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Pyridin—substituované derivity pyrazolpyridinu, zpisob jejich vyroby, 1é¢iva tyto latky
obsahujici a jejich pouZiti

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych chemickych sloucenin, které stimulujirozpustné guanylatcyklazy, zpiso-
bu jejich vyroby, 1éCiv tyto litky obsahujicich a jejich pouZiti v 1é¢ivech, obzvlasts jako 16&iv pro
oSetfeni onemocnéni srde¢niho krevniho ob&hu.

Dosavadni stav techniky

vvvvvv

Jednim z nejdilezitéjSich bunénych pienosovych systémii v buiikéch savei je cyklicky guano-
sinmonofosfat (¢<GMP). Spole¢né s oxidem dusnatym (NO), ktery se uvoliiuje z endothelu a
pfenasi hormonalni a mechanické signaly, tvofi systém NO/cGMP. Guanylatcyklazy katalyzuji
biosyntézu cGMP z guanosintrifosfatu (GTP). Dosud znami zastupci této t¥idy se daji rozdélit jak
podle strukturnich znakt, tak také podle druhu ligandé na dvé skupiny : partikularni,
natriuretickymi peptidy stimulovatelné guanylatcyklazy a rozpustné, pomoci NO stimulovatelné
guanylatcyklazy. Rozpustné guanylatcyklazy sestdvaji ze dvou podjednotek a obsahuji vysoce
pravdépodobné hem pro heterodimer, ktery je Casti regulatorického centra. Tento m4a centralni
vyznam pro aktivaéni mechanizmus. NO se miiZe vazat na atom Zeleza hemu a tak se muize
aktivita enzymu vyznamné zvysit. Preparéty bez hemu se naproti tomu nedaji pomoci NO stimu-
lovat. Také oxid uhelnaty je schopen navazani na centralni atom Zeleza hemu, pfi¢emz stimulace
pomoci CO je podstatné niZsi, nez stimulace pomoci NO.

Tvorbou ¢cGMP a ztoho vyplyvajici regulaci fosfodiesterdz, iontovych kanalii a proteinkiniz
hraje guanylatcyklaza rozhodujici roli pfi riznych fyziologickych procesech, obzvlasté pii
relaxaci a proliferaci bunék hladkého svalstva, agregaci a adhezi krevnich desti¢ek a pienosu
neuronalnich signald, jakoz i pii onemocnénich, ktera jsou zpiisobena poruchami vyse uvedenych
pochodi. Za patofyziologickych podminek mize byt NO/cGMP-systém suprimovan, coZ miize
vést napiiklad k vysokému krevnimu tlaku, aktivaci destitek, zvySené proliferaci bunék,
endotehelidrni dysfunkci, ateroskleréze, angin& pectoris, srdeni insufficienci, thromb6zam,
piipadiim mrtvice a infarktu myokardu.

Pro ovlivnéni cGMP-signalni cesty v organizmech zaméfena NO—-nezavisla moZnost oSetfeni
takovychto onemocnéni je na zékladé olekavatelné vysoké efficience a nepatrnych vedlejsich
ucinki diskutovatelnou otizkou.

Pro terapeutickou stimulaci rozpustné guanylatcyklazy byly dosud pouZiviny vyhradng
slou€eniny, jako jsou organické nitraty, jejichz G¢inek je zaloZen na NO. Tento se tvofi biokon-
verzi a aktivuje rozpustnou guanylatcyklazu napadenim na centralnim atomu Zeleza hemu. Vedle
vedlejSich ucinki patii k rozhodujicim nevyhodam tohoto zpiisobu oSetteni vznik tolerance.

V poslednich letech byly popsané latky, které stimuluji rozpustni guanylatcyklazy p¥imo, to
znamena bez pfedchoziho uvoliiovani NO, jako je naptiklad 3—(5'-hydroxymethyl-2'—furyl)-1—
benzylindazol (YC-1, Wu a kol., Blood 84 (1994), 4226; Miilsch a kol., Br. J. Pharmacol.
120 (1997), 681), mastné kyseliny (Goldberg a kol., J. Biol. Chem. 252 (1997), 1279), difenyl-
jodonium-hexafluorofosfat (Pettibone a kol, Eur. J. Pharmacol. 116 (1985), 307),
izoliquiritigenin (Yu a kol., Brit. J. Pharmacol. 114 (1995), 1587), jakoZ i rizné substituované
derivaty pyrazolu (WO 98/16223).

Déle jsou ve WO 98/16507, WO 98/23619, WO 00/06567, WO/06568, WO/00/06569 a
WO 00/21954 popsané derivaty pyrazolpyridinu jako stimulatory rozpustné guanylatcyklazy.
V téchto patentovych piihlaskach jsou také popsané pyrazolopyridiny, které maji v poloze 3
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pyrimidinovy zbytek. Takovéto slou¢eniny maji velmi vysokou in vitro aktivitu se zfetelem na
stimulaci rozpustné guanylitcyklazy. Ovsem ukazalo se, Ze tyto sloudeniny vykazuji se zietelem
na své in vivo vlastnosti, jako napfiklad pfi svém chovani v jatrech, pfi svém farmakokinetickém
chovéni, pfi svém vztahu ddvka—u¢inek nebo pii metabolické cestg, uréité nevyhody.

Ukolem predlozeného vynalezu tedy je pfipravit dalsi derivaty pyrazolpyridinu, které by ptisobily

jako stimulatory rozpustné guanylatcyklazy, ale které by nevykazovaly vyse uvadéné nevyhody
slou€enin ze stavu techniky.

Podstata vynilezu

Uvedeny ukol byl vyfeSen novymi derivaty pyrazolpyridini, které se vyznaGuji pyrimidinovym
zbytkem v poloze 3, ktery vykazuje urdity substituéni vzor, totiz pyridinovy zbytek v poloze 5
pyrimidinového kruhu, jakoZ i aminoskupinu v poloze 4 pyrimidinového kruhu.

Pfedmétem predloZeného vynélezu tedy jsou pyridin-substituované derivaty pyrazolopyridinu
obecného vzorce I

R NH,
R% NN
N /
‘\
A (1),
\N N

ve kterém

R'  znadi 4-pyridinylovou skupinu nebo 3—pyridinylovou skupinu a
R?  zna&i vodikovy atom, aminoskupinu nebo atom halogenu,

Jjakoz i jejich soli, izomery a hydraty.

