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(57) Anotace:

Je popsén stabilni diester karboxylové kyseliny, kterd znamena
farmaceuticky pfijatelné chelataéni &inidlo pro dvojmocné
jonty kovu, obecného vzorce (HOOC-CH,.j2-N-A-N-(-
CH,COOH), kde A znamend nasycenou nebo nenasycenou
alifatickou, aromatickou nebo heterocyklickou spojovaci
skupinu, kterd obsahuje v piimé vazbé fetézce mezi dvéma
vyznagenymi atomy dusiku 2 az 8 atomti uhliku v
kontinualnim fetézci, ktery miize byt pferusen 2 aZ 4 atomy
kysliku s tim, Ze ¢lenové fetézce pfimo napojeni na dva
oznadené atomy dusiku neznamenaji atomy kysliku, s
farmaceuticky piijatelnym alkoholem, vybranym ze skupiny
nasyceného nebo nenasyceného alkylu s piimym nebo
vétvenym fetézcem, aminoalkylu a substituovaného nebo
nesubstituovaného alkylu, a jeji farmaceuticky piijatelné soli.
Je popsan také farmaceuticky prostredek, ktery jako u€innou
slozku obsahuje uvedeny stabilni diester, a pouziti tohoto
diesteru pro lé¢eni onemocnéni nebo poruch souvisejici s
nadbytkem dvojmocnych ionth kovil, zvlate intracelulérnich
Ca™ iontt, jako je mozkové a srdeni ischemie, infarkt
myokardu, epilepsie, Alheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, akutni zanét, urinarni inkontinence, hypertrofie

prostaty, svalové kiece, arteriami hypertenze, astma a syndrom
podrazdéni stiev.




Stabilni diester, farmaceuticky prostedek ho obsahujici a jeho pouziti

Oblast techniky

Predlozeny vynélez se tyka stabilniho diesteru karboxylové kyseliny, tedy
lipofilnich diesteri chelataéniho ¢inidla, zplisob( syntetizovani téchto &inidel, farma-
ceutickych prostfedkd, které je obsahuji, a jejich pouziti pfi Iédeni onemocnéni sou-
visgjicich s abnormalnimi hladinami dvojmocnych iontd kovi, zviasté zvydenych
hladin intraceluldmich vapenatych iont(i. Podrobnéji se tento vyndlez tyka diestert
1,2-bis-(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N',N-tetracctové kyseliny, zde dale oznacované

| jako BAPTA, coz jsou stabilni lipofilni derivaty chelataénich &inidel dvojmocnych iontti

kovd.

Dosavadni stav techniky

Kovoveé ionty, jako je vapenaty, manganaty, hofec¢naty, médnaty, zineénaty a
Zeleznaty, hraji vyznamnou roli v biologickych systémech regulovanim struktury
proteind, aktivity enzym( a bunééné signalizace. Mezi rizna onemocnéni nebo pa-
thologicke stavy patfi mozkové a srdeéni ichemie, infarkt, infarkt myokardu, epilepsie,
chronick& degenerativni onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba a akutni zanét, o nichz se predpoklada, Ze souviseji s jevem abnormainé
zvysenych intraceluldmich hladin vapniku. Dali onemocnéni, ktera souviseji s
neuronalni a svalovou hyperaktivitou, jako je urindami inkontinence, hypertrofie pro-
staty, svalové kieCe, arteridini hypertenze, astma a syndrom podrazdéni stfev,
souviseji se zvy$enymi hladinami intraceluldmich dvojmocnych iontd, jako je véapnik a

zinek.

Intracelulami vapnik je dlleZitou determinantou pro smrt bunék, pochazejici od
pocateCniho poskozeni burky. MUZe byt zahmut ve smrti bunék v lymfocyty a
zabljedovou burikou zprostiedkovaném poskozeni cilovych bunék, pii poSkozeni
organt b&hem transplantace a pii dalSich poskozenich tkani véetné ischemickych



poskozeni. Jako ochrana proti poranéni tkani nebo pro snizeni poskozeni tkani byly
navrzeny blokatory kanalkl vapniku nebo chelataéni ¢&inidia vapniku v takovych
formach, které jsou schopny proniknout membranou.

Poskozeni bunék, ke kterému dochazi pii ischemii, mize byt sekundémi pro
piivod a/nebo intraceluldmi uvolfiovani véapenatych iontti (Choi: Trends Neurosci.
1988, 71, 465 aZ 469, Siesjo a Smith: Arzneimittelforschung 1991, 31, 288 a2 292)).
Podobné se zd4, Ze piivod vépniku hraje dualeZitou roli pii genesi epileptickych
zéchvat(. | kdyz vyznamna &ast intraceluldamiho vapniku pochézi z intraceluldmich
zasob, souCasny vyzkum ukazuje na to, Ze blokatory vstupu vépniku maji
protikieovou aktivitu (viz napt. Meyer: Brain Res. 1989, 14, 227 az 243.).

Byly tak vyvinuty nékteré framakologické strategie, které mély za umysl
zabrariovat nebo lé€it tuto pathologickou akumulaci intracelulamiho vapniku, coZ
mGze vést k tomu, Ze nedochazi k pathologickému uvolfiovani vapenatych iontd z
intracelulamich zasob nebo ke Skodlivému toku vapniku do bunék.

Mezi lé€iva, ktera se bézné nebo potencidlné pouzivaji pro léceni onemoc-
néni souvisejicich s vapnikem, patfi: i) blokatory kanalkd vapniku, ii) Iéiva oviiviujici
rovnovahu vépniku modifikaci mist skladovani intracelulamiho vépniku a iii) Cinidla
chelatujici intracelulami vapnik. Blokatory kanalk( vapniku pouzivané v klinické praxi
jsou represntovany Verapamilem, Nifedipinem a Diltiazem. Hlavni toxicity souvisejici s
pouzitim téchto slou¢enin zahmuji nadmémou vasodilataci, negativni ionotropii,
depresi sinusu nodalnich krys a poruchy A-V nodélniho pfenosu. Léciva ovliviujici
mobilizaci a/nebo maskovani vapniku, jako blokatory kanalkl vapniku, vykazuji dost

tzkou specifi¢nost.

Mezi nejvice afinitni a nejselektivnéj§i chelatacni ¢inidla vapniku patfi rizné
derivaty 1,2-bis-(2-aminofenoxyethan)-N,N,N',N'-tetraoctové kyseliny (BﬁPTA), ktera
byla pavodné popséana Tsienem (Biochem. 1980, 19, 2396.). Riizné florescenéni a
dalsi reaktivni derivaty BAPTA byly popsény napiiklad v USA patentech &. 4 603 209,



4 849 362, 5 049 673 a 5 453 517. Zadny z téchto popsanych derivat( neni stabilnim
diesterem chelata¢niho &inidla.

Pouziti chelatacnich ¢inide! vapniku pro snizeni poskozeni savéich bunék je
popsano v mezinarodnim spisu 6. WO 94/08573, ktery popisuje pouziti esterovych
chelatatnich &inidel vapniku, kterd pronikaji membranou bunék, jako prolédiv pro
klinické poZadavky. Mezi dostupna chelataéni &inidia vépenatych a dalsich
dvojmocnych kovd, ktera pronikaji membranou bunék, patfi acetoxymethylestery, jako
je acetoxymethylester ethylenglykol-bis-2-aminoethyleteru  N,N,N' N-tetraoctové
kyseliny (EGTA-AM), acetoxymethylester ethyldiamintetraoctové kyseliny (EDTA-AM)
a acetoxymethylester 1,2-bis(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N',Ntetraoctové kyseliny
(BAPTA-AM). Tyto zndmé komplexni molekuly jsou prolédivy §tépené jedineénymi
esterasami, diky ¢emuz zplsobuji aktivaci chelataéniho éinidla v intraceluldmim
prostoru. Citlivost téchto sloucenin na esterasu tedy vede za fysiologickych podminek
k vysokym obéhovym hladinam voiné BAPTA a nizké Uéinnosti 1é¢iva v cilovém
misté. BAPTA-AM se tedy napfiklad musi pouZivat v relativné vysoké terapeutické
davce, ktera souvisi s toxicitou.

Podstata vynélezu

Podle jednoho aspektu predlozeného vynédlezu se ziskavaji nové stabilni
lipofilni diestery chelataénich cinidel. Tento vynélez tedy poskytuje stabilni
karboxylovou kyselinu diesterifikovanou hydroxylovou slouéeninou, kde karboxylova
kyselina znamené farmaceuticky piijatelné chelataéni &inidlo pro dvojmocné ionty
kovu obecného vzorce (HOOC-CHa-),-N-A-N-(-CH,COOHY),, v ndmZ A znamena
nasycenou nebo nenasycenou, alifatickou, aromatickou nebo heterocyklickou
spojovaci skupinu, které obsahuje v piimé vazbé fetézce mezi dvéma vyznadenymui
atomy dusiku 2 az 8 atomd uhliku v kontinudlinim Fetézci, ktery miize byt prerusen 2
az 4 atomy kysliku s tim, Ze ¢lenové fetézce piimo napojeni na dva oznadené atomy
dusiku neznamenaji atomy kysliku, a hydroxylova slouéenina znamena farmaceuticky
prijatelny alkohol, ktery je vybran ze skupiny nasyceného nebo nenasyceného alkylu



s pfimym nebo vétvenym fetézcem, aminoalkylu a substituovaného nebo nesub-
stituovaného arylalkylu, a farmaceuticky pijateiné soli uvedenych diesterifikovanych
karboxylovych kyselin.

Podle vyhodnych provedeni podle predioZzeného vynélezu se ziskavaji diestery
chelataCnich cinidel ethylen-1,2-diamin-N,N,N',N'tetraoctové kyseliny, ethylen-1,2-
-diol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctové kyseliny a zvlasté diestery 1,2-bis-
~(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N',N'-tetraoctové kyseliny.

Podle vyhodného provedeni tohoto vynélezu se ziskavaji diestery obecného

vzorce |

CH,COOM MOOCCH,
l I
ROOCCH2-N-CeHs-OCH,CH,0-CeH4-N-CH,COOR 0,

v némz substituenty na aromatickych kruzich jsou v ortho poloze, R znamena skupinu
vybranou ze skupiny sestavajici z CyHawi (0 znamena é&islo od 1 do 10),
CnH2m1(OCH2CH2)m (n znamena cislo od 1 do 20 a m znamené &islo od 1 do 6),
(CrHans1)2N(CH2)m (n Znamena ¢islo 1 az 6 a m znamena éislo 1 a2 6) a substituované
nebo nesubstituované skupiny ArCH,, a M znamena jakykoliv fysiologicky pfijatelny

kation.

Bézné vyhodné slouceniny podle tohoto vynalezu jsou sloudeniny obecného
vzorce |, v nemZ R je vybrana ze skupiny sestévajici z CoHs, CsHy, iso-CsHz, CsHo,
C7His, CeHyz, CH2CeHs, CH;OCH,CH,, C;HsOCH,CH;,, CsH0CH,CH;,, CsHeOCH-CH,,
C7HisOCH,CHa, CgHi7OCH,CH,, CioH21OCH,CH,, CigH2s0CH,CH,, CigHayOCHLCH,,
CH3(OCH,CH_),, C,HsO(CH.CH,),, C4Hg(OCH,CHy),, CeH13(OCH,CH),,
C7H1s(OCH2CHy),, CsHi7(OCH.CH,),, CioH21(OCH.CH),, CH3(OCH,CH,)s,
(CH3);NCH,CH, a C;H15(OCH,CH,)s.
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Vyhodnéjsi jsou slouceniny obecného vzorce |, v ndmz R je vybrana ze
skupiny sestavajici z CyHs, CsHz, C4Hs, CiHis, CgHiz, CeHi7OCH,CH,,
CioHzOCHCH;,  CieHsOCHCH;,  CigHizzOCH,CHz,  CgHi/OCH,CHo),  a
C1oH21(OCH,CHy),.

Pro néktera farmaceutickd provedeni podle predioZzeného vynélezu jsou
nejvyhodnéjsi sloueniny shora uvedeného obecného vzorce |, v némz R znamena
skupinu CgH47 nebo CgH7OCH,CH,.

Podle jineho aspektu vynalezu se ziskavaji farmaceutické prostfedky, které
jako ucinnou slozku obsahuiji stabilni lipofilni diester chelataéniho éinidla podie
vynalezu a farmaceuticky pfijatelné fedidlo nebo nosié. Farmaceutické prostiedky
mohou byt v kapainé nebo pevné davkové formé a mohou byt podavany oraing,
parenterainé nebo intranazalné.

Lipofilni diestery chelatacnich ¢inidel podie vynalezu jsou uziteténé pro Iédeni
nebo pfedchazeni poruch souvisejicich s ionty kova, napfiklad poruch souvisejicich s
abnormalnimi  hladinami manganatych, hofecnatych, médnatych, zineénatych,
Zeleznatych, kademnatych, rtutnatych, kobaltnatych a zvlaté vapenatych iontd. V
jesté jiném aspektu tedy predloZeny vynalez poskytuje zplsob lédeni onemocnéni
nebo poruchy souvisejici s nadbytkem dvojmocnych iontd kovt, ktery se vyznaduje
tim, ze zahmuje podavani jedinci, ktery to potfebuje, terapeuticky efektivniho
mnozstvi stabilniho lipofilniho diesteru farmaceuticky prijatelného chelataéniho &inidla
dvojmocnych ionth kovd. Zviasté pak predlozeny vynélez poskytuje zpisob lédeni
onemocnéni nebo poruchy souvisejici s nadbytkem intracelulamich vapenatych iontd,
jako je mozkové a srdecni ichemie, infarkt, infarkt myokardu, epilepsie, Alzheimerova
choroba, Parkinsonova choroba, akutni zanét, urindmi inkontinence, hypertrofie
prostaty, svalové kfece, arteriaini hypertenze, astma a syndrom podrazdéni stfev.
Uvedeny zpusob zahmuje podavani jednotlivci, ktery to potfebuje, terapeuticky
efektivniho mnoZstvi farmaceuticky pfijateiného diesteru chelataéniho é&inidla podie



vynélezu. Sloudeniny podle vynalezu mohou byt uZitené také pii Iékar'ském osetrent,
jako je oteviena operace srdce.

V nésledujici ¢asti popisu budou struéné popsany obrazky.

Tento vyndlez bude pochopen a pInéji ukdzan nize uvedenym podrobnym

popisem spolu s déle popsanymi obrazky.

Obr. 1A az C ukazuje koncentraéni zmény tii dvojmocnych iontt kovl a) Fe™,
b) Zn™ a c) Ca™ ve vodném (oteviené symboly) a oktanolovém (piné symboly)
roztoku v piitomnosti riznych koncentraci bud dioktylethylenglykolesteru BAPTA
(DP-BASPTA-99, étverecky) nebo BAPTA (trojuhelniky).

Obr. 2 ukazuje uginek diethylesteru BAPTA (DP-BAPTA-23) na intracelulami
koncentraci Ca™ v kultivovanych hippokampalnich neuronech, jak to bylo sledovéno
fluorescenci barviva Fluo-3/AM.

Obrazek 3 ukazuje graf fluorescenénich zmén (AF/F) barviva Fluo-3/AM, z
pomeru péti kultivovanych hippokampainich neurontl, coz predstavuje Gcinek riznych
koncentraci DP-BASPTA-99 (0,1 ug/ml, 1ug/mi a 10 pug/mi) na draslikem indukované
zvy$eni koncentrace intracelulamich vapenatych iontG. Hvézdigky () znamenaji K*

puls.

Obrazek 4 ukazuje Na/K-ATP-asovou aktivitu (jako % vzhledem ke kontrole
bez lédiv) méfenou v mySim kortexovém homogendtu v pfitomnosti riznych
koncentraci diethylesteru BAPTA (DP-BAPTA-27).

Obr. 5 ukazuje potencidl mmebranového plsobeni ve stimulovanych
kultivovanych kardiomyocytech predinkubovanych nasledujicim zpUsobem: 1 -
kontrola, bez pfidani, 2 - ouabain, 106M, 6 min; 3 - ouabain, 106M, 10 min; 4 -
ouabain, 106M, 13 min; 5 - ouabain, 106M + DP-BAPTA-23, 10 mg/mi, 35 min.




Obrazek 6 ukazuje glutamatem indukovanou smrt bunék v pFitomnosti riiznych
koncentraci DP-BAPTA-99 pfidanych 1 hodinu pfed gulutamatovym poskozenim.

Obrazek 7 ukazuje glutamatem indukovanou smrt bunék v pfitomnosti
DP-BAPTA-99 piidaného v riznych dobach, jak ukazuje nasledujici gulutamatové
poskozeni.

Obrazek 8 ukazuje neuoronovou specifickou enolasovou aktivitu (NES)
méfenou v seru mongolskych gerbil 24 hodin po globalni ischemii pfedniho mozku
jako funkgi jejich lé¢eni; t = 0 a t = +3h znamena &as (v hodinach) vzhiedem k néstupu
reperfuse, jestlize se i.p. poda dioktylester BAPTA (DP-BAPTA-60, $edé sloupky) a
dioktylethyleglykolester BAPTA (DP-BAPTA-99, tmavé sloupky).

