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Derivaty N-hydroxyformamidl substituované piperidinem a pipe-
razinem jako inhibitory metaloproteindz a zpusob Jjejich pZi-

pravy

Oblast techniky

Pfedkladdany vyndlez se tykd sloulenin vyuZitelnych pfi inhi-
bici metaloproteindz a zejména farmaceutickych kompozic obsa-

hujicich tyto sloudeniny a jejich pouZiti.

Dosavadni stav techniky

Slouéeﬁiny podle predkléddaného vynalezu jsou inhibitory jedné
nebo vice enzyml metaloproteindz. Metaloproteindzy jsou t¥idou
proteindz (enzymi), jejichZ pocet v poslednich letech drama-
ticky roste. Na zdkladé strukturnich a funkénich dvah byly ty-
to enzymy zat¥idény do skupin a podskupin, které jsou popsany
v N. M. Hooper (1994) FEBS Letters 354:1-6. Mezi p¥iklady me-
taloproteindz patfi matricové metaloproteindzy (MMP), Jjako
jsou kolagenédzy (MMP1, MMP8, MMP13), Zelatindzy (MMP2, MMP9),
stromelysiny (MMP3, MMP10, MMP1ll), matrilysin (MMP7), metalo-
elastéaza (MMP12), enamelysin (MMP19), MT-MMP (MMP14, MMP15,
MMP16, MMP17); reprolysin nebo adamalysin nebo skupina MDC,
kterd zahrnuje sekretdzy a shedédzy, jako jsou enzymy konver-
tujici TNF (ADAM10 a TACE); skupina astacinl, kterd zahrnuje
enzymy, jako je proteindza pro zpracovani prokolagenu (PCP); a
dal3i metaloproteindzy, Jjako Jje argekanaza, skupina enzymi
konvertujicich endotelin a skupina enzymd konvertujicich an-

giotensin.

Pfedpokladdd se, Ze metaloproteindzy jsou duleZité p¥i mnoha
procesech fyziologickych onemocnéni, kterd zahrnuji modelovani
tkdné&, jako je embryondlni vyvoj, vznik kosti a zmény v déloze
béhem menstruace. Toto se zaklddd na schopnosti mataloprotei-
nédz S3tépit Siroké spektrum matricovych substrati, jako je ko-

lagen, proteoglykan a fibronektin. Také se predpoklada, :ze



metaloproteindzy jsou dualeZité pfi zpracovdni nebo sekreci
biologicky dualeZitych bunéénych medidtord, jako je nadorovy
nekrézni faktor (TNF); a p¥i posttranslaénim proteolyznim
zpracovani nebo p¥i ubyvani biologicky vyznamnych membranovych
proteinti, jako je nizkoafinitni IgE receptor CD23 (pfesné&jsi
seznam viz. N. M. Hooper a kol., (1997) Biochem J. 321: 265-
279).

Metaloproteindzy jsou spojovadny s mnoha onemocnénimi. Inhibice
aktivity jedné nebo vice metaloproteindz miZe byt vyhodnid na-
priklad pfi nésledujicich onemocnénich: rGznd z&nétliva a
alergicka onemocnéni, jako jsou z&né&ty kloubll (zejména revma-
toidni arthritida, ostecarthritida a dna), z&nétlivd onemoc-
néni gastrointestindlniho traktu (zejména =zanétlivad stfevni
onemocnéni, ulcerativni kolitida a gastritida), zanétliva
koZni onemocnéni (zejména psoridza, ekzém, dermatitida); pfi
invazi nebo metastdzovani nddoru; p¥i onemocnénich spojenych
s nekontrolovanou degradaci mimobunélné matrice, jako je os-
teoarthritida; pfi chorobné resorpci kosti (jako Jje osteopo-
réza a Pagetova nemoc); p#i onemocnénich spojenych s chorobnou
angiogenezi; pfi zvy3ené preméné kolagenu souvisejici s diabe-
tem, periodont&lnim onemocnénim (jako je gingivitida), zvtedo-
vaténi rohovky, zvfedovaténi klZe, postopera&nich stavech (ja-
ko Jje stfevni anastoméza) a hojeni koZnich poranéni; demye-
lina¢ni onemocnéni centrdlniho a periferniho nervového systému
(jako je mnohocetnd sklerédza); Alzheimerova nemoc; pfem&ny mi-
mobunécné matrice pozorované p¥i kardiovaskuldrnich onemocné&-
nich, Jjako je restendéza a atherosklerdéza; a chronickd obs-
truk¢éni plicni onemocnéni, COPD (napfiklad je uloha MMP, jako
je MMP12 diskutovdna v Anderson & Shinagawa, 1999, Current
Opinion in Anti-inflammatory and Immunomodulatory Investiga-

tional Drugs, 1(1): 29-38).
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Je znamo mnoho inhibitord metaloproteindz; rtzné t#idy sloude-
nin mohou mit rdzny stupefi U€innosti a selektivity p¥i inhibi-
ci riznych metalpproteindz. Nyni byla nalezena nova tfida
slouCenin, které jsou inhibitofy matalorpotindz a jsou zv14sté
vyznamné p¥i inhibici MMP-13 a také MMP-9, Sloudeniny podle
pfedkladdaného vynalezu maji vyhodnou u&innost a/nebo farmako-

kinetické vlastnosti.

MMP13, neboli kalogendza 3, byla pUvodné klonovana z cDNA kni-
hovny odvozené od rakoviny prsu [J. M. P. Freije a kol. (1994)
Journal of Biological Chemistry 269 24:16766-16773]. PCR-RNA
analyza- RNA ze Sirokého spektra tkani naznaduje, 3Ze exprese
MMP13 Dbyla omezena na karcinomy prsu, protoZe se nenachazi
v fibroadenomech prsu, norm&lnich nebo klidovych prsnich #1&-
zach, placenté&, jatrech, vaje&nicich, d&loze, prostat& nebo
priusnich Zlazach nebo v bun&Enych liniich rakoviny prsu (T47-
D, MCF-7 a ZR75-1). Né&sledné po tomto zji3té&ni byly MMP13
detekovany v transformovanych epidermdlnich keratinocytech [N.
Johansson a kol., (1997) Cell Growth Differ. 8(2): 243-2501,
karcinomech plochych bunék [N. Johansson a kol., (1997) Am. J.
Pathol. 151(2): 499-508] a nadorech epidermu [K. Airola a
kol., (1997) J. Invest. Dermatol. 109(2): 225-231]. Tyto vy-
sledky naznaCuji, Ze MMP13 se vyluduji transformovanymi bufi-
kami epitelu a mohou byt zahrnuty do mimobuné&é&né degradace
matrice a interakci bun&&né matrice spojenych s matastazova-
nim, jak bylo zejména pozorovdno u invaznich 1lézi rakoviny

prsu a u maligniho rustu epitelu p#i karcinogenezi klZe.

Z nedavno zverejnénych ﬁdéjﬁ vyplyva, Ze MMP13 hraje roli p¥i
zvratech dalSich pojivovych tkani. Napfiklad v souladu se
substratovou specifi¢nosti MMP13 a vyhodnosti degradace kola-
genu typu II ([P. G. Mitchell a kol., (1996) J. Clin. Invest.
973: 761-768; V. Knauper a kol., (1996) The Biochemical
Journal 271:1544-1550], se o MMP13 pfedpoklédd, Ze hraje roli

pfi primdrni osifikaci a pfeménédch kostry [M. Stahle-Backdahl
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a kol., (1997) Lab. Invest. 76(5): 717-728; N. Johansson a
kol., (1997) Dev. Dyn. 208(3):387-397], pfi destruktivnich
onemocnénich kloubtd, jako je revmatoidni arthritida a osteo-
arthritida [D. Wernicke a kol., (1996) J. Rheumatol. 23: 590-
595; P. G. Mitchell a kol., (1996) J. Clin. Invest. 97(3):761-
768; O. Lindy a kol.,; (1997) Arthritis Rheum. 40(8): 1391-
1399]; a béhem aseptického uvolnéni pf¥i ndhradé kycle [S. Imai
a kol., (1998) J. Bone Joint Surg. Br. 80(4): 701-710]. MMP13
byly také implikovany p¥i chronické periodontitidé& dospélych,
protoZe byly lokalizovadny v epitelu chronicky zanicenych sliz-
nicich gingivalni tkéané& [V. J. Uitto a kol., (1998) Am. J. Pa-
thol. 152(6): 1489-1499] a pf¥i preméndch kolagenové matrice
v chronickych poranénich [M. Vaalamo a kol., (1997) J. Invest.

Dermatol. 109(1): 96-101].

MMP9 (Zelatindza B; 92kDa kolagendza typu IV; 92kDa Zelatina-
za) Jje vylulovanym proteinem, ktery byl nejprve purifikovéan,
potom klonovén a sekvencovdn v roce 1989 (S.M. Wilhelm a kol.
(1989) J. Biol Chem. 264(29): 17213-17221, Publikovano v J.
Biol. Chem. (1990) 265(36): 22570,). Nedavny prehledny &lanek
o MMP9 nabizi vynikajici zdroj podrobnych informaci a odkazl o
této protedze: T.H. Vu & Z. Werb (1998) (Matrix Metalloprotei-
nases. 1998, Vydal W.C. Parks & R.P. Mecham. str. 115 - 148,
Academic Press. ISBN 0-12-545090-7). N&sledujici poznamky po-
chézeji z tohoto p¥ehledného &lanku T.H. Vu & Z. Werb (1998).

Exprimace MMP9 se obvykle omezuje na nékolik typl bunék,
vCetné trofoblastl, osteoklast®i, neutrofild a makrofagh. Je-
jich exprimace se v3ak miZe vyvolat v té&chto stejnych bufikach
a v jinych buné&énych typech prostfednictvim né&kolika media-
tort, vcetné& expozice buné&k rustovym faktorlim nebo cytokinlm.
Jednd se o stejné medidtory, jako jsou ty, které Jjsou c&asto
implikovadny p¥i =zacdtku z&né&tlivé odezvy. U jinych MMP se
uvolnuje MMPY9 jako neaktivni proenzym, ktery se nésledné S5tépi

za vzniku enzymaticky aktivniho enzymu. Protedzy potfebné pro
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tuto aktivaci in vivo nejsou znédmé. Rovnovadha aktivnich MMP9
proti neaktivnimu enzymu je déle regulovédna in vivo interakci
s TIMP-1 (tké&novy inhibitor metaloproteindz-1), coZz je pfirod-
né se vyskytujici protein. TIMP-1 se vazZe k C-koncové oblasti
MMP9, coZ vede k inhibici katalytické domény MMP9, Kombinuje
se rovnovdha indukované exprimace ' ProMMP9, S&tépeni Pro- na
aktivni MMP9 a pritomnost TIMP-1 za ucelem urcdeni mnoZstvi
katalyticky aktivnich MMP9, které Jjsou prfitomny v pfislusném
mist&. Proteolyticky aktivni MMP9 napadné substrdty, mezi
které pat¥i Zelatina, elastin a nativni kolagendzy typu IV a
typu V; nemd Zadnou aktivitu proti nativnimu kolagenu typu I,

proteoglykanim nebo laminintm.

V posledni dobé stdle vzrustd mnoZstvi Gdajl, ze kterych vyp-
lyvd dloha MMP9 p¥i ruznych fyziologickych a patologickych
procesech. Mezi fyziologické Ulohy patfi invaze embryonickych
trofoblastl pres elitel délohy v rannych sté&diich implastace
embrya; urcitd role pfi ristu a vyvoji kosti; a migrace zanét-
livych bunék =z vaskulatury do tké&ni. Zvy3end exprimace MMP9
byla pozorovana pf¥i urlitych patologickych stavech, coZ nazna-
Cuje, Ze je MMPY9 piritomna pfri chorobnych provesech, jako je
arthritida, metastédzovdni néadord, Alzheimerova nemoc, mnoho-
Cetna sklerdza a prasknutéd plaku p¥i atherosklerdze vedouci

k akutnim korondrnim onemocnénim, jako je infarkt myokardu.

Mezindrodni patentovd pfihlaska WO-99/38843 naroku je sloule-

niny obecného vzorce
B-X- (CH2) n— (CR'R?) n-W-COY

pro pouziti pfi vyrobé& léciva pro léceni nebo prevenci one-
mocnéni souvisejicich s matricovymi metaloproteindzami. Kon-
krétné popisuje sloudeninu N-{1S-[4-(4-chlorfenyl)piperazin-1-

sulfonylmethyl]-2-methylpropyl}-N-hydroxyformamid.
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Nyni byly prekvapivé objeveny sloudeniny, které 3jsou uc&inné

jako inhibitory MMP13 a maji znacné aktivni profily.

Podstata vynalezu

V prvnim aspektu predkladdany vyndlez poskytuje slouceniny

obecného vzorce I

kde B je fenylovd skupina monosubstituovand v poloze 3- nebo
4- atomem halogenu nebo trifluormethylovou skupinou, nebo
disubstituovand v poloze 3- a 4- atomy halogenu (které mohou
byt stejné nebo rtzné); nebo B je 2-pyridylovd skupina nebo 2-
pyridyloxyskupina monosubstituovand v poloze 4-, 5- nebo 6-
atomem halogenu, trifluormethylovou skupinou, kyanoskupinou
nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 aZ 4 atomy uhliku; nebo B
je 4-pyrimidinylovd skupina popfipadé substituovand v polize
6- atomem halogenu nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 aZ 4

atomy uhliku;
X je atom uhliku nebo atom dusiku;

R! je trimethyl-1l-hydantoinalkylovad skupina obsahujici v alky-
lové C&sti 2 aZ 4 atomy uhliku nebo trimethyl-3-hydantoinalky-
lova skupina obsahujici v alkylové &asti 2 aZ 4 atomy uhliku;
fenylové skupina nebo alkylfenylovd skupina obsahujici v alky-
lové C&sti 2 aZ 4 atomy uhliku monosubstituovand v poloze 3-
nebo 4- atomem halogenu, trifluormethylovou skupinou, thiosku-
pinou nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 aZ 3 atomy uhliku
nebo alkoxyskupinou obsahujici 1 aZ 3 atomy uhliku; fenyl-
SO;NHalkylova skupina obsahujici v alkylové &asti 2 aZ 4 atomy

uhliku; 2-pyridylova skupina nebo 2-pyridylalkylovd skupina
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obsahujici v alkylové Casti 2 aZ 4 atomy uhliku; 3-pyridylova
skupina nebo 3-pyridylalkylovad skupina obsahujici v alkylové
Casti 2 az 4 atomy uhliku; skupina 2-pyrimidin-SCH;CH;; 2- nebo
4-pyrimidinylalkylovd skupina obsahujici v alkylové c&asti 2 a:z
4 atomy uhliku popfipadé monosubstituovand atomem halogenu,
trifluormethylovou skupinou, alkylovou skupinou obsahujici 1
az 3 atomy uhliku, alkyloxyskupinou obsahujici 1 aZz 3 atomy
uhliku, 2-pyrazinylovou skupinou popfipadé& substituovanou ato-
mem halogenu nebo 2-pyrazinylalkylovou skupinou obsahujici
v alkylové ¢&asti 2 aZ 4 atomy uhliku popfipadé substituovanou

atomem halogenu.

Jakédkoli alkylovd skupina uvedend vysSe miZe byt pfimd nebo

rozvétvena.

Vyhodnymi slouceninami podle pfedklddaného vynadlezu jsou slou-

¢eniny, u kterych plati jedna nebo vice uvedenych pravidel:

B je 4-chlorfenylovd skupina, 4-fluorfenylovd skupina, 4-brom-
fenylova skupina nebo 4-trifluorfenylovd skupina; 2-pyridylova
skupina nebo 2-pyridyloxyskupina monosubstituovand v poloze 4-
nebo 5-, jako je 5-chlor-2-pyridylovd skupina, 5-brom-2-pyri-
dylova skupina, 5-fluor-2-pyridylovd skupina, 5-trifluorme-
thyl-2-pyridylovd skupina, 5-kyano-2-pyridylovd skupina, 5-
methyl-2-pyridylovd skupina; zejména 4-fluorfenylovd skupina,
5-chlor-2-pyridylovd skupina nebo 5-trifluormethyl-2-pyridy-

lova skupina;
X je atom dusiku;

R' je 3-chlorfenylovéa skupina, 4-chlorfenylovd skupina, 3-
pyridylovad skupina, 2-pyridylpropylovd skupina, 2- nebo 4py-
rimidinylethylovd skupina (popfipadé monosubstituovand atomem
fluoru), 2- nebo 4-pyrimidinylpropylovd skupina, 2-(2pyrimidi-
nyl)propylova skupina (popfipadé monosubstituovand atomem flu-

oru); zejména 2-pyrimidinylpropylovd skupina, 2-(2-pyrimidi-
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nyl)propylovd skupina (popfipadé monosubstituovand atomem

fluoru) nebo 5-fluor-2-pyrimidinylethylovad skupina.

