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2-(4~-hydroksipiperidino)-1-~alkanolijohdannaisia verettd-
myyden vastaisina aineina

Keksinnén tausta

Esill8 oleva keksint® koskee hermosolua suojaavia
(veretttmyyttd estdviid, eksitatorisen aminohapon resepto-
ria salpaavia) 2-(4-hydroksipiperidino)-l-alkanolijohdan-
naisia, jotka mddritell&sn edempdni olevalla kaavalla (I):
niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvid suoloja; menetelmdid
ndiden yhdisteiden k#yttidmiseksi hoidettaessa halvausta,
aivoihin ja selkdytimeen kohdistuvaa traumaattista vaurio-
ta sekd hermojen rappeumasairauksia, kuten (ei kuitenkaan
n&ihin rajoittuen) vanhuuden tylsistymisid, kuten Alzhei-
merin tautia, Huntingtonin tautia ja Parkinsonin tautia
nis8kkdiss8, erityisesti ihmisissd; sekd38 tiettyj& niiden
vdlituotteita.

Ifenprodiili (A) on raseeminen, niin sanottu dl-

erytro-yhdiste, jonka suhteellinen stereokemiallinen kaava
on

--=(R>

Ho CHy
jota markkinoidaan verenpainetta alentavana aineena, jo-
ka kéayttdkelpoisuus on joillakin l8heisilld analogeilla.
Carron et al., US-patentti 3 509 164; Carron et al., Drug
Res., v. 21, s. 1992 - 1999 (1971). Mydhemmin ifenprodii-
lilla on osoitettu olevan verettdmyyden vastaista ja ek-
sitatorisen aminohapon reseptoria salpaavaa vaikutusta.
Gotti et al., J. Pharm. Exp. Therap., v. 247, s. 1211 - 21
(1988); Carter et al., loc. cit., s. 1222 - 32 (1988).
Katso my8s FR-patentti 2 546 166 ja EPO-julkaisu
EP-A1-351 282, joka on julkaistu 17. tammikuuta 1990. Paa-
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mddrdnsd, johon esilld olevassa keksinnssd oleellisilita
osin p#distiin, on ollut 1ldytdd yhdisteitd, joilla on her-
mosoluja suojaavaa vaikutusta suuressa mddrin ja samanai-
kaisesti vdhentynyt tai ei merkittévasa verenpainetta alen-
tavaa vaikutusta.
Joidenkinl-fenyyli-3-(4-aryyli-4-asyylioksipiperi-
dino)-l—propanolien on my8s raportoitu olevan k#yttdkel-
poisia kipuld&kkeind, US-patentti 3 294 804; 1-[4-(amino-
ja -hydroksialkyyli)fenyyli]-2-(4-tolyylipiperatsino)-1-
alkanolien ja -alkanonien on raportoitu omaavan kipuldd-
ke-, verenpainetta alentavaa, psykotrooppista tai tuleh-
duksenvastaista vaikutusta, japanilainen Kokai 53-02 474
(CA 89:43498y; Derwent Abs. 14858A) ja 53-59 675 (CA
89:146938w; Derwent Abs. 48671A); ja 2-piperidino;1-alka-
nolijohdannaisten on raportoitu vaikuttavan verettdmyyden
vastaisina aineina, EP 398 578-A ja Der 90-350 327/47.
Keksinnén yhteenveto

Esilld oleva keksint® koskee yhdisteitd, joiden
kaava on

OH
(CHa),
0 — (CHp), (1)

jossa R,, R, ja R; valitaan kukin ryhmdstd, joka koostuu
seuraavista: vety, alkyyli, jossa on 1 ~ 6 hiiltsd, fenyyli
ja substituoitu fenyyli, jossa substituentit mainitussa
substituoidussa fenyylissd valitaan ryhmdstd, joka koostuu
seuraavista: hydroksi, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilts,
kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, amino, nitro ja
alkoksi, jossa on 1 - 4 hiiltd;
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tai R, ja R, muodostavat yhdessd metyleeni-, etyleeni-,
propyleeni-~ tai butyleeniryhmén;

mon O - 2;

n on 1 tai 2;

X ja Y valitaan kumpikin ryhméstd, joka koostuu seuraavis-
ta: vety, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, alkok-
si, jossa on 1 - 4 hiiltd, alkyyli, jossa on 1- 4 hiilts,
hydroksi, amino, nitro ja substituoitu fenoksi, jossa mai-
nitussa fenoksissa oleva substituentti valitaan ryhmista,
joka koostuu seuraavista: wvety, hydroksi, alkyyli, jossa
on 1 - 4 hiiltd, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli,
nitro, amino ja alkoksi, jossa on 1 - 4 hiilt4:

M ja Q valitaan kumpikin ryhmdst&, joka koostuu seuraavis-
ta: vety, hydroksi, amino, kloori, bromi, fluori, trifluo-
rimetyyli, nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilt&, alkoksi,
jossa on 1 - 4 hiiltd, N,N-dialkyyliamino, jossa on neljé
hiiltd kummassakin mainitussa alkyylissd, N-alkyyliamino,
jossa on 1 - 4 hiiltd, NHCOR,, NHCOOR; ja NHSO,R,;

jossa R, valitaan ryhmdst&d, joka koostuu seuraavista: vety,
alkyyli, jossa on 1 - 6 hiiltd, fenyyli ja substituoitu
fenyyli, jossa mainitussa fenyylissd oleva substituentti
valitaan ryhmastd, joka koostuu seuraavista: hydroksi,
kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, amino, nitro, al-
kyyli, jossa on 1 - 4 hiiltd, ja alkoksi, jossa on 1 - 4
hiilta;

ja jossa R; ja Ry valitaan kumpikin ryhmdstd, joka koostuu
seuraavista: alkyyli, jossa on 1 - 6 hiiltd, fenyyli ja
substituoitu fenyyli, jossa substituoidussa fenyylissa
oleva substituentti wvalitaan ryhmdstd, joka koostuu seu-
raavista: hydroksi, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyy-
1i, amino, nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilta, ja al-
koksi, jossa on 1 - 4 hiilt4;

tai M ja Q muodostavat yhdessd kahdenarvoisen radikaalin
Z, jossa Z valitaan ryhm&std, joka koostuu seuraavista:
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jossa R, ja R, valitaan kumpikin ryhm8std8, joka koostuu
vedysta ja metyylists;

sekd n3diden yhdisteiden farmaseuttisesti hyvdksyttédvid
happoadditiosuoloja. '

