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UTILIZAREA ACESTORA
(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la identificarea receptorilor
de gust umani, din familia de receptori T2R, care ras-
pund la anumltl compusi amari. De asemenea, inventia
sereferala compu§| specifici si la compozitii care confln
astfel de compusi care functioneaza ca inhibitori ai
gustului amar, si utilizarea acestora ca inhibitotri ai gus-
tului amar sau ca modulatori de gust pentru cafea sau
alimente cu gust de cafea, bauturi sau medicamente.
Prezenta inventie se mai refera la un compus antago-
nist al receptorilor T2R umani, si la utilizarea acestuia
in analize si ca inhibitor al gustului amar in compozitii
ce pot fi ingerate de oameni sau animale.
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IDENTIFICAREA RECEPTORILOR T2R UMANI CARE RASPUND LA COMPUSII
AMARI CARE PROVOACA GUSTUL AMAR IN COMPOZITII S UTILIZAREA
ACESTORA IN ANALIZE PENTRU IDENTIFICAREA COMPUSILOR CARE INHIBA
(BLOCHEAZA) GUSTUL AMAR IN COMPOZITII $1 UTILIZAREA ACESTORA

CERERI iNRUDITE

[0001] Aceasta cerere revendica prioritatea cererii provizorii SUA Nr. 60/957,129
depusa la data de 21 august 2007 si a cererii provizorii SUA Nr. 61/047,187, depusa
la data de 23 aprilie 2008 si se refera la cererea SUA Nr. 11/766,974, care este o
continuare in parte a cererii SUA Nr. 11/5655,617 depuse la 1 noiembrie 2006, care
este la randul sau o continuare in parte a Cererii SUA Ser. Nr. 10/191,058 depusa n
10 iulie 2002 si este, de asemenea, o continuare in parte a cererii SUA Nr.
10/742,209 depusa la 1 decembrie 2003, care este o cerere divizionara a cererii SUA
Nr. 09/825,882 depusa la 5 aprilie 2001, acum brevetul US No. 7,105,650, toate

aceste cereri fiind Tncorporate aici prin referinta in integritatea lor.
DOMENIUL INVENTIEI

[0002] Aceasta cerere se refera la identificarea receptorilor de gust de tip 2 umani
(hT2R) si la utilizarea acestora in analize pentru identificarea liganzilor care
activeaza T2R specifici. Acesti liganzi sunt utili pentru modularea perceptiei gustului,
in particular a gustului amar. In cererile noastre de brevet anterioare am descris
expresia functionala ale receptorilor de gust amar umani, inclusiv hT2R8 si hT2R14.
In aceastd cerere de brevet raportdm cad hT2R8 si hT2R14 sunt activate de o
fractiune de cafea imbogatitd cu gust amar, raportam, de asemenea, ca identificarea
antagonistilor pentru hT2R8 si hT2R14 folosind o analiza de screening cu grad ridicat
de procesabilitate si ca aceste combinatii ale antagonistilor pot reduce gustul amar al
cafelei gi al fractiunilor de cafea. Aceasta inventie ofera o metoda de a modifica si de

a Tmbunatati gustul bauturilor cu cafea.

[0003] Mai specific, prezenta inventie se refera la utilizarea hT2R8 si/sau a hT2T14
in analizele de screening si in testele de gust pentru a identifica compusii care inhiba
(blocheaza) gustul amar al cafelei si al altor alimente si bauturi.
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[0004] De asemenea, aceasta inventie se refera la dezvaluirea unui ligand care sunt
largi proprietati antagoniste gustului amar, adicd blocheazd sau inhibd Tn mod
apreciabil activarea multor (13) receptori de amar diferiti printr-un set divers de
liganzi de amar si blocheaza sau inhiba activarea altor sase receptori de gust amar,
inhiband de asemenea si amaraciunea provocatd de unii compusi amari ai caror

receptor/ri de amar cu care interactioneaza nu au fost inca elucidati.

[0005] Mai specific, aceasta inventie se refera la dezvaluirea unui ligand mentionat
aici drept compus C care sunt largi proprietati antagoniste amarului, adica blocheaza
sau inhiba Tn mod apreciabil activarea receptorilor de gust amar hT2R3, 7, 10, 14,
16, 44, 51, 55, 61, 63, 64, 65 si 71 printr-un set divers de liganzi de amar §i
blocheaza sau inhiba activarea altor sase receptori de gust amar, adica hT2R5, 9,
13, 54, 67 si 75, inhiband de asemenea si amaraciunea provocata de unii compusi

amari ai caror receptor/ri de amar cu care interactioneaza nu au fost inca elucidati.

[0006] De asemenea, mai specific, inventia prevede descoperirea faptului ca acest
compus antagonist reduce gustul amar al salicinei, un antagonist al hT2R16 si al

feniltioureei, un agonist al hT2R51.

[0007] De asemenea, mai specific, aceasta inventie prevede dezvaluirea faptului ca
acest acelasi compus antagonist blocheaza gustul amar provocat de compusii amari
care activeaza receptorii multipli de gust amar, inclusiv omeprazolul care activeaza
hT2R10, 14 si 75; Rebaudioside A, un indulcitor natural care activeaza cel putin 7
receptori de gust amar si ca acest acelasi antagonist mai inhiba, de asemenea,
gustul amar provocat de compusii amari unde receptorul/rii de amar cu care ei

interactioneaza este necunoscut, inclusiv dextrometorfan si difenhidramina.

[0008] Pe baza acestora, inventia se refera la utilizarea acestui compus n alimente,
bauturi, medicamente si alte produse ingerabile pentru a atenua gustul amar al
acestora, inclusiv gustul amar provocat de liganzi de amar neidentificati sau compusi
in care amaraciunea implicd activarea receptorilor de amar multipli sau pentru

compusii amari unde specificitatea receptorului acestora este nedeterminata.
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[0009] De asemenea, pe baza acestora, inventia se referad la utilizarea acestui
antagonist pentru a elucida un motiv conservat prezent in diferite T2R umane care
este implicat Tn legarea ligandului si activarea T2R si proiectarea receptorilor
chimerici si cuplati cu proteina G care a suferit mutatii (GPCR), care sunt proiectate

sa contina acest motiv.

[0010] in plus, inventia se refera la oricare dintre compusii identificati folosind aceste
analize de screening si la utilizarea acestora la alimente, bauturi si medicamente,

inclusiv cafea si alimente, bauturi si medicamente cu aroma de cafea.
STADIUL TEHNICII

[0011] Una dintre modalitatile de gust de baza pe care oamenii le pot recunoaste
este amarul. Fiziologia gustului amar, péna destul de recent, a fost foarte slab
Tnteleasa. Studii recente au inceput sa& lumineze biologia gustului (Lindemann,
Nature (2001)). In prezent, este cunoscut faptul c& multi compusi amari produc gustul
amar prin interactiunea cu receptorii de la suprafata celulara. Acesti receptori apartin
familiei de sapte receptori din domeniul transmembranar pe care interactioneaza cu
proteinele intracelulare G. O noua familie de de GPCR, numite T2R, a fost identificata
la om si la rozatoare (Adler si colab., Cell 100(6) :693-702 (2000); Chandrashekar si
colab., Cell 100(6): 703-711 ( 2000); Matsunami H, Montmayeur JP, Buck L B. Nature
404(6778): 601-4 (2000)). inaintea inventiei de fatd, mai multe linii de probe au
sugerat cd T2R mediaza raspunsuri la compusii amari. In primul rand, genele T2R
sunt exprimate Tn mod specific Tn subgrupul celulelor receptoare de gust ale
epiteliului limbii si palatului. In al doilea rand, gena pentru unul dintre T2R (hT2R1)
umani este situat Tntr-un locus cromozomial care este legat de sensibilitatea la
compusul amar 6-n-propil-2-tiouracil la om (Adler si colab., (Id.) (2000 )). In al treilea
rand, unul dintre T2R de soarece (mT2R5) este situat intr-un locus cromozomial care
este legat de sensibilitatea la compusul amar cicloheximide la soareci. De
asemenea, s-a demonstrat ca mT2R5 pot activa gustducin, proteina G exprimata in
mod specific in celulele de gust si legate de transductia stimulilor amari (Wong si
colab., Nature 381:796-800 (1996)). Activarea gustducinului de mT2R5 apare numai
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ca raspuns la cicloheximida (Chandrashekar si colab., (Id.) (2000). Astfel, s-a
propus/presupus ca familia mT2R mediaza raspunsul gustului amar la goareci, n
timp ce familia hT2R mediaza raspunsul gustului amar la om. S-a sugerat ca doar un
singur T2R uman sunt identificat ligandul de amar — s-a demonstrat ca hT2R4 este
activat de denatoniu (Chandrashekar si colab., (Ild.) 2000). Totusi, concentratiile
eficiente de denatoniu utilizate in studiu (1.5 mM) au fost neobisnuit de ridicate, adica
au fost de 10° ori mai mari decat pragul amar raportat pentru denatoniu la oameni
(Saroli, Naturwissenschaften 71:428-429 (1984)). Astfel, nici un ligand de amar
specific nu a fost potrivit In mod convingator pentru orice hT2R. De asemenea, s-a
sugerat ca fiecare hT2R este capabil sa lege mai multi liganzi de amar. Aceasta
ipoteza se bazeaza pe faptul ca familia hT2R constd numai din 25 de membri
identificati, in timp ce oamenii pot recunoaste sute de compusi diferiti ca amari.
Secventele de hT2R au fost raportate anterior si sunt dezvaluite in cererile PCT
publicate de Zuker si colab. (WO (01/18050 A2, (2001)) si Adler si colab. (WO
01/77676 A1 (2001)), ambele fiind Tncorporate aici prin referinta in integralitatea lor.

[0012] Una din dificultatile pentru studiul functiei T2R este ca acesti receptori nu sunt
usor exprimati Tn culturile de linii celulare de mamifere. Pentru a imbunatati expresia
T2R, o secventa N-terminala din GPCR bine exprimata, rodopsina, a fost anexata la
secventele T2R (Chandrashekar si colab., (Id.) 2000). Aceasta eticheta N-terminala a
permis, de asemenea, monitorizarea usoara a expresiei proteinei datorita anticorpului
disponibil. In plus, eticheta SSTR3 (Bufe si colab., Nat. Genet. 32:397-400 (2002)), o
altd eticheta N-terminald a fost utilizatd pentru a Tmbuné&tati expresia T2R. Intrucét
incorporarea etichetei rodopsina a imbunatatit expresia unor T2R in liniile celulare de
mamifer, multe dintre ele incd nu s-au exprimat destul de bine pentru studii
functionale. Intr-o abordare diferitd, mT2R5 a fost exprimat cu succes in celulele Sf9
de insecte si a fost utilizat pentru studii de functionale folosind analize de legare
GTPyS biochimice (Chandrashekar si colab., (Id.) 2000).

[0013] in cererea de brevet anterioard a solicitantilor, Cererea U.S. Ser. Nr.
09/825882, acum Brevetul U.S. No. 7,105,650, solicitantii au identificat si furnizat
secvente de acid nucleic i secvente de polipeptide pentru un numar de receptori de
gust umani (atunci)noi inclusiv hT2R51, hT2R54, hT2R55, hT2R61, hT2R63,
hT2R64, hT2R65, hT2R67, hT2R71 si hT2R75. in plus, in Cererile U.S. Ser. Nos.

d
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11/182,942 si 10/628,464, care sunt incorporate integral prin referinta aici, Solicitantii
au furnizat polipeptida si secventa de ADN pentru un alt receptor de gust uman nou

identificat numit Tn aceasta hT2R76.

[0014] De asemenea, in Cererea U.S. Ser. Nr. 10/191,058 incorporaté prin referinta
aici in integralitatea sa, Solicitantii au dezvaluit liganzi care activeaza in mod specific
trei T2R diferiti umani. In plus, Solicitantii au depus recent Cererea U.S. Ser. Nr.
11/455,693, incorporata prin referinta aici in integralitatea sa, care a mai identificat
liganzi de amar care se leaga Tn mod specific de alte T2R umane si au furnizat ca

analizele conexe.

[0015] De asemenea, cu privire la utilitatile practice ale inventiei, s-a raportat ca atat
receptorii de gust T2R, cat si T1Rs sunt exprimati in sistemul gastrointestinal. De
exemplu, Wu si colab., Proc, Natl. Acad. Sci, SUA 99(4):2392-7(2002) raporteaza ca
T2R sunt exprimate in celule enterendocrine (celule STC1), precum si In subunitati
gustducin si transducin si ca aceste celule raspund probabil la liganzii de amar in
tractul gastrointestinal. De asemenea, s-a raportat de catre Chen si colab.,, AM J.
Physiol. Cell Phyisol. 291(4):C726-39 (2006) ca stimulii gustului amar induc Ca + +
semnalizand si eliberarea colecistochininei (CCK) in celulele STC-1 enterendocrine.
De asemenea, Rozengurt, AJ Physiol Gastrointes Liver Physiol 291(2):G171-7
(2006) raporteaza ca receptorii de gust in intestin joaca probabil un rol in perceptia
moleculara a controlului functiilor digestive si cailor hormonale si/sau neuronale si ca
acestea pot juca un rol in detectarea medicamentelor daunatoare si a raspunsurilor
de supravietuire. In plus, Sternini Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 292(2):
G457-61 (2007) raporteaza ca receptorii de gust in intestin pot fi implicati in functiile
gastrointestinale cum ar fi perceptia moleculara, absorbtia nutrientilor, protectia fata
de substantele nocive si sugereaza in continuare ca o intelegere a acestor
mecanisme poate fi relevanta pentru stérile si conditiile de boala, cum ar fi tulburarile
de hranire si inflamatia. Tn plus, a fost sugerat recent de Mace si colab., J Physiol.
2007 (Epub), ca T2R si T1Rs activeaza fosfolipaza C beta 2, PLC beta2 si ca exista
probabil un sistem de detectare intestinalda moleculard in intestin similar cu cel
prezent in celulele linguale si ca celulele gastrointestinale cum ar fi celulele perie sau

celulele solitare chemosenzoriale care exprima receptorii de gust pot avea ca rezultat

yeé
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cresterea GLUT2 si pot juca un rol in detectia substantelor nutritive i in nutritie Tn
tratamentul obezitatii si al diabetului. De asemenea, Cui si colab., Curr Pharm Des.
12(35):4591-600 (2006) sugereaza cad T1Rs exprimate in intestin pot fi utilizate in
analizele compusilor pentru tratarea obezitati si a diabetului, precum si ale

indulcitorilor artificiali.

[0016] Totusi, fara a tine cont de ceea ce a fost raportat si de intelegerea faptului ca
membrii T2R regleaza gustul amar si rolul lor posibil in functiile gastrointestinale, este
nevoie de identificarea liganzilor specifici care activeaza receptorii de gust amar T2R
umani. O mai buna intelegere a proprietatilor de legare ale diferitelor T2R, in special
T2R umane, ar fi extrem de beneficd, deoarece va facilita mai mult utilizarea
acestora in selectarea compusilor avand proprietati modulatoare de gust dorite, adica
ce blocheaza sau inhiba gustul compusilor amari specifici. De asemenea, acesta va
furniza identificarea compusgilor pentru tratarea $i  modularea functiilor
gastrointestinale si a bolilor asociate cum ar fi obezitatea, diabetul, absorbtia
alimentelor, detectia alimentelor, tulburdrile de alimentatie si reglarea hormonilor

conecsi si peptidelor cum ar fi GLUTZ2, colecistokina si altele.

DESCRIEREA PE SCURT A INVENTIEI

—

[0017] In acest scop, prezenta inventie se refera la descoperirea faptului cd hT2R8 si

hT2R14 sunt activate de un fractiune de cafea imbogatita cu amar.

[0018] De asemenea, prezenta inventie se refera la utilizarea acestora pentru
identificarea antagonistilor pentru hT2R8 si hT2R14 care inhiba sau blocheaza gustul

amar al cafelei si al alimentelor, bauturilor si medicamentelor asociate cu cafea.

[0019] Tn plus, inventia se refera la compusul antagonist specific (blocantul de amar)
care inhibd gustul amar al cafelei si al altor alimente, bauturi si medicamente cu

aroma de cafea.

[0020] De asemenea, aceasta inventie se refera la descoperirea unui ligand care

sunt largi proprietati antagoniste pentru amar, adica blocheaza sau inhiba in mod
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apreciabil activarea multor (13) receptori diferiti de amar printr-un set divers de
liganzi de amar si blocheaza sau inhiba activarea altor sase receptori de gust amar,
inhibdnd de asemenea si amaraciunea provocata de unii compusi amari ai caror

receptor/ri de amar cu care interactioneaza nu au fost inca elucidati.

[0021] Mai specific, aceasta inventie se refera la descoperirea unui ligand mentionat
aici drept compus C care sunt largi proprietati antagoniste pentru amar, adica
blocheaza sau inhib&a Tn mod apreciabil activarea receptorilor de gust amar hT2R3, 7,
10, 14, 16, 44, 51, 55, 61, 63, 64, 65 si 71 printr-un set divers de liganzi pentru amar
si blocheaza sau inhiba activarea altor sase receptori de gust amar, adica hT2RS5, 9,
13, 54, 67 si 75, inhibadnd de asemenea si amaraciunea provocata de unii compusi

amari ai caror receptor/ri de amar cu care interactioneaza nu au fost inca elucidati.

[0022] De asemenea, mai precis, inventie prevede descoperirea faptului cé acest
compus antagonist reduce gustul amar al salicinei, un antagonist al hT2R16 si al

feniltioureei, un agonist al hT2R51.

[0023] De asemenea, mai specific, aceasta inventie prevede descoperirea faptului ca
acest acelasi compus antagonist blocheaza gustul amar provocat de compusii amari
care activeaza receptorii de gust amar multipli, inclusiv omeprazolul, un compus care
activeaza hT2R10, 14 si 75; Rebaudioside A, un indulcitor natural care activeaza cel
putin 7 receptori de gust amar; si ca acest acelasi compus antagonist mai inhiba, de
asemenea, gustul amar provocat de compusii amari, unde receptorul/rii de amar cu
care acestia interactioneazd este necunoscut, inclusiv dextrometorfan si

diphenhydramin.

[0024] Pe aceastd baza, inventia se refera la utilizarea acestui compus si a
compusilor conecgi in conform inventiei Tn alimente, bauturi, medicamente si alte
produse ingerabile pentru a atenua gustul amar al acestora, inclusiv gustul amar
provocat de compusii sau liganzii pentru amar neidentificati, in care amaraciunea
implica activarea receptorilor pentru amar multipli sau a compusilor amari a caror

specificitate a receptorului este nedeterminata.

B
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[0025] De asemenea, prezenta inventie se refera la alimente, bauturi $i medicamente
care contin o cantitate din cel putin unul dintre compusii antagonigti pentru amar

identificati suficienti pentru a inhiba sau a bloca gustul amar a acestora.

[0026] Descoperirile inventiei au fost facute utilizand analize bazate pe celule care au
masurat activitatea T2R folosind celule care exprima o T2R particulara in prezenta si
absenta liganzilorlor penru amar. In particular, aga cum este descris mai detaliat mai
jos, liniile celulare HEK care exprima T2R specifice identificate mai sus pe suprafata
lor si care exprima si o proteind G himera care se cupleaza functional la T2R
mentionate, au fost folosite in analizele bazate pe celule care au detectat
modificarile concentratiilor calciului intracelular $i s-a gasit ca sunt activate in mod
specific de compusii amari specifici, in timp ce alte hT2R nu au fost activate in

conditii similare.

[0027] Prin urmare, inventia cuprinde utilizarea acestor receptori de gust umani in
analize, de preferintd analize cu grad ridicat inalt de procesabilitate, pentru a
identifica alti compusi care moduleaza, de preferintd blocheaza activarea acestor
receptori de catre acesti compusi si de catre alti compusi amari prezenti in cafea si

alimentele si bauturile conexe.

[0028] De asemenea, inventia se refera la utilizarea acestor receptori pentru a
identifica compusii particulari prezenti in cafea si in alimentele, bauturile si

medicamentele cu aroma de cafea care provoaca un gust amar.

[0029] De asemenea, inventia se refera la utilizarea unui compus antagonist care
poseda proprietati antagoniste dintr-o gama larga pentru utilizare n analizele in vitro
si n testele de gust in vivo pentru a identifica compus(sii) amari sau fractiunile amare
pentru care acest compus inhiba gustul amar provocat astfel si/sau inhiba activarea
unuia sau mai multor receptori de gust amar de catre compusul amar sau o fractiune

care contine acest compus amar.

[0030] In plus, inventia se referd in mod specific la utilizarea acestui antagonist cu

actiune larga care actioneaza in alimente, bauturi, medicamente si alte produse
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consumate pentru ingestie de catre oameni sau animale, unde gustul amar este

atenuat in modul dorit.

[0031] Inventia cuprinde, de asemenea, analize care includ o etapa suplimentara
care evalueaza efectul compusilor modulatori identificati in teste de gust umane sau
de alt tip si, in particular, evalueaza efectul compusilor identificati asupra gustului
amar, gust amar provocat in special de cafeaua si fractiunile derivate din cafea care

contin unul sau mai multe compusi care provoca o perceptie de gust amar.

[0032] in plus, inventia cuprinde productia de cafea si alimente, bauturi si
medicamente cu aroma de cafea care au fost tratate pentru a elimina compusii care
activeaza in mod specific acesti receptori de gust amar, de exemplu, alimente si
bauturi care au fost procesate pentru a elimina sau a reduce cantitatea de compusi

amari cupringi in acestea.

[0033] in unele aspecte, inventia se referd, de asemenea, la clase structurale de
compusi reprezentate de cele doua structuri date mai jos. Structura 1 prezinta o
structurad de urazol reprezentativ si structura 2 prezintd o structura de hidantoina

reprezentativ.

Structura 1 Structura 2

[0034] Un alt obiect specific al inventiei este utilizarea compusilor aratati mai sus si
analogii structurii 1 si ai structurii 2 ca blocanti pentru gustul amar pentru a reduce
gustul amar n aplicatile alimentare/farmaceutice care sunt mediate de receptorii

T2R8, in special cafea si alimente, bauturi si medicamente cu aroma de cafea.

[0035] Un alt obiect al inventiei este sa confirme ca compusii identificati moduleaza,

de preferinta inhiba sau blocheaza gustul amar, de exemplu cel provocat de cafea si
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alimentele, bauturile si medicamentele cu aroma de cafea in testele de gust umane
sau animale, de preferinta testele de gust umane. Exemplul 1 arata datele senzoriale
reprezentative pentru unul dintre acesti compusi. Datele demonstreaza in mod clar o
scadere semnificativa a gustului amar pentru un agonist T2R8 specific si o crestere

semnificativa a potentei pentru un blocant de gust amar cunoscut T2R8.

[0036] Un alt obiect al inventiei este sa foloseasca compusii descrisi aici ca aditivi
sau modulatori de aroma in compozitii pentru a inhiba sau a bloca gustul amar
provocat de compusii care activeaza in mod specific acesti receptori de gust. Un
obiect preferat al inventiei este de a utiliza un compus care inhibd activarea
receptorilor T2R8 pentru a bloca gustul amar al compusilor prezenti in cafea si

alimente, bauturi si medicamente cu aroma de cafea.

[0037] Compusi identificati conform inventiei pot fi adaugati la compozitii de alimente,
bauturi, cosmetice sau medicamente pentru a modula, de preferinta a bloca gustul
amar declansat de activarea hT2R8 de catre compusii amari prezenti in cafea si In
alimentele, bauturile si medicamentele conexe sau compusii legati structural sau alti
compusi amari, de exemplu, compusgii aflati in alimente si bauturi sau medicamente

sau cosmetice care provoca o perceptie de gust amar.
OBIECTELE INVENTIEI

[0038] Un obiect al inventiei este de a furniza teste care utilizeaza hT2R8 si/sau
hT2R14 si himeri si variante ale acestora care identifica compusii si compozitiile care
provoacad sau blocheaza gustul amar asociat cafelei si alimentelor, bauturilor si
medicamentelor cu aroma de cafea.

[0039] Un obiect specific al inventiei este de a furniza teste care identifica compusii
care activeaza sau care blocheaza sau moduleaza activarea si/sau legarea hT2R8 la
compusii sau compozitile care contin produsi responsabili pentru gustul amar al
cafelei.

[0040] Este, de asemenea, un obiect specific al inventiei acela de a oferi teste care

identificd compusii care activeaza sau care blocheaza sau moduleaza activarea

§5Y
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si/sau legarea hT2R14 la compusii sau compozitile care contin produsi responsabili

pentru gustul amar al cafelei.

[0041] Un alt obiect specific al inventiei este acela de a furniza compusii specifici
identificati utilizadnd analizele inventiei si compozitiile care contin in special cafea si

alimente, bauturi si medicamente cu aroma de cafea.

[0042] Un obiect specific al inventiei este acela de a furniza compusii de mai jos care

sunt antagonistii T2R8 si T2R14 despre care s-a dovedit ca blocheaza gustul amar al

cafelei.
O OH
/L \
07 Sy
= “WH {D}N*Q o1
A ] /\O
D —
Compusul & Compusul B ©)
IC50=0.3 WA (hTZR0B ) IC4:=0.4 uM {(hT2ROB) Compusul C

1C:0=0.2 MhTZR1 Q)

[0043] Un alt obiect specific al inventiei este utilizarea compusilor aratati mai sus si a
analogilor Compusului A, Compusului B si Compusului C ca blocanti ai gustului amar
pentru a reduce gustul amar in aplicatiile alimentare/farmaceutice, care este mediata
de receptorii T2R8 si/sau T2R14, in special cafeaua si alimentele, bauturile si

medicamentele cu aroma de cafea.

[0044] Un alt obiect specific al inventiei este utilizarea Compusului C si a analogilor
acestuia ca blocanti ai gustului amar cu actiune larga pentru a reduce gustul amar in
aplicatiile alimentare/farmaceutice, care este mediata de catre oricare dintre T2R3, 7,
10, 14, 16, 44, 51, 55, 61, 63, 64, 65 sau 71 umani si/sau T2R5, 9, 13, 54, 67 sau 75
umani, in special in alimente, bauturi si medicamente care contin compusi amari
multipli, compusi amari care interactioneaza cu multipli receptori de gust amar sau
compozitii care contin compusi amari necunoscuti sau compusi amari in care

specificitatea lor receptoare este necunoscuta.

¥3¢
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[0045] Un alt obiect specific al inventiei este furnizarea compusilor care pot fi

reprezentati prin urmatoarele formule.

[0046] Intr-un prim aspect, este prevazut un compus cu formula structurala (1):

X A

(R")y—Ar'-R'—N

(0

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:

Ar' este un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil cu cinci sau sase atomi:

m este 0, 1, 2 sau 3;

R'este SO,; C=0; C=S; sau C=NOR";

X este selectat din grupul constand din hidrogen, halogen, alchil, alchil
substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil substituit,
heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil,
heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR® S(0),R®, NR°R’, CONR®R’, CO.R®,
NR®CO;R’, NR°CONR'R®, NR°CSNR'R®, NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR°SO,R®,
NR®SO,NR®R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R*)(OR®);

fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R”, CONR®R’,
CO.R®, NR®CO,R’, NR6(CONR'R®, NRPCSNR'R® NR®C(=NH)NR’R®, SO,NR°RS,
NR°SO,R®, NR®*SO,NR®R’, B(OR%)(OR®), P(0)(OR®)(OR?®) si P(O)(R%)(OR®);

sau in mod alternativ, X si/sau cel putin un R" impreuna cu atomii la care
sunt legati formeaza un ciclu aril, aril substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit n
care ciclul este condensat optional cu un alt ciclu aril, aril substituit, heteroaril,
heteroaril  substituit, cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau
cicloheteroalchil substituit;

R*-R® sunt selectati In mod independent din grupul constand din hidrogen,

alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil,
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heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil si heteroarilalchil
substituit sau in mod alternativ, R® si R®, R® si R”, R” si R® impreuna cu atomii de
care sunt legati formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

A si B sunt selectati In mod independent din grupul constand din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil
substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit; si

b este 0, 1 sau 2.

[0047] in unele forme de realizare, A si B, impreuna cu atomul de azot la care sunt
atasate, formeaza un inel care poate fi condensat cu cicluri aditionale substituite sau
nesubstituite si pot sa cuprinda cel putin o legatura dubla. Un exemplu nelimitativ de

astfel de cicluri include o grupare avand formula:

ad

[0048] In al doilea aspect, inventia prevede compusii cu formula structurala (11)
prezentati mai jos:

X (CHa)- Y—ArP—(R?),

(R")y—Ar'-R'—N
(CHy)~Z—Ar*—(R¥),
(In)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora in care:

Ar', Ar? si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil
cu cinci sau sase atomi;

meste 0, 1, 2 sau 3;

n si p sunt in mod independent 0, 1, 2, 3 sau 4;

r si t sunt in mod independent 0,1 sau 2;

Y si Z sunt In mod independent selectati din grupul constand din CR°R’, C=0,
C=S, C=NOR?, O, NR® si S(O)y;

5JC
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R’ este selectat din grupul constand din SO, C=0, C=S si C=NOR*

X poate fi selectat din grupul constand din hidrogen, alchil, alchil substituit, aril,
aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil
substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit,
CN, NO,, -OR5 S(0),R®, NR®R’, CONR®R’, CO.R® NR®CO;R’, NR°CONR'R?,
NR®CSNR’R®, NRPC(=NH)NR’R®, SO.NR°R®, NR®SO.,R®, NR°SO,NR°R’,
B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

X este preferabil selectat din grupul constand din hidrogen, heteroalchil,
heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil
substituit, CN, S(0),R®, CONR®R’, -CO,R®, SO,NR’R®, NR’SO;R®, NR°*SO,NR°R’,
B(OR®)(OR?®), P(O)(OR®)(OR?®) si P(O)(R°)(OR?®).

fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, substituit heteroarilalchil, CN, NO,, OR®, S(O),R®?, NR°R’, CONR°R’,
CO,R% NRPCO,R’, NR(CONR'R?, NRECSNR'R?, NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®,
NR*SO,R® NR®SO,;NRPR’, B(OR®)(OR?®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R°)(OR®);

fiecare R* este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO2R®, NR®CO.R’, NR®CONR'R®, NR®CSNR’R® NR®C(=NH)NR'R?, SO,NR°R®,
NR’SO,R®, NR°SO,NR®R’, B(OR®)(OR®) si P(O)(OR°)(OR®);

fiecare R* este selectat Tn mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O)R®, NR®°R’, CONR®R’,
CO2R®, NR°CO,R’, NR®CONR'R®, NR®CSNR’R®, NRSC(=NH)NR'R®, SO,NR°RS,
NR°SO,R®, NR*SO,NR®R’, B(OR®)(OR®), P(0)(OR®)(OR?®) si P(O)(R%)(OR®);

sau Tn mod alternativ, X si/sau cel putin unul dintre R" impreuna cu atomii la
care sunt legati formeaza un aril, aril substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit ciclu

in care ciclul este Tn mod optional condensat cu ciclu alt aril, aril substituit, heteroaril,
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heteroaril substituit, cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau
cicloheteroalchil substituit;

R*R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, heteroarilalchil sau heteroarilalchil substituit sau Tn mod
alternativ, R® si R®, R% si R’, R’ si R®, Tmpreuna cu atomii la care sunt legati formeaza
un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

b este 0, 1 sau 2.

[0049] intr-un alt aspect, inventia prevede compusii cu formula structurala (lll)
prezentati mai jos:
0

HO CHy—ArP—(R?),
(R1')mJ—KAr1—(\)\S/P—N/
CHz—AR—(RY),
(III)
sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid a acestora, in care:
Ar', Ar? si Ar’ sunt in mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil
cu cinci sau sase atomi si Ar® si Ar® poate fi omis Tn mod optional;
meste 0, 1, 2 sau 3;
n si p suntin mod independent 0, 1, 2, 3 sau 4;
fiecare R" este Tn mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO,R®, NR®°CO,R’, NR®CONR’R® NRPCSNR’R®, NR°C(=NH)NR'R®, SO,NR°R?,
NR®SOR® NR®SO,NR°R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R%)(OR®);
fiecare R este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
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CO.R®, NR®CO,R’, NR®CONR’R® NRPCSNR’R® NR®C(=NH)NR’R® SO,NR°R®,
NR®SO,R®, NR*SO,NRPR’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R* este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO,R® NR®CO,R’, NR®CONR’R®, NRPCSNR’R® NRSC(=NH)NR’R®, SO,NR°R®,
NR®SO;R®, NR*SO,NRPR’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

R*R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, heteroarilalchil sau heteroarilalchil substituit sau in mod
alternativ, R® si R®, R® si R”, R si R®, Tmpreuna cu atomii la care sunt legati formeaza
un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

b este 0, 1 sau 2.

[0050] in inca un alt aspect, inventia oferd un compus avand structura de mai jos:
Oy OH

O=8S.

|

(l) N/\©\
SHhae

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

[0051] in Tnca un alt aspect, inventia prevede compusi avand structura de mai jos:

449
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sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.
[0052] Tn inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
Os~_-OH O~_OH

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[0053] intr-un aspect conex este furnizat un compus cu formula structurala (IV):
G Ra1

Ar*—W-ArS—N

Rao
Iv)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia n care:
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Ar* si Ar® sunt Tn mod independent un ciclu aril sau heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

W este selectat din grupul constand din CR®°R’, C=0, C=S; C=NORS®; O, NR®,
S, SO, SO; si (CH2)n;

neste 0,1, 2 sau 3;

G este selectat din grupul constand din CR°R’, C=0, C=S, C=NOR® si S(O)y;

R? este selectat din grupul constand din hidrogen, arilalchenil,
heteroarilalchenil, arilalchil, heteroarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil,
alchenil, cicloalchil, cicloalchenil si derivati substituiti;

R?" este selectat din grupul constand dintr-un arilalchenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, heteroarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil si derivati substituiti;

R® si R’ sunt In mod independent selectati din grupul constand din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil,
heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil sau
heteroarilalchil substituit sau in mod alternativ, R® si R’, impreuna cu atomii la care
sunt legati formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit; si

b este 0, 1 sau 2.

[0054] Intr-un alt aspect conex, este furnizat un compus cu formula structurala (V):

0
Raq
Ar*—(CH,)n— Ar5—N\

R
V) 35

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia n care:

Ar* si Ar® sunt iIn mod independent un ciclu aril sau heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

neste 0, 1,2 sau 3;

R?" este selectat din grupul constand dintr-un arilalchenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, hereoarilalky, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil si derivati substituiti;

R* este selectat din grupul constand din hidrogen, alchil si alchil substituit.
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[0055] in Tnca alte forme de realizare suplimentare ale inventiei, este furnizat un

compus cu formula structurala (VI)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:

R¥® este selectat din grupul constand dintr-un arilalchenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, hereoarilalky, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil si derivati substituiti;

R%* este selectat din grupul constand din hidrogen, alchil si alchil substituit.

[0056] in inca alte forme de realizare suplimentare, inventia prevede compusi avand

structura de mai jos:

o 0
N
N —NH N
= - N~ H—NH
by J<C =l o
N
0 0
O)
0

%N\E—NH
S —
N” / X(R)n

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora,

in care fiecare R este in mod independent Cl, MeO, CN, EtO, OH, Me, -SO:Me, F
sau H si

n este 0,1,2,3 sau 4.

[0057] in Tnca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:

— N™ R NH
g \:77 —_-(R)n

N N\ /
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sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora,
in care fiecare R este Tn mod independent MeO sau OH si
n este 0,1,2,3 sau 4.

[0058] in inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
o 0
N
N -
. N~ S—NH
— N ) NH ~==
N N
OMe
0 0
N'N\ NH N’N\ NH
g . g Sy
N N
R
0

O
N ‘ N |
o&Nﬁ—N é C o};CN\:\?—N
N

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora,
in care R este H, Me, Et, OCOMe, CH,OH, OMe sau Ph.
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[0059] in inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
O O o)
g — NS —NH N
= == = N N NH
gt GiFegtaa (P g
= Z X NH
o o
.N N
= N N NH N' N NH
Qe S aa®
4 N /N
‘3 ~N
0 0 0
NN N NS —nH NS —NH
e @i & T e g S
N 72 N 7\ N 7 N\
= — =N
0 N %
-N N" SH—NH
et >i\_7—
< . O\/ —
O?(f N N 75
/N c—\
MeOZS

N 0 0 0
. N N
= N° S—NH N~ >—NH N~ —NH
o) 0 %
sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[0060] in inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
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0
— Nb—NH NS N 2
O\ — — O — \:7— H
N \N/
O 0

N N

o O

N
_N N X NH
. N~ X NH =
g e 0 o\>\//\f ) /~0
\N/ N —

N\

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[0061] Tn inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:

0
N’N N’N\ NH
== N NH =
o _ L——7_ Q= \:77 Ad
N N amantyl
0 \ o
.N ‘
= N\j—NH S — N\:J_NH
O\ _ bamend \N/
N
0
N
— Nﬁ——NH%
O —
?\I\ Adamantyl

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

373
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[0062] in inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
OMe
MeO
N
TN YN NS
O _ = o _ v OMe
N \N/

OMe

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[0063] intr-un aspect, inventia se refera la un compus cu formula:

Ars—AIk—Ar7—N\ Rz
R3s

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Ar® si Ar’ sunt, acelasi sau diferit, in mod independent unul de cellalt,
o grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu cinci sau
sase atomi;
Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupta de un heteroatom;
Rss $i Rs7 sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt, H,
alchil sau Rss $i Raz, Tmpreund cu atomii la care sunt atasati, formeaza un
heterociclu cu cinci sau sase atomi optional substituit; si
Rag este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil

substituit sau nesubstituit sau haloalchil.

[0064] intr-un aspect, compusii inventiei contin un heterociclu de cinci atomi. Intr-o
forma de realizare, heterociclul de cinci atomi este o hidantoina sau o uree ciclica

substituitd sau nesubstituita.
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[0065] intr-o forma de realizare, hidantoina este o hidantoina cu formula:

o
~Ras
Arf=Alk=Ar"=—N R
40
o R39

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament a acesteia,

in care Ar® si Ar’ sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt,
0 grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupta de un heteroatom;

Rss este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

Rsg si R4o sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt, H,
alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit,
heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit,
arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rjg i
Rao0, Tmpreuna cu atomul de carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare

C=0 sau o grupare alchenil substituita sau nesubstituita.

[0066] In alt aspect, compusii inventiei contin un heterociclu cu cinci atomi care

este un urazol. intr-o forma de realizare, urazolul este un urazol cu formula:
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N
Arf— Alk—Ar’—N ﬁ

N F

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Ar® si Ar’ sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt,
o grupare aril cu cinci sau gase atomi sau o grupare heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;

Ras este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

R4 este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau

nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit sau haloalchil.

[0067] In alt aspect, compusii inventiei contin un heterociclu cu sase atomi. Intr-o

forma de realizare, heterociclul cu sase atomi este un heterociclu cu sase atomi cu

formula:
Nles
ArS—Alk= Ar’——N Raz
N\ R43
R R,; Rug

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
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in care Rag este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit
sau nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit
sau nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

Ra42, Ra3, Rus, Ras $i Rss sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de
celalalt, H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi substituit sau
nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau
nesubstituit sau Ra2 si Rsz sau Rus $i Ras, Tmpreuna cu atomii de carbon la

care este atasat fiecare, formeaza o grupare C=0.

[0068] In alt aspect, inventia se refera la un compus cu formula:

Ra7

o\n oy o

N// ,\',p:,MZN/U\N'Rsa

Ras éss '|?37
sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Alk este o grupare alchil, Tn mod optional intrerupt de un heteroatom;
M' este N sau CRug, Tn care Ryg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsp, in care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rss $i Ray sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt, H,
alchil sau, Ras si Ra7, Tmpreuna cu atomii la care sunt atasati, formeaza un
heterociclu cu cinci sau sase atomi optional substituit; si
Rais este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil

substituit sau nesubstituit sau haloalchil;
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R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
Rss este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,

aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo.

[0069] in Inca alt aspect, inventia se referad la un compus cu formula:

Ra7
O\ Ak N, ©
N /. ‘1 ‘Mz R38
M'x/~N" N7
Rss \T C{
1—

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;
T este C=0 si Q este CRs1Rs2 sau NRsq, Tn care Rs1 si Rs sunt, acelasi sau
diferit Tn mod independent unul de celalalt, H, alchil substituit sau nesubstituit,
cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau
nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilalchilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rs¢ si Rsz, impreund cu atomul de
carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare C=0 sau o grupare alchenil
substituita sau nesubstituita;

M' este N sau CRys, Tn care Rqyg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsg, Tn care Rsg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rag este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil

substituit sau nesubstituit sau haloalchil;
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R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,

aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;

Si

R4g este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,

aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen.

[0070] In alta forma de realizare, inventia se refera la un compus cu formula:

\KQ N INH

New O
N N
N NH \fg_ }’Jn-'\,_al:}
i O~ ~N
4 O
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sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.
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[0071] In alt aspect, inventia se refera la un compus cu formula:

A

Ve
3
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sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.

[0072] in inca alt aspect, inventia se referd la o metoda de obtinere a unui compus

cu formula:

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, Tn mod optional intrerupt de un heteroatom;

T, este C=S, C=0 sau S(O).

Rss este alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil substituit sau nesubstituit,

heteroaril substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit sau arilalchil

substituit sau nesubstituit;

M’ este N sau CRs4, in care Rss este H sau alchil substituit sau nesubstituit:

M? este N sau CRss, in care Rss este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
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Rse este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;
si

Rs7 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;

in care metoda cuprinde reactia unui compus cu formula:

in care Rseg, Rs7 si Alk sunt definite mai sus si J este o grupare fugace;
cu un compus cu formula:
N
HN” o
' ‘Mz
M'=/™No,

in care M' si M? sunt definite mai sus pentrru a da un compus cu formula

Rse

N ) h w2
M'=/~no,

Rs7

avand o grupare NOy;
reducerea gruparii NO, pentru a da un compus avand o grupare NHy; si
reactia compusului avand o grupare NH, cu un compus cu formula

T
Jz/ 2~ Rs3

in care J; este o grupare fugace si T, $i Rs3 sunt definite mai sus.

[0073] in inca alt aspect, inventia se refera la o metod& de obtinere a unui compus

cu formula;
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Ra7
0 Alk
roNTUUSN Ny 2
N/ M’:/\NJLN’R“
Rys
Rs;
0 Rs1

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;
Rsi si Rsz sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt, H,
alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit,
heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit,
arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rsy i
Rsz, impreuna cu atomul de carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare
alchenil substituit sau nesubstituit;

M* este N sau CRug, in care Ry este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsg, in care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rasg este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

R4z este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;
Si

Ra4s este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;

in care metoda cuprinde incalzirea unui compus cu formula:
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N 3
N/ > 1§ N3
wAy
R
48 o

in care R4z, Rus, Alk, M' si M? sunt definite mai sus;
pentru transformarea grupérii —CON3 intr-o grupare —N=C=0 si apoi reactia

cu un compus cu formula:

Rs3s
U4
J, HN

3 ‘ Rs;
0 Rs1

in care Jz este o grupare fugace si Rsgs, Rs1 $i Rsz sunt definite mai sus.

[0074] Tn Inca alt aspect, inventia se refera la o metodad de obtinere a unui compus
cu formula:

R4z

o,

Alk

el N

i \ ~N~ >, (o]

N./. ‘1 M ’R33
M'=/>NT °N

R4s } |
N
\

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;
Rs2 este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil;

M este N sau CRyg, in care Rys este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRso, in care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
R3g este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
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nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
R4s este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo;

in care metoda cuprinde Tncalzirea unui compus cu formula:

R47
: Alk
IO A\ N\\
N ./ \ M2 N
Rss o

in care Ru7, Ras, Alk, M' si M? sunt definite mai sus;
pentru transformarea gruparii ~CON3; Tntr-o grupare —N=C=0 si apoi reactia cu

o hidrazina cu formula:

in care Rasg este definitda mai sus.

[0075] Tn Inca alt aspect, inventia se referd la o0 metoda de obtinere a unui compus

cu formula:

HO CHZ_ArZ——(RZI)n
Qo0
1 1.\
(R"),— Ar —S—N\
CHZ._*ArS__(RSI)p
(111)
sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:
Ar', Ar? si Ar® sunt Tn mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil
cu cinci sau sase atomi si Ar? si Ar® pot fi omisi In mod optional;
m este 0, 1, 2 sau 3;

n si p sunt in mod independent 0, 1, 2, 3 sau 4;



0-2010-00175-- 3 T

9 -08- 2008

37

fiecare R" este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril
substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®,
NR®R’, CONR®R’, CO;R® NRPCO.R’, NRP°CONR’R?!, NRPCSNR'R?,
NREC(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR®SO,R®, NR’SO,NR°R’, B(OR’)(ORY),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R? este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, substituit
heteroaril, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O)R®,
NR°R’, CONRPR’, CO;R°, NRPCO:R’, NR°CONR’R®, NRPCSNR'R®
NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR°SO;R®, NR°SO,NR°R’, B(OR®)(OR?®),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R°)(OR®);

fiecare R* este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril
substituit, heteroarilalchil, heteroarilaichil substituit, CN, NO,, OR®, S(O)bRG,
NR®R’, CONR®R’, CO:R% NR°CO,R’, NR°CONR'R?, NRPCSNR'R®
NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR°SO,R®, NR°SO,NR°R’, B(OR®)(OR®),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R°)(OR®);

R*R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit,
heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil sau substituit heteroarilalchil
sau Tn mod alternativ, R® si R’, R” si R®, impreuna cu atomii la care sunt legati
formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

b este 0, 1 sau 2;

in care metoda cuprinde reactia unui compus cu formula:

0]
HO
QP
(R)y—Ar'-§]
J

in care J este o grupare fugace;
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cu un compus cu formula:

CH,— Arr—(R?),

HoN
pentru a da un produs; si

reactia produsului cu un compus cu formula:

J\
CHZ— Ar3_(R3|)p

in care J este o grupare fugace.

[0076] Un alt obiect al inventiei este sa foloseasca compusii identificati in testele
descrise aici ca aditivi sau modulatori de aroméa in compozitii cu scopul de a inhiba
sau de a bloca gustul amar provocat de compusii care activeaza in mod specific
acesti receptori de gust. Un obiect preferat al inventiei este utilizarea unui compus
care inhiba activarea cel putin a unuia dintre receptorii T2R uman identificati mai sus,
pentru a bloca gustul amar al compusilor prezenti in cafea si in alimentele, bauturile

si medicamentele cu aroma de cafea.

[0077] Un alt obiect al inventiei este folosirea compusilor prezentei inventii ca
blocanti pentru gustul amar cu actiune larga in scopul de a inhiba sau de a bloca
gustul amar provocat de compusii care activeaza in mod specific receptorii de gust
hT2R8, liganzii care activeaza receptorii multipli de gust amar, compusii amari avand
specificitate de receptor necunoscuta sau compozitile care contin compusi amari
necunoscuti sau multipli. Intr-un forma de realizare, compusii inventiei sunt utilizati
pentru a inhiba activarea cel putin a unuia dintre receptorii umani T2R identificati mai
sus, blocand astfel gustul amar al compusilor prezenti in cafea si alimentele,
bauturile si medicamentele cu aroma de cafea. Un alt obiect al inventiei este
confirmarea faptului ca compusii identificati moduleaza, de preferinta inhiba sau
blocheaza gustul amar provocat, de exemplu, de cafea si de alimentele, bauturile si
medicamentele cu aroma de cafea in testele de gust umane sau animale, de

preferinta testele umane de gust.

[0078] Un alt obiect al inventiei este folosirea compusilor identificati in testele

descrise aici ca aditivi sau modulatori de aroma n compozitii cu scopul de a inhiba
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sau de a bloca gustul amar provocat de compusii care activeaza in mod specific
acesti receptori de gust. Un obiect preferat al inventiei este utilizarea unui compus
care inhiba activarea cel putin a unuia dintre receptorii T2R uman identificati mai sus,
pentru a bloca gustul amar al compusilor prezenti in cafea si In alimentele, bauturile

si medicamentele cu aroma de cafea.

[0079] intr-o form& de realizare preferatd in mod special, Compusul C si analogii
acestuia sunt utilizati ca blocanti pentru gustul amar cu actiune larga in scopul de a
inhiba sau de a bloca gustul amar provocat de compusii care activeazd in mod
specific receptorii de gust hT2R3, 7, 10, 14, 16, 44, 51, 55 , 61, 63, 64, 65, 71 si/sau
hT2RS5, 9, 13, 54, 67 si receptori 75, liganzii care activeaza receptorii multipli de gust
amar, compusii amari avand specificitate de receptor necunoscutd sau compozitiile
care contin compusi amari necunoscuti sau multipli. Avand in vedere proprietatile
antagoniste largi ale compusului C, acesta ar trebui sa atenueze in mod substantial
gustul amar al celor mai mulli compusi amari si al compozitiilor care le contin. Un
obiect preferat al inventiei este utilizarea unui compus care inhiba activarea cel putin
a unuia dintre receptorii umani T2R identificati mai sus cum ar fi compusul C sau un
analog in scopul de a bloca gustul amar al compusilor prezenti in cafea si in

alimentele, bauturile si medicamentele cu aroma de cafea.

DESCRIEREA DETALIATA A FIGURILOR

[0080] FIG. 1 se refera la experimentele in cadrul carora o fractiune amara partial
purificatd de la cafea este folosita pentru a examina 25 umane T2R in celulele HEK
transfectate tranzitoriu asa cum este descris in cererile anterioare ale solicitantului
brevetului, incluse prin referintad aici. Asa cum se arata in Fig. 1, fractiunea de cafea a
activat celulele HEK293 transfectate tranzitoriu cu hT2R8 si hT2R14 in analiza
imagistica a calciului. Un colorant albastru FD&C a fost utilizat pentru a reduce

nivelul de fluorescenta al fractiunii de cafea, care ar interfera cu analiza.

[0081] FIG. 2 este un grafic al AF/F fata de log din fractiunea de cafea care arata

raspunsul dependent de doza al hT2R8 si hT2R14 la o fractiune cu gust amar

.
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derivata din cafea. Analiza a fost efectuata cu ajutorul liniilor celulare stabile hT2R8 si
hT2R14 si detector de fluorescenta automat FLIPR.

[0082] FIG. 3 este un grafic al procentului de inhibare al activitatii hT2R8 fata de log
din concentratia unui compus si arata inhibarea in functie de doza pentru compusii A

si B pe o linie celulara stabila de exprimare hT2R8.

[0083] FIG. 4 este un grafic al procentului de inhibare al activitatii h T2R14 fata de log
din concentratia compusului C si arata inhibarea in functie de doza pentru compusul

C pe o linie celulara stabila de exprimare hT2R8.

[0084] FIG. 5 prezinta activitatea inhibitorie a compusului C fata de diferiti (2)

receptori de gust amar umani.

[0085] FIG. 6 este un grafic al activitatii receptorului ca functie de log din concentratia
de zaharina. FIG. 6 prezinta relatile doza-raspuns si efectele zaharinei asupra
activitatilor receptorului in variantele de expresie ale celulelor transfectate ale
hT2R43, hT2R44 si hT2R8. hT2R8 este mai putin receptiv la zaharina Tn analiza in
vitro decat "degustatorul" hT2R43-W35 si alelele hT2R44-W35, dar raspunde mai
bine decat "ne-degustatorul” hT2R43-S35 si alelele hT2R44-R35.

DESCRIERE DETALIATA A INVENTIEI

[0086] in conformitate cu prezenta inventie, compusii prezentei inventii pot fi utilizati
pentru a atenua sau a reduce gustul amar al compozitillor, de exemplu, o compozitie

ingerabila. Asa cum este folosita aici, o comnpozitie " ingerabila " include orice
substantd destinatd consumului pe cale orala singurd sau Tmpreuna cu o alta
substanta. Compozitia ingerabild include atat, "alimente sau bauturi”, cat si "produse
necomestibile". Prin "alimente sau bauturi" se intelege orice produs comestibil
destinat consumului de catre oameni sau animale, incluzand solide, semi-solide sau
lichide (de exemplu, bauturi). Termenul de "produse necomestibile" sau "compozitie
necomestibild" include suplimente, nutraceutice, alimente functionale (de exemplu,

orice aliment proaspat sau prelucrat revendicat a avea proprietati de promovare a

0]
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sanatatii si/sau de prevenire a boli, in afard de functia nutritionald de baza de
furnizare a nutrientilor), produse farmaceutice si OTC, produse de igiena orala, cum
ar fi produse pentru ingrijirea dintilor si ape de gura, produse cosmetice cum ar fi

balsamuri de buze si alte produse de ingrijire personala.

[0087] Compozitia ingerabila include, de asemenea, o compozitie farmaceutica,
medicamentoasa sau comestibila sau, alternativ intr-o formulare, de exemplu, o
formulare farmaceutica sau medicamentosa sau un produs sau formulare alimentara

sau bautura.

[0088] Compusii prezentei inventii pot fi furnizati, de asemenea, in mod individual
sau in combinatie, cu orice compozitie ingerabild cunoscutd sau descoperitd mai
tarziu. De exemplu, compozitia ingerabila poate fi o compozitie comestibila sau o
compozitie necomestibila. Prin "compozitie comestibild" se intelege orice compozitie
care poate fi consumata ca aliment de catre oameni sau animale, inclusiv solide, gel,
pasta, material spumos, semi-solide, lichide sau amestecuri ale acestora. Prin
"compozitie necomestibild" se intelege orice compozitie care nu este destinata sa fie
consumata sau utilizata de catre oameni sau animale ca aliment, inclusiv solide, gel,
pasta, material spumos, semi-solide, lichide sau amestecuri ale acestora. Compozitia
necomestibila include, dar nu se limiteaza la compozitie medicald, care se refera la o
compozitie necomestibild destinatd a fi utilizatd de catre oameni sau animale n
scopuri terapeutice. In "animal" este inclus orice animal neuman cum ar fi, de

exemplu, animalele de ferma si animalele de companie.

[0089] intr-un forma de realizare, compusii inventiei pot fi addugati la o compozitie
necomestibila sau produs necomestibil, cum ar fi suplimentele, nutraceuticele,
alimente functionale (de exemplu, orice alimente proaspete sau prelucrate
revendicate a avea proprietati de promovare a sanatatii si/sau de prevenire a bolii, in
afara de functia nutritiva de baza de furnizare a nutrientilor), produse farmaceutice si
OTC, produse de igiena orala, cum ar fi produse pentru ingrijirea dintilor si ape de
gura, produse cosmetice cum ar fi balsamuri de buze si alte produse de ingrijire
personala.
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[0090] in general, produsele “over the counter” (OTC) si produsele de igiena orala se
refera in general la produse pentru uz casnic Si/sau de uz personal care pot fi
vandute fara prescriptie medicala si/sau fara vizitd la un profesionist In medicina.
Exemple de produse OTC includ, dar nu se limiteaza la vitamine sau suplimente
alimentare; analgezice topice si/sau anestezice; remedii impotriva tusei, racelii si
alergiei; remedii antihistaminice si/sau antialergice; si combinatii ale acestora.
Vitaminele si suplimentele alimentare includ, dar nu sunt limitate la vitamine,
suplimente alimentare, bauturi nutritive tonice/imbuteliate, vitamine specifice copiilor,
suplimente alimentare, orice alte produse de sau referitoare la sau care furnizeaza
compusi nutritivi i combinatii ale acestora. Analgezicele topice si/sau anestezicele
includ orice creme/unguente/geluri topice folosite pentru a atenua durerile si
suferintele superficiale sau profunde, de exemplu, durerile musculare: gel de dinti;
patch-uri cu ingredient analgezic si combinatii ale acestora. Remediile impotriva
tusei, racelii si alergiei includ, dar nu se limiteaza la decongestionante, remedii
impotriva tusei, preparate faringiene, bomboane medicinale, antihistaminice si
remedii specifice copiilor impotriva tusei, frigului si alergiei, produse combinate.
Remediile antihistaminice si/sau antialergice includ, dar nu se limiteaza la orice
tratamente sistemice pentru febra fanului, alergii nazale, musgcaturi si Tntepaturi de
insecte. Exemplele de produse de igiena orala includ, dar nu se limiteaza la benzi de
curatare a gurii, pasta de dinti, periute de dinti, ape de gura/solutii pentru clatirea
dintilor, produse de ingrijire a protezelor dentare, odorizante pentru gura, inalbitori

pentru dinti pentru acasa si ata dentara.

[0091] intr-o altd form& de realizare, compusii prezentei inventii pot fi addugati Tn
produse sau formulari alimentare sau bauturi. Exemple de produse sau formulari
alimentare si bauturi includ, dar nu sunt limitate la acoperiri, glazuri pentru produse
comestibile sau orice entitate inclusa in categoria supa, categoria alimente procesate
uscate, categoria bauturi, categoria masa de-a gata, categoria de alimente pastrate
sau conservate, categoria de alimente procesate congelate, categoria de alimente
procesate refrigerate, categoria alimente de tip snack, categoria de bunuri coapte,
categoria cofetarie, categoria de produse lactate, categoria Tnghetata, categoria

inlocuitori de masa, categoria paste fainoase si fidea si categoria sosuri, dressing-uri,
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condimente, categoria alimente pentru copii si/sau categoria de produse pentru

tartine.

[0092] in general, categoria supad se referd la supe pdstrate/conservate,
deshidratate, instant, refrigerate, UHT si congelate. In sensul prezentei definitii,
supa(e) inseamna un aliment preparat din carne, carne de pasare, peste, legume,
cereale, fructe si alte ingrediente, gatite intr-un lichid care poate include piese vizibile
din unele sau din toate aceste ingrediente. Acesta poate fi limpede (ca o supa) sau
groasa (ca o crema), omogena, sub forma de piure sau compacta, gata de consum,
semicondensata sau condensata si poate fi servita calda sau rece, ca un prim fel sau
ca felul principal al unei mese sau ca o gustare intre mese (sorbitda ca o bautura).
Supa poate fi utilizata ca ingredient pentru prepararea altor componente ale mesei i
poate varia de la ciorbe (supa limpede) la sosuri (supe pe baza crema sau de

branza).

[0093] "Categoria de alimente culinare si deshidratate" reprezintad de obicei: (i) de
produse de ajutor pentru gatit cum ar fi: pulberi, granule, paste, produse lichide
concentrate, inclusiv bulion concentrat, bulion si de produse tip bulion in cuburi
presate, forma de Tabelulte sau pulbere sau granulate, care sunt vandute separat ca
produs finit sau ca ingredient intr-un produs, sosuri $i amestecuri pe baza de reteta
(indiferent de tehnologie), (ii) produse pentru solutii de masa cum ar fi: supe uscate
deshidratate si congelate, inclusiv amestecuri de supe deshidratate, supe instant
deshidratate, supe deshidratate gata de gatit, preparate deshidratate sau ambientale
de feluri de mancare gata facute, recipienti cu méncare ce se pot reinchide incluzand
feluri de méncare cu paste, cartofi si orez si (iii) produse de Infrumusetare a meselor,
cum ar fi: condimente, marinate, sosuri pentru salate, topping-uri pentru salate,
umectant, granule, amestecuri batute, produse pentru tartine stabile, sosuri pentru
gratar, amestecuri pe baza de reteta lichide, concentrate, sosuri sau amestecuri de
sosuri, inclusiv amestecuri pe bazé de retetd pentru salata, vandute ca produs finit

sau ca ingredient intr-un produs, fie deshidratat, fie lichid, fie congelat.

[0094] Categoria bauturi reprezinta de obicei bauturi, amestecuri de bauturi si

concentrate, inclusiv, dar nefiind limitate la bauturi carbogazoase si necarbogazoase,
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bauturi alcoolice si nealcoolice, bauturi gata de baut, formulari lichide concentrate
pentru prepararea bauturilor precum sifon $i amestecuri precursoare de bauturi
anhidre sub forma de pulbere. Categoria bauturi include de asemenea bauturi
alcoolice, bauturi racoritoare, bauturi sportive, bauturi izotonice si bauturi calde.
Bauturile alcoolice includ, dar nu se limiteaza la bere, cidru de mere/pere, FAB, vin si
bauturi spirtoase. Bauturile racoritoare includ, dar nu sunt limitate la bautur
carbonatate, cum ar fi bauturile carbonatate cola si non-cola, suc de fructe, cum ar fi
suc, nectar, bauturi sucuri si de bauturi cu aroma de fructe; apa imbuteliata, care
include apa carbogazoasa, apa de izvor si purificat/apa de masa,; bauturi functionale,
care pot fi carbogazoase sau inca si includa bauturi pentru sport, energie sau elixir;
concentrate, cum ar fi concentratele lichide si pulbere se doza gata-de-baut.
Bauturile calde includ, dar nu sunt limitate la cafea, cum ar fi in stare proaspata (de
exemplu, preparata), instant, cafea combinata, lichida, gata-de-baut, bauturi de cafea
solubile si uscate, amestecuri de bauturi de cafea si concentrate (siropuri, pur,
formulat sau sub forma de pulbere; exemplu de "sub forma de pulbere" este un
produs care cuprinde din cafea, indulcitor si lapte condensat, toate sub forma de
pulbere); ceai, cum ar fi ceai negru, verde, alb, oolong si aromat; si alte bauturi calde
inclusiv pulberi aromate, pe baza de malt sau pe baza de plante, granule, blocuri sau

amestecuri de Tabelulte cu lapte sau apa.

[0095] Categoria de alimente tip Snack se refera in general la orice aliment care
poate fi 0 masa usoara, obingnuita, inclusiv, dar nelimitatd la snacks-uri dulci $i
sarate si batoane tip snack. Exemple de alimente snack includ, dar nu se limiteaza la
snacks-uri de fructe, cartofi préjiti/crocanti, snacks-uri extrudate, tortilla/chips-uri de
porumb, floricele de porumb, covrigei, nuci si alte gustari dulci si picante. Exemple de
astfel de batoane tip snack includ, dar nu se limiteaza la batoane tip granola/muesli,
batoane de mic dejun, batoane de energie, batoane de fructe si alte batoane tip
snack.

[0096] Categoria bunuri coapte se refera in general la orice produs comestibil Tn
procesul de pregatire care implica expunerea la cadldura sau lumina excesiva.
Exemple de bunuri coapte includ, dar nu sunt limitate la paine, chifle, prajituri, briose,
cereale, produse de patiserie prajite, produse de patiserie, vafe, tortilla, biscuiti,

Yol
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placinte, baghete, tarte, quiche, tort, orice alimente coapte precum si orice

combinatie a acestora.

[0097] Categoria inghetatd se referd in general la desertul congelat care contine
sméanténa si zahar si aroma. Exemple de inghetata includ, dar nu se limiteaza la:
inghetata impuls; inghetatd pentru acasa; iaurt congelat si sméantana inghetata
artizanala; inghetata pe baza de soia, ovaz, fasole (de exemplu, fasole rosie si fasole

mung) si orez.

[0098] Categoria cofetarie se referd in general la produsele comestibile care sunt
dulci la gust. Exemple de produse de cofetadrie includ, dar nu se limiteaza la
bomboane, gelatine, produse de cofetarie din ciocolata, dulciuri, guma si altele, si

orice produse combinate.

[0099] Categoria inlocuitori de masa se refera in general orice aliment destinat sa
Tnlocuiascd mesele normale, Tn special pentru persoanele care au probleme de
sanatate sau de fitness. Exemple de astfel de inlocuitori de masa includ, dar nu se

limiteaza la produse de slabit $i produse de convalescenta.

[0100] Categoria masa de-a gata se refera in general la orice aliment care poate fi
servit ca masa fara pregatire sau prelucrare extensivd. Masa de-a gata include
produsele care au avut "proprietatile” din reteta adagate de catre producator, avand
ca rezultat un grad ridicat de pregatire, finalizare si comoditate. Exemple de astfel de
masa de-a gata includ, dar nu se limiteaza la mese de-a gata pastrate/conservate,
congelate, uscate, refrigerate; amestecuri pentru cind; pizza congelata; pizza

refrigerata; si salate preparate.

[0101] Categoria paste fainoase si fidea/taitei include orice paste fainoase si/sau
fidea/taitei, inclusiv, dar nelimitate la paste conservate, uscate si

refrigerate/proaspete; si fidea/taitei simpla, instant, refrigerata, congelata si snack.

[0102] Categoria de alimente conservate/pastrate include, dar nu se limiteaza la

produse din carne gi carne conservata/pastrata, peste/fructe de mare, legume, rosii,

(S
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fasole, fructe, mese de-a gata, supa, paste fainoase si alte alimente
conservate/pastrate.

[0103] Categoria de alimente congelate prelucrate include, dar nu se limiteaza la
carne rosie prelucrata congelata, carne de pasare prelucrata, peste /fructe de mare
prelucrate, legume prelucrate, inlocuitori de carne, cartofi prelucrati, produse de
panificatie, deserturi, mese de-a gata, pizza, supa, fidea , precum si alte alimente

congelate.

[0104] Categoria alimente prelucrate uscate include, dar nu se limiteazé la orez,
amestecuri de desert, mese de-a gata uscate, supa deshidratata, supa instant, paste

uscate, fidea/taitei simpla si fidea/taitei instant.

[0105] Categoria alimente prelucrate refrigerate include, dar nu se limiteaza la carne
prelucrata refrigerata, produse din peste/de fructe de mare prelucrate, kituri pentru
masa de prénz, fructe proaspete taiate, masa de-a gata, pizza, salate preparate,

supa, paste proaspete si fidea/taitei.

[0106] Categoria sosuri, dressinguri si condimente include, dar nu se limiteaza la
paste si piureuri de rosii, cuburi de bulion/concentrate, ierburi si condimente,
glutamat monosodic (MSG), sosuri de masa, sosuri pe baza de soia, sosuri pentru
paste, sosuri umede/de gatit, amestecuri de sosuri uscate/pulbere, ketchup,
maioneza, mustar, sosuri pentru salate, vinegrete, umectanti, produse murate si alte

sosuri, dressinguri si condimente.

[0107] Categoria alimente pentru copii include, dar nu este limitata la formule pe

baza de lapte sau soia; si alimente pentru copii preparate, uscate si altele.

[0108] Categoria alimente pentru tartine include, dar nu se limiteaza la gemuri si
conserve, miere, ciocolata pentru tartine, tartine pe baza de nuci, precum si tartine pe

baza de drojdie.

/}1 /‘:]
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[0109] Categoria de produse lactate se refera in general la produsele comestibile
produse din lapte de mamifere. Exemple de produse lactate includ, dar nu se
limiteaza la produse din lapte de baut, branza, bauturi din iaurt si lapte acru si alte

produse lactate.

[0110] Exemple suplimentare pentru compozitile comestibile, Tn special n produse
sau formule de alimente si bauturisunt furnizate dupa cum urmeaza. Compozitiile
comestibile de exemplu includ unul sau mai multe produse de cofetarie, produse de
cofetarie din ciocolata, tablete, produse en-gros, produse la saci, sortimente la cutie,
sortimente la cutii standard, miniaturi prin invelite prin rasucire, ciocolata asezonata,
ciocolata cu jucarii, biscuiti cu crema, alte produse de cofetarie din ciocolata, produse
mentolate, produse mentolate standard, pastile mentolate, dulciuri fierte, pastile,
gume, jeleuri si produse de mestecat, toffee, caramele si nuga, bomboane medicale,
acadele, lemn dulce, alte produse de cofetarie zaharoase, guma, guma de mestecat,
guma Tndulcita, guma fara zahar, guma functionald, guma de mestecat pentru bule,
paine, paine ambalata/industriala, paine neambalata/artizanala, produse de patiserie,
checuri, checuri ambalate/industriale, checuri neambalate/artizanale, prajiturele,
biscuiti inveliti Tn ciocolata, biscuiti tip sandwich, biscuiti umpluti, biscuiti cu cimbru si
piscoturi, Tnlocuitori de péine, cereale pentru micul dejun, cereale rte, cereale pentru
micul dejun familiale, fulgi, fulgi de cereale, alte cereale, cereale pentru micul dejun
pentru copii, cereale calde, inghetata, Tnghetata impulse, inghetata lactatd portie
unica, inghetatd apoasa portie unica, inghetata lactatd portii multiple, nghetata
apoasa portii multiple, inghetata pentru acasa, inghetata lactatd pentru acasa,
deserturi de Inghetata, inghetata vrac, inghetata apoasa pentru acasa, iaurt congelat,
inghetatd artizanald, produse lactate, lapte, lapte proaspat/pasteurizat, lapte gras
proaspat/pasteurizat, lapte semidegresat proaspat/pasteurizat, lapte cu durata mare
de valabilitate/UHT, lapte gras cu duratd mare de valabilitate/UHT, lapte
semidegresat cu durata mare de valabilitate/UHT, lapte degresat cu duratd mare de
valabilitate/lUHT, lapte de capra, lapte condensat/evaporat, lapte simplu
condensat/evaporat, lapte condensat aromatizat, functional si altele, bauturi din lapte
aromatizate, bauturi din lapte numai cu aroma, bauturi din lapte aromatizate cu suc
de fructe, lapte de soia, bauturi din lapte acru, bauturi lactate fermentate, lapte

condensat pentru cafea (de exemplu, aditivi pe baza de lapte sau nelactati sau lapte
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condensat pentru bauturi de cafea), lapte praf, bauturi din lapte praf cu aroma,
smantana, branza, branza prelucrata, brénza prelucrata tartinabila, branza prelucrata
netartinabild, bradnzd neprelucratd, branza neprelucrata tartinabila, cascaval,
cascaval ambalat, cascaval neambalat, iaurt, iaurt simplu/natural, iaurt cu aroma,
iaurt cu fructe, iaurt probiotic, iaurt de baut, iaurt de baut regular, iaurt de baut
probiotic, deserturi refrigerate si stabile in raft, deserturi pe baza de lapte, deserturi
pe baza de soia, snack-uri refrigerate, brénza proaspata si branza dulce, branza
proaspatd si branza dulce simple, branza proaspata si branza dulce aromatizate,
branza proaspata si branza dulce cu cimbru, snacks-uri dulci si cu cimbru, snack-uri
de fructe, cartofi prajiti/crocanti, snacks-uri extrudate, tortilla/chips-uri de porumb,
floricele de porumb, covrigei, nuci, alte gustari dulci si picante, batoane de tip snack,
batoane din granule, batoane pentru micul dejun, batoane energetice, batoane de
fructe, alte batoane tip snack, produse de inlocuire a mesei, produse de slabire,
bauturi de convalescentd, mancaruri de-a gata, mancaruri de-a gata conservate,
mancaruri de-a gata congelate, mancaruri de-a gata uscate, mancaruri de-a gata
refrigerate, amestecuri pentru cinad, pizza congelata, pizza refrigerata, supa, supa
conservata, supa deshidratata, supa instant, supa refrigerata, supa fierbinte, supa
congelata, paste, paste conservate, paste uscate, paste refrigerate/proaspete, fidea,
taitei simpli, taitei instant, taitei instant la cana/bol, taitei instant la husa, fidea
refrigerata, gustare cu taitei, alimente conservate, carne conservata si produse din
carne, peste/fructe de mare conservate, legume conservate, rosii conservate, fasole
conservata, fructe conservate, masa de-a gata conservata, supa conservata, paste
fainoase conservate, alte alimente conservate, alimente congelate, carne rosie
prelucrata congelatd, carne de pasare procesata congelata, peste/fructe de mare
prelucrate congelate, legume prelucrate congelate, inlocuitori de carne congelati,
cartofi congelati, cartofi chipsuri gatiti la cuptor, alte produse din cartofi gatiti la
cuptor, cartofi congelati negatiti, produse de patiserie congelate, deserturi congelate,
mese de-a gata congelate, pizza congelata, supa congelata, taitei congelati, alte
alimente congelate, alimente uscate, amestecuri pentru desert, masa de-a gata
uscata, supa deshidratata, supa instant, paste uscate, taitei simpli, taitei instant, taitei
instant la cupéa/bol, taitei instant la husa, alimente refrigerate, came procesata
refrigerata, produse din peste/fructe de mare refrigerate, peste procesat refrigerat,

peste acoperit refrigerat, peste afumat refrigerat, set pentru masa de pranz refrigerat,
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masa de-a gata refrigeratd, pizza refrigerata, supé refrigerata, paste refrigerate/
proaspete, fidea refrigeratd, uleiuri si grasimi, ulei de masline, uleiuri de legume si
oleaginoase, grasimi de gatit, unt, margarina, uleiuri si grasimi tartinabile, uleiuri si
grasimi tartinabile functionale, sosuri, dressing-uri si condimente, paste si piureuri de
rosii, cuburi de bulion/concentrate, cuburi de concentrate, granule in sos, concentrate
si baze lichide, ierburi si condimente, sosuri fermentate, sosuri pe bazad de soia,
sosuri pentru paste, sosuri umede, sosuri uscate/amestecuri de pulberi, ketchup,
maioneza, maioneza obignuit, mustar, sosuri pentru salate, sosuri pentru salate
obignuite, sosuri pentru salatad cu continut redus de grasime, vinegrete, umectanti,
produse murate, alte sosuri, dressing-uri si condimente, alimente pentru copii,
formule de lapte, formule standard de lapte, formule asemanatoare laptelui, formule
de lapte pentru copiii mici, formule de lapte hipoalergenic, alimente preparate pentru
copii, alimente uscate pentru copii, alte alimente pentru copii, produse tartinabile,
gemuri si conserve, miere, ciocolata tartinabila, produse tartinabile pe baza de nuci si
produse tartinabile pe baza de drojdie. Compozitile comestibile din exemple includ,
de asemenea, produse de cofetarie, produse de patiserie, inghetata, produse lactate,
snacks-uri dulci si cu cimbru, batoane tip snack, produse inlocuitori de masa, masa
de-a gata, supe, paste, fidea, alimente conservate, alimente congelate, alimente
uscate, alimente refrigerate, uleiuri si grasimi, alimente pentru copii sau produse
tartinabile sau un amestec ale acestora. Compozitile comestibile din exemple includ,
de asemenea, cereale pentru micul dejun, bauturi dulci sau compozitii concentrate
solide sau lichide pentru prepararea bauturilor. Compozitiile comestibile din exemple
includ, de asemenea, alimente cu aroma de cafea (de exemplu, Tnghetata cu aroma

de cafea).

