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Oblast’ techniky

PredloZeny vynalez sa tyka zhidenin uZitoénych pri inhibicii metaloproteiniz a najmé farmaceutickych
kompozicii, ktoré ich obsahuju.

Doterajsi stav techniky

Zliceniny podla tohto vynalezu su inhibitormi jedného alebo viacerych enzymov - metaloproteinaz. Me-
taloproteinazy sui nadrodinou proteinaz (enzymov), ktorych pocet v nedavnych rokoch dramaticky vzrastol.
Na zaklade $truktirnych a funk&nych aspektov boli tieto enzymy klasifikované do rodin a podrodin, ako je
opisané v publikécii N. M. Hooper (1994) FEBS Letters 354:1-6. Medzi priklady metaloproteinaz patria mat-
rixové metaloproteinazy (MMP) ako kolagenizy (MMP1, MMP8, MMP13), Zelatinazy (MMP2, MMP9),
stromelyziny (MMP3, MMP10, MMP11), matrilyzin (MMP7), metaloelastiza (MMP12), enamelyzin
(MMP19), MT-MMP (MMP14, MMP15, MMP16, MMP17); reprolyzin alebo adamalyzin, alebo rodina
MDC, ktora zahitia sekretazy shedazy ako TNF konvertujice enzymy (ADAM10 a TACE); astacinova rodi-
na, ktora zahfita enzymy ako prokolagén spractivajicu proteinazu (PCP); a d'aliie metaloproteinazy ako ag-
rekanaza, endotelin konvertujica enzymova rodina a angiotenzin konvertujiica enzymova rodina.

Predpoklada sa, Ze metaloproteinazy si délezité v rade fyziologickych chorobnych procesov, ktoré zaht-
fiajui prestavbu tkaniva, napriklad embryonalny vyvin, tvorba kosti a maternicova prestavba pocas menstrua-
cie. Toto je zaloZené na schopnosti metaloproteinaz Stiepit’ $iroky rad matrixovych substratov, ako je kola-
gén, proteoglykan a fibrinonektin. Predpoklada sa tieZ, Ze metaloproteinazy su déleZité v spracovani alebo
sekrécii biologicky vyznamnych bunkovych mediatorov, ako je nadorovy nekroticky faktor (TNF);
a posttransla¢nom proteolytickom spracovani alebo ubtidani biologicky vyznamnych membranovych protei-
nov, ako je napriklad nizkoafinitny IgE receptor CD23 (uplnejsi zoznam pozrite v praci N. M. Hooper e al.,
(1997) Biochem J. 321:265-279).

Metaloproteinazy sa spajaji s mnohymi chorobami alebo stavmi. Inhibicia aktivity jednej alebo viacerych
metaloproteinaz mézZe byt napriklad priazniva pri tychto chorobach alebo stavoch: r6zne zapalové a alergic-
ké choroby ako napriklad zépal kibov (najmi reumatoidna artritida, osteoartritida a dna), zapal gastrointesti-
nalneho traktu (najmé zapalova ¢revna choroba, ulcerdzna kolitida a gastritida), zapal koZe (najmé psoriaza,
ekzém, dermatitida); v nadorovych metastazach alebo invazii; pri chorobe spojenej s nekontrolovanou degra-
daciou extracelularneho matrixu, napriklad osteoartritide; pri resorpénej chorobe kosti (napriklad osteoporéza
a Pagetova choroba); pri chorobach spojenych s aberantnou angiogenézou; zrychlend prestavba kolagénu
spojena s diabetes, periodontélna choroba (napriklad gingivitida), ulceracia rohovky, ulceracia koZe, poope-
raéné stavy (napriklad ¢revna anastoméza) a hojenie koZnych ran; demyelina¢né choroby centralnej a peri-
férnej nervovej stistavy (napriklad roztrisena skleréza); Alzheimerova choroba; prestavba extraceluldrneho
matrixu pozorovana pri kardiovaskularnych chorobach, napriklad restendza a ateroskleréza; astma; rinitida;
a chronické obstrukéné plicne choroby (COPD).

MMP12, znama aj ako makrofagova elastaza alebo metaloelastaza, bola najprv klonovana v mysi (Shapi-
1o et al [1992, Journal of Biological Chemistry 267: 4664]) a u ¢loveka tou istou skupinou v roku 1995.
MMP-12 sa preferenéne exprimuje v aktivovanych makrofigoch a bolo ukazané, Ze sa vylutuje z alveolar-
nych makrofigov z fajéiarov [Shapiro et al, 1993, Journal of Biological Chemistry, 268: 23824] ako aj v pe-
novych bunkéch v aterosklerotickych lézidch [Matsumoto et al, 1998, Am J Pathol 153: 109]. MySaci model
COPD je zaloZeny na expozicii my§i cigaretovému dymu na 3est’ mesiacov, dve cigarety denne Sest’ dni v
tyZdni. Pri §tandardnych mysiach sa po tomto pdsobeni vyvinul emfyzém. Ked’ sa v tomto modeli testovali
MMP12 knock-out mys$i, nevyvinul sa unich Ziadny signifikantny emfyzém, ¢o intenzivne indikuje, Ze
MMP-12 je kIi¢ovym enzymom v patogenéze COPD. Rola MMP ako MMP12 v COPD (emfyzém a bron-
chitida) je diskutovana v praci Anderson a Shinagawa, 1999, Current Opinion in Anti-inflammatory and Im-
munomodulatory Investigational Drugs 1(1): 29-38. Nedavno sa zistilo, Ze fajéenie zvySuje infiltraciu makro-
fagov a expresiu od makrofagov odvodenej MMP-12 v plakoch ludskej karotidy; Kangavari [Matetzky S,
Fishbein MC et al., Circulation 102:(18), 36-39 Suppl. S, Oct 31, 2000].

MMP13, alebo kolagenaza 3, bola najprv klonovana z kniZnice cDNA odvodenej z nadoru prsnika [J. M.
P. Freije et al. (1994) Journal of Biological Chemistry 269 (24): 16766 - 16773]. PCR-RNA analyza RNA zo
girokého radu tkaniv indikovala, Ze expresia MMP13 je spojena s karcindmami prsnika, ked’Ze sa nenasla
v prsnikovych fibroadenémoch, normalnej alebo odpogivajiicej mliecnej Zlaze, placente, peceni, vajeCni-
koch, maternici, prostate ani priusnici ani v bunkovych linidch rakoviny prsnika (T47-D, MCF-7 a ZR75-1).
Po tomto zisteni sa MMP13 zistila v transformovanych epidermalnych keratinocytoch [N. Johansson et al.,
(1997) Cell Growth Differ. 8 (2): 243 - 250], karcindmoch Supinatych buniek [N. Johansson et al., (1997)
Am. J. Pathol. 151 (2): 499 - 508] a epidermalnych nadoroch [K. Airola et al., (1997) J. Invest. Dermatol.
109 (2): 225 - 231]. Tieto vysledky naznadujii, z¢ MMP13 sa vylucuje transformovanymi epitelovymi bun-
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kami a méze byt zapojena do degradacie extracelularneho matrixu a interakcie bunka - matrix spojenej s me-
tastdzami, najmi ako sa pozoruje pri invazivnych lézidch rakoviny prsnika a malignom raste epitelu v karci-
nogenéze koZe.

Nedavno publikované udaje implikuji, ze MMP13 ma ulohu pri premene inych spojovacich tkaniv. Na-
priklad v silade so substratovou Specifickostou MMP13 a preferenciou pre degradovanie kolagénu typu II
[P. G. Mitchell et al., (1996) J. Clin. Invest. 97 (3): 761 - 768; V. Knauper et al., (1996) The Biochemical Jo-
urnal 271: 1544 - 1550] bola postavena hypotéza, Ze MMP13 ma ulohu pocdas primarmne;j osifikdcie a skeletal-
nej prestavby [M. Stahle-Backdahl et al., (1997) Lab. Invest. 76 (5): 717 - 728; N. Johansson et al., (1997)
Dev. Dyn. 208 (3): 387 - 397], pri destruktivnych kibovych chorobach, ako je reumatoidna artritida
a osteoartritida [D. Wernicke et al., (1996) J. Rheumatol. 23: 590 - 595; P. G. Mitchell et al., (1996) J. Clin.
Invest. 97 (3): 761 - 768; O. Lindy et al., (1997) Arthritis Rheum 40 (8): 1391 - 1399]; a pocas aseptického
uvol'tiovania bedrovych néhrad [S. Imai et al., (1998) J. Bone Joint Surg. Br. 80 (4): 701 - 710]. MMP13 bola
tiez implikovana v chronickej periodontitide dospelych, ked’Ze bola lokalizovana do epitelu chronicky zapa-
lenej sliznice 'udského gingivalneho tkaniva [V. J. Uitto et al., (1998) Am. J. Pathol 152 (6): 1489 - 1499]
a pri premene kolagénneho matrixu pri chronickych ranach [M. Vaalamo ef al., (1997) J. Invest. Dermatol.
109 (1): 96 - 101].

MMP9 (Zelatindza B; 92 kDa kolagenaza typu IV; 92 kDa Zelatinaza) je vyluCovany protein, ktory bol
najprv purifikovany, potom klonovany a sekvencovany v roku 1989 [S. M. Wilhelm et a/ (1989) J. Biol
Chem. 264 (29): 17213 - 17221; publikované erratum v J. Biol Chem. (1990) 265 (36): 22570]. Nedavny
prehladny ¢lanok o MMP9 poskytuje vyborny zdroj podrobnych informécii a referencii o tomto type protea-
zy: T. H. Vu a Z. Werb (1998) (In: Matrix Metalloproteinases, 1998, redigoval W. C. Parks a R. P. Mecham.
s. 115 - 148, Academic Press, ISBN 0-12-545090-7). Nasledujiice body ¢erpal z tohto prehl'adného ¢lanku T.
H. VuaZ. Werb (1998).

Expresia MMP9 je normalne obmedzena na niekolko bunkovych typov vratane trofoblastov, osteoklas-
tov, neutrofilov a makrofagov. Jej expresia vSak méZe byt indukovana v tychto istych bunkach a v inych
bunkovych typoch niekol’kymi mediatormi vratane expozicie buniek rastovym faktorom alebo cytokinom. Su
to tie isté mediatory, ktoré st ¢asto implikované pri iniciovani zapalovej reakcie. Rovnako ako pri inych vy-
lué¢ovanych MMP aj MMP9 sa uvoliiuje ako neaktivny proenzym, ktory sa nasledne Stiepi za vzniku enzy-
maticky aktivneho enzymu. Proteazy potrebné na tito aktivaciu in vivo nie si zname. Rovnovaha aktivnej
MMP9 oproti neaktivnemu enzymu je d’alej regulovana in vivo interakciou s TIMP-1 (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases - 1), prirodne sa vyskytujicim proteinom. TIMP-1 sa viaZe na C-koncovy regiéon MMP9
o vedie k inhibicii katalytickej domény MMP9. Rovnovéaha indukovanej expresie ProMMP9, Stiepenie pro-
enzymu na aktivnu MMP9 a pritomnost’ TIMP-1 sa kombinuju, aby uréili mnoZstvo katalyticky aktivnej
MMP9Y, ktoré je pritomné na lokalnom mieste. Proteolyticky aktivna MMP9 atakuje substraty, ktoré zahffiaju
Zelatinu, elastin a nativne kolagény typu IV a typu V; nema Ziadnu aktivitu proti nativnemu kolagénu typu I,
proteoglykanom alebo lamininom.

Rastie pocet udajov implikujtcich roly pre MMP9 v réznych fyziologickych a patologickych procesoch.
Medzi fyziologické roly patri invazia embryonalnych trofoblastov cez maternicovy epitel v ranych $tadiach
embryonalnej implantacie; urcita tiloha v raste a vyvoji kosti; a migracii zapalovych buniek z vaskulatiry do
tkaniv.

Uvol'tiovanie MMP-9, merané pomocou enyzmatického imunologického testu, bolo signifikantne zvyse-
né v tekutinach a v AM supernatantoch z nelieCenych astmatikov v porovnani s inou populaciou [Am. J.
Resp. Cell & Mol. Biol., Nov 1997, 17 (5): 583 - 591]. Zvy$ena expresia MMP9 bola pozorovana aj pri inych
patologickych stavoch, ¢im sa implikuje MMP9 v chorobnych procesoch ako COPD, artritida, nadorové me-
tastazy, Alzheimerova choroba, roztrisend skleréza a praskanie plaku pri ateroskleréze vedice k akitnym
koronarnym stavom, napriklad infarktu myokardu.

MMP-8 (kolagenaza-2, neutrofilova kolagenaza) je 53 kD enzym matrixovej metaloproteinazovej rodiny,
ktory sa preferen¢ne exprimuje v neutrofiloch. NeskorSie Studie indikuju, Ze MMP-8 sa exprimuje aj v inych
bunkach, napriklad v osteoartritickych chondrocytoch [Shlopov et al, 1997, Arthritis Rheum, 40: 2065].
MMP produkované neutrofilmi méZu spdsobovat’ premenu tkaniva a teda blokovanie MMP-8 by malo mat’
pozitivny u¢inok pri fibrotickych chorobach napriklad plic a pri degradativnych chorobach, ako je plicny
emfyzém. Zistilo sa tiez, Ze MMP-8 je regulovana nahor pri osteoartritide, ¢o indikuje, Ze blokovanie MMP-
-8 mdze byt pri tejto chorobe tieZ prospesné.

