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Nové derivaty amidind, zplasob Jjejich ‘pPipravy a Jejich

pouziti jako léku

Oblast techniky

Pfedloiéné pfihla8ka vynalezu se tykd novych derivati
amidint, zpﬁsobub jejich ptipravy a jejich pouZiti Jjako
1ékia. Tykd se zvla3dté pouzZiti uvedenych derivatd pro
pfipravu lékg urdeného k inhibici NO syntaz (NOS) a/nebo

A
monoamino oxydéz (MAO) .

Dosavadni stav techniky

vzhledem k potencidlni roli NOS a MAO v patofyziologii
mohou nové popsané derivaty odpovidajici obecnému vzorci
(I) vést k blahoddrnym nebo pfiznivym G&inkim v 1écbé
patologii, ve kterych vystupuji tyto enzymy. Zv143té mezi

né pat¥i nasledujici

« poruchy centrélniho nebo periferniho nervového systému
jako jsou naptiklad neurologické nemoci jako
Parkinsonova nemoc, traumaticka podkozeni mozku nebo
michy, mozkovy infarkt, subarachnoidalni  krvaceni,
epilepsie, starnuti, senilni demence, Alzheimerova
nemoc, Huntingtonova chorea, amyotrofickd lateréalni

sklerbza, periferni neuropatie, bolest;

.« schizofrenie, deprese, psychodzy;
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+ poruchy paméti a nalady:;

+ patologie jako naptiklad migréna;

¢ poruchy chovéni, bulimie a anorexie;

¢« auto-imunitni a virovd onemocnéni jako naptriklad lupus,
AIDS, parazitdrni a virové infekce, diabetes a jeho
komplikace (zvlasté& impotence spojend s diabetem),
roztroudend sklerdza.

+ zavislost na toxickych latkach;

« proliferativni a zé&nétlivé patologie;

+ a obecné&ji vS8echny patologie, které se vyznacuji

nadmé&rnou tvorbou NOS a/nebo na kterych se G&astni MAO.

Ve v8ech téchto patologiich existuje experimentdlni dtkaz,

ktery poukazuje na roli NOS (J. Med. Chem. (1995) 38, 4343-

'4362) stejné tak Jjako roli MAO (Goodman & Gilman's: The

farmacologic basis of terapeutics, 9th ed., 1995, 431-519).

Vynalezci jiZ popsali inhibitory NO syntaz a jejich pouZiti
v dfive uvedenych patentech (Patent US 5.081.148; Patent US
5.360.925). PCT p¥ihlé&8ka vyndlezu WO 95/05363 popisuje
n&které derivaty amidind a jejich pouZiti jako inhibitort
NO syntdz. P¥ihlaSovatel sé&m drive popsal 3jiné derivéty

amidinti, které inhibuji NO syntézy a/nebo lapaji reaktivni




formy kysliku (ROS pro Reactive Oxygen Species) (zv1&3té
viz PCT patentové prihladsky WO 98/42696 a WO 98/58934).

Prihla3ovatel pravé objevil, Ze niZe definované derivéaty

amidind odpovidajici obecnému vzorci (I) jsou prekvapivé

inhibitory NOS a/nebo MAO.

Podstata vynalezu

PredloZeny vyndlez se tykd sloucCenin obecného vzorce (I)

R3

| NH,

@

kde:

R' a R? nezivisle predstavuji atom vodiku nebo zbytek
alkyl, cykloalkyl, alkenyl, alkinyl, allenyl, allenylalkyl,
kyanoalkyl, = (CHz)4~Z'R* nebo -(CH,)yx-COR’,

7' p¥edstavuje -0-, -NR®-, -S- nebo vazbu,
o J

R a R® nezavisle predstavuji atom vodiku nebo =zbytek

alkyl, alkenyl, allenylalkyl, alkinyl, alkoxy nebo




kyanoalkyl,

R® predstavuje zbytek alkyl, allenyl, allenylalkyl,
alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl, alkoxy nebo NR'RE,

R’ a R® nezavisle predstavuji atom vodiku nebo =zbytek
alkyl, allenyl, allenylalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl

nebo alkoxy,

nebo R' a R? spoledn& s atomem dusiku tvofi nearomaticky

heterocyklus, ktery sestavd z 4 aZ 8 Clenli, prvky Fetézce

jsou vybrany ze souboru, zahrnujiciho -CH(R%)-, =-NR?-, -0-,
-§-, —=CO-, uvedeny heterocyklus miZe byt substituovan
jednim nebo vice substituenty -(CHp)x-2Z°R'' nebo = (CHp)x~

COR'?, uvedenym heterocyklem mtZe byt napfiklad azetidin,
piperazin, homopiperazin, 3,5-dioxopiperazin, piperidin,

pyrolidin, morfolin nebo thiomorfolin,

7?2 predstavuje -0-, -NR'- nebo -S- nebo vazbu,

R nezavisle predstavuje v kazdém svém vyskytu atom
vodiku, zbytek alkyl, alkenyl, alkinyl, alkoxy, allenyl,
allenylalkyl nebo kyanoalkyl,

R!? nezavisle pfedstavuje v kaZdém svém vyskytu atom vodiku
nebo zbytek alkyl, alkenyl, alkinyl, alkoxy, allenyl,
allenylalkyl nebo kyanoalkyl,

R}? predstavuje v kazdém svém vyskytu zbytek alkyl,
allenyl, allenylalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl, nebo




alkoxy nebo NRMR',

R a R nezavisle predstavuji v kaZdém svém vyskytu atom
vodiku nebo zbytek alkyl, alkoxy, allenyl, allenylalkyl,
alkenyl, alkinyl nebo kyanoalkyl,

