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(S)—(—)-Z—Triﬂuormethyl—4—(3—kyanfenyl)—4,6,7,8—tetrahydr0—5(1 h)-chinolon, zpisoby
jeho pfipravy, farmaceutické prostredky, které ho obsahuji a jeho pouziti

Oblast techniky

Vynilez se tyka nové slouceniny, ktera je vhodna pro ofetieni nestability mocového méchyte
u savced, jako je Clovék. Konkrétngji se vynélez tyka (S}H-)4—(3—kyanfenyl)}-2-trifluormethyl—
4,6,7,8—tetrahydro-5(1H)—chinolonu (slougeniny), pouZiti této slou¢eniny k oSetfeni inkonti-
nence moci usavcl (véetné Elovéka), zplsobll pripravy této slou¢eniny a farmaceutickych
prostfedkd, které tuto slougeninu obsahuji.

Dosavadni stav techniky

Dosavadni oSetfovéni inkontinence mogi jsou obecné $patné, zaloZena na lé&ivech, ktera byla
pavodné vyvinuta pro jiné indikace. Do jedné skupiny téchto 1é&&iv patii latky blokujici
vapnikovy kandl, jako je nifedipin, které byly pivodns vyvinuty, a primarné se pouzivaji, jako
kardiovaskulami ¢inidla.

Nifedipin patfi do strukturni skupiny slougenin znamych jako dihydropyridiny. Tato strukturni
skupina byl rozsahle zkoumana, a v soucasné dobg jsou dosti dobie stanovené strukturni
pozadavky pro uginnost pfi blokovani vapniku. Tedy, jak je popsano v kapitole 14.1 u&ebnice
lékafské chemie. Comprehensive Medicinal Chemistry, svazek 3, editor John C. Emmett, vydal
Pergamon Press roku 1990, tyto slouceniny maji 1,4~dihydropyridinovy kruh, ktery optimalng
obsahuje arylovou skupinu v poloze 4 aesterové skupiny v polohdch 3 a5. Odstranéni
esterovych skupin nebo jejich nahrazeni acetylovymi skupinami nebo kyanoskupinami je
spojeno se snizenim uginnosti. Obecn& maji tyto slou¢eniny methylové skupiny v polohach 2 a 6.

Grinshteins a kol., Khim. Geterotsikl. Soedin. (6), 1118~20,1967, popisuji slou¢eniny 3—kyan—
4—fenyl-2,7,7-trimethyl4,6,7,8tetrahydro—5(1H)—chinolon  a 3—ethanoyl-4—fenyl-2,7,7—tri-
methyl-4,6,7,8-tetrahydro—5(1H)—chinolon. Vitolinya a kol., Khim.-Farm. Zh., 15 (1), 39-
42,1981, popisuji vyzkumy 0¢inku nékterych 4,6,7,8—tetrahydro—5(1H)—chinolonii s esterovou
skupinou nebo kyanoskupinou v poloze 3 na kardiovaskuldrni systém a na hladké svaly stfev.
O 3-kyan—4—fenyl-2,7,7-trimethyl-4,6,7,8-tetrahydro—5(1H)~chinolonu je uvadéno, Ze vyka-
zuje hypotenzni vlastnosti a je schopen blokovat spasmogenni G&inek Jjak acetylcholinu tak
chloridu barnatého na hladké svaly strev.

DE 2003148 popisuje skupinu 1,4—dihydropyridinovych derivatd, véetné uritych 4,6,7,8—
tetrahydro—5(1H)~chinolond, které obsahuji v poloze 3 esterovou skupinu nebo ketoskupinu
a o kterych se uvadi, Ze vykazuji Siroké a mnohostranné spektrum farmakologického piisobeni.
Mezi hlavni Ginky, o kterych se uvadi, Ze je tyto slougeniny vykazuji, patfi silné svalové
spasmolytické GCinky, které jsou evidentni v hladkém svalstvu gastrointestinalniho traktu,
urogenitalniho traktu a dychaciho systému. Je uvedeno, 7e dal$i hlavni &inky spoCivaji
v pisobeni na srdce (i¢inky "poskytujici dlevu srdci") a ve snizovani krevniho tlaku u zviiat
s normalnim tlakem a s vysokym tlakem, takZe je lze pouzit jako antihypertenzni &inidla.

Podstata vynalezu

Je znamo, Ze tkafi mocového méchyte je drazdiva a e inkontinence moéi mize byt zpusobena
nekontrolovanymi nebo nestabilnimi stahy mo&ového m&chyte. Nyni byla nalezena slougenina,
ktera je neotekdvané schopna relaxovat hladké svaly mo&ového méchyfe, ¢imz zabrariuje
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nekontrolovanym nebo nestabilnim stahiim motového méchyre, nebo je zmirtiuje. Tato slouge-
nina tedy mize byt vhodna pro oSetfeni naléhavych inkontinenci, které zahrnuji naptiklad
nestabilitu detrusoru, kterd miize byt nasledkem cystitidy, urethritidy, nadord, kameni, obstrukci
divertikulG nebo vyvodnych cest, a hyperreflexie detrusoru, ktera miZe byt nasledkem mrtvice,
demence. Parkinsonovy nemoci, suprasakralniho poranéni michy nebo suprasakralniho onemoc-
néni michy.

Bylo rovnéz neoCekavané zjisténo, Ze tato sloudenina otvira draslikovy kanil. Je znamo, Ze
slouCeniny otvirajici draslikovy kanal mohou tim, Ze zplsobuji otevieni draslikového kanalu
zplsobovat relaxaci hladkych svali. A&koli tento vynélez neni vazéan teorii, ma se v souladu
stim za to, Ze tato slouCenina zpiisobuje otevirani draslikovych kanald v buiikich mo&ového
méchyfre, &¢imz relaxuje tkan hladkych svali modového méchyfe, a zabratiuje tak nekontrolo-
vanym stahim moc€ového méchyfe, které mohou zpusobovat inkontinenci moéi, nebo je
zmiruje. Nurse D. A., Restorick J. M. a Mundy A. R., British Journal of Urology, (1991), 68,
27 - 31, popisuji, Ze o cromakalimu, ktery je dobfe zndmy jako latka otevirajici draslikovy kanal,
bylo zjisténo, Ze je ucinny v pfedb&znych klinickych pokusech pti o3etieni inkontinence mo¢i.

Vsouladu stim vyndlez popisuje slouceninu (S)+(—)4—(3-kyanfenyl)-2—trifluormethyl—
4,6,7,8-tetrahydro—5(1H)—chinolon a jeho farmaceuticky pfijatelné soli.

Je tfeba vzit v (ivahu, Ze tato slou¢enina miize vykazovat polymorfismus a miZe tvofit solvaty.
Rozumi se, ze vynilez zahrnuje jakoukoli polymorfni formu, nebo solvat, nebo jejich smési,
kterd je vhodna pro relaxaci hladkého svalstva mo&ového méchyte, pficemz v oboru je dobie
znamo, jak stanovit zda je sloucenina schopna relaxovat hladké svalstvo mocového méchyte
pomoci standardnich testd popsanych dale. Stereochemie této slouteniny byla nejprve oznadena
jako (-), a poté bylo zjisténo, ze absolutni stereochemie je (S). Mize byt tedy vyhodné pouzit
tuto slouCeninu ve formé, kterd je charakterizovana tim, Ze obsahuje napfiklad alespoii 95 %,
98 % nebo 99 % enantiomerniho nadbytku (S)}~(—) formy.

Slou€eninu podle vynalezu lze pripravit pomoci zpiisobl, mezi které patfi zplisoby zndmé
voboru chemie pro pfipravu strukturné analogickych slougenin. Takové zpisoby pfipravy
(S)-(-4—-(3—kyanfenyl)-2—trifluormethyl-4,6,7,8—tetrahydro—5(1H)—chinolonu tvofi dalsi pro-
vedeni vynélezu a ilustruji je nasledujici zplisoby. Takovy zpisob lze provést obecné dekarboxy-
laci odpovidajici (S)~—)- formy karboxylové kyseliny vzorce II.

CN

OH

(1I)

Dekarboxylaéni reakci lze uceln€ provadét pti zvySené teploté naptiklad v rozmezi od 50 °C do
250°C, vyhodné vrozmezi od 190°C do 220°C bez kyselého katalyzatoru, zejména
130 °C az 185 °C (napftiklad za pouziti topného plasté) a vyhodné v rozmezi od 90 °C do 120 °C
s kyselym katalyzatorem. Dekarboxylacni reakci nekatalyzovanou kyselinou lze provadét
v neziedéné tavenin€, nebo v inertnim rozpoustédle s vhodnou teplotou varu, jako je difenylether
nebo N-methylpyrrolidin—2—on. Vyhodnym rozpoustédlem je N-methylpyrrolidin—2—on. Mezi
vhodna rozpoustédla pro dekarboxylaci katalyzovanou kyselinou patfi alkoholy, napfiklad
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methanol nebo ethanol, dimethylsulfoxid, aromatické uhlovodiky jako je toluen, ethery, jako je
napfiklad 1,2—dimethoxyethan nebo diglym a N-methylpyrrolidin-2—on. Jako kysely katalyzator
Ize ucelné pouZit koncentrovanou kyselinu sirovou, kyselinu fosfore¢nou, kyselinu chloro-
vodikovou, kyselinu bromovodikovou, kyselinu jodovodikovou, silné organické kyseliny, jako je
kyselina trifluoroctové a organické sulfonové kyselina, jako je kyselina methansulfonova nebo
p—toluensulfonova. Reakei Ize Ggelné provadét bez fedidel pri teplotd odpovidajici teploté tani
materialu nebo vyssi.

