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Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyse-
liny 2-aminokarboxylovej alebo ich sirne analogy vse-
obecného vzorca (I) alebo (II), kde R' je vodik, alkyl,
alkenyl, alkinyl, cykloalk(en)yl,
-alk(en/in)yl alebo volitelne substituovany fenyl-
-alk(en/in)yl; A je vazba alebo oddefovacia skupina; B
je skupina -CR* (NR°R)-COOR?, kde R® az R® sii ne-
zévisle vodik alebo C,galkyl, R® je definované ako R'

alebo pivaloyloxymetyl, alebo B je skupina vzorca
(1), kde R? R® a R* st nezévisle vybrané zo skupiny
zahfajlcej vodik, nearomaticki uhfovodikova skupi-
nu, fenyl- a tienyl-alkyl a heteroalifatickt skupinu ale-

cykloalk(en)yl-

bo R® a R* sui spojené a tvoria alkylinovi, alkenylénovi
alebo alkinylénova skupinu alebo R* a R? st spojené
tak, Ze tvoria alkylénovi, alkenylénovi alebo alkinylé-
nova skupinu volitel'ne substituovanii hydroxylom ale-
bo metylom, alebo R* a R? spolu tvoria skupinu -CH,-
-O-CH;-; E je COORS, kde R® je definované ako R’
alebo E je tetrazol-5-yl, 1,2,4-triazol-3-yl alebo 1,2,3-
-triazol-4-yl, X je O alebo S; Y je O alebo S. Tieto zlu-
Ceniny su ligandmi receptorov excitadnych aminokyse-
lin (EAA), zv1a3t AMPA a/alebo NMDA receptorov a
su uZitotné na lieCenie cerebralnej ischémie, Huntin-
gtonovej choroby, epileptickych poruch, Parkinsonovej
choroby, Alzheimerovej choroby, schizofrénie, bolesti,

depresie a anxiozity.
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Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarboxylovej alebo

ich sirny analdg, farmaceuticky prostriedok s ich obsahom a ich pouzitie

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka novej triedy (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanych
derivatov 2-aminokarboxylovej kyseliny a ich sirnych analégov. Tieto latky su
ligandy receptorov pre excitaéné aminokyseliny (EAA), zvlast AMPA alalebo NMDA
receptorové ligandy uZitotné na lieCenie cerebréinej ischemie, Huntingtonove;
choroby, epileptické poruchy, Parkinsonovej choroby, Alzheimerovej choroby,

schizofrénie, bolesti, depresie a anxiozity.

Doterajsi stav techniky

Vysledkom rozsiahlych §tudii excitaénych mechanizmov v centralnom
nervovom systéme (CNS) pocas poslednych troch dekad je teraz existencia zhody
v nazore, Ze (S)-glutamat (Glu) je hlavnym EAA neurotransmitérom v CNS (Lodge,
D. Excitatory Amino Acids in Health and Disease. J. Wiley & Sons: Chichester,
1988: Wheal, H.; Thomson, A. Excitatory Amino Acids and Synaptic Transmission.
Academic Press: Londyn, 1991; Meldrum, B.S. Excitatory Amino Acid Antagonists.
Blackwell Sci. Publ.: Oxford, 1991; Krogsgaard-Larsen, P.; Hansen, J.J. Excitatory
Amino Acid Receptors: Design of Agonist and Antagonists. E. Horwood: Chichester,
1992). Glutamatom riadena neurotransmisia je sprostredkovana vefkym poctom
receptorov, zatriedenych do najmenej Styroch heterogénnych skupin receptorov
nazyvanych NMDA, AMPA, kyselina kainova (2-karboxy-3-karboxymetyl-4-izo-
propenyl-pyrolidin) a metabotropnych tried receptorov (Monaghan, D.T., a spol.
Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol 1989, 29, 365 az 402; Watkins, J.C.; Krogsgaard-
Larsen, P.; Honoré, T. Trends Pharmacol. Sci. 1990, 11, 25 az 33; Simon, R.P.
Excitatory Amino Acids. Thieme Med. Publ.: New York, 1992). :

Existuje velmi silny dokaz podporujici nadhfad, Ze rozsiahla excitacia

sprostredkovana pomocou EAA receptorov (,excitotoxicita") je faktor, ktory ma
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hlavny vyznam pri cerebrélnej ischémii po mitvici, poraneni hlavy, asfyxii,
subarachnoidnom krvacani, zastave srdca a inych situaciach (Lodge, D., 1988
uvedené vyssie; Meldrum, B. S., 1991 uvedené vyssie). Na zvieracich modeloch sa
ukazalo, ze $kody spdsobené réznymi ischemickymi stavmi sa mdzu inhibovat
pomocou podavania Glu-antagonistickych latok. Teda, hoci relativny vyznam
roznych tried EAA receptorov pri javoch podliehajucich ischemickym pripadom je
nejasny, plati vSeobecny suihlas, ze EAA receptorové antagonistické latky su
potencialne terapeutické ¢inidla pri tychto stavoch.

Zozbieranie dékazov ziskanych z roznych smerov neurochemického a
farmakologického  vyskumu naznaluje, Ze vykofajené EAA receptorové
mechanizmy, mozno vratane ,excitotoxicity”, hraju tlohu pri Huntingtonovej chorobe
(Young, A. B.; a spol. Science 1988, 241, 981 az 983), epileptickych poruchach
(Krogsgaard-Larsen, P.; Hansen, J. J., 1992 uvedené vys$sie), Parkinsonovej
chorobe (Klockgether, T.; Turski, L. Trends. Neurosci. 1989, 12, 285 az 286) a
Alzheimerovej chorobe (Greenamyre, J. T.; Maragos, W. F. Cerebrovasc. Brain.
Metab. Rev. 1993, 5, 61 az 94; Francis, P. T., a spol. J. Neurochem. 1993, 60, 1589
az 1604).

Naviac, centralne EAA receptory mdzu byt zahrnuté v synaptickych
mechanizmoch, ktoré sU podstatou schizofrénie (Reynolds, G. P. Trends.
Pharmacol. Sci. 1992, 13, 116 az 121), bolesti a anxiozity (Drejer, J. In: Excitatory
Amino Acid Receptors: Design of Agonist and Antagonists (Edit. Krogsgaard-
Larsen, P.: Hansen, J. J.) B. Horwood: Chichester 1992, str. 352 az 375) a depresie
(Trullas, R., Skolnick, P., Eur. J. Pharmacol 1990, 185, 1 az 10 a Trullas a spol.,
Eur. J. Pharmacol. 1991, 203, 379 az 385. Teda sa zd3, Ze znizena funkcia EAA
receptorov (EAA hypoaktivita) hra Glohu napriklad pri schizofrenii (Deutsch, S. I.; a
spol. Clin. Neuropharmacol. 1989, 12, 1 aZ 13) a niektorych z klinickych symptémov
pri Alzheimerovej chorobe (Greenamyre, J. T. a spol. Prog. Neuro-
Psychopharmacol. & Biot. Psychiat. 1988, 12, 421 az 430). Je mozné, Ze
"excitoxicita" ako aj EAA hypoaktivita st zahrnuté v komplexnych mechanizmoch
spojenych s Alzheimerovou chorobou (Greenamyre, J. T.; 1988 uvedeneé vysSie,

Greenamyre, J. T.; Maragos, W. F., 1993, uvedené vyssie).
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Podla toho sa EAA receptorové ligandy povazuju za uzito€né na lieCenie
cerebralnej ischémie, Huntingtonovej choroby, epileptickych poruch, Parkinsonove;j
choroby, Alzheimerovej choroby, anxiozity, schizofrénie, depresie a bolesti.

Vadsina EAA receptorovych agonistickych latok doteraz testovanych,
vykazuje v modelovych systémoch viac alebo menej prejavovand neurotoxicitu a
nasledne moéze byt obmedzené Kklinické pouZitie takychto latok (Carlsson, M,
Carlsson, A. Trends. Neurosci. 1990, 13, 272 az 276) (Willetts, J.; Balster, R. L,;
Leander, J. D. Trends. Pharmacol. Sci. 1990, 11, 423 az 428).

Ciastoéné EAA agonistické latky vykazujuce prislusnu rovnovahu medzi
agonizmom a antagonizmom moézu, na druhej strane, mat vyznamny terapeuticky
vyznam, pozri vy$$ie uvedené indikacie, (Greenamyre, J. T.; 1988 uvedené vysSie,
Christensen, |. T. a spol. Drug. Des. Del. 1989, §, 57 az 71, Francis, P. T. a spol. J.
Neurochem. 1993, 60, 1589 az 1604). Ciasto&ne agonistické latky mdzu vdaka
svojmu EAA antagonistickému profilu  vykazovat terapeuticky uZito¢nu
neuroprotekciu a zaroveri mézu byt dostatocne agonistické na zabranenie celkove;
blokady neurotransmisie sprostredkovanej pomocou uritého EAA receptora.

ATPA, 5-terc.butylovy analég AMPA (kyselina (RS)-2-amino-3-(3-hydroxy-5-
metylizoxazol-4-yl)propiénova), bol opisany ako systemicky aktivna latka, zatial co
nebolo o nej uvedené, Ze by mala neurotoxické ucinky u zvierat (Ornstein, P. L. a
spol. J. Med. Chem. 1993, 36, 2046 az 2048; Lauridsen, J.; Honoré, T.; Krogsgaard-
Larsen, P. J. Med. Chem. 1985, 28, 668 az 672).

Podobne ako pre AMPA samotnu sa zistilo, Ze mnohé z mono- a bi-
cyklickych AMPA analégov vykazuju selektivne agonistické GCinky na AMPA
receptory (Hansen, J. J.; Krogsgaard-Larsen, P., Med. Res. Rev. 1990, 10, 55 az
94: Krogsgaard-Larsen, P.; Hansen, J. J., 1992 uvedené vys$Sie). Jeden z tychto
analogov, kyselina  (RS)-2-Amino-3-(3-hydroxy-5-fenylizoxazol-4-yl)propiénova
(APPA), v ktorej bola metylova skupina AMPA nahradena fenylovou skupinou,
vykazuje slaby ale jedinecny ciastocne agonisticky profil (Christensen, . T. a
spol., 1989, uvedené vyssie).

ACPA (kyselina (RS)-2-amino-3-(3-karboxyoxy-5-metylizoxazol-4-yl)propio-

nova) bola opisana ako silne AMPA receptorova agonisticka latka (Madsen, U. a
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Wong, E. J. Med. Chem. 1992, 35, 107 az 111).

Naviac, WO-A1 95012587 opisuje triedu (5-arylizoxazol-4-yl)- alebo (5-
arylizotiazol-4-yl)-substituovanych  2-amino-karboxylovych kyselin ako EAA-
receptorovych ligandov.

Ako vidno z vySSie uvedeného, neneurotoxické CNS-aktivne EAA
receptorové ligandy s dobrou penetraciou do CNS su velmi Ziaduce na lieCenie
roznych spominanych chordb a preto je predmetom tohto vynalezu poskytnut' takéto
nové lieciva.

