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1

Vynélez se tfkéd zpisobu vyroby novych 2-aryl-1H-perimidinovych sloufenin e jejich far-
maceuticky prijatelnfch soli.

V predchozich publikacich byly popsény 2-substituovené-iH-perimidinové sloudeniny a
2-substituované-2,3~dihydro- 1H-perinidinové sloudeniny, které se 1131 od sloudZenin podle
vyndlezu.

Uldnek v Proc. Am. Assn. Cancer Res. 3, 319 (1962) referuje o kencerostatické sktivité
2~(3,4-d1chlorteny1)-lH—benzo[de]chinazolinu, stejné slouleniny, jako je 2-(3,4~dichlorfenyl)-
-1H-perimidin. Clének vyslovn¥ uvédi, Ze sloudenina je nei&inné p¥i perordlnim podéni.

Uldnek v J. Het. Chem. 1, 108 (1964) je nésledujfci studie inspirovand svrchu uvedenym
Sldnkem. V této studii byla syntetizovéna série 2-aryl~2,3-dihydro-1H-perimidind. V této
sérii byly:

2-(p-chlorfenyl)-2,3~-dihydro=-1H~perimidin
2—(3,4-dichlorfeny1)-2,3-dihydro-1ﬂ-perimidin.
2-(p~bromfenyl)~2,3-dihydro-1H-perimidin.

Préce nic neffké o ndjaké ufite¥nosti tdchto sloufenin.

AvBak uZitednost sloudenin svrchu uvedenych sérii Je pbpséna v J. Med. Chem. 9 (4),
599 (1966). TF¥i zkoumané sloudeniny m&ly melou entineoplastickou aktivitu.
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Clének v J. Org. Chem. 36, &. 11, 1 477 (1971) popisuje mezi Jjinym 2-substituované-
~1H-perimidiny a jJejich p-toluensulfondtové soli vietnd 2-fenyl~1H-perimidinu, 2-(p-chlor-
fenyl)~tiH-perimidinu, a 2-(p-metylfenyl)-1H-perimidinu a jejich p-toluensulfondtové soli.
Tato citace nic nefiké o Jejich ufitednosti. Podobn¥& ¥lének v Reakts. Sposobnost, Org.
Soedin. 6 (1) 47 aZ 54 (1969) (Eng.) popisuje 2-fenyl-iH-perimidin, 2-(p-tolyl)-iH-perimi-
din, 2-(p-bromfenyl)-iH-perimidin a 2-(m-bromfenyl)-i1H-perimidin, ale neprohladuje nic o
JeJich pouZitelnosti.

Oba nésledujici odkezy se principidlni vztahujf ne vyrobu 1,2-disubstituovanych peri-
midind.

Sovétsky patent &. 504 770 referuje o perimidinech,"které maji biologickou aktivitu
a mohly by najit pou%iti v medicin&", ale nejsou zde Zd4dné poznémky eni odkezy, které by
autentizovaly tento komentdr, ktery se mimoto vztahuje pouze na 1,2-disubsiituované sloude-

niny.

Xhim. Ferm. Zhur., 11 (5) 87 aZ 93 (1977) popisuje u¥innost 1,2-disubstituovanych
perimidind a 2-(3,4-dimetoxyfenyl)perimidinu na centrdlni nervovy systém.

Sloudeniny podle vyndlezu se odliZujf od slouenin v t&chto publikacich tim, Ze jsou
nesubstituovény v poloze 1 a slouleniny, vyrobené zpisobem podle vyndlezu, majl dal¥i sub-
stituenty na fenylovém kruhu. Mimoto se vyndlez soustieduje ne potlafeni fmunologické
reakce u savcl, coZ je odlisné od d¥innosti na centrélni nervovy systém nebo od kancero-
statické aktivity.

Predm&tem vyndlezu je zpisob vyroby novich 2-aryl-1H-perimidinovych slouZenin obecné-
ho vzorce I
HN—R

(1)

kde
R znemend skupinu obecného vzorce

kde
R' znemend skupinu -CFy, -0CF3, -SCF3 nebo -0C,F5 v poloze meta nebo para

8 Jejich farmaceuticky prijatelnych soli, vysznaleny tim, Ze se kondenzuje 1,8-diaminonefte-
len vzorce IV

NH, NH,
(Iv)

8 acylovou sloudeninou obecného vzorce V

R )

kde
R! mé svrchu uvedeny vyznenm.
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Ve vzorci I, uhlikovy atom skupiny obecného vzorce

je vidy uprostPed mezi 2 dusikovymi atomy, takZe vzorec I urluje Jenom jeden typ struktury

R1
HB{@
(III)

HN™ “NH

kde
R! mé svrchu uvedeny vyznem.