Podle alternativni formy provedeni jsou pfedmétem piedloZeného vynélezu slougeniny obecného
vzorce I, ve kterém

R' zna&i 4-pyridinylovou skupinu nebo 3—pyridinylovou skupinu a
R?  znadi vodikovy atom, aminoskupinu nebo atom chloru,
jakoz i jejich soli, izomery a hydraty.

Podle dal3i alternativni formy provedeni jsou pfedmétem pfedloZeného vynélezu slougeniny
obecného vzorce I, ve kterém
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R' znadi 4—pyridinylovou skupinu nebo 3-pyridinylovou skupinu a
R? znadi vodikovy atom,
jakoz i jejich soli, izomery a hydraty.

Slouceniny podle piedloZeného vynalezu obecného vzorce I se mohou vyskytovat také ve formé
svych soli. V3eobecné je mozno uvést soli s organickymi nebo anorganickymi bazemi nebo
kyselinami.

V ramci piedloZeného vynalezu jsou vyhodné fyziologicky neskodné soli. Fyziologicky neskod-
né soli slou¢enin podle pfedlozeného vynalezu mohou byt soli latek podle piedlozeného vynalezu
s mineralnimi kyselinami, karboxylovymi kyselinami nebo sulfonovymi kyselinami. Obzvlasté
vyhodné jsou naptiklad soli s kyselinou chlorovodikovou, kyselinou bromovodikovou, kyselinou
sirovou, kyselinou fosfore¢nou, kyselinou methansulfonovou, kyselinou ethansulfonovou, kyseli-
nou p-toluensulfonovou, kyselinou benzensulfonovou, kyselinou naftalendisulfonovou, kyseli-
nou octovou, kyselinou propionovou, kyselinou mléénou, kyselinou vinnou, kyselinou citrono-
vou, kyselinou fumarovou, kyselinou maleinovou a kyselinou benzoovou.

Fyziologicky neskodné soli mohou byt rovnéZz kovové nebo amoniové soli slougenin podle
piedloZeného vynalezu, které maji volnou karboxylovou skupinu. Obzvlas§té vyhodné jsou napfi-
klad soli sodné, draselné, hofe¢naté nebo vapenaté, jakoZz i amoniové soli, které jsou odvozené od
amoniaku nebo organickych amini, jako je naptiklad ethylamin, diethylamin, triethylamin,
diethanolamin, triethanolamin, dicyklohexylamin, dimethylaminoethanol, arginin, lysin nebo
ethylendiamin.

Slouceniny podle ptedlozeného vynalezu mohou existovat v tautomernich formach. Toto je pro
odborniky znamé a takovéto formy jsou rovnéz predmétem predloZzeného vynalezu.

Déle se mohou slou¢eniny podle piedloZzeného vynalezu vyskytovat ve formé svych moznych
hydrata.

Atom halogenu znaci v ramci predloZeného vynalezu atom fluoru, chloru, bromu a jodu.

Pifedmétem predloZzeného vynalezu je dale zpisob vyroby sloucenin obecného vzorce 1, jehoz
podstata spoc¢iva v tom, Ze se necha reagovat slou¢enina vzorce II

H,N

<N .

mn
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A) se slou¢eninou obecného vzorce II1
CN
\N/\\\r
‘ R’ (I11),
pficemz R' m4 vyse uvedeny vyznam,

5  popiipad€ v organickém rozpoustédle za zahfati na teplotu 80 aZ 160 °C na sloudeninu obecného
vzorce I,

nebo

10  B) se slouceninou obecného vzorce IV

1 1
_o’u\‘/l\oc:z}-;5 V),
R1

pticem? R! méa vyse uvedeny vyznam,

v organickém rozpoustédle za zahfati na teplotu 80 az 160 °C na slougeninu obecného vzorce V

@

>-\~%

wev ~ pl Y s
pficemz R’ mé vyse uvedeny vyznam,
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a potom s halogena¢nim ¢inidlem na slouéeninu obecného vzorce VI

A~ Vi)

Mew v pl . v ’ ’
pficemz R’ ma vyse uvedeny vyznam a
R?  znagi atom halogenu,

a nakonec svodnym roztokem amoniaku za zahtati na teplotu 80 az 160 °C, popiipadé za
zvySeného tlaku pribéhem reakce v autoklavu.

Sloucenina vzorce II se da vyrobit pomoci nasledujiciho reakéniho schéma:

‘ F

F
NG o)

N
\_g— ) —  HN \ 7N
\ HN
o “NH

(0

: I

' (sodna sul)

———a

Slouceninu vzorce II je mozno ziskat vicestupfiovou syntézou z literatury znamé sodné soli
ethylesteru kyseliny kyanobenzhroznové (Borsche a Manteuffel, Liebigs. Ann. Chem. 1934, 512,
97). Jeji reakci s 2—fluorbenzylhydrazinem za zahtati pod ochrannou atmosférou v inertnim
rozpoustédle, jako je dioxan, se ziska ethylester kyseliny 5—amino—1-(2—fluorbenzyl)-pyrazol—
3—karboxylové, ktery se cyklizuje reakci s dimethylaminoakroleinem v kyselém médiu pod
atmosférou ochranného plynu a za zahfati na odpovidajici derivat pyridinu. Tento derivat
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pyridinu ethylester kyseliny 1-fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3—karboxylové se vice-
nasobnou sekvenci, sestavajici z pfevedeni esteru s amoniakem na odpovidajici amid, dehydrata-
ce svodu odnimajicim Cinidlem, jako je anhydrid kyseliny trifluoroctové, na odpovidajici
nitrilovy derivat, reakce nitrilového derivatu s methylatem sodnym a nasledujici reakce s chlori-
dem amonnym, pfevede na slouceninu vzorce II.