[0111] Tn mod tipic, o cantitate suficientd pentru a atenua sau a reduce gustul amar
asociat unei compozitii (de exemplu o compozitie ingerabild) se adauga la compozitie
pentru a atenua sau a reduce gustul amar asociat compozitiei in comparatie cu
compozitiile care sunt preparate fara compusii prezentei inventii, considerate pentru
fiinte umane sau animale. Sau, in cazul testarii formularii, evaluatéd dupa majoritatea
unui grup de, de exemplu, opt testeri de gust umani, prin proceduri cunoscute in mod

uzual Tn domeniu.
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[0112] Concentratia eficace a compusilor prezentei inventii pentru a atenua sau a
reduce gustul amar asociat unei compozitii va depinde, desigur, de multe variabile,
incluzand tipul specific al compozitiei comestibile si al celorlalte ingrediente ale sale
diferite, variabilitatea genetica naturald si preferintele individuale si  starea de
sanatate a diferitilor oameni care testeazd prin gustare compozitile si efectul
subiectiv al compusului particular asupra gustului unor astfel de compusi
chemosenzoriali. In unele forme de realizare, concentratia compusilor prezentei
inventii, eficace pentru a atenua sau a reduce gustul amar asociat cu o compozitie,
este de la circa 0.001 ppm pe minut pana la circa 100 ppm, de exemplu, de la circa
0,1 ppm la circa 100 ppm, de la circa 1 ppm la circa 25 ppm, de la circa 1 ppm la
circa 10 ppm, de la circa 0,1 ppm la circa 10 ppm, de la circa 0,01 ppm la circa 30
ppm, de la circa 0.05 ppm la circa 10 ppm, de la circa 0,01 ppm la circa 5 ppm, de la

circa 0,02 ppm la circa 2 ppm sau de la circa 0,01 ppm la circa 1 ppm.

[0113] Se are in vedere faptul ca, in unele forme de realizare ale prezentei inventii,
va fi utilizat un amestec din unul sau mai multi compusi ai prezentei inventii pentru a
atenua sau a reduce gustul amar asociat compozitiei. Concentratia unuia sau mai

multor compusi poate fi aceeasi sau concentratia fiecarui compus poate fi diferita.
[0114] Inainte de a descrie in continuare inventia, sunt furnizate urmétoarele definitii.

[0115] Termenul familia "T2R" include variante polimorfe, alele, mutanti si omologi
care: (1) au identitate de secventd de aminoacid de circa 30-40%, mai specific
identitate de secventd de aminoacid de circa 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96,
97, 98 sau 99% cu T2R dezvaluit mai jos si in cererile Zuker (ID) (2001) si Adler (Id.)
(2001) incluse aici prin referire intr-o fereastra de circa 25 aminoacizi, optim 50-100
aminoacizi; (2) se leaga in mod specific de anticorpii crescuti fatd de un imunogen
care cuprinde o secventa de aminoacid selectat din grupul format din secvente T2R
dezvaluite mai jos, si modificd conservativ variantele acestora; (3) hibridizeaza in
mod specific (cu un numar de cel putin circa 100, optional cel putin circa 500-1000
nucleotide) in conditii de stricte hibridizare la o secventd selectatd din grupul
constand din secvente de ADN T2R dezvaluite mai jos si modificad conservativ

variantele acestora; (4) cuprind o secventa identica in proportie de cel putin circa
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40% cu o secventd de aminoacid selectat din grupul constand din secvente de
aminoacid T2R dezvaluite mai jos sau (5) sunt amplificati de primeri care se
hibridizeaza n mod specific in conditii stricte de hibridizare cu secventele T2R

descrise.

[0116] Tn particular, acesti “T2R" includ receptoril de gust GPCR mentionati aici ca
hT2R8 si hT2R14 avénd secvente de acid nucleic si secvente de aminoacid furnizate
in aceasta cerere si variante, alele, mutanti, ortologi si himere ale acestora care se
leaga in mod specific la liganzii pentru amar care sunt identificati aici si alti compusi

inruditi structural si compusi amari.

[0117] Desi genele T2R prezintd o divergentd substantiald a secventelor atat la
nivelul de proteinei, cat si al ADN-ului, s-a constatat ca toate T2R izolate pana in
prezent contin anumite secvente consens in regiuni particulare care sunt identice sau
care detin sau cel putin o identitate de secventa in proportie de cel putin 70-75% fata
de secventa consens T2R identificatd anterior in Adler si colab. (WO 01/77676 A1
(2001) si Zuker si colab. WO 01/18050 A2, ambele incorporate aici prin referinta in

integralitatea lor.

[0118] In mod topologic, anumiti GPCR chemosenzoriali au un " domeniu N-
terminal”, "domenii extracelulare,” un "domeniu transmembranar”, cuprinzand sapte
regiuni transmembranare si bucle citoplasmatice si extracelulare corespunzatoare,
"regiuni citoplasmatice" si o "regiune C-terminald” (a se vedea, de exemplu, Hoon si
colab., Cell, 96:541-51 (1999); Buck & Axel, Cell, 65:175-87 (1991)). Aceste regiuni
pot fi identificate structural folosind metode cunoscute specialistului in domeniu, cum
ar fi programele de analiza secventiala care identificd domeniile hidrofobe si hidrofile
(a se vedea, de exemplu, Stryer, Biochemistry, (ed. a 3-a 1988); a se vedea, de
asemenea, orice numar al programelor de analizéd secventiald bazate pe Internet,
cum ar fi cele gasite la dot.imgen.bcm.tmc.edu). Aceste regiuni sunt utile pentru a
obtine proteine himerice si pentru analizele in vitro ale inventiei, de exemplu analizele
de legare a ligandului. De exemplu, T2R himeric se poate obtine prin combinarea
regiunii extracelulare a unui T2R si regiunea transmembranara a altui T2R dintr-o

specie identica sau diferita.
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[0119] "Domeniile extracelulare" se refera, prin urmare, la domeniile polipeptidelor
T2R care ies in evidentd din membrana celulara si sunt expuse la fata extracelulara a
celulei. Aceste regiuni ar include "domeniul N-terminal" care este expus la fata
extracelulara a celulei, precum si buclele extracelulare ale domeniului
transmembranar care sunt expuse la fata extracelulard a celulei, adica buclele
extracelulare dintre regiunile transmembranare 2 si 3, regiunile transmembranare 4 i
5 si regiunile transmembranare 6 si 7. "Domeniul N-terminal" porneste la N-terminus
si se extinde la o regiune aproape de Inceputul regiunii transmembranare. Aceste
regiuni extracelulare sunt utile pentru testele de legare a ligandului in vitro, faza
solubila si solida. In plus, regiunile transmembranare descrise mai jos pot fi implicate,
de asemenea, in legarea ligandului, fie Tn combinatie cu regiunea extracelulara, fie
singura si prin urmare sunt utile, de asemenea, pentru testele de legare a ligandului

in vitro.

[0120] "Celula de expresie T2R" cuprinde aici celulele recombinante care exprima o
secventa T2R umana conform inventiei, precum si celule de expresie T2R endogene.
Astfel de celule sunt cuprinse in sistemul lingual si sistemul gastrointestinal si includ
celulele din cavitatea bucalad cum ar fi papilele gustative exprimate pe limba, precum
si celulele din sistemul gastro-intestinal si organele asociate, cum ar fi celulele perie
in tractul gastro-intestinal, celulele enteroendocrine cum ar fi STC-1. Aceste celule
pot exprima, de asemenea, o proteina G, cum ar fi gustducin, transducin, Gg1s sau
Ga1s. Celulele care exprima T2R specifice pot fi identificate si izolate prin metode
cunoscute, cum ar fi prin separarea celulelor FACS si/sau prin procedurile de izolare

a celulelor cu granule magnetice.

[0121] "Domeniul transmembranar”, care cuprinde cele sapte ‘“regiuni”
transmembranare, se refera la domeniul polipeptidelor T2R care se afla Tn membrana
plasmaticad si pot include, de asemenea, buclele extracelulare si citoplasmatice
(intracelulare) corespunzatoare mentionate, de asemenea, ca ‘"regiuni
transmembranare”. Cele sapte regiuni transmembranare si buclele citoplasmatice
extracelulare pot fi identificate prin utilizarea metodelor standard, astfel cum este
descris Tn Kyte & Doolittle, J. Mol. Biol., 157:105-32 (1982)) sau in Stryer de mai sus.
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[0122] "Domeniile citoplasmatice" se refera la domeniile proteinelor T2R care sunt
orientate catre interiorul celulei, de exemplu, "domeniul C-terminal”, iar buclele
intracelulare ale domeniului transmernbranar, de exemplu buclele intracelulare dintre
regiunile transmembranare 1 si 2, regiunile transmembranare 3 si 4 si regiunile
transmembranare 5 si 6. "Domeniul C-terminal” se refera la regiunea care se intinde
de la capatul ultimei regiuni transmembranare pana la C-terminus al proteinei si care

este Tn mod normal situat in citoplasma.

[0123] Termenul "receptor 7-transmembranar” inseamna o polipeptida apartinand
unei superfamilii de proteine transmembranare care au sapte regiuni care
traverseazad membrana plasmatica de sapte ori (astfel, cele sapte regiuni sunt
denumite "transmembranare" sau domenii "TM", de la TM | la TM VII). Familile de
receptori olfactivi si anumiti receptori de gust apartin fiecare acestei superfamilii.
Polipeptidele receptorului 7-transmembranar au structuri primare, secundare si

tertiare similare si caracteristice, dupa cum s-a discutat in detaliu mai jos.

[0124] Termenul "regiune ligand-legatura” se referad la secvente derivate dintr-un
receptor chemosenzorial sau de gust care incorporeaza in mod substantial domeniile
transmembranare [I-VII (TM Il la VII). Regiunea poate fi capabila sa lege un ligand si,

mai particular, un compus care provoaca gustul.

[0125] Termenul "domeniu de translocatie membranard plasmatica" sau simplu
"domerniu de translocatie" inseamna un domeniu polipeptidic care, atunci cand este
fncorporat Tn gruparea amino terminus a unei secvente care codifica polipeptida,
poate "insot" sau "transloca" cu mare eficienta proteina ( "fuziune") hibrid la
membrana plasmatica celulard. De exemplu, poate fi folosit un "domeniu de
translocatie” particular, derivat initial din gruparea amino terminus a polipeptidei
receptorului uman rodopsina, un receptor 7-transmembranar. Alt domeniu de
translocatie a fost derivat din secventa rodopsina bovina si este, de asemenea, util
pentru facilitarea translocatiei. Secventele derivate din rodopsina sunt eficiente in
mod particular in translocarea proteinei de fuziune 7-transmembranare pentru la

membrana plasmatica.
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[0126] "Echivalenta functionald" inseamna abilitatea si eficienta domeniului in
translocarea proteinelor nou translocate la membrana plasmatica, la fel de eficienta
ca un domeniu de translocatie din exemple, cum ar fi unul derivat din rodopsina in
conditii similare; eficientele relative pot fi masurate (in termeni cantitativi) si
comparate aga cum este descris aici. Domeniile care intra in domeniul de aplicatie al
inventiei pot fi determinate prin screening de rutina pentru eficienta lor in translocarea
polipeptidelor nou sintetizate la membrana plasmatice intr-o celula (mamifere,
Xenopus si altele), cu aceeasi eficienta ca domeniul de translocatie lung de doudzeci
de aminoacizi SEQ ID NO:1.

[0127] Expresia "efecte functionale", Tn contextul analizelor pentru testarea
compusilor care moduleaza transductia gustului mediatda de un membru al familiei
T2R include determinarea oricarui parametru care este in mod indirect sau direct sub
influenta receptorului, de exemplu, efecte functionale, fizice si chimice. Acesta
include legarea ligandului, modificarile fluxului de ioni, potentialul de membrana,
fluxul de curent, transcrierea, legarea proteinei G, fosforilarea sau defosforilarea
GPCR, transductia semnalului, interactiunile receptor-ligand, concentratiile celui de-al
doilea mesager (de exemplu, cAMP, cGMP, IP3 sau Ca*" intracelular), in vitro, in vivo
si ex vivo si include, de asemenea, alte efecte fiziologice cum ar fi cresterea sau

scaderea eliberarii neurotransmitatorului sau a hormonilor.

[0128] Prin “determinarea efectului functional" este prezentat testul pentru un
compus care mareste sau micsoreaza un parametru care este direct sau indirect sub
influenta unui membru al familiei T2R, de exemplu efecte functionale, fizice i
chimice. Astfel de efecte functionale pot fi masurate prin orice mijloace cunoscute
specialistului Tn domeniu, de exemplu, modificari ale caracteristicilor spectroscopice
(de exemplu, fluorescenta, absorbanta, indicele de refractie), hidrodinamice (de
exemplu, forma), cromatografice sau proprietatile de solubilitate, plasturi,

vopseluri sensibile la tensiune, curenti celulari intregi, eflux radioizotopic, markeri
inductibili, expresia genei ovocitului T2R; expresia celulelor de cultura tisulare T2R;
activarea transcriptiei genelor T2R; teste de legare a ligandului; modificari de

tensiune, potential de membrana si conductanta; teste de flux ionic; modificari ale
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mesagerilor secundari intracelulari, cum ar fi de cAMP, cGMP si inozitol trifosfat
(IP3); modificari ale nivelului de calciu intracelular; eliberarea neurotransmitatorului si

altele.

[0129] "Inhibitori", "activatori" si "modulatori" ai receptorilor proteinelor T2R sunt
folosite alternativ pentru a se referi la inhibitorii, activarea sau modularea moleculelor
identificate cu ajutorul testelor in vitro si in vivo pentru transductia gustului, de
exemplu, liganzii agonisti, antagonistii si omologii lor si mimeticele. Inhibitorii sunt
compusii care, de exemplu, daca sunt legati, blocheaza partial sau total stimularea,
scad, previn, intarzie activarea, inactiveaza, desensibilizeazd sau micsoreaza
transductia gustului, de exemplu, antagonigtii. Activatorii sunt compusii care, de
exemplu, daca sunt legati, stimuleaza, cresc, deschid, activeaza, faciliteaza, maresc
activarea, sensibilizeazéd sau cresc transductia gustului, de exemplu, agonigtii.
Modulatorii includ compusii care, de exemplu, modifica interactiunea unui receptor cu
proteinele extracelulare care leaga activatorii sau inhibitorii (de exemplu, ebnerin si
altt membri ai familiei de purtdtori hidrofobi); Proteine G; chinaze (de exemplu,
omologi ai rodopsin chinazei si receptori ai chinazelor beta-adrenergice care sunt
implicati Tn dezactivarea si desensibilizarea unui receptor); si arestine, care, de
asemenea, dezactiveaza si desensibilizeaza receptorii). Modulatorii includ versiuni
modificate genetic ale membrilor familiei T2R, de exemplu, cu activitate modificata,
precum si liganzi naturali si sintetici, antagonisti, agonisti, molecule chimice mici si

altele.

[0130] Astfel de teste pentru inhibitori si activatori includ, de exemplu, expresia
membrilor familiei T2R Tn celule sau membrane celulare, aplicind compusi
modulatori prezumptivi in prezenta sau absenta compusilor care moduleaza, de
exemplu, compusii amari gi apoi determinarea efectelor functionale asupra
transductiei gustului, agsa cum este descris mai sus. Esantioanele sau analizele care
cuprind membri ai familiei T2R care sunt tratati cu un potential activator, inhibitor sau
modulator sunt comparate cu probe martor farad inhibitor, activator sau modulator
pentru a examina gradul de modulare. Probelor martor (netratate cu modulator) li se
atribuie o valoare relativa a activitatii T2R de 100%. Inhibarea unui T2R este atinsa

atunci cand valoarea activitatii T2R raportata la martor este de circa 80%, optional
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50% sau 25-0%. Activarea unui T2R este atinsa atunci cand valoarea activitatii T2R
raportatd la martor este mai mare cu 110%, optional 150%, optional 200-500% sau
1000-3000%.

[0131] Termenii "purificat", " purificat in mod substantial" si "izolat", asa cum sunt
utilizati aici, se refera la starea de a fi liber de alti compusi diferiti cu care compusul
inventiei este asociat in mod normal in starea sa naturala. De preferat, "purificat”, "
purificat in mod substantial" si "izolat" Tnseamna c& compozitia cuprinde cel putin
0,5%, 1%, 5%, 10% sau 20% si, cel mai preferabil cel putin 50% sau 75% din masa,
n greutate, a unui esantion dat. intr-un forma de realizare preferata, acesti termeni
se refera la compusul inventiei cuprinzand cel putin 95% din masa, in greutate, a
unui esantion dat. Asa cum sunt folositi aici, termenii "purificat”, " purificat Tn mod
substantial" si "izolat", atunci cand se refera la un acid nucleic sau la o proteina, sau
la acizi nucleici sau proteine, se refera, de asemenea, la o stare de purificare sau de
concentrare diferita fatd de cea care apare in mod natural in corpul mamiferelor, in
special la om. Orice grad de purificare sau de concentrare mai mare decat cea care
se produce Tn mod natural in corpul mamiferelor, in special la om, inclusiv (1)
purificarea din alte structuri sau compusi asociati sau (2) asocierea cu structurile sau
compusii la care este asociat In mod normal, in corpul mamiferelor, in special al
omului, sunt cuprinse in sensul termenului "izolat". Acidul nucleic sau proteina sau
clasele de acizi nucleici sau proteine descrise aici pot fi izolate sau altfel asociate cu
structurile sau compusii la care nu sunt asociati in mod normal in natura, conform

unei varietati dintre metodele si procedeele cunoscute specialistului in domeniu.

[0132] Asa cum este folosit aici, termenul "izolat", atunci cand se refera la un acid
nucleic sau polipeptida, se refera la o stare de purificare sau de concentrare diferita
de cea care se produce in mod natural in corpul mamiferelor, in special la om. Orice
grad de purificare sau de concentrare mai mare decéat cea care se produce in mod
natural in organism, inclusiv (1) purificare din alte structuri sau compusi asociate care
apar natural sau (2) asocierea cu structurile sau compusii la care nu este asociat in
mod normal in organism sunt in intelesul termenului "izolat", agsa cum este utilizat

aici. Acizii nucleici sau polipeptidele descrise aici pot fi izolate sau asociate altfel cu
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structurile sau compusii la care nu sunt asociate in mod normal in natura, conform

unei varietati a metodelor si procedeelor specialistului iTn domeniu.

[0133] Dupa cum folositi aici, termenii "amplificd" si "amplificare" se referd la
utilizarea oricarei metodologii de amplificare adecvate pentru a genera sau a detecta
acidul nucleic exprimat recombinant sau natural, asa cum este descris in detaliu mai
jos. De exemplu, inventia furnizeaza metode si reactivi (de exemplu, perechea de
primeri de oligonucleotide specifice) pentru amplificarea (de exemplu, prin reactia in
lant a polimerazei, PCR) acizilor nucleici ai inventiei (de exemplu, secventele
compus-legatura ce provoaca gustul ale inventiei) exprimati natural (de exemplu,

genomic sau ARNm) sau recombinant (de exemplu, ADNc), in vivo sau in vitro.

[0134] Termenul "vector de expresie" se refera la orice sistem de expresie
recombinanta Tn scopul de a exprima o secventa de acid nucleic a inventiei in vitro
sau in vivo, constitutiv sau inductibil, Tn orice celula, inclusiv celula procariota, drojdie,
fungica, de plante, insecte sau de mamifere. Termenul include sisteme de expresie
liniare sau circulare. Termenul include sisteme de expresie care raman episomale
sau integrate in genomul celulei gazda. Sistemele de expresie pot avea capacitatea
de a se auto-replica sau nu, adica sa conduca doar expresia tranzitorie intr-o celula.
Termenul include expresia recombinantd "casete care contin numai elementele

minime necesare pentru transcrierea acidului nucleic recombinant”.

[0135] Termenul "biblioteca" reprezintd un preparat care este un amestec de
molecule diferite de acizi nucleici sau polipeptide, cum ar fi biblioteca de regiuni
ligand-legaturd receptoare de gust particular senzoriale generate recombinant,
generate prin amplificarea acidului nucleic cu perechi de primeri degenerati sau pe o
colectie izolata de vectori care incorporeaza regiunile ligand-legatura amplificate sau
un amestec de celule, fiecare transfectata aleator cu cel putin un vector care codifica

un receptor de gust.

[0136] Termenul "acid nucleic" sau “"secventd de acid nucleic” se refera la o
oligonucleotida dezoxi-ribonucleotidica sau ribonucleotidica in forma simpla sau cu

dubla infasurare. Termenul cuprinde acizi nucleici, adica oligonucleotide, care contin
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analogi cunoscuti de nucleotide naturale. Termenul cuprinde, de asemenea, structuri

de tip acid nucleic cu catene principale sintetizate.

[0137] Cu exceptia cazului in care se indica altfel, o secventd de acid nucleic
particulara, cuprinde de asemenea, in mod implicit, variante modificate conservativ
ale acesteia (de exemplu, substituti ale codonului degenerat) si secvente
complementare, precum si secventa indicatd in mod explicit. In mod specific,
substitutile codonului degenerat pot fi obtinute prin generarea, de exemplu, a
secventelor in care pozitia a treia a unuia sau mai multor codoni selectati este
substituitd cu amestec de baze si/sau reziduuri deoxiinozinice (Batzer si colab.,
Nucleic Acid Res., 19:5081 (1991); Ohtsuka si colab., J. Biol. Chem., 260:2605-08
(1985); Rossolini si colab., Mol. Cell. Sonde, 8:91-98 (1994)). Termenul de acid
nucleic este utilizat interschimbabil cu gena, cADN, mRNA, oligonucleotid si
polinucleotid.

N

[0138] Termenii "polipeptida”, "peptida” si "proteind” sunt folosite alternativ aici pentru
a se referi la un polimer al reziduurilor de aminoacizi. Termenii se aplica polimerilor
de aminoacizi In care unul sau mai multe reziduuri de aminoacizi este un mimetic
chimic artificial al unui aminoacid natural corespunzator, precum si polimerilor de

aminoacizi naturali si polimerilor de aminoacizi care nu apar in mod natural.

[0139] asa cum este folosit aici, "alchil", precum si alte grupari care au prefixul "alk",
cum ar fi, de exemplu, alcoxi, alcanail, alchenil, alchinil si altele, reprezinta catene de
carbon, care pot fi liniare sau ramificate sau combinatii ale acestora . Exemplele de
grupari alchil includ metil, etil, propil, izopropil, butil, sec- si tert-butil, pentil, hexil,
heptil si altele. Gruparile alchil preferate au 1-4 aromi de carbon. "Alchenil" si alti
termeni asemanatori includ catene de carbon care contin cel putin o legatura
nesaturata carbon-carbon. "Alchinil" si alti termeni asemanatori includ catene de

carbon care contin cel putin o legatura tripla carbon-carbon bond.

[0140] Termenul "cicloalchil" reprezintd carbocicluri care nu contin heteroatomi si
includ carbocicluri saturate mono-, bi- si ftriciclice, precum si sisteme ciclice

condensate. Exemplele de cicloalchil includ ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil,

et
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ciclohexil, decahidronaftalena, adamantan, indanil, indenil, fluorenil, 1,2,3,4-

tetrahidronaftalena si altele.

[0141] Termenul “aril" reprezintad un substituent aromatice, care este un singur inel
sau mai multe inele condensate impreuna. Gruparile de aril din exemple includ, fara
limitare, grupari fenil, naftil, antracenil, piridinil, pirazinil, pirimidinil, triazinil, tiofenil,
furanil, pirolil, oxazolil, imidazolil, triaziolil si tetrazolil. Gruparile aril care contin unul
sau mai multi heteroatomi (de exemplu, piridinil) sunt adesea denumite "grupari
heteroaril." Atunci cand sunt formate din inele multiple, cel putin unul dintre
constituentii ciclici este aromatic. In unele forme de realizare, cel putin unul din mai
multe inele cuprinde un heteroatom, formand astfel grupari aril care contin un
heteroatom. Gruparile aril care contin un heteroatom includ, fara limitare, grupari
benzoxazolil, benzimidazolil, chinoxalinil, benzofuranil si 1H-benzo[d][1,2,3]triazolil.
Gruparile aril care contin un heteroatom includ, de asemenea, fara limitare, grupari
2,3-dihidrobenzolb][1,4]dioxinil si benzo[d][1,3]dioxolil. Gruparile aril care contin un
heteroatom includ, de asemenea, cicluri aromatice condensate cu un ciclu
heterociclic care contine cel putin un heteroatom si cel putin o grupare carbonil.
Aceste grupari includ, fara limitare, grupari dioxo tetrahidrochinoxalinil si dioxo

tetrahidroquinazolinil.
[0142] Termenul "arilalcoxi" reprezinta o grupare aril legata la o grupare alcoxi.

[0143] Termenul "arilamidoalchil” reprezintd un aril-C(O)NR-alchil sau aril-NRC-(O)-

alchil.

[0144] Termenul "arilalchilamidoalchil" reprezinta un aril-alchil-C(O)NR-alchil sau aril-

alchil-NRC(O)-alchil, unde R este orice grupare adecvata enumerata mai jos.
[0145] Termenul "arilalchil" se refera la o grupare aril legata la o grupare alchil.

[0146] Termenul "halogen" sau "halo" se refera la clor, brom, fluor sau iod.

SC¢
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[0147] Termenul de " grupare fugace " se refera la o grupare functionald sau atom
care pot fi inlocuite de catre o altd grupare functionald sau atom intr-o reactie de
substitutie, cum ar fi o reactie de substitutie nucleofila. Cu titlu de exemplu, gruparile
fugace reprezentative includ grupari clorura, bromurd si iodurd; grupari ester
sulfonice, cum ar fi mesilat, tosilat, brosilat, nosilat si altele; si grupari aciloxi, cum ar

fi acetoxi, trifluoroacetoxi si altele.

[0148] Termenul "haloalchil" reprezintd o grupare alchil avand unul sau mai multi

atomi de halogen (de exemplu, CF3).

[0149] Termenul "heteroalchil” se referd la un radical alchil care cuprinde un
heteroatom, cum ar fi N, O, P, B, S sau Si. Heteroatomul poate fi conectat la restul
radicalului heteroalchil printr-o legaturd saturatda sau nesaturata. Astfel, un alchil
substituit cu o grupare, cum ar fi heterocicloalchil, heterocicloalchil substituit,
heteroaril, heteroaril substituit, alcoxi, ariloxi, boril, fosfino, amino, silil, tio sau seleno,
se afla in sfera de aplicare a termenului heteroalchil. Exemplele de heteroalchili

includ, dar nu sunt limitate la ciano, de benzoil, 2-piridil $i 2-furil.

[0150] Termenul "heteroarilalchil" reprezintd o grupare heteroaril la care este atagata

o grupare alchil.

[0151] Termenul "heterociclu" reprezintd un ciclu monociclic sau policiclic care
cuprinde atomi de carbon si de hidrogen, avand optional 1 sau 2 legaturi multiple si
atomii ciclului contin cel putin un heteroatom, in mod specific 1 - 4 heteroatomi,
selectati independent dintre azot, oxigen si sulf. Structurile de inel heterociclic includ,
dar nu se limiteaza la compusi mono-, bi-, si tri-ciclici. Heterociclurile specifice sunt
monociclic sau biciclic. Heterociclurile reprezentative includ uree ciclica, morfolinil,
pirolidinonil, pirolidinil, piperidinil, piperazinil, hidantoinil, valerolactamil, oxiranil,
oxetanil, tetrahidrofuranil, tetrahidropiranil, tetrahidropiridinil, tetrahidropirimidinil,
tetrahidrotiofenil, tetrahidrotiopiranil, tetrazolil i urazolil. Un ciclu heterociclic poate fi
nesubstituit sau substituit. Heterociclurile preferate sunt heterocicluri cu 5- si 6-atomi,
in special hidantoinil $i urazolil.
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[0152] Termenul "heterocicloalchil" se refera la o grupare cicloalchil in care cel putin
unul dintre atomi de carbon din ciclu este Tnlocuit cu un heteroatom (de exemplu, O,
S sau N).

[0153] Termenul "heterocicloalchilalchil" reprezinta o grupare heterocicloalchil la care

este atasata o grupare alchil.

[0154] Termenul "substituit" prevede si permite in mod specific una sau mai muilte
substitutii care sunt obignuite In domeniu. Cu toate acestea, este inteles in general
de specialistul Tn domeniu ca substituentii trebuie sa fie selectati astfel incat s& nu
afecteze in mod negativ caracteristicile utile ale compusului sau sa nu interfereze
negativ cu functia sa. Substituentii adecvati pot include, de exemplu, grupari halogen,
grupari perfluoroalchil, grupari perfluoroalcoxi, grupari alchil, grupari alchenil, grupari
alchinil, grupari hidroxi, grupari oxo, grupari mercapto, grupari alchiltio, grupari alcoxi,
grupari aril sau heteroaril, grupari ariloxi sau heteroariloxi, grupari aralchil sau
heteroaralchil, grupari aralcoxi sau heteroaralcoxi, grupari amino, grupari alchil- i
dialchilamino, grupari carbamoil, grupari alchilcarbonil, grupéri carboxil, grupari
alcoxicarbonil, grupari alchilaminocarbonil, grupari dialchilamino carbonil, grupari
arilcarbonil, grupari ariloxicarbonil, grupari alchilsulfonil, grupari arilsulfonil, grupari
cicloalchil, grupari ciano, grupari C¢-Cs alchiltio, grupari ariltio, grupari nitro, grupari
keto, grupari acil, grupari boronat sau boronil, grupari fosfat sau fosfonil, grupari
sulfamil, grupédri sulfonil, grupdri sulfinil si combinatii ale acestora. in cazul
combinatiilor substituite, cum ar fi "arilalchil substituit", poate fi substituita fie
gruparea aril, fie gruparea alchil, sau pot fi substituite ambele grupari aril si alchil cu
unul sau mai multi substituenti. In plus, Tn unele cazuri, substituentii adecvati se pot
combina pentru a forma unul sau mai multe cicluri, dupa cum este cunoscut

specialistului Tn domeniu.

[0155] Compusii descrisi aici contin una sau mai multe legaturi duble si astfel pot da
nastere izomerilor cis/trans, precum si altor izomeri conformationali. Inventia
prezenta include toti izomerii astfel posibili, precum si amestecuri ale unor astfel de

izomeri.
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[0156] Compugii descrigi aici si in particular substituentii descrisi mai sus pot contine
unul sau mai multi centri de asimetrie si pot da nastere astfel la diastereoizomeri si
izomeri optici. Inventia prezenta include toti diastereoizomerii astfel posibili, precum
si amestecuri racemice ale acestora, enantiomeri lor puri, In mod substantial, in stare
de rezolutie, toti izomerii geometrici posibili si sarurile acceptabile ale acestora. In
plus, sunt de asemenea incluse amestecuri de sterecizomeri, precum si
stereoizomeri specifici izolati. Pe parcursul procedurilor de sinteza folosite pentru a
prepara astfel de compusi sau in utilizarea procedurilor de racemizare sau
epimerizare cunoscute specialistului in domeniu, produsele unor astfel de proceduri

pot fi un amestec de stereocizomeri.

[0157] Asa cum este folosit aici, termenul "saruri" si "saruri acceptabile farmaceutic"
se refera la derivati ai compusilor dezvaluiti in care compusul mama este modificat
prin obtinerea sarurilor cu un acid sau cu o baza ale acestuia. Exemplele de saruri
acceptabile farmaceutic includ, dar nu sunt limitate la saruri cu acizi minerali sau
organici ale gruparilor bazice cum ar fi aminele; si saruri de metale alcaline sau
organice ale gruparilor acide cum ar fi acizii carboxilici. Sarurile acceptabile
farmaceutic includ saruri neconventionale toxice sau saruri cuaternare de amoniu ale
compusului mama format, de exemplu, din acizi anorganici sau organici netoxici. De
exemplu, astfel de saruri conventionale netoxice le includ pe cele derivate de la acizi
anorganici cum ar fi clorhidric, bromhidric, sulfuric, sulfamic, fosforic si azotic; si
sarurile preparate din acizi organici cum ar fi acetic, propionic, succinic, glicolic,
stearic, lactic , malic, tartric, citric, ascorbic, pamoic, maleic, hidroximaleic, fenilacetic,
glutamic, benzoic, salicilic, sulfanilic, 2-acetoxibenzoic, fumaric, toluensulforiic,

metansulfonic, etan disulfonic, oxalic si isetionic si altele.

[0158] Sarurile acceptabile farmaceutic de prezentei inventii pot fi sintetizate din
compusul mama care contine un radical bazic sau acid prin metode chimice
conventionale. In general, astfel de saruri pot fi preparate prin reactia formelor de
acid sau baza libere ale acestor compusi cu o cantitate stoechiometrica a bazei sau
acidului adecvat in apa sau intr-un solvent organic sau intr-un amestec al celor dou3;
n general, sunt de preferat mediile neapoase ca eterul, acetatul de etil, etanolul,

izopropanolul sau acetonitrilul. Liste de saruri adecvate se gasesc in Remington's
g g
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Pharmaceutical Sciences, ed. a 17-a, Mack Publishing Company, Easton, Pa, 1985,

pag. 1418, a caror divulgare este incorporata aici introduse prin referinta.

[0159] Termenul "solvat" reprezintd un compus sau o sare a acestuia care include i
o cantitate stoechiometricA sau nestoechiometrica de solvent legat prin forte
intermoleculare necovalente. In cazul in care solventul este apa, solvatul este un
hidrat.

[0160] Termenul "promedicament" reprezintd un derivat al unui compus care poate
hidroliza, oxida sau reactiona altfel in conditii biologice (in vitro sau in vivo) pentru a
furniza un compus activ, in particular un compus al inventiei. Exemplele de
promedicamente includ, dar nu se limiteaza la derivatii si metabolitii unui compus al
inventiei care includ radicali biohidrolizabili cum ar fi amide biohidrolizabile, esteri
biohidrolizabili, carbamati biohidrolizabili, carbonati biohidrolizabili, ureide
biohidrolizabile si analogi de fosfat biohidrolizabili. Promedicamentele specifice ale
compusilor cu grupari functionale carboxil sunt esterii de alchil inferiori ai acidului
carboxilic. Esterii carboxilat sunt formati Tn mod convenabil prin esterificarea oricareia
dintre radicalii acidului carboxilic prezenti pe molecula. Promedicamentele pot fi
preparate de obicei folosind metode binecunoscute, cum ar fi cele descrise de
Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery ed. a 6-a (Donald J. Avraam, ed.,
2001, Wiley) si Design and Application of Prodrugs (H. Bundgaard ed., 1985,

Harwood Academic Publishers Gmfh).

[0161] Asa cum este folosit aici si daca nu este indicat altfel, termenii "amida
biohidrolizabild", "ester biohidrolizabil", "carbamat biohidrolizabil", "carbonat
biohidrolizabil", "ureido biohidrolizabil", "fosfat biohidrolizabil" reprezinta o amida, un
ester, un carbamat , un carbonat, un ureido sau respectiv un fosfat al un compus
care fie: 1) nu interferd cu activitatea biologicd a compusului, dar ii poate conferi
acestui compus proprietati avantajoase in vivo, cum ar fi adsorbtie, durata al actiunii
sau debut al actiunii; sau 2) este biologic inactiv, dar este transformat in vivo in
compusul biologic activ. Exemplele de esteri biohidrolizabili includ, dar nu se
limiteaza la esteri de alchil inferiori, esteri alcoxiaciloxi, esteri alchil acilamino alchil si

esteri de colina. Exemplele de amide biohidrolizabile includ, dar nu se limiteaza la
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alchil  amide inferioare, alfa-aminoacid amide, alcoxiacil amide si
alchilaminoalchilcarbonil amide. Exemplele de carbamati biohidrolizabili includ, dar
nu se limiteaza la alchilamine inferioare, etilendiamine substituite, aminoacizi,

hidroxialchilamine, amine heterociclice si heteroaromatice si polieter amine.

[0162] Asa cum este folosit aici, termenul "analogi ai acestora" in contextul
compusilor dezvaluiti aici include diastereoizomeri, hidrati, solvati, s&ruri,

promedicamente si N-oxizi ai compusilor.

[0163] "Domeniul translocatie”, "regiunea ligand-legaturd” si compozitiile receptoare
himerice descrise aici includ, de asemenea, "analogi,” sau "variante conservative" si
"mimetice" ( "peptidomimetice"), cu structuri si activitate care corespunde in mod
substantial cu secventele din exemple. Astfel, termenii "varianta conservativa" sau
"analog@" sau "mimetica" se refera la o polipeptida care are o secventa de aminoacid
modificata, astfel incat schimbarea(ile) sa nu modifice substantial structura si/sau
activitatea polipeptidei (varianta lui conservativa), astfel cum sunt definite aici.
Acestea includ variatii modificate conservativ ale unei secvente de aminoacid, adica
substitutii, aditii sau stergeri de aminoacizi ale acestor reziduuri care nu sunt critice
pentru activitatea proteinei, sau substitutia aminoacizilor cu reziduuri avand
proprietati similare (de exemplu, acide, bazice, incarcate pozitiv sau negativ, polare
sau nepolare, etc), astfel incét, substitutiile aminoacizilor, chiar si critice, nu modifica

in mod substantial structura gi/sau activitatea.

[0164] Mai particular, "variantele modificate conservativ" se aplica atat secventelor
de aminoacizi, cat si de acid nucleic. in ceea ce priveste anumite secvente de acid
nucleic, variantele modificate conservativ se refera la acei acizi nucleici care codifica
secvente de aminoacizi identice sau in esenta identice de acid sau in cazul in care
acidul nucleic nu codifica o secventa de aminoacid, la secventele identice Tn esenta.
Din cauza degenerarii codului genetic, un numar mare de acizi nucleici identici

functional codifica orice proteina data.

[0165] De exemplu, toti codonii GCA, GCC, GCG si CGU codifica aminoacidul

alanina. Astfel, la fiecare pozitie in care o alanina este specificatd de un codon,
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codonul poate fi alterat la oricare dintre codonii corespunzatori descrigi fara alterarea

polipeptidei codificate.

[0166] Astfel de variatii ale acidului nucleic sunt "variatii tdcute", care sunt o specie
de variatii modificate conservativ. Fiecare secventd de acid nucleic de aici, care
codifica o polipeptida, descrie, de asemenea, fiecare variatie "tacutd" posibila a
acidului nucleic. Un specialist in domeniu va recunoaste faptul ca fiecare codon intr-
un acid nucleic (cu exceptia AUG, care este de obicei singurul codon pentru
metionina si TGG, care este de obicei singurul codon pentru triptofan) poate fi
modificat pentru a permite obtinerea unei molecule identice functional. in consecints,
fiecare variatie tacutd a unui acid nucleic care codificd o polipeptida este implicit in

flecare secventa descrisa.

[0167] Tabelele de substitutie conservativa care furnizeaza aminoacizi similari
functional sunt binecunoscute in domeniu. De exemplu, un ghid exemplar pentru a
selecta substitutiile conservative include (reziduu original, urmatad de substitutie
exemplara). ala/gly sau ser; arg/lys; asn/gln sau his; asp/glu; cys/ser; gin/asn;
gly/asp; gly/ala sau pro; his/asn sau gin; ile/leu sau val; leu/ile sau val; lys/arg sau
gln sau glu; met/leu sau tyr sau ile; phe/met sau leu sau tyr; ser/thr; thr/ser; trp/tyr;
tyr/trp sau phe; vall/ile sau leu. Un ghid exemplar alternativ foloseste urmatoarele
sase grupe, fiecare contindnd aminoacizi, care sunt substitutii conservative unul
pentru altul: 1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T); 2) Acid aspartic (D), Acid
glutamic (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lizina (l); 5)
Izoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); si 6) Fenilalanina (F), Tirozina
(Y), Triptofan (W); (a se vedea, de asemenea, de exemplu, Creighton, Proteins,
W.H. Freeman and Company (1984); Schultz and Schimer, Principles of Protein
Structure, Springer-Verlag (1979)). Un specialist in domeniu va aprecia ca
substitutiile identificate mai sus nu sunt singurele substitutii conservative posibile.
De exemplu, pentru anumite scopuri, se pot considera toti aminoacizii incarcati ca
substitutii conservative unul pentru celdlalt, indiferent daca sunt pozitivi sau
negativi. In plus, substitutiile individuale, eliminarile si aditiile care modifica, adaugé
sau sterg un singur aminoacid sau un procent mic de aminoacizi intr-o secventa

codificata pot fi, de asemenea, considerat "variatii modificate conservativ."
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[0168] Termenii "mimetic" si "peptidomimetic" se refera la un compus chimic sintetic
care are in mod substantial aceleasi caracteristici structurale si/sau functionale ale
polipeptidei, de exemplu, domenii de translocatie, regiuni ligand-legaturd sau
receptorii himerici ai inventiei. Mimeticul poate fi in Intregime compus din analogi
sintetici, nenaturali ai aminoacizilor sau poate fi 0 moleculd himerica de aminoacizi
peptidici partial naturali si analogi de aminoacizi partial nenaturali. Mimeticul poate
fncorpora, de asemenea, orice cantitate de substitutii conservative de aminoacizi
naturali, atata timp cat aceste substitutii, de asemenea, nu altereazad n mod

substantial structura si/sau activitatea mimeticului.

[0169] Ca si in polipeptide inventiei, care sunt variante conservative, experimentele
de rutina vor stabili daca un mimetic este in domeniul de aplicare al inventiei, si
anume ca structura si/sau functia sa nu este alteratd substantial. Compozitiile
mimetice polipeptidice pot contine orice combinatie de componente structurale
nenaturale, care sunt de obicei din trei grupari structurale: a) grupari de legatura
reziduale, altele decét lanturile de legaturi amidice naturale ("peptida de legaturad");
b) reziduuri nenaturale in locul reziduurilor de aminoacizi naturali sau c¢) reziduuri
care induc mimetism secundar structural, adica, pentru a induce sau a stabiliza o
structura secundara, de exemplu, un viraj beta, viraj gama, foaie beta, conformatie
alfa helix si altele. O polipeptida poate fi caracterizatd ca un mimetic atunci cand
toate sau unele dintre reziduurile sale sunt reunite prin mijloace chimice, altele
decat legaturile peptidice naturale. Reziduurile peptidomimetice individuale pot fi
reunite prin de legaturi peptidice, alte legaturi chimice sau mijloace de cuplare, cum
ar fi, de exemplu, glutaraldehida, esterii N-hidroxisuccinimidici, maleimidele
bifunctionale, N,N'-diciclohexilcarbodiimidele (DCC) sau N,N'-
diisopropilcarbodiimidele (DIC). Gruparile de legatura, care pot fi o alternativa la
lanturile de legaturi amidice naturale ("peptida de legatura”), includ, de exemplu,
chetometilen (de exemplu, -C(=0)-CH2 pentru -C(=0)-NH-), aminometilena
(CH2NH), etilena, olefina (CH.dbd.CH), eterul (CH,0), tioeterul (CH.-S), tetrazolul
(CNy), tiazolul, retroamida, tioamida sau esterul (a se vedea, de exemplu, Spatola,
Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. 7, 267-
357, Marcell Dekker, Peptide Backbone Modifications, NY (1983)). O polipeptida
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poate fi, de asemenea, caracterizata ca un mimetic prin continerea tuturor sau a
unor reziduuri nenaturale Tn locul reziduurilor de aminoacizi naturali; reziduurile

nenaturale sunt descrise bine n literatura stiintifica si de brevete.

[0170] O "etichetd" sau un "radical detectabil" este o compozitie detectabila prin
mijloace spectroscopice, fotochimice, biochimice, imunochimice sau chimice. De
exemplu, etichetele utile includ *?P, vopsele fluorescente, reactivi cu densitate
electronica, enzime (de exemplu, asa cum utilizate Tn mod obignuit intr-un ELISA),
biotina, digoxigenin sau haptene si proteine care pot fi facute detectabile, de
exemplu, prin incorporarea unei radioetichete in peptida sau utilizate pentru

detectarea anticorpilor reactivi in mod specific cu peptida.

[0171] O "proba de acid nucleic sau oligonucleotida etichetata " este cea care este
legata fie covalent, printr-un linker sau o legatura chimica, sau necovalent, prin
intermediul legaturilor ionice, van der Waals, electrostatice sau de hidrogen la o
eticheta astfel ca prezenta sondei s poata fi detectata prin detectarea prezentei

etichetei legate de sonda.

[0172] Asa cum este folosit aici, "o sonda sau oligonucleotid de acid nucleic" este
definitda ca un acid nucleic capabil de legare la un acid nucleic tintd a secventei
complementare prin una sau mai multe tipuri de legaturi chimice, de obicei, prin
perechi de baze complementare, de obicei, prin formarea legaturii de hidrogen. Asa
cum este folosit aici, 0 sonda poate include baze naturale (de exemplu, A, G, C sau
T) sau modificate (7-deazaguanosin, inozin, etc.) In plus, bazele intr-o sond& pot fi
unite printr-o legatura, alta decat o legatura phosphodiester, atat timp cat nu
interfereze cu hibridizare. Astfel, de exemplu, sondele pot fi acizi nucleici peptidici
In care s-au alaturat bazele constitutive prin legaturi peptidice, mai degraba decéat
legaturi fosfodiester. Va fi de inteles de specialistul in domeniu ca sondele pot lega
secventele vizate lipsite de complementaritatea completd cu secventa sondei, in
functie de rigurozitatea conditiilor de hibridizare. Sondele sunt etichetate optional
direct cu izotopi, chromofori, lumifori, chromogeni sau etichetate indirect, cum ar fi

cu biotina la care un complex streptavidin se poate lega mai tarziu. Prin testarea
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prezentei sau absentei sondei, se poate detecta prezenta sau absenta secventei

sau subsecventei selectate.

[0173] Termenul "heterolog", atunci cand este utilizat cu referire la portiuni ale unui
acid nucleic, indica faptul ca acidul nucleic cuprinde doud sau mai multe
subsecvente care nu se gasesc in aceeasi relatie una fata de cealalta n natura. De
exemplu, acidul nucleic este de obicei produse recombinant, avand doua sau mai
multe secvente de la gene care nu au legatura aranjate pentru a face un nou acid
nucleic functional, de exemplu, un promotor dintr-o sursa si o regiune de codificare
de la o alta sursa. In mod similar, o proteina heterologa indica faptul ca proteina
cuprinde doud sau mai multe subsecvente care nu se gasesc in aceeasi relatie una

fata de cealalta in natura (de exemplu, o proteina de fuziune).

[0174] Un "promotor" este definit ca o serie de secvente de acid nucleic care
directioneaza transcrierea unui acid nucleic. Asa cum este folosit aici, un promotor
include secvente de acid nucleic necesare Tn apropiere de site-ul de incepere a
transcrierii, cum ar fi in cazul unui promotor de tip Il polimeraza, un element TATA.
Un promotor include de asemenea, optional, elemente potentatoare sau represoare
distale, care pot fi amplasate in numar de mai multe mii de perechi baza de la
inceputul site-ul de transcriere. Un promotor "constitutiv' este un promotor care
este activ In cele mai multe conditii de mediu si de dezvoltare. Un promotor
"inductibil" este un promotor care este activ in conformitate cu Regulamentul de
mediu sau de dezvoltare. Termenul de "legat operabil" se refera la o legatura
functionala intre o secventa martor de expresie a acidului nucleic (cum ar fi un
promotor sau o serie de site-uri de legare a factorului de transcriptie) si o secventa
de acid nucleic secundara, in care expresia secventei martor directioneaza

transcriptia acidului nucleic corespunzator celei de-a doua secvente.

[0175] Asa cum este folosit aici, "recombinant" se referd la o polinucleotida
sintetizata sau Tn alt mod manipulatd in vitro (de exemplu, "polinucleotida
recombinanta"), la metode de utilizare a polinucleotidelor recombinante pentru a
produce produse gena in celule sau alte sisteme biologice sau la o polipeptida
("proteina recombinanta"), codificate de o polinucleotida recombinanta. "Mijloace
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recombinante” cuprinde, de asemenea, ligareal/ligation acizilor nucleici avand
diferite regiuni de codificare sau domenii sau secvente promotor din diferite surse
intr-o caseta de expresie sau vector pentru exprimarea, de exemplu, a expresiei
inductibile sau constitutive a unei proteine de fuziune care cuprinde un domeniu de
translocatie al inventiei si o secventad de acid nucleic amplificat utilizand un primer

al inventiei.

[0176] Expresia "hibridizeaza selectiv (sau in mod specific) |a" se refera la legarea,
duplexarea sau hibridizarea a unei molecule numai la o anumita secventa de
nucleotida in conditii stricte de hibridizare, atunci cand aceasta secventi este
prezenta ntr-un amestec complex (de exemplu, ADN sau ARN biblioteca sau total

celular).

[0177] Expresia "conditii de hibridizare stricte" se refera la conditiile in care o sonda
va hibridiza la subsecventa sa tintd, de obicei intr-un amestec complex de acid
nucleic, nu si la alte secvente. Conditiile stricte sunt dependente de secventa si vor
fi diferite Tn diferite circumstante. Secventele mai lungi hibridizeaza in mod specific
la temperaturi mai mari. Un ghid extensiv de hibridizare a acizilor nucleici se
gaseste Tn Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--
Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of principles of hybridization and the
strategy of nucleic acid assays" (1993). In general, conditiile stricte sunt selectate
pentru a fi cu circa 5-10°C mai mici decat punctul de topire termica (Tm) pentru
secventa specifica, la un pH cu putere ionica definita. Tm este temperatura (la
putere ionica, pH si concentratie nucleica definite) la care 50% din sondele/probes
complementare tintei hibridizeaza la secventa tinta la echilibru (cénd secventele
tinta sunt prezente in exces, la Tm, 50% din sonde sunt ocupate la echilibru).
Conditiile stricte vor fi cele Tn care concentratia de sare este mai mica de circa 1.0
M ioni de sodiu, in mod tipic de circa 0.01 la 1.0 M concentratie de ioni de sodiu
(sau alte saruri) la pH intre 7.0 si 8.3, iar temperatura este cel putin de circa 30°C
pentru sondele scurte (de exemplu, 10 la 50 nucleotide) si de cel putin circa 60°C
pentru sondele lungi (de exemplu, mai mari de 50 nucleotide). Conditiile stricte pot
fi, de asemenea, obtinute cu un adaos de agenti destabilizatori, cum ar fi

formamida. Pentru hibridare selectiva sau specificd, un semnal pozitiv este cel
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putin de doua ori cel de baza, optional de 10 ori hibridizarea de baza. Conditiile
stricte de hibridizare din exemple pot fi dupa cum urmeaza: 50% formamida,
5xSSC, si 1% SDS, incubare la 42°C or 5xSSC, 1% SDS, incubare la 65°C cu apa
in 0.2xSSC si 0.1% SDS la 65°C. Astfel de etape de hibridizare si spalari se pot

efectua, de exemplu, timp de 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 minute sau mai mult.

[0178] Acizii nucleici care nu hibridizeaza unul Tn celdlalt in conditii stricte sunt inca
in mod substantial legati daca polipeptidele pe care le codifica sunt legate in mod
substantial. Acest lucru se intdmpla, de exemplu, cand o copie a unui acid nucleic
este creat folosind degenerarea maximéa a codonului permisa de codul genetic. in
astfel de cazuri, acizii nucleici hibridizeaza de obicei in conditii de hibridizare stricte
moderate. "Conditile de hibridizare stricte moderate" din exemple includ o
hibridizare intr-un tampon de 40% formamida, NaCl 1 M, SDS 1% la 37°C si o
spalare in 1xSSC la 45°C. Astfel de etape de hibridizare si spalare se pot efectua,
de exemplu, timp de 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 de minute sau mai mult. O hibridizare
pozitiva este de cel putin de doua ori baza. Specialistul in domeniu va recunoaste
cu usurinta ca hibridizarea alternativa si conditiile de spélare pot fi utilizate pentru a

oferi conditii de stringenta similare.

[0179] "Anticorpii" se refera la o polipeptida care cuprinde o regiune cadru dintr-o
gena imunoglobulina sau fragmente ale acesteia care se leaga in mod specific $i
recunoaste un antigen. Genele imunoglobulind recunoscute includ genele de
regiune constanta kappa, lambda, alfa, gama, delta, epsilon $i mu, precum si
nenumaratele genele de regiune variabila imunoglobulina. Catenele scurte sunt
clasificate fie kappa, fie lambda. Catenele lungi sunt clasificate ca gamma, mu, alfa,
delta sau epsilon, care, la randul lor, definesc clasele de imunoglobuline 1gG, IgM,

IgA, IgD si respectiv IgE.

[0180] O unitate structurala imunoglobulina din exemple (anticorpi) cuprinde un
tetramer. Fiecare tetramer este compus din doua perechi identice de catene de
polipeptida, fiecare pereche avand o catena "usoara/scurta” (circa 25 kDa) si una

"lunga/grea" (in jur de 50-70 kDa). N-terminus al fiecarei catene defineste o regiune
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variabila de circa 100 la 110 sau mai multi aminoacizi responsabili in primul rénd de
recunoasterea antigenului. Termenii catena usoard variabila (V.) si catend grea

variabila (V) se refera la aceste catene, respectiv usoara si grea.

[0181] Un "anticorp himeric" este o molecula de anticorp in care (a) regiunea
constanta sau o parte a acesteia este alterata, inlocuita sau schimbata, astfel incat
site-ul de legare a antigenului (regiune variabila) este legat la o regiune constanta a
unei clase diferite sau alterate, functie efectoare si/sau specii sau la o molecula
diferita in Tntregime, care conferd proprietati noi anticorpului himeric, de exemplu
enzima, toxina, hormon, factor de crestere, medicament etc; sau (b) regiunea
variabila sau o parte a acesteia, este alterata, inlocuitd sau schimbata cu o regiune

variabila avand o specificitate antigenica diferita sau alterata.

[0182] Un anticorp "anti-T2R" este un anticorp sau fragment de anticorp care se
leaga Tn mod specific la o polipeptida codificatd de o gena T2R, ADNc sau o
subsecventa a acestora.

[0183] Termenul "analiza imunologica" este o analizd care foloseste un anticorp
pentru a lega In mod specific un antigen. Analiza imunologica este caracterizata
prin utilizarea unor proprietati de legare specifice ale unui anticorp particular pentru

a izola, tinti si/sau cuantifica antigenul.

[0184] Expresia "leaga Tn mod specific (sau selectiv)" la un anticorp sau,
"imunoreactiva in mod specific (sau selectiv) cu”, cand se refera la o proteina sau
peptida, se refera la o reactie de legare care este determinanta in prezenta
proteinei intr-o populatie eterogena de proteine si alte produse biologice. Astfel, in
conditii desemnate de analize imunologice, anticorpii specificati se leaga la o
proteina particulara de cel putin doua ori fatd de baza si nu se leaga in mod
substantial intr-o cantitate semnificativa de alte proteine prezente in esantion.
Legatura specifica la un anticorp in astfel de conditii poate necesita un anticorp
care este selectat pentru specificitatea sa pentru o proteina particulara.
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[0185] De exemplu, anticorpii policlonali crescuti la un membru al familiei T2R de la
anumite specii, cum ar fi sobolan, soarece sau om pot fi selectati pentru a obtine
numai acei anticorpi policlonali care sunt imunoreactivi in mod specific cu
polipeptida T2R sau o portiune imunogenica a acesteia si nu cu alte proteine, cu
exceptia ortologilor sau variantelor polimorfe si alele ale polipeptidei T2R. Aceasta
selectie poate fi atinsa prin extragerea anticorpilor care reactioneaza incrucisat cu
moleculele T2R de la alte specii sau alte molecule T2R. Anticorpii pot fi selectati, de
asemenea, pentru a recunoaste numai membrii familiei T2R GPCR, dar nu GPCR
de la alte familii. O varietate de formate de analize imunologice pot fi utilizate
pentru a selecta anticorpii Tn mod specific imunoreactivi cu o proteina particulara.
De exemnplu, analizele imunologice ELISA in faza solida sunt folosite de obicei
pentru a selecta anticorpii imunoreactivi in mod specific cu o proteina (a se vedea,
de exemplu, Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, (1988), pentru o
descriere a formatelor analizelor imunologice si conditiilor care pot fi utilizate pentru
a determina imunoreactivitatea specificd). In mod tipic, o reactie specificd sau
selectiva va fi cel putin de doua ori semnalul de fond sau zgomot si mai mult, de

obicei mai mult de 10 la 100 ori baza.

[0186] Expresia "asociat selectiv cu" se refera la capacitatea unui acid nucleic de a
"hibridiza selectiv" cu altul definit mai sus sau la capacitatea unui anticorp de a "se

lega selectiv (sau specific)" la o proteina, astfel cum sunt definite mai sus.

[0187] Termenul "vector de expresie" se referd la orice sistem de expresie
recombinanta in scopul de a exprima o secventa de acid nucleic a inventiei in vitro
sau in vivo, constitutiv sau inductibil, in orice celuld, inclusiv celula de procariot,
drojdie, fungi, de plante, insecte sau de mamifere. Termenul include sisteme de
expresie liniare sau circulare. Termenul include sisteme de expresie care raman
episomale sau se integreaza in genomul celulei gazda. Sistemele de expresie pot
avea capacitatea de a se autoreplica sau nu, adica, sa conduca doar expresia
tranzitorie intr-o celuld. Termenul include expresia recombinanta "casete care
contin numai elementele minime necesare pentru transcriptia acidului nucleic

recombinant".

el
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[0188] Prin celula gazda " se intelege o celuld care contine un vector de expresie
si sprijina replicarea sau expresia vectorului de expresie. Celulele gazda pot fi
celule procariote, cum ar fi E. coli sau celule eucariote, cum ar fi drojdie, insecta,
amfibian sau celule de mamifere, cum ar fi CHO, HelLa, HEK-293 si altele, de

exemplu, celule de culturd, explant si celule in vivo.

[0189] Bazata pe cele de mai sus, inventia actuald furnizeaza analize de
identificare a compusilor care moduleaza, de preferintd blocheaza, activarea
specifica a receptorilor de gust amar umani identificati anterior prin compusi amari,
de exemplu, compusi amari prezenti in cafea si extractele derivate din aceasta i
structural conexe si alti compusi amari. in special, inventia prevede analize pe baz4
de celule pentru identificarea compusilor care moduleaza (de exemplu, blocheaza),
activarea hT2R8 si hT2R14. Acesti compusi vor modula gustul amar asociat cu
acesti receptori de gust la subiectii umani. Acest lucru va fi confirmat in testele de

gust.

[0190] De asemenea, inventia identifica gi oferd un antagonist cu largi proprietati
antagoniste care poate fi utilizat in produsele alimentare, bauturi, medicamente si
alte materiale pentru ingestie umana sau animala care contin compusi cunoscuti $i

necunoscuti amari, unde gustul amar este dorit a fi minimalizat sau eliminat.

[0191] Faptul ca receptorii de gust de mai sus raspund in mod specific la
compusul/compusii cu gust amar prezenti in cafea si la compusii amari specifici
care interactioneaza cu unul, mai multi sau receptori de gust amar necunoscuti a
fost determinat, in esenta, folosind sistemul de expresie HEK293 si metodele
imagistice ale calciului raportate in alte publicatii, precum si cererile de brevet
depuse de catre cesionarul prezent, de exemplu, SUA Serial No. 10/191,058 si
09/825,882, ambele incorporate aici prin referinta in integralitatea lor. Mai precis,
inventatorii prezenti au transfectat celule HEK293 cu o hT2R particulard, marcata
cu o eticheta de aminoacid 35 al rodopsinei (SEQ ID NO: 1) Tmpreuna cu o
proteind himera G (G16gust44), care cuprinde secventa proteinei G, si anume Gy1s

modificatd prin fnlocuirea reziduurilor aminoacidului carboxi-44 cu cele ale
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gustducin-ei $i a inregistrat rdspunsurile acestor celule la liganzi de amar specifici,

prin metode imagistice ale calciului.

[0192] Mai exact, inventatorii au folosit o analiza bazata pe celule de mamifer
pentru a monitoriza activitatile hT2R. Pentru testele imagistice ale calciului, celulele
au fost Insamantate n placi de cultura tisulara cu 48 de godeuri. 24 ore mai tarziu,
celulele au fost transfectate tranzitorii cu o plasmida de expresie (pEAK10), care
contine o secventa de acid nucleic hT2R si o plasmida (pEAK10) care contine o
proteind G himerica (G16gust44). Dupa alte 24 ore, celulele au fost incubate cu un
colorant fluorescent specific pentru calciu (Fluo-4; Sonde moleculare). Celulele
incarcate sunt expuse la diferite molecule amare si activarea unei hT2R duce la
activarea G16gust44, care, la randul sau, duce la mobilizarea calciului in interiorul
celulelor. Aceasta crestere a concentratiei de calciu modifica proprietatile de
fluorescenta ale colorantului de calciu in interiorul celulelor. Aceste modificari sunt

monitorizate utilizdnd microscopia de fluorescenta.

[0193] Inventatorii au folosit, de asemenea, sistemul automatizat fluorimetric FLIPR
folosind un protocol usor diferit. O linie de celule HEK293 care exprima stabil
G16gust44 a fost transfectata cu o plasmida de expresie hT2R; dupa 24 de ore,

celulele sunt incarcate si analizate pe FLIPR.

[0194] Dupa ce este identificat un ligand pentru o hT2R particulara, este generata o
linie de celule HEK293 care exprima stabil atat hT2R, cat si G16gust44, facilitand
testele de screening viitoare pentru a identifica alti liganzi care activeaza hT2R
particular sau care moduleaza (blocheaza sau intensifica) activarea acestui hT2R
de catre un alt ligand pentru amar, cum ar fi un compus amar continut in cafea.

Acest lucru previne necesitatea transfectiei tranzitorii.

[0195] Dupa cum se arata in figuri, astfel de experimente au aratat ca hT2R8 si
hT2R14 raspund la compusii amari prezenti in cafea si au identificat compusii care
inhiba sau blocheaza gustul amar de cafea. De asemenea, experimentele din figura
5 si Exemplul 3 de mai jos dezvaluie proprietatile antagoniste largi ale compusului

C in particular.
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[0196] Aceste rezultate indica faptul ca celulele care au identificat receptorii de gust
hT2R pot fi utilizate in teste pentru a identifica liganzii care moduleaza gustul amar
asociat cu cel putin una dintre hT2R particulare mentionate, precum si testele

pentru detectarea compusilor responsabili pentru gustul amar.

[0197] De preferinta, aceste analize vor utiliza o celula de testare care exprima un
ADN care codifica un hT2R avand una din secventele de aminoacizi identificate
mai jos. Cu toate acestea, se anticipeaza ca fragmentele, ortologii, variantele sau
himerele acestor polipeptide receptoare care i pastreaza proprietatile functionale
ale acestor receptori de gust amar, adica raspund la unii compusi amari, vor fi de
asemenea utili in aceste teste. Exemplele de astfel de variante includ variante de
imbinare, polimorfisme ale unei singure nucleotide, variante allelice si mutatii
produse prin mijloace recombinante sau chimice sau aparute in mod natural. Mai
jos sunt prezentate mijloacele pentru izolarea si exprimarea T2R care sunt utilizate
in testele prezentei inventii si testele care sunt preconizate pentru utilizare n
prezenta inventie pentru a identifica compusii care inhiba activarea acestor

receptori.

Izolarea si exprimarea T2R

[0198] Izolarea si exprimarea T2R sau a fragmentelor sau variantelor acestora ale
inventiei se pot efectua prin proceduri de clonare bine stabilite folosind sonde sau
primeri construiti pe bazad de secvente de acizi nucleici ai T2R este dezvaluita in
cerere. Pot fi identificate, de asemenea, secvente inrudite cu T2R, din baze de date
genomice umane sau de la alte specii, utilizdnd secventele dezvaluite aici si
tehnologii de cautare cunoscute bazate pe computer, de exemplu, cadutarea
secventei BLAST. intr-o formé de realizare particulara, pseudogenes dezvaluite aici

pot fi utilizate pentru a identifica alelele functionale sau genele asociate.

[0199] Vectorii de expresie pot fi apoi folositi pentru a infecta sau transfecta celulele
gazda pentru exprimarea functionald a acestor secvente. Aceste gene si vectori pot

fi obtinute si exprimate in vitro sau in vivo. Specialistul iTn domeniu va recunoaste
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faptul ca fenotipurile dorite pentru alterarea si controlul expresiei acidului nucleic
pot fi obtinute prin modularea expresiei sau activitatii genelor si a acizilor nucleici
(de exemplu promotorii, potentatorii gi altele) in cadrul vectorilor inventiei. Oricare
dintre metodele cunoscute descrise pentru cresterea sau reducerea expresiei sau
activitatii poate fi utilizata. Inventia poate fi practicatd in legaturd cu orice metoda
sau protocol cunoscute Tn domeriiu, care sunt bine descrise in literatura stiintifica si

de brevete.

[0200] in mod alternativ, acesti acizi nucleici pot fi sintetizati in vitro prin tehnici de
sintezd chimica binecunoscute, asa cum este descris, de exemplu, in Carruthers,
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47:411-18 (1982); Adams, Am. Chem. Soc.,
105:661 (1983); Belousov, Nucleic Acids Res. 25:3440-3444 (1997); Frenkel, Free
Radic. Biol. Med. 19:373-380 (1995); Blommers, Biochernistry 33:7886-7896
(1994); Narang, Meth. Enzymol. 68:90 (1979); Brown, Meth. Enzymol. 68:109
(1979); Beaucage, Tetra. Lett. 22:1859 (1981); Brevetul U. S. 4458066. Fragmente
de ADN dublu-infasurate/stranded pot fi obtinute apoi fie prin sintetizarea lantului
complementar si conectarea lanturilor impreuna, in conditii corespunzatoare, fie
prin adaugarea lantului complementar folosind ADN-polimeraza cu o secventa de

primer adecvat.

[0201] Tehnici de manipulare a acizilor nucleici, cum ar fi, de exemplu, pentru
generarea mutatiilor in secvente, subclonarea, etichetarea sondelor, secventiere,
hibridare si altele sunt bine descrise in literatura stiintifica si de brevete. A se vedea,
de exemplu, Sambrook, ed., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (ed. a 2-a),
Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989); Ausubel, ed., Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc, New York (1997); Tijssen, ed.,
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology: Hybridization With
Nucleic Acid Probes, Partea |, Theory and Nucleic Acid Preparation, Elsevier, NY
(1993).

[0202] Acizii nucleici, vectorii, capsidele, polipeptidele si altele pot fi analizate si
cuantificate prin oricare dintre un numar de mijloace generale, binecunoscute

specialistului in domeniu. Acestea includ, de exemplu, metodele biochimice de
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analiza, cum ar fi RMN, spectrofotometrie, radiografie, electroforeza, electroforeza
capilara, cromatografia lichida de Tnalta performantad (HPLC), cromatografie in strat
subtire (TLC) si cromatografie de hiperdifuziune, diverse metode imunologice, de
exemplu, reactii cu precipitina lichid sau gel, imunodifuzie, immunoelectroforeza,
radioimunoanalize (RIA), testele imunosorbent legat de enzima (ELISA), teste
imunofluorescente, analiza Southern, analiza Norther, analiza dot-blot,
electroforeza in gel (de exemplu, SDS-PAGE), RT-PCR, PCR cantitativa, alta
metoda de amplificare a acid nucleic sau tintei sau semnalului, radioetichetarea,

numararea scintilatiilor si cromatografia de afinitate.

[0203] Primerii oligonucleotidului pot fi folositi pentru a amplifica acizii nucleici care
codificd o regiune ligand-legatura T2R. Acizii nucleici descrisi aici pot fi, de
asemenea, clonati sau masurati cantitativ, utilizand tehnici de amplificare. Metodele
de amplificare sunt, de asemenea, binecunoscute in domeniu $i includ, de
exemplu, reactia Tn lant a polimerazei (PCR) (ed. Innis, PCR Protocols, a Guide to
Methods and Applications, Academic Press, NY (1990); ed. Innis, Strategii PCR,
Academic Press, Inc, NY (1995)); reactii ale catenei ligasa (LCR) (Wu, Genomics,
4:560 (1989); Landegren, Science, 241:1077 (1988); Barringer, Gene, 89:117
(1990)); amplificarea transcrierii (Kwoh, PNAS, 86:1173 (1989)); replicarea
secventiald auto-sustinutd (Guatelli, PNAS, 87:1874 (1990)); Q Beta replicase
amplification (Smith, J. Clin. Microbiol. , 35:1477-91 (1997)); automated Q-beta
replicase amplification assay (Burg, Mol. Cell. Probes, 10:257-71 (1996)); si alte
tehnici mediate de ARN polimeraza alte (de exemplu, NASBA, Cangene,
Mississauga, Ontario). A se vedea, de asemenea, Berger, Methods Enzymol.,
152:307-16 (1987); Sambrook; Ausubel; Brevetul US. No. 4683195 si 4683202;
Sooknanan, Biotechnology, 13:563-64 (1995).

[0204] Odata amplificati, acizii nucleici, fie individual, fie ca biblioteci, pot fi clonati
in conformitate cu metodele cunoscute in domeniu, daca se doregte, in oricare
dintr-o varietate de vectori utilizdnd metodele biologiei moleculare de rutina;
metodele de clonare in vitro a acizilor nucleici amplificati sunt descrise, de exemplu,
in Brevetul US Nr.5426039. Pentru a facilita clonarea secventelor amplificate, site-
urile de enzime cu restrictie pot fi "construite in" perechea primer PCR. De
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exemplu, site-urile Pst | si Bsp E1 au fost proiectate In perechi de primer din
exemplele inventiei. Aceste site-uri cu restrictie particulare au o secventa care,
atunci cand este ligata, sunt "in-cadru”, cu privire la secventa de codare "donor"
receptor 7- membrana Tn care sunt imbinate (secventa de codificare a regiunii
ligand-legatura este in interiorul polipeptidei 7-membranare, astfel, daca se doreste
ca constructia sa fie translatata in avalul unui site de imbinare a enzimei de
restrictie, rezultatele din afara cadrului ar trebui sa fie evitate; acest lucru poate sa
nu fie necesar in cazul Tn care regiunea inserata ligand-legatura cuprinde in mod
substantial cea mai mare parte din regiunea VIl transmembranara). Primerii pot fi
proiectati sa mentina secventa originala a "donor-ului" receptorului 7-membranar.
Alternativ, primerii pot codifica reziduurile de aminoacizi care sunt substitutii
conservative (de exemplu, reziduu hidrofob pentru hidrofob, a se vedea discutia de
mai sus) sau substitutii benigne functionale (de exemplu, nu impiedica insertia
membranei plasmatice, cauzeaza clivajul prinpeptidaza, cauzeaza plieri anormale

ale receptorului si altele).

[0205] Perechile de primer pot fi proiectate sa amplifice selectiv regiunile ligand-
legatura ale proteinelor T2R. Aceste regiuni de legare pot varia pentru diferiti
liganzi; astfel, ceea ce poate fi o regiune de legare minima pentru un ligand, poate
fi prea limitativa pentru un al doilea ligand potential. Astfel, regiunile de legare de
dimensiuni diferite care cuprind diferite structuri de domenii pot fi amplificate; de
exemplu, domeniile transmembranare (TM) Il prin VII, 1l prin VII, 1l prin VI sau Il
prin VI sau variatii ale acestora (de exemplu, doar o subsecventa a unui domeniu

particular, amestecand ordinea domeniilor si altele), a unui T2R 7-transmembranar.