Teraz sa zistilo, Zze nova trieda derivatov (3-alkoxyizoxaiol-4-yl)—
substituovanej 2-aminokarboxylovej kyseliny a ich sirnych analégov su EAA

receptorové ligandy, zvlast AMPA a/alebo NMDA receptorove ligandy.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je trieda latok, ktoré maju vSeobecny Vzorec | alebo Il

B—A E
B—A\_/E \_J_\
/L alebo P2
x X
R'Y” N7 \
R1

(1 (I

kde R' je vodik, C,qalkyl, C,calkenyl, C,qalkinyl, cykloalk(en)yl, cykloalk(en)yl-C,
alk(en/in)yl alebo fenyl-C,qalk(en/in)yl, pricom fenylova skupina je volitelne
substituovana s CF,, halogénom, C, ;alkylom alebo C, salkoxylom;

A je vazba alebo oddelovacia skupina vybrana z C,salkylenu, C,alkenylénu alebo
C,.¢alkinylénu a cykloalkylénu;

B je skupina -CR?(NR°R®)-COOR?, kde R*- R®su nezavisle vodik alebo C, salkyl, a

R®je definované ako R'alebo pivaloyloxymetyl, alebo B je skupina so Vzorcom llI

O O
N—yr”
. (1)
R®*—N N~—
\ ’

R* R?
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kde R?, R®a R*sunezavisle vybrané zo skupiny pozostavajucej z

a) vodika, C,galkylu, C,salkenylu, C,salkinylu, cykloalk(en)ylu, cykloalk(en)yl-C, ¢
alk(en/in)ylu, fenyl-C, calkylu, tienyl-C, salkyl, a

b) C,salkyl, C,alkenyl a C,alkinyl, v ktorom je jeden alebo viac uhlikovych atomov
nahradenych s N, O, a/alebo S; alebo

R® a R* su spojené, &im sa tvori C,-Csalkylénova, C,-Cqalkenylénova alebo C,-Cg.
alkinylénova skupina; alebo

R*a R?su spojené tak, aby sa tvorila C,-C,alkylénova, C,-C,alkenylénova alebo C,-
C,-alkinylénova skupina volitelne mono- alebo di-substituovana s hydroxylom alebo
metylom, alebo aby sa tvorila CH,-O-CH,;

E je COOR®, kde R® je definované ako R® alebo E je tetrazol-5-yl, 1,2,4-triazol-3-yl
alebo 1,2,3-triazol-4-yl |

Xje O alebo S;YjeOalebo S; a

ich farmaceuticky prijatelné soli.

V dalsom uskutoéneni sa vynalez tyka spdsobu pripravy novych latok so
Vzorcom | alebo Il.

V este inom uskutoéneni sa vynalez tyka farmaceutického prostriedku,
obsahujiiceho novt latku so Vzorcom | alebo Il spolu s vhodnym farmaceuticky
prijatefnym nosic¢om alebo zriedovadiom.

V eéte inom uskutoéneni sa vynalez tyka pouzitia latky so Vzorcom | alebo I
na pripravu farmaceutického prostriedku na lieGenie cerebralnej ischémie,
Huntingtonovej  choroby,  epileptickych  porGch,  Parkinsonovej  choroby,
Alzheimerovej choroby, schizofrénie, bolesti, depresie alebo anxiozity.

Zistilo sa, Ze niektoré latky podla tohto vynalezu si AMPA receptorové
ligandy s afinitami v mikromolarnych koncentraciach a zistilo sa, Ze niektoré latky sa
viazu na NMDA receptory. Naviac sa zistilo, Ze niektoré z tychto latok podfa tohto
vynalezu su agonistické latky, kym iné s antagonistické latky. Teda tieto latky
podia tohto vynalezu st uZito&né na lieCenie cerebralnej ischémie, Huntingtonove;
choroby, epileptickych porich, Parkinsonovej choroby, Alzheimerovej choroby,
schizofrénie, bolesti, depresie a anxiozity. Tieto latky, kde R®a/alebo R® nie st vodik,

st prodrogami zodpovedaijcich latok, kde R®aR®suvodiky.
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Niektoré z tychto latok so vSeobecnym Vzorcom | alebo Il mbzu existovat
ako optické izoméry a takéto optické izoméry su tiez zahrnuté vynélezom.

Vo v8eobecnom Vzorci | a ll, pojem C, salkyl ma znamenat' alkylovi skupinu
s priamym alebo rozvetvenym retazcom, ktora ma od 1 do 6 uhlikovych atémov
vratane, taku ako metyl, etyl, 1-propyl, 2-propyl, 1-butyl, 2-butyl, 2-metyl-2-propyl
atd. Podobne C,qalkenyl a C,.alkinyl oznacuju takéto skupiny s priamym alebo
rozvetvenym retazcom, ktoré maju 2 az 6 uhlikovych atomov a C,alkylén, C,al-
kenylén a C,.alkinylén oznacuju takéto divalentné skupiny s rozvetvenym alebo
priamym retazcom. Cykloalkyl oznacuje takuto skupinu, ktora ma 3 az 7 uhlikovych
atémov a pojem C, s-alkoxyl oznacuje takéto skupiny, ktoré maju C,salkylovu, C,zal-
kenylovu alebo C,qalkinylovt skupinu, ako je definované vyssie.

Pojem "alk(en/in)yl" znamena, Ze touto skupinou mdZe byt alkylova,
alkenylova alebo alkinylova skupina.

Pojem vazba (definovany pre A) znamena, ze B mdZe byt pripojena priamo
na 4-polohu izoxazolového kruhu. '

Halogén znamena fluér, chlér, bréom alebo jod.

Niektoré z tychto latok so véeobecnym Vzorcom | alebo Il mézu existovat
ako ich farmaceuticky prijatelné soli, ktoré su tiez zahrnuté vynalezom.

Soli latok so vdeobecnym Vzorcom | alebo Il st soli tvorené s netoxickymi
organickymi kyselinami, napriklad kyselinou maleinovou, fumarovou, benzoovou,
askorbovou, $&tavelovou, vinnou, miie¢nou a jablénou, alebo anorganickymi
kyselinami, napriklad kyselinou chlorovodikovou, bromovodikovou, sirovou,
fosforeénou a dusicnou, alebo to méZu byt soli anorganickych zasad, takych ako su
napriklad soli alkalickych kovov, napriklad sodné, draselné, alebo litne soli, soli
kovov alkalickych zemin, naprikiad vapenaté alebo hore¢naté soli, alebo amoénne
soli alebo soli s organickymi zasadami.

Vo Vzorci | a Il, A je vyhodne vazba alebo C,-Cjalkylén, najvyhodnejSie
metylén.

B je vyhodne -CR?(NR°R®)-COOR?, kde R®- R°st vodik a R?je vodik alebo
C,salkyl, oby&ajne metyl, alebo skupina so Vzorcom I, kde R? R®a R*su vodik

alebo C,calkyl, alebo R*a R?su spojené tak, aby sa tvorila C,-C, alkylénova skupina.
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Najvyhodnejsie B je -CH(NH,)-COOH alebo skupina so Vzorcom Ill, kde kazdy z R?,
R*aR’ st vodiky.

Vyhodne je E COOH, triazolyl alebo tetrazolyl, vyhodne COOH. Ina
podskupina zahrnuje tie latky, kde E je COOR?®, kde R® nie je H. Podla vyhodne;
podskupiny latok podra tohto vynalezu X a Y st O. Iné podskupiny s tie, kde X je O
aYjeS;YjeOaXjeS;aXaYsuS.

R' je vyhodne C,qalkyl, C,calkenyl alebo C,alkinyl. Zviast vhodnymi R
skupinami st metyl, etyl, propy!, butyl a propargyl.

Vo vyhodnom uskutocneni vynalezu touto latkou je latka so Vzorcom |, kde
A je vazba alebo C,-C,alkylén, B je -CH(NH,)-COOH alebo skupina so Vzorcom lil,
kde kazdy z R®, R*aR?suvodiky, X a Y st oba kysliky a R'je C,salkyl, C,calkenyl
alebo C,alkinyl. Zvlast vhodnymi R' skupinami si metyl, etyl, propyl, butyl a
propargyl.

Podla tohto vynalezu sa tieto latky so Vzorcom | alebo Il pripravuju
pomocou nasledujtcich spésobov. V zaujme jednoduchosti su reakcie a) aZ e) a g)
aZz h) uvedené len pre Vzorec |. Rovnaké spésoby sa mdZu pouZit vzhladom na

Vzorec ll.

a) Aby sa ziskala latka so Vzorcom |, kde B je -CR® (NR°R%)-COOR?®, kde R*- R°su
definované vyssie, a najmenej jedna z R®, R*aR®je vodik, uskutoéni sa deprotekcia

latky so v§eobecnym Vzorcom [V

/™n : (V)

RY N

kde R', A, X a Y su definované vyssie, R* az R®, E' a R® su definované pre R® aZ
RS, E a R® alebo st to ochranné skupiny, za predpokladu, Ze najmenej jedna z E',

R% a R" je ochranna skupina;
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b) Aby sa ziskala latka so Vzorcom I, kde B je -CR*(NR°R%)-COOR?®, kde R®, R°a R®

st v8etko vodiky, uskutoéni sa deprotekcia latky so vSeobecnym Vzorcom V

H (V)

N F
N/

A X

0
R'Y
kde R', A, X a E’ st definované vyssie;
c) Aby sa ziskala latka so Vzorcom |, kde B je skupina so Vzorcom lll, uskutoCni sa

adi¢no-eliminaéna reakcia latky so v8eobecnym Vzorcom VI s latkou so

vS§eobecnym Vzorcom VII:

0 0
\ 74
H
N—A £ —
R? \=\/ R—N"  OCHCH
" Y/L\N/X R
(V1) (Vi)

v ktorych R'- R*, A, X, Y a E' st definované vysSie;

d) Aby sa ziskala latka so Vzorcom I, kde B je skupina so Vzorcom Ill, kde R*a R?su
spojené, ¢im sa tvori C,jalkylénova, C,-Cjalkenylénova alebo C,-C, alkinylénova
skupina volitelne mono- alebo di-substituovana s hydroxylom alebo metylom, na

zliéeninu so vzorcom V|

BOC\
N NH—A E
R? ‘R“—RZ \—‘
\ (VIIN)
X X

R'Y N
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kde R', R® A, X, Y a E' su definované vy3sie; R* a R? st spojené, ¢im sa tvori
skupina, ako je definované vyssie a BOC je terc.butoxykarbonyl, sa posobi 3,4-
dietoxy-3-cyklobuten-1,2-didonom a potom sa uskutoéni reakcia na uzavretie kruhu a

deprotekcia;

e) Aby sa ziskala latka so Vzorcom |, kde B je skupina so Vzorcom lil a jedna alebo
viac z R? az R* st iné ako vodik, uskutoéni sa alkylacia latky so vSeobecnym

Vzorcom IX

o) 0
N_Z
— IX
R3——N\ IN—A = (%)
4 2 ——
R' R /A \
X
Ry N7

kde R', R2, R? R‘ A, X, Y a E' stdefinované vy$sie, najmenej jedna z R*az R?, je

vSak vodik;

f) Aby sa ziskala latka so Vzorcom | alebo ll, uskutoéni sa alkylovanie latky, ktora

ma v§eobecny Vzorec X

B'—A E

—\
HY/L\N/ X (X)

kd_e A, X. Y a E' st definované vyssie a B' je ako B s vynimkou, Ze v definicii R°, R°a
R® je vodik nahradeny ochrannou skupinou, A
s alkylaénym &inidlom R"Z, kde R" je také ako R’ s vynimkou, Ze to nemdzu byt

vodiky, ¢im sa ziska zmes latok Xl a XII:
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B' — N E' ‘B—A E
g A
N W2 s
R N alebo r\f
R
(X1) (X1)

kde A, X, Y, E' a B' st definované vyssie, a potom separovanie a deprotekcia tychto

latok;

g) Aby sa ziskala latka so Vzorcom I, kde R® a/alebo R® je iny ako vodik, uskutoéni

sa esterifikacia latky so vzorcom Xlll alebo XIV:

O\ /O
R‘”’\/ /\COOH | | .
RERON _ COOH R—N\R4 R;N—A\_:\/COOH
R'Y \N/X R‘Y/LN/X
(XI) (XIV)

kde R', R% R® R* A, X, Y a R®- R®st definované vyssie;

h) Aby sa ziskala latka so Vzorcom |, kde B je -CR® (NR°R%)-COOR?® skupina, kde
R,, R® R°®a R®su vetko vodiky, a E je COOH v urgitej enantiomérne Gistej latke,

uskuto€ni sa podrobenie latky so vzorcom XV

amx_ X
L

R'Y (XV)
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Schéllkopfovej bis-laktim-aminokyselinovej syntéze a potom deprotekcii ziskaného

bis-laktim-éteru so Vzorcom XVI

OCH3

JTN\i 5%

X ' X XVI

H3CO SN \Ra = Y VD
/L\N/x

R'Y

v ktorych X, Y, R®a R'su definované vyssie a A' je definované pre A s vynimkou, Ze
to nemdze byt vazba.

