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Referatas:
1$radime aprasyti nepeptidiniai GnRH agentai, galintys inhibuoti gonadotroping iSlaisvinan¢io hormono

poveikj. Tokie junginiai ir jy farmacigkai priimtinos druskos, multimerai, provaistai ir veiklieji metabolitai yra tinkami
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Zinduoliy reprodukciniams  sutrikimams ir nuo steroidiniy hormony priklausomiems augplngs g' yti~ bei
vaisingumui reguliuoti, kur gonadotropino i$laisvinimo slopinimas yra pageidautinas. Taip pat apradyti $iy junginiy
ir jiems pagaminti tinkandiy tarpiniy junginiy sintezés badai.
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IsSradimo technikos sritis ir galimybé pritaikyti pramonéje

Sis isradimas pagrindinai yra susijes su junginiais, kurie veikia
Zmogaus gonadotroping islaisvinancio hormono (GnRH) poveikj. Tiksliau
sakant, jis yra susijgs su nepeptidiniais GnRH antagonistais ir agonistais ir su
ju pagaminimu. Sie nepeptidiniai GnRH agentai turi naudingas fizikines,
chemines ir biologines savybes ir yra tinkami' kaip vaistai ligoms arba
buklems, kuriose keiciasi hipofizés-gonados asies moduliavimas. Sio isradimo
junginiai iSvengia peptidiniy agenty degradacijos ir biopasiskirstymo

problemu.

ISradimo kilmé

Gonadotroping iSlaisvinantis hormonas (GnRH), dar Zinomas kaip
luteinizuojantj hormong iSlaisvinantis hormonas (LH-RH), vaidina centrinj
vaidmenj reprodukcijos biologijoje. Daugybé analogy yra naudojama vis
didejanCiam skaiciui klinikiniy indikacijy. GnRH dekapeptidas (piro-Glu-His-
Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, arba p-EHWSYGLRPG-NH,) yra
gaminamas vidurinio pagrindinio pogumburio neuronuose i§ didesnio
pirmtako, vykstant fermentiniams virsmams. Sis dekapeptidas yra iSskiriamas
pulsuojanciai | hipofizés varty venos kraujotakos sistema, kur GnRH
sgveikauja su didelio giminingumo receptoriais (su 7-transmembraniniu G-
baltymu sujungtais receptoriais) prieSakinés hipoﬁzés liaukoje, esancioje prie
smegeny pagrindo. Hipofizéje GnRH sukelia gonadotropiniy hormony
(gonadotropiny) — luteinizuojanéio hormono (LH) ir folikulas stimuliuojancio
hormono (FSH) — iSsiskyrima. Séklidése ir kiauSidese LH stimuliuoja
atitinkamai testosterono ir estradiolio gaminimasi. FSH stimuliuoja folikuliy
augimg moterims ir spermos susidaryma vyrams. Jeigu funkcionavimas yra
normalus, laiko atzvilgiu pulsuojantis GnRH iSlaisviminas ir jo koncentracijos
yra be galo svarbios lytinés steroidogenezés palaikymui ir normalioms

reprodukcijos funkcijoms, susijusioms su augimu ir Iytiniu brendimu.
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Hipofizés atsakas | GnRH metams bégant labai kinta.L-CIS.ngl?(i)rll' B
gonadotropinai pirmiausiai pasirodo vaisiuje mazdaug deSimtg nestumo
savaite. Jautrumas GnRH mazeéja, po trumpo pakilimo per pirmuosius tris
ménesius po gimimo, iki lytinio subrendimo. Prie$ lytinj subrendimg, FSH
atsakas | GnRH yra didesnis nei LH. Kai prasideda lytinis brendimas,
jautrumas GnRH padidéja ir po to atsiranda pulsuojanti LH sekrecija.
Velyvuoju brendimo laikotarpiu ir per reprodukcijos metus vyksta pulsacinis
GnRH issilaisvinimas per visg dieng, esant didesniam LH reaktyvumui nei
FSH. Pulsuojantis GnRH iSlaisvinimas duoda pulsuocjantj LH ir FSH
i$laisvinima, taigi ir testosterono ir estradiolio iSsiskyrima i$ lytiniy organy. Po
menopauzés FSH ir LH koricentracijos_ padidéja, ir FSH kiekiai po
menopauzés yra didesni nei LH kiekiai.

Nuolatinis GnRH agonisty ir antagonisty jvedimas gyvinams arba
Zmogui sukelia ir LH, ir FSH cirkuliuojanCiy kiekiy sumazéjimg. GnRH
agonistai yra junginiai, kurie imituoja endogeninj GnRH, stimuliuojant]
receptorius ant hipofizés liaukos, ‘ir to pasékoje iSsiskiria LH ir FSH. Po
trumpalaikio lytiniy hormony kiekio padidéjimo arba “Suolio”, nuolatinis GnRH
agonisty vartojimas duoda GnRH receptoriy veiklos sumazejimg. GnRH
receptoriy veiklos sumazéjimas ir hipofizés desensitizacija sumazina LH ir
FSH cirkuliuojancius kiekius. Nepaisant atsiradusio simptomus paastrinanéio
staigaus hormony kiekio padidéjimo, GnRH agonistai yra pasirenkami nuo
lytiniy hormony, priklausanciy patofiziologijy gydymui. PavyzdZiui, GnRH
agonistai buvo naudoti sumazinti testosterono gaminimuisi, tokiu bldu
sumazinant prostatos tdr] gerybinés prostatos hiperplazijos (BPH) atveju ir
sulétinant auglio augima prostatos vézio atveju. Sie junginiai taip pat buvo
naudojami kraties ir kiausidziy vézio gydymui.

Neseniai Klinikiniams tyrimams tapo prieinami GnRH antagonistai.
GnRH antagonistai turi betarpiSkg poveikj hipofizei be agonisty atveju stebimo
staigaus Suolio. Literatdroje buvo apradytas GnRH antagonisty (paprastai
dekapeptidy) panaudojimas krities, kiauéidiiq ir prostatos véziui gydyti. Kitas
antagonisty, panasiai kaip ir agonisty, panaudojimas yra endometriozé
(jskaitant skausmingajg endometrioze), gimdos mioma, kiausidZiy ir pieno
liaukos cistinés ligos (jskaitant policisting kiausidziy ligg), prostatos
hipertrofija, amenoréja (pvz. antriné amenoréja) ir per daug ankstyvas lytinis
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brendimas. Sie junginiai taip pat gali bGti naudingi prie§menstruacinio
sindromo (PMS) simptomy palengvinimui. Be to, antagonistai gali bdti taikomi
reguliuoti  Zinduoliy patiny gonadotropiny sekrecijai  norint stabdyti
spermatogeneze (pvz. kai kontraceptikai vyrams) ir gydant vyrus-seksualinius
nusikaltélius. Svarbu paminéti, kad GnRH antagonistai (ir agonistai) rado
pritaikyma_terapijoje, kur yra pageidautinas griztamasis hipofizés-gonados
asies slopinimas.

Jau 50 mety androgeny i$siskyrimo sulaikymas yra efektyviausias
sisteminis prostatos metastazinés karcinomos gydymas. Tai kas racionalu,
yra paprasta - prostatos liaukos tinkamam augimui, palaikymui ir
funkcionavimui yra reikalingi androgenai. Prostatos vézys ir gerybine
prostatos hiperplazija vis dar yra papilte vyry tarpe ir vystosi aplinkoje, kur
visg laikg yra androgeny. Taigi, naudojant GnRH antagonistg hipofizes-
gonados aSies pertraukimui, sumazinamas androgeny gaminimasis ir
gaunama auglio augimo moduliacija. Be to, GnRH antagonistai gali turéti
tiesioginj efekta j auglio augima, blokuodami receptorius ant auglio Igsteliy.
Sio tipo vézio, kuris tiesiogiai reaguoja ir j lytinius hormonus, ir i GnRH atveju,
antagonistai turety efektyviai létinti auglio augimg pagal du mechanizmus.
Kadangi GnRH receptoriai yra ant daugelio prostatos ir krities vésio Igsteliy,
dabartiniu metu manoma, kad GnRH antagonistai taip pat gali bati efektyvas
gydant auglius, kurie priklauso ne nuo hormony. Naujos literatdros pavyzdziai
rodo, kad GnRH receptoriy yra daugelyje véziniy Igsteliy linijy, iskaitant: -

* prostatos vézj: GnRH agonistai ir in vitro, ir in vivo turi tiesioginj inhibicinj
poveikj ir | priklausanciy nuo androgeny (LNCaP), ir j nepriklausanciy nuo
androgeny (DU 1435) Zmogaus prostatos vézio Iasteliy linijas. Montagnani
et al., Arch. Ital. Urol. Androl. 1997, 69(4), 257-263. GnRH antagonistai
inhibuoja beplaukiy peliy nepriklausancio nuo androgeno PC-3 prostatos
vézio augima. Jungwirth et al., Prostate 1997, 32(3), 164-172.

e kiauSidziy veéZ: GnRH receptoriy akivaizdus parodymas Zmogaus
kiausidziy vézio atveju duoda loginj pagrindg panaudoti GnRH analogais
paremtas terapines strategijas $iai ligai. Srkalovic et al., Int J Oncol
1998, 12(3), 489-498.
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e krities veZj: Kraties vézys yra labiausiai paplitgs vir§ 40 mety amziaus
motery vézinis susirgimas ir yra pagrindiné su véZiu susijusiy motery
miréiy priezastis. Sisteminé endokrininé intervencija yra badinga daugumai
pasirenkamy gydymo bady, kontroliuojant uzleista krities veéZj, ypatingai
esant priklausomam nuo estrogeno véziui. Gonadotroping ilaisvinancio
hormono receptoriaus genai yra ekspresuojami zmogaus krdtyje su
fibrocistine liga ir véziu. Kottler et al., Int. J. Cancer 1997, 71(4), 595-599.
Iki Siol prieinami GnRH antagonistai pirmiausia buvo GnRH peptidiniai

analogai. Zr., pvz., International Publication No. WO 93/03058. Peptidiniy

hormony peptidiniai antagonistai yra daznai gana veiksmingi, taCiau peptidiniy
antagonisty naudojimas daznai yra susijgs su problemomis, kadangi peptidus
skaldo fiziologiniai fermentai ir jie daznai blogai pasiskirsto gydomame
organizme. Taigi, kaip vaistai, jie tufi ribotg pritaikyma. 1S to seka, kad
dabartiniu  metu egzistuoja peptidinio hormono GnRH nepeptidiniy

antagonisty poreikis.

ISradimo santrauka

Sio iradimo tikslas yra sukurti mazos molekulinés masés nepeptidinius
GnRH antagonistus, kurie iSnaudoty abu auksciau aprasytus veikimo
mechanizmus. Nepeptidiniai GnRH agentai turi tinkamesnes fizikines,
chemines ir biologines savybes, lyginant su peptidais ir bus tinkami vaistai
ligoms, kurios yra tarpininkaujamos per hipofizés-gonados asj, ir tiesiogiai
taikant j receptorius ant auglio Iasteliy. Reikia sukurti vaistus, kurie veikty |
$iuos receptorius ir gydyty ir priklausant] nuo hormony, ir nuo jy nepriklausantj
vVezj.

Kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti nepeptidinius junginius, kurie yra
GnRH agentai (agonistai arba antagonistai), besirisanCius su GnRH
receptoriais ir tokiu badu moduliuojancius aktyvuma, ypatingai tokius, kurie
yra veiksmingi GnRH antagonistai. Dar kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti
efektyvy gydyma individams, kuriems yra reikalingas terapinis GnRH
reguliavimas ir pateikti ligy ir bakliy, kuriose tarpininkauja GnRH reguliavimas.

gydymo badus.
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Tokie tikslai buvo pasiekti panaudojant Sio iSradimo nepeptidinius
GnRH junginius, kurie yra tinkami kaip vaistai indikacijoms, kuriose
tarpininkauja GnRH reguliavimas. Sio isradimo junginiai turi privaluma prie$
peptidinius junginius, kadangi jie duoda geresnj biopasiskirstymg ir yra
atsparus fiziologiniy fermenty vykdomai degradacijai. Siame isradime taip pat
pateikiami $iy junginiy sintezes bGdai bei tarpiniai junginiai, tinkantys Siems
junginiams pagaminti.

I$radimas yra skirtas junginiams, kuriy bendroji formulé :

5
" R™R! R?
X . 8
[ @ o |
R’ a R3 I'QQ ;
e

kurioje:
X yra pasirinktas i§ C=0, C=S, $=0 ir $(0);

het

yra 5-naris heterociklinis Ziedas, turintis nuo 1 iki 4, geriausia 2 arba
3, heteroatomy, pasirinkty i$ N, O ir S, o ziedas gali bati sotus, dalinai nesotus
arba pilnai nesotus ir gali bati aromatinis;

R! ir R? nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$ H ir zemesniojo
alkilo;

R® yra pasirinktas i H, halogeno ir turinCio arba neturinCio pakaity
alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra pasirinktas i$ turinéio arba neturinéio pakaity alkilo,
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo ir heteroarilo ir kur bendras
esanéiy anglies atomy, skaiCius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 1-12
ribose;

R*ir R® nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$§ H, halogeno ir
turinéio arba neturinéio pakaity alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo,
arilo, heteroarilo, CH,0OR, OR ir C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibtdinta
auk&&iau, ir kur bendras esantiy anglies atomy skaiCius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose,

R®ir R’ nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i H, halogeno ir

turindio arba neturingio pakaity alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo,
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arilo, heteroarilo, CH20R, OR ir C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibidinta
auksgiau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaiCius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose; arba R® ir R” paimti kartu su atomais, prie
kuriy jie yra prijungti, sudaro galintj turéti pakaity 5- arba 6-narj Ziedg, kuriame
gali bati iki keturiy heteroatomu, pasirinkty i$ O, Nir S;

R® yra lipofiliné liekana, pasirinkta i$ turincio ir neturinio pakaity alkilo,
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibtdinta auksdiau, ir kur bendras esanciy
anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 6-20 ribose; ir

R® yra pasirinktas i$ H ir turinCio arba neturincio pakaity alkilo, geriau
Zzemesniojo alkilo. | ,

Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose R' arba R? gali bati ~OH arba
=0: irfarba R® taip pat gali bdti vandenilis,

irfarba R gali bati COR arba vandenilis; ir/arba R® gali tureti bet kokj
norima anglies atomy, skaiciy;

irfarba R® ir R® taip pat gali sudaryti Zieds; irfarba bet kokios dvi '
gretimos R grupés, tokios kaip R® ir R® arba R® ir R* gali sudaryti Ziedg, tok,
kaip aprasytas prie R®ir R';

irfarba R® gali bati COR; ir/arba (het) grupé gali turéti pakaity arba
neturéti pakaity,

Be to, kituose jgyvendinimo variantuose R® irfarba R® gali biti pasirinkti
i$ heterocikliniy grupiy arba bet kokio junginio, kuris sudaro amidinj ry$j su |
formulés azotu. Tai yra R® ir R® gali bti bet kokios grupes, pradedant nuo
anglies, prijungtos prie | bendrosios formulés azoto.

Tinkamiausi Sio i§radimo junginiai yra tie, kuriy bendroji formule Ii:

kurioje kintamieji yra tokie, kaip apibldinta auksCiau.
Ypatingai tinkami yra junginiai, kuriy formulé Hi:
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8
\ 'lj'R I,

kurioje R® yra apibldintas auk$Ciau. Tinkamiausios R® grupés yra: arilas, -
CH,-arilas, -CHz-heteroarilas, -CHa-cikloalkilas ir ~(CHz)-O-arilas, kur n yra
sveikas skaiCius nuo 1 iki 4.

Tinkamiausi $io i§radimo junginiai yra:

0]
0.
NH

izomerus prie cikloheksilo pakaito;
o)

\O/ /\O/\NH']J/N/\ H\/@
O

|/ ”/\O\ |
COOH, ypatingai

O

o,
N
L7V O
v COOH jzomeras;
& (o]
N
N <
L
~
N™ ™,

jskaitant ir cis-, ir trans-

Iz



Apart aukséiau duoty formuliy junginiy, Sio iSradimo GnRH agentai
apima tokiy junginiy farmaciskai priimtinas druskas, multimerines formas,
provaistus ir veikliuosius metabolitus. Tokie nepeptidiniai agentai yra
farmaciskai tinkamesni uZ peptidinius agentus, nes jie turi geresnj
biopasiskirstyma ir atsparumg degradacijai, kurig vykdo fiziologiniai fermentai.

§is isradimas taip pat yra susijes su farmacinémis kompozicijomis, |
kurias jeina terapiskai efektyvus kiekis $io iSradimo GnRH agento derinyje su
farmaciskai priimtinu nesikliu arba skiedikliu. Be to, iSradimas yra susijgs su
sinduoliy gonadotropiny sekrecijos reguliavimo bldais, apimanciais $io
isradimo GnRH agenty terapiskai efektyvaus kiekio skyrima,

Sis isradimas taip pat yra susijes su bddais ir tarpiniais junginiais,
tinkanciais | formulés junginiams gauti.

Kitos i$radimo ypatybés, tikslai ir privalumai paaiskés i§ toliau
duodamo smulkaus $io iSradimo aprasymo ir tinkamiausiy jo jgyvendinimo

variantu.

Smulkus iradimo aprasdymas ir tinkamiausi jo jgyvendinimo variantai

Kai kurie $io iSradimo junginiai turi vieng arba daugiau asimetriniy
centry ir gali duoti enantiomerus, diasterecizomerus ir kitas stereoizomerines
formas. Laikoma, kad iSradimas apima visus tokius galimus stereoizomerus, 0
taip pat ju racemines ir optiskai grynas formas. Jeigu C&ia apraSytuose
junginiuose yra olefininiai dvigubieiji rysiai, laikoma, kad iSradimas apima ir E,
ir Z geometrinius izomerus.

Cia pateikiamose formulése gali bati tautomerijos reiSkinys. Nors Siame
apra$yme parodytos formulés vaizduoja tik vieng i$ galimy tautomeriniy
formy, reikéty suprasti, kad nepaisant to isradimas apima visas tautomerines
formas.

Terminas “alkilas’ reiékia tiesiosios ir $akotosios grandinés alkilo

grupes, turintias nuo vieno iki dvylikos anglies atomy. Alkilo grupiy
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pavyzdziais yra metilas (Me), etilas, n-propilas, izopropilas, butilas, izobutilas,
antr.-butilas, tret-butilas (tBu), pentilas, izopentilas, tret-pentilas, heksilas,
izoheksilas ir pan. Terminas “Zemesnysis alkilas” reiskia alkilg, turintj 1-8
anglies atomus (Cy.g-alkilas). Tinkami turintys pakaity alkilai yra: fluormetilas,
difluormetilas, trifluormetilas, 2-fluoretilas, 3-fluorpropilas, hidroksimetilas, 2-
hidroksietilas, 3-hidroksipropilas ir panasas.

Terminas “alkenilas” reiSkia tiesiosios ir Sakotosios grandinés alkenilo
grupes, turinCias nuo 2 iki 12 anglies atomy. lliustracinés alkileno grupés yra
prop-2-enilas, but-2-enilas, but-3-enilas, 2-metilprop-2-enilas, heks-2-enilas ir
panasios. .

Terminas “alkinilas” reiSkia tiesiosios ir Sakotosios grandines alkinilo
grupes, turinias nuo 2 iki 12 anglies atomy. Alkinilo grupiy pavyzdziais yra
prop-2-inilas, 3-metilpent-4-inilas, heks-2-inilas ir panasios.

Terminas “karbociklas” reiskia monocikling arba policikline Ziedine
struktdrg i$ anglies atomy (be heteroatomy), turin€ig kiekviename Ziede 3-7
anglies atomus, kuri gali bdti sofi, dalinai soti arba nesoti. Karbocikiy
pavyzdziais yra cikloalkilai ir arilai.

Terminas “heterociklas” reiSkia monocikling arba policikline Ziedine
struktdra su vienu arba daugiau heteroatomy, pasirinkty i§ N, O ir S, ir turindig
nuo 3 iki 7 atomy (anglies atomai plius bet kokie heteroatomai) kiekviename
Ziede, kuris gali bati sotus, dalinai sotus arba nesotus. Heterocikly
pavyzdziais yra tetrahidrofuranilas, tetrahidropiranilas, azetidinilas,
pirolidnilas, piperidinilas, piperazinilas ir panasds.

Cia naudojamas terminas “cikloalkilai" reiskia so&ius karbociklus,
turinGius 3-12 anglies atomy, jskaitant biciklines ir triciklines cikloalkilines
struktdras. Tinkamais cikloalkilais yra ciklopfopilas, ciklobutilas, ciklopentilas,
cikloheksilas, cikloheptilas ir panasis.

Terminai “arilai” ir “heteroarilai” reiskia monociklines ir policiklines
nesolias arba aromatines zZiedines struktiras, kur “arilas” reiskia
karbociklines, o “heteroarilas” - heterociklines struktiras. Aromatiniy Ziediniy
struktliry pavyzdziais yra fenilas, naftilas, 1,2,3,4-tetrahidronaftilas, furilas,
tienilas, pirolilas, piridilas, piridinilas, pirazolilas, imidazolilas, pirazinilas,
piridazinilas, 1,2,3-triazinilas, 1,2 4-oksadiazolilas, 1,3,4-oksadiazolilas, 1-H-
tetrazol-5-ilas, indolilas, chinolinilas, benzofuranilas, benzotiofenilas
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(tianaftalenilas) ir panasios. Tokiose liekanose gali blti vienas arba daugiau
tinkamy pakaity, pavyzdziui, pakaity, pasirinkty i$ halogeno (F, Cl, Br arba l);
zemesniojo alkilo; OH; NOz; CN; CO:H; O-zemesnysis alkilas;‘ aril-
semesnysis alkilas; CO2CHs; CONH,; OCH,CONHz; NH2; SONH;;, OCHF;
CFs, OCFs ir panasiy Tokiose liekanose pakaitais taip pat gali bati
kondensuotos Ziedineés struktdros arba tilteliai, pavyzdziui OCH2-O.

Terminas “aril-zemesnysis alkilas” reiskia zemesnjjj alkila, kuris turi
arilo liekana, Pavyzdziais yra benzilas, fenetilas, piridilmetilas, naftimetilas ir
pan. Aril-zemesniajame alkile gali bati pakaity.

Bendru atveju | formulés kintamyjy jvairiose liekanose arba funkcinése
grupése gali bati vienas arba déugiau tinkamy pakaity. Pakaity pavyzdzZiais
yra halogenas (F, Cl, Br arba I), Zemesnysis alkilas, -OH, -NO2, -CN, -COzH, -
O-zemesnysis alkilas, -arilas, -aril-zemesnysis alkilas, -CO,CHs, -CONH, -
OCH,CONH,, -NH,, -SO:NH,, halogenalkilas (pvz., -CF3, -CH.CFj3), -O-
halogenalkilas (pvz., -OCF3, -OCHF>) ir pan.

Apart | formulés junginiy, SioiSradimo GnRH agentai apima | formulés
junginiy farmaciskai priimtinas druskas, multimerines formas, provaistus ir
veikliuosius metabolitus. Tokie nepeptidiniai agentai yra farmaciskai
tinkamesni uz peptidinius agentus, .nes jie turi ger'ésn[ biopasiskirstyma ir
atsparumg degradacijai, kurig vykdo fiziologiniai fermentai.

Be to, laikoma, kad | formulés junginiai apima, jeigu yra tinkamos, Siy
junginiy solvatuotas ir nesolvatuotas formas. Taigi, | formulé apima junginius,
turinéius nurodytg struktdra, jskaitant hidratuotas ir nehidratuotas formas.

Kaip nurodyta auksciau, $io iSradimo GnRH agentai taip pat apima |
formulés junginiy veiklias tautomerines ir stereoizomerines formas, kurios gali
bati nesunkiai gaunamos naudojant Zinomus badus. Pavyzdziui, optiskai
aktyvas (R) ir (S) izomerai gali blti pagaminami panaudojant stereospecifing
sinteze, pvz. naudojant chiralinius sintonus ir chiralinius reagentus, arba
perskiriant raceminius misinius Zzinomais bddais.

GnRH agentai taip pat apima | formulés junginiy veikliyy formy
multivalentines arba multimerines formas. Tokie “multimerai” gali bati
pagaminti prijungiant arba sustatant daug veikliojo junginio kopiju labai arti
viena kitos, pvz. panaudojant nesiklio liekanos duodamus tiltelius. Gali bati

igtirti jvairiy dimensijy multimerai (t.y. turintys jvairius veikliojo junginio kopijy,
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skai€ius), nustatant receptoriaus suriSimo atzvilgiu optimaly multimero dyd.
Tokiy veikliyjy receptoriy ridanciy junginiy multivalentiniy formy su optimaliu
atstumu tarp receptoriy risanciy liekany sukarimas gali sustiprinti receptoriaus
suriSimg (2r. pavyzdziui, Lee et al., Biochem., 1984, 23:4255). Specialistas
gali kontroliuoti multivalentiskuma ir atstumus, pasirinkdamas tinkamg ne$iklio
liekang arba jungiy elementus. Tinkamos liekanos yra kieti molekuliniai
nesikliai, turintys daug funkciniy grupiy, kurios gali reaguoti su funkcinémis
grupémis, sujungtomis su $io isradimo junginiais. Daugybé nesiklio liekany
gali bdti naudojama labai aktyviems multimerams pagaminti, jskaitant
baltymus, tokius kaip BSA (jautio serumo albuminas) arba HAS, peptidus,
tokius kaip pentapeptidai, dekapeptidai, pentadekapeptidai ir panasds, bei
nebiologinius junginius, pasirinktus del jy naudingy poveikiy | sugebéjimag
absorbuotis, transportg ir pastovumg tikéliniame organizme. Funkcinés grupés
nesiklio liekanoje, tokios kaip amino-, sulfhidrilo, hijdroksilo ir alkilamino-
grupes, gali bati pasirinktos taip, kad baty gaunami stabills rysiai su iSradimo
junginiais, optimalus atstumas tarp imobilizuoty junginiy ir optimalios
biologinés savybes.