Slouceniny obecného vzorce III se mohou vyrobit z komeréné dostupnych slouéenin (naptiklad u
firmy Aldrich) terc-butoxy-bis(dimethylamino)methanu a 4-pyridylacetonitrilu, popiipadé
3—pyridylacetonitrilu reakci téchto reaktanti vyhodné& v ekvimolarnim mnozstvi a vyhodné za
normélniho tlaku a za michani reakéniho roztoku po dobu vice hodin, napfiklad dvou hodin, pii
zvySené teplot€, naptiklad v rozmezi 60 az 130 °C, vyhodné 80 az 120 °C, obzvlasté 100 °C.

Reakce slou¢enin vzorce II a sloucenin obecného vzorce III na slouéeniny obecného vzorce I se
miiZe provadét za pouZiti reaktantl v ekvimolarnich mnoZstvich, poptipadé za pouZiti slouceniny
obecného vzorce III v lehkém piebytku, v organickém rozpoustédle, naptiklad uhlovodiku,
vyhodné aromatickém uhlovodiku a obzvlasté xylenu, vyhodné za pi¥itomnosti 0,1 aZ 1 ekviva-
lentu, obzvlasté 0,3 ekvivalentii, Lewisovy kyseliny, jako je napfiklad BF;Et,O nebo trimethyl-
silyltrifluorsulfonat (TMSOTY), vyhodné za normalniho tlaku a michani reak&niho roztoku, po
dobu vice hodin, naptiklad 12 hodin, za zvySené teploty, napiiklad v rozmezi 80 az 160 °C,
vyhodné 100 az 150 °C, obzvlasté 140 °C.

Slouceniny obecného vzorce IV jsou komeréné dostupné (napiiklad u firmy Mercachem) nebo se
mohou ziskat zpisoby pro odborniky znamymi.

Reakce slouceniny vzorce II a obecného vzorce IV na sloudeniny obecného vzorce V se miize
provadét za pouZiti reaktantll v ekvimolarnim mnoZstvi, vyhodné za pouZiti slou¢eniny obecného
vzorce IV v lehkém piebytku, v organickém rozpoustédle, napiiklad uhlovodiku, vyhodné aroma
tickém uhlovodiku a obzvlasté v toluenu, vyhodné za normalniho tlaku a michani reakéniho
roztoku po dobu vice hodin, naptiklad 12 hodin, za zvySené teploty, napfiklad v rozmezi 80 az
160 °C, vyhodné 100 az 150 °C, obzvlasté 140 °C.

Reakce sloucenin obecného vzorce V na slouceniny obecného vzorce VI se miize provadét reakei
slou¢enin obecného vzorce V s halogenaénim ¢inidlem, popiipadé v organickém rozpoustédle,
pouzivaném obvykle pro takovéto reakce, jako je naptiklad dimethylformamid (DMF), vyhodné
za normalniho tlaku a michani reakéni smési po dobu vice hodin, napfiklad 3 hodin, za zvySené
teploty, naptiklad v rozmezi 80 az 160 °C, vyhodn& 100 az 120 °C. Podle pfedlozeného vynalezu
se muize jako halogenacni ¢inidlo pouzit POCl;.

Reakce sloucenin obecného vzorce VI na sloueniny obecného vzorce I podle piedlozeného
vyndlezu se miize provadét reakci sloudenin obecného vzorce VI ve vodném roztoku amoniaku,
vyhodné€ za zvySeného tlaku, napfiklad provedenim reakce v autoklavu tak, Ze reakce probiha za
vlastniho tlaku reakéni smési, a za michani reakéni smési po dobu vice hodin, napiiklad 12 hodin,
pii zvySené teploté, napiiklad v rozmezi 80 az 160 °C, vyhodné 100 az 150 °C, obzvlaste 140 °C.

Slouceniny podle predloZeného vynalezu obecného vzorce I, vykazuji nepfedpokladatelné, cenné
farmakologické spektrum u¢inku.

Slouceniny podle predlozeného vynalezu obecného vzorce I, vedou krelaxaci cév, inhibici
agregace trombocytil a ke sniZeni krevniho tlaku, jakoZz i ke zvySeni koronarniho priitoku krve.
Tyto ucinky jsou zprostiedkovany pies piimou stimulaci rozpustné guanylatcyklazy a intra-
celularni zvySeni cGMP. Kromé toho zesiluji sloueniny podle piedloZzeného vynalezu obecného
vzorce | G¢inek substanci, které zvy3uji hladinu cGMP, jako jsou naptiklad EDRF (endothelium
derived relaxing factor), NO—-donatory, protoporfyrin IX, kyselina arachidonova nebo derivaty
fenylhydrazinu.
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Tyto slouceniny se mohou tedy pouzit v 1é¢ivech pro oSetfeni kardiovaskularnich onemocnéni,
jako napiiklad pro oSetfeni vysokého krevniho tlaku a srdeéni insuficience, stabilni a instabilni
anginy pectoris, perifernich a kardidlnich cévnich onemocnéni, arytmii, pro oSetfeni trombo-
embolickych onemocnéni a ischemii, jako je infarkt myokardu, mozkové mrtvice, trans-
istorickych a ischemickych atakii, poruch periferniho prokrveni, potlateni restenos, jako po
trombolysnich terapiich, percutani transluminalni angioplastii (PTA), percutini transluminalni
koronarangioplastii (PTCA) a bypassu, jakoZ i pro oSetfeni arteriosklerézy, astmatickych
onemocnéni a nemoci urogenitalniho systému, jako je napfiklad hypertrofie prostaty, erektilni
dysfunkce, Zenské sexudlni dysfunkce, osteoporosy, gastroparese a inkontinence.