Ilmaisun "farmaseuttisesti hyvéksyttavat happoaddi-
tiosuolat" on tarkoitus k#sitt&did, mutta ei rajoittua n&éi-
hin, suoloja, kuten hydrokloridi, hydrobromidi, hydrojodi-
di, nitraatti, vetysulfaatti, divetyfosfaatti, mesylaati,
maleaatti ja sukkinaatti. T&dllaiset suolat valmistetaan
tunnetulla tavalla siten, ettd yhdisteen (I) vapaa emds-
muoto saatetaan reagoimaan sopivan hapon, tavallisesti yh-
den mooliekvivalentin kanssa, ja liuottimessa. Suolat,
jotka eiv#t saostu suoraan, eristetdin tavallisesti haih-

duttamalla liuotin ja/tai lisd8m#lla ei-liuotinta suodat-
tamisen j&lkeen.
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Edullinen esilld olevan keksinndn mukaisten yhdis-
teiden ryhm& kidsittdd yhdisteitd, joissa M ja Q muodosta-

vat radikaalin Z, jossa Z on 4;::: . R, ja R, ovat vetyja

ja R, on metyyli, ja yhdisteilld on 1lr*-, 2s*- tai erytro-
stereokemia propanoliketjun 1- ja 2-asemissa, se on

OH

CHy

Toinen edullinen keksinnén mukaisten yhdisteiden

ryhm¥3 k#sittid8 yhdisteit8, joissa M ja Q muodostavat radi-
H

N ————

kaalin Z, jossa Z on ‘4\ , R, ja R, ovat vetyja ja R,
NS

0" H

on metyyli, ja yhdisteilld on 1ls*-, 2s*- tai treo-stereo-

kemia propanoliketjun 1- ja 2-asemissa, se on

OH

CH,

Esilld oleva keksint$ koskee myds farmaseuttisia
koostumuksia, jotka sisdltdvdt kaavan I mukaista keksinndn
yhdistettd, sekd menetelmid, joilla hoidetaan nisdkdsta,
erityisesti ihmistd, joka k&rsii keskushermostollisesta
h3iridstd, ja menetelmdssd mainitulle nisdkkddlle annetaan
hermosolua suojaava tehokas md3rid kaavan (I) mukaista yh-
distettd. Mainitut koostumukset ja menetelmét ovat erityi-
sesti arvokkaita hoidettaessa aivoihin ja selk#ytimeen
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kohdistuvaa traumaattista vauriota, halvausta, Alzheimerin
tautia, Parkinsonin tautia, Huntingtonin tautia ja vastaa-
via keskushermostollisia hdiri&ita. '

Esills8 oleva keksintd koskee edelleen valituoteyh-
disteitd, joiden kaava on

OH
0 (CH,),

0— (CH,)
Ry Ry (IV)

Y

jossa R, ja R, valitaan kumpikin ryhm#sta, jokaAkoostuu
seuraavista: vety, alkyyli, jossa on 1 - 6 hiiltd, fenyyli
ja substituoitu fenyyli, jossa mainitussa substituoidussa
fenyyliss3 oleva substituentti valitaan ryhmdstd, joka
koostuu seuraavista: hydroksi, alkyyli, jossa on 1 - 4
hiilt3, Kkloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, amino,
nitro ja alkoksi, jossa on 1 - 4 hiiltéa;

monQ - 2;

n on 1 tai 2;

X ja Y valitaan kumpikin ryhmasta, joka koostuu seuraavis-
ta: vety, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, alkok-
si, jossa on 1l - 4 hiiltd, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiiltd,
hydroksi, amino, nitro ja substituoitu fenoksi, jossa mai-
nitussa substituoidussa fenoksissa oleva substituentti va-
litaan ryhmdstd, joka koostuu seuraavista: vety, hydroksi,
alkyyli, jossa on 1 - 4 hiiltd, kloori, bromi, fluori,
trifluorimetyyli, nitro, amino ja alkoksi, jossa on 1 - 4
hiilta;

M ja Q valitaan kumpikin ryhmédstd, joka koostuu seuraavis-
ta: vety, hydroksi, amino, kloori, bromi, fluori, trifluo-
rimetyyli, nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiiltd, alkoksi,
jossa on 1 - 4 hiilti4, N,N-dialkyyliamino, jossa on 1 - 4
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hiilt3 kummassakin mainitussa alkyylissd, N-alkyyliamino,
jossa on 1 - 4 hiilt8, NHCOR,, NHCOOR, ja NHSO,R;;

jossa R, valitaan ryhmdstd, joka koostuu seuraavista: vety,
alkyyli, jossa on 1 - 6 hiiltd, fenyyli ja substituoitu
fenyyli, jossa mainitussa substituoidussa fenyylissd oleva
substituentti valitaan ryhmdstd, joka koostuu seuraavista:
h?droksi, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, amino,
nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiiltd, ja alkoksi, jossa
on 1l - 4 hiilt4;

ja jossa R; ja Ry valitaan kumpikin ryhmdstd, joka koostuu
seuraavista: alkyyli, jossa on 1 - 6 hiiltd, fenyyli ja
substituoitu fenyyli, jossa mainitussa substituoidussa fe-
nyylissd oleva substituentti valitaan ryhmést&, joka koos-
tuu seuraavista: hydroksi, kloori, bromi, fluori, trifluo-
rimetyyli, amino, nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilti,
ja alkoksi, jossa on 1 - 4 hiilts;

tai M ja Q@ mucdostavat yhdessd valittuina kahdenarvoisen
radikaalin Z, jossa Z valitaan ryhmdstd, joka koostuu seu-
raavista:

o
Iz

-~

N HoN
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ja jossa R, ja Ry valitaan kumpikin ryhmdstd, joka koostuu
vedystd ja metyylistd.

Riippuen R,:n, R,:n ja R,:n tarkoista arvoista, kaa-
van (I) mukaisilla yhdisteilld voi olla yksi tai kaksi
asymmetristd keskusta ja siten ne voivat esiintyd erilai-
sissa isomeerimuodoissa. Kaikki t&llaiset isomeerit kuu-
luvat tam8n keksinndn suojapiiriin. Yksittdiset isomee-
rit voidaan erottaa klassisilla menetelmilld, jotka alan
asiantuntijat tiet&vit.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Esilld olevan keksinndn yhdisteet, joilla on edelld
mé&sdritelty kaava (1), valmistetaan helposti ja yleisesti
reaktiolla, jossa klooriyhdiste (II) saatetaan reagoimaan
piperidiinin (III) kanssa, sen jdlkeen pelkistetddn synty-
nyt ketoni (IV) alkoholiksi edempanad yksityiskohtaisesti
esitetylld tavalla.

