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(54) Nazev vynalezu:
Heterocyklické dusikaté derivaty purinu,
farmaceutické pripravky obsahujici tyto
derivaty a jejich pouZiti pri neuroprotekci

(57)  Anotace:
Reseni se tyka heterocyklickych derivati purinu vzorce I,
se substituenty obsahujicimi dusik, jejich pouziti v
I€karskych aplikacich a pfipravki obsahujicich tyto
derivaty. Nova generace slou¢enin ma selektivni
antineurodegenerativni vlastnosti na nervovych buiikach
a tkanich a mize byt s vyhodou pouzita pii léCeni a
profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni, zejména
pak pii léCeni a profylaxi Parkinsonovy choroby.
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Heterocyklické dusikaté derivaty purinu, farmaceutické pripravky obsahujici tyto derivaty
a jejich pouZziti pii neuroprotekci

Oblast techniky
Vynalez se tyka heterocyklickych slouc¢enin odvozenych od purinu, se substituenty obsahujicimi

dusik, jejich pouziti pro neuroprotekci a zejména léceni Parkinsonovy choroby a farmaceutickych
ptipravkid obsahujicich tyto slouceniny.

Dosavadni stav techniky

Vyskyt neurodegenerativnich onemocnéni zaznamenal dramaticky narGst. Zvlaste vyskyt
onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba (AD), se v populaci ve véku nad 65 let zdvojnasobuje.
Kromé toho AD postihuje az 50 % populace ve véku nad 85 let (Qiu, Kivipelto and von Strauss et
al., Dial Clin Neurosci, 2009, 11, 111).

Podobné také Parkinsonova choroba (PD), amyotroficka laterdlni skler6za (ALS), progresivni
supranuklearni paralyza (PSP), kortikobazalni degenerace (CBD), frontotemporalni demence
(FTD), demence s Lewyho télisky (DLB), Huntingtonova choroba (HD), multisystémova atrofie
(MSA), chronickéa traumaticka encefalopatie (CTE), spinocerebelarni ataxie jsou spojeny se
starnutim populace. Neurodegenerativni onemocnéni jsou v soucasné dobé pal¢ivym problémem
moderni spole¢nosti, kvili vzristajici incidenci a nakladim spojenych s 1é¢bou a nedostatkem
ucinnych 1éka (Christophe Coupé et al., Eur Neurol Rev, 2013, 8, 38; Levy et al., Arch Neurol,
2007, 64, 1242; Shah et al., Lancet Neurol, 2016, 15, 1285). Neurodegenerativni onemocnéni jsou
uzce spojena s n¢kolika patologickymi déji, jako jsou progresivni ztrata funkce neuronti vedouci k
jejich apoptotické smrti, porucha autofagie, agregace proteind, zvysena zanétlivost, oxidativni
stres, mitochondridlni dysfunkce a excitotoxicita (Jeffrey, L. C.; Jagan, A. P.; (2016).
Neurodegenerative Diseases Evolving Unifying Principles In Neurodegenerative Diseases
Unifying Principles (pp. 1-14). Oxford, UK).

V soucasné dob¢ se terapeutické trendy neurodegenerativnich onemocnéni zamétuji na terapii
modifikujici onemocnéni, ktera se zamefuje na patologické mechanismy onemocnéni, které vedou
k progresi a smrti neuronll. Soucasné strategie terapie zahrnuji 1) pfimé ucinky na neurony
prostfednictvim sniZeni oxidativniho stresu a indukce drahy Nrf-2, zvySeni mitochondrialni
vitality, snizeni apoptozy (indukce Akt drahy, Bel-2 up-regulace), ochranu axont a jejich funkci,
a tvorbu trofickych faktorti, nebo 2) nepiimé ucinky regulace bun¢k odpovédnych za zanétlivé
procesy, jako je mikroglie a astrocyty. Kone¢nym vysledkem terapie modifikujici onemocnéni je
dosazeni neuroprotekce (Cummings et al., Transl Neurodeg, 2017, 6, 25).

Proto je predmétem tohoto vynalezu poskytnout novou generaci derivati purinu, které vykazuji
silné a selektivni antineurodegenerativni vlastnosti na nervovych butikach a tkanich a mohou byt
s vyhodou pouzity pfi 1éCeni a profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni, mimofadné vyhodné
pak Parkinsonovy choroby.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu jsou C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty obecného
vzorce I,
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ve kterém
R je vybrano ze skupiny zahrnujici H, F, CI, Br, methyl, OH a methoxy;

kruh —[N-(CH)-A(R1)-(CHz)¢-] v poloze 2 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-
yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-yl;

kruh —[N-(CH2)a-A(R1)-(CH2)»-] v poloze 6 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-
yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-yl;

a jejich farmaceuticky ptijatelné soli, zejména soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, nebo
adi¢ni soli s kyselinami.

Pfedmétem tohoto vynalezu jsou C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty obecného
vzorce Ia,
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ve kterém
R je vybrano ze skupiny zahrnujici H, F, Cl, Br, methyl, OH a methoxy;

kruh -[N-(CH2)-A(R1)-(CHz)q4-] v poloze 2 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolinyl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-
1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-y];

kruh —[N-(CH2).-A(R1)-(CHa)p-] v poloze 6 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolinyl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-
1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-y];

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, nebo adi¢ni soli s
kyselinami.
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pro pouziti pro léCeni nebo profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni vybranych ze skupiny
zahrnujici amyotrofickou lateralni sklerézu, Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu chorobu,
Huntingtonovu chorobu, progresivni supranuklearni paralyzy, kortikobazalni degenerace,
frontotemporalni demence, Lewyho télni demence, atrofie mnohocetného systému, chronické
traumatické encefalopatie a spinocerebelarni ataxie.

Vyhodnymi slouceninami podle vynalezu jsou dale C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové
derivaty obecného vzorce I nesouci substituent v poloze 9, tedy substituent -CH,-CsHaR, ktery je
vybrany ze skupiny zahrnujici benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl,
3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-
methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-
hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl.

Jednotlivé slouCeniny popsané v prikladech predstavuji jednotliva vyhodna provedeni
ptedlozeného vyndlezu. Vyhodnymi sloufeninami podle vyndlezu jsou tyto C2,C6-
disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty obecného vzorce I:

-(azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-
methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-
(azetidin-1-y1)-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-
chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-
methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-
hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-purin; 2-(azetidin-1-
yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-
yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(pyrrolidin-1-yl)-9-
(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl,
2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl,
4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-
methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-purin; 2-(azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl,
morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-
oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(piperidin-1-yl)-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-
fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-
brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl,
3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-
purin; 2-(azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-
methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-
morfolino-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-
chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-
methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-
methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-purin; 2-(azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl,
piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl,
azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-thiomorfolino-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-
fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-
brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-
hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-
methoxybenzyl)-9H-purin;  2-(azetidin-1-yl,  pyrrolidin-1-yl,  piperidin-1-yl, morfolino,
thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-
yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(piperazin-1-yl1)-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl,
2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-
brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-
hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-
purin; 2-(azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-
methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-
chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-
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methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-
hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-purin; 2-(azetidin-1-
yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-
yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(azepan-1-yl)-9-(benzyl, 2-
fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-
dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-
methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-
methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-purin; 2-(azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl,
morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-
oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(azokan-1-yl)-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-
fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-
brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl,
3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-
purin; 2-(azetidin-1-yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-
methylpiperazin-1-yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(1,5-
oxazokan-5-yl)-9-(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-
chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-
methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-
hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-purin; 2-(azetidin-1-
yl, pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolino, thiomorfolino, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-
yl, azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl, 1,5-thiazokan-5-yl)-6-(1,5-thiazokan-1-yl)-9-
(benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl,
2,6-dichlorbenzyl, 2-brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl,
4-methylbenzyl, 2-hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-
methoxybenzyl, 4-methoxybenzyl)-9H-purin.

Mimotadné vyhodnymi slou¢eninami podle vynalezu jsou tyto C2,C6-disubstituované-9-benzyl-
9H-purinové derivaty obecného vzorce I: 2,6-di(azetidin-1-yl)-9-(3-hydroxybenzyl)-9H-purin,
2,6-di(azetidin-1-yl)-9-(4-hydroxybenzyl)-9H-purin,  9-(4-hydroxybenzyl)-2,6-di(pyrrolidin-1-
yl)-9H-purin, 9-benzyl-2-(piperidin-1-yl)-6-(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin, 9-benzyl-6-(piperidin-1-
yl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin, 9-benzyl-2,6-dithiomorfolino-9H-purin, 9-(4-hydroxybenzyl)-
2,6-dithiomorfolino-9H-purin, 2-(azetidin-1-yl)-9-(4-hydroxybenzyl)-6-thiomorfolino-9H-purin,
9-(4-hydroxybenzyl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-6-thiomorfolino-9H-purin, 2,6-di(azepan-1-yl)-9-(4-
hydroxybenzyl)-9H-purin.

Latky podle tohoto vynalezu maji Siroké spektrum biologickych ucinkt, véetné zvySovani viability
neurontl, redukce oxidativniho stresu, neuroprotektivity a aktivace Nrf-2. Tyto U¢inky jsou
zejména vyhodné pro 1é¢bu neurodegenerativnich chorob a odpovidaji spektru G¢inku, které jsou
pozadovany od latek urCenych pro takovou lécbu.

C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty obecného vzorce I a Ia aktivuji signalni
drahu Nrf2 proteinu, podilejici se na antioxidacni odpovédi. Tato signalni draha kontroluje expresi
gen, jejichz proteinové produkty jsou zapojeny v detoxifikaci a eliminaci reaktivnich oxidantd a
elektrofilnich ¢inidel cestou konjugativnich reakci a cestou zvyseni bunééné antioxidaéni kapacity.

C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty obecné¢ho vzorce I a la lze pouzit pii
ochrané bunék jak in vivo, tak in vitro, jako antioxidanty pro inhibici nepfiznivych metabolickych
procesu v rostlinach a zvitratech.

Predmétem tohoto vynalezu jsou také C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty
obecného vzorce I pro pouziti jako 1éCiva.

Predmétem tohoto vynalezu jsou C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty obecného
vzorce 1 a la pro pouziti pfi 1é¢eni a profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni, kde
neurodegenerativni onemocnéni je s vyhodou vybrano ze skupiny zahrnujici amyotrofickou
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lateralni skler6zu, Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu chorobu, Huntingtonovu chorobu,
progresivni supranuklearni paralyzy, kortikobazalni degenerace, frontotemporalni demence,
demence s Lewyho télisky, atrofie mnohocetného systému, chronické traumatické encefalopatie a
spinocerebelarni ataxie.

Predmétem tohoto vynalezu jsou ve vyhodném provedeni C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-
purinové derivaty obecného vzorce I pro pouziti pii 1é¢bé a profylaxi Parkinsonovy nemoci.

Tento vyndlez déle poskytuje farmaceutické kompozice obsahujici jeden nebo vice C2,C6-
disubstituovanych-9-benzyl-9H-purinovych derivatii obecného vzorce I spolecné s alespoii jednim
farmaceuticky akceptovatelnym nosicem.