(8)YA-)-forma karboxylové kyseliny vzorce I se uceln& pfipravi rozStépenim odpovidajici
racemické karboxylové kyseliny vzorce II. Ugelnym zpiisobem rozstépeni slou¢eniny vzorce Il je
vytvofeni roz3t€pené soli kyseliny, napfiklad za pouziti S—(-)-a—methylbenzylaminu. Sil se
izoluje a poté se okyseli, ¢imz se uvolni rozitépena karboxylova kyselina vzorce II. Prekrysta-
lovani se vyhodné provadgji pfi teplot& 75 °C nebo nizsi a vyhodné bez tfepani.

Alternativn€ Ize surovou racemickou slou¢eninu vzorce I rozstépit za pouziti chirdlni kolony, za
vzniku sloudeniny vzorce I.

CN

CF3

me-

()

Pokud nejsou komeréné& dostupné, lze materialy nutné pro tyto zplsoby, jako jsou popsany nize,
pfipravit pomoci postupl vybranych ze standardnich postupd organické chemie, postupd, které
Jjsou analogické syntéze znamych, strukturng podobnych slougenin, nebo postupti, které jsou
analogické vySe popsanému postupu nebo postupiim popsanym v ptikladech.

Meziprodukt vzorce II Ize pFipravit jak je znazornéno na schématu I.
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Ve schématu I se ester acetoctové kyseliny obecného vzorce III nebo jeho hemiacetal, ve kterém
zbytek ORa piedstavuje zbytek alkoholu, ktery tvofi ester ktery lze §tépit za mirné bazickych
podminek, jako je naptiklad 2—kyanethoxyester, podrobi reakci s 3—kyanbenzaldehydem a 1,3—
cyklohexandionem za vzniku alkoholu obecného vzorce IVa. Dehydrataci alkoholu se ziska ester
obecného vzorce IV, ktery lze zmydelnit za vzniku kyseliny vzorce II.

Meziprodukt vzorce II Ize alternativne ptipravit jak je znazornéno ve schématu II.

-4
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Schéma II

o 0 CN
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Ve schématu II se ester acetoctové kyseliny obecného vzorce Il nebo jeho hemiacetal, ve kterém
zbytek ORa predstavuje zbytek alkoholu, ktery tvofi ester ktery Ize snadno 3tépit kyselinou, jako
Jje napiiklad isobornylester, podrobi reakci s 3—kyanbenzaldehydem a 1,3—cyklohexandionem za
vzniku alkoholu obecného vzorce IVa. Dehydrataci alkoholu se ziské ester obecného vzorce IV,
ktery lze zmydelnit za vzniku kyseliny vzorce IL

Kysele katalyzovanou dehydrataci a hydrolyzou sloudeniny obecného vzorce IVa, napiiklad za
podminek podobnych podminkdm popsanym v piikladech, se ziskd slougenina vzorce II.
Kyselym katalyzatorem pro pfipravu slou¢eniny obecného vzorce IV ze slougeniny obecného
vzorce IVa miZe byt libovolny zkyselych katalyzatori uvedenych vy3e avyhodné je jim
kyselina p-toluensulfonovad. Kyselym katalyzatorem pro ptipravu sloudeniny vzorce Il ze
slou¢eniny obecného vzorce IVa je vyhodné kyselina p-toluensulfonova. Reakce se vyhodné
provadi za pfitomnosti inertniho rozpoustédla, jako je toluen nebo kyselina octova. Za Gicelem
zabranéni dekarboxylaci je rozpoustédlo vyhodné bezvodé, napfiklad je jim ledova kyselina
octova.

Pro dal$i minimalizaci dekarboxylace je tfeba teplotu reakce udrzovat na maximalné 104 °C,
vyhodné€ v rozmezi od 100 °C do 104 °C, zejména 102 °C az 104 °C.

Isobornylester lze pripravit reesterifikacni reakci isoborneolu a ethyl—4,4,4—trifluoracetoacetatu
a 2-kyanethylhemiacetal 2-kyanethyl-4,4,4—trifluoracetoacetitu reesterifikaéni reakci 3-
hydroxypropionitrilu a ethyl-4,4,4~trifluoracetoacetatu.
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Zptisoby pfipravy sloudeniny vzorce I a meziprodukti pro jeji pfipravu tvofi daldi provedeni
vynalezu.

Farmaceuticky ptijatelné soli lze ziskat za pouziti standardnich postupl dobfe znamych v oboru,
napiiklad reakci sloueniny podle vynalezu svhodnou kyselinou nebo bazi poskytujici
fyziologicky pfijatelny protion.

Pfi pouziti k oSetfeni inkontinence mo¢i se slouéenina podle vynalezu obecné podava ve formé
vhodného farmaceutického prostfedku, ktery obsahuje tuto slouceninu spolu s farmaceuticky
prijatelnym fedidlem nebo nosi¢em, pficemz je prostiedek prizpisoben konkrétnimu vybranému
zplisobu podani. Takové prostfedky tvofi dalsi provedeni vynélezu.

Podle dalsiho provedeni tedy vynilez popisuje farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje
slougeninu podle vynalezu nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou stl, jak jsou definovany vyse,
a farmaceuticky ptijatelné redidlo nebo nosic.

Prostfedky lze ziskat za pouziti béznych postupl a nosnych a pomocnych latek a pojiv, a mohou
byt v fadé riznych davkovacich forem. Mohou byt naptiklad ve formé tablet, kapsli, roztoki
nebo suspenzi pro oralni podani, ve formé ¢ipkl pro rektalni podani, ve formé sterilnich roztokd
nebo suspenzi pro podani intravendzni, intravesikuldrni, subkutdnni nebo intramuskularni injekci
nebo infuzi, nebo ve formé naplasti pro transdermalni podani.

Vynalez dale popisuje zplsob oetfeni inkontinence moci, pfi kterém se savci, ktery takové
o3etfeni potfebuje, podd u€inné mnozstvi slouceniny podle vynédlezu nebo jeji farmaceuticky
ptijatelné soli.

Og3etfeni za pouziti slouceniny podle vynalezu muize byt léCebné nebo terapeutické, jako v pfi-
padé podani této slouceniny po vzniku nebo rozvinuti inkontinence mo¢i u pacienta. OSetfeni
muzZe byt rovnéz profylaktické nebo prospektivni, kdy se tato slou¢enina poda v pfipadé oceka-
vani Ze by se inkontinence mo¢i mohla rozvinout, napfiklad u pacienta, ktery trp€l inkontinenci
v minulosti.

Podle dalsiho provedeni vynalez popisuje pouZiti slou¢eniny podle vynalezu pro vyrobu léiva
pro osetreni inkontinence mo¢i.

JelikoZ tato sloudenina zpisobuje otevirani bunéénych draslikovych kanald, mize byt rovnéz
vhodna jako terapeutické Cinidlo pfi o3etfeni jinych stavli nebo onemocnéni, pfi kterém je
zadouci pusobeni terapeutického ¢inidla, které otevird draslikové kanaly nebo je o ném znamo,
7e zplsobuje zlepSeni. Mezi takové stavy nebo onemocnéni patfi vysoky tlak, astma, periferni
cévni choroba, pravé selhani srdce, méstnavé selhani srdce, angina, ischemicka choroba srdecni,
cerebrovaskularni choroba, glaukom, ledvinova kolika, poruchy spojené s ledvinovymi kameny,
syndrom drazdivého traéniku, pleSatost muzského typu, predCasné porodni stahy a peptické
viedy.

Davka sloudeniny, ktera se podava, se nutné lisi v zavislosti na principech dobfe zndmych
v oboru, pfi¢emz se piihlizi ke zpdsobu podani, zdvaznosti inkontinence a velikosti a véku
pacienta. Obecné se slougenina podéava teplokrevnému Zivocichovi (jako je ¢lovék) tak, ze obdrzi
G&innou davku, obecné denni davku vice nez 0,005, napfiklad vrozmezi pfiblizné 0,01 az
priblizné 10 mg/kg télesné hmotnosti. Vyhodné se sloucenina podéva ordlné v tomto rozmezi
davek.

Odbornikovi je zfejmé, Ze sloudeninu podle vynalezu lze podavat spole¢né s dalSimi terapeutic-
kymi nebo profylaktickymi ¢inidly nebo/a 1é&ivy, ktera s ni nejsou medikalné nekompatibilni.
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Pusobeni slou¢eniny podle vynélezu jako latky relaxujici hladké svalstvo vhodné Jjako terapeu-
tické Cinidlo pro oSeteni inkontinence mo¢i v dasledku toho, Ze zpusobuje otvirani draslikovych
kandlG a hyperpolarizuje membranovy potencial v hladkém svalstvu detrusoru mo&ového
méchyfe lze prokdzat za pouziti vhodné sestavenych testi in vitro, jako je test popsany nize.
Slougenina podle vynalezu vykazuje v tomto testu hodnotu ICso 4,2 pM. Hodnota "ICs," je dobie
znamy termin a oznaCuje koncentraci testované slouéeniny, ktera zpusobuje 50 % sniZeni staht
tkané mocového méchyfte in vitro, jak je popsano v nasledujicim testu.