Prekursori-ketonit valmistetaan aluksi tavallisesti
siten, ettd niiden -OH- ja -NH,-substituenttiryhmdt ovat
suojatussa muodossa, eli -OA,- tai -NHA,-ryhmin&d kaavan
(IV) mukaisissa yhdisteissd. A, ja A, mddritetddn edemp&na.
Tdllaisia suojattuja ketoneja muodostetaan tavallisesti
siten, ettd saatetaan sopivasti substituoitu 2-halogeeni-
l-alkanoni (II) reagoimaan sopivasti substituoidun piperi-
dinojohdannaisen (III) kanssa, esim.
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OH

(CH,)
M e (1V)

2 R

Y

Yhdisteen (1I) reaktio yhdisteen (III) kanssa suo-
ritetaan olosuhteissa, jotka ovat yleisesti tyypillisié
nukleofiilisille korvausreaktioille. Kun n&itd kahta rea-
goivaa ainetta on saatavilla noin ekvivalentit m&arit,
voidaan k8yttd4d l8hes tai suurin piirtein mooliekvivalent-
teja; joskin, kun toista on helpommin saatavilla, yleensé&
on edullista k&ayttdd tatd ylimddrin, jotta tédmid kaksimole-
kyylinen reaktio saataisiin kulkemaan loppuun lyhyemm&ssé
ajassa. Reaktio suoritetaan tavallisesti siten, ettd muka-
na on vdhintdin yksi mooliekvivalentti emdstd, itse pipe-
ridiini johdannaista, jos sitd on helposti saatavissa, mut-
ta useammin tertiaarista amiinia, jonka emdsvahvuus on va-
hint83n verrattavissa nukleofiiliseen piperidiiniin; se-
k&4 inertissd liuottimessa, kuten etanolissa. Haluttaessa
reaktiota katalysoidaan 1lis88m#lld korkeintaan yksi mooli-
ekvivalentti tai enemm#n jodidisuolaa (esim. NaI, KI).
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Lamp&tila ei ole kriittisen tarkka, mutta tavallisesti se
on jonkin verran kohotettu, jotta reaktio saadaan kulke-
maan loppuun lyhyemmdssd& ajassa, mutta se ei ole niin kor-
kea, ettd se johtaa kohtuuttomaan hajoamiseen. La&mpdtila,
joka on 50 - 120 °C, on tavallisesti tyydyttdva. Tarkoi-
tuksenmukaisesti ldmp&tila on reaktioseoksen palautusjddh-
dytyslampétila.

Kuten edelld olevassa kappaleessa ja muualla tdssé
hakemuksessa on kdytetty, ilmaisulla "reaktioinertti liuo-
tin" tarkoitetaan liuotinta, joka ei reagoi l&htdaineiden,
reagenssien, vdlituotteiden tai tuotteiden kanssa tavalla,
joka wvaikuttaa heikent&dvasti halutun tuotteen saantoon.

Haluttaessa ketonivadlituotteista (1IV), joissa OH-
ja NH,-ryhmdt ovat suojatussa muodossa (OA, tai NHA,), voi-
daan poistaa suojaus tdssd vaiheessa tunnetuilla menetel-
milla.

Esimerkiksi, kun A, on tri-isopropyylisilyyli tai
tert-butyylidimetyylisilyyli, suojaryhm& poistetaan tar-
koituksenmukaisesti reaktiolla tetrabutyyliammoniumfluori-
din kanssa (tavallisesti suurin piirtein 2 mooliekviva-
lenttia) reaktioinertissd liuottimessa, kuten tetrahydro-
furaanissa. Kun A, on bentsyyli tai A, on bentsyylioksikar-
bonyyli, suojaryhmd8 poistetaan tavallisesti tunnetulla
hydrauksella jalometallikatalyytin kanssa reaktioinertissa
liuottimessa, esim. kayttden 10 % Pd/C:td katalyytting,
edullisesti alhaisissa paineissa (esim. 1 - 10 atmosf&a-
rid) ja l&mpdtiloissa (esim. 20 - 75 °C) ja tavallisesti
reaktioinertissd liuottimessa, kuten metanolissa.

Tavallisesti ketonivalituotteet (IV) muutetaan tar-
koituksenmukaisesti vastaaviksi alkoholeiksi toisella kah-
desta tunnetusta pelkistysmenetelmdstd, jolloin selektii-
visesti saadaan joko treo-yhdisteitd tai erytro-yhdistei-
td, joiden kaava on (I).

Kuten edelld olevassa kappaleessa ja muualla tadssa
hakemuksessa on kdytetty, termilld "treo" tai 1r*, 2s*
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viitataan suhteelliseen stereokemiaan propanoliketjun 1-
ja 2-asemissa, se on

ja termilld "erytro" tai 1r*, 2s* viitataan suhteelliseen
stereokemiaan propanoliketjun 1- ja 2-asemissa, se on

OH

CHy

Haluttujen kaavan (I) mukaisten erytro-yhdisteiden
saamiseksi vastaavat ketonivédlituotteet (IV) pelkistetddn
tarkoituksenmukaisesti kaliumboorihydridilld, jota taval-
lisesti on ylimddrin (esim. enemmdn kuin 5 mooliekviva-
lenttia) j&#etikkaetikkahapon l#sn# ollessa, proottisessa
liuottimessa, kuten etanolissa, tavallisesti ldmpdtilassa,
joka on 15 - 25 °C.

Haluttujen kaavan (I) mukaisten treo-yhdisteiden
saamiseksi vastaavat ketonivilituotteet (1IV) pelkistetdédn
tarkoituksenmukaisesti natriumboorihydridills, jota taval-
lisesti on ylimdidrin (esim. enemm&n kuin 5 mooliekviva-
lenttia) proottisessa liuottimessa, kuten etanolissa, ta-
vallisesti l&mpdtilassa, joka on 15 - 25 °C. Syntynyt
reaktioseos kromatografoidaan silikageelipylvddssd, jol-
loin saadaan mainitut kaavan (I) mukaiset treo-yhdisteet.

Kaikki suojaryhmdt, jotka ovat edelleen paikoillaan
ketonipelkistyksen j&lkeen, poistetaan sitten edelld ku-
vattujen perusmenetelmien mukaisesti.
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Ladhtdaineet ja esilld olevan keksinndn yhdisteiden
synteesiin tarvittavat reagenssit ovat helposti saatavia
joko kaupallisesti, kirjallisuuden menetelmien mukaisesti
tai menetelmilld, joista on annettu esimerkkejd edemp&nd
olevissa valmistuksissa.

Esilld olevilla kaavan (I) mukaisilla yhdisteillé&
on selektiivistd hermosoluja suojaavaa wvaikutusta, joka
perustuu niiden veretttmyyden vastaiseen vaikutukseen ja
niiden kykyyn salvata eksitatoristen aminohappojen resep-
toreja, ja samaan aikaan niilld on vdhentynyt tai ei mer-
kittdvd verenpainetta alentava vaikutus. Esilld& olevien
yvhdisteiden verettdmyyden vastainen wvaikutus md&ritetaan
vhdelld tai useammalla menetelmdlld, jotka ovat Kkuvanneet
yksityiskohtaisesti aikaisemmin Gotti et al. ja Carter et
al., joihin viitattiin edelld, tai vastaavilla menetel-
millé&.

Esilld olevan keksinnén yhdisteiden kyky salvata
eksitatoristen aminohappojen reseptoreita osoitetaan 18&-
keaineiden kykynad pelastaa rottasikidén hermosoluja viljel-
missd, joka on altistettu eksitotoksiselle aminohappoglu-
mataatille. Seuraavana tyypillinen menetelma.