V spdsobe podla tohto vynalezu si vyhodné ochranné skupiny takéto: '

Pre E = COOH: 4,5-dihydro-4,4-dimetyloxazol-2-yl, C,alkylova alebo benzylova
skupina; pre R®= vodik: C, s alkyl a R°= vodik: C,salkylkarbonyl.

Jeden z krokov deprotekcie podla spdsobu a) sa uskutoéiiuje pomocou
opracovania latky so Vzorcom IV s vhodnym vodnym roztokom kyseliny, oby&ajne
0,5 az 12 mol/l vodnym roztokom HCI, vodnym roztokom 48 % hmotnostnych HBr,
alebo nasytenym roztokom HBr v kyseline octovej. Deprotekcia sa méze tiez
uskutoc¢nit' v postupnych krokoch pouZitim vodného roztoku kyseliny a vodneho
roztoku zasady, obycCajne postupne vo vodnom roztoku kyseliny, ako je naprikiad
0,5-12 mol/l HCI, vo vodnom roztoku zasady, ako je napriklad 1 az 8 mol/l NaOH a
vo vodnom roztoku kyseliny, ako je napriklad 0,5 az 12 mol/l HCI, alebo postupne
vo vodnom roztoku zasady, takej ako napriklad 1 az 8 mol/l NaOH a vo vodnom
roztoku kyseliny, takej ako napriklad 0,5 az12 mol/l HCI.

Vychodiskové materialy so Vzorcom |V sa oby€ajne pripravuju z kyseliny 3-
alkoxy-4-metylizoxazol-5-karboxylovej (WO0985/12587, A1) pomocou Uplnej depro-
tekcie vo vodnom roztoku kyseliny podla vyssie opisanych podmienok deprotekcie,
volitelnej esterifikacie kyseliny 3-hydroxy-4-metylizoxazol-5-karboxylovej a naslednej
alkylacie s prislusnym halogenidom alebo jednoducho pomocou alkylacie. Po tomto
nasleduje bromacia 4-metylizoxazolovej skupiny a nasledna alkylacia s prekurzorom

aminokyseliny, napriklad dietyl-acetamidomalonatom. Dalie 4-alkylizoxazoly sa
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mozu pripravit pomocou predézenia retazca, napriklad alkylaciou s kyanid- alebo
dietyl- malonatom a naslednou premenou na primarny alkylhalogenid alebo aldehyd.
Halogenid sa méze opracovat tak, ako je nacrtnuté vysSie. Aldehyd sa méze pouzit
ako vychodiskovy material pre pripravu latok so vSeobecnym Vzorcom V.

V b) sa jeden krok deprotekcie uskutoCiuje pomocou opracovania latky so
vzorcom V s vhodnym vodnym roztokom kyseliny alebo vodnym roztokom zasady,
obyé&ajne s 0,5 aZz 8 mol/l vodnym roztokom kyseliny chlorovodikovej. Deprotekcia
sa tiez modze vykonat v postupnych krokoch pouzitim vodného roztoku kyseliny a
vodného roztoku zasady, ako je zmienené vyssie pre metoédu a). Hydantoinovy kruh
sa moze tiez Stiepit pouzitim vodného roztoku Ba(OH),, vodnym roztokom 10 az 70
% hmotnostnych kyseliny sirovej alebo pouZitim enzymov, takych ako napriklad
hydantoinazy. Stiepenie hydantoinového kruhu sa méze uskutognit bud pred alebo
po deprotekcii E-skupiny. R’ skupina sa méZe zaviest znova pomocou alkylacie po
uplnej deprotekcii hydantoinového medziproduktu.

Hydantoinové kruhy v latkach so v8eobecnym Vzorcom V sa obycajne tvoria
podfa metdd opisanych v Ware, E., Chem. Rev. 1950, 46, 403 az 470. Stiepenie
hydantoinového kruhu sa obycajne uskutoiuje v anal6gii s metédami opisanymi v
Curry, K. a spol. J. Med. Chem. 1988, 31, 864 az 867, Farrington, G. K. a spol,, J.
Med.Chem. 1987, 30, 2062 az 2067, Grunewald, G. L. a spol. J. Med. Chem. 1980,
23, 754 az 758, Hiroi, K. a spol., Chem. Pharm. Bull. 1968, 16, 444 aZz 447 alebo
Stark, G. R. a spol., J. Biol. Chem. 1963, 238, 214 az 226. Vychodiskovy material na
pripravu latok so vzorcom V sa moéze ziskat tak, ako je naznaené vyssie pre
vychodiskoVé materialy metédy a). Ak A je vazba, moze sa aldehyd pripravit z
brémmetylove;j latky pomocou bromacie a naslednej transformacie na aldehyd.

Adi¢no-eliminacéna reakcia podla metdédy c) sa obycajne uskutoCiiuje v
protickom organickom rozpustadle, takom ako je napriklad alkohol, vyhodne v
pritomnosti vhodnej anorganickej zasady, takej ako je napriklad vodny roztok NaOH
pri laboratérnej teplote. Medziprodukty so vzorcom VIl sa méZu pripravit pomocou
metdd opisanych v Cohen, S. a spol., JJAmer. Chem. Soc. 1966, 88, 1533 az 1536,
EP-A2-0496561 alebo Kinney, W. A. a spol., J. Med. Chem. 1992, 35, 4720 az
4726.
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Medziprodukt so vsSeobecnym Vzorcom VI sa [lahko ziska pomocou
Gabrielovej syntézy primarnych aminov, ako je opisané v Sheehan, J. C. a spol., J.
Am. Chem. Soc., 1950, 72, 2786 - 88. Alkylhalogenidové vychodiskové materialy
pre tlto syntézu sa obycajne ziskaju tak, ako je opisané vzhladom na vychodiskové
materialy pouZité v metode a), pozri vyssie.

Deprotekcia sa obyéajne uskutoéiiuje pouZitim vodného roztoku kyseliny
alebo vodného roztoku zasady, vyhodne 0,5 az 8 mol/l HCI alebo vodnym roztokom
0.5 az 8 mol/l NaOH, bud' pri laboratornej teplote alebo pri zvySenych teplotach.

V sposobe d) sa reakcia a nasledné uzavretie kruhu a deprotekcia
uskutoguju tak, ako je opisané v Kinney a spol., EP-A2-0496561.

Vychodiskové materialy so vzorcom VIl sa méZu ziskat reagovanim
napriklad 4-brommetyl-izoxazolu ziskaného tak, ako je opisané vzhlfadom na
vychodiskové materidly v sposobe a) s mono-BOC-chranenym alkyléendiaminom,
pozri EP-A2-0496561.

Alkylacia latok so véeobecnym Vzorcom IX podfa spdsobu e) sa obycajne
uskuto&iiuje v inertnom organickom rozpustadle, ako je napriklad vhodny alkohol,
keton alebo dimetylformamid, vyhodne v pritomnosti vhodnej zasady, ako je
napriklad hydrid sodny, uhli¢itan draselny alebo trietylamin, ako je opisané v
Kinney, W. A., EP-A2-0496561. Vychodiskové materialy so Vzorcom IX sa mbézu
ziskat' pomocou metédy ¢).

V spdsobe f) sa deprotekcia latok so vieobecnymi Vzorcami XI a Xil
vykona tak, ako je opisané v spdsobe a) alebo pouzitim roztoku kyseliny
chlorovodikovej v dietyléteri alebo inou ne-vodnou deprotekénou metodou.
Vychodiskovy material X sa ziska tak, ako je opisane vzhladom na vychodiskové
materialy v metdde a) vyssie.

V sposobe g) sa esterfikacia mdze uskutoénit pomocou metod dobre
znamych v tomto odbore, naprikiad opracovanim s kyslym roztokom v alkohole.
Vychodiskové materialy sa pripravujd v zhode s metddou a) az e) alebo h).

Optické rozlidenie latok so véeobecnym Vzorcom | sa oby¢ajne uskutocniuje
pomocou tvorby diastereomérnych soli za pouZzitia opticky aktivnych kyselin alebo

zasad, napriklad 1-fenyletylaminu. V niektorych pripadoch sa optické rozlienie
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obycajne uskutocfiuje pomocou tvorby diastereomérnych latok a - nasledne
separaciou diastereomérov pomocou rychlej chromatografie alebo krystalizacie.
Niektoré diastereoméry sa mdzu obycajne pripravit pomocou asymetrickej syntézy
pouzitim Schollkopfove] bis-laktim-aminokyselinovej syntézy, pozri sposb h). Pri
tejto syntéze st vychodiskové materialy alkylhalogenidy ziskané tak, ako je opisané
vyssie pre vychodiskové materidly pre spésob a). Ochranna skupina pre 5-
karboxyizoxazolovii skupinu je vyhodne 2-oxazolinova skupina pripravena zo
zodpovedajiceho 5-kyanoizoxazolu (W095/12587, A1) pomocou kondenzacie s
aminoalkoholom.

Soli latok podla tohto vynalezu sa fahko pripravia pomocou spésobov dobre
znamych vtomto odbore, tj. pomocou reagovania latky s bud ekvivalentnym
mnozstvom kyseliny alebo zasady v rozpustadle mieSatelnom s vodou, ako je
napriklad acetén alebo etanol, s izolovanim soli pomocou skoncentrovania a
ochladenia, alebo pomocou reagovania s prebytkom kyseliny alebo zasady
v rozpustadle nemiedateflnom s vodou, ako je napriklad etyléter alebo chloroform,
pricom sa pozadovana sol oddeli priamo. Tieto soli sa méZzu tiez pripravit pomocou
klasickej metédy podvojného rozkladu prisludnych soli.

Tieto latky so véeobecnym Vzorcom | a ich farmaceuticky prijatelné kyslé
adiéné soli sa moézu podavat akymkolvek vhodnym spésobom, napriklad oralne
alebo parenteraine, a latky mdzu byt pritomné v akejkolvek vhodnej forme pre
takéto podavanie, napriklad vo forme tabliet, kapsul, praskov, sirupov alebo
roztokov alebo disperzii pre injekcie.

Uginna denna davka latky so vSeobecnym Vzorcom | alebo jej

farmaceuticky prijatelnej soli je od 10 pg/kg do 50 mg/kg telesnej hmotnosti.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Vynalez je dalej ilustrovany pomocou prikladov, ktoré nemdzu Zziadnym
spdsobom byt zostavené ako obmedzenie vynalezu.
Véetky teploty topenia sa urcili na pristroji Bichi SMP-20 a su nekorigovane.

'H NMR a ®C NMR spektrd sa zaznamenali na spektrometri Brucker 250 MHz
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(250,13 MHz pre 'H NMR a 62,90 MHz pre "*C NMR) za pouzitia TMS ako interného
Standardu, ak to nie je ur¢ené inak.