Slouceniny, popsané v pfedlozeném vynalezu obecného vzorce I, predstavuji také G&inné latky
pro oSetfeni onemocnéni v centrdlnim nervovém systému, kterd se vyznafuji poruchami
NO/cGMP-systému. Obzvlaste jsou vhodné pro zlepSeni vnimani, vykonu koncentrace, vykonu
uceni nebo vykonu paméti po kongitivnich poruchach, jaké se vyskytuji obzvlastd pii
syndromech stimulace/nemoc, jako je ,,Mild cognitive impairment®, stifim asociované poruchy
uceni a paméti, stafim asociované ztraty paméti, vaskularni demence, lebeéni-mozkové trauma,
piipady mrtvice, demence, kterd nastdvd po ptipadech mrtvice (,post stroke dementia®),
post-traumatické lebeni mozkové trauma, v§eobecné poruchy koncentrace, poruchy koncentrace
u déti s problémy uceni a pamatovani, Alzheimerova choroba, vaskuldrni demence, demence
s Lewyho télisky, demence s degeneraci frontalniho lalohu za zahrnuji Pickova syndromu,
Parkinsonova choroba, progresivni nuklearni ochrnuti, demence s kortikobasalni degeneraci,
amyolateralni skleré6za (ALS), Huntingtonschova choroba, skleréza multiplex, Thalmiova
degenerace, Creutzfeld—Jakobova demence, HIV-demence, schizofrenie s demenci nebo
Korsakoffova psychéza. Jsou vhodné také pro oSetfeni onemocnéni centrilniho nervového
systému, jako jsou stavy strachu, napéti a deprese, centralnim nervovym systémem zptisobenych
sexudlnich dysfunkci a poruch spanku, jakoZ i pro regulaci poruch pfijimani potravy, poZivatin
a navykovych latek.

Dale jsou u¢inné latky vhodné také pro regulaci cerebralniho prokrveni a pfedstavuji tedy uginny
prostiedek pro oSetieni migrén.

Také jsou vhodné pro profylaxi a oSetfeni nasledku pfipadi mozkovych infarkti (Apoplexia
cerebri), cerebralnich ischemii a lebe¢niho mozkového trauma. RovnéZ se mohou sloudeniny
podle piedioZzeného vyndlezu obecného vzorce I pouzit pro oSetieni bolestivych stavii.

K tomu maji slou€eniny podle pfedloZeného vynalezu antiinflamatoricky uéinek a mohou se tedy
pouzit jako zanéty potlacujici prostiedek.

Kromé toho zahrnuje pfedloZeny vynalez kombinaci sloucenin podle pfedloZeného vynalezu
obecného vzorce I s organickymi nitraty a NO—donatory.

Organické nitraty a NO—donatory v ramci pfedlozeného vynalezu jsou vieobecné latky, které
sviyj terapeuticky ucinek odvozuji pies uvoliiovani oxidu dusnatého, poptipadé NO-species.
Vyhodny je nitroprusid sodny, nitroglycerin, izosorbididdinitrat, izosorbididmononitrat,
molsidomin a SIN-1.

Kromé toho zahrnuje piedloZeny vynalez kombinaci se slou€eninami, které inhibuji odbouravani
cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP). To jsou obzvlasté inhibitory fosfodiesterdz 1, 2 a 5
(nomenklatura podle Beava a Reifsyndera (1990) TiPS 11, str. 150 aZ 155). Touto inhibici se
potencuje G¢inek sloucenin podle piedloZeného vynélezu a zvySuje se pozadovany farmakolo-
gicky efekt.
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Biologické zkousky
Cévy relaxujici G¢inek in vitro

Kralici se usmrti ranou do tylu a odkrvi se. Aorta se vyjme, zbavi se ptilnuté tkané a rozdélise na
1,5 mm 8iroké krouZky jednotlivé se daji pfi teploté 37 °C za predpéti do 5 ml organové lazng
s oxidem uhli¢itym zaplynovanym Krebs—Heseleitovym roztokem o sloZeni (mM) : NaCl: 119;
KCL: 4,8; CaCl, x 2 H,O: 1; MgSO,4 x 7 H,O: 1,4; KH,PO4: 1,2; NaHCOs: 25; glukédza: 10.
Kontrakéni sila se zjiStuje pomoci Staham UC2-Zellen, zesiluje se a pomoci A/D~Wandler
(DAS-1802 HC, Keithley Instruments Miinchen) se digitalizuje a paralelné se registruje na
¢arovém zapisovali. Pro dosazZeni kontrakce se do lazn& pfidava kumulativng ve vzestupné
koncentraci fenylheparin. Po n€kolika kontrolnich cyklech se pfi kazdém dalsim provedeni piida-
va zkoumana latka ve vzristajici ddvce a dosaZena kontrakce se srovnava s vyskou kontrakce,
dosaZené pii poslednim provedeni. Z toho se vypoéte koncentrace, ktera je zapotiebi k tomu, aby
se kontrakce, dosaZena v predchozi kontrole, redukovala na 50 % (ICs). Standardni aplikaéni
objem ¢ini 5 pl, podil DMSO v roztoku {4zn& odpovida 0,1 %.

Vysledky jsou uvedené v nésledujici tabulce 1.

Tabulka 1

Cévy relaxujici uCinek in vitro

Priklad ¢. ICso [UM]
1 0,66
4 1,21

Stanoveni clearance jater in vitro

Krysy se anestetizuji, heparinizuji a jatra se perfunduji in situ pfes pfortader. Ex vivo se potom
z jater ziskaji pomoci roztoku kolagenazy primarni krysi hepatocyty. 2.10° hepatocyti pro ml se
stejnou koncentraci zkouSené sloudeniny se inkubuje pti teploté 37 °C. Ubytek zkouseného
substratu béhem doby se zjistuje bioanalyticky (HPLC/UV, HPLC/fluorescenéné nebo
LC/MSMS) ve vzdy 5 ¢asovych tsecich 0 aZ 15 minut po startu inkubace. Z toho se vypodte pres
pocet bunck a hmotnost jater clearance.

Stanoveni clearance plazmy in vivo

Zkou3ena substance se aplikuje krysam pres ocasi cévu intravenézné jako roztok. Ve stanoveném
¢asovém okamziku se krysdm odebere krev, tato se heparinizuje a pomoci obvyklé metody sez ni
ziska plazma. Substance se v plazmé bioanalyticky kvantifikuje. Ze zjisténého prib&hu koncen-
trace plazmy—Cas se pomoci obvyklych zde pouZivanych nekompartimentalnich metod vypoétou
farmakokinetické parametry.

Pfedmétem predloZeného vynalezu jsou dale farmaceutické prostiedky, které vedle netoxickych,
inertnich, farmaceuticky vhodnych nosnych latek, obsahuji slou¢eniny obecného vzorce I podle
predlozeného vynalezu, jakoZ i zpiisob vyroby téchto p¥ipravki.