Samci albinotickych morcat (Hartley) o hmotnosti 450 az 500 g se usmrti asfyxii zplsobenou
oxidem uhli¢itym a rychle se nechaji vykrvacet. Otevie se spodni &ast bFidni dutiny a izoluje se
mocovy méchyf. Méchyt se olisti od okolni pojivové atukové tkané a &ast nad vyusténimi
mocovodi se odde€li a promyje se v pufrovacim roztoku (Krebs-Henseleit) nasledujiciho sloZeni:
118,0 mM chloridu sodného, 4,7 mM chloridu draselného, 1,2 mM siranu hofeénatého, 1,2 mM
dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 2,5 mM chloridu vapenatého, 25,0 mM hydrogenuhli¢itanu
sodného a 11,1 mM d-glukosy. Roztok se zahfeje na teplotu 37 °C a probublava se 95 % kysliku
a5 % oxidu uhliCitého. Pfi intenzivnim probublavani by mél roztok mit pH blizko hodnoty 7,4.

Klenba promytého moCového méchyfe se odfizne a oddéli. Zbyla &ast méchyte se umisti na gazu
do Petriho misky obsahujiciho pufrovaci roztok. Nazkami se provede podélny fez ve stiedu
ventralni Casti pro otevieni m&chyte. Pasy odfiznuté z okraje klenby a spodni €asti se odstrani.
Zbyvajici stfedni &ast detrusoru se rozfizne na dva horizontalni pasy o 3iice pfiblizné 2,0 mm.
Tyto dva pasy se jesté dale rozpili ve stfedu dorzalni &asti, ¢imZ se vytvori Ctyfi pasy
o0 podobnych rozmérech. Kazdy pas tedy obsahuje jak dorzalni, tak ventralni stranu méchyfte.

Dva konce kazdého pasu se upevni na sklenénou nosnou tyginku a transduktor posunu sily
(Grass model FR03) ¢ernym hedvabnym proplétanym stehem (4-0).

Transduktory se pfipoji na polygraf (Grass model 7E), ktery je kalibrovan 5 mV/cm a linearita
kalibrace se ovéfi hmotnostmi 5 a 0,5 grami. Analogové signaly elektrickych vystupl z poly-
grafu se digitalizuji pomoci systému zpracovani signalu Modular Instrument Micro 5000 za
pouziti softwaru Biowindow Data Acquisition Software, provozovaného pod operanim systé-
mem Microsoft OS/2 na IBM-kompatibilnim osobnim pogita¢i.

Pasy detrusoru na sklenéné tycince se umisti do 20 ml tkanové 1azné a nechaji se ekvilibrovat
s piedbéznym zatizenim 2 g. V pribéhu nésledujici ekvilibraéni doby 45 az 60 minut se tkad
promyva v 15-minutovych intervalech &erstvym pufrovacim roztokem, pfi¢emz se, v pfipadé
potieby, pfed promytim tenze upravi na 2 g. Po ekvilibragni dobg se aplikuje podnécovaci davka
15 mM chloridu draselného (celkova koncentrace v lazni). Tk se promyje po 10 minutéch
a poté se promyje jeSté dvakrat v 15-minutovych intervalech, pfi¢emz se pred kazdym promytim
tenze upravina 2 g.

Kdyz se tkafi po kone¢ném promyti relaxuje do stabilniho stavu, opét se aplikuje 15 mM
chloridu draselného. Jakmile myogenni aktivita tkan& dosahne stabilniho stavu, ziskaji se pomoci
systému Biowindows Data Acquisition System tdaje zakladni hodnoty, zprimé&rovanim 5 minut
myogennich dat ziskavanych pti 32 Hz. Jakmile se stanovi zikladni hodnota, davkuje se
experimentélni slou¢enina kumulativnim zpiisobem s piristkem poloviny logaritmické jednotky.
Kontaktni doba €ini pro kazdou davku 10 minut, pfi¢emz koneénych S minut je doba, kdy se
ziskavaji iidaje odpovédi na davku. Pokud 30 uM testované slouéeniny neodstrani mechanickou
aktivitu detrusoru, ddvkuje se poté 30 pM cromakalimu, latky, o které se predpoklada e otevira
draslikové kanaly, pro stanoveni maximalni odpovédi. Uginek sloueniny v kazdé davce se
vyjadi jako procento maximalni inhibi¢ni odpovédi, které se dale normalizuje s ohledem na
odpovidajici d¢inek kontroly s nosnym prostfedim sloudeniny. Normalizovana odpovéd’ se poté
pouzije pro odvozeni hodnoty ICs, relaxaéni G¢innosti testované slouéeniny pomoci aplikace



10

20

30

35

40

45

50

CZ 284652 B6

Marquardtovy nelinedrni interaktivni techniky zakreslovani kfivky do standardni funkce davka-
odpovéd'.

Schopnost slouéeniny otevirat draslikové kanaly v hladkém svalu detrusoru Ize dale demonstro-
vat druhym testem in vitro. Tento druhy test in vitro je podobny testu popsaném vyse, pokud jde
o piipravu tkané a ziskavéani udaji. Jsou viak provedeny nasledujici rozdily. V tomto druhém
testu se stahu past detrusoru b&éhem podnécovani a po ekvilibraéni dobé dosadhne 80 mM misto
15 mM chloridu draselného (celkova koncentrace v lazni). Po této vysoké stimulaci chloridem
draselnym je v tkani evidentni trvald tenze, jelikoZ vépnikové kanaly citlivé na napéti byly
otevieny pro umoznéni pfitoku vapniku do bun&k a pro vznik tonické tenze. Tato tenze je zcela
odstranéna 300 pM papaverinu, ktery se v tomto testu tudiz pouzije pro stanoveni maximalni
odpovédi.

Typické latky blokujici vapnikové kandly, jako je nifedipin, nimodipin, isradipin a verapamil,
jsou vobou testech v dusledku jejich blokovaciho plsobeni na vépnikové kanédly schopné
relaxovat a sniZzovat myogenni aktivitu pasi detrusoru morcete. VSechny z vyse uvedenych latek
blokujicich vapnikové kanaly jsou v3ak u¢inn&js$i v druhém testu pfi pouziti 80 mM chloridu
draselného, nez v prvnim testu pii pouziti 15 mM chloridu draselného. Naproti tomu, zatimco
latka o které se predpoklada Ze otevira draslikové kanély, cromakalim, vykazuje v prvnim testu
silnou relaxaéni udinnost s hodnotou ICs, v rozmezi 0,6 az 0,9 uM, vykazuje tato latka v druhém
testu pti koncentracich az 30 uM nepatrnou relaxadni G¢innost. Skute¢nost Ze sloucenina podle
vynalezu vykazuje vy33i relaxaéni G¢innost v prvnim testu neZz ve druhém testu tedy svédCi
otom, Ze tato sloufenina pusobi jako latka otevirajici draslikové kanaly. Tato slouCenina
vykazuje v tomto druhém testu hodnotu ICso 41,1 pM.

Schopnost této slougeniny plisobit na tkan mocového méchyie jako latka otevirajici draslikové
kanaly lze dile demonstrovat standardnim testem, ktery méfi ucinek testovanych sloucenin na
odtok rubidia (**Rb) nebo drasliku (*K) z tkané.

Odbornikovi je dale zfejmé, Ze lze ucinnost slouceniny podle vynalezu demonstrovat pomoci
standardnich testl in vivo. Déle je uveden popis takového standardniho testu, ktery lze pouzit
pro stanoveni zda je testovana slouenina G¢inna, akromé toho zda testovani slouenina
vykazuje pfi oralnim podani selektivitu pro moCovy méchyt bez podstatnych kardiovaskularnich
acinki.

Samci krys (Wistar) o hmotnosti 400 - 500 g se anestetizuji intraperitonedlni davkou 50 mg/kg
Nembutalu. Kazdé kryse se vyholi bfi$ni oblast a predni a zadni ¢ast krku a na kizi se aplikuje
povidon-jéd. Pro katetrizaci karotidy se leva kréni tepna obnazi pomoci ventralniho cervikdlniho
fezu. Obnazena oblast se omyje 2 % roztokem lidokain-hydrochloridu pro relaxaci cévy. Katetr,
naplnény 0,9 % fyziologickym roztokem, se zavede pfiblizn¢ 2,4 cm do artérie, takze se jeho
$pi¢ka dostane do aortalniho oblouku. Distalni konec katetru se vyvede na povrch na zadni ¢asti
krku, naplni se heparinem (1000 jednotek/ml) atepelné se uzavie. Pro katetrizaci moCového
méchyfe se m&chyf obnazi pomoci fezu ve stfedni ¢asti biicha. BfiSnim svalem se prostréi trokar
priblizn& 1 cm od horni &asti fezu a poté se subkutanné prostrkuje aZ se objevi nad kizi na zadni
stran& krku. Trokarem se prostrli katetr naplnény fyziologickym roztokem. Maly otvor v klenbé
mocového méchyfe se vytvoii kauterem Accu-Temp. Katetr se umisti do méchyie a upevni se
podvazanim hedvabim 4-0. Katetr se promyje fyziologickym roztokem a zaznamena se
priichodnost. Vnéjsi konec katetru se tepeln€ uzavie pro zabranéni unikdni mo¢i. Bfisni svaly
a kze se zasiji. Oba katetry se naviéknou do upinaciho knofliku z nerezavé&jici oceli (Instech),

.....

uzavfe zaditim. Zvifata se nechaji probrat z anestezie.