Osa I: Solujen eristdminen:

Rotista, joiden raskaus on kestanyt 17 péaivaa,
poisteitaan alkiot ja ne laitetaan Tyroden liuokseen. Ai-
vot poistetaan sitten ja laitetaan tuoreeseen Tyroden
liuokseen. Kayttden hienoja iirisveitsid taka-aivot ja
talamus poistetaan. Etuaivot erotetaan sitten kahdeksi ai-
vopuoliskoksi. Seuraavaksi aivokalvot poistetaan wvarovas-
ti. Aivoturso ndkyy tummentuneena poimuttuneena alueena
aivokuoren reunan sisdpuolella. Aivoturso leikataan varo-
vasti pois lopusta kudoksesta ja laitetaan maljalla eril-
liseen paikkaan. Kun kaikki leikkely on suoritettu, eril-
la8n oleva aivotursokudos jauhetaan 1 mm:n kappaleiksi.
Nimd kappaleet poistetaan Pasteur-pipettid kayttden ja

laitetaan steriiliin putkeen. Tyroden liuos imetddn va-
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rovasti pois ja lis8tdan Tyroden liuosta, jossa ei ole
kalsiumia eikd@ magnesiumia. Kudos pestddn kolme kertaa
Tyroden liuoksella, jossa ei ole kalsiumia eikd magnesiu-
mia. Tatd viimeistd pesuliuosta inkuboidaan 15 minuuttia
37 °C:ssa. Puskuri poistetaan jdlleen ja sen tilalle lai-
tetaan 1 ml tuoretta Tyroden liuosta, jossa ei ole kalsiu-
mia eikd magnesiumia. T&ssd vaiheessa lisdtd&n trypsiinia
0,1 % (100 pl 10 mg/ml steriilid kantaliuosta). Putkea in-
kuboidaan yksi tunti 37 °C:ssa. Trypsiini-inkuboinnin j&l-
keen kudos pestddn seerumilla, jossa on ravintoliuosta,
trypsiinin vaikutuksen lopettamiseksi. Kudos suspendoidaan
uudelleen 1 ml:aan tuoretta kasvatusliuosta ja jauhetaan
kuivaksi hienohuokoisella Pasteur-pipetilla.

Solut lasketaan sitten hemosytometrid kéayttaen.
Sitten solut istutetaan 96-koloisille Falcon Primeria -ku-
dosviljelm&dlevyille 75 000 solua koloa kohden tdydellises-
sd ravintoliuoksessa. Tdydellinen ravintoliuos koostuu mi-
nimaalisesta valttamattdmastd ravintoliuoksesta (MEM),
jossa on Earlen suoloja, 10 % vasikkasikidn seerumia (Hy-
clone), 10 % hevosen seerumia, L-glutamiinia (2 mM), peni-
silliini-streptomysiinid (100 U per ml) ja glukoosia (jot-
ta lopulliseksi konsentraatioksi saadaan 21 mM, valmiste-
taan 100x kantaliuos, joka sisdltda 27,8 g per 100 ml).
Levyille laitetaan 3. pdivdnd tuoretta ravintoliuosta.
Sitten 6. pdivdnd viljelmiin lisdtddn sytosiiniarabinosi-
dia 10 pm tuoreen ravintoliuoksen kanssa. Sitten kaksi
pdivdd mydShemmin sytosiiniarabinosidi poistetaan ja sen
tilalle laitetaan yllédpitoravintoliuosta, joka on taydel-
listd ravintoliuosta, josta puuttuu vasikkasikidn seerumi.
Levyjd ravitaan sitten kaksi kertaa viikossa. Kun on kulu-
nut kolme viikkoa leikkelystd, levyjd kdytetd8n glutamaat-
titoksisuustutkimuksissa, jotta voidaan varmistua siitda,

ettd hermosolut ovat kehittyneet kunnolla viljelméssa.
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Osa 2: Glutamaattikdsittely ja glutamaatin jdlkei-

nen liikeaineen lisdays:
Kun ravintoliuos on ollut kolme viikkoa viljelmds-
sd, se poistetaan soluista ja solut pestddn kolme kertaa
5 kloridittomassa kontrolloidussa suolaliuoksessa (CSS-Cl).
CSS-Cl sisdltdd 69 mM Na,SO,:a, 2,67 mM K,S0,:a, 0,33 mM
NaPHO,:a, 0,44 mM KH,PO,, 1 mM NaHCOj;:a, 1 mM MgsSO,, 10 mM
HEPES:a (N-2-hydroksietyylipiperatsiini-N'-2-etaanisulfoni-
happoa), 2,22 mM glukoosia ja 71 mM sakkaroosia pH:ssa
10 7,4. Pesun j&lkeen glutamaattia lis&td8&n 1 - 3 mM:na CSS-
Cl-puskurissa, ja sopivissa kontrollikoloissa on glutamaa-
titonta puskuria. Levyj& inkuboidaan 37 °C:ssa 15 - 20 mi-
nuuttia. Glutamaatti-inkuboinnin j&lkeen 1levyt pestdsn
seerumittomalla ravintoliuoksella kahdesti. Koelddkeaineet
15 valmistetaan sopivina konsentraatioina seerumittomaan ra-
vintoliuokseen ja lisdtddn vastaaviin mikrotiitterilevyn
koloihin (100 pl per kolo). Negatiivisiin kontrollikoloi-
hin laitetaan seerumitonta ravintoliuosta, jossa ei ole
ladkeainetta. Useisiin glutamaatilla k&siteltyihin koloi-
20 hin laitetaan myésvseerumitonta ravintoliuosta, jossa ei
ole l&adkeainetta, ja nadmd toimivat positiivisina kontrol-
leina. Levy& inkuboidaan yo6n yli 37 °C:ssa ja seuraavana
pdivénad arvioidaan elinkykyisyyttd kayttden LDH (laktaat-
tidehydrogenaasi) -koetta ja MTT (metyylitiotetratsoli-

25 nium) -koetta.

Osa 3: Solujen elinkykyisyyden arvioiminen
s 100 pl ravintoliuosta poistetaan kustakin levysta
:5: ja siirretddn puhtaalle levylle, josta arvioidaan vapautu-
neen LDH:n mdadrd. Sitten lis&tddn 100 pl per kolo MTT-
. 30 liuosta. Tamd& MTT-liuos valmistetaan siten, ettd lis&tdan
10 pl MTT-kantaliuosta (5 mg/ml PBS:ssa, fosfaattipuskuri-
suolaliuoksessa) kuhunkin 100 pl:aan seerumitonta ravin-
toliuosta. Levyjd inkuboidaan 37 °C:ssa 4 - 6 tuntia. Sit-
ten lis&dtdan kuhunkin koloon 100 pl happo-alkoholiliuosta
35 (0,08 N HC1l isopropanolissa) ja koloja sekoitetaan voimak-
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kaasti purppuranpunaisten kiteiden liuottamiseksi. Kont-
rollikoloissa tulisi olla ravintoliuosta, jossa on MTT:té&
ja happo-alkoholia, mutta ei soluja. Levyt luetaan sitten
mikrolevylukijalla k&dyttden Kkaksoisaallonpituudelle ase-
tettua koesuodatinta aallonpituudella 570 nm ja vertailu-
suodatinta aallonpituudella 630 nm. Levyt tulee lukea tun-
nin sis&dlla.