Obdobné létky jsou popsény v J. Het. Chem. 1, 108 (1964), J. Org. Chem. 36 (11),

1 477 (1971) e v odkezech citovaenych v obou &léncich.

V&tSina sloudenin vzorce V, které se uifvaji jako vychozi materidly jsou znémé sloule-
.niny a viechny Jjsou pripravovény konven¥nimi zplsoby. m- a p-trifluormetoxybenzoylfluoridy
Jsou piipraveny chloraci alkyl-m- nebo p-metoxybenzodtu a uvedenim do reakce vzniklého m-

nebo p-trichlormetoxybenzoylchloridu se smési SbF3 nebo SbCls. m- a p~trifluormetylthio-
benzoylchloridy se pripravujfi uvedenim do reakce s alkyl-m~ nebo p-jodbenzodtu s Hg(SCF3)2,
hydrolfzou v¥sledného alkyl-m- nebo p-trifluormetylthiobenzodtu a pfevedenim volné kyseliny
na kysely chlorid plsobenim nap¥fklad SOCl,. Odpovidajic{ aldehydy JjeZ se pouiivajfl k vy-
robé sloulenin vzorce III se vyrdb&ji z acylhalogenidd b&inymi zplsoby.

Sloudeniny vezorce I jsou uZite¥né k potlsZeni imunologickfch reakci u savcld. Takové
potladeni zahrnuje potla¥eni ' imulologické reakce vyvolené kdykoli sav&i t¥lo vytvéii pro-
tildtky 8 resktivni bunky jeko reskci na piitomnost cizorodé bilkoviny (proteinu). Praktic-
ké aplikece imunosupresivni bilkoviny je rozli&né. Vyznemnou eplikeci imunosupresivni akti-
vity je transplantace orgénd, ale imunosupresivni i¢inek miZe bft s vyhodou poufit v tere-
pii rdznych nemoci kolektivn# oznalovanych jeko sutoimunni choroby. Autoimunni choroby
zehrnuj{ autoimunni hemolytickou enemii, idiopatickou thrombocytopenickou purpuru, lupus
erythromatosus, lupoidni hepatitidu, lupusovou nephritidu, glomerulonephritidu, nephroticky
syndrom, Goadpastriv syndrom, Wegenerovu granulomatézu, sklerodermii, Sasarovu chorobu,
Psoriesu, uveitidu, reumatoidni arthritidu, ulcerativni kolitidu, thyreoiditidu a p¥iudni-
covou orchitidu.

Létky vzorce I se mohou aplikovat jak per os, tak parenterdlné. Presné mnoZstvi ektiv-
ni ldtky jeZ mé byt pouZito je pFi pouZiti Jednotlivych sloudenin rdzné. Av3ak slouleniny
maJji vysoky therapeuticky index, takZe u¥inné, netoxické ddvky meji v keZidém pripadé Siroky
rozseh. V zdvislosti na teatovecim aystému se tento rozsah pro U&inndj3{ &leny testované
gérie pohybule od mén& ne% 1,6 mg/kg/den do 25 mg/kg/den. Ostatni slouleniny série vyZsduji
v&t81 dévky aZ do 100 mg/kg/den nebo vice u malych savcd. Dany vztah mezi ddvkemi pro meld
a velké zvifata, ktery Je popisovén u jinfch létek, nap¥fklad lidskd ddvka imunosupresivni
ld4tky azathrioprinu je obvykle 1 aZ 2 mg/kg, zatimco pro my3 je pXibliZn& 50 mg (viz také
Cancer Chemotherapy Reports 50: 219, /1966/), predpoklddené d&inné lidské dévky by mEly byt
odpovidajicim zplsobem ni%¥i ne% u malych saved, od 0,5 do 10 mg/kg/den.

