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Heterocyklické slouleniny obsahujici dusik a farmaceuticky

- prost¥edek obsahujici tyto slouleniny

Vyndlez se t?ké_inhibitorﬁ p38, sav&i proteinové kinaSy
pisobici bun&&nou proliferaci, = zénik bﬁnék a vyvolavajici
odezvu na extracelulérni stimuly. Vynilez se také tyka zpisobu
p¥ipravy  t&chto inhibitord.  Vynélez se  dale bt?ké
‘farmaceutickych prostfedkﬁ obsahujicich  inhibitory ~ podle
vyndlezu a zpusobl pouZiti téchto'prostfedkﬁ pro o8et¥fovani a

prevenci ruznych chorob.

Proteinové - kinasy ©pusobi rlzné bunélné odezvy na
extraceluldrni signdly. Byla 3jiZz objevena ¥ada mitogénem
aktivovanych proteinovych kinas (MAPK). &leny této skupiny
jsou Ser/Thr kinasy, které aktivuji své substraty fosférylaci
[B. Stein a j., Ann. Rep. Med. Chem., 31, str. 289 aZ 298
(1966)]. MAPK jsou samy aktivovany  ruznymi signdly, #éetné
ristovych faktord, cytokint, uv za¥eni a &inidel
vyvoldvajicich stres.

Obzvlasté zéjimavou latkou MAPK je p38. Latka p38 je také
zndma jako cytokin potlaéujici protizanétliva latka vézéjiéi
protein (CSBP) a RK, a byla isolovdna z mySich pre-B bunék,
které byly traﬁsfektovény receptorem CD14 lipOpolysacharidu
(LPS) a indukovany LPS. Latka p38 byla a%Z dosud isolovdna a
byla stanovena jeji sekvence tak, jak Jje cDNA =zakdéddovadna u
1idi a my$i. Aktivace p38 Dbyla pozorovdna v Dbuilikdch

stimulovanych stresy, - jako jsou reakce na lipopolysacharidy
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(LPS), UV zareni, anisomycin nebd osmoticky Sok, a cytokiny,
jako jsou IL-1 a TNF. |

Inhibice p38 kinasy vede k blokddé& tvorby jak IL-1 tak
TNF. IL-1 a TNF stimuluji tvorbu ostatnich ‘prozénétlivych
cytokini, jako jsou IL-6 a IL-8 a maji za nésledek akutni a
chronickd z&n&tlivé onemocn&ni a postmenopausalni osteoporosu
[R. B. Kimble a j., Endocrinol., 136, str. 3054 aZ 3061
(1995) 1. 4 ‘

Na zékladé‘tého se predpoklada, Ze p38 spolu s dalSimi
MAPK hraji roli p¥i zprost¥edkovani bune&lné odezvy na
zanétlivé stimuly, bjako jsou akumulace leukocyti, aktivace
makrofég/monqcyt, resorpce tkan&, hore&ka, akutni féazové
odezvy . a neutrofiiie. Kromé toho MAPK, jako je p38, zpusobuji
rakovinu, thrombinem vyvolanou agreaci destidek, poruchy
imunity, autoimunni poruchy, zanik bunék, alergie, osteoporosu
a' neurodegenerativni choroby. Inhibitory p38 také pasobi v
oblasti 1é&&by Dbolesti inhibici vyvolévénib prostaglandinové
endoperoxid synthasY—Z. Dalsi choroby spojehé s nadprodukci
IL-1, IL-6, IL-8 nébo TNF jsou uvedeny v WO 96/21654.

Bylo jiz zapo&ato s vyvojem 16k, které specificky
inhibuji MAPK. Nap¥iklad PCT publikace WO 95/31451 popisuje .
sloudeniny pyrazolu, které inhibuji MAPK a zejména p38; Aviak
G&innost té&chto inhibitord in vivo se stédle zkouma.

Tedy stdle je velkd poptdvka po vyvoji da181ch 51lnych.
p38 specifickych inhibitoru, které Jjsou pouZitelné p¥i

oSet¥ovani rtznych stavid spojenych s aktivaci p38.

Podstata vynadlezu

PredloZeny  vynalez fesi  tento problém p¥ipravou
sloudenin, které vykazuji silnou a specifickou inhibici p38.
Podstatou vynélezu_ jsou slouCeniny obecnych vzorcu Ia

nebo Ib
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kde kaZdy =ze substituentud Q, a Q. jé nezévisle ‘vybrén ze
skupiny zahrnujici p&ti&lenné a3 Sestillenné aromatické
karbocyklické nebo heterocyklické kruhové systémy nebo
osmic¢lenné az desetidlenné bicyklické kruhové systémy -
obsahujici . aromatické karbocyklické kruhy, varomatické
‘heterocyklické kruhyi nebo kombinaci - aromatického
karbocyklického kruhu a aromatického heterocyklického‘kruhu.

' Kfuhy, které tvo¥i Q,, Jsou substituovdny 1 a3 4
substituenty, z nichZ kaZdy je nezavisle vybrdn ze skupiny
zahrnujici atom halogenu)‘ alkylovou skupinu s 1 a% 3. atomy
uhliku, pop¥ipadé substituovanou skupinami NR”,, OR”, CO,R~”
nebo CONR”,, skupinu O-alkyl, kde alkylovd Cast md 1 aZ 3 atoﬁy>
uhliku, pop¥ipad& substituovanou skupinami NR”,, OR~”, CO,R”
nebo CONR®,, dile skupiny NR”;, OCF;, CF,, NO,, CO,R”, CONR~,
SR”, S{C;JN(R"),, SCF;, CN, N(R")C(O)R®, N(R”)C(O)OR*,
N(RT)C(O)C(OR', N(R")S(0,)R', N(RT)R, N(RY),, OR', OC(O)JR",
OP(0)3H,, nebo N=C-N(R"),. |

Kruhy, které tvo¥i Q,, jsou popfipadé substituovdny aZ 4
substituenty, 2z nichZ ka¥dy je nezavisle vybran 'ze skupiny
zahrnujici atom halégenu, alkylovou skupinu s 1 a¥ 3 atomy
uhliku s pfim?m nebo fozvétven?m fet&zcem, poptipads
substituovanou skupinami = NR”,, OR”, CozRf, S(O;)N(R™),,
N=C-N(R”),, R’ nebo CONR",, skupinu O-alkyl, kde alkylova &ast
m& 1 aZ 3 atomy uhliku, skupinu O-alkyl, kde alkylovad &ast ma
1 aéb3 atomy uhliku, pop¥ipad& substituovanou skupinami NR”,,
OR", COR”, S(0,)N(R”),, N=C-N(R"),, R’ nebo CONR”,, dale skupiny

NR",, OCF,, CF,, NO,, CO,R”, CONR‘, R’, OR’, NR’, SR?, C(O)R?,
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C(O)N(R7)R’, C(O)OR?, SR”, S(O,)N(R7),, SCF,, N=C-N(R"),, nebo

R™ Jje wvybrdno ze skupiny zahrnujici atom vodiku,
alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku,'alkepylovou skupinu
se 2 az 3 atomy uhliku nebo alkinylovou skupiﬂu, feﬁylovou
skupinu nebo fenylovou skupinu, pop¥ipad& substituovanou 1 az
3 substituenty nezdvisle vybranymi ze skupiny zahrnujici atom
halogenu, methoxyskupinu, ‘kyanoskupinu, nitroskupinu,
aminoskupinu, hydroxyskupinu, methylovou skupinu. nebo
ethylovou skupinu. v

R je vybrdno =ze skupiny zahrnujici pé&tidlenné a2
Sestidlenné aromatické karbocyklické nebo heterocyklické
kruhové systémy. '

R* je alkylovad skupina s 1 a3 4 atomy uhliku, pop¥ipadé&
substituovand skupinami 'N(R’)z, OR”, CO,R”, CON(R"), nebo
SO,N(R?*),, nebo péti¢lenny aZ SZestidlenny . karbocyklicky nebo
heterocyklicky  kruhovy . systém, pop¥ipadé substituovahy

skupinami N(R”),, OR”, CO,R”, CON(R”), nebo SO,N(R?),

X je vybrdno ze skupiny zahrnujici -s-, -Of,' -3(0,) -,
-S(0) -, -S(0,) -N (R?) -, N (R?) -S(0,) -, -N(R?*) -C(0)0-,
-0-C(0) -N(R*) -, ~ -C(0)-, -C(0)O-, -0-C(O)-, -C(0) -N(R?) -,
-N(R?) -C(0) -, -N(R*) -, -C(R?®),- nebo -C(OR?),-.

Kazdé R je nezavisle vybréano ée skupiny zahrnujici atom
vodiku, -R*, -N(R®);, -OR’, -SR®, -C(O)-N(R®),, -S(0,)-N(R?), nebo
-C(0) -OR?, p¥i&emZ dv& p¥ilehld R jsou pop¥ipadé vizana jedno
na druhé a spolu s kaéd?mlﬁﬁy ke kterym jsou vazana, tvo%i
étyfélenn? aZz osmidleny karbocyklick? nebo heterocyklicky
kruh, | | |
R* je vybrano ze skﬁpiny' zahrnujici atom vodiku, alkylovou

skﬁpinu s 1 az 3 atomy uhliku nebo alkenylovou skupinu se 2 a%

3 atomy uhliku, které jsou ob& popfipadé substituovany

skupinami -N(R7),, -OR”, =-SR~”, -C(0) -N(R7),, -S(0,)-N(R"),,
-C(0) -OR”, nebo R’. ) .
Y je N nebo C,
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A, je-li p¥itomno, je N nebo CR”,

n je 0 nebo 1, ‘

R, Jje vybrdno =ze skupiny zahrnujici atom vodiku, alkylovou
skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku, OH, ﬁebo -O-alkyl, kde alkylova
g¢ast md 1 a% 3 atomy uhliku.

Dale jsou podstatou vyndlezu farmaceutické prostfedky,
.kﬁeré obsahuji inhibitory p38 podle vynadlezu. Tyto prost¥edky
lze.pouéit pfi 1lé&eni nebo prevenci riznych onemocn&ni, jako
jsou rakovina, z&n&tlivd onemocn&ni, autoimunni onemocﬁéni,
destruktivni poruchy kosti, proliferadni poruchy, infeké&ni .
onemocn&ni, virovd onemocndni a neurodegenerativni onemocnéni .
Tyto prost¥edky lze také pou¥it pro prevenci zaniku bunék a
hyperplasie a proto se mohou pouZit k oSet¥eni nebo . prevenci
reperfuse nebo ischemie p¥i mrtvici, srdednim zdchvatu a
hypoxii orgdni. Tyto prostfedky lze také pduéit'pro prevenci
. thrombinem vyvolané agregaci destidek. VSechna tato pouziti
jsou také soucldsti p¥edloZeného vynilezu.

Podstatou vyndlezu jsou inhibitory p38 obecnych vzorcl Ia

nebo Ib

R\ /R R\' /R
- Ia (Ib)
__ ,>—>/ —
N—=(An O N—
N N==<\ Q
R4 Ry

kde kazdy =ze substituentl & a Q Je nézévisle vybrédn ze-
skupiny zahrnujici p&ti&lenné a¥ Sestidlenné aromatické
kaqucyklické nébo ‘heterocyklickév kruhové  systémy nebo
osmiclenné az desetidlenné bicyklické kruhové systémy
obsahujiéi aromatické 'karbocykliCké ‘krﬁhy, aromatické
heterocyklické kruhy  nebo kombinaci - aromatického

karbocyklického kruhu a aromatického heterocyklického kruhu.
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Kruhy, které tvo¥i Q,, jJjsou substituovany 1 a; ;
substituenty, z nich? kaZdy je nezévisle vybréan ‘ze skupiny
zahrnujici atom halogenu, alkylovou skupinu s 1 az 3> atomy
uhliku, pop¥ipadé€ substituovanou skupinami NR”,, OR”, CO,R”
nebo CONR7,, skupinu O-alkyl, kde alkylova Cast ma 1 azZz 3 atomy
uhliku, poptipadé substitroanou‘ skupinami NR7,, OR”, COQR’
nebo CONR”,, dé&le skupiny NR7,, OCF;, CF,, NO,, CO,R”, CONR”,
SR™, S(0,)N(R"),, SCF,, CN, N(R7)C(O)R*, ~ N(R)C(O)OR*,
N(R™)C(0)C(0)R", N(R')S\(Oz)R“, N(R7)R*, N(R'),, OR*, OC(O)R%,

, 0P (0),H,, nebo N=C-N(R"),. -
~ Kruhy, které tvo¥i Q,, jsou popfipadé& substituoviny az 4'
: substituenty, z nichZ kaZzdy Jje nezavisle vybrdn ze skupiny
zahrnujici atom halogenu, alkylovou skupinu s 1 aZ 3 . atomy
uhliku s p¥imym nebo ronétven?m Yetézcem, popfipédé
substitroanou skupinami NR7,, OR”™, | CO,R7, S(0,)N(R7),,
N=C-N(R"),, R’ nebo CONR”,, skupinu O-alkyl, kde alkylovd d&éast

Qn

méd 1 a% 3 atomy uhliku, skupinu O-alkyl, kde alkylova Zast m

1 aZ 3 atomy uhliku, popripadé substituovanou skupinami NR7,,

OR™, CO,R”, S(0,)N(R”),, N=C-N(R”),, R’ nebo CONR",, didle skupiny
NR”,, OCF,, CF,, NO,, CO,R", CONR”", R’ OR’, NR’, SR’ . C(O)R’,
C(O)N(R”)R?, C(O)OR3,_SR’, S(0,)N(R”),, SCF,, N=C-N(R7),, nebo
CN. | \

" R”  je vybrano ze skupiny ,zahrnﬁjici atom védiku,
alkylovou skupinu s 1 a% 3 atomy uhliku, alkenylovou skupinu
se 2 aZ 3 atomy uhliku nebo alkinylovou skupinu, fenylovou

skupinu nebo fenylovou skupinu, pop¥ipad& substituovanou 1 aZz

i - 3 substituenty nezdvisle vybranymi ze skupiny zahrnujici atom
halogenu, - methoxyskupinu, kyanoskupinu, nitroskupinu,
aminoskupinu, hydroxyskupinu, methylovou  skupinu = nebo

ethylovou skupinu.
R’ Jje wvybrdno ze skupiny zahrnujici pétic¢lenné aZ
gestidlennéd aromatické karbocyklické nebo heterocyklické

kruhové systémy.
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R* je alkylovad skupina s 1 ai 4 étomy uhliku, pop¥ipad&
subétituované skupinami kN(R’)z, OR”, CO,R”, CON(R”), nebo
SO,N (R?) ,, nebo pé&tid¢lenny aZ Sesti&lenny karbocyklicky nebo
heterocyklicky kruhovy systém,  poptipads subétituoyany

skupinami N(R7),, OR”, CO,R”, CON(R”), nebo SO,N(R?),

X je vybréno ze skupiny zahrnujici -S-, -0-, -8(0;) -,
-S(0) -, -S(0,) -N(R?) -, -N(R?) -5 (0,) -, -N(R?*) -C(0)0O-,
-0-C(0) -N(R?) -, -¢(0)-, -C(0)O-, -0-C(0)-, -C(O)-N(R?) -,
-N(R*) -C(0) -, -N(R*) -, -C(R*),- nebo -C(OR?),-.

- KaZdé R je nezéviéle vybrano ze skupiny zahrnujici atom
vodiku, -R*, -N(R®),, -OR?, -SR®, -C(O)-N(R%,, -S(0O,)-N(R®), nebo
-C(0) -OR?, p¥i&emZ dvé p¥ilehld R jsou poptipadé& vazidna jedno
na druhé a ,‘spolu s kaZzdym Y, ke kterym Jjsou vazana, tvori
étyfélenn? az osmi&leny karbocyklicky nebo heterocyklicky
kruh. _

JestliZe ob& R tvo¥i spolu dohromady se skupinami Y, ke
kterym jsou pF¥ipojeny, Lkruh, je - odbornikovi z¥ejmé&, e z
Ka?dého nekondensovaného R se ztratf atom vodikﬁ. Napriklad,
je-1i kruhova struktura tvo¥ena wvazbou obdu R dohromady, kdy
jedna je'-NH-CH3 a druha je -CH,CH,, jeden koncovy atom vodiku
se z kaZdého R ztrati (je vyznadeno tudng) . Pfoto vznikla &&st
kruhové struktury md vzorec -NH-CH,-CH,-CH,--

R? je’vybrénoyze skupiny zahrnujici atom vodiku, alkylovou
skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku nébo alkenylovou skupinu se 2 a%
3 atomy uhliku, pfiéemé kazda tato skupina je poptipadd
substituovédna skupinami -N(R”),, -OR”, =-SR~, -C(0) -N(R7),,
-S(0,) -N(R7),, -C(0O)-OR”, nebo R’.

Y je N nebo C, '

A, je-1li p¥itomno, je N nebo CR-,

n je 0 nebo 1, \

"Ry Je vybréﬁo _ze skqpiny zahrnujici atom vodiku, -alkylovou
‘skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku, OH, nebo -0O-alkyl, kde alkylova

¢dst md 1 aZ 3 atomy uhliku. Odbornikovi je z¥ejmé, Ze
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jestliZe R, je OH, vznikly inhibitor se muZe tautomerisovat na

slouceninu vzorce

R R '
Q \Y::V/ o nebo
— ,>_x/

o— N,

@]

coZ jsou téz inhibitory p38 podle tohoto vynéiezu.

- Podle dal$iho vyhodného provedeni vynalezu je Q, vybrano
ze skupiny Zahrnujici fenylovou nebo pyridylovou skupinu.
obsahujici 1 a%Z 3 substituenty, kde alespoii jeden z t&chto
substituentd je v ortho poloze a tyto vsubstiﬁuenty jéou
nézévisle vybrany. ze skupiny zahrnujici atom chloru, atom
fluoru, atom bromu, skupiny -CH,, -OCH,;, -OH, -CF,, -0OCF,,
-0 (CH,) ,CH,, . NH,, 3,4-methylendioxyékupinu, -N(CH,) 5,
-NH-S (0,) -fenyl, -NH-C(0) 0-CH,-4-pyridin, —NH—C(O)CH2-morfoiin
-NH-C (0) CH,-N(CH,),, -NH—C(O)CHz-piperazin,~ -NH-C(0) CH,-pyrroli-
~ din, -NH-C(Q) C(0O) -morfolin, -NH-C(0)C(O) -piperazin,
-NH-C(0) C(0) -pyrrolidin,  -0-C(0) CH,“N (CH,), " nebo
-0- (CH,) ,-N (CH,), |

Jest& vyhodn&ji Q. je fenylovd nebo pyfidylové skupina
obsahujici alespoii dva z vy3e uvedenych substituentd, p¥idems
oba jsou v polbze ortho.

Uréitymi specifickymi p¥iklady v¥hodného Q, jsou:

OCH,
"/@\F HaC OCH3 " TOCH, FaC/Q\F
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Nejvyhodn&ji je Q, vybrdno ze skupiny zahrnujici 2-fluor-
f6—trifluormethy1fenyl, 2,6-difluorfenyl, 2,6-dichlorfenyl,
2-chlor-4-hydroxyfenyl, 2-chlor-4-aminofenyl, 2,6-dichlor-4-
—aminofenyl; 2,6-dichlor-3-aminofenyl, 2,6-dimethyl-4-hydroxy-
fenyl, 2-methoxy-3,5-dichlor-4-pyridyl, 2-chlor-4,5-methylen-
~dioxyfenyl nebo 2-chior44—(N—2-morfolinoacetamidb)fenyl.