Poistetusta ravintoliuoksesta tutkitaan sitten LDH.
Yhtd suuret tilavuudet poistettuja naytteitd list&&n LDH-
reaktioseokseen. T&hdn tapaukseen sopivat kolot yhdiste-
td3n, jolloin saadaan 500 ul ndytteitd. Kutakin naytettéa
varten valmistetaan reaktioseos sekoittamalla 480 pl 0,1 M
natriumfosfaattipuskuria, pH 7,5, 10 pl natriumpyruvaattia
(66 mM) ja 10 pl pelkistettyd@ NADH (kukin NADH-malja, joka
sisidltdd 5 mg, valmistetaan uudelleen 440 pl:aan 0,1 N
NaOH:ta ja tatd kdytetddn 10 pl ndytettd kohden). Nayte
lisdtdan nopeasti reaktioseokseen kyveteissd, ja absor-
banssin hdvi&minen 340 nm:ssd mitataan Beckman DU-8 -spek-
trofotometrilla.

Ei-toivottu verenpainetta alentava wvaikutus md&ari-
tetddn myds tunnetuilla menetelmilld, esimerkiksi Carron
et al.:n menetelmilld, joihin myds viitattiin edella.

Tdllaisen selektiivisen hermosoluja suojaavan ve-
rettdmyyden vastaisen ja eksitatorista aminohappoa salpaa-
vien ominaisuuksiensa vuoksi esilld olevan keksinnén yh-
disteet ovat kayttokelpoisia hoidettaessa aivoihin ja sel-
kdytimeen kohdistuvaa traumaattista vauriota, keskusher-
mostoa rappeuttavia hdiriéitd, kuten halvausta, Alzheime-
rin tautia, Parkinsonin tautia ja Huntingtonin tautia il-
man merkittavdd samanaikaisesti tapahtuvaa kohtuutonta ve-
renpaineen laskua. Hoidettaessa tédllaisia sairauksia sys-
teemisesti ihmispotilaassa hermosoluja suojaavalla md8&rdl-
14 kaavan (I) mukaisia yhdisteitd, annostus on tavallises-
ti noin 0,02 - 10 mg/kg/pdivd (1 - 500 mg/pdiva tyypilli-
selle ihmiselle, joka painaa 50 kg) yksittdisend tai jaet-
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tuina annoksina antotavasta riippumatta. Luonnollisesti
riippuen yhdisteestd ja yksitt8isen sairauden nimenomai-
sesta luonteesta, hoitava laddkéri voi md8&rdtd ndiden rajo-
jen ulkopuolella olevia annoksia. Suun kautta tapahtuva
anto on yleens8 edullinen. Kuitenkin, jos potilas ei pysty
nielemd&n tai imeytyminen suun kautta tapahtuvan annon
jalkeen on muutoin huonontunut, edullinen antotapa on anto
ruoansulatuskanavan ulkopuolelle (i.m., i.v.) tai paikal-
lisesti.

Esilld olevan keksinndén yhdisteet annetaan tavalli-
sesti farmaseuttisten koostumusten muodossa, jotka koostu-
mukset kdsittdvat vahintddn yhtd&8 kaavan (I) mukaista yh-
distettd yhdessd farmaseuttisesti hyvdksyttdavan vehikkelin
tai laimentimen kanssa suhteessa 1:20 - 20:1. T&dllaiset
koostumukset formuloidaan yleensd@ tunnetulla tavalla kayt-
tden hyvdksi kiinteitd8 tai nestemdisid vehikkeleitd tai
laimentimia, jotka sopivat haluttuun antotapaan: suun
kautta tapahtuvaa antoa wvarten tabletteina, kovina tai
pehmeind gelatiinikapseleina, suspensioina, rakeina, jau-
heina ja vastaavina muotoina; ruoansulatuskanavan ulkopuo-
lelle annettaessa injisoitavina liuoksina tai suspensioina
ja vastaavissa muodoissa, ja paikallisesti annettaessa
liuosten, lotionien, voiteiden, salvojen ja wvastaavien
ld8kemuotojen muodossa.

Esill3 olevaa keksintdd valaistaan seuraavilla esi-
merkeilld, mutta se ei rajoitu niiden yksityiskohtiin.

Kaikki ei-vesireaktiot suoritettiin kuivassa, ha-
pettomassa typessd mukaavuussyistd ja tavallisesti saanto-
jen maksimoimiseksi. Kaikki liuottimet/laimentimet kuivat-
tiin standardien julkaistujen menetelmien mukaisesti tai
ostettiin esikuivatussa muodossa. Kaikkia reaktioita se-
koitettiin joko magneettisesti tai mekaanisesti. NMR-spek-
trit tallennetaan 300 MHz:ssd& ja ne ilmoitetaan ppm:nd
alaspdin trimetyylisilaanista. NMR-liuotin oli CDCl,. IR-
spektrit annetaan mikrometreind, tavallisesti erittelem&l-
13 ainoastaan wvahvat signaalit.
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Esimerkki 1
(x)-3,4-dihydro-6-(1-hydroksi-2-(1-(4-hydroksi-4-
fenoksimetyyli)piperidinyyli)etyyli)kinoliini-2-(1H)-oni
Seosta, jossa oli 300 mg (1,23 mmol) 4-hydroksi-4-
(fenoksimetyyli)piperidiinihydrokloridia, 409 mg (1,84
mmol) 6-~(2-klooriasetyyli)-3,4-dihydrokinolin-2(1H)-onia
ja 0,514 m1 (0,373 g, 3,7 mmol) trietyyliamiinia 25 ml:ssa
asetonitriilid, kuumennettiin 60 °C:ssa y®6n yli. Liuotin
poistettiin sitten tyhjtssd ja jadnnds jaettiin veden ja
etyyliasetaatin kesken, ja orgaaninen kerros pestiin uu-
delleen vedelld ja suolaliuoksella. Etyyliasetaattikerros
kuivattiin suolaliuoksella ja magnesiumsulfaatilla ja
liuotin haihdutettiin, jolloin saatiin 3,4-dihydro-6-(1-
okso-2-(1-(4-hydroksi-4-fenoksimetyyli)piperidinyyli)etyy-
1li)kinoliini-2(1H)~onia ruskeana kiinte&nad aineena, joka
kaytettiin seuraavassa pelkistysvaiheessa puhdistamatta.
Edelld oleva ketoni liuotettiin 25 ml:aan absoluut-
tista etanolia ja lis&ttiin 500 mg (13,1 ml) NaBH,:& v&hi-
tellen 20 minuutin aikana. Reaktioseosta sekoitettiin huo-
neenlampdtilassa neljd tuntia ja sitten liuotin poistet-
tiin ja j&adnnds jaettiin veden ja etyyliasetaatin kesken.
Kuivaamisen jalkeen etyyliasetaatti poistettiin tyhjtssa
ja jaannds kromatografoitiin silikageelilld, jolloin saa-
tiin tuote, 73 mg (15 %), s.p. 186 - 188 °C. NMR (CD,0OD) &
1,70 - 2,10 (4H, m), 2,52 - 3,07 (10H, m), 3,33 (2H, s),
3,83 (2H, s), 6,82 - 7,38 (8H, m).
Esimerkki 2
(£)-5-(1-hydroksi-2-(1-(4-hydroksi-4-fenoksimetyy-
li)piperidinyyli)etyyli)bentsimidatsolin~-2-oni
Seuraamalla esimerkin 1 menetelmdd esilld olevan
otsikon yhdiste saatiin 4-hydroksi-4-(fenoksimetyyli)pipe-
ridiinihydrokloridista (1,23 mmol), 5-(2-klooriasetyyli)-
2-hydroksibentsimidatsolista (1,84 mmol) ja trimetyyli-
amiinista (3,7 mmol), jotka olivat 25 ml:ssa asetonitrii-