Sloudeniny vzorce I jsou nejlépe aplikovédny jako farmaceutické pripravky. Farmaceutic-
ké pripravky jsou dobfe zndmy ve farmaceutické praxi. P¥i piipravd pripravkd se soudasnymi
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aktivnini‘slduééninaniivzorco:I,'da zvolend sloulenina smi¥ena s nosiZem,Jjeko Je laktéza,
dextrdza, sachardsza) sorbitol, mannitol, 3kroby, akdciové pryZ, fosforednan vépenaty,
algindty, tragent, ¥elatina, metylceluldza, Bkrod, stesran hof'elnaty nebo minerdlni olej.

P¥{pravky mohou byt vyrobeny jako tablety, suspenze nebc kapsle. Pro parenterdlni pouZiti
Jsou pripravky formulovédny jako injekini roztoky.

Preferovany piipravek Je takovy, ktery v jediné ddvkové formd upravené pro perordlni
aplikeci k ziskéni imunosupresivniho W&inku imunosupresivni, netoxické mnoZstvi v rozsahu
od 10 do 1 000 mg W¥inné 1l4tky a farmaceutickf nosid.

Vyndlez -bude osvitlen nésledujfcim.piikladem.

P¥r{klad 1
V¥roba 2,3-dihydro-2-(p-trifluormetylfenyl)-1H~perimidinu

Roztok, obsahujici 15,8 g (0;10 molu) 1,8-disminonsftalenu, 17,4 g (0,10 molu) p~-tri-
fluormetylbenzaldehydu e | litr xylenu se zahfivé k varu pod zp¥tnym chladilem 24 hodiny.
Pak se rozpoudt¥dlo odpaif ve vakuu, &fm% se siskd 37,5 g surového produktu, ktery se 3isti
na sloupci silikegelu, ktery se vymyvd toluenem, 3im% se ve vitdiku 73 % siské 22,93 g
v§sledného produktu o teplot¥ tdni 119 a% 122 °C. Hwotnostni spektrum m/e 314.

Analyza pro Ci8H13N2F3
vypodteno: 68,78:%C, 4,17 % H, 8,91 % N;

nalezeno: 68,69 % C, 4,40 % H, 9,11 %:N.

Prixlaad Ila
Zpisob vy¥roby 2,3-dihydro-2-(p-trifluormetoxyfenyl)-1H-perimidinu

8,0 g, tj. 0,0506 molu 1,8-diaminoneftalenu a 9,62 g, tj. 0,0506 molu p-trifluormeto-~
xybenzaldehydu se uvede v reakei zpisobem podle piikledu !, &imZ se ve vytdZku 34,4 ¥ ziskéd
po pPekrystalovén{ 5,76 g v¥sledného produktu o teplot® téni 103 aZ 105 9C, hmotnostni
spektrum m/e 330.

P¥rd414klad 1b , )
Zplisob v¥roby 2,3-dihydro-2-(p-trifluormetylthiofenyl)-1H-perimidinu

4,68 g, tj. 0,0296 molu 1,8-dieminoneftalenu a 4,98 g, tj 0,0296 molu p-trifluorme-
tylthiobenzaldehydu se uvede v reakci szpdsobem podle p¥ikladu !, &imZ se ve v¥tdiku 53,2 %
z1skéd 5,45 g v¥sledného produktu o teplotd tdni 133 a% 134 °C, hmotnostni spektrum m/e 346.
Analyza pro CIBH‘JNZSFJ
.vypo&teno; . 62,42 % C, 3,78% H, 8,09 % N;
nalezeno: 62,15% C, 4,01 ¥ H, 8,06%N.

Hemaglutininovy test u my3i pfi perordlnim podéni

Skupiny po 5 3vjcerskych mySich semcd o hmotnosti 20 g se od sebe 0dd¥li a podd se Jim
nitro2iln¥ 5x 10 dervenych krvinek ovce. Krvinky pro toto poddni se pfipravi z ovi{ krve
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v Alseverov& roztoku, pak se promy3i tFikrdt 0,85% chloridem sodnym & znovu se uvedou

v suspenzi v tomté% roztoku. Perordln& se podd v ddvce 0,1 ml po 9 dn{ zkoumend létka