Farmaceutické ptipravky

Vhodné cesty pro systémovou aplikaci jsou oralni, inhalacni, injekéni (intravazalni,
intramuskularni, subkutanni), bukalni, sublingudlni a nasalni. Preferovany zptisob podani zavisi na
stavu pacienta a misté onemocnéni, krome ostatnich ohledd znamych klinikovi.

Farmaceuticky ptipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pfi¢emz jednorazové davky obsahuji
prednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pfi zptisobech aplikace, které nejsou jednorazové,
obsahuji pfednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou, napt. potahované
tablety, tablety, ampule, lahvicky, ¢ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou, napt. masti,
krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Pfikladem jsou tobolky obsahujici
od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické ptipravky podle predlozené¢ho vynalezu jsou pfipravovany znamym zplsobem,
napf. béznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofilizacnimi procesy.

Prednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt piipraveny pred pouzitim,
napf. v ptipad¢ lyofilizovanych preparatl obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosic¢em jako
je mannitol. Farmaceutické piipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji pomocné latky,
napf. konzervacni pfipravky, stabilizatory, zvlh¢ovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci Cinidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou ptipravovany znamym zpuisobem, napf.
béznym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky
zvySujici viskozitu, jako napf. sodnou stl karboxymethylcelulézy, dextran, polyvinylpyrolidon
nebo Zelatinu.

Olejove suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injek¢ni ucely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 az 22 uhlikovych atomt, napt. kyselinu laurovou, tridekanovou,
myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou,
nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napt. kyselinu olejovou, alaidikovou, eurikovou,
brasidovou a linoleovou, pfipadné s ptidavkem antioxidantli, napt. vitaminu E, beta-karotenu nebo
3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto estert mastnych kyselin nema vice
nez 6 uhlikovych atomtl a je mono- nebo polyhydricka, napt. mono-, di- nebo trihydrické alkoholy
jako methanol, ethanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich izomery, ale hlavné glykol a
glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou, napf. ethyl oleat, isopropyl myristat, isopropyl
palmitat, ,,Labrafil M 2375 (polyoxyethylen glycerol trioleat, Gattefoseé, Pafiz), ,,Labrafil M
1944 CS* (nenasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou oleje z merunikovych
jader a slozené z glyceridl a estert polyethylenglykolu; Gattefoseé, Pafiz), ,,Labrasol* (nasycené
polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou TCM a slozené z glyceridi a esterti
polyethylenglykolu; Gattefoseé, Patiz) a/nebo ,,Miglyol 812 (triglycerid nasycenych mastnych
kyselin s délkou fetézce Cs az Ci2 od Hills AG, Némecko) a zvlaste rostlinné oleje jako bavinikovy
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olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej, séjovy olej a zejména olej
z podzemnice olejné.

Ptiprava injek¢éniho pfipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zptisobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obalt.

Napt. farmaceutické ptipravky pro oralni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s jednim
nebo vice tuhymi nosi€i, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovéno,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet pfidavkem dalSich neutralnich
latek.

Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napt. laktoza, sachardza, mannitol nebo sorbitol,
celulézové preparaty a/nebo fosforeCnany vapniku, s vyhodou fosfore¢nan vapenaty nebo
hydrogen fosforeCnan vapenaty, dale pojiva jako Skroby, s vyhodou kukufi¢ny, pSeni¢ny, ryZzovy
nebo bramborovy Skrob, methylceluloza, hydroxypropylmethylceluléza, sodnad sl
karboxymethylcelul6zy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako
vyse zminéné Skroby a dale karboxymethylovy skrob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutralni latky jsou regulatory toku a lubrikanty,
s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat hofec¢naty a/nebo
vapenaty, polyethylenglykol nebo jeho derivaty. Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena
vhodnymi potahy, které mohou byt odolné viici zalude¢ni §tave, pii¢emz pouzivané potahy jsou
mezi jinymi koncentrované roztoky cukrd, které mohou obsahovat arabskou gumu, talek,
polyvinylpyrrolidin, polyethylenglykol a/nebo oxid titanicity, dale potahovaci roztoky ve
vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smeésich rozpoustédel, ¢i pro ptipravu potahii
odolnych vici zaludecni stave roztoky vhodnych celul6zovych preparatt jako acetylcelulozaftalat
nebo hydroxypropylmethylcelul6zaftalat. Barviva nebo pigmenty jsou pfimichavany do tablet
nebo potahovanych tablet, napt. pro identifikaci nebo charakterizaci riznych davek u¢inné slozky.

Farmaceutické ptipravky, které mohou byt uzivany oralné, jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny nebo
mekké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmekCovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé tobolky
mohou obsahovat aktivni latku ve form¢ granuli, smichanou, napt. s plnidly jako je kukufi¢ny
Skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hotfecnaty, a se stabilizatory. V mékkych
tobolkach je aktivni latka pfednostné€ rozpusSténa nebo suspendovana ve vhodnych kapalnych
latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylen glykol ¢i
estery mastnych kyselin a ethylen nebo propylenglykolu, pfi¢emz je také mozno ptidat stabilizatory
a detergenty, napt. typu estert polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou, napt. sirupy pfipravované béznym zpisobem, které obsahuji
aktivni slozku, napf. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, ptfednostné okolo
10 % nebo podobné koncentrace, ktera umoznuje vhodnou individualni davku, napf. kdyz je
méteno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou, napt. praskové nebo kapalné koncentraty pro ptipravu
koktejlt, napt. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim
jednotkové davce.

Farmaceutické piipravky, které mohou byt pouzivany rektalné, jsou, napt. ¢ipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zakladem. Vhodné zaklady jsou, napt. pfirodni nebo syntetické
triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylenglykoly nebo vyssi alkoholy.

Ptipravky vhodné pro parenterdlni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vodé, napt. ve vodé rozpustna stl nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky zvysujici
viskozitu, napf. sodnou stl karboxymethylcelulozy, sorbitol a/nebo dextran, a stabilizatory, tam
kde je to vhodné. Aktivni latka mize byt také pfitomna ve formé lyofilizatu spole¢né s pomocnymi
latkami, kde je to vhodné a miiZze byt rozpusténa pred parenteralni aplikaci pfidanim vhodnych
rozpoustédel. Roztoky, které jsou pouzity pro parenteralni aplikaci, mohou byt pouzity, napf. i pro
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infuzni roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina askorbova,
nebo mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Masti jsou emulze oleje ve vode, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale pfednostné 20 az 50 % vody
nebo vodné faze. Tukovou fazi tvofi zejména uhlovodiky, napt. vazelina, parafinovy olej nebo
tvrdé parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy a jejich
estery, napf. cetylalkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepseni kapacity pro
vazani vody. Emulgétory jsou odpovidajici lipofilni slouceniny jako sorbitanové estery mastnych
kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva k vodné fazi jsou, napf.
smacedla jako polyalkoholy, napt. glycerol, propylenglykol, sorbitol a/nebo polyethylenglykol,
nebo konzervacni prostiedky i pfijemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, napt. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale pfirodni nebo semisyntetické tuky, napf. hydrogenované kokosové
triglyceridy mastnych kyselin nebo, s vyhodou, hydrogenované oleje, napi. hydrogenovany
ricinovy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale Castecné glycerolové estery mastnych kyselin,
napt. glycerol mono- a/nebo distearat. Dale obsahuji, napt. mastné alkoholy, emulgatory a/nebo
aditiva zminénd v souvislosti s mastmi, ktera zvysuji piijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivané olejové baze jsou
zejména mastné alkoholy, napt. lauryl, cetyl nebo starylalkoholy, mastné kyseliny, naptiklad
palmitova nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, naptiklad isopropylmyristat, lanolin
nebo véeli vosk, a/nebo uhlovodiky, napiiklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy olej.
Emulgatory jsou povrchové aktivni slouceniny s pievazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napf. estery mastnych kyselin polyalkoholt nebo jejich
ethylenoxy adukty, napt. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové
estery (Tween), dale polyoxyethylenové ethery mastnych alkoholti nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli sulfati mastnych
alkoholti, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkohold, napf. cetyl stearylalkoholu nebo
stearylalkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pred vyschnutim,
napt. polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylenglykol a polyethylenglykol, a dile konzervacni
¢inidla a pfijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy kov,
napt. oxidy titanu nebo oxid zinecnaty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za ukol vézat
ptitomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vode v aerosolové forme,
pticemz jako hnaci plyny jsou pouZzivany halogenované uhlovodiky, jako polyhalogenované
alkany, napt. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo prednostné nehalogenované plynné
uhlovodiky, vzduch, N>O ¢i oxid uhli¢ity. Pouzivané olejové faze jsou stejné jako pro masti a
krémy a také jsou pouzivana aditiva tam zmingna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-ethanolickou bazi, ke které jsou pfimichana
zvlhéovadla pro snizeni odpafovani, jako jsou polyalkoholy, napt. glycerol, glykoly a/nebo
polyethylenglykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a niz§ich polyethylenglykolu,
tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z ktize ethanolem,
a pokud je to nutné, i ostatni pomocné latky a aditiva.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro 1é¢eni nemoci zminénych vyse. Latky mohou
byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé farmaceutickych
ptipravkl, pfednostné v mnozstvi, které¢ je efektivni proti zminénym nemocem, pfiCemz u
teplokrevnych zivoc¢ichli, napt. Clovéka, vyzadujiciho takovéto oSetieni, je latka pouzivana
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zejména ve formé farmaceutického piipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana
denni davka latky okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az 2 g.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 ukazuje neuroprotektivni ucinek novych C2,C6-disubstituovanych-9-benzyl-9H-
purinovych derivat na Salsolinolem indukovaném modelu Parkinsonovy choroby. Spolu s latkami
podle vynalezu byly jako pozitivni kontroly pouzity Donepezil (DON), Deferoxamin (DFO) a
7ZM241385 (ZM) v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM. Vsechny vysledky pfedstavuji primérnou
hodnotu + standardni chybu priméru (SEM) v triplikatu (trojndsobné opakovani) experimentd
(n=9) ve tiech riznych dnech. ANOVA, Bonferonni post hoc test; *, # P < 0,05; ** ## P <0,01;
*Ex P < 0,001; * P porovnani se vzorkem se Salsolinol 500 uM, # P porovnani se vzorkem
bez Salsolinolu 500 uM. Hodnota P < 0,05 je povazovana za statisticky vyznamnou.

Obrazek 2 Uginky novych C2,C6-disubstituovanych-9-benzyl-9H-purinovych derivati na modelu
oxidativniho stresu (OS) indukovaném Salsolinolem. Latky byly testovany v aktivnich
koncentracich 1 uM a 10 uM spolu s pozitivnimi kontrolami DON, DFO a ZM (10 uM), a
negativnimi kontrolami OS-induktory 6-hydroxydopaminem (6-OHDA) a glutamatem (Glu).
Vsechny vysledky predstavuji primérnou hodnotu + standardni chybu priméru (SEM) v triplikatu
(trojnasobné opakovani) experimentd (n=9) ve tiech riznych dnech.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Nasledujici ptiklady slouzi k ilustraci vynalezu, aniz by omezovaly jeho rozsah. Pokud neni
uvedeno jinak, veskera procenta jsou uvadéna jako hmotnostni. Vychozi latky lze ziskat z
komer¢nich zdroja (Sigma, Aldrich, Fluka, atd.) nebo je lze ptipravit dle ndvodd uvedenych nize.

Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna na destickach Silica 60 F»ss (Merck) s vyvijeci
soustavou petrolether/ethylacetat, kdy byly nasledné jednotlivé skvrny detekovany pomoci UV
svétla o vlnové délce 254 nm. Pro cCisténi latek pomoci sloupcové chromatografie byl pouzit
silikagel Davisil 40-63 micron (Grace Davision). Chromatograficka Cistota a molekulova hmotnost
ptipravenych latek byla zmefena pomoci separaéniho modulu Alliance 2695 (Waters) piipojenému
k DAD detektoru PDA 996 (Waters) a kvadrupdlovému TOF (Time-of-Flight) hmotnostnimu
spektrometru Q-Tof micro (Waters). Latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a
nafedény pocateéni mobilni fazi na koncentraci 10 pg/ml. Vzorky (10 pl) byly nastiiknuty na
kolonu s reverzni fazi Symmetry C18 (150 mm X 2,1 mm x 3,5 um, Waters) a separovany pomoci
nasledujiciho binarniho gradientu s pritokem 0,2 ml/min: 0 min, 10% B; 0-24 min, linearni
gradient na 90% B, nasledné 10 min isokraticka eluce 90% B. Na konci gradientu byla kolona
ekvilibrovana na poc¢ate¢ni podminky. 15 mM kyselina mravenéi titrovana hydroxidem amonnym
na pH 4,0 byla pouzita jako rozpoustédlo (A), a jako organicky modifikator byl pouzit methanol
(rozpoustédlo B). Eluent byl z kolony byl dale veden na DAD detektor (skenovaci rozsah 210 az
400 nm s rozlisenim 1,2 nm) a ESI zdroj (teplota zdroje 110 °C, kapilarni napéti +3,0 kV, napéti
na vstupnim kuzelu (cone voltage) +20 V, desolvatacni teplota 250 °C). Dusik byl pouzit jako
desolvatacni (500 1/h) i zmlzovaci plyn (50 1/h). Data byla ziskana v pozitivnim (ESI+) ioniza¢nim
modu v rozsahu 50 az 1000 m/z. Elementarni analyza byla zméfena na analyzatoru Flash EA 1112
(Thermo Scientific) a ziskana data jsou primérem tfech méfeni. 'H a '*C NMR spektra byla
pofizena na spektrometru Jeol ECA-500 s frekvenci 500 MHz ('H) a 125 MHz (*C). Vzorky pro
meéfeni byly rozpustény v DMSO-ds nebo CDCl3 a chemické posuny byly kalibrovany na pik
residualniho rozpoustédla (DMSO-ds — 2,49 ppm, CHCIs -7,26 pro proton) a DMSO-dsnebo CDCl;
(DMSO-ds— 39,5 ppm a CDCls — 77,0 pro uhlik).

C2,C6-disubstitutované-9-benzyl-9H-purinové derivaty byly pfipraveny z 2,6-dichlorpurinu.
Prvné byl purin modifikovan v pozici N9 reakci 2,6-dichlorpurinu s odpovidajicim
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benzylhalogenidem v bezvodém N, N-dimethylformamidu a v pfitomnosti uhli¢itanu draselného,
piipadné reakci s odpovidajicim benzylalkoholem za pouziti Mitsunobuovy reakce. V piipadé
C2,C6 symetrickych latek byly substituenty na pozice C2 a C6 ptipojeny v jednom kroku zahtivani
2,6-dichlor-9-benzyl-9H-purinu na 165 °C s nadbytkem odpovidajiciho cyklického aminu a
Hiinigovy baze. C2,C6-asymetrické derivaty byly pfipraveny ve dvou krocich, kdy v prvnim kroku
byl nukleofilni substituci zaveden substituent do polohy C6 reakci 2,6-dichlor-9-benzyl-9H-purinu
s cyklickym aminem a triethylaminem v refluxujicim propanolu. Nasledn¢ byla provedena
substituce v pozici C2 za stejnych podminek jako v ptipadé C2,C6 symetrickych latek.

Modifikace purinu v poloze N9:
A) Reakce 2,6-dichlorpurinu s benzylhalogenidy

2,6-Dichlorpurin (2 g,10,58 mmol) a uhli¢itan draselny (4,39 g, 31,74 mmol) byl pod argonovonou
atmosférou rozsuspendovan v suchém N,N-dimethylformamidu (53 ml) a michdn 30 minut za
teploty mistnosti. K suspenzi byl pfikapan benzylhalogenid (12,70 mmol) a reakéni smes byla
michéna za teploty mistnosti dalSich 16 h. Vysledna suspenze byla nalita do ledové vody (300 ml)
a extrahovana ethylacetatem (6x 30 ml). Spojené organické frakce byly promyty solankou (2x
50 ml), vysuSeny (Na,SO4) a odpafeny za snizeného tlaku. N9-izomer byl ziskan preciSténim na
silikagelu pomoci sloupcové chromatografie za pouziti mobilni faze petrolether/ethylacetat 4:1
s naslednym gradientem ethylacetatu.

Priklad 1 — 9-benzyl-2,6-dichlor-9H-purin

Ptipraven z 2,6-dichlorpurinu a benzylbromidu. Bila pevna latka, sumarni vzorec: Ci2HgCl>Na,
vytézek (%): 53. HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min.; %): 26,18; 98.0.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 2794 (100, [*CI-M+H]"), 281,4 (79, [F’CI-M+H]"). EA (%C, %H,
%N, kalk./anal.): 51,64/51,19; 2,89/2,54; 20,07/19,43. '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
5,49 (s, 2H); 7,29-7,37 (m, 5H); 8,83 (s, 1H). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,0; 2x
127,5; 128,0; 2x 128,7; 130,4; 135,5; 148,3; 149,7; 151,0; 153,3.

Priklad 2 — 2,6-dichlor-9-(2,6-dichlorbenzyl)-9 H-purin

Ptipraven z 2,6-dichlorpurinu a 2,6-dichlorbenzylbromidu. Bild pevna latka, sumarni vzorec:
Ci2H6CliNy, vytézek (%): 55. HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min.; %): 27,75; 98,5%. ESI'-
MS m/z (rel. int. %, ion): 347,4 [**CI-M+H]"), 349,4 (79, [*’CI-M+H]"). EA (%C, %H, %N,
kalk./anal.): 41,41/ 41,65; 1,74/ 1,59; 16,10/16,49. '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 5,67
(s, 2H); 7,47 (dd, J=8.9; 7,3 Hz, 1H); 7,57 (d, J=7,9 Hz, 2H); 8,61 (s, I1H). *C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds) & (ppm): 43,7; 2x 129,1; 129,5; 130,2; 131,7; 2x 136,0; 148,1; 149,8; 151,1; 153,3.

B) Reakce 2,6-dichlorpurinu s benzylalkoholy pomoci Mitsunobuovy reakce

DIAD (diisopropylazodikarboxylat, 625 ul, 3,18 mmol) byl pod argonovou atmosférou piikapan
do roztoku 2,6-dichlorpurinu (0,5 g, 2,65 mmol), benzylalkoholu (3,18 mmol) a trifenyfosfinu
(833 mg, 3,18 mmol) v suchém THF (tetrahydrofuran, 18 ml). Reakéni smes byla michdna jednu
hodinu za teploty mistnosti a poté za snizeného tlaku odpafena. VétSina vedlej$iho produktu
(trifenylfosfinoxidu) byla odstranéna rekrystalizaci v horkém toluenu (10 ml). Surovy produkt byl
posléze precistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu s pouzitim mobilni faze
petrolether/ethylacetat 5:1 s naslednym gradientem ethylacetatu.

Ptiklad 3 — 2,6-dichlor-9-(2-methoxybenzyl)-9H-purin

Pfipraven z 2,6-dichlorpurinu a 2-methoxybenzylalkoholu. Bild pevna latka, sumarni vzorec:
Ci3H10CLN4O, vytézek (%): 49. HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min.; %): 26,25; 98,9. ESI*-
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MS m/z (rel. int. %, ion): 309,4 (100, [33CI-M+H]"); 311,4 (78, [*’CI-M+H]"). EA (%C, %H, %N,
kalk./anal.): 55,51/54,88; 3,26/3,59; 18,12/17,51. '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,80
(s, 3H); 5,40 (s, 2H); 6,91 (td, J=7,4; 1,0 Hz, 1H); 7,03 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,13 (dd, /=7.,3; 1,5
Hz, 1H); 7,32 (td, J = 7,9; 1,5 Hz, 1H); 8,70 (s, 1H). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
43.2:55.4;111,0; 120,4; 122,9; 129,3; 129.,9; 130,3; 148,8; 149,6; 150,9; 153.4; 156,9.

Ptiklad 4 — 2,6-dichlor-9-(2-chlorbenzyl)-9 H-purin

Pfipraven z 2,6-dichlorpurinu a 2-chlorbenzylalkoholu. Bild pevnd latka, sumérni vzorec:
Ci2H7Cl3Ny, vytézek (%): 53. HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min.; %): 27,23; 97,2.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 313,4 (99, [**CI-M+H]"); 315,4 (100, [*’CI-M+H]"). EA (%C, %H,
%N, kalk./anal.): 45,96/45,87; 2,25/2,19; 17,87/18,12. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
5,57 (s, 2H); 7,14 (dd, J=7,6; 1,2 Hz, 1H); 7,30 (td, J=7,6; 1,0 Hz, 1H); 7,37 (td, J=7,7; 1,6 Hz,
1H); 7,52 (dd, J=7,9; 0,9 Hz, 1H); 8,77 (s, 1H). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 45,2;
127,7; 2% 129,6; 130,0; 130,5; 132,1; 132,6; 148,6; 149,9; 151,1; 153,5.

Ptiklad 5 — 9-(2-brombenzyl)-2,6-dichlor-9H-purin

Pripraven z 2,6-dichlorpurinu a 2-brombenzylalkoholu. Bild pevna latka, sumarni vzorec:
Ci2H7BrClLN4, vytézek (%): 62. HPLC-UV/VIS retencni cas, Cistota (min.; %): 23,08; 97,1.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 357,1 (100, [*3C1-35C1-Br-M+H]"); 359,0 (97, [*C1-"C]-Br-
M+H]", [$CI-¥CI13'Br-M+HT"); 361,0 (62, ['CI-'CI-°Br-M+H]’, [**CI-7CI-*'Br-M+H]"). EA
(%C, %H, %N, kalk./anal.): 40,26/40,33; 1,97/2,23; 15,65/15,32. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds)
§ (ppm): 5,53 (s, 2H); 7,05 (dd, J = 7,5; 1,7 Hz, 1H); 7,30 (td, J = 7,6; 1,8 Hz, 1H); 7,34 (td, J =
7,5; 1,4 Hz, 1H); 7,70 (dd, J = 7,8; 1,4 Hz, 1H); 8,76 (s, 1H).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,6; 122,1; 128,2; 129,4; 130,2; 130,5; 132,9; 134,1;
148,6; 149,9; 151,1; 153,6.