Obr. 9A a B ukazuji neuronovou specifickou enolasovou aktivitu (NES)
meéfenou v seru mongolskych gerbil 24 a 72 hodin po globaini ischemii pfedniho.
mozku. DP-BAPTA-60 (¢emé sloupky) byl podavén orainé podle dvou schemat: A)
davka 0,5 mg/kg 4 hodiny pfed nastupem reperfuse s nasleduijici dal$i davkou 0,5
mg/kg na pocatku reperfuse a B) 0,5 mg/kg denné po dobu 3 dni od ischemie. NSE
aktivita u kontroinich zvifat oSetfenych roztokem fedidla je uvedena jako svétlé

sloupky.

Obr. 10 ukazuje dobu pieziti (v hodinach) mongolskych gerbil od 20 minut po
globaini ischemii pfedniho mozku. Zvifata dostala bud roztok fedidia (svétié sloupky),
10 ng/kg DP-BAPTA-60 (Sedé sloupky) nebo DP-BAPTA-99 (tmavé sloupky) v jediné
i.p. davce pii nastupu reperfuse.

Obrézek 11 ukazuje histopatologickou analyzu ischemicky indukovaného
poskozeni mozku (0 = normalni, 1 = minimélni, 2 = mimé, 3 = pfiméfené, 4 = znaéné)
v riznych oblastech hippokampu (CA-1, CA-2, CA-3 a Dentate gyrus) gerbil



osetfenych DP-BAPTA-60 (3edé sloupky), DP-BAPTA-99 (tmavé sloupky) nebo
solnym roztokem (fedidlo, svétié sloupky).

Obrazek 12 ukazuje antiepilepticky ochranny Géinek (%) riznych koncentraci
DP-BAPTA-99 u zvifecicho modelu krys Wistar, pfi demz epilepsie byla indukovana
Pilokarpinem, 400 mg/kg. Sledovanymi epileptickymi pfiznaky byly: limbické zachvaty
(bile), celkové zachvaty (svétle Sedg), L-SE (tmavé $eds) a preziti (Sems).

V nésledujici &asti bude tento vynalez popsan podrobné.

Podle predioZzeného vyndlezu se ziskavaji sloudeniny, které jsou stabilnimi
diestery chelatacnich ¢inidel ionth dvojmocnych kovil. Mezi tyto dvojmocné jonty kovi(
patii, ale bez omezeni na né, manganaté, hofeénaté, médnaté, kobaltnaté, kade-
mnaté, rtutnaté a olovnaté, vyhodnéji zine¢naté a Zeleznaté, a nejvyhodnéji vapenaté

ionty.

V tomto spisu a v narocich pojem "chelataéni ¢inidlo" znamena jakoukoliv
molekulu, ktera je schopna chelatovat dvojmocné ionty kovt, jak je to znamo z oblasti
techniky. Pojem "stabilni" znamena jakoukoliv molekulu, ktera je natolik velka, aby ji

bylo mozné isolovat v podstaté v éistém stavu.

Diestery podile vynédlezu jsou lipofilni derivaty chelatadnich &inidel, jak lze
zmeiit konvenénimi zplsoby zahmujicimi pojmy jejich zvy$enych roztfepavacich
koeficientl mezi vodu a oktanol pfi srovnani z nederivatizovanymi rodidovskymi

sloucéeninami.

Podle jednoho aspektu vynélezu se ziskava stabilni karboxylova kyselina
diesterifikovana hydroxylovou slouéeninou, kde karboxylova kyselina znamena
farmaceuticky pfijatelné chelataéni ¢inidlo pro dvojmocné ionty kovu obecného vzorce
(HOOC-CHz-)-N-A-N-(-CH,COOH),, v némZ A znamena nasycenou nebo nenasy-
cenou, alifatickou, aromatickou nebo heterocyklickou spojovaci skupinu, ktera



obsahuje v piimé vazbé fetézce mezi dvéma vyznadenymui atomy dusiku 2 az 8
atomd uhliku v kontinuélnim fetézci, ktery mdze byt prerusen 2 a2 4 atomy kysliku s
tim, Ze Clenové fetézce piimo napojeni na dva oznatené atomy dusiku neznamenaji
atomy kysliku, a hydroxylova sloucenina znamena farmaceuticky pfijatelny alkohol,
ktery je vybran ze skupiny nasyceného nebo nenasyceného alkylu s piimym nebo
vétvenym fetézcem, aminoalkylu a substituovaného nebo nesubstituovaného arylal-
kylu, a farmaceuticky pfijatelné soli uvedenych diesterifikovanych karboxylovych ky-

selin.

V jednom provedeni podle vynalezu je vazebna skupina A vybrana ze skupiny
sestavajici ze skupiny (CH,CH,)m-, kde m znamena é&islo 1 az 4, kde 2 aZ 4 atomy
uhliku, které nejsou pfipojeny na atom dusiku, mohou byt nahrazeny atomy kysliku, a
skupiny -CR=CR-0O-CH,CH,-O-CR'=CR'-~, kde kazdy par skupin R-R a R-R' spole&né
s pfilehlou skupinou -C=C- tvoii aromaticky nebo heterocyklicky kruh s 5 nebo 6
atomy uhliku, kruh tvofeny R-R je stejny nebo jiny nez kruh tvoieny R-R'.

Ve zviastnim provedeni je vazebna skupina A vybréna ze skupiny sestavajici z
-CHoCH- @ -CH>CH»-O-CH,CH-O-CH,CH,- nebo mZe  znamenat
-CR=CR-O-CH,CH,-O-CR'=CR", kde kazdy pér skupin R-R a R-R- spole¢ns s
pfilehlou skupinou -C=C- tvoii aromaticky nebo heterocyklicky kruh, ktery je vybran
ze skupiny sestavaijici z furanu, thiofenu, pyrrolu, pyrazolu, imidazolu, 1,2,3-triazoly,
oxazolu, isoxazolu, 1,2,3-oxadiazolu, 1,2,5-oxadiazolu, thiazolu, isothiazolu, 1,2,3-
-thiadiazolu, 1,2,5-thiadiazolu, benzenu, pyridinu, pyridazinu, pyrimidinu, pyrazinu,
1,2,3-triazinu, 1,2,4+riazinu a 1,2-, 1,3- a 1,4-oxazin’ a -thiazin(, kde kruh tvofeny

R-R je stejny nebo jiny nez kruh tvofeny R-R".

Ve wyhodném provedeni vazebnd skupina A znamena skupinu
-CR=CR-O-CH,CH»-O-CR'=CR', kde kazdy par skupin R-R a R-R' spole¢né s
pfilehlou skupinou -C=C- tvoii stejné nebo rizné kruhy vybrané z nesubstituovanych
a substituovanych benzenovych kruh, v nichZ substituované benzenové kruhy
obsahuji 1 a2 4 substituenty vybrané ze skupiny sestavajici z nasyceného nebo
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nenasyceného alkylu s 1 az 4 atomy uhliku, nasycené nebo nenasycené
alkoxyskupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku, atomu fluoru, chloru, bromu a jodu a skupiny
CF3 nebo jednoho dvojmocného substituentu, ktery znamend skupinu -O-(CH,),-O- a

n znamena cislo 1 az 3.

Bézné je vyhodné, aby chelataéni ¢inidlo vépniku bylo zahmuto do 1éiva
vybraného z ethylen-1,2-diamin-N,N,N',Ntetraoctové kyseliny, ethylen-1,2-diol-bis-
~(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctové kyseliny a 1,2-bis-(2-aminofenoxy)ethan-
-N,N,N',N'-tetraoctové kyseliny.

Nejvyhodnéjsi slouceniny podle predloZzeného vyndlezu jsou sloudeniny
obecného vzorce |

CH,COOM MOOCCH;
I I
ROOCCH,-N-CeHs-OCH;CH,0-CoHs-N-CH,COOR (),

v némz substiuenty na aromatickych kruzich jsou v ortho poloze, R znamena skupinu
vybranou ze skupiny sestavajici z C\Hy1 (n znamend ¢éislo od 1 do 10),
CnHzn1(OCH2CHz)m (n znamena ¢islo od 1 do 20 a m znamend &islo od 1 do 6),
(CnHane1)2N(CH2)m (N znamena Eislo 1 az 6 a m znamena dislo 1 aZ 6) a substituované
nebo nesubstituované skupiny ArCH,, a M znamena jakykoliv fysiologicky piijatelny

kation.

Ve zvlasté vyhodném provedeni diester podle vyndlezu znamena slouéeninu
~ obecného vzorce |, v némz R je vybrana ze skupiny sestavajici z C,Hs, CsH,
i80-C3Hy7, C4Hg, C7H1s, CeHyz, CHoCeHs, CH;OCH,CH,, CoHsOCH,CH,, CsHOCH,.CH;,
C4HeOCH,CH,, CH1sOCH,CH,, CgHi7OCH,CH,, CioHzOCH,CHa, C1eHnOCH,LCH,,
Ci1aH37OCH.CH;, CH3(OCH,CHy),, C2HsO(CH.CHy),, C4He(OCH.CHy),,
CeH13(OCH;CHz),,  C7His(OCH,CHy),,  CeHiz(OCH.CHa)a,  CioHar(OCHLCHy),,
CH3(OCH,CH,)s, (CH3),NCH,CH, a C;H15(OCH.CHy)s.
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Vyhodnéji je R vybrana ze skupiny sestavajici z C,Hs, CsHy, C4Hs, CrHis,
CeHiz,  CeHi7OCHCHz,  CioHzOCH.CH,,  CigHaisOCH.CH,,  CigHs7OCH.CH,
CaH17(OCHch2)2 a C10H21 (OCHzCHz)z

Nejvyhodnéji R znamené skupinu CgH;7 nebo CgHi7OCH,CH,.

V jiném vyhodném provedeni prostiedky podle vynalezu obsahuji konjugéat
farmaceuticky piijateiného chelatacniho ¢inidla dvojmocnych iontd kovi a monoalkyl
nebo monoalkyletheru ethylenglykolG. Mezi b&zné vyhodné ethylenglykoly patii mo-
no-, di- a tri-ethylenglykoly. Je také mozZné pouzit tetra-, penta- nebo hexa-ethylen-
glykoly, ale tyto slouceniny by vyzadovaly zvlastni reakéni podminky vzhledem k
jejich hydroskopickym vlastnostem.

Necekané bylo zjisténo, Ze diestery 1,2-bis(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N',N*-
-tetraoctové kyseliny (zde déle oznatované jako BAPTA-diester nebo DP-BAPTA)
maji velmi zlepsené terapeutické ap!ikéce pfi srovnani s jinymi derivaty tohoto
chelataéniho &inidla vapniku.

Je jasné, Ze lipofilnost novych BAPTA-diesterli je vét$i neZ rodicovskych
slouCenin. Jejich zvySena aktivita mizZe existovat diky skuteénosti, e se udrzuji v
plasmé membrany bunék nebo v jinych bunéénych membranovych slozkach nebo v
jejich blizkosti a Ze tedy vykazuji zvy$enou kapacitu upravovat bunééné funkce. Je
mozné, Ze tyto diestery chelatacnich ¢inidel jsou zacileny do blizkosti bunééné
membrany. Bez ohledu na pfesny mechanismus plsobeni je popséno, Ze tyto
diestery maji zvySeny terapeuticky profil.

Podle predioZzeného vynélezu je ukazano, ze lipofilni povaha diesterd zéavisi
na zbytcich pfipojenych ke karboxylovym skupinam molekuly BAPTA stejné jako na
protiontech neesterifikovanych karboxylovych skupin (ozna¢enych R a M ve shora
uvedeném obecném vzorci |).
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Lipofilnost diesterové slouceniny velice zavisi na délce alifatickych retézci v R
a dramaticky se zvySuje, jak se pocet atoml uhliku v R zvySuje az na 7 atomu. U
alifatickych fetézcl delSich nez 7 atom( uhliku je zvySeni na kazdy atom uhliku
mensi. Obecné - mono-, di- nebo tri-ethylenglykoly v poloze R zvysuiji lipofilnost
slouéeniny. Vybér rliznych esterifikovanych skupin R mlze tedy slouzit pro jemné
vyladéni biologické aktivity navrzenych sloucenin podle tohoto vynalezu. V)7bér
protiiontu by také mél byt vzat v Gvahu u lipofilnosti pfislusného diesteru. Naprikiad,
jak je uvedeno v tabulce 1, bylo pozorovano zvySenéjsi roztiepani do oktanolu u
Ca-soli pfi srovnani se Na-solemi.

Vybér vyhodného alkoholu a protiontu, ktery je pfisiusny, pro jakykoliv dany
prostfedek zavisi na zamyslenném terapeuticém pouziti konjugatu a mlze byt
optimalizovan odbormikem z oblasti tehcniky v souladu s principy tohoto vynélezu .

Zruény odbomik z oblasti techniky si uvédomi, jaky zplsob vynalezu Ize
aplikovat na stavy a onemocnéni, ktera souviseji s abnormalnimi hladinami dvojmoc-
nych ionta kovli, zviasté vapenatych iont(, takze prostiedky podle vynalezu budou
obsahovat diester ucinné slouc¢eniny, ktera je chelatac¢nim cinidlem iontl kovq, ale

ktera ma optimalizovanou farmakologickou aktivitu.

Mnoho udalosti (napr. cytotoxické chemikalie, fyzikalni stimuly a neucinna
éinidla) zpusobuijicich poskozeni bunééné memmebamy mohou spustit kaskadu
vedouci nakonec ke stavu, ktery napodobuje ischemické poskozeni (Robbins a spol.:
Pathological Basis for Disease 1984, str. 10, W.B.Saunders Co.). Piedlozeny vynalez
bude potencialné pouzitelny pro chranéni bunék za téchto okolnosti zavedenim
chelata¢niho d&inidla dvojmocnych iontd kovl bud intraceluldmé, do plasmové

membrany nebo do jeji blizkosti.

Slouéeniny podie vyndlezu mohou byt uziteCné u oteviené chirurgie srdce a pfi
léCeni lékarskych stavi souvisejicich se zvySenymi hladinami iontl dvojmocnych
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kov(, zviasté vapniku. Mezi tyto stavy mohou patfit, ale bez omezeni na né, mozkova
a srdecni ischemie, infarkt, infarkt myokardu, epilepsie, chronick& neurodegenerativni
onemocneéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba a akutni zanét,
stejné jako onemocnéni, ktera souviseji s neuronovou a svalovou hyperaktivitou, jako
je urindmi inkontinence, hypertrofie prostaty, svalové kfede, arteridini hypertenze,

astma a syndrom podrazdéni stiev.

V experimentalnich modelech poruch souvisejicich s abnormalnimi intrace-
luldmimi hladinami vépniku byly testovany rizné diestery podle piedloZeného
vynalezu. Mezi tyto experimentalni modely patii in vitro a in vivo systémové modely
ischemie, srdeéni arytmie a epilepsie. Bylo ukézano, Zze BAPTA-diestery vykazuji
vyznamné ochranné aktivity ve vSech téchto modelovych systémech.

Biologické ochranné Ucinky testovanych BAPTA-diesterti podle vynélezu byly
sledovany, in vitro, monitorovanim parametrl bunécéné funkce, enzymatickych aktivit
a pieziti po riznych poskozeni, jako je glutaméatovou toxicitou a anoxii indukovana
smrt neuronovych bunék a ouabainem indukovana toxicita u kardiomyocytd.

Zvifeci modelové systémy celkové ischemie pfedniho mozku indukované u
mongolskych gerbil a epilepsie indukovana u krys Wistar predstavuji in vivo
modelové systémy.

Bylo ukézéno, ze rizné diestery BAPTA, syntetizované v nasi laboratofi, jsou
zvlasté udinné jako neuroprotektivni, antiepileptické a kardioprotektivni slouceniny.

Neuroprotektivni iéinky BAPTA-diester(.: BAPTA-diestery podle vynalezu byly
~ ochranou proti glutaméatovou toxicitou a anoxii indukované smrti bunék u
kultivovanych kortikainich neuront. Ochranny Gcinek Ié¢iva byl ziejmy jak tehdy, kdyz
DP-BAPTA byl pfidan jednu hodinu pied, tak az alespori jednu hodinu po obdobi

poskozeni glutamatem nebo anoxii.
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Model ischemie: Celkova ischemie predniho mozku byla indukovdna u
mongolskych gerbil bilateraini celkovou okluzi karotidni arterie. Vysledek pogkozeni
mozku byl zfejmy, jak Ize posoudit z mikroskopickych morfologickych dat
(histopathologicka analyza), zménénych bunéénych funkci (NSE enzymaticka aktivita)
a celkového stavu zvirete (data preziti).

Jak dioktyl-BAPTA (DP-BAPTA-60 tak di(oktyl-ethylenglykol)-BAPTA
(DP-BAPTA-99) byly ucinné pfi prevenci neuronového poskozeni. Testované
BAPTA-diestery zvysily dobu pfeziti zvifat 2 az 3krat.

To by mélo byt pochopeno tak, Zze vyhodné ochranné uéinky BAPTA-diesterti
mohou byt ukazany na chranéni jak fokalnich tak celkovych ischemickych poskozeni
mozku.