24 - 48 po chirurgickém zékroku se kazda z krys umisti do metabolické klece a napoji se upina-
cim knoflikem na pruzinovy upeviiujici a otagivy systém (Instech), ¢imz se zabrani poSkozeni
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katetri a zvifatim se umoZni volny pohyb v kleci. Katetr z karotidy se napoji na transduktor
tlaku Gould P23XL pro méfeni tlaku krve. Katetr z moového méchyfe se napoji na erpadlo pro
infuzi fyziologického roztoku ana transduktor tlaku pomoci hadic PESO a Etyfcestného
uzaviraciho kohoutu. Pod klec se umisti vahy se svrchnim plnénim se sbérnou nadobou pro
meéfeni vydeje moce.

Krysy se zvazi, provede se imitace oralni davky (zavede se davkovaci jehla, ale nevytlaéi se
zadna kapalina) a zapocne se s transvesikalni infuzi fyziologického roztoku (0,18 ml/min), ve
které se pokracuje béhem celého pokusu. Zmény v tlaku krve, srdedni frekvenci, intravesikalnim
tlaku avydeji mole se zaznamenavaji na ziznamovém systému Grass Polygrapf nebo
Gould TA4000. Zvirata se nechaji ekvilibrovat az se mo&eni stabilizuje (priblizné 45 - 90 minut).
V tomto okamZiku se zaznamend zékladni hodnota kazdého pokusného parametru a krysam se
oralné podé piislusnd davka testované sloudeniny (v nosném prostiedi tvofeném 75 % PEG 400
ve fyziologickém roztoku) v takovych koncentracich, Ze objem &ini 1 ml/kg télesné hmotnosti.
Utinky slouCeniny na pokusné parametry se sleduje po dobu péti hodin po podani.

Vysledky pokusi tykajici se intervalu mezi stahy a rovnéz srde&ni frekvence se vyjéadii jako
primér + standardni odchylka méfeni procenta zmény od zakladni hodnoty, pfi¢emz kazdé zvife
si slouzi jako vlastni kontrola. MAP se vyjadii jako primér + standardni odchylka méfeni zmény
mm Hg (1 mm Hg = 133,3220 Pa) od zakladni hodnoty.

Sloucenina podle vynélezu je Gginna ve vy3e popsanych testech, pficemz je 0éinna a selektivni
pro mofovy meéchyi bez podstatnych kardiovaskularnich G¢inkd, pti oralni davce napii-
klad 3 mg/kg ve vySe popsaném in vivo testu.

Vynaélez ilustruji néasledujici ptiklady, kterymi se v3ak rozsah vynalezu v #4dném sméru
neomezuje. V téchto ptikladech, pokud neni uvedeno jinak, plati ze:

i) operace se provadgji pi teploté mistnosti,tj. pri teploté v rozmezi 18 az 25 °C,
p p )L p p

(if) organické roztoky se vysuSuji nad bezvodym siranem hote¢natym, odpafovéni rozpoustédla
se provadi na rota¢ni odparce za snizeného tlaku (600 az 4000 Pa) s teplotou lazné aZ 60 °C,

(iii) termin "chromatografie" oznatuje velmi rychlou chromatografii, termin "chromatografie
s obracenym fazemi" oznaluje velmi rychlou chromatografii na oktadecylsilanem (ODS)
potazeném nosi¢i s primérem &astic 32-74 ym, zndmém jako "PREP—40-ODS" (Art
731740-100 od firmy Bodman Chemicals, Aston, PA, USA), chromatografie na tenké vrstvé
(TLC) se provadi na silikagelovych deskach,

(iv) pribéh reakci byl obecné sledovan pomoci chromatografie na tenké vrstvé a reakéni doby
Jjsou uvedeny pouze pro ilustraci,

(v) teploty tani nejsou korigovany, uvedené teploty tani jsou hodnoty ziskané pro materialy
piipravené jak je popsano, v pfipadé nékterych pfiprav miZe polymorfismus zpisobovat
izolaci materiali s odlisnymi teplotami tani,

(vi) kone¢né produkty vykazovaly uspokojiva NMR-spektra (protonova nuklearni magneticka
rezonance),

(vii) vytézky jsou uvedeny pouze pro ilustraci a nejde nutné o vytézky, kterych Ize dosahnout
peclivym provedenim postupu, pokud bylo poZzadovéno vice materialu, byly piipravy
opakovany,
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(viii) pokud jsou uvedeny tidaje NMR, jsou ve form& hodnot delta pro hlavni diagnostické
protony, uvedenych v ppm, vztazenych na tetramethylsilan (TMS) jako vnitini standard,
stanovenych pfi 300 MHz za pouziti perdeuterodimethylsulfoxidu jako rozpoustédla, jsou
pouZzivény b&Zné zkratky pro tvar signalu, vazebné konstanty (coupling constants, J) jsou
uvedeny v Hz, Ar tam, kde je toto oznageni uvedeno, ptedstavuje aromaticky proton,

(ix) chemické symboly maji jejich obvykly vyznam,

(x) poméry rozpoustédel jsou uvadény jako poméry objem/objem (v/v), a

(xi) mé&feni hmotové spektrometrie (MS) byla provadéna s energii elektront 70 elektronvoltd
zplisobem chemické ionizace (CI) za pouZiti pfimo exponované sondy, kde je to uvedeno,
byla ionizace provedena ndrazem elektroni (electron impact, EI) rychlymi neutralnimi

Casticemi (fast atom bombardment, FAB); jsou uvadény hodnoty pro m/z, obecné jsou
uvadény pouze ionty, které indikuji vychozi hmotu.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1
(8)+-)>4—3-kyanfenyl)-2—trifluormethyl-4,6,7,8—~tetrahydro—5(1H)-chinolon

Michany roztok 3,93g (10,85 mmol) (S)«(-)4—(3—kyanfenyl)-2—trifluormethyl-5—oxo—
1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin-3—karboxylové kyseliny ve 24 ml N-methylpyrrolidin—2—onu se
umisti do pfedem zahtaté olejové 1azné o teploté 210 °C na 20 minut. Ochlazen4 reakéni smés se
poté vylije do 200 ml vody a extrahuje se dvakrét ethyletherem. Smichané etherové extrakty se
promyji dvakrat vodou, vysusi se siranem hofe¢natym, zfiltruji a rozpoustédlo se odstrani, ¢imz
se ziskd 3pinavé bilda pevnd latka. Chromatografickym zpracovianim za pouziti smési
methylenchloridu aetheru v poméru 9:1 jako eluéniho ¢&inidla a triturovanim se smési
ethyletheru a hexanu se ziska 3,42 g (79 %) slou¢eniny uvedené v nazvu ve formé bilé pevné
latky o teploté tani 187 - 189 °C.

NMR: 1,88- 1,91 (m, 2H, CH,), 2,21 - 2,25 (m, 2H, CH,), 2,53 - 2,64 (m, 2H, CHy), 4,68 (d,
IH, ] =5,3 Hz, CH), 5,61 (d, 1H, J = 5,3 Hz, CH), 7,50 — 7,54 (m, 2H, Ar), 7,61 — 7,66
(m, 2H, Ar), 9,42 (s, 1H, NH)

Hmotova spektrometrie: m/z =319 (M+1)
[a]p? =—606,8° (c = 0,665, methanol)

Analyza pro C;;H;3F;N,O:

vypodteno: 64,14 % C, 4,12 % H, 8,80 % N;
nalezeno: 64,07 % C, 4,24 % H, 8,78 % N.

PF_NMR analyzou tohoto materidlu za pfitomnosti chiralniho posunového &inidla (R)}~(—)-1-
(9-anthryl)-2,2,2—trifluorethanolu—d;; (v deuterochloroformu pti -30 °C) se zjisti, Ze (S)«(-)-
enantiomer je pfritomen v pfiblizn€ 99 % enantiomernim nadbytku.

Intermediarni  (S)+{-)4—(3—kyanfenyl)}-2-trifluormethyl-5—ox0-1,4,5,6,7,8-hexahydrochino-
lin-3—karboxylova kyselina se pfipravi nasledovng:

-10-
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a. (*)-isobornyl-4,4,4—trifluoracetoacetat

Smés 160,28 g (870 mmol) ethyl-4,4,4trifluoracetoacetitu a 86,81 g (563 mmol) (&)-iso-
borneolu se micha pti teplot& 130 °C (teplota 1azn&) po dobu 18 hodin pod 10 cm Vigreauxovou
kolonou, kterd umoziiuje oddestilovavani ethanolu. Teplota lazné se poté zvysi na teplotu 150 °C
pro oddestilovéani zbytkového ethanolu. Izoluje se ho celkem 29 ml (88 % teorie). Zbyla smés se
poté frakcionuje za snizeného tlaku, &imz se ziska 124.6 g (76 %) (+)-isobornyl-4,4,4—
trifluoracetoacetatu ve formé bezbarvého oleje o teploté varu 84 az 92 °C pti tlaku 53 Pa.

