabu u medicinskom lije¢enju, primjerice za
inhibiranje rasta tumorskih stanica.

Predlozeni izum takoder se odnosi na kombinacije prema izumu za inhibiranje rasta tumorskih stanica.

Predlozeni izum takoder se odnosi na postupak inhibiranja rasta tumorskih stanica u ¢ovjeka koji obuhvaca davanje
subjektu djelotvorne koli¢ine kombinacije prema izumu.

Izum dalje donosi postupak inhibiranja abnormalnog rasta stanica, ukljuCuju¢i promijenjene stanice, davanjem
djelotvorne koli¢ine kombinacije prema izumu.

Drugo medicinsko sredstvo i inhibitor HDAC mogu se dati istovremeno (npr. u odvojenim ili jediniénim pripravcima)
ili u slijedu, bilo kojim redom. U potonjem slu¢aju, dva spoja dat ¢e se u periodu i koli¢ini 1 na nacin koji je dovoljan da
bude sigurno da je postignut povoljan ili sinergisticki uéinak. Podrazumijeva se da ¢e postupak ili redoslijed davanja i
pojedine koli¢ine doziranja i reZimi za svaku komponentu kombinacije ovisiti 0o odredenom drugom medicinskom
sredstvu i inhibitoru HDAC koji se daje, nainu njihova davanja, tumoru kojeg se lijeci te pacijentu kojeg se lijeci.
Optimalni postupak i redoslijed davanja i koli¢ine doze te reZim mogu jednostavno odrediti osobe vicne struci
uobicajenim postupcima te s obzirom na ovdje iznesene informacije.
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Povoljno je da se platinski koordinacijski spoj daje u dozi od 1 do 500 mg po kvadratnom metru (mg/m?) povriine tijela,
primjerice 50 do 400 mg/m’, posebno za cisplatin u dozi od oko 75 mg/m’ i za karboplatin u oko 300 mg/m” tijekom
lijeCenja.

Povoljno je da se taksanski spoj daje u dozi od 50 do 4 00 mg po kvadratnom metru (mg/m’) povriine tijela, na primjer
75 do 250 mg/m’, posebno za paklitaksel u dozi od oko 175 do 250 mg/m’ i fordocetaksel u oko 75 do 150 mg/m’
tijekom lije¢enja.

Povoljno je da se kamptotekinski spoj daje u dozi od 0.1 do 400 mg po kvadratnom metru (mg/m?) povriine tijela, na
primjer 1 do 300 mg/m’, posebno za irinotekan u dozi od oko 100 do 350 mg/m” i za topotekan u oko 1 do 2 mg/m’
tijekom lijecenja.

Povoljno je da se antitumorski derivat podofilotoksina daje u dozi od 30 do 300 mg po kvadratnom metru (mg/m?)
povriine tijela, primjerice 50 do 250 mg/m’, posebno za etopozid u dozi od oko 35 do 100 mg/m” i fortenipozid u oko
50 do 250 mg/m” po lijecenju.

Povoljno je da se antitumorski vinca alkaloid daje u dozi od 2 do 30 mg po kvadratnom metru (mg/m’) povrsine tijela,
posebno za vinblastin u dozi od oko 3 do 12 mg/m’, za vinkristin u dozi od oko 1 do 2 mg/m’, i za vinorelbin u dozi od
oko 10 do 30 mg/m’ po lijeen;ju.

Povoljno je da se antitumorski nukleozidni derivat daje u dozi od 200 do 2500 mg po kvadratnom metru (mg/m?)
povréine tijela, na primjer 700 do 1500 mg/m’, posebno zs 5-FU u dozi od 200 do 500 mg/m®, za gemcitabin u dozi od
oko 800 do 1200 mg/m” i za kapecitabin u oko 1000 do 2500 mg/m” po lije¢enju.

Povoljno je da se alkilacijska sredstva kao $to je duSikov mustard ili nitrozourea daju u dozi od 100 do 500 mg po
kvadratnom metru (mg/m®) povrsine tijela, na primjer 120 do 200 mg/m?, posebno forciklofosfamid u dozi od oko 100
do 500 mg/m’, za klorambucil u dozi od oko 0.1 do 0.2 mg/kg, za karmustin u dozi od oko 150 do 200 mg/m’, i za
lomustin u dozi od oko 100 do 150 mg/m® po lijecenju.

Povoljno je da se antitumorski derivat antraciklina daje u dozi od 10 do 75 mg po kvadratnom metru (mg/m?) povrsine
tijela, primjerice 15 do 60 mg/m? posebno za doksorubicin u dozi od oko 40 do 75 mg/m’, za daunorubicin u dozi od
oko 25 do 45 mg/m’, i za idarubicin u dozi od oko 10 do 15 mg/m’ po lijeéeniju.

Povoljno je da se trastuzumab daje u dozi od 1 do 5 mg po kvadratnom metru (mg/m?) povrgine tijela, posebno 2 do 4
mg/m’ po lije¢en;ju.

Povoljno je da se antiestrogensko sredstvo daje u dozi od oko 1 do 100 mg dnevno ovisno o odredenom sredstvu i stanju
koje se lijeci. Povoljno je da se tamoksifen daje oralno u dozi od 5 do 50 mg, pozeljno 10 do 20 mg dvaput dnevno,
nastavljajuci lije¢enje dovoljno vremena kako bi se postigao i odrZao terapeutski u¢inak. Povoljno je da se toremifen
dajc oralno u dozi od 60 mg jedanput dncvno, nastavljajuéi lijeéenjc dovoljno vremena kako bi sc postigao 1 odrzao
terapeutski ué¢inak. Povoljno je da se anastrozol daje oralno u dozi od oko 1 mg jedanput dnevno. Povoljno je da se
droloksifen daje oralno u dozi od oko 20-100 mg jedanput dnevno. Povoljno je da se raloksifen daje oralno u dozi od
oko 60 mg jedanput dnevno. Povoljno je da se eksemestan daje oralno u dozi od 25 mg jedanput dnevno.

Ove doze mogu se davati primjerice jedanput, dvaput ili vi§e puta tijekom lijeCenja, koje se moZze ponoviti na primjer
svakih 7, 14, 21 ili 28 dana.

U pogledu njihovih korisnih farmakoloskih svojstava, komponente kombinacija prema izumu, tj. drugo medicinsko
sredstvo i inhibitor HDAC mogu se formulirati u razli¢itim farmaceutskim oblicima u svrhu davanja. Komponente
mogu biti formulirane odvojeno u pojedina¢nim farmaceutskim pripraveima ili kao jedini¢ni farmaceutski pripravei koji
sadrze obje komponente.

Prema tome predloZeni izum takoder se odnosi na farmaceutski pripravak koji obuhvaca drugo farmaceutsko sredstvo i
inhibitor HDAC zajedno s jednim ili vi$e farmaceutskih prijenosnika.

PredloZeni izum takoder se odnosi na kombinaciju prema izumu u obliku farmaceutskog pripravka koji obuhvaéa
antikancerogeno sredstvo 1 inhibitor HDAC inhibitor prema izumu zajedno s jednim ili vi$e farmaceutskih prijenosnika.

PredloZeni izum dalje se odnosi na primjenu kombinacije prema izumu u proizvodnji farmaceutskog pripravka za
inhibiranje rasta tumorskih stanica.
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Predlozeni izum dalje se odnosi na produkt koji kao prvi aktivni sastojak sadrzi inhibitor HDAC prema izumu i kao
drugi aktivni sastojak antikancerogeno sredstvo, kao kombinirani pripravak za istovremenu, odvojenu ili sekvencijalnu
uporabu u lije¢enju pacijenata koji pate od karcinoma.

Eksperimentalni dio

Sljedeci primjeri dani su u svrhu ilustracije.

Od sada pa nadalje "BINAP" znaéi 2,2"-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftil, "BSA" zna¢i govedi serum albumin, "DCM"
zna¢i diklorometan, "DIC" znadi diizopropilkarbodiiitiid, "DIEA" =zna¢i diizopropiletilamin, "DIPE" znaci
diizopropileter, "DMAP" zna¢i dimetilaminopiridin, "DMF" zna¢i dimetilformamid, "EDC" zna¢i N' -
(etilkarbonimidoil) -N,N-dimetil-1,3-propandiamin, monohidroklorid, "DMSO" zna¢i dimetilsulfoksid, "EtOAc" znaci
etilacetat, "Hepes" znaci 4-(-2-hidroksietil)-1-piperazin-etansulfonska kiselina, "iPrOH" zna¢i izopropil, "HOBT" zna¢i
1-hidroksi-1H-benzotriazol, "MeOH" zna¢i metanol, "EtOH" znaci etanol, "NMP" zna¢i N-metilpirolidinon, "TEA"
znadi trietilamin, "TFA" zna¢i trifluoroctena kiselina, "TIS" znadi triizopropilsilan, "THF" znaéi tetrahidrofuran i "THP"

znaci tetrahidropiranil.

A. Pripravljanje intermedijara

Primjer Al

a) TEA (0.088 mol, 12.4 ml) dodana je na 10°C otopini 4-amino-1-piperidinkarboksilne kiseline, etil-estera (0.044 mol,
7.6 g) u DCM (110 ml) u struji N2. Dodana je kap po kap otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.044 mol) u DCM (50
ml). Smjesa je mijesana na 10°C 1 sat i 30 minuta, ulivena u ledenu vodu te ekstrahirana s DCM. Organski sloj je
odvojen, isusen (MgSQO,), profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak je umijesan u dictileter, talog profiltriran 1 isusen
daju¢i 13.8g 4-[(2-naftalenilsulfonil)amino]-1-piperidinkarboksilne kiseline, etil estera, taliSne tocke 128°C,
intermedijara 1.

b) Smjesa interm. 1 (0.072 mol) v HCl 12N (290 ml) mijesana je i refluksirana 48 sati, zatim ohladena na sobnu
temperaturu, izlivena u ledenu vodu i zaluzena s NH,OH. Talog je profiltriran, ispran s vodom, zatim s dietileterom i
isusen, dajuéi 15.78 g (76%) N-4-piperidinil-2-naftalensulfonamida, tali$ne tocke 172°C, intermedijara 2.

¢) NaH 60% (0.0066 mol) dodan je u obrocima otopini interm. 2 (0.0033 mol) u THF(10 ml) u struji N,. Smjesa je
mije$ana na sobnoj temperaturi 1 sat, zatim ohladena na 0°C. Na brzinu je dodana je kap po kap otopina 2-
(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline, etil estera (0.0043 mol) u THF (8 ml). Smjesa je mije$ana na sobnoj
temperaturi 2 sata, izlivena u ledenu vodu te ekstrahirana s EtOAc. Organski sloj je odvojen, isuSen (MgSQO,),
profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak (1.64 g) je kristalizirao iz CH;OH/dietiletera. Talog je odfiltriran 1 isusen, dajuci
0.925 g (63%) 2-[4-[(2-naftalenilsulfonil)amino]-1-piperidinil]-5-pirimidinkarboksilne kiseline, etil estera, intermedijara
3.

d) Smjcsa interm. 3 (0.0021 mol) i kalijeva hidroksida (0.0084 mol) u ctanolu (20 ml) mijc3ana jc i rcfluksirana prcko
noéi, zatim ohladena na sobnu temperaturu, izlivena u ledenu vodu te zaluZzena s HCI 3N. Talog je odfiltriran i isusen,
dajuéi 0.66 g (76%) 2-[4-[(2-naftalenilsulfonil)amino]-1-piperidinil]-5-pirimidinkarboksilne kiseline, tali$ne tocke >
260°C, intermedijara 4.

e) TEA (0.0019 mol), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-karbodimid hidroklorid (0.0019 mol), l-hidroksibenzotriazol
(0.0019 mol) i 0-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-hidroksilamin (0.0019 mol) dodani su na sobnoj temperaturi otopini interm.
4 (0.0014 mol) uw DCM/THF 50/50 (20 ml) u struji N,. Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 24 sata, izlivena u
ledenu vodu. Dodan je DCM. Talog je profiltriran, ispran s vodom i isuSen, daju¢i 0.261 g (34%) 2-[4-[(2-
naftalenilsulfonil) amino]-1-piperidinil]-N-[(tetrahidro-2H-piran-2-il)oksi]-5-pirimidincarboksamida, tali$ne tocke 22
6°C, intermedijara 5.
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Primjer A2

a) Pripravljanje

i

intermediiara 6

(0-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-hidroksilamin (0.0085 mol) dodan je na sobnoj temperaturi smjesi a-okso-benzenpropan
kiseline (0.0078 mol) u piridinu (12 ml) i EtOH (23 ml). Smjesa je mije$ana na sobnoj temperaturi 1 sat. Otapalo je
upareno do suhog. Ostatak (2.6 g) je prociS¢en kolonskom kromatografijom preko silikagela (15-40 um) (eluens:
CH,Cl,/CH;OH/NH,OH 85/15/1 70/30/3). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno, dajué¢i 1.7 g (83%)
intermedijara 6.

b) Pripravljanje
‘ 9

intermedijara 7

[1,1'-bifenil]-4-sulfonil klorid (0.0085 mol) dodan je na 5°C smjesi 1-(4-nitrofenil)-4-piperidinamina (0.0071 mol) i
TEA (0.0085 mol) u DCM (15 mol) u struji N,. Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodan je 10% K,COs.
Smjesa je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSOy, profiltriran, i otapalo upareno do suhog, dajuci

4.1 g (> 100%) intermedijara 7.

¢) Pripravljanje

4

intermedijara §

Titanov klorid (0.0568 mol) dodan je na sobnoj temperaturi smjesi intermdijara 7 (0.0071 mol) u THF (140 ml). Smjesa
je mije$ana na sobnoj temperaturi 18 sati, izlivena na led, zaluZzena s NaOH 3N, ekstrahirana s DCM i profiltrirana
preko dijatomejske zemlje. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno do suhog. Ostatak
je umijeSan u dietileter. Talog je odfiltriran i isuSen, dajuci 0.9 g (31%) intermedijara 8, tali¥ne toc¢ke 200°C.

S
Oﬁwﬁk‘m

intermedijara 9
EDC (0.0012 mol) je dodan smjesi intermedijara 8 (0.0009 mol), intermedijara 6 (0.0012 mol) i HOBT (0.0012 mol) u
struji N,. Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodan je 10% K,CO;. Smjesa je ekstrahirana s DCM.

d) Pripravljanje
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Organski sloj je odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno do suhog. Ostatak (0.94 g) je prociscen
kolonskom kromatografijom preko silikagela (15-40 um) (eluens: CH,CL,/CH;OH/NH,OH 98.5/1.5/0.1). Ciste frakcije
su skupljene i otapalo upareno. Ostatak (0.5 g, 78%) je kristalizirao iz CH;CN/dietil etera. Talog je odfiltriran i isu$en,
dajuéi 0.426 g (66%) intermedijara 9, tali$ne tocke 190°C.