Hmotnostné spektra sa ziskali na Quattro MS-MS systéme z VG Biotech,
Fisons Instruments spojenom s HP 1050 modularnom HPLC systéme. 20 az 50 pl
vzorky (10 pg/ml) rozpustené v zmesi 1% hmotnostné kyseliny octovej v zmesi
acetonitril/voda = 1:1 alebo v zmesi acetonitril/voda/vodny roztok amoniaku (25%) =
25:25:1 (zwitteriony), sa zaviedli pomocou autosamplera pri prietoku 30 pl/minatu do
elektrosprejového idénového zdroja. Spektra sa zaznamenali za Standardnych
podmienok, ¢im sa ziskali informacie o molekulovej hmotnosti (M+H)") alebo ((M-
H)). Pozadie sa odcitalo.

Analyticka HPLC sa uskutoénila na kolone 150 x 4,6 minut Lichrocart 250-4
(Merck) eluovanej pri 35 °C s 1 ml/min zmesi metanol/0,01 mol/l octan aménny, pH
8 = 3:2. Pouzitd inStrumentacia pozostavala z L6200 HPLC c¢Zerpadla, L5025
termostatu kolény a L4000A UV-VIS detektora (nastaveny na 230 nm).
Diastereomérne Cistoty vyjadrené ako diastereomérny exces (de) sa pocitali z pléch
pikov.

Chiralna HPLC analyza sa uskutocnila na koléne 150 x 4,6 minut Sumichiral
OA-5000 eluovanej pri laboratornej teplote s 1 mi/min 5 mmol/l CuSO, (aq). Pouzita
indtrumentéacia pozostavala z AS 2000 autosamplera, L6200 HPLC Zerpadia, T6300
termostatu kolony, L4250 UV-VIS detektora (nastaveny na 240 nm), a D 6000
rozhranie poditaca, vSetko od Merck-Hitachi. Enantiomérne Cistoty vyjadrené ako

enantiomérny exces (ee) sa pocitali z pléch pikov.

Priklad 1
Kyselina (RS)-2-amino-3-(5-karboxy-3-metoxyizoxazol-4-yl)propidnova, hydrat
(Latka 1)

1) Kyselina 3-hydroxy-4-metylizoxazol-5-karboxylova
Kyselina 3-etoxy-4-metylizoxazol-5-karboxylova (15 g, 88 mmol) a roztok 47

% hmotnostnych HBr (aq) (150 ml) sa varila pod refluxom pocas 6 hodin. Roztok sa
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ochladil a krystalicka latka z nazvu tohto odstavca sa oddelila pomocou filtracie (8,7
g, 69 %): t.t. 257 az 259 °C. Do kyslého filtratu sa pridala voda (100 ml) a extrahoval
sa s dietyléterom (6 x 400 ml). Organické extrakty sa premyvali so solankou (100
ml), vysusili sa (MgS0O,) a skoncentrovali sa vo vakuu, €im poskytli surovu latku z
nazvu tohto odstavca (3,0 g, 24 %). Celkovy vytaZzok 93 %. Zmes z dvoch syntéz sa

pouzila v nasledujucom kroku.

2) Etyl-3-hydroxy-4-metylizoxazol-5-karboxylat

Kyselina 3-Hydroxy-4-metylizoxazol-5-karboxylova (6,0 g, 42 mmol) a
nasyteny roztok HCI v EtOH (110 ml) sa varila pod refluxom pocas 4 hodin. Roztok
sa skoncentroval vo vakuu a zvySok sa rozpustil v EtOAc, vysusil sa (MgSO,) a
odparil sa vo vakuu, ¢im poskytol surovit latku z nazvu tohto odstaveca (7,2 g, 100
%). Mala vzorka sa rekrystalizovala (EtOAc/heptan), €im poskytla bezfarebné
kryStaly: t.t. 133 az 134 °C. Surovy produkt sa pouZil v nasledujicom kroku bez

dalsieho cistenia.

3) Etyl-3-metoxy-4-metylizoxazol-5-karboxylat

Zmes etyl-3-hydroxy-4-metylizoxazol-5-karboxylatu (1,0 g, 5,8 mmol),
metyljodidu (0,4 ml, 5,8 mmol) a K,CO, (1,6 g, 11,7 mmol) v DMF (40 ml) sa
zahrievala pri 40 °C pocas 1 hodiny. Zmes sa naliala na zmes fad/voda (100 ml) a
extrahovala sa s dietyléterom (3 x 100 mi). Organické extrakty sa premyvali s vodou
(2 x 50 ml), sofankou (50 ml), vysusili sa (MgSQO,) a skoncentrovali sa za vakua (0,8
g, 74 %). Postup sa opakoval, ¢im sa ziskal surovy produkt ekvivalentny 17,5 mmol
vychodiskového materialu, ktory sa podrobil rychlej chromatografii (silikagél, eluent:
dichlormetan/dietyléter = 9:1), ¢im poskytol surovu latku z ndzvu tohto odstavca ako

Zity olej (1,4 g, 43 %), ktory sa pouzil v nasledujicom kroku bez daldieho Cistenia.

4) Etyl-4-(brommetyl)-3-metoxyizoxazol-5-karboxylat
Etyl-3-metoxy-4-metylizoxazol-5-karboxylat (1,3 g, 7,0 mmol), NBS (1,4 g,

7.9 mmol), dibenzoylperoxid (katalytické mnozstvo) a tetrachiérmetan (40 mi) sa
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varil pod refluxom poéas 10 hodin. Zmes sa ochladila, prefiltrovala a skoncentrovala
sa vo vakuu, &im poskytla surovu latku z nazvu tohto odstavca ako Zity olej (1,8 g,

97 %). Surovy produkt sa pouzil v nasledujucom kroku bez daldieho Cistenia.

5) Etyl-2-acetamido-2-(etoxykarbonyl)-3-[5-(etoxykarbonyl)-3-metoxyizoxazol-4-yl]-
propionat

Zmes dietylacetamidomalonétu (1,6 g, 7,4 mmol) a terc.butoxidu draselného
(0,9 g, 8,0 mmol) v N-metylpyrolidén (30 ml) sa premiesavala pri laboratorne;j teplote
pocas 30 minut. Pridal sa etyl-4-(brémmetyl)-3-metoxyizoxazol-5-karboxylat (1,8 g,
6,8 mmol) v N-metylpyrolidone (10 ml) (teplota 22 az 28 °C) a vysledna zmes sa
premieSavala pri laboratornej teplote pocas 1,5 hodiny. Reakéna zmes sa naliala na
zmes fad/voda (100 ml) a vodna faza sa extrahovala s EtOAc (3 x 150 ml).
Organické extrakty sa premyvali s vodnym roztokom terc.butoxidu draselného,
vodou (100 ml) a sofankou (100 mli), vysusili sa (MgSO,) a skoncentrovali sa vo
vakuu. Rychla chromatografia (silikagél, eluent: EtOAc/heptan = 1:1) poskytla
surovy latku z nazvu tohto odstavca (1,8 g, 66 %). Mala vzorka sa rekrystalizovala
(EtOAc/heptan), &im poskytla bezfarebné krystaly: tt. 78 az 80 °C. Surovy produkt

sa pouzil v nasledujicom kroku bez dalSieho istenia.

6) Kyselina (RS)-2-amino-3-(5-karboxy-3-metoxyizoxazol-4-yl)propiénova, hydrat
(Latka 1)

Suspenzia etyl-2-acetamido-2-(etoxykarbonyl)-3-[5-(etoxykarbonyl)-3-meto-
xy-izoxazol-4-yl|propionatu (1,2 g, 3,0 mmol) v 0,5 mol/l HCI (100 ml) sa varila pod
refluxom po&as 48 hodin. Zmes sa ochladila, premyla sa s dichlormetanom (100 ml)
a dietyléterom (2 x 100 ml), prefiltrovala a skoncentrovala sa vo vakuu. Pridala sa
voda (5 ml) a pH sa nastavilo na hodnotu asi 3 pridanim NaOH (0,1 mol/l a 1 mol/l).
Vodna faza sa zmensila vo vakuu (2 ml) a zrazenina sa oddelila pomocou filtracie.
Zrazenina sa premie$avala s vodou (2 ml) pri laboratornej teplote pocas 24 hodin,
&im po filtracii poskytla Latku 1 (70 mg, 10 %): t.t. 222 az 225 °C (rozklad); 'H NMR
(DMSO-d,) & 2,88 (dd, 1H), 3,01 (dd, 1H), 3,85 - 3,96 (m, 1H), 3,90 (s, 3H); *C NMR



-18 -

(DMSO-d;) & 22,70, 52,38, 57,32, 103,25, 159,43, 165,95, 170,66 (2 C); MS
((M+H)*) m/z 231, Anal. (CgH,,N,0, 0,25H,0) vypocitané, C 40,94, H 4,51, N 11,94,
najdené, C 41,01,H 4,37, N 11,91.

Nasledujtice latky boli pripravené podobnym spésobom:

Kyselina (RS)-2-Amino-3-(5-karboxy-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionova (Latka 2).

T.t. 238 az 240 °C (rozklad); 'H NMR (DMSO-d,) & 1,34 (t, 3H), 2,90 (dd, 1H), 3,03
(dd, 1H), 3,96 (dd, 1H), 4,23 (q, 2H); °C NMR (DMSO-d,) 8 14,46, 22,41, 51,89,
65,63, 103,34, 159,22, 164,97, 169,75, 170,40; MS ((M+H)") m/z 245, Anal.
(C,H,,N,O¢) vypocitané, C 44,27, H 4,95, N 11,47; najdené, C 44,10, H 4,92, N
11,34.

Kyselina (RS)-2-Amino-3-(5-karboxy-3-izopropoxyizoxazol-4-y|)prOpiénové (Latka
3).

Tt. 242 a2 243 °C (rozklad); "H NMR (DMSO-d,) & 1,32 (dd, 6H), 2,88 (dd, 1H), 3,01
(dd, 1H), 3,96 (dd, 1H), 4,79 (h, 1H); °C NMR (DMSO-d,) & 21,57, 21,77, 22,35,
51,82 73,13, 103,56, 159,22, 164,91, 169,08, 170,36; MS ((M+H)") m/z 259, Anal.
(C,oH..N,O,) vypotitané, C 46,51, H 5,46, N 10,85; najdené, C 46,37, H 546, N
10,83.

Kyselina (RS)-2-Amino-3-(5-karboxy-3-hydroxyizoxazol-4-yl)propionova, hydrat
(Latka 4)

Tt 175 az 177 °C: '"H NMR (DMSO-ds) & 3,00 (d, 2H), 3,88 (t, 1H); “C NMR
(DMSO-d,) § 23,07, 52,07, 105,84, 159,41, 162,11, 169,89, 170,78; MS (M+H)")
m/z 217, Anal. (C,H,N,0,0,25H,0) vypotitané, C 38,10, H 3,88, N 12,70; najdene,
C 37,72,H 3,98, N 12,52.
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Priklad 2
Kyselina (RS)-2-Amino-3-(5-karboxy-2,3-dihydro-2-metyl-3-oxoizoxazol-4-yl)-propio-
nova, hydrat (Latka 5)

Etyl-2,3-dihydro-2,4-dimetyl-3-oxoizoxazol-5-karboxylat

Zmes etyl-3-hydroxy-4-metylizoxazol-5-karboxylat (2,0 g, 11,7 mmol) a
K,CO, (4,0 g, 29 mmol) v etanole (50 ml) sa zahrievala pri 40 °C celkovo pocCas 26
hodin. Pridal sa metyljodid (0,8 ml, 13 mmol) po 1 hodine a dalSie 3 razy pocas
nasleduijtcich 25 hodin. Roztok sa prefiltroval a odparil vo vakuu (podla 'H NMR sa
ziskala 1:1 zmes latky z nazvu tohto odstavca a etyl-3-metoxy-4-metylizoxazol-5-
karboxylatu). Rychla chromatografia (silikagél, eluent: dichlérmetan/dietyléter = 9:1
potom 1:1) poskytla etyl-3-metoxy-4-metylizoxazol-5-karboxylat ako Zlty olej (0,40
9,18 %) a latku z nazvu tohto odstavca (0,45 g, 21%). Mala vzorka posledne
menovane] latky sa rekrystalizovala (EtOAc/heptan), &im poskytla bezfarebné
kryStaly: t.t. 64 az 65 °C. Surova latka z nazvu tohto odstavca sa pouzila v

nasledujucom kroku bez dal$ieho Eistenia.