Zv1lastni podskupinou slouc¢enin obecného vzorce I Jjsou slou-
¢eniny, kde B je fenylovd skupina monosubstituovand v poloze
3- nebo 4- atomem halogenu nebo trifluormethylovou skupinou,
nebo disubstituovand v poloze 3- a 4- atomy halogenu (které
mohou byt stejné nebo rlzné); nebo B je 2-pyridylova skupina
nebo 2-pyridyloxyskupina monosubstituovand v poloze 5- nebo 6-
atomem halogenu, trifluormethylovou skupinou nebo kyanoskupi-
nou; nebo B je 4-pyrimidinylovd skupina popfiipadé substituova-
na v poloze 6- atomem halogenu nebo alkylovou skupinou obsa-
hujici 1 aZz 4 atomy uhliku; X je atom uhliku nebo atom dusiku;
R! je trimethyl-l-hydantoinalkylova skupina obsahujici v alky-
lové Casti 2 aZ 4 atomy uhliku nebo trimethyl-3-hydantoinalky-
lovéd skupina obsahujici v alkylové ¢&&sti 2 aZz 4 atomy uhliku
group; nebo R! je fenylova skupina nebo alkylfenylovd skupina
obsahujici v alkylové Casti 2 aZ 4 atomy uhliku monosubstituo-
vand v poloze 3- nebo 4- atomem halogenu, trifluormethylovou
skupinou, thioskupinou nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 az
3 atomy uhliku nebo alkoxyskupinou obsahujici 1 aZz 3 atomy
uhliku; nebo R' je fenyl-SO;NHalkylovd skupina obsahujici
v alkylové &&sti 2 aZ 4 atomy uhliku; nebo R! je 2-pyridylova
skupina nebo 2-pyridylalkylovd skupina obsahujici v alkylové
Casti 2 aZ 4 atomy uhliku; nebo R' je 3-pyridylova skupina nebo
3-pyridylalkylovéd skupina obsahujici v alkylové &&sti 2 aZ 4
atomy uhliku; nebo R' je skupina 2-pyrimidin-SCH,CH,; nebo R* je
2- nebo 4-pyrimidinylalkylovad skupina obsahujici v alkylové
Casti 2 aZz 4 atomy uhliku pop¥ipadé monosubstituovand jednim
atomem halogenu, tritluoromethylovou skupinou, alkylovou sku-
pinou obsahujici 1 aZ 3 atomy uhliku, alkyloxyskupinou obsa-
hujici 1 az 3 atomy uhliku, 2-pyrazinylovou skupinou nebo 2-
pyrazinylalkylovou skupinou obsahujici v alkylové &asti 2 azZ 4
atomy uhliku; Jjakdkoli alkylovad skupina miZe byt pfimd nebo

rozvétvena.
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Je tfeba poznamenat, Ze konkrétni substituenty a podty subs-
tituent® na B a/nebo R! jsou vybrany tak, aby se zabranilo sté-

ricky nevhodnym kombinacim.

Kazdad sloucenina uvedend jako p¥iklad p¥fedstavuje konkrétni a

nezavisly aspekt podle vyndlezu.

Pokud se ve slouCenindch obecného vzorce I vyskytuji opticky
aktivni centra, Jjsou pfedmétem podle pfedklddaného vynalezu
vSechny Jjednotlivé opticky aktivni formy a kombinace té&chto
slouc¢enin a také Jjejich odpovidajici racemdty. Racemity se
mohou rozdélit na jednotlivé opticky aktivni formy za pouZiti
znamych postupl. (napfiklad viz. Advanced Organic Chemistry:
tfeti vydani: autor J. March, str. 104-107) v&etn& napfiklad
pfipravy diastereoizomernich derivatd obsahujicich vhodné po-
mocné opticky aktivni ¢&&sti, po které nésleduje rozdé&leni a

od3tépeni této pomocné &asti.

Je tfeba poznamenat, Ze sloufeniny podle predkladaného vynale-
zu mohou obsahovat jeden nebo vice asymetricky substituovanych
atomd uhliku. Pritomnost jednoho nebo vice té&chto asymetric-
kych center (chirdlnich center) ve sloucenindch obecného vzor-
ce I miZe vést ke stereoizomerii a v kaZdém p¥ipadé& se rozumi,
Ze v3echny takové stereoizomery, v&etn& enantiomerti a diaste-
reoizomeru a jejich smési, v&etné& racemickych smé&si jsou sou-

¢asti predkladaného vynéalezu.

V pfikladové C&asti je popséna izolace a charakterizace né&kte-
rych enantiomerd. Enantiomery se mohou pfipravit reakci race-
mické 1latky s chirdlni pomocnou latkou, rozd&lenim vznikaji-
cich diastereomert pomoci chromatografie, a néslednym od3té&-
penim chirdlni pomocné latky. Diastereoizomer, ktery se eluuje
z kolony jako druhy (za podminek popsanych podle vyndlezu) a
nasledné se S35tépi, poskytne podle testovidni aktivn&j3i enan-
tiomer. V kazZdém pfipadé se predpokladd, Ze aktivni enantiomer

ma stereochemii S, vyndlez vS8ak neni timto urdenim nijak ome-
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zen. Aktivni enantiomer je charakterizovén jako derivat, ktery
se z kolony eluuje jako druhy. Za pouziti raznych slou&enin
obecného vzorce I mohou rGzné kolony a/nebo rlznad rozpoustédla

zménit elucni pofadi nejaktivnéjsiho enantiomeru.

V ptikladech 3je popsé&na izolace a charakterizace nékterych
diastereoizomert. Chromatografické déleni a nasledné testovani
potvrzuje, Ze aktivnéjsi diastereomer se eluuje ze separacdni
kolony jako prvni (tj. aktivnéjsi diastereoizomer je charakte-
rizovadn tim, Ze se eluuje ze separacni kolony jako prvni). Za
pouziti rlGznych sloulenin obecného vzorce I, rlznych kolon
a/nebo riznych rozpoustédel se mlZe ovlivnit eluéni pofadi

nejaktivnéjsiho diastereomeru.

Pfedpokladdd se, Ze u slouCenin obecného vzorce I se dvéma chi-
rédlnimi centry bude mit aktivné€jsi enantiomer stereochemii
S,S, ale tento predpoklad nijak neomezuje rozsah predkladaného

vynalezu.

Pokud u sloucenin obecného vzorce I existuji tautomery, tyka
se vynalez v3ech jednotlivych tautomernich forem a kombinaci

téchto jednotlivych forem.

Jak bylo uvedeno vySe, Jjsou sloucCeniny podle predkladaného
vynalezu inhibitory metaloproteindz a zejména jsou to inhibi-
tory MMP13, KaZdd z vySe uvedenych indikaci sloucenin obecného
vzorce I pfedstavuje nezdvislé a zvla3tni provedeni podle
pfedkladaného vynalezu. Ackoli se nechceme omezovat na teo-
retické uvahy, o slouenindch obecného vzorce I se predpokla-
da, Ze vykazuji selektivni inhibici pro kaZdou z vySe uvede-
nych indikaci vzhledem k jakékoli MMP1l inhibié&ni aktivité. Ja-
ko neomezujici ptfiklad mbZe slouZit sto aZ tisicindsobné

selektivita oproti jakékoli MMP1 inhibiéni aktivité.

Ur&ité slouceniny podle predklddaného vynadlezu jsou zvlasté

vhodné pro pouzZiti jako inhibitory agrekandzy, tj. inhibitory
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degradace agrekanu. Nékteré slouCeniny podle predkladaného vy-

ndlezu jsou zv14a3té& vhodné jako inhibitory MMP9 a/nebo MMP12,

Sloudeniny podle predkladaného vynadlezu se mohou =ziskat jako
farmaceuticky pfijatelné soli. Mezi takové soli patf¥i kyselé
adiéni soli, jako je hydrochlorid, hydrobromid, citrdt a ma-
ledt a soli vznikajici s kyselinou fosforeCnou a kyselinou si-
rovou. V jiném aspektu jsou vhodnymi solemi bazické soli, jako
jsou soli s alkalickymi kovy, napriklad sodikem nebo drasli-
kem, soli s kovy alkalickych zemin, napfiklad s vépnikem nebo
hof&ikem nebo soli s organickymi aminy, napfriklad s triethyl-

aminem. ~

Slouéeniny podle predkléddaného vyndlezu se také mohou pfri-
pravit ve formé& in vivo hydrolyzovatelnych esterd. Jednd se o
farmaceuticky prijatelné estery, které se hydrolyzuji v téle
¢lovéka za vzniku mate¥ské slouceniny. Takové estery se mohou
identifikovat podavéanim, napfiklad nitroZilné&, testovanym Zi-
vo¢ichim, testované sloucdeniny a néslednym testovdnim té&lnich
tekutin Zivo&icha. Vhodnymi in vivo hydrolyzovatelnymi estery
pro karboxylové kyseliny jsou methoxymethylestery a pro hydro-

xyslouceniny jsou to formyl a acetyl, zejména acetyl.

Za UCelem pouZiti sloucenin obecného vzorce I nebo jejich far-
maceuticky pfijatelnych soli nebo in vivo hydrolyzovatelnych
esterll pro terapeutickou 1lé&bu (vEetné profylaktické 1é&by)
savcl, véetné c¢lovéka, se slouleniny bé&Zné formuluji pomoci
standardnich farmaceutickych postupd do formy farmaceutickych

kompozic.

Proto v dal3im aspektu predklddany vyndlez poskytuje farma-
ceutickou kompozici, kterd obsahuje sloueninu obecného vzorce
I nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil nebo in vivo hydro-

lyzovatelny ester a farmaceuticky p¥ijatelny nosi.
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Farmaceutické kompozice podle predklddaného vyndlezu se mohou
podavat standardnim zpusobem p¥i onemocnénich, které je Z&dou-
ci 1é¢it, napriklad prostfednictvim perordlniho, topického,
parenterdlniho, bukdlniho, nasdlniho, vagindlniho nebo rek-
tadlniho podavani nebo pomoci inhalace. Pro tyto Glely se mohou
slouéeniny podle predkladdaného vynalezu formulovat zplsoby,
které jsou odbornikim v této oblasti znadmé ve form& napfiklad
tablet, tobolek, vodnych nebo olejovych roztoktd, suspenzi,
emulzi, kréml, masti, gell, nasdlnich spreju, &ipka, jemné
rozmé€lné&nych praskd nebo aerosoll pro inhalaéni podavani a pro
parenterédlni pouzZiti (vCetné nitroZilniho, mezisvalového nebo
infuzniho podavéani) sterilni vodné nebo olejové roztoky nebo

suspenze nebo sterilni emulze.

Kromé& sloucenin podle p#edklddaného vyndlezu mohou farmaceu-
tické kompozice podle pfedklddaného vyndlezu také obsahovat
nebo mohou byt podavadny spole&né& s (soudasnd& nebo nasledné)
jednim nebo vice farmakologickymi &inidly, kterd jsou vhodnéa

pro léceni jednoho nebo vice onemocné&ni uvedenych vys3e.

Farmaceutické kompozice podle pfedkléddaného vynalezu se budou
béZné podavat <&lov&ku tak, aby se denni davka pohybovala
v rozmezi 0,5 aZ 75 mg/kg télesné hmotnosti (a s vyhodou 0,5
az 30 mg/kg té&lesné hmotnosti). Tato denni davka se miZe poda-
vat podle potfeby v rozdélenych davkach, pfifemZ p¥esné mnoz-
stvi podavané slouceniny a zplsob podavadni bude zAaviset na
hmotnosti, véku a pohlavi pacienta, ktery se ma 1lé&it a na
konkrétnim onemocnéni, které se ma 1lé&it podle principti, které

jsou odbornikim pracujicim v této oblasti znamé.

Typicky bude jednotkovd davkovaci forma obsahovat asi 1 mg aZ

500 mg slouceniny podle pfedklddaného vynélezu.

V dal3im aspektu tedy pfedkladdany vyndlez poskytuje sloudeninu
obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sl nebo

in vivo hydrolyzovatelny ester pro pouZiti p#i zpusobu léc&eni
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¢lovéka nebo Zivolicha. Predmétem podle predklddaného vyndlezu
je zejména pouZiti p¥i léceni onemocnéni nebo stavu zprost¥ed-

kovaného MMP13 a/nebo agrekandzou a/nebo MMP9 a/nebo MMP12.

Jesté v dalsim aspektu predkléddany vyndlez poskytuje zplsob
lé¢eni onemocnéni zprostredkovaného metaloproteindzou, ktery
zahrnuje podavani terapeuticky wU¢inného mnoZstvi slouceniny
obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky prijatelné soli nebo
in vivo hydrolyzovatelného esteru teplokrevnému Zivodichovi.
Mezi onemocnéni zprostfedkovand metaloproteindzou patf¥i arth-
ritida (jako je ostecarthritida), atheroskleréza, chronické

obstrukéni plicni onemocnéni (COPD).

V dal3im aspektu predkladany vynélez poskytuje zplsob pEZipravy
slouc¢eniny obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky pfija-
telné soli nebo in vivo hydrolyzovatelného esteru, kdy zptusob
zahrnuje reakci sloueniny obecného vzorce II s vhodnou slou-
Zeninou obecného vzorce R!CHO za ziskani alkenu obecného vzorce
III, ktery se potom pfevede na slouleninu obecného vzorce 1V,
ktera je prekurzorem slouceniny obecného vzorce I, a popfipadé
se potom vytvori farmaceuticky pfijatelnd sul nebo in vivo
hydrolyzovatelny ester slouCeniny obecného vzorce I, jako je

uvedeno dale:
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Slouenina obecného vzorce II se obvykle pfipravi reakci
slouCeniny vzorce V se sloudeninou vzorce VI, kde B’ je
prekurzorem B a X’ je X nebo prekurzor X nebo aktivovana forma
X vhodnéd pro reakci s B’. Slou€enina vzorce II se miZe také

pfipravit ze sloudeniny vzorce VII, jak je uvedeno déale:
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Vi B + X_ N—SO,Me v

B—X/—\N—SOZ Me

b
)
=X N . w

Je t¥eba poznamenat, Ze mnoho vhodnych vychozich latek je ko-
mercné dostupnych. Kromé& toho nédsledujici tabulka ukazuje pod-
robnosti o aldehydovych meziproduktech a Jjejich odpovidajici

registracéni ¢isla v Chemical Abstracts.

RCHO Registracéni é&islo v
Chemical Abstracts
3-(2-pyrimidinylthio)propionaldehyd |155957-56-5
3-(2-pyrazinyl)butyraldehyd 177615-94-0
3-fenylsulfonylamidopropanal 57483-28-0
4-(4-methoxyfenyl)butyraldehyd 160093-24-3
4-(3-methoxyfenyl)butyraldehyd 113504-55-5

Aldehydy bez registradniho &isla v Chemical Abstracts
3-(2-pyrimidyl) propionaldehyd

K roztoku 7,95 g (0,05 M) 2-brompyrimidinu ve 150 ml aceto-
nitrilu se pfidéd 4,2 g (0,075 M) propargylalkoholu, 750 mg (1
mM) bis(trifenylfosfin)-palladium(II)chloridu, 100 mg (0,5 mM)
jodidu médného a 25 ml (0,25 M) triethylaminu a smés se micha
a zahfivd na 70 °C 2 hodiny. K reak&ni smési se p¥idd dalsich

2,1 g (0,038 M) propargylalkoholu, 375 mg (0,5 M) bis-
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(trifenylfosfin)palladium(II)chloridu a 50 mg (0,25 M)jodidu

médného a smés se michd a zah#ivd na 70 °C dal3i 1 hodinu.

Reakéni smés se odpafi do sucha a zbytek se nanese na silika-
gel a chromatograficky se ¢&isti za eluce ethylacetidtem. Ziské
se 4,45 g (vyté&Zek 66 %) 3-(2-pyrimidyl)prop-2-yn-3-olu ve

formé& Zluté, pevné latky.

INMR (CDCl3) & 2,9 (1H, t), 4,5 (2H, d), 7,3 (1H, d), 8,8 (2H,
t), MS nalezeno MH" 135.

4,45 g (0,033 M) 3-(2-pyrimidyl)prop-2-yn-l-olu se rozpusti v
140 ml.ethylacetétu, pfidd se 890 mg 10% palladia na uhli a
smés se michd ve vodikové atmosféfe 6 hodin. Reak&ni smé&s se
filtruje pfes kfemelinu a filtrdt se odpa¥i a ziskd se 4,15 g
(91 %) 3-(2-pyrimidyl)propan-l-olu ve formé& Zluté, pevné

latky.

'NMR (CDCl3) & 2,1 (2H, m), 3,2 (2H, t), 3,8 (2H, t), 7,2 (1H,
t), 8,7 (2H, d) MS nalezeno MH' 139.

3-(2-pyrimidyl)propan-1-ol se oxiduje za ziskdni 3-(2-pyrimi-
dyl)propionaldehydu za pouZiti podminek Swernovy reakce. 14,3
ml oxalylchloridu se rozpusti v 700 ml dichlormethanu, prida
se 21,3 ml dimethylsulfoxidu, pfiemZ se teplota udrZuje pod
-60 °C. Po 15 minutéch se pomalu pfida 20,8 g alkoholu rozpus-
téného v 20 ml dichlormethanu, a po 30 minutdch 125 ml tri-
ethylaminu. Po 15 minutdch se reak&ni sm&s nechd oh#at na
teplotu mistnosti a pfidd se 100 ml vody. Rozpou3té&dla se
odpafi a organickd vrstva se promyje t¥ikrat 150 ml vody, susi
se nad siranem hofecnatym a odpafi se za ziskéni oleje, ktery
se Cisti pomoci flash kolonové chromatografie za eluce smési
ethylacetat/5 % methanolu a ziskd se 8,71 g (vyté&Zek 43 %)

produktu ve formé oleje.
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INMR CDCl; & 3,0 (2H, t), 3,4 (2H, t), 7,1 (1H, t), 8,7 (2H,
d), 9,9 (1H, s).