Model epilepsie: Epilepsie jsou skupinou poruch, které se vyznaduji
chronickymi, recidivujicimi, paroxymalnimi zménami v neurologické funkci zpisobené
abnormalitami v elektrické aktivité mozku. Episody neurologické disfunkce jsou
nazyvany zachvaty a jsou klasifikovany jako casteCné nebo ohniskové zachvaty,
celkovy zachvat a stav epilepticus. Mezi hlavnimi pii¢inami epilepsie u lidi jsou
geneticka predisposice, trauma hlavy, nadory mozku, cerebrovaskulami piihody a
metabolické poruchy.

Epileptické piihody zpUsobuiji velkou nepfijemnost a zhorSeni kazdodenniho
Zivota zasazeného jedincll a v mnoha piipadech mohou zplsobit ohroZeni Zivota a
smrtelnou hrozbu. V poslednich 20 az 30 letech je jako dostupna nejobvykleii
pouzivana antiepiletickd 1é¢ba. VSechny maji sva viastni omezeni souvisejici s
problémem toxicity. | kdyz se sleduji vSechna bézné znama antiepilepticka léciva a
Iéceni, véetné chirurgie, neposkytuji Upinou prevenci pred zéchvatem u velkého
procenta epileptickych pacientd. Problém je zhorSen u pacientt, u kterych se vyvinul
status epilepticus, ktery zplsobuje kolem 30 % uUmrtnosti. Velmi potfebné je tedy

bezpedné a uginné léCivo s minimainimi vediejsimi Gcinky.
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Zvitecim modelovym systémem pouzivanym v této studii vyhodnoceni
ochrannych Géinkl BAPTA-diesterti byla dobie vyvinuta experimentalni epilepsie u
krys indukované pilokarpinem (Turski W.A., E.A.Cavalhiero, M.Schwarz, S.J.Czucz-
war, ZKleinrok a L.Turski: “Limbic seizures produced by pilocarpine in rats:
Behavioral Electroencephalographic and Neuropathological Study", Behavioral Brain
Research 1983, 9, 315 az 335.).

Di(oktyl)ethylenglykol)-BAPTA (DP-BAPTA-99) byl schopen zabranit celkovym
zachvatim a statutu epilepticus u zvifeciho modelového systému stejné jako snizovat
umrtnost.

Kardioprotektivni G¢inky: Ventrikulémi fibrilace (VF) je nejnebezpeénsjsi
komplikaci infarktu myokardu a srde¢ni chirurgie. Usp&sné se 16&i pomoci kardiover-
ter-defibrilatoru. Nicméné béhem elektrického Soku existuije riziko poskozeni bypasu a
dalsich druhd transplantd. Vyhodny je tedy farmakologicky pfistup k feseni tohoto
problému VF v oblasti chirurgie srdce. Klinicka farmakologie véak neméa uspokojivé
léCivo pro tento GCel, protoZze vétSina zndmych antiarytmickych lédiv zvySuje po-
Zzadavky na energii defibrilatoru. Farmakologicky pfistup je vyhodny pro Iédeni
funkéniho atrio-ventrikuldmiho bloku souvisejici s ischemii.

_ Bylo ukézéno, ze diethyl-BAPTA (DP-BAPTA-23) odstranuje zpoZzdéni po

depolarizaci v kultivovanych kardiomyocytech, které podiehly episodé toxicity
ouabainem. MlzZe byt tedy uziteGny v klinickém pouziti pro: 1) profylaxi VF nebo
ventrikulami tachyarytmie (VT) a 2) Ié¢eni zménéné vodivosti. Mnoho antiarytmickych
léCiv bylo Gspé3né pouzito pro shora uvedené Ucely. Avéak kazdé z nich ma néjaky
(néjake) vedlejsi tcinek (Uinky): proarytmicky Géinek, hypotenzi, negativni ionotropni
Gcinky. Mechanismus plsobeni diester BAPTA neni v dnesni dob& znam. Nema
véak fenomenologickou analogii s konvenénimi antiarytmickymi lédivy. Zadné ze
znamych antifibriladnich 1é¢iv neni schopno zlepsit srdeéni vodivost. Tyto nevyhody
zndmych antifibriladnich 1éciv ukazuji na nedekané Iékaiské pouziti, které ukazuje
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uziteCnost diesters BAPTA jako nové skupiny antifibrilaéniho 1éciva, ktera mohou byt
zviasté uzitecna v hrudni chirurgii.

Mélo by byt ocenéno, ze diestery BAPTA v nékolika testovanych modelovych
systémech vykazovaly terapeutické Gcinky jak pii zptsobu légeni tak pfi prevenci.
Mohou byt tedy podavany bud pred nebo po poskozeni pro profylaktické a hojivé
ucely.

BAPTA-diesterova léCiva podle predioZzeného vyndlezu mohou byt tedy
uziteCna pfi lé&eni nebo piedchazeni pathologickych proces( souvisejicich s nad-
bytkem dvojmocnych ionth kovl, zvidsté nadbytkem intraceluldmich vapenatych
iontd. Tyto pathologické stavy jsou napfikiad ty, které jsou indukovany u trauma-
tickych udalosti, jako je poskozeni mozku, infarkt, ischemie a poru$eni, nebo u
chronickych onemocnéni, jako je epilepsie, Parkinsonova choroba a Alzheimerova
choroba. Navic i dal$i onemocnéni zahmuijici hyperaktivitu zavislou na vapniku nebo
iontovou nerovnovahu, jako je akutni zanét, urindmi inkontinence, hypertrofie pro-
staty, svalova ki'e€, arterialni hypertenze, astma a syndrom podrazdéného streva,
mohou mit vSechny prospéch z léceni BAPTA-diesterovymi léCivy. Tato léCiva se
mohou aplikovat také pii udrzovani zachovani blizko nomalni iontové homeostaze
béhem planovanych operaci, jako je chirurgie otevieného srdce nebo bypass.

Farmaceutické prostiedky, obsahujici jako Uéinnou slozku diestery che-
lataénich Cinidel, budou obsahovat také jakakoliv farmaceuticky pfijatelna fedidla
nebo nosice znamé v oblasti techniky. Tyto prostredky mohou byt formulovany jako
jakykoliv vhodny prostfedek, mezi néZ patii, ale bez omezeni na né, roztoky,
suspenze, aerosoly, micely, emulze, mikroemulze, tablety a podobné, jak bude

pozadovano pro pfislusou cestu podavani.

V tomto vynadlezu je zahmuta jakakoliv vyhodna cesta podavani, ale bez
omezeni na neé, mezi které patfi oralni, intravendzni, intramuskuldmi, subkutanni,
inhala¢ni, intranazalni, rektalni nebo jiné znamé zpusoby. Ve vyhodnych provedenich
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se farmaceutické prostiedky podle vynédlezu podavaji intravendzné, oréiné nebo
inframuskulamé. Dévkové rozmezi pro podévani prostiedk podle predioZeného
vynalezu jsou dostatecné velkd, aby poskytovala Zadany ochranny tdinek. Podavana
davka bude zaviset na véku, pohlavi, zdravi, hmotnosti pfijemce, typu soucasného
léCeni, pokud néjaké existuje, na frekvenci lé¢eni a na povaze Zadaného Géinku.
Rezim davkovani a prostiedky podavani budou stanoveny oSetfujicim Iékafem nebo

jinou zruénou osobou z oblasti techniky.

Bylo ukézéno, Ze BAPTA-AM, coZ je znama sloudenina, ma udéinnou
ochrannou aktivitu na bufiky u riznych pathologickych proces(, u nichZ existuji
zvy$ene hladiny vapniku (Tymianski a spol.: Neuron 1993, 11, 221 az 235; Tymianski
a spol.: J. Cerbral Blood Flow Metabolism 1994, 14, 911 aZ 923; Abdel-Hamid a
Tymianski: J. Neuroscience 17, 3538 aZ 3555.). Neregulované zasahovani do
homeostaze vapniku v8ak zplsobuje vyznamné bezpecnostni probiémy a zietelné
omezuje potencial klinickych aplikaci. Nové diestery, které jsou zde popsény, jsou ve
svém pusobeni selektivnéjsi v tom, Ze se zd4, Ze neovliviiuji intracelulami vapnikovou
homeostazi a jsou tedy bezpeénéjsi nez dfive zndmé derivaty BAPTA.

Priklady provedeni vynalezu
A. Chemickeé priklady
Priklad 1
Syntéza diesteri BAPTA alkylu a jejich soli
Syntéza dvojsodnych nebo vapenatych soli diester 1,2-bis(2-aminofenoxy)-

ethan-N,N,N',N-tetraoctové kyseliny (BAPTA) se provadi ve tiech stupnich podie
nasledujiciho postupu:
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Stuper 1: Pfiprava anhydridu BAPTA

HOOT coon  Hooc COOH
' 0 . )
CH,  ch, CH, CH, © e co” o
N N/ . N 4 (€i1C0,0, by CH, N/C“2 CHZ,N _CH,
—_—
l 2,0
CsHs —OCH,CH,0 ——Cgl, CeHy—— OCH,CH,0 —CgH,
Stupen 2: Priprava diesteru BAPTA
o o ROOC COOH  RoOC COOH
clo' \?o co " ™~co I l I
CHy | Clh CII{z ,(IZH., 2, CH; /an CH,  CH,
N T N J/
Celly = OCH,CH,0 ~—C¢H
oty S otls CgHy ——OCH,CH,0 —CH,

R= CyHan 1 (1=2-8). Cyon+1(OCH,CHy)y, (117, 1 1-3), (C oy ] IN(CHy )y (01-6, m=1-6), ArCH,

Podle dalSich vyhodnych provedeni mize R znamenat také skupinu CpHane1,

kde n znamena Cislo 1 aZ 10, a CyHzn1(OCH2CH,)r, kde n znamena &islo 1 az20am
znamena Cislo 1 az 6.

Stupen 3: Pfiprava dvojsodné nebo vapenaté soli diesteru BAPTA

ROOC COOH ROOC COOH ROO(l.' ICOONa.( -Ca-)NaOOC TO()H
Cl"’z Cllz Cl‘]z CHZ C}'{z CHz CHZ CHz
Ny Ny meeonr N Ny
l | m,0 l
Cylly — OCHLCl LO ——C¢H; Cgty — OCH,CHYO —CgH,
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Stuper 1: Pfiprava anhydridu BAPTA

BAPTA (24 g, 0,05 molu), pyridin (8 g, 0,1 molu) a anhydrid kyseliny octové
(95 ml, 1,0 molu) se viozi do jednohrdlé bariky s kulatym dnem (500 ml) se zpétnym
chladi¢em (chlazeni vodou) a magnetickym michadlem. Reakéni smés se zahfiva 5
hodin na 90 °C za intenzivniho michani magnetickym michadiem. Teplota se pak
snizi na 50 °C a v zahfivani se pokraduje dalich 10 hodin za této teploty. Na konci
této 10-hodinové doby se reakéni smés ochladi na teplotu mistnosti a sraZenina se
extrahuje filtraci. SraZenina se pak ¢tyfikrat promyje ethylacetatem (po 50 mi) a
dvakrat (po 60 ml) etherem. SraZenina se su$i ve vakuu 6 a2 8 hodin pfi 50 °C.
Produktem je BAPTA-anhydrid. VytéZek 80 % hmotn. (17,6 g) bilé pevné latky s t.t.
148 az 149 °C. Analyza: TLC. Sloucenina se béhem analyzy rozklada. 'H NMR
spekirum (CeDsNO,, 8, ppm): 4,40 (s, 8H), 4,47 (s, 4H) a 6,85 az 7,01 (m, 8H). IC
spektrum: 1762,9 (s) a 1820,7 cm™ (s). Pro C2H»0sN. vypodteno: 60,00 % C, 4,54 %
H, 6,36 % N, nalezeno: 59,60 % C, 4,66 % H, 6,20 % N.

Stuper 2: Pfiprava alkyl nebo aryidiesteru BAPTA

BAPTA anhydrid ze stupné 1 (10 g, 0,023 molu) a odpovidajici mnoZstvi
absolutniho alkoholu (300 ml) se zavede pod atmosférou argonu do jednohrdié bariky
s kulatym dnem, ktera ma zpétny chladi¢ a magnetické michadlo. Tato smés se
zahfiva na olejové lazni na 90 °C (u methyl a ethylesteri na 70 °C) za intenzivniho
michani. Po Sesti hodindch se z reakéni smési oddestiluje polovina alkoholu
(vysokomolekulami alkoholy se destiluji ve vakuu). Ziskana smés se ochladi na O °C
a udrzuje se na této teploté 5 az 8 hodin. SraZenina se od roztoku oddéli filtraci
(sklenény filtr N4) ve vakuu a promyje se 3 az 4-krat 40 ml ethanolu, nasleduje troji
promyti (po 100 ml) ethylacetatem a nakonec troji promyti diethyletherem (po 150 ml).

Produkt se susi ve vakuu 8 hodin.

Chemickeéffyzikalni specifikace syntetizovanych diesteri BAPTA jsou uvedeny
nize.
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Ethyldiester BAPTA: vytéZek 90 % (11 g). Bily prasek. T.t. 161 a2 162 °C. TLC
analyza. Hiinikové desky se silikagelem 60. Eluce smési chloroformu s methanclem a
vodou (80:20:1,5, obj. dily). Pro detekci se chromatogram postiika indikatorovym
sprejem a potom se zahfeje na 350 az 400 °C. Indikétorovy sprej obsahuje 4-me-
thoxybenzaldehyd (10 ml), ethanol (200 mi), 98% (hmotn.) kyselinu sirovou (10 ml) a
ledovou kyselinu octovou (2 ml). Jedna skvma. R 0,3. 'H NMR spektrum (CD5OD, 8,
ppm). 1,05 a2 1,11 (t, 6H), 3,91 az 4,00 (dd, 4H), 4,05 (s, 4H), 4,14 (s, 4H), 4,27 (s,
4H) a 6,83 az 6,96 (M, 8H). Pro C2sH3010N, vypotteno: 58,64 % C, 6,03 % H, 5,26 %
N, nalezeno: 58.00 % C, 6,00 % H, 5,09 % N.

Propyldiester BAPTA: vytéZzek 90 % (11,5 g). Bily prasek. T.t. 187 °C. TLC analyza.
Podminky pro analyzu diethyl a dipropylesterti BAPTA jsou podobné. Jedna skvma.
Rr 0,35. '"H NMR spektrum [(CD),SO, 8, ppm]: 0,71 az 0,77 (t, 6H), 1,38 az 1,47 (m,
4H), 3,80 az 3,85 (t, 4H), 4,00 (s, 4H), 4,13 (s, 4H), 4,20 (s, 4H) a 6,70 az 6,96 (m,
8H). Pro CzsHas010N2 vypocteno: 60,00 % C, 6,43 % H, 5,00 % N, nalezeno: 60,25 %
C,6,77 % H, 5,08 % N.

Isopropyldiester BAPTA: vytézek 80 % (10,2 g). Bily prasek. T.t. 181 az 182 °C. TLC
analyza. Hlinikové desky se silikagelem 60 Fus4. Eluce smési chloroformu s metha-
nolem (65:30, obj. dily). Pro detekci se chromatogram postrika indikatorovym sprejem
a potom se pyrolyzuje na 350 az 400 °C. Indikatorovy sprej obsahuje 4-methoxy-
benzaldehyd (10 ml), ethanol (200 ml), 98% (hmotn.) kyselinu sirovou (10 ml) a
ledovou kyselinu octovou (2 ml). Jedna skvma. R; 0,72. 'H NMR spektrum [(CD,).SO,
3, ppm}: 1,07 az 1,09 (t, 12H), 4,00 (s, 4H), 4,08 (s, 4H), 4,22 (s, 4H), 4,78 az 4,85 (m,
2H) a 6,71 az 6,98 (m, 8H). Pro C2sH3010N, vypotteno: 60,00 % C, 6,43 % H, 5,00 %
N, nalezeno: 59,78 % C, 6,50 % H, 5,00 % N.

Butyldiester BAPTA: vytéZzek 90 % (12,1 g). Bily prasek. T.t. 183 °C. TLC analyza.
Podminky pro analyzu diethyl a dibutylesterit BAPTA jsou podobné. Jedna skvma. Ry
0,42. "H NMR spektrum [(CD),SO, 3, ppm]: 0,74 az 0,80 (t, 6H), 1,09 az 1,18 (m, 4H),
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1,33 az 1,39 (m, 4H), 3,80 az 3,86 (t, 4H), 3,98 (s, 4H), 4,10 (s, 4H), 4,17 (s, 4H) a
6,69 az 6,92 (m, 8H). Pro C3oH«O10N2 vypodteno: 61,22 % C, 6,80 % H, 4,76 % N,
nalezeno: 61,54 % C, 7,10 % H, 5,03 % N.

Heptyldiester BAPTA: vytéZzek 70 % (10,8 g). Bily prasek. T.t. 146 az 147 °C. TLC
analyza. Podminky pro analyzu ethyl a heptyldiesterti BAPTA jsou podobné. Jedna
skvma. R 0,50. 'H NMR spektrum [(CD),SO, 5, ppm]: 0,79 aZ 0,84 (t, 6H), 1,08 az
1,17 (Siroky s, 16H), 1,34 az 1,43 (m, 4H), 3,97 az 3,87 (t, 4H), 3,98 (s, 4H), 4,13 (s,
4H), 4,17 (s, 4H) a 6,67 az 6,92 (M, 8H). Pro CssHs,010N2 vypocteno: 64,29 % C, 7,74
% H, 4,16 % N, nalezeno: 64,37 % C, 7,82 % H, 3,88 % N.