Primjer A3

a) Pripravljanje

WU

intermedijara 10
Otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.015 mol} u DCM(30 ml) dodana je na 0°C otopini 4-(aminometil)-1-
piperidinkarboksilne kiseline, 1,1-dimetiletil estera (0.014 mol) i TEA (0.022 mol) u DCM (30 ml) u struji N,. Smjesa je
mijes$ana na sobnoj temperaturi preko no¢i, izlivena u ledenu vodu te ekstrahirana s DCM. Organski sloj je ispran s 10%

K>CO;3, isusen (MgSOy), profiltriran i otapalo upareno. Ostatak (6 g) je kristalizirao iz dietiletera. Talog je odfiltriran i
isusen, dajudi 4.8 g (84%) intermedijara 10, tali$ne tocke 148°C.

b) Pripravljanje
¥
L0

intermedijara 11

Smjesa intermedijara 10 (0.0114 mol) u HCI 3N (50 ml) i THF (10 ml) mijes$ana je na 80°C 12 sati, izlivena u ledenu
vodu, zaluzena s NH4OH 1 ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSQ,), profiltriran, i otapalo
upareno, dajuci 2.6 g (74%) intermedijara 11, taliSne tocke 160°C.

¢) Pripravljanje
oD
intermedijara 12
Natrijev hidrid 60% (0.0098 mol) u obrocima je dodan na 0°C smjesi intermedijara 11 (0.0049 mol) u DMF (20 ml) u
struji N,. Smjesa je mije$ana na sobnoj temperaturi 1 sat. Dodana je otopina 6-kloro-3-piridinkarboksilne kiseline, etil
estera (0.0064 mol) u DMF (10 ml). Smjesa je mijesana na 80°C 12 sati, zatim ohladena, izlivena u ledenu vodu i

mije$ana na sobnoj temperaturi 1 sat. Talog je profiltriran, ispran s vodom, zatim s dietil-eterom i isuSen, dajuéi 1.2 g
(54%) intermedijara 12, taliSne tocke 172°C.

Primjer A4

Pripravljanje

"
intermedijara 13
Natrijev hidrid 60% (0.015 mol) u obrocima je dodan na sobnoj temperaturi smjesi 1-(2-naftalenilsulfonil)-piperazina

(0.0075 mol) u THF (35 ml). Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 1 sat i 30 minuta u struji N,. Dodana je kap po
kap otopina 4-kloro-2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline, etil estera (0.0098 mol) u THF (35 ml). Smjesa je
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mije$ana na sobnoj temperaturi 3 sata 1 30 minuta, izlivena u ledenu vodu i ekstrahirana s EtOAc. Organski sloj je
odvojen, isusen (MgSO.), profiltriran i otapalo upareno. Ostatak (4.6 g) je proc¢i$cen kolonskom kromatografijom preko
silikagela (15-40 um) (eluens: cikloheksan/EtOAc 80/20 do 20/80). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno, dajudi
0.9 g (24%) intermedijara 13, talisne to¢ke 80°C.

Primjer AS

a) Pripravljanje

Cig

intermedijarn 14

Smjesa 4-okso-1,3-piperidindikarboksilne kiseline, 1-(1,1-dimetiletil)-3-etil estera (0.02 mol), benzenmetanamina
(0.022 mol) i Pd/C (1 g) u EtOH (100 ml) hidrogenirana je na 50°C 48 sati pod tlakom od 3 bara, zatim profiltrirana
preko dijatomejske zemlje. Filtrat je uparen do suhog. Ostatak (5.9 g) je prociSc¢en kolonskom kromatografijom preko
silikagela (15-40 um) (eluens: CH,Cl/CH;OH/NH40H 93/7/0.5). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno, dajudi

2.6 g (48%) intermedijara 14 (CIS).

b) Pripravljanje

{KII)

dintermedijara 15

Otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.0105 mol) u DCM(10 ml) dodana je na 5°C smjesi intermedijara 14 (0.0095 mol) 1
TEA (0.0134 mol) u DCM (30 ml). Smjesa je mije$ana preko noc¢i na sobnoj temperaturi, izlivena u 10% K,CO; i
ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno do suhog, dajué¢i 5.1 g (>
100%) intermedijara 15 (CIS). Ovaj produkt je izravno upotrijebljen u sljedec¢em reakeijskom koraku.

et

CIs

¢) Pripravljanje

internediijara 16

Otopina intermedijara 15 (0.0089 mol) u THF (40 mol) dodana je kap po kap na 5°C smjesi tetrahidro-aluminata (1-),
litij (0.0098 mol) u THF (40 ml) u struji N,. Smjesa je mijeSana 2 sata. Dodan je EtOAc, zatim hladna voda. Smjesa je
ekstrahirana s EtOAc i profiltrirana preko dijatomejske zemlje. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSQ,), profiltriran, i
otapalo upareno do suhog. Ostatak (3.6 g) je kristalizirao iz DIPE. Talog je odfiltriran i isuen, dajuéi 2.6 g (71%)
intermedijara 16 (CIS), tali$ne toc¢ke 190°C.
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d) Pripravljanje

CIs
intermedijara 17

Smjesa intermedijara 16 (0.0061 mol) u HCI/iPrOH (50 ml) mije$ana je na 50°C 8 sati. Talog je profiltriran, ispran s
dietil-eterom i isusen, dajuci 1.6 g (73%) intermedijara 17 (CIS), talidne tocke 206°C.

Wegare

GS-TRANS)

Pripravljanje A6

a) Pripravljanje

intermedijara 18

Otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.016 mol) u DCM (40 ml) dodana je kap po kap na 0°C smyjesi 1,1-dimetiletil(3S-
trans)-4-(aminometil)-3-hidroksi-1-piperidin karboksilat a-hidroksibenzenacetata (1:1) (0.013 mol) i TEA (0.04 mol) u
DCM (100 ml) u struji N,. Smjesa je dovedena na sobnu temperaturu, mijeSana preko noci, izlivena u ledenu vodu te
ekstrahirana s DCM. Organski sloj je ispran s 10% K,COs;, isuSen (MgSQ,), profiltriran 1 otapalo upareno. Ostatak (5.5
g) je kristalizirao iz CH;CN/DIPE. Talog je odfiltriran i isuSen. Dio taloga (1 g) (4.4 g, 80%) je kristalizirao iz vruéeg
CH;CN. Talog je profiltriran, ispran s dietileterom 1 isusen, dajuéi 0.3 g intermedijara 18 (3S-TRANS), talisne tocke
160°C.

b) Pripravljanje

{35~TRANS}

intermedijara 12
HC1./iPrOH (15 ml) dodana je na 0°C smjesi intermedijara 18 (0.0036 mol) u iPrOH (20 ml). Smjesa je dovedena na

sobnu temperaturu, mije$ana i otapalo upareno. Dodani su led i voda. Organski sloj je zaluzen s NH,OH. Talog je
profiltriran, ispran s dietileterom i isuSen, daju¢i 0.9 g (78%) intermedijara 19 (3S-TRANS), tali$ne toc¢ke 200°C.

Primjer A7

a) Pripravljanje

intermedijara 20

Otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.0238 mol) u DCM (40 ml) dodana je kap po kap na 0°C smjesi 4-(aminometil)-4-
hidroksi-1-piperidinkarboksilne kiseline, etil estera (0.0198 mol) i TEA (0.036 mol) u DCM (100 ml). Smjesa je preko
no¢i dovedena do sobne temperature, izlivena u ledenu vodu i ekstrahirana s DCM. Organski sloj je ispran s 10%
K,CO;, isuSen (MgSO,), profiltriran 1 otapalo upareno. Ostatak (7.6 g) je kristalizirao iz CH;CN/DIPE. Talog je
odfiltriran i isusen, dajuci 6.2 g (80%) intermedijara 20, taliSne tocke 145°C.
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b) Pripravljanje

Isg 0

intermedijara 21

Smyjesa intermedijara 20 (0.0076 mol) u HCI 6N (50 ml) mijc$ana jc i refluksirana 72 sata, zatim ohladena na sobnu
temperaturu i otapalo upareno. Smjesa je zaluzena s NaOH 3N. Dodan je EtOAc. Smjesa je mije$ana na sobngj
temperaturi preko no¢i. Talog je profiltriran i isusen, dajuci 2.5 g (100%) intermedijara 21.

Primjer A8

a) Pripravljanje

intaermedijara 22

Natrijev hidrid, 60% u ulju (0.024 mol), u obrocima je na 5°C dodan smjesi 1,4-dioksa-8-azaspiro[4.6]undekan (0.02
mol) u DMF (30 ml) u struji N,. Smjesa je dovedena do sobne temperature i mije$ana 30 minuta. Dodan je etil ester 6-
kloro-3-piridinkarboksilne kiseline (0.024 mol). Smjesa je mijeSana na 90°C 2 sata. Dodana je voda. Smjesa je nekoliko
puta ekstrahirana s EtOAc. Organski sloj je odvojen, isuSen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno do suhog, dajuci

4.7 g (77%) intermedijara 22.

intermedijara 23
Smjcsa intcrmedijara 22 (0.0153 mol) u HC1 3N (45 ml) i McOH (20 ml) mijc8ana jc i refluksirana 18 sati, izlivena na
led, zaluzena s NH,OH i ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno
do suhog. Ostatak (2.3 g. 57%)) je profis¢en kolonskom kromatografijom preko silikagela (15-35 um) (eluens:
cikloheksan/EtOAc 60/40). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno, dajuci 1.1 g (27%) intermedijara 23.

intermediiara 24

Natrijev borohidrid (0.0046 mol) dodan je na 5°C smjesi intermedijara 23 (0.0041 mol) u MeOH (10 ml) u struji N,.
Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodana je voda. Smjesa je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je
odvojen, isusen (MgSQ,), profiltriran, i otapalo upareno do suhog, dajuéi 1.2 g (100%) intermedijara 24.

b) Pripravljanje

¢) Pripravljanje

d) Pripravljanje

intermedijara 25§
Smjesa intermedijara 24 (0.041 mol), IH-izoindol-1,3(2H)-diona (0.0054 mol) i trifenil-fosfina (0.0054 mol) u THF (10
ml) mijeSana je na sobnoj temperaturi u struji N,. Kap po kap dodan je bis(l-metiletil)ester diazendikarboksilne kiseline,
(0.0054 mol). Smjesa je mijeSana 18 sati. Dodan je 10% K,CO;. Smjesa je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je
odvojen, isuSen (MgSQy), profiltriran, 1 otapalo upareno do suhog. Ostatak (4.6 g) je procisfen kolonskom
kromatografijom preko silikagela (eluens: cikloheksan/EtOAc 70/30; 15-40 um). Dvije frakcije su skupljene i otapalo
upareno, dajuéi 0.55 g (33%) intermedijara 25.
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¢) Pripravljanje

intermedijara 28

Hidrazin, monohidrat (0.54 mol) dodan je smjesi intermedijara 25 (0.0014 mol) u EtOH (6 ml). Smjesa je mijeSana i
refluksirana 2 sata. Dodan je zasi¢eni NaCl. Smjesa je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSQOy,),
profiltriran i otapalo upareno do suhog, daju¢i 0.4 g ( > 100%) intermedijara 26.

Primjer A9

Pripravljanje »
ot

LHCL

intermedijara 37

1-kloroetil ester kloroformat, (0.0088 mol) dodan je smjesi N-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-4-morfolinsulfonamida
(0.0055 mol) u 1,2-dikloroetanu (20 ml). Smjesa je mijesana i refluksirana 18 sati. Otapalo je upareno do suhog. Ostatak
je umijesan u MeOH. Smjesa je mijeSana i refluksirana preko vikenda. Otapalo je upareno do suhog. Ostatak je
kristalizirao iz EtOH/dietiletera. Talog je odfiltriran i isusen, dajuci 0.95 g (60%) intermedijara 37, taliSne tocke 240°C.

intermeditara 38

TEA (0.03 mol), zatim otopina 2-naftalensulfonil-klorida (0.01 mol) u DCM (20 ml) dodani su na 5°C otopini 3-bromo-
1-propanamin, hidrobromida (0.01 mol) u DCM (25 ml) u struji N». Smjesa je dovedena na sobnu temperaturu, zatim
mijeSana 2 sata i otapalo upareno na 40°C do suhog, daju¢i 3.28 g (> 100%) intermedijara 38.

oL

intermedijara 39

Primjer A10

a) Pripravljanje

b) Pripravljanje

Smjesa intermedijara 38 (0.01 mol), 1,1-dimetiletil estera 1-piperazinkarboksilne kiseline, (0.011 mol) i kalijeva
karbonata (0.03 mol) u acetonitrilu (40 ml) mije$ana je na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodana je voda. Smjesa je
ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSOy), profiltriran, i otapalo upareno do suhog. Ostatak (5.1 g)
je proigéen kolonskom kromatografijom preko silikagela (15-40 um) (eluens: DCM/MeOH 98/2). Ciste frakcije su
skupljene i otapalo upareno, dajuci 3.7 g (85%) intermedijara 39.
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T

LHCY

intermedijara 40

HCI1 3N (35 ml) dodan je smjesi intermedijara 39 (0,0083 mol) u THF(10 ml). Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi
18 sati. Otapalo je upareno do suhog. Ostatak je umijeSan u EtOH. Otapalo je upareno do suhog. Ostatak je umijeSan u
dietileter. Talog je odfiltriran i isuSen, daju¢i 2.8 g (91%) intermedijara 40.HC], tali$ne toc¢ke: 190°C.

¢) Pripravljanje

Primjer All

a) Pripravljanje

intermedijara 41
Otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.043 mol) u DCM (50 ml) dodana je na 10°C otopini 1,1-dimetiletil estera 3-amino-
1-pirolidinkarboksilne kiseline (0.041 mol) i TEA (0.0615 mol) u DCM (200 ml) u struji N;. Smjesa je mijeSana na
sobnoj temperaturi 4 sata, zatim izlivena u ledenu vodu te ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen
(MgSQy,), profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak (46 g) je proc¢isc¢en kolonskom kromatografijom preko silikagela (20-
45 um) (eluens:DCM/EtOAc 90/10 do DCM/MeOH 95/5). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno, dajuéi 18 g (>
100%) intermedijara 41.

b) Pripravljanje
0

internedijara 42

Smjesa intermedijara 41 (0.046 mol) u HCI 3N (180 ml) i THF (45 ml) mije$ana je na 80°C preko nodi, zatim je
ohladena na sobnu temperaturu, izlivena u ledenu vodu, zaluzena s NH4OH i ekstrahirana s DCM. Organski sloj je
odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak (17 g) je kristalizirao iz DIPE. Talog je odfiltriran i
isusen, dajuci 9.33 g (73%) intermedijara 42, tali¥ne tocke 158°C.

SSoasiive

intermedijara 43
Otopina etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline (0.0195 mol) u acetonitrilu (40 ml) dodana je kap
po kap na 10°C otopini intermedijara 42 (0.015 mol) i kalijeva karbonata (0.03 mol) u acetonitrilu (100 ml). Smjesa je
mijeSana na sobnoj temperaturi 1 sat i 30 minuta, izlivena u ledenu vodu i ekstrahirana s DCM. Organski sloj je
odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak (7.64 g) je kristalizirao iz CH;CN/dietil etera. Talog je
profiltriran, ispran s dietileterom 1 isusen, dajuc¢i 2.21 g (35%) intermedijara 43, taligne toc¢ke:180°C.