R a R' nezivisle predstavuji v kazZdém svém vyskytu atom

vodiku, -(CH,)«-2°R'® nebo -(CH,),COR'/,
7% predstavuje -0-, -NR'®-, -S- nebo vazbu,

R® nezavisle predstavuje atom vodiku nebo zbytek alkyl,
alkenyl, allenyl, allenylalkyl, alkinyl, alkoxy nebo
kyanoalkyl,

R'® nezavisle pF¥edstavuje v kaZdém svém vyskytu atom vodiku
nebo zbytek alkyl, alkenyl, alkinyl, alkoxy, allenyl,
allenylalkyl nebo kyanoalkyl,

R'7 nezévisle predstavuje v kaZdém svém vyskytu zbytek
alkyl, allenyl, allenylalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl,
alkoxy nebo NRR??,

R a R?® nezavisle predstavuji v kaZdém svém vyskytu atom
vodiku nebo =zbytek alkyl alkoxy, allenyl, allenylalkyl,
alkenyl, alkinyl nebo kyanoalkyl;

X predstavuje zbytek -CO- nebo - (CHjy)nms

R® predstavuje atom vodiku nebo p¥imy nebo rozvétveny




zbytek alkyl nebo alkoxy, ktery sestdvd z 1 aZ 6 atoml
uhliku;

A predstavuje p¥imy nebo rozvétveny zbytek alkyl, ktery
sestdvd z 1 aZ 6 atomd@ uhliku nebo karbocyklicky zbytek
nebo heterocyklicky zbytek aryl, ktery sestavd z 5 aZ 6
¢lenli, obsahujici 1 aZ 4 heteroatomy, vybranymi z O, S, N a
zv148té zbytkd thiofen, furan, pyrol nebo thiazol, uvedeny
zbytek aryl Jje poptripadé substituovdn jednou nebo vice
skupinami, vybranymi =z pfimych nebo rozvétvenych zbytka
alkyl, alkenyl nebo alkoxy, které sestévaji z 1 aZ 6 atoml

uhliku,

g nezavisle pfedstavuje v kaZdém svém vyskytu celé ¢islo od

1 do 6,

m, k a n nezdvisle predstavuji v kaZdém svém vyskytu cela

¢isla od 0 do 6;

nicménd se rozumi, e kdy? R® predstavuje atom vodiku nebo
primy nebo rozvétveny zbytek alkyl, ktery sestdvéd z 1 aZ 6
atom uhliku, potom R' a R? nezavisle nepfedstavuji atom
vodiku nebb zbytek alkyl, a navic NR'R? nepfedstavuji jednu
z nesubstituovanych skupin piperidinyl, morfolinyl,
pyrolidinyl nebo skupinu piperazinyl popiipadé se
substituci v poloze 4 zbytkem alkyl obsahujicim od 1 do 6

atom uhliku.

Pokud nebude uvedeno jinak, tak se alkylem mysli pZimy nebo

rozvétveny zbytek alkyl obsahujici od 1 do 6 atom uhliku.




Pokud nebude uvedeno Jjinak, tak se cykloalkylem mysli
uhlikovy systém obsahujici od 3 do 7 atomt uhliku. Pokud
nebude uvedeno 7jinak, tak se alkenylem mysli pfimy nebo
rozvdtveny zbytek alkyl obsahujici od 1 do 6 atomd uhliku a
obsahujici alespofl jednu nenasycenou vazbu (dvojnou vazbu).
Pokud nebude uvedeno jinak, tak se alkinylem mysli p¥imy
nebo rozvé&tveny zbytek alkyl obsahujici od 1 do 6 atomd
uhliku a obsahujici alespofl jednu dvojité& nenasycenou vazbu
(trojnou vazbu). Allenylem se mysli zbytek ~CH=C=CH,.
Karbocyklickym nebo heterocyklickym arylem se mysli
karbocyklicky nebo heterocyklicky systém obsahujici alesponl
jeden aromaticky kruh, systém se nazyvéd heterocyklicky,
kdy? alespoit Jjeden z kruhl, ktery obsahuje, obsahuje
heteroatom (O, N nebo S). Heterocyklem se mysli mono- nebo
polycyklicky systém, uvedeny systém obsahuje alespon jeden
heteroatom, ktery se vybere z O, N a S a Jje nasyceny,
Castelné nebo uplné nenasyceny nebo aromaticky.
Halogenalkylem se mysli zbytek alkyl, u kterého alespoi
jeden z atoml vodiku (a popfipadé vsechny) se nahradi

atomem halogenu.

zbytky alkylthio, alkoxy, halogenalkyl, halogenalkoxy,
aminoalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl a aralkyl se mysli
s ohledem na pofradi zbytky alkylthio, alkoxy, halogenalkyl,
halogenalkoxy, aminoalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl a
aralkyl, kde zbytek alkyl m& vyznam, ktery byl dfive

uvedeny.

Heterocyklem se mysli zv1lasté& zbytky thiofen, pyrol,

pyrolidin, furan, tetrahydrofuran, piperidin, piperazin,
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chinolin, 4indolin a indol. Lineadrnim nebo rozvétvenym
alkylem, kterd sestédva z 1 a? 6 atom@ uhliku, se mysli
zv145t& zbytky methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl,
isobutyl, sec-butyl a terc.-butyl, pentyl, neopentyl,
isopentyl, hexyl, isohexyl. Kone&n& halogenem se mysli

atomy fluéru, chléru, brdému nebo joédu.