Tabulka 1. Priklady pfipravenych 2,6-dichlor-9-benzyl-9H-purinovych derivatt

SUBSTITUENT NA . MS
PURINU CHN ANALYZA ANALYZA
0, L)) (1)
Latka N9 [ /i’kcalk/"/fna{“]N | [M+H]*

1 2-methylbenzyl 53,26/53,48; 3,44/3,66; 19,11/19,35 293
2 3-methylbenzyl 53,26/53,32; 3,44/3,61; 19,11/19,05 293
3 4-methylbenzyl 53,26/53,30; 3,44/3,26; 19,11/19,00 293
4 2-hydroxybenzyl 48,84/49,05; 2,73/2,91; 18,98/19,17 295
5 3-hydroxybenzyl 48,84/48,64; 2,73/2,69; 18,98/18,62 295
6 4-hydroxybenzyl 48,84/48,77; 2,73/2,45; 18,98/18,59 295
7 3-methoxybenzyl 50,51/50,55; 3,26/3,29; 18,12/18.20 309
8 4-methoxybenzyl 50,51/50,23; 3,26/3,48; 18,12/18.,49 309
9 2-fluorbenzyl 48,51/48,61; 2,37/2,43; 18,86/19,12 297
10 3-fluorbenzyl 48,51/48,62; 2,37/2,46; 18,86/19,05 297
11 4-fluorbenzyl 48,51/48,33; 2,37/2,49; 18,86/18,61 297
12 3-chlorbenzyl 45,96/45,83; 2,25/2,12; 17,87/17,98 312
13 4-chlorbenzyl 45,96/46,29; 2,25/2,41; 17,87/18,03 312
14 3-brombenzyl 40,26/40,00; 1,97/2,06; 15,65/15,38 356
15 4-brombenzyl 40,26/40,51; 1,97/1,79; 15,65/15,83 356
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Syntéza C2,C6-symetrickych latek

9-Benzyl-2,6-dichlor-9H-purin (0,485 mmol) byl zahifivan 4h na 165 °C s odpovidajicim
cyklickym aminem (7,28 mmol) a Hiinigovou bazi (422 pl, 2,43 mmol). Po ochlazeni byla reak¢ni
smés nafedéna vodou (10 ml) a extrahovana chloroformem (4% 10 ml). Spojené organické frakce
byly promyty solankou (10 ml), vysuseny (Na>SOs) a odpaieny za snizeného tlaku. Surovy produkt
byl ptecistén na silikagelu pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi petrolether/ethylacetat
5:1 s naslednym gradientem ethylacetatu.

Ptiklad 6 — 9-benzyl-2,6-di(piperidin-1-yl)-9H-purin

Pfipraven z 9-benzyl-2,6-dichlor-9H-purinu a piperidinu. Pevna bila latka, sumarni vzorec:
C22HasNs, vytézek (%): 70. HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min.; %): 35,30; 99,9. ESI*-MS
m/z (rel. int. %, ion): 377,7 (100, [M+H]"). EA (%C, %H, %N, kalk./anal.): 70,18/69,43; 7,50/7,78,
22,32/21,94. "H NMR (500 MHz, DMSO-d) & (ppm): 1,47-1,48 (m, 4H); 1,52-1,53 (m, 6H); 1,62
(s, 2H); 3,66 (s, 4H); 4,07 (bs, 4H); 5,19 (s, 2H); 7,25-7,26 (m, 1H); 7,29-7,32 (m, 4H); 7,85 (s,
1H). BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 24,3; 24,5; 2x 25.2; 2x 25,5; 44,8; 2x 45.3; 2x
45,6; 112,8; 127,5; 2% 127,8; 2x 128,5; 136,6; 137,5; 152,8; 153,2; 158,0.

Priklad 7 — 9-(3-hydroxybenzyl)-2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin

Ptipraven z 2,6-dichlor-9-(3-hydroxybenzyl)-9H-purinu a pyrrolidinu. Pevna bila latka, sumarni
vzorec: CoH2NgO, vytézek (%): 72. HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min.; %): 29,03; 98,2.
EST-MS m/z (rel. int. %, ion): 365,7 (100, [M+H]"). EA (%C, %H, %N, kalk./anal.): 65,91/65,67,
6,64/6,42,23,06/23,28. 'TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,84-1,87 (m, 8H); 3,45-3,47 (m,
4H); 3,59 (bs, 2H); 3,95 (bs, 2H); 5,10 (s, 2H); 6,63-6,64 (m, 2H); 6,73 (d, J= 7,3 Hz, 1H); 7,09
(t, J= 7,8 Hz, 1H); 7,74 (s, 1H); 9,40 (s, IH)."*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 23,6; 2x
25,1; 25,7; 45,3; 3x 46,3; 48,0; 113,1; 114,3; 114,4; 118,1; 129,5; 136,6; 139,1; 152,3; 152,5;
157,3; 157 4.

Ptiklad 8 — 9-(2-methoxybenzyl)-2,6-dimorfolino-9H-purin

Ptipraven z 2,6-dichlor-9-(2-methoxybenzyl)-9H-purinu a morfolinu. Bila pevna latka, sumarni
vzorec: C21Ha6NeOs, vytézek (%): 88. HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min.; %): 27,90; 99.9.
ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 411,8 (100, [M+H]"). EA (%C, %H, %N, kalk./anal.): 61,45/61,39;
6,38/6,11;20,47/20,59. 'TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 3,60 (bs, 8H); 3,66 (bs, 4H); 3,82
(s, 3H); 4,10 (bs, 4H); 5,15 (s, 2H); 6,86 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 6,99-7,02 (m, 2H); 7,26 (t, J=7,3 Hz,
1H); 7,80 (s, 1H).">*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 41,3; 2x 44,6; 2x 45,0; 55,4; 2x 66,0;
2% 66,2; 110,8; 113,3; 120,2; 124,5; 129,1; 129,3; 137,9; 152,9; 153,2; 156,7; 158,0.

Ptiklad 9 — 9-(2-brombenzyl)-2,6-dithiomorfolino-9H-purin

Pripraven z 9-(2-brombenzyl)-2,6-dichlor-9H-purinu a thiomorfolinu. Nazloutld pevna latka,
sumarni vzorec: CoH2BrNeS,, vytézek (%): 65. HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min.; %):
35,67; 99,9. ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 491,9 (87, ["Br-M+H]"); 493,9 (100, [*'Br-M+H]").
EA (%C, %H, %N, kalk./anal.): 48,88/48,85; 4,72/4,77; 17,10/17,15. "H-NMR (500 MHz, DMSO-
ds) 6 (ppm): 2,49-2,51 (m, 4H); 2,64-2,66 (m, 4H); 3,95-3,97 (m, 4H); 4,39 (bs, 4H); 5,29 (s, 2H);
7,15 (dd, J=17,6; 1,2 Hz, 1H); 7,24 (td, J=7,6; 1,4 Hz, 1H); 7,33 (t, J= 7,2 Hz, 1H); 7,64 (d, J =
7,0 Hz, 1H); 7,92 (s, 1H). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 25,5; 2x 26,2; 46,3; 3%
46,6;47,3; 112,9; 122,6; 127,9; 129,8; 130,3; 132,7; 135,6; 137,7; 153,0; 153,1; 157,2.
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Priklad 10 — 9-(2,6-dichlorbenzyl)-2,6-di(pyrrolidin-1-y1)-9 H-purin

Ptipraven z 9-(2,6-dichlorbenzyl)-2,6-dichlor-9H-purinu a pyrrolidinu. Bila pevna latka, sumarni
vzorec: CooH2CloNs, vytézek (9%): 46. HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min.; %): 35,37; 99.9.
ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 417,8 (99, [**CI-M+H]"); 419,8 (100, [*’CI-M+H]"). EA (%C, %H,
%N, kalk./anal.): 57,56/57,58; 5,31/5,33; 20,14/20,10. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
1,81-1,87 (m, 8H); 3,36-3,38 (m, 4H); 3,55 (bs, 2H); 3,91 (bs, 2H); 5,38 (s, 2H); 7,38 (dd, J = 8,6;

7,6 Hz, 1H); 7,49 (d, J = 7.9 Hz, 2H); 7,54 (s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 23,6; 2% 25,0; 25,7; 42,4; 3% 46,2; 48,0; 112,9; 2x 128,7;
130,8; 131,1; 136,0; 2x 136,5; 152,3; 152.4; 157,0.

Tabulka 2. Ptiklady pfipravenych C2,C6-symetrickych 9-benzyl-9H-purinovych derivatl

SUBSTITUENT NA PURINU CHN ANALYZA ANiVI[i’(Z A
Latka C2+C6 N9 [o/flgll‘:/?/i;:f]m [M+H]*
1 azetidin-1-yl benzyl 67’48/2667’ ’2233/;2225(9)/ 6,42, 321
2 pyrrolidin-1-yl benzyl 68’94/264%’1827/522:2;” 6.63; 349
3 azepan-1-yl benzyl 7 ’25/2701’ ’7175/;2322;/8’02; 405
4 morfolino benzyl 63, 14/2623”0392/’232? 8/6’ 15 381
5 thiomorfolino benzyl 3 8’22/2507’ ’38;;’28:22/5 ~9; 413
6 piperazin-1-yl benzyl 63 ’47/2693’ ’6518/;28?(2)/6’86; 379
7 methylf)i‘i;lf)lerazin- benzyl 65 ’00/26; ’5663/;2;3411/7’29; 407
8 piperazin-1-yl methyzl‘;)enzyl 64’26/2623, ’595%;2;;2/7,36; 393
? pyrrolidin-1-yl methyzl‘;)enzyl 03 8/2639, ,1395/;2;??/7’ & 363
10 azetidin-1-yl methyzll_oenzyl 68’24/2658, ’1439/;2461223/6,82; 335
1 thiomorfolino methyzl‘;)enzyl i 2/1598, ,7807/;1 gz 11;2‘/6’45; 427
13 morfolino methy31‘;)enzyl * ,94/2613, ,3606/;2%23/6’6 : 395
15 pyrrolidin-1-yl methy:il_oenzyl 0 8/2639, ’16;72;53/7,28; 363
16 azepan-1-yl methy31‘;)enzyl ! ,74/2701,,0785/;1 2252/8’26; 419
17 piperidin-1-yl methy‘il_oenzyl 70’74/271%562(;;212241‘/7,8 : 391
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4-

68,24/68,15; 6,63/6,54;