MMP-3 (stromelyzin-1) je 53 kD enzym matrixovej metaloproteinazovej rodiny. Aktivita MMP-3 bola
demonstrovana vo fibroblastoch izolovanych zo zapalenych d’asien [Uitto V. J. et al, 1981, J. Periodontal
Res., 16: 417 - 424] a enzymové hladiny boli korelované so zavaznostou ochorenia d’asien [Overall C. M. et
al, 1987, J. Periodontal Res., 22: 81 - 88]. MMP-3 je produkovana aj bazalnymi keratinocytmi v rade chro-
nickych vredov [Saarialho-Kere U. K. et al, 1994, J. Clin. Invest., 94: 79 - 88]. mRNA a protein MMP-3 boli
zistené v bazalnych keratinocytoch susediacich ale distalnych od okraja rany v tom, ¢o pravdepodobne pred-
stavuje proliferujucu epidermu. MMP-3 méZe teda branit’ epiderme v hojeni. Niekol’ki vyskumnici ukazali
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konzistentné zvySenie MMP-3 v synovidlnych tekutindch z reumatickych a osteoartritickych pacientov v po-
rovnani s kontrolami [Walakovits L. A. et al, 1992, Arthritis Rheum., 35: 35 - 42; Zafarullah M. et al, 1993,
J. Rheumatol., 20: 693 - 697]. Tieto Studie poskytli zéklad pre presvedcenie, Ze inhibitor MMP-3 bude lie¢it
choroby zahiiajlice narudenie extracelularneho matrixu veduce k zapalu v désledku lymfocyticke;j infiltracie
alebo strate $truktirnej integrity potrebnej pre funkciu organu.

Je znamych niekolko inhibitorov metaloproteindz (pozrite napriklad prehfadny ¢lanok o inhibitoroch
MMP autorov Beckett R. P. a Whittaker M., 1998, Exp. Opin. Ther. Patents, 8 (3): 259 - 282]. Rézne triedy
zlicenin méZu mat’ rozne stupne potencie a selektivity pre inhibiciu r6znych metaloproteinaz.

Whittaker M. et al (1999, Chemical Reviews 99 (9): 2735 - 2776] uvadzaju prehl'ad Sirokého radu zna-
mych zlicenin - inhibitorov MMP. Uvadzaju, Ze G¢inny inhibitor MMP vyZaduje skupinu viaZucu zinok ale-
bo ZBG (zinc binding group; funkéna skupina schopné chelacie zino&natého i6nu aktivneho miesta), aspoii
jednu funkéni skupinu, ktora poskytuje interakciu vodikovej vizby s enzymovym hlavnym retazcom, a je-
den alebo viacero bo¢nych retazcov, ktoré podliehaju u¢innym van der Waalsovym interakcidm s enzymo-
vymi vedl'aj§imi aktivnymi miestami. Skupiny viaZuce zinok v znamych inhibitoroch MMP zahffiaju karbo-
xylové skupiny, hydroxamové skupiny, sulfhydryl alebo merkapto atd’. Napriklad Whittaker M. et al diskutu-
ju nasledujuice inhibitory MMP:

0 ’ 0
\-_)J\N NHMe

H Z

N/ 0

Uvedena zlicenina vstupila do klinického vyvoja. Ma merkaptoacylovu skupinu viaZucu zinok, trimetyl-
hydantoinyletylovi skupinu v polohe P1 a leucinyl-ferc-butylglycinylovy hlavny retazec.
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Uvedena zli¢enina ma merkaptoacylovu skupinu viazucu zinok a imidovi skupinu v polohe P1.
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Uvedena zluéenina bola vyvinuta na lie¢bu artritidy. Ma nepeptidicki sukcinylhydroxamatovii skupinu
viaZucu zinok a trimetylhydantoinyletylova skupinu v polohe P1.

S
Uvedena skupina je ftalimidoderivat, ktory inhibuje kolagenazy. Ma nepeptidicki sukcinylhydroxamato-
vu skupinu viaZzucu zinok a cyklicku imidovu skupinu v polohe P1.
Whittaker M. et al diskutuju aj iné inhibitory majtice P1 cyklicku imidoskupinu a rdzne skupiny viaZuce
zinok (sukcinylhydroxamatovi, karboxylov, tiolovu, fosfore¢nanovi skupinu).
10
X
HN NH

o 0 0

o,

Zda sa, Ze uvedené zliCeniny su dobrymi inhibitormi MMP8 a MMP9 (patentové prihlasky PCT
W09858925, WO9858915). Maju pyrimidin-2,3,4-triénovu skupinu viaZucu zinok.
15 Nasledujice zli¢eniny nie su zname ako inhibitory MMP:
Lora-Tamayo, M et al (1968, An. Quim 64 (6): 591 - 606) opisuju syntézu nasledujuicich zlicenin ako po-
tencialnych protirakovinovych prostriedkov:

H
o.__N 9 o H 9
\/ C—§—NH Y C—S—NH
N 2 0O H2 H
N N o}
o] H o) OEt
Me

Ceské patenty &islo 151744 (19731119) a 152617 (1974022) opisuju syntézu a antikonvulzivnu aktivitu
nasledujicich zlic¢enin:

20
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R = 4-NO,, 4-OMe, 2-NO,

Patent USA ¢islo 3529019 (19700915) opisuje nasledujuce zli¢eniny pouZivané ako intermediaty:

H
N oM H H
RO LGN LR N
e}
N N N
O H H

O 0
NH,
5 F
Patentova prihlaska PCT ¢&islo WO 00/09103 opisuje zludeniny uZitoéné na lie¢bu poruchy zraku vratane
nasledujucich (zli¢eniny 81 a 83, tabul’ka A, strana 47):
0 (0]
NH WNH
(A \
| S I N
0=8=0 «O 0=8=0 H«O
10
Podstata vynalezu
15 Objavili sme novii triedu zluGenin, ktoré su inhibitormi metaloproteinaz a su osobitne zaujimavé pri inhi-

bicii MMP, ako je MMP-12. Zlu¢eniny s inhibitormi metaloproteinaz a maju skupinu viaZucu kovy, ktord
sa nenachadza pri znamych inhibitoroch metaloproteinaz. Konkrétne sme objavili zhiceniny, ktoré su potent-
nymi inhibitormi MMP12 a maju vhodné profily aktivity. Zlu¢eniny podla tohto vynalezu maji priazniva
potenciu, selektivitu a/alebo farmakokinetické vlastnosti.

20 Metaloproteinazovy inhibitor je zlu¢enina, ktora inhibuje aktivitu metaloproteindzového enzymu (napri-
klad MMP). Ako neobmedzujuici priklad mézZe inhibitor vykazovat' ICs, in vitro v rozmedzi 0,1 - 10 000 na-
nomélov, vyhodne 0,1 - 1 000 nanomolov.

Skupina viaZuca kovy je funkéné skupina schopna viazat’ kovovy ion z aktivneho miesta enzymu. Napri-
klad skupinou viaZucou kovy bude skupina viazuca zinok v inhibitoroch MMP viaZuca zino¢naty ién z ak-

25  tivneho miesta. Skupina viaZuca kovy vzorca k je na baze pit¢lennej kruhovej Struktiry a vyhodne ide o hy-
dantoinovii skupinu, s najvd&Sou vyhodou 5-substituovany 1-H,3-H-imidazolidin-2,4-dién.

Vynalez poskytuje zliceniny vzorca (II)

(ID),
30
kde
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kazdé z G' a G* je monocyklicka kruhové $truktira zahffiajiica po aZ 7 atémov v kruhu nezavisle vybrana
spomedzi nasledujicich: cykloalkyl, aryl, heterocykloalkyl alebo heteroaryl, pricom kaZda kruhova Struktira
je nezavisle volitel'ne substituovana jednym alebo dvoma substituentmi nezavisle vybranymi spomedzi na-
sledujicich: halogén, hydroxy, haloalkoxy, amino, N-alkylamino, N,N-dialkylamino, kyano, nitro, alkyl, al-
koxy, alkylsulfén, haloalkylsulfén, alkylkarbamat, alkylamid, kde akykol'vek alkylovy radikal v ramci aké-
hokol'vek substituentu mdze byt sam volitelne substituovany jednou alebo viacerymi skupinami vybranymi
spomedzi nasledujucich: halogén, hydroxy, amino, N-alkylamino, N,N-dialkylamino, kyano, nitro, alkoxy,
haloalkoxy;

Z je SO,N(R%);

B je vybrané spomedzi nasledujicich: priama vizba, O, (Cy¢)alkyl, (C;.)heteroalkyl;

R? je vybrané spomedzi nasledujuicich: H, (C.¢)alkyl, haloalkyl, hydroxyalkyl, alkoxyalkyl, aminoalkyl, (N-
-alkylamino)alkyl, (N,N-dialkylamino)alkyl, amidoalkyl, tioalkyl, alebo R? je skupina vzorca (III)

(D),

C a D st nezavisle vybrané spomedzi nasledujicich: priama vizba, H, (C;-Cg)alkyl, (Ci-Ce)haloalkyl, alebo
(C,-Co)heteroalkyl obsahujuci jeden alebo dva heteroatémy vybrané spomedzi N, O alebo S tak, Ze ked su
pritomné dva heteroatémy, st oddelené aspoii dvoma atémami uhlika;

G® je monocyklicka kruhové $truktira zahfiiajica do 7 atémov v kruhu nezévisle vybrana z nasledujucich:
cykloalkyl, aryl, heterocykloalkyl alebo heteroaryl, volitelne substituovany jednym alebo dvoma substituen-
tmi nezévisle vybranymi spomedzi nasledujicich: halogén, hydroxy, amino, N-alkylamino, N,N-dial-
kylamino, kyano, nitro, alkyl, alkoxy, alkyl sulfén, haloalkylsulfén, alebo alkyl substituovany jednou alebo
viacerymi skupinami vybranymi spomedzi nasledujicich: halogén, hydroxy, amino, N-alkylamino, N,N-dial-
kylamino, kyano, nitro, alkoxy, haloalkoxy.

Volitel'ne je R? substituované nasledujiicimi: halogén, haloalkyl, hydroxy, alkoxy, haloalkoxy, amino,
aminoalkyl, N-alkylamino, N,N-dialkylamino, (N-alkylamino)alkyl, (N,N-dialkylamino)alkyl, alkylsulfén,
aminosulfén, N-alkylaminosulfén, N,N-dialkylaminosulfén, amido, N-alkylamido, N,N-dialkylamido, kyano,
sulfonamino, alkyl-sulfonamino, amidino, N-aminosulfénamidino, guanidino, N-kyanoguanidino, tioguani-
dino, 2-nitroguanidino, 2-nitroetén-1,1-diamino, karboxy, alkylkarboxy;

R? a R* st nezavisle vybrané spomedzi nasledujucich: H alebo (Cy.3)alkyl;
R® je vybrané spomedzi nasledujucich: H, (C,)alkylamino, alebo R® je (Cy.3)alkyl volitelne substituovany
arylom, heteroarylom, heterocykloalkylom.

Volitel'ne mézu byt R? a R? spojené, &im sa vytvori kruh obsahujuci do 7 atémov v kruhu, alebo m6zu R?
a R* tvorit’ kruh obsahujici do 7 atémov v kruhu, alebo R? a R® md7u byt spojené, ¢im sa vytvori kruh obsa-
hujtici do 7 atémov kruhu; alebo R® a R* méZu byt spojené, ¢im sa vytvori kruh obsahujici do 7 atémov v
kruhu, alebo R® a R® mb2u byt spojené, &im sa vytvori kruh obsahujici do 7 atémov v kruhu, alebo R*aR®
mbéZu byt’ spojené, &im sa vytvori kruh obsahujici do 7 atémov v kruhu.

Akékolvek uvedena heteroalkylova skupina je heteroatémom substituovany alkyl obsahujici jednu alebo
viacero heteroskupin nezavisle vybranych spomedzi N, O, S, SO, SO,, (pri¢om heteroskupinou je heteroatém
alebo skupina atémov).

Akakol'vek uvedena heterocykloalkylova alebo heteroarylové skupina obsahuje jednu alebo viacero hete-
roskupin vybranych spomedzi N, O, S, SO, SO,.

Akékol'vek spominané alkylové, alkenylové alebo alkinylové skupiny mdZu byt linearne alebo rozvetve-
né; ak nie je uvedené inak, akakol'vek spominana alkylova skupina je vyhodne (C,.)alkyl a s najvicSou vy-
hodou (C.¢)alkyl.