¢) Pripravljanje
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Primjer A12

Pripravljanje
o

intermadijara 44

Otopina etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline, (0.0434 mol) u acetonitrilu (100 ml) dodana je kap
po kap na 10°C otopini 4-piperidinmetanamina (0.0868 mol) i kalijeva karbonata (0.0434 mol) u acetonitrilu (200 ml) u
struji N,. Smjesa je mijesana na sobnoj temperaturi 2 sata, izlivena u ledenu vodu te ekstrahirana s DCM. Organski sloj
je odvojen, isusen (MgSQ,), profiltriran, 1 otapalo upareno. Ostatak (14.18 g) je proc¢i§¢en kolonskom kromatografijom
preko silikagela (20-45 pm) (eluens: DCM/MeOH/NH,OH 90/10/1 do 80/20/2). Ciste frakcije su skupljene i otapalo
upareno, dajuéi 3.7 g (32%) intermedijara 44.

Primjer A13

a) Pripravljanje

g
SSL
intermedijara 45
Smjesa 1,1-dimetiletil estera 4-amino-1-piperidinkarboksilne kiseline (0.025 mol) i TEA (0.035 mol) u DCM (30 ml)
mijeSana je na 5°C u struji N,. Dodana je otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.0275 mol) u DCM (20 ml). Smjesa je
mijeSana na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodana je voda. Smjesa je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen

(MgS0s), profiltriran, i otapalo upareno do suhog. Ostatak (11.6 g) je pro¢iséen kolonskom kromatografijom preko
silikagela (20-45 um) (eluens: DCM/MeOH 98/2). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno, dajuéi 7.5 g (77%)

intermedijara 45.

intermsdijara 46
Natrijev hidrid, 60% u ulju, (0,0033 mol) u obrocima je dodan na sobnoj temperaturi smjesi intermedijara 45 (0.0028
mol) u DMF (15 ml) u struji N,. Smjesa je mijeSana 1 sat. Dodan je jodometan (0.0033 mol). Smjesa je mijeSana na
80°C 3 sata. Dodana je voda. Smjesa je ekstrahirana s EtOAc. Organski sloj je odvojen, isugen (MgSOy), profiltriran, i
otapalo upareno do suhog. Ostatak (1.24 g) je otopljen u acetonitrilu. Smjesa je kristalizirala iz DIPE. Talog je
odfiltriran i isusen, dajuéi 0.64 g (56%) intermedijara 46, tali$ne tocke 130°C.

a

b) Pripravljanje

¢) Pripravljanje

intermedijara 47
Trifluoroctena kiselina (1.5 ml) dodana je smjesi intermedijara 46 (0.0015 mol) u DCM (15 ml). Smjesa je mijeSana na

sobnoj temperaturi 48 sati, izlivena na led i NH4OH te ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isuSen (MgSO.),
profiltriran, i otapalo upareno do suhog, daju¢i 0.474 g (100%) intermedijara 47.

Primjer Al4
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a) Pripravljanje

intermedijara 48
2-(3,5-Dimetoksi-4-formilfenoksi)etoksimetil polistiren (1 mmol, 0.66 mmol/g, 1.515 g, NovaBiochem, kat. br. 01-64-
0261), intermedijar 44 (1 mmol) i titanov(IV)izopropoksid (5 mmol) otopljeni su u DCM (25 ml) te se suspenzija tresla
1 sat. Zatim, dodan je natrijev acetoksi borohidrid (5 mmol) te se reakcijska smjesa tresla preko noci na temperaturi
okoline.

Smola je odfiltrirana i dvaput isprana s DCM (10 ml) i dvaput s MeOH (10 ral), zatim jedanput s DCM s 2% (v/v)
diizopropiletilaminom (10 ml) i kona¢no dvaput s DCM (10 ml). Smola je suSena u vakuumu na 50°C 2 sata dajuci
1.825 g (kvant.) intermedijara 48.

b) Pripravljanje

Aintermedijara 49
U ohladenu smjesu (0°C, ledena kupelj) i mije$anu suspenziju intermedijara 48 (1 mmol i TEA (1.5 mmol) u DCM (25
ml) polagano je dodana otopini 2-jodo-benzensulfonil klorida (1.5 mmol, 454 mg)) u DCM (10 mL). Suspenzija je
ostavljena da se ugrije do sobne temperature te je mijeSana druga 2 sata. Zatim je smola odfiltrirana i dvaput isprana s
DCM (10 mL) i dvaput s MeOH (10 mL) i zatim jo$ jednom s DCM (10 mL). Smola je isu§ena u vakuumu 50°C 2 sata,
dajuéi 2.0675 g (kvant.) intermedijara 49.

¢) Pripravljanje

intermedijara 50

Intermedijar 49 podijeljen je u dva obroka od 0.1 mmol, svaki u odvojenoj ¢jeveici Bohdan Miniblock™ (dobavljac:
Mettler Toledo Autochem) te su dodani [4-(metilsulfonil)fenil]-boronska kiselina (0.8 mmol) otopljena u 1,4-dioksanu
(2 mL) i vodenoj otopini NaOH, 2 M (1.6 mmol). Smjese su se tresle v atmosferi dusika 30 minuta. Zatim je dodan
PdCl,(PPh;), (0.02 mmol) otopljen u NMP (0.5 ml), te se smjesa tresla preko noc¢i 80°C. Sistem je ostavljen da se ohladi
na sobnu temperaturu te je smola odfiltrirana, isprana s DMF (3x2 mL), vodom (3x2 mL), DMF (3x2 mL), MeOH (3x2
mL), DCM (3x2 mL). Zatim je svakoj posudi dodana kiselina/diklorometan/triizopropilsilan 49/49/2 (6 mL) te se
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Bohdan Miniblock™ tresao 2 sata na sobnoj temperaturi. Smjese su odfiltrirane, smola isprana s DCM (2 mL), i filtrat
koncentriran. Produkt je zatim obraden sa smjesom THF (1 mL) i vodenom otopinom NaOH (1 mL, 1N) 48 sati na
sobnoj temperaturi. Kona¢no, smjesa je neutralizirana dodatkom vodene otopine HC1 (1 mL, 1 N), i isuena na 70°C u
struji dusika, dajuci intermedijar 50.

d) Pripravljanje

intermedijara 51
U intermedijar 50 (0.1 mmol) redom su dodani HOBT (0.13 mmol) otopljen u suhom THF (1 mL), EDCI (0.13 mmol),
otopljen u suhom THF(1 ml), i TEA (0.15 mmol). Smjesa se tresla na sobnoj temperaturi 10 minuta. Zatim je dodan
tetrahidropiran-O-protektirani hidroksilamin (0.13 mmol) otopljen u suhom THF (1 ml) te se reakcijska smjesa tresla
preko no¢i. Otapala su uparena i produkt pro¢iS¢en pomo¢u HPLC normaih faza, daju¢i intermedijar 51.

B. Pripravljanje konacnih spojeva

Primjer B1

a) Pripravljanje smole (1): Smjesa Novabiochem 01-64-0261 komercijalne smole (200 mg, punjenje: 0,94 mmol/g),
mono N-Boc-4-aminopiperidina (188 mg) i titan (IV) izopropoksida (Ti(OiOr), (277 pl) u DCM (4 ml) blago se tresla
90 minuta na sobnoj temperaturi. Dodan je natrijev triacetoksiborohidrid (199 mg) te se reakcijska smjesa blago tresla
preko noéi na sobnoj temperaturi, zatim je smola profiltrirana, jednom isprana s DCM, jednom s MeOH, zatim dvaput s
DCM/DIEA 10%, triput isprana najprije s DCM, zatim triput s metanolom, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH,
3x DCM, 3xMeOH, 3x DCM, 3x MeOH. Ovo je dalo smolu koja je identificirana kao smola (1), koja je upotrijebljena u
sljedec¢em reakcijskom koraku bez daljnjeg prociscavanja.

O
" HoN ' N}\O
o 2N o
e ﬁatfij_év |
?t’riace;teksibmrmhidrid i ? -

smola (1)

b) Pripravljanje smole (2): Smola (1) triput je isprana s DCM. Smoli (1) dodan je 2-naftalensulfonil klorid (215 mg) u 4
ml DCM 1 DIEA (307 pl), smola se blago tresla preko noéi, smola je profiltrirana, isprana 3x DCM, 3x MeOH, 3x
DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH. Ovo je dalo
smolu (2), koja je upotrijebljena u sljede¢em reakcijskom koraku bez daljnjeg proc¢is¢avanja.

fal 7.3 Tw]

: e -
I E l»» spriola |

¢) Pripravljanje smole (3): Smola (2) triput je isprana s DCM. U smolu (2) dodano je 4 ml TMSOT{-2,6-lutidina
(1IM/1,5M) u DCM, smola se blago tresla 3 h na sobnoj temperaturi, smola je profiltrirana, isprana s 3x DCM, 3x
MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH. Ovo
je dalo smolu (3), koja je upotrijebljena u sljedeéem reakcijskom koraku bez daljnjeg proc¢i§éavanja.
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d) Pripravljanje smole (4): Smola (3) triput je isprana s toluenom. U smolu (3) dodan je 4-bromo metilbenzoat (606 mg)
u 3 ml toluena i BINAP (117 mg) i Cs,CO; (326 mg), smola se blago tresla 45 min na sobnoj temperaturi pod dusikom.
Reakcijskoj smjesi dodan je Pd(OAc), u 1 ml toluena. Smola se blago tresla 18 h na 110°C pod dusikom. Smola je topla
profiltrirana, isprana 3x s DMF na 80°C, 3x s H,O na 80°C, 3x s DMF na 80°C, isprana 3x s DMF na sobngj
temperaturi, 3x s H,O, 3x s DMF, 3x MeOH, 3x DCM, 3x McOH, 3x DCM. Ovo je dalo smolu (4), koja je
upotrijebljena u sljedecem reakcijskom koraku bez daljnjeg proci§¢avanja.

smola (4)

¢) Pripravljanje smole (5): Smola (4) triput je isprana s NMP. U smolu (4) dodan je kalijev trimetilsilanolat (KOSiMe,)
(240 mg) u 4 ml NMP, smola se blago tresla 24 h na 50°C, smola je profiltrirana, isprana s 3x DCM, 3x MeOH, 3x
DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH, 3x DCM, 3x MeOH. Ovo je dalo
smolu (5), koja je upotrijebljena u sljede¢em reakcijskom koraku bez daljnjeg proci§€avanja.

f) Pripravljanje intermedijara 27: Smola (5) triput je isprana s DCM. U smolu (5) dodano je 5 ml TFA/TIS/DCM
(5:2:93), smola se blago tresla 2 h na sobnoj temperaturi, smola je profiltrirana, isprana s DCM. Na filtrat je osuSen
upuhivanjem dusika na 50°C, dodan je DCM (2 ml) te je osu$en upuhivanjem dusika na 50°C, dodan je DCM (2 ml) te
je osuden upuhivanjem dusika na 50°C. Ovo je dalo slobodnu karboksilnu kiselinu (intermedijar 27) kao TFA-sol; donos
66 mg.

,‘O“ "
ngg\ g OH

intermedijar 27

amela (3)

g) Pripravljanje smole (6) postupak A:

Intermedijar 27 koncentriran je na 50°C u dusiku s tionil-kloridom (SOCL,) (1 ml), dodan je DCM (2ml) te je osusen
upuhivanjem dusika na 50°C, dodan je DCM (2 ml) te je osuSen upuhivanjem duSika na 50°C. Dodan je DCM (3 ml) te
je otopina dodana komercijalnoj smoli Novabiochem 01-64-0425 (300 mg, punjenje: 1,3 mmol/g), smjesi je dodan 1 ml
2,6-lutidina i 1 ml DCM. Smola se blago tresla | h, smola je profiltrirana, isprana s 3x DMF, 3x DCM, 3x DMF. Ovo je
dalo smolu (7), koja je upotrijebljena u sljede¢em reakcijskom koraku bez daljnjeg proc¢iscavanja.
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h) Pripravljanje smole (6) postupak B: Intermedijar 27 obraden je s DCM, NEt; 1 H,O i nekoliko kapi MeOH, Ovo je
osudeno preko extrelute 3N 1 osuseno upuhivanjem dusika na 50°C. Triput je dodan DCM (3 ml) te je osuseno
upuhivanjem dusika na 50°C. Slobodna baza otopljena je u DCM/DMF ml/Iml te je otopina dodana komercijalnoj smoli
Novabiochem 01-64-0425 (300 mg, punjenje: 1,3 mmol/g), u smjesu je dodan DMAP (10 mg). Smola se blago tresla 15
min na sobnoj temperaturi, dodan je DIPCDI (70 pl). Smola se blago tresla 4 h na sobnoj temperaturi, smola je
profiltrirana, isprana s 3x DMF, 3x DCM, 3x DMF. Ovo je dalo smolu (7), koja je upotrijebljena u sljedecem
reakcijskom koraku bez daljnjeg pro¢i§¢avanja.

AO-Owber

intermedidar 27

smola {8)

i) Pripravljanje intermedijara 28: U smolu (6) dodan je O-(tetrahidr-2H-piran-il)-hidroksilamin (60 mg) u 4 ml DCM,
smola se blago tresla 18 h na sobnoj temperaturi, te je profiltrirana isprana s DCM (2 ml), profiltrirana i osuSena
upuhivanjem dusika na 50°C. Ovo je dalo intermedijar 28; donos 32 mg.

o 9
afatites
N

5? sméla {6)

-
A0ty

intermedijar 28

QEDRO

J) Pripravljanje spoja 1:
Intermedijar 28 mijes$an je preko no¢iu 5 % TFA u MeOH (5 ml), reakcijska smjesa je izlivena u 4 ml H,O i NaHCO;

(300 mg), produkt je dvaput ekstrahiran s DCM (5 ml), DCM sloj je isu§en na MgSO,, profiltriran i osu§en upuhivanjem
dusika na 50°C. Ovo je dalo konac¢ni spoj 1; donos 10 mg.

Opaska: THP-protektirana piridin hidroksaminska kiselina 2x je deprotektirana. Nekad je spoj 1 suspendiran u DIPE
kako bi se uklonio THP-ONH,
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Primjer B2

Pripravljanje

spoja 2
TFA (4 ml) dodana je na 0°C otopini interni. 5 (0.0004 mol) u MeOH (20 ml) i DCM (20 ml). Smjesa je mijesana na

sobnoj temperaturi 48 sati. Otapalo je upareno. Ostatak je kristalizirao iz dietiletera. Talog je odfiltriran i isusen, dajuci
0.137 g (72%) spoja 2, talidne tocke 200°C.