18 azetidin-1-yl methylbenzyl 25137531 335
19 morfolino methy‘h—)enzﬂ 63,94/2613, ,3908/;2 ?:8461/6,87; 105
20 pyrrolidin-1-yl meth;l—)enzyl 69,58/2639’,1899/;2 323;/7,17; 163
TR e
2| piperidin-lyl | fy‘benzyl 6732/2617’2‘16/;2 Z:ég/ml; 393
23 | pyrolidin-1-yl |y é—benm 65,91/2635’,0763/;2 322471/6,89; 265
24 piperazin-1-yl hydro xz};benzyl 60, 89/2 680,21717/;2 g:g;‘/ 6,36; 395
25 azetidin-1-yl hydrox33;benzyl 64,27/2 6:;183/,2 i zzz/ 6,06; 137
26 pyrrolidin-1-yl hydro;;benzyl 65,91/2635’,0863/;2 gzgg/6,4g; 26
i methy%yjle rezin- hydrojy—benzyl 62’54/2662,’5821/;22}112/7’26; 423
28 thiomorfolino hy dl‘OX3};benzyl 5 6’05/1596’&%;1 g zg;‘/ 5,61; 429
29 | piperidin-lyl | dro;y'benzyl 67,32/2617’2‘117/;2 Z:ézﬂ,%; 393
30 pyrrolidin-1-yl hydro ;};benzyl 65,9 1/2 636’6168/;2 22?451/6,68 ; 365
31 morfolino hydro :);benzyl 60,5 9/2 610’,2401/;2 ?:é(g)/ 6,15; 397
2 aetidinlyl | ;‘y'benzyl 64,27/2 6:,9383/;2 ‘5‘:22/6,13; 337
33 azepan-1-yl hydro;};benzyl 68’54/1698, ,9983/;2(7)23?7’49; 421
34 piperazin-1-yl hy drO;};benzyl 60589/2 681,;1115/ ,2 gf‘l‘/ 6,55; 305
35 pyrrolidin-1-yl etho f}-/benzyl 66,64/2 626,,2812/,2 g:gé/ 6,84; 37
36 azetidin-1-yl | fy-benzyl 65,12/2635,,93;;2 22;2/6,47; 351
38 thiomorfolino me tho;’}-/benzyl 56’99/1586”9797/;1 3232/6’ 14 443
39 piperidin-1-yl methos;benm 67,95/2607’,6671/;2 82343;/7,3 5 407
9 azepan-1-yl methosglbenzyl 69,09/1699, :3442/;1 ;:§2/7’63; 435
41 piperazin-1-yl methos}_/benzyl 61 ,74/2 671,11633/;2 gﬁ;ﬁ ,15; 200
42 | pyrrolidin-1-yl methosy'benzyl 66,64/2626:2312/;2 2222/7,23; 379
43 morfolino . ;;benzﬂ 61,45/2601;‘2;;2 (6):32/6,63 : a1
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4-

67,95/68,13; 7,44/7,16;

44 piperidin-l-yl o oxybenzyl 20,67/20.81 407
o 4- 65,12/65,03; 6,33/6,28;
45 | azetidinlyl o oxybenzyl 23,98/23.81 351
- 4- 66,64/66,56; 6,92/7,01;
46 | pyrrolidin-1-yl - oxybenzyl 2221/22.13 379
. . 60,59/60,38; 6,36/6,49;
47 piperazin-1-yl 2-fluorbenzyl 28.26/28.56 396
- 63,89/63,61; 5,66/5,72;
48 azetidin-1-yl 2-fluorbenzyl 24.84/24.91 338
. 60,29/60,35; 5,82/5,68;
49 morfolino 2-fluorbenzyl 21,09/21.22 398
- 65,55/65,60; 6,33/6,40;
50 pyrrolidin-1-yl 3-fluorbenzyl 22.93/23.01 366
68,22/68,00; 7,93/8,15;
51 azepan-1-yl 3-fluorbenzyl 19.89/20.13 422
. . 60,59/60,68; 6,36/6,21;
52 piperazin-1-yl 4-fluorbenzyl 28.26/28.39 396
. . 55,79/55,77; 5,38/5,36;
53 thiomorfolino 4-fluorbenzyl 19,52/19.55 430
o 66,98/66,71; 6,90/6,82;
54 piperidin-1-yl 4-fluorbenzyl 21.30/21.44 394
4-
. : 62,24/62,38; 6,89/7,21;
55 methylf_l}ll)lerazm— 4-fluorbenzyl 26.40/26.22 424
T 64,30/64,61; 6,62/6,35;
56 piperidin-1-yl 2-chlorbenzyl 20,45/20.34 411
. 57,90/57,96; 5,59/5,70;
57 morfolino 2-chlorbenzyl 20.26/20.44 415
. . 58,17/58,15; 6,10/6,10;
58 piperazin-1-yl 2-chlorbenzyl 27.14/27.18 413
4-
. . 59,92/60,05; 6,63/6,78;
59 methylf_l}ll)lerazm- 2-chlorbenzyl 25,41/25.39 441
- 60,93/60,85; 5,40/5,27;
60 azetidin-1-yl 3-chlorbenzyl 23.68/23.84 354
- 62,74/62,57; 6,05/5,87;
61 pyrrolidin-1-yl 3-chlorbenzyl 21.95/22.09 382
65,66/65,48; 7,12/6,98;
62 azepan-1-yl 4-chlorbenzyl 19,14/19.05 438
. . 53,74/53,86; 5,19/5,01;
63 thiomorfolino 4-chlorbenzyl 18,80/18.99 447
. . 58,17/58,15; 6,10/6,10;
64 piperazin-1-yl 4-chlorbenzyl 27.14/27.18 413
59,63/59,75; 6,46/6,51;
65 azepan-1-yl 2-brombenzyl 17.38/17.46 483
Y 58,02/57,98; 5,98/6,21;
66 piperidin-1-yl 2-brombenzyl 18,45/18.65 455
4-
. . 54,43/54,52; 6,02/6,14;
67 methyllp_l}ll)lerazm- 2-brombenzyl 23.08/22.76 485
- 56,21/56,22; 5,42/5,40;
68 pyrrolidin-1-yl 3-brombenzyl 19.67/19.78 427
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69 thiomorfolino 3-brombenzyl 438 8/1475, ’10 01/;12:;‘;“/4’5 L 491
70 azepan-1-yl 4-brombenzyl 59’63/1579’ ;5787/;1 2:3?/6,53 ; 483
71 morfolino 4-brombenzyl 52’30/1582, ’;09/;1 2222/4’8 L 459
72 piperidin-iyl | d-brombenzyl | >SOZRBEESINOLS 455
73 azetidin-1-yl dichli’r?)_enzyl 55’54/2515,’569%;241%22/4’71; 389
74 | pyrrolidin-1-yl dichli’r?)-enzyl 57’56/25()7,’144%;1312;/5’33; 418
5 ppemn | gt s 7
76 morfolino dichli’r?)-enzyl 53’46/1583,?06/;131342‘/5’06; 449

Syntéza C2,C6-asymetrickych latek:
A) Nukleofilni substituce na purinu v pozici C6

Suspenze 9-benzyl-2,6-dichlor-9H-purinu (0,717 mmol), cyklického aminu (0.860 mmol) a
triethylaminu (250 pl, 1,793 mmol) byla 4 h refluxovana v n-propanolu (7,17 ml). Nésledné byla
reakéni smés odpafena za sniZzeného tlaku. Odparek byl roziedén vodou (15 ml) a extrahovan
ethylacetatem (5x 10 ml). Spojené organické frakce byly promyty solankou (15 ml), vysuseny

(NaxSOs4) a odpateny za snizené¢ho tlaku. Surovy produkt byl ptecistén na silikagelu pomoci
sloupcové chromatografie s mobilni fazi petrolether/ethylacetat 8:1 s gradientem ethylacetatu.

Priklad 11— 9-benzyl-2-chlor-6-(piperidin-1-yl)-9H-purin

Bezbarvy olej, sumarni vzorec: Ci7HisCINs, vytézek (%): 98. HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota
(min.; %): 29,65; 99.,4. ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 328,6 (100, [**CI-M+H]"); 330,6 (52, [*’Cl-
M+H]"). EA (%C, %H, %N, kalk./anal.): 62,29/61,92; 5,53/5,73; 21,36/20,97. 'H-NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 1,55 (s, 4H); 1,61-1,64 (m, 2H); 3,83 (s, 2H); 4,43 (bs, 2H); 5,33
(s, 2H); 7,25-7,34 (m, 5H); 8,26 (s, 1H). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 24,0; 2x 25,6;
44.5;46,2;46,8; 117,8; 2x 127,3; 127,8; 2x 128,7; 136,6; 140,1; 151,5; 152,8; 153,2.

B) Nukleofilni substituce na purinu v pozici C2

9-Benzyl-2-chlor-6-substituovany-9H-purin (0,342 mmol) byl zahfivan na 165 °C s cyklickym
aminem (5,13 mmol) a Hiinigovou bazi (296 pl, 1,71 mmol) po dobu 4 h. Po ochlazeni byla smés
natfedéna vodou (10 ml) a extrahovana chloroformem (5% 10 ml). Spojené organické frakce byly
promyty solankou (10 ml), vysuSeny (Na,SO4) a opafeny za snizeného tlaku. Surovy produkt byl
precistén na silikagelu pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi petrolether/ethylacetat
10:1 s gradientem ethylacetatu.

Ptiklad 12 — 9-benzyl-2-(piperidin-1-yl)-6-(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C21H26Ne, vytézek (%): 68. HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota
(min.; %): 33,38; 99,9. ESI"-MS m/z (rel. int. %, ion): 363,7 (100, [M+H]"). EA (%C, %H, %N,
kalk./anal.): 69,58/69,42; 7,23/7,15; 23,19/23,41. '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,44-
1,49 (m, 4H); 1,54-1,57 (m, 2H); 1,89 (bs, 4H); 3,54 (bs, 2H); 3,67-3,69 (m, 4H); 3,95 (bs, 2H);
5,19 (s, 2H); 7,27-7,23 (m, 1H); 7,31 (d, J = 4,3 Hz, 4H); 7,81 (s, 1H). *C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm): 23.6; 24.5; 2x 25.2; 25.9; 2x 44.8; 45.5; 46.5; 48.0; 113.2; 127.5; 2% 127.7,
2% 128.5; 137.1; 137.6; 152.2; 152.5; 158.3.
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Priklad 13 — 9-benzyl-6-(piperidin-1-yl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C21Ha6Ne, vytézek (%): 74. HPLC-UV/VIS retencni cas, Cistota
(min.; %): 33,53; 99,9. ESI"-MS m/z (rel. int. %, ion): 363,7 (100, [M+H]"). EA (%C, %H, %N,
kalk./anal.): 69,58/69,49; 7,23/7,51; 23,19/23,02. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,49-
1,54 (m, 4H); 1,60-1,62 (m, 2H); 1,85-1,87 (m, 4H); 3,44 (t, J = 6,6 Hz, 4H); 4,09 (bs, 3H); 5,18
(s, 2H); 7,23-7,27 (m, 1H); 7,30-7,33 (m, 2H); 7,34-7,35 (m, 2H); 7,82 (s, 1H).1*C-NMR (125
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 24,4; 2% 25,0; 2x 25,6; 2% 45,3; 45,6; 2x 46,3; 112,7; 127,5; 2% 127,8;
2% 128,5; 136,0; 137,5; 152,9; 153,1; 156,9.

