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(57)Anotace:

PredloZené Feseni se tykd novych imidazolidinovych derivatl
vzorce I, kde A, E, Z, R}, R%, R%, R* a R® majf vyznamy
uvedené v narocich. Sloudeniny vzorce I jsou cenné
farmaceuticky aktivni slouteniny, které jsou vhodné napiiklad
pro terapii zan&tlivych onemocnéni, naptiklad reumatoidni
artritidy, nebo alergickych onemocnéni. Slouceniny vzorce I
jsou inhibitory adheze a migrace leukocyt(i a/nebo antagonisté
adhezniho receptoru VLA-4, naleZejiciho ke skupiné
integrinti. Sloudeniny jsou obecnd vhodné pro terapii
onemocnént, které jsou zpisobena nezddoucim rozsahem
adheze a/nebo migrace leukocyti, nebo které jsou s nimi
spojeny, nebo pfi kterych hraji roli interakee butika.buiika
nebo buiika.matrice, zaloZené na interakcich receptori VLA-4
s jejich ligandy. Reseni se dale tyké zplisobii pifpravy
slouenin vzorce I, jejich pouzZiti a farmaceutickych
prostiedki, obsahujicich slouceniny vzorce I.
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Imidazolidinové derivaty, zpusob jejich pfipravy a jejich

pouziti jako protizadnétlivych prost¥edkl

Oblast techniky

PfedloZeny vyndlez se tykd novych imidazolidinovych derivata

vzorce I,
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kde A, E, z, R', R?, R?’, R' a R’ maji vyznamy, uvedené nize.
Slougeniny vzorce I jsou cenné farmaceuticky aktivni slou-
¢eniny, které jsou vhodné nap¥iklad pro 1lé&bu zanétlivych
onemocnéni, naptiklad reumatoidni artritidy, nebo alergickych
onemocnéni. Sloueniny vzorce I jsou inhibitory adheze a
migrace leukocytd a/nebo antagonisté adhezniho receptoru
VLA-4, naleZiciho do skupiny integrind. Sloucdeniny Jjsou obecné
vhodné pro 1éc¢bu onemocnéni, kterd jsou zplsobena neZadoucim
rozsahem adheze leukocytl a/nebo migrace leukocytli nebo jsou
s témito jevy spojena, nebo p¥i kterych hraji roli interakce
bunka-bunika nebo buika-matrice, které jsou zaloZeny na inter-
akcich receptortt VLA-4 s jejich ligandy. Vyndlez se déle tvka
zpﬁsobﬁ.pfipravy slou¢enin vzorce I, jejich pouzZiti a farma-

ceutickych prostfedkd, obsahujicich slouleniny vzorce I.

Dosavadni stav techniky

Integriny jsou skupina adheznich receptori, které hraji dile-
¥itou roli p¥i pochodech, probihajicich p¥i vazb& buifika-buiika
a vazbé bufika-extraceluldrni matrice. Maji af-heterodimerni

strukturu a vykazuji Sirokou celuldrni distribuci a velky
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rozsah evolutivni konzervace. Mezi ihtegriny pat¥i nap¥iklad
fibrinogenni receptor na destic¢kéach, ktery interaguje zvlasteé
s RGD sekvenci fibrinogenu, nebo vitronektinovy receptor na
osteoklastech, ktery specielné interaguje s RGD sekvenci
vitronektinu nebo osteopontinu. Integriny se dé&li na t¥i hlav-
ni skupiny: podrodina f2, jejimiZ reprezentanty Jjsou LFA-1,
Mac-1 a pl50/95, které jsou odpovédné zvlasté za interakce
bunka-bunka v imunitnim systému, a podrodiny Bl a B3, jejichiZ
reprezentanti hlavné zprostfedkuji adhezi bunék ke komponenttm
extraceluldrni matrice (Ruoslahti, Annu. Rev. Biochem. 1988,
57, 375). Integriny podrodiny pl, také nazyvané VLA-proteiny
(,very late (activation) antigen"“), zahrnuji pfinejmensim Sest
receptorly, které specificky interaguji s fibronektinem, kola-
genem a/nebo lamininem jako ligandy. V rodiné VLA je atypicky
integrin VLA-4 (o4pBl), protoZe je hlavné omezen na lymfoidni a
myeloidni bunfiky a v nich je odpovédny za interakce buntika-bunka
s velkym mnoZstvim jinych bunék. Tak napfriklad, VLA-4 zprost-
fedkuje interakce lymfocytd T a B s fragmentem fibronektinu z
lidské plazmy (FN), ktery vadZe heparin II. Vazba VLA-4 s frag-
mentem plazmového fibronektinu, ktery vaZe heparin II, je
zaloZena specielné na interakci se sekvenci LDVP. V protikladu
k fibrinogenovému nebo vitronektinovému receptoru, VLA-4 neni
typicky integrin, ktery véZe RGD (Kilger a Holzmann, J. Mol.
Meth. 1995, 73, 347).

Za normdlniho stavu leukocyty, cirkulujici v krvi, vykazuji
jen nizkou afinitu k vaskularnim endotelidlnim bunkam, které
vystylaji cévy. Cytokiny, které jsou uvolnovany ze zanicené
tkadné, aktivuji endotelidlni bunky a tudiZ expresi velkého
mnozZzstvi antigend na povrchu bunék. Mezi né pat¥i naptiklad
adhezni molekula ELAM-1 (,endothelial cell adhesion mole-
cule-1%, rovné&Z nazyvand E-selektin), kterd mezi jinym vazZe
neutrofily, dale ICAM~1 (,intercellular adhesion molecule-1%),

kterd interaguje s LFA-1 (,leukocyte function-associated




antigen 1) na leukocytech, a VCAM-1 (,vascular cell adhesion
molecule~1Y), kterd vaZe ruzné leukocyty, mezi jinym lymfocyty
(Osborn a spol., Cell 1989, 59, 1203). VCAM-1 je, podobné jako
ICAM-1, ¢&lenem superrodiny imunoglobulinovych gent. VCAM-1
(zpoCatku zndmd jako INCAM-110) byla identifikovana jako
adhezni molekula, kterd je indukovdna na endotelidlnich
bunikach zanétlivymi cytokiny jako TNF a IL-1 a lipopoly-
sacharidy (LPS). Elices a spol. (Cell 1990, 60, 577) ukéazali,
?e VLA~-4 a VCAM-1 tvotri par receptor—ligand, ktery zprostted-
kuje pripojeni lymfocytld k aktivovanému endoteliu. Vazba
VCAM~-1 k VLA-4 se neuskutediuje interakci VLA~4 se sekvenci
RGD, nebot VCAM-1 takovou sekvenci neobsahuje (Bergelson a
spol., Current Biology 1995, 5, 615). VLA-4 se vS3ak vyskytuje
také na jinych leukocytech, a adheze leukocytl jinych nez
lymfocytl je rovnéZ zprostfedkovana pfes adhezni mechanizmus
VCAM-1/VLA-4. VLA-4 je tak individudlnim pfikladem PBl-integri-
nového receptoru, ktery pres ligandy VCAM-1 a fibronektin
hraje daleZitou ulohu jak v interakcich bufika-bufika tak

v interakcich bufika-extraceluldrni matrice.

Cytokinem indukované adhezni molekuly hraji dileZitou roli

v rekruitmentu leukocytl do oblasti extravaskuldrni tkéné.
Leukocyty jsou rekruitovany do oblasti zanicené tkéané
pusobenim bunéénych adheznich molekul, exprimovanych na
povrchu endotelidlnich bunék, a slouZi jako ligandy pro
proteiny nebo proteinové komplexy na povrchu leukocytovych
bunék (receptory) (pojmy ligand a receptor je moZno téz
pouZzivat v obraceném smyslu). Leukocyty z krve se musi nejprve
ptipojit k endotelidlnim bunkdm, dfive neZ mohou migrovat do
synovia. VCAM-1 se vaZe na bunky, nesouci integrin VLA-4
(dB1l), jako jsou eosinofily, lymfocyty T a B, monocyty nebo
neutrofily, a tak spolu s mechanizmem VCAM-1/VLA-4 rekruituje
buniky tohoto typu z krevniho rec¢isté do oblasti infekce a do

zdnétlivych loZisek (Elices a spol. Cell 1990, 60, 577;




Osborn, Cell 1990, 62, 3; Issekutz a spol., J. Exp. Med. 199¢,
183, 2175).

Adhezni mechanizmus VCAM-1/VLA-4 je spojovadn s mnoha fyziolo-
gickymi a patologickymi pochody. Vedle cytokiny indukovaného
endotelia je VCAM-1 dile exprimovan, mezi jinym, nésledujicimi
butikami: myoblasty, lymfoidnimi dendritickymi bufikami a
tkantovymi makrofdgy, reumatoidnim synoviem, cytokinem stimulo-
vanymi neur&dlnimi bufikami, parietdlnimi epitelidlnimi bunkami
Bowmanovy dutiny, rendlnim tubuldrnim epitelem, zanicenou
tkani bé&hem odmitnuti srde&niho a ledvinového transplantétu, a
intestindlni tkani p¥i odmitani darované tkan&. Bylo rovnéz
nalezeno, Ze VCAM-1 je exprimovana v tkanovych oblastech
arteridlniho endotelu, které odpovidaji ranym aterosklerotic-
kym platdm na modelu krdlika. VCAM-1 je rovné€Z exprimovéana na
folikuldrnich dendritickych buiikdch lidskych lymfatickych
uzlin a byla nalezena na stromatickych bunkdch kostni dfeng,
nap¥iklad u my3i. Posledné uvedeny ndlez ukazuje na funkci
VCAM~1 p¥i vyvoji bun&k B. Vedle buné&k hematopoetického plvodu
byl VLA-4 nalezen rovné&Z napfiklad v melanomovych buné&cnych
liniich, a adhezni mechanizmus VCAM-1/VLA-4 je spojen

s metastazou takovych nddort (Rice a spol., Science 1989, Z24o,

1303).

Hlavni forma, ve které se VCAM-1 vyskytuje in vivo na
endotelidlnich bufikdch a kterd je dominantni formou in vivo,
je ozna&ovana VCAM-7D a nese sedm imunoglobulinovych domén.
Aminokyselinové sekvence v doménadch 4, 5 a 6 jsou podobné
sekvencim v doménach 1, 2 a 3. V daldi formé&, sestavajici ze
Sesti domén, kterd je zde oznacena jako VCAM-6D, je ctvrta
doména odstranéna alternativnim splicingem. VCAM-6D mizZe
rovn&%? vazat bunky, exprimujici VLA-4.

Dal3i detaily, tykajici se VLA-4, VCAM-1, integrinu a
adheznich proteinl, je moZno nalézt napiiklad v &léancich:

Kilger a Holzmann, J. Mol. Meth. 1995, 73, 347; Elices, Cell




Adhesion in Human Disease, Wiley, Chichester 1995, str. 79;

Kuijpers, Springer Semin. Immunopathol. 1995, 16, 379.

Vzhledem k roli, kterou hraje mechanizmus VCAM-1/VLA-4

v pochodech buné&éné adheze, které jsou dilezité nap¥iklad pfi
infekcich, zanétech nebo aterosklerdze, byly &inény pokusy
ovliviiovat poruchy, zvlasté zanéty, zasahem do téchto
adheznich pochodl (Osborn a spol., Cell 1989, 59, 1203).
Zplsob, jak toho docilit, je pouZiti monoklondlnich protilatek
smé&rovanych proti VLA-4. Monoklondlni protildtky (mAB) tohoto
typu, které jako antagonisté VLA-4 blokuji interakci mezi
VCAM-1 a VLA-4, jsou znamy. Tak napfiklad anti-VLA-4 mAB HP2/1
a HP1/3 inhibuji pfZfipojeni VLA-4-exprimujicich bunék Ramos
(,B-cell-like" buné&k) k endotelidlnim bunkam pupeléni sSnliry a

k VCAM-l-transfekovanym COS bunkém. Podobné anti-VCAM-1

mAB 4B9 inhibuje adhezi bunék Ramos, bunék Jurkat (,T-cell-
-like“ buné&k) a buné&k HL60 (,granulocyte-like™ bunék) k COS
burikdm, transfekovanych s genetickymi konstrukty, které zplso-
buji exprimaci QCAM—6D a VCAM-7D. In vitro udaje, ziskané

s protildtkami smérovanymi proti o4 podjednotce VLA-4,
ukazuji, Ze adheze lymfocytd k synovidlnim endotelidlnim
bunkam, kterid hraje roli u reumatoidni artritidy, "je blokovéana

(van Dinther-Janssen a spol., J. Immunol. 1991, 147, 4207).

Pokusy in vivo ukdzaly, Ze experimentdlni autoimunni encefalo-
myelitidu je moZno inhibovat anti-o4 mAB. Podobné& migrace
leukocytt do zanétlivého loZiska je blokovéna monoklonalni
protildtkou proti od reté&zci VLA-4. Ovliviovani VLA-4-depen-
dentniho adhezniho mechanizmu pouZitim protildtek bylo rovnéz
zkoumdno na modelu astmatu za UCelem studia role VLA-4 pri
rekruitmentu leukocytll do zanicené plicni tkané (spis
WO-A-93/13798). Podéni anti-VLA-4 protildtek inhibovalo reakci
pozdni féze a hyperreakci dychacich cest u alergickych ovci.

DileZitost VLA-4 jako cile pro terapii astmatu je podrobné




diskutovana (Metzger, Springer Semin. Immunopathol. 1995, 16,
467) .

VLA-4-dependentni mechanizmus adheze bunék byl rovnéZ studovéan
na zanétlivém st¥evnim onemocnéni (,inflammatory bowel
disease"™, IBD) u primdtl. U tohoto modelu, ktery odpovidéa
ulcerativni kolitidé& u ¢lovéka, podani anti-ad-protiléatek

vyznamné zmirnilo akutni zanét.

Nadto bylo moZno ukédzat, Ze VLA-4-dependentni adheze bunék
hraje roli v ndsledujicich klinickych stavech, vcietné
nasledujicich chronickych zanétlivych pochodl: reumatoidni
artritida (Cronstein a Weismann, Arthritis Rheum. 1993, 36,
147; Elices a spol., J. Clin. Invest. 1994, 93, 405), diabetes
mellitus (Yang a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90,
10494), systémovy lupus erythematosus (Takeuchi a spol., J.
Clin. Invest. 1993, 92, 3008), alergie opoZdéného typu
(alergie typu IV) (Elices a spol., Clin. Exp. Rheumatol. 1993,
11, S77), roztrousSend sklerdza (Yednock a spol., Nature 1992,
356, 63), maladrie (Ockenhouse a spol., J. Exp. Med. 1992, 176,
1183), aterosklerdéza (O'Brien a spol., J. Clin. Invest. 1993,
92, 945; Shih a spol., Circ. Res. 1999, 84, 345), transplan-
tace (Isobe a spol., Transplantation Proceedings 1994, 26,
867), ruzné zhoubné nadory, naptriklad melanom (Renkonen a
spol., Am. J. Pathol. 1992, 140, 763),‘lymfom (Freedman a
spol., Blood 1992, 79, 206) a dalsi (Albelda a spol., J. Cell.
Biol. 1991, 114, 1059).

Interakce VLA-4 s VCAM-1 a fibronektinem souvisi s nékterymi
patofyziologickymi pochody u kardiovaskuldrnich onemocnéni. V
in vitro buné&ném systému infiltrované neutrofily inhibuji
bunécnou kontrakci (negativni inotropie) u kardiomycett o

35 %. Tento negativni inotropni G&inek neutrofild bylo moZno
inhibovat anti-oa4 protildtkou, ale nikoliv anti-CD18 proti-
latkou (Poon a spol., Circ. Res. 1999, 84, 1245). DuleZitost

VLA-4 v patogenezi aterosklerézy byla demonstrovdna na mySim




modelu aterosklerdzy. Tak peptid CS-1, ktery je sméro#én proti
vazebnému mistu VLA-4 na fibronektinu, inhibuje rekruitment
leukocytlt a akumulaci tuku v aorté, a tim zabraliuje tvorbé
aterosklerotickych platd u aterogenicky krmenych ,LDL receptor
knockout™ my$i (Shih a spol., Circ. Res. 1999, 84, 345). Za
pouziti téhoZ peptidu CS-1 bylo dile moZno ukdzat na modelu
heterotopické transplantace srdce u kralika, Ze tvorba
vaskulopatie u trasplantdtu se miZe vyzna&né snizit blokadou
interakce VLA-4 a fibronektinu (Molossi a spol., J. Clin.

Invest. 1995, 95, 2601).

Blokace VLA-4 vhodnymi antagonisty tak nabizi G&inné moZnosti
terapeutie napriklad zv1lAasté raznych zanétlivych stavl vietné
astmatu a IBD. ObzvlA3tni duleZitost antagonistd VLA-4 pro
léd¢bu reumatoidni artritidy je zde, jak jiZ bylo ¥eceno, dana
faktem, Ze leukocyty z krve musi nejdrive adherovat k endo-
telidlnim butikdm, neZ mohou migrbvat do synovia, a Ze receptor
VLA-4 se uclastni této adheze. Skutecnost, Ze VCAM-1 je induko-
vana na endotelidlnich bunkdch zanétlivymi faktory (Osborn,
Cell 1990, 62, 3; Stoolman, Cell. 1989, 56, 907) a rekruitment
riaznych leukocyt@ do oblasti infekce a zé&nétlivych loZisek
byly jiZ diskutovany vySe. Buniky T adheruji k aktivovanému
endotelu zde pfevaZné& adheznim mechanizmem LFA-1/ICAM-1 a
VLA-4/VCAM-1 (Springer, Cell 1994, 76, 301). U reumatoidni
artritidy mé& vét3ina synovidlnich T-bunék zvy3enou vazebnou
kapacitu VLA-4 pro VCAM-1 (Postigo a spol., J. Clin. Invest.
1992, 89, 1445). Navic byla pozorovana zvySend adheze
synovidlnich T-bunék k fibronektinu (Laffon a spol., J. Clin.
Invest. 1991, 88, 546; Morales—-Ducret a spol., J. Immunol.
1992, 149, 1424). Plisobeni VLA-4 je tedy zvy$eno co se tyle
jeho exprimace i co se tyfe jeho plsobeni na lymfocyty T
reumatoidni synovidlni membrény. Blokace vazby VLA-4 k jeho
fyziologickym ligandim VCAM-1 a fibronektinu umoZniuje G¢innou

prevenci nebo zmirnéni artikuldrnich zanétlivych pochodl. To




bylo také potvrzeno pokusy s protildtkou HP2/1 na Lewisovych
potkanech s adjuvantni artritidou, u kterych byla pozorovana
u¢inné& prevence tohoto onemocnéni (Barbadillo a spol.,
Springer Semin. Immunopathol. 1995, 16, 427). Peptidomimetika
CS-1, jejichZ molekuly obsahuji jednotku kyseliny asparagové
nebo jejiho derivatu, a kterd inhibuji vazbu VLA-4 k CS-1
sekvenci v matricovém proteinu fibronektinu, jsou popsana ve
spisu WO-A-00/02903. VLA-4 je tedy z terapeutického hlediska

diilezita molekula.

VySeuvedené protildtky VLA-4, a pouZiti protildtek jako jsou
antagonisté VLA-4, jsou popsany v patentovych pfihlaskéach
WO-A-93/13798, WO-A-93/15764, WO-A-94/16094, WO-A-94/17828 a
WO-A-95/19790. Patentové p¥ihlaSky WO-A-94/15958,
WO-A-95/15973, WO-A-96/00581, WO-A-96/06108 a WO-A-96/20216
popisuji peptidické sloudeniny jako VLA-4 antagonisty. PouzZiti
protildtek a peptidickych slouc¢enin jako 1lé¢iv s sebou vS3ak
nese nevyhody, jako je napfiklad nemoZnost perordlniho podani,
snadnd degradabilita nebo imunogenni uU¢inek p¥i dlouhodobém
podavani, a tedy stdle trva potfeba antagonisth VLA-4, které
by mé&ly vyhodny profil vlastnosti pro pouZiti v terapii a

profylaxi raznych chorobnych stavi.

Spisy WO-A-95/14008, WO-A-93/18057, US-A-5 658 935,

US-A-5 686 421, US-A-5 389 614, US-A-5 397 796, US-A-5 424 293
a US-A-5 554 594 popisuji substituované péticlenné hetero-
cykly, které maji na N-termindlnim konci molekuly aminovou
skupinu, amidinovou skupinu nebo guanidinovou skupinu, a které
inhibuji agregaci desticek. Spis EP-A-796 855 popisuje dalsi
heterocykly, které inhibuji kostni resorpci. Spisy

EP-A-842 943, EP-A-842 945 a EP-A-842 944 popisuji, Ze
sloudeniny z téchto serii i1 dal3i sloucleniny pfekvapivé také

inhibuji adhezi leukocytl a jsou antagonisté VLA-4.

Spisy EP-A-903 353, EP-A-905 139, EP-A-918 059, WO-99/23063,
WO-A-99/24398, WO-A-99/54321 a WO-A-99/60015 popisuji dalsi




sloudeniny, které inhibuiji adhezi leukocytll a jsou antagonisté
VLA-4. Vlastnosti téchto slou&enin nejsou véék stdle v mnoha
ohledech uspokojivé a proto pot¥feba sloucenin s jesté lep3im
profilem vlastnosti stale trva. Spis EP-A-918 059 mezi jinym
zmitiuje derivaty imidazolidinu, ve kterych imidazolidinovy
kruh je vazan v poloze 1 své molekuly k atomu uhliku v poloze
2 ve skupiné 2-(cykloalkylalkyl)acetylaminové nebo ve skupiné
2-isgsobutylacetylaminové. Nejsou vSak vyslovné popséany
imidazolidinové derivaty vzorcé.I pfedlozeného vynalezu, které
se vyznacuji vyhodnym profilem vlastnosti a zvlasté vyrazné

zvySenou ucinnosti.

Podstata vynalezu

Pr¥edloZeny vynadlez se tykd sloulenin vzorce I
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kde

A je cyklopropylmethylovd skupina nebo isobutylova skupina;
E je skupina -CO-R®, skupina -CO-H nebo skupina ~CH,-0-R’;

Z Jje atom kysliku nebo atom siry;

R! je atom vodiku nebo methylova skupina;

R? je fenylova skupina, pyridylova skupina nebo (C;-C4)-alkylo-
va skupina, kde alkylovd skupina miZe byt substituovana
jednim nebo né&kolika atomy fluoru a fenylovad skupina miZe
byt substituovédna jednim nebo nékolika identickymi nebo
rozdilnymi substituenty z mnoZiny obsahujici (C;-C4)-alkylo-

vou skupinu, (C;-C4)-alkoxylovou skupinu, methylendioxy-
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skupinu, ethylendioxy-skupinu, atom halogenu, trifluor-

methylovou skupinu a trifluormethoxylovou skupinu;
R* a R* jsou methylovd skupina nebo trifluormethylovéd skupina;

R® je atom vodiku nebo (C1-C4) —alkylova skupina, kde alkylovy
zbytek miZe byt substituovan jednim nebo n&kolika atomy

fluoru;

R® je hydroxylova skupina, (C3-Cio)-alkoxylova skupina,
fenyl-(C1-Cg) ~alkoxylova skupina, fenyloxylova skupina,
(C1-Cg) —alkylkarbonyloxy- (C1-Cg) ~alkoxylova skupina,
fenylkarbonyloxy- (C1-C¢) ~alkoxylova skupina,
fenyl- (C;-Cq) —alkylkarbonyloxy-(C1-Cs) ~alkoxylova skupina,
(C1-Cg) —alkoxykarbonyloxy~- (C;-Cg¢) —alkoxylova skupina,
fenyloxykarbonyloxy- (Ci1-C¢) —alkoxylova skupina,
fenyl-(C1-C¢) —alkoxylkarbonyloxy- (C;~Cs) —alkoxylova skupina,
aminova skupina, mono ((C1-Cig)-alkyl)aminovad skupina nebo

di((C1-Cy0) —alkyl)aminova skupina;
R’ je atom vodiku nebo (C1-C4) —alkylova skupina;

ve v3ech jejich stereoizomernich formidch a smé&sich téchto

forem ve vSech pomérech,

a jejich fyziologicky pfijatelnych soli.

