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4-(Fenylpiperidin-4-ylidénmetyl)benzamidové derivaty a ich pouZitie na lieCbu bolesti,

anxienty alebo gastrointestinalnych porach

Oblast techniky

Predlozeny vynalez sa tyka novych zlG€enin, postupu na ich pripravu, ich
pouzitia a farmaceutickych kompozicii obsahujucich tieto nové zlGCeniny. Tieto noveé
zlGéeniny sG uZitoéné vterapii anajméd pri lieCbe bolesti, anxiety a funkénych

gastrointestinalnych poruch.

Doteraj$i stav techniky

Receptor & bol identifikovany ako receptor s Glohou v mnohych telesnych
funkciach, napriklad systému obehu a bolesti. Ligandy pre receptor 8 mézu preto najst
potencialne vyuZitie ako analgetika a/alebo antihypertonika. Ukazalo sa tiez, Ze ligandy

pre receptor & maji imunomodulacné aktivity.

Identifikacia aspofi troch réznych populacii receptorov opiatov (u, d a «) je teraz
dobre etablovana a vSetky tri su evidentné v centralnych a periférnych nervovych
systémoch mnohych druhov vratane ¢loveka. Pri aktivacii jedného alebo viacerych

z tychto receptorov sa pozorovala analgézia na réznych zvieracich modeloch.

S niekolko malo vynimkami si momentalne dostupné selektivne opiatové o
ligandy svojou povahou peptidické a si nevhodné na podanie systémovymi cestami.
Jeden priklad nepeptidického §-agonistu je SNC80 (Bilsky E. J. et al., Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, 273(1), s. 359-366 (1999)). Existuje
vSak stale potreba selektivnych d-agonistov majucich nielen zlepSenu selektivitu, ale aj

zlepseny profil vedlajSich ucinkov.

Problémom, ktory bol zakladom predloZzeného vynalezu, bolo teda najdenie
novych analgetik so zlepdenymi analgetickymi G€inkami, ale aj so zlep§enym profilom
vedlaj$ich Gginkov oproti aktualnym p agonistom, ako aj majlcich zlepSenu systémovu

ucinnost.



Analgetika, ktoré boli identifikované a existuji v doterajSom stave techniky,
maju mnohe nevyhody v tom, Ze maju slabl farmakokinetiku a nie su analgetické, ked
sa podaju systémovymi cestami. Bolo tiez dokumentované, Zze vyhodné & agonistické
zluCeniny opisané v doterajSom stave techniky vykazuju pri systémovom podani

signifikantne konvulzivne G¢inky.

Objavili sme isté zlu€eniny, ktoré vykazuju prekvapujico zlepSené vlastnosti,
medzi inymi zlepSenu potenciu proti 6-agonistom, in vivo potenciu, farmakokineticku

biologicku dostupnost, in vitro stabilitu a/alebo niz$iu toxicitu.

Podstata vynalezu

Nové zlu€eniny podrla predlozeného vynalezu su definované vzorcom |
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kde kazdy fenyl R' a heteroaromaticky kruh R" méze byt volitelne a nezavisle
dalej substituovany 1, 2 alebo 3 substituentmi nezavisle vybranymi spomedzi
nasledujucich: linearny a rozvetveny C4-Cg alkyl, NO,, CF3, C4-Cg alkoxy, chlér, fluér,
brom, a jod. Substiticie na fenyle a na heteroaromatickom kruhu mézu prebehnut

v ktorejkofvek polohe na tychto kruhovych systémoch;

Dalsim uskutoénenim predloZzeného vynalezu je zlugenina podla obrazka I, kde
R' ma vyssie uvedeny vyznam a kazdy fenylovy kruh R' a heteroaromaticky kruh R’

mbzZe byt nezavisle dalej substituovany metylovou skupinou.

Dalsim uskutoénenim predloZzeného vynalezu je zlicenina podfa obrazka I, kde
R' je fenyl, pyrolyl, pyridinyl, tienyl alebo furanyl, volitelne s 1 alebo 2 z vyhodnych

substituentov na fenyle R' alebo heteroaromatickom kruhu R,

Dalsim uskutoénenim predloZzeného vynalezu je zlugenina podfa obrazka I, kde
R je fenyl, pyrolyl alebo pyridinyl, volitelne s 1 alebo 2 z vyhodnych substituentov na

fenyle R' alebo heteroaromatickom kruhu R,

Dalsim uskutoénenim predloZeného vynalezu je zligenina podfla obrazka I, kde
R je tienyl alebo furanyl, volitelne s 1 alebo 2 z vyhodnych substituentov na fenyle R’

alebo heteroaromatickom kruhu R’.
Do rozsahu vynalezu spadaju aj soli a enantioméry zlucenin vzorca .

Ked je fenyl R" a heteroaromaticky kruh R! substituovany, vyhodné substituenty

st nezavisle vybrané spomedzi nasledujucich: CF3, metyl, jo6d, brom, fluér a chlor.



Krok reakcie A v schéme 2 (pozrite dalej) sa uskutoCiiuje reakciou intermediatu

vSeobecného vzorca i

I

kde PG je uretanova chraniaca skupina, napriklad Boc alebo CBZ, alebo
benzylova alebo substituovana benzylova chraniaca skupina, napriklad 2,4-
dimetoxybenzyl, s kyselinou 8-chinolinboritou, pouZitim paladiového katalyzatora,
napr. (Pd(PPhs)s), za pritomnosti bazy, napr. NaxCOs, za vzniku ziGcenin

vSeobecného vzorca lll,

A
AI!

N
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PG ()
z ktorych sa potom odstrania chraniace skupiny a alkyluji sa pomocou bud:

i) zlG&eniny vieobecného vzorca R'-CHp-X, kde R' ma vyssie uvedeny

vyznam a X je halogén, s vyhodou brém alebo chlér, a vhodnej bazy, alebo

ii) zluCeniny vSeobecného vzorca R'-CHO, kde R' ma vyssie uvedeny

vyznam, a vhodného redukovadia,



za vzniku zluéenin vSeobecného vzorca I.

Medzi bazy vhodné na pouZitie v Standardnom vysSie uvedenom alkylagnom

kroku i) patria okrem inych trietylamin a uhlicitan draselny.

Medzi redukovadla vhodné na pouzitie v $tandardnom kroku redukcie ii) patria

okrem inych kyanobdrhydrid sodny a triacetoxybérhydrid sodny.

Nove zluceniny podla predloZzeného vynalezu st uZitoéné pri terapii, najma na
lieCbu réznych stavov bolesti, napriklad chronickej bolesti, neuropatickej bolesti,
akutnej bolesti, rakovinovej bolesti, bolesti sp6sobenej reumatoidnou artritidou,
migrénou, visceralnou bolestou atd. Tento zoznam by sa v§ak nemal vykladat ako

vyCerpavajuci.

ZluCeniny podfa vynalezu s uzitoéné ako imunomodulatory, najma na
autoimunitné choroby, ako je artritida, na kozné Stepy, organové transplantaty
a podobné chirurgické potreby, na kolagénové choroby, rézne alergie, na pouzitie ako

protinadorové prostriedky a protivirusové prostriedky.

Zluceniny podfla vynalezu su uzitocné pri chorobnych stavoch, kde je pritomna
alebo implikovana degeneracia alebo dysfunkcia opiatovych receptorov. To méze
zahfhat pouzitie izotopovo oznacenych verzii zlG¢enin podfa vynalezu
v diagnostickych technikach a zobrazovacich aplikaciach, napriklad v pozitrénovej

emisnej tomografii (PET).