Oktyldiester BAPTA: vytézek 70 % (11,3 g). Bily prasek. T.t. 155 °C. TLC analyza.
Podminky analyzy diethyl a dioktylestert BAPTA jsou podobné. Jedna skvma. Ry
0,55. '"H NMR spektrum [(CD),SO, 8, ppm]: 0,81 a 0,86 (t, 6H), 1,19 az 1,23 (Siroky
s, 20H), 1,29 aZ 1,34 (m, 4H), 3,83 az 3,87 (m, 4H), 3,98 (s, 4H), 4,11 (s, 4H), 4,19 (s,
4H) a 6,80 az 6,84 (m, 8H). Pro CssHs6010N; vypodteno: 65,14 % C, 8,00 % H, 4,00 %
N, nalezeno: 64,91 % C, 8,20 % H, 3,76 % N.

Benzyldiester BAPTA: vytéZek 70 % (10,6 g). Bily prasek. T.t. 161 az 163 °C. TLC
analyza. Podminky pro analyzu ethyl a benzyldiesterti BAPTA jsou podobné. Jedna
skvma. Ry 0,64 (benzyldiester byl na TLC desku nanesen v roztoku dimethylform-
amidu). "H NMR spektrum [(CD3),SO, 8, ppm]: 4,02 (s, 4H), 4,18 a2 4,19 (d, 8H), 4,97
(s, 4H), 6,73 az 6,94 (m, 8H) a 7,22 az 7,32 (m, 10H). Pro C3Hs010N2 vypodteno:
65,85 % C, 5,49 % H, 4,27 % N, nalezeno: 65,56 % C, 583 % H, 4,12 % N.

2-(Dimethylamino)ethyldiester BAPTA: vytéZzek 70 % (9,95 g). Bily prasek. T.t. 126 az
127 °C. TLC analyza. Hlinikové desky se silikagelem 60 Fs,. Eluce smési chlorofor-
mu s methanolem a vodou (60:40:2, obj. dily). Jedna skvma. R; 0,2. 'H NMR spek-
trum (CDCls, 8, ppm): 2,57 (s, 12H), 2,60 az 2,63 (t, 4H), 3,60 (s, 4H), 3,75 aZ 3,78 {t,
4H), 4,06 (s, 4H), 0,11 (s, 4H) a 6,68 az 6,85 (m, 8H). Pro CsH010N2 vypodteno:
58,25 % C, 6,80 % H, 9,06 % N, nalezeno: 57,94 % C, 6,90 % H, 8,97 % N.

(A2 X ]
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Stuper’ 3a: Pfiprava sodnych soli diesterd BAPTA

Odpovidajici alkyldiester BAPTA (0,019 molu) se d& do Erlenmeyerovy bariky
(500mli), ktera obsahuje magnetické michadio. K esteru se pfida 250 ml smési
methanolu s vodou (obj. dily, 1:1). Tato smés se intenzivné michd, protoZe ester neni
v roztoku rozpudtén. K michané smési se pfida koncentrovany roztok hydrogen-
uhli¢itanu sodného (0,038 molu, 3,19 g) nebo koncentrovany roztok methoxidu
sodneho (0,038 molu) ve vodé. Po 5 aZ 8 hodinach smés zprahledni. To ukazuje, Ze
alkyldiester je pfeveden na dvojsodnou sll. Methanol a voda se odpafi ve vakuu.
Ziskana sUl se vysusi azeotropickou destilaci s ethanolem a diethyletherem. Nakonec
se sul susi ve vakuu (667 az 800 Pa) 8 hodin.

Dvojsodna sil ethyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytézek 95 % (hmotn.) (10,4 g). Pro
Ca26H30010N2Na, vypoéteno: 54,16 % C, 5,21 % H, 4,86 % N a 7,98 % Na, nalezeno:
54,10% C, 5,27 % H, 4,65 % N a2 8,10 % Na.

Dvojsodné sl propyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytézek 95 % (hmotn.) (10,9 g). Pro
CasHas010N2Na; vypoéteno: 5563 % C, 5,63 % H, 463 % N a 7,61 % Na, nalezeno:
54,76 % C,6,13 % H, 4,46 % N a 6,73 % Na.

Dvojsodna sul butyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytéZek 95 % (hmotn.) (11,2 g). Pro
CsoHas010N2Na, vypodteno: 56,96 % C, 6,01 % H, 4,43 % N a 7,28 % Na, nalezeno:
56,60 % C,6,00%H, 420% N a 7,30 % Na.

Dvojsodné stl heptyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytéZek 90 % (hmotn.) (10,3 g). Pro
CasHs0010N2Na, vypotteno: 60,33 % C, 6,98 % H, 3,91 % N a 6,42 % Na, nalezeno:
5988%C,7,49%H, 412% N a6,76 % Na.
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Dvojsodna sul oktyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytézek 90 % (hmotn.) (15,7 g). Pro
CagHs4010N2Na, vypodteno: 61,29 % C, 7,26 % H, 3,76 % N a 6,16 % Na, nalezeno:
60,90% C, 7,81 % H, 3,26 % N a 6,52 % Na.

Stupen 3b: Priprava vapenatych soli diesterd BAPTA

Odpovidajici diester BAPTA (1 g) se rozpusti v 1 litru smési ethanolu s vodou
(70:30, obj. dily). K tomuto roztoku se pfida molémi ekvivalent hydroxidu vapenatého.
Ziskana smés se micha magnetickym michadlem 24 hodin za teploty mistnosti.
Potom se u soli ethyl-, propyl a butyldiestert BAPTA roztok Zfiltruje papirem
Whatmann N1 a odpafi se ve vakuu (2,67 az 4,00 kPa) dosucha. Srazenina se
promyje tfikrat diethyletherem (po 100 mi) a susi se ve vakuu (267 aZ 400 Pa) 6 hodin
za teploty mistnosti.

U vapenatych soli heptyl a oktyidiesterd BAPTA se ethanolovy roztok odpari
dosucha. SraZenina se rozpusti v 0,8 litrech ethanolu. Ziskana smés se filtruje
papirem Whatmann N1 a potom se ethanol odpaii ve vakuu (2,67 aZ 3,33 kPa).
SraZenina se promyje tfikrat diethyletherem (po 100 ml) a su$i se ve vakuu (267 a2
400 Pa) 6 hodin za teploty mistnosti.

Vapenata sul ethyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytézek 90 % (hmotn.) (0,96 g). Pro
Ca6Ha0010N2Ca vypoéteno: 54,70 % C, 5,26 % H, 4,91 % N a 7,01 % Ca, nalezeno:
54,32% C, 540 % H, 481 % Na6,81 % Ca.

Vépenata sl propyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytézek 90 % (hmotn.) (0,98 g). Pro
CasH34010N2Ca vypoéteno: 56,19 % C, 5,68 % H, 4,68 % N a 6,69 % Ca, nalezeno:
56,22 % C, 5,88 % H, 4,51 % Na6,51 % Ca.

Vépenatéa stl butyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytéZek 90 % (hmotn.) (0,90 g). Pro
CaoH3s010N2Ca vypocteno: 57,50 % C, 6,07 % H, 4,47 % N a 6,39 % Ca, nalezeno:
5718 % C,6,24%H,428%Na6,11 % Ca.
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Vépenata sul heptyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytézek 80 % (hmotn.) (0,85 g). Pro
CagHs0010N2Ca vypoéteno: 61,71 % C, 7,14 % H, 4,00 % N a 5,71 % Ca, nalezeno:
61,44%C,7,24%H, 418 % N a6,31 % Ca.

Vapenata sul oktyldiesteru BAPTA: bily prasek, vytézek 80 % (hmotn.) (0,83 g). Pro
CasHs4O10N2Ca vypodteno: 61,79 % C, 7,32 % H, 3,79 % N a 542 % Ca, nalezeno:
6194%C,7,14%H, 400% N a 5,31 % Ca.

Priklad 2

Syntéza BAPTA diestert alkyletheru mono-, di- a triethylenglykolu a jejich soli

Postup syntézy téchto soli je &tyi'stupriovy zpusob podobny zplsobu pfipravy
soli alkyldiesteri BAPTA.

Stupen 1: Pfiprava anhydridu BAPTA

Prvni stupen pfipravy anhydridu BAPTA je identicky se stupném 1 zp(isobu
syntézy alkyldiesterd BAPTA, jak je shora popsan v prikladu 1.

Stupen 2: Syntéza monoalkylethert mono-, di- a triethylenglykolu

Syntézy monoalkyletherit mono-, di- a triethylenglykolu se provadéji podle
nasledujiciho schematu

H(OCH,CH2)mOH + Na -> H{OCH,CH,)yONa + 1/2 H;
H(OCH,CHz)mONa + CyHaneiBr -> HOCH,CHZ)mOCHanet + NaBr
m=1az3
n=5az18

ceons
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0,8 az 0,9 sodiku (nafezany na malé kousky o priméru 5 az 8 mm) se viozi
pod atmosférou argonu do dvojhrdié barky s kulatym dnem (250 ml), kterd nese
zpétny chladi¢ a mé magnetické michadlo. K sodiku se také pod argonem piida
ethylenglykol (35 ml, 0,62 molu) a barka se zahfiva na olejové 1azni na 70 °C za
intenzivniho michéni. Kdyz se vétsina sodiku rozpusti, kousek po kousku se do
reakéni smési piidé zbytek sodiku (typickym mnozstvim sodiku je 3,9 g, 0,17 molu).
Je tfeba poznamenat, Ze rozpousténi sodiku je doprovézeno zvySenim teploty
reakEni smési spolu se zvySenim reakénti rychlosti. Aby se zabranilo explosi, je nutné
pfidévat sodik pomalu tak, aby reakce byla dobre kontrolovana. Po tom, co se sodik
rozpusti, se k reakéni barice pfipoji kapacka s roztokem odpovidajiciho alkylbromidu
(21,5 g, 0,12 molu) v tetrahydrofuranu (60 ml). Roztok z kapadky se pfikapava do
reakeni banky. Teplota reakéni smési se udrzuje na 70 °C. Témér najednou se objevi
srazenina bromidu sodného. Jeho mnoZstvi se béhem rekace zvysuje. Po 16
hodinach se reakéni smés ochladi na teplotu mistnosti a k organickému roztoku se
pfida 150 ml vody. Produkt se extrahuje dvéma podily (po 40 mi) ethylacetatu.
Spojeny ethylacetatovy roztok se promyje vodou a vysusi se siranem sodnym. Zluty
roztok produktu v ethylacetétu se odbarvi zahiatim s aktivnim uhlim. Bezbarvy roztok
se od uhli oddéli odfiltrovanim a roztok se odpaifi. Ziskany produkt se predestiluje ve
vakuu a analyzuje se na jeho fyzikalni a chemické viastnosti.

Monoheptylether ethylenglykolu: bezbarvé kapalina, t.v. 95 °C/133 Pa. Vytézek 70 %
(hmotn.)(13,4 g). TLC analyza. Hlinikové desky se silikagelem 60 Fas,. Eluce smési
ethylacetatu s hexanem (2:1, obj. dily). Indikator: 4-methoxybenzaldehyd (10 mi),
ethanol (200 ml), 98% (hmotn.) kyselina sirova (10 ml) a ledova kyselina octova (2
ml). Pro detekci se chromatogram postiika indikatorem a potom se zahieje na 350 °C.
Jedna skvma. Ry 0,8. 'H NMR spektrum (CDCls, 5, ppm): 0,84 a2 0,90 t 3H), 1,27 az
1,33 (Siroky s, 8H), 1,55 az 1,61 (m, 2H), 2,25 az 2,30 (t, 1H, signal OH-skupiny, jeho
poloha je proménlivé), 3,43 az 3,54 (m, 4H), 3,69 az 3,75 (m, 2H).

Heptylether diethylenglykolu: bezbarva kapalina, t.v. 100 °C/133 Pa. Vytézek 70 %
(hmotn.) (17,1 g). TLC analyza. Podminky analyzy heptyletheru mono- a diethylen-
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glykolu jsou analogické. Jedna skvma. R 0,4. 'H NMR spektrum (CDCls, 3, ppm):
0,84 az 0,90 (t, 3H), 1,27 az 1,32 (Siroky s, 8H), 1,55 a2 1,61 (m, 2H), 2,71 (t, 1H,
signal OH-skupiny), 3,45 az 3,48 (t, 2H), 3,58 aZ 3,75 (m, 8H).

Heptylether triethylenglykolu: bezbarva kapalina, t.v. 107 °C/133 Pa. Vytézek 70 %
(hmotn.) (20,8 g). TLC analyza. Podminky analyzy menoheptyletheru mono- a trie-
thylenglykolu jsou analogické. Jedna skvma. R 0,3. '"H NMR spektrum (CDCls, §,
ppm): 0,84 az 0,90 (t, 3H), 1,26 az 1,29 (Siroky s, 8H), 1,54 az 1,57 (m, 2H), 2,72 {4,
1H, signal OH-skupiny), 3,41 az 3,47 (t, 2H), 3,58 az 3,74 (m, 12H).

Oktylether monoethylenglykolu: bezbarva kapalina, t.v. 60 °C/67 Pa. Vytézek 85 %
(hmotn.). TLC analyza. Podminky analyzy dioktyletheru ethylenglykolu jsou stejné jak
shora uvedeno. Jedna skvma. R;0,7. 'H NMR spektrum (CDCls, 8, ppm): 0,83 az 0,89
(t, 3H), 1,25 az 1,27 (Siroky s, 10H), 1,54 az 1,57 (m, 2H), 2,39 (t, 1H), 3,41 az 3,52
(m, 4H), 3,67 az 3,73 (m, 4H).

Stuperi 3: Syntéza BAPTA diesterd monoalkylethert mono-, di- a triethylenglykolu

BAPTA anhydrid ze stupné 1 (1,5 g, 0,0034 molu) a odpovidajici mono-
alkylether mono-, di- nebo triethylenglykolu ze stupné 2 (10 aZ 12 mi) se vloZi pod
atmosferou argonu do jednohrdlé barky s kulatym dnem (50 mi), ktera ma zpétny
chladi¢ a magnetické michadlo. Tato smés se zahiiva na olejové lazni na 115 az 120
°C za intenzivniho michani. Po 1 a2 1,5 hodiny smés zprdhledni. V zahfivani se
pokracuje dalSich 1,5 hodiny, dokud reakce neni ukonéena. Barika se pak ochladi na
teplotu mistnosti a pfida se 100 ml petroletheru (t.v. 60 az 80 °C). Vytvorena
srazenina se extrahuje odstfedovanim a promyje se tiikrét petroletherem (po 40 ml).
Pevny produkt se susi ve vakuu 5 hodin a analyzuje se, aby se ovéfily viastnosti pro-
duktu, které jsou uvedeny v prikladech nasledujicich slouc¢enin.

BAPTA diester methylethylenglykolu: Bila pevna latka, tt. 151 aZ 152 °C. VytéZek 90
% (hmotn.) (1,81 g). TLC analyza. Hlinikové desky se silikagelem 60 Fa4 Eluce
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smési chloroformu s methanolem (1:1, obj. dily). Pro vyvinuti se chromatogram
postiika indikatorem a potom se pyrolyzuje na 100 a2 150 °C. Slozeni indikatorového
spreje: 4-methoxybenzaldehyd (10 ml), ethanol (200 ml), 98% (hmotn.) kyselina sirovéa
(10 mi) a ledova kyselina octova (2 ml). Jedna skvma. R; 0,14. 'H NMR spekitrum
(CDsOD, 5, ppm): 3,33 (s, 6H), 3,47 a2 3,51 (t, 4H), 3,66 (s, 4H), 3,85 (s, 4H), 4,02 az
4,06 (t, 4H), 4,35 (s, 4H), 7,02 a2 7,11 (m, 8H). Pro CxH1s012N; vypodteno: 56,76 %
C,6,08 % Ha4,73 % N, nalezeno: 56,38 % C,6,39% H a 4,72 % N.

BAPTA diester heptylethylenglykolu: Bila pevna latka, tt. 111 az 112 °C. Vytézek 90
% (hmotn.) (2,32 g). TLC analyza. Podminky TLC analyzy BAPTA diesteru
methylethylenglykolu a BAPTA diesteru heptylethylenglykolu jsou stejné. Jedna
skvma. R;0,4. '"H NMR spektrum [(CD3),S0, 3, ppm]: 0,81 az 0,86 (t, 6H), 1,22 (Siroky
s, 16H), 1,42 (m, 4H), 3,27 az 3,32 (m, 4H), 3,37 az 3,40 (m, 4H), 3,96 aZ 3,99 (m,
8H), 4,12 (s, 2H), 4,19 (s, 2H), 6,73 az 6,92 (m, 8H). Pro CsHeO1N; vypoiteno:
63,16 % C, 7,90 % Ha 3,68 % N, nalezeno: 63,30 % C, 8,44 % Ha 3,76 % N.