Kyselina (RS)-2-amino-3-(5-karboxy-2,3-dihydro-2-metyl-3-oxoizoxazol-4-yl)propio-
nova, hydrat (Latka 5)

Latka z ndzvu tohto odstavca sa ziskala pomocou procesov analogickych
k procesom z krokov 2) az 6) z Prikladu 1 pouZitim produktu z 1) vyssie (70 mg,
bezfarebné krystaly, 72 %). tt. 211 az 212 °C (rozklad); 'H NMR (DMSO-d) 8 2,87
(dd, 1H), 2,97 (dd, 1H), 3,43 (s, 3H), 3,92 (dd, 1H); "C NMR (DMSO-dg) & 23,10,
32.32.51,79, 106,51, 158,59, 162,37, 166,64, 170,35; MS ((M+H)") m/z 231, Anal.
(C4H,N,O, 0,25H,0) vypoditané, C 40,94, H 4,51, N 11,94; najdene, C 40,93, H
4,55 N11,71.

Nasledujuca latka bola pripravena podobnym spésobom:
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Kyselina (RS)-2-amino-3-(5-karboxy-2-etyl-2,3-dihydro-3-oxo-izoxazol-4-yl)propio-
nova, Monohydrat (Latka 6).

'H NMR (D,0, 1,4-dioxan § 3,70) § 1,28 (t, 3H), 3,19 (d, 2H), 4,01 (q, 2H), 4,18 (t,
1H); *C NMR (D,O, 1,4-dioxan & 67,40) & 12,87, 23,85, 42,31, 53,27, 110,57,
150 88, 162,65, 166,67, 172,55; MS ((M+H)") m/z 245, Anal. (C¢H,,N,O¢ H,0)
vypoditané, C 41,22, H 5,38, N 10,68; najdené, C 41,28, H 4,74, N 10,27.

Priklad 3
Kyselina (S)-2-Amino-3-(5-karboxy-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionova (Latka (S)-2)
Kyselina (R)-2-Amino-3-(5-karboxy-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionova (Latka (R)-2)

1) 5-(4,5-Dihydro-4,4-dimetyl-1 ,3-oxazol-2-yl)-3-etoxy-4-metylizoxazol
3-Etoxy-4-metylizoxazol-5-karbonitrile (2,6 g, 17,1 mmol), 5,4 mol/l NaOMe
v MeOH (0,6 ml, 3,4 mmol) a EtOH (80 ml) sa premiesaval pri laboratdrnej teplote
po¢as 30 minGt. Pridala sa kyselina octova (2,2 ml, 39,3 mmol) a 2-amino-2-
metylpropan-1-ol (1,8 ml, 18,8 mmol) a vysledna zmes sa varila pod refluxom pocas
20 hodin. Reakéna zmes sa ochladila, pridala sa voda (100 mi) a extrahovala sa s
EtOAc (3 x 100 mi). Organické extrakty sa premyvali s 1 mol/i NaOH (50 ml),
solankou, vysusili sa (MgSO,) a odparili sa vo vakuu. ZvySok sa rozpustil v EtOH
(60 ml), pridal sa roztok KOH (1,8 g, 32 mmol) vo vode (12 ml). Zmes sa
premie$avala pri laboratérnej teplote pocas 20 hodin. EtOH sa odstranil vo vakuu.
Pridala sa voda (80 ml) a vodna faza sa extrahovala s EtOAc (3 x 100 ml).
Organické extrakty sa premyvali so solankou, vysusili sa (MgS0Q,) a odparili sa vo
vakuu. Rychla chromatografia (silikagél, eluent: EtOAc/heptan/trietylamin = 75:25:1)

poskytla surovu latku z ndzvu tohto odstavca ako zity olej (2,0 g, 52 %)

2) 4-(Brémmetyl)-5-(4,5-dihydro-4,4-dimety!-1 ,3-oxazol-2-yl)-3-eroxyizoxazol
5—(4,5-Dihydro—4,4-dimety|—1,3-oxazol-2-yl)-3-etoxy-4-metylizoxazol (2,0 g,
8,9 mmol), NBS (1,75 g, 9,8 mmol) a chlorid uhli€ity (150 ml) sa varili pod refluxom

potas 5 hodin. Zmes sa ochladila, prefiltrovala a skoncentrovala sa vo vakuu.
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Rychla chromatografia (silikagél, eluent: toluén/EtOAc/trietylamin = 100:10:1)
poskytla latku z nazvu tohto odstavca ako zlty olej (2,0 g, 74 %). '

3) (2S,5R)-2,5-Dihydro-2-{[5-(4,5-dihydro-4 4-dimetyl-1,3-oxazol-2-yl)-3-etoxyizoxa-
zol-4-yllmetyl}-5-izopropyl-3,6-dimetoxypyrazin a (2R,2R)-2,5-Dihydro-2-{[5-(4,5-di-
hydro-4,4-dimetyl-1 ,3-oxazol-2-yl)-3-etoxyizoxazol-4-yljmetyl}-5-izopropyl-3,6-dime-
toxypyrazin

1,6 mol/l roztok butyllitia v hexane (1,9 mi, 3,0 mmol) sa pridal do vopred
ochladeného (-78 °C) roztoku (2R)-(-)-2,5-dihydro-2-izopropyl-3,6-dimetoxypyrazinu
(0,5 ml, 2,8 mmol) v bezvodom tetrahydrofurane (8 mi). Premiesavanie pokraCovalo
pri -78 °C pogas 10 minut, pridal sa 4-(brémmetyl)-5-(4,5-dihydro-4,4-dimetyl-1,3-
oxazol-2-yl)-3-etoxyizoxazol (0,85 g, 2,8 mmol) rozpusteny v tetrahydrofurane (5 ml)
a vysledna zmes sa premiesavala pri -78 °C poCas 4,5 hodiny. Reakéna zmes sa
ponechala zahriat sa na laboratornu teplotu a skoncentrovala sa vo vakuu. Zvysok
sa rozpustil v dietyléteri (40 ml) a vylial sa na zmes lad/voda (40 ml). Vrstvy sa
oddelili a vodna faza sa extrahovala s dietyléterom (2 x 40 ml). Organické extrakty
sa premyvali so sofankou, vysusili sa (MgSO,) a skoncentrovali sa vo vakuu. Rychla
chromatografia (silikagél, eluent: heptan/EtOAc = 3:1) poskytia (2S,5R)-latku z
nazvu tohto odstavca ako 2ty olej (0,65 g, 57%): de = 99,2% (retenny Cas asi 38
minat). Dalia eldcia poskytla surovu (2R,5R)-latku z nazvu tohto odstavca ako Zlty
olej (38 mg, 3 %)

4) (2R,58)-2,5-Dihydro-2-{[5-(4,5-dihydro—4,4—dimety|-1,3-0xazoI-2-yl)-3-etoxyizoxa—
zol-4-ylmetyl}-5-izopropyl-3,6-dimetoxypyrazin a (28,58)-2,5-dihydro-2-{[5-(4,5-di-
hydro-4,4-dimetyl-1 ,3-oxazol-2-yl)-3-etoxyizoxazol-4-yljmetyl}-5-izopropyl-3,6-dime-
toxypyrazin

Latka z nazvu tohto odstavca sa ziskala pomocou 'postupu, ako je opisané v
kroku 3) vysSie, pouzitim (2S)-(+)-2,5-dihydro-2-izopropy!-3,6-dimetoxypyrazinu ako
vychodiskového materidlu. Rychla chromatografia (silikagél, eluent: heptén/EtOAc =
3:1) poskytla (2R,5S)-latku z nazvu tohto odstavca ako Zity olej (0,8 g, 54 %): de
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>99,2% (retencény €as asi 38 minut). Dalsia ellcia poskytla surovu (2S,58)-latku z

nazvu tohto odstavca ako Zlty olej (60 mg, 4 %).

5) Kyselina (S)-2-Amino-3-(5-karboxy-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionova (Latka (S)-2)

Suspenzia (25,5R)-2,5-dihydro-2-{[5-(4,5-dihydro-4,4-dimetyl-1,3-oxazol-2-
yl)-3-etoxyizoxazol-4-yljmetyl}-5-izopropyl-3,6-dimetoxypyrazinu (0,6 g, 1,5 mmol) v
1 mol/l kyseline trifluéroctovej (200 ml) sa varila pod refluxom pocas 5 hodin.
Reak&na zmes sa skoncentrovala vo vakuu (2 ml), zvySok sa rozpustil vo vode (50
ml) a premyla sa s EtOAc (3 x 50 ml). Vodna faza sa prefiltrovala, odparila sa vo
vakuu do sucha a zvySok sa opracoval s vodou (10 ml). Zrazenina, ktora sa
vytvorila, sa premiesavala pri laboratornej teplote pocas 24 hodin, oddelila sa
pomocou filtracie a rekrystalizovala sa (voda), ¢im poskytla latku (S)-2 ako
bezfarebné krystaly (0,12 g, 33 %): t.t. 259 az 261 °C (rozklad); ee >99% (retenény
gas asi 30 minat); 'H NMR (DMSO-d;) & 1,34 (t, 3H), 2,90 (dd, 1H), 3,03 (dd, 1H),
3,96 (dd, 1H), 4,23 (g, 2H); MS ((M+H)") m/z 245, Anal. (CH,,N,O;) vypocitané, C
44,27, H 4,95, N 11,47; najdené, C 44,45, H 4,96, N 11,46.

6) Kyselina (R)-2-Amino-3-(5-karboxy-3-etoxyizoxazol-4-yl)-propionova (Latka
(R)-2)

Do premie$avaného roztoku (2R,5S)-2,5-dihydro-2-{[5-(4,5-dihydro-4,4-di-
metyl-1 ,3-o0xazol-2-yl)-3-etoxyizoxazol-4-yllmetyl}-5-izopropyl-3,6-dimetoxypyrazinu
(0,6 g, 1,5 mmol) a MeOH (7 ml) sa pridal roztok 0,25 mol/l HCI (74 ml, 7,4 mmol) a
vysledna zmes sa premiedavala pri laboratornej teplote pocas 2 hodin. pH sa
nastavilo na hodnotu asi 7 pridanim vodného roztoku amoniaku (0,5 mol/l) a MeOH
sa odstranil vo vakuu. pH sa nastavilo na hodnotu 8 az 9 pridanim vodného roztoku
amoniaku (0,5 mol/l) a vodna faza sa extrahovala s EtOAc (4 x 50 ml). Organicke
extrakty sa premyvali so solankou, vysusili sa (MgSO,) a skoncentrovali sa vo
vakuu. Zvy$ok sa suspendoval v 1 mol/i HCl a zmes sa varila pod refluxom pocas
4,5 hodiny. Reakéna zmes sa skoncentrovala vo vakuu (2 ml), zvySok sa rozpustil

vo vode (50 ml) a premyl sa s EtOAc (3 x 50 ml). Vodna faza sa prefiltrovala,
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odparila sa vo vakuu do sucha a zvy$ok sa opracoval s vodou (10 ml). Zrazenina,
ktoré sa vytvorila, sa prémieéavala pri laboratornej teplote poc¢as 2 hodin, oddelila
sa pomocou filtracie a rekrystalizovala sa (voda), ¢im poskytla latku (R)-2 ako
bezfarebné krystaly (0,13 g, 36 %): t.t. 258 az 260 °C (rozklad); ee >99% (retencny
gas asi 50 minut); 'H NMR (DMSO-dg) § 1,34 (t, 3H), 2,90 (dd, 1H), 3,03 (dd, 1H),
3,96 (dd, 1H), 4,23 (q, 2H); MS ((M+H)") m/z 245, Anal. (C;H,,N,O) vypocitané, C
44,27, H 4,95, ‘N 11,47; najdené, C 44,56, H 4,95, N 11,53.