Zluceniny podfa vynalezu sa uzitoéné na lieCbu hnacky, depresie, anxiety a so
stresom suvisiacich poruch, ako su poruchy potrazového stresu, panicka porucha,
generalizovana anxietna porucha, socialna fébia a obsedantna kompulzivna porucha,
inkontinencie moc¢u, rdéznych psychickych chordb, kasfa, edému pluc, réznych
gastrointestinalnych poruch, napr. zapchy, funkénych gastrointestinalnych porich ako
syndrom drazdivého c¢&reva afunkéna dyspepsia, Parkinsonova choroba ainé
motorické poruchy, traumatického poranenia mozgu, mitvice, kardioprotekcie po

infarkte myokardu, zraneni chrbtice a zavislosti od drog, vratane lieéby zneuZivania



alkoholu, nikotinu, opiatov ainych drog ana poruchy sympatického nervoveho

systému, napriklad hypertenzie.

Zlugeniny podfa vynalezu su uZitoéné ako analgetické prostriedky na pouzitie
podas celkovej anestézie amonitorovanej anestetickej starostlivosti. Kombinacie
prostriedkov s réznymi vlastnostami sa asto pouZivaju na dosiahnutie rovnovahy
udinkov potrebnych na udrZzanie anestetického stavu (napr. amnézie, analgézie,
svalovej relaxacie a upokojenia). V tejto kombinacii st zahrnuteé inhalované anestetika,

hypnotika, anxiolytika, neuromuskularne blokatory a opiaty.

Do rozsahu vyndlezu spadd aj pouzitie ktorejkofvek zo zlaenin vySSie
uvedeného vzorca | na vyrobu lie€iva na liecbu ktoréhokolvek z vy83ie diskutovanych

stavov.

Dalsim aspektom vynalezu je spdsob liecby subjektu trpiaceho ktorymkolvek
z vyssie diskutovanych stavov, pri ktorom sa poda ucinné mnozstvo zltceniny vysSie

uvedeného vzorca | pacientovi s potrebou takej lieCby.

Dal$im aspektom predlozeného vynalezu su intermediaty vSeobecného vzorca
ihalll,
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kde PG je uretanova chraniaca skupina, napriklad Boc alebo CBZ, alebo
benzylovad alebo substituovana benzylova chraniaca skupina, napriklad 2,4-

dimetoxybenzyl.



Spdsoby pripravy

Priklady uskutoénenia vynalezu

Vynalez bude teraz opisany podrobnej$ie na nasledujucich prikladoch, ktoré sa

nemaju vysvetfovat ako obmedzenie rozsahu vynalezu.

Schéma 1: Syntéza vinylbromidového intermediatu 6
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Intermediat 2: Metylester kyseliny 4-(dimetoxyfosforylmetyl)benzoove;j

Zmes vychodiskovej latky 1 (11,2 g, 49 mmol) a trimetylfosfitu (25 ml) sa
refluxovala pod N, 5 hod. Nadbytok trimetylfosfitu sa odstranil oddestilovanim

s toluénom, €im sa ziskala zlG¢enina 2 v kvantitativnom vytazku:

'H NMR (CDCl3) & 3,20 (d, 2 H, J = 22 Hz), 3,68 (d, 3 H 10,8 Hz), 3,78 (d, 3 H,
11,2 Hz), 3,91 (s, 3H), 7,38 (m, 2 H), 8,00 (d, 2 H, J = 8 Hz).

Intermediat 3: Terc-butyl ester kyseliny 4-(4-metoxykarbonylbenzylidén)piperidin-1-
karboxylovej

Do roztoku latky 2 vsuchom THF (200 ml) sa po kvapkach pridal
diizopropylamid litny (32,7 ml 1,5 M roztoku v hexanoch, 49 mmol) pri -78 °C. Reak&na



zmes sa potom nechala ohriat na laboratérnu teplotu apridal sa N-terc-
butoxykarbonyl-4-piperidén (9,76 g, 49 mmol v 100 ml suchého THF). Po 12 hodinach
sa reakcia ukoncila pridanim vody (300 ml) a extrahovala sa etylacetatom (3 x 300 ml).
Spojené organické fazy sa vysusili nad MgSO4 a odparili sa na surovy produkt, ktory
sa vydistil flash chromatografiou, ¢im sa ziskala zlu¢enina 3 vo forme bielej tuhej latky
(5,64 g, 35 %):

IC (NaCl) 3424, 2974, 2855, 1718, 1 688, 1606, 1427, 1362, 1276 cm™;

'H NMR (CDCls) & 1,44 (s, 1 H), 2,31 (t, J =55 Hz, 2 H), 2,42 (t, J = 5,5 Hz, 2
H), 3,37 (t, J = 5,5 Hz, 2 H), 3,48 (t, J = 5,5 Hz, 2 H), 3,87 (s, 3 H), 6,33 (s, 1 H), 7,20
(d J =86,7 Hz, 2 H), 7,94 (d, J, = 6,7 Hz, 2 H); ®*C NMR (CDCls) & 28,3, 29,2, 36,19,
51,9, 123,7, 127,8, 128,7, 129,4, 140,5, 142,1, 154,6, 166,8.

Intermediat 4: terc-Butylester kyseliny 4-brom-4-[brém-(4-
metoxykarbonylfenyl)metyl]piperidin-1-karboxylovej

Do zmesi zlticeniny 3 (5,2 g, 16 mmol) a K,CO3 (1,0 g) v suchom dichlérmetane
(200 ml) sa pridal roztok brému (2,9 g, 18 mmol) v 30 ml CH,Cl; pri 0 °C. Po 1,5 hod
pri laboratornej teplote sa roztok po odfiltrovani K,CO3z zahustil. ZvySok sa potom
rozpustil v etylacetate (200 ml), premyl sa vodou (200 ml), 0,5 M HCI (200 ml)
aroztokom NaCl (200 ml) a vysus$il sa nad MgSO,. Odstranenim rozpustadiel sa
ziskal surovy produkt, ktory sa rekrystalizoval z metanolu, ¢im sa ziskala zli€enina 4
vo forme bielej tuhej latky (6,07 g, 78 %):

IC (NaCl) 3425, 2969, 1725, 1669, 1426, 1365, 1279, 1243 cm™;

"H NMR (CDCl3) 8 1,28 (s, 9 H), 1,75 (m, 1 H), 1,90 (m, 1 H), 2,1 (m, 2 H), 3,08
(br, 2 H), 3,90 (s, 3 H, OCH3), 4,08 (br, 3 H), 7,57 (d, J = 8,4 Hz, 2 H, Ar-H) 7,98 (d, J =
8,4 Hz, 2 H, Ar-H);

3C NMR (CDCls) 6 28,3, 36,6, 38,3, 40,3, 52,1, 63,2, 72,9, 129,0, 130,3, 130,4,
141,9, 154,4, 166,3.
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Intermediat 5: terc-Butyl ester kyseliny 4-[brom-(4-karboxyfenyl)metylén]piperidin-1-

karboxylovej

Roztok zluCeniny 4 (5,4 g, 11 mmol) v metanole (300 ml) a 2,0 M NaOH (100
ml) sa zahrieval na 40 °C 3 hodiny. Tuha latka sa oddelila filtraciou a vysus$ila sa cez
noc pod vakuom. Sucha sof sa rozpustila v 40 % acetonitrile vo vode a upravila sa na
pH 2 pomocou koncentrovanej HCI. Produkt 5 (3,8 g, 87 %) sa izoloval ako biely

prasok filtraciou:

'H NMR (CDCl) 8 1,45 (s, 9 H, 'Bu), 2,22 (dd, J = 5,5 Hz, 6,1 Hz, 2 H), 2,64
(dd, J = 5,5 Hz, 6,1 Hz, 2 H), 3,34 (dd, J = 5,5 Hz, 6,1 Hz, 2 H), 3,54 (dd, J = 5,5 Hz,
6,1 Hz, 2 H), 7,35 (d, J = 6,7 Hz, 2 H, Ar-H), 8,08 (d, J = 6,7 Hz, 2 H, Ar-H): 3C NMR
(CDCl3) & 28,3, 31,5, 34,2, 44,0, 115,3, 128,7, 129,4, 130,2, 137,7, 1452, 154.6,
170,3.