Vv n&kterych ptripadech mohou slouCeniny podle ptedloZené
prihlésky vyndlezu obsahovat asymetrické atomy uhliku.
vysledkem toho Jje  skutecnost, e sloucleniny podle
predlofené ptrihlasky vynalezu maji dv& moZné enantiomerni
formy, t.j. “R” a “8” konfigurace. PfedloZend ptrihlaska
vyndlezu zahrnuje obé& enantiomerni formy a vSechny
kombinace té&chto forem, zahrnujici také “RS” smé&si. Pro
zjednodudeni, pokud neni ve strukturnich vzorcich uvedena
specifickd konfigurace, méd se za to, e jsou zndzornény obé

enantiomerni formy a jejich smé&si.

PFihlaska vynélezu se tykad zvlasté produktl obecného vzorce
(I), které byly dfive definované, kde miZe byt nalezen

nezavisle alespoil jeden z nédsledujicich znakl:

R! predstavuje zbytek alkyl a R®’ predstavuje Jjeden z vyse
definovanych zbytkd alkyl, cykloalkyl, alkenyl, alkinyl,
allenyl, allenylalkyl, kyanoalkyl, —-(CHz)g 7'R* nebo - (CHp) k-
COR®;

R! a R? spole&n& s atomem dusiku tvo¥i nearomaticky
heterocyklus, ktery sestava z 4 a? 8 &lenl, prvky fetézce

jsou vybrény ze souboru, zahrnujiciho -CH(R%)-, -NRY- a -O-




R a R predstavuji nezavisle atom vodiku nebo zbytek -

(CH,) x-Z°R*® nebo - (CHz) (CORY,
7° predstavuje vazbu,

R!® predstavuje nezavisle atom vodiku, zbytek alkyl,

alkenyl, alkinyl, allenyl, allenylalkyl nebo kyanoalkyl,

RY? predstavuje nezavisle zbytek alkyl, allenyl,
allenylalkyl, alkenyl, alkinyl nebo kyanoalkyl;

+ n predstavuje 0 nebo 1;
+ k predstavuje celé ¢&islo od 1 do 6;
+ X pfedstavuje - (CHz)n, kde m pfedstavuje 0 nebo 1.

Vyhodn&ji d¥ive definované produkty obecného vzorce (I),
jsou takové, Ze lze nalézt nezavisle alesponnt jeden z

nasledujicich znaku:

. R' predstavuje zbytek alkyl a R? pfedstavuje jeden ze
zbytkd alkyl, alkenyl, alkinyl, allenyl, allenylalkyl nebo
kyanoalkyl;

« R' a R? spoledn& s atomem dusiku tvori nearomaticky
heterocyklus, ktery sestédvd z 4 az 8 ¢lent, prvky Fetézce

jsou vybrany ze souboru, zahrnujiciho -CH(R%)- a -NR'°-,




R® a R predstavuji nezavisle atom vodiku nebo - (CHy) —2°3R%®

zbytek,
z® predstavuje vazbu,

R!® predstavuje nezavisle atom vodiku nebo zbytek alkyl,

alkinyl nebo kyancalkyl;

+ n predstavuje 0 nebo 1;

« k ptredstavuje celé ¢&islo od 1 do 3;

+ X predstavuje -(CHz)p~, kde m predstavuje 0 nebo 1.
7v145t& vyhodné produkty obecného vzorce (I) jsou:

N'—(4—{[methyl-(2~propinyl)amino]methyl}fenyl)—Z—

thiofenkarboximidamid;

N'—(4—{[methyl(kyanomethyl)amino]methyl}fenyl)—2—

thiofenkarboximidamid;

N'-(4-{[methyl (propyl)amino]methyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid;

N‘—(4—{[methyl(3—kyanoethyl)amino]methyl}fenyl)—2—

thiofenkarboximidamid;

N‘—(4—{[methyl(4—pentinyl)amino]methyl}fenyl)—2—

thiofenkarboximidamid;
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a jejich sole.

Konecné se zvlasté uprednostniuje N'=-(4-{[methyl-(2-
propinyl)amino]lmethyl}fenyl)-2-thiofen karboximidamid nebo

jeho sole.

P¥ihla3ka vyndlezu se také tykd sloulenin obecného vzorce
(I) nebo jejich farmaceuticky pf¥ijatelnych soli jako 1éku.
Navic jsou pfedmétem pfedloZené prihlasky vynalezu
farmaceutické kompozice obsahujici jako uacinnou latku,
slouceninu obecného vzorce (I) nebo farmaceuticky
prijatelnou sl slouCeniny obecného vzorce (I), stejné& tak
jako pouziti sloucenin obecného vzorce (I) pro pifipravu
1éku ur&eného k inhibici NO syntédz a/nebo monoamino oxydéaz,

zv143té& monoamino oxydazy B.

Zv143t& mohou byt sloueniny obecného vzorce (I) pouZity
pro p¥ipravu 1léku, ktery Je urCen pro 1léCbu jedné =z
nasledujicich poruch nebo jedné =z nasledujicich nemoci:
Parkinsonova nemoc, senilni demence, Alzheimerova nemoc,
Huntingtonova chorea, amyotrofickd laterdlni sklerdza,

schizofrenie, deprese, psychézy.

Farmaceuticky pfijatelnou soli se mysli zv1&a35té& adicni sole
anorganickych kyselin Jjako hydrochlorid, hydrobromid,
hydrojodid, sulfat, fosfat, difosfat a nitrdt nebo
organickych kyselin jako octan, malat, fumaran, vinan,
jantaran, citronan, mlécnan, methansulfonat, p-

toluensulfonit, pamodt a stearan. Do rozsahu predloZené




pfihlasky vyndlezu spadaji také sole vytvofené z bazi jako
hydroxid sodny nebo hydroxid draselny, pokud je moZné je
pouzit. Jiné priklady farmaceuticky pfijatelnych soli jsou
referendné uvedeny v "Salt selection for basic drugs", Int.