BAPTA diester oktylethylenglykolu: Bila pevna latka, t.t. 121 az 122 °C. Vytézek 80 %
(hmotn.) (1,4 g). TLC analyza. Hlinikové desky se silikagelem 60. Eluce smési
chloroformu s methanolem (1:1, obj. dily). Pro vyvinuti se chromatogram postfika
indikatorem a potom se pyrolyzuje na 100 az 150 °C. Slozeni indikatorového spreje:
4-methoxybenzaldehyd (10 ml), ethanol (200 ml), 98% (hmotn.) kyselina sirova (10
ml) a ledové kyselina octova (2 ml). Jedna skvma. R, 0,45. "H NMR spektrum (CDCls,
8, ppm): 0,84 az 0,89 (t, 6H), 1,26 (Siroky s, 20H), 1,51 aZ 1,57 (m, 4H), 3,37 az 3,42
(t, 4H), 3,53 aZ 3,56 (m, 4H), 3,96 (s, 4H), 4,03 (s, 4H), 4,17 az 4,21 (m, 4H), 4,37 (s,
4H), 6,87 aZ 6,94 (m, 4H), 7,03 az 7,09 (m, 4H). Pro C.HssO12N, vypoéteno: 63,96 %
C,812%Ha3,55 % N, nalezeno: 63,57 % C, 8,11 % Ha 3,53 % N.

BAPTA diester heptyldiethylenglykolu: Bilé pevna latka, t.t. 95 az 96 °C. Vytézek 85 %
(hmotn.) (2,5 g). TLC analyza. Podminky analyzy BAPTA diesteru methylethylen-
glykolu a BAPTA diesteru heptyldiethylenglykolu jsou stejné. Jedna skvma. Ry 0,40.
'H NMR spektrum [(CDs).SO, 8, ppm]: 0,81 az 0,86 (t, 6H), 1,23 (Siroky s, 16H), 1,45
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(m, 4H), 3,30 az 3,35 (m, 8H), 3,40 az 3,46 (m, 12H), 3,97 az 3,99 (m, 8H), 4,13 (s,
4H), 4,19 (s, 4H), 6,74 az 6,92 (m, 8H), 12,37 (s, 2H). Pro CyHss014N2 vypodteno:
62,26 % C, 8,02 % H a 3,30 % N, nalezeno: 6,47 % C, 8,42 % H a 3,40 % N.

BAPTA diester heptyltriethylenglykolu: Bila pevna latka, t.t. 63 az 65 °C. Vytézek 85
% (hmotn.) (2,7 g). TLC analyza. Podminky analyzy BAPTA diesteru heptyitriethy-
lenglykolu a BAPTA diesteru methylethylenglykolu jsou stejné. Jedna skvma. R 0,40.
'H NMR spektrum [(CD3),SO, 5, ppm]: 0,81 a2 0,87 (t, 6H), 1,23 (Siroky s, 16H), 1,45
(m, 4H), 3,31 aZ 3,36 (m, 4H), 3,42 az 3,48 (m, 20H), 3,97 az 3,99 (m, 8H), 4,13 (s,
4H), 4,19 (s, 4H), 6,74 a2 6,92 (m, 8H), 12,38 (s, 2H).

Stupen 4a: Piiprava dvojsodné soli BAPTA diesterd monoalkyletheri mono-, di- nebo
triethylenglykolu

Odpovidajici BAPTA diester monoalkylether mono-, di- nebo triethylenglykolu
(0,0025 molu) se rozpusti v methanolu (pro rozpusténi 1,0 g BAPTA diesteru je tieba
kolem 10 mi alkoholu) a ziskany roztok se da do Erlenmeyerovy bariky (50 ml), ktera
ma magnetické michadlo. K methanolickému roztoku BAPTA diesteru se pfida vodny
roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (0,005 molu ve 2 ml) a smés se micha 2 hodiny
za teploty mistnosti. Rozpoustédlo se pak ve vakuu odpaii (4 kPa). Ziskana sraZenina
se vysu$i tfikrét azeotropickou destilaci s ethanolem a dvakrat s diethyletherem.
Nakonec se ziskany produkt promyje hexanem a vysusi se ve vakuu.

Dvojsodna sul BAPTA diesteru methylmonoethylenglykolu: biléa pevna latka, hydro-
skopicka, vytézek 95 % (hmotn.) (1,5 g). Pro CasH34012N:Na, vypocteno: 52,80 % C,
5,35 % H, 4,40 % N a 7,23 % Na, nalezeno: 52,20 % C, 559 % H, 449 % N a 7,30 %
Na.

Dvojsodnd sil BAPTA diesteru heptylmonoethylenglykolu: bila pevna latka,
hydroskopicka, vytéZzek 95 % (hmotn.) (1,9 g). Pro CaHss012N2Na; vypoéteno: 59,70
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% C,721%H,348 % N a 5,72 % Na, nalezeno: 5960 % C, 7,75 % H, 351 % N a
5,51 % Na.

Dvojsodna sul BAPTA diesteru heptyldiethylenglykolu: bila pevna latka, hydro-
skopicka, vytéZzek 95 % (hmotn.) (2,1 g). Pro Cy4HesO14N2Na, vypodteno: 59,19 % C,
7,40 % H, 3,14 % N a 5,16 % Na, nalezeno: 58,55 % C, 7,43 % H, 3,46 % N a 5,49 %
Na.

Dvojsodna stll BAPTA diesteru heptyltriethylenglykolu: bily vosk, velmi hydroskopicky,
vytézek 90 % (hmotn.) (2,2 g). Pro CssH74016N2Na;, vypodteno: 58,77 % C, 7,55 % H,
2,86 % N a 4,69 % Na, nalezeno: 57,98 % C, 8,03 % H, 2,94 % N a 4,64 % Na.

Dvojsodna stl BAPTA diesteru oktylethylenglykolu: bila pevna latka, vytéZek 80 %
(hmotn.). TLC analyza. Hiinikové desky se silikagelem 60. Eluce smési chloroformu s
methanolem (1:1, obj. dily). Pro vyvinuti se chromatogram postiika indikatorem a
potom se pyrolyzuje na 100 az 150 °C. SloZeni indikatorového spreje: 4-methoxy-
benzaldehyd (10 mi), ethanol (200 ml), 98% (hmotn.) kyselina sirova (10 ml) a ledova
kyselina octové (2 ml). Jedna skvma. Ry 0,45. '"H NMR spektrum (CDCls, 5, ppm): 0,84
az 0,89 (t, 6H), 1,26 (8iroky s, 20H), 1,51 az 1,57 (m, 4H), 3,37 az 3,42 (t, 4H), 3,53 a2
3,56 (m, 4H), 3,96 (s, 4H), 4,03 (s, 4H), 4,17 az 4,21 (m, 4H), 4,37 (s, 4H), 6,87 az
6,94 (m, 4H), 7,03 az 7,09 (m, 4H). Pro C4HeO12N; vypodteno: 63,96 % C, 8,12 % H
a 3,55 % N, nalezeno: 63,57 % C, 8,11 % Ha 3,53 % N.

Stuper) 4b: Priprava vapenaté soli BAPTA diesteri monoalkyletheri mono-, di- nebo

triethylenglykolu

Odpovidajici BAPTA diester monoalkylether(mono-, di- nebo tri)ethylenglykolu
(0,0025 molu) se rozpusti v methanolu (250 mi). K tomuto roztoku se pfida 3 a2 5 ml
vody. Ziskany roztok se da do Erlenmeyerovy bariky (300 mi), ktera méa magnetické
michadlo. K tomuto roztoku se za intenzivniho michéni pfida prasek hydridu vape-
natého (0,0025 molu). Smés se micha 3 hodiny za teploty mistnosti. Po 3 hodinach se
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smés Ziltruje papirovym filtrem (Whatman N1) a ziskany roztok se ve vakuu odpari
(1,33 az 2,0 kPa). Srazenina se vysusi tfikrat azeotropickou destilaci s ethanolem (po
25 az 30 ml) a dvakrat s diethyletherem. Nakonec se produkt promyje hexanem a susi
se ve vakuu (667 Pa) 5 hodin za teploty mistnosti.

Véapenata stl BAPTA diesteru methylmonoethylenglykolu: bily prasek, vytéZek 90 %
(hmotn.) (1,42 g). Pro C2sH34012N.Ca vypoéteno: 53,33 % C, 540 % H, 4,44 % N a
6,35 % Ca, nalezeno: 53,74 % C, 5,78 % H, 4,43 % N a 5,90 % Ca.

Vapenaté sul BAPTA diesteru heptylmonoethylenglykolu: bily prasek, vytdzek 90 %
(hmotn.) (1,79 g). Pro CHss01:N,Ca vypoéteno: 60,15 % C, 7,27 % H, 3,51 % N a
5,01 % Ca, nalezeno: 60,32 % C, 7,63 % H, 3,54 % N a 4,59 % Ca.

Vapenaté st BAPTA diesteru oktylmonoethylenglykolu: bily prasek, vytézek 90 %
(hmotn.) (1,81 g). Pro CsHesO42N,Ca vypoéteno: 61,01 % C, 7,50 % H, 3,38 % N a
4,84 % Ca, nalezeno: 61,00 % C, 7,82 % H, 3,54 % N a 4,88 % Ca.

Vapenata stl BAPTA diesteru heptyldiethylenglykolu: bilé pevna latka, vytéZzek 80 %
(hmotn.) (1,77 g). Pro CuHessO14N>Ca vypoéteno: 59,59 % C, 7,44 % H, 3,16 % N a
4,51 % Ca, nalezeno: 59,61 % C, 7,79 % H, 3,15 % N a 4,04 % Ca.

Vépenata sl BAPTA diesteru methyltriethylenglykolu: bilé pevna latka, vytézek 80 %
(hmotn.) (1,61 g). Pro CssHssO16N>Ca vypoéteno: 53,60 % C, 6,20 % H, 347 % N a
4,96 % Ca, nalezeno: 53,95 % C, 6,33 % H, 3,20 % N a 4,73 % Ca.

Prikiad 3

Mefeni in vitro lipofilnosti BAPTA diesterovych soli

Hodnoty lipofilnosti nékolika BAPTA diesterovych soli podle vynalezu byly
studovany srovnavanim rozpustnosti téchto slouéenin v organickém versus vodném
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rozpoustédle. Jako organicky a vodny roztok byl pouzit oktanol a fysiologicky solny
roztok. Roztfepavaci koeficienty (P.), . distribuéni pomér mezi organickou a vodnou
fazi, byl stanoven pro nékolik specifickych BAPTA diesterovych soli obecného vzorce
|

CH,COOM MOOCCH;

I I
ROOCCH;-N-CgHs-OCH,CH,0-CeHy-N-CH,COOR 0,

v némz substituenty na aromatickych kruzich jsou v ortho poloze, R znamena skupinu
CnHzn+1 (n Znamena &islo od 2 do 8) nebo C,Hani(OCH,CH2)m (M znamena &islo od 1
do 3 a n znamené ¢islo od 1 do 18) a M znamené sodny nebo vépenaty kation podie
toho, jak je uvedeno.

Vysledky, které uvadéji vypoctené Log P, jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

Roztfepavaci koeficienty (Pc) BAPTA diesteri mezi oktanol a solny roztok

R v obecném vzorci | LogP.?
M=Na' M=Ca"

b) -3,39 -1,71?
C:Hs -1,61 -1,33
CsHy 0,63 -0,51
CiHo -0,01 0,32
C/Hss 0,82 0,76
CeHy7 0,85 0,79

CHs;OCH,CH, -2,27 -1,85



C2HsOCH,CH;
C3sH;OCH,CH;
C4HsOCH,CH,
C7H4s0OCH,CH,
CsH7OCH,CH;,
C1oH21OCH,CH,
C16H3sOCH.CH,
C1sH37OCHLCH,
CH3(OCH,CH,),
C2Hs(OCH,CHy),
C4Ho(OCH,CH,),
CeH13(OCH,CHy),
C7H15(OCH,CHy),
CaHi7(OCH,CH),
C1oH21(OCH,CHo,),
CH3(OCH,CH,)s
C7Hs(OCH,CH,);
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-1,41
-0,81
-0,06
1,34
0,80
1,90
1,67
1,80
-1,82
-1,20
-0,29
0,83
1,30

1,25
-1,93

e)

? pii 26 °C; ¥ BAPTA; ? tetrasodna stil; ® dvojvapenata stil;

* nestanoveno

Je tfeba si uvédomit, Ze vétSina novych diesteri BAPTA je vyznamné
lipofilngjSich nez pfirodni BAPTA. Je zajimavé, Ze roztiepavaci koeficienty jsou také
ovlivnény vybérem protiiontl. Obecné plati, Ze vapenaté soli diesteri BAPTA jsou

lipofilngjSi nez jejich odpovidajici sodné soli.

Pfiklad 4: In vitro Uéinky BAPTA diesterG na distribuci Ca™, Fe™ a Zn™ iontd ve

vodé/oktanolu

Bylo zkoumany chelataéni aktivity novych BAPTA diestert podle vynélezu ve
vodnem a hydrofobnim prostfedi a byly zde ukézany Géinky dioktylglykolesteru



33

BAPTA (DP-BAPTA 99, dvpjsodna stl) na tii rizné dvojmocné ionty kov(i Fe™, Zn™* a

C a'H-

Hydrofilnifhydrofobni systém pouzity v této fadé pokust sestaval z 15 ml
oktanolu a 15 mi soiného roztoku o pH = 6,5. DP-BAPTA 99 byl rozpustén v
oktanolovém roztoku pied tim, nez byla tato faze smichéna se solnym roztokem.
Koncentrace DP-BAPTA v riiznych pokusech se pohybovala od 2,1.10° do 5,5.10*
molu/l v pokusech s Ca* a od 5,4.10° do 1,4.10° molu/l v pokusech bud se Zn®*
nebo Fe*, jak je uvedeno pro kazdy bod na obr. 1A az C. Odpovidajici ionty kovti
byly pfidany ve vodném roztoku jako chioridy v nasledujicich koncentracich: FeCl,
2.10° molll, ZnCl, 10* mol/l a CaCl, 2.10° molfl.

Oktanolova a pufrova faze byly smichany a michéany 1 hodinu za teploty
mistnosti, nasledovalo odstiedovani 10 minut pfi 4000 otacek/min, aby se oddélila

smeés téchto dvou fazi.

Pro vodné a oktanolové vzorky byly pouZity rizné analytické postupy: i) Vodné
vzorky byly analyzovany proti ICP standard(im od Merk. Ca a Zn byly stanoveny v
testovanych roztocich induktivné kopulovanou plasmovou atomovou emisni
spektrometrii. Byl pouzit model ICP-AES "Spectroflame Modula E" od Spectro, Kleve,
Némecko, se standardnim nebulizerem se zkfizenym tokem a fixovanou EOP lam-
pou. Vykon byl 1,2 kW, tok chladiciho ¢inidla 15 I/min, pomocny prutok 0,5 /min a
pratok nebulizeru 0,5 l/min. ii) Oktanolové vzorky, kazdy po 2 ml, ve sklenénych
zkumavkéch, byly pfeneseny do zahfivaciho bloku. Odpafeni oktanolu se provede
kombinaci zahréti na 150 °C a kontinualnim proplachovanim dusikem. Zbytek byl
rozpustén ve 2 ml koncentrované kyseliny dusiéné a zahfivan jednu hodinu na 120
°C. Zkumavky byl nechany ochladit na teplotu mistnosti pfed tim, nez byla pfidana
deionizovana voda na konecny objem 10 ml.
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Bylo ukézéno, Ze diotkylethylenglykolester BAPTA je 10 000krét lipofiln&jsi
nez sodna sl rodiovské molekuly BAPTA a Ze je pievazné rozpustdm v organickém

rozpoustédle, které zde predstavoval oktanol.

Dale pak, jak je uvedeno na obr. 1A az C, BAPTA diestery zprostiedkuji
pfenos iontl kovl z vody do oktanolu a akumulaci t&chto iontd v organické fazi,
zatimco BAPTA nikoliv. Tento preferenéni chelatacni ucinek BAPTA diesteru je
zfejmy v pienosu Zn™ iontl z vody do oktanoly pfi tak nizké koncentraci 1ééiva, jako
je 10 uM a pfi 250 az 500 uM pro odpovidaijici pienos iontli Ca*™* a Fe™.

B. Biologické hodnoceni diester(i BAPTA

Nové diestery chelataénich cinidel podle vyndlezu byly testovany v riiznych
biologickych modelovych systémech na jejich ochranné Gcinky na buriky nebo orgény
v kultufe podiéhajici poskozeni zahmujici abnormalni hiadiny vapniku. Vysledky
pokustl provadénych in vitro (buriky tkafové kultury, mozkové homogenaty) a in vivo
(mongolské gerbily a krysy Wistar) jsou zde déle uvedeny.

Pfiklad 5

Uginky BAPTA diesterti na intracelulami koncentraci Ca™ (studie in vitro)

++

Chelatagni uginky dvou riznych BAPTA diesterti na intracelulami Ca
koncentraci byly studovany in vitro v kultivovanych neuronovych burikéach krysiho
hippokampu a byly sledovany fluorescenci.