Vyhodné zli¢eniny vzorca (II) su tie, kde plati jedno alebo viacero z nasledujucich:

Zje SO,N(R®) a atém S skupiny Z je naviazany na kruh G%

B je priama vizba alebo O;

R? nie je voliteI'ne substituovany, alebo R? je vybrané spomedzi nasledujicich: H, (Cy.¢)alkyl, aryl-(Cy¢)alkyl
alebo heteroaryl-(Cy.)alkyl volitelne substituovany nasledujicimi: halogén, haloalkyl, hydroxy, alkoxy, ha-
loalkoxy, amino, aminoalkyl, N-alkylamino, N,N-dialkylamino, (N-alkylamino)alkyl, (N,N-dialkylami-
no)alkyl, alkylsulfén, aminosulfén, N-alkylaminosulfén, N,N-dialkylaminosulfén, amido, N-alkylamido,
N,N-dialkylamido, kyano, sulfonamino, alkylsulfonamino, amidino, N-aminosulfénamidino, guanidino, N-
-I(Syano%uanidino, tioguanidino, 2-nitroguanidino, 2-nitroetén-1,1-diamino, karboxy, alkylkarboxy;

R’ ajR"suH;
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R® je H, benzyl alebo metylénpyridin;

G' a G* s vybrané spomedzi arylu alebo heteroarylu;

R’ a R* tvoria 5- alebo 6-&lenny kruh (vyhodne 5-&lenny kruh) alebo R* a R® tvoria 5- alebo 6-clenny kruh
(vyhodne 5-&lenny kruh) alebo R* a R® tvoria 5- alebo 6-&lenny kruh (vyhodne 5-¢lenny kruh); vyhodne R® a
R°® tvoria 5- alebo 6-&lenny kruh, s najviciou vyhodou 5-¢lenny kruh;

R’ a R’ tvoria 5-¢lenny kruh ring alebo R? a R® tvoria 5-¢lenny kruh.

Osozbitnc vyhodné zltieniny vzorca (II) su tie, kde Z je SO,N(R®) a atém S skupiny Z je naviazany na
kruh G*.

Konkrétnou zlu€eninou podla vynalezu je: 5-(1-{[4-(4-kyanofenoxy)fenyl]sulfonyl}pyrolidin-2-yl)-5-
-metylimidazolidin-2,4-dién.

Bude zrejmé, Ze konkrétne substituenty a pocet substituentov v zli¢eninach podla vynalezu je vybrany
tak, aby sa predislo stéricky neZiaducim kombinéaciam.

Kazda zli¢enina uvedena ako priklad predstavuje konkrétny a nezavisly aspekt vynalezu.

Kde v zliceninach podla vynalezu existuju opticky aktivne centra, uvadzame vietky jednotlivé opticky
aktivne formy a ich kombinacie ako jednotlivé konkrétne uskutodnenia vynalezu ako aj ich zodpovedajtice
racematy. Racematy mozZno rozdelit' na jednotlivé opticky aktivne formy pomocou znamych postupov (Ad-
vanced Organic Chemistry: 3. vydanie: autor J. March, s. 104-107) vratane napriklad tvorby diastereomér-
nych derivatov s vhodnymi opticky aktivnymi pomocnymi latkami s nasledujicou separaciou a potom od-
Stiepenim pomocnych latok.

Bude zrejmé, Ze zlu€eniny podla vynalezu mézZu obsahovat’ jeden alebo viacero asymetricky substituova-
nych atémov uhlika. Pritomnost’ jedného alebo viacerych tychto asymetrickych centier (chiralnych centier)
v zlu€enine vzorca (II) moZe viest' k vzniku stereoizomérov a v kazdom pripade vynalez treba chapat tak, Ze
pokryva vietky také stereoizoméry vritane enantiomérov a diastereomérov a zmesi vratane ich racemickych
zmesi.

Kde v zhi¢eninach podla vynilezu existuji tautoméry, uvadzame vietky jednotlivé tautomérne formy
a ich kombinacie ako jednotlivé konkrétne uskutoénenia vynalezu.

Ako bolo naznacené, zliceniny podla vynalezu si inhibitory metaloproteindz, najmi st inhibitormi
MMP12. Kazda z uvedenych indikécii pre zldgeniny vzorca (II) predstavuje nezavislé a konkrétne uskutod-
nenie vynalezu.

Isté zluceniny podl'a vynalezu st osobitne vhodné ako inhibitory MMP13 a/alebo MMP9, a/alebo MMPS,
a/alebo MMP3.

Zli€eniny podl'a vynalezu maju priaznivy profil selektivity. Hoci nechceme byt viazani teoretickymi tva-
hami, predpoklada sa, Ze zli¢eniny podl'a vynalezu maji selektivnu inhibiciu pre ktorikoI'vek z uvedenych
indikacii v porovnani s akoukol'vek inhibi¢nou aktivitou proti MMP1; ako neobmedzujiici priklad méZu mat
100 - 1 000-nasobnu selektivitu oproti akejkolI'vek inhibiénej aktivite proti MMP1.

Zlu¢eniny podla vynalezu moZno poskytovat’ aj ako farmaceuticky prijatené soli. Medzi tieto patria ky-
selinové adiéné soli ako hydrochlorid, hydrobromid, citrat a maleat a soli tvorené s kyselinou fosfore¢nou
a sirovou. Podl'a d’alSieho aspektu si vhodnymi sol'ami bazické soli, napriklad soli alkalickych kovov, napri-
klad sodné alebo draselné, soli alkalickych zemin, napriklad vapenaté alebo hore¢naté, alebo soli s organic-
kymi aminmi, napriklad trietylamin.

Aby sa dala pouzivat' zlienina - metaloproteinazovy inhibitor podla vynalezu (zlicenina vzorca (II))
alebo jej farmaceuticky prijatel'na sol’ na terapeuticku liecbu (vratane profylaktickej lie¢by) cicavcov vratane
T'udi, beZne sa formuluje podl'a $tandardnej farmaceutickej praxe ako farmaceuticka kompozicia.

Preto v ramci d’alSieho aspektu predloZeny vynalez poskytuje farmaceuticki kompoziciu, ktora obsahuje
zli¢eninu podla vynalezu (zli€eninu vzorca (II)) alebo jej farmaceuticky prijatelna sol’ a farmaceuticky pri-
jatel'ny nosi¢.

Farmaceutické kompozicie podl'a tohto vynalezu mozno podavat’ Standardnym spdsobom pre chorobu
alebo stav, ktory sa ma lieit’, napriklad oralnym, lokalnym, parenteralnym, bukdlnym, nazélnym, vaginal-
nym alebo rektalnym podanim alebo inhalaciou. Na tieto u¢ely mézu byt zluceniny podl'a vynalezu formulo-
vané sposobmi znimymi v danej oblasti techniky vo forme napriklad tabliet, kapsil, vodnych alebo olejo-
vych roztokov, suspenzii, emulzii, krémov, masti, gélov, nazalnych sprejov, supozitorii, jemne mletych pras-
kov alebo aeros6lov na inhalaciu a na parenteralne pouZitie (vratane intravendzneho, intramuskularneho ale-
bo infuziou) vo forme sterilnych vodnych alebo olejovych roztokov alebo suspenzii, alebo sterilnych emulzii.

Popri zlG&eninach podla predloZeného vynélezu méZe farmaceutickda kompozicia podl'a tohto vynilezu
obsahovat’ alebo byt podavana spolu (sidasne alebo postupne) s jednym alebo viacerymi farmaceutickymi
prostriedkami hodnotnymi pri liecbe jednej alebo viacerych uvedenych chordb alebo stavov.

Farmaceutické kompozicie podl'a tohto vynélezu sa budi beZne podavat’ Pud'om tak, aby sa ziskala denna
davka 0,5 aZ 75 mg/kg telesnej hmotnosti (a vyhodne 0,5 aZ 30 mg/kg telesnej hmotnosti). Tuto dennu davku
mozno podat’ v rozdelenych dévkach podl'a potreby, priom presné mmoZstvo podanej zluceniny a cesta po-
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dania bude zavisiet' od hmotnosti, veku a pohlavia lieeného pacienta a od konkrétnej lie€enej choroby alebo
stavu podla zasad zndmych v danej oblasti.

Jednotkové liekové formy budi spravidla obsahovat’ priblizne 1 mg az 500 mg zliCeniny podl'a tohto vy-
nalezu.

Preto v ramci d’alSieho aspektu poskytujeme zli¢eninu vzorca (II) alebo jej farmaceuticky prijatenu sol
na pouzitie pri spdsobe terapeutickej liecby T'udského alebo zvieracieho tela alebo na pouZitie ako terapeutic-
ky prostriedok. Uvadzame pouZitie pri lie¢be choroby alebo stavu sprostredkovaného jednym alebo viacery-
mi metaloproteindzovymi enzymami. Konkrétne uvadzame pouZitie pri lie¢be choroby alebo stavu sprostred-
kovaného MMP12 a/alebo MMP13, a/alebo MMP9, a/alebo MMPS8, a/alebo MMP3; najmi pouZitie pri liec-
be choroby alebo stavu sprostredkovaného MMP12 alebo MMP9; s najvicSou vyhodou pouZitie pri lieCbe
choroby alebo stavu sprostredkovaného MMP12.

Uvéadzame najmi zlu€eninu vzorca (1) alebo jej farmaceuticky prijatel'nii sol’ na pouZitie pri spdsobe te-
rapeutickej lie¢by Tudského alebo zvieracieho tela alebo na pouZitie ako terapeuticky prostriedok (napriklad
pouzitie pri lie¢be choroby alebo stavu sprostredkovaného MMP12 a/alebo MMP13, a/alebo MMP9, a/alebo
MMP8, a/alebo MMP3; najmi MMP12 alebo MMP?9; s najvicsou vyhodou MMP12).

Uvadzame tieZ pouZitie zlu¢eniny vzorca (II) alebo jej farmaceuticky prijatel'nej soli pri priprave lieCiva
na pouzitie pri lieCbe choroby alebo stavu sprostredkovaného jednym alebo viacerymi metaloproteinazovymi
enzymami.

Uvadzame tieZ pouZitie zlugeniny vzorca (II) (alebo jej farmaceuticky prijatelnej soli) pri priprave lieciva
na pouZitie pri lie€be choroby alebo stavu sprostredkovaného jednym alebo viacerymi metaloproteindzovymi
enzymami.

Metaloproteinazou sprostredkované choroby alebo stavy zahffiaju astmu, rinitidu, chronické obstrukéne
plicne choroby (COPD), artritidu (napriklad reumaticku artritidu a osteoartritidu), aterosklerézu a restendzu,
rakovinu, invdziu a metastazy, choroby zahfiiajuce destrukciu tkaniva, uvolfiovanie nahrad bedrového kibu,
periodontalnu chorobu, fibroticku chorobu, infarkt a srdcovu chorobu, pecetiovu a obli¢kovi fibrézu, endo-
metriézu, choroby suvisiace s oslabenim extracelularneho matrixu, srdcové zlyhanie, aortilne aneuryzmy,
choroby stvisiace s CNS ako Alzheimerova choroba a roztrisena sklerdza, hematologické poruchy.

Priprava zli¢enin podl'a vynalezu

Podl'a dalSieho aspektu predloZeny vynélez poskytuje postup na pripravu zliceniny vzorca (II) alebo jej
farmaceuticky prijatelnej soli, ako je opisané v bodoch (a) az (c). Bude zrejmé, Ze mnohé z relevantnych vy-
chodiskovych latok sii komeréne alebo inak dostupné, alebo ich moZno syntetizovat zndmymi metédami,
alebo ich moZno najst’ vo vedeckej literature.

(a) ZIieniny vzorca (II), R? je H, R® je H, R* je H a G'-B-G* a R® maji vyznam podla vzorca (II), moZno
pripravit podl'a schémy 1.

Ked RC je H, derivat kyseliny N'-BOC-D-diaminopropéanovej vzorca (IV) sa necha reagovat’ s vhodnym
sulfonylchloridom vzorca (V) v bazickom prostredi za vzniku sulfénamidov vzorca (VI). Odstranenie chra-
niacej skupiny v kyslom prostredi, reakcia s kyanatom draselnym na zodpovedajiicu mocovinu a nakoniec
cyklizacia v kyslom prostredi dava zli¢eniny vzorca (I).

Ked R® je alkyl, napriklad metyl, etyl, propyl, izopropyl a n-butyl, kyselina N’-alkyl-N'-BOC-D-diami-
nopropiénova vzorca (IV) sa pripravi podl'a prace Andruszkiewics, R.: Pol. J. Chem, 62,257, (1988).

Ked R® je volitel'ne substituovany benzyl, metylbenzyl, metylpyridyl, metyl heteroaryl, N?-substituovana
aminokyselina vzorca (IV) sa pripravi podla Helv. Chim. Acta, 46, 327, (1963).

Schéma 1 (kde R® znamena G'-B-G>):

6 5 0 5 O
'|? R\s:\ 1. silna kyselina R\S\;
N R5-SO,Cl '1] O 2. K'CI\’IO . ’11 0]
() R& 3.silna kyselina R#”
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Reakcia IV - VI sa vyhodne uskuto¢iuje vo vhodnom rozpustadle volitelne za pritomnosti bazy v prie-
behu 1 aZ 24 h pri teplote prostredia aZ po teplotu refluxu. Vyhodne sa pouZivaji rozpustadld ako pyridin,
dimetylformamid, tetrahydrofuran, acetonitril alebo dichlérmetan s bazami ako trietylamin, N-metylmorfolin,
pyridin alebo uhli¢itany alkalickych kovov pri teplote prostredia v priebehu 2 - 16 h reakéného ¢asu alebo do
skonCenia reakcie podfa chromatografickych alebo spektroskopickych metod. Reakcie sulfonylchloridov
vzorca (V) sr6znymi sekunddrnymi aminmi su opisané v literatire a variacie podmienok budi zrejmé od-
bornikom v danej oblasti. Rad zhi¢enin vzorca (V) je komeréne dostupnych, alebo ich syntéza je opisana
v literatiire. Konkrétne derivaty vzorca (VI) m6zu pripravit’ odbornici v danej oblasti podl'a zndmych postu-
pov.