J. Pharm. (1986), 33, 201-217.

Farmaceutické kompozice mohou sestavat z pevné hmoty,. jako
napfiklad prasky, granule, tablety, Zelatinové kapsle,
lipozémy nebo &ipky. Vhodnymi pevnymi nosi¢i mohou byt
napfiklad fosforenan vapenaty, stearan hofelnaty, mastek,
cukry, laktéza, dextrin, Skrob, elatina, celuldza,
methylceluléza, sodné stl karboxymethylcelulodzy,

polyvinylpyrolidin a vosk.

Farmaceutické kompozice obsahujici slouceninu podle
predloZené prihlasky vynalezu mohou také byt v tekuté
formé, jako napfiklad roztoky, emulze, suspenze nebo
sirupy. Vhodnymi tekutymi nosi¢i mohou byt napfiklad voda,
organickd rozpoudté&dla jako glycerol nebo glykoly, podobné

jako jejich smé&si, v raznych proporcich, ve vode.

Podavani léku podle pFredloZené pfihlédsky vynalezu miZe byt
provedeno topicky, oradlné, parenterdlni cestou,

nitrosvalovou injekci, atd.
Davka podani 1léku podle pfedloZené prihlaSky vynalezu se
nachazi mezi 0,1 mg aZ 10 g ve shodé s druhem pouZité

uc¢inné latky.

Podle predloZfené p¥ihladky vyndlezu mohou byt pfipraveny




slouleniny obecného vzorce (I) niZe popsanym postupem.

Pfiprava sloudenin podle predloZené pfihlasky vynalezu

Slou&eniny obecného vzorce (I) se mohou p¥ipravit =z
meziproduktl obecného vzorce (II) postupem podle Diagramu
1, kde A, X, R, R?, R} a n maji vySe definovany vyznam a Gp

je ochrannd skupina karbamatového typu.

2
R
| n R
R1/N\x
Y
NH,
X
HN °NH  @v)
A nebo
(I1I) /& —
L~ “NH 1 /i§
GpN”~ “NGp (V")
Y 2) H
o
Diagram 1
Derivaty anilint obecného vzorce (I1) mohou byt

kondenzovany se sloudeninami obecného vzorce (III), kde L
pfedstavuje odstépitelnou skupinu (zbytek alkoxy,

alkylthio, sulfonovou kyselinu, halogenid, arylalkohol nebo




tosyl), za uU&elem pfipravy konecné slouceniny obecného
vzorce (I) typu substituovaného amidinu (viz Diagram 1).
Nap¥iklad kdyZ A = thiofen, mohou byt derivéaty obecného
vzorce (II) kondenzovdny s S-methylthiofen thiokarboxamid
hydrojodidem, pfipravenym ve shodé s metodou uvedenou Vv
odborné literatufte (Ann. Chim. (1962), 7, 303-337).
Kondenzace se muaZe provést oh¥ivanim v alkocholu (napfiklad
v methanolu nebo isopropanolu), popfipadé v pritomnosti DMF
pfi teplot&, kterd se s vyhodou nachdzi mezi 50 a 100°C po
dobu, kterd se obecn& nachdzi mezi nékolika hodinami a

ponechénim pfes noc.

V pripad&, Ze A je amin, jsou konecné slouleniny obecného
vzorce (I) guanidiny. Tyto guanidiny se mohou pfipravit
naptiklad kondenzaci amind obecného vzorce (II) s derivaty
obecného vzorce (IV) nebo (IV'). Reakéni ¢&inidla obecného
vzorce (IV), kde L ptedstavuje naptriklad pyrazolovy kruh,
jsou kondenzovany s aniliny obecného vzorce (II) ve shodé s
podminkami, které jsou popsané v odborné literatufe (J.
Org. Chem. (1992) 57, 2497-2502). Operace se provede
podobn& u reak&niho ¢&inidla obecného vzorce (IV'), kde L
pfedstavuje napfiklad pyrazolovy kruh a Gp skupinu tBuOCO
(Tetrahedron Lett. (1993) 34 (21), 3389-3392) nebo kdyz L
pfedstavuje skupinu -N-S0,-CF3 a Gp skupinu tBuOCO (J. Org.
Chem. (1998) 63, 3804-3805). Bé&hem posledniho kroku syntézy
se provede deprotekce guanidinové funkéni skupiny v
pfitomnosti silné kyseliny Jjako Jje mnapfiklad kyselina

trifluorooctova.




Priprava sloucenin obecného vzorce (IT):

Meziprodukty obecného vzorce (II) se =ziskajil nap¥fiklad
redukci prekurzoru typu skupiny nitro, Jjak Jje niZe

ilustrovano v Diagramu syntézy 2.

Redukce prekurzorl typu skupiny nitro

Redukce funk&ni skupiny nitro meziproduktd obecného vzorce
(V), Diagram 2, kde RY, R?>, R}, X a n maji vySe definovany
vyznam, se obecné provede katalytickou hydrogenaci, v
ethanolu, v pFitomnosti Pd/C, krom& pfipadu, kde Jsou
molekuly citlivé na tyto podminky, kde Je nitro skupina
selektivné& redukovédna, nap¥fiklad zah¥ivanim produktu ve
vhodném rozpoudt&dle jako ethylacetdt s malym mnoZstvim
ethanolu v pF¥itomnosti SnCl, (J. Heterocyclic Chem. 1987),
24, 927-930; Tetrahedron Letters (1984), 25 (8), 839-842) v
pritomnosti SnCl,/Zn (Synthesis. (1996),9, 1076-1078) nebo
za pouZiti NaBH,-BiCls; (Synth. Com. (1995) 25 (23), 3799-
3803) v rozpoudtddle jako ethanol, nebo potom za pouzZiti
Raney Ni s hydrazin hydradtem, ktery se k nému pfida

(Monatshefte fiir Chemie, (1995), 126, 725-732).
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Diagram 2