Be to, Sio iSradimo GnRH agentai apima | formulés junginiy farmaciskai
priimtinas druskas. Terminas “farmacisSkai priimtina” reiSkia druskos forma,
kuri yra farmakologiskai tinkama ir i$ esmés netoksiSka subjektui, kuriam yra
duodamas GnRH agentas. Farmaciskai priimtinos druskos apima jprastas
adityvines druskas su ragstimis arba adityvines druskas su bazémis,
sudarytas i$ tinkamos netoksiSkos organiniy arba neorganiniy ragséiy arba
neorganiniy baziy. Adityviniy drusky su rugstimis pavyzdziais yra druskos,
gautos i$ neorganiniy ragsciy, tokiy kaip hidrochlorido rlgstis, hidrobromido
ragstis, hidrojodido rhgstis, sulfato ragstis, sulfamo ragstis, fosfato rlgstis ir
nitrato ragstis, ir druskos, gautos i$ organiniy ragséiy, tokiy kaip p-
toluensulfonrtigstis, metansulfonrigstis, etandisulfonrlgstis, izetono rgstis,
oksalo rhgstis, p-bromfenilsulfonrigstis, karbonato ragstis, gintaro ragstis,
citriny rugstis, benzenkarboksirligstis, 2-acetoksibenzenkarboksirGgstis, acto
ragstis, fenilacto rlgstis, propiono ragstis, glikolio rGgstis, stearino ragstis,
pieno ragstis, obuoliy ragétis, vyno ragstis, askorbo rhgstis, maleino ragstis.
hidroksimaleino rGgstis, glutamo ragstis, salicilo ragstis, sulfanilo ragstis ir
fumaro rhgstis. Adityviniy drusky su bazémis pavyzdziais yra druskos su
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amonio hidroksidais (pvz., ketvirtiniu amonio hidroksidu, tokiu kaip
tetrametilamonio hidroksidas), druskos su neorganinémis bazeémis, tokiomis
kaip $arminiy arba zemes garminiy metaly (pvz., natrio, kalio, li¢io, kalcio arba
magnio) hidroksidai, ir druskos su organinémis bazémis, tokiomis kaip aminai,
benzilaminai, piperidinai ir pirolidinai.

Terminas “provaistas” reiskia | formules junginio metabolinj pirmtakg
(arba jo druskg), kuris yra farmaciskai priimtinas. Provaistas gali bdti
neaktyvus, kai ji gauna subjektas, bet in vivo jis yra paverCiamas | formulés
veikliuoju junginiu. Terminas “veiklusis metabolitas’ reiskia | formulés junginio
metabolinj produkta, kuris yra farmaciskai priimtinas ir veiksmingas. | formulés
junginiy provaistai ir veiklieji metabolitai gali bati nustatyti naudojant
specialistams zinomus badus.

Jvairiy junginiy formy aktyvumo lygiui GnRH sistemoje nustatyti gali
bati naudojamj jvairiausi Zinomi testai ir metodikos. Norint nustatyti sgveikg su
dominanéiu receptoriumi yra naudojami ligando suriSimo testai. Kai domina
suriS§imas, gali bati naudojamaé Zymétas receptorius, kur Zzymé yra
fluorescuojanti grupe, fermentas, radioizotopas arba panasi, kuri leidzia
registruoti  kiekybinj pokytj susijungiant su receptoriumi. Kitu atveju,
specialistas gali pateikti antikting receptoriui, kuris yra Zymétas ir gali duoti
signalo stiprinima. Suri§img taip pat galima nuStatyti panaudojant su
receptoriumi suri$to ligando konkurencinj iSstdmima, kur ligandas yra
pazymeétas detektuojama zyme. Kai domina agonisto irfarba antagonisto
aktyvumas,'gali bti tiiamas sveikas organizmas arba lgstelé ir gali bati
matuojami organizmo arba lasteles funkcijy pokyCiai kaip atsakas |
dominandio junginio surisima. Lasteliy atsakui sekti yra jvairiy prietaisy, tokiy
kaip mikrofiziometras, gaunamas i$ Molecular Devices, Redwood City,
California. Specialistams yra Zinomi in vitro ir in vivo testai, tinkami matuoti
GnRH antagonisty aktyvumui. Zr. pvz., Bowers et al., “LH suppresion in
cultured rat pitutary cells treated with 1 ng of LHRH", Endocrinology, 1980,
106:675-683 (in vitro) ir Corbin et al., “Antiovulatory activity (AOA) in rats”,
Endocr. Res. Commun. 1975, 2:1-23 (in vivo). Konkrecios galimy naudoti
testy metodikos yra aprasytos zemiau.

Pavyzdziui, GnRH receptoriaus antagonistai gali bati funkciskai jvertinti

matuojant ekstralgstelinio parGgstejimo greiCiy pokytj tokiu bddu. Yra




13

LT 4904 B

nustatoma junginiy geba blokuati ekstralgstelinio partgstéjimo, kuriame
tarpininkauja GnRH HEK 293 Igstelése, ekspresuojanéiose zmogaus GnRH
receptorius, greitj, kaip junginio antagonistinio aktyvumo matas in vitro.
Mazdaug 100000 lgsteliy/kamerai yra imobilizuojama agarozés suspensijos
terpéje (Molecular Devices) ir atliekama perfuzija su nebuferinta MEM terpe,
naudojant Cytosensor® mikrofiziometrg (Molecular Devices). Lasteléms
leidziama pasiekti pusiausvyra, kol bazinis parigstéjimo greitis pasidaro
stabilus (mazdaug 1 val.). Nustatomos kontrolinés dozés-atsako j GnRH (nuo
10" M iki 107 M) kreives. Pries§ stimuliuojant GnRH, junginiai inkubuojami 15
minu€iy ir jvertinamas antagonistinis aktyvumas. Po inkubacijos su
tiriamaisiais junginiais gaunamos pakartotinés dozés-atsako | GnRH kreivés,
nesant arba esant jvairioms tiriamojo junginio koncentracijoms. Atliekama
Schild'o regresiné junginiy analizé norint nustatyti, ar junginiai antagonizuoja
GnRH tarpininkaujamus ekstralgstelinio pargstéjimo greidiy padidéjimus dél
konkurencinés sgveikos su GnRH receptoriumi.

Kitame teste gali bGti matuojamas bendras inozitolfosfaty
susikaupimas, panaudojant ekstrakcijg i$ Igsteliy skruzdziy rlgstimi, o po to
atskiriant fosfatus Dowex kolonélémis. Panaudojant tripsing, lgstelés yra
suskaldomos, paskirstomos | 12 duobuéiy plokételes ir pazymimos 3H-
mioinozitoliu (0,5 Ci — 2 mCi mililitrui) laikant 16-18 val. inozitolio neturinCioje
terpéje. Po to terpé yra nusiurbiama ir reakcija stabdoma pridedant ledu
at$aldytos 10 mM skruzdziy ragsties, kuri taip pat tarnauja Igstelés lipidy
ekstrakcijai. Inozitolfosfatai atskiriami jony mainy chromatografija per Dowex
koloneles, kurios po to plaunamos 5 ml 10 mM miocinozitolio ir 10 mM
skruzdZiy ragsties. Po to kolonélés plaunamos 10 ml 60 mM natrio formiato ir
5 mM borakso, o bendras inozitolfosfatas eliuuojamas 4,5 ml 1M amonio
formiato, 0,1 M skruzdziy ragsties.

Tinkamiausi Sio iSradimo GnRH agentai yra tokie, kurie turi nanomoliy
eilés K, reikSme.

Tinkamiausi $io iSradimo junginiai yra parodyti tolimesnéje lenteléje:
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Sio idradimo farmacinés kompozicijos turi efektyviai GnRH slopinant;
kiekj bent vieno $io iSradimo GnRH agento ir inertinj arba farmacigkai
priimting  nesiklj arba skiedikl. Sios kompozicijos gali bti pagamintos
vienetiniy doziy forma, tinkancia norimam vartojimo badui, pvz., parentériniam
arba peroraliniam.

Gydyti ligoms arba blkléms, kuriose tarpininkaujja GnRH agonizmas
arba antagonizmas, $io iSradimo kompozicijos yra skiriamos tinkamos vaisto
formos pavidalu, pagamintu sumaisant terapiskai efektyvy kiekj (t.y. GnRH
moduliuojant] Kiekj, kuris yra terapiSkai veiksmingas) bent vieno $io i$radimo
GnRH agento (kaip veikliojo ingrediento) su vienu arba daugiau farmaciskai
tinkamy nesikliy arba skiedikliy. Tokios kompozicijos gali bati pagaminamos
pagal jprastas metodikas, pvz. atitinkamai sumaiSant, granuliuojant ir
presuojant arba isStirpinant ingredientus Zinomais bldais. Esant reikalui,
farmacinése kompozicijose gali bati naudojama vienas arba daugiau skirtingy

veikliyjy ingredienty, tokiy kaip skirtingi GnRH antagonistai.
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Farmacinis nesiklis gali bGti arba kietas, arba skystas. Kie!ﬁte‘!gpﬁ B
pavyzdziais yra laktoze, sacharoze, talkas, zelatina, agaras, pektinas,
gumiarabikas, magnio stearatas, stearino ragétis ir pan. lliustraciniais skystais
nesikliais yra sirupas, zemeés riesuty aliejus. alyvy aliejus, vanduo ir pan.
Panasiui badu,  nesiklj arba skiediklj gali jeiti specialistams Zinomos uzdelsto
igskyrimo arba i$skyrimo po tam tikro laiko medziagos, tokios kaip
glicerilmonostearatas arba glicerildistearatas, vienos arba derinyje su vasku,
etilceliulioze, hidroksipropilmetilceliulioze, metilmetakrilatu arba pan.

Gali bati naudojamos jvairiausios farmacinés formos. Pavyzdziui, jeigu
yra naudojamas kietas nesiklis, preparatas gali bdti talbletes, kietos
selatinines kapsulés, milteliy, iirneliq, piliuliy arba pastiliy formos. Kieto
nesiklio kiekis gali kisti placiose ribose, pavyzdziui, nuo mazdaug 25 mg iki
mazdaug 1 g. Jeigu yra naudojamas-skystas nesiklis, preparatas gali bati
sirupo, emulsijos, minkstos Zelatinines kapsulés, steriliy injekciniy tirpaly,
suspensijos ampuléje arba buteliuke arba nevandeninés skystos suspensijos
formos. |

Norint gauti stabilig vandenyje tirpig dozuotg forma, | formulés junginio
farmaciskai priimtina druska gali buti iStirpinama organinés arba neorganinés
rigsties vandeniniame tirpale, tokiéme kaip 0,3 M gintaro ragsies tirpalas
arba, dar geriau, citriny rugsties tirpalas. Jeigu tirpi druskos forma néra
prieinama, agentas gali bati idtirpinamas viename arba daugiau tinkamy
kotirpikliy. Tinkamy kotirpikliy pavyzdziais yra alkoholis, propilenglikolis,
polietilenglikolis 300, polisorbatas 80, dlicerolis ir panasds, kuriy
koncentracijos yra nuo 0 % iki 60 % bendro tdrio. Pavyzdiniame jgyvendinimo
variante | formulés junginys yra istirpinamas DMSO ir praskiedziamas
vandeniu. Kompozicija taip pat gali bati | formules junginio druskos tirpalo
atitinkame vandeniniame tirpiklyje, tokiame kaip vanduo, izotoninis
valgomosios druskos arba dekstrozés tirpalas, formos.

Sio isradimo farmacinés kompozicijos géli bati pagaminamos
naudojant jprastas metodikas, pvz. sumaisymo, istirpinimo, granuliavimo,
Zirneliy pagaminimo, nusodinimo, emulgavimo, jkapsuliavimo, jkorporavimo
arba liofilizavimo bidus. Farmacinés kompozicijos gali bati sukomponuotos
jprastu bddu, naudojant vieng arba daugiau fiziologiskai priimtiny nesikliy,

' turinéiu pagalbiniy ir papildomy medziagy. kurios palengvina veikliojo junginio
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pavertimg, farmacijoje naudojamais preparatais. Atitinkamos receptdros yra
pasirinktos atsiZvelgiant j pasirinkta vartojimo buda,

Gaminant injekcijoms skirtus preparatus, $io iSradimo agentai gali bati
sukomponuojami vandeniniuose tirpaluose, geriausia fiziologiskai priimtinuose
buferiuose, tokiuose kaip Hanks’o tirpalas, Ringerio tirpalas arba fiziologinis
druskos tirpalas. Vartgjimo per gleiving receptlrose yra naudojamos
atitinkamos prasiskverbimg per barjerg didinancios medziagos ir jos gali bt
pasirinktos i§ Sioje srityje Zinomy medziagu.

Peroraliniam vartojimui agentai gali bati nesunkiai paversti vaisto forma
sumai$ant veiklujj ingredienta(us) su specialistams Zinomais farmaciskai
priimtinais nesikliais. Tokie nesikliai leidZia Sio iSradimo junginius jkomponuoti
i tabletes, piliules, drazée, kapsules, skysCius, gelius, sirupus, tirstas
suspensijas, suspensijas ir pan., kur.ias gydomas pacientas turi sugerti.
Peroralinio vartojimo farmaciniai preparatai gali bati gaunami, sumaisant
vieng arba daugiau agenty su kieta pagalbine medziaga, jeigu reikia,
sumalant gauta misinj, misinj paver&iant granulémis, ir, jeigu norima, pridéjus
tinkamy pagalbiniy medziagy, pagaminamos tabletés arba tableciy Serdys.
Tinkamomis pagalbinémis medziagomis yra uZpildai, tokie kaip cukris (pvz.,
laktoze, sacharozeé, manitolis arba sorbitolis); ir celiuliozés preparatai (pvz.,
kukurGzy krakmolas, kvieciy krakmolas, ryziy krakmolas, bulviy krakmolas,
zelatina, traquanto derva, metilceliuliozé, hidroksipropilmetilceliuliozé, natrio
karboksimetilceliuliozé ir/arba polivinilpirolidonas (PVP)). Jeigu norima, galima
prideti dezintegranty, tokiy kaip susitas PVP, agaras arba algino rdgstis arba
jos druska, kaip antai natrio alginatas.

Drazé $erdys yra padengiamos tinkamomis dangomis. Siam tikslui gali
bati naudojami koncentruoti cukraus tirpalai, kuriuose gali bati gumiarabiko,
PVP, CarbopolTM gelio, polietilenglikolio, titano dioksido, lakavimo tirpaly
irlarba vienas arba daugiau tinkamy organiniy tirpikliy arba tirpikliy misiniy. |
table¢iy arba drazé dangas gali bati pridéta dazy arba pigmenty jvairiy
veikliojo junginio doziy identifikavimui arba charakterizavimui.

| farmaciniy preparaty formas, kurios gali blti vartojamos peroraliniu
bddu, jeina i§ Zelatinos padarytos sumaunamos kapsulés, o taip pat ir
minkstos, i§ Zelatinos ir plastifikatoriaus, tokio kaip glicerolis arba sorbitolis,

padarytos uZlydytos kapsulés. Sumaunamose kapsulése gali bati veiklusis
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ingredientas misinyje su vienu arba daugiau uzpildy, tokiy kaip laktoze,
rigikliais, tokiais kaip krakmolai, irfarba tepalais, tokiais kaip talkas arba
magnio stearatas, ir, esant reikalui, stabilizatoriais. Minkstose kapsulése'
veikliusis junginys gali bt istirpintas arba suspenduotas tinkamame skystyje,
tokiame kaip riebaliniai aliejai, skystas parafinas arba skystas
polietilenglikolis. Be to, gali bati prideta stabilizatoriy. Zandinio vartojimo
kompozicijos gali bati pagamintos tableciy arba piliuliy formos jprastu badu.

Vartojimui inhaliacijy badu io idradimo junginiai gali bdti patogiai
pateikiami aerozolinio purkimo i$ vienodg slegj palaikanciy flakony arba
pulverizatoriy forma, naudojant tinkama propelenta, pvz. dichlordifluormetang,
trichlorfluormetana, dichlortetrafluoretana, - anglies dioksidg arba kitas
tinkamas dujas. Vienodg slégi palaikancio aerozolio atveju dozé gali bdti
nustatyta jdedant voztuva, kad bity paduodamas apibréztas kiekis. Kapsulés
ir patronai i$, pavyzdziui, Zelatinos, skirti naudoti inhaliatoriuje arba jpatiklyje,
gali bati pagaminami jdedant junginio ir tinkamo milteliy pavidalo pagrindo,
tokio kaip laktoze arba krakmolas, misinj. .

Agentai gali bati sukomponuoti parenteriniam vartojimui injekcijy badu,
pvz. dozuotomis injekcijomis, arba nepertraukiamai infuzijai. Injekcijoms
skirtos vaisto formos gali bati pateikiamos vienetinemis dozémis, pvz.
ampulémis, arba daugelj doziy turinCiuose konteineriuose, pridejus
apsaugancios medznagos Kompozicijos gali bati suspensijy, tirpaly arba
emulsijy alyvos tipo arba vandeniniuose tirpikliuose formos, ir jose gali bati
formg palaikanéiq agenty, kaip antai suspenduojanéiy, stabilizuojanciy irfarba
disperguojanciy agenty,

| parenteriniam varojimui skirtas vaisto formas jeina veikliojo junginio
vandenyje tirpios formos vandeniniai tirpalai. Be to, gali bati pagamintos
veikliyjy junginiy suspensijos kaip atitinkamos  injekcines suspenSijos
aliejuose. Tinkamais lipofiliniais tirpikliais arba skiedikliais yra riebaliniai
aliejai, tokie kaip sezamo aliejus, arba sintetiniai riebaly ragéciy esteriai. tokie
kaip eftiloleatas arba trigliceridai, arba liposomos. Vandeninése injekcijoms
skirtose suspensijose gali buti medziagy, kurios padidina suspensijos
klampuma, tokiy kaip natrio  karboksimetilceliulioze,  sorbitolis ~ arba

dekstranas. Esant reikalui, suspensijose gali bati tinkamy stabilizatoriy arba
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agenty, kurie padidina junginiy tirpumg ir galimybe pagaminti labai
koncentruotus tirpalus. '
Kitu atveju, veiklusis ingredientas gali bati milteliy formoje, kuriuos
prie$ vartojimg reikia praskiesti tinkamu tirpikliu, pvz. steriliu pirogeny
neturiniu vandeniu. Junginiai taip pat gali bdti jdéeti ir | rektalines
kompozicijas, tokias kaip Zvakutés arba sulaikymo klizmos, pvz. turindias
iprastus zvakuciy pagrindus, kaip antai kakavos sviestg arba kitus gliceridus.
Apart anksciau aprasyty vaisto formy, junginiai gali biti sukomponuoti
depo preparaty pavidalu. Tokio.s ilgai veikianCios vaisto formos gali bati
vartojamos implantuojant (pavyzdZiui, po oda arba | raumenis) arba kaip
intraraumeninés injekcijos. Pavyzdziui, junginiai gali bati sukomponuoti su
tinkamomis polimerinémis arba hidrofobinémis medziagomis (pavyzdziui, kaip
emulsijos -priimtiname aliejuje) arba jkomponuoti | jonitines dervas, arba
pagaminti jy sunkiai tirpstantys dariniai, pavyzdziui, sunkiai tirpstanti druska.
Tinkamo farmacinio nesiklio iSradimo hidrofobiniams junginiams
pavyzdys yra kotirpikliy sistema, | kurig jeina benzilo alkoholis, nepoline
pavirSinio aktyvumo medziaga, besimaiSantis su vandeniu organinis
polimeras ir vandeniné fazé. Kotirpikliy sistema gali bati VPD kotirpikliy
sistema (VPD yra 3 % mase/tdris benzilo alkoholio, 8 % masé/taris nepolines
pavirSinio aktyvumo medziagos — polisorbato 80 ir 65 % maseé/tdris
polietilenglikolio 300 tirpalas, praskiestas iki reikiamo tario absoliudiu
etanoliu). VPD kotirpikliy sistema (VPD:5W) susideda i§ VPD, praskiestos 1:1
5 % dekstroze vandens tirpale. Si kotirpikliy sistemé gerai tirpina hidrofobinius
junginius, o gauta kompozicija turi mazg toksiskuma sistemiskai vartojant.
Suprantama, kad kotirpikliy sistemos pfoporcijos gali bati keiciamos
priklausomai nuo tirpumo ir toksiSkumo charakteristiky. Be to, gali bdti
keiCiama kotirpikliy komponenty tapatybé: pavyzdziui, vietoj polisorbato 80
gali blti naudojamos kitos mazai toksiSkos pavirSinio aktyvumo medziagos;
gali bati keicCiamas polietilenglikolio frakcijos dydis; galima pridéti vieng arba
daugiau biologiskai priimtiny polimery (pvz. PVP) arba jais pakeisti
polietilenglikolj; o dekstrozé gali bati pakeista kitais cukrais arba
polisacharidais.
Kitu atveju, hidrofobiniams farmaciniams junginiams gali bdti

naudojamos kitos jvedimo sistemos. Liposomos ir emulsijos yra gerai zinomi
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hidrofobiniy vaisty jvedimo tirpikliy arba nesikliy pavyzdziai ir gali bati
naudojamos atitinkamiems preparatams pagaminti. Taip pat gali bdti

naudojami kai kurie organiniai tirpikliai, kaip antai dimetilsulfoksidas, nors tai
gali sukelti toksiSkumo padidéjima. Be to, junginiai gali bati jvedami naudojant
prolonguoto igskyrimo sistema, tokig, kaip kiety, hidrofobiniy polimery, kuriuose
yra terapinio agento, pusiau laidzias matricas. Buvo rastos jvairios
prolonguoto isskyrimo medziagos ir jas zino specialistai. Prolonguoto
i§skyrimo kapsulés, priklausomai nuo jy cheminés prigimties, i§skiria junginius
per laikotarpj nuo keliy savaiciy iki daugiau nei 100 dieny. Priklausomai nuo
terapinio reagento cheminés prigimties ir biologinio stabilumo gali bt
naudojamos papildomos baltymo stabilizavimo strategijos.

Farmacinése kompozicijose taip pat gali bati tinkamy, kietos arba gelio
fazes nedikliy arba pagalbiniy medziagu. Tokiy nesikliy arba pagalbiniy
medziagy pavyzdziais yra kalcio karbonatas, kalcio fosfatas, cukrai,
krakmolai, celiuliozés ~ dariniai, selatina ir polimerai, tokie kaip
polietilenglikoliai.

Kai kurie $io isradimo junginiai gali bati pateikiami kaip druskos su
farmaciskai priimtinais priesjoniais. Farmaciékai priimtinos druskos gali bati
sudarytos su daugeliu ragsciy, jskaitant hidrochlorido, sulfato, acto, pieno,
vyno, obuoliy, gintaro ir panasias ragstis. Druskos yra linke geriau tirpti
vandeniniuose arba kituose protoniniuose tirpikliuose nei atitinkamos laisvos
bazes.

Reikety suprasti, kad konkredios &io isradimo kompozicijose
naudojamy agenty dozes keisis priklausomai nuo konkretaus naudojamo
komplekso, konkrecios vaistine forma paverstos kompozicijos, vartojimo budo
ir konkretios gydomos vietos, geimininko ir ligos. Optimalias dozes
igvardintoms bakléms gali nustatyti specialistai, naudodami jprastus dozes
nustatymo testus, atsizvelgiant | duoto junginio eksperimentinius duomenis.
Peroralinio vartojimo atveju pavyzdiné paprastai vartojama dienos dozé bus

uo mazdaug 0,001 iki mazdaug 1000 mg/kg kano maseés, gydymo kursus
kartOJant atitinkamais intervalais. Provalstu vartojimo atveju dozés bus

imamos tokios, kurios yra chemiékai ekvivalentinés pilnai veikliyjy junginiy

dozems.
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Toliau yra duodami konkregiy $io iSradimo farmaciniy preparaty
pavyzdziai.

Parenteriné kompozicija: Norint pagaminti Sio iSradimo farmacine
kompozicijg, tinkamg vartoti injekcijomis, 100 mg | formulés junginio
farmaciSkai priimtinos vandenyje tirpios druskos istirpinama DMSO ir
sumaisoma su 10 ml 0,9 % sterilaus valgomosios druskos tirpalo. Gautas
misinys supilamas | vienetines dozuotas formas, tinkamas vartoti injekcijy
bddu.

Peroraliné kompozicija: Norint pagaminti peroraliniu bddu vartojama
farmacine kompozicijg, 100 mg | formulés junginio sumaiSoma su 750 mg
laktozés. Gautas miSinys sudedamas | vienetines dozuotas formas, tinkamas

vartoti peroraliniu bldu, tokias kaip kieta Zelatininé kapsule.

GnRH REAGENTU IR JUNGINIU SINTEZE

A. Konstrukcinio bloko pavyzdys
Konstrukciniai blokai naftalino pagrindu: Tinkamas acilinimo agentas

pagaminamas panaudojant Frydelio-Kraftso alkilinimy seka, kaip parodyta

Zemiau:
OH Konc.HCI _AICl3
"CH.Cly
AICI3
CH20|2

0
o LiOH
!
VR Soch .
H,O/THF
8

2 junginys gali bati pagaminamas tokiu bGdu:

| 3 | koncentruotos hidrochlorido rlgsties, esancios dideléje
Erlenmejerio kolboje, dalimis pridedama 2,5-dimetil-2,5-heksandiolio (200 g,
1,37 mmol). Diolis greitai istirpsta hidrochlorido ragstyje ir i$ tirpalo | nuosédas
iSkrenta susidares norimas produktas - 2,5-dichlor-2,5-dimetilheksanas.

Reak’cijos misinys maisomas kambario temperatiroje 4 valandas. Supilama 1
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| 50 % etilacetato heksanuose, atskiriamas organinis sluoksnis ir !?flr%g
kelis kartus vandeniu (kol pagal pH popierél] pasidaro neutralus). Organiniai
tirpikliai nugarinami vakuume kambario temperattroje. Negrynas 2,5-dichlor-
2,5-dimetilheksanas itirpinamas heksanuose ir perleidziamas per silikagelio
sluoksnj (10:1), iSplaunant heksanais. Si galuting filtravimo stadija po
organinio tirpiklio nugarinimo vakuume duoda baltg kietg medziaga, Gryno
2 5-dichlor-2,5-dimetilheksano gauta 230 g, 92 % iSeiga. 'H BMR (CDCl3, 6):
1,96 (4H, s); 1,61 (12H, s).