Uginné latky se mohou poptipadé vyskytovat v jedné nebo vice vySe uvedenych nosnych latek
také v mikroekapsulované formé.

Terapeuticky Gi¢inné slouceniny obecného vzorce I, by se mély ve vyse uvedenych farmaceutic-
kych prostfedcich vyskytovat v koncentraci asi 0,1 az 99,5 % hmotnostnich, vyhodng asi 0,5 az
95 % hmotnostnich, vztazeno na celkovou smés.
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Vyse uvedené farmaceuticky prostfedky mohou kromé slougenin podle piedloZeného vynalezu
obecného vzorce I obsahovat také dalsi farmaceuticky G&inné latky.

VSeobecné se ukdzalo jak v humdnni, tak také ve veterinarni medicing jako vyhodné, aplikovat
pro dosaZeni pozadovanych vysledkii i¢innou latku nebo &inné latky podle predlozeného vyna-
lezu v celkovém mnoZstvi asi 0,1 aZ asi 700 mg/kg t8lesné hmotnosti za 24 hodin, vyhodn& 0,01
az 100 mg/kg télesné hmotnosti, popfipadé ve formé vice jednotlivych davek. Jednotliva davka
obsahuje ucinnou latku nebo Gcinné latky podle pfedloZeného vynalezu vyhodné v mnoZstvi asi
0,1 az asi 80 mg/kg t€lesné hmotnosti, obzvlaste 0,1 az 30 mg/kg t&lesné hmotnosti.

Pfedlozeny vynélez je v nasledujicim blize objasnén pomoci nijak neomezujicich vyhodnych

pfikladii provedeni. Pokud neni uvedeno jinak, tykaji se vSechny tidaje o mnoZstvi hmotnostnich
procent.

Priklady provedeni vyndlezu

V nasledujicich piikladech provedeni se pouZivaji tyto zkratky:

RT = teplota mistnosti

EE = ethylester kyseliny octové

MCPBA = kyselina m—chlorperoxybenzoova

BABA = n-butylacetat/n-butanol/ledova kyselina octovéa/fosfatovy pufr pH 6
(50:9:25:15; org. faze)

DMF = N,N—dimethylformamid

Pohyblivé faze pro chromatografii na tenké vrstve:

T1 E1 : toluen — ethylacetat (1 : 1)

T1 EtOH1 : toluen — ethylalkohol (1 : 1)
C1 E1 : cyklohexan — ethylacetat (1 : 1)
C1 E2 : cyklohexan — ethylacetat (1 : 2).

Metody pro zjisténi HPLC-reten¢nich &ast, poptipadé preparativni délici metody
Metoda A = LC-MS

Eluent: A = acetonitril + 0,1 % kyseliny mravenéi
B =voda + 0,1 % kyseliny mraven¢i

tok: 25 ml/min

teplota: 40 °C

tésnici material: Symetry C 18, 50x2,1 mm, 3,5 pm.

Doba (min) A B
0 10 90
4,0 90 10
6,0 90 10
6,1 10 90
7,5 10 90

Metoda B = preparativni HPLC

Eluent: A = milli-Q-voda + 0,6 g koncentrované kyseliny chlorovodikové na 1 1 H,O
B = acetonitril
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tok: 50 ml/min
teplota: teplota mistnosti
tésnici material: YMC-Gel ODS-AQS 11 um 250x30 mm

Doba (min) A B
0 90 10
3 90 10
27 2 98
34 2 98
34,01 90 10
38 90 10

Vychozi slouéeniny

I.  Syntéza 4-{(dimethylamino)methylen]-pyridinacetonitrilu (E/Z-smé&s)

4—pyridylacetonitril 7,52 g (63,7 mmol) a terc-butoxy-bis(dimethylamino)methan 11,09 g
(63,7 mmol) se micha pfi teploté 100 °C po dobu 2 hodin. P¥i tom se uvolnény dimethylamin
a terc—butanol odvadi pomoci vakuového Cerpadla za lehkého podtlaku do atmosféry. Pomoci
mzikové chromatografie (dichlormethan/ethylacetat 50 : 1 — 20 : 1) se ziskd v ndzvu uvedena
slouéenina.

Vytézek: 10,2 g (93 %)

R¢-hodnota: 0,29 (CH,CL/EE 20/1)

'H-NMR: (300 MHz, Ds~DMSO), & = 3,25 (s, 6H, 2 x CH;), 7,25 (d, 2H, Ar-H), 7,80 (s, 1H,
Ar-H), 8,33 (d, 2H, Ar-H).

MS: (ESI pos.), m/z = 174 ((M+H]")

II.  Syntéza 3—[(dimethylamino)methylen]-pyridylacetonitrilu (E/Z~smé&s)

~ X

1
C\l
N

3—pyridylacetonitril 3,00 g (25,4 mmol) a terc-butoxy-bis(dimethylamino)methan 4,23 g
(25,4 mmol) se mich4 pii teplot€ 100 °C po dobu 2 hodin. Pfi tom se uvolnény dimethylamin
a terc-butanol odvadi pomoci vakuového Cerpadla za lehkého podtlaku do atmosféry. Po
ochlazeni se filtruje od vysrdzené pevné latky, promyje se malym mnoZstvim vody a ziska se
takto v ndzvu uvedena sloucenina.

Vytézek: 4,23 g (96 %) Re-hodnota: 0,27 (CH,Cl,/MeOH 40/1)

'H-NMR: (300 MHz, D&DMSO), &= 3,08 (s, 3H, CHs), 3,25 (s, 3H, CHs), 7,29 (dd, 1H,
Ar-H), 7,57 (s, 1H, =C-H), 7,66 (dt, 1H, Ar-H), 8,26 (d, 1H, Ar-H), 8,54 (d, 1H, Ar—H).