Ptiklad 14 — 9-(2,6-dichlorbenzyl)-2-morfolino-6-(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C0H2.CLNgO, vytézek (%): 62. HPLC-UV/VIS retencni Cas,
Sistota (min.; %): 31,17; 98,1. ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 433,7 (98, [**CI-M+H]"); 435,7 (100,
[*"CI-M+H]"). EA (%C, %H, %N, kalk./anal.): 55,43/55,59; 5,12/5,26; 19,39/19,66. 'H-NMR (500
MHz,) 6 (ppm): 1,96 (bs, 4H); 3,68 (bs, 2H); 3,76-3,80 (m, 8H); 4,07 (bs, 2H); 5,48 (s, 2H); 7,24
(t,J= 8,1 Hz, 1H); 7,35-7,37 (m, 3H). *C-NMR (125 MHz, CDCI;) & (ppm): 24,0; 26,3; 42.4; 2x
45,1, 47,1; 48,3; 2x 67,0; 113,7; 2x 128,6; 130,3; 131,2; 135,9; 2x 136,7; 152,2; 152,7; 158,8.

Priklad 15 — 9-(2,6-dichlorbenzyl)-6-morfolino-2-thiomorfolino-9H-purin

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C20H2.ClN6OS, vytézek (%): 58. HPLC-UV/VIS retencni Cas,
Cistota (min.; %): 32,77; 99,8. ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 465,8 (100, [**CI-M+H]"); 467,8 (85,
[*’CI-M+H]"). EA (%C, %H, %N, kalk./anal.): 51,61/51,75; 4,76/4,82; 18,06/18,21. "H-NMR (500
MHz, CDCl3) & (ppm): 2,59-2,61 (m, 4H); 3,79-3,81 (m, 4H); 4,11-4,13 (m, 4H); 4,17 (bs, 4H);
5,48 (s, 2H); 7,25 (dd, J = 8,6; 7,3 Hz, 1H); 7,36 (d, J = 7,9 Hz, 2H); 7,40 (s, 1H). *C-NMR (125
MHz, CDCIl3) & (ppm): 2% 26,5; 42,6; 2x 45,2; 2x 47,1; 2x 66,9; 113,4; 2x 128,6; 130,3; 131,0;
136,0; 2x 136,7; 153,2; 153,8; 157,5.

Tabulka 2. Priklady ptipravenych C2,C6-asymetrickych 9-benzyl-9H-purinovych derivati

SUBSTITUENT NA PURINU CHN MS
ANALYZA ANALYZ
A
Latk C2 Co N9 [%C, %H, %N] [M+H]*

a [kalk./anal.]

77 | piperidin-1-yl | pyrrolidin-1- benzyl 69,58/69,52; 7,23/7,27, 363
yl 23,19/23,22

78 pyrrolidin-1- | piperidin-1- benzyl 69,58/69,63; 7,23/7,21; 363
yl yl 23,19/23,16

79 morfolino piperidin-1- benzyl 66,64/66,84; 6,92/6,81; 379
yl 22,21/22,40

80 | piperidin-1-yl | morfolino benzyl 66,64/66,81; 6,92/7,25; 379
22,21/22,09

81 pyrrolidin-1- morfolino benzyl 65,91/65,87; 6,64/6,98; 365
yl 23,06/22,86

82 piperazin-1- | azetidin-1-yl 2- 66,09/65,84; 6,93/7,13; 363
yl methylbenzyl 26,98/27,04

83 morfolino pyrrolidin-1- 2- 66,64/66,48; 6,92/7,09; 378
yl methylbenzyl 22,21/22,51

84 | piperidin-1-yl 4- 3- 68,12/68,03; 7,70/7,81; 405
methylpipera | methylbenzyl 24,18/24,16

zi n-1-yl
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85 azepan-1-yl | pyrrolidin-1- 3- 70,74/70,68; 7,74/7,92; 390
yl methylbenzyl 21,52/21,41
86 piperazin-1- | thiomorfolin 4- 61,59/61,74; 6,64/6,49; 409
yl 0 methylbenzyl 23,94/24,06
87 azetidin-1-yl | piperidin-1- 4- 69,58/69,35; 7,23/7,44; 362
yl methylbenzyl 23,19/23,21
88 morfolino 4- 2- 61,60/61,72; 6,65/6,36; 409
methylpipera | hydroxybenzyl 23,94/24,12
zi n-1-yl
89 azetidin-1-yl | pyrrolidin-1- 2- 65,12/65,00; 6,33/6,17; 350
yl hydroxybenzyl 23,98/24,28
90 4- piperidin-1- 3- 64,84/64,59; 7,17/7,36; 407
methylpipera yl hydroxybenzyl 24,06/23,81
zin-1-yl
91 azepan-1-yl | azetidin-1-yl 3- 66,64/66,27; 6,92/7,09; 378
hydroxybenzyl 22,21/22 48
92 piperazin-1- morfolino 3- 60,74/60,61; 6,37/6,45; 395
yl hydroxybenzyl 24,79/24,54
93 pyrrolidin-1- | azepan-1-yl 4- 67,32/67,41; 7,19/7,26; 392
yl hydroxybenzyl 21,41/21,38
94 | thiomorfolino | piperazin-1- 4- 58,37/58,42; 6,12/5,97; 411
yl hydroxybenzyl 23,83/24,00
95 | piperidin-1-yl 4- 2- 65,53/65,27; 7,41/7,35; 421
methylpipera | methoxybenzy 23,26/23,59
zi n-1-yl 1
96 azetidin-1-yl | thiomorfolin 2- 60,58/50,73; 6,10/6,04; 396
0 methoxybenzy 21,20/21,39
1
97 morfolino pyrrolidin-1- 2- 63,94/64,06; 6,64/6,78; 394
yl methoxybenzy 21,30/21,42
1
98 4- azepan-1-yl 3- 66,18/65,81; 7,64/7,49; 435
methylpipera methoxybenzy 22,51/22,36
zin-1-yl 1
99 pyrrolidin-1- | piperidin-1- 3- 67,32/67,41; 7,19/7,02; 392
yl yl methoxybenzy 21,41/21,56
1
100 piperazin-1- 4- 4- 62,54/62,67; 7,16/7,28,; 422
yl methylpipera | methoxybenzy 26,52/26,34
zin-1-yl 1
101 | thiomorfolino | azetidin-1-yl 4- 60,58/60,64; 6,10/6,22; 396
methoxybenzy 21,20/21,09
1
102 azepan-1-yl | pyrrolidin-1- | 2-chlorbenzyl | 64,30/64,32; 6,62/6,70; 410
yl 20,45/20,34
103 4- thiomorfolin | 2-chlorbenzyl | 56,81/57,21; 5,90/5,63; 443
methylpipera 0 22,08/22,17
zin-1-yl
104 | azetidin-1-yl | piperazin-1- | 3-chlorbenzyl | 59,45/59,32; 5,78/5,91; 383
yl 25,54/25,49
105 | pyrrolidin-1- | piperidin-1- | 4-chlorbenzyl | 63,55/63,36; 6,35/6,52; 396
yl yl 21,17/21,19
106 morfolino azepan-1-yl | 4-chlorbenzyl | 61,89/62,16; 6,37/6,03; 426
19,68/19,91
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107 | thiomorfolino 4- 4-chlorbenzyl | 56,81/56,92; 5,90/6,00; 443
methylpipera 22,08/22,28
zin-1-yl
108 | piperidin-1-yl morfolino 2-brombenzyl | 55,15/5,18; 5,51/5,49; 457
18,37/18,42
109 piperazin-1- azepan-1-yl | 3-brombenzyl | 56,17/56,28; 6,00/5,84; 470
yl 20,84/20,96
110 4- pyrrolidin-1- | 3-brombenzyl | 55,27/55,36; 5,74/5,37,; 456
methylpipera yl 21,48/21,55
zin-1-yl
111 morfolino azetidin-1-yl | 3-brombenzyl | 53,16/53,00; 4,93/5,13; 429
19,58/19,61
112 | piperidin-1-yl 4- 4-brombenzyl | 56,17/56,29; 6,00/6,35; 470
methylpipera 20,84/20,71
zin-1-yl
113 azepan-1-yl | piperidin-1- | 4-brombenzyl | 58,85/59,07; 6,23/6,03; 469
yl 17,90/17,69
114 piperazin-1- | azetidin-1-yl | 2-fluorbenzyl | 53,28/53,29; 5,18/5,23; 428
yl 22,89/22.91
115 | azetidin-1-yl morfolino 3-fluorbenzyl | 61,94/62,06; 5,75/5,68; 368
22.,81/22,73
116 4- azepan-1-yl 4-fluorbenzyl | 65,22/65,06; 7,14/7,11; 423
methylpipera 23,15/23,31
zin-1-yl
117 | piperidin-1-yl | pyrrolidin-1- | 4-fluorbenzyl | 66,29/66,45; 6,62/6,45; 380
yl 22,09/22,18
118 | pyrrolidin-1- 4- 2,6- 56,50/56,62; 5,65/5,41; 446
yl methylpipera | dichlorbenzyl 21,97/22,19
zin-1-yl
119 | thiomorfolino | piperazin-1- 2,6- 51,72/51,39; 4,99/5,11; 464
yl dichlorbenzyl 21,11/22,38
120 | azetidin-1-yl | pyrrolidin-1- 2,6- 56,58/56,52; 5,00/5,07; 403
yl dichlorbenzyl 20,84/20,79

Priklad 16 — -Testy viability na lidské neuroblastomové linii SH-SYS5Y (diferenciovany fenotyp)

Lidska neuroblastomova linie SH-SYS5Y (ATCC® CRL-2266), ziskana jako dar od Waltera
d’Acunto (puvodné zakoupena z ATCC — American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA), byla kultivovana v Eaglové médiu modifikovaném podle Dulbecca a Hamové F12 Nutrient
mixu (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium a Ham's F12 Nutrient Mixture (DMEM:F-12, 1:1)
s 10% fetalnim bovinnim sérem (FBS) a 1% penicilin/streptomycin mixem v inkubatoru pti 37 °C
v 5% CO3, 95% vzduchu a humifikované atmosféte. Limit pasazovani byl do ATCC+15. Test byl
zahdjen bunécnou nasadou na 96-jamkoveé desky (7000 buiikami SH-SYSY na jamku). Dalsi den,
SH-SYS5Y buiiky podstoupily diferenciacni proceduru pomoci all-trans retinové kyseliny (ATRA)
po dobu 48 h (ATRA 10 uM). Po 48 hodinach bylo staré¢ DMEM/F12 médium vyménéno Cerstvym
médiem obsahujicim testované latky v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM po dobu 24 h. Testovan¢ latky
byly rozpustény v DMSO a pfidany do média. Maximalni koncentrace DMSO v médiu byla
udrzovana pod 0,1 % (v/v). Viabilita byla méfena pomoci Calcein AM (1 mg/ml, ThermoFisher)
viabilitniho testu. Roztok Calcein AM v PBS (0,5 uM) byl napipetovén k buikdm a inkubovan po
dobu 50 min. Poté byla méfena fluorescence pii 488/517 nm (excitace/emise) pomoci
mikrodesti¢kového readeru Infinite M200 (TECAN). Calcein AM viabilitni test je zalozen na
Stépeni nefluoreskujiciho barviva (Calcein-AM) pomoci intracelularnich esteras zivych bunék na
fluoreskujici barvivo (Calcein), zatimco umirajici buiiky tuto schopnost ztraci. Hodnoty v tabulce
4 vyjadiuji % viability vSech testovanych latek vztazené ke kontrole. Kontrola (médium s DMSO,
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< 0,1 % (v/v)) byla stanovena jako 100 % viability (viz prvni fadek tabulky). Jak je uvedeno v
tabulce 4, vSechny derivaty prokazaly silny stimula¢ni efekt na neuronalnich SH-SYS5Y bunkach.