(b) Zli¢eniny vzorca (II), kde R® je H, a R%, R?, R* a G'-B-G* maju vyznam podl'a vzorca (II), moZno pripra-
vit’ podla schémy 1.

ZlG&eniny, kde R? je H, R® je H a R* je alkyl alebo aryl, mozno pripravit vychadzajuic zo zodpovedaju-
cich BOC N-chranenych a-aminoaldehydov vzorca (VII) pripravenych podl'a prace Fehrentz, J. A., Castro,
B.; Synthesis, 676, (1983).

ZliGeniny, kde R? je alkyl alebo aryl, R® je H a R* je alkyl alebo aryl, moZno pripravit vychadzajuc zo
zodpovedajiceho BOC N-chraneného o-aminoketdnu vzorca (VII), ako je uvedené v schéme 2. BOC N-
-chranené oi-aminoketdny sa pripravuji podla prace Nahm, S., Weinreb, S. M.: Tetrahedron Lett. 22, 3815,
(1981), volite'ne ked’ R® nie je H, podl'a zdroja Shuman, Robert T., US 4448717 A 19840515.

Niektoré ziieniny pripravené postupom zobrazenym v schéme 2 st opisané v priklade 3.

Schéma 2 (kde R® znamena G'-B-G%-):
1. separacia

diastereoizomérov
2. odstranenie

o R*R® KCN, o R'R®  chréniace] skupiny R4 R3
P re uhlicitan ]| rt 3 RESOCIbEz o7\ Rof
0 N aménny 0 N 0 \\S/\ N
' — ke N Rs™ | N
(0] 0]
(VID) (VIla)

Zliceniny vzorca (VII) sa nechaju reagovat’ s alkalickym kyanidom a uhli¢itanom aménnym (Streckerova
reakcia) za vzniku zodpovedajucich hydantoinov vzorca (VIIa). Diastereoizoméry moZno volitel'ne rozdelit
po ktoromkolvek z troch ostavajucich syntetickych krokov: karbamaty vzorca (VIla) a sulfénamidy vzorca
(II) chromatografiou na silikagéli, po odstraneni chraniacej skupiny aminointermediatu kryStalizaciou. Ami-
nové intermediaty sa volitel'ne pouZivaji na priamu syntézu so sulfonylchloridmi vzorca (V), ako je opisané
pri sulfonylacii pod uvedenym bodom (a), v bazickom prostredi za vzniku zlicenin vzorca (II).

Reakcia VII aZ VIla sa vyhodne uskutoériuje v uzavretej ocel'ovej nadobe vo vodnom alkoholickom roz-
pustadle pri 90 - 130 °C v priebehu 3 - 16 hodin, alebo kym sa nedosiahne koniec reakcie na zaklade urcenia
chromatografickymi alebo spektroskopickymi metédami. Pdsobenie 1 - 4-nasobnym nadbytkom kyanido-
vych soli, vyhodne 1 - 2 ekvivalentmi, a 2 - 6-ndsobnym nadbytkom uhli¢itanu aménneho, vyhodne 4 - 6 ek-
vivalentmi déva hydantoiny vzorca (VIIa). Odstranenie chraniacej skupiny a sulfonylacia podla schémy 1
potom déava zliceniny vzorca (II).

Aminoaldehydy alebo ketdny vzorca (VII) a ich chranené derivaty su komeréne dostupné a existuji aj
d’alsie spdsoby pripravy o-aminoaldehydov a keténov vzorca (VII). Konkrétne derivaty vzorca (VIla) méZu
pripravit odbornici v danej oblasti podl'a znamych postupov.

Z1u&eniny podla vynalezu mozno hodnotit’ napriklad v nasledujicich testoch:

Testy s izolovanym enzymom

Rodina matrixovych metaloproteinaz zahriiajica napriklad MMP12, MMP13.

Rekombinantni Pudski MMP12 katalytickti doménu moZno exprimovat a vy¢istit’ podl'a publikacie Par-
kar A. A. et al., (2000), Protein Expression and Purification, 20: 152. Vy¢isteny enzym moZno pouZit' na
monitoring aktivity inhibitorov nasledovne: MMP12 (koneéna koncentracia 50 ng/ml) sa inkubuje 30 mintit
pri laboratérnej teplote v testovacom tlmivom roztoku (0,1 M Tris-HCl, pH 7,3 obsahujica 0,1 M NaCl,
20 mM CaCl,, 0,040 mM ZnCl, a 0,05 % (hmotnost/objem) pripravku Brij 35) pouZzitim syntetického sub-
stratu Mac-Pro-Cha-Gly-Nva-His-Ala-Dpa-NH, za pritomnosti alebo nepritomnosti inhibitorov. Aktivita sa
uréi meranim fluorescencie pri Aex 328 nm a Aem 393 nm. Percentualna inhibicia sa urci nasledovne: % inhi-
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bicie sa rovna [fluorescenciapius inibitor = fluorescenciapy,gie] delené [fluorescenciaminys inhibitor - flUOrescenciay,
zadie]-

Rekombinantni Tudski proMMP13 moZno exprimovat' a vy¢istit' podla publikacie Knauper et al. [V.
Knauper et al., (1996) The Biochemical Journal 271: 1544 - 1550 (1996)]. Vygisteny enzym mozZno pouZit
na monitoring aktivity inhibitorov nasledovne: vycistena proMMP13 sa aktivuje pomocou 1 mM kyseliny
aminofenylortutnatej (APMA) 20 hodin pri 21 °C; aktivovana MMP13 (11,25 ng na jeden test) sa inkubuje
4 - 5 hodin pri 35 °C v testovacom tlmivom roztoku (0,1 M Tris-HCI, pH 7,5 obsahujiica 0,1 M NaCl, 20
mM CaCl,, 0,02 mM ZnCl, a 0,05 % (hmotnost/objem) pripravku Brij 35) pouZitim syntetického substratu
7-metoxykumarin-4-yl)acetyl.Pro.Leu.Gly.Leu.N—3-(2,4-dinitrofenyl)-L-2,3-diaminopropionyl‘Ala.Arg.NHz
za pritomnosti alebo nepritomnosti inhibitorov. Aktivita sa ur¢i meranim fluorescencie pri Aex 328 nm a Aem
393 nm. Percentualna inhibicia sa uréi nasledovne: % inhibicie sa rovna [fluorescenciayys inhibitor - fluorescen-
Cidpozadie] delené [fluorescenciamins inhibitor - fluorescenciapozagicl-

Podobny protokol moZno pouZit' pre iné exprimované a vycisten¢ proMMP pouZitim substratov
a tlmivych roztokov optimalnych pre konkrétnu MMP, napriklad podl'a publikacie C. Graham Knight et al.,
(1992) FEBS Lett. 296 (3): 263 - 266.

Adamalyzinova rodina zahfiajuca napriklad TNF konvertazu

Schopnost zli¢enin inhibovaf proTNFo konvertazu moZno vyhodnotit' pouZitim testu s &iastocne vycis-
tenym, izolovanym enzymom, ktory sa ziskal z membran THP-1 podla opisu v praci K. M. Mohler et al.,
(1994) Nature 370: 218 - 220. Aktivita vy¢isten¢ho enzymu a jeho inhibicia sa uréi inkubovanim ¢iastoCne
vy&isteného enzymu za pritomnosti alebo nepritomnosti testovanych zlicenin pouZitim substratu 4',5'-di-
metoxyfluoresceinyl Ser.Pro.Leu.Ala.Gln.Ala.Val. Arg.Ser.Ser.Ser.Arg.Cys(4-(3 -sukcinimid-1-yl)-fluoresce-
{n)-NH, v testovacom tlmivom roztoku (50 mM Tris HCI, pH 7,4 obsahujica 0,1 % (hmotnost/objem) pri-
pravku Triton X-100 a 2 mM CaCl,) pri 26 °C v priebehu 18 hodin. MnozZstvo inhibicie sa ur¢i rovnako ako
pri MMP13 s vynimkou toho, Ze sa pouZili Aex 490 nm a Aem 530 nm. Substrat sa syntetizoval nasledovne.
Peptidicka Cast’ substratu sa zostavila na Fmoc-NH-Rink-MBHA-polystyrénovej Zivici bud’ manualne, alebo
na automatizovanom syntetizatore peptidov $tandardnymi metédami zahfiiajicimi pouZitie Fmoc-amino-
kyselin a O-benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-tetrametyluréniumhexafluérfosfatu (HBTU) ako spajacieho ¢inidla
s najmenej 4- alebo 5-nasobnym nadbytkom Fmoc-aminokyseliny a HBTU. Ser' a Pro” boli syntetizované
dvojnasobne. PouZila sa nasledujiica stratégia ochrany bocnych retazcov; Ser'(But), Gln’(Trityl),
Arg®'*(Pmc or Pbf), Ser”!®!(Trityl), Cys"*(Trityl). Po zostaveni sa N-koncova chraniaca skupina Fmoc od-
stranila pdsobenim DMF na Fmoc-peptidylovi Zivicu. Amino-peptidylova Zivica takto ziskana sa acylovala
spracovanim po¢as 1,5 - 2 hod. pri 70 °C 1,5 - 2 ekvivalentmi kyseliny 4',5'-dimetoxyfluorescein-4(5)-
karboxylovej [Khanna & Ullman, (1980) Anal Biochem. 108:156-161), ktora bola predaktivovana diizopro-
pylkarbodiimidom a 1-hydroxybenzotriazolom v DMF]. Dimetoxyfluoresceinyl-peptid sa potom sucasne
zbavil chraniacich skupin a odstiepil zo Zivice pdsobenim kyseliny trifluéroctovej obsahujucej po 5 % vody
a trietylsilanu. Dimetoxyfluoresceinyl-peptid sa izoloval odparenim, rozotrenim s dietyléterom a filtraciou.
Izolovany peptid sa nechal reagovat’ so 4-(N-maleimido)fluoresceinom v DMF obsahujiicom diizopropyletyl-
amin, produkt sa vy¢istil pomocou RP-HPLC a nakoniec sa izoloval lyofilizaciou z vodnej kyseliny octove;j.
Produkt bol charakterizovany pomocou MALDI-TOF MS a aminokyselinovou analyzou.

Prirodné substraty

Aktivita zIi&enin podl'a vynalezu ako inhibitorov agrekanovej degradacie sa da hodnotit’ pomocou metod
napriklad zaloZenych na publikaciach E. C. Arner et al., (1998) Osteoarthritis and Cartilage 6:214-228;
(1999) Journal of Biological Chemistry, 274 (10), 6594-6601 a tam opisanych protilatkach. Potenciu zluce-
nin v pdsobeni ako inhibitorov proti kolagendzam mozno urcit’ podla publikicie T. Cawston a A. Barrett
(1979) Anal. Biochem. 99:340-345.

Inhibicia metaloproteinzovej aktivity v aktivite na bunkovej/tkanivovej baze
Test ako prostriedku na inhibiciu membranovych shedaz ako TNF konvertaza

Schopnost’ zli¢enin podla tohto vynalezu inhibovat’ bunkové spracovanie produkcie TNFo moZno vy-
hodnotit’ v bunkach THP-1 pomocou ELISA na uréenie uvolneného TNF podl'a publikicie K. M. Mohler et
al., (1994) Nature 370: 218 - 220. Podobne mozZno testovat’ spracovanie alebo uvol'fiovanie inych membra-
novych molekiil, napriklad tych, ktoré st opisané v N. M. Hooper et al., (1997) Biochem. J. 321: 265 - 279,
pouZitim vhodnych bunkovych linii a s vhodnymi protilitkami na detekciu uvolnen¢ho proteinu.

Test prostriedku na inhibiciu invazie na bunkovej baze

Schopnost’ zligeniny podl'a tohto vynalezu inhibovat’ migraciu buniek v invdznom teste mozno urCit
podla publikdcie A. Albini et al., (1987) Cancer Research 47: 3239 - 3245.

11
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Test ako prostriedku na inhibiciu aktivity TNF shedazy v celej krvi

Schopnost’ zlu€enin podla tohto vynalezu inhibovat produkciu TNFa sa hodnoti v teste celej ludskej kr-
vi, kde sa pouzZiva LPS na stimulovanie uvol'fiovania TNFa. Heparinizovana (10 jednotiek/ml) Tudska krv
ziskana od dobrovolnikov sa zriedi 1 : 5 médiom (RPMI1640 + bikarbonat, penicilin, streptomycin a gluta-
min) a inkubuje sa (160 ul) s 20 pl testovanej zliEeniny (trojmo) v DMSO alebo vhodnom vehikule pocas
30 min. pri 37 °C vo zvlh€ovanom (5 % CO/95 % vzduch) inkubatore pred pridanim 20 ul LPS (E. coli.
0111:B4; konecné koncentracia 10 ug/ml). Kazdy test zahriia kontroly zriedenej krvi inkubovanej s médiom
samotnym (6 jamiek/platnicka) alebo znamym inhibitorom TNFa ako $tandardom. Platnicky sa potom inku-
buju 6 hodin pri 37 °C (zvlh¢ovany inkubator), centrifuguji (2 000 ot./min. pocas 10 min.; 4 °C ), plazma sa
oddelila (50 - 100 pl) a ulozila sa v 96-jamkovych platnickach pri -70 °C pred naslednou analyzou na kon-
centraciu TNFa pomocou ELISA.