Za pouZiti postupu popsaného vySe se pripravi nésledujici

aldehydy:

4-(2-pyrimidyl)butyraldehyd za pouZiti 3-butyn-l-olu misto
propargylalkoholu

INMR CDCl; & 9,8 (1H, s), 8,6 (2H, m), 7,15 (1H, m), 3,0 (2H,
m)l 215 (2Hl m)r 212 (2HI m);

3-(2-pyrazinyl)propionaldehyd za pouZiti 2-brompyrazinu misto

2-brompyrimidinu

'NMR (de-DMSO) & 9,77 (s, 1H), 8,61 (d, 1H), 8,54 (dd, 1H),
8,46 (d, 1H), 3,10 (t, 2H), 2,92 (t, 2H);

4-(2-pyrazinyl)butyraldehyd za pouZiti 2-brompyrazinu misto 2-
brompyrimidinu a 3-butyn-l-olu misto propargylalkoholu

'NMR (d¢-DMSO) & 9,68 (s, 1H), 8,56 (m, 2H), 8,49 (m, 1H), 2,80
(¢, 2H), 2,5 (m, 2H), 1,96 (m, 2H);

4-(4-trifluormethylpyrimidin-2-yl)butanal za pouZiti 2-chlor-
4-trifluorpyrimidinu [CAS registra&ni ¢&islo 33034-67-2] misto

2-brompyrimidinu a 3-butyn-l-olu misto propargylalkoholu;

'H NMR (CDCl3): & 9,80 (s, 1H), 8,92 (d, 1H, J= 5,0 Hz), 7,47
(d, 1H, J= 5,0 Hz), 3,11 (d4d, 2H, J= 17,5, 7,5 Hz), 2,60 (dd,
2H, J= 6,1, 6,1Hz), 2,21 (m, 3H);

4-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butanal =za pouZiti 2-chlor-5-fluor-
pyrimidinu [CAS registrac¢ni ¢&islo 62802-42-0] misto 2-

brompyrimidinu a 3-butyno-l-olu misto propargylalkoholu,

'H NMR (CDC13): & 9,90 (s, 1H), 8,52 (s, 2H, J= 5,0 Hz), 7,47,
3,47 (m, 2H), 3,33 (dd, 2H, J= 6,8, 6,8 Hz), 3,02 (m, 2H);
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4- (4-methoxypyrimidin-2-yl)butanal za pouziti 2-chlor-4-
methoxy-pyrimidinu [CAS registra&ni &islo 22536-63-6] misto 2-

brompyrimidinu a 3-butyno-l-olu misto propargylalkoholu,

'H NMR (CDCl3): & 9,80 (s, 1H), 8,34 (d, 1H, J= 5,0 Hz), 6,55
(d, 1H, J= 5,0 Hz), 3,97 (s, 3 H), 2,91 (dd, 2 H, J= 6,8, 6,8
Hz), 2,58 (m, 2H), 2,20 (m, 2H);

4-(5-ethylpyrimidin-2-yl)butanal =za pouZiti 2-chlor-5-ethyl-
pyrimidinu [CAS registraéni ¢islo 111196-81-7] misto 2-brom-

pyrimidinu a 3-butyno-l-olu misto propargylalkoholu,

'"H NMR (CDCl3): & 9,79 (s, 1H), 8,51 (s, 2H), 2,99 (dd, 2H, J=
7,4, 7,4, Bz), 2,54 (m, 4H), 2,17 (p, 1H, J= 7,4 Hz), 1,04 (t,
2 H, J= 17,2 Hz).

5-(2-pyrimidyl)pentanal za pouzZiti 2-brompyrimidinu a 4-pen-

tyn-1-olu misto propargylalkoholu,

INMR (CDCl;) & 9,8 (14, s), 8,65 (2H, m), 7,1 (1H, m), 3,0 (2H,
m), 2,5 (24, m), 1,9 (2H, m), 1,7 (2H, m).

3-(5-brompyrimidin-2-yl)propanal za pouZiti 2-jod-5-brompyri-

midinu misto 2-brompyrimidinu,

'"H NMR (CDCl3): & 9,90 (s, 1H), 8,70 (s, 2H), 3,30 (dd, 2H),
3,0 (dd, 2H).

4- (4-pyrimidyl) -butan-1-al

4,47 g (0,03 M) 2,4-Dichlorpyrimidinu se v atmosféfe argonu
rozpusti v 250 ml triethylaminu. P¥id4d se 420 mg (0,006 M)
(Ph3P),PdClz, 28 mg (0,00015 M) jodidu mé&dného a 2,36 ml (0,03
M) 3-butyn-1-olu a smé€s se michd 18 hodin p#i teploté& mistnos-
ti. Po odpafeni do sucha se p#idd 250 ml vody a smés se extra-
huje dichlormethanem. Spojené organické faze se sudi a odpafi

se do sucha. Ziskany olej se ¢&isti pomoci chromatografie za
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eluce smési iso-hexan/ethylacetdt 1/1 a ziskd se 3,3 g 4-(2-

chlor-4-pyrimidyl)-3-butyn-1-olu ve formé& oleje.

!NMR (CDCls) & 8,5, (d 1H); 7,3, (d 1H); 3,9, (t, 2H); 2,8, (m
2H); 1,6 (s 1H). Hmotové spektrum nalezeno MH' 183.

Tato latka se hydrogenuje tak, jak je popsdno vy3e, ale v pfi-
tomnosti 1 ekvivalentu triethylaminu a ziskd se poZadovany
nasyceny alkohol, ktery se oxiduje za pouZiti vy3e popsané
Swernovy oxidace a ziskd se poZadovany 4-(4—pyrimidyl)-butan-

1-al.

NMR CDCls & 9,8, (s 1H); 9,1, (s 1H); 8,5, (d 1H); 7,1, (d
1d); 2,8, (t 2H); 2,5, (t 2H); 2,1, (m 2H). Hmotové spektrum
nalezeno MH™ 149.

3-(5-fluorpyrimidin-2-yl)propanal

K michajicimu se roztoku (E)-1l-ethoxy-3-(5-fluorpyrimidin-2-
yl)prop-2-enylethyletheru a 9,7 g (43 mmol) (2Z)-l-ethoxy-3-(5-
fluorpyrimidin-2-yl)prop-2-enylethyletheru wve 100 ml suchého
ethanolu se pfi teploté& mistnosti v atmosféfe argonu p¥ida 1,0
g (10% palladia na uhli. Reakéni banka se evakuuje a naplni se
plynnym vodikem. Smé&s se potom michd 18 hodin p#i teploté
mistnosti. Reakéni smés se potom filtruje pF¥es 1lhZko z k¥e-me-
liny a odpafi se za sniZeného tlaku a ziskd se 8,7 g (vytéZek
89 %) Zluteého oleje. K roztoku 15 g (66 mmol) tohoto oleje v
200 ml tetrahydrofuranu se p¥i teplot& mistnosti pridad 36 ml
(72 mmol) 2M vodného roztoku kyseliny chlorovodikové a reakéni
smés se mich&d 3 hodiny p#¥i teplot& mistnosti. Reak&ni smés se
potom z¥edi 100 ml ethylacetdtu a pH smési se upravi p#idénim
100 ml nasyceného vodného roztoku hydrogenuhli&itanu sodného
na 9. Vrstvy se oddéli a vodnd vrstva se extrahuje t¥ikrat 100
ml ethylacetatu. Spojené organické extrakty se potom su3i nad

siranem sodnym, filtruji se a odpa¥i se za sniZeného tlaku a
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ziska se 16 g 3-(5-fluorpyrimidin-2-yl)propanalu, ktery se

pouZzije bez dalSiho &isténi.

'H NMR (CDCl3): & 9,90 (s, 1H), 8,50 (s, 2 H), 3,33 (dd, 2 H,
J= 6,9, 6,9 Hz), 3,00 (dd, 2 H, J = 6,9, 6,9 Hz).

Vychozi latka se ziskd ndsledujicim zplsobem:

K roztoku 9,0 g (68 mmol) 2-chlor-5-fluorpyrimidinu [CAS re-
gistraéni ¢islo 62802-42-0) a 42,8 g (102 mmol, sm&s E:Z
izomerd 5:1) 1l-tributylstannyl-3,3-diethoxyprop-l-enu v 140 ml
suchého dimethylformamidu se v atmosféfe suchého argonu pos-
tupné pfidé 9,4 g (68 mmol) uhli¢itanu draselného, 11,2 g (68
mmol) tetraethylamoniumchloridu a 2,4 g (3,4 mmol) bis(tri-
fenylfosfin)palladium(II)chloridu. Ziskand sm&s se michid a
zahfiva 3 hodiny na 120 °C. Reak&ni smés se ochladi na teplotu
mistnosti a zfedi se 100 ml vody a 150 ml diethyletheru. Tato
smés se potom filtruje pfes 1luZko z kfemeliny. Vrstvy se od-
déli a vodnd vrstva se extrahuje t#ikrdt 100 ml diethyletheru.
Spojené organické extrakty se potom su3i nad siranem hofed&-
natym, filtruji se a odpa#¥i se za sniZeného tlaku. Po &isténi
pomoci flash chromatografie na silikagelu za eluce smési 10 %
ethylacetatu v hexanu se ziskd 9,7 g (vytéZek 63 %) produktu

ve formé€ svétle Zlutého oleje a 3:1 sm&si E:Z izomert.

E-izomer: 'H NMR (CDC1l3): & 8,53 (s, 2H), 6,99 (dd, 1H, J=
15,4, 4,1Hz), 6,86 (d, 1H, J= 15,4 Hz), 5,14 (d, 1H, J=
4,1Hz), 3,56 (m, 4H), 1,24 (t, 6H, J= 7,1Hz)

Z-izomer: 'H NMR (CDCls): & 8,57 (s, 2H), 6,65 (d, 1H, J=
12,1Hz), 6,49 (4, 1H, J = 7,5 Hz), 6,09 (dd, 1H, J=12,1, 7,5
Hz), 3,70 (m, 4H), 1,21 (t, 6H, J= 7,1Hz).

Analogickym zplsobem se pfripravi nésledujici aldehydy za pou-

Ziti vhodné substituovaného 2-chlorpyrimidinu:
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3-(4-methoxypyrimidin-2-yi)propanal, 'H NMR (CDCls;): & 9,82 (s,
1H), 8,34 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 6,55 (d, 1H, J = 7,4 Hz), 3,91
(s, 3H), 3,28 (dd, 2 H, J= 7,4, 7,4 Hz), 2,99 (dd, 2H, J =
7,4, 7,4 Hz).

3-(4-trifluormethylpyrimidin-2-yl)propanal, H NMR '(CDCl3): d
9,92 (s, 1H), 8,90 (d, 1H, J= 5,0 Hz), 7,47 (d, 1H, J= 5,0
Hz), 3,43 (dd, 2 H, J= 6,8, 6,8 Hz), 3,07 (dd, 2 H, J = 6,8,
6,8 Hz).

3-(5-ethylpyrimidin-2-yl)propanal, 'H NMR (CDCl3): & 9,91 (s,
1H), 8,49 (s, 2H), 3,31 (dd, 2 H, J= 6,9, 6,9 Hz), 2,98 (dd,
2H, J= 6,9, 6,9 Hz), 2,61 (g, 2 H, J= 7,6 Hz), 1,26 (t, 3 H, J
=7, 6 Hz).

3,5,5-trimethyl-1-propanalhydantoin

.

N
s o

Roztok 3,5 g (0,025 mol) 3,5,5-trimethylhydantoinu [CAS (6345-
19-3)], 4,8 ml (0,041 mol) 2-(2-bromethyl)-1,3-dioxolanu, 8,5
g (0,062 mol) wuhli¢itanu draselného, 2,23 g (0,012 mol)
benzyltrimethylamoniumchloridu v 100 ml acetonitrilu se 24
hodin zah#¥iva k varu pod zpétnym chladidem. Smé&s se nechd och-
ladit na teplotu mistnosti a filtruje se, filtridt se odpafi ve
vakuu. Zbytek se prevede do dichlormethanu, potom se tF¥ikrat
promyje vodou a odpafi se ve vakuu. Zbytek se t¥ikrat azeotro-
picky destiluje s toluenem a ziskd se 5,4 g Zlutého oleje.
Olej se potom michd v 30 ml tetrahydrofuranu s 4 ml koncentro-
vané kyseliny chlorovodikové p#¥i teploté mistnosti 20 hodin.
Neutralizuje se vodnym roztokem hydrogenuhlic¢itanu sodného a

extrahuje se osmkrdt dichlormethanem. Spojené organické vrstvy
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se susi nad siranem sodnym a odpafi se ve vakuu a ziskd se 4,3

g zlutého oleje.

'H NMR (CDCl3): & 9,82 (s, 1H), 3,62 (t, 2H), 3,04 (s, 3H),
2,90 (m, 2H), 1,37 (s, 6H).

1,5,5-trimethyl~-3-propanalhydantoin

0o

N
7 o)

5,0 g (35 mol) 1,5,5-trimethylhydantoinu [CAS (6851-81-6)] se
pfidd ke smési 0,02 g (0,298 mmol, katalytické mnoZstvi))
ethoxidu sodného a 8 ml ethanolu a smés se michd v atmosfére
argonu. Smés se oh¥eje na 30 °C a potom se pomalu p#idad 2,35
ml akroleinu a reakce se exotermnd ohfeje na 45 °C. Reakéni
smés se nechad ochladit na teplotu mistnosti a michd se dalsi 2
hodiny. Ke smési se p#id4d 0,136 ml (2,4 mmol) kyseliny octové
a 3,5 g silikagelu a smés se odpa¥i ve vakuu. Produtk na
silikagelu se chromatograficky <&isti na kolon& silikagelu za
eluce smési 5 % acetonu v dichlormethanu a ziskd se 6,2 g
¢irého oleje. Po dal3im &i5téni zbytku na alumin& (eluentem je

dichlormethan) se ziskad 2,7 g &irého oleje.

'H NMR (CDCl3): & 9,78 (s, 1H), 3,88 (t, 2H), 2,86 (s, 3H),
2,82 (m, 2H), 1,37 (s, 6H).

Analogickym zpUsobem se p¥ipravi 1,5,5-trimethyl-3-butanal-
hydantoin [M+H 213].

3-(3-chlorfenyl)butyraldehyd

Smés 2,38 g 3-chlorijodbenzenu, 20 mg octanu palladnatého,
1,01 g hydrogenuhliéitanu sodného a 1,28 ml krotylalkoholu v 4

ml A-methylpyrrolidonu se michd a zah#ivd na 130 °C 2 hodiny.
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Reakéni smés se nechd ochladnout, p#idd se 50 ml vody a smés
se extrahuje dvakrdt 50 ml diethyletheru. Spojené organické
extrakty se susi a zbytek ziskany po odstran&ni rozpoudtédla
se Cisti pomoci chromatografie na silikagelu za eluce smési
ethYlacetétu a methylenchloridu (1:20) se =ziskd& sloudenina

uvedend v ndzvu ve formé oleje ve vyt&Zku 519 mg, M-H =181.
3-(2-pyridyl)butyraldehyd

Slou¢enina se pfipravi pomoci Swernovy oxidace odpovidajiciho

alkoholu (CAS 90642-86-7).

3-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butanal

~ =0

N

1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové se p#¥i teploté
mistnosti pridd %k michajicimu se roztoku 1,1 g 2-[2-(1,3-
dioxolan-2-yl)-l-methylethyl]-5-fluorpyrimidinu v 10 ml te-
trahydrofuranu, sm&s se mich& 3 hodiny a potom se p¥idava pev-
ny hydrogenuhli¢itan sodny do neutrdlniho pH. Smé&s se nalije
na patronu Chemelut a promyje se t¥ikradt 20 ml ethylacetatu,
spojené organické extrakty se su3i nad siranem sodnym a odpafi
se ve vakuu a ziskd se 300 mg (35 %) 3-(5-fluorpyrimidin-2-

yl)butanalu, ktery se pouZije bez dal3iho &isténi.
Vychozi latka se pfipravi ndsledujicim zplisobem:

2-[2-(1,3-dioxolan-2-yl)~1l-methylethyl] -5-fluorpyrimidin

.I hr’ O
5
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K michajicimu se roztoku 21 ml (1,53M) zinku “Rieke” v te-
trahydrofuranu se pridéd 6,6 g 2-(2-brompropyl)-1,3-dioxolanu v
50 ml tetrahydrofuranu, teplota vzroste z 21 °C na 40 °C, smé&s
se 1 hodinu =zah¥ivd na 40 °C, potom se nechd ochladit na
teplotu mistnosti a pfidd se 3 g 2-chlor-5-fluorpyrimidinu a
368 g [1,2-bis(difenylfosfino)-propan]ldichlornikl(II)chloridu.
Smé€s se michd 4 hodiny pfi teploté& mistnosti, potom se fil-
truje pfres 1lGZko z kfemeliny a filtrit se odpaFi za sniZeného
tlaku. Po Ci3téni pomoci flash chromatografie na silikagelu za
eluce hexanem aZ smé&€si 25 % ethylacetdtu v hexanu se ziskd 1,1

g produktu ve formé& svétle Zlutého oleje.

'H NMR (dg DMSO): & 8,81 (s, 2H), 4,73 (dd, 1H), 3,66-3,87 (m,
41), 3,21-3,30 (m, 1H), 2,19 (ddd, 1H), 1,83 (ddd, 1H),
1,27(d, 3H); m/z 213 (M+1).

2-(2-brompropyl) -1, 3-dioxolan

P

9,18 g (108 mmol) Krotonaldehydu se p#i 0 °C pfikape k mi-
chajicimu se roztoku 24 g (156 mmol) bromtrimethylsilanu, smés
se michd 1 hodinu p¥i 0 °C, potom se oh¥eje na teplotu mist-
nosti a michd se dalsi 1 hodinu. P¥ida se 9,5 g (156 mmol)
ethylenglykolu a 100 mg p-toluensulfonové kyseliny a roztok se
zahfivad k varu a voda se odstrafiuje pomoci Deanovy a Starkovy
aparatury. Po dokonCeni reakce se smé&s ochladi na teplotu
mistnosti a promyje se dvakridt 50 ml nasyceného vodného roz-
toku hydrogenuhli¢itanu sodného. Zbytek se ¢&isti pomoci va-
kuové destilace za ziskdni 18,8 g (vytéZek 89 %) 2-(2-brom-
propyl)-1,3-dioxolanu (teplota varu 40 aZ 42 °C p¥i 133,3 Pa
(1 mm Hg)).
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25
'H NMR (CDCl3): & 5,05 (dd, 1H), 4,18-4,33 (m, 1H), 3,84-4,0
(m, 4H), 2,25 (ddd, 1H), 2,03 (ddd, 1H), 1,75 (d, 3H).

Analogicky postup se pouZije pro piipravu nasledujicich alde-
hydd =za pouzZiti vhodné substituovaného 2-chlorpyrimidinu a

1,3-dioxolanu:

3-(5-chlorpyrimidin-2-yl)propanal

'H NMR (CDCls): & 9,90 (s, 1H), 8,60 (s, 2H), 3,32 (dd, 2H),
3,04 (dd, 2H).