1id. Syntynyttd ketonia sekoitettiin natriumboorihydridin
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kanssa (13,1 mmol) absoluuttisessa etanolissa, jolloin
saatiin haluttu yhdiste silikageelilld kromatografoinnin
jédlkeen. Saanto 35 %, s.p. 232 - 235 °C. Anal. Lasketut
arvot C,H,,N,0, H,0:1le: C, 62,81; H, 6,77; N, 10,46. Saadut
arvot: C, 62,98; H, 6,54; N, 10,632.

Esimerkki 3

(£)-5-(1-hydroksi-2-(1-(4-hydroksi-4-fenoksimetyy-
li)piperidinyyli)etyyli)-2-oksindoli

Seuraamalla esimerkin 1 menetelmdd esilld& olevan
otsikon yhdiste saatiin 4-hydroksi-4-(fenoksimetyyli)pipe-
ridiinihydrokloridista (12,3 mmol), 5-(2-klooriasetyyli)-
oksindolista (1,84 mmol) ja trietyyliamiinista (3,7 mmol),
jotka olivat 25 ml:ssa asetonitriilid. Syntynyttd ketonia
sekoitettiin natriumboorihydridin kanssa (13,1 mmol) abso-
luuttisessa etanolissa, jolloin saatiin haluttu yhdiste
silikageelilld kromatografoinnin jdlkeen. Saanto 40 %,
s.p. 171 - 174 °C.

Esimerkki 4

(2)-erytro-5-(1l-hydroksi-2-(4-hydroksi-4-fenoksime-
tyyli)piperidinyyli)propyyli)bentsimidatsolin-2-oni

Liuosta, jossa oli 933 mg (2,36 mmol) (*)-5-(2-hyd-
roksibentsimidatsolyyli) )-2-(1-(4-hydroksi-4-fenoksimetyy-
li)piperidinyyli)propan-l-onia 10 ml:ssa jadetikkahappoa
ja 50 ml:ssa absoluuttista etanolia, ké&siteltiin v&hi-
tellen 944 mg:1lla (17,84 mmol) kaliumboorihydridid 15 -
20 °C:ssa, ja syntynyttd liuosta sekoitettiin y&n yli huo-
neenldmpodtilassa. Reaktioseos haihdutettiin sitten kuiviin
ja jaannds otettiin talteen mahdollisimman pieneen m&araddn
vettd. Liuoksen pH sdiddettiin arvoon 7 - 8 kiintedalld
NaHCO;:1la, jolloin saostui kiintedd ainetta. Tamd aine ei
liennut kloroformiin ja oli suhteellisen liukenematonta
etyyliasetaattiin. T&ma kaikki haihdutettiin uudelleen
kuiviin ja j&aannokset, jotka olivat kiteytyneet, otettiin
talteen etanoliin ja suodatettiin suolojen poistamiseksi.

Etanoli haihdutettiin ja jddnnds otettiin talteen isopro-
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panoliin ja sit& késiteltiin HCl-kaasulla eetterilld, jol-
loin saostui ei-kiteistd suolaa, joka erotettiin suodatta-
malla ja kuivattiin kuivassa typpivirtauksessa. Tamd aine
liuotettiin kuumaan etyyliasetaattiin, jossa oli metano-
lia, ja kirkastettiin v&8rid poistavalla puuhiilelld, ja
sitten metanoli keitettiin pois. J&d8hdyttadmdlld saatiin
variténtd kiteistd tuotetta, 410 mg (40 %), s.p. 254 -
255 °C. IR (KBr) 5,90 pm; NMR (CD,OD) & 1,22 (3H, 4, J =
7), 1,95 - 2,09 (2H, m), 2,15 - 2,30 (2H, m), 3,42 - 3,76
(4H, m), 3,91 (2H, s), 5,47 (1H, s), 6,92 - 7,35 (8H, m).

Esimerkki 5

(%) -treo-5-(1-hydroksi-2-(1-(4~-hydroksi-4-fenoksi-
metyyli)piperidinyyli)propyyli)bentsimidatsolin~2-oni

Yhteensd 700 mg (18,4 mmol) natriumboorihydridid
lisdttiin vahitellen suspensioon, jossa oli 325 mg (0,82
mmol) (+)-1-(5-(2-hydroksibentsimidatsolyyli)-2-(1-(4-hyd-
roksi-4-fenoksimetyyli)piperidinyyli)propan-l-onia 20
ml:ssa absoluuttista etanolia, ja reaktiota sekoitettiin
yon yli huoneenl&mpédtilassa. Liuotin haihdutettiin sitten
ja jaljelle ja&nyt vaahto otettiin talteen etyyliasetaatin
ja veden vadliin, ja vesikerros uutettiin etyyliasetaatil-
la. Yhdistetyt etyyliasetaattiuutteet kuivattiin ja haih-
dutettiin, ja j&ljelle jdanyt vaahto kromatografoitiin si-
likageelilld k&ayttden 1:1 etanoli/etyyliasetaattia, jol-
loin saatiin tuote wvalkoisena kiintednd aineena; s.p.
>250 °C. NMR (asetoni-d4;) &6 0,79 (3H, 4, J = 7), 1,71 -
1,88 (2H, m), 11,90 - 2,80 ( (2H, m), 2,48 - 2,88 (4H, m),
3,01 (1H, t, J=7), 3,88 (2H, s), 4,26 (1H, 4, J=7), 6,86 -
7,32 (8H, m); Anal. Lasketut arvot C,H,;N;0, 1,5 H,0:lle:
cC, 62,24; H, 7,12; N, 9,89. Saadut arvot: C, 61,72; H,
6,73; N, 9,03.