Naudojant panaSia metodikg 2,4-dimetil-2,4-pentandiolis  buvo
paverstas | 2,4-dichlor-2,4-dimetilpentana, 'H BMR (CDCls, 8): 2,42 (2H, s);

1,73 (12H, s).

1.1.4.4. 6-Pentametil-1,2 3 4-tetrahidronaftalenas 4. | 2,5-dichlor-2,5-
dimetilheksano 2 (10 g, 54,7 mmol) tirpalg toluene (270 ml, 0,2 M) létai per 15
minuéiy pridedama kieto aliuminio trichlorido (5,47 g, 41 mmol). Reakcija
pasibaigia po 10 min., kontroliuojant plonasluoksne chromatografija (TLC)

heksanuose. Nesureagaves aliuminio trichloridas I|étai per 10 min.
suskaldomas vandeniu. Dar pridedama tolueno (250 ml) ir ekstrahuojamas
produktas i§ vandeninio sluoksnio. .Organinis sluoksnis perleidziamas per
silikagelio sluoksnel] (40 g), eliuuojant toluenu. Organinis  sluoksnis
nugarinamas vakuume iki sausos liekanos ir gaunamas 1,1,4,4,6-pentametil-
1,2,3,4-tetrahidronaftalenas 4 (11 g, 97 % iSeiga). BMR: 1,29 (s, 6H), 1,28 (s,
6H), 1,69 (s, 4H), 2,32 (s, 3H), 7,22 (d, 1H), 7,12 (s, 1H), 6,97 (dd, 1H). |

Metilo  5-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil) metil]-2-
furoatas 6. | tirpala, kuriame yra  1,1,4,46-pentametil-1,2,3 4-
tetrahidronaftaleno 4 (20 g, 99 mmol) ir metilo 5-(chlormetil)-2-furoato 5
(17,28 g. 99 mmol) metileno chloride (500 ml, 0,2 M) metileno chlorido virimo
temperatdroje létai pridedama kieto aliuminio trichlorido (16,46 g, 124 mmol).
Tirpalas virinamas su griztamu Saldytuvu dar dvi valandas. Reakcija
kontroliuojama TLC 10 % etilacetato/heksany tirpale. Reakcijos misinys
atéaldomas iki kambario temperatdros ir per 15 min. suskaldomas vandeniu
nesureagaves aliuminio trichloridas. Negrynas produktas ekstrahuojamas

04 B
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metileno chloridu, perleidZiamas per silikagelj (80 g) ir eliuuojamas metileno
chloridu. Tirpiklis nugarinamas vakuume ki sirupo pavidalo liekanos."
Negrynas produktas gryninamas perleidziant per silikageliu (300 g) uZpildytg
fitravimo  kolonéle. Metilo  5-(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-
naftalenil)metil]-2-furoatas 6 eliuucjamas 2 % etilacetatu/heksanuose ir
gaunama 15,4 g (46 % iseiga). BMR: 1,25 (s, 6H), 1,28 (s, 6H), 1,67 (s, 4H),
2,23 (s, 3H), 3,89 (s, 3H), 3,97 (s, 2H), 5,95 (d, 1H), 7,09 (m, 3H).

5-[(3,5,5,8,8-Pentametil-5,6, 7, 8-tetrahidro-2-naffa/enil)meti/]-2-furan- ,
karboksiragstis 7: | tirpalg, kuriame yra metilo 5-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetrahidro-2-naftalenil)metil}-2-furoato 6 (15,1 g, 44 mmol), MeOH (175 ml) ir
vandenyje (175 ml) pridedamas NaOH (3,53 g. 88.3.-mmol) tirpalas vandenyje
(29 ml), Reakcijos miSinys maiSomas per n_ékti. Pasibaigus reakcijai,
sprendziant pagal TLC, tirpalas pardgstinamas 1M HCI iki pH 2. Negrynas
produktas iSekstrahuojamas | organinj sluoksnj-naudojant etilacetatg, ir
sukoncentravus gaunama 5-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7, 8-tetrahidro-2-
naftalenil)metil]-2-furan-karboksiragstis 7 (15,0 g, 99 % iSeiga). BMR: 1,26 (s,
6H), 1,28 (s, 6H), 1,68 (s, 4H), 2,24 (é, 3H), 4,00 (s, 2'H), 6,01 (d, 1H), 7,10 (s,
2H), 7,23 (d, 1H). by, v

5-[(3,5,5,8,8-Pentametil-5,6, 7, 8-tetrahidro-2-naftalenil) metil]-2-

furoilchloridas 8. | tirpala, kuriame yra 5-[(3,5,5,8,8-pentametil-56,7, 8-
tetrahidro-2-naftaIenil)metil]-2-furan-karboksirﬁgétie§ 7 (20,15 g, 61,77 mmol),
metileno chloride (310 mi) pridedama tionilo chlorido (45 ml, 617 mmol).
Reakcijos misinys virinamas su grjztamu ééldytuvu 5 val. ir pridedama kita
tionilo chlorido porcija (45 ml, 617 mmol). Reakcijos miSinys maiSomas per
naktj kambario temperatlroje. Tirpalas sukoncentruojamas iki sirupo pavidalo
medziagos, perleidziamas per silikagelio sluoksnj (50 g), plaunant 3 %
heksanais ir sukoncentravus vakuume gauhamas 5-{(3,5,5,8,8-pentametil-
5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil}-2-furcilchloridas 8 (17 g, 80 % iseiga).
BMR: 1.26 (s, 6H), 1,28 (s, 6H), 1,68 (s, 4H). 2,25 (s, 3H), 4,00 (s, 2H), 6,11
(d, 1H). 7,10 (s, 1H), 7,11 (s, 1H), 7,41 (d, 1H) .
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Siomis reakcijos salygomis gali bati pagaminami Kiti konstrukciniai
blokai, kurie turi jvairias funkcines grupes, esancias auksciau parodytoje
bendrojoje formuléje.
A. Acilinimo pavyzdZiai
Tolimesnéje schemoje parodyta keletas pavyzdziy, kuriuose gali bati
naudojamos bendrosios Zemiau duotos acilinimo metodikos.

Kopuliuojamy su Y reagenty pavyzdziai

LT 4904 B

/TN

O e

(o) O __ R
L HN‘@Rz

Anilino pagrindu

R
Hidrazinai ir hidrazidai

Aminai istirpinami arba suspenduojami dichlormetane, dichloretane,

etilacetate, acetonitrile arba panasiame tirpiklyje (0,2 M koncentracija), po to
pridedama chloranhidridinio reagento (1,00 mmol. ekv.). | misin] pridedama
ir reakcijos misinys maiSomas kambario

Produktas

trietilamino (5,00 mmol. ekv.),

temperatlroje  12-48 val.
gryninamas chromatografuojant per silikagelio kotonéle, eliuuojant atitinkamu

Tirpikliai nugarinami vakuume.
eliuavimo tirpikiiu  (pvz. 31 heksanais etilacetate). Tirpikliai nugarinami
vakuume ir gaunamas acilintas produktas.

Kitu atveju, reakcijos misinys praskiedziamas dichlormetanu (imamas
penkis kartus didesnis dichlormetano tdris) ir plaunamas sociu natrio

ragstiuoju karbonatu. Organinis sluoksnis dziovinamas magnio sulfatu ir
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nufiltruojamas. Produktas gryninamas chromatografuojant per silikagelio
kolonelg ir eliuuojamas atitinkamu  elivavimo  tirpikliu  (pvz.  3:1
heksanais:etilacetate). Tirpikliai nugarinami vakuume ir gaunamas acilintas
produktas.

Naudojant bendrajg reakcijos metodikg, galima nesunkiai pagaminti
daug junginiy ir istirti jy (gryny arba negryny medzZiagy) aktyvuma. Si
metodika gerai tinka anilinams, aminams, benzilaminams, hidrazinams,
hidrazidams, alkoholiams ir pan.

Zemiau parodyti konkretls pavyzdziai, rodantys jvairias pagal bendrgjg

metodikg gautas struktdras:

Jung. Nr. Struktdriné formulé Mol. mase
o-
9 & 492,704
' N
\ /N
HNYNH
NH,
10 o o 492,704
S,
V'
HN__NH
: NH;
o
11 " 627,869
L\ /N r ]
' HN
NékN '

oS
T

H .
12 o o 465,63
LN
H OH
il
o .
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431
429,6

475,625

446,631

443,627

443,627

443,584

461,599
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C. Guaniding turinéiy junginiy sintezé ir acilinimas
O
H
=N, ,"'_”—O_l< _1 stadija
N
HN—"—O
O

. +m¢+

"2 stadija stadija
NH,
0 JQ_ H
cl H ' o~'—\
H )l_o_}_ o] N NH NYNHZ
N._HN \If
hii P 50% NH
N\ﬂ_ 5 ‘ = \”—o TFA/CHZCIZ
o 3 stadija 4 stadija

Iz

N
o]
1_stadija — Blokuoto junginio gavimas panaudojant 1-(N.N’-diBoc)-
guanidinmetilinimg.: Alternatyviose 1(A) ir 1(B) toliau aprasytose stadijose
pateikiamos dvi bendrosios 1-(N,N’-diBoc)-guanidinmetilinimo metodikos.

1(A) stadija: | diamino (2,00 mmol. ek\).) tirpalg THF (0,7 M) supilamas
1-H-pirazol-‘l-(N,N-bis(tret-butoksikarbonil)karboksamidino) (1,00 mmol. ekv.)
tirpalas THF (0,7 M). Tirpalas maiSomas kambario temperatdroje 3 val. arba
tol, kol pagal TLC nebegalima pastebéti virsmo. Tirpiklis nugarinamas
sumazintame slegyje ir gaunama sirupo pavidalo liekana, kuri iStirpinama
etilacetate (~1,5 karto didesnis kiekis nei reakcijoje panaudotas THF tdris,
arba liekanai istirpinti reikalingas tirpiklio kiekis) ir plaunama vandeniu iki
neutralaus pH. Organinis slucksnis plaunamas so&iu NaCl tirpalu,
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chromatografuojant per silikagelio kolonéle, eliuuojant atitinkamu tirpikliu (kurj
galima nesunkiai nustatyti, pvz,, naudojant 5 % MeOH dichlormetane, kaip

dziovinamas MgSQOs ir sukoncentruojamas. Produktas g'FX/Iurgg

iSeities taska). Tirpikliai nugarinami vakuume ir gaunamas 1-(N,N’'-diBoc)-
guanidinmetilo grupe turintis aminas. Blokuotai N,N'-diBoc-guanidino grupei
jvesti | diaminus gali bGti naudojami ir kiti reagentai, tokie kaip 1,3-bis(tret-
butoksikarbonil)-2-metil-2-tiopseudokarbamidas (CAS No. 107819-90-0). Kitu
atveju, vietoj auksciau aprasyto tirpalo galima tiesiai prideti kieto 1-H-pirazol-
1-(N,N-bis(tret.-butoksikarbonil)karboksamidino.

1(B) stadija: | diamino (1,00 mmol. ekv.) tirpalg THF (0,07 M) dalimis
(per 10 min.) pridedama kieto 1-H-pirazol-1-(N,N-bis(tret-
butoksikarbonil)karboksamidino) (1,00 mmol. ekv.). Tirpalas maiSomas
kambario temperatiroje 0,5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje ir
gaunama_sirupo pavidalo liekana, kuri istirpinama etilacetate (0,5 karto
didesnis kiekis nei reakcijoje panaudotas THF tdris, arba liekanai istirpinti
reikalingas tirpiklio kiekis) ir plaunama du kartus vandeniu. Atskiriami
sluoksniai, ir produktas gryninamas chromatografuojant per silikagelio
kolonéle, eliuuojant 100 % etilacetatu nepolinéms priemaiSoms pasalinti, po to
100 % izopropilo alkoholiu, ir gaunamas grynas produktas. Tirpikliai
nugarinami vakuume ir gaunamas norimas produktas. Tipiskos TLC salygos
yra 15:85:0,1 metanolio/chloroformo/acto rigsties. Tipiskos norimo blokuoto
junginio iSeigos yra 40-44 % ribose.

2 stadija — Redukcinis amininimas (jeigu reikia). Redukcinis amininimas
gali bati vykdomas tinkamu btdu. Aldehidy ir ketony redukcinj amininimag, su
natrio triacetoksiborhidridu, 2r. pagrindinai: Abdel-Magid et al., J. Org. Chem.,
1996, 61:3849. Zemiau yra aprasytos dvi alternatyvios redukcinio amininimo

metodikos.
2(A) _stadija: 3,5,5,8,8-Pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftaldehidas

(1,00 mmol. ekv.) ir 1-(N,N’-diBoc)-guanidinmetilo grupe turintis aminas (1,00
mmol. ekv.) istirpinami metanolyje (0,09 M). Tada pridedama 1 % ledinés acto
ragsties tirpalo metanolyje (10 % naudoto metanolio tdrio), o po to NaCNBH;
(1,00 mmol. ekv.), ir reakcijos miinys maiSomas per naktj. Reakcijos misinys
kontroliuojamas TLC, idry$kinant tris komponentus (aldehidg, norimg produktg
ir pradinj guanidino darinj). Reakcija sustabdoma pridedant vandens (50 %
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naudoto metanolio tdrio), ekstrahuojama dichlormetany (10 karty didesniu
triu nei naudota metanolio) ir plaunama sodiu natrio ragsciuoju karbonatu.
Organinis  sluoksnis  dziovinamas magnio sulfatu, nufiltruojamas i
sukoncentruojamas. Produktas gryninamas chromatografuojant per silikagelio
kolonéle, eliuuojant atitinkamu eliuavimo tirpikliu (pvz., 3:1 etilacetatu
heksanuose nesureagavusiam aldehidui pasalinti, po to eliuuojant 1:1
etilacetatu heksanuose), ir gaunamas norimas redukcinio amininimo
produktas. Kai kuriais atvejais pavirinimas su griztamu Saldytuvu 2 val.
palengvina imino susidarymo reakcija. Zr. taip pat Abdel-Magid et al., J. Org.
Chem., 1996, 61:3849, kur aprasomas -aldehidy ir ketony redukcinis
amininimas natrio triacetoksiborhidridu.

2(B) _stadija: 3,5,5,8,8-Pentameti|-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftaldehidas
(1,00 mmol. ekv.) ir 1-(N,N’-diBoc)-guanidinmetilo grupe turintis aminas (1,00
mmol. ekv.) itirpinami metanolyje (0,09 M). Tada pridedama NaBH, (1,00
mmol. ekv.) (etanolyje, panaudojant Zemiau duotas mazy kiekiy metodikas
arba atsargiai dedant kieta medziaga) ir reakcijos misinys maiSomas per
naktj. Reakcijos misinys kontroliuojamas TLC, iSry$kinant tris komponentus
(aldehida, norimg produkta ir pradinj guanidino darinj). Reakcija sustabdoma
pridedant vandens (50 % naudoto metanolio tdrio), ekstrahuojama
dichlormetanu (10 karty didesniu tariu nei naudota metanolio) ir plaunama
soCiu natrio rOgéc‘:iuoju karbonatu. Organinis sluoksnis dziovinamas magnio
sulfatu, nufiitruojamas ir sukoncentruojamas. Produktas gryninamas
chromatografuojant per silikagelio kolonéle, eliuuojant atitinkamu eliuavimo
tirpikliu (ji gali nesunkiai nustatyti specialistas arba, pvz., 3:1 etilacetatu
heksanuose nesureagavusiam aldehidui baéalinti, po to eliuuojant 1:1
etilacetatu heksanuose), ir gaunamas norimas redukcinio  amininimo
produktas. Kai kuriais atvejais pavirinimas su griztamu Saldytuvu 2 val. turéty
palengvinti imino susidarymo reakcija.

3 stadija — Acilinimas: Redukcinio amininimo reakcijos produktai (1,00

mmol. ekv.) istirpinami dichlormetane (nuo ~0,2 iki 0,05 M, priklausomai nuo
substraty tirpumy), po to pridedama trietilamino (2,00 mmol. ekv.) ir 2-
furoilchloridinio reagento 8 (1,00 mmol. ekv.). Reakcijos misinys maisomas

per nakt] kambario temperatiroje. Reakcijos miSinys praskiedziamas
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dichlormetanu (5 kartus didesniu kiekiu nei naudota dichlormetano) ir
plaunama sociu rags&iuoju natrio karbonatu. Organinis sluoksnis dziovinamas
magnio sulfatu ir nufiltruojamas. Produktas gryninamas chromatografuojant
per silikagelio kolonele, eliuuojant atitinkamu eliuavimo tirpikliu (pvz. 3:1
heksanais:etilacetatu). Tirpiklius nugarinus vakuume, gaunamas acilintas
produktas.

4 stadija — Bazinés grupés deblokavimas: Acilinimo stadijos produktas
(1,00 mmol. ekv.) istirpinamas 25-50 % TFA tirpale dichlormetane (0,02 M) ir

reakcijos misinys maiSomas kambario temperatdroje (15-20 minuciy; tirpalas
pasidaro Siek tiek rausvai oranzinis). Reakcijos misinys maisomas dar 1 val.
20 min. arba tol, kol BOC deblokavimas pilnai jvyksta. Reakcija pabaigiama
sukoncentruojant vakuume, po to pridedama vandens/acetonitrilo (0,006 M) ir
liofilizuojama per naktj. Galutinis junginys gryninamas didelio efektyvumo
skystings chromatografijos (HPLC) metodu. Tirpikliai nugarinami vakuume ir

gaunamas produktas (i8eigos yra 30-50 % intervale).
Kita N,N'-bis-BOC guanidiny deblokavimo metodika naudojant alavo

tetrachlorida, kuri gali duoti atitinkamas guanidinio chlorido druskas, yra
aprasyta Miel et al., Tetrahedron Letters, 1997, 38:7865-7866.
9 junginys gali bati pagamintas pagal auksciau parodytas stadijas,

igskyrus 2 stadijg, kaip parodyta tolimesnéje schemoje:
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50 %
T TFA/CH.CI,

4 stadija NH /0

Reagenty paruosimas: Junginiy sintezei reikalingi reagentai gali bati

gauti arba paruosti pagal Sioje srityje Zinomas metodikas. Pavyzdziui, laisvy
aminy gavimas i$ jprasty jy druskq ir pradiniai tirpalai gali bati naudingi mazos
apimties sintezéje. Taip pat Zr. Abdel-Magid et al., “Reductive amination of
aldehydes and ketones with sodium triacetoksiborhydride”, J. Org. Chem.,
1996, 61:3849.

Laisvy baziy tirpalai metanolyje gali bati pagaminami i§ hidrochlorido,
dihidrochlorido, hidrobromido arba kity druskuy, kuriy laisva bazeé yra tirpi
metanolyje. Sioje metodikoje, jeigu pridéta natrio metoksido, reikia saugoti,
kad nepatekty oras, kadangi aminy laisvos bazés, ypatingai pirminiai aminai
i$ oro sugeria anglies dioksidg ir sudaro druskas. 10 m! 0,1 M laisvos bazés
tirpalo metanolyje gali bati pagaminama tokiu badu. | taruota Erlenmejerio
kolbg su magnetinio maisikio magnetu atsveriama 1,0  mmol
monohidrochlorido ir pridedama 7 mi metanolio. | maisomg suspensijg
pridedama 229 pl (1,0 mmol, 1 ekv.) natrio metoksido metanolyje (25 %
magal mase, 4,37 M), kolba uzkem$ama ir misinys intensyviai mai$omas 2
valandas. Suspensija kartais pakeitia iSvaizdg, kadangi susidaro smulkios
pieno pavidalo natrio chlorido nuosédos. Suspensija nufiltruojama per 15 mi
vidutinio tankumo stiklo filtra, medziaga ant filtro perplaunama 1-2 mi
metanolio, filtratas perpilamas j 20 ml talpos indg ir praskiedziamas iki 10 ml
metanoliu. Teorineé natrio chlorido iSeiga yra beveik 59 mg, bet iSskyrimas
paprastai néra kiekybinis, nes natrio chloridas yra Siek tiek tirpus metanolyje.
Dihidrochlorido atveju reikia antro natrio metoksido ekvivalento (458 pl).

Natrio borhidrido 0,5 M tirpalas etanolyje gali bati pagaminamas tokiu
badu. Natrio borhidridas (520 mg, 13,8 mmol) maigomas gryname
(nedenatlruotame) bevandeniame etanolyje (25 mi) ~2-3 min. Suspensija
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nufiltruojama  per  vidutinio tankumo stiklinj filtrg nedideliarlﬁ'-rk‘ié%g4 B
neistirpusios kietos medziagos pasalinti (paprastai apie 5 % nuo visos
borhidrido maseés, arba 25 mg). Filtratas turi bdti bespalvis tirpalas, kuris
iSskiria labai nedaug vandenilio. Sis tirpalas turi buti naudojamas tuoj pat, nes
per kelias valandas jis Zzymiai suskyla ir gaunamos Zelatinos pavidalo
nuosédos. Natrio borhidridas yra higroskopinis, taigi gaminant tirpalg,
atsvérus kieta medziaga, reikia vengti jq laikyti ore. Natrio borhidrido tirpumas
etanolyje kambario temperatdroje yra apie 4 %. Tai atitinka Siek tiek daugiau
nei 0,8 M. Tadiau kartais, net ir pamaigius 25 minutes, lieka neistirpgs
nedidelis kietos medziagos kiekis nepriklausomai nuo gaminamos
koncentracijos. ' _

Norint atlikti nedidelés apimties | formulés junginiy sinteze, zemiau
aprasytos reakcijos gali bati vykdomos pagaminant jvairius reagentus,
tinkandius auksdiau apradytai reakcijos schemai. Likusioje aprasymo dalyje
visos temperatiros yra duotos Celsijaus laipsniais, 0 visos dalys ir procentai
yra pagal mase, jeigu nenurodyta kitaip.

|vairios pradinés medziagos ir kiti reagentai gali bati gaunami i$
prekybiniy tiekéju, tokiy kaip Aldich Chemical Company arba Lancaster
Synthesis Ltd., ir naudojami be papildomo gryninimo, jeigu nenurodyta kitaip.
Tetrahidrofuranas (THF) ir N,N-dimetilformamidas (DMF) yra gauti i§ Aldrich
SureSeal® buteliuose ir yra naudojami tokie, kokie gauti. Visi tirpikliai
gryninami naudojant standartinius sinomus metodus, jeigu nenurodyta kitaip.

Toliau parodytos reakcijos atliktos esant teigiamam azoto slegiui arba
su dziovinimo vamzdeliu kambario temperatlroje (jeigu nenurodyta kitaip)
bevandeniuose tirpikliuose, o reakcijos kolbos uzdarytos guminémis
pertvaromis, kad substratus baty galima jleisti $virkstu. Stikliniai indai buvo
i&dziovinti krosnyje ir/arba karStyje. Analitine plonasluoksné chromatografija
buvo vykdoma ant stikliniy silikagelio 60 F 254 ploksteliy (Analtech, 0,25 mm)
ir eliuuojama atitinkamy santyky (taris/taris) tirpikliy midiniais. Reakcijos buvo
tikrinamos TLC ir nutrauktos tada, kai buvo nustatyta, kad susinaudojo
pradiné medziaga.

Plokstelés buvo ry$kinamos apipurskiant p-anyziy aldehido reagentu

arba fosfomolibdato ragsties reagentu (Aldrich Chemical, 20 mases %
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etanolyje) ir aktyvuotos Siluma. Apdorojama paprastai padvigubinant reakcijos
turj reakcijos tirpikliu arba ekstrakcijos tirpikliu ir tada plaunant nurodytais
vandeniniais tirpalais, naudojant jy 25 % pagal tdrj nuo ekstrakcijos tdrio
(Jeigu nenurodyta kitaip). Produkto tirpalai buvo dZiovinami bevandeniu
Na S04 po to filtruojami ir sumazintame slégyje arba rotoriniu garintuvu
nugarinami tirpikliai, ir tai pazymima, kad tirpikliai nugarinti vakuume. Sparcioji
koloneliy chromatografija (Still et al., J. Org. Chem., 1978, 43:2923) buvo
vykdoma naudojant Baker-grade silikagelj spardiajai chromatografijai (47-61
mm), ir silikagelio:negrynos medziagos santykj nuo mazdaug 20:1 iki 501,
leigu nenurodyta kitaip. Hidrinimas buvo vykdomas esant nurodytiems
slégiams arba normaliame slégyje.

'H-BMR spektrai buvo uzrasyti Bruker prietaisu, dirban¢iu 300 MHz
dazniu, 0 C-BMR spektrai uzrasyti esant 75 MHz. NMR spektrai uzrasyti
CDCls tirpaly (duodama m.d.), etalonu naudojant chloroformg (7,25 m.d. ir
77,00 m.d.), CDsOD (3,4 ir 4,8 m.d. ir 49,3 m.d.) arba, Jeigu tinka, vidinj
standartg - tetrametilsilang (0,00 m.d.). Jeigu reikia, yra naudojami kiti BMR
tirpikliai. Jeigu duodami smailiy multipletiSkumai, naudojami  tokie
sutrumpinimai: s = singletas, d = dubletas, t = tripletas, m = multipletas, pl. =
platus, dd = dvigubas dubletas, dt = dvigubas tripletas. Sukinio-sukinio
sgveikos konstantos, jeigu duotos, yra duotos hercais.

Infraraudonieji spektrai uzradyti Perkin-Elmer FTIR spektrometru gryny
medziagy, ta_bléc':iq su KBr arba CDCl; tirpaly ir duoti bangy skaiciais (cm™).
Masiy spektrai gauti naudojant LSIMS arba elektrony srauta. Visos lydymosi

temperatiros yra nekoreguotos.

Konstrukcinio bloko - 1-H-pirazol-1-karboksamidino - gavimas

L

0._.0 .
H
MY
N O
N
\ /7
1-H-pirazol-1-karboksamidinas yra pagaminamas pagal Bernatowicz et
al., J. Org. Chem., 1992, 57:2497-2502 (ir jame esantys literatlros $altiniai) ir
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po biokavimo di-tret-butildikarbonatu gaunamas 1-H-pirazol-1-(N,N-bis(tret-
butoksikarbonil)karboksamidinas) pagal Drake et al., Synth., 1994, 579-582.