Pfiprava sloucenin obecného vzorce (V):

Syntézy karboxamidt:

Karboxamidy obecného vzorce (V), Diagram 3, kde R', R?, R?,
m a n maji vySe definovany vyznam, se pripravi kondenzaci
kyselin obecného vzorce (VI) s aminy obecného vzorce (VII)
(Diagram 3) nebo kyselin obecného vzorce (VIII) s aminy
obecného vzorce (IX) (Diagram 3a) za standardnich podminek
pro peptidovou syntézu (M. Bodanszky a A. Bodanszky, The
Practice of Peptide synthesis, 145 (Springer-Verlag, 1984))
zv14st& v THF, dichloromethanu nebo DMF v pfitomnosti
kopulaénihb reakéniho &inidla jako dicyklohexylkarbodiimid
(bcc), 1,1'-karbonyldiimidazol (CDI) (J. Med. Chem. (1992),
35 (23), 4464-44772) nebo hydrochlorid 1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimidu (EDC nebo WSCI)
(John Jones, The Chemical synthesis of peptides, 54
(Clarendon Press, Oxford, 1991)).
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Diagram 3a

Syntéza aminll obecného vzorce V

Aminy obecného vzorce (V), Diagram 4, kde RY, R?, R}, man
maji vySe definovany vyznam, se mohou pfipravit
jednostupnovou kondenzaci amint obecného vzorce (VII) s
halogenovanymi derivaty obecného vzorce (X) (Hal
pfedstavuje atom halogenu)d v p¥itomnosti baze Jjako
napfriklad KzCOs a/nebo triethylamin, v rozpoustédle Jjako

naptiklad acetonitril.
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Diagram 4

KdyZ maji R, R?, R}, m a n vy3e definovany vyznam, mohou
byt také aminy obecného  vzorce (V) pfipraveny z
halogenovanych derivatd vzorce (XI) (Hal predstavuje atom
halogenu) a amin® obecného vzorce (IX), Diagram 5, Vv
pritomnosti baze jako napfiklad K,CO3 a/nebo triethylaminu,

v rozpoudté&dle jako napriklad acetonitril.

3
; R Hal i

NO,
x) XI)

Diagram 5
Syntéza amint redukéni aminaci:

Aminy obecného vzorce (V), Diagram 6, kde rRY, R?, R}, man

maji vySe definovany vyznam, se mohou pripravit kondenzaci




aldehydu obecného vzorce (XII) s aminem obecného vzorce
(VII) v reduk&nim médiu. Reakce probéhne v alkoholovém
rozpoustédle jako napfiklad methanol v  pritomnosti
praskovitého 4 A molekuldrniho sita, pfedtim aktivovaného,

a reduké&niho &inidla, jako je napfiklad NaBH; nebo NaBH3CN.

(X1 R!-CHO

R2
| R3
R! N n
+ —_ N Mm
T 0,

R3
N
27 \)

0,

Diagram 6

Aminy obecného vzorce (V), Diagram 7, kde R}, R?}, R’ a n
maji vyde definovany vyznam, mohou také byt pEipraveny
kondenzaci aminu obecného vzorce (IX) s aldehydem obecného
vzorce (XITII) v redukénim médiu za dfive popsanych

podminek.
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Diagram 7

Viechny technické a védecké terminy, které Jjsou zde
pouZity, maji stejny vyznam, pokud  nebudou Jjinak
definovany, jako je vyznam, ktery maji pro znalce v oboru,
do kterého spadd predloZend prihlaska vyndlezu. Podobné
jsou v8echny publikace, patentové prihléasky, v3echny
patenty a v8echny jiné reference, které jsou zde uvedeny,

zahrnuty jako reference.

Ukolem nésledujicich p¥ikladd Fje ilustrovat vy3e uvedené
postupy a jejich smyslem neni v Zadném sm&ru omezit rozsah

predloZené prihlasSky vynélezu.




Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1: N'-(4-{[methyl(2-propinyl)amino]lmethyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid

1.1. N-methyl-N-(4-nitrobenzyl)-2- propin-l-amin

3,72 g (22,0 mmolt) p-nitrobenzyl <chloridu v 20 ml
dichloromethanu se p¥ida, po kapkéach, p¥i teploté 0 °C, do
roztoku 1 g (1,45 mmold) N-methylpropargylaminu v 15 ml
dichloromethanu a 3,1 ml triethylaminu. Po miché&ni pZfes noc
se reakdéni sm&s koncentruje do sucha ve vakuu, a zbytek se
rozpusti dichloromethanem a 40 ml nasyceného roztoku NaCl.
Po michéni a dekantaci se oddé&li organickd faze a susSi se
nad siranem ho¥e&natym, filtruje se a koncentruje se ve
vakuu. O&ekadvany produkt se ziskd po chromatografii na
kolond oxidu kfemic¢itého, vymyvaci rozpoudtédlo: (20%
ethylacetat v heptanu), &isté frakce, po odpafeni, vedou k
hnédé pevné latce s vytéZkem o velikosti 80%. Bod tani: 47-

49 °C.

MH+ = 205, 20.

1.2. 4-{[methyl (2 propinyl)amino]methyl}anilin

1,4 g (6,11 mmold) SnClp, 2H0 a 0,4 g (6,11 mmolll) Zn se
postupné& p¥idé do roztoku 0,5 g (2,442 mmoll) meziproduktu
1.1 ve smé&si 12,0 ml ledové kyseliny octové a 1,5 ml HCI
(12 N). Smés se michd po dobu 18 hodin pfi teploté 20 °C.