3-(5-chlorpyrimidin-2-yl)butanal

C
IT\N |
/ H
N
o)

'H NMR (CDCl3): & 9,86 (s, 1H), 8,60 (s. 2H), 3,65 (m, 1H), 3,1
(dd, 1H), 2,75 (dd, 1H), 1,39 (d, 3H).

3-{2-(6-Chlorpyrazinyl) ]propanal

N ) .
//ﬂ: iiL\v//\\v/
o SN 20

200 mg (0,82 mmol) diethylacetalu 3-[2-(6-chlorpyrazinyl)]-
propanalu se 18 hodin pfi teploté mistnosti reaguje s 450 pl 2N
kyseliny chlorovodikové v 2,5 ml tetrahydrofuranu. Po upraveni
pH na hodnotu 8 pomoci nasyceného vodného roztoku hydrogenuh-

li¢itanu sodného se reakéni smés extrahuje tfikrat ethylace-
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tdtem a organické vrstvy se su3i nad bezvodym siranem sodnym,
filtruji se a odpafi se ve vakuu a ziskd se 137 mg (vyté&Zek
98 %) slouCeniny uvedené v ndzvu ve formé tmavé hné&dého oleje.

Tato latka se pouZije bez dal3iho &isténi.

'H NMR (CDCl3) & 9,85 (1H, s); 8,4 (2H, 2 x s); 3,5 (2H, t);
3,0 (2H, t).

Vychozi latka se pripravi ndsledujicim zpusobem:

diethylacetal 3-[2-(6-chlorpyrazinyl) ]Jpropanalu

N '
AL
cl N;k/\’/o\/

O\V//

5,5 g (22,9 mmol) diethylacetalu 3-[2-(6-chlorpyrazinyl)]pro-
pynalu, v 55 ml ethanolu se odplyni argonem a pridd se 52 mg
(0,23 mmol) oxidu platiditého. Reak&éni néadoba se evakuuje a
zavede se vodikové atmosféra. Po 2 dnech se reakéni smé&s od-
pati ve vakuu a Cisti se pomoci flash chromatografie za eluce
gradientem 0 aZ 50 ethylacetdtu v iso-hexanu a ziskd se 1,17 g
(21 %) diethylacetalu 3-[2-(6-chlorpyrazinyl)]propanalu ve

formé své&tle Zlutého oleje.

'H NMR (CDCl3;) & 8,4 (14, s); 8,35 (1H, s); 4,5 (1H, t); 3,75~
3,55 (2H, m); 3,55-3,4 (2H, m); 2,9 (2H, dd); 2,1 (2H; dd):
1,2 (6H, t).

diethylacetal 3-[2-(6-chlorpyrazinyl) ]Jpropynalu

O
|
c N&YOV

o\v//
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K roztoku 1 g (6,7 mmol) 2,6-dichlorpyrazinu a 1,1 ml (7,4
mmol) diethylacetalu propionaldehydu v 10 ml acetonitrilu se
pfi teploté& mistnosti v atmosféf¥e argonu p¥idéd 94 mg (0,13
mmol) bis(trifenylfosfin)palladium(II)dichloridu a 51 mg (0,27
mmol) Jjodidu médného a potom 4,7 ml (33,6 mmol) triethylaminu.
Reakéni smés se michd pres noc pfi teploté mistnosti. Rozpou-
Stédlo se odpafi ve vakuu a zbytek se &isti pomoci flash chro-
matografie za eluce smé€si 10 aZ 20 % ethylacetdtu v iso-hexanu
a ziskd se 660 mg (41 %) diethylacetalu 3-[2-(6-chlorpyrazi-

nyl) ]Jpropynalu ve formé& Zlutého oleje.

'H NMR (CDCl3) & 8,6 (14, s); 8,5 (1H, s); 5,5 (1H, s); 3,9-
3,75 (2H, m); 3,7-3,4 (2H, m); 1,25 (6H, t)

m/s (EI%) 241/243 (MHY).

Alternativni zpusob pfripravy slouldeniny obecného vzorce I nebo
jeji farmaceuticky p#ijatelné soli nebo in vivo hydrolyzova-
telného esteru zahrnuje reakci sloudeniny vzorce II se slou-
Eeninou vzorce RCOOR za ziska slou¢eniny vzorce VIII, preve-
deni této slouceniny na slouleninu vzorce IX, prevedeni slou-
Ceniny vzorce IX na alken vzorce III, ktery se potom prevede
na sloueninu vzorce IV, kterd Jje prekurzorem sloudeniny
vzorce I, a popfipadé se potom provede pfevedeni na farma-
ceuticky pfijatelnou sil nebo in vivo hydrolyzovatelny ester

slouCeniny vzorce I tak, jak je uvedeno dale.

Vhodné estery RCOOR jsou komer&né& nebo jinak dostupné nebo se
mohou pripravit za pouZiti napfiklad analogického postupu,
jako je ten, ktery Je popsany v pfikladu 10. Odbornikim
pracujicim v této oblasti bude zfejmé, Ze je moZné pouZit
jakykoli ester sloudeniny vzorce R!COOR (kde R! je definovéna
vySe). R maZe byt jakdkoli skupina, v&etné napfiklad alkylové
skupiny, arylalkylové skupiny, heterocarylové skupiny a tak
dédle.
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Aktivita slou€enin podle p¥redkladdaného vyndlezu se mlZe

hodnotit napfiklad pomoci nédsledujicich testu:
Izolovany enzymovy test
Skupina matricovych metaloproteindz véetné napfiklad MMP13

Rekombinantni humdnni MMP13 se miZe exprimovat a purifikovat

podle postupu popsaného v Knauper a kol. [V. Knauper a kol.,
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(1996) The Biochemical Journal 271: 1544-1550 (1996)]. Purifi-
kovany enzym se miZe pouzZit pro monitorovani inhibiéni akti-
vity nasledujicim zplUsobem: purifikovany MMP13 se aktivuje za
pouziti 1mM aminofenylrtutnaté kyseliny (APMA) 20 hodin p#i
teploté 21 °C; aktivovany MMP13 (11,25 ng na test) se inkubuije
4 az 5 hodin pf#¥i 35 °C v testovém pufru (0,1M Tris-HCl, pH 7,5
obsahujici 0,1M NaCl, 20mM CaCl,, 0,02 nM ZnCl, a 0,05% (hmot-
nost/objem) Brij 35 za pouZiti syntetického substrdtu 7-me-
thoxykumarin-4-yl)acetyl.Pro.Leu.Gly.Leu.N-3~-(2,4-dinitrofe-

nyl)-L-2,3-diaminopropionyl.Ala.Arg.NH, v pfitomnosti nebo ne-
pfitomnpsti inhibitoru. Aktivita se ur&i méfenim fluorescence
pfi Aex 328 nm a Aem 393 nm. Procentudlni inhibice se vypodte

nasledujicim zplsobem:

% inhibice = [fluorescencepius innibitor -~ LlUOrescencepozasasl/[fluo-

rescencCeninus inhibitor — fluOrescencepszagsl .

Podobny postup se mlZe pouZit pro dalsi exprimované a puri-
fikované pro MMP za pouZiti substrati a pufrovacich podminek,
které Jjsou optimadlni pro konkrétni MMP, napfiklad jak Je
popsédno v C. Graham Knight a kol.; (1992) FEBS Lett. 296(3):
263-266.

Skupina adamalysinu vcetné napfiklad TNF konvertdzy

Schopnost sloudenin inhibovat pro TNFa konvertujici enzym se
miZe testovat za pouZiti &&ste&né& purifikovaného, izolovaného
enzymového testu, kdy se enzym ziskd z membradn THP-1, jak je
popsdno v K. M. Mohler a kol., (1994) Nature 370:218-220.
Aktivita purifikovaného enzymu a jeho inhibice se ur&i inku-
baci C&steéné purifikovaného enzymu v p¥fitomnosti nebo nepfi-
tomnosti testovanych sloudenin za pouZiti substrdtu 4',5'-
dimethoxy-fluoresceinyl-Ser.Pro.Leu.Ala.Gln.Ala.Val.Arg.Ser.-

Ser.Ser.Arg.Cys (4-(3-sukcinimid-1-yl)-fluorescein)-NH, v testo-
vém pufru (50mM Tris HCl, pH 7,4 obsahujicim 0,1% (hmotnost/
objem) Triton X-100 a 2mM CaCl;), pfi 26 °C po dobu 18 hodin.



e s

-

. .

* * .

. “os o
.

.

[ X R4 L2 LA LR .e L g

30

Hodnota inhibice se uréi stejné, jako u MMP13, kromé& toho, Ze
se pouzije Aex 490 nm a Aem 530 nm. Substrdt se syntetizuje
nasledujicim zplGsobem. Peptidickd C&st substratu se zakotvi na
Fmoc-NH-Rink-MBHA-polystyrenovou pryskyfici bud manudlné nebo
pomoci automatizovaného peptidového syntetizéru standardnim
zpusobem za pouzZiti Fmoc-aminoaminokyselin a O-benzotriazol-1-
yl1-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorfosfatu (HBTU) jako
kondenzac¢niho ¢€inidla pf¥i nejméné &ty¥ aZ pétindsobném prebyt-

! a Pro’ se kondenzuji dvoj-

ku Fmoc-aminokyseliny a HBTU. Ser
nasobné&. PouZije se nasledujici postup chrdnéni postranniho
fetézce; Serl(But), Glns(Trityl), ArgBJE(Pmc nebo Pbf),
Ser® %M (Trityl), Cys**(Trityl). Po zakotveni se odstrani A-
koncova Fmoc chrénici skupina reakci Fmoc-peptidyl-pryskyfice
s dimethylformamidem. Takto =ziskand amino-peptidyl-pryskyfice
se acyluje reakci po dobu 1,5 aZ 2 hodiny p¥i 70 °C s 1,5 az 2
ekvivalenty 4',5'-dimethoxy-fluorescein-4(5)-karboxylové kyse-
liny [Khanna & Ullman, (1980) Anal Biochem. 108:156-161), kte-
ra se predem aktivuje diisopropylkarbodiimidem a 1-hydroxyben-
zotriazolem v dimethylformamidu]. Z dimethoxyfluoresceinyl-
peptidu se potom odstrani chrédnici skupina a odst&pi se od
pryskyfice reakci s trifluoroctovou kyselinou obsahujici 5 %
vody a 5 % triethylsilanu. Dimethoxyfluoresceinyl-peptid se
izoluje odpafenim, trituraci diethyletherem a filtraci. Izolo-
vany peptid se reaguje s 4-(N-maleimido)-fluoresceinem v dime-
thylformamidu obsahujicim diisopropylethylamin, produkt se
Cisti pomoci RP-HPLC a nakonec se izoluje suSenim za zmrazeni

z vodné kyseliny octové. Produkt se charakterizuje pomoci

MALDI-TOF MS a aminokyselinové analyzy.
Pfirodni substrdty

Aktivita sloucenin podle pfedkléddaného vyndlezu jako inhibi-
tori degradace agrekanu se miZe testovat za pouZiti zplisobt
v podstaté popsanych v E. C. Arner a kol., (1998) Osteoarthri-
tis and Cartilage 6:214-228; (1999) Journal of Biological Che-
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mistry, 274 (10), 6594-6601 a protilidtek popsanych v této pub-
likaci. U&innost sloudenin jako inhibitor® kolagendz se mlZe
urCit podle postupu popsaného v T. Cawston a A. Barrett (1979)
Anal. Biochem. 99:340-345.

Inhibice aktivity metaloproteindzy zaloZeni na aktivi-

té burika/tkan

Test jako cinidla inhibujiciho membranové 3Zedézy, jako je TNF

konvertéaza

Schopnost sloucCenin podle p#edklddaného vyndlezu inhibovat bu-
nécné ipracovéni produkce TNFo v buftkdch THP-1 za pouZiti
ELISA za uCelem detekce uvolnéni TNF se v podstaté& testuje
podle postupu popsaného v K. M. Mohler a kol., (1994) Nature
370: 218-220. Podobnym zplsobem se mGZe testovat zpracovani
nebo ubyvani jinych molekul membran, jako jsou ty, které jsou
popsény v N. M. Hooper a.kol., (1997) Biochem. J. 321:265-279
za pouziti vhodnych buné&&nych linii a vhodnych protilatek de-

tekujicich ubyvajici protein.

Testovani jako ¢&inidel inhibujicich invazi zaloZenou na

burnikdch

Schopnost slouCenin podle pfedkladaného vyndlezu inhibovat
migraci buné&k pfi invaznim tstu se miZe urdit podle postupu
popsaného v A. Albini a kol., (1987) Cancer Research 47:3239-
3245.

Testovdni jako &inidel inhibujicich aktivitu TNF 3Seddzy uplné

krve

Schopnost slouCenin podle p#edkladdaného vynalezu inhibovat
produkci TNFa se testuje pfi huménnim testu uplné krve, kdy se

LPS pouzZije pro stimulaci uvolfiovdni TNFo. Heparinizovana (10
jednotek/ml) humdnni krev ziskand od dobrovolnikd se zF¥edi 1:5

médiem (RPMI1640 + bikarbondt, penicillin, streptomycin a
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glutamin) a inkubuje se (160 pl) s 20 pl testované slouleniny
(v trojndsobném provedeni), v dimethylsulfoxidu nebo vhodném
vehikulu 30 minut p#i 37 °C ve vlhkém (5 % oxidu uhliditého/95
% vzduchu) inkubatoru. Potom se p¥idd 20 pl LPS (E. coli.

0111:B4; kone¢nd koncentrace 10 pg/ml). KaZdy test =zahrnuje

kontrolni vzorky zredéné krve inkubované se samotnym médiem (6
jamek/desticka) nebo znadmym inhibitorem TNFa jako standardem.
DestiCky se potom inkubuji 6 hodin p¥i 37 °C  (vlhky
inkubator), odstfedi se (2000 ot&&ek za minutu po dobu 10 mi-
nut; 4 °C), plasma se sklidi (50 aZ 100 pl) a skladuje se v

96jamkovych destickdch p¥i -70 °C pfed naslednou analyzou na

koncentraci TNFa pomoci ELISA.
Test jako Cinidla inhibujiciho degradaci chrupavky in vitro

Schopnost slou€enin podle p#edkléddaného vynalezu inhibovat
agrekanovou nebo kolagenovou sloZku chrupavky se miZe testovat
podle postupu v podstaté& popsaného v K. M. Bottomley a kol.,
(1997) Biochem. J. 323:483-488.

Farmakodynamicky test

Pro hodnoceni clearance a biologické vyuZitelnosti slou&enin
podle pfedklédaného vynadlezu se pouZije farmakodynamicky test,
ktery vyuZiva syntetické substratové testy popsané vy3e nebo
alternativné HPLC nebo hmotovou spektrometrickou analyzu. Jed-
nad se o obecny test, ktery se miZe pouZit pro odhad rychlosti
clearance sloucenin u mnoha druhl Zivo&ichli. Zivo&ichové (na-
pfiklad krysy nebo opicei se davkuji iv nebo po rozpustnym
prostfedkem slouceniny (jako je 20% hmotnost/objem DMSO, 60%
hmotnost/objem PEG 400) a v pfedem urdenych ¢&asech (naptriklad
5, 15, 30, 60, 120, 240, 480, 720, 1220 minut) se odeberou
vzorky krve z vhodné cévy do 10U heparinu. Po odstfedéni se
ziskaji frakce plasmy a plasmové proteiny se sraZeji aceto-

nitrilem (kone¢nd koncentrace 80 % hmotnost/objem). Po 30
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minutdch p#i -20 °C se plasmové proteiny usadi odstfed&nim a
frakce supernatantu se odpa¥i do sucha za pouZiti zafizeni
Savant speed vac. Sediment se suspenduje v testovém pufru a
nadsledné se analyzuje na obsah sloucCeniny za pouzZiti syntetic-
kého substrdtového testu. Ve zkratce se pro testovanou slou-
¢eninu vytvo¥i kfivka zavislosti koncentrace sloucdeniny a ode-
zvy. Na aktivitu se testuje série z¥edéni suspendovanych ex-
traktd plasmy a mnoZstvi sloucdeniny pfitomné v puavodnim vzorku
plasmy se vypoCte za pouZiti k¥#ivky odezvy na koncentraci,

pfiCemZ se bere v Gvahu faktor celkového zFfedé&ni plasmy.
Testovani in vivo
Test jako anti~TNF c¢inidla

U&innost sloudenin podle p#edklédaného vynédlezu jako ex vivo
inhibitord TNFa se testovala u krys. V kratkosti se skupina
samcli krys Wistar Alderley Park (AP) o hmotnosti 180 aZ 210 g
davkovala slouCeninou (6 krys) nebo vehikulem lé&iva (10 krys)
vhodnym zpusobem, napfiklad perordlné& (p.o.), intraperitoneal-
né (i.p.), subkutédnné (s.c.). Po 90 minutdch se krysy usmrti
za pouziti vzristajici koncentrace oxidu uhli&itého a nechaji
se vykrvécet pomoci zadni duté Zily pfi 5 jednotkdch sodné
soli heparinu/ml krve. Vzorky krve se okamZit& umisti na led a
odst¥edi se pfi 2000 otd&k&ch za minutu 10 minut p¥i 4 °C a
ziskana plasma se zmrazi p¥i -20 °C pro nasledné testy jejiho
GCinku na produkci TNFa pomoci LPS stimulované humanni krve.
Vzorky plasmy krys se potom nechaji roztdt a 175 pl kazZdého
vzorku se pridd se pridd k matrici v 96jamkové destidce. Do
kazdé Jjamky se p¥idd 50 pupl heparinizované humédnni krve,
promicha se a destika se inkubuje 30 minut p#i 37 °C (vlhky
inkubator). Do kaZdé jamky se p¥idd LPS (25 pl; koneéna
koncentrace 10 pg/ml) a inkubace pokraduje dalZich 5,5 hodiny.

