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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy nowych N-podstawionych zwigzkow takryny, sposobu wytwarzania tych
zwigzkow oraz zastosowania zwigzkdw w terapii.

Takryna (9-aminoakrydyna) jest znana jako inhibitor acetylocholino-esterazy i jako taka znajduje
zastosowanie w leczeniu choroby Alzheimera. Jednakze zwigzek ten wykazuje wysokg hepatotoksycz-
nos¢, co istotnie ogranicza jego stosowanie.

Trwajg poszukiwania pochodnych takryny skutecznych terapeutycznie, ale wykazujgcych obni-
zong toksycznos$¢, w porownaniu z takryng. Opis patentowy US 6,194,403 ujawnia pochodne bis-ta-
kryny, ktére sg sugerowane jako substancje biologicznie czynne do leczenia choroby Alzheimera.

Opis patentowy PL 213494 ujawnia pochodne zawierajgce skondensowany uktad trojcykliczny
potagczony z hydrazynonikotynoamidem.

Wsréd tych pochodnych ujawnione sg takze pochodne takryny. Wymienione pochodne skom-
pleksowane z technetem mogg mieé zastosowanie jako zwigzki kontrastujgce dla nieinwazyjnej diagno-
styki narzgdow wewnetrznych, a zwtaszcza moézgu, ze wzgledu na tendencje do selektywnej kumulac;ji
zwigzkow w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Celem przedmiotowego wynalazku jest dostarczenie nowych, N-podstawionych zwigzkéw ta-
kryny, zwlaszcza wykazujgcych dziatanie terapeutyczne, oraz sposobu wytwarzania tych zwigzkow.

N-podstawiony zwigzek takryny wedtug wynalazku stanowi zwigzek o wzorze |,
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wzdr 1

w ktorym R4, Rz, R3, R4 sg niezalezne wybrane z grupy obejmujacej atom wodoru, atom fluo-
rowca, grupe nitrowg, grupe aminowg, grupe metylowa, grupe metoksylowa, grupe hydroksylowg, grupe
trifluorometylowa, A oznacza dwuwartosciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majacy
od dwoch do dwunastu atomow wegla, przy czym tafcuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera
co najmniej dwa atomy wegla, B oznacza akrydyne, przy czym linia poprowadzona pomiedzy atomem
wegla ugrupowania karboksamidowego a podstawnikiem B oznacza wigzanie pojedyncze tgczace nie-
weztowy atom wegla akrydyny z atomem wegla grupy karbonylowej,

albo jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalna sél.

Korzystnie, N-podstawiony zwigzek takryny odpowiada wzorowi VI,
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wzor VI

w ktorym R4, Rz, R3, R4 sg niezalezne wybrane z grupy obejmujacej atom wodoru, atom fluo-
rowca, grupe nitrowg, grupe aminowg, grupe metylowa, grupe metoksylowa, grupe hydroksylowg, grupe
trifluorometylowq, A oznacza dwuwartosciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy
od dwoch do dwunastu atomow wegla, przy czym tafcuch gtdéwny fragmentu alkilenowego A zawiera
€0 najmniej dwa atomy wegla,

albo stanowi jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalng sol.

W szczegolnoéci, R1, R2, R3, R4 53 niezalezne wybrane z grupy obejmujgcej atom wodoru, atom
fluorowca, grupe nitrowa, grupe metylowa, grupe metoksylowa, grupe trifluorometylowa, A oznacza
dwuwarto$ciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwdch do dziesieciu ato-
mow wegla, przy czym fancuch gtowny fragmentu alkilenowego A zawiera co najmniej dwa atomy wegla.

Zwigzkiem o wzorze VI jest zwlaszcza:
[2-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)etylo]akrydyno-9-karboksamid,
[3-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)propylo]akrydyno-9-karboksamid,
[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)butylo]akrydyno-9-karboksamid,
[5-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)pentylo]akrydyno-9-karboksamid,
[6-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)hexylolakrydyno-9-karboksamid,
[7-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)heptylolakrydyno-9-karboksamid,
[8-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)oktylo]akrydyno-9-karboksamid,
[9-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)nonylo]akrydyno-9-karboksamid.

albo jego hydrat, solwat lub s6l chlorowodorkowa.