v roztoku v polyetylénglykolu 400, pri¥em% uW¥innd létka se po¥ne poddvat 3 dny pred injek-
ci Servenych krvinek. U%ije se n&kolika ddvek pro kaZdou slouleninu, prilemZ kaZdd dals{
dévka je dvojndsobkem ddvky predchosf. Kontrolni skupina my31i obdrZi pouze injekci &Serve-
nych krvinek a perordln® misto W¥inné lé&tky pouze rozpoudt¥dlo. 6 dni po injekcich antige-
nu se odebere my5im krev a séra z kafdé skupiny 5 my31{ se smisi. Po inaktivaci komplementu
se stenovi v sérech obsah hemaglutininu standardnimi postupy, prilemZ se uZije sm¥s Fed&ni
v chloridu sodném, ktery obsahuje zkoumené sérum a 0,5 % suspenze ovéich Zervenych krvinek.
Kezdé ndsledujici red¥nf mé polovidni obsah uvedenych lédtek ve srovnéni s predchozim Fed¥-
nim. Zkousky se provad&j{ na podloZkéch z plastické hmoty. Na t¥chto podloZkéch se roztoky
inkubuji 3 hodiny pfi teplot® 37 °C, naleZ se stanovi stupen hemaglutinace. V pripad¥, Ze
dojde k vice neZ &tyfndsobnému (75%) nebo v&t3imu sniZeni protildtek ve zkoumaném séru

ve srovnéni s kontrolnim sérem, poklddd se vysledek za statisticky vyznamny. V¥sledky se
vyjéddiuji jako minimdlni d&innd ddvka (MED), coZ je nejniZs{ ddvka, kterd zpisobl sniZeni
obsahu protildtek na 75 % nebo vy33{i.

Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce I: (MED je minimdlni u¥inné ddvka, sniZu-
jici tvorbu protildtek alespon o 75 % pri perordlnim podéni PO.)

Tabulka I

Sloudenina MED
mg/kg x9 PO

2,3-dihydro-2-(p-trifluormetylfenyl)-1H-perimidin ’ 25
2,3~dihydro-2-(p-trifluormetoxyfenyl)~1H-perimidin 6,25

2,3~dihydro~-2-(p-trifluormetylthiofenyl)~1H-perimidin 12,5

Stanoveni v Jjednotlivych sérech

V prib&hu téchto pokusi byl piFedchozi postup modifikovén tek, Ze bylo v jedné skupiné
uZito vidy 10 my3{ misto pivodnich 5 my31. My3im byla odebréna krev stejn& jako svrchu,
av3ak obsah protildtek byl stanoven v Jjednotlivych sérech misto ve sm&si sér. Pro kaZdou
skupinu 10 my3{ byla vypolditéna stfedni hodnota hemaglutininu (logp) * S. E. a hodnote p
pomoc{ Studentova testu t. V¥sledky byly srovndvédny s kontrolni skupinou. PFitom byla hle-~
déna dévka Udinné létky, kterd statisticky vyznamn® (p<0,05) snifuje titr protildétek.
U8inné létky byly poddvény perordélnd nebo podko¥n¥ 10 dni podinaje od 3 dnd pFed podénim
suspenze Jervenych krvinek, a to v roztoku, ktery sestéval z chloridu sodného s obsshem
0,125 % metylceluldzy a 0,2 % neiontového emulgétoru. Stanoveni bylo provédd®no 7 dni po
injekeci krvinek.

Reskce hostitele na ¥t&p (GVH)