Alkylové skupiny mohou byt nerozvétvené nebo rozv&tvené. Plati
to i kdyZ nesou substituenty nebo samy jsou substituenty na
jinych zbytcich, napfiklad pro fluoralkylové skupiny, alkoxy-
lové skupiny nebo alkoxykarbonylové skupiny. P#iklady alkylo-
vych skupin jsou methylovad skupina, ethylova skupina, n-propy-
lova skupina, isopropylovd skupina (= l-methylethylovad skupina
= 1C3H7), n-butylovd skupina, isobutylovad skupina (= 2-methyl-
propylova skupina), sek-butylovd skupina (= l-methylpropylové
skupina), terc-butylovd skupina (= 1,1l-dimethylethylova

skupina), n-pentylovad skupina, isopentylova skupina,
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terc-pentylova skupina, neopentylovad skupina, n-hexylova
skupina, 3-methylpentylova skupina, isohexylovd skupina,
neohexylova skupina, n-heptylovd skupina, 2,3,5-trimethyl-
hexylova skupina, n-oktylova skupina, n-nonylova skupina,
n-decylovad skupina. Preferované alkylové skupiny jsou
methylova skupina, ethylovad skupina, n-propylovéa skupina,
isopropylova skupina, n-butylovd skupina, isobutylova skupina,
sek-butylovad skupina, a terc-butylova skupina. V alkylové
skupiné mGZe byt jeden nebo nékolik, naptiklad 1, 2, 3, 4 nebo
5, atoml vodiku nahraZeno atomy fluoru. P¥iklady takovych
fluoralkylovych skupin jsou trifluormethylovad skupina,
2,2,2-trifluorethylovéd skupina, pentafluorethylova skupina,
nebo heptafluorisopropylova skupina. Substituované alkylové
skupiny, napfiklad fenylalkylové skupiny nebo fluoralkylové
skupiny, mohou byt substituovény v jakychkoliv ZAdanych

polohéach.

Fenylové skupiny mohou byt nesubstituované nebo monosubsti-
tuované nebo polysubstituované, napfriklad mono-, di-, tri-,
tetra- nebo pentasubstituované, a to identickymi nebo odlis-
nymi substituenty. JestliZe fenylova skupina je substituovana,
nese s vyhodou jeden nebo dva identické nebo odlisné substi-
tuenty. To plati i pro substituované fenylové zbytky ve
skupinach jako je fenylalkylovad skupina, fenylkarbonylové
skupina atd. Fenylalkylové skupiny jsou napt¥iklad benzylova
skupina, l-fenylethylovad skupina nebo 2-fenylethylova skupina,
zv1a3té& benzylovd skupina, pric¢emZ v3echny tyto skupiny mohou

také byt substituovany.

V monosubstituovanych fenylovych skupindch miZe byt substi-
tuent pritomen v poloze 2, v poloze 3 nebo v poloze 4.
Disubstituovanad fenylova skupina maZe byt substituovana

v poloze 2,3, v poloze 2,4, v poloze 2,5, v poloze 2,6,

v poloze 3,4 nebo v poloze 3,5. V trisubstituovanych

fenylovych skupindch mohou byt substituenty situovény v poloze
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2,3,4, v poloze 2,3,5, v poloze 2,4,5, v poloze 2,4,6,

v poloze 2,3,6 nebo v poloze 3,4,5. JestliZe fenylova skupina
nese substituenty z mnoZiny obsahujici methylendioxy-skupinu
(-0-CH;~0~) a ethylendioxy-skupinu (-0-CH,-CH,-0-), s vyhodou
nese pouze jeden substituent z této mnoZiny (pokud je to

zaddouci, navic k ostatnim substituenttm).

Priklady substituovanych fénylonch skupin, které mohou repre-
zentovat R?, jsou 2-methylfenylovd skupina, 3-methylfenylova
skupina, 4—methylfenylové skupina, 2,3-dimethylfenylova
skupina, 2,4-dimethylfenylovd skupina, 2,5-dimethylfenylova
skupina, 2,6-dimethylfenylova skupina, 3,4-dimethylfenylova
skupina, 3,5-dimethylfenylovd skupina, 2,4,5-trimethylfenylové
skupina, 2,4,6-trimethylfenylovéd skupina, 3,4,5-tri-
methylfenylovd skupina, 2-(n-butyl)fenylova skupina,
3-(n-butyl) fenylova skupina, 4-(n-butyl)fenylova skupina,
2-isobutylfenylova skupina, 3-isobutylfenylova& skupina,
4-isobutylfenylovd skupina, 3-terc-butylfenylova skupina,
4-terc-butylfenylovd skupina, 2-methoxyfenylova skupina,
3-methoxyfenylova skupina, 4-methoxyfenylova skupina,
2,3-dimethoxyfenylovd skupina, 2,4-dimethoxyfenylova skupina,
2,5-dimethoxyfenylovd skupina, 2,6-dimethoxyfenylova skupina,
3,4-dimethoxyfenylovd skupina, 3,5-dimethoxyfenylovd skupina,
2,4,5-trimethoxyfenylovd skupina, 2,4,6-trimethoxyfenylova
skupina, 3,4,5-trimethoxyfenylova skupina, 2-(n-butoxy)fenylo-
va skupina, 3-(n-butoxy)fenylovd skupina, 4-(n-butoxy)fenylova
skupina, 2-isobutoxyfenylovad skupina, 3-isobutoxyfenylova
skupina, 4-isobutoxyfenylovd skupina, 2-terc-butoxyfenylova
skupina, 3-terc-butoxyfenylovad skupina, 4-terc-butoxyfenylova
skupina, 2,3-methylendioxyfenylova skupina, 3,4-methylendioxy-
fenylovd skupina, 2,3-ethylendioxyfenylova skupina,
3,4-ethylendioxyfenylova skupina, 2-fluorfenylova skupina,
3-fluorfenylovd skupina, 4-fluorfenylovad skupina, 2,3-difluor-

fenylova skupina, 2,4-difluorfenylova skupina, 2,5-difluor-
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fenylova skupina, 2,6~difluorfenylovd skupina, 3,4-difluor-
fenylovd skupina, 3,5-difluorfenylovad skupina, 2,4,5-trifluor-
fenylova skupina, 2,4,6-trifluorfenylovéd skupina,
3,4,5-trifluorfenylova skupina, 2,3,5,6-tetrafluorfenylova
skupina, 2,3,4,5,6-pentafluorfenylovd skupina, 2-chlorfenylova
skupina, 3-chlorfenylovad skupina, 4-chlorfenylovad skupina,
2,3-dichlorfenylova skupina, 2,4-dichlorfenylova skupina,
2,5-dichlorfenylova skupina, 2,6-dichlorfenylova skupina,
3,4-dichlorfenylovad skupina, 3,5-dichlorfenylovad skupina,
2-bromfenylova skupina, 3-bromfenylova skupina, 4-bromfenylova
skupina, 3-jodfenylova skupina, 4-jodfenylova skupina,
2-trifluormethylfenylovd skupina, 3-trifluormethylfenylova
skupina, 4-trifluormethylfenylovad skupina, 3,4-bis(trifluor-
methyl) fenylovd skupina, 3,5-bis(trifluormethyl)fenylova
skupina, 2-trifluormethoxyfenylova skupina, 3-trifluormethoxy-
fenylovd skupina, 4-trifluormethoxyfenylovd skupina, atd.

V substituovanych fenylovych skupindch v3ak mohou byt v jaké-
koliv poZadované kombinaci p¥itomny tak rozdilné substituenty,
jako naptriklad v 3-methoxy-4-methylfenylové skupiné&, 4-fluor-
-3-methoxyfenylové skupiné&, 3-fluor-4-methoxyfenylové skuping,
3,5-difluor—-4-methoxyfenylové skupiné, 3-fluor-4,5-methylen-
dioxyfenylové skupiné&, 3-fluor-4,5-ethylendioxyfenylové
skupiné&, 2-chlor-3-methylfenylové skupin&, 3-chlor-4-methyl-

fenylové skupiné, 3-chlor-4-fluorfenylové skupiné atd.

Halogen je fluor, chlor, brom nebo jod, s vyhodou fluor nebo

chlor.

Pyridylovd skupina je 2-pyridylovad skupina, 3-pyridylové
skupina nebo 4-pyridylova skupina. V pyridylovych skupinéch
miZe atom dusiku byt také v oxidované formé& a odpovidajici
slou¢enina vzorce I mlZe existovat ve formé pyridin-N-oxidu,

ktery je rovnéZ zahrnut v predloZeném vynalezu.

Fyziologicky p¥ijatelné soli sloucenin vzorce I jsou zejména

netoxické nebo farmaceuticky pouZitelné soli. Sloucdeniny
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vzorce I, které obsahuji kyselé skupiny, naptiklad karboxy-
lovou skupinu, reprezentujici skupinu E, mohou existovat
napfiklad jako soli alkalickych kovl nebo soli kovd alkalic-
kych zemin, naptiklad sodné soli, draselné soli, horecnaté
soli a védpenaté soli, nebo jako amoniové soli, jako nap¥iklad
soll s fyziologicky pfijatelnymi kvarternimi amoniovymi ionty
a adié¢ni soli s amoniakem a fyziologicky pfrijatelnymi organic-
kymi aminy jako napriklad s methylaminem, ethylaminem, tri-
ethylaminem, 2-hydroxyethylaminem, tris(2-hydroxyethyl)aminem,
o,0,a~-tris (hydroxymethyl)methylaminem (tromethaminem) nebo

s aminokyselinami, zv1lasté bazickymi aminokyselinami. Soli
kyselé slouceniny vzorce I s organickym aminem mohou obsahovat
slozky v poméru 1:1 nebo pt¥ibliZné 1:1 nebo v jiném poméru,
nap¥iklad v poméru od p¥ibliZné 1:0,5 do pfiblizné& 1:4

(1 molekula vzorce I na 0,5 aZ 4 molekuly aminu), zvliasteé

v poméru od ptiblizZné 1:0,5 do p¥ibliZné 1:2 (1 molekula

vzorce I na 0,5 aZ 2 molekuly aminu).

Sloueniny vzorce I, které obsahuji bazické skupiny, nap¥iklad
- pyridylovou skupinu, mohou byt ve formé& adicnich soli

s kyselinou, napfiklad jako soli s anorganickymi kyselinami
jako jsou nap¥iklad kyselina chlorovodikova, kyselina sirova
nebo kyselina fosforeénd, nebo jako soli s organickymi
karboxylovymi kyselinami nebo sulfonovymi kyselinami, jako
jsou nap¥iklad kyselina octovd, kyselina citronovéa, kyselina
benzoova, kyselina maleinovd kyselina fumarové, kyselina
vinnd, kyselina methansulfonovad nebo kyselina p-toluensulfo-
nova. Sloudeniny, které obsahuji jak kyselé tak bazické
skupiny, mohou byt pritomny také ve formé& vnit¥nich soli,
zwitteriontd nebo betainl, které jsou rovnéZ zahrnuty

v predloZeném vynalezu.

Soli se mohou ziskat ze sloucenin vzorce I obvyklymi postupy,

které jsou odbornikovi znamé, napfiklad smichénim s organickou
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nebo anorganickou kyselinou nebo bazi v rozpoustédle nebo

fedidle, nebo z jinych soli vyménou aniontu nebo kationtu.

Slouceniny vzorce I mohou existovat ve stereoizomernich
formdch. Pro kazdé z asymetrickych center ve sloueninéach
vzorce I, nezdvisle na jakémkoliv jiném asymetrickém centru,
je moZnd konfigurace S nebo konfigurace R, nebo smés R/S. Tedy
asymetricky atom uhliku, ke kterému je vaz&n substituent R?,
maZze mit konfiguraci R nebo konfiguraci S, nebo sloucenina
vzorce I miZe byt pfitomna vzhledem k tomuto atomu uhliku jako
smé&s R/S. Podobné asymetricky atom uhliku, ke kterému je
védzéna skupina A a imidazolidinovy kruh, mGZe mit konfiguraci
R nebo konfiguraci S, nebo sloucenina vzorce I maZe byt
pfitomna vzhledem k tomuto atomu uhliku jako smé&s R/S. VSechny
ostatni asymetrické atomy uhliku mohou podobné& mohou mit
konfiguraci R nebo konfiguraci S, nebo sloucenina vzorce I
miZe byt pritomna vzhledem ke kaZdému z té&chto atoml uhliku
jako smé&s R/S. Ve smésich R/S mohou byt individudlni stereo-

izomery pritomny v jakémkoliv poméru, véetné& poméru 1:1.

Vynadlez zahrnuje v3echny moZné stereoizomery sloucdenin vzorce
I, naptiklad ¢isté nebo pfevainé Cisté enantiomery a Cisté
nebo pfevainé Cisté diastereoizomery, a smési dvou nebo vice
stereoizomernich forem, naptriklad smé&si enantiomeru a/nebo
diastereoizomert, a to ve vSech pomé&rech. Vynalez se tedy tyka
enantiomer? v enantiomerné Cisté formé&, a to jako levotoc&ivych
i jako pravotocivych antipodli, ve formé€ racemdtl a ve formé
smé&si obou enantiomerd ve v3ech pomérech. Vyndlez se rovnéi
tykd diastereoizomert v diastereoizomerné cisté formé a ve
form& smé&si ve vSech pomérech. Jako priklady individudlnich

stereoizomerl, které vyndlez zahrnuje, jsou uvedeny slouceniny

vzorce Ia, Ib, Ic a Id.
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Pokud je to Zadouci, je moZno pripravit individudlni stereo-
izomery syntézou ze stereochemicky jednotnych vychozich 1l4tek,
stereoselektivni syntézou nebo délenim smési b&Znymi metodami,
nap¥iklad chromatografii nebo krystalizaci, u enantiomerua
napfiklad chromatografii na chirdlnich fazich. Pfed délenim
stereoizomerd je pfipadné moZno provést derivatizaci. Smés
stereoizomerd se miZe délit ve stadiu sloucdenin vzorce I nebo

ve stadiu vychozi latky nebo meziproduktu v prabéhu syntézy.

Slouceniny vzorce I podle vynadlezu mohou obsahovat pohyblivé

atomy vodiku, tj. mohou byt pfitomny v riznych tautomernich
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formach. P¥edloZeny vyndlez zahrnuje vSechny tautomery slou-
¢enin vzorce I. PredloZeny vynadlez rovnéZ zahrnuje solvaty a
adi¢ni slouceniny nebo adukty sloucenin vzorce I, nap¥iklad
adukty s vodou, tj. hydrdty, nebo adukty s alkoholy nebo
aminy. Vyndlez dale zahrnuje derivaty sloudenin vzorce I,
napfiklad estery, amidy, profarmaka a jiné fyziologicky
pfijatelné derivaty, a aktivni metabolity sloulenin vzorce I.
Vynadlez se zv1lasté tyvka také profarmak sloucdenin vzorce I,
které in vitro nejsou nutné farmakologicky aktivni, ale které
in vivo, za fyziologickych podminek, se pfemé&nuji na aktivni
sloudeniny vzorce I. Vhodn& profarmaka pro slouceniny vzorce
I, tj. chemicky modifikované derivaty sloucenin vzorce I,
majici vlastnosti zlepSené v Zadaném sméru, jsou odbornikovi
znama. Podrobnéjsi informace, tykajici se profarmak, lze najit
v literatufe (Fleisher a spol., Advanced Drug Delivery Reviews
19 (1996) 115; Design of Prodrugs, H. Bundgaard, Ed.,
Elsevier, 1985; H. Bundgaard, Drugs of the Future 16 (1991)
443) . Vhodnd profarmaka pro slouceniny vzorce I jsou zvla3té
esterova profarmaka, amidovd profarmaka, aldehydovd profarmaka
a alkoholovd profarmaka karboxylovych skupin, napfiklad
karboxylové skupiny, reprezentujici skupinu E. Tedy rovnéz
slou¢eniny vzorce I, ve kterych skupina E je hydroxymethylova
skupina, alkoxymethylovd skupina nebo formylovéd skupina a
které vykazuji in vivo antagonizmus vuc¢i VLA-4, jsou profarma-
ka sloucenin vzorce I, ve kterych E je hydroxykarbonylova
skupina. Jako pfiklady esterovych profarmak a amidovych pro-
farmak je moZno zminit (C;1-C4)-alkylestery jako jsou methyl-
estery, ethylestery, isopropylestery, isobutylestery, substi-
tuované alkylestery jako hydroxyalkylestery, acyloxyalkyl-
estery, aminoalkyl-estery, acylaminoalkyl-estery, dialkyl-
aminoalkyl-estery, nesubstituované amidy nebo N-(C;-C4)-alkyl-

amidy jako jsou methylamidy nebo ethylamidy.
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Jako p¥iklady sloucenin vzorce I podle vyndlezu je moZno uvést
nasledujici slouceniny vzorce Ie a If, které maji konfiguraci
S na atomu uhliku, nesoucim skupinu A a maji konfiguraci S na
atomu uhliku, nesoucim skupinu R?, jestliZe R? je fenylova
skupina nebo pyridylova skupina, a maji konfiguraci R na atomu
uhliku, nesoucim skupinu R*, jestliZe R? je methylova skupina.
PredloZeny vynalez se rovnéZ tykd fyziologicky p¥ijatelnych
soli sloucdenin vzorce Ie a If, naptiklad kovovych soli nebo
soli s organickymi amoniovymi kationty slouenin vzorce Ie a
If, které obsahuji karboxylovou skupinu, nebo adi&nich soli s
kyselinou u sloucenin vzorce Ie a If, obsahujicich pyridylovou

skupinu, napfiklad hydrochlorida.

R’ oCHO /k[f T\E (1e)
i @J

SlouCeniny vzorce Ie a If:

r? R3 R? A R? E
CH3 CHs CHs isobutyl fenyl COOH
CHj3 CHj CHj isobutyl fenyl COONa

CHj CHs CHj; isobutyl fenyl COOC3Hs
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R* R3 R? A R? E

CH3 CHs CHj; isobutyl fenyl CO0iC3H4
CHj3 CHj CHs isobutyl fenyl CH,0H
CH; CH; CHs cyklopropylmethyl- fenyl COOH

CH3 CHj CHj cyklopropylmethyl- fenyl COONa
CH3 CH3 CHs cyklopropylmethyl~- fenyl COOC,H5
CH; CHs; CH; cyklopropylmethyl- fenyl CO0iC3Hg
CH; CHj; CHj cyklopropylmethyl- fenyl CH,0H
CH3 CF; CF3 isobutyl fenyl COCH
CHj CF3 CFj3 isobutyl fenyl COONa
CHj CF3 CF3 isobutyl fenyl COOC,H5
CHj; CF3 CF; isobutyl fenyl CO0iC3H~
CHs CF3 CF; isobutyl fenyl CH,0H
CHj3 CF3 CF5 cyklopropylmethyl- fenyl COOH

CHs3 CFs CF; cyklopropylmethyl- fenyl COONa
CHj; CF3 CF3 cyklopropylmethyl- fenyl COOC2Hs
CHj; CF3 CF3 cyklopropylmethyl- fenyl CO0iC3Hy
CH3 CF3 CF3 cyklopropylmethyl- fenyl CH,0H
CHj CH; CHs isobutyl 2-pyridyl COOH

CHj CH3 CH; isobutyl 2~pyridyl COONa
CH; CHs CHj; isobutyl 2-pyridyl COOC,Hs
CHj3 CHj; CH; isobutyl 2-pyridyl CO0iC3Hy
CH; CHj CH; cyklopropylmethyl- 2-pyridyl COOH

CHj CHj CH; cyklopropylmethyl- 2-pyridyl COONa
CHs CHj; CHj3 cyklopropylmethyl- 2-pyridyl COOC,Hs
CHj CHj CH; cyklopropylmethyl- 2-pyridyl CO01C3H,
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3-pyridyl
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CHs3
CHs
CHj3
CHs

CHj3
CHs
CHj3
CHs

CHj3
CHsz
CH3
CHs3

CHj
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CHs

CHj3
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CHj
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CHs3

CHs
CHs3
CHj

CH3
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CHs
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CHj3
CH;

CF;
CFs
CF3
CF3

CF3
CF3
CF3
CF3

CHs
CHs
CHj3
CH;
CHj3

CHj
CHj3
CH3

isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl

cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-

isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl

cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-

isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl

cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-

4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl

4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl

4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl

4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl
4-pyridyl

methyl
methyl
methyl
methyl
methyl

methyl
methyl
methyl

COOH
COONa
COOC2Hs
CO0iC3Hy

COOH
COONa
COOC,Hs
CO0iC3H,

COOH
COONa
COOC,Hs
CO0iC3H4

COOH
COONa
COOCyHs
CO01iC3Hy

COOH
COONa
COOC,Hs
CO01iC3H;
CH,0H

COOH
COONa
COOC2Hs
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CHj CHj; CH3 cyklopropylmethyl- methyl CO01iC3Hy
CHj3 CHj CHj; cyklopropylmethyl- methyl CH,0H
CHjz CF3 CF3 isobutyl methyl COOH

CHj CF; CF3 isobutyl methyl COONa
CH3 CF3 CF3 isobutyl methyl COOC,H5
CHs CF3 CF3 isobutyl methyl CO0iC3Hy
CH; CF3 CF3 isobutyl methyl CH,0H
CH3 CF3 CF3 cyklopropylmethyl- methyl COOH

CH3 CF3 CF; cyklopropylmethyl- methyl COONa
CHj3 CF3 CF3 cyklopropylmethyl- methyl COOC,H;5
CH; CF3 CFj cyklopropylmethyl- methyl CO01iC3Hy
CHs CFEs3 CF3 cyklopropylmethyl- methyl CH,0OH

H CHs; CHj; isobutyl fenyl COOH

H CHj CH3 isobutyl fenyl COONa

H CH3 CHs isobutyl fenyl COOC,H;5
H CH3 CHj isobutyl fenyl CO0iC3H4
H CHs CHj; isobutyl fenyl CH,OH

H CHj; CHj cyklopropylmethyl- fenyl COOH

H CHj3 CHs  cyklopropylmethyl- fenyl COONa

H CHj3 CH3 cyklopropylmethyl- fenyl COOC,Hs
H CHj CHj cyklopropylmethyl- fenyl CO01iC3H4
H CH; CHj cyklopropylmethyl- fenyl CH,0H

H CF3 CF; isobutyl fenyl COOH

H CF3 CFs isobutyl fenyl COONa

H CF3 CF; isobutyl fenyl COOC3H5
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CF3
CF3

CF3
CF3
CF3
CF3
CFs

CHs
CHs3
CH3
CH3
CHj

CH3
CH3
CHj3
CH3
CHj3

CF3
CF3
CF3
CE'3
CFs

CFs
CF3
CF3

CFs
CF3

CF3
CF3
CF3
CF3
CF3

CHj;
CHs
CHs
CHs3
CHj;

CHs
CHj3
CHs
CHj
CHs

CF3
CF3
CF3
CF'3
CF3

CFj
CF3
CF3

isobutyl
isobutyl

cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-

isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl

cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-~
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-

isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl
isobutyl

cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-
cyklopropylmethyl-

fenyl
fenyl

fenyl
fenyl
fenyl
fenyl
fenyl

methyl
methyl
methyl
methyl
methyl

methyl
methyl
methyl
methyl
methyl

methyl
methyl
methyl
methyl
methyl

methyl
methyl
methyl

CO0iC3Hy
CH,0H

COOH
COONa
COOC_,Hs
CO0iC3Hy
CH,0H

COOH
COONa
COOC2Hs
CO0iC3Hy
CH,0H

COOH
COONa
COOC;Hs
CO01C3Hy
CH,0H

COOH
COONa
COOC,Hs
CO01iC3H4
CH,0H

COCH
COONa
COOC2Hs5




-24- o X .2 e e .e

R' R’ R® A | R? E

CFj CF3 cyklopropylmethyl- methyl CO0iC3Hy
CF3 CF3 cyklopropylmethyl- methyl CH,OH

Jednotlivé strukturni prvky ve sloulenindch vzorce I podle
vyndlezu maji nédsledujici preferované vyznamy, které mohou mit

nezavisle jeden na druhém.