Test prostriedku na inhibiciu degradacie chrupavky in vitro

Schopnost’ zlucenin podla tohto vynélezu inhibovat degradaciu agrekinovych alebo kolagénovych zlo-
Ziek chrupavky moZno hodnotit’ v podstate podl'a prace K. M. Bottomley ef al., (1997) Biochem J. 323: 483 -
- 488.

Farmakodynamicky test

Aby sa vyhodnotili vlastnosti klirensu a biologickej dostupnosti zligenin podFa tohto vynalezu, pouZije sa
ex vivo farmakodynamicky test, ktory vyuZiva uvedené testy so syntetickym substratom alebo alternativne
HPLC alebo hmotnostni spektrometrickd analyzu. Toto je genericky test, ktory moZno pouZit na odhad
rychlosti klirensu zIicenin v celom rade druhov. Zvierati (napr. potkany, kozmade) sa nadavkuji iv alebo po
rozpustnym pripravkom zliceniny (napriklad 20 % hmotnost/objem DMSO, 60 % hmotnost/objem
PEG400) a v naslednych ¢asovych bodoch (napr. 5, 15, 30, 60, 120, 240, 480, 720, 1 220 min.) sa z vhodnej
cievy odobert vzorky krvi do 10 U heparinu. Po centrifugovani sa ziskaju frakcie plazmy a plazmové protei-
ny sa vyzrazaju acetonitrilom (80 % hmotnost/objem kone¢nej koncentracie). Po 30 minttach pri -20 °C sa
plazmové proteiny sedimentujui centrifugovanim a frakcia supernatantu sa odpari dosucha pouzitim pristroja
Savant speed vac. Sediment sa rekonstituuje v testovacom tImivom roztoku a nasledne sa analyzuje na obsah
zliCeniny pouZitim testu so syntetickym substratom. Pre hodnoteni zli¢eninu sa zostroji krivka zavislosti
odozvy od koncentracie. Sériové zriedenia rekonstituovanych plazmovych extraktov sa hodnotia na aktivitu
a mnoZstvo zliceniny pritomnej v povodnej vzorke plazmy sa vypocita pomocou krivky zavislosti odozvy
od koncentracie beric do ivahy celkovy faktor zriedenia plazmy.

Hodnotenie in vivo
Test ako anti-TNF prostriedku

Schopnost’ zlu¢enin podla tohto vyndlezu ako ex vivo inhibitorov TNFa sa hodnoti na potkanoch. Skupi-
ny samcov potkanov Wistar Alderley Park (AP) (180 - 210 g) sa nadavkujt zli¢eninou (6 potkanov) alebo
vehikulom lie¢iva (10 potkanov) vhodnou cestou - napr. peroralne (p.o.), intraperitonealne (i.p.), subkutédnne
(s.c.). O devatdesiat mimit neskér sa potkany usmrtia pomocou stipajiicej koncentricie CO, a nechaji sa vy-
krvacat’ cez posteriérnu vena cavae do 5 jednotiek sodného heparinu na ml krvi. Vzorky krvi sa okamzite
umiestnia na lad a centrifugujd sa pri 2 000 ot./min. po¢as 10 min. pri 4 °C a oddelené plazmy sa zmrazia pri
-20 °C na nasledny test ich 1i¢inku na produkciu TNF° LPS-stimulovanou Tudskou krvou. Vzorky potkanej
plazmy sa rozmrazia a 175 ul kazdej vzorky sa pridd do stanoveného formatového vzoru v 96U jamkovej
platnicke. Do kaZdej jamky sa potom prida 50 pl heparinizovanej l'udskej krvi, pomiesa sa a platnitka sa in-
kubuje 30 min. pri 37 °C (zvlhdovany inkubétor). Do jamiek sa prida LPS (25 ul; koneéna koncentracia
10 pg/ml) a inkubécia pokraCuje d'alSich 5,5-hodiny. Kontrolné jamky sa inkubuji s 25 pl média samotného.
Platni¢ky sa potom centrifuguju 10 min. pri 2 000 ot./min. a 200 pl supernatantov sa prenesie do 96-jamko-
vej platni¢ky a zmrazi pri -20 °C na nasledmi analyzu koncentracie TNF pomocou ELISA.

Datova analyza Specialnym softvérom po¢ita pre kaZdu zlu€eninu/davku:

Percento inhibicie TNFo = strednd TNFa (kontroly) - strednd TNFo. (oSetrené) x 100
stredna TNFa (kontroly)

Test ako antiartritického prostriedku

Aktivita zIuCeniny ako antiartritika sa testuje v kolagénom indukovanej artritide (CIA) vo vyzname podla
publikacie D. E. Trentham ef al., (1977) J. Exp. Med. 146: 857. V tomto modeli v kyseline rozpustny nativny
kolagén typu II sposobuje polyartritidu pri potkanoch pri podivani vo Freundovom nekompletnom adjuvans.
Podobné podmienky moZno pouzit’ na indukovanie artritidy u mysi a primatov.
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Test ako protirakovinového prostriedku

Aktivitu zli&eniny ako protirakovinového prostriedku mozno hodnotit’ podla publikacie I. J. Fidler
(1978) Methods in Cancer Research 15: 399 - 439 pouZitim napriklad bunkove;j linie B16 (opisana v praci B.
Hibner ef al., Abstract 283 s. 75, 10th NCI-EORTC Symposium, Amsterdam 16 - 19. jiuna 1998).

Test ako antiemfyzematického prostriedku

Aktivitu zlu&eniny ako antiemfyzematického prostriedku mozZno hodnotit' podl'a publikacie Hautamaki et
al (1997) Science, 277: 2002.

Vynélez bude teraz ilustrovany, ale nie obmedzeny, nasledujucimi prikladmi.

Priklady uskuto¢nenia vynilezu

Vseobecné analytické metédy: "H-NMR spektra sa zaznamenali bud’ na pristroji Varian Unity f1ova 400 MHz,
alebo na pristroji Varian Mercury-VX 300 MHz. Ako interna referencia sa pouzil centralny pik chloroformu-
-d (84 7,27 ppm), dimetylsulfoxidu-ds (84 2,50 ppm) alebo metanolu-d, (8y 3,31 ppm). Hmotnostné spektra
s nizkym rozli$enim sa ziskali na systéme Agilent 1100 LC-MS vybavenom ioniza¢nou komorou APCI.

Priklad 1
N-{[(4S)-2,5-DioxoimidazolidinylJmetyl}-4-(4-flurfenoxy)benzénsulfonamid - a N-{[(45)-2,5-dioxoimida-
zolidinylJmety1}[1,1'-bifenyl]-4-sulfénamid

o R
o Ss 0, ,0
/U\ o i) ol Ly sl
. N i), iii), iv) N
o N 0 —_— N
o L o R N\(
(0] N

i) CsH4S0,Cl; ii) HCVdioxan; iii) KCNO; iv) vodna HCI, 100 °C
R = 4-fluérfenoxy alebo R = fenyl

Do miesaného roztoku kyseliny N-alfa-BOC-(S)-diaminopropiénovej (100 mg, 0,5 mmol) v 2,5 ml vody
obsahujuceho 0,04 g (0,55 mmol) uhli¢itanu sodného sa pridal roztok sulfonylchloridu (0,5 mmol) v 2,5 ml
dioxanu. Roztok sa miesal cez noc pri laboratérnej teplote, rozdelil sa medzi etylacetat (10 ml) a cca 20 %
kyselinu citrénovi (10 ml), vodna faza sa trikrat extrahovala etylacetatom, organicky extrakt sa premyl roz-
tokom NaCl, vysusil, odparil a k zvy$ku sa pridala 4 N HC1 v dioxane. Zmes sa mieSala 20 min., odparila sa
a vysusila za zniZeného tlaku v priebehu 4 hodin pri 40 °C. ZvySok sa potom neutralizoval 3 ml vodného roz-
toku uhli¢itanu sodného (0,08 g, 0,85 mmol), pridalo sa 0,9 g (1,1 mmol) kyanatu sodného a zmes sa miegala
4 hodiny pri 100 °C. Pridal sa 1 ml koncentrovanej HCl, zmes sa mieSala 1 hodinu pri rovnakej teplote
a potom sa nechala stat pri laboratérnej teplote cez noc. Krystaly sa odfiltrovali, premyli destilovanou vodou
a vysusili za zniZeného tlaku (v pripade potreby sa rekrystalizovali z vodneho etanolu).

N-{[(4S)-2,5-dioxoimidazolidinyl Jmetyl} -4-(4-fludrfenoxy)benzénsulfonamid

MS: m/z = 380,1
N-{[(4S)-2,5-dioxoimidazolidinylJmetyl}[1,1'-bifenyl]-4-sulfénamid
MS: m/z = 346,1

'H NMR: (DMSO): 3,00 m (1,5 H), 3,10 m (0,6 H), (CH,), 4,10 m (1 H, CH), 7,5 m (3 H), 7,70 d (2 H), 7,4 s
(4 H).

Priklad 2

Pripravili sa zluceniny vzorca (II), kde R’je H,R’je H, R* je H, RS je H, (C\.4)alkyl, metylbenzyl alebo
metylpyridyl, a G'-B-G* sa meni.

Syntézy sa uskuto¢nili paralelne na 20-jamkovej platnicke v manualnom rezime.

Aminokyselina (20 umol) sa rozpustila v 5 ml vody obsahujicej 6,36 mg (60 pmol) uhli¢itanu sodného.
Do kadej jamky sa napipetovalo 0,5 ml roztoku a po fiom 0,5 ml dioxdnového roztoku obsahujuceho
20 pmol zodpovedajiiceho sulfonylchloridu. Reakéna zmes sa pretrepavala 18 hodin pri laboratorne;j teplote,
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zriedila sa 2 ml metanolu a do kazdej jamky sa pridalo 20 mg pripravku Lewatite S100 (kyslé forma) na 5
min. VSetky reakéné zmesi sa prefiltrovali, odparili za zniZeného tlaku a k zvySku sa pridal 1 ml 4 N HCl
v dioxane na 30 min., odparil sa za zniZeného tlaku, pridalo sa 0,5 ml 0,5 M vodného roztoku kyanatu drasel-
ného a zmes sa zahrievala na 100 °C v priebehu 3 hod. Do kazdej jamky sa po ochladeni na laboratérnu tep-

5 lotu pridalo 10 mg pripravku Lewatite S100 (kysla forma) a po fiom 2 ml metanolu, zmes sa odparila za zni-
Zeného tlaku a pridala sa kyselina trifluéroctova pri 80 °C na 2 hodiny. Po odpareni sa zvySok vy¢istil flash
chromatografiou na oxide kremi¢itom pouzitim gradientu metanolu v etylacetate (aZ do 10 % MeOH). Cisto-
ta a molekulova hmotnost’ sa monitorovala pomocou HPLC-MS. Vytazky: 0,5 - 1 mg na kazdua jamku.

10 (2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)amid kyseliny 5-(2-metyltiazol-5 -yDtiofén-2-sulfénovej

O

Q
50

s
L/

o)

N
NN
N~
o)
LC-MS (APCI) M + H' = 373.4 (m/z)

15 3-(4-Chlorfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-benzénsulfénamid

o)
LC-MS (APCI) M" + H" = 396,8 (m/z)

20 4-(4-Chlorfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsulfénamid

Cl

LC-MS (APCI) M" + H' = 396,8 (m/z)
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-metoxyfenoxy)benzénsulfénamid

O\Q\Q
oloa
N
v C)\\\“TLN
N—
0]
LC-MS (APCI) M" + H'" = 392,6 (m/z)

5 N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-3-(4-metoxyfenoxy)benzénsulfénamid

Lo
0 ﬁ
o\
N N
N~
O\ 9]
LC-MS (APCI) M™ + H" = 392,6 (m/z)

10 (2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)amid kyseliny 5-(5-trifluérmetyl-2 H-pyrazol-3-yl)tiofén-2-sulfénove;j

LC-MS (APCI) M* + H' = 410,4 (m/z)

15 N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-p-tolyloxybenzénsulfonamid

LC-MS (APCI) M™ + H' = 376,4 (m/z)

15
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3-(3,4-Dichlérfenoxy)-N-(dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsulfénamid
Cl

O 0
C'O @Jyo

N
A
ﬁN ~<N
0

LC-MS (APCI) M" + H' = 430,6 (m/z)

o)

4-(3,4-Dichlorfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsulfénamid

Cl e}

Cl
LC-MS (APCI) M + H* = 430,6 (m/z)

(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)amid kyseliny 4'-fluérbifenyl-4-sulfénovej

Q
$=0
&
F *x‘lN
N—
O

LC-MS (APCI) M" + H' = 364,4 (m/z)
15
(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)amid kyseliny 5-pyridin-2-yltiofén-2-sulfénovej

LC-MS (APCI) M* + H' = 353 4 (m/z)
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(2-metoxyfenoxy)benzénsulfonamid