Primjer B3

Pripravljanje

spoja 3

Metansulfonska kiselina (0.25 ml) dodana je na sobnoj temperaturi smjesi intermedijara 9 (0.0003 mol) u MeOH (3ml).
Smjesa je mije$ana na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodana je metansulfonska kiselina (0.25 ml). Smjesa je mije$ana na
sobnoj temperaturi 18 sati. Dodan je led. Smjesa je zaluZena s 10% K,CO; i ekstrahirana s DCM. Organski sloj je
odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran i otapalo upareno do suhog. Ostatak (0.21 g, 100%) je kristalizirao iz
DCM/MeOH. Talog je odfiltriran 1 isusen, dajuci 0.155 g (71%) spoja 3, tali$ne tocke 262°C.
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Primjer B4

Pripravljanje

natrijeve soli

intermediiara 29

a) Smjesa intermedijara 12 (0.0024 mol) i NaOH (0.0048 mol) 1 EtOH (60 ml) mije$ana je i refluksirana 48 sati, zatim
ohladena. Talog je profiltriran, ispran s EtOH, zatim s dietiletereom i isusen; donos 0.95 g (89%) intermedijara 29 (.Na).

Pripravljanje

intermedijara 30
b) O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-hidroksilamin (0.0028 mol), zatim otopina EDC (0.0028 mol) u DCM (20 ml), zatim
otopina HOBT (0.0028 mol) u THF (20 ml) dodani su na sobnoj temperaturi smjesi intermedijara 29 (0.0021 mol) u
DCM (10 ml) i THF (10 ml). Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 12 sati, izlivena u vodu i ekstrahirana s DCM.
Organski sloj je odvojen, isuSen (MgSQO,), profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak (1.2 g) je prociSéen kolonskom
kromatografijom preko silikagela (15-40 um) (eluens: CH,Cl/CH;OH/NH4OH 96/4/0.1). Ciste frakcije su skupljene i
otapalo upareno. Ostatak (0.38 g) je kristalizirao iz dietiletera. Ostatak je odfiltriran i isu$en, daju¢i 0.2 g intermedijara

30, tali$ne to¢ke 138°C.

Pripravljanje

spoia 4
¢) Trifluoroctena kiselina (1 ml) dodana je na 0°C smjesi intermedijara 30 (0.0009 mol) u MeOH (15 ml). Smjesa je
mije§ana na sobnoj temperaturi 72 sata. Otapalo je upareno. Ostatak je umijeSan u CH;CN/dietil eter. Talog je
odfiltriran 1 isu$en, daju¢i 0.29 g (69%) spoja 4, talisne tocke 173°C.

Primjer B5

Pripravljanje

intermedijara 31
NaH (0.005 mol) dodan je na 0°C otopini intermedijara 11 (0.0033 mol) u THF (20 ml) u struji N,. Smjesa je mijeSana
na 0°C 1 sat. Dodana je otopina etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline (0.0043 mol) u THF(10 ml).
Smjesa je mijeSana na 0°C 2 sata, izlivena u ledenu vodu te ekstrahirana s EtOAc. Organski sloj je odvojen, isu$en
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(MgS04), profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak (1.4 g) je pro¢is¢en kolonskom kromatografijom preko silikagela (15-
35 um) (eluens: cikloheksan/EtOAc 70/30). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno. Ostatak (0.94 g, 63%) je
kristalizirao iz dietiletera. Talog je odfiltriran i isusen, dajuéi 0.65 g intermedijara 31, tali$ne tocke 186°C.

Intermedijar 31 obraden je analogno kako je opisano u primjeru [B4] ¢ime je dobiveno 0.246 (77% zadnjeg koraka)
spoja 5, talisne tocke 2 62°C.

Primjer B6

Pripravljanje

intermedijara 32

Natrijev hidrid 60% (0.0006 mol) u obrocima je dodan na sobnoj temperaturi otopini N-4-piperidinil-benzensulfonamid
monohidroklorida (0.0004 mol) u THF (4 ml) u struji N2. Smjesa je mije§ana na sobnoj temperaturi 1 sat i 30 minuta.
Dodana je kap po kap otopina intermedijara 13 (0.0004 mol) u THF (4 ml). Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 2
sata, izlivena u ledenu vodu i ekstrahirana s EtOAc. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSO,), profiltriran i otapalo
upareno. Ostatak (0.68 g) je pro¢iéen kolonskom kromatografijom preko silikagela (10 um) (eluens: DCM 100). Ciste
frakcije su skupljene i otapalo upareno. Ostatak (0.37 6 g) je proéiscen kolonskom kromatografijom preko silikagela (10
um) (eluens: cikloheksan/EtOAc 70/30). Dvije frakcije su skupljene i otapalo upareno. Ostatak je nekoliko puta susen s
dietileterom, dajuci 0.208 g (36%) intermedijara 32. Intermedijar 32 obraden je analogno opisanom u primjeru [B4]
¢ime je dobiveno 0.03 g (50%) spoja 6, talidne tocke 80°C.

triflucracet

g
{1:1) spoj ©
Primjer B7

Pripravljanje

"% Uoe

CLs

intermedijara 233
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Smjesa intermedijara 17 (0.0024 mol), etil estera 2-metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline, (0.0032 mol) i K,COs
(0.0074 mol) u acetonitrilu (15 ml) mije$ana je na 90°C 8 sati, izlivena u vodu i ekstrahirana s DCM. Organski sloj je
odvojen, isuSen (MgSQ,), profiltriran i otapalo upareno do suhog. Ostatak (0.63 g) je procis¢en kolonskom
kromatografijom preko silikagela (15-4 0 um) (eluens: CH,Cl,/CH;OH/NH4OH 98/2/0.1). Ciste frakcije su skupljene i
otapalo upareno. Ostatak (0.75 g, 64%) je kristalizirao iz CH;CN/dietil etera/DIPE. Talog je odfiltriran i isusen, dajuci
0.5 g (43%) intermedijara 33 (CIS), tali$ne tocke 155°C.

Intermedijar 33 obraden je analogno opisanom u primjeru [B4] ¢ime je dobiveno 0.16 g (75%) spoja 7 (CIS), tali¥ne

toc¢ke 203°C.
A
fhd*
- Moo

{CIB)

spod 7

Primjer B8

Pripravljanje

{35-TRANS)
intermedijara 34

Smjesa intermedijara 19 (0.0028 mol), etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline (0.0034 mol) i K,CO;
(0.0056 mol) u acetonitrilu (40 ml) mijesana je na sobnoj temperaturi 12 sati, izlivena u vodu i ekstrahirana s EtOAc.
Organski sloj je ispran s vodom, isuSen (MgSQ,), profiltriran i otapalo upareno. Ostatak (1.3 g) je pro€i§en kolonskom
kromatografijom preko silikagela (15-40 um) (eluens: CH,Cl,/CH;OH/NH4OH 98/2/0.1). Ciste frakcije su skupljene i
otapalo upareno. Ostatak (0.91 g, 68%) je kristalizirao iz acetonitrila. Talog je odfiltriran i isuden, daju¢i 045 g
intermedijara 34 (3S-TRANS), tali$ne to¢ke 130°C. Intermedijar 34 obraden je analogno opisanom u primjeru [B4]
¢ime je dobiveno 0.09 g (53%) spoja 8 (3S-TRANYS), talisne tocke 224°C.

Primjer B9

Pripravljanje

wﬁd’*wm

" intermedijara 35

Smjesa intermedijara 21 (0.0056 mol), etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline (0.0073 mol) i K,CO;
(0.0112 mol) u acetonitrilu {80 ml) mijesana je na sobnoj temperaturi preko noci, izlivena u ledenu vodu te ekstrahirana
s EtOAc. Organski sloj je ispran s vodom, isusen (MgSQ,), profiltriran i otapalo upareno. Ostatak (2 g) je prociscen
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kolonskom kromatografijom preko silikagela (15-40 um) (eluens: CH,CL/CH;OH/NH4OH 96/4/0.1). Ciste frakcije su
skupljene i otapalo upareno. Ostatak (0.4 g, 15%) je kristalizirao iz dietiletera. Talog je odfiltriran 1 isuSen, dajué¢i 0.28 g
intermedijara 35, tali$ne tocke 208°C.

Intermedijar 35 obraden je analogno opisanom u primjeru [B4] ¢ime je dobiveno 0.125 g spoja 9, tali$ne tocke 228°C.

oo

spol 8
Primjer B10

Pripravljanje

intermedijara 36

Otopina 2-naftalensulfonil klorida (0.0043 mol) u DCM (10 ml) dodana je na sobnoj temperaturi smjesi intermedijara 2
6 (0.0036 mol) i TEA (0.005 mol) u DCM (10 ml) u struji N,. Smjesa je mijesana na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodana
je voda. Smjesa je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isuSen (MgSO,), profiltriran, i otapalo upareno do
suhog. Ostatak (1.69 g) je procis¢en kolonskom kromatografijom preko silikagela (15-40 pm) (eluens:
CH,Cl,/CH;OH/NH,OH 98/2/0.1). Ciste frakcije su skupljene i otapalo upareno, dajuéi 1 g (61%) intermedijara 36.
Intermedijar 36 obraden je analogno opisanom u primjeru |B4| ¢ime je dobiveno 0.7 g (93%) spoja 10, talisne tocke
142°C.

trifluoracetat {111}
spoj 10
Primjer B11

Pripravljanje

intermedijara 52
Smjesa intermedijara 37 (0.0017 mol), etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline (0.0022 mol) i
kalijeva karbonata (0.0052 mol) u acetonitrilu (10 ml) mije$ana je na sobnoj temperaturi 2 sata. Dodana je voda. Smjesa
je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSOy,), profiltriran, i otapalo upareno do suhog. Ostatak (0.78
g) je kristalizirao iz dietiletera. Talog je odfiltriran i isuSen, daju¢i 0.426 g (61%) intermedijara 52, tali$ne tocke 135°C.
Intermedijar 52 opisan je analogno opisanom u primjeru [B4] ¢ime je dobiveno 0.064 g (78%) spoja 25, tali$ne tocke
217°C.
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Primjer B12

Pripravljanje

?
COt 0

intermedijara 53

5 Smjesa intermedijara 40 (0.0027 mol), etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline (0.0035 mol) i
kalijeva karbonata (0.0081 mol) u acetonitrilu (10 ml) mije$ana je na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodana je voda. Talog
je profiltriran, ispran s vodom, zatim s dietileterom i isuSen, dajuci 0.96 g (74%) intermedijara 53, taliSne tocke 132°C.
Intermedijar 53 obraden je analogno opisanom u primjeru [B4] ¢ime je dobiveno 0.106 g (59%) spoja 26, talidne tocke

115°C.
L0085 CiHE
Primjer B13

Pripravijanje

intermedijara b4

15 Natrijev hidrid (0.0017 mol) dodan je na sobnoj temperaturi otopini intermedijara 43 (0.0008 mol) u DMF (5 ml) u
struji N,. Smjesa je mijeSana 30 minuta. Dodan je jodometan (0.0013 mol). Smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 1
sat, izlivena u ledenu vodu te ekstrahirana s EtOAc. Organski sloj je ispran s vodom, isuSen (MgSOy), profiltriran, i
otapalo upareno, dajuci 0.38 g (100%) intermedijara 54. Intermedijar 54 obraden je analogno opisanom primjeru [B4]
¢ime je dobiveno 0.155 g (73%) spoja 27, taliSne tocke 158°C.

R
mfﬂlﬁ?«’ |

0.5 CeHEQs

7

(53]

20 SpOj
Primjer B14

Pripravljanje

et

intermadijara 55
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Otopina 4-morfolinsulfonil klorida (0.0061 mol) u 1,2-dikloro etanu (3 ml) dodana je kap po kap na sobnoj temperaturi
otopini intermedijara 44 (0.0061 mol) i TEA (0.0122 mol) u 1,2-dikloroetanu (7 ml). Smjesa je mije§ana na sobnoj
temperaturi 24 sata, izlivena u ledenu vodu i ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSQO,),
profiltriran, i otapalo upareno. Ostatak je kristalizirao iz MeOH/dietiletera. Talog je profiltriran, ispran s dietileterom i
isusen, dajuéi 1.245 g (49%) intermedijara 55, talisne tocke 189°C.

Intermedijar 55 obraden je analogno opisanom u primjeru |B4| ¢ime je dobiveno 0.449 g (83%) spoja 28, tali$ne tocke
217°C.

Primjer B15

Pripravljanje

intermedijara 56

Smjesa intermedijara 47 (0.0015 mol), etil estera 2-(metilsulfonil)-5-pirimidinkarboksilne kiseline (0.0018 mol) i
kalijeva karbonata (0.0045 mol) u acetonitrilu (10 ml) mijeSana je na sobnoj temperaturi 18 sati. Dodana je voda.
Smjesa je ekstrahirana s DCM. Organski sloj je odvojen, isusen (MgSQy,), profiltriran, 1 otapalo upareno do suhog.
Ostatak (0.78 g) je kristalizirao iz DIPE/dietiletera. Talog je odfiltriran 1 isuSen, dajuci 0.42 g (61%) intermedijara 56,
taliSne tocke:143°C.

Intermedijar 56 obraden je analogno opisanom u primjeru [B4] ¢ime je dobiveno 0.2 g (75%) spoja 29, taline tocke >
260°C.

Primjer B16

Pripravljanje

spoja 30

Intermedijar 51 obradivan je s 5% otopinom trifluoroctene kiseline u smjesi DCM/MeOH (1/1,2ml) 7 dana. Otapala su
uparena na sobnoj temperaturi u struji dusika i rezultiraju¢a ulja drugi put obradena s 5% otopinom trifluoroctene
kisclinc u smjcsi DCM/McOH (1/1,2ml). Rezultirajucéa rcakcijska smjcsa tresla sc jo§ 7 dana. Otapala su zatim uparcna
na sobnoj temperaturi u struji dusika, za ¢im je slijedilo dodavanje 1,4-dioksana i ponavljanje procedure koncentracije.
Zatim, uzorci su suSeni u struji dusika preko noé¢i na 40°C kako bi se uspostavilo potpuno deprotektiranje, dajuc¢i 7 mg
spoja 30.
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Tablica F-1 prikazuje spojeve koji su pripravljeni prema jednom od gornjih primjera. U tablicama su upotrijebljene
sljedeée kratice: C,HF;0, je trifluoracetatna sol, Sp. Br. je spoj broj, Pr. [Bn®] odnosi se na isti postupak kako je opisan
u Bn® primjerima, Neki spojevi karakterizirani su taliSnom to¢kom (tt.).

Tablica F-1
: i

OO O

Sp.Br.1l:Fr.[B1l] Sn.Br,l_‘l.zig.r_.dl’hﬁ

mﬁf@% o0

Sp.Brilf:Pr.{Bilstt 163% T Sp.Br.13;Pr.{B1} TUUTTTTY

oW

Sp.Br. 177 Pr. [BL]

Sp.Hr.18;Pr. [B1]

——am et gy
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et e

Sp.Bx.36;Pr. [B18]

m‘s—&& )

¥

“Sp.Br.37;Pr. [B16] “PSSSTgp.Br.38:Pr. [B16] —

¥

Sp.Br.49; Pr, [B16]

Sp.Br.42;Pr. IB16] =

So.Br.41:Br, (8161

Sp.Br.éB;Pr.{BiS} S . 8p.Br.44;Pr.{B16}

Sp.Br.45;Pr. {81l8]

C. Farmakoloski primjer:

In vitro ispitivanje inhibicije histon deacetilaze (vidi primjer Cl) mjeri inhibiciju HDAC enzimatske aktivnosti dobivenu
sa spojevima formule ().