Kontrolni jamky se inkubuji s 25 pl samotného média. Destiky

se potom 10 minut odstfeduji pfi 2000 ot&l&k&ch za minutu a 200
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pl supernatantu se prevede do 96jamkové destidky a zmrazi se
pfi -20 °C pro néslednou analyzu na koncentraci TNF pomoci

testu ELISA.

Pro kaZdou slouceninu/davku se vypolte ©p¥islu3nd hodnota

pomoci vhodného software:

Procentudlni inhibice TNFa = {[(Prim&r TNFOxontroia) - (Préimér

TNFQozetzeno) ] X 100}/ (Primér TNFOxontroia)
Testovdni sloulenin jako antiarthritickych &inidel

Aktivita sloudenin jako antiarthritickych ¢&inidel se testuje
na arthritid& vyvolané kolagenem (CIA) tak, jak je popséno v
D. E. Trentham a kol., (1977) J. Exp. Med. 146:857. Na tomto
modelu nativni kolagen typu II rozpustny v kyselin& zplsobi
polyarthritidu u krys, pokud se podédvd v nelplném Freundové
adjuvantu. Podobné podminky se mohou pouZit pro vyvolni

arthritidy u my$i a primatda.
Testovdni sloulenin jako protirakovinnych &inidel

Aktivita slou€enin jako protirakovinnych ¢&inidel se mlZe
testovat podle postupu popsaného v I. J. Fidler (1978) Methods
in Cancer Research 15: 399-439, za pouZiti nap#iklad buné&&né
linie Bl16 (popsané v B. Hibner a kol., Abstract 283 str. 75
10*" NCI-EORTC Symposium, Amsterdam; 16. a# 19. &ervna 1998).

Vynalez bude d&le ilustrovidn pomoci pifikladl, které v Zadném

ohledu neomezuji jeho rozsah.

Pfiklady provedeni vynélezu

Priklad 1

N-[1-([4-(4-bromfenyl)piperazino]sulfonylmethyl)-4-pyrimidin-
2-ylbutyl] -A-hydroxyformamid
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7
)

K michajicimu se roztoku 497 mg (1,0 mmol) N-[1-([4-(4-brom-
fenyl)piperazino]sulfonylmethyl)-4-pyrimidin-2-ylbutyl]hydro-

xylaminu v 5,0 ml tetrahydrofuranu a 2,5 ml kyseliny mravendi,
ochlazenému na 0 °C se pridd pfedem pfipravend smés 566 pl (6,0
mmol) anhydridu kyseliny octové a 2,0 ml kyseliny mravend&i.
Smés se. michd 2 hodinu p#i 0 °C a nechd se ohFat na teplotu
mistnosti. RozpouSté&dlo se odpa¥i na rotadni odparce a zbytek
se Cisti pomoci chromatografie (50 g silikagelu Bond Elute,
eluent 0 aZ 15 % methanol/dichlormethan). Cisté frakce se
odpa¥i a krystalizuji se z horkého ethylacetidtu a ziskd se 262
mg (51 %) N-[1-([4-(4-bromfenyl)piperazino]sulfonylmethyl)-4-
pyrimidin-2-ylbutyl]-A-hydroxyformamidu ve form& bilého krys-

talického préasku.

'NMR (300MHz DMSO-dg) 8/ppm: 9,87 (s, 1H*), 9,55 (s, 1H*), 8,70
(m, 2H), 8,29 (s, 1H*), 7,98 (s, 1H*), 7,33 (m, 3H), 6,92 (dd,
2H), 4,68 (m, 1H*), 4,13 (m, 1H*), 3,55-3,31 (m, S5H, &&ste&nd&
nezfetelny), 3,25-3,09 (m, 7H, &&aste&né nezfetelny), 1,80-1,50
(m, 4H).

* signdly rotameru
MS: ES* , (M+H)*= 512, 514 (izotopy Br)
Vychozi latka se pfipravi nédsledujicim zplsobem:

i) K roztoku 5,09 g (18,3 mmol) hydrochloridu 1-(4-bromfenyl)-
piperazinu a 7,67 ml triethylaminu ve 100 ml dichlormethanu se
pfikape 2,83 ml (36,3 mmol) methansulfonylchloridu. Smés se
michd 1 hodinu p¥i teploté& mistnosti a potom se p#idd 100 ml

dichlormethanu. Organickd vrstva se promyje dvakrdt vodou,
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solankou a su3i se nad siranem sodnym a odpa¥i se ve vakuu a
ziska se Zluta, pevna latka, kterd se krystalizuje z ethanolu
a promyje se diethyletherem a ziskd se 4,74 g (vyté&Zek 81 %)
1-(4-bromfenyl) -4 (methansulfonyl)piperazinu ve formé& bilého

chmyfovitého présku.

'H NMR (300MHz CDCl3) &/ppm: 7,38 (d, 2H), 6,91 (d, 2H), 3,21
(m, 8H), 2,89 (s, 3H) MS: ES* , (M+H)*'= 318, 320 (izotopy Br).

ii) K 902 mg (2,0 mmol) 1-(4-bromfenyl)-4-(methanesulfonyl)pi-
perazinu suspendovanému v 15 ml tetrahydrofuranu v dusikové
atmosféfe ochlazenému na -20 aZz -30 °C se postupné prida 4,0
ml 1,0M roztoku lithiumbis(trimethylsilyl)amidu, 217 mg (2,0
mmol, 253 pl) chlortrimethylsilanu a 300 mg (2,0 mmol) 4-pyri-
midin-2-ylbutanalu. Reakéni smés se michd 1 hodinu p¥i -20 °cC,
rozloZi se nasycenym roztokem chloridu amonného a nechd se
stat pfi teploté& mistnosti p¥es noc. Rozpoudté&dla se odpafi ve
vakuu a zbytek se extrahuje mezi 15 ml dichlormethanu a 5 ml
vody, organickd frakce se oddéli a chromatograficky se ¢&isti
(50 g silikagelu Bond Elute, eluce gradientem smé&si 0 aZ 100 %
ethylacetdt/hexan) a ziskd se 759 g (vyté&Zek 84 %) 2-(5-[4-(4-
bromfenyl)piperazino]sulfonylpent-4-enyl)pyrimidinu ve formé

bilé, krystalické léatky.
MS: ES , (M+H)* = 451, 453 (izotopy Br)

iii) K michajicimu se roztoku 451 mg (1,0 mmol) 2-((E)-5-[4-
(4-bromfenyl)piperazino]sulfonylpent-4-enyl)pyrimidinu v 10 ml
tetrahydrofuranu se pfidd 500 pl 50% roztoku hydroxylaminu ve
vodé a smé&€s se michd pfes noc. Rozpoudtédlo se odpafi ve
vakuu, trikrédt se azeotropicky destiluje s toluenem a zisk&d se
497 mg (kvantitativni vyté&Zek) N-[1-([4-(4bromfenyl)piperazi-
no]sulfonylmethyl)-4-pyrimidin-2~ylbutyl]hydroxylaminu.

MS: ES* , (M+H)* = 484, 486 (izotopy Br)
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Priklad 2

N-[1-((4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonylmethyl)-3-(5-
fluorpyrimidin-2-yl)propyl] -N-hydroxyformamid

“J'Sﬂ/\)g/

0,51 ml Anhydridu kyseliny octové se p#¥idd p¥imo k 2,0 ml
kyseliny mravenc¢i, kterd byla ochlazena na 0 °C a potom se
pfidd roztok 0,485 g 2-[4-[4-(5-chlorpyridin-2yl)piperazino]-
sulfonyl-3- (hydroxyamino)butyl]-5-fluorpyrimidinu v 11 ml te-
trahydrofuranu. Roztok se mich& 3 hodiny pf#i teplot& mistnosti
a potom se odpafi ve vakuu, vznikajici zbytek se azeotropicky
destiluje s toluenem a potom se rozpusti v methanolu a 30
minut se zahfivd na 40 °C. Roztok se odpa¥i do sucha a potom
se pfidd diethylether a michd se 10 minut p¥i teploté
mistnosti, pevnd latka se filtruje, su3i se ve vakuu a ziska
se 0,218 g N-[1-([4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl-
methyl) -3~ (5-fluorpyrimidin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamidu o
teplot& té&ni 154 aZ 155 °C.

NMR (de-DMSO 373 °K): 2,20 (m, 2H), 2,95 (m, 2H), 3,23 (dd,
l4), 3,30 (m, 4H), 3,49 (dd, 1H), 3,60 (m, 4H), 4,42 (vss,
1H), 6,88 (d, 1H), 7,59 (dd, 1H),8,05 (vds, 1H), 8,12 (dd,
1H), 8,71 (s, 2H), 9,40 (v8s, 1H); m/z 473 (M+1).

Vychozi l&tka se p¥ipravi nasledujicim zplsobem:

(i) 0,600 g 1-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-(methylsulfonyl)pipera-
zinu se michd ve 22 ml tetrahydrofuranu v atmosféfe argonu,
potom se ochladi na -10 °C a prfidéd se 4,8 ml 1,0M roztoku li-
thiumbis (trimethylsilyl)amidu v tetrahydrofuranu. Smé&s se mi-

chd 30 minut p¥i -10 °C a p#idd se roztok 0,345 ml diethyl-
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chlorfosfatu. Sm&s se mich&d 15 minut pfi -10 °C a potom se
pfida 0,334 g 3-(5-fluorpyrimidin-2-yl)propanalu a smés se
michd p#i -10 °C dal3ich 30 minut. Smé&s se nechd ohfat na
teplotu mistnosti a potom se promyje vodnym roztokem chloridu
amonného a extrahuje se ethylacetdtem. Organickd vrstva se
suSi nad siranem sodnym. Po odpafeni se zbytek <&isti pomoci
chromatografie na silikagelu za eluce smési 70 % ethylacetéatu
30 % hexanu a ziskd se 0,44 g smési 6:4 2-((E)-4-[4-(5-chlor-
pyridin-2-yl)piperazino]sulfonylbut-3-enyl)-5~-fluorpyrimidinu

a 2-((2)-4-[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonylbut-3-

enyl)-5-fluorpyrimidinu.

'H NMR (CDCls): & 8,55 (d, 1H), 8,48, (s, 1H), 7,46, (dd, 1H),
6,85, (m, 1H), 6,60, (d, 1H), *6,45, (m, 1H), 6,15, (d, 1H),
*6,03, (d, 1H), 3,61, (m, 4H), 3,28, (m, 2H), 3,15, (m, 4H),
*2,81, (m; 2H); MS (ES"): 412,3 (MHY).

* znamend minoritni izomer

(ii) K roztoku 0,44 g 2-((E)-4-[4-(5-chlorpyridin-2-yl)pipera-
zino]sulfonylbut-3~-enyl)-5-fluorpyrimidinu a 2-((2)-4-[4-(5-
chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonylbut-3-enyl)-5-fluorpyri-

midinu v 5 ml tetrahydrofuranu se p¥fidéd 1,0 ml 50% vodného
roztoku hydroxylaminu. Smé&s se michd 18 hodin a potom se zfedi
10 ml ethylacetdtu a promyje se 10 ml nasyceného vodného roz-
toku chloridu amonného. Organickd vrstva se su3i nad siranem
sodnym a odpafi se ve vakuu a ziskd se 0,483 g 2-[4-[4-(5-
chlorpyridin-2-yl)piperazino]lsulfonyl-3- (hydroxyamino)butyl]-

5-fluorpyrimidinu.

'H NMR (CDCl3): & 8,45 (s, 2H), 8,08 (d, 1H), 7,39 (dd, 1H),
6,55 (d, 1H), 5,76 (3s, 2H), 3,59 (m, 4H), 3,46 (m, 1H), 3,42
(m, 2H), 3,33 (m, 4H), 3,10 (m, 4H), 2,82 (m, 1H), 2,15 (m,
1H), 2,01 (m, 1H); MS (ES*): 445,3 (MHY).
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Pfipravi se nasledujici sloudeniny

R1
B—X  N—SO,
/N\
HO CHO
B X [R T. M+H Pr.dle
p¥ikladu
5-Cl-2-Pyridyl N |1,5,5~-trimethyl-3-hy- 517,3 2
dantoinCHchz
(5-Cl-2-pyridyl)oxy |[C [4-Cl-fenyl 474,3 1
5-Cl-2-Pyridyl N {3,5,5-trimethyl-1-hy- 517,3 1
) dantoinCH,CH,
(5-Cl-2pyridyl)oxy C |2-PyrimidinylCH,CH, 470, 3 1
5-Cl-2-Pyridyl N |2-pyrimidin-SCH,CH, 487 1
(5-Br-2-pyridyl) oxy C |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 528,3 1
5-Cl-2-Pyridyl N |3-(OCH,Ph)~Ph 531 1
3,4-diCl-fenyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 502 1
4-Cl-fenyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH; 468 1
5-Cl-2-Pyridyl N |3-CF3;-Ph 493 1
4-Cl-fenyl N |3-Pyridyl 397,4 2
5-Cl-2-Pyridyl N |[4-CF;-Ph 493 1
5-Cl-2-Pyridyl N |3-Thiofenyl 431 1
5-Cl-2-Pyridyl N |2-PyrazinylCH,CH,CH, 469 2
5-Cl-2-Pyridyl N |2-PyrazinylCH,CH, 455, 4 2
3-Cl-fenyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 468, 4 2
6-Me-4-pyrimidinyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 450,5 2
S5-kyano-2-pyridyl N |2-PyrazinylCH,CH,CH, 460,5 2
5-kyano-2-pyridyl N |2-PyrazinylCH,CH, 446,5 2
4-F-Ph N |2-PyrimidinylCH,CH, 438 1
5-CF3-2-Pyridyl N |2-PyrimidinylCH,CH, 489 1
5-kyano-2-pyridyl N |2-PyrimidinylCH,CH, 446 1
5-CF3-2-Pyridyl N [2-PyrimidinylCH,CH,CH, 503 1
5-Cl-2-Pyridyl N [4-PyrimidinylCH,CH,CH, 469 1
4-F-Ph C |[2-PyrimidinylCH,CH,CH, 451 2
4-F-Ph C |2-PyrimidinylCH,CH, 437 2
5-Cl-2-Pyridyl N |2-(4-MeO-Pyrimidinyl)~ 485 2
CH,CH,
5-Cl-2-Pyridyl C |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 468 2
5-Cl-2~-Pyridyl C |2-PyrimidinylCH,CH, 454 2
5-Cl-2-Pyridyl N }2-(4-CF3-Pyrimidinyl)- 523 2
CH2CH2
5-Cl-2-Pyridyl N [2-(5-EthylPyrimidi- 483 2
l'lyl) CH,CH,
5-Cl-2-Pyridyl N [2-(4-MeO-Pyrimidi- 499 2
nyl) CH2CH2CH2
5-kyano-2-pyridyl N [2-(4-MeO-Pyrimidi- 490 2
nyl) CHzCHzCHz
5-Cl-2-Pyridyl N |2-(5-FPyrimidi- 487 2
nyl) CH,CH,CH,
5-Br-2-Pyridyl N |2-(4~-CF3;-Pyrimidi- 583 2
nyl) CH2CH2CH2
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B X |R T.t M+H Pf.dle
pfikladu

5-Cl-2-Pyridyl N }2~(4-CF3-Pyrimidinyl)- 537 2
CH,CH,CH,

5-kyano-2-pyridyl N |2-(4-CF3-Pyrimidinyl) - 528 2
CH,CH,CH,

5-Cl-2-Pyridyl N j2-(5-Ethyl-Pyrimidi- 497 2
nyl)CH2CH2CH2

5-Br-2-Pyridyl N |2-(5-Ethyl-Pyrimidi- 541/543 2
nyl) CH2CH2CH2

5-kyano-2-pyridyl N |2-(5-Ethyl-Pyrimidi- 488 2
nyl ) CH,CH,CH,

4-F-Ph N PhSO,NHCH,CH, 515 1

5-Cl-2-Pyridyl C | PhCH (Me)CH, 64-65 2

4-F-Ph N |1,5,5-trimethyl-3- 85 1
hydantoin-CH (Me)CH,

4-F-Ph N 4-MeO-PhCH (Me) CH, 480 1

4-F-Ph N | 3-MeO-PhCH (Me) CH, 480 1

4-F~-Ph c 11,5,5-trimethyl-3~- 77-79 1
hydantoinCH (Me) CH,

4-Cl-Ph N 3-C1-PhCH (Me) CH, 500/502 1

6-Cl-2pyrimidinyl N |2-pyrazinylCH(Me)CH, 79-81 470 1

5-Cl-2-Pyridyl N |2-pyridylCH(Me)CH, 468 2

5-kyano-2-pyridyl N |2-pyridylCH(Me)CH, 459 2

5-kyano-2-pyridyl N |2-pyrazinylCH(Me)CH, 80 460 2

5-CN-2-Pyridyl N [2-PyrimidinylCH,CH,. 474,5 1
CH,CH,

4-Cl-Fenyl N |2- 482,45 1
PyrimidinylCH,CH,CH,CH,

5-Cl-2-Pyridyl N | 2-PyrimidinylCH,CH,CH,. 483,4 1
CH,

5-Cl-2-Pyridyl N |4-Cl-Fenyl 459, 3 1

5-F-2-Pyridyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 453,2 2

5-F-2-Pyridyl N {2-(5-F-Pyrimidinyl)- 457,1 2
CH,CH,

5-Br-2-Pyridyl N [2-(5-F- 517/519 2
Pyrimidinyl) CH,CH,

4-Cl~-Fenyl N [2-(5-F- 472,1 2
Pyrimidinyl) CH,CH,

5-CN-2-Pyridyt N |2-(5-F-Pyrimidinyl)- 464,18 2
CH,CH,

5~CF3-2-Pyridyl N [2-(5-F-Pyrimidinyl)- 507,14 2
CH,CH,

5-Cl-2-Pyridyl N |2-(5-Br-Pyrimidinyl)- 533/535 2
CH,CH,

5-F-2-Pyridyl N |2-(5-Br- 517/519 2
Pyrimidinyl)CH,CH,

4-F-Fenyl N {2-(5-Br-Pyrimidinyl)- 516/518 2
CH,CH,

5-F-2-Pyridyl N [2-(5-Me-Pyrimidinyl)- 453, 4 2
CH,CH,

4-Cl-fenyl N |2-(5-Me- 468,4 1
Pyrimidinyl) CH,CH,

5-Br-2-Pyridyl N |[2-(5-Me-Pyrimidinyl)- 513/515 2
CH,CH,

5-CF3;-2~Pyridyl N [2-(5-Me-Pyrimidinyl)- 503,4 2
CH,CH,

5-F-2-Pyridyl N |2-(4-CF3-Pyrimidinyl) - 507,06 2
CH,CH,
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B X |R T.t M+H PF¥.dle
ptikladu

4-Cl-fenyl N |2-(4-CF;- 521, 9 2
Pyrimidinyl)CH,CH,

5-CF3-2-Pyridyl N |2-(4-CF,- 556, 95 2
Pyrimidinyl)CH,CH,

5-Br-5-pyridyl N |2-(4-CF;3~- 566/568 2
Pyrimidinyl) CH,CH,

5-Cl-2-Pyridyl N }{2-(5-Cl-Pyrimidinyl)- 489/491 2
CH,CH,

5-Br-2-Pyridyl N [2-(5-Cl-Pyrimidinyl)- 532/534 2
CH,CH,

5-F-2-Pyridyl N |2-(5-Cl-Pyrimidinyl)- 473 2
CH,CH,

4-F-Fenyl N |2-(5-Cl- 472 2
Pyrimidinyl)CH,CH,

4-Cl-Fenyl N |2-(5-Cl- 488/490 2
Pyrimidinyl)CH,CH,

5-Br-2-Pyridyl N |2-(5-Br-Pvrimidinyl)- 576/578/5 |2

) CH,CH, 80

4-Cl-Fenyl N |2-(5-Br-Pyrimidinyl)- 531/533/5 |2
CH,CH, 35

5-CN-2-Pyridyl N |3-(5-Pyridyl)CH,CH, 479/481 2

4-CFy-fenyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 502 2

4-Br-Fenyl N {2-(5-F~Pyrimidinyl)- 518, 3 2
CH,CH,

3,4-Di~Cl-Fenyl N |2-(5-F-Pyrimidinyl) - 506, 34 2
CH,CH,

3-Cl-Fenyl N [2-(5-F-Pyrimidinyl)- 472,38 2
CH,CH,

4-CF3-Fenyl N [2-(5-F-Pyrimidinyl)- 506,4 2
CH,CH,

4-F-Ph N |2-PyrimidinylCH,CH, 87-89 1

3,4-di-Cl-Ph N |[2-PyrimidinylCH,CH, 489 1

4-Cl-Ph N [2-PyrimidinylCH,CH, 455 1

5-Me-2-Pyridyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH, 449 1

5-Me-2-Pyridyl N |2-PyrimidinylCH,CH, 435 1

4-F-Ph N |2-PyrazinylCH,CH,CH, 452 1

4-F-Ph N | (6-Cl-2-pyrazinyl)- 91-92 2
CH,CH,

4-F-Ph N |5-F-2-Pyrimidinyl- 143-4 2
CH (CH;) CH,

4-Cl-Ph N 2-PyrazinylCH (CH;) CH, 468 1

4-F-Ph C |[5-F-2-Pyrimidinyl- 469 1
CH (CH;) CH,

Vychozi piperazin a piperidin sulfonamidy potfebné pro syntézu

slou€enin jsou komer&né& dostupné nebo se pripravi tak,

uvedeno dale:

1-(4-fluorfenyl)-4- (methansulfonyl)piperazin

el s

jak je
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K roztoku 35 g (194 mmol) 1-(4-fluorfenyl)piperazinu a 17,5 ml
pyridinu v 200 ml suchého dichlormethanu se p#i 0 °C ptikape
20 ml (258 mmol) methansulfonylchloridu. Smé&s se michd 3 ho-
diny pfi teploté& mistnosti. Smés se promyje vodou a extrahuje
se dvakrat 100 ml dichlormethanu. Organické vrstvy se su3i nad
siranem hofeCnatym a odpafi se ve vakuu. Zbytek se trituruje a
promyje methanolem a ziskd se 39,35 g 1-(4-fluorfenyl)-4- (me-

thansulfonyl)piperazinu ve formé bilych krystalu.

'H NMR (CDCl3): & 7,00 (m, 2H), 6,90 (m, 2H), 3,40 (m, A4H),
3,20 (m, 4H), 2,83 (s, 3H).

Aryl/heterocarylpiperaziny a piperidiny pouZité jako vychozi
latky Jjsou komeréné& dostupné nebo jsou popsané ve vé&decké

literature.
l1-(6-chlorpyrimidin-4-yl)-4-mesylpiperazin

Smés 39,4 g 4,6-dichlorpyrimidinu, 55,7 g hydrochloridu 1-
mesylpiperazinu a 16 ml triethylaminu v 500 ml ethanolu se
michd 4 hodiny za varu pod zp&tnym chladidem. Smé&s se potom
micha 12 hodin pf¥i teplot& mistnosti. Vylou&end pevnd latka se
odfiltruje, suspenze se promyje dvakrdt 80 ml a 160 ml
ethanolu a pootm 150 ml diethyletheru a su3i se za ziskani
71,9 g 1-(6-chlorpyrimidin-4-yl)-4-mesylpiperazinu ve formé

krémové pevné latky o teplot& tani 200 aZ 202 °C.

'NMR (de-DMSO): & 2,88 (s, 3H), 3,18 (m, 4H), 3,80 (m, 4H),
7,04 (s, 1H), 8,38 (m, 1H); m/z 277,33 (M+1).

Za pouZiti analogického postupu se hydrochlorid 1l-mesylpipe-
razinu, CAS(161357-89-7), reaguje s vhodnym chlorpyridinem za

vzniku ndlsedujicich sloudenin:

R—N N—E—CH
™ / g 3
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R m/z (M+1)
5-Cl-2-pyridyl 276
5-CF3-2-pyridyl 310
5-CN-2-pyridyl 267
5-Br-2-pyridyl 320/322

2-(4-piperidinyloxy)-5-chlorpyridin

i) 2,88 g (66 mmol, 55% disperze v minerdlnim oleji) hydridu
sodného se michd v 200 ml suchého dimethylformamidu v atmosfé-
fe argonu. K suspenzi hydridu sodného se bé&hem 30 minut
pfikape smés 8,87 g (60 mmol) 2,5-dichlorpyridinu a 6,67 g (66
mmol) 4-hydroxypiperidinu ve 200 ml suchoho DME. Po dokon&eni
pridédvani se reakéni smés zah¥iva 48 hodin na 82 °C v atmosfé-
fe argonu. Reakéni smé&s se pomalu rozloZi vodou a potom se
vétSina tetrahydrofuranu odpa¥i ve vakuu. Vodnd smé&s se t¥i-
krat extrahuje dichlormethanem. Organické vrstvy se su3i nad
siranem sodnym a odpafi se ve vakuu a ziskd se 12,7 g (kvan-
titativni vytézZek) 2-(4-piperidinyloxy)-5-chlorpyridinu ve

formé& Zlutého oleje.

'H NMR (DMSO): & 8,17 (d, 1H), 7,76 (dd, 1H), 6,81 (d, 1H),
4,96 (m, 1H), 2,93 (m, 2H), 2,53 (m, 2H), 1,91 (m, 2H), 1,46
(m, 2H); MS (ES¥): 213,3 (MH'), 225,3 (MNa').

Analogickym zplsobem se p#ipravi 2-(4-piperidinyloxy)-5-brom-
pyridin; MH' 257, 3.

Priklad 4 - rozStépeni

N-[(18)-1-({(4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}-
methyl)-4- (pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

o / \ uu-gm _O_ N3 /\-,f\/\[\)

e

Ph K_Lo

(o]
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K 3,8 g (5,66 mmol) karbamatu 1 rozpulté&nému v 76 ml tetra-
hydrofuranu se pfidad 76 ml methanolu, potom 38 ml vody a k to-
muto roztoku se pfidéd 2,37 g (56,6 mmol) hydroxidu lithného.
Po 2 hodinach pfi teploté& mistnosti se rozpoust&dlo odpafi za
sniZeného tlaku a zbytek se rozpusti v 250 ml vody, promyje se
200 ml ethylacetadtu a dvakrat 250 ml diethyletheru. Potom se
pfidadva nasyceny roztok chloridu amonného, dokud se nedosihne
PH vodné vrstvy asi 8 a extrahuje se t¥ikrat 250 ml dichlorme-
thanu. Spojené dichlormethanové extrakty se su3i nad siranem
hofeCnatym a odpafi se za ziskdni 2,2 g (vyt&zek 83 $%) pro-
duktu ve formé& bilého préSku. Podle chirdlni HPLC za pouZiti
kolony Chiralpak AS se produkt izoluje p¥i &istoté 96 % ee
(pfedpokladad se, Ze ma stereochemii S). Teplota té&ni (z

ethanolu) je 124,5 aZ 126,5 °C.

[@]®p = -17,2° (methanol); !NMR CDCls & 9,9 (&s, 1H)*; 8,7 (m,
2H); 8,5 (s, 1H)*; 8,1 (%s, 1H); 8,0 (s, 1H)*; 7,5 (dd, 1H):
7,2 (m, 1H); 6,6 (d, 1H); 4,9 (m, 1H)*; 4,2 (m, 1H)*; 3,7-3,5
(m, 4H); 3,5 (m, 1H)*; 3,4-3,2 (m, 4H); 3,3 (m, 1H)*; 3,1-2,9
(m, 3H); 2,0-1,6 (m, 4H). MS pro CigHz5C1N¢O,S (M+H) vypocteno
469, nalezeno 469.

* signdly rotamert

Krok A
; 9 , v 7 \_J/ \,. |
~Orn YO0
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2) | 0

K 18,76 g (40 mmol) reverzniho hydroxamatu rozpudt&ného v 300
ml dichlormethanu a ochlazeného na 0 °C se pfida 10,4 g (75
mmol) triethylaminu a potom 10,55 g (44 mmol) (4S)-4-benzyl-2-
oxazolidinon-3-karbonylchloridu [CAS &islo 139149-49-8). Po 3
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hodindch mich&ni pf¥i teploté& -3 aZ 0 °C se smé&s promyje 250 ml
vody, su3i se nad siranem hofelnatym a odpati se za ziskani
27,1 g béZové pény. Diastereoizomery se odd&li =za pouZiti
preparativni HPLC za eluce smési ethylacetdt/5 % ethanolu.
Polarnéjsi diastereoizomer se izoluje ve vyté&Zku 35 %. MS pro

C30H34C1N;07S (M+H) vypocteno 672, nalezeno 672.

SlouCenina 2 se pifipravi za pouZiti zplsobll popsanych v p#i-
kladu 2: (M+H 469), teplota tani 131 aZ 134 °C; 'NMR (DMSO) 9,8
(14, &), 8,7 (2H, m), 8,3 a 7,9 (1H, s), 8,1 (2H, s), 7,6 (1H,
m), 6,9 (1H, m), 4,1 (1H, 3m), 3,6 (4H, m), 3,2 (6H, m), 2,8
(2H, m), 1,8 (4H, m)

Priklad 5

Analogickym zpisobem, jako je popsdno v pfikladu 4 se p¥ipravi

nasledujici sloucdeniny:

N-{(1S)-1-({[4-(5-brompyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl }me-
thyl)-4-(pyridin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

NMR CDCl; & 11,9 (3s, 1H)*; 8,5 (s, 1H)*; 8,5-8,4 (m, 1H); 8,2
(m, 1H); 8,1 (s, 1H)*; 7,8-7,7 (m, 1H); 7,6 (m, 1H); 7,3-7,2
(m, 2H); 6,6 (m, 1H); 5,0-4,9 (m, 1H)*; 4,3-4,2 (m, 1lH)*; 3,7-
3,6 (m, 4H); 3,6 (m, 1H)*; 3,4-3,3 (m, 4H); 3,3 (m, 1H)*; 3,1
(dd, 1H)*, 2,9 (m, 1H)*, 2,9-2,8 (m, 2H); 2,1-1,6 (m, 4H). MS
pro CzoH26BrNsO4S (M+H) vypolteno 514, nalezeno 514.

* signdly rotamert

[@]®®, = -14 (c=2,3, MeOH)
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Racemicka vychozi l&tka se p¥ipravi za pouZiti zplsobu popsa-

ného v pfikladu 2, M+H = 512/514.

N-[(1S)-1-({[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}-
methyl)-3-(5-fluorpyrimidin-2-yl)propyl] -N-hydrozyformamid

==

o NS
Cl—(\>—N©N- /\/\/k:w\/lr
=N
. o 1

'H NMR (DMSO, 373 K): 9,44 (3 &, 1H), 8,70 (s, 2 H), 8,10 (d,
1H, J= 2,6 Hz), 8,05 (5 s, 1H), 7,57 (dd, 1H, J= 9,1, 2,6 Hz),
6,86 (d, 1H, J= 9,1Hz), 4,40 (3 s, 1H), 3,59 (dd, 4 H, J=,
5,3, 5,0 Hz), 3,47 (dd, 1H, J= 14,6, 7,4 Hz), 3,28 (dd, 4 H,
J= 5,3, 5,0 Hz), 3,24 (dd, 1H, J= 14,6, 4,3 Hz), 2,93 (m, 2H),
2,16 (m, 2H).

o
i

MS (ESI): 473 (MHY)
[@]®p = -11,03 (MeOH, c = 1,242).

Racemicka vychozi 1latka se pfipravi podle postupu popsaného

v pfikladu 2.

N-[(18)~1-({[4-(4-fluorfenyl)piperazino]sulfonyl}methyl)-4-
{pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

o
\
/T \ N
sateraa
o : O
O
‘ |5
N~

M+H 452,44; 'NMR CDCl; & 9,9 (8 s, 1H)*; 8,7 (m, 2H); 8,5 (s,
1H)*; 8,05 (s, 1H)*; 7,2 (m, 1H); 7,0-6,9 (m, 4H); 4,9 (m,
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1H)*; 4,2 {(m, 1H)*; 3,5-3,4 (m, 4H); 3,5 (m, 1H)*; 3,23,1(m
4H); 3,3 (m, 1H)*; 3,1-2,9 (m, 3H); 2,0-1,6 (m, 4H).

* signdly rotamert

Racemicka vychozi latka se pripravi podle postupu popsaného

v pfikladu 3.

'NMR (DMSO) 10,0 (1H, % s), 8,6 (2H, m), 8,2 (14, d); 7,2 (1H,
m), 6,9 (4H, m), 4,9 a 4,2 (1H, 8), 3,4 (6H, m), 3,0 (6H, m),
1,9 (4H, m).

Pfiklad. 6 - chromatografické roz3t&peni

-[(1S)-1-({[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl }me-
thyl)-3-(pyrimidin-2-yl)propyl] -N-hydroxyformamid a N-[(1lR)-1-
({[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino}sulfonyl}methyl)-3- (pyri-
midin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid

{ i /\r:\/(j

n _ﬁ/\r\,l:j o “g
=N "\_/"f; ' 'S b/\':;/k
-[1-({[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}methyl)-3-
(pyrimidin-2-yl)propyl] -N-hydroxyfoimamid p#ipraveny v race-
mické formé& se rozdéli na jednotlivé enantiomerni formy pros-
tfednictvim chromatografického déleni na koloné Chiralpak AD
No. ADOOCJ-HKO002 za eluce ethanolem. Biologicky aktivni je

slou€enina eluovand z kolony jako druhd - pfedpokladad se, Ze

se jednd o enantiomer se stereochemii S.
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Prvni eluovany enantiomer MH+ 455.
Druhy eluovany enantiomer MH+ 455.

Racemicka vychozi 1latka se pfipravi za pouZiti zplsobu

popsaného v p¥ikladu 2.

MH+ = 455, 'NMR (DMSO) 9,9, 9,6 (1H & s), 8,6 (2H, m), 8,3 a
7,9 (1H, s), 8,1 (1H, dd), 7,3 (1H, m), 6,9 (1H, d), 4,7 a 4,2
(1H, Siroky m), 3,6 (4H, m), 3,4-3,2 (6H, m), 2,8 (2H, m), 2,1
(2H, m).

Pfiklad .7 - dal3i p¥iklady chromatografického roz3té&peni

Za podminek popsanych v prikladu 6 se roz3té&pi néasledujici

slouceniny:

N-[(1S)-1-({[4-(5-trifluormethylpyridin-2-yl)piperazino]sulfo-
nyl}lmethyl)-3-(pyrimidin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid a N-
[(IR)-1-({[4~-(5-trifluormethylpyridin-2-yl)piperazino]sulfo-
nyl}lmethyl)-3-(pyrimidin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid

Prvni eluovany enantiomer M+H 489,5.
Druhy eluovany enantiomer M+H 489,5.

Racemickad vychozi 1latka se pfipravi podle postupu popsaného

v prikladu 3.
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N-[(1S)-1-({[4-(5-brompyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}me-
thyl)-4-(pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid a N-[(1lR)-1-
({[4- (5-brompyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}methyl)-4-(pyri-
midin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

- . o ’ . .
.e,_(y\ { AN 2 Q’ IR PN Ny
: — &_4” i I d\;J + . mhdﬁ gz’tl'\v/\E:;J

: (-]

Prvni eluovany enantiomer M+H 513/515.
Druhy eluovany enantiomer M+H 513/515.

Racemickd vychozi 1latka se pfipravi podle postupu popsaného
v prikladu 2: M+H 513/515,

Priklad 8

Pripravi se nésledujici slou&eniny

HO CHO
B X |RrR* T.t. M+H Pf.dle
pfikladu
(5-Cl-2-pyridyl)- |C [2-PyrimidinylCH,CH,CH, (S 484 4
[2:3% enantiomer)
5-CF3-2-Pyridyl N |2-PyrimidinylCH,CH,CH, (S|141-142(503 4
enantiomer)
4-F-Fenyl N |2-(5-F-Pyrimidinyl)CH,CH, 456,24 6**
(S enantiomer)
4-F-Fenyl N |2-(5-F-Pyrimidinyl)CH,CH, 456, 2 2
4-Br-Ph N [2-PyrazinylCH(CHs;)CH, 512 1
smés diastereomeri 3:1
(A:B)
4-Cl-Ph C |2-PyrazinylCH(CH;)CH, 467 1
Diastereomer A
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B X |R! T.t. M+H Pf.dle
pEikladu

4-Cl-Ph C |2-PyrazinylCH(CH;3)CH, 467 1
smés diastereomeri 1:2
(A:B)

4-Br-Ph C |2-PyrazinylCH(CH;)CH, 511 1
smés diastereomert 3:1
(A:B)

5-Cl-2-Pyridyl N |5-F-2-PyrimidinylCH (CH;) - 487 1
CH, smés diastereomerl
1:2 (A:B)

4-Cl-Ph N |5-F-2-PyrimidinylCH- 157-9 1
(CH3)CH, Diastereomer A

4-Cl-Ph N |5-F-2- 164-7 1

PyrimidinylCH (CHj3)CH,
Diastereomer B

4-Br-Ph N }5-F-2-Pyrimidinyl CH-(167-9 1
(CH3)CH, Diastereomer A
4-Br-Ph N |5-F-2-PyrimidinylCH- 183-5 1
i (CH3;)CH, Diastereomer B
4-Cl-Ph C |5-F-2-PyrimidinylCH- 195-8 1
(CH3)CH, Diastereomer A
4-Cl-Ph C |5-F-2-PyrimidinylCH- 155-8 1
(CH3)CH, Diastereomer B
3,4-di-Cl-Ph N |5-F-2-PyrimidinylCH~ 172-3 1
(CH3)CH, Diastereomer A
3,4-di-Cl-Ph N [5-F-2-PyrimidinylCH- 172-3 1
(CH3;)CH, Diastereomer B
5-CN-2-Pyridyl N |5-F-2-PyrimidinylCH- 478 1
(CH3)CH, Diastereomer A
4-F-Ph N | (S)-5-F-2Pyrimidinyl- 470 7
CH(CH;)CH, (S enantiomer)
4-F-Ph N (R,S)-PyrazinylCH (CH;3)CH, 452 4

(S enantiomer)

V tabulce uvedené vys3e:

** znamend slouceninu (S enantiomer) pfipravenou zplisobem po-
psanym v prikladu 6 za pouZiti kolony Chiralpak AD (250mm x
4,6mm) ¢&. ADooCE-JJ122 za eluce sm&si methanol/acetonitril
15/85;

Diastereomery A a B odpovidaji pofadi eluce ze silikagelové
kolony za eluce smési 3 aZ 5 % ethanolu v dichlormethanu (dia-

stereomer A je prvni eluovanou frakci, diastereomer B druhou).
Priklad 9

V tomto p¥fikladu uvadime NMR dudaje pro sloudeniny uvedené

v pfikladu 8:



51 :

N-[(1S)-1-({([4-(5-trifluormethylpyridin-2-yl)piperazino]sul-
fonyl}methyl)-4-(pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

O MAQ

N<
C)

INMR CDCl3 & 10,1 (3 s, 1H)*; 8,7 (m, 2H); 8,5 (s, 1H)*; 8,4 (3
s, 1H); 8,1 (s, 1H)*; 7,7 (dd, 1H); 7,2 (m, 1lH); 6,7 (d, 1H);
4,9 (m, 1H)*; 4,2 (m, 1H)*; 3,9-3,7 (m, 4H); 3,6 (m, 1H)*

3,4-3,2° (m, 4H); 3,3 (m, 1H)*; 3,1-2,9 (m, 3H); 2,0-1,6 (m,
4H) .

* signdly rotamert

-({[4-fluorfenylpiperazino]sulfonyl}methyl)-3-[(5-fluorpyri-
midin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid

'H NMR (DMSO, 373K): & 9,46 (8 s, 1H), 8,73 (s, 2 H), 7,08-6,96
(m, 4H), 4,42 (3 s, 1H), 3,50 (dd, J = 14,3, 7,5 Hz, 1H), 3,35
(m, 4H), 3,28 (dd, J = 14,8, 4,4 Hz, 1H), 3,18 (m, 4H), 2,97
(m, 2H), 2,21 (m, 2H).

N-[ (1R nebo 1S)-({[4-chlorfenylpiperazino]lsulfonyl}methyl)-3-
[ (3R nebo 38)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

(jeden diastereomer A)
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'H NMR (CDCl3) (2 rotamery p#ibliZn& ve stejnych pomérech):
8,72 (s, O0,5H), 8,57 (d, 2H), 8,25 (s, O,5H), 7,89 (s, 0,5H),
7,23 (dd, 2H), 6,83 (dd, 2H), 4,94 (sext, O0,5H), 4,30 (m,
0,5d), 3,57 (dd, O0,5H), 3,44 (m, 2H), 3,37 (m, 2,5H), 3,16 (m,
5,5H), 3,02 (dd, O0,5H), 2,52 (ddd, O,5H), 2,35 (ddd, 0,5H),
2,02 (d£, 0,5H), 1,89 (ddd, 0,5H), 1,40 (dd, 3H):;

N-[ (1R nebo 1S)-({[4-bromfenylpiperazino}sulfonyl}methyl)-3-
{ (3R nebo 3S)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

(jeden diastereomer A)

'H NMR (CDCl3) (2 rotamery p¥ibliZn& ve stejnych pomé&rech):
8,72 (s, 0,5H), 8,57 (d, 2H), 8,25 (s, 0,5H), 7,89 (s, 0,5H),
7,38 (dd, 2H), 6,80 (dd, 2H), 4,94 (sext, O0,5H), 4,30 (m,
0,5H), 3,57 (dd, 0,5H), 3,44 (m, 2H), 3,37 (m, 2,5H), 3,16 (m,
5,5H), 3,02 (dd, O0,5H), 2,52 (ddd, 0,5H), 2,35 (ddd, O0,5H),
2,02 (dt, 0,5H), 1,89 (dt, 0,5H), 1,40 (dd, 3H):;

N-[(1R nebo 1S)-({[4-chlorfenylpiperidino]lsulfonyl}methyl)-3-
({(3R nebo 3S)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

(jeden diastereomer A)
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!4 NMR (CDCls) (2 rotamery pribliZn& ve stejnych pomérech):
8,69 (s, 0,5H), 8,57 (d, 2H), 8,25 (s, O,5H), 7,89 (s, 0,5H),
7,27 (nezfetelny signadl), 7,13 (dd, 2H), 4,91 (sext, O0,5H),
4,30 (m, O,5H), 3,87 (m, 2H), 3,57 (dd, 0,5H), 3,35 (dd,
0,5H), 3,18 (m, 1,5H), 3,00 (dd, 0,5H), 2,85 (m, 2H), 2,55 (m,
1,5H4), 2,35 (ddd, O0,5H), 2,06 (dt, O,5H), 1,88 (m, 2,5H), 1,7
(nezfetelny signél), 1,40 (dd, 3H):

N-[ (1R nebo 1S)-({[3,4-dichlorfenylpiperazino]sulfonyl}me-
thyl)-3-[ (3R nebo 3S)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxy-

formamid (jeden diastereomer A)

'H NMR (CDCl3) (2 rotamery p¥ibli?n& ve stejnych pomérech):
8,62 (s, O0,5H), 8,55 (d, 2H), 8,22 (s, O,5H), 7,86 (s, O,5H),
7,28 (m, 1H), 6,95 (m, 1H), 6,73 (m, 1H), 4,93 (sext, O0,5H),
4,30 (m, O0,5H), 3,57 (dd, O0,5H), 3,44 (m, 2H), 3,37 (m, 2,5H),
3,16 (m, 5,5H), 3,02 (d4d, 0O,5H), 2,52 (ddd, 0,5H), 2,37 (ddd,
o,5H), 2,04 (dt, O0,5H), 1,89 (dt, 0,5H), 1,40 (dd, 3H):;

N-[ (1R nebo 18)~-({[4~-(5~kyanopyridin-2-yl)piperazinolsulfo-
nyl}methyl)-3-[ (3R nebo 38) (5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hy-

droxyformamid (jeden diastereomer A)
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'H NMR (CDCl3) (2 rotamery pifibli?né& ve stejnych pomé&rech):
8,72 (s, O0,5H), 8,55 (s, 2H), 8,41 (s, 1H), 8,22 (s, O0,5H)

7,86 (s, O0,5H), 7,65 (m, 1H), 6,61 (dd, 1H), 4,92 (m, O,5H),
4,30 (m, O,5H), 3,78 (m, 4H), 3,57 (dd, O0,5H), 3,38 (m, 2H)

3,30 (rn, 2,5H), 3,16 (m, 1,5H), 3,02 (dd, O0,5H), 2,52 (m,
0,5H), 2,37 (m, 0,5H), 2,04 (dt, 0,5H), 1,84 (dt, 0,5H), 1,40
(dd, 3H);

14

’

N-[(1S)-({[4-(4-fluorfenylpiperazino]sulfonyl}methyl)-3-[(3S)-
(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid

CaF
‘?,\/Yk:\,”/
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'H NMR (DMSO-dg¢): 9,9, 9,53 (2s, 1H), 8,78 (s, 2H), 7,98 (d,

1H), 7,12-6,91 (m, 4H), 4,8, 4,17 (2s, 1H), 3,13 (m, 4H), 3,0
(m, 1H), 1,86 (m, 1H), 1,22 (m, 3H).

Priklad 10

1-({[4-(4-chlorfenyl)piperazin-l-yl]lsulfonyl}methyl)-3-{5-
chlorpyridin-3-yl)propyl (hydroxy) formamid
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K 400 pl (10,8 mmol) kyseliny mravendi se p#i 0 °C p#ida 102 pl
(1,1 mmol) anhydridu kyseliny octové a smés se potom michd 15
minut prfi teplot& mistnosti. Smés se potom znovu ochladi na
0 °C a pomoci st¥ikalky se pfrikape roztok 100 mg (0,22 mmol)
1-(4-chlorfenyl)-4-{[4-(5-chlorpyridin-3-yl)-2-(hydroxyamino) -

butyl]sulfonyl}piperazinu v tetrahydrofuranu. Po 1,5 hodiné&
michani pfi teploté mistnosti se tékavé podily odpafi ve vakuu
a zbytek se azeotropicky destiluje s 2 ml toluenu. Zbytek se
rozpusti v 5 ml toluneu a michd se 1 hodinu p#i 40 °C. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti se rozpousté&dlo odpafi a zbytek
se rozpusti v 0,5 ml methanolu. P#idad se 5 ml diethyletheru a
zakalend suspenze se michd 1 hodinu p¥i teplot& mistnosti.
Pevnd léatka, kterd se vysrdZi, se odfiltruje, promyje se di-
ethyletherem a su3i se ve vakuu a ziskd se 48 mg (0,099 mmol)

slouCeniny uvedené v nazvu ve formé& bélavé, pevné latky.

'H NMR (DMSO, 373K): 9,55 (3 s, 1H), 8,43 (d, 1H), 8,41 (d,
1), 8,17 (8 s, 1H), 7,76 (dd, 1H), 7,25 (m, 2H), 6,96 (m,
2H), 4,35 (5 s, 1H), 3,49 (dd, 1H), 3,34 (m, 4H), 3,25 (m,
SH), 2,67 (m, 2H), 2,02 (m, 2H).

MS (ESI): 487,06, 489,04, 490,08 (MH® 2 x Cl)
Vychozi latka se pripravi nédsledujicim zpusobem:

(i) ethyl-3-(5-chlorpyridin-3-yl)propanoéat
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K michajicimu se roztoku 338 mg (1,6 mmol) (2E)-3-(5-chlorpy-
ridin-3-yl)prop-2-enodtu [CAS ¢&islo 163083-45-2] v 10 ml su-
chého ethanolu se p#i 0 °C v atmosféfe argonu p¥idd 67 mg
(1,75 mmol) pevného borohydridu sodného. Reakéni smés se neché
ohrdt na teplotu mistnosti a p¥idd se dalSich 67 mg (1,75
mmol) pevného borohydridu sodného. Po dalsich 18 hodinéach
michdni se pfidd 5 ml vodného roztoku chloridu sodného. Té&kavé
podily se odpaf¥i ve vakuu a zbytek se extrahuje mezi 10 ml
vody a 10 ml ethylacetdtu. Vrstvy se oddé&li a vodn& faze se
extrahuje t¥ikrat 10 ml ethylacetdtu. Spojené organické ex-
trakty se potom su3i nad siranem horeénatym, filtruji se a od-
pafri se ve vakuu. Zbytek se C&isti pomoci flash chromatografie
na silikagelu za eluce smési 20 % aZz 100 % ethylacetatu v he-
xanu a ziskd se 132 mg (0,62 mmol) sloudeniny uvedené v nazvu

a 70 mg nasyceného alkoholu.

'H NMR (CDCls): 8,43 (m, 1H), 8,34 (m, 1H), 7,55 (m, 1H), 4,16
(g, 2H), 2,96 (dd, 2H), 2,63 (dd, 2H).

(ii) 1-{[4-(4-chlorfenyl)piperazin-l-yl]lsulfonyl}-4-(5-chlor-
pyridin-3-yl)butan-2-on

CI—< >—C N'-—g if N

K michajicimu se roztoku 235 mg (0,85 mmol) 1-(4-chlorfenyl)-

O-——.

4- (methylsulfonyl)piperazinu v 7,5 ml suchého tetrahydrofuranu
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se pfi -10 °C b&hem 4 minut p#ikape 1,71 ml 1,0M (1,71 mmol)
roztoku LiHMDS. Roztok se michd p¥i této teploté& 40 minut.
Potom se b&hem 5 minut p#idd pomoci kanyly roztok 201 mg (0,94
mmol) ethyl-3-(5-chlorpyridin-3-yl)propanodtu v 1 ml tetrahy-
drofuranu. Reaké&ni smé&s se michd dalSich 30 minut p¥i teploté
-10 °C a potom se rozloZi p¥idédnim 5 ml nasyceného vodného
roztoku chloridu amonného. Té&kavé podily se odpaf¥i ve vakuu a
zbytek se extrahuje tf¥ikradt 5 ml dichlormethanu. Spojené or-
ganické extrakty se promyji 10 ml vody a 10 ml solanky a potom
se su3i nad siranem hofecnatym, filtruji se a odpa¥i se ve
vakuu. Po &isté&ni pomoci flash chromatografie na silikageli za
eluce smé&si 50 3% ethylacetdtu v hexanu se ziska 228 mg (0,52
mmol) sloudeniny uvedené v ndzvu a 74 mg (0,35 mmol) ethyl-3-

(5-chlorpyridin-3-yl)propanodatu.

'y NMR (CDCl;): 8,46 (m, 1H), 8,38 (m, 1H), 7,58 (m, 1H), 7,21
(m, 2H), 6,83 (m, 2H), 3,96 (s, 2H), 3,37 (m, 4H), 3,17 (m,
6H), 2,95 (dd, 2H),

MS (ESI): 442,07, 444,06, 445,1 (MH' 2 x Cl).

(iii) 1-{[4-(4-chlorfenyl)piperazin-1l-yl]sulfonyl}-4-(5-chlor-
pyridin-3-yl)butan-2-ol

CF—@*N N—
| \_/

K michajicimu se roztoku 228 mg (0,51 mmol) 1-{[4-(4-chlor-
fenyl)piperazin-1-yl]lsulfonyl}-4-(5-chlorpyridin-3-yl)butan-2-

onu v 5 ml sm&si rozpousté&del dichlormethan/methanol 1:1 se
najednou, pfi teploté mistnosti, p#idd pevny borohydrid sodny.
Reakéni sm&s se michd 40 minut, potom se rozlozi 2 ml 1M

roztoku kyseliny chlorovodikové. Vrstvy se potom oddéli a vod-

e oo .o .o e essee
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nad faze se extrahuje tfikrat 5 ml dichlormethanu. Spojené or-
ganické extrakty se su3i nad siranem hofecnatym, filtruji se a
odpafi se ve vakuu. Surovy produkt se filtruje pfes silikagel
za eluce smé&si 50 % ethylacetdtu v exanu a ziskd se 111 mg

(0,25 mmol) sloucCeniny uvedené v nézvu.

'H NMR (CDCl3): 8,47 (m, 1H), 8,40 (m, 1H), 7,59 (m, 1H), 7,21
(m, 2H), 6,86 (m, 2H), 4,21 (m, 1H), 3,45 (m, 4H), 3,24 (m,
4H), 3,11 (m, 2H), 2,88 (m, 2H), 1,89 (m, 2H)

(iv) 1-{4~chlorfenyl)~-4-{[(1E)-4-(5-chlorpyridin-3-yl)but-1-

enyl]sulfonyl}piperazin

Cl .
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K michajicimu se roztoku 111 mg (0,25 mmol) 1-{[4-(4-chlorfe-
nyl)piperazin-1l-yl]lsulfonyl}-4-(5-chlorpyridin-3-yl)butan-2-

olu v 2,5 ml suchého dichlormethanu se pf¥i teploté mistnosti,
v atmosféfe argonu, pfidaji 2 mg (0,02 mmol) hydrochloridu
trimethylaminu, 52 pl (0,25 mmol) triethylaminu, potom 21 pl
(0,25 mmol) methansulfonylchloridu. Reakéni smés se michd 30
minut p¥i teploté mistnosti, potom se rozloZi pfidadnim S5 ml
nasyceného vodného roztoku hydrogenuhlic¢itanu sodného. Vrstvy
se oddéli a vodnd vrstva se extrahuje t¥ikrdt 6 ml ethylace-
tdtu. Spojené organické extrakty se potom su3i nad siranem
hofecnatym, filtruji se a odpari se ve vakuu. Zbytek se potom
rozpusti ve 2,5 ml dichlormethanu a reaguje se s 100 upul (1,36
mmol) triethylaminu. Po 30 minutdch se reakéni smés rozlozi
p¥iddnim 5 ml nasyceného vodného roztoku hydrogenuhlié&itanu
sodného. Vrstvy se oddéli a vodnd vrstva se extrahuje trikrat

6 ml ethylacetdtu. Spojené organické extrakty se potom susi
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nad siranem ho¥e&natym, filtruji se a odpafi se ve vakuu.

Surova latka se pouZije v dalsim kroku.
MS (ESI): 446,06, 428,06, 430,07 (MH' 2 x Cl)

(v) 1-(4-chlorfenyl)-4-{[4-(5-chlorpyridin-3-yl)-2(hydroxyami-
no)butyl]lsulfonyl}piperazin

.
cn—<: >—N N—
—/

K michajicimu se roztoku 1-{4-chlorfenyl)-4-{[(1E)-4-(5-chlor-

pyridin-3-yl)but-l-enyl]sulfonyl}piperazinu (surova latka
z predchoziho kroku) v 10 ml tetrahydrofuranu se pfi teploté
mistnosti p¥idaji 2 ml 50% vodného roztoku hydroxylaminu.
Reakéni smés se michd 3 hodiny p#i teploté mistnosti a potom
se rozlozi pridénim 5 ml nasyceného vodného roztoku chloridu
amonného. Vrstvy se oddéli a vodnd vrstva se extrahuje tfikrat
10 ml ethylacetédtu. Spojené organické extrakty se suSi nad
siranem hofec¢natym, filtruji se a odpa¥i se ve vakuu. Zbytek
se potom ¢&isti pomoci flash chromatografie na silikagelu za
eluce 100% ethylacetdtem a ziskd se 100 mg (0,22 mmol)

sloudeniny uvedené v nézvu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloudenina obecného vzorce I nebo jeji farmaceuticky

pfijatelnd sGl nebo in vivo hydrolyzovatelny ester

/\ R’
B—X  N—SO,

kde B je fenylovd skupina monosubstituovand v poloze 3- nebo
4- atomem halogenu nebo trifluormethylovou skupinou, nebo
disubstituovand v poloze 3- a 4- atomy halogenu, které mohou
byt stejné nebo ruzné; nebo B je 2-pyridylova skupina nebo 2-
pyridyloxyskupina monosubstituovand v poloze 4-, 5- nebo 6-
atomem halogenu, trifluormethylovou skupinou, kyanoskupinou
nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 aZ 4 atomy uhliku; nebo B
je 4-pyrimidinylovd skupina popfipadé substituovand v poloze
6- atomem halogenu nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 az 4

atomy uhliku;
X je atom uhliku nebo atom dusiku;

R' je trimethyl-l-hydantoinalkylova skupina obsahujici v alky-
lové ¢&&sti 2 aZ 4 atomy uhliku nebo trimethyl-3-hydanto-
inalkylovd skupina obsahujici v alkylové ¢C&sti 2 aZ 4 atomy
uhliku; nebo R!' je fenylovd skupina nebo alkylfenylova skupina
obsahujici v alkylové casti 2 aZz 4 atomy uhliku monosubs-
tituovand v poloze 3- nebo 4- atomem halogenu, trifluormethy-
lovou skupinou, thioskupinou nebo alkylovou skupinou obsahu-
jici 1 aZ 3 atomy uhliku nebo alkoxyskupinou obsahujici 1 aZ 3
atomy uhliku; nebo R' je fenyl-SO,NHalkylova skupina obsahujici
v alkylové Casti 2 aZz 4 atomy uhliku; nebo R! je 2-pyridylovéa
skupina nebo 2-pyridylalkylovad skupina obsahujici v alkylové

asti 2 aZ 4 atomy uhliku; nebo R' je 3-pyridylova skupina
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nebo 3-pyridylalkylovd skupina obsahujici v alkylové <&asti 2
a? 4 atomy uhliku; nebo R! je skupina 2-pyrimidin-SCH,CH.; nebo
R' je 2- nebo 4-pyrimidinylalkylové skupina obsahujici v alky-
lové &&sti 2 aZ 4 atomy uhliku popf¥ipadé monosubstituovanéa
atomem halogenu, trifluormethylovou skupinou, alkylovou skupi-
nou obsahujici 1 aZ 3 atomy uhliku, alkyloxyskupinou obsahu-
jici 1 aZ 3 atomy uhliku, 2-pyrazinylovou skupinou popripadé
substituovanou atomem halogenu nebo 2-pyrazinylalkylovou sku-
pinou obsahujici v alkylové ¢asti 2 aZ 4 atomy uhliku popfipa-

dé substituovanou atomem halogenu.

2. Sloucenina podle né&roku 1 nebo jeji farmaceuticky ptfija-

telnd sAl nebo in vivo hydrolyzovatelny ester, kde:

kde B je fenylovd skupina monosubstituovand v poloze 3- nebo
4~ atomem halogenu nebo trifluormethylovou skupinou, nebo
disubstituovand v poloze 3- a 4- atomy halogenu, které mohou
byt stejné nebo rtzné; nebo B je 2-pyridylova skupina nebo 2-
pyridyloxyskupina monosubstituovand v poloze 5- nebo 6- atomem
halogenu, trifluormethylovou skupinou nebo kyanoskupinou; nebo
B je 4-pyrimidinylov& skupina poptipadé substituovanad v poloze
6- atomem halogenu nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 azZ 4

atomy uhliku;
X je atom uhliku nebo atom dusiku;

R' je trimethyl-l-hydantoinalkylovd skupina obsahujici v alky-
lové c¢asti 2 aZz 4 atomy uhliku nebo trimethyl-3-hydantoin-
alkylovd skupina obsahujici v alkylové ¢&asti 2 aZ 4 atomy
uhliku; nebo R! je fenylova skupina nebo alkylfenylova skupina
obsahujici v alkylové ¢asti 2 aZ 4 atomy uhliku monosubstituo-
vand v poloze 3- nebo 4- atomem halogenu, trifluormethylovou
skupinou, thioskupinou nebo alkylovou skupinou obsahujici 1 az
3 atomy uhliku nebo alkoxyskupinou obsahujici 1 az 3 atomy
uhliku; nebo R! je fenyl-SO,NHalkylovd skupina obsahujici

v alkylové Casti 2 aZ 4 atomy uhliku; nebo R! je 2-pyridylova
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skupina nebo 2-pyridylalkylovad skupina obsahujici v alkylové
&asti 2 aZ 4 atomy uhliku; nebo R' je 3-pyridylovad skupina nebo
3-pyridylalkylova skupina obsahujici v alkylové Céasti 2 aZ 4
atomy uhliku; nebo R!' je skupina 2-pyrimidin-SCH,CHz; nebo R! je
2- nebo 4-pyrimidinylalkylovd skupina obsahujici v alkylové
Casti 2 aZ 4 atomy uhliku popf¥ipadé& monosubstituovanad Jjednim
atomem halogenu, tritluormethylovou skupinou, alkylovou skupi-
nou obsahujici 1 aZ 3 atomy uhliku, alkyloxyskupinou obsa-
hujici 1 aZ 3 atomy uhliku, 2-pyrazinylovou skupinou nebo 2-
pyrazinylalkylovou skupinou obsahujici v alkylové &asti 2 aZ 4

atomy uhliku.

3. Sloudenina podle néroku 1 nebo jeji farmaceuticky pF¥ija-
telnd s0l nebo in vivo hydrolyzovatelny ester, kde B je 4-
chlorfenylovd skupina, 4-fluorfenylovad skupina, 4-bromfenylova
skupina, 4-trifluorfenylovd skupina, 5-chlor-2-pyridylova sku-
pina, 5-brom-2-pyridylovad skupina, 5-fluor-2-pyridylova skupi-
na, 5-trifluormethyl-2-pyridylovd skupina, 5-kyano-2-pyridylo-
va skupina, 5-methyl-2-pyridylova skupina.

4. Slouenina podle naroku 3 nebo jeji farmaceuticky pfijatel-
nd sul nebo in vivo hydrolyzovatelny ester, kde B je 4-fluor-
fenylovd skupina, 5-chlor-2-pyridylové& skupina nebo 5-tri-

fluormethyl-2-pyridylovéd skupina.

5. Sloulenina podle kteréhokoli z pfedchdzejicich n&rokl nebo
jeji farmaceuticky p¥ijatelnd s0l nebo in vivo hydrolyzova-

telny ester, kde X je atom dusiku.

6. Sloulenina podle kteréhokoli z pfedchazejicich ndaroka nebo
jeji farmaceuticky p¥ijatelnd sGl nebo in vivo hydrolyzova-
telny ester, kde R! je 3-chlorfenylové skupina, 4-chlorfenylova
skupina, 3-pyridylovd skupina, 2-pyridylpropylovd skupina, 2-
nebo 4-pyrimidinylethylovd skupina popfipadé monosubstituovana

atomem fluoru, 2- nebo 4-pyrimidinylpropylova skupina, 2-(2-
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pyrimidinyl)propylovd skupina pop¥ipadé monosubstituovand ato-

mem fluoru.

7. Sloudenina podle ndroku 6 nebo jeji farmaceuticky pfijatel-
nd sul nebo in vivo hydrolyzovatelny ester, kde R! je 2-
pyrimidinylpropylovd skupina, 2-(2-pyrimidinyl)propylova sku-
pina popfipadé monosubstituovand atomem fluoru nebo 5-fluor-2-

pyrimidinylethylova skupina.

8. Sloucenina podle naroku 1 nebo jeji farmaceuticky pfijatel-
nd sUl nebo in vivo hydrolyzovatelny ester, kde slouenina

obecného vzorce I je uvedena v pfikladech.

9. Sloucenina podle naroku 8 nebo jeji farmaceuticky pIfijatel-
nd sil nebo in vivo hydrolyzovatelny ester, kde sloulenina je

vybrand ze skupiny, kterou tvofi

N-{1-([4-(4-bromfenyl)piperazino]lsulfonylmethyl)-4-pyrimidin-
2-ylbutyl]-N-hydroxyformamid,

N-[1-([4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonylmethyl)-3-(5-
fluorpyrimidin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}me-
thyl)-4-(pyrimidin-2-yl)butyl]~N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4-(5-brompyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}me-
thyl)-4-(pyridin-2-yl)butyl] -N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4-(5-chlorpyridin-2~-yl)piperazino]lsulfonyl}me-
thyl)-3-(5-fluorpyrimidin-2-yl)propyl] -N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4-(4-fluorfenyl)piperazino]sulfonyl}imethyl)-4-
(pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}me-
thyl)-3-(pyrimidin=-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid,
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N-[(1R)=-1-({[4-(5-chlorpyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}me-
thyl) -3-(pyrimidin-2-yl)propyl] -N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4-(5-trifluormethylpyridin-2-yl)piperazino]sul-
fonyl}lmethyl)-3- (pyrimidin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid,

N-[(1R)-1-({[4-(5~trifluormethylpyridin-2-yl)piperazino]sulfo-
nyl}methyl)-3-(pyrimidin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4~-(5-brompyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}me-
thyl)-4-(pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid,

N-[(1R)-1-({[4-(5-brompyridin-2-yl)piperazino]sulfonyl}me-
thyl)-4-(pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid,

N-[(1S)-1-({[4-(5-trifluormethylpyridin-2-yl)piperazino]sulfo-
nyl}methyl)-4-(pyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid,

N-({[4-fluorfenylpiperazino]sulfonyl}methyl)-3-[ (5-fluorpyri-
midin-2-yl)propyl]-N-hydroxyformamid,

N-[ (1R nebo 1S)-({[4-chlorfenylpiperazino]lsulfonyl}methyl)-3~-
[ (3R nebo 38)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid,

N-[ (1R nebo 1S)-({[4-bromfenylpiperazino]sulfonyl}methyl)-3-
[ (3R nebo 3S)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid,

N-[ (1R nebo 1S)-({[4-chlorfenylpiperidino]sulfonyl}methyl)-3-
[ (3R nebo 3S)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]~N-hydroxyformamid,

N-[ (1R nebo 1S)-({[3,4~-dichlorfenylpiperazino]lsulfonyl}me-
thyl)-3-[(3R nebo 3S)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxy-

formamid,

N-[ (1R nebo 1S)-({[4-(5-kyanopyridin~-2~yl)piperazino]sulfo-
nyl}methyl)-3-[ (3R nebo 3S)-(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-

hydroxyformamid,



65 '

N-[(1S)-({[4-(4-fluorfenylpiperazino]sulfonyl}methyl)-3-[(3S)-
(5-fluorpyrimidin-2-yl)butyl]-N-hydroxyformamid,

1-({[4-(4-chlorfenyl)piperazin-l-yl]lsulfonyl}methyl)-3-(5-
chlorpyridin-3-yl)propyl (hydroxy) formamid.

10. Sloucenina podle kteréhokoli z predchdzejicich né&rokl nebo
jeji farmaceuticky p¥fijatelnd s0l nebo in vivo hydrolyzova-
telny ester, kde slouceninou obecného vzorce I je nejaktivnéj-

81 enantiomer.

11. Sloucenina podle kteréhokoli z p¥edchazejicich nérokd nebo
jeji farmaceuticky pfijatelnd sul nebo in vivo hydrolyzova-
telny ester, kde sloueninou obecného vzorce I je S enantiomer

nebo S,S-enantiomer.

12. Farmaceuticka kompozice, vyznacuijici s e
t im, Ze obsahuje slouceninu obecného vzorce I podle néroku 1
nebo Jjeji farmaceuticky pfijatelnou s@l nebo jeji in vivo

hydrolyzovatelny ester a farmaceuticky p¥ijatelny nosié.

13. SloucCenina obecného vzorce I podle ndroku 1 nebo jeji
farmaceuticky pfijatelnd sl nebo in vivo hydrolyzovatelny

ester pro pouZiti p¥i zplsobu léceni CElovéka nebo Zivod&icha.

14. SloucCenina obecného vzorce I podle naroku 1 nebo jeji
farmaceuticky pfijatelnd sGl nebo in vivo hydrolyzovatelny

ester pro pouZiti jako terapeutické ¢&inidlo.

15. Zpuisob 1léceni onemocnéni zprostfedkovaného metaloprotei-
nadzou, vyznacuijici se tim, Ze zahrnuje podavéani
terapeuticky uU¢inného mnozZzstvi slouceniny obecného vzorce I
nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelné soli nebo in vivo hydroly-

zovatelného esteru teplokrevnému Zivodichovi.

16. ZptGsob 1léc¢eni onemocnéni zprostfedkovaného metaloprotei-

ndzou podle ndroku 15, vyznac¢ujici s e tim, Ze
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zahrnuje 1lécbu onemocnéni zprostfedkovaného Jjednim nebo vice

nadsledujicimi enzymy: MMP13, agrekan&zou, MMP9, MMPl2.

17. Pouziti slouleniny obecného vzorce I nebo jeji farmaceu-
ticky pfijatelné soli nebo in vivo hydrolyzovatelného prekur-
zoru p¥i pripravé 1lé¢iva pro pouZiti pfi 1écCeni onemocnéni
zprostfedkovaného jednim nebo vice metaloproteindzovymi enzy-

my.

18. Pouziti sloueniny obecného vzorce I nebo jeji farmaceu-
ticky p¥ijatelné soli nebo in vivo hydrolyzovatelného prekur-

zoru pfi pfipravé léciva pro pouziti pf#i lécCeni arthritidy.

19. PouZiti slouceniny obecného vzorce I nebo jeji farmaceu-
ticky pfijatelné soli nebo in vivo hydrolyzovatelného prekur-
zoru prii pfipravé 1léciva pro pouZiti p¥i 1lé&eni atheroskle-

rézy.

20. PouZiti slouceniny obecného vzorce I nebo jeji farmaceu-
ticky pfijatelné soli nebo in vivo hydrolyzovatelného prekur-
zoru pri pripravé 1lé&iva pro pouZiti p¥i 1lé&eni chronického

z

obstrukéniho plicniho onemocnéni.

21. Zpusob pripravy sloueniny obecného vzorce I nebo jeji
farmaceuticky pfijatelné soli nebo in vivo hydrolyzovatelného
esteru, vyznacujici s e tim, Ze se reaguje
slouCenina obecného vzorce II se sloudeninou obecného vzorce
R'CHO za vzniku alkenu obecného vzorce ITI, alken se prevede na
slou€eninu obecného vzorce IV a potom se sloudenina vzorce IV
pfevede na sloucCeninu vzorce I a potom se popfipdé& pifipravi

farmaceuticky pfijatelnd sul nebo in vivo hydrolyzovatelny

ester slouceniny obecného vzorce I tak, jak je uvedeno dale:



67 .

v B—X N—SO R’
2 .
A 4 NHOH
R1
| B—X N—SO,
AN
HO CHO

22. Zpusob p#ipravy sloueniny obecného vzorce I nebo jejil
farmaceuticky pfijatelné soli nebo in vivo hydrolyzovatelného
esteru, vyznacuijici s e tim, Ze se reaguje
slouenina obecného vzorce II se sloueninou obecného vzorce
R!COOR a ziskd se slou&enina obecného vzorce VIII, sloulenina
vzorce VIII se pfevede na sloueninu vzorce IX, sloucenina
vzorce IX se pfevede na alken obecného vzorce II, alken se
pfevede na sloudeninu vzorce IV a potom se sloulenina vzorce
IV pfevede na sloucdeninu vzorce I a slouenina vzorce I se
potom popiipadé pfevede na farmaceuticky pfijatelnou stl nebo
in vivo hydrolyzovatelny ester slouleniny obecného vzorce I,

jak je uvedeno nizZe:
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B-—)\_/N‘f —SO,Me + R' COOR

/ \ R1
viii — . N~
B-X. - N=SG, )

m. B—U—S

1

HO  “CHO
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