LC-MS (APCI) M" + H" = 392,5 (m/z)
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-3-(2-trifluérmetylfenoxy)benzénsulfénamid

£ F

LC-MS (APCI) M" + H" = 430,4 (m/z)
10
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmety1)-3-(4-trifluérmetylfenoxy)benzénsulfénamid

LC-MS (APCI) M" + H" = 430,4 (m/z)
15
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-trifluérmetylfenoxy)benzénsulfonamid

F NN
FF N~
o)

LC-MS (APCI) M™ + H" = 430,4 (m/z)
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(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)amid kyseliny 4'-trifluérmetylbifenyl-4-sulfénovej

LC-MS (APCI) M* + H' = 414,4 (m/z)

N-~(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-o-tolyloxybenzénsulfénamid

LC-MS (APCI) M" + H' = 376,4 (m/z)
4-(3,5-Dichlérfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsulfénamid
Cl
Cl

LC-MS (APCI) M + H" = 431,3 (m/z)
15
4-(2-Chlérfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsulfénamid

Cl O—Q‘g:o

N

o5
N—{

0

LC-MS (APCI) M* + H* = 396,8 (m/z)
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-3-p-tolyloxybenzénsulfénamid

N
3N
N~
O
LC-MS (APCI) M" + H' = 376,4 (m/z)
5
4-(4-Kyanofenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsulfonamid
N\\
? O
o@f&
N
O et o
N N
N~
O
LC-MS (APCI) M* + H' = 387,4 (m/z)
10
4-(4-Kyanofenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-metylbenzénsulfénamid
N\\
2 o]
OO&
_N
Ol
NN
N~
0]
LC-MS (APCI) M" + H" = 401,4 (m/z)
15

N-=(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-metyl-4-(4-trifluérmetylfenoxy)benzénsulfénamid

e F
F
Q O
-~
51
N N
N—
(0]

LC-MS (APCI) M* + H' = 4444 (m/z)
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etyl-4-(4-trifluérmetylfenoxy)benzénsulfénamid

F F
F
S O
S
— N
O N
3N
N<
O
LC-MS (APCI) M" + H" = 458 4 (m/z)
5
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-izopropyl-4-(4-trifluérmetylfenoxy)benzénsul fonamid
£ F
F
Q O
0/®'$'
.
o L
NN
N
O
LC-MS (APCI) M" + H' = 472,4 (m/z)
10
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-izobutyl-4-(4-trifluérmetylfenoxy)benzénsulfénamid
£ F
F
Q
O
I
© N
6.\
NN
N~
0]
LC-MS (APCI) M" + H" = 486,5 (m/z)
15

N-Benzyl-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-trifluérmetylfenoxy)benzénsul fonamid

£ F

LC-MS (APCI) M" + H" = 520,5 (m/z)

20
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-pyridin-3-ylmetyl-4-(4-trifluérmetylfenoxy)benzén

e F
F
% O
OO‘&
N
— O\ NN
3 N
Ny N—
O
LC-MS (APCI) M' + H' = 521,5 (m/z)
5
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-fluérfenoxy)-N-metylbenzénsulfonamid
F
)~ %
o@i&
/N\L
Oa
NN
N<
0]
LC-MS (APCI) M" + H" = 394,4 (m/z)
10
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etyl-4-(4-flurfenoxy)benzénsulfénamid
F
BN
0’®~$'
\/N
Oy
NN
N~
O
LC-MS (APCI) M' + H" = 408,4 (m/z)
15

N-Benzyl-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-fluérfenoxy)benzénsulfénamid

F
0

Qo
A

N
W
O

LC-MS (APCI) M' + H" = 470,5 (m/z)

21
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-fluérfenoxy)-N-pyridin-3-ylmetylbenzénsulfénamid

F

LC-MS (APCI) M" + H" = 471,5 (m/z)
4-(4-Chlérfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-metylbenzénsulfénamid
Cl
Q9
OO$ ]
—N

O o

NN

\N_<\
0

LC-MS (APCI) M" + H" = 410,5 (m/z)
10
4-(4-Chlérfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etylbenzénsulfonamid

Cl

LC-MS (APCI) M" + H" = 424,88 (m/z)
4-(4-Chlérfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-izopropylbenzénsul fénamid
Cl
D %
o@“$ _
7"

O

NN
N—
O
LC-MS (APCI) M +H = 424,88 (m/z)

22
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N-Benzyl-4-(4-chlérfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsul fonamid

Cl

LC-MS (APCI) M™ + H' = 486,9 (m/z)
4-(4-Chlérfenoxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-pyridin-3-ylmetylbenzénsulfonamid

Cl

LC-MS (APCI) M* + H' = 487,9 (m/z)
10
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-metyl-4-p-tolyloxybenzénsulfénamid

%0
S:
O/O:N

o)

O
Y N
N~
0]
LC-MS (APCI) M' + H" = 390,4 (m/z)
i5
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etyl-4-p-tolyloxybenzénsulfénamid

0]

50
oI

O e
NN
N—
o

LC-MS (APCI) M" + H' = 404,5 (m/z)
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N~(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-izopropyl-4-p-tolyloxybenzénsulfénamid

LC-MS (APCI) M* + H" = 418,5 (m/z)

N-Benzyl-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-p-tolyloxybenzénsulfénamid

O
S:
O N

@]

NN
N—{
0
LC-MS (APCI) M* + H' = 466,5 (m/z)

N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-pyridin-3-ylmetyl-4-p-tolyloxybenzénsulfénamid

Q
O
O N

=0 ..
Ny NN
N~
O

LC-MS (APCI) M* + H' = 467,5 (m/2)

N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-metoxyfenoxy)-N-metylbenzénsulfénamid
—0
)

) %
OON

7~

%“U N

N~
0]
LC-MS (APCI) M" + H' = 406,5 (m/z)
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etyl-4-(4-metoxyfenoxy)benzénsulfénamid
—0
0~ %0
0/@$'
e
O N )
Y N
N~

O

LC-MS (APCI) M" + H" = 420,5 (m/z)

N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-izopropyl-4-(4-metoxyfenoxy)benzénsulfonamid

—0

LC-MS (APCI) M" + H' = 433,5 (m/z)
10
N-Benzyl-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-metoxyfenoxy)benzénsulfonamid

—0
0

Q 3-0
OON

@)

X
N N
N~
O
LC-MS (APCI) M' + H' = 482,5 (m/z)
15
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(4-metoxyfenoxy)-N-pyridin-3-ylmetylbenzénsulfénamid

—0
0 5
oA
e \L

N 3
« / 1 N
N~
@)
LC-MS (APCI) M + H" = 483,5 (m/z)
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(pyridin-4-yloxy)benzénsulféonamid

Q
Lo
O N

O

NN
N~
0
LC-MS (APCI) M' + H" = 363,5 (m/z)

N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-metyl-4-(pyridin-4-yloxy)benzénsulfénamid

LC-MS (APCI) M" + H" = 3774 (m/z)
10
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)- N-etyl-4-(pyridin-4-yloxy)benzénsulfénamid

LC-MS (APCI) M + H" = 363,4 (m/z)
15
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(pyridin-4-yloxy)benzénsulfénamid

N
/i N Q o
— S:
O’ON
O

NN

N—{

LC-MS (APCI) M" + H" = 363,5 (m/z)
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N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsulfénamid

s
~-N “S:O

_N
ol
N N
N~
0
LC-MS (APCI) M + H" = 376,4 (m/z)

N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etyl-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsulfonamid
AP
N $e0
UN
ol

N—
O
LC-MS (APCI) M* + H' = 391,4 (m/z)

10
4-(5-Chlérpyridin-2-yloxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)benzénsulfénamid
e
N P
CI RY
N
oL
NN
N~
0]
LC-MS (APC)) M" + H" =397,8 (m/z)
15

4-(5-Chlérpyridin-2-yloxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-metylbenzénsulfonamid

N
-~
21
N~
0

LC-MS (APCT) M™ + H" = 410,8 (m/z)
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4-(5-Chlérpyridin-2-yloxy)-N-(2,5-dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etylbenzénsul fénamid

LC-MS (APCI) M" + H" = 425,8 (m/z)

N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-N-etyl-4-(5-fludrpyrimidin-2-yloxy)benzénsul fénamid

N. O
O e
F2 50

LC-MS (APCI) M" + H" = 409,8 (m/z)
10
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(5-fludrpyrimidin-2-yloxy)-N-metylbenzénsulfonamid

LC-MS (APCI) M" + H" = 396,4 (m/z)
15
N-(2,5-Dioxoimidazolidin-4-ylmetyl)-4-(5-fludrpyrimidin-2-yloxy)benzénsulfénamid

F
={ 3=0
N :
N
O Rt
NN
N~

O
LC-MS (APCI) M* + H' = 382,4 (m/z)
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Priklad 3
Zligeniny sa pripravili podla schémy 2 podl'a uvedeného opisu.

(a) Priprava vychodiskovych latok (aldehydov alebo keténov)

Aldehydy sa pripravili podla postupu opisaného v praci Fehrentz J. A. a Castro B., Synthesis, 676,
(1983). Ketony sa pripravili podl'a postupu opisaného v praci Nahm S. a Weinreb S. M. Tetrahedron Lett. 22,
3815, (1981).

(b) Priprava hydantoinovych intermedidtov

Aldehyd alebo ketén (5 mmol) sa rozpustil v 50 % vodnom etanole (10 ml), pridalo sa 0,55 g (10 mmol)
kyanidu sodného a 2,7 g (25 mmol) uhli¢itanu aménneho a zmes sa zahrievala v zatavenej ampule na 80 °C
pocas 6 hodin. Zmes sa ochladila, pH sa upravilo na 4 a rozpistadla sa odparili za zniZeného tlaku. Zvysok
sa rozdelil medzi vodu (10 ml) a etylacetat, vodna faza sa 3-krat extrahovala etylacetitom, odparila sa
a diastereoizoméry sa rozdelili chromatografiou na silikagéli (gradident TBME - metanol 0 - 10 % MeOH).
Pripravili sa nasledujiice hydantoiny:

terc-Butylester kyseliny R-1-(2,5-dioxoimidazolidin-4-S-yl)etylkarbamidove;j

vat

O% "

LC-MS (APCI): (M* + H' =244,4), (M" - 56 (izobutylén) 188,6), M" - BOC = 144,4 (hlavny pik)
H-NMR (CDCls, ppm): 1,23 d (3 H), 1,45 s (9,1 H), 0,36 m (1,1 H), 5,30 bs (1,1 H), 10,1 bs (1,3 H)

Kyselina R-1-(4-metyl-2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etylkarbamidova

0
o
AW
N #°
%N
0

LC-MS (APCI): (M + H' = 258,3), (M" - 56 (- izobutylén) 202,3), M* - BOC = 158,3 (hlavny pik)
H-NMR (CDCl;, ppm): 1,22 d (3 H), 1,44 5 (9,2 H), 1,58 5 (3,1 H), 3,95 m (0,9 H), 5,5 bs (1,5 H), 7,9 bs (0,8
H)

terc-Butylester kyseliny R-1-(4-metyl-2,5-dioxoimidazolin-4-R-yl)etylkarbamidove;j

et

., /
N P
)
0
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LC-MS (APCI): (M"+ H" = 258,3), (M - 56 (- izobutylén) 202,3), M" - BOC = 158,3 (hlavny pik)
H-NMR (CDCl;, ppm): 1,29 d (3 H), 1,54 s (9,1 H), 1,50 s (2,95 H), 0,25 m (1,1 H), 5,5 bs (1,8 H), 7,9 bs
(0,6 H)

terc-Butylester kyseliny R-1-(2,5-dioxo-4-fenylimidazolidin-4-S-yl)-etylkarbamidovej

et

_0
N
>//N
0

LC-MS (APCI): (M +H' = 320,3), (M" - 56 (- izobutylén) 264,3), M - BOC = 230,3 (hlavny pik)
H-NMR (CDCL, ppm): 1,31 d (3 H), 1,35 s (9,2 H), 0,65 m (0,9 H), 0,6 d (0,94 H), 7,25 m (3,2 H), 7,60 d
(2,05 H)

terc-butyl (28)-2-[(4R)-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl]pyrrolidine-1-carboxylate

LC-MS: M"+H"=170,0 M" - BOC)

NMR: (CDCls, ppm): 1,26 s (9 H), 1,7 - 1,9 m (3,37 H), 2,1 - 2,2 m (0,84 H), 3,35 - 3,44 m (1,82 H), 4,1 bs
(1,1 H),

terc-butyl (28S)-2-[(48)-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl]pyrolidin-1-karboxylat

LC-MS: M' +H" = 170,0 (M" - BOC)

H-NMR: (CDCl,, ppm): 1,27 s (9 H), 1,65 - 2,0 m (8iroky), (4,47 H), 3,55 m (1,15 H), 3,62 m (0,55 H), 4,4
m (0,87 H)

terc-butyl (2R)-2-[(4S)-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl]pyrolidin- 1 -karboxylat

LC-MS: M +H"=170,0 (M" - BOC)

H-NMR: (CDCls, ppm): 1,47 s (9 H), 1,7 - 2,2 m (8iroky) 4,30 H, 3,6 m (1,12 H), 3,8 m (0,78 H, 3,6 m (1,1
H).

terc-butyl (2R)-2-[(4R)-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl]pyrolidin-1-karboxylat

LC-MS: M +H"=170,0 (M - BOC)

H-NMR: (CDCl;, ppm): 1,47 s (9 H), 1,7 - 2,2 m (Siroky) 4,30 H, 3,6 m (1,12 H), 3,8 m (0,78 H, 3,6 m (1,1
H).

terc-butyl (2R)-2-[(4S)-4-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl]pyrolidin-1-karboxylat
LC-MS:M"+H"=183,1 (M" - BOC)
H-NMR: (CDClL;, ppm): 1,4 s (9 H), 1,50 s (3,2 H), 1,65 - 2,1 m (§iroky) 4,20 H, 3,4 m (1,1 H), 3,5 bs (0,78
H, 4,4 m (0,94 H).