10

15

20

25

30

35

20

Esimerkki 6

(z)-erytro-3,4-dihydro-6-(1-hydroksi-2-(1-(4-hyd-
roksi-4-fenoksimetyyli)piperidinyyli)propyyli)kinolin-
2(1H)-oni

Liuvuosta, jossa oli 7,13 g (17,5 mmol) (*)-1-(6-
(1,2,3,4-tetrahydro-2-oksokinolinyyli))-2-(1-(4-hydroksi-
4-fenoksimetyyli)piperidinyyli)propan-l-onia 135 ml:ssa
absoluuttista etanolia ja 70 ml:ssa jadetikkahappoa, ké&-
siteltiin v&hitellen 6,22 g:l1la (115 mmol) KBH,:&4 15 -
20 °C:ssa, ja sitten sen annettiin ldmmetd huoneenldmpdti-
laan 30 minuuttia. Reaktioseos haihdutettiin kuiviin ja
jé&nnds otettiin talteen jdihin ja kylm&an veteen, ja tami
tehtiin em&ksiseksi kiintedlld NaHCO,:1lla. Kiinted aine,
joka saostui, erotettiin suodattamalla, pestiin vedelld ja
ilmakuivattiin, jolloin saatiin 3,66 g kiteistd vapaata
emdstd, s.p. 192 - 196 °C. Suodos uutettiin etyyliasetaa-
tilla ja yhdistetyt uutteet kuivattiin suolaliuoksella ja
MgS0O,:11la ja haihdutettiin, jolloin saatiin viela 786 mg
tuotetta (kokonaissaanto 62 %). 510 mg:n nayte tdta ainet-
ta liuotettiin etyyliasetaattiin ja sitd késiteltiin
liuoksella, jossa oli HCl-kaasua eetterissd, ja ndin saa-
tiin 475 mg kiteistd hydrokloridisuolaa, s.p. 214 - 216 °C
(hajoaa). IR (KBr) pm; NMR (CD,OD) & 1,15 (3H, 4, J = 7),
1,86 - 2,04 (2H, m), 3,52 - 3,66 (2H, m), 3,69 - 3,80 (1H,
m), 3,86 (2H, s), 5,34 (1lH, s), 6,81 - 6,96 (4H, m),
7,17 - 7,28 (4H, m).

Esimerkki 7

(x)-treo-3,4-dihydro-2-(1-(4-hydroksi-4~-fenoksime-
tyyli)piperidinyyli)propyyli)kinolin-2(1H)-oni

Yhteensd 1,50 g (39,5 mmol) NaBH,:a lisd&ttiin v&hi-
tellen suspensioon, jossa o0li 700 mg (1,71 mmol) (*)-1-(5-
(2-hydroksibentsimidatsolyyli) )-2~(1-(4-hydroksi-4-fenok-
simetyyli)piperidinyyli)propan-l-onia 20 ml:ssa absoluut-
tista etanolia, ja reaktioseosta sekoitettiin ydn yli huo-
neenlampdtilassa. Liuotin haihdutettiin sitten ja jadljelle
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jd8nyt vaahto otettiin talteen etyyliasetaatin ja veden
vdlille, ja vesikerros uutettiin etyyliasetaatilla. Yhdis-
tetyt uutteet kuivattiin ja haihdutettiin ja j&ljelle j&aa-
nyt wvaahto kromatografoitiin silikageelilld k&ayttden 1:1
etanoli/etyyliasetaattia, ja ndin saatiin tuote valkoisena
kiinte&nd aineena, s.p. 192 - 196 °C. Pieni m&&ri erytro-
yhdistettd muodostui t&ss& pelkistyksessd, ja se voidaan
erottaa pylvdastd. NMR (CD,OD) & 0,82 (3H, 4, J = 7),
1,72 - 2,06 (4H, m), 2,50 - 2,82 (6H, m), 2,88 - 3,02 (2H,
t, J=7), 3,02 (1H, t, J=7), 3,84 (2H, s), 4,28 (1H, 4, J =
7), 6,80 - 7,34 (8H, m); Anal. Lasketut arvot C,H,,N,0, 1,5
H,0:1le: C, 65,88; H, 7,60; N, 6,40. Saadut arvot: C,
65,74; H, 7,09; N, 6,31.

Esimerkki 8

(%) -erytro~-5-(1-hydroksi-2-(1-(4-hydroksi-4-fenck-
simetyyli)piperidinyyli)propyyli)oksindoli

Seosta, jossa o0li 0,5 g (2,05 mmol) 4-hydroksi-4-
fenoksimetyyli )piperidiinihydrokloridia, 0,5 g (2,25 mmol)
5-(2-klooripropionyyli)oksindolia ja 1 ml (0,725 g, 7,18
mmol) trietyyliamiinia 20 ml:ssa asetonitriilid, kuumen-
nettiin palautusjddhdytyslampdtilassa 24 tuntia. Liuotin
poistettiin sitten tyhjossd ja jddnndkset jaettiin etyyli-
asetaatin ja veden kesken. Etyyliasetaattikerros pestiin
vedelld ja suolaliuoksella ja kuivattiin MgSO,:1lla ja va-
kevditiin, jolloin saatiin ketoni kullankeltaisena vaahto-
na, joka kaytettiin seuraavassa reaktiossa puhdistamatta,
537 mg (66 %).

Liuosta, jossa oli 500 mg (1,26 mmol) ketonia 20
ml:ssa etanolia, k&dsiteltiin v&dhitellen 1,0 g:1la (26,3
mmol) NaBH,:a, ja syntynyttd seosta sekoitettiin huoneen-
lampétilassa 24 tuntia. Liuotin poistettiin tyhjodssd ja
jd&nntkset jaettiin etyyliasetaatin ja veden kesken. Etyy-
liasetaattikerros pestiin ja kuivattiin suolaliucksella ja
MgSO,:1la ja haihdutettiin sitten kuiviin. J&&nndkset kro-
matografoitiin silikageelills kdyttden etyyliasetaattia ja
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vahitellen kasvavia konsentraatioita etanolia, ja ndin
saatiin treo-tuote puhtaina fraktioina, 1,21 mg (24 %),
s.p. 204 - 207 °C. NMR (DMSO-4,) & 0,70 (3H, 4, J = 7),
1,58 - 1,92 (4H, m), 2,40 - 2,65 (4H, m), 2,86 (1H, m),
3,32 - 3,40 (2H, m), 3,79 (2H, s), 4,20 (1H, 4, J=7),
6,70 - 7,35 (8H, m), 10,34 (1H, s).

Esimerkki 9

(£)-1-(6-(1,2,3,4-tetrahydro-2-~oksokinolinyyli) ) -
2-(1-(4~-hydroksi-4~fenoksimetyyli)piperidinyyli)propan-1-
oni '

Suspensiota, jossa oli 8,30 g (34,06 mmol) 4-hyd-
roksi-4-fenoksimetyylipiperidiinihydrokloridia ja 8,09 g
(34,06 mmol) 6-(2-kloori-l-propionyyli)-1,2,3,4-tetrahyd-
rokinolin-2(1H)-onia 100 ml:ssa asetonitriilid, kd&sitel-
tiin 16,61 ml:1la (12,04 g, 0,12 mmol) trietyyliamiinia ja
seosta kuumennettiin palautusjd@dhdytysld@mpdtilassa kolme
tuntia ja sitten sitd sekoitettiin ydn yli huoneenlé&mpdti-
lassa.