-10-
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LCMS: Retenéni doba: 0,33 min (sloupec: Symetry, C-18, 3,5 um, 50x2,1 mm, tok:
0,5 ml/min, 40 °C, gradient: voda (+0,1 % kyseliny mraven&i): acetonitril (+ 0,1 %
kyseliny mravenéi pii 0 min: 90:10, pfi 7,5 min 10 : 90;

MS: (ESI pos.), m/z = 174 ([M+H"]).
III.  Syntéza 1-(2—fluorbenzyl)-1H—pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboxamidinu

IITA) Ethylester kyseliny 5—amino—1—(2—fluorbenzyl)-pyrazol-3—karboxylové
= r
9
l
11 N\
th\J/ f\l
\ i
N/

/f ©
K \—CH,

100 g (0,613 mol) sodné soli ethylesteru kyseliny kyanopyrohroznové (pfiprava podle Borsche
a Manteuffela Liebigs Ann. 1934, 512, 97) se smisi za dobrého michani pod argonovou
atmosférou ve 2,5 1 dioxanu pti teploté mistnosti se 111,75 g (75 ml, 0,98 mol) kyseliny trifluor-
octové a reakEni smés se micha po dobu 10 minut, pfiemz vé&sti ast edukti piejde do roztoku.
Potom se piida 85,93 g (0,613 mol) 2—fluorbenzylhydrazinu a reak&ni smés se vaii pres noc. Po
ochlazeni se vysraZené krystaly natriumfluoracetatu odsaji, promyji se dioxanem a surovy roztok
se necha dale reagovat.

HIIB) Ethylester kyseliny 1-(2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboxylové
|
N

N
/\/N

O

& \—CH,
Roztok, ziskany ve stupni IIIA), se smisi se 61,25 ml (60,77 g, 0,613 mol) dimethylamino-
akroleinu a 56,28 ml (83,8 g, 0,736 mol) kyseliny trifluoroctové a pod argonovou atmosférou se
vaii po dobu 3 dnii. Potom se rozpoustédlo ve vakuu odpati, ziskany zbytek se da do 2 1 vody a
tfikrat se extrahuje vzdy 1 1 ethylesteru kyseliny octové. Organické faze se spoji, vysusi se
pomoci bezvodého siranu horecnatého a odpafi se na rotatni odparce. Ziskany zbytek se
chromatografuje na 2,5 kg silikagelu a eluuje se gradientem toluen/toluen—ethylacetat = 4:1.

Vytézek: 91,6 g (49,9 % teorie pies dva stupng)
T.t.: 85°C
R¢ (SiO,, T1E1): 0,83.

HIC) 1-(2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboxamid

-11-
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N

i
i

N
N Y
7 \_/
M \
rNHz
v}
10,18 g (34 mmol) esteru, ziskaného ve stupni IIIB), se pfedlozi do 150 ml methylalkoholu,

nasyceného pfi teploté 0 az 10 °C amoniakem, nageZ se reakéni smés micha po dobu dvou dnt
pii teploté mistnosti a potom se ve vakuu zahusti. R¢ (SiO, T1E1): 0,33

HID) 3-kyano—1—2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin
" t‘

A //,

36,1 g (133 mmol) 1—-(2—fluorbenzyl)-1H—pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboxamidu ze stupné
IIIC) se rozpusti ve 330 ml tetrahydrofuranu a smisi se s 27 g (341 mmol) pyridinu. Potom se
pfidd v pribchu 10 minut 47,76 ml (71,66 g, 341 mmol) anhydridu kyseliny trifluoroctové,
pti¢emz teplota stoupne na 40 °C. Reak¢ni smés se micha pies noc pii teploté mistnosti, naez se
vsazka da do 1 | vody a tiikrét se extrahuje vzdy 0,5 1 ethylesteru kyseliny octové. Organicka faze
se promyje nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a 1 N kyselinou chlorovodikovou,
vysusi se pomoci bezvodého siranu hotfe¢natého a odpafi se na rotaéni odparce.

Vytézek: 33,7 g (100 %)
Tt.: 81°C
R (SiOy, TIE1): 0,74

IIIE) Methylester kyseliny (2—fluorbenzyl)-1H—pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboximidové

=N ~F

L

-12-
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V 1,5 I methylalkoholu se rozpusti 30,37 g (562 mmol) methylatu sodného a p¥ida se 36,45 g
(144,5 mmol) 3-kyano—1—2~fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridinu (ze stupné IIID), naez
se reakéni smés micha po dobu 2 hodin pfi teplot mistnosti a ziskany roztok se ptimo pouzije
v nasledujicim stupni.

IIIF) 1—(2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3—karboxamidin

F

N\/N\N

oty

= /r-—--'i\'/\
NH/ H

HCI

Roztok methylesteru kyseliny (2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—3-karboxamidové v
methylalkoholu, ziskany ve stupni IIIE), se smisi se 33,76 g (32,19 ml, 562 mmol) ledové
kyseliny octové a 9,28 g (173 mmol) chloridu amonného a reakéni smés se micha pie noc za varu
pod zpétnym chladi¢em. Rozpoustédlo se potom ve vakuu odpafi, ziskany zbytek se potom dobie
rozetfe s acetonem a vysraZena pevna latka se odsaje.

'H-NMR: (de-DMSO, 200 MHz): &= 5,93 (s, 2H), 7,1 — 7,5 (m, 4H), 7,55 (dd, 1H),
8,12 (dd, 1H), 8,30 (dd, 1H), 9,5 (bs, 4H-vyménitelny) ppm.

MS (EI): m/z = 270,2 (M-HCI)

IV. Syntéza 2-[1-(2—fluorbenzyl)-1H—pyrazolo[3,4-b]pyridin-3~yl]-5—(4—pyridinyl)—4,6—
E

pyrimidindiolu
\///"" w
;

=

3,27 g (12,1 mmol) 1-(2—fluorobenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboximidamidu z pi-
kladu III se suspenduje ve 40 ml toluenu, smisi se se 2,88 g (12,1 mmol) diethyl-2—(4—
pyridinyl)malonatu (komer¢né dostupny u firmy Mercachem) a reak&ni smés se micha pies noc
pfi teploté 140 °C. Pro zpracovani se odsaje vysrdZzena pevna latka a za vysokého vakua se ususi.

Vytézek: 2,43 g (43 %)

-13-
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LC-MS: R, = 2,69 min (metoda A).
MS (ESI pos.), m/z =415 ([M+H]").