Sposdéb wytwarzania N-podstawionych zwigzkdéw takryny okre$lonych powyzej, wedtug wyna-
lazku charakteryzuje sie tym, ze N’-(9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-diaminoalkan o wzorze IlI,
w ktérym A oznacza alkilen, ewentualnie rozgateziony, majacy od dwoch do dwunastu atomow wegla,
przy czym fancuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co najmniej dwa atomy wegla,
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poddaje sie reakcji z kwasem akrydynokarboksylowym o wzorze V, jego hydratem lub solwatem,
w obecnoéci N-metylomorfoliny i chlorodimetoksytriazyny, w temperaturze -5°C do 0°C, w $rodowisku
€O najmniej jednego organicznego rozpuszczalnika aprotonowego, a wyizolowany produkt ewentualnie
przeksztatca sie w sol. Korzystnie, jako organiczny rozpuszczalnik aprotonowy stosuje sie eterowy roz-
puszczalnik aprotonowy, zwfaszcza wybrany z grupy obejmujgcej tetrahydrofuran (THF), dimetok-
syetan, dioksan.

Zwigzek okre$lony powyzej stosuje sie w terapii do leczenia choroby nowotworowej ze wspaotist-
niejaca chorobg Alzheimera.

Zwigzki wedtug wynalazku nie zostaty dotychczas ujawnione w literaturze chemicznej. Nieocze-
kiwanie, zwigzki wedtug wynalazku wykazujg wtasciwosci hamujgce acetylocholinoesteraze i butyrylo-
cholinoesteraze, oraz agregacje beta-amyloidu, przy czym powinowactwo do wymienionych enzymow
jest istotnie wieksze niz w przypadku takryny. Zarazem zwigzki wedtug wynalazku wykazujg cytotok-
syczno$é, co wykazano w testach na izolowanych hodowlach komdrkowych, wskutek czego stanowig
potencjalne substancje czynne do stosowania w terapii przeciwnowotworowej ze wspotistniejgcg cho-
robg Alzheimera.

Wynalazek jest ponadto zilustrowany z powotaniem, rysunku, ktérego fig. 1 przedstawia kinetyke
inhibitowanie AChE, a fig. 2 zalezno$¢ inhibicji agregacji peptydu AB od stezenia.

Zwigzkiem wedtug wynalazku jest N-podstawiony zwigzek takryny o wzorze |,

;?
R

il
N ~ 0D

wzor 1

w ktérym

R1, Rz, R3, R4 sg niezalezne wybrane z grupy obejmujgcej atom wodoru, atom fluorowca, grupe
nitrowa, grupe aminowg, grupe metylowa, grupe metoksylowa, grupe hydroksylowa, grupe trifluorome-
tylowa,
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A oznacza dwuwarto$ciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwdch do
dwunastu atoméw wegla, przy czym tanicuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co najmniej dwa
atomy wegla,

B oznacza akrydyne, przy czym linia poprowadzona pomiedzy atomem wegla ugrupowania kar-
boksamidowego a podstawnikiem B oznacza wigzanie pojedyncze fgczgce atom wegla grupy karbony-
lowej z nieweztowym atomem wegla w ktérymkolwiek z szesciocztonowych pierécieni akrydyny,

albo jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalna sél.

W obrebie opisu wynalazku i zastrzezen patentowych, fancuchem gtéwnym w dwuwarto$ciowym
fragmencie alkilenowym A jest tancuch weglowy, ktérego skrajnymi atomami wegla sg atomy wegla
potgczone z atomami azotu.

Zwigzek wedtug wynalazku o wzorze 1 otrzymuje sie w dwéch etapach ze zwigzku 1,2,3,4-tetra-
hydroakrydynowego. W pierwszym etapie, zilustrowanym na schemacie |,
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zwigzek 9-chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydynowy o wzorze |l przeprowadza sie w zwigzek N-(1,2,3,4-te-
trahydroakrydyno)-alkilodiaminowy o wzorze Il w reakcji z diaming o wzorze 1V H2N-A-NH2 (w ktérym
A oznacza fragment alkilenowy -(CnH2n)-, gdzie n oznacza liczbe catkowitg od 2 do 12 wigcznie),
w obecnoéci jodku sodu jako katalizatora, w $rodowisku fenolu jako rozcienczalnika.