Odstranenie chraniacej skupiny z hydantoinov chranenych BOC sa uskuto¢nilo 40 % kyselinou trifludr-
octovou v dichlérmetane a kone¢na zlicenina 5-(1-aminoetyl)-5-alkylimidazolin-2,4-dion trifludracetat sa
vyzraZal éterom po odpareni dosucha.

R-5-(S-1-aminoetyl)imidazolin-2,4-dion trifluéracetat
LC-MS (APCI): M" + H' = 144,2 (m/z)

R-5-(1-aminoetyl)-5-S-metylimidazolidin-2,4-dién trifluéracetat
LC-MS (APCI): M" + H = 158,2 (m/z)

R-5-(1-aminoetyl)-5-R-metylimidazolidin-2,4-dién trifludracetat
LC-MS (APCI): M" + H' = 158,2 (m/z)

R-5-(1-aminoetyl)-5-S-fenylimidazolidin-2,4-dién trifluéracetat
LC-MS (APCI): M' + H" = 220,3 (m/z)
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(5R)-5-[(2S)-pyrolidin-2-yl}imidazolidin-2,4-dién trifluéracetat
LC-MS (APCI): M + H' = 169,1 (m/z)

(5R)-5-[(2R)-pyrolidin-2-yl]imidazolidin-2,4-dién
LC-MS (APCI): M* + H' = 169,1 (m/z)

(5R)-5-[(2S)-pyrolidin-2-yl]imidazolidin-2,4-dién
LC-MS (APCI): M' + H" = 169,1 (m/z)

(58)-5-[(28)-pyrolidin-2-yl]imidazolidin-2,4-dién
LC-MS (APCI: M' + H' = 169,1 (m/z)

(5)-5-metyl-5-[(2R)-pyrolidin-2-ylJimidazolidin-2,4-dién
LC-MS (APCI): M* + H' = 183,21 (m/z)

(¢) Priprava hydantoinov vzorca (II)

Syntézy sa uskutoénili paralelne na 20-jamkovych platni¢kach v manualnom reZime.

Do kazdej jamky sa dalo cca 7,5 pmol prislusného sulfonylchloridu v 0,5 ml dichlérmeténu a cca 15 - 20
pmol 5-(1-aminoetyl)-5-alkylimidazolin-2,4-di6n trifludracetatu v 0,5 ml dichlérmeténu (v pripade potreby
sa kvoli uplnému rozpusteniu pridalo malé mnoZstvo DMF) a pridalo sa 10 mg dietylaminometylpolystyre-
novej Zivice. Zmes sa pretrepavala cez noc, prefiltrovala sa cez 200 mg silikagélu, premyla sa 3 - 5 ml etyla-
cetatu a istota sa monitorovala pomocou LC-MS. Roztoky sa odparili dosucha, ¢im sa ziskali vSetky oCaka-
vané zlideniny v dostatocnej Cistote.

4-R-(4-Chlérfenoxy-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsulfonamid

o)
1
$=0
\
o) N s
o)
N
%N
o)
cl

LC-MS (APCI): M" + H" =411,1 (m/2)

4-R-(5-Chlérpyridin-2-oxy)-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsulfonamid

O
I
S=0
\
0 Nty
0]
= N N
N/ N
o}
Cl

LC-MS (APCI): M' + H" =412,1 (m/z)
R-N-(1-(2,5-Dioxoimidazolidin-S-4-yl)etyl)-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsulfénamid

o]

\
e} N toses
— N N
N/ N
O%

LC-MS (APCI): M" + 2 H' = 378,9 (m/2)

0}
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R-N-(1-(2,5-Dioxoimidazolidin-S-4-yl)etyl)-4-(pyridin-4-yloxy)benzénsulfénamid

(0]

_
) N>r
\§ N
N 3
LC-MS (APCI): M* + 2 H' = 378,9 (m/2)

4-R-(4-Kyanofenoxy-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsul fénamid

N
s
o}
U4
N
LC-MS (APCI): M" + H" = 401,5 (m/z)

4-R-(4-Fluérfenoxy-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsulfénamid

N
>//N
0
F
LC-MS (APCI): M* + H' = 394,3 (m/2)

15
4-R-(4-Trifluérmetylfenoxy-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsulfénamid

O
/!
S=0
\
O/O/ Nireees
O
N
‘a
o)
F
F F

LC-MS (APCI): M* + H' = 444.4 (m/2)
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4-R-(4-Metylfenoxy-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsulfénamid

LC-MS (APCI): M* + H' = 389,43 (m/z)

4-R-(4-Metoxyfenoxy-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsulfénamid

o<

LC-MS (APCI): M' + H' = 406,4 (m/z)
10
4-R-(4-Fenoxy-N-(1-(2,5-dioxoimidazolin-4-S-yl)etyl)benzénsulfénamid

LC-MS (APCI): M" + 2 H' = 376,2 (m/z)
15
R-N-(1-(4-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-S-yl)etyl-4-fenoxybenzénsulfénamid

O }NO

LC-MS (APCI): M' + H" = 390,4 (m/z)
20
4-(4-Chlérfenoxy-N-(1-(4-S-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

Cl
LC-MS (APCI): M" + H" = 4234 (m/z)
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4-(5-Chlorpyridyl-2-oxy)-N-(1-(4-S-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

O

1!
S=0
\
N N
N/ >//N
o)
Cl
LC-MS (APCI): M" + H" = 424,4 (m/z)

O

—

N-(1-(4-S-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etyl)-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsulfénamid

N
N/ %N
0
LC-MS (APCI): M" + 2H" = 392,4 (m/2)

N-(1-(4-S-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etyl)-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsulfonamid

LC-MS (APCI): M" + 2H" = 392,4 (m/z)
15

4-(4-Kyanofenoxy-N-(1-(4-S-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

A
N

LC-MS (APCI): M" + 2H" = 415,4 (m/z)
20
R-N-(1-(4-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etyl-4-fenoxybenzénsulfénamid

LC-MS (APCI): M* + H' = 390,4 (m/z)
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4-(4-Chlérfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfonamid

Cl
LC-MS (APCI): M* + H' = 4234 (m/2)

4-(5-Chlérpyridyl-2-oxy)-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

Cl
LC-MS (APCI): M" + H" = 424,4 (m/z)
10
N-(1-(4-R-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etyl)-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsul fénamid

LC-MS (APCI): M™ + 2H" = 392,4 (m/z)
15
N-(1-(4-R-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etyl)-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsulfénamid

0]
1
S=0
\
0 N""§
[ O
%N

N

N o

LC-MS (APCI): M" + 2H" = 3924 (m/z)
20
4-(4-Kyanofenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

I
N

LC-MS (APCI): M + H' = 415,4 (m/2)
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4-(4-Fluérfenoxy-N-(1-(4-S-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid
4
\N .
O - °
~
/ N

N
(o)
F
LC-MS (APCI): M' + H' = 407,4 (m/2)

4-(4-Trifluérmetylfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-S-yl)etylbenzénsulfonamid

/ N>/-’N

LC-MS (APCI): M" + H" = 458,4 (m/z)
10
4-(4-Metylfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-S-yl)etylbenzénsulfénamid

LC-MS (APCI): M* + H' = 404,5 (m/2)

4-(4-Metoxyfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-S-yl)etylbenzénsulfénamid

O
1
/®/S=O
\N“"'
0] !

N
/ )N
0
—0
LC-MS (APCI): M* + H" = 420,5 (m/z)

0]

20
4-(4-Fenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-S-yl)etylbenzénsulfénamid

N N

LC-MS (APCI): M" + H' = 390,5 (m/z)
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4-(4-Flu6rfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

LC-MS (APCI): M" + H' = 407,4 (m/z)
4-(4-Trifluérmetylfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid
0
Il
//O/S=O
\N"'“
oA f/ i
e
/ =
F
FFF
LC-MS (APCI): M + H' = 458,4 (m/z)

10
4-(4-Metylfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

/ N
LC-MS (APCI): M* + H' = 404,5 (m/z)

15
4-(4-Metoxyfenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfénamid

—0
LC-MS (APCI): M" + H" = 420,5 (m/z)
20
4-(4-Fenoxy-N-(1-(4-R-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-R-yl)etylbenzénsulfonamid

7
§=0
0y 2O
N
N %'f

LC-MS (APCI): M" + H" = 390,5 (m/z)
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4-(4-Chldrfenoxy)-N-(1-((2,5-dioxo-4-S-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl)benzénsulfénamid

cl
LC-MS (APCI): M* + H" = 486,8 (m/2)

4-(5-Chlérpyridin-2-yloxy)-N-(1-((2,5-dioxo-4-S-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl)benzénsulfénamid

Cl

LC-MS (APCI): M" + H" = 4878 (m/z)
10

N-(1-8-(2,5-Dioxo-4-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl-4-(pyridin-2-yloxy)benzénsulfénamid

o
I
L
N> 3

O

LC-MS (APCI): M* + 2H" = 454,6 (m/z)

N-(1-8-(2,5-Dioxo-4-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl-4-(pyridin-4-yloxy)benzénsulfonamid

LC-MS (APCI): M" + 2H' = 454,6 (m/z)
20
4-(4-Kyanofenoxy)-N-(1-((2,5-dioxo-4-S-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl)benzénsulfénamid

0]
i
US\;"
(0] =

i
N
LC-MS (APCI): M" + H' = 477,6 (m/2)
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4-(4-Fludrfenoxy)-N-(1-((2,5-dioxo-4-S -fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl)benzénsulfénamid

5
4-(4-Trifluormetylfenoxy)-N-(1-((2,5-dioxo-4-S-fenylimidazolidin-4 -R-yl)etyl)benzénsulfonamid
A
F
F F
LC-MS (APCI): M" + H' = 519,1 (m/z)
10
4-(4-Metylfenoxy)-N-(1 -((2,5-dioxo-4-S-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl)benzénsulfonamid
7
\N "e
0] — / o)
N (
"
o)
LC-MS (APCI): M" + H" = 466,4 (m/z)
15

4-(4-Metoxyfenoxy)-N-(1-((2,5 -diox0-4-S-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl)benzénsulfonamid

—0

LC-MS (APCI): M" + H' = 482,4 (m/z)



SK 287834 B6

4-(4-Fenoxy)-N-(1-((2,5-dioxo-4-S-fenylimidazolidin-4-R-yl)etyl)benzénsulfénamid
0
if
\N i
O o / O

LC-MS (APCI): M" + H' =452,5 (m/z)

5
5-(1-{[4-(4-Chlérfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)-5-metylimidazolidin-2,4-dién
Q >r“
O
LC-MS (APCI). M’ +H" =450,5 (m/z)
10

5-(1-{[4-(4-Metoxyfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)-5-metylimidazolidin-2,4-dién

pd

@zf
o

LC-MS (APCI): M +H' =446,2 (m/z)
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5-(1-{[4-(4-Metylfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)-5-metylimidazolidin-2,4-dion

Q >f”
0]
LC-MS (APCI): M* + H" =430,1 (m/z)

5-(1-{[4-(4-Fluérfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)-5-metylimidazolidin-2,4-dién

ON
\\/

©S>o
s

LC-MS (APCI).M +H =434,1 (mf2)

Z

10
(1-{[4-(4-Kyanofenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)-5-metylimidazolidin-2,4-di6n

N
\/ O

N N
r

I\
N

LC-MS (APCI): M" + H" = 441,1 (m/z)
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5-(1-{[4-(4-Chlérfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)imidazolidin-2,4-dién

Cl
LC-MS (APCI): M" + H' = 436,1 (m/2)

5-(1-{[4-(4-Fludrfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)imidazolidin-2,4-dién

pd

o O
LC-MS (APCI). M’ +H' =420,1 (m/2)

10
5-(1-{[4-(4-Metylfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)imidazolidin-2,4-dién

Q Zf“
-

LC-MS (APCI): M* + H' = 416,1 (m/z)
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5-(1-{[4-(4-Metoxyfenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)imidazolidin-2,4-dién

W

/
Sto
@ N
O (
oO—

LC-MS (APCI): M™ + H' = 432,1 (m/z)

0
N
r

5-(1-{[4-(4-Kyanofenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)imidazolidin-2,4-dién

O\\N

/ O
3 "y
o 0]

\
N
LC-MS (APCI): M* + H' =427,1 (m/z)

Priklad 4 (Referenéné zliceniny)

[(4R)-2,5-Dioxoimidazolidinyljmetansulfonylchlorid, [(45)-2,5-dioxoimidazolidinyllmetansulfonylchlo-
rid alebo [(R)-2,5-dioxoimidazolidinyljmetansulfonylchlorid sa nechal reagovat’ s prislusnym primarnym
alebo sekundarnym aminom za vzniku uvedenych zliGenin. V3etky pouZité aminy su komerCne dostupné.