Reak&ni sm&s se potom stane bazickd p¥idanim 30% vodného




roztoku NaOH. Produkt se potom extrahuje pouZitim dvakrat
50 ml CHyCl,. Organicky roztok se myje za pouZiti 50 ml
slané vody, sudi se nad MgSO;, filtruje se a koncentruje se
ve vakuu. Ziskd se sv&tle Zluty olej s vytéZkem o velikosti
90%. Zbytek se pouZije bez dalsi purifikace v nasledujicim

kroku.
MH+= 175,10.

1.3. N'-(4-{[methyl (2-propinyl)amino]methyl}fenyl) -2-

thiofenkarboximidamid

0,315 g (1,80 mmol®) meziproduktu 1.2 a 0,77 g (2,70
mmol®) hydrojodidu S-methyl-2-thiofenthiokarboximidu se
rozpusti v 15 ml isopropanolu ve nadobce o objemu 25 ml.
Reak&ni smé&s se michd po dobu 20 hodin p¥i teploté& 80 °C.
Po odpafeni rozpoudté&dla ve vakuu se zbytek vezme do 25 ml
smé&si (1/1) nasyceného roztoku NaHCOs; a dichloromethanu. Po
dekantaci se organickd faze myje 2 x 25 ml slané vody.
Organicky roztok je su3i se nad siranem hofelnatym,
filtruje se, koncentruje se ve vakuu a zbytek se Cistl na
kolon& silikagelu (vymyvaci rozpouStédlo: dichlormethan +
3% ethanolu). Seberou se &isté frakce a koncentruji se ve
vakuu. Ziskd se bild pevnd latka s vytéZkem o velikosti

38%. Bod tani: 109-110 °C.
MH+ = 284,10.

Nésledujici slouleniny se mohou pripravit postupem podle

podobného protokolu jako ten, ktery je popsdn v Prikladu 1.




P¥iklad 2: N'-(4-{[methyl (kyanomethyl)amino]methyl}fenyl)2-

thiofenkarboximidamid

(N-methylpropargylamin se nahradi methylaminoacetonitrilem

v prvnim kroku)

Priklad 3: N'—-(4-{[methyl (propyl)amino]methyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid

(N-methylpropargylamin se nahradi N-methyl-N-propylaminem v

prvnim kroku)

P¥iklad 4: N'~-(4-{[methyl(3-kyanoethyl)aminolmethyl}fenyl)-

2-thiofenkarboximidamid

(N-methylpropargylamin se nahradi N-methyl-[3-

alaninnitrilem v prvnim kroku)

P¥iklad 5: N'-(4-{[methyl (4-pentinyl)amino]lmethyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid

(N-methylpropargylamin se nahradi v prvnim kroku N-methyl-

N-pent-4-inylaminem

(pt¥ipraveny podle Tetrahedron Letters (1992), 33(45), 6835-
6838, a Heterocycles (1996), 42(1), 385-396))




Farmakologickd studie produktl podle pfedloZené prihl&3ky

vynalezu

Studie u&inkd na neurondlni konstitutivni NO syntdzu v

krysim mozecku

Inhibi&ni aktivita produktd podle pfedloZené prihlasky
vynadlezu se urdi mé&fenim jejich G&inkd na konverzi [*H] L-
argininu na [*H] L-citrulin NO syntdzou upravenou metodou
podle Bredt a Snyder (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1990)
87: 682-685). Mozelky Sprague-Dawley krys (300 g - Charles
River) se rychle vyjmou, disekuji se pfi teploté 4 °C a
homogenizuji se v dilu extrakéniho pufru (HEPES 50 mmol,
EDTA 1 mmol, pH 7,4, pepstatin A 10 mg/ml, leupeptin 10
mg/ml). Homogendty se potom centrifuguji p#i 21000 g po
dobu 15 minut p¥i teploté 4°C. Davkovani se provede v
sklen&nych pokusnych zkumavkédch, kam se rozdéli 100 pl
inkuba&niho pufru obsahujiciho 100 mmol HEPES (pH 7,4), 2
mmol EDTA, 2,5 mmol CaClp;, 2 mmol dithiotreitolu, 2 mmol
redukovaného NADPH a 10 pg/ml kalmodulinu. P¥idad se 25 ul
roztoku obsahujiciho 100 nmol [*H]L-argininu (specifickéa
aktivita: 56,4 Ci/mmol, Amersham) a 40 umol
neradiocaktivniho L-argininu. Reakce se spusti pfidénim 50
nl homogenétu, koneény objem je 200 ul (schazejicich 25 pl
je bud voda nebo testovany produkt). Po 15 minutach se
reakce zastavi 2 ml zastavujiciho pufru (20 mmol HEPES, pH
5,5, 2 mmol EDTA). Poté, co vzorky projdou pfes 1 ml kolonu
DOWEX pryskyfice, se kvantifikuje radioaktivita za pomoci
kapalinového scintilaniho spektrometru. VySe popsana

v

sloudenina podle p¥ikladu 1 vykazuje ICso, které Jje niZsi,




nez 3,5 umol.

Studie G&inkd na vazbu specifického ligandu MAO-B, [°H]Ro

19-6327

Inhibi¢ni aktivita produktl podle pfedloZené prfihlasky
vynédlezu se urci mé¥enim jejich G¢inkG na vazbu

specifického ligandu MAO-B, [*H]Ro 19-6327.
a) Prepardt mitochondrii mozkové kiry krys