Bunééna kultura
Primami disociované kultury krysiho hippokampu byly pfipraveny z plodi E19

a byly nechany rist na 13mm krycich sklickach 104 tydny. Ve stru¢nosti - buriky byly
vysety v DMEM obsahujicim 10% (hmotn.) koriské serum a 10% (hmotn.) plodové

(X ]
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teleci serum, které bylo po 1 tydnu nahrazeno DMEM obsahujicim 10% (hmotn.)
koriské serum. Proliferace glie, tj. podptimé nervové tkané, byla blokovana inkubaci s
S-fluor-2'-deoxyuridinem 3 dny, podinaje 5. den od vyseti. Pro Ca™ zobrazeni byla
kryci skla promyta zéznamovym mediem a inkubovéna se 3um Fluo-3/AM (mole-
kulové sondy) v pfitomnosti 0,2 % (hmotn./obj,) kyseliny pluronové (F127) 1 az 1,5
hodinu za tfepani za teploty mistnosti. Kultury byly pak promyvény alespori jednu
hodinu v zaznamovém mediu a byly pouzity béhem nasleduijici 1 az 3 hodin.

Roztoky a léciva

Zaznamové medium obsahovalo: 129mM NaCl, 4mM KCI, 1mM MgCl,, 2mM
CaCl,, 4,2mM glukosu a 10mM HEPES, pH bylo upraveno NaOH na 7,4 a osmolalita
na 320 mOsm pfiidénim sacharosy. BAPTA-diestery diethyl-BAPTA (DP-BAPTA 23)
nebo dioktyl-ethylenglykol-BAPTA (DP-BAPTA 99), oba jako dvojsodné soli, byly
pfipraveny v zaznamovém mediu ze zmrazenych zé&sob pied pouZitim. BAPTA-
-diester, jak je uvedeno v kazdém pokusu, byl nanesen na koneénou koncentraci 0,1
mM tlakovou pipetou s primérem $picky 2 um a umistén pfiblizné 50 um od buriky.
Léciva byla aplikovana pipetou s tlakovym pulsem 0,5 aZ 5 sekund.

Zobrazovani

Po naplnéni barviva, Fluo-3/AM (molekulové sondy), byla sklenéna kryci skli¢-
ka umisténa na konfokalini laserovy skanovaci mikroskop (Leica, Heidelberg, Némec-
ko) a superfusovana zaznamovym mediem obsahujicim 1 uM tetrodoxin (TTX) rych-
losti 3 az 5 ml/min za teploty mistnosti. Konfokaini laserovy skanovaci mikroskop je
opatien argon-iontovym laserem pro excitaci pii vinové délce 488 nm. Laserové
svétlo bylo snizeno na 1 az 3 % nominaini intenzity, abychom se vyhnuli fotodyna-
mickému poskozeni. Obrazy 256x256 pixeli byly snimany 63x objektivem pro
ponoieni do vody. Upina trojrozméma rekonstrukce bunék byla provedena z 15 az 20
postupnych 0,5 az 1,0um optickych sekci burikou, jestlize je to potfeba. Intenzita
fluorescence byla kvantitativné vyhodnocena pouzitim softwaru pro analyzu Leica a
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Adobe Photoshop (Adobe Systems). Zmény fluroescence Fluo-3 byly standar-
dizovany podélenim cisté fluorescence pfedem osetienou fluorescenci (AF/F).

Hippokampaini neuronové buriky vyrostié v DMEM mediu obsahujicim 2,4mM
Ca" byly bud osetfeny fedidlem, t. zéznamovym mediem (obr. 2, snimek 1,2), nebo
DP-BAPTA 22 (obr. 2, snimky 3 aZ 11). Piidani lé&iva (1 mM v 9 msekundovém pulsu
indukovalo sniZeni hladin intracelulamiho vépniku, coz se projevuje sniZenim
fluorescence zaznamenané v osetifenych burkach. Po tomto doasném snizeni
koncentrace Ca™ nasledovala (plna regenerace béhem 7 az 8 vtefin po vymyti Iégiva
Z bunék (viz obr. 2, snimky 12 az 20). Kratké amplifikace stejného mnozstvi légiva
indukovala kratSi a menSi sniZeni fluorescence ve stejné buriice (date nejsou
uvedena).

Je dulezité poznamenat, Ze stejné koncentrace tetrasodné soli rodiéovského
léCiva, BAPTA-Nay, coZ je lécivo, které neprochézi membranou buriky, podporovaly
pouze nevyznamna zvySeni intraceluldmiho Ca"™, kdyz byly aplikovany na povrch
kultivovanych neuront krysiho hippokampu (date nejsou uvedena).

Na obr. 3 je demonstrovan Uc¢inek BAPTA diester(i na draslikem indukované

zvy$eni koncentraci intracelulamich Ca™.

Hippokampové neuronové burky byly kultivovany jak shora popsano a byly
vystaveny 40milisekundovym K’ pulstim (aplikovanym z pipety obsahuijici 100mM
KCI) v Casovych bodech, které jsou oznaceny hvézdickami (*). Za kontrolnich
podminek kazdy takovy K' puls ved! ke 3 aZ 4nasobnému zvySeni koncentrace
intracelul&mich Ca"™ iontd, zaznamenanych jako prechodné zvy$eni fluorescenéniho
signalu.

Burky byly pak promyvany 0,1, 1,0 nebo 10,0 pg/mi dioktylethylen-
glykol-BAPTA (DP-BAPTA 99) 5 minut pfed kazdym zaznamenavanim. Vysledky
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uvedené na obr. 3 jsou grafickym zndzoménim zmén fluorescence zprimérovanych z
péti jednotlivych hippokampovych neuronovych bunék.

Jak je uvedeno na obr. 3, BAPTA diester zesiluje draslikem indukované
zvySeni koncentrace intraceluldmich vépenatych iontd a ukazuje tento Udinek v
zavislosti na koncentraci.

Pfiklad 6
Uginky BAPTA diestert) na Na/K-ATPasovou aktivitu

Femandes a spol. (Meurochem. Int. 1996, 28, 497 az 500.) studovali aktivitu
enzymu Na/K-ATPasy v krysim hippokampu béhem experimentéini epilepsie
vyvolaneé injekci pilokarpinu. Podle této studie bylo zji§téno, Ze enzymova aktivita se
snizuje béhem akutniho a tichého obdobi a zvysuje (i kdyz ne na normalni hladiny)
béhem chronické faze epilepsie. Moznym zavérem z téchto vysledki mdze byt to, Ze
zmény v Na/K-ATPasové aktivité mohou byt zahmuty v objevenim se spontannich
recidivujicich zachvatl po poskozeni mozku, které bylo indukovano injekci
pilokarpinu.

Pilokarpinem indukované zachvaty jsou povaZovany za model pro nékolik typtl
lidskych epilepsii a jejich vyvoj. Pfedpokidda se, Ze snizena aktivita enzymu
Na/K-ATPasy, vedouci ke zvySenym extraceluldmim hladinam K', muize byt
piispévkem k epileptickému stavu a jeho rozvoji.

Uginky BAPTA-diesterti na Na/K-ATPasovou aktivitu byly tedy zkoumany v
homogenatech mysiho mozku oSetfenych riznymi koncentracemi diethyl-BAPTA
(DP-BAPTA 27, dvojsodna sUl). Testované koncentrace BAPTA-diesteru byly v

rozmezi od 107 do 107 pg/mi.
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Pfiprava homogenatu mysiho mozku

Mysi samci CD-1 (ve stafi 10 az 21 dnU) byly rychle dekapitaci usmrceni.
Lebka byla oteviena, mozky byly odstranény a rozfiznuty na dva. Kortex byl isolovan,
vioZzen do sodného Ringerova pufru, promyt tfikrat ledem ochlazenym PBS a
udrZovan na ledu. Mozkova tkén byla homogenizovéna pouZitim zafizeni Polytron pfi
14 000 otackach za minutu Etyfikrat 30 vtefin v ledu. Homogenizadni pufr obsahoval:
250mM sacharosu, 1mM EGTA, 20mM HEPES-Tris, pH 7,4, a proteasovy inhibitor
PMSF.

Homogenét byl odstfedovan na Sorvalové chlazené odstredivce pii 27 000xg
po dobu 30 minut. Membrénova frakce byla isolovéna a resuspendovana v
homogenizaénim pufru. Cerstvy DP-BAPTA 27 byl pro kazdy pokus nafedén ze
zasobniho roztoku (1 mg/ml) a piidan k ATPasovému reakénimu mediu na uvedené
koneéné koncentrace.

Na/K-ATPasovy test

Na/K-ATPasa byla méfena jak dfive popsano (Norby J., G. Coupled: "Assay of
the Na'-K' ATPase Activity", Methods in Enzymology 1988, 156, 116 a2 119) v
nepiitomnosti a v pfitomnosti Na/K-ATPasového inhibitoru, ouabain (3 mM). Obsah
proteinu byl stanoven pouzitim testu Bio Rad-Bradford jak dfive popsano (Bradford
M.: "Protein assay", Ann. Biochem. 1978, 72, 248 az 257.).

Jak je uvedeno na obr. 4, DP-BAPTA 27 indukoval zvy$eni (zavislé na davce)
aktivity NA/K-ATPasy v my$im cerebralnim kortexu, tedy za fysiologickych podminek,
coz vede k niz$im hladindm extracelulamich K iontG.
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Priklad 7
Uginky BAPTA-diester(l na bunééné kardiacké funkce

Kardioprotektivni G¢innost diethyl-BAPTA (DP-BAPTA-23) byla vyhodnoco-
vana zkoumanim Géinku tohoto lé¢iva na membranovy potencial v kultivovanych
kardiomyocytech.

Ventrikulami myocyty byly ziskany z dospélych moréat (350 az 400 gramd)
enzymatickym disociaCnim postupem (Isenberg G. a Klockner U.: Pflugers Arch.
1982, 395, 6 a2 18.). Buriky byly upevnény na podstavu inertniho mikroskopu (Nikon,
Diaphot-Tmd, Tokyo, Japonsko) v 0,5ml zdznamové lazni. Tato lazef byla promyvana
Tyrodovym roztokem (140mM NaCl, 4mM KCI, 1,8mM CaCl,, 1mM MgCl,, 10mM
glukosa a 5mM Hepes, pH 7,4) rychiosti 1 az 2 mi/min. Myocyty byly stimulovany pfi
0,2 Hz a studovany za teploty mistnosti (24 a2 25 °C). Néplastové elektrody byly
pfipraveny ze sklenénych mikropipet a mély odpor na $picce 2 az 4 MQ, kdyZ byly
naplnény pipetovacim roztokem, ktery obsahoval 120mM K-aspartat, 20mM KCI,
3,5mM MgCl,, 20mM KH,PO,, 3mM Na,ATP, 10mM glukosu a 1mM EGTA, pH 7,4.

Akéni potencidly byly zaznamendvéany z ventrikuldmich myocytG moréat
zafizenim Axon 200A (Axon Instruments, Inc., Foster City, Ka., USA), jak dfive
popséno (Felzen a spol: Pflugers Arch., 1995, 427, 422 a2 431; Felzen a spol.: Circ.
Res. 1996, 78, 253 az 261.).

Bylo zji&t&no, 2e 10" az 10™ molu/! DP-BAPTA 23 indukuje hyperpolarizaci
snizenim (8 mV) odpodivajicich potencialli kultivovanych karidomyocyt a zkracenim

trvani jejich akéniho pdtenciélu (vysledky nejsou uvedeny).

Na obrazku 5 jsou uvedena méfeni membranového potencidlu u stimu-
lovanych myocytt inkubovanych v nepiitomnosti (kfivka 1, kontrolni buriky) nebo v
piftomnosti 10° M ouabainu 6 minut (kfivka 2), 10 minut (kfivka 3) a 13 minut (kfivka
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4) pfi srovnani s membranovym potencidlem méfenym u stimulovanych myocyt(
inkubovanych ouabainem a 1"° mg/ml DP-BAPTA 23 35 minut (kiivka 5).

Jak |ze vidét na obrazku 5, tfinactiminutova inkubace s NA/K-ATPasovym
inhibitorem, ouabainem, indukovala zpoZdéni po depolarizaci (DAD) u kardiomyocytt
(oznacenych Sipkami na kfivce 4). Tato odpovéd, charakterizujici toxicitu ouabainu,
byla odstranéna DP-BAPTA 23 (kiivka 5).

Piiklad 8
Uginky BAPTA diestert na glutamatem indukovanou smrt neuronovych buénk

Neuroprotektivni potencial BAPTA diesterl] podle vynélezu byl vyhodnocovan
v in vitro modelovém systému glutamatové toxicity.

Neonatalni kortikaini neurony z krys byly vysety na desky s 24 jamkami a byly
kultivovany v tkanové kulture, jak je popsano Sattlerem a spol. (J. Cereb. Blood Flow
Metab. 1997, 17, 456.).

Buriky byly promyty jednou 0,5 mlfjamku kontroiniho roztoku, aby se odstranily
jakekoliv serové proteiny. Kontrolni roztok obsahoval: 121mM NaCl, 5mM KCI, 10mM
Hepes kyselinu, 7mM Hepes-sodnou sul, 1mM pyruvat sodny, 1,8mM CaCl,, 3mM
NaHCO;, 0,01mM glycin a 20mM D-glukosu, pH 7,4 (Sigma).

DP-BAPTA 23 byl nejdfive rozpustén v DMSQO a dale ziedén v kontrolnim
roztoku na koncentrace 300, 100, 30, 10 a 3 uM. Mnozstvi DMSO pfidané k bunkam
by nemélo pfesahovat 1 % hmotn. Kultivované neuronové buriky byly napinény
testovanym DP-BAPTA-23 (0,5 mifjamku) a byly inkubovéany 1 hodinu pii 37 °C ve
zvihované komofe. Medium na deskach bylo pak odpipetovano a nahrazeno
Cerstvym kontrolnim roztokem a inkubace probihala dal$ich 30 minut pii 37 °C. Do
kazdé jamky byl pfidan propidiumjodid (Pl) ze zasobniho roztoku o koncentraci 1
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mg/ml (Molecular Probes Inc., kat. ¢. P-1304) na kone&nou koncentraci 50 pg/iml a
byla odedtena zakladni fiuorescence. Buriky pak byly oSetiovany 300mM
L-glutamétem (Sigma) 1 hodinu za teploty mistnosti v nepiitomnosti nebo v
pritomnosti riznych koncentraci DP-BAPTA-23, jak je uvedeno u kazdého pokusu.

V téch postupech, kde byly buriky osetfeny BAPTA-diesterem pred posko-
zenim glutamatem, bylo lécivo pfitomno v mediu béhem doby poskozovani (obr. 6). V
ostatnich pfipadech byl DP-BAPTA piidan pouze po nasledujicim glutaméatovém
poskozeni v dobé, ktera je uvedena (obr. 7).

Kontrolni roztok bez glutamétu byl piidan ke kontrolnim jamké&m obsahujicim
testovany BAPTA-diester, aby se zkontrolovala hladina toxicity zplisobena samotnou

slouéeninou.

Po poskozeni bylo medium s glutamétem odstranéno a nahrazeno stejnym
mediem bez glutamatu, ale obsahujicim Pl (50 pg/ml). Méfeni PI fluorescence byla
provadéna v jednohodinovych intervalech po dobu 24 hodin.

Odectteni pozadi pifi méreni fluorescence bylo nommalizovano na méfeni
fluroescence P! u identickych kultur vystavenych plsobeni 1mM NMDA po dobu 1
hodiny. Smrt bunék byla sledovana odecitanim fluorescence ve skaneru desek
Cytofiuor Il Multi-well plate scanner (PerSeptive Biosystems). Glytamatové poskozeni
vedio k témér 100% smrti neuronovych bunék béhem 24 hodin.

Frakce mrtvych bunék byla vypoétena nésledujicim zplisobem:
Frakce mrtV)'/ch bunék = (F-Fo)/Fnmpa,

kde F; = fluorescence Pl v &ase t, F; je pocateéni fluorescence Pl v &ase 0 a Fympa =
fluorescence OP! s odedtenym pozadim identické kultury ze stejné pitvy a stejného
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vyseti, po 24 hodinach a po 60 minutdch vystaveni pusobeni 1mM N-methyl-
-D-aspartatu (NMDA).

Jak je uvedeno na obr. 6, DP-BAPTA-23 snizuje glutamatem indukovanou
smrt neuronovych bunék zpGsobem zavisejicim na davce. Tento ochranny Ucinek je
zfejmy pfi tak nizké koncentraci BAPTA-diesteru, jako je 30 pM.

Navic byl tento neuroprotektivni Uinek ukézan tehdy, kdyz DP-BAPTA (100
uM) byl piiidén jednu hodinu pred poskozenim glutaméatem (obr. 6) s Glu nebo az 60
minut po poskozeni glutaméatem (viz obr. 7).

Priklad 9
Neuroprotektivni Gdinky BAPTA-diestert - model celkové ischemie piredniho mozku

Neuroprotektivni uginek BAPTA diestert podle vynalezu byl déle zkouman na
modelu celkové ischemie piedniho mozku mongolskych gerbil.

Zvirata

Pro tuto studii byly pouzity samci mongolskych gerbil o hmotnosti 60 az 70 g
(Charles River Laboratories, USA).