[0206] Deoarece sunt cunoscute secvente si structuri de domeniu ale multor
proteine T2R 7-membranare, specialistul in domeniu poate selecta usor secvente
care flancheaza domenii si secvente de domenii interne ca secvente model pentru
a proiecta perechile de primer de amplificare degenerati. De exemplu, o secventa
de acid nucleic care codifica regiunile domeniului Il prin VII poate fi generata prin
amplificarea PCR utilizand o pereche de primeri. Pentru a amplifica un acid nucleic
care cuprinde secventa domeniului transmembranar | (TM 1), poate fi proiectat un

primer degenerat de la un acid nucleic care codificd secventa de aminoacid din
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familia T2R in consens cu secventa 1 descrisd mai sus. Un astfel de primer
degenerat poate fi utilizat pentru a genera o regiune de legare care incorporeaza
TM 1 prin TM I, TM I prin TM IV, TM | prin TM V, TM | prin TM VI sau TM | prin TM
VII). Alti primeri degenerati pot fi proiectati pe baza celorlalte secvente in consens
cu familia T2R prevazute aici. Un astfel de primer degenerat poate fi utilizat pentru
a genera o regiune de legare care incorporeaza TM Ill prin TM IV, TM Ill prin TM V,
TM IlI- prin TM VI sau TM Il prin TM VII.

[0207] Paradigmele din proiectarea perechilor de primeri degenerati sunt
binecunoscute in domeniu. De exemplu, un program pentru calculator strategic
Primer Oligonucleotid Hibrid DEgenerat COnsens (CODEHOP) este accesibil pe
http://blocks.fherc.org/codehop.html si este legat direct la site-ul de aliniere
secventiala multipla BlockMaker pentru predictia primerului hibrid care incepe cu un
set de secvente de proteine asociate, cunoscute ca regiuni ligand-legatura ale
receptorilor de gust (a se vedea, de exemplu, Rose, Nucleic Acids Res., 26:1628-
35 (1998); Singh, Biotechniques, 24:318-19 (1998)).

[0208] Mijloacele de a sintetiza perechi de primeri oligonucleotidici sunt
binecunoscute in domeniu. Pot fi folosite perechile de baze "naturale" sau perechile
de baze sintetice. De exemplu, utilizarea nucleobazelor artificiale ofera o abordare
versatild de a manipula o secventd de primer si de a genera un amestec mai
complex de produsi amplificati. Diferitele familii de nucleobaze artificiale sunt
capabile sa-si asume mai multe orientari ale legaturilor de hidrogen, prin rotirile
legaturii interne, pentru a oferi un mijloc pentru recunoasterea moleculara
degenerata. Incorporarea acestor analogi intr-o singura pozitie de primer PCR
permite generarea unei biblioteci complexe de produse de amplificare. A se vedea,
de exemplu, Hoops, Nucleic Acids Res., 25:4866-71 (1997). Moleculele nepolare
pot fi, de asemenea, folosite pentru a imita forma bazelor ADN-ului natural. Un
mimic cu forma fara legaturi de hidrogen pentru adeninad poate replica In mod
eficient si selectiv fata de un mimic sub forma nepolara pentru timina (a se vedea,
de exemplu, Morales, Nat. Struct. Biol., 5:950-54 (1998)). De exemplu, doua baze
degenerate pot fi baza pirimidinica 6H, 8H-3 ,4-dihidropirimido [4,5-c] [1,2] oxazin-
7-ona sau baza purinica N6-metoxi-2 ,6-diaminopurina (a se vedea, de exemplu,
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Hill, PNAS, 95:4258-63 (1998)). Primerii degenerati din exemple ai inventiei
incorporeaza analogiul nucleobasic $'-Dimetoxitritil-N-benzoil-2'-dezoxi-citidina, 3'-
[(2-cianoetil) - (N, N-diizopropil)]-fosforamidita (termenul "P" Tn secvente, a se
vedea mai sus). Acest analog de pirimidind formeaza legaturi de hidrogen cu

purinele, inclusiv reziduurile A si G.

[0209] Variantele polimorfe, alelele si omologii interspecie care sunt in mod
substantial identice cu un receptor de gust dezvaluit aici pot fi izolate folosind
sonde de acid nucleic descrise mai sus. Alternativ, bibliotecile de expresie pot fi
folosite pentru a clona polipeptidele T2R si variantele polimorfe, alelele si omologii
interspecie ai acestora, prin detectarea omologilor exprimati imunologic cu
antiseruri sau anticorpi purificati obtinuti fatd de o polipeptida T2R, care, de

asemenea, recunosc si se leaga selectivde omologul T2R.

[0210] Acizii nucleici care codifica regiunile ligand-legatura ale receptorilor de gust
pot fi generati prin amplificarea (de exemplu, PCR) secventelor adecvate de acid
nucleic folosind perechi de primeri(perfecte sau degenerate) adecvate. Acidul
nucleic amplificat poate fi ADN genomic din orice celula sau tesut sau ARNm sau

ADNCc derivate din receptor de gust - celule de expresie.

[0211] Intr-un formé de realizare pot fi construite secventele care codifica proteinele
hibride cuprinzand acizi nucleici ce codificd T2R fuzionati in secvente de
translocatie. De asemenea, sunt furnizate T2R hibride care cuprind motivele de
translocatie si regiunile compus-legaturé care provoaca gustul ale altor familii de
receptori chemosenzitivi, n special receptorii de gust. Aceste secvente de acid
nucleic pot fi legate operabil de elementele martor ale transcriptiei sau translatiei,
de exemplu, secventelor de initiere, promotori si amelioratori ai transcriptiei si
translatiei, terminatori, secvente de poliadenilare pentru transcriptie si translatie si
alte secvente utile pentru transcrierea ADN in ARN. In constructia casetelor de
expresie, vectorilor si transgenicelor recombinante, un fragment promotor poate fi
folosit pentru expresia directa a acidului nucleic dorit in toate celulele sau tesuturile

dorite.
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[0212] intr-o altd forma de realizare, proteinele de fuziune pot include secvente de
translocatie C-terminale sau N-terminale. Tn plus, proteinele de fuziune pot cuprinde
elemente suplimentare, de exernplu, pentru detectia, purificarea sau alte aplicatii ale
proteinelor. Domeniile care faciliteaza detectia si purificarea includ, de exemplu,
peptide metal chelatoare, cum ar fi caile polihistidinice, modulele histidina- triptofan
sau alte domenii care permit purificarea pe metale imobilizate; proteine de legare a
maltozei; domeniile proteinei A care permit purificarea pe imunoglobulind imobilizata;
sau domeniul utilizat in sistemul de purificare pe baza de extindere/afinitate FLAGS

(Immunex Corp, Seattle Washington).

[0213] Includerea secventelor linker separabile cum ar fi Factorul Xa (a se vedea, de
exemplu, Ottavi, Biochimie, 80:289-93 (1998)), motivul de recunoastere a subtilisin
proteazei (a se vedea, de exemplu, Polyak, Protein Eng., 10: 615-19 (1997))
enterokinaza (Invitrogen, San Diego, California) si altele, intre domeniul de
translocatie (pentru exprimarea eficienta a membranei plasmatice) si restul
polipeptidei nou translatate poate fi utila pentru a facilita purificarea. De exemplu, o
constructie poate include o polipeptida care codificd o secventd de acid nucleic
legatd de sase reziduuri de histidina, urmata de tioredoxin, un loc de clivare a
enterokinazei (a se vedea, de exemplu, Williams, Biochemistry, 34:1787-97 (1995)) si
un domeniu de translocatie C-terminal. Reziduurile de histidina faciliteaza detectarea
si purificarea, in timp ce locul de clivare a enterokinazei oferd un mijloc pentru
purificarea proteinei/lor doritéd(e) de restul proteinei de fuziune. Tehnologia referitoare
la vectorii de codificare a proteinelor de fuziune si aplicarea proteinelor de fuziune
sunt bine descrise n literatura stiintifica si de brevete (a se vedea, de exemplu, Kroll,
DNA Cell. Biol,. 12:441-53 (1993)).

[0214] Vectorii de expresie, fie ca vectori de expresie individuali, fie ca biblioteci de
vectori de expresie, care cuprind regiunea ligand-legatura care codificd secvente pot
fi introdusi intr-un genom sau Tn citoplasma sau nucleul unei celule si exprimati printr-
o varietate de tehnici conventionale , bine descrise 1n literatura stiintifica si de
brevete. A se vedea, de exemplu, Roberts, Nature, 328:731 (1987); Berger mai sus,
Schneider, Protein Exper. Purif., 6435:10 (1995); Sambrook; Tijssen; Ausubel.

Informatiile despre produse de la producatorii de reactivi biologici si echipamente
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experimentale, furnizeaza, de asemenea, informatii cu privire metodele biologice
cunoscute. Vectorii pot fi izolati din surse naturale, obtinuti din surse cum ar fi ATCC

sau biblioteci GenBank sau preparate prin metode de sinteza sau recombinante.

[0215] Acizii nucleici pot fi exprimati in casete de expresie, vectori sau virusuri care
sunt exprimate stabil sau tranzitoriu Tn celule (de exemplu sisteme de expresie
episomale). Markerii de selectie pot fi incorporati in casete de expresie gi vectori
pentru a conferi un fenotip selectabil pe secventele si celulele transformate. De
exemplu, markerii de selectie pot codifica pentru mentinerea si replicarea epizomala
astfel Tncat integrarea in genomul gazda sa nu fie este necesara. De exemplu,
markerul poate codifica rezistenta la antibiotice (de exemplu, cloramfenicol,
canamicina, G418, bleomicina, higromicind) sau rezistenta la erbicide (de exemplu,
clorosulfuron sau Basta) pentru a permite selectia acestor celule transformate cu
secvente de ADN dorite (a se vedea, de exemplu, Blondelet -Rouault, Gene,
190:315-17 (1997); Aubrecht, J. Pharmacol. Exp. Ther., 281:992-97 (1997)).
Deoarece genele marker selectabile care confera rezistenta la substraturi cum ar fi
neomicina sau higromicina pot fi utilizate numai in cultura de tesuturi, genele de

chemorezistenta sunt folosite, de asemenea, ca markeri selectabili in vitro i in vivo.

[0216] O secventa de acid nucleic himeric poate codifica o regiune ligand-legatura
T2R 1n oricare polipeptida 7-transmembranara. Deoarece polipeptidele receptorului
7-transmembranar au secvente primare similare si structuri secundare gi tertiare,
domeniile structurale (de exemplu, domeniul extracelular, domeniile TM, domeniul
citoplasmatic etc.) pot fi usor identificate prin analizd secventiala. De exemplu,
modelarea prin omologie, analiza Fourier si detectia periodicitatii helicale pot
identifica i caracteriza cele gapte domenii cu o secventd de receptor 7-
transmembranar. Algoritmii Transformatei Fourier Rapide (FFT) pot fi utilizati pentru a
evalua perioadele dominante care caracterizeaza profilurile de hidrofobicitate si
variabilitate ale secventelor analizate. Cregterea detectiei periodicitatii si a indicelui
de periodicitate alfa helical pot fi facute, de exemplu, de Donnelly, Protein Sci., 2:55-
70 (1993). Alti algoritmi de aliniere si de modelare sunt bine cunoscuti in domeniu (a
se vedea, de exemplu, Peitsch, Receptors Channels, 4:161-64 (1996); Kyte &
Doolittle, J. Md. Biol., 157:105-32 (1982); si Cronet, Protein Eng., 6:59-64 (1993).

7

N,
A.',‘

4
~



4-2010-00175- - /7\\?\(7

19 -08- 2008
83

[0217] De asemenea, prezenta inventie nu include numai moleculele de acid nucleic
si polipeptidele care au secventele specificate de acid nucleic g$i aminoacid, dar si
fragmente ale acestora, in special fragmente, de exemplu, de 40, 60, 80, 100, 150,
200 sau 250 nucleotide sau mai multe, precum si fragmente polipeptidice, de
exemplu, de 10, 20, 30, 50, 70, 100 sau 150 aminoacizi sau mai multi. Optional,
fragmentele de acid nucleic pot codifica o polipeptida antigenica ce este capabila sa
se lege la un anticorp crescut fatd de un membru al familiei T2R. in plus, un fragment
de proteind a inventiei poate fi, optional, un fragment antigenic care este capabil sa

se lege la un anticorp dezvoltat fatd de un membru al familiei T2R.

[0218] Sunt avute in vedere, de asemenea, proteinele himerice care contin cel putin
10, 20, 30, 50, 70, 100 sau 150 aminoacizi sau mai multi, a uneia sau cel putin a
uneia dintre polipeptidele T2R descrise aici, cuplate la aminoacizi suplimentari
reprezentadnd tot sau o parte dintr-un alt GPCR, de preferinta un membru al
superfamiliei 7-transmembranare. Aceste himere pot fi facute din receptorii instant si
alt GPCR sau pot fi facute prin combinarea a doi sau mai multi dintre prezentii
receptori. Intr-un forma de realizare, o portiune de himera corespunde la sau este
derivatd din domeniul transmembranar al unei polipeptide T2R a inventiei. intr-o alta
forma de realizare, o portiune de himera corespunde la sau este derivata din una sau
mai multe regiuni transmembranare ale unei polipeptide T2R descrise aici si
portiunea sau portiunile ramase pot proveni de la alt GPCR. Receptorii himerici sunt
binecunoscuti in domeniu, iar tehnicile de creare a acestora si selectia si limitele
domeniilor sau fragmentelor de Proteind G - Receptori Cuplati pentru incorporarea Tn
acestea sunt, de asemenea, binecunoscute. Astfel, aceste cunostinte ale
specialistului in domeniu pot fi usor folosite pentru a crea astfel de receptori himerici.
Utilizarea unor astfel de receptori himerici poate oferi, de exemplu, o caracteristica de
selectivitate a gustului a unuia dintre receptorii dezvaluiti aici in mod specific, cuplata
cu caracteristicile de transductie a semnalului unui alt receptor, cum ar fi un receptor

binecunoscut utilizat Tn sistemele de analiza din stadiul tehnicii.

[0219] De exemplu, o regiune cum ar fi o regiune ligand-legatura, un domeniu

extracelular, un domeniu transmembranar, un domeniu transmembranar, un domeniu
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citoplasmatic, un domeniu N-terminal, un domeniu C-terminal sau orice combinatie a
acestora, pot fi legate covalent la o proteina heterologa. De exemplu, o regiune
transmembranara T2R poate fi legatd la un domeniu transmembranar GPCR
heterolog sau un domeniu extracelular GPCR heterolog poate fi legat la o regiune
transmembranara T2R. Alte proteine heterologe la alegere pot include, de exemplu,
proteina verde fluorescenta, polipeptidele beta-galactosidaza, receptorul glutamat si
polipeptidele rodopsinei, de exemplu, fragmente N-terminale ale rodopsinei, de

exemplu, rodopsina de bovina.

[0220] Tot in domeniul de aplicare al inventiei este si utilizarea diferitelor celule
gazda pentru exprimarea T2R, fragmentelor sau variantelor inventiei. Pentru a obtine
niveluri ridicate de exprimare a unui acid nucleic sau a unei gene clonate, cum ar fi
ADNc care codificd T2R, fragmente sau variante ale inventiei, specialistul
subcloneaza de obicei secventa de acid nucleic de interes intr-un vector de expresie
care contine un promotor puternic pentru a directiona transcrierea, un terminator
transcriptie/translatie si, daca e cazul, pentru un acid nucleic care codifica o proteina,
un site de legare a ribozomilor pentru initierea translatiei. Promotorii bacterieni
adecvati sunt bine cunoscuti in domeniu si sunt descrisgi, de exemplu, Tn Sambrook i
colab. De preferinta, sistemele de expresie eucariote sunt folosite pentru a exprima

receptorul hT2R in discutie.

[0221] Oricare dintre procedurile binecunoscute pentru introducerea secventelor de
nucleotide straine in celulele gazda pot fi utilizate. Acestea includ utilizarea
transfectiei cu fosfat de calciu, fuziunea protoplastilor, polibrenului, electrotransfectia,
lipozomi, microinjectare, vectori plasmatici, vectori virali si oricare dintre celelalte
metode binecunoscute pentru introducerea ADN genomic clonat, ADNc, ADN sintetic
sau alte materiale genetice straine intr-o celula gazda (a se vedea, de exemplu,
Sambrook si colab.) Este necesar doar ca procedura de inginerie genetica particulara
utilizata sa fie capabila sa introducé cu succes cel putin o moleculd de acid nucleic in

celula gazda capabila sa exprime T2R, fragmentul sau varianta de interes.

[0222] Dupa ce vectorul de expresie este introdus in celule, celulele transfectate sunt

cultivate Tn conditii care favorizeaza expresia receptorului, fragmentului sau a
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variantei de interes, care este apoi recuperat din cultura folosind tehnici standard.
Exemplele de astfel de tehnici sunt binecunoscute in domeniu. A se vedea, de
exemplu, WO 00/06593, care este Tncorporatd prin referintd intr-o maniera

consecventa cu aceasta dezvaluire.

Teste pentru detectarea compusilor care moduleaza activitatea unui hT2R

conform inventiei

[0223] Sunt descrise mai jos metodele si compozitile pentru a determina daca un
compus de testat se leaga in mod specific la o polipeptida T2R a inventiei, atat in
vitro cat si in vivo. Pot fi monitorizate multe aspecte ale fiziologiei celulare pentru a
evalua efectul ligand-legatura la T2R himerici sau naturali. Aceste teste pot fi
efectuate pe celule intacte care exprima o polipeptida T2R, pe celule permeabilizate

sau pe fractiuni de membrana produse prin metode standard.

[0224] Receptorii de gust se leaga la compusii care provoaca gustul i initiaza
transductia stimulilor chimici in semnale electrice. La randul sau, o proteina G
inhibatd sau activata va altera proprietatile enzimelor, canalelor si a altor proteine
efectoare tintd. Cateva exemple sunt activarea fosfodiesterazei cGMP de catre
transducin Tn sistemul vizual, adenilat ciclazei de catre proteina G stimulatoare,
fosfolipazei C de catre GQ si a altor proteine G inrudite si modularea diverselor
canale de catre Gi si alte proteine G. Pot fi examinate, de asemenea, consecintele
dintr-un stadiu ulterior, cum ar fi generarea diacil glicerolului si IP3 de catre

fosfolipaza C si, la randul lor, pentru mobilizarea calciului de catre IP3.

[0225] Proteinele hT2R sau polipeptidele respective ale testului vor fi selectate de
obicei dintre o polipeptida avand o secventa continutd in lista de secvente
precedente revendicarilor de aici sau fragmente sau variante modificate conservativ
ale acestora.

[0226] in mod alternativ, proteinele T2R sau polipeptidele testului pot fi derivate dintr-
o celula gazda eucariota si poate include o secventa de aminoacid avand un anumit

procent de identitate a secventei de aminoacid cu aceste polipeptide hT2R sau

Fsc
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variante modificate conservativ ale acestora. In general, identitatea secventei de
aminoacid va fi de cel putin 30%, de preferintd 30-40%, mai specific 50-60, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99%. In mod optional, proteinele
T2R sau polipeptidele testului pot cuprinde o regiune a unei polipeptide T2R, cum ar
fi un domeniu extracelular, o regiune transmembranara, un domeniu citoplasmatic, un
domeniu ligand-legatura si altele. Tn mod optional, dupa cum este exemplificat aici,
polipeptida T2R sau o parte a acesteia poate fi legata covalent la o proteina

heterologa pentru a crea o proteina himerica utilizata in analizele descrise aici.

[0227] Modulatorii activitati T2R pot fi testati utilizdnd proteinele T2R sau
polipeptidele dupa cum este descris mai sus, fie recombinante, fie aparute Tn mod
natural. Proteinele T2R sau polipeptidele pot fi izolate, exprimate ntr-o celula,
exprimate intr-o membrana derivata dintr-o celula, exprimate in tesut sau intr-un
animal, fie recombinant, fie natural. De exemplu, pot fi utilizate felii de limba, celule
disociate dintr-o limba, celule transformate sau membrane. Modularea poate fi

testata utilizand una dintre analizele in vitro sau in vivo descrise aici.
Detectia modulatorilor

[0228] Sunt descrise mai jos compozitile si metodele pentru a stabili daca un
compus de testat se leaga in mod specific de un receptor T2R al inventiei, atat in
vitro, cat si in vivo. Multe aspecte ale fiziologiei celulare pot fi monitorizate pentru a
evalua efectul ligandului care se leaga de o polipeptida T2R a inventiei. Aceste
analize pot fi efectuate asupra celulelor intacte care exprima un receptor
chemosenzitiv, asupra celulelor permeabilizate sau asupra fractiunilor de membrana

produse prin metode standard sau in vitro, utilizand proteine sintetizate de la inceput.

[0229] In vivo, receptorii de gust se leaga la compusii modulatori de gust si initiaza
transductia stimulilor chimici in semnale electrice. La randul sau, o proteina G
inhibata sau activata va altera proprietatile enzimelor, canalelor si a altor proteine
efectoare tintad. Cateva exemple sunt activarea fosfodiesterazei cGMP de catre
transducin Tn sistemul vizual, adenilat ciclazei de catre proteina G stimulatoare,

fosfolipazei C de catre GQ si a altor proteine G Tnrudite si modularea diverselor
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canale de catre Gi si alte proteine G. Pot fi examinate, de asemenea, consecintele
dintr-un stadiu ulterior, cum ar fi generarea diacil glicerolului si IP3 de catre

fosfolipaza C si, la randul lor, pentru mobilizarea calciului de catre IP3.

[0230] In mod alternativ, proteinele T2R sau polipeptidele testului pot fi derivate dintr-
o celula gazda eucariota si pot include o secventd de aminoacid avand identitatea
secventei de aminoacid cu polipeptidele hT2R dezvaluite aici, sau fragmentele sau
variantele modificate conservativ ale acestora. in general, identitatea secventei de
aminoacid va fi de cel putin 35 la 50% sau optional 75%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% sau 99%. In mod optional, proteinele T2R sau polipeptidele testului pot
cuprinde un domeniu al unei proteine T2R, cum ar fi un domeniu extracelular, o
regiune transmembranara, o regiune transmembranara, un domeniu citoplasmatic,
un domeniu ligand-legatura si altele. in plus, dup& cum este descris mai sus, proteina
T2R sau un domeniu al acesteia poate fi legatd covalent la o proteina heterologa

pentru a crea o proteina himerica utilizata Tn analizele descrise aici.

[0231] Modulatorii activitatii receptorilor T2R sunt testati utilizand proteinele T2R sau
polipeptidele dupa cum este descris mai sus, fie recombinante, fie aparute in mod
natural. Proteinele T2R sau polipeptidele pot fi izolate, exprimate intr-o celula,
exprimate intr-o membrana derivatad dintr-o celuld, exprimate in tesut sau intr-un
animal, fie recombinant, fie natural. De exemplu, pot fi utilizate felii de limba, celule
disociate dintr-o limba, celule transformate sau membrane. Modularea poate fi

testata utilizand una dintre analizele in vitro sau in vivo descrise aici.

Teste de legare In vitro

[0232] In vitro se poate examina de asemenea transmiterea gustului prin reactii in
stare solubila sau solida, utilizand polipeptidele T2R din inventie. Intr-o varianta
particulara, domeniile de legare a ligandului T2R se pot utiliza Tn reactii in vitro in

stare solubila sau solida pentru a determina legarea ligandului.
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[0233] Este posibil ca domeniul de legare a ligandului sa fie format de domeniul N-
terminal impreund cu portiuni suplimentare ale domeniului extracelular, cum ar fi

buclele extracelulare ale domeniului transmembrana.

[0234] Determinarile de legare in vitro au fost utilizate cu alti GPCR, cum ar fi
receptorii metabotropici de glutamat (vezi, de exemplu, Han si Hampson, J. Biol.
Chem. 274:10008-10013 (1999)). Aceste determinari ar putea implica dizlocuirea
unui ligand marcat radioactiv sau fluorescent, masurand schimbarile de fluorescenta

intrinseca sau schimbarile de susceptibilitate proteolitica, etc.

[0235] Legarea ligandului la o polipeptidd a T2R conform inventiei se poate testa in
solutie, intr-o membrana cu doud straturi, atasata optional la o fazé solida, intr-un
monostrat lipidic sau in vezicule. Legarea unui modulator poate fi testata utilizand, de
exemplu, schimbari ale caracteristicilor spectroscopice (de exemplu, fluorescenta,
absorbanta, index de refractie), hidrodinamice (de exemplu, forma), cromatografice,

sau a proprietatilor de solubilitate.

[0236] intr-o varianta preferata a inventiei, este utilizatd o determinare de legare a
[35S]GTPYS. Asa cum a fost descris mai sus, dupd activarea unui GPCR,
subunitatea Go. a complexului proteinei G este stimulata sa schimbe legarea la GDP
cu GTP. Stimularea mediata de ligand de schimbare a activitatii se poate masura
printr-o determinare biochimicd masurand legarea P**!GTPyS marcat radioactiv la
proteina G in prezenta unui presupus ligand. In mod obignuit, membrane continand
receptor chemosenzitiv de interes sunt amestecate cu o proteina G. La determinare
sunt addugati inhibitori si/sau activatori potentiali si P**IGTPYS si este masurata
legarea P*SIGTPYS la proteina G. Legarea poate fi masuratd prin contorizarea cu
lichid de scintilatie sau prin orice alt mijloc cunoscut in domeniu, incluzand
determinari de scintilatie de proximitate (SPA). In alte formate de determinari, se

poate utiliza GTPyS marcat fluorescent.

Determinari de polarizare a fluorescentei

4
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[0237] Intr-o alta variantd, se pot utiliza determinari bazate pe polarizarea
fluorescentei ("FP") pentru a detecta si monitoriza legarea ligandului. Polarizarea
fluorescentei este o tehnica versatila de laborator pentru masurarea legarii de
echilibru, hibridizarea acidului nucleic si activitatea enzimatica. Determinarile de
polarizarea a fluorescentei sunt omogene prin accea ca nu necesita o etapa de
separare cum ar fi centrifugare, filtrare, cromatografie, precipitare sau electroforeza.
Aceste determinari sunt facute in timp real, direct in solutie si nu necesita o faza
imobilizata. Valorile de polarizare pot fi masurate in mod repetat si dupa adaugarea
de reactivi deoarece masurarea polarizarii este rapidd si nu distruge proba. In
general, aceasta tehnica se poate utiliza pentru a masura valorile de polarizare ale
fluoroforilor la niveluri joase de la picomolare pana la micromolare. Aceasta sectiune
descrie cum poate fi utilizatd polarizarea fluorescentei intr-un mod simplu si cantitativ

pentru a masura legarea liganzilor la polipeptidele T2R din inventie.

[0238] Atunci cdnd o molecula marcata fluorescent este excitata cu lummina polarizata
plan, ea emite lumina care are un grad de polarizare care este invers proportional cu
rotatia sa moleculara. Moleculele mari marcate fluorescent raman relativ stationare in
timpul starii excitate (4 nanosecunde in cazul fluoresceinei) si polarizarea luminii
ramane relativ constantd intre excitatie si ernitere. Moleculele mici marcate
fluorescent se rotesc rapid in timpul starii excitate si polarizarea se schimba
semnificativ intre excitatie si emitere. Prin urmare, moleculele mici au valori mici de
polarizare si moleculele mari au valori mari de polarizare. De exemplu, o
oligonucleotidd monocatenara marcata cu fluoresceina are o valoare relativ mica de
polarizare, dar atunci cand este hibridizata la catena complementara, are o valoare
relativ mai mare de polarizare. Atunci cand FP se utilizeaza pentru a detecta si
monitoriza legarea compusului care provoaca gustul care poate activa sau inhiba
receptorii chemosezoriali din inventie, pot fi utilizati compusi care provoaca gustul

marcati cu fluorescenta sau compusi auto-fluorescenti care provoaca gustul.

[0239] Polarizarea fluorescentei (P) este definita ca:
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[0240] Unde Intysr este intensitatea emisiei de lumina paraleld cu planul luminii
excitate si Int,er, €ste intensitatea emisiei de lumina perpendiculara pe planul luminii
excitate. P, fiind un raport al intensitatilor luminii, este un numar fara dimensiune. De
exemplu, Sistemul Beacon™ si Beacon 2000™. Poate fi utilizat legat de aceste
determinari. Astfel de sisteme exprima Tn mod obignuit polarizarea in unitati de

milipolarizare (1 Unitate de Polarizare=1000 mP Unitati).

[0241] Relatia dintre rotatia moleculara si dimensiune este descrisa de ecuatia Perrin
si cititorul este trimis la Jolley, M. E. (1991) in Journal of Analytical Toxicology, pp.
236-240 incorporat prin referinta, care da o explicatie minuticasa a acestei ecuatii.
Pe scurt, ecuatia Perrin afirma ca polarizarea este direct proportionala cu timpul
rotational de relaxare, timpul de care are nevoie o molecula pentru a se roti cu un
unghi de aproximativ 68,5°. Timpul de relaxare rotationala este legat de viscozitate
(eta.), temperatura absoluta (T), volum molecular (V) si constanta de gaz constant

(R) prin urmatoare ecuatie: 2(Timpul de Relaxare Rotationala) =3 V RT .

[0242] Timpul de relaxare rotationala este mic (~ nanosecunde) pentru molecule mici
(de exemplu fluoresceina) si mare (~100 nanosecunde) pentru molecule mari (de
exemplu imunoglobuline). Daca viscozitatea si temperatura sunt mentinute
constante, timpul de relaxare rotationald si prin urmare, polarizarea, este legata
direct de volumul molecular. Schimbarile de volum molecular pot fi cauzate de
interactii cu alte molecule, disociere, polimerizare, degradare, hibridizare sau
schimbari de conformatie ale moleculei marcate fluorescent. De exemplu, polarizarea
fluorescentei a fost utilizatd pentru a masura scindarea enzimatica a polimerilor mari,
marcati cu fluoresceind, de catre proteaze, DNaze, si RNaze. Aceasta s-a utilizat de
asemenea pentru a masura legarea la echilibru pentru interactii proteina/proteina,

legarea anticorp/antigen, si legarea proteina/ADN.

Determinari in stare solida si solubila cu randament mare
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[0243] in altd variantd, inventia ofera determinari solubile utilizand o polipeptidd T2R;
sau o celuld sau tesut exprimand o polipeptidd T2R. intr-o altd varianta, inventia
ofera determinari in vitro bazate pe faza solida intr-un format cu randament mare, n
care polipeptida T2R, sau celula sau tesutul exprimand polipeptida T2R este atasata
la un substrat in faza solida sau un compus de stimulare a gustului si este pusa in
contact cu un receptor T2R, si este detectata legarea utilizidnd o molecula de

marcare adecvata sau un anticorp dezvoltat contra receptorului T2R.

[0244] in determinarile cu randament mare din inventie, este posibil sa se testeze
pana la cateva mii de modulatori sau liganzi diferiti intr-o singura zi. Tn particular,
fiecare godeu al unei placi de microtitrare se poate utiliza pentru a conduce o
determinare separata contra unui potential modulator selectat, sau, daca urmeaza a
fi observate efectele concentratiei sau a timpului de incubare, in fiecare 5-10 godeuri
se poate testa un singur modulator. Astfel, o singura placa standard de microtitrare
poate determina circa 100 (de exemplu, 96) modulatori. Daca sunt utilizate placi cu
1536 de godeuri, atunci o singura placa poate determina cu ugurinta de la circa 1000
pana la circa 1500 compusi diferiti. De asemenea este posibil sa se determine
compusi mulitipli Tn fiecare godeu al placii. Este posibil sa se determine mai multe
placi pe zi; determinari care testeaza pana la circa 6.000-20.000 de compusi diferiti
sunt posibile utilizand sistemele integrate din inventie. Mai recent, au fost dezvoltate

abordari de microfluide pentru manipularea de reactiv.

[0245] Molecula de interes poate fi legata la componenta in stare solida, direct sau
indirect, prin legaturd covalenta sau necovalenta, de exemplu, cu o molecula de
marcare. Molecula de marcare (marcator) poate fi oricare dintr-o diversitate de
componente. in general, o molecula care se leaga la marcator (un liant de marcator)
este fixata la un suport solid, iar molecula de interes marcata (de exemplu, molecula
de interes de transmitere a gustului) este atasata la suportul solid prin interactiunea

moleculei de marcare si a liantului de marcator.

[0246] Se poate utiliza un numar de molecule de marcare si lianti de marcator, bazat

pe interactiunile moleculare cunoscute, descrise bine n literatura. De exemplu, acolo
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unde o moleculd de marcare are un liant natural, de exemplu, biotina, proteind A, sau
proteind G, poate fi utilizatd Tmpreunad cu lianti de marcator adecvati (avidina,
streptavidina, neutravidina, regiunea Fc a unei imunoglobuline, etc.). Anticorpii pentru
molecule cu lianti naturali cum ar fi biotind sunt de asemenea disponibili pe scara
larga si sunt lianti de marcator adecvati (vezi, SIGMA Immunochemicals 1998 catalog
SIGMA, St. Louis Mo.).

[0247] Tn mod similar, se poate utiliza orice compus haptenic sau antigenic in
combinatie cu un anticorp adecvat pentru a forma o pereche molecula
marcatoare/liant de marcator. Mii de anticorpi specifici sunt disponibili comercial si
multi anticorpi suplimentari sunt descrigi in literaturd. De exemplu, intr-o configuratie
obisnuita, molecula marcatoare este un prim anticorp si liantul de marcator este un al
doilea anticorp care recunoaste primul anticorp. In afard de interactii anticorp-
antigen, ca perechi moleculd marcatoare-liant sunt de asemenea adecvate interactii
receptor-ligand. De exemplu, agonisti si antagonisti de receptori din membrana
celulara (de exemplu, interactii receptor celula-ligand, cum ar fi transferina, trusa-c,
liganzi de receptori virali, receptori de citokina, receptori de chemokina, receptori de
interleukind, receptori si anticorpi de imunoglobulina, familia cadheriei, familia
integrinei, familia selectinei, si altii asemenea; vezi, de exemplu, Pigott & Power, The
Adhesion Molecule Facts Book | (1993)). In mod similar, toxine si venomi, epitopi
virali, hormoni (de exemplu, opiacee, steroizi, etc.), receptori intracelulari (de
exemplu, care mediaza efectele a diversi liganzi mici, incluzand steroizi, hormon
tiroidian, retinoizi si vitamina D; peptide), medicamente, lectine, zaharuri, acizi
nucleici (cu configuratii de polimer atat lineara céat si ciclica), oligozaharide, proteine,

fosfolipide si anticorpi pot toti interactiona cu diversi receptori celulari.

[0248] Polimerii sintetici, cum ar fi poliuretani, poliesteri, policarbonati, poliuree,
poliamide, polietilenimine, sulfuri de poliarilen, polisiloxani, poliimide, si poliacetati pot
forma de asemenea o moleculd de marcare sau un liant de marcator adecvati. Multe
alte perechi moleculd de marcare/liant de marcator sunt de asemenea utile pentru a
determina sisteme descrise in cele de fata, dupa cum va fi evident unui specialist in

domeniu avand in vedere aceasta descriere.
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[0249] Lianti uzuali cum ar fi peptide, polieteri, si alti asemenea pot servi de
asemenea ca molecule de marcare, si includ secvente de polipeptide, cum ar fi
secvente poligly cu intre circa 5 si 200 aminoacizi. Astfel de legaturi flexibile sunt
cunoscute persoanelor specializate in domeniu. De exemplu, lianti poli(etilenglicol)
sunt disponibili de la Shearwater Polymers, Inc. Huntsville, Ala. Acesti lianti au

optional legaturi amidice, legaturi sulfhidril sau legaturi heterofunctionale.

[0250] Liantii de marcator sunt fixati la substraturi solide utilizdnd oricare dintre
diversele metode disponibile la ora actuala. Substraturile solide sunt derivatizate sau
functionalizate in mod obignuit prin expunerea intregului substrat sau a unei portiuni
la un reactiv chimic care fixeaza o grupare chimica pe suprafata care este reactiva cu
o portiune a liantului de marcator. De exemplu, grupe care sunt potrivite pentru
atasare la o portiune de catena mai lunga ar include grupari de amina, hidroxil, tiol, si
carboxil. Aminoalchilsilani si hidroxialchilsilani se pot utiliza pentru a functionaliza o
diversitate de suprafete, cum ar fi suprafete de sticla. Construirea unor astfel de
game de biopolimeri in faza solida este bine descrisa in literatura. Vezi, de exemplu,
Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963) (descriind sinteza in faza solida
a, de exemplu, peptidelor); Geysen si col., J. Immun. Meth., 102:259-274 (1987)
(descriind sinteza in fazd solida a componentelor pe ace); Frank & Doring,
Tetrahedron, 44:60316040 (1988) (descriind sinteza a diverse secvente de peptide
pe discuri de celuloza); Fodor si col., Science, 251:767-777 (1991); Sheldon et al.,
Clinical Chemistry, 39(4).718-719 (1993); si Kozal si col, Nature Medicine,
2(7).753759 (1996) (toate descriind game de biopolimeri fixati la substraturi solide).
Abordari nechimice pentru fixarea liantilor de marcatori pe substraturi includ alte

metode uzuale, cum ar fi caldura, reticulare cu radiatie UV si altele asemenea.

Determinari pe baza celulara

[0251] intr-o varianta preferata, o proteind T2R este exprimata ntr-o celuld eucariota
ca receptori, fie in forme nemodificate, fie ca himerici, variante sau trunchiati cu sau
preferabil fara o secventa heterologa insotitoare care faciliteaza maturarea sa si
tintirea pe cale secretorie. Astfel de polipeptide T2R pot fi exprimate in orice celula

eucariota, cum ar fi celule HEK-293. Preferabil, celulele cuprind o proteina G
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functionala, de exemplu, G.a15, sau o G.a16 himerica, gustducin sau transducin sau
o proteina G himerica cum ar fi G16gust44 care este capabila sa cupleze receptorul
himeric la o cale de semnalare intracelulara sau la o proteina de semnalate cum ar fi
fosfolipaza C. Activarea receptorilor T2R n astfel de celule poate fi detectata utilizand
orice metoda standard, cum ar fi prin detectarea schimbarilor calciului intracelular
prin detectarea FURA-2 dependent de fluorescenta in celuld. O astfel de determinare

este baza descoperirilor experimentale prezentate in aceasta cerere.

[0252] Receptori GPCR activati sunt adesea substraturi pentru kinaze care
fosforileaza capatul C-terminal al receptorului (si posibil de asemenea, alte situri).
Astfel, activatorii vor promova transferul de 32P de la ATP radiomarcat la receptor,
care poate fi determinat cu un contor de scintilatie. Fosforilarea la capatul C-terminal
va promova legarea proteinelor de tipul arestinului si va interfera cu legarea
proteinelor G. Pentru o trecere generald in vedere a transmiterii semnalului GPCR si
a metodelor pentru determinarea transmiterii de semnal, vezi, de exemplu, Methods
in Enzymology, volumele. 237 si 238 (1994) si volumul 96 (1983); Bourne si col.,
Nature, 10:349:117-27 (1991); Bourne si col., Nature, 348:125-32 (1990); Pitcher si
col., Annu. Rev. Biochem., 67:653-92 (1998).

[0253] Modularea T2R poate fi determinatd comparand raspunsul polipeptidei T2R
tratatd cu un presupus modulator de T2R la raspunsul probei unui control netratat
sau al unei probe contindnd un control "pozitiv" cunoscut. Astfel de presupusi
modulatori de T2R pot include molecule care fie inhibd, fie activeaza activitatea
polipeptidei T2R. Intr-o varianta, probe martor tratate cu un compus care activeaza
T2R sunt desemnate la o valoare relativa a activitati T2R de 100. Inhibarea unei
polipeptide T2R este obtinutd atunci cand valoarea activitatii T2R fatd de proba
martor este de circa 90%, optional 50%, optional 25-0%. Activarea unei polipeptide
T2R este obtinuta atunci cand valoarea relativa a activitatii fatd de control este 110%,
optional 150%, 200-500%, sau 1000-2000%.

[0254] Schimbarile din fluxul de ioni pot fi stabilite prin determinarea schimbarilor in
polarizarea ionica (adica, potential electric) a celulei sau membranei care exprima o

polipeptida T2R. Un mijloc pentru a determina schimbarile de polarizare celulare este
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acela de a masura schimbarile de curent (prin aceasta masurand schimbarile de
polarizare) cu tehnici de pensa de voltaj si pensa plasture (vezi, de exemplu, modul
“celula-atasatd", modul "induntru-afard”, si modul "Intreaga celuld", de exemplu,
Ackerman si col.,, New Engl. J Med., 336:1575-1595 (1997)). Curentii intregii celule
sunt determinati Tn mod convenabil utilizind standardul. Alte determinari cunoscute
includ: determinari cu flux de ioni radiomarcati si determinari de fluorescenta utilizand
coloranti sensibili la voltaj (vezi, de exemplu, Vestergarrd-Bogind si col., J. Membrane
Biol., 88:67-75 (1988); Gonzales & Tsien, Chem. Biol., 4:269-277 (1997); Daniel si
co., J. Pharmacol. Meth., 25:185-193 (1991); Holevinsky si col., J. Membrane
Biology, 137:59-70 (1994)).

[0255] Efectele compusilor testati asupra functionarii polipeptidei se pot masura
examinand oricare dintre parametrii descrisi mai sus. Orice schimbare fiziologica
potrivitd care afecteaza activitatea GPCR poate fi utilizatd pentru a stabili influenta
unui compus testat asupra polipeptidei din aceasta inventie. Cand sunt determinate
consecintele functionale utilizadnd celule sau animale intacte, poate fi masurata de
asemenea o diversitate de efecte cum ar fi eliberarea transmitatorului, eliberarea
hormonului, schimbarile transcriptionale pentru marcheri genetici, atat cunoscuti cét
si necaracterizati (de exemplu, spoturi northern), schimbari in metabolismul cellular,
cum ar fi dezvoltarea celulard sau schimbari de pH si schimbari ale mesagerilor

intracelulari secundari cum ar fi Ca2+, IP3, cGMP, sau cAMP.

[0256] Determinarile preferate pentru GPCR includ celule care sunt incarcate cu
coloranti sensibili la ioni sau voltaj pentru a raporta activitatea receptorului.
Determinari pentru stabilirea activitdtii unor astfel de receptori pot utiliza de
asemenea agonisti si antagonisti cunoscuti pentru alti receptori cuplati la proteina G
ca martori pentru a stabili activitatea compusilor testati. in determinari pentru
identificarea compusilor modulatori (de exemplu, agonisti, antagonisti), schimbari ale
nivelului ionilor in voltajul citoplasmei sau membranei vor fi monitorizate utilizand un
indicator fluorescent sensibil la ion sau la voltajul membranei, respectiv. Printre
indicatorii sensibili 1a ioni si probe de voltaj care se pot folosi sunt cei descrisi in
Molecular Probes 1997 Catalog. Pentru receptorii cuplati la proteina G, la

determinarea de selectare se pot utiliza proteine G eterogene cum ar fi Ga15 si
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Ga16 (Wilkie si col., Proc. Nat'l Acad. Sci., 88:10049-10053 (1991)). Alternativ, se pot
utiliza alte proteine G cum ar fi gustducin, transducin si proteine G himerice cum ar fi
Ga16gust44 sau Galpha16t25.

[0257] Activarea receptorului initiaza evenimente celulare ulterioare, de exemplu,
cresteri ale mesagerilor secundari. Activarea unor receptori cuplati la proteina G
stimuleaza formarea de inozitol trifosfat (IP3) prin hidroliza mediata de fosfolipaza C
a fosfatidilinozitolului (Berridge & Irvine, Nature, 312:315-21 (1984)). La randul sau
IP3 stimuleaza eliberarea rezervei de ioni de calciu intracelular. Astfel, o schimbare a
nivelurilor de ioni de calciu citoplasmatic sau o schimbare a nivelurilor de mesager
secundar cum ar fi IP3 se poate utilza pentru a determina functia receptorului cuplat
la proteina G. Celulele care exprima astfel de receptori cuplati la proteina G pot
prezenta o crestere a nivelurilor de ioni de calciu citoplasmatic ca rezuitat al
contributiei, atat a eliberarii de calciu din rezervele intracelulare, cat si a patrunderii

de calciu extracelular prin canalele de ioni din membrana plasmatica.

[0258] intr-o variantd preferatd, activitatea polipeptidei T2R este masuratd prin
exprimarea genei T2R ntr-o celula heterologa cu o proteind G eterogena care leaga
receptorul la o cale de transmitere a semnalului fosfolipazei C (vezi Offermanns &
Simon, J. Biol. Chem., 270:15175-15180 (1995)). Preferabil, linia de celule este HEK-
293 (care nu exprima in mod normal gene T2R) si proteina G este Ga15
(Offermanns & Simon, supra) sau o proteina G himerica cum ar fi Ga16gust44.
Modularea de transmitere a gustului este determinata prin masurarea schimbarilor
nivelurilor de Ca2+ intracelular, care se schimba ca raspuns la modularea caii de
transmitere a semnalului T2R prin administrarea unei molecule care se asociaza cu
polipeptida T2R. Schimbari ale nivelurilor de Ca2+ sunt masurate utilizdnd optional

coloranti fluorescenti indicatori de Ca2+ si imagistica fluorimetrica.

[0259] intr-o alta variant&, hidroliza fosfatidilinozitolului (P1) poate fi analizata conform
brevet U.S. nr. 5.436.128, incorporat aici prin referinta. Pe scurt, determinarea
implica marcarea celulelor cu 3H-mioinozitol timp de 48 sau mai multe ore. Celulele

marcate sunt tratate cu un compus de test timp de o ora. Celulele tratate sunt lizate
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$i sunt extrase Tn cloroform-metanol-apa, dupa care inozitol fosfatii au fost separati
prin cromatografie de schimb ionic $i au fost determinati cantitativ cu contoare de
scintilatie. Stimularea deplierii este determinata calculand raportul dintre cpm in
prezentd de agonist, fatd de cpm in prezenta de tampon martor. in mod asemanétor,
inhibarea plierii este determinata calculand raportul dintre cpm in prezentd de
antagonist, fata de cpm in prezenta de tampon martor (care poate sa contina sau nu

un agonist).

[0260] Alte determinari de receptor pot implica determinarea nivelului de nucleotide
ciclice intracelulare, de exemplu, cAMP sau cGMP. In cazurile in care activarea
receptorului conduce la o descrestere a nivelului de nucleotide ciclice, poate fi
preferabil ca celulele sa fie expuse la agenti care maresc nivelurile de nucleotide
ciclice intracelulare, de exemplu, forskolin, inainte de adaugarea in determinare, la
celule, a unui compus de activare a receptorului. Intr-o varianta, schimbarile de
cAMP sau cGMP intracelular se pot masura utilizand imunodeterminari. Metoda
descrisa in Offermanns & Simon, J. Bio. Chem., 270:15175-15180 (1995), poate fi
utilizata pentru a determina nivelul de cAMP. De asemenea, pentru a determina
nivelul de cAMP se poate utiliza metoda descrisa in Felley-Bosco si col.,, Am. J.
Resp. Cell si Mol. Biol., 11:159-164 (1994). Mai mult, o trusa de determinare petru
masurarea cAMP si/sau cGMP este descrisa in brevetul U.S. nr. 4.115.538,

incorporat aici prin referinta.

[0261] Intr-o altd variantd, pot fi masurate nivelurile de transcriere pentru a stabili
efectele unui compus testat asupra transmiterii semnalului. O celula gazda continand
polipeptida T2R de interes este pusa in contact cu un compus testat pentru un timp
sufficient pentru a efectua orice interactiuni, $i apoi este masurat nivelul de exprimare
a genei. Durata necesara pentru a efectua astfel de interactiuni poate fi determinata
empiric, de exemplu lasand o perioada de timp si masurand nivelul de transcriere ca
functie de timp. Cantitatea de transcriere poate fi masurata utilizand orice metoda
cunoscuta de cei specializati in domeniu ca fiind potrivitd. De exemplu, expresia
MARN a proteinei de interes poate fi detectata utilizand spotari northern sau produsii
sai polipeptidici se pot identifica utilizdnd imunodeterminari. Alternativ, se pot utiliza

determinari bazate pe transcriere utilizand o gena raportor, asa cum este descris n
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brevetul U.S. nr. 5.436.128, Tncorporat aici prin referintd. Genele raportor pot fi, de
exemplu, cloramfenicol acetiltransferaza, luciferaza, beta-galactozidaza, beta-
lactamaza si alcalinfosfatazd. Mai mult, proteina de interes poate fi utilizatd ca
raportor indirect prin atasare la un al doilea raportor cum ar fi proteind verde
fluorescenta (vezi, de exemplu, Mistili & Spector, Nature Biotechnology, 15:961-964
(1997)).

[0262] Cantitatea de transcriere este apoi comparata cu cantitatea de transcriere in
aceeasi celula Tn absentd de compus testat, sau poate fi comparata cu cantitatea de
transcriere intr-o celule substantial identica care este lipsitd de polipeptidele T2R de
interes. O celuld substantial identica poate fi derivata din aceeasi celula din care a
fost preparata celula recombinanta, dar care nu a fost modificata prin introducerea de
ADN heterolog DNA. Orice diferenta in cantitatea de transcriere indica ca, compusul

testat a alterat intr-o oarecare masura activitatea polipeptidei T2R de interes.

Animale transgenice neumane care exprima receptorii chemiosenzoriali

[00263] Animale neumane care exprima una sau mai multe secvente de receptor de
gust conform inventiei pot fi de asemenea utilizate pentru determinarile receptorului.
Asemenea exprimare poate fi utilizata pentru a determina daca un compus de testat
se leaga Tn mod specific la un complex de receptor transmembranar de gust de la un
mamifer in vivo prin contactarea unui animal neuman transfectat in mod stabil sau
temporar cu acizi nucleici codificand receptorii chemosenzoriali sau legénd cu ligand
portiuni ale acestora cu un compus de testat si determinédnd daca animalul
reactioneaza la compusul de testat prin legare in mod specific la complexul

polipeptida receptor.

[00264] Animale transfectate sau infectate cu vectorii inventiei sunt in special utilizate
pentru teste pentru a identifica si caracteriza stimuli de gust care se pot lega de un
receptor specific sau seturi de receptori. Asemenea animale infectate cu vectori care
exprima secvente de receptor de gust pot fi utilizate in vivo pentru depistarea
stimulilor de gust si efectului asupra acestora, de exemplu, fiziologia celulei (de

exemplu, asupra neuronilor de gust), asupra SNC sau comportamentului.
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[00265] Mijloace pentru a infecta/exprima acizii $i vectorii nucleici, fie individual fie
ca biblioteci, sunt bine cunoscute in domeniu. O varietate de parametri ai celulei,
organelor individuale sau intregului animal se poate masura printr-o varietate de
mijloace. Secventele T2R ale inventiei pot fi de exemplu, exprimate in tesuturi de
gust animale prin livrare cu un agent de infectare, de exemplu, vector de expresie al

adenovirusului.

[00266] Genele receptoare de gust endogene pot raméne functionale si activitatea
de tip sdlbatic (nativd) poate fi incd prezenta. in alte situatii, cand este de dorit ca
toata activitatea receptorului de gust sa fie prin receptorul hibrid exogen introdus,
utilizarea unei linii knockout este preferatda. Metode pentru constructia de animale
transgenice neumane, in particular soareci transgenici si selectia si prepararea de
constructe recombinante pentru a genera celule transformate sunt bine cunoscute in

domeniu.

[00267] Constructia unei celule si a unui animal "knockout" se bazeaz& pe premiza
ca nivelul de exprimare a unei gene particulare intr-o celuld de mamifer poate fi
scazut sau complet anulat prin introducerea intr-un genom a unei noi secvente ADN
care are rolul de a intrerupe o anumita portiune de secventa ADN a genei ce trebuie
suprimata. De asemenea, "insertia de cursa de gene" poate fi utilizata pentru a
intrerupe o gena gazda si se pot utiliza celule stem (ES) embrionice de soarece
pentru a produce animale transgenice knockout (vezi, de exemplu, Holzschu,
Transgenic Res 6:97-106 (1997)). Insertia de exogen este in mod obignuit prin
recombinare omoloaga intre secvente de acid nucleic complementare. Secventa
exogena este o anumita portiune a unei gene tinta ce trebuie modificatd, cum ar fi
secvente exonice, intronice sau transcriptional regulatoare sau oricare secventa
genomica care este capabila sa afecteze nivelul de exprimare a genei tinta; sau o
combinatie a acestora. Orientarea genei prin recombinare omoloaga in celule stem
pluripotentiale embrionice permite s& se modifice precis secventa genomicad de
interes. Poate fi utilizata oricare tehnica pentru a crea, a ecrana, propaga un animal
knockout, de exemplu, vezi Bijvoet, Hum. Mol. Genet. 7:53-62 (1998); Moreadith, J.
Mol. Med. 75:208-216 (1997); Tojo, Cytotechnology 19:161-165 (1995); Mudgett,



-+

a-2010- 175- - au
\ 00175 J(Zj
19 -08- 2008

100

Metode Mol. Biol. 48:167-184 (1995); Longo, Transgenic Res. 6:321-328 (1997); U.S.
Pat. Nos. 5,616,491; 5,464,764, 5,631,153, 5,487,992; 5,627,059; 5,272,071, WO
91/09955; WO 93/09222; WO 96/29411; WO 95/31560; WO 91/12650.

[00268] Acizii nucleici ai inventiei pot fi utilizati de asemenea ca reactivi pentru a
produce celule umane "knockout" si progeniturile acestora. In mod similar, acizii
nucleici ai inventiei pot de asemenea fi utilizati ca reactivi pentru a produce "knock-in-
uri” la gsoareci. Secvente de gene T2R umane sau de sobolan pot inlocui ortologii
T2R in genomul de soarece. Astfel, este produs un soarece ce exprima T2R uman
sau de sobolan. Aceste soarece poate fi apoi utilizat pentru a analiza functia T2R

uman sau de sobolan si a identifica liganzii pentru asemenea T2R.

Modulatori

[00269] Compusii testati ca modulatori ai unui membru al familiei T2R pot fi oricare
compus chimic mic sau entitate biologica, cum ar fi o proteina, zahar, acid nucleic
sau lipida. Alternativ, modulatorii pot fi versiuni alterate genetic ale unui membru al
familiei T2R. In mod specific, compusii test pot fi molecule chimice mici si peptide.
Esential poate fi utilizat oricare compus chimic ca un modulator potential sau ligand
in testele inventiei, desi sunt utilizati cel mai adesea compusii care pot fi dizolvati n
solutii apoase sau organice (in special pe baza de DMSO). Testele pot fi proiectate
pentru a selecta biblioteci chimice mari prin automatizarea etapelor de testare si a
asigura compusii din oricare sursa convenabila pentru testari, care sunt in mod
specific manevrate in paralel (de exemplu, in formate de microtitrare pe placi de
microtitrare Tn determinari robotice). Se va aprecia ca existd multi furnizori de
compusi chimici, incluzand Sigma (St. Louis, Mo.), Aldrich (St. Louis, Mo.), Sigma-
Aldrich (St. Louis, Mo.), Fluka Chemika-Biochemica Analytika (Buchs, Switzerland) si

altii asemenea.

[00270] intr-o formé& de realizare, metodele de selectie ridicatd a materialelor implica
asigurarea unei biblioteci chimice combinatorii sau de peptide continand un numar
mare de compusi potentiali terapeutici (compusi potential modulatori sau liganzi).
Asemenea "biblioteci chimice combinatorii" sau "biblioteci de liganzi" sunt apoi
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selectionate Tn unul sau mai multe teste, agsa cum s-a descris aici, pentru a identifica
membri ai bibliotecii (specii chimice particulare sau subclase) care manifesta o
activitate caracteristica doritd. Compusii astfel identificati pot servi drept "compusi de
comanda" conventionali sau pot fi ei Tngigi utilizati ca produse potentiale sau reale de

consum.

[00271] O biblioteca chimicd combinatorie este o colectie de compusi chimici diversi
generati fie prin sintezd chimica fie prin sinteza biologica, prin combinarea unui
numdr de "blocuri de constructie” chimice ca reactanti. De exemplu, o biblioteca
chimica combinatorie lineara cum ar fi o biblioteca de polipeptide este formata prin
combinarea unui set de blocuri de constructie chimice (aminoacizi) pe orice cale
posibila pentru o lungime data a unui compus (adica, numarul de aminoacizi dintr-un
compus polipeptidic). Printr-o asemenea amestecare combinatorie de blocuri de

constructie chimice se pot sintetiza milioane de compusi chimici.

[00272] Prepararea si selectarea bibliotecilor chimice combinatorii este bine
cunoscuta de specialistii in domeniu. Asemenea biblioteci chimice combinatorii
includ, dar nu se limiteaza la, biblioteci de peptide (vezi, de exemplu, brevetul US nr.
5010175, Furka, Int. J. Pept. Prot. Res., 37:487-93 (1991) si Houghton si colab.,
Nature, 354:84-88 (1991)). Se pot utiliza de asemenea si alte cai chimice pentru a
genera diverse biblioteci chimice. Asemenea cai chimice includ, dar nu se limiteaza
la: peptoide (de exemplu, WO 91/19735), peptide codificate (de exemplu, WO
93/20242), bio-oligomeri random (de exemplu, WO 92/00091), benzodiazepine (de
exemplu, brevetul US nr. 5288514), diversomeri precum hidantoine, benzodiazepine
si dipeptide (Hobbs si colab., PNAS., 90:6909-13 (1993)), polipeptide cu vinil
(Hagihara si colab., J. Amer. Chem. Soc., 114:6568 (1992)), peptidomimetici
nonpeptidici cu un schelet de glucoza (Hirschmann si colab., J. Amer. Chem. Soc.,
114:9217-18 (1992)), sinteze organice analoage de biblioteci de compusi mici (Chen
si colab., J. Amer. Chem. Soc., 116:2661 (1994)), oligocarbamati (Cho si colab.,
Science, 261:1303 (1993)), peptidil fosfonati (Campbell si colab., J. Org. Chem.,
59:658 (1994)), biblioteci de acizi nucleici (Ausubel, Berger, si Sambrook, toate
supra), biblioteci de acizi nucleici peptidici (brevetul US nr. 5539083), biblioteci de
anticorpi  (Vaughn si colab., Nature Biotechnology, 14(3):309-14 (1996) si
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PCT/US96/10287), biblioteci de carbohidrati (Liang si colab., Science, 274:1520-22
(1996) si brevetul US nr. 5593853), biblioteci de molecule organice mici
(benzodiazepine, Baum, C&EN, Jan 18, pag. 33 (1993); tiazolidinone si
metatiazanone, brevetul US nr. 5549974; pirolidine, brevetele US nr. 5525735 si
5519134; compusi morfolinici, brevetul US nr. 5506337; benzodiazepine, 5,288,514,

si altele asemenea).

[00273] Dispozitivele pentru prepararea bibliotecilor combinatorii sunt disponibile
comercial (vezi, de exemplu, 357 MPS, 390 MPS (Advanced Chem Tech, Louisville
Ky.), Symphony (Rainin, Woburn, Mass.), 433A (Applied Biosystems, Foster City,
Calif.), 9050 Plus (Millipore, Bedford, Mass.)). in plus, numeroase biblioteci
combinatorii sunt de asemenea, ele Tnsele, disponibile comercial (vezi, de exemplu,
ComGenex, Princeton, N.J.; Tripos, Inc., St. Louis, Mo.; 3D Pharmaceuticals, Exton,

Pa.; Martek Biosciences; Columbia, Md.; etc.).

[00274] intr-un aspect al inventiei, modulatorii T2R pot fi utilizati Tn orice produs
alimentar, produs de cofetdrie, compozitie farmaceutica sau ingredient al acestora
pentru a modula gustul produsului, compozitiei sau ingredientului intr-un mod dorit.
De exemplu, modulatorii T2R care intensifica senzatia de gust amar pot fi adaugati
pentru a da un gust amar unui produs sau compozitie, in timp ce modulatorii T2R
care blocheaza senzatiile de gust amar pot fi adaugati pentru a bloca gustul amar al
unui produs sau compozitie. De asemenea, inventia furnizeazd mijloace de
identificare a compusilor amari aflati in alimente, bauturi racoritoare, cosmetice si
medicamente si pentru producerea de alimente, bauturi racoritoare si medicamente

cu gust imbunatatit sauf ara gust sau avand o cantitate redusa a acestuia.

Utilizarea Compusilor Identificati de catre Inventie

[00275] Compusii identificati conform inventiei pot fi adaugati la alimente, bauturi
racoritoare, cosmetice sau compozitii medicale pentru a modula, preferabil a bloca
gustul amar declansat prin activarea a cel putin unuia dintre hT2R8 si/sau hT2R14
prin compusii amari prezenti in cafea si alimente inrudite, bauturi racoritoare si

medicamente sau compusii Tnruditi structural sau alti compusi amari, de exemplu,
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compusii aflati in alimente si bauturi racoritoare sau medicamente sau cosmetice

care provoaca o perceptie a gustului amar.

[00276] In particular compusul C si analogii acestuia, pe baza gamei lor largi de
proprietati antagoniste pot fi utilizati ca aditivi Tn oricare aliment, bauturi racoritoare,
medicament sau material pentru consumul uman sau animal in care gustul amar este
de dorit a fi ameliorat. Date fiind proprietatile compusului C, aceste materiale pot
contine liganzi amari cunoscuti ca interactioneaza cu liganzii amari specifici cum sunt
hT2R3, 7, 10, 14, 16, 44, 51, 55, 61, 63, 64, 65, sau 71 si/sau cu hT2R5, 9, 13, 54,
67 si 75 sau o combinatie a acestora sau care contin compusii amari la care
selectivitatea receptorului de gust amar al acestora este nedeterminata. In special
aplicatiile preferate sunt compozitile ce contin compusii care activeaza receptorii

multipli de gust amar.

[00277] In plus, compusii subiect ce includ compusul C pot fi utilizati n legarea
competitiva si in teste functionale, precum si in testele de gust pentru a identifica

compusii amari la care compusul C blocheaza sau inhiba gustul amar.

[00278] Asa cum s-a observat mai Tnainte, de preferinta, proprietatile de modulare a
gustului, preferabil proprietatile de blocare a gustului amar al compusilor identificati in
testele subiect bazate pe celule T2R vor fi confirmate in teste de gust la om sau

animale, preferabil teste de gust la om.

Kituri

[00279] Genele T2R si omologii acestora sunt instrumente utile pentru identificarea
celulelor receptoare de gust, pentru determinari de criminalistica si paternitate si
pentru examinarea transductiei de gust. Reactivii membri specifici ai familiei T2R
care hibridizeaza Tn mod specific la acizii nucleici T2R, cum sunt probele si primerii
T2R si reactivii specifici T2R care se leaga in mod specific la o proteind T2R, de
exemplu, anticorpii T2R sunt utilizati pentru a examina exprimarea celulelor de gust
si reglarea transductiei de gust.

76



4-2010-03175- -

1 9 -08- 2008
104

[00280] Determinarile cu acid nucleic pentru prezenta de ADN si ARN ca membru al
familiei T2R intr-o proba includ numeroase tehnici cunoscute specialistilor Tn
domeniu, cum sunt analiza southern, analiza northern, dot blots, protectia RNazei,
analiza S1, tehnici de amplificare cum sunt PCR si hibridizare in situ. In hibridizarea
in situ, de exemplu, acidul nucleic tinta este eliberat din mediile celulare in asa fel
incat sa fie adecvat pentru hibridizare in interiorul celulei conservand morfologia
celulara pentru interpretare ulterioara si analiza. Urmatoarele articole furnizeaza o
trecere Tn revistd a hibridizarii in situ: Singer si colab., Biotechniques, 4:230250
(1986); Haase si colab., Methods in Virology, vol. VII, 189-226 (1984); si Names si
colab., eds., Acid nucleic Hybridization: A Practical Approach (1987). in plus, o
proteina T2R poate fi detectatd cu diferitele tehnici imunologice descrise mai sus.
Proba de testare este in mod obignuit comparata atat cu un martor pozitiv (de
exemplu, o proba care exprima o proteina T2R recombinanta) cat si cu un martor

negativ.

[00281] Prezenta inventie furnizeaza de asemenea truse pentru selectarea
modulatorilor dintre membrii familiei T2R. Asemenea kituri pot fi preparate din
materiale $i reactivi usor disponibile. De exemplu, asemenea kituri pot cuprinde unul
sau mai multe materiale urmatoare: acizi nucleici sau proteine T2R, tuburi pentru
reactie si instructiuni pentru testarea activitati T2R.  Optional, kitul contine o
polipeptida T2R functionala. O mare varietate de kituri si componente pot fi
preparate conform prezentei inventii, in functie de intentia utilizatorului de kit si

nevoilor particulare ale utilizatorului.

[00282] Avand acum descrierea generala a inventiei, va fi, de asemenea, usor de
inteles prin referire la urmatoarele exemple, care sunt furnizate pentru ilustrare si nu
intentioneaza o limitare. Se intelege ca pot fi facute diferite modificari si schimbari la
formele de realizare ale exemplelor dezvaluite aici fara a se indeparta de spiritul si

scopul inventiei.
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EXEMPLE

Exemplul 1

hT2R8 si hT2R14 sunt activati de fractia amara de cafea

[00283] O fractie amara partial purificata din cafea a fost utilzata pentru a testa T2R
25 uman in celule HEK transfectate tranzitiv asa cum a fost descris in cererile de
brevet anterioare. Pe scurt (asa cum s-a discutat mai detaliat in publicatia de brevet
U.S nr. 2003/0170608, incorporata aici prin referintd), celule embrionare de rinichi
umane, care exprima in mod stabil antigen de celule-T mari si proteina G15 (HEK-
G15) au fost transfectate tranzitiv cu o plasmida hT2R de expresie (de exemplu, prin
utilizarea Ca®" fosfat sau prin utilizarea sistemelor pe baza de lipide). In plus, au fost
transfectate tranzitiv si alte linii celulare HEK-G15 cu alti T2R umani transfectati.
Apoi, s-a utilizat o determinare pe baza de fluorescenta pentru a detecta schimbarile
de concentratie a calciului in celulele transfectate tranzitiv. Interactiunea compusilor
testati cu celulele transfectate provoaca o cascada de semnalare care conduce la
activarea PLC si la o crestere ulterioara a concentratiei intracelulare a calciului
conducénd la o marire a fluorescentei care a fost detectata utilizand un colorant
fluorescent sensibil la calciu. Aceste schimbari au fost monitorizate utilizdnd de
exemplu, microscopie de fluorescenta si software proiectat adecvat (cum ar fi

Imaging Workstation, Axon).

[00284] Fractia de cafea are un nivel mare de fluorescenta, care interfereaza cu
determinarea. Pentru a evita interferenta, a fost testat un numar de coloranti albagtri
pentru capacitatea de a bloca fluorescenta din fractia de cafea. Asa cum s-a aratat in
Fig. 1, fractia de cafea a activat hT2R8 si hT2R14 in determinari imagistice ale
calciului, utilizand celulele transfectate tranzitiv. Colorantul albastru utilizat Tn
experimentul din Fig. 1 este FD&C 1 la 1,9 mM. Multi alti hnT2R apar de asemenea ca
fiind activati de aceasta fractie de cafea. Cu diferiti coloranti albastri sunt activate
diferite combinatii de hT2R (Tabelul 1). Totusi, hT2R8 si hT2R14 sunt acceptati in
mod sigur ca raspunzand la fractia de cafea si activitatile acestor doi receptori sunt
dependente de doza de fractie de cafea (Fig. 2) Colorantul albastru utilizat in
experimentul din Fig. 2 a fost triptan blue.
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Tabelul 1 hT2R activati de fractia de cafea cu diferiti coloranti albagtri

Receptori hT2R Identificati
Colorant albastru

Activat Slab activat
IFD&C 1 8, 14 -
Tripan 1,8, 14 10, 75
Coomassie 14 -

[00285] Utilizdnd aceastd determinare, s-a gasit ca adaugarea fractiei amare din
cafea la celule care exprima hT2R8 si hT2R14 a activat proteinele intracelulare G.
Prin contrast, utilizdnd aceeasi determinare, fractia amara din cafea nu a activat in
mod specific celulele HEK-G15 care a fost transfectate tranzitiv cu alti hT2R. Acest
experiment sustine concluzia ca receptorii de gust hT2R8 gi hT2R14 raspund in mod

specific la compusii amari prezenti in cafea.

Exemplul 2

Identificarea antagonistilor de hT2R8 si hT2R14

[00286] Pentru a identifica antagonisti, au fost generate linii celulare exprimand in
mod stabil hT2R8 si respectiv hT2R14, Tmpreund cu proteina himerica eterogena
G16g44 asa cum a fost descris in cereri anterioare de brevet. A fost stabilitd o
determinare de mare precizie utilizand linii celulare stabile si FLIPR (Fluorescent
Imaging Plate Reader). Pentru a activa receptorii pana la 70-80% din activitatea lor
maxima s-a utilizat un agonist al hT2R8 sau hT2R14. Pentru hT2R8, agonistul utilizat
a fost andrografolida (200 uM); pentru hT2R14, a fost acid aristolochic (3 uM). Pentru
a identifica antagonigtii, impreuna cu agonistul s-au adaugat compusi cu diverse
structuri chimice. Compusii care provoaca o reducere semnificativa din punct de
vedere statistic a activitatii receptorului sunt reuniti, si sunt reconfirmati prin curbe de
inhibare dependente de doza. Compusul A si Compusul B au fost identificati ca
antagonisti ai hT2R8 (Fig. 3). Compusul C a fost identificat ca un antagonist al
hT2R14 (Fig. 4).
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Exemplul 2a

Combinatii de antagonisti ai hT2R8 si hT2R14 reduc gustul amar al cafelei

[00287] S-au realizat teste de gust cu combinatii de antagonisti hT2R8 si hT2R14 n
fractia de cafea si doua tipuri de cafea instant (prajitd mediu si prajitd mediu-inchisa
la culoare), utilizand o metoda de alegere fortatd a 2-alternative cu o echipa de 4-5
participanti. Participantilor la determinarea gustului li s-au dat probe de cafea cu
antagonistii, impreunéa cu aceleasi probe fara antagonisti, participantii au fost rugati
sa identifice probele mai amare din pereche. Asa cum s-a aratat in Tabelul 2,
participantii au identificat corespunzator probele de fractii de cafea fara antagonisti ca
fiind mai amare decat cele cu antagonisti, indicand ca antagonistii au redus gustul
amar al fractiilor de cafea. In mod similar, asa cum s-a aratat in Tabelul 3, antagonistii

au redus gustul amar al ambelor tipuri de cafea instant.

[00288] Asa cum a fost demonstrat de testele de gust din acest exemplu, perceptia
de amareala din compozitii (de exemplu, alimente, bauturi si/sau medicamente) care
prezinta gust amar poate fi redusa sau eliminata prin incorporarea de antagonisti ai
hT2R8 si/sau hT2R14 in astfel de compozitii.

[00289] Pentru a determina contributia unui antagonist individual, au fost realizate
teste de gust cu cafea instant mediu prajita cu Compus C. Asa cum s-a aratat in
Tabelul 4, antagonsitul de hT2R14 (Compus C) este suficient pentru ca el Insusi sa

reduca gustul amar la cafeaua din acest exemplu.

Tabelul 2 Rezultatele testelor de gust cu fractie de cafea si 2 combinatii diferite de

antagonigti
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Antagonist Selectat ca mai amar
Concentratie]
Test [Far3 Cu Valoare P
hTers  |hT2r14 [HM)
antagonisti flantagonisti|
1 |Comp A |CompC 30 32 0 <0,001
2 |[CompB [CompC 30 15 1 0,001
3 |ICompA |CompC 10 16 0 <0,001
Tabelul 3 Rezultate test gust cu 2 tipuri de cafea instant
Antagonisti Selectat ca mai amar
Cafea Concentratie]
= Valoare P
Instant (UM) [Fara [Plus

hT2R8 [|hT2R14
antagonisti lantagonisti

Mediu [Comp A [Comp C 30 16 0 <0,001
Mediu-

- |Comp A [Comp C 30 13 3 0,021
inchis

Tabelul 4 3 Rezultate test gust cu cafea projitd mediu gi antagonist individual

Selectat ca mai amar

Test Antagonist Concentra;ieIFéré = valoare
gust (HM) P
AntagonistiAntagonist
1 Compus C 50 18 2 <0,001
2 Compus C 25 19 1 <0,001
Exemplul 3

Compusul C este un antagonist cu spectru larg al receptorului de gust amar

[00290] Exemplul 2 de mai sus arata ca, compusul C este un antagonist al T2R

uman identificat prin teste complete utilizand hT2R14. Experimente suplimentare
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aratd ca, Compusul C este un antagonist potrivit larg pentru 13 T2R umani si Intr-o
masurd mai mica antagonizeaza sase alti T2R umani. Mai mult, acest compus
blocheaza in testele de gust intensitatea gustului amar provocat de un numar de

diverse substante amare.