NMR (deuterochloroform): 0,82 — 1,17 (m, 11H, CH;, CHy), 1,55 - 1,84 (m, 5 H, CH,, CH), 3,72
(s, CH, diketo-formy), 4,74 — 4,81 (m, 1H, —OCH), 5,59 (s, CH enol-formy), 11,97 (s,
OH enol-formy)

b. (+)-isobornyl-4—(3—kyanfenyl)}-2—trifluormethyl-2-hydroxy—5—oxo-1,2,3,4,5,6,7,8—okta-
hydrochinolin—3-karboxylat

Michand smés 82,6 g (282,8 mmol) (£)-isobornyl—4,4,4—trifluoracetoacetatu, 31,7 g (282,8
mmol) 1,3—cyklohexandionu, 37,1 g (282,8 mmol) 3-—kyanbenzaldehydu a 54,4 g (706,3 mmol)
octanu amonného v 2070 ml ethanolu se zahfivé k varu pod zp&tnym chladiem po dobu 4 hodin.
Po odstranéni vysrazeného 9—(3-kyanfenyl)-3,4,6,7,9,10-hexahydro—1,8—(2H,5H)~akridindionu
filtraci se filtrat zahusti ve vakuu. Chromatografickym zpracovanim za pouZziti smési ethylacetatu
a hexanu v poméru 7:3 jako eluéniho &inidla se ziska 92 g (63 %) (+)-isobornyl4—(3—kyan-
fenyl)-2—trifluormethyl-2-hydroxy—5—oxo—1 :2,3,4,5,6,7,8—oktahydrochinolin—3—karboxylatu ve
formé bilé pevné latky tajici za rozkladu pti teploté 209 az 213 °C.

NMR: 0,63 - 0, 73 (m, 9H, CH;), 0,86 - 1,64 (m, 7H, CH,, CH), 1,84 - 1,88 (m, 2H, CH,), 2,03 -
2,07 (m, 2H, CH,), 2,34 -2,63 (m, 2H, CH,), 2,64 - 2,72 (m, 1H, CH), 3,92 - 3,96 (d,
1H, CH), 4,10 - 4,16 (m, 1H, CH), 7,22 - 7,25 (d, 1H, OH), 7,39 - 7,45 (m, 2H, Ar), 7,49
(s, 1H, Ar), 7,57 - 7,61 (m, 1H, Ar), 8,11 - 8,13 (d, 1H, Ar)

Hmotové spektrometrie: m/z= 517 (M+1)
Analyza pro CysHj F3N,Oy:

vypocteno: 65,10% C, 6,05 % H, 5,42 % N;
nalezeno: 64,93 % C, 6,05 % H, 5,22 % N.

¢.  4—-(3-kyanfenyl}-2—trifluormethyl-5—oxo-1,4,5,6,7,8—hexahydrochinolin—3-karboxylova
kyselina

Michana smés 8,5 g (16,5 mmol) (t)-isobornyl-4—(3-kyanfenyl}-2~trifluormethyl-2—hydroxy—
5—ox0-1,2,3,4,5,6,7,8-oktahydrochinolin-3—karboxylatu, 1,05 g (5,5 mmol) p-toluensulfonové
kyseliny a 170 ml toluenu se zahtiva k varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodin. Reakéni
smés tvofi nerozpustna pryskyfice, kterd obsahuje poZzadovanou kyselinu, a toluenovy roztok.
Pro zabranéni dekarboxylaci se reakéni smés zahtiva pouze tolik, aby se doséhlo mirného varu
pod zpétnym chladi¢em. Po odstranéni rozpoustédla se zbytek rozttepe mezi ethylacetat a vodu.
Ethylacetatovy roztok se promyje vodou, oddéli se a dvakrat se extrahuje nasycenym vodnym
hydrogenuhli¢itanem sodnym. Michané spojené hydrogenuhli¢itanové extrakty se ochladi
v ledové lazni a po kapkach se pfidavé koncentrovana kyselina chlorovodikova, az Je roztok silné
kysely. Smés se extrahuje etherem a etherova vrstva se vysusi, zfiltruje a zahusti ve vakuu, &imz
se ziska zlutd olejovita pryskyfice. Triturovanim se smési methylenchloridu a hexanu se zisk4
1,8 g (31 %) pozadované karboxylové kyseliny ve formé $pinavé bilé pevné latky. Tento material
Je identicky pokud jde o adaje ziskané NMR a chromatografii na tenké vrstvé (na silikagelu za
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pouziti 10 % methanolu v chloroformu obsahujiciho n&kolik kapek kyseliny octové jako
eluéniho ¢inidla) s materidlem popsanym a charakterizovanym v &asti i. ptikladu 1.

Ethylacetatova vrstva se vysusi a odpafi, ¢imz se ziska neéisty (+)-isobornyl-4—(3-kyanfenyl)-
2-trifluormethyl-5-ox0-1,4,5,6,7,8—-hexahydrochinolin—3—karboxylat, ktery byl identicky s
dfive pfipravenym a charakterizovanym vzorkem. Jedna se bilou pevnou latku o teploté tani
179 - 180 °C.

NMR: 0,61 - 0,72 (m, 9 H, CH,), 1,00 - 2,6 (m, 13 H, CH,, CH), 4,45 - 4,57 (m, 1H, CH), 4,88 -
4,92 (d, 1H, CH), 7,46 - 7,55 (m, 3 H, Ar), 7,65 - 7,69 (m, 1H, Ar), 9,70-9,71 (d, 1H,
NH)

Hmotova spektrometrie (chemicka ionizace, CHy): 517 (M+1)
Analyza pro Cy3yd29 F3N,04:

vypocéteno: 67,46 % C, 5,86 % H, 5,62 % N;
nalezeno: 67,29 % C, 5,99 % H, 5,71 % N.

Izolovany (+)-isobornyl-4—(3—kyanfenyl)-2—trifluormethyl-5-ox0—1,4,5,6,7,8-hexahydrochino-
lin—-3—karboxylat se podrobi podobnym podminkam jako je popséno v piikladu l.c., ¢imz se
ziska dalsich 1,1 g 4—(3-kyanfenyl)-2—trifluormethyl-5—ox0-1,4,5,6,7,8—hexahydrochinolin-3-
karboxylové kyseliny s celkovym vytézkem 2,9 g (49 %).

d. Sal (S)}(-)4-(3—-kyanfenyl)-2-trifluormethyl-5-ox0-1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin-3—
karboxylové kyseliny s S«(—)-o—methylbenzylaminem

K michanému roztoku 28,2 g (77,84 mmol) racemické 2-trifluormethyl-4—(3—kyanfenyl)-5—
oxo—1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin—3—karboxylové kyseliny ve 211 ml n-butanolu se pfida
1000 m! toluenu apoté roztok 9,4 g (77,84 mmol) S~(-)-o—methylbenzylaminu ve 198 ml
toluenu. Smés se necha stat pii teploté mistnosti pfes noc a poté se vysledna srazenina odfiltruje,
promyje se toluenem a ethyletherem, ¢imz se ziska 32 g bilé soli. Péti piekrystalovanimi ze smési
toluenu a n—butanolu v poméru 3:1, se zahfivanim smési az se sl rozpusti, se ziska 7,77 g vyse
uvedené soli ve form& bilé pevné latky, kterd mékne astdvd se sklovitou pfi teploté
112 az 115 °C a tekuta tavenina je z ni pfi teploté 148 - 150 °C.

NMR: 1,36 - 1,38 (d, 3H, CHs), 1,75 - 1,88 (m, 2H, CH»), 2,19 - 2,23 (m, 2H, CH,), 2,49 - 2,61
(m, 2H, CH,), 3,35 - 3,42 (m, vyméii., voda), 4,24 - 4,26 (q, 1H, ] = 6,8 Hz. CH), 4,91 (s,
1H, CH), 7,16 - 7,60 (m, 9H, Ar)

Hmotova spektrometrie: m/z =363 (M+1)
[a]lp = -180,5° (¢ = 1,075, methanol, 23 °C)
99 % enantiomerni nadbytek zjistény 19F-NMR v deuterochloroformu

Anal)’/za pro C26H24F3N3O3.1,0 C4H90H0,5 HzOZ

vypocteno: 63,59 % C, 6,23 % H, 7,42 % N;
nalezeno: 63,66 % C, 6,15 % H, 7,06 % N.