Stani¢na aktivnost spojeva formule (I) odredena je na tumorskim stanicama A2780 primjenom kolorimetrijskog

ispitivanja stani¢ne toksi¢nosti ili opstanka (Mosmann Tim, Journal of Immunological Methods 65: 55-63,1983) (vidi
primjer C.2).
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Kineti¢ka topljivost u vodenom mediju mjeri sposobnost spoja da ostane u vodenoj otopini nakon razrjedenja (vidi
primjer C.3).

DMSO-stok otopine razrijedene su s jednim vodenim pufernim otapalom u 3 uzastopna koraka. Za svako razrjedenje
mjerena je mutnoca s nefelometrom.

Permeabilnost lijeka izraZava njegovu sposobnost da se krece iz jednog medija u ili kroz drugi. Posebno, njegovu
sposobnost da se krece kroz intestinalnu membranu u krvotok 1/ili od krvotoka na ciljno mjesto. Permeabilnost (vidi
primjer C.4) se moze mjeriti oblikovanjem umjetne membrane fosfolipidnog dvosloja uévricene filterom. U ispitivanju
umjetnom membranom u¢vri¢enom filterom, napravljen je "sendvi¢" s mikrotitarskom ploc¢om od 96 jaZica i filterskom
plo¢om od 96 jazica, tako da je svaka kombinirana jaZica podijeljena u dvije komorice s donorskom otopinom na dnu i
akceptorskom otopinom na vrhu, koje su odvojene s 125 pm mikrofilterskom plo¢icom (pore 0.45 um), obloZenom s 2%
(wt/v) dodekanskom otopinom dioleoilfosfatidil-kolina, u uvjetima u kojima unutar filterskih kanala nastaju multi-
lamelarni dvoslojevi kada sistem dode u kontakt s vodenom otopinom pufera. Permeabilnost spojeva kroz tu umjetnu
membranu mjeri se u cm/s. Svrha je istraziti prodiranje lijekova kroz paralelnu umjetnu membranu pri 2 razlicita pH:
4.0 1 7.4. Detekcija spoja nadinjena je s UV-spektrometrijom na optimalnoj valnoj duzini od 250 i 500 nm.

Metabolizam lijekova znaci da je ksenobiotski ili endobiotski lijek topljiv u lipidima enzimatski pretvoren u polarni,
topljiv u vodi, i izlu¢iv metabolit. Glavni organ za metabolizam lijeka je jetra. Metaboli¢ki produkti su ¢esto manje
aktivni nego roditeljski lijekovi ili neaktivni. Medutim, neki metaboliti imaju poboljSanu aktivnost ili toksi¢ne ucinke.
Prcma tome, mctabolizam lijcka moZc ukljuditi 1 procese "dctoksikacijc”" i "toksikacije". Jedan od glavnih cnzimskih
sistema koji odreduje sposobnost organizma da upravlja lijekovima i kemikalijama predstavljen je citokrom P450
monooksgenazama, a to su enzimi ovisni 0 NADPH. Metabolicka stabilnost spojeva moze se odrediti in vitro
primjenom substanicnog humanog tkiva (vidi primjer C.5). Ovdje je metabolicka stabilnost izrazena kao % lijeka
metaboliziranog nakon 15 minuta inkubacije tih spojeva s mikrosomima. Koli¢ina spojeva odredena je LC-MS
analizom.

Tumor supresor p53 transkripcijski aktivira brojne gene uklju¢ujuci WAF1/CIP1 gen kao odgovor na ostec¢enje DNA.
Produkt 21 kDa WAF1 gena pronaden je u kompleksu koji ukljuéuje cikline, kinaze ovisne o ciklinu (CDK), 1 nuklearni
antigen proliferiraju¢ih stanica (PCNA) u normalnim stanicama, ali ne i u transformiranim stanicama i izgleda da je
univerazlni inhibitor aktivnosti CDK. Jedna posljedica vezanja p21WAF1 na i inhibiranja CDK je sprijeciti fosforilaciju
ovisnu o CDK i daljnju inaktivaciju Rb proteina, koja je bitna za napredovanje stani¢nog ciklusa.

Prema tome, indukcija p21WAT'1 kao odgovor na stani¢ni kontakt s inhibitorom HDAC je mocan i specifi¢ni indikator
inhibicije napredovanja stani¢nog ciklusa i na G1 i G2 kontrolnim tockama.

Kapacitet spojeva da induciraju p21WAF1 mjeren je ispitivanjem p21WAF1 imunoenzimskim postupkom ELISA
(WAF1 ELISA of Oncogene). Ispitivanje p21WAF1 je imunoenzimsko ispitivanje "sendvi¢" postupkom u kojem se
rabe i mija monoklonalna i ze¢ja poliklonalna protutijela. Zecje poliklonalno protutijelo, specificno za humani WAF1
protein, uévriceno je na povrsinu plasti¢nih jaZica koje su dane u priboru. Bilo koji p21 WAF prisutan u uzorku kojeg
trcba ispitati vezat ¢c sc na "capturc” protutijclo. Biotinilirani dctcktor monoklonalno protutijclo takoder prepoznaje
humani p21WAF1 protein, i vezat ¢e se na bilo koji p21WAF1, kojeg je zadrzalo "capture" protutijelo. Detektor
protutijelo, zauzvrat, je vezan streptavidinom konjugiranim peroksidazom hrena, Peroksidaza hrena katalizira
pretvaranje kromogenog supstrata tetra-metilbenzidina od bezbojne otopine do plave otopine (ili Zute nakon dodavanja
Koli¢ina obojenog produkta reakcije odredena je spektrofotometrom. Odredivanje koli¢ine postiglo se konstrukcijom
standardne krivulje pomoc¢u poznatih koncentracija p21WAF1 (uz uvjet liofilizacije) (vidi primjer C.6).

Specifiéni inhibitori HDAC ne bi trebali inhibirati ostale enzime kao $to su obilno zastupljeni proteini CYP P450.
Proteini CYP P450 (ckspresirani E. coli) proteini 3A4, 2D6 i 2C9 pretvaraju njihove specificne supstrate u
fluorescentnu molekulu. Protein CYP3A4 pretvara 7-benziloksi-trifluormetil kumarin (BFC) u 7-hidroksi-trifluormetil
kumarin. Protein CYP2D6 pretvara 3-[2-(N,N-dietil-N-metilamino)etil]-7-metoksi-4-metilkumarin (AMMC) u 3-[2-
(N,N-dietilamino)-etil]-7-hidroksi-4- metilkumarin hidroklorid i protein CYP2C9 pretvara 7-metoksi-4-trifluormetil
kumarin (MFC) u 7-hidroksi-trif luormetil kumarin. Spojevi koji inhibiraju enzimatsku reakciju rezultirat ¢e
smanjenjem fluorescentnog signala (vidi primjer C.7).

Primjer C1 : In Vitro ispitivanje inhibicije histondeacetilaze:

Hela ekstrakti jezgre (dobavljag: Biomol) inkubirani su pri 60 pg/ml s 2x10® M radioaktivno oznaéenog peptidnog
supstrata. Kao supstrat za mjerenje aktivnosti HDAC upotrijebljen je sinteti¢ki peptid, tj. aminokiseline 14-21 histona
H4. Supstrat je biotiniliran na NH,-terminalnom dijelu s 6-aminoheksankiselinom, i protektiran na COOH-terminalnom
dijelu s amidnom skupinom i specifi¢no [*H]acetiliran na lizinu 16. Supstrat, biotin- (6-aminoheksan) Gly-Ala-([*H]-
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acetil-Lys-Arg-His-Arg-Lys-Val-NH;), dodan je u pufernu otopinu 25 mM Hepesa, 1 M sukroze, 0.1 mg/ml BSA i
0.01% Triton X-100 pri pH 7.4. Nakon 30 min reakcija deacetiliranja prekinuta je dodatkom HCI i octene kiseline,
(kona¢na koncentracija 0.035 mM i 3.8 inM, redom). Nakon zaustavljanja reakcije, slobodni *H-acetat ekstrahiran je s
etilacetatom. Nakon mijesanja i centrifugiranja, na B-brojacu odredena je radioaktivnost u alikvotu gornje (organske)
faze.

Za svaki eksperiment, kontrole (koje su sadrzavale HeLa ekstrakt jezgre i DMSO bez spoja), prazna inkubacija (koja je
sadrzavala DMSO, ali ne HeLa ekstrakt jezgre ili spoj) i uzorci (koji su sadrzavali spoj otopljen u DMSO i HeLa
ekstrakt jezgre) pusteni su paralelno. U prvom primjeru, spojevi su testirani pri koncentraciji od 10 M. Kada su spojevi
pokazali aktivnost na 10° M, nadinjena je krivulja koncentracije-odgovora pri Gemu su spojevi testirani pri
koncentracijama od 10° M i 10™"> M. U svakom testu vrijednost praznog uzorka oduzeta je od vrijednosti i za kontrolne
i za prave uzorke. Kontrolni uzorci predstavljali su 100% deacetiliranja supstrata. Za svaki uzorak radioaktivnost je
izraZena kao postotak srednje vrijednosti kontrola. Kada su izraunate odgovarajuce vrijednosti ICs, (koncentracija
lijeka, potrebna za smanjenje metabolita na 50% kontrolne) primjenom probit analize za stupnjevane podatke. Ovdje su
udinci testnih spojeva izrazeni kao pICsy (negativna log vrijednost ICsp). Svi testirani spojevi pokazali su enzimsku
aktivnost pri testnoj koncentraciji od 10-° M i 42 spoja imalo je pICso > 5 (vidi tablicu F-2).

Primjer C.2: Odredivanje antiproliferacijskog djelovanja na stanicama A2780

Svi testirani spojevi otopljeni su u DMSO 1 daljnja razrjedenja nadinjena u sredstvu za uzgoj kulture. U stani¢nim
prolifcracijskim ispitivanjima kona¢nc konccentracijc DMSO nisu nikad presle 0.1 % (v/v). Kontrole su sadrzavalc
stanice A2780 1 DMSO bez spoja, a prazne probe DMSO bez stanica. MTT otopljen je pri 5 mg/ml u PBS. Pripravljen
je glicinski pufer koji je sadrzavao 0.1 M glicina i 0.1 M NaCl, podesen na pH 10.5 s NaOH (1 N) (svi reagensi Merck).
Humane stanice karcinoma jajnika A2780 (ljubazni dar dr. T. C. Hamiltona [Fox Chase Cancer Centre, Pennsylvania,
USAY]) uzgojene su u RPMI 1640 mediju koji je sadrzavao 2 mM L-glutamina, 50 pg/ml gentarnicina i 10 % fetalnog
govedeg seruma. Stanice su rutinski ¢uvane kao monoslojne kulture na 37°C u vlaznoj atmosferi 5 % CO,. Stanice su
razdvajane (tj. prenoSene u daljnje subkulture, "passaged") jedanput tjedno pomocu otopine tripsina/EDTA u omjeru
cijepanja od 1:40. I medij i suplementi dobiveni su od Life Technologies. Stanice nisu bile kontaminirane mikoplazmom
kako je odredeno pomocu pribora "Gen-Probe Mvcoplasma Tissue Culture” (dobavlja¢: BioMerieux). Stanice su
stavljene u NUNC™ ploce za uzgoj kulture tkiva s 96-jaZica (Dobavlja¢: Life Technologies) i ostavljene da prianjaju uz
plastiku preko noc¢i. Gustoce stanica bile su 1500 stanica po jazici u ukupnom volumenu od 200 pl medija. Nakon
adhezije stanica uz plo¢u, medij je promijenjen te su kona¢nom volumenu od 200 pl dodani lijekovi i/ili otapala. Nakon
Cetiri dana inkubacije, medij je zamijenjen s 200 ul svjezeg medija te je ispitivanjem baziranom na MTT vrednovana
stani¢na gustoca i vitalnost. Svakoj jazici, dodano je 25 pl otopine MTT te su stanice dalje inkubirane 2 sata na 37°C.
Medij je zatim pazljivo aspiriran i plavi MTT-formazanski produkt solubiliziran dodatkom 25 pl glicinskog pufera, a
zatim 100 ul DMSO. Plo¢e za mikrotestiranje tresene su 10 min na tresilici za mikroploce te je na 540 nm mjerena
apsorbancija pomoc¢u "Emax 96-well" spektrofotometra (Dobavljac: Sopachem). U sklopu eksperimenta, rezultati za
svako eksperimentalno stanje predstavljaju srednju vrijednost 3 ponovljene jaZice. Za inicijalne svrhe screeninga,
spojevi su testirani pri jednoj, fiksnoj koncentraciji od 10° M. Za aktivne spojeve, eksperimenti su ponovljeni kako bi se
dobile potpune krivulje koncentracije-odgovora. Za svaki eksperiment, kontrola (koja nije sadrZavala lijek) i prazne
inkubacija (koja nijc sadrzavala niti lijck niti stanicc) pustenc su paralclno. Vrijednost praznog uzorka oduzcta jc od
vrijednosti 1 za kontrolne i za prave uzorke. Za svaki uzorak, srednja vrijednost za stanini rast (u jedinicama
apsorbancije) izrazena je kao postotak srednje vrijednosti stani¢nog rasta kontrolnih uzoraka. Kada je to bilo prikladno,
vrijednosti ICs, (koncentracija lijeka, potrebna za 50% smanjenje rasta stanica u odnosu na kontrolne uzorke) izracunate
su primjenom probit analize za stupnjevane podatke (Finnev, D. J., Probit Analvses, 2. izd. poglavlje 10, Graded
Responses, Cambridge University Press, Cambridge 1962). Ovdje su ucinci testnih spojeva izrazeni kao plCs
(negativna log vrijednost ICsp). Veéina testiranih spojeva pokazala je staniénu aktivnost pri testnoj koncentraciji od 107
M, a 41 spoj imao je ICs5o > 5 (vidi tablicu F-2)

Primjer C.3: Kineti¢ka topljivost u vodenom mediju

U prvom koraku razrjedivanja, 10 pl koncentrirane $tok otopine aktivnog spoja, solubilizirane u DMSO (5 mM), dodano
je u 100 pl fosfat-citrat pufera pH 7.4 i mijeSano. U drugom koraku razrjedivanja, alikvot (20 pl) iz prvog koraka
razrjedenja dalje je stavljen u 100 ul fosfat-citrat pufera pH 7.4 i mije$an. Kona¢no, u tre¢em koraku razrjedivanja,
uzorak (20 ul) iz drugog koraka razrjedenja dalje je razrijeden u 100 pl fosfat-citrat pufera pH 7.4 i mijeSan. Sva
razrjedivanja izvedena na mikrotitarskim ploc¢ama od 96 jazica. Neposredno nakon posljednjeg razrjedivanja
nefelometrom je mjerena mutnoca tri uzastopna koraka razrjedivanja. Za svaki spoj nacinjena su tri uzorka razrjedenja
kako bi se iskljucile povremene pogreske. Bazirano na mjerenjima mutnoce, izvedeno je redanje u 3 razreda. Spojevi s
velikom topljivosti dobili su 3 boda 1 za te spojeve prvo razrjedenje bilo je bistro. Spojevi sa srednjom topljivosti dobili
su 2 boda. Za te spojeve prvo razrjedenje nije bilo bistro, a drugo razrjedenje je bilo bistro. Spojevi s malom topljivosti
dobili su 1 bod, a za te spojeve oba razrjedenja, i prvo i drugo, nisu bila bistra. Mjerena je topljivost 9 spojeva. Od tih
spojeva 4 su imala 3 boda, jedan je imao 2 boda 1 4 su imala 1 bod (vidi tablicu F-2).
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Primjer C.4: Analiza permeabilnosti paralelne umjetne membrane

Stok uzorci (alikvoti od 10 pl tok otopine od 5 mM u 100 % DMSO) razrijedeni su u dubokoj jazici ili "Pre-mix" ploi
koja je sadrzavala 2 ml vodenog pufera, pH 4 ili pH 7.4 (PSR4 koncentrat sistema otopina (pION)).