Reakcje prowadzi sie w temperaturze 170°-180°C.

Korzystnie, stosuje sie zwigzek 9-chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydynowy i diamine w iloSciach row-
nomolowych. Fenol stosuje sie w ilodci odpowiadajgcej pieciokrotnej liczbie moli zwigzku 9-chloro-
1,2,3 4-tetrahydroakrydynowego lub diaminy.

W kolejnym etapie, przedstawionym na schemacie Il, zwigzek N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-
alkilodiaminowy o wzorze Ill, w ktérym A ma wyzej podane znaczenie,
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poddaje sie kondensacji z kwasem akrydynokarboksylowym o wzorze B-COOH (wz6r V), w ktérym to
wzorze ugrupowanie B oznacza akrydyne a linia poprowadzona pomiedzy atomem wegla grupy kar-
boksylowej a ugrupowaniem B oznacza wigzanie pojedyncze tgczace nieweztowy atom wegla akrydyny
z atomem wegla grupy karboksylowej, do wytworzenia zwigzku wedtug wynalazku o wzorze |.

Kondensacje prowadzi sie w obecnosci N-metylomorfoliny i chlorodimetoksytriazyny, w $rodowi-
sku rozpuszczalnika organicznego, w temperaturze tazni lodowe;j, tj. -5° + 0°C.

Korzystnie, rozpuszczalnikiem organicznym jest aprotonowy rozpuszczalnik organiczny lub mie-
szanina aprotonowych rozpuszczalnikdw, bardziej korzystnie eterowy aprotonowy rozpuszczalnik orga-
niczny lub mieszanina takich rozpuszczalnikow. Szczegoélnie korzystny rozpuszczalnik jest wybrany
Z grupy obejmujgcej tetrahydrofuran, dimetoksyetan, dioksan, oraz ich mieszanine.

Stosuje sie proporcje molowg substratow/reagentow [zwigzek N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-al
kilodiaminowy o wzorze Ill / kwas akrydynokarboksylowy o wzorze V / N-metylomorfolina / chlorodime-
toksytriazyna) odpowiadajgcg w przyblizeniu proporcji1:1: 1 : 1.

Korzystnie, jako kwas akrydynowy o wzorze V stosuje sie kwas 9-akrydynokarboksylowy, na
przyktad hydrat kwasu 9-akrydynokarboksylowego.

Korzystnie, jako chlorodimetoksytriazyne stosuje sie 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne.

Korzystnie, N-podstawionym zwigzkiem takryny wedtug wynalazku jest zwigzek o wzorze VI,

S \l»,/ =
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wzdr VI

w ktérym

R1, Rz, R3, R4 sg niezalezne wybrane z grupy obejmujgcej atom wodoru, atom fluorowca, grupe
nitrowa, grupe aminowg, grupe metylowg, grupe metoksylowa, grupe hydroksylowa, grupe trifluorome-
tylowa,

A oznacza dwuwarto$ciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwdch do
dwunastu atomdéw wegla, przy czym tancuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co najmniej dwa
atomy wegla,

albo jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalna sol.

Bardziej korzystnie, N-podstawionym zwigzkiem takryny wedtug wynalazku jest zwigzek o wzorze
VI, w ktorym R1, Rz, R3, R4 sg niezalezne wybrane z grupy obejmujgcej atom wodoru, atom fluorowca,
grupe nitrowg, grupe metylowa, grupe metoksylowa, grupe trifluorometylowa,

A oznacza dwuwartosciowy, fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwéch
do dziesieciu atomow wegla, przy czym fancuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co najmniej
dwa atomy wegla,

albo jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalna sél.

Szczegoblnie korzystnie, N-podstawionym zwigzkiem takryny wedtug wynalazku jest zwigzek wy-
brany sposrod nastepujgcych zwigzkow:
[2-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)etylo]akrydyno-9-karboksamid,
[3-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)propylo]akrydyno-9-karboksamid,
[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)butylo]akrydyno-9-karboksamid,
[5-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)pentylo]lakrydyno-9-karboksamid,
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[6-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)hexylo]akrydyno-9-karboksamid,
[7-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)heptylo]lakrydyno-9-karboksamid,
[8-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)oktylo]akrydyno-9-karboksamid,
[9-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)nonylo]akrydyno-9-karboksamid.

albo jego hydrat, solwat lub sél chlorowodorkowa.