Dal3im experimentovanim bylo zjiSténo, ze maximalni teplota béhem prekrystalovani ma byt

75 °C pro zabranéni dekarboxylaci a Zze v priibéhu piekrystalovani se nema provadét tfepani,
jinak je enantiomerni obohaceni nizké.
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e.  (S)H{-)4-(3—kyanfenyl)-2-trifluormethyl-5—oxo-1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin-3—kar-
boxylova kyselina

K michané suspenzi 7,5 g (15,5 mmol) soli (S}(-)-4—(3—kyanfenyl}-2—trifluormethyl-5—oxo—
1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin-3~karboxylové kyseliny s S—<-)-a—methylbenzylaminem ve
150 ml vody, chlazené v ledové lazni, se po kapkach pridava koncentrovana kyselina chloro-
vodikova, a7 je smés silné kysela. Smés se dvakrat extrahuje ethyletherem a etherové vIstvy se
smichaji, vysusi, zfiltruji arozpoustédlo se odstrani, ¢imz se ziska Zluta péna. Triturovanim
s dichlormethanem se ziska 4,9 g (88 %) vyse uvedené karboxylové kyseliny ve formé svétle
Zluté pevné latky o teplot& tani 206 - 208 °C.

NMR: 1,74 - 1,95 (m, 2H, CH,), 2,18 - 2,32 (m, 2H, CH,), 2,54 - 2,73 (m, 2H, CH,), 4,92 (s,
IH, CH), 7,47 - 7,52 (m, 3H, Ar), 7,64 - 7,68 (m, 1H, Ar), 9,60 (s, IH, NH), 13,07 (s,
1H, COOH)

Hmotova spektrometrie: m/z =363 (M+1)

Intermediarni 4—(3-kyanfenyl)-2-trifluormethyl-5—o0x0-1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin~3—kar-
boxylovou kyselinu popsanou v piikladu 1.c. lze alternativné pripravit jak je popsano
v prikladu 6.

f.  2-kyanethylhemiacetal 2—kyanethyl-4,4,4-trifluoracetoacetitu

Smés 30 ml (205 mmol) ethyl—4,4,4—trifluoracetoacetatu a 7,11 g (100 mmol) 3-hydroxypropio-
nitrilu se micha pfi teploté 150 °C (teplota ldzn€) po dobu 18 hodin pod 10 cm Vigreauxovou
kolonou, kterd umoZiiuje oddestilovavani ethanolu. Zbytkova smés se poté frakcionuje za
atmosférického tlaku. O frakei destilované pfi teplot& 222 - 228 °C (11,71 g) se pomoci NMR
a hmotové spektrometrie zjisti, Ze obsahuje pfiblizn& 50 mol % 2-kyanethylhemiacetalu 2—
kyanethyl-4,4,4—trifluoracetoacetatu.

NMR (deuterochloroform): 2,43 - 2,65 (m, 2H), 2,76 - 2,99 (m, 4H), 3,78 - 3,82 (m, 1H), 4,13 -
4,15 (m, 1H), 4,33 - 4,57 (m, 2H), 5,96 (s, 1H, OH)

g 2-kyanethyl-4—(3—kyanfenyl}-2—trifluormethyl-2-hydroxy—5—oxo-1,2,3,4,5,6,7,8—okta-
hydrochinolin—3—karboxylat

Michana smés materidlu z ptikladu 1.f. spolu se 7,34 g (56 mmol) 3-kyanbenzaldehydu, 6,83 g
(56 mmol) 1,3—cyklohexandionu a 13,10 g (170 mmol) octanu amonného ve 400 ml ethanolu se
micha za varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 10 hodin. Ochlazeny roztok se zfiltruje pro
odstranéni vysrazeného 9—(3—kyanfenyl)-3,4,6,7,9,10-hexahydro—1,8—(2H,5H)—akridindionu.
Filtrat se odpati do sucha a zbytek se podrobi chromatografii za pouziti smési methylenchloridu,
smési ethylacetitu a methylenchloridu v poméru 1 : 1 a ethylacetitu jako elu¢niho &inidla, &imz
se ziska 4,14 g 2-kyanethyl-4—(3-kyanfenyl)-2-trifluormethyl-2-hydroxy-5—oxo—1,2,3,4,5,6,
7,8—oktahydrochinolin—3—karboxylatu.

NMR: 1,86 - 1,90 (m, 2H, CH,), 1,94 - 2,18 (m, 2H, CH,), 2,31 - 2,38 (m, 1H, alifaticky), 2,50 -
2,72 (m, 3H, alifaticky), 2,82 (d, 1H, alifaticky. J = 11,9), 3,35 (3iroky s, 1H, alifaticky),
3,94 - 4,02 (m, 2H, alifaticky), 7,37 - 7,59 (m, 5 H, Ar, OH), 8,16 (s, 1H, NH)

Hmotova spektrometrie: m/z = 434 (M+1)

h.  2-kyanethyl-4—(3—kyanfenyl}-2-trifluormethyl-5-oxo0-1,4,5,6,7,8—hexahydrochinolin-3—
karboxylat
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Smés 4,14g (9,6 mmol) 2-kyanethyl-4—(3—kyanfenyl)-2—trifluormethyl-2-hydroxy-5-oxo—
1,2,3,4,5,6,7,8—oktahydrochinolin—3—karboxylatu, 0,61 g (3,2 mmol) p—toluensulfonové kyseliny
a 100 ml toluenu se micha a zahfivéa k varu pod zp&tnym chladi¢em za pouziti Dean-Starkovy
aparatury po dobu 2 hodin. Reakéni smés, kterd je tvofena tmavou olejovitou fazi a toluenovou
fazi, se ochladi a vylije na chromatograficky sloupec o priiméru 3,81 cm obsahujici 90 g silika-
gelu. Smés se na sloupci promyje malym mnozstvim ethylacetatu. Eluci ethyletherem a triturova-
nim vysledné pevné latky s ethyletherem se ziska 2,84 g (72 %) vySe uvedeného esteru ve formé
7lutooranzové pevné latky o teploté tani 148 az 151,5 °C.

NMR: 1,79-1,99 (m, 2H, CH,), 2,19-2,3 (m, 2H, CHy), 2,50-2,74 (m, 2H, CH,), 2,85 (t,
2H, CH,), 4,15 - 4,27 (m, 2H, CH,), 4,94 (s, 1H, CH), 7,47 - 7,63 (m, 3H, Ar), 7,65 -
7,67 (m, 1H, Ar), 9,84 (s, 1H, NH)

Hmotova spektrometrie: m/z =416 (M+1)
Analyza pro C21H16F3N3O3Z

vypocteno: 60,72 % C, 3,88 % H, 10,12 % N;
nalezeno: 60,63 % C, 3,80 % H, 9,89 % N.

i.  4—~(3-kyanfenyl)-2—trifluormethyl-5—oxo—1,4,5,6,7,8—hexahydrochinolin-3-karboxylova
kyselina

K michané suspenzi 2,80 g (6,74 mmol) 2-kyanethyl-2—trifluormethyl-4—(3—kyanfenyl)-5—oxo—
1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin—3-karboxyléatu v 8,5 m! 1,2—dimethoxyethanu, chlazené v ledové
lazni, se v prib&hu 10 minut po kapkach pfida pfedem ochlazeny roztok 0,80 g (20,0 mmol)
hydroxidu sodného v 6,5 ml vody. KdyZ se vychozi ester rozpusti, ziska se tmavé hnédy roztok.
Roztok se micha pii teploté mistnosti po dobu 2 hodin, poté se Zlutohnédy roztok nafedi 16 ml
vody, vrati se zpét na ledovou lazeii a za michani se ke smési pfidaji 2 ml koncentrované kyse-
liny chlorovodikové. Vysrazi se hnédy olej, ktery pfi michéni tuhne za vzniku krémové zbarvené
pevné latky. Tato pevna latka se odfiltruje a promyje se studenou vodou. Tento material se susi
pies noc pii teplote 50 °C atlaku 13,33 Pa, ¢imz se ziskd 2,33 g (95 %) vySe uvedene
karboxylové kyseliny, tajici za rozkladu (pfi¢emz se vyviji plyn) pfi teploté 209 az 211 °C.

NMR: 1,75-1,88 (m, 1H, CHy), 1,89 -1,95 (m, 1H, CH,), 2,18 -2,32 (m, 2H, CH,), 2,54 -
2,73 (m, 2H, CH,), 4,92 (s, 1H, CH), 7,47 - 7,54 (m, 3H, Ar), 7,65 - 7,67 (m, 1H, Ar),
9,62 (s, 1H, NH), 13,10 (s, 1H, CO,H)

Hmotova spektrometrie: m/z =363 (M+1)

Anal)"za pro C]gH13F3N2032

vypocteno: 59,67 % C, 3,62% H, 7,73 % N;

nalezeno: 59,53%C, 3,84 % H, 7,69 % N.