R? je preferované (C;~C4)-alkylova skupina, kterd mlZe byt
substituovidna jednim nebo nékolika atomy fluoru, nebo
pyridylova skupina, nebo nesubstituovand fenylova skupina,
nebo fenylovad skupina substituovand methylendioxyskupinou nebo
ethylendioxyskupinou, nebo fenylovad skupina substituovana
jednou nebo dvé&ma (C;-C4)-alkoxylovymi skupinami. Alkylova
skupina, reprezentujici R?, ktera mtZe byt popripadé
substituovana fluorem, je zejména jedna z ndsledujicich
skupin: methylova skupina, ethylovd skupina, isopropylova
skupina, trifluormethylovd skupina a 2,2,2-trifluorethylova
skupina. Alkoxylové substituenty ve fenylové skupinég,
reprezentujici R?, jsou zejména methoxylové skupiny. Zv1asté
preferovano je, kdyZ R?® je methylova skupina, pyridylova
skupina, nesubstituovand fenylovad skupina, fenylova skupina
substituovand methylendioxyskupinou nebo ethylendioxyskupinou,
nebo fenylova skupina substituovand jednou nebo dvéma
methoxylovymi skupinami. Zcela zvlasté preferovano je, kdyZ R?
je methylova skupina, nesubstituovand fenylova skupina nebo

pyridylova skupina.

R® a R? mohou byt stejné nebo odlisné. Preferovédno je, kdyZ obé
skupiny R® a R*® jsou stejné. V jedné variant& predloZeného
vynalezu jsou oba substituenty R® a R® methylové skupiny.

V jiné varianté predloZeného vyndlezu jsou oba substituenty R?

a R! trifluormethylové skupiny.
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Alkylova skupina, reprezentujici R°, ktera miZe byt substi-
tuovéna jednim nebo nékolika atomy fluoru, je preferované
methylovad skupina, ethylovad skupina nebo trifluormethylova
skupina. Preferovan& je R° (C1-C4)-alkylova skupina, ktera miZe
byt substituovéna jednim nebo nékolika atomy fluoru. Zvl1asté
preferovdno je, kdyZ R®> je methylova skupina nebo trifluor-
methylovd skupina, zcela zvl1a3t& je preferovano, kdyZ R® je

methylova skupina.

R® je preferované hydroxylova skupina, (Ci1~Cg)-alkoxylova
skupina, fenyl=-(C3-C4)~-alkoxylovd skupina, fenyloxylova
skupina, nebo aminova skupina (NH;), zv1la3t& preferované R® je
hydroxylova skupina, (C1-Cg)-alkoxylova skupina nebo aminova
skupina, zcela zvlasté preferované hydroxylovad skupina nebo
(C1—-C4) —alkoxylova skupina, obzvlasté preferované hydroxylova

nebo (C;-C4)-alkoxylovad skupina, zejména hydroxylova skupina.

R’ je preferované atom vodiku nebo (C;-Cj3)=-alkylova skupina,
zv14asté preferované atom vodiku nebo methylova skupina, zcela

zvlasté preferované atom vodiku.

E je preferované skupina -CO-R®, skupina -CO-H, skupina —CH,-OH
nebo skupina -CH,-OCH3, zvl1a3té preferované skupina -CO-RS,
skupina -CH;-OH nebo skupina —-CH,-OCHj3, zcela zvla3té prefe-
rované je skupina -CO-R® nebo skupina —CH,-OH, jedt& vice
preferované skupina -COOH, skupina -COOC;Hs, skupina —-COOiC3Hy

nebo skupina -CH,-OH, zejména skupina -COOH.

V jedné varianté predloZeného vyndlezu Z je atom siry, v jiné

varianté Z je atom kysliku.

V jedné varianté predloZeného vyndlezu A je isobutylova skupi-
na (2-methylpropylova skupina; (CH3),CH-CH,-), v jiné varianté A
je cyklopropylmethylovd skupina (skupina cyklopropyl-CH,-).

Dale, v jedné varianté predloZeného vynalezu R! je atom vodiku

a v jiné variant& R' je methylovéa skupina.
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Preferované slouleniny vzorce I Jjsou takové, které maji
homogenni konfiguraci na jednom nebo né&kolika chirdlnich
centrech, napfiklad na atomu uhliku, ktery nese substituent R?,
a/nebo na atomu uhliku, ktery nese substituent A a imidazoli-
dinovy zbytek. To znamend, Ze Jjsou preferovany sloudeniny,
které maji homogenni nebo v podstaté& homogenni konfiguraci na
jednom nebo nékolika chirdlnich centrech, tedy budto konfigu-
raci R nebo konfiguraci S, ale nikoliv smé&s R/S. Jak vS3ak jiZz
bylo vysvétleno, individudlni chirdlni centra v té&chto
slouCenindch vzorce I mohou nezavisle na sob& mit konfiguraci
R nebo konfiguraci S a mit identické nebo odli3né konfigurace.
Zv145té preferované slouleniny vzorce I jsou takové, ve
kterych atom uhliku, nesouci substituent A a imidazolidinovy
zbytek, m& konfiguraci S, tj. konfiguraci jak je pro toto
stereocentrum zndzornéna ve vzorcich Ia a Ib. Zvlasté
preferované sloueniny vzorce I jsou rovné? takové sloudeniny,
ve kterych atom uhliku, nesouci skupinu R?, ma konfiguraci
znadzorn&nou ve vzorcich Ia a Ic. Jestlife je R? nap#iklad
fenylova skupina, substituovand fenylovad skupina nebo pyridy-
lova skupina, pak v téchto zv1lasté preferovanych sloudeninéch
atom uhliku, nesouci skupinu R?, ma konfiguraci S; jestliZe R?
je methylova, ethylovad nebo isobutylovd skupina, tento atom ma
konfiguraci R. Zcela zvlasté preferované sloudeniny vzorce I
jsou takové, ve kterych dvé vySeuvedend stereocentra jsou

pritomna v konfiguracich vyznacenych ve vzorci Ia.

Preferované slouleniny vzorce I jsou takové sloucdeniny, ve
kterych jeden nebo nékolik substituentl m& preferovany vyznam
nebo maji specifikovany vyznam zvoleny z jmenovanych vyznami,
pfic¢emZ p¥edloZeny vyndlez se tykd vsech kombinaci prefero-
vanych vyznami a/nebo specifikovanych vyznamd skupin. Jako
pfiklady preferovanych sloudenin je moZno uvést napriklad
sloudeniny, ve kterych soudasn& R', R’, R* a R® jsou methylové

skupiny a A je isobutylova skupina, nebo sloucdeniny, ve
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kterych soudasné& R', R®, R! a R® jsou methylové skupiny a A je
cyklopropylmethylovd skupina, nebo sloucdeniny, ve kterych
souasnd R! je methylova skupina, R® a R! jsou trifluor-
methylové skupiny, R’ je methylova skupina a A je isobutylova
skupina, nebo sloucCeniny, ve kterych soucasné R! je methylova
skupina, R® a R* jsou trifluormethylové skupiny, R®> je methylo-
vad skupina a A je cyklopropylmethylova skupina, nebo
sloudeniny, ve kterych souasnd R' je atom vodiku, R?, R? a R®
jsou methylové skupiny a A je iscbutylovd skupina, nebo
sloudeniny, ve kterych soudasn& R!' je atom vodiku, R®, R* a R®
jsou methylové skupiny a A je cyklopropylmethylovad skupina,
nebo sloudeniny, ve kterych soudasn& R' je atom vodiku, R® a R?
jsou trifluormethylové skupiny, R®> je methylovd skupina a A je
isobutylova skupina, nebo sloudeniny, ve kterych soudasn& R' je
atom vodiku, R® a R? jsou trifluormethylové skupiny, R’ je
methylovd skupina a A je cyklopropylmethylova skupina, a
ostatni skupiny maji obecné vyznamy, uvedené vy3e ve slouce-
nindch vzorce I nebo maji preferované vyznamy nebo maji

specifikované vyznamy z jejich p¥isluSnych definic.

Zv143té preferované slouceniny jsou napfiklad slouceniny

vzorce I, kde

A e cyklopropylméthylové skupina nebo isobutylova skupina;
E je skupina ~CO-R® nebo skupina -CH,-OH;

Z je atom kysliku;

R' je atom vodiku nebo methylovéa skupina;

R?® je pyridylova skupina, nesubstituovand fenylova skupina,
fenylova skupina substituovand methylendioxyskupinou nebo
ethylendioxyskupinou, fenylovad skupina substituovana jednou
nebo dvéma (C;~Cy)-alkoxylovymi skupinami, nebo (C;-C4)-alkylova
skupina, kterd mbGZe byt substiuovidna jednim nebo nékolika

atomy fluoru;

R® a R? jsou methylové skupiny;
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R° je methylova skupina;

R® je hydroxylova skupina, (C3—-Cg¢)-alkoxylova skupina, -
fenyl-(C;-C¢) —alkoxylova skupina, fenyloxylovd skupina nebo

aminova skupina;

ve vSech jejich stereoizomernich formadch a smésich téchto

forem ve v3ech pomérech,

a jejich fyziologicky pfijatelné soli.

Obzvlasté preferované sloudeniny jsou napf¥iklad slouceniny

vzorce I, kde
A je cyklopropylmethylovd skupina nebo isobutylovd skupina;

E je skupina —~COOH, skupina -COOC;Hs;, skupina —-CO0iC3H; nebo
skupina —-CH;-OH;

Z Jje atom kysliku;

R! je methylova skupina;

R? je pyridylova skupina, nesubstituovana fenylova skupina,
fenylovd skupina substituovand methylendioxyskupinou nebo
ethylendioxyskupinou, fenylovad skupina substituovand jednou
nebo dvéma methoxylovymi skupinami, nebo (C;-C4)-alkylova
skupina, kterd mlZe byt substiuovdna jednim nebo nékolika
atomy fluoru;

R’ a R' jsou methylové skupiny;

R° je methylova skupina;

ve vSech jejich stereoizomernich formach a smésich téchto

forem ve v3ech pomérech,

a jejich fyziologicky pfijatelné soli.

Specielné preferované slouceniny jsou napfiklad slouceniny

vzorce I, kde

A je cyklopropylmethylovéd skupina nebo isobutylova skupina;
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E je skupina -COOH, skupina -COOC,H;, skupina —-COO0iCiH; nebo
skupina -CH,-OH;

Z Jje atom kysliku;
R' je methylova skupina;

R? je nesubstituovand fenylovad skupina, pyridylova skupina,

methylovad skupina nebo 2,2,2-trifluorethylova skupina;
R® a R* jsou methylové skupiny;
R®> je methylova skupina;

ve v8ech jejich stereoizomernich formach a smé&sich téchto

forem ve v3ech pomérech,

a jejich fyziologicky pf¥ijatelné soli.

Zv1asté specielné preferované sloucCeniny jsou napriklad
slouCeniny vzorce I, kde

A je cyklopropylmethylova skupina nebo isobutylova skupina;

E Jje skupina —-COOH, skupina -COOC,Hs, skupina —-CO0iC3H; nebo
skupina -CH,-OH;

Z Jje atom kysliku;
R' je methylova skupina;

R? je nesubstituovand fenylova skupina, pyridylové skupina nebo

methylova skupina;
R> a R* jsou methylové skupiny;
R’ je methylova skupina;

ve v3ech jejich stereoizomernich formdch a smé€sich téchto

forem ve vSech pomérech,

a jejich fyziologicky p¥ijatelné soli.

V8echny vySeuvedené definice podskupin sloucenin vzorce I

plati analogicky pro sloudeniny vzorce I, kde oba substituenty




.
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R® a R? jsou trifluormethylové skupiny misto methylovych
skupin. Tak napfiklad zvl143té& specielné& preferované sloudeniny

jsou rovnézZz sloueniny vzorce I, kde
A je cyklopropylmethylovd skupina nebo isobutylova skupina;

B je skupina -COOH, skupina —-COOC,Hs, skupina —-CO0iC3H,; nebo
skupina -CH,-OH;

Z Jje atom kysliku;
R' je methylova skupina;

R? je nesubstituovand fenylovd skupina, pyridylova skupina nebo

methylova skupina;
R® a R? jsou trifluormethylové skupiny;
R° je methylovad skupina;

ve v8ech jejich stereoizomernich formach a smé&sich téchto

forem ve v3ech pomérech,

a jejich fyziologicky p¥ijatelné soli.

Slouc¢eniny vzorce I je moZno p¥ipravit napfiklad kondenzaci

slouceniny vzorce II

RfA
1 5 //l\\ (IT)
N —4
N N
H H ©

se slouCeninou vzorce III

H,N c
) : ' (ITII)

R

kde ve vzorcich II a III skupiny A, E, Z, Rl, Rz, R3, R* a R®

jsou definovany vyS8e, nebo funkéni skupiny alternativné mohou
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v téchto skupinach byt v chrdnéné formé& nebo ve form& prekur-
zorll,, a kde G je hydroxykarbonylovad skupina, (C;-Cg)~-alkoxy-
karbonylova skupina nebo aktivované derivaty karboxylové
kyseliny jako jsou napfiklad chloridy kyseliny nebo aktivni

estery kyseliny.

Pri kondenzaci sloucenin vzorce II a III je zpravidla nezbytné
aby karboxylova skupina, kterd je p¥itomna ale neﬁéasthi se
kondenzac¢ni reakce, byla chrdnéna od3tépitelnou chranici
skupinou a byla pfitomna naptiklad ve formé vhodného

(C1-Cg) —alkylesteru jako je terc-butylester nebo benzylester.
JestliZe se maji p¥ipravit sloucleniny vzorce I, ve kterych
substituent E je napfiklad hydroxykarbonylovd skupina nebo
skupina, kterd se ma pfipravit z hydroxykarbonylové skupiny,
pak naptiklad ve sloucdenindch vzorce III miZe byt substituent
E napfed hydroxykarbonylova skupina v chrdnéné formé& a potom,
po kondenzaci sloucCenin vzorce II a III, mAZe se hydroxykarbo-
nylovd skupina uvolnit, a/nebo se Zadand konelnad skupina E

miiZe syntetizovat v jednom nebo vice dal8ich krocich.

Prekufzory funk&nich skupin jsou skupiny, které mohou byt
preménény na Zadanou funkéni skupinu obvyklymi syntetickymi
postupy, které jsou odbornikovi znamy. Tak napriklad kyano-
skupinu, kterou je moZno pkevést na karboxylovou skupinu
hydrolyzou, miZeme oznacit jako prekurzor této skupiny.
Alkoholovéa skupina, kterou je moZno oxidovat na skupinu
aldehydovou, se mlZe oznacit jako prekurzor této skupiny.
Priklady chréanicich skupin, které je moZno zavést pF¥ed prove-
denim reakce nebo reakc¢niho sledu a které je pak zase moZno

odstranit, byly jiZ uvedeny vyse.

Pro kondenzaci sloudenin vzorce II a III se s vyhodou pouZi-
vaji kondenzac¢ni methody peptidové chemie, které jsou samy o
sobé& odbornikovi zndmy (viz napfiklad Houben-Weyl, Methoden
der Organischen Chemie (Methods in Organic Chemistry), sv.

15/1 a 15/2, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974). MoZnymi
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kondenzac¢nimi nebo kaplingovymi ¢inidly jsou nap#iklad
karbonyldiimidazol, karbodiimidy jako dicyklohexylkarbodiimid
(DCC) nebo diisopropylkarbodiimid, O-((kyan (ethoxykarbonyl)-
methylen)amino)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat
(TOTU) nebo anhydrid kyseliny propylfosfonové (PPA).
Kondenzace se mohou provédét‘za standardnich podminek, které
jsou odbornikovi dobfe zndmy. Obecn& se provadd&ji v inertnim
rozpouStédle nebo fedidle, naptfiklad v aprotickém rozpoudté&dle
jako je N,N-dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO),
N-methyl-2-pyrrolidon (NMP), tetrahydrofuran (THF) nebo
dimethoxyethan (DME). Podle toho, o jakou konkrétni kondenzaci
se jednd, miZe byt vyhodné pridat bazi jako je terciarni amin,
nebo pomocnd ¢inidla, napfiklad N-hydroxyslouceninu jako je
l-hydroxybenzotriazol (HOBT). Zpracovani reakéni smési a
¢isténi produktu se mizZe provadét za pouZiti obvyklych stan-
dardnich postupﬁ.'Po kondenzaci se p¥itomné chrénici skupiny
vhodnym zpusobem odstrani. Tak nap¥iklad benzylové skupiny v
benzylesterech se mohou odstranit katalytickou hydrogenaci,
nebo chrédnici skupiny terc-butylového typu lze odstranit
plsobenim vhodné kyseliny. Slouceniny vzorce I je téZ moZno
pripravit napriklad postupnou syntézou na pevné fazi za
pouziti bé&Znych metod, pricemZ je moZno zavadét jednotlivé

strukturni prvky molekuly v r@zném poradi.

Aminoslou&eniny vzorce III jsou komercné dostupné nebo se daji
syntetizovat podle dobfe zndmych standardnich postupd nebo
analogicky k nim, p¥ic¢emZ vychozi slouceniny jsou komercéné
dostupné nebo se daji ziskat postupy, popsanymi v literature,
nebo analogicky k nim. Tak nap¥iklad opticky aktivni 3-substi-
tuované 3-aminopropionové kyseliny vzorce III nebo jejich
estery, zvla3té estery kyseliny 3-fenyl-3-aminopropionové, se
daji pfipravit z odpovidajicich 3-substituovanych akrylovych
kyselin, které zase lze pripravit z odpovidajicich aldehydi.

3-Substituované akrylové kyseliny se plsobenim oxalylchloridu
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prevedou na acylchloridy a ty pusobenim alkohold na estery,
napfriklad plisobenim terc-butylalkoholu se p¥ipravi terc-butyl-
estery. Aminova skupina se zavede tak, Ze se ester podrobi
reakci s lithnou soli opticky aktivniho aminu, nap¥iklad

s lithnou soli (R)-(+)-N-benzyl-N-(l-fenylethyl)aminu, a pak
se benzylova skupina a fenethylova skupina v ziskaném 3-sub-
stituovaném terc-butyl-3-(N-benzyl-N-(l-fenylethyl)amino) -
propiondtu odstrani katalytickou hydrogenaci. Pro ptipravu
sloudenin vzorce III, kde E je hydroxymethylova skupina CH,OH,
nebo etherifikovand hydroxymethylovad skupina, je moZno v kon-
denzacni reakci pouzit 3-substituované 3-aminopropanoly nebo
jejich estery, které se daji ziskat ze 3-substituovanych
3-aminopropionovych kyselin nebo jejich esterl , napfiklad

z ethylesteru nebo terc-butylesteru, redukci karboxylové nebo
esterové skupiny za pouziti hydridu lithnohlinitého nebo smési

hydrid lithnohlinity/chlorid hlinity.

Slouceniny vzorce II se mohou p¥ipravit napriklad tak, Ze se

naptfed slouceniny vzorce IV

> 5 | (IV)
4 .

R

podrobi Buchererové reakci, napfiklad s uhli¢itanem amonnym a

kyanidem draselnym, &imZ vzniknou slouceniny vzorce V

a ty se pak podrobi reakci s alkylaénim Cinidlem vzorce
LG-CHA-G, které zavede zbytek vzorce —-CHA-G do molekuly, ¢imZ

se ziskaji slouCeniny vzorce VI
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kde A, R’, R! a G jsou definovany vySe. Reakce sloucenin vzorce

VI s druhym alkyla¢nim Cinidlem vzorce VII

1 7 RO

)L . - (VII)

N" N
H H

kde Z, R!' a R® jsou definovany vySe, vede pak k odpovidajicim
sloudeninédm vzorce II. Skupina LG je nukleofilné substituova-
telnd odstupuijici skupina, napfiklad halogen, zvlasté chlor
nebo brom, nebo sulfonyloxyskupina jako je tosyloxyskupina,
methylsulfonyloxyskupina nebo trifluormethylsulfonyloxy-

skupina.

SlouCeniny vzorce II se také mohou p¥ipravit napfiklad tak, zZe
se sloudenina vzorce VI napfed podrobi reakci s ¢inidlem
vzorce 4-(PG-NH)-Cg¢H; (OR®) -CH,-LG, kde LG je nukleofilné
substituovatelnd odstupujici skupina jak bylo vysvétleno vyse,

&imZ se ziska sloudenina vzorce VIII

VN
rR°O R N G
N é (VIII)
PG‘—‘H /N O

kde A, G, R} R* a R® maji vySeuvedené vyznamy a PG je skupina,
chrédnici aminoskupinu, napfiklad terc-butoxykarbonylova
skupina nebo benzyloxykarbonylovd skupina. Po odstranéni

chranici skupiny PG se slouleniny vzorce II ziskaji reakci
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uvolnéné aminové skupiny HyN s fenylisokyanadtem, fenyliso-
thiokyanadtem, 2-methylfenylisokyandtem nebo 2-methylfenyliso-
thiokyandtem. Pravé tak jako slouceniny vzorce VIII, je moZno
pfipravit a pouZit v syntéze i slouc¢eniny, ve kterych ve vzor-
ci VIIT je skupina PG-NH- zaménéna skupinou, kterad je prekur-
zorem aminové skupiny a kterd je pak pfevedena na aminovou
skupinu v dalsSim reakénim stupni. Tak napfiklad sloucenina
vzorce VI se muZe napted podrobit reakci s nitrosloucdeninou
vzorce 4-0,N-CgHs(OR®) ~CH,~LG za vzniku slouceniny odpovidajici
slouceniné vzorce VIII, naceZ se nitroskupina miZe pfevést na
aminovou skupinu nap¥iklad katalytickou hydrogenaci, a pak se
aminovd skupina miZe prevést na Zadanou slouceninu vzorce II
plisobenim fenylisokyandtu, fenylisothiokyandtu, 2-methyl-

fenylisokyandtu nebo 2-methylfenylisothiokyanédtu.

Obecné mohou byt jednotlivé kroky ptri p¥ipravé sloucenin
vzorce I provadény béZnymi metodami, které jsou odbornikovi
znamy, nebo analogicky podle nich. Jak jiZ bylo vysvétleno,
podle okolnosti mAZe byt v individudlnich pripadech vhodné v
jakémkoliv stupni syntézy sloucenin vzorce I docCasné blokovat
funkéni skupiny, které by mohly vést k vedlej3im reakcim nebo
k neZadoucim reakcim, za pouZiti chrénici strategie vhodné pro

danou syntézu, kteréZto postupy jsou odbornikovi zndmy.

Sloueniny vzorce I je také moZno ziskat néasledujicim zplso-
bem. N-Substituované aminokyseliny nebo lépe jejich estery,
napfiklad methylestery, ethylestery, terc-butylestery nebo
benzylestery, které je moZno ziskat obvyklymi metodami,

napt¥iklad sloudeniny vzorce IX

R 0

1 o R OCH,

. |
)J\ NH (IX)

N N
H H

R
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kde z, R, R®, R* a R® jsou definovany vyse,

se podrobi reakci s isokyanaty vzorce X

A

O=C=N \‘/\E
, (X)

pro které plati vy3euvedené definice pro A, E a R? a které lze
ziskat standardnimi postupy z odpovidajicich sloudenin

majicich skupinu H,N misto isokyandtové skupiny,

¢imZz se ziskaji moclovinové derivity, napfiklad slouleniny

vzorce XI

pro které plati vySeuvedené definice. Slouceniny vzorce XI se
pak mohou cyklizovat zah¥ivanim s kyselinou za tvorby slou-
Cenin vzorce I. Cyklizaci sloucenin vzorce XI na slouleniny
vzorce I je téZ moZno provést plusobenim bazi v inertnich
rozpouStédlech, napriklad plsobenim hydridu sodného v
aprotickém rozpoudtédle jako je dimethylformamid. Jak jiZz bylo
zminéno vySe, mohou byt funkéni skupiny bé&hem reakci pfitomny

v chranéné formé.