Podle vyhodného provedeni vynélezu je Q, fen?lové nebo
pyridylova skupina obsahujici 0 aZ 3 substituenty, kde kazdy
‘substituent je nezidvisle vybrdn ze kskupiny} zahrnujici atom
chloru, atom fluoru, atom bromu, methylovou skupinu, ethylovou
skupinu, isopropylovou skupinu, skupiny —OCH3, —OH,'—NHz, -CF,,
-OCF;, -SCH;, -OCH;, -C(O)OH, -C(O)OCH,, -CH,NH,, -N(CH,),,
-CHz-pyrrolidin a -CH,OH. v

Urditymi specifickgmi p¥iklady vyhodného Q, jsou:

P20 o
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nesubstituovany 2-pyridyl nebo neSubstitquany fenyl.
Nejvyhodn&j3i jsou sloudeniny, kde Q, je vybrdno ze

skupiny zahrnujici fenyl, 2-isopropylfenyl, 3,4-dimethylfenyl,
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2-ethylfenyl, 3—fluorfenyl, -2-methylfenyl, 3-chlor-4-fluor-
fenyl, 3—Chlorfeﬁyi, 2-methoxykarbonylfenyl, 2-karboxyfenyl,
2-methyl-4-chlorfenyl, 2-bromfenyl, 2-pyridyl, 2-methylen-
hydroxyfenyl, 4-fluorfenyl, 2;methyl—4—fluorfenyl, 2-chlor-4--
-fluorfenyl, 2,4-difluorfenyl, 2-hydroxy-4-fluorfenyl = nebo
2—methylenhydroxy;4—fluorfenyl. H ,

Podle dalgiho vyhodného provedeni je X -S-, -0-,.-S(0,) -,
-§{(0)-, -NR-, -C(R,)- nebo -C(0)-. Nejvyhodn&ji je X -S-.

Podle dalsiho vyhodného provedeni je n 1 a A je N.

Podle dal3iho vyhodného provedeni je kazdé Y C.

Podle je3té& vyhodné&jSiho provedeni je kazdé Y C a R
pripojené k témto skupindm Y je vybréano ze skupiny zahrnujici
atom vodiku nebo methyiovou skupinu. '

Urcité specifické inhibitory podle vyndlezu jsou shrnuty

v tabulce 1 niZe.
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Tabulka 1 Slouceniny obecnych vzorct Ia a Ib
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struktura
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struktura
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Ddle jsou podstatou vynilezu épﬁsoby‘pfipravy inhibitory
p38 obecného vzorce Ia, uvedeného vySe. Tyto zpisoby spo&ivaji

v reakci sloudeniny obecného vzorce II

. R_ R
Q AN
Y-—Y

>—>/ | (I1)

o - N=(A)

NH,

kde kaZdy substituent v tomto vzorci ma vyznam uvedeny vySe
pro inhibitory podle vynalezu, S reakénim &inidlem s
odstupujici skupinou obecného vzorce IIa
Rl
Lr 3 _ (IIa)
o ) :
kde R™ mid vyse uvedeny vyznam, nebo s reak&nim ¢inidlem s

odstupujici skupinou obecného vzorce IIb

L1—-LL (IIb)

2

kde kazda ze skupin L, L, a L nezévisle\znamené odstupujici
skupinu. k
Cinidlo s odstupujici skupinou se v této reakci p¥ridava v
nadbytku, bud gisté nebo s korozpduétédlem, jako je toluen.
;Reakce Se provadi p¥i teplot& mezi 25 °C a 150 °C. ‘

Jako c1n1dla s odstupujici skuplnou obecneho vzorce Ila,
kterd lze pouzit p¥i p¥iprav& inhibitord p38 podle vynédlezu,
lze uvést dimethylacetal dimethylformamiduy, dimethylacetal
dimethylacetamidu, _' trimethylorthoformiét, diethylacetal
dimethylformamidu a dals{ p¥ibuzna ¢inidla. Vyhodnym &inidlem
S odstupujici skupinou obecného vzorce IIa pfi p¥ipravé
inhibitord podle vyndlezu je dimethylacetal dimethylformamidu.

Jako &inidla s odstupujlc1 skupinou obecného vzorce IIb,

kterd lze pouzit prl prlprave inhibitord p38 podle Vynalezu
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lze uvést fosgen, karbonyldiimidazol, diethylkarbonidt a
trifosgen. ‘ '

JesSté  vyhodn&jsi zpuisoby p¥ipravy - sloulenin ?odle
vynadlezu pouzivaji sloudeniny obecného vzorce II, kde kazdy z
uvedenych substituentd md vyznamy uvedené u vySe jmenovanych
vyhodnych a nejv?hodnéjéich‘slouéenin podle vynalezu.

ProtoZe zdrojem R, je ¢inidlo s odstupujici skupinou (C-R~
nebo C=O§, jeho identita samoz¥ejm& zavisi na struktufe
tohoto ¢inidla. Proto u sloudenin, kde R, je OH, musi byt timto
¢inidlem sloulenina vzorce IIb. Podobn&, je-1li R, atom vodiku
. " nebo alkylgvébskupina s 1 az 3 ‘atomy uhliku, pouZitym &inidlem

musi byt sloudenina vzorce IIla. K .ziskani inhibitorl, kde R, je
OQalkyl, kde alkylovd Cast md 1 aZ 3 atomy uhliku, se nejd¥ive
p¥ipravi sloulenina, kde R; je OH a potom se tato
hydroxyskupina alkyluje standardnimi technikami, jako je
reakce s  hydridem sodnym v DMF, s methyljodidem a
ethyljodidem. | ‘
"Bezprostfedni. p¥edchidce inhibitord podle vyndlezu
obecného vzorce Ia (to je sloudeniny obecného vzofce II) 1lze

pfipravit podle obou schemat syntesy popsanych niZe:

Schema 1
~ 1) base ' | R
Q> - Y""Y
R "R
2) : :
, NC Ny’ N=(A
c— \>—c1
, N=@Ay l
base + HX—Q,
R R

| . / \>__x/Qz kyselina Y_Y 02 .
o== N=(A)n | > < :

—(A)n
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Ve schematu 1 1lze pofadi stuptd 1) a 2) obratit. Také
vychozi nitril 1lze nahradit odpovidajici kyéelinou nebo
esterem. Alternativn® lze té% pouZit misto nitrilu jiné znamé
latentni karboxylové skupiny nebo karboxamidové skupiny (viz
échema 2) . Do tohoto schematu lze zadlenit obmé&ny, jako jsou
karboxylové kyseliny, estery karboxylovych kyselin,:oxazoliny
nebo oxazolidinony, -za poﬁiiti nasledného odstranéni
chranicich skupin a funkcionalisace, co% jsou metody zndmé ze
stavu techniky. » \

Jako base se v prvnim stupni schematu 1 (a ve échematu 2.
niZe) pouZivaji hydrid sodny, amid sodny, LDA, lithiumhexa-
methyldisilazid, héXamethyldisilazid sodny nebo jakdkoliv =z
ostatnich_nenukleofilnidhlbasi[ které deprotonuji polohu alfa-
na nitril. | ‘

Také p¥idani HX-Q, v jednom stupni, jak je vy%e naznadeno,
lze nahradit dvé&ma stupni - p¥iddnim chran&ného nebo
nechrdné&ného X derivdtu a potom adici Q, derivitu v
nésledujicim stubni.

Schema 2

Q

'N=Mh
base + HX"“-QZ
' R\ /R odstran&ni R R
Q Y—Y /Qz chranici \Y Y/
4 \>—-—X skupiny y/ \> : /Qz
_ N=(A)n : N ' —
Ov funkcionalisace z N=(A) )
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Ve schematu 2 je 2Z vybradno ze skupiny zahrnujici COOH,
COOR”, CON(R”),, oxazolin, oxazolidinon nebo CN. R~ m& s
vyhodou vySe uvedeny V?zném. .

Didle se vynadlez tykd zpusoblu p¥ipravy inhibitori p38
obecného vzorce Ib, jak je uveden vySe. Tyto zpusoby spodivaji

v reakci sloudeniny obecného vzorce III

R R
\ /
Q4 ¥—Y
/4 AN
_ , (I11)
NHz - Q

kde rtzné substituenty wmaji vyznamy wuvedené vySe pro
inhibitory podle vyndlezu, s ¢inidlem obsahujicim odstupujici

- skupinu obecného vzorce IIa nebo IIb
R’ o

L L3  (1Ia) | ” (IIb)
: . L, -1,
L v
' jak jsou popséna vyse.

NiZe jsou uvedena dvé schemata Uplné syntesy inhibitérﬁ
p38 obecného vzorce Ib podle vynédlezu.

Schema 3

%1
stupe R / stupefi 2 "R R

Q 1) Base Q  y—y

R
zavedeni Q, Q4 Y —Y
/ A — =
R R —
| e N z NS
o 2) /y-—Y L )
Lr**( ) '

N= _ " ' odstran&ni{

stupeni 3 Qz

chrdnici skupiny

funkcionalisace

' Q y—y
OQj//L§T/,Y>YM,R ’stupeﬁ_4 / \
cyklisace
N N\TfJ v ——— o} N=
\E DMF-acetal NH2 Q;
1 .

(Ib) -
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'Ve schematu 3 lze Q, substituovany derivat nechat reagovat

s basi, jako je hydrid sodny, amid sodny, LDA, lithiumhexa-
methyldisilazid, hexamethyldisilazid sodny nebb jakékoliv jind
nenukleofilni base, ktera deprotonuje polohu alfa na 2
skupin&, co% je maskovana amidova skupina. Alternativné je 2

karboxylovd kyselina, ester karbbxylové kyseliny, oxazolin

nebo oxazolidinon. Anion . vznikly z deprotonace se potom uvede.

ve styk s dusikatou heterocyklickou slouceninou, ktera
obsahuje avé ‘odstupujici skupiny nebo latentni odstupujici
skupiny, Vv pfitomnosti palladiového katalysidtoru. Jako\pfiklad
takové sloudeniny lze uvést 2,6—dichlorpyridin. '

Ve stupni 2 se zavadi bz kruhova Eésﬁ. To lze provadét za
pou?iti mnoha reakcl znamych ze stavu techniky, které vedou ke
" tvorb& diarylovych sloulenin. Jednim p¥ikladem miZe byt reakce
arylové lithiové sloudeniny s pyridinovym meziproduktem
vénikl?m ve stupni 1. Alternativhé se arylkovo?é‘slouéenina,
jako je arYlstannan nebo arylboronova kyselina, neché reagovat
s arylhalogenidovou éésti pyridinového meziproduktu v
p¥itomnosti kovového palladiového katalysatoru.

Ve stupni 3 se ze skupiny Z oddt&pi chrdnici skupina
a/nebo se tato skupina funkcionalisuje za Vzniku amidové

slou&eniny. Je-1i Z karboxylova kyselina, ester karboxylové

kyseliny, oxazolin nebo oxazolidin, lze pro p¥ipravu amidu

pouZit razné zpusoby od&té&peni chréanici skupiny a

funkcionalisace, které jsou znamé ze stavu techniky. Nakonec
se ve stupni 4 amidova sloufenina cyklisuje na konelny produkt

za pou?iti reak&nich “&inidel, Jjako Jsou acetal DMF nebo

podobnd ¢inidla, pud v Sisté form& nebo v organickém .

rozpoustédle.
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Schema 4
stupell 2
stupeni 1 \
: 08 Q R\ /R odstran&ni R /R
) 1) Base -— ' /Y"Y chrdnici skupiny - Q1 ‘Y—-Y
z R /R ’ >P-*< ) R —d (4 \
a0 _</Y"—Y\ zZ. N= g funkcionalisace o =
(. o NH2 Q2

Q2

stupern 3

O Y R " cyklisace
YN ‘\Y, DMF-acetal
NQT/fN\qfﬁj
Ry Q2
Ib

Schema 4 je‘podobné s vyjimkou, Ze diérylov? meziprodukt
se nejprve uvolni pfed reakci s Q, vychozi latkou.

Podstatou vyndlezu Jjsou dile inhibitory p38 podobné
iﬁhibitorﬁm obecnych vzorcd Ia a Ib vyse, ale kde_C=N v kruhu
nesoucim substituent Q1 je redukovénaL Tyto inhibitory maji

obecné vzorce Ic nebo Id

% R %R
N R (1c) N>y R (1)
RN NC A Q, RN N~
An X7 |
R RO Q

kde A, Q, Q, R, R7, X, Y a n maji vyznam uvedeny vySe pro
~slouleniny obecnych vzorci Ia a Ib. Tyto definice plati,pfo
vEechna provedeni kaédé’z'téchto moZnosti (to je pro vyznamy
zdkladni, vyhodné, vyhodn&j$i a nejvyhodn&jsi). R® je vybréno
ze skupiny iahrnujici atom vodiku, skupiny -CR”,0H, -C(O)R‘,

-C(O)OR*, -CR”,0PO,H,, -PO,H, a soli -PO,H,.
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JestliZe R°® neni atom vodiku,

slouceniny budou ve form& profarmak,

oCekdva se, Ze vzniklé

kterd mohou byt 3té&pena

in vivo za vzniku slouleniny, kde R® je atom vodiku.

V dalSim vyhodném provedeni ve sloulenindch obecného
vzorce Ic je A s_v?hodou‘atdm dusiku, n je s vyhodou 1 a X je
S vyhodouiatom siry. Ve sloulenindch obecného vzorce Ic nebo
Id jsou Q, a Q, s vyhodou stejné substituenty uvedené vyse u
slou&enin obecnych vzorcd Ia a Ib.

Sloueniny obecnych vzorcd Ic a Id lze pfipravit p¥imo ze
sloudenin obecného vzorce Ia nebo Ib, které \pbéahuji atom
atomy uhliku nebo

vodiku, alkylovou skupinu s 1 a¥ 3

alkénylovou skupinu se 2 aZ 3 atomy uhliku nebo alkinylovou

skupinu v poloze substituentu R, (to je, kde R, = R7).

Schemata

syntesy téchto sloudenin jsou zndzorn&na ve schematech 5 a 6

Rr

R

niZe.
Schema 5
Q; R PR
~ | o Y R
(@] Y N
XY YT redukce NN
) ‘ > HN No = Q,-
2
N N?Aﬁ7L\x/ﬂ2 TAm X
R’ R
Schema 6
. v g, R
T o Voo
R ) N
OY%/Y§Y/ redukce TN =Y .
Nao N~ — HNYN % |
Q§r/ I L |
2

Ib

id
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V téchto schematech se slouceniny obecného vzorce Ia nebo

Ib redukuji reakci s nadbytkem diisobutylaluminiumhydridu nebo

s ekvivalentnim d&inidlem, <&imz se ziské& kruhova redukované
sloudenina obecného vzorce Ic nebo 4.

zavedeni jiné skupiny R> ne? je atom vodiku na kruhovy

atom dusiku* se provadi reakci slouenin vzorce Ic nebo Id

uvedenych vySe s p¥isludnym <inidlem nebo s p¥islusnymi

< &inidly. P¥iklady té&chto modifikaci jsou wuvedeny niZe v

pfikladech provedeni vynalezu. /
Urlité  specifické inhibitory podle wvynalezu obecného

. vzorce Ic jsou shrnuty v tabulce 2 niZe. .
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obecného vzorce Ic
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Podstatou vynélezu jsou déale inhibitory p38 obecnych
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vzorcu Ie, If, Ig nebo Ih

' R R
R\Y Y/R a \Y_Y/ a
- Q - _Qz : 1 s 2 -
? x/ ‘\N 4 \ X
O N=(A)n
NH,
(Te) , L (1) ,
R\ N ‘ R /R
Q. S Qn —
7 N\ NN </‘ \
O N . O=< N '
NH Q ’ NH, -
2 2 (1g), 2 2 (Ih) ,

kde A, Q,, Q,, R, X, Y a n maji vyznam uvedeny vySe u obecnych
vzorct Ia a Ib. Tyto definice plati pro vSechna proVedeni
kazdého 2z promé&nnych vyznamd (to Jje pro zdkladni, vyhodné,
jeStd vyhodn&jsi a nejvyhodn&jsi vyznamy). Je5t& vyhodn&ji je
ve sloucenindch obecného Vzorce Ie Q, nesubstituovand fenylova
skupina. _

Q; je pé€ticlenny az Sestillenny aromatick? kérbbcyklick?
nebo heterocyklick§ kruhovy systém nebo osmiélenny aZ
desetiélenn?‘ bicyklick? kruhovy. systém obsahujici arométické
karbocyklické ‘kruhy, aromatické heterocyklické& kruhy nebo
kombinaci aromatického karbocykliékého kruhu a aromatického
heterocyklického kruhu. Kruhy Q, jsou substituovany 1 azZ 4
substituenty, které jsou nezévisle vybrany ze  skupiny
zahrnujici atom halogenu, alkylovou skupinu s 1 azZ 3 atomy
uhliku, pop¥ipadé& substituovanou skupinami NR7,," OR”, COR”
nebo CONR’2; skupinu O-alkyl, kde alkylova C&st ma 1 aZ 3 atomy

uhliku, pop¥ipad& substituovanou skupinami NR”,,  OR”, CO,R”

' nebo CONR®,, d&le skupiny NR”,, OCF,, CF,;, NO,, CO,R°, CONR~,

SR”, S(0,)N(R),, SCF,, CN, N(R°)C(O)R', N(R")C(O)OR",
N(R")C(O)C(O)R*, N(R7)S(0,)R*, N(R")R*, N(R'),, OR*, OC(O)R%,
OP (0),H, nebo N=C-N(R"), o
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Podle jednoho vyhodného proVedeni je Q, substituovédno 2 aZ -~

4 substituenty,t kde alespoil jeden' z té&chto substituentd Je
pfitomen v poloze ortho vzhledem k mistu p¥ipojeni Q, na zbytek
inhibitoru. JestliZe Q, je bicyklicky kruh, jsou p¥itomny dva
substituenty v poloze ortho na kruhu, ktery je nejbliie (to
je, kteryije pfimb pfripojen) ke zbytku molekuly inhibitorﬁ.
Daldi dva p¥ipadné substituenty mohou byt p¥itomny na kaZdém
kruhu. Jeété' v?hodnéji jsou ob& ortho polohy /substituovény
jednim z té&chto substituentu. .

Podle dal$iho vyhodného provedeni je Q3 monocyklicky
karbocyklicky kruh, kde kazZdy ortho substituent je nezdvisle

vybrdn ze skupiny zahrnujici atom halogenu nebo methylovou

skupinu. Podle dalSiho vyhodného provedeni Q, obsahuje 1 nebo 2.

dal8i substituenty nezavisle vybrané ze skupiny zahrnujici‘

skupiny NR”,, OR”~, CO,R°, CN, N(R")C(O)R*, N(R")C(O)OR,
N(R7)C(O)C(O)R*, N(R7)S(0,)R*, N(R7)R*, N(R*),, OR*, .= OC(O)R*,
OP (0O) ;H, nebo N=C-N(R”7), |

Vyhodné& je Q, vybrdno z jakychkoliv vyznami Q, p¥itomnych
ve sloulenindch vzorce Ie shrnutych v tabulce 3 niZe nebo z
jakychkoliv vyznamld Q, pritomnych ve sloulenindch vzorce Ig
shrnutych v tabulce 4 niZe. ’

Pracovnikim v oboru je zf¥ejmé, Ze slouleniny obecného
vzorce Ie jsou primymi prekursory uréitych inhbitord p38 podle
vyndlezu obecného vzoece Ia a Ic (to je, kde Q, = Q,). Dale je
téZz zfejmé, Ze slouleniny obecného vzorce Ig jsou prekursory
urc¢itych inhibitord p38 pOdlevvynélezu'obecného;vzorce Ib a Id
(to je, kde Q, = Q,). Proto syntesa inhibitori obecného vzorce
Ie je znazornéna vySe ve schematech 1 a 2, kdé Q, se nahradi za
Q,. Podobné syntesa inhibitord obecného vzorce Ig je znazorné&na
ve schematech 3 a 4, kde Q, se nahradi‘ze Q;.