Priklad 4
Kyselina (RS)-2-amino-3-[3-etoxy-5-(1H-1 ,2,4-triazol-3-yl)izoxazol-4-ylJpropionova,
hydrat (Latka 7)

N-[(dimetylamino)metylidén]-3-etoxy-4-metylizoxazol-5-karboxamid

Roztok 3-etoxy-4-metylizoxazol-5-karboxamidu (3,5 g, 21 mmol) v N,N-
dimetyl-formamid-dimetylacetale (15 ml) sa premieSaval pri 120 °C pocas 15 minut.
Po ochladeni sa latka z nazvu tohto odstavca oddelila ako bezfarebné krystaly (4,2

g, 91 %).

3-(3-Etoxy-4-metylizoxazol-5-yl)-1H-1,2,4-triazol

K roztoku hydrazinhydratu (0,6 mi, 12,4 mmol) v kyseline octovej (15 ml) sa
pridal N-(dimetylamino)metyliden 3-etoxy-4-metylizoxazol-5-karboxamid (1,8 g, 8,0
mmol). Reakéna zmes sa premieSavala pri 90 °C poc“:as 15 minat a potom sa
ponechala pri laboratornej teplote kryStalizovat, ¢im poskytla €istl latku z nazvu
tohto odstavca (1,2 g, 77 %): t.t. 194 az 196 °C. Pridala sa voda (40 ml) a vodna
faza sa extrahovala s EtOAc (3 x 30 ml). Organické extrakty sa premyli so solankou,
vysusili sa (MgSO,) a skoncentrovali sa vo vakuu, &im poskytli surovu latku z nazvu

tohto odstavca (0,3 g, 20%). Spojili sa dve davky.

3-(3-Etoxy-4-metylizoxazol-5-yl)-1-trifenylmetyl-1H-1,2 4-triazol
Do zmesi 3-(3-Etoxy-4-metylizoxazol-5-yl)-1H-1,2,4-triazolu (1,1 g, 5.7
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mmol), trietylaminu (2,5 ml, 18 mmol) a DMF (20 ml) sa pridal trifenylmetylchlorid
(1,6 g, 5,7 mmol) v DMF (5 ml). Zmes sa premieSavala pri laboratérnej teplote pocas
5 hodin a vyliala sa na zmes [lad/voda (260 ml). Vodna faza sa extrahovala s
dietyléterom (3 x 200 mi) a organické extrakty sa premyvali s vodnym roztokom
Na,CO, (10 % hmotnostnych) (200 ml) a sofankou (200 ml). Roztok sa vysusil
(Na,SO,) a skoncentroval sa vo vakuu, ¢im poskytol surovu latku z nazvu tohto
odstavca (2,5 g). Mala vzorka sa krystalizovala (EtOAc), ¢im poskytla samostatny
izomér ako bezfarebné krystaly: tt. 181 az 183 °C. Surovy produkt sa pouzil v

nasledujucom kroku bez dalSieho Cistenia.

3-[4-(Brommetyl)-3-etoxyizoxazol-5-yl}-1-trifenyimetyl-1H-1,2,4-triazol

Zmes 3-(3-etoxy-4-metylizoxazol-5-yl)-1-trifenylmetyl-1H-1,2,4-triazolu (2,4
g, 5,5 mmol) a NBS (1,1 g, 6,2 mmol) v chloride uhli¢itom (150 ml) sa varila pod
refluxom pogas 3 hodin. Reakéna zmes sa ochladila, prefiltrovala a skoncentrovala
sa vo vakuu, &im poskytla surovl latku z nazvu tohto odstavca (2,8 g). Surovy

produkt sa pouzil v nasledujicom kroku bez dalSieho Cistenia.

Etyl-2-acetamido-3-[3-etoxy-5-(1-trifenylmetyl-1H-1,2,4-triazol-3-yl)izoxazol-4-yl]-2-
(etoxykarbonyl)propionat

Zmes dietylacetamidomalonatu (1,3 g, 6,0 mmol) a terc.butoxidu draselného
(0,73 g, 6,5 mmol) v N-metylpyrolidone (30 ml) sa premieSavala pri laboratérnej
teplote pocas 30 minut. Pridal sa 3-[4-(brémmetyl)-3-etoxyizoxazol-5-yl]-1-trifenyl-
metyl-1H-1,2,4-triazo! (2,8 g, 5,4 mmol) v N-metylpyrolidéne (20 ml) (teplota 22 az
28 °C) a vysledna zmes sa premiesavala pri laboratérnej teplote pocas 2 hodin.
Reakéna zmes sa naliala na zmes lad/voda (250 ml) a vodna faza sa extrahovala s
EtOAc (3 x 250 ml). Organické extrakty sa premyvali s vodnym roztokom terc.-
butoxidu draselného a solankou, vysusili sa (Na,SO,) a skoncentrovali sa vo vakuu.
Rychla chromatografia (silikagél, eluent: EtOAc/heptan/trietylamin = 50:50:2)
poskytla latku z nazvu tohto odstavca (2,2 g, 62 %): t.t. 145 aZ 149 °C.
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Kyselina (RS)-2-amino-3-[3-etoxy-5-(1H-1,2,4-triazol-3-yl)izoxazol-4-yl]propionova,
hydrat (Latka 7)

Suspenzia etyl-2-acetamido-3-[3-etoxy-5-(1-trifenylmetyl-1H-1,2 4-triazol-3-
ylizoxazol-4-yl]-2-(etoxykarbonyl)propionatu (1,5 g, 2,3 mmol) v 1 mol/l HCI (150 ml)
sa varila pod refluxom pocas 24 hodin. Roztok sa ochladil, premy! sa s dietyléterom
(2 x 150 ml) a dichlérmetanom (150 ml), prefiltroval a skoncentroval sa vo vakuu.
Pridala sa voda (56 ml) a pH sa nastavilo na hodnotu asi 3,5 pridanim NaOH (0,1
mol/l a 1 mol/l), ¢im sa poskytla Latka 7 pomocou filtracie (0,35 g, 56 %): t.t. 225 az
227 °C (rozklad); '"H NMR (DMSO-d;) & 1,38 (t, 3H), 2,94 (dd, 1H), 3,18 (dd, 1H),
3,58 (dd, 1H), 4,30 (g, 2H), 8,64 (s, 1H); °C NMR (DMSO-d,) & 14,52, 23,60, 53,30,
65,93, 104,25, 146,18, 150,87, 158,44, 169,47, 170,51; MS ((M+H)") m/z 268, Anal.
(C,oH.3N:O, 0,25H,0) vypoditané, C 44,20, H 5,01, N 25,77; najdené, C 44,42, H
5,29, N 25,52.

Priklad 5
Kyselina (RS)-2-Amino-3-[3-etoxy-5-(5-tetrazolyl)izoxazol-4-yl] propiénova (Latka 8)

Bola pripravena pomocou metddy analogickej s metdédou z Prikladu 4 z etyl-

2-acetamido-3-[3-etoxy-5-(tetrazol-5-yl)izoxazol-4-yl]-2-(etoxykarbonyl)propionatu.

Priklad 6
Kyselina (RS)-2-amino-3-(3-benzyloxy-5-karboxyizoxazol-4-yl)propiénova (Latka 9)

Kyselina (RS)-2-amino-3-(5-karboxy-3-hydroxyizoxazol-4-yl)propionova (3,5
g, 11,8 mmol) a roztok HCI v etanole (50 ml) sa varili pod refluxom pocas 2,5 hodiny
a odparili sa do sucha vo vakuu, &im poskytli etyl-(RS)-2-amino-3-(5-etoxykarbonyl-
3-hydroxyizoxazol-4-yl)propionat (4,15 g, 100 %).

Zmes di-terc.butyldikarbonatu (3,1 g, 14 mmol), trietylaminu (3,8 g, 37
mmol) a 1,4-dioxanu (15 ml) sa pridala k roztoku etyl-(RS)-2-amino-3-(5-etoxy-

karbonyl-3-hydroxyizoxazol-4-yl)propionatu (4,15 g, 11,7 mmol) v zmesi voda/1,4-
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dioxan (1:1) (50 ml) a vysledna zmes sa premieSavala pri laboratornej teplote pocCas
16 hodin. 1,4-dioxan sa odparil vo vakuu a vodna faza sa okyslila so zriedenym
vodnym roztokom HCI. Vodna faza sa extrahovala s etylacetatom a organicke
exfrakty sa premyli s vodou, solankou, vysusili sa (MgSQO,) a skoncentrovali sa vo
vakuu. Rychla chromatografia (SiO,, eluent: heptan/etylacetat/ kyselina octova(1:1,
4 %)) poskytla etyl-(RS)-2-terc.butoxykarbonylamino-3-(5-etoxykarbonyl-3-hydroxy-
izoxazol-4-yl)propionat ako olej (4,1 g, 92 %).

Zmes etyl-(RS)-2-terc.butoxykarbonylamino-3-(5-etoxykarbonyl-3-hydroxy-
izoxazol-4-yl)propionatu (3,2 g, 8,6 mmol), K,CO, (2,4 g, 17,2 mmol) v acetone (40
ml) sa zahrievala na teplotu refluxu. Pridal sa benzylbromid (2,2 g, 12,9 mmol) a
zmes sa varila pod refluxom poéas 1,5 hodiny. Skoncentrovala sa vo vakuu a
podrobila sa rychlej chromatografii (SiO,, eluent. heptan/etylacetat (2:1)), ¢im
poskytla etyl-(RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino]-3-[3-benzyloxy-5-(etoxykarbonyl)-
izoxazol-4-yl)propionat (1,64 g, 41 %) a etyl-(RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino]-3-
(2-benzyl-5-etoxykarbonyl-2,3-dihydro-3-oxoizoxazol-4-yl)propionat (0,7 g, 18 %).

Zmes etyl-(RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino]-3-[3-benzyloxy-5-(etoxykar-
bonyl)izoxazol-4-yl)propionatu (0,65 mg, 14 mmol) a 1 mol/l NaOH (50 ml) sa varila
pod refluxom po&as 16 hodin. Zmes sa ochladila (5 °C), okyslila sa zriedenym
vodnym roztokom HCI a skoncentrovala sa za vakua. Zvy$ok sa rekrystalizoval z
vody, &im poskytol kyselinu (RS)-2-amino-3-(3-benzyloxy-5-karboxyizoxazol-4-yl)-
propiénovl (0,1 g, 23 %): t.t. 209 az 211 °C (rozklad); 'H NMR (DMSO-d;) & 2,95
(dd, 1H), 3,05 (dd, 1H), 3,99 (t, 1H), 5,26 (s, 2H), 7,31 - 7,52 (m, 5 H); MS ((M+H)")
m/z 307, Anal. vypocitané, C 54,89, H 4,62, N 9,-5; najdené, C 54,31, H 4,56,
N8,97.