Intermediat 6: terc-Butyl ester kyseliny 4-[brom-(4-

diizopropylkarbamoylfenyl)metylén]piperidin-1-karboxylovej

Do riedkej suspenzie kyseliny 5 (50,27 g, 0,127 mol, 1,0 ekv.) v etylacetate (350
ml) pri laboratornej teplote sa prida diizopropylamin (71,10 ml, 0,510 mol, 4,0 ekv.) a
2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyluréniumtetrafluérborat (TBTU, 44,90 g,
0,140 mol, 1,1 ekv.). Po dvoch diioch mie$ania ziskanej riedkej bielej suspenzie sa
reakcia ukoncila pridanim vody (200 ml) a vytvorené dve fazy sa oddelili. Organicka
faza sa extrahovala dvakrat dichlérmetanom (100 ml). Spojené organické extrakty sa
premyli 1 M vodnym roztokom HCI (150 ml) a roztokom NaCl (100 ml), vysusSili sa
siranom sodnym, prefiltrovali a nakoncentrovali za znizeného tlaku na svetlozZity olej.
Surovy produkt sa rekrystalizoval v terc-butylmetyléteri (300 ml). Filtrat sa vydcistil flash
chromatografiou eluciou 30 % etylacetatu v hexanoch a rekrystalizoval sa v zmesi

etylacetatu a hexanov 10:90. Biele tuhé produkty sa spojili (47,28 g, 78 %).
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Schéma 2: Paladiom katalyzovana syntéza a odstranenie chraniacich skupin na

intermediat 8

B(OH), | |
.
Pd(Ph,), NaCO,aq
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Intermediat 7: terc-Butyl ester kyseliny 4-[1-(4-diizopropylkarbamoylfenyl)-1-chinolin-8-

ylmetylén]piperidin-1-karboxylovej

Do roztoku vinylbromidu 6 (10,75 g, 22,47 mmol, 1,0 ekv.) v toluéne (150 ml) pri
laboratornej teplote sa pridala kyselina 8-chinolinborita (4,66 g, 26,92 mmol, 1,2 ekv.)
a po nej etanol (30 ml) a uhli¢itan sodny (2 M vodny roztok, 28,1 ml, 56,18 mmol, 2,5
ekv.). Po preplachovani systému dusikom v priebehu 15 minut sa do zmesi pridalo
tetrakis(trifenylfosfin)paladium(0) (1,87 g, 1,62 mmol, 0,072 ekv.) a zmes sa potom
zahriala na 90 °C. Po mie8ani cez noc sa reakéna zmes ochladila na laboratérnu
teplotu, reakcia sa ukongila pridanim vody (100 ml) a fazy sa oddelili. Organicka faza

sa premyla vodou (100 ml) aroztokom NaCl (50 ml), vysuSila siranom sodnym,
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prefiltrovala a nakoncentrovala za znizeného tlaku. Surovy produkt sa vycistil flash

chromatografiou eltciou 50 % etylacetatu v hexanoch (7,57 g, 64 %).

Intermediat 8: N,N-Diizopropyl-4-(1-piperidin-4-ylidén-1-chinolin-8-ylmetyl)benzamid

Do roztoku karbamatu 7 (7,57 g, 14,34 mmol, 1,0 ekv.) v dichlérmetane (120
ml) pri laboratérnej teplote sa pridala kyselina trifluéroctova (TFA) (11,05 ml, 143,4
mmol, 10,0 ekv.). Po 2,5 hodiny mieSania sa reakcia ukoncila pridanim 2 M vodného
roztoku hydroxidu sodného (80 ml). Fazy sa oddelili. Vodna faza sa extrahovala trikrat
dichlormetanom (50 ml). Organické fazy sa spojili, vysusili siranom sodnym,
prefiltrovali a nakoncentrovali sa za znizeného tlaku, ¢im sa ziskalo 5,84 g

pozadovanej zluc¢eniny (95 %).

Cast (375 mg, 0,88 mmol) aminu s odstranenou chraniacou skupinou sa
vycCistila flash chromatografiou elticiou 5 % metanolu v dichlérmetane. Frakcia sa
nakoncentrovala za zniZzeného tlaku a zriedila sa v dietyléteri a dichlormetane. Do tejto
zmesi sa pridal 1 M roztok HCI v dietyléteri (4 ml, cca 3,5 ekv.). Ziskana zmes sa
nakoncentrovala za znizeného tlaku. Biela tuha latka sa rozotrela s dietyléterom
a nakoncentrovala sa za znizeného tlaku, ¢im sa ziskalo 350 mg intermediatu 8 vo

forme hydrochloridovej soli.

Priklady 1 — 12 sa syntetizovali podfa vSeobecného syntetického postupu

uvedeného nizsie.
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Schéma 3: Redukéna amindacia intermediatu 8 za vzniku zlu¢enin podfa predlozeného

vynalezu
/L I
A O
N O O NaHB(OAc)3 THF )\ | _ |
)\ = R N
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Syntéza zluceniny z prikladu 1 uvedeného niZSie je typicka.

Schéma 4: Redukéna aminacia intermediatu 8 a benzaldehydu za vzniku zluceniny
podfa prikladu 1
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Priklad 1: 4-[1-(1-Benzylpiperidin-4-ylidén)-1-chinolin-8-yimetyl]-N, N-

diizopropylbenzamid

Do roztoku aminu 8 (451 mg, 1,05 mmol, 1,0 ekv.) v tetrahydrofurane (20 ml) pri
laboratérnej teplote sa pridal benzaldehyd (129 ul, 1,27 mmol, 1,2 ekv.). Po 10
minutach mie$ania sa do roztoku pridal triacetoxybérhydrid sodny (292 mg, 1,38 mmol,
1,3 ekv.). Po mieSani cez noc sa reakéna zmes zriedila dichlormetanom (10 ml) a2 M
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vodnym roztokom hydroxidu sodného (15 ml). Fazy sa oddelili a organicka faza sa
extrahovala roztokom NaCl (15 ml). Vodna faza sa extrahuje trikrat dichlérmetanom
(15 ml). Organické fazy sa spojili, vysuSili siranom sodnym, prefiltrovali
a nakoncentrovali sa za znizeného tlaku. Surovy produkt sa wvycistil flash
chromatografiou eluciou 5 % metanolu v dichlormetane. Frakcia sa nakoncentrovala
za zniZzeneého tlaku a zriedila sa v dietyléteri a dichlérmetane. Do tejto zmesi sa pridal
1 M roztok HCI v dietyléteri (4 ml, cca 3,5 ekv.). Ziskana zmes sa nakoncentrovala za
znizeného tlaku. Biela tuha latka sa rozotrela s dietyléterom a nakoncentrovala sa za

znizeného tlaku, ¢im sa ziskala latka z prikladu 1 (283 mg, 41 %).