Priklad 2

(S)~(~)-4—-(3—kyanfenyl)-2-trifluormethyl—4,6,7,8—tetrahydro—5(1 H)}chinolon

Produkt z ptikladu 1 se piipravi ve vét$im rozsahu nasledovné:

Michany roztok 50,5 g (139,4 mmol) (S)«-)>4—(3-kyanfenyl)-2—trifluormethyl-5—oxo0-1,4,5,6,
7,8-hexahydrochinolin-3—karboxylové kyseliny ve 325 ml N-methylpyrrolidin—2-onu se rychle
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zahfeje za pouZiti topného plasté béhem 20 minut na teplotu 180 °C (méfeno vnitinim teplo-
mérem), a poté se udrzuje na této teploté o dobu dalSich 20 minut. Ochlazena reakéni smés se
vylije do 1200 ml vody a extrahuje se dvakrat ethylacetatem. Smichané extrakty se promyji
dvakréat vodou, vysusi se siranem hofe¢natym, zfiltruji a rozpoustédlo se odstrani, ¢imz se ziska
$pinavé bila pevna latka. Chromatografickym zpracovanim za pouZiti smési methylenchloridu
a ethylacetatu v poméru 85:15 jako eluéniho ¢inidla a pfekrystalovanim z acetonitrilu se ziska
32,85 g (74 %) slouceniny uvedené v nazvu ve formé bilé pevné latky, ktera je identicka jako
produkt z prikladu 1.

Priklad 3

Intermediarni ()-isobornyl-4,4,4—trifluoracetoacetat (z prikladu la) se pripravi ve vét$im
rozsahu nésledovné:

Smés 2,75 kg (14,91 mol) ethyl4,4,4trifluoracetoacetatu a 1,53 kg (9,93 mol) (x)-isoborneolu
se micha pfi teploté 105 °C (méfeno vnitinim teplomérem) po dobu 20 hodin pod destila¢nim
nastavcem, ktery umoziiuje oddestilovavani ethanolu. Teplota se poté béhem 10 hodin postupné
zvysi na 155 °C pro oddestilovani zbytkového ethanolu. Izoluje se ho celkem 650 mi (114 %
teorie). Zbyla smés se poté frakcionuje za snizeného tlaku, ¢imz se ziska 2,21 kg (76 %) ()~
isobornyl—4,4,4—trifluoracetoacetatu ve formeé bezbarvého oleje, ktery je identicky jako produkt
z prikladu 1a.

Priklad 4

Intermediarni (+)-isobornyl<4—(3—kyanfenyl)-2-trifluormethyl-2—-hydroxy—5—-oxo0-1,2,3,4,5,6,7,
8—oktahydrochinolin—3—karboxylat (z ptikladu 1b) se pfipravi ve vétsim rozsahu nasledovné:

Michana smés 830,6 g (2,86 mol) (£)-isobornyl—4,4,4—trifluoracetoacetatu, 320,7 g (2,86 mol)
1,3—cyklohexandionu, 375,0 g (2,86 mol) 3-kyanbenzaldehydu a 551,0g (7,15 mol) octanu
amonného v 15,0 | ethanolu se zahtiva k varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 8 hodin. Smés se
zfiltruje pro odstranéni 9—(3—kyanfenyl)-3,4,6,7,9,10-hexahydro—1,8—(2H,5H)-akridindionu.
Filtrat se zahusti na poloviéni objem ve vakuu. Prvni ast pozadovaného produktu (657,0 g,
44,5 %) se izoluje filtraci a promyje se ethyletherem. Filtraty a promyvaci kapaliny se zahusti ve
vakuu, zbytek se trituruje s ethyletherem a zfiltruje, ¢imz se ziska druhé ¢ast produktu (225,0 g,
15,2 %). Tento smichany material se pouzije bez dalSiho ¢&isténi. Vzorek se chromatograficky
vycisti za pouziti smési ethylacetatu a hexanu v poméru 7:3 jako eluéniho Cinidla, ¢imz se ziska
(x)-isobornyl-4—(3—-kyanfenyl)}-2—trifluormethyl-2-hydroxy—5-ox0-1,2,3,4,5,6,7,8—oktahydro-
chinolin-3-karboxylat ve formé bilé pevné latky, kterd je identickd s latkou pfipravenou v
ptikladu 1b.

Priklad 5

Piiprava 4—(3-kyanfenyl)-2-trifluormethyl-5—oxo0-1,4,5,6,7,8—-hexahydrochinolin—3—karboxy-
lové kyseliny (z pfikladu Ic) ve vét§im rozsahu se provede nasledovné:

Michana smés 800,0 g (1,55 mol) (£)-isobornyl-4—(3—kyanfenyl}-2—trifluormethyl-2-hydroxy-
5-o0x0-1,2,3,4,5,6,7,8—oktahydrochinolin—3—karboxylatu, 148,0 g (0,78 mol) p—toluensulfonové
kyseliny a 7,51 ledové kyseliny octové se zahfeje za pouziti topného plasté za 1 hodinu
a 15 minut na teplotu 100 °C. Smés se udrzuje po dobu 6 hodin na teploté 102 - 104 °C, kdy
chromatografie na tenké vrstvé na silikagelu za pouziti smési ethylacetatu a hexanu v poméru 6:4
jako eluéniho ¢inidla svédéi o tom, Ze reakce je dokonéena. Pro minimalizaci dekarboxylace se
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reakéni smés zahfiva pouze tolik, aby se dosahlo maximélni teploty 104 °C. Po odstran&ni
rozpouitddla se zbytek roztiepe mezi ethylacetat a vodu. Ethylacetatovy roztok se promyje
vodou, odd&li se atiikrat se extrahuje nasycenym vodnym hydrogenuhli¢itanem sodnym.
Michané spojené hydrogenuhliditanové extrakty se ochladi v ledové lazni apo kapkach se
piidava koncentrovana kyselina chlorovodikova, az je roztok siln& kysely. Smés se extrahuje
ethyletherem a smichané extrakty se vysusi siranem hote¢natym, zfiltruji a zahusti ve vakuu,
¢imz se ziska zluta péna. Triturovanim se smési methylenchloridu a hexanu se ziska 289,0 g
(51,5 %) vy3e uvedené karboxylové kyseliny ve formé svétle zluté pevné latky. Tento material je
identicky pokud jde o tidaje ziskané NMR a chromatografii na tenké vrstvé (na silikagelu za
pouziti 10 % methanolu v chloroformu obsahujiciho n&kolik kapek kyseliny octové jako
elugniho &inidla) s materidlem popsanym a charakterizovanym v ¢asti i. ptikladu 1.

Ethylacetatova vrstva se vysusi siranem hofe¢natym, zfiltruje a odpafi ve vakuu, ¢imZ se ziska
490 g nedistého (+)-4—(3—kyanfenyl)-2-trifluormethyl-4,6,7,8-tetrahydro—5(1H)—chinolonu ve
formé voskové svétle Zluté pevné latky. Tento material je dale oznaCovéan jako "Racemat".

Piiklad 6

Intermediarni (S)—(—)—4—(3-—kyanfenyl)—2—trifluormethyl—5—oxo~1,4,5,6,7,8—hexahydrochino—
lin-3—karboxylova kyselina (z pfikladu le) se pfipravi ve vét3im rozsahu nasledovné:

K michané suspenzi 68,0 g (140,6 mmol) soli (S)H(—)}4—(3—kyanfenyl)}-2—trifluormethyl-5-
oxo—1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin-3-karboxylové kyseliny s S—(—)—o—methylbenzylaminem
v 700 mi vody, chlazené v ledové lazni, se po kapkach piidava koncentrovana kyselina chloro-
vodikova, az je smés silng kyseld. Smés se tyFikrat extrahuje ethyletherem a smichané extrakty
se vysudi siranem hote&natym, zfiltruji a rozpoustédlo se odstrani, ¢imz se ziska 50,6 g (99 %)
#luté p&ny. Triturovanim se smési methylenchloridu a hexanu se ziska isty vzorek vySe uvedené
karboxylové kyseliny ve formé svétle Zluté pevné latky, kterd je identicka s produktem z pfikladu
le.

Ptiklad 7

Sloudenina uvedena v nazvu, (S)«(—)»4—(3—kyanfenyl)-2-trifluormethyl-4,6,7,8—tetrahydro-5
(1H)—chinolon, se izoluje z vy<isténého Racematu preparativni chirélni chromatografii.

2,95 g surového Racematu - materidlu ziskaného spojenim produkti z 3esti reakci ve stejné
velkém rozsahu, jak jsou popsany v piikladu 5, se chromatograficky vy€isti za pouZiti smési
methylenchloridu a ethylacetdtu v poméru 85:15 jako elu¢niho €inidla, EimZ se ziska 580,8 g
vy&isténého Racematu, ktery se déli jak je popsano nize. Izolace tohoto materialu béhem tivod-
niho &isténi nebyla optimalizovana.

Preparativni chiralni chromatografie 580,8 g vy¢isténého Racemitu se provede na koloné
CHIRALPACKRAD™ (amylosovy nosi¢. 10 x 50 cm, eluéni &inidlo: smés hexanu a ethanolu
v poméru 85:15). Zasobni roztok vzorku se pfipravi nejprve rozpusténim slou¢eniny v ethanolu
a poté fedénim tohoto roztoku hexanem az se dosahne kone&ného sloZeni rozpoustédla, které je
ekvivalentni sloZeni elu¢niho &inidla. Koneéna koncentrace vzorku v pipraveném zasobnim
roztoku &ini 6 g/litr. Kazdy chromatograficky cyklus se provadi injekénim nanesenim 500 ml
zasobniho roztoku a eluovanim s rychlosti priitoku 200 ml/minutu. (S)~«(-)-enantiomer (slouce-
nina uvedena v nazvu) je prvnim pikem, ktery se z kolony vymyva, (+)-enantiomer se vymyva
jako druhy. Odpatenim eluatu ve vakuu se izoluje (S)~(—)-enantiomer (281,0 g, enantiomerni
nadbytek 99,7 %, chemicka &istota 98,6 %) ve formé 3pinavé bilé pevné latky. Prekrystalovanim
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z 1000 ml acetonitrilu se ziska 261,7 g sloudeniny uvedené v nizvu ve formé bilé krystalické
pevné latky, identické v kazdém sméru s materialem ptipravenym jak je popsano v ptikladu 1.