Pri tomto testu byly poddny perenterdlnd my5im slezinové bunky (CS57BL) my¥im hybrid-
niho kmene F; (C57BL x C3H). V tomto pi{ped& my3i, kterym jsou slezinové bunky podény tyto
bunky neodmitaji, protoZe hybridni kmen rozezndvé p¥fbuzny antigen C57BL jako svij vlastni.
Takto podené bunky v8ak zvy3ujf reakci tkéni prijemce na antigeny, odvozené od C3H. V di-
sledku toho se slezina piijemce zv&t3i. V pf¥ipad®, Ze se poda’i zabrénit imunclogické od-
pov8di, nedojdé k tomuto zv&t3eni sleziny. Z tohoto divodu Je moZno uZit hmotnost sleziny
Jako miru GVH v disledku potlaeZeni imunologické reakce.
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PFL pokusech bylo u¥ito modifikace pivodniho Simonsova postupu (Ann. N. Y. Acad. Sci.
73:834, 1958). Timto gpisobem je moZno ziskat v¥t3{ mnoZstvi slezinnfch bun¥k p¥i pouZiti
homogenizétoru (Wering blandors). P¥i tomto zplsobu ziskévéni slezinnych bun¥k postup pro-
bihé zcela automaticky. UZivd se dvojiho homogenizovéni po 6 sekundéch, priZem? se uiivé
25 C5TBL slezin ve 23 ml roztoku chloridu sodného. Tento postup je dostatedny k uvoln&ni
bundk z poJivové tkénd. Tdto tkén se odstrani filtraci pfes ndkolik vrstev mulu. Bund%n&
suspenze, pripravend timto zpisobem se standardizuje v Levy-Hausserové komore tak, aby
obsahovala 6 x 108 bundk s jédrem v 1 ml. Pak se skupiném po 10 mySfch C57BL x C3H o hmot-
nosti 16 aZ 18 g poddé tato suspenze intraperitonedln® v celkovém obsahu ! ml. Poddvént
déinnfch ldtek se provddi perorélnd nebo podkoZnd v objemu 0,2 ml, a to od 3 dnd pfed in-
Jekc{ bun&k a pak denn¥ 13 dni. Kontrolnim zvifatim se podaj{ pouze bunky @ rozpoudtddla.
Sleziny se odstreni a zvdii 10 dni po injekci bun&k. Vfsledky se vyJjddf{ jako hmotnost
sleziny/g t&élesné hmotnosti.

Uvedené injekce plsobl malé zvEtSeni sleziny, je moZno hmotnost sleziny uZit ke ste-
noven{ 100% potlaeni reekce GVH. Zpisob v¥po¥tu je uveden v nédsledujicim p¥ikladu pro
myZi, JimZ byla poddna srovnévaci sloulenina, potla¥ujfci imunologickou reakci.

OBetien{ kontrolni sloufeninou mg sleziny/g % inhibice™X)
‘ t&lesné hmotnostl *+ SEX)

1-(6-metoxy-2-benzothiazolyl)-3-fenyl-
molovina (J. Med. Chem. 12, 1 016 a% 1 018

/1969/), 12,5 mg/kg x 13 (perordlnd) 6,86 * 0,80%%X) T4
%4dné (GVH kontrola) 11,55 1,01 0
24dné (syn. kontrola) 5,20 * 0,37 100
%4dné (normdlni kontrola) 4,16 * 0,17 -

X) Prim¥r ze skupin 5 my3{

(GVH kontroly - oZet¥ené my3i)
*X) x 100 = % inhibice
(GVH kontrola - syn kontrola)

xxx) p<0,01 ve srovndni s GVH kontrolou

ProtoZe v praxi bylo zjiBt¥no, %e syngeneické a normélnf kontroly se od sebe jen velmi
mélo 1is{ v rdznych pokusech, byla pro vypodty uZita celkovéd hodnota (4,8), kterd byla od-
vozena pii opakovanych vypodtech p¥i pouZiti{ &ty¥ od sebe odli3nych syngeneickych kontrol-
nich skupin (5,20 * 0,37, 4,99 % 0,39, 4,42 * 0,13, 4,66 ¥ 0,12) a byla pokldddna za
skupinu obsahujici 20 my3{.

Test na ertritis p#i pouZiti adjuvans u krys

2-(p-Trifluormetylfenyl)-iH-perimidinhydrochlorid byl zkoumdén na svou schopnost otok
zadni tlapy a po3kozeni kosti v disledku otoku, ktery byl vyvoldn poddnfm adjuvens u krys.
Aby bylo moZno kvantitativn® vyjddfit inhibici otoku, byly definovédny dve& fdze zdndtu:
1. primérni a sekunddrni zdédn&t v zadni tlap¥, do ni%¥ byla poddna injekce a 2. sekundérni
zén&t zadni tlapy, do ni% nebyla poddna injekce. Tento zéndt se vyvijLl obvykle 9 dni po
vyvoléni zén&tu v tlap¥, do ni% byla podéna injekce. Sni%eni druhého typu zdn¥tu ukazuje
na potladen{ imunologické reakce, jak bylo popsédno v publikaeci Chang, Arth. Rheum. 20,
1 135 a2 1 141 (1971). Fenoprofen v ddvce 30 mg/kg byl u%it jeko standardni protizéndtlivé
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sloudenina pro srovndvaci vyhodnoceni. (Nickender a daldi, Med. Proc. Annual FASEB Mtigs.,
duben 1971, ABS# 205.)