Zwigzki wedtug wynalazku stanowig nowy typ hybrydowych pochodnych zawierajgcych fragment
tetrahydroakrydynowy i fragment akrydynowy, i sg zwigzkami o potencjalnym zastosowaniu farmakolo-
gicznym. Zwigzki wedtug wynalazku sg inhibitorami o wtasciwo$ciach hamujgcych acetylocholinoeste-
raze i butyrylocholinoesteraze, oraz agregacje beta-amyloidu. Badania powinowactwa do acetylocholi-
noesterazy oraz butyrylocholinoesterazy wykazaty, ze poziom powinowactwa do wymienionych enzy-
mow jest wyzszy, niz w przypadku takryny.

Wiasnos$ci inhibitujgce zwigzkéw wedtug wynalazku zostaty wykazane w testach przeprowadzo-
nych na izolowanych hodowlach komérkowych. Przeprowadzono takze badanie czynnosci przeciw-
agregacyjnej f-amyloidu dla wybranego zwigzku wedtug wynalazku, ktéry okazat sie najskuteczniej-
szym inhibitorem AChE.

Tozsamo$¢ zwigzkdéw wedtug wynalazku oraz struktury uzyskanych potgczen zostaty potwier-
dzone metodami analiza spektralnych: MS, MS-HR, IR.

Przyktady

Przyktad 1

Zwigzek 1a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-etano-1,2-diamina

Do 5 czesci molowych fenolu dodaje sie 1 czeS¢ molowg 9-chloro-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny,
2 czesci molowe 1,2-etanodiaminy oraz jodek sodu w iloci katalitycznej, i miesza sie na mieszadle
magnetycznym w temperaturze 170-180°C przez 2 godziny. Mieszanine poreakcyjng rozprowadza sie
w wodnym roztworze wodorotlenku potasu w obecno$ci octanu etylu (proporcja objetoSciowa 1:1), eks-
trahuje sie N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-etano-1,2-diamine do fazy organicznej, zateza ekstrakt pod
zmniejszonym ciSnieniem, a pozostato$é poddaje sie krystalizacji.

Zwigzek 1b: chlorowodorek [2-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)etylo]akrydyno-9-karbok-
samidu

Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (1,62 mmol, 0,39 g) w tetrahydrofuranie
(10 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,18 g, 1,78 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne
(0,31 g, 1,77 mmol) i miesza sie na tazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-
-tetrahydroakrydyno)-etano-1,2-diamine (1,74 mmol, 0,52 g). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela sie
wytrgcony osad drogg sgczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuje sie [3-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-
-yloamino)etylo]akrydyno-9-karboksamid (wydajnos¢ 72% wzgledem teoretycznej) o t.t 198-215°C.
Uzyskany zwigzek przeprowadza sie w sol — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226)
otrzymujgc zwigzek 1b (0,06 g, wydajno$¢ 88% wzgledem teoretycznej), o t.t. 177-195°.

Przyktad 2

Zwigzek 2a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-propano-1,3-diamina

Zwigzek 2a otrzymuje sie postepujgc wedtug procedury okreslonej w przykfadzie 1 dla zwigzku
1a, ale stosujac 1,3-propanodiamine zamiast 1,2-etanodiaminy.

Zwigzek 2b: chlorowodorek [3-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)propylo]akrydyno-9-karbok-
samidu

Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (1,45 mmol, 0,35 g) w tetrahydrofuranie
(10 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,16 g, 1,58 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne (0,28 g,
1,59 mmol) i miesza sie na tazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-tetrahydroakry-
dyno)-propano-1,3-diamine (1,57 mmol). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela sie wytrgcony osad drogg
sgczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuje sie [3-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)etylo]Jakrydyno-9-
-karboksamid (wydajnosé 68% wzgledem teoretycznej) o t.t 210-255°C. Uzyskany zwigzek przeprowadza
sie w sol — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226) otrzymujgc zwigzek 2b (0,04 g, wy-
dajnosé 47% wzgledem teoretycznej), o t.t. 191-228°.