'H NMR (3 v ppm): (400 MHz, DMSO) 9,01 (m, 1 H, Ar-H): 8,65 (m, 1 H, Ar-H);
8,05 (brs, 1 H, Ar-H); 7,72 (m, 3 H, Ar-H); 7,54 (br s, 2 H, Ar-H); 7,39 (s, 3 H, Ar-H);
7,34 (d,Jd =74 Hz, 2 H, Ar-H); 7,15 (m, 2 H, Ar-H); 4,25 (m, 2 H, NCH,Ar); 3,55 (br s,
1 H, NCH); 3,40 (m, 2 H, CH_y); 3,20 (m, 1 H, CH); 3,03 (m, 2 H, CH;, NCHy); 2,72 (m,
2 H, NCHy); 2,41 (m, 2 H, NCHy); 1,16 (m, 12 H, CH3)

Elementarna analyza: Najdené: C, 62,95; H, 7,08; N, 6,19. VypocCitané pre
C35H39N30 x 2,9 HCI x 2,5 H,0: C, 62,89; H, 7,07; N, 6,29 %.

Latky z prikladov 2 — 12 sa pripravili analogicky. Analytické udaje pre latky
z prikladov 1 -12 su zhrnuté v nizSie uvedenej tabufke 1.
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Tabulka 1: Analytické udaje pre zlu¢eniny podfa predloZzeného vynalezu

Pr.

¢

R'

Nazov

Udaje NMR (400 MHz)

1

4-[1-(1-Benzylpiperidin-4-
ylidén)-1-chinolin-8-yImetyi]-
N, N-diizopropylbenzamid

(400 MHz, DMSO) 9,01 (m, 1 H,
Ar-H); 8,65 (m, 1 H, Ar-H): 8,05
(brs, 1 H, Ar-H); 7,72 (m, 3 H,
Ar-H); 7,54 (br s, 2 H, Ar-H); 7,39
(s, 3H, Ar-H); 7,34 (d, J = 7,4
Hz, 2 H, Ar-H); 7,15 (m, 2 H, Ar-
H); 4,25 (m, 2 H, NCH,Ar); 3,55
(br's, 1 H, NCH); 3,40 (m, 2 H,
CH,); 3,20 (m, 1 H, CH,); 3,03
(m, 2 H, CH,, NCH,): 2,72 (m, 2
H, NCH,); 2,41 (m, 2 H, NCH,);
1,16 (m, 12 H, CH3)

N,N-Diizopropyl-4-[1-(1-
pyridin-2-ylmetylpiperidin-4-
ylidén)-1-chinolin-8-
ylmetyllbenzamid

(400 MHz, DMSO) 9,15 (m, 1 H,
Ar-H); 8,90 (m, 1 H, Ar-H); 8,62
(d,J=4,6Hz, 1 H, Ar-H); 8,17
(m, 1 H, Ar-H); 7,87 (m, 4 H, Ar-
H); 7,65 (m, 1 H, Ar-H); 7,43 (m,
3H,Ar-H); 7,16 (d, J=7,4 Hz, 2
H, Ar-H); 4,43 (s, 2 H, NCHAr);
3,55 (brs, 3 H, NCH, CH,); 3,33
(m,2H, CHy); 3,14 (brs, 1 H,
CH2); 2,73 (m, 2 H, NCH,); 2,20
(m, 2 H, NCH>); 1,11 (br s, 12 H,
CHa)

N

N,N-Diizopropyl-4-[1-(1-
pyridin-4-ylmetylpiperidin-4-
ylidén)-1-chinolin-8-
yimetyllbenzamid

(400 MHz, DMSO) 8,96 (m, 1 H,
Ar-H); 8,78 (m, 2 H, Ar-H); 8,50
(s, 1H, Ar-H); 7,98 (br s, 1 H, Ar-
H); 7,89 (brs, 2 H, Ar-H); 7,64
(m,3H, Ar-H); 7,30 (d, J=8,8
Hz, 2 H, Ar-H); 7,15 (d, J=7,4
Hz, 2 H, Ar-H); 4,44 (m, 2 H,
NCH,ATr); 3,55 (brs, 2 H, NCH);
3,41 (brs, 1 H, CHy); 3,25 (br s,
1 H, CH>); 3,04 (m, 2 H, CHy,);
2,70 (m, 2 H, NCH,); 2,40 (m, 2
H, NCHy); 1,16 (br s, 12 H, CH3)
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Pr.

pt

Nazov

Udaje NMR (400 MHz)

N,N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-
8-yl-1-(1-tiofen-2-
ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid

9,00 (brs, 1 H, Ar-H); 8,26 (brs,
1 H, Ar-H); 8,03 (m, 1 H, Ar-H);
7,65 (m, 4 H, Ar-H); 7,30 (m, 3 H,
Ar-H); 7,16 (m, 2 H, Ar-H); 7,10
(m, 1 H, Ar-H); 4,52 (m, 2 H,
NCH>ATr); 3,50 (m 3 H, NCH,
CHy); 3,21 (m, 2 H, CHy); 3,04
(brs, 1 H, CHy); 2,70 (m, 2 H,
NCH,); 2,36 (m, 1 H, NCH,); 1,98
(m, 1 H, NCH2); 1,14 (brs, 12 H,
CH,)

N, N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-
8-yl-1-(1-tiofen-3-
ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid

8,95 (s, 1 H, Ar-H); 8,53 (brs, 1
H, Ar-H); 7,99 (br s, 1 H, Ar-H):
7.71 (m, 5 H, Ar-H): 7,28 (m, 3 H,
Ar-H); 7,15 (dd, J = 4,6, 8,3 Hz, 2
H, Ar-H); 4,30 (s, 2 H, NCH,Ar);
3,54 (brs, 2 H, NCH); 3,44 (m, 1
H, CHa): 3,22 (m, 1 H, CH,); 2.97
(m, 2 H, CH,): 2,68 (m, 2 H,
NCHy); 2,36 (m, 1 H, NCH3); 1,93
(m, 1 H, NCH,); 1,14 (m, 12 H,
CHs)

N,N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-
8-yl-1-(1-furan-3-
ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid

8,99 (s, 1 H, Ar-H); 8,59 (brs, 1
H, Ar-H); 8,01 (brs, 1 H, Ar-H);
7,81 (s, 1 H, Ar-H); 7,71 (m, 4 H,
Ar-H); 7,32 (m, 2 H, Ar-H); 7,15
(m, 2 H, Ar-H); 6,70 (s, 1 H, Ar-
H); 4,15 (s, 2 H, NCHAr); 3,56
(brs, 2 H, NCH); 3,43 (m, 1 H,
CHy); 3,25 (m, 1 H, CHy); 2,98
(m,2H, CH); 2,68 (m,2H,
NCHz); 2,38 (m, 1 H, NCHy); 1,97
(m, 1 H, NCHy); 1,19 (m, 12 H,
CHa)




17

Pr.

Nazov

Udaje NMR (400 MHz)

N, N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-
8-yl-1-(1-furan-2-
ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid

8,98 (s, 1 H, Ar-H); 8,51 (br s, 1
H, Ar-H); 8,01 (brs, 1 H, Ar-H);
7,78 (s, 1 H, Ar-H); 7,70 (m, 3 H,
Ar-H); 7,32 (m, 2 H, Ar-H); 7,16
(m, 2 H, Ar-H); 6,69 (s, 1 H, Ar-
H); 6,53 (s, 1 H, Ar-H); 4,31 (s, 2
H, NCH>Ar); 3,55 (m, 3 H, NCH,
CHy); 3,22 (m, 2 H, CHy); 3,00
(m, 1 H, CHy); 2,68 (m, 2 H,
NCHy); 2,38 (m, 1 H, NCHy); 1,95
(m, 1 H, NCHy); 1,16 (m, 12 H,
CH3)

N, N-Diizopropyl-4-{1-[1-(4-
metoxybenzyl)piperidin-4-
ylidén]-1-chinolin-8-
ylmetyl}benzamid

(400 MHz, DMSO) 9,09 (m, 1 H,
Ar-H); 8,76 (m, 1 H, Ar-H); 8,10
(brs, 1 H, Ar-H); 7,77 (m, 3 H,
Ar-H); 7,47 (m, 2 H, Ar-H); 7,36
(m, 2 H, Ar-H); 7,16 (m, 2 H, Ar-
H); 6,93 (d, J =8,4 Hz, 2 H, Ar-
H); 4,18 (s, 2 H, NCHAr); 3,71
(s, 3H, OMe); 3,63 (br s, 2 H,
NCH); 3,40 (m, 1 H, CHy); 3,20
(brs, 1 H, CHyp); 3,11 (m, 2 H,
CHy); 2,70 (m, 2 H, NCHy); 2,40
(m, 1 H, NCHy); 1,95 (m, 1 H,
NCHy); 1,18 (brs, 12 H, CH3)

N,N-Diizopropy!-4-[1-chinolin-
8-yl-1-(1-tiazol-2-
ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyl]benzamid

(400 MHz, DMSO) 9,03 (br s, 1
H, Ar-H); 8,67 (brs, 1 H, Ar-H);
8,06 (brs, 1 H, Ar-H); 7,90 (m, 2
H, Ar-H); 7,73 (br s, 3 H, Ar-H);
7,34 (brs,2H, Ar-H); 7,15 (d, J =
8,4 Hz, 2 H, Ar-H); 4,72 (m, 2 H,
NCH,ATr); 3,55 (br s, 2 H, NCH);
3,20 (m, 4 H, CHy); 2,70 (m, 2 H,
NCHy,); 2,40 (m, 1 H, NCH_); 2,00
(m, 1 H, NCHy); 1,16 (br s, 12 H,
CHs)
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Pr. | R’ | Nazov Udaje NMR (400 MHz)
g.
10 _N 4-{1-[1-(1H-Imidazol-2- (400 MHz, DMSO0) 9,02 (br s, 1
\(J yimetyl)piperidin-4-ylidén]-1- | H, Ar-H); 8.63 (br s, 1 H, Ar-H):
HN chinolin-8-ylmetyl}-N, N- 8,05 (brs, 1 H, Ar-H); 7,71 (m, 5
diizopropylbenzamid H, Ar-H); 7,35 (brs, 2 H, Ar-H);

7,15 (d, J = 8,3 Hz, 2 H, Ar-H);
4,54 (s, 2 H, NCH>Ar); 3,54 (br s,
2 H, NCH); 3,24 (m, 4 H, CH,);
2,70 (m, 2 H, NCHy); 2,14 (m, 2
H, NCH2); 1,24 (br s, 12 H, CHj3)

11 N,N-Diizopropyl-4-{1-[1-(4- (400 MHz, DMSO) 8,97 (br s, 1
brémbenzyl)piperidin-4- H, Ar-H); 8,56 (m, 1 H, Ar-H);
ylidén]-1-chinolin-8- 8,00 (brs, 1 H, Ar-H); 7,60 (m, 5
ylmetyl}benzamid H, Ar-H); 7,49 (m, 2 H, Ar-H);
Br

7,30 (m, 2 H, Ar-H); 7,15 (m, 2 H,
Ar-H); 4,27 (s, 2 H, NCHAr);
3,55 (brs, 2 H, NCH); 3,40 (m, 2
H, CHy); 3,21 (br s, 1 H, CHy);
2,95 (m, 2 H, CHz, NCHy); 2,70
(m, 2 H, NCHy); 2,36 (m, 1 H,
NCH2); 1,11 (br s, 12 H, CHa)

12 N, N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-

H
N 8-yl-1-(1-pyrol-2-
\ / ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid

Farmaceutické kompozicie

Nové zlageniny podla predlozeného vynalezu moZno podavat oralne,
intramuskularne, subkutanne, lokalne, intranazalne, intraperitonealne, intratorakalne,

intravendzne, epiduralne, intratekalne, intracerebroventrikularne a injekciou do kibov.

Vyhodnou cestou podania je ordlne, intravenézne alebo intramuskularne

podanie.
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Davka bude zavisiet od cesty podania, zavaznosti choroby, veku a vahy
pacienta a dalSich faktorov bezne zvaZovanych oSetrujicim lekarom pri urovani
individualneho rezimu a urovne davkovania ako najvhodnejSej pre konkrétneho

pacienta.

Na pripravu farmaceutickych kompozicii zo zliCenin podra tohto vynalezu m6zu
byt inertné farmaceuticky prijatelné nosi¢e bud' tuhé alebo kvapalné. Medzi pripravky
vtuhej forme patria prasky, tablety, dispergovatelné granuly, kapsuly, oblatky

a supozitéria.

Tuhym nosi¢om moze byt jedna alebo viacero latok, ktoré méZzu pdsobit aj ako
riedidla, prichute, solubilizatory, mazadla, suspendacné prostriedky, spojiva alebo

tabletové dezintegratory; mdze to byt aj puzdrovy material.

V prasgkoch je nosiCom jemne rozomleta tuha latka, ktora je vzmesi s jemne
rozomletou aktivnou zioZkou. V tabletach je aktivha zlozka zmieSana s nosiCom
majicim potrebné vazobné vilastnosti vo vhodnych pomeroch a zlisovana do

pozadovaného tvaru a velkosti.

Pri priprave kompozicii supozitorii sa nizko topiaci vosk, napriklad zmes
glyceridov mastnych kyselin a kakaového masla, najprv roztopi a aktivna zlozka sa
v iom disperguje napriklad mieSanim. Roztavend homogénna zmes sa potom naleje

do foriem vhodnej velkosti a necha sa vychladnut' a stuhnut.

Vhodnymi nosiémi st uhli¢itan horeCnaty, stearan hore¢naty, mastenec,
laktéza, cukor, pektin, dextrin, Skrob, tragant, metylceluléza, natrium
karboxymetylcelul6za, nizko topiaci vosk, kakaové maslo a podobne.

Medzi soli patria okrem inych aj farmaceuticky prijatelné soli. Medzi priklady
farmaceuticky prijatefnych soli v ramci rozsahu predioZeného vynalezu patria: acetat,
benzénsulfonat, benzoat, bikarbonat, bitartrat, bromid, kalcium acetat, kamzylat,
karbonat, chlorid, citrat, dihydrochlorid, edetat, edisylat, estolat, esylat, fumarat,
glukaptat, glukonat, glutamat, glykolylarzanilat, hexylrezorcinat, hydrabamin,

hydrobromid, hydrochlorid, hydroxynaftoat, isetionat, laktat, laktobionat, malat, maleat,
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mandelat, mezylat, metylbromid, metylnitrat, metylsulfat, mukat, napsylat, nitrat,
pamoat (embonat), pantotenat, fosfat/difosfat, polygalakturonat, salicylat, stearat,
subacetat, sukcinat, sulfat, tanat, tartrat, teoklat. Medzi priklady farmaceuticky
neprijatelnych soli vramci rozsahu predloZzeného vynalezu patria: hydrojodid,
perchlorat a tetrafluérborat. Mohli by byt vyuzitelné aj farmaceuticky neprijatelné soli
vzhfadom na svoje vyhodné fyzikalne a/alebo chemické vlastnosti, napriklad

krystalinitu.
Vyhodné farmaceuticky prijatefné soli st hydrochloridy, sirany a bitartraty.
Hydrochloridové a siranové soli su osobitne vyhodneé.