[00291] Tn mod specific, pentru a evalua selectivitatea inhibitorie a Compusului C,
acest compus a fost testat pentru 22 de T2R umani care au fost obtinuti de Senomyx.
Acesti receptori si liganzii de amar care activeaza acesti T2R umani sunt raportati in
cereri anterioare de brevet care sunt incorporate prin referinta aici. Acesti 22 de T2R
umani sunt hT2R1, 3,4,5,7, 8,9, 10, 13, 14, 16, 44, 51, 54, 55, 61, 63, 64, 65, 67,
71 si 75. Secventele de aminoacizi si acizi nucleici ale tuturor acestor T2R se pot
gasi in aceste cereri anterioare de brevet. Acesti T2R umani au fost fiecare
transfectati tranzitiv in celule HEK293 care exprima stabil proteina eterogena G16g44
si au fost efectuate determinari functionale utilizadnd acesti receptori asa cum s-a
descris in aceleasi cereri de brevet. in aceste experimente fiecare receptor a fost
activat de unul dintre liganzii séi selectati dintre moleculele amare dovedite anterior
ca activand T2R-ul particular. Liganzii au fost utilizati la niveluri de concentratie
EC80. Lista de liganzi amari utilizati $i concentratiile de liganzi testate sunt continute

in Tabelul 5 al acestui exemplu.

[00292] Mai mult, pentru a confirma activitatea in vitro a acestui compus in analiza
de receptor, inventatorii au realizat teste de comparare de gust in pereche pentru a
determina efectul compusului in vivo. Participantilor la testul de gust li s-a cerut sa
guste substantele amare cu si fara Compus C si sa identifice care probe au gust mai
amar. Au fost testate perechi multiple de catre fiecare participant, pentru a creste
marimea probei, iar rezultatele au fost analizate utilizand metode statistice adecvate.

Ordinea probelor cu sau fara Compus C a fost intamplatoare si echilibrata ca numar.

[00293] Pentru a stabili proprietatile antagonice generale ale acestui compus, acesta
a fost testat pentru capacitatea sa de a bloca gustul amar provocat de o diversitate
de liganzi amari ca $i gustul amar provocat de liganzi amari cunoscuti ca activand
receptori multipli de gust amar si liganzi amari care inca nu s-a dovedit a fi activatori
ai unui hT2R specific. Au fost testate mai multe molecule amare cunoscute ca

activeaza receptorii de amar pentru care activarea este inhibatd de Compusul C. In
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mod specific, salicinul este o molecula amara care activeaza hT2R16 si testele de
gust au aratat ca, Compusul C la 40 uM poate reduce gustul sau amar. Feniltioureea
este 0 molecula amara care activeaza hT2R51, si Compusul C reduce gustul sau

amar la 25 uM.

[00294] Mai multe molecule amare care pot activa T2R multipli au fost testate in mod
similar cu Compusul C. Activarea receptorilor de amar pentru unele dintre aceste
molecule a fost partial inhibatéd de Compusul C. Omeprazolul este o molecula amara
care activeaza hT2R10, 14 si 75. Cu toate ca gustul sau amar poate implica multipli
receptori de amar, gustul sau amar a fost de asemenea redus in mod apreciabil de
Compusul C. Rebaudiosid A este un Tndulcitor natural cu puternic gust amar, care
activeaza cel putin T2R 7 umani. Gustul sdu amar este de asemenea redus de

Compusul C.

[00295] Tn plus, Compusul C a inhibat gustul amar pentru unii compusi in care
receptorii cu care ei interactioneaza sunt necunoscuti, cum ar fi dextrometorfan si
difenhidramin. Efectul Compusului C asupra acestor compusi a fost testat si s-a

descoperit ca gustul lor amar a fost de asemenea redus.

[00296] Referitor la cele anterioare, Figura 5 contine rezultate experimentale in care
Compusul C a fost testat cu diferiti compusi agonisti. Activitatea de inhibare este
reprezentaté prin reducerea activitatii receptorului in prezenta Compusului C. Figura
5 releva ca 13 hT2R diferiti au fost inhibati semnificativ (mai mult de 30%) de catre
Compusul C. Acesti 13 hT2R sunt hT2RS3, 7, 10, 14, 16, 44, 51, 55, 61, 63, 64, 65, si
71. Sase alti receptori, incluzadnd hT2R5, 9, 13, 54, 67 si 75 au fost de asemenea

inhibati, degi intr-o masura mai mica.

Tabelul 5 Lista liganzilor i concentratiilor utilizate pentru fiecare T2R testat.

hT2Rs Agonist Concentratie
1 Acid picric 0,05mM

3 Clorochina pH 6,5 50uM

4 ClorochinapH6,5 5mM

5 Picolina 10mM

7 Clorochina pH 6,5 10mM

8 Andrografolida 0.5mM

9 Ofloxacin TmM
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10 Stricnina 50uM
13 Oxifenoniu 1mM
14 Acid aristolochic 2uM
16 Salicin 1mM
44 Denatoniu 0.5uM
51 Prop 2.5uM
54 Ranitidina 5mM
55 Cinconina 150uM
61 Acid aristolochic 25nM
63 Cafeina 1mM
63 Andrografolida 100uM
64 Acid aristolochic 1M
65 Oleuropein 1mM
67 Andrografolida 5uM
71 Acid picric 10uM
75 Stricnina 1uM
Exemplul 4

Antagonisti hT2R8 : Obtinerea compusilor din inventie

Compusii exemplificati conform inventiei sunt sintetizati dupa cum urmeaza.

Exemplul 4-1: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il) picolinamida.

Q. N=
ogym}w -/
41

[00297] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina clorhidrat (exemplul 4-
1a) (400 mg, 2,1 mmoli), acid picolinic (256 mg, 2,1 mmoli), si BtOH (388 mg, 2,50
mmoli) s-au amestecat in DCM (7 mL). Reactia a fost tratata cu trietilamina (670 mL,
4,8 mmoli) si s-a agitat timp de 15 minute la temperatura camerei in atmosfera de
azot. S-a adaugat EDC (598 mg, 3,1 mmoli) si reactia a fost agitata timp de nca 4
ore. Reactia a fost apoi diluata cu diclormetan (5 mL) si s-a spalat cu solutie apoasa
saturatd de NaHCO; (5 mL, 2x) si apoi cu solutie apoasa saturata NaCl (5 mL).
Stratul organic a fost colectat, s-a uscat, si s-a filtrat. Solventii au fost Indepartati sub
vid. Produsul a fost resuspendat in EtOH (5 mL) si s-a purificat prin HPLC cu faza
inversa (gradient ACN 5%-95% in H,O: 25 minute). Fractiile pure au fost combinate

si concentrate pentru a da N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
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il)picolinamida (372 mg, 60%) sub forma unui solid alb. '"H RMN (CDCl3, 400 MHz):
5 2,21 (s, 3H), 2,44 (s, 3H), 5,05 (s, 2H), 7,49-7,47 (m, 1H), 7,59 (s, 1H), 7,93-7,88
(dt, J= 14, 2 Hz, 1H), 8,07 (s, 1H), 8,24-8,21 (d, J= 8 Hz, 1H), 8,61-8,56 (m, 1H), 9,83
(bs, 1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru C15H15N502; asteptat 297,1; gasit 298,3.
Punct de topire: 135-137°C.

[00298] Compusul a avut un ICsy pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,57 uM

Exemplul 4-1a: Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-ilmetil)-1H-pirazol-4-

amina

[00299] 1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilcarbamat de tert-butil
(Exemplul 4-1b) (692 mg, 2 mmoli) a fost agitat intr-o solutie de HCI 4N in dioxan (20
mL) la temperatura ambianta timp de 2 ore. Solventul a fost indepartat la presiune
redusa si reziduul a fost reluat intr-un amestec 1/1 de acetat de etil/hexani (30 mL) si
s-a concentrat (de doua ori). Solidul a fost triturat cu hexani si s-a colectat prin filtrare
dand clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amind ( 500 mg,
99%) sub forma unui solid alb. 'H RMN (DMSO-dg, 400 MHz): 5 2,11 (s, 3H), 2,38 (s,
3H), 5,16 (s, 2H), 7,51 (s, 1H), 8,03 (s, 1H), 10,27 (bs, 3H).

Exemplul 4-1b: 1-{(3,5-dimetilizoxazol-4-ilYmetil)-1H-pirazol-4-il carbamat

de tert-butil

[00300] 3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-pirazol-1-il)metil)izoxazol (Exemplul 4-1c) (14,6 g,
66 mmoli), anhidrida Boc si 10% Pd/C (3,8g) s-au agitat in MeOH (400 mL) sub 1
atmosfera de H; timp de 16 ore la temperatura ambianta. Amestecul a fost filtrat si
solutia a fost Tndepartatd la presiune redusd. Reziduul a fost purificat prin
cromatografie pe silicagel (20% acetat de etil in hexani) pentru a da 1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilcarbamat de tert-butil (12,7 g, 66%) sub
forma unui solid roz deschis. '"H RMN (CDCls, 400 MHz): & 1,41 (s, 9H), 2,10 (s, 3H),
2,32 (s, 3H), 4,90 (s, 2H), 6,19 (bs, 1H), 7,19 (s, 1H), 7,50 (s, 1H). MS 293 (MH").

Exemplul 4-1c: 3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-pirazol-1-ilYmetil)izoxazol




C-2010-03175- -
19 -08- 2008

113

[00301] La 4-nitro-1H-pirazol (Exemplul 4-1d) (3,8 g, 34 mmoli) in DMF (80 mL) racit
la 0°C, cu o baie gheaté/apa, s-a adaugat -BuOK (4,2 g, 38 mmoli). Dupa adaugarea
bazei, baia de gheata a fost indepartata si amestecul a fost agitat timp de 30 minute
urmat de adaugarea de 4-(clormetil)-3,5-dimetilizoxazol (5 g, 3¢ mmoli). Reactia a
fost refluxata timp de 16 ore apoi a fost racita la temperatura ambianta. La amestecul
de reactie s-a adaugat H;O si precipitatul format a fost colectat prin filtrare.
Precipitatul a fost spalat suplimentar cu H20, apoi a fost uscat la vid Tnalt pentru a da
3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-pirazol-1-il)metil)izoxazol (5,8 g, 78%) sub forma unui solid
galben deschis. 'TH RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,23 (s, 3H), 2,46 (s, 3H), 5,08 (s, 2H),
8,02 (s, 1H), 8,08 (s, 1H).

Exemplul 4-1d: 4-nitro-1H-pirazol

[00302] La acid sulfuric concentrat (100 mL) s-a adaugat pirazol (10 g, 147 mmoli),
in portiuni, in timp ce temperatura internd de reactie a fost mentinuta sub 50°C cu o
baie gheatd apa. Apoi a fost adaugat in picatura acid azotic concentrat (10 mL),
mentinand temperatura interna de reactie sub 50°C cu o baie de gheata apa. Baia de
gheata apa a fost indepértata si reactia a fost incalzita la 60°C si s-a agitat timp de 4
ore. Reactia a fost racita cu o baie de gheata apa si s-a alcalinizat, la pH ~ 8, cu
solutie apoasa de NaOH 18 N (150 mL). Produsul care a precipitat sub forma unui
solid alb, a fost colectat prin filtrare, s-a spalat cu H2O si s-a uscat la vid inalt pentru
a da 4-nitro-1H-pirazol (7g, 42%) sub forma unui solid alb. *C RMN (100 MHz,
CDCIs): & 126,4, 137,0.

Exemplul  4-2:  3-clor-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-4-

(metilsulfonil)tiofen-2-carboxamida

QA s
N=" N= | o
o __ N}Nm d-0
cl )
4-2

[00303] La un amestec, aflat sub agitare, de clorhidrat de ((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a) (500 mg, 2 mmoli) in DCM (20 mL), racit

la 0 "C printr-o baie de gheata apa, s-a adaugat trietilamina (600 mg, 6 mmol).
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Amestecul a fost agitat pana cand toate solidele au intrat in solutie (~10 minute). La
amina libera s-a adaugat clorura de 3-clor-4-(metilsulfonil)tiofen-2-carbonil (543 mg,
2,1 mmoli) in 2 mL CHsCN, printr-o seringa, la 0°C. Baia de gheata a fost indepartata
si amestecul a fost agitat timp de 2 ore. Reactia a fost diluatd cu diclormetan (100
mL) si faza organica a fost spalata cu H,O (200 mL). Stratul organic s-a uscat pe
sulfat de sodiu, s-a filtrat si s-a concentrat la presiune redusa. Solidul a fost triturat cu
acetat de etil/lhexani (1/5) pentru a da 3-clor-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-
pirazol-4-il)-4(metilsulfonil)tiofen-2-carboxamida (375 mg, 45%) sub forma unui solid
alb. '"H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,20 (s, 3H), 2,43 (s, 4H), 3,22 (s, 3H), 5,05 (s,
2H), 7,57 (s, 1H), 7,94 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,59 (bs, 1H). LC/MS ; [M+H] 415,5.
Punct de topire: 202-204°C.

[00304] Compusul avut un ICso pentru receptorul de amar hT2R8 de 2,09 uM

[0001] Exemplul 4-3: (S)-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

il)-2-fenilpropanamida.

O

/N\ N= -
o ,\’J}NH 2

4-3

[00305] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul
4-1a) (200mg, 1 mmol), acid (S)-2-fenilpropionic (156 mg, 1 mmol), si PyBop (650
mg, 1,3 mmol) s-au adaugat la DMF (4 mL) urmat de trietilamina (0,3 mL, 2,1 mmoli).
Reactia s-a agitat timp de 4 ore la temperatura camerei sub atmosfera de azot, apoi
s-a diluat cu acetat de etil (20 mL), s-a spélat cu solutie apoasa saturata de NaHCO;
(2 x 15 mL) urmat de solutie apoasa saturatd de NaCl (15 mL). Faza orgarnica s-a
uscat, s-a filtrat si s-a concentrat pe un evaporator rotativ. Produsul a fost
resuspendat Tn metanol (3 mL) si s-a purificat prin HPLC cu faza inversa (5% - 95%
ACN 1n H20: gradient de 25 minute). Fractiile contindnd produsul pur au fost
concentrate pentru a da (S)-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-
fenilpropanamida (200 mg, 60%) sub forma unui solid alb. '"H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 6 1,36 (d, J = 7,2, Hz, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,36 (s, 3H), 3,71- 3,66 (m, 1H),
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5,05 (s, 2H), 7,33-7,17 (m, 5H), 7,37 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 10,05 (s, 1H). MS 325
(M+H). Punct de topire 108°C - 110°C.

[00306] Compusul avut un ICsy pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,41 uM

Exemplul 4-4 : N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-(4-hidroxi-

3,5-dimetoxifenil)acetamida.

OMe

4-4

[00307] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul
4-1a) (376 mg, 1,7 mmol), acid 2-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)acetic (350 mg, 1,7
mmol), PyBop (1 g, 2 mmoli) si trietilamina (605 mg, 6 mmoli) s-au agitat impreuna in
DMF (10 mL) la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul de reactie a fost diluat
cu HCI apos 1N (100 mL) si s-a extras cu DCM (3x, 75 mL). Extractele organice
combinate s-au uscat pe sulfat de sodiu, s-au filtrat $i s-au concentrat pe un
evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (30%
acetat de etil In hexani) pentru a da N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
il)-2-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)acetamida (189 mg, 29%) sub forma unui solid alb.
'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 2,10 (s, 3H), 2,36 (s, 3H), 3,40 (s, 2H), 3,70 (s, 6H),
5,07 (s, 2H), 6,53 (s, 2H), 7,39 (s, 1H), 7,92 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 10,03 (s, 1H).
LC/MS; [M+H] calculat pentru C19H22N405%; asteptat 387,16; gasit 387,6. Punct de
topire: 187-188°C.

[00308] Compusul avut un ICsq pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,46 uM

Exemplul 4-5 : N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-

fenilpropanamida.
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[00309] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul
4-1a) (300 mg, 1,3 mmol), acid 2-fenilpropanoic (225 mg, 1,5 mmol), trietilamina (300
mg, 3 mmoli), DMAP (61 mg, 0,5 mmol), si EDC (386 mg, 2 mmoli) s-au agitat
impreuna in DCM (10 mL) la temperatura camerei timp de 4 ore. Amestecul de
reactie a fost diluat cu HCI apos 1N (100 mL) si s-a extras cu DCM (3x, 75 mL).
Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-au filtrat si s-au
concentrat pe un evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe
silicagel (30% acetat de etil in hexani) pentru a da N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
imetil)-1H-pirazol-4-il)-2-fenilpropanamida (272 mg, 81%) sub forma unui solid
alb."H RMN (CDCls, 400 MHz) & 1,36 (d, 3H, J=7,2 Hz), 2,10 (s, 3H), 2,37 (s, 3H),
3,70 (m, 1H, J=6,8 Hz), 5,06 (s, 2H), 7,20 (t, 1H, J=8,4 Hz), 7,31-7,28 (m, 4H), 7,38
(s, 1H), 7,91 (s, 1H), 10,10 (s, 1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru C18H20N402;
asteptat 325,16; gasit 325,5. Punct de topire: 129-130°C.

[00310] Compusul avut un ICsp pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,32 uM

Exemplul 4-6: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-

fenilacetamida.
L
2
4-6

[00311] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amind  sare  clorhidrat
(Exemplul 4-1a) (230 mg, 1 mmol) si trietilamina (300 mg, 3 mmoli) s-au agitat in
DCM (10 mL) racit la 0°C cu o baie gheatd/apd. La amestecul de reactie, s-a
adaugat, in picatura, clorura de 2-fenilacetil (184 mg, 1,3 mmol). Cand adaugarea a
fost completa, baia de gheata a fost indepartata si reactia a fost agitatad timp de 1
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ora. Amestecul a fost diluat cu DCM (50 mL), s-a spalat cu HC| apos 1N (100 mL),
urmat de NaOH apos 1N (100 mL) si apoi H,O (100 mL). Extractele organice
combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-au filtrat si solventul a fost indepartat
pe un evaporator rotativ. Reziduul rezultat a fost purificat prin cromatografie pe
silicagel (50% acetat de etil in hexani) pentru a da 210 mg de produs solid care a fost
triturat Tn acetat de etil/hexani (1/9) pentru a da N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-fenilacetamida (188 mg, 68%) sub forma unui solid alb. '"H RMN
(CDCl3, 400 MHz): § 2,15 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 3,69 (s, 2H), 4,97 (s, 2H), 7,15 b(s,
1H), 7,40-7,27 (m, 6H), 7,84 (s, 1H). LC/MS ; [M+H] calculat pentru C17H18N402;
asteptat 311,14; gasit 311,40. Punct de topire: 106-108°C.

[00312] Compusul avut un ICsg pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,53 uM

Exemplul 4-7: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3-

metoxibenzamida

4-7
[00313] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul
4-1a) (300 mg, 1,3 mmol), acid 3-metoxibenzoic (172 mg, 1,3 mmol), EDC (386 mg,
2 mmoli) si trietilamina (303 mg, 3 mmoli) s-au agitat in DCM (5 mL) la temperatura
ambianta timp de 6 ore. Reactia a fost diluata cu DCM (50 mL) si faza organica a fost
spalata cu HCL apos 0,1 N (150 mL) urmat de NaOH apos 1N (150 mL). Stratul
organic a fost uscat pe sulfat de sodiu, s-a filtrat si s-a concentrat pe un evaporator
rotativ. Produsul a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (40% acetat de etil in
hexani) pentru a da 225 mg de solid aproape alb. Solidul a fost triturat cu acetat de
etil/hexani (1/9) si solidul alb a fost colectat prin filtrare. Produsul pur a fost dizolvat in
etanol absolut si s-a concentrat pe un evaporator rotativ (4x, 25 mL) pentru a da N-
(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il}-3-metoxibenzamida (185 mg, 43%)
sub forma unui solid alb. 'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,20 (s, 3H), 2,42 (s, 3H),
3,85 (s, 3H), 5,03 (s, 2H), 7,09-7,06 (m, 1H), 7,37-7,35 (m, 2H), 7,41 (m, 1H), 7,51 (s,



Oc2010-00175--
19 -06- 2008

118

1H), 7,93 (bs, 1H), 8,03 (s, 1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru C17H18N40O3;
asteptat 327,14; gasit 327,30. Punct de topire: 127-129°C.

[00314] Compusul avut un ICsg pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,39 uM

Exemplul 4-8: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)benzo[d]

[1,3]dioxol-5-carboxamida

o)

5

o)

2

Q
N N
oL )i
4-8

[00315] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (exemplul
1a) (8 mg, 35 umoli) si acid benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxilic (7 mg, 42 umoil) s-au
dizolvat fiecare in 200 uL dimetilformamida. intr-o placa Greiner cu 98 de godeuri de
1,2 ml s-a incarcat rasina Si-Carbodiimida (70 mg, 70 ymoli), urmata de adaugarea
de amina si acid. Hidroxibenzotriazol (6 mg, 42 umoli) a fost dizolvat in 100 uL de
dimetilformamida si s-a adaugat in godeul de reactie. Reactia a fost agitata puternic
peste noapte la temperatura camerei. Pentru a indepéarta excesul de acid carboxilic si
hidroxibenzotriazol, Tn amestecul de reactie s-a adaugat rasina PS-Trisamina (35
mg, 70 umoli) si a fost |&sat sa se agite peste noapte la temperatura camerei. in
godeul de reactie s-au adaugat 200 uL de acetonitril i s-a agitat timp de 1 minut.
Solutia limpede de deasupra a fost transferata intr-o noua placa. Procedeul de
extractie a fost repetat de inca doua ori. Solutia a fost evaporata la vid si s-a obtinut
produsul dorit. Randament 6%. MS M+H calculat 341,1, gasit 341,2.

[00316] Compusul avut un ICso pentru receptorul hT2R8 de amar de 0,2 uM

Exemplul 4-9: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-

dimetoxibenzamida
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[00317] Preparata ca in Exemplul 4-8 din acid 2,5-dimetoxibenzoic si clorhidrat de 1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a). Randament 13%.
MS M+H calculat 357,5, gasit 357,3.

[00318] Compusul avut un ICsg pentru receptorul hT2R8 de amar de 0,17 uM

Exemplul 4-10: 3-ciano-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

il)benzamida

CN
@)
N" T N
3 I
0 N}NH
410

[00319] Preparata ca in Exemplul 4-8 din acid 3-cianobenzoic si clorhidrat de 1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a). Randament 15%. MS
M+H calculat 322,6, gasit 322,3.

[00320] Compusul avut un ICso pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,2 uM

Exemplul 4-11: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-

fenilciclopropancarboxamida

0]
N7 N
‘jr e

4-11
[00321] Preparata ca in Exemplul 4-8 din acid 1-fenilciclopropancarboxilic si
clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a).
Randament 6%. MS M+H calculat 337,6, gasit 337,5.
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[00322] Compusul avut un ICso pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,25 uM
Exemplul 4-12: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-i{)-3-

fenilbutanamida

0 ,
N” 7 N M
oL N )i
412
[00323] Preparata ca in Exemplul 4-8 din acid fenilbutanoic si clorhidrat de 1-((3,5-

dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a). Randament 6%. MS
[00324] Compusul avut un ICsp pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,28 uM

Exemplul 4-13: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1H-pyrrole-2-

carboxamida

o N
N// |
! N w
ol Nk
4-13

[00325] Preparata ca in Exemplul 4-8 din acid 1H-pirol-2-carboxilic si clorhidrat de 1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a). Randament 18%.
MS M+H calculat 286,6, gasit 286,3.

[00326] Compusul avut un ICsg pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,57 uM
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Exemplul 4-14: 2-ciclohexyl-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

ilJacetamida

@]
N/
o i
4-14
[00327] Preparata ca in Exemplul 4-8 din acid 2-ciclohexilacetic si clorhidrat de 1-

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a). Randament 17%.
MS M+H calculat 317,6, gasit 317 4.

[00328] Compusul avut un ICsy pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,73 pM

Exemplul 4-15: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)cinamamida

A7
N" T N
0 N/ NH
4-15
[00329] Preparata ca in Exemplul 4-8 din acid cinamic acid si clorhidrat de 1-((3,5-

dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 4-1a). Randament 4%. MS
M+H calculat 322,6, gasit 322,4.

[00330] Compusul avut un ICso pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,7 pM

Exemplul 4-16: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il) adamantan

0]
G eiey <
H
4-16
[00331] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (300 mg,
1,66 mmol), acid adamantan-1-carboxilic (281 mg, 1,56 mmol), PyBop (972 mg, 1,87

mmol), si trietilamina (438 mL, 3,12 mmoli) s-au amestecat in DMF (5 mL). Reactia

s-a agitat la temperatura camerei timp de 4 ore sub atmosfera de azot. Reactia a
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fost diluata cu acetat de etil (4 mL) si s-a spalat cu solutie saturata de NaHCO; (2x, 3
mL) si apoi cu solutie saturatd de NaCl (3 mL). Stratul organic a fost extras, s-a
uscat, si s-a filtrat. Solventii au fost indepartati sub vid. Produsul a fost redizolvat in
metanol (4 mL) si s-a purificat prin HPLC. Produsul pur a fost redizolvat in etanol si s-
a concentrat sub vid (3 x 3 mL) pentru a da N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-ilJadamantan sub forma unui solid alb cu 60% randament. '"H RMN (400
MHz, CDCl3):  1,79-1,70(m, 6H), 1,93 — 1,92 (m, 6H), 2,08 (bs, 3H), 2,18 (s, 3H),
2,41 (s, 3H), 4,98 (s, 2H), 7,37 (s, 1H), 7,38 (s, 1H), 7,92 (s, 1H). MS 355 (M+H).
Punct de topire 167-169°C.

[00332] Compusul avut un ICsq pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,88 uM

[00333] Alti compusi au fost sintetizati urmand procedee similare celor descrise in
exemplele 4-1 pana la 4-16 si au fost testati experimental si s-a gasit ca au un nivel
relativ mare de eficacitate ca inhibitori ai receptorului hT2R8 de amar. Rezultatele

acelor testari sunt aratate Tn Tabelul A.

Tabelul A

hT2R8
ICs0 (UM)

oo Jf e |

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H plrazol -4-il)-4-metoxibenzamida

Compus Nr. Compus

OMe
O
N )
¢ ! NH
4-18 O N= OMe 0,28

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-3,5-
dimetoxibenzamida

4-19 Jr :>~ 0,39
MeO

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H -pirazol-4-il)-2-metoxibenzamida

743
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Compus Nr.

hT2R8
ICs0 (UM)

4-20

OMe

N~ N OH
ol RN

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-

1H-pirazol-4-il)-4-hidroxi-3-
metoxibenzamida

0,48

4-21

L -

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-3,4-
dimetoxibenzamida

0,56

4-23

)r AN

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H -pirazol-4-il)-4-fluorbenzamida

1,56

4-24

A\

N
0

0]
-

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H

-pirazol-4-il)benzamida

2,62

4-25

MeO OMe

/
‘o }NH

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-2,3-
dimetoxibenzamida

0,61

4-26

SOzMe
Jr }NH

-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-3-
(metilsulfonil)benzamida

0,72

T4
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Compus Nr. Compus ICT;Z;EISI)
Qs
; }NH 0,98
4-27 OMe
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-hidroxi-5-
metoxibenzarnida
4-28 Jj\/\ }Nﬁ_d 0,57
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-3- metllbenzamlda
- 0,30
26 )r }N%@
-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H -pirazol-4-il)-2-metoxibenzamida
OMe
4-30 JD\A }—NH 0,39
OMe
1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H -pirazol-4-il)-2- metOX|benzam|da
Me
4-31 )r :>‘NH 0,80
2-(2,3-dimetoxifenil)-N-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H pirazol-
4-ilYacetamida
MeQ
OMe
0
- N7 N 0,96
4-32 \:I\&}-NH
2-(3,5-dimetoxifenil}-N-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4-i)acetamida

%1
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Compus Nr. Compus I(?;EZ(EI?II)
\O

4-33 0,99
i

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-2-(4-
metoxifenil)acetamida

OMe

OMe
4-34 N 1,11
‘O ) }—NH

-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H plrazol -4-il)-2- metOX|benzam|da

4-35 )D\/\ }—NH 1,16

-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-2-(2-
metoxifenil)acetamidé

) N~ 1,85
4-36 \ }NH

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H- plrazol -4-il)-2-metoxibenzamida

. N7 0,50
4-37 5 / }NH

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-fenilbutanamida

4-38

oA

O
0,53
e

3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
irazol-4-il)-2-metoxibenzamida

&

N-
1

'1/-\

-(1-
H-pi
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Compus Nr.

Compus

hT2R8
|C50 (|..IM)

4-39

)r :>-NH OCOCH,

-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H pirazol-4-ilamino)-2-oxo-1-
fenilacetat de etil

0,83

4-40

it

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-3-hidroxi-2-
fenilpropanamida

0,96

4-41

b 1

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2- metOX|benzam|da

2,10

4-42

0O
2
ol A
(R)-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-

ilymetil)-1H-pirazol-4-il)-2-
fenilpropanamida

3,72

4-43

/
ot }NH ve

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-metoxi- 2-
fenllacetamlda

3,43

4-44

= w:

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H -pirazol-4-il)-2,2-difenilacetamida

5,19

- 739
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Compus Nr.

Compus

hT2R8
ICs0 (M)

4-45

7 "ZzT

O
N“ N
0 ) N;\>~NH
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-

1H-pirazol-4-il)-4-metil-1H-pyrrole-2-
carboxamida

0,72

4-46

o) =N

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)nicotinamida

1,05

4-47

0)
ok r’\l:\>-NH =
O N~

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-metoxibenzamida

1,35

4-48

N7 N
o rLj}—NH \_7/

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-6-metilpicolinamida

1,95

4-49

\
Q. N

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-1-metil-1H-pyrrole-2-
carboxamida

3,40

4-50

0] —

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)isonicotinamida

4,59

4-51

@]
Z 720
N\)I\N}-NE—C
O N =~

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-2-metilfuran-3-
carboxamida

7,87

734
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Compus Nr. Compus |35T02(|:3|)
\
Q N~
N
NN UL
4-52 o N=/ NH 18,05
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-1,3-dimetil-1H-
pirazol-5-carboxamida
4-53 )j\A }‘ N'}*—ék 3,03
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H p|razol -4-il)-2,5-dimetilfuran-3-
carboxamida
4-54 )D\A } Nw 3,19
-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H plrazol -4-il)-5-metilfuran-2-
carboxamidé
/
4-55 ‘O }—NH 0,49
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil }-
1H p|razol -4-il)-3-fenilpropanamida
4-56 N7 0,83
‘o }NH
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H plrazol -4-il)-4- fenllbutanamlda
4,16
4-57 )r }NH

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H plrazol -4-il)-2-metoxibenzamida

134
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hT2R8

Compus Nr. Compus ICs0 (UM)

4-58 ))\A }‘NH 8,66

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H pirazol-4-il)-2-(furan-3-
ilJacetamida

w | i3S |

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H plrazol 4-il)-3-etoxibenzamida

4-60 b

Q
> >_>_/
| N},N 1,94
Nx H

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-3-metilpentanamida

\)r}*@

-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-
iI)cic|ohexancarboxamidé

4-62 % }‘ 3.77

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H -pirazol-4-il}-2-(adamant-1-
il)acetamida

N" N /
4-63 o)r D 8,76

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-N-
metil-1H-pirazol-4-amina
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hT2R8
Compus Nr. Compus ICs0 (uM)
N” N
oL o
MeO
OMe
4-64 12,60
OMe
OMe
N,N-bis(2,3-dimetoxibenzil)-1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4-amina
N/

1-((3,5- dlmetlllzoxazol 4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-N-metil-2-
fenllpropanamlda
4-66 o }" 8,23
N-(1-((3,5- dlmetI|IZOX820| -4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-N-metil-1-
fenilciclopropancarboxamida
4-67 8,6
(S)-N-(1- ((3,5 dlmetlllzoxazol 4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-metoxi-2-
fenilacetamida

-0
N
4-68 N/j/ 5.0

(R)-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-metoxi-2-
fenilacetamida

72
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Compus Nr.

Compus

hT2R8
ICs0 (uM)

4-69

-0
M
T

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-2-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acetamida

4,7

4-70

OH

~N
-0
=~
N‘ —
T
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-

1H-pirazol-4-il)-2-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)acetamida

3,1

4-71

I il

N-(1-((3,5- dlmetlllzoxazol -4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-hidroxi-3-
metoxibenzamida

2,9

4-72

~0
N (0]
Ao I
Ty
N\
N= 0

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)benzo[d]oxazole-5-
carboxamida

2,6

4-73

WO OH
M
Y
= 0]
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-

1H-pirazol-4-il)-3,4-dihidroxi-5-
metoxibenzamida

2,2
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Compus Nr.

hT2R8
ICs0 (uM)

4-74

N-(1-((3,5- d|met|I|zoxazoI 4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-3-metoxi- 4-
metilbenzamida

2,2

4-75

-0 0]
~N
v
N~ O
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-

1H-pirazol-4-il)-2-metilbenzofuran-5-
carboxamida

2,1

4-76

R

-(1-((3,5- dlmetlllzoxazol 4 |I metil)-
1H-pirazol-4-il)chinoxalin-5-
carboxamida

1,7

4-77

-0
%/C @
N-(1-((3,5- dlmetlllzoxazol -4-il)metil )-

1H-pirazol-4- |I)benzofuran -5-
carboxamida

1,4

4-78

%Cmﬁ

N-(1-((3,5- dlmet|||zoxazo| -4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2,2-
difluorbenzo([d][1,3]dioxol-5-
carboxamida

1,3

N

uJ
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Compus Nr.

Compus

hT2R8
ICs0 (M)

4-79

.
%( 7

N-(1-((3,5- dlmetlllzoxazol 4-il)metil)-
1H pirazol-4-il)-2-metil-1H-
benzo|d]imidazol-5-carboxamida

1,0

4-80

[
N-©
N
N
3-clor-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)benzamida

0,9

4-81

Nf('
ple) 0]
N
N T
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-

1H-pirazol-4-il)-2-etilbenzo[d]oxazol-
5-carboxamida

0,8

4-82

Nﬁ
N~ © N
M
~
N\
= 0

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)chinoxalin-6-

0,8

4-83

carboxamida
o
ple) N
~N
N T
N
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil }-

1H-pirazol-4-il)-2-
metilbenzo[d]oxazol-6-carboxamida

0,7
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hT2R8
Compus Nr. Compus ICs0 (M)
o)
b £ l
4-85 /j/ 0.6
N-(1-((3,5- dlmetlllzoxazol 4 |I)met||)
1H-pirazol-4-il)-1H-benzo[d]imidazol-
5-carboxamida
o
4-86 0,6
2-(1H- benzo[d]lmldazol -6-yl)-N
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-
plrazol 4-iYacetamida
H
S e
4-87 N/j 0,6
N-(1-((3,5- dlmetlllzoxazol -4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-1H-
benzo[d][1 2,3]triazol-5-carboxamida
4-88 /j/ 0.4
1-((3,5- dlmetlllzoxazol 4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2,3-
dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-
carboxamida
Y I
4-89 /j 0,3

7-brom-N-(1-((3,5- dlmetlllzoxazol 4-
|I)met|I) 1H pirazol-4-il)-2,3-
dihidrobenzol[b][1,4]dioxin-6-

carboxamida

.
ol
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Compus Nr.

Compus

hT2R8
ICs0 (M)

4-90

P

7-clor-N-( 3 5-dimetilizoxazol-4-
ll)metll) 1H -pirazol-4-il)-2,3-
dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-
carboxamida

0,1

4-91

%C )

8-clor-N-( 3 5- dlmetlllzoxazol—4-
|I)met||) 1H -pirazol-4-il)-2,3-
dihidrobenzolb][1,4]dioxin-6-
carboxamida

0,1

4-96

Dy

1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
metil-1H-pirazol-4-amina

8,764

4-97

&HQ

-((3,5- dlmetlllzoxazol -4-il)metil)-
1H -pirazol-4-il)-N-metil-2-
fenilpropanamida

2,126

4-98

N:\)\»\/@

-((3,5- dlmetlllzoxazol 4-
I)metll) 1H pirazol-4-il)-N-metil-2-
fenilpropanamida

2,811

4-99

N
\

N
o N= \\S’/O
- /
NN
H

2-ciano-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-
ibenzensulfonamida

1,358




A-2010-04d175- -

1 9 -08- 2008
136
Compus Nr. Compus |35T02(53|)
PC e
ND\
4-100 8,510
((3,5- dlmetlllzoxazol 4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-
fluorbenzensulfonamidé
>/\(/ O\ //
4-101
e 1,631
N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2,5-
dimetoxibenzensu|fonamidé
4-102 2 153
((3,5- dlmetlllzoxazol -4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-2-
metilbenzensulfonamidé
O\ /
4-103 3,801
((3,5- dlmetlllzoxazol -4- |I)met|I)
1H-pirazol-4-il)-2-
metoxibenzensulfonamidé
D5
4-104 1,252
metil 3-( ((3,5- dlmet|l|zoxazol-4-
|I)met|I) 1H -pirazol-4-
isulfamoil)tiofen-2-carboxilat
N S
o N= Q
4-105 %NQ\”)\\E E 1,629

1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-

1H-pirazol-4-il)-3-(2-fluorfenil)tiouree

N
(o
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Compus Nr.

Compus

hT2R8
ICs0 (UM)

4-106

;CN}LQ

-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-3-(2-
metoxifenil)tiouree

2,607

4-107

7\
L gmy S
= N;\MH

1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-3-(piridin-3-il}tiouree

2,999

4-108

%C&Q

((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H J)lrazol-zl;)—3-o-tgyltlouree

3,013

4-109

N N i\\ Q\\N
g N= =
= N}\N N
H

1-(3-cianofenil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4-il)tiouree

0,783

4-110

/N\ N S
O =

1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)tiouree

1,097

4-111

IZ

%&

-(2-cianofenil)-3-(1-((3 5-
dimetlhzoxazol 4- |I)met||) 1H pirazol-
4-il)tiouree

2,347

4-112

N N S Q
O =

1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-3-feniltiouree

2,492
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Compus Nr. Compus Iglz(ﬁa)
g
N N i\\
4-113 RV
N}\ﬁ N b 5,240

1-(2,5-dimetoxifenil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4- il)tiouree

N'N
4-114 »\Q 1,866

N-(2-((3,5- dlmetlllzoxazol -4-il)metil)-
2H-tetrazol-5-il)-3- metoxnbenzamlda
N O—

Nx Q
o] N=
- Niﬁ@
4-115 H 9,248

N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
3-metil-1H-pirazol-4-il)-3-
metoxibenzamida

N
N Q \
] r§ Hﬁ
N\)\\(
4-116 5 2.279

3-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-2-
oxo-N-(tiofen-2-ilmetil)-2,3-
dihidrotiazol-5-carboxamida

Exemplele 4-67 pana la 4-91:

[00334] Preparare ca in exemplele 4-73 din clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-amina (exemplul 4-1a) si acizii lor functionalizati corespunzator.

Caracterizarea a fost facuta prin LCMS unde s-au gasit masele dorite.

Exemplul 4-73: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3,4-dihidroxi-

5-metoxibenzamida
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4-73

[00335] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (exemplul
4-1a) (228 mg, 1 mmol), acid 3,4-dihidroxi-5-metoxibenzoic (184 mg, 1 mmol), BtOH
(135mg, 1 mmol) si EDC (191mg, 1 mmol) s-au dizolvat in 2 mL DMF intr-o fiola
pentru microunde, urmat de adaugarea de trietilamina (101mg, 1 mmol). Reactia a
fost plasata intr-un reactor cu microunde la 165°C timp de 5 minute. Produsul a fost
purificat direct utilizdnd HPLC Varian (gradient de ACN 10%-95% in H>O: 25
minute). Fractiile pure au fost combinate si s-au concentrat pentru a da N-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3,4-dihidroxi-5-metoxibenzamida. (280 mg,
70%). LC/MS; [M+H] calculat pentru C17H18N405; asteptat 359,1; gasit 359,1.

[00336] Compusul avut un ICsq pentru receptorul hT2R8 de amar de 2,2 uM

Exemplul 4-92: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-7-

metoxibenzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamida

O™\
N’O 0
T
N~ O
4-92
[00337] N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3,4-dihidroxi-5-

metoxibenzamida (exemplul 73) (50 mg, 0,14 mmol) si carbonat de cesiu (113 mg,
2,5 mmoli) s-au dizolvat in 1 mL acetona urmat de adaugarea de dibrommetan (239
mg, 1,4 mmol). Reactia a fost plasata intr-un reactor cu microunde la 120°C timp de
20 minute. Solutia limpede din reactie fost indepartatd si s-a evaporat sub vid.
Produsul a fost dizolvata in 1 mL etanol si a fost purificat prin HPLC varian (10%-95%
ACN in H,O: gradient de 25 minute). Fractile pure au fost combinate si s-au
concentrat pentru a da N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-(7-



-2010-00175- -
19 -08- 2008

140

metoxibenzo[d][1,3]dioxol-5-il)acetamida. (12 mg, 23%). LC/MS; [M+H] calculat
pentru C18H18N405; asteptat 371,1; gasit 371,1.

[00338] Compusul avut un ICsy pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,7 uM

Exemplul 4-93: N-(1-+((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-8-metoxi-2,3-

dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-carboxamida
o g
M
) O
= o

4-93

[00339] Preparata ca in Exemplul 4-92 din N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-3,4-dihidroxi-5-metoxibenzamida (Exemplul 4-73), carbonat de cesiu si
dibrometan. Randament 20 %. MS M+H calculat 385,1, gasit 385,1.

[00340] Compusul avut un ICsp pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,7 upM

Exemplul 4-94: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-7-metoxi-2-

metilbenzo[d][1,3]dioxole-5-carboxamida
o~
pre) 'e)
N ~
s 0
N
4-94
[00341] Preparat ca in Exemplul 4-92 din N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)-3,4-dihidroxi-5-metoxibenzamida (Exemplul 4-73), carbonat de cesiu si
1,1-dibrometan. Randament 20 %. MS M+H calculat 385,1, gasit 385,1.

[00342] Compusul avut un ICsp pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,7 uM

12T
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Exemplul 4-95: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-7-metoxi-2,3-

dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-carboxamida

N= o _oO
4-95

Preparata ca in Exemplul 4-73 din clorhidrat de 1-((3,5-dimetil- izoxazol-4-
i)metil)-1H-pirazol-4-amina  (exemplul 4-1a) si  acid 7-metoxi-2,3-dihidro-
benzo[b][1,4]dioxin-6-carboxilic (exemplul 4-95a). Randament 50 %. MS M+H
calculat 385,1, gasit 385,1. '"H RMN (400 MHz, DMSO): 2,136 (s,3H), 2,410 (s, 3H),
3,851 (s, 3H), 4,214 (bs, 2H), 4,296 (bs, 2H), 5,120 (s, 2H), 6,688 (s, 1H), 7,290 (s,
1H), 7,6006 (s, 1H), 8,069 (s, 1H), 9,856 (s, 1H).

Compusul avut un ICsy pentru receptorul de amar hT2R8 de 0,7 uM

Exemplul 4-95a: Acid 7-metoxi-2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-carboxilic

0™

o)
HO
o _O
[00343] Intr-o fiol& de microunde de 2mL s-au dizolvat in DMF anhidru, 7-brom-2,3-
dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-carboxilat de metil (273 mg, 1 mmol) si CuBr (14,3 mg,
0,1 mmol) si s-au plasat in baie de gheata. In amestecul reactie s-a addugat in
picatura metoxid de sodiu (540 mg, 10 mmoli) in timp ce s-a agitat la 0°C. Reactia a
fost incalzita la temperatura camerei si s-a agitat timp de 45 minute. Reactia a fost
apoi plasatad intr-un reactor cu microunde timp de 5 minute la 135°C. Amestecul de
reactie a fost dizolvat in apa si s-a spalat cu acetat de etil. Stratul de apa a fost
colectat si s-a acidulat la pH 4 cu HCI 1M. Produsul a fost extras utilizand acetat de
etil, apoi s-a uscat pe sulfat de sodiu. Solventul a fost evaporat sub vid pentru a da

intermediarul acid 7-metoxi-2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-carboxilic dorit care a

729
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fost utilizat direct, fara alta purificare. Randament 57 %. MS M+H calculat 211,1,
gasit 211,1.

Exemplul §

Antagonisti hT2R14: Obtinerea compusilor din inventie

[00344] Urmatoarele exemple sunt date pentru a ilustra o diversitate de cariante

exemplificatoare ale inventiei Si nu se intentioneaza a fi limitative in niciun fel.

Exemplul 5-1: Acid 4-(N-benzil-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

0 O~
sa e
N
o”s‘

\

O

5-1

[00345] 4-(N-Benzil-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoatul de benzil (Exemplul 5-1a)
(517mg, 1 mmol) a fost agitat intr-o solutie 10/1/2 de NaOH 6N (apos)/THF/MeOH
(27 mL) la temperatura ambianta timp de 6 ore. Solutia a fost acidulata cu HCI 3N
(apos) la pH of ~3 (circa. 50 mL), iar faza apoasa a fost extrasa cu acetat de etil (3x,
75 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu si s-au
concentrat pe un evaporator rotativ. Reziduul a fost reluat in MeOH (15 mL) si s-a
purificat prin HPLC cu faza inversa (gradient acetonitril 5-95% Tn H,O: 25 minute) in
trei alicoturi de 5 mL. Fractiile pure au fost combinate si s-au concentrat pana la
obtinerea unui solid alb. Produsul a fost dizolvat in 15 mL de etanol absolut i s-a
evaporat pe un evaporator rotativ (4x) pentru a da acid 4-(N-benzil-N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoic pur (174 mg, 42%) sub forma unui solid alb. P.t. 161-
163°C. "H RMN (CDCls, 400 MHz): & 3,78 (s, 3H), 4,32 (s, 2H), 4,36 (s, 2H), 6,78 (d,
J=8,4 Hz, 2H), 6,99(d, J=8,8 Hz, 2H), 709-7,07 (m, 2H), 7,27-7,24 (m, 3H), 7,93 (d,
J=8,8 Hz, 2H), 8,24 (d, J=8 Hz, 2H). MS 412 (MH").

[00346] Compusul avut un ICsg pentru receptorul de amar hT2R14 de 0,22 uM
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Exemplul 5-1a: 4-(N-benzil-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de benzil

[00347] Acid 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic (Exemplul 5-1b) (450, mg, 1,4
mmol), bromura de benzil (770 mg, 4,5 mmoli), si carbonat de cesiu (1,5g, 4,5 mmoli)
in DMF (10 mL) s-au agitat la 80°C timp de 2 ore. Solutia a fost racita la temperatura
camerei, s-a diluat cu H,O (200 mL) si s-a extras cu acetat de etil (3x, 100 mL).
Straturile organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-au filtrat si s-au
concentrat sub vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (10%
acetat de etil in hexani) pentru a da 4-(N-benzil-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat
de benzil (517 mg, 73 %) sub forma unui solid alb. '"H RMN (400 MHz, CDCIs) & 3,76
(s, 3H), 4,28 (s, 2H), 4,32 (s, 2HO0, 5,40 (s, 2H), 6,79 (d, J=8 Hz, 2H), 6,96 (d, J=8 Hz,
2H), 7,04-7,07 (m, 2H), 7,21-7,23 (m, 3H), 7,35-7,47 (m, 5H), 7,85 (d, J=8 Hz, 2H),
8,17 (d, J=8,4 Hz, 2H).

Exemplul 5-1b: Acid 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil}benzoic

[00348] Acidul 4-(clorsulfonil)benzoic (5 g, 22,7 mmoli) s-a adaugat, in trei portiuni
sub forma unui solid, la o solutie agitata de 4-metoxi benzilamina (6,1 g, 45 mmoli) si
trietilamina (2,3 g, 22,7 mmoli) in acetona (100 mL) racita la 0°C cu o baie de gheata
apa, pe o perioada de 10 minute. Baia de gheata a fost indepartata si reactia a fost
agitata timp de inca 4 ore. Amestecul de reactie a fost diluat cu o solutie 5% de
acetic acid Tn H,O (150 mL) si s-a extras cu acetat de etil (3x, 100 mL). Extractele
organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-au filtrat, si s-au concentrat
pe un evaporator rotativ. Solidul alb rezultat a fost triturat cu hexani/acetat de etil
(9/1) pentru a da acid 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic (5,1 g, 70 %) sub forma
unui solid alb. 'H RMN (400 MHz, DMSO de) & 3,68 (s, 3H), 3,91 (s, 2H), 6,79 (d,
J=8,4 Hz, 2H), 7,10 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,80 (d, J=8,8 Hz, 2H), 8,02 (d, J=8,4 Hz, 2H).

Exemplul 5-2: Acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)- benzoic

AT

— ¢ (
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[00349] 4-(N-(furan-2-ilmetil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoatul de 4-metoxi-
benzil (Exemplul 5-2a) (750 mg, 1,4 mmol) a fost agitat intr-un amestec apos 2/2/1
de LiOH 2N /THF/MeOH (45 mL) la temperatura ambianta timp de 3 ore. Solutia a
fost acidulata cu HCI 1N apos la un pH de ~3 (circa. 100 mL) si s-a extras cu acetat
de etil (3x, 100 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu
si s-au concentrat pe un evaporator rotativ. Reziduul a fost reluat in MeOH (9 mL) si
s-a purificat prin HPLC cu faza inversa (gradient ACN 5-95% in H2O: 40 minute) in
trei alicoturi de 3 mL. Fractiile pure au fost combinate si s-au concentrat la un solid
alb. Produsul a fost dizolvat in etanol absolut si s-a evaporat (4x, 20 mL) pentru a da
acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)-N-(4-metoxibenzil)- sulfamoil)benzoic pur (205 mg, 36 %)
sub forma unui solid alb. P.t. 151 ~152°C. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): § 3,71 (s,
3H), 4,24 (s, 2H), 4,27 (s, 2H), 6,14 (d, 1H, J=3,2 Hz), 6,26 (m, 1H), 6,87 (d, 2H,
J=9,2 Hz), 7,14 (d, 2H, J=8,8 Hz), 7,41 (s, 1H), 7,89 (d, 2H, J=8 Hz), 8,06 (d, 2H,
J=8,4 Hz), 13,48 (bs, 1H). MS 400 (M-H).

[00350] Compusul avut un ICsy pentru receptorul de amar hT2R14 de 0,59 uM

Exemplul 5-2a: 4-(N-(furan-2-ilmetil}-N-(4-metoxibenzil)sulfamoillbenzoat de

4-metoxibenzil:

[00351] Acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)suifamoil)benzoic (Exemplul 5-2b) (500 mg, 1,8
mmol), clorura de p-metoxibenzil (624 mg, 4,0 mmoli), si carbonat de cesiu (1,3 g,
4,0 mmoli) s-au dizolvat in DMF (10 mL) si s-au agitat la 80°C timp de 1 ora.
Amestecul a fost racit la temperatura ambianta, s-a diluat cu H,O (200 mL), si s-a
extras cu acetat de etil (3 x 100 mL). Fazele organice combinate au fost uscate pe
sulfat de sodiu si s-au concentrat pe un evaporator rotativ. Produsul a fost purificat

prin cromatografie pe silicagel (15% acetat de etil in hexani) pentru a da 4-(N-(furan-

7@7
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2-ilmetil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil) benzoatul de 4-metoxibenzil (753 mg, 80%)
sub forma unui ulei limpede. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 3,70 (s, 3H), 3,75 (s,
3H), 4,22 (s, 2H), 4,26 (s, 2H), 5,39 (s, 2H), 6,14 (d, 1H, J=3,2 Hz), 6,25 (m, 1H),
6,87 (d, 2H, J=8,8 Hz), 6,97 (d, 2H, J=8,8 Hz), 7,13 (d, 2H, J=8,4 Hz), 7,39 (m, 1H),
7,43 (d, 2H, J=8,4 Hz), 7,91 (d, 2H, J=8,4 Hz), 8,07 (d, 2H, J=8,4 Hz).

Exemplul 5-2b: Acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic:

[00352] Acidul 4-(clorsulfonil)benzoic (5,0 g, 22,7 mmoli) s-a adaugat in trei portiuni
pe o perioada de 10 minute la o solutie agitata de furfuril amina (6,6 g, 68 mmoli) in
aceton (200 mL) racita la 0°C cu o baie de gheata apa. Dupa ce adaugarea clorurii
de sulfonil a fost completa, baia de gheata a fost Tndepartata si solutia a fost agitata
timp de 1 ora la temperatura ambianta. Amestecul a fost concentrat si a fost supus
cromatografiei pe silicagel (90% acetat de etil, 8% hexani si 2% acid acetic) pentru a
da acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic (4,4 g, 68%) sub forma unui solid alb.
'"H RMN (DMSO-dg, 400 MHz): & 4,04 (d, 2H, J=6 Hz), 6,13 (d, 1H, J=3,2 Hz), 6,25
(m, 1H), 7,43 (m, 1H), 7,83 (d, 2H, J=8,4 Hz), 8,05 (d, 2H, J=8,4 Hz), 8,36 (t, 1H, J=6
Hz), 13,4 (bs, 1H).

Exemplul 5-3: acid 4-(N-(4-etoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic

[00353] 4-ciano-N-(4-etoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)benzensulfonamida (Exemplul 5-
3a) (300 mg, 0,8 mmol) s-a supus agitarii intr-un amestec 1/1 de dioxan/ NaOH apos
1,5 N (100 mL) la 80°C timp de 16 ore. Amestecul a fost racit, s-a acidulat cu HCI
apos 1N (100 mL), si s-a extras cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele organice
combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-au filtrat si s-au concentrat pe un
evaporator rotativ. Solidul a fost triturat cu acetat de etil/hexani (~1/9) si s-a colectat
prin filtrare pentru a da acid 4-(N-(4-etoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic
(250 mg, 69 %) sub forma unui solid alb. RMN (DMSO-dg, 400 MHz): & 1,29 (t, J=6,8
Hz, 3H), 3,97 (q, J=6,4 Hz, 2H), 4,23 (s, 2H), 4,27 (s, 2H), 6,15 (d, J=3,2 Hz, 1H),

-
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6,27 (m, 1H), 6,84 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,11 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,39 (m, 1H), 7,87 (d,
J=8,4 Hz, 2H), 8,00 (d, J=8,4 Hz, 2H).

[00354] Compusul avut un ICso pentru receptorul de amar hT2R14 de 3,0 uM

Exemplul 5-3a : 4-ciano-N-(4-etoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)

benzensulfon- amida

[00355]Clorura de 4-cianobenzen-1-sulfonil (600 mg, 2,9 mmoli) s-a adaugat la o
solutie agitatda de N-(4-etoxibenzil)-1-(furan-2-il)metanamina (Exemplul 5-3b) (685
mg, 2,9 mmoli) si trietliamina (455 mg, 4,5 mmoli) in DCM (100 mL) si reactia a fost
agitata timp de 2 ore. Reactia a fost diluatd cu H,O (200mL) si s-a extras cu DCM
(3x, 75 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-au
filtrat si s-au concentrat pe un evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin
cromatografie pe silicagel (10% acetat de etil In hexani) pentru a da 4-ciano-N-(4-
etoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil) benzensulfonamida (665 mg, 68 %) sub forma unui
solid aproape alb. RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 1,29 (t, J=7,2 Hz, 3H), 3,97 (q,
J=6,8 Hz, 2H), 4,23 (s, 2H), 4,27 (s, 2H), 6,15 (d, J=3,2 Hz, 1H), 6,27 (m, 1H), 6,84
(d, J=8,8 Hz, 2H), 7,11 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,39 (m, 1H), 7,92 (d, J=8,4 Hz, 2H),
8,03(d, J=8,4 Hz, 2H).

Exemplul 5-3b : 4 N-(4-etoxibenzil)-1-(furan-2-ilymetanamina

[00356] 4-Etoxibenzaldehida (5 g, 33 mmoli) si furfurilamina (4,2 g, 43 mmolLi) intr-un
amestec de metanol (50 mL), trimetilortoformiat (10 mL) si AcOH (1 mL) s-au agitat la
temperatura camerei, sub atmosfera de azot timp de 16 ore. S-a adaugat borohidrura
de sodiu (1,4 g, 35 mmoli), in 4 portiuni, pe o perioada de 30 minute (reactie
exotermad). Reactia a fost agitatd timp de inca 2 ore la temperatura camerei.
Solventul a fost indepartat sub vid si reziduul a fost reluat in acetat de etil (150 mL).
Faza organica a fost spalata cu H2O (200 mL) si faza apoasa a fost reextrasa cu
acetat de etil (2x, 100 mL). Straturile organice combinate au fost concentrate si
reziduul a fost purificat pe silicagel (70% acetat de etil in hexani cu ~0,5 %
trietilamind) pentru a da N-(4-etoxibenzil)-1-(furan-2-il)metanamina (6,1 g, 80 %) sub
forma unui ulei limpede. RMN (CDCls, 400 MHz): & 1,40 (t, J=7,2 Hz, 3H), 3,71 (s,
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2H), 3,76 (s, 2H), 4,02 (q, J=7,2 Hz, 2H), 6,17 (d, J=4 Hz, 1H), 6,31 (m, 1H), 6,84 (d,
J=8,8 Hz, 2H), 7,23 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,36 (m, 1H).

Exemplul 5-4: Acid 4-(N-etil-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

Os_OH

O:§\N

O
> o
5-4
[00357] Acid 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic (Exemplul 5-1b) (160 mg, 0,5

mmol) si carbonat de cesiu (325 mg, 1 mmol) s-au plasat intr-o fiold de microunde si
s-au dizolvat in 2 mL DMF. In amestecul de reactie s-a adaugat iodura de etil (155
mg, 1 mmol). Reactia a fost plasata intr-un reactor cu microunde si s-a incalzit la 165
°C timp de 5 minute. Amestecul de reactie a fost dizolvat in acetat de etil si s-a spalat
cu apa. Stratul organic a fost uscat pe sulfat de sodiu si s-a evaporat sub vid.
Produsul a fost dizolvat in solutie 4/1 de NaOH 6N (apos)/tetrahidrofuran (3 mL) si s-
a agitat la temperatura ambianta timp de 6 ore. Solutia a fost acidulatda cu HCI 3N
(apos) la un pH de ~3 si produsul a fost extras cu acetat de etil (3x, 75 mL).
Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu si s-au concentrat
sub vid. Reziduul a fost reluat in metanol (3 mL) si s-a purificat prin HPLC cu faza
inversa (5-95 % acetonitril in H,O gradient: 25 minute). S-a aflat ca compusul inhibd
hT2R14 cu ICsg de 20 uM. Randament 35%. MS M+H calculat 350,11, gasit 350,0.

[00358] Compusul a avut un 1Cso pentru receptorul hT2R14 de amar de 10 uM.

Exemplul 5-5: Acid 4-(N-benzil-N-(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic

[00359] Acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic (Exemplul 5-2b) (140 mg, 0,5

mmol) si carbonat de cesiu (325 mg, 1 mmol) s-au plasat intr-o fiola de microunde si
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s-au dizolvat In 2 mL DMF. In amestecul de reactie s-a ad&ugat (brommetil)benzen
(170 mg, 1 mmol). Reactia a fost plasata intr-un reactor cu microunde si s-a incalzit
la 165°C timp de 5 minute. Amestecul de reactie a fost dizolvat in acetat de etil si s-a
spalat cu apa. Stratul organic a fost uscat pe sulfat de sodiu si s-a evaporat sub vid.
Produsul a fost dizolvat intr-o solutie 4/1 de NaOH 6N (apos)/tetrahidrofuran (3 mL)
si s-a agitat la temperatura ambianta timp de 6 ore. Solutia a fost acidulata cu HCI
3N (apos) la un pH de ~3 si produsul a fost extras cu acetat de etil (3x, 75 mL).
Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu si s-au concentrat
sub vid. Reziduul a fost reluat in metanol (3 mL) s s-a purificat prin HPLC cu faza
inversa (5-95 % acetonitril in H,O gradient: 25 minute). Randament 35 %. MS M+H
calculat 3724, gasit 372,0.

[00360] Compusul a avut un ICsy pentru receptorul hnT2R14 de amar de 4,6 uM

Exemplul 5-6: Acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)-N-(3-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

\
O
o 0
)5
O o)
O
\
NN
5-6

[00361] Preparat ca in Exemplul 5-5 din 1-(brommetil)-3-metoxibenzen si acid 4-(N-
(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic (Exemplul 5-2b). Randament 35 %. MS M+H
calculat 402,3, gasit 402,0.

[00362] Compusul a avut un ICsy pentru receptorul hT2R14 de amar de 10 uM

Exemplul 5-7: Acid 4-(N-(furan-2-ilmetil)-N-(2-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

FF
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[00363] Preparat ca in Exemplul 5-5 din 1-(brommetil)-2-metoxibenzen si acid 4-(N-
(furan-2-ilmetil)sulfamoil)benzoic (Exemplul 5-2b). Randament 35%. MS M+H
calculat 402,3, gasit 402,0.

[00364] Compusul a avut un ICsp pentru receptorul hT2R14 de amar de 12 yM

Exemplul 5-8: Acid 4-(N-(4-propoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)sulfamoil)- benzoic

5-8

[00365] 4-ciano-N-(4-propoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)benzensulfonamida (Exemplul
5-8a) (300 mg, 0,8 mmol) a fost agitata intr-un amestec 1/1 de dioxan/ NaOH apos
1,5 N (100 mL) la 80°C timp de 16 ore. Amestecul a fost racit, s-a acidulat cu HCI
apos 1N (100 mL) si s-a extras cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele organice
combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-au filtrat, si s-au concentrat pe un
evaporator rotativ. Solidul a fost triturat cu acetat de etil/hexani (~1/9) si s-a colectat
prin filtrare pentru a da acid 4-(N-(4-propoxibenzil)-N-(furan-2-
ilmetil)sulfamoil)benzoic (165 mg, 63 %) sub forma unui solid alb. RMN (DMSO-ds,
400 MHz): 6 0,94 (t, J=7,6 Hz, 3H), 1,70 (m, J=6,8 Hz, 2H), 3,87 (t, J=6,4 Hz, 2H),
4,23 (s, 2H), 4,27 (s, 2H), 6,13 (d, J=2,8 Hz, 1H), 6,27 (m, 1H), 6,84 (d, J=6,8 Hz,
2H), 7,11 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,39 (m, 1H), 7,87 (d, J=6,8 Hz, 2H), 8,05 (d, J=6,8 Hz,
2H), 13,45 (bs, 1H).

[00366] Compusul a avut un ICsp pentru receptorul hT2R14 de amar de 2,5 uM
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Exemplul 5-8a : 4-ciano-N-(4-propoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)benzen-

sulfonamida:

[00367] La o solutie agitatd de N-(4-propoxibenzil)-1-(furan-2-il)metanamina
(Exemplul 5-8b) (685 mg, 2,9 mmoli) si trietliamina (455 mg, 4,5 mmoli) in DCM (100
mL) s-a adaugat clorura de 4-cianobenzen-1-sulfonil (600 mg, 2,9 mmol) si reactia a
fost agitaté timp de 2 ore. Reactia a fost diluatd cu H,O (200 mL) si s-a extras cu
DCM (3x, 75 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, s-
au filtrat, si s-au concentrat pe un evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin
cromatografie pe silicagel (10% acetat de etil In hexani) pentru a da 4-ciano-N-(4-
propoxibenzil)-N-(furan-2-ilmetil)benzensulfonamida (500 mg, 50 %) sub forma unui
solid aproape alb. RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 0,95 (t, J=7,2 Hz, 3H), 1,70 (m,
J=6.,4 Hz, 2H), 3,88 (t, J=6,4 Hz, 2H), 4,25 (s, 2H), 4,28 (s, 2H), 6,15 (d, J=3,2 Hz,
1H), 6,27 (m, 1H), 6,84 (d, J=6,8 Hz, 2H), 7,11 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,39 (m, 1H), 7,93
(d, J=6,4 Hz, 2H), 8,01(d, J=6,4 Hz, 2H).

Exemplul 5-8b : 4 N-{(4-propoxibenzil)-1-(furan-2-ilYmetanamina:

[00368] 4-Propoxibenzaldehida (5 g, 31 mmoli) si furfurilamina (3,9 g, 40 mmoli) intr-
un amestec de metanol (50 mL), trimetilortoformiat (10 mL) si AcOH (~1 mL) s-au
agitat la temperatura camerei, sub o atmosfera de azot timp de 16 ore. S-a adaugat
borohidrura de sodiu (1,4 g, 35 mmoli) in 4 portii,pe o perioada de 30 minute (reactie
exotermd). Reactia a fost agitatd timp de Tncad 2 ore la temperatura camerei.
Solventul a fost indepartat pe un evaporator rotativ si reziduul a fost reluat in acetat
de etil (150 mL). Faza organica a fost spalata cu H,O (200 mL) si faza apoasa a fost
reextrasa cu acetat de etil (2x, 100 mL). Straturile organice combinate au fost
concentrate si reziduul a fost purificat pe silicagel (70 % acetat de etil in hexani cu
~2% trietilamina) pentru a da N-(4-propoxibenzil}-1-(furan-2-il)metanamina (5,3 g, 75
%) sub forma unui ulei galben. RMN (CDClj3, 400 MHz): & 1,03 (t, J=7,2 Hz, 3H), 1,79
(m, J=6,4 Hz, 2H), 3,71 (s, 2H), 3,76 (s, 2H), 3,90 (t, J=6,8 Hz, 2H), 6,17 (d, J=3,2
Hz, 1H), 6,32 (m, 1H), 6,85 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,22 (d, J=8,8 Hz, 2H), 7,37 (m, 1H).
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[00369] Au fost testati experimental compusi suplimentari si s-a gasit c& au un nivel

relativ mare de eficacitate ca inhibitori ai receptorului hT2R14 de amar. Rezultatele

acelor testari sun aratate mai jos in Tabelul B.

Tabelul B
Compus hT2R14
No. Compus ICs0 (uM)
i -
HO
5-9 ‘\©\ ,NJ\ 15
/,S\\
OO0
acid 4-(N,N-diizobutilsulfamoil)benzoic

Exemplul 5-10: Acid 4-(N-(4-fluorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic
O—
O

e
5 N

77\

OO0

F

[00370] 4-(N-(4-fluorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exemplul
5-10a) (3,7 g, 8,3 mmoli) a fost dizolvat in MeOH/THF (1:1,5, 30 mL) si a fost tratat
cu NaOH apos (3 N, 15 mL). Amestecul a fost agitat la temperatura ambianta peste
noapte, apoi MeOH si THF s-au indepartat in vid. Solutia apoasa rezultata a fost
acidulata cu HCI apos 6 N la un pH de ~3 si s-a extras cu AcOEt (3 x 40 mL).
Straturile organice combinate au fost spalate cu apa si saramura, s-au uscat pe
Na,SO4 si s-au concentrat. Produsul a fost purificat prin recristalizare din EtOH
pentru a da acid 4-(N-(4-fluorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic pur sub
forma unui solid alb cristalin (2,1 g, 58,6%). MS (M-H, 428,1); '"H RMN (400MHz,
DMSO-d6): 8, ppm: 3,66 (s, 3H), 4,23 (s, 2H), 4,26 (s, 2H), 6,72 (d, 2H, J=8 Hz), 6,95
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(m, 6H), 7,92 (d, 2H J=8 Hz), 8,07(d, 2H, J=8 Hz). Compusul a avut un ICs, pentru
receptor hT2R14 de amar de 1,97 uM.

Exemplul 5-10a: 4-(N-(4-fluorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil}-benzoat de

metil

[00371] 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exemplul 5-10b) (4,3 g,
12,8 mmoli) a fost dizolvat in acetonad (70 mL). S-au addugat carbonat de cesiu
(8,579, 25,6 mmoili) si bromura de 4-fluorbenzil (1,76 mL, 14,08 mmoli) si amestecul
a fost agitat la temperatura camerei peste noapte. Sarurile anorganice au fost
indepartate prin filtrare si acetona a fost indepéartata la vid. Reziduul a fost redizolvat
in acetat de etil, s-a spalat cu apa si saramura, apoi stratul organic a fost uscat pe
sulfat de magneziu si s-a concentrat. Produsul a fost purificat prin recristalizare cu
acetat de etil/hexani pentru a da 4-(N-(4-fluorbenzil)-N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil pur (3,7 g, 65 %) sub forma unui solid alb. "H
RMN (400MHz, CDCl3): 8, ppm: 3,77 (s, 3H), 3,98 (s, 3H), 4,27 (s, 2H), 4,28(s, 2H),
6,74 (d, 2H, J=8 Hz), 6,92 (m, 4H), 7,03(m, 2H), 7,88 (d, 2H J=8 Hz), 8,16(d, 2H,
J=8 Hz).

Exemplul 5-10b: 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoillbenzoat de metil.

[00372] La o solutie de 4-(clorsulfonil)benzoat de metil (Exemplul 5-10c) (4 g, 17,09
mmoli) in diclormetan (40 mL) la 0°C intr-o baie de gheatd, s-a adaugat (4-
metoxifenil)metanamina (2,56 mL, 19,65 mmoli) si trietilamina (2,38 mL, 17,1 mmoli).
Baia de gheata a fost apoi indepartata si amestecul a fost Idsat s& se incélzeasca la
temperatura ambianta cu agitare timp de inca 2 ore. Dupa terminare (monitorizata
prin TLC 40 % acetat de etil/hexani), solventul a fost indepartat in vid. Reziduul a fost
redizolvat in acetat de etil (200 mL), s-a spalat cu HCI 1N (apos, 20 mL), apa (20 mL)
si saramura (20 mL) apoi s-a uscat pe sulfat de magneziu. Solutia a fost concentrata
si produsul a fost purificat prin recristalizare cu acetat de etil/hexarnii fierbinte pentru a
da 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil pur (4,3 g, 74,8 %) sub forma
unui solid alb. "H RMN (400MHz, DMSO-d6): 8, ppm: 3,67 (s, 3H), 3,78 (s, 3H), 3,93
(s, 2H), 6,78 (m, 2H), 7,09 (m, 2H), 7,87(m, 2H), 8,08 (m, 2H), 8,25(br, s, 1H).

Exemplul 5-10c: 4-(clorsulfonil)benzoat de metil

71
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[00373] Acid 4-clorsulfonil benzoic (5 g, 23 mmoli) si clorurd de tionil (20 mL) in
dicloretan (10 mL) s-au incéalzit la 80°C timp de 2 h. Amestecul de reactie a fost
concentrat prin evaporare rotativa pentru a da un solid brun. Solidul a fost racit pe
gheata timp de 5 minute si s-a addugat metanol rece gheatd (40 mL) cu agitare la
0°C timp de 5 minute. Amestecul de reactie a fost lasat s& se incalzeasca la
temperatura ambianta i s-a agitat inca 10 minute. Adaugarea de apa rece gheata
(40 mL) a condus la obtinerea unui solid alb care a fost colectat prin filtrare si uscare
sub vid pentru a da 4-(clorsulfonil)benzoat de metil pur (4,5 g, 84 %). 'H RMN
(400MHz, DMSO-d6): ®, ppm: 3,84 (s, 3H), 7,70 (d, 2H, J=8,4Hz), 7,93 (d, 2H,
J=8,4Hz).

Exemplul 5-11: Acid 4-((N-benzil-4-metilfenilsulfonamido)metil)ciclohexan-

carboxilic

OH

[j\,N
S

3o ij

[00374] La suspensia de acid 4-(aminometil)ciclohexancarboxilic (1,57 g, 10 mmoli)
n 100 ml de 2,2-dimetoxipropan, s-a adaugat HCI (10 ml, 36% apos). Amestecul a
fost agitat la temperatura ambianta timp de 18 h and apoi a fost concentrat. Reziduul
a fost dizolvat intr-un volum minim de MeOH si s-a adaugat dietileter pentru a
precipita sarea HCI, a 4-(aminometil)ciclohexancarboxilatului de metil sub forma unui

solid aproape alb. Acest material a fost utilizat fara alta purificare sau caracterizare.