Syntesa inhibitorﬁ obecného vzorce If a Ih je nize

zndzornéna ve schematech 7 a 8.
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Scheha 7

Boor ;
OQ§T/’N Y:>Y//R acylat ?‘ ’
NH, Nl\ yk /QZ- - — HN\I/Y§Y _R
B X N‘\ 2\ o
(n T S

Schema 8

Y. R
QrNHz, . HN\( >
_— ; |

» base =

Q;-boronovs kyselina l

palladium (0)

?1 T( acylét: ) ?1 IR
B e O
| . |
NH 2 S N~

Q2 Q2

(ih) _
Schema 8 =zobrazuje syntesu slouenin typu Ih. Nap¥iklad
reakci vychoziho dibromderivatu, jakd je 2,6—dibrompyridin, s
aminem v pfitomnosti base, jako je hydrid sodhy, se ziska
2-amino-6-bromderivdt. Reakci tohoto meziproduktu s analogem

fenylboronové kyseliny (Q;-boronova kyselina), jako je

fenylboronova kyselina, v pfitomnosti palladiového

katalysatoru se ziska disubstituovany derivédt, ktery se potom
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‘miZe acylovat na konedny produkt. Pof¥adi prvnich dvou stupiit
této syntesy. se miZfe obratit.

Vynadlezci pYedpokladaji, aniZz by byli vézéﬁi na  teorii,
Ze diorthosubstituce v Q, kruhu inhibitort obecnych vzorcd Ie a
Ig a pPritomnost dusiku pfiﬁo pr¥ipojeného na Q, kruh v
inhibitorech obecnych vzorcd If a Ih zpisobuji "zploZt&nin
slouceniny, coZ umozZhiuje Uc¢inné& inhibovat p38ﬂ ‘

V¥hodnym inhibitorem podle vyndlezu obécného vzorce Ie je
sloucenina, kde A je atom uhliku, n je 1, X je atom siry,
kazdé 'Y Je atom wuhliku, kazdé R jé atom vodiku, Q, jé
‘2,6-dichlorfenyl a Q, je fenyl, pridemz tato sloudenina je zde
oznaééna jako sloulenina 201. Vyhodnym inhibitorem podle
"~ vyndlezu obecného vzorce Ig Jje sloudenina, kde Q, Ije
2,6-dichlorfenyl, Q, je fenyl, ka%dé Y je atom uhliku a ka¥dé R
je atom vodiku. Tato sloudenina je zde oznadena jako
slouéeniﬁa 202. Dal8i vyhodné slouleniny podle vyndlezu
obecného vzorce Ig jsou shrnuty v tabulce 4 niZe.

Vyhodné sloucdeniny podle vyndlezu obecného vzorce Ih jsou
shrnuty v tabulce 5 niie._ Daldimi V?hodﬁ?mi slouééninémi
obecného szrceilh jsou slouceniny, kde Q, je fenyl nezavisle
substituovany v polohdch 2 a 6 atomem chloru nebo fluoru,
kazdé Y je atom wuhliku, kaZdé R je atom vodiku a Q, je
2-methylfenyl, 4-fluorfenyl, 2,4-difluorfenyl, 2-methylen-
hydroxy-4-fluorfenyl nebo 2-methyl-4-fluorfenyl.

Urcité specifické inhibitory obecn?ch vzorcu Ie, Ig é Ih

jsou shrnuty v tabulkich niZe..
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Tabulka 3 Inhibitory obecného vzorce Ie
sl.c. struktura sl.& | struktura
cl
NH,
cl
201 206 SN
CH,
S
cl
NH,
203 207
F
cl

204

208
Cl Ci
: (6]
NH2
N7
|
205 | N | 209

femmemrms s g e s e
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Tabulka 4 Inhibitory obecného vzorce Ig
sl.&. struktura sl.¢g. struktura
202/
301 310
302 311
303 312
CH,
304 313 |
305 314
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struktura
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306

307

309
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330
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335
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struktura

343

352

344

353

345

354

. 355

364
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356
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370

372

382 ¢
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struktura .
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384

385

386

387

388

struktura

375

376
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Struktura

389

380

396

397

398

struktura
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380
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Sl: struktura

struktura

399

1301

sl.&.

394

395
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~Tabulka 5  Inhibitory obecného vzorce Ih
|s1.&.  struktura sl.g.| struktura
Cl _CH
X L.
N NH2 . N NH2
"CH
401 c N 407 <Y
=

402 |

Cl

408

CI
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P
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406 cl

: 2
412 : C'N/l\\r,NH2
f |




s
-51- ' .
: :

U%innost inhibitord p38 podle vyndlezu byla zkoufena in
vitro, in vivo nebo v buné&né linii. Testy in vitro zahrnuji

ol

testy, které stanovi inhibici bud d&innosti kinasy nebo
G¢innosti ATPasy aktivovaného p38. Alternativn& testy in vitro
stanovujivschopnost inhibitoru vazat se na p38 a lze to méfit
bud radioaktivnim znadenim inhibitoru p¥ed véazanim, isclovanim

komplexu inhibitor/p38 a stanovenim mnoZstvi radioznadené

vazby, nebo provedenim pokusu, kdy se nové inhibitory inkubuji

s p38 vazbou na znadmé radioligandy.
Testy bun&Zné kultury na inhibid&ni G¢innost sloudenin

podle vyndlezu mohou stanovit mnoZstvi TNF, IL-1, IL-6 nebo

IL-8 produkované v <Cisté krvi nebo v jejich bun&Znych frakcich

v bunlkdch oSet¥enych inhibitorem ve srovnadni s bullkami

oSet¥enymi negativnimi kontrolami. Hladina té&chto cytokini se

mi¥e stanovit pou¥itim komerdn& dostupnych latek ELISA.

In vivo testem pouZitelnym pro stanoveni inhibidni
G&innosti inhibitor® p38 podle vyndlezu je potlééeni otoku
zadni tlapky u krys u arthritidy vyyolané pomochou latkou
Mycobacterium\butyricumf To je popséano v_prééi J. C. Boehm a
j., J. Med. Chen., 39,’ str. 3929 é.é 3937‘(1996), coz je zde
uvadéno jako odkaz. Inhibitory p38 ‘podle vynalezu lze také
testovat na zviFecich modelech arthritidy, resorpce‘ kosti,
endotoxinového 8Soku a funkce imunity, jak je popsdno v praci

A. M. Badger a j., J. Pharmacol. Experimental Therapeutics,

279, str. 1453 aZ 1461 (1996), coZ je zde uvadénd jako odkaz.

Inhibitory - p38 nebo jejich. farmaceutické soli 1lze
formulovat do farmaceutick?ch prost¥edkd pro podavani zvifatim
nebo lidem. Tyto farmaceutické prost¥edky, které obsahuji

mnozstvi inhibitoru p38 G&inné k oSet¥eni nebo prevenci stavu

zplisobeného p38 a farmaceuticky p¥ijatelny nosi&, tvof¥i téz

soulast predlozeného vynélezﬁ.
Vyraz "stav zpusobeny p38", jak je zde pouZivan, znamend
jakékoliv onemocnéni nebo jiny Skodlivy stav, o kterém je

zndmo, Ze pri ném p38 hraje roli. Jednd se o stavy, o nichZ je

J

! .
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znamo, Ze jsou zplusobeny nadprodukci::IL~l, THF, IL-6 nebo

-

11,-8. T&mito stavy jsou, bez omezeni, zanétliva onemocnéni,

autoimunni onemocnéni, destruktivni choroby kosti,
proliferacni | onemocnéni, infekd&ni - onemocnéni, neufo-
degenerativni  onemocnéni, alergie, reperfuse/ischemie u
mrtvice, srde&ni zachvaty, angiogehhi onemocn&ni, - hypoxie
organt, vaskuldrni hyperplasie, - _srdeéni hypertrofie,

thrombinem vyvolané agregace destidek a stavy épojené S
prostaglandinovou endoperoxidasa synthasou-2. |

Jako zandtliva onemocn&ni, kterd lze oSetF¥ovat nebo pred
kterymi lze se chrédnit, aniZ by v3ak to bylo omezeno pouze na
n&, lze uvéét akuthi~pankreatitidu, chronickou pankreatitidu,
astma, alergié a syndrom respifaéni dzkosti u'doSpél?ch.

.Jako autoimunni onemocnéni, kterd lze oSet¥ovat nebo p¥ed
kterymi lze se chrénit, aniz by vs8ak to bylo omezeno pouze na
n&, 1lze uvést glomerulonefritidu, revmatickou arthritidu,
systemicky  lupus erythematodes, sklerodermii, chronickou
thyréoiditidu, Gravesovo onemocndni, autoimunni gastritidu,
diabetes, autoimunni hémolytickou anemii, autoimunni

neutropenii, thrombocytopenii, atopickou dermatitidu,

chronickou aktivni hepatitidu, té&Zkou myasthehii, sklerosu

-

multiplex, 24n&tlivé st¥evni onemocnéni, viedovou kolitidu,
Crohnovo onemocn&ni, psoriasu nebo onemocn&ni zplisobené reakci
Stdp - hostitel.

Jako destruktivni poruchy kosti, které lze odet¥ovat nebo
pred kter?mi‘ l1ze se chranit, ani? by véak to bylo omezeno
pouze na né, 1lze uvést osteoporosu, osteoarthritidu a
mnohodetny myelom zplisobeny poruchou kosti.

Jako proliferaéni onemocn&ni, kterad lze oSetfovat nebo
pred kterymi 1lze se chranit, aniz by v3ak to bylo omezeno
pouze na ne&, lze uvést akutni myelogenni leukemii, chronickou
myelogenni 1eukemii, metastaticky melanowm, Kapoéiho sarkom a

mnohodetny myelom.
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Jako angiogenni nemocn&ni, kterd lze oSetfovat nebo pted
kterymi - lze se chranit, 1lze wuvést pevné néadory, o&ni

neovaskulitidu, infantilni hemangiomy.

Jako infekdni nemocnéni, kterd lze ofet¥ovat nebo pred

kterymi lze se chranit, ani? by v8ak to bylo omezeno pouze na
né, lze uvést sepsi, septicky Sok a ShigelLosu.
Jako virova nemocnéni, kterd 1lze oSet¥ovat nebo p¥ed

kterymi lze se chrénit, aniZ by vSak to bylo omezeno pouze na

n&, lze uvést akutni hepatitidovou infekci (v&etn& hepatitidy

A, hepatitidy B a hepatitidy C), HIV infekci a CMV retinitidu.

Jako neurodegenerativni onemocné&ni, ktera lze-_oéetfovat
nebo pf¥ed kterymi se 1lze 'pomoci sloudenin podle vyndlezu
chranit, ani¥ by to v8ak bylo omezeno pouze na ns, lze -uvést
Alzheimerovo oneﬁocnéni, Parkinsonovo onemocnéni, Céfebrélni
ischemie nebo neufodegenerativni | onemocnéni zpUsobené
traumatickym poranénim. | k

"Stévy zpusobené p38",téké zahrnuji ischemii/reperfusi u
mrtvice, srdedni zachvaty, myokardiélni ischemii, hypoxii
orgén, vaskuldrni hyperplasii, kardidlni hypertrofii = a
thrombinem vyvolanou agregaci:desticek. ’

Krom& toho jsou inhibitory p38 podle vynalezu také
schopny inhibovat expresi vyvolanou prozin&tlivymi proteiny,
jako je prostaglandinové endoperokid synthasa-2 (PGHS-2), také
oznaCovand jako cyklooxygenasa-2 (COX-2). Proto daldimi "stavy
zplsobenymi p38" jsou otoky, analgesie, horedka a bolesti,
jako jsou neuromuskuldrni bolesti, bolesti hlavy, rako&inové
- bolesti, bolesti zubll a bolesti p¥i arthritidé&.

Onemocnéni, kterd lze oéetfovaﬁ nebo proti kterym se lze
branit inhibitory p38 podle vynédlezu, lze také vhodn& za¥adit
do skupiny cytokind (IL-1, TNF, IL-6, IL-8), o kterych se
bfedpoklédé, Ze zpusobuji tafo onemocnéni. ’

Tak onemocnéni nebo stavy zplsobené IL-1 zahrnuji

revmatickou arthritidu,. osteocarthritidu, mrtvici, syndrom'

endotoxemie a/nebqg toxického $oku, zan&tliou reakci vyvolanou

B
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endotoxinem, zanétlivé st¥evni onemocnéni, tuberkulosu,
atherosklerosu, degeneraci svald, kachexii, psoriatickou

arthritidu,  Reitertv syndrom, -dnu, traumatickou arthritidu,
rubeolovou arthritidu, akutni synovitidu, . diabetes,

pankreatické onemocnéni P-bunék a Alzheimerovo onemocné&ni.

Onemocn&ni nebo stavy zplsobené TNF zahrnuji revmatickou

arthritidu, rhevmatickou spondylitidu, osteocarthritidu, dnovou-

arthritidu a dal$i arthritické stavy, sepsi, septicky 3ok,
endotoxicky %ok, gramnegativni sepsi, toxicky Sokovy syndrom,

syndrom respira&nich chorob dosp&lych, cerebrdlni malarii,

chronicka pulmonarni zanétliva onemocnéni, silikosu,
pulmondrni = sarkoidosu, choroby resorpce kosti, reperfusni
poranéni, reakce Stép - hostitel, odmitdni aloimplantétu,

horecku a myalgii zplUsobenou infekci, kachexii sekunddrni na

infekeci, AIDS, ARC nebo zhoubné bujeni, keloidni formace,_

tvorbu zjizvené  tkanég, Crohnovo onemocnéni, ulcerativni
kolitidu nebo pyrexii. Onemocnéni zpﬁsobené TNF také zahrnuji
virové infekce, jako je HIV, CMV, ch¥ipka a herpes, a
veterindrni virové infekce, jako Jjsou lentivirové infekce,
véetné, av3ak nikoliwv pbuze, koniského infekd&niho viru anemie,
viru kozli arthritidy, viru visna nebo viru maedi, nebo
retrovirové " infekce, v&etnd viru kodiciho deficitu imunity,
viru hovéziho deficitu imunity nebo viru psiho deficitu
imunity. ‘

Onemocndni a stavy zpﬁsbbené IL-8 “zahrnuji onemocnéni
charakterisované‘ masivni neurofilni infiltraci, jako  je
psoriasa, zanétlivé st¥evni onemocnéni, astma, srdedni a
iedvinové reperfusni poranéni, sYndrom respiradnich chorob
dospélych, thrombosa a.glomeruloneffitida.

Krdmé toho lze sloudeniny podle vyndlezu pouZit topicky k
oSet¥eni nebo k prevenci stavl zpusobenych nebo exécerbovan?ch
IL-1 nebo TNF. Té&mito stavy jsou zanicené klouby, ekzém,

' psoriasa, =zanétlivé stavy kUZe, Jjako je spdleni sluncem,




*

s 8 . *
-55- vt e s

: . .

zdnétlivé o&ni stavy, jako je konjunktivitida, pyrexie, bolest
a dals3i stavy spojené se znanétem.

Kromé toho lze také sloudeniny podle &ynélezu a jejich
farmaceuticky prijatelné soli pouzit v pfostfedcich pro

oSet¥ovadni nebo prevenci vySe uvedenych onemocn&ni.

Farmaceuticky pfijatelnymi solemi  slou&enin podle’

- vyndlezu jsou soli odvozené od farmaéeuticky prijatelnych

anorganick?ch a organickych kyselin a basi. Jako priklady
vhodnych soli s kyselinami lze uQést acetdt, adipat, alginéat,
aspartat, - benzoat, benzensulfonét) hydrégensiran, butyrat,
citrat, katrat, kafrsulfonat, ‘ -cyklopentanpropionét;
diglukonat, dodecylsulfdt, ethansulfondt, formiat, fumarat,
glukoheptanoat, glycercfosfat, glukolat, hemisﬁlfét,
heptanodt, hexanodt, hydrochlorid, hydrobromid, hydrojodid,
2-hydroxyethansulfondt, laktat, _maleinét/ ‘ malonét,
methansulfonidt, 2-naftalensulfondt, nikotinat, nitrat, oxalat,
palmoét, pektinat, persulfét,v 3lfenylpropionéﬁ, fosfat,
pikrat, inalét, propiondt, Sélicylét, sukcinét, véulfét,
tartarat, thiokyandt, tosyldt a undekanodt. DalZi kyseliny,
jako je kyselina oxalova, byt rnejsou samy o sob& farmaceuticky
pfijatelné, lze pouZit pfi pfipra&é soli pouiiﬁelnych ‘jako
meziprodukty pro pfripravu slouenin podle vynadlezu a jejich
farmaceuticky p¥ijatelnych soli s kyselinami. Soli odvozené od
pfislusnych basi =zahrnuji soli s alkalickymi ko&y (napriklad
sodné a draselné), s kovy alkaiickych zemin (naptiklad
hofeénété)‘ a amoniové soli a soli N-(alkyl)*® soli, kde
alkylové ¢&asti maji 1 a¥ 4 atomy uhliku. Vynilez také
pfedpoklédé‘ kvarterniéaci jék?chkoliv basickych dusik
obsahujicich  skupin v popsanyéh slouceninéch. ~ Touto
k&arternisaci lze ziskat ve vod& nebo v oleji rozpustné nebo
dispergovatelné produkty.

Jako farmaceuticky p¥ijatelné noside, které se mohou

pouzit v téchto farmaceutickych prost¥edcich, lze uvést, ani¥

by to =znamenalo omezeni pouze na n&, iontom&nide, oxid

O
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hlinity, stearéat hlinit?, lecithin, .sérové proteiny, jako Jje
albumin 1lidského ééra, pufrovaci 1latky, jako Jjsou fosfaty,
glycin, kyselinu sorbovou, sorbat draselny, smé€si parcialnich
glyceridd nasycen?ch‘rostlinnych mastnych kyselin, vodu, soli
nebo  elektrolyty, jako je protaminsﬁlfét, sekundarni
hydrogenfosforednan sodny,  hydrogenfosforecnan draselny,
chlorid sodny, soli zinku, koloidni oxid kfemidity, trisilikat
‘hote&naty, polyvinylpyrrolidon, 1latky mna Dbasi celulosy,
polyethylenglykol, sodnou sl " karboxymethylcelulosy,
polyakryléty, | vosky, ‘blokové polymery polyethylenu ‘a
pplyoxypropylenu, pol?ethylenglykél a tuk z viny.