Nasledujtice latky boli pripravené podobnym spdsobom:
Kyselina (RS)-2-amino-3-(3-propoxy-5-karboxyizoxazol-4-yl)propionova (Latka 10)

T.t. 250 az 251 °C (rozklad). 'H NMR (D,0, dioxan, 1 mol/l NaOD) & 0,95 (t, 3H),
1,76 (se, 2H), 2,78 (dd, 1H), 2,90 (dd, 1H), 3,42 (dd, 1H), 4,17 (¢, 2H). °C NMR &



-27 -

12,3, 24,4, 29,8, 58,3, 74,9, 111,5, 164,3, 166,68, 173,9, 184,8, MS ((M+H)") m/z
259, Anal. vypoditané, C 46,51, H 5,46, N 10,85; najdené C 46,43, H 5,41, N 10,54.

Kyselina (RS)-2-amino-3-(3-butoxy-5-karboxyizoxazol-4-yl)propionova (Latka 11)
T.t. 238 az 240 °C (rozklad). 'H NMR (D,0, dioxan, 1 mol/l NaOD) 3 0,95 (t, 3H),
1,43 (se, 2H), 1,76 (qui, 2H), 2,8 (dd, 1H), 2,91 (dd, 1H), 3,44 (dd, 1H), 4,25 (t, 2H).
BC NMR (D,0O, dioxan, 1 mol/l NaOD) § 13,79, 19,30, 27,90, 31,03, 56,39, 71,27,
109,65, 162,39, 164,72, 172,02, 182,92, MS ((M+H)") m/z 273, Anal. vypocitané. C
48,53, H 5,92, N 10,29; najdené, C 48,80, H 5,99, N 10,34.

Kyselina (RS)-2-amino-3-(3-alyloxy-5-karboxyizoxazol-4-yl)propionova (Latka 12)
T.t. 239 az 240 °C (rozklad). '"H NMR (DMSO-d,) 8 2,93 (dd, 1H), 3,06 (dd, 1H), 3,99
(dd, 1H), 4,73 (d, 2H), 5,29 (dd, 1H), 5,44 (dd, 1H), 6,05 (dq, 1H).

Naviac sa.podobne pripravili nasledujuce latky:
Kyselina (RS)-2-amino-3-[3-(trans-2-buténoxy)-5-karboxyizoxazol-4-yl)propionova

Kyselina (RS)-2-amino-3-{3-(metyl-2-buténoxy)-5-karboxyizoxazol-4-yl)propiénova

Priklad 7
Kyselina (RS)-2-amino-3-(2-benzyl—5-karboxy-2,3-dihydro-3-oxoizoxazol-4-yl)—pro-
piénova, hydrochlorid, monohydrat (Latka 13)

Zmes etyl-(RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino}-3-(2-benzyl-5-etoxykarbonyl-
2,3-dihydro-3-oxoizoxazol-4-yl)propionatu (0,9 g, 1,9 mmol) a 1 mol/l HCI sa varila
pod refluxom pocéas 5 hodin. Zmes sa odparila vo vakuu do sucha (0,56 g, 80 %):
t.t. 146 aZ 148 °C (rozklad); '"H NMR (DMSO-d¢) & 3,08 (dd, 1H), 3,19 (dd, 1H), 4,17
(iroky s,1H), 5,16 (s, 2H), 7,24 - 7,45 (m, 5H); MS ((M+H)") m/z 307, Anal.
vypocitané, C 46,60, H 4,76, N 7,77, najdené, C 46,88, H 4,81, N 7,96.
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Priklad 8
Benzyl-(RS)-2-amino-3-(5-benzyloxykarbonyl-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionat, Hydro-
chlorid (Latka 14)

Zmes di-terc.butyldikarbonatu (1,1 g, 4,9 mmol), NaHCO, (1,1, g, 13 mmol)
a 1,4-dioxanu (3 ml) sa pridala k roztoku kyseliny (RS)-2-amino-3-(5-karboxy-3-
etoxyizoxazol-4-yl)propidénovej (1,0 g, 4,1 mmol) v zmesi voda/1,4-dioxan (1:1) (10
ml), a vysledna zmes sa premiesavala pri laboratornej teplote poc¢as 16 hodin. 1,4-
dioxan sa odparil vo vakuu, a vodna faza sa okyslila so zriedenym vodnym
roztokom HCI. Vodna faza sa extrahovala s etylacetatom a organické extrakty sa
premyli s vodou a solankou. Vysusili sa (MgSO,), skoncentrovali sa vo vakuu a
podrobili sa rychlej chromatografii (SiO,, eluent: etylacetat/etanol/kyselina octova
(3:1, 4 %)), &im poskytli kyselinu (RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino]-3-(5-karboxy-
3-etoxyizoxazol-4-yl)propiénovu (1,4 g, 100 %).

Zmes kyseliny (RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino]-3-(5-karboxy-3-etoxyizo-
xazol-4-yl)-propiénovej (1,4 g, 4,9 mmol), benzylbromidu (1,4 g, 8,2 mmol) v zmesi
benzén/tetrahydrofuran (4:1) sa pridala k 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-énu (1,3 g,
8,6 mmol) a vyslednad zmes sa varila pod refluxom poas 3 hodin. Zmes sa
prefitrovala a odparila sa vo vakuu. Rychla chromatografia (SiO, eluent:
etylacetat/heptan (1:3)) poskytla benzyl-(RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino]-3-(5-
benzyloxykarbonyl-3-etoxy-izoxazol-4-yl)propionat ako olej (1,9 g, 86 %).

Zmes benzyl-(RS)-2-[(terc.butoxykarbonyl)amino]-3-(5-benzyloxykarbonyl-3-
etoxy-izoxazol-4-yl)propionatu (1,9 g, 3,6 mmol) a nasyteného roztoku HCI v dietyl-
éteri (40 ml) sa varila pod refluxom po¢as 2 hodin. Vytvorené krystaly sa oddelili
pomocou filtracie, premieSavali sa s etylacetatom a oddelili sa pomocou filtracie
(0,53 g, 32 %): t.t. 142 az 144 °C; 'H NMR (DMSO-d,) & 1,32 (t, 3H), 3,17 (dd, 1H),
3,25 (dd, 1H), 4,17 - 4,32 (m, 3H), 5,09 (dd, 2H), 5,39 (s, 2H), 7,24 - 7,53 (m, 10H);
MS ((M+H)*) m/z 425, Anal. vypogitané, C 59,93, H 5,48, N 6,08; najdene, C 59,70,
H 5,49, N 6,26.
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Prikiad 9
Etyl-(RS)-2-amino-3-(3-etoxy-5-etoxykarbonylizoxazol-4-yl)propionét, stavelan
(Latka 15)

Zmes kyseliny (RS)-2-amino-3-(5-karboxy-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionove;
(2,0 g, 8,2 mmol) a roztoku HCI v etanole (35 ml) sa varila pod refluxom pocas 3
hodin, ¢im poskytla etyl-(RS)-2-amino-3-(5-karboxy-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionat.
K etyl-(RS)-Z-amino-3—(5—karboxy-3-etoxyizoxazo|—4-yl)propionétu (0,6 g) sa pridal
zriedeny roztok NaOH a vodna faza sa extrahovala s etylacetatom. Organicke
extrakty sa premyvali so sofankou, vysusili sa (MgSQ,), prefiltrovali a odparili sa do
sucha vo vakuu. Zvy$ok sa rozpustil v acetone (6 ml) a pridal sa roztok kyseliny
Stavelovej (0,14 g, 1,6 mmol) v aceténe (6 ml) a vytvorena zrazenina sa oddelila
pomocou filtracie (110 mg, 10 %): t.t. 159 az 161 °C; '"H NMR (DMSO-dy) & 1,11 (t,
3H), 1,32 (t, 3H), 1,36 (t, 3H), 3,02 (dd, 1H), 3,11 (dd, 1H), 3,98 - 4,16 (m, 3H) 4,32
(q, 2H), 4,37 (g, 2H); MS ((M+H)") m/z 301, Anal. vypocitane, C 46,15, H 5,69, N
7,18: najdené, C 46,38, H 5,69, N 7,36.

Priklad 10
Butyl-(RS)-2-amino-3-(5-butoxykarbonyl-3-etoxyizoxazol-4-yl)propionat, Stavelan
(Latka 16)

Tato latka sa ziskala podobnym spdsobom, ako je opisané v Priklade 9,
pouzitim roztoku HCI v butanole. t.t. 120 az 121 °C; 'H NMR (DMSO-d,) & 0,84 (t,
3H), 0,92 (t, 3H), 1,14 - 1,31 (m, 2H), 1,31 - 1,51 (m, 4H), 1,37 (t, 3H) 1,62 - 1,75
(m, 2H), 3,01 (dd, 1H), 3,13 (dd, 1H), 3,98 - 4,09 (m, 3H), 4,16 - 4,36 (m, 4 H); MS
((M+H)*) m/z 357, Anal. vypocitané, C 51,11, H 6,79, N 6,28; najdené, C 51,06, H
6,82, N 6,35.
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Priklad 11
Kyselina [4-(2-amino-3,4-dioxocyklobut-1-en-1-yl)aminometyl]-3-etoxyizoxazol-5-

karboxylova (Latka 17)

Etyl-3-etoxy-4-metylizoxazol-5-karboxylat

Acetylchlorid (25 ml, 0,35 mol) sa pridal k EtOH (250 ml) pri 0 °C a roztok sa
premiesaval pri 0 °C podas 20 minut. Pridal sa roztok kyseliny 3-etoxy-4-
metylizoxazol-5-karboxylovej (W0O95/12587, A1) (18 g, 0,10 mol) v EtOH (20 ml) a
vysledna zmes sa varila pod refluxom po¢as 4 hodin. Zmes sa ochladila, pridal sa
NaHCO, (200 ml) a extrahovala sa s dietyléterom (3 x 300 ml). Organickeé extrakty
sa vysusili (MgSO,) a skoncentrovali sa vo vakuu, ¢im poskytli surovu latku z nazvu
tohto odstavca (18 g 86 %).

Etyl-4-Brémmetyl-3-etoxyizoxazol-5-karboxylat
Etyl-3-etoxy-4-metylizoxazol-5-karboxylat (18 g, 91 mmol), NBS (17,5 g, 100

mmo!), dibenzoylperoxid (1 g, 4,1 mmol) v chloride uhli¢itom (500 ml) sa varili pod

refluxom podas 16 hodin. Zmes sa ochladila, prefiltrovala a skoncentrovala sa vo

vakuu, ¢im poskytla surovu latku z ndzvu tohto odstavca (24,5 g, 97 %).

Etyl-3-etoxy-4-ftalimidometylizoxazol-5-karboxylat

Roztok etyl-4-brommetyl-3-etoxyizoxazol-5-karboxylatu (5 g, 17,8 mmol) v
DMF (85 ml) sa pridal k suspenzii ftalimidu draselného (3,6 g, 19,7 mmol) v DMF
(125 ml) pri 90 °C. Vysledna zmes sa premieSavala pri 90 °C pocCas 40 minut, potom
sa ochladila a skoncentrovala sa vo vakuu. Pridala sa voda (250 ml) a vodn4 faza
sa extrahovala s dietyléterom (2 x 200 ml). Organické extrakty sa vysusili (MgSO,) a
skoncentrovali sa vo vakuu, &im poskytli surovy produkt, ktory sa rekrystalizoval

(EtOH), ¢im poskytol latku z nazvu tohto odstavca (3,70 g, 60 %): t.t. 93 az 94 °C.

Kyselina 4-aminometyl-3-etoxyizoxazol-5-karboxylova, hydrochlorid

Roztok etyl-3-etoxy-4-ftalimidometylizoxazol-5-karboxylatu v 1 mol/l NaOH
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sa varil pod refluxom pocas 45 minut. Zmes sa ochladila, pridala sa koncentrovana
HCI a extrahovala sa s dietyléterom (3 x 400 ml). Organické extrakty sa
skoncentrovali vo vakuu, pridal sa roztok 1 mol/l HCI (600 ml) a zmes sa varila pod
refluxom poéas 1 hodiny. Po ochladeni sa zmes premyla s dietyléterom (3 x 600 ml)
a skoncentrovala sa vo vakuu, ¢im poskytla surovy produkt, ktory sa rekrystalizoval
(kyselina octovd), ¢im poskytol latku z nazvu tohto odstavca (1,5 g, 82 %): t.t. 215
az 216 °C (rozklad).

Kyselina [4-(2-amino-3,4-dioxocyklobut-1-en-1-yl)aminometyl]-3-etoxyizoxazol-5-
karboxylova

K roztoku hydrochloridu kyseliny 4-aminometyl-3-etoxyizoxazol-5-karboxy-
lovej (1,2 g, 5,4 mmol) a 3-amino-4-etoxy-cyklobut-3-en-1,2-dionu (0,60 g, 5,9
mmol) v EtOH (300 ML) sa pridal 1 mol/l NaOH (12 ml). Vysledna suspenzia sa
premieSavala pri laboratdrnej teplote po€as 16 hodin, potom sa skoncentrovala vo
vakuu, pridala sa voda (100 ml) a premyla sa s EtOAc (2 x 100 ml). pH sa nastavilo
na hodnotu asi 3 pridanim 1 mol/l HCI. Zrazenina sa odfiltrovala a rekry$talizovala
sa (voda), &im poskytla latku z nazvu tohto odstavca ako Zlty prasok (0,71 g, 47 %):
tt. 236 az 238 °C (rozklad). '"H NMR (DMSO-d;) & 1,30 (t, 3H), 4,22 (q, 2H), 4,68
(bs, 2H), *C NMR (DMSO-d;) & 14,41, 3527, 65,54, 107,16, 159,14, 163,54,
168,71, 169,15, 169,73, 183,20, 183,34, MS ((M+H)") m/z 282, Anal. (C,,H;;N;0s,
2,25H,0) vypocitane, C 41,06, H 4,86, N 13,06; najdené, C 41,16, H 4,46, N 12,96.

Farmakologia

Latky podla tohto vynalezu boli testované podfa nasledujucich dobre

znamych a spolahlivych testovacich metod.

[*HIJAMPA viazanie
V tomto teste sa uréuje afinita lieGiva na AMPA receptory pomocou merania
schopnosti nahradit ["[HJAMPA z AMPA receptorov.
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Test sa uskuto¢fioval v zhode s modifikovanou verziou metédy Honoré, T. a
Nielsen, M., Neurosci. Lett 1985, 54, 27 az 32. Test sa uskutocrioval v pritomnosti
KSCN. To znamena, Ze sa oznadili len miesta viazania [°HJAMPA s vysokou
afinitou.

Pouzité membranové pripravky sa ziskali podfa metédy Ransom, RW. a

Stec, J. Neurochem. 1988, 51, 830 az 836,

Model kortikalneho klinu
Model kortikalneho klinu je test, v ktorom sa rezy-platky mozgu potkana

skus$aja in vitro, aby sa kvantifikoval ucinok ligandov pri réznych Glu-receptoroch a
vyhodnotil sa farmakologicky profil ligandov (tj. agonisticko/antagonistické
vlastnosti). Test sa uskutoCrioval tak, ako je opisané v Harrison, N.L. a Simmonds,

M.A. Br.J.Pharmacot 1985, 84, 381 az 391 s modifikaciou podla Wheatley, P.L.
Br.J.Pharmacol 1986, 87, 159P.

Tabulka 1, Kortikalny klin

Latka Profil EC, (umol/l) pK; Receptorovy
subtyp
1 Agonista 1,2 AMPA
2 Agonista 4.8 AMPA
(S)-2 Agonista 44 AMPA
(R)-2 Antagonista 3,28 AMPA
3 Agonista 40,0 AMPA
8 Agonista 2000 AMPA
10 Agonista 80 AMPA
11 Ciast. 325 AMPA

Agonista

12 Agonista 40 AMPA
13 Antagonista 3,5 NMDA
17 | Antagonista 3,3 NMDA
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Vysledky

Zistilo sa, zZe tieto latky su ligandami receptorov pre excitacné aminokyseliny
(EAA). Niektoré z tychto fatok boli identifikované ako agonistické latky pre AMPA
receptory a iné latky boli identifikované ako selektivne AMPA alebo NMDA

receptorové antagonistické latky. Tieto latky vykazovali aktivitu v umol/l rozsahu.

Priklady pripravkov

Farmaceutické pripravky podfa tohto vynalezu sa moZzu pripravit pomocou
konvenénych metéd v tejto oblasti.

Napriklad: Tablety sa mézu pripravit zmieSanim aktivnej zlozky s obvyklymi
vehikulami a/alebo zriedovadlami a nasledne zlisovanim zmesi v konvencnom
tabletovacom stroji. Priklady vehikul alebo zriedovadiel zahrnujd: obilny Skrob,
laktozu, mastenec, stearan horeénaty, Zelatinu, laktézu, gumy, a podobne. Mézu sa
pouzit akékolvek iné vehikula alebo dodatocné farbiva, aromy, konzervacné latky
atd. za predpokladu, ze st kompatibilné s aktivnymi zlozkami.

Roztoky pre injekcie sa mdzu pripravit rozpustenim aktivne] zloZky a
moznych aditiv v &asti vehikula, vyhodne sterilnej vode, upravenim roztoku na
pozadovany objem, sterilizaciou roztoku a plnenim do vhodnych ampul alebo
lickoviek. MdZu sa pridat akékolvek vhodné aditiva obvykle pouZivane v tejto
oblasti, ako su napriklad &inidla na upravu tonicity, konzervacné latky, antioxidanty,
atd.
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PATENTOVE NAROKY

1. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej alebo ich sirny analog, ktoré maju vSeobecny Vzorec | alebo |l

B—A E
— E N
B p\__{ % \
- X
/4\ X alebo rII/

R1

() (1)

kde R' je vodik, C,qalkyl, C,zalkenyl, C,zalkinyl, cykloalk(en)yl, cykloalk(en)yl-C,q
alk(en/in)yl alebo fenyl-C,alk(enf/in)yl, pricom fenylova skupina je volitelne
substituovana s CF,, halogénom, C, ;alkylom alebo C, ;alkoxylom;

A je vazba alebo oddelovacia skupina vybrana z C, salkylénu, C,alkenylénu alebo
C,salkinylénu a cykloalkylénu;

B je skupina -CR? (NRPR®)-COOR?®, kde R?- R°su nezavisle vodik alebo C,alkyl, a

R®je definované ako R’ alebo pivaloyloxymetyl, alebo B je skupina so Vzorcom il

(0]
°N_/
rR—rN]  N— (I

R4 Rz.

kde R? R*a R*sunezavisle vybrané zo skupiny pozostavajucej z

a) vodika, C,galkylu, C,qalkenylu, C,qalkinylu, cykloalk(en)ylu, cykloalk(en)yl-C,g

alk(en/in)ylu, fenyl-C, ;alkylu, tienyl-C, salkyl, a
b) C,alkyl, C,salkenyl a C,alkinyl, v ktorom je jeden alebo viac uhlikovych atomov
nahradenych s N, O, a/alebo S; alebo

R® a R* su spojené, ¢im sa tvori C,-Cgalkylénova, C,-Cgalkenylénova alebo C,-

Cealkinylénova skupina; alebo
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R*a R? sii spojené tak, aby sa tvorila C,-C,alkylénova, C,-C,alkenylénova alebo
C,-C,alkinylénova skupina volitelne mono- alebo di-substituovana s hydroxylom
alebo metylom, alebo aby sa tvorila CH,-O-CH,,

E je COORS®, kde R®je definované ako R®, alebo E je tetrazol-5-yl, 1,2,4-triazol-3-yl
alebo 1,2,3-triazol-4-yl

XjeOalebo S;Y jeOalebo S; a

ich farmaceuticky prijatefné soli.

2. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla naroku 1, ktoré maju Vzorec |.

3. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla naroku 1, ktoré maju Vzorec Il.

4. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 3, v ktorych E je skupina COOR®, kde
R®nie je vodik, vyhodne C, salkylfenyl-C, 4 alk(en/in)yl alebo pivaloyloxymetyl.

5. Derivat (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 3, v ktorom E je skupina COOH.

6. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podia ktoréhokofvek z narokov 1 az 3, v ktorych E je tetrazol-5-yl, 1,2,4-
ylovel p ry J Y

triazol-3-yl alebo 1,2,3-triazol-4-yl.

7. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 6, v ktorych B je skupina so vzorcom
CR®NRPR%)-COOR®.

8. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla naroku 7, v ktorych R® a R® st vodik a R® je vodik alebo C,, alkyl,
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vyhodne vodik alebo metyl.

9. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podia naroku 7 alebo 8, v ktorych R® je vodik.

10. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podla naroku 7 alebo 8, v ktorych R® nie je vodik, vyhodne C, salkyl, fenyl-
C,alk(en/in)yl alebo pivaloyloxymetyl.

11. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 6, v ktorych B je skupina so vzorcom lIi.

12. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podla naroku 11, v ktorych R?, R® a R* st vodik alebo C,calkyl, alebo R*a R?

st spojené tak, Ze sa tvori C,-C, alkylénova skupina.

13. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podfa naroku 12, v ktorych'R? R® a R* st véetky vodiky.

14. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 13, v ktorych X je kyslik.

15. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 13, v ktorych X je sira.

16. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 13, v ktorych Y je kyslik.

17. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-

xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 13, v ktorych Y je sira.
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18. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 17, v ktorych R’ je C, salkyl, C,.alkenyl
alebo C,¢alkinyl; vyhodne metyl, etyl, propyl alebo propargyl.

19. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZz 18, v ktorych A je vézba alebo C,-C,

alkylén, vyhodne metylén.

20. Derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarbo-
xylovej podia naroku 2, v ktorych A je vazba alebo C, -C; alkylén, B je -CH(NH,)-
COOH alebo skupina so Vzorcom lll, kde kazdy z R®, R* a R? sl vodiky, X a Y su
oba kysliky, a R'je C, s alkyl, C,¢alkenyl alebo C, alkinyl, vyhodne metyl, etyl, propy!
alebo propargyl.

21. Farmaceuticky prostriedok, vyznacujlci sa tym, Ze obsahuje
derivaty (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-aminokarboxylovej podfa
ktoréhokolvek z narokov 1 az 20 spolu s farmaceuticky prijatelnym nosi€om alebo

zriedovadlom.

22. Pouzitie derivatov (3-alkoxyizoxazol-4-yl)-substituovanej kyseliny 2-
aminokarboxylovej podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 20 na vyrobu lieCiva na
lieGenie cerebralnej ischémie, Huntingtonovej choroby, epileptickych poruch,
Parkinsonovej choroby, Alzheimerovej choroby, schizofrénie, bolesti, depresie alebo

anxiozity.
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