1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-4-aminometilcikloheksano gavimas
0

| H Jo
ETN%N_LO_k _1stadia N\qurNH ‘}—‘
- t
NH2

| 1,4-bis-aminometi|ciklohe’ksano 22 (20 g, 0,14 mol) tirpalg THF (200
ml) supilamas 1-H—pirazol-1-(N,N-bis(tret-buioksikarbonil)karboksamidino) 21
(22,0 g, 0,07 mol) tirpalas THF (100 ml). (Atkreipkite démesj, kad 1-H-pirazol-
1-(N,N-bis_(tret—butoksikarbonil)karboksamidino) nebdtina istirpinti THF, |
reakcijg ji geriau pridéti gryng kaip kieta medziagg). Tirpalas maiSomas
kambario temperatiiroje 3 valandas. Tirpiklis nugarinamas sumazintame
slégyje ir gaunama sirupo pavidalo liekana, kuri istirpinama etilacetate (500
ml) ir plaunama vandeniu iki neutralaus pH. Organinis sluoksnis plaunamas
sodiu NaCl tirpalu, dZiovinamas MgSOQ, ir sukoncentruojamas. Produktas
gryninamas chromatografuojant per silikagelio kolonéle, eliuuojamg 5 %
MeOH dichlormetane. Tirpikliai nugarinami vakuume ir gaunama 11,6 g (43 %
ideiga) 1-H-pirazol-1 (N,N'-diBoc)-guanidinometil-4-aminometilcikloheksano
(23 junginys). *H BMR (CDCls) 8 11,5 (pl.s, 1H). 8,35 (pl.s, 1H), 3,26 (dt, 2H),
2,52 (dd, 2H), 1,82-0,97 (m, 28H, su singletu ties 1,5).

Kitas 1-(N,N’—diBoc)-guanidinometil-4-aminometilcikloheksano gavimo
badas yra toks. | cis/trans 1,4-bis-aminometilcikloheksano (9,0 g, 63,3 mmol)
tirpalg THF (903 ml, 0,07 M) dalimis pridedama (per 10 min.) kieto 1-H-
pirazol-1-(N,N-bis(tret—butoksikarbonil)karboksamidino) (19,6 g, 63,3 mmol).
Tirpalas maiSomas kambario temperatiroje 0,5 valandas. Tirpiklis
nugarinamas sumazintame slegyje ir gaunama sirupo pavidalo liekana, Kkuri
idtirpinama etilacetate (500 ml) ir plaunama vandeniu du kartus. Atskiriami
sluoksniai ir produktas gryninamas chromatografuojant per silikagelio
kolonéle, eliuucjama, 100 % etilacetatu nepolinéms priemaiSoms pasalinti, po

to eliuuojama 100 % izopropilo alkoholiu ir gaunamas grynas produktas.
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Tirpikliai nugarinami vakuume ir gaunama 10,26 g (42 % iSeiga 11.-( ?\94 B
diBoc)-guanidinometil-4-aminometilcikloheksano (23 junginys). 'H BMR
(CDCls) 8 11,5 (pl.s, 1H), 8,35 (pl.s, 1H), 3,26 (dt, 2H), 2,52 (dd, 2H), 1,82-
0,97 (m, 28H, su singletu ties 1,5).

Redukcinis amininimas
0
H )J-—o~}—
N NH

T .
\ﬂo_o l 2 stadija -

=0

J’Lo+
O

NH» 23

3,5,5,8,8-Pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftaldehidas (0,2021 g, 0,88
mmol) ir 1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-4-aminometilcikioheksanas (23
junginys, 0,337 g, 0,88 mmol) istirpinami metanolyje (10 mi). Po to pridedama
1 % ledinés acto ragsties tirpalo metanolyje (100 pl), o po to NaCNBH3 (55,4
mg, 0,88 mmol, 1,0 ekv.), ir reakcijos miSinys maisomas per naktj. Reakcija
kontroliuojama TLC, iSrySkinant tris komponentus (aldehidg, norimg produktg
ir pradinj guanidino darinj). Reakcija nutraukiama pridedant vandens (~5 ml),
ekstrahuojama dichlormetanu (~100 ml) ir plaunama soCiu rlg$€iuoju natrio
karbonatu. Organinis sluoksnis dziovinamas magnio sulfatu, nufiltruojama,
sukoncentruojama ir chromatografuojama per kolonelg, eliuuojant 3:1
etilacetatu heksanuose nesureagavusiam aldehidui pasalinti, po to eliuuojama
1:1 efilacetatu heksanuose, gaunant norimg produktg (25 junginys,
cikloheksilas, cis/trans misinys). Tirpikliai nugarinami vakuume (paprastai

bendrosios iSeigos yra 50-80 % ribose).
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Acilinto darinio gavimas ir guanidino deblokavimas

o j_
N _NH O‘F

b

WL Co0trs O,

N 3 stadija N I\
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Redukcinio amininimo produktas 25 (1,0 ekv.) istirpinamas
dichlormetane (10-15 ml), po to pridedama trietilamino (2 ekv.) ir 2-
furoilchloridinio reagento (1,0 ekv.). Reakcijos miSinys maiSomas per naktj
kambario temperattroje. Reakcijos miSinys praskiedziamas dichlormetanu (50
ml) ir plaunamas sociu ragsciuoju natrio karbonatu. Organinis sluoksnis
dziovinamas magnio  sulfatu,  nufiltrucjamas  ir  i$gryninamas
chromatografuojant per kolonéle, eliuuoja'mq naudojant 3:1 heksanus
etilacetate. Tirpikliai nugarinami vakuume ir gaunamas 26 junginys.

Acilinimo reakcijos produktas 26 (1,0 ekv.) iStirpinamas 50 % TFA
tirpale dichlormetane (20-25 ml) ir reakcijos miSinys maiSomas kambario
temperatiroje (15-20 min.; tirpalas pasidaro Siek tiek rausvai oranzinis).
Reakcijos misinys maiSomas dar 1 val. ir 20 min, kol pilnai jvyksta
deblokavimas. Reakcija nutraukiama sukoncentruojant vakuume, po to

pridedama vandens/acetonitrilo (~50 ml) ir liofilizuojama per naktj. Galutinis
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junginys gryninamas HPLC metodais. Tirpiklius nugarinus vakuume,
gaunamas 27 junginys. | |

Tolimesnis aptarimas yra susijgs su pavyzdiniy junginiy (e)-(k) gavimu.
Junginiai (e)-(k) gali bati naudojami, kaip aprasyta aukséiau, atitinkamiems
deblokuotiems junginiams (laisvas guanidinas) gauti, hidrolizuojant rtgstinese

sglygose.

1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-3-aminometilcikloheksano gavimas
L. L
T N o T N_o
NH; Y \l'( \f/ T T \,/
N_ O NH O
J

P
—

NH,
(e
| cisftrans-1,3-bis-aminometilcikloheksano (7,5 g, 52,8 mmol) tirpalg
THF (30 ml) per 0,5 val. supilamas 1,3-bis(tret-butoksikarbonil)-2-metil-2-
tiopseudokarbamido (7,65 g, 26,3 mmol) tirpalas THF (40 ml). Tirpalas
maiSomas kambario temperattroje 5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame
slegyje ir prod.uktas gryninamas chromatografuojant per silikagelio kolonéle,
eliuentu naudojant metileno chlorido/metanolio miSinj; gaunama 2,2 g (22 %
iSeiga) 1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-3-aminometilcikloheksano ((e) junginys).
'H BMR (CDCl3) 6 11,53 (pl.s, 1H), 8,40 (pks. 1H), 3,28-3,30 (m, 2H), 2,54-
2,61 (m, 2H), 1,81 (pl.s, 2H), 1,27-1,58 (m, 26H), 0.89 (m, 1H), 0,65 (m, 1H).
Kitu atveju (e) junginj galima pagaminti taip. | cis/trans-1,3-bis-
aminometilcikloheksano (10,0 g, 70,3 mmol) tirpalg THF (1000 mi, 0,07 M)
dalimis (per 10 min.) sudedamas kietas 1-H-pirazol-1-(N,N-bis(tret-
butoksikarbonil)karboksamidinas) (21,8 g, 70,3 mmol). Tirpalas maiSomas
kambario temperataroje 0,5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame slegyje,
gaunant sirupo pavidalo liekang, kuri iStirpinama etilacetate (500 ml) ir
plaunama du kartus vandeniu. Atskiriami sluoksniai ir produktas gryninamas

chromatografuojant per silikagelio kolonéle, eliuuocjant 100 % etilacetatu
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visokioms nepolinéms priemaisoms pasalinti, po to eliuuojama 100 %
izopropilo alkoholiu, gaunant gryng produkta. Tirpikliai nugarinami vakuume ir
gaunama 114 g (41 % iSeiga) 1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-3-
aminometilcikloheksano. 'H BMR (CDCls) 6 11,53 (pl.s, 1H), 8,40 (pl.s, 1H),
3 28-3,30 (m, 2H), 2,54-2,61 (m, 2H), 1,81 (pl.s, 2H), 1,27-1,58 (m, 26H), 0,89
(m, 1H), 0,65 (m, 1H).

1-(N,N .diBoc)-guanidinometil-4-aminometilbenzeno gavimas

0.0 o
H
NH N?H\H/O\I/ ﬁ/N\n,o\}/
’ N. O NH O
N/

NH,

| p-ksililendiamino (6,44 g, 47,4 mmol) tirpalg THF (30 ml) per 0,5 val.
supilamas 1,3-bis(tret-butoksikarbonil)—2-metiI-2-tiopseudokarbamido (6,63 g,
22 9 mmol) tirpalas THF (40 ml). Tirpalas maisomas kambario temperataroje
5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje ir produktas gryninamas
chromatografuojant per silikagelio kolonélg, eliuentu naudojant metileno
chlorido/metanolio misinj; gaunama 8,0 g (92 % iSeiga) 1-(N,N'-diBoc)-
guanidinometil-3-aminometiIbenzeno ((f) junginys). 'H BMR (CDCl3) & 11,54
(pl.s, 1H), 8,56 (pl.s, 1H), 7,29 (s, 4H), 4,60 (d, 2H), 3,86 (s, 2H), 1,64 (pls,
2H), 1,52 (s, 9H), 1,48 (s, 9H).
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1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-3-aminometilbenzeno gavimas
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| m-ksililendiamino (7,14 g, 52,2 mmol) tirpala THF (30 mi) per 0,5 val.
supilamas 1,3-bis(tret-butoksikarbonil)—2-metil-2-tiopseudokarbamido (7,57 g,
26,1 mmol) tirpalas THF (40 ml). Tirpalas mai§omas kambario temperatiroje
5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame slegyje ir produktas gryninamas
chromatografuojant per silikagelio koloneéle, eliuentu naudojant metileno
chlorido/metanolio misinj; gaunama 7.9 g (80 % iseiga) 1-(N,N'-diBoc)-
guanidinometil-3-aminqmetilbenzeno ((9) junginys). 'H BMR (CDCl3) & 11,54
(pl.s, 1H), 8,58 (pl.s, 1H), 7,19-7,34 (m, 4H), 4,62 (d, 2H), 3,86 (s, 2H), 1,83
(pl.s, 2H), 1,52 (s, 9H), 1,48 (s, OH).

1-(N,N’-diBoc)-guanidin-4-aminobutano gavimas

(h)
| 1,4-diaminobutano (4,15 g, 47,1 mmol) tirpalg THF (30 ml) per 0,5
val. supilamas 1,3-bis(tret-butoksikarbonil)-2-metil-2-tiopseudokarbamido
(6,83 g, 23,6 mmol) tirpalas THF (40 ml). Tirpalas mai$omas kambario
temperatiroje S val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame slegyje ir produktas
gryninamas chromatografuojant per silikagelio kolonéle, eliuentu naudojant
metileno chlorido/metanolio miinj; gaunama 3.0 g (40 % iSeiga) 1-(N,N'-
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diBoc)-guanidin-4-aminobutano ((h) junginys). 'H BMR (CDCl3) § 11,49 (pl.s,
1H), 8,35 (pl.s, 1H), 3,42-3,47 (m, 2H), 2,72-2,76 (t, 2H), 0,86-1,65 (m, 24H).
Kita (h) junginio pagaminimo metodika yra tokia. | 1,4-diaminobutano
(6,0 g, 68,1 mmol) tirpalg THF (972 mi, 0,07 M) dalimis (per 10 min.)
sudedamas kietas 1-H-pirazol-1-(N,N-bis(tret-butoksikarbonil)-
karboksamidinas) (21,5 g, 68,1 mmol). Tirpalas maisomas kambario
temperataroje 0,5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje, gaunant
sirupo pavidalo liekana, kuri istirpinama etilacetate (500 ml) ir plaunama du
kartus vandeniu. Atskiriami  sluoksniai ir produktas gryninamas
chromatografuojant per silikagelio kolonelg, eliuuojant 100 % etilacetatu
visokioms nepolinéms priemaiSoms pasalinti, po to 100 % izopropilo
alkoholiu, gaunant gryna produkta. Tirpikliai nugarinami vakuume ir gaunama
10,0 g (44 % iseiga) 1-(N,N'-diBoc)-guanidin-4-aminobutano. "H BMR (CDCl3)
& 11,49 (pl.s, 1H), 8,35 (pl.s, 1H), 3,42-3,47 (m, 2H), 2,72-2,76 (t, 2H), 0,86-

1,65 (m, 24H).

1-N,N-dimetilaminometil-4-aminometilbenzeno gavimas

I
I N

N e

Boranas-THF
—_—

CN NH,
0]

| 1-N,N-dimetilaminometil-4-karbonitrilbenzeno (4,8 g, 30 mmol) tirpalg

THF supilamas 1M borano tetrahidrofuraninis kompleksas (90 ml). Misinys
virinamas su griztamu $aldytuvu 16 val. azoto atmosferoje. AtSaldzius iki
kambario temperatdros, jpitama 1M HCl tirpalo metanolyje (100 ml). Reakcijos
misinys virinamas su griztamu Saldytuvu 3 val. Produktas, kuris iSkrenta |
nuosédas, nufiltruojamas, plaunamas dietilo eteriu ir iSdziovinus vakuume
gaunama 5,9 g (83 % iseiga) produkto hidrochlorido druskos pavidalu ((i)
junginys): 'H BMR (DMSO-ds) & 8,65 (pl.s, 3H), 7,55 (dd, 4H), 4,25 (s, 2H),

3,98 (s, 2H), 2,62 (s, 6H).
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1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-2-aminometilbenzeno gavimas

Y.
2 N_ O NH O
NH, N .

o NH,

0)

| o-ksililendiamino (7,14 g, 52,5 mmol) tirpalg THF (30 ml) per 0,5 val.
supilamas 1,3-bis(tret-butoksikarbonil)-2-metil-2-tiopseudokarbamido (7,57 g,
26,1 mmol) tirpalas THF (40 ml). Tirpalas maiSomas kambario temperatdroje
5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje ir produktas gryninamas
chromatografuojant per silikagelio kolonéle, eliuentu naudojant metileno
chlorido/metanolio  misinj; gaunamas  1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-2-
aminometilbenzenas ((j) junginys).

Kitu atveju, (j) junginys gali bdti pagaminamas bGdu, analogisSku

aukséiau aprasytam alternatyviam (e).junginio pagaminimo badui.

1-(N,N’-diBoc)-guanidinometil-2-aminometilcikloheksano gavimas

24 e

o. .0
N~ H (@) Na 'f:l' (@)
NH, YU T
N_ O NH O
NHZ N\\ /;

> NH,

(k)
| cis/trans-1,2—bis-aminometiIciklohekéano (7,5 g, 52,8 mmol) tirpalg
THF (30 ml) per 0,5 val. supilamas 1,3-bis(tret-butoksikarbonil)-2-metil-2-
tiopseudokarbamido (7,65 g, 26,3 mmol) tirpalas THF (40 ml). Tirpalas
maidomas kambario temperatiroje 5 val. Tirpiklis nugarinamas sumazintame

slegyje ir produktas gryninamas chromatografuojant per silikagelio kolonéle,
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eliuentu naudojant metileno chlorido/metanolio misinj; gaunamas 1-(N,N'-
diBoc)-guanidinometil-2-aminometilcikloheksanas ((k) junginys).
Kitu atveju (k) junginys gali bGti pagaminamas bhdu, analogisku

aukséiau aprasytam alternatyviam (e) junginio pagaminimo badui.
D. Pirimidino eilés junginiai

Pirimidinai gali blti naudojami sintezei pagal tokias metodikas:
L

NH2~ |
Nl/j HNJ\N/ N o
Cl)\N/ N/\[(> >
H
28 2 30
HoN

g HN

P
NS o HNJ\N/ NNO
P o © Hm
HN N N/\L> WA
H
Y[\JCQ

O

(0]
11

Pirimiding turin&iy junginiy, sintezés bendroji metodika yra tokia. | 1,3-
diamino 29 tirpala THF pridedama 28, ir reakcijos misinys virinamas su
griztamu $aldytuvu 12 val. Tirpikliai nugarinami vakuume ir norimas produktas

gryninamas chromatografuojant per kolonélg. Grynas 31 acilinamas pagal

aukséiau duotg bendrajg metodika ir gaunamas 11.
Patyre specialistai supras, kad pagal auksciau apraSytas metodikas

HaN 31

gali blti pagaminti jvairiausi $io iSradimo junginiai. Auk$Ciau aprasytos
cheminés reakcijos turi bendrg pritaikomumg $io i$radimo GnRH agentams
gauti. Taigi, panaudojant tinkamas modifikacijas, gali bati panaS$iai
pagaminami kiti GnRH agentai, kg nesunkiai supras specialistai, pvz.
blokuojant trukdancias grupes, pritaikant naudoti kitus jprastus reagentus

irfarba panaudojant jprastas reakcijos salygy modifikacijas.
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FARMAKOLOGINIS RADIOLIGANDY SURISIMAS IN VITRO

Lasteliy membranos, pagamintos i$ pastoviai transfekuoty Zmogaus
GnRH receptoriaus cDNR Zmogaus embrioniniy inksty 293 Igsteliy, buvo
suspenduotos suriSimo testo buferyje, turinéiame 50 mM HEPES, 1 mM
EDTA, 2,5 mM MgCL2 ir 0,1 % jaucio serumo albumino. Membranos (baltymo
bendras kiekis 5-50 ug duobutéje, turindioje mazdaug 10-100 fmol GnRH
receptoriaus) buvo inkubuojamas, imant po dvi vienodos sudéties duobutes,
96 duobudiy plokstelése 200 ul bendrame tiryje su '®I-GnRH-A (mazdaug
0,05 nM) ir tiriamaisiais junginiais 1 valandg kambario temperattroje. Visi
junginiai buvo praskiesti 1 % DMSO (galutiné testo koncentracija) turinéiame
surisSimo testo buferyje. Nespecifinis suriS§imas buvo nustatytas esant 100 nM
GnRH. Reakcijos buvo nutrauktos greitai nufiltruojant per 96 duobudiy
Packard GF/C filtrus, jmirkytus 0,1 % polietileniminu. Filtrai buvo plaunami tris
kartus PBS buferiu, dziovinami ir skaiCiuojamas radioaktyvumas Packard
Topcount prietaisu, panaudojant skysciy scintiliacijy skaiciavima.

Testo salygos buvo identiskos junginiy aktyvumo jvertinimui ir imant
kitas rasis. Kiekvienos rasies teste buvo panaudotas panasus skaicius GnRH
receptoriy. Ziurkiy GnRH receptoriy suri§imui membranos buvo pagamintos i$
Ziurkiy hipofizés ir buvo naudojama mazdaug 25-30 pg/duobutei bendro
membraninio baltymo. Jaudio GnRH receptoriaus suriSimui membranos buvo
pagamintos i$ jaucio hipofizés ir naudota 40-50 pg/duobutei. Pelés GnRH
receptoriaus suriSimui membranos buvo pagamintos i§ 293 Igsteliy, pastoviai
ekspresuojanciy pelés GnRH receptorius, ir buvo naudojama mazdaug 25-30
pg/duobutei. Kontroliniy peptidy ir tiriamyjy junginiy ICsp reikSmeés buvo
apskaiciuotos naudojant GraphPad Prism™ programa. Radioligando suri§imo
eksperimento rezultatai parodyti fig.1. 1 lenteléje parodytos jvairiy peptidiniy ir
nepeptidiniy junginiy, afiniSkumo GnRH receptoriams i§ keturiy gyvany rasiy

pakartoty eksperimenty vidutinés reikSmes.
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Fig.1

Junginiy efektai j **°1-GnRH-A suridimg su hGnRH
receptoriais HEK-293 Igsteliy membranose

m GnPH
| ,\\ A 9 junginys
b
12 <11 10 8 B -7 -6 -5 -4

[Junginys] logM
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Fig.1. Junginiy efektai j '*°I-GnRH-A suri$img su hGnRH receptoriais,
ekspresuotais HEK-293 Igstelése. Buvi tirta GnRH (kvadratai) ir 9 (trikampiai)
geba igstumti 'P-GnRH-A (mazdaug 0,05 nM) suri§img su hGnRH

receptoriais. Parodytos reikdmés yra iS vieno bldingo eksperimento, jj

dubliuojant.

Pagal aukiciau apradyta reakcijos schemg buvo sintezuoti jvairGs |

formulés junginiai. Negryninti junginiai buvo tirti naudojant auksCiau aprasytg
konkurencinio radioligando suri$imo testa. GnRH konkurencinio surisimo

rezultatai parodyti lenteléje (kiekvienas junginys tirtas imant 1 ir 10 uM).

1 lentele
Junginys | Zmogaus ICso | JauGio ICso | Ziurkes ICso | Peles ICso
(nM) (nM) (nM) (nM)
GnRH 7,2¢1,5 1312 33%1,9 1112
GnRH-A 0,34+0,06 0,3+0,05 0,49+0,1 0,22+0,03
Antidas 0,6710,09 0,15£0,02 0,19+0,04 0,25+0,05
9 22033 3800+220 - 6801120 23001460
10 130124 1500+480 390410 1400+440
11 190140 32010 9,0£0,3 5010
12 23037 1040043000 30804630 7130£1350
13 11017 530100 608 120+20
14 80+4 1050+30 60+15 29070
15 10017 1000+£240 70+16 22050
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16 3046 43804510 560450 1290+210
17 80420 670+120 30+4 80+20
18 55+11 46090 4013 115425
19 5043 NN NN NN
20 8,0+0,9 NN NN NN

Reiksmés yra maziausiai trijy eksperimenty, atlikty po du pakartojimus,
vidurkis£SP. NN = nenustatyta.

BENDRO INOZITOLIO FOSFATU KIEKIO-MATAVIMAS

Norint jvertinti junginiy, kaip agonisty arba antagonisty, aktyvuma, buvo
naudojamas testas, kuriame matuojamas bendras inozitolio fosfaty
susikaupimas. 293 Igstelémis, turiniomis hGnRH receptoriy, buvo padengtos
24 duobutiy plokstelés (apytikriai 200000 Igsteliy/duobutei), naudojant DMEM
terpe. Kita dieng lastelés buvo uzpiltos [*H]micinozitoliu (0,5 Ci/ml) 16-18
valandy inozitolio neturinCioje terpéje. Terpé buvo nusiurbta ir lgstelés
perplautos serumo neturinéia DMEM. Terpé buvo nusiurbta ir po to lgstelés
buvo veikiamos tiriamaisiais junginiais arba tirpikliu 30 min. 37 °C
temperatiroje. Po to | lasteles pridedama pusé maksimalios GnRH
koncentracijos (1 nM) arba tirpiklis ir.palaikoma 37 °C temperataroje 45 min.,
kad nusistovéty pusiausvyra. Terpé pakeiiama ledo temperatiros 10 mM
skruzdziy ragstimi, kuri sustabdo reakcijg ir taip pat tarnauja Igsteliy lipidy
ekstrakcijai. Inozitolio fosfatai atskiriami panaudojant jony mainy
chromatografijg per Dowex'o kolonéles, kurios plaunamos 2,5 ml 10 mM
mioinozitolio ir 10 mM skruzdziy ragsties. Po to kolonélés plaunamos 5 ml 60
mM natrio formiato ir 5 mM borakso, ir bendri inozitolio fosfatai eliuuojami 5 ml
1M amonio formiato ir 0,1 M skruzdziy ragsties. Koloneliy eliuatai supilami |
skyséiy scintiliacijos indus, turinCius 15 ml scintiliacijos mi$inio ir
skaitiuojamas radioaktyvumas skysciy scintiliacijy skaic¢iavimo badu. Tipisko

eksperimento rezultatai parodyti fig.2.
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Junginiy poveikis | GhRH stimuliuojamg (1 nM)
bendrojo inozitolio fosfato susikaupimg 293 Igstelése,
ekspresuojanciose hGnRH receptoriy

m GnRH

1000
T T T R ITT YT T -y ;
-13 %2 11 At .5 -16 TAEE RS

Lol g

““+antidas
Y 9 junginys
[Junginys] log M

Junginys ECso(nM)  Kp (nM)

GnRH 0,83
Antidas 0,2

9 junginys 30

Fig.2. Junginiy poveikis | GnRH stimuliuojama bendrojo inozitolio
fosfato susikaupimg HEK-293 Igstelése, ekspresuojantiose hGnRH
receptoriy. Buvo tirta peptidinio antagonisto — antido - ir nepeptidinio
antagonisto — 9 junginio — geba blokuoti GnRH stimuliuojamg [*H)inozitolio
fosfaty kiekio padidéjima. Nei vienas i§ Siy atskirai paimty junginiy
nestimuliavo bendro inozitolio fosfaty kiekio padidéjimo (neparodyta), bet abu
junginiai galéjo inhibuoti pusés maksimalios GnRH peptido koncentracijos
tarpininkaujama,_ stimuliavima. Vienas GnRH nuo dozeés priklausanciu badu
didino [3H)inozito|io fosfato susikaupimg, esant ECsg maZdaug 0,8 nM.
Parodytame eksperimente antido ir 9 junginio Ko reikSmés buvo nustatytos.




47

LT 4904 B

panaudojant Cheng ir Prusoff metoda (Biochem. Pharmacol. 22:3099-3108.
1973). Parodytos reikSmes yra i$ vieno eksperimento, atlikto dubliuojant.