Prostt¥edky podle vyndlezu se mohou podavat oralnég,
parenterélné, inhalovédnim spreje, topicky, rektdlné, nasalné,
bukdln&, vagindlné& nebo pfes implantovany reservodr. Vyrazem
"parenteradlné&" se mini pbdkoéni, intravenosni,  intra-
muskulérni,.intraaftikulérni, intrasynovidlni, intfasternélni,
intratekdalni, intrahepatélni, intralesiondlni a intrakranidlni
injekce nebo infuse. Vyhodn& se prostfedky podle vyndlezu
podavaji oralné, intraperitoheélné nebo_intravenosné.v

Sterilnimi injikovatelnymi formami  prostfedkd podle
vynalezu mohou byt vodné nebo olejovité suspense. Tyto
suspense lze pF¥ipravovat zndmymi zpusoby za pouZiti vhodnych
disperga&nich nebo smacecich. inidel a suspendaénich'éinidel.
Sterilnimi injikovatelnymi p¥ipravky mohou byt také sterilni
injikovatelné roztoky nebo suspense v netoxickém parenteralné
prijatelném redidle nebo rozpoustédle, nap¥iklad jako roztok v
1,3-butandiclu. 2 téchto’pfijateln?ch‘nosiéﬁ avrozpéuétédel,
kterd lze pouiivat/ lze wuvést vodu, Ringeruv roztok a
isbtonick? roitok chloridu sodného. Krom& toho se b&znd
pouzivaji sterilni stalé oleje jako rozpoustédlové nebo
suspendacni prostfedi. Pro tento uU&el lze pouZit Jjakykoliv
nedra?divy staly olej, vetné syntetickych monoglyceridd nebo
diglyceridﬁ. P¥i pripravé& injikovatelnych p¥ipravki, jako jsou

p¥irodni farmaceuticky pfijatelné oleje, jako je olivovy olej
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nebo ricinovy olej, =zejména Vv jejich polyoxyethylovanych
formach, lze pouZit mastné kyéeliny, jako je kysélina olejova
a jeji glyceridové derivaty. Tth olejové roztéky, nebo
suspense mohou také obsahovat t¥edidlo nebo disperga&ni &inidlo

s dlouhym alkoholovym Fetézcem, jako je karboxymethylcelulosa

nebo podobnd dispergacni cinidla, kterd se b&Zn& pouzivaji pfi

p¥ipravé farmaceuticky p¥ijatelnych davkovych forem, vietné
emulsi nebo suspensi. Pro G&ely pfipravy té&chto prost¥fedka lze
také pouZit dalsi bezne pou?ivané povrchové aktivni létky,
jako jsou Tweeny, Spany a jind emulgadni &inidla nebo &inidla
zvydujici biologickou  snasitelnost b&¥n& pouZivand pri
p¥ipravé farmaceuticky p¥ijatelnych pevnych, kapalnych nebo
jinych davkovych forem. ' ' '

. Farmaceutické prostfedky podle vyndlezu lze podavat
ordlné v jakékoliV\ brélné prijatelné form&, vcetng, avsak
' n;koliv pouze takto, kapsli/' tablet, vodnych suspensi nebo
roztokd. V p¥ipad® tablet pro oradlni pouziti se jako nosice
obvykle pouzivaji laktosa a kuku¥i&ny 8Skrob. Typicky se také
p¥iddvaji mazadla, jako je'\stearét hot¥e&naty. Pro  oralni
podavani ve form& kapsli jsou pouZitelnymi Fedidly laktosa a
vysuéén? kuku¥i&ny Skrob. Jsou-li pro oralni podavani
poéadovény vodné suspense, ucinna litka se kombinuje s
emulgadnimi pébo suspendadnimi ¢inidly. V pripad& pot¥eby lze
raké pridévat urditd sladici, chufové nebo barvici &inidla.

"Alternativné lze podavat farmaceutické prosttedky podle
vyndlezu ve formé Cipkd pro rektalni podavani. Cipky 1lze
pripravit smisenim Uc&inné iétky s vhodnou nedrdzZzdivou pomocnou
latkou, kterad je pevnd pri teplot& mistnosti, ale je kapalna

pfi rektdlni teplot& a proto taje Vv kone&niku, <imz se

uvoliiuje 1é&iva 1latka. Pomocnymi latkami mohou byt kakaové

méslo, v&eli vosk a polyethylenglykoly.
Farmaceutické prostfedky podle'vynélézu lze také podavat
topicky, zejména jestliZe jsou plochy nebo organy vyZadujici

toto oBSet¥eni ptristupné topickou aplikaci, vletné onemocnéni
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oi, klUZe nebo ni%8iho intestindlniho traktu. Pro ka¥dou z

téchto ploch nebo pro kazdy orgdn se vhodné\topické pripravky
pripravi snadno. |

Topicka aplikace\navniiéi intestihélni trakt se provadi
pomoci rektalnich d&ipkovych -pFipravkd (viz v?ée).nebo vhodnym
pripravkem ve formé& st¥evniho ndlevu. Lze také pouZit topické
transdermdlni ndplasti.

Pro topické aplikace‘ se farmaceutické prost¥edky mohou
formulovat ve formé& vhodné masti, ktéré obsahuje G&innou
slozku suspendovanou nebo. rOzpuéténou v jednom nebo vice
nosic¢ich. Nosile pro topické podavani sloudenin podle Vynélézu
zahrnuji, avéak nejsou bmezeny pouze na né, wminerdlni olej,
kapalnou technickou vaselinu, bilou vaselinu, pfobylenglykol,
polyoxyethylen, polyoxyprqpylenovou sloudeninu, emulgadni vosk
a vodu. Alternativnd lze farmaceutické prostredky formulovat
ve vhodné tekuté 1lékové form& nebo ve form& krému, které
obsahuji dG&innou slozku suspeﬁddvanou nebé’ rozpusténou v
jednom nebo vice ‘farmaceuticky p¥ijatelnych nosi&ich. Vhodn&
nosiCe zahrnuji, avSak nejsou omezeny pouze na né&, minerilni
olej, sorbitanmonosteardt, polysorbat 60, voskové‘cetylestery,
cetearylalkechol, 2—oktyldodekanle benzylalkohol a vodﬁ.

Pro oftalmické pouéiti se farmaceutické prost¥edky mohou

formulovat jako mikronisované suspense v isotonickém sterilnim

solném roztoku s upravenym pH nebo s vyhodou jako roztoky v
isotonickém’solném roztoku s upravenym pH, bwf s oéhranﬁ?mi
létkami, jako je Dbenzylalkoniumchlorid, nebo bez nich.
Alternativné se pro. oftalmické pouéiti mohou farmaceutické
brostfedky formulovat ve formé masti, jako je vaselina.
Farmaceutické prostfedky podle vyndlezu lze také podavat
formou"nasélniho aerosolu nebo inhalaci. Tyto prost¥edky se
pripravuiji podle znamych technik pfipravy farmacetickych
p¥ipravkd a lze je‘pfipravit jako roztoky v sol?ém roztoku, za
pouZziti benzylalkoholu nebo jinych vhodnych ochrannych p¥isad,

[

absorpénich promotorud . ke zvySovani biosnaSitelnosti,
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fluorovanych uhlovodikt a/nebo dalSich b&¥ngch solubilisadnich
nebo dispergacnich &inidel.

MnoZstvi inhibitoru p38, kterévse\mé spojit s nosicovymi
materidly za vzniku Jjednotkové davkové formy, se m&ni v
zavislosti na ofet¥ovaném hostiteli a na zvla3tnim zpisobu
podavani. S vyhodou tyto prost¥edky se formuluji tak, Ze se
pacientovi, ktery lpfijimé tyto pfipravky, podéava  dévka
inhibitoru mezi 0,01 a 100 mg/kg télesné hmotnosti na den.

Je samozfrejmé, Ze specifickd davka a oSet¥ovaci reZim pro
jednotliVé - pacienty - zadvisi na mnoha faktoréch, © véetné
G&innosti specifické podavané slouleniny, na v&ku, t&lesné
hmotnosti, celkovém zdraVotnim stavu, pohlavi, ‘dieté; dobé

-

podadvéni, rychlosti vylucovani, kombinaci 1é&iv a na nazoru

- oset¥fujiciho 1léka¥e a na véaZnosti konkrétniho onemocné&ni,

které md byt oSet¥eno. MnoZstvi inhibitoru také zdvisi na
specifické sloudeniné v prost¥edku.

Dédle se vyndlez tyka zpusobl oSet¥ovdni nebo prevence
stavi zpusobenych p38, ktery spolivd v tom, ¥%e se pacientovi
poddva Jjeden =z vySe popsan?ch - farmaceutickych prost¥edkt.
V?razem'"paciént" se zde mini Zivolich, s vyhodou &lovék.

S vyhodou se tohoto zplsobu pouZivd k oSetfovani nebo k
prevenci stavu zéhrnujicich Zénétlivé onemocnéni, autoimunni

~

onemocné&ni, destruktivni poruchy kosti, proliferadni poruchy,

infekéni onemocnéni, degenerativni onemocnéni, alergie,

reperfusi/ischemii u mrtvice, srdedni zichvaty, angiogenni

- poruchy, hypoxii orgénd, vaskuldrni  “hyperplasii, srdedni

hYpertrofii a tprombinem vyvoianou agregaci destidek.

Ddle se wvynalez tykd inhibitord podle vyndlezu pro
pbuéiti_ k béetfovéni nebo k prevenci onemocn&ni ‘ahistavﬁ
zpusobenych IL-1, IL-6, IL-8 nebo TNF. Tyto stavy jsou popsény
vyse. '

~V zavislosti na jednotliv?ch stavech  zprost¥edkovanych
p38, které maji byt oSet¥eny nebo ktér?m ma& byt pFfedch&zeno,

lze obvykle podavat daldi 1é&iva, kterd se obvykle podéavaji
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pfi oSet¥ovadni nebo prevenci té&chto. stavl, spolu s inhibitory

podle vynélezu. ©Napfriklad pro oéetfoVéniy proliferadnich

onemocnéni lze kombinovat chemoterapeutické 1latky nebo daldi

antiproliferacni latky s inhibitory p38 podle vynalezu.

‘Tyto . dalsi 1latky 1lze podavat oddé&lend od prostredkd

obsahujicich inhibitory p38 jako souldst smiSeného davkového

reZimu. Alternativné mohou byt tyto . latky  soudédsti

jednotlivych davkovych forem smisenych s inhibitorem p38 do 

jednoho prostf¥edku.
Pro objasnéni wvyndlezu slouZi ndsledujici p¥iklady
provedeni vyndlezu. Tyto p¥iklady slouZi pouze pro ilustraci

p¥edloZeného vyndlezu a ne pro jakékoliv jeho omezeni.
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Priklad 1

Priprava inhibitoru p38 - sloudeniny 1 _
Priklady p¥ipravy né&kolika sloulenin obecného vzorce Ia
jsou uvedeny ddle v nésledujicich 4 p¥ikladech.

A.

\

—

\l >
7\! . ‘\?l\/\/
Il | |
\ o !

/

K suspensi amidu .sodného, 90% (1,17 g, 30 mmol) v
bezvodém tetrahydrofuranu (20 ml) se p¥i teplot® mistnosti

p¥idd roztok benzylkyanidu (2,92 g, 25,0 mmpl) v bezvodém

tetrahydrofuranu (10 ml). Smés se micha pfi teploté& mistnosti -

po dobu 30 minut. K reak&éni sm&si se p¥idd roztok 3,6-dichlor-

pyridazinu (3,70 g, 25,0 mmol) v bezvodém tetrahydrofuranu (10
- ml). Reakéni smés se michd po dobu 30 minut a potom se zF¥edi
nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhliitanu sodného. Potom se
reakéni smés extrahuje ethylacetdtem. Vrstvy se oddéli a
organickd vrstva se promyje vodou, roztokem‘chloridu sodného,
vysu$Si se nad -siranem hofeénatym, pfrefiltruje se a zahusti se
za.sniieného tlaku. \

Zbytek se ¢&isti chromatografii na silikagelu. (eluéni
éinidlo: 30% ethylacetat V' n-hexanu), ¢imZ se ziskd 3,71 g

(16,20 mmol ~ 54 %) produktu ve formé& bilé pevné.létky.

——— -
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K suspensi hydridu sodného, 95% (0,14 g, 6,0 mmol) v
bezvodém tetrahydrofuranu (10 ml) se p¥i teploﬁé mistnosti
p¥idad thiofenol (0,66 g, 6,0.ml). Reakéni smés se potom miché
‘po dobu 10 minut. K reakéni smési se p¥ida rbztok produktu ze
stupné A (1,31 g, 5,72 mmol) v absolutnim ethanolu (20 ml).
Reakéni smé&s se potom zah¥ivd a michd pod zpétnyﬁ’chladiéem po
dobu 1 hodiny. Ochlazend reak&ni sm&s se zahusti za sniZeného
tlaku. Zbytek se zfredi roztokem 1 N hydréxidu sodného (10 ml),
potom se extrahuje methylénchloridem. Organicka faze se
promyje vodou, roztokem chloridu sodného, vysuéiA se nad
siranem hofelnatym a zahusti se za sni%eného tlaku. .

Zbytek se &isti  chromatografii na silikagelu (eludni
éinidlo: 20% ethylacetdt v n-hexanu), <&imZ se ziskd 0,66 g

(2,19 mmol ~ 40 %) prodﬁktu ve formé bilé pevné latky.
c.-

Y YT DS
.\?\/l%/ ,\7, NN IQ/ ’\7 |
—_—
l’l 4,\

prekursor sloueniny 1
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Smé&s produktu ze stupn& B (0,17 g, 0,69 mmol) a
koncentrované kyseliny sirové (5 mi) se zah¥ivad na teplotu 100
°C po dobu 1 hodiny. Roztok se ochladi a upravi se na pH 8
nasycenym roztokem hydrogenuhliéitanu sodného.‘Reakéni smés se
~extrahuje methylenchloridem. Organicka vrstva se promyje
vodou, roztokem chloridu sodného, vyéuéi se nad .siranem
hofelnatym a zahusti se za sniZeného tlaku, ¢imZ se ziski 0,22
g (0,69 mmbl ~ 100 %) prekursoru sloudeniny 1 ve formé
oranZového oleje. 'H NMR (500 MHz, CD,0D) d 7,7 (d), 7,5 <dj,
7,4 (m), 7,3-7,2 (m). ' ‘

D.

sloudenina

prekusor sloudeniny 1

Roztok prekursoru slouéeﬁiny 1 Ze_stupné c (0,22 g, 0,69
mmol) a dimethylacetalu N,N—dimethYlformamidu (0,18 g, 1,5
‘mmol) v toluenu (5 ml) se zah¥ivd na teplotu 100 °C po dobu 1
hodiny. -Po ochlazeni' se vznikld pevnid latka odfiltruje a
rozpusti se v teplém ethylécetétu.' Produkt se vysrazi
pridavanim diethyletheru po  kapkach. Potom se produkt
odfiltruje a promyje se diethyletherém, &im¥ se ziska 0,038 g
sloudeniny 1 (kterd je uvedena v tabulce 1) ve form& élu;é

pevné latky. 'H NMR (500 MHz, CDCl;) 4 8,63 (s), 7,63-7,21 (m),

6,44 (d).
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priklad 2
P¥iprava inhibitoru p38 - sloudeniny 2
A. |
O ey ss
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Prvni meziprodukt wuvedeny vysSe se pfipravi podobnym

zpUisobem jako v pfikladu 1A za pouziti 4-fluorfenyl-

. acetonitrilu, &imZ se ziskd 1,4 g (5,7 mmol, ~ 1S5 %)

Gl

produktu.
B.

VySe uvedeny meziprodukt se pfipravi podobnym zpisobem

jako v p¥ikladu 1B. Ziskd se 0,49 g (1,5 mmol, 56 %) produktu.

C.
S VTS S VT
l\§7L\r/L§/’ N u\¢7L\r/L§// ~~
w 07 NH,

prekursor sloucleniny 2
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VySe uvedeny meziprddukt se pfripravi podobnym zpisobem
jgko v prikladu 1C. . Ziska se 6,10 g (0,29 mmol, 45 %)
prekuréoru sloudeniny 2. 'H NMR (500 MHz, CDCl,) d 7,65-7,48
(m), 7,47-7,30 (m), 7,29-7,11 (m), 7,06-6,91 (m), 5,85 (s,

Siroky) .

D.

\© — slouCenina 2

prekursor‘élouéeniny 2
Slouenina 2 (kterd je uvedena v tabulce 1) se p¥ipravi z
prekursoru slouleniny 2 podobnym zpUsobem jako v p¥ikladu 1D.
ziskd se 0,066 g produktu. 'H NMR (500 MHz, CDC13) d 8,60 (s),
7,62-7,03 (m), 6,44 (d).

p¥iklad 3

Pfiprava inhibitoru p38 - slouCeniny 6

A.
h/\( Cl | “/kl/ cl T;N\l |/ Cl
\\fo\] R \\F?“\T//Qkx/
C <l
N N

Prvni meziprodukt p¥i p¥ipravé sloudeniny 6 se pripravi

podobnym zpusobem, jak je popsého v p¥ikladu 1A, za pouZiti

-
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2,6-dichlorfenylacetonitrilu, &imZ se zisk4 2,49 g (8,38 mmol,

28 %) produktu.

| N X C N//N\/S\/ﬁ
\?\l/l\/ “ | I\I/l\/” “\/
S| o
N N

‘ Nésledujici stupenl p¥ipravy "sloudeniny 6 se provadi
podobnym zpusobem, jak je popsdno v p¥ikladu 1B. Ziskd se 2,82
g (7,6 mmol, 91 %) produktu. |
C.

s Ol 2N S
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Konelny meziprodukﬁ, prekUrsor'slouéeniny 6, se ptripravi
podobnym Zpﬁsobem, jak je popsdno v p¥ikladu 1C. Ziski se 0,89
g (2,3 mmol), 85 %) produktu. 'H NMR.(SOO MHz, CD,OD) 4 7,5-7,4
(dd), 7,4 (m), 7,3 (d), 7,2 (m), 7,05 (d).

D.

f\[:::] - slou&enina 6

prekursor slouleniny 6
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Konelny stupefi p¥ipravy slouleniny 6 (kterd je uvedena v

tabulce 1) se provddi podobn&, jak je popsdno v p¥ikladu 1D.

Ziskd se 0,06 g produktu. *H NMR (500 MHz, CDCl,) d 8,69 (s),

7,65-7,59 (d), 7,58-7,36 {(m), 7,32~7',22 (m), 6,79 (4), 6,53
(d) . ‘

Priklad 4

P¥iprava inhibitoru p38 - slouleniny 5

A.

C'\“/xl/ cl Ch o O 2N~ C
NN — P
| |
Il I
N

Prvni meziprodukt pfi.pfipravé sloudeniny 5 se pfiéravi
podobn?m zpusobem, jak je popsédn v p¥ikladu 1A, za pouZiti
2,4—didhlorfenylacetonitrilu, ¢imZ se ziskd 3,67 g (12,36
mmol, 49 %) pfoduktu.

B. '

Cl\/\rcl N,,N\II/CI- . Clarx Ol N,/N\||/S'\[[/§' |
“\/\I/l%/ 1\/\('\/ RN
1 I
N N

Druhy meziprodukt se pripravi podobnym zplsoben, jak

(s
®

popsdn v pt¥ikladu 1B. Ziskd se 3,82 g (9,92 mmol, 92

o\°®
—

produktu. : - -
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prekursor sloueniny S
Konecny meziprodukt, prekursor slou&eniny 5, se pfipravi
podobnym zpuUsobem, jak je popsan v'pfikladu 1C. Ziska se 0,10

g (0,24 mmol, 92 %) produktu. ‘H NMR (500 MHz, CD,OD) d 7,9
(@, 7,7 (&), 7,6-7,5 (dd), 7,4-7,3 (m), 2,4 (s).