V. Syntéza 3—[4,6—dichlor—5—(4—pyridinyl)-2—pyrimidinyl]—-1—(2—fluorbenzyl}-1H-pyrazolo—
[3,4-b]pyridinu

2,39 g (5,77 mmol) 2-[1-(2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—yl}-5—(4—pyridinyl)—
4,6—pyrimidindiolu z ptikladu IV se rozpusti v 10 ml fosforylchloridu, pfidaji se 3 kapky
dimethylformamidu a reakéni smés se michd po dobu 3 hodin za varu pod zp&tnym chladi¢em.
Pro zpracovani se reakéni roztok zahusti a za vysokého vakua se ususi.

Vytézek: 0,67 g (24 %) LC-MS: R, = 4,34 min (metoda A).
MS (ESI pos.), m/z = 451 ([M+H]", Cl,).

Piiklad 1

2—[1-[(2—fluorfenyl)methyl}-1H—pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—yl]-5—(4—pyridinyl}-4—pyrimidin-

amin
N“—:‘>
\r\ /4 NH.
N/

N\
\ 4
N\N N
~
9
F

0,50 g (1,9 mmol) 1—-(2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboximidamidu z p¥ikla-
du Il a 0,32 g (1,9 mmol) [(dimethylamino)methylen]-pyridinacetonitrilu z piikladu I se suspen-
duje v xylenu a smisi se s BF;«OEt, (71 pl, 79 mg, 0,56 mmol, 0,3 ekvivalentu). Po 19 hodinach
pii teploté 140 °C se necha reakéni smés ochladit na teplotu mistnosti a ve vakuu se zahusti.
V nazvu uvedena sloucenina se mize Cistit pomoci mzikové chromatografie na silikagelu
(dichlormethan/methylalkohol 20:1) a nasledujicim rozmichanim v acetonitrilu.

-14 -
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Vytézek: 0,24 g (33 %) R—hodnota: 0,17 (EE/MeOH 20:1)
T.t.: 254 °C

Retenéni doba: 2,7 min (sloupec: Symetry, C-18, 3,5 um, 50x2,1 mm, tok: 0,5 ml/min,
40 °C, gradient: voda (+0,1 % kyseliny mravenc¢i): acetonitril (+ 0,1 % kyseli-

ny mraven¢i pfi 0 min: 90:10, pfi 7,5 min 10 : 90;

'H-NMR: (300 MHz, De—DMSO), 8= 5,81 (s, 2H, CHy), 7,0 —~7,6 (m, 9H, Ar—H, NH,),
8,64 (m,, 3H, Ar—H), 9,05 (d, 1H, Ar—H).

MS:  (ESI pos.), m/z = 309 ((M+H]"),
(ESI neg.), m/z = 396 ((M+H]")
Piiklad 2

2-[1-[(2—fluorfenyl)methyl]-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—-3—yl]-5—(4—pyridinyl)}-4-pyrimidin-
amin

E
iy,
NVN\
(T
7N
N
\
/4
/\ \N

4,00 g (14,9 mmol) 1—(2-fluorbenzyl)}-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—karboximidamidu z p¥ikla-
dulll a, 57 g (14,9 mmol) 3-[(dimethylamino)methylen]—pyridinacetonitrilu z p¥ikladu II se
suspenduje v xylenu a po 12 hodinich pfi teploté 120 °C se necha smé&s ochladit na teplotu
mistnosti a odfiltruje se vytvofena sraZenina. Mateény roztok se &isti pomoci preparativni HPLC
(sloupec: Cromsil 120 ODS, C-18, 10 pm, 250x30 mm, tok 50 ml/min, teplota mistnosti,
gradient: voda/acetonitril pfi 0 min: 90:10, pfi 28 min: 5:95). Proces ¢isténi se musi opakovat.

Vytézek: 0,024 g (0,4 %)

R¢hodnota: 0,17 (EE/MeOH 20:1)

'H-NMR: (200 MHz, Ds—DMSO), § = 5,81 (s, 2H, OCH,), 6,95 — 7,6 (m, 8H, Ar-H, NH,), 7,92
(dt, 1H, Ar-H), 8,21 (s, 1H, Ar-H), 8,6 — 8,75 (m, 2H, Ar-H), 9,03 (dd, 1H, Ar-H).

LCMS: Retencni doba: 2,66 min (sloupec: Symetry, C-18, 3,5um, 50x2,1 mm, tok:
0,5 ml/min, 40 °C, gradient: voda (+ 0,1 % kyseliny mravenci): acetonitril (+ 0,1 %
kyseliny mravenéi pfi 0 min: 90:10, pfi 7,5 min 10 : 90;

MS:  (ESI pos.), m/z =398 ([M+H]"), (ESI neg.), m/z = 396 ((M=H]").

-15-
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Piiklad 3

6—chlor-2—{1-(2—fluorbenzyl)-1H—pyrazolo[3,4-b]pyridin—3—yl]-5—(4—pyridinyl}-4—pyrimidin-
ylamin

74\
v

l“:?\‘ \

200 mg (0,443 mmol) 3-[4,6—dichlor-5—(4—pyridinyl)-2—pyrimidinyl]-1—(2~fluorobenzyl)-1 H—
pyrazolo[3,4-b]pyridinu z ptikladu V se suspenduje v 5ml 25% vodného roztoku amoniaku
amicha se pfes noc v autoklavu pfi teploté 140 °C za vlastniho tlaku. Reak&ni smés se t¥ikrat
extrahuje dichlormethanem, extrakty se spoji, vysusi se pomoci bezvodého siranu hote¢natého
a zahusti se do sucha, nafez se ziskany zbytek chromatografuje na silikagelu pomoci smé&si
dichlormethanu a methylalkoholu 30:1. Pro dal3i zpracovani se surovy produkt &isti pomoci
preparativni HPLC (metoda B).

Vytézek: 34 mg (15 %) Re-hodnota: 0,45 (CH,Cl,/MeOH 20:1)
'H-NMR: (300 MHz, DDMSO), 5= 5,85 (s, 2H, CH,), 7,10 — 7,48 (m, 9H, 7Ar-H a NH,),
8,61 —8,75 (m, 3H, Ar-H), 8,99 (dd, 1H, Ar-H).

