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Sposdb wytwarzania nowej pochodne;j
5, 6, 7, Ta-tetrahydro-4H-tieno/3,2-c/ pirydynonu-2

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania nowe;j pochodnej 5,6,7, 7a-tetrahydro-4H-
-tieno/3,2-¢/ pirydynosnu-2 stosowanej w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej.

Zwiazek otrzymany sposobem wedlug wynalazku odpowiada wzorowi 1.

Wytwarzanie soli addycyjnych zwigzku o wzorze 1z kwasami mineralnymi lub organicznymi
farmaceutycznie dopuszczalnymi wchodzi réwniez w zakres niniejszego wynalazku.

Zwiazek zawierajacy asymetryczny atom wegla moze wystepowaé w postaci dwéch enancjo-
mer6éw. Wynalazek dotyczy zaréwno kazdego z enancjomerdw jak i ich mieszaniny.

Spos6éb wytwarzania zwigzku wedtug wynalazku jest znamienny tym, ze:

a) poddaje si¢ nitrozowaniu zwigzek o wzorze 2

b) otrzymany keto—oksym o wzorze 3 poddaje si¢ uwodornieniu

) na otrzymany zwigzek uwodorniony o wzorze 4 dziala si¢ kwasem otrzymujac pochodna o
wzorze 1.

Zwiazek o wzorze 2, stanowiacy produkt wyjsciowy w syntezie zwiazku o wzorze 1, jest znany
a sposdb jego wytwarzaznia jest opisany we francuskim opublikowanym opisie patentowym
ar 2495 158.

Operacje nietrozowania pozwalajaca na otrzymanie zwiazku o wzorze 3, tzn. 5-/2-
chlorobenzylo/-3-hydroksyimino-4, 5, 6, 7-tetra hydro-3H-tieno/3,2-c/pirydynonu-2 prowa-
dzi si¢ w §rodowisku lodowatego kwasu octowego w atmosferze obojetnej, przez reakcj¢ zwigzku o
wzorze 2 z azotynem sodu.

Reakcj¢ uwodornienia prowadzi si¢ w obecnosci kwasu nadchlorowego i katahzatora
korzystnie palladu na weglu, w roztworze w alkoholu, takim jak metanol, etanol, izopropanol, lub
w rozpuszczalniku wodnoalkoholowym, w temperaturze 10-50°C.

Reakcje z kwasem prowadzi si¢ dla zwigzku o wzorze 4 rozpuszczonego w mieszaninie
skladajacej si¢ zalkoholu tzkiego jak metanol, etanol,izopropanol i z kwasu takiego jak kwas solny
bromowodorcwy o st¢zeniach od 1N do 3 N korzystnie 2N. Operacj¢ prowadzi si¢ w temperaturze
wrzenia pod chlodnicg zwrcing, w atmosferze oboj¢tnej, w ciagu 3-6 godzin.

Zwiazek o wzorze 1, ewentualnie w postaci jege soli addycyjnych jest stosowany jako lek,
zwlaszcza przeciw skupieniu si¢ piytek krwi i przeciw zakrzepom.



) - 139772

Badanie toksycznosci ostrej, chronicznej, podchronicznej i opéZnionej wykazato dobrg tole-
rancje i niska toksyczno$é pochodnej wedlug wynalazku.

Badania wykonane na myszach, szczurach i krélikach wykazaty, ze podawanie zwigzku
wedtug wynalazku tak droga doustna jak 1 dootrzewna nie spowodowato, podczas calego okresu
prowadzenia réznych prob, zadnej reakcji miejscowej lub og6lnej, zadnych zaki6cen w kontrolach
biologicznych prowadzonych regularnie, zadnego uszkodzenia makroskopowego lub mikroskopo-
wego. :

Badanie farmakologiczne wykazalo dzialanie inhibitujgce skupianie si¢ plytek krwi i
przeciwzakrzepowe.

1°/ Dziafanie inhibitujace skupianie si¢ plytek krwi.