Prije dodavanja uzoraka referentnoj plo¢i, jazicama je dodano 150 pl pufera te je izvedeno UV mjerenje praznog uzorka.
Nakon toga je pufer odbacen i plo¢a upotrijebljena kao referentna plo¢a. Sva mjerenja izvedena su na ploama otpornim
na UV (dobvlja¢: Costar ili Greiner).

Nakon myjerenja praznog uzorak na referentnoj ploci, referentnoj plo¢i je dodano 150 pl razrijesenih uzoraka i 200 pl
razrijedenih uzoraka dodano je donorskoj plo¢i 1. Akceptorska filter ploca 1 (dobavlja¢: Millipore, tip: MAIP N45)
obloZena je s 4 pl otopine koja stvara umjetnu membranu (1,2-Dioleoil-sn-Glicer-3-Fosfokolin u dodekanu koji je
sadrzavao 0.1% 2,6-Di-tert-butil-4-metilfenola i stavljen je na vrh donorske ploc¢e 1 kako bi nastao "sendvi¢". Pufer (200
ul) je stavljen u akceptorske jaZice na vrhu. Senvi€ je pokriven s poklopcem i pohranjen 18 h na sobnoj temperaturi u
mraku. Prazno mjerenje akceptorske ploce 2 izvedeno je dodavanjem 150 pl pufera u jaZice, a zatim je mjereno pomocu
UV. Nakon praznog mjerenja akceptorske plo¢e 2 pufer je odbaden i 150 pl akceptorske otopine preneseno iz
akceptorske filter ploce 1 u akceptorsku plocu 2. Zatim je akceptorska filter ploca 1 uklonjena iz sendvi¢a. Nakon
praznog mjerenja donorske ploce 2 (vidi iznad), 150 ul donorske otopine preneseno je iz donorske plo¢e | u donorsku
plocu 2. UV spektar donorske ploce 2, akceptorske ploce 2 i jazica referentne ploce je skeniran (sa SpectraMAK 190).
Svi spektri su obradeni kako bi se izra¢unala permeabilnost uz pomo¢ PSR4p Command softvera. Svi spojevi su triput
mjereni. Karbamazepin, griseofulvin, aciklogvanizin, atenolol, furosemid, i klorotiazid upotrijebljeni su kao standardi u
svakom mjcrenju. Spojevi su porcdani u 3 kategorijc, niskc permcabilnosti (srednji u¢inak < 0.5 x 10 cm/s; bod 1),
srednje permeabilnosti (1 x 10 cm/s > srednji u¢inak > 0.5 x 10 cm/s ; bod 2) ili visoke permeabilnosti ( > 0.5 x 10
c/s; bod 3). Dva od 7 testiranih spojeva imalo je rezultat od barem 2 u jednom od oba pH koji su mjereni i 5 spojeva
imalo je samo rezultat 1 u jednom od mjerenih pH.

Primjer C.5: Metaboli¢ka stabilnost

Substaniéni tkivni pripravei nadinjeni su prema Gorrod et al. (Xenobiotica 5: 453-462, 1975) centrifugalnim
razdvajanjem nakon mehanicke homogenizacije tkiva. Jetreno tkivo isplahnuto je u ledeno-hladnom 0.1 M Tris-HC1
(pH 7.4) puferu kako bi se isprao suvisak krvi. Tkivo je zatim osu$eno blot tehnikom, izvagano i krupno narezano
pomocu kirurskih $kara. Komadi¢i tkiva homogenizirani su u 3 volumena ledeno-hladnog 0.1 M fosfatnog pufera (pH
7.4) pomocu bilo Potter-S (Braun, Italy) opremljenog s teflonskim bati¢em ili Sorvall Omni-Mix homogenizatorom, 7 x
10 sek. U oba slucaja, tijekom procesa homogenizacije posuda je Cuvana u/na ledu.

Homogenati tkiva centrifugirani su na 9000 x g 20 minuta na 4°C pomo¢u Sorvall centrifuge ili Beckman
Ultracentrifuge. Rezultirajuci supernatant pohranjen je na -80°C i oznacen s "S9".

Frakcija S9 moze se dalje centrifugirati na 100.000 x g 60 minuta (4°C) pomocéu Beckman ultracentrifuge. Rezultirajuéi
supernatant paZzljivo je aspiriran, podijeljen u alikvote te oznacen s "citosol". Pelet je ponovo suspendiran u 0.1 M
fosfatnom puferu (pH 7.4) u kona¢ni volumen od 1 ml na 0.5 g originalne mase tkiva i oznacen s "mikrosomi".

Sve substani¢ne frakcije bile su podijeljene u alikvote, odmah zamrznute u teku¢em dusiku i do uporabe pohranjene na -
80°C.

Za uzorke koje je trebalo testirati, inkubacijska smjesa sadrzavala je PBS (0.1 M), spoj (5§ uM), mikrosome (1 mg/ml) i
sistem za generiranje NADPH (0.8 mM glukoza-6-fosfat, 0.8 mM magnezijev klorid i 0.8 jedinica glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze). Kontrolni uzorci sadrzavali su isti materijal, ali su mikrosomi zamijenjeni s mikrosomima inaktiviranim
toplinom (10 min na 95 stupnjeva Celzijusa). Oporavak spojeva u kontrolnim uzorcima bio je uvijek 100%. Smjese su
prethodno inkubirane 5 min na 37 stupnjeva Celzijusa. Reakcija je zapocela u vremenskoj to¢ei nula (t = 0) dodavanjem
0.8 mM NADP te su uzorci inkubirani 15 min (t= 15). Reakcija je prekinuta dodavanjem 2 volumena DMSO. Uzorci su
zatim centrifugirani 10 min na 900 x g i supernatanti pogranjeni na sobnoj temperaturi ne dulje od 24 h prije analize.
Sve inkubacije izvedene su duplo. Analize supernatanata izvedene su LC-MS analizom. Elucija uzoraka izvedena je na
Xterra MSC18 (50 x 4.6 mm, 5Zm, Waters, US). Upotrijebljen je HPLC sistem Alliance 2790 (Supplier: Waters, US).
Elucija je obavljena puferom A (25 mM amonijevacetat (pH 5.2) u H20/acetonitrilu (95/5)), otapalo B je acetonitril 1
otapalo C metanol brzinom protoka od 2.4 ml/min. Kori$teni gradijent je povecanje koncentracije organske faze od 0 %
preko 50% B i 50% C u 5 min sve do 100% B u 1 min na linearan nain, a koncentracija organske faze odrzavana je
stacionarnom dodatnih 1.5 min. Ukupan injekcijski volumen uzoraka bio je 25 pl.

Kao detektor koristen je A Quattro (dobavlja¢: Micromass, Manchester, UK) maseni spektrometar opremljen s izvorom
ESI. Izvor i temperatura uklanjanja otapala pode3eni su redom na 120 i 350°C, a kao rasprdiva¢ i plin za sulenje
upotrijebljen je dusik. Podaci su dobiveni u "positive scan" modu (jedna ionska reakcija). Napon glave podesen je na 10
V i vrijeme zadrzavanja bilo je 1 sek. Metabolicka stabilnost izrazena je kao % metabolizma spoja nakon 15 min
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inkubacije u prisutnosti aktivnih mikrosoma (E (akt)) (% metabolizam = 100%- (Ukupna ionska struja (TIC) E (akt) u t
= 15)/ TIC od E (akt) u t = 0) x 100). Spojevi koji su imali TIC od E (akt) u t = 0 postotak metabolima manji od 20 %
definirani su kao metaboli¢ki visoko stabilni. Spojevi koji su imali metabolizam izmedu 20 i 70 % definirani su kao
srednje stabilni, a spojevi koji su imali postotak metabolima visi od 70 definirani su kao metabolicki slabo stabilni. Tri
referentna spoja ukljuéena su uvijek kada je izvoden screening metaboli¢ke stabilnosti. Verapamil je ukljucen kao spoj
niske metabolike stabilnosti (% metabolizma =73 %). Cisaprid je uklju¢en kao spoj srednje metabolicke stabilnosti (%
metabolizma 45 %) i propanol je ukljuc¢en kao spoj srednje do visoke metaboli¢ke stabilnosti (25% metabolizma). Ovi
referentni spojevi upotrijebljeni su kako bi se potvrdilo ispitivanje metaboli¢ke stabilnosti. Testirano je jedanaest
spojeva. Osam spojeva imalo je postotak metabolizma manji od 2 0 %, dva spoja imala su postotak metabolima izmedu
201 70% 1 jedan spoj imao je postotak metabolizma vise od 70%.

Primjer C.6: Indukcijski kapacitet p21

Sljedeci protokol primijenjen je kako bi se odredila razina ekspresije proteina p21 u humanim stanicama karcinoma
jajnika A2780. Stanice A2780 (20000 stanica/180 pl) stavljene su u mikrotitarske ploce s 96 jazica u RPMI 1640 mediju
koji je sadrzavao 2 mM L-glutamina, 50 pg/ml gentamicina i 10 % fetalnog govedeg seruma. 24 sata prije razgradnje
stanica, dodani su spojevi u kona¢nim koncentracijama od 107, 10-5, 1071 10 M. Svi testirani spojevi otopljeni su u
DMSO a daljnja razrjedenja nacinjena su u mediju za uzgoj kulture. 24 sata nakon dodavanja spoja, supernatanti su
uklonjeni od stanica. Stanice su isprane s 200 pl ledeno-hladnog PBS. JaZice su aspirirane te je dodano 30 pl pufera za
razgradnju (50 mM Tris. HC1 (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1 % Nonidet p40 1 10 % glicerol). Plo¢e su inkubirane preko noci
na -70°C. Odgovarajuci broj mikrotitarskih plo¢a jc uklonjen s podloge i stavljen u prazan drzac¢ ploca. Pripravljena jc
radna otopina (1 x) od pufera za ispiranje (20 x koncentrat za ispiranje ploc¢e: 100 ml 20-struko koncentrirana otopina
PBS i surfaktant. Sadrzi 2% kloroacetamida). Liofilizirani standard p21 WAF rekonstituiran je s destiliranom H,O i dalje
razrjeden s uzorkom razrjedivaca (danog u priboru). Uzorci su pripravljeni njihovim razrjedivanjem 1:4 u razrjedivacu
uzoraka. Uzorci (100 pl) i standardi p21WAF1 (100 pl) pipetirani su u odgovarajuce jazice i inkubirani na sobngj
temperaturi 2 sata. Jazice su isprane 3 puta s 1 x puferom za ispiranje i zatim je u svaku jaZzicu odpipetirano 100 pl
reagensa detektora protutijela (otopina biotiniliranog monoklonalnog protutijela p21WAF1). Jazice su inkubirane na
sobnoj temperaturi 1 sat i zatim isprane tri puta s 1 x puferom za ispiranje. Razrijeden je konjugat 400 x (peroksidaza
streptavidin konjugat: 400-struko koncentrirana otopina) i 100 pl 1 x otopine dodano jaZicama. Jazice su inkubirane na
sobnoj temperaturi 30 min i zatim isprane 3 puta s 1 x puferom za ispiranje i 1 puta s destiliranom H,O. Jazicama je
dodana otopina supstrata (kromogeni supstrat) (100 pl) te su jazice inkubirane 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi.
Svakoj jazici dodana je otopina za zaustavljanje reakcije, istim redoslijedom kao prethodno dodana otopina supstrata.
Apsorbancija u svakoj jazici mjerena je pomocu spektrofotometrijskog ¢itata mikroploce za dvostruku valnu duzinu od
450/595 nm. Za svaki eksperiment, paralelno su pustene kontrola (koja nije sadrzavala lijek) 1 prazna inkubacija (koja
nije sadrzavala niti lijek niti stanice). Vrijednosti za praznu inkubaciju oduzete su od svih kontroilnih vrijednosti i
vrijednosti uzoraka. Za svaki uzorak, vrijednost indukcije p21WAF1 (u jedinicama apsorbancije) izrazena je kao
postotak vrijednosti za p21 WAF1 prisutan u kontroli. Postotak indukcije vi$i od 130 % definiran je kao znaéajna
indukcija. U ovom ispitivanju testirano je trinaest spojeva. Jedanaest je pokazalo znacajnu indukciju.

Primjer C.7: Inhibicijski kapacitet P450

Svi testirani spojevi otopljeni su u DMSO (5 mM), a daljnje razrjedenje na 5 10~* M nainjeno je u acetonitrilu. Daljnja
razrjedenja nacinjena su u puferu za ispitivanje (0.1M NaK fosfatni pufer pH 7.4), a kona¢na koncentracija otapala
nikada nije bila vi$a od 2 %.

Ispitivanje za protein CYP3A4 po jazici ukljucuje 15 pmol P450/mg proteina (u 0.01M NaK fosfatnog pufera + 1.15%
KCl), i sistem za generiranje NADPH (3.3 mM glukoza-6-fosfata, 0.4 J/ml glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, 1.3 mM
NADP i 3.3 mM MgCl12.6H20O u puferu za ispitivanje) i spoj u ukupnom volumenu za ispitivanje od 100 pl. Nakon 5
min predinkubacije na 37°C enzimatska reakcija zapocela je dodatkom 150 pM supstrata 7a fluorescentnu sondu BFC u
pufer za ispitivanje. Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi reakcija je prekinuta nakon dodavanja 2
volumena acetonitrila. Fluorescentna odredivanja izvedena su na valnoj duzini ekscitacije od 405 nm i valnoj duzini
emisije od 535 nm. U ovaj eksperiment kao referentni spoj uklju¢en je ketokonazol (vrijednost-ICsy = 3 X 10°M).
Ispitivanje za protein CYP2D6 po jaZici ukljucuje 6 pmol proteina P450/mg (u 0.01 M NaK fosfatnog pufera + 1.15%
KCD), i sistem za generiranje NADPH (0.41 mM glukoza-6-fosfata;, 0.4 J/ml glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, 0.0082
mM NADP i 0.41 mM MgCL.6H,0 u puferu za ispitivanje) i spoja u ukupnom volumenu za ispitivanje od 100 pl.
Nakon 5 min predinkubacije na 37°C enzimatska reakcija zapocela je dodatkom 3 uM supstrata za fluorescentnu sondu
AMMC u puferu za ispitivanje. Nakon 45 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi reakcija je prekinuta nakon
dodavanja 2 volumena acetonitrila. Fluorescentna odredivanja izvedena su na valnoj duZini ekscitacije od 405 nm i
;/alnoj duZini emisije od 460 nm.. U ovaj eksperiment kao referentni spoj ukljucen je kvinidin (vrijednost-1Csy <5 X 10°
M).
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Ispitivanje za protein CYP2C9 po jazici ukljuéuje 15 pmol proteina P450/mg (u 0.01 M NaK fosfatnog pufera + 1.15%
KCl)/ i sistem za generiranje NADPH (3.3 mM glukoza-6-fosfata, 0.4 J/ml glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, 1.3 mM
NADP i 3.3 mM MgCl,.6H,0 u puferu za ispitivanje) i spoja u ukupnom volumenu za ispitivanje od 100 pl. Nakon 5
min predinkubacije na 37°C enzimatska reakcija zapocela je dodatkom 200 pM supstrata za fluorescentnu sondu MFC u
puferu za ispitivanje. Nakon 30 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi reakcija je prekinuta nakon dodavanja 2
volumena acetonitrila. Fluorescentna odredivanja izvedena su na valnoj duZini ekscitacije od 405 nm i valnoj duzini
emisije od 535 nm. U ovaj eksperiment kao referentni spoj uklju¢en je sulfafenazol (vrijednost-ICs, = 6.8 X 107 M). Za
inicijalne svrhe screeninga, spojevi su testirani pri jednoj, fiksnoj koncentraciji od 10° M. Za aktivne spojeve,
eksperimenti su ponovljeni kako bi se dobile potpune krivulje koncentracije-odgovora. Za svaki eksperiment, kontrola
(koja nije sadrzavala lijek) i1 prazne inkubacija (koja nije sadrzavala niti lijek niti stanice) pustene su paralelno. Svi
spojevi ispitani su Cetiri puta. Vrijednost praznog uzorka oduzeta je od vrijednosti i za kontrolne i za prave uzorke. Za
svaki uzorak, srednja vrijednost aktivnosti P450 uzorka (u jedinicama relativne fluorescencije) izrazena je kao postotak
srednje vrijednosti aktivnosti P450 kontrole. Postotak inhibicije izraZen je kao 100% minus srednja vrijednost aktivnosti
P450 uzorka. Kada je to bilo prikladno, izracunate su vrijednosti ICsq (koncentracija lijeka, potrebna da bi se reducirala
aktivnost P450 na 50% od kontrolne). U ovom ispitivanju analiziran je jedan spoj. S ovim spojem nije se mogla
ustanoviti inhibicija razli¢itih enzima P450.

Tablica F-2: Tablica F-2 prikazuje rezultate za spojeve koji su testirani prema primjeru Cl, C.2,1 C.3.

Sp. br.  |Enzimska Stani¢na Rezultat
aktivnost aktivnost topljivosti
pIC50. pIC50.

1 6.523 5.277

2 6.104 7.567 3

3 <5 5.744

4 7.574 5.866 1

5 8.123 6.433 1

6 <5 5.68

7 7.533 5.017 3

8 7.355 5.517 3

9 7.579 <5 2

10 6.893 5.673

11 5.829 5.784

12 7.438 5.536

13 5428 6.156

14 6.116 5.68

15 7413 5.907 1

16 6.293 <5

17 6.95 <5

18 5321 7.303

19 <5 5.367

20 7.294 5.556 1

21 8.199 6.441

22 7.212 5.536 3

23 6.662 5472

24 7.903 5.97

31 7.857 5.225

25 6.449 <5

32 7.526 6.255

26 7.85 6.263

27 7.49 5.781

30 7.614 5.669

36 7.265 5.977

37 7.341 5.661

38 7.154 5.937

39 7.126 6.053

40 7.273 6.164

41 7.403 6.327

42 7.584 6.342
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43 7.469 6.132
44 7.432 6.192
45 7.371 6.29

28 7.074 5.109
29 7.04 5.429
33 6.837 5.653
34 7.337 5.62

35 7.046 5.935

D. Primjer pripravka: Filmom obloZene tablete

Pripravljanje jezgre tablete

Smjesa od 100 g spoja formule (I), 570 g laktoze i 200 g $kroba dobro je pomijesana i zatim navlazena otopinom 5 g
natrij dodecil sulfata i 10 g polivinilpirolidona u oko 200 ml vode. Vlazna smjesa u prahu je prosijana, isu§ena i ponovo
prosijana. Zatim je dodano 100 g mikrokristalne celuloze i 15 g hidrogeniranog biljnog ulja. Sve je dobro pomijesano i
presano u tablete, dajuci 10.000 tableta, svaka je sadrzavala 10 mg spoja formule (1).

Obloga

U otopinu 10 g metilceluloze u 75 ml denaturiranog etanola dodana je otopina 5 g etilceluloze u 150 ml diklorometana.
Zatim je dodano 75 ml diklorometana i 2.5 ml 1,2 3-propantriola. 10 g polietilen glikola rastaljeno je 1 otopljeno u 75 ml
diklorometana. Potonja otopina dodana je prethodnoj i zatim je dodano 2.5 g magnezijevog oktadekanoata, 5 g
polivinilpirolidona i 30 ml koncentrirane suspenzije boje te je cjelina homogenizirana. Jezgre tableta obloZene su tako

dobivenom smjesom u uredaju za oblaganje.

PATENTNI ZAHTJEVI

1. Spoj, naznaéen time, da je formule (I),

RKQQT!}_

njegovi N-oksidni oblici, farmaceutski prihvatljive adicijske soli i stereckemijski izomerni oblici, pri ¢enmu

z—*(ctn"'wrﬁ“f-@ ®

nje 0, 1, 2 ili 3 i kada je n jednak 0 tada to znaci direktnu

vezu,

tje0, 1,2, 31ili 4 i kada je t jednak O tada to znaci

direktnu vezu;
svaki Q je dusik ili

svaki X je dusik ili

svaki Y je dusik ili

svaki Z je dusik ili

~CHT
y

R' je -C(O)NR®R’, -N(H)C(O)R'?, -C(0)-C,¢alkandiilSR ',

-NR'"'C(0)C\alkandiilSR ", -NR''C (O)C=N(OH)R' ili druga Zn-heliraju¢a-skupina u kojoj R® i R’ je svaki
nezavisno izabran izmedu vodika, hidroksi, C,_salkila, hidroksiC_salkila, aminoC,_salkila ili aminoarila;

R" je nezavisno izabran izmedu vodika, C,galkila, C,salkilkarbonila, arilC, ¢alkila, C,salkilpirazinila, piridinona,
pirolidinona ili metilimidazolila;

R! je nezavisno izabran izmedu vodika ili C,_salkila; C,_salkilkarobnila, arilC,_galkila, C,_salkilpirazinila,
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R je nezavisno izabran izmedu vodika ili C;_galkila;

R? je vodik, halo, hidroksi, amino, nitro, C,_salkil, C_salkiloksi, trifluormetil, di (C,_salkil) amino, hidroksiaiaino ili
naftalenilsulfonilpirazinil;

svaki R’ nezavisno predstavlja vodikov atom i jedan vodikov atom moZe biti zamijenjen supstituentom izabranim
izmedu arila;

R* je vodik, hidroksi, amino, hidroksiC_galkil, C,salkil, C;_galkiloksi, arilC,_salkil, aminokarbonil, hidroksikarbonil,
aminoCy_ealkil, aminokarbonilC,alkil, hidroksikarbonilC;_alkil, hidroksiaminokarbonil, C,_salkiloksikarbonil,
CyalkilaminoC,_salkil ili di (C,_¢alkil) aminoC,_calkil;

R’ je vodik, C,galkil, Cy_jocikloalkil, hidroksiC, galkil, C; galkiloksiC_salkil, di (C,_salkil) aminoC_galkil ili aril;

. je radikal izabran izmedu

{»3) (at)

(&71 {s-8}

(11} {123

SCR

(a1 {s-14) (a-15) a-16)

H ui’%ﬂ)’

(&1
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7

x
~ N
Uk

{a-51}

{845}

pri ¢emu je svaki s nezavisno 0, 1, 2, 3, 4 1ili 5,

svaki R® i R7 su nezavisno izabrani izmedu vodika; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloC, galkila; trihaloC
alkiloksi; Cyalkila, Calkila supstituiranog s arilom i Cj.jecikloalkilom; C,galkiloksi; C;salkiloksiC ealkiloksi;
Ciealkilkarboni 1 a; Cjealkiloksikarbonila; C,salkilsulfonila; cijanoC,ealkila; hidroksiC, galkila; hidroksiC g
alkiloksi; hidroksiC)_ealkilamino; aminoCigalkiloksi; di (Cjgalkil) aminokarbonila; di (hidroksiC) galkil) amino;
(aril) (Cyalkil) amino; di (Cjgalkil) aminoC_ealkiloksi; di (C;¢alkil) aminoC,_galkilamino; di(C;galkil) aminoC; ¢
alkilaminoC, ealkila; arilsulfonila; arilsulfonilamino; ariloksi; ariloksiCi ealkila; arilC; ¢alkendiila; di (C;_alkil)
amino; di (Cy¢alkil) aminoC,_galkila; di (C,alkil) amino (Cgalkil) amino; di (C,salkil) amino (C,_alkil) amino
Ciealkila; di (Cyealkil) aminoC,salkil (C;salkil) amino; di (Cjgalkil) aminoC,_ealkil (C,ealkil) aminoC,salkila;
aminosulfonilamino  (Cjgalkil) amino; aminosulfonilamino (Cjealkil) aminoC,alkila; di (C,alkil)
aminosulfonilamino (C,galkil) amino; di (C,galkil) aminosulfonilamino (C,4alkil) aminoC,_¢alkila; cijano;
tiofenila; tiofenila supstituiranog s di(C_galkil)amino Cy_galkil (C,_alkil) aminoC,_ galkilom, di (C,_alkil) aminoC, 4
alkilom, CalkilpiperazinilC,_salkilom, hidroksiC,_galkilpiperazinilC,_salkilom, hidroksiC, salkiloksiC, 4
alkilpiperazinilC, ¢alkilom, di (C,ealkil) aminosulfonilpiperazinilC,calkilom, C,alkiloksipiperidinilom, C,.
alkiloksipiperidinilC; salkilom, morfolinilC, alkilom, hidroksiC,alkil (Cigalkil) aminoC,galkilom, ili di
(hidroksiC,_galkil) aminoC,salkilom; furanila; furanila supstituiranog s hidroksi Cjgalkilom; benzofuranila;
imidazolila; oksazolila; oksazolila supstituiranog s arilom i C,ealkilom; C, salkiltriazolila; tetrazolila; pirolidinila;
pirolila; piperidinilC,_galkiloksi; morfolinila; C,_galkilmorfolinila; morfolinilC; salkiloksi; morfolinilC, salkila;
morfolinilC, galkilamino;  morfolinilC, salkilamino  C,alkila;  piperazinila;  C,alkilpiperazinila, C, ¢
alkilpiperazinilC, ¢alkiloksi; piperazinilC, ealkila; naftalenilsulfonilpiperazinila; naftalenilsulfonil piperidinila;
naftalenilsulfonila;  CialkilpiperazinilC,¢alkila,  CjealkilpiperazinilC,salkilamino;  C,salkilpiperazinilC,_ ¢
alkilaminoC, galkila; C,alkilpiperazinilsulfonila; aminosulfonilpiperazinilC, alkiloksi; aminosulfonilpiperazinila;
aminosulfonilpiperazinilC, salkila; di (Cjalkil) aminosulfonilpiperazinila; di (C,alkil) aminosulfonilpiperazinil
Cisalkila;  hidroksiCysalkilpiperazinila;  hidroksiC,_salkilpiperazinilC,_salkila;  Cjalkiloksiperidinila; Cjg
alkiloksipiperidinilC;_galkila;  piperidinilaminoC,_salkilamino;  piperidinilaminoC salkilaminoC  galkila; (C
alkilpiperidinil) (hidroksiC, ¢alkil) aminoC,galkilamino; (C,ealkilpiperidinil) (hidroksi C,galkil) arainoC,.
alkilaminoC,_salkila; hidroksiC,_salkiloksiC salkilpiperazinila;, hidroksiC,_salkiloksiC;_salkilpiperazinilC,_salkila;
(hidroksiC,_galkil) (C4alkil) amino; (hidroksiC,_¢alkil) (C,4alkil) aminoC,salkila; hidroksiC, salkilaminoC, salkil;
di(hidroksiC, ¢alkil) amino Cy_galkila; pirolidinilC, salkila; pirolidinilC, 4alkiloksi; pirazolila; tiopirazolila; pirazolila
supstituiranog s dva supstituenta izabrana izmedu C,salkila ili trihaloC, salkila; piridinila; piridinila supstituiranog s
C.salkiloksi, ariloksi ili arilom; pirimidinila; tetrahidropirimidinilpiperazinila;
tetrahidropirimidinilpipcerazinilC, galkila; kinolinila; indola; fenila; fenila supstituiranog s jednim, dva ili tri
supstituenta nezavisno izabrana izmedu halo, amino, nitro, Cjalkila, Cjalkiloksi, hidroksi C,_salkila,
trifluormetila,  trifluormetiloksi,  hidroksiC,alkiloksi,  Cjalkilsulfonila, C,4alkiloksiC, alkiloksi, C,.
salkiloksikarbonila, aminoC,_4alkiloksi, di (Cj4alkil) amino C,jalkiloksi, di (Calkil) amino, di (C,alkil)
aminokarbonila, di (Cijalkil) aminoC,_alkila, di (Cjalkil), di (C,alkil) amino (C,alkil) amino, di(C,_alkil)
amino (Cjalkil) aminoCalkila, di (C,4alkil) aminoC,_4alkil (Ci4alkil) amino, di (C,4alkil) aminoC,_4alkil (C;.
salkil) aminoC, salkila, aminosulfonilamino (C;4alkil) amino, aminosulfonilamino (Cjalkil) aminoC,4alkila, di
(Ci4alkil) aminosulfonilamino (C,4alkil) amino, di (C;alkil) aminosulfonilamino (C,alkil) aminoC,_salkila,
cijano, piperidinilC, 4alkiloksi, pirolidinilC,_salkiloksi, aminosulfonilpiperazinila, aminosulfonilpiperazinilC,.
qalkila, di (Cijalkil) aminosulfonilpiperazinila, di (C,4alkil) aminosulfonilpiperazinilC, jalkila, hidroksiC,.
salkilpiperazinila, hidroksiC,_salkilpiperazinilC,alkila, C,.salkiloksipiperidinila, C,4alkiloksipiperdinilC,_4alkila,
hidroksiC _salkiloksiC_salkilpiperazinila, hidroksiC;alkiloksiC,_salkilpiperazinilCsalkila, (hidroksiC,alkil) (C;.
4alkil) amino, (hidroksiCialkil) (C,salkil) aminoC,4alkila, di (hidroksiC,alkil) amino, di (hidroksiC, salkil)
aminoC 4alkila, furanila, furanila supstituiranog s -CH=CH-CH=CH-, pirolidinilC, alkilom, pirolidinilC,.
salkiloksi, morfolinilom, morfolinilC_alkiloksi, morfolinilC,_alkilom, morfolinilC,_jalkilamino, morfolinilC,_
salkilaminoC, jalkilom, piperazinilom, C,_jalkilpiperazinilom, C_jalkilpiperazinilC,_alkiloksi, piperazinilC,.
qalkilom, CjalkilpiperazinilC,_jalkiloin, C,_jalkilpiperazinilC, jalkilamino, C;jalkilpiperazinilC, jalkilaminoC;.
qalkilom, tetrahidropirimidinilpiperazinilom, tetrahidropirimidinilpiperazinilC,salkilom, piperidinilaminoC,.
salkilamino,  piperidinilaminoC,alkilaitiinoC, salkilom, (C,salkilpiperidinil)  (hidroksiC,4alkil) aminoC,.
salkilainino, (Cisalkilpiperidinil) (hidroksi Cj4alkil) aminoCi_salkilaminoC;_salkilom, piridinilC, 4alkiloksi,
hidroksiC)_salkilamino, hidroksiC, salkilaminoC, salkilom, di (C,salkil) aminoC, 4alkilamino, aminotiadiazolilom,
aminosulfonilpiperazinilC, salkiloksi, ili tiofenilC, 4alkilamino;
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svaki R® i R” moZe se postaviti na dudik kao zamjena vodika;

aril iznad je fenil, ili fenil supstituiran s jednim ili viSe supstituenata od kojih je svaki nezavisno izabran izmedu
halo, Cyalkila, C;_salkiloksi, trifluormetil, cijano ili hidroksikarbonila.