Przyktad 3

Zwigzek 3a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-butano-1,4-diamina

Zwigzek 3a otrzymuje sie postepujgc wedtug procedury okreslonej w przyktadzie 1 dla zwigzku
1a, ale stosujgc 1,4-butanodiamine zamiast 1,2-etanodiaminy.

Zwigzek 3b: chlorowodorek [4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)butylo]akrydyno-9-karbok-
samidu
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Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (1,12 mmol, 0,27 g) w tetrahydrofuranie
(10 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,12 g, 1,19 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne
(0,22 g, 1,25 mmol) i miesza sie na tazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-
-tetrahydroakrydyno)-butano-1,4-diamine (1,23 mmol, 0,33 g). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela
sie wytracony osad drogg saczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuje sie [4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-
-9-yloamino)butylo]akrydyno-9-karboksamid (wydajno$¢ 70% wzgledem teoretycznej) o t.t 165-180°C.
Uzyskany zwigzek przeprowadza sie w s6l — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226)
otrzymujac zwigzek 3b (0,06 g, wydajnos¢ 68% wzgledem teoretycznej), o t.t. 171-185°.

Przyktad 4

Zwigzek 4a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-pentano-1,5-diamina

Zwigzek 4a otrzymuje sie postepujgc wedtug procedury okreslonej w przyktadzie 1 dla zwigzku
1a, ale stosujgc 1,5-pentanodiamine zamiast 1,2-etanodiaminy.

Zwigzek 4b: chlorowodorek [5-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)pentylo]Jakrydyno-9-kar-
boksamidu

Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (1,58 mmol, 0,38 g) w tetrahydrofuranie
(10 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,17 g, 1,68 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne
(0,30 g, 1,71 mmol) i miesza sie na tazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-
-tetrahydroakrydyno)-pentano-1,5-diamine (1,69 mmol, 0,48 g). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela
sie wytracony osad drogg saczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuje sie [5-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-
-9-yloamino)pentylo]akrydyno-9-karboksamid (wydajnos¢ 67% wzgledem teoretycznej) w postaci oleju.
Uzyskany zwigzek przeprowadza sie w sol — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226)
otrzymujgc zwigzek 4b (0,075 g, wydajnos¢ 24% wzgledem teoretycznej), w postaci oleju.

Przyktad 5

Zwigzek 5a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-heksano-1,6-diamina

Zwigzek 5a otrzymuje sie postepujac wedtug procedury okreslonej w przykfadzie 1 dla zwigzku
1a, ale stosujgc 1,6-heksanodiamine zamiast 1,2-etanodiaminy.

Zwigzek 5b: chlorowodorek [6-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)heksylo]Jakrydyno-9-kar-
boksamidu

Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (1,24 mmol, 0,30 g) w tetrahydrofuranie
(10 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,14 g, 1,38 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne
(0,24 g, 1,37 mmol) i miesza sie na tazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-
-tetrahydroakrydyno)-heksano-1,6-diamine (1,34 mmol, 0,40 g). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela
sie wytracony osad drogg saczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuje sie [6-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-
-9-yloamino)heksylo]akrydyno-9-karboksamid (wydajno$¢ 59% wzgledem teoretycznej) w postaci oleju.
Uzyskany zwigzek przeprowadza sie w sol — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226)
otrzymujgc zwigzek 5b (0,038 g, wydajnos¢ 16% wzgledem teoretycznej), w postaci oleju.

Przyktad 6

Zwigzek 6a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-heptano-1,7-diamina

Zwigzek 6a otrzymuje sie postepujac wedtug procedury okreslonej w przykfadzie 1 dla zwigzku
1a, ale stosujgc 1,7-heptanodiamine zamiast 1,2-etanodiaminy.

Zwigzek 6b: chlorowodorek [7-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)heptylo]Jakrydyno-9-kar-
boksamidu

Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (1,12 mmol, 0,27 g) w tetrahydrofuranie
(8 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,12 g, 1,19 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne
(0,21 g, 1,20 mmol) i miesza sie na tazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-
-tetrahydroakrydyno)-heptano-1,7-diamine (1,21 mmol, 0,34 g). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela
sie wytracony osad drogg saczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuije sie [7-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-
-9-yloamino)heptylo]Jakrydyno-9-karboksamid (wydajnos¢ 62% wzgledem teoretycznej) w postaci oleju.
Uzyskany zwigzek przeprowadza sie w sol — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226)
otrzymujgc zwigzek 6b (0,038 g, wydajnos¢ 26% wzgledem teoretycznej), w postaci oleju.

Przyktad 7

Zwigzek 7a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-oktano-1,8-diamina

Zwigzek 7a otrzymuje sie postepujgc wedtug procedury okreslonej w przyktadzie 1 dla zwigzku
1a, ale stosujgc 1,8-oktanodiamine zamiast 1,2-etanodiaminy.

Zwigzek 7b: chlorowodorek [8-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)oktylo]akrydyno-9-karbok-
samidu
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Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (3,11 mmol, 0,75 g) w tetrahydrofuranie
(8 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,34 g, 3,36 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne
(0,59 g, 3,36 mmol) i miesza sie na tazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-
-tetrahydroakrydyno)-oktano-1,8-diamine (3,37 mmol, 1,1 g). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela sie
wytrgcony osad drogg sgczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuje sie [8-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-
-yloamino)oktylo]akrydyno-9-karboksamid (wydajno$¢ 66% wzgledem teoretycznej) w postaci oleju.
Uzyskany zwigzek przeprowadza sie w sol — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226)
otrzymujgc zwigzek 7b (0,020 g, wydajnos¢ 47% wzgledem teoretycznej), w postaci oleju.

Przyktad 8

Zwigzek 8a: N-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-nonano-1,9-diamina

Zwigzek 8a otrzymuje sie postepujgc wedtug procedury okreslonej w przykfadzie 1 dla zwigzku
1a, ale stosujgc 1,9-nonanodiamine zamiast 1,2-etanodiaminy.

Zwigzek 8b: chlorowodorek [9-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)nonylo]akrydyno-9-karbok-
samidu

Do roztworu hydratu kwasu 9-akrydynokarboksylowego (2,36 mmol, 0,75 g) w tetrahydrofuranie
(8 ml) dodaje sie N-metylomorfoline (0,26 g, 2,57 mmol) oraz 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne
(0,44 g, 2,51 mmol) i miesza sie na fazni lodowej przez 3 godziny. Nastepnie dodaje sie N-(1,2,3,4-
-tetrahydroakrydyno)-nonano-1,9-diamine (2,53 mmol, 0,86 g). Cato$¢ miesza sie 21 godzin, oddziela
sie wytrgcony osad drogg sgczenia i poddaje krystalizacji. Otrzymuj e sie [9-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-
-9-yloamino)nonylolakrydyno-9-karboksamid (wydajno$¢ 64% wzgledem teoretycznej) w postaci oleju.
Uzyskany zwigzek przeprowadza sie w sol — chlorowodorek — znang metodg (np. wedtug US 5,155,226)
otrzymujgc zwigzek 8b (0,035 g, wydajnos¢ 91% wzgledem teoretycznej), w postaci oleju.

Przyktad 9 Badanie czynnosci inhibicyjnej zwigzkéw wedtug wynalazku.

Aktywno$¢ inhibicyjng otrzymanych zwigzkow w stosunku do acetylocholinoesterazy (AChE) i butyry-
locholinoesterazy (BuChE) okre$lono metodg spektrometryczng Ellmana. Badania inhibicji dla wszystkich
zwigzkow wedtug wynalazku zostaty przeprowadzone w trzech seriach pomiaréw. Nastepnie wyznaczono
dla nich warto$ci IC=o, czyli takie stezenie substancji bedacej potencjalnym inhibitorem, przy ktérym inhibicja
osigga wartos¢ 50%. Wyniki zostaty przedstawione w ponizszej tablicy 1. Uzyskane wartosci ICso inhibicji
przedstawiono w poréwnaniu z referencyjnym inhibitorem, ktérym jest takryna: 9-amino-(1,2,3,4-tetrahydro-
akrydyna).

Tablica 1
Zwigzek AChE BuChE Selektywnos¢ | Selektywnosé
wedtug ICso [uM] 1Cso [uM] AChE/BuChE | BuChE/AChE
wynalazku

1b 12,313 +£2,718 | 0,179 = 0,007 68,675 0,015

2b 0,408 £ 0,093 | 0,335+0,048 1,221 0,819

3b 0,420 £ 0,099 | 1,033 £0,217 0,406 2,462

4b 0,082+ 0,014 | 0,018 0,002 4,444 0,225

5b 7,404 + 0,567 | 25,691 + 8,209 0,288 3,470

6b 0,920+ 0,039 0,968 £ 0,163 0,950 1,053

7b 15,487 +1,972 | 0,886 +0,119 17,474 0,057

8b 0,378 1 0,088 | 2,425+ 0,252 0,156 6,408
Zwiazek

referencyjny

Takryna 2,488 £ 0,088 | 0,199 = 0,088 12,525 0,080
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Wszystkie zwigzki wedtug wynalazku wykazujg wtasciwosci inhibicyjne w stosunku do AChE oraz
BuChE. Najskuteczniejszym inhibitorem AChE spos$rdd zwigzkéw wedtug wynalazku jest zwigzek 4b —
chlorowodorek [5-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)pentylo]akrydyno-9-karboksamidu.

Kinetyka inhibitowania AChE przez zwigzek 4b jest zilustrowana wykresem na fig. 1 (inhibicja
mieszana: Km = 75,756 uM, Vmax = 16,939 A/min).

Przyktad 10 Badanie czynno$ci przeciwagregacyjnej -amyloidu.

Badanie przeprowadzono dla zwigzku wedtug wynalazku, ktéry okazat sie najskuteczniejszym
inhibitorem AChE, tj. dla zwigzku 4b: chlorowodorku [5-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyn-9-yloamino)pen-
tyloJakrydyno-9-karboksamidu.

Wsréd wielu czynnikdw, w patogenezie choroby Alzheimera wyrdznia sie agregacje peptydu AB.
Do analizy wykorzystano tioflawine T (thioflavine T, ThT). Wyniki, ktore przedstawiono na wykresie,
pokazujg wtasciwosci antyagregacyjne badanego zwigzku wedtug wynalazku, w réznych stezeniach
(10-100 uM). Wraz ze wzrostem uzytego stezenia inhibitora rosSnie procent hamowania agregacji
-amyloidu. Wyniki przedstawiono na wykresie zilustrowanym na fig. 2.

Przyktad 11 Badanie cytotoksycznosci

Do wykonania badania uzyto linii komérek ATCC CCL-185 (nowotworowe komorki nabtonkowe
ptuc). Komorki hodowano na ptytce 96-dotkowej przez 24 godziny, a nastepnie inkubowano ze zwigz-
kami wedtug wynalazku przez kolejne 24 godziny. Wykonano réwniez proby kontrolne, do ktérych nie
dodawano zwigzkoéw wedtug wynalazku. Po inkubacji dodano roztwér MTT (test z uzyciem bromku
3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego) i inkubowano przez kolejne 4 godziny w 37°C.
Nastepnie zmierzono absorbancije przy dtugosci fali 540 nm.

Wyniki badania cytotoksycznosci: wyniki sugerujg, ze badane zwigzki nie wykazujg znaczgcego
dziatania cytotoksycznego w zakresie stezen: 0,1-5 M. Efekt toksyczny zaczyna sie ujawniaé po za-
stosowaniu stezenia 10 (M i miesci sie w granicach: 75%-94% dla przezywalno$ci komérek. Przezy-
walnosé drastycznie spada przy stezeniu 100 M i wynosi odpowiednio dla zwigzkéw wedtug wynalazku
w postaci soli chlorowodorkowych: dla zwigzku 1b — 14%, 3b — 41%, 4b — 43%, 5b — 22%, 6b - 23%,
7b - 29%, 8b — 9%. W przeciwienstwie do pozostatych, zwigzek 2b nie wykazuje istotnego dziatania
cytotoksycznego w zakresie stosowanych stezen. Stezenia zwigzkéw wedtug wynalazku, przy ktoérych
aktywno$¢ enzymédw (AChE oraz BuChE) zostaje zahamowana w 50% (warto$ci ICs0) sg znacznie
mniejsze.

Zastrzezenia patentowe

1. N-podstawiony zwigzek takryny o wzorze |,

wzor 1
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w ktérym
R1, R2, R3, R4 sg niezalezne wybrane z grupy obejmujgcej atom wodoru, atom fluorowca,
grupe nitrowg, grupe aminowg, grupe metylowa, grupe metoksylowg, grupe hydroksylowa,
grupe trifluorometylowa,
A oznacza dwuwarto$ciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwoch
do dwunastu atoméw wegla, przy czym fancuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co
najmniej dwa atomy wegla,
B oznacza akrydyne, przy czym linia poprowadzona pomiedzy atomem wegla ugrupowania
karboksamidowego a podstawnikiem B oznacza wigzanie pojedyncze tgczgce nieweztowy
atom wegla akrydyny z atomem wegla grupy karbonylowej,
albo jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalna sél.
2. N-podstawiony zwigzek takryny wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze odpowiada wzorowi VI,

wzor VI

w ktérym

R1, R2, R3, R4 sg niezalezne wybrane z grupy obejmujgcej atom wodoru, atom fluorowca,
grupe nitrowg, grupe aminowg, grupe metylowa, grupe metoksylowg, grupe hydroksylowa,
grupe trifluorometylowa,

A oznacza dwuwartosciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwoch
do dwunastu atomdw wegla, przy czym fancuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co
najmniej dwa atomy wegla,

albo jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalna sél.

3. N-podstawiony zwigzek takryny wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze Ri, Rz, R3, R4 s3 nie-
zalezne wybrane z grupy obejmujgcej atom wodoru, atom fluorowca, grupe nitrowg, grupe
metylowa, grupe metoksylowag, grupe trifluorometylowa,

A oznacza dwuwarto$ciowy fragment alkilenowy, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwoch
do dziesieciu atomdw wegla, przy czym tancuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co
najmniej dwa atomy wegla,

albo jego hydrat, solwat lub farmakologicznie dopuszczalna sél.

4. N-podstawiony zwigzek takryny wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze stanowi zwigzek:
2-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)etylo]lakrydyno-9-karboksamid,
[3-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)propylo]akrydyno-9-karboksamid,
[4-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)butylo]akrydyno-9-karboksamid,
[5-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)pentylo]akrydyno-9-karboksamid,
[6-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)hexylo]lakrydyno-9-karboksamid,
[7-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)heptylo]akrydyno-9-karboksamid,
[8-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)oktylo]akrydyno-9-karboksamid,
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[9-(1,2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)nonylo]akrydyno-9-karboksamid.
albo jego hydrat, solwat lub s6l chlorowodorkowa.

. SposOb wytwarzania N-podstawionych zwigzkéw takryny okre$lonych w zastrz. 1-4, zna-

mienny tym, ze N’-(9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyno)-diaminoalkan o wzorze I, w ktérym
A oznacza alkilen, ewentualnie rozgateziony, majgcy od dwdch do dwunastu atomow wegla,
przy czym tancuch gtéwny fragmentu alkilenowego A zawiera co najmniej dwa atomy wegla,
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poddaje sie reakcji z kwasem akrydynokarboksylowym o wzorze V, jego hydratem lub solwatem,
w obecnosci N-metylomorfoliny i chlorodimetoksytriazyny, w temperaturze -5°C do 0°C, w $ro-
dowisku co najmniej jednego organicznego rozpuszczalnika aprotonowego, a wyizolowany pro-
dukt ewentualnie przeksztatca sie w sol.

. SposOb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze jako organiczny rozpuszczalnik aprotonowy

stosuje sie eterowy rozpuszczalnik aprotonowy.

. SposOb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze stosuje sie eterowy rozpuszczalnik aprotonowy

wybrany z grupy obejmujacej tetrahydrofuran (THF), dimetoksyetan, dioksan.

. Zwigzek okre$lony w zastrz. 1-4, do stosowania w terapii do leczenia choroby nowotworowe;j

ze wspotistniejgcg chorobg Alzheimera.
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Rysunki

Kinetyka AChE

Chlorowodorek [5-(1.2,3,4-tetrahydroakrydyno-9-yloamino)pentylo]akrydyno-9-

karboksamidu
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