IN VIVO FARMAKOLOGINIAI EFEKTYVUMO TYRIMAS SU GYVUNAIS

Eksperimento metodika: Sprague-Dawley Ziurkiy patinéliai (225-250 g)
buvo iSkastruoti ir palakyti 10 dieny, kad atsigauty po operacijos. Praejus 10
dieny po kastravimo, gyvuliukams buvo jtaisyti neistraukiami kateteriai j
Slaunies veng ir arterijg, kad bty lengviau i$ tolo atlikti infuzijas ir paimti
kraujo meginius. Eksperimento dieng gyvuliukams .leidZiama aklimatizuotis
proceddriniame kambaryje, jiems gyvenant jprastame narve. I3 visy gyvuliuky
buvo paimti kraujo meginiai palyginimui. Paémus Siuos meginius, j vena buvo
suleidziamas arba tirpiklis (10 % DMSO, 10 % kremoforasffiziologinis druskos
tirpalas), antidas (1,0 ug), arba 11 junginys (10 mg/kg). Kraujo méginiai buvo
imami pragjus 10, 60, 90, 120, 180, 240 min. po injekcijy. Kraujas buvo
centrifuguojamas, surenkamas serumas ir laikomas -70° temperattros
Saldiklyje iki tyrimo. Serumo méginiai buvo analizuojami naudojant DSL-4600
ACTIVE LH padengto vamzdelio tipo imunoradiometrinj testavimo rinkinj i$
Diagnostic Systems Laboratories, Inc.

Rezultatai ir aptarimas: Lytinés liaukos - pasalinimas eliminuoja
neigiamg, testosterono griztamajj ry$j | pogumburj ir duoda padidintus GnRH,
o tuo padiu ir LH, kiekius. Fig.3 parodyti kontroliniy ir kastruoty ziurkiy ir LH, ir
testosterono kiekiai, praéjus 10 dieny po operacijos. Laukiama, kad §iy Ziurkiy
atveju GnRH antagonistas turéty sumazinti GnRH tarpininkaujamy LH kiekiy
padidéjima. Antidas — peptidinis GnRH antagonistas — sumazina LH kiekius
kastruoty Ziurkiy modelyje (fig.4). 11 junginys — mazos molekulinés maseés
GnRH antagonistas — taip pat slopina LH kastruoty Ziurkiy modelyje (fig.4).
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Fig.3
Kastruoty ziurkiy modelio, naudoto GnRH antagonistams
jvertinti, charakterizavimas
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Antidas (1,0 ug; i.v.) mazina LH kiekius kastruoty Ziurkiy modelyje
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FARMAKOKINETINIAI TYRIMAI

Eksperimento metodika: Buvo paruostos zZiurkés su intraveniniais
kateteriais, jvestais | virSuting tusCigjaq vena, padarius pjavj desiniojoje
iSoringje jungo venos puséje, ir leidZiama sugyti. Vaistai buvo iStirpinti 10 %
DMSO, 10 % kremaforo ir 80 % fiziologinio druskos tirpalo miSinyje ir jvesti i.v.
bldu, imant 10 mg/kg doze. Nurodytu laiku buvo imami kraujo meginiai ir
junginiai buvo iSekstrahuojami i§ 0,2 ml plazmos butilo chloridu, turingiu vidinj
standarta. Méginiai buvo analizuojami HPLC metodu, leidZiant per Beta-Basic
C18 4x50 mm kolonéle 1 ml/min.. greiCiu ir naudojant 40-80 % acetonitrilo 10
mM amonio fosfato buferyje gradienta., Meginiai detektuojami pagal UV
sugertj, imant 260 nm bangos ilgj. '

Rezultatai ir aptarimas: 11 junginys, kuris turi puiky afiniSkuma Ziurkiy
GnRH receptoriaus atzvilgiu, turi mazdaug trijy val_aﬁdq gyvavimo puslaikj
Ziurkiy plazmoje ir, pragjus 4 valahdoms po i.v. ihjekcijos, jo koncentracija
plazmoje yra 100-200 nM (fig. 5).

Fig.5
11 junginys
Dozé —10 mg/kg; n =3

Hm_l

i) : T1' = 3 val

Koncentracija, mM
e
N

ls i - -
Laikas (val) '

Etaloniniy peptidy surisimas su Ziurkes, pelés jauéio ir Zmogaus GnRH
receptoriais gerai sutampa su literatlriniais duomenimis. Nepeptidiniai $§io
iSradimo junginiai rodo Zymius jy suriSimo rodikliy skirtumus tarp rasiy. Kai
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kurie i§ Siy junginiy rodo didel] afinisSkuma (<100 nM) zmogaus GnRH
aktyvumas buvo jvertintas inozitolio fosfato teste, veikia kaip antagonistai |
GnRH stimuliuojama bendrg inozitolio fosfato susikaupimg Iastelese,
turindiose rekombinantinius 2mogaus GnRH receptorius. 11 junginio
suleidimas | veng sumazino kastruoty Ziurkiy patinéliy (chronisko LH kiekio
padidéjimo plazmoje modelis) LH kiekius plazmoje. Sis junginys turéjo trijy
valandy gyvavimo puslaikj, ©o koncentracija plazmoje koreliuojasi su
efektyvumu. Bendrai paémus, gie duomenys leidzia manyti, kad Sie
nepeptidiniai junginiai turi bati naudingi kaip GnRH receptoriy antagonistai.

Peptidiniai agonistai ir antagonistai, naudoti kéip etaloniniai junginiai:

N >
Antidas L
0% "NH )\NH
cl
OH
N SN "N
H ¢" c\\KNHz
(@) N
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o o}
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(D-ALAB, DES-GLY10]-LH-RH ETILAMIDAS
Toliau duodami junginiy tyrimo duomenys buvo gauti taip:

Lasteliy kultlros

GHs .la‘steles, pastoviai transfekuotas Ziurkés GnRH receptoriumi
(GGHj), pateiké Dr. William Chin (Harvard Medical School, Boston, MA). Sios
Igsteles buvo plaiai charakterizuotos ankstiau (Kaiser et al., 1997). Sios
Iastelés buvo auginamos mazai gliukozés turinCioje Dulbecco modifikuotoje
Eagle terpéje (DMEM), turingioje: 100 V/ml penicilino/streptomicino, 0,6 g/!
G418 ir 10 % Siluma inaktyvuoto fetalinio verSiuko serumo (FBS).

Zmogaus GnRH receptoriaus cDNR buvo jklonuota | plazmidinj
ekspresijos vektoriy pcDNA 3 (In Vitrogen) ir pastoviai transfekuota | HEH 293
Igsteles (hGnRH-R/293). Sig Igsteliy linijg pateike dr. Stuart Sealfon, Mount
Sinai Medical School, New York, NY. Sios lastelés buvo auginamos DMEM,
papildytoje 0,2 g/t G418 100 V/m! penicilino/streptomicino ir 10 % FBS. Ir
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GGHs, ir hGnRH-R/293 Igstelés buvo naudotos ir ,b_'endrojo inozitolio fosfato

matavimui, ir junginiy veiksmingumo mikrofiziometriniam jvertinimui.

Radioligando paruosimas

Radioligandu buvo naudotas radioaktyviu jodu zymétas GnRH
agonistinis analogas — [des-Gly'®,D-Ala®|GnRH etilamidas ('*I-GnRH-A).
Vienas pg GnRH, praskiestas 0,1 M acto ragstimi, jdedamas j lodogen®-
padengta borsilikatinio stiklo megintuvelj (Pierce), turintf 35 pl 0,05 M
fosfatinio buferio (pH 7,4-7,6) ir 1 mCi Na['?°l]. Reakcijos midinys purtomas ir
inkubuojamas 1 min. kambario temperatdroje. Po 1 min. misinys purtomas ir
leidsiama inkubuotis dar 1 min. | reakcijos megintuvél] pridedama 2 m! 0.5 M
acto ragsties/1 % BSA, ir midinys supilamas j C18 Sep-Pak patrong. Patronas
plaunamas i$ eilés 5 ml H,0 ir 5 ml 0,5 M acto rlgsties, po to eliuuojamas 5 x
1 ml 60 % CHsCN/40 % 0,5 M acto rugsties misinio. Eliuatas praskiedziamas
3 x didesniu tariu HPLC buferio A (0,1 % TFA vandenyje) ir supilamas | C18
kolonéle. Jodintas produktas eliuucjamas per 20-25 min. 25-100 % CHsCN,
turindio 0,1 % TFA, gradientu. Radioaktyvios frakcijos (750 ul/frakcijai)
surenkamos j $varius polipropileninius megintuvelius, turinCius 100 ul 10 %
BSA. Frakcijy biologinis aktyvumas jvertinamas pagal radioligando surisima.

Specifinis radioligando aktyvumas buvo apytikriai 2200 Ci/mmol.

Mikrofiziometrija

Cytosensor® mikrofiziometras (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) yra
realaus laiko, neinvaziné, neradioaktyvi puslaidininkiné sistema lgsteliy
atsakams | jvairius stimulus kontroliuoti. Ji yra paremta pH jautriu silicio
jutikliu, Sviesai jautriu potenciometriniu jutikliu, kurie sudaro dalj mikrotdrinio
srauto kameros, kurioje yra imobilizuotos auginamos Igsteles (Pitchford et al.,
1995: Parce et al., 1989; Owicki, et al. 1994).

Papildomi literatdros Saltiniai: ‘
Owicki. J.C., L.J. Bousse, D.G. Hafeman,.G.L:.' Kirk, J.D. Olson, H.G.

Wada and J. W. Parce. The light-adressable potentiometric sensor: principles
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and biological applications. Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struc. 23:87-113,
1994.

Parce, J. W., J.C. Owicki, KM. Kercso, G.B. Sigal, H.G. Wada, V.C.
Muir, L.J. Bousse, K.L. Ross, B.l. Sikic, H.M. McConnell. Detection of cell-
affecting agents with a silicon biosensor. Science 246:243-247, 1989.

Pitchford, S., K. DeMoor, and B.S. Glaeser. nerve growth factor
stimulates rapid metabolic responses in PC12 cells. Am. J. Physiol. 268 (Cell
Physiol. 37): C936-C943, 1995. '

GGH3 lgstelés buvo pasétos mazai buferintoje minimalioje pagrindingje
terpéje (MEM, Sigma), turin&ioje 25 mM NaCl ir 0,1 % BSA, imant 500000
lasteliy/kapsulei tankj, ant Iasteliy kapsules taureliy polikarbonatines
membranos (3 um poringumo) (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Kapsulés
taurelés buvo perkeltos | jutiklio kameras, kur jutiklio kameroje Igstelés buvo
laikomos prie pat silicio jutiklio, kuris matuoja mazus pH pokyCius jutiklio
kameros mikrotaryje. Per Igsteles buvo pumpuocjama mazai buferinta terpe
mazdaug 100 pl/min. greiéiu i$ vieno i§ dviejy esanciy skyscCio rezervuary. 1$
kurio rezervuaro pumpuoti ant Igsteliy skystj apspreridiia selekcijos voZtuvas.

Cytosensor® mikrofiziometras kiekvieng seki",-:nde generuoja jtampos
signala, kuris yra tiesiné pH funkcija. Norint iSmatuoti ragstéjimo greidius,
srautas | jutiklio kamerg, kurioje yra Igstelés, periodiSkai pertraukiamas,
leidziant ekstralgsteliniame Igsteliy skystyje pasigaminti iSskiriamiems
ragstiesiems metabolitams. Siuose eksperimentuose lastelés buvo laikomos
37 °C temperatlroje dviejy minuéiy trukmeés tekéjimo ciklg, kuriame 80
sekundziy per lasteles buvo leidziama terpé, po to terpés srautas buvo
sustabdytas 40 sekundZiy. Sio 40 sekundziy intervalo metu 30 sekundziy
buvo matuojami parfgstéjimo greiCiai. Tokiu bldu atskiras parGgstéjimo
greitis buvo skai¢iuojamas kas dvi minutes. Cytosensor® mikrofiziometras turi
astuonis tokius jutiklius, leidzianCius atlikti adtuonis eksperimentus vienu
metu. Kiekvienas jutiklis buvo programuojamas atskirai, haudojant su sistema
sujungta kompiuter;.

GGHj; lastelés buvo i$ pradziy laikomos mazai buferintoje MEM terpéje
30-60 min., kad pasiekty pusiausvyrg, ir tuo metu buvo matuojami foniniai

paragstejimo grei€iai (matuojama uV/sek.) nesant jokio stimulo. Kai foninis
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partgétejimo greitis pakito maziau nei 10 procenty per 20 minuciy, buvo
pradétas eksperimentas. Prie§ parGgstéjimo  grei¢iy matavimus ir
ekspozicijos, reikalingos gauti maksimalius parGgstéjimo atsakus | jvairius
agonistus, trukme, buvo atlikti priklausomybés nuo laiko eksperimentai, norint
nustatyti optimaly ekspozicijos su agonistu laika, IS Siy laiko eksperimenty
buVo nustatyta, kad lasteles turi biti eksponuojamos su GnRH peptidiniais
agonistais maziausiai vieng minute prie§ pradedant rinkti paragstéjimo grei€io
duomenis. MaksimalQs paragstéjimo greiciai paprastai bdna per pirmyjy
dviejy minuciy ekspozicijos cikla. Norint nustatyti maksimaly atsakg | GnRH,
lgstelés buvo eksponuojamos su agonistu i$ wso keturias minutes. Su
junginiais Igstelés buvo eksponuojamos 20-60 minudiy, pries keturiy minuéiy
trukmes stimuliavima vien tik su GnRH (1,0 nM — 10 uM) arba jo derinyje su
jvairiomis tiriamojo junginio koncentracijomis. Visi jufiginiai buvo tiriami esant
1 % galutinei DMSO koncentracijai auk$Ciau apraSytoje mazai buferintoje

MEM terpéje.

Selektyvumo rodikliai

Norint nustatyti junginiy susirisSimo su GnRH receptoriais specifiSkuma,
junginiai buvo tiriami panaudojant jvarius susiris$imo testus ir funkcinius
aktyvumo testus. Toliau duodamoje 2 lenteléje parodytas 20 junginio

aktyvumas kituose testuose. .

2 lentelé. 20 junginio susirisimo afiniskumas arba funkcinis jvertinimas
jvairiuose testuose

Testas K, (nM)=*
Adenozino (neselektyvus) >1000
Alfa 1 adrenerginis (neselektyvus) >1000
Alfa 2 adrenerginis (neselektyvus) >1000
Beta adrenerginis (neselektyvus) >1000
Dopamino (neselektyvus) >1000
D2 dopamino >3200
H1 histamino >1000
H2 histamino : =1000
H3 histamino .- >1000
M2 muskarininis I >1000
Muskarininis (neselektyvus) periferinis . >1000
Opiato (neselektyvus) >1000
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Serotonino pernesiklio >1000 ﬁ
Serotonino (neselektyvus) >1000
5-HT2, 2350
5-HT, >4400
Estrogeno >1000
Testosterono >1000
L-tipo Ca** kanalo >1000
N-tipo Ca** kanalo >1000
ATP-jautraus K* kanalo >1000
Ca*" aktyvuoto K* kanalo >1000
Na" kanalo (1 vieta) >1000
Na® kanalo (2 vieta) >1000
LTB4 >1000
LTD4 >1000
TXA2 - >1000
PAF ~3000-5000
TRH >1000
Oksitocino >1000
AT1 angiotenzino ~3000-5000
Bradikinino 2 >1000
CCKA >1000
ET-A >1000
Galanino >1000
NK1 >1000
NK2 >1000
NK3 ~3000-5000
VIP (neselektyvus) >1000
AchE >1000
Cholino acetiltransferazes >1000
MAO-A >1000
MAO-B >1000
ILBRA (CXCR-1) >10000
GLP-1 >10000
Glukagono 6700
NPY Y1 __>10000
CYP3A4 citochromo P450 ICsg 1700
Bazinio histamino i§skyrimo (Ziurkiy pieno . >10000
liaukos lgstelés) ECso
RARYy retinoidinis >10000
RARa retinoidinis >10000
Vazopresino 1 >1000

*ECso bazinio histamino i§siskyrimo teste

Fig.6 parodytas 136 junginio poveikis | GnRH stimuliuojama

ekstralgstelinio partgstéjimo greitj GGH; Igstelése. GnRH dave GGHj Iasteliy
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priklausant] nuo dozes ekstralastelinio paragstéjimo greidio padidejima. 136
junginys sukeéleé dozés-atsako i GnRH kreiviy poslinkj | desing,
nesumaszindamas maksimalaus atsako | GnRH. Tai duoda pagrindg manyti,
kad $is junginys yra konkurentinis receptorinis GnRH. antagonistas Siam

receptoriui. Parodytos reikSmés gautos i$ vieno eksperimento.

Fig.6
75
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Sio igradimo junginiy pagaminimo bady pavyzdys yra toks:
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O OH :
e CH3Mg|
metilvinilketonas /U\L >§L /@\
chloroformas, DIPEA - 0

HO
. 0o
0.
° YR
AICI,CS, cm OJ
virinimas AICl3, nitrometanas p
0
1) LiOH fo.
hidratas \
5 2) SOCl, DIPEA

4-(3-metilfenoksi)-2-butanonas:

L

| m-kre.zoli (4,0 g, 37 mmol) ir metilvinilketong (3,2 ml 37 mmol)

chloroforme (25 ml) pridedama diizopropiletilamino‘.'Miéinys virinamas su
griztamu $aldytuvu 16 val., paliekamas atvésti iki kambario temperataros ir
nugarinamas. Liekana turi 50 % produkto ir 50 _'°)o pradinés medziagos.
Pradiné medziaga buvo atskirta t-butildimetilsililo es;terio pavidalu. Produktas
buvo i$skirtas nufiltruojant per adsorbento sluoksnelj. I$eiga 4,5 g (68 %).

2-Metil-4-(3-metilfenoksi)-2-butanolis:
OH

O

| metilmagnio bromida eteryje (50 ml), pagami'ntq is Mg (572 mg. 23,56
mmol) ir Mel (3,34 g, 23,56 mmol), pridedama 4-(3-metilfenoksi)-2-butanono

(2,1 g, 11,78 mmol) 10 ml eterio. Tirpalas maisomas ka'mbario temperatiroje
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30 min., po to skaldomas vandeniu ir praskiesta hidrochlorido ragstimi.
Organinis sluoksnis atskiriamas, dziovinamas natrio sulfatu ir nufiltruojamas

" per silikagelio sluoksnelj. Bespalvé sirupo pavidalo medziaga, 1,919 (83 %).

4.4-7-Trimetilchromanas:
;o; :

| aliuminio chloridg (1,3 g, 9,79 mmol) 40 ml anglies disulfido
pridedama 2-metiI-4-(3-metiIfenoksi)-z-butanolio (1,9 g, 9,79 mmol) 10 mi

anglies disulfido. Midinys virinamas su griztamu $aldytuvu 2 val. Tirpiklis
nugarinamas, liekana praskiedziama 50 ml etilacetato ir 10 ml vandens.

Organinis sluoksnis atskiriamas, dziovinamas natrio sulfatu ir gryninamas
leidziant per sparcigjg kolonéle. Gelsva sirupo pavidalo medziaga, 1.5 g (87

%).

Eti|-5-[(4.4.7—trimeti|-3.4-dihidro-2H-chromen-6-iI)metil1-2-furoatas ir etil-5-
[(4.4.7-trimetil-3, 4-dihidro-2H-chromen-8-ilymetif]-2-furoatas

Soctr= et

| cinko chloridg (950 mg, 6,97 mmol) nitrometane (20 ml) pridedama
4 4 7-trimetilchromano (1,23 g, 6,97 mmol) i ir etil-5-chlormetil-2-furoato (656
mg, 3,48 mmol) nitrometane (15 ml). Misinys maisomas kambario
temperataroje 16 val. Nugarinama iki sausos liekanos ir trinama su
etilacetatu-vandeniu (1:1, 100 ml). Organinis sluoksnis, jj jprastai apdorojus ir
nufiltravus per sluoksnelj adsorbento, naudojant heksana-etilacetatg (9:1),

davé $iy dviejy junginiy misinj. 1,34 g (46 % pagal chromana).

N-(2.4 6-trimetoksifenil)-5-{ (4,4,7—trimetil-3,4—dihidro-2H-chromen—G-il)metil]&
furamidas ir N-(2.4.6—trimetoksifenil)-5—[(4,4.7-trimetil-3.4-dihidro-2H-chromen-

8-il)metil]-2-furamidas
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| etil-5-[(4,4,7-trimetil-3,4-dihidro-2H-chromen-6-il)metil]-2-furoato ir etil-
5-{(4,4,7-trimetil-3,4-dihidro-2H-chromen-8-il)metil]-2-furoato misinj (1,34 g,
3,74 mmol) THF-MeOH-H,O (7:5:5, 20 ml) pridedama li¢io hidroksido
monohidrato (784 mg, 18,7 mmol). Misinys maiSomas 4 val. kambario
temperatdroje. Misinys nugarinamas iki sausos liekanos, praskiedziamas 30
ml etilacetato ir 50 ml vandens. Parlgstinus praskiesta HCI, etilacetato
sluoksnis atskiriamas, dziovinamas, nugarinamas ir gaunamas atitinkamy
ragsciy misinys, 1,03 g (kiekybine iseiga). RUgscCiy negalima atskirti naudojant
kolonéliy chromatografijg arba kristalinima, _'

| ragsciy misinj (200 mg, 0,66 mmol) dichlormetane (30 ml) pridedama
tionilo chlorido (392 mg, 3,3 mmol). Miinys virinamas su grjiztamu Saldytuvu 1
val. ir nugarinamas. Liekana istirpinama heksane-etilacetate (9:1, 20 ml) ir
nufiltruojama per silikagelio sluoksnelj (0,5 cm x 1,0 cm).

| Sig liekang 10 ml etilacetato pridedama 2 4,6-trimetoksifenilamino
hidrochlorido (145 mg, 0,66 mmol), po to diizopropiletilamino (256 mg, 1,98
mmol). MiSinys maiSomas kambario temperatlroje 16 val. Reakcija stabdoma
vandeniu (10 ml) ir atskiiamas etilacetato sluoksnis. Kolonéliy
chromatografijos ir HPLC derinys duoda 15 mg ir 21 mg atskiry komponenty

(12 %).

Sio isradimo junginiy bioprieinamumas yra parodytas toliau duodamoje

lenteléje.
Kai kuriy $io iSradimo junginiy in vivo farmakologija buvo tiriama taip:

In vivo eksperimentai: bendroji dalis

Suaugusiy Sprague-Dawley ziurkiy patinéliai buvo gauti i§ Harlan
Sprague Dawley (San Diego). Gyvuliukai buvo apgyvendinti po du narve ir
laikomi kontroliuojamos temperatiros (22+2 °C) kambaryje su 12 val
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$viesos/12 val. tamsos fotoperiodu (ap$vieciama 06.00 val). Ziurkiy pasaras
(Teklad ziurkiy pasaras) ir vanduo i ¢iaupo buvo duodami ad fibitum.

Gyvuliuky modeliai GnRH antagonisty aktyvumui jvertinti:

Kastruoty Ziurkiy patinéliy modelis

Pagrindimas:
Chirurginis lytiniy liauky iSemimas pasalina cirkuliuojantj testosterong ir

eliminuoja neigiamajj testosterono griztamajj rysj | pogumburj. Dél to GnRH
kiekis padidéja, o tuo paciu padidéja ir LH Kiekis (fig. #7). Reikéty laukti, kad
GnRH antagonistas sumazins GnRH tarpininkaujama LH kiekiy padidéjima,
Antidas — GnRH peptidinis antagonistas — sumazina kastruoty Ziurkiy LH
kiekius (fig. #8). Atrodo, kad Sis modelis yra tinkamas mazos molekulinés

masés GnRH antagonistams jvertinti.

Metodika:

Sprague-Dawley ziurkiy patineliai (200-225 g) buvo iSkastruoti jeinant
per kap$elj anestezavus halotanu. Pries tyrimg, gyvuliukams leidziama 14
dieny sveikti po operacijos. Praéjus 13 dieny po kastravimo, gyvuliukai buvo
anestezuojami halotanu ir jvedama neistraukiama kanulé | jungo vena
Kanulés jvedimo metodika buvo aprasyta anksciau (Harms and Ojeda, 1974).
Tyrimy dieng gyvuliukams leidziama aklimatizuotis proceddry kambaryje,
paliekant juos jy narvuose. IS visy gyvuliuky paimami foniniai kraujo méginiai.
Tuoj pat po foniniy méginiy paémimo, jvairiais jvedimo bldais jvedamas
tirpiklis arba tiriamieji junginiai. Naudoti jvedimo bldai buvo: intraveninis (iv),
intraraumeninis (im), intraperitoninis (ip), poodinis (sc) ir peroralinis (po).
Kraujo méginiai buvo imami j heparino turinCius mé_Qintuvélius daugelyje laiko
tasky po medziagy jvedimo. Kraujas buvo tuoj pat centrifuguojamas,
atskiriama plazma ir laikoma —20° $aldiklyje iki tyrimo. Plazmos meéginiai buvo
analizuojami naudojant DSL-4600 ACTIVE LH padengto vamzdelio
imunoradiometrinj testavimo rinkinj i$ Diagnostic Systems Laboratories, Inc.
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Junginiy kompozicijos
Kompozicija #1 (pazyméta Zenkliuku '): 10 % DMSO, 10 % kremoforo

EL ir 80 % fiziologinio druskos tirpalo.
Kompozicija #2 (pazyméta Zenkliuku 2): 10° % kremoforo EL ir 90 %

fiziologinio druskos tirpalo.

Rezultatai

Zr. fig. 9-11 ir lentele.

Sveiki Ziurkiy patinéliai
Pagrindimas:

Testosteronas yra hormonas, kurj reguliuoja pogumburio-hipofizés-
gonados asis. GnRH iSskiriamas pulsuojanéiai i§ pogumburio ir stimuliuoja
prieSaking hipofizés liauka, kad issilaisvinty gonadotropiniai hormonai LH ir
FSH. Testosteronas gaminasi tada, kai séklides -s'timuliuoja LH. I13skiriamo
testosterono kiekis didéja mazdaug tiesiai proporcingai prieinamo LH kiekiui
(Guyton, 1986). Laukiama, kad GnRH antagonistas sumazins testosterono

kiek] inhibuodamas LH.

1 metodika:

Sprague-Dawley Ziurkiy patinéliai (250-275 g) buvo apgyvendinti po
vieng ir prie§ tyrimg jiens leidziama aklimatizuotis 1 savaite. Tyrimo dieng
gyvuliukams duodamas tirpiklis arba tiriamasis junginys, panaudojant jvairius
jvedimo badus, jskaitant ip, sc arba po. Kraujo méginiai i$ atskiry gyvuliuky
paimami, panaudojant Sirdies punkcijg, anestezavus halotanu, nustatytuose
laiko taskuose po medziagos jvedimo. Kraujo meginiai buvo imami j heparino
turinCius megintuvelius. Kraujas buvo tuoj pat centrifuguojamas, atskiriama
plazma ir laikoma -20° $aldiklyje iki tyrimo. Plazmos meéginiai buvo
analizuojami naudojant DSL-4600 ACTIVE testosteronu padengto vamzdelio
imunoradiometrinj testavimo rinkinj i$ Diagnostic Systems Laboratories, Inc.

2 metodika: '
Sprague-Dawley Ziurkiy patinéliai (250-275 g) buvo apgyvendinti po
vieng ir prie$ tyrima jiems leidZziama aklimatizuotis 1 savaite. Mes suklréme
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metodika, leidzianCia pakartoting méginiy paémimg i$ jungo venos,
panaudojant mikrorenataninius (MRE) kateterius, implantuotus prie§ 7 dienas
iki bandymo. Sios chirurginés proceddros detalés, buvo aprasytos ankscéiau
(Harms and Ojeda, 1974). Tyrimy dieng gyvuliukams leidziama aklimatizuotis
procediry kambaryje, paliekant juos jy narvuose. I$ visy gyvuliuky paimami
foniniai kraujo meéginiai. Tuoj pat po foniniy meéginiy paémimo, jvairiais
jvedimo bldais duodamas tirpiklis arba tiriamieji jﬁnginiai. Naudoti jvedimo
bidai buvo: intraveninis (iv), intraraumeninis (im) ir peroralinis (po). Kraujo
meéginiai buvo imami j heparino turinéius meégintuveélius daugelyje laiko tasky
po medziagy jvedimo. Kraujas buvo tuoj pat centnfuguo;amas atskiriama
plazma ir laikoma —20° saldlklyje iki tyrimo. Plazmos méginiai buvo
analizuojami naudojant DSL-4600 ACTIVE testosteronu padengto vamzdelio

imunoradiometrinj testavimo rinkinj i$ Diagnostic Systems Laboratories, Inc.

3 metodika: 134 junginio pakartotinio dozavimo tyrimas
Sprague-Dawley Ziurkiy patinéliai (250-275 g') buvo apgyvendinti po du

ir prie$ tyrima jiems leidZziama aklimatizuotis 1 savaite. Kiekvieng dieng buvo
jvedamas tirpiklis arba im, sc arba po bldu tarp 8:00 ir 9:00 val. ryto septynias
dienas. Aétunta dieng tarp 8:00 ir 9:00 val. ryto buvo paimami kraujo méginiai,
panaudojant Sirdies punkcija, anestezavus halotanu. Procedura trunka 45-60
sek. Per kitas 7 dienas viena gyvuliuky grupe tohau gavo tirpiklj, o kita
gyvuliuky grupé nebuvo veikiama niekuo. Méginiai buvo imami tanp, kaip

aprasyta auksiau, po Sio poveikio rezimo 7' dienos. Tirpikliu veikty ir
neveikty gyvuliuky testosterono kiekiai nesiskyre.

Kiekviena dieng buvo leidziama im badu 134 junginio dozé (100 mg/kg)
arba tirpiklis tarp 8:00 ir 9:00 val. ryto septyhias diehas, Méginiai buvo imami
taip, kaip apraSyta auksciau, po 78 poveikio dienos.

Visi kraujo meginiai buvo imami | heparino turinCius mégintuvélius.
Kraujas buvo tuoj pat centrifuguojamas, atskiriama plazma ir laikoma —20°
galdiklyje iki tyrimo kitg diena, Plazmos meéginiai buvo analizuojami naudojant
DSL-4600 ACTIVE testosteronu padengto vamzdelio imunoradiometrinj

testavimo rinkinj i$ Diagnostic Systems Laboratories, Inc.
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Rezultatai
Zr. 2 lentele ir fig.12-14.

Reprezentaciniai bréziniai

Fig.7
Kastruoty diurkiy modelio, naudoto GnRH antagonis-
tams jvertinti, charakterizavimas
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Fig.11
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Fig8
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Figdry apradymas
Fig.7. Stulpelinis grafikas, rodantis kastruoty (CX) ir sveiky zZiurkiy
bazinius LH ir testosterono kiekius. CX ziurkiy LH yra padidintas;

Testosterono CX ziurkése neéra.
. Fig.8. Linijinis grafikas, rodantis LH kiekius, ‘iSreikStus procentais nuo

bazinés linijos, tirpikliu ir antidu paveiktuose gyvuhliukuose. Antidas (2,0 ir 20
ug; sc) slopina LH CX ziurkese.

Fig.9. Linijinis grafikas, rodantis LH kiekius, -i.éreikétus procentais nuo
bazinés linijos, tirpikliu ir junginiu paveiktuose gyvuliukuose. 134 junginys (1,0,
50ir10 mg/kg; iv) duoda priklausantj nuo dozés LH slopinimg CX Ziurkése.

Fig.10. Linijinis grafikas, rodantis LH kiekius, iSreikStus procentais nuo
bazinés linijos, tirpikliu ir junginiu paveiktuose gyvuliukuose. 134 junginys (20
ir 100 mg/kg; ip) slopina LH CX Ziurkése.

Fig.11. Linijinis grafikas, rodantis LH kiekius, iSreikStus procentais nuo
bazinés linijos, tirpikliu ir junginiu paveiktuose gyvuliukuose. 134 junginys (20

ir 100 mg/kg; ip) slopina LH CX Ziurkése.

1 lentelé. GnRH junginiai kastruoty Ziurkiy modelyje

Junginys Dozé mg/kg | % nuo maks. LH >50% Konc.
jvedimo bludas slopinimo slopinimo plazmoje
" trukmé ribos (uM)
Nr.9 1,0/iv 40 @ 0,5 val. NS NN
Nr.11 . 10/iv 40 @ 0,5 val. 3val. NN
10/ip 50 @ 0,5 val. <1 val. '
20/po NS NS
Nr.13 20/iv 63 @ 0,5 val. <1 val. NN
Nr.48 10/iv 75@ 0,5 val. <lval.
20/iv 51 @1 val 1 val. 35,7-3,49
Nr.20 10/iv 78 @ 0,5 val. 0,5 val. NN
20/iv 72 @ 1 val. 1,0 val.
50/im 65 @ 1 val. 2 val.
50/po 59 @ 1 val - 2val.
100/po 43 @ 2 val. NS
Nr.136 5,0/iv 48 @ 1val. 1,0 val. 3,0-0,3
10/iv 74 @2 val 6 val. 3,7-0,28
20/iv 98 @ 4 val. >6 val. 8,9-0,7
20/ip
20/po NS NS 0,29
40/po NS NS 0,72
Nr.134 1,0/iv 24 @ 0,5 val. 0,53-0,20
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5,0/iv 70 @ 0,5 val. 3,2-0,11
10/iv 100 @ 0,5 val. 2 val. 4,8-0,16
20/po 62 @ 4 val. 4 val. 0,94-0,3
100/po 84 @ 4 val. 8 val. 1,27-0,7
20/ip 80 @ 2 val. 4 val. 1,7-0.45
100/ip 98 @ 4 val. 8 val. 1,7-0,32
20/sc 53 @ 8 val. ‘tik @ 8 val. 0.6-0,3
100/sc 80 @ 6 val. 8 val. 0,39-0,15
20/im 73 @ 2 val. 8 val. 1,3-0,12
100/im 98 @ 2-24 val. - 24 val. 10,8-0,5
Nr.119 5,0/iv 63 @ 1 val. 1 val. 3,1-0,8
10/iv 61 @ 1 val 1 val. 8,13-0,35
20/po 63 @ 2 val. 2 val. 0,1
20/ip 79 @ 2 val. 2 val. 0,6-0,1
20/sc NS NS 0,2
Nr.183 10/iv 92 @ 1val 8 val. 1,5-0,89
50/po 60 @ 2 val. 8 val 0,65-0,13
10/im 58 @ 2 val. NS 0,18-0,08
Nr.206 10/iv 51@ 1 val NS 0,2-0,06
20/po NS NS 0,1*0,05
NS = néra slopinimo
NN = nenustatyta
Reprezentaciniai bréZiniai
Fig.12 Fig.13

Nr.136 junginys (20 mg/kg:ip} slopina testosterong praéjus 6
val. po jvedimeo

Nr.134 junginio psroralinic jvedimo poveikis

testosterong sveikose durkéze

Le "] ——Tirpiklis ——20 mgikg  —— 13C mgihg
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Fig.14 Valandos po apdorojimo

Nr.136 junginio kazdieninés do2és (100 mg/kg; im})
slopina testosterong diurkése

3.0~ ———Prie apdorojimg Ba po 7 apdorojimo dieny

I
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Atstovauja 1 metodikai: .

Fig.12: Stulpelinis grafikas, rodantis tirpikliu ir junginiu paveikty
gyvuliuky testosterono kiekius praéjus 6 val. po’ip injekcijos. 136 junginys
slopiha testosterono kiekius, lyginant su tirpikli_(; paveiktais gyvuliukais

*=p<0,05, t-testas.

Atstovauja 2 metodikai:

Fig.13: Linijinis grafikas, rodantis tirpikliu ir 134 junginiu paveikty ziurkiy
testosterono kiekius 12 valandy eigoje ir 24 val. taéké. Tirpiklis ir 134 junginys
buvo jvesti per gerkle panaudojant zonda. Didziausia 134 junginio dozé

slopino testosterong per visg bandyma. -

Atstovauja 3 metodikai:

Fig.14: Stulpelinis grafikas, rodantis tirpikliu, 134 junginiu paveikty ir
kontroliniy gyvuliuky testosterono kiekius. Balti stulpéliai atitinka testosterono
kiekius po pirminio poveikio, o juodi stulpeliai atitinka testosterono kiekius po
7 dieny pakartotinio poveikio. 134 junginys zZymiai slopino testosterono
kiekius, lyginant su pirminio poveikio kiekiais, : tirpikliu ir kontroliniais

gyvuliukais. *=p<0,05, t-testas.

2 lentelé. GnRH junginiai sveikuose ziurkiy patinéliuose

Junginys Dozé mg/kg Testosterono Slopinimo Konc.
jvedimo bidas slopinimo % " trukmeé plazmoje
. ribos (uM)
Nr.134 20/ip 36 @ 4 val. 4 val. 0,2
100/sc 60 @ 24 val. 24 val. 0,13
20/po NS @ 2 arba 4 NS 0.15@ 2 val.
val. ‘ 0,17@ 4 val.
100/im * 7 dienos | 80 @ 12 val. 12 val 1,3
20/po NS - NS 1.1@ 1 val.
50/po 75 @ 4 val. 8 val. 2,5-0,22
100/po 80 @ 6 val. 12 val. 2,4-0,25
Nr.136 20/ip 72 @ 6 val. 6 val. 0,4
40/po 46 @ 4 val. 4 val. 0,34

NS = néra slopinimo
NN = nenustatyta
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Pastabos dél metodiky

Literatdroje buvo aprasyta, kad kai kurios gyviny endokrininiuose
tyrimuose paprastai naudojamos proceduros, tokios kaip anestezija, maisto
trikumas, chirurginé operacija, gali veikti tiriamyjy hormony kiekius (B.E.
Howland, et al., Experentia, 1974). Luteinizuojantis hormonas ir testosteronas
yra jautris stresy sukélgjams. Daugelis praneéirﬁ'q‘ apie stresy sukeléjy
poveikj | HPG asj yra prieStaraujantys net ir tada, kai yra naudojamos tos
pacios gyviny rasys ir tie patys stresy sukeléjai. lsgvyzdiiui, buvo aprasyta,
kad kai Ziurkiy patinéliy judéjimas buvo suvarzytas arba jie buvo imobilizuoti,
jie turéjo zemas (Kruhlich et al., 1974, DuRuisseaQ et al., 1978), normalias
(Tache et al.,, 1980; Charpenet et al., 1982; Collu et al., 1984) arba padidintas
LH koncentracijas (Briski et al., 1984). Panasiai, buvo aprasyta, kad
testosterono kiekiai plazmoje keiCiasi po poveikio stresu, bet velgi pasirodo,
kad duomenys yra prieStaraujantys ir todél sunku juos interpretuoti.
Pavyzdziui, buvo apradyta, kad intensyviy fiziniy pratjmq metu testosterono
kiekis plazmoje didéja (Dessypris et al.,, 1976), n‘gaiéja (Sutton et al., 1973)
arba nepakinta (Lamb, 1975). Imobilizavimo poveikis | testosterono
koncentracijas buvo labiau sutampantis tarp jvairiy tyrinetojy gauty duomeny,
ir jie stebéjo cirkuliaciniy reikSmiy sumazéjima (Tache et al., 1980; Charpenet
et al., 1982; Collu et al., 1984). Vis tik yra priimta, kad stresy sukéléjai duoda
cirkuliuojanéio testosterono poky¢ius, o panaudoto streso pobidis, trukmé ir
dydis sukelia skirtingus streso indukuotus testosterono koncentraciy
pokyéius. Turédami omenyje LH ir testosterono jautrumg stresui, mes
optimizavome metodikas, kad baty galima jvertinti LH ir testosterong

salygomis, kurios sumazina stresa,

Sio isradimo junginiai, kurie buvo pagaminti, yra parodyti pridedamose
lentelese. o
Junginiai gali bdti pagaminti pagal auksciau aprasytus bendruosius

eksperimentinius principus. Toliau yra duodami konkretds pavyzdziai.
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JUNGINIAL TURINTYS PIRIMIDINO GRUPE

B
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2-Chlor-N-[(2R)-tetrahidro-2-furanmetil]-4-pirimidinamino (1) ir 4-chlor-N-
[ (2R)-tetrahidro-2-furanmetil]-2-pirimidinamino (2) gavimas

| 250 ml talpos apvaliadugne' kolba, 1dedama.2,4-dichlorpirimidino (5,0
g, 33,56 mmol) ir 200 ml THF. | §j tirpalg pridedama trietilamino (14,0 mi,
100,68 mmol) ir (R)-tetrahidrofurfurilamino. Tirpalas maiSomas per naki.
Reakcijos miinys supilamas | vandenj ir ekstrahuojamas metileno chloridu.
Organinis sluoknis atskiriamas, plaunamas sociu N.aCI tirpalu, dziovinamas
magnio sulfatu ir sukoncentruojamas rotoriniu ga_ﬁntgvu. Negrynas junginys
gryninamas chromatografuojant per silikagel], eliudojant heksanu/etilacetatu
(nuo 4:1 tit iki 1:1 tit), ir gaunamas 2 (1,3 g) ir 1 (3,98 g). |

N-[3-(aminometil)benzil]-2,2,2-trifluoracetamido ( 3) gavimas

| m-ksilendiamino (28,76 g, 211,15 mmol) tirpalg THF (300 ml, 0,7 M)
sulasinamas etiltrifluoracetato (10 g, 70,38 mmol) tfrpa!as THF (50 ml, 1,4 M).
Tirpalas maiSomas kambario temperatUroje per naktj. Reakcija kontroliuojama
TLC. Tirpiklis sukoncentruojamas, liekana 4N HCI paragstinama iki pH 2,
istirpinama vandenyje ir plaunama etilacetatu. Atskirtas vandeninis sluoksnis
naudojant NH,OH pasarminamas iki pH 11, ir junginys iSekstrahuojamas
dichlormetanu. Atskirtas organinis sluoksnis plaunamas vandeniu ir soCiu

NaCl tirpalu, dZiovinamas magnio sulfatu ir sukoncentravus gaunamas 3(8,71

g, 53 % iSeiga).
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5-[(3,5,5,8,8-Pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-N-(3-([(2-
{[(2R)-tetrahidro-2-furanilmetillamino}-4-pirimidinil)amino]metil}benzil)-
2-furamido (9) sintezé

o) i o 0
F3C/U\N/©/\NH2 ST F3CAN/\©/\NJk0A K,CO;3
H H H —

3 4
g X o
P O )
N CI”NTNT o Z N
0 N

2 P /IL X J\ -, O
- O N N
NHZ 5 A ' ©/ 6

f\N
| .
KOH HZN N \N/kN/"l.. O .
H H 8

0 Z N
9

Etilo 3-(aminometil)benzilkarbamato (5) gavimas
| N-[3-(aminometil)benzil]-2,2,2-trifluoracetamido 3 (10,6 g, 43,1 mmol)

Iz

tirpalg pridedama etilchlorformiato (1 ekv.), o po to trietilamino. Reakcijos
misinys maiSomas kambario temperatlroje 30" min. Negrynas produktas
iSekstrahuojamas metileno chloridu ir sukoncentravus gaunamas etilo 3-
{[(trifluoracetil)amino]metil}benzilkarbamatas 4. Sis negrynas produktas
idtirpinamas metanolyje (100 ml) ir 2N KzCO;3 (100 ml) ir maiSomas per naktj.
Reakcijos misinys pasarminamas iki pH 14 20 % NaOH, ekstrahuojamas
metileno chloridu, plaunamas soc€iu NaCl ir isdziovinus magnio sulfatu

gaunamas 5 (5,2 g).
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Etilo 3{[(2-{[(2R)-tetrahidro-2-furanilmetillamino}-4-pirimidinil)amino]-
metil}benzilkarbamato (6) gavimas :

| etilo 3-(aminometil)benzilkarbamato 5, turincio 4-chlor-N-[(2R);
tetrahidro-2-furanmetil]-2-pirimidino 2, tirpalg chlorbenzene pridedama
trietilamino. Reakcijos misinys virinamas su griztamu Saldytuvu per naktj,
Tirpalas atSaldomas iki kambario temperataros, 'supilamas i silikagelio
kolonele ir eliuuojamas heksanu/etilacetatu (1:1 th), gaunamas etilo 3{[(2-
{{(2R)-tetrahidro-2-furaniimetillamino}-4-pirimidinil)-amino]metil}benzil-
karbamatas 6 (73 % iseiga). ’.

Etilo 3{[(2-{[(2R)-tetrahid_ro-2-furanilmetil]amfno}-4-pirimidinil)-amino]-
metil}benzilkarbamatas 6 istirpinamas etilenglikolyje ir kalio hidrokside (1:1
tt). Tirpalas Sildomas 100 °C temperataroje per naktj. Misinys at$aldomas iki
kambario temperatlros ir ekstrahuojamds chloroformu, plaunamas soéiu NaCl
tirpalu, dziovinamas magnio sulfatu ir gaunamas N"—[3-(aminometil)benzil]-Nz-
[(2R)-tetrahidro-2-furanilmetil}-2,4-pirimidindiaminas 7 (82 % iseiga).

5-[(3,5,5,8,8-Pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-N-(3-{[(2-
{[(2R)-tetrahidro-2-furanilmetillamino}-4-pirimidinil)amino]metil}benzil)-
2-furamido (9) gavimas

Etilo  3{[(2-{[(2R)-tetrahidro-2-furanilmetilJamino}-4-pirimidinil)-amino]-
metil}benzilkarbamatas € istirpinamas etilenglikolyje ir kalio hidrokside (1:1
tht). Tirpalas Sildomas 100 °C temperataroje per naktj. Mi§inys at$aldomas iki
kambario temperataros ir ekstrahuojamas chloroformd, plaunamas sociu NaCl
tirpalu, dZiovinamas magnio sulfatu ir gaunamas N4;[3-(aminometil)benzil]-N"’-
[(2R)-tetrahidro-2-furanilmetil]-2 4-pirimidindiaminas 7 (82 % i$eiga). Sis
produktas (7) (182 mg, 580 mmol) ir 2-furoilchloridinis reagentas 8 istirpinami
dichlormetane, po to pridedama trietilamino. Reakcijos miSinys mai§omas
kambario temperatlroje per nakti Negrynas produktas gryninamas
chromatografuojant per silikagelio kolonéle; eliuucjant etilacetatu/heksanu
(41 tht), ir gaunamas 5-[(3,5,5,8,8-pentametil-56,7 8-tetrahidro-2-
naftalenil)metil]—N-(3-{[(2—{[(2R)—tetrahidro-2-furanilmétil]amino}-4-pirimidinil)-
amino)metil}benzil)-2-furamidas 9 (159,1 mg). '"H BMR (CDCI3): 1.65 (m, S5H),
1,92 (m, 3H), 2,23 (s, 3H), 3,45 (m, 1H), 3,5 (m. 1H), 3,7 (m, 1H), 3.9 (m. 1H),
4,05 (m, 1H), 4,50 (d, 2H), 4,58 (d, 2H), 5,01 (pl, TH), 5,30 (p!, 1H),5,71 (d,
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1H), 6,03 (d, 1H), 6,61 (t, 1H), 6,99 (s, 1H), 7,06 (s, 1H), 7,28 (m, 4H), 7,80
(d, 1H). MS: 622,4 (M+1),

5-[(3,5,5,8,8-Pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-N-(3-{[ (4-

{[(2S)-tetrahidro-2-furanilmetilJamino}-2-pirimidinil)amino]metil} benzil)-
2-furamido (12) sintezé

0
o o}
q'**% oeqin
f 8
NH, 3

o) 9 /'\fk/j\ o)
MeOH 11 >
M )N:l o
YRAORARAY
12 .

N-[3-(aminometil)benzil]-5-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-
naftalenil)metil]-2-furamido (11) gavimas '
| N-[3-(aminometil)benzil]-2,2,2-trifluoracetamido 3 ir 2-furoilchloridinio

reagento 8 tirpalg pridedama trietilamino. Reakcijos misSinys maiSomas
kambario temperatiroje 1 val. Negrynas miSinys gryninamas
chromatografuojant per silikagelj, eliuuojant heks'gnu/etilacetatu (41 tht) ir
gaunamas 5-[(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-N-(3-
{[(trifluoracetil)amino]metil}benzil)-2-furamidas  10.  ISgrynintas  junginys
iStirpinamas metanolyje (100 ml) ir kalio karbonato vandeniniame tirpale (2M,
100 ml). Reakcijos misinys kaitinamas 70 °C temperatdroje per naktj. Tirpalas
atSaldomas iki kambario temperatdros, pasarminamas 20 % NaOH iki pH 14,
ekstrahuojamas metileno chloridu, plaunamas sociu NaCl tirpalu ir iSdziovinus
magnio sulfatu gaunamas N-[3-(aminometil)benzil]-5-[(3,5,5,8,8-pentametil-
5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-2-furamidas 11 (4,97 g, 85,1 % iSeiga).
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5-[(3,5,5,8,8-Pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-N-(3-{[ (4-
{[(2S)-tetrahidro-2-furanilmetilJamino}-2-pirimidinil)amino]metil}benzil)- |
2-furamido (12) gavimas : .

.| N-3-(aminometil)benzil}-5-(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7 8-tetrahidro-2-
naftalenil)metil]-2-furamido 11 tirpala chiorbenzene pridedama 2-chlor-N-
[(2S)-tetrahidro-2-furanmetil]-4-pirimidinamino  ir - trietilamino.  Reakcijos
miginys virinamas su griztamu $aldytuvu per naktj. Reakcijos misinys
gryninamas chromatografuojant per silikagelj, o po to HPLC metodu.
Gaunamas 5-(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7 8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-N-(3-
{[(4-{[(2S)-tetrahidro-2-furanilmetilJamino}-2-pirimidinil)amino]metil}benzil)-2-
furamidas 12. '"H BMR (CDCl3): 1,25 (s, 6H), 1,43 (m, 1H), 1,56 (s, 4H), 1,70-
1,98 (m, 3H), 2,13 (s, 3H), 3,24 (m, 1H), 3,61 (m, 1H), 3,63-3,80 (m, 2H), 3,82
(s, 2H), 3;87-4,06 (m, 1H), 4,37 (d, 2H), 4,60 (d, 2H), 5,37 (d, 1H), 5,92 (d,
1H), 6,3 (pl, 1H), 6,75 (pl, 1H), 6,92 (s, 1H), 6,98 (d, 1H), 7,0 (s, 1H), 7,09-

7,26 (m, 4H), 7,4 (s, 1H), 9,5 (pl, 1H). MS (APCI): 622,3 (M+1).
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HETEROCIKLIN] ZIEDA TURINCIY JUNGINIY PAVYZDZIAI
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4-(3-metilfenoksi)-2-butanonas:
o]
O
| m-krezolj (4,0 g, 37 mmol) ir metilvinilketm:la_ (3,2 ml 37 mmol)
chloroforme (25 ml) pridedama diizopropiletilamino. Misinys virinamas su
griztamu $aldytuvu 16 val., paliekamas atvésti iki kambario temperatdros ir
nugarinamas. Liekana turi 50 % produkto ir 50 % pradinés medziagos.
Pradiné medziaga buvo atskirta t-butildimetilsililo esterio pavidalu. Produktas
buvo igskirtas nufiltruocjant per silikgelio sluokéneli, iSplaunant 50 %
heksanu/etilacetatu. Iéeiga 45 g (68 %). Kita gryninimo metodika yra:
negrynas reakcijos miSinys nugarinamas, iStirpinamas DMF (0,2 M) ir
pridedama 0,5 ekvivalento imidazolo ir 0.5 ekvivalento tBDMSCI. Reakcijos

midinys maisomas 3 val. kambario temperatdroje, po to tirpikliai nugarinami

vakuume. | liekana jpilama 75 ml etilacetato ir 75 ml vandens (santykis 1/1).