Indukce ischemie

Anestezie byla u gerbil provedena halothanem (4%) v anestetické komore (30
% kysliku a 70 % oxidu dusného) a byla udrzovana 1% halothanem ve 30 % kysliku a
70 % oxidu dusného pouzitim licni masky. Pro indukci ischemie byly obé karotidni
arterie isolovany stfednim fezem v krku a doc¢asné okludovany po dobu 10 nebo 20
minut, jak uvedeno, arteridinimi uzavéry. Béhem celé doby cerebraini ischemie, kdyz
byly uzévéry na misté, byla anestezie udrzovana pouze 30 % kysliku a 70 % oxidu
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dusného bez halothanu. Rektalni tpelota, sledované rektaini sondou, byla béhem
ischemie udrZovéna na 37 az 37,5 °C pouzitim zahfivaci lampy a hieciho polStarku.
Kdyz se aplikuiji, testované BAPTA diestery se podavaiji zvifatim bud parenteraing
i.p. nebo orainé v dobach a davkach, jak jsou uvedeny u pfislusného pokusu.
Kontrolni zvifata byla o$etfena samotnym fedidiem, tj. 0,9% (hmotn.) roztokem NaCl
misto BAPTA diesterové slou&eniny.

Studie Zivotnosti

Bylo sledovéno pfezivani zvifat od 20 minut po celkové ischemii piedniho
mozku az do 10 dnt po ischemii.

Statistika

Statisticka analyza byla provadéna pouzitim Studentova t-testu s Bonferroniho
opravami s hladinou vyznamnosti p<0,05.

Test neuronové specifické enolasy (NSE)

Z orbitélniho sinusu gerbil byly odebrany vzorky krve 24 a 72 hodin po 10mi-
nutove cerebralni ischemii. Vzorky krve byly odstiedovany 5 minut pii 3000 otaékach
za minutu, aby se ziskalo serum (frakce supematantu). NSE aktivita v seru byla
stanovovana radioimunotestem pouzitim sestavy NSE (Pharmatope Ltd., Izrael).

Enzymaticka aktivita neuronové specifické enolasy (NSE) v seru byla pouzita
pro vyhodnoceni Géinnosti testovanych BAPTA diesterl pii prevenci neuronového
poskozeni. Bylo Zzjisténo, Ze pfi experientélni celkové ischemii byly NSE hladiny
zvySeny v seru od 2 do 192 hodin po ischemii, coZ odpovidé zpozdéni smrti neuro-
novych bunék, ke které za téchto podminek dochazi. NSE tedy mZe slouzit jako

kvantitativni marker pro stuper neuronového poskozeni.
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Na obr. 8, 9 a 10 jsou souhmné uvedeny vysledky pokus(, v nichz dva BAPTA
diestery podle vyndlezu, dioktyl-BAPTA (DP-BAPTA-60, dvojsodna sGl) a di-
oktylethylenglykol-BAPTA (DP-BAPTA-99, dvojsodné sil), byly testovany na jejich
ucinek chranici neurony. V modelovém systému celkové ischemie pfedniho mozku
mongolskych gerbil byly zkoumany riizné reZimy a zptisoby podavani 1éciva. Sledo-
vanymi parametry byly: i) aktivita neuronové specifické enolasy ve zvifecim seru jako
indikator smrti neuronovych bunék (obr. 8 a 9) a ii) preZiti zvirat (obr. 10).

Jak je uvedeno na obr. 8, jedind davka 5 pgkg bud DP-BAPTA-60 (Sedé
sloupecky) nebo DP-BAPTA-99 (8emé sloupedky) podéavané ip. ischemickym
gerbilam bezprostfedné po nastupu reperfuse (t = 0) nebo 3 hodiny po po&atku
reperfuse (t = 3), zabranila neuronovému poskozeni. Tyto vysledky ukazuiji, Ze
DP-BAPTA légiva plsobi jak zplisobem lééivym tak preventivnim.

Na obr. 9 je ukazan neuroprotektivni u¢inek DP-BAPTA 99 podavaného orainé
podie dvou schemat: a) davka 0,5 mg/kg 4 hodiny na pfed nastupem reperfuse s
nasledujicim podénim dalsi davky 0,5 mg/kg na pocatku reperfuse, a b) 0,5 mg/kg
denné po dobu 3 dnu od ischemie. V obou pfipadech DP-BAPTA 99 vykazuje silny
ochranny ucinek demonstrovany vyznamnym snizenim aktivity NSE v seru, méfeno
24 h a 72 h po celkové cerebralni ischemii.

V jiném pokusu byl ochranny G¢inek BAPTA diesterti vyhodnocen sledovanim
doby pfeZiti gerbil, které byly po dobu 20 minut vystaveny celkové ischemii pfedniho
mzoku, jak je shora popsano. Testovana zvifata (N = 15 v kazdé skuping) dostala 10
ng/kg DP-BAPTA-60 nebo DP-BAPTA-99 podanych i.p. v jediné davce pfi nastupu
reperfuse. Kontrolni zvifata (N = 30) dostala roztok fedidla.

Jak je uvedeno na obr. 10, jak DP-BAPTA-60 tak DP-BAPTA-99 prodlouzily

preziti zvirat dvakrat, respektive tiikrat.
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Shmuto - bylo ukézano, Ze BAPTA diestery jsou Géinné jak pfi zplisobu lédeni
tak pfedchézeni pii ochrané proti neuronovému poskozeni zplisobeného ischemii a
Ze praktickymi je jak podavani lé¢iva parenteraini tak oraini.

Dulezité je také poznamenat, Ze jak dvojsodné tak vépenaté soli dioktyl-
-BAPTA byly stejné Gcinné v jejich neuroprotektivni schopnosti. Na druhou stranu v
tomto modelovém systému sodna sudl dioktylethylenglykol-BAPTA (DP-BAPTA-99)

wewr

soli této molekuly.
Piiklad 10
Histopatologicka analyza neuroprotektivnich Géinkt BAPTA diestert

Aby se dale zjistila neuroprotektivni aktivita BAPTA diester’, byla provedena
podrobng semikvantitativni mikroskopicka pathologicka analyza na vzorcich mozku.
zvifat, které byly podrobeny indukci celkové ischemie pfedniho mozku, ktera byla
provedena bud v nepfitomnosti nebo v pritomnosti BAPTA diesteru.

Byly testovany dva v sou€asné dobé neuroprotektivné nejucinnéj§i BAPTA
diestery podle vynalezu, tj. dioktyl-BAPTA (DP-BAPTA 60) a dioktylethylenglykol-
-BAPTA (DB-BAPTA 90), oba jako dvojsodné soli.

Tricet devét mongolskych gerbil bylo vystaveno desetiminutové celkové
ischemii pfledniho mozku, ktera byla indukovana postupem popsanym v piikladu 9.
Zvifata byla rozdélena do tii skupin, ktera bylo osetifena nasledujicim zpGsobem.

Skupina |: 13 gerbil, injekéné i.p. podana jedna davka 5 ug DP-BAPTA 60/kg

télesné hmotnosti ihned po ischemii.
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Skupina II: 11 gerbil, injekéné i.p. podana jedna déavka 5 ng DP-BAPTA 99/kg
télesné hmotnosti ihned po ischemii.

Skupina Ill: 15 gerbil, kontrolni zvifata, kterym bylo injekCné podano fedidlo, tj.
solny roztok.

Tfi dny po ischemii byla zvifata reanestetizovana ketaminem a ksilazynem,
jejich mozky byly chirurgicky odstranény a byly skladovany ve 4% (hmotn.) formalinu
v PBS 7 dn. Z oblasti dorsainiho hippokampu byly odebrany fezy o tioustce 7 ym a
pro mikroskopické zkoumani byly obarveny hematoxylinem a eosinem.

Byly vyhodnoceny CA-1, CA-2, CA-3 a dentétni gyrus podoblasti hippokampu
po rozdéleni do tfi podoblasti: medialni, stfedni a lateraini. Potom byl spoditan
celkovy poCet Zivych bunék v kazdé sekci a bylo vyhodnoceno neuronové poskozeni.
Pro hodnoceni poskozeni mozku byla pouita dohodnutéa stupnice zahmujici pét
stupfit. 0 znamena normalni tkan, 2adné poskozeni, 1 znamend minimalni
poskozeni, méné nez 20 % nekrosy neurond, 2 znamend mimé poskozeni, méné nez
40 % nekrosy neuronll, 3 znamené stfedni poskozeni, méné nez 60 % nekrosy
neuron( a 4 znamena vyznamné poskozeni, vice nez 80 % neuront) je mrtyych.

Jak Ize vidét z obrézku 11, DP-BAPTA 99 vykazuje vyznamny neuroprotekitvni
ucinek v CA-1, CA-2, CA-3 a dentétni gyrus oblasti hippokampu. Také u DP-BAPTA

60 bylo zjisténo, Ze je GCinny pii sniZeni neuronového poskozeni indukovaného
ischemii v nékterych oblastech, i kdyz v mensim rozsahu nez u DP-BAPTA 99.

Priklad 11
Antiepilepticky ucinek BAPTA diesterti (model in vivo)

Antiepilepticka aktivita DP-BAPTA-99 byla sledovana na zvifecim modelu krys
Wistart, jejichz zéchvaty byly indukovény pilokarpinem (400 mg/kg).
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Pro tyto pokusy byly pouzity krysy Wistar o hmotnosti kolem 350 g
DP-BAPTA-99, v rliznych koncentracich, jak je uvedeno na obr. 12A a B, byl i.p.
injekéné podan jednu hodinu pred injekci pilokarpinu. 30 minut pied pilokarpinem
(400 mg/kg, i.p.) byl injekéné podan methyiskopolamin (1 mg/kg), aby se snizily
periferni muskarinové ucinky pilokarpinu.

B&hem nékolika minut po injekci pilokarpinu zvifata vykazovala uvolnéni
porfinu z oblasti kolem od¢i, chronickou mastikaci, kyvani, myoklonicka $kubani a
vihke psi tesy. VSechno to jsou stavy limbickych z&chvat(, srovnatelné se stupni 1 a2
2 podle Ricinovy stupnice. Zvifata se potom obvykle bliZila ke stupni 3, coz zahmuje
tres pedni koncetiny. Obvykle béhem 20 minut vykazovala zvifata znamky celkového
zachvatu. To zahmuje vztyCeni nebo vztyéeni a padani se soudasnou $kubavou
aktivitou pfedni koncetiny a celkovymi klonickymi zachvaty. Obvykle béhem 30 minut
jsou krysy ve stavu epilepticus. Tento stav je povahy limbické, pferuSované kratkymi
episodami Klonickych zachvatil. Status epilepticus je zachvat, ktery se spontanné
nezastavi. U modelu krys to znamena, Ze pokraduje po dobu vice neZ 5 minut. Po
tom, co zvifata byla ve stavu epilepticus 3 hodiny (a pouze ta v tomto stavu), zachvaty
byly zastaveny podanim i.p. 10 mg/kg diazepanu a Phenytoinu (60 mg/kg). Umrtnost
béhem obdobi tohoto obdobi u modelu s vysokou déavkou pilokaprinu je obvykle
kolem 30 az 50 %.

Jak je ukazano na obr. 12, DP-BAPTA-99 nemé Zédny udinek na limbické
zachvaty, ale je schopen zabrénit celkovym z&chvatim a zabranit stavu epilepticus u
poloviny populace. Navic toto lécivo snizuje Umrinost, ke které dochazi béhem

tfihodinového stavu epilepticus.

Lze tedy uzaviit, Ze DP-BAPTA-99 mlZe zabrénit Sifeni (generalizaci)

zachvatu.
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| kdyZ je zde pfedioZeny vynélez podrobné popsén, zruéni odbomici z oblasti
techniky si uvédomuii, Ze Ize udélat rizné zmény a dpravy. Tento vynalez tedy neni
zkonstruovan tek, Ze je omezen na pfislu$na popsana provedeni, spise viak rozsah,
duch a koncepce tohoto vyndlezu budou snadnéji pochopitelné odkazem na na-
sledujici naroky.
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PATENTOVE NAROKY

Stabilni diester karboxylové kyseliny a hydroxylové sloudeniny, kde karbo-
xylova kyselina znamena farmaceuticky pfijatelné chelataéni &inidlo pro
dvojmocné ionty kovu obecného vzorce (HOOC-CH,-);-N-A-N-(-CH,COOH),, v
némz A znamend nasycenou nebo nenasycenou, alifatickou, aromatickou
nebo heterocyklickou spojovaci skupinu, které obsahuje v pfimé vazbé retézce
mezi dvéma vyznadenymi atomy dusiku 2 az 8 atom( uhliku v kontinualnim
fetézci, ktery mGze byt pferusen 2 aZ 4 atomy kysliku s tim, Ze ¢lenové fetézce
pfimo napojeni na dva oznagené atomy dusiku neznamenaji atomy kysliku, a
hydroxylova sloudenina znamené farmaceuticky pfijatelny alkohol, ktery je
vybran ze skupiny nasyceného nebo nenasycené alkylu s pfimym nebo vétve-
nym fetézcem, aminoalkylu a substituovaného nebo nesubstituovaného aryl-
alkylu, a farmaceuticky piijateiné soli téchto diestera.

Stabilni diester podle naroku 1, v némz vazebna skupina A je vybrana ze
skupiny sestavajici ze skupiny (CH,CH,)n-, kde m znamené &islo 1 aZ 4, kde 2
az 4 atomy uhliku, které nejsou pfipojeny na atom dusiku, mohou byt nahra-
zeny atomy kysliku, a skupiny -CR=CR-O-CH,CH,-O-CR'=CR"-, kde kazdy par
skupin R-R a R-R' spoleéné s prilehlou skupinou -C=C- tvofi aromaticky nebo
heterocyklicky kruh s 5 nebo 6 atomy kruhu a kruh tvofeny R-R je stejny nebo
jiny nez kruh tvoreny R'-R".

Stabilni diester podle néroku 2, v némz vazebna skupina A je vybréna ze
skupiny sestavajici z -CH,CH,- a -CH,CH,-0-CH,CH»-0-CH,CH,-.

Stabiini diester podle naroku 2, v némz vazebna skupina znamena skupinu
-CR=CR-0-CH,CH,-O-CR'=CR"-, kde kazdy par skupin R-R a R-R' spole¢né s
pfilehlou skupinou -C=C- tvoii aromaticky nebo heterocyklicky kruh, ktery je
vybran ze skupiny sestavajici z furanu, thiofenu, pymolu, pyrazolu, imidazolu,
1,2,3-triazolu, oxazolu, isoxazolu, 1,2,3-oxadiazolu, 1,2,5-oxadiazolu, thiazolu,
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isothiazolu, 1,2,3-thiadiazolu, 1,2,5-thiadiazolu, benzenu, pyridinu, pyridazinu,
pyrimidinu, pyrazinu, 1,2,3-triazinu, 1,2,4-riazinu a 1,2-, 1.3-a 1 [4-oxazinl a
-thiazind, kde kruh tvofeny R-R je stejny nebo jiny nez kruh tvofeny R-R..

Stabilni diester podle naroku 4, v némz vazebna skupina A znamena skupinu
-CR=CR-O-CH,CH,-O-CR'=CR', kde ka2dy par skupin R-R a R-R' spoleén& s
pfilehlou skupinou -C=C- tvofi stejné nebo rizné kruhy vybrané z nesub-
stituovanych a substituovanych benzenovych kruh(, pii ¢em2 substituované
benzenové kruhy obsahuiji 1 az 4 substitiuenty vybrané ze skupiny sestavajici
z nasyceného nebo nenasyceného alkylu s 1 az 4 atomy uhliku, nasycené
nebo nenasycené alkoxyskupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku, atomu fluoru, chlory,
bromu a jodu a skupiny CF; nebo jednoho dvojvazného substituentu, ktery
znamenéd skupinu -O-(CH,),-O- a n znamena ¢&islo 1 a2 3.

Stabilni diester podle naroku 2, v némz je chelataéni &inidlo vybrano z ethy-
len-1,2-diamin-N,N,N',N'tetraoctové kyseliny, ethylen-1,2-diol-bis-(2-aminoe-
thylether)-N,N,N',N-tetraoctové  kyseliny a 1,2-bis-(2-aminofenoxy)ethan-
-N,N,N',N*tetraoctové kyseliny.

Stabilni diester obecného vzorce

CH,COOM MOOCCH,
I l
ROOCCH;-N-CgHy-OCH,CH,0-CeHs-N-CH,COOR (),

v némz substituenty na aromatickych kruzich jsou v ortho poloze, R znamena
skupinu vybranou ze skupiny sestavajici z C,Hzw1 (N Znamena é&islo od 1 do
10), CaH2n1(OCH2CHy)m (N Znamena &islo od 1 do 20 a m znamena &islo od 1
do 6), (CaHzne1):N(CHz)m (n znamena &islo 1 a2 6 a m znamen4 &islo 1 a2 6) a
substituované nebo nesubstituované skupiny ArCH,, a M znamen4 jakykoliv

fysiologicky prijatelny kation.
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Stabilni diester podle naroku 7, v némz R znamena monoalkylether mono-, di-
nebo tri-ethylenglykolu.

Stabilni diester podle naroku 7, v némz R je vybrana ze skupiny sestavajici z
CaHs, CsHy, is0-CsHz, CiHs, CiHis, CgHiz, CHxCeHs, CHsOCH.CHy,
C2HsOCH,CH,, C3H,0CH,CH,, C4HsOCH,CH,, C7H;sOCH,CH;,
CeHi7OCHCH;,  CioHzOCH,CHa,  CigHmOCHLCHz,  CisHyrOCH,CH,
CH3(OCH:CHz)s, CoHsO(CH,CHz)s, CiHo(OCH.CHy)s,  CeHis(OCH,CHa)e,
CrHis(OCH,CHa)s,  CeHif(OCH,CHy)s,  CioHat(OCHCHa)o,  CHs(OCH,CH,)s,
(CH3);NCH,CH, a C;H5(OCH,CH,)s.