Badanie prowadzono na szczurze, ktéry otrzymywat w ciggu 3 dni, droga doustna, 100mg
zwiazku wedlug wynalazku w momentach:

— 48 godzin, — 24 godziny i — 2 godziny. W momencie 0 godzin pobrano 4 ml krwi Renauda
z zyly szyjnej u$pionego zwierzgcia. Tg krew cytrynianowg uzyto do pomiaru skupiania si¢ ptytek
krwi.

a) pomiar skupiania si¢ plytek krwi za pomocg A. D. P. 2ml krwi cytrynianowej przeniesiono
szybko do malej zlewki umieszczonej na mieszadle magnetycznym i wyposazonej w namagneso-
wany prgcik. Po kilku sekundach mieszania, do zlewki wprowadzono 0,4 ml roztworu zawieraja-
cego 0,66 ug adenozyno-dwutosforanu (A. D. P.) na ml. Po 90 sekundach mieszania pobrano dwie
prébki po 0.5ml krwi:

— pierwszg probke zmieszano z 0,5ml roztworu EDTA-formalina o zawartosci
0,0lMEDTA i 7,5% formaliny

— druga probk¢ zmieszano z 0,5ml roztworu samej EDTA.

Badanie roztworu EDTA — formalina miato na celu stabilizacj¢ krwi a wiec ustalenie
skupienie si¢, podczas gdy EDTA powodowata przeciwnie rozkfad wszelkich skupisk ptytkowych.

Po 10 minutowym odstaniu i wirowaniu 2 mieszanin z malg szybkoscig w ciagu 5 minut, dla
oddzielenia czewonych krwinek, pobrano gdérng warstwe¢ stanowigca plazm¢ bogatag w plytki
(PRP), rozcienczono i obliczono ptytki. Intensywno$¢ skupiania si¢ oznaczono stosunkiem

liczba ptytek w EDTA — formalina X 100 = procent ptytek nie skupionych
Iiczba plytek w EDTA .

Badany produkt tym lepiej inhibitowal skupianie si¢ ptytek im stosunek ten byt blizszy 100.

Oznaczono w ten sposob, ze w serii §szczuréw potraktowanych zwigzkiem wedtug wynalazku
otrzymana procentowos$¢ wyniosta 44113, podczas gdy dla serii 5szczur6w kontrolnych procento-
wo$¢ wyniosta 612,

b) pomiar skupiania si¢ plytek krwi pod wplywem kolagenu

Do 1,5ml krwi cytrynianowej dodano 0,10 ml roztworu zawierajacego 10 u kolagenu na ml.
Mieszaning utrzymywano przy mieszaniu, a pomiaru liczby plytek dokonywano bez przerwy.

Zmniejszenie si¢ liczby wolnych plytek w funkcji czasu, kontrolowane w sposéb ciagly,
pozwolito na wykreslenie krzywej, ktorej nachylenie dato szybkos$é poczatkowa skupiania sig
plytek.

Dla serii 5 szczuréw potraktowanych zwigzkiem wediug wynalazku szybko$¢ poczatkowa
skupiania si¢ wyniosta 2,33%1,18, podczas gdy dla serii kontrolnej (5 szczuréw) szybkoéé ta

"wyniosta 12,4412,65.

Badanie aktywnosci inhibitujacej skupianie si¢ plytek krwi przeprowadzono takze dla dziata-
nia zwigzku wedtug wynalazku w odniesieniu do czasu krwawienia.

Zastosowano adaptowang metodg L. Stella, M. B. Donati i G. Gaetano, Thromb. Rea.. 1975,
7, 709-716. -7 :

Doswiadczenie przeprowadzono na szczurze, ktéry otrzymat per os na 65 godzin 41 godzini 17
godzin wczesniej 200 mg zwiazku wedlug wynalazku w zawiesinie w 10 ml/kg wodnego roztworu
gumy arabskiej SN. po uspieniu pentobarbitalem przecigto ogon szczura na 5 mm od kofica. Krew
starannie wycierano gabka w ciagu 15sekund, uwazajac, by nie dotknaé rany. Hemostazg osiagano
wowczas, gdy zatrzymanie krwawienia nast¢gpowato w ciggu 1 minuty.

Czasy krwawienia wyrazaly si¢ w sekundach a czaséw diuzszych od 1200 sekund (20 minut) nie
obliczono. '
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Oznaczono w ten sposéb, ze dla zwierzat kontrolnych, ktére otrzymaty tylko gume arabska,
$redni czas krwawienia wynis6t 390 sekund, podczas gdy dla zwierzat potraktowanych zwigzkiem
wedlug wynalazku czas ten byl wyzszy od 1200 sekund.

2°/ Dziatanie przeciwzakrzepowe

Dzialanie to badano dwoma metodami:

a) metoda eksperymentalnego zakrzepu na nici jedwabne;.

Zasada tego badania polega na adaptacji metody eksperymentalnego zakrzepu wywotanego
przez krazenie pozaustrojowe, opisanej przez Truhiko Umetau i Kazuko Samai (Thromb. Hae-
most..39 1, 1978).