Pojem kompozicia zahffia pripravok aktivnej zlozky s puzdrovym materidlom
ako nosi€om davajucim kapslu, v ktorej je aktivha zlozka (s dal$imi nosi€mi alebo bez

nich) obalena nosiCom, ktory je takto v spojeni s fiou. Podobne su zahrnuté aj oblatky.

Tablety, prasky, oblatky a kapsuly mozno pouzit ako tuhé liekové formy vhodné

na oralne podanie.

Medzi kvapalné kompozicie patria roztoky, suspenzie a emulzie. Ako priklady
vodnych pripravkov vhodnych na parenteralne podanie mozno spomenut roztoky
aktivnej zluceniny v sterilnej vode alebo vodno-propylénglykolové roztoky. Kvapalné

kompozicie mozno formulovat' aj v roztoku vo vodno-polyetylénglykolovom roztoku.

Vodné roztoky na oralne podanie mozno pripravit rozpustenim aktivnej zlozky
vo vode a pridanim vhodnych farbiv, prichuti, stabilizatorov a zahustovadiel podfa
potreby. Vodné suspenzie na oralne pouzitie mozno pripravit dispergovanim jemne
rozomletej aktivnej zloZzky vo vode spolu s visk6znym materialom, napriklad prirodnymi
syntetickymi gumami, Zivicami, metylcelulézou, natrium karboxymetylcelul6zou

a dalSimi suspendacnymi prostriedkami znamymi v oblasti farmaceutickych formulacii.

Farmaceutickd kompozicia je s vyhodou v jednotkovej liekovej forme. V takej
forme je kompozicia rozdelena na jednotkové davky obsahujuce vhodné mnozstva

aktivnej zlozky. Jednotkovou liekovou formou méze byt baleny pripravok, pricom
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balenie obsahuje diskrétne mnoZstva pripravku, napriklad balené tablety, kapsuly
a prasky v liekovkach alebo ampulkdch. Jednotkovou liekovou formou méze byt aj
kapsula, oblatka alebo tableta samotna, alebo to mdZe byt vhodné mnozstvo

ktorychkolvek z tychto balenych foriem.
Biologické hodnotenie
In vitro model

Bunkova kultura

A. Ludské bunky 293S exprimujuce klonované fudské receptory u, & a k
a neomycinovu rezistenciu sa kultivovali vsuspenzii pri 37°C a5% CO;
v trepackovych bankach obsahujucich bezkalciovy DMEM 10 % FBS, 5 % BCS, 0,1 %
Pluronic F-68 a 600 ug/ml geneticinu.

B. Mys$acie a potkanie mozgy sa odvazili a preplachli v fadovo studenom
PBS (obsahujucom 2,5 mM EDTA, pH 7,4). Mozgy sa homogenizovali polytrénom 15 s
(mys) alebo 30 s (potkan) v fadovo studenom lyznom timivom roztoku (50 mM Tris, pH
7,0, 2,5 mM EDTA, s fenylmetylsulfonyl fluoridom pridanym bezprostredne pred
pouzitim do 0,5 mM z 0,5 M zasobného roztoku v DMSO:etanol).

Priprava membrany

Bunky sa granulovali a resuspendovali v lyznom timivom roztoku (50 mM Tris,
pH 7,0, 2,5 mM EDTA s pridavkom PMSF bezprostredne pred pouzitim na 0,1 mM z
0,1 M zasobného roztoku v etanole), inkubovali sa na fade 15 min a potom sa
homogenizovali polytronom poéas 30 s. Suspenzia sa centrifugovala pri 1000 g (max)
pocas 10 min pri 4 °C. Supernatant sa odloZil na lad a granuly sa resuspendovali
a centrifugovali ako predtym. Supernatanty z oboch centrifugovani sa skombinovali
a centrifugovali pri 46 000 g (max) poas 30 min. Granuly sa resuspendovali
v studenom timivom roztoku Tris (50 mM Tris/Cl, pH 7,0) a centrifugovali sa znova.
Koneéné granuly sa resuspendovali v membranovom timivom roztoku (50 mM Tris,
0,32 M sacharézy, pH 7,0). Alikvéty (1 ml) v polypropylénovych skimavkach sa
zmrazili v suchom fade s etanolom a ulozili sa pri =70 °C az do pouzitia. Proteinové
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koncentracie sa ur€ili modifikovanym Lowryho testom pomocou dodecylsulfatu

sodného.

Skusky viazania

Membrany sa roztopili pri 37 °C, ochladili sa na lade, pretladili sa 3 krat cez ihlu
velkosti 25 a zriedili sa do vazobného timivého roztoku (50 mM Tris, 3 mM MgCl,, 1
mg/ml BSA (Sigma A-7888), pH 7,4, ktory sa ulozil pri 4 °C po prefiltrovani cez 0,22 m
filter a do ktorého sa Cerstvo pridalo 5 pg/ml aprotininu, 10 uM bestatinu, 10 uM
diprotinu A, Ziadny DTT). Alikvéty po 100 ul sa pridali do fadom chladenych 12 x 75
mm polypropylénovych skiumaviek obsahujicich 100 ul prisiu§ného radioligandu a 100
ul testovanej zluceniny pri réznych koncentraciach. Celkové (TB) a nesSpecifické (NS)
viazanie bolo urené za nepritomnosti a pritomnosti 10 uM naloxénu, Skamavky sa
virili a inkubovali pri 25 °C poc¢as 60 — 75 min, na ¢o sa obsah Wchlo odsal a premyl
priblizne 12 ml/skumavku fadového premyvacieho timivého roztoku (50 mM Tris, pH
7,0, 3 mM MgCl,) cez filtre GF/B (Whatman) namocené najmenej 2 h vopred v 0,1 %
polyetylénimine. Radioaktivita (dpm) zachytena na filtroch sa zmerala pomocou beta
poCitata po macani filtrov po¢as aspon 12 h v miniampulkach obsahujtcich 6 — 7 ml
scintilatnej tekutiny. Ak sa test robi v 96-jamkovych platnickach s hlbokymi jamkami,
filtracia sa robi cez 96-miestne unifiltre namocené v PEI, ktoré sa premyja 3 x 1 ml
premyvacieho timivého roztoku a vysusia v peci pri 55 °C po€as 2 h. Filtra¢né platnicky
sa spocitali v pristroji TopCount (Packard) po pridani 50 pl MS-20 scintilaénej tekutiny

na jednu jamku.

Funkéné testy

Agonisticka aktivita zlu€enin sa meria uréovanim stupna, v ktorom komplex
zlu€enin s receptorom aktivuje viazanie GTP na G-proteiny, na ktoré s receptory
naviazané. V teste viazania GTP sa GTP[y]**S kombinuje s testovanymi zli&eninami
a membranami z buniek HEK-293S exprimujucich klonované [udské opiatové
receptory alebo z homogenizovaného potkanieho a mySacieho mozgu. Agonisti
stimuluju viazanie GTP[y]*°S v tychto membranach. Hodnoty ECsy @ Emax zltiéenin sa

uruju z kriviek davka — odozva. UskutoCiuju sa posuny krivky davka — odozva
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doprava pomocou delta agonistu naltrindolu, aby sa overilo, Ci je agonisticka aktivita

sprostredkovana cez delta receptory.