Tabulka 4. VIiv novych derivati na viabilitu lidské neuroblastomové linie SH-SYSY

(diferenciovany fenotyp)

DMSO pramér 100,00 +SEM 0,84

Latka 0,1 pM +SEM 1 uM +SEM 10 uM +SEM
1 104,80 2,09 114,03 4,68 145,94 3,04
4 106,29 2,13 112,63 3,49 146,44 7,06
5 105,87 1,76 125,72 2,53 128,71 5,16
26 108,14 6,34 119,64 5,70 142,50 4,46
30 99,49 3,12 110,63 3,24 122,84 2,87
35 104,22 1,86 118,77 2,36 135,02 5,53
42 112,01 3,06 127,94 3,61 138,52 2,95
74 111,48 3,05 138,17 2,85 151,69 2,93
77 107,19 4,63 118,15 3,90 116,98 3,96
78 105,72 2,48 120,35 5,02 134,18 2,62

Ptiklad 17 — Viabilitni test na lidské neuroblastomové linii SH-SYS5Y (diferenciovany fenotyp) —
Salsolinolem indukovany model Parkinsonovy choroby (PD)

Podobné¢ jako v ptedchozim testu byly pouzity 96-jamkové desky se 7000 buiikami SH-SY5Y na
jamku. Den po nasadé bunék SH-SY5Y podstoupily buiiky diferencia¢ni proceduru pomoci all-
trans retinové kyseliny (ATRA) po dobu 48 h. (ATRA 10 uM). Po 48 hodinach bylo staré
DMEM/F12 vyménéno Cerstvym médiem obsahujicim samotny 500uM dopaminergni neurotoxin
Salsolinol (SAL) nebo testované latky v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM na dobu 24 h. Deferoxamin
(DFO), Donepezil (DON) a ZM241385 (ZM) byly pouzity jako pozitivni kontroly a pro stratifikaci
aktivit testovanych latek. Po 24 h. byla méfena bunécna viabilita pomoci Calcein AM viabilitniho
testu viz vySe. Salsolinol indukoval vyrazné snizeni viability ¢inici 30,7 %. VSechny testované
latky prokazaly silny protektivni t€inek, a dokonce vyssi Gcinek nez standardni 1éCiva jako jsou
DFO, ZM a DON. Latky 30 a 1 prokazaly nejvyssi protektivni ucinek (26,41 % a 26,08 %), vyssi
neZ pozitivni kontroly v koncentraci 10 uM. Latka 74 prekvapivé projevila silnou neuroprotekci
od koncentrace 1 uM po 10 uM (20,24 % a 22,35 %). Celkové€ vSechny latky prokazaly zna¢nou
ucinnost a vyssi neuroprotektivni efekt pfi 10 uM nez pozitivni kontroly DFO, ZM a DON viz
obrazek 1 a tabulka 5.

Tabulka 5. Neuroprotektivni t¢inky novych C2,C6-disubstituovanych-9-benzyl-9H-purinovych
derivatd na lidské neuroblastomové linii SH-SYSY (diferenciovany fenotyp)

, Neuroprotektivni cinek (% kontroly)
Latka 0,1 M 1 uM 10 uM p-hodnota

ZM241385 (ZM) 1,95 7,03 9,31 >(,001
Deferoxamin (DFQO) 1,43 4,86 10,52 >(,001
Donepezil (DON) 2,76 6,73 14,25 >(0,001
1 N/A 3,03 26,08 >(0,001
4 1,70 8,11 21,12 >(,001
5 7,03 18,72 19,89 >(,001
26 4,90 14,43 20,71 >(,001
30 10,62 16,04 26,41 >(0,001
35 1,19 13,01 19,11 >(,001
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42 6,86 15,44 20,05 >0,001
74 8,57 20,24 22,35 >0,001
77 4,64 12,11 13,8 >0,001
78 N/A 17,95 N/A >0,001

N/A — netestovano

Priklad 18 — -Méfeni oxidativniho stresu na lidské neuroblastomové linii SH-SY5Y — Salsolinolem
indukovany model PD

Testovani bylo provedeno v 96-jamkové desce s 7000 buiitkami na jamku. Dal$i den po nasadé
bunek SH-SYS5Y podstoupily bunky diferenciacni proceduru po 48 h stejn¢ jako v piedchozich
ptikladech. Testovaci procedura zistala stejnd jako v ptfedchozim ptipadu (Viabilitni test —
Salsolinolem indukovany model PD). Dale byly pouzity induktory oxidativniho stresu (OS), 6-
hydroxydopamin (6-OHDA) a glutamat (Glu), jako negativni kontroly. Negativni kontroly urcily
prah excesivniho OS. Po 6 h inkubaci bun¢k s médiem obsahujicim: toxin samotny (SAL 500 uM),
kombinaci toxinu a testovanych latek (SAL 500 uM a testované latky v aktivnich koncentracich: 1
a 10 uM), DMSO kontrolu nebo negativni kontroly, bylo médium vyménéno za PBS roztok s 10uM
dihydroethidiem (DHE), a pot¢ tfepano po dobu 30 min. Po 30 minutach bylo DHE méteno pti 500
nm/580 nm (excitace/emise). DHE je permeabilni barvivo, které je selektivni pro detekci
superoxidového radikalu. Kontrola (médium s DMSQO, 0,1 % (v/v)) byla stanovena jako 100 % OS,
zatimco u Salsolinolu (toxin) se OS zvysil tiikrat, na 335 %. Latky prokazaly OS-snizujici aktivity.
Ze vsech derivatl prokazaly nejvyssi ti€innost latky 30, 77 a 5 ve snizeni oxidativniho stresu (OS)
indukovaného Salsolinolem. Celkovée nejlepsi latky 30 a 5 prokazaly mirné€ lepsi nebo stejnou OS
redukéni aktivitu jako nejlepsi pozitivni kontrola Donepezil, ale jejich celkovy neuroprotektivni
ucinek prekonal Donepezil i pti koncentraci 1 uM. Posun terapeutického okna (neuroprotektivni
aktivita a redukce ROS) na nizsi koncentrace, napt. latek 30 a 5 proti Donepezilu jsou vyhodné pro
navrhovani nového potencidlniho 1é¢iva.

Tabulka 6. Oxidativni stres indukovany endogennim neurotoxinem Salsolinolem a ROS reduk¢ni

aktivita novych C2,C6-disubstituovanych-9-benzyl-9H-purinovych derivath pii testovani na lidské
neuroblastomové linii SH-SY5Y.
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Latka ()cxi(}ativni stres (% kontroly)
prumer SEM +
DMSO kontrola 99,60 2,08
Salsolinol 500 pM 335,36 21,61
6-OHDA 30 uM* 215,43 21,97
Glu 160 mM* 268,62 19,07
Positivni kontrola 10 uM SEM +
7M241385 (ZM) 102,30 12,47
Deferoxamin (DFO) 100,95 6,83
Donepezil (DON) 120,10 11,71
Latky 1 uM SEM + 10 uM SEM +
1% 124,48 9,55 157,22 5,21
4* 105,57 7,17 155,38 22,62
5% 121,19 6,18 135,37 10,80
26* 107,47 8,56 142,22 17,81
30* 95,86 7,53 97,44 5,50
35% 161,97 24,87 214,57 42,74
42% 171,55 29,23 173,94 23,60
74* 125,98 10,74 178,95 20,35
77* 118,21 10,14 126,84 8,33
78* 135,70 9,58 238,45 20,11

*Primér (n=9), A — -negativni kontrola
Ptiklad 19 — Schopnost vychytavat radikaly stanovena pomoci ORAC

Schopnost latek vychytavat volné radikaly in vitro byla stanovena pomoci metody ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity). Fluorescein (100 pl, 500 mM) a 25 pl testované latky byly pridany
do kazdé¢ jamky na 96-jamkové mikrotitratni desce ptedehraté na 37 °C. Nasledne bylo rychle
pfidano 25 ul 250mM 2,2’-azobis(2-amidino-propan)dihydrochloridu (AAPH), deska byla
protfepana 5 s a poté byla méfena fluorescence (Ex. 485 nm, Em. 510 nm) kazdé 3 minuty po dobu
90 minut pomoci fluorescencni ¢tecky Infinite 200 (TECAN, Switzerland). Veli¢ina NAUC (Net
Area Under Curve) byla pouzita pro vypocet antioxidacni aktivity vztazené na jednotku troloxu
(hydrofilni ekvivalent vitaminu E, postulovan jako standard). Latky s ORAC hodnotou vyssi nez
0 aktivn¢ vychytavaji volné radikaly.

, ORAC
Latka (latka/trolox)
1 0.052 + 0,002
4 0.007 £ 0,002
5 0.016 £ 0,001
26 0.126 + 0,018
30 0,422 + 0,034
35 0.033 £ 0,001
2 0,029 £ 0.002
74 0,029 + 0,004
77 0,028 + 0,001
78 0.071 + 0,005

*Prameér + SD (n=3)
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Ptiklad 20 — -Aktivace transkripéniho faktoru Nrf2

Schopnost latek aktivovat Nrf2-dependentni expresi byla stanovena pomoci reportérové bunééné
linie EpRE-LUX. Testované latky byly inkubovany s buiikami po dobu 24 h v koncentracich 100,
10, 1 a 0,1 uM. Po lyzaci bun€k (10 mM Tris, 2 mM DTT) byl piidan pufr obsahujici 0,2mM
luciferin, coZ je substrat zahajujici luminiscencni reakci. Nartst luminiscence byl méfen pfistrojem
Infinite M200 (TECAN). Latky s Nrf2 hodnotou vyssi nez 0 jsou aktivatory Nrf2 a budou tedy
vhodnymi latkami pro lécbu neurodegenerativnich onemocnéni provazanych s oxidativnim
stresem.

, Nrf2
Latka (relativni luminiscence)

1 0,27 £ 0,06
4 0,19+ 0,02
5 0,17 £0,06
26 0,33 + 0,06
30 0,29+0,11
35 0,04 + 0,00
42 0,07 £ 0,00
74 0,38 0,08
77 0,16 £ 0,04
78 0,23 +£0,03

*Pramér + SD (n=3)
Priklad 21 — Farmaceutické ptipravky

Farmaceutické ptipravky obvykle obsahuji 0,1 az 99 % z hmotnosti, obzvlast¢ 0,1 az 95 %
hmotnosti, u¢innych latek obsahujicich C2,C6-disubstituovany-9-benzyl-9H-purin podle tohoto
vynalezu, 1 az 99,9 % hmotnosti alesponi jednoho pevného nebo kapalného excipientu, a od 0 do
25 % hmotnosti, obzvlasté 0,1 az 25 % hmotnosti, povrchové aktivniho €inidla. Tyto prostfedky
mohou také obsahovat dalsi ptisady, jako jsou stabilizatory, napiiklad rostlinné oleje nebo
epoxidované rostlinné oleje, Cinidla proti pénéni, naptiklad silikonovy olej, konzervaéni latky,
regulatory viskozity, pojidla, latky zptsobujici lepivost anebo jiné aktivni slozky. Vyhodné
formulace maji zejména nasledujici sloZeni: (% = hmotnostni procenta):

F1. Sméacivé prasky a) b) c) d)
Aktivni slozka 5% 25 % 50 % 80 %
ligninsulfonan sodny 4% - 3% -
laurylsulfat sodny 2% 3% - 4%
diisobutylnaftalensulfonat sodny - 6 % 5% 6 %
oktylfenolpolyglykol ether - 1% 2% -

(7 az 8 mol ethylenoxid)

vysoce disperzni kyselina kiemicita 1% 3% 5% 10 %
kaolin 87 % 61 % 37 % -

Aktivni slozka je dikladn€é promisena s pomocnymi latkami a smés je dikladné rozemleta ve
vhodném mlynu. Suspenzi libovolné koncentrace je mozné ziskat smisenim vzniklého prachu
s vodou.

F2. Suspenzni koncentrat a) b) c) d)

Aktivni slozka 3% 10 % 25% 50 %
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ethylenglykol 5% 5% 5% 5%
nonylfenolpolyglykolether - 1% 2% -

(15 mol ethylenoxid)

lignosulfonat sodny 3% 3% 4% 5%
karboxymethylceluloza 1% 1% 1% 1%
37 % vodny roztok formaldehydu 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 %
emulze silikonového oleje 0,8 % 0,8 % 0,8 % 0,8 %
voda 86 % 78 % 64 % 38 %

Jemné rozemleta aktivni sloZka je smichana s pomocnymi latkami. Vznikly suspenzni koncentrat
umoziuje piipravu suspenze o pozadované koncentraci ztedénim vodou.

F3: Suché kapsle

5000 tobolek, z nichz kazd4 obsahuje 0,25 g C2,C6-disubstituovaného-9-benzyl-9H-purinu, se
ptipravi nasledujicim zptisobem:

Slozeni: Léciva latka: 1250 g; Talek 180 g; PSeni¢ny Skrob: 120 g; Stearat hotecnaty: 80 g; Laktdza
20 g.

Postup ptipravy: Rozetfené latky jsou tlaCeny pies sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g smési
je prenesena do zelatinové tobolky pomoci stroje na plnéni tobolek.

F4: M¢kké tobolky

5000 mekkych zelatinovych tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,05 g C2,C6-disubstituovany-9-
benzyl-9H-purin jako u¢innou latku, se pripravi nasledujicim zpisobem:

Slozeni: 250 g U¢inna latka + 21 g Lauroglycol

Postup pfipravy: Praskova aktivni slozka je suspendovéana v Lauroglykol® (propylenglykollaurat,
Gattefossé SA, Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vlhkém pulverizatoru na velikost ¢astic asi 1
az 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pienesena do mékkych zelatinovych tobolek
pomoci pristroje na plnéni tobolek.

F5: Mékké tobolky

5000 mekkych Zelatinovych tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,05 g C2,C6-disubstituovaného-9-
benzyl-9H-purinu jako uc¢innou latku, se ptipravi nasledujicim zptisobem:

Slozeni: 250 g tcinné slozky v 1 1 PEG 400, 1 litr Tween 80.

Postup ptipravy: Praskova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o mh
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween 80 (polyoxyethylensorbitanmonolaurat,
Atlas Chem Inc., Inc., USA., dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém
pulverizatoru na velikost ¢astic asi 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je potom pirenesena
do mékkych Zelatinovych tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Ptiklad 22 — Formulace tablety s fizenym uvoliiovanim

Jedna tableta obsahuje naptiklad 300 az 350 mg C2,C6-disubstituovaného-9-benzyl-9H-purinu
jako ucinnou latku.
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Pomocna latka se zndmym U¢inkem: Jedna tableta obsahuje 150 az 200 mg retardujici slozky
(Methocel, Parteck® SRP 80, Kollidon® SR, Kollidon 25, chitosan, alginat), dale lubrikantu (stearat
hotecnaty), t¢inné latky (VH), pojiva (Prosolv SMCC 90).

Lékovou formou je tableta s fizenym uvoliiovanim.

Ptiprava tabletoviny: Tablety jsou ptipraveny pfimym lisovanim. Nejprve je navaZzeno vypoctené
mnozstvi retardujici slozky (Methocel, Parteck® SRP 80, Kollidon® SR, Kollidon 25, chitosan,
algindt), dale lubrikantu (stearat hofecnaty), ucinné latky (VH), pojiva (Prosolv. SMCC 90).
Nasledné je vznikla smés homogenizovana v homogenizatoru (Retsch MM200 — Retsch GmbH,
Haan). Homogenizaci se doporucuje provadét ve tfech frekvencich: 10 kmitd/s, 13 a 15 kmiti/s
vzdy po dobu 1 minuty. Tabletovina je poté pfevedena do ru¢niho lisu. Tablety jsou lisovany pfi
zatizeni 8 kN po dobu 5 minut. Zatizeni je zvoleno s ohledem na pozadovanou pevnost tablet 0,8
az 0,8 MPa. Hmotnost tablet ¢ini 500 + 5 mg.

Hydrofilni matricové tablety s hypromelosou
Tablety jsou pfipraveny metodou ptimého lisovani dle postupu uvedeného vyse.

Hmotnost tablet byla 500 + 5 mg. SloZeni hydrofilnich tablet s hypromelosou v %

Formulace Al A2 A3
Prosolv SMCC 90 49 49 49
Methocel K4M 0 30 0
Methocel K15M 30 0 0
Methocel K100M 0 0 30
udinna latka 20 20 20
Stearat hotecnaty 1 1 1

Hydrofilni matricové tablety s retardujici slozkou Kollidon 25, Kollidon® SR, Parteck® SRP 80
Tablety jsou pripraveny metodou ptimého lisovani dle postupu uvedeného vyse.

Hmotnost tablet byla 500 + 5 mg. SloZeni hydrofilnich tablet v %:

Formulace F1 F2 F3 F4 F5
Prosolv® SMCC 90 49 49 49 49 49
Kollidon 25 30 20 10 0 0
Kollidon® SR 0 0 0 30 0
Parteck® SRP 80 0 0 0 0 30
udinna latka 20 30 40 20 20
Stearat hotecnaty 1 1 1 1 1

Hydrofilni matricové tablety obsahujici LubriTose™ MCC, Methocel K15M nebo Methocel K4M
Tablety jsou pripraveny metodou ptimého lisovani dle postupu uvedeného vyse.

Hmotnost tablet byla 500 £ 5 mg. Slozeni hydrofilnich tablet v %:

Formulace F1 F2
LubriTose™ MCC 50 50
Methocel K15M 30 0

Methocel K4M 0 30
uéinna latka 20 20
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PATENTOVE NAROKY

1. Heterocyklické dusikaté derivaty purinu obecného vzorce I,

R1
( A
{h})b
N7 >N
D
@eu)*N N
Ri-A e 7\
R‘——_
@,

ve kterém
R je vybrano ze skupiny zahrnujici H, F, Cl, Br, methyl, OH a methoxy;

kruh —[N-(CH;).-A(R1)-(CH2)¢-] v poloze 2 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-
yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-yl;

kruh —[N-(CH2).-A(R1)-(CH2)»-] v poloze 6 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl, azepan-1-
yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-yl;

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, nebo adi¢ni soli s
kyselinami.

2. Heterocyklické dusikaté derivaty purinu podle naroku 1, nesouci substituent v poloze 9, tedy
substituent —CH»-CsH4R, ktery je vybrany ze skupiny zahrnujici benzyl, 2-fluorbenzyl, 3-
fluorbenzyl, 4-fluorbenzyl, 2-chlorbenzyl, 3-chlorbenzyl, 4-chlorbenzyl, 2,6-dichlorbenzyl, 2-
brombenzyl, 3-brombenzyl, 4-brombenzyl, 2-methylbenzyl, 3-methylbenzyl, 4-methylbenzyl, 2-
hydroxybenzyl, 3-hydroxybenzyl, 4-hydroxybenzyl, 2-methoxybenzyl, 3-methoxybenzyl, 4-
methoxybenzyl.

3. Heterocyklické dusikaté derivaty purinu podle naroku 1, vybrané ze skupiny zahrnujici 2,6-
di(azetidin-1-yl1)-9-(3-hydroxybenzyl)-9H-purin, 2,6-di(azetidin-1-yl)-9-(4-hydroxybenzyl)-9H-
purin,  9-(4-hydroxybenzyl)-2,6-di(pyrrolidin-1-y1)-9H-purin,  9-benzyl-2-(piperidin-1-yl)-6-
(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin, 9-benzyl-6-(piperidin-1-yl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin, 9-benzyl-
2,6-dithiomorfolino-9H-purin, 9-(4-hydroxybenzyl)-2,6-dithiomorfolino-9H-purin, 2-(azetidin-1-
y1)-9-(4-hydroxybenzyl)-6-thiomorfolino-9H-purin, 9-(4-hydroxybenzyl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-6-
thiomorfolino-9H-purin, 2,6-di(azepan-1-yl)-9-(4-hydroxybenzyl)-9H-purin.

4. Heterocyklické dusikaté derivaty purinu podle které¢hokoliv z narokt 1 az 5, pro pouziti jako
1éciva.

5. Heterocyklické dusikaté derivaty purinu podle kteréhokoliv z nérokii 1 az 5, pro pouziti pro
1é¢eni nebo profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni.

6. Heterocyklické dusikaté derivaty purinu obecného vzorce Ia,
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R1
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ve kterém
R je vybrano ze skupiny zahrnujici H, F, CI, Br, methyl, OH a methoxy;

kruh —[N-(CH2)c~A(R1)-(CH2)¢-] v poloze 2 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolinyl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl,
azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-yl;

kruh —[N-(CH2).-A(R1)-(CH2)»-] v poloze 6 je vybrany ze skupiny zahrnujici azetidin-1-yl,
pyrrolidin-1-yl, piperidin-1-yl, morfolinyl, thiomorfolinyl, piperazin-1-yl, 4-methylpiperazin-1-yl,
azepan-1-yl, azokan-1-yl, 1,5-oxazokan-5-yl a 1,5-thiazokan-5-yl;

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, nebo adi¢ni soli s
kyselinami.

pro pouziti pro léCeni nebo profylaxi neurodegenerativnich onemocnéni vybranych ze skupiny
zahrnujici amyotrofickou lateralni sklerézu, Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu chorobu,
Huntingtonovu chorobu, progresivni supranuklearni paralyzy, kortikobazalni degenerace,
frontotemporalni demence, Lewyho télni demence, atrofie mnohocetného systému, chronické
traumatické encefalopatie a spinocerebelarni ataxie.

7. Farmaceutickd kompozice, vyznacena tim, Ze obsahuje jeden nebo vice heterocyklickych
dusikatych derivati purinu podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3, a alespon jeden farmaceuticky

akceptovatelny nosic.

1 vykres
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