D. , R
S.
\T::::L\\ ™ slou&enina 5

prekursor sloucdeniny 5

Konelny stupeﬁ p¥i pripravé sloudeniny 5 = (kterd je
uvedena v tabulce’' 1) se provddi podobnym zpusobem, jak je
popsdn v p¥ikladu 1D. 2iskd se 0,06 g produktu. ‘H NMR (500
MHz, CDCl,) d 8,64 (s), 7,51-7,42 (m), 7,32-7,21 (m), 6,85 (.d),
6,51 (d), 2,42 (s). o

Daléi slouCeniny obecného vzorce Ia poale_ vynédlezu se
mohou p¥ipravit podobnym zpusobem za pouZiti p¥isludnych

vychozich sloucenin.
P¥iklad 5
P¥iprava inhibitoru A p38 - sloucCeniny obecného vzorce Ib

P¥iklad p¥ipravy inhibitoru p38 podle Vynélezu obecného

.vzorce Ib je uveden niZe.
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- ' K suspensi amidu‘ sodného, 90% (1,1 ekv) v bézvodém

'tetrahydrofurénu se p¥i teploté mistnosti p¥idd roztok
. 2,6-dichlorbenzylkyanidu (1,0 ekv) v bezvédém tétrahydro-
furanu. Sm&s se michd p¥i teplot& mistnosti po dobu 30 minut.
K reakdni émési se pfidé:roztok‘2{6-dichlorpyridinu (1 ekv) v
bezvodém tétrahydrofuranu.'ReakCe se monitoruje pomoci TLC a
jakmile je skonCena, reakcni sm&s se zred:i nasycenym -vodnym
roztokem hydrogenuhliéitanu sodného. Potom se reakdni smés
éxtréhuje ethylacetédtem. Vrstvy se oddeéli a orgaﬁické vrstva
se 'promyje. vodou, roztokem chloridu sodného, vysu3i se nad
siranem hofeénét?m, pféfiltruje se a zahusti se za Sﬁiéeného
tlaku. Zbytek se ¢&isti chromatografii‘na silikagelu, éimé se

ziskd &isty produkt.

B.
/'7__—\» : | \\'—>— Ci

e S50
: o \/-—\// \> ‘ ~ NC N'=\

NC =\ | | /“W\

Ci . .

F

K roztoku 4—flﬁorbrombenzenu (1 ekv) Y4 bezvodém

tetrahydrofuranu se pfi‘ teploté -78 °C p¥ida teré.butyl~

lithium (2 ekv, roztok v hexanech). Reakéni sm&s se potom
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michd po dobu 30 minut. K reakéni smési se ptida roztok
produktu ze stupn& A (1 ekv) v beévodém,THF. Reakéni smé&s se
potom monitoruje a pomalu se nechd ohrat na teplotu mistnosti.
Reak&ni émés se  ochladi vodou a potom se extrahuje
methylenchloridem. Organickd faze se prohyje vodou, roztokem
chloridu sodného, vysudi se nad siranem hotednatym a zahﬁsti

se za sniZeného  tlaku. Zbytek se chromatografuje na

silikagelu, ¢imZ se ziskd produkt.

- .C.

o ™y

Smé&s produktu ze stupné B a koncentrované kyseliﬁy sifové
se zahfivé na teplotu 100 °C po dobu 1 hodiny; Roztok se
ochladi a upravi se na pH 8 nasycenym roztokem hydrogen-
uhliditanu sodného. Reak&ni sm&s se extrahuje methylen-
chloridem. Organicka vrstva se promyje  vodou, roztokem
chloridu sodného, vysuSi se nad siranem hofelnatym a6 zahusti
se za sni%eného tlaku, &imZ se ziskd produkt. Konedny produkt

se &isti rychlou chromatografii na silikagelu.

L

it s g T ST
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inhibitor p38
- Roztok produktu ze stupné C (1 ekv) a dimethylacetalu

N,N-dimethylformamidu (2 ekv) v toluenu se zah¥ivéd na teplotu

100 °C po dobu 1 hodiﬁy. Po vochlazeni se wvznikla

prefiltruje a rozpusti se v teplém ethylacetdtu. Produkt se

vysrd?i p¥idavénim diethyletheru po kapkdch. Produkt se potom
odfiltruje a promyje se :diethyletherem, ¢imz se ziska
inhibitor p38 obecného vzorce Ib. Konedny produkt se J&isti

chromatografii na silikagelu.
Dal$i sloucleniny obecného vzorce Ib podle ‘vynélezub se
mohou pfipravit‘ podobnym zpusobem za pouziti p¥islusnych

vychozich sloucenin.
P¥iklad 6

P¥iprava inhibitoru p38 - slouceniny 103

smés
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sloudenina. 103

sloudenina 12

Tento =~ priklad popisuje typickou pfipravu .élouéeniny
obecného vzorce Ic. |
A, ‘

Inhibitor p38, sloudenina 12, se pfipra#i podobn& jako v
p¥ikladu 4, s vyjimkou toho, _ée se ve stupni B pouZije
4-fluorthiofenyl. |
B.

_ ‘Sloudenina 12 se rozpusti v bez&odém THF (5 ml) pfFi
teploté mistnosti. K tomuto roztoku sé p¥idéd diisobutyl-
aluﬁiniumhydrid (1 M roztok v toluenu, 5 ml, 5 mmol) a réakéni
sm&s se michd p¥i teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Reak&ni

smé&s se potom =z¥edi -ethylacetdtem a ochladli se p¥iddnim

Rochellovy soli. Vrstvy se odd&li a vorganické vrstva se

isoluje, promyje se vodou, roztokem chloridu sodného, VYsu31
se nad siranem hofelnatym a pfefilﬁruje se, CimZz se ziska
surova slouCenina '103. Surovy produkt se dhromatografuje na
siiikagelu eluci 2% methanolem v methylenchloridu. Takto se
' zisksd &istd sloulenina 103 (210 mg, vytdZek 50 %): ‘H NMR (500
MHz, CDCl,) 7,51 (m, 1H), 7,38 (d, 2H), 7,20 (t, 2H), 7,08 (t,

2H), 6,70 (Siroky s, 1H), 6,30 (dd, 2H), 5,20 (s, 2H).
P¥iklad 7

P¥iprava inhibitoru p38 - slouceniny 201
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Vychozi nitril uvedeny vySe (5,9 g, 31,8 mmol) se
rozpusti pri teploté mistnosti v DMF (20 ml). Potom se p¥ida

hydrid sodny (763 mg, 31,8 mmol) a vznikne svétle Zlut&
zbarveny roztok. Po lS'minutéch ée p¥idad roztok 2,5-dibrom-
pyridinuw(S,O g, 21,1 mmol) v DMF (10 ml) a potom palladium-
tetrakis(trifenylfosfin) (3 mmol). Roztok se potom zah¥ivd k
varu pod zpétnym chladidem po dobu 3 hodin. Reakéni sm&s se
ochladi na teplotu mistnosti a z¥edi se éthylacetétem.
Organicka vrstvé se potom isoiuje,’promyje se vodou a potom
roztokem’chioridu sbdného, vysusi se nad siranem hofeénat?m,
ptefiltruje se a odpafi se za sniZeného tlaku na surovy olej.
Rychlou chromatografii na koloné se 10% ethylacetétem v hexanu
eluuje poZadovany produkt (5,8 g, 84 %) ve formé épinavé bile

pevné latky.

B.
B ®
PhSSn(Bu) 1 ‘
a” N\ ¢ B a” /I/ cl
NC l Ph(PPh 3)4 NC @ /@
T ' N ’
N \Br v \S

Bromid p¥ipraveny ve stupni A (194,8 mg, 0,57 mmol) se

fézpusti v  xylenu (15 wml). K tomuto. roztoku se prida

7
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thiofenylstiannan (200 pl, 587 mmol) a palladiumtétrakis(tri-
fenylfosfin) (25 mg). Roztok se zah¥ivd k varu pod zp&tnym

chladi¢em p¥es noc, ochladi se, prefiltruje se a odpa¥i za

sniZeného  tlaku. Surovy produkt se chromatografuje na

.silikagelu a eluuje se methylenchloridem, J&imZ se ziska ¢isty

produkﬁ (152 mg, 72 %) ve form& ¥lutého oleje.

cC.
NN
I SN
¢ J <l _ « TiCl4 Cl Cl
NC l B——— 'OQT/J '
BN N 4 o o |
S7 , 2 Ng
sloucenina 201
Nitril p¥ipraveny ve stupni B (1,2 g, 3,37 mmol) se
rozpusti v ledové kyseliné octové (30 ml). K tomuto roztoku se

p¥idad voda (120 pl, 6,67 mmol) a potom chlorid titani&ity (760

pl, 6,91 mmol), &imZ se smds stane exotermni. Roztok se potom

zah¥ivad k varu pod zpétnym chladidem po'dobu 2 hodin, ochladi
se a naleje se do 1 N HCIL. Vodna vrstva se extrahuje
methylenchloridem. Organické Vrsﬁva se znovu promyje 1 N NaCH,
vysu$i se ﬁad siraﬁem hqfeéhatym a pfefiltrujé se pfes ucpavku
silikagelu. Ucpdvka se nejprve eluuje methylenchloriden, CimZ
se odstrani nezreagovand vychozi latka, a potom/éthylacetétem,
¢imz se ziskd sloucenina 201. Ethylacetdt se odpaf¥i, <&imZ se

ziska &istd sloucdenina 201 (1,0 g, 77 %).
Priklad 8

P¥iprava inhibitoru p38 - slou&eniny 110
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Vychozi nitrilA(3,76 g, 11,1 mmol) se nejprve rozpusti v

ledové kyselin& octové (20 ml). K tomuto roztoku se p¥ida

‘chlorid titani¢ity (22,2 mmol) a voda (22,2 mmol) a smds se
zahrlva k varu pod zpétnym chladidem po dobu 1 hodiny. Reakhnl
smé&s se potom ochladi a z¥edi se sm&si vody a ethylacetitu.

Organickd vrstva se 'potom isoluje, promyje se roztokem
chloridu sodného a vysu3i se nad siranem hofeénat?m.,Organické
vrstva se pbtonl odfiltrujé ‘a odpa¥i se =za sniZeného tlaku.
Vznikl? surov? produkt se chromatografuje na silikagelu a
eluuje se 5% methanolem v methylehchloridu, CimZz se ziskéa

éisty produkt ve formé& Zluté pény (2,77 g, 70 %).

B.

Amid pfipraven?‘ ve stﬁpni A (1,54 g, 4,3 mmol) se.
_ rozpusti v toluenu (20 ml). Potom se p¥ida dimethylacetal
N,N-dimethylformamidu (lf53 g, 12,9 mmql), vznikly roztok se
zah¥ivd po dobu 10 minut, na&eZ se nechi ochiadit na teplotu
mistnoéti: Reak&ni sm&s se potom 6dpafi za sniZeného tlaku a
zbytek se chromatografuje na silikagelu a eluuje se 2 aZ 5%
methanolem v methylenchloridu. Ziskana létka éevpotom rozpusti

Yoo~

v horkém ethylacetéatu. ‘Roztok se nech&d vychladnout, &im3
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vykrystaluje &isty produkt ve form&. Zluté pevné latky (600 mg,
40 %) . Dalsi produkt (~800 mg) se ziskd z matecného louhu.

C.

i

Cl  DiBAL ca”” cr

Bromid ze stupné B (369 mg, 1 mmol)'se rozpusti v THF (10
ml). Potom se prida diiéobutylaluminiumhydrid (1,0 M roztok, 4
mmol),_reakéni sm&s se michi pfi teploté mistnosti po dobu 10
minut a potom se sm&s ochladi methanoclem (1 ml). Pak se‘pfidé
nésycen? roztok' Rochellovy soli a smés se extrahuje ethyl-
acetdtem. Organickd vrstva se isoluje, vysusSi se nad siranem
ho¥eCnatym, odpa¥i se a zbytek se chromatografuje na
silikagelu a elupje se 1 a% 3% methanolem v methylenchloridu,

se ziskd jasnd® oran¥ovid pevnid latka (85 mg, vytéZek 23

N¢

im

) .

o\° (o4

o

cl Cl ~ PhSSn(nBu) ;

5 |
\]ij\ PA(PPh )4
\§
HI\'\/ N A Br

sloudenina 110

Bromid p¥ipraveny ve stupni C (35,2 mg, 0,1 mmol) se
‘rozpusti v xylenu (12 ml). K tomuto roztoku se p¥idd thiofenol
(O,l9-mhol) a potom tributylcinmethoxid (0,19 mmol). Vznikly

roztok se zah¥iva k varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 10

minut, nade? se pridid palladiumtetrakis(trifenylfosfin) (0,020
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mmol) . Reakdni smés se zah¥ivad a:monitoruje se na vymizeni

bromidové vychozi 1léatky. Potom se reakéni sm&s ochladi na

teplotu mistnosti a proleje se ucpavkou silikagelu. Ucpévka se

P w

eluuje nejprve methylenchloridem, <&imZ se odstrani nadbytek

cinového reakéniho ¢inidla a potom 5% methanolem v

ethylacetdtu, &imZ se eluuje inhibitor p38. Filtrit se zahusti

a potom se znovu chromatografuje na silikagelu za pouZiti 5%

methanolu v ethylacetdtu jako elud¢niho dinidla, &imZ se ziska

¢ista slou&enina 110 (20 mg, 52 %).
P¥iklad 9

P¥iprava inhibitoru p38 - slouceniny 202

Br

Pd(PPh3)4

Vychozi nitril (2,32 g, 12 mmol) se pZi teplot& mistnosti

'rozpusti v. DMF (10 ml). Potom se p¥idd hydrid sodny (12 mmol)

a vznikne jasn& Zluté& zbarveny roztok. Po 15 minutach se prida

potom palladiumtetrakis(trifenylfosfin) (1,0 mmol). Roztok se
potom zah¥ivd k varu pod zpétnym chladidem po dobu 3 hodin.
pPak se reak&ni sm&s ochladi na teplotu mistnosti a z¥edi se
ethylacetétem. Organickéa vrstva. se isoluje,‘promyjé se vodou a

roztokem chloridu sodného, vysu3i se nad siranem hotednatym,

"

- roztok 2,6-dibrompyridinu (2,36 g,. 10 mmol) v DMF (5 ml) a
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§ 209 .
prefiltruje se a odpa¥i se za sni¥endho tlaku, &im? se ziska
surovy olej. Rychlou chromatografii na kolon& se eluuje 10%
ethylacetdtem v hexanu produkt (1,45 g, 42 %) ve form& bilé
pevné latky.

B.

fenylboronova
C o1 kyselina
N ] \; Ph(P 1)
N~
Br

Bromova sloucenina p¥ipravend ve stupni A (1,77 g, 5,2
mmol) se rozpusti v toluenu (20 ml) a vznikly roztok se
odplyni. V atmosfére dusiku se p¥ida roztok fenylboronové
kyseliny (950 mg, 7,8 mmol) v ethanolu (4 ml) a roztok
uhliditanu sodného (1,73 g, 14 mmol) ve vod& (4 ml) . Reakéni
smé&€s se zah¥ivd k varu pod zp&tnym chladi&em po dobu 1 hodiny
a potom se ochladi na teplotu mistﬁosti. ReakZni sm&s se z¥edi
ethylacetdtem a promyje se vodou a roztokem‘chloridu sodného.
Organicka vrstva se potom Vysuéi‘ siranem hoféénat?m,q
pfefiltruje se a vzahusti se za sniZeného tlaku. Zbytek se

Cisti na silikagelu a eluuje se 30% ethylacetdtem v ‘hexanu,

x

imZ se ziskd produkt ve form& bilé pevné latky (1,56 g, 88

).
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sloudenina 202

Nitril ze stupné B (700 mg, 2,07 mmol) se rozpusti v
koncentrované kyseliné sirové (10 ml) a zah¥ivd se na teplotu
80 °C po dobu 1 hodiny. Reak®ni sm&s se potom ochladi na
teplotu mistnosti a pH se upravi na 8 za pouziti 6 N hydroxidu
sodného. Smés se pak extrahuje ethylacetétem.'ofganické vrstva
se 1isoluje, vysusi se siranem hofelnatym a odpafi se za

sniZeného tlaku, &imZ se ziskd sloulenina 202 ve form& %luté

pény (618 mg, 84 %).
P¥iklad 10

P¥iprava slouleniny 410

A. Br o ‘ B(OH),

F : ‘ ~F

Plamenem vysuSend 100 ml barka s kulatym dnem se naplni
2,28 g (93,8 mmol) kduskﬂ hoféiku' é 50 ml bezvodého
tetrahydrofuranu. P¥idd se jeden krystal jodu, &Iim? vznikne
svitle hn&dé zabarveni. K tomuto roztoku se pfidd 1,5 ml =z
10,0 ml (79;1 mmol) vzorku 2—brom—5¥fluortoluenu. ‘Réztok se
zahtiva k varu pod zpétnym chladilem. Hnédé zabarveni zesl&dbne
a var se udrZuje aZ se vnéjsSi zdroj tepla 'odstrani, coZ

ukazuje tvorbu Grignardova ¢inidla. KdyZ var skonéi,.pfidé se




-80- IR

- ~

dalgi 1,0 aZ 1,5 ml davka bromidu, &im% vznikne prudky var.

Postup se opakuje, aZ se p¥id4d v&echen bromid. Olivové zeleny

roztok se zvnéjsku zah¥ivd k varu po dobu 1 hodiny, &imZ se

zajisti ukon&eni reakce. Roztok se ochladi v léZni's.ledem a
injekéni stfikaékou se k nému p¥idd 9,3 ml (81,9 mmol)
trimethylbordtu ve 100 ml tetrahydrofufanu p¥i teplot& -78 °C.
Po ptidani GrinardQva ¢inidla  se 'baﬁka odstrani 2z chladici
1&dzné a roztok se michd p¥es noc p¥i teplot& mistnosti.
§edobil§ suspense se naleje do 300 ml vody a t&kavé latky se
odpari za sniZeného tlaku. P¥idd se HCl (400 ml 2 N roztoku) a
mléénd bild smds se micha p¥i teplotd& mistnosti po dobu 1

hodiny. Vysrd?i se bild pevnad latka. Smés se extrahuje

diethyletherem a organicky extrakt se vysu3i (Mgso,) a odpa¥i

se za sniZeného tlaku, <&imZ se ziskd 11,44 g (94 %) boronové
kyseliny ve form& bilé pevné latky.

B.

Ve 100 ml bance s kulatym dnem se rozpusti 7,92 g (33,4

[S4

mmol) 2,64dibrompyridinu v 50 ml bezvodého toluenu, . ¢im
vznikne giry bezbarvy roztok. P¥ida se 4-fluor-2-methylbenzen-
boronova kyselina (5,09 g, 33,1 mmol) p¥ipravend ve stupni A,
&im% vznikne bila suspense. Pak se p¥ida uhliéitaﬁ /thalia
(17,45 g, 37,2 mmol) a potom katalytické mnoZstvi (150 mg)
Pd(PPh;),. Sm&s se zah¥ivd k varu pod zp&tnym chladidem ptes
noc, ochladi se a p¥efiltruje se p¥es sloupec silikagelu;
Silikagel se promyje CH,Cl, a filtrdt se odpati, &imZ se ziska
bild pevnd latka. Ta se rozpusti v minimdlnim mnoZstvi 50%
CH,C1l, v hexanﬁ a Chromatbgrafuje se na kratké kéloné
silikagelu za pouZiti 30% CH,Cl, v hexanu, &imZ se ziskd 6,55 g
(74 %) 2-brom-6-(4-fluor-2-methylfenyl)pyridinu ve form& bilé

pevné latky.
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V 50 ml batice s kulatym dnem se rozpusti 550 mg (2,07
mmo1l) 2—brom—65(4-fluor—2—methylfenyl)pyridinu p¥ipraveného ve
: - stupni B v 30 ml bezvodého tetrahydrofiranu, ptifemZ se
vytvori &iry bezbarvy roztok. P¥id4 se 2,6-difluoranilin (2,14
ml, 2,14 mmol) a potom 112 mg (2,79 mmol) 60% NaH sﬁspense v
miﬁerélnim oleji. Béhem mirné exotermni reakce  se pézoruje
vyvin plynu. Roztok se zahrivd k varu pod zpétnym chladiéem
pfes noc a potom se Qchladi“,Reakéni,smés se naleje do 10%
NH,Cl a extrahuje se CHgﬂQ. Organicky extrakt se vysus$i (MgSo,)
a odpatri se za sniZeného tlaku, <imZ se ziska hnédy olej,
ktery je smési produktu a  vychozi latky. Smés l\se
chromato’grafuje‘na kratké kolon& silikagelu za pouiitvi 50%
CH,Cl, v hexanu, éimév’se -zisk& 262 mg (40 %) 2-(2,6-di-
fluorfenyl)-6-(4-fluor-2-methylfenyl)pyridinu ve formé& bez-

barvého oleje.

D.
F : , Fo
J a N)LNHz
. o 1 £
- l
V 100 ml barice s kulatym dnem se rozpusti 262 mg . (834
mmol) 2-(2,6-difluorfenyl) -6-(4-fluor-2-methylfenyl)pyridinu

p¥ipraveného ve stupni C v 30 ml bezvodého CHCl,; a vznikne &iry

bezbarvy roztok. Pridéd se chlorsulfonylisokyandt (1,0 ml, 11,5

ki e i S5
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mmol) a sv&tle Zluty roztok se michd p¥i teplot& mistnosti
p¥es noc. P¥idad se voda (~30 ml), &imZ se reakce stane mirné
exotermni a vyviji se intensivné plyn. Po michdni pf¥es noc' se

organicka vrstva oddéli, vysusSi se (MgSO,) a odpatri se za

sniZeného tlaku, ¢&imZ se ziskd hné&dy olej, ktery je smé&si

produktu a vychozi 1latky. Tato smé&s se chromatografuje na
kratké kolond& silikagelu =za pouZiti 10% EtOAc v CH.C1,.
Isolovana VychOZi latka se znovu podrobi reakénim podminkdm a
vydisti se stejnym zplsobem, &im¥ se ziskd celkov& 205 mg (69

%) moCoviny ve formé& bilé pevné latky.
pP¥iklad 11

P¥iprava sloudeniny 138

sloudenina 138

sloudenina 103

‘Slouéenina 103 (106 mg, 0,25 mmol) 'se rbzpusti v THF (0,5
ml) a k tomuto roztoku se p¥idd triethylamin (35 ul, 0,25
mmol) a potom nadbytek formaldehydu (37% vodny roztok, 45 mg).
Reakdéni smés se nechd michat pf¥i teplot& mistnosti pfes noc.
Reaklni smés se potom odpa¥i v rotadnim odpafovéku za
snifeného tlaku a zbytek se rozpusti v méthylenchloridu a
aplikuje se na rychlou kolonu se silikagelem. Kolona se eluuje
2% methanolem v methylenchloridu, &imZ se ziskd &isty produkt

(78bmg, vytdZek 70 %).
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P¥iklad 12

P¥iprava profarmaka sloudeniny 103

A.

F O : F
- _N__N /l:::j/
s/i:::T/ ' 7 N s
- O\R:OH
& “on
sloudenina 138 fosfidtové profarmakum

slouceniny 103

Sloudenina 138 (1 ekvivalen;) se  rozpusti v methylen-
chloridu ‘a k roztoku se p¥idd triethylamin (1 ekvivalent) a
potom dibenzylfosfonylchlorid (1 ekvivalent). Roztok se ﬁiché
- pfi teploté& mistnosti a monitoruje se pomoci TLC na spot¥ebu
vgchozi 1latky. Methylenchloridovd vrstva se potom z¥eds
ethylacetdtem a promyje se 1 N HCI, nasycenym roztokem
hydrogenuhliditanu sodného a nasycenym roztokem NacCl.
Organickd vrstva se potom vysudi, odpa¥i se v rotadnim
odpafovdku a surovy produkt se &isti na silikagelu. Cisty
produkt se potom rozpusti v methanolu a dibenzylésterové
chrdnici skupihy se odstrani 10% palladiem na uhli v étmosféfe
vodiku. Kdyé je reakce skonlena, katalysdtor se odfiltruje
pfes celit a filtridt se odpa¥i, &imZ se ziska fosfatovy

produkt.
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sloulenina 103

Slou&enina 163 (210 mg, 1,65 mmol) se rozpusti v THF (2
ml) a ochladi se v atmosféfe dusiku na. -50 °C. K tomuto
roztoku se pridad lithiumhexamethyldisilazan (1,1 mmol) a potom
chloracetylchlorid (1,13 mmol). Reakdni sm&s se odstrani z-
chladici 14zn& a nechad se oh¥at na teplotu mistnosti, naleZ se
z¥edi ethylacetdtem a ochladi se vodou. Organicka vrstva se
‘promyje roztokem chloridu sodného, vysu$i se a odpa¥i se v
rotadnim odpaftovaku k suchu. Surov? produkt sé éiéti rychlou
chromatografii na silikagelu za pouzZiti 25% ethylacetdtu v
hexanu jako eluniho <&inidla, EimE se ziéké 172 mg (70 %)
Cistého poZadovaného produktu, ktery se pouZije takovy, jak?
je, v,nésledujicich reakcich.

C.

—
Ox_N_ _N
s~ - ij ~ N
LN
]

‘dimethylaminoacetalové

profarmakum sloudeniny 103
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Chloracetylovd sloufenina se rozpusti v methylenchloridu
a nechd se reagovat s nadbytkem dimethylaminu. Reakce se
monitoruje pomoci TLC a jakmile je skonlena, vSechny té&kavé

latky se odstrani, &imZ se ziskd poZadovany produkt.
Priklad 13

-P¥iprava sloucdenin 34 a 117

A.

1) thiohoéovina, var
2) base,

2,5-difluornitrobenzen

CI”

Fo--

Nitril =z p¥ikladu 5 stupné A (300 mg, 1,0 mmol) se
rozpusti v ethanolu (10 ml) a k tomuto roztoku se prida
thiomo&ovina (80,3 mg, 1,05 mmol). Reakdni smé&s se zah¥ivd k

varu pod zpétnym chladi&em po dobu 4 hodin a potom TLC

ukazuje, Ze veSkerd vychozi 1latka je spot¥ebovdna. Reakdni

smé&s se ochladi a 'véechny tékavé latky se odstrani za
sniZeného tlaku a zbytek se rozpusti v acetonu (10 ml). |

K roztoku sebpotom pfridd 2,5-difluornitrobenzen (110 ul,
1,01 mmol) a pak uhlié&itan draselny (200 mg, 1,45 mmol) a voda
(400 pl).‘Reakéni smés se nechd michat p¥i teploté& mistnosti
pfes noc. Potom se reaklni sm&s zY¥edi methylenchloridem (25
ml) a pfefiltrujé se pfes vatovou uépévku. VSechny ’tékavé
latky se oastrani.za sniZeného tlaku a zbytek se &isti rychlou
chromatografii na silikagelu eluci gradientem od lO%’aE 25%
‘ethylacetétu v hexanu, ¢imZ se ziskd poZadovany produkt (142

mg, 33 %).
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Nitrilovy pfodukt ze stupné A (142 mg, 0,33 mmol) se
smisi s koncentrovanou. kyselinou sirovou (2 ml), zah¥ivd se k
varu pod zpétnym chladidem po dobu 1® hodiny a potom se necha
ochladit na teplotu  mistnosti. Potom—‘ se smés z¥edi
ethylaéetétem a opatrné se neutralisuje nasycenym vodnym
roztokem.uhliéitanu draselného. Vrstvy se rozdéli a organicka

vrstva se promyje vodou, roztokem chloridu sodného a vysu3i se

nad siranem hofelnatym. Smés se prefiltruje a odpa¥i se k

suchu. - Zbytek se. pouZije v nasledujicim stupni bez dalSiho

i%t&ni (127 mg, vytd’ek 85 %) .

O X

Cl Ci

NH2 N\ &
N

sloudenina 34

Amid ze stuphé B (127 mg, 0,28 mmol) se rozpusti v THF (3
ml) a k tomuto roztoku se p¥idd dimethylacetal dimethyl-
formamidu (110 ul, 0,83 mmol). Reakdni sm&s se zah¥iva k varu

pod zpétnym chladifem po dobu 5 minut a'potom se ochladi na
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teplotu mistnosti. VSechny t&kavé 1latky se odstrani za

sniZeného tlaku a zbytek se &isti rychlou chromatografii na

silikagelu eluci 2,5% methanolem v methylenchloridu, &im3 se .

ziskd ¢istd poZadovand sloudenina 34 (118 mg, 92 %).

D.

Cl Cl

NG, , s _ NH;

sloudenina 34

sloudenina 117

K roztoku slouceniny 34 (100,8 mg, 0,22 mmol) v benzenu
(3,4 ml) se pfidé roztok chloridu nikelnatého hexahydfétu (103
mg, O,44vmmol) ve smési benzenu a methanolu (0,84 m1/0,84 ml)
a vzniklyﬂroztok se ochladi na 0 °C. K tomuto roztoku se potom
prida borohydr;d sodny (49 mg, 1,3 mmol). Reak®ni smds se
michd, p¥icemZ se nechd oh¥it na teplotu mistnosti. Potom se
reakdni smés odpa¥i za sniZeného tlakuk a zbytek se Sisti

rychlou chromatografii eluci 2% methanolem v methylenchloridu,

X

imZ se =ziskd <&isty poZadovany produkt, sloudenina 117, (21

mg, vytézZek 25 %).
P¥iklad 14
P¥iprava sloudenin 53 a 142

A.

Cl Cl
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Produkt naznadeny ve vySe uV¢dené'reak¢i se syntetisuje
za pouZiti postupu podle p¥ikladu 1 stupn& B za pouZiti
chlorpyridazinu (359 mg, 1,21 mmol) a 2,4-difluorthiofenolu
(176 mg, 1,21 mmol). Produkt se ziskd po ryéhlé‘chrbmatografii
na silikagelu (451 mg, 92 %).

B.

Cl Cl :
R No AR
: N S
: ) F

VySe uvedend reakce se provddi postupem popsanym v

p¥ikladu 1 stupni C za pouZiti 451 mg vychozi liatky a 5 ml
koncentrované kyseliny sirové, <&imZz se ziskd uvedeny produkt

(425 mg, 90 %).

C.
cl >l c ci _"
0 N F O N F
| —> |
NH; N{ 2 N No. . » '
2NT s N~NT s

N F ' ) F.
, sloudenina 53~
. : VySe uvedend reakce se provddi postupem 'popsanym \%

?fikladu 1 stupni D za pouzZiti vychoziho amidu (410 mg, 0,96
mmol) a dimethylacetalu dimethylformamidu (3 mmol). Reakéni
smds se zah#ivi na téplotu 50 °C po dobu 30 minut a pak se
- zpracuje d¥ive popsanym zpusobem. Ziskd se sloudenina 53 (313

mg, 75 %).
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sloudenina 53 sloudenina 142

Sloufenina 34 (213 mg, 0,49 mmol) se rozpusti v THF (10
ml), ochladi se na o0 5C a k tomuto roztoku se‘pfidé boran v
THF (1 M, 0,6 mmol). Reak®ni sm&s se michi po dobu 30 minut,
potom se ochladi vodou a zY¥edi se ethylacetdtem. Organicka
vrstva se promyje vodou a roztokem chloridu sodného, vysu3i se
a odpafi se v rotacnim oapafovéku. Zbytek se &isti na
silikagelu eluci  gradientem 1% az 5% methanolem v

methylenchloridu, &¢imZz se ziskd sloudenina 142 (125 mg, 57 %).
P¥iklad 15

‘Klonovani p38 kinasy v hmyzich bufikdch
Byly identifikovény dvé spojené varianty lidské p38°
kinasy, «CSBP1 a CSBP2. Pro zesileni kédovani oblasti CSBP2
cDNA za pouziti HeLavbuﬁkové sbirky (Strategene) jako matrice
byly pouZity specifické oligonukleotidové iniciétory; Reakéni
produkt feté&zové polymerasy byl klonovdn na pET-15b vektor
(Novagen) . Baculovirovy pfenosov? vektor, pVL—(Hié)6—p38 byl
zhotoven subklonovadnim Xbal-BamHI fragmetnu PET15b- (His) 6-p38
na komplementérni mista v plasmidu pVLl392>(Pharmingen).
Plasmid pVL-(His)6-p38 sm&roval syntesu ’rekombinantniho
pfoteinu sestéavajiciho ze 23-zbytku peptidu

(MGSSHHEHHHSSGLVPRGSHMLE, kde LVPRGS znamend &t&pici misto

thrombinu) kondensovaného do konstrukce na N-konec p38, jak
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bylo potvrzeno DNA sekvenci < a N-koncovou sek&enci
exprimovaného proteinu.- Monovrstvova kultura Spodoptera
frugiperda (Sf9) hmyzich bun&k (ATCC) byla udr¥ovadna v TNM-FH

prostfedi (Gibco BRL) doplné&ném 10% fetilnim hov&zim sérem v

T-barice p¥i teplot& 27 °C. Builky Sf9 v log fazi byly -

ko-transfektovany s  line&rni virovou DNA nukledrniho -

mnohost&nného. viru Autographa californica (Pharmingen) a
pfenosovym vektorem pPVL- (His)6-p38 za pou¥iti Lipofectinu
(Invitrogen) . Jednotllve rekomblnantnl baculovirové klony byly

v

¢istény plakovym testem za pouziti 1% ankOta]lCl agarosy.
P¥iklad 16

Exprese a ¢iSténi rekombinantni p38 kinasy
Buriky Trichoplusia ni (Tn-368) High-Five™ (Invitrogen) se
péstuji v suspensi v EXcelF405 mediu prostén1‘proteinﬁ (JRH

Bioscience) v t¥epaci bafice p¥i teplotd 27 oC. Butiky p¥i

hustot& 1,5 x 10° bun&k/ml se infikuji rekombinatnim

baculovirem popsanym vysSe pri mult1p11c1te 1nfekce 5. Expresni
hladina rekomblnantu p38 se monitoruje imunoznadenim za
pouZiti kradli&i antildtky anti-p38 (Santa Cruz Biotechnology) .
Hmota bunék se sklidi za 72 hodin po infekci, kdy expresni
hladina p38 dosdhne svého maxima. ’

Zmrazené pasta bundk z bun&k exprimujicich (His)¢-znaleny
p38 se rozmrazi v 5 objemech pufru A (50 mM NaH,PO, pH 8,0, 200
mM NaCl, 2 mM B-merkaptoethanol, 10% glycerol a 0,2 mM PMSF) .

Po mechanickém rozbiti buné&k vv'mikrofluidiséru se lysat

- centrifuguje p¥i 30 000 x g po dobu 30 minut. Supernatant se

inkubujé po davkach po dobu 3 az 5 “hodin p¥i teplotd 4 oC
Talon™ (Clontech) prysky¥ici s afinitou na kov v pom&ru 1 ml
pryskyfice na 2 aZz 4 mg ofekdvaného p38. Pryskytice
sedimentuje centrifugaci p¥i 500 x g po dobu 5 minut a jemné

se promyje po davkdach pufrem A. Prysky¥ice se suspenduje a
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naleje se na kolonu (p¥ibliZn& 2,6 x 5,0 cm) a promyje se
pufrem A + 5 mM imidazolem. | |

(His)4-p38 se eluuje pufrem A + 100 mM imidazolem a
nasledné& se dialysuje p¥es noc p¥i teplotd 4 °C proti 2 litrdm
pufru B (50 mM. HEPES, pH 7,5, 25 mM PB-glycerofosfat, 5%
glycerol, 2 mM DTT). His, znaleni se odstrani pfidénim 1,5

jednotek thrombinu (Calbiochem) na mg p38 a  inkubaci pri

teplot& 20 °C po dobu 2 a¥ 3 hodin. Thrombin se ochladi

pfidédnim 0,2 mM PMSF a potom se cely vzorek naplni do 2 ml
benzamidinagarosové (American International Chemical) kolony.

PribéZnd pritokovd frakce se naplni do 2,6 x 5,0 c¢cm

kolony Q-Sepharose (Pharmacia) p¥edem ekvilibrované v pufru B

+ 0,2 mM PMSF. p38 se eluuje linedrnim gradientem 20 kolonovym
objemem na 0,6 M NaCl v pufru B. Eluovany proteinovy pik se
spoji a dialysujé se pres noc pfibtepldté 4 °C proti pufru C
(SO mM HEPES pH 7,5, 5% glyéerol, 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,2 mM
PMSF') .

" Dialysovany protein se zahusti v Centriprep‘(Amicon) na 3
a¥ 4wl a aplikuje se na 2,6.x 100 cm kolonu Sephacryl S-100HR

(Pharmacia). Protein se eluujé rychlosti 35 ml/hodina. Hlavni

pik se spoji, upravi se na 20 mM DTT, zahusti se na 10 a¥ 80

mg/ml a zmrazi se na alikvotni podily pfi'teploté -70 °C nebo

se ihned pouzije.
P¥iklad 17

Aktivace p38

P38 se aktlvuje sludovénim 0,5 mg/ml p38 s 0,005 mg/ml
DD~ dvoglty mutant MKKé v pufru B + 10 mM MgCl2, 2 mM ATP, 0,2
mM Na,VO, po dobu 30 minut p¥i teplot& 20 °C. Aktivadni smés se
potom naplni do 1,0 x 10 cm MonoQ kolony (Pharmacia) a eluuje
se linedrnim gradientém 20 kolonovyﬁ objemem na 1,0 M NaCl v
pufru B. Aktivovany p38, se eluuje po ADP a ATP; Aktivovany pik

v

p38 se spojil a dialysdje se proti pufru B + 0,2 mM Na,vVO,, &im
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se odstrani NacCl. Dialysovany protein se upravi na koncentraci
1,1 M fosforeCnanu draselného pfidénim 4,0 M zasobniho roztoku
a naplni se do 1,0 X 10 cm HIC kolony (Rainin Hydropore)
predem ekvilibrované v pufru D (10% glycerol, 20 mM
B—glycerofosfﬁt, 2,0 mM DTIT) + 1,1 M K,HPO,. Protein se eluuje
linedrnim gradientem 20 kolonov?m objeﬁem na pufr D + 50 mM
IQHPO4L Dvojité fosforylovany p38 se eluuje jako hlavni pik a
spoji se pro dialysu proti pufru B + 0,2'mM Na,VO,. Aktivovany

p38 se skladuje p¥i teplot& -70 °C.
Priklad 18

Testy iﬁhibice P38
A. Inhibice fosforylace EGF peptidového receptoru

Test se provadi v pfitomnosti  10 mM MgCl,, 25 mM
B—glyéerofosfétu, 10% glycerolu a 100 mM HEPES pufru p¥i pH
7,6. Pro typické stanoveni 1IC,, se pripravi zasobni roztok
obsahujici vSechny vyd3e uvedené sloiky. a aktivovany p38 (5
nM) . Alikvotni podily zdsobniho roztoku se naplni do lahViéek.
Do kazdé lahviéky se vloZi ~ stanoveny objem DMSO nebo
inhibitoru v DMSO (kone&né kohcentrace'DMSO pfi reakci je 5
%), smisi se a inkubuje se p¥i teploté mistnosti po dobu 15

minut. Do kaZdé lahvidky se pfidé EGF peptidov? receptor,

KRELVEPLTPSGEAPNQALLR, fosforylovy akceptor . reakce p38

katalysované kinasy (1), na konednou koncentraci 200 uM.

Reakce kinasy se iniciuje ATP (100 uM) a lahviéky se inkubuji
p¥i teplot& 30 °C. Po 30 minutdch se reakce zagstavi stejnym
objemem 10% trifluoroctovéfkyseliny (TFA) .
Fosforylovany.peptid se stanovi HPLC analysou. 0dd&leni
fosforylovaného peptidu od nefosforylovaného ‘ peptidu se
provadi na kolon& s obracenymi fazemi (Deltapak, 5 pm, C18
100D, . dil ¢&. 011795) $ bindrnim gradientem vody a

Q

acetonitrilu, kaZdy s obsahem 0,1 % TFA. ICs, (koncentrace
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-inhibitoru poskytujici 50% inhibici) se stanovi vynesenih %
zbylé uUlinnosti proti koncentraci inhibitoru.
B. Inhibice G&innosti ATPasy v

Tento test se provadi v pfitomnosti 10 mM MgCl,, 25 mM
B-glycerofosfatu, 10% glycerolu a 100 mM HEPES puffu p¥i pH
7,6. Pro typické stanoveni Ki, se Km pro ATP UGcinnosti ATPasy
aktivované reakci p38 stanovi bez p¥itomnosti inhibitoru a v
p¥itomnosti dvou koncentraci inhibitoru. Pripravi se z&asobni
roztok obsahujici vSechny vySe uvedené slozky a aktivovany p38

(60 nM) . Alikvotni podily z&sobniho roztoku se- naplni do

lahvicek. Do kaZdé lahvilky' se vlo¥i stanoveny objem DMSO nebo -

inhibitoru v DMSO (kone&nd koncentrace DMSO p¥i reakci je 2,5

o\° '

), smisi se a inkubuje_se pri teploté& mistnosti po dobu 15
minut. Reakce se iniciuje p¥idanim rtznych koncengraci ATP. a
potom. se inkubﬁje p¥i teplotd& 30 °C. Po 30 minutdch se reakce
zastavi 50 pl EDTA (0,1 M, koneCnd koncentrace), pH 8,0.
Produkt plisobeni p38 ATPasy, ADP, se stanovi HPLC analysou.

Oddéleni ADP od ATP se provadi na kolon& s obracenymi
fazemi (Supelcosil, LC-18, 3 pum, dil &. 5-8985) za pouziti
bindrniho . rozpouétédlového gradientu nésledujiciho sloZeni:
rozpoustédlo A - 0,1 M Nfosfétovy pufr obsahujici 8 mM
tetrabutylamoniumhydrogensiran (Sigma Chemical Co., katalog &.
T-7158), rozpoustédlo B - rozpoudtédlo A s 30 % methanolu.

Ki se stanovi z rychlostnich ﬁdajﬁ jako funkce inhibitoru
a koncentraci < ATP. Vysledky pro nékolik inhibitors podle

vynalezu jsou shrnuty v tabulce 6 niZe.

Tabulka 6
sloudenina Ki (uM)
>20
‘15

2,9
0,4

- U W R
wm
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Dalsi inhibitory p38 podle vynadlezu také inhibuji

G4&innost ATPasy p38..
C.  InhibiCe“IL-1, TNF, ILf6 a IL-8
| Produkce v LPS—stimulovan?ch PBMC

Inhibitory se sefiové z¥edi v DMSO z 20 mM zasobniho
roztoku. P¥ipravi se alespoil 6 seriovych ”zfedéni. Potom se
p¥ipravi 4x inhibitorové z&sobni roztoky p¥idédnim 4 ul
inhibitorového z¥eddni na 1 ml RPMI1640 média/lo% fetdlni
hov&zi sérum. 4x inhibitorové z&sobni roztoky obsahuji
inhibitor v koncentracich 80 uM, 32 uM, 12,8 uM, 5,12 pM,
2,048 pM,'O,819 uM, 0,328 uM, 0,131 uM, 0,052 uM, 0,021 uM atd.
4x inhibitorové zidsobni roztoky se p¥ed pouZitim pfedehfeji na
37 ec. |

Buﬁky’ ze sraZenych leukocytd z lidské éerstvé, krve se
oddéli od ostatnich bun&k ve Vacutaineru CPT od firmy Becton &
Dickinson (obsahujici 4 ml krve a dostatek.DPBS bez Mgé*/Ca2+ k
naplnéni trubice) centrifugaci p¥i 1500 x g po dobu 15 minut.
Periferni krevnf mononukledrni buky = (PBMC) umist&né na
vrcholu gradientu ve Vacutaineru se odstrani a promyji se
dvakradt RPMI1640 nediem/lo% fetélnim hov&zim sérem. PBMC se
shromaZdi centrifugaci p¥i 500 x g po dobu 10 minut. Celkovy
polet bunék se stanovi za\pouiiti Nedbauerovy komory bunék a
butky se upravi na koncentraci 4,8 x 10° bun&k/ml v mediu
kultury bunék (RPMI1640 doplné&ném 10% fetdlnim hov&zim sérem) .

Alternativn& se p¥i testu pouZije  p¥imo celd “krev
obsahujici antikoégulaéni ¢inidlo. »

Do kazZzdé jamky 96-jamkové désky pro bunélnou kulturu se
umisti 100 upl buné&fné suspense nebo celd krev. Potom se k
bunikdm p¥idd 50 ul 4x inhibitorového zisobniho roztoku.

Nakonec se p¥idd 50 ul lipopolysacharidového (LPS) pracovniho

zdsobniho roztoku (16 ng/ml v mediu bun&Zné kultury), &imZ se

ziskd konednd koncentrace 4 ng/ml LPS v testu. Celkovy

testovaci objem nosiCové kontroly se tak upravi na 200 pl

-

p¥iddnim 50 pl media bun&&né kultury. PBMC butiky nebo celd
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krev se potom inkubuje pfes_noc (po dobﬁ 12 ‘aZ 15 hodin) pri
teploté 37 °C s 5 % CO, ve vlhké atmosfére. |

Nésledujicivden se burlkky misi v tfepaécerpo dobu 3 a¥ s
minut p¥ed centrifugaci p¥i 500 x g po dobu 5 minut. Sklidi se
supernatanty buné&&né kuitury'a analysuji se pomoéi‘ELISA pro
hladiny IL-1b (R & D Systems, Quantikine kits, #DBL50), THN-«
(BioSource, #KHC3012), IL-6 (Endogen;' #EH2-IL6) a IL-8
(Endogen,‘#EHZ—ILs)'podle instrukci vyrobce. ELISA Udaje se
éouéiji pro vytvoreni k¥ivek davka-odezva, z nichz se odvodi
hodnoty IC,,. |

Vysledky pro test kinasy ("kinasa", pododstavec A vy&e),
IL-1 a TNF v LPS-stimulovanych PEMC ('bufiky") a IL-1, TNF a
IL-6 v celé krvi ("WB") pro rlzné p38 iﬁhibitory podle

vyndlezu jsou uvedeny v tabulce 7 nile:

Tabulka 7

sl. kinasa butika IL-1 bufika TNF WB IL-1 WB TNF WB IL-§

&. ICq, ICs, - IC, IC,, ICs, ICs,
2+ ~ ND. N.D. N.D. N.D. N.D.
3+ N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
5 + N.D. N.D. N.D. 'ND.  ND.
6 4+ ++ + ND.  ND.  ND.
7+ £ 4 N.D. N.D.  N.D.
8 + + 1 + hLDt N.D. N.D.
9 + o+ " N.D. ND.  ND.
10 + N.D. N.D. N.D. N.D.  N.D.
11+ + + ~N.D. N.D. N.D.
12 ++ ++ ++ + + +
13+ o+ +  ND. N.D. N.D.
14 + ++ + N.D. N.D. N.D.

15 + o+ 4+ " N.D. N.D. N.D.
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kinasa burika IL-1 butika TNF WB IL-1 WB TNF WB IL-§
1C,,
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N.D.
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- N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
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sl. kinasa buiflka IL-1 bufika TNF WB IL-1 WB TNF WB IL-§

&, ICs, IC,, . IC., IC,, IC,, IC,,
47 4+ ++ + N.D:  N.D. N.D.
48  ++ ++ +  ND. N.D. N.D.
49  ++ R o + + +
50 + N.D. ND.  ND.  ND.  ND.
51  ++  ND. N.D. N.D. N.D. N.D.
52 ++ N.D. ND.  ND.  ND.  ND.
53  +++ et 4+ +++ 4+ Q—_—
101 ++ +++ +4+ | + + C oA+
102  +++ 44+ s + ++ ++
103 +++ : +++ +++ + +-i; : ++
104 ++ ++ ++ + + + ‘
105  ++ + o+ N.D. N.D. N.D.
106 +++ +++ P + 4 o+t |
107 ++ -+ 4 - N.D. N.D. N.D.
109  +++ e +++ o+ + f++
108 +++ ++ +4++ . ot +++
110 ++  +  + . ND.  ND.  ND.
111 ++ + : + N.D. ~N.D. N.D.
112  ++ ++ + - +' o+ +
113 +++ +++ ++ + + ' +
114 +++ +++ s ++ ++ : +++
115 +++ ++4 B + + +
116  +++ +++ 4+ + + +
117 +++ 4t 4+ 4 ++ e+
118 ++ ++ ++ + + +
119  ++ N.D. N.D. N.D. N.D N.D
720 N.D. ++ + + + +
121 - +++ ++4 ++ + + +
122 ++- ++ + + + +
123 ++ -+ ++ + - + +
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sl. kinasa bufika IL-1 bufka TNF WB IL-1 WB TNF WB IL-6

v

&, IC, 1C,, I1c,, IC,, ICs, ICs,
301

302 +++ . ++ T+ + +
303 + + + + + +
304 + + + + + +
305 H++ +++ + + + +
306 ++ ++ + + ‘ + +

- 307 +++ +-§- + + + +
308 + N.D. N.D. N.D. N.D.  ND.
309 ++ ++ ++ + + +
310 ++ + .+ N.D. N.D. N.D.
311 ++ + + N.D. N.D. ND.
312  +++ ++ + + + +
313 ++ 4+ '+  ND. N.D. N.D.
314+ N.D. N.D. N.D. N.D. » N.D.

- 315 + N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
316 + N.D. ND.  ND.  ND. N.D.
317+ + + ND.  ND.  ND.

318 ++  ND.  ND. ND.  ND.  ND.
319 + N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
320 +++ ++ ++ N.D. ~ N.D. N.D.
321 + N.D. ND.  ND.  ND. N.D.
322 ++ + + N.D. N.D. N.D.

- 323 ++ ++ ++ - N.D. N.D. N.D.
324 4+ ++ + N.D. N.D. N.D.
325 e o o +4+ ++ + N + +
326 + N.D. N.D. N.D. “N.D. N.D.
327 ++  ND. ND.  N.D: N.D. N.D.
328 + ~ N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
329 ++ ++ + + + -+
330 + N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

331 +  ND. ND. . ND. ~ ND. N.D.
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332 ++ ++ + . + +' v +
333 ++ +  +  ND N.D. N.D.
334+ N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
335‘ ++ + + + + +
] 336+ N.D. ND.  ND.  ND. N.D.
337 + N.D. ND.  ND.  ND. N.D.
- 338 + ND. - ND. N.D. ND.  ND.
339 + N.D.  ND. N.D.  ND. N.D.
340 + N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
341 ++ ++ ++ N.D. N.D. N.D.
342+ N.D. N.D. N.D.  ND. N.D.
343 + N.D. 'N.D. ND. ND. N.D.
344+ ND.  ND. N.D.  ND. N.D.
345 + N.D.  ND. N.D. ND.  N.D.
346 ++ + + | + + B
347 + N.D. ND.  ND. ND.  ND.
348 + N.D. N.D. N.D.  N.D. N.D.
349 + ++ + + + +
350 + ++ + ‘N.D. N.D. N.D.
351 + + + N.D.  ND. N.D.
352 + + _ND.  ND.  ND.  ND.
353 4+ + + N.D. N.D. = N.D.
354 + N.D. ND.  N.D. N.D. . N.D.
355 + N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
356 + N.D.. N.D. N.D: N.D. N.D.
357 + _.N.D. N.D.  ND. N.D. N.D.
358 ++ 4 ¥ N.D. N.D. N.D.
359 + N.D. . N.D. N.D. N.D. N.D.

360 + N.D. N.D. "N.D: N.D. N.D.




sl.

w

&,

361
362
363

364

- 365

366
367
368
369
370
371
372
373
374

375

376
377
378

379
380

381
382
383
384
385
386
387
388

389

390

ICq,

++
+++
+4++

et

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

++
+++
+4+
+++
+4+
-
++
—
+++
+++
++

++

4+

++

++

++

+4+

e

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
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ICso

++
++
++
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D..
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

SRRRARS

ICs,

N.D.
.
+
+
N.D.
N.D.

N.D.
 N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D:
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

ICs,

N.D.

+
-+

+

- N.D.

N.D.
N.D.

ND.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

IC,,

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.

'N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

kinasa bufika IL-1 buiika TNF WB IL-1 WB TNF WB IL-6
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391
392
393
394
395
396
397
398

1301
401
402
403
404
405
406

- 407

408
409

410
411
412

++
++

++

et

+++

e

N.D.
399

+++
+++
+++
+++
+++
et
+4++
++
++
+++
+++
+++
+++

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
" N.D.
N.D.

++
4
+++
+++
+++
+
++
+++
+++
+++
+++

N.D.

N.D.
N.D.
N.D. -
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
++
+++
+++
+++

++

++

+++

+++

St

N.D.

10

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

-+
.
.

+

N.D.

N.D.

N.D.
N.D.

-+

+4

+

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.

 ND.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
-N.D.
N.D.
+
+
+
+
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

-+

++

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
.
.

++

+

" N.D.

N.D.
N.D.
N.D.

++

++

.
3
.
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IC,, hodnoty pro kinasu, "+++" znamend <0,1 uM, "4++"
znamend mezi 0,1 a l;O UM a "+" znamena >1,0 uM. Pro- bun&&ny
IL-1 a TNF hodnoty, R znaméné <0,1 pUM, "++" znamend mezi
0,1 a 0,5 uM a "+" znamend >0,5 uM. Pro celou krev (WB")

hodnoty, "+++" znamend <0,25 uM, "++" znamend mezi 0,25 a 0,5
Y L

UM a "+" znamend >0,5 uM. Ve vSech testech uvedenych v tabulce

niZe "N.D." znamend, Ze hodnoty nebyly stanoveny.

Dalsi p38 inhibitory podle - vyndlezu také inhibuji

fosforylaci EGF peptidového receptoru a produkci IL-1, TNF a

IL-6, jakoz i IL—8:VILPS—Stimulovanych PBMC nebo v celé krvi.
D. Inhibice IL-6 a IL-8

Produkce v IL-l-stimulovanych PBMC /

Tento test se provddi na PBMC presné& takovych, jak bylo
uvedeno vyde, krom& toho, Ze se k testu pfidé 50 ul IL-1b
pracovniho zasobniho roztoku (2 ng/ml media bunédné kultufy)
mistO'LPS'pracovniho zdsobniho roztoku. )

Supernatanty bunécné kultury se sklidi, jak je popséno
vyse, a analysuji se pomoci ELISA na hladiny IL-6 (Endogen,
#EH2-IL6), a IL-8 (Endogen, #EH2-IL8) '‘podle instrukci vyrobce.
ELISA ddaje se pouZiji pro vytvofeni kfivek dévka—odezvé, z
nichZz se odvedi hodndty ICs,. ‘

vysledky p38 inhibitoru, ~slouceniny 6, jsou uvedeny v

tabulce 8 niZe:

Tabulka 8
testovany cytokin ICs, (UM)

IL-6 0,6
IL-8 . 0,85
E. Inhibice LPS vyvolané prostaglandinové endoperoxid

syntasy-2 (PGHS-2 nebo COX-2) Indukce PBMS
Lidské periferni mononukledrni burtky - se iSoluji ze

sraZenych = leukocytd &erstvé 1lidské krve ‘centrifugaci ve

Vacutainer CPT (Becton & Dickinson). 15 x 10° bun&k se nao&kuje
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~do 6-jamkové desky pro tkéaiovou kulturu bbsahujici RPMI 1640
doplnény 10% fetdlnim hovézim‘sérem, 50 U/ml penicilinu, 50
ug/ml streptomycinu a 2 mM L-glutaminem. P¥ida sé sloudenina 6
(vyse) na 0,2, 2,0 é 20 UM koned&né koncentrace v DMSO. Potom
se pfidé LPS na koneénou koncentraci 4 ng/ml, éimi se vyvola
exprese enzymu. Koneén? objem'kultury je 10 ml na jamku.
~Po inkubaci p¥i teplot& 37 °C a 5 % CO2 ptes noc se
sklidi butky. sedkrdbanim a néslednou centrifugaci, potom se
odstrani supernataﬁt_ a butky se promyji dvakrat ledové
studenym DPBS (Dulbecco fosfdtem pufrovany -solny roztok,
BioWhittaker). Builky se lysuji na ledu po dobu 10 minut v 50
nl studeného lysového pufru (20me'Tris—HCl;’pH 7,2, 150 mM
NaCl, 1% Triton-X-100, 1% deoxycholovad kyselina, 0,1% SDS, 1
mM EDTA, 2% aprotinin (Sigma), 10 ug/ml pepstatin, 10 pg/ml.
leupeptin, 2 mM PMSF, 1mM benzamidin, 1 wmM DTT) obsahujicim 1
ui Benzdnasy (DNAasa od firmy Merck). Koncentrace proteinu v
kaZzdém vzorku se stanovi za pouiiti' BCA testu (Pierce) a
albuminu hov&ziho séra jako standardu. Potom se koncentfade
proteinu v kazdém vzorku upravi na 1 mg/ml studenym lysovym
pufrem. Ke 100: ul 1lysatu serbpfidé stejny objem 2xSDS PAGEV
pufru a vzorek se va¥i po dobu 5 minut. Proteiny (30
mg/prouiek) se frakcionuji podle velikosti na 4 a¥ 20% SDS
‘PAGE gradientovychigelech (Novex) a potom se eiektroforeticky
pfendseji na nitrocelulosovou membrdnu po dobu 2 hodin p¥i 100
mA v Towbinové ptenosovém pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin)
obsahﬁjicim 20 % methanolu. Membréné se predem ZPracovavd po
dobu 1 hodiny p¥i teploté mistnoéti blokovacim pufrem (5%
netué¢né suSené mléko v DPBS doplnéné 0,1% Tweenem-20) a
promyje se t¥iktrdt v DPBS/0,1% Tween-20. Membridna se inkubujev
p¥es noc p¥i teploté 4 °C s 1:250 <Yedénou monoklonadlni
protilatkou anti-COX-2 ‘(Transduction Laboratories) v
blokovacim pufru. Po 3 pfomytich v DPBS/0,1% Tweén~20 se
membrana inkubuje 1:1000 fedénou‘kfenovou peroxidasou sSpojenou

s ovéim antisérem na my3i Ig (Amersham) v blokovacim pufru po
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dobu 1 hodiny p¥i teploté mistnosti. Potom se membrana promyje

t¥ikrat v DPBS/0,1% Tween-20 a pro stanoveni hladiny exprese

' COX-2 se pouZije ECL detek&ni systém (SuperSignal™ CL-HRP

Substrate System, Pierce) .

V?sledky vySe uvedeného testu naznaéuji, Ze sloucenina. 6
inhibuje LPS vyvolanou PGHS-2 expresi v PBMC. ,

I kdyZ je zde uvedena Yada provedni podle wvynalezu, Jje
samzfeﬁmé, ze zakladni smysl lze ménit, d<imZ se ziskaji daléi

provedeni pouéitelné.pfi zpUsobu podle vynélezu.
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PATENTOVE “NAROKY

1. Sloudenina obecného vzorce Ia nebo Ib

kde

kazdy ze substituentd Q, a Q, je nezavisle vybran ze skupiny

zahrnujici pétidlenné aZ Sestidlenné aromatické karbocyklické

nebo heterocyklické kruhové systémy nebo osmi&lenné a3
desetidlenné bicyklické kruhové systémy obsahujici aromatické
‘ karbocyklické kruhy/ aromaﬁické heterocyklické kruhy nebo
kombinaci aromatického karbocyklického kruhu a aromatického
heterocyklického kruhu,

o je substituovdno 1 -aZz 4 substituenty‘ nezéviSle
vybfén?mi ze skupiny. zahrnujici atom halogenu, alkylovou
skupinu s 1 aZ 3 aﬁomy vuhliku, popIipadé substituovanou
skupinami NR”,, OR”, CO,R™ nebo CONR”,, skupinu Ofalkyl, kde
alkylova Cast md 1 az 3 atomy uhliku, pop¥ipadé& substituovanou
skupinami NR”,, OR”, CO,R” nebo CONR~,, dile skupiny NR”;, OCF,,
CF;, NO,, CO,R”, CONR”, SR”, S(0,)N(R"),, SCF,, CN, N(R")C(O)R*,

N(R’&C(O)OR‘, N(R7)C(O)C(O)R*, N(R")S(0O,)R*, N(R")R*, N(R%),, ORY,

OC(O)R*, OP(0);H,, nebo N=C-N(R"), a

| Q, je pop¥ipadé substituovano az 4 substituenty'nezévisie
vybranymi ze skupiny Zahrnujici atom halogenu, alkylovou
skupinu s 1 aZz 3 atomy uhliku s p¥imym nebo rozvétvenym
fefézcem, popfipad€ substituovanou skupinami NR”,, OR”, CO,R”,
S(0,)N(R”),, N=C-N(R"),, R’ nebo CONR",, skupinu O-alkyl, kde
alkylové Cast ma 1 azZ 3 atbmy uhliku, pop¥ipad& substituovanou

-

skupinami NR”°,, OR”, CO,R”, S(0,)N(R"),, N=C-N(R”),, R® nebo




M
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CONR”,, dale skupiny NR”,, OCF,, CF,, NO,, CO,R”, CONR", R®, OR’,
NR?, SR?, C(0)R*, C(O)N(R7)R?, C(O)OR’, SR”, S(0,)N(R"),, SCF,,
Nﬁc—N(R’)z, nebo CN, '

' kde R~ je vybrdno ze skupiny zahrnujici atom vodiku,
alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku, alkenylovou skupinu
se 2 aZ 3 atomy uhliku nebo alkinylovou skupinu, fenylovou
skupinu nebo fenylovou skupinu substituovanou 1 a% 3
subStituénty nezévisle vybranymi ze skupiny ~zahrnujici atom
halogenu, methoxyskupinu, kyanoskupinu, nitroskupinu,
aminoskupinu, hydroxyskgpinu, me£hylovou skupinu nebo
ethylovou skupinu,

R’ jé vybrdno ze skupiny zahrnujici pétidlenné aZz
Yestidlenné aromatické karbocyklické nebo .heterocyklické
kruhové systémy, a B |

R* je alkylovad skupina s 1 aZz 4 atomy uhliku, popt¥ipadé
substituovand skupinami N(R7),, OR”, CORR”, CON(R7), - nebo
SO,N(R?*),, nebo pétillenny aéi éestiélenn? karbocyklicky nebo
hetérocyklicky kruhovy systém, pop¥ipadé substituovan?
skupinami N(R”),, OR”, COR”, CON(R”), nebo SO,N (R?) ,,

X je vybrano =ze skupiny zahrnujici -S-, -0-, =-5(0;)-,

-s(0) -, -S(0,) -N(R?) -, -N(R?) -8 (0,) -, -N(R?)-C(0)0O-,
0-C(0)-N(R?) -, . -C(0)-, =-C(0)0-, -0-C(0)-, -C(O)-N(R")-,
SN (R?)-C(0) -, -N(R?)-, -C(R?),- nebo -C(OR?),-,

ka?dé R je nezéavisle vybréno ze skupiny zahrnujici atom
vodiku, -R?®, -N(R?),, -OR?, -SR?’, -C(O)-N(R%),, ~5(0,) -N(R?), nebo
-C(0) -OR?, ptridemZz dvé pfilehlé R jsou poptripad& vazana jedno
na druhé a spolu s kaZdym Y; ke kterym jsou vazana, tvori
étYfélénny a¥ osmi&leny karbocyklicky nebo heterocyklicky
kruh, |
| R> je vybrdno ze skupiny zahrnujici atom vodiku, alkylovou
skupinu s 1 a¥% 3 atomy uhliku nebo alkenylbvou skupinu se 2 az
3 atomy uhliku, které ‘jsou. ob& popripadé Substituovény
skupinami -N(R7),, -OR”, -SR7, -C(0)-N(R7),, —S(Ozg—N(R’)w

-C(0)-OR”, nebo R?,
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Y je N nebo C,

A, jé-li p¥itomno, je N nebo CR”,

n je-0 nebo 1, a '

R;rje vybrédno ze skupiny zahrnujici atom Vodiku} alkylovou
skupinu s 1 aZ 3‘atomy uhliku, OH, nebo -0-alkyl,

kde alkylova
C4st md 1 aZ 3 atomy uhliku.

2. Sloulenina obecného vzorce Ic nebo Id

| Q T“
R 0 Y. _R
N N .
ﬁ)\( Y (Ic) N Y (1d)
)\ ~
n / : .

/

RSN

kde A, @, Q, R, R7, X, Y a n maji vyznam uvedeny pro

slougeniny obecnych vzorcld Ia a Ib, a

R® je vybrédno ze skupiny zahrnujici atom vodiku, skupiny
-CR",0H, -C(O)R*, -C(O)OR*, -CR”,0PO,H, a -PO,H,.

3. Sloucdenina obecného vzorce Ie, IFf, Ig nebo Ih

'R R : :
N / , R R
Q, Y—Y | Q, _ N\ 4

4 \>__X/ (Ie) Q1\N /Y \: X/Q2 (If)

o N=(A)n : N=(A
BV | 0=< (A

NH,
Q, \Y—-Y | | ' . R __Y/R |
O 2l N :
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kde
Q, je péticlenny az éestiélenn? aromaticky karbocyklicky

nebo heterocyklicky . kruhovy isystém, nebo oémiélenn? az

desetic¢lenny bicyklicky kruhovy systém obsahujici aromatické

karbocyklické kruhy, aromatické heterocyklické kruhy nebo
kombinaci aromatického karbocyklického kruhu a aromatického
heterocyklického kruhu, kde @, Jje substituovéﬁo 1 az. 4
subsﬁituenty, z nichZz kaZdy ije nezavisle Vybrén. ze. skupiny
zahrnujici atonl‘halogeﬁu, alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy
uhliku, popfipadé substituovanou skupinami ~NR7,, OR”, CO,R~
nebo CONR”,, skupinu O—élkyl, kde alkylova ééét m& 1 aZz 3 atomy
uhliku, popripad€ substituovanou skupinami NR”,, OR”, CO,R”
nebo CONR";, dale skupiny NR”,, OCF;, CF,, NO,, CO,R”, CONR~,
SR”, S(0,)N(R7),, SCF,, CN, ~N(R")C(O)R*, »N(R’)C(O)OR%
N(R")C(0)C(O)R*, N(R")S(0,)RY, N(R)R', N(R),, OR*, OC(O)R",
OP(0);H,, nebo N=CfN(R')2va

A, Q,, Q,, R, R7, X, Y a nmaji vyznam uvedeny v ndroku 1.

4. SlouZenina podle kteréhokoliv z nirokd 1 a% 3, kde Q,
je vybrdno ze skupiny zahrnujici fehylovou nebo pyridylovou
skupinu obsahujici 1 aZz 3 substituenty nezdvisle vybrané ze
skupiny zahrnujici atom chloru, atom fluoru, atom bromu, -CH,,
-OCH;, -OH, -CF,, -OCF,, -O(CH,),CH;, -NH,, 3,4-methylen-
dioxyskupinu, -N(CH,),, -NH-S$(0,)-fenyl, eNH—C(O)O—CH2-4—pyri—
din, -NH-C(O)CH,-morfolin, -NH-C(O)CH,-N(CH,),, -NH-C(O)CH,-pi-
perazin; -NH-C(0O) CH,-pyrrolidin, ' -NH-C(0)C(0O) -morfolin, .
-NH-C(0) C(0) -piperazin, . “NH-C(0)C(0) -pyrrolidin,

-0-C(0O)CH,-N(CH,;), nebo -0-(CH,),-N(CH,), a kde alespori jeden z

t&chto substituentd je v poloze ortho.

5. Sloudenina podle néroku 4, kde Q, obsahuje alespofl dva

substituenty, pridemZ oba jsou v poloze ortho.
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6. SlouCenina podle néroku 4, kde Q, je vybrano ze skupiny

zahrnujici:

OCHz

F Hsco//;j\ocm
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7. SloucCenina podle nédroku 6, kde Q, je vybrdno ze skupiny

zahrnujici  2-fluor-6-trifluormethylfenyl, 2,6-difluorfenyl,
2,6-dichlorfeny1,‘ 2—chlorF4—hydroxyfenyl, 2-chlor-4-amino-
fenyl, 2,6-dichlor-4-aminofenyl, 2,6-dichlor-3-aminofenyl,

~2,6-dimethyl-4-hydroxyfenyl, 2—methoxy-3,5—dichlor—4—py;idyl;
2-chlor—4,SFmethYlendioxyfenyl "nebo  2-chlor-4- (N-2-morfolino-

acetamido) fenyl.

8. Slougenina podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 3, kdebQ2
je vybrdno =ze skupiny zahrnujici bfenylovou nebo  pyridylovou
skupinu a kde Q, pop¥ipadé dbsahuje aZz do 3 substituentd, z
nichz kaédy‘ je nezavisle vybran ze skupiny =zahrnujici atom
chloru, atom fluoru, atom bromu, methylovou skupinu, ethylovou
skupinu, isopropylovou skupinu, -OCH,, -OH, -NH,, -CF,, -OCF,,
-SCH,,  -OCH,,  -C(O)OH,  -C(O)OCH,,  -CH,NH,,  -N(CH,),,

‘—CHz—pyrrolidin a -CH,OH.
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9. Sloudenina podle ndroku 8, kde Q, je vybrdno ze skupiny

zahrnujici:

' EOH COzH oc:H3 CF‘3

. ’ , o CHs ‘ Cl

OCH3 OCH3 : OCH3 3
F | S
/@( CHy——CH |
T C
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O

| ENHz

N(CHa)z

Ci

Cl

OH

N(CHz)2

-

Q/F
CO2H

HZNJ\NH

HZN’I\NH

)%I fi | g




Cl ' ;
NH NH NH

COH ., \_/ L_/‘

/©/F /@/F /©/F /©/F/,
 CH, e F OH
nesubstituovanou 2-pyridylovou skupinu nebo nesubstituovanou

fenylovou skupinu..

10. Sloucenina podle ndroku 9, kde Q, je ~vybréno ze
skupiny zahrnujici fenyl, 2—isopropylfenyl, 3,4-dimethylfenyl,
2—ethylfenyl, 3-fluorfenyl, 2-methylfenyl, 3-chlor-4-fluor-
fenyl, 3-chlorfenyl, 2-methoxYkarbonyifenyl, 2-karboxyfenyl,
2-methyl-4-chlorfenyl, 2-bromfenyl, 2-pyridyl,  2-methylen-
hydroxyfenyl, 4-fluorfenyl, 2-methyl-4-fluorfenyl,
2—chlor—4—fluorfenyl/ 2,4—difluorfeny1, 2—hydroxy—4—f1uorfenyli
nebo 2—methylenhydroxy-4—fluorfenyl. |

11. Sloucenina podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 3, kde X
je vybrano ze skupiny zahrnﬁjici -S~-, -0-, =-8(0;)-, -S(0)-,
-NR-, -C(R,-) nebo -C(O)-. ‘

12. Sloulenina podle naroku 10, kde X je S.

13. Sloudenina podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3, kde n

je 1 a A je N.
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14. Slou&enina podle kteréhokoliv z narokd .1 a¥ 3,

kazdé Y je C.

15. Sloulenina podle ndroku 14, kde kaZdé R pr¥ipojené k Y
je nezdvisle vybréno ze skupiny zahrnujici atom vodiku nebo

methylovou skupinu.

16. Sloudenina podle naroku 1, kde sloudenina je vybréna
ze skupiny zahrnujici kteroukoliv ze sloudenin 2 aZz 3 nebo 5

az 53, jak jsou uvedeny v tabulce 1.

17. Sloulenina podle naroku 2, kde sloulenina je vybrana
ze skupiny zahrnujici kteroukoliv ze sloudenin 101 az 145, jak
jsou uvedeny v tabulce 2.

18. Sloulenina podle naroku 3, kde Q, je substituovino 2
aZ 4 substituenty, prtrilem?Z alespoil jeden z té&chto substituentl

je p¥itomen v poloze ortho vzhledem v mistu pF¥ipojeni Q, na

zbytek inhibitoru.

19. Sloudenina podle naroku 18, kde ob& polohy ortho jsou

obsazeny jednim z uvedenych nezavisle vybranych substituentui.

20. Sloucenina podle naroku 19, kde Q, je monocyklicky
karboéyklick? kruh a kaid? z uvedenych orthosubstituentd na Q,
je nezidvisle vybran ze skupiny zahrnujici atom halogenu nebo

methylovou skupinu.

21. SlouCenina podle naroku 19, kde Q, obsahuje 1 aZ 2
subétituenty' krom& uvedenych orthosubstituentl, p¥idemZ tyto

dalsi substituenty jsou nezavisle vybrany ze skupiny

zahrnujici NR”,, OR”, CO,R", CN, N(R”)C(O)R*, N(R")C(O)OR?,

N(R7)C(0O)C(O)R*,
OP(0),H,, nebo N=C-N(R7),.

N(R")S(0,)R', N(R")R', N(R%),, OR', OC(O)R",
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22. Slouéenina podle naroku 3,7 kde touto sloudeninou je
sloudenina obecného vzorce Ie a je vybrana z. jakékoliv

slougeniny 201 nebo 203 aZ 209, jak jsou uvedeny v tabulce 3.

23. Sloucenina podle naroku 3, kde touto slouceninou je
slouenina obecného wvzorce 1Ig a Jje vybrdna =z jakékoliv
sloueniny 202/301, 302 aZ 399 nebo 1301, jako jsou uvedeny v

tabulce 4.

24 . Sloucenina podle naroku 3, kde touto slou&eninou je
sloudenina obecného vzorce Ih a je kvybréna z Jjakékoliv

slouleniny 401 az 412, jak jsou uvedeny v tabulce 5.

25. Farmaceuticky prostfedek, vy znacduijici
s e t i m , Ye obsahuje mnoZstvi sloudeniny podle
kterédhokoliv z ndrokd 1 aZ 3, které G&inn& inhibuje p38, a

farmaceuticky p¥ijatelny nosic.

26. Zpusob oSet¥ovani nebo prevence zanétlivych
onemocnéni, autoimunnich onemocnéni, destruktivnich poruch
kosti, proliferadnich poruch, infek&nich onemocnéni,
neurodegenerativhich onemocn&ni, alergii, reperfuse/ischemie
p¥i mrtvici, srdednich zachvatd, angiogennich poruch, hypoxie
organd,  vaskularni hyperplasie, srdeéni hypertrofie,
thrombinem vyvolané agregace desticek nebo stavi spojenych s.
prostaglandinovou endoperixidasa syntasou-2 u pacientq,

vyznadcuijilci s e t Iim, Ze se témtod pacientum

podava prost¥edek podle naroku 25.

27. ZpUsob podle naroku 26, vyznadcuijicli s e

t i m Ze tento zpusob se pouzivd pro oSet¥fovani nebo

14
prevenci zanétlivych onemocnéni vybranych ze skupiny

zahrnujici akutni pankreatitidu, chronickou pankreatitidu,

astma, alergie nebo syndrom respiradni dzkosti u dospélych.
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28. Zpusob podle naroku 26, vyznaduijici s e
t i m , %e tento zplisob se pou?ivad k o$et¥ovani nebo prevenci

autoimunnich onemocnéni vybranych ze  skupiny zahrnujici

glomerulonefritidu, revmatickou arthritidu, systemicky' lupus

erythematodes, ‘gklerodermii, - chronickou . thyroiditidu,
Gravesovo onemocnéni, autoimunni gastritidu, diabetes,
autoimunni hemolytickou anemii, autoimunni  neutropenii,

thrombocytbpenii, atopickou dermatitidu, chrdnickou aktivni
hepatitidu, mYastenii gravis, roztrouSenou sklerosu, zanétlivé

- -

st¥evni onemocn&ni, vIedovou kolitidu, Crohnovo onemocnéni,

- v ~

- psoriasu nebo onemocnéni $tdp versus hostitel.

29. Zplusob podle naroku 26, vyznaduijic i s e

t im ' %e tento zplsob se pouziva k odet¥ovani nebo prevenci

!

-

desﬁruktivnich chorob kosti vybranych ze -skupiny zahrnujici
osteoarthritidu, osteoporosu nebo mnohodetny myelom spojeny s
kostmi. ' |
30. Zplsob podle naroku 26, v y z n a Eujici s e
t { m , #%e tento zpusob se pouziva k oSet¥ovani nebo prevenci .
proliferadnich onemocn&ni vybranych ze .skupiny zahrnujici
akutni myelogenni leukemil, chronickou myelogenni leukemii,
metastaticky melanom, Kaposiho sarkom nebo mnéhoéetny myelom.

~ -

31. Zpusob podle ndroku 26, Vv yznadujici se
£ i m , Z%e tento zplsob se pouZiva k ofetY¥ovani nebo prevenci
infek&nich chorob‘ vybranych ze skupiny ‘zahfnujici‘ sepsi,
septick? %ok nebo Shigellosu.

'32. Zpusob podle nadroku 26, vyznadujici se
t £ m , %e tento zplsob se pouZiva k ofet¥ovani nebo prevenci
" virovych -onemocnéni vybran?ch ze skupiny zahrnujici‘ akutni

hepatitickou infekeci, HIV infekci nebo CMV retinitidu.
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33. Zpusob podle naroku 26, vyznaduijici s e
t-1m , Ze tento zplsob se pouziva k oSetrovani nebo prevenci

neurodegenerativnich chorob vybranych ze skupiny zahrnujici
Alzheimerovu  chorobu, Parkinsonovu chorobu, cerebralni
ischemii nebo neurodegeneraticni poruchy zpusobené

traumatickym poranénim.

34. ZplUsob podle naroku 26, vyznacuijici s e
t i m , Ze tento zpisob se pouZivd k odet¥ovani nebo prevenci
ischemie/reperfuse u mrtvice nebo myokardidlni ischemie,
renalni ischemie, srde&nich zéchvatﬁ, hypoxie organt nebo

thrombinem vyvolané agregace desticek.

35. Zpusob podle naroku 26, vyznadcuijilcli s e
t i m , %e tento zpisob se pouZivd k ofet¥ovani nebo prevenci
stavli spojenych s prostaglandinovou endoperoxid synthasou-2

vybranych ze Skupiny zahrnujici otok, horecku, analgesii nebo

“ bolest. \
36. Zpusob podle naroku 35, vyznadcuijici s e
t I m , e touto bolesti je bolest vybrand ze skupiny

P

zahrnujici neuromuskuldrni bolest, bolest hlavy, bolest pti
rakoving, bolest zubl nebo bolest p¥ri arthritidé.

37. Zpusob podle naroku 26, vyznadcuijici s e
t i m , Ze tento zplsob se pouziva k oSetfovani nebo prevenci.
angiogenich onemocnéni vybranych ze skupiny zahrnujici pevné

nddory, olni neovaskulisaci nebo infantilni hemangiomy.




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