Stabilni diester podle naroku 9, v némz R je vybréna ze skupiny sestavajici z
CoHs, CsHz, CiHg, CiHis, CeHiz, CeHiyOCH;CHs,  CioHaOCH,CH,,
C16H2s0CH;CH;, C15H370CH,CH,, CsHi7(OCH;CHy), @ C1oHx(OCH,CH,),.
Stabilni diester podle naroku 9, v némz R znamena skupinu CgHy7.

Stabilni diester podie néroku 9, v némz R znamend skupinu CsHi7OCH,CH,.

Farmaceuticky prostfedek, vyznaéujici se tim, Ze jako tdinnou
sloZzku obsahuje stabilni lipofilni diester chelataéniho éinidia podie kteréhoko-
liv z ndrok( 1 aZ 12 a farmaceuticky pfijatelné fedidlo nebo nosié.

Farmaceuticky prostfedek podle ndroku 13, vyznadujici se tim, ze
jako ucinnou slozku obsahuje slouéeninu obecného vzorce |

CH.COOM MOOCCH,
l I
ROOCCH;-N-CgHs-OCH,CH,0-CeHs-N-CH,COOR ()
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v némz substituenty na aromatickych kruzich jsou v ortho poloze, R znamenéa
skupinu vybranou ze skupiny sestavajici z C,Han (n znamena éislo od 1 do
10), CaHant1{OCH,CH,)rm (n znamend &islo od 1 do 20 a m znamena &islo od 1
do 6), (CaHans1)2N(CH2)m (n znamend &islo 1 az 6 a m znamena &islo 1 a 6) a
substituované nebo nesubstituované skupiny ArCH,, a M znamena jakykoliv

fysiologicky pfijatelny kation.

Farmaceuticky prostfedek podie ndroku 14, vyznadujici se tim, 2eR
je vybrana ze skupiny sestavajici z CyMs, CsH;, C4He, C;His, CsHyr,
CeHi7OCH.CHz,  CioHOCH.CH;, CigHpsOCH,CH,,  CigHyOCH,CH,
CsH17(OCH,CHy), a CyoHz1(OCH,CH;)s.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 14, vyznaéujici se tim, 2eR
znamena skupinu CgHy7.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 14, vyznaédujici se tim 2eR
znamena skupinu CgH7yOCH,CH,.

Farmaceuticky prostfedek podle kteréhokoliv z narok(i 15az 17, vyznadu-
jici se tim, Ze se pouziva pro léteni onemocnéni nebo poruchy

souvisejici s nadbytkem dvojmocnych iontti kovti.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 18, vyznaéujici se tim, Zeje

uréen pro parenteraini podavani.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 18, vy znadujici se tim, zeje

uréen pro oralni podavani.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 18, vyznadéujici se tim, Ze
dvojmocné ionty kovU jsou vybrany ze skupiny sestavajici z Ca™, Cd™, Co",
Cu*, Fe™, Hg™, Mg™, Mn"*, Pb™* a Zn** iontd.
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Farmaceuticky prostredek podle ndroku 18, vy znaéu jici se tim,ze
onemocnéni nebo porucha souvisi se zvySenymi hladinami intracelulamich
Ca" ionta.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 22, vyznaé ujici se tim, ze
onemocnéni nebo porucha souvisejici s nadbytkem intracslsula'mich Ca" iontd
je vybréna ze skupiny sestavajici z mozkové a srdecni ichemie, infarktu, in-
farktu myokardu, epilepsie, Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, a-
kutniho z&nétu, urinami inkontinence, hypertrofie prostaty, svalovych kied,

arteriaini hypertenze, astmatu a syndromu podréazdéni stiev.

Farmaceuticky prostredek podle naroku 23, vyznaduy jici se tim, ze
onemocnéni nebo porucha souvisejici s nadbytkem intraceluldmich Ca* ionta
Znamena mozkovou a srdeéni ichemii, infarkt, epilepsii, Alzheimerovu choroby
nebo srdeéni arytmii.

Pouziti diesteru jak je definovan v kterémkoliv z narok(l 1 az 12 pro vyrobu
[&civa.

Zpusob 1édeni onemocnéni nebo poruchy souvisejici s nadbytkem dvojmoc-
nych iontl kov, vy zna ¢y jici se tim, ze zahmuje podavani
jednotlivci, ktery to potiebuje, terapeuticky efektivniho mnoZstvi stabilniho lipo-
filniho diesteru farmaceuticky prijateiného chelataéniho &inidla dvojmocnych
iontd kovu.

Zpusob lééeni onemocnéni nebo poruchy souvisejici s nadbytkem intracelu-
lamich Ca™ iontG, vy z n a & u jici se tim, e zahmuje podavani
jednotlivci, ktery to potiebuje, terapeuticky efektivnino mnozstvi stabilniho lipo-
filniho diesteru farmaceuticky pfijateiného chelatacniho ginidla vapniku.
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Zplsob podie naroku 27, vyznadujici se tim, Ze lipofini diester
obsahuje chelataéni ¢inidlo s alkoholem, kde chelataéni ¢inidlo znamena far-
maceuticky pfijateiné chelataéni cinidlo pro vépnik obecného vzorce
(HOOC-CHz-)-N-A-N~-CH,COOH),, v némz A znamena nasycenou nebo ne-
nasycenou, alifatickou, aromatickou nebo heterocyklickou spojovaci skupinu,
ktera obsahuje ve vazbé piimy fetézec mezi dvéma vyznadenymi atomy
dusiku, 2 az 8 atom( uhliku v kontinuélnim fetdzci, ktery miiZe byt prerugen 2
az 4 atomy kysliku s tim, Ze &lenové Fetézce piimo napojeni na dva oznadené
atomy dusiku neznamenaji atomy kysliku, a alkohol znamena farmaceuticky
pfijatelny alkohol, ktery je vybran ze skupiny nasyceného nebo nenasycené
alkylu s pfimym nebo vétvenym fetézcem, aminoalkylu a substituovaného ne-
bo nesubstituovaného alkylu, a farmaceuticky pfijatelné soli uvedenych dies-
terifikovanych karboxylovych kyselin.

Zpusob podle naroku 28, vyznaéujici se tim, ze vazebnd skupina A
znamend Clen, ktery je vybran ze skupiny sestévajici ze skupiny (CH,CHa)m-,
kde m znamené &islo 1 az 4, kde 2 az 4 atomy uhliku, které nejsou pfipojeny
na atom dusiku, mohou byt nahrazeny atomy kysliku, a skupiny
-CR=CR-O-CH;CH,-0-CR'=CR"-, kde kazdy pér skupin R-R a R-R' spoletné s
prilehlou skupinou -C=C- tvoii aromaticky nebo heterocyklicky kruh s 5 nebo 6
atomy kruhu a kruh tvofeny R-R je stejny nebo jiny nez kruh tvofeny R-R".

Zpuasob podie néroku 28, vyznaéujici se tim, Ze vazebna skupina A
je vybrana ze skupiny sestavajici ze skupiny -CH,CH,- a skupiny
~CH2-CH2-0-CH.CH,-O-CH,CH,-.

Zpusob podle naroku 28, vyznad&ujici se tim,Ze vazebna skupina
znamend skupinu -CR=CR-0-CH,CH,-O-CR'=CR", kde kaZdy par skupin R-R
a R-R'- spole¢né s prilehlou skupinou -C=C- tvoii aromaticky nebo heterocyk-
licky kruh, ktery je vybran ze skupiny sestévajici z furanu, thiofenu, pyrrolu,
pyrazolu, imidazolu, 1,2,3-triazolu, oxazolu, isoxazolu, 1,2,3-oxadiazolu, 1,2,5-
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-oxadiazolu, thiazolu, isothiazolu, 1,2,3-thiadiazolu, 1,2,5-thiadiazolu, ben-
zenu, pyridinu, pyridazinu, pyrimidinu, pyrazin, 1,2,3-triazinu, 1,2,4-triazinu a
1,2-, 1,3- a 1,4-oxazin(i a -thiazind, a kruh tvofeny R-R je stejny nebo jiny nez
kruh tvofeny R-R',

Zpusob podie néroku 28, v Yznacujici se tim, Ze vazebns skupina A
znamena skupinu -CR=CR-O-CH20H2-O-CR'=CR', kde kazdy par skupin R-R
a R'R' spole¢né s prilehlou skupinou -C=C- tvoii stejné nebo rtizné kruhy
vybrané z nesubstituovanych a substituovanych benzenovych kruhd, v nichs
substituované benzenové kruhy obsahuiji 1 az 4 substitiuenty vybrané ze sku-
piny sestévajici z nasyceného nebo nenasyceného alkylu s 1 aZ 4 atomy uh-
liku, nasycené nebo nenasycené alkoxyskupiny s 1 az 4 atomy uhliku, atomu
fluory, chioru, bromu a jodu a skupiny CF3 nebo jednoho dvojvazného substi-
tuentu, ktery znamena skupinu ~O-(CH,),-O- a n znamen4 &islo 1 a3 3.

ZpGsob podie néroku 28, v yznadujici se tim, Ze chelataéni &inidlo je
vybréno z ethylen-1 ,2-diamin-N,N,N' N'-tetraoctové kyseliny, ethylen-1,2-diol-
-bis—(2-aminoethylether)—N,N,N', “tetraoctové kyseliny a 1 ,2-bis-(2-aminofeno-
xy)ethan-N,N,N',N'-tetraoctové kyseliny.

Zpusob podie néroku 28, v yznadujici se tim,Ze diester chelatacniho
cinidla znamend slouéeninu obecného vzorce |

CH,COOM MOOCCH,
l I
ROOCCHz-N-CeH4-OCHzCHzO~CsH4-N-CH2COOR o,

Vv némz substituenty na aromatickych kruzich jsou v ortho poloze, R znamena
skupinu vybranou ze skupiny sestavajici z CoHany (N znamena é&islo od 1 do
10), CaHane1(OCHCHy)r, (n znamend éislo od 1 do 20 a m znamena &islo od 1
do 6), (CoHan1)2N(CHa)m (n znamena &islo 1 a3 6 am znamena ¢islo 1 a2 6) a
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substituované nebo nesubstituované skupiny ArCH,, a M znamena jakykoliv
fysiologicky pfijatelny kation.

Zpusob podie ndroku 34, vyznadujici se t i m, Ze R znamena
monoalkylether mono-, di- a tri-ethylenglykolu.

Zpusob podle naroku 34, vyznacujici se tim, ZeR je vybrana ze
skupiny sestavajici z CoHs, CsHy, i80-CsHy, CqHo, CrHis, CeHiz, CHyCeHs,
CH;OCH,CH;, CoHsOCH,CH,, CsH,0CH,CH,, CsHsOCH,CH;, C7HisOCH,CH,,
CeH170CH;CH,,  CioHzOCH.CH;,  CieHasOCH,CH, C1sHs7OCH,CH;,
CH3(OCH.CHz);, CoHsO(CH.CHa)y,  CyHo(OCH,CHy),, CeH13(OCH.CH,),,
CrHis(OCHCHa)s,  CeHi(OCH,CHy)o,  CioHa1(OCHCH),, CHs(OCH.CHy)s,
(CH3),NCH>CH, a C7H5(OCH,CH,)s.

Zpusob podle ndroku 34, vy znadujici se tim, Ze R je vybrana ze
skupiny sestavajici z C,Hs, CsH;, C4H, CiHis, CgHyz, CgHi7OCH,CH,,
CioH2OCH.CH,,  CigHzOCH,CH,,  CisHsOCH.CH,,  CsHi(OCH.CHy). a
C1oHa1(OCH,CHy)e.

ZpGsob podle naroku 37, vyznadujici se ti m, ze R znamend skupinu
C8H17.

Zpusob podle ndroku 37, vyznaéujici se tim, 2e R znamena skupinu
CeHi7OCH,CH,.

Zpuasob podle kteréhokoliv z narok( 27 a2 39, vyznaéu jici se tim,ze
onemocnéni nebo porucha souvisejici s nadbytkem intracelulamich Ca™ iontd
je vybrana ze skupiny sestévajici z mozkové a srdeéni ichemie, infarktu, in-
farktu myokardu, epilepsie, Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby,
akutniho zanétu, urindmi inkontinence, hypertrofie prostaty, svalovych kiedi,
arteriamni hypertenze, astmatu a syndromu podrazdéni stev.
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Zpusob podile kteréhokoliv z narokd 27 a2 39, v yznadujici se tim, e
onemocnéni nebo porucha souvisejici s nadbytkem intracelularich Ca*™ iontd
znamend mozkovou a srdeéni ichemii, infarkt, epilepsii, Alzheimerovu chorobu
nebo srdeéni arytmii.

Zastupuje:



77 4 Zce

Obr. 1A

Obr.1B

Obr. 1C

Lecce—

7Y Zoco ~foby ™

1712
3,000
2,500 K_/W-ﬂf“
2,000 - B-g
=1,500
rﬂ
ND 1,000 -
IS A
500 5
0O = ﬁl—c‘t—ld’—»-/«—.*
0 1 10 100 1,000 10,000
1écivo (uM)
120
100 &
_ Y
— 60 ﬂ\ A
¥ X
N, 40
20 / \-&.D/O

10 100 1,000 10,000

0 1
1é&ivo (uM)
2,500 - !
2,000 -
E o a ’ :
2»3‘1,500 - —
{,E'? D\ /-
“% 1,000 -
O
Mﬂ\:
500 \
‘—I—-—r"‘-—)\
0 .

1 100
1éZivo (uM)

10,000




P ZowO ~70hy~

.....
..
. *e [ d
[

. L4
.....

2/12

el Leontrol 2eontrol 3423 4428 5% G423 ;*

i \

i \9#23 oy 1 11:.#23::12.wash'13.&ash

h T 60 T 60 10 2

B 1 snimek/s

Obr. 2 Na obrazku 2:
cell znamena buiika
control znamena kontrola
wash znamend promyti

/7, (/, %ﬁﬂ Wf7




2 Zooo ~robs

QQQQQQ

.....

3/12
kontrola
X
4 %
% 0,1 pg/ml
“ X % %
3 4* ﬁ} | 1,0 pg/ml
H % %
X
& 7 | X 10,0 pg/ml
L x % % X
q X
A\ | \

0 50 100 150 200 250

doba (s)

Obr. 3

799 %oy Geeeee" D




P Zowo - 706y
[ X [ X )
L] *

QQQQQ
[ ]

[N L]

[ [

[} ]

*
lllll

4/12

230
210
>y 190
3
Z o 170
P §150
3 ¥ 130
110
90
70 . ey ; TR RN |
0 10 1,000 100,000
DP-BAPTA (ng/ml)
Obr. 4

779 Boo Leveee——




70 Zoov-706s"

5/12

(sw) eqop
00%1 002t 0001} 008 009 002 0
VTPV o iV o W, s - Omi
8 .hb‘ = O@ -
) / g . *
/// / «/ / M f«f ! |
,/._ N /,. / B 4 - O#..
.,.f / M, N \ 3 ,/M
\ ,_ \

0¢

00¢

0¢-

., 0C

oy

09

(Aw) TeOTU®3Od AAouraqueu

Obr. 5

/7' g, Zpe0 A;V(




csee

70 2900 -0,
e

6/12

0,9

JyuUng 3IUS

100 300

30
DP-BAPTA, uM

Obr. 6

A2 4 Zove



712

X

uUng 3IJUS

in 30 min 60 min

15 m

0 min

none

léteni

zpoZdé&ni

DP~BAPTA,

Obr. 7

77 9 Zooe




(X ]
ae

PV 2900 ~70bs”

ee (XX X

100

90

80

-
I~

- o o -
o 9] < ™

(Ay30upsl) e3TATINR ASN

m
i
o
~N

o o
—

t=+3h

0

t

¥edidlo

Zadné

lédeni

Obr. 8

77 G Zoo




w
o
i
i N
N
. . ) I~
N _ |
-~ m _ -
- i ! <
o M | N
L
_ “ !
o o o Q ®] o}
(o] Q te} o e}
N ON | 2ad Ll
BITATINR HSN

_ | .
o o o o )
0 @] Ty ®] n
N 0N - o
BITATIN® ESN
o

72h

24h

Obr. 9

77 9 Zoe



-

100

10/12

90

80 -

70

60 -

50

doba p¥eZiti

20 -|——

¥edidlo

Obr. 10

lé¢ivo, 10 pg/kg

&.60




e

PV 2ovo ~7065

1712

SR

(&sx30upal

@3nuUpoyop) nyzow ruszoysod

dentat

CA-3

Ca-2

CaA-1

Obr. 11

/7/ 9/ Zfﬁﬁ




77, b, Ree o

Fy Zowo ~IO0AS

e o00e . oo
- .

L1 ae e (1 J

12/12

ochrana (%)
oS
o

100

80-

o
2

)
el

0.010 0.005

lédivo (mg/kg)

Obr. 12

é%/&//—




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