Slouceniny vzorce I je také moZno ziskat reakci sloucdenin

vzorce IX s isokyandty vzorce XII

A

—C=N Q (XII)
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kde A md vySeuvedené vyznamy a Q je napfiklad alkoxylova
skupina, nap¥iklad (C;-C4)-alkoxylova skupina jako je
methoxylovd, ethoxylovd nebo terc-butoxylovad skupina, nebo
(Ce—Cyg) —aryl—-(C1-C4) —alkoxylovéa skupina, naptiklad benzyl-

oxylovad skupina. Tato reakce poskytne sloudeninu vzorce XIII

u~OCH

Ay

kde A, Q, Z, R}, R®, R! a R’ jsou definovany vyse,

kterd se pak cyklizuje v pritomnosti kyseliny nebo baze jak je
popsano vySe pro cyklizaci sloudenin vzorce XI, na slouleninu

vzorce XIV
R
R1 RSO R4 ‘ N)\”/Q
N 5 . (XIV)

kde A, Q, Z, R', R}, R? a R® jsou definovany vySe. Ve sloudeniné
vzorce XIV je potom moZné pfeménit skupinu CO-Q na karboxylo-
vou skupinu COOH, napfiklad hydrolyzou. JestliZe se cyklizace
slouCeniny vzorce XIII na sloucleninu XIV provadi za pouziti
kyseliny, konverzi skupiny CO-Q na skupinu COOH je moZno
provést soulasné s cyklizaci. Né&slednd kondenzace se sloule-
ninou vzorce III, jak je popséna vy3e pro kondenzaci sloucenin
vzorce II a III, pak poskytne slouceninu vzorce I. I v této
syntetické cesté mohou byt funkéni skupiny pfitomny v chranéné

form& nebo ve formé& prekurzorl.
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Daldim zpusobem pfipravy sloucenin vzorce I je nap¥iklad

reakce slouCenin vzorce XV

0
: 3 A
" R°0 = N \(\E
H ) (XV)
J'q NH O R

N N
H H

kde substituenty jsou definovany jak uvedeno vyse,

s fosgenem nebo jeho ekvivalenty (analogicky jak popisuji

S. Goldschmidt a M. Wick, Liebigs Ann. Chem. 575 (1952), 217,
a C. Tropp, Chem. Ber. 61 (1928), 1431).

Slou&eniny vzorce I je téZ moZno ptipravit tak, Ze sloucenina

vzorce XVI

R OH (XVI)

kde R® a R maji vyznamy uvedené vy3e a PG je aminy chranici
skupina jako je napfiklad benzyloxykarbonylova skupina,

se napfed kondenzuje se slouceninou vzorce XVII

A

HN Q ‘ (XVIT).

5
kde A md vyznam uvedeny vysSe a Q' je chranény hydroxyl
karboxylové kyseliny, napfiklad alkoxylova skupina jako je

terc-butoxylova skupina,

za vzniku slouceniny vzorce XVIII
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(XVIIT)
QI

kde A, R}, R%* PG a Q maji vydeuvedené vyznamy. V sloudeniné
vzorce XVIII se pak miZe chranici skupina PG selektiwvné

odstranit z aminové skupiny, napfiklad hydrogenaci v pripadé
benzyloxykarbonylové skupiny, a mGZe se zavedenim skupiny CO

provést cyklizace na sloucdeninu vzorce XIX

A

Q'
(XIX)
O
5
kde A, R}, R* a Q' maji vySeuvedené vyznamy. Pro zavedeni
kabonylové skupiny je moZno pouZit napfiklad fosgen nebo jeho
ekvivalent jako je difosgen (analogicky jako p¥i vySepopsané
reakci sloucdenin vzorce XV). P¥i pfevedeni slouceniny vzorce
XVIII na sloudeninu vzorce XIX miZe jako meziprodukt vznikat
napfiklad isokyandt, nebo se mlZe specielné p¥ipravit. Pfeména
sloudeniny vzorce XVIII na slouceninu vzorce XIX se miZe
provést v jednom nebo ve vice stupnich. Tak napfiklad se mlzZe
nejdfive zavést karbonylovad skupina a pak v odd&leném kroku
lze provést cyklizaci v pfitomnosti bdze jako je hydrid sodny,
jak je popsano pro cyklizace, uvedené vy$e. SlouCeniny vzorce
XVIII, kde PG je benzyloxykarbonylovd skupina, se mohou také
pfevést primo na slouCeniny vzorce XIX, aniZ by se pro zave-
deni karbonylové skupiny pouzil synteticky stavebni blok jako
je fosgen. JestliZe sloucCeniny vzorce XVIII, kde PG je benzyl-
oxykarbonylova skupina, jsou podrobeny plUsobeni baze jako je

hydrid sodny, mohou byt slouceniny vzorce XIX ziskany primo.
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Slouéeniny vzorce XIX pak mohou byt alkylovany na skupiné NH,
jak bylo vysvétleno vySe pro slouceniny vzorce VI, za pouZiti
¢inidla vzorce VII, a po pfeméné chranéné karboxylové skupiny
CO-Q’ na volnou karboxylovou skupinu COOH mohou byt Zadané
sloudeniny vzorce I syntetizovany jak je popsano vySe pro
sloueniny vzorce VI a II. RovnéZ v této syntetické cesté
mohou byt funkéni skupiny p¥itomny v chrdnéné formé& nebo ve

formé& prekurzora.

Slou&eniny vzorce I mohou byt dale p¥ipraveny i tak, Ze se

nap¥ed sloudenina vzorce XX

kde R®, R* a Q' maji vySeuvedené vyznamy,

podrobi reakci s isokyandtem vzorce XII, &imZ vznikne

sloudenina vzorce XXI

R® ] 0
Q' a
R HN (XXT)
N
H \<o O

kde A, R}, R* Q a Q' maji vySeuvedené vyznamy. Slouenina
vzorce XXI se pak cyklizuje plsobenim silné kyseliny,
napfiklad semikoncentrované kyseliny chlorovodikové, za vzniku

slouceniny vzorce XXIT

4 OH (XXIT)




Slou&eniny vzorce XXII se mohou rovnéZ pripravit tak, Ze se
napted pfipravi slouenina vzorce XVIII, kde A, R’, R* a Q'
maji vy3euvedené vyznamy a PG je alkoxykarbonylova skupina
jako je (C1-C4)-alkoxykarbonylovd skupina, (Ce-Cis)-aryl-

- (C1~C4) —~alkoxykarbonylova skupina jako je fenyl-(C;-C4)-alkoxy-
karbonylova skupina, nebo (C¢-Ciq)-aryloxykarbonylova skupina
jako je fenyloxykarbonylovad skupina, naceZ se uvolnénim
chrané&né karboxylové skupiny CO-Q’ tato sloulenina pfevede na
sloudeninu vzorce XVIII, kde CO-Q’ je volnad karboxylovéa
skupina CO-OH, PG je (C;~C4)-alkoxykarbonylova skupina,

(Ce—C14) —aryl-(C3-C4) —alkoxykarbonylova skupina nebo

(Ce—C14) —aryloxykarbonylova skupina a A, R® a R! maji
vy$euvedené vyznamy, a tato sloudenina se cyklizuje plsobenim
baze, jako je napfiklad uhligitan sodny, na slouceninu vzorce

XXTII.

Slouceniny vzorce IIa

7 A
4 OH
R iRso R N (IIa)
o

kde A, 7z, R*, R}, R* a R’ maji vySeuvedené vyznamy, je moZno
ptipravit reakci slouenin vzorce XXII za pfitomnosti p¥ebytku
baze, naptiklad za p¥itomnosti prebytku n-butyllithia,

s alkyladnim &inidlem vzorce VII a néslednym okyselenim.
4-(3-Arylureido)benzylovou skupinu nebo 4-(3-arylthioureido)-
benzylovou skupinu je moZno také zavést postupné, analogicky
pripravé sloudenin vzorce VIII, a z nich ziskané slouceniny

vzorce II se pfevedou na sloucCeniny vzorce XXII.

Sloudeniny vzorce I, kde substituenty R® a R jsou trifluor-

methylové skupiny, se mohou vyhodné& pfipravit reakci
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isonitrilu vzorce XXIII s 2-terc-butoxy-4,4-bis(trifluor-
methyl) -1, 3-oxazabuta-1, 3~dienem vzorce XXIV za wvzniku

slouCeniny vzorce XXV,

CF, A
o= Jﬁr Y % e
HN
. *ﬁ
{xxi) (XXIV ) (XXV)

kde A a Q maji vySeuvedené vyznamy. Tak napfiklad skupina
C(=0)-Q je esterova skupina a Q je nap¥iklad alkoxylova
skupina jako je (C1-C4)-alkoxylova skupina vc&etné methoxylové
skupiny, ethoxylové skupiny a terc-butoxylové skupiny, nebo
(Cg—Cy14) —aryl-(C1—C4) ~alkoxylovd skupina vcetné benzyloxylové
skupiny. Reakce sloucdenin vzorce XXIII a XXIV, vedouci ke
slouCenindm vzorce XXV se s vyhodou provadi v uhlovodiku nebo
etheru jako rozpoustddle, napfiklad v benzenu nebo toluenu, za
zah¥ivani nap¥iklad na teploty od p¥ibliZn& 40°C do p¥ibliZné&
80°C, napriklad p¥i pf¥iblizZné 60°C.

Isonitrily (isokyanidy) vzorce XXIII se mohou ziskat standard-
nimi odbornikovi znadmymi metodami z odpovidajicich estert
aminokarboxylovych kyselin vzorce H;N-CHA-C(=0)-Q, kde A a Q
maji vySeuvedené vyznamy. Ester aminokarboxylové kyseliny
vzorce Hy;N-CHA-C(=0)-Q se s vyhodou napfed pfevede reakci s
reaktivnim esterem kyseliny mravenc¢i, napriklad s kyanmethyl-
formidtem, na ester N-formylaminokyseliny vzorce

HC (=0) -NH-CHA-C (=0) -Q, ktery se pak p¥revede, nap¥iklad reakci
s fosgenem nebo jeho ekvivalentem jako je difosgen nebo
trifosgen za p¥itomnosti tercidrniho aminu jako je triethyl-
amin, na isokyanid vzorce XXIII. Zminény 2-terc-butoxy-

-4,4-bis(trifluormethyl) -1, 3-oxazabuta-1,3-dien vzorce XXIV
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lze pfipravit postupem, ktery popsal Steglich a spol.
(Chemische Berichte 107 (1974), 1488), z terc-butylkarbamitu
( (CH3)3C-0-CO-NH;) a bezvodého hexafluoracetonu a néslednou
reakci takto ziskaného 2-terc-butoxykarbonylamino-2-hydroxy-
-1,1,1,3,3,3-hexafluorpropanu s anhydridem kyseliny trifluor-

octové v pfitomnosti béze jako je chinolin.

Slou&eniny vzorce XXV se pak mohou alkylovat na skupiné& NH,
nap¥iklad slou&eninami vzorce VII, za vzniku slouCenin vzorce
XIV, které po eventuelni konverzi esterové skupiny CO-Q na
karboxylovou skupinu CO-OH reakci se slouc¢eninami vzorce III
poskytnou slouceniny vzorce I, jak je popsano vySe. Ve
sloudenindch XXV je téZ moZno esterovou skupinu CO-Q napted
prevést standardnimi postupy na karboxylovou skupinu CO-OH a
sloueninu vzorce XXII, ziskanou jak je popsadno vySe, pIevést
reakci s alkyladnim &inidlem vzorce VII za pritomnosti
p¥ebytku bize na slouéeninu vzorce IIa, kterd pak reakci se
sloudeninou vzorce III poskytne slouleninu vzorce I. Analo-
gicky k pfipravé vyZepopsanych sloudenin vzorce VIII a z nich
ziskanych slouenin vzorce II nebo IIa, miZe se 4-(3-aryl-
ureido)benzylova skupina nebo 4-(3-arylthioureido)benzylova
skupina rovné&Z zavést postupné& do slouCenin vzorce XXV. U
té&chto reakci mohou byt funkéni skupiny také pritomny v

chranéné form& nebo ve formé& prekurzortl.

Sloudeniny vzorce I, ve kterych E je napfiklad hydroxykarbo-
nylova skupina nebo hydroxymethylovad skupina, mohou byt
pfevedeny standardnimi postupy na slouceniny vzorce I, ve
kterych E m& jiné vyznamy, nebo na jinad profarmaka nebo
derivaty slou&enin vzorce I. Tak p¥i pfipravé esteri slouce-
niny vzorce I, ve kterych E je hydroxykarbonylova skupina, je
mo¥no esterifikaci provést s pouZitim pf¥islusnych alkohold,
naptiklad za p¥itomnosti kondenzacéniho &inidla jako je DCC,
nebo sloudeniny vzorce I, ve kterych E je hydroxykarbonylovéa

skupina, se mohou alkylovat alkylhalogenidy jako Jjsou
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alkylchloridy nebo alkylbromidy, napfiklad acyloxyalkylhalo-
genidy, za vzniku sloucdenin vzorce I, ve kterych E je skupina
acyloxyalkoxy-CO-. Slouceniny vzorce I, ve kterych E je
hydroxykarbonylovad skupina, se mohou prevést na amidy plsobe-
nim amoniaku nebo organickych amin@i v pfitomnosti kondenzac-
niho &inidla. Slouceniny vzorce I, ve kterych E je skupina
CO-NH;, je moZno také s vyhodou ziskat metodou syntézy na pevné
fazi, a to kondenzaci slouceniny, ve které E je skupina COOH,
k Rinkové amidové pryskytrici za p¥itomnosti kondenza&niho
¢inidla jako je TOTU, a jejim opétnym odstranénim z pryskyfice
pusobenim kyseliny trifluoroctové. Slouceniny vzorce I, ve
kterych E je hydroxymethylovd skupina CH;OH, se mohou za
pouziti standardnich postuplt etherifikovat na hydroxymethylové
skupiné. Za pouZiti standardnich postupld pro selektivni
oxidaci alkoholl na aldehydy, naptiklad za pouZiti chlornanu
sodného v p¥itomnosti 4-acetamido-2,2,6,6-tetramethylpiperi-
din-l-oxylu (4-acetamido-TEMPO), se mohou slouceniny vzorce I,
ve kterych substituent E je skupina CH,OH, p¥fevést na slou—

¢eniny vzorce I, ve kterych E je aldehydickd skupina -CO-H.

Sloudeniny vzorce I, ve kterych substituent R® je atom vodiku,
je téZ mozZno ptipravit etherickym Stépenim ze sloucenin vzorce
I, ve kterych R® je methylové skupina. Tak napfiklad methoxy-
lova skupina, reprezentujici skupinu R0, se miZe pFevést na

hydroxylovou skupinu plsobenim bromidu boritého.

Sloudeniny vzorce I jsou cenné farmakologicky aktivni slouce-
niny, které jsou vhodné napfiklad pro oSet¥eni zanétlivych
onemocnéni, alergickych onemocnéni nebo astmatu. Slouceniny
vzorce I a jejich fyziologicky p¥ijatelné soli a derivaty se
podle vyndlezu mohou poddvat Zivo&ichlm, zejména savcim, a
zv145t& lidem, jako 1lé&iva pro oSet¥eni chorobnych stavi,
pridemZ oSetf¥enim se obecné rozumi jak terapie akutnich nebo
chronickych symptomﬁ nemoci, tak profylaxe nebo zabranéni

symptomd nemoci, t.j. napfiklad prevence vyskytu symptoml
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akutnich alergickych nebo astmatickych onemocnéni, nebo pre-
vence infarktu myokardu nebo reinfarktu myokardu u p¥islusnych
pacientu. Slouceniny vzorce I a jejich soli a derivaty je
moZno podavat jako takové, v jejich vzadjemnych smésich, nebo
ve formé farmaceutickych prostfedk®, které umoZiiuji enterdlni
nebo parenterdlni podadni a které jako aktivni sloZku obsahuji
U¢innou davku prinejmen$im jedné slouceniny vzorce I a/nebo
jejich fyziologicky p¥fijatelnych soli a/nebo derivatl, a

farmaceuticky prijatelny nosic.

Pr¥edloZeny vyndlez se proto tykd rovnéZ slouenin vzorce I
a/nebo jejich fyziologicky pfijatelnych soli a/nebo derivatl
pro pouZiti jako lédebnych prostfedkd (nebo 1lé&iv), pouziti
slouc¢enin vzorce I a/nebo jejich fyziologicky p¥ijatelnych
soli a/nebo derivatd pro vyrobu lécebnych prostfedkll pro oSet-
feni vySe 1 niZe zminénych onemocnéni, napriklad pro oSetfeni
zdné&tlivych onemocné&ni, a pouZiti sloudenin vzorce I a/nebo
jejich fyziologicky pfijatelnych soli a/nebo derivatl pri
o3et¥eni té&chto onemocnéni. PredloZeny vyndlez se dale tyka
farmaceutickych prostfedkd (nebo farmaceutickych kompozic),
které obsahuji G¢inné mnoZstvi pfinejmendim jedné slouceniny
vzorce I a/nebo jejich fyziologicky pfrijatelnych soli a/nebo
derivattd a farmaceuticky pfijatelny nosic¢, t.j. jedno nebo

vice neskodnych vehikuli a/nebo prisad.

Lélebné prostfedky se mohou aplikovat systemicky nebo lokalné.
Mohou se podavat napfiklad ordlné ve formé& pilulek, tablet,
potahovanych tablet, cukrem potahovanych tablet, granuii,
tvrdych nebo m&kkych Zelatinovych tobolek, praskt, roztoki,
syrupt, emulzi, suspenzi, nebo v jinych farmaceutickych
formach. Mohou se v8ak podavat i1 vagindlné& nebo rektilnég,
napriklad ve formé& ¢ipkli, nebo parenteralné nebo jako implan-
taty, naptiklad ve form& injek&nich roztokd nebo infuznich
roztokltl, mikrokapsli nebo tyc¢inek, nebo topicky nebo perku-

tann&, nap¥iklad ve formé& krémd, masti, praskd, roztokt,
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emulzi nebo tinktur, nebo jinym zpusobem, napfiklad ve formé
nosnich spreja nebo aerosolovych smési. Parenterdlni podéani

roztokll se miZe dit napfiklad intravendzné, intramuskuldrné,
subkutanné, intraartikuldrné, intrasynovidlné nebo jinym

zplsobem.

Farmaceutické prost¥edky podle vyndlezu se pfipravi zplsobemn,
ktery je sdm o sob& zndm, a to tak, ¥e se sloudenina nebo
slougeniny vzorce I a/nebo'jejich fyziologicky prijatelné soli
a/nebo derivaty smisi s farmaceuticky inertnimi anorganickymi
a/nebo organickymi vehikuly a/nebo pfisadami a ze smési se
vytvofi vhodnd davkova forma a aplikadé¢ni forma. Pro p¥ipravu
pilulek, tablet, cukrem potahovanych tablet a tvrdych Zelati-
novych tobolek se miZe pouZit nap¥iklad laktosa, kukufiény
8krob nebo jeho derivaty, mastek, kyselina stearova nebo jeji
soli, polyethylenglykoly atd., pro p¥ipravu mékkych Zelatino-
vych tobolek a ¢ipklli se mohou pouZit nap¥iklad tuky, vosky,
polotuhé a kapalné polyoly, polyethylenglykoly, pf¥irodni nebo
ztuZené oleje atd. Vhodnd vehikula pro pfipravu roztoku,
nap¥iklad injek&nich roztok, nebo emulzi nebo syrupd jsou
naptiklad voda, alkoholy, glycerol, dioly, polyoly, sacha-
rosa, invertni cukr, glukosa, rostlinné oleje apod. Vhodnymi
vehikuly pro mikrokapsle, implantdty nebo ty&inky Jjsou napfi-
klad kopolymery kyseliny glykolové a kyseliny mlécné.
Farmaceutické prosttedky obvykle obsahuji od priblizZné 0,5 do
pfibliZn& 90 % hmotnostnich sloucenin vzorce I a/nebo jejich
fyziologicky p¥ijatelnych soli a/nebo derivatl. MnoZstvi
aktivni slouleniny vzorce I a/nebo jejich fyziologicky pfija-
telnych soli a/nebo derivatd ve farmaceutickych prostfedcich
se pohybuje normdlné od pfibliZné& 0,2 do pribliZné 1000 mg, s
vyhodou od pfibliZné 1 do p¥ibliZné& 500 mg. Podle charakteru
farmaceutického prostfedku miZe v3ak byt toto mnoZstvi i

vétsi.
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Vedle aktivnich sloucenin a vehikuli mohou farmaceutické
prostfedky obsahovat také excipienty nebo p¥isady, naptiklad
plnidla, desintegranty, pojiva, mazadla, zvlhcovadla,
stabilizatory, emulgatory, preservanty, sladidla, barviva,
chutové prisady, aromatizac¢ni p¥isady, zahudtovadla, F¥edidla,
pufry, rozpoudtédla, sulubilizatory, ¢inidla pro dosaZeni
depotniho efektu, soli pro zménu osmotického tlaku, potahové
ladtky nebo antioxidanty. RovnéZ mohou obsahovat dvé nebo
nékolik sloucenin vzorce I a/nebo jejich fyziologicky p¥fija-
telnych soli a/nebo derivatld. DAle vedle p¥inejmen3im jedné
sloudeniny vzorce I a/nebo jejich fyziologicky p¥ijatelnych
soli a/nebo derivatl mohou tyto prost¥edky obsahovat také
jednu nebo nékolik farmaceuticky aktivnich sloucdenin s '
protizdnétlivou ucinnosti.

JestliZe sloudeniny vzorce I nebo farmaceutické prostfedky je
obsahujici jsou aplikovany jako aerosoly, nap¥iklad nosni
aerosoly nebo inhalac¢né&, miZe se tak dit naptfiklad s pouzitim
spreje, nebulizéru, nebulizéru s pumpou, inhalaéniho aparatu,
dadvkovaciho inhaldtoru nebo inhalatoru pro suchy prach.
Farmaceutické formy pro aplikaci sloucenin vzorce I ve formé
aerosolu se daji pfipravit postupy, které jsou odbornikovi
dob¥e znamy. Pro jejich p¥ipravu se napfiklad mohou pouZit
roztoky nebo disperze sloucdenin vzorce I ve vodé€, ve smésich
voda—-alkohol nebo ve vhodnych roztocich soli, s pouZitim
obvyklych pf¥isad, napfiklad benzylalkoholu nebo jinych
vhodnych konzervadnich latek, zvySovacld absorpce pro zvysSeni
biologické dostupnosti, solubilizdtorl, dispergentl a jinych
latek, a pokud je to vhodné, i obvyklych hnacich plyntd, napri-

klad chlorfluoruhlovodik a/nebo fluoruhlovodikt.