Prepardt mitochondrii mozkové klry krys se provede ve shodé&
s metodou, kterad je popsand v Cesura A. M., Galva M. D.,
Imhof R. a Da Prada M., J. Neurochem. 48 (1987), 170-176.
Krysy se dekapituji a ziskd se jejich mozkova kira,
homogenizuje se v 9 dilech 0,32 mol sacharézového pufru,
pufrovaného na pH 7,4 pomoci 5 mmol HEPES, potom se
centrifuguje pfi 800 g po dobu 20 minut. Seberou se
supernatanty a pelety se myji dvakréat 0,32 mol
sachardézového pufru, stejné jako pfedtim. Sebrané
supernatanty se centrifuguji p¥i 10000 g po dobu 20 minut.
Ziskané pelety se suspenduji v Tris pufru (50 mmol Tris,
130 mmol NaCl, 5 mmol KC1, 0,5 mmol EGTA, 1 mmol MgCl,, pH
7,4) a centrifuguji se pf¥i 10000 g po dobu 20 minut. Tento
krok se opakuje dvakrat, a konec¢nd peleta, odpovidajici
mitochondridlni frakci, se uchovavd pfi teploté -80°C v
Tris pufru. Proteinovy obsah prepardtu se urli za pomoci

metody Lowry.




b) Vazba [3H]Ro 19-6327

100 pl mitochondridlniho prepardtu (2 mg protein/ml) se
inkubuje po dobu 1 hodiny pfri teploté 37°C v Ependorfové
zkumavce, v piitomnosti 100 pl [®H] Ro 19-6327 (33 nmol,
konecna koncentrace)'a 100 pl Tris pufru obsahujiciho nebo
neobsahujiciho inhibitory. Reakce se zastavi pf¥idanim 1 ml
neoznac¢eného pufru Tris do kaZdé zkumavky, potom se vzorky
centrifuguji po dobu 2 minut pfi 12000 g. Supernatanty se
odsajili a pelety se myji 1 ml Tris pufru. Pelety se potom
rozpusti v 200 pl dodecyl sulfatu sodného (20%
hmotnost/objem) po dobu 2 hodin p#i teplot& 70°C.
Radioaktivita se urc¢i pocitdnim vzorkd pouZitim kapalinové

scintilace.
c) Vysledky

Sloudenina =z Prikladu 1, ktera je vy3e popsand, vykazuje

ICs0, které je niz3i neZ 25 uM.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Produkt obecného wvzorce (I)

M

kde:

R' a R? nezavisle predstavuji atom vodiku nebo zbytek
alkyl, cykloalkyl, alkenyl, alkinyl, allenyl, allenylalkyl,
kyanoalkyl, =-(CHp)4s~Z'R' nebo - (CH)x-COR®,

7' pfedstavuje -0-, -NR®-, -S- nebo vazbu,
R a R® nezavisle predstavuji atom vodiku nebo zbytek
alkyl, alkenyl, allenylalkyl, alkinyl, alkoxy nebo

kyanoalkyl,

R> predstavuije zbytek alkyl, allenyl, allenylalkyl,
alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl, alkoxy nebo NR'RS,

R’ a R® nezavisle predstavuji atom vodiku nebo zbytek

alkyl, allenyl, allenylalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanocalkyl




nebo alkoxy,

nebo R' a R? spoledné& s atomem dusiku tvo¥i nearomaticky
heterocyklus, ktery sestavd z 4 aZ 8 ¢&lenu, prvky Fetézce
jsou vybrany ze souboru, zahrnujiciho -CH(R%) -, -NRY¥?-, -0O-,
-§-, =-CO-, wuvedeny heterocyklus miZe byt substituovéan
jednim nebo vice substituenty —(CHﬂk—ZZR”' nebo ~{CHj)x—-

COR!?,

R nezavisle predstavuje v kaZdém svém vyskytu atom
vodiku, zbytek alkyl, alkenyl, alkinyl, alkoxy, allenyl,
allenylalkyl nebo kyanoalkyl,

R*® nezavisle predstavuje v kaZdém svém vyskytu atom vodiku
nebo zbytek alkyl, alkenyl, alkinyl, alkoxy, allenyl,
allenylalkyl nebo kyaﬁoalkyl,

R'? predstavuje v kaZdém svém vyskytu zbytek alkyl,
allenyl, allenylalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl, nebo
alkoxy nebo NRM™R'?,

R a RY nezavisle predstavuji v kaZdém svém vyskytu atom
vodiku nebo =zbytek alkyl, alkoxy, allenyl, allenylalkyl,

alkenyl, alkinyl nebo kyanoalkyl,

R? a R nezavisle predstavuji v kaZdém svém vyskytu atom

vodiku, - (CH,)y-2Z°R*® nebo - (CHz)COR',

73 predstavuje -0-, -NR®-, -S- nebo vazbu,




R'® nezavisle predstavuje atom vodiku nebo zbytek alkyl,
alkenyl, allenyl, allenylalkyl, alkinyl, alkoxy nebo
kyanoalkyl,

R'® nezavisle predstavuje v kaZdém svém vyskytu atom vodiku
nebo zbytek alkyl, alkenyl, alkinyl, alkoxy, allenyl,
allenylalkyl nebo kyanoalkyl,

R nezivisle ptredstavuje v kaZdém svém vyskytu zbytek
alkyl, allenyl, allenylalkyl, alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl,
alkoxy nebo NRR??,

R a R?® nezavisle predstavuji v kazZdém svém vyskytu atom
vodiku nebo zbytek alkyl alkoxy, allenyl, allenylalkyl,
alkenyl, alkinyl nebo kyanoalkyl;

X predstavuje zbytek -CO- nebo - (CHz)m~;

R® predstavuje atom vodiku nebo primy nebo rozvétveny
zbytek alkyl nebo alkoxy, ktery sestédvd z 1 aZ 6 atomd
uhliku;