[00375] La amestecul de sare HCI a 4-(aminometil)ciclohexancarboxilatului de metil
(208 mg, 1 mmol) in 5 mL de diclormetan, la 0°C intr-o baie de gheatd, s-au adaugat
trietilamina (360 uL, 2,58 mmol) si clorura de 4-metilbenzen-1-sulfonil (190 mg, 1
mmol). Baia de gheata a fost 1asata sa se incalzeasca incet la temperatura ambianta
si reactia s-a agitat peste noapte. Solventul a fost indepartat in vid. Reziduul a fost
redizolvat in acetat de etil (20 mL), s-a spalat cu HCI 1N (5 mL), apa (5 mL) si

saramura (5 mL), apoi s-a uscat pe sulfat de magneziu si s-a concentrat. Acest

Hl
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produs brut (162mg, 0,5mmol) a fost redizolvat in acetona (5mlL) si s-a tratat cu
carbonat de potasiu (110 mg, 0,79 mmol) si (4-fluorfenil)metanamina (1,76 mL, 14,08
mmoli). Amestecul a fost agitat intr-un vas de presiune la 80°C peste noapte, apoi s-
a racit si sarurile anorganice au fost indepartate prin filtrare. Acetona a fost
indepartata in vid si reziduul a fost redizolvat in acetat de etil si s-a spalat cu apa
urmatd de saramura. Stratul organic a fost uscat pe sulfat de magneziu si s-a
concentrat. Produsul (162 mg, 0,4 mmol) a fost dizolvat in MeOH/THF (1:1,5, 10 mL)
si s-a tratat cu NaOH apos (10N, 400 ul). Amestecul a fost agitat la 100°C timp de
20 minute in microunde, st apoi MeOH si THF s-au indepartat in vid. Reziduul a fost
acidulat cu HCI apos 6 N la un pH de ~3 si s-a extras cu AcOEt; straturile organice
combinate au fost spalate cu apa si saramura, s-au uscat pe NaSOs si s-au
concentrat. Produsul a fost purificat prin recristalizare din EtOH pentru a da acid 4-
((N-benzil-4-metilfenilsulfonamido)metil)ciclohexancarboxilic pur sub forma unui solid
alb (120mg, 74%). MS (M+H, 402); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 0,68 (m,
2H)), 0,91 (m, 2H), 1,06 (br, s, 1H), 1,50 (d, 2H), 1,72(d, 2H), 2,0(1H), 2,41 (s, 3H),
2,86 (m, 2H), 4,21(s, 2H), 7,30(m, 5H), 7,43(m, 2H), 7,73(m, 2H), 11,97(br, s, 1H).

[00376] Compusul a avut un ICsy pentru receptorul hT2R14 de amar de 0,014 pM.

Exemplul 5-12: 4-(N-(3-fluorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic acid
O—
O

dae
g N

77\

[00377] 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exempiul 5-10b) (500 mg,
1,49 mmol), bromura de 3-fluorbenzil (280 mg, 2,98 mmoli) si carbonat de cesiu (971
mg, 2,98 mmoli) s-au plasat in DMF (12 mL) si s-au agitat la 90°C timp de 4 ore.
Solutia a fost racita la temperatura ambianta, s-a diluat cu H,O (200 mL) si s-a extras
cu acetat de etil (3x, 100 mL). Straturile organice combinate s-au uscat pe MgSOy, s-

au filtrat si s-au concentrat sub vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe

1
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silicagel ( 10-20 % acetat de etil in hexan) pentru a da 4-(N-(3-fluorbenzil)-N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (528 mg, 80 %) sub forma unui solid alb.

[00378] 4-(N-(3-fluorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (500 mg,
1,12 mmol) s-a dizolvat in MeOH/THF (1:1, 40 mL) si s-a tratat cu o solutie de NaOH
apos (10 N, 8 ml). Amestecul a fost agitat la termperatura ambianta peste noapte,
apoi MeOH si THF s-au indepartat prin evaporare rotativa. Solutia apoasa rezultata a
fost spalatd cu AcOEt (10 mL) si s-a acidulat cu HCI 6 N apos (~15 mL) la pH~4.
Solutia apoasa a fost extrasa cu AcOEt (3x, 40 mL) si straturile organice combinate
s-au spalat cu apa, saramurd, s-au uscat pe MgSOQO. si s-au concentrat. Produsul a
fost purificat prin recristalizare din EtOH pentru a da compusul din titlu acid 4-(N-(3-
fluorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic sub forma unui solid alb cristalin

(150 mg) cu randament 30 %.

[00379] MS (M-H, 428,1); "H RMN (400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 3,65 (s, 3H), 4,27
(s, 2H), 4,29 (s, 2H), 6,75-7,00 (m, 7H), 7,20 (m, 1H), 7,95 (d, 2H, J=8 Hz); 8,10 (d,
2H, J=8 Hz).

Exemplul 5-13: Acid 4-(N-benzil-N-(2,4-dimetoxibenzil)sulfamoil)benzoic

O—
!
HO §
/LK©\ /N /O
/S\
7\
(N 0]

[00380] Preparat ca in exemplul 5-10 din (2,4-dimetoxifenil)metanamina, 4-
(clorsulfonil)benzoat de metil (Exemplul 5-10c) si bromura de benzil. MS (M - H,
440,10); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,50(s, 63H), 3,66(s, 3H), 4,20(s,
2H), 4,34(s, 2H), 6,29(s, 1H), 6,33(d, J=8,0Hz, 1H), 6,91(d, J=8,8Hz, 1H), 7,12-7,23
(m, 5H), 7,80(d, J = 8,0 Hz, 2H), 8,01 (d, J=8,4Hz, 2H), 13,49(s, 1H).

Exemplul 5-14: Acid 4-(N-(3-clorbenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

T
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[00381] Preparat ca in exemplul 5-10 din 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de
metil (Exemplul 5-10b) si 1-(brommetil)-3-clorbenzen. MS (M-H, 444,1); '"H RMN
(400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,69 (s, 3H), 4,30 (m, 4H), 6,76-7,24 (m, 8H), 7,99 (m,
2H), 8,13 (m, 2H).

[00382] Compusul a avut un ICsp pentru receptorul hT2R14 de amar de 1,88 uM.

Exemplul 5-15: Acid 4-(N-benzil-N-(2,4,6-trimetoxibenzil)sulfamoil)benzoic

O\
SRS
HO
)J\©\ N /O
S
OO0

IR\

[00383] Preparat ca in exemplul 5-10 din (2,4,6-trimetoxifenil)metanaming, 4-
(clorsulfonil)benzoat de metil (Exemplul 5-10c) si bromurd de benzil. MS (M - H,
470,10); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,45(s, 6H), 3,69(s, 3H), 4,26(s, 2H),
4,28(s, 2H), 5,98(s, 2H), 7,11-7,26(m, 5H), 7,82(d, J=8,0Hz, 2H), 8,07(d, J = 8 Hz,
2H), 13,49(s, 1H). Analiza elementara (gasit, %): C 61,05; H 5,49; N 2,98; (calculat,
%): C61,13; H 5,34 si 2,97

[00384] Compusul a avut un ICsp pentru receptorul hT2R14 de amar de 10,76 uM.

Exemplul 5-16: Acid 4-((N-benzil-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)metil)benzoic
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HO OO0

[00385] Preparat ca in exemplul 5-10 din 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)- benzoat de
metil (Exemplul 5-10b) si bromura de benzil. MS (M-H, 424,1); '"H RMN (400MHz,
DMSO-d6): 8, ppm: 3,72 (s, 3H), 4,18 (d, 2H), 4,55 (s, 2H), 6,83 (m, 2H), 7,12 (m,
2H), 7,21 (m, 2H), 7,28 (m, 3H), 7,43 (m, 2H), 7,93 (m, 2H).

Exemplul 5-17: Acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-propilsulfamoil)benzoic
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[00386] Preparat ca in exemplul 5-10 din 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)- benzoat de
metil (Exemplul 5-10b) si bromura de n-propil. MS (M-H, 362,1); '"H RMN (400MHz,
CDCI3): 8, ppm: 0,70 (m, 3H), 1,35 (m, 3H), 3,08 (m, 2H), 3,73 (s, 3H), 4,31 (s, 2H),
6,83 (m, 2H), 7,17 (m, 2H), 7,93 (m, 2H), 8,23 (m, 2H).

[00387] Compusul a avut un ICsp pentru receptorul hT2R14 de amar de 3,75 pM.

Exemplul 5-18: Acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-fenilsulfamoil)benzoic

O\..
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[00388] Preparat ca in exemplul 5-10 din anilina, 4-(clorsulfonil)benzoat de metil
(Exemplul 5-10c) si 1-(clormetil)-4-metoxibenzen. MS (M - H, 396,1); '"H RMN
(400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,66(s, 3H), 4,73(s, 2H), 6,78(d, J=8,4Hz, 2H), 7,00(d,
J=7,6Hz, 2H), 7,12(d, J=8,0Hz, 2H), 7,24(d, J=8,0Hz, 2H), 8,11(d, J=8,4Hz, 2H),
13,49(s, 1H).

Exemplul 5-19: 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-fenetilsulfamoil)benzoic acid

O—

O

e

s N
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[00389] Preparat ca In exemplul 5-10 din 2-feniletanamina, 4-(clorsulfonil)-benzoat
de metil (Exemplul 5-10c) si 1-(clormetil)-4-metoxibenzen. MS (M-H, 424,1); "H RMN
(400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 2,51 (m, 2H), 3,23 (m, 2H), 3,74 (s, 3H), 4,31 (s, 2H),
4,31 (s, 2H), 6,92 (m, 2H), 6,98 (m, 2H), 7,20-7,27 (m, 5H), 7,85 (m, 2H), 8,06 (m,
2H).

[00390] Compusul a avut un ICs¢ pentru receptorul hT2R14 de amar de 4,58 M.

Exemplul 5-20: Acid 4-((N-(4-fluorbenzil)-4-metilfenilsulfonamido)metil)-

ciclohexan carboxilic

OH

LA

N

F

[00391] Preparat ca n exemplul 5-11 din 1-(brommetil)-4-fluorbenzen, acid 4-
(aminometil)ciclohexancarboxilic si clorura de 4-metilbenzen-1-sulfonil. MS (M+H,
420); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): 8, ppm: 0,71 (m, 2H)), 0,95 (m, 2H), 1,15 (br, s,
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1H), 1,51 (d, 2H), 1,76(d, 2H), 2,0(1H), 2,40 (s, 3H), 2,85 (m, 2H), 4,22(s, 2H),
7,14(m, 2H), 7,32(m, 2H), 7,40(m, 2H), 7,69(m, 2H), 11,93(br, s, 1H).

[00392] Compusul a avut un ICs pentru receptorul hT2R14 de amar de.0,083 uM.

Exemplul 5-21: Acid 4-((4-acetamido-N-benzilfenilsulfonamido)metil)-

ciclohexan carboxilic

OH

H
T
S,N

[00393] A fost preparat ca in Exemplul 5-11 din acetamidobenzen-1-sulfonil clorura,
acid 4-(aminometil)ciclohexan carboxilic gi bromura de benzil. SM (M+H, 445,2); 'H
RMN (400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 0,65 (m, 2H), 0,68 (m, 2H), 1,05 (m, 1H), 1,48
(m, 2H), 1,70 (m, 2H), 1,92 (m, 1H), 2,00 (s, 3H), 2,82 (s, 2H), 4,21 (s, 2H), 7,27 (m,
5H), 7,76(m, 4H), 7,62(m, 2H), 10,1(s, 1H), 11,93(br, s, 1H).

[00394] Compusul a avut un ICs fata de receptorul de gust amar hT2R14 de 1,619
uM.

Exemplul 5-22: Acid 4-((N-(4-fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)-ciclohexan

carboxilic

OH

/gl
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[00395] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-11 din benzensulfonil clorura, acid 4-
(aminometil)-ciclohexan carboxilic si 1-(bromometil)-4-fluorobenzen. SM (M+ H, 406);
'H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 0,77 (m, 2H), 0,94 (m, 2H), 0,98 (m, 2H), 1,50
(m, 2HO, 1,75 (m, 2H), 1,77 (m, 1H), 2,80 (d, 2H), 4,28 (s, 2H), 7,20 (m, 2H), 7,38(m,
2H), 7,62(m, 2H), 7,70(m, 1H), 7,88(m, 2H), 11,93(br, s, 1H).

[00396] Compusul a avut un ICs fata de receptorul de gust amar hT2R14 de 0,240
HM.

Exemplul 5-23: Acid 4-(N-(ciclohexilmetil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-benzoic

O—
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HO/U\©\
N
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[00397] A fost preparat ca in Exemplul 5-10 din  4-(N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exemplul 5-10b) si ciclohexiimetanamina.
SM (M-H, 416,1); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 0,63 (m, 2H), 0,87 (m, 3H),
0,94 (m, 1H), 1,25-1,52 (m, 5H), 1,70 (m, 2H), 2,86 (m, 2H), 3,70 (s, 3H), 4,22 (s,
2H), 6,84 (m, 2H), 7,16 (m, 2H), 7,91(m, 2H), 7,62(m, 2H), 8,09(m, 2H).

[00398] Compusul a avut un ICs fatéd de receptorul de gust amar hT2R14 de 3,47
MM,

Exemplul 5-24: Acid 4-((N-(4-fluorobenzil)-1-fenilmetilsulfonamido)metil)-

ciclohexan carboxilic

g5
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[00399] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din fenilmetansulfonil clorura si metil 4-
(aminometil)ciclohexancarboxilat si 1-(bromometil)-4-fluorobenzen. MS (M-H, 418);
'H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 0,639 (m, 2H), 0,897 (m, 2H), 1,034 (m, 1H),
1,467 (d, larg, 2H, J= 11,2HZz), 1,709 (d, larg, 2H, J=11,2Hz), 1,961 (m, 1H), 2,828 (d,
2H, J=7,6Hz), 4,207(s, 2H), 4,449 (s, 2H), 7,155 (t, 2H, J=9,2Hz), 7,377 (m, 7H), 12
(s, larg, 1H)

[00400] Compusul are un ICs, fata de receptorul de gust amar hT2R14 de 9,57 M.

Exemplul 5-25: Acid 4-(N-(2-cianobenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil) benzoic
O—

O
e
N
R
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[00401] A fost preparat ca in Exemplul 5-10 din 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-
benzoat de metil (Exemplul 5-10b) si a-bromo-o-tolunitril. SM (M-H, 435,1); '"H RMN
(400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 3,664 (s, 2H), 4,348 (s, 2H), 4,498 (s, 2H), 6,728 (d,
2H, J= 8,4 Hz), 7,036 (d, 2H, j= 8,4 Hz), 7,352 (t, 2H, J=9,2Hz), 7,548 (t, 1H,
J=7,6Hz), 7,640 (d, 1H, J= 7,6 Hz), 8,003 (d, 2H, J=8 Hz), 8,139 (d, 2H, J= 8,4Hz),
13,559 (s, larg, 1H).

[00402] Compusul are un ICso fata de receptorul de gust amar hT2R14 de 4,61 uM.
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Exemplul 5-26: Acid 4-(N-(4-acetamidobenzil)-N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoic
O—
0]
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[00403] A fost preparat ca in Exemplul 5-10 din 4-(N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de  metil  (Exemplul  5-10b) si  N-(4-
(clormetil)fenil)acetamida. SM (M-H, 467,1); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): 5, ppm:
2,0(s, 3H), 3,69s, 3H), 4,23(s, 4H), 6,78(d, 2H, J=7,6Hz), 6,98(m, 4H), 7,41(d, 2H,
J=8Hz), 7,94(d, 2H, J=8Hz), 8,09(d, 2H, J=8Hz), 9,90(s, 1H).

7R
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Exemplul 5-27: Acid 4-(N-(furan-3-ilmetil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

[00404] S-au amestecat 110 mg 1-(furan-3-il)-N-(4-metoxibenzil)metanamina
(Exemplul 5-27a) cu metil 4-(clorsulfonil)benzoat (Exemplul 5-10c¢) (117mg, 0,5mmol)
si trietil aminad (100uL) in DCM (5mL). Amestecul a fost mentinut sub agitare peste
noapte la temperatura camerei si concentrat. Reziduul a fost redizolvat Tn acetat de
etil (20 mL), spalat cu solutie HCI 1N (aq., 2mL), urmat de apa (5mL) si saramura
(5mL) apoi uscat pe sulfat de magneziu. Produsul brut a fost purificat prin TLC
preparativa (amestec 40 % acetat de etil /hexani) pentru a se obtine 4-(N-(furan-3-
ilmetil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil sub forma de solid alb.
Saponificarea ca n exemplul 5-10 a condus la acid 4-(N-(furan-3-ilmetil)-N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoic sub forma de solid alb cristalin (68 mg, randament 64
%). SM (M-H, 400,1); 'H RMN (400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 3,72(s, 3H), 4,13(s,
2H), 4,26(s, 2H), 5,99 (s, 1H), 6,87 (m, 4H), 6,87 (d, 2H, J=8,8Hz), 7,13 (d, 2H,
J=8,8Hz), 7,39 (s, 1H), 7,49 (s, 1H), 7,95 (d, 2H, J=8,4Hz), 8,09 (d, 2H, J=8,8Hz).

Exemplul 5-27a: 1-(furan-3-il)-N-(4-metoxibenzil)metanamina

[00405] Un amestec de 3-furaldehida (5 mmol, 437 pL) si (4-metoxifenil)metanamina
in MeOH (20 mL) a fost mentinut sub agitare la temperatura camerei peste noapte
apoi, s-a adaugat lent borohidrura de sodiu (300 mg, 7,89 mmol). Amestecul rezultat
a fost mentinut sub agitare la temperatura camerei timp de 15 minute si racit brusc
cu NaOH (1 N, aq). Metanolul a fost indepartat in vacuo si slamul rezuitat a fost
redizolvat in acetat de etil apoi spalat cu apa, saramura, uscat pe sulfat de sodiu si
concentrat. Purificarea prin cromatografie pe silica gel (amestec acetat de etil:
Hexani 7:3) a condus la 1-(furan-3-il)-N-(4-metoxibenzil)metanamina sub forma unui
ulei. SM (M+H, 218,10); "H RMN (400MHz, CDCI3): 5, ppm: 3,64(s, 2H), 3,74(s, 2H),

J0l
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3,80(s, 3H), 6,39(m, 1H), 6,86(m, 1H), 6,88(m, 1H), 7,23(m, 1H), 7,25(m, 1H),
7,35(m, 1H), 7,38(m, 1H).

Exemplul 5-28: Acid 4-(N,N-dibenzilsulfamoil)benzoic

O
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[00406] A fost preparat ca in Exemplul 5-27 din dibenzilamina si 4-(clorsulfonil)-
benzoat de metil (Exemplul 5-10c¢). SM (M-H, 380,1); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6):
o, ppm: 4,52 (s, 4H), 7,10 (m, 4H), 7,25 (m, 6H), 8,00 (d, 2H, J=8,4 Hz), 8,15 (d, 2H
J=8,4 Hz), 13,5(s, larg, 1H).

[00407] Compusul a avut un ICs fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 7,74
HM.

Exemplul 5-29: Acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-metilsulfamoil)benzoic
O—

O
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[00408] A fost preparat ca in Exemplul 5-27 din 1-(4-metoxifenil)-N-metilmetanamina
si 4-(clorsulfonil)-benzoat de metil (Exemplul 5-10c). SM (M-H, 335,1); 'H RMN
(400MHz, DMSO-d6): 8, ppm: 2,51 (s, 3H), 3,71 (s, 3H), 4,05 (s, 2H), 6,88 (d, 2H),
7,18 (d, 2H), 7,91 (d, 2H); 8,13 (d, 2H), Analiza elementara: (gasit): C 57,47%, H
4,77% si N 4,31%; (teoretic): C 57,30%, H 5,11% si N 4,18%

e
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Exemplul 5-30: Acid 4-(N,N-bis(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

O—
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[00409] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-27 din bis(4-metoxibenzil)amina si 4-
(clorsulfonil)-benzoat de metil (Exemplul 5-10c). SM (M-H, 440,1); '"H RMN (400MHz,
DMSO-d6): &, ppm: 3,68 (s, 6H), 4,20 (s, 4H), 6,77 (d, 4H, J=10 Hz), 6,98 (d, 4H,
J=10 Hz), 7,92 (dd, 2H J=8 Hz), 8,06(dd, 2H, J=8 Hz). Analiza elementara: (gasit): C
62,45%, H 5,19% si N 3,06%; (teoretic): C 62,57%, H 5,25% si N 3,17%

[00410] Compusul a avut un ICsq fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 4,14
MM.

Exemplul 5-31: Acid 4-(N-(2-fluorobenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoic
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[00411] A fost preparat ca In Exemplul 5-10 din 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-
benzoat de metil (Exemplul 5-10b) si 1-(bromometil)-2-fluorobenzen. 'H RMN
(400MHz, DMSO-d6): 8, ppm: 3,66 (s, 3H), 4,29 (s, 2H), 4,37(s, 2H), 6,72 (d, 2H, J=8
Hz), 7,01-7,03 (m, 6H), 7,93 (d, 2H, J=8 Hz), 8,08 (d, 2H, J=8Hz).

Jce



A-2010-00175-- (e
19 -08- 2008 éﬂj

166

Exemplul 5-32: Acid 4-(N-(2,5-difluorobenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-
benzoic
O—
O
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[00412] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din metil 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-
benzoat (Exemplul 5-10b) si 2-(bromometil)-1,4-difluorobenzen. *H RMN (400MHz,
DMSO-d6): 8, ppm: 3,66 (s, 3H), 4,31 (s, 2H), 4,33 (s, 2H), 6,74-7,06 (m, 7H), 7,95
(d, 2H, J=8 Hz), 8,09 (d, 2H, J=8Hz).

Exemplul 5-33: Acid 4-(N-(2,3-difluorobenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)

benzoic
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[00413] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-
benzoat de metil (Exemplul 5-10b) si 1-(bromometil)-2,3-difluorobenzen. 'H RMN
(400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,30 (s, 3H), 4,29 (s, 2H), 4,32(s, 2H), 6,87 (d, 2H,
J=8Hz), 7,02-7,20 (m, 5H), 7,95 (d, 2H, J=8Hz), 8,05 (d, 2H, J=8Hz).
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Exemplul 5-34: Acid 4-(N-(3-metoxibenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-benzoic
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[00414] A  fost preparat ca In Exemplul 5-10 din  4-(N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exemplul 5-10b) si 3-metoxibenzil
bromura.SM (M - H, 440,50); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 3,58(s, 3H),
3,68(s, 3H), 4,24(s, 2H), 4,25(s, 2H), 6,50(s, 1H), 6,64(d, J = 4 Hz, 1H), 6,73(m, 1H),
6,77(d, J = 8 Hz, 2H), 7,00(d, J = 8 Hz, 2H), 7,12(t, J=8 Hz, 1H), 7,94(d, J=8 Hz, 2H),
8,09(d, J=8 Hz, 2H), 13,49(s, 1H).

[00415] Compusul a avut un ICs fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 2,46
uM.

Exemplul 5-35: Acid 4-(N-benzil-N-(4-metoxifenil)sulfamoil)benzoic

p=y
00 o

[00416] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din 4-(N-(4-metoxifenil)sulfamoil)-
benzoat de metil (Exemplul 5-35a) si bromura de benzill. SM (M - H, 396); 'H RMN
(400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,66(s, 3H), 4,75(s, 2H), 6,76(d, J = 8 Hz, 2H), 6,90(d,
J =8 Hz, 2H), 7,23(m, 5H), 7,74(d, J = 8 Hz, 2H), 8,11(d, J = 8 Hz, 2H), 13,51(s, 1H).

Exemplul 5-35a: Metil 4-(N-(4-metoxifenil)sulfamoil)benzoat
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[00417] La un amestec de 4-metoxibenzenamina (580 mg, 4,71 mmol) si trietilamina
(1,48 mL, 10,7 mmol) Tn diclormetan (10 mL) s-a adaugat 4-(clorsulfonil)benzoat de
metil (1,00 g, 4,28 mmol). Acest amestec a fost mentinut sub agitare timp de 16 ore
la temperatura camerei. Amestecul de reactie a fost diluat cu diclormetan (50 mL) si
spalat consecutiv cu apa, acid citric 10 % si saramura. Compusii organici au fost
uscati pe sulfat de sodiu gi concentrati pe un evaporator rotativ. Produsul brut rezultat
a fost cromatografiat pe silica gel folosind drept efluent diclormetan 100 %
conducand la metil 4-(N-(4-metoxifenil)sulfamoil)benzoat drept un solid alb cristalin
(400 mg, randament 30 %).

Exemplul 5-36: Acid 4-(N-(3,4-difluorobenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)

benzoic

O

HOJ\©\
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S
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[00418] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din N-(3,4-difluorobenzil)(4-metoxifenil)-
metanamind (Exemplul 5-36a) si metil 4-(clorsulfonil)benzoat (Exemplul 5-10c). SM
(M - H, 446); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): & ppm: 3,69 (s, 3H), 4,20 (s, 4H), 6,73
(d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,93 (m, 2H), 6,98 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,22 (m, 1H), 7,74(d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,99 (d, J = 8,4 Hz, 2H).

Exemplul 5-36a: N-(3,4-difluorobenzil)(4-metoxifenil)metanamina

[00419] La un amestec de (4-metoxifenil)metanamina (1,77 mL, 13,6 mmol) si acid
acetic (2,7 mL, 45 mmol) in diclormetan (15 mlL) s-a adaugat 34-
difluorobenzaldehida (1,0 m, 9,08 mmol). Acest amestec a fost incélzit in cuptorul cu
microunde la 100 °C timp de 15 min. Reactia a fost racitd la temperatura camerei si

s-a adaugat in portii rasina macroporoasa de cianoborohidrura (9,8 g, 22,7 mmol).

(97
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Acest amestec a fost mentinut sub agitare la temperatura camerei timp de 16 ore.
Rasina a fost filtrata si clatita cu diclormetan si produsii organici au fost spalati cu
solutie de bicarbonat de sodiu saturat pana cand spumarea a incetat. Produsii
organici au fost uscati pe sulfat de sodiu si concentrati pe un evaporator rotativ.
Materialul brut rezultat a fost purificat prin cromatografie pe silica gel folosind un
gradient metanol diclormetan drept eluent pentru a conduce la N-(3,4-
difluorobenzil)(4-metoxifenil)metanamina sub forma de ulei galbui (1,9 g, randament
80 %). SM (M + H, 264); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 2,63 (br s, 1H), 3,56
(s, 2H), 3,61 (s, 2H), 3,71 (s, 3H), 6,84 (d, J =8,8 Hz, 2 H), 7,14 (m, 1H), 7,21 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,34 (m, 2H).

Exemplul 5-37: Acid 4-((N-(4-fluorobenzil)-4-metilfenilsulfonamido)metil)

benzoic

OH

[00420] A fost preparat ca Tn Exemplut 5-11 din acid 4-(aminometil)fenilcarboxilic, 4-
metilbenzen-1-sulfonilclorura si 4-fluorobenzil bromura. 'H RMN (400MHz, DMSO-
d6): 8, ppm: 3,11 (s, 3H), 4,21 (s, 2H), 4,24(s, 2H), 6,94-7,08 (m, 6H), 7,40-7,42 (d,
2H, J= 8Hz), 7,63 (d, 2H, J=8Hz), 7,73 (d, 2H, J=8Hz)

[00421] Compusul a avut un ICsq fatéd de receptorul de gust amar hT2R14 de 0,054
M.

Exemplul 5-38: Acid 4-((4-carboxi-N-(4-metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)-
benzoic

(96
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[00422] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din 4-(bromometil)benzoat si 4-(N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exemplul 5-10b). *H RMN (400MHz, DMSO-
d6): &, ppm: 3,65 (s, 3H), 4,24 (s, 2H), 4,33(s, 2H), 6,71 (d, 2H, J= 8Hz), 6,95 (d, 2H,
J= 8Hz), 7,14 (d, 2H, J=8Hz), 7,73 (d, 2H, J=8Hz), 7,89(d, 2H, J=8Hz), 8,06(d, 2H,
J=8Hz).

Exemplul 5-39: Acid 4-(N-benzil-N-(3,4-dimetoxibenzil)sulfamoil)benzoic

O\
o) g
e
N
/S\
/7 \
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[00423] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din (3,4-dimetoxifenil)metanamina, metil
4-(clorsulfonil)benzoat (Exemplul 5-10c) si clorura de benzil. SM (M - H, 440,10); 'H
RMN (400MHz, CDs;OD): &, ppm: 3,59 (s, 3H), 3,76 (s, 3H), 4,30 (s, 2H), 4,36 (s,
2H), 6,51 (d, 1H, J= 1,7 Hz), 6,60 (m, 1H), 6,76 (d, 1H, J= 8,2 Hz), 7,12 (m, 2H), 7,21
(m, 3H), 7,95 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 8,18 (d, 2H, J = 8,6 Hz).

[00424] Compusul a avut un ICso fatad de receptorul de gust amar hT2R14 de 0,678
MM

Exemplul 5-40: Acid 4-(N-(3,4-dimetoxibenzil)-N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

b
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[00425] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din (3,4-dimetoxifenil)metanamina, 4-
(clorsulfonil)benzoat de metil (Exemplul 5-10c) si 4- metoxibenzilbromura. SM (M - H,
470,10); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,49 (s, 3H), 3,67 (s, 3H), 3,68 (s,
3H), 4,20 (s, 2H), 4,22 (s, 2H), 6,41 (d, 1H, J= 1,4 Hz), 6,58 (dd, 1H, J1 = 8,2 Hz, J2
=1,4 Hz), 6,78 (m, 3H), 7,02 (d, 2H, J= 8,6 Hz), 7,94 (d, 2H, J= 8,4 Hz), 8,09 (d, 2H,
J= 8,4 Hz).

[00426] Compusul a avut un ICso fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 1,47
puM.

G
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Exemplul 5-41: Acid 4-(N-(3-fluoro-4-metoxibenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-

benzoic

O—
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[00427] A fost preparat ca in Exemplul 5-10 din 4-(bromometil)-2-fluoro-1-
metoxibenzen si 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exemplul 5-10b).
SM (M - H, 458,10); '"H RMN (400MHz, CD3OD): 6, ppm: 3,73 (s, 3H), 3,80 (s, 3H),
4,24 (s, 2H), 4,28 (s, 2H), 6,75 (m, 4H), 6,88 (m, 1H), 6,97 (d, 2H, J= 8,6 Hz), 7,88
(d, 2H, J= 8,3 Hz), 8,14 (d, 2H, J= 8,3 Hz).

[00428] Compusul a avut un ICsq fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 1,11
pM.

Exemplul 5-42: Acid 4-((4-hidroxi-N-(2-metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)-

benzoic

OH

L
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[00429] S-a dizolvat Tn acetona (1,0 mL) 4-(N-(2-metoxibenzil)sulfamoil)fenil acetat
(Exemplul 5-42a) (50 mg, 0,15 mmol) urmata de adaugarea de carbonat de cesiu (97
mg, 0,30 mmol) si 4-(bromometil)benzoat de metil (38 mg, 0,17 mmol). Amestecul a

fost mentinut sub agitare la temperatura camerei peste noapte si apoi sarurile
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anorganice au fost filtrate. Acetona a fost indepartata in vacuo si reziduul a fost
redizolvat in acetat de etil si spalat cu apa, urmata de saramura. Stratul organic a fost
uscat pe sulfat de magneziu si concentrat. Produsul brut a fost purificat pe coloana
cromatografica cu amestec de acetat de etil/hexani ca efluent pana la obtinerea de

metil 4-((4-acetoxi-N-(2-metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)benzoat.

[00430] 4-((4-Acetoxi-N-(2-metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)benzoatul de metil
(brut) a fost dizolvat in THF (1,0 mL) si tratat cu solutie apoasa de NaOH (1N, 2,0
mL, 2,0 mmol). Amestecul a fost refluxat timp de o ora. Dupa terminarea reactiei,
THF a fost indepartat in vacuo si solutia aposa rezultata a fost acidulata cu o solutie
apoasa de HCI 6 N la un pH of ~3. Faza apoasa a fost extrasa cu EtOAc (2 x 15 mL)
si straturile organice combinate au fost spalate cu apa, saramura, uscate pe Na;SO,4
si concentrate. Produsul brut a fost purificat prin HPLC cu faza inversa conducand la
10,8 mg compus din titlu (randament 15% dupa doua etape). SM (M-H, 426,1); 'H
RMN (400MHz, acetona-d6): &, ppm: 3,65 (s, 3H), 4,37 (s, 2H), 4,43 (s, 2H), 6,79 (m,
2H), 7,01 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,17 (m, 2H), 7,28 (d, 2H, J = 7,9 Hz), 7,73 (d, 2H, J =
8,0 Hz), 7,87 (d, 2H, J = 7,9 Hz).

[00431] Compusul a avut un ICs fatéd de receptorul de gust amar hT2R14 de 2,56
uM.

Exemplul 5-42a: 4-(N-(2-metoxibenzil)sulfamoil)fenil acetat

[00432] O solutie de 4-(clorsulfonil)fenil acetat (Exemplul 5-42b) (531 mg, 2,265
mmol) in 5,0 mL diclormetan, a fost racita la 0 °C intr-o baie de gheata. S-au adaugat
(2-metoxifenil)metanamina (325 uL, 2,492 mmol) si trietilamina (347 uL, 2,492
mmol). Baia de gheata a fost indepartata si amestecul a fost incalzit la temperatura
camerei si mentinut sub agitare timp de 2 ore. Amestecul de reactie a fost concentrat
si produsul brut a fost purificat pe coloana cromatografica (amestec hexani/acetat de
etl = 90/10 la 30/70) pentru a conduce la compusul pur 4-(N-(2-
metoxibenzil)sulfamoil)fenil acetat (743 mg, 89 %) sub forma de solid alb. SM (M+H,
336,1) 'H RMN (400MHz, CDClIs): 8, ppm: 2,32 (s, 3H), 3,71 (s, 3H), 4,18 (d, 2H, J =
5,8 Hz), 5,15 (t, 1H, J = 5,8 Hz), 6,71 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 6,82 (br t, 1H, J = 7,4 Hz),
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7,07(brd, 1H, J = 7,4 Hz), 7,10 (d, 2H, J= 8,7 Hz), 7,19 (br t, 1H, J = 7.8 Hz), 7,74 (d,
2H, J= 8,7 Hz).

Exemplul 5-42b: 4-(Clorsulfonil)fenil acetat

[00433] S-au dizolvat 6,285 g (36,08 mmol) acid 4-hidroxibenzensulfonic intr-un
amestec de 30 mL anhidridad acetica si 15 mL acid acetic si s-au refluxat timp de 6
ore. Fazele volatile au fost evaporate si plasate in vid inaintat peste noapte. Produsul
brut rezultat a fost dizolvat in 100 mL DCM si tratat cu 4,72 mL clorura de oxalil
(54,12 mmol) si 139 uL DMF (1,804 mmol) la O °C. Amestecarea a fost continuata
pana cand eliminarea de gaz a incetat, apoi reactia a fost concentrata si amestecul
de reactie redizolvat in EtOAc. Stratul organic a fost spalat de doua ori cu solutie 2 N
H.SO4 si uscat cu saramurd si MgSO4. Concentrarea a condus la 7,067 g 4-
(clorsulfonil)fenil acetat sub forma de ulei gros de culoare inchisad care eventual se

solidifica (randament 83 % dupa doua etape).

[00434] 'H-RMN (400MHz, CDCl3): 8, ppm: 2,35 (s, 3H), 7,37 (d, 2H, J = 8,9 Hz),
8,06 (d, 2 H, J = 8,9 Hz). *C-RMN (100 MHz, CDCls): &, ppm: 21,13, 123,05, 128,91,
141,15, 155,80, 168,29.

Exemplul 5-43: Acid 4-((4-hidroxi-N-(3-metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)-

benzoic

OH

[00435] A fost preparat ca in Exemplul 5-42 din (3-metoxifenil)metanamina si 4-
(bromometil)benzoat de metil. SM (M - H, 426,10); '"H RMN (400MHz, acetona-d6): &,
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ppm: 3,66 (s, 3H), 4,32 (s, 2H), 4,40 (s, 2H), 6,65 (br s, 1H), 6,73 (m, 2H), 7,05 (d,
2H, J= 8,5 Hz), 7,12 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 7,27 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,82 (d, 2H, J = 8,5
Hz), 7,88 (d, 2H, J = 8,0 Hz).

[00436] Compusul a avut un ICs fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 0,188
HM.

Exemplul 5-44: Acid 4-((4-hidroxi-N-(4-metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)-

benzoic
OH

“CL
N
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[00437] A fost preparat ca in Exemplul 5-42 din (4-metoxifenil)metanamina si metil 4-
(bromometil)benzoat de metil. SM (M - H, 426,10); '"H RMN (400MHz, acetona-d6): d,
ppm: 3,73 (s, 3H), 4,27 (s, 2H), 4,35 (s, 2H), 6,76 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,04 (d, 4H),
7,24 (d,2H,J=7,8 Hz), 7,79 (d, 2H, J = 8,2 Hz), 7,88 (d, 2H, J = 7,8 Hz).

[00438] Compusul a avut un ICso fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 3,43
UM.

Exemplul 5-45: Acid 4-((N-(3-fluorobenzil)-4-hidroxifenilsulfonamido)til)benzoic
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[00439] A fost preparat ca in Exemplul 5-42 din (3-fluorofenil)metanamina si 4-
(bromometil)benzoat de metil. SM (M - H, 414,1), 'H RMN (400MHz, acetona-d6): o,
ppm: 4,37 (s, 2H), 4,42 (s, 2H), 6,94 (m, 3H), 7,06 (d, 2H, J = 8,3 Hz), 7,21 (m, 1H),
7,28 (d,2H,J=7,6 Hz), 7,81 (d, 2H, J =8,3 Hz), 7,87 (d, 2H, J = 7,6 Hz).

[00440] Compusul a avut un ICs; fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 0,459
uM.

Exemplul 5-46: N-benzil-N-(4-metoxibenzil)-4-(1H-tetrazol-5-il\benzen-

sulfonamida

[00441] S-au dizolvat N-benzil-4-ciano-N-(4-metoxibenzil)benzensulfonamida
(Exemplul 5-46a, 400 mg, 1 mmol) si trimetiltin azida (400 mg, 2 mmol) in toluen (10
mL) si s-a Incalzit cu microunde la 150 °C timp de 3 ore. S-au adaugat suplimentar 2
echivalenti de trimetiltin azida si reactia a fost incalzita la microunde la 150 °C pentru
fnca 3 ore. Amestecul a fost racit si filtrat pentru a se obtine staniu tetrazol brut care
a fost hidrolizat in MEOH/conc HCI (50 mL: 20 mL). S-a adaugat apa si precipitatul
rezultat a fost colectat prin filtrare. Produsul a fost recristalizat cu etanol absolut si

apa pentru a se obtine N-benzil-N-(4-metoxibenzil)-4-(1H-tetrazol-5-il)benzen-
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sulfonamida sub forma de solid alb. SM (M + H, 436,10); 'H RMN (400MHz, DMSO-
d6): &, ppm: 3,65(s, 3H), 4,27(s, 2H), 4,30(s, 2H), 6,75(d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,98(d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,08(m, 2H), 7,20(m, 3H), 8,05(d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,22(d, J = 9,2 Hz,
2H).00

[00442] Compusul a avut un ICsy fata de receptorul de gust amar hT2R14 de 3,67
HM.

Exemplul 5-46a: N-benzil-4-ciano-N-(4-metoxibenzil)benzensulfonamida.

[00444] S-a adaugat 4-cianobenzen-1-sulfonil clorura (600 mg, 3 mmol) la o solutie
de N-benzil-1-(4-metoxifenil)metanamina (Exemplul 5-46b, 750 mg, 3,3 mmol) si
trietilamina (500 mg, 3,6 mmol) in diclormetan (15 mL). Reactia a fost mentinuta sub
agitare la temperatura camerei timp de 4 ore apoi a fost concentratd pe un
evaporator rotativ. Produsul brut a fost purificat pe silica gel pentru a se obtine N-
benzil-4-ciano-N-(4-metoxibenzil)benzen-sulfonamida drept un solid alb. 'H RMN
(400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,68(s, 3H), 4,26(s, 2H), 4,31(s, 2H), 6,75(d, J = 8,4
Hz, 2H), 6,97(d, J = 9,2 Hz, 2H), 7,07(m, 2H), 7,21(m, 3H), 7,98(d, J = 8,4 Hz, 2H),
8,04(d, J = 8,8 Hz, 2H).

Exemplul 5-46b: N-benzil-1-(4-metoxifenil)metanamina

[00444] S-au adaugat 4-metoxibenzaldehida (5 g, 35 mmol) si benzilamina (3,8 g, 35
mmol) la triacetoxiborohidrura de sodiu (10,4 g, 49 mmol) in dicloretan (125 mL).
Reactia a fost mentinuta sub agitare la temperatura camerei 2 ore, apoi concentrata.
Amestecul a fost diluat cu diclormetan (200 mL), spalat cu solutie apoasa saturata
de carbonat acid de sodiu (200 mL), saramura (200 mL) si uscat pe sulfat de
magneziu. Amina bruta a fost concentrata si purificata prin cromatografie pe silica gel
(70% acetat de etil In hexani) pentru a obtine N-benzil-1-(4-metoxifenil)metanamina
ca ulei. 'H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,59(s, 2H), 3,64(s, 2H), 3,71(s, 3H),
6,86(d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,28(m, 7H).

Exemplul 5-47: Acid 2-(4-(N-benzil-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)fenil) acetic.

(, {g/(j
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[00445] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-27 din 2-(4-(clorsulfonil)fenil)acetat de metil
(Exemplul 5-47a), 4-metoxibenzaldehida si benzilamina. SM (M - H, 424,10); "H RMN
(400MHz, DMSO-d6): 8, ppm: 3,66(s, 3H), 3,72(s, 2H), 4,18(s, 2H), 4,22(s, 2H),
6,73(d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,91(d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,02(m, 2H), 7,19(m, 3H), 7,49(d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,80(d, J = 8 Hz, 2H).

Exemplul 5-47a: Metil 2-(4-(clorsulfonil)fenil)acetat

[00446] S-a adaugat acid 2-(4-(clorsulfonil)fenil) acetic (600 mg, 2,6 mmol) la clorura
de tionil (3 mL) si s-a Incalzit la 80 °C timp de 1 ora. Amestecul de reactie a fost
concentrat, racit la 0 °C intr-o baie cu gheata si s-a adaugat metanol rece in picatura.
Amestecul a fost mentinut sub agitare timp de 30 minute si concentrat pentru a
obtine metil 2-(4-(clorsulfonil)fenil)-acetat ca ulei. '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): 5,
ppm: 3,57(s, 3H), 3,65(s, 2H), 7,21(d, J = 8 Hz, 2H), 7,55(d, J = 8 Hz, 2H).

Exemplul 5-48: Acid 4-((N-benzil-4-carboxifenilsulfonamido)metil)benzoic.

O
OH

[00447] A fost preparat ca in Exemplul 5-10 din 4-(clorsulfonil)benzoat de meti

(Exemplul 5-10c), benzil amina si 4-(bromometil)benzoat de metil. SM (M + H,



£-2010-00175--
1 9 -08- 2008

179
426,10); 'H RMN (400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 4,29(s, 2H), 4,34(s, 2H), 7,03(m,
2H), 7,12(m, 2H), 7,68(d, J = 8 Hz, 2H), 7,94(d, J = 8,8 Hz, 2H), 8,06(d, J = 8,8 Hz,
2H), 13,03(s, 2H).

Exemplul 5-49: Acid 4-(benzil(4-metoxibenzil)carbamoil)benzoic

O\

HO

[004489] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-27 din 4-(clorcarbonil)benzoat si N-benzil-
1-(4-metoxifenil)metanamina. 'H RMN (400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,72(d, J = 7,6
Hz, 3H), 4,26(s, 1H), 4,30(s, 1H), 4,50(s, 1H), 4,55(s, 1H), 6,89(m, 2H), 7,02(m, 1H),
7,10(m, 1H), 7,10(m, 1H), 7,20(m, 1H), 7,28(m, 4H), 7,55(m, 2H), 7,96(m, 2H),
13,13(s, 1H).

Exemplul 5-50: Acid 4-(N-(4-fluoro-3-metoxibenzil)-N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)-
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[00449] A fost preparat ca Tn Exemplul 5-10 din 4-(bromometil)-4-fluoro-3-
metoxibenzen si 4-(N-(4-metoxibenzil)sulfamoil)benzoat de metil (Exemplul 5-10b).
SM (M - H, 458,10); '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): 8, ppm: 3,59(s, 3H), 3,67(s, 3H),

o/

s

¢
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4,25(s, 2H), 4,25(s, 2H), 6,62(m, 2H), 6,77(d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,02(m, 3H), 7,97(d, J
= 8 Hz, 2H), 8,01(d, J = 8,8 Hz, 2H), 13,49(s, 1H).

[00450] Compusul a avut un ICs fata de receptorul de gust amar hT2R14 de 1,65
uM.

[00451] Compusii suplimentari au fost testati experimental si s-a gasit ca prezinta un
nivel de eficienta relativ ridicat ca inhibitori ai receptorului de gust amar hT2R14.

Rezultatele testarii sunt prezentate in tabelul de mai jos Tn Tabelul C.
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Tabelul C
hT2R14
Compus nr. Compus ICs0o
(uM)
0
: S)‘\OH
S
5-51 K 3 0,342
(0 lNe)
F
acid 4-((N-(4-fluorobenzil)tiofen-2-
sulfonamido)metil)ciclohexancarboxilic
N
’d
s
5-52 o o 1 8,434

acid 4-((N-(4-fluorobenzil)piridin-3-

sulfonamldo)metll)C|clohexancarbOX|I|c

L[,(}-'
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OH

5-53 o o

acid 4-((N-(4-fluorobenzil)piridin-2-

sulfonamido)metil)ciclohexancarboxilic

o o
5-54 %O

acid 4-(N-(furan-2-

ilmetil)sulfamoil)benzoic

5-55 o’ o |

acid 4-(N-benzil-N-metilsulfamoil)benzoic

7N,

0]
acid 4-(N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

O O\
“‘*@L
5-56 S< NH
(@}
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HOJ‘\L r :
5-57

acid 3-(N-benzil-N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)propanoic

5-58 2,943

acid 4-(N-(2-metoxibenzil)-N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic
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Compus Compus
ICs0 (UM)
nr.
O
LS
5-59 " 1
acid 3-(4-(N-benzil-N-(4-
metoxibenzil) squamonI)fenll propanoic
5-60 " %
acid 2-(N-benzil-N-(4-
metoxibenzil)sulfamoil)benzoic
0] O
>
/S\:N&/
5-61 /
)

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(tiofen-2-

ilmetil)sulfamoil)benzoic

5-62 ” bo) &
\ S

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(tiofen-3-
ilmetil)sulfamoil)benzoic
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HO

N
va

of
O
2
Ra
O
/

5-63

A\
o

4-(N-(4-metoxibenzil)-N-((5-metilfuran-

2-il)metil)sulfamoil)benzoic acid

O

/

HO

AN

3
™y

5-64

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(2-

metilbenzil)sulfamoil)benzoic

O
/

>
<

o
AZe

5-65

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(3-

metilbenzil)sulfamoil)benzoic

N
-

'
O

O
[}

5-66

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(4-

metilbenzil)sulfamoil)benzoic
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5-67

HO

77\

'
s

acid 4-(N-(3,5-dimetoxibenzil)-N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

12,141

5-68

N

HO

'
2igs

77\

Cl

acid 4-(N-(2-clorbenzil)-N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

7,044

5-69

2N
HO

/1 \

'

acid 4-(N-(4-fluorobenzil)-N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

8,283

5-70

77\

o)

O
HOJI\Q (U
S/N
0

acid 4-(N-benzil-N-(4-

metilbenzil)sulfamoil)benzoic

5.394

(79
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5-71

// \\

H *Q ; ;
acid 4-(N-benzil-N-(

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

5,061

5-72

// \\

AQQ
5}

acid 4-(N-benzil-N-(

fluorobenzil)sulfamoil)benzoic

6,164

5-73

// \\

Hkgﬁl
<}

acid 4-(N-benzil-N-(

metilbenzil)sulfamoil)benzoic

2,290

5-74

/, \\

Ay (e
)

acid 4-(N-benzil-N-(

metOX|ben2|I)sulfam0|l)ben20|c

5.991

3
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5-75

acid 4-(N-benzil-N-(3-

cianobenzil)sulfamoil)benzoic

J‘\QH@W

// \\

5-76

acid 3-((N-benzil-4-

carboxifenilsulfonamido)metil)benzoic

N

5-77 3,977

oa
ey

acid 4-(N-benzil-N-(

clorbenzil)sulfamoil)benzoic

// \\

5-78 2,458

S
acid 4-(N-benzil-N-(4-

(metiltio)benzil)sulfamoil)benzoic
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5-79 2,310
acid 4-(N-benzil-N-(
fluorobenzil)sulfamoil)benzoic
} Q
/, \\
5-80 2,926
acid 4-(N-benzil-N-(
metllbenzn)sulfam0|l)ben20|c
5-81

acid 4-(N-benzil-N-(4-

metoxiphenetil)sulfamoil)benzoic

oy
s
i
-
K [
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Compus
Nr.

Compus

hT2R14
ICs0 (HM)

5-82

O O\
dae!
s
/ N
OO0
HO
(@)

acid 3-((4-carboxi-N-(4-
metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)

benzoic

5-83

/7N

0]

e

acid 4-(N-benzil-N-(2-

clorbenzil)sulfamoil)benzoic

4,486

5-84

O
S,N

/7 N\

00

acid 4-(N-benzil-N-(3-

clorbenzil)sulfamoil)benzoic

4,286

(- 77
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5-85

HO

X
e

o
79

acid 4-(N-benzil-N-(4-

etilbenzil)sulfamoil)benzoic

8,580

5-86

HO

RN

o

5
T
/O

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(piridin-4-

ilmetil)sulfamoil)benzoic

5-87

B
<

xI
(@)
oy
O
oA
pZd
0
O
/

—Z

X
acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(piridin-2-

ilmetil)sulfamoil)benzoic

5-88

O

HO

AN

o3
s

7
N

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(piridin-3-

ilmetil)sulfamoil)benzoic

c1¢
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HO

S
5-89 3o 1,995

do
Oy

acid 4-(N-benzil-N-(4-metoxi-3-

metilbenzil)sulfamoil)benzoic

O\
I
N
HO

AN

3
O

o"’\Z
{9

5-90 3,258

acid 4-(N-benzil-N-((6-metoxipiridin-3-

ilymetil)sulfamoil)benzoic

N
/, \\

5-91 1,848

=

acid 4-(N-benzil-N-(4-

cianobenzil)sulfamoil)benzoic

ol

// \\

5-92 4,627

Z=

acid 4-(N-benzil-N-(2-

cianobenzil)sulfamoil)benzoic
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*@ﬁ

5-93 d \\ 2,167

acid 4-(N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-

N-benzilsulfamoil)benzoic

~
0O
HO*@ il
N
H

0]
acid 4-(3-benzil-3-(4-

metoxibenzil)ureido)benzoic

5-94

e

ol

// \\

5-95 1,397

CWQ

acid 4-(N-(4-metoxibenzil}-N-(1-

feniletil)sulfamoil)benzoic

ol

// \\

5-96 2,415

Qﬂ}

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(1,2,3,4-
tetrahidronaftalen-1-il)sulfamoil)benzoic
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JI\Q -

// \\

5-97 O

acid 4-(N-((4-

metoxifenil)(fenil)metil)sulfamoil)benzoic

o ol
HOJ\©\N JfN /Q

5-98
acid 4-(4-benzil-3-(4-metoxibenzil)-2,5-
dioxoimidazolidin-1-il)benzoic
. *CL -

5.99 “ } 5,207
acid 4-(N-benzil-N-(4-
hidroxibenzil)sulfamoil)benzoic

: SN
5-100 1,294

acid 4-((N-(2-
metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)
benzoic
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5-101

s
(0]
© 0,345
O/

acid 4-((N-(3-
metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)

benzoic

5-102

OH

.,

/7 N\

00
2,219

\ OJZ?;Z

acid 4-((N-(4-
metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)

benzoic

5-103

0O
K©)J\OH
: re

©0 F 0,429
acid 4-((N-(2-

fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)-

benzoic
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5-104 © 0,406

F
acid 4-(N-(3-

fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)-

O
ﬁ >
W
O

benzoic

RN

0
5-105 0,935

0O
o
©\S/ N
(@)

F
acid 4-((N-(4-
fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil )-

benzoic

)O
5.106 HO ‘\Q
Sy

7B\

acid
4-(2-metoxi-5H-dibenzo[c,elazepin-
6(7H)-ilsulfonil)benzoic
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/, \\

5-107 4,086

P
O
o

acid 4-((N-(4-fluorobenzil)-4-

hidroxifenilsulfonamido)metil)benzoic

/, \\

5-108

acid 4-(N-benzil-N-(4-

ethoxibenzil)sulfamoil)benzoic

// \\

5-109

“ *CL f *he
acid 4-(N-benzil-N-(

propoxibenzil)sulfamoil)benzoic
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Compus Compus
ICso (M)

nr.

O

HOJ\@

/7 \\

T

5-110

@373

acid 4-(N-benzil-N-(4-

isopropoxibenzil)sulfamoil)benzoic

OH

H
Cl N\"/N
JON
5-111 6,136

acid 4-((3-(3-clor-4-metilfenil)-1-(4-
metoxibenzil)tioureido)metil)ciclohexan

carboxilic

OoH

ZT

/
o]
Z
O
/ C 2 ;
O

'Y

acid 4-((1-(4-metoxibenzil)-3-(2-

metoxifenil)tioureido)metil)ciclohexan

5-112 8,852

carboxilic
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Compus Compus
ICs0 (UM)
nr.
5-113 é/ gg 5,018

acid 4-((1-(4-etilbenzil)-3-o-

toliltioureido)metil)ciclohexancarboxilic

O
OH

5-114 /Q/ gj/ 4,872

acid 4-((3-(4-clor-3-metilfenil)-1-(2-
metilbenzil)tioureido)metil)ciclohexancar

boxilic

5-115 0,334

etil 4-((4-acetamido-N-
benzilfenilsuifonamido)metil)ciclohexan

carboxilat
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Compus Compus
IC50 (MM)

nr.

O
o 0
RV
N
o
5-116 2,567
Br
4-((N-(3-bromobenzil)-2,3-
dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-

sulfonamido)metil)ciclohexancarboxilat
de etil

0
p*j
\©\ N
o”S“o

5-117 Cl 2,816

4-((N-(2-clorbenzil)-4-
metilfenilsulfonamido)metil)ciclohexan

carboxilat de etil

o]
(0]
Br (O)‘;
N
O

7N
5-118 © 2,344

4-((N-benzil-4-
bromofenilsulfonamido)metil)ciclohexan

carboxilat de etil
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Compus Compus
ICs0 (MM)
nr.
0
0]
cl J
QW
5-119 é 0,672
4-((N-benzil-4-

clorfenilsulfonamido)metil)ciclohexan

carboxilat de etil

S ?
5-120 o fiNe) 0,394

acid 4-((N-benzil-4-

clorfenilsulfonamido)metil)benzoic

0O o<
HO
N

N\

I
5-121 0 2,943

acid 4-(N-(2-metoxibenzil)-N-(4-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic
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Compus Compus
ICs0 (UM)
nr.
& i

//S:\N

5.122 0 2,219

N-benzil-3-metoxi-N-(4-

metoxibenzil)benzensulfonamida

;F
N
5-123 KO\’(OH 0,092
O

acid 4-((N-(4-fluorobenzil)-4-

metoxifenilsulfonamido)metil)ciclohexan

carboxilic
O
© OH
HN

QW

oo
5-124 0,842
F

acid 4-((4-acetamido-N-(4-
fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)ciclo

hexancarboxilic
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Compus Compus
ICso (LM)
nr.
O
OH
G\
s
O O
5-125 1,651
F
acid 4-((4-amino-N-(4-
fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)ciclo
hexancarboxilic
5-126 gg 0,109

acid 4-((4-metil-N-(
metilbenzil)fenllsulfonamldo)metll)ciclo

hexancarboxilic
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Compus Compus
ICs0 (HM)
nr.
0
OH
L
O/,S\\
5-127 0,499
Il
N
acid 4-((N-(4-cianobenzil)-4-
metilfenilsulfonamido)metil)ciclohexan
carboxilic
5-128 é\ 0,036
acid 4-((N-(3-metOX|benz|I)-4-
metilfenilsulfonamido)metil)ciclohexan
carboxilic
“ *Q <
5-129 é/ 5,316
acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(2-
metllbenzn)sulfam0|l)ben20|c
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Compus Compus
ICs0 (MM)
nr.
O BN
HO
_N
5-130 o oA _c 7,044
acid 4-(N-(2-clorbenzil)-N-(4-
metoxibenzil) sulfam0|l)ben20|c
5-131 8,283
acid 4-(N-benzil-N-(4-
fluorobenzil)sulfamoil)benzoic
5-132 5,394
acid 4-(N-benzil-N-(4-
metilbenzil)sulfamoil)benzoic
5-133 5,061
acid 4-(N-benzil-N-(
metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

/('
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Compus

nr.

Compus

hT2R14
ICs0 (UM)

5-134

220

o)

O
HO
NGO F
@]

acid 4-(N-benzil-N-(2-

fluorobenzil)sulfamoil)benzoic

6,164

5-135

22

O O

acid 4-(N-benzil-N-(3-

metilbenzil)sulfamoil)benzoic

2,290

5-136

0O
L
S’N

acid 4-(N-benzil-N-(3-

metoxibenzil)sulfamoil)benzoic

5,991

5-137

N

O

o Cl
HO
N
O

acid 4-(N-benzil-N-(4-

clorbenzil)sulfamoil)benzoic

3,977

659
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Compus Compus
|C50 (UM)
nr.

5-138 &% | 2,458
acid 4-(N-benzil-N-(4-
(metiltio)benzil)sulfamoil)benzoic
5-139 é) 2,310
acid 4-(N-benzil-N-(3-
fluorobenzil)sulfamoil)benzoic

O
“‘*@

5-140 é 2,926
acid 4-(N-benzil-N-(2-
metilbenzil)sulfamaoil)benzoic
5-141 é‘) 4,486

acid 4-(N-benzil-N-(2-
clorbenzil)sulfamoil)benzoic

(AR
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Compus Compus
ICs0 (UM)
nr.
0
HO Ci
N
5.142 © Oé 4,286
acid 4-(N-benzil-N-(3-
clorbenzil)sulfamoil)benzoic
O
“CL
N
5-143 o | 8,580
acid 4-(N-benzil-N-(4-
etilbenzil)sulfamoil)benzoic
b
0
L
N
5-144 ™o | 1,995
acid 4-(N-benzil-N-(4-metoxi-3-
metilbenzil)sulfamoil)benzoic

E5¢
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Compus Compus
ICs0 (UM)
nr.
o /Nl O
HO K&J/
N
5-145 © ‘E) 3,258
acid 4-(N-benzil-N-((6-metoxipiridin-3-
ilYmetil)sulfamoil)benzoic
//N
0
HO K©/
N
5-146 do } 1,848
acid 4-(N-benzil-N-(4-
cianobenzil)sulfamoil)benzoic
@)
HO)K©\
//S\/\N lr\l|
5.147 ©0° 4,627

acid 4-(N-benzil-N-(2-

cianobenzil)sulfamoil)benzoic
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Compus

nr.

Compus

hT2R14
ICs0 (M)

5-148

acid 4-(N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-

N-benzilsulfamoil)benzoic

2,167

5-149

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(1-

feniletil)sulfamoil)benzoic

1,397

5-150

\
0

HO

Cd
a3

o
Seka

acid 4-(N-(4-metoxibenzil)-N-(1,2,3,4-

tetrahidronaftalen-1-il)sulfamoil)benzoic

2,415

59



01010—00175--

211

19 -08- 2008

Compus

nr.

Compus

hT2R14
ICs0 (M)

5-151

/,\

o *Q g s
acid 4-(N-benzil-N-(

hidroxibenzil)sulfamoil)benzoic

5,207

5-152

acid 4-((N-(2-
metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)

benzoic

1,294

5-153

acid 4-((N-(3-
metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)

benzoic

0,345

L5
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Compus

nr.

Compus

hT2R14
ICs0 (UM)

5-154

0
2,219

acid 4-((N-(4-
metoxibenzil)fenilsulfonamido)metil)

benzoic

5-155

O&jﬁ 0,429

acid 4-((N-(2-

fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)benz

oic

5-156

0
gjl\ 0,406
F

acid 4-((N-(3-

fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)benz

oic

)
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hT2R14
Compus Compus
ICs0 (M)
nr.
0O
OH
C)s;“
O 0
5-157 0,935
F
acid 4-((N-(4-
fluorobenzil)fenilsulfonamido)metil)benz
oic
\
O
S
HO
5-158 J\©\ ! O 3,571
&0
acid 4-(2-metoxi-5H-dibenzo[c,elazepin-
6(7H)-ilsulfonil)benzoic
O
OH
QL
5
5-159 4,086

F
acid 4-((N-(4-fluorobenzil)-4-

hidroxifenilsulfonamido)metil)benzoic

...
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Compus Compus
ICs50 (M)
nr.
5-160 1,255
F
acid 4-(N-(2,4-difluorobenzil)-N-(4-
metoxibenzil)suIfamoil)benzoic
5-161 O 6,267
O\
acid 4-(3-(4-metoxifenil)-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-
iIsquoniI)benzoic
HO O\
,,s\\
5-162 9,616

acid 4-(6-metoxi-1-fenil-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-

ilsulfonil)benzoic

¢V
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Compus Compus
ICso (M)
nr.
O
LS
S o”
O O

5-163 O 2,879

acid 4-(7-metoxi-1-fenil-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-

ilsulfonil)benzoic

Exemplul 6-1: Acid (2)-3-(5-(2,5-dimetoxibenziliden)-4-oxo-2-tioxotiazolidin-3-

il)propanoic

[00452] S-au combinat n etanol (3mL), acid 3-(4-oxo-2-tioxotiazolidin-3-il)propanoic
(200 mg, 1 mmol), 2,5-dimetoxi benzaldehida (168 mg, 1 mmol) si piperidina (0,3 mL)
si s-a supus iradierii intr-un cuptor cu microunde la 100 °C timp de 10 minute.
Reactia a fost racita, solidul a fost colectat prin filtrare, spalat cu amestec acetat de
etil/hexani (1/1) si recristalizat din etanol pentru a se obtine, cu un randament de 85
%, compusul din titlu (309 mg, solid brun-portocaliu). SM (M+H, 284); '"H RMN
(400MHz, DMSO-d6): 5, ppm: 2,57 (t, 2H)), 3,74 (s, J=6,8Hz, 3H), 3,84 (s, 3H), 4,19
(t, 2H), 6,90 (s, 1H), 7,10 (s, 2H), 7,86 (s, 1H).

[00453] Compusul a avut un ICs fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 2,75
MM,

Exemplul 6-2: (E)-2-ciano-3-(furan-2-il)-N-(5-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-il)acrilamida
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[00454] S-au mentinut sub agitare Tn acetonitril (15 mL), 5-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-
amina (600 mg, 3,3 mmol), acid ciano acetic (300 mg, 3,6 mmol) si EDC-HCI (861
mg, 4,5 mmol) sub agitare la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul a fost
diluat cu solutie apoasa de HCI 1N si faza apoasa a fost extrasa cu acetat de etil.
Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si
concentrate in vacuo. Reziduul a fost triturat cu amestec acetat de etil/hexani (1/9)
pentru a se obtine 2-ciano-N-(5-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-il)acetamida sub forma de solid

alb, care a fost utilizat fara purificare ulterioara.

[00455] S-au amestecat 312 mg 2-ciano-N-(5-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-il)acetamida si
150uL furan-2-carbaldehida in 2,5mL DMF si s-au incalzit intr-un cuptor cu
microunde la 150°C timp de 15 min. S-au adaugat 5ml H,O si precipitatul rezultat a
fost colectat si spalat cu apa (4 x) pentru a se obtine produsul brut. Recristalizarea
din etanol a condus la 180 mg produs solid brun. SM (M+H, 323); *H RMN (400MHz,
DMSO-d6): &6, ppm: 6,82 (m, 1H)), 7,43 (d, 1H), 7,49 (m, 4H), 7,87 (m, 2H), 8,15 (s,
1H), 8,22 (br, s, 1H).

[00456] Compusul a avut un ICsy fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de
0,499uM.

49
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Exemplul 6-3: N-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)-1,4-dimetil-2,3-dioxo-

1,2,3,4-tetrahidrochinoxalin-6-sulfonamida
oN
0]
L e o)
O N S.
7N 0]
| o

[00457] S-a adaugat 1,4-dimetil-2,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinoxalin-6-sulfonil
clorura (Exemplul 6-3a, 450 mg, 1,6 mmol) intr-o solutie mentinutd sub agitare de
2,3-dihidrobenzol[b][1,4]dioxin-6-amina (215 mg, 1,4 mmol) si trietlamina (170 mag,
1,7 mmol) Tn diclormetan (10 mL). Reactia s-a mentinut sub agitare la temperatura
camerei peste noapte apoi s-a concentrat. Produsul brut s-a purificat prin
cromatografie pe silica gel (0-30 % acetat de etil in hexani) pentru a furniza N-(2,3-
dihidrobenzolb][1,4]dioxin-6-il)-1,4-dimetil-2,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinoxalin-6-

sulfonamida sub forma de produs solid alb. SM (M + H, 404,10); '"H RMN (400MHz,
DMSO-d6): 5, ppm: 3,47(s, 3H), 3,49(s, 3H), 4,12(m, 4H), 6,55(m, 1H), 6,61(d, J =
2,4 Hz, 1H), 6,69(d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,53(m, 1H), 7,59(d, J = 2 Hz, 1H), 10,00(s, 1H).

[00458] Compusul a avut un ICs, fata de receptorul de gust amar hT2R14 de 7,71
MM.

Exemplul 6-3a: 1,4-dimetil-2,3-diox0-1,2,3,4-tetrahidrochinoxalin-6-sulfonil

clorura

[00459] S-a incalzit acid clorsulfonic (3 mL) la 65 °C si s-a adaugat 1,4-
dimetilchinoxalin-2,3(1H,4H)-diond (Exemplul 6-3b, 1 g, 5,5 mmol) in portii in decurs
de 0,5 ore. Amestecul de reactie a fost mentinut sub agitare timp de 4 ore, apoi a fost
racit la temperatura camerei si turnat ugor peste gheata. Precipitatul rezultat a fost
filtrat gi spdlat cu apa pentru a se obtine 1,4-dimetil-2,3-dioxo-1,2,3,4-
tetrahidrochinoxalin-6-sulfonil clorurd sub forma de produs solid alb. 'H RMN
(400MHz, DMSO-d6): &, ppm: 3,50(s, 6H), 7,25(m, 2H), 7,38(m, 4H).
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Exemplul 6-3b: 1,4-dimetilchinoxalin-2,3(1H,4H)-diona

[00460] La o solutie de NaH (2,5 g) in DMF (200 mL) s-a adaugat, in portii,
chinoxalin-2,3(1H,4H)-diona (5 g), urmata de adaugarea lenta a iodurii de metil (3,8
mL). Amestecul de reactie a fost mentinut sub agitare la temperatura camerei timp de
4 ore, apoi s-a adaugat apa (200 mL). Precipitatul rezultat a fost colectat prin filtrare
si spalat cu apa pentru a se obtine 1,4-dimetilchinoxalin-2,3(1H,4H)-diona sub forma
de solid alb cu un randament de 95 %. 'H RMN (400MHz, DMSO-d6): 8, ppm:
3,50(s, 6H), 7,25(m, 2H), 7,38(m, 4H).

Exemplul 6-4: 1,4-dimetil-2,3-dioxo-N-(4-(piridin-2-ilmetil)fenil)-1,2,3,4-
tetrahidrochinoxalin-6-sulfonamida

X

| o
O N 5N |
I D/ © N”
“
[00461] Compusul este disponibil comercial si a fost procurat prin Ryan Scientific.

[00462] Compusul a avut un ICsq fatd de receptorul de gust amar hT2R14 de 6,14
M.

[00463] Compusi suplimentari au fost testati experimental si s-a constatat ca prezinta
un nivel relativ ridicat de eficienta ca inhibitori ai receptorului de gust amar hT2R14.

Rezultatele acestor testari sunt prezentate mai jos in tabelul D.
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Tabelul D

Compus
Nr.

Compus

hT2R14
ICs0 (M)

6-5

l

o)
" o
_N o
j //S\ N
o) o N

N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,3-dimetil-
2.,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinazolin-6-

sulfonamida

0,264

7

|
OYN . o
/Nj S’/
o o N
N-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)-
1,3-dimetil-2,4-dioxo-1,2,3,4-

tetrahidrochinazolin-6-sulfonamida

0,706

OYtl\l i
/Nj,/\©\s”? Ij
o o N

N-(3-fluoro-2-metilfenil)-1,3-dimetil-2,4-
dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinazolin-6-

sulfonamida

0,035

6-8

|
OYN
V720
N
0 O H

N-(2,6-dimetilfenil)-1,3-dimetil-2,4-dioxo-
1,2,3,4-tetrahidrochinazolin-6-

sulfonamida
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hT2R14
Compus Compus
ICs0 (UM)
Nr.
|
OYN
NN & D
6-9 o d H 1,726
1,3-dimetil-2,4-dioxo-N-o-tolil-1,2,3,4-
tetrahidrochinazolin-6-sulfonamida
|
O N F
T e (Y
0~ "N S\
| o H
6-10 12,623
N-(4-fluorofenil)-1,4,7-trimetil-2,3-dioxo-
1,2,3,4-tetrahidrochinoxalin-6-
sulfonamida
|
O N
T X,
O N N N
EEA A
6-11 ) 14,926
N-etil-N-m-tolil-2-(N, 1,4-trimetil-2,3-
dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinoxalin-6-
sulfonamido)acetamida
0 o~
S o o~
6-12 S | 9,371

acid (Z)-3-(4-oxo-2-tioxo-5-(2,4,6-
trimetoxibenziliden)tiazolidin-3-

il)propanoic
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hT2R14

Compus Compus
ICs0 (M)
Nr.
HO N = ~

" )s

6-13 , S 5,378
acid
(Z2)-3-(5-(3,5-dimetoxibenziliden)-4-oxo-

2-tioxotiazolidin-3-il)propanoic
P
s NS

- /

6-14 @\(\NI I 2,906
(E)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-ciano-
N-(5-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-il)acrilamida

O
Jj\/g
6-15 )\O 5,428
7-ciclopentil-1,3-dimetil-5-(2-
oxopropiltio)pirimido[4,5-d]pirimidin-
2,4(1H,3H)-diona
I
OYN
/NTV/\Q\”O O
a
6-16 S H 7,239

N-ciclohexil-1,3-dimetil-2,4-dioxo-
1,2,3,4-tetrahidrochinazolin-6-

sulfonamida
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hT2R14
Compus Compus
ICs0 (UM)
Nr.
|
OYN
_N /S//O
7 "NH
o) N\\O
6-17 1,946
N-(2-ciano-3,5-dimetilfenil)-1,3-dimetil-
2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinazolin-6-
sulfonamida
|
OYN
/N\“J@\SI/O
5 O’/ NH
6-18 0,935
F
N-(3-fluoro-2-metilfenil)-1,3-dimetil-2,4-
dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinazolin-6-
sulfonamida
I
@) N
Oj/:N: : &
| O/7S‘NH
6-19 [ °N 6,332

e
N-(2,3-dimetilchinoxalin-6-il)-1,4-dimetil-

2,3-dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinoxalin-6-

sulfonamida

A
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hT2R14
Compus Compus
ICso0 (HM)
Nr.
I
Oﬁ/N
/N\”;©\§,O
0 O’/ “NH
6-20 @/ 1,726
1,3-dimetil-2,4-dioxo-N-o-tolil-1,2,3,4-
tetrahidrochinazolin-6-sulfonamida
|
Os_N N
Yy
_N =N
O s
6-22 /\NLO 0,861
I
N-etil-N-metil-2-(2,6,8-trimetil-5,7-dioxo-
5,6,7,8-tetrahidropirimido[4,5-
d]pirimidin-4-iltio)acetamida
Os_N
Y OF cl
% 4 Kj
&N
6-23 o H 9,703

N-(4-clor-2-fluorofenil)-1,3-dimetil-2,4-
dioxo-1,2,3,4-tetrahidrochinazolin-6-

sulfonamida

40
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Compus
Nr.

hT2R14

Compus
ICs0 (M)

6-24

I
oﬁ,N | N\\l/

0 Ss

OILO 0,292

1,3,7-trimetil-5-(2-oxo0-2-(piperidin-1-
il)etiltio)pirimido[4,5-d]pirimidin-
2,4(1H,3H)-diona

6-25

I
oﬁ,N | N\\l/

0 S

Olo 1,006

1,3,7-trimetil-5-(2-morfolin-2-
oxoetiltio)pirimido[4,5-d]pirimidin-
2,4(1H,3H)-diona

6-26

[
@) N N
YY Iy

O 0,721

7-etil-1,3-dimetil-5-(2-(4-metilpiperidin-1-
il)-2-oxoetiltio)pirimido[4,5-d]pirimidin-
2,4(1H,3H)-diona
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Compus
Nr.

hT2R14
IC50 (M)

6-27

~ O N
T
etil 4-(2-(2-etil-6,8-dimetil-5,7-dioxo-
5,6,7,8-tetrahidropirimido[4,5-
d]pirimidin-4-iltio)acetil)piperazin-1-

carboxilat

0,763

6-28

I
O N N
Y |

_N y

J§

O

O s

O
5-(2-(azepan-1-il)-2-oxoetiltio)-1,3-

dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4(1H,3H)-

diona

2,377

6-29

N-benzil-2-(1,3-dimetil-2,4-dioxo-

1,2,3,4-tetrahidropirido[2,3-d]pirimidin-5-

iltio)acetamida

0,710

¢ Go



0-7010-00175- - ¢ 39

1 9 -08- 2008
226
hT2R14
Compus Compus
IC50 (UM)
Nr.
H
@) N
@OV
0 N ~
6-30 H g M 6,234
N-metil-2,3-dioxo-1,2,3,4-
tetrahidrochinoxalin-6-sulfonamida

Tabelul 7: Rezultate reprezentative ale examinarii fata de 23 de receptori de

gust amar

[00464] Compusii din Exemplele 5 si 6 de mai sus au fost examinati fatd de un
numar de 23 de receptori de gust amar. Receptorii de gust amar au fost activati la
EC80 cu agonistul corespunzator si apoi au fost tratati cu compusii de mai sus la o
concentratie de 25uM. Datele au fost prezentate n tabelul de mai jos.

Inhibare 80% sau mai mare = ++++

Inhibare 60% la 80% = +++

Inhibare 40% la 60% = ++

Inhibare 20% la 40% = +

4
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Example 3 4 5 7 9 10 13 14 16 44 51 54 55 61 63 64 65 67 71 75
5-51 ++ + + + +++t| + ++ 4+ | bt | v | 4+ + +4 +
5.25 + +4+4 +4 + +4 +
5-53 + + ++ ++ ++ +
5.22 ++ ++ + + +4+4++ + ++ +4+4+ | 4+ | -+ ++ ++ +
5-11 +++ | +++ + +4 + ++ 4+ | 4+ | 4+ 4+ttt | e+t | e [ 4+ + + +4+ | ++
5-24 + + + ++ bt + +++ +
5-37 + + ++++] + + ++++ + + +4++ +
5-30 + + + ++ +  j++re] + +4++ + Jhrrr] o+ [rrrr]reer] o+ + +++ +
5-60 +
5-46 + + ++++] + ++ + ++++ | +44+ +4 ++ | +++
5-59 ++ + +
5-47 + + +++ + +
5-28 +  |++++] + + ++ + |+t 4+ ||+ + +4+ +
5-1 +++ ++ ++ + +4+ + | rrrr] e | ey | s + bt | bt fherr ] b | R | b | s +
5-54 + +
5-5 ++ + ++ + + |+t ]| ++ ++ + + |+ttt | Frr ] + + ++4+ +
5-56 + +
5-49 + + +4+++ | +4++ + ++ +
5-20 ++++ + + + ++ + || 4+ | +4+4+4| +r+ | 4+ | 44+ + ++ ++
5-21 + + +4+4++ + ++ + +4+ +44 + +
5.3 ++ +++ + ++ ++++ + ++ + ++ |+ ++ +4++ | +4+++ + +
5-8 + ++ ++ +++4+]  + +4 ++ + |ttt | s+ +4+ | +ere| 4+ +4 +
5-4 + ++ ++ +4+4+ + +4++ | +4+4 +
5-29 +++ ++
5-2 ++ + + ++ +++ 44+ | +4++ | ++ + +4+4+4 | 4+ |4+ | 4 + + ++4 +
5-7 + + + + +4 ++ +rtt | bt frad |4+ + +4 +
5-6 + + + ++ ++++]  + ++ ++ + |+ttt drt | ]+ +4 +
5-35 + + + + + + + +44+ | 444+ | 44+ + +4
5-81 + + + ++++ + ++ + +4++ +4+ +++ ++ + + +
5-55 + + +44++ ++ + +++4| -+
5-61 + + +4 ++++ + +
5-63 + + +++ +4++ ++ + +
5-62 + + + +4 ++ +4+4++| ++ + +
5-76 + + + ++ ++ + +
5-77 ++ + + + ++4++| + + ++ ++ ++ +++ +++ | 4+ ++ + ++
5-78 + + + +4+4++| + + + + +4++ |+t | 44+ | A+ | 4+ + +4 +
5.80 ++ + + + + +4+++ + + ++ + +++ +4+ |4+ | 4+ ++ + +++ +
5-79 +4 + + +4+44+|  + ++ | et | + bt | bt [ Fred | b+ | 4+ + +4+
5-69 + + + +44+ + ++ +4++ | et |44+ ]| 4+ + +
5-70 ++ ++ + ++ +4+4+ | ++ + ++ ++ | +++ ++ |+t + ++ + +4 +
5-48 ++4+ | +++
5-75 + + + + +
5-72 + ++ + + +4+++ + + + + ++ +4++ | ++++ + + + + ++
5-71 + + + + ++++] + +4+ | 4+t | 4+ | vt ]| + ++ + +4 +
5-73 ++ + + ++ ++++ | + +4+4++ | +++ |+ +++ | ++4++]| + ++ + ++ +
5-74 + + + ++ ++4++| + + +4 ++ | et | b [ ]+ ++ + +4+
5-1 +4+4+ ++ +4 +++ +  |++++] 4+ ++ |+ | 4+ | | e ]|+ +++ + +44 +
5-1 +++ ++ ++ + +4+ +  |++re] 4+ +4 [ttt ]+ [t A ]| b | e | 4+ | +
5-65 +
5-68 + +4 + + ++++ + ++ + + F4+++| +++ || + + +++ +
5-64 + + + + + + +
5-34 ++ ++ + + ++ +4++ + ++ + +4+ | Fbbt| b [t 4 ++ + +++
5-67 +4 + + +4 +++ + ++ +4 | ++t+]| ++ || 4+ + + ++
5-31 + + +
5-66 + + + |
5-14 +4+++ +4++ |+ ++ | +4+4]| [t ] et | bt | [ e |t [ b [ ] e (e ] e |
5-23 +4++ + +4 + |4t + ] | e | b | dr | e e e ] e | e |
5-18 +4+ ++ | +++ 4+ |4+t | 4+ | rere] + ++
5-19 + ++++ ++ + |4+ + +4+4+ | ++4++]| + +
5-25 +++ ++ ++ + +++ ++4++ ] ++ +++ + +4+4+ | A+ | A |t | | |
5-38 444 | ++++ + +
5-82 +4++ |44+ + +
5-10 +++ | 477~ ++ 4 |t | o | bbb | b | || b | b [ | e || s | +
5-12 +++ |- 371 ++ ++ +4 | bt + +444 ] 4+ | | bbb | bbb | A (| b || e [ +
5-1 +++ |-201.] ++ +4 + +++ + F+++ | +++ + F4+4 | 44+ | 4+ | A4 | + ++4++ | ++ + +
5-83 ++ + + ++ +4+++ | ++ + + +4+ | 4t [ A | e + +4+4+ | ++ + ++
5-84 ++ + + +4++ + + 4+ ++ +4++ | 4+++ | 4+ + +++ + + +
5-85 ++ + + ++ + |+ ++ + 4+ | 4+ | A+ |+ +4++ | ++ + +
5-87 ++ + + +

r 5-88 + 345" + + ++ +4+4 + + +
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5-89 ++ + ++ + +++ +  |++ee]| + 4+t |ttt ]|+ [Errr]| bt [t b ]|+ +4+ +
5-90 ++ + +++ ++ +4++|  + +4++ +4++ | ettt | Hrre] 4+ |+ +4++
5-86 + + e | Hr+
5-58 +4+ + +4++ +++ ++++]|  + +++ + 4k | bt | bt b | b ||+ ]|+
5-17 + + +4+ +4t+| 4+ +++ +4 |ttt | ot | e || 4+ ++ +
5-37 + +4++ +4++ ++tt | et + +++ | ++ +++
5-1 +4+++ + ++ + |4ttt]| [t b | b | bt | e ] bbb (]| e | 4 + |t ++
5.16 ++ + + + +4++ +44+| ++ | ++++ ++ +
5-92 + + + + ++++| + |+t bt | bt | bt | s ++
5-91 +4+ + ++ ++++| + +4+ + | dttt| bt || e + +4+
5-1 +4+ + ++ ++ ++ | +++ + J4ttt| 4+ | bt | e | e bt et (] 4 | e + +++ +
5-13 ++ + + + + ++++]| + +++ + bt | bt | Frrt | S| + ++
5-15 + + + + ++ +4+ + +4+ +rbd | ettt | e | ++
5-19 + + + +++el  + ++ + l+ted| +4e +4+ | 4+ ++
5-16 +++ + + + + + + +++ +4+t+4+| et | b | 4+ + ++
5-1 +4+4+ | ++ + ++ ++ | +++ + |t b | b | b | o (bt e [ b | e | | et | 4
5-17 + + + +4++ ++ | +ret] 44+ | ++ ++ + +
5-1 ++ ++ ++ ++ + bt e | e e | 4 || b | e | | 4 | +
5-30 ++ 396 + + ++ + +4+++| ++ +++ ++ 4t | bbbt | bt | bt ]| ++ +++
5-96 + + + |+tte] + 44 44+ | b+t || - ]+ ++
5-95 ++ + + + ++t4| | et + ottt | bt || | e + ++ +
5-97 + +++ + + +++ +
5-50 ++ 565 + + + +  |+ter| ++ | e + bt | Frtt | drrr] 4+ | 4+ ++ | 4+
5-98 + ++ +++ bt | b +++
5-1 +4+ + ++ + +++ + |4tdr| 4+ | e | e | e (bbbt bt bbb et | e | e | e +
5-48 ++ + +++ ++++| + +++ ++ |+t | et || e | + +++
5-57 + + 4+ | ++
5-1 ++4+ + + + +4+ + |+rrt| e+ | et | e | e || bbbt (| e | 2 + |++ee] 4+
5-94 + ++ + +++ +
5-107 +++ + + +rtt |+t | 44 +
5-45 4 ++4+]  + ++ +4+ | Ftt | At ]| e+ + +4++
5-44 + +4+++ ++ + 4+t | | ++ ++
5-43 + + ++++ | + + + 4+t | bt | S+ ++
5-42 + ++++| + ++ +++4+ | ++ ++ ++ +
5-40 + + + ++ +4+4++]| + +++ + + | rtt| et || ++
5.41 ++ |"332 + ++ + |+ttt + +4+ + 44 | bt || ++
5-1 ++ ++ ++ + +++ + | +ttr]| [ rbrr] e | e [t bk | e | et | b | | e +
5-33 ++ ++ ++ + + +++ +  |tbtd]| ot | et | | b | Errd ]| vt | e | e | b | | e
5-23 +44 +4 +4 ++ ++ | ettt + 44+ | b+ || 444 |+t ] bbb | At | S || |
5-27 ++ ++ + +4+ + |+rr+]| + +4++ | ++ +4+ | ttt| Fbtt | vt | #br | 4 ++ | +
5-26 + + + +++ | +++ +
5-93 + + + ++ +4bt] b | ek ] Fd ] e Jrerr] A (e R R ] R | e
5-99 + +++4+|  + +++ + bt | bt ] 4+ |+ ++ | 4+t
5-105 + + + + ++++] ++ ++ + ottt et | b ] e | A | et +
5-104 ++ ++ ++ ++ + ++ ++tr| + +4+ + + 44 | Attt | e J | v | e | e ]
5.1 ++ ++ ++ + +4+ bt | b | bt | Frr |t [ bt | bbb bt ] A | 4 | e
5-103 ++ ++ + + + ++++ + +++ + 4+ | ++dt ]| et ++ | ++tt] ++ + ++++ +
5-102 ++ ++ + +4 + +4++ + i+t + + ++tt| + +++ ++ + bt +
5101 +4++ | ++ ++ | +++ + +4++ 4| ++ | e+ | o+ 4 | et | bt | e [ e | e | e |+
5-100 + ++ + + + + ++ + +4+ + |+ted]| e+ + | +etr] +++ +
5-1 ++ + + ++4 + +4++ bt | 4+ | et | A |+ | b | bbb | Frbd | ]| e | | e +
5-93 +4++ | ++++] + ++ +4+ + | | e ] ] vt [t bbb [ ] 4 | 4 | e
5-36 ++ + + +4++| + +4 +  Jttrt] b | e ] +4+
5-106 +4+4++] + ++ ++ | +++4] ++ ++++ | +4++ + +
5-108 ++ | +++ + + ++ +4++]|  + +++ | ++ + |ttt | bt | b [ drrr] + +4+
5-109 ++ ++ + ++ +  |+rte]| + +4+ ++ + |+t | ++ |+t ]| + +4+
5-110 ++ | +++ + ++ + ++ + | #ert]| + +4++ | ++ + | ttrrt| et | e | | e + +++
6-2 .. 331 +4+++ ++ + +
6-9 ++ +4+++ + + +
6-3 + |+t + + +
6-8 +
6-7 + ++ +
6-11 + + ++ + + +
6-10 + + + ++ ++ + + +
-4 + + 44+ | ++++ + +
6-5 +4+++ +4 + ++ +++
6-1 + 932 +4+++ ++4++| + ++ ++ + + +
6-6 +4+++ +
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Exemplul 7. Date senzoriale pentru Exemplul 10-10

[0465] Pentru a determina eficienta unui antagonist individual a fost efectuat testul de
gust cu un agonist specific T2R8, compusul de testat si un blocant al gustului amar,
de referinta. Noi am descris mai inainte un bun antagonist hT2R8, care a fost probat
ca avand un efect asupra gustului, Exemplele 4-8 din cererea provizorie U.S. Ser. Nr.
60/957.129, inregistrata in 21 august 2007: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamida. S-a aratat ca el insusi reduce gustul
amar al cafelei, dar si In combinatie cu blocant al gustului amar cu spectru larg).
Dupa cum s-a aratat in Tabelul 6, atunci cand a fost comparat cu antagonistul nostru
de control (Exemplul 10-8), antagonistul hT2R8 din Exemplul 10-10 a indicat o

capacitate mai mare de a bloca gustul amar perceput.

Test Selectat ca Conc.
HTS IC5y | fiind mai amar antagonist
Exemplul Valoare
Numarul MM 10-8 | + altul P uM
0,02-
10-10 0,04 14 2 0,004 1

Tabel 6. Rezultatele testului gustului comparind un blocant de control al gustului

amar si un blocant mai puternic al gustului amar 10-10.

[0466] Dupa cum s-a demonstrat in testele gustului din acest exemplu, perceptia
gustului amar poate fi redusa sau eliminatd prin incorporarea antagonistilor de
hT2R8 si antagonistul din Exemplul 10-10 apare a fi un analog mai puternic cand
este comparat cu antagonisti ai gustului amar cunoscuti precum N-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)benzo [d][1,3] dioxol-5-carboxamida (7767).
Ca urmare, perceptia gustului amar poate fi redusa sau eliminata prin Tncorporarea
de antagonisti de hT2R8 Tn compozitii precum alimente, bauturi si/sau medicamente

unde gustul amar este extras de agonisti T2R8.
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Exemplul 8. Identificarea antagonistilor de hT2R8

[0467] Pentru a identifica antagonistii, au fost generate linii celulare stabile care
exprima hT2R8 Tmpreuna cu proteina himerica eterogend G16g44 asa cum s-a
descris Tn cererile de brevet anterioare. S-a stabilit un test cu capacitate de
prelucrare mare utilizand linii celulare stabile si FLIPR (Fluorescent Imaging Plate
Reader). S-a utilizat un agonist de hT2R8 pentru a activa receptorii pana la 70-80%
din respectiva lor activitate maxima. Pentru hT2R8, agonistul utilizat a fost
andrografolida (200 pM). Pentru a identifica antagonistii, impreuna cu agonistul au
fost adaugati compusi cu diferite structuri chimice. Compusii care provoacad in mod
statistic reducerea semnificativd a activitatii receptoruilui sunt adunati impreuna si
reconfirmati prin curbele de inhibare dependente de doza. Au fost identificate
structurile A si structurile B ca antagonisti de hT2R8 (Fig. 1). Exemplele specifice

sunt prezentate in Tabelul 1.
Exemplul 9. Antagonisti de hT2R8
Exemplul 9-1: 2-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-ilymetil)-1H-pirazol-4-il)izoindolin-1,3-

diona
O

£

/
O-N

[0468] 2-(1H-pirazol-4-il)izoindolin-1,3-diona (Exemplul 9-1a) (1,5 g, 7 mmol), 4-
(clorometil)-3,5-dimetilizoxazol (1,5 g, 10 mmol) si carbonat de cesiu (3,3g, 10 mmol)
au fost agitati in DMF (20 mL) la 80°C timp de 3 ore. Reactia a fost racita, diluata cu
H2.0 (150 mL) si extrasa cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele organice combinate
au fost uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si concentrate pe evaporator rotativ.
Produsul solid a fost triturat cu acetat de etil’/hexani (1/9) si recristalizat din etanol
absolut (30 mL) la reflux, pentru a da 2-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4-il)izoindolin-1,3-diona (900 mg, 38%) sub forma de solid galben deschis
stralucitor.'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & 1,36 (d, 3H, J 2,16 (s, 3H), 2,41 (s,
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3H),J=7,2 Hz), 5,22 (s, 2H), 7,81 (s, 1H), 7,91-7,83 (m, 4H), 8,21(s, 1H). MS M+H
calculat 323,11, gasit 323,1. Punct de topire: 170-171°C. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si ca are un ICso de 0,18
HM.

Exemplul 9-1a: 1-tosil-1H-pirazol-4-amina.
0

HNB\Nf
0

[0469] 1-tosil-1H-pirazol-4-amina (Exemplul 9-1b) (3g, 12,7 mmol) si izobenzofuran-
1,3-diona (1,9 g, 13 mmol) au fost agitate In DMF/acetonitril (1/1) (20 mL) la 100°C
timp de 1 ora. Amestecul a fost racit si diluat cu H,O. Precipitatul a fost colectat prin
filtrare, spalat cu apa suplimentara, urmata de spalare cu acetat de etil si hexani.
Produsul solid a fost uscat sub vid inaintat pentru a da 2-(1H-pirazol-4-il)izoindolin-
1,3-diona (2,5 g, 92%) sub forma de solid galben. MS M+H calculat 214,1; gasit
214,1. "H RMN (CDCls, 400 MHz) & 7,93-8,10 (m, 6H), 13,03 (bs, 1H).

Exemplul 9-1b: 1-tosil-1H-pirazol-4-amina.

O\\ ’Njij\
07F I NF T NH,

[0470] 4-nitro-1-tosil-1H-pirazol (Exemplul 9-1c¢) (3 g, 11,2 mmol) si 10 % paladiu pe
carbune (800 mg) in MeOH (150 mL) au fost agitati sub 2 atmosfere de hidrogen intr-
un hidrogenator Parr timp de 3 ore. Amestecul a fost filtrat prin celita, concentrat si
purificat prin cromatografie pe silicagel (80% acetat de etil in hexani) pentru a da 1-
tosil-1H-pirazol-4-amina (1,9 g, 71%) sub forma de solid roz. 'H RMN (CDCls, 400
MHz) & 2,40 (s, 3H), 3,01 (bs, 2H), 7,29 (d, 2H, J=8 Hz), 7,41 (d, 1H, J=1,2 Hz), 7,53
(d, 1H, J=1,2 Hz), 7,81 (d, 2H, J=8 Hz).

Exemplul 9-1c: 4-nitro-1-tosil-1H-pirazol.

o



[0471] 4-nitro-1H-pirazol (500 mg, 4,4 mmol), clorura de 4-metilbenzen-1-sulfonil
(840 mg, 4,4 mmol) si trietilamina (510 mg, 5 mmol) au fost agitate in DMF (25 mL) la
80°C timp de 1 ora. Reactia a fost racita, diluata cu H2O (200 mL) si extrasa cu
acetat de etil (3x, 100 ml). Faza organica a fost spalata cu solutie apoasa 1N de HCI
(200 mL) si cu H2O (200 mL), uscata pe sulfat de sodiu, filtratd si concentrata pe
evaporator rotativ. Solidul a fost triturat cu hexani pentru a da 4-nitro-1-tosil-1H-
pirazol (600 mg, 50%) sub formé& de solid alburiu. "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) . &
2,40 (s, 3H), 7,52 (d, 2H, J=8,4 Hz), 7,98 (d, 2H, J=8,8 Hz), 8,57 (s, 1H), 9,58 (s, 1H).

Exemplul 9-2: 2-((1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilamino)metil)

benzonitril
IN\ NC
N
= H

/
O~N

[0472] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (100 mg,
0,44 mmol), 2-(bromometil)benzonitril (115 mg, 0,6 mmol) si trietlamina (0,5 mL, 3,5
mmmol) in DMF (3 mL) au fost iradiate si agitate Intr-un reactor cu microunde la 80°C
timp de 10 minute. Reactia a fost racita, diluatd cu H,O (50 mL) si extrasa cu acetat
de etil (3x, 30 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu si
concentrate pe evaporator rotativ. Reziduul a fost dizolvat in etanol (70 mL), H.O (3
mL) si acetic acid (1 mL) si amestecul a fost refluxat timp de 2 ore. Solutia a fost
concentratd pe evaporator rotativ, reluatd in metanol (3 mL) si purificata prin HPLC
cu faza inversa n 3-1 mL parti alicote (gradient 5 la 95% acetonitril in H,O: 16
minute). Fractile pure au fost combinate si concentrate pe evaporator rotativ.
Reziduul a fost triturat cu acetat de etil’/hexani (1/9) pentru a da 2-(1-((3,5-

dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-pirazol-4-il)izoindolin-1-ona (85 mg, 61%) sub forma de



G-2010-00175- - e
1 9 -08- 2008 >

233

solid pur, alb. 'H RMN (DMSO-dg, 400 MHz): & 2,18 (s, 3H), 2,43 (s, 3H), 4,97 (s,
2H), 5,18 (s, 2H), 7,58-7,68 (m, 3H), 7,77 (s, 1H), 8,10 (d, J= 8 Hz, 1H),8,27 (s, 1H),
9,19 (bs, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar

hT2R08 si are o valoare 1Csp mai mare de 30 uM.

Exemplul 9-3: 2-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)izoindolin-1-

ona

/
O~N

[0473] 2-((1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilamino)metil)benzonitril
(Exemplul 9-2) (30 mg, 0,14 mmol) a fost agitat intr-un amestec de MeOH/ solutie
apoasa 2N de NaOH (5 mL) la 100°C timp de 30 minute intr-un reactor cu
microunde. Reactia a fost acidulata cu solutie apoasa 1N de HCI (100 mL) si extrasa
cu acetat de etil (3x, 70 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat
de sodiu si concentrate. Reziduul a fost dizolvat in MeOH (3 mL) si purificat prin
HPLC cu faza inversa in 2-1,5 mL parti alicote (gradient 5 la 95% acetonitril in H2O:
16 minute). Fractile pure au fost combinate si concentrate pentru a da 2-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-4-il)izoindolin-1-ona (21 mg, 50%) sub forma de
solid pur, alb. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 2,15 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 4,81 (s,
2H), 5,17 (s, 2H), 7,48-7,50 (m, 1H), 7,51-7,52 (m, 2H), 7,72 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 7,75
(s, 1H), 8,20 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de
gust amar hT2R08 si are un ICsp de 11 uM.

Exemplul 9-4: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)chinazolin-2,4
(1H,3H)-diona
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[0474] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (75 mag,
0,33 mmol), 2-izocianatobenzoat de metil si trietilamind (200 mg, 2 mmol) n
acetonitril (3 mL) au fost iradiate intr-un reactor cu microunde la 100°C timp de 30
minute. Reactia a fost racita, diluatéd cu H,O (75 mL) si extrasa cu acetat de etil (3x,
50 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si
concentrate pe evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe
silicagel (75% acetat de etil in hexani) pentru a da 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
iYmetil)-1H-pirazol-4-il)chinazolin-2,4(1H,3H)-diona (20 mg, 18%) sub forma de solid
roz deschis. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); & 2,16 (s, 3H), 2,40 (s, 3H), 5,17 (s, 2H),
7,17-7,22 (m, 2H), 7,50 (s, 1H), 7,66 (dt, J= 8, 1,2 Hz, 1H), 7,92 (d, J= 6,8 Hz, 1H),
7,95 (s, 1H), 11,52 (bs, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului
de gust amar hT2R08 si are un I1Csp de 1,5 uM.

Exemplul 9-5: 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)
tetrahidro pirimidin-2(1H)-ona

Q"N

N= N,N\\ Nj\N
S0

[0475]1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)tetrahidropirimidin-2(1H)-

ona (Exemplul 9-5a) (50 mg, 0,18 mmol) si hidrura de sodiu 60% (8 mg, 0,20 mmol)
in DMF (3 mL) au fost agitate la temperatura camerei timp de 15 minute apoi racite la
0°C. La amestec s-a adaugat bromura de benzil (31 mg, 0,18 mmol) si a fost lasat
sa se incélzeasca la temperatura camerei, apoi a fost agitat timp de 2 ore. Reactia
a fost stopata cu metanol si concentratad. Reactia a fost diluata cu saramura (50 mL)
si extrasa cu diclorometan (2x, 50 mL). Extractele organice combinate au fost uscate

y
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pe sulfat de magneziu, filtrate si concentrate pe evaporator rotativ. Reziduul a fost
prelucrat n diclormetan (5 mL) si purificat prin cromatografie pe coloana de silicagel
(gradient 100% la 90% diclormetan in metanol: 30 minute) pentru a da 1-benzil-3-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)tetrahidropirimidin-2(1H)-ona (20 mg,
30%) sub forma de solid alb. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 1,85-1,91 (m, 2H),
2,10 (s, 3H), 2,37 (s, 3H), 3,12 (m, 2H), 3,55 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 4,48 (s, 2H), 5,05 (s,
2H), 7,22-7,31 (m, 5H), 7,49 (s, 1H), 7,84 (s, 1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru
Ca0H23Ns0O5; anticipat 366,19; gasit 366,15. Compusul din titlu s-a dovedit a fi
inhibitor al receptorului de gust amar hT2RO08 si are un ICsy de 1,65 uM.

Exemplul 9-5a: 1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-
il)tetrahidropirimidin-2(1H)-ona

Q"N

X
I\IIN$\NJLNH
L

[0476] 1-(3-cloropropil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )1 H-pirazol-4-il)Juree
(Exemplul 9-5b) (200 mg, 0,64 mmol) si hidrura de sodiu 60% (28 mg, 0,71 mmol) in
DMF (2 mL) au fost agitate la 0°C timp de 15 minute apoi au fost lasate sa se
incalzeasca péana la temperatura camerei si s-au agitat timp de 2 ore. Reactia a fost
stopata cu metanol si concentratd. Reactia a fost diluatd cu saramura (50 mL) si
extrasa cu diclormetan (2x, 50 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe
sulfat de magneziu, filtrate si concentrate. Reziduul a fost prelucrat in diclormetan (5
mL) si purificat prin cromatografie pe coloana de silice (gradient 100% la 90%
diclormetan in metanol: 30 minute) pentru a da 1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)tetrahidropirimidin-2(1H)-ona (84 mg, 48%) sub forma de solid alb. 'H
RMN (DMSO-dg, 400 MHz); & 1,85-1,91 (m, 2H), 2,10 (s, 3H), 2,37 (s, 3H), 3,12 (m,
2H), 3,48 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 5,05 (s, 2H), 6,57 (s, 1H), 7,46 (s, 1H), 7,80 (s, 1H).
LC/MS; [M+H] calculat pentru C13H17NsO2; anticipat 276,14; gasit 276,10.

Exemplul 9-5b: 1-(3-cloropropil 3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-

4-il)urea

SC
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[0477] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-ilYmetil)-1H-pirazol-4-amina (342mg, 1,78 mmol) si 2-
cloropropil izocianat (213mg, 1,78 mmol) Tn acetonitril (5 mL) au fost incalziti la 65°C
timp de 16 ore. Reactia a fost racita la temperatura camerei, concentrata si reziduul
a fost dizolvat in diclormetan (5 mL) si purificat prin cromatografie pe coloana de
silice (gradient 100% la 90% diclormetan in metanol: 30 minute). Fractiile pure au
fost combinate si concentrate, apoi triturate cu acetat de etil/hexani (1/9) pentru a da
(1-(3-cloropropil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)1 H-pirazol-4-iljurea (218 mg,
39%) sub forma de solid alb. LC/MS; [M+H] calculat pentru C12H16CINsO5; anticipat
298,10; gasit 298,10.

Exemplul 9-6: 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,3,5-

triazinan-2-ona

cri\\ N o
N&NXN/\Q

N

H

[0478] 1-benzil-5-(2,4-dimetoxibenzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4-il)-1,3,5-triazinan-2-ona (Exernplul 9-6a) (44mg, 0,09 mmol), anisol (9 mg, 0,09
mmol) si solutie 50% de acid trifluoracetic /diclormetan (1 mL) n diclormetan (1 mL)
au fost agitate la temperatura camerei timp de 2 ore. Reactia a fost concentrata,
stopata cu bicarbonat de sodiu saturat (50 mL), extrasa cu acetat de etil (2x, 50 mL)
si spalata cu saramura (50 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe
sulfat de magneziu, filtrate si concentrate. Purificarea prin cromatografie pe coloana
de silice (gradient 100% la 90% diclormetan in metanol: 30 minute) a dat 1-benzil-3-
(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,3,5-triazinan-2-ona (19 mg, 62%)

o ) T
e (j
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sub forma de solid alb. LC/MS; [M+H] calculat pentru C19H22NsO>; anticipat 367,18;
gasit 367,20. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar
hT2RO08 si are un ICso de 5,84 pM.

Exemplul 9-6a: 1-benzil-5-(2,4-dimetoxibenzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-

il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,3,5-triazinan-2-ona

QN

N= N o
~\
NJ\'\LNJ‘/\Q

[0479] 1-Benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)urea (Exemplul 9-
6b) (50 mg, 0,15 mmol), 2,4-metoxi benzil amina (26 mg, 0,15 mmol) si formaldehida
(37% gr. in apd) (25 mg, 0,31 mmol) au fost incélzite la 100°C timp de 16 ore.
Reactia a fost racita la temperatura camerei, diluatd cu saramura (50 mL) si extrasa
cu diclormetan (2x, 50 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de
magneziu, filtrate si concentrate. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe
coloana de silice (gradient 100% la 90% diclormetan in metanol: 30 minute) pentru a
da 1-benzil-5-(2,4-dimetoxibenzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-
il)-1,3,5-triazinan-2-ona (44 mg, 56%) sub forma de ulei. LC/MS; [M+H] calculat
pentru CosH32NsOy4; anticipat 517,25; gasit 517,20.

Exemplul 9-6b: 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)urea

Q\
N\

N 0

[0480] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amind (287 mg, 1,49 mmol) si

benzil izocianat (199 mg, 1,49 mmol) in acetonitril (5 mL) au fost incalziti la 65°C timp
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de 16 ore. Reactia a fost racita la temperatura camerei si concentrata. Reziduul a
fost purificat prin cromatografie pe coloand de silice (gradient 100% la 90%
diclormetan in metanol: 30 minute) si triturat cu acetat de etil’/hexani (1/9) pentru a da
1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)urea (246 mg, 51%) sub
forma de solid alb. LC/MS; [M+H] calculat pentru C17H419NsO2; anticipat 326,15; gasit
326,10.

Exemplul 9-7: 5-benzil-1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)-3-

fenetil-1,3,5-triazinan-2-ona

[0481] Preparatd ca in Exemplul 9-6a din 1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-3-fenetiluree (Exemplul 9-7a), formaldehida si benzil amina. Randament:
15%. "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 8 2,11 (s, 3H), 2,37 (s, 3H), 2,69 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 3,39 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 3,81 (s, 2H), 4,16 (s, 2H), 4,42 (s, 2H), 5,05 (s, 2H),
7,17-7,32 (m, 10H), 7,42 (s, 1H), 7,78 (s, 1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru
Co7H30NeO2; anticipat 471,24; gasit 471,15. Compusul din titlu s-a dovedit a fi
inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un I1Cs de 2,64 uM.

Exemplul 9-7a: 1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3-fenetilurea

0N
- NN&NJ?\N/\/@
H H

[0482] Preparatd ca in Exemplul 9-6b din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-amina si fenetil izocianat. Randament: 29%. 'H RMN (DMSO-ds, 400
MHz): & 2,10 (s, 3H), 2,36 (s, 3H), 2,69 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,25 (q, J = 7,4 Hz, 2H),

o
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5,02 (s, 2H), 6,00 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,16-7,30 (m, 6H), 7,68 (s, 1H), 8,13 (s, 1H).
LC/MS; [M+H] calculat pentru C1gH21N5sO5; anticipat 340,17; gasit 340,20.

Exemplul 9-8: 1-(1+((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3-fenetil-1,3,5-

triazinan-2,4,6-triona

QN
" NN\}\N&L
o N °

[0483] 1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3-fenetilurea (Exemplul 9-
7a) (100 mg, 0,29 mmol) in THF (2 mL) a fost racita la 0°C si s-a adaugat lent n-
clorocarbonil izocianat (93 mg, 0,88 mmol). Dupa adaugare, reactia a fost lasata sa
se Incalzeasca la temperatura camerei si s-a agitat timp de 1 ora. Reactia a fost
concentrata si reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloana de silice
(gradient 100% la 90% diclormetan in metanol: 30 minute) pentru a da (1-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3-fenetil-1,3,5-triazinan-2,4,6-triona (100
mg, 83%) sub forma de solid alb. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz):. & 2,13 (s, 3H),
2,39(s, 3H), 2,82 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,88 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 5,17 (s, 2H), 7,19-7,31
(m, 5H), 7,44 (s, 1H), 7,89 (s, 1H), 11,84 (s, 1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru
Ca0H20N6Q4; anticipat 409,15; gasit 409,20. Compusul din titlu s-a dovedit a fi
inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICso de 3,03 uM.

Exemplul 9-9: 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,3,5-

triazinan-2,4,6-triona

QN
. N'N\}N&N’_@
o//\\ o

N
H
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[0484] 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)urea (Exemplul
95b) (100 mg, 0,31 mmol) in THF (2 mL) a fost racita la 0°C si s-a adaugat lent n-
clorocarbonil izocianat (97 mg, 0,92 mmol). Dupa adaugare, reactia a fost lasata sa
se Tncalzeasca la temperatura camerei §i agitatd timp de 1 ord. Reactia a fost
concentratéd si reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloana de silice
(gradient 100% la 90% diclormetan in metanol: 30 minute) pentru a da 1-benzil-3-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)}-1H-pirazol-4-il)-1,3,5-triazinan-2,4,6-triona (112 mg,
93%) sub forma de solid alb. "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); & 2,12 (s, 3H), 2,38(s,
3H), 4,87 (s, 2H), 5,16 (s, 2H), 7,23-7,34 (m, 5H), 7,45 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 11,93 (s,
1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru C1gH1gNgO4; anticipat 395,14; gasit 395,15.
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are
un ICso de 1,14 uM.

Exemplul 10. Antagonigti de hT2R8 : Obtinerea compusilor inventiei

Exemplul 10-1: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-
2,4-diona

[0485] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a)
(6 g, 25,5 mmol) in toluen (100 mL) a fost refluxatd timp de 1 ora si racita la
temperatura armbiantd sub atmosfera de azot. S-a adaugat clorhidrat de ester metilic
al glicinei (3,1 g, 26 mmol) si trietilamina (3,2 g, 32 mmol) . Amestecul a fost refluxat
timp de 16 ore. Reactia a fost racitd si solventul a fost indepartat pe evaporator
rotativ. Solidul a fost redizolvat in acetat de etil (100 mL) si faza organica a fost
spalata cu solutie 1N de HCI (2x, 150 mL). Faza apoasa a fost extrasa din nou cu
acetat de etil (2x, 75 mL) si extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de
sodiu si concentrate. Solidul care rezulta a fost triturat cu acetat de etil/lhexani (1/9) si
uscat sub vid Tnaintat pentru a da 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
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ilJimidazolidin-2,4-diona (5,2 g, 74%) sub forma de solid alb. 'H RMN (DMSO-ds, 400
MHz): & 2,19 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 4,09 (s, 2H), 5,06 (s, 2H), 5,68 (bs, 1H), 7,90 (s,
1H), 8,05 (1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust
amar hT2R08 si are ICsp de 1,7 pM.

Exemplul 10-1a: 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil azida
N=
S
K O
O-N

[0486] S-a adaugat Tn picaturi azotit de sodiu (450 mg, 6,5 mmol, in H2O) (10 mL)
timp de 10 minute, la o suspensie de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-4-
carbohidrazida (Exemplul 10-1b) (1g, 4,3 mmol) in acid acetic apos 10% (50 mL) si
s-a racit la 0°C prin intermediul unei bai de gheatd cu apa. Reactia a fost agitata
pentru inca 15 minute apoi extrasa cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele organice
combinate au fost spalate cu carbonat de sodiu saturat apos (100 mL) urmata de
H2O (100 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu,
filtrate si concentrate. Produsul solid a fost triturat cu acetat de etil/lhexani (1/9) si
uscat in vid pentru a da 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil azida
(1g, 93%) sub forma de solid alb. "H RMN (CDCls, 400 MHz): § 2,20 (s, 3H), 2,44 (s,
3H), 5,07 (s, 2H), 7,81 (s, 1H), 7,93 (s, 1H).

Exemplul 10-1b: 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbohidrazida

[0487] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carboxilat de etil (Exemplul 10-
1c) (6 g, 24 mmol) si hidrazina (7,5g, 240 mmol) au fost agitate in EtOH (100 mL) la
reflux timp de 12 ore. Solutia a fost concentratd pe evaporator rotativ si produsul

solid a fost triturat cu acetat de etil/hexani (1/9) si uscat sub vid Tnaintat pentru a da
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1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)}-1H-pirazol-4-carbohidrazida (5,5 g, 97%) sub forma
de solid pur, alb. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); & 2,11 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 5,15 (s,
2H), 7,81 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 9,31 (bs, 1H).

Exemplul 10-1c: 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carboxilat
Yi;*

[0488] 1H-pirazol-4-carboxilat de etil (4,2g, 30 mmol), 4-(clorometil)-3,5-
dimetilizoxazol (5,1 g, 35 mmol) si carbonat de cesiu (9,8 g, 30 mmol) in DMF (50
mL), au fost agitate la 80°C timp de 12 ore. Reactia a fost racitd la temperatura
ambianta, diluata cu 0,1 N HCI (150 mL) si extrasa cu acetat de etil (3x, 75 mL).
Extractele organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu si concentrate pe
evaporator rotativ. Produsul solid a fost triturat cu acetat de etil/hexani(1/9) si colectat
prin filtrare pentru a da 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carboxilat de
etil (6g, 80%) sub forma de solid alb. '"H RMN (CDCls, 400 MHz); 5 1,34 (t, J = 7,2
Hz, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,43 (s, 3H), 4,29 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 5,06 (s, 2H), 7,77 (s,
1H), 7,91 (s, 1H).

Exemplul 10-2: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-
2,4-diona

[0489] Preparata ca in Exemplul 10-1 din clorhidrat de ester metilic al (+/-)-
fenilalaninei  si 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil  azida.
Randament: 58%. 'H RMN (Aceton&-dg, 400 MHz); 5 2,17 (s, 3H), 2,43 (s, 3H), 3,07
(dd, J= 14,4, 6,4 Hz, 1H), 3,20 (dd, J = 14, 4,4 Hz, 1H), 4,53 (t, J =4,8 Hz, 1H), 5,18
(s, 2H), 7,27-7,19 (m, 5H), 7,46 (bs, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,99 (s, 1H). MS M+H calculat

(£
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366,15; gasit 366,1. Punct de topire: 169-171°C. Compusul din titlu s-a dovedit a fi
inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsp de 0,18 uM.

Exemplul 10-3: (S)-5-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

N= ji
o
Z>N" O NH
—_
0O (0]

/
N

iljimida- zolidin-2,4-diona.

[0490] Preparata ca in Exemplul 10-1 din clorhidratul esterului metilic al (S)-
fenilalaninei si 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil azida (Exemplul
6a). Randament:13% izolat prin cromatografie chirala. 'H RMN (CDCls, 400 MHz); &
2,19 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 2,88 (dd, J = 13,6, 9,2 Hz, 1H), 3,35 (dd, J = 13,6, 3,6 Hz,
1H), 4,31-4,35 (m, 1H) 5,06 (s, 2H), 5,53 (bs, 1H), 7,21-7,36 (m, 5H), 7,85 (s, 1H),
8,01 (s, 1H). LC/MS; [M+H] calculat pentru C19H19N5O3; anticipat 366,15; gasit 366,1.
[alp= (-)-136, c=0,1, etanol. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului
de gust amar hT2R08 si are un ICsy de 0,12 pM.

Exemplul 10-4: (R)-5-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

ilJimida- zolidin-2,4-diona

[0491] Preparata ca in Exemplul 10-1 de la clorhidratul esterului metilic al (R)-
fenilalaninei  si 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil  azida.
Randament: 9% izolata prin cromatografie chirald. '"H RMN (CDCls, 400 MHz); & 2,19
(s, 3H), 2,42 (s, 3H), 2,88 (dd, J = 13,6, 9,2 Hz, 1H), 3,35 (dd, J = 13,6, 3,6 Hz, 1H),
4,31-4,35 (m, 1H) 5,06 (s, 2H), 5,53 (bs, 1H), 7,21-7,36 (m, 5H), 7,85 (s, 1H), 8,01
(s, 1H). MS M+H calculat 366,15; gasit 366,1. [a]p= (+)-124, c=0,2, etanol. Compusul

b,
o
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din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsp de
0,11 uM.

Exemplul 10-5: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

fenoxietil) imidazolidin-2,4-diona

P
\/C/ N N0
= )_J
O\N/ O

[0492] 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
(Exemplul 10-1) (200 mg, 0,7 mmol), (2-bromoetoxi)benzen (200 mg, 1 mmol) si
carbonat de cesiu (325 mg, 1 mmol) au fost iradiate intr-un reactor cu microunde la
85°C timp de 20 minute. Reactia a fost racita la temperatura camerei, diluata cu
solutie apoasa 1N de HCI (100 ml.) si extrasa cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele
organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si concentrate. Reziduul
a fost prelucrat cu metanol (10 mL.) si purificat prin HPLC cu faza inversa (gradient 5
la 95% acetonitril In H2.O: 25 minute). Fractiile pure au fost adunate, concentrate apoi
redizolvate in etanol absolut si concentrate pe evaporator rotativ (4x) pentru a da 3-
(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)}-1H-pirazol-4-il)-1-(2-fenoxietilimidazolidin-2,4-
diona (150 mg, 54%) sub formé& de solid alb."H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,18 (s,
3H), 2,41 (s, 3H), 3,86 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 4,19 (1, J =4,4 Hz, 2H), 4,25 (s, 2H), 5,05
(s, 2H), 6,88 (dd, J=9,2,1,2 Hz, 2H), 7,00 (dt, J=7,6, 1,2 Hz, 1H), 7,27-7,32 (m,
2H), 7,89 (s, 1H), 8,05 (s, 1H). MS M+H calculat 396,17; gasit 396,1. Punct de topire:
117-118 °C. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar
hT2R08 si are un ICso de 0,06 uM.

Exemplul 10-6: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-

metoxibenzil) imidazolidin-2,4-diona

%4
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N= o)
ape
o
of N/ o)\/ N

[0493] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 6) si bromura de 3-metoxi-benzil.
Randament: 55%. 'H RMN (CDCls, 400 MHz); 8 2,19 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 3,81 (s,
3H), 3,85 (s, 2H), 4,58 (s, 2H), 5,06 (s, 2H), 6,81-6,88 (m, 3H), 7,26-7,31 (m, 1H),
7,92 (s, 1H), 8,08 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului
de gust amar hT2R08 si are un ICsp de 0,07 uM.

Exemplul 10-7: 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-

dioxoimida- zolidin-1-il)metil)benzoat de metil

Ne O
N;\NJLN
Voo
O~y o
AN
NS

[0494] Preparat ca In Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona si bromura de 3-metoxi-benzil. Randament: 83%.
'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,20 (s, 3H), 2,43 (s, 3H), 3,86 (s, 2H), 3,93 (s, 3H),
4,67 (s, 2H), 5,07 (s, 2H), 7,45-7,52 (m, 2H), 7,93 (s, 1H), 7,95 (s, 1H), 8,03 (dd, J=
7,2, 1,6 Hz, 1H), 8,08 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al
receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsp of 0.09 uM.

Exemplul 10-8: Acid 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-

dioxo imidazolidin-1-il)metil)benzoic

N= O

NQNJLN

Py
O~y 0

HO o
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[0495] 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (500
mg, 1,8 mmol) (Exemplul 10-5), 3-(bromometil)benzoat de metil (456 mg, 2 mmol) si
carbonat de cesiu (650 mg, 2 mmol) au fost agitati in DMF (4 mL) ntr-un reactor cu
microunde la 85°C timp de 20 minute. Reactia a fost racita, diluata cu solutie apoasa
1N de HCI (100 mL) si extrasd cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele organice
combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si concentrate. Esterul brut a fost
dizolvat in metanol (5 mL) si s-a adaugat NaOH apos (50 mL, 10%in greutate)
amestecul a fost agitat la temperaturd ambiantd timp de 2 ore. Reactia a fost
acidulata cu HCI 1N (150 mL) si extrasa cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele
organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si concentrate pe
evaporator rotativ. Acidul liber a fost triturat cu acetat de etil’lhexani (1/9) si uscat sub
vid Tnaintat pentru a da acid 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-
2 4-dioxoimidazolidin-1-il)metil)benzoic (610. mg, 83%) sub form& de solid alb.'H
RMN (DMSO-dg, 400 2,13 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 4,00 (s, 2H), 4,59 (s, 2H), 5,18 (s,
2H)},MHz): & 7,46-7,59 (m, 2H), 7,78 (s, 1H), 7,85-7,88 (m, 2H), 8,18 (s, 1H).
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are
un I1Cso de 1,8 M.

Exemplul 10-9: 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-
dioxoimidazo- lidin-1-il)metil)-N-metilbenzamida
Nl

[0496] Acid 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-ilymetil)-1H-pirazol-4-il)-2 ,4-
dioxoimidazolidin-1-il)metil)benzoic (100 mg, 0,24 mmol) (Exemplul 10-8), clorhidrat
de metilamina (67 mg, 1 mmol), trietilamina (155 mg, 1,5 mmol) si EDC (57 mg, 0,3
mmol) Tn acetonitril (3 mL) au fost iradiate intr-un reactor cu microunde la 80°C timp
de 10 minute. Reactia a fost racita, diluata cu solutie apoasa 1N de HCI (100 mL) si
extrasa cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele organice combinate au fost uscate pe
sulfat de sodiu, filtrate si concentrate. Produsul brut a fost dizolvat in MeOH (3 mL) si

£ (4
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purificat prin HPLC cu faza inversa (gradient 5 la 95% acetonitril in H20: 25 minute)
pentru a da 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazo-
lidin-1-il)metil)-N-metilbenzamida (25 mg, 25%) ca un solid alb. MS M+H calculat
423,17; gasit 423,2. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust
amar hT2R08 si are un ICsp de 0,14 pM.

Exemplul 10-10: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-

hidroxibenzil) imidazolidin-2,4-diona:

[0497] Preparatd ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)}-1H-
pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-(3-hidroxibenzilamino)acetat de metil
(Exemplul 10-10a). Randament: 24%. 'H RMN (DMSO, 400 MHz): & 2,15 (s, 3H),
2,41 (s, 3H), 3,99 (s, 2H), 4,45 (s, 2H), 5,21 (s, 2H), 6,70 (m, 3H), 7,15 (m, H), 7,80
(s, 1H), 8,19 (s, H), 9,44 (s, H). LC/MS; [M+H] calculat 382,1; gasit 382,1. Punct de
topire: 35-136°C. Compusul din titlu a aratat ca inhiba receptorul gustului
amarhT2R08 si are un ICsy de 0,035uM.

Exemplul 10-10a: 2-(3-hidroxibenzilamino)acetat de metil:

~0
@AH“CTOH

[0498] Esterul metilic al glicinei (500mg, 4mmol) si 3-hidroxibenzaldehida (480mg,
4mmol) au fost dizolvate Tn 5mL THF/Metanol (1:1). S-au adaugat lent la reactie acid
acetic (240mg, 4mmol) si cianoborohidrura de sodiu 1M in THF (4,8mL, 4,8 mmol).
Reactia a fost iradiata intr-un reactor cu microunde la 85°C timp de 15 minute, racita
la temperatura camerei si sarurile au fost indepartate prin filtrare. Solutia limpede a

fost concentrata si reziduul a fost purificat prin HPLC cu faza inversa (gradient 10 la
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95% Acetonitril in H20:25 minute) pentru a da compusul din titlu sub forma de gel
limpede. Randament 45%. MS M+H calculat 196,1; gasit 196,1.

Exemplul 10-11: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-ilymetil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

hidroxibenzil) imidazolidin-2,4-diona:

N= Q

N;\NJ\N H
DS
[0499] Preparatd ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-(2-hidroxibenzilamino)acetat de metil
(Exemplul 10-11a). Randament: 28%. 'H RMN (DMSO, 400 MHz): & 2,12 (s, 3H),
2,38 (s, 3H), 4,00 (s, 2H), 4,45 (s, 2H), 5,17 (s, 2H), 6,83 (m, 2H), 7,10 (m, 2H), 7,78
(s, 1H), 8,16 (s, H), 9,66 (s, H). LC/MS; [M+H] anticipat 382,1; gasit 382,2. Compusul
din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICs de
0,07uM.

Exemplul 10-11a: 2-(2-hidroxibenzilamino)acetat de metil:

OH

/O\”/\{:‘1
)

[0500] Preparata ca in Exemplul 10-10a din esterul metilic al glicinei si 2-
hidroxibenzaldehida. Randament 40%. MS M+H calculat 196,1; gasit 196,1

Exemplul 10-12: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil})-1H-pirazol-4-il)-1-(4-

hidroxibenzil) imidazolidin-2,4-diona:
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[0501] Preparata ca in Exemplul 10-1 de la 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida si 2-(4-hidroxibenzilamino)acetat de metil (Exemplul 10-12a).
Randament 9%. 'H RMN (DMSO, 400 MHz); & 2,117 (s, 3H), 2,383 (s, 3H), 3,918 (s,
2H), 4,387 (s, 2H), 5,174 (s, 2H), 6,719 (J=8,8, d, 2H), 7,108 (J=8,8, m, 2H), 7,761
(s, 1H), 8,154 (s, H), 9,399 (s, H). LC/MS; [M+H] anticipat 382,1; gasit 382,2.
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2RO08 si are
un I1Csp de 0,06 uM.

Exemplul 10-12a: 2-{4-hidroxibenzilamino)acetat de metil:
OH

/O\ﬂ/\ﬁ
O

[0502] Preparatd ca in Exemplul 10-10a din esterul metilic al glicinei si 4-
hidroxibenzaldehida. Randament 40%. MS M+H calculat 196,1; gasit 196,1

Exemplul 10-13: 3-(1+((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-hidroxi-
4-metoxi benzil)imidazolidin-2,4-diona:

[0503] Preparatd ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-(3-hidroxi-4-metoxibenzilamino)acetat

//

o
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de metil (Exemplul 10-13a ). Randament 22%. '"H RMN (DMSO, 400 MHz). 5 2,119
(s, 3H), 2,383 (s, 3H), 3,716 (s, 3H), 3,923 (s, 2H), 4,361 (s, 2H), 5,117 (s, 2H), 6,667
(m, 2H), 6,863 (J=8,4, d, 1H), 7,766 (s, H), 8,159 (s, H). MS M+H calculat 412.1;
gasit 412,1. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar
hT2R08 si are un ICsp de 0,1uM.

Exemplul 10-13a: 2-(3-hidroxi-4-metoxibenzilamino)acetat de metil:

~o

HO
/O\H/\N
0 H

[0504] Preparata ca in Exemplul 10-10a din esterul metilic al glicinei si 3-hidroxi-4-
metoxibenzaldehida. Randament 47%. MS M+H calculat 226,1; gasit 226,1

Exemplul 10-14: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-(2-

metoxietoxi) benzil)imidazolidin-2,4-diona:

/N\ o
o
YQ )‘—/ O\/\
O o

O-N

[0504] Preparata ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-(3-(2-metoxietoxi)benzilamino)acetat
de metil (Exemplul 10-14a). Randament 27%. 'H RMN (DMSO, 400 MHz): 5 2,12
(s, 3H), 2,38 (s, 3H), 3,26 (s, 3H), 3,62 (1, J=4.4, 2H), 3,98 (s, 2H), 4,06 (t, J=4,4, 2H),
4,48 (s, 2H), 5,18 (s, 2H), 6,86 (m, 3H), 7,24 (t, J=8, 1H), 7,78 (s, 1H), 8,17 (s, 1H).
MS M+H calculat 440,2; gasit 440,2. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al
receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsp de 0,07uM.

Exemplul 10-14a: 2-(3-(2-metoxietoxi)benzilamino)acetat de metil:
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O
\O/\/
O
-
N
T

[0505] Preparata ca in Exemplul 10-10a din esterul metilic al glicinei si 3-(2-
metoxietoxi) benzaldehida. Randament 55%. MS M+H calculat 254,1; gasit 254,1

Exemplul 10-15: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

(metiltio) benzil) imidazolidin-2,4-diona:

= 0
N’N;\NJ(N s

P
[0506] Preparata ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-(2-(metiltio)benzilamino)acetat de metil
(Exemplul 10-15a). Randament 67%. '"H RMN (DMSO, 400 MHz): § 2,12 (s, 3H),
2,39 (s, 3H), 2,48 (s, 3H), 3,98 (s, 2H), 4,54 (s, 2H), 5,19 (s, 2H), 7,18 (m, 1H), 7,30
(m, 3H), 7,79 (s, 1H), 8,18 (s, 1H). LC/MS; [M+H] anticipat 412,1; gasit 412,1.
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are
un 1Cso de 0,03uM.

Exemplul 10-15a: 2-(2-(metiltio)benzilamino)acetat de metil:

/O\[g/\”

[0507] Preparata ca in Exemplul 10-10a de la esterul metilic al glicinei si 2-
(metiltio)benzaldehida. Randament 50%. MS M+H calculat 226,1; gasit 226,1
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Exemplul 10-16: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-(2-

metoxietoxi) benzil)imidazolidin-2,4-diona:

/N* o
N\;NJ\N 0/\/0\
T

O-N

[0508] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-hidroxibenzil}imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-11) si 2-bromoetil
metil eter. Randament 19%. 'H RMN (DMSO, 400 MHz): & 2,11 (s, 3H), 2,08 (s, 3H),
3,25 (s, 3H), 3,64 (t, J=3,6, 2H), 4,00 (s, 2H), 4,11 (t, J=3,2, 2H), 4,27 (s, 2H), 5,17
(s, 2H), 6,90 (m, 1H), 7,00 (m, 1H), 7,26 (m, 2H), 7,76 (s, 1H), 8,15 (s, 1H).
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2RO08 si are
un ICsp de 0,1uM.

Exemplul 10-17: 33-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

(metilsulfinil) benzil)imidazolidin-2,4-diona:

/N\ O O\\
N\;\ J s™
YQ YA
// O//\\/ // )

O~-N

[0509] intr-un flacon de 20mL pentru microunde, s-au dizolvat 3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-4-il)-1-(2-(metiltio)benzil)imidazolidin-2,4-diona

(Exemplul 10-15) (70 mg, 0,17 mmol) si m-CPBA (58 mg, 0,34 mmol) in diclormetan
la 0°C. Reactia a fost agitatd la 0°C si lasatd sa se incalzeasca la temperatura
camerei timp de 4 ore. Solventul reactiei a fost indepéartat sub vid si produsul brut a
fost dizolvat Tn 1 mL etanol si a fost purificat prin HPLC in sistem varian (10 la 95%
acetonitril/apa; 25 minute). Fractia purificatd a fost evaporatd sub vid pentru a da
compusul din titlu. MS M+H calculat 428,1; gasit 428,1. Compusul din titlu s-a dovedit

¢!
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a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICs de 0,4 uM.
Randament: 12mg, 17%.

Exemplul 10-18: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

metoxibenzil) midazolidin-2,4-diona:

O~N

[0510] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
il midazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-2-metoxibenzen (199 mg,
1 mmol). Randament: 33%. MS M+H calculat 396,1; gasit 396,1. Compusul din titlu
s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsy de
0,06uM.

Exemplul 10-19: 2-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-

dioxoimida- zolidin-1-il)metil)benzonitril:

[0511] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 2-(bromometil)benzonitril.
Randament: 27%. MS M+H calculat 391,1; gasit 391,1. Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICs, de 0,5 uM.

Exemplul 10-20: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-
metilbenzil) imidazolidin-2,4-diona:

(’ { ¢
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[0512] Preparatd ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-2-metilbenzen.
Randament: 21%. MS M+H calculat 380,1; gasit 380,1.Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un |Cs de 0,1 uM.

Exemplul 10-21: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il}-1-(2-

fluorobenzil) imidazolidin-2,4-diona:

/N‘ O
N\;\ NJ\N F
P S
O-N
[0513] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-2-fluorobenzen.

Randament 42%. MS M+H calculat 384,1; gasit 384,1.Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsy de 0,08 uM.

Exemplul 10-22: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

(trifluorometil) benzil)imidazolidin-2,4-diona:

/Nﬁ_ O
N\;NJ\N Fa
P2
0o

O-N

[0514] Preparatd ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) Si 1-(bromometil)-2-
(trifluorometil)lbenzen. Randament: 37%. MS M+H calculat 434,1; gasit 434,1.
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Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are
un |C5o de O,ZUM.

Exemplul 10-23: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

nitrobenzil) imidazolidin-2,4-diona:

le Q
v A NO;
NN
o
7 0

O-N

[0515] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-2-nitrobenzen.
Randament 22%. MS M+H calculat 411,1; gasit 411,1. Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICso de 0,07 uM.

Exemplul 10-24: 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-

dioxo imidazolidin-1-il)metil)benzaldehida:

O-N

[0516] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diond (Exemplul 10-1) si 3-(bromometil)benzaldehida.
Randament: 35%. '"H RMN (DMSO, 400 MHz); & 2,123 (s, 3H), 2,388 (s, 3H), 4,035
(s, 2H), 4,631 (s, 2H), 5,186 (s, 2H), 7,581 (m, 1H), 7,643 (m, 1H), 7,787 (m, 3H),
8,178 (s, H), 9,997 (s, H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului
de gust amar hT2R08 si are un ICsp de 0,2uM.

Exemplul  10-25:  3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-
dioxoimida- zolidin-1-il) metil)benzonitril:

L
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[0517] Preparat ca Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 3-(bromometil)benzonitril. Randament
21%. MS M+H calculat 411,1; gasit 411,1. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor

al receptorului de gust amar hT2R08 si are un 1Cso de 1uM.

Exemplul 10-26: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-

metilbenzil) imidazolidin-2,4-diona:

[0518] Preparatd ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-3-metilbenzen.
Randament 25%. MS M+H calculat 380,1; gasit 380,1. Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un 1Csp de 0,02uM.

Exemplul 10-27: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-

fluorobenzil) imidazolidin-2,4-diona:

IN\ O
N A
F
P S
O-N
[0519] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-3-fluorobenzen.

Randament 27%. MS M+H calculat 384,1; gasit 384,1. Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsp de 0,06uM.
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Exemplul 10-28: 1-((1,5-dimetil-1H-pirazol-3-il)metil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-

il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona:

/N\ O
v K
= )J \
/ o) NS N~

O~N

[0520] Preparatd ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 3-(bromometil)-1,5-dimetil-1H-
pirazol. Randament: 22%. MS M+H calculat 384,1; gasit 384,1. Compusul din titlu s-
a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un 1Csy de 0,3uM.

Exemplul 10-29: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(4-

metoxibenzil) imidazolidin-2,4-diona:

e

[0521] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exernplul 10-1) si 1-(bromometil)-4-metoxibenzen.
Randament 19%. MS M+H calculat 396,1; gasit 396,1. Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsy de 0,07uM.

Exemplul 10-30: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(4-

metilbenzil) imidazolidin-2,4-diona:
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[0522] Preparatd ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-4-metilbenzen.
Randament 25%. MS M+H calculat 380,1; gasit 380,1. Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un 1Cs; de 0,06uM.

Exemplul 10-31: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(4-
fluorobenzil) imidazolidin-2,4-diona:
N= O
N\;\NJJ\N
// 7

O~
N F

[0523] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 1-(bromometil)-4-fluorobenzen .
Randament 33%. MS M+H calculat 384,1; gasit 384,1. Compusul din titlu s-a dovedit
a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un | ICso de 0,05uM.

Exemplul 10-32: 4-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-

dioxoimida- zolidin-1-il)metil)benzonitril:

CN

[0524] Preparat ca Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-pirazol-
4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si 4-(bromometil)benzonitril. Randament
21%. MS M+H calculat 391,1; gasit 391,2. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor
al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsy de 0,05uM.

Exemplul 10-33: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-

(hidroximetil) benzil)imidazolidin-2,4-diona:
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O~N

[0525] 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-
1-il) metil)benzaldehida (Exemplul 10-24) (131mg, 0,3 mmol) a fost dizolvata in 2 mL
etanol. Solutia a fost trecutd printr-un aparat H-Cube la temperatura camerei
utilizand catalizator Pd/C 10% la o viteza de curgere de 1ml/ minut. Fractia colectata
a fost concentrata, redizolvata in 2 mL etanol si purificatd prin HPLC (10-95%
acetonitril/Apa, 25 minute). Fractiile purificate au fost combinate si concentrate pentru
a da compusul din titlu. 'H RMN (DMSO, 400 MHz): & 2,123 (s, 3H), 2,388 (s, 3H),
3,978 (s, 2H), 4,516 (s, 2H), 5,182 (s, 2H), 7,242 (m, 4H), 7,779 (s, 1H), 8,172 (s,
1H), 8,505 (s, 1H). MS M+H calculat 396,1; gasit 396,1. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un 1Cso de 0,3uM.
Randament: 24mg, 18%.

Exemplul 10-34: 1-(2-aminobenzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona:

O~N

[0526] 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-nitrobenzil)
imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-23) (126mg, 0,3 mmol) a fost dizolvata in 2 mL
etanol. Solutia a fost trecuta printr-un aparat H-Cube la temperatura camerei utilizand
catalizator 10% Pd/C la o viteza de curgere de 1mi/minut. Fractia colectata a fost
concentratd, redizolvatd in 2mL etanol si purificata prin HPLC (10-95%
acetonitril/apa, 25 minute). Fractiile purificate au fost combinate si concentrate pentru
a da compusul din titlu. Randament 26%. MS M+H calculat 381,1; gasit 381,1.
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are
un ICsg de 0,02uM.

444
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Exemplul 10-35: 1-(3,4-dimetoxibenzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona:

N= Q
YQ%}L“
ofN/ O)\/ ™
P

[0527] 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
(Exemplul 10-1) (275 mg, 1 mmol), (3,4-dimetoxifenil)metanol (201 mg, 1,2 mmol),
N,N,N,N-tetrametilazodicarboxamida (344 mg, 2 mmol) au fost dizolvate in 2 mL THF
anhidru. S-a adaugat tributilfosfina (404 mg, 2 mmol) si amestecul de reactie a fost
introdus ntr-un reactor cu microunde timp de 5 minute la 90°C. Reactia s-a filtrat, s-a
concentrat si s-a purificat prin HPLC (10-95% acetonitril/apa, 25 minute) pentru a da
compusul din titlu. Randament: 25mg, 6%. 'H RMN (DMSO, 400 MHz): & 2,119 (s,
3H), 2,385 (s, 3H), 3,724 (J=6,4 d, 6H), 3,946 (s, 2H), 4,435 (s, 2H), 5,178 (s, 2H),
6,885 (m, 3H), 7,776 (s, 1H), 8,166 (s, 1H). MS M+H calculat 426,1; gasit 426,1.
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are
un ICs¢ de 0,06uM.

Exemplul 10-36: 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-

il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona:

,N‘ 0
v A
o 0
N )

[0528] Preparata ca in Exemplul 10-35 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si benzo[d][1,3]dioxol-5-iimetanol.
Randament: 19%. '"H RMN (DMSO, 400 MHz); & 2,143 (s, 3H), 2,408 (s, 3H), 3,977
(s, 2H), 4,440 (s, 2H), 5,202 (s, 2H), 6,003 (s, 2H), 6,897 (m, 3H), 7,788 (s, 1H),

8,181 (s, 1H). MS M+H calculat 410,1; gasit 410,1. Compusul din titlu s-a dovedit a fi
inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un 1Cso de 0,07uM.

1e)
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Exemplul 10-37: 1-(3-((dimetilamino)metil)benzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona:

PP
N
YQ/ '
-
/ e} N

O\N /

[0529] S-au dizolvat 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-
2,4-diona (Exemplul 10-1) (275 mg, 1 mmol), 1,3-bis(bromometil)benzen (263 mg, 1
mmol) si carbonat de cesiu (325mg, 1 mmol) in 2 mL DMF si s-au iradiat intr-un
reactor cu microunde la 165 °C timp de 5 minute. Reactia a fost racita la temperatura
camerei $i sarea precipitata a fost indepartata prin filtrare. Solutia limpede continand
produsul brut a fost concentrata si redizolvata in acetat de etil. Solutia organica a fost
spalata cu apa de doua ori, urmata de spalare cu saramura. Stratul organic a fost
uscat pe sulfat de sodiu si evaporat pentru a da produsul brut care a fost trimis la
etapa urmatoare fara purificare suplimentara sau caracterizare. S-au dizolvat 1-(3-
(bromometil)benzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilJimidazolidin-
2,4-diona (Exemplul 42a) (152 mg, 0,3 mmol), dimetilamina (solutie 2 M in THF) (1,5
mL, 3 mmol), si hidrura de sodiu (9 mg, 0,36 mmol) in 1 mL THF anhidru. Reactia a
fost introdusa intr-un reactor cu microunde timp de 5 minute la 120°C. Produsul brut
a fost redizolvat in 2 mL etanol si a fost purificat prin HPLC (10-95% acetonitril/apa,
25 minutes) pentru a da 1-(3-((dimetilamino)metil)benzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilymetil)-1H-pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona( 16 mg, 13%). MS M+H calculat 423,1;
gasit 423,1. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar
hT2R08 si are un ICso de 1,2uM.

Exemplul 10-38: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-((1-metil-

1H-pirazol-3-il)metil)imidazolidin-2,4-diona:

14
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[0530] Preparata ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-1) si  3-(bromometil)-1-metil-1H-
pirazol. Randament 19%. MS M+H calculat 370,1; gasit 370. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsp de 0,4uM.

Exemplul 10-39: N-(2-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-2H-tetrazol-5-il)-3-

metoxibenzamida

[0631] S-au supus agitarii  2-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-2H-tetrazol-5-amina
(Exemplul 10-39a) (102 mg, 0,528 mmol), clorura de 3-metoxibenzoil (0,065 mL,
0,528 mmol) si piridina (0,043 mL, 0,528 mmol) in acetonitril (3 mL), la 100°C timp de
o ora. Reactia a fost diluata cu diclormetan (30 mL) si spalata cu saramura (30 mL).
Fazele organice au fost uscate pe sulfat de sodiu, concentrate si purificate prin HPLC
cu faza inversa (Sistem de solventi: gradient acetonitriifapa 10% la 100%),
functionare 25 minute) pentru a da N-(2-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-2H-tetrazol-5-
il)-3-metoxibenzamida sub forma de solid cristalin alb (60 mg, 35 % Randament) MS
M+H calculat 329,1, gasit 329. 'H RMN (400MHz, DMSO-d6): & 2,02 (s, 3H), 2,46 (s,
3H), 3,81 (s, 3H), 5,78 (s, 2H), 7,16 (m, 1H), 7,42 (t, J = 8 Hz, 2H), 7,54 (m, 1H), 11,3
(s, 1H).Compusul are un ICsy pe receptorul gustului amar hT2R8 de 1,87 pM.

Exemplul 10-39a:2-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-2H-tetrazol-5-amina

¢
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[0532] 2H-tetrazol-5-amina (1,29 g, 12,5 mmol), 4-(clorometil)-3,5-dimetilizoxazol
(1,56 mL, 12,5 mmol) si carbonat de potasiu (1,73 g, 15,5 mmol) in DMF (20 mL) au
fost incalzite la 80°C cu agitare timp de 16 ore. Reactia a fost racita la temperatura
camerei, diluata cu diclormetan (100 mL) si spalatad consecutiv cu saramura si apa.
Organicele au fost uscate pe sulfat de sodiu si concentrate intr-un evaporator rotativ.
Produsul brut a fost purificat prin cromatografie pe silicagel (0-10 % gradient acetat
de etil/diclormetan) rezultand 2-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-2H-tetrazol-5-amina
sub forma de solid cristalin alb (970 mg, 40% Randament) MS M+H calculat 1951,
gasit 195.

Exemplul 10-40: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-imidazol-4-il)benzo
[d][1,3] dioxol-5-carboxamida

/=N
N
YQ P
= o
> G )
O-N )\@o

[0533] S-au agitat timp de 16 ore, 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-imidazol-4-
amina (Exemplul 10-40a) (110 mg, 0,57 mmol), clorurd de benzol[d][1,3]dioxol-5-
carbonil (105 mg, 0,57 mmol) si trietilamina (90 pL, 0,69 mmol) in diclormetan au fost
agitate . Reactia a fost diluata cu diclormetan (30 mL) si spalata consecutiv cu
saramura si apa. Fazele organice au fost uscate pe sulfat de sodiu si concentrate
prin evaporare pe rotavapor. Produsul brut a fost purificat prin HPLC cu faza inversa
(Sistem de solventi: gradient acetonitril/apa, 10% la 100%, functionare 25 minute)
pentru a da N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-imidazol-4-il)benzo[d][1,3]dioxol-
5-carboxamida sub forma de solid cristalin alb (32 mg, 15 % Randament). MS M+H
calculat 341,3, gasit 341,3. '"H RMN (400MHz, DMSO-d6): & 2,08 (s, 3H), 2,41 (s,
3H), 5,02 (s, 2H), 6,07 (s, 2H), 6,95 (d, d = 8,4 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7,54
(m, 3H), 10,6 (s, 1H). Compusul are un ICsp pe receptorul amar hT2R8 de 12,1 pM.

ce.
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Exemplul 10-40a: 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-imidazol-4-amina

[0534] S-au supus agitarii  3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-imidazol-1-il)metil)izoxazol
(Exemplul 10-40b) (1,0 g, 4,5 mmol) si paladiu pe carbune 10% (200 mg) in metanol
(40 mL), prin oscilare pe un agitator oscilant de tip Parr sub presiune de 2,5 bar de
hidrogen timp de 2 ore. Filtrarea printr-un strat de celitd urmata de evaporarea pe
evaporator rotativ au dat 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-imidazol-4-amina sub
forma de solid rosu-galbui (800 mg, 93 % Randament). MS M+H calculat 193, gasit
193.

Exemplul 10-40b: 3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-imidazol-1-il)metil)izoxazol

[0535] Tn mod similar Exemplului 10-41c a fost preparat 3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-
imidazol-1-il)metil)izoxazol prin alchilarea 4-nitro-1H-imidazolului, rezultdnd 3,5-
dimetil-4-((4-nitro-1H-imidazol-1-il)metil)izoxazol sub forma de solid cristalin alb. (5,0
g, 80% Randament). MS M+H calculat 223, gasit 223. '"H RMN (400MHz, DMSO-
dé): o, ppm: 2,09 (s, 3H), 2,43 (s, 3H), 5,15 (s, 2H), 7,90 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 8,35
(d, J =1,9 Hz, 1H).

Exemplul 10-41: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-

metilimidazolidin-2,4-diona
/N\ ;\]/ &
R S\
0

[0536] Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (Exemplul
10-41a) (1,0 g, 5,20 mmol), etil-2-izocinat-propionat ( 0,745 g, 5,20 mmol) si
trietilamina (1,5 mL, 10,4 mmol) au fost amestecate in EtOH (20 mL). Reactia a fost
refluxata timp de 12 ore si apoi lasata sa se raceasca la temperatura camerei.
Solventul a fost indepartat sub vid si in repaus s-au format cristale. Cristalele au fost
colectate si spalate cu hexani pentru a da 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)-5-metilimidazolidin-2,4-diona cu randament de 80% sub forma de solid

.~

¢ (C
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alb. '"H RMN (DMSO-dg, 400 MHz): & 1,53-1,51 (d, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,42 (s, 3H),
4,21-4,19 (m, 1H), 5,06 (s, 2H), 6,00 (bs, 1H), 7,90 (s, 1H), 8,05 (s, 1H). Compusul
din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICs, de
1,3 uM.

Exemplul 10-41a: Clorhidrat de 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

amina

%\
N>~

N
N
NH,CI

[0537] S-au supus agitarii 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilcarbamat
de tert-butil (Exemplul 10-41b) (592 mg, 2 mmol), intr-o solutie 4N de HCI in dioxan
(20 mL) la temperatura ambianta timp de 2 ore. Solventul a fost indepartat si reziduul
a fost dizolvat intr-un amestec 1/1 de acetat de etil/lhexani (30 mL) si concentrat de
doua ori. Solidul a fost triturat cu hexani si colectat prin filtrare furnizand clorhidrat de
1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amine ( 500 mg, 99%) sub forma de
solid alb. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz):; 5 2,11 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 5,16 (s, 2H),
7,51 (s, 1H), 8,03 (s, 1H), 10,27 (bs, 3H).

Exemplul 10-41b: 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilcarbamat de
tert-butil

PN
N~

/N \
N
X NHBoc

[0538] S-au dizolvat 3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-pirazol-1-il)metil)izoxazol (Exemplul
10-41c) (12 g, 53,8 mmol) si anhidrida BOC (12,8 g, 64 mmol) intr-un amestec 3/1/1
de MeOH/EtOH/THF (300 mL) intr-un flacon de reactie Parr, urmata de adaugare de
Pd/C 10% (1,5 g). Amestecul a fost agitat prin oscilare pe un hidrogenator Parr sub 2
atmosfere de hidrogen timp de 3 ore. Amestecul a fost filtrat printr-un strat de celita

-
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de 3 inch si concentrat pe evaporator rotativ. Uleiul roz a fost purificat prun
cromatografie pe silicagel (25% acetat de etil Tn hexani) pentru a da 1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-ilcarbamat de tert-butil (12,6 g, 80%) ca un ulei
roz/rosu care solidificd Tn repaus la un solid roz deschis. '"H RMN (CDCls, 400 MHz):
01,41 (s, 9H), 2,10 (s, 3H), 2,32 (s, 3H), 4,90 (s, 2H), 6,19 (bs, 1H), 719 (s, 1H), 7,50
(s, 1H).

Exemplul 10-41c: 3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-pirazol-1-il)metil)izoxazol

27N
N

N
N&
NO,

[0539] 1H-pirazol (10 g, 147 mmol) s-a adaugat in portii mici la H>SO4 concentrat
(100 mL), racit la 0°C pe o baie de apa cu gheata, mentindnd temperatura interna de
reactie sub 40°C. La amestecul de reactie s-a adaugat cu atentie, in picatura, HNO;
concentrat (10 mL) mentinadnd temperatura internd de reactie sub 55 °C. Reactia a
fost apoi incalzita la 55°C si agitata timp de 5 ore. Amestecul a fost racit la 0°C si
alcalinizat cu atentie (pH~8) cu solutie apoasa de NaOH (110 g NaOH in 150 mL
H2O) pana cand s-a format un precipitat alb controland cu atentie ca temperatura
interna a solutiei sa ramana sub 40°C. Solidul alb a fost colectat prin filtrare si spalat
cu acetat de etil/lhexani (1/3) apoi uscat in vid pentru a da 4-nitro-1H-pirazol (7g,
42%, Randament, izolat). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & 137,0, 126,4. La 4-nitro-
1H-pirazol (9 g, 80 mmol) in DMF (100 mL) s-a adaugat carbonat de cesiu (26 g, 80
mmol) urmat de adaugare de 4-(clorometil)-3,5-dimetilizoxazol (12,3 g, 85 mmol).
Amestecul de reactie a fost agitat in DMF (100 mL) la 80°C timp de 30 minute, apoi a
fost racit, diluat cu H,O (150 mL) si extras cu acetat de etil (3x, 75 mL). Straturile
organice combinate au fost uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si concentrate. Reziduul
a fost prelucrat in acetat de etil (200 mL) si spalat cu H,O (2x, 100 mL). Stratul
organic a fost uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si concentrat. Produsul solid a fost
triturat cu acetat de etil/lhexani(1/9) si colectat prin filtrare. Produsul a fost uscat sub
vid Tnaintat pentru a da 3,5-dimetil-4-((4-nitro-1H-pirazol-1-il)metil)izoxazol (12g,
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67%) sub forma de solid galben deschis. '"H RMN (CDCls, 400 MHz); & 2,23 (s, 3H),
2,46 (s, 3H), 5,08 (s, 2H), 8,02 (s, 1H), 8,08 (s, 1H).

Exemplul 10-42: 5-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-

metil imidazolidin-2,4-diona

\ )N
s N=
O%Q}H//@
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[0540] Preparata ca In Exemplul 10-5 din 5-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilymetil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona  (Exemplul 10-2) si iodmetan.
Randament: 95%. "H RMN (CDCl3;, 400 MHz): & 2,04 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 2,96 (s,
3H), 3,24-3,23 (m, 2 H, J = 4,0 Hz), 4,23-4,21 (m, 1H), 5,00 (s, 2H), 7,24-7,23 (m,
5H, J=4,0 Hz), 7,70 (s, 1H), 7,87 (s, 1H).

[0541] Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar
hT2R08 si are un ICsp de 0,15 pM.

Exemplul 10-43: 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-

metil imidazolidin-2,4-diona

A }inQ

[0542] Preparatad ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-5-metilimidazolidin-2,4-diona (Exemplul 10-41) si bromura de benzil.
Randament: 50%. "H RMN (CDCl;, 400 MHz): & 1,44 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 3,88 (s,
3H), 4,18 (d, J = 8 Hz, 2H), 4,22 (t, 1H, J = 4 Hz)), 5,06 (s, 2H), 7,39 — 7,29 (m, 5H),
7,94 (s, 1H), 8,10 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului
de gust amar hT2R08 si are un ICso de 0,02 uM.
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Exemplul 10-44: Acid 2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-

dioxo imidazolidin-4-il)acetic

N g\\
s N=
O
6]

OH
[0543] Preparat ca Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
carbonil azida (Exemplul 10-1a) si H-Asp-OMe. Randament: 85%. MS M+H calculat
334,1; gasit 3341

Exemplul 10-45: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-

fenetilimidazoli- din-2,4-diona

[0544] Preparatd ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-amino-4-fenilbutanoat de metil.
Randament: 15%. '"H RMN (CDCls;, 400 MHz): & 2,09-2,02 (m, 2H), 2,19 (s, 3H),
2,41 (s, 3H), 2,83-2,78 (m, 2H), 4,13-4,09 (t, 1H, J = 8 Hz), 5,05 (s, 2H), 5,95 (bs,
1H), 7,30-7,19 (m, 5H), 7,95 (s, 1H), 8,03 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi
inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICs de 0,22 yM.

Exemplul 10-46: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-(3-
fenilpropil) imidazolidin-2,4-diona

/N\ N/ &
O /
OM
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[0545] Preparata ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-arnino-5-fenilpentanoat de metil.
Randament: 20%.'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 1,72-1,68 (m, 1H), 1,85-1,78 (m,
2H), 1,99-1,91 (m, 1H), 2,19 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 2,69-2,63 (t, J = 8 Hz, 2H), 4,13
(bs, 1H), 5,05 (s, 2H), 5,95 (bs, 1H), 7,30-7,19 (m, 5H), 7,95 (s, 1H), 8,03 (s, 1H).
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are
un ICso de 0,17 uM.

Exemplul 10-47: 5-(benziloximetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona

N 8\
0/71/ 5\‘} NH
OM/ O\/O

[0546] Preparatda ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida (Exemplul 10-1a) si 2-amino-3-(benziloxi)propanoat de metil.
Randament: 32%. 'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,19 (s, 3H), 2,43 (s, 3H), 3,70-
3,67 (m,1 H), 3,89-3,86 (m,1H), 4,31-4,30 (m,1H), 4,56-4,32 (d, J = 1,6 Hz, 2H), 5,05
(s, 2H), 5,62 (bs, 1H), 7,35-7,29 (m, 5H), 7,88 (s, 1H), 8,04 (s, 1H). Compusul din
titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului de gust amar hT2R08 si are un ICsy de
0,76 uM.

Exemplul 10-47: 5-(benziloximetil)-3-(1-((3,5-dimetilisoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona

/N\ N= &
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[0547] Se prepard ca in Exemplul 10-1 din 1-((3,5-dimetilisoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-carbonil azida (exemplul 10-1a) si metil 2-amino-3-(benziloxi)propanoat.
Randament: 32%. 'H NMR (CDCls, 400 MHz): & 2.19 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 3.70-
3.67 (m,1 H), 3.89-3.86 (m,1H), 4.31-4.30 (m,1H), 4.56-4.32 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 5.05
(s, 2H), 5.62 (bs, 1H), 7.35-7.29 (m, 5H), 7.88 (s, 1H), 8.04 (s, 1H). Compusul din
titlu s-a dovedit a fi inhibitor al receptorului pentru amar hT2R08 si a avut un 1Csp de
0.76 uM.

Exemplul 10-48: 2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-

dioxoimidazolidin-4-il)-N-fenilacetamida

N
2k N=
g N
0]
O™ \H
[00548] Acid 3-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-

dioxoimidazolidin-4-il)acetic (exemplul 10-44) (100 mg, 0,3 mmol), anilina ( 33 mg,
0,36 mmol), Pybop (187 mg, 0,36 mmol) si trietilamina (0,05 mL, 0,36 mmol) s-au
amestecat in DMF (1 mL). Masa de reactie s-a agitat la 65 °C timp de 4 ore. Reactia
s-a lasat sa se raceasca la temperatura camerei $i apoi s-a diluat cu acetat de etil (2
mL). Faza organica a fost spalata cu solutie saturatd de bicarbonat de sodiu (2x, 2
mL) si apoi cu solutie NaCl saturaté (1 ml). Faza organica a fost extrasa, uscata pe
Na S04 anhidru si filtrata. Produsul brut a fost resuspendat in MeOH (1mL) si
purificat prin HPLC Tn faza inversa (5-95% acetonitril in H,O; gradient 16 minute).
Fractiunile pure s-au combinat gi solventul a fost indepartat pe un evaporator rotativ
obtinandu-se 2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il ymetil}-1H-pirazol-4-il)-2,5-dioxo
imidazolidin-4-il)-N-fenilacetamidd sub form& de solid alb (50%). 'H RMN (CDCls,
400 MHz): & 2,18 (s, 3H), 2,40 (s, 3H), 2,72 (m, 1 H), 3,14-3,13 (d, 1H, J = 4 Hz),
4,54-4,51 (d, J = 8 Hz 1H), 5,04 (s, 2H), 6,53 (bs, 1H), 7,15-7,13 (m, 1H), 7,33-7,22
(m, 2H), 7,47-7,45 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,78 (bs, 1H), 7,09 (s, 1H), 8,05 (s, 1H).

NN
—
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Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si

a avut o valoare a ICso de 0,75 pM.

Exemplul 10-49: N-benzil-2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-

2,5-dioxoimidazolidin-4-il)Jacetamida

[00549] Preparata ca in Exemplul 10-48 din acid 3-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilYmetil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-dioxoimidazolidin-4-il)acetic =~ (exempiul 10-44) i
benzilamind. Randament: 30%. 'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,18 (s, 3 H), 2,41 (s,
3 H), 2,56-2,52 (m, 1H, J = 16 Hz), 2,56 -2,52 (m, 1H), 3,00-2,96 (m, 1H), 4,45-4,44
(d, J = 5,6 Hz, 2H), 5,04 (s, 2H), 5,96 (bs, 1H), 6,36 (bs, 1H), 7,36 — 7,25 (m, 5H),
7,90 (s, 1H, 8,05 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru
receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICso de 1,3 uM.

Exemplul 10-50: 2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-

dioxoimidazolidin-4-il)-N-(3-metoxibenzil)acetamida

N 8\
Pt N=
Sy
O)/i
© NH

T

[00550] Preparat ca in Exemplul 10-48 din acid 3-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-dioxoimidazolidin-4-il)acetic (exemplul 10-44) si (3-
metoxifenil)metanamina. Randament: 50%. LC/MS; teoretic 453; gasit 4531

“a(
~ )
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Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si
a avut ICso de 1,7 pM.

Exemplul 10-51: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-

metilimidazolidin-2,4-diona
N e R
7~
A= r\i}\ N }JN
(@)

[00551] 3-(1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
(exemplul 10-1) (60 mg, 0,182 mmol) si carbonat de cesiu (60 mg, 0,185 mmol) s-au
amestecat In DMF (1 mL) timp de 15 minute In atmosfera de azot la temperatura
camerei. Apoi, a fost adaugat iodmetan (14 mg, 0,185 mmol) si reactia a continuat cu
agitare, inca 2 ore. S-a adaugat H,O (2 mL) si produsul a fost extras cu acetat de etil
(1mL, 2x). Faza organica a fost colectata gi spalata cu solutie saturata de bicarbonat
de sodiu (2mi, 2x), uscata si filtrata. Solventul a fost indepartat cu un curent de azot
si apoi s-a uscat suplimentar in vid avansat obtinandu-se 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilYmetil)-1H-pirazol-4-il)-1-metilimidazolidin-2,4-diona sub forma de solid alb (42 mg,
80%). Randament: 80%. '"H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,18 (s, 3H), 2,41 (s, 3H),
3,06 (s, 3H), 3,95 (s, 2H), 5,05 (s, 2H), 7,89 (s, 1H), 8,05 (s, 1H). Compusul din titiu
s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut 1C5, de
0,58 pM.

Exemplul10-52: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,5,5-

trimetilimidazolidin-2,4-diona

N

O
N= >\/

B ey
<

[00552] 3-(1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-metilimidazolidin-2,4-
diona (exemplul 10-41) (50 mg, 0,173 mmol) si NaH 60% (8 mg, 0,190 mmol) s-au
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amestecat in DMF (1 mL) timp de 30 minute. A fost adaugat Mel (0,04mL, 0,190
mmol) si reactia a fost agitata incad 4 ore. Reactia a fost acidulatd cu HCI 1N si s-a
diluat cu acetat de etil (2 mL). Faza organica a fost uscata, filtratd si solventul a fost
indepartat cu un curent de azot. Produsul brut a fost re-suspendat in MeOH (1 mL)
si purificat prin HPLC in faza inversa (5 pana la 95% acetonitril in H>O: gradient 16
minute). Fractiunile pure s-au combinat si solventul s-a indepartat in vid obtinadndu-
se 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)}-1H-pirazol-4-il)-1,5,5-trimetilimidazolidin-2,4-
diona sub forma de solid alb (25 mg, 50%). 'H RMN (CDCl,, (CDCls, 400 MHz): &
1,45 (s, 6H), 2,19 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 2,94 (s, 3 H), 5,05 (s, 2 H), 7,92 (s, 1 H), 8,08
(s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar
hT2R08 si a avut ICso de 0,80 uM.

Exemplul 10-53: 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

ilJimidazolidin-2,4-diona

"'NFQN’“}QSJ“”Q

[00553] Preparat ca in exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromura de benzil. Randament:
40%. "H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,18 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 3,84 (s, 2H), 4,61 (s, 2
H), 5,06 (s, 2H), 7,40 — 7,27 (m, 5H), 7,92 (s, 1 H), 8,08 (s, 1H). Compusul din titlu s-
a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICs; de 0,09
MM.

Exemplul 10-54: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(piridin-2-

ilmetil)imidazolidin-2,4-diona

N=
AL~y
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[00554] Preparat ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-dion& si 2-(bromometil)piridind. Randament: 50%. 'H
RMN (CDCls;, 400 MHz): & 2,19 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 4,12 (s, 2H), 4,71 (s, 2H), 5,05
(s, 2H), 7,72-7,23 (m, 4H), 7,92 (s, 1H) 8,08 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a
fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICso de 0,68 pM.

Exemplul 10-55: 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-

il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona

(@) /

= N}\N N T o
)/,J <\
0

[00555] Preparat ca in Exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diond si 4-(clorometil)-3,5-dimetilizoxazol. Randament:
50%. 'H RMN (CDCl3, 400 MHz): 2,19 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,43-2,42 (d, J = 5,2 Hz,
6H), 3,82 (s, 2H), 4,40 (s, 2H), 5,05 (s, 2H), 7,92 (s, 1H), 8,05 (s, 1H). Compusul din
titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul prezentat ca inhibitor pentru receptorul
de gust amar hT2R08 si a avut ICsq of 0,04 pM.

Exemplul  10-56: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-(3-

metoxibenzil)imidazolidin-2,4-diona

[00556] 1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina clorhidrat (400 mg, 2,08
mmol), carbonat de dipiridin-2-il (450 mg, 2,08 mmol) si trietilamina (0,290 mL, 2,08
mmol) s-au agitat Tn diclorometan (7 mL) timp de 12 ore la temperatura camerei.
Reactia a fost concentrata in vid obtinandu-se 4-((4-isocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-
3,5-dimetilizoxazol sub forma de solid aproape alb cu randament cantitativ. A fost
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adaugat etanol (1 mL) Tmpreuna cu 2-amino-3-(3-metoxifenil)propanoat de metil (68
mg, 0,327 mmol) si trietilamina (0,064 mL, 0,461 mmol). Reactia a fost agitata la
reflux timp de 12 ore, apoi s-a lasat s& se raceasca la temperatura camerei.
Solventul a fost indepartat cu un curent de azot. Produsul brut a fost resuspendat in
MeOH (1 mL) si purificat prin HPLC cu faz& inversa (5 pana la 95% acetonitril Tn
H,O: gradient 16 minute). Fractiunile pure s-au combinat si solventul s-a indepartat
in vid obtinandu-se  3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-(3-
metoxibenzil)imidazolidin-2,4-diona sub forma de solid alb randament: 50% 'H RMN
(CDCl3, 400 MHz): & 2,19 (s, 3 H), 2,41 (s, 3H), 3,34-3,33 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 3,31-
3,29 (d, J = 8 Hz, 1H), 3,76 (s, 3H), 4,33-4,30 (m, 1H), 5,05 (s, 2H), 5,95 (bs, 1H),
7,25-7,21 (t, 1H), 6,82-6,78 (m, 3H), 7,85 (s, 1H), 7,99 (s, 1H). Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICs, de 0,13
MM,

Exemplul 10-57: 5-(ciclohexilmetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)}-1H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona

0
O
[00557] Preparatda ca in Exemplul 10-56 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-amina clorhidrat (exemplul 10-41a) si 2-amino-3-ciclohexilpropanoat de
metil. Randament: 30%. 'H RMN (CDCl3, 400 MHz): & 1,06-0,95 (m, 2H), 1,29-1,15
(m,3H), 1,60-1,50 (1H) 1,77-1,67 (7 H), 1,91-1,85 (m, 1H), 2,19 (s, 3H), 2,41 (s, 3H),
4,19-4,15 (m, 1H), 5,05 (s, 2H), 6,01 (bs, 1H), 7,91 (s, 1H), 8,05 (s, 1H). Compusul
din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut
ICso de 0,96 uM.

Exemplul 10-58: 5-(ciclopentilmetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona

e Y
vooc
Jd



[00558] Preparata ca in Exemplul 10-56 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-amina clorhidrat (exemplul 10-41a) si 2-amino-3-ciclopentilpropanoat de
metil. Randament: 50%. 'H RMN (CDCIs, 400 MHz): & 1,20-1,14 (m, 3H), 1,68-1,55
(m, 6H), 2,04-1,92 (m, 2H), 2,19 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 4,14-4,11 (m, 1H), 5,05 (s, 2H),
5,62 (bs, 1H), 7,90 (s, 1H), 8,06 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor
pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut 1Cso de 0,31 pM.

Exemplul  10-59: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-(4-

hidroxibenzil)imidazolidin-2,4-diona

0
N= N
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O

[00559] Preparat ca in Exemplul 10-56 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-amind clorhidrat (exemplul 10-41a) si 2-amino-3-(4-hidroxifenil)propanoat
de metil. Randament: 50%. 'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 2,41 (s, 3H), 2,85 (s, 3H),
3,26-3,25 (d, 1H, J = 4 Hz ), 3,23-3,22 (d, J = 4 Hz, 1H) 4,31-4,28 (m, 1H), 5,04 (s,
2H), 5,77-5,74 (bs, 1H), 7,07-7,04 (d, J = 12 Hz, 2H), 6,75-6,73 (d, J = 8 Hz, 2H),
7,06 (s, 1H), 7,97 (s,1H), 9.43 (bs, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor
pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsp de 0,33 uM.

Exemplul 10-60: 5-(3,4-dihidroxibenzil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona

0O
r’q} XNH &
N~ N OH
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[00560] Preparata ca in Exemplul 10-56 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-amina clorhidrat (exemplul 10-41a) Si 2-amino-3-(3,4-
dihidroxifenil)propanoat de metil. Randament: 50%. MS M+H calculat 398,1; gasit
398,1, Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar
hT2R08 si a avut ICso de 0,51 uM.

Exemplul 10-61: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-

isobutilimidazolidin-2,4-diona

[00561] Preparatd ca in Exemplul 10-41 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-amina clorhidrat (exemplul 10-41a) si 2-isocyanato-4-metilpentanoat de etil.
Randament: 50%. 'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 1,01-0,98 (m, 8H), 1,87-1,82 (m,
1H), 2,19 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 4,13-4,12 (t, 1H), (5,05 (s, 2H), 5,70 (bs, 1H), 7,90 (s,
1H), 8,05 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de
gust amar hT2R08 si a avut IC5o de 1,0 pM.

Exemplul 10-62: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-
izopropilimidazolidin-2,4-diona

N &
V2 N=—
o)//S/
[00562] Preparata ca in Exemplul 10-41 din 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-amina clorhidrat (exemplul 10-41a) si 2-isocianato-3-metilbutanoat de etil.

Randament: 30%. "H RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,96-0,94 (d, 3H, J = 7,2 Hz), 1,09-
1,07 (d, 3H, J = 8 Hz), 2,19 (s, 3H), 2,26-2,22 (m, 1H), 2,40 (s, 3H), 4,02 (s, 1H), 5,05
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(s, 2H), 5,53 (bs, 1H), 7,90 (s, 1H), 8,05 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi
inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICso de1,1 uM.

Exemplul 10-63: (Z)-5-benziliden-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-

4-il)imidazolidin-2,4-diona

@)

NE\ N
N}\N NH
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[00563] 3-(1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
(exemplul 10-1) (275 mg, 1 mmol), benzaldehida (140 mg, 1,3 mmol) si acetat de
sodiu (205 mg, 2,5 mmol), in acetic acid glacial (3 mL) s-au iradiat intr-un reactor cu
microunde timp de 7 ore la 185 °C. Dupa racire, amestecul a fost diluat cu H,O (100
mL) si s-a extras cu acetat de etil (3x, 50 mL). Extractele organice combinate au fost
spalate cu solutie apoasa saturatd de carbonat de sodiu, s-au uscat pe sulfat de
sodiu, s-au filtrat si s-au concentrat. Produsul solid a fost triturat cu acetat de
etillhexani (1/1) si uscat in vid avansat obtindndu-se (Z)-5-benziliden-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (173 mg, 48%) sub
forma de solid galben deschis. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 2,14 (s, 3H), 2,40
(s, 3H), 6,59 (s, 1H), 5,20 (s, 2H), 7,33-7,40 (m, 3H), 7,66 (s, 2H), 7,81 (s, 1H), 8,21
(s, 1H), 11,01 (bs, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul
de gust amar hT2R08 si a avut ICso de 0,34 uM.

Exemplul 10-64: 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-metil-
1,2,4-triazolidin-3,5-diona

N— O
NI L
= J—NH
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[00564] 4-(1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-metil-3,5-dioxo-1,2,4-
triazolidin-1-carboxilat de etil (3,2 g, 8,8 mmol) a fost supus agitarii Tntr-un amestec
(1/1) de MeOH/ NaOH 1N apos (100 mL) la temperatura ambianta timp de 30
minute. Amestecul a fost acidulat cu HCI 1N apos (150 mL), extras cu acetat de etil
(3%, 100 mL), uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si concentrat obtindndu-se 4-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-metil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (2,3 g,
89%) sub forma de solid galben. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 52,18 (s, 3H), 2,44
(s, 3H), 3,05 (s, 3H), 5,17 (s, 2H), 7,94 (s, 1H), 8,13 (s, 1H).

Exemplul 10-64a: 4-(1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-metil-

3,5-dioxo-1,2,4-triazolidin-1-carboxilat de etil

N= O
NQNJ(N/
= N
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[00565] S-a adaugat cloroformiat de etil (1,3 g, 12 mmol) la un amestec de N-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-metilhidrazincarboxamida (exemplul
10-64b) (2,5 g, 9 mmol) si trietilamina (1,2 g, 12 mmol) in acetonitril (100 ml).
Amestecul a fost refluxat timp de 1 ora, s-a racit, apoi s-a diluat cu HCI apos 1N (150
mL) si s-a extras cu acetat de etil (3x, 75 mL). Extractele organice combinate s-au
uscat pe sulfat de sodiu, s-au filtrat si s-au concentrat pe un rotovap. Solidul a fost
triturat cu acetat de etil/hexani (1/3) si uscat Tn vid avansat obtinandu-se 4-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-pirazol-4-il)-2-metil-3,5-dioxo-1,2,4-triazolidin-1-
carboxilat de etil (3,2 g, 94%) sub forma de solid alb. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz):
01,28 (t, J=7,2 Hz, 3H), 2,13(s, 3H), 2,40 (s, 3H), 3,24 (s, 3H), 4,30 (t, J=7,2 Hz, 2H),
5,21 (s, 2H), 7,73 (m, 1H), 8,16 (s, 1H).

Exemplul 10-64b: N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-

metilhidrazin-carboxamida



n-2010-03175- -

1 9 -08- 2008
280
N=— O
N
= N/U\N’NHZ
— H /
/
O~N

[00566] 1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil azida (exernplul 10-
1a) (1,25 g, 5,3 mmol) a fost agitat in toluen (30 mL) la temperatura de reflux timp de
40 minute. Amestecul a fost s-a racit la temperatura ambiantd si s-a adaugat
metilhidrazina (0,3 mL, 260 mg, 5,6 mmol) si amestecul a fost refluxat timp de 30
minute. Dupa racirea reactiei la temperatura camerei, solventul a fost indepartat pe
un evaporator rotativ si produsul solid a fost triturat cu acetat de etil/hexani (2/5) si
uscat in vid Inalt obtinandu-se N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-
metilhidrazincarboxamida (1,1 g, 79%) sub forma de solid alb. '"H RMN (DMSO-ds,
400 MHz); 62,09 (s, 3H), 2,36 (s, 3H), 2,98 (s, 3H), 4,61 (s, 2H), 5,02 (s, 2H), 7,42 (s,
1H), 7,72 (m, 1H), 8,78 (s, 1H).

Exemplul 10-65: 1-Benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-

metil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona
N= 0]
N\)\
A
= N
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[00567] 4-(1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-metil-1,2,4-triazolidin-
3,5-diona (exemplul 10-64) (785 mg, 2,7 mmol) a fost dizolvat in acetonitril (50 mL).
S-au adaugat trietilamina (1 g, 10 mmol) si bromura de benzil (510 mg, 3 mmol) si
reactia a fost agitata la temperatura ambianta timp de 12 ore. Amestecul a fost apoi
concentrat pe un rotovap, dizolvat in metanol (5 mL) si purificat prin HPLC cu faza
inversa (5-95% acetonitril in H2O: gradient 25 minute). Fractiunile pure s-au adunat si
s-au concentrat si produsul a fost recristalizat din etanol obtindndu-se 1-benzil-4-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-4-il)-2-metil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (210
mg, 20%) sub forma de solid alb. "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 52,13 (s, 3H), 2,39
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(s, 3H), 3,09 (s, 3H), 4,81 (s, 2H), 5,18 (s, 2H), 7,30-7,35 (m, 5H), 7,76 (s, 1H), 8,18
(s, 1H). MS M+H calculat 381,1; gasit 381,1. Punct topire: 124-126 ‘C. Compusul din
titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICs; de
0,02 uM.

Exemplul 10-66: 1-Benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-

metil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona

[00568] Preparat ca in Exemplul 10-65 din 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-metil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (exemplul 10-64) si 1-(2-bromoetil)-4-
fluorobenzen. Randament: 14%. 'H RMN (CDCls, 400 MHz); 52,18 (s, 3H), 2,40 (s,
3H), 2,87 (t, J=6,8 Hz, 2H), 3,14 (s, 3H), 3,83 (t, J=7,2 Hz, 2H), 5,03 (s, 2H), 6,95 (t,
J=8,4 Hz, 2H), 7,14 (t, J=8 Hz, 2H), 7,77 (s, 1H), 7,95 (s, 1H).. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsg de 0,01
pM.

Exemplul 10-67: 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-metil-2-(2-
fenoxietil)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona
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[00569] Preparat ca in Exemplul 10-65 din 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-metil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (exemplul 10-64) Si (2-
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bromoetoxi)benzen. Randament: 20%. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 52,13 (s,
3H), 2,40 (s, 3H), 3,15 (s, 3H), 3,99 (t, J=4,4 Hz, 2H), 4,13 (t, J=4,8 Hz, 2H), 5,20 (s,
2H), 6,80 (d, J=8 Hz, 2H), 6,90 (t, J=7,1 Hz, 1H), 7,22 (1, J=8 Hz, 2H), 7,75 (s, 1H),
8,17 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust
amar hT2R08 si a avut ICs, de 0,031 uM.

Exemplul 10-68: 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-

triazolidin-3,5-diona

N= 0
N A
pe
/ O

O~N

[00570] 1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-carbonil azida (exemplul 10-
1a) (1g, 4,1 mmol) s-a refluxat Tn toluen (100 mL) timp de o ora. Reactia s-a racit la
temperatura camerei si s-a adaugat hidrazincarboxilat de etil (0,45g, 43 mmol)
Reactia a fost incalzita la reflux si s-a agitat timp de 1 ora, apoi s-a racit si s-a
concentrat pe un evaporator rotativ. Reziduul a fost preluat in etanol (100 ml) si a fost
adaugat carbonat de potasiu (100 mg). Amestecul a fost refluxat timp de 12 ore, apoi
s-a filtrat, s-a racit la temperatura ambianta si s-a neutralizat cu acid acetic (circa 7
picaturi). Solventul a fost Indepartat pe un evaporator rotativ si solidul rezultat a fost
triturat cu acetat de etil/lhexani (1/9) obtinandu-se 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-
1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (0,98 g, 85%) sub forma de solid aproape
alb. "H RMN (CDCls, 400 MHz); 82,18 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 4,98 (s, 2H) 7,16 (s, 1H),
7,38 (s, 1H).

Exemplul 10-69: 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il}-1,2-dimetil-

1,2,4-triazolidin-3,5-diona

: /f
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[00571] S-au supus agitarii 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-
triazolidin-3,5-diona (exemplul 10-68) (100 mg, 0,36 mmol), iodura de metil (141 mg,
1 mmol) si carbonat de cesiu (325 mg, 1 mmol), intr-un amestec 2/1 de
acetonitril/DMF (5 mL), la temperatura armbianta timp de 2 ore. Amestecul a fost
diluat cu HCI 1N apos (100 mL) si s-a extras cu acetat de etil (3x, 50 mL). Extractele
organice combinate s-au uscat pe sulfat de sodiu, s-au concentrat si reziduul brut s-a
preluat in MeOH si purificat prin HPLC cu faza inversa (5 pana la 95% acetonitril in
H20O: gradient 25 minute). Fractiunile pure s-au adunat si s-au concentrat obtinandu-
se 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,2-dimetil-1,2,4-triazolidin-3,5-
diona (89 mg, 80%) sub form& de semisolid limpede. '"H RMN (CDCls, 400 MHz):

.02,18 (s, 3H), 2,41 (s, 3H), 3,22 (s, 6H), 5,04 (s, 2H), 7,88 (s, 1H), 8,03 (s, 1H).
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si
a avut ICsp de 0,6 uM.

Exemplul 10-70: 1,2-dibenzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-
1,2,4-triazolidin-3,5-diona

[00572] Preparata ca in Exemplul 10-65 din 4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1,2-dimetil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (exemplul 10-69) si bromurda de
benzil. Randament: 69%. 'H RMN (CDCls, 400 MHz):. 52,14 (s, 3H), 2,36 (s, 3H),
4,65 (s, 4H), 4,99 (s, 2H), 7,06-7,08 (m, 4H), 7,19-7,25 (m, 6H), 7,86 (s, 1H), 8,02 (s,
1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar
hT2R08 sia avut ICso de 0,8 uM.



284

Exemplul 10--71: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-{(6-
(hidroximetil) piridin-2-il)metil)imidazolidin-2,4-diona

Q\

NN ?
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[00573] Preparata ca in exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona si 6-bromometil-2-piridinmetanol. Randament: 35%.
MS M+H calculat 397,2; gasit 397,2, Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor
pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsy de 0,72 uM.

Exemplul 10-72: 1-((3,4-dimetoxipiridin-2-il)metil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-

il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona

QN\\ N o
A\
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[00574] Preparata ca in exemplul 10-5 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona si 3,4-dimetoxi-2-clorometil piridina clorhidrat.
Randament: 26%. MS M+H calculat 360,2; gasit 360,2. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICso de 1,0 uM.

Exemplul 10-73: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)-1-((6-

(tetrahidro-furan-2-il)metil)imidazolidin-2,4-diona
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[00575] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona si bromura de tetrahidrofurfuril. Randament: 28%.
MS M+H calculat 427,2; gasit 427,2. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor
pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsq de 1,4 uM.

Exemplul  10-74:  1-(ciclohexilmetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
?\1§-\N Q
NS\NJ\N
0

[00576] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si  bromometilciclohexan.
Randament: 20%. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz):; 50,88 (q, J = 10,4 Hz, 2H), 1,09-
1,19 (m, 3H), 1,58-1,65 (m, 6H), 2,12 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 3,13 (d, J =7,2 Hz, 2H),
4,06 (s, 2H), 5,17 (s, 2H), 7,75 (s, 1H), 8,14 (s, 1H). MS M+H calculated 372,2; gasit
372,1, Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar
hT2R08 sia avut ICso de 0,28 uM.

Exemplul 10-75: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)-1-((6-
metoxipiridin-2-il)metil)imidazolidin-2,4-diona



AR Y

286

QN\\ N o
SIS
— U

[00577] 3-(1-((3,5-Dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
(100 mg, 0,4 mmol), (6-metoxi-piridin-2-il)-metanol (exemplul 10-75a) (101 mg, 0,7

N

mmol), tributilfosfina (147 mg, 0,7 mmol), si 1,1""-azobis(N,N-dimetilformamida) (125
mg, 0,7 mmol) s-au dizolvat in THF (5 mL) si s-au agitat la temperatura camerei timp
de 15 ore. Reactia a fost diluata cu solutie salina (100 mL) si s-a extras cu acetat de
etil (2x, 100 mL). Extractele organice combinate s-au uscat pe sulfat de magneziu, s-
au filtrat si s-au concentrat pe un rotovap. Reziduul a fost preluat in metanol (5 mL) si
purificat prin HPLC cu faza inversa (5 pana la 95% acetonitril in H,O: gradient 25
minute). Fractiunile pure s-au combinat, s-au concentrat apoi s-au redizolvat in
acetat de etil/hexan (1:9). Solutia a fost racita la 5 °C timp de 15 ore, formandu-se un
solid alb. Precipitatul a fost colectat obtinandu-se 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-
1H-pirazol-4-il)-1-((6-metoxipiridin-2-il)metil)imidazolidin-2,4-diona (5 mg, 4%) sub
forma de solid alb. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 82,11 (s, 3H), 2,37 (s, 3H), 3,74
(s, 3H), 4,17 (s, 2H), 4,54 (s, 2H), 5,17 (s, 2H), 6,69 (d, J=7,6 Hz, 1H), 6,96 (d, J=
6,8 Hz, 1H), 7,67 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 7,76 (s, 1H), 8,17 (s, 1H). MS M+H calculat
397,2; gasit 397,2. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de
gust amar hT2R08 si a avut ICsp de 0,23 uM.

Exemplul 10-75a: (6-metoxipiridin-2-il)metanol

HO I\
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[00578] 6-Metoxipiridin-2-carboxilat de metil (2g, 11,96 mmol) in metanol anhidru (20
mL) s-a racit la 0 °C in azot si la solutie s-a addugat lent borohidrura de sodiu (1,36g,
35,89 mmol). Reactia a fost lasatd sub agitare la 0 °C timp de 30 minute, apoi s-a
lasat sa se incalzeasca la temperatura camerei timp de 1 ord. Reactia a fost stinsa
Cu apa si s-a concentrat pe un evaporator rotativ. Reactia a fost diluata cu solutie
salina (100 mL) si s-a extras cu diclorometan/ solutie 2-propanol (2:1) (3x, 150 mL).
Extractele organice combinate s-au uscat pe sulfat de magneziu, s-au filtrat si s-au
concentrat pe un evaporator rotativ obtinandu-se (6-metoxipiridin-2-il)metanol (500
mg, 30%) sub forma de ulei. MS M+H calculat 140,1; gasit 140,1.

Exemplul 10-76: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

metoxifenetil) imidazolidin-2,4-diona

0 o o
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[00579] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)}-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diond (exemplul 6) si bromura de 2-metoxifenetil.
Randament: 52%. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 2,11 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 2,80 (t,
J=17,2Hz, 2H), 3,51 (t, J =7,2 Hz, 2H), 3,75 (s, 3H), 4,03 (s, 2H), 5,17 (s, 2H), 6,85
(t, J=72Hz 1H), 6,95 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,16-7,21 (m, 2H), 7,73 (s, 1H), 8,13 (s,
1H). MS M+H calculat 410,2; gasit 410,1. Punct topire: 97-98 ‘C. Compusul din
titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsy de
0,14 uM.

Exemplul 10-77: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-

fluorofenetil) imidazolidin-2,4-diona

o

1x
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[00580] Preparat ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromura de 3-fluorofenetil.
Randament: 22%. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 52,11 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 2,80 (t,
J=17,2Hz, 2H), 3,57 (t, J =7,2 Hz, 2H), 4,06 (s, 2H), 5,17 (s, 2H), 6,85 (dt, J= 8,4,
2,0 Hz, 1H), 7,11 (t, J = 8,4 Hz, 2H), 7,32 (q, J = 7,8 Hz, 1H), 7,73 (s, 1H), 8,12 (s,
1H). MS M+H calculat 398,2; gasit 398,1, Punct topire: 110-111 "C. Compusul din
titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsp de
0,06 pM.

Exemplul 10-78: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-

fenetilimidazolidin-2,4-diona

~ A O
O

[00581] Preparat ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromura de fenetil. Randament:
37%. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 52,11 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 2,83 (t, J = 6,4 Hz,
2H), 3,55 (t, J =7,4 Hz, 2H), 4,03 (s, 2H), 5,17 (s, 2H), 7,18-7,30 (m, SH), 7,73 (s,
1H), 8,13 (s, 1H). MS M+H calculated 380,2; gasit 380,1. Punct topire: 95-96 °C.
Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si
a avut ICsp de 0,14 uM.

Exemplul 10-79: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(4-

metoxifenetil) imidazolidin-2,4-diona

57
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[00582] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromura de4-metoxifenetil.
Randament: 32%. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 52,11 (s, 3H), 2,38 (s, 3H), 2,78 (t,
J=7,4 Hz, 2H), 3,50 (t, J =7,4 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 4,02 (s, 2H), 5,16(s, 2H), 6,84
(d, J=8,4Hz, 2H), 7,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,73 (s, 1H), 8,12 (s, 1H). MS M+H
calculat 410,18; gasit 410,2. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru
receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsy de 0,04 pM.

Exemplul 10-80: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)-1-(2-

naftalen-1-il) etil)imidazolidin-2,4-diona

R o
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[00583] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si 1-(2-bromoetil)naftalina.
Randament: 20%. MS M+H calculat 430,18; gasit 430,2, Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsy de 1,27
HM.

7
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Exemplul 10-81: 1-(2-clorofenetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona

[00584] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromurd de2-clorofenetil.
Randament: 25%. MS M+H calculat 414,13; gasit 414,2. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut 1C5y de 0,25
HM.

Exemplul 10-82: 1-(3-clorofenetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona

Q" N o Cl
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[00585] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromura de3-clorofenetil.
Randament: 27%. MS M+H calculat 414,13; gasit 414,2. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut 1Cso 0,20 pM.

Exemplul 10-83: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(2-

fluorofenetil) imidazolidin-2,4-diona



A-2010-00175- -
! 9 -08- 2008

291

[00586] Preparat ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diond (exemplul 10-1) si bromura de 2-fluorofenetil.
Randament: 24%. MS M+H calculat 398,16; gasit 398,1. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICs; de 0,13
uM.

Exemplul 10-84.: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)-1-(4-

fluorofenetil)imidazolidin-2,4-diona
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[00587] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromura de4-fluorofenetil.
Randament: 34%. MS M+H calculat 398,16; gasit 398,1. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsg de 0,01
uM.

Exemplul 10-85: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-il)-1-(3-

metoxifenetil)imidazolidin-2,4-diona
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[00588] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromurd de 3-metoxifenetil.
Randament: 34%. MS M+H calculat 410,18; gasit 410,1. Compusul din titlu s-a

g7
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dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICs, de 0,16
uM.
Exemplul 10-86: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(4-

hidroxifenetil) imidazolidin-2,4-diona
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[00589] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il) imidazolidin-2,4-diona (exemplul 10-1) si bromura de4-hidroxifenetil.
Randament: 31%. MS M+H calculat 396,16; gasit 396,1. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICs de 0,41
UM,

Exemplul 10-87: 1-(3,4-dimetoxifenetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
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[00590] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (exemplul10-1) si bromura de3,4-dimetoxifenetil.
Randament: 36%. MS M+H calculat 440,19; gasit 440,2. Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsp de 0,26
HM.

Exemplul 10-88: 1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1 H-pirazol-4-
il)imidazolidin-2-ona
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[00591] 1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2-ona
(exemplul 10-88a) (50 mg, 0,19 mmol) si 60% hidrura de sodiu (8 mg, 0,21 mmol) Tn
DMF (3 mL) s-au agitat la temperatura camerei timp de 15 minute apoi s-au racit la 0
°C. S-a adaugat bromura de benzil (33 mg, 0,19 mmol) la amestec si s-a lasat s& se
incalzeasca pana la temperatura camerei timp de 2 ore. Reactia a fost stinsa cu
metanol §i s-a concentrat pe un evaporator rotativ. Reactia a fost diluata cu solutie
salina (50 mL) si s-a extras cu diclormetan (2x, 50 mL). Extractele organice
combinate s-au uscat pe sulfat de magneziu, s-au filtrat si s-au concentrat pe un
evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloana cu silice
(100% péana la 90% diclormetan in metanol: gradient 30 minute) obtindndu-se 1-
benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il) imidazolidin-2-ona (21 mg,
31%) sub forma de solid alb. MS M+H calculat 352,17; gasit 352,2. Compusul din
titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut IC5, de
0,71 uM.

Exemplul 10-88a: 1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)

imidazolidin-2-ona

[00592] 1-(2-cloroetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)1 H-pirazol-4-il)uree
(exemplul 10-88b) (115 mg, 0,39 mmol) si hidrura de sodiu 60% (17mg, 0,42 mmol)
in DMF (2 mL) s-au agitat la 0 °C timp de 15 minute, apoi s-au lasat sa se
incalzeasca pana la temperatura camerei sub agitare, timp de 2 ore. Reactia a fost
stinsa cu metanol si s-a concentrat pe un evaporator rotativ. Reactia a fost diluata cu
solutie salina (50 mL) si s-a extras cu diclormetan (2x, 50 mL). Extractele organice
combinate s-au uscat pe sulfat de magneziu, s-au filtrat si s-au concentrat pe un
evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloana cu silice
(100% péana la 90% diclormetan in metanol: gradient 30 minute) obtindndu-se 1-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il) imidazolidin-2-ona (98 mg, 97%) sub

Sf

-
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forma de solid alb. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 62,10 (s, 3H), 2,37 (s, 3H), 3,35-
3,39 (m, 2H), 3,61 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 3,63 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 5,07 (s, 2H), 6,71 (s,
1H), 7,42 (s, 1H), 7,74 (s, 1H). MS M+H calculat 262,12; gasit 262,1.

Exemplul 10-88b: 1-(2-cloroetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-

4-il)uree

(r?\l\\ N 0
o\
NQ\MJ\E{/\/U

[00593] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-amina (419mg, 2,18 mmol) si
2- izocianat de cloroetil (230mg, 2,18 mmol) in acetonitril (5 mL) s-au incalzit la 65 °C
timp de 16 ore. Reactia s-a racit la temperatura camerei si s-a concentrat pe un
evaporator rotativ. Reziduul a fost purificat prin cromatografie pe coloana cu silice
(100% pana la 90% diclormetan in metanol: gradient 30 minute), s-a uscat si s-a
triturat cu acetat de etillhexani (1/9) obtinandu-se (1-(2-cloroetil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)1H-pirazol-4-il)Juree (2568 mg, 40%) sub forma de solid
galben. MS M+H calculat 298,10; gasit 298,1.

Exemplul 10-89: 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-

(metoximetil)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona

[00594] Preparatd ca in exemplul 10-91 din 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (exemplul 10-91a) si bromometil
metil eter. Randament: 18%. MS M+H calculat 411,17; gasit 411,2. Compusul din

571
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titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut 1Csg
de 0,02 uM.
Exemplul 10-90: 1-((1,3-dimetil-1H-pirazol-4-il)metil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-

il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
0 Q
N | Né\ )Xw
N N /
>N /N
o) ~N

[00595] 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona
(10a)(200 mg, 0,7 mmol), 4-(clorometil)-1,3-dimetil-1H-pirazol (144 mg, 1 mmol) si
carbonat de cesiu (325 mg, 1 mmol) s-au dizolvat in 2 mL DMF si s-au iradiat intr-un
reactor cu microunde la 165°C timp de 5 minute. Reactia s-a racit la temperatura
camerei si precipitatul sub forma de sare a fost indepartat prin filtrare. A fost obtinuta
o solutie limpede continand produsul brut care s-a purificat prin HPLC (10 pana la
95% acetonitril/apa; 25 minute) obtinandu-se 1-((1,3-dimetil-1H-pirazol-5-il)metil)-3-
(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (150 mg,
53%) sub forma de solid maro.'2,09H RMN (DMSO, 400 MHz): & (s, 3H), 2,14 (s,
3H), 2,20 (s, 3H), 3,70 (s, 3H), 3,99 (s, 2H), 4,55 (s, 2H), 5,19 (s, 2H), 6,06 (s, H),
7,77 (s, H), 8,17 (s, H),. MS M+H calculat 384,2; gasit 384,2, Punct topire: 145-146
C.

Exemplul 10-91: 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-
etil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona

N VR

N
1Y

o )

[00596] 1-Benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-
3,5-diona (100 mg, 0,27 mmol), brometan (149 mg, 1,36 mmol) si carbonat de cesiu
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(355 mg, 1,1 mmol) in DMF (5 mL) s-au incalzit la 80 °C timp de 15 ore. Reactia s-a
racit la temperatura camerei, s-a diluat cu solutie salind (50 mL) si s-a extras cu
acetat de etil (2x, 50 mL). Extractele organice combinate s-au uscat pe sulfat de
magneziu, s-au filtrat si s-au concentrat pe un evaporator rotativ. Reziduul a fost
purificat prin HPLC (5 pana la 95% acetonitril in H,O: gradient 25 minute), obtinandu-
se 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-etil-1,2,4-triazolidin-
3,5-diona (40 mg, 37%) sub forméa de ulei. 'H RMN (DMSO-ds, 400 MHz); 50,97 (t, J
= 7,2 Hz, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,39 (s, 3H), 3,58 (q, J = 6,8 Hz, 2H), 4,80 (s, 2H), 5,18
(s, 2H), 7,28-7,36 (m, 5H), 7,77 (s, 1H), 8,19 (s, 1H). MS M+H calculat 395,18; gasit
395,2. Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar
hT2R08 si a avut ICsy de 0,04 uM.

Exemplul 10-91a: 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-
1,2,4-triazolidin-3,5-diona

[00597] Un amestec de 1-benzil-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
il)hidrazin carboxamida (2,00g, 5,88 mmol), cloroformiat de etil (6,38g, 58,77 mmol)
si trietilamina (1,78g, 17,63 mmol) in acetonitril (50 mL) s-a incalzit la 100 °C timp de
48 ore. Amestecul a fost racit la 80 °C, s-a adaugat NaOH 1 M (apos) (5 mL) si
amestecul de reactie a fost agitat timp de 1 ord. Reactia s-a racit la temperatura
camerei si s-a concentrat pe rotavap. Reziduul a fost dizolvat in diclormetan si s-a
filtrat pentru a indeparta sarurile si solutia a fost concentrata, obtinandu-se 1-benzil-
4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (1,28 g,
60%) sub forma de ulei galben. MS M+H calculat 367,14; gasit 367,2.

Exemplul 10-91b: 1-benzil-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)

hidrazin carboxamida

—\
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[00598] 1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil-1H-pirazol-4-carbonil azida (2,79g, 11,33
mmol) Tn toluen (70 mL) a fost incalzita la reflux timp de 4 ore obtindndu-se 4-((4-
izocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-3,5-dimetilizoxazol in situ. S-au adaugat la amestec
benzilhidrazina diclorhidrat (2,44 g, 12,45 mmol) si trietilamina (2,29 g, 22,64 mmol).
Amestecul a fost Incalzit la 100 °C timp de incé 4 ore. Reactia a fost racita la
temperatura camerei, s-a diluat cu acetat de etil (150 mL) si s-a filtrat prin celita.
Lichidul mama a fost apoi spalat cu solutie salind (150 mL) si stratul organic s-a
uscat pe sulfat de magneziu, s-a filtrat si s-a concentrat. Reziduul a fost purificat prin
cromatografie pe coloana cu silice (100% pana la 90% diclormetan in metanol:
gradient 30 minute) obtinandu-se 1-benzil-N-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)hidrazin carboxamida (2,009, 52%) sub forma de ulei. MS M+H calculat
341,16; gasit 341,2.

Exemplul 10-92: 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-
(2-metoxietil)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona

[00599] Preparata ca in exemplul 10-91 din 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilymetil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona (exemplul 10-91a) si 2-bromoetil
metil eter. Randament: 20%. MS M+H calculat 425,19; gasit 425,2. Compusul din
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titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICs, de
0,06 uM.

Exemplul 10-93: 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-
propil-1,2,4-triazolidin-3,5-diona

[00600] Preparatd ca in exemplul 10-91 din 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilYmetil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-3,5-dionéd  (exemplul  10-91a) si  1-
bromopropan. Randament: 38%. MS M+H calculat 409,19; gasit 409,2. Compusul
din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut
ICso de 0,06 uM.

Exemplul 10-94: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-(3-

fenilpropil) imidazolidin-2,4-diona.

[00601] Preparata ca in exemplul 10-52 din 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-diona (exemplul10-1)  si (3-bromopropil)benzen.
Randament: 36%. MS M+H calculat 394,2; gasit 394,2. Compusul din titlu s-a
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dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut 1Csp de 0,26
M.

Exemplul 10-95: 1-benzil-2-butil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-
4-il-1,2,4-triazolidin-3,5-diona

[00602] Preparata ca in exemplul 10-91 din 1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilmetil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona  (exemplul  10-91a) si 1-
bromobutan. Randament: 22%. MS M+H calculat 423,21; gasit 423,15. Compusul
din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut
ICs0 de 0,41 M.

Exemplul 10-96:  3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-

dioxoimidazolidin-1-il)metil)benzilcarbamat de tert-butil

O&NJQVHK

[00603] Un amestec de  3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
il)imidazolidin-2,4-diona  (exemplul 10-1) (070 mg, 0,254 mmol), 3-
(hidroximetil)benzilcarbamat de tert-butil (0,254 mmol, 60 mg), azodicarboxilat de
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dietil (0,50 mmol, 86 mg) si P-tBuz (125 mL, 0,50 mmol) s-a agitat in THF (1 mL) timp
de 4 ore. Reactia a fost diluatd cu acetat de etil (1,5 mL) si s-a spalat cu solutie
saturatd de bicarbonat de sodiu (2x, 1,5 mL). Faza organica a fost colectata si
amestecul a fost concentrat in curent de azot. Produsul brut a fost purificat prin
cromatografie pe coloana cu silica gel utilizadnd acetat de etil ca eluent. Fractiunile
pure s-au combinat si solventii s-au indepartat pe un evaporator rotativ obtindndu-se
3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-1-
il)metil)benzilcarbamat de tert-butil sub forma de solid alb (112 mg, 90%). 'H RMN
(CDCl3, 400 MHz): & 1,44 (s, 9H), 2,19 (s, 3H), 2,42 (s, 3H), 3,48 (bs, 1H), 3,84 (s,
2H), 4,31-4,30 (d, J = 6 Hz, 1H), 4,60 (s, 2H), 4,87 (bs, 1H), 5,06 (s, 2H), 7,36 — 7,16
(m, 4H), 7,92 (s, 1 H), 8,08 (s, 1H). Compusul din titlu s-a dovedit a fi inhibitor pentru
receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICsp de 0,90 uM.

Exemplul 10-97: 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-

(hidroximetil) imidazolidin-2,4-diona

[00604] Un amestec de 4-((4-izocianato-1H-pirazol-1-il)metil)-3,5-dimetilizoxazol
(exemplul 10-1) (784 mg, 3,6 mmol), ester metilic al serinei sub forma de clorhidrat
(672 mg, 4,32 mmol) si trietilamina (1 mL, 7,2 mmol) s-a refluxat in toluen (16 mL)
timp de 8 ore. Reactia s-a Iasat sa se raceasca la temperatura camerei gi apoi solutia
a fost concentratd pe un evaporator rotativ. Produsul a fost purificat prin HPLC cu
faza inversa (5 pana la 95% acetonitril in H2O: gradient 16 minute) obtinandu-se 3-
(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-(hidroximetil )imidazolidin-2,4-
dion& sub forma de solid alb (60 mg, 25%). 'H RMN (CDCls, 400 MHz): . (s, 3H),
2,40 (s, 3H), 3,13-3,07 (m, 1H), 3,94-3,93 (d, J = 4 Hz, 2H), 4,21-4,19 (t, J = 4 Hz,
1H), 5,03 (s, 2H), 6,68 (bs, 1H), 7,87 (s, 1H), 7,99 (s, 1H). Compusul din titlu s-a
dovedit a fi inhibitor pentru receptorul de gust amar hT2R08 si a avut ICso de 3 uM.

-
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Compus ICs0 al R T2R8
Compus
nr. (UM)
10-66 >£ 0,012
-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
plrazo|-4-|l)-1-(4-f|uorofenetll)-2-met|I-
1,2 4-triazolidin-3,5-diona
~
O S
AN
-
Nx N}///

10-15 0 0,016
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-
metlItlo)ben2|l)|m|dazolld|n 2,4-diona

10-42 0,017
5-benznl-3-(1-((3,5-d|met|I|zoxazoI-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1-metilimidazolidin-
2,4-diona
N Q

" N;>\N»7
%N
10-26 O 0,019

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-metilbenzil)imidazolidin-
2,4-diona

~

‘<(\')':a‘ :
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Compus

nr.

Compus

ICsoal hT2R8
(uM)

10-43

o | N EH
rgetele

1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-5-metilimidazolidin-
2,4-diona

0,020

10-89

Eeae

1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
imetil)-1H-pirazol-4-il)-2-(metoximetil)-
1,2,4-triazolidin-3,5-diona

0,024

10-10

ON—\ N 85
StV
© OH
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-hidroxibenzil)imidazolidin-
2,4-diona

0,026

10-84

>\£N7N f@

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-
pirazol-4-il)-1-(4-fluorofenetil)imidazolidin-
2,4-diona

0,027

1
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Compus

nr.

Compus

leo alhT2R8
(uM)

10-91

o>\\/\
<N
s 1 W 7
N o)

1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilmetil)-1H-pirazol-4-il)-2-etil-1,2,4-

triazolidin-3,5-diona

~Z

0,041

10-12

O/\%N 0

N= \ )H

NQ\N%N \/O/OH
(o]

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )- 1H-
pirazol-4-il)-1-(4-hidroxibenzil)imidazolidin-
2,4-diona

0,043

10-79

QI\IJ‘I\,\’T&N;EI
O

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(4-metoxifenetilJimidazolidin-
2,4-diona

0,044

10-31

IaS Ou

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-1H-
pirazol-4-il)-1-(4-fluorobenzil)imidazolidin-
2,4-diona

0,045

Ve

/
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Compus ICspal hT2R8
Compus
nr. (M)
NN Q
N I\/J&N% =N
%N\/Q/
10-32 O 0,048

4-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-
pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-1-

iNmetil)benzonitril

0]
O‘J?\AN e O
N}Z)H o~

1-(3,4-dimetoxibenzil)}-3-(1-((3,5-

dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

10-35 0,051

iNimidazolidin-2,4-diona

o Q
NJ—QA N
N N
%Nv@"
10-36 S o 0,053

1-(benzo([d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

iimidazolidin-2,4-diona

o~

SN~ >\\'§
o\N/ NUA'S
O

10-92 0,057

0 0—
N

1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilymetil)-1H-pirazol-4-il)-2-(2-metoxietil )-
1,2,4-triazolidin-3,5-diona
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Compus ICs0 al NT2R8
Compus
nr. (M)

\

0
— N
N I\/I&N%
)
10-27 0 E 0,058
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-fluorobenzil)imidazolidin-
2,4-diona

X Q O/
R esae
Nx N?/J
10-18 O 0,060
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il )metil }-1H-

pirazol-4-il)-1-(2-metoxibenzil)imidazolidin-
2,4-diona

O>\\ /\/
N
N
N )y

0]
10-93 0,062

1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilYmetil)-1H-pirazol-4-il)-2-propil-1,2,4-

triazolidin-3,5-diona

o7 9
2@
3\ }//N\/\ @

10-5 0,063

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-fenoxietil)imidazolidin-2,4-
diona
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Compus
nr. (M)
O}'\
N
N/E/Nm/ ~ ( \)
(}\f N0 F
10-77 N 0,064
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-fluorofenetil)imidazolidin-
2,4-diona
O/i/\N Q
= Q&N%
N
10-30 0 0,065
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(4-metilbenzil)imidazolidin-
2,4-diona
o Q
Vi N
&Q&N%
>//N
10-94 O 0,068
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-fenilpropil)imidazolidin-
2,4-diona
0
XN
i
O
10-11 © 0,069

HO
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-hidroxibenzilJimidazolidin-
2,4-diona
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Compus

nr. (UM)

N O
DO
Nx N}/'J

10-6 o 0,073
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-metoxibenzil)imidazolidin-
2,4-diona

O
N. N—~ §
- N\/y Y NO,
o __ N7 o

10-23 N 0,081
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-nitrobenzil)imidazolidin-
2,4-diona

|
o O
0 ~ N N\ )\N/\/\Q
N= ,\’,D\N }///

10-76 o 0,097
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-1 H-
pirazol-4-il)-1-(2-metoxifenetil)imidazolidin-
2,4-diona

N O
O\N, l/\l}\ )\N/\CEOH
Nx/ N
>/J o~
10-13 O 0,087

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-hidroxi-4-

metoxibenzil)imidazolidin-2,4-diona

NN
A
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Compus ICs0al hT2R8
Compus
nr. (M)
O
N. N-/ §
— N/D/ e F
o, _ N o)

10-21 N 0,090
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-fluorobenzil)imidazolidin-
2,4-diona

X } ?
0]
- N}N)*NAQJ%/
Nx W

10-7 O 0,102
3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-1-
ilYmetil)benzoat de metil

N 0]
- N

10-4 g 0,112
(R)-5-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-
diona
0N Q

N N
N Q&NXNH
10-3 OM/O 0,113

(S)-5-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilymetil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-

diona

Q"

]
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Compus
nr. (M)
0 Q
- N
N r<|3\N)\\NH
10-2 o@ 0,117
5-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
imetil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-
diona
|
IO
®) O
o AN
irwm@
10-16 o 0,131
0]
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-(2-
metoxietoxi)benzillimidazolidin-2,4-diona
N @]
= N}\N SN
Nx )yNH
10-56 O 0,131
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-5-(3-metoxibenzil)imidazolidin-
2,4-diona
O
NN \
o, _ N= o)
10-20 N 0,133

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil }-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-metilbenzil)imidazolidin-
2,4-diona
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Compus
nr. (uM)
\
o% 5
- N/E/NYN\/\@O/
o\ N=& 0
10-87 N 0,137

1-(3,4-dimetoxifenetil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

iimidazolidin-2,4-diona

e
— N
10-78 c}\N\/ﬁN' 0 0,139

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)-1-fenetilimidazolidin-2,4-diona

L[Teha, |

3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-1-

iNmetil)-N-metilbenzamida

0

QY N
N= ,\’,}N N

O}f
10-85 0,158

EN

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-metoxifenetil)imidazolidin-
2,4-diona
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Compus

nr.

Compus

|C50 alhT2R
(UM)

10-34

Q
N_ _N
— N\/E/ﬁ( NH,
o A NT o
N

1-(2-aminobenzil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

il)imidazolidin-2,4-diona

0,163

10-24

o/i/\ Q
N= E&N%

Ve quo
3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil }-1H-

pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-1-
ilymetil)benzaldehida

0,201

10-90

OW\‘—\ﬁN
_ N N_ _N N\
A

1-((1,3-dimetil-1H-pirazol-5-il)metil)-3-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-1H-pirazol-

4-il)imidazolidin-2,4-diona

0,215

10-22

O§_—\
XN N
N e
O\ ~ N O F
N
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)-1-(2-

(trifluorometil)benzil)imidazolidin-2,4-diona

0,221

[ S
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Compus
nr. (MM)
N o}
Q N »W
N= ,(1\\ N =
N
10-75 o N" o~ 0,229

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-((6-metoxipiridin-2-

il)metil)imidazolidin-2,4-diona

O

N= }
10-53 0,257
1-benzil-3-(1 -((3,5-d|met|I|zoxazoI-4-
imetil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-

diona

M
o I
O\\/ N= o) Cl
10-81 N 0,248

1-(2-clorofenetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-
4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-

diona

o) Do
10-74 o}/ NVO 0,276

1-(ciclohexilmetil)-3-(1-((3,5-

dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-pirazol-4-

ilJimidazolidin-2,4-diona
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Compus

nr.

Compus

ICs0al hT2RS8
(M)

10-58

oJiAN 9
LD
ND\N%NH

0]

5-(ciclopentilmetil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil}- 1H-pirazol-4-

ilJimidazolidin-2,4-diona

0,316

10-28

@)
?‘ﬂﬁ”/
XN, N N
Fﬁ“@ A
o, _ s
N

1-((1,5-dimetil-1H-pirazol-3-il)metil }-3-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-

4-il)imidazolidin-2,4-diona

0,322

10-33

N

!

PR,

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil }-1H-
pirazol-4-il)-1-(3-

(hidroximetil)benzil)imidazolidin-2,4-diona

0,322

10-59

O/\iAN 0
O

)//NH
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )-1H-
pirazol-4-il)-5-(4-hidroxibenzil)imidazolidin-

2,4-diona

0,327

95

AN

1
Z
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Compus

nr.

Compus

ICsoal hT2R8
(uM)

10-38

0
=00

yNVCN\
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-((1-metil-1H-pirazol-3-

ilmetil)imidazolidin-2,4-diona

0,363

10-46

s })\ﬂ/@

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-5-(3-fenilpropil)imidazolidin-
2,4-diona

0,484

10-95

O%'\\j
g '

1-benzil-2-butil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-
4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-
3,5-diona

0,409

1017

O\i\rz }':;j V@

0=S.
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-
(metilsulfinil)benzil)imidazolidin-2,4-diona

0,412




B-2010-00175- -

19 -08- 2008
315
Compus ICs0al hT2R8
Compus
nr. (M)
O>—\
~ N?NXNJ\Q\OH
o_. N o©
10-86 0,412
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(4-hidroxifenetil)imidazolidin-
2,4-diona
Y N\(N‘/\Q
o _ N= o} F
10-83 N 0,442
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-fluorofenetil)imidazolidin-
2,4-diona
O
\
N \)\ Jﬁ
/<
10-55 =N 0,479
1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-3-(1-
((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-pirazol-
4-il)imidazolidin-2,4-diona
O
- }
OH
10-60 0,513

OH
5-(3,4-dihidroxibenzil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

il)imidazolidin-2,4-diona

S
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Compus
nr. (UM)
O»\__\
N_ N
{Sa
ST

10-19 N 0,550
2-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-1-
imetil)benzonitril
OJ?/\N 1%

N= Q&N}H —
L)

10-54 o) N 0,609
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-
pirazol-4-il)-1-(piridin-2-ilmetil)imidazolidin-
2,4-diona
o/%N Q
N= Q&N% —

N

10-71 0o N OH 0,721
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-((6-(hidroximetil)piridin-2-
ilmetil)imidazolidin-2,4-diona

0]
XN
Q'QAN“}NMQ
10-48 0 0 0,747

2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il}-2,5-dioxoimidazolidin-4-il}-N-

fenilacetamida

—
b
)

[9



f2010-00175- -

19 -08- 2008
317
Compus ICsoal h T2R8
Compus
nr. (UM)
o O
L N
" N;>\NKNH
H/o
10-47 O V@ 0,766
5-(benziloximetil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
il)imidazolidin-2,4-diona
10-96 o 0,891
tert-butll 3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,4-
dioxoimidazolidin-1-
ilYmetil)benzilcarbamate
10-61 y N 0,912
3-(1 -((3,5—d|met|I|zoxazol—4—|I)metil)—1 H-
pirazol-4-il)-5-isobutilimidazolidin-2,4-diona
N/E/NWN 0
= N —
e QR ANy
10-80 N 0,927

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-(2-(naftalen-1-

iletilimidazolidin-2,4-diona
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Compus
nr. (UM)
o 0
N— N
10-57 OH/O 0,062
5-(ciclohexilmetil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-
ilimidazolidin-2,4-diona
O ./
SN
Y
1051 |0 A N0 0,966
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-metilimidazolidin-2,4-diona
O}—\
N__N
(}\f N0 cl
10-82 N 0,982
1-(3-clorofenetil)-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-
4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-
diona
o
}—NH
el
1045 | O, _ N=" 0 0,793

pirazol-4-il)-5-fenetilimidazolidin-2,4-diona

</

N

i
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Compus

nr.

Compus

ICs0al hT2R8
(UM)

10-72

-
Q 0 o
0
N
N NW |
Nx
0

1-((3,4-dimetoxipiridin-2-il)metil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-pirazol-4-

ilimidazolidin-2,4-diona

0,999

10-25

0 \/Q\
i =N
NI
Y
N

3-((3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-2,4-dioxoimidazolidin-1-

ilYmetil)benzonitril

1,003

10-37

0
O\/%N )L -
I
.

1-(3-((dimetilamino)metil)benzil)-3-(1-((3,5-
dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-pirazol-4-il)

imidazolidin-2,4-diona

1,220

10-41

O
¢
XN _NH
Sy

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-

pirazol-4-il)-5-metilimidazolidin-2,4-diona

1,285

e

~

EN
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Compus

nr.

Compus

|C50 al hT2R8
(UM)

10-49

0]

NN
N ,\’13\N NH HN
A0

N-benzil-2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
iNmetil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-

dioxoimidazolidin-4-il)acetamida

1,329

10-73

o

. S&N;j'“\/@

0 0]
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1-((tetrahidrofuran-2-

il)metil)imidazolidin-2,4-diona

1,362

10-62

QTR AN

>//NH

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-5-izopropilimidazolidin-2,4-

diona

1,440

10-1

0
.
o}N\/f N= E

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)imidazolidin-2 ,4-diona

1,696

54
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Compus
nr. (M)
O/
0
Q b N I’j\/<j
N= /}\N
N> NH O
10-50 O>// 1,773
2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1H-
pirazol-4-il)-2,5-dioxoimidazolidin-4-il)-N-
(3-metoxibenzil)acetamida
\Q\(O
%ﬁ 7 o

10-8 1,798
acid 3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilmetil)-1 H—plrazol-4-|l)-2,4-
dioxoimidazolidin-1-il) metil)benzoic

0]
O\JQAN N
V=AY
%

9-5 o} 2,493
1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4,5-
triona

s
0]
10-29 >_-/C 3,117

-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-
plrazol-4-|l)-1-(4-metOX|ben2|I)|m|dazoI|d|n-
2,4-diona

544
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Compus

nr.

Compus

|C50 al hT2R8
(M)

10-63

0
Y—NH
~ NS

(E)-5-benziliden-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-
4-il)metil)-1H-pirazol-4-il)imidazolidin-2,4-

diona

10-67

N&A}g@

4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil}-1H-
pirazol-4-il)-1-metil-2-(2-fenoxietil)-1,2,4-

triazolidin-3,5-diona

10-97

Y—NH
NN
O\N/ \N_ (@]

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-5-(hidroximetil)imidazolidin-
2,4-diona

9-8

ZI

\(O
qu 70

1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-3-fenetil-1,3,5-triazinan-2,4,6-
triona

6,151

8

o

Y
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Compus

nr.

Compus

|C50 al hT2R8
(uM)

9-7

<

=~

X N
W R
Nx= )/-—N

0O

5-benzil-1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-3-fenetil-1,3,5-

triazinan-2-ona

6,580

OYH\(O

NN

Y

g e
O\/
N

1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilymetil)-1H-pirazol-4-il)-1,3,5-triazinan-

2,4 ,6-trione

1,562

10-88

N
O/

1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilYmetil)-1H-pirazol-4-il}imidazolidin-2-ona

1,250

9-5

o™

1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
ilYmetil)-1H-pirazol-4-il)tetrahidropirimidin-
2(1H)-ona

3,434

ey



(~2010-0d175- -

324

19 -08- 2008

Compus

nr.

Compus

ICs0al hT2R8
(uM)

_N
O AN
N
vy
N
H

1-benzil-3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,3,5-triazinan-2-

6,029

10-68

4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-3,5-diona

10-45

0
\\,-—NH
N/j/NW\@
o, _ N= 0
N

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-

pirazol-4-il)-5-fenetilimidazolidin-2,4-diona

0,793

10-44

o)
Y—NH
_ N/>/N MOH
o?t//\\\ N= Wo
N

acid 2-(1-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2,5-

dioxoimidazolidin-4-il) acetic

7
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Compus
nr. (M)

v N
=D
%N\/O
10-65 g 0,019

1-benzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-2-metil-1,2,4-

triazolidin-3,5-diona

ROy
" NS ) /\/©
N
O%

10-70 1,799
1,2-dibenzil-4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-
il)metil)-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolidin-
3,5-diona

0]
o
by
Nx /
s

10-69 o) 0,707
4-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)-1H-
pirazol-4-il)-1,2-dimetil-1,2,4-triazolidin-
3,5-diona

8
/N\ N= -
=Gvig,
10-52 © 0,810

3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil)- 1 H-
pirazol-4-il)-1,5,5-trimetilimidazolidin-2,4-

diona
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Compus

nr. (M)

N 0]
- N}N*N«@Owo/
Nx r/

10-14 o 0,071
3-(1-((3,5-dimetilizoxazol-4-il)metil )- 1 H-
pirazol-4-il)-1-(3-(2-
metoxietoxi)benzil)imidazolidin-2,4-diona

Exemplul 11. hT2R8 contribuie la gustul amar al zaharinei pentru persoane, cu

versiuni “non-taster” ale genelor hT2R43 si hT2R44

FIG. 6 prezintd relatile doza-raspuns si efectele zaharinei asupra activitatii
receptorului in celule transfectate ce exprima variante ale hT2R43, hT2R44 si hT2R8.
hT2R8 raspunde mai putin la zaharina in testul in vitro decat “taster”-ul hT2R43-W35
si alele hT2R44-W35, dar raspunde mai bine decéat “non-taster’-ul hT2R43-S35 si
alele hT2R44-R35. Pronin si colab., Curr. Biol. 17: 1403-8 (2007). Cinci indivizi cu
alele “taster” (hT2R43-W35 sifsau hT2R44-W35) si cinci cu allele “non-taster”
(hT2R43-S35 si hT2R44-R35) au fost selectati pe baza analizei genotipului.
Fiecarui subiect | s-au prezentat 6 perechi de solutii si li s-a cerut sa determine care
din probele din perechea testatad este mai amara. Rezultatul prezentat in Tabelul 8, de
mai jos, aratda ca hT2R8 blocker Cpd-D reduce gustul amar al zaharinei la
persoaenele cu alele “non- taster” hT2R43 si hT2R44, dar nu are niciun efect asupra

persoanelor cu alele “taster” ale acelor gene.



fC2010-00175- -

{9 -08- 2008
327
Tabel 8: Rezultatele testelor de gust
Selectat ca mai
Test . |Grup genotip amar Valoare
Agonist amar
Jgust r Cpd4P
ara
D
hT2R43-W35 si/sau
1 zaharina 13 17 10,82
hT2R44-W35
hT2R43-835 si
2 zaharina 27 3 [|<0,001
hT2R44-R35

[00605] Alte exemple de compusi furnizati de catre prezenta inventie si/sau adecvati
pentru a fi utilizati Tn metodele prezentei inventii includ compusi cu formulele

urmatoare.

[0606] intr-un prim aspect, este prevazut un compus cu formula structurala (1):

X A

(R™)y—Ar'-R'—N

AN

B
(0

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:

Ar' este un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil cu cinci sau sase atomi;

meste 0, 1, 2 sau 3;

R' este SO, C=0: C=S: sau C=NOR*:

X este selectat din grupul constand din hidrogen, halogen, alchil, alchil
substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil substituit,
heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilaichil,
heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR® S(O)R®% NR°R’, CONR®R’, CORS,
NR®CO,R’, NR® CONR'R®, NR®CSNR’RE, NR®C(=NH)NR’R?, SO,NR°R®, NR°SO,R?,
NR’SO,NR®R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

53
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fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO2R% NRSCO,R’, NR®CONR’R®, NR®CSNR'R® NRPC(=NH)NR'R?, SO.NR°RE,
NR°SO,R® NR®SO,NR°R’, B(OR®)(OR®), P(0)(OR®)(OR?®) si P(O)(R°)(OR®);

sau in mod alternativ, X si/sau cel putin un R" Tmpreuna cu atomii la care
sunt legati formeaza un ciclu aril, aril substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit Tn
care ciclul este condensat optional cu un alt ciclu aril, aril substituit, heteroaril,
heteroaril  substituit, cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau
cicloheteroalchil substituit;

R*-R® sunt selectati Tn mod independent din grupul constand din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil,
heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil si heteroarilalchil
substituit sau fn mod alternativ, R® si R®, R® si R?, R” si R®, impreuna cu atomii de
care sunt legati formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

A si B sunt selectati Tn mod independent din grupul constand din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil
substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit; si

b este 0, 1 sau 2.

[00607] In al doilea aspect, inventia prevede compusii cu formula structurala (I1)
prezentati mai jos:

« (CH)~Y—AR—(R?),

(R")m—Ar'-R—N
(CHp)-Z—Ar—(R™),
(In)
sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora In care:

Ar', Ar? si Ar® sunt Tn mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil

Cu cinci sau sase atomi;

S

)
-
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m este 0, 1, 2 sau 3;

n si p sunt in mod independent 0, 1, 2, 3 sau 4;

r si t sunt in mod independent 0,1 sau 2;

Y si Z sunt in mod independent selectati din grupul constand din CR°R’, C=0,
C=S, C=NOR?®, O, NR® si S(O)y;

R' este selectat din grupul constand din SO,, C=0, C=S si C=NOR*;

X poate fi selectat din grupul constand din hidrogen, alchil, alchil substituit, aril,
aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil
substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit,
CN, NO,, -OR® S(0),R®%, NRPR’, CONR®R’, CO.R® NR®CO;R’, NR°CONR'R?,
NR®CSNR’R®, NRP°C(=NH)NR'R®, SO,NR°R?, NR°SO,R®°, NR®SO,NR°R’,
B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) i P(O)(R°)(OR®);

X este preferabil selectat din grupul constdnd din hidrogen, heteroalchil,
heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil
substituit, CN, S(0),R®, CONR®R’, -CO,R®, SO,NR®R®, NR°SO,R®, NR®SO,NR°R,
B(OR®)(OR?®), P(O)(OR®)(OR?®) si P(O)}(R°)(OR®).

fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, substituit heteroarilalchil, CN, NO,, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR°R’,
CO;R®?, NR°CO,R’, NR®CONR’R?, NR°CSNR’R?, NR°C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®,
NR°SO,R®, NR*SO,NR®R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR?®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R? este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilaichil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O),R®, NR®R’, CONR®R,
CO,R® NRPCO,R’, NR®CONR’R®, NR®CSNR’R®, NR®C(=NH)NR'R® SO.NR°R?,
NR’SO,R®, NR’S0,NRPR’, B(OR®)(OR®) si P(O)(OR®)(OR®);

fiecare R” este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,

5%
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CO2R® NRPCO;R’, NR°CONR'R?, NR°CSNR'R?, NR®C(=NH)NR’R®, SO,NR°R®,
NR’SO2R® NR’S0O,NRPR’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)}(R®)(OR®);

sau in mod alternativ, X si/sau cel putin unul dintre R" impreuna cu atomii la
care sunt legati formeaza un aril, aril substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit ciclu
in care ciclul este in mod optional condensat cu ciclu alt aril, aril substituit, heteroaril,
heteroaril  substituit, cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau
cicloheteroalchil substituit;

R*-R® sunt In mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, heteroarilalchil sau heteroarilalchil substituit sau in mod
alternativ, R® si R®, R® si R’, R” si R®, Tmpreun3 cu atomii la care sunt legati formeaza
un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

b este 0, 1 sau 2.

[00608] intr-un alt aspect, inventia prevede compusii cu formula structural

(1) prezentati mai jos:

O
HO— CH,—Ar2—(R?),
(R™M, —A 1?\8//0 N
L} R r —_ —_—
m
\
CHz_Ar3__(R3I)p
(1)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid a acestora, in care:

Ar', Ar? si Ar® sunt Tn mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil
cu cinci sau sase atomi si Ar” si Ar® poate fi omis in mod optional;

meste 0, 1, 2 sau 3;

n si p sunt in mod independent O, 1, 2, 3 sau 4;

fiecare R" este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(0),R°, NR®R’, CONR°R’,
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CO;R®, NR°CO,R’, NR®CONR’R®, NR°CSNR'R®, NREC(=NH)NR'R®, SO,NR°R?,
NR°SO,R®, NR*SO,NR°R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R%)(OR®);

fiecare R? este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(0),R?, NR°R’, CONR®R’,
CO2R®, NR°CO,R’, NR®CONR'R®, NR°CSNR'R?, NR°C(=NH)NR'R®, SO.NR°RS,
NR°SO,R®, NR*SO,NR°R’, B(OR®)(OR?®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R* este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(0),R?, NR°R’, CONR®R’,
CO,R®, NR®CO,R’, NR®CONR’R®, NR®CSNR’R®, NR®C(=NH)NR'R®, SO.NR°R®,
NR5SO,R®, NR*SO,NR°R’, B(OR®)(OR?®), P(O)(OR®)(OR?®) si P(O)(R®)(OR?);

R>R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, heteroarilalchil sau heteroarilalchil substituit sau in mod
alternativ, R® si R®, R® si R”, R” si R®, Impreuna cu atomii la care sunt legati formeaza
un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

beste 0, 1sau 2.

[00609] In Tnca un alt aspect, inventia oferd un compus avand structura de

mai jos:

O:(|S|)\N/\©\
SMhas

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

[00610] in inca un alt aspect, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
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sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

[00611] In inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de
mai jos:
O~_-OH O~_-OH

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[00612] intr-un aspect conex este furnizat un compus cu formula structurala (IV):
G—Ryq
Art—W-ArS—N

R2o
Iv)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia Tn care:
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Ar* si Ar® sunt n mod independent un ciclu aril sau heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

W este selectat din grupul constand din CR°R’, C=0, C=S; C=NOR® O, NR®,
S, SO, SO, si (CH2)n;

neste0, 1, 2 sau 3;

G este selectat din grupul constand din CR°R’, C=0, C=S, C=NOR® si S(O)y;

R¥® este selectat din grupul constand din hidrogen, arilalchenil,
heteroarilalchenil, arilalchil, heteroarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil,
alchenil, cicloalchil, cicloalchenil si derivati substituiti;

R*! este selectat din grupul constand dintr-un arilalchenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, heteroarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil gi derivati substituiti;

R® si R sunt in mod independent selectati din grupul constand din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil,
heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil sau
heteroarilalchil substituit sau Tn mod alternativ, R® si R, impreuna cu atomii la care
sunt legati formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit; i

beste 0, 1 sau 2.

[00613] intr-un alt aspect conex, este furnizat un compus cu formula structurala (V):

0
Ra1
Ar*—(CH,)n— Ar5—N\

R
V) *

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia Tn care:

Ar* si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril sau heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

neste 0, 1, 2 sau 3;

R?! este selectat din grupul constand dintr-un arilaichenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, hereoarilalky, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil si derivati substituiti;

R este selectat din grupul constand din hidrogen, alchil si alchil substituit.
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[00614] Tn inca alte forme de realizare suplimentare ale inventiei, este furnizat un

compus cu formula structurala (V1)

O
N % Rao
>§‘<N' X N\
O —_—
N= Ras
)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:

R este selectat din grupul constand dintr-un arilalchenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, hereoarilalky, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil gi derivati substituiti;

R* este selectat din grupul constand din hidrogen, alchil si alchil substituit.

[00615] In inca alte forme de realizare suplimentare, inventia prevede compusi

avand structura de mai jos:

Q 0
= N'LN\]" NH NS NH
S d e o
0 N o
o)
0

N
- N\__\?»NH
g _
>N/f / \/(R)n

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora,

in care fiecare R este In mod independent Cl, MeO, CN, EtO, OH, Me, -SO:Me, F
sau H si

n este 0,1,2,3 sau 4.

[00616]in Inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
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sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora,
in care fiecare R este Tn mod independent MeO sau OH si

n este 0,1,2,3 sau 4.

[00617] in inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
o) N 0
N N~ —NH
<" Ny —NH ~" N
o&g o>:( =
N N
OMe
0 0
N’N\ NH N’N\ NH
g ) d .
N N
R
0

O
N N
e @ m GV Y- G
N

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora,
in care R este H, Me, Et, OCOMe, CH,OH, OMe sau Ph.

N,

LY
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[00618] in inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
. 0 . o) o
. . N
=~ "N >—NH =" N S—NH N" S—NH
g O O
N /J NH N J NH N —
& Z X-NH
N 2 P
- N
=" N_—NH N S—NH
SO ol
N / N /7N
Z ZN
o] 0 0
LN gl — NS —NH
N £ s G S
N 7N, N 7\ N 7 N\
= — =N
o
N\;N_\7—NH 7 %N&NH
T _ O\ _ —
N 7N e\~
MeOQS

N O o) o)
. N N
=" N S—NH N N NH N S—NH
O O S0
N = N = N 79
N-© e /
sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[00619] In inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
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o 0
O\>Njf N’EN?——NH% O&N\’L‘?—NH{%
N
N P o
O\>N\/f NJNH{_@ O\>ij\’:'\l\7—NH
N

0 O

N
N N~ S—NH
= NN NH ==

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[00620] in inca alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:

0
N’N N’N\ NH
= S—NH =
o _ L‘J/ O _ \27_
N N
o 0
N
_N N" >—NH
— N N NH =
SO %J
N
0
_N
— N™ S—NH
e Qe a
N Adamantyl

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

Adamantyl

A
5’)', /A
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[00621] Tn incé alte forme de realizare, inventia prevede compusi avand structura de

mai jos:
OMe
MeO
= N(}?-—NH— N’N\ N
o _ = g \:>' OMe
N \N/

OMe

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestora.

[00622] intr-un aspect, inventia se refera la un compus cu formula:

ArG—Alk—Ar7—N\ Rz
R3e

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Ar® si Ar” sunt, acelasi sau diferit, in mod independent unul de cellalt,
o grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu cinci sau
sase atomi;
Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupta de un heteroatom;
Rss si Raz sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt, H,
alchil sau R3s si Raz, Tmpreuna cu atomii la care sunt atasati, formeaza un
heterociclu cu cinci sau sase atomi optional substituit; si
Ras este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil

substituit sau nesubstituit sau haloalchil.

[00623] intr-un aspect, compusii inventiei contin un heterociclu de cinci atomi. Intr-o
forma de realizare, heterociclul de cinci atomi este o hidantoina sau o uree ciclica

substituitd sau nesubstituita.
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[00624] Intr-o forma de realizare, hidantoina este o hidantoina cu formula:

o)
N¢R38

Ar®=Alk=Ar"=—N R
40

o) R3g

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament a acesteia,

in care Ar® si Ar’ sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de cellalt,
0 grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupta de un heteroatom;

Rsg este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

Rsg si R4 sunt, acelasi sau diferit Tn mod independent unul de celalalt, H,
alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit,
heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit,
arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Razg i
Rao, Tmpreuna cu atomul de carbon la care sunt atasgati, formeaza o grupare

C=0 sau o grupare alchenil substituita sau nesubstituita.
[00625] In alt aspect, compusii inventiei contin un heterociclu cu cinci atomi care
este un urazol. Intr-o formé de realizare, urazolul este un urazol cu formula:

R3g

L d
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sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Ar® si Ar’ sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt,
o grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;

Rig este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

R41 este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau

nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit sau haloalchil.

[00626] In alt aspect, compusii inventiei contin un heterociclu cu sase atomi. Intr-o
forma de realizare, heterociclul cu sase atomi este un heterociclu cu sase atomi cu
formula:
Q. [Rus
5 N R
Arf—= Alk—Ar’—N >< 4
N R43
\
Ras Rys Ry
sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Rag este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit
sau nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit
sau nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit,

heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau

\._;\“\
N0
NN
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nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

Ra2, Ras, Ras, Ras $i Rsg sunt, acelasi sau diferit In mod independent unul de
celalalt, H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi substituit sau
nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau
nesubstituit sau R4y i Rs3 sau Rys $i Ras, Tmpreuna cu atomii de carbon la

care este atasat fiecare, formeaza o grupare C=0.

[00627] In alt aspect, inventia se refera la un compus cu formula:
R47

AR

N/j ':"1=/MNJLN'R38

Ras |I?35 II23-,
sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;
M' este N sau CRug, Tn care Rys este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsg, Tn care Rso este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rss si Rs7 sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt, H,
alchil sau, Rss si Rsz, ITmpreuna cu atomii la care sunt atasati, formeaza un
heterociclu cu cinci sau sase atomi optional substituit; si
Rsg este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;
R4z este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
Rasg este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo.
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[00628] in inca alt aspect, inventia se referd la un compus cu formula:

R47
. M2
N/' M=y NlRaa
Rass \T C{
1-

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

n care Alk este o grupare alchil, in mod optional Tntrerupt de un heteroatom;
T1 este C=0 si Q este CR51Rs; sau NRs1 in care Rsq si Rsy sunt, acelasi sau
diferit In mod independent unul de celalalt, H, alchil substituit sau nesubstituit,
cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau
nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilaichilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rst $i Rsz, impreuna cu atomul de
carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare C=0 sau o grupare alchenil
substituita sau nesubstituita;

M' este N sau CRug, in care Rqg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsg, Tn care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rig este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;
Si

Ra4g este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen.

[00629] In inca alt aspect, inventia se refera la un compus cu formula:
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sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.

[00630] In alt aspect, inventia se refera la un compus cu formula:



-~

Q;ZE]"C-?L;?YS-—

19 -08- 2008
347
N Ny O Ne D
\/C\;\Nj‘,\,/ \Kgi\;\NJL’NJ \(C\;\NAN;
o:j S oTN’ O%N/)—o o’:’ a
8 N

o

N= O Ne= 7

P KPnn R
=) o}‘N,\ ofN’ " b N‘;)\NJ\N'
N O}"

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.

[00631] In inca alt aspect, inventia se referd la o metoda de obtinere a unui

compus cu formula:

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

€1,
-

'S
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n care Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;
T, este C=S, C=0 sau S(O)..

Rs3 este alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil substituit sau nesubstituit,
heteroaril substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit sau arilalchil
substituit sau nesubstituit;

M' este N sau CRss, Tn care Rss este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRss, Tn care Rss este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rss este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;
Si

Rs7 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;

Tn care metoda cuprinde reactia unui compus cu formula:

in care Rsg, Rs7 i Alk sunt definite mai sus si J este o grupare fugace;
cu un compus cu formula:
N
HN”™
» “Mz
M'=/~No,

n care M' si M? sunt definite mai sus pentrru a da un compus cu formula

Rse
rﬁ' \ \‘Mz
A M=
NO,
Rs;

avand o grupare NOy;
reducerea gruparii NO, pentru a da un compus avand o grupare NHy; si

reactia compusului avand o grupare NH; cu un compus cu formula

T2
Jz/ “Rs;

in care J; este o grupare fugace si T, si Rs3 sunt definite mai sus.
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[00632] In inca alt aspect, inventia se refera la o metoda de obtinere a unui

compus cu formula:

Ra7

'O' \’Alk\NfN\\ O
2

N/ I\)I‘*M /u\ ~Rasg

r) N N

8
) ' Rs2
0 Rs4

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;
Rst1 si Rsz sunt, acelasi sau diferit in mod independent unul de celalalt, H,
alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit,
heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit,
arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rsy $i
Rsz, impreuna cu atomul de carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare
alchenil substituit sau nesubstituit;

M" este N sau CRyg, Tn care Rqg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRso, in care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rsgs este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,

aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;

Si
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Rag este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halogen;

in care metoda cuprinde Tncalzirea unui compus cu formula:

Rs7
: Alk
PN TSN
N . A M2 N
Rag o

in care R4z, Ras, Alk, M' si M? sunt definite mai sus;
pentru transformarea gruparii —CONj3; intr-o grupare —N=C=0 si apoi reactia

cu un compus cu formula:

Rag
L d
J, HN

3 ‘ Rs:
0 Rs4

in care J3 este o grupare fugace si Rig, Rs1 $i Rsz sunt definite mai sus.

[00633] in Tnca alt aspect, inventia se referd la o metoda de obtinere a unui

compus cu formula:

R4z
?\ \/Alk\N’N\\ fo)
N7. ‘1 Mz /u\ ~Rag
Mz/ >N N
R4 l
N\

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

Tn care Alk este o grupare alchil, in mod optional intrerupt de un heteroatom;
Rso este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil;

M’ este N sau CRyg, in care Rqyg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
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M? este N sau CRsg, in care Rs este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rasg este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchiil;

R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
R4s este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo;

n care metoda cuprinde incalzirea unui compus cu formula:

R47
‘ Alk
? A\ N\\ 2
N: ) M
/ M1=Iﬁr Na
Ras

in care R47, Rus, Alk, M' si M? sunt definite mai sus;
pentru transformarea gruparii —CONj3; intr-o grupare —N=C=0 si apoi reactia cu

o hidrazina cu formula:

in care Rsg este definitd mai sus.

[00634] Tn Tnca alt aspect, inventia se referd la o metoda de obtinere a unui

compus cu formula:
0

2
HO CH,—Ar>—(R%),
\ Qe /

(R")pm—Ar'-S—N
N
CHz— AP —(R%),
(1)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:
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Ar', Ar? si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil
cu cinci sau sase atomi si Ar? si Ar® pot fi omisi in mod optional;

meste 0, 1, 2 sau 3;

n si p sunt in mod independent 0, 1, 2, 3 sau 4;

fiecare R" este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril
substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O)R?,
NR°R’, CONRP®R’, CO;R°, NRPCO;R’, NR°CONR'R®, NRPCSNR'R®
NR®C(=NH)NR’R®, SO,NR°R®, NR®SO,R° NR’SO,NR°R’, B(OR’)}(OR®),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R% este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, substituit
heteroaril, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O),R®,
NR®R’, CONRPR’, CO;R°, NRPCO;R’, NR°CONR'R?, NR°CSNR'R®
NRSC(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR°SO,R® NR°SO,NR°R’, B(OR®)(OR?®),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R* este in mod independent selectat din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril
substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O),R®,
NR®R’, CONR°R’, CO;R°, NR°CO,R’, NR®°CONR'R?, NR°CSNR'R®
NRSC(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR°SO,R®, NR°SO,NR°R’, B(OR®)(OR®),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

R>R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroaichil, heteroalchil substituit,
heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil sau substituit heteroarilalchil
sau fn mod alternativ, R® si R’, R’ si R®, impreuna cu atomii la care sunt legati
formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

b este 0, 1 sau 2;

in care metoda cuprinde reactia unui compus cu formula:

b
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Q
oA
0
\Y/
(R")m—Ar*-S

\
J

in care J este o grupare fugace;
cu un compus cu formula:

CHy— Ar2—(R?),

HoN
pentru a da un produs; Si

reactia produsului cu un compus cu formula:

J\
CHZ_ArB_(Ren)p

in care J este o grupare fugace.

SECVENTE DE PROTEINA G HIMERICA SI GENE hT2R SI POLIPEPTIDE

[00635] Secventa proteicd din marcatorul rodopsina: (SEQ ID NO:1)

MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYYLAEPW
[00636] Secventa proteicd din Gl6gust44: (SEQ ID NO:2)

MARSLTWRCCPWCLTEDEKAAARVDQEINRILLEQKKQDRGELKLLLLGPGESGKST
FIKQMRITHGAGYSEEERKGFRPLVYQNIFVSMRAMIEAMERLQIPFSRPESKHHASLV
MSQDPYKVTTFEKRYAAAMQWLWRDAGIRACYERRREFHLLDSAVYYLSHLERITE
EGYVPTAQDVLRSRMPTTGINEYCFSVQKTNLRIVDVGGQKSERKKWIHCFENVIALI
YLASLSEYDQCLEENNQENRMKESLALFGTILELPWFKSTSVILFLNKTDILEEKIPTSH
LATYFPSFQGPKQDAEAAKRFILDMYTRMYTGCVDGPEGSNLKKEDKEIYSHMTCA
TDTONVKFVFDAVTDIIIKENLKDCGLF

[00637] Secventele hT2R8:

ADN-(SEQ ID NO:3)
ATGTTCAGTCCTGCAGATAACATCTTTATAATCCTAATAACTGGAGAATTCATACT
AGGAATATTGGGGAATGGATACAT
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TGCACTAGTCAACTGGATTGACTGGATTAAGAAGAAAAAGATTTCCACAGTTGAC
TACATCCTTACCAATTTAGTTATCG
CCAGAATTTGTTTGATCAGTGTAATGGTTGTAAATGGCATTGTAATAGTACTGAA
CCCAGATGTTTATACAAAAAATAAA
CAACAGATAGTCATTTTTACCTTCTGGACATTTGCCAACTACTTAAATATGTGGAT
TACCACCTGCCTTAATGTCTTCTA
TTTTCTGAAGATAGCCAGTTCCTCTCATCCACTTTTTCTCTGGCTGAAGTGGAAAA
TTGATATGGTGGTGCACTGGATCC
TGCTGGGATGCTTTGCCATTTCCTTGTTGGTCAGCCTTATAGCAGCAATAGTACTG
AGTTGTGATTATAGGTTTCATGCA
ATTGCCAAACATAAAAGAAACATTACTGAAATGTTCCATGTGAGTAAAATACCAT
ACTTTGAACCCTTaACTCTCTTTAA
CCTGTTTGCAATTGTCCCATTTATTGTGTCACTGATATCATTTTITCCTTTTAGTAAG
ATCTTTATGGAGACATACCAAGC
AAATAAAACTCTATGCTACCGGCAGTAGAGACCCCAGCACAGAAGTTCATGTGA
GAGCCATTAAAACTATGACTTCATTT
ATCTTCTTTTTTTTCCTATACTATATTTCTTCTATTTTGATGACCTTTAGCTATCTTA
TGACAAAATACAAGTTAGCTGT
GGAGTTTGGAGAGATTGCAGCAATTCTCTACCCCTTGGGTCACTCACTTATTTTAA
TTGTTTTAAATAATAAACTGAGGC
AGACATTTGTCAGAATGCTGACATGTAGAAAAATTGCCTGCATGATATGA
Proteind-(SEQ ID NO:4)
MFSPADNIFIILITGEFILGILGNGYTALVNWIDWIKKKKISTVDYILTNLVIARICLISVM
VVNGIVIVLNPDVYTKNK
QQIVIFTFWTFANYLNMWITTCLNVFYFLKIASSSHPLFLWLKWKIDMVVHWILLGCF
AISLLVSLIAAIVLSCDYRFHA
TAKHKRNITEMFHVSKIPYFEPLTLFNLFAIVPFIVSLISFFLLVRSLWRHTKQIKLYATG
SRDPSTEVHVRAIKTMTSF
IFFFFLYYISSILMTFSYLMTKYKLAVEFGEIAAILYPLGHSLILIVLNNKLRQTFVRML
TCRKIACMI

[00638] Secventele hT2R 14:

S
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ADN-(SEQ ID NO:5)
ATGGGTGGTGTCATAAAGAGCATATTTACATTCGTTTTAATTGTGGAATTTATAAT
TGGAAATTTAGGAAATAGTTTCAT
AGCACTGGTGAACTGTATTGACTGGGTCAAGGGAAGAAAGATCTCTTCGGTTGAT
CGGATCCTCACTGCTTTGGCAATCT
CTCGAATTAGCCTGGTTTGGTTAATATTCGGAAGCTGGTGTGTGTCTGTGTTTTTC
CCAGCTTTATTTGCCACTGAAAAA
ATGTTCAGAATGCTTACTAATATCTGGACAGTGATCAATCATTTTAGTGTCTGGTT
AGCTACAGGCCTCGGTACTTTTTA
TTTTCTCAAGATAGCCAATTTTTCTAACTCTATTTTTCTCTACCTAAAGTGGAGaGT
TAAAAAGGTGGTTTTGGTGCTGC
TTCTTGTGACTTCGGTCTTCTTGTTTTTAAATATTGCACTGATAAACATCCATATA
AATGCCAGTATCAATGGATACAGA
AGAAACAAGACTTGCAGTTCTGATTCAAGTAACTTTACACGATTTTCCAGTCTTAT
TGTATTAACCAGCACTGTGTTCAT
TTTCATACCCTTTACTTTGTCCCTGGCAATGTTTCTTCTCCTCATCTTCTCCATGTG
GAAACATCGCAAGAAGATGCAGC
ACACTGTCAAAATATCCGGAGACGCCAGCACCAAAGCCCACAGAGGAGTTAAAA
GTGTGATCACTTTCTTCCTACTCTAT
GCCATTTTCTCTCTGTCTTTTTTCATATCAGTTTGGACCTCTGAAAGGTTGGAGGA
AAATCTAATTATTCTTTCCCAGGT
GATGGGAATGGCTTATCCTTCATGTCACTCATGTGTTCTGATTCTTGGAAACAAGA
AGCTGAGACAGGCCTCTCTGTCAG
TGCTACTGTGGCTGAGGTACATGTTCAAAGATGGGGAGCCCTCAGGTCACAAAGA
ATTTAGAGAATCATCTTGA

Protein-(SEQ ID NO:6)
MGGVIKSIFTFVLIVEFIIGNLGNSFIALVNCIDWVKGRKISSVDRILTALAISRISLVWLI
FGSWCVSVFFPALFATEK
MFRMLTNIWTVINHFSVWLATGLGTFYFLKIANFSNSIFLYLKWRVKKVVLVLLLVT
SVFLFLNIALINIHINASINGYR
RNKTCSSDSSNFTRFSSLIVLTSTVFIFIPFTLSLAMFLLLIFSMWKHRKKMQHTVKISG
DASTKAHRGVKSVITFFLLY
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AIFSLSFFISVWTSERLEENLIILSQVMGMAYPSCHSCVLILGNKKLRQASLSVLLWLR
YMFKDGEPSGHKEFRESS
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[00639] Desi descrierea detaliata de mai sus a descris mai multe forme de realizare
ale prezentei inventii, sa intelege ca descrierea de mai sus este doar ilustrativa si nu
limiteaza inventia dezvaluita. Inventia va fi limitatd numai de revendicarile care

urmeaza.

[’\‘f‘ .
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REVENDICARI

1. Analiza pentru identificarea unui compus care moduleazd in mod prezumptiv
gustul amar asociat cafelei gi/sau alimentelor, buturilor si/sau medicamentelor cu
aroma de cafea care cuprinde efectuarea unei analize care examineaza un compus
care moduleaza un receptor de gust amar T2R uman selectat dintre hT2R8 si/sau
hT2R14 sau care moduleaza activarea hT2R8 gi/sau hT2R14 umani mentionati prin

alt compus amar sau compozitie care contine compusul amar mentionat.

2. Analiza din revendicarea 1, In care compusul amar este continut intr-un extras

derivat din cafea.

3. Analiza din revendicarea 1, in care receptorul are o secventd polipeptidica in
proportie de cel putin 90% identica cu polipeptida hT2R8 din SEQ ID NO: 4 sau este
codificatd de o secventd de acid nucleic care se hibridizeaza la secventa de acid
nucleic din SEQ ID NO: 3 in conditii stricte de hibridizare.

4. Analiza din revendicarea 1, Tn care receptorul are o secventa polipeptidica Tn
proportie de cel putin 90% identica cu polipeptida hT2R14 din SEQ ID No: 6 sau este
codificatd de o secventd de acid nucleic care hibridizeazd Tn conditii stricte de
hibridizare la secventa de acid nucleic din SEQ ID NO: 5 in conditii stricte de

hibridizare.

5. Analiza din revendicarea 1, 2, sau 3 in care eficacitatea blocarii gustului amar al

compusului identificat este confirmata printr-un test de gust.

6. Analiza din revendicarea 5 in care testul de gust confirmd daca compusul
identificat blocheaza sau inhiba gustul amar provocat de un compus derivat din cafea

sau o compozitie care contine compusul.

7. Analiza din revendicarea 6 Tn care cafeaua cuprinde cafea instant, cafea macinata,

cafea preparata sau un compus sau un extras derivat din aceasta.

{

ot
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8. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust mentionat este exprimat pe o

membrana celulara.

9. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust mentionat este exprimat pe o

membrana celulara izolata.

10. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust mentionat este exprimat pe

o celula intacta.

11. Analiza din revendicarea 1 n care receptorul de gust mentionat este exprimat pe

o celula eucariota.

12. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust mentionat este exprimat pe

o celuld de amfibian, mamifer sau insecta.

13. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust mentionat este exprimat pe
o celula selectata dintre HEK293, BHK, COS, HEK293T, CHO si ovocitul de
Xenopus.

14. Analiza din revendicarea 1 care este o analiza fluorimetrica.

15. Analiza din revendicarea 1 care este o analiza de legare.

16. Analiza din revendicarea 1 care detecteaza efectul asupra compusului mentionat

prin testarea efectului sau asupra unei concentratii de ioni intracelulari.

17. Analiza din revendicarea 1 care detecteaza efectul compusului mentionat asupra

sodiului sau calciului intracelular.

18. Analiza din revendicarea 1 care detecteaza efectul compusului mentionat asupra

potentialului de membrana celulara.

19. Analiza din revendicarea 1 care detecteaza efectul compusului mentionat asupra

ISR
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transcrierii genei reporter.

20. Analiza din revendicarea 1 in care compusul mentionat este selectat pe baza
capacitatii sale de a bloca interactiunea receptorului de gust mentionat cu unul din

liganzii pentru gust amar mentionati.

21. Analiza din revendicarea 1 care detecteaza efectul compusului mentionat asupra
cAMP, cGMP sau IP3 intracelulari.

22. Analiza din revendicarea 1 Tn care receptorul de gust mentionat cuprinde
domeniul extracelular sau regiunea transmembranard a receptorului de gust

mentionat.

23. Analiza din revendicarea 1 In care analiza mentionatd detecteaza modificari ale

calciului folosind un colorant fluorescent specific calciului.

24. Analiza din revendicarea 1 In care analiza meritionata detecteazd modificari ale

calciului intracelular folosind un colorant selectat dintre Fluo-3, Fluo-4 si Fura-2.

25. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust mentionat este Tn solutie.
26. Analiza din revendicarea 1 care este o analiza de legare care detecteaza
modificari ale caracteristicilor spectroscopice, ale caracteristicilor hidrodinamice sau

ale solubilitatii.

27. Analiza din revendicarea 1 care detecteaza efectul compusului mentionat asupra

complexarii receptorului de gust mentionat cu o proteina G.
28. Analiza din revendicarea 1 care detecteaza efectul compusului mentionat asupra
complexarii receptorului de gust mentionat cu o proteind G selectatd dintre

transducin, gustducin, Ga1s, Gats. Sau 0 himera a acestora.

29. Analiza din revendicarea 1 care este o analiza de polarizare a fluorescentei.

He
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30. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust mentionat este atasat la un

substrat in faza solida.

31. Analiza din revendicarea 1 care este o0 analiza cu grad ridicat de procesare.

32. Analiza din revendicarea 1 in care receptorul de gust este exprimat printr-o celula
HEK293.

33. Compus selectat dintre compusii avand structurile de mai jos:

34.

Compusul A Compusul B
IC52=0.3 uM(hT2R08 } ICs2=0.4 uM {hT2R0H) Compusul C

1C:0=0.2 UMEh T2R14)

Compus cu formula structurala (1) de mai jos :

X A

(R")y—Ar'-R™—N

AN

B
D
sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:
Ar! este un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil cu cinci sau sase atomi;
meste 0, 1, 2 sau 3;
R' este SO,; C=0; C=S; sau C=NOR*;
X este selectat din grupul constand din hidrogen, halogen, alchil, alchil

substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil substituit,

heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil,
heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR® S(0),R®, NR°R’, CONR®R’, CO.R®
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NR°CO,R’, NR°CONR'R®, NR®CSNR'R®, NR®C(=NH)NR'RE, SO,NR°R®, NR°SO,R®,
NR’SO,NR®R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R°)(OR®);

fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(0),R®, NR®R’, CONR®R,
COzR®, NR°CO.R’, NR®CONR’R?, NR®CSNR'R?, NR°C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®,
NR°SO,R®, NR*SO;NR®R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R°)(OR®);

sau In mod alternativ, X si/sau cel putin un R" impreuna cu atomii la care
sunt legati formeaza un ciclu aril, aril substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit Tn
care ciclul este condensat optional cu un alt ciclu aril, aril substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau
cicloheteroalchil substituit;

R*-R® sunt selectati in mod independent din grupul constand din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil,
heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil si heteroarilalchil
substituit sau in mod alternativ, R® si R®, R® si R’, R” si R®, impreuna cu atomii de
care sunt legati formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

A si B sunt selectati Tn mod independent din grupul consténd din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil
substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit; si

b este 0, 1, sau 2.

35. Compus cu formula structurala (Il) prezentatd mai jos:

x (GHo)-Y— Ar—(R?),

(R")y—Ar'-R'—N
(CHo)~Z—Ar—(R™),
(IT)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:

(e

N
b

NI
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Ar', Ar si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil
Cu cinci sau sase atomi;

m este 0, 1, 2 sau 3;

n si p sunt in mod independent 0, 1, 2, 3 sau 4;

r si t sunt Tn mod independent 0,1 sau 2;

Y si Z sunt selectati iTn mod independent din grupul constand din CR°R’, C=0,
C=S, C=NOR®, O, NR® si S(O)y;

R' este selectat din grupul constand din SO,, C=0, C=S si C=NOR*;

X este selectat din grupul constand din hidrogen, alchil, alchil substituit, aril,
aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil
substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit,
CN, NO,, -OR® S(0),R°, NR°R’, CONR°R’, CO;R®, NRPCO,R’, NR°CONR'R?,
NRSCSNR'R®, NRPC(=NH)NR'R®, SO,NR°R?, NR°SO,R?, NR°SO,NR°R’,
B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR®R’, CONR®R’,
CO,R% NRSCO,R’, NR®CONR’R®, NR®CSNR’R® NR®C(=NH)NR'R?, SO.NR°R®,
NR53SO,R®, NR®*SO,NR®R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR%)(OR®) si P(O)(R%)(OR®);

fiecare R* este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(0),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO2R®, NR®CO;R’, NR®CONR’R®, NRPCSNR'R®, NR°C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®,
NR°SO;R®, NR°SO,NR®R’, B(OR®)(OR®) si P(O)(OR®)(OR®);

fiecare R* este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO2R® NRSCO.R’, NRECONR’R®, NRECSNR’R®, NR®C(=NH)NR’R®, SO.NR°R?,
NR®SO,R®, NR®*SO,NR°R’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)}(R®)(OR®);
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sau, in mod alternativ, X si/fsau cel putin unul dintre R" impreund cu atomii la
care sunt legati formeaza un ciclu aril, aril substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit Tn
care ciclul este condensat optional cu un alt ciclu aril, aril substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloheteroalchil sau
cicloheteroalchil substituit;

R*R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, heteroarilalchil sau heteroarilalchil substituit sau, in mod
alternativ, R® si R®, R® si R’, R” si R® impreun& cu atomii de care sunt legati,
formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

b este 0, 1, sau 2.

36. Compusul din revendicarea 35, in care X este selectat din grupul constand din
hidrogen, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, S(O),R®>, CONR®R’, -CO.R?®
SO,NR®R®, NR®SO;R®, NR°SO,NR®R’, B(OR®*)(OR®, P(O)OR®(OR% si
P(O)(R’)(OR®).

37. Compus cu formula structurala (lll) de mai jos: :

0
HO CHy— Ar2—(R?),
Q0

N\

(R")y—Ar'-S—N
CHy— Ar3— (R3')p

(I11)
sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:
Ar', Ar? si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil

cu cinci sau sase atomi si Ar” si Ar® pot fi omisi In mod optional;

meste 0, 1, 2 sau 3;
n si p sunt in mod independent O, 1, 2, 3 sau 4;
fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,

halogen, alchil, alchil substituit, aril, substituit aril, arilalchil, arilalchil substituit, acil,

D)
.

-~
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acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(0),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO;R®, NR®CO;R’, NR°CONR'R®, NR®CSNR’R®, NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®,
NR®SO,R®, NR®*SO,NR°R’, B(OR®)(OR?®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R? este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO2R% NRPCO,R’, NR®CONR’R®, NR®°CSNR’R®, NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®,
NR’SO2R®, NR’*S0O,NRPR’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R* este selectat In mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, acil,
acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit,
heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO2, OR®, S(O),R®, NR°R’, CONR®R’,
CO,R%, NR®CO,R’, NR®CONR'R?, NR®CSNR’R®, NR®C(=NH)NR'R®, SO.NR°R®,
NR3SO,R® NR’SO,;NRPR’, B(OR®)(OR®), P(O)(OR®)(OR®) si P(O)}R°)(OR®);

R>R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, substituit
aril, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril,
heteroaril substituit, heteroarilalchil sau heteroarilalchil substituit sau, in mod
alternativ, R® si R®, R® si R’, R” si R®, Tmpreun& cu atomii de care sunt legati,
formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau substituit cicloheteroalchil;

b este 0, 1, sau 2.

38. Compus avand structura de mai jos:
Oy _OH

O:ICSI)\N/\©\
o

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

Ll
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39. Compus avand structura de mai jos:

Oy OH O -OH O, -OH
~o
0=S. O=%N N O=%-
N
O ST 5
S oS ~
\ o) \ O \ O

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

40. Compus avand structura de mai jos:

O~_OH O~_OH

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

41. Compus cu formula structurala (IV) de mai jos:
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Ar*—W-ArS—N
W) Rzo

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia n care:

Ar* si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril sau heteroaril cu cinci sau
sase atomi;

W este selectat din grupul constand din CR®R’, C=0, C=S; C=NOR® O, NRS,
S, SO, SO; si (CH2)n;

neste 0, 1, 2, sau 3;

G este selectat din grupul constand din CR°R’, C=0, C=S, C=NOR® si S(O)y;

R?® este selectat din grupul constand din hidrogen, arilalchenil,
heteroarilalchenil, arilalchil, heteroarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil,
alchenil, cicloalchil, cicloalchenil si derivati substituiti;

R?" este selectat din grupul constand dintr-un arilalchenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, heteroarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil si derivati substituiti;

R® si R’ sunt selectati in mod independent din grupul constand din hidrogen,
alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroaichil,
heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil sau
heteroarilalchil substituit sau, in mod alternativ, R® si R”, R” si R®, impreuna cu atomii
de care sunt legati, formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;
Si

b este 0, 1, sau 2.

42.  Compus cu formula structurala (V) de mai jos:

O
R21
4_ A
Ar*—(CH,)n—Ar N\

R
) 35

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:
Ar* si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril sau heteroaril cu cinci sau

sase atomi;
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neste 0, 1, 2, sau 3;

R*' este selectat din grupul constand dintr-un arilaichenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, hereoarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil gi derivati substituiti;

R* este selectat din grupul constand din hidrogen, alchil si alchil substituit.

43. Compus cu formula structurala (VI) de mai jos:

o)
N >\~ Rao
%Nz SN
O —
\N/ Ris
(VD)

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:

R* este selectat din grupul constand dintr-un arilalchenil, heteroarilalchenil,
arilalchil, hereoarilalchil, aril, heteroaril, alchil, alcoxi-alchil, alchenil, cicloalchil,
cicloalchenil gi derivati substituiti;

R* este selectat din grupul constand din hidrogen, alchil si alchil substituit.
44. Compus avand structura de mai jos:

0

0
N
N™ >—NH N
— — — N™ NH
N o

0
J

0

0

>ij\’_N\7—NH
3 —
N J g ®n

sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia,

in care fiecare R este in mod independent Cl, MeO, CN, EtO, OH, Me, -SO;Me, F, H
Si

n este 0,1,2,3 sau 4.
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45. Compus avand structura de mai jos:

0
N
N S—NH
O>ji\\:7— — _(R)n
N \ 7

sau o sare, hidrat, solvat sau N oxid al acestuia,
in care fiecare R este Tn mod independent MeO, OH si
n este 0,1,2,3 sau 4.

46. Compus avand structura de mai jos:

0
O\>ij\’:N\7fNH4/ O\>N\:CN\;_'\'_\7—NH

N

0

>§\<\N\:N—\7——NH %N\’i\?—w

O\ - — O\ - —

N g—< > N

R

0

0O
N N
N

sau o sare, hidrat, solvat sau N oxid al acestuia,

(-1010-00175- - 09
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0

OMe

0

in care R este selectat din grupul constand din H, Me, Et, OCOMe, CH,OH, OMe si

Ph.

47. Compus avand structura de mai jos:
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0 0 0
N N N
N N—NH ¢ N S—NH N S—NH
N // NH N /J/ NH \N/ e
Z Z X NH
N 2 o
=~¢" N H—NH IV N
ZN
0 N 0 0
N . N
N S—NH =" N —NH N™ S—NH
sdta O™, O
N 72N N 7\ N 72\
= — =N
o 0
N
-N N NH—NH
AN =
G e @ aunt
N N N
N 7\ Ci //
M802S
% 0 0
Nb—NH NN NH NS NH
= e dh e S~ N
N —_— \N/ — \N/ / O
X0 O —

sau o sare, hidrat, solvat sau N oxid al acestuia.

-t
"L

Z/
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48. Compus avand structura de mai jos:

0
NS NH N 7
== N/ N
o G
N \N/
0 0
NS NH N
= — N" ™>—NH
o _ \:77 — o>j:\\:7_
N \N/

o 0]
N
.N N™ X NH
N X NH ==

sau o sare, hidrat, solvat sau N oxid al acestuia.

49. Compus avand structura de mai jos:
O

0
N N
O}i\N\:\?——NH O&NJNH{
N N
N P N 2
. ~" N S—NH
O>N\\/\<\N\:\7*NH o?N\///\\\\:?i

0

.N
= N\_\?—NHA{
O —
>Ni\ Adamantyl

Adamantyl
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sau o sare, hidrat, solvat sau N oxid al acestuia.
50. Compus avénd structura de mai jos :

OMe
MeO

N N
S N\j—-NH— N~ H—N
O\ . — o\ \:7— OMe
N N

N
OMe

sau o sare, hidrat, solvat sau N oxid al acestuia.

51. Metoda de reducere sau atenuare a gustului amar, care cuprinde adaugarea
compusului din revendicarea 34 sau a unui analog al acestuia la o compozitie pentru
ingestia de catre oameni sau animale, in care gustul amar trebuie sa fie redus sau

atenuat.

52. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia este un aliment, o bauturé sau un

medicament.

53. Metoda din revendicarea 51, In care compozitia contine compusi amari care
activeaza unul sau mai multi dintre hT2R3, 7, 10, 14, 16, 44, 51, 55, 61, 63, 65, 71
si/sau hT2R5, 9, 13, 54, 67 si 75.

54. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia contine cel putin un compus amar
care activeaza receptorii amari multipli sau care are o specificitate nedeterminata
pentru receptorul de amar.

55. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia contine salicind sau un derivat.

56. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia contine omeprazol sau un derivat.

795
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57. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia contine rebaudiosida A sau un
derivat.

58. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia contine dextrometorfan.

59. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia contine difenhidramina.

60. Metoda din revendicarea 51 in care compozitia este un aliment, o bautura sau

un medicament pentru consumul uman.

61. Metoda de ameliorare a gustului amar asociat cu cafeaua sau cu un aliment,
bautura sau medicament cu aroma de cafea care cuprinde adaugarea la acesta a cel

putin unui compus conform uneia dintre revendicarile 33-50.

62. Metoda din revendicarea 61, in care cafeaua sau alimentul, bautura sau
medicamentul cu aroma de cafea cuprinde cel putin 2 compusi, dintre care cel putin
unul este un antagonist de hT2R8 si dintre care cel putin unul este un antagonist de
hT2R14.

63. Metoda din revendicarea 61 Tn care cafeaua este o cafea instant sau cafea

preparata.

64. Cafea sau aliment sau bautura sau medicament cu aroma de cafea care cuprinde
cel putin un compus selectat dintre compusii conform uneia dintre revendicarile 33-
50.

65. Compozitia din revendicarea 64 in care compozitia cuprinde cel putin 2 compusi,
dintre care cel putin unul este un antagonist de hT2R8 si dintre care cel putin unul
este un antagonist de hT2R14.

66. Compozitia din revendicarea 65, in care cafeaua este o cafea instant, cafea
macinata sau cafea preparata.
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67. Compozitia din revendicarea 65 care este o cafea instant.

68. Compozitie de aliment sau bautura sau medicament care cuprinde cel putin un

compus selectat dintre compusii in conformitate cu una dintre revendicarile 33-50

69. Compozitie de aliment sau bautura sau medicament care cuprinde un compus

n conformitate cu revendicarea 34.

70. Alimentul, bautura sau medicamentul din revendicarea 68 care cuprinde cel putin
2 compusi, dintre care cel putin unul este un antagonist de hT2R8 si dintre care cel

putin unul este un antagonist de hT2R14.

71. Metoda pentru detectarea sau determinarea cantitativa a unui compus amar
dintr-o compozitie, metoda mentionaté cuprinzénd:

aducerea n contact cu o compozitie care cuprinde un receptor de gust amar
uman care este hT2R8, hT2R14, sau ambele si

detectarea legarii unui compus la receptorul mentionat, in care legatura
mentionata indica faptul c& compusul mentionat contribuie la gustul amar al

compozitiei mentionate.

72. Metoda din revendicarea 71, in care gradul de legare este indicativul

concentratiei compusului mentionat in compozitia mentionata.

73. Metoda de analiza pentru a detecta sau determina cantitativ daca gustul amar al
unui compus amar dintr-o compozitie este blocat de catre compusul antagonist din
revendicarea 34, metoda mentionata cuprinzand:

aducerea in contact cu o compozitie care contine cel putin un compus amar
care activeaza cel putin un receptor de gust amar uman selectat din grupul constand
din hT23, 7, 10,14, 16, 44, 51, 55, 61, 63, 64, 65 sau 71 si/fsau hT2R5, 9, 13, 54, 67
Si 75 si
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detectarea daca activarea cel putin a unui receptor mentionat este blocata sau
inhibata de compusul din revendicarea 38, in care blocarea sau inhibarea mentionata

amelioreaza gustul amar al cel putin unui compus amar.
74. Analiza din revendicarea 73 care mai cuprinde un test de gust in care compusul
amar si compusul antagonist mentionat sunt testate prin gustare separat si Tn

combinatie, pentru a confirma faptul ca gustul amar este atenuat de catre antagonist.

75.  Analiza din revendicarea 73, in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o membrana celulara.

76. Analiza din revendicarea 73 in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o membrana celulara izolata.

77. Analiza din revendicarea 73 in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o celula intacta.

78. Analiza din revendicarea 73 in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o celula eucariota.

79. Analiza din revendicarea 73 in care receptorul de gust mentionat este

exprimat de catre o celula de amfibian, mamifer sau insecta.

80. Analiza din revendicarea 73 in care receptorul de gust mentionat este exprimat
pe o celuld selectata dintre HEK293, BHK, COS, HEK293T, CHO si ovocitul de
Xenopus.

81.  Analiza din revendicarea 73 care este o analiza fluorimetrica.

82. Analiza din revendicarea 73 care este o analiza de legare.

83. Analiza din revendicarea 73 care detecteaza efectul compusului mentionat

prin analizarea efectului sdu asupra unei concentratii de ioni intracelulari.
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84. Analiza din revendicarea 73 care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra sodiului sau calciului intracelular.

85. Analiza din revendicarea 73 care detecteazd efectul compusului mentionat

asupra potentialului de membrana celulara.

86. Analiza din revendicarea 73, care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra transcrierii unei gene reporter.

87. Analiza din revendicarea 73, in care compusul mentionat este selectat pe baza
capacitatii sale de a bloca interactiunea receptorului de gust mentionat cu unul dintre

liganzii amari mentionati.

88. Analiza din revendicarea 73 care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra cAMP, cGMP sau IP3 intracelular.

89. Analiza din revendicarea 73 in care receptorul de gust mentionat cuprinde
domeniul extracelular sau regiunea transmembranard a receptorului de gust

mentionat.

90. Analiza din revendicarea 73 in care analiza mentionata detecteaza modificarile

calciului folosind un colorant fluorescent specific calciului.

91. Analiza din revendicarea 90 in care colorantul mentionat este Fluo-3, Fluo-4,

Fura-2 sau amestecuri ale acestora.
92. Analiza din revendicarea 73 Tn care receptorul de gust mentionat este in solutie.
93. Analiza din revendicarea 73 care este un test de legare care detecteaza

modificarile caracteristicilor spectroscopice, ale caracteristicilor hidrodinamice sau ale

solubilitatii receptorului.

/

74
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94. Analiza din revendicarea 73 care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra complexarii receptorului de gust mentionat cu o proteina G.

95. Analiza din revendicarea 94 in care proteina G mentionatd este transducin,

gustducin, Gg15, Gu1e. Sau 0 himera a acestora.
96. Analiza din revendicarea 73 care este o analiza de polarizare a fluorescentei.

97. Analiza din revendicarea 73 in care receptorul de gust mentionat este atasat la

un substrat in faza solida.
98. Analiza din revendicarea 73 care este o analiza cu grad ridicat de procesare.

99. Analiza din revendicarea 73 in care receptorului de gust este exprimat printr-o
celula HEK293.

100. Metoda de identificare a unui motiv de legare conservat prezent in diferite T2R
umane care cuprinde expunerea membranei celulare a unei celule la compusul din
revendicarea 38.

101. Un GPCR himera proiectat sa contina motivul identificat din revendicarea 75.

102. Compus cu formula:
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sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

103. Compus cu formula:
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sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.

104. Compus cu formula:
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sau o sare, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia.
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105. Metoda de reducere sau atenuare a gustului amar intr-o compozitie pentru
ingestie de catre oameni sau animale care cuprinde adaugarea unuia sau mai multor
compusi din revendicarile 33-50 sau 102-104 sau a unui analog al acestora la
compozitie, la o concentratie eficace pentru a atenua sau a reduce gustul amar

asociat compozitiei.

106. Metoda din revendicarea 105, in care concentratia unuia sau mai multor

compusi este de la circa 0,1 ppm pana la circa 100 ppm.

107. Metoda din revendicarea 105, in care concentratia unuia sau mai multor

compusi este de la circa 1 ppm pana la circa 25 ppm.

108. Compozitie pentru ingestia de catre oameni sau animale care cuprinde unul sau

f o
L,([« &
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mai multi compusi din una dintre revendicarile 33-50 sau 102-104 sau un analog al
acestora.

109. Compozitia din revendicarea 108, in care compozitia mentionata este un produs

alimentar sau o bautura.

110. Compozitia din revendicarea 109, in care produsul bauturd este o bautura de
cafea instant, solubila si uscata, un amestec de bautura de cafea sau un concentrat
de bautura de cafea.

111. Compozitia din revendicarea 109, in care produsul bautura este un adaos pe

baza de lapte, un adaos nelactat sau un lapte condensat pentru bauturile de cafea.

112. Compozitia din revendicarea 108, in care compozitia este un produs

necomestibil.

113. Compozitia din revendicarea 112, in care produsul necomestibil este un
supliment, un nutraceutic, un produs alimentar functional, un produs farmaceutic, un

OTC, un produs de ingrijire oralad sau un produs cosmetic.

114. Compozitia din revendicarea 113, in care produsul de ingrijire orala este o pasta

de dinti, o apa de gura sau o guma de mestecat.

115. Compus cu formula:

o, R

N

\
Arf—Alk—=Ar'—N R3;
\

R3e
sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Ar® si Ar” sunt, aceleasi sau diferite in mod independent una fata de
cealalta, o grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu
cinci sau sase atomi,

Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;
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Rss $i Raz sunt, aceleasi sau diferite Tn mod independent una fata de cealalta,
H, alchil, sau R3s si Ra7, impreuna cu atomii la care sunt atasati, formeaza un
heterociclu cu cinci sau sase atomi optional substituit; si

R3s este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil

substituit sau nesubstituit sau haloalchil.

Compusul din revendicarea 115, in care heterociclul
cu cinci atomi format de R3s si R3; este o hidantoind sau o uree ciclica

substituitd sau nesubstituita.

Compusul din revendicarea 116, in care hidantoina

este o hidantoina cu formula:

(o)
N,Rsa
6 — A —
Aré=Alk = Ar N)f'(Rm
f6) R3g

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Ar® si Ar’ sunt, aceleasi sau diferite In mod independent una fata de
cealalta, o grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu
cinci sau sase atomi;

Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;

Rss este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoaichil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

R3g $i R4o sunt, aceleasi sau diferite in mod independent una fata de cealalita,
H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit,

/¢
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heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit,
arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rsg i
Rao0, Tmpreund cu atomul de carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare

C=0 sau o grupare alchenil substituit sau nesubstituit.

118. Compusul din revendicarea 115, in care heterociclul cu cinci atomi format de R

si Ra7 este un urazol.

119. Compusul din revendicarea 118, in care urazolul este un urazol cu formula:
(o)

»\ 'R38

Arf— Alk=—Ar’"—N

Z=Z

“Ras
sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Ar® si Ar’ sunt, aceleasi sau diferite in mod independent una fata de
cealaltd, o grupare aril cu cinci sau sase atomi sau o grupare heteroaril cu
cinci sau sase atomi;
Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;
Rss este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si
R41 este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilarmidoalchil
substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilaichil substituit sau
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nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau

nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit sau haloalchil.

120. Compusul din revendicarea 115, in care heterociclul cu sase atomi format de

Ras $i Ra7 este un heterociclu cu sase atomi cu formula:

121.

R
;38

N_R
Aré— Alk= Ar’=——N )< 4

)\—N\ Ra3

6 Ry Ras

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Rag este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit
sau nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit
sau nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit sau haloalchil; si

Ra2, Ras, Ras, Ras $i Rag sunt, aceleasi sau diferite in mod independent una
fata de cealaltd, H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit
sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi substituit sau
nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau
nesubstituit sau R4z $i Ras, sau Rss $i Rss, Tmpreuna cu atomii de carbon la

care sunt atasati fiecare, formeaza o grupare C=0.

Compus cu formula:

R47
O\’\ \ N
N. // |:,|1 \,\ /u\ ~Rag

Rse R37
sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,
in care Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;
M' este N sau CRug, Tn care Ry este H sau alchil substituit sau nesubstituit;

M? este N sau CRs, Tn care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
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Rss $i Ry sunt, aceleasi sau diferite in mod independent una fata de cealalta,
H, alchil sau Rss si Raz, Trmpreund cu atomii la care sunt atasati, formeaza un
heterociclu cu cinci sau sase atomi optional substituit; si

Ras este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
Ra4g este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,

aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo.

Compus cu formula:

R4z
Alk
? \/ \N’N\\ , 0]
N/ o M /u\ ~Rss
Miz/>N N
Ras \ )

G—Q

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

n care Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;

G este C=0 si Q este CRs1Rs2 sau NRsq, n care Rs1 $i Rs2 sunt, aceleasgi sau
diferite In mod independent una fatd de cealaltd, H, alchil substituit sau
nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit, heterocicloalchilalchil
substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit, arilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilalchilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rs1 $i Rs2, Tmpreuna cu atomul de
carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare C=0 sau o grupare alchenil

substituit sau nesubstituit;
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M’ este N sau CRyg, Tn care Ryg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsp, in care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rsg este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
R4s este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,

aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo.

123. Compus cu formula:

N\;\NJLNH N\;\ PIS N;\NJ\
N NH NH
// O)_—-/ = =
O\N O\N/ O O\l\j/ O

\ O~
N
(e] HO AN
© 0
N= (0] N= O N= 0O
N" N N N N; N
// )\/ // o}_—/ // e}

O‘N 0 O‘N O~ o
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sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.



409
124. Compus cu formula:
N= 0 N= @) N= 0
N;\NJLN/ N\;NJLN/ N\)N/U\
= C))~N’H = SN

/4 / o /
O~ O~ }/-—o O~ o

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.

125. Metoda de reducere sau atenuare a gustului amar care cuprinde administrarea

unei compozitii care cuprinde o cantitate eficace din unul sau a mai multi compusi ai
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uneia dintre revendicarile 115-124 sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau

promedicament al acestora.

126. Metoda din revendicarea 125, in care compozitia este un aliment, o bautura sau
un medicament.

127. Metoda din revendicarea 125, Tn care compusul activeaza cel putin hT2R8.

128. Metoda din revendicarea 125, Tn care gustul amar este asociat cu cafeaua sau

cu un aliment, bautura sau medicament cu aroméa de cafea.

129. Metoda din revendicarea 128, in care cafeaua este o cafea instant sau cafea

preparata.

130. Metoda din revendicarea 125, in care cel putin un compus este un antagonist al
hT2R8.

131. Compozitie care cuprinde unul sau mai multi compusi din una dintre
revendicarile 115-124 sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al

acestuia si unul sau mai multi purtatori acceptabili farmaceutic.

132. Compozitia din revendicarea 131 care este un aliment, bauturd sau medicament

pentru consumul uman.

133. Cafea sau compozitie de aliment sau bautura sau medicament cu aroma de
cafea care cuprinde cel putin un compus al uneia dintre revendicarile 115-124 sau o

sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.

134. Compozitia din revendicarea 133, in care cel putin un compus este un
antagonist al hT2R8.

135. Compozitia din revendicarea 133, care este cafea instant, cafea macinata sau

cafea preparata.

N

‘\..4—\_
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136. Compozitia din revendicarea 133, care este cafea instant.

137. Compozitie de aliment, bautura sau medicament avand un gust amar in care
gustul amar mentionat este atenuat sau eliminat prin adaugarea unei cantitati
eficiente dintr-un compus al uneia dintre revendicarile 115-124 sau o sare, hidrat,

solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia.

138. Compozitia din revendicarea 137, in care cel putin un compus este un
antagonist al hT2R8.

139. Compozitia din revendicarea 137, in care bautura mentionata este o bautura de

cafea instant, o bautura de cafea macinata sau o bautura de cafea preparata.

140. Compozitia din revendicarea 137, in care bautura mentionata este o bautura de

cafea instant.

141. Metoda de analiza pentru a detecta sau determina cantitativ daca gustul amar al
unui compus amar dintr-o compozitie este blocat de un compus al uneia dintre
revendicérile 115-124 sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al
acestuia, metoda mentionata cuprinzand:

aducerea n contact a unui receptor de gust amar hT2R8 cu o compozitie care
contine cel putin un compus amar care activeaza cel putin receptorul de gust amar
hT2R8 si

detectarea daca activarea receptorului hT2ZR8 mentionat este blocat sau
inhibat de compusul din una din revendicarile 115-124 sau de o sare, hidrat, solvat,
N-oxid sau promedicament al acestuia, in care blocarea sau inhibarea mentionata
indica faptul ca gustul amar al compusului mentionat sau al unei compozitii care
contine compusul poate fi atenuat prin adaugarea unei cantitati eficiente dintr-un
compus al uneia dintre revendicarile 115-124 sau de o sare, hidrat, solvat, N oxid sau
pro-medicament al acestuia.

142. Analiza din revendicarea 141, care mai cuprinde un test de gust in care

5L
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compusul amar gi compusul antagonist mentionat sunt testati prin gustare separat si

in combinatie, pentru a confirma faptul ca gustul amar este atenuat de antagonist.

143. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o membrana celulara.

144. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o membrana celulara izolata.

145. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o celula intacta.

146. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat este

exprimat pe o celula eucariota.

147. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat este

exprimat de o celulda de amfibian, de mamifer sau de insecta.

148. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat este
exprimat pe o celula selectata dintre HEK293, BHK, COS, HEK293T, CHO si ovocitul
de Xenopus.

149. Analiza din revendicarea 141, care este o analiza fluorimetrica.

150. Analiza din revendicarea 141, care este o analiza de legare.

151. Analiza din revendicarea 141, care detecteaza efectul asupra compusului

mentionat prin analizarea efectului sdu asupra unei concentratii de ioni intracelulari.

152. Analiza din revendicarea 141, care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra sodiului sau calciului intracelular.
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153. Analiza din revendicarea 141, care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra potentialului de membrana celulara.

154. Analiza din revendicarea 141, care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra transcrierii unei gene reporter.

155. Analiza din revendicarea 141, care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra cAMP, cGMP sau IP3 intracelular.

156. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat cuprinde
domeniul extracelular sau regiunea transmembranarad a receptorului de gust

mentionat.

157. Analiza din revendicarea 141, in care testul mentionat detecteazad modificarile

calciului folosind un colorant fluorescent specific calciului.

158. Analiza din revendicarea 141, in care testul mentionat detecteazd modificarile

calciului intracelular folosind un colorant selectat dintre Fluo-3, Fluo-4 si Fura-2.

159. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust mentionat este n

solutie.

160. Analiza din revendicarea 141, care este o analiza de legare ce detecteaza
modificarile caracteristicilor spectroscopice, ale caracteristicilor hidrodinamice sau ale

solubilitatii.

161. Analiza din revendicarea 141, care detecteaza efectul compusului mentionat

asupra complexarii receptorului de gust mentionat cu o proteina G.

162. Analiza din revendicarea 141, care detecteaza efectul compusului mentionat
asupra complexarii receptorului de gust mentionat cu o proteind G selectata dintre

transducina, gustducina, Gu1s, Gu1e. Sau 0 himera a acestora.

47
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173. Compozitia din revendicarea 172, In care compozitia mentionata este un produs
alimentar sau de baut.

174. Compozitia din revendicarea 173, in care produsul de baut este o bauturad de
cafea gata de baut, solubila si uscatd, un amestec de cafea de baut sau un
concentrat de cafea de baut.

175. Compozitia din revendicarea 173, in care produsul de baut este un adaos pe

baza de lapte, un adaos nelactat sau un lapte condensat pentru bauturile de cafea.

176. Compozitia din revendicarea 172, in care compozitia este un produs

necomestibil.

177. Compozitia din revendicarea 176, in care produsul necomestibil este un
supliment, un nutraceutic, un produs alimentar functional, un produs farmaceutic, un

OTC, un produs de ingrijire orala sau un produs cosmetic.

178. Compozitia din revendicarea 177, in care produsul de ingrijire orala este o pasta

de dinti, apa de gura sau guma de mestecat.

179. Metoda de obtinere a unui compus cu formula:

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;

T, este C=S, C=0, sau S(O).

Rs3 este alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil substituit sau nesubstituit,
heteroaril substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit sau arilalchil
substituit sau nesubstituit;

M’ este N sau CRsa, in care Rss este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
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M? este N sau CRss, in care Rss este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rse este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
Rs7 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, sau halogen;

in care metoda cuprinde reactia unui compus cu formula:

in care Rsg, Rs7 si Alk sunt definite mai sus si J este o grupare fugace;

cu un compus cu formula:

N
HN” "o
i
My NO,

n care M’ si M? sunt definite mai sus pentru a da un compus cu formula

avand o grupare NOg;
reducerea gruparii NO, pentru a da un compus avand o grupare NHy; si

reactia compusului avand o grupare NHz cu un compus cu formula

AL

Js Rs3

Tn care J; este o grupare fugace si T, si Rs3 sunt definite mai sus.

Metoda de obtinere a compusului cu formula:
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R47
(o) Alk
! \’ \‘ N\\ 2 0
N/ M1=/\NJLN'R38
R4s

Rs;

0 Rs4

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;

Rs1 $i Rs2 sunt, aceleasi sau diferite Tn mod independent una fata de cealalta,
H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau nesubstituit,
heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau nesubstituit,
arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil substituit sau
nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
nesubstituit, heteroarilalchil substituit sau nesubstituit, haloalchil sau Rs¢ Si
Rsz, Tmpreuna cu atomul de carbon la care sunt atasati, formeaza o grupare
alchenil substituit sau nesubstituit;

M’ este N sau CRug, Tn care Rug este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsp, in care Rsg este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rss este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

Ra47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
Ra4s este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo;

in care metoda cuprinde Tncalzirea unui compus cu formula:

b
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Ra7
(I)‘ \’Alk\N N\\
N/ I:II1=/M2 N;
Rag T

Tn care Ra7, Ras, Alk, M' si M? sunt definite mai sus;
pentru a transforma gruparea —CON3 intr-o grupare -N=C=0 si apoi reactia cu

un compus cu formula:

R
» 1138
J, HN
3 ‘ Rs2
0 Rs4

in care J3 este o grupare fugace si Rag, Rs1 $i Rsz sunt definite mai sus.

Metoda de obtinere a unui compus cu formula:
R4
o\ Alk
7\~ ~N" N\\ , (o)
N/ ‘1~ M /u\ ~Ras
M N TN
R4s /

sau o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau promedicament al acestuia,

in care Alk este o grupare alchil, intrerupta optional de un heteroatom;

Rs, este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchilamidoalchil
substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil substituit sau nesubstituit,
heteroarilalchilamidoalchil substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau
nesubstituit, arilalcoxi substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau
heteroarilalchil nesubstituit, substituit sau nesubstituit, haloalchil;

M' este N sau CRyg, in care Ry este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
M? este N sau CRsp, Tn care Rsp este H sau alchil substituit sau nesubstituit;
Rag este H, alchil substituit sau nesubstituit, cicloalchil alchil substituit sau
nesubstituit, heterocicloalchilalchil substituit sau nesubstituit, aril substituit sau
nesubstituit, arilamidoalchil substituit sau nesubstituit, heteroarilamidoalchil
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substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit, arilalcoxi
substituit sau nesubstituit, heteroaril substituit sau nesubstituit, heteroarilalchil
substituit sau nesubstituit sau haloalchil;

R47 este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo; si
Ra4g este H, alchil substituit sau nesubstituit, alcoxi substituit sau nesubstituit,
aril substituit sau nesubstituit, arilalchil substituit sau nesubstituit sau halo;

in care metoda cuprinde incalzirea unui compus cu formula:

R47

' Alk

(l) N TSN N\\
N /. \ M2 N
/ M‘;,\n/ 3
R4s o

in care R47, Rag, Alk, M' si M? sunt definite mai sus;
pentru a transforma gruparea —CONj3; intr-o grupare —N=C=0 si apoi reactia cu
o hidrazina cu formula:
R
HN’ 38

I
H;N

n care Rag este definitd mai sus.

182. Metoda de obtinere a unui compus cu formula:
i 2 2
HO CH,— Ar2—(R%),
(R“),i—KArL?\S//O—N/
N
CH, __ Ar3——(R3')p
(111)
sau a unei sari, hidrat, solvat sau N-oxid al acestuia in care:
Ar', Ar? si Ar® sunt in mod independent un ciclu aril, heteroaril sau cicloalchil
cu cinci sau sase atomi si Ar? si Ar® pot fi omisi in mod optional;
meste 0, 1, 2 sau 3;
n si p sunt in mod independent 0, 1, 2, 3 sau 4;
fiecare R" este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, substituit aril, arilaichil, arilalchil substituit,
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163. Analiza din revendicarea 141, care este o analizd de polarizare a fluorescentei.

164. Analiza din revendicarea 141, In care receptorul de gust mentionat este atasat

la un substrat Tn faza solida.

165. Analiza din revendicarea 141, care este o analizd cu grad ridicat de procesare.

166. Analiza din revendicarea 141, in care receptorul de gust este exprimat printr-o
celula HEK293.

167. Metoda pentru identificarea unui motiv de legare conservat prezent in diferite
T2R umane care cuprinde expunerea membranei celulare a unei celule la un compus
al uneia dintre revendicarile 115-124 sau la o sare, hidrat, solvat, N-oxid sau

promedicament al acestuia.

168. Un GPCR himera proiectat sa contind motivul identificat prin metoda din

revendicarea 167.

169. Metoda de reducere sau atenuare a gustului amar intr-o compozitie pentru
ingestia de catre oameni sau animale, care cuprinde adaugarea unuia sau mai multor
compusi ai uneia dintre revendicarile 115-124 sau a unei sari, hidrat, solvat, N-oxid
sau promedicament al acestuia la compozitie, la o concentratie eficienta pentru a

atenua sau a reduce gustul amar asociat cu compozitie.

170. Metoda din revendicarea 169, in care concentratia unuia sau mai multor

compusi este de la circa 0,1 ppm la circa 100 ppm.

171. Metoda din revendicarea 169, Tn care concentratia unuia sau mai multor
compusi este de la circa 1 ppm la circa 25 ppm.

172. Compozitie pentru ingestia de catre oameni sau animale care cuprinde unul sau
mai multi compusi ai uneia dintre revendicarile 115-124 sau o sare, hidrat, solvat, N-

oxid sau promedicament al acestuia.
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acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, substituit
heteroaril, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O)R®,
NR°R’, CONR°R’, CO;R®, NR®CO,R’, NR°CONR'R®, NR°CSNR'R®
NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR®°SO;R®, NR°SO,NR°R’, B(OR®)(ORY),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R°)(OR®);

fiecare R” este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril
substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, OR®, S(O)bR6,
NR°R’, CONR®R’, CO;R°, NRSCO;R’, NR®°CONR’R®, NRECSNR'R®
NR®C(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR°SO;R®, NR°SO,NR°R’, B(OR®)(OR®),
P(0)(OR®)(OR®) si P(O)(R®)(OR®);

fiecare R* este selectat in mod independent din grupul constand din hidrogen,
halogen, alchil, alchil substituit, aril, aril substituit, arilalchil, arilalchil substituit,
acil, acil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit, heteroaril, heteroaril
substituit, heteroarilalchil, heteroarilalchil substituit, CN, NO,, ORS, S(O)bRG,
NR®R’, CONRPR’, CO;R°, NRPCO,R’, NR°CONR'R®, NR°CSNR'R®
NRSC(=NH)NR'R®, SO,NR°R®, NR°SO,R®, NR°SO.NR°R’, B(OR®)(OR®),
P(O)(OR®)(OR®) si P(O)(R°)(OR®);

R%R® sunt in mod independent hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, aril
substituit, arilalchil, arilalchil substituit, heteroalchil, heteroalchil substituit,
heteroaril, heteroaril substituit, heteroarilalchil sau heteroarilalchil substituit
sau, in mod alternativ, R® si R”, R” si R® impreuna cu atomii de care sunt
legati formeaza un ciclu cicloheteroalchil sau cicloheteroalchil substituit;

b este 0, 1, sau 2,

in care metoda cuprinde reactia unui compus cu formula:
0

o
P

(R‘l-)m_Ar‘l_
\J

in care J este o grupare fugace;

cu un compus cu formula:
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CH,— Ar2—(R?),

HoN

pentru a da un produs; $i

reactia produsului cu un compus cu formula:

J\
CHe—Ar—(R%),

n care J este o grupare fugace.

s

-

~
Lo

)

‘),"\_r\'\,..
J ;i
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Fig. I Fractiunea de cafea amard care activeazd hT2R8 si hT2R14
[Fractiunea de cafea] = 1 mg/mL
Colorant albastru = 1.9 mM FD&C |

hT2RS8 hT2R14

Fractie
cafea

Martor

Fig. 2 Raspunsul dependent de doza al hT2R8 i hT2R14 fatd de fractiunea de cafea

Log fractiune de cafea (mg/ml)




Fig. 3 Curbele de inhibare dependentd de doza pentru compusul A si B asupra liniei

celulare stabile h

Fig. 4 Curbele de
stabile hT2R14
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Figura 5 Activitatea inhibitoare a S§105 asupra 22hT2R
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