Jiné farmaceuticky aktivni slouceniny, které mohou byt kromé&
sloudenin vzorce I obsaZeny ve farmaceutickych prost¥edcich
podle vyndlezu, ale se kterymi slouceniny vzorce I mohou byt

rovnéZ kombinovany ve smyslu kombinadni terapie, jsou zejména
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takové aktiwvni slouceniny, které jsou vhodné pro oSet¥eni,
t.j. pro terapii nebo profylaxi, vySeuvedenych i niZeuvedenych
nemoci, pro které je oSetfeni slouceninami vzorce I vhodné.
Jako pfiklady druh@ aktivnich latek tohoto typu je moZno uvést
steroidy, nesteroidni protizanétlivé 1l4atky, nesteroidni
protizanétlivé derivaty kyseliny octové, nesteroidni proti-
zadnétlivé derivaty kyseliny propionové, nesteroidni anti-
astmatika, derivaty kyseliny salicylové, pyrazolony, oxicamy,
antagonisty leukotrienu, inhibitory biosyntézy leukotrienu,
inhibitory cyklooxygenazy, inhibitory cyklooxygendzy-2
(inhibitory COX-2), antihistaminy, antagonisty Hl-histaminu,
nesedativni antihistaminy, sloucdeniny zlata, P2-agonisty,
anticholinergni l4atky, antagonisty muskarinu, sloudeniny
snizujici hladinu lipidl, sloudeniny sniZujici hladinu
cholesterolu, inhibitory HMG-CoA-reduktdzy, statiny, derivaty
kyseliny nikotinové, imunosupresanty, cyklosporiny, B-inter-
ferony, protinddorovad léc¢iva, cytostatika, inhibitory
metastdz, antimetabolity, derivaty kyseliny 5-aminosalicylové,
antidiabetika, inzuliny, sulfonylmocdoviny, biguanidy,

- glitazony, inhibitory a-glukosidédzy a jiné. Jako priklady
vhodnych aktivnich slouéenin je mozno uvést kyselinu
acetylsalicylovou, benorilat, sulfasalazin, fenylbutazon,
oxyfenbutazon, metamizol, mofebutazon, feprazon, celecoxib,
rofecoxib, diklofenac, fentiazac, sulindac, zomepirac, tolme-
tin, indometacin, acemetacin, ibuprofen, naproxen, carprofen,
fenbufen, indoprofen, ketoprofen, pirprofen, tiapfofen—
kyselinu, diflunisal, kyselinu flufenamovou, kyselinu meclo-
fenamovou, kyselinu mefenamovou, kyselinu niflumovou, kyselinu
tolfenamovou, piroxicam, isoxicam, tenoxicam, kyselinu nikoti-
novou, prednison, dexamethason, hydrokortison, methylpredni-
solon, betamethason, beclomethason, budesonid, montelukast,
pranlukast, zafirlukast, zileuton, ciclosporin, cyklosporin A,

rapamycin, tacrolimus, methotrexat, 6-merkaptopurin,




azathioprin, interferon-beta-la, interferon-beta-1b, kyselinu
5-aminosalicylovou, leflunomid, D-penicilamin, chlorochin,
glibenclamid, glimepirid, troglitazon, metformin, acarbosu,
atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, simvastatin, prava-
statin, colestipol, colestyramin, probucol, clofibrat,
fenofibrat, bezafibrat, gemfibroiil, ipatropiumbromid,_clén—
buterol, fenoterol, metaproterenol, pirbuterol, tulobﬁterol,
salbutamol, salmeterol, terbutalin, isoetharin, ketotifen,
efedrin, oxitropiumbromid, atropin, kyselinu cromoglykovou
(,cromoglycic acid"“), theofillin, fexofenadin, terfenadin,
cetirizin, dimetinden, difenhydramin, difenylpiralin,
feniramin, bromfeniramin, chlorfeniramin, dexchlorfeniramin,
alimezain, antazolin, astemizol, azatadin, clemastin, cypro-
heptadin, hydroxyzin, loratidin, mepyramin, promethazin,

tripelennamin, triprolidin a jiné.

JestliZe se sloudeniny vzorce I a/nebo jejich fyziologicky
pfijatelné soli a/nebo derivaty maji pouZit v kombinadni
terapii s jednou nebo nékolika jinymi aktivnimi slouceninami
v jediném farmaceutickém prosttedku, mlZe se to provést jak
bylo zminéno podédnim vSech aktivnich sloucenin spolecéné

v jediném farmaceutickém prost¥edku, napfiklad v tableté nebo
tobolce. PredloZeny vynalez se téZ vyslovné tyka farmaceutic-
kych prostfedk tohoto typu, pro které plati v3echna vySe-
uvedend vysvétleni. MnoZstvi aktivnich sloudenin v téchto
farmaceutickych prost¥edcich je obecné voleno tak, aby
obsahovaly G¢inné mnoZstvi kazdé z aktivnich sloudenin.
Kombinad&ni terapie se vSak muZe provadét i tak, Ze aktivni
slouceniny jsou pfitomny ve dvou nebo nékolika samostatnych
farmaceutickych prostfedcich, které mohou byt v jednom baleni
nebo ve dvou nebo nékolika samostatnych balenich. -Sloucdeniny
vzorce I a/nebo jejich fyziologicky p¥ijatelné soli a/nebo
derivaty a jiné aktivni sloucdeniny se mohou podavat spoleéné

nebo oddélené a soucasné nebo po sobé&, v jakémkoliv poradi.
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Aplikace se také miZe provést raznymi zplsoby, napriklad jedna
aktivni sloucdenina se mtZe aplikovat oralné a druhd injekci,
inhalaci nebo topicky. VS8echny takové zpusoby jsou v pfedlo-

Zeném vynadlezu zahrnuty.

Sloueniny vzorce I maji napriklad schopnost inhibovat pochody
interakce bunka-buiika a interakce burika-matrice, ve kterych
hraji roli interakce mezi VLA-4 a jeho ligandy. U&innost
sloucenin vzorce I je moZno demonstrovat naptriklad testem, ve
kterém se mé¥i vazba bunék, obsahujicich receptor VLA-4,
napfiklad leukocyt®, k ligandim téchto receptorli, napifiklad

k VCAM-1, ktery se za timto GCelem miZe s vyhodou také
pripravit za pouZiti genetického inZenyrstvi. Podrobnosti
takového testu jsou popsany niZe. Slouceniny vzorce I maji
zejména schopnost inhibovat adhezi a migraci leukocyttd, napfi-
klad adhezi leukocytl k endotelidlnim bunikédm, kterd - jak bylo
vyloZeno vySe - je fizena VCAM-1/VLA-4 adheznim mechanizmem.
Vedle svého protizanétlivého uc¢inku jsou proto slouceniny
vzorce I a jejich fyziologicky p¥ijatelné soli a derivaty
obecné vhodné pro oSet¥eni, tj. pro terapii a profylaxi,
onemocn&ni na bazi interakce mezi receptorem VLA-4 a jeho
ligandy, nebo onemocnéni, kterd se daji ovlivnit inhibici této
interakce, a zejména vhodné jsou pro oSetfeni onemocnéni,
kterd jsou alespoinl zCasti zplsobena neZddouci mirou adheze
a/nebo migrace leukocytll nebo s ni jsou spojena, a pro jejichiz
prevenci, zmirné&ni nebo 1lécCbu by se mé€la adheze a/nebo migrace

leukocytt snizit.

PredloZeny vynadlez se proto rovnéZ tykd pouziti sloucenin
vzorce I a/nebo jejich fyziologicky ptrijatelnych soli a/nebo
derivatl pro inhibici adheze a/nebo migrace leukocytl nebo pro
inhibici receptoru VLA-4, a rovnéZ se tykd pouZiti sloucenin
vzorce I a/nebo jejich fyziologicky p¥ijatelnych soli a/nebo
derivatl pro pripravu pt¥isludnych léciv, tj. 1léciv pro odet-

Yeni onemocnéni ve kterych adheze a/nebo migrace leukocytu
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vykazuje neZadouci miru, nebo pro o3etfeni onemocné&ni, ve
kterych hraji roli VLA-4-dependentni adhezni pochody, a rovnéz
se tykd pouZiti sloucenin vzorce I a/nebo jejich fyziologicky
pfijatelnych soli a/nebo derivatd p¥i oSetfeni onemocnéni

tohoto typu.

Slouceniny vzorce I se mohou pouzit jako protizén&tlivé latky
v pfipadech zanétlivych symptoml velmi rtzného plhvodu za
UCelem prevence, sniZeni nebo potlaeni neZiddoucich nebo
8kodlivych nasledkd zanétu. PouZiiji se napfiklad pro o3etfeni,
tj. terapii nebo profylaxi, artritidy, reumatoidni artritidy,
polyartritidy, za&nétlivych onemocnéni stfev (ulcerativni
kolitida, Crohnova nemoc), systemického lupus erythematosus,
zadneétlivych onemocnéni centrdlniho nervového systému jako
napfiklad roztrouSené sklerdzy, astmatu nebo alergii jako
napfiklad alergii opoZd&ného typu (alergie typu IV). Dale jsou
vhodné pro kardioprotekci, ochranu p¥ed mrtvici a pro
sekundarni profylaxi mrtvice a pro oSetteni, tj. terapii a
profylaxi, kardiovaskuldrnich onemocnéni, aterosklerdzy,
infarktu myokardu, reinfarktu myokardu, akutniho korondrniho
syndromu, mrtvice, restendz, diabetu, poskozeni organovych
transplantdtl, imunitnich onemocnéni, autoimunnich onemocnéni,
rustu nddorl nebo metastazovani p¥i rlznych nddorovych
onemocnénich, maldrie a dalSich onemocnéni, u kterych pro
prevenci, zmirnéni nebo 1é&bu je vhodnéd blokace integrinu
VLA-4 a/nebo ovlivnéni aktivity leukocytl. Preferované pouZiti

je prevence infarktu myokardu nebo reinfarktu myokardu.

Davka pf¥i pouzZiti sloucenin vzorce I se miZe pohybovat

v Sirokém rozmezi, a jak je obvyklé a lékatri z¥ejmé, musi se
pfizplsobit v jednotlivych p¥ipadech individudlnim podminkam.
Tak napfiklad zaleZi na charakteru a zavazZnosti oSetfeného
onemocnéni, na stavu pacienta, na pouZité sloucdeniné&, nebo na
tom, zda jde o terapii &i profylaxi akutniho nebo chronického

stavu nemoci, nebo na tom, zda se vedle sloulenin vzorce I
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aplikuji dalsi aktivni slouleniny. Obecné se p#i ordlnim
podani dospélému clovéku o télesné hmotnosti 75 kg dosdhne
dobrého vysledku aplikaci denni davky od pfih}iiné.Q,Ol do
pribliZné& 100 mg/kg, s vyhodou od 0,1 do p¥ibliZn& 10 mg/kg
(ve v3ech p¥ipadech mg na kg té&lesné hmotnosti). P¥i intra-
vendézni aplikaci je denni davka obecné od p¥iblizZné 0,01 do
pfibliZné 50 mg/kg, s vyhodou od p¥ibliZné 0,01 do pfibliZné
10 mg/kg (ve v8ech pripadech mg na kg télesné hmotnosti).
Denni davka miZe byt rozdélena, zvl1asté v pripadé aplikace
relativné& velkych mnoZstvi, a to na né&kolik, naptfiklad 2, 3
nebo 4 dil¢i davky. JestliZe je to vhodné, mlZe byt podle
individudlniho chovani nutno odchylit se od vySeuvedené denni

davky smérem nahoru i dold.

Vedle toho, Ze slouZi jako farmaceuticky aktivni 1latky

v humanni i veterindrni mediciné, sloucdeniny vzorce I a jejich
soli a derivaty, vhodné pro zamy$Slené pouzZiti, se mohou pouZit
i pro diagnostické G&ely, napfiklad pro in vitro diagnézy
vzorkl bunék nebo tkani, a jako pomocné latky nebo védecké
nastroje v biochemickych vyzkumech, ve kterych se m& blokovat
VLA~4 nebo ovlivnit interakce bunka-bunfika nebo interakce
buntka-matrice. Dale se slouceniny vzorce I a jejich soli mohou
pouZzit jako meziprodukty pfi pfripravé jinych sloucenin,
zv143té jinych farmaceuticky aktivnich sloucenin, které je
moZno ziskat ze sloucenin vzorce I napriklad modifikaci nebo
zavedenim funk&nich skupin, nap¥iklad esterifikaci, redukci,

oxidaci nebo jinymi pfeménami funkd&nich skupin.
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Pfiklady provedeni vynalezu

Ptriklad 1

Kyselina (R)—3—((S)—2—(4,4—dimethyl—3—(4-(3—(2—methylfenyl)—
ureido) -3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl) -

—2—(cyklopropylmethyl)acetylamino)—3fmethylpropionové

O
°
Z .
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O é
®
I
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la) 4—(3—(2—Methylfenyl)ureido)—3—methoxybenzylalkohol

15 g (81,8 mmol) 3-methoxy-4-nitrobenzylalkoholu se hydro-
genuje na 1,3 g palladia na uhli (10 %; 50 % vody) v 500 ml
methyl-terc-butyletheru za chlazeni iedem. Po Uplné absorpci
vodiku se katalyzator odfiltruje a k filtratu se za michéni
b&hem 30 minut p¥idad 10,14 ml (81,8 mmol) 2-methylfenyliso-
kyandtu. Reak&ni smés se neché é£ét pfes noc a vyloucend pevna

latka se odsaje a promyje methyl-terc-butyletherem. Ziska se

20,5 g (88 %) produktu.

1b) 4—(3-(2—Methylfenyl)ureido)-3—methoxybenzylchlorid

7,65 ml (104,8 mmol) thionylchloridu se pfikape za chlazeni
ledem k suspenzi 15 g (52,4 mmol) slouceniny z pE¥ikladu la ve
300 ml dichlormethanu. Reak&ni smé&s se michd 3 hodiny pfi
laboratorni teploté&, nechd se stat pfes noc a pak se nalije do
1000 ml heptanu. Heptan se odlije od vylouceného oleje, ten se
znovu suspenduje v heptanu, ktery se znovu odlije. Tento
pochod se opakuje jedt& dvakrat. Zbytek se pak rozpusti v

dichlormethanu a nalije se do 800 ml ledového diisopropyl-
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etheru. Smés se michd 2 hodiny za chlazeni ledem a produkt se
odsaje, promyje diisopropyletherem a vysu3i se nad oxidem

fosforeénym. Ziskd se 12 g (75 %) produktu.

1c) Benzyl (S)-2-amino-3-cyklopropylpropiondt

K suspenzi 10 g (77,5 mmol) kyseliny (S)-2-amino-3-cyklo-
propylpropionové ve 160 ml dioxanu se p¥i 0°C p¥idava 1 N
roztok hydroxidu sodného, aZ se dosahne hodnoty pH 8-9. Pak se
pridéd 16,9 g (77,5 mmol) di-terc-butyldikarbondtu, ledova
ladzenl se odstrani a pH se udrZuje na hodnoté 8-9 dalSim
ptidavdnim 1 N roztoku hydroxidu sodného. Smé&s se nechd stat
pfes noc, dioxan se odstrani ve wvakuu, k vodné fazi se prida
ethylacetat a faze se oddéli. Vodnd faze se nastavi na pH 4,5
pridavkem 1 N kyseliny chlorovodikové a extrahuje se ethyl-
acetidtem. Ziskand ethylacetdtovd fédze se vysuSi nad siranem
sodnym, siran sodny se odfiltruje a filtrat se zahusti ve
vakuu. Zbytek se rozpusti v 1000 ml dichlormethanu a k roztoku
se pridad 53,4 ml benzylalkoholu, 8,37 g 4-dimethylamino-
pyridinu a 18,8 g DCC. Smé&s se michd 6 hodin, nechd se stat
pres noc, pak se zfiltruje, filtrdt se zahusti a ke zbytku se
prida 300 ml 90%ni kyseliny trifluoroctové. Smés se micha

10 minut p¥i laboratorni teploté&, kyselina trifluoroctova se
odstrani ve vakuu a zbytek se dvakrdt chromatografuje na
silikagelu v soustavé dichlormethan-methanol (95:5). Ziska se

11,48 g (68 %) produktu.

1d) Kyselina (S)-2-(4,4-dimethyl-2,5-dioxoimidazolidin-1~yl)~-
-2-(cyklopropylmethyl)octova

321 mg HOBT a 4,75 g (23,7 mmol) DCC se pfidaji k roztoku
3,82 g (23,7 mmol) kyseliny 2-methoxykarbonylamino-2-methyl-
propionové (pfripravené z kyseliny 2-amino-2-methylpropionové a

chlormravenc¢anu methylnatého) a 5,2 g (23,7 mmol) slouceniny =z
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p¥ikladu lc ve 100 ml tetrahydrofuranu, a smés se michéa

4 hodiny p¥i laboratorni teploté. Smé&s se nechd stdt pfes noc,
zfitruje se, tetrahydrofuran se odstrani ve vakuu, zbytek se
vyjme do methyl-terc-butyletheru a roztok se promyje dvakrat
nasycenym roztokem hydrogenuhlic¢itanu sodného a dvakrat vodnym
roztokem KHSO,/K;S04. Organickd faze se vysudi nad siranem
sodnym, zfiltruje se a rozpoud3tédlo se odstrani ve vakuu.
Zbytek se rozpusti v ethylacetdtu a podrobi se hydrogenaci za
pfitomnosti palladia na uhli (10%; 50 % vody). Katalyzator se
odfiltruje a k organické fazi se ptridd 500 ml vody a 10,1 g
uhli¢itanu sodného. Po protfepdni a oddéleni fazi se vodné
fédze michd 24 hodiny p¥i 100°C. Sm&s se nechd stat pfes noc a
pak se prida 500 ml 6 N kyseliny chlorovodikové a vodna faze
se extrahuje t¥ikrat methyl-terc-butyletherem. Spojené orga-
nické faze se vysu3i nad siranem sodnym a po filtraci se
zahusti ve vakuu. Zbytek se krystaluje z diisopropyletheru a

produkt se odfiltruje. Ziska se 2,88 g (51 %) produktu.

le) Kyselina (S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3~(2-methylfenyl) -
ureido)-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl) -2~ (cyklo-
propylmethyl)octova

O

9,44 ml roztoku n-butyllithia (2,5 M v hexanu) se pifida pri

OH

-40°C v atmosféfe argonu k roztoku 2,85 g (11,8 mmol) sloude-
niny z prikladu 1d v 60 ml absolutniho tetrahydrofuranu.
Reakéni smés se michad 30 minut p#i -40°C, pak se neché& ohFat

na 0°C a pfida se roztok 3,6 g (11,8 mmol) sloudeniny z
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pfikladu 1b ve 20 ml N-methyl-2-pyrrolidonu. Reakéni smés se
nechad oh¥at na 0°C a pak se micha 2 hodiny p¥i 0°C. P¥ida se
15 ml 1 N kyseliny chlorovodikové a tetrahydrofuran se odpafi
ve vakuu. Zbytek se nalije do 300 ml methyl-terc-butyletheru a
faze se oddéli. Organickad féze se promyje vodou, vysu3i se nad
siranem sodnym, zfiltruje se a zahusti se ve vakuu. Zbytek se
pfedisti preparativni HPLC. Produktové frakce se zahusti a
zbytek se podrobi lyofilizaci. Ziskéd se tak 1,33 g (22 %)

titulni slouceniny.

1£) Terc—butyl—(R)—B—((S)—2—(4,4—dimethyl—3—(4—(3—(Z—methyl—
fenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5—dioxoimidazolidin—l—yl)—
-2-(cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropionat

626 mg (1,91 mmol) TOTU a 308 pl (1,81 mmol) N,N-diisopropyl-
ethylaminu se p¥idaji po sobé& za chlazeni ledem k roztoku

974 mg (1,91 mmol) sloudeniny z pfikladu le a 305 mg

(1,91 mmol) terc-butyl-(R)-3-aminobutanoatu v 10 ml absolut-
niho dimethylformamidu. Sm&s se mich& 2 hodiny p¥i laboratorni
teplot&, rozpoudt&dlo se odpafi ve vakuu, zbytek se rozpusti v
ethylacetatu a ethylacetatovy roztok se promyje postupné
dvakrat vodnym roztokem KHSO4/K,SO,, dvakrat nasycenym roztokem
hydrogenuhli&itanu sodného a dvakrat vodou. Organickd féze se
vysudi nad siranem sodnym, zfiltruje se, rozpoustédlo se
odstrani ve vakuu a zbytek se podrobi chromatografii na
silikagelu v soustavé ethylacetat-heptan (1:1). Zahusténi

produktovych frakci poskytne 880 mg (71 %) titulni sloucdeniny.

1g) Kyselina (R)-3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methyl-
fenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5—dioxoimidazolidin—1—yl)—
-2-(cyklopropylmethyl)acetylamino) -3-methylpropionova

K 880 mg (1,35 mmol) slouleniny z prikladu 1f se p¥ida 10 ml

90%ni kyseliny trifluoroctové. Po 15 minutdch p¥i laboratorni
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teplot& se reak&ni smé&s zahusti ve vakuu. Zbytek se vyjme do

dichlormethanu a zahusti se ve vakuu. Tento pochod se opakuje
je8t® jednou. Ziskany zbytek se pak vyjme do dichlormethanu,

dichlormethanovy roztok se promyje t¥ikrat vodou a vysus$i se

nad siranem sodnym. Po filtraci a zahu3té&ni ve vakuu se odpa-
rek vyjme do sm&si acetonitril-voda a podrobi se lyofilizaci.
7iskd se 730 mg .(91 %) produktu.

ES (+)-MS: 594,2 (M+H)".

Priklad 2

Sodna stl kyseliny (R)-3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-
—(Z—methylfenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5~dioxoimidazo—
lidin-1~yl)-2-(cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-methyl-

propionové

N N
H H
1,64 ml 0,1 N roztoku hydroxidu sodného se pridad po Castech za
michani k suspenzi 100 mg (0,168 mmol) slouceniny z p¥fikladu 1
v 10 ml vody a sm&s se michd jednu hodinu p¥i laboratorni

teplot&. Po filtraci se filtrat podrobi lyofilizaci, CimZ se

ziskd 104 mg (100 %) titulni slouleniny.

ES (+)~-MS: 594,3 (kyselina (R)-3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3~
- (2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazoli-
din-1-yl)-2- (cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-methylpropio-
novd + H)*, 616,2 (M").
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Priklad 3

(R)-3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3~(2-methylfenyl)ureido) -
—3—methoxybenzyl)—2;5—dioxoimidazolidin—1—yl)—2—(cyklopropyl—
methyl)acetylamino)-3-methylpropanol

O
H

Nj/\/OH

Ke 535 mg (1,05 mmol) sloudeniny z prikladu le v 15 ml
absolutniho dimethylformamidu se p¥idéd za chlazeni ledem

140 mg (1,05 mmol) HOBT a 260 mg (1,26 mmol) DCC. Smés se
michd 45 minut za chlazeni ledem, pak se prida 112 mg

(1,26 mmol) (R)-3-amino-3-methylpropanolu, smés se micha 2
hodiny p¥i laboratorni teploté a necha se stat pfes noc. Pak
se zfiltruje, filtrat se zahusti, zbytek s€ rozpusti v ethyl-
acetatu a ethylacetdtova féze se promyje dvakrat vodnym
roztokem KHSO./K,S04. Po vysudeni nad siranem sodnym, filtraci
a zahu3té&ni se zbytek podrobi chromatografii na silikagelu
(eluent ethylacetat). Zahu3ténim produktovych frakci se ziska
423 mg (70 %) titulni slouceniny.

ES (+)-MS: 580,3 (M+H)"

P¥iprava (R)-3-amino-3-methylpropanolu

5,68 g (149 mmol) hydridu lithnohlinitého se pf¥ida po Céastech
v atmosféfe argonu k roztoku 19,9 g (149 mmol) chloridu
hlinitého ve 250 ml absolutniho diethyletheru a smés se
refluxuje 30 minut. Pak se pomalu p¥ikape 6 g (37,7 mmol)
terc-butyl- (R) -3-aminobutanodtu v 50 ml absolutniho diethyl-
etheru a reak&éni smé&s se refluxuje 2 hodiny. Poté se opatrné
prikape za chlazeni ledem 10,8 ml vody a roztok 25,3 g

hydroxidu draselného ve 43 ml vody. Smé&s se necha stat pfes
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noc p¥i laboratorni teploté&, etherickéd faze se odlije a zbytek
se vyvaFi t#ikrat dichlormethanem. Spojené organické faze se
vysu3i nad siranem sodnym. Po filtraci a odpafeni rozpoustédla

ve vakuu se ziskd 2,5 g (75 %) titulni slouceniny.