A predstavuje p¥imy nebo rozvétveny zbytek alkyl, ktery
sestdva z 1 a? 6 atoml uhliku nebo karbocyklicky zbytek
nebo heterocyklicky zbytek aryl, ktery sestdva z 5 azi 6
&lenti, obsahujici 1 aZ 4 heteroatomy, vybranymi z O, S, N,
uvedeny zbytek aryl je popfipad& substituovan jednou nebo
vice skupinami, vybranymi =z pfimych nebo rozvétvenych
zbytkd alkyl, alkenyl nebo alkoxy, sestavajicich z 1 az 6

atomd uhliku,




g nezdvisle predstavuje v kaZdém svém vyskytu celé Cislo od

1 do 6,

m, k a n nezavisle ptedstavuji v kazZdém svém vyskytu cela

tisla, kterad jdou od 0 do 6;

nicmén& se rozumi, Ze kdyZ R® pfedstavuje atom vodiku nebo
p¥fimy nebo rozvétveny zbytek aikyl, ktery sestava z 1 az 6
atom uhliku, potom R' a R® nezévisle nepfedstavuji atom
vodiku nebo zbytek alkyl, a navic NR!'R? nepfedstavuji jednu
z nesubstituovanych skupin piperidinyl, morfolinyl,
pyrolidinyl nebo skupinu piperazinyl, poptipadé se
substituci v poloze 4 zbytkem alkyl obsahujicim od 1 do 6

atomt uhliku.

2. Produkt podle ndroku 1, vyznacujici se tim, Ze:

R' predstavuje zbytek alkyl a R? predstavuje Jjeden ze
zbytklh alkyl, <cykloalkyl, alkenyl, alkinyl, allenyl,
allenylalkyl, kyanoalkyl, = (CHj)g~2'R* nebo - (CHp)x-COR®;

7' predstavuje -0-, -NR®-, -5- nebo vazbu,

R* a2 R® predstavuje atom vodiku nebo zbytek alkyl, alkenyl,
alkinyl, alkoxy nebo kyanocalkyl,

R® predstavuje zbytek alkyl, allenyl, allenylalkyl,
alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl, alkoxy nebo NR'R,




R” a R® nezavisle predstavuji allenyl, allenylalkyl,
alkenyl, alkinyl, kyanoalkyl nebo alkoxy,

nebo R' a R? spoleén& s atomem dusiku tvofi nearomaticky
heterocyklus, ktery sestdvd z 4 aZ 8 ¢lent, prvky Fretézce

jsou vybrany ze souboru, zahrnujiciho -CH(R%) -, -NR' a -0-,

R a R!® predstavuji nezavisle atom vodiku nebo zbytek -

(CH,) x~Z3R!® nebo - (CHz) (CORY,
73 predstavuje vazbu,

RY® predstavuje nezavisle atom vodiku, zbytek alkyl,

alkenyl, alkinyl, allenyl, allenylalkyl nebo kyanoalkyl,

R  predstavuje  nezavisle zoytek  alkyl, allenyl,
allenylalkyl, alkenyl, alkinyl nebo kyanoalkyl;

n predstavuje 0 nebo 1;

k predstavuje celé &islo od 1 do 6; &

X predstavuje =-(CHz)n—, kde m ptedstavuje 0 nebo 1.
3. Produkt podle néroku 1, vyznadujici se tim, Ze:

R! zbytek alkyl a R? predstavuje jeden ze =zbytku alkyl,
alkenyl, alkinyl, allenyl nebo kyanoalkyl,

nebo R' a R? spolednd s atomem dusiku tvoEl nearomaticky




heterocyklus, ktery sestdvd z 4 aZ 8 ¢&lenl, prvky Fetézce
jsou vybrany ze souboru, zahrnujiciho -CH(R’)-, -NRY- a -O-

’

R® a R!® predstavuji nezavisle atom vodiku nebo - (CH)y—Z°R'®

zbytek,
z® ptedstavuje vazbu,

R'® predstavuje nezdvisle atom vodiku nebo zbytek alkyl,

alkinyl nebo kyanoalkyl;

n predstavuje 0 nebo 1;

k predstavuje celé &islo od 1 do 3; a

X predstavuje - (CHz)m, kde m pfedstavuje 0 nebo 1.

4. Produkt podle jednoho z nérokd 1 aZ 3, vyznacdujici se

tim, %e je jednou z nasledujicich sloulenin:

N'-(4-{[methyl-(2-propinyl)amino]methyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid;

N'-(4-{[methyl (kyanomethyl)amino]methyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid;

N'-(4-{[methyl (propyl)amino]lmethyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid;




N'-(4-{ [methyl (3-kyanoethyl)amino]methyl}fenyl)-2-

thiofenkarboximidamid;

N'-(4-{[methyl (4~-pentinyl)amino]methyl}fenyl) -2~

thiofenkarboximidamid;
nebo jednou z jejich soli.
5. Produkt podle jednoho z narokl 1 az 4 jako 1lécivo.

6. Farmaceutick& kompozice obsahujici jako G&innou latku,
produkt podle Jednoho =z ndrokd 1 aZ 4 nebo Jjeho

farmaceuticky p¥fijatelnou sul.

7. PouZiti produktu podle jednoho z narokl 1 azZz 4, nebo
farmaceuticky pfijatelné sole wuvedeného produktu, pro

p¥ipravu léku uréeného k inhibici NO syntéaz.

8. PouZiti produktu podle jednoho z né&rok 1 aZ 4, nebo
farmaceuticky pfijatelné sole uvedeného produktu, pro

vz . ~ ‘ ' T . A,
pfipravu léku urc¢eného k inhibici monoamino oxxdaz.

9. PouZiti podle patentového ndroku 8, vyznadujici se tim,

e pripraveny lék je urceny k inhibici monoamino oxydazy B.

10. PouZiti produktu podle jednoho z nérokd 1 aZ 4, nebo
farmaceuticky p¥ijatelné sole wuvedeného produktu, pro
p¥ipravu 1léku wurc¢eného k inhibici jak NO syntaz, tak

monoamino oxydaz.
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