Artritida svrchu uvedeného typu byla vyvoldna u krysich semcd kmene Lewis-Wistar
o hmotnosti 200 aZ 210 g tak, ¥e samcim byle poddna jednotlivé subplantérni injekce do pra-
vé zadni tlapy, injekce obsahovala 0,1 ml 0,5% suspenze teplem usmrcenych, lyofilizovangch
Mycobacterium tuberculosis (Calbiochem. Perrigen-C) v minerdlnim oleji. Postup Je modifika-~
ci metody, uvedené v publikeci Winter a dal3i{, Arth. Rheum. 3: 394 ai 397 (1966). Jedné
skupin& 5 krys (TB kontroly) byla podéna pouze tato injekce. Dal3f skupina 5 krys byla po-
nechéna bez jakéhokoli o¥etfeni (normélni kontroly). Ke¥dé ze zkoumenych ldtek byla uvede-
na v 1% suspenzi v kerboxymetylceluldze a poddvéna sondou skupiném po 5 kryséch dennd
v dévece 30 mg/kg, a to od prvniho dne po .dobu 17 dnd po podéni injekce adjuvans. Objem tlap
byl m&ten pii pouZitf digitdlniho voltmetru a pfistroje Statham pressure transducer pro
prend3eni tlakovych hodnot. Objemy obou zadnich tlap byly mEFeny ve dnech 2, 4, 7, 9, 11,
14, 16 a 18. Rentgenové snimky byly ziskény v den 18 po usmrceni zvi¥at. Objemy tlapy, do
ni% nebyle podéne injekce byly miFeny ode dne 9 do dne 18 a Jjsou zaznamendny v nésledujiéi
tabulce.

Tabulka

O3et¥eni Objem tlapy, do ni% nebyla podéna injekce ode dne 9 do dne 18

) den 9 den 11 den 14 den 16 den 18
(normdlni
kontroly) 1,99 * 0,063 2,13 ¥ 0,08 2,08 * 0,053 2,15 * 0,056 2,01 £ 0,9

TB kontroly 1,94 * 0,028 2,02°'% 0,037 2,69 * 6,106 3,26 X 0,202 3,65 X 0,227

67 * 0,128

fenoprofen 1,97 * 0,023 2,11 % 0,07 2,38 20,099 2,7 *o0,107 2,67 %0, .
(23% inhibice)™)

objem o3etfenych zvi¥at - objem u normédlnich kontrol

1
"
—
(=3
o

*) % inhibice = 1
objem u TB kontrol - objem u normélnich kontrol

PFi zkouméni rentgenovych snimkd tlap, do nichZ byla nebo nebyla poddna injekce uké-
zalo, %e u zvirat, odetFenych 2-(p-trifluormetylfenyl)-1H-perimidinhydrochloridem, nedo3lo
k %4dnému poBkozeni kosti, toto poSkozeni bylo v3ask velmi zFetelné u TB kontrol.

PREDMET VYINALEZU
1. 2Zplisob v¥roby novych 2-aryl-iH-perimidinovych sloufenin obecného vzorce I
HN—R (1)

90

kde
R znamend skupinu obecného vzorce
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kde
R' znemend skupinu ~CF3, -OCF3, ~SCF3 nebo -0C,F5 v poloze meta nebo para

a Jejich farmaceuticky p¥ijatelné soli, vyzneleny tim, %e se kondenzuje 1,8-diaminonafta-
len vzorce IV '
NH, NH,

(Iv)

s acylovou sloufeninou obecného vzorce V

(v)

kde
R! mé svrchu uvedeny vyznam.

2. Zpisob podle bodu ! k v¥rob& 2,3-dihydro-2-(p-trifluormetylfenyl)-1H-perimidinu,
vyznaZeny tim, Ze se uvede v reakci 1,8-diaminonaftelen s p-trifluormetylbenzaldehydem.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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