Priklad 4

(R)-3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3~(4-(3-(2-methylfenyl)ureido) -
-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1~yl)-2-(cyklopropyl-
methyl)acetylamino)-3-methylpropionamid

CD\\
pd
ZT
O é
=z
oL

JOL N, o

H H

131 mg (0,636 mmol) DCC se p¥idd k roztoku 330 mg (0,555 mmol)
sloudeniny z prikladu 1 a 125 mg (0,926 mmol) HOBT v 5 ml
absolutniho dimethylformamidu a smé&s se michd 1 hodinu pfi
laboratorni teplot&. P¥id& se 47 pl (0,555 mmol) 25%niho
vodného roztoku amoniaku a sm&s se nechd stat pri laboratorni
teplot& ptes noc. Pak se p¥idad dalSich 16 pl 25%niho vodného
roztoku amoniaku a smé&s se michd 4 hodiny. Po filtraci se
filtrdt zahusti ve vakuu, zbytek se rozpusti v ethylacetatu a
ethyladetétové faze se promyje dvakrat vodnym roztokem
KHSO4/K,504, dvakrat nasycenym roztokem NaHCO3 a dvakrat vodou.
Organicka faze se vysudi nad siranam sodnym, zfiltruje se,
rozpoust&dlo se odstrani ve vakuu a zbytek se podrobi chroma-
tografii na silikagelu v ethylacetdtu jako eluentu. ZahuSténim
produktovych frakci a lyofilizaci se ziska 272 mg (82 %)

titulni slouceniny.

ES(+)~MS: 593, 3.
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Priklad 5

Kyselina (R)-3-((8)-2-(4,4~dimethyl-3-(4- (3~ (2-methylfenyl) -
ureido)-3-hydroxybenzyl)-2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl) -2~ (cyklo-
propylmethyl)acetylamino)-3-methylpropionova

O
I
O
A\Z
2T
o g
O
T

N N
H H
211 pl bromidu boritého se p¥idd v atmosféfe argonu k roztoku
100 mg (0,169 mmol) sloudeniny z prikladu 1 ve 20 ml absolut-
niho dichlormethanu p¥i -78°C a reak&ni sm&s se nechd ohfat na
0°C za chlazeni ledem. Po 30 minutach p¥i 0°C se p¥ida opatrné
voda, odd&li se faze a organickd faze se vysu$i nad siranem
sodnym. Po filtraci se rozpousté&dlo odpafi ve vakuu a produkt
se predisti preparativni HPLC. Lyofilizaci produktovych frakci
se ziskd 35 mg (36 %) titulni slouceniny.

ES (+)-MS: 580,2 (M+H)*.

Ptriklad 6

(R) -3-((S)-2-(4,4-Dimethyl-3-(4- (3~ (2-methylfenyl)ureido) -
—3—hydroxybenzyl)~2,5~dioxoimidazolidin—l—yl)—2—(cyklo—
propylmethyl)acetylamino)-3-methylpropanol

488 pl bromidu boritého se pridd v atmosféfe argonu k roztoku

220 mg (0,39 mmol) slouceniny z prikladu 3 ve 40 ml absolut-
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niho dichlormethanu p#i -78°C a reak&ni smé&s se nechd ohfat na
0°C za chlazeni ledem. Po 30 minutédch p¥i 0°C se p¥ida opatrné
voda, odd&li se faze a organickd faze se promyje étyfikrét
vodou a vysudi se nad siranem sodnym. Po filtraci se rozpous-
t&dlo odpa¥i ve vakuu a produkt se p¥elisti preparativni HPLC.
Lyofilizaci produktovych frakci se ziskd 81 mg (37 %) titulni
sloueniny.

ES(+)-MS: 566,3 (M+H)*.

Priklad 7

Kyselina (R)-3-((S)-2-(4,4~dimethyl-3-(4-(3-fenylureido)-
-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl) -2~ (cyklopropyl-

methyl)acetylamino)-3-methylpropionové

7a) 4-(3-Fenylureido)-3-methoxybenzylchlorid

7,55 ml (103,4 mmol) thionylchloridu se pfrikape k suspenzi
14,07 g (51,7 mmol) 4-(3-fenylureido)-3-methoxybenzylalkoholu
(pfipraveného stejnym zpusobem jak je popsano v p¥ikladu 1, za
pouziti fenylisokyanatu misto 2-methylfenylisokyanatu) ve

200 ml dichlormethanu. Smé&s se michd 2 hodiny p¥i laboratorni
teploté&, nechd se stat pfes noc a pak se nalije do 800 ml
heptanu. Heptan se odlije od vylouCeného oleje, zbytek se
suspenduje n&kolikrat v heptanu, ktery se pokaZdé odlije.
Zbytek se rozpusti ve 100 ml dichlormethanu a roztok se
pfikape k 800 ml diisopropyletheru. Smés se micha 1 hodinu za
chlazeni ledem a produkt se odsaje, promyje diisopropyletherem

a vysusi ve vakuu.
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7b) Kyselina (S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-fenylureido)-
-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2- (cyklopropyl-

methyl) octova

9,32 ml roztoku n-butyllithia (2,5 M v hexanu) se pfi -40°C v
atmosféfe argonu p¥ida k roztoku 2,8 g (11,6 mmol) slouleniny
z ptikladu 1d v 60 ml absolutniho tetrahydrofuranu. Smés se
michd p#i -40°C po dobu 30 minut, pak se nechd ohtat na 0°C a
p¥ida se roztok 5,07 g (17,4 mmol) slouleniny z pfikladu 7a ve
20 ml N-methyl-2-pyrrolidonu. Reakéni smés se necha& oh¥at na
0°C a mich& se 2 hodiny p¥i 0°C. Pak se pf¥ida 15 ml 1N
kyseliny chlorovodikové, tetrahydrofuran se odstrani ve wvakuu
a zbytek se nalije do 300 ml methyl-terc-butyletheru. Po
odd&leni fazi se organicki faze promyje vodou, vysuZi nad
siranem sodnym, zfiltruje se, zahusti se ve vakuu a zbytek se
pfedisti preparativni HPLC. Zahu$té&ni produktovych frakci a

nadsledna lyofilizace poskytne 484 mg (8 %) titulni slouceniny.

7c) Kyselina (R)-3-((8)-2-(4, 4-dimethyl-3-(4-(3-fenylureido) -
-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyklopropyl-

methyl)acetylamino)-3-methylpropionovéa

Titulni sloudenina se p¥ipravi analogicky, jak je popséno v
p¥ikladu 1, a to kondenzaci 120 mg (0,242 mmol) slouceniny z
ptrikladu 7b se 38 mg (0,242 mmol) terc-butyl-(R)-3-aminobuta-
nodtu, chromatografickym p¥ec¢isténim, rozst&penim terc-butyl-
esteru a lyofilizaci. VytéZek 113 mg (81 %).

ES (+)-MS: 580,2 (M+H)".




“63" [ X] e e *e

P¥iklad 8

(Ry=3-((S)-2-(4, 4-Dimethyl-3-(4-(3-fenylureido)-3-methoxy-
benzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyklopropylmethyl) -

acetylamino)-3-methylpropanol

A
I ji‘ o N__é? I N\T/»\\/iDH
O 0

Titulni slou&enina se pripravi analogicky jak je popséano v
pfikladu 3, a to kondenzaci 172 mg (0,348 mmol) slouceniny z
p¥ikladu 7b s 31 mg (0,417 mmol) (R)-3-amino-3-methylpropanolu
(viz p¥iklad 3), chromatografickym pfeéiéténim (v soustavé
ethylacetat-heptan 9:1), zahu3té&nim produktovych frakci a
lyofilizaci. vytéZek 117 mg (59 %).

ES (+)-MS: 566,3 (M+H)".

Priklad 9
Ethyl—3~((S)—2—(4,4—dimethyl—3—(4—(3—(2-methylfenyl)ureido)—
-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl) -2~ (cyklopropyl-
methyl)acetylamino)~3-(3~pyridyl)propionat

O\V//_
)L N\< 0 ~~ ©
N N O |

H . x N

o)
CD\\
p
ZT

129 mg (0,393 mmol) TOTU a 64 ul (0,374 mmol) N, N-diisopropyl-
ethylaminu se pfidd za chlazeni ledem k roztoku 200 mg
(0,393 mmol) slouleniny z prikladu 1d a 76,4 mg (0,393) ethyl-

3-amino-3-(3-pyridyl)propiondtu (ptiprava J.G. Rico a spol.,
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J. Org. Chem. 58 (1993), 7948) v 5 ml absolutniho dimethyl-
formamidu. Smé&s se michd 30 minut p¥i laboratorni téploté,
rozpoudtédlo se odstrani ve vakuu a zbytek vyjme ethylaceté-
tem. Ethylacetdtovy roztok se promyje 2x nasycenym roztokem
NaHCOs; a 2x vodou. Organicka faze se vysu3i nad siranem sodnym,
zfiltruje se, rozpousté&dlo se odstrani ve vakuu a zbytek se
chromatografuje na silikagelu v ethylacetdtu. Zahu3ténim
produktovych frakci se ziskd 195 mg (72 %) titulni sloucCeniny.

ES(+)-MS: 685,4 (M+H)*.

Priklad 10

Hydrochlorid kyseliny 3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2—
methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-
~1-yl)-2-(cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-(3-pyridyl) -

propionové

OH

O
C)\\
pd
pan

=
Iz
4
z

H-CI

0,82 ml (0,82 mmol) 1M vodného roztoku hydroxidu lithného se
pfidad k roztoku 141 mg (0,206 mmol) slouceniny z pfikladu 9 v
7,25 ml methanolu a reak&ni smé&s se nechd stat pfes noc pri
laboratorni teplot&. Pak se methanol odstrani ve vakuu, zbytek
se nastavi na pH 2 pridavkem 1N kyseliny chlorovodikové a smeés
se zahusti ve vakuu. Zbytek se podrobi chromatografii na
silikagelu v soustavé dichlormethan-methanol-ledova kyselina
octova-voda (95:5:0,5:0,5). Po zahudténi produktovych frakci
se ke zbytku pfida 1,1 ekvivalentu 1N kyseliny chlorovodikové
a smé&s se lyofilizuje. Ziska se 120 mg (89 %) produktu.

ES(+)-MS: 657,4 (M+H)".
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Priklad 11

Isopropyl-3-((S)—-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylfenyl) -
ureido) -3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-y1l)-2-(cyklo-
propylmethyl)acetylamino)-3-(3-pyridyl)propiondt

RERiutarens

56 ul (0,731 mmol) isopropanolu a 23,6 mg (0,193 mmol)
4-dimethylaminopyridinu se pfidéd k suspenzi 80 mg (0,122 mmol)
sloueniny z p¥ikladu 11 ve 3 ml dichlormethanu. Ke vzniklému
¢irému roztoku se ptridd roztok 38 mg (0,183 mmol) DCC v 1 ml
dichlormethanu. Smé&s se michd 2 hodiny pfi laboratorni teploté
a nechd se stat pri této teploté pfes noc. Pak se zfiltruje,
filtradt se zahusti ve vakuu a zbytek se chromatografuje’na
silikagelu v soustavé heptan-ethylacetat (3:1) a ethylacetat-
heptan (20:1). Zahusténim produktovych frakci se ziskd 70 mg
(82 %) titulni slouceniny.

ES(+)-MS: 699,4 (M+H)"

Priklad 12
Ethyl-3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3- (4~ (3~ (2-methylfenyl)ureido)~
-3-methoxybenzyl)-2,5~dioxoimidazolidin-1-yl) -2- (cyklopropyl-
methyl)acetylamino) -3~ (4-pyridyl)propionat

C)\\
prd
ZT
<D

Iz
Iz
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P¥ipravi se analogicky jak je popséno v pfikladu 9, ze 200 mg
(0,393 mmol) sloueniny z ptfikladu 1d a 76,4 mg (0,393 mmol)
ethyl-3-amino-3-(4-pyridyl)propiondtu (p¥iprava J.G. Rico a
spol., J. Org. Chem. 58 (1993), 7948). Vyté&Zek 199 mg (74 %).
ES(+)-MS: 685,4 (M+H)".

Priklad 13

Hydrochlorid kyseliny 3=((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-
-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin—1-
-yl)-2-(cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-(4-pyridyl)propionové

(D\\
pd
ZT

OH

=
=
7

Titulni sloucdenina se pfipravi analogickym zpusobem, jak je
popsano v prikladu 10, a to ze 143 mg (0,209 mmol) sloucdeniny
z prikladu 12. VytéZek 126 mg (87 %).

ES(+)-MS: 657,2 (M+H)".

Priklad 14

Isopropyl-3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylfenyl) -
ureido)-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyklo-
propylmethyl)acetylamino)-3-(4-pyridyl) propionat

0
/

SNtesen;

NN
H H
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Titulni sloucdenina se ptipravi analogickym zplsobem, Jjak je
popséno v pfikladu 11, a to z 83 mg (0,126 mmol) slouceniny z
prikladu 13. VytéZek 34,6 mg (39 %).

ES(+)-MS: 699,4 (M+H)".

Priklad 15
Ethyl-3-((S)-2-(4,4~dimethyl-3-(4-(3-(2-methylfenyl)ureido) -
~-3-methoxybenzyl)~2,5-dioxoimidazolidin~1-yl)-2- (cyklopropyl-
methyl)acetylamino)-3-(2-pyridyl)propionat

0
H
N _O\\//

0 o/ A(“\N
< S;—N)kN-<\ >—/ N-‘<o S’
H H | P

P¥ipravi se analogicky jak je popséano v p¥ikladu 9, ze 200 mg
(0,393 mmol) slouleniny z pt¥ikladu 1d a 76,4 mg (0,393 mmol)
ethyl-3-amino-3- (2-pyridyl)propiondtu (p¥iprava J.G. Rico a
spol., J. Org. Chem. 58 (1993), 7948). VytéZek 226 mg (84 %).
ES (+)-MS: 685,4 (M+H)".

Priklad 16
Kyselina 3-((S)-2-(4,4-dimethyl-3-(4-(3-(2-methylfenyl)-
ureido) -3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl) -

-2~ (cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-(2-pyridyl)propionova

T=
=
/
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Ptipravi se analogicky jako v p¥ikladu 10, ze 170 mg (0,248
mmol) sloudeniny z pf¥ikladu 15, avSak neprevede se kyselinou

chlorovodikovou na hydrochlorid. VytéZek 160 mg (98 %).
ES (+)-MS: 657,4 (M+H)".

Priklad 17
Isopropyl-3—((S)—2—(4,4—dimethyl—3—(4—(3—(2—methylfenyl)—
ureido) -3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(cyklo-
propylmethyl)acetylamiho)—3—(2—pyridyl)propionét

0

/J(U\ ﬁ 0

O O N

@FJJ\QFN_& O/Noj/
N N O SR

Titulni sloudenina se pfipravi analogickym zplsobem, jak je
popsano v p¥ikladu 11, a to z 90 mg (0,137 mmol) slouceniny z
ptikladu 16. VytéZek 39 mg (41 %).

ES(+)-MS: 699,4 (M+H)".

Ptriklad 18

Kyselina (R)=3=((S)-2-(4,4-bis(trifluormethyl-3-(4-(3-
—(2-methylfenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5—dioxoimidazoli—
din—l—yl)-2—(cyklopropylmethyl)acetylamino)—3—methylpropionové

N
O
n
w
ZT
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18a) 2—Terc—butoxy—4,4—bis(trifluormethyl)—1,3—oxazabuta—
-1,3=-dien

Slou&enina se ptipravi analogicky jak popisuji W. Steglich a
spol., Chem. Ber. 107 (1974), 1488-1498. Bezvody hexafluor-
aceton (HFA) se pripravi p¥ikapavanim trihydratu hexafluor-
acetonu do koncentrované kyseliny sirové, zah¥até na 80°C.
Vznikly plyn se je3t& jednou promyje koncentrovanou kyselinou
sirovou a uvadi se nad roztok v reak&ni bance. Na vyvod z
bafiky se nasadi zp&tny chladi&, chlazeny smési aceton-suchy

led.

Jak bylo popsano vy3e, roztok 20 g (170 mmol) terc-butylkarba-
matu ve 150 ml dichlormethanu se podrobi reakci s bezvodym
plynnym hexafluoracetonem, dokud reakéni roztok neni nasycen.
RozpouStédlo se odstrani ve vakuu a vysledny surovy 2-terc-
~butoxykarbonylamino-2-hydroxy-1,1,1, 3,3, 3-hexafluorpropan
(vyt&Z%ek 48,3 g; 100 %) se pouZije Vv nadsledujicim stupni

syntézy.

13,6 g anhydridu kyseliny trifluoroctové, nidsledovaného 5
kapkami chinolinu, se prikape pfi 0°C k roztoku 50,05 g

(176 mmol) 2—terc—butoxykarbonylamino—Z-hydroxy—1,1,1,3,3,3—
~hexafluorpropanu v 300 ml diethyletheru. Sm&s se micha

10 minut p¥i 0°C a pak se pfikape dalsich 27,2 g anhydridu
kyseliny trifluoroctové. ReakEni smés se michd 30 minut pfi
0°C (vné&jsi teplota), p¥icemZ se vnitfni teplota zvy3i na
8-10°C. Po ochlazeni na 0°C se p¥ida 50,01 g (388 mmol)
chinolinu, na&ef podne krystalovat sul chinolinu s kyselinou
trifluoroctovou. Sm&s se michd 2 hodiny pf#i 0°C a pak se
zfiltruje. Produkt se od zbytku soli, pritomného ve filtréatu,
odd&li destilaci ve vakuu do jimadla, chlazeného smé&si acetonu
a suchého ledu. Destilat se pak redestiluje pfes Vigreuxovu
kolonu. Ziska se 36,2 g (77 %) titulni slouéeniny, vrouci pfi

126-130°C.
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18b) Terc-butylester (S)-p-cyklopropylalaninu

3,5 g (27,1 mmol) (S)—B—cyklopropylalaninu se pridad pri labo-
ratorni teploté ke smé&si 50 ml dioxanu a 5 ml koncentrované
kyseliny sirové (pf¥ipravené opatrnym pfikapanim kyseliny k
dioxanu p¥i 5°C). Roztok se prenese do ampule, do které bylo
p¥edem nakondenzovano 40 ml isobutylenu pfi -78°C. Zatavena
ampule se pak na t¥epadce t¥epe 24 hodiny p¥i laboratorni
teplot&. Po otevfeni ampule (za chlazeni) se reakdéni smés
opatrn& ptida k michané, na 0°C vychlazené, smé€si 30 ml tri-
ethylaminu a 50 ml vody. Po odpafeni pfebytelného isobutylenu
se produkt extrahuje etherem (2x50 ml). Etherické faze se
vysusi nad siranem hofe&natym, zfiltruji se a rozpoustédlo se
odstrani ve vakuu. Ziskany surovy produkt (ve formé& slabeé
y1lutého oleje) se bez dalsiho &idténi pouZije v nésledujici

reakci. Vyt&Zek 4,2 g (84 %).

18c) Terc-butylester (S)-N-formyl-f-cyklopropylalaninu

Smé&s 10 g (54 mmol) terc-butylesteru (S)-p-cyklopropylalaninu
a 4,7 g (55,2 mmol) kyanomethylformidtu ve 100 ml dichlor-
methanu se mich& p¥es noc pfi laboratorni teplot&. Po odstra-
néni rozpoustd&dla ve vakuu se ziskany zbytek destiluje ve
vakuu. Zisk&a se tak 8,8 g (76 %) produktu, vrouciho p¥i

120°C/40 Pa (0,3 torr).

18d) Terc—butyl—(S)—Z—(4,4—bis(trifluormethyl)—2,5—dioxo~
imidazolidin-1-yl)-2~-(cyklopropylmethyl)acetat

2,4 g (12,1 mmol) difosgenu se pfidad pfi -30°C k roztoku 2,5 g
(11,7 mmol) terc-butylesteru (8)-N-formyl-p-cyklopropylalaninu
a 2,5 g (24,7 mmol) triethylaminu ve 100 ml suchého dichlor-
methanu. Reak&ni roztok se nechd oh¥at na -15°C b&hem 1 hodiny
a v michani p¥i této teploté& se pokraluje, aZ je reakce

skon&ena. Reakéni roztok se pak p¥i laboratorni teploté
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dvakrat promyje 7%nim roztokem hydrogenuhlicitanu sodného a
organicka faze se vysu3i nad siranem hofeCnatym. Po filtraci
se rozpoudtddlo odstrani ve vakuu a zbytek se vyjme do 70 ml
benzenu. K tomuto roztoku se prikape p¥i laboratorni teploteé
roztok 3,05 g (11,5 mmol) 2-terc-butoxy-4,4-bis(trifluor-
methyl)-1,3~oxazabuta-1,3-dienu v 10 ml benzenu. Reaké&ni
roztok se zah¥iva pfes noc na 60°C a benzen se pak odstrani ve
vakuu. Zbytek se podrobi chromatografii na silikagelu v
soustavé petrolether-ethylacetat (8:1). Ziska se 3,7 g (78 %)
produktu, tajiciho pEi 76-77°C; [a]?® = -28°(c = 1, CHClj).

18e) Kyselina (S)—2—(4,4—bis(trifluormethyl)—Z,5—dioxoimidazo—
lidin~-1-yl)-2- (cyklopropylmethyl)octova

Roztok 7 g (17,3 mmol) slouceniny z pfikladu 18d ve 20 ml
dichlormethanu se p¥ida p¥i 10°C ke smé&si 30 ml kyseliny
trifluoroctové a 50 ml dichlormethanu a reakéni smé&s se micha
16 hodin p¥i laboratorni teploté. Po odstranéni kyseliny
trifluoroctové a dichlormethanu ve vakuu se ziska 5,9 g (98 %)
titulni sloudeniny, t.t. 123-125°C; [a]?* = -26°(c = 2,

methanol) .

18f) Kyselina (S)—2—(4,4—bis(trifluormethyl—3—(4—(3—(2—methyl—
fenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5—dioxoimidazolidin—1—yl)—

-2~ (cyklopropylmethyl)octova

0
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3,2 ml roztoku n-butyllithia (2,5 M v hexanu) se ptid4 pfi

OH

-40°C v atmosféfre argonu k roztoku 1,39 g (4 mmol) slouceniny
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z prikladu 18e ve 40 ml absolutniho tetrahydrofuranu. Reakéni
sm&s se za michani nechd oh#at na 0°C a pfidd se k ni roztok
2,43 g (8 mmol) 4-(3-(2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl-
chloridu ve 20 ml absolutniho tetrahydrofuranu. Reak&ni smés
se michd 3 hodiny pf¥i laboratorni teploté a pak se k ni p¥ida
20 ml1 1 N kyseliny chlorovodikové. Tetrahydrofuran se odstrani
ve vakuu a vodna faze se extrahuje dvakrat methyl-terc-butyl-
etherem. Spojené organické faze se vysu3i nad siranem sodnym,
zfiltruji se a zahusti ve vakuu. Zbytek se p¥edisti prepara-
tivni HPLC. zahudté&nim produktovych frakci a lyofilizaci se

zisk& 1,41 g (57 %) titulni slouceniny.

18g) Kyselina (R)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluormethyl-3-(4~(3-

- (2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl) -2, 5~dioxoimidazoli-
din-1-yl)-2- (cyklopropylmethyl)acetylamino)~3-methylpropionové
Titulni sloudenina se ziskd zpusobem, popsanym v p¥ikladech 1f

a 1lg, kondenzaci slouleniny z pt¥ikladu 18f s terc-butyl-

~(R) -3-aminobutanodtem a naslednym 3té€penim terc-butylesteru.