Spoj kao $to je naveden u zahtjevu 1, naznaden time, danje 0, 11ili 2;tje 0, 1, 2ili 3;

svaki Q je

-,
R! je -C(O)NH(OH) ili -NR"'C(O)C=N(OH)R'® pri ¢emu je R" arilC,alkil i R" je vodik; R? je vodik, Cyealkil ili
naftalenilsulfonilpirazinil; svaki R® nezavisno predstavlja vodikov atom; R* je vodik, hidroksi, hidroksiC, galkil ili
d-alkiloksi; R je vodik, Cy_galkil, hidroksiC, galkil ili C,alkiloksiC, alkil;

je radikal izabran izmedu (a-1), (a-7) ili (a-20); svaki s je nezavisno 0 ili 1; svaki R® je nezavisno izabran izmedu
vodika; tiofenila; furanila, benzofuranila; fenila; ili fenila supstituiranog s jednim supstituentom izabranim izmedu
Ci.ealkila, Csalkiloksi, hidroksiC,_salkila, Cy4alkilsulfonila, ili di (C,4alkil)amino; svaki R’ je nezavisno izabran
izmedu vodika.

Spoj kao $to je naveden u zahtjevu 1, naznacen time, da t je 0;

R' je -C(ONRPR’, -C(O)-CealkandiilSR'’, -NR''C(O)N(OH)R', -NR''C(0)C alkandiilSR", -
NR''C(0)C=N(OH) R" ili druga Zn-helirajuéa skupina u kojoj su R® i R’, svaki nezavisno, izabrani izmedu vodika,
hidroksi, hidroksiC,_salkila, ili aminoC,_salkila;

R’ je vodik, halo, hidroksi, amino, nitro, C_ealkil, C, salkiloksi, trifluormetil ili di (C,alkil) amino;

R* je vodik, hidroksi, amino, hidroksiC, salkil, C,_alkil, C,alkiloksi, arilC;_alkil, aminokarbonil, aminoC_salkil,
CysalkilaminoC_galkil ili di (C,_galkil) aminoC,_galkil;

R’ je vodik;
je radikal izabran izmedu (a-1), (a-3), (a-4),

(a-5), (a-6), (a-7), (a-8), (a-9), (a-10), (a-11), (a-12), (a-13), (a-14), (a-15), (a-16), (a-17), (a-18), (a-19), (a-20), (a-
21), (a-22), (a-23), (a-24), (a-25), (a-26), (a-28), (a-29), (a-30), (a-31), (a-32), (a-33), (a-34), (a-35), (a-36), (a-37),
(a-38), (a-39), (a-40), (a-41), (a-42), (a-44), (a-45), (a-46), (a-47), (a-48) ili (a-51);

svaki s je nezavisno 0, 1, 2, 3 ili 4;

RS je vodik; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloCyalkil; trihaloC, galkiloksi; Cjealkil, Ciealkiloksi; C;.
salkilkarbonil; C,salkiloksikarbonil; C;salkilsulfonil, hidroksiC,ealkil; ariloksi; di (Cjgalkil) amino; cijano,
tiofenil; furanil; furanil supstituiran s hidroksiC_salkilom; benzofuranil; imidazolil; oksazolil; oksazolil supstituiran
s arilom 1 Cy_alkilom; d-salkiltriazolil; tetrazoll; pirolidinl; pirolil; morfolinil; C,salkilmorfolinil; piperazinil; C,.
salkil piperazinil; hidroksiCy_salkilpiperazinil; C_galkiloksi piperidinil; pirazolil; pirazolil supstituiran s jednim ili
dva supstituenta izabrana izmedu Cjsalkila ili trihalo C,galkila; piridinil; piridinil supstituiran s Ci_galkiloksi,
ariloksi ili arilom; pirimidinil; kinolinil; indol; fenil; ili fenil supstituiran s jednim ili dva supstituenta nezavisno
izabrana izmedu halo, C,_salkila, C_salkiloksi, ili trifluormetila; 1

R’ je vodik; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloCjalkil; trihaloC, salkiloksi; Cjealkil, Cigalkiloksi; C;.
salkilkarbonil; C,_salkiloksikarbonil, Cjsalkilsulfonil, hidroksiC ealkil; ariloksi; di (Cjsalkil) amino; cijano,
piridinil; fenil; ili fenil supstituiran s jednim ili dva supstituenta nezavisno izabrana izmedu halo, C, alkila, C;.
salkiloksi ili trifluormetila.

Spoj kao $to je naveden u zahtjevu 1, naznacen time, da

R*iR® je svaki nezavisno izabran izmedu vodika, hidroksi, hidroksiC,_galkila, aminoC_salkila ili aminoarila;

R} je vodik, Cealkil, Cs_gciklolkil, hidroksiC, salkil, C)_ealkiloksiC;_calkil ili di (Cy_ealkil) aminoCy_alkil,

je radikal izabran izmedu (a-1), (a-2), (a-3), (a-4), (a-5), (a-6), (a-7), (a-8), (a-9), (a-10), (a-11), (a-12), (a-13), (a-
14), (a-15), (a-16), (a-17), (a-18), (a-19), (a-20), (a-21), (a-22), (a-23), (a-24), (a-25), (a-26), (a-27), (a-28), (a-29),
(a-30), (a-31), (a-32), (a-33), (a-34), (a-35), (a-36), (a-37), (a-38), (2-39), (a-40), (a-41), (a-42) (a-43) ili (a-44),

svaki R® i R’ su nezavisno izabrani izmedu vodika; halo; hidroksi; amino; nitro; trihaloC, salkila; trihaloC.
calkiloksi; Csalkila; C,galkiloksi; C_galkiloksiC, salkiloksi; C,_salkil karbonila; C, salkilsulfonila; cijanoC,_ salkila;
hidroksiC _galkila; hidroksiC,_galkiloksi; hidroksiC,_galkilamino; aminoC,_galkiloksi; di(C,_galkil)aminokarbonila; di
(hidroksiC_galkil) amino; aril (C,galkil) amino; di (Cpsalkil) aminoC,ealkiloksi; di (Cigalkil)aminoC,.
¢alkilariamino; arilsulfonila; arilsulfonilamino; ariloksi; arilC,ealkendiila; di (Cjgalkil) amino; di (C,salkil)
aminoC,_ealkila; di (Cyealkil) aminoC,galkil (C,_galkil) aminoC,ealkila; cijano; tiofenila; tiofenila supstituiranog s
di (Cyealkil) aminoC,ealkil (C;alkil) aminoC,ealkilom, di (C,alkil) aminoC,alkilom, C, salkilpiperazinilC,.
salkilom ili di (hidroksiC,_salkil) aminoC;_salkilom; furanila; imidazolila; C,alkiltriazolila; tetrazolila; pirolidinila;
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piperidinilC;_galkiloksi; morfolinila; Cjgalkilmorfolinila, morfolinilCy_salkiloksi; morfolinilC; ¢alkila; Cealkil
piperazinila; CealkilpiperazinilC, salkiloksi; morfolinilC, ealkila;, C,alkilpiperazinila; C,salkilpiperazinilC;.
salkiloksi; Ci_salkilpiperazinilC,_salkila; C,_salkilpiperazinilsulfonila; aminosulfonilpiperazinilC,_salkiloksi;
aminosulfonilpiperazinila; aminosulfonilpiperazinilC, qalkila; di (C;ealkil) aminosulfonilpiperazinila; di (C,_salkil)
aminosulfonilpiperazinilC ¢alkila; hidroksiC,4alkil piperazinila, hidroksiC,alkilpiperazinilC,¢alkila; C,ealkil
oksipiperidinila;  CjgalkiloksipiperidinilC,_galkila;  hidroksi  C,_galkiloksiC, galkilpiperazinila;  hidroksiC,.
salkiloksiCy_galkil piperazinilC,_ galkila; (hidroksiC,_galkil) (C;salkil) amino; (hidroksiC,_ealkil) (C,_alkil) aminoC,.
salkila; pirolidinilC_qalkiloksi; pirazolila; tiopirazolila; pirazolila supstituiranog s dva supstituenta izabrana izmedu
Calkila ili trihaloC | _salkila; piridinila; piridinila supstituiranog s C,_salkiloksi ili arilom; pirimidinila; kinolinila;
indola; fenila; fenila supstituiranog s jednim, dva ili tri supstituenta nezavisno izabrana izmedu halo, amino, C,.
salkila, Cjalkiloksi, hidroksiC,jalkila, trifluormetila, trifluormetiloksi, hidroksiC,alkiloksi, C;jalkiloksiC,.
salkiloksi, aminoC  4alkiloksi, di (C,4alkil) aminoC,_salkiloksi, di (C,4alkil) amino, di (C;_salkil) aminoC salkila, di
(Crqalkil)  aminoCjgalkil  (Cj4alkil)  aminoC,salkila,  piperidinilC, jalkiloksi,  pirolidinilC, salkiloksi,
aminosulfonilpiperazinila,  aminosulfonilpiperazinilCsalkila, di  (Cj4alkil)  aminosulfonilpiperazinila,
aminosulfonilpiperazinilC salkila, di (C,4alkil)aminosulfonilpiperazinila, di(C,_alkil) aminosulfonilpiperazinilC,.
salkila,  hidroksiC, jalkilpiperazinila,  hidroksiC; salkilpiperazinilC,_jalkila,  C,_jalkiloksipiperidinila, C;.
salkoksipiperidinilC, salkila, hidroksiC,_jalkiloksiCy_salkilpiperazinila, hidroksiC,_salkoksiC salkilpiperazinilC;.
salkila, (hidroksiC,4alkil) (C;.alkil) amino, (hidroksiCisalkil) (C,.4alkil) aminoC,_4alkila, pirolidinilC,_4alkoksi,
morfolinilC;_jalkiloksi, morfolinilC,_alkila, C.alkilpiperazinilC, jalkoksi, Ci_salkilpiperazinilC, 4alkila,
hidroksiC_jalkilamino, di (hidroksiC,alkil) amino, di(C4alkil) aminoC,_jalkilamino, aminotiadiazolila,
aminosulfonilpiperazinilCy_jalkiloksi, ili tiofenilC_jalkilamino.

Spoj kao $to je naveden u zahtjevu 11 2, naznafen time, dan je jednak 1ili 2;tje 0, 1, 2 ili 3;

svaki Q je
-,

bl

R je -C(O)NH(OH); R? je vodik ili C_alkil; svaki R* nezavisno predstavlja vodikov atom; R*je vodik; R’ je vodik

ili C, qalkiloksiC, salkil;

radikal izabran izmedu (a-1) ili (a-20); svaki s je nezavisno 0 ili 1; svaki R® je nezavisno izabran izmedu vodika;
tiofenila; furanila; benzofuranila; fenila; ili fenila supstituiranog s jednim, supstituentom nezavisno izabranim C,_
qalkila, C,_salkiloksi, hidroksiC,_jalkila, C,_salkilsulfonila ili di (d-,alkil) amino.

Spoj u skladu sa zahtjevom 1, 2 ili 5, naznaden time, da se bira izmedu spojeva br. 13, br. 15, br. 2, br. 5, br. 21, br.
4,br. 24, br. 32, br. 26, br. 36, br. 38, br. 39, br. 40, br. 41, br. 42, br. 43, br. 44 i br. 35.
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7. Farmaceutski pripravak, naznacen time, da ukljucuje farmaceutski prihvatljive prijenosnike i kao aktivni sastojak
terapeutski djelotvornu koli¢inu spoja kako je navedeno u zahtjevima 1 do 6.

8. Proces pripravljanja farmaceutskog pripravka kao $to je navedeno u zahtjevu 7, naznaden time, da su farmaceutski
prihvatljivi prijenosnici i spoj kakav je naveden u zahtjevima 1 do 6 temeljito pomijesani.

9. Spoj kakav je naveden u bilo kojem od zahtjeva 1 do 8, naznaten time, da je za uporabu kao lijek.

10. Uporaba spoja kakav je naveden u bilo kojem od zahtjeva 1 do 6, naznadena time, da je za izradu lijeka za
lije¢enje proliferacijskih bolesti.

11. Proces za pripravljanje spoja kakav je naveden u zahtjevu 1, naznafen time, da ukljucuje reakciju intermedijara
formule (II) s prikladnom kiselinom, kao $to je, primjerice, trifluoroctena kiselina, ¢ime se dobiva hidroksaminska
kiselina formule (I-a), pri ¢emu je R'-C(O)NH(OH)

4
/—Lﬁm v f “am
Ot (D et =@ —=—
‘ i §
R3
4
(U

12. Postupak za otkrivanje ili identifikaciju HDAC u bioloskom uzorku, naznacen time, da ukljucuje otkrivanje ili
mjerenje oblikovanja kompleksa izmedu oznacenog spoja kako je definiran u zahtjevu 1 i HDAC.

12. Kombinacija, naznafena time, da sadrzi sredstvo protiv karcinoma i inhibitor HDAC kakv je naveden u bilo kojem
od zahtjeva 1 do 6.

SAZETAK

4,
R
}{ ,3‘*‘*(5(3372){"?*“}“'.

R‘%

Ovaj izum obuhvaéa nove spojeve formule (I) u kojoj n, m, t, R, R*, R, R*, L, Q, X, Y, Z imaju definirana znagenja, s
djelovanjem inhibiranja enzima histon deacetilaze; njihovo pripravljanje, pripravke koji ih sadrZe i njihovu uporabu kao
lijeka.
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