U szczura u$pionego przez wstrzyknigcie dootrzewnowe pentobarbitolu obnazano lewg zyle
szyjna i prawg tetnicg szyjng zewngtrzng.

Odgalezienie boczne tgtniczo-zylne skiadalo si¢ z cewnika centralnego i dwoch cewnikéw
bocznych; bialg nitk¢ z jedwabiu naturalnego wprowadzono do czeéci centralne;j i przywrécono
krazeme w ciagu 20 minut. Po zatrzymamu krazenia przez zakleszczenie, nitk¢ delikatnie wyciag-
nigto i natychmiast zwazono. Sredni ciezar wilgotnej nitki jedwabiu naturalnego oznaczono
wczesnie;j.

Na 48 godzin, 24 godziny i 2 godziny przed rozpocz¢ciem krazenia krwi w odgatezieniu
bocznym zwierz¢ciu podano doustnie 200mg/kg zwiazku wedlug wynalazku w zawiesinie w
10ml/kg gumy arabskiej 5%, przy czym kontrola otrzymata tylko roztwér gumy arabskiej 5%.

Oznaczono w ten sposéb, ze sredni ci¢zar zakrzepu w dwéch seriach 10 szczuréw wyniost
38,62x1,18 mg dla zwierzat kontrolnych i 25,0016,42 mg dla zwierzat potraktowanych zwiazkiem
wedlug wynalazku (- 35%).

b) metoda zakrzepu zylnego pod wplywem spirali

Polega na przystosowaniu metody Friedmana i wsp6iprac. (Am. J. Physiol., 1960, 199,
770-774). Rozcigta metalows spiralg (spiralka dentystyczna) wprowadzono do zyly gtéwnej dolnej
szczura, ktOry otrzymat per os na 48 godzin, 24 godziny i 2 godziny wczeéniej 200 mg/kg badanego
zwigzku, w zawiesinie w 10 ml/kg roztworu wodnego gumy arabskiej 5%. ,

Po pigciu godzinach pcbrano spiralg z zatrzymanym na niej zakrzepem, wysuszono delikatnie
przez kolejne tamponowanie na bibule filtracyjnej i zwazono. Nastepnie spirale pozbawiono
zakrzepu, ponownie osuszono i ponownie zwazono. Otrzymano w ten sposdb z rdznicy $redni
ci¢zar zakrzepu. Wynidst on 3,410,4 mg dla szczuréw kontrolnych (10 zwierzat) ktére otrzymaly
tylko gume¢ arabskg oraz 2,110,3 mg dla szczuréw (10 zwierzat) potraktowanyvch lekiem wedtug
wynalazku (- 36%).

Przystosowane wyzej badania toksykologiczne i farmakclogiczne wykazaly niska toksyczno$é
zwiazku wedlug wynalazku i jego doskonala tolerancj¢ a takze interesujace wlasnosci inhibitowa-
nia skupienia si¢ ptytek krwi oraz wlasno$ci przeciwzakrzepowe, dzigki ktérym zwigzek ten jest
bardzo pozyteczny w leczeniu ludzi i zwierzat.

Do podawania doustnego lek moze byé stosowany w postaci tabletek, drazetek, kapsulek
zelatynowych, kropli, granulatéw Iub syropu. Moze by¢ on takze podawany droga doodbytnicza,
w postaci czopkdw, oraz droga pozajelitowa w postaci roztworu wodnego do iniekcji.

Kazda dawka jednostkowa zawiera korzystnie 0,010-0,500 g 0,025-1,50 g sktadnika aktyw-
nego, w zaleznosci od wieku chorego i stanu choroby.

Dzigki wiasnoéciom inhibitowania skupiania si¢ plytek krwi oraz przeciwzakrzepowym, lek
jest wskazany do stosowania przy zapobieganiu i leczeniu chor6b powodujacych patologiczna
zmian¢ skupiania si¢ plytek krwi, taka jak choroby zakrzepowe — zatorowe. Ponizszy przyklad
ilustruje sposéb wedtug wynalazku.

Przyktad. a) 5-/2-Chlorobenzyio/-3-hydroksyimino-4, 5, 6, 7-tetrahydro-3H-tieno/-
3,2-c/-pirydynon-2

25g (0,0068 mola) szczawianu 5-/2-chlorobenzylo/-5, 6, 7, 7a-4H-tieno/3,2-c/-pirydy-
nonu-2 zawieszono w 125 ml lodowatego kwasu octowego w atmosferze obojstnej. Po ozigbieniu
mieszaniny reakcyjnej do temperatury 0-5°C wkroplono 5g (0,072 mola) azotynu sodu rozpu-
szczonego w 30 m! wody. Utrzymywano w temperaturze pokojowej w ciaggu 7 godzin. Wytracone
krysztaiy odsgczono, przemyto eterem i wysuszono. Produkt przekrystalizowano z wody, otrzymu-
jac z6hte krysztaly o temperaiurze topnienia 222°C. Wydajnes$é 70%. b) 5-/2-Chiorobenzylo-
/-3-hydroksyimino-3a, 4, 3, 6, 7, 7a~iicksahydro-3H-tieno, 3,2—c/-pirydynon-2
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15g (0,0376 mola) zwigzku o wzorze 3 otrzymanego powyzej rozpuszczono w mneszamme,
900 ml metanolu i 8 ml kwasu nadchlorowego o stg¢zeniu 70%. Do §rodowiska reakcji dodano 4 g/
palladu na weglu (10%) w zawiesinie 100 ml etanolu. Mieszaning reakcyjng poddano uwodornieniu
w reaktorze bezci$nieniowym (1,01325. 10°Pa) i pozostawiono w ciagu 6 godzin w temperaturze
pokojowej. Po odsaczeniu katalizatora roztwér odparowano do sucha. Pozostalo$¢ rozpuszczono
w wodzie i zobojgtniono wodnym nasyconym roztworem kwasnego w¢glanu sodu. Faza wodng
wyekstrahowano dwuchlorometanem, warstwa organiczng osuszono nad bezwodnym siarczanem
sodu i odparowano do sucha. Oleista pozostato$§¢ oczyszczono przez chromatografi¢ na kolumnie z
krzemionka (eluent: toluen — octan etylu 1/1).

Oczyszczanie konicowe przeprowadzono poprzez szczawian. Otrzymano krysztaly barwy
bezowej o temperaturze topnienia 200°C. Wydajno$¢ 65%.

¢) 5-/2-Chlorobenzylo/3-hydroksy-S5, 6, 7, 7a-tetrahydro-4H-tieno/3,2—c/-pirydynon-2

10,4 g (0,0334 mola) zwigzku o wzorze 4 otrzymanego w etapie poprzednim rozpuszczono w
mieszaninie 250 ml alkoholu izopropylowego i 45ml 2N kwasu solnego. Mieszaning ogrzewano w
atmosferze oboj¢tnej w temperaturze wrzenia pod chlodnica zwrotng w ciagu 4 godzin, po czym
odparowano do sucha. Do pozostato$ci dodano wodny nasycony roztwdr kwasnego weglanu sodu.
- Faz¢ wodna ekstrahowano dwuchlorometanem. Faze organiczng osuszono nad bezwodnym siar-
czanem sodu i odparowano do sucha. Uzyskang oleista pozostalo§¢ oczyszczono za pomoca
filtracji przez warstw¢ krzemionki (eluent: toluen — octan etylu 1/1). Otrzymana z wydajnoécia
81% zasada miata pozostalo$¢ krysztaléw barwy bezowej o temperaturze topnienia 121°C.

Metodami klasycznymi otrzymano nast¢pujace sole: hemiszczawian, krysztaty barwy kremo-
wej o t. t. 170°C (rekrystalizacja z mieszaniny alkoholu izopropylowego i acetonitrylu); azotan,
krysztaty barwy r6zowej o t. t. 181°C (rekrystalizacja z mieszaniny i metanolu), chlorowodorek,
krysztaty barwy bezowej o t. t. 139°C (rekrystalizacja z izopropanolu).

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowej pochodnej 5, 6, 7, 7a-tetrahydro-4H-tieno/3,2—/pirydy-
nonu-2 o wzorze 1 i jej soli mineralnych lub organicznych farmaceutycznie dopuszczalnych,
mamienny tym, ze poddaje si¢ nitrozowaniu zwiazek o wzorze 2, nastgpnie uwodornia si¢ otrzy-
many keto-oksym o wzorze 3, po czym dziala si¢ kwasem na otrzymana pochodng uwodorniong o
wzorze 4,

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze nitrozowanie prowadzi si¢ za pomoca azotynu
sodu w $§rodowisku kwasu octowego i w atmosferze obojetnej.

3. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze uwodornienie prowadzi si¢ w obecnosci
katalizatora i kwasu nadchlorowego.

4. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze reakcj¢ z kwasem prowadzi si¢ korzystnie za
pomocg kwasu solnego o st¢zeniu 2N, w temperaturze wrzenia pod chlodnicg zwrotng i w
atmosferze obojgtne;j.
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