Pfiklad 19

Kyselina (S)-3-((S)~-2-(4,4-bis(trifluormethyl-3-(4- (3~ (2~
-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-

~1-yl)-2- (cyklopropylmethyl)acetylamino)~3-fenylpropionova
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19a) Ethyl-(S)-3-((S)~-2-(4,4-bis(trifluormethyl-3-(4~(3-(2-
-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxoimidazolidin-
~1-yl)-2-(cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-fenylpropionat

748 mg (2,28 mmol) TOTU (O-((kyan(ethoxykarbonyl)methylen)-
amino)~-N,N,N',N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat) a 368 nl
N,N-diisopropylethylaminu se p¥idd pf¥i 0°C k roztoku 1,41 g
(2,28 mmol) sloudeniny z p¥ikladu 18f a 442 mg (2,28 mmol)
ethyl-(S)-3-amino-3-fenylpropiondtu ve 20 ml absolutniho
dimethylformamidu. Smé&s se mich& 1 hodinu p¥i laboratorni
teplot& a pak se dimethylformamid odstrani ve vakuu. Zbytek se
rozpusti v ethylacetdtu a roztok se promyje postupné& vodnym
roztokem KHSO4/K»S04, nasycenym roztokem NaHCO; a vodou. Orga-
nickd faze se vysu3i nad siranem sodnym, zfiltruje se, rozpou-
$t&dlo se odstrani ve vakuu a zbytek se chromatografuje na
silikagelu v soustavé& heptan-ethylacetdt (3:2). Zahusténi

produktovych frakci poskytne 1,48 g (82 %) titulni sloucCeniny.

19b) Kyselina (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluormethyl-3-(4-(3-(2-
-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin~-
~1-yl)-2- (cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-fenylpropionova

Roztok 1,46 g (1,84 mmol) slouceniny z prikladu 19a ve 40 ml
N-methyl-2-pyrrolidonu a 20 ml 6 N kyseliny chlorovodikové se
zah¥ivd 6 hodin na 60°C. Reakéni smés se ochladi na labora-
torni teplotu a nalije se do 300 ml vody. SraZenina se odsaje,
promyje vodou a vysu3i nad oxidem fosforelnym. Surovy produkt
se dvakrat chromatografuje na silikagelu v soustavé dichlor-
methan-methanol-kyselina octova-voda (95:5:0,5:0,5). Po zahus-
t&ni produktovych frakci se zbytek rozpusti v dichlormethanu a
organickd faze se promyje vodou, vysu3i se nad siranem sodnym,
zfiltruje se, rozpoudté&dlo se odstrani ve vakuu a zbytek se
podrobi lyofilizaci. Vyté&zek 1,19 g (85 %) titulni slouceniny.
ES(+)-MS: 764,2 (M+H)".
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Pfiklad 20

Kyselina (R)~=3-((8)-2-(4,4-bis(trifluormethyl-3-(4-(3-(2-
-methylfenyl)ureido) -3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-
~1—yl)—2—(2—methylpropyl)acetylamino)—3—methylpropionové
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20a) Terc-butylester N-formyl-L-leucinu

Sloudenina se pripravi analogicky jak popsal W. Duczek a
spol., Synthesis 1996, 37-38. Roztok 4,04 g (40 mmol) tri-
ethylaminu v 10 ml dichlormethanu se p¥ida pfi 0°C k roztoku
8,94 g (40 mmol) hydrochloridu terc-butylesteru L-leucinu a
3,4 g (40 mmol) kyanmethylformidtu v 60 ml dichlormethanu.
Reak&ni roztok se nech& ohtat na laboratorni teplotu a micha
se p¥i laboratorni teploté& pfes noc. Pak se dvakrat promyje
nasycenym roztokem chloridu sodného, faze se oddéli a
organické faze se vysudi nad siranem hofelnatym. Po filtraci a
odstrandni rozpoudté&dla ve vakuu se zbytek podrobi destilaci
ve vakuu. Ziska se 7,5 g (87 %) produktu, vrouciho pFi

118°c/2,7 pa (0,02 torr).

20b) Terc—butyl—(8)~2—(4,4—bis(trifluormethyl)—2,5—dioxo—
imidazolidin-1-yl)~-2-(2-methylpropyl)acetat

2,4 g (12,1 mmol) difosgenu se p¥ida pfi -30°C k roztoku 2,5 g
(11,6 mmol) terc-butylesteru N-formyl-L-leucinu a 2,5 ¢

(24,7 mmol) triethylaminu ve 100 ml suchého dichlormethanu.
Reakdéni roztok se b&hem 1 hodiny nechd oh¥at na -10°C a v

michani pfi této teplot& se pokraluje, dokud reakce neprobéhne
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Gpln&. Pak se reak&ni roztok p¥i laboratorni teploté dvakrat
promyje 7%nim roztokem hydrogenuhliitanu sodného. Faze se
odd&li, organickd faze se vysu$i nad siranem hofecnatym a
zfiltruje se. Rozpoudté&dlo se odstrani ve vakuu a zbytek se
vyjme do 70 ml benzenu. K tomuto roztoku se p¥i laboratorni
teploté& prikape roztok 3 g (11,3 mmol) 2-terc-butoxy-4,4-bis-
(trifluormethyl) -1, 3-oxazabuta-1,3-dienu v 10 ml benzenu.
Reak&ni roztok se zah¥iva p¥es noc na 60°C a pak se benzen
odstrani ve vakuu. Zbytek se podrobi chromatografii na silika-
gelu v soustavé& petrolether-ethylacetdt (10:1), ¢imZ se ziska
3,7 g (80 %) titulni sloudeniny, t.t. 105-106°C; [a]?® = -24°
(¢ = 1, CHClj3).

20c) Kyselina (S)=-2-(4,4-bis (trifluormethyl)-2,5-dioxoimidazo-
lidin~1-yl)-2-(2-methylpropyl)octova

Roztok 7 g (17,2 mmol) slouleniny z pfikladu 20b ve 20 ml
dichlormethanu se p¥ida p¥i 10°C ke smé&si 30 ml kyseliny
trifluoroctové a 50 ml dichlormethanu a reakéni sm&s se micha
16 hodin p#¥i laboratorni teploté&. Pak se kyselina trifluor-
octova a dichlormethan odstrani ve vakuu a ziska se tak 6,0 g
(99 %

) titulni sloudeniny, tajici p¥i 154-156°C; [a]?* = -23°
(¢ = 2, methanol).

20d) Kyselina (R)-3-((S)-2-(4,4~-bis(trifluormethyl)-3- (4~ (3~
—(2~methylfenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5—dioxoimidazoli—
din-1-y1l)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-methylpropionova

Titulni sloudenina se ptipravi zphsobem, popsanym v pfikladech
1f a 1g, a to z 500 mg (0,809 mmol) kyseliny (S)-2-(4,4-bis~-
(trifluormethyl)—B—(4—(3—(2—methylfenyl)ureido)—3—methoxy—
benzyl)—2,5—dioxoimidazolidin—1~yl)—2—(Z—methylpropyl)octové

vzorce
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(kterd se pripravi z kyseliny (S)-2-(4,4-bis(trifluormethyl)-
-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(2-methylpropyl)octové a
4-(3-(2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzylchloridu zplisobemn,
popsanym v ptrikladu 18f) a 128 mg (0,809 mmol) terc-butyl-

- (R)-3-aminobutanocatu. Po kondenzaci, chromatografickém
pr¥edidténi na silikagelu (heptan-ethylacetat 3:2) a 3tépeni
terc-butylesteru se ziskd 299 mg (53 %) titulni slouceniny.

ES(+)~MS: 704,5 (M+H)"

Priklad 21

Kyselina‘(S)—3—((S)—2—(4,4—bis(trifluormethyl)—3—(4—(3—(2—
—methylfenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5-dioxoimidazolidin—
-1-yl) -2~ (2-methylpropyl)acetylamino)-3- fenylproplonova

MEicete

2la) Ethyl-(S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluormethyl)-3-(4-(3-(2-
-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-
-1-yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-fenylpropionat

1,89 g (5,77 mmol) TOTU a 932 ul N,N—diisopropylethylaminu se
pfida p¥i 0°C k roztoku 3,57 g (5,77 mmol) kyseliny

(8)-2-(4,4-bis (trifluormethyl)-3- (4~ (3~ (2-methylfenyl)ureido)-

-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazolidin-1-yl)-2- (2-methyl-
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propyl)octové (pfipravené z kyseliny (S)-2-(4,4-bis(trifluor-
methyl) -2, 5-dioxoimidazolidin~1-yl) -2~ (2-methylpropyl)octové a
4-(3~-(2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzylchloridu jak je
popsédno v p¥ikladu 18f) a 1,11 g (5,77 mmol) ethyl-(S)-3-ami-
no-3-fenylpropiondtu ve 30 ml absolutniho dimethylformamidu.
Smé&s se michd 1 hodinu p¥i laboratorni teploté, dimethyl-
formamid se odstrani ve vakuu, zbytek se vyjme do ethylacetédtu
a ethylacetdtovy roztok se promyje postupné vodnym roztokem
KHS04/K2804, nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a
vodou. Organickd faze se vysu$3i nad siranem sodnym, zfiltruje
ée, rozpoustédlo se odstrani ve vakuu a zbytek se podrobi
chromatografii na silikagelu v soustavé ethylacetat-heptan
(2:3). ZahuSténim produktovych frakci se ziskd 3,26 g (71 %)

titulni sloucdeniny.

21b) Kyselina (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluormethyl)-3-(4-(3-
- (2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl)-2,5-dioxoimidazoli-
din-1-yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-fenylpropionova

45 ml 6 N kyseliny chlorovodikové se prida k roztoku 3,25 g
(4,09 mmol) slouceniny z pfrikladu 2la v 90 ml N-methyl-
—2—pyrrolidonu a sm&s se zah¥ivd 6 hodin na 60°C. Po ochlazeni
na laboratorni teplotu se smés nalije do 600 ml vody.
SraZenina se odsaje, promyje vodou a vysud3i nad oxidem fosfo-
rednym. Surovy produkt se pfrecisti dvojnédsobnou chromatografii
na silikagelu v soustavé dichlormethan-methanol-kyselina
octova-voda (95:5:0,5:0,5). Produktové frakce se zahusti a
odparek se vyjme do dichlormethanu. Organickd faze se dvakrat
promyje vodou, vysu83i se nad siranem hofecnatym, zfiltruje se,
zahusti a podrobi se lyofilizaci. Ziskd se tak 2,7 g (86 %)

titulni slouceniny.

ES (+)-MS: 766,2 (M+H)*.
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Priklad 22

Sodna sl kyseliny (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluormethyl)-
- (4= (3-(2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl) -2, 5-dioxo-
imidazolidin-1-yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino)-3-fenyl-

propionové
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1,24 ml 1 N roztoku hydroxidu sodného (zfed&ného 20 ml vody)
se pfidd za michani k suspenzi 1 g (1,3 mmol) slouCeniny z
p¥ikladu 21 ve 100 ml acetonitrilu a 200 ml vody. Roztok se

podrobi lyofilizaci, &imz se ziskd 1,01 g (79 %) titulni

sloucCeniny.

ES(+)~MS: 766,2 (kyselina (S)-3-((S)~-2-(4,4-bis(trifluor-
methyl)—3—(4—(3—(2—methylfeny1)ureido)—3-methoxybenzyl)~2,5—
-dioxoimidazolidin-1-yl)-2-(2-methylpropyl)acetylamino) -

-3-fenylpropionova + H)"

Priklad 23

Sodna sul kyseliny (S)-3-((S)-2-(4,4~bis(trifluormethyl) -
—3—(4—(3—(2—methylfenyl)ureido)—3—methoxybenzyl)—2,5—dioxo—
imidazolidin-1-yl)-2- (cyklopropylmethyl)acetylamino)-3-fenyl-

propionové
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Ze 720 mg slouCeniny z pfikladu 19b se ziskd 720 mg (99 %)

titulni slouceniny zplsobem, popsanym v pfikladu 22.

ES(+)-MS: 764,3 (kyselina (S)-3-((S)-2-(4,4-bis(trifluor-
methyl)-3-(4-(3-(2-methylfenyl)ureido)-3-methoxybenzyl) -
—2,5—dioxoimidazolidin—l—yl)—2—(Cyklopropylmethyl)acetyl—

amino) -3-fenylpropionova + H)*.

Studium biologické aktivity
A) Test adheze buné&k U937/VCAM-1

Testovaci metoda pouZitd pro studium plsobeni sloucenin vzorce
I na interakci mezi VCAM-1 a VLA-4 je popsana niZe a je pro
tuto interakci specificka. Buné&né vazebné sloZky, t.j. VLA-4
integriny, se dodaji ve své p¥irodni formé jako povrchové
molekuly na lidskych bunikdch U937 (ATCC CRL 1593), které patri
do skupiny leukocytt. Jako specifické vazebné sloZky se
pouZiji rekombinantni rozpustné fazni proteiny, p¥fipravené
genetickym inZenyrstvim, sestavajici z extracytoplasmatické
domény lidské VCAM-1 a konstantni oblasti lidského imuno-

globulinu subtfidy IgGl.

M&f¥eni adheze bunék U937 (ATCC CRL 1593) k hVCAM-1(1-3)-IgG
1. P¥iprava lidské VCAM-1(1-3)-IgG a lidského CD4-IgG

PouZije se geneticky konstrukt pro expresi extracelularni
domény lidské VCAM-1, kombinovany s genetickou sekvenci té&zZké-
ho Fet&zce lidského imunoglobulinu IgGl (pantova oblast,
oblasti CHy a CH3) (od fy Dr. Brian Seed, Massachusetts General
Hospital, Boston, USA; srv. Damle a Aruffo, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1991, 88, 6403). Rozpustny fuzni protein
hVCAM-1(1-3)-IgG obsahuje t¥i amino-termindlni extracelularni
imunoglobulin-like domény lidské VCAM-1 (Damle a Aruffo, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 6403). CD4-IgG (Zettlemeissl a
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spol., DNA and Cell Biology 1990, 9, 347) slouZzi jako fuzni
protein pro negativni kontroly. Rekombinantni proteiny se
exprimuji jako rozpustné proteiny po DEAE/dextranem
zprostfedkované transfekci DNA v bunkach COS (ATCC CRL 1651)
podle standardnich postupl (Ausubel a spol., Current protocols

in molecular biology, John Wiley & Sons, Inc., 1994).

2. Mé&reni adheze bunék U937 k hVCAM-1(1-3)-IgG

2.1 96jamkové testovaci desticky (Nunc Maxisorb) se inkubuji
pfi laboratorni teploté po dobu jedné hodiny s roztokem
(100 pl/jamka) kozi protilatky proti lidské IgG (10 pg/ml
v 59 mM tris, pH 9,5). Po odstranéni roztoku protilatky

se. jednou provede promyti PBS.

2.2 Bloka&ni pufr (1%ni BSA v PBS; 150 pl/jamka) se inkubuje
pil hodiny na desti¢kdch p¥i laboratorni teploté&. Po od-

strané&ni blokadniho pufru se jednou provede promyti PBS.

2.3 Supernatant (100 pl/jamka) kultury transfekovanych bunék
| COS se inkubuje na destickach p¥i laboratorni teploté& po
dobu 1,5 hodiny. Buiiky COS se transfekuji s plasmidem,
kédujicim pro t¥i N-termindlni imunoglobulin-like domény
VCAM-1, ptipojené k Fc-C&asti lidského IgG; (hVCAM-1(1-3)-
~-IgG). Obsah hVCAM-1(1-3)-IgG je p¥ibliZné& 0,5-1 pg/ml.

Po odstran&ni supernatantu se jednou provede promyti PBS.

2.4 Desticky se inkubuji p¥i laboratorni teploté po dobu 20
minut se 100 pl/jamku pufrem, blokujicim Fc-receptor
(1 mg/ml y-globulinu, 100 mM NaCl, 100 uM MgCl,, 100 uM
MnCl,, 100 uM CaClp, 1 mg/ml BSA v 50 mM HEPES, pH 7,5).
Po odstrané&ni pufru, blokujiciho Fc-receptor, se jednou

provede promyti PBS.

2.5 PFida se 20 pl vazebného pufru (100 mM NaCl, 100 pM MgCly,
100 uM MnCl,, 100 pM CaCl,, 1 mg/ml BSA v 50 mM HEPES,




—81" e ss (X} [ ¥) .

pH 7,5), pfidaji se testované sloudeniny v 10 pl vazeb-
ného pufru a provede se inkubace po dobu 20 minut. Jako
kontroly slouZi protildtky proti VCAM-1 (BBT, No. BBA6) a
proti VLA-4 (Immunotech, No. 0764).

2.6 Bunky U937 se inkubuji 20 minut v pufru, blokujicim
Fc-receptor, a pak se napipetuji v koncentraci 1x10%/ml a

v objemu 100 pl na jamku (kone&ny objem 125 pl/jamka).

2.7 DestiCky se pomalu ponotri v uhlu 45° do stop-pufru
(100 mM NaCl, 100 uM MgClz, 100 pM MnCly, 100 uM CaCl, ve

25 mM tris, pH 7,5) a otfepou se. Postup se opakuje.

2.8 Roztok barvicky (50 pl/jamka; 16,7 pg/ml Hoechst dye

\e]

33258, 4 % formalinu, 0,5 % Triton X-100 v PBS) se pak

inkubuje na destickidch po dobu 15 minut.

2.9 Destic¢ky se otfepou a pomalu se ponori v uhlu 45° do
stop-pufru (100 mM NaCl, 100 pM MgCl,, 100 uM MnCl,,
100 uM CaCl; ve 25 mM tris, pH 7,5). Postup se opakuje.
Pak se destiékyli s tekutinou (stop-pufrem) meéri
v cytofluorimetru (Millipore) (citlivost: 5, filtr:
excitaéni vlnova délka: 360 nm, emisni vlnova délka:

460 nm) .

Intenzita svétla, emitovaného zbarvenymi burikami U937, fe
mé&fitkem poltu bunék U937, které adherovaly k hVCAM-1(1-3)-IgG
a tudiZ zlstaly na desticce, a tedy mé¥itkem schopnosti
pfidané testované slouceniny inhibovat tuto adhezi. Z inhibice
adheze p¥i rhznych koncentracich testované sloudeniny se
vypoc&te koncentrace ICsy, kterd zplsobuje inhibici adheze z

50 procent.

3. Vysledky

V testu adheze bunék U937/VCAM~-1 byly ziské&ny nésledujici
vysledky (hodnoty ICso v nM (nanomoly/litr)).
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Sloulenina z prikladu ¢&. ICs9 (nM)
1 0,3
2 0,5
5 25,9
7 2,1
10 0,6
13 1,8
16 0,9
19 4,4

Farmakologické vlastnosti slouenin vzorce I je moZno téz

studovat na nasledujicich modelech.

B) Adheze leukocytd u potkana

Na potkanim modelu adheze leukocytl se zkouma vliv latek
vzorce I na tuto adhezi ve venulich potkana. Adheze leukocytt
k endotelu postkapildrnich venuli se povaZuje za duleZity
stupetl zan&tlivych reakci (J. M. Harlan, Blood 1985, 65, 513).
B&hem rekruitmentu leukocytl z krve do zanicenych oblasti
probiha dobfe koordinovany dynamicky sled udalosti, v némz
aktivni roli maji chemotaktické cytokiny a buné&né adhezni
molekuly. Zjistilo se, Ze interakce VCAM/VLA-4 hraji rozhodu-
jici tlohu p¥i adhezi a vystupu leukocytd, a pfi zvySené
propustnosti cév pro makromolekuly, kterd se indukuje rhznymi
zprost¥edkujicimi substancemi (medidtory) a cytokiny (D.
Seiffge, Int. J. Microcirc. 1995, 15, 301). Na predstaveném
modelu se celkovy zanét nebo reumatoidni artritida, vedouci

k adhezi leukocyt®l a k jejich vystupu do postizZenych &asti
organfl, vyvola loka&lni nebo systemickou injekci endotoxint,
nap¥. zymosanem, bakteridlnimi toxiny, jako jsou liposacharidy
(LPS), nebo Freundovym adjuvans. Stanovi se zvySend adheze

k endotelu venuli, zplUsobend endotoxinem.
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Adheze leukocytll se stanovi pomoci snimkovaciho inversniho
mikroskopu (Zeiss), osazeného videosystémem. Zymosan nebo
bakteridlni endotoxin se injikuje samclm potkana Sprague-
Dawley (té&lesnd hmotnost pribliZné 250 g) pod lehkou premedi-
kaci halothanem. Kontrolni zvifata dostanou stejny objem 0, 9%
roztoku soli. Testované latky se potom aplikuji zvitatim sub-
kutdnné& nebo per os, a to bud v jednotlivé davce, nebo ve vice
davkach. Pro méfreni se potkani narkotisuji intramuskuldrni
injekci urethanu 1,25 g/kg. Dychaji spontédné trachedlni
trubici. T&lesnd teplota se udrZuje na 37°C pomoci regulované
elektricky vyhtivané podusSky. Na vyh#¥ivaném okné stolku mikro-
skopu (37°C) se pellivé obnaZi mesenterium na¥iznutim podb¥igku
a prekryje se p¥i 37 °C kapalnym parafinem. Ileocekdlni oblast
mesenteria se fixuje pomoci t¥i tupych jehel a plasteliny. Po
t¥icetiminutové ekvilibradéni f4zi, béhem niZz se tkan stabili-
zuje, se adheze leukocyt®l stanovi v postkapildrnich venulich o
priméru 20-30 um a délce pf¥ibliZné 100 pm pocitdnim ve 2-3
segmentech venuli, v 10 min intervalech po dobu jedné hodiny.
Leukocyt se povaZuje za adherovany k endotelu, jestliZe se
nepohybuje po dobu del$i neZ 30 sec. Po ukonleni experimentu
se v krvi stanovi celkovy polet leukocytl a obsah fibrinogenu.
Inhibice adheze leukocytl testovanou latkou se vyjadfuje
poklesem (v %) poltu adherovanych leukocytu u léCenych zvirat,

ve srovnani s pocltem u zvitat kontrolnich.

C) Precitlivélost opoZdéného typu na mySich

Protialergickd a protizané&tliva uGcinnost latek vzorce I se
studuje na modelu p¥ecitlivélosti opoZdéného typu (DTH). DTH
je zanétliva reakce klZe, vyvolana sensibilisaéi pomoci anti-
genni substance. Za Uelem in vivo stanoveni odpovidajici
zadndtlivé reakce a rekruitmentu leukocytd do zasaZené oblasti
se sloudeniny testuji na ndsledujicim modelu DTH u my3i (viz

také T.B. Issekutz, J. Immunol. 1991, 147, 4178).
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Skupina samic my3i BALB/c (télesnd hmotnost pfibliZné 20 g) se
na oholené Casti kuUZe zcitlivi aplikaci 150 ul 3% oxazalonu,
ktery indukuje silnou zé&nétlivou DTH reakci. Po 6 dnech se
reakce podniti aplikaci 20 pl 1% oxazalonu do pravého ucha
zvirat. Testované 1latky se podavaji v kaZdém jednotlivém
pripadé subkutanné nebo ordlné 44 hod a 20 hod pfred podnicenim
reakce a 4 hod po podniceni. Tésné pred podnicenim a za 24 hod
po podniceni reakce se mikrometrem (Mitutoyo Engineering)
zm&¥i zména tlousStky pravého ucha, zdufelého v disledku
zdnétu. Rozdil téchto dvou méfeni se stanovi pro kazdé zvire
skupiny. St¥edni hodnoty rozdilh mezi skupinou zvirat oSet-
fenych testovanou latkou a neoSetfenou kontrolni skupinou se
porovnaji. Jako mira uc¢inku l4tky je brdno procento inhibice

zdufeni ucha.

D) Antiastmatické G¢inky na morcatech

V1liv na funkci plic a antiastmaticky ucinek sloucenin vzorce I
se modelové stanovi na morcatech podle popsané metody (G.
Moacevic, Arch. Toxicol. 1975, 34, 1). Technickd p¥iprava
stanoveni se v detailu provede jak popisuje Moacevic. PouZiji
se samci morcat albinl v rozsahu télesné hmotnosti 300-500 g.
Zvitata se umisti do pletysmografu (FMI) a zaznamenaji se tf¥i
potatedni hodnoty parametrud respirac¢ni rychlosti a amplitudy.
V tomto modelu je astmatickd respirace charakterizovéna
poklesem respiradni amplitudy (= sniZeni respirac¢niho objemu
v disledku bronchokonstrikce) a zvySenim respiracni rychlosti
(= reflexni reakce). Tento stav je u astmatik® zndm jako

dyspnea.

Mor&ata albini se 22 dni pred poclédtkem studie zcitlivi 1 ml
0,1%niho roztoku ovalbuminu na zvife, po dva nasledujici dny.
Experimentdlni astmaticky zachvat se indukuje inhalaci
0,3%niho roztoku ovalbuminu po dobu 1 minuty. Po 40-60

minutové ozdravovaci fézi zvifata inhaluji testovanou latku ve
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vodném roztoku. OkamZit& potom se aplikuje 0,3%ni roztok
ovalbuminu po dobu 1 minuty. V nasledné 30 min ozdravovaci
fazi zvifata dychaji normalni vzduch. Tento postup se opakuje
dvakrat. JestliZe astmatické zachvaty ohrozZuji Zivot, podava

se zvifatlm kyslik.

Antiastmaticky G&inek na ovcich se stanovi napf¥iklad zptsobem,

popsanym Abrahamem a spol. (J. Clin. Invest. 1994, 93, 776).

E) Antiateroskleroticky ucinek se mtZe studovat na

nasledujicich zvifecich modelech.
ManZetovy model tvorby neointimy

Pouziji se myS8i divokého kmene C57BL/6J z chovného zatizeni
Charles River Wiga GmbHv(Sulzfeld, Némecko) a homozygotni KO
my3i kmene C57BL/6J-ApoE tmlUnc (ApoE KO) z Jackson Laboratory
(Maine, USA). Na poclatku experimentu jsou vSechny my3i ve
stdri 10 - 12 tydnd a chovaji se v plné klimatizovanych
mistnostech se stdlou teplotou 22°C. Svételny reZim den/noc je
rizené nastaven na dobu 12 hod. MySi se nejdf¥ive anestetizuji
pentobarbitalem sodnym (60 mg/kg té&lesné hmotnosti; i.p.).
KaZdému zvireti se jesté aplikuje xylazin (0,01 mg/10 g

té&lesné hmotnosti; i.m.).

My3i se fixuji v pozici naznak a vnit¥ni strana zadnich nohou
se oholi a desinfikuje. KaZe na vnit¥ni levé strané stehna se
otevie podélnym Yezem asi 1 cm dlouhym a stehenni tepna se
vypreparuje od okolni tkéané, od stehenni Zily a sedaciho
nervu. Asi 2 mm dlouhy kousek polyethylenové hadicky (Vnitfni
pramér 0,58 mm, vnéjsi primér 0,965 mm, Becton Dickinson,
Sparks, MD, USA) se podélné roztizne a umiéti kolem stehenni
arterie a fixuje se niti Prolen (7/0, 0,5 metric, Ethicon,
Nordstedt, Némecko). KiZe se nésledné znovu uzavrfe kontinudl-
nim stehem. Prava zadni noha se operuje analogicky, ale bez

nasazeni manzZety kolem stehenni arterie. Zvife se potom vrati
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zp&t do klece. Po operaci jsou zvifata denné oSetfovéana

testovanou latkou.

Na konci experimentu se my3i op&t anestetizuji pentobarbitalem
sodnym (60 mg/kg té&lesné hmotnosti; i.p.) a xylazinem (0,01
mg/10 g té&lesné hmotnosti; i.m.). Pro fixaci cév in situ
dostane kaZda my3 injekci 4%niho formalinu do b¥iSni aorty.
Potom se vyjme pravd a levd arterie. Na levé strané se oddeéli
&4st arterie, kterd obsahuje Usek dlouhy 1 mm bliZe k manZetég,
Usek uzavfeny v manZeté& a distdlni 1 mm Gsek. Na pravé strané
tato Gast odpovida Gseku isolovanému b&hem operace, ale

neuzavrenému manzZetou.

Casti levé a pravé stehenni arterie, fixované ve 4%nim roztoku
formalinu, se zaliji do parafinu. Z Useku levé arterie a z
odpovidajiciho Gseku pravé kontrolni arterie se pfipravi
mnoZstvi tkanovych fezll, které se pro softwarem fizenou
morfometrickou analyzu (LeicaQWin od Leica Imaging Systems,
Cambridge, Velkd Briténie) obarvi hematoxylinem a eosinem.

Pro kaZdou my3 se vyhodnoti t#i tkafiové Yezy z oblasti levé
stehenni arterie uzavfené manZetou a tfi tkanové fezy z
odpovidajici oblasti pravé kontrolni arterie. Po oznaceni
vn&jsi elastické vrstvy (lamina elastica externa), vnit¥ni
elastické vrstvy (lamina elastica interna) a rozhrani mezi
lumenem a endotelem pak program vyhodnoti nasledujici plochy:
lumen, neointima a media. Velikost té&chto ploch se vyjadfuje
v um?. Mirou u&inku latky je sniZeni poméru neointima/media ve

srovnadni s kontrolni skupinou.

Transplantace srdce

Na modelu alogenni transplantace srdce se provadéji trans-
plantace mezi dvé&ma geneticky inkompatibilnimi potkany. Pro
tento u&el se potkani Wistar-Furth pouZiji jako darci a

potkani Lewis jako pfijemci. Zvifata se ziskaji z chovného
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zatizeni Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld, Némecko). Samci
potkana Lewilis o hmotnosti 270-330 g a stari 2,5-3 mésice a
samci Wistar-Furth o hmotnosti 200-250 g ve stdf¥i od 1,5 do 2
mé€sict se chovaji za konstantnich ¥izenych podminek (teplota
19-22°C; relativni vlhkost 50-55%; své&telny reZim den/noc je

¥izené nastaven na periodu 12 hod).

Pted operaci dostanou potkani kombinaci xylazinu (3,3 mg/kg
t&lesné hmotnosti) a ketaminu (115 mg/kg télesné hmotnosti).
Po nastupu anestese se b¥isni dutina pfijemce otevie stfedovym
fezem. B¥isni aorta a dolni dutd Zila se od sebe oddéli mezi
rendlni arterii a Zilou a iliolumbdlnimi cévami. Aorta se
potom kranidlné& uzavie za pomoci cévni svorky. Obé& cévy se
potom kaud&dlné& zadkrti hedvabnou niti. Druhé hedvabné vlakno
le?i volné& podél kranidlniho konce dolni duté Zily. Po
otevfeni b¥idni dutiny dArce je zvife utraceno pferudenim
hlavnich b¥idnich cév. Tento Casovy okamzik je pocatkem
ischemické periody orgénu darce. Potom se otevfe branice a
srdce se obnaZi. Horni a dolni dutéd Zila se podvazZi a odfiznou
distdlné od srdce. Plicni cévy se hromadné podvazi hedvébnou
niti. Aorta a pulmondrni arterie se potom vyjmou pinzetou a
odst¥ihnou. Cévy transplantdtu se zbavi zbytkd krve. Srdce se
potom zvedne, odd&li se spolu z ligaturou z plic a vloZi se do
ledového fysiologického roztoku chloridu sodného na jednu az
dvé minuty. Potom se provede propojeni (koncem ke strane)
aorty a plicni arterie orgénu darce s bfisni arterii a s dolni
dutou Zilou pf¥ijemce. Po propojeni cév se obnovi Zilni a
nasledné& tepennd cirkulace. Nakonec se uzavfe b¥i3ni dutina
seditim svalu peritonea a klZe. Po obnoveni krevniho obé&hu a
kratkém ozdraveni, tepe transplantované srdce v rytmu se
sinusovou frekvenci 100 aZ 120 tepi/min. Jako imunosupresivum
se podava Cyklosporin A (CSA) bud subkuténné (s.c.) nebo
ordln& s pitnou vodou. Po ptrekondni akutni odmitavé reakce

lze, po&inaje 15. dnem po operaci, sniZit davku z 25 mg/kg
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té&lesné hmotnosti na 5 mg/kg télesné hmotnosti. Injekce se

podédvaji jednou denné&, rano, do oblasti krku zvirete.

Z divodu bezpe&ného prekonani akutni odmitavé reakce dochédzi k
pfechodu ze subkuténni aplikace CSA na ordlni poddni aZ 22.
den po operaci. Zkoumand sloucenina se podava po dobu 100 dni
po operaci. Po uplynuti Casového intervalu sledovani (100 dni)
se zvifatim pod anestezi otev¥e b¥idni dutina. Srdce s chréné-
nymi vystupky b¥idnich cév se vyjme a ptipravi se tkanové
fezy, které se skladuji v 4%nim roztoku formalinu. Po fixaci
se tkanové rezy srdce zaliji do parafinu a obarvi na elasti-
citu podle standardni histologické techniky van Giesona.
Klasifikace proliferace neointimy a s ni spojené konstrikce
vaskuldrniho lumenu se vyhodnoti dle Adamse a spol. (Trans-
plantation 1993, 56, 794). Klasifikuje se adheze mezi vnitfni
elastickou vrstvou (lamina elastica interna) a endotelem.
Specidlni barveni dle van Giesona, které selektivné zvyrazni
elasticka vlakna, usnadiiuje vyhodnoceni. U&inek slouleniny se
projevuje sniZenim proliferace neointimy a tedy aterosklerédzy

transplantdtu ve srovndni s kontrolni skupinou.

Model aterosklerézy u ApoE ,knockout™ (KO) mySi

Homozygotni KO my3i kmene C57BL/6J-ApoE tmlUnc (ApoE KO) se
ziskaji od The Jackson Laboratory (Maine, USA). VSechny myS3i
jsou na polatku experimentu 10 aZ 12 tydnd staré a jsou
chovany na standardnim stelivu pro laboratorni zvitata
(Altromin, Lage, Némecko) v plné klimatizovanych mistnostech
p¥i teplot& 22°C. Svételny reZim den/noc je rizené nastaven na
periodu 12 hodin.Zvifatim je podavéna testovana latka po dobu
4 m&sichi. Na konci pokusu se my3i anestetizuji pentobarbitalem
sodnym (60 mg/kg té&lesné hmotnosti; i.p.) a xylazinem

(0,01 mg/10 g télesné hmotnosti; i.m). Srdce, aortédlni oblouk
a sestupnd thorakdlni aorta se pak odstrani a fixuji se ve

$nim roztoku formalinu. Sestupnd aorta se vybarvi barvickou
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Oil Red O, aby se vybarvily tukové léze. Morfologickd analyza
tukovych 1ézi se provadi za pouZiti mikroskopu (typ Leitz

DM RBE, Leica, Bensheim) s pfipojenou kamerou s fidici
jednotkou (typ CF 15 MCC, Kappa Meftechnik, Gleichen) a
poc¢itacem (Leica, Bensheim). M&¥eni se provadé&ji za pouZiti
po&itacdového programu pro zobrazovaci analyzu (LeicaQWin,
Leica Imaging Systems, Cambridge, Velk& Britdnie). Srdce a
aortalni oblouk se podélné roz¥iznou a obarvi se hematoxylinem
a eosinem pro morfo-metrickou analyzu. V kazZdém pripadé& se
analyzuje 15-20 ¥rezl. Dal3i fezy se zkoumaji imunohisto-
chemicky na makrofagy a T-lymfocyty. U&inek testované sloude-
niny se projevi zmen3enim tvorby plaku v aorté ve srovnani s

kontrolni skupinou.

F) Kardioprotektivni u¢inek ce miZe studovat naptiklad na

nadsledujicim zviftecim modelu.

Velikost srdecniho infarktu u potkani

Potkani samci kmene Wistar se ziskaji z chovného zatrizeni
Charles River Wiga, GmbH (Sulzfeld, Némecko). PouZiji se
zvitata stard 2,5 aZz 3 mé€sice, hmotnosti 270-330 g. Zvirata se
chovaji za konstantnich #izenych podminek (teplota 19-22°C,
relativni vlhkost 50-55 %, svételny reZim den/noc je nastaven
na 12 hodin). Pred operaci se mySi anestetizuji kombinaci
xylazinu (3,3 mg/kg télesné hmotnosti) a ketaminu (115 mg/kg
télesné hmotnosti). Pak se zvifata intubuji a ventiluji se
30%nim kyslikem. Hrudnik se oholi, dezinfikuje se a otevie se
levou laterdlni thorakotomii. Levad korondrni tepna se podvaZe
2-3 mm pod levym srdeénim ou3kem po dobu 48 hodin nebo

4 tydnl, nebo se podvaZe po dobu 30 minut a reperfunduje se po

dobu 47,5 hodiny, nebo po dobu 4 tydni.

Po operaci se hrudnik opét uzavfe a zvirata se extubuji kdyz

zatnou spontdnné dychat. Testovand sloulenina se podd 30 minut
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po podvéazéni nebo bezprostfedné pfed reperfiizi. Zvifata jsou
pak kaZdodenn& oSetfovédna testovanou sloudeninou. Na konci
pokusu se zvifata znovu anestetizuji kombinaci xylazinu

(3,3 mg/kg té&lesné hmotnosti) a ketaminu (115 mg/kg té&lesné
hmotnosti). Pro analyzu pohybl stény se zvifata, u kterych
byla srdce reperfundovéana, zkoumaji pomoci ,Nuclear Magnetic
Resonance Imaging“. U zvifat s neperfundovanym srdcem se
pravou kré&ni tepnou zavede Spicaty kateter pro m&feni ventri-
kularniho tlaku a kontraktility v levé srde&ni komo¥e. Pak se
vS8em zvifatim odstrani srdce a perfunduje se retrogradné pfes
aortu v Langendorffové@ apardtu teplym 1%nim roztokem Evansovy
mod¥i p¥i 37°C, aby se zjistila oblast anatomického rizika a
neischemickd oblast. Srdce se roz¥iznou na 5-6 tenkych platkl
a inkubuji se 15 minut v roztoku 2,3,5-trifenyltetrazolium-
chloridu, aby se zjistila vitdlni a mrtva srdecni tkan.
Planimetrickd analyza rizikové plochy a oblasti infarktu se
provadi pomoci kamery (Leica, Bensheim) s pfipojenou pocita-
¢ovou jednotkou s analytickym softwarem (Leitz, Bensheim).
Rizikova plocha se pak vyjadfi v procentech vztaZenych na
levou predsin plus septum, a infarzni oblast v procentech
vztaZenych na rizikovou plochu. U&inek sloudeniny se projevi
jako zmenSeni infarzni oblasti vztaZené na rizikovou plochu v

porovnani s kontrolni skupinou.
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PATENTOVE NAROKY

Sloucenina vzorce I

kde

A je cyklopropylmethylovd skupina nebo isobutylova skupina;

E je skupina -CO-R®, skupina -CO-H nebo skupina -CH,-0-R’;

Z je atom kysliku nebo atom siry;

R' je atom vodiku nebo methylova skupina;

R? je fenylovéd skupina, pyridylové skupina nebo
(C1—-Cy4)-alkylova skupina, kde alkylovad skupina muZe byt
substituovdna jednim nebo nékolika atomy fluoru a
fenylovd skupina mAZe byt substituovédna jednim nebo néko-
lika identickymi nebo rozdilnymi substituenty z mnoZiny
obsahujici (C;-C4)-alkylovou skupinu, (C1-Cs)-alkoxylovou
skupinu, methylendioxyskupinu, ethylendioxyskupinu, atom
halogenu, trifluormethylovou skupinu a trifluormethoxylo-
vou skupinu;

R® a R*® jsou methylova skupina nebo trifluormethylova
skupina;

R® je atom vodiku nebo (C;-C4)-alkylova skupina, kde alkylovy
zbytek miZe byt substituovidn jednim nebo nékolika atomy
fluoru;

R® je hydroxylovd skupina, (C;-Cjio)-alkoxylova skupina,
fenyl-(C;-Cg) —alkoxylovad skupina, fenyloxylova skupina,

(C1-Cg) —alkylkarbonyloxy=- (C1~Cg) —alkoxylova skupina,
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fenylkarbonyloxy~ (C1-C¢) ~alkoxylova skupina,

fenyl-(C1-Cg) ~alkylkarbonyloxy-(C1-C¢) —alkoxylova skupina,
(Cl—Cg)—alkoxykarbonyloxy—(Cl-Cg)—alkoxylové skupina,
fenyloxykarbonyloxy- (C1-C¢) ~alkoxylova skupina,

fenyl- (C1-Cg) ~alkoxykarbonyloxy- (C;—Cs) ~alkoxylova
skupina, aminova skupina, mono( (C;-Cjp)—-alkyl)aminova

skupina nebo di ((C;=Cip)-alkyl)aminovd skupina;
R’ je atom vodiku nebo (C;-C4)-alkylova skupina;

ve v3ech jejich stereoizomernich formadch a sm&sich té&chto

forem ve vSech pomérech,

nebo jeji fyziologicky p¥ijatelné soli.

Slouc¢enina vzorce I podle ndroku 1, vy zna c¢uijici
se t im Ze v ni substituenty R?® a R* jsou oba methylové
skupiny nebo jsou oba trifluormethylové skupiny, ve vSech
jejich stereoizomernich formach a smésich téchto forem ve

v3ech pomérech, nebo jeji fyziologicky pfijatelné soli.

SlouCenina vzorce I podle narokd 1 a/nebo 2, vy zn a & u-
jici se tim Ze v ni Z je atom kysliku, ve vSech
jejich stereoizomernich formach a smésich téchto forem ve

v3ech pomérech, nebo jejil fyziologicky prijatelné soli.

SlouCenina vzorce I podle jednoho nebo n&kolika z naroku 1
a2 3, vyznaduijici se tim Ze v ni R!' je
methylovd skupina a R° je methylova skupina, ve vdech jejich
stereoizomernich formach a smé€sich téchto forem ve v3ech

pomérech, nebo jeji fyziologicky prijatelné soli.

Slouc¢enina vzorce I podle jednoho nebo nékolika z naroka 1

az 4, vyznaduijici se tim Ze v ni R? je
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pyridylova skupina, nesubstituovand fenylova skupina,
fenylovd skupina, kterd je substituovéna methylendioxy-
skupinou nebo ethylendioxyskupinou, fenylova skupina, ktera
je substituovana jednou nebo dvéma (C;-Cy4)-alkoxylovymi
skupinami, nebo (C;-C4)-alkylova skupina, kterd miZe byt
substituovédna jednim nebo nékolika atomy fluoru, ve v3ech
jejich stereoizomernich formach a smésich té&chto forem ve

v8ech pomé&rech, nebo jeji fyziologicky p¥fijatelné soli.

Sloucenina vzorce I podle jednoho nebo nékolika z naroka 1
az 5, vyznacdujici se tim Ze v ni E je
skupina -CO-R® nebo skupina —-CH,;-OH ,a R® je hydroxylovéa
skupina, (C;-Cs)-alkoxylovd skupina nebo aminov& skupina,
ve v3ech jejich stereoizomernich formidch a smé&sich té&chto
forem ve v3ech pomérech, nebo jeji fyziologicky p¥ijatelné

soli.

SlouCenina vzorce I podle jednoho nebo nékolika z ndroka 1

az 6, vyznacujici se tim Ze v ni

A je cyklopropylmethylovd skupina nebo isobutylova skupina;

E Jje skupina —-COOH, skupina —-COOC;Hs;, skupina -COOiC3H; nebo
skupina —CH,-OH;

Z Je atom kysliku;

.Rl je methylova skupina;

R? je nesubstituovand fenylovad skupina, pyridylova skupina
nebo methylova skupina;

R® a R* jsou methylovad skupina;

R’ je methylova skupina;

ve v8ech jejich stereoizomernich formadch a smésich téchto

forem ve v3ech pomérech, nebo jeji fyziologicky prijatelné

soli.
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Sloucenina vzorce I podle jednoho nebo né&kolika z naroka 1

az 6, vyznadujici se tim, Ze v ni
A Jje cyklopropylmethylova skupina nebo isobutylova skupina;

E je skupina —-COOH, skupina -COOC,;Hs, skupina —-CO0iCs3H; nebo
skupina —-CH,-OH;

Z Jje atom kysliku;
R' je methylova skupina; -

R? je nesubstituovana fenylova skupina, pyridylova skupina

nebo methylova skupina;
R® a R! jsou trifluormethylova skupina;
R® je methylova skupina;
ve v8ech jejich stereoizomernich formdch a smé&sich té&chto

forem ve vSech pomé&rech, nebo jeji fyziologicky pfijatelné

soli.

Zpusob pfipravy sloucenin vzorce I podle jednoho nebo
nékolika z ndrokt 1 az 8, vy znadc¢ujici se tim,
Ze sloucCenina vzorce II se podrobi reakci se sloudeninou

vzorce III

R 7 RO
A ’ HzN\l/\E

() ()

kde A, E, 7z, R', R?, R?}, R* a R® jsou definovadny v ndrocich

1 az 8, nebo funkéni skupiny jsou pritomny v chréanéné formé
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nebo ve form& prekurzord, a kde G je hydroxykarbonylova
skupina, (Ci1-Ce¢)-alkoxykarbonylovad skupina nebo aktivované

derivaty karboxylové kyseliny.

Slou&enina vzorce I podle jednoho nebo né&kolika z néroku
1 az 8 a/nebo jeji fyziologicky pfijatelné soli pro pouZiti

jako lécivo.

Farmaceuticky prostftedek, vy znacduijici se
t i m, Ze obsahuje jednu nebo né&kolik sloudenin vzorce I
podle jednoho nebo nékolika z ndrokt 1 aZz 8 a/nebo jejich
fyziologicky pf¥ijatelnych soli, a farmaceuticky p¥ijatelny

nosic.

Sloucenina vzorce I podle jednoho nebo nékolika z ndroka
1 az 8 a/nebo jeji fyziologicky ptijatelné soli pro pouzZiti

jako protizanétlivé latky.

Slougenina vzorce I podle jednoho nebo nékolika z narokli 1
az 8 a/nebo jeji fyziologicky p¥ijatelné soli pro pouZiti
pri oSetfeni artritidy, reumatoidni artritidy, polyartri-
tidy, zanétlivého onemocnéni sttev, systémického lupus
erythematosus, roztrouSené sklerdézy nebo zanétlivych

onemocnéni centrdlni nervové soustavy.

Sloucenina vzorce I podle jednoho nebo nékolika z naroki
1 az 8 a/nebo jeji fyziologicky pfrijatelné soli pro pouziti

pfi oSetfeni astmatu nebo alergii.
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Slou&enina vzorce I podle jednoho nebo nékolika z ndrokl 1
aZ 8 a/nebo jeji fyziologicky p¥ijatelné soli pro pouZiti
pfi o3et¥eni kardiovaskuldrnich onemocnéni, aterosklerodzy,
infarktu myokardu, akutniho korondrniho syndromu, mrtvice,
restendz, diabetu, podkozeni organovych transplantati,
imunitnich onemocné&nich, autoimunnich onemocnénich, rustu
nadorti nebo nadorovych metastdz, nebo malarie, nebo pro

kardioprotekci nebo sekunddrni profylaxi mrtvice.

Slou¢enina vzorce I podle jednoho nebo né&kolika z narokit 1
a? 8 a/nebo jeji fyziologicky prijatelné soli pro pouZiti
jako inhibitory adheze a/nebo migrace leukocytt, nebo pro

inhibici receptoru VLA-4.
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