Postup pre GTP potkanieho mozgu

Membrany potkanieho mozgu sa rozmrazia pri 37 °C, 3 krat sa nechaju prejst
cez ihlu velkosti 25 s tupym koncom a zriedia sa vo védzobnom roztoku GTPyS (50 mM
Hepes, 20 mM NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, pH 7,4, prida sa
cerstvé: 1 mM DTT, 0,1 % BSA). 120 uM GDP v kone¢nej koncentracii sa prida do
membranovych zriedeni. ECso a Emax zli€enin sa vyhodnoti z 10-bodovych kriviek
davka — odozva nameranych v 300 uyl s vhodnym mnozstvom membranového proteinu
(20 pgljamka) a 100 000 — 130 000 rozpadov za minGtu GTPy**S na jamku (0,11 -
0,14 nM). Bazalne a maximalne stimulované viazanie sa ur€i za nepritomnosti a za
pritomnosti 3 uM SNC-80. |

Analyza dat

Specifické viazanie (SB) sa vypoéitalo ako TB-NS a SB za pritomnosti réznych
testovanych zlGiCenin sa vyjadrilo ako percento kontrolného SB. Hodnoty ICsg
a Hillovych koeficientov (ng) pre ligandy pri vytesiiovani Specificky viazaného
radioligandu sa vypocitali z logaritmickych kriviek alebo programov na prekladanie
kriviek bodmi ako Ligand, GraphPad Prism, SigmaPlot alebo ReceptorFit. Hodnoty K;
sa vypocitali z Cheng-Prussoffovej rovnice. Stredné + S.E.M. hodnoty pre ICso, Kj a ny
sa udavaju pre ligandy testované asporn troma krivkami vytesfiovania. Biologicka
aktivita zlicenin podla predlozeného vynalezu je uvedena v tabufke 2.

Tabuflka 2: Biologické udaje

Pr. ¢. Hdelta Potkani mozog MysSaci mozog
(nM) (nM) (nM)
ICs0 ECso %EMax ECso %EMax ECso %EMax

1-11| 0,78-5| 0,53-11,96 | 96-102 | 4,68-654 | 97-144 | 7,09-88,4 | 100-151
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Experimenty nasytenia receptorov

Hodnoty Ky radioligandov sa urc€ili uskutoénenim testov viazania na bunkovych
membranach s vhodnymi radioligandmi pri koncentraciach od 0,2 do 5-nasobku
odhadovanej Ky (az do 10 krat, ak st potrebné mnozstva radioligandu praktické).
Specifické viazanie radioligandu sa vyjadrilo v pmol/mg membranového proteinu.
Hodnoty Ks a Bmax z jednotlivych experimentov sa ziskali z nelinearnych zavislosti

Specificky viazaného (B) oproti nM volného (F) radioligandu zjednotlivca podfa

jednomiestneho modelu.

Ur€enie mechano-alodynie pomocou Von Freyovho testu

Test sa uskutocnil medzi 08:00 a 16:00 h pouzitim metédy, ktori opisal
Chaplan et al. (1994). Potkany sa umiestnili do plexisklovych klietok na dne
z dréteného sita, ktoré umoznovalo pristup k labkam, a nechali sa udomacnit 10 —- 15
min. Testovanou oblastou bol stred chodidla zadnej labky vyhybajic sa menej citlivym
chodidlovym vankusikom. Labky sa dotykalo pomocou série 8 Von Freyovych viasov
s logaritmicky narastajucou tuhostou (0,41, 0,69, 1,20, 2,04, 3,63, 5,50, 8,51 a 15,14
gramov; Stoelting, lll, USA). Von Freyov vlas sa aplikoval odspodu cez podiahu
z dréteného sita kolmo na povrch chodidla s dostatoénou silou, aby sa spdsobilo
mierne prehnutie oproti labke, a drzal sa priblizne 6 — 8 seklnd. Pozitivha odozva sa
zaznamenala, ak bola labka prudko odtiahnutd. Myknutie okamzite po odstraneni
vlasu sa tiez povazovalo za pozitivnu odozvu. Chddza sa povazovala za

nejednoznacnu reakciu a v takych pripadoch sa stimul opakoval.

Protokol testu

Zvierata sa testovali na pooperaCny defi 1 pre skupinu o$etreni FCA. Prah
50 % uhybania sa urcil pomocou Dixonovej metédy zdola nahor (1980). Testovanie sa
zacalo 2,04 g vlasom uprostred série. Stimuly sa vzdy prezentovali postupne, &i
vzostupne alebo zostupne. Za nepritomnosti reakcie odtiahnutia labky na prvotne
vybrany vlas sa prezentoval silnejSi stimul; v pripade odtiahnutia labky sa zvolil

nasledujuci slabsi stimul. Vypocet optimalneho prahu touto metdédou vyzaduje 6 reakcii
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v bezprostrednej blizkosti 50 % prahu a pocCitanie tychto 6 reakcii za€alo, ked sa
objavila prva zmena v reakcii, teda ked sa prvykrat prekrocil prah. V pripadoch, kedy
prahy spadali mimo intervalu stimulov, priradili sa hodnoty 15,14 (normalna citlivost)
alebo 0,41 (maximalne alodynické). Vysledny vzor pozitivnych a negativnych reakcii
sa vyjadril vtabulkovej forme pomocou konvencie X = Ziadne odtiahnutie; O =

odtiahnutie a 50 % prah odtahovania sa interpoloval pomocou vzorca:

50 % g prah = 10%* %910 000

kde Xf = hodnota posledného pouZitého von Freyovho vlasu (logaritmické
jednotky); k = tabufkova hodnota (z Chaplan et al. (1994)) pre vzor
pozitivnych/negativnch reakcii; a & = stredny rozdiel medzi stimulmi (logaritmické
jednotky). Tu & = 0,224,

Von Freyove prahy sa skonvertovali na percento maximalneho mozného u¢inku
(% MPE) podfa Chaplan et al. 1994. Na vypocet % MPE sa pouzila nasledujuca

rovnica:

Prah pod pésobenim lieiva (g) - prah alodynie (g) x 100

%MPE =
° kontrolny prah (g) - prah alodynie (g)

Podavanie testovanej latky

Potkanom sa injekéne podala (subkutanne, intraperitonealne, intravendzne
alebo oralne) testovana latka pred von Freyovym testom, priCom ¢as medzi podanim
testovanej zluceniny avon Freyovym testom sa menil v zavislosti od povahy

testovanej zluceniny.

Test zvijania

Kyselina octova vyvolava brusné kontrakcie pri intraperitonedlnom podani
mysSiam. Tie potom typickym spdsobom vystieraju telo. Ked sa podaju analgetika,
tento opisany pohyb sa pozoruje menej Casto alie€ivo je potencidlne dobrym

kandidatom.
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Za kompletny atypicky reflex zvijania sa povazuje to, ked su pritomné
nasledujice prvky: zviera sa nehybe, dolna Cast chrbta je mierne preliadena, st
pozorovatelné dolné plochy chodidiel oboch labiek. V tomto teste zluCeniny podia
predloZzeného vynalezu vykazuju signifikantnt inhibiciu odoziev zvijania po oralnom

podani 1 — 100 umol/kg.

(i) Priprava roztokov

Kyselina octova (AcOH): 120 ul kyseliny octovej sa prida do 19,88 ml

destilovanej vody, aby sa ziskal kone€ny objem 20 mi s kone¢nou koncentraciou 0,6 %

AcOH. Roztok sa potom pomiesa (virivka) a je pripraveny na injekciu.

ZluCenina (lieCivo): Kazda zlucenina sa pripravi arozpusti v najvhodnejSom

vehikule podla Standardnych postupov.