LC-MS: R; = 3,55 min (metoda A(.
MS (ESI pos.) m/z = 432,3 ([M+H]"),
885,2 ([2M+Na]").

Piiklad 4

2~[1+(2—fluorbenzyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-yl}-5~(4—pyridinyl)-4,6—pyrimidindiamin

-

Ps;

N\ N
] > //N
\
N
{_
H,N
7\
=)

]

[y
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200 mg (0,443 mmol) 3—[4,6—dichlor—5—(4—pyridinyl)}-2—pyrimidinyl]-1—(2—fluorobenzyl)}-1H—
pyrazolo[3,4-b}pyridinu z ptikladu V se suspenduje v 5 ml 25% vodného roztoku amoniaku
a micha se pies noc v autoklavu pfi teploté¢ 140 °C za vlastniho tlaku. Reakéni smés se tiikrat
extrahuje dichlormethanem, extrakty se spoji, vysusi se pomoci bezvodého siranu hoteénatého

5  azahusti se do sucha, nacez se ziskany zbytek chromatografuje na silikagelu pomoci smési
dichlormethanu a methylalkoholu 30:1. Pro dalsi zpracovani se surovy produkt &isti pomoci
preparativoi HPLC (metoda B).

Vytézek: 45 mg (20 %) Re-hodnota: 0,30 (CH,Cl,/MeOH 20:1)

10 'H-NMR: (300 MHz, D¢-DMSO), 8= 5,82 (s, 2H, CH,), 6,02 (br.s, 4H, NH,), 7,08 — 7,48
(m, 7H, Ar-H), 8,57 - 8,68 (m, 3H, Ar-H), 9,13 (dd, 1H, Ar-H).
LC-MS: R;=2,55 min (metoda A).

MS (ESI pos.) m/z = 413,3 ((M+H]"),
15 847,8 ([2M+Na]").

20 PATENTOVE NAROKY

1. Pyridin—substituované derivaty pyrazolpyridinu obecného vzorce I

R NH,
R? N
\ 4
""\
N{ Vo (1),
N~ N

25 ve kterém
R' znadi 4—pyridinylovou skupinu nebo 3—pyridinylovou skupinu a
R? znadi vodikovy atom, aminoskupinu nebo atom halogenu,
30
jakoz i jejich soli, izomery a hydraty.
2. Pyridin—substituované derivaty pyrazolpyridinu podle niaroku 1 obecného vzorce I, ve
kterém
35
R' znadi 4—pyridinylovou skupinu nebo 3—pyridinylovou skupinu a

R? znagi vodikovy atom, aminoskupinu nebo atom chloru,

40  jakoz i jejich soli, izomery a hydraty.
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3. Pyridin—substituované derivaty pyrazolpyridinu podle niroku 1 obecného vzorce I, ve
kterém

R'  znadi 4-pyridinylovou skupinu nebo 3—pyridinylovou skupinu a
R? znagi vodikovy atom,
jakoZz i jejich soli, izomery a hydraty.

4. Zpusob vyroby pyridin—substituovanych derivati pyrazolpyridinu obecného vzorce I podle
naroku I,vyznacujici se tim, Ze se necha reagovat slou¢enina vzorce II

NH
H,N

~
/\N/ an .

F

7Y
N

A) se slouceninou obecného vzorce II1
CN
\N/\Y !
‘ R (111},
piicem? R' ma vy3e uvedeny vyznam,

popiipadé€ v organickém rozpoustédle za zahfati na teplotu 80 az 160 °C na slou¢eninu obecného
vzorce I,

nebo

B) se slou¢eninou obecného vzorce IV

) Q
3 3 (IV);
H.C.0 OC,H,
R!
pficemz R' ma vy3e uvedeny vyznam,

v organickém rozpoustédle za zahtati na teplotu 80 az 160 °C na slouéeninu obecného vzorce V
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F
N
L
A~ v,
7 N
HO \R1

pticemz R' ma vyse uvedeny vyznam,

a potom s halogenaénim ¢inidlem na slouteninu obecného vzorce VI

(Vi)

pii¢emz R' mé vyse uvedeny vyznam, a
R> znadi atom halogenu,

a nakonec s vodnym roztokem amoniaku za zahiéti na teplotu 80 az 160 °C, popiipadé za
zvySeného tlaku pribéhem reakce v autoklavu.

5. Sloucenina obecného vzorce I podle naroku 1 pro oSetfeni nemoci.

6. LéCivo, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespofi jednu sloudeninu obecného
vzorce | podle naroku 1.

7. Zpiisob vyroby 1é¢iv, vyznadujici se tim, Ze se sloudenina obecného vzorce I
podle naroku 1 pfevede, popiipadé s obvyklymi pomocnymi latkami a p¥isadami na vhodnou
aplika¢ni formu.

8. LéCivo, vyznacujici se tim, Ze obsahuje slouteninu obecného vzorce I podle
naroku 1 v kombinaci s organickymi nitraty nebo NO—donétory.

9. Léivo, vyznacujici se tim, Ze obsahuje sloudeninu obecného vzorce I podle

naroku 1 v kombinaci se slou¢eninami, které inhibuji odbouravani cyklickych guanosinmono-
fosfati cGMP.
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10. Pouziti slou¢eniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu 1é&iv pro oSetfeni onemoc-
néni srde¢niho ob&hového systému.

11. PouZiti slouceniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu légiv pro oSetieni hyper-
tonie.

12. Poutziti slouceniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu 1égiv pro oSetieni trombo-
embolickych onemocnéni a ischemii.

13. Pouziti slouCeniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu 1é&iv pro oSetieni
sexualnich dysfunkei.

14. PoufZiti slou¢eniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu I€Civ s protizan&tlivymi
vlastnostmi.

15. Poutziti slouCeniny obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu 1égiv pro oetfeni onemoc-
néni centralniho nervového systému.

16. Pouziti podle nékterého z ndroki 8 az 13, pfiCemz se sloutenina obecného vzorce I podle
naroku 1 pouzije v kombinaci s organickymi nitraty nebo NO-donatory nebo v kombinaci se
slou¢eninami, které inhibuji odbouravani cyklickych guanosinmonofosfati cGMP.

Konec dokumentu
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