74

LT 4904 B

Etilacetato sluoksnis atskiriamas ir dziovinamas Na>SOa. Tirpikliai nugarinami
vakuume. Negryna medziaga uzdedama ant silikagelio sluoksnelio ir sililintas
m-krezolis pasalinamas heksanais. Produktas gaunamas eliuuojant 5-10 %
etilacetatu heksanuose. Vakuume nugarinus tirpiklius, gaunamas norimas
produktas. '"H BMR (CDCls): 7,15 (t, 1H), 6,65 680 (m 2H), 4,25 (t, 2H), 2,75
(t, 2H), 2.25ir 2,35 (2s, po 3H). :

2-Metil-4-(3-metilfenoksi)-2-butanolis:
OH

O

| metilmagnio bromida eteryje (50 ml), pagamintg i$ Mg (572 mg, 23,56
mmol) ir Mel (3,34 g, 23,56 mmol), pridedama 4-(3-metilfenoksi)-2-butanono
(2,1 g, 11,78 mmol) 10 m! eterio. Tirpalas maiéoma_é kambario temperattroje
30 min., po to skaldomas vandeniu ir praskiesta hidrochlorido ragstimi.
Organinis sluoksnis atskiriamas, dziovinamas natrio sulfatu ir nufiltruojamas
per silikagelio sluoksnelj ir gaunama bespalveé siru’pb pavidalo medziaga, 1,91

g (83 %). Masiy spektras, naudojant APCI, +mas 177 (M"-OH).

4,4-7-Trimetilchromanas:
(L

| aliuminio chloridg (1,3 g, 9,79 mmol) 40 mi anglies disulfido
pridedama 2-metil-4-(3-metilfenoksi)-2-butanolio (1,9 g, 9,79 mmol) 10 ml
anglies disulfido. MiSinys virinamas su griztamu $aldytuvu 2 val. Tirpiklis
nugarinamas, liekana praskiedziama 50 ml etilacetato ir 10 ml vandens.
Organinis sluoksnis atskiriamas, dziovinamas natrio sulfatu ir iégryninUs
kolonéliy chromatografijos metodu gaunama ""g'elsva sirupo pavidalo

medziaga, 1,5 (87 %). 'H BMR (CDCh): 7,05 (pl.d, 1H), 6,87 (dd, 1H) 6,69
(d, TH), 4,20 (t, 2H), 2,35 (s, 3H), 1,80 (t, 2H), 1,40 (s, 6H).

Etil-5-[(4,4,7-trimetil-3,4-dihidro-2H-chromen-6-il)metil]-2-furoatas ir etil-
5-[(4,4,7-trimetil-3,4-dihidro-2H-chromen-8-il)metil]-2-furoatas
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| cinko chloridg (950 mg, 6,97 mmol) nitrometane (20 ml) pridedamas
4,4, 7-trimetilchromano (1,23 g, 6,97 mmol) ir etil-5-chlormetil-2-furoato (656
mg, 3,48 mmol) misSinys nitrometane (15 ml). MiSinys maiSomas kambario
temperatGroje 16 val. Nugarinama iki sausos " liekanos ir trinama su
etilacetatu-vandeniu (1:1, 100 ml). Organinis sluol§:§ni§. ji [prastai apdorojus ir
nufiltravus per sluoksnelj adsorbento, naudojahi 'h'ef_(s:anus etilacetate (9:1),

dave $iy dviejy junginiy misinj. 1,34 g (46 % pagal chromana).

N-(2,4,6-trimetoksifenil)-5-{(4,4, 7-trimetil-3,4-dihidro-2H-chromen-6-
il)metil]-2-furamidas  ir  N-(2,4,6-trimetoksifenil)-5-[(4,4,7-trimetil-3,4-

dihidro-2H-chromen-8-il)metil]-2-furamidas

5 o d 9 o

O\ ) 2
[etil-5-[(4,4,7—trimeti|-3,4-dihidro-2H-chromeh?—6-jI)metil]-2-furoato ir etil-
5-[(4,4,7-trimetil-3,4-dihidro-2H-chromen-8-il)metil]-2-furoato misinj (1,34 g,
3,74 mmol) THF-MeOH-HO (7:5:5, 20 mi) _bridedama licio hidroksido
monohidrato (784 mg, 18,7 mmol). MiSinys maiSomas 4 val. kambario
temperatlroje. Midinys nugarinamas iki sausos Iiekanos, praskiedziamas 30
ml etilacetato ir 50 ml vandens. Parigstinus praskiesta HCI, etilacetato
sluoksnis atskiriamas, dzZiovinamas, ir nugarinus vakuume gaunamas
atitinkamy r0gsciy misinys, 1,03 g (kiekybiné iSeiga). RagsCiy negalima
atskirti naudojant kolonéliy chromatografijg arba kristalinima. | Siy rGgsciy
misinj (200 mg, 0,66 mmol) dichlormetane (30 ml) pridedama tionilo chlorido
(392 mg. 3,3 mmol). MiSinys virinamas su griz'tamu' Saldytuvu 1 val. ir
nugarinamas. Liekana iStirpinama heksane-etilacetat_é (91, 20 ml) ir
nufiltruojama per silikagelio sluoksnelj (0.5 cm x 1,0.cm). | Sig liekang 10 ml
etilacetato pridedama 2,4,6-trimetoksifenilamino hidrochlorido (145 mg, 0,66

mmol), po to diizopropiletilamino (256 mg, 1,98 mmol). Miinys maisomas
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kambario temperatiroje 16 val. Reakcija stabdoma vandeniu (10 ml) ir
atskiriamas etilacetato sluoksnis. Kolonéliy chromatografijos ir HPLC derinys
duoda 15 mg ir 21 mg atskiry komponenty (12 %). |zomerai buvo atskirt'i
naudojant atvirkstiniy faziy HPLC chromatografijq.-‘Linijinis izomeras: 'H BMR
(CDCls): 7,46 (pl.s, 1H), 7,23 (pl.s, 1H), 7,14 (pl.s, 1H), 7,02 (s, 2H), 6,63 (s,
1H), 6,15 (s, 2H), 6,0 (d, 1H), 4,17 (t, 2H), 3,93 (s. 3?@)', 3,81, 3,80 (2s, po 3H),
2,21 (s, 3H), 1,81 (t, 2H), 1,29 (s, 6H). M* .'4_166,:2. Kampinis izometas:
AXC07302: 7,25 (pl.s, 1H), 6,91 (d, 1H), 6,88 (d, basl,éptas, 1H), 6,53 (d, 1H),
5,95 (s, 2H), 5,72 (d, 1H), 3,96 (t, 2H), 3,8 (s, 3H), 3,6 (s, 6H), 2,07 (s, 3H),
1,59 (t, 2H), 1,11 (s, 6H). M" 466,1. '

AROMATINIU JUNGINIY PAVYZDZIAI

A junginys

56@(@*1@ ff@(*f@

a. Etilacetatas, tnetllammas per naktj

B junginys
- HZN
J@ + /O\/\Br
/O\/\

a. HATU, diizopropiletilaminas, DMF, 24 val
b.kalio t-butoksidas 20 % MeOH/DMF, 30 min. c. bromidinis reagentas, 20 % MeOH/DMF, 40 val.

183 junginys

Timolis (1,0 ekv., 33,3 mmol) ir metilo 5-(chlormetil)-2-furoatas (1,0

ekv., 33,3 mmol) istirpinami nitrometane (120 ml, 0,2 M). | §j tirpalg azoto




77
LT 4904 B

atmosferoje supilamas aliuminio trichloridas (1,0 ekv., 33,3 mmol), istirpintas
25 ml nitrometano, ir 10 min. létai virinama su grjztamu Saldytuvu. Sildymas
nutraukiamas ir paliekama azoto atmosferoje per naktj. Reakcija stabdoma
pridedant 100 ml vandens ir ekstrahuojama dichlormetanu. Negrynas misinys
nugarinamas iki sausos liekanos ir suleidZziamas ant chromatografines
kolonélés pavirinio sluoksnio (santykis: 1 g neg.rynos medziagos/100 g
silikagelio). Kolon¢le eliuuojama 7 ir 11 ' _%.' etilacetato/heksanuose  ir
gaunamas norimas produktas (2,9 g, 30 %). Estér.is"hidrolizuojamas i ragst]
ligio hidroksidu THF/MeOH/H20 (35/25/25). '

5-(4-Hidroksi-5—izopropiI-2-metiIbenziI)-2-furénkarboksirﬂgétis (1,0 ekv.,
3,6 mmol, 0,5M) ir 2 6-dimetoksianilinas (1,0 ekv., 3,6 mmol) istirpinami DMF.
| §j miginj pridedama HATU (1,0 ekv., 3,6 mmol) ir diizopropiletilamino (1,0
ekv.. 3,6 mmol) ir maiSoma per naktj. Misinys pakaitinamas 10 min. 45 °C
temperataroje. Tirpalas supilamas | etilacetatg (3x .did.esnis taris) ir plaunamas
vandeniu. Organinis sluoksnis nugarinamas iki si_rup'o pavidalo liekanos ir
eliuuojamas per trumpg chromatografing koloné}e' '(1:100 g negrynos
medziagos / g silikagelio) 30 ir 50 % etilacetatu/heksane; gaunamas N-(2,6-
dimetiksifenil)-5-(4-hidroksi-5-izopropiI-2-meti|benzil)-2-furamido (820 mg, 55
% ideiga). 'H BMR (CDCl3), m.d.: 7,22 (1H, t, J = 8,68 Hz), 7,08 (1H, d, J =
3,40 Hz), 6,99 (1H, s), 6,64 (2H, d, J = 8,68 Hz), 661 (1H, s), 5,97 (1H,d, J =
3,40 Hz), 3,95 (2H, s), 3,85 (6H, s), 3,17 (1H, pentétas, J =6,8 Hz), 2,23 (3H,
s), 1,25 (3H, s)ir 1,23 (3H, s).

Kalio t-butoksidas (1,05 ekv., 0,128 mmol) iéti}pinamas MeOH (24 pl). |
aukstiau apradyto furamido (1,0 ekv., 0,122 mmol, 1M) tirpalg DMF,
pridedamas t-butoksido tirpalas ir maiSoma 30 min. Supilamas 2-
brometilmetilo eteris (1,0 ekv., 0,122 mmol) (20 % MeOH/DMF, 1M), maisoma
kambario temperatiroje 48 val. ir iSgryninus atvirkstiniy faziy HPLC metodu
(35-75 % acetonitrilas 0,1 % vandeniniame THF, 90 min) gaunama medziaga
(8,5 mg, 15 % iseiga). 'H BMR (CDCl3), m.d.: 7,04.(:lH, J = 8,31 Hz, t), 685
(1H, J = 3,40Hz, d), 6,80 (1H, s), 6,53 (1H, s), 6,48 (2H, J = 8,31 Hz, d), 5,76
(1H, J = 3,40 Hz, d), 3,88 (2H, J = 3,40/4,53 Hz, dd), 3,78 (2H, s), 3,58 (6H,
s), 3,54 (2H, J = 3,40/4,54 Hz, dd), 3,20 (3H, s), 3,07 (1H, J = 7,2 Hz,
pentetas), 2,04 (3H, s), 0,97 (3H, s), 0,95 (3H, s). -
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A junginys

1,1,6-Trimetil-1,2,3,4-tetrahidronaftalenas buvo susintetintas pagal
literatros $altinj: John J. Parlow, Tetrahedron, Vol. 49(13), 2577. Po to jis
buvo sujungtas' su metilo S5-(chlormetil)-2-furoatu pagal Frydelio-Kraftso
reakcijg, kaip pazyméta ankscCiau, ir gauti du pagrindiniai regioizomerai.
Norimas izomeras buvo atskirtas po hidrolizés, naudojant 3-5 nuoseklius
perkristalinimus i 10 % acetono/heptano (1 g/10 mi) sistemos. Po to rigstis
buvo paversta chloranhidridu, panaudojant tionilo chloridg, kaip pazymeéta
anksciau. _

| 5-[(3,8,8-trimetil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)metil]-2-furoilo chlorido
(1,0 ekv.,, 0,32 mmol, 0,2 M) tirpalg 2 ml etilacetato pridedama 2,4,6-
trimetoksianilino mono HCI druskos (1,0 ekv., 0,32 mmol). | § misinj
pridedama trietilamino (perteklius) ir maiSoma per naktj. Negrynas produktas
dziovinamas vakuume ir gryninamas leidZiant per trumpag chromatografine
kolonéle (santykis:1:100 negrynos medziagos/silikagelio), kuri eliuuojama 20
ir 30 % etilacetato tirpalu heksane. Kai kuriais atvejais regioizomerai buvo
atskirti perkristalinant i8 25 % etilacetato heksanuose (1 g junginio 75 mi
taryje), ir gautas N-(2,4,6-trimetoksifenil)-5-{(3,8,8-trimetil-5,6,7,8-tetrahidro-2-
naftalenil)metil]-2-furamidas (120 mg, 82 % iseiga). 'H BMR (CDCl3), m.d.
7,28 (1H, platus), 7,12 (1H, s), 7,08 (1H, J = 3,40 Hz, d), 6,89 (1H, s), 6,19
(2H, s), 6,00 (1H, J = 3,40 Hz, d), 3,97 (2H, s), 3,83 (3H, s), 3,82 (6H, s), 2,73
(2H, J = 6,05 Hz, t), 2,25 (3H, s), 1,84-1,76 (2H, multipletas), 1,69-1,63 (2H,
multipletas), 1,59 (3H, s), 1,26 (6H, s). Elementiné analize: laukiama
C(72,55), H(7,18), N(3,02); rasta C(72,67), H(7,22), N(2,98).




79

228 junginys
Os 40 —Q —
C, Me,NNO;  —Q o\\s,,o
szo Ni‘l\ HzN’NHz
w0 78°C ik '—P-—>
kamb. temp. __ J NO, d/C
1
—0 I [ I \ 7 ; i ;
—0  NH,
IV hGnRH = 27 nM 2 v

Il junginys. | 3,5-dimetoksianilino (I junginys, 1,53 g, 10 mmol) tirpalg
DCM (20 ml) pridedama metansulfonilchlorido (0,88 ml, 10 mmol). |la§inama
TEA (1,40 mi, 10 mmol). Reakcijos miSinys maiSomas kambario
temperatdroje 15 val. Negrynas produktas iSdzZiovinamas ir gryninamas
spariosios chromatografijos metodu (30 % etilacetatas/heksanuose);
gaunamas Il junginys (2,10 g, 91 %), kuris yra balta kieta medziaga. 'H BMR,
(CDCl3) 2,96 (s, 3H), 3,71 (s, 6H), 6,20 (d, 1H, J = 3 Hz), 6,34 (d, 2H, J = 3
Hz), 6,76 (s, 1H), APCI-MS m/z 232 (M+H)".

Il junginys. | (CH3)sNNO; (1,12 g, 7,89 mmol) tirpalg DCM (10 ml)
jladinama triflo rlgsSties anhidrido. Reakcijos miSinys maiSomas 0 °C
temperattroje 1,5 val. | lasinamajj piltuvg supilamas Il junginys (1,75 g, 7,51
mmol) 10 ml DCM, ir tirpalas sulasinamas | nitronio triflato reakcijos misinj —78
°C temperatiroje. Reakcijos misinys laikomas ~78 °C temperatroje 30 min.,
po to laipsniskai susildomas iki kambario teniperatﬁros. Jis maiSomas 15 val.
Reakcija stabdoma 5 % NaHCOs; (50 ml), misinys maiSomas 30 min.
Vandeninis sluoksnis ekstrahuojamas DCM (3x20 mi). Sumaisyti DCM
sluoksniai dziovinami Na;SO.. Negrynas produktas gryninamas HPLC
metodu, ir gaunamas il junginys (250 mg. 11 %), kuris yra balta kieta
medziaga. 'H BMR, CDCls) 3,03 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,90 (s, 3H), 6,32 (d,
1H, J =3 Hz), 6,88 (d, 1H, J = 3 Hz), 8,31 (s, 1H).APCI-MS m/z 275 (M-H)".

IV junginys. | Il junginio (106 mg, 0.38 mmol) tirpalg EtOH (2 mi)
pridedama 20 mg Pd/C ir NH2NHz (1 ml). Reakcijos miSinys virinamas su
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griztamu $aldytuvu 9 val. Reakcijos misinys perleidziamas per celito sluoksnj.
Tirpalas nugarinamas iki sausos liekanos ir gaunamas IV junginys, kuris yra
ruda kieta medziaga (90 mg, 95 %). Sis junginys naudojamas tiesiogiai

tolimesnéje stadijoje.

228 junginys

| IV junginio (39 mg, 0,16 mmol) ir 54{(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7.8-
tetrahidro-2-naftalenil}-2-furoilo chlorido (60 mg, 0,174 mmol) tirpalg DCM (1
ml) pridedama TEA (44 pl, 0,31 mmol). Reakcijos miSinys maiSomas
kambario temperatlroje per nakti Po sparCiosios chromatografijos (30 %
etilacetatas/heksanuose) gaunamas 228 junginys (65 mg, 74 %), kuris yra
balta kieta medziaga. '"H BMR (CDCl3) 1,04 (m, 12H), 1,45 (m, 4H), 2,09 (s,
3H), 2,71 (s, 3H), 3,60 (s, 3H), 3,63 (s, 3H), 3,78 (s, 2H), 5,89 (d, 1H, J = 3
Hz), 6,17 (d, 1H, J = 3 Hz), 6,58 (d, 1H, J = 3 Hz), 6,85 (s, 1H), 6,90 (s, 1H),
6,96 (d, 1H, J = 3 Hz), 7,90 (s, 1H), 8,24 (s, 1H). APCI-MS m/z 556 (M+H)".

Toliau parodyti kai kuriy junginiy papildomi pavyzdziai (BMR).

20 junginys
'H BMR (CDCls) 1,26 (m, 12H), 1,66 (m, 4H), 2,28 (s, 3H), 3,82 (s, 6H), 3,96

(s, 2H), 6,04 (d, 1H, J =6 Hz), 6,60 (s, 1H), 6,62 (s, 1H), 7.05 (m, 3H), 7,23 {t,
1H, J = 6 Hz), 7,44 (s, 1H). APCI-MS m/z 462 (M+H)".

126 junginys
'H BMR (DMSO0) 2,20 (s, 3H), 2,27 (s, 6H), 3,71 (s, 6H), 3,98 (s, 2H), 5,93 (d,

1H, J = 3 Hz), 6,68 (s, 1H), 6,69 (s, 1H), 6,86 (d, 2H, J =3 Hz), 7,10 (d, 1H, J
=3 Hz), 7,23 (t, 1H, J =7 Hz), 9,04 (s, 1H). APCI-MS m/z 379 (M+H)". A

140 junginys
'H BMR (DMSOQ) 2,20 (s, 3H), 2,28 (s, 6H),2,32 (s, 3H). 2,42 (s, 3H), 3,72 (s.

6H), 4,10 (s, 2H), 6,00 (d, 1H, J = 3 Hz), 6,60 (s, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,71 (s,
1H), 7,10 (m, 2H), 7,24 (t, 1H, J = 6 Hz), 9.04 (s, 1H). APCI-MS m/z 458

(M+H)".
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211 junginys
'H BMR (CDCl3) 3,76-3,83 (m, 15H), 4,07 (s, 2H), 5,95 (d, 1H, J = 3 Hz), 6,60

(s, 1H), 6,57-6,62 (m, 3H), 6,78 (d, 1H, J =9 Hz), 7,03 (d, 1H, J = 3 Hz), 7,19
(t, 1H, J =6 Hz), 7,46 (s, 1H). APCI-MS m/z 428 (M+H)".

220 junginys
"H BMR (CDCls) 3,72-3,77 (m, 15H), 3,90 (s, 2H), 5,78 (d, 1H, J = 3 Hz), 6,08

(s, 2H), 6,52-6,55 (m, 3H), 6,94 (d, 1H, J=9 Hz), 7,12 (d, 1H, J = 9 Hz), 7,39
(s, 1H). APCI-MS m/z 428 (M+H)". '

226 junginys
'H BMR (CDs0OD) 2,33-2,48 (m, 12H), 3,84 (s, 6H), 4,19 (s, 2H), 5,81 (d, 1H,

J=3Hz),6,73(d, 2H, J=9 Hz), 7,06 (d, 1H, J =3 Hz), 7,29 (t, 1H, J = 9 Hz).
APCI-MS m/z 472 (M+H)".

231 junginys
'H BMR (CDCl3) 0,67 (t, 3H, J = 6 Hz), 1,27 (m, 6H), 1,70 (m, 2H), 3,62 (s,

3H), 3,80-3,83 (m, 6H), 4,02 (s, 2H), 6,02 (d, 1H, J=3 Hz), 6,60 (d, 2H, J = 9
Hz), 6,83 (d, 1H, J =9 Hz), 7,07-7,19 (m, 4H), 7,43 (s, 1H). APCI-MS m/z 438
(M+H)".

232 junginys
'H BMR (CDCl3) 0,66 (t, 3H, J = 6 Hz), 1,23 (m, 6H), 1,54-1,62 (m, 2H), 3,80-

3,81 (m, 12H), 4,01 (s, 2H), 6,00 (d, 1H, J = 3 Hz), 6,81 (d, 1H, J = 9 Hz), 6,82
(d, 1H, J = 3 Hz), 7,06-7,28 (m, 4H). APCI-MS m/z 468 (M+H)".
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KITY AROMATINE GRUPE TURINCIY JUNGINIY PAVYZDZIAI

O I o T CHNO,

~©
1
1. bazé o e MeO
oM
2 #
MeO OMe
OMe

5-(5-Cikloheksil-2-metilbenzil)-N-(2,4,6-trimetoksifenil)-2-furamido

sintezé

| 1 junginio (5,0 g, 20,3 mmol) ir metilfuroato (3,5 g, 20,3 mmol) misinj
100 ml nitrometano kambario temperatardje supilamas AICl; (5,4 g, 40,6
mmol) tirpalas CH3NO> (50 ml). Tirpalas Sildomas 70-75 °C temperatdroje per
naktj Tamsiai rudas misinys atSaldomas iki kambario temperatdros ir letai
supilamas | 300 ml ledinio vandens. Misinys ekstrahuojamas etilacetatu.
Sukoncentru_ofas organinis sluoksnis gryninamas chromatografuojant per
silikagelj, eliuuojant heksanu/etilacetatu (nuo 15:1 iki 9:1 t) ir gaunama 920
mg 2 junginio, kuris po to hidrolizuojamas ir kopuliuojamas su
trimetoksianilinu pagal bendraja metodika; gera iSeiga gaunamas junginys. 'H
BMR (CDCly): & 1-23-1,48 (m, 5H), 1,73-1,86 (m, 5H), 2,31 (s, 3H), 2,51 (m,
1H), 3,83 (s, 1H), 4,02 (s, 2H), 6,03 (s, 1H), 7,44 (s, 1H). MS (APCI): 464,2

(M+1).
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AICI3
CH3N02
NaOH/MeOH
(@]
0] o]
O +
\ / ©OH N o
OH
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NH,
H1sCO OCHj,
OCH;
y |
O oo oL
(@)
N
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7

5-(5-Acetil-2,4-dimetilbenzil)-N-(2,4,6-trimetoksifenil)-2-furamido sintezé

3 junginio (14 g, 94,4 mmol), metilfuroato (16,4 g, 94,4 mmol) ir AICl3
miginys (25 g. 189 mmol) misinys 200 m! nitrometano maiSomas ir kaitinamas
80 °C temperatiroje per nakti Misinys apdorojamas ir iSgryninus
chromatografuojant per silikagelio kolonéle. eliuucjama heksanu/etilacetatu

(9:1 tit), gaunamas 4 ir 5 misinys (3:1, i§ viso 16.2 g).
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Sis 4 ir 5 misinys (2,0 g) hidrolizuojamas 2N NaOH/MeOH (1:1 th)
kambario temperatlroje ir gaunamas 6 ir 7 misinys, kurj perkristalinus i$

acetono ir heptano gaunamas 6 (460 mg).
6 junginys (150 mg, 0,55 mmol) veikiamas tionilo chloridu,

kopuliuojamas su trimetoksianilinu ir gaunamas AXC07485 (124 mg). 'H BMR
(CDCls): 6 2,31 (s, 3H), 2,50 (s, 3H), 2,54 (s, 3H), 3,80 (s, 9H), 4,02 (s, 2H),
6,00 (d, 1H), 6,16 (s, 2H), 7,08 (s, 1H), 7,35 (s, 1H), 7,52 (s, 1H). MS (APCI):
438,7 (M+1).

5-(5-Izopropenil-2,4-dimetilbenzil)-N-(2,4,6-trimetoksifenil)-2-furamido

sintezé -
o o . 9
6 —%e—:» \ / oHl — - \ /| “oH
8
H3CO OCH3

| 6 junginio (250 mg, 0,92 mmol) tirpala 5 ml sauso THF 0 °C
temperaturoje'Nz atmosferoje pridedama metilli€io (1,4 M heksanuose, 3
ekv.). Tirpalés maiSomas 0 °C temperatdroje 3 val., skaldomas vandeniu ir
ekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis dzZiovinamas MgSO4 ir
sukoncentruojamas sumazintame slégyje.. Negrynas junginys veikiamas
SOCI; ir po kopuliavimo su trimetoksianilinu gaunamas AXC07499 (36 mg).
'"H BMR (CDCl3): & 1,80 (s, 3H), 2,06 (s, 3H). 2,11 (s, 3H), 3,59 (s, 9H), 3,75
(s, 2H), 4,60 (d, 1H), 4,95 (d, 1H), 5,81 (d, 1H), 5,95 (s, 2H), 6,71 (s, 1H), 6,79
(s, 1H), 6,89 (d, 1H), 7,18 (s, 1H),. MS (APCI): 436,2 (M+1).
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§-[4,6-Dimetil[1,1’-bifenil]-3-i[)metil]-N-(2,4,6-trimetoksifenil)-2-furamido
sintezé
0

Br o

T CHaNO, Br o

Vykdoma 9 junginio (10 g, 57,3 mmol), metilo furoato (12,7 g, 68,7
mmol) ir AICI3 (9,1 g, 68,7 mmol) Frydelio-Kraftso reakcija nitrometane 80 °C
temperatlroje 2 valandas. Tirpalas supilamas | 200 ml ledinio vandens ir
ekstrahuojamas etilacetatu. Organinis sluoksnis sukoncentruojamas ir
iSgryninus per silikagelio kolonéle, eliuuocjamg heksanu/etilacetate (9:1, tht),
gaunamas regioizomery 10 ir 11 misinys (15,5 g) santykiu 2:1.

Sis misinys hidrolizuojamas 2N NaOH/MeOH (1:1 tt) ir gaunamas
atitinkamy ragsciy misinys.