Priklad 8

Nasledujici pfiklady ilustruji reprezentativni farmaceutické davkovaci formy obsahujici slouce-
ninu podle vynélezu (dale oznatovanou "slou¢enina X"), pro terapeutické nebo profylaktické
pouziti u ¢lovéka:

(a) tableta mg/tabletu
sloutenina X 50,0
mannitol, USP 223,75
natrium-croskarmelosa 6,0
kukufi¢ny skrob 15,0
hydroxypropylmethylcelulosa. USP 2,25
stearat hofe¢naty 3,0

(b) kapsle mg/kapsli
slou¢enina X 10,0
mannitol, USP 488,5
natrium-croskarmelosa 15,0
stearat hofe¢naty 1,5

VySe uvedené formulace Ize ziskat pomoci béznych postupti dobfe znamych v oboru farmacie.
Tablety 1ze potahovat ¢inidly chranicimi G&innou latku pred plisobenim Zalude&nich $tav pomoci
b&znych zplisobi, naptiklad pro vytvoreni povlaku z acetat-ftalatu celulosy.

PATENTOVE NAROKY

L. (8)~A-)>2-Trifluormethyl-4—(3-kyanfenyl)}-4,6,7,8—tetrahydro—5(1H)—chinolon a jeho far-
maceuticky ptijatelné soli.

2. Farmaceuticky prosttedek, vyznadujici se tim, Zze obsahuje (S)(~)2-tri-
fluormethyl-4—(3—kyanfenyl)-4,6,7,8—tetrahydro—5(1H)—chinolon podle naroku I nebo jeho
farmaceuticky pfijatelnou sill, a farmaceuticky ptijatelné fedidlo nebo nosig.

3. Zpisob pfipravy (S)H(-)-2-trifluormethyl-4—(3-kyanfenyl)-4,6,7,8—tetrahydro—5(1H)~
chinolonu, vyznac€ujici se tim, Ze zahrnuje dekarboxylaci (S)«(-)-2-trifluormethyl-
4—3-kyanfenyl)}-5—-o0x0-1,4,5,6,7,8-hexahydrochinolin—3-karboxylové  kyseliny, ktera se
provadi pfi teploté od 50° C do 250° C.

4. Zpisob podle naroku3, vyznaéujici se tim, Ze se dekarboxylace provadi pfi
teploté v rozmezi od 190 °C do 220 °C.

S. Zpuasob podle niroku3, vyznadujici se tim, Ze se dekarboxylace provadi
v inertnim rozpoustédle s vhodnou teplotou varu.
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6. Zpusob podle naroku5, vyznmaujici se tim, Ze se jako inertni rozpoustédlo
pouzije N-methylpyrrolidin-2—on. ’

7. Zpisob podle naroku3, vyznadujici se tim, Ze se dekarboxylace provadi za
ptitomnosti kyselého katalyzatoru.

8. Zptsob podle naroku7, vyzna&ujici se tim, Ze se dekarboxylace provadi pfi
teploté v rozmezi od 90 °C do 120 °C.

9. Zpusob podle naroku7, vyznadujici se tim, Ze kyselym katalyzitorem je
koncentrovana kyselina sirova nebo kyselina p—toluensulfonova.

10. Zptsob podle niroku7, vyznadujici se tim, Ze se kyselinou katalyzovani
dekarboxylace provadi za pfitomnosti rozpoustédla vybraného ze skupiny zahrnujici alkoholy,
dimethylsulfoxid, aromatické uhlovodiky, ethery a N-methylpyrrolidin—-2—on.

11. Zplsob pripravy (S)(-)-2-trifluormethyl-4—(3—kyanfenyl)-4,6,7,8—tetrahydro-5(1H)-
chinolonu, vyzna&ujici se tim, Ze se (+)isobornyl-4—(3—kyanfenyl)-2—tri-
fluormethyl -2-hydroxy-5—-ox0-1,2,3,4,5,6,7,8-oktahydrochinolin-3-karboxylat dehydratuje
pisobenim p-toluensulfonové kyseliny v pfitomnosti v podstaté bezvodého rozpoustédla
aprovede se hydrolyza za vzniku 4—(3—kyanfenyl)-2—trifluormethyl-5-oxo0-1,4,5,6,7,8—
hexahydrochinolin—3—karboxylové kyseliny, ktera se rozitépi na enantiomery, a ziskany (S)~(-)-
enantiomer se dekarboxyluje pfi teploté od 50° C do 250° C.

12. Zpisob podle naroku 11, vyznadujici se tim, Ze se jako rozpousté€dlo pouzije
ledova kyselina octova.

13. Zpiisob podle narokd 11 nebo 12, vyznaéujici se tim, Ze se dehydratace provadi
pti teploté 100 az 104 °C.

14. Zptsob podle naroku 13, vyznacujici se tim , Ze se dehydratace provadi pri
teploté 102 az 104 °C.

15. Zpisob pripravy (S}+(-)-2-trifluormethyl-4—(3-kyanfenyl)—4,6,7,8-tetrahydro—-5(1H)—chi-
nolonu, vyznacujici se tim, Zese

(i) ester acetoctové kyseliny obecného vzorce III nebo jeho hemiacetal

0 0

o N

3
(1)

ve kterém zbytek ORa predstavuje zbytek alkoholu, podrobi reakci s octanem amonnym,
3—kyanbenzaldehydem a 1,3—cyklohexandionem za vzniku slou€eniny obecného vzorce IVa
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(ii) bud’ se dehydratuje sloucenina obecného vzorce IVa za vzniku sloueniny obecného
5 vzorce [V

CN

CRa

(IV)

10

(1)

15 nebo se sloucenina obecného vzorce IVa podrobi kyselinou katalyzované dehydratac1 a hydro-
lyze za vzniku kyseliny vzorce II,

(iii) slouCenina vzorce II se roz3tépi na enantiomery ptekrystalovanim ve formé soli s S—<—)~o—
methylbenzylaminem z rozpoustédla, a
20
(iv) roz3tépend sloucenina vzorce II se dekarboxyluje pti teplot& od 50° C do 250° C.

16. Zpusob pfipravy podle naroku 15, vyznaéujici se tim, Ze se pouzije sloudenina
obecného vzorce III, ve kterém zbytek ORa predstavuje zbytek alkoholu, ktery tvofi ester ktery
25 1ze 5t&pit za mirné bazickych podminek.

17. Zpusob podle naroku 16, vyznadujici se tim, Ze se pouzije sloudenina obecného
vzorce IIl, ve kterém zbytek Ra znamend 2-kyanethylovou skupinu.

-19-
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18. Zpiisob pFipravy podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze se pouzije sloutenina
obecného vzorce 111, ve kterém zbytek ORa tvofi ester ktery lze $tépit za kyselych podminek.

19. Zpisob podle naroku 18, vyzna&ujici se tim, Ze se pouZije slouCenina obecného
vzorce 111, ve kterém zbytek Ra znamena isobornylovou skupinu.

20. Zpiisob podle naroku 15, vyzna&ujici se tim, Ze se jako vychozi latka obecného
vzorce IIl  pouzije isobornyl—4,4,4-trifluoracetoacetat pfipraveny reesterifikatni reakei
isoborneolu a ethyl—4,4,4-trifluoracetoacetatu za destilaénich podminek a nasledné se provedou
kroky (i) az (iv) podle naroku 15.

21. Zpasob podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze se jako vychozi latka obecného
vzorce IIl pouzije 2-kyanethylhemiacetal 2-kyanethyl-4,4,4—trifluoracetoacetatu pfipraveny
reesterifikaéni reakci 3—hydroxypropionitrilu a ethyl-4,4,4—trifluoracetoacetatu za destilatnich
podminek a nasledn se provedou kroky (i) az (iv) podle naroku 15.

22. (S)~(-)-2-Trifluormethyl-4—(3-kyanfenyl)—4,6,7,8-tetrahydro—5(1H)-chinolon nebo jeho
farmaceuticky ptijatelna siil podle naroku 1 pro pouziti k oSetfeni inkontinence moci.

23. Pouziti  (S)H(-)>-2-trifluormethyl-4—(3—kyanfenyl)}—4,6,7,8-tetrahydro—5(1H)—chinolonu
podle naroku 1 pro vyrobu légiva k o3etfeni inkontinence mogi.

24. Pouziti (S)y~(-)-2-trifluormethyl-4—(3-kyanfenyl)—4,6,7,8-tetrahydro—5(1H)—chinolonu
podle naroku 1 pro vyrobu lé¢iva k oSetfeni astmatu.

Konec dokumentu
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