Reaktioseos kaadettiin veteen ja uutettiin kolme
kertaa etyyliasetaatilla, ja yhdistetyt uutteet kuivattiin
sulaliuoksella ja magnesiumsulfaatilla ja haihdutettiin,
jolloin saatiin vaahtoa. T&m&@ vaahto liuotettiin kuumaan
metanoliin ja etyyliasetaattiin ja ja&dhdytettiin, jolloin
saatiin kullankeltaista kiintedd ainetta, joka havaittiin
lahtdaineklooriketoniksi- ja heitettiin pois. Suodokset
haihdutettiin ja liuotettiin etyyliasetaattiin, ja lisat-
tiin eetterid kiteytymisen helpottamiseksi. Tuote suoda-
tettiin ja pestiin eetterilld, jolloin saatiin 8,84 g
(63,6 %) tuotetta kermanvdrisend kiinte&dnd aineena, s.p.
137 - 139 °C. Analyyttinen ndyte kiteytettiin kuumasta
etyyliasetaatista. NHM (CD,OD) & 1,28 (3H, 4, J = 7),
1,60 - 1,92 (4H, m), 2,52 - 2,84 (6H, m), 3,00 (2H, t, J =
7), 3,75 (2H, s), 4,22 (1H, q, J=7), 6,82 - 7,00 (4H, m),
7,16 (2H, m), 7,82 - 7,98 (2H, m); Anal. Lasketut arvot



.

. [X3 L]
-
.

10

15

20

25

30

35

23

C,H,,)N,O,:11le: C, 70,56; H, 6,91; N, 6,86. Saadut arvot: C,
70,16; H, 6,78; N, 6,76.

Esimerkki 10

(2)-1-(5-(2~-hydroksibentsimidatsolyyli))-2-(1-(4-
hydroksi-4-fenoksimetyyli)piperidinyyli)propan-l-oni

Suspensiota, jossa oli 2,43 g (10,0 mmol) 4-hydrok-
si-4-fenoksimetyylipiperidiinihydrokloridia ja 2,25 g
(10,0 mmol) 5-(2-kloori-l-propionyyli)-2-hydroksibentsimi-
datsolia 40 ml:ssa asetonitriilid, kdsiteltiin 4,88 ml:1lla
(3,53 g, 35,0 mmol) trietyyliamiinia, ja reaktioseosta
kuumennettiin palautusjaddhdytyslémpdtilassa 90 minuuttia
ja sitten se jdtettiin viikonlopuksi huoneenldmpdtilaan.

Reaktioseos kaadettiin sitten seokseen, jossa oli
vettd ja etyyliasetaattia, ja syntynyt suspendoitu kiinted
aine erotettiin suodattamalla ja todettiin puhtaaksi tuot-
teeksi, 1,15 g, kuivaamisen jdlkeen. Suodos s&adettiin pH-
arvoon 7,0 ja uutettiin etyyliasetaatilla useita kertoja,
jolloin saatiin suolaliuoksella ja MgSO,:1la Kkuivaamisen
jélkeen varitdénta kiintedd ainetta, joka uudelleenkitey-
tettiin kuumasta etyyliasetaatti/metanolista, jolloin saa-
tiin vield 560 mg tuotetta (kokonaissaanto 43 %), s.p.
230 - 235 °C (hajoaa). NMR (CD,OD/DMSO-d,) & 1,29 (2H, 4,
J=7), 1,60 - 1,92 (4H, m), 2,54 - 2,84 (4H, m), 3,77
(2H, s), 4,26 (1H, q, J=7), 6,86 - 7,10 (6H, m), 7,75 -
7,92 (2H, m).

Esimerkki 11

(£)~1-(5-oksindolyyli))-2~(1-(4-hydroksi-4-fenoksi-
metyyli)piperidinyyli)propan-1l-oni

Seuraamalla valmistuksen 10 menetelmdd esilld ole-
van otsikon yhdiste saatiin 4-hydroksi-4-fenoksimetyylipi-
peridiinihydrokloridista (10,0 mmol), 5-(2-klooripropio-
nyyli)oksindolista (10 mmol) ja trietyyliamiinista (35
mmol), jotka olivat 50 ml:ssa asetonitriilid. Otsikon yh-
diste eristettiin kiteyttdm&lld kuumasta etyyliasetaatti/

metanolista, jolloin saatiin amorfista vaahtoa. Saanto
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66,4 %. NMR (CDCl1,) 6 1,28 (3H, 4, J =7), 1,58 - 1,78 (4H,
m), 2,40 - 2,84 (4H, m), 3,54 (2H, s), 3,76 (2H, s), 4,09
(1H, q, J=7), 6,78 - 6,96 (3H, m), 7,14 - 7,26 (2H, m),
7,84 - 8,05 (3H, m), 9,52 (1lH, leved s), 9,64 (1lH, leved
s).

Valmistus 1

3,4-dihydrokinolin-~2-(1H)-oni

Suspensiota, jossa oli 50,0 g (0,259 mol) o-nitro-
kanelihappoa 500 ml:ssa etanolia, kdsiteltiin wviidelld
teelusikallisella Raney-nikkelid ja hydrattiin Parr-ravis-
timessa y6n yli alkupaineessa, joka oli 50 psi. Aamulla
paine nostettiin jdlleen 50 psi:ksi ja reaktiota jatket-
tiin vield wviiden tunnin ajan. Reaktioseos suodatettiin
katalyytin poistamiseksi ja pestiin sitten silikageeliker-
roksen ldpi seoksella, jossa oli etyyliasetaattia ja eta-
nolia nikkelisuolajdsdnteiden poistamiseksi. Haihduttamal-
la suodos saatiin haluttu tuote 57 %:n saannolla. NMR
(DMSO-d¢) & 2,45 (2H, t, 3 =7), 2,87 (2H, t, J 7), 6,87
(2H, d:n 4, J=7, 7), 7,12 (2H, d:in 4, J = 7, 10), 10,08
(1H, s). S.p. 165 - 166 °C.

Valmistus 2

[]

6-(2-klooripropionyyli)-3,4-dihydrokinolin-2-(1H)-
oni

Suspensiota, jossa o0li 72,5 g (0,544 mol) AlCl;:a
800 ml:ssa CS,:ta, sekoitettiin kuivassa typpiatmosf&drissa
ja samalla lisdttiin 14,1 ml (20,0 g, 0,177 mol) 2-kloori-
propionyylikloridia, sen jalkeen 20,0 g (0,136 mol) 3,4-
dihydrokinolin-2(1H)-onia. Reaktioseosta.kuumennettiin.pa-
lautusjaddhdytyslémpdtilassa neljé tuntia, jona aikana ha-
vaittiin faasien erottuminen. Reaktio tukahdutettiin kaa-
tamalla se j&ihin ja sekoittaen voimakkaasti. Haalean kel-
tainen saostuma, joka muodostui, erotettiin suodattamalla,
pestiin vedelld ja kuivattiin y®én yli P,0,:11&, jolloin
saatiin 27,7 g (91 %) haluttua tuotetta, s.p. 236,5 -
238 °C.
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Valmistus 3

5-(2-klooripropionyyli)-2-hydroksibentsimidatsoli

Seuraamalla valmistuksen 2 menetelmdