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Nazov Tiazolové zli€eniny a farmaceutické zmesi na inhibiciu proteinkiniz a na metédy ich vyuZivania

Anotécia:

Popisané st diaminotiazolové zlugeniny vieobecného vzor-
ca (I), ktoré moduluji a/alebo inhibuju aktivitu uritych
proteinkindz. Tieto zlaceniny a farmaceutické kompozicie,
v ktorych st zlieniny obsiahnuté, st schopné mediovat
signalnu transdukciu tyrozinkinazy s vysledkom modulécie
a/alebo inhibicie neZelanej bunkovej proliferscie. Dalej je
opisované terapeutické alebo profylaktické pouzitie farma-
ceutickych kompozicii s obsahom uvedenych zliéenin
a metody lie¢by rakoviny, ako aj ochoreni spojenych s ne-
ziaducou angiogenézou a/alebo bunkovou proliferaciou,
ako s0 napr. diabeticka retinopatia, neovaskularny glau-
kém, reumatoidna artritida a psoriaza.
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Tiazolové zli&eniny a farmaceutické zmesi na inhibicin proteinkinaz a na metocy

vyuZivania

Tato iadost’ si narokuje vyhody z predbeZnej prihlasky U.S.Provisional Patent

Application &. 60/137, 810 zaregistrovanej 4. jiina 1999.

Oblast’ techniky

Tento vyndlez je zamerany na diaminotiazolové zli&eniny, ktoré moduluji
a/alebo inhibuju aktivitu uritych proteinkinéz a na farmaceutické zmesi, ktoré
obsahuju takéto zliCeniny. Vynélez sa takisto zameriava na terapeutické
a profylaktické pouZitie takychto zli&enin a zmes‘i' a metdd lieCenia rakoviny, ako aj
inych 3tadii choroby spoj‘en_\"ch s nechcenou angiogenézou a/alebo bunkovou

proliferdciou podanim efektivneho mnoZstva takychto zliZenin.

Doteraj3i stav techniky

Proteinkindzy st rodinou enzymov, ktoré katalyzujt fosforylaciu hydroxyskupin
Specifickych tyrozinovych, serinovych alebo treoninovych rezidui v proteinoch.

Takato fosforylcia dramaticky naruuje funkciu proteinu a takto sa proteinkindzy stivajt

Jadrom regulécie 3irokej palety bunkovych procesov, vratane metabolizmu, bunkovej

proliferécie, bunkovej diferenciécie a bunkového prezitia. Z mnohych réznych celuldrnych
funkeif, v ktoxfych je aktivita proteinkindz znima, niektoré procésy predstavujt atraktivne
ciele na terapéuticky zdsah v urcitom $tadiu choroby. Dva priklady s angiogenéza
a reguldcia bunkového cyklu, v ktorych proteinkinizy hraji kI"i€ovi tilohu; tieto procesy
st podstatné pre rast tuhych nadorov, ako aj inych choréb.

Angiogenéza je mechanizmus, v ktorom sé nové kapilary formujt z existujicich

»
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ciev. Ak je to nevyhnutné, cievny systém ma potencidl vytvarat novu siet kapilér, aby
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udrzal spravnu funkciu tkaniv a organov. Napriek tomu je v dospelosti angiogenéza dost’
limitovand — vyskytuje sa iba v procese hojenia rdn a neovaskularizicii endometria pocas
menstrudcie. Pozri Merenmies a kol., Cell Growth & Differentiation, 8,3-10 (1997). Na
druhej strane je nechcend angiogenéza charakteristickou &rtou niektorych chorob, ako st
retinopatie, psoridzy, reumatoidna artritida, vekom sposobend makularna degenerécia
(AMD) a rakovina\ (tuhé nadory). Folkman, Nature Med., 1, 27—3>1 (1995). Proteinkinézy,
pri ktorych sa pozorovalo zapojenie do angiogenetického procesu zahfiiaji troch Elenov
receptora rastového faktora tyrozinkinazovej rodiny: VEGF-R2 (receptor 2 vaskuladrneho
edotelidlneho faktora, tiez zndmeho ako KDR ( kindzovy vpraveny doménovy receptor)

a ako FLK-1); FGF-R (receptor fibroblastového rastového faktora); a TEK (takisto znamy
ako Tie-2).

VEGF-R2, ktory sa prejavuje iba na endotelidlnych bunkach, viaze G&inny
angiogeneticky rastovy faktor VEGF a sprostredkiiva néslednu signaliza&nu transdukciu
pomocou aktivécie jeho intraceluldrnej kinazove;j aktivity. Preto sa olakava, Ze priama
inhibicia kindzovej aktivity VEGF-R2 vytsti do redukcie angiogenézy aj v pritomnosti
exogénneho VEGF (pozri Strawn a kol. Cancer research, 56, 3540-3545 (1996), ako sa
preukdzalo pri mutantoch VEGF-R2, ktoré neuspeli pri prenose signalnej transdukcie.
Millauer a kol., Cancer Research, 56, 1615-1620 (1996). Okrem toho VEGF-R2 nejavi
Ziadnu funkciu v dospelosti okrem sprostredkovania angiogenetickej aktivity VEGF. Preto
by sa dalo oCakavat’ od selektivneho inhibitora kindzovej aktivity VEGF-R2, Ze bude
vykazovat’ malu toxicitu.

Podobne FGF-R viaZe angiogeneticky rastovy faktor aFGF a bFGF a sprostredkiiva

naslednt intracelularnu signaliza¢ni transdukciu. Doned4dvna sa navrhovalo, Ze taky
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rastovy faktor ako bFGF moéZe hrat’ k'i€ovi tlohu v indukcii agiogenézy pri tuhych
néadoroch, ktoré dosiahli ur¢iti velkost. Yoshiji a kol., Cancer research, 57, 3924-3928
(1997). Na rozdiel od VEGF-R2 sa v3ak FGF-R prejavuje v mnoZstve réznych bunkovych
typov po celom tele a mdZe, alebo nemusi, hrat’ ddleZit rolu v inych normélnych
fyziologickych procesoch v dospelosti. Av3ak bola popisana blokdda bFGF-indukovanej
angiogenézy u mys3{ bez éparentnej toxicity pri systematickom podadvani
nizkomolekulového inhibitora kindzovej aktivity FGF-R. Mohammadi a kol., EMBO
Journal, 17, 5896-5904 (1998).

TEK (takisto zndmy ako Tie-2) je d’al¥im receptorom tyrozinkinazy, ktory sa
prejavuje iba na endotelidlnych bunkéch, pri ktorych sa ukézalo, Ze hraju rolu
v angiogenéze. Vizba faktora angiopoetin-1 sti do autofosforylacie kinazovej domény
a do signalneho transduk&ného procesu, ktory sa javi ako sprostredkovatel’ interakcie
endotelidlnych buniek s periendotelidlnymi podpornymi bunkami, a tym napoméha
maturicii novosformovanych krvnych ciev. Na druhej strane faktor angiopoetin-2 sa javi
ako antagonista v ¢innosti angiopoetinu-1 na TEK alebo v narusenej angiogenéze.
Maisonpierre a kol., Science, 277, 55-60 (1997).

Navrhlo sa, ako vysledok hore popisanych vyvojov, liedit’ angiogenézu pouzitim
zlienin inhibujicich kindzovi aktivitu VEGF-R2, FGF-R a/alebo TEK. Napriklad WIPO
Medzindrodné publikicia &islo WO 97/34876 odhaluje ur&ité cinolinové derivaty, ktoré st
inhibitormi VEGF-R2, a ktoré sa m6Zu vyuZit' na lie¢bu chorobnych stavov spojenych
s abnormélnou angiogenézou a/alebo vzrastajicou vaskuldrnou permeabilitou, ako su

rakovina, diabetes, psoridza, reumatoidna artitida, Kaposiho sarkém, hemangiom, akitne
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a chronické nefropatie, atherom, arteridlna restinéza, autoiminne choroby, akiitna
inflaméicia a o¢né choroby so sietnicovou cievnou proliferaciou.

Proteinkindzy okrem svojej tlohy v angiogenéze hraju déleZitii rolu v kontrole
bunkového cyklu. Nekontrolovana bunkové proliferdcia je znakom rakoviny. Bunkova
proliferdcia sa v odpovedi na rdzne stimuly prejavuje dereguldciou cyklu delenia buniek —
&o je proces, ktorym sa bunky mnoZia a delia. Je charakteristické, Ze tumorové bunky maji
poskodené gény, ktoré priamo alebo nepriamo reguluji postup po¢as cyklu delenia buniek.

Cyklin-z4vislé kinazy (CDK) st serin-treonin proteinové kinazy, ktoré hraju
kI'i¢ové tlohy v regulovani tranzicie medzi odli¥nymi fdzami bunkového cyklu. Pozri
¢lanky zhromazdené v Science, 274, 1643-1677 (1966). CDK komplexy sa formuji poas
spajania regulatorovej cyklinovej subjednotky (t.j. cyklin A, B1, B2, D1, D2, D3 a E)

a katalytickej kindzovej subjednotky (t.j., cdc2 (CDK1) CDK2, CDK4, CDKS5 a CDKS6).
Ako naznaluje nazov, CDK vykazuji absoltitnu zévislost na cyklinovej subjednotke, aby
fosforilovali ich ciel'ové substraty a aby iné kinazové/cyklinové parové funkcie regulovali
postup pocas 3pecifickych faz bunkového cyklu.

Komplex CDK4 s D cyklinmi hrd vyznamnu tilohu v iniciovani cyklu delenia
buniek od Stéddia odpoginku alebo pokoja ku §tadiu, v ktorom sa bunky stéavaji schopnymi
bunkového delenia. Tento postup podlieha réznym rastovym regulatnym mechanizmom —
negativnym aj pozitivnym. Aberécie tohto kontrolného systému, najmi tie, ktoré vplyvaji
na funkciu CDK4, boli implikované pri zdokonal'ovani buniek do vysoko proliferativneho
Stadia, ktoré charakterizuje malignity, predovietkym familidrne melanémy, ezofagealne
karcinémy a rakovinu pankreasu. Pozri Kamb, Trends in Genetics, 11, 136-140 (1995);

Kamb a kol., Science, 264, 436-440 (1994).
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Pouzitie zIuCenin ako antiproliferativnych terapeutickych agensov, ktoré inhibuji
CDK, je predmetom niekol’kych patentovanych publikacii. Napriklad U.S. Patent &islo
5,621,082 pre Xiong-a a kol. - ukazuje v nukleovej kyseline zakédovany inhibitor CDK6
a Eurdpska patentova publikacia ¢islo 0 666 270 A2 popisuje peptidy a peptidové
mimetik4, ktoré uginkujt ako inhibitory CDK1 a CDK2. WIPO Medzinarodna publikicia
&islo WO 97/16447 odhal'uje anal6gy chromonov, ktoré st inhibitormi cyklin-
dependentnych kindz, najmé pri CDK/cyklinkomplexoch, ako je CDK4/cyklin D1, ktora sa
mozZe vyuZit’ na inhibovanie nadmernej alebo abnormalnej bunkovej prolifercie, a teda aj
na lieCenie rakoviny. WIPO Medzindrodnd publikacia ¢islo WO 99/21845 popisuje 4-
aminotiazolové derivaty, ktoré su pouZiteI'né ako CDK inhibitory.

Predsa je stale potreba nizkomolekulovych latiek, ktoré sa dajii l'ahko syntetizovat’
a st u¢inné v inhibicii jedného alebo viacerych CDK alebo CDK/cyklinovych komplexov.
PretoZe CDK4 moZe sluZzit’ ako zékladny aktivator bunkového delenia vo vicSine buniek
a komplexy CDK4 a D-typové cykliny riadia skori G, fazu bunkového cyklu, sa teda
potrebné efektivne inhibitory CDK4 a odtial’ D-typové cyklinové komplexy na liedenie
jedného alebo viacerych typov tumorov. Takisto hlavn4 dloha cyklinovej E/CDK2
a cyklinovej B/CDK1 kindzy v G1/S fize a G2/M mutécii pontika d’al3ie ciele na
terapeuticky zasah v potlafovani deregulovaného vyvoja bunkového cyklu pri rakovine.

Ind proteinkinaza - CHK1 hra ddleZitt tilohu ako kontrolny bod vo vyvoji
bunkového cyklu. Kontrolné body sii kontrolné systémy, ktoré koordinujit vyvoj
bunkového cyklu ovplyviiovanim formovania, aktivacie a ndslednej inaktivacie cyklin-
dependentnych kindz. Kontrolné body zamedzuj vyvoju bunkového cyklu v nevhodnych

okamihoch, udrziavaji metabolickd rovnovahu buniek pokym je bunka zastavena
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a v niektorych pripadoch moZu indukovat’ apoptézu (programovani bunkovi smrt’), ak to
nevyhovelo poZiadavkdm kontrolného bodu. Pozri O'Connor, Cancer Surveys 29, 151-182
(1997); Nurse, Cell, 91, 865-867 (1997); Hartwell a kol., Science, 266, 1821-1828 (1994);
Hartwell a kol., Science, 246, 629 — 634 (1989).

Jedna séria kontrolnych bodov monitoruje integritu genému - po zisteni
poskodenia DNA tieto ,, Kontrolné body poSkodenia DNA* blokujii vyvoj bunkového
cyklu vo fazach G1 a G2 a pomaly vyvoj polas S fazy. O'Connor, Cancer Surveys, 29,
151-182 (1997); Hartwell a kol., Science, 266, 1821-1828 (1994). Této funkcia umoZiiuje
reparaénym procesom DNA kompletizovat' svoje tlohy pred replikdciou gendmu a
nasledné delenie tohto genetického materidlu sa uskutoctiuje v novych deérskych bunkéch.
NajbeZnej3i mutovany gén pri ludskej rakovine — pS3 tumor-supresorovy gén — produkuje
protein kontrolného bodu poskodenia DNA, ktory blokuje vyvoj bunkového cyklu v G1
faze a/alebo indukuje apoptézu (programovana bunkova smrt), ktora nasleduje po
poskodeni DNA. Hartwell a kol., Science, 266, 1821 — 1828 (1994). Ukézalo sa tiez, Ze
p53 tumorovy supresor zintenzivituje Gi¢inok kontrolného bodu poskodenia DNA vo faze
G2 bunkového cyklu. Pozri Bunz a kol., Science, 282, 1497 — 1501 (1998); Winters a kol.,
Oncogene, 17, 673 — 684 (1998); Thompson, Oncogene, 15, 3025 — 3035 (1997).

Ked'Ze sa tumorovému supresoru p53 prisudila tstrednd tloha pri huménnej
rakovine, aktivne sa hl'adali terapeutické zdsahy, ktoré vyuzivaju citlivé miesta v p53
defektnej rakovine. Jedno citlivé miesto, ktoré sa objavilo, je v €innosti kontrolného bodu
G, v p53 defektnych rakovinovych bunkach. Rakovinové bunky, ked’ze nemaju G1
kontrolny bod, st mimoriadne pristupné zrudeniu poslednej zostavajicej bariéry, ktora ich

chrani pred rakovinovymi smrtiacimi G¢inkami agensov poskodzujicich DNA-
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kontrolného bodu G2. Kontrolny bod G2 je regulovany kontroin)"m systémom, ktory sa
zachoval od kvasiniek po &loveka. DbleZita v tomto zachovanom systéme je kindza CHKI,
ktora transdukuje signély zo senzorového komplexu poskodzujiiceho DNA, aby inhibovala
aktivaciu cyklin B/Cdc2 kinézy, ktord podporuje mitoticky vstup. Pozri Peng a kol.,
Science, 277, 1501 — 1505 (1997); Sanchez a kol., Science, 277, 1497 — 1501 (1997).
Inaktivicia CHK 1 bola pozorované aj pri zrudeni prerueni G2, indukovanom poskodenou
DNA, ktor4 je spdsobena bud’ antirakovinovymi agensami alebo endogénnym poskodenim
DNA, a takisto vyuast'uje do prednostného usmrtenia nasledujtcich defektnych buniek

s kontrolnym bodom. Pozri Nurse, Cell, 91, 865 — 867 (1997); Weinert, Science, 277, 1450
— 1451 (1997); Walworth a kol., Nature, 363, 368 — 371 (1993); Al-Khodairy a kol.,
Molec. Biol. Cell, 5, 147 — 160 (1994).

Selektivna manipulécia kontroly ,.kontrolného bodu“ v rakovinovych bunkéch by
mohla poskytnit’ $iroké vyuzitie v rakovinovych chemoterapeutickych
aradioterapeutickych reZimoch; mozno ponika aj beZni chrakteristiku Pudske;j
rakovinovej ,,gendmovej nestability”, vyuZiteInej ako selektivny zdklad na de3trukciu
rakovinovych buniek. MnoZzstvo faktorov uréuje CHK1 ako hlavny ciel’ v kontrole
»Kontrolného bodu poskodenia DNA®. Objasnenie tejto a funk&ne pribuznych kindz ako je
Cds1/CHK2, ktora bola neddvno objaven4 na spolupracu s CHK1 v regulovani S fazy
vyvoja (pozri Zeng a kol., Nature, 395, 507 — 510, /1998); Matsuoka, Science, 282, 1893 —
1897 (1998))— by mohlo stanovit' nové hodnotné terapeutické entity na lie€bu rakoviny.
sprostredkované FAK (Fokélna adhézna kindza), ktora je zapojend v bunkovej motilite,

bunkovej preoliferacii a prezivani. Nadmerné prejavovanie sa FAKpri Pudskej rakovine je
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implikované v tumorogénnom a metastatickom potencidli vd’aka jeho role v integrinovom
sprostredkovani signélnej cesty.

Tyrozinkindzy mdZu byt’ receptorovym typom (s extracelularnou,
transmembréanovou intraceluldrnou doménou) alebo nereceptorovym typom (je vyluéne
intracelularny).

Prinajmen3om jedna z nereceptorovych proteinovych tyrozinkindz — menovite LCK
- je pravdepodobne v T-bunkéch sprostredkovatel'om transdukcie signélu z interakcie
povrchovobunkového proteinu (Cd4) s antigénom anti-Cd4 s prie¢nou vizbou. Detailnejsia |
diskusia o nereceptorovych tyrozinkinazach je podané v —~ Bolen, Oncogene, 8, 2025 —
2031 (1993) — a je zahrnutd v tejto listine v referencidch.

Okrem proteinkinaz identifikovanych vy3sie, sa iné proteinkinazy povaZzovali
za terapeutické ciele a informdcie o inhibitoroch proteinkinaz st podané v mnoZzstve
publikécii, ako v nasledujuicom prehPade: McMahon a kol, Oncologist, 5, 3-10 (2000);
Holash a kol., Oncogene, 18, 5356-62 (1999); Thomas a.kol., J. Biol. Chem., 274,
36684-92 (1999); Cohen, Curr. Op. Chem. Biol., 3, 459-65 (1999); Klohs a kol., Curr.
Op. Chem. Biol., 10, 544-49 (1999); McMahon a kol., Current Opinion in Drug
Discovery & Development, 1, 131-146 (1998); Strawn a kol., Exp. Opin. Invest. Drugs,
7, 553-573 (1998). WIPO Medzinarodna publikacia WO 00/18761 odhal’uje ur€ité .
substituované 3-cyanokinoliny ako proteinkindzové inhibitory. Znalci chépu, Ze je
Ziadlce, aby proteinkindzy mali vysoki afinitu k ciel'ovej kinaze, ako aj vysoka

selektivitu proti inym proteinkindzam.
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Podstata vynilezu e

Predstavovany vynalez sivisi so zlideninami, ktoré spadaji do niZ§ie uvedenej
Formuly I, ktord moduluje a/alebo inhibuje aktivifﬁ proteinkindz; takisto spadaji pod
farmaceuticky akceptovatefné prodrogy, farmaceuticky aktivne métabolity
a farmaceuticky akceptovafel’né soli (také zlideniny, prodrogy, metabolity a soli st
spoloZne zaradené ako ,,agensy"). Vynélez sa sustred’uje na farmaceutické zmesi, ktoré
obsahuji takéto agensy, a ich terapeutické vyuZitie v lieSbe chordb, ako je rakovina
a iné choroby, prostrednictvom kindzovej aktivity. Dalej je zamerany na iné chorobné
stavy spojené s ngchcenou angiogenézou a/alebo bunkovou proliferdciou, ako st
diabeticka retinopatia, neovaskuldrny glaukém, reumatoidna artritida a psoriaza.
Vynalez sa tyka aj metéd modulovania a/alebo inhibovania kindzovej aktivity spojenéj ,
s komplexami VEGF-R, FGF-R, CDK a s TEK, CHK1, LCK, FAK.

V jednom vSeobecnom ohl’ade sa vyndlez tyka proteinkindzovych inhibitorov

Formuly I:
: NH
H_ N ’
T
1/ s AN

v ktorej:
R! je vodik, a substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl,
aryl alebo heteroaryl alebo skupina formuly RE-CO alebo R®-CS, kde RS je

substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, alkenyl, aryl,
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heteroaryl, alkoxy alebo N-R'R?; kde R’R? je kazdy nezavisle vodik alebo
substituovany alebo nesubstituovany alkyl, aryl alebo heteroaryl;

R? je hydroxy, halo, cyano alebo nitro alebo substituovany alebo
nesubstituovany alkyl, alkenyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl alebo

5  Skupina Formuly (A)

I
i (A)

/ \Ra

kde R, je vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl alebo

skupina formuly (B)
0

/C\O _R. (B

10
kde R, je vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl alebo

skupina formuly (C)

]
O N/Rb ()

Re

15 kde Ry a R¢ st nezavislo vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl
alebo

skubina formuly (D)
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R

P

(D)

O

~ "R,

kde Ry je vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy,
amino, alkylamino, dialkylamino alebo acylamino a R, je vodik, alkyl, cykloalkyl,
heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl, amino, alkylamino alebo dialkylamino alebo
skupina formuly (E)

1

S R¢ (E)

0]
kde R¢ je alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl alebo
skupina formuly (F)

f R
S

—

o)

kde R; a Ry sit kaZzdy nezavisle vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo
heteroaryl alebo

skupina formuly (G)

N, @

kde R; je alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl alebo skupina formuly (A),

formuly (B), formuly (C), formuly (H) alebo formuly (I) ako je tu definované alebo
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skupina formuly (H)

kde R; je vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy,
amino alebo skupina formuly (A), formuly (B), formuly (C) alebo formuly (D) ako je tu
definované a Ry je vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl alebo skupina
formuly (A), formuly (B), formuly (C), formuly (D), formuly (E) alebo formuly (F) ako je
tu definované alebo
skupina formuly (I)
N

kde R, je vodik, alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl alebo skupina formuly
(C) ako je tu definované,
alebo R? je substituovany alebo nesubstituovany cykloalkyl, heterocykloalkyl alebo aryl,
ktory je zluCeny s Q;
X jeCaleboN;a

Q je divalentny radikal, ktory mé 2 alobo 3 prstencové atomy (sformované do
prstenca pomocou Q spolu s X, C* a N* vo Formule [) kazdy nez4vislo selektovany z C,
N,0,S,C-R’a N-RS, kde R’ je alkyl, aryl, heteroaryl, alkoxy, hydroxy, halo, cyano, alebo
amino, ktoré spolu s C* a N* (vo Formule I) z pit’ alebo Sest%lenného aromatického alebo
nearomatického prstenca.

Vynilez je takisto zamerany na farmaceuticky akceptovatel'né prodrugy,

farmaceuticky aktivne metabolity a farmaceuticky akceptovatel'né soli zlienin Formuly I.
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Pri preferovanom vieobecnom vyraze sa vynalez tyka zli¢enin s Formulou II:

H

|

H N N\H
\N—</ |
/ e
R1 S C/ \X/R
(O

Z—Y

kde:

R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl alebo skupina
formuly R®-CO alebo R5-CS,kde R® je substituovan4 alebo nesubstituovana alkyl,
cykloalkyl, heterocykloalkyl alkenyl, aryl, heteroaryl, alkoxy alebo N-R'R},
kde R'R® st kazdy nezavisle vodik alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl,
aryl alebo heteroaryl;

R? je, ako je definované hore;

XjeCaleboN;a

Y a Z st kazdy nezavisle C, N, S, O, C-R® alebo N-R?, kde R’ je, ako je
definované hore;

A odtial’ farmaceuticky akceptovatel'né prodrogy, farmaceuticky aktivne
metabolity a farmaceuticky akceptovatelné soli. Popisané su tiez vyhodné metody
vyroby zlu€enin Formuly II.

Vynélez je zamerany najmé na zlu€eniny Formuly II, kde: R je substituovany
alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl, alebo R-CO alebo R°-CS, kde R® je
substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, alkenyl, aryl,

heteroaryl, alkoxy alebo N-R’R® kde R’R® sii kazdy nezavisle vodik alebo
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substituovany alebo nesubstituovany alkyl, aryl alebo heteroaryl; R? Jje substituovany
alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl; X a Y st kazdy nezavisle C alebo N; a Z
je Salebo O. V inom preferovanom vyraze zli€enin Formuly II si R! a R? kazdy
nezdvisle substituovany aryl, X je C, Y je C alebo Na Z je S alebo O. Alebo eite lepsie
- R! je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, R? je substituovany aryl, X je C, Y je
C alebo N a Z je S alebo O.

Pri d'alSom preferovanom vSeobecnom vyraze sa vynalez tyka zligenin

s Formulou III.

H

ntevcgy

I—Y

kde:

R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl alebo R6-CO
alebo R°-CS kde R® Je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, alkenyl, aryl,
heteroaryl, alkoxy, alebo N-R'R® kde stt R’R® kazdy nezévisle hydrogen, alkyl, aryl,
alebo heteroaryl,; |

R} je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl,
aryl, heteroaryl, alkoxy, aryloxy alebo N- R’R® kde sit R’R® kazdy nezavisle vodik,

alkyl, aryl alebo heteroaryl;

e e ARV e
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R* je vodik, hydroxy, niZ3i alkyl, halo, nizsi alkoxy, amino, nitro alebo
trifluorometyl; a

Y a Z st kazdy nezavisle C, N, S, O, C-R® alebo N-R® kde R je
nesubstituovany alebo substituovany alkyl alebo aryl;
Qdtial tiez farmaceuticky akceptovatelné prodrugy, farmaceuticky akceptovatel'né
metabolity a farmaceuticky akceptovatel'né soli.

Osovitne preferované si zliCeniny z Formuly IV:

H
R4(a)
R4
e
Cé
\
Z'—-Y

v
kde:

R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl alebo Ré-CO
kde R® je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, alkenyl, aryl, heteroaryl, alkoxy,
cykloalkyl, heterocykloalky! alebo N-R’R® kde st R’R® kazdy nezéavisle vodik, alkyl,
aryl alebo heteroaryl;

R’ je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl,
aryl, heteroaryl, alkoxy, aryloxy alebo N- R’R?, kde si R’R® kazdy nez4visle vodik,
alkyl, aryl alebo heteroaryl;

R* je nezévisle selektovand z vodika, hydroxy, niz3i alkyl, halo, niZ{ alkoxy,
amino, nitro a trifluorometylu;

Y je C aleboN; a
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Z je S alebo O;

Odtial’ tiez farmaceuticky akceptovatel'né prodrogy, farmaceuticky
akceptovatel'né metabolity a farmaceuticky akceptovatelné soli.

Va&smi preferované je zameranie vynélezu na zligeniny Formuly IV:

R'je substituovany alebo nesubstituovany aryi alebo heteroaryl alebo R®-CO,
kde R® je N- R’R® kde st R'R® kazdy nezévisle vodik, alkyl, a_ryl alebo heteroaryl; R
Je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, aryl, heteroaryl alebo alkoxy; R*® a R*®
st nezévisle vodik, niz3i alky! alebo halo; Y je C alebo N; aZ je S alebo O. Este viac
st preferované zlugeniny Formuly IV, kde: R! je substituovany alebo nesubstituovany
aryl alebo heteroaryl, alebo R%-CO kde R® je N- R’R® kde sit R’R® kazdy nezavisle
vodik, alkyl, aryl alebo heteroaryl; R? je substituovany alebo nesubstituovany aryl,
heteroaryl, alebo alkoxy; R*® je chloro, fluoro alebo metyl; R*® je fluoro; Y jeN;aZ
je O.

Vynilez sa takisto tyka met6dy modulacie a/alebo inhibicie kindzovej aktivity
VEGF-R, FGF-R, TEK a CDK komplexu, CHK1,TEK,LCK a/alebo FAK spravanim sa
zliCeniny formuly I alebo farmaceuticky akceptovatelnej prodrogy, farmaceuticky
aktivnych metabolitov alebo farmaceuticky akceptovatel'nej soli. VpredloZenom vynileze
s tieZ stanovené zlu&eniny, ktoré maju selektivnu kinazovi aktivitu — t.j. majt vyrazni
aktivitu proti jednej Spetifickej kindze, proti inej kindze nemajii Ziadnu alebo minimalnu
aktivitu. V jednom preferovanofn vyraze vynélezu — zliZeniny Formuly I predkladaného
vynélezu — maji podstatne vy33iu potenciu proti VEGF receptoru tyrozinkindzy ako proti

receptoru FGF-R1 tyrozinkindzovej aktivity.Vynalez sa takisto zameriava na motody
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modulécie VEGF raceptora tyrozin-kindzovej aktivity bez podstatného modulovania FGF

receptora tyrazin-kindzovej aktivity.

Vynélez sa takisto tyka farmaceutickych zmesi, z ktorych sa kazda sklada z:

-efektivneho mnozstva agensu selektovaného zo zli¢enin Formuly I a farmaceuticky

akceptovatelnych soli, farmaceuticky akceptovatenych metabolitov a farmaceuticky
akceptovatelnych prodrog, a farmaceuticky akceptovanych nosi€ov a prenédsalov
takéhoto agensu. Vyndlez tieZ stanovuje metddy lie¢by rakoviny, ako aj inych
chorobnych stavov spojenych s nechcenou angiogenézou a/alebo bunkovou
proliferaciou, ktora sa sklad4 z podania efektivnych mnoZstiev takychto agensov
pacientovi, ktory potrebuje tito lie¢bu.

DETAILNY POPIS VYNALEZU A PREFEROVANYCH VYRAZOV

Vynéjdené zli&eniny Formuly I, II, I, a IV su pouZitel'né ako mediatory aktivity
proteinkinaz. Navyse zli¢eniny st pouZite'né ako antiangiogenetické agensy a ako agensy
na modulovanie a/alebo inhibiciu aktivity proteinkindz, &im vytvérajt lie¢bu rakoviny
a inych chordb spojenych s bunkovou proliferdciou sprostredkovanou proteinkinazami.

Termin ,,alkyl“ tu pouZivany sa vztahuje na priamu alebo rozvetvent refaz
alkylovych skupin, ktoré maji od jedného po dvanast’ uhlikovych atémov. Alkylové
skupiny typicky zahriiaji metyl (Me), etyl, n-propyl, izopropyl, butyl, izobutyl, sek-butyl,
terc-Butyl (t-Bu), pentyl, izopentyl, terc-pentyl, hexyl, izoh;:xyl a pod. Termin ,,niZ3{ alkyl“
oznaCuje alkyl, ktory mé od 1 po 8 uhlikovych atomov (C,.g-alkyl). Vhodné substitu¢né
alkyly zahriiaju fluorometyl, difluorometyl, trifluorometyl ,2-fluoroetyl, 3-fluoropropyl,

hydroxymetyl, 2-hydroxymetyl, 3-hydroxypropyl a pod.
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Termin ,,alkenyl sa vztahuje na priamu alebo rozvetveni ret’az alkenylovych
skupin, ktoré maji 2 aZ 12 uhlikovych atémov. llustrativne alkylové skupiny zahffiaji
prop-2-enyl, but-2-enyl, but-3-enyl, 2-metylprop-2-enyl, hex-2-enyl a pod.

Termin ,,cykloalkyl® sa vztahuje na €iasto€ne saturované alebo nesaturované
karbocykly, ktoré maji od 3 do 12 uhlikovych atémov, ktoré zahrfiaji bicyklické
a tricyklické cykloalkylové Struktury. Vhodné cykloalkyly zahffiajii cyklopropyl,
cyklobutyl, cyklopentyl, cyklohexyl, cykloheptyl a pod.

,,Heterocykloalkyl“ znamend parcidlne saturovany a nesaturovany monocyklicky
radikal, ktory obsahuje atémy uhlika, najmaé Stvor- alebo pat-prstencové atémy uhlika
a aspoii jeden heteroatém selektovany z dusika, kyslika a siry.

Terminy ,,aryl“ (Ar) a ,,heteroaryl” sa vztahujii na monocyklické a polycyklické
nesaturované alebo aromatické prstencové Struktiry, spolu s ,,aryl®, ktory sa vztahuje na
karbocykly a ,heteroaryl, ktory sa vzt'ahuje na heterocykly. Priklady aromatickych
prstencovych Struktir zahrmaju fenyl, naftyl, 1,2,3,4-tetrahydronaftyl, furyl, tienyl, pyrolyl,
pyridyl, pyridinyl, pyrazolyl, imidazolyl, pyrazinyl, pyridazinyl, 1,2,3-triazinyl, 1,2,4-
oxadiazolyl, 1,3,4-oxadiazolyl, 1-H-tetrazol-5-yl, indolyl, kinolinyl, benzofuranyl,
benzotiofenyl (tianaftenyl) apod. Takéto &asti sa méZu Pubovolne nahradit’ jednym alebo
viacerymi vhodnymi substituentami, napriklad substituentom selektovanym z halogénov
(F,C1,Br alebol); niz3ieho alkylu; OH; NO,; CN; CO,H; O-niZ3i alkyl; aryl; aryl-niz3i
alkyl; CO,CH3; CONH,; OCH,CONH;; NH,; SO;NH,; OCHF,; CF3; OCF3; a pod. Tieto
zlozky sa méZzu tiez 'ubovolne nahradit zli&enou prstencovou 3truktirou alebo mostom,

napriklad OCH;-O.
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Termin ,,alkoxy* znamend radikdlovy —O-alkyl. Ilustrativne priklady zahriiaja
metoxy, etoxy, propoxy a pod. Termin ,,niz3i alkoxy* naznaluje alkoxy, ktory mé jeden
aZz osem uhlikovych atémov.

Termin ,,aryloxy* reprezentuje —O-aryl, kde aryl je definovany hore.

Termin ,,halogén® reprezentuje chlér, fludr, bréom alebo j6d. Termin ,,halo*
reprezentuje chloro, fluoro, bromo aleb_o jodo.

Vo v3eobecnosti rozne ¢asti alebo funkéné skupiny pre premenné vo formuléch sa
mdZu Fubovolne nahradit’ jednym alebo viacerymi vhodnymi substituentami. Vzorové
substituenty zahriiaji halogén (F, Cl, Br alebo I), nizi{ alkyl, -OH, -NO,, -CN, -CO,H, -O-
niz3i alkyl,

-aryl, -aryl-niz3i alkyl, -CO,CHj, -CONH,, -OCH,CONH,, -NH,, -SO,NH,, haloalkyl
(napr.,-CF3, -CH,CF3), -O-haloalkyl (t.., -OCF3, -OCHF>) a pod.

Terminy ,,skladanie sa“ (comprising) a ,,zahffianie* (including) sa pouzivaju
v otvorenom nelimitovanom zmysle.

ZliZeniny vynalezu si1 obsiahnuté Formulou I. Formula I tieZ zobrazuje dvojitu
vézbu medzi C* a N*. Znalci porozumeju, Ze ked’ je Q spolu s C* a N* forma 5 alebo 6-
Clenného aromatického prstenca, nie je nutna pritomnost’ dvojitej vizby medzi C* a N*, ak
existuji iné formy zésadnych aromatickych prstencm./. Preto je pochopitelné, Ze sa planuje,
aby vietky mozné zasadné formy aromatického prstenca sformovaného pomocou Q spolu s -
C* aN*, boli zahrnuté vo Formule I. Zli&eniny vynédlezu si teda najskér tie z Formuly II,
v&t3mi tie z Formuly III a najvdgsmi tie z Formuly IV,

Niektoré z vyndjdenych zli€enin mdZu existovat’ ako jednoduché stereoizoméry
(tj. v podstate zbavené inych stereoizomérov), raceméty a/alebo kombinacia enantiomérov

a/alebo diastereomérov. Pri vietkych takychto stereoizoméroch, racematoch a /alebo
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kombindciach sa uvaZuje, aby sa zahrnuli do rdmca prezentovaného vynalezu. Vynéjdené
zliCeniny, ktoré st opticky aktivne, sa pouZivaji v opticky istej forme.

Ako vo vSeobecnosti chdpu znalci v tejto oblasti — opticky &ista zlaenina, ktord mé
jedno chirdlne centrum (t.j. jeden asymetricky uhlikovy atém), je také, ktora pozostava z
Jjedného z dvoch moZnych enantiomérov (t.j. enantiometricky &istych). Opticky &ista
zligenina, ktord ma viac ako jedno chirdlne centrum, je takd, ktord je diastereometricky aj
enantiometricky Cistd. Zluceniny predloZeného vynalezu sa pouZivaji predovietkym vo
forme, ktor4 je prinajmen3om na 90% opticky &istd, &o je forma , ktora obsahhje najmene;j
90% jednoduchého izoméru (80% enantiometrického nadbytku (,.e.e.”) alebo
diastereometrického nadbytku (,,d.e.”)), eSte vhodnejsia je prinajmenej 95% (90% e.e.
alebo d.e.), a edte viac vhodna je prinajmenSom 97,5% (95% e.e. alebo d.e.)

a najvhodnejsia forma je najmenej 99% (98% e.e. alebo d.e.).

Dalej sa pri formuldch zamysla, aby pokryvali aj rozpustné a nerozpustné formy
identifikovanych Struktir. Napriklad Formula I zahffia zligeniny udanej Struktiry
v hydratovanej a nehydratovanej forme. Iné priklady rozpustadiel zahfiiaju struktiry
v kombindcii s izopropanolom, etanolom_, metanolom, DMSO, etylacetatom, kyselinou
octovou a lebo etanolaminom.

Okrem zli&enin Formuly I, I, I a IV vynélez zahfia farmaceuticky
akceptovatel'né prodrogy, farmaceuticky akceptovatel'né metabolity a farmaceuticky
akceptovatel'né soli takychto zlu&enin.

»Farmaceuticky akceptovatel'na prodroga® je zIGienina, ktora sa méZe konvertovat
za fyziologickych podmienok alebo solvolyzou na 3pecifickii zla€eninu alebo na

farmaceuticky akceptovatel'na sol takejto zlieniny.
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,Farmaceuticky akceptovatelnym metabolitom* sa mysli farmakologicky aktivny
produkt vytvoreny prostrednictvom metabolizmu v jadre $pecifickej zli&eniny alebo soli.
Metabolity zli¢eniny moZu byt identifikované pouzitim rutinnych technik, ktoré st
odbornikom zname a ich aktivity determinované pouzitim testov, takych, ktoré sii popisané
v tomto materiali.

,Farmaceuticky akceptovatel'nou sol'ou* sa mysli sol, ktord zachovava biologicku
efektivitu voPnych kyselin a zasad 3pecifickej zWiteniny a ktoré nieje biologicky alebo inak
nevhodna. ZlG¢enina vynélezu méZe mat dostatogne kyselinovii, dostatodne zasadita alebo
obe funké&né skupiny a podl'a toho reagovat s akymkol'vek po¢tom anorganickych alebo
organickych zdsad alebo kyselin, aby sformovali farmaceuticky akceptovatel'ni sol’.
Vzorové farmaceuticky akceptovatelné soli zahfiiajt také soli, ktoré sii pripravené
reakciou zli¢enin prezentovaného vyndlezu s organickou alebo anorganickou kyselinou
alebo anorganickou zdsadou; takéto soli zahfiaju sulfaty, pyrosulfaty, bisulfity, sulfity,
bisulfity, fosfaty, monohydrogenfosfaty, dihydrogenfosfaty, metafosfaty, pyrofosfaty,
chloridy, bromidy, jodidy, acetaty, propionaty, dekanodty, kaprylaty, akrylaty, formaty,
izobutyraty, kaproéty, heptanodaty, propiolaty, oxalaty, malonaty, sukcinaty, suberty,
sebakaty, fumaraty, maleity, butyn-1,4-dioaty, hexyn-1,6-dioéty, benzodty,
chlorobenzoéty, metylbenzoéty, dinitrobenzoaty, hydroxybenzoaty, metoxybenzo4ty,
ftalaty, sulfondty, xylenesulfonéty, fenylacetaty, fenylpropiondty, fenylbutyraty, citréty,
laktaty, y-hydroxybutyraty, glykolaty, tartrty, metan-sulfonaty, propansulfondty, naftalén-
1-sulfonaty, naftalén-2-sulfonéty a mandelaty.

Ak je vyndjdend zli&enina zdsadou, poZzadovana farmaceuticky akceptovatel'na

sol’ sa mdZe pripravit akoukoPvek vhodnou metédou dostupnou v tejto oblasti,
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napriklad: Giprava vol'nych zasad anorganickymi kyselinami, ako st kyselina
hydrochlérova, hydrobrémovd, sirova, dusiénd, fosforova a podobne, alebo
organickymi kyselinami, ako st kyselina octova, maleinova, sukcinova, mandelova,
fumarovd, malonova, pyrovova, oxalatovd, glykolova, salicylova, pyranosidylova,
glukurénové , galakturénova, alfa-hydroxylov4, citrénova, tartarova, alebo
aminokyseliny, ako aspartova alebo glutamova; aromatické kyseliny, ako benzoova
alebo cinnamova; sulfénové kyseliny ako p-toluénsulfénova alebo étansulfénové
kyselina a podobne.

Ak je vynéjdenad zlu€enina Kyselinou, poZadovana farmaceuticky
akceptovatel'na sol’ sa da pripravit akoukol'vek vhodnou metédou, napriklad Gpravou
vol'nej kyseliny anorganickou alebo organickou zdsadou, ako st aminy (priméarne,
sekundarne alebo tercidlne), hydroxidy alkalickych kovov alebo hydroxidy alkalickych
zemin. [lustra¥ny priklad vhodnych soli zahftia organické soli odvodené od
aminokyselin, ako je glicin, aginin, amoniak, primarne, sekundarne a terciarne aminy;
cyklické aminy, ako st piperidin, morfolin a piperazin; a anorganické soli odvodené od
sodika, kalcia, magnézia, draslik, manganu, Zeleza, medi zinku, hlinika a litia.

V pripade agensov, ktoré st tuhymi latkami, pre znalcov tejto oblasti je to
pochopitel'né, vyndjdené zliceniny a soli mozu existovat’ v odlisnych krystalickych
alebo polymorfnych forméch a v3etky sa bud nachddzat’ v ramci prezentovaného
vynélezu a $pecifikovanych formal.

Terapeuticky efektivne mnoZstva agensov vynalezu sa méZu vyuzit’ na lieCenie
chordb, pri ktorych mediatorom je modulédcia alebo regulacia proteinkinaz. Pod

»efektivnym mnoZstvom* sa mysli, Ze mnoZstvo agensu — podaného cicavcom, ktori
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potrebuju takuto lietbu — je dostatodné na efektivnu liecbu chordb, ktoré si spdsobené
aktivitou jednej alebo viacerych proteinkinaz ako st tyrozinkinazy. Terapeuticky
efektivne mnoZstvo zlieniny Formuly I, soli, aktivneho metabolitu alebo prodrogy je
mnoZstvo dostato&né na modulovanie, regulovanie alebo inhibiciu aktivity jednej alebo
viacerych proteinkinaz tak, aby sa chorobny stav — ktory je spdsobeny touto aktivitou —
zredukoval alebo zmiernil. MnoZstvo podaného agensu, ktoré bude korespondovat’

s takym mnoZstvom, sa bude pohybovat v zavislosti od faktorov ako s Specifickd
zli&enina, chorobny stav a jeho zdvaznost’; zhodnost’ cicavca (t.j. hmotnost), ktory
potrebuje lietbu, ale nickedy méZe byt’ ovplyvneny aj skiisenost'ami v tejto oblasti.

,,Liedba“ znamend aspoti zmiernenie chorobného stavu cicavea, napr. &loveka,
ktory je postihnuty prinajmenej €iasto€ne aktivitou jednej alebo viacerych proteinkinéz —
napr.tyrozinkinazy - a zahriia prevenciu vyskytu choroby u cicavcov, najméi ak ma cicavec
predispozicie na vznik choroby, ale edte sa u neho nediagnostikovala; a/alebo znamené este
ul'ah&enie chorobného stavu.

Vynajdené agensy sa m6Zu pripravit’ pouZitim reakcii a schém syntéz, ktoré st
popisané dole. Daji sa zapojit’ techniky pristupné v odbore, pouZitim dostupnych
Startovacich materidlov.

ZliZeniny Formuly I st pripravené v jednom v3eobecnom syntetickom procese

podra tejto reakénej schémy:
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Roztok izotiokyanatu, t.j., R'-N=C=S a cyanamid zreaguje s 1.1 a% 1.5
moldrnym ekviyalentom 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-enu (“DBU”) vo vhodnom
rozpust'adle, ako je acetonitril, pri primeranej teplote (najlepsie izbova teplota) poéas
priblizne 40-80 minit, vytvarajic medziprodukt V. Bez izolovania je medziprodukt V

d’aléj schopny reagovat’ so zli¢eninou Formuly VI, kde LG je vhodna zostatkova

T e i
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skupina ako chléro, brémo alebo mesyloxy, za tych istych podmienok pocas d’alSich
0,5 aZ 24 hodin (h) pripravit’ zIiZeninu Formuly VII.

V niektorych pripadoch sa zlti¢enina F ormuiy VII neizoluje, ale priamo
konvertuje na zli¢eninu Formuly I kontinualnou reakciou pri teplote medzi izbovou
a 80°C — najlepsie 50°C v priebehu 1 aZ 24 hodin. Konvenéné vypracovanie
a purifikdcia vytvoria findlnu zli&eninu I. Zatial’ sa zlenina Formuly VII izoluje
a purifikuje a potom sa konvertuje na zli¢eninu Formuly I o3etrenim vhodnou zasadou,
akou je draslik t-butoxid, lititum hexametyldisilazid alebo litium diizopropylamid vo
vy¢lenenom rozpuastadle, ako je THF, podas 0,5 aZ 24 hodin pri teplote medzi 78°C az
izbovou teplotou. Rdzne zlu&eniny formuly VI st komer&ne dostupné a zname, ako
napriklad 2-(chlorometyl)benzimidazol, 2-(chlorometyl)quinolin, 2-pikolyl chlorid, 2-
acetamido-4-(chlorometyl)tiazol, 6-(chlorometyl)-2-izopropylpyrimidin-4-ol, 4-
chlorometyl-2-(4-chlorofenyl)tiazol, 3-(chlorometyl)-1,2,4-oxadiazol, 3-(chlorometyl)-
5-(3,5-dimetylizoxazol-4-yl)-1,2,4-oxadiazol, 3-bromometyl-6,7-dimetoxy-1-metyl-

2(1h)-quinoxalinon, 2-chlorometyl-5-metoxybenz-imidazol, 5-(tert-butyl)-3-

_ (chlorometyl)-1,2,4-oxadiaiol, 5-chloro-3-(chlorometyl)-1,2,4-tiadiazole, 3-

(chlorometyl)-5-(3-tienyl)-1,2,4-oxadiazol, 5-[4-(chlorometyl)-1,3-tiazol-2-yl]izoxazol,
5 -(chlorometyl)-3-[3,S-di(triﬂuorometyl)styryl]-1,2,4-oxadiazol, 5-chloro-4-
(chlorometyl)-1,2,3-tiadiazol, 5 -(chlorometyl)-3-(4-chlorofenyl)-1,2,4-oxadiazol, 3-
chloro-2-(chlorometyl)-5-(triﬂuorometyl)pyridin, 5-(chlorometyl)-3-[(2- |
pyridylsulfonyl)metyl]-1,2,4-oxadiazol, 3-(chloromety!)-5-metylisoxazol, 2-
chlorometyl-4,6-dimetoxypyrimidin, 3-(chlorometyl)-5-(4-chlorofenyl)-4H-1,2,4-

triazol, 2-(chlorometyl)-5-(4-chlorofenyl)-1,3,4-oxadiazol, 4-chlorometyl-5-metyl-2-
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fenyl-oxazol, 3-(chlorometyl)-1-(3,5-dichlorofenyl)-5-metyl-1h-pyrazol, and 3-

(chlorometyl)-5-(1,2,3-tiadiazol-4-yl)-1,2,4-0xadiazol. Zli&eniny Formuly VI sa daju

tieZ pripravit’ metédami, ktoré s odbornikom v oblasti zname. Pozri Mylari a kol., J.

Med. Chem., 35, 457-465 (1992); Baiocchi a kol., Heterocyclic Chem., 16, 1469-1474
5 (1979), ktoré st zahmuté v referenciach tohto vynalezu.

Zlu&enina Formuly VIII sa da pripravit’ konven&nou acylaciou 3-
aminobenzonitrilu nasledovanou zohriatim na 60 — 100°C s hydroxylaminom vo
vhodnom rozpuitadle ako je etanol a izopropanol na 1 az 24 hodin. Zli&enina Formuly
VI (a) sa d4 pripravit oetrenim zlG&eniny Formuly VIII pomocou chloroacetylchloridu

10 avhodnej zdsady, ako je diizopropyletylamin (DIEA) v prislu§nom rozpustadle ako je
dichlorometédn. Konventné vodné vypracovanie déva surovy medidtor, ktory sa d'alej
zahrieva na 100°C vo vhodnom rozpustadle ako je dioxan pogas 0,5 aZ 4 hodin, &o

prinesie po konven¢nej izolacii a purifikacii zli€eninu Formuly VI (a)

15
" OH O« _R® O _R®
— NHZD\GNH <\N | NH

VIII VI(a)

Zlu¢enina Formuly II, kde X je C a Y a Z st nezavisle C, N alebo O, sa da takisto

20  pripravit hore popisanou procedurou. K R'- izotiocyanatovému roztoku v acetonitrile



sa prida cyanamid, potom sa pridd DBU pri udrZiavani vnitornej teploty reakcie na
priblizne 15-30 stupfioch Celzia. Po 1 aZ 2 hodinovom mie3ani sa pridd vhodny
reaktant, ktory umoZiiuje cyklizaciu a formovanie, ako je popisané vyssie, zligeniny
Formuly 11, za pritomnosti katalytického mnoZstva tetrabutylamoénia jodidu. Napriklad
5  reakcia 3-chlorometyl-5-R2 [1,2,4] oxadiazol (VI(a)) so zltéeninou VII po&as priblizne

2 hodin pri 50 °C dava po purifikacii cyklizovani zli&eninu II(a).

II(a)

10 Vynéjdené zlu€eniny Formuly II, IIl a IV sa daju takisto pripravit’ inymi

procesmi, ktoré zahrriaju tieto reak&né schémy.
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Zli&enina Formuly I, kde XaY st CaZ je S, sa da pripravit pridanim DBU

5  do roztoku R'-izotiocyanato a cyanamidu vo vhodnom rozpiistadle pri primeranej
teplote, preferuje sa acetonitril pri izbovej teplote po¢as 40-80 minit. Do tejto reak&nej
zmesi sa pridd bromo-acetonitril a d’al§i DBU, &o ddva po komerénom vypracovani a
po purifikéacii prechodny 2-R1-amino-4—aminq-tiazol-5-karbonitril — medziprodukt IX.
Reakcia medziproduktu IX s dihydrogensulfidom v trietylamin/pyridine pri pribliZnej

10  teplote 0°C da medziprodukt X. Tento sa konvertuje na zlugeninu II(b) mie3anim

roztoku zliCeniny X a 2-bromo-1-R2etanénu v metanole po&as noci pri izbovej teplote.
Po odstraneni metanolu sa hrubé zli¢enina II(b) vypracuje pomocou konven&nych

izolatnych technik a purifikuje pouzitim kremikovej stipcovej chromatografie.
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ZlGZeniny formuly II(c) sa takisto daji pripravit’ priamo zo zli¢eniny X
pomocou reakcie s esterom kyseliny alfa-bromooctovej alebo alfa-bromolaktonom pri

tych istych podmienkach ako sii popisané pri priprave zlieniny II(b).

N N NH
R! )l\ l NH /k l
\E s 2 R‘\N S | S R
H
: I
OH

5 II(c)

OgSetrovanim zlt€eniny [X vhodnym 2-aminoalkoholom a katalytickym
mnoistvom ZnCl, sa zlu€enina Formuly II(d) vyrobi po §tandardnom kyselinovom
opracovani a purifikacii kremikovou chromatografiou. Zlt¢eniny Formuly II(e) sa daji

10  takisto pripravit’ zo zli¢eniny IX refluxom vo vhodnom aprotickom rozpistadie ako je
toluén, roztok IX, TMSN;j a katalytické mnoZstvo Bu,SnQ. Po refluxe sa rozpustadlo
odstrani a rezidua sa znovu rozpustia v etylacetite, premyje sa primeranym mnoZstvom
vodného kyselinového roztoku a vysudi nad vhodnym su$iacim agensom. Po odstraneni

rozpudtadla sa rezidud rozmelia v etylétere a zli¢enina II(¢) sa zozbiera filtraciou.

15
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Zlikeniny Formuly III sa daji pripravit priamo zo zli¢eniny II(b), kde R? je 3-
nitrofenyl, redukciou nitroskupiny vhodnym reduk&nym agensom na formu
5  aminosubstituovaného fenylu (II(f)). Preferuje sa roztok zli&eniny II(b), kde R? je 3-
nitrofenyl, a chlorid cinaty sa rozpusti v dimetylformamide (DMF) v inertnej atmosfére
amie3a sa medzi 40 aZ 60 stuptiami Celzia, aZ kym sa nesformuje II(f).
Medziprodukt II(f) m6Ze reagovat’ s vhodnym acyladnym &inidlom pri
Standardnych acylaénych podmienkach, aby sa sformovala zli¢enina Formuly III(a).
10  Acylacia zahfila znovurozpustenie zli&eniny II(f) v DMF a tetrahydrofurdne (THF)
a pridanim pyridinu a vhodného acidchloridu alebo acylchloroformétu pri 30 az 0°C.
Reakcia sa tlmi proténovym zdrojom (t.j. metanolom) a purifikuje preparativnou C-18

reverznou fazou HPLC, a dava zli¢eninu IlI(a).
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In€ zlaEeniny Formuly I sa daju pripravit’ podobnymi procedurami ako st
popisané hore alebo detailnymi procediirami, ktoré si popisané pri prikladoch

5 (detailnom popise). Afinita zli¢enin vyndlezu k receptoru sa da zvy3it' vytvaranim

-
P

0125-002¢

nasobnych kopii ligandy v tesnej blizkosti, va&Sinou vyuZitim skafoldacie (nosicovej

techniky) pomocou nosiovej zlozky. Pozorovalo sa, Ze vytvorenie takychto nasobnych

valen¢nych zli&enin s optimalnym rozostupom medzi zlozkami dramaticky zlep3uje

viazanie na receptor. Napriklad pozri, Lee akol., Biochem, 23,4255 (1984).

10 Multivalencia a rozostup mézu byt’ kontrolované selekciou vhodnej nosicovej zlozky

alebo vézbovymi jednotkami. Takéto zlozky zahriiajii molekulérne podpory, ktoré

obsahuji multiplicitu funk&nych skupin, ktoré mézu reagovat’ s funk&nymi skupinami

spojenymi so zli€eninami vynalezu. Samozrejme, Ze paleta nosiov sa da pouzit,
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zahfiajuc proteiny ako BSA alebo HAS, multiplicitu peptidov vratane napriklad
pentapeptidov, dekapeptidov, pentadekapeptidov a pod. Peptidy alebo proteiny mézu
obsahovat Ziadany poget aminokyselinovych rezidui, ktoré maju vol'né aminoskupiny
na ich strane ret'azca; hoci ostatné funké&né skupiny, ako sulfhydrilové skupiny alebo
hydroxylové skupiny sa takisto daju pouZit' na ziskanie stabilnych vizieb.

ZliCeniny, ktoré potenciondlne reguluji, moduluji alebo inhibuji
proteinkindzovi aktivitu v spojeni s rc;ceptormi, FGF, CDK komplexami, TEK, CHK1,
LCK a FAK — medzi inymi — a ktoré inhibuji angiogenézu a/alebo celularnu
proliferaciu, st Ziadice a st jedinym preferovanym vyrazom v prezentovanom
vynaleze. PredloZeny vynélez je d’alej zamerany na metédy modulovania a inhibovania
proteinkinazovej aktivity, napriklad v tkanive cicavcov, aplikdciou vyndjdeného
agensu. Aktivita vyndjdenych zlti¢enin ako si modulatory proteinkindzovej aktivity a
ako je aktivita kindz, sa d4 merat’ akoukol'vek metédou dostupnou pre odbornikov
v tejto oblasti, vratane analyzy in vivo a/alebo in vitro Analyzy vhodné na meranie
aktivity zahriaju tie, ktoré sa spominaji v Parast C. a kol., BioChemistry, 37, 16788-
16801 (1998); Jeffrey a kol., Nature, 376, 313-320 (July 27, 1995); WIPO International
Publication No. WO 97/34876; aWIPO Medzinarodnd publikécia &. WO 96/14843.
Tieto vlastnosti sa daji zhodnotit’ napriklad pouZzitim jednej alebo viacerych
biologickych testovacich procedur, ktoré st usporiadané niz3ie.

Aktivne agensy vynalezu sa mézu sformulovat’ do farmaceutickych zmesi , ako
je popisané niz$ie. Farmaceutické zlu€eniny vynélezu zahfaji efektivne modulagné,
regulané a inhibi¢né mnozstvo Formuly [, II, Il alebo IV a inertny, farmaceuticky

akceptovatel'ny nosi¢ a riedidlo. V jednom za&leneni farmaceutickych zlti&enin s

O
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uginné hladiny vynajdenych agensov ziskavané tak, aby sme ziskali terapeutické
benefity, ktoré zahriiaji modulaciu proteinkinaz. Pod ,,0¢innymi hladinami*
rozumieme hladiny, v ktorych sii efekty proteinkinz minimalne, regulované. Tieto
zli%eniny sii pripravené v jednotnej davkovacej forme primeranej na sposob
podavania, t.z. na parenteralne alebo ordlne podévanie.

Vyné4jdeny agens sa podava v konven¢nej ddvkovacej forme, pripravenej
kombinovanim terapeuticky efektivneho mnoZstva agensu (t.j. zli€eniny Formuly I)
ako aktivnej ingrediencie s primeranymi farmaceutickymi nosi¢mi alebo riedidlami
podla konven&nych procedur. Tieto procediry méZu zahfiiat’ mieSanie, granulovanie a
kompresiu ingredientov, ako je primerané Zelanému preparétu.

Pouzivané farmaceutické nosi¢e mdzu byt tuhé alebo tekuté. Prikladom tuhych
nosi¢ov si laktoza, sachardza, talkum, Zelatina, agar, pektin, arabskd guma,
magnéziumstearat, kyselina stearova, a pod. Prikladom tekutych nosi¢ov st sirup,
aradidovy olej, olivovy olej, voda a pod. Podobne nosi¢ a riedidlo méZu zahrtiat’
spomal’ovaci a uvolfiovaci materidl, ktory je v odbore znamy, ako je glyceryl
monostearat alebo glyceryl disteardt samostatne alebo s voskom, etylcelulézou,
hydroxypropylmetylcelul6zou, metylmetakrylom a pod.

Mbze sa pouzit’ celd paleta farmaceutickych foriem. Teda ak sa pouzije tuhy
nosi¢, preparat sa mdZe tabletovat, umiestni sa do tvrdej Zelatinovej kapsuly
v pradkovej alebo peletovej forme alebo vo forme pilulky alebo pastilky. MnoZstvo
tuhého nosi¢a sa méze lisit, ale vo v3eobecnosti bude od 25mg do priblizne 1g. Ak sa

pouZije tekuty nosi¢, preparat bude vo forme sirupu, emulzie, mikkej Zelatinovej
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kapsuly, sterilného roztoku vhodného na injekcie alebo suspenzie v ampulke alebo
fladti¢ke alebo nevodnej tekutej suspenzie.

Aby sme ziskali stabilnii vodou rozpustnt ddvkovaciu formu, farmaceuticky
akceptovatel'’na sol’ vyndjdeného agensu sa rozpusti vo vodnom roztoku organickej
alebo anorganickej kyseliny, ako je 0,3M roztok kyseliny jantérovej alebo kyseliny
citrénovej. Ak nie je dostupna rozpustna sol'né forma, agens sa dé rozpustit’ vo
vhodnom korozpuitadle alebo v kombinécii takychto rozpudtadiel. Priklady vhodnych
korozpustadiel zahfiaju, ale .ncohraniéujﬁ, alkohol, propylénglykol, polyetylénglykol
300, polysorbat 80, glycerin a podobne v koncentricidch pohybujicich sa od 0 do 60%
celkového mnoZstva. Vo vzorovom vyraze je zlienina Formuly I rozpustend v DMSO
a rozriedena vo vode. Zmes mdZe byt takisto vo forme roztoku sol'nej formy aktivneho
ingredientu v prisluinom vodnom vehikule ako je voda alebo izotonicky sol'ny roztok
alebo dextrézovy roztok.

Oceni sa, Ze aktudlne davkovania agensov pouZivanych pri zmesiach tohto
vyndlezu, sa budu pohybovat’ podl'a $pecifického komplexu;, ktory sa vyuZiva, 3pecificky
vytvorenej zlG¢eniny, spdsobu podévania a podla Specifického miesta, hostitel'a a choroby,
ktora sa lie€i. Optimalne davkovanie na dany stibor podmienok sa da zistit’ odbornikmi
v oblasti pouzitim konven&nych testov na urfenie davky z pohl'adu experimentdlnych dat
pre agens. Vzorovéa denna davka, ktoré sa beZzne pouZiva na ordlne podanie, je od 0,001 do
priblizne 1000mg/KG telesnej hmotnosti, v cykloch lie€by opakovanych v primeranych
intervaloch. Podévanie prodrog je typicky davkované v hmotnostnych hladinch, ktoré st

chemicky ekvivalentné k hmotnostnym hladinam plne aktivnej formy.
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ZluCeniny vyndlezu sa daju vyrobit’ vieobecne zndmymi postupmi na pripravu
farmaceutickych zmesi, t.j. pouzitim konven¢nych technik ako je mixovanie,
rozpustanie, vyroba drazé, rozmelovanie, emulzifikacia, vyroba kapsil, zachycovanie
alebo lyofilizacia. Farmaceutické zmesi sa m6Zu tvorit’ konvenénym spdsobom
pouzitim jedného alebo viacerych fyziologicky akceptovatelnych nosi€ov, ktoré sa
mdZu selektovat’ z excipientov a pomocnych agensov (auxilidrov), ktoré ul'ahéuja
tvorbu aktivnych zlidenin v prepardtoch farmaceuticky vyuZitelnych.

Vhodn4 forma je zavisla od stanovenia vybraného podavania. Na injekciu sa
agens mdZe formulovat’ do vodného roztoku, vétsinou do fyziologicky kompatibilného
pufra ako je Hankov roztok, Rigerov roztok alebo fyziologicky solny pufer. Na
tansmukozalne podanie sa puzivaji penetranty vhodné na preniknutie bariérou. Takéto
penetranty si v§eobecne znadme v odbore.

Na oralne podavanie sa daji zlii¢eniny vytvarat' 'ahko, kombinovanim
aktivnych zlu€enin s farmaceuticky akceptovatelnymi nosiémi, ktoré si zname
v odbore. Takéto nosi¢e umoZiiujui zlienindm vynélezu, aby boli vytvorené ako
tablety, pilule, draz¢, kapsuly, kvapky, gély, sirupy, ka3e, suspenzie a pod. na oréalne
prijimanie pacientom, ktory sa lieti. Farmaceutické preparity na oralne pouZitie
mdZeme ziskat' pouzitim tuhého excipientu v zmesi s aktivnym ingredientom
(agensom), oby&ajne zmieSanou vyslednou zmesou, a vyrobit' zmes granil po pridani
vhodného auxilidru, a ak treba, vytvorit’ tabletové jadro alebo jadro drazé. Vhodné
excipienty zahriiaju: plnidlo ako je cukor, vratane laktozy, sachar6zy, manitolu alebo
sorbitolu; a celulézové preparaty, napriklad kukuri¢ny $krob, pSeni&ny Zkrob, ryzovy

Skrob, zemiakovy 3krob, Zelatina, guma, metylceluléza, hydroxypropylmetyl-celuléza,
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sodik karboxymetylceluléza alebo polyvinylpyrolidon (PVP). V pripade potreby sa
mdZu pridat’ agensy, ako zosietovany polyvinylpyrolidon, agar, kyselina alginova alebo
sol, odtial’ ako je alginat s6dny.

Jadro draZ€ sa vytvéra vhodnym potahovanim. Na tento ugel sa da pouzit’
koncentrovany cukrovy roztok, ktory méze pripadne obsahovat’ arabskii gumu,
polyvinylpyrolidon, Karbopol gél, polyetylénglykol a/alebo dioxid titinu, lakovy
roztok a vhodné organické rozpistadla alebo zmesi rozpistadiel. Organické farbivo
alebo pigment sa mdZu pridat’ do tabliet alebo drazé, pokrytych kv6li identifikacii
alebo charakterizacii odliSn)?rni kombindciami aktivnych agensov.

Farmaceutické preparaty, ktoré sa daji pouZit’ ordlne, zahfiiaju lisované kapsuly
vyrobené zo Zelatiny, tak isto ako mikké , zatavené kapsuly vyrobené zo Zelatiny
a zmikd&ovadla ako je glycerol alebo sorbitol. Lisované kapsuly méZu obsahovat
aktivne ingredienty v zmesi s vypliiou ako je laktdza, $kroby a/alebo lubrikanty ako je
talkum alebo magnézium stearat a pripadne stabilizatory. V miakkych kapsulach moze
byt’ aktivny agens rozpusteny alebo suspendovany vo vhodnej tekutine ako je olej,
tekuty parafin alebo tekuté polyetylénglykoly. Navy3e sa mdZu pridat’ stabilizatory.
V3etky druhy oralneho podavania by mali byt v davkach vhodnych na takéto
poddvanie. Pre ustne podanie mdzu mat’ zmesi formu tablety alebo pastilky
vytvorenych konvenénym spésobom.

Na intranazdlne podavanie alebo inhaléaciu, st zligeniny na pouZitie podl'a
prezentovaného vynélezu konvenéne dostupné vo forme aerosélového spreja pod
stalym tlakom alebo rozpra$ovaca s pouzitim vhodnej néplne, t.j.

dichlorodifluorometan, trichlorofluorometan, dichlorotetrafluoroetan, oxid uholnaty
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alebo iné vhodné plyny. V pripade aerosélu pod stalym tlakom, sa davkova jednotka
modze determinovat vytvorenim zaklopky, aby sa dopravilo len vymerané mnoZstvo.
Kapsuly a kazetky zo Zelatiny na pouZitie v inhalétore a insuflatore a podobne, sa moZu
obsahovat’ pra¥kovii zmes zliZeniny a vhodny pré§kovy zéklad, ako je laktdza alebo
Skrob.

ZIukeniny sa rﬁéiu vytvérat na parenterdlne poddvanie injekciou, t.j. injekciou
alebo kontinuélnou infiiziou. Formulécia injekcie sa mdZe prezentovat’

v jednodavkovej forme, t.j. ampule alebo multidavkové kontainery, s pridanou
konzervagnou latkou. Zmes mdZze mat’ formu suspenzie, roztoku alebo emulzie
v olejovom alebo vodnom vehikli, a méZe obsahovat’ formulagné agensy, ako je
suspenziovy, stabilizalny a/alebo disperzatny agens.

Farmaceuticka formulécia na parenterdlne podanie zahfiia vodné roztoky
aktivnych zla€enin vo vodorozpustnej forme. Navy3e suspenzie aktivnych agesov sa
mozu pripravit ako vhodné olejové injek&né suspenzie. Vhodné je lipofilné
rozpdtadlo alebo vehikel, vratane prirodnych olejov ako je sezamovy olej alebo
syntetické estery mastnych kyselin, ako je etyl oledt alebo triglyceridy alebo lipozémy.
Vodné injek¢né suspenzie mdzu obsahovat’ substancie, ktoré zvy3uju viskozitu
suspenzie ako je sédna karboxymetylceluléza, sorbitol alebo dextran. Suspenzia moze
pripadne obsahovat’ vhodné stabilizatory alebo agensy, ktoré zvy3uju rozpustnost
zla&enin, aby umoznili pripravu vysokokoncentrovanych roztokov.

Na podévanie do oka sa zlti¢enina Formuly [, II, I1I, a IV dodédva vo
farmaceuticky akceptovatel'nom oftalmickom vehikli tak, Ze sa zlii&enina udriava

v kontakte s povrchom oka pocas dostato&ného Easového obdobia, aby umoznil
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zliCenine penetrovat’ kornedlnu a vniitornd oblast’ oka, vratane napriklad prednej

a zadnej komory, sklivca, komorovej vody, komorového moku, rohovky,
dihovky/riasnatého telieska, 3o3ovky, sietnice . Farmaceuticky akceptovateInym
oftalmickym vehiklom mé%e byt mast, rastlinny olej alebo opuzdreny material.
ZliEenina vynalezu sa mozZe tieZ injektovat’ priamo do sklivcového alebo komorového
moku.

Okrem formulécii popisanych hore sa méZu zlti¢eniny formulovat’ ako depotné
preparaty. Taka dlho t¢inkujica formuldcia sa méZe podavat’ implanticiou (napr.
subkutinne, intramuskuldrne alebo intaokuldrne) alebo intramuskulédrmnou injekciou.
Napriklad zliéeniny sa méZu formulovat’ vhodnymi polymerickymi alebo
hydrofébnymi materidlmi (napr. emulzia v akceptovatel'nom oleji) alebo
iénomenitovou Zivicou alebo malorozpustnymi derivatmi, napr. mélo rozpustnou
solou.

Farmaceuticky nosi¢ na hydrofébne zltiéeniny je kosolventny systém zahfiiajtici
benzylalkohol, nepolarny surfaktant, vodou mie3atel'ny organicky polymér a vodnii
fazu. Kosolventny systém moZe byt kosolventny systém VPD. VPD je roztok 3% w/v
benzylalkoholu, 8% w/v nepolarneho surfsktantu, polysorbatu 80 a 65% w/v
polyetylénglykolu 300, vyrobeny do objemu v absolitnom etanole. kosolventny systém
VPD (VPD:5W) obsahuje VPD riedeny 1:1 s 5% dextrézou vo vodnom roztoku. Tento
kosolventny systém rozpuita hydrofébne zli&eniny dobre a sém produkuje nizku
toxicitu pri systematickom podavani. Prirodzene, proporcie kosolventného systému sa
mdZu znafne odchylovat’ bez zni€enia rozpustnej a toxicitnej charakteristiky. Navyse

identita kosolventnych komponentov méZe byt rozna: nizkotoxické nepoldrne

e e AR

-

-
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surfaktanty sa daji pouzit namiesto polysorbétu 80; vel’kost frakcie ako

pri polyetylénglykole sa tieZ mdZe menit’; iné biokompatibilné polyméry mozu
premiestnit’ polyetylénglykol, t.j. polyvinylpyrrolidon, a ostatné cukry a polysacharidy
mdZu byt nahradené dextrozou.

MbZu sa pouZit' aj d’al§ie nosné systémy na hydrofobne farmaceutické
zlageniny. Lipozémy a emulzie st zname priklady vehiklov alebo nosi¢ov na
hydrofébne drogy. MdZu sa pouZit’ aj urdité organické rozpistadla ako je
dimetylsulfoxid, hoci oby&ajne za cenu vi¢ej toxicity. Navyse, zli€eniny sa mdZu
dodat’ pouZitim nepretrzitym uvolfiovacim systémom, ako si semipermeabilné matrice
tuhych hydrofébnych polymérov, obsahujucich terapeuticky agens. Vytvorili sa a st
zname u odbornikov rézne nepretrzite uvoltiujuce materialy. NepretrZite uvoliiujice
kapsuly méZu, v zavislosti od ich chemickej povahy, uvolfiovat’ zlieniny od
niekol’kych tyZdiiov az viac ako 100 dni. V zavislosti od chemickej povahy
a biologickej stability terapeutického reagentu sa mozu zapojit’ pridavné statégie na
proteinovu stabilizaciu.

Farmaceutické zmesi tieZ m6Zu obsahovat vhodné tuho- alebo gélovo — fazové
nosice alebo excipienty. Priklady takychto nosiZov alebo excipientov zahffiaju uhli¢itan
vapenaty, fosforenan vapenaty, cukry, $kroby, derivaty celulézy, Zelatinu a polyméry
ako polyetylénglykol.

Niektoré zo zld¢enin vyndlezu mo6Zu byt’ vytvorené ako soli s farmaceuticky
kompatibilnymi protiiénmi. Farmaceuticky kompatibilné soli sa mézu formovat’

s mnohymi kyselinami, vritane kyseliny hydrochlérovej, sirovej, octovej, mlie¢nej,
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tartarovej, maleovej, sukcinovej atd’. Sol’ mé tendenciu byt’ viac rozpustna vo vodnych
alebo proténovych rozptstadlach ako v podobnych volnozasadovych formach.
Priprava preferovan}"chl zlu€enin predkladaného vynélezu je popisand
v detailoch v nasledujucich prikladoch, ale odbornik v oblasti zisti, Ze popisané
chemické reakcie sa méZu ihned’ adaptovat’ na pripravﬁ mnoZstva proteinkindzovych
inhibitorov vynalezu. Napriklad syntéza neexempliﬁko?anych zli€enin sa podla
vynalezu d4 dspedne previest’ modifikdciami zjavnymi pre odbornikov, t.j. vhodnou
ochranou inerferujtcich skupin, tvorbou retazcov pri inych vhodnych reagenciich
zndmych v odbore alebo vypracovanim rutinnych modifikacii reak&nych podmienok.
Pri ostatnych reakciéch, ktoré tu popisujeme alebo st v odbore zqéme, sme zistili

aplikovatel'nost’ na pripravu inych zlt&enin vynélezu.

Priklady uskuto&nenia \_fvnélezu

V pripadoch popisanych dole sa udévajt teploty, ak nie je indikované inak,
v stuptioch Celzia a v3etky Casti a percentd hmotnost'ou. Reagenty sme nakiipili
u komer¢nych dodévatel'ov ako je Aldrich Chemical Company alebo Lancaster Synthesis
Ltd. A pouZili sme ich bez d’al3ej purifikacie, ak nie je urené inak.. Tetrahydrofuran
(THF) aN, N-dimetylforamid (DMF) sme kupili u Aldrich v pevnych izolovanych fl'adiach
a pouZili tak, ako sme ich dostali. V3etky rozpist'adlé sa purifikovali §tandardnymi |
metédami, ktoré st znidme pre 6dborn1’kov odbore, ak nebolo uréené inak. -

Reakcie udané dole boli vo vieobecnosti urobené pod pozitivnym tlakom dusika
alebo so suSiacou komorou, pri teplote okolia (ak nie je inak stanovena), v nehydrovanych
rozpust'adlach, a reak&né banky boli vybavené gumovymi septami na zavedenie substratov

areagentov injekéne. Sklo sa susilo v peciach a/alebo v horticom vzduchu. Analyticka
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chromatografia na tenkej vrstve (TLC) sa urobila na zrkadlovych silikagélovych 60 F 254
platniach Analtech (0.25 mm) a vymyla sa prislu$nym mnoZstvom rozpustadia (v/v), a
oznafila sa, ak to bolo potrebné. Reakcie sa analyzovali pomocou TLC a determinovali sa
ako postdené spotrebou vychodiskového materidlu.

Vizualizécia tipovych platni sa urobila pomocou p-anizaldehydovym sprejovym
reagentom alebo reagentom kyseliny fosfomolybdénovej (Aldrich Chemical 20 wt% v
etanole) a aktivovala sa zohriatim. Vypracovanie sa urobilo typicky zdvojenim reakéného
objemu pomocou reak&ného alebo extrakéného rozptstadla a potom sa premylo uréenymi
vodnymi roztokmi, ktoré vyuzili 25% mnoZzstva reakného objemu, ak nebolo uréené inak.
Produktové roztoky sa sudili cez nehydrogenovany Na,SO, pred filtraciou a odparovanim
pod zniZenym tlakom na rotatnom odparovati a spozorovali sa, ked’ sa rozptstadio
odstranilo in vacuo. Rychla stipcova chromatografia (Still a kol., J. Org. Chem., 43, 2923
(1978)) sa urobila puzitim Bakerovho rychleho deliaceho silikagélu (47-61 um) a
silikagélu: pomer surového materialu je okolo 20:1 aZ 50:1, ak nie je stanovené inak.
Hydrogenolyza sa urobila pri tlaku uréenom vo vzorkéch alebo pri beznom tlaku
v miestnosti.

'H-NMR spektrum sa zaznamenalo na Brukerovom pristroji pracujiicom pri 300
MHz a *C-NMR spektrum sa zaznamenalo pri 75 MHz. NMR spektrum sa ziskalo ako
roztok CDCl; s (zaznamenané v ppm) pouZitim chloroformu ako referenného $tandardu
(7,25 ppm a 77,00 ppm) alebo CD;0D (3,4 a 4,8 ppm a 49,3 ppm) alebo vnitorne
tetrametylsilanom (0,00 ppm), ak to bolo nutné. Dal¥ie rozpu¥tadla NMR sa pouZili

v pripade potreby. Ak sl zaznamenané maximalne multiplicity, pouZiji sa nasledovné
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skratky: s (jednoduchd), d (dvojitd), t (trojitd), m (mnohonésobnd), br (3iroka), dd (dvojitd
z dvojitej), dt (dvojitd z trojitej). Parové kon3tanty, ak st dané, sa zna¢ia v Hertzoch (Hz).

Infracervené (IR) spektrum sa zaznamenalo na Perkin-Elmerovom FT-IR
spektrometri ako Cisté tuky, ako KBr pelety alebo ako CDCl; roztoky, ako st
zaznamendvané vo vlnovych &islach (cm™). Hmotnostné spektrum sa ziskalo pouZitim
LSIMS alebo elektrospreja. Ziadne body topenia (mp) sa neopravovali.

PRIKLAD A(l

4-(4’-amino-4-fenyl[2,5’ Jbitiazolyl-2’-ylamino)-benzénsulfonamid

o)

N

0
HN” l NH,
P& s
NS
H |

Vychodiskové materialy sa pripravovali pouzitim krokov (i) a (ii), ktoré st
popisané dole.

Krok (i): Do roztoku 4-(aminosulfonyl)fenylizotiocyandtu (1,12 g, 5,0 mmol) a
kyanamidu (0,23 g, 5,5 mmol) v acetonitrile (50 ml) sa pridalo DBU (0,83 g, 5,5 mmol), a
vysledna zmes sa mie8ala pri izbovej teplote 60 minit. Do reak&nej zmesi sa pridal
bromoacetonitril (0,66 g, 5,5 mmol), po ktorom nasledoval po 30 minitach DBU (0,83 g,
5,5 mmol). Reaké&nd zmes sa mie3ala celt noc pri izbovej teplote, rozpustadlo sa
odstréanilo pri redukovanom tlaku a rezidua sa rozpustili v EtOAc (200 ml). Roztok EtOAc
bol premyty pomocou 0,1 N HCI (150 ml x 3) a ponoreny do sol'ného roztoku a vysuseny

poniocou MgS0, a potom koncentrovany. Rezidud sa purifikovali silikagélovou
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chromatografiou (EtOAc), &im vzniklo 0,73 g (48 %) 2-(4-aminosulfonylfenyl)amino-4-
amino-tiazol-5-karbonitrilu.

Krok (ii): Do roztoku 2-(4-aminosulfonylenyl)amino-4-amino-tiazol-5-karbonitrilu
(0,59 g, 2 mmol) v 20% trietylaminpyridine (50 ml) sa bublanim pridal plyn H,S pri
teplote 'adovej vody pocas 30 minit. Potom sa reak¢ny roztok utesnil a miesal celu noc pri
izbovej teplote. Argénovy plyn prebublal cez reakénti zmes v priebehu 60 minit, aby sa
premiestnil H,S, a potom sa rozpustadla ostrénili pri redukovanom tlaku. Rezidua sa
rozpustili v EtOAc a roztokEtOAc sa potom premyl pomocou 5% kyseliny citrénovej (50 |
ml x 3) a potom nasledoval brine. Rozpustadlo sa odstrénilo vacuo a reziduum sa
rozmelilo v Et;0. Produkt 2-(4-aminosulfonylfenyl)amino-4-amino-tiazol-5-karboticamid
sa zozbieral filtraciou (0,56 g, 95%).

Aby sa pripravila menovana zlu€enina, roztok 2-(4-aminosulfonylfenyl)amino-4-
amino-tiazol-5-karbotioamidu (164 mg, 0,5 mmol) a a-bromoacetofenénu (110 mg, 0,55
mmol) v MeOH (20 ml) sa mie3al pri izbovej teplote celt noc. Rozpustadlo sa odstranilo
in vacuo a reziduum sa rozpustilo v EtOAc (50 ml). Roztok EtOAc sa premyl saturovanym
NaHCO; (10 ml), potom nasledovalo ponoren'ie do soIného roztoku. Purifikécia rezidua
silikagélovou chromatografiou vytvorila 4-(4’-amino-4-fenyl-[2,5°]bitiazolyl-2’-ylamino)-
benzénsulfonamid. Mp 233-235 °C (dekomp.). 'H NMR (CD;OD): & 7.96 (s, 1H), 7.82
(s, 4H), 7.44-7.25 (m, 4H). ESIMS (MH"): 430; (M-H): 428.

Anal. kalk. na C;3H5sNsO,S3: C, 50.33; H, 3.52; N, 16.30; S, 22.39. Vysledok: C,
50.62; H, 3.54; N, 16.03; S, 22.12. Boli pripravené podobnym spdsobom ako pri priprave
Vzorky A(1), nasledovanej Vzorkou A(2) pomocou A(71).

PRIKLAD A(2)
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4-[4’-amino-4-(4-metoxyfenyl)-[2,5"]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsul fonamid

o .0

s NH
H2N $\©\ | I 2
P& I S
NS
H I

OCH,

mp 195-198 °C. "H NMR (CD;0OD): & 7.78 (d, J= 8.80 Hz, 2H), 7.75 (s, 4H), 7.13 (s,
1H), 6.88 (d, J= 8.86 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H). FABMS (MH"): 460.

Anal. kalk. na C;sH;5sNsO,S3: C, 50.33; H, 3.52; N, 16.30; S, 22.39. Vysledok: C, 50.62;
H, 3.54; N, 16.03; S, 22.12.

PRIKLAD A(3)

4-[4’-amino-4-(2-metoxyfenyl)-[2,5° ]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

o)

N

0
H,N" NH,
M M s
NSTY Y ook

mp 231-235 °C (dekomp). R¢(75% EtOAc/Hex)=0.56. 'H NMR (CD;OD): & 8.10 (dd,
J=1.79, 1.73 Hz, 1H), 7.79-7.70 (m, 4H), 7.57 (s, 1H), 7.25-7.19 (m, 1H), 7.03-6.93 (m,
2H), 3.84 (s, 3H). FABMS (MH"): 460.

PRIKLAD A(4)

4-[4’-amino-4-(2,4-difluorofenyl)-[2,5" ]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid
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HZN’S\©\ | NH,
s
NS F
H |

mp 233-238 °C. "H NMR (CD5OD): & 8.26-8.21 (m, 1H), 7.88 (s, 4H), 7.47 (s,1H), 7.14-

F

7.07 (m, 2H). ESIMS (MH"): 466; [M-H]: 464.
Anal. kalk. C;sH;3FoN50,S5-0.4H,0: C, 45.73; H, 2.94; N, 14.82; S, 20.35. Vysledok:
C, 45.82; H,2.78; N, 14.77; S, 20.38.

PRIKLAD A(5)

4-[4’-amino-4-(4-fluorofenyl)-[2,5]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

o

N/

0
HzN’$\©\ | NH,
M A s
N~ 'S |
H I

mp 254-257°C. 'H NMR (CD;OD): & 8.01-7.91 (m, 2H), 7.88-7.76 (m, 4H), 7.35 (s, 1H),

F

7.20-7.09 (m, 2H).
Anal. kalk. na CsH14FNsO,S3: C, 48.31; H, 3.15; N, 15.65; S, 21.49. Vysledok: C,
48.40; H, 3.26; N, 15.44; S, 21.68.

PRIKLAD A(6)

4-[4’-amino-4-(2,4-dichlorofenyl)-[2,5°]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid
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N~ s cl
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Cl
mp 173-175 °C (dekomp). 'H NMR (CD,0D): 8 7.97-7.93 (m, 1H), 7.87-7.81 (m, 4H),
7.67-7.59 (m, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.45-7.39 (m, 1H). FABMS (MH"): 498.
Anal. kalk. na C,sH3Cl,Ns0,S3: C, 43.38; H, 2.63; N, 14.05; S, 19.30. Vysledok: C,
43.32; H, 2.78; N, 13.84; S, 19.06%.

PRIKLAD A(7) (D)

4-[4’-amino-4-(3-chloro-5-fluoro-4-metylfenyl)-[2,5° bitiazolyl-2’-

ylamino]benzénsulfonamid

Cl

;
mp 208-212 °C. 'H NMR (DMSO-d): & 10.63 (s, NH), 7.95 (t, J= 8.42 Hz, 1H), 7.73 (q,
J=9.00 Hz, 4H), 7.55 (d, J=2.32 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.55 Hz, 1H), 7.17 (s, NHy), 6.96
(s, NHy), 2.28 (s, 3H). ESIMS (MH"): 496.Anal. kalk. na C;sH;sCIFN:O,S3: C, 46.01;

H,3.05; N, 14.12; S, 19.12. Vysledok: C, 45.93; H, 3.23; N, 13.86; S, 19.47.

’.

PRIKLAD A(8)

4-[4’-amino-4-(4-hydroxyfenyl)-[2,5’ bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid
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mp 168-170 OC (dekomp). 'H NMR (CDs;OD): 5 7.83 (s, 4H), 7.79-7.76 (d, J = 8.59 Hz,

OH

2H), 7.16 (s, 1H), 6.85-6.82 (d, J = 8.46 Hz, 2H). FABMS (MH"): 446.Anal. kalk.na
CysH;sNsO585-0.5H,0: €, 47.56; H, 3.55; N, 15.41; S, 21.16. Vysledok: C, 47.87; H,
3.59; N, 15.09; S, 21.11.

PRIKLAD A(9))

4-(2,4-difluorofenyl)-N*-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-[2,5° ]bitiazolyl-2°,4’-

OCH,

HC NH,
e I(I S

H,CO NS | F

diamin
mp 180-183 °C (dekomp). 'H NMR (CD;0D): & 8.26-8.23 (m, 1H), 7.41 (d, J=2.2 Hz,
1H), 7.13-7.05 (m, 2H), 7.02 (s, 2H), 3.90 (s, 6H), 3.78 (s, 3H). FABMS (MH"): 476.
Anal. kalk.na Cy;H,g F2N4O3S;: C, 52.93; H, 3.81; N, 11.76; S, 13.46. Vysledok: C,
52.81; H,3.72; N, 11.58; S, 13.45.

PRIKLAD A(10)

4-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5’ ]bitiazolyl-4-yl}fenol
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OCH,
H,C NH,
s
H,CO NS l
OH
mp 129-133 °C (dekomp). 'H NMR (CD;OD): & 7.80 (d, J = 8.09 Hz, 2H), 7.16 (s, 1H),
7.02 (s, 2H), 6.86 (d, J = 8.09 Hz, 2H), 3.90 (s, 6H), 3.78 (s, 3H). ESIMS (MH+): 457;
(M-H)": 455.
Anal. kalk. na Cy;Hyo N404S;*1.0EO: C, 56.58; H, 5.70; N, 10.56; S, 12.08. Vysledok:

C,56.27; H, 5.48; N, 10.69; S, 12.00.

PRIKLAD A(11)

4-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[ 2,5’ ]bitiazolyl-4-yl]etylester kyseliny

benzoovej

OCH,
HC NH,
A I’ s
H,CO NS |
COOCH,

mp 240-245 °C (dekomp). 'H NMR (CDsOD): & 8.18-8.16 (d, J = 8.46 Hz, 2H), 8.09-
8.06 (d, J = 8.09 Hz, 2H), 7.06 (s, 1H), 4.38 (q, J = 7.35 Hz, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.68 (s,
3H), 1.41-1.37 (t, J = 6.99 Hz, 3H). FABMS (MH"): 513,

Anal. kalk. na Cy;H;0N405S; 0.3Et,0: C, 56.59; H, 5.09; N, 10.48; S, 11.99. Vysledok:
C, 56.24; H, 4.83; N, 10.26; S, 11.86.

PRIKLAD A(12)
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4-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5° ]bitiazolyl-4-yl]benzén-1,2-diol

OCH,
H,C NH,

HCO
OH

OH
mp 132-137 °C (dekomp). 'H NMR (CD;0D): 8 7.42-7.41 (d, J=2.20 Hz, 1H), 7.32-
7.28 (dd, J = 7.65, 1.84 Hz, 1H), 7.11 (s, 1H), 7.07 (s, 2H), 6.85-6.82 (d, J = 8.45 Hz, 1H),
3.90 (s, 6H), 3.78 (s, 3H). FABMS (MH"): 473.

PRIKLAD A(13)

4-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5’Jbitiazolyl-4-yl]-2-metoxyfenol

OCH,
HC NH,

H l

OCH,

mp 202-203 °C. 'H NMR (CD;0D): 8 7.42 (s, 1H), 7.39 (d, J=2.11 Hz, 1H), 7.15 (s,
1H), 6.99 (s, 2H), 6.97 (d, J=2.10 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.88 (s, 6H), 3.76 (s, 3H).
FABMS (MH"): 487.

Anal. kalk.na CooHy,N4OsS,: C, 54.31; H, 4.56; N, 11.51; S, 13.18. Vysledok: C, 54.52;
H, 4.70; N, 11.26; S, 13.32.

PRIKLAD A(14)

4-[4’-amino-4-(4-fluorofenyl)-5-metyl[2,5°]bitiazolyl-2’-ylamino]

benzénsulfonamid
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mp 145-148 °C (dekomp). 'H NMR (CD;OD): & 7.90-7.82 (m, 4H), 7.76-7.70 (m, 2H),

o_.,0

N\

7
il

7.22-7.17 (m, 2H), 2.56 (s, 3H). HRFABMS: Kalk. na CjoHsFNsO,S; (MH'): 461.0450.
Vysledok: 461.0466.

PRIKLAD A(15)

4-[4’-amino-5-(4-fluorobenzyl)-4-metyl[ 2,5’ ]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

o, .0
(\ SR
LN NH,
, _
NJI\I °
T L
H |
F

mp 130-135 °C (dekomp). 'H NMR (CD;OD): 8 7.76-7.68 (m, 4H), 7.17-7.12 (m, 2H),
6.97-6.90 (m, 2H), 3.97 (s, 2H), 2.23 (s, 3H).
Anal. kalk.na CooH sFNsO;S3: C, 50.51; H, 3.81; N, 14.73; S, 20.23. Vysledok: C, 50.40;

H, 3.73; N, 14.64; S, 20.37.

2

PRIKLAD A(16)
4-[4’-amino-4-(3-hydroxyfenyl)-[2,5°]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

0. .0

P

N OH



10

15

L eecerr . €
- er
°

aa

-51- STt vz

mp 205-209 °C (dekomp). 'H NMR (CD;OD): & 7.94-7.81 (m, 4H), 7.43-7.39 (m, 2H),
7.33 (s,1H), 7.24 (t, J = 8.17 Hz, 1H), 6.80-6.75 (m, 1H). FABMS (MH""): 445.

Anal. kalk na C;gH;sNsO;S;: C, 48.53; H, 3.39; N, 15.72; S, 21.59. Vysledok: C, 48.74;
H, 3.47;N, 15.44; S, 21.31.

PRIKLAD A(17)

3-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5 ]bitiazolyl-4-yl]fenol

OCH,

OH

mp 226-230 °C. 'H NMR (CD;OD): & 7.43-7.41 (m, 2H), 7.31 (s, 1H), 7.28-7.23 (m,
1H), 7.02 (s, 2H), 6.80-6.77 (m, 1H), 3.90 (s, 6H), 3.78 (s, 3H). FABMS (MH"): 456.
Anal. kalk. na Cy;Hao N4O4S2: C, 55.25; H, 4.42; N, 12.27; S, 14.05. Vysledok: C, 55.39;
H, 4.56; N, 12.07; S, 14.05.

PRIKLAD A(18)

5-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5°Ibitiazolyl-4-yl]benzén-1,3-diol

OCH,
I
H,CO N/ks S
3 H | I

OH

OH
mp 198-202 °C. 'H NMR (CDsOD): 5 7.21 (s, 1H), 6.9 (s, 2H), 6.91 (d, J=2.06 Hz,

2H), 627 (t, J = 2.03 Hz, 1H), 3.88 (s, 6H), 3.77 (s, 3H). FABMS (MH""): 473.
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Anal. kalk na C5;Hz0N4O5S,+0.5H,0: C, 52.38; H, 4.40; N, 11.63; S, 13.32. Vysledok: C,
52.53;H,4.44; N, 11.83; S, 13.47.

PRIKLAD A(19)

3-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5’|bitiazolyl-4-yl]-5-metoxyfenol

OCH,

OCH,

mp 208-210 °C. 'H NMR (CD;OD): & 7.14 (s, 1H), 6.89-6.86 (m, 2H), 6.85 (s, 2H), 6.23
(t, J=2.06 Hz, 1H), 3.75 (s, 6H), 3.69 (s, 3H), 3.63 (s, 3H). FABMS (MH"): 486.
Anal. kalk. na C3;HyN4058,+0.5H;0: C, 54.20; H, 4.57; N, 11.49; S, 13.16. Vysledok:
C, 54.02; H, 4.71; N, 11.09; S, 13.56.

10 PRIKLAD A(20)

4-[4’-amino-4-(4-hydroxyfenyl)-[2,5  ]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

OCH,

OH

OCH,
mp 200-203°C (dekomp). 'H NMR (CD;OD): & 7.30 (s, 1H), 6.98 (s, 2H), 6.83 (d, J =
2.93 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 2.93 Hz, 1H), 3.88 (s, 6H), 3.81 (s, 3H), 3.76 (s, 3H); FABMS

15 (MH"): 565/567.
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Anal. kalk. na C;;H;;BrN;O5S2+0.5H,0: C, 46.00; H, 3.86; N, 9.75; S, 11.16. Vysledok:
C,46.26; H, 3.69; N, 9.55; S, 11.09.

PRIKLAD A(21)

3-[4’-amino-2’-(4-sulfamoylfenylamino)-[2,5’]bitiazolyl-4-yl] kyseliny benzoovej

0. .0

N4

7/
HN

COOH

'H NMR (DMSO-ds): 510.94 (s, OH), 8.46 (s, 1H), 8.18 (d, /=7.80 Hz, 1H), 7.92 (d, J=
7.80 Hz, 1H), 7.78 (m, 4H), 7.56 (t, J = 7.80 Hz, 1H), 7.22 (brd, NH;), 7.04 (brd, NH;).
Anal. kalk. na C,oH;sN504S3-0.3EtOAc: C, 48.52; H, 3.51; N, 14.01; S, 19.24. Vysledok:
C,4837;H,3.67; N, 13.97; §, 19.24.

PRIKLAD A(22)

5-[4’-amino-2’-é3 ,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5°Jbitiazolyl-4-yl}-2-chlorofenol

OCH,
H 3C NH,

ﬁ@mmsl .
HCO H |

OH

Cl

mp 235-238°C. 'H NMR (CD;OD): 8 7.61 (d, J=1.92 Hz, 1H), 7.47-7.39 (m, 2H), 7.37
(s, 1H), 7.05 (s, 2H), 3.94 (s, 6H), 3.82 (s, 3H). FABMS (MH""): 490.

Anal. kalk na C;;H;oCIN;O,4S;: C, 51.37; H, 3.90; N, 11.41; S, 13.06. Vysledok: C,
51.38; H,3.95; N, 11.32; S, 12.72.

.

PRIKLAD A(23)
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2-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5 ]bitiazolyl-4-yl]fenol

OCH,
HC NH,

pels
H,CO N/'\S | I OH

mp 186-190°C (dekomp). 'H NMR (CD;OD): & 7.88 (dd, J=7.99, 1.61 Hz, 1H,), 7.62 (s,
1H), 7.27-7.20 (m, 1H), 7.04 (s, 2H), 6.98-6.91 (m, 2H), 3.92 (s, 6H), 3.80 (s, 3H).
FABMS (MH"): 457.

Anal. kalk. na C;HyoN40,S,: C, 55.25; H, 4.42; N, 12.27; S, 14.05. Vysledok: C, 55.28;
H, 4.62; N, 11.96; S, 13.72.

PRIKLAD A(24)

4-(4’-amino-4-p-tolyl-[2,5’]bitiazolyl-2’-ylamino)benzénsulfonamid

QP

*@m;»l@

'"HNMR (DMSO): & 7.92-7.84 (m, 4H), 7.32 (m, 3H), 7.11 (s, 2H), 2.39 (s, 3H).

Hz

FABMS (M"): 443; (MNa"): 466.

2

PRIKLAD A(25)
2-(4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5° Jbitiazolyl-4-yl]benzén-1,4-diol
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mp 208-212 °C (dekomp).; 'HNMR (CD;OD): § 7.56 (s, 1H), 7.31 (d, J=2.80
Hz,1H), 7.00 (s, 2H), 6.77 (d, J= 8.69 Hz, 1H), 6.68 (dd, J= 8.72, 2.87 Hz, 1H), 3.89 (s,
6H), 3.77 (s, 3H).

5  ESIMS (MH"): 473.
Anal. Kalk. na Cy;HoN,05S,0.45H,0: C, 52.47; H, 4.38; N, 11.66; S, 13.34. Vysledok:
C, 52.77;H, 4.48; N, 11.23; S, 12.98.

PRIKLAD A(26)

3-[4’-amino-2’-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5°]bitiazolyl-4-yl]-4-bromofenol

/
N
_Q z | H,
| s
/ ﬂ/ks \ )
N OH
10 B

mp 214-216 °C. '"HNMR (CD;OD): § 7.47 (d, J=8.67 Hz, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.26 (d, J
=3.02, 1H), 7.07 (s, 2H), 6.72 (dd, J = 8.69, 3.07 Hz, 1H), 3.89 (s, 6H), 3.76 (s, 3H).

FABMS (MH"): 535/537.



10

~56 - et o onzs002r

Anal. kalk.na C3;H;oBrN4O,4S,: C, 47.11; H, 3.58; N, 10.46; S, 11.85. Vysledok: C,
47.31; H, 3.65; N, 10.26; S, 11.85.

PRIKLAD A(27)

2-(4’-amino-4-benzo[b]tiofen-3-yl-[2,5 ]bitiazolyl-2’-ylamino)benzénsulfonamid

O\‘S’/O NH2
/ N
e \©\ /Qi(s
N S \
H \ / s
\

mp 155-160 °C (dekomp). 'H NMR (CDsOD): & 8.39 (d, J=7.94 Hz, 1H), 8.01 (s, 1H),
7.96 (d, J="7.72 Hz, 1H), 7.86 (s, 4H), 7.50-7.39 (m, 3H). FABMS (MH"): 485.

PRIKLAD A(28)

4-{4’-amino-4-[4-(2,4-dichlorofenyl)-furan-2-yl]-[2,5’]bitiazolyl-2’-
ylamino}benzénsulfonamid

O

Ofs -
LI
Y
N
|

/,

/

Cl
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mp 225-230 °C (dekomp). 'H NMR (CD;OD): & 8.00 (d, J = 8.62, LH), 7.86 (s, 4H),
7.58 (d, J=2.10, 1H), 7.45 (dd, J = 8.60, 2.12 Hz, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.29 (d, J = 3.61 Hz,
1H), 6.97 (d, J = 3.59, 1H). FABMS (MH"): 564/566.

PRIKLAD A(29)

3-(4-amino-2'-propylamino-[2,5']bitiazolyl-4-yl)fenol

. INHZ
|
o L .’
H I oH

'H NMR (CD;COCD;): & 8.43 (s, 1H), 7.50 (d, 1H), 7.43 (d, 1H), 7.30-7.20 (m, 3H),
6.55 (s, 2H), 3.40 (t, 2H), 1.69 (sextet, 2H), 0.97 (t, 3H). ESIMS (MH"): 333; (MNa"):
355; (MH): 331.
PRIKLAD A(30)

3-(4'-amino-2"-metylamino-[2,5']bitiazolyl-4-yl)fenol

NH,
“ij
\N)\
|

'"H NMR (CD;COCD;): & 8.40 (s, 1H), 7.50 (d, 1H), 7.43 (d, 1H), 7.31-7.15 (m, 3H),

6.63 (s, 2H), 3.00 (d, 3H). ESIMS (MH"): 305; (M-H): 303.

z

P AD A(31)

3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'bitiazolyl-4-yl}-N-fenetylbenzamid
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Anal. kalk. na C3oH2oNsO4S2: C, 61.31; H, 4.97; N, 11.92; S, 10.91. Vysledok: C, 61.02;

ESMS (MH"): 588.

H, 4.86; N, 11.72; S, 10.83.

5  PRIKLAD A(32)

3-[4-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-N-benzylbenzamid

MeO

O

ESMS (MH'): 574.

z

PRIKLAD A(33)
10  3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-N-fenylbenzamid

Me
MeO NH,

LT s
o ﬁSJJOiNO

ESMS (MH"): 560.
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Anal. kalk. na C2gH,5Ns504S;:0.8 H;O: C, 58.58; H, 4.67; N, 12.20; S, 11.17. Vysledok:
C, 58.68; H,4.49; N, 12.23; S, 11.33.

PRIKLAD A(34)

3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-N-(4-izopropyl-3-metyl-

fenyl)benzamid
Me
MeO NH2
G & G
H I\I‘]\Ol
N
H
ESMS (MHY): 616.

Anal. kalk. na C3,H33N504S,-0.4 HyO: C, 61.69; H, 547; N, 11.24; S, 10.29. Vysledok:
C,61.76; H, 5.26; N, 11.08; S, 10.18.

PRIKLAD A(35)

3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-y1]-N-(2-metylchinolin-6-
yl)benzamid

OMe
Meoﬁﬂ NH2
|
Sy A A
N
N
H

Anal. kalk. na C3;H3sN604S2:0.2 H;0: C, 58.41; H, 4.36; N, 12.65; S, 9.66. Vysledok: C,

ESMS (MH"): 625.

58.40; H, 4.31; N, 12.28; S, 9.54.

PRIKILAD A(36)
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[3-(4'-amino-2'-p-tolylamino-[2,5']bitiazolyl-4-yl)-fenyl]-benzylester kyseliny karbdmovej

Omm;, Y

NH

'"HNMR (CD;COCD;): & 8.85 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.70-7.25 (m, 14H), 6.52 (s, 2H),
5.30 (s, 2H), 2.41 (s, 3H). ESIMS (MH"): 514; (MH): 512.

PRIKLAD A(37)

N-{3-[4"-amino-2'-(3-dietylaminopropylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} benzamid
NH,
s
'> NH

'"HNMR (DMSO-De): & 10.39 (s, 1H), 9.12 (s, 1H), 8.35 (s, 2H), 7.96 (m, 3H), 7.79 (m,
1H), 7.69-7.39 (m, 6H), 3.36 (m, 2H), 3.12 (m, 6H), 2.93 (m, 2H), 1.20 (m, 6H). ESIMS

(MH"): 507.
PRIKLAD A(38)

N-[3-(4'-amino-2'-fenetylamino-[2,5']bitiazolyl-4-yl)-fenyl]benzamid

S R SOASRmiri
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'H NMR (DMSO-Dg): & 10.39 (s, 1H), 8.42-7.15 (m, 16H), 6.85 (s, 1H), 5.20 (broad s,
2H), 2.90 (m, 2H), 3.50 (m, 2H). ESIMS (MH"): 498.

PRIKLAD A(39)

3-[4'-amino-4-(3-benzoylaminofenyl)-[2,5']bitiazolyl-2’-ylamino]metylester kyseliny

benzoovej

N NH,
X
N
I
o H \ | .
0

'H NMR (DMSO-Dg): & 10.39 (s, 1H), 10.38 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.18 (d,
1H), 7.98 (d, 2H), 7.84 (d, 1H), 7.70 (d, 1H), 7.65-7.39 (m, 8H), 7.10 (broad s, 2H), 3.89
(s, 3H). ESIMS (MH"): 528; (MNa"): 550; (MH): 526.

PRIKLAD A(40)

3-[4'-amino-4-(3 -bemoyléminofenyl)-[Z,S "bitiazolyl-2’-ylamino]etylester kyseliny

benzoovej

NH,
X 3

N
0 |

H N l NH
KO
'H NMR (DMSO-Dg): 5 10.80 (s, 1H), 10.38 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.15 (d,
2H), 8.00 (d, 2H), 7.88 (d, 1H), 7.75-7.40 (m, 8H), 7.10 (broad s, 1H), 4.38 (quartet, 2H),

1.39 (t, 3H). ESIMS (MH"): 542; (MNa"): 564.

PRIKLAD A(41)
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N-{3-[4"-amino-2'-(benzo[1,3]dioxol-5-ylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl } benzamid
N NH,
( A o
) H |

'H NMR (DMSO-Dg): 8 10.41 (m, 2H), 8.35 (s, 1H), 8.00-6.88 (m, 14H), 6.10 (s, 2H).
ESIMS (MH"): 514; (MH): 512.

5 PRIKLAD A(42)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,5-dimetylfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl } benzamid

N NH,
B ;II . 0Y©
” Nl‘j\©/NH

'"HNMR (CD;OD): & 8.36-6.79 (m, 16H), 6.68 (s, 1H) 2.28 (s, 6H). ESIMS (MH")*:

993; (MNa")*: 1015.
10 PRIKLAD A(43)

N-{3-[4'-amino-2’-(indan-5-ylamino)-[2,5']bitiazolyl-2’-ylamino]-fenyl} benzamid
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'"HNMR (CD;OD): & 8.50-7.15 (m, 17H), 2.95 (m, 4H), 2.15 (m, 2H). ESIMS (MH"):
510; (MNa"): 532; (MH): 508.

PRIKLAD A(44)

[3-(4-amino-2"-m-tolylamino-[2,5"]bitiazolyl-4-yl)-fenylJbenzamid
NH,
)i G
N R
N NH

'"HNMR (CD;OD): & 8.25-6.81 (m, 18H), 2.29 (s, 3H). ESIMS (MH"): 484; (MNa"):

506.

PRIKLAD A(45)

N-{3-[4'-amino-2'-(2,3-dihydrobenzo[1,4]dioxin—6-ylamino)~[2,5']bitiazolyl-4-yl]-
fenyl}benzamid

Coﬂﬁij%;l :

NH

'HNMR (CD;OD): § 8.42-6.83 (m, 17H), 4.29 (m, 4H). ESIMS (MH"): 528; (MNa"):
550.

PRIKLAD A(46)

N-{3-[4'-amino-2'-(3-metylsulfanylfenylamino)-[2,5 "Ibitiazolyl-4-yl]fenyl } benzamid
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'"HNMR (DMSO-Dg): &  10.39 (s, 1H), 8.89 (d, 2H), 8.51-6.91 (m, 18H). ESIMS
(MH*: 1029.
PRIKLAD A(47)

N-{3-[4"-amino-2'-(3,4-dimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]fenyl} benzamid
\ N
pSS - oy
N ]
? N NH

'"HNMR (CD;OD): & 8.32 (s, 1H), 7.98 (d, 2H), 7.78-6.91 (m, 14H), 3.88 (s, 3H), 3.81
(s, 3H). ESIMS (MH"): 530; (MNa+): 552.

PRIKLAD A(48)

N-{3-[2'«(3-acetylamino-4-metylfenylamino)-4'-amino-[2,5'] bitiazolyl-4-

yllfenyl}benzamid
N NH,
|
_< N NH
O .

'HNMR (CD;OD): & 8.32 (s, 1H), 7.98 (d, 2H), 7.72-7.15 (m, 15H), 2.22 (s, 3H), 1.98

(s, 3H). ESIMS (MH"): 541; (MNa"): 563; (MK™"): 579; (MH"): 539.

A ot B S



.

PRIKLAD A(49)
N-{3-[4'-amino-2'-(1,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydroftalazin-6-ylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-

: I F‘aj\i: |

yl]fenyl} benzamid

5 'HNMR (DMSO-D¢): & 11.11 (s, 1H), 10.39 (s, 1H), 8.35 -7.10 (m, 17H). ESIMS
(MNa"): 576; (MH): 552.

PRIKLAD A(50)

3-[4'-amino-4-(3-benzoylaminofenyl)-[2,5']bitiazolyl-2'-ylamino] kyseliny benzoovej

HN. O

10 'HNMR (DMSO-Dg): & 10.79 (s, 1H), 10.39 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.18-7.34 (m, 16H).
ESIMS (MH"): 514; (MNa"): 536; (MH): 512.

PRIKLAD A(51)
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4-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5’ ]bitiazolyl-2’-ylamino)etylbenzo4t

H
S\rN\@\
| 4 |
N \_N CO,Et
H,N

'HNMR (ds-DMSO): & 1.2 (t, 3H), 4.3 (q, 2H), 7.4 (t, 1H), 7.5-8.0 (m, 14H), 8.35 (s br,
5 1H), 10.4 (s, 1H), 10.95 (s, 1H). ESIMS (MH"): 542; (M-H): 540.

z

PRIKLAD (52)

4-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5"]bitiazolyl-2’-ylamino)metoxyfenyl

N
S:
<7 O
N OMe
H,N

'"HNMR (CD;OD): & 2.6 (s, 3H), 7.2-7.8 (m, 11H), 8.35 (s br, 1H), 7.9 (d, 2H), 8.2 (s
10 br, 1H). ESIMS (MH"): 500; (M+Na+): 522; (M+K+): 538.

PRIKLAD A(53)

3-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5°bitiazolyl-2’-ylamino)pyridin
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H
N
H,N

'H NMR (de-DMSO): & 7.1 (s br, 1H), 7.4 (t, 1H), 7.5-7.7 (m, 7H), 7.85 (m, 1H), 8.0
(m, 2H), 8.25-8.4 (m, 3H), 9.0 (d, 1H), 10.4 (s, 1H), 10.95 (s, 1H). ESIMS (M+Na*): 493;
(M-H): 469.

PRIKLAD A(54)

2-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5’ Jbitiazolyl-2’-ylamino)metylestertiofén kyseliny

karboxylovej

CO,CH;

H
N
S
, Y \\lr \és
N N =
0. NH

'H NMR (dg-DMSO): 8 3.8 (s, 3H), 7.0 (s br, 2H), 7.4 (t, 1H), 7.5-7.7 (m, 6H), 7.85 (m,
1H), 8.0 (m, 3H), 8.15 (d, 1H), 8.35 (m, 1H), 10.4 (m, 1H). ESIMS (MH"): 534
(M+Na"): 556; (M-H): 532.

PRIKLAD A(55)

4-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5’ ]bitiazolyl-2’-ylamino)fenylsulfonylpiperidin
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'H NMR (dg-DMSO): & 1.2-1.6 (m, 6H), 3.1 (m, 4H), 7.3-8.5 (m, 14H), 8.9 (d, 1H),
104 (s, 1H), 10.5 (s, 1H), 11.2 (s, 1H). ESIMS (MH"): 617; (M-H): 615.

PRIKLAD A(56)

4-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5° Jbitiazolyl-2’-ylamino)nitrofenyl

H
L~
N N
H,N e,

'HNMR (ds-DMSO): 5 7.2-7.9 (m, 13H), 8.2 (d, 2H), 8.3 (s, 1H), 10.3 (s, 1H), 11.2 (s,
1H). ESIMS (MH"): 515; (M-H): 513.

PRIKLAD A(57)

4-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5 ]bitiazolyl-2’-ylamino)rans-benzoyl-DL-

homoserin lakton
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'H NMR (ds-DMSO): & 2.5 (m, 1H), 2.7 (m, 1H), 4.35 (m, 1H), 4.5 (m, 1H), 4.8 (m,
1H), 7.2 (m, 1H), 7.45 (m, 3H), 7.55 (m, 4H), 7.75 (m, SH), 7.85 (m, 3H), 8.0 (m, 3H),
8.35 (m, 1H). ESIMS (MH"): 597; (M+Na"): 619.

PRIKLAD A(58)

4-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5°]bitiazolyl-2’-ylamino)acetofenén

N N (0]
H,N
0. NH

'"H NMR (ds-DMSO): 8 2.5 (s, 3H), 7.1 (s br, 1H), 7.42 (¢, 1H), 7.5-7.7 (m, 6H), 7.8 (m,
4H), 8.0 (m, SH), 8.35 (t br, 1H). ESIMS (MH"): 512; (M+Na"): 534; (M-H): 510.

PRIKLAD A(59)

(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5°bitiazolyl-2’-ylamino)cyklohexan
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'HNMR (CDChL): §1.0-2.0  (m, 10H), 3.2 (m br, 1H), 5.2 (s, 2H), 7.0 (d, 1H), 7.4-8.0
(m, 11H). ESIMS (MH"): 506; (M-H)": 504.

PRIKLAD A(60)

5  3-(4’-amino-4-(3-benzamidofenyl)-[2,5” ]bitiazolyl-2’-ylamino)metoxypropan

H
PYe
N \ N /O
H,N

OYNH

(0]

'HNMR (CDCL): & 1.5 (m, 1H), 1.8 (m, 1H), 2.0 (m, 2H), 3.1 (s, 3H), 3.3 (m, 2H), 5.0
(s, 2H), 7.2-7.4 (m, 12H). ESIMS (MH"): 496; (M-H)": 494.

PRIKLAD A(61)

10  4-[4’-amino-4-(3-benzyloxy-5-hydroxyfenyl)-[2,5]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid
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mp 185-187 °C (dekomp). 1H NMR (CD30D): & 7.88 (s, 4H), 7.56-7.32 (m, 6H), 7.10-

o)

7.03 (m, 2H), 6.45 (t, J=2.23 Hz, 1H), 5.13 (s, 2H). ESIMS (MH*): 552; (M-H"):; 550.
Anal. kalk. na C25H21N504S3..-0.3EtOAc: C, 54.43; H, 4.08; N, 12.12; S, 16.64.
Vysledok: C, 54.54; H, 4.00; N, 12.06; S, 16.59.

PRIKLAD A(62)

4-[4-(3-alyloxy-5-hydroxyfenyl)-4’-amino-[2,5’ Jbitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

0.0
\IS, N
H*S

mp 200-202 °C. 'HNMR (CD30D): & 11.12 (s, NH), 9.81 (s, NH3), 8.07-8.00 (m,

]

4H), 7.86 (s, NH2), 7.48 (s, 1H), 7.30-7.23 (m, 2H), 6.57 (s, 1H), 6.34-6.23 (m, 1H), 5.68- |
5.52 (m, 2H), 5.32-5.28 (m, 2H). ESIMS (MH+): 502; (M-H-): 501.
Anal. kalk. na C21H19N504S3: C, 50.29; H, 3.82; N, 13.96; S, 19.18. Vysledok: C,

50.31; H,3.93; N, 13.74; S, 19.05.

PRIKLAD A(63)

4-(4’-amino-4-styryl-[2,5’]bitiazolyl-2’-ylamino)benzénsulfonamid
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mp 140-143 °C (dekomp). 'HNMR (CD30D): § 7.80-7.72 (m, 4H), 7.50-7.46 (m,
1H), 7.38-7.06 (m, 6H), 6.95 (s, 1H). FABMS kalk. na Co0H17N502S3: 455.0544.

Vysledok: 455.0529.

PRIKLAD A(64)

4-{4’-amino-4-[2-(4-hydroxyfenyl)-vinyl]-[2,5°]bitiazolyl-2’-ylamino} benzénsulfonamid

o, 0O
S
LN
N
H S

mp 138-140 °C (dekomp). 1H NMR (CD30D): 3 10.90 (s, NH), 7.73(q, J=15.32

s-7

Hz, 4H), 7.36 (d, J = 8.75 Hz, 2H), 7.22 (d, /= 15.80 Hz, 1H), 7.18 (s, NHp), 7.06 (s, 1H),
6.90 (d,J=16.1 Hz, 1H), 6.84 (s, NH2), 6.70 (d, J = 8.62, 2H). FABMS kalk. na
C0H17N503S3: 471.0494. Vysledok: 471.0502.

PRIKLAD A(65)

4-{4’-amino-4-[2~(3-hydroxy-4-metoxyfenyl)-etenyl]-[2,5° ]bitiazolyl-2°-
ylamino}benzénsulfonamid

o. 0

S
L

OH
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mp 190-193 °C (dekomp). IH NMR (CD30D): & 10.71 (s, NH2), 9.83 (s, NH2), 7.63
(q, J=15.40, 4H), 7.10-7.03 (m, 2H), 6.98 (s, 1H), 6.86 (s, NH?), 6.83-6.72 (m, 3H,
NH)), 3.60 (s, 3H). ESIMS (MNa+): 524.

Anal. kalk. na C21H]9N504S3--0.4EtOAc: C, 50.56; H, 4.17; N, 13.05; S, 17.92.
Vysledok: C, 50.50; H, 4.35; N, 12.75; S, 17.88.

PRIKLAD A(66)

4-[4’-amino-4-(4-fenylbuta-1,3-dienyl)-[2,5° ]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

o, .0

N\ _ 7

mp 193-195 °C (dekomp). 'H NMR (CD30D): & 10.92 (s, NH), 7.82 (q, J = 15.92,
4H), 7.53 (d, J = 7.42, 2H), 7.36 (t, J = 7.41 Hz, 2H), 7.28-7.06 (m, 2H, 2NH3), 6.77 (m,

2H). ESIMS (MH+): 482.

PRIKLAD A(67)

4-(4’-amino-4-benzoyl-[2,5’]bitiazolyl-2’-ylamino)benzénsulfonamid

0 0

N 7

mp 255-260 0C (dekomp). 'H NMR (CD30D): & 10.99 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 8.04-8.02
(m, 2H), 7.78 (q, J = 12.1 Hz, 4H), 7.72-7.66 (m, 1H), 7.60-7.55 (m, 2H), 7.26 (s, NH2),

7.05 (br, NH7). ESIMS (MNa+): 480; (M-H-): 456.
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PRIKLAD A(68)

Etyl 4'-amino-2'-(4-sulfamoylfenylamino)-[2,5'bitiazolyl-4-karboxylat

0>SOD NH, UJ
H N N
i L ’

1H NMR (DMSO-Dg): & 11.0 (s, NH), 8.12 (s, H), 7.80 (m, 4H), 7.32 (s, NH>),
5  7.08 (br, NH2), 4.35 (g, /= 8.7 Hz, 2H), 1.30 (t, J =8.7 Hz, 3H). FABMS Kalk. pre
C15HgN504S3(MH+): 426.0364. Found: 426.0356.

PRIKLAD A(69)

4-[4’-amino-4-(4-chloro-3-hydroxyfenyl)-[2,5° ]bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

o, ,O
\S/ NH2

el

10 'HNMR (CD;OD): 8§ 7.97 (s, 4H), 7.63 (s, 1H), 7.58-7.46 (m, 3H). FABMS (MH"):

OH

N

= Cl
s/

480.

PRIKLAD A(70): 4-(4’-amino-4-bifenyl-4-yl-[2.5’]bitiazolyl-2’-

ylamino)benzénsulfonamid

SN //o

/

N

15
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"HNMR (CD;OD): & 8.09-8.00 (m, 1H), 7.88 (s, 4H), 7.72-7.63 (m, 3H), 7.51-7.40
(m, 3H), 7.38-7.29 (m, 1H). EIMS (M-H): 504.

Anal. kalk. na C34H 9N50,S3: C, 57.01; H, 3.79; N, 13.85; S, 19.02. Vysledok: C, 56.87;
H, 3.81; N, 13.57; S, 19.16.

PRIKLAD A(71): 4-(4’-amino-4-benzoyl-[2,5’bitiazolyl-2’-ylamino)-N-(2-

dimetylaminoetyl)benzénsulfonamid

'HNMR (CD;OD): & 7.88 (s, 1H), 7.84-7.78 (m, 2H), 7.69-7.47 (m, 5H), 7.40-7.34
(m, 2H), 2.63 (t, J = 6.70 Hz, 2H), 2.06 (t, J = 6.60 Hz, 2H), 1.84 (s, 6H). FABMS Kalk.
na Cy3Hz4NgO03S3: 529.1150. Vysledok: 529.1158.

PRIKLAD A 72: 4-[4-amino-4-(3-aminobenzoyl)-[2,5°]bitiazoyl-2’-

ylamino]benzénsulfonamid

'HNMR (DMSO): § 10.91 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.86-7.84 (m, 4H), 7.27 (s, 2H), 7.23-
7.06 (m, SH), 6.81-6.90 (m, 1H), 5.38 (s, 2H). HRFABMS (M+Na"): Kalk.: 495.0344.
Vysledok: 495.0330.

PRIKLAD A(73): 4’-amino-5-benzyl-2’-(4-sulfamoylfenylamino)-[2,5’ ]bitiazolyl-4-

etylester kyseliny karboxylovej
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'H NMR (CD30D): § 7.76 (s, 4H), 7.18 (m, SH), 4.40 (s, 2H), 4.30 (q, J=7.8 Hz, 2H),

1.26 (t, J=7.8 Hz, 3H).

PRIKLAD B(1
(3-{5-[4-amino-2-(tritylamino)tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl } fenyl)terc-butylester
kyseliny karbdmove;j

NHz
O

e

Vychodiskovy materidl na pouZitie v priprave menovanej zlti¢eniny bol pripraveny podl'a
nasledujicich krokov (i) a (ii).

Krok (i): K roztoku 3,15g (26,7mmol, 1,0 eq.) 3-aminobenzonitrilu v 10mL
CH,Cl, bol dodany roztok 6,4 g (29,4 mmol, 1,1 ekv.) ditertbutyldikarbonatu v 10 mL
CH,Cl,, a potom 320 mg (2,7 mmol, 0,1 ekv.) DMAP a 8 mL (80,1 mmol, 3,0 ekv.)
pyridinu. Vznikol CO, a reakcia pokradovala pomocou TLC az do ukonéenia.
Rozptitadlo sa odpumpovalo, reziduum sa prevzalo v EtOAc, premylo sa pomocou 1N
HCI a ponorilo do sol'ného roztoku. Organické vrstva sa vysu3ila pomocou Na;SOy a
rozpudtadlo sa odstranilo. Hruby produkt sa purifikoval pomocou SiO, (2% Et,0-CH,Cl,
vymyvadlo)a dostali sme 5,4 g 3-(t-butoxykarbamoyl)benzonitrilu (vynos 93%). Rf=0,9
(10% Et,0-CH,Cly). 'THNMR (CDCL): & 1,5 (s, 9H), 6.6 (s br, 1H), 7,35 (m, 2H), 7,55
(m, 1H), 7,82 (m, 1H).

Krok (ii): Do roztoku 2 g (9,1 7mmol, 1,0 el;v.) 3-(t-butoxykarbamoyl)benzonitrilu

v 25 mL EtOH sa pridal 0,84 mL (13,76 mmol, 1,5 ekv.) 50% vodny roztok NH,OH.

e O e
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Reakcia sa umiestnila do olejového kiipel'a pri 80 °C a zohriala na 85 °C na 4 h.
Rozpuitadlo sa odstranilo in vacuo a zvy$kova voda sa odstrénila pomocou azeotropného
rezidua pomocou THF-toluénu. Bez purifikacie sa hruby hydroxyamidin (R¢= 0,1 v 10%
Et,0-CH,Cl,) rozpustil v 45 mL. DMF a pridal sa 2,1 mL (12 mmol, 1,3 ekv.)
diizopropyletylamin a 110 mg (0,92 mmol, 0,1 ekv.) DMAP. Zmes bola schladend na -50
°C a pod argénovou atmosférou bol pridany roztok 0,88 mL (11 mmol, 1,2 ekv.)
chloroacetylchloridu v 15 mL CH,Cl; (alebo DMF) po kvapkach. Reakcia sa mie3ala pri -
50 °C potas 1 h a potom bol roztok ponoreny do EtOAc a premyty pomocou IN HCl a
ponoreny do sol'ného roztoku. Organicka vrstva sa vysu3ila pomocou Na;SQO4 a
rozpuitadlo sa odstranilo. Reziduum sa dalo do 50 mL dioxanu a umiestnilo do oleja pri
110 °C na priblizne 1 hod. Rozpu3tadlo sa odstrénilo, reziduum sa purifikovalo pomocou
SiO, (Et,0-hexanového vymyvadla), a to dalo 2 g 5-chlorometyl-3-(3-(t-
butoxykarbamoyl)fenyl)-[ 1,2,4]-oxadiazolu ako tuhej bielej hmoty (spolu 70% vynos
pocas troch krokov). R¢=0.9 (10% Et;,0-CH,Cl,). '"HNMR (CDCL): & 1.5 (s, 9H),
4.75 (s, 2H), 6.62 (s br, 1H), 7.45 (dd, 1H), 7.62 (d br, 1H), 7.75 (m, 1H), 8.05 (m, 1H).
Menovan4 zltiéenina bola pripravend nasledovne. Do roztoku tritylizotiokyanétu
(5,0 mmol) a kyanamidu (5,5 mmol) rozpustenom v nehydrovanom THF (10 mL) sa pridal
1,8-diazabicyklo [5.4.0Jundeka-7-én (5.5 mmol). Po mieSani po&as 2 h sa reakcia
rozriedila pomocou acetonitrilu (15 mL) a potom sa o3etrila pomocou 5-chlorometyl-3-(3-
(t-butoxykarbamoyl)fenyl)-[1,2,4]oxadiazolu (2,5 mmol) a 1,8-diazabicyklo [5.4.0Jundeka-
7-énu (2.75 mmol). Produkt sa izoloval po 1hodine koncentrovanim hrubej rcakcie.in
vacuo a chromatografiou vysledného oleja (gradient elution, 20% EtOAc/hexan na 40%

EtOAc/hexan) vzniklo 1,30 g produktu (vynos 84%). '"H NMR (CDCL): & 7.79 (1H, s),
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7.60 (2H, m), 7.24 (16H, m), 6.91 (1H, s), 6.48 (1H, s), 5.77 (2H, s), 1.52 (3H, s), 1.46
(6H, s). ESIMS (MH"): 617.
Nasledujica Vzorka B(2) pomocou B(36)bola pripravena podobnym spdsobom ako

Vzorka B(1).

PRIKLAD B(2

3-(3-terc-butyloxykarboxyaminofenyl)-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-

NN H
l/g—< l

tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

HN

” |

AN
"H NMR (de-acetén): & 1.5 (s, 9H), 3.7 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 7.0 (s br, 2H), 7.05 (s, 2H),
7.4 (t, 1H), 7.75 (d, 2H), 8.35 (s, 1H), 8.6 (s br, 1H), 9.7 (s br, 1H). ESIMS (MH"): 541;
(M-H): 539.
Anal. kalkul. na C3sHpsNeQOgS: C, 55.54; H, 5.22; N, 15.55; S, 5.93. Vysledok: C, 56.45;
H, 5.67; N, 14.88; S, 5.58.

PRIKLAD B(3)

5-[3-(4-terc-butylfenyl)-[1,2,4]Joxadiazol-5-yI] - N*-(3,4,5-trimetoxyfenyl)tiazol-2,4-

diamin

Hs
H3C NH2 )
IO
H3C ” 7 )
O-N
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MS (FAB) [m+)/z Kalk'd: 481. Vysledok: 481.

Anal. kalk: C, 59.86; H, 5.65; N, 14.54; S, 6.66. Vysledok: C, 58.36; H, 5.53; N, 13.95;
S, 6.36.

PRIKLAD B(4)

5-[3-(3-metoxymetoxyfenyl)-[1,2,4]oxadiazol-5-yl]- N2-(3,4,5-trimetoxyfenyl)tiazol-2,4-

diamin

/
Me
o g
xu \
MeO” ~F N""S w
H O-N

'THNMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 3.41 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.81 (s, 6H), 5.29 (s, 2H),
7.01 (s, 2H), 7.22 (m, 1H), 7.34 (br s, 2H), 7.47 (m, 1H), 7.70 (m, 2H), 10.76 (s, 1H).
Anal. kalk na C;pH»NsOgS « HyO: C, 52.48; H, 5.00; N, 13.91. Vysledok: C, 52.47; H,
498; N, 13.75.
PRIKLAD B(5): 3-(3-(terc-butyloxykarboxyamino)-6-fluorofenyl)-5-[2-[(3,4,5-

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

'HNMR (CDCls): 8 1.5 (5, 9H), 3.7 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 6.6 (s br, 2H), 6.7 (s br, 1H),
7.05 (t, 1H), 7.55 (m br, 1H), 7.85 (m, 1H). ESIMS [MH]": 559.
PRIKLAD B(6): 3-(2-metyl-5-(terc-butyloxykarboxyamino)fenyl)-5-[2-[(3,4,5

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol
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'HNMR (CDCly): 8 1.5 (s, 9H), 2.55 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.87 (s, 6H), 6.65 (s br, 2H),
7.22 (d br, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.55 (d br, 1H), 7.85 (m br, 1H). ESIMS [NH—I]": 555.

PRIKLAD B(7): 3-[3-[(3-metoxybenzoyl)amino}-6-metylfenyl]-5-[2-[4-(N,N-

dimetylaminofenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

N S
7 | N @)
H \

"H NMR (ds-DMSO): § 2.55 (s, 3H), 2.9 (s, 6H), 3.85 (s, 3H), 6.75 (m, 2H), 7.18 (m, 3H),
7.35-7.6 (m, 6H), 7.95 (dd, 1H), 8.35 (d, 1H), 10.3 (s br, 1H), 10.4 (s br, 1H). ESIMS
[MH]*: 542, [M+Na]": 564. |

Anal. kalk. na C28 H27 N7 O3 S: C, 58.22; H, 541, N, 16.97; S, 5.55. Vysledok: C,
58.01; H, 5.54, N, 16.13; S, 5.22.

PRIKLAD B(8): 3-[3-[(1-etyl-3-metyl-1H-pyrazol-5 -karboxy)amino]-6-metylfenyl]-5-[2-

(3-hydroxymetylfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol
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OH NH, 5
NN -
)‘\ 7 N N,
N S o-N H I /N
H

'HNMR (MeOD): § 1.4 (t, 3H), 2.3 (s, 3H), 2.6 (s, 3H), 4.5 (g, 2H), 4.65 (s, 2H), 6.75 (s,
1H), 7.1 (d br, 1H), 7.35 (m, 2H), 7.55 (m, 1H), 7.65 (m br, 1H), 7.8 (dd, 1H), 8.25 (d,
1H). ESIMS [MH]": 531.

5  PRIKLAD B(9): 3-[3-[(1-etyl-3-metyl-1H-pyrazol-5-karboxy)-amino]-6-metylfenyl]-5-[2-
(3-metylpyrrolidinefenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol
'"H NMR (MeOD): 8 1.4 (t, 3H), 1.8 (m br, 4H), 2.3 (s, 3H), 2.6 (s br, 7H), 3.7 (s, 2H), 4.5
(g, 2H), 6.75 (s, 1H), 7.18 (m, 3H), 7.35 (m, 2H), 7.55 (m br, 1H), 7.65 (s br, 1H), 7.8 (dd,
1H), 8.28 (d, 1H). ESIMS [MH]": 584.

10  PRIKLAD B(10): 3-[3-[(1-etyl-3-metyl-1H-pyrazol-5-karboxy)amino]-6-metylfenyl]-5-

[2-(4-metylpyrolidinfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

k@us Of@x

15 'HNMR (ds-DMSO): § 1.32 (t, 3H), 1.7 (m br, 4H), 2.2 (s, 3H), 2.6 (s, 3H), 3.3 (m, 4H),
3.6 (s, 2H), 4.45 (q, 2H), 6.85 (s, 1H), 7.3 (m, 5H), 7.6 (d, 2H), 7.92 (dd, 1H), 8.28 (d, 1H),

10.25 (s, 1H), 10.8 (s br, 1H). ESIMS [MH]": 584.
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Anal. kalk. na C30 H33 N9 02 S: C, 61.73; H, 5.70, N, 21.60; S, 5.49. Vysledok: C,
61.52; H, 5.61, N, 21.52; S, 5.46.
PRIKLAD B(11): (R,S)-3 -[3-(2-hydroxy-4-metylpentanoyl)amino]-6-metylfenyl]-5-[2-(3-

metylpyrolidinfenyl)amino}-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4

Ou o
H s o-N H OH

'H NMR (MeOD): § 1.0 (dd, 6H), 1.65 (m, 3H), 1.9 (m, 4H), 2.6 (s, 3H), 2.8 (m br, 4H),

oxadiazol

3.85 (s, 2H), 4.2 (dd, 1H), 7.13 (d br, 1H), 7.35 (m, 3H), 7.56 (m br, 1H), 7.72 (m br, 2H),
8.28 (d, 1H).

PRIKLAD B(12)N; (3-{5-[ 4-amino-2-(3.4,5-trimetoxyfenylamino)tiazol-5-yl]-

[1.2.4)oxadiazoyl}-4-chlorofenyl)-terc-butylester kyseliny karbdmovej

-
I O N
X
(') N § 7 O.
N
| : o
'H-NMR (ds-acetén): 6 9.71 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.20 (m, 1H), 7.78 (m, 1H), 7.52 (m,

1H), 7.06 (s, 2H), 6.95 (s, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 1.50 (s, 9H). ESIMS: (MH)":

575(100%), 577(30%).
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PRIKLAD B(13): (5-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)tiazol-5-yl]-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-2,4-difluorofenyl) terc-butylester kyseliny karbdmove;j

.NH2
P

G . ...
A 1

5  'H-NMR (ds-acetén) 8 9.71 (s, 1H), 8.68 (m, 1H), 8,24 (m, 1H), 7.28 (m, 1H), 7.04 (s,
2H), 6.99 (s, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 1.51 (s, 9H). ESIMS (MH)": 577.
PRIKLAD B(14): (5-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)tiazol-5-yl]-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-4-chloro-2-fluorofenyl)terc-butylester kyseliny karbdmovej

10  'H-NMR (d6-aéet6n): 39.72 (s, 1H), 8.68 (m, H), 7.49 (m, 1H), 7.07 (s, 2H), 6.97(s, 2H),
3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 1.51 (s, 9H). ESIMS(MH)": 593(100%), 595(30% ).
PRIKLAD B(15): (5-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)tiazol-5-y1]-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-2,4-dichlorofenyl) terc-butylester kyseliny karbamove;j



10

rrrrrr

e 0125-0024

s

5,
C‘). NJ\S 1 0.
MrOA
@]

'H-NMR (dg-acetén): 3 9.73 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.07 (s,

2H), 6.98 (s, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 1.52 (s, 9H). ESIMS(MH)": 609(100%),611
(60%).

PRIKLAD B(16): N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-metylamino)tiazol-5-y1]-[ 1,2,4]oxadiazol-3-

yl}-4-metylfenyl} terc-butyl kyseliny karbdmovej

| N
N‘JD/N\Q/OK

"H-NMR (dg-acetén): & 8.48 (s, 1H), 8.20 (m, 1H), 7.69(m, 1H), 7.55 (m, 1H), 7.28 (m,
1H), 6.77 (s, 2H), 3.02 (d, 3H), 2.55 (s, 3H), 1.55 (s, 9H). ESIMS: (MH)": 403, (MNa)":
425.

Vzorka B(17): N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-metylamino)tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-

4-metylfenyl}-3-metoxybenzamid

N NH,
||
H P H
N‘J:©/ -

(6]
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'"H-NMR (dg-dmso): & 10.33 (s, 1H), 8.59 (m, 1H), 8.35 (m, 1H), 7.95 (m, 1H), 7.55 (m,
2H), 7.45 (m, 2H), 7.36 (m, 1H), 7.19 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 2.91 (m, 3H), 2.50 (s, 3H).
ESIMS: (MH)":437, (MNa)': 459.

Vzorka B(18): N-(5-{5-[4-amino-2-(6-morfolin-4-yl-pyridin-3-ylamino)tiazol-5-yl}-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

0O
l\/)‘l\@\ N NH,
Lo L o
N\ N)\S l\N
H i H
N N o~
o]
F F

"H-NMR (ds-dmso): & 10.62 (s, 1H), 10.27 (s, 1H), 8.39 (m, 1H), 8.33 (m, 1H), 7.85 (m,
1H), 7.63 (m, 3H), 7.48 (m, 1H), 7.30 (s, 2H), 7.20 (m, 1H), 6.88 (m, 1H), 3.85 (s, 3H),
3.70 (m, 4H), 3.42 (m, 4H ). ESIMS: (MH)": 607.

Vzorka B(19): N-{5-[5-(4-amino-2-izopropylaminotiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-2,4-

difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

N NH,
T o
S R
h °
i |

O
F

'H-NMR (dg-acetén): 8 9.37 (s, 1H), 8.70 (m, 1H), 7.65-7.60 (m, 3H), 7.45 (m, 1H), 7.34
(m, 1H), 7.18 (m, 1H), 6.78 (s, 2H), 3.96 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 1.30 (d, 6H). ESIMS:

(MH)": 487.
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VzorkaB(20): N-(5-{5-[4-amino-2-(pyridin-3-ylamino)tiazol-5-yl]-[ 1,2,4]oxadiazol-3-yl} -

2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid-TFA sol

N N)\S‘/E\/O\N
H Nl | H
AI:[ ”
O
F F

"H-NMR (ds-aceton and dg-dmso): & 11.07 (s, 1H), 9.94 (s, 1H), 8.98 (m, 1H), 8.54 (m,
1H), 8.30 (m, 2H), 7.64 (m, 3H), 7.48-7.36 (m, 4H), 7.18 (m, 2H), 3.89 (s, 3H). ESIMS:
(MH)": 522.
Vzorka B(21): {5-[5-(4-amino-2-izopropylaminotiazol-5-yl)-[1,2,4]Joxadiazol-3-y1]-2,4-

difluorofenyl}tercbutylester kyseliny karbamovej

NH,
/\”AS—%OT‘ i o
Beate

"TH-NMR (dg-aceton): § 8.42 (s, 1H), 8.18 (m, 1H), 7.70 (m, 1H), 7.67 (m, 1H), 7.26 (m,
1H), 6.73 (s, 2H), 3.97 (m, 1H), 2.54 (s, 3H), 1.50 (s, 9H), 1.29 (d, 6H). ESIMS: (MH)":
431.

Vzorka B(22): N-{3-[5-(4-amino-2-izopropylaminotiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-4-

metylfenyl} 3-metoxybenzamid

N NH,
)\NJLSI' o,
H I H
N

o
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'H-NMR (dg-acet6n): & 9.59 (s, 1H), 8.42 (m, 1H), 8.03 (m, 1H), 7.57(m, 2H), 7.43-7.7.37
(m, 3H), 7.14 (m, 1H), 6.73 (s, 2H), 3.97 (m, 1H), 3.88 (s, 3H), 2.60 (s, 3H), 1.29 (d, 6H).
ESIMS: (MH)": 465.

Vzorka B(23): {3-[5-(4-amino-2-fenyltiazol-5-y1)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-4-

metylfenyl}tercbutylester kyseliny karbidmovej

Qﬂi;IVO\P' o
Peate

'H-NMR (ds-acet6n): 8 9.78 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.72 (m, 3H), 7.42 (m, 2H), 7.39 (m,
1H), 7.11 (m, 1H), 6.91 (s, 2H), 2.57 (s, 3H), 1.51 (s, 9H). ESIMS: (MH)": 465.

Vzorka B(24): (3-{5-[4-amino-2-(1H-benzoimidazol-5-yl)tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-
yl}-4-metylfenyl)tercbutylester kyseliny karbdmovej

Vzorka B(25): (3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenyl)tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-

y1}-4-metylfenyl)tercbutylester kyseliny karbdmovej

-~
/
o N NH,
||
CN
oA L o

'H-NMR (ds-aceton): & 9.62 (s, 1H), 8.23 (m, 1H), 8.09 (m, 1H), 7.15-7.05 (m, 2H), 7.39
(m, 3H), 6.82 (s, 2H), 6.91 (s, 2H), 4.07-3.85 (s, 9H), 3.76 (s, 3H), 1.49 (s, 9H). ESIMS:
(MH)": 571.

Vzorka B(26): 2-etyl-5-metyl-2H-pyrazol-3-karboxylovej kyseliny {3-[5-(4-amino-2-

fenyltiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-4-metylfenyl }amid
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'H-NMR (de-acetdn): & 10.75 (s, 1H), 9.42 (m, 1H), 8.38 (m, 1H), 7.99 (m, 1H), 7.20 (m,
2H), 7.45-7.35 (m, 3H), 7.12 (m, 1H), 6.90 (s, 2H), 6.74 (s, 1H), 4.55 (quartet, 2H), 2.62

5 (s,3H), 2.21 (s, 3H), 1.39 (t, 3H). ESIMS: (MH)": 500, (MNa)*: 523.
Vzorka B(27): 2-etyl-5-metyl-2H-pyrazol-3-karboxylovej kyseliny [3-(5-{4-amino-2-[6-(4-

metylpiperazin-1-yl)-pyridin-3-yl]tiazol-5-y1}-[1,2,4]Joxadiazol-3 -yl)-4-metylfenyljamid

10 'H-NMR (CD;0D): § 8.37 (m, 1H), 8.25 (m, 1H), 7.89 (m, 1H), 7.77 (m, 1H), 7.34 (m,
1H), 6.87 (m, 1H), 6.73 (m, 1H), 4.51 (quartet, 2H), 3.58 (m, 4H), 2.72 (m, 4H), 2.58 (s,
3H), 2.46 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 1.42 (t, 3H). ESIMS: (MH)*: 600.
Vzorka B(28): N-[5-(5-{4-amino-2-[6-(4-metylpiperazin-1-yl)-pyridin-3-yl]tiazol-5-
y1}-[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-2-chloro-4-metylfenyl]-3-metoxybenzamid

15
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'H-NMR (dg-acetén and dg-dmso): & 10.51 (s, 1H), 9.89 (s, 1H), 8.47 (m, 2H), 7.91 (m,
1H), 7.70-7.51 (m, 3H), 7.45 (m, 1H), 7.20-7.14 (m, 3H), 6.89 (m, 1H), 3.91 (s, 3H),
3.58 (m, 4H), 2.67 (s, 3H), 2.58 (m, 4H), 2.36 (s, 3H). ESIMS: (MH)*: 632.

Vzorka B(29): 2-hydroxy-4-metylpentanova kyselina [3-(5-{4-amino-2-[6-(4-

metylpiperazin-1-yl)pyridin-3-yl]tiazol-5-y1}-[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-4-metylfenyljamid

Y

'H-NMR (CD;OD): & 8.47 (m, 1H), 8.28 (m, 1H), 8.01 (m, 1H), 7.68 (m, 1H), 7.32 (m,
1H), 7.00 (m, 1H), 4.20 (m, 1H), 3.41-3.31 (m, 7h), 2.99 (m, 4H), 2.59 (s, 3H), 1.93 (m,
1H), 1.65 (m, 2H), 1.10 (d, 6H). ESIMS: (MH)": 578.

Vzorka B(30): 2-etyl-5-metyl-2H-pyrazol-3-karboxylov4 kyselina (3-{5-[4-amino-2-(4-

hydroxyfenyl)tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-4-metylfenyl)amid

aur
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'H-NMR (dg-acetén): 8 9.77 (s, 1H), 9.43 (s, 1H), 8.36 (m, 1H), 7.98 (m, 1H), 7.66 (m,
2H), 7.41-7.36 (m, 3H), 6.90 (s, 2H), 6.75 (s, 1H), 4.64 (m, 2H), 4.54 (quartet, 2H), 4.14
(m, 1H), 2.61 (s, 3H), 2.20 (s, 3H), 1.39 (t, 3H). ESIMS: (MH)": 531.

Vzorka B(31): (Z)-2-metyl-but-2-enoov4 kyselina [3-(5-{4-amino-2-[4-(4-metylpiperazin-

5 l-yDfenyl]tiazol-5-yl}-[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-4-metylfenylJamid

\N/\
NH,

NS NP
o

'H-NMR (ds-acetén): 8 10.55 (s, 1H), 9.92 (s, 1H), 8.60 (m, 1H), 8.24 (m, 1H), 7.81 (m,
2H), 7.31 (m, 1H), 7.22 (s, 2H), 6.87 (m, 1H), 5.61 (m, 1H), 3.45 (m, 4H), 2.50 (s, 3H),
2.40 (m, 4H), 2.22 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 1.72 (d, 3H). ESIMS: (MH)": 546.

10 Vzorka B(32): (Z)-2-metyl-but-2-enoova kyselina (3-{ 5-[4-amino-2-(3-pyrolidin-1-

ylmetylfenyl)tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-4-metylfenyl)amid

'"H-NMR (CD;OD):  8.31 (m, 1H), 7.80 (m, 2H), 7.68 (m, 1H), 7.50 (m, 2H), 7.32 (m,
1H), 5.70 (m, 1H), 4.33 (s, 2H), 2.59 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.10 (m, 4H), 1.9 (m, 4H),

15 1.80 (m, 3H). ESIMS: (MH)": 530.
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Vzorka B(33): (3-{5-[4-amino-2-(3-pyrolidin-1-ylmetylfenyl)tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-

3-yl}-4-metylfenyl)terc-butylester kyseliny karbdmovej

'H-NMR (d¢-acetén): 5 10.48 (s, 1H), 8.61 (m, 1H), 8.47 (m, 1H), 8.23 (m, 1H), 7.74 (m,
5 1H), 7.63 (m, 1H), 7.38-7.28 (m, 5H), 4.33 (s, 2H), 3.47 (m, 4H), 2.80 (m, 4H), 2.58 (s,

3H), 1.51 (s, 9H), ESIMS: (MH)": 548.

Vzorka B(34): (3-{5-[4-amino-2-(3-pyrolidin-1-ylmetylfenyl)tiazol-5-yl]-[ 1,2,4]oxadiazol-

3-yl}-4-metylfenyl)izobutylester kyseliny karbamovej

10 'H-NMR (de-acetén): & 10.46 (s, 1H), 8.75 (m, 1H), 8.52 (m, 1H), 8.26 (m, 1H), 7.74 (m,
1H), 7.63 (m, 1H), 7.36-7.27 (m, 3H), 7.2 (s, 2H), 4.29 (s, 2H), 3.92 (d, 2H), 3.22 (m,

4H), 3.09 (m, 4H), 2.57 (s, 3H), 1.98 (m, 1H), 0.97 (d, 6H), ESIMS: (MH)":548.

/N N NH,
(L X o
N
oAt
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'H-NMR (dg-acetén): § 9.79 (s, 1H), 8.45 (s, 1H), 8.11-8.15 (m, 2H), 7.71 (m, 1H), 7.64
(m, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.29 (m, 1H), 6.79 (s, 2H), 2.57 (s, 3H), 1.51 (s, 9H). ESIMS:
(MH)": 505.

Vzorka B(35): 3-[3-[(3-metoxybenzoyl)amino]-6-metylfenyl]-5-(2-fenylamino)-4-amino-

5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

. Njﬁ i
L »N'L&* NN o~
NT S o~
H

'H NMR (ds-DMSO): § 2.55 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 7.1 (m, 1H), 7.18 (m, 1H), 7.2 (s br,
2H), 7.4 (m, 2H), 7.45 (m, 2H), 7.55 (m, 2H), 7.7 (dd, 2H), 7.95 (dd, 1H), 8.35 (d, 1H),
10.35 (s br, 1H), 10.85 (s br, 1H). ESIMS [MH]*: 499.

Anal. kalk. na C26 H22 N6 03 S: C, 62.64; H, 445, N, 16.86; S, 6.43. Vysledok: C,
62.41; H, 4.54, N, 16.72; S, 6.30.

Vzorka B(36): 3-[3-[(3-metoxybenzoyl)amino]-6-metylfenyl]-5-[2-[3-amino-6-(4-

morfolinyl)pyridinyl]-4-amino-5-tiazolyl]}-1,2,4-oxadiazol

NH
S JOOW:
N
N~ | )NI:\S—<’ ! N oL

H
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'H NMR (ds-DMSO0): 8 2.55 (s, 3H), 3.4 (m, 4H), 3.7 (m, 4H), 3.85 (s, 3H), 6.9 (d, 1H),
7.15 (m, 1H), 7.22 (s br, 1H), 7.35 (d, 1H), 7.45 (m, 1H), 7.55 (m, 2H), 7.85 (dd, 1H), 7.95
(dd, 1H), 8.4 (dd, 2H), 9.75 (s br, 1H), 10.35 (s br, 1H), 10.7 (s br, 1H). ESIMS [MH]":
585.

Vzorka B(37): 5-{3-[3-(5-metyl-2H-[1,2,4]triazol-3-yl)fenyl]-[1,2,4-oxadiazol-5-y1} -

N2-(3,4,5-trimetoxyfenyl)tiazol-2,4-diamin

(A) K 1(6,0g, 37,5 mmol) v 120mL EtOH bol pridany hydrazin (6,24mL,
200 mmol, 5,3 ekv.) po kvapkach. Vysledny roztok bol pridany do 90 °C olejového
kipela. Reakcia sa mie3ala, aZ kym 1 nezanikla pomocou TLC (~2h). Reakcia sa
schladila, rozpastadlo sa redukovalo na ~50mL rota&nou evaporéciou a 2 sa vyzrazala
ako biela zrazenina. Zrazenina sa zozbierala filtraciou. Objem filtratu sa d’alej
redukoval na ~20mL a zriedil s éterom (10mL), a tak sa dala zozbierat’ druhd varka 2.
Dve varky sa zIU&ili potom, ked’ sa pregistili na rovnaka tirove pomocou 'H NMR
(vynos: 5,07g, 83%). Rf1=0.8 (25%CH,Cl,-EtOAc), Rf 2= 0.2 (25%CH,Cl,-
EtOAc).
2: 'H-NMR (dg-dmso): & 9.98 (s, 1H), 8.21 (m, 1H), 8.14 (m, 1H), 8.00 (m, 1H), 7.71

(m, 1H), 4.60 (s, 2H).
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(B) Do roztoku acetamidinuHCl (2,3g, 24,6 mmol, 1 ekv.) v 20mL
nehydrogenovaného etanolu sa pridal NaOEt (24,6mL, 1M v EtOH, 1 ekv.) pod agénovou
atmosférou. Po 30 min.sa zakaleny roztok vyfiltroval cez fritovii do3ti¢ku zabalent v
celite. Do vysledného Cistého roztoku sa pridala 2. Na zéklade pridania 2 sa reakcia
meni na ZIt a obla€ikovitd. Roztok sa sa vyCiri po ~5 min. mie3ania a potom sa sformuje
tazka zrazenina. Reakcia sa moZe mieSat’ pomocou TLC (3h) aZ kym sa 2 nestrati. Rf 2=
0.75 (30%EtOH: 30%CHCI3: 40%EtOAc). Rf necyklizovaného medziproduktu =0.2 *
(30%EtOH: 30%CHCI3: 40%EtOAc). Reakcia sa mie3a na 'ade 30 min., potom sa filtruje
a déva bielu zrazeninu (2,125g, 85%). 2,07g tohto medziproduktu sa rozpustilo v 10mL
xylénu a 0,52mL 1-oktanolu a umiestnilo do 150 °C olejového kiipel'a. Po ~15h sa
pozorovala plna konverzia 3 pomocou TLC a zrazili sa biele krystaly. Reakcia sa
umiestnila do 'adového-MeOH kipel'a na 15 min. a potom sa sfiltrovala. Kry3taly sa
preplachli studenymi xylénmi a potom vysusili, a tym vzniklo 1,636g 3 (83%). Rf 3=10.6
(30%EtOH: 30%CHCI3: 40%EtOAc). 3: 'H-NMR (d¢-dmso): 5 13.89 (s, 1H), 8.27 (m,
2H), 7.86 (m, 1H), 7.67 (m, 1H), 2.43 (s, 3H).

NH,"Cr
1. EtOH, EtQAc -

\
g

NH, + 2. xylenes, octanol = /N
N NH, N \/>/
3
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ZliCenina 3 d’alej reagovala podobnym spdsobom podl'a procediiry B(1), aby sa
sformovala Vzorka B(37). '"H-NMR (dg acet6n): & 8.85 (m, 1H), 8.26 (m, 1H), 8.15 (m,
1H), 7.63(m, 1H), 7.09 (s, 2H), 7.01 (s, 2H), 3.86 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 2.49 (s, 3H).
ESIMS: (MH)": 507.

PRIKLAD B(38) a B(39) sa tvoria podobne ako podFa procediiry popisanej pri B(37).
Vzorka B(38): 5-{3-[3-(5-izopropyl-2H-[1,2,4]triazol-3-yl)fenyl]-[1,2,4 Joxadiazol-5-

y1}-N2-(3.4,5-trimetoxyfenyl)tiazol-2,4-diamin

'H-NMR (ds-acetén): & 13.79 (s, 1H), 10.78 (s, 1H), 8.63 (m, 1H), 8.15 (m, 2H),

7.63 (m, 1H), 7.36 (s, 2H), 7.02 (s, 2H), 3.81 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 3.13 (septet, 1H), 1.33
(d, 6H). ESIMS: (MH)": 535.

Vzorka B(39): 5-(3-{5-[5-izobutyl-2H-[1,2,4]triazol-3-yl)fenyl-[1,2,4]oxadiazol-5-yl) -N2-

(3,4,5-trimetoxyfenyl)tiazol-2,4-diamin



e rrr -

~96 - A 0125-002+

'H.NMR (dg-acetén): 8 12.75 (s, 1H), 9.68 (s, 1H), 8.81 (m, 1H), 8.23 (m, 1H), 8.11 (m,
1H), 7.58 (m, 1H), 7.02 (s, 2H), 6.93 (s, 2H), 3.77 (s, 6H), 3.67 (s, 3H), 2.51 (d, 2H), 2.01

(m, 1H), 0.98 (d, 6H). ESIMS: (MH)": 549.

PRIKLAD B(40)
5
NH;
(0
S
& 7 NTO-|_
(o]
PRIKLAD B(41)
-
\ 9 NH, F. (I)
) /\g\( \©: /ﬁ\ /k
N N
Z
o N)\\s 7/ N 0
H O—n
10
PRIKLAD B(42)
e
\ ? NH,
© NN N ‘ i
=z 0o
\O N)\\s 0_7/
H N /0

PRIKLAD B(43)




. d e er e
-

-q% - 0 o135-0024

O

PRIKLAD C(1)

4-(3-aminofenyl)-NT-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-[2,5 ’]bitiazolyl-2’,4’-diamin

e
0 N
g T
~N S
0 N S ]
N NH,
5 Roztok (3-nitrofenyl)-Nzl-trimetoxyfenyl-[2,5 "bitiazolyl-2',4'-diaminu (1 mmol),

pripraveny ako v pripade Vzorky A(1), a chlorid cinaty (3 mmol) v DMF (3 mL) pod
argonovou atmosférou, sa miesali pri 50 °C (vnitorn4 teplota) 2,5 hod. Vysledny
tmavohnedy roztok sa rozpustil s etylacetatom (10 mL) a NaHCOs (10 mL) a vytvorili
formaciu zrazeniny, ktora sa odstrénila filtraciou a oplachla pomocou 50%

10 DMF/etylacetatu (20 mL), aZ kym filtrat nebol takmer bezfarebny. Filtrat sa potom 'omyl
pomocou NaHCO; (30 mL), vloZil do sol'ného roztoku (30 mL), vysusil cez MgSO,,
sfiltroval, rozptst'adlo sa vymylo a filtrat sa purifikoval pomocou bleskovej
chromatografie (triediace vymyvanie, 10% aceton/CH,Cl; na 40% acetén/CH,Cl,), z &oho
vznikol 4-(3-aminofenyl)-N*-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-[2,5°Jbitiazolyl-2’,4’-diamin. Mp

15 205-210 °C (dekomp). 'H NMR (DMSO-dg): §10.35 (br d, NH,), 7.41 (s, 1H), 7.18 (s,
1H), 7.07 (d, l'H, J=4.82 Hz, 1H), 7.00 (s, 2H), 6.95 (s, 1H), 6.57-6.52 (m, 1H), 5.13 (br

d, NH,), 3.80 (s, 6H), 3.65 (s, 3H). FABMS (MH"): 456.
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Anal. kalk. na C;Hy; NsO;S;: C, 55.37; H, 4.65; N, 15.37; S, 14.08. Vysledok: C, 55.59;
H,4.72; N, 15.11; S, 13.92.

PRIKLAD C(2)

3-[3-aminofenyl]-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]- 1,2,4-oxadiazol

HZ
N N
/”\\ 72 NH,
HN S o—N
\0 ?
AN

Roztok 267 mg (0,49 mmol) 3-(3-t-butyloxykarboxyaminofenyl)-5-[2-[(3,4,5-
trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazolu (pripraveny podla B(2)) v 3
mL 50% trifluorooctovej kyseliny v dichlorometéne sa mie$al 60 mintt prij teplote okolia
a potom bol ponoreny do I'adu. 3N NaOH sa dodal po kvapkéch, a% kym sa roztok stal
zasaditym a zmes sa extrahovala pomocou EtOAc. Organicka zlozka sa vyplachla
pomocou NaHCOj; a ponorila do sol'ného roztoku a vysusila cez Na,SO,. Rozpuitadlo sa
odstranilo a dalo 204 mg (95% vynos) menovanej zli&eniny vo forrﬁe bledoruZovej tuhej
latky.

'HNMR (de-aceton): 8 3.6 (s, 3H), 3.75 (s, 6H), 4.8 (s br, 2H), 6.75 (m, 1H), 6.85 (s br,
2H), 6.95 (s, 2H), 7.1 (t, 1H), 7.25 (m, 1H), 7.35 (m, 1H), 9.6 (s br, 1H). ESIMS (MH"):
441; (M-H): 439.

Anal. kalk na C2H0N6O4S: C, 54.53; H, 4.58; N, 19.08; S, 7.28. Vysledok: C, 54.79; H,

4.59; N, 18.81; S, 7.09.
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PRIKLAD C(3)

4-[4’-amino-4-(3-aminofenyl)-[bitiazolyl-2’-ylamino]benzénsulfonamid

o, 0

N

H

NH,

NH,
N
-~
s/
Menovana zluZenina sa pripravila podobnym spdsobom ako v pripade Prikladu

5 C(1) and C(2).

'H NMR (CD;OD): & 7.88 (s, 4H), 7.42 (s, 1H), 7.40-7.29 (m, 2H), 7.25-7.18 (m, 1H),

6.80-6.72 (m, 1H). FABMS (MH"): 445.

Vzorka C(4): 3-[3-amino-6-fluorofenyl]-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-

tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

O/ NHz
\ N N
o /'L\ & NH,
N~ S o-N

'HNMR (CDCl5-MeOD 10:1): §  3.85 (s, 3H), 3.95 (s, 6H), 6.75 (m, 2H), 7.1 (m, 2H),

10

7.7 (s br, 1H). ESIMS [MH]": 459.
Vzorka C(5): 3-[2-ﬂuoro-4-metoxy-5-aminofenyl]-S-[Z-[(3,4,S-trimetoxyﬂlenyl)amino]-4-
amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

15
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O/ NHz
\ N N
O );\\ ! NH,
N~ S o-N
~0 H |

IH NMR (dg-DMSO): 5 3.6 (s, 3H), 3.8 (s, 6H), 4.0 (s, 3H), 6.95 (s br, 2H), 7.2 (m, 3H),
8.65 (d, 1H), 9.05 (s br, 1H). ESIMS [MH]": 489.
Vzorka C(6): 3-(3-amino-6-metylfenyl)-5-[2-[(3,4,5 trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-

tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

O/ NH,
\ N N
O )l\\ 7 NH2
N~ s oN

'HNMR (CDClL): & 2.05 (s, 3H), 3.8 (s, 9H), 6.2 (s br, 2H), 6.6 (s br, 2H), 6.8 (m br,
1H), 7.05 (m br, 1H), 7.45 (s br, 1H). ESIMS [MH]": 455.
Vzorka C(7): 5-[3-(5-amino-2-chlorofenyl)-[1,2,4]oxadiazol-5-y1}-N2-(3,4,5-

trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin
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"H-NMR (d¢-acetdn): § 9.58 (s, 1H), 7.13 (m, 2H), 6.92 (s, 2H), 6.78 (s, 2H), 6.70 (m, 1H),
4.91 (s, 2H), 3.78 (s, 6H), 3.58 (s, 3H). ESIMS:(MH)": 475 (100%),477 (30%.)
Vzorka C(8): 5-[3-(5-amino-2,4,-difluorofenyl)-[1,2,4]oxadiazol-5-yl]-N2-(3,4,5-

trimetoxyfenyl)tiazol-2,4-diamin

~

e \ ' mz
. ? N/k"3| 1 0{"
o H N

NH,

F

"H-NMR (dg-acetén): 8 9.72 (s, 1H), 7.63 (m, 1H), 7.09 (m, 1H), 7.05 (s, 2H), 6.94 (s, 2H),
4.83 (s, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H). ESIMS (MH)": 477.

Vzorka C(9): 5-[3-(5-amino-2-chloro-4-fluorofenyl)-[1,2,4]oxadiazol-5-yl]-N-(3,4,5-
trimetoxyfenyl)tiazol-2,4-diamin

~N

o |
: N
NI

(P N S |O~.N

Cl F

N

'H-NMR (dg-dmso) § 10.76 (s, IH), 7.36 (m, 2H), 7.18 (s, 2H), 6.93 (s, 2H), 5.60 (s,

2H), 3.86 (s, 6H), 3.73 (s, 3H). ESIMS (MH)"* 493(100%),495(30%).



10

15

20

~ 102 - 0125:0021

Vzorka D(1)
N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5"bitiazolyl-4-yl])fenyl} acetamid

H

OCH,

L NH,

' N’J\s:| :T’S
H,CO N |

Anhydrid kyseliny aceténovej (21,3 uL, 0,2250 mmol) bol pridany do roztoku 4-(3-

Kl\n/

o

aminofcnyl)-Nz’—(3,4,5-trimetoxyfenyl)-[2,5’]bitiazoly1-2’,4’-diaminu (50,0 mg, 0,1125
mmol), pripraveny ako je popisané vo Vzorke C(1), rozpusteny v pyridine (28,5 pL, 0,352
mmol), DMF (70 pL) a THF (700 pL) pri -15 °C (teplota kiipel'a). Po 30 mimitach sa
reakcia stlmila pomocou MeOH (0,5 mL), koncentrovala a purifikovala pomocou
pripravného C-18 reverzno-fazovou HPLC (triediace vymyvanie, 95%\H20/0, 1%
TFA/CH;CN na 5% H,0/0.1% TFA/CH3;CN) a vzniklo 46 mg (82% vynos) N-{3-[4'-
amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'bitiazolyl-4-yl}fenyl }acetamidu.

'H NMR (CDCL): & 7.97 (s, 1H), 7.56 (d, J= 7.7 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.30

(t,J=1.6 Hz, 1H), 7.27 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 6.55 (s, 2H), 5.90-6.10 (bs, 1H), 3.82 (s, 6H),

3.78 (s, 3H), 2.14 (s, 3H). ESIMS (MH"): 498.
Anal. kalk. na Co3Hy3N504S,+(0.5 Hz0, 0.5 acetén): C, 54.93; H, 5.08; N, 13.08; S, 11.97.
Vysledok: C, 54.73; H, 4.80; N, 13.21; S, 11.98.

Podobne ako Vzorka D(1) boli pripravené nasledujiice Priklade D(2) cez D(57).

z

PRIKLAD D(2)
N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'Tbitiazolyl-4-yl]fenyl } -C-

fenylmetansulfonamid

o S et



10

15

e
r

—J03 — T 0125-002< .

OCH
H.C NH,

L

3 H I | I&l\s\

<
'H NMR (CDCls): & 7.61 (s, 1H), 7.55 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.32 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.26-
7.16 (m, 5H), 7.03 (s, 1H), 7.00 (s, 2H), 6.51 (s, 2H), 6.42 (s, 1H), 5.90-6.00 (bs, 2H), 4.26
(s, 2H), 3.78 (s, 6H), 3.74 (s, 3H). ESIMS (MH"): 610.
Anal. kalk. na CpsH7N50583°0.3 H,O: C, 54.67; H, 4.52; N, 11.39. Vysledok: C, 54.70;

H, 4.52; N, 11.04.

PRIKLAD D(3)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-
yl]fenyl} metansulfonamid

OCH

'HNMR (CDCL): §7.81 (s, 1H), 7.69 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.45 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.26
(s, 1H), 7.24 (5, 1H), 6.73 (bs, 1H), 6.70 (s, 2H), 3.92 (s, 6H), 3.89 (s, 3H), 3.12 (s, 3H).
ESIMS (MH"): 534.

Anal. kalk. na C3,HyN505850.9 TFA: C, 44.92; H, 3.79; N, 11.01; S, 15.12. Vysledok:
C, 44.94;H, 3.87; N, 11.12.

PRIKLAD D(4)
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{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl] fenyl} fenylester kyseliny

karbdmove;j

OCH,
HC NH,
.
H,CO N ] "
N\n/O
r0O
'H NMR (CDCls): & 8.04 (s, 1H), 7.64 (t, J= 7.2 Hz, 1H), 7.46-7.38 (m, 5H), 7.28-7.18

5 (m,4H), 7.14 (s, 1H), 7.05 (s, 1H), 6.64 (s, 2H), 6.09 (bs, 1H), 3.91 (s, 6H), 3.87 (s, 3H).
ESIMS (MH"): 576.
Anal. kalk. na CsH,sNs05S,-0.3 DMF: C, 58.08; H, 4.57; N, 12.42; S, 10.73. Vysledok:
C, 58.33; H, 4.39; N, 11.53; S, 10.68.

PRIKLAD D(5)

10
N-{ 3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxy-fenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-2-

OCH,
Hacojij\ NH,
\ ]
H,CO ﬁ/l\ L ¥
T

'"HNMR (CDCl): & 7.89 (s, 1H), 7.64 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 7.47-7.32 (m, 7H), 7.14 (s,

fenylacetamid

15 1H),7.10 (s, IH), 6.64 (s, 2H), 6.06 (bs, 2H), 3.91 (s, 6H), 3.87 (s, 3H), 3.79 (s, 2H).

ESIMS (MH"): 574.
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Analyza prepo&tu na CooH7NsO4S,: C, 60.71; H, 4.74; N, 12.21; S, 11.18. Vysledok: C,
60.88; H, 4.78; N, 12.00; S, 11.14.

PRIKLAD D(6)

{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxy-fenylamino)-{2,5'] bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -metylester

5  kyseliny karbdmove;j

OCH,
HC NH,
A I . s
H,CO H I H
S
(0]
'H NMR (CDCL): & 8.14 (s, 1H), 7.82 (d, /= 6.9 Hz, 1H), 7.59 (m, 3H), 7.34 (s, 1H),
6.90 (s, 1H), 6.85 (s, 2H), 6.40-6.20 (bs, 1H), 4.12 (s, 6H), 3.78 (s, 3H), 2.14 (s, 3H).
ESIMS (MH"): 514.
10  Analyza prepo¢tu na C23H23N5(?582-0.35H202 C, 53.13; H, 4.60; N, 13.47; S, 12.34.
Vysledok: C, 53.10; H,4.58; N, 13.34; S, 12.11.

PRIKLAD D(7)

1-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'] bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-3-metyl-urea
OCH,
HLC NH,
NJ'\:/(('
H,CO |
S oy
o

15 'HNMR (CDCL): § 8.63 (bs, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.49 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
7.39 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.07 (s, 1H), 6.75 (s, 2H), 6.00-6.10 (bs, 1H), 5.35

(bs, 1H), 3.87 (s, 6H), 3.81 (s, 3H), 2.80 (d, J= 4.3 Hz, 3H). ESIMS (MH"): 513.
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Anal}'fza prepoétu na C23H24N60482'0.4 HzOZ C, 5314, H, 481, N, 1617, S, 12.34.
Vysledok: C, 53.15; H,4.75; N, 16.12; S, 12.46.

PRIKLAD D(8)

N-{3-[4"-mino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-fenyl }-propionamid
OCH,
HC NH,
N I' s
H,CO ]
3 H | n

'H NMR (CDCL): & 8.27 (s, 1H), 7.85 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.59

\n/\

O

(t, J=7.9Hz, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 6.84 (s, 2H), 6.20-6.35 (bs, 1H), 4.11 (s, 6H),
4.07 (s, 3H), 2.64 (q, J= 7.6 Hz, 2H), 1.50 (t, J= 7.5 Hz, 3H). ESIMS (MH"): 512.
Analyza prepo&tuna Cp4HpsNsO4S2: C, 56.34; H, 4.93; N, 13.69; S, 12.54. Vysledok: C,
56.22; H,5.01; N, 13.48; S, 12.73.

PRIKLAD D(9)

N-{3-[4'-amino-2"-(3,4,5-trimetoxy-fhenylamino)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-

OCH, |
Hsccji)\ NH,
\ ]
H,CO HN/k | | N
18

'HNMR (CDCl): 8 9.16 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.53

izobutyramid

(d,J=7.8 Hz, 1H), 7.27 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.77 (s, 2H), 6.00-6.20 (bs, 1H),

3.81 (s, 6H), 3.75 (s, 3H), 2.18 (m, 3H), 0.95 (d, J= 6.3 Hz, 6H). ESIMS (MH"): 540.

-
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Anal)’rza prepoétu na C26H29N50482‘0.5 HzOZ C, 5691, H, 551, N, 1276, S, 1 169
Vysledok: C, 57.33; H, 5.57; N, 12.28; S, 11.64.

PRIKLAD D(10)

{3-[4-amino-2'"-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -izopropylester

kyseliny karbdmovej

OCH,
B
H,CO HN/k ) 0
Ty

'H NMR (CDCls): & 7.93 (s, 1H), 7.60 (d, J= 6.9 Hz, 1H), 7.40 (m, 3H), 7.13 (s, 1H),
6.65 (s, 2H), 6.62 (s, 1H), 6.08 (bs, 2H), 5.06 (m, J = 6.4 Hz, 1H), 3.92 (s, 6H), 3.87 (s,
3H), 1.33 (d, J= 6.4 Hz, 6H). ESIMS (MH"): 542.

Analyza prepo¢tu na C2sHz7Ns0sS2: C, 55.44; H, 5.02; N, 12.93; S, 11.84. Vysledok: C,
55.15; H, 5.14; N, 12.46; S, 11.75.

PRIKLAD D(11)

4-chléropyridin-2-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5"bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -amid

Me
MeO r1 NH,
J\:[' )
S
MeO N S N¥
. e O

HRFABMS: Prepocet na C27H,3CINgO,4S, (MH"): 594.0911. Vysledok: 594.0927.
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Analyza prepo€tu na C,7H3CINgO,S,: C, 54.94; H, 3.90; N, 14.12; S, 10.78. Vysledok:
C,54.43;H, 3.87; N, 14.01; S, 10.92.

PRIKLAD D(12)

{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -benzylester

kyseliny karbamovej

OCH,
Hacojij\ " NH,
o
e Ho | %K/@
o)

'HNMR (CDCL): & 7.93 (s, 1H), 7.61 (d, J= 7.0 Hz, 1H), 7.40 (m, 7H), 7.12 (s, 1H),
6.76 (s, 1H), 6.64 (s, 2H), 6.07 (bs, 2H), 5.25 (s, 2H), 3.91 (s, 6H), 3.87 (s, 3H). ESIMS
(MH"): 590.

Analyza prepo¢tu na CosH27NsOsS,: C, 59.07; H, 4.62; N, 11.88; S, 10.88. Vysledok: C,
58.84; H,4.64; N, 11.71; S, 11.07.

PRIKLAD D(13)

N-{3-[4"-amino-2"-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5"bitiazolyl-4-y1]-fenyl}-2,2,2-

trifluoroacetamid

OCH,
HC NH,
N/t I
H,CO H S 0 | H " F
F
o
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'H NMR (CDCL3): 5 8.14 (s, 1H), 7.96 (bs, 1H), 7.79 (d, J= 6.4 Hz, 1H), 7.48 (d, /= 8.0

Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.65 (s, 2H), 6.05 (bs, 2H), 3.92 (s, 6H), 3.87 (s, 3H). ESIMS

(MH"): 552.

o
I
S
-
4.

HRMS (FAB), m/z Prepo&et na C,3H0F3N50,S, (MH"): 552.0987. Vysledok: 552.0981.

PRIKLAD D(14)
N-{3-[4"-amino-2"-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5"bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -2,2-

difluoroacetamid
OCH,
HC NH,
N/t '
H,CO ; i N0
3 H | i
F
(o

'"HNMR (CDChy): 8 8.15 (s, 1H), 7.98 (bs, 1H), 7.75 (d, /= 7.5 Hz, 1H), 7.61 (d, J=8.1
Hz, 1H), 7.46 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.66 (s, 2H), 6.08 (bs, 2H), 3.93 (s, 6H),
3.89 (s, 3H), 3.52 (s, 1H). ESIMS (MH"): 534.

HRMS (FAB), m/z Prepotet na Cy3H, F2NsO4S; (M+Cs*): 666.0057. Vysledok:
666.0032.

PRIKLAD D(15)

N-{ 3-[4'-amino~2'—(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[Z,5’]bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -2-

fenoxyacetamid

OCH,
H.C NH,
N/L '
H,CO N ; ] . O/@
(o]
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'HNMR (CDCl;): & 8.27 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.63 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 7.32 (m, 4H), 7.07 (s, 1H), 6.56 (s, 2H), 6.01 (bs, 2H), 4.58 (s, 2H), 3.82 (s, 6H),
3.78 (s, 3H). ESIMS (MH'): 590.

Analyza prepo&tu na CosHy7N505S,:(0.7 H,0, 0.2 EtOAc): C, 57.73; H, 4.88; N, 11.30; S,
15.74. Vysledok: C, 57.97;H,4.59; N, 11.08; S, 10.33.

PRIKLAD D(16)

N-{3-[4"-amino-2'"-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl}-fenyl}-3-

fenylpropionamid

OCH,
HC NH,
N/L l
H,CO STy
TE T L)
0]

'H NMR (CDClL): & 7.97 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.40
(m, 3H), 7.12 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 6.64 (s, 2H), 6.07 (bs, 1H), 3.91 (s, 6H), 3.87 (s, 3H),
3.11 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 2.72 (t, J= 7.5 Hz, 2H). ESIMS (MH"): 588.
Analyza prepo¢tu na C30H29NsOsS;: C, 61.31; H,4.97; N, 11.92; S, 10.91. Vysledok: C,

60.67; H, 5.09; N, 11.77; S, 10.69.

PRIKLAD D(17)

{3-[4'-amino-2'-(2,4-dimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -benzylester

kyseliny karbamovej
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-1~
HC NH,
@H\ir'
ocH, — N o\,J:::]
3 b
¢l

'HNMR (CDCL3): & 7.65 (s, 1H), 7.48 (d, J= 9.4 Hz, 1H), 7.37 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 7.16
(m, 7H), 6.85 (s, 1H), 6.54 (s, 1H), 6.31 (m, 3H), 6.00-5.70 (bs, 2H), 5.00 (s, 2H), 3.65 (s,
3H), 3.60 (s, 3H). ESIMS (MH"): 560.

Analyza prepottu na C3H,sNs0,45,0.7 H;O: C, 59.14; H, 4.61; N, 12.32; S, 11.28.
Vysledok: C, 59.51; H, 4.41; N, 11.82; S, 10.90.

PRIKLAD D(18)

{3-[4'-amino-2'-(2,5-dimetoxyfenylamino)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -benzylester

kyseliny karbdmovej

OCH, ‘

NH,

N)'\I' s

RS SU PSS

OCH, N\",O
o

'HNMR (CDCl): §7.91 (s, 1H), 7.65 (d, J= 9.4 Hz, 1H), 7.37 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 7.16
(m, 7H), 6.85 (s, 1H), 6.54 (s, 1H), 6.31 (m, 3H), 6.00-5.70 (bs, 2H), 5.00 (s, 2H), 3.65 (s, -
6H), 3.60 (s, 3H). ESIMS (MH"): 560.

Analyza prepotu na CsH,sNsO4S2: C, 60.09; H, 4.50; N, 12.51; S, 11.46. Vysledok: C,
60.52; H, 4.64; N, 12.00; S, 10.96.

PRIKLAD D(19)
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benzylester {3-[4'-amino-2'-(4-fenoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl}-fenyl}-kyseliny

karbdmovej

ad R@N*%W@

'H NMR (CDCl): 8 7.90 (s, 1H), 7.61 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.46 (m, 10H), 7.11 (m, 8H),
6.81 (s, 1H), 6.08 (bs, 2H), 5.25 (s, 2H). ESIMS (MH"): 592.

Analyza prepoc¢tu na C3;HasNsO3S;: C, 64.96 H, 4.26; N, 11.84; S, 10.84. Vysledok: C,
64.68; H,4.36; N, 11.58; S, 10.65.

PRIKLAD D(20)

[3-(4'-amino-2'-fenylamino-[2,5']bitiazolyl-4-yl)-fenyl]-benzylester kyseliny karbamovej

! ?(@\@Tv@

'HNMR (CDCLy): & 7.81 (s, 1H), 7.55 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 7.30 (m, 12H), 7.10 (m, 1H),
7.02 (s, 1H), 6.68 (s, 1H), 6.10-5.90 (bs, 2H), 5.15 (s, 2H). ESIMS (MH"): 500.
HRMS (FAB), m/z Prepo&et: Ca6Hz1N505S, (MH): 500.1215. Vysledok: 500.1232.

PRIKLAD D21)

Benzofuran-2-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5'Tbitiazolyl-4-yl]-fenyl}-amid
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— 13
Me

MeO NH,

A LI
H J | o
(0]

O
ESMS (MH"): 600.

Analyza prepoctu na C3oH2sNs50552:0.75 H,O: C, 58.76; H, 4.36; N, 11.42; S, 10.46.
Vysledok: C, 58.74; H, 4.08; N, 11.46; S, 10.41.

PRIKLAD D(22)

{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -naftalén-1-yl-

ester kyseliny karbAmovej

MeO

" ”isjglél@nwro

ESMS (MH"): 626.
Analyza prepottu na C3,H27Ns05S,-0.7 H,O: C, 60.21; H, 4.48; N, 10.97; S, 10.05.
Vysledok: C, 60.24; H, 4.31; N, 10.72; S, 10.03.

PRIKLAD D(23)

{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-1-R-

fenyletylester kyseliny karbdmovej
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- - s

0175-002#
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H

weley

ESMS (MH"): 604.

2
S

I H o
e

o

Analyza prepoétu na C3gH29N505S,:0.4 HyO: C, 58.98; H, 4.92; N, 11.46; S, 10.50.
Vysledok: C, 58.93; H,4.90; N, 11.41; S, 10.27.

5 PRIKLAD D(24)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-benzamid

Me
MeO '\1 NH,
]
MeO ﬁ)\s ° I H
\ A
o)
ESMS (MH"): 560.

Analyza prepottu na CogH,sN504S,: C, 60.09; H, 4.50; N, 12.51; S, 11.46. Vysledok: C,
10 60.07; H, 4.54; N, 12.45; S, 11.42.

PRIKLAD D(25)

{3-[4'-amino-2'-(4-sulfamoylfenylamino)-[2,5'Tbitiazolyl-4-yl]-fenyl} -benzylester kyseliny |

karbamove;j

=0

HoN—

o=

OHJD%:J\OHTVQ
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ESMS (MH"): 579.

2

PRIKLAD D(26)
4-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'bitiazolyl-4-y1]-

fenylkarbamoyloxymetyl}-metylester kyseliny benzoove;j

MeO NH

- e ”lﬁ(@\@nro d

ESMS (MH"): 648.
Analyza prepottu na C3;HyoNsO,S;: C, 57.48; H, 4.51; N, 10.81; S, 9.90. Vysledok: C,
57.66; H, 4.52; N, 10.64; S, 10.08.

PRIKLAD D(27)

N-{3-[4'-amino-2"-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl }-3-

isopropylbenzamid

MeO

e e ﬁ J\?L}B\OH&

ESMS (MH"): 602.
Analyza prepottu na C3;H3NsO4S,: C, 61.88; H, 5.19; N, 11.64; S, 10.66. Vysledok: C,
61.45; H, 5.38; N, 11.30; S, 10.38.

PRIKLAD D(28)
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N-{3-[4-amino-2'-1(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -4-

fluorobenzamid

Me
MeO '1 NH,

A @

s F

MeO N S

A T

0

ESMS (MH"): 578.
Analyza prepottu na CosH24N5045,-0.3 H,0: C, 57.68; H, 4.25; N, 12.01; S, 11.00.

Vysledok: C, 57.64; H, 4.32; N, 11.79; §, 10.97.

PRIKLAD D(29)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'|bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-3-

bromobenzamid

MeO

ESMS (MH"): 638/640.
Analyza prepo¢tu na CogHp4BrNsO4S;: C, 52.67; H, 3.79; N, 10.97; S, 10.04. Vysledok:
C,5249; H,3.99; N, 10.36; S, 9.71.

PRIKLAD D(30)

N-{3-[4"-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'Tbitiazolyl-4-yl]-fenyl}-4-chloro-3-

metylbenzamid
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Me
MeO '\1 NH,
|
. ”J\SI P
\ i
0
ESMS (MH"): 608/610.
Analyza prepottu na CaoHzs CIN504S20.6 H2O: C, 56.27; H, 4.43; N, 11.32; S, 10.36.

Vysledok: C, 56.36; H, 4.38; N, 11.14; S, 10.14.

PRIKLAD D(31)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimehoxyfenylamino)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-3,4-

dimetylbenzamid
Me
MeO '\1 | NH;
AR Ae s ST ¢
N
o'y

ESMS (MH"): 588.

PRIKLAD D(32)

N-{3-[4'—amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)—[2,5']bitiazolyl-4-yl]-feny]}-3-metoxy—4-

metylbenzamid

MeO

MeO ﬁii}a\oﬂm/@ _
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ESMS (MH"): 604.
Analyza prepo¢tu na C3H;9N505S,-0.6 H;O: C, 58.52; H, 5.07; N, 11.08; S, 10.14.

Vysledok: C, 58.48; H, 5.03; N, 10.75; S, 9.95.

PRIKLAD D(33)

5 2,4-dimetyltiazol-5-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5'bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-amid

Me
MeO r1 NH,
MeO S .
N 1| Ho Y

S

ESMS (MH"): 595.
Analyza prepo¢tu na C7;H¢Ng04S3:0.2 H,0: C, 54.22; H, 4.77; N, 13.08; S, 14.97.
10 Vysledok: C, 54.59; H, 4.89; N, 12.61; S, 14.73.

PRIKLAD D(34)

5-metyltiofén-2-kyselina karboxylové {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -amid

Me
MeO '1 NH;
A I’ s
MeO N S I I H l \
N N S
0]

15 ESMS (MH"): 580.
Analyza prepo¢tu na Cp7H,sNs04S5: C, 55.94; H, 4.35; N, 12.08; S, 16.59. Vysledok: C,

55.78; H, 4.26; N, 11.80; S, 16.58.
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PRIKLAD D(35)

5-chlorotiofén-2-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5'bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -amid

MeO

Me
N NH,
||
oA L A "\
! nYC}
0]

ESMS (MH"): 600/602.
Analyza prepo&tu na C;6H22CINsO4S3: C, 52.03; H, 3.69; N, 11.67; S, 16.03. Vysledok:
C,51.61; H, 3.82; N, 11.46; S, 16.01.

PRIKLAD D(36)

5-bromotiofén-2-kyselina karboxylovd {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5"bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -amid
MeO

Me '
’1 NH,
J\ I' S
MeO ﬁ S h! | “ ’ A\

S

Br

0
ESMS (MH"): 644/646.
Analyza prepottu na CsH2;BriNsO4S5:0.8 HyO: C, 47.39; H, 3.61; N, 10.63; S, 14.60.
Vysledok: C, 47.31; H, 3.51; N, 10.57; S, 14.70.

PRIKLAD D(37)

5-bromofuran-2-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -amid
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Me
MeO NH,
MeO NJ\SI S
H (. H YQ\
N N Br
(0]

ESMS (MH"): 628/630.
Analyza prepo¢tu na C6H22BrNsOsS,-0.5 H,O: C, 48.98; H, 3.64; N, 10.99; S, 10.06.
Vysledok: C, 48.98; H, 3.43; N, 10.79; S, 9.80.

PRIKLAD D(38)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl}-fenyl} -3-

metylbenzamid
Me
MeO ,1 | NH;
N
N
o
ESMS (MH"): 574.

Analyza prepo&tu na CooH37N5048,:0.5 H,0-0.5 CH,Cly: C, 56.67; H, 4.68; N, 11.20; S,
10.26. Vysledok: C, 56.76; H, 4.39; N, 11.04; S, 10.12.

PRIKLAD D(39)

N-{3-[4"-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -3-

etylbenzamid
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Me
MeO ’\1 NH;
MeO N)\S ' T S
Rk
ESMS (MH"): 588.

Analyza prepodtu na C30Hz0N504S,0.4 H,0: C, 60.56; H, 5.05; N, 11.77; S, 10.78.
Vysledok: C, 6063; H, 4.87; N, 11.57; S, 10.65.

PRIKLAD D(40)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -3-

chlorobenzamid

MeO

" ij/*&—'lONYQ

ESMS (MH"): 594/596.

Analyza prepo&tu na CosH,4CINsO45,:0.5 H,0:0.3 CH,Cly: C, 54.07; H, 4.11; N, 11.14;
S, 10.20. Vysledok: C, 54.16; H, 3.88; N, 10.95; S, 10.10.

PRIKLAD D(41)
N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-3-

metoxybenzamid
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MeO

ESMS (MH"): 590.

ZX
\

Analyza prepogtu na C9H27N5058,-0.85 HoO: C, 57.57; H, 4.78; N, 11.58; S, 10.60.

Vysledok: C, 57.62; H, 4.58; N, 11.40; S, 10.53.

PRIKLAD D(42)

5-metyltiazol-2-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5'bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-amid
Me
MeO NH,
MeO N),\LS l T s N
H ] /\>_
N N

ESMS (MH+): 581.
Analyza prepodtu na CosH24NgO4S3: C, 53.78; H, 4.17; N, 14.47; S, 16.57. Vysledok: C,

53.57;H, 4.24; N, 14.23; §, 16.47.

PRIKLAD D(43)

{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl}-fenyl} -tertbutylester

kyseliny karbamove;j

i b 55
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MeO

O

ESMS (MH"): 556.
Analyza prepottu na C6H2oNs5Os582:0.4 HyO: C, 55.48; H, 35.34; N, 12.44; S, 11.39.
Vysledok: C, 55.33; H, 5.28; N, 12.55; S, 11.12.

PRIKLAD D(44)

3-[3-benzyloxykarboxyaminofenyl]-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino}-4-amino-5-

tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

'"H NMR (dg-acetén): & 3.7 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 5.2 (s, 2H), 6.95 (s br, 2H), 7.05 (s,
2H), 7.4 (m, 6H), 7.8 (d, 2H), 8.35 (s, 1H), 8.95 (s br, 1H), 9.7 (s br, 1H). ESIMS (MH"):
575; (M-H): 573.

PRIKLAD D(45)

3-[3-acetamidofenyl]-S-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-

oxadiazol
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AN
'"H NMR (de-DMSO): & 2.0 (s, 3H), 3.6 (s, 3H), 3.75 (s, 6H), 6.95 (s, 2H), 7.25 (s br,
2H), 7.4 (t, 1H), 7.75 (m, 2H), 8.2 (s, 1H), 10.1 (s br, 1H), 10.7 (s br, IH). ESIMS
(M+Na*): 505; (M-H): 481.

PRIKLAD D(46)

3-[3-benzamidofenyl]-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-

oxadiazol

AN
'"HNMR (de-acetén): 8 3.7 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 7.0 (s br, 2H), 7.05 (s, 2H), 7.6 (m,
4H), 7.9 (m, 1H), 8.05 (m, 2H), 8.1 (m, 1H), 8.6 (m br, 1H), 9.75 (s br, 1H). ESIMS
(MH"): 545; (M+Na"): 567; (M-H): 543.

PRIKLAD D(47)
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3-[3-(3-metylbenzamido)fenyl]-5-[2-{(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-

1,2,4-oxadiazol
N
/I]“l\ N\ 7 | NH
S —N

AN
'H NMR (dg-acetén): & 2.2 (s, 3H), 3.5 (s, 3H), 3.65 (s, 6H), 6.75 (s br, 2H), 6.85 (s,
5 2H),7.2(d,2H), 7.3 (t, 1H), 7.65 (m, 3H), 7.95 (d, 1H), 8.35 (s br, 1H), 9.5 (s br, 2H).
ESIMS (MH"): 559; (M+Na*): 581; (M-H): 557.
Analyza prepo¢tu na CosHasNsOsS: C, 60.20; H, 4.69; N, 15.04; S, 5.74. Prepoget: C,
60.34; H, 4.82; N, 14.39; S, 5.50

PRIKLAD D(48)

10 3-[3-(3-metoxybenzamido)fenyl]-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)Jamino]-4-amino-S5-tiazolyl]-

1,2,4-oxadiazol

H2
'/T'\\ Z NH
HN S o—N 0
\0 1 /0
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'HNMR (dg-acetén): & 3.7 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 3.9 (s, 3H), 7.0 (s br, 2H), 7.1 (s, 2H),
7.15 (m, 1H), 7.45 (t, 1H), 7.55 (t, 1H), 7.65 (m, 2H), 7.9 (m, 1H), 8.15 (m, 1H), 8.6 (m,
1H), 9.7 (d br, 2H). ESIMS (MH"): 575; (M+Na®): 597; (M-H): 573.

Analyza prepottu na C23HasNgOsS: C, 58.53; H, 4.56; N, 14.63; S, 5.58. Vysledok: C,
58.89; H, 4.78; N, 13.88; S, 5.35

PRIKLAD D(49)

3-[3-(3-trifluorometylbenzamido)fenyl}-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino)-4-amino-5-

i\/g—(N | NH

tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

AN
'H NMR (ds-DMS0): 5  3.65 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 7.0 (s, 2H), 7.25 (s br, 2H), 7.55 (t,
1H), 7.8 (m, 2H), 8.0 (d, 1H), 8.1 (d, 1H), 8.32 (d, 1H), 8.35 (d, 1H), 8.45 (s br, 1H), 10.7
(s, 1H), 10.8 (s, 1H). ESIMS (MH"): 613; (M+Na"):; 635; (M-H): ;611.
Analyza prepo¢tu na CpsH,3F3NgOsS: C, 54.90; H, 3.78; F 9.30; N, 13.72; S, 5.23.
Vysledok: C, 53.55; H, 3.95; N, 12.24; S, 4.67.

PRIKLAD D(50)

3-[3-(3-chlorobenzamido)fenyl]-5-[2—[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-

1,2,4-oxadiazol
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0

"H NMR (dg-acetén): & 3.6 (s, 3H), 3.75 (s, 6H), 6.85 (s br, 2H), 6.95 (s, 2H), 7.45 (m,
3H), 7.75 (d, 1H), 7.9 (d, 1H), 8.0 (m, 2H), 8.45 (s, 1H), 9.6 (s br, 1H), 9.7 (s br, 1H).
ESIMS (MH"): 579/581; (M-H): 577/579.

Analyza prepottu na C;7H;3CINgOsS: C, 56.01; H, 4.00; Cl, 6.12; N, 14.51; S, 5.54.
Vysledok: C, 55.53; H, 4.23; Cl, 6.31; N, 14.00; S, 5.33.

PRIKLAD D(51)

3-[3-(2-karboxy-5-metyltiazolyl)-aminofenyl]-5-[2-[(3,4,5-trimetoxyfenyl)amino]-4-

amino-5-tiazolyl}-1,2,4-oxadiazol

0
'H NMR (de-DMSO): 8 2.6 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 7.0 (s, 2H), 7.38 (s

br, 2H), 7.55 (t, 1H), 7.85 (m, 2H), 8.05 (m, 1H), 8.65 (m, 1H), 10.75 (s, 1H), 10.95 (s,

1H). ESIMS (M+Na*): 588; (M-H): 564.
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Analyza prepo¢tu na C,sH23N70sS;: C, 53.09; H, 4.10; N, 17.33; S, 11.34. Vysledok: C,

50.46; H, 4.39; N, 16.10; S, 10.47.

PRIKL.AD D(52)
3-[3-(3-chlorobenzamido)fenyl]—S-[2-(3-aminopyridyl)-4-amino-S-tiazolyl]-1,2,4-

H,
Cl
X N
Q\TJ\S N )
H

'H NMR (dg-DMSO): & 7.42 (m, 3H), 7.57 (m, 2H), 7.7 (m, 1H), 7.85 (m, 1H), 7.98 (m,

oxadiazol

1H), 8.07 (m, 2H), 8.2 (m, 1H), 8.3 (m, 1H), 8.48 (m, 1H), 8.88 (d br, 1H), 10.6 (s br, 1H),
11.1 (s br, 1H). ESIMS (MH"): 490/492; (M-HY): 577/579.

Analyza prepo¢tu na C23Hj6CIN;O,S: C, 56.38; H, 3.29; N, 20.01; S, 6.54. Vysledok: C,
53.07; H, 3.41; N, 18.01; S, 5.90.

PRIKLAD D(53)

2-metyl-tiazol-5-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5']bitiazolyl-4-yl]-fenyl} -amid

MeO

Me
,1 NH,
M I’ s |
MeO ” S NI l ’ \"/[%\

ESMS (MH"): 581.
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Analyza prepo&tu na C,6H24Ng04S5:0.5 HyO: C, 52.95; H, 4.27; N, 14.25; S, 16.31.
Vysledok: C, 52.99; H, 4.27; N, 14.21; S, 16.39.

PRIKLAD D(54)

6-chloropyridin-2-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

[2,5]bitiazolyl-4-yl}-fenyl }-amid

MeO

Me
NH
N 2
X s
MeO N7s <
H I H |
N N

ESMS (MH"): 595/597.
Analyza prepotu na Cy;H,3CINGO4S,:(0.5 H20, 0.5 CH,CLy): C, 51.08; H, 3.90; N, 13.00;
S, 9.92. Vysledok: C, 51.04; H, 3.65; N, 12.54; S, 9.63.

PRIKLAD D(55)

N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'Tbitiazolyl-4 y1]-fenyl}-2-

chloroizonikotinamid

MeO

Me
'1 NH,
MeO N/ks:I ;/s
H NI |

HRFABMS: Prepotet na C2;Hz3CINgO4S; (MNa®): 617.0808. Vysledok: 617.0832.

0

X
0]

ZT

Cl

Analyza prepo&tu na C7H3CINgO4S,-0.6 H,O: C, 53.52; H, 4.03; N, 13.87; S, 10.58.
Vysledok: C, 53.53; H, 3.85; N, 13.39; S, 10.42.

PRIKLAD D(56)
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N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl]-[1,2,4]Joxadiazol-3-yl } -

fenyl)-3,5-dimetylbenzamidtrifluoroacetatova sol’

'"H NMR (CD3COCD;): 5 9.65 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.13 (d, 1H), 7.88 (d, 1H), 7.67 (s,
2H), 7.53 (m, 1H), 7.24 (s, 1H), 7.07 (s, 3H), 3.86 (s, 6H), 3.75 (s, 3H), 2.39 (s, 6H).
ESIMS: (MH"): 573; (MNa"): 595; (MH): 571.

PRIKLAD D(57)

N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3- y1}-
fenyl)-2-metylbenzamidtrifluoroacetatova sol’

g

'H NMR (CD;COCDs): 8 9.58 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.08 (d, 1H), 7.89 (d, 1H), 7.67 (s,
2H), 7.56 (m, 2H), 7.36 (m, 3H), 7.07 (s, 3H), 3.86 (s, 6H), 3.73 (s, 3H), 2.49 (s, 3H) .
ESIMS: (MH"): 559; (MNa®): 581; (MH): 557.

Priklad D(58): N-{3-[4'-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2;5']bitiazolyl-4-yl]-

fenyl}-4-hydroxy-3,5-dimetylbenzamid
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Roztok 4-(3-aminofenyl)-N*-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-[2,5’Jbitiazolyl-2’,4’-diaminu
(100mg, 0,2195 mmol) z prikladu C(1), 4-hydroxy-3,5-dimetylbenzoovej kyseliny (38,3
mg, 0,2305 mmol), trietylaminu (64 uL, 0,4609mmol) a DMF (1,0 mL) zreagoval s HATU
(O-(7-azabenzotriazol-1-y1)-N,N,N',N'-tetrametylurénium hexafluorofosfat) (87,6 mg,
0,2305 mmol), a bol 30 mint premieSavany pri izbovej teplote. Prvotny produkt bol
purifikovany preparativnou C-£8 reverznou faizovou HPLC (gradientova eldcia, 95%
H,0/0.1% TFA/CH;CN do 5% H,0/0.1% TFA/CH;CN), vysledkom bolo 33 mg (25%
vytazok) Cistého produktu vo forme Zltého prasku.

Analyza prepo¢tu na C3oHoNs05S,:0.5 H,O: C, 58.81; H, 4.94; N, 11.43; S, 14.36.
Vysledok: C, 58.81; H, 4.87; N, 11.50; S, 10.50. ESIMS (MNa"): 626

Nasledovné priklady D(59) aZ D(61) boli pripravené za podmienok analogickych s
D(58).

Priklad D(59): N-{3-[4"-amino-2'-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-[2,5'|bitiazolyl-4-yl]-

fenyl}-2-bicyklo[2.2.1]hept-2-yl-acetamid
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OMe
MeO NH,
N
A I' s
MeO N S
I
" N | H\"/\Lb

o

Analyza prepoétu na C3oH33Ns5045,:0.8 H,0: C, 59.44; H, 5.75; N, 11.55; S, 10.58.

Vysledok: C, 59.43; H, 5.55; N, 11.40; S, 10.54. ESIMS (MH"): 592
Priklad D(60): chinolin-3-kyselina karboxylovéa {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-

trimetoxyfenylamino)-[2,5']bitiazolyl-4-yl}-fenyl }-amid

OMe
MeO NH,
1
Meoj:lu*si,'sl s
N N x
o)

Analyza prepoétu na C3;Hz6Ns04S,-0.3 H,O: C, 60.43; H, 4.35; N, 13.64; S, 10.41.

Vysledok: C, 60.49; H, 4.36; N, 13.77; S, 10.40. ESIMS (MH"): 611.
Priklad D(61): 5-fenyloxazol-4-kyselina karboxylova {3-[4'-amino-2'-(3,4,5-

trimetoxyfenylamino)-[2,5'|bitiazolyl-4-yl]-fenyl } -amid

OMe
| NH
MeO N 2
LI s
M
eO u S N' I H N=-\

0125-0024 .
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ESIMS (MH"): 627. Za podmienok analogickych podmienkam popisanym pri priklade
D(1) boli pripravené nasledovné priklady D(62) az D(77).
Priklad D(62): Hex-5-ynoova kyselina (3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-

tiazol-5-yl1]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl} -fenyl)-amid

N
I O
O N
X
o ”
? N S YW N

"H- NMR (dg-acetén): 8 9.72 (s, 1H), 9.35 (s, IH), 8.39 (m, 1H),7.92 (m, 1H), 7.82 (m,
1H), 7.46 (m, 1H), 7.06 (s, 2H}, 6.98 (s, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H),2.57 (s, 2H), 2.33
(t, 2H), 1.93 (m, 3H). ESIMS: (MH)": 535, (MH): 533.

Priklad D(63): N-[3(5-{4-amino-2-[3-(2H-tetrazol-5-y!)-fenylamino}-tiazol-5-yl]-

[1,2,4]Joxadiazol-3-yl)-fenyl}-3-chlorobenzamid

N-—J( o
N S 7w N - ‘GI ‘

"H-NMR(dg-dmso): 8 11.04 (s, 1H), 10.59(s, 1H), 8.46(s, 1H), 8.17 (m, 1H), 8.11 (m,
2H), 7.98 (m, 1H), 7.83 (m, 2H), 7.69 (m, 2H), 7.56 (m, 3H), 7.42 (m, 3H). ESIMS:

(MH)*: 557(100%), 559(30% ).
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Priklad D(64): N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazo}-5-yl]-

,2,4]oxadiazol-3-yl}-4-chlorofenyl)-3-chlorobenzamid

Cl

5 'H-NMR (d¢-DMSO): § 10.79 (s, 1H), 10.66 (s, 1H), 8.39 (m, 1H), 8.06 (m, 3H), 7.68 (m,
1H), 7.65 (m,2H), 7.33 (s, 2H), 7.02 (s, 2H), 3.81 (s, 6H), 3.65 (s, 3H). ESIMS: MH)":
613 (100%),615 (60%).
Priklad D(65): N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl}-

[1,2,4]oxadiazyl}-4-chlorofenyl)-3-metoxybenzamid

10
| O
N
T
0 NS Y ON O

c

L

er e
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TH-NMR (d¢-DMSO): § 10.79 (s, 1H), 10.53 (s, 1H), 8.40 (m, 1H), 8.07 (m, 1H), 7.66 (m,
1H), 7.55 (m, 3H), 7.33 (s, 2H), 7.19 (m, 1H), 6.96 (s, 2H), 3.85 (s, 3H), 3.81 (s, 6H), 3.65
(s, 3H). ESIMS: (MH)": 609 (100%), 611 (30%).

Priklad D(66): N-(5-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino )-tiazol-5-yl]-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-2,4-difluorofenyl)-3-chlorobenzamid

N

I O

O
F

"H-NMR (ds acet6n) & 9.73 (s, 1H), 9.58 (s, 1H), 8.73 (m, 1H), 8.07 (m, 1H), 8.02 (m,
1H), 7.65 (m, 2H), 7.42 (m, 1H), 7.06 (s, 2H), 6.98 (s, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H).
ESIMS: (MH)": 615(100%),617(30%).

Priklad D(67): N-(5-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenyl-1-amino)-tiazol-5-yl]-
[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

~

H

N | NH,
| o
? N)\S—/[“/ N H o/
N ! N
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"H-NMR (ds acetén): § 9.71 (s, 1H), 9.41 (s,1H), 8.73 (m, 1H), 7.61 (m, 2H), 7.47 (m,
1H), 7.37 (m, 1H), 7.21 (m, 1H), 7.06 (s, 2H), 6.98 {s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 3.
72(s, 3H). ESIMS: (MH)": 611.

Priklad D(68): N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl]-[1,

2,4]oxadiazol-3-yl}-fenyl)-yl }-fenyl)-3-cyanobenzamid

X N\%‘@ L,

- o A s,



e
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TH-NMR (dg-aceton): 8 9.91 (s, IH), 9.73 (s, 1H), 8.55 (m, I1H), 8.45 (m, 1H), 8.38 (m,
1H), 8.13 (m, 1H), 8.03 (m, 1H), 7.92 (m, 1H), 7.80 (m, 1H), 7.56(m, IH), 7.07 (s, 2H),
7.00 (s, 2H), 3.86 (s, 6H), 3.73 (s, 3H). ESIMS: (MH)": 570.

Priklad D(69): N-(5-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl]-

5 [1,2,4]oxadiazol-3-yl}-4-chloro-2-fluorofenyl)-3-chlorobenzamid

| N ol
O
cr F

"H-NMR (dg-acetén}: 8 9.73 (s, 1H), 9.63 (s, 1H), 8.74 (m, 1H), 8.07 (m, 1H), 8.03 (m,
1H), 7.68 (m, 2H), 7.63 (m, 1H), 7.07 (s, 2H), 6.98 (s, 2H), 3.86(s, 6H), 3.73 (s, 3H).
ESIMS: (MH)": 631(100%), 633(60%), 635(10%).

10 Priklad D(70): N-(5-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl}-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-4-chloro-2-fluorofenyl)-3-metoxybenzamidova TFA sol’
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'H-NMR (dg-acetén): § 9.74 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 8.74 (m, 1H), 7.61 (m, 2H), 1.46

(m, 1H), 7.19 (m, 1H), 7.06 (s, 3H), 6.97 (s, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 3.72 (s, 3H).
ESIMS: (MH)": 627(100%), 629(30%).

Priklad D(71): N-(3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino )-tiazol-5-yl]-

[1,2,4]Joxadiazol-3-ylfenyl)-3-karboxyimidobenzamid

| O .
¢ N -
peNny
o NS ON m/@\‘
} N N N

'H-NMR (dg-aceton): § 9.91 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 8.58 (m, 2H), 8.21 (m, 1H), 8.15 (m,
2H), 7.85 (m, 1H), 7.66 (m, 2H), 7.57 (m, 1H), 7.06 (s, 2H),7.00 (s, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.72I
(s, 3H). ESIMS: (MH)": 588.

Priklad D(72): Priklad: 3-[2-fluoro-5-[(3-metoxybenzoyl)amino]-fenyl]-5-[2-[(3,4,5-

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol
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F
NH, o
\ N
)|\ | N ~
S o-N H
~ N
O H

'"H NMR (d¢-DMSO0): & 3.7 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 3.9 (s, 3H), 7.05 (s, 2H), 7.25 (m, 1H),

7.6 (m, 6H), 8.15 (m, 1H), 8.55 (m, 1H), 10.5 (s, 1H), 10.85(s, 1H). ESIMS [MH]": 593.

Analyza prepoétu: C, 56.75; H, 4.25; F,3.21, N, 14.18; S, 5.41. Vysledok: C, 56.55; H,
5 4.48,N,13.20; S, 5.39.

Priklad D(73): 3-[3-(3-chlorobenzoyl)amino)-6-fluorofenyl}-5-[2-[(3,4,5-

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

O/

F
N N
o m | N Cl
N S o-N H
'H NMR (ds-DMS0): & 3.7 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 6.95 (s, 2H), 7.05 (s, 2H), 7.35 (t, 1H),
10 7.6 (m, 2H), 8.0 (m,2H), 8.15 (m, 1H), 8.55 (m, 1H), 9.7 (s br, 1H), 9.85(s br, 1H). ESIMS
[MH]": 597, 599.
Priklad D(74): 3-[3-[(3-metoxybenzoyl)amino]-6-metylfenyl]-5-[2-[(3,4,5-

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl}-1,2,4-oxadiazol
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'H NMR (MeOD): § 2.6 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 3.9 (s, 3H), 7.0 (s, 2H), 7.15
(m, 1H), 7.35 (d, 1H), 7.45 (t, 1H), 7.55 (m, 2H), 7.8 (m, 1H), 8.35 (d, 1H). ESIMS
[MH]": 589.

Analyza prepo&tu na C29 H28 N6 06 S: C, 59.17; H, 4.79, N, 14.28; S, 5.45. Vysledok:
C, 60.07; H, 5.30, N, 13.69; S, 5.07.

Priklad D(75): 3-[3-[(3-chlorobenzoyl)amino]-6-metylfenyl]-5-[2-[(3,4,5-

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

\ o’ NH, \’n o)
N
© )N.\\J§—</ 1 N ci
N S o-N H

'HNMR (MeOD): & 2.6 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 7.0 (s, 2H), 7.35 (m, 1H), 7.57
(m, 2H), 7.8 (m, 1H), 7.9 (m, 1H), 8.0 (m, 1H), 8.35.(d, 1H). ESIMS [MH]": 593, 595.
Analyza prepo¢tu na C28 H25 CIN6 O5 S: C, 56.71; H, 4.25, N, 14.17; §, 5.41.
Vysledok: C, 56.66; H, 4.38, N, 13.54; S, 4.89.

Priklad D(76): 3-[3-[(4-morfolinylmetyl)benzoyl]amino]fenyl]-5-[2-[(3,4,5-

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

i e
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"H NMR (dg-acetén): & 2.6 (m, 4H), 3.7 (s, 2H), 3.8 (m, 4H), 3.9 (s, 3H), 4.0 (s, 6H), 7.1
(s, 2H), 7.2 (s, 2H), 7.65 (m, 3H), 8.0 (d br, 1H), 8.15 (d, 2H), 8.3 (d br, 1H), 9.8 (s br,

5 1H), 10.05 (s br, 1H). ESIMS [MH]": 644.
Priklad D(77): 3-[3-[4-[(4-metyl-1-piperazinyl)metyl]-benzoyl]aminolfenyl]-5-[2-[(3,4,5-

trimetoxyfenyl)amino]-4-amino-5-tiazolyl]-1,2,4-oxadiazol

o)
N
: N
O N
H,N
= N
N L)
\ NH 'i'
o)
0
0

"H NMR (d¢-acetdn): & 2.6 (m br, 8H), 3.5 (s br, 2H), 3.6 (s, 3H), 3.7 (s, 6H), 6.8 (s, 2H),
10  6.9(s, 2H), 7.4 (m, 3H), 7.75 (m, 1H), 7.9 (d, 2H), 8.0 (m, 1H), 8.4 (m, 1H), 9.55 (s br,

1H), 9.65 (s br, 1H). ESIMS [MH]": 657.
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PRIKLAD D(78)
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PRIKLAD E(1
5 {3-[5-(2,4-Diaminotiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-fenyl}- rert-butylester
kyseliny karbdmove;j.

NH;

s
iy

Roztok 1.3 mmol (3-{5-[4-amino-2-(tritylamino)-tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-
yl}-fenyl)- tert-butylesteru kyseliny karbamovej, pripraveného podl'a popisu v priklade
10 B(1), rozriedeného v 8 ml zmesi kyseliny mravéej a dietyléteru v pomere sa premie3a pri
izbovej teplote, aZ kym primédrny materidl nie je skonzumovany TLC (zvy&ajne 5 h).
Vysledny svetloZzlty roztok sa odizoluje vo vdkuu od ostatnych roztokov, pri vysokom
vakuu sa jemne zohreje, aby sa odstrénila zvy3na kyselina mravéia a potom rekrystalizuje z’
metylénchloridu za vzniku 255 mg vysledného produktu (53% vytaZnost) ako svetloZltého
15  prasku.
'HNMR (DMSO-ds): & 9.54 (s, 1H), 8.177 (s, 1H), 8.07 (s, 2H), 7.65-7.59 (m, 3H),

7.39 (t, 1H), 7.12 (bs, 2H), 1.49 (s, 9H). ESMS (MH"): 375.

e e
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Analyza prepo¢tu na C;gH;sCINsO,S3: C, 46.48; H, 3.08; N, 17.12; S, 19.59. Vysledok:

C,4647;H,3.21; N, 17.10; S, 19.43.

z

PRIKLAD E(2)
N-[3-(2',4'-diamino-[2,5"]bitiazolyl-4-yl)-fenyl]benzamid

li,l: | ng

Roztok amidu 4-amino-2-(trityl-amino)tiazol-5-kyseliny karbotioovej (304 mg,
0.73 mmol) a N-(3-bromoacetylfenyl)-benzamidu (300 mg, 0.94 mmol) v MeOH (30 ml)
sa po&as noci premiesava pri izbovej teplote. Rozpudtadlo sa odstrani vo vakuu a zvySok
sa rozriedi v EtOAc (100 ml). Roztok EtOAc bol premyty saturovanym vodnym roztokom
NaHCO3 (3 x 25 ml). Organicka vrstva bola oddelena, presufend na MgSO4 a
koncentrovand. Purifikdcia rezidua bola dosiahnut4 chromatografiou na silikovom géle
(75% EtOAc/DCM) so ziskanim N-[3-(2’,4’-diamino-[2,5’]bitiazolyl-4~yl)-fenyl]-
benzamidu (110 mg, 39% vytazok).
mp 159-163 sC (dekomp). 1HNMR (CD;OD): & 8.33 (s, 1H), 8.00-7.97 (m, 2H), 7.75-
7.71 (m, 2H), 7.64-7.52 (m, 3H), 7.43 (t, J=7.74 Hz, 1H), 7.33 (s, 1H). FABMS Prepog&et

na C1gH5N50S: 394.0796. Vysledok: 394.0802

’

PRIKLAD E(3)
N-[3-(2',4'-diamino-[2,5"]bitiazolyl-4-yl)fenyl]-5-chlorotiofén-2-karboxamid
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Vychodiskovy materiél bol pripraveny podl'a krokov (i) a (ii) popisanych niz3ie.

Krok (i): Oxalylchlorid (4,9 mL, 56.00 mmol) bol pridany do roztoku 5-chloro-
tiofén-2-kyseliny karboxylovej (4,78 g, 29,40 mmol), DMF (0,25 mL) a CH,Cl; (50 ml)
pri izbovej teplote. Po nonom premie3avani bol vo vakuu oddeleny od rozpustadla
nezreagovany oxalylchlorid, pritom vznikol bezfarebny olej. Olej bol premie3any v
CH,Cl; (50 mL) a pridany bol 3-aminoacetofendn (3,78 g, 28,00 mmol) a trietylamin (4.68
mL, 33,60 mmol). Po hodinovom mie3ani bola zmes rozriedena v 800 ml etylacetétu,
extrahovana s 1IN HCI, 1N NaHCOs, slanou vodou a presusena nad MgSO,. Vysledny
roztok bol koncentrovany vo vakuu na objem 100 ml za vzniku 5-chlorotiofén-2-Kyseliny
karboxylovej (3-acetyl-fenyl)-amidu ako bieleho prasku, ktory bol ziskany filtraciou a
presudeny pri vysokom vakuu (8,12 g, 81% vyt'aznost).

Krok (ii): Roztok 5-chlérotiofén-2-karboxylova kyselina (3-acetylfenyl)amidu
(2,0g, 7,17 mmol) a CuBr; (3,19 g, 14,34 mmol) v EtOAc (100 ml) bol zohriaty do
refluxu. Postup reakcie bol monitorovany kazdych 30 mintt prostrednictvom TLC. Po 2,5
hodinach bol vychodiskovy material stale pritomny, preto bol pridany d’alsi CuBr; (0,75 g).‘
Po tivodnej hodine a pol TLC indikoval tplné spotrebovanie vychodiskového materialu.
Reakcia bola objemovo zredukovana na 50% vo vékuu, reaktanty boli zriedené CH,Cl; (50
ml), prefiltrované cez siliku, ktord bola eluované so 40% etylacetatom/CH,Cl; (300 ml).
Vysledny roztok bol koncentrovany vo vakuu za vzniku bezfarebného oleja, ktory po

pridani do CH,Cl, (2 ml) a precipitacii s dietyléterom (10 ml) viedol k vzniku 5-

i R0 b
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chlorotiofén-2-karboxylovej kyseliny (3-bromoacetylfenyl)-amidu (2,06 g, 80% vytaznost’)
ako bieleho pragku.

Kone&ny produkt bol pripraveny takto. K roztoku 1,07 g (3,0 mmol) amidu 4-
amino-2-(tritylamino)tiazol-5-kyseliny karbotiovej (pripraveného analogicky podl'a
vychodiskového materidlu ako je popisané v kroku (ii) prikladu A(1)) rozriedeného v DMF
(12 ml), bol pridany 5-chlorotiofén-2-karboxylova kyselina-(3-bromoacetylfenyl)amid. Po
15 minttach boli reaktanty zriedené MeOH (12 ml), pridand bola TFA (4 ml) a
premie3avana celd noc. Vysledny roztok bol koncentrovany vo vakuu, rozriedeny
etylacetatom, extrahovany 1M NaHCOs3, slanou vodou a presudeny nad MgSOy,
koncentrovany a purifikovany plametiovou chromatografiou (gradient elicie: 5%
CH;CN/CH,Cl; az 30% CH3;CN/CH,Cl,) za vzniku 0.47 g (36% vytaZznost’) N-[3-(2",4'-
diamino-[2,5"]bitiazolyl-4-yl)fenyl]-5-chlorotioféne-2-karboxamidu.

'H NMR (DMSO-dg): & 10.41 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.95 (d, J= 4.1 Hz, 2H), 7.73-7.65
(m, 4H), 7.48 (s, 1H), 7.41 (t, J= 8.1 Hz, 1H), 7.29 (d, J=4.1 Hz, 1H), 6.90 (s, 2H).

PRIKLAD E(4

(2’,4’-diamino-[2,5’]bitiazolyl-4-yl)-fenylmetanon

Vychodiskové substancia bola pripravena postupom podobnym ako v priklade

EQ3).
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'HNMR (CD;OD): & 8.02-7.99 (m, 2H), 7.94 (s, 1H), 7.76 (s, NH,), 7.70-7.64 (m, 1H),
7.57-7.52 (m, 2H), 6.85 (bs, NH,). FABMS (MH"): 303. FABMS Prepo&et na

Ci3HjoN4OS; (MNa+): 325.0194. Vysledok: 325.0182.

2

PRIKLAD F(1)

5-chlorotioféne-2-karboxylova kyselina {3-[4'-amino-2'-(3-metylureido)-[2,5']bitiazolyl-4-

yl]-fenyl}-amid

K roztoku N-[3-(2',4'-diamino-[2,5']bithiazolyl-4-yl)fenyl]-5-chlorotiofén-2-
karboxamidu (0,2307 mmol) (pripraveného ako v priklade E(3)), rozriedeného v
anhydrovanej THF (5,0 ’ml) a anhydrovanom N-metylpyrolidindne (1,0 ml) pri -78°C, bolo
pridané fenyllitium (0,2307 mmol) a nasledne metylisocyanat (0,3461 mmol). Po 5
minttach bola pomaly pridana druhd €ast’ fenyllitia (0,2307 mmol). Po d’al3ich 15
minutach premieSavania bola reakcia stlmené kyselinou acetatovou (0,6921 mmol) a
metanolom (0,5 ml), koncentrovand a purifikovana reverznou fdzovou HPLC. Hlavna
substancia bola oddelend, rozriedend v etylacetéte, extrahovana prostrednictvom NaHCOs,
slanej vody, presusend nad MgSO,, koncentrované do vytvorenia precipitatu a filtrovana.
Celkové mnozstvo vysledného svetloZlté¢ho prasku po vysuseni vo vysokom vékuu bolo 46
mg (41% vytaznost).

ESMS (MH"): 491/493.
Analyza prepoc¢tu na C19H;sCINgO,S5: C, 46.48; H, 3.08; N, 17.12; S, 19.59. Vysledok:

C,46.47;H, 3.21; N, 17.10; S, 19.43.
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Postupom analogickym k postupu popisanému v priklade F(1) boli realizované
nasledujice priklady F(2) az F(15).

.

PRIKLAD F(2)

N-[3-(2'-acetylamino-4'-amino-[2,5'Ibitiazolyl-4-yl)-fenyl]-5-chlorotiofén-2-karboxamid

'\1 NH,
A
S
H® oM Do
S
0]
ESMS (MH"): 476/478.
Analyza prepo&tu na Cj9H14NsO,S3: C, 47.94; H, 2.96; N, 14.17; S, 19.46. Vysledok: C,
47.66; H,3.39; N, 13.87; S, 19.21.

’

PRIKLAD F(3)
metylester (4'-amino-4-{3-[(5-chlorotiofén-2-karbonyl)-amino]-fenyl}-[2,5']bitiazolyl-2'-

yl)-kyseliny karbdmovej

\il‘%lcm(f\%

ESMS (MH"): 492/494,
PRIKLAD F(4)
N-{3-[5-(2-acetylamino-4-aminotiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-fenyl}-3-

chlorobenzamid
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"H NMR (CD;COCD3/DMSO-dg): 8  10.55 (s, 1H), 8.60 (m, 1H), 8.20 (m, 2H), 8.15
(m, 1H), 8.19 (m, 1H), 7.66-7.50 (m, 4H), 7.12 (s, 2H), 2.22 (s, V3H). ESIMS: (MNa"):
477, (MH): 453.

PRIKLAD F(5)

tiofén-2-karboxylova kyselina (4-amino-5-{3-[3-(3-chlorobenzoylamino)-fenyl]-

[1,2,4]oxadiazol-5-yl}-tiazol-2-yl)-amid

0 Nl N
@)\NJ\S N'E'N\@"j/@\
. | Ci
0

'HNMR (DMSO-dg): 8 13.19 (s, 1H), 10.60 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 8.32 (m, 1H), 8.09-
7.88 (m, 5H), 7.72-7.56 (m, 3H), 7.29 (m, 1H), 7.22 (s, 2H). ESIMS: (MH"): 523;
(MNa"): 545; (MH): 521.

PRIKLAD F(6)
N-{3-[5-(4-amino-2-propionylaminotiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-fenyl}-3-

chlorobenzamid

NH
0 N 2
A AT i
H ”—‘\Q/” Cl
0
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'HNMR (DMSO-dg): & 12.41 (s, 1H), 10.57 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.06 (m, 2H), 7.96
(m, 1H), 7.85 (m, 1H), 7.70 (m, 1H), 7.67-7.55 (m, 2H), 7.15 (s, 2H), 2.46 (g, 2H), 1.09 (t,
3H). ESIMS: (MNa®): 491; (MH): 467.

z

PRIKLAD F(7)
N-{3-[5-(4-amino-2-benzoylaminotiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-fenyl } -3-

chlorobenzamid

NH
0 N' 2
oo
N—'\C(N cl
0

'"HNMR (DMSO-dg): & 13.08 (s, 1H), 10.57 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 8.43-8.10 (m, 4H),
8.07 (m, 1H), 7.97 (m, 1H), 7.86 (m, 1H), 7.71-7.52 (m, 6H), 7.14 (s, 2H). ESIMS:
(MHY): 517; (MNa'): 539; (MH): 515.

z

PRIKLAD F(8)

N-(3-{5-[4-amino-2-(3-metylureido)-tiazol-5-yl}-[1,2,4]oxadiazol-3-yl} -fenyl)-3-

\”i”l?[;_\f‘g@nm/@k

metylbenzamid

o

ESMS (MH"): 450.
Analyza prepotu na C;;H gN;0;S: C, 56.11; H, 4.26; N, 21.81; S, 7.13. V)’Slcdbk: C,

55.97; H,4.39; N, 21.54; S, 6.89.

PRIKLAD F(9)



— 5D — : 0125-0024'

N-[3-(2’-acetylamino-4’-amino-[2,5’]bitiazolyl-4-yl)-fenyl]benzamid

NH,

'HNMR (CD;0D): § 8.27-8.24 (m, 1H), 7.89-7.85 (m, 2H), 7.67-7.61 (m, 2H), 7.51-
7.31 (m, 5H), 2.14 (s, 3H). ESIMS (MH"): 436; (M-H): 434.
5  Priklad F(10): N-{3-[4'-amino-2'-(3-metyl-ureido)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-3-

chlorobenzamid

NH,

Ak,

Analyza prépoétu na C;;H;,CINgO,2S,:1.0 H,O: C, 50.14; H, 3.81; N, 16.71; S, 12.75.

\)‘\k

10 Vysledok: C, 51.12; H, 3.64; N, 16.96; S, 12.87. ESIMS (MH"): 485/487.
Priklad F(11): N-{3-[4'-amino-2'-(3-metylureido)-[2,5'|bitiazolyl-4-yl]-fenyl}-3-

metoxybenzamid
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Analyza prepoétu na Co;H»0N¢03S,:0.7 H,0: C, 53.58; H, 4.37; N, 17.04; S, 13.00.
Vysledok: C, 53.60; H, 4.34; N, 17.04; S, 12.93. ESIMS (M-H): 479.
Priklad F(12): N-(3-{5-[4-amino-2-(3-fenylureido)-tiazol-5-yl]-[1,2,4)oxadiazol-3-yl}-

fenyl)-3-metylbenzamid ****

Q3
b e,
N ' N

0]

Analyza prepo¢tu na Co6Hz1N705S: C, 61.04; H, 4.14; N, 19.17; S, 6.27. Vysledok: C,

X

60.78; H, 4.18; N, 19.05; S, 6.08. ESIMS (MH"): 512.
Priklad F(13): N-(3-{5-[4-amino-2-(3-isopropylureido)-tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl} -

fenyl)-3-metylbenzamid

)\JLJ\—/(K_-k@EQ

Analyza prepottu na C3H;3N705S: C, 57.85; H, 4.85; N, 20.53; S, 6.71. Vysledok: C,
57.65; H,4.97; N, 20.47; S, 6.64. ESIMS (MH"): 478.
Priklad F(14): N-(3-{5-[4-amino-2-(3-benzylureido)-tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-

fenyt)-3-metylbenzamid
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Analyza prepo&tu na C2;H,3N703S8:0.9 H,0: C, 59.85; H, 4.61; N, 18.10; S, 5.92.
Vysledok: C, 59.86; H, 4.55; N, 17.86; S, 5.78. ESIMS (MH"): 526.
Priklad F(15): N-{3-[5-(4-amino-2-metansulfonylaminotiazol-5-yl)-[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-

fenyl}-3-metylbenzamid

ESIMS (MNa"): 493.

Priklad F(16): N-(4’-amino-4-benzoyl-[2,5’]bitiazolyl-2’-yl)-acetamid

NH,
0 N| | :
o
/U\QAS _N
N/
'HNMR (CD;0D): & ' 6.81-6.69 (m, 2H), 6.41-6.18 (m, 3H), 6.07-5.91 (m, 1H), 0.93

(s, 3H).

FABMS Prepocet na C;sH;,N4O,S;Na: 367.0299. Vysledok: 367.0991.

'PRIKLAD G(1)

5-pyridin-2-yl-N>-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin
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H:Cﬁ NHz
]
HC S N\

3, 4, 5-trimetoxyfenyl isotiocynat (250 mg, 1,11 mmol, 1 ekviv.) a cyanamid (56
mg, 1,33 mmol, 1,2 ekviv.) bol pridany do acetonitril-tert-butanolu (1:1, 10 ml) pri 23 °C.
K tomu bol pridany KO-t-Bu (286 mg, 2,55 mmol, 2,3 ekviv.) a 2-
chiérometylpyridinhydrochlorid (182 mg, 1,11 mmol, 1,00 ekviv.). Reak&n4 zmes bola
premie3avand 1,5 hod pri 23 °C. Zmes bola rozriedena vodou (20 ml) a biele hmoty boli
filtrované, premyté éterom a vysuSené (257 mg). Vysusené reziduum (60 mg, 0,167 mmol,
1,00 ekviv.) bolo rozpustené v THF (3 ml), schladené na -78 °C a pridané n-butyllitium
(0,261 ml, 1,6 M, 2,5 ekviv.). Zmes bola zohriata na 23 °C, bola pritlmen4 saturovanym
nétriumbikarbonétom, a organické sucasti boli extrahované do etylacetatu. Koncentrované
reziduum bolo purifikované chromatografiou na silikovom géle (etylacetat/hexén: 1:1, 48,3
mg, 80%).

MS (FAB) [m+])/z Calcd: 359. Vysledok: 359. MS (FAB) [m-]/z Prepo&et: 357.
Vysledok: 357.

Analyza prepo¢tu: C, 56,97; H, 5.06; N, 15.63; S, 8.95. Vysledok: C, 56.18; H, 5.10; N,
15.31; 8, 8.68.

Nasledovné priklady G(2) aZ G(9) boli pripravené za podmienok podobnych
prikladu G(1). |

PRIKLAD G(2)

N2-fenyl-5-pyridin-2-yl-tiazol-2,4-diamin

@M{j
H I/
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MS (FAB) [m+]/z Calcd: 269. Vysledok: 269.
Analyza prepottu: C, 62.66; H, 4.51; N, 20.88; S, 11.95. Vysledok: C, 62.71; H, 4.46; N,
20.76; S, 11.91.

PRIKLAD G(3)

N2-(2,3-dihydrobenzo[ 1,4]dioxin-6-y1)-5-pyridin-2-yl-tiazol-2,4-diamin

En«d@

MS (FAB) [m+]}/z Prepo&et: 327. Vysledok: 327.
Analyza prepottu: C, 58.88; H, 4.32; N, 17.17; S, 9.82. Vysledok: C, 59.00; H, 4.29; N,
16.92; S, 9.58.

PRIKLAD G(4)

N2 (3,4-dimetoxyfenyl)-5-pyridin-2-yl-tiazol-2,4-diamin
HsC NH2
|
H;ng\ S N
H
=~
MS (FAB) [m+]/z Prepodet: 329. Vysledok: 329.
Analyza prepodtu: C, 58.52; H, 4.91; N, 17.06; S, 9.76. Vysledok: C, 58.43; H, 4.89; N,
17.03; S, 9.67.

PRIKLAD G(5)

5-chinolin-2-yl-N?-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin

Ha
HyC NH:
L
H3 CO N l

MS (FAB) [m+]/z Prepocet: 408. Vysledok: 408.



10

15

0125-0024

- 755~

Analyza prépoétu: C,61.75; H,494; N, 13.72; S, 7.85. Vysledok: C, 61.96; H, 4.80; N,
13.05; S, 7.54.

PRIKLAD G(6)

5-(6-bromopyridin-2-yl)-2-N-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin

Ha
HsC NH2
|
HsC N% Br
H

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & 7.35 (t, 1H), 6.98 (d, 1H), 6.76 (d, 1H), 6.62 (s, 2H), 3.85
(s, 6H), 3.82 (s, 3H).

MS (FAB) [m+H]/z Prepotet: 437. Vysledok: 438.

Analyza prepottu: C, 46.69; H, 3.92; N, 12.81; S, 7.33. Vysledok: C, 46.66; H, 3.84; N,
12.68; S, 7.25.

PRIKLAD G(7)

5-(5-tiofén-3-yl-[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-N?-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin

MS (FAB) [m+]/z Prepolet: 431. Vysledok: 431.
Analyza prepottu: C, 50.10; H, 3.97; N, 16.23; S, 14.86. Vysledok: C, 50.45; H, 3.96; N,
15.31; S, 14.46.

PRIKLAD G(8)

4-{4-amino-5-[1-(4-chlorobenzyl)-1H-imidazol-2-yl]-tiazol-2-ylamino } -benzénsulfonamid
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Oa "o

H2N'S\©\ — NH,
N~
N cl

4-[4-amino-5-(5-nitrobenzotiazol-2-yl)-tiazol-2-ylamino]-benzénsulfonamid

/S N
HZN /m \
N S
H

PRIKLAD G(9)

-

7

1H NMR (DMSO-dg): & 8.35(s, 1H), 802 d J=6.5Hz, 1H), 7.90 (d, J=6.5 Hz,

1H), 7.72 (m, 4H), 7.64 (br, NH), 7.22 (br, NHy)

PRIKLAD H(1)

4-(4'-amino-4-hydroxy-[2,5']bitiazolyl-2'-ylamino)-benzénsulfonamid

o, 0
H,N ] NH,
N)\g/s
H | ||
OH

Vysledné latky tohto prikladu a tiez prikladov H(2) az H(6) boli pripravené

\ 7,

sposobom podobnym spdsobu popisanému v priklade A(1) et seq. z 2—arylamino-4—aminol-
tiazol-5-karbotioamidov a a-bromoesterov, a-bromolakténov alebo a-bromonitrilov podl'a
potreby.

'H NMR (DMSO-dg): 7.88 (s, 4H), 7.39 (s, 1H). ESIMS (MH"): 370; (M-H)": 368.

PRIKLAD H(2)
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4-[4’-amino-4-hydroxy-5-(4-hydroxyfenyl)-[2,5’ ]bitiazolyl-2’-yl-amino]-

benzénsulfonamid

HN:S NH, OH
T

OH
'H NMR (DMSO-dg): & 9.52 (s, 1H), 7.83 (m, 4H), 7.32, (s, 2H), 7.06 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
7.42 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 5.38 (s, 1H). ESIMS (MH"): 462.
Analyza prepoc¢tu na CygH;sNsO4S3'0.2H,00.2Et,0: C, 47.04; H, 3.65; N, 14.59; S,
20.04. Vysledok: C, 46.78; H, 3.59; N, 14.36; S, 20.73.

PRIKLAD H(3)

4’-amino-2’-(4-dimetylaminofenylamino)-5-(2-hydroxyfenyl)-[2,5’ ]bitiazoly-4-ol

/&OH«& %@r@

'"H NMR (DMSO-dg): & 7.30 (m, 2H), 7.04 (m, 2H), 6.68 (m, 4H), 2.88 (s, 6H). ESIMS
(MH"): 426; (M-H): 424.

PRIKLAD H(4)

4-[4’-amino-4-hydroxy-5-(2-hydroxyfenyl)-[2,5° Ibitiazoly-2’-ylamino]-benzénsulfonamid

O\

~

0
%
S. : :NH
H | I OH
OH
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'H NMR (CD;OD): & 7.82 (m, 4H), 7.02 (m, 2H), 6.62 (m, 2H). ESIMS (MH"): 462;
(M-H): 460.

PRIKLAD H(5)

4-[4’-amino-4-hydroxy-5-(2-hydroxyetyl)-3"H-1’-[2,5]bitiazolyl-2’-ylamino]-

O\\ ,,O
s NH,
[aeSee
S
N ﬁ_@
OH

'H NMR (DMSO-dg): 3 7.83 (s, 4H), 4.72 (m, 1H), 4.26 (m, 1H), 3.52 (m, 2H), 2.30 (m,

benzénsulfonamid

1H), 1.78 (m, 1H). ESIMS (MH"): 414; (M-H): 412.
Analyza prepo¢tu na C;4H;sNsO4S3: C, 40.67; H, 3.66; N, 16.94; S, 23.26. Vysledok: C,
40.81; H, 3.76; N, 16.76; S, 23.02.

PRIKLAD H(6)

4-(4,4'-diamino-[2,5"]bitiazolyl-2'-ylamino)-benzénsulfonamid

0%40 NH,
/S
N

: /Nl N

H

1H NMR (DMSO-Dg): & 11.0 (s, NH), 8.12 (s, H), 7.80 (m, 4H), 7.32 (s, NH2),
7.08 (br s, NHp), 7.02 (s, NHp). ESIMS (MH+): 369; (M-H-): 367.

PRIKLAD I(1

S-5-(4-benzyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-N?-(3 4,5-trimetoxylfenyl)-tiazole-2,4-diamin
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HLC NH,
H.CO N/m o
3 N ;ﬁ Je

Zmes 4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-karbonitrilu (153 mg, 0,5

mmol), 2(S)-amino-3-fenylpropéan-1-olu (84 mg, 0,55 mmol) a katalytického mnoZstva
suchého ZnCl, v chiorobenzéne (15 ml) bola refluxovana 3tyri hodiny. Rozpustadlo bolo
odstranené pri redukovanom tlaku. Reziduum bol rozpustené v etylacetéte a premyté 0,1 N
HC], slanou vodou a presusené MgSO4. Produkt (53 mg) bol ziskany po purifikécii
silikovou chromatografiou (hexany/etylacetit=1/1).
'H NMR (CDCl): & 7.33-7.22 (m, 5SH), 6.58 (s, 2H), 4.50 (m, 1H), 4.24 (t,/=9.0 H,
1H), 4.01 (t, J= 9.0 Hz, 1H), 3.86 (s, 6H), 3.82 (s, 3H), 3.11 (m, 1H), 2.70 (m, 1H).
ESIMS (MH"): 441; (M-H): 439.

Nasledovné priklady 1(2) aZ 1(19) boli pripravené podobnym spdsobom:

.

PRIKLAD I(2)

R-5-(4-benzyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-N?-(3,4,5-trimetoxyl fenyl)-tiazol-2,4-diamin

OCH,
N/m I
(e}
e " Nlj\@
THNMR (CDCl3): & 7.33-7.22 (m, 5H), 6.58 (s, 2H), 4.50 (m, 1H), 4.24 (t, /=9.0 Hz,
1H), 4.01 (t, J= 9.0 Hz, 1H), 3.86 (s, 6H), 3.82 (s, 3H), 3.11 (m, 1H), 2.70 (m, 1H).

Analyza prepo¢tu na C;oH,4N4O4S: C, 59.98; H, 5.49; N, 12.72; S, 7.28. Vysledok: C,

59.88; H, 5.54; N, 12.67; S, 7.21.
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PRIKLAD I(3)
S-5-(4-izobutyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-N*-(3 ,4,5-trimetoxylfenyl)-tiazol-2,4-diamin

H,CO

OCH,
NH,
N
HSCOKj\NJ\S |
e A

'H NMR (CDCLy): & 6.57 (s, 2H), 5.71 (brd, NH,), 4.36 (m, 1H), 4.26 (m, 1H), 3.85-3.80
(m, 10H), 1.80 (m, 1H), 1.62 (m, 1H), 1.35 (m, 1H), 0.95 (m, 6H). ESIMS (MH"): 407.

z

PRIKLAD I(4)
5-{(4R)-[(lR)-benzyloxyetyl]-4,5-dihydrooxazol-2-y1}-N2-(3,4,5-trimetoxy1fenyl)-tiazol-

2,4-diamin

OCH,
H,CO N NH,
AT e
H,CO N“s O\/@
H |

'"HNMR (CDCLy): & 7.35-7.25 (m, 5H), 6.58 (s, 2H), 5.70 (brd, NHy), 4.70-4.59 (m, 2H),

4.48 (m, 1H), 4.25 (m, 2H), 3.86 (s, 6H), 3.83 (s, 3H), 3.77 (m, 1H), 1.14 (m, 3H). ESIMS

(MH"): 485.
PRIKLAD I(5)
S-4-[4-amino-5-(4-fenyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-tiazol-2-ylamino]-benzénsulfonamid
Q0 ® NH
“z“/s\@ e
N)\S
H | |
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TH NMR (CD;OD): & 7.82 (m, 4H), 7.34 (m, 5H), 5.26 (t, J= 8 Hz, 1H), 4.72 (t, J=7.80
Hz, 1H), 4.16 (t, /= 7.80 Hz, 1H).
Analyza prepoltu na C;gH7Ns03S,0.5Et;,0: C, 53.08; H, 4.90; N, 15.48; S, 14.17.

Vysledok: C, 53.36; H, 4.79; N, 15.66, S, 14.33.

PRIKLAD I(6)
S-5 -(4-fenyl-4,5-dihydrooxazol‘2-yl)—Nz-(3,4,5 -trimetoxylfenyl)-tiazol-2,4-diamin

OCH,
PO
H,CO NS,
'HNMR (CDCly): § 7.37-7.26 (m, 5H), 6.59 (s, 2H), 5.80 (brd, NH,), 5.32 (¢, J = 7.80

Hz, 1H), 4.65 (t, /= 7.80 Hz, 1H), 4.09 (t, J=7.80 Hz, 1H). FABMS (MH"): 427.

PRIKLAD I(7)
R-5 -(4-fcnyl-4,5-dihydrooxazol-2-y1)-N2-(3,4,5-trimetoxylfcnyl)-tiazol-2,4-diam1'n

Hscojij\ N NH,
[
H,CO u/ks |

'H NMR (CDCl3): & 7.37-7.26 (m, SH), 6.59 (s, 2H), 5.80 (brd, NH,), 5.32 (t, /= 7.80 Hz,
1H), 4.65 (t, J=7.80 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 7.80 Hz, 1H). FABMS (MH"): 427.

PRIKLAD I(8)
S-5-[4-(3-benzyloxyfenyl)-4,5-dihydrooxazol-2-yl]-N?~(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-

diamin
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MeO ”J‘s 0—}_@
'HNMR (300 MHz, CDCls): 5 3.83 (s, 3H), 3.87 (s, 6H), 4.08 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H), 4.62
(dd, J =8, 10 Hz, 1H), 5.05 (s, 2H), 5.30 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H), 5.80 (s, 2H), 6.59 (s, 2H),

6.90 (m, 3H), 7.33 (m, 6H). HRMS (FAB) (MH") Prepoet: 533.1859. Vysledok:

533.18477.

z

PRIKLAD I(9)

S-3-{2-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl]-4,5-dihydrooxazol-4-yl} -fenol
Me

NH

3 AN

Az \
MeO N°'S Y=
H o]
K roztoku S-5-[4-(3-benzyloxyfenyl)-4,5-dihydrooxazo-2-yl}-N2-(3,4,5-

trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin (pripraveného podla popisu v priklade 1(8)) (20 mg,

0,038 mmol) v DMF (0.5 ml), boli pridané Pd black (10 mg) a améniumformat (10 mg,

0,14 mmol). Reak&¢na zmes bol premie3avana pri izbove;j teplote 42 hodin. Reak&na zmes
bola diluovana CH,Cl, (5 ml) a filtrovana cez Celit. Po odstraneni rozpuitadla bol ziskany
produkt (4mg).

"HNMR (300 MHz, CD;OD): & 3.74 (s, 3H), 3.85 (s, 6H), 4.28 (dd, J= 8, 8 Hz, 1H),
4.84 (m, 1H), 5.20 (dd, J=8, 9 Hz, 1H), 6.74 (m, 3H), 6.93 (s, 2H), 7.18 (dd, J = 8, 8 Hz,
1H). HRMS (FAB) (MH") Prepotet: 443.1389. Vysledok: 443.1377.

PRIKLAD I(10)

S-5-[4-(4-benzyloxyfenyl)-4,5-dihydrooxazol-2-yl] -Nz-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-

diamin
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'HNMR (300 MHz, CDCLs): & 3.82 (br s, 9H), 4.06 (dd, J= 8, 8 Hz, 1H), 4.60 (dd, /=9,
9 Hz, 1H), 5.05 (s, 2H), 5.26 (dd, J = 9, 9 Hz, 1H), 5.89 (br s, 2H), 6.58 (s, 2H), 6.94 (d, J
=9 Hz, 2H), 7.20 (/ = 9 Hz, 2H), 7.39 (m, 5H). HRMS (FAB) (MH") Calcd: 533.1859.

Found: 533.1876.

PRIKLAD I(11)

S-4-{2-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl]-4,5-dihydrooxazol-4-yl} -fenol
Me
MeO N T2
MeO AN
NS SO~ )-oH
Hlavn4 substancia bola pripravena z produktu prikladu I(10) za podmienok

podobnych podmienkam popisanym pri priklade I(9).
'HNMR (300 MHz, CD;0D): §3.73 (s, 3H), 3.80 (s, 6H), 4.12 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H), 4.70
(dd, J=9, 9 Hz, 1H), 5.16 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 8 Hz, 2H), 6.92 (s, 2H), 7.12

(d, J= 8 Hz, 2H). HRMS (FAB) (MH") Prepoget: 443.1389. Vysledok: 443.1377.

PRIKLAD I(12)
(R/S)-S-[4-(4-bromofenyl)-4,5-dihydrooxazol-2-yl]-N2-(3,4,5—trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4- :

diamin

Hs
Hs cﬁ NH;
| N Br
HsC HN)‘S: ;(/

MS (FAB) [m+H]/z Prepo&et: 505. Vysledok: 505.
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Analyza prepoltu: C, 49.91; H, 4.19; N, 11.09; S, 6.34. Vysledok: C, 49.32; H, 4.02; N,

10.59; S, 6.05.

PRIKLAD I(13)

(R/S)-5-[4-(2-bromofenyl)-4,5-dihydrooxazol-2-yi]-N*-(3 ,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-

diamin
Hj
H3 C NH2
%@
H;C N
N :

MS (FAB) [m+H]/z PrepoZet: 505. Vysledok: 505.
Analyza prepottu: C, 49.91; H, 4.19; N, 11.09; S, 6.34. Vysledok: C, 49.32; H, 4.02; N,

10.59; S, 6.05.

PRIKLAD I(14)

(R/S)—5-[4-(3—bromofenyl)—4,5-dihydrooxazol—2-yl]-Nz—(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4—

diamin

H,
H3;C NH2
I
H Br
MS (FAB) [m+H]}/z Prepoget: 505. Vysledok: 505.
Analyza prepoétu: C, 49.91; H, 4.19; N, 11.09; S, 6.34. Vysledok: C, 50.16; H, 4.41; N,

9.64; S, 5.4.

PRIKLAD I(15)

(R/S)-5-(4-metyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-N*-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin

Hs
H3C NH2
N)'li(
HsC <
o SN
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MS (FAB) [m+]/z Prepocet: 364. Vysledok: 364.
Analyza prepottu: C, 52.73; H, 5.53; N, 15.37; S, 8.8. Vysledok: C, 50.58; H, 5.36; N,
13.92; S, 7.84.

PRIKLAD I(16)

5-(4-metyl-5-fenyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-N*~(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin
Hs
Hi C;ﬁ NHz
I
HyC N’Ls %
H (o]

MS (FAB) [m+H]/z Prepodet: 441. Vysledok: 441.
Analyza prepodtu: C, 59.98; H, 5.49; N, 12.72; S, 7.28. Vysledok: C, 59.38; H, 5.49; N,
12.50; S, 7.16.

PRIKLAD I(17)

(R/S)-5 -(4-izopropyl-4,5—dihydrooxazol-2-yl)-N2-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diam1’n

Hy
H;C NH2
:5“%1\
H3;C
H
MS (FAB) [m+H]/z Prepoget: 393. Vysledok: 393.
Analyza prepottu: C, 55.08; H, 6.16; N, 14.28; S, 8.17. Vysledok: C, 55.62; H, 6.33; N,

13.07; S, 7.73.

PRIKLAD [(18)

5-(4(R)-metyl-5(S)-fenyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-N2-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazo1-2,4-

diamin
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Hs
H,c:é NHz
HsC uij/(gb:\\
O

MS (FAB) [m+H)/z Prepo&et: 441. Vysledok: 441.
Analyza prepottu: C, 59.98; H, 5.49; N, 12.72; S, 7.28. Vysledok: C, 59.38; H, 5.49; N,
12.50; S, 7.16.

5 PRIKLAD I(19)

(R/S)-5-(5-metyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-N?-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin
Hs
HaC NH;
;5\&
H;C
MS (FAB) [m+H]/z Prepocet: 365. Vysledok: 365.
Analyza prepoétu: C, 52.73; H, 5.53; N, 15.37; S, 8.8. Vysledok: C, 50.91; H, 5.27; N,

10 14.03; S, 8.09.

PRIKLAD 1(20)

\

o/
© NN o
SOy
/\

~

,

15 PRIKLAD J(1)
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5-(2H-tetrazol-5-yl-)-N-(3,4,5-trimetoxyl)-tiazol-2,4-diamin

OCH,
H,CO N NH,
|
P Ns
H,CO N“STNON
N——NH

Roztok 4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-karbonitrilu (110 mg, 0,35
mmol), TMSN3 (115 mg, 1,0 mmol) a katalytického mnozstva BupSnO v toluéne bol
refluxovany $tyri dni (doplitujice mnoZstvd TMSN3 a Bu2SnO boli pocas reakcie
priddvané). Rozpustadlo bolo odstranené pri redukovanom tlaku. Reziduum bolo
rozpustené v etylacetdte a premyté 0,1 N HC], slanou vodou a presusené MgSO4.
Rosptistadlo bolo odstranené a reziduum bolo rozotreté v etyléteri. Findlny produkt (30
mg) bol ziskany filtraciou:

'H NMR (CD;OD): 8 6.99 (s, 2H), 3.89 (s, 6H), 3.77 (s, 3H). ESIMS (MH"): 350; (M-
H)": 348.

Nasledovny priklad bol pripraveny podobnym spdsobom:

z

PRIKLAD J(2)

N-(4-dimetylaminofenyl)-5-(2H-tetrazol-5-yl)-tiazol-2,4-diamin

|
QO
P& Ne
N S T 0
N——NH
'HNMR (CD;OD): 8 7.38 (d, J=5.40 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 5.40 Hz, 2H), 2.95 (s, 6H).
ESIMS (MH"): 302; (M-H): 301. |

PRIKLAD K(1)
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3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl} -fenol
MeO:é\
S
K roztoku 200 mg (0.412 mmol) 5-[3-(3-metoxymetoxyfenyl)-[1,2,4]oxadiazol-5-
y1]-N%-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diaminu (pripraveného v priklade B(4)) v 8 ml of
50% vodného dioxanu bola pridand kyselina trifluroctova (8 ml) s vodnym kipel'om
chladenym na 15 °C. Po dvoch hodinéch pri izbovej teplote bol pridany toluén a roztok
bol vo vakuu koncentrovany s vodnym kupelom pri 22 °C. S ponechanymi 5 ml
rozpustadla bol roztok preliaty do chladného vodného nétriumbikarbonatu. Tento roztok
bol extrahovany s dvoma ddvkami dichlérometanu, nasledne premyty slanou vodou a
presueny nad natriumsulfitom. Radidlna silikova chromatografia eluovana s 5-10%
metanol/dichlérometdnom vyprodukovala 3-{5-[4-amino-2-(3,4,5-trimetoxyfenylamino)-
tiazol-5-yl]-[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-fenol (60 mg) ako bledoZltu tuhu latku.
'HNMR (300 MHz, DMSO-dg): & 3.64 (s, 3H), 3.81 (s, 6H), 6.95 (m, 3H), 7.34 (m, 2H),
7.49 (m, 2H), 9.76 (s, 1H), 10.76 (s, 1H).
Analyza prepo¢tu na CooHoNsOsS: C, 54.41; H, 4.34; N, 15.86. Vysledok: C, 54.40; H,
4.40; N, 15.86.

PRIKLAD L(1)
5-{6-(furdn-2-yl)-pyridin-2-yl}-N?-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin

H,
Hi 635\ NH;
P
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K roztoku 5-(6-bromopyridin-2-yl-2-N-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diaminu
(pripraveného ako v priklade G(6)) (60 mg, 0,137 mmol, 1,0 ekviv.) v DMF (0,7 mL) bol
pridany 2-furantributyltin (130 pL, 0,411 mmol, 3,0 ekviv.), trietylamin (95 uL, 0,685
mmol, 5.0 ekviv.) a dichlérobis(trifenylfosfin)paladium (19 mg, 0,027 mmol, 0,2 ekviv.).
Reak&na zmes bola zohriata na 85 °C pocas 18 hod, schladena a rozdelend medzi etylacetét
a natriumbikarbonat. Organick4 vrstva bola vysusena nad natriumsulfatom, zliata a
koncentrovand. Materiél bol purifikovany chromatografiou na silikovom géle (1:1
etylacetat/hexan) za vzniku 5-{ 6-(furén—2-y1)pyrid1’n-2-yl}-Nz-(3,4,5-trimetoxy-feny])—
tiazol-2,4-diaminu (30,5 mg, 53% vytaznost).

MS (FAB) [m+]/z Prepolet: 424. Vysledok: 424.
Analyza prepottu: C, 59.42; H, 4.75; N, 13.20; S, 7.55. Vysledok: C, 59.56; H, 4.71; N,
13.10; S, 7.44.

Nasledovné priklady L(2) a L(3) boli pripravené podobnym spésobom ako Priklad
L(1).

PRIKLAD L(2)

5-(6-tiofén-2-yl-pyridin-2-yl)-N*-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin

H,
HsC NH2
S
|
H,C! N
3 H S l

MS (FAB) [m+H]/z Prepolet: 441. Vysledok: 441.
Analyza prepo¢tu: C, 57.25; H, 4.58; N, 12.72; S, 14.56. Vysledok: C, 56.57; H, 4.60; N,
12.47; S, 14.33.

PRIKLAD L(3)

5-(6-tiofén-3-yl-pyridin-2-y1)-N>-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-tiazol-2,4-diamin
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OCH;
H:Cm NH;
HiC W
H |
=
MS (FAB) [m+]/z Prepolet: 440; Vysledok: 440.
Analyza prepotu: C, 57.25; H, 4.58; N, 12.72; S, 14.56. Vysledok: C, 56.57; H, 4.60; N,

12.47; S, 14.33.

PRIKLAD M(1)

4-benzylsulfanylmetyl-N-(4-izopropylfenyl)-[2,5°]bitiazolyl-2°4’-diamin

Roztok 204 mg (0,7 mmol) 4-amino-2-(4-izopropylfenylamino)tiazol-5-
karbotioamidu (prpripraveného podl'a prikladu A(1), kroku (ii)) a 1,3-dibromoaceténu
(154 mg, 0,72 mmol) bol premieSavany v MeOH (10 ml) pri izbovej teplote 2 hodiny.
Vysledn4 reak&nd zmes bola nasledne rozriedend s etyléterom (150 ml). Zltohneda
substancia bola odfiltrovana, premyté etyléterom a vysu3en4 vo vakuu za vzniku pevného
hnedého intermedidrneho produktu (298 mg, 91% vytaznost).

Bez d'al3¢j purifikicie bol uvedeny intermediarny produkt (50 mg, 0,12 mmol)
rozriedeny v DMF (10 ml) s DIEA (17 mg, 0,14 mmol). Nasledne bol pridany
benzylmerkaptén (17 mg, 0,14 mmol). Vysledna zmes bola dve hodiny premie3avana
pri izbovej teplote. Rozpustadlo bolo odstranené pri redukovanom tlaku a reziduum

bolo znovu rozpustené v etylacetate (100 mL). Organicky roztok bol extrahovany so
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saturovanym NaHCO; (3 x 20ml) a nésledne slanou vodou. Organicka vrstva bola
presudend nad magnéziumsulfatom a koncentrovana do hnedej pevnej substancie.
Finélny produkt bol nasledne purifikovany preparativhou HPLC do vzniku 4-
benzyisulfanylmetyl—N-(4-izopropyl—thenyl)-[2,5’]bitiazolyl—2’4’-diaminu (9 mg, 18%
vytaznost). 'HNMR (DMSO-dg): & 7.91 (s, 1H), 7.20-7.38 (m, 9H), 6.65 (s, 1H),
5.98 (s, 2H), 3.73 (s, 1H), 3.63 (s, 2H), 2.9 (heptet, J= 6.9 Hz, 1H), 1.22-1.24 (d, J
=6.9 Hz, 6H). FABMS (M+): 452; FABMS (MNa+): 475,

Priklad N(1): sol’ 4’-amino-2’-(4-metansulfonylfenylamino)-[2,5’]bitiazoyl-4-

karboxylovd kyselina trifluoroacetatovej kyseliny.

O o
\/,
/\S NH,
- \©\ T
0
s
s/ o)

Hlavny produkt bol pripraveny takto: k roztoku amidu 4-amino-2-(4-
sulfamoylfenylamino)-tiazol-5-karbotiovej kyseliny (164 mg, 0,5 mmol) v DMF bola
pridand bromopyruvétova kyselina (125 mg, 0,75 mmol) a reakéna zmes bola
premie3avand pri teplote okolia 2 hodiny. Po odstraneni rozpastadla bolo reziduum
rozpustené v etylacetéte a premyté vodou a slanou vodou, nasledne presuiené s
MgSO;. Vysledkom purifikdcie rezidua preparativnou HPLC bol hlavny produkt vo
forme Zltého prasku s 34% vytaZnostou.

'H NMR (DMSO): 55 10.08 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.88-7.78 (m, 4H), 7.31 (s, 4H).
HRFABMS (MH"): Prepo&et: 398.0051. Vysledok: 398.0059.
Priklad N(2): 4-amino-2’-(4-sulfamoylfenylamino)-[2,5’]-bitiazoyl-4-karboxylova

kyselina (2-dimetylaminoetyl)-amid.
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Hlavny produkt bol pripraveny takto: zmes 4’-amino-2’-(4-
metansulfonylfenylamino)-[2,5°Jbitiazoyl-4-karboxylovej kyseliny (64 mg, 0,13
mmol), PyBopu (81 mg, 0,16 mmol), N,N-dimetyletyléndiaminu (28 pl, 0,25 mmol) a
DIEA (65 pl, 0,38 mmol) v DMF bola premie3avana pri teplote okolia dve hodiny.
Rozpdt'adlo bolo odstrénené pri redukovanou tlaku a reziduum bolo rozpustené v
etylacetéte. Roztok etylacetatu bol extrahovany saturovanym roztokom NaHCO; a
nésledne slanou vodou a presuseny MgSO,. Vysledkom purifikacie rezidua
preparativnou HPLC bol hlavny produkt - ZIty praSok 17% vytfaZnosti.
'HNMR (DMSO): §10.91 (s, 1H), 8.72 (t, 1H, J=12.3), 7.80 (dd, 4H, J=27.1), 7.73 (s,
1H), 7.28 (s, 2H), 7.20 (s, 2H), 2.61-2.51 (m, 4H), 2.25 (s, 6H).
HRFABMS (MH"): Prepotet.: 468.0946. Vysledok: 468.0955.

Spésobom podobnym v priklade N(2) boli pripravené produkty z prikladov N(3) a
N@4).
Priklad N(3): metoxymetylamid 4’-amino-2’-(4-sulfamoylfenylamino)-

[2,5°]bitiazolyl-4-karboxylovej kyseliny
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mp 195-198 °C.; 'H NMR (CD;OD): 8 9.80 (s, NH), 7.80-7.65 (m, 4H), 7.54 (s, 1H),
6.60 (s, NH,), 6.32 (s, NH,), 3.61 (s, 3H), 3.22 (s, 3H).
FABMS (MH"): 441.

5  Priklad N(4): fenylamid 4’-amino-2’-(4-sulfamoylfenylamino)-[2,5 Jbitiazolyl-4

karboxylovej kyseliny

., :‘,‘s"o N
2
Qu)g@jﬂf O
S N
'H NMR (CD;0D): 8 7.91 (s, 1H), 7.88-7.71 (m, 4H), 7.40-7.22 (m, 4H), 7.17-7.09 (m,
10 1H).
FABMS Prepolet na C19H6NgO3S3: 473.0524. Vysledok: 473.0540.

Priklad O(1): N-[S-(S-{4-amino-2-[3-(2-morfoh'n-4-yl-etyl)-ureido]-tiazol-S-yl}-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-2,4-difluorofenyl]-3-metoxybenzamid
0 O. N '
PN Es
NN SN s Oy

N
Howo T g i
O/
F F O

15 . Krok(i): Roztok aktivovaného karbamdtu (pripraveny v kroku(ii)), amin a DMF

(0,60 ml) boli hodinu premie$avané pri izbovej teplote.Vysledny roztok bol koncentrovany
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vo vékuu, nésledne purifikovany “Chromatatroném” radidlnou chromatografiou (10%
metanol/metylénchlorid) za vzniku 35 mg (72% vytaZnost) hlavného produktu ako pevnej

bielej substancie.
Analyza prepoctu na Co¢HaF2N3Os S+1.2 H,O: C, 50.19; H, 4.60; N, 18.01; S, 5.15.

Vysledok: C, 50.16; H, 4.35; N, 17.95; S, 5.22. ESIMS (MH"): 601

HaC. NH,

z
zT
\

Krok(ii): Priprava aktivovaného karbamétu (metylesteru 4-{4-amino-5-[3-(2,4-
difluoro-5-{[1-(3-metoxyfenyl)-metanoyl]-amino} -fenyl)-[ 1,2,4]oxadiazol-5-yl]-tiazol-2-
ylkarbamoyloxy}-kyseliny benzoove;j). K roztoku N-{5-[5-(2,4-diaminotiazol-5-yl)-
[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-2,4-difluorofenyl}-3-metoxybenzamidu (533 mg, 1,20 mmol)
pripravenému analogicky ako v priklade E(1), rozpustenom v anhydrovanom THF (20,0
ml) a anhydrovanom N-metylpyrolidinéne (1,0 mL) pri -78 °C, bolo pridané fenyllitium
(0,660 ml, 01,20 mmol) a p-karboxymetylchloroformat (772 mg, 3,60 mmol) rozpusteny v
anhydrovanom THF (5,0 ml) v jednej ddvke (vnutorna teplota stipla na -55°C). Po 5 |
mindatach bola pomaly pridané druhé dévka fenyllitia (0,660 mL, 1,20 mmol). Po
premie3ani (d’alSich 15 mintit) bola reakcia stimena kyselinou octovou (0,30 ml), zmes
zohriata na izbov1 teplotu, diluovand etylacetatom, extrahovana zmesou 1:1 slanej vody a
roztoku nétriumbikarbonétu, presudena nad magnéziumsulfitom a prefiltrovana. Vysledny

roztok bol koncentrovany vo vakuu az kym neostalo priblizne 50 ml rozpiitadia a

S
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nevytvoril sa biely precipitat. Biela substancia bola oddelens filtraciou za vzniku 446 ing
(60% vytaznost’) aktivovaného karbamétu. ESIMS (MNa*): 645.

Nasledovné priklady O(2) az O(32) boli pripravené spdsobom analogickym k O(1).
Priklad O(2): N-{5-[5-(4-amino-2-{3-[3-(2-oxopyrrolidin-1-yl)-propyl]-ureido} -tiazol-5-

yD-[1,2,4]Joxadiazol-3-yl]-2,4-difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

dm'v*m@

Analyza prepottu na C;;H,6F2Ng0sS-1.5 H,0: C, 50.07; H, 4.57; N, 17.52; S, 5.01.
Néjdeny: C, 50.60; H, 4.58; N, 17.42; S, 5.17. ESIMS (MH"): 613.
Priklad O(3): N-(5-{ 5-[4-amino-2-(3-karbamoylmetyl-ureido)-tiazol-5-yl]-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

Analyza prepo&tu na C,,H,3F,N305S-0.6 H,0: C, 47.86; H, 4.05; N, 20.09; S, 5.11.
Vysledok: C, 47.92; H, 3.95; N, 20.01; S, 5.44. ESIMS (MNa"): 567.
Priklad O(4): N-(S-{5-[4-amino-2-(3-metylureido)-tiazol-S-yl]-[l,2,4]oxadiazol-3-y.l}-2,4-

difluorofenyl)-3-metoxybenzamid
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Analyza prepo¢tu na C;;H;7F;2N704S-(0.9 DMF, 0.5 H,0): C, 49.47; H, 4.10; N, 19.23; S,
5.57. Vysledok: C, 49.58; H, 4.24; N, 19.33; S, 5.63. ESIMS (M-H): 500.
Priklad O(5): N-[5-(5-{4-amino-2-[3-(tetrahydrofurdn-2-ylmetyl)-ureido]-tiazol-5-yl}-

5 [1,2,4]oxadiazol-3-yl)-2,4-difluorofenyl]-3-metoxybenzamid

Analyza prepo€tu na CasH,3F,N705S-0.5 H,0: C, 51.72; H, 4.17; N, 16.89; S, 5.52.
Vysledok: C, 51.61; H, 4.09; N, 16.87; S, 5.57. ESIMS (MNa"): 594.
10 Priklad O(6): N-{5-[5-(4-amino-2-{3-[2-(2-hydroxyetoxy)-etyl]-ureido}-tiazol-5 -yD)-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl]-2,4-difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

Analyza prepo¢tu na Co;Hy3FaN;06S-1.0 H;0: C, 48.56; H, 4.25; N, 16.52; S, 5.40.

15 Vysledok: C, 48.67; H, 4.04; N, 16.63; S, 5.50. ESIMS (M-H"): 574.
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Priklad O(7): N-(5-{5-[4-amino-2-(3-izobutylureido)-tiazol-5-yl]-[1,2,4] oxadiazol-3-yl}-

2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

5 Analyza prepo¢tu na Cy4H»3F2N70,4S:0.6 H,0: C, 52.00; H, 4.40; N, 17.69; S, 5.78.
Vysledok: C, 52.02; H, 4.29; N, 17.87; S, 5.85. ESIMS (MH"): 544.
Priklad O(8): N-(5-{5-[4-amino-2-(3-pyridin-2-ylmetylureido)-tiazol-5-yl]-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl}-2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

NH
O N 2

N
A

| :
AT o,
| H H | H
F F©

Analyza prepoctu na CosH,0F,Ng0,4S-1.0 H,0: C, 52.34; H,3.72; N, 18.78; S, 5.37.

10

Vysledok: C, 52.24; H, 3.75; N, 18.74; S, 5.32. ESIMS (MH"): 579.
Priklad O(9): N-(5-{5-[4-amino-2-(3-pyridin-3-ylmetylureido)-tiazol-S-yl]-
[1 ,2,4]oxadiazbl-3-yl}‘-2,4-diﬂuorofenyl)-3-metoxybenzamid

15
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NH
O N 2

|
N NJLNJ\S oL,
L &
X
(@)
F F

l Z
Analyza prepo¢tu na Cy6H,0F,Ng0,4S-0.8 H,0: C, 52.66; H, 3.67; N, 18.90; S, 5.41.
Vysledok: C, 52.57; H, 3.99; N, 18.92; S, 5.16. ESIMS (MH"): 579.
Priklad O(10): N-[5-(5-{4-amino-2-[3-(2-hydroxyetyl)-ureido]-tiazol-5-yl} -

5 [1,2,4]Joxadiazol-3-yl)-2,4-difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

Analyza prepo¢tu na C»H;9F,N;OsS: C, 49.72; H, 3.6; N, 18.45; S, 6.03. Vysledok: C,
49.45; H, 3.80; N, 18.30; S, 5.97. ESIMS (M-H"): 530.
10 Priklad O(11): N-[5-(5-{4-amino-2-[3-(trans-4-hydroxycyklohexyl)-ureido]-tiazol-5-yl}-

[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-2,4-difluorofenyl]-3-metoxybenzamid

Analyza prepo¢tu na CysH,sF,N;05S-2.8 H,O: C, 49.10; H, 4.85; N, 15.42; S, 5.04.

15 Vysledok: C, 49.06; H, 4.71; N, 15.39; S, 4.79. ESIMS (M-H): 584.
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Priklad O(12): N-[3-(5-{4-amino-2-[3-(3-morfolin-4-yl-propyl)-ureido]-tiazol-5-yl} -

[1,2,4]oxadiazol-3-yl)-fenyl]-3-metylbenzamid

NH,

N
I
(\N/\/\N N)\S l O\N ’
o\/I H H N‘—lb/N
0

5  Analyza prepodtu na Co;H3oN30,S-1.5 H;0: C, 54.99; H, 5.64; N, 19.00; S, 5.44.
Vysledok: C, 54.83; H, 45.49; N, 18.50; S, 15.30. ESIMS (MH"): 563.
Priklad O(13): N-{5-[4"-amino-2'-(3-benzylureido)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl]-2,4-

difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

NH,
0 N

@H*JQY@

10  Analyza prepoétu na CosH2,FoNgO3S;: C, 56.75; H, 3.74; N, 14.18; S, 10.82. Vysledok: C,
56.70; H, 3.85; N, 14.09; S, 10.70. ESIMS (MH"): 593.
Priklad O(14): N-(5-{4'-amino-2'-[3-(2-metoxy-1-metyletyl)-ureido]-[2,5']bitiazolyl-4-yl} -

2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

N

NH,
\J\ i r\i |
-0 N/”\NJ\S s -
H H I n
o
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Analyza prepo¢tu na CosHy4FoNgO4Ss: C, 52.25; H, 4.21; N, 14.63; S, 11.16. Vysledok: C,
52.06; H, 4.21; N, 14.55; S, 11.09. MALDI FTMS (MH"): 575.1341, Néjdené 575.1342.
Priklad O(15): N-[5-(4'-amino-2'-{3-[3-(2-oxopyrolidin-1-yl)-propyl]-ureido} -

[2,5']bitiazolyl-4-yl)-2,4-difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

NH,
i P 0
NSNS NJ\NJ\S S
LI P
o~
F F O
Analyza prepo¢tu na CygH,;FaN70,S,-1.1 HO: C, 51.94; H, 4.55; N, 15.14; S, 9.90.
Vysledok: C, 52.38; H, 4.79; N, 14.64; S, 9.48. MALDI FTMS (MNa"): 650.1426,
Najdené 650.1394.
Priklad O(16): N-{5-[4'-amino-2'-(3-pyridin-2-ylmetylureido)-[2,5"]bitiazolyl-4-yl}-2,4-

difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

NH,

b W1
v LI s
l H H (. H
P4 O/
o)
F F

Analyza prepo¢tu na Co7H, FaN703S;: C, 54.63; H, 3.57; N, 16.52; S, 10.80. Vysledok: C,
54.44; H, 3.68; N, 16.33; S, 10.60. MALDI FTMS (MH"): 594.1188, N4jdené 594.1191.
Priklad O(17): N-{5-[4"-amino-2'-(3-pyridin-3-ylmetylureido)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]-2,4-

difluorofenyl}-3-metoxybenzamid
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NH
0O N 2
N NS s
A
= 0/
F F
Analyza prepo&tu na Cp7H, F,N705S,-0.5 H,0: C, 53.81; H, 3.68; N, 16.27; S, 10.64.
Vysledok: C, 53.95; H, 3.78; N, 16.21; S, 10.68. MALDI FTMS (MH"): 594.1188,
Najdené 594.1185.
Priklad O(18): N-{5-[4'-amino-2'-(3-pyridin-4-ylmetylureido)-[2,5']bitiazolyl-4-y1]-2,4-
difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

NH,

O N
J AN s
Xy~ "N” °N” s
(N L B B §
= o/
0
F F

Analyza prepottu na C7H2FaN703S,:0.5 H,0: C, 53.81; H, 3.68; N, 16.27; S, 10.64.
Vysledok: C, 53.83; H, 3.60; N, 16.33; S, 10.80. MALDI FTMS (MH"): 594.1188,
Néjdené 594.1198.

Priklad O(19): N-(5—{4’-amino-2'-[3-((R)-2-hydr0xypropyl)-ureido]-[2v,5']bitiazolyl-4-yl} -
2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

NH,

O N
B
\\/\NJKN)\S S -
AR RS Gy
o~
F F O

Analyza prepottu na C,4H,,F,N6O,S,: C, 51.42; H, 3.96; N, 14.99; S, 11.44. Vysledok: C,

Ol

50.95; H, 4.12; N, 14.97; S, 11.22. MALDI FTMS (MH+)': 561.1185, Najdené 561.1212.
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Priklad O(20): N-(5-{4'-amino-2'-[3-((S)-2-hydroxy-propyl)-ureido]-[2,5']bitiazolyl-4-yl} -

2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

Analyza prepo¢tu na C24H22F2Ns04S,:1.0 HoO: C, 49.82; H, 4.18; N, 14.53; S, 11.08.

5  Vysledok: C, 49.77; H, 3.92; N, 14.74; S, 10.96. ESIMS (MNa"): 583.
Priklad O(21): N-(5-{4'-amino-2'-[3-((R)-1-hydroxymetylpropyl)-ureido}-[2,5']bitiazolyl-
4-yl}-2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

HO\: o NH,

N
|
\/\NJ\NJ\S S |
H H I H
N N O/

Analyza prepo€tu na C,sH24F,Ng04S,:0.5 H,O: C, 51.45; H, 4.32; N, 14.40; S, 10.99.
10 Vysledok: C, 51.32; H, 4.30; N, 14.53; S, 11.06. ESIMS (MNa*): 597.
Priklad O(22): N-(5-{4'-amino-2"-[3-((S)-1-hydroxymetylpropyl)-ureido]-[2,5']bitiazolyl-4-

y1}-2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

Analyza prepottu na C,sHp4F,NgO4S,:0.5 H,0: C, 51.45; H, 4.32; N, 14.40; S, 10.99.

15 Vysledok: C, 51.49; H, 4.26; N, 14.66; S, 11.16. ESIMS (MNa"): 597.
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Priklad O(23): N-[5-(4'-amino-2'-{3-[(S)-1-(tetrahydrofuran-2-yl)metyl]-ureido}-
[2,5"]bitiazolyl-4-yl)-2,4-difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

NH,

1]
o
SN s S
A S
e
0
F F O

Analyza prepo¢tu na Ca¢H24F2Ng04S,-0.5 H,0: C, 52.43; H, 4.23; N, 14.11; S, 10.77.
Vysledok: C, 52.55; H, 4.29; N, 14.44; S, 10.53. ESIMS (M-H): 585.

Priklad O(24): N-[5-(4'-amino-2'-{3-[(R)-1-(tetrahydrofuran-2-yl)metyl]-ureido}-
[2,5'bitiazolyl-4-yl)-2,4-difluorofenyl]-3-metoxybenzamid

NH,

o) N '
0 A A s
N N S
O 5 N’
0/
F F O

Analyza prepo¢tu na CysH4F,N604S,:0.6 H,0: C, 52.27; H, 4.25; N, 14.07; S, 10.73.
Vysledok: C, 52.29; H, 4.33; N, 14.33; S, 10.55. ESIMS (M-H): 585.
Priklad O(25): N-{5-[4-amino-2'-(3-cyklohexylmetylureido)-[2,5']bitiazolyl-4-yl}-2,4-

difluorofenyl}-3-metoxybenzamid

iy L O,

: S 0125-0024
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Analyza prepo¢tu na Cy3HygF2Ng03S,:0.5 H,0: C, 55.34; H, 4.81; N, 13.83; S, 10.55.
Vysledok: C, 55.26; H, 4.78; N, 14.00; S, 10.56. MALDI FTMS (MHM): 599.1705,
Nijdené 621.1525.

Priklad O(26): N-(5-{4'-amino-2'-[3-(2-morfolin-4-yl-etyl)-ureido]-[2,5']bitiazolyl-4-yl} -

2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid
‘ NH,
o™ |

0 N
O
F F O

Analyza prepodtu na C7H27FaN704S2:1.0 H,0: C, 51.17; H, 4.61; N, 15.47; S, 10.12.
Vysledok: C, 51.00; H, 4.39; N, 15.12; S, 9.75. MALDI FTMS (MH"): 616.1607, Najdené

616.1597.
Priklad O(27): N-(5-{4'-amino-2'-[3-(2-pyrrolidin-1-yl-etyl)-ureido]-[2,5']bitiazolyl-4-yl}-

2,4-difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

eou

N
A M s
LB
o/
(o}
F F

Analyza prepoétu na C,;H,;F,N;0;S,: C, 54.08; H, 4.54; N, 16.35; S, 10.69. Vysledok: C,

NH,

53.93; H, 4.66; N, 16.11; S, 10.51. MALDI FTMS (MH"): 600.1658, N4jdené 600.1640.
Priklad O(28): N-[5-(4'-amino-2'-{3-[2-(2-hydroxyetoxy)etyl]-ureido}-[2,5']bitiazolyl-4-

y1)-2,4-difluorofenyl]-3-metoxybenzamid

b A e 5
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NH,

Ho ™C \/\N _\lt[:[ \“/©\

Analyza prepottu na C,sH,4F,N6OsS,:1.0 H,0: C, 49.33; H, 4.31; N, 13.81; S, 10.54.
Vysledok: C, 49.47; H, 4.08; N, 13.87; S, 10.49. MALDI FTMS (MH"): 591.1290,
Najdené 591.1276.

Priklad O(29): N-(5-{4'-amino-2'-[3-(2-pyridin-2-yl-etyl)-ureido]-[2,5 'Ibitiazolyl-4-yl}-2,4-
difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

= NH,

T N
Sy NJ'\N/kS s
H H el H
O/
F F°

Analyza prepotu na CgHp3F,N703S,-1.8 H,0: C, 52.54; H, 4.19; N, 15.32; S, 10.02.
Vysledok: C, 52.56; H, 4.07; N, 15.54; S, 10.03. MALDI FTMS (MH"): 608.1345,
Néjdené 608.1346.

Priklad O(30): N-(5-{4'-amino-2'-[3-(2-pyridin-4-yl-etyl)-ureido]-[2,5']bitiazolyl-4-yl} -2 4-

difluorofenyl)-3-metoxybenzamid ~
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Analyza prepodtu na CpsHy3F,N703S,-1.0 HyO: C, 53.75; H, 4.03; N, 15.67; S, 10.25.
Vysledok: C, 53.32; H, 4.01; N, 15.50; S, 9.90. MALDI FTMS (MH"): 608.1345, N4jdené
608.1327.

Priklad O(31): N-{3-[4"-amino-5-metyl-2'-(3-metylureido)-[2,5']bitiazolyl-4-yl]fenyl}-3-

5  metoxybenzamid

NH, ‘
o] N |
\N/U\Nks:[ .S
(0]
(0]

Prekurzor (N-[3-(2',4'-diamino-5-metyl-[2,5']bitiazolyl-4-yl)fenyl]-3-
metoxybenzamid) aktivovaného karbamatu, z ktorého bol tento priklad pripraveny, bol
syntetizovany analogicKy s prikladom E(3) aZ na zaCiatok s 3-aminopropiofenénom a nie

10 3-aminoacetofenénom.
Anayza prepotu na C3H32:Ns03S2:0.6 H,O: C, 54.66; H, 4.63; N, 16.63; S, 12.69.
Vysledok: C, 54.50; H, 4.48; N, 16.77; S, 12.70. ESIMS (MH"): 495.
Priklad O(32): N-(5-{4'-amino-2'-[3-(2-pyridin-3-yl-etyl)-ureido]-[2,5'Tbitiazolyl-4-y1}-2,4-

difluorofenyl)-3-metoxybenzamid

15 F F
Analyza prepottu na CsH23F2N705S,-0.5 H,0: C, 54.53; H, 3.92; N, 15.90; S, 10.40.

Vysledok: C, 54.35; H, 4.02; N, 16.05; S, 10.30. ESIMS (MH"): 608. Vzorové
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substancie opisané vy3Sie mdZu byt testované na aktivitu podl'a popisu ako je uvedené

niz$ie.

BIOLOGICKE TESTOVANIE: ENZYMOVE ASSAYE

Stimulécia proliferdcie buniek rastovymi faktormi ako st VEFG, FGF a iné je
zévislé od ich indukcie autofosforylacie im prislachajiicich tyrozinkinaz receptorov.
Preto je schopnost’ inhibitorov proteinkinaz blokovat’ bunkovi proliferaciu indukovanii
tymito rastovymi faktormi priamo z4visla od ich schopnosti blokovat’ autofosforylaciu
receptorov. Na meranie trovne inhibi¢nej aktivity proteinkinéz tychto substancii boli
zostrojené nasledovné zariadenia

VEGF-R2 zariadenie na assay: Toto zariadenie uréuje schopnost’ testovanej

substancie inhibovat’ aktivitu tyrozinkinazy. Zariadenie (VEGF-R2A50) cytozélove;j
domény receptora 2 rastového faktora 'udskej vaskuldrnej endotélie (VEGF-R2) s
chybajiicimi 50 centralnymi reziduami z 68 rezidui inzertnych domén kinaz bolo vyjadrené
v bunkovom systéme “baculovirus/insect”. Z 1356 rezidui VEGF-R2 plnej dizky, VEGF-
R2A50 obsahuje rezidua 806-939 a 990-1171 a tieZ jednu bodovii mutaciu (E990V) v
inzertnej doméne kindzy pribuznej divokému typu VEGF-R2. Autofosforylacia
purifikovaného zariadenia bola realizovand inkubéciou enzymu pri koncentracii 4 pM za
pritomnosti 3 mM ATP a 40 mM MgCl, v 100 mM Hepes, pri pH 7,5, s obsahom 5%
glycerolu a 5 mM DTT, 2 hodiny pri 4 °C. Po autofosforylacii vykazuje toto zariadenie
katalyticku aktivitu ekvivalentni zariadeniu na autofosforylaciu divokého typu domény

kinézy. Pozri Parast et al., Biochemistry, 37, 16788-16801 (1998).
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FGF-R1 zariadenie na assay: Intraceluldrna doména kindzy Pudskej FGF-R1 bola

exprimovand za pouZitia vyjadrovacieho systému vyuzivajuceho baculovirus ako vektora,
so zaCiatkom pri endogénnom reziduu metioninu 456 po glutamat 766 podla &iselného
systému rezidui uvedenych autorov Mohammadi et al., Mol. Cell. Biol., 16, 977-989
(1996). Navy3e, zariadenie obsahuje aj nasledovné 3 substitticie aminokyselin: L457V,

C488A a C584S.

LCK zariadenie na assay:: LCK tyrozinkindza bola vyjadrena v bunkich hmyzu ako

N-termindlna deleécia za¢inajica od rezidua aminokyseliny 223 po koniec proteinu na
reziduu 509 s nasledujiicimi dvomi substitiiciami aminokyselin na N-konci: P233M a
C224D.

CHK-1 zariadenie na assay: C-terminél s His na konci pri 'udskej CHK1 s plnou
dizkou (FL-CHK 1) bol vyjadreny za pouZitia bunkového systému “baculovirus/hmyz”.
Obsahuje 6 histidinovych rezidui (6 x His-koniec) a C-termindl 476 aminokyselin 'udskej
CHK 1. Protein bol purifikovany konvenénymi chromatografickymi technikami,

CDK2/cyklin A zariadenie na assay:: CDK2 bola purifikovana pri pouZiti

publikovanej metodologie (Rosenblatt et al., J. Mol. Biol., 230, 1317-1319 (1993)) z
buniek hmyzu, ktory bol infikovany baculovirusovym vektorom. Cyklin A bol
purifikovany z buniek E. coli a vyjadruje rekombinantny cyklin A plnej dizky; zariadenie
skrateného cyklinu A bolo vysledkom limitovanej proteolyzy a purifikované tak, ako bolo
popisané predtym (Jeffrey et al., Nature, 376, 313-320 (July 27, 1995)).

CDK4/Cyklin D zariadenie na assay: Komplex Pudskej CDK4 a cyklinu D3, alebo
komplexu cyklinu D1 a fiizovaného proteinu 'udskej CDK4 a glutatién-S-transferazy

(GST-CDK4), bol purifikovany za pouZitia tradinych biochemickych chromatografickych
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technik z buniek hmyzu, ktoré boli koinfikované zodpovedajlicim baculovirusovym

vektorom

FAK zariadenie na assay. Katalytickd doména Fudskej FAK (FAKcd409) bola vyjadrené

za pouZitia vyjadrovacieho systému baculovirusového vektora. 280 domén aminokyselin
obsahuje rezidua metioninu 409 az glutamétu 689. Jedna substitlicia aminokyseliny
existuje (P410T) a suvisi s urenym ¢&islom sekvencie 113616 publikovanym Whitheyom,
G.S. et al., DNA Cell Bio! 9, 823-830, 1993. Protein bol purifikovany pomocou
klasickych chromatografickych technik.

VEGF-R2 assay

Parova spektrofotometrickd (FLVK-P) assay

Produkcia ADP z ATP, ktord zahriia transfer fosfatovych vizieb, bola spojena s
oxidaciou NADH za vyuZitia fosfoenolpyruvéatu (PEP) a systému s obsahom pyrovatkinaz
(PK) and laktatdehydrogenazu (LDH). Oxidacia NADH bola monitorovana sledovanim
poklesu absorbancie pri 340 nm (e340 = 6,22 cm™ mM") pouzitim Beckmanovho DU 650
spektrofotometra. Podmienky assaye na fosforylované VEGE-R2A50 (indikované ako
FLVK-P v niZ3ie uvedenych prehl'adoch) boli nasledovné: 1 mM PEP; 250 uM NADH; 50
jednotiek LDH/mI; 20 jednotick PK/ml; 5 mM DTT; 5,1 mM poly(E;Y,); ] mM ATP; a
25 mM MgCl, 200 mM Hepes, pH 7.5. Podmienky assaye na nefosforylované VEGF-
R2A50 (indikované ako FLVK v prehladoch) boli nasledovné: 1 mM PEP; 250 uM
NADH; 50 jedn. LDH/ml; 20 jedn. PK/ml; 5 mM DTT; 20 mM poly(E;Y,); 3 mM ATP; a
60 mM MgCl, a 2 mM MnCl; v 200 mM Hepes, pH 7.5. Assaye boli iniciované s 5 az 40

nM enzymu. Hodnoty K; boli uréené podl'a merania aktivity enzymu v pritomnosti
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roznych koncentrécii testovanych latok. Udaje boli analyzované pouZitim softvéru na
enzymovu kinetiku a kaleidagrafiu.

ELISA assay Formovanie fosfogastrinu bolo monitorované pouzitim
biotinylovaného peptidu gastrinu (1-17) ako substratu. Biotinylovany fosfogastrin bol
imobilizovany za pouzitia streptavidinom potiahnutych 96-well mikrotitrovych platni
sledovanych detekciou za pouzitia antifosfotyrosinovych protilatok konjugovanych na
“horseradish™ peroxiddzu. Aktivita “horseradish” peroxiddzy bola monitorovana za
pouZitia diaméniovej soli 2,2’-azino-di-[3-etylbenzatiazolinsulfonitu(6)] (ABTS).
Typicky roztok na assay obsahoval: 2 pM biotinylovaného peptidu gastrinu; 5 mM DTT;

20 uM ATP; 26 mM MgCly; a 2 mM MnCly v 200 mM Hepes, pH 7,5. Assay bola

inicializovan4 0,8 nM fosforylovaného VEGF-R2 50. Aktivita “horseradish” peroxidazy
bola assayovana za pouzitia ABTS, 10 mM. Reakcia “horseradish” peroxidazy bola
pritimena pridanim kyseliny (H.SO;), nasledované od¢itanim absorbancie pri 405 nm.
Stanovené boli hodnoty K; meranim aktivity enzymu v pritomnosti roznych koncentrécii
testovanych substancii. Udaje boli analyzované pouZitim softwéru na enzymovu kinetiku a
kaleidagrafiu.
FGF-R Assay Spektrofotometrickd assay bola realizovana podl'a vy3sie uvedeného
postupu na VEGF-R2 s vynimkou nasledovnych zmien v koncentracii: FGF-R = 50 nM,
ATP =2 mM, a poly(E4Y1)=15 mM.
Analyza LCK |

Spektroforometrickd analyza sa uskutognila ako je popisané hére pri VEGF-R2,
vynimajtc nasledovné zmeny v koncentracii: LCK = 60 nM, MgCl, = 0 mM, poly(E4Y1)

=20 mM.
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Analyza CHK-1

Produkcia ADP z ATP, ktora sprevadza fosforilovy transfer k syntetickému
substratovému peptidu Syntide-2 (PLARTLSVAGLPGKK) bola sparovana na oxidaciu
NADH pouZitim fosfoenolpyruvitu (PEP) prostrednictvom ¢innosti pyruvatkinazy (PK) a
lakticdehydrogenazy (LDH). Oxidacia NADH sa monitorovala naslednym zniZenim
absorbancie pri 340 nm (€340=6,22 cm™ mM') pouZitim spekirofotometra HP8452.
Typické reak&né roztoky obsahuju: 4 mN PEP; 0,15 mM NADH; 28 jednotiek LDH/m;
16 jednotiek PK/ml; 3 mM DTT; 0,125 mM Syntide-2; 0,15 mM ATP; 25 mM MgCl, v 50
mM TRIS, pH 7,5; a 400 mM NaCl. Analyzy boli inciované pomocou 10 nM FL-CHK1.
Hodnoty K; boli determinované meranim inicializatnej enzymatickej aktivity za
pritomnosti kolisajiicich koncentrécii testovanych zlu€enin. Déta sa analyzovali pouZitim
softvéru Enzyme Kinetic a Kaleidagraph.

Analyzy CDK2/Cyklin A a CDK4/Cyklin D

Cyklindependentna kinazova aktivita bola namerana kvantifikaciou enzymovo
katalyzovanej, &asovo-zévislej inkorporacie radioaktivneho fosfatu z [32P]JATP do
rekombinantnych ﬂagmentov retinoblastomového proteinu. Ak nieje poznamenané inak,
analyzy sa robili v 96-jamkovych platniach v celkovom objeme 50 pL, za pritomnosti 10
mM HEPES (N-[2-hydroxyetyl]piperazin-N'-[2-etansulfonova kyselina]) (pH 7.4), 10 mM -
MgClp, 25 pM adenozintrifosfatu (ATP), I mg/mL ovalbuminu, 5 pg/mL leupeptinu, 1
mM ditiotreitolu, 10 mM B-glycerofosfatu, 0.1 mM vanadatu sodného, 1 mM fluoridu
sodného, 2.5 mM etylénglykol-bis(B-aminoetyléter)-N,N,N'N'-tetraaceténovej kyseliny
(EGTA), 2% (v/v) dimetylsulfoxidu, and 0,03 - 0. pi [32P]ATP. Substrat (0,3-0,5 pg) sa

purifikoval rekombinantnym reiinoblastémovym proteinovym fragmentdm (Rb) (rezidua
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386-928 nativneho retinoblastdmového proteinu; 62.3 kDa, obsahujice va&sinu
fosforylatnych miest najdené v nativnom proteine 106-kDa , tak ako znatkovanie $iestich
histidinovych rezidui na zjednoduSenie purifikicie). Reakcie boli iniciované pomocou
CDK2 (150 nM CDK2/Cyklin A komplex) alebo CDK4 (50 nM CDK4/Cyklin D3
komplex), inkubované pri 30°C a ukon&ené po 20 min. pridanim etyléndiamintetraoctovej
kyseliny (EDTA) do 250 mM. Fosforylovany substrét bol potom zachyteny na
nitrocelulézovej membrane pouzitim 96-jamkového filtra¥ného rozvodu a
neinkorporovand rédioaktivita bola odstrdnena opakovanym oplachnutim pomocou 0,85%
kyseliny fosforovej. Radioaktivita bola stanovena vystavenim sugenych nitrocelulézovych
membran fosforimageru. Aparentné hodnoty K; sa merali analyzovanim enzymaticke;j
aktivity za pritomnosti odli$nych koncentracii zIu¢enin a od¢itanie radioaktivity pozadia
sa meralo za absencie enzymu. Kinetické parametre (kcat, Km pre ATP) sa merali na
kazdy enzym pri zvy&ajnych podmienkach analyzy stanovenim zavislosti inicializaén)'/ch
hodn6t na koncentracii ATP. Data sa uviedli do rovnice na kompetitivnu inhibiciu
pouZitim softvéru Kaleidagraph (Synergy Software) alebo sa uviedli do rovnice na
kompetitivnu tesnovézbovi inhibiciu pouZitim softvéru KineTic (BioKin, Ltd.). Merané
hodnoty K; naznadme inhibitory proti CDK4 a CDK2 sa zhodovali s publikovanymi
hodnotami ICsg . gpeciﬁcké aktivita CDK4 bola taka ista, &i uz dana do komplexu s
Cyklinom D3 s plnou dizkou alebo so skratenym Cyklinom D3; podobné hodnoty K; na
selektované inhibitory.
Analyza FAK

FAK HTS utilizovana fluorescen&nd polariza¢na analyza vykondvana pomocou

biosystémov LIL. Kindzova reakcia obsahuje: 100mM Hepes pH 7,5, 10mM MgCl,,
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1mM DTT, 1mM ATP, a Img/ml poly Glu-Tyr (4:1). Reakcia sa iniciuje pridanim 5nM
FAKcd409. Reakcia sa ukonéuje pridanim EDTA a potom sa pridava fluérom zna&eny
peptid a antifosfotyrozinova protildtka, obe &asti prebichajii s pomocou biosystému LJL.
Inhibi¢né vysledky sa itaju na detektori Analyst (LJL).

Proliferatné analyza HUVEC

Této analyza stanovuje schopnost’ testovanej zli¢eniny inhibovat’ proliferaciu
stimulovand rastovym faktorom Pudskych umbilikalnych Zilovych endotelidlnych
buniek (“HUVEC”). Bunky HUVEC (pasaZ 3-4, Clonetics, Corp.) boli vtavené do
kultirneho média EGM2 (Clonetics Corp) v bankéch T75. Cerstvé médium EGM2 sa
pridalo do baniek o 24 h neskér. O 4 alebo 5 dni neskdr sa bunky vystavili d’alSiemu
kultirnemu médiu (médium F12K doplnené 10% fetdlnym bovinnym sérom (FBS), 60
pg/ml endotelialny bunkovy rastovy doplnok (ECGS), a 0,1 mg/ml heparinu).
Exponencialne rastiice bunky HUVEC sa doteraz pouZivali v experimentoch. Desat’ aZ
dvanést’ tisic bunieck HUVEC sa navrstvilo do 96-jamkovych misiek v 100 pul bohatom
kultirnom médiu (popisané hore). Bunky sa mohli viazat’ po€as 24 h v tomto médiu.
Médium sa potom odstrénilo aspiraciou a 105 pl mftveho média (F12K+1% FBS) sa
pridalo do kaZdej jamky. Po 24 h sa 15 pl testovaného agensu rozpustilo v 1% DMSO
v mitvom médiu alebo sa toto vehikulum samostatne pridalo do kazdej spracivanej
jamky; findlna koncentracia DMSO bola 0,1%. O jednu hodinu neskér sa 30 ul VEGF
(30 ng/ml)v mftvom médiu pridalo do jamiek, okrem tych, ktoré obsahovali
neupravené kontrolné vzorky; findlna koncentracia VEGF bola 6 ng/ml. Bunkova
proliferacia sa kvantifikovala po 72 h pomocou farbiacej redukcie MTT, a &asovo

zavislé bunky boli na 4 hod. vystavené MTT (Promega Corp.). Farbiaca redukcia sa
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zastavila pridanim zastavovacieho roztoku (Promega Corp.) a absorbancia pri 595 A
bola stanovena na Citati 96-jamkovej spektrofotometrickej platne.

Hodnoty ICs, sa prepotitali zavedenim odpovede A**° do regresnej krivky k
réznym koncentricidm testovaného agensu; typic}<y sa vyuzilo sedem koncentracii
separovanych pomocou 0,5 log pomocou triplikovanych jamiek pri kaZdej
koncentrécii. Na skrining knihovo navrstvenej zIti¢eniny sa vyuZili jedna alebo dve
koncentrécie (jedna jamka na koncentraciu) a percentnd inhibicia sa prepotitala
pomocou nasledovného vzorca:

% inhibicia = (kontrola — test) delené (kontrola — zostatok)
kde

kontrola = A%, ked’ VEGF je pritomny bez testovaného agensu

test = A%, ked’ VEGF je pritomny spolu s testovanym agensom

zostatok = A>*>, ked’ chyba VEGF i testovany agens.

Analyza proliferacie rakovinovych buniek (MV522)

Aby sa dalo stanovit’, ¢i by proteinkindzovy inhibitor mohol mat’ terapeutické
vyuZitie pri lie€be rakoviny, je dolezité demonstrovat’ schopnost’ inhibitora blokovat’
bunkovi proliferdciu v odpovedi na rastovy faktor, ktory je zainteresovany v
sprostredkovani proliferadnej poruchy. Protokol na hodnotenie bunkovej proliferacie v
rakovinovych bunkéch je podobny tomu, ktory sa pouZil na hodnotenie v bunkach
HUVEC. Dvetisic pl'icnych rakovinovych buniek (linia MV 522, ziskané z American
Tissue Cultural Collection) sa umiestnilo do rastového média (médium RPMI1640
doplnené 2 mM glutaminom a 10% FBS). Bunky sa mohli viazat’ po&as 1 diia pred

pridanim testovacich agensov a/alebo vehiklov. Bunky st spraciivané simultdnne tym

0125-0024



10

15

20

0125-0024

~ 1958 —

istym testovacim agensom, ktory bol pouzity pri analyze HUVEC. Bunkova
proliferacia sa kvantifikuje pomocou farbiacej redukénej analyzy MTT 72 hodin po
vystaveni pdsobeniu testovacieho agensu. Celkova dizka analyzy je 4 dni proti 5 diiom
pre bunky HUVEC, pretoZe bunky MV522 nie st vystavené pdsobeniu zvyskového
média.

In vivo analyza vyvinu sietnicového vaskularneho vyvinu u neonatalnych potkanov

Vyvoj sietnicovych ciev u potkanov sa objavuje od postnatalneho diia 1 do
postnatalneho diia 14 (P1-P14). Tento procec je zdvisly od aktivity VEGF (J. Stone a kol.,
J. Neurosci., 15, 4738 (1995)). Predchédzajica praca demonstrovala, Ze VEGF takisto
iginkuje ako faktor preZitia pri cievach sietnice poas raného vaskularneho vyvoja (Alon,
et. al, Nat. Med., 1, 1024 (1995)).Aby sa dala hodnotit’ schopnost’ $pecifickych zli&enin
inhibovat’ aktivitu VEGF in vivo, formulovali sa zli¢eniny v prisluinom vehikli, zvy&ajne
50% polyetylénglykol, priemerna molekulova hmotnost’ 400 daltonov a 50% roztok 300
mM sachardzy v deionizovanej vode. Typicky sa injektovali dva mikrolitre (2 pl) roztoku
lieku do stredu sklovca oka potkana 8. alebo 9. postnatalny deii. Sest’ dni po intravitredlnej
injekcii sa zvieratd usmrtili a sietnica sa vyrezala z o¥ného tkaniva. Izolované sietnice sa
potom podrobili histochemickému farbiacemu protokolu, ktory $pecificky zafarbi
endotelilne bunky (Lutty and McLeod, Arch. Ophthalmol., 110, 267 (1992 )), a tym
odkryje rozsah vaskularizécie vo vzorke tkaniva. Samostatné sietnice sa potom plodne
zalejli na podloZné skli¢ko a vy3etruju sa, aby sa zistil rozsah vaskularizicie. Efektivne
zlaCeniny inhibuju dal3i vyvoj sietnicovej vaskularizécie a indukuju regresiu vietkych,
okrem najvicsich ciev na sietnici. MnoZstvo cievnej regresie sa pouzilo na hodnotenie

relativnej schopnosti zlienin po podani in vivo. Cievna regresia st(ipa na zévislej Zkale od
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Jjedného do troch plusov, s jednym plusom je detektovatel'na regresia, ktora je posiidena na
priblizne 25% alebo menej, dva plusy sii posiidené ako priblizne 25-75% regresia a tri
plusy sa prisudzuji sietniciam so skoro tplnou regresiou (priblizne 75% alebo védt3ou). Vo
vyvinovom modeli je zli¢enina Prikladu B(30) jednou z naju&innejsich zIigenin
testovanych dodnes, dosiahla dva plusy (++), ked’ bola podana dévka 2 pl 5 mg/ml
inicidlnej koncentracie lieku.

In vivo analyza sietnicového vaskuldmeho vyvinu u neonatélneho potkanieho
modelu, retinopatie prematurity

Druhy model VEGF zavislej sietnicovej neovaskularizacie bol zapojeny do
hodnotenia aktivit tejto série zli&enin. V tomto modeli (Penn et al., Invest. Ophthalmol.
Vis. Sci., 36, 2063, (1995)), st potkanie mlad’atd (n=16) s matkami umiestnené do komory
riadenej pogitatom, ktoré reguluje koncentraciu kyslika. Zvierata st vystavené na 24 hodin
pdsobeniu 50% koncetracii kyslika a potom nasleduje 24 hodin pri 10% koncentracii
kyslika. Striedavy cyklus hyperoxie nasledovany hypoxiou sa 7krat opakuje a po fiom sa

zvierata premiestnia do izbového vzduchu (P14). Zlu&eniny sa podavaji injekciou via

intravitreal aZ do premiestnenia do izbového vzduchu a zvierata st usmrtené o 6 dni neskor

(P20). Izolované sietnice sa potom izoluji, odfarbuji a analyzuji, ako je popisané hore vo
vyvinovom modeli. Efektivita sa delila takisto ako je popisané v pripade vyvinového
modelu. Priklad D(74) je najefektivnejdia zIi&enina testovana dodnes v tomto modeli
(+).

Vysleky testovania zIi&enin vyuZivajucich viaceré analyzy st zhrnuté v
tabulkéch dole, kde symbol “% @’ udava percentd inhibicie pri stanovenej

koncentrécii a ,,NI”’ neudava Ziadnu inhibiciu.
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Tabul’ka 1
Priklad |FLVK-P| FLVK | LCK | CHK-1 | FGF-R | CDK2 | CDK4 |HUVEC]|MV522
Ki (nM) | K; (nM) | Ki (nM) | K; (nM) | K; (nM) | Ki (nM) [ Ki (nM) | ICs ICso
oM | M)
A(36) 31% @
0.05
AGT |22% @5
A(38) 7% @
0.05
ABY [74% @1
AM0) [51% @1
A4 [70% @1
A(42) 7.3
A43) |68% @1
A(4d) [82% @1
A(45) 9.7
A6 [714% @1
A(47) 7.9 260 >10
A(48) 3.1 350 >10
A@49) J49% @1
A(50) 8.9 >700 >10
AGSD) [38% @1
A5 [15% @1
A(53) 24 370 >10
A(54) 1% @ 1
AGSS) [14% @1
A(56) 84
A(57) 6.7
AGS8) |65% @1
uM
A(59) NI @ 5
AG60) [11%@5
B(2) 16.5 >700 3.65
c() 300*
D(1) 46
D(10) 56*
D(11) 1.9
D(12) 2 2.6 160 >10
D(13) 120*
D(14) 120*
D(15) 240*
D(16) 11.8
D17 I33% @5
D(18) [55% @5
D(19) [38% @5
D(2) 98
DQ20) . 3.7 990 >10
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D(21) 60* 200 >10
D(22) 89*
D(23) 150 130 >10
D(24) 1.8 2 110 >10
D(25) 1 745 >10
D(26) |38% @5
M|
D(27) 1.8 82 >10
D(28) 6
D(29) 1.4 32 >10
D(3) 63 >700] _ >10
D(30) 2.9 48 >10
D(31) 48
D(32) 3.9 59 >10
D(33) 3.8 3.6 120 >10
D(34) 0.85 89 9
D(35) 1.8 42 >10
D(36) 2 43 >10
D(37) 3.4 150 >10
D(38) 0.93 40 >10
D(39) 1.4 62 >10
D(4) 7.6* 240 >10
D(40) 1.1 1.4 39 >10
D(41) 1.9 37 >10
D(42) 0.34 0.77 53 >10
D(43) 2.9 241 >10
D(44) 5.4 2.1 373 >10
D(45) |43% @1 235 0.65
UM
D(46) 17.1 123 >10
D(47) 1.1 0.34 13 >10
D(48) 4.1 40 >10{
D(49) 1.6 15 >10
D(5) 63*
D(50) 1.4 17 >10
D(51) 32% 0.62 40 >10
D(52) 27% @
50
D(53) 2.5
D(54) 6.3
D(55) 6.3
D(56) 0.81
D(57) 18
D(6) 38% @
5; 25* N
D(7) 120*
D(8) 29*
D(9) 47*
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E(2) 390 38
F(1) 0.91 1.4 29
F(2) 3.9 4.7 86
F(3) 80
F(4) 33% @
50
F(5) 31% @
50
F(6) 34% @
50
F(7) 114
F(8) 1.9 22
F(9) 7.8 9.6/ 12% at 1 21 >10
pM

Poznamky:* stanovené pomocou ELIZA analyzy skor ako spektrofotometrickou

analyzou.
Tabul’ka 2
Priklad |FLVK-P| LCK| CHK-1| FGF-R{ CDK2| CDK4|HUVEC| MV522
K (uM)) K; M) K; (uM)] K; (rM)] K; (uM)] K (1M) ICso ICso
&M uM)
A1) 1.4% NI @ 20 4.6
A(10) 0.028 45% @ 13.4 9.1
5
A(11) NIl @ NI @| 33% @
1000 100 100
A(12) 0.034 190 6.7 2.7
A(13) 0.81* 11% @
5
A(14) 1.9% 3.1 7.0
A(15) 25% 2.7 7.8
A(16) 0.022* 0.22 0.98
A(17) 0.003| 21% @ 2.4 2.1 29 >1.0 >10
1
A(18) 38% @
5
A(19) 0.004 0.39
A(2) 2.9% 1.8 7.3
A(20) 0.007 24% @ 420 0.71 66{. 0.8 0.49
5
AQ21) 8.8* 8.2 45
AQ22) 0.021 54% @
5
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A(23) 0.039] 34% @ 47% @
5 5
A(24) 5.5% 34| 64% @
10
AQ25) 0.10* 0.29
A(26) 0.014 52% @ >1.0 7.5
5
AQT) | 38% @ 3.2 31
100 *
A(28) 131* 13 24
A(29) 0.078] 10% @ 6.4 13 >1 >10
5
A(3) 64* 2.5 8.4
A(30) 0.11 4.8 22
Al | 31%@
5
A(32) 21% @
5
AG33) | 22% @
5
A4 | 3% @
5
A(35) 390*
A(4) 57% @] 42% @
10 10
A(5) 27% @| 30% @
10 10
A(6) 36% @ 54% @
10 10
A61) [24% 2.7
@1
A(62) 0.53 4.4
A(63) 2.0 20
A(64) 0.52
A(65) 0.15 2.1
A(66) LIINI@ 1
A(67) 0.11 0.015]  0.67
A(68) 0.13 4.5
A(69) 4 7.2
A7) 25% @| 28% @
10 10
A(70) Nl@ NI@
100 100
A 29 190
A(72) 0.16] 48% @
SpuM
A(73) 36%@ NI@
100uM| 100 uM
A(8) 0.058* 0.80 0.42
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A(9) 1.9% 29% @ NI@
100 100
B(3) NI @
300
B(4) 0.2
G(9)
C(2) 49% @
1
CcQ3) 2.7 4.6
D(2) 98
D) 0.063
E(4) 8.8 21
G(1) 57* 50
G(2) 18% @ 5.7
100*
G(3) 13% @ 6.2
20*
G(4) 2% @ NI @ 11.4
300* 100
G(5) NI @
1000*
G(6) N @ 100
300 uM
G(7) 1.6* 21% @|NI @ 10
10
G(8) 18| 31% @
100
H(1) 3.6* 0.65 3.8
H(2) 10.4 11 ]
H(3) 6.1* 8.8 1.7
H(4) 2.6 2.1
H(5) 29% @] NI@
100 100
H(6) 0.2 1.2
I(1)  [>100 61
1(10) 15% @
5
[an 0.53
(12) 1% @
20
1(13) 1.25*
I(14) 1.17*
1(15) 73*
1(16) 178*
1(17) 35*
1(18) 2.7*
1(19) 34*
1(20) 46% @

100 uM

0125-0024
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1(2) NIl @ NI @
600* 100
1(3) 40% @ NI @
300* 100
1(4) NI @ Nl @
100* 100
1(5) 0.77* NI @ 40 47% @
100
1(6) 0.1 NI @ 40 22
I(7) 5.2%
1(8) 12% @
5
1(9) 0.083
J(D) 64* NI @
100
J(2) 53* 29% @
100
K1) 0.006] 42% @ 0.62 6.7 0.95 54
1
L(1) NI @
1000*
L(3) NI @
300 uM
L(2) NI @
300*
M(1) Nl@ N@
100 100

Poznédmky:* stanovené pomocou ELIZA analyzy skor ako spektrofotometrickou

analyzou
Tabul’ka 3
Priklad |[FLVK-P| FLVK | LCK | CHK1 | FGF-P | CDK2 | CDK4 {HUVEC|MV522
K; Ki Ki [KKaM)|Ki(mM)| K; K; ICso ICso
(M) | (nM) (nM) (%inh | (M) | M) | M) | (M)
(% inh @1
1 uM) uM)
D(67) Pomal| 1 13 4.1 >10
y
viazad
D(70) |91% @ | 3.5 61 59 54 >10
50 nM
BO) 036 | 91 78
B(34) 88% @
50 nM
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50 nM

B(8) 0.1

B(27) 0.3

B(10) 0.13

B(11) 0.7

B(30) 0.085

B(29) 0.9

B(28) 3
B(32) .1.8
B(31) 5.1
B(33) 82%
B(26) 2.8
o@1) 023

N(1) |24% @ NI @ 25 2700

1uM uM

NQ) 120 | 1300

N@3) 100 1100

N@4) 58 480
D(66) 1 15 55 4.2 >10

04 187%@| 0.19 3 9 0.64

50 nM

0O(10) 94 6.7
0@3) 0.57

0(2) 0.33 7 28 0.58,1.9
o(1) 0.28

o(5) 0.22

o(6) 0.15
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Oo(7) 0.16 52
0o(8) 0.21
o9 0.42 43
o(11) 0.45 14
0(14) Pomal 10 16
y
viazad
0(24) 22% @
50 nM
0(23) 29% @
50 nM
0(22) 1.5
o@n |61%@]| 1.1
50 nM
0(20) Pomal
y
viaza¢
0(19) Pomal
y
viaza¢
0(18) Pomal
y
viazad
o7 Pomal
y
viazal
0(16) 11% @
50 nM
0(15) 0.5 28
0(13) Pomal 140
y
viazad
0(30) 39% @
50 nM
0(29) Pomal
y
viaza¢
0(32) Pomal
y
: viazad
0(28) 0.29
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0Q27) 1.7
0(26) 14
0(25) 28% @
50 nM
D(65) 1 9.3 37 43 2.1
91
D(73) 12 | 41 56 6 4.45
D(72) 0.9 35 NI 49 NI NI 4.7 >10
D(74) | 91% @ | Pomal 92 61 52 2.9/13
50nM |y
viazag :
B(36) 0.56 72 23
B(35) 0.26 34 39
B(7) 61% @
50 nM
D(63) 51% @ >10000
50 nM
D(64) 1.4 3.2 84 10-100 2
9.4
D(75) Pomal| 1.1 64 7.8 |0.75/2.0
y 97
viazat
D(76) 2.7 >1000
F(10) 0.14 42 47 8.5 0.27/
0.74
B(14) | 13% @ | 0.76 10 46 11 >10
50 nM
B(12) 1.6 29 52 15 3.6
D(69) 0.5 79 78 15 2.3
F(11) 0.26 15 25 12 9.6/>10
B(16) 3% @
50 nM
B(18) 09 NI 8% 10 1.9
B(20) 80%
O(12) 0.19 21 33 45 4.4
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F(13) 0.25 29 25 16
F(14) 0.36 150
F(12) 2.2 >300
B(6) 0.61 56
D(61) Pomal| 4 9 165 >10
y

viaza
D(77) 2.6
D(78) [9% @ 1

uM

D(59) 2.8 44 54 >100 3.1
D(60) 1.4 11 10 >100
D(68) 0.69 >100
D(71) 4.1
D(58) 1.4 29 23 >100 >10
B(17) 3.4 63 1.3
B(23) 1.7
B(24) 2.1
B(21) 10% @

50 nM
B(22) 54% @ >1000

50 nM
B(19) 36% @

50 nM
B(25) 29
B(39) 6.3 >100
B(40) |31% @

1 uM

B(41) 0% @

50 nM
B(42) 12% @

50 nM
B(43) 11% @

50 nM
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B(37) 36% @ >1000
50 nM
B(38) 13% @ >700
50 nM
C(8) 21% @ >700
50 nM
C(D 17 300
B(13) 1.3 300
B(15) 1.7 100
C(5) 15% @
50 nM
D(62) 20% @ 500
50 nM
C(6) 33 300
C) 8 300
C4) 3% @
50 nM
B(5) 2.3
F(15) 5% @
50 nM
F(16) 480 |35% @
' S5uM

CHKI1 celkové skriningové vysledky st dané v tabul’ke &islo 4

Tabulka 4
Priklad % inhibicia
@ 20 uM

A4 -10.2
Ad 17.9
A5 -16.1
A5 25.3
AB -10.2
A6 25.4
A7 -16.6
A7 19.3
A8 -6.2
A8 57.4
H3 16.9
H3 10.3




H4 0.9
H2 1.7
A16 35.4
A21 -7.2
H5 13.4
A70 3.8
G8 -4
G8 -4.8
G8 -3
G8 -3
C3 -3.7
C3 2.9
C3 -3.7
C3 -3.7
AB9 4.8
AB9 2.7
AB9 3.8
AB9 3.8
AB3 3.8
AB3 54
AB3 9.8
AbB4 1.1
A64 7.2
A64 8.3
AB6 3.6
A66 6.6
AB66 9.1
AB8 -0.7
AB8 4.4
AB8 6.1
A62 7.4
AB2 12.2
H6 17.4
H6 15.2
H6 6.5
A67 16.3
AB7 6.9
AB7 4.2
AB5 3.2
AB5 2.5
AB5 8.2
E4 5
E4 6.4
BS 10.7

BS

k) )
AR LR
B

LR
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B5 9.7
F16 4.3
F16 7.6
A73 14.3
A73 14.4
A73 7.3
N3 5.2
N3 2
N3 5.8
J2 16
J1 20.8
13 20.1
1 4 194
12 16.1
15 3.3
16 9.6
A24 13.3
17 4.1
17 -3.1
112 53
112 -0.6
A1 36.6
A1 49.8
A2 2.6
A2 7.6
A3 2.8
A3 -1.9
A15 -4.1
A15 -1.2
113 11.3
114 11.9
115 -1.5
115 14.8
119 -1.3
119 -2.7
116 13.7
A28 0.4
A28 9.3
1(20) -9.4
1(20) 6.5
A27 -5.5
A27 2
J18 12
A9 -8.2
A9 4.9

- 220G -
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A10 -5.9
A10 36.2
A11 -7
A11 12.2
A12 -7
A12 247
A17 10.8
A17 414
A23 -7.2
A23 4.2
C1 12.4
A18 60.8
D2 0.8
D2 -5
D3 8.6
D3 6.7
A20 62.7
D4 9.3
D5 1.3
D5 -5.3
D6 6.1
D6 18.6
A13 5
A19 78.5
D7 10.1
D7 14.3
D8 6.6
D8 -5.7
DS 3.7
D9 4.3
D10 4
D10 -1.5
D12 11
D13 5.5
D13 0.8
D14 12.3
D14 0
D15 8.9
D15 1.2
D16 4.1
A22 7.5
A25 18.7
A26 42.5
D17 5.3
D17 19

—2107~
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D18 6.4
D18 12.1
D19 9
D19 4.2
D20 13.4
A31 2.5
110 16.1
19 6.9
111 -5.7
A32 -3.8
A33 9.6
A33 -3.8
A34 4.6
~A34 -3.4
A35 9.9
A35 -2.1
D21 -0.7
D22 1.8
D23 2.9
D24 54
K1 34.1
B4 6.7
A29 7.1
D25 -8.7
D26 44.7
A30 3.4
A36 2.8
A37 16
D27 5.1
D27 12.2
D28 6.7
D28 26.9
D29 4.3
D29 19
D30 4.2
D30 16.4
D31 0.8
D31 8.8
D32 1.7
D32 13.8
A38 9.1
A38 9.8
A39 2.2
~A40 1

A41 3.8

—2.47—
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AS53 4
AS56 -2.9
A58 -7.2
A55 0.1
A52 2
A42 -0.1
A43 -3
Ad44 -7.1
A45 -1
A46 0.9
A57 -6.1
A48 1.3
D33 -0.3
D34 -0.3
D35 45
D36 25
D37 4.2
D38 8.4
D39 -1.4
D40 17.7
D41 12.6
F9 156.3
A49 14.1
D42 1.8
A50 30.1
B2 59
D44 0
D45 24
D46 3.9
D47 1
D48 8.5
D49 4.9
D50 5.6
D51 3.8
D52 25.9
B40 8
D78 9.4
F2 3.5
F1 34
F4 10.3
FS 10.5
F6 8.4
D53 5.1
F8 55.8
F8 211

— Z,/Z

b
R X W]

Tave e
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F8 34
F8 1.8
F8 1.9
D56 6.5
F7 7.3
D55 7.3
D11 13.3
B5 4.3
C4 16.9
D72 5.1
D73 5.3
D63 74
B12 3.1
c7 35.6
D64 6.4
D65 4.9
B13 3

Cc8 12.4
D66 3.8
D67 5.6
D58 4

D58 -1.7
D58 0.1
C9 8.6
C9 6.5
C9 156.1
D60 6.7
D60 4.1
D60 3.7
D68 10.2
D68 7

D68 14.1
F12 10.3
F12 6.3
F12 13.2
B41 8.6
B41 7.3
B41 12.9
C5 4.7
C5 2

C5 3.7
F13 9

F13 11.3
F13 12.9
B14 8

e n

—-273~
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B14 1.5
B14 2.8
C9 14.8
C9 5.5
Co 16.5
F14 14
F14 10.2
F14 18.1
B15 S
B15 4.1
B15 9.1
B6 4.6
B6 -2.1
B6 -1.3
C6 24.5
C6 5.4
C6 4.4
D74 11.3
D74 3.1
D74 14.3
D75 9.3
D75 4.9
D75 18.8
B42 4.7
B42 04
B42 9.5
B43 8.1
B43 2.8
B43 11.8
B16 82.8
B16 78.9
B16 55.4
B16 38.6
B16 29.1
B16 77.5
B16 82
03 17.1
03 24.5
B21 4.5
B21 20.6
B35 4.4
B35 14.1
B36 6.2
B36 15.1
B25 3

- 27—
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B25 10.3
B26 7.5
B26 13.3
B27 -1.4
B27 1.3

FAK celkové skriningové vysledky sti dané v tabulke &islo 5

5 Tabulka$s
Inhibicia FAK v 10uM zliceniny v HTS
Delphia analyze
Priklad % inhibicia FAK
A4 6
A5 10
A6 0
A7 2
A8 17
H3 19
H4 6
H2 18
A16 36
A21 26
H5 42
H5 17
H5 3
H5 3
A70 11
J2 -7
J1 4
13 3
14 -5
12 -6
15 -2
16 12
A24 7
17 -1
112 -3
A1l 5
A2 8




nnnnn

A3 -9
A15 0
115 3
119 57
119 7
119 5
A28 4
120 -2
A27 2
A9 4
A10 -4
A11 15
A12 8
A17 -2
A23 4
C1 -2
A18 29
D1 -3
D2 26
D3 20
A20 20
D4 17
D5 7
D6 23
A13 12
A19 37
D7 23
D8 8
D9 22
D10 4
D12 29
D13 12
D14 23
D15 17
D16 17
A22 13
A25 57
A25 90
A25 88
A25 88
A26 17
D17 24
D18 14
D19 7
D20 25

0125-0024
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A31 27
18 12
18 12
19 26

I 11 -18

A32 -3

A33 -17

A34 -13

A35 -10

D21 -1

D22 2

D23 -12

D24 -4
K1 17
B4 49
B4 36
B4 11
B4 46
B4 32

A29 -8

D25 6

D26 51

D26 19

A30 -16

A36 -6

A37 -2

A38 83

A38 23

A38 12

A39 -10

A40 -6

A41 97

Ad1 18

A41 12

A53 -10

A56 -7

A58 -9

A55 59

A55 11

AS55 16

AS52 9

A42 -16

A43 -19

Ad4 -15

A45 -13
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A46 -14
A57 -18
A48 -2
D33 -7
D34 -9
D35 -19
D36 1
D37 -6
D38 -14
D39 -21
D40 -6
D41 -19
Fo -13
A49 -13
D42 -5
A50 -14
B2 -17
D44 -9
D45 -9
D46 -14
D47 -19
Priklad % inhibicia

Ad -7

A4 -10

A5 -8

A5 -10

AB -15

AB6 -16

A7 -10

A7 -9

A8 -12

A8 -14

H3 -11

H3 -9

H4 -2

H4 1

0125-0024
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H2
H2 5
A16 94
A16 96
A21 4
A21 -1
HS 4
H& 2
A70 -11
A70 2
G8 -16
G8 -30
C3 -19
C3 0
AB9 40
AB9 15
AB3 -6
AB3 -24
AB3 -22
AB3 -23
AB4 -20
AB4 -34
AB6 -38
AB6 -39
AB8 -18
AB8 -18
AB2 7
AB2 6
H6 -13
H6 -30
- AB7 -29
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ABT 33
AB5 -31
A65 -39
E4 9
E4 17
B5 4
B5 13
F16 13
F16 -16
A73 23
AT3 -30
N3 12
N3 A7
J2 -2
J2 10
J1 -8
N 13
13 4
13 5
4 11
14 1
12 19
12 6
15
B
16
16 15
A24 4
A24 13
B3 30
B3 26

0125-0024



1961

0125-0024

~221—

17 9
17 19
112 7
112 7
Al 4
A 82
A2 9
A2 5
A3 9
A3 3
A15 9
A15 7
113 2
113 7
14 24
114 23
115 7
115 11
19 5
119 4
116 -3
116 1
A28 14
AZ8 -8
120 9
120 7
A27 14
A27 11
J18 3
J18 8
A9 6
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A9 -5
A10 -2
A10 -5
A11 -8
A11 -10
A12 -16
A12 -16
A17 33
A17 9
A23 -5
A23 -6

C1 8

C1 11
A18 25
A18 32

D1 2

D1 13

D2 -3

D2 7

D3

D3 0
A20 46
A20 56

D4 -3

D4 -5

D5 -1

D5 17

D6 -2

D6 -3
A13 7

- A13 27
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A19 76
A19 86
D7 -6
D7 -1
D8 -5
D8 12
D9 -8
D9 -10
D10 -5
D10 5
D12 -7
D12 -10
D13 -8
D13 -1
D14 -9
D14 -10
D15 -3
D15 -6
D16 -2
D16 4
A22 35
A22 38
A25 60
A25 47
A26 72
A26 72
D17 -10
D17 -10
D18 -6
D18 -9
- D19 -4
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D19 -10
D20 -6
D20 -10
A31 -6
A31 -7
110 8
110 -1
18 9
|8 -1
19 45
19 35
111 30
111 25
A32 8
A32 11
A33 2
A33 4
A34 -3
A34 -8
A35 -5
A35 -9
D21 0
D21 10
D22 -6
D22 24
D23 -6
D23 1
D24 -4
D24 -7
K1 92
K1 96

0125-0024
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56
43

-11

-1

-16
34

37

79
86

-15

-24

-18

A1

-20

-13

B4

B4

A29

A29

D25
D25
D26
D26
A30
A30
A36
A36
A37
A37
D27
D27
D28
D28
D29
D29
D30
D30
D31
D31
D32
D32

H3

H3
A39
A39

- Ad0
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eeeeeee

-10

-10

A40
A4
A41
A53
AB3
A56
A56
A58
A58
A55
A55
A52
A52
A42
A42
A43
A43
Ad4
Ad4
A45
A45
A46
A46
A57
A57
A48
A48
D33
D33
D34
D34
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D35 8
D35 4
D36 19
D36 6
D37 -5
D37 -8
D38 2
D38 -7
D39 22
D39 8
D40 -2
D40 -10
D41 0
D41 -7
F9 24
F9 14
A49 -7
A49 -10
D42 1
D42 -10
AS50 8
A50 2
B2 13
B2 2
D44 58
D44 56
D45 17
D45 10
D46 27
D46 19
- D47 51

0125-0024



Da7 26
D48 22
Dag 24
D49 75
D50 42
D50 44
D51 16
D52 26
D52 13
B40 26
B40 29
D78 22
D78 15
F2 18
F2 5
F1 19
F1 25
F4 10
F4 15
F5 16
F5 10

" F6 V.
F6 1
D53 15
D53 2
F8 81
F8 82
D56 73
D56 71
F7 2
F7 21

~22F -
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D55 -14
D55 -35
D11 -25
D11 -41
B5 34
BS 33
C4 -5
C4 9
D72 65
D72 69
D73 69
D73 73
D63 -130
D63 -126
B12 43
B12 44
Cc7 55
Cc7 57
D64 92
D64 93
D65 94
D65 93
B13 30
B13 36
C8 33
Cs8 35
D66 79
D67 73
D67 75
D58 -14
- D58 -12

~mae

TrITv 49
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C9 19
co 16
C60 1
C60 -9
C68 8
C68 7
F12 9
F12 14
B41 28
B41 26
C5 6
C5 11
F13 54
F13 56
B14 11
B14 7
C9 19
C9 18
F14 2
F14 2
B15 5
B15 2
B6 11
B6 10
C6 19
C6 11
D74 96
D74 94
D75 92
D75 91
“B42 7

-230 T
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10

B42 -11
B43 -16
B43 -17
o3 31
o3 42
B21 -3
B21 2
B35 96
B36 91
B36 93
B25 -6
B25 0
B26 76
B27 91
B27 94

Synteticky protokol na kombinaéné priklady v tabulkich A-D

- 237~
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Libraény rastovy &initel’ bloku 2-(4-aminosulfonylfenyl)amino,4-aminoitiazol-5-

karbotioamid, 2-(4-dimetylaminofenyl)amino,4-aminoitiazol-5-karbotioamid, 2-(3,4,5-

trimetoxylaminosulfonylfenyl)amino,4-aminoitiazol-5-karbotioamid a 2-(4-

izopropylfenyl)amino,4-aminoitiazol-5-karbotioamid sa syntetizovali podobne ako pri

krokoch (i) a (ii) v Priklade A hore.

V3etky zlt€eniny v tabulkéch A-D sa syntetizovali chemicky podobne ako pri

priprave Prikladu A(1) okrem: zasobny roztok koreSpondujiicej 4 horych karbotioamidov

v 10% DMF/metanole sa distribuoval do 96 jamkovej platne (s hlbokymi jamkami) a

kazd4 jamka obsahovala 5 pmolov materidlu. Potom sa S pmolov 63 a-halogénovych

keténov pridalo do jednotlivych jamiek na kaZdej platni. Po reakcii sa platne pretrepavali



0125-0024
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pri izbovej teplote 16 hodin, pridalo sa priblizne 10 mg Merrifield Zivice a 10 mg N-(2-
merkaptoetyl)aminometylpolystyrénovej Zivice do kazdej jamky. Reak&né platne sa
pretrepévali d’alSie dve hodiny. Reak&nd zmes sa potom filtrovala a filtrat ka?dej reakénej
Jjamky sa pozbieral individuilne do prijmovej 96-jamkovej platne. Zlugeniny sa ziskali po
odstraneni rozptstadla.

Tabulka A
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EXAMPLES VEGF' | CHK1* | cDK2* | cDKa'
o,
WQIEL ol 34 47.7 10.3 65.4
e,
P‘é v, " O 3 9.2 11.6 1
He Ik\u)_' : :
ey,
o
ne”® o
e ]i‘ﬁ\(/\/:? 57 46.3 7.3 33.1
LY,
o,
"’"°]gj\ al ¢ 26 32 0.2 18.3
Hsc\o Niﬁ\(%&u : :
s
ey
O N,
HC N ci )
H,C\OIELN /@\«Nj/@"__o 24 49.5 48 | 354
8 é.




o™ <]
Iil{(f@/g 38 23 12.4 31.3
o
2 3. 5.
N/@\«"]/@ 2 0 3.5 5.1
s o,
o/
“““Oj@ — g 3.7 2.1 1.9
HC, N/Q:\SY/NJ/Q/ : Te :
S
o
He® Nl °
e jN/Qj\(NI 5 9.9 4.9 -19.9
s oL,
cH,
]@ﬁ\q/ﬂj 18 11.2 0.1 -6.9
o
0. N,
ol o 3 6.1 12.2 17
'Sc\ojij\u,(j\(]/@
s ~oH,
oy
" Iﬁ«[ﬁxj/@ a1 153 | 13 3
o NH, ,N\ o
He N .
N/Q\@/LHO.\% 27 2.7 23.2 4
Py o
n,C’O:éL e 25 36.6 1.9 11.6
SN N/(}\(DD . . .
8
o, 3\
e 7‘§f<~ ° 8 15.2 -14.4 5.6
Mo N s
S
o™ cH,
He” Ij\ 8 I 11.7 4.4 17.8
HC, Ni&", : o e
$
)
il j{j\’z—&r‘/‘ -2 18.7 20.4 -4.7
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18

10.3

15.6

-0.3

32

31.3

3.8

23.7

26

12.9

13.6

19.5

22

32.9

5.4

-16

53

48.3

35

32.3

22.3

14.6

2.2

53

31.3

14.3

245

26

16.5

-27.6

8.8

6.6

-14.9

12.1

7.3

-31.7

66

48.3

17.5

38

27.9

28.4

7.8

50

48.8

10.3

32.3

47

12

-7.3




~236 —
=
"1':/0 N o
. ,d\(f@l 59 M9 | 267 | 264
§ / sw o
o
i
e J—L@/@\ 22 23.9 -12.3 -14.7
oS
rac'°jf>l\m'~ 23 211 -0.2 -40.1
Hesq N g /]
§
peTy '
n,c‘o]é\ My o ?
newg A L 49 56 11.8 36.4
s /
s o\o-x,
3 &, A
rﬁ‘( ° 34 34.1 19 13.7
14 i
(';25\
° N
]é\/z—g\( Y 56 48.7 7.3 37.1
? NN
o, s o,
o, o
H,c,o N, ©
o M /"j/(j 38 29.4 1.7 1.7
(<] N s I
S
=} 1
Iﬁ/z—ﬁ}r& 52 38.1 12 31
? NTNg C 1
cHy s o,
ff\ My me
N,47‘§YN 17 22.4 4.2 3.4
ZH, s \ / HC CH,
o’c"l F
e ® N ’
g N/QQ(/NJ/QXF -1 8.5 13.9 177
{J
?Nlc\
°jéL n ° 20 31.9 7.8 14.6
3 . -7, -14.
’ 4%/@
ﬁé\'&()’% 37 0.5 4.5 21.1
c\
) HE o
) Niﬁa 3 10.4 13.8 9
S’
Ex s-J ne' o,

0125-0024



~ 257~
11 21.6 2.7 20.2
16 4.7 23.1 24
N 25.3 5.3 0.1
46 14.1 1 -18.7
34 21.2 0.4 -48.1
35 41.4 4.4 22.8
he N 51 48.3 19.8 50.6
AL N/Q:j\(/", oy
5 o,
o,
Ol
g N/QYN, S 14 2.7 1.2 | -19.9
8
—on, .
. CH,
He e 27 30.9 -7.5 8.2
%c‘oﬁn/&:g"]/c[m
S
o
ne’ . B
W i‘§\< S -3 0.9 17.5 -10.4
s
cH,
P - 13 8.9 1.3 | -344
:cc\ob\.lj\(",
oy
_o. K,
ﬁﬁli&(j@ 50 7.4 1.6 8.4
3 o\n,a'.

0125-0024



0125-0024

-23F
o
”uc/o:é'\ c N
; ¥ 26 : :
0 O N g @S 26.2 8 4.7
S =]
_Cr,
ne™ Y | s
v N/Qj\(/”]j{\j 325 | 121 | 287
3
~CH, (CH’
. N,
ne” jé h 5 1.3 6.3 4.5
Mo, N/Qs\ N o
s
o
-0 N,
HC
%C\oﬁniﬁ\() 4 13.2 9.1 115
V%
S
15 6.4 3.9 29.3
Cl
?j@\ Pa "J/d}' 25.4 6 6.5
o, s
o
u,c'°l/> t 19 13.5 156 | -10.5
Moy A /N/ ) )
s




0125-0024

Tabul'ka B

EXAMPLES VEGF | CHK1* | cDK2®° | cDKa'

Ny

P " N, OH
[o]
\Q\NJQS\(", 49 28.5 55.9 §7.2
S

Q
HN NH,
‘;ISOIX\(" OQ 12 78 | 255 | -89
NN g s//
H:N\s//o "y /U"‘:
o”O/ﬁ‘&(n ~* | 3 | 28 | es2 | s06
N s sl
o]

HN_ 7

6 7.9 60.5 56.4
“’”\,s”o
° O -2 13.1 17.8 .28.2
uN 2
g‘@\ 2 3.3 21.4 25
N,N\//

o]
-]
¢ Y
\©\~/¢s\ 21 18.7 18.9 16
s 0.




oL RO S 0125-0024
-24c
i " o
° N N . ;
\©\ . ;J/Q/ 33 2.1 20.5 9.6
o e
“a"\s’/ N4, 0o
Vi N
¢ \QN/@\(NJ/Q/ 3 3.9 12.5 1.2
8 O\m:
NP " cl
6’@\ N
27 4.4 18.5 10.
A3 9
8
":N\f N &
°\@L~/¢s\ {ré 8 2.3 28.4 41.2
s o\m’
H,N\s// Ny, FH,
7 N o
¢ 0«4&%@' 48 6.9 10.7 8.3
8
"?N\s”o Ny
J e
\@le\ o~ 3 1.1 29.8 13
S
e,
o 7.
HPN\IS/’ N, o.vN
¢ (:L«ZK\«“ED 47 | 256 | 554 | 578
)
S
Hr";s’/ NH,
° Qn/@\()‘ So3 " 27.7 -16.3
s\/7—©_‘\o
cH,
“:“\sflo N, ct
// .
O\QJ&N' 2 15.9 8.3 28
3
A o J 3 12.3 11.2 11.3
o - . . i .
|OWs -~ ¢
S
o o
° OJW 13 3.7 13.3 16.3
S
A i
¢ Qﬂ:ﬁ\(’j/q 32 14.7 63 79.2
S
o e
° Yoo T %
\@’U\(’ { 2 2.9 4.5 3.9




Sy
[e]
H:N\s’/ N, 0.
“CL 8 ,?/@) 29 20.1 21.4 31.8
S
HN 2 N,
o’ /E { F
. /\~>/©f 43 33.7 74.7 §1.2
* 1
™ I 8 4.4 20.7 27
\in
“szs’/o NH,
o’ N 7\
O\N/Qj\(N/ ) 13 13.6 14.6 39.7
s
e N, F
& N
\QNA&%@F 38 17.5 12.4 5.3
s
BN, 7 NH,
© Qlﬁ\(/f@ o| 30 108 | 178 | .2856
S
HNL g N, <]
4 N c
°O/&_j\()‘]/©/ 9 1.7 1.3 X
$
H,N:’s//o . NH, oH
o
\CLN/Qj\()JD/ 56 18.7 57.9 51.3
s
"’"\/"o NH, OH
¢ \©\N/E:§\</~/ o | 25 13.4 40.7 46
s
H,N\//o NH, '
2 N XN
° \©\~/ﬁj\(/~ A, | n 19.8 66.8 58
s cl
g Ny
v o,
d ON,E:&(/}/Q 50 0.2 196 | -13.5
S
o,
N
p, NH,
N N
°\©\N/4§\(/~ Do W T 113 | 516 65
/ HO
g w4
° C N .
LA ;]’@I 43 6.8 37.2 1.9

0125-0024



0125-0024

7
° 0 /EKYD/Q 23 1.2 8.2 33.4
N S s /

g N, HO I
g N
\CLNA:&(”, 28 25.6 | B9.5 62.5

w f -, %
6’O.i:§YI O 18 18.3 45.7 57.5

°’/\©\ I N i
WA~ 23 28.4 67 59.9
s

P s %
2 N:
° QNA}(/},@ 1 10.7 54.2 40.9
-]

H’“\/ISI/O o s <
°\©N/<s\ ,"rér, N 19 9.7 56 70.6
§ oy

H}‘\’/
Q/L_S\(j,@ 2 13.1 35.9 31.8

i v N
OJ@\(J/@:T 7 15.3 56.6 42.2
§

/Is N
° ©\~/Q§\(/", 2 1.3 14.1 3.5

N
l,s\@ ,L 3 9.7 §1.4 53.4
8§

“z'k/’/
\@ /Lﬁ 7*? 3 5.6 9.2 -0.3




,,
»
-
-
-
.
A
¥
-
3
5

SR 0125-0024
293~
[
P He——or,
S OH
g 9 17.5 25 17
o 3 N
T -
He
(o]
H’les" . NH,
o
\©\~/Q§\</Nj/© 34 12.3 60.8 433
3
gl ye ™
é \QNX&NJ/QO 23 15.2 5.9 4.2
s e,
""‘;s”o M,
g \CLN’@YT(E g 11.4 52.6 53.3
s 0 e,
e}
i 4 Ny Ky o,
d \©\N/43\ - N 29 77.2 64.1
cH,
“:"\sllo NH,
4 N O-N
°©N/@\(/", S 1 1.2 12 0.5
§
HA P
S,
7 Ny
’ \Q ,E‘ﬁ\(" o 5 21.1 68 75
s ; J ci
LN o
LoV N
_21( i “l 5 0.5 16.1 -31.3
8’ s /
“:
LN
& s -13 10.8 -9.9 7.2
s
N,NO:III o
Q,U\@/Q 33 7.3 25.4 4.8
OZrQ“
H’:):Illo N, A F
Q - }qu)i 9 21.7 53.9 58
s /
s o
KN °
OO
40 21.6 74.1 58.2
N’(s‘g\(}‘]D/
S
cH,
4 [
¢ \O\ a | 1o 6.1 34.8 29.3
Ni’:ﬁ\q ]
S




*
~24Y -
HN_ O
,S
OI\Q\ e 10 0.4 48.9 44.1
N/fij\(”, \ ' '
S
“J‘\soo c et
°”\©\ v ° -4 3.3 23.2 14
N'ng\(sl N,
W e O
[+
QN/@}\(N]);Q 4 13.6 16.6 15
s
HzN\S//O .
L 15 164 | 17.6 0.3
N/(Zﬁ\(N/ ’ ) -
£
Tabutka C
EXAMPLES VEGF* | CHK1* | cDK2° | CDKa*
o
He o
. o 28 31.6 23.8 62.7
N/Z_ﬁ\(
s sl
"acjb N, ‘
N -2 10.7 17.2 51.2
NX}(}‘
s
HC N, ke
JL = 50 27.4 17.5 76.5
N s 4 I
s o,
cH,
HC Br
h o e 25 9.2 26 84.7
s ’sl s

0125-0024



_2(7{;»
CHy
He o
b 7‘§f<~ 7 23.5 14.2 71.5
N s /s ) |’°
H,c’t(j\ Wt o o
. /j\@ Oy 3 7.9 15.1 48.7
o
”‘CJ\(D\ v 13 | 156 | 63 | 533
< : : : :
N/Qs /s\ =N
e,
cH,
H
(I\Q - el B 0.8 14.2 55.9
N /s &
s
"ﬁ’b NH, ?" '
,(g\@,Q"’ 10 1.8 226 | 382
8 o\m,
o,
HC N, °
Ve, 2 0.2 10.8 53.1
/ N s 7 |
s
=
“ac/t©\ N,
- g 12 5.2 12.2 79.4
N’L7:§\</s{ I
"oy
He Ny
/CQ - NJ’UO 19 4.7 27.8 60.9
N 5 /I
S
g
H,C N, —~N o
N, N .
’Z‘\S\ﬁ’ - 9 5.7 15 28.7
9
HE Ny OTN
z D) 16 32.2 17.7 63
s
o, 3
Ko " 5
&O\N’E‘&("j/@)o 4 6 17.8 35.6
57 <]
s
o,
HSC/KO\ M, £
N’zs—&(/}éﬂ 7 9 1.7 9.1
¢
"’C/CQ e e 9 3.2 9.6 0.7
: N/4:§\<’N/ . . .
s




.,
N
R Y
-
BTN
.

0125-0024

3
Y
R Y

—2Y 6
7 7.1 5.9 58.4
23 21.4 25.7 81.4
5 -0.9 1.1 49.8
14 23.8 22 50.6
48 39.8 16.1 80.7
-4 7.5 7.3 45.9
22 17.6 18 53.3
5 10.9 21.2 38.5
-2 7.2 24.7 353
-4 0.3 10.4 -1.9
49 25 10.5 17
45 5.1 14.1 74.6
30 19.3 12.5 72.7




0125-0024

" R 7 14 .2.5 23.3 50
LI
oy

"’C/t©\ - 33 13 21.8 61.8
B 3 . .
~45\@7~Q‘>ﬂ

Ho

i
SNy} 5 8.8 21.7 48

”’°J:©\ e 4 4 23.3 -42.5
N’Qs 7
S

H,C [T ¢ Z":
A3 51 38.9 31.8 72.8
e f@r

39 18.9 -4.3 75.5

"’ci@k e ' 323 | 3
’4:§\<’": C 47 : 8.6 79.6
s o,

H,C/b\ N, P
/&1(/”)_@ 12 14.2 38.3 79

n,cﬁg\ M
/(g\( o | 42 17.8 31 79.9
S
S

He N, "e
l‘&b/@ 19 11.6 5.2 74.4
N Ng z J
s HE o4y

He
J\Q 7f<~ S 3.7 8.7 48.3
N s 4 I

N’C/CQ N0
s ’"j/@ 21 20.9 29.1 59.5
N Ng ¢ J

QL O
. il 7 .4.2 4.8 56.1




S ele . 0125-0024
~2yP -
13 6.5 6.2 61.4
15 14.1 26 85.1
5 4.7 4 2.4
-6 7.9 20.9 46.8
22 0.2 18.5 59.4
10 3.8 16 49.3
26 26 29.2 81.6

/KCLN,&{;;« ot 59 34.9 39.9 84.7
)

H,
mc/R@\ . MK, o
. ¢\ /"l = 13 -4.7 2.4 50.4
s

F
cH,

"“EQ o 18 228 | 282 | 886
NN~ | o

-5 -9 18.5 -26.5

-14 0.7 3.6 10.3

HC Nt
_ ’U\G’Q . 14 -12.8 6.6 44.3




- 2449~
He C N, N
[+
h 7‘§\< . 31 14.8 26 86.2
N s :I
c
HC F F
/EO\ "'ﬁi 46 19.7 30.6 91.5
I\ N
N Ng sl
9 5.3 12.2 73
25 -4.3 9.3 72
.3 0.7 10.1 37.8
11 3.4 17 33.2
5 12 14.6 48.1
Tabulka D
EXAMPLES VEGF* | CHK1®* | cDK2* | cDK4
',:’“n oH
He™ N,
\©\N/g-§\<~j/©’" 3 | 465 | 168 53
s s |
\ (]
AN
Ko N 5 19.6 26.
Q«k‘ . 0l 9 | 455
8
i“‘) cH,
HC™ N, =
N S 32 43.9 24 64.1
\©\N#<:§\</N‘ "
§
o .
HC™ NH,
AN
szj\(”! - 18 22.8 17.6 69.1
L3

0125-0024



r ; E ,: 0125-0024
~-X0 -
=
He? "y,
\QNJKYNJ/C(“ 2 16 4.1 59.8
s s// iad
6-
™
m g 5 7.6 17.7 35.6
IS
RS
§x -6. .
,U\@/Q 0 14.8 6.4 8.7
f"‘l:
N
Q " oy 16 15.2 17.7 61.6
F"' ¢l:n,
O\ o~ ’ 1 3.1 6.7 35.4
o~ . . .
,N
" O\ 10 2.5 1.2 36.5
’Aj\« |
P
H,C/N N
\Qiﬁfé 13 14.1 15.6 68.7
“ory
b .
e 13 2.7 6.1 19.1
N Is 4 i
S
HeN .y N 4
\Q 7‘§\<~ g N 9 -4.5 13.4 33.7
NN 4 o,
""=°ij© 17 39.5 8.3 46.2
/N . . .
Q3
H'CKQ \m’ o 8 17.8 22.1 50.4
N d /N
-3
C’N
2 16.6 1.7 15.2
QN,U\@/(S
e O ‘§\< 12 5 145 -12.6




~-257—
=
- AN
" NO " 1 8.2 14.3 36.4
N » //
H:V"
19 26.9 17.3 76.1
N’(_ﬁ\« |
'I‘ N
e |
O\N,@\g\ { 25 8.1 8.3 59.9
)
H,C’“ o)
O\ILNTQJ 16 40.8 5 56.5
NN |
H.C’"
Qvﬂxb/@r M 41.7 34.8 56
@
- " o 4 5.5 8.7 49.4
Q.«@\«"f@
,N
" ™D 28 32.5 31.7 63.6
N /1(“] N
s S
N Ny,
He™
O\NIZ}(/}Q" 8 4.2 3.3 8.1
3 / F
?1]
oWy
! ’j\«"j/@'.‘f 6 13.8 17.1 27
S
,r?“ ’ I
" \©\ - 0 5.1 9.2 6.5
- (1
s
N.
Ko~ N, oM
7@\ ﬁ\(”j/@ 46 47.1 26.6 66.8
N s ;/
o o,
" " 1 212 | 298 | 524
N’Qs 9 s
3
iy e A
ne \©\ " A 35 41.4 33.3 64.4
Nij\( \
S

0125-0024



Tey e

IEENEY]

~2852 —
Iy " o,
He” N
21 0.9 16.1 23.3
\Qu /M‘ L
S
I
He” AN N, A
| N w
QN/¢:§\</ o | 28 38.1 6.3 69.4
8
/@\@/@1 16 23.3 0.6 57.5
s
ne Ni’,,\/@ 17 13.1 17.2 48.3
,N
" /J\GX? 36 1.1 24.1 69.3
P‘ / o
27 29.3 38.3 63.5
He-
Oﬂ;, >
C)
v O *_S% 31 41.9 17.1 64.3
CH,
CL 23 34.8 29.8 83
*CS\(’ ]
HC’N N,
| M = 29 26.8 37.3 65.1
CH,
P e
he -, 18 32.9 3.1 74.4
\CLN oy~
s s
Hc’"
\Q zﬁﬁ/@’k 5 1.0 | 334 | 60.3
HC
QA‘L@/@)& 20 32.7 -2.5 43.7
Pﬁ
QJ{«:’@ 23 9.8 27.1 48.5

0125-0024



¢ : ' P 0125-0024
-253% —
C’N
’{K\QECQ 17 18.8 20.5 70.9
N
N.C’"
Q 14 26 24.6 81.8
N’( / | m,
7
~N.
He Qlﬂ" < 26 3.2 23.3 12.1
NN /sl o,
ne fen,
By o
" \Q _< o 6 37.1 18.3 73.2
s/\</ o

r .
¥ N4,
He O 7—§\<~]/© 30 17.5 19.7 65.1
4
L |
s

m
e
\Qiﬁf@ 10 7.8 163 | .20.3
s ¢ ) ?
s
o,

FD\,U:J/E) 25 38.5 19.8 45.9

o o,
He L s
\Q\me | o 33 37 33.9 62.7
s < o,
CH'
{

e Ny N :
Z l N Y 5 0.8 24 29.6
’43\(" -

N,C’"
\Qn,l'ﬁ\( g 27 8.2 76.5

H.C’" " "
0 ol 13 1 2.8 | 126 | .175
N s : J

““r@w@fa/dj“ -8 9.5 -6 36.2

)
k;
- mﬁj{j 24 4.8 27.8 48.5




1
-
a
n
IR ER)
bl
o
EREEY

0125-0024

s F
n,c’"@\ O i
N F
~/Q§\<f", 26 37.5 29.1 82.6
s <l
o
H_‘c’N N, F .
CL/[‘L(DD/ 3 | 252 | 203 | 643
N s //
§
P = -
ne" ", [
O\N/g'ﬁ\(uj/@\m’ 16 17.4 14.6 57.8
S \ /
e
&C’Q N,
" 22 126 | 235 57.7
N/Q&({f@
§

& a
N N, it Cl
¥ O"/UT o 3 52 | 367 | 452
s ’/ Q N\cﬂ,
&
WN@\ 4 3 7.6 16.9 29.6
Iy - . . .
N/L:S\f;)"(t@\

s

7
H,C/N NH, Br
@\l‘&r)}@ 17 14.2 29 30.1
. |
s

a.% Inhibition at 20 uM
b. % Inhibition at 20 uM
¢. % Inhibition at 1.0 uM
d. % Inhibition at 1.0 uM

% Inhibition = % inhibicia



g 0125-0024

-~ 255 =

Kombinatoridlna procediira pre syntézu funk&nych tiazolovych derivatov a inhibicie
HUVEC Profilericie

5
MeOZCO\ NH, R-NH o NH,
(0} N—:[ 2 " I
@) H S “Ar DMF, Et3N, 24h Irﬂl s '

£S5

A= LS oY H $ S+ Me

r \JJ\@/HW/@\O/ NJD:NE(@\O/ \FG‘TL@H\(&/Q\O/
0 F F

i ST DR < S
‘:DF © m g D
Roztok 263 aminov (1.5 pmol), a EtsN (0.1393 pL, 1.0 pmol),rozpustenych DMF

10 (15 pL), sa distribuovalo do jamiek 96-jamkovej platne.V pripadoch kde sa amin pouZil
ako hydrochloridova sol’, sa doldal d’al3i Et;N (0.4179 pL, 3.0 pmol), aby libroval vol'na
bazu. KaZd4 jamka sa spracovdvala s roztokom p-karboxy fenol karbamaétu (0.5395 mg,
1.0 pmol) rozpustenym v DMF (30 uL), potom sa pretrepavalo po&as 24h pri izbovej
teplote. Hrub4 reak&na zmes sa koncentrovala pouZitim GeneVac™ aparatu, a potom sa

15 vymyla pomocou DMSO na findlnu koncentraciu 10 mM, &o dalo priklad ukazany v

Tabulke E.
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Tabulka E

Inhibition of HUVEC Proliferation -

% inhibition | % inhibition
@ 10 nM @ 50 nM
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Inhibition of HUVEC Proliferation = Inhibicia proliferacie HEVEC
Molstructure = Molekularna §truktara

% inhibition = % inhibicia
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Kombina&ny proces pri prikladoch v tabulke I

0.1 M roztok kyseliny, aminova matrica, o-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N°,N’-
tetrametylurénium hexafluorofosfét a trietylamin sa pripravili oddelene v
nehydrogenovanom DMF. Do kazdej skimavky v mriezke 8 x 11 kultirnych skimaviek
(10 x 75 mm) sa pridalo 110 pL (0,011 mmol) odli3nej kyseliny. Do toho sa pridalo 100
pL (0,01 mmol) roztok aminu , 110 pL (0,011 mmol) roztok trietylaminu, po fiom 110 pL
(0,011 mmol) roztok o-(7-azabenzotriazol-1-yI)-N,N,N’,N’-
tetrametyluréniumhexafluorofosfatu. Reakcia sa miesala v zahrievacom bloku pri teplote
60°C 6 hodin. Reak&na zmes sa premiestnila do 1 mL 96-jamkovej platne s pouzitim
tekutého prenaaga. Rozpistadla sa odstranili pouZzitim aparatu SpeedVac™ a hrub4
reakena zmes sa znovu rozpustila v DMSQO, ¢im vznikla teoretick4 koncentracia 10 mM.
Skriningové vysledky su v tabul’ke 1.

Tabulka ]
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Kombinaény proces pri prikladoch v tabul’ke II

0.1 M roztok kyseliny, aminova matrica, o-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’ N’-
tetrametyluréniumhexafluorofosfét a trietylamin sa pripravili oddelene v
nehydrogenovanom DMF. Do kaidcj skimavky v mriezke 8 x 11 kultirnych skiimaviek
(10 x 75 mm) sa pridalo 110 pL (0,011 mmol) odlinej kyseliny. Do toho sa pridalo 100
pL (0,01 mmol) roztoku aminu, 110 pL (0,011 mmol) roztok trietylaminu, po fiom 110 pL
(0,011 mmol) roztok o-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’ ) N’-
tetrametyluréniumhexafluorofosfat. Reakcia sa mie3ala v zahrievacom bloku pri teplote
50°C 3 hodiny. Reak&na zmes sa previedla do 1 mL 96-jamkovej platne s pouZitim
tekutého prenaada. Rozpustadla sa odstranili pouZitim aparétu SpeedVac™ a hruba
reak&nda zmes sa znovu rozpustila v DMSO a dala teoretickl koncentraciu 10 mM.

Skriningové vysledky st v tabul’ke II.
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Vzorové zliceniny popisané vy38ie moézu byt formulované do farmaceutickych

kompozicii podl'a nasledovnych vieobecnych principov:

Priklad 1: Parenterilna kompozicia

Na pripravu parenteralnej farmaceutickej kompozicie vhodnej na injek&né

podévanie je potrebné rozriedit’ 100 mg vo voderozpustnej soli substancie Formuly I v

DMSO a potom zmie3at' s 10 ml 0,9% sterilného fyziologického roztoku. Zmes je

inkorporovana do formy dédvkovacej jednotky vhodnej na injek&né podavanie.

Priklad 2: Oralna kompozicia

Na pripravu farmaceutickej kompozicie na orélne podavanie je potrebné zmiesat

100 mg substancie Formula I so 750 mg laktézy. Zmes je inkorporoyané do formy
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- 379 -

davkovacej jednotky, ako sti napriklad tvrdé Zelatinové kapsle, ktoré si vhodné na orélne
pouZitie.

Priklad 3: Intraokuldarna kompozicia

Na pripravu postupne uvoltiovanej farmaceutickej kompozicie na intraokulare
podanie je substancia Formula I suspendovana v neutridlnom izotonickom roztoku
hyalurénovej kyseliny (konc. 1,5%) vo fosfatovom pufri (pH 7,4) do vytvorenia 1%
suspenzie.

Je nutné pochopit, Ze vy$3ie uvedené popisy sti vo svojej podstate vzorové a
vysvetlujice a st uréené na ilustrovanie samej podstaty vynalezu. Podas rutinnych
experimentov znalec urdite rozpoznd mnohé modifikicie a variacie, ktoré moZno
uskutoZnit’ bez toho, aby &lovek pridiel o ducha invencie. Preto je invencia definovan4

nie vy33ie uvedenym postupom, ale nasledovnymi tvrdeniami a ich ekvivalentmi.
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PATENTOVE NAROKY

L. ZloZenie Formuly I:
N NH,
H
.
R1/ S " \x —R?

kde:

R'je vodik, substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl,
heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo skupina formula R®-CO alebo Ré-CS, kde
RS je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, alkenyl,
aryl, heteroaryl, alkoxy, alebo N-R’R%, kde R'R® st kazdy nezavisly vodik alebo
substituovany alebo nesubstituovany alkyl, aryl alebo heteroaryl;

R? je hydroxy, halo, cyano alebo nitro, alebo substituovany alebo
nesubstituovany alkyl, alkenyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl,

alebo skupina formuly (A),

(A)

O=—0

/ \Ra

kde R, je vodik alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl,

heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo skupina formuly (B), ' ({
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O—0

Ra (B)
NG

kde R, je hydrogén alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl,

heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl, élebo skupina formuly (C),

C R
SN ©

5 kdeRyaR; st nezavislé vodiky alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl,
cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo skupina formuly (D),

_-Ra

(D)

O=Z

-~ "R

e
kde Ry je vodik alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl,
heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy, amino, alkylamino, dialkylamino,

10 alebo acylamino, a R. je vodik alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl,
cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl, amino, alkylamino, alebo dialkylamino,

alebo skupina formuly (E),

15
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n=—o0

R¢ (E)

kde Ry je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl

alebo heteroaryl, alebo skupina formuly (F),

O
[
S —N (F)

[

O

Rn

kde R, a Ry, st nezévislé vodiky alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl,

cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo skupina formuly (G),
Ri
G
N o ~ (G)
kde R; je alkyl alebo substituovany alebo nesubstituovany cykloalkyl, heterocykloalkyl,

aryl alebo heteroaryl, alebo skupina formuly (A), formuly (B), formuly (C), formuly (H),

alebo formuly (I), alebo skupina formuly (H),
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kde R; je vodik alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl,
heterocykloalkyl, aryl, heteroaryl, hydroxy, alkoxy alebo amino, alebo skupina formuly
(A), formuly (B), formuly (C) alebo formuly (D), a R, je vodik alebo substituovany alebo

nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo skupina

| formuly (A), formuly (B), formuly (C), formuly (D), formuly (E) alebo formuly (F), alebo

skupina formuly (I),
N

kde R, je vodik alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl,
heterocykloalkyl, aryl alebo heteroaryl, alebo skupina formuly (C), alebo je R?
substituovany alebo nesubstituovany cykloalkyl, heterocykloalkyl, alebo aryl fuzovany na
Q

XjeCaleboN;a

Q je divalentny radikal s 2 alebo 3 atébmovymi prstencami, kazdy nezavisle
vytvorenyzC, N, O, S, .C-RS aN-R’, kde R’ je hydroxy, halo, cyano, alebo amino, alebo
substituovany alebo nesubstituovany alkyl, aryl, heteroaryl, alkoxy, ktoré spolu s C* a N*
formuji pit- alebo Sest&lenny aromaticky alebo nearomaticky prstenec,

alebo farmaceuticky akceptovatelny prekurzor lieku, farmaceuticky aktivny

metabolit alebo farmaceuticky akceptovatelna sol’ uvedenych substancii.
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2. ZloZenie Formuly II:
T
H N N~n
|
N 2
R1 S C/CD\X/R
\\/
I—Y

I

kde:

R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl, alebo skupina
formuly R°-CO alebo R®-CS, kde RS je substituovany alebo nesubstituovany alkyl,
cykloalkyl, heterocykloalkyl, alkenyl, aryl, heteroaryl, alkoxy, alebo N-R’R®, kde R'R®
su kazdy nezévisle vodik alebo substituovany alebo nesubsituovany alkyl, aryl, alebo
heteroaryl;

R? je definovand v tvrdeni 1;

X jeCaleboN;a

Y a Z st kazdy nezavisle C, N, S, O, C-R? alebo N-R®, kde R® je definovana v
tvrdeni 1;

alebo farmaceuticky akceptovatel'ny prekurzor lieku, farmaceuticky aktivny

metabolit alebo farmaceuticky akceptovatel'né sol’ oboch.
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3. Substancia, farmaceuticky akceptovatel'ny prekurzor lieku,
farmaceuticky aktivny metabolit alebo farmaceuticky akceptovatelna sol’ oboch
definovana v tvrdeni 2, kde:

R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo roaryl, alebo R®-CO alebo

5 R®-CS, kde R®

je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl,
alkenyl, aryl, heteroaryl, alkoxy alebo N-R'R®, kde R'R® st kazdy nezavisle vodik -
alebo substituovany alebo nesubstituovany alkyl, aryl alebo heteroaryl;

R? je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl;

10 X a'Y st kazdy nezavisly C alebo N; a

Z je S alebo O.

4, Latka, farmaceuticky akceptovatelny prekurzor lieku, farmaceuticky
aktivny metabolit alebo farmaceuticky akceptovatel'nd sol’ v silade s tvrdenim 3, kde:

R' a R? st kazdy nezavislym substituovanym azylom;

15 X jeC;
Y je C aleboN; a

Z je S alebo O.

20

5. ZloZenie Formuly III:
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H_ /N N~ _ R*
- I i N
R! S c? / \ / O
\Z—"Y ”JI\R:"

kde:

R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl, alebo R%-CO
alebo R®-CS, kde R® je substituovany alebo ncsubstituovanﬁ? alkyl, alkenyl, aryl,

5  heteroaryl, alkoxy, alebo N-R'R®, kde R'R® sti kazdy nezévisly vodik, alkyl, aryl, alebo
heteroaryl,

R? je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl,
aryl, heteroaryl, alkoxy, aryloxy, alebo N-R’R®, kde R’R® sii kazdy nezavisly vodik,
alkyl, aryl, alebo heteroaryl;

10 rR* je vodik, hydroxy, alkyl, halo, alkoxy, amino, nitro, alebo trifluoromethyl; a

Y a Z st vietky nezavislé C, N, S, O, alebo C-R’ alebo N-R’, kde R’ je
nesubstituovany alebo substituovany alkyl alebo aryl;
alebo farmaceuticky akceptovatel’n)'/ prekurzor lieku, farmaceuticky akceptovatelny
metabolit alebo farmaceuticky akceptovatel'na sol’ oboch.

15

6. ZloZenie Formuly IV:
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4(a)
N— R
N H
H\N </ I RA4(®)
/
RT s NN o
\ l N/u\ 3
7—Y N R
v

kde:

R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl, alebo Ré-CO,

kde R® je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, alkenyl, aryl, heteroaryl, alkoxy,
5 cykloalkyl, heterocykloalkyl alebo N-R'R®, kde R'R® sti kazdy nezavisly vodik, alkyl,
aryl alebo heteroaryl;

R? je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, cykloalkyl, heterocykloalkyl,
aryl, heteroaryl, alkoxy, aryloxy alebo N-R’R?, kde R'R? st kazdy nezavisly vodik,
alkyl, aryl alebo heteroaryl;

10 R* je nezavisly vodik, hydroxy, alkyl, halo, alkoxy, amino, nitro alebo
trifluorometyl; a

Y jeCaleboN;a

Z je S alebo O;
alebo farmaceuticky akceptovatel'ny prekurzor lieku, farmaceuticky akceptovatelny

15 metabolit alebo farmaceuticky akceptovatelnd sol’ jednej z dvoch latok

7. Zli&enina, farméceuticky akceptovatel'ny prekurzor lieku,

farmaceuticky akceptovatel'ny metabolit alebo farmaceutické sol’ podla tvrdenia VI,

kde: R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl, alebo R6-CO,

kde R® je N-R'R®, kde R'R® s kazdy nezavisly vodik, alkyl, aryl, alebo heteroaryl; R?
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je substituovany alebo nesubstituovany alkyl, aryl, heteroaryl alebo alkoxy; R*® a R*®
su kazdy nezavisly vodik, alkyl, alebo halo; Y je C alebo N; a Z je S alebo O.

8. Zluenina, farmaceuticky akceptovatel'ny prekurzor lieku,
farmaceuticky akceptovatel'ny metabolit alebo farmaceuticky akceptovateln sol podl'a
tvrdenia 7, kde: R! je substituovany alebo nesubstituovany aryl alebo heteroaryl alebo
R®-CO, kde R® je N-R'R®, kde R’R® st kazdy nezavislé vodiky, alkyl, aryl, alebo
heteroaryl; R? je nahradeny substituovany alebo nesubstituovany aryl, heteroaryl, alebo
alkoxy; R*® je chloro, fluoro, alebo metyl; R*® je fluoro; YjeN;aZjeO.

9. Zhrnutie farmaceutickej kompozicie:

(a) Terapeuticky efektivne mnoZstvo zli¢eniny, farmaceuticky

akceptovatelny prekurzor lieku, farmaceuticky aktivny metabolit alebo
farmaceuticky akceptovatel'na sol’ v siilade s tvrdenim 1; a

(b) farmaceuticky akceptovatel'ny nosi¢, rozptastadlo, vehikulum alebo

excipient.

10.  Metbda lietby chordb cicavcov mediovanych aktivitou proteinkinazy,
latka je poddvana cicavcom v pripade potreby terapeuticky efektivneho mnoZstva,
farmaceuticky akceptovatel'ny prekurzor lieku, farmaceuticky akceptovatelny
metabolit alebo farmaceuticky akceptovatel'na sol’ definovand v tvrdeni 1.

11.  Metdéda vychadzajica z tvrdenia 10, v ktorom je situicia ochorenia
cicavca spojend s rastom tumoru, proliferaciou buniek alebo angiogenézou.

12.  Spdsob modulécie aktivity receptora proteinkinazy, zahfiiajici

kontaktovanie kindzového receptora efektivnym mnoZstvom latky, farmaceuticky
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akceptovate'nym prekurzorom lieku, farmaceuticky aktivnym metabolitom alebo

farmaceuticky akceptovatel'nou solou, ako je definovana v tvrdeni 1.

13. Meto6da v stlade s tvrdenim 12, kde je miesto receptora proteinkinazy

receptor VEGF.
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