Ragsciy misinys (2,3 g, 7,4 mmol), benzenboro rugstis (1,1 g, 8,9
mmol), [P(Ph)s)sPd ir kalio karbonatas (2N, 1 ml) DMF (20 mt) Sildomi 80 °C
temperatdroje per naktj Po apdorojimo vandeniu liekana perleidziama per
silikagelio kolonele, eliuuojant heksano/etilacetato/acto rlgsties (7:3:1 t/t/t)
midiniu, ir gaunamas dviejy regioizomery misinys, kurj perkristalinus i$
heksano ir etilacetato, gaunamas 12 (610 mg). 12 junginys buvo
kopuliuojamas su trimetoksianilinu pagal standarting metodikg ir gera iSeiga
gaunamas AXC07468. 'H BMR (CDCls): 5 2,24 (d, 3H), 2,33 (d, 3H), 3,82 (s,
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6H), 3,84 (s, 3H), 4,02 (s, 2H), 6,03 (d, 1H), 6,18 (s, 2H), 7.06 (s, 2H), 7,12 (s,
1H), 7,29-7,40 (m, 5H). MS (APCI): 472.1 (M+1).

5-[5-(2,2-Dimetilpropanoil)-2,4-dimetoksibenzil)-N-(2,4,6-trimetoksifenil)-
2-furamido sintezé

cn\/(/_kn,on\ne 0
o™y o
IS o L o
MeO OMe AlCl;, CHCly, OMe

kamb. temp.
13 _ 14
0
%_( 1. bazé
AICl3 CHCly, H3CO oc:H3
kamb. temp.

OCH
O oO O
l o
W@@
H
MeO OMe o<
15 junginys buvo pagamintas per dvi Frydelio-Kraftso reakcijos stadijas
(2r. bendrajg metodikg) S 13 junginio vidutine iSeiga su geru
regioselektyvumu. 15 junginys buvo hidrolizuotas ir kopuliuotas  su
trimetoksianilinu ir gautas norimas junginys. '"H BMR (CDCl5): § 1,18 (s, 9H),

3,79 (s, 3H), 3,81 (s, 6H), 3,85 (s, 6H), 3,93 (s, 2H), 6,03 (d, 1H), 6,15 (s, 2H),
6,45 (s, 1H), 6,86 (s, 1H), 7,11 (s, 1H), 7,40 (s, TH). MS (APCI) 512,1 (M+1).
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5-[(3,5,5,8,8-Pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftalenil)karbonil]-N-(2,4,6-

trimetilfenil)-2-furamidas ir 5-[hidroksi-(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-
tetrahidro-2-naftalenil)metil]-N-(2,4,6-trimetoksifenil)-2-furamido sintezé

iji:\/\g/l( Mn02 ;j@fl\(ﬂ
1. SOCh KJ/

2, NH»

H3C0©/OCH3

OCH;

H O

19 junginio (9,0 g, 27,5 mmol) ir MnO4 (8,2 g, 82,7 mmol) misinys
chloroformo ir dichloretano misinyje $ildomas 70 °C temperatiroje per naktj.
Po apdorojimo vandeniu 20 junginys gryninamas chromatografuojant per
silikagelio kolonéle, eliuuojamag heksanu/etilacetatu/acto ragstimi (90:10:1
tit/t). AXCO07042 gaunamas pagal bendrajg amidinio rySio sudarymo
metodika. 'H BMR (CDCls): § 1,26-1,31 (2s, 12H), 1,70 (s, 4H), 3,81 (s, 6H),
3,83 (s, 3H), 6,18 (s, 2H), 7,05 (d, 1H), 7,22 (s, 1H), 7,29 (d, 1H), 7,52 (s, 1H),
7.68 (s, 1H). MS (APCI): 506,2 (M+1).

$is junginys (50 mg) buvo veikiamas NaBHa4 (1,5 ekv.) etanolyje (2 ml)

ir dietilo eteryje (0,5 ml). Tirpalas maiSomas kambario temperatdroje 1,5 val.,

skaldomas vandeniu ir ekstrahuojamas etilacetatu. Sukoncentravus organin
sluoksnj, gaunamas junginys. kuris yra balta kieta medziaga. 'H BMR
(CDCl3): § 1,24, 1,28, 1,29 (3 s, 12H), 1,66, 1,67 (és, 4H), 2,29 (s, 3H), 2,55
(d, 1H), 3,80 (s, 6H), 3,82 (s, 3H), 5,98 (d, 1H), 6,17 (s, 2H), 7,08, 7,10 (2s,
2H), 7,38 (s, 1H), 7,41 (s, 1H). MS (APCI): 508,2 (M+1).
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5-(5-{1-[(etilamino)karbonil]ciklopropil}-2-metilbenzil)-N-(2,4,6-
trimetoksifenil)-2-furamido sintezé

Meo, L} _c
@)
0O

H
HO 1. SOC, ~N _
—- >

5 2. NH,Et 0 AICl3, CH3NO,

22 23
H o o) 1. bazé
~_N 2. NH,
T \ / OMe H3CO OCH;3
24

OCH,

/
()
H o\ O
\/N =
” I \ / g
O\

22 junginio (2,0 g, 11,3 mmol) tirpalas tionilo chloride (8 ml) virinamas
su griztamu Saldytuvu 3 minutes. Nesureagaves tionilo chioridas nugarinamas
rotoriniu garintuvu. Sukoncentruota liekana istirpinama CH2Cl,. | §j tirpalg
pridedama etilamino (perteklius) ir gaunamas 23 junginys (1,3 g). Sis junginys
paverciamas | AXC07888 per 3 stadijas (Frydelio-Kraftso reakcija, hidrolizé ir
amidinio rysio sudarymas), kaip aprasyta bendrosiose metodikose. ‘H BMR
(CDCl3): & 0,94-1,02 (m, 5H), 1,59 (m, 2H), 2,34 (s, 3H), 3,17 (kv., 2H), 3,80,
3,81 (2s, 9H), 4,01 (s, 2H), 5,39 (pl, 1H), 6,01 (d, 1H), 6,17 (s, 2H), 7,11 (d,
1H), 7,21 (m, 2H), 7,31 (s, 1H),. MS(APCI): 493,2 (M+1).
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0
OH " he “ AlCl3 0
— * — *e” N\ /) o—
cl

OH
o)
O P NaOH N SOCl,
AICl, \ / o— a 8 \/ OH —
T THF
CH,Cl»
/
o £ T 0° o<
o
TEA
\ / Cl + HaN O \ / N
\  CH,Cl, H o
o
A

o o)
MeOH O . Moy HO H,SO,
G >~ 0 ™ Ho >
Ve
o)
o
_ACh ® __NaOH
CH CI © THF
w12
o 9
DIPTE& o
OH 4+ H.N _HATY \ / N o)
2 N owr H \
o
\

Tinkamas tarpinis junginys gali bGti pagaminamas taip:



90

Metil-5-(chlormetil)-2-furoato gavimas
HCI
O 0 HzSO4 0 0
) ZnC|2
- N > O\ / o~
\ / © H DMC
20 °°c
1 37% H,0 = 2
Reikalingos medziagos
Molekuli- Moliy | Ekvival-
MedzZiagos | Konc. | né mase Kiekis skai- enty Tankis CAS
' ¢ius | skailius
Metilo 2- 97 % 126,11 0,371 kg | 288 1 1,179 [611-13-2]
furoatas

Formaldehi- | 37 % 30,03 03711 | 4,95 1,72 1,083 [50-00-0]

das (vand.) - .

HCI 37 % 36,46 2,21 223 7,74 1,19 [7647-01-01]
H,SO, - | 95-98 98,08 1,11 11 3,82 1,84 | [7664-93-9]
%

Dichlorme- | Rea- 84,93 221 s - 1,325 [75-09-2]
tanas entas : .
ZnCl- 98 % 136,28 | 0520kg | 3.7 1,3 - [7646-85-7]

Dichlorme- | Rea- | 84,93 Axhes] = - 1,325 [75-09-2]
tanas gentas )

NaHCO; Sotus - e - - - [144-55-8]
(vand.)
Silikagelis - - 0,600kg | - " N -
Na;SO0. 98 % - kiek - - . [7757-82-6]
reikia

Metilo 5-(chlormetil)-2-furoato (2) 2,88 moliy partijos gavimo

papunkciui iSdéstyta metodika

| 12 | trigurkle apvaliadugne kolbg (a.k.) |statykite lasinamgjj piltuva,

virSuje jtvirtintg elektring maisiklj, termoporg ir kolbg jdekite | ledo vonig,

(Rekomenduojama azoto atmosfera, bet tai néra bitina).

| ak. jpilkite 2,2 | DCM, po to 2,2 | konc. HCI (nezymi egzotermine

reakcija; susidaro du sluoksniai).

Pradekite maiSyti. (Reikia uztikrinti abiejy faziy susimaiSyma).

| ladinamajj piltuva, jeigu telpa, [pilkite 1,1 | HxSOs Reaktoriy

at3aldykite iki 0-10 °C. Pradékite pilti sieros rgstj i$ pradzZiy lasinant,

kol sulétéja egzoterminé reakcija (mazdaug % tdrio), po to padidinkite
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pylimo greitj iki silpnos srovelés. (Dél atsargos temperatirg laikykite
Zemiau 20 °C).

Pakeiskite $aldymo vonig | kambario temperatlros vandens vonig, (Ji
sugers $iluma toliau pilant ragstj, bet reakcijos labai nesulétins).

| a.k. jdekite 0,371 kg metilo 2-furoato i$ karto. (Egzoterminés reakcijos
nepastebéta, zalias/rudas tirpalas),

ldekite 0,520 kg ZnCl, mazomis dalimis. (Siek tiek burbuliuoja -
jtariamas HCI dujy susidarymas; egzoterminé reakcija kontroliugjama
vandens vonia).

| perplauta lasinamajj piltuva jpilkite 0,371 | formaldehido. Suleiskite jj |
reakcijg per 2,5-3,6 val. (Vandens vonios pagalba temperatara
palaikoma artima kambario temperatdrai; letesnis supylimas duoda
maziau polimerizacijos reakcijy tarp “laisvo” formaldehido).

Maigykite per naktj kambario temperatiroje.

Kai pagal TLC (zr. toliau) reakcija pasibaigia, atskirkite ir iSpilkite
vandeninj sluoksnj. Organinj sluoksnj nufiltruokite per 0,550 kg
silikagelio sluoksnj (sausai uZpildyta, apie 10 cm storio). Eliuuokite
mazdaug 4 | DCM, kol pagal TLC daugiau nebeissiplauna produktas.
(Uztikrinkite, kad $i stadija baty vykdoma esant gerai ventiliacijai, nes
net ir filtrate vis dar yra $iek tiek rGgsties gary).

Sukoncentruokite iki alyvos, kurios spalva yra nuo geltonos iki rudos
(mazdaug 0,5 I).

Pridekite tokj patj tari DCM (mazdaug 0,5 1). Perplaukite 2 x 0,2 |
distiliuoto vandens. Po to organinj sluoksnj perplaukite 0,05 | sotaus
NaHCO; ir 0,15 | distiliuoto vandens. (Uztikrinkite, kad pH baty 7-10;
vandeniniame sluoksnyje nebus produkto nuostoliy).

Atskirkite ir iSpilkite vandeninj sluoksnj, o organinj sluoksnj dziovinkite
Na,SO. Nufiltruokite per 0,05 kg silikagelio (apie 5 cm storio).
Eliuuokite DCM, kol produktas nebeissiplauna.

Sukoncentruokite vakuuminiu garintuvu, naudojant paprastg vakuuma,
Po to per naktj vakuumuokite alyva gilaus vakuumo siurbliu. (Geltona —
rusva alyva).

I8eigy ribos: 95-100 %.

Grynumo ribos: 95-98 % (HPLC A%).
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Kiti komentarai
Stebéjimas: reakcija sekama TLC (254 nm), naudojant 30 %

EtOAc/heksanai. (Pradinés medziagos Ry — 0.52, produkto R, - 0,40).
HPLC: TFA metodas (metodika ir spektras pridétas). Pradinés
medziagos sulaikymo laikas = 12,67 min., produkto sulaikymo laikas = 17,37

min.

BMR: 'H (CDCl,) (spektras pridétas) 3,93 (s, 3H), 4,63 (s, 2H), 6,52 (d,
1H), 7,18 (d, 1H).

Jeigurreakcija pilnai nejvyko, kas 4 val. galima prideéti formaldehido (10
% pradinio tdrio). Temperatﬂroé poveikis nebuvo placiai tirtas, bet patogu
laikyti vonios temperatlrg kiekvienai stadijai nurodytame intervale.
Organiniame sluoksnyje esanéiy rag3aCiy garai, net ir nufiltravus, sukelia
manipuliavimo ne traukoje problemas, todél reikia stengtis, kad medziaga
nebdty iSimama i§ traukos, kol pH néra neutralizuotas. Jeigu padidinamas
formaldehido pylimo greitis, polimero susidaeras neleis reakcijai pilnai jvykti
dél formaldehido susinaudojimo. Pries pradedant dirbti Siuo bldu, turi bati
susitarta su saugos skyriumi, kad baty pasiruosta pasalinti didelj tdrj rigsties,
esandios vandeniniame sluoksnyje. Siam vandeniniam ragsties sluoksniui
neutralizuoti reikia didelio tdrio bazés, gaunamas didelis Silumos iSsiskyrimas
ir neutralizacijai reikia ilgo laiko, todél ji yra nerekomenduotina. Galutinj
produkty reikia laikyti Saltai, kadangi Sio produkto stabilumo duomeny néra.
Laikant produktg Nalgeno konteineryje —20 °C temperatiroje, prdduktas
i§sikristalina, medziaga Siek tie patamséja, bet tai atrodo neturi reikSmés
tolesnéms reakcijoms, kuriose naudojamas $is produktas. |

Sio i$radimo junginiai turety bati tinkami gydant:
1. nuo hormony priklausanéias vézio/augliy formas,
2. nuo hormony nepriklausancias veézio/augliy formas deél tiesioginés

sgveikos,
3. panaudojimui kituose veikimo mechanizmuose.
Laikoma, kad Pareidkeéjy iSradimas apima daug kity jgyvendinimo varianty,

kurie ¢ia néra konkrediai aprasyti; taigi, Sis apradymas neturi bati aiSkinamas
kaip apribotas auksciau duotais pavyzdzZiais arba tinkamiausiais jgyvendinimo

variantais.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Junginys. kurio formulé yra pasirinkta i§ grupés, susidedancios is.

O
O,

L 7/

Iz

HNYNH .

NHy

O
O /

HNs_-NH
Y

NH

arba jo farmaci$kai priimtina druska, multimeras, provaistas arba veiklusis

metabolitas.
2. Junginys, kurio formule yra pasirinkta i$ grupés, susidedancios is:
0]
o]
N
Zape
0
0
o)

(@] .

N
| / Hn

arba jo farmaciskai priimtina druska. multimeras. provaistas arba veiklusis

metabolitas.
3. Junginys, kurio formule: .
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0]
0]
O

HN

PN

N“ "N

o S
ol

arba jo farmaciskai priimtina druska. multimeras, provaistas arba veiklusis

LT 4904 B

metabolitas.
4. Junginys, kurio formulé yra pasirinkta i$ grupés, susidedanéios is:

O
O
\/ N/h"'
W Qe
o ir
o O
SoQY DOW
\\N'

arba jo farmaciskai priimtina druska. multimeras, provaistas arba veiklusis

metabolitas.
5. Junginys, kurio formulé:

O, 7 N
N '

arba jo farmaciskai priimtina druska, multimeras, provaistas arba veiklusis

metabolitas.
6. Junginys, kurio formulé yra pasirinkta i$ grupés, susidedangios is:

o O
ir



b & A

/
o) O
o)
oeqiaty
0]
\ '

arba jo farmaciskai primtina druska, multimeras, provaistas arba veiklusis

LT 4904 B

metabolitas.

7 Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad | jg jeina
terapiskai efektyvus kiekis junginio, jo farmaciSkai priimtinos druskos,
multimero, provaisto arba veikliojo metabolito pagal bet kurj i$ 1-6 punkty ir
farmaciskai priimtinas nesiklis arba skiediklis. |

8. Terapiskai efektyvaus kiekio junginio, jo farmaciskai priimtinos
druskos, multimero, provaisto arba veikliojo metabolito pagal bet kurj 1$ 1-6
punkty panaudojimas vaisto. skirto zinduoliy gonadotropiny sekrecijai
reguliuoti, gamyboje.

9. Junginys, kurio formule |:

5
R R1 R2
R® S X 8
DAY
RN RS R? '
R4

kurioje:
X yra pasirinktas i§ C=0, C=S, S=0 ir S(0)z;

@ yra 5-naris heterociklinis Ziedas, turintis nuo 1 iki 4 heteroatomu,
pasirinkty i§ N, O ir S; $is ziedas gali bati sotus, dalinai nesotus arba pilnai
nesotus ir gali blti aromatinis; ,

R' ir R? nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i§ H ir Zzemesniojo
alkilo;

R® yra pasirinktas i$ H, halogeno ir turindio arba neturinlio pakaity
alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo. arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra pasirinktas i$ turindio arba neturinCio pakaity alkilo.
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo. heterociklo. arilo ir heteroarilo ir kur bendras
esandiy anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy galimy pakaitu) yra 1-12

ribose;
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R*ir R® nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i§ H, halogeno ir
turingio arba neturingio pakaity alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo,
arilo. heteroarilo, CH20R, OR ir C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibldinta
auksCiau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaidius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose;

R®ir R7 nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$ H, halogeno ir
turinCio arba neturindio pakaity alkilo, alkenilo. alkinilo, cikloalkilo. heterociklo.
arilo, heteroarilo, CH20R, OR ir C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibudinta
auksciau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose; arba R® ir R” paimti kartu su atomais. prie
kuriy jie yra prijungti, sudaro galintj turéti pakaity 5- arba 6-narj Zieda, kuriame
gali bati iki keturiy heteroatomy, pasirinkty i§ O, Nir S;

kur bent vienas i$ R®, R*, R®, R®ir R” yra ne vandenilis:

R® yra lipofiline liekana, pasirinkta i$ turingio ir neturingio pakaity alkilo,
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibldinta auks$ciau, ir kur bendras esantiy
anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 6-20 ribose: ir

R® yra pasirinktas i$ H ir turinéio arba neturincio pakaity alkilo;
arba jo farmaciSkai priimtina druska, multimeras, provaistas arba veiklusis
metabolitas.

10. Junginys, kurio formulé I:

RS rR! R

kurioje:
X yra pasirinktas i§ C=0, C=S, S=0 ir §(0);:
het
yra S-naris heterociklinis Ziedas. turintis nuo 1 iki 4 heteroatomy,
pasirinkty i N, O ir S; Sis ziedas gali bati sotus, dalinai nesotus arba pilnai
nesotus ir gali bati aromatinis; A
R' ir R? nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i H ir Zemesniojo

alkilo;
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R® yra pasirinktas i§ H. halogeno ir turinio arba neturintio pakaity
alkilo. alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo. heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra pasirinktas i$ turinCio arba neturinéio pakaity alkilo,
alkenilo. alkinilo, cikloalkilo, heterociklo. arilo ir heteroarilo ir kur bendras
esanciy anglies atomy skaidius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 1-12
ribose;

R?* ir R® nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$ H, halogeno ir
turindio arba neturinéio pakaity alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo,
arilo, heteroarilo, CH20R, OR ir C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibddinta
auk&diau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaiCius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose,

RS ir R7 nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i§ H, halogeno ir
turingio arba neturingio pakaity alkilo. alkenilo. alkinilo. cikloalkilo, heterociklo,
arilo, heteroarilo, CH20R, OR ir C(O)OR. kur R yra toks, kaip apibtdinta
auk&&iau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose; arba RS ir R” paimti kartu su atomais. prie
kuriy jie yra prijungti, sudaro galintj tureti pakaity 5- arba 6-narj zieda, kuriame
gali biti iki keturiy heteroatomy, pasirinkty i$ O, N ir S

kur bent vienas is R?, R*, R®, R®ir R’ yra ne vandenilis;

R® yra lipofilineé liekana, pasirinkta i$ turinCio ir neturincio pakaity alkilo,
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibudinta auk$&iau, ir kur bendras esanctiy
anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 6-20 ribose; ir

R® yra pasirinktas i§ H ir turincio arba neturincio pakaity alkilo;

arba R' ir R? gali bati ~OH arba =0 ir/arba R® taip pat gali bati
vandenilis,

irfarba R gali bati COR arba vandenilis; ir/arba R® gali tureti bet kokj
norimg anglies atomy skaidiy;

irarba R? ir R® taip pat gali sudadryti Zieda; ir/arba bet kokios gretimos
R grupés, kaip antai R® ir R® arba R3 ir R* gali sudaryti Zieda, toki kaip
apradytas R® ir R’ grupiy atveju;

irfarba R® gali bati COR; irfarba (het) grupeje gali bati arba nebdti

pakaitu.
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433
arba R® ir/arba R® gali bati pasirinkti i$ heterocikliniy grupiy arba bet
kokiy junginiy, kurie sudaro amidinj ry$j su | formulés azotu;

arba jo farmaciskai priimtina druska, multimeras, provaistas arba veiklusis

metabolitas.
11. Farmacine kompozicija, besiskirianti tuo, kadjja jeina:

(a) terapiskai efektyvus kiekis junginio, kurio formule :

R°R! R2

kurioje:
X yra pasirinktas i§ C=0, C=S, $=0ir S(0)z;
het
yra 5-naris heterociklinis Ziedas. turintis nuo 1 iki 4 heteroatomy,
pasirinkty i§ N, O ir S; Sis Ziedas gali biti sotus, dalinai nesotus arba pilnai
nesotus ir gali blti aromatinis;

R'ir R? nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$ H ir Zzemesniojo
alkilo;

R® yra pasirinktas i$ H, halogeno ir turindio arba neturinéio pakaity
alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo. arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra pasirinktas i$ turinCio arba neturinio pakaity alkilo,
alk_enilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo ir heteroarilo ir kur bendras
esanciy anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 1-12
ribose;

R? ir R® nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$ H, halogeno ir
turindio arba neturindio pakaity alkilo, alkenilo. alkinilo, cikloalkilo, heterociklo,
arilo. heteroarilo, CH,OR, OR ir C(O)OR. kur R yra toks, kaip apibadinta
auksciau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose:

R® ir R” nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$ H. halogeno ir
turingio arba neturingio pakaity alkilo, alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterocikio,
arilo. heteroarilo, CH20R, OR ir C(O)OR. kur R yra toks, kaip apibidinta

aukétiau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy
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galimy pakaity) yra 1-12 ribose; arba R® ir R” paimti kartu su atomais. prie
kuriy jie yra prijungti, sudaro galint] turéti pakaity 5- arba 6-narj Ziedg, kuriame
gali bati iki keturiy heteroatomy, pasirinkty i$ O, N ir S;

kur bent vienas i§ R®, R* R% R%ir R” yra ne vandenilis:

R® yra lipofiline liekana, pasirinkta i$ turinCio ir neturinéio pakaity alkilo.
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo. heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibtdinta auksciau, ir kur bendras esanciy
anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 6-20 ribose: ir

R® yra pasirinktas i§ H ir turinéio arba neturinio pakaity alkilo;
arba jo farmacisSkai primtinos druskos, multimero, provaisto arba veikliojo
metabolito; ir

(b) farmaciskai priimtinas nesiklis arba skiediklis.

12. Junginio, kurio formulé I:

kurioje:
X yra pasirinktas i§ C=0, C=S, S=0 ir S(0)z:

het

yra 5-naris heterociklinis ziedas. turintis nuo 1 iki 4 heteroatomu,
pasirinkty i$ N, O ir S; Sis Ziedas gali biti sotus, dalinai nesotus arba pilnai
nesotus ir gali bati aromatinis;

R! ir R nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i§ H ir Zemesniojo
alkilo;

R® yra pasirinktas i§ H, halogeno ir turinio arba neturinc¢io pakaity
alkilo. alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo. arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra pasirinktas i$ turinCio arba neturin€io pakaity alkilo,
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo. arilo ir heteroarilo ir kur bendras
esandiy anglies atomy skaicius (nejskaitant jokiy galimy pakaity) yra 1-12
ribose;

R*ir R® nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i$ H, halogeno ir

turinGio arba neturinio pakaity alkilo, alkenilo. alkinilo, cikloalkilo, heterociklo,
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arilo, heteroarilo, CH20R, OR ir C(O)OR. kur R yra toks, kaip apibadihta
auk&&iau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skai¢ius (nejskaitant jokiy
galimy pakaity) yra 1-12 ribose;

R® ir R7 nepriklausomai vienas nuo kito yra pasirinkti i§ H, halogeno ir
turincio arba neturindio pakaity alkilo, alkenilo. alkinilo. cikloalkilo, heterociklo,
arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir C(O)OR. kur R yra toks, kaip apibddinta
aukéciau, ir kur bendras esanciy anglies atomy skaidius (nejskaitant jokiu
galimy pakaity) yra 1-12 ribose: arba R® ir R’ paimti kartu su atomais. prie
kuriy jie yra prijungti, sudaro galintjturéti pakaity 5- arba 6-narj Ziedg, kuriame
gali bti iki keturiy heteroatomy, pasirinkty i$ O, N'ir S;

kur bent vienas ié R®, R?, R%, R®ir R’ yra ne vandenilis;

R® yra lipofiline liekana, pasirinkta i§ turingio ir neturincio pakaity alkilo,
alkenilo, alkinilo, cikloalkilo, heterociklo, arilo, heteroarilo, CH,OR, OR ir
C(O)OR, kur R yra toks, kaip apibGdinta aukgiau, ir kur bendras esanciy
anglies atomy skaicius (ne'lskaitant jokiy galimy pakaity) yra 6-20 ribose; ir

R® yra pasirinktas i8 H ir turincio arba neturincio pakaity alkilo;
arba jo farmaciSkai priimtinos druskos. multimero, provaisto arba veikliojo
metabolito terapiskai efektyvaus kiekio panaudojimas vaisto, skirto

gonadotropiny sekrecijos reguliavimui Zinduoliams, kuriems reikalingas toks

reguliavimas, gamyboje.
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