Sulfonylchlorid (0,060 mmol), amin (0,060 mmol), trietylamin (0,0084 ml, 0,060 mmol) v suchom tetra-
hydrofurane (0,70 ml) sa miesali pri laboratérnej teplote cez noc. Pridal sa polystyrénmetylizokyanat (0,025
g, 0,030 mmol) a zmes sa mieSala cez noc. Biela suspenzia sa prefiltrovala a tuhé faza sa premyla tetrahydro-
fursnom (2 x 1 ml). Filtraty sa odparili, biela tuh4 latka sa suspendovala vo vode (5 ml), oddelila sa na filtri,
premyla sa vodou (2 x 1 ml), voda sa odsala a latka sa vysusila vo vakuu pri 45 °C cez noc, ¢im sa ziskali ti-
tulné zluceniny.

Vychodiskové latky boli pripravené nasledovne:

5-Metyl-5-{[(fenylmetyl)tio]metyl} imidazolidin-2,4-dion

Ocel'ova nadoba sa naplnila etanolom a vodou (315 ml/135 ml).

Pridalo sa 31,7 g (0,175 mol) benzyltioacetonu, 22,9 g (0,351 mol) kyanidu draselného a 84,5 g (0,879
mol) uhli¢itanu aménneho. Uzavreta reakéna nadoba sa udrziavala v olejovom kupeli (teplota kipela 90 °C)
pod intenzivnym mie$anim 3 h.
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Reak¢nd nadoba sa ochladila zmesou I'adu a vody (0,5 h), Zltkasta suspenzia sa odparila dosucha a tuhy
zvy3ok sa rozdelil medzi 400 ml vody a 700 ml etylacetatu a vrstvy sa oddelili. Vodna faza sa extrahovala
etylacetatom (300 ml). Spojené organické fazy sa premyli nasytenym roztokom NaCl (150 ml), vysusili sa
(Na;S0,), prefiltrovali a odparili dosucha. Ak produkt nekry3talizoval, do oleja sa pridalo 300 ml dichlérme-
tanu. Odparenim sa ziskal produkt ako Zltkasty prasok, 43,8 g (90 %).

LC-MS (APCI) m/z 251,1 (MH").

'H NMR (DMSO-dg) §: 10,74 (1 H, s); 8,00 (1 H,s); 7,35 -7,20 (5 H, m); 3,76 (2 H, s); 2,72, 2,62 (po 1 H,
ABq, J=14,0 Hz); 1,29 (3 H, s).

C NMR (DMSO-d) 8: 177,30, 156,38, 138,11, 128,74, 128,24, 126,77, 62,93, 37,96, 36,39, 23,15.

(55)-5-Metyl-5- {[(fenylmetyl)tio] metyl }imidazolidin-2,4-dién

Titulna zli¢enina sa pripravila chirdlnou separaciou racemického materialu pouZitim 250 mm x 50 mm
kolony na systéme Dynamic Axial Compression Preparative HPLC. PouZitou stacionirnou fizou bol
CHIRALPAK AD, eluent = metanol, prietok = 89 ml/min., teplota = laboratérna, UV = 220 nm, koncentricia
vzorky = 150 mg/ml, injek&ny objem = 20 ml.

Retenény ¢as pre titulnd zliceninu = 6 min.

Analyza chiralnej Eistoty sa uskuto¢nila pomocou 250 mm x 4,6 mm kolény CHIRALPAK-AD od firmy
Daicel, prietok = 0,5 ml/min., eluent = etanol, UV = 220 nm, teplota = laboratérna.

Reten¢ny &as pre titulnd zli¢eninu = 9,27 min.
Cistota odhadované na > 99 % ee.
LC-MS (APCI) m/z 251,1 (MH").
[a]p =-30,3° (¢ = 0,01 g/ml, MeOH, t = 20 °C).
'H NMR (DMSO-dg) &: 10,74 (1 H, s); 8,00 (1 H, s); 7,35 - 7,20 (5 H, m); 3,76 (2 H, s); 2,72, 2,62 (po 1 H,
ABq,J=14,0 Hz); 1,29 (3 H, s).
C NMR (DMSO-dq) 8: 177,30, 156,28, 138,11, 128,74, 128,24, 126,77, 62,93, 37,96, 36,39, 23,15,

(5R)-5-Metyl-5-{[(fenylmetyl)tio]metyl} imidazolidin-2,4-dién

Titulna zlicenina sa pripravila chirdlnou separaciou racemického materilu pouZitim 250 mm x 50 mm
kolony na systéme Dynamic Axial Compression Preparative HPLC. PouZitou staciondrnou fazou bol
CHIRALPAK AD, eluent = metanol, prietok = 89 ml/min., teplota = laboratérna, UV = 220 nm, koncentracia
vzorky = 150 mg/ml, injek&ny objem = 20 ml.

Retencny ¢as pre titulni zluceninu = 10 min.

Analyza chirdlne;j Cistoty sa uskuto¢nila pomocou 250 mm x 4,6 mm kolény CHIRALPAK-AD od firmy
Daicel, prietok = 0,5 ml/min., eluent = etanol, UV = 220 nm, teplota = laboratérna.

Retenény &as pre titulnd zlu¢eninu = 17,81 min.

Chiralna ¢istota odhadovana na > 99 % ee.
LC-MS (APCI) m/z 251,0 (MH").
[o]p =+30,3° (c = 0,01 g/ml, MeOH, t = 20 °C).
'H NMR (DMSO-dg) 8: 10,74 (1 H, s); 8,00 (1 H, s); 7,35 - 7,20 (5 H, m); 3,76 (2H,s);2,72,2,62 (po 1 H,
ABq,J = 14,0 Hz); 1,29 3 H, s).
BC NMR (DMSO-dg) 6: 177,31, 156,30, 138,11, 128,74, 128,25, 126,77, 62,94, 37,97, 36,40, 23,16.

[(45)-4-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-ylJmetansulfonylchlorid

(55)-5-Metyl-5- {[(fenylmetyl)tioJmetyl} imidazolidin-2,4-dién (42,6 g; 0,17 mol) sa rozpustil v zmesi
AcOH (450 ml) a H,O (50 ml). Zmes sa ponorila do kupela Tadu s vodou, cez roztok sa prebublaval Cl, (g)
a prietok plynu sa nastavil tak, aby sa teplota udrzala pod +15 °C. Po 25 min. roztok nadobudol Zltozelenu
farbu a odobrala sa vzorka na LC/MS a HPLC analyzu. Té ukazala, Ze vychodiskova latka sa spotrebovala.
Zlty priezraény roztok sa mieal 30 min. a vytvoril sa kalny roztok az suspenzia.

Rozpustadlo sa odparilo na rotaénej odparke pouZitim vodného kiipela s teplotou udrZiavanou na +37 °C.
Zltkasta tuhé latka sa suspendovala v toluéne (400 ml) a rozpustadlo sa odstranilo na tej istej rotadnej odpar-
ke. To sa opakovalo eSte raz.

Surovy produkt sa potom suspendoval v izohexane (400 ml) a zahrial sa na +40 °C s mieSanim. Suspenzia
sa nechala vychladmit’ na laboratornu teplotu, nerozpustny produkt sa oddelil filtraciou, premyl sa izohexa-
nom (6 x 100 ml) a vysusil za zniZeného tlaku pri +50 °C cez noc. Takto sa ziskal produkt ako Zltkasty pra-
Sok.

Ziskalo sa 36,9 g (95 %) titulnej zluéeniny.

Cistota podl'a HPLC = 99 %, NMR tiito &istotu potvrdilo.

[a]p =-12,4° (¢ = 0,01 g/ml, THF, t = 20 °C).
'"H NMR (THF-dg): § 9,91 (1 H, bs); 7,57 (1 H, s); 4,53, 4,44 (po 1 H, ABq, J = 14,6 Hz); 1,52 (s, 3 H, CH;).
'*C NMR (THF-ds): 8 174,96; 155,86; 70,96; 61,04; 23,66.
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[(4R)-4-Metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-ylJmetinsulfonylchlorid
Podrla postupu opisaného pre [(4S)-4-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl]metansulfonylchlorid.
Vychadzalo sa z (SR)-5-metyl-5-{[(fenylmetyl)tio]lmetyl} imidazolidin-2,4-diénu (10,0 g, 40 mmol).
Ziskalo sa 8,78 g (96 %) titulnej zliceniny.
5 Cistota podl'a NMR > 98 %.
[a]p = +12,8° (¢ = 0,01 g/ml, THF, t =20 °C).
'H NMR (THF-ds): 8 9,91 (1 H, brs); 7,57 (1 H, s); 4,53, 4,44 (po 1 H, ABq, J = 14,6 Hz); 1,52 (s, 3 H,

CHa).
13C NMR (THF-dg): 5 174,96; 155,84; 70,97; 61,04; 23,66.
10
O
HN NH
o L1 (R)-
Amin —ﬁ——“ 0]
O
Uvedena tabulka uvadza aminové skupiny pre kazdu zligeninu uvedenej Struktiry.
Q ~’
| “
O
H MW 373,43
MW 366 m/z 374 (M+1)
m/z 367 (M+1)
S N
_/ H H
MW 320
m/z 321 (M+1) cl
MW 331,78
m/z 332 (M+1)
N‘ N/
MW 331,44
MeO m/z 332 (M+1)
MW 357,39
m/z 358 (M+1)
"
| H
N
H
MW 336,37
m/z 337 (M+1)
j]\
HN NH
3 (S
T
Amin ——ﬁ——* O
O
15 Uvedena tabul’ka uvadza aminové skupiny pre kaZzdu zluéeninu uvedenej Struktury.
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:

MW 373,43
MW 366 m/z 374 (M+1)
m/z 367 (M+1)
ﬁN- -- N
\_/ H
MW 320
m/z 321 (M+1) cl
MW 331,78
m/z 332 (M+1)

N,

:

MW 331,44

MeO m/z 332 (M+1)
MW 357,39
m/z 358 (M+1)

O
N
Oy SROPR
N N~
MW 336,37 MW 403,46
m/z 337 (M+1) m/z 404 (M+1)
DWeA
0]

MW 389,43
m/z 390 (M+1)

O

Amin — TS.

e
H

Uveden4 tabul'ka uvadza aminové skupmy pre kazdu zli¢eninu uvedenej §truktiry.

Hydantoin Analyza
o MW 37541
Q/ \©\ ) m/z 410 (MH")
c N
m/z 374 (MH")
) MW 373,43
v
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Hydantoin Analyza ¥
0 5 m/z 388 (MH')
O —— MW 387,42
N, N
N/S\\\)\«
° 0

N-[4-(4-Chlérfenoxy)fenyl]-C-((4S)-4-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl)metinsulfénamid

LC-MS (APCI) m/z 410 (MH").

'H NMR (DMSO-dg): 8 10,75 (1 H, s); 9,89 (1 H, s); 8,04 (1 H, s); 7,45 - 7,39 (2 H, m); 7,25 - 7,19 (2 H, m);
7,06 - 6,97 (4 H, m); 3,54 (1 Hz ABq, J = 14,1 Hz); 1,31 3 H, s).

N-(4-Benzylfenyl)-C-((4S5)-4-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl)metansul fénamid

LC-MS (APCI) m/z 374 (MH").

'H NMR (DMSO-dg): § 10,74 (1 H, s); 9,82 (1 H, s); 8,01 (1 H, s); 7,33 - 7,05 (9 H, m); 3,49, 3,36 (po 1 H,
ABq,J = 16,2 Hz); 1,28 3 H, s).
N-(4-Benzoylfenyl)-C-((4S)-4-metyl-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl)metansulfonamid

LC-MS (APCI) m/z 388 (MH").

'H NMR (DMSO-d¢): § 10,81 (1 H, s); 10,58 (1 H, s); 8,08 (1 H, s); 7,76 - 7,62 (5 H, m); 7,60 - 7,52 (2 H,
m); 7,33 - 7,27 (2 H, m); 3,68, 3,52 (po 1 H, ABq, J=14,7 Hz); 1,33 3 H, s).

Priklad 5
Pripraveny z komeréne dostupného N-Boc-4-piperidénu metédami opisanymi v priklade 3.

0\3’9
)
O
L
Cl

m/z 437 (MH") MW 435,89

o\ép
O N
O
O

m/z 432 (MH") MW 431,47

m/z 416 (MH") MW 415,47
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/7

O=
N
O
O
F
m/z 420 (MH") MW 419,43
O= S”O
@ N
@)
0
N —

m/z 427 (MH") MW 426,45

PATENTOVE NAROKY

1. 5-(1-{[4-(4-Kyanofenoxy)fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)-5-metylimidazolidin-2,4-dién a jej farmaceu-
ticky prijatel'né soli.

2. Farmaceutickd kompozicia, vyznaéujlica sa tym, Ze obsahuje 5-(1-{[4-(4-kyanofenoxy)-
fenyl]sulfonyl} pyrolidin-2-yl)-5-metylimidazolidin-2,4-dién alebo jej farmaceuticky prijatelni sol' spolu
s farmaceuticky prijatelnym nosi¢om.

Koniec dokumentu
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