(i) Podavanie roztokov

ZliCenina (lieCivo) sa poda oralne, intraperitonealne (i.p.), subkutanne (s.c.)
alebo intravenoézne (i.v.) pri 10 mi/kg (s prihliadnutim na priemerna telesni hmotnost
mysi) 20, 30 alebo 40 minut (podfa triedy zli€eniny ajej charakteristik) pred
testovanim. Ked sa zlu€enina podava centralne — intraventrikularne (i.c.v.) alebo

intratekalne (i.t.), poda sa objem 5 ul.

AcOH sa poda intraperitonealne (i.p.) na dvoch miestach pri 10 ml/kg

(s prihliadnutim na priemernu telesnd hmotnost mysi) bezprostredne pred testovanim.

(i)  Testovanie

Zviera (my$) sa pozoruje po¢as 20 minGt a pocet vyskytov (reflexu zvijania) sa
zaznamena asumarizuje na konci experimentu. MySi sa drzia v individualnych
klietkach typu Skatule na topanky s kontaktnou podstielkou. Obycajne sa sucasne

pozoruju 4 mysi: jedna kontrolna a tri davky lieCiva.

Pre indikacie anxiety a anxiete podobné indikacie sa ucinnost stanovila Geller —

Seirterovym testom konfliktu u potkanov.
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Pre indikaciu funk&nej gastrointestinalnej poruchy sa ucinnost stanovila testom,
ktory opisal Coutinho S. V. et al, American Journal of Physiology - Gastrointestinal &
Liver Physiology, 282 (2): G307 — 16, februar 2002, na potkanoch.
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PP $39y- 2203

PATENTOVE NAROKY

Zlucéenina vzorca |

A
AI

R

kde

R’ je vybrané z nasledujucich:

0] fenyl;
(i) pyridinyl
AN
I =
N
(iii) tienyl

(iv) furanyl

()



O
(v)  imidazolyl
y
W
(vi) triazolyl
N,
)
(i) pyrolyl

(viii)  tiazolyl

(ix) pyridyl-N-oxid

kde kazdy fenyl R' a heteroaromaticky kruh R' méze byt nezavisle dalej

substituovany 1, 2 alebo 3 substituentmi nezavisle vybranymi spomedzi
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nasledujucich: linearny a rozvetveny C4-Cg alkyl, NO,, CF3, C4-Cg alkoxy, chlér,

fluér, brém, a jod,;
ako aj jej soli.

Zlt&enina podfa naroku 1, kde kazdy fenylovy kruh R' a heteroaromaticky kruh
R' moze byt volitelne a nezavisle dalej substituovany 1, 2 alebo 3 substituentmi
nezavisle vybranymi spomedzi nasledujucich: metyl, CF3, chlor, fluér, brom, and
jod.

Zlucenina podfa naroku 1, kde kazdy fenylovy kruh R' a heteroaromaticky kruh

R' méze byt nezavisle dalej substituovany metylovou skupinou.
Zluéenina podfa naroku 1, kde R' je fenyl, pyrolyl, pyridinyl, tienyl alebo furanyl.

Zluc¢enina podrfa naroku 1 alebo 2, vybrana spomedzi nasledujdcich:
4-[1-(1-Benzylpiperidin-4-ylidén)-1-chinolin-8-ylmetyl]-N, N-diizopropylbenzamid,
N,N-Diizopropyl-4-[1-(1-pyridin-2-ylmetylpiperidin-4-ylidén)-1-chinolin-8-
ylmetyllbenzamid;
N,N-Diizopropyl-4-[1-(1-pyridin-4-ylmetylpiperidin-4-ylidén)-1-chinolin-8-
ylmetyllbenzamid,

N, N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-8-yl-1-(1-tiofen-2-ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid;

N, N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-8-yl-1-(1-tiofen-3-ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid,;
N,N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-8-yI-1-(1-furan-3-ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid,;
N,N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-8-yl-1-(1-furan-2-ylmetylpiperidin-4-
ylidén)metyllbenzamid,;
N,N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-8-yl-1-(1-pyrol-2-yimetylpiperidin-4-

ylidén)metyllbenzamid,
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N, N-Diizopropy!-4-{1-[1-(4-brémbenzyl)piperidin-4-ylidén]-1-chinolin-8-
ylmetyl}benzamid,;
4-{1-[1-(1H-Imidazol-2-ylmetyl)piperidin-4-ylidén]-1-chinolin-8-ylmetyl}-N, N-
diizopropylbenzamid,;
N,N-Diizopropy!-4-{1-[1-(4-metoxybenzyl)piperidin-4-ylidén]-1-chinolin-8-
yimetyl}benzamid a

N, N-Diizopropyl-4-[1-chinolin-8-yl-1-(1-tiazol-2-yImetylpiperidin-4-

ylidén)metyllbenzamid.

Zluenina podfa ktoréhokofvek z predchadzajucich narokov vo forme svojho

dihydrochloridu, sulfatu, tartratu, ditrifluéracetatu alebo citratu.
Zlu&enina podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 4 na pouZitie pri terapii.

Pouzitie zlG&eniny vzorca | podla naroku 1 na vyrobu lie€iva na pouZitie pri lieCbe

bolesti, anxiety alebo funkénych gastrointestinalnych poruch.

Farmaceuticka kompozicia, vyznacujica sa tym, Ze =zahfia zluCeninu vzorca

| podfa naroku 1 ako aktivnu zlozku spolu s farmaceuticky prijatefnym nosiCom.

Spésob liedby bolesti, vyznacujlci sa tym, Zze sa  G&inné mnoZstvo zl(ceniny

vzorca | podla naroku 1 poda subjektu s potrebou manazmentu bolesti.

Spésob liecby funkénych gastrointestinalnych porich, vyznadujuci sa tym, Ze sa
aéinné mnozstvo zliceniny vzorca | podfa naroku 1 poda subjektu trpiacemu -

touto funkénou gastrointestinalnou poruchou.

Spésob liecby anxiety, vyznadujici sa tym, ze sa  u€inné mnoZstvo zluceniny

vzorca | podla naroku 1 poda subjektu trpiacemu touto anxietou.
Postup na pripravu zli¢eniny vzorca |, vyzna€ujuci sa tym, Ze zahina

A) reakciu zluéeniny v§eobecného vzorca
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S
1 .

!

kde PG je uretanova chraniaca skupina, napriklad Boc alebo CBZ, alebo
benzylova alebo substituovana benzylova chraniaca skupina, napriklad 2,4-
dimetoxybenzyl, s kyselinou 8-chinolinboritou, pouzitim paladiového katalyzatora,
napr. (Pd(PPh3)s), za pritomnosti bazy, napr. Na,COs;, za vzniku zlicenin

vSeobecného vzorca lll,

A
All

)
PG ()

z ktorej sa potom odstrani chraniaca skupina za Standardnych podmienok
a alkyluje sa za redukénych podmienok zligeninou vieobecného vzorca R'-CHO

za vzniku zluéenin vS§eobecného vzorca |I.

Zlucenina vSeobecného vzorca
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|
kde PG je uretanova chraniaca skupina, napriklad Boc alebo CBZ, alebo

benzylova alebo substituovana benzylova chraniaca skupina, napriklad 2,4-

dimetoxybenzyl.

15. Zlauéenina vS§eobecného vzorca lll
J\ I ‘ O
/Nk
s

\
PG ()

kde PG je uretanova chraniaca skupina, napriklad Boc alebo CBZ, alebo
benzylova alebo substituovana benzylova chraniaca skupina, napriklad 2,4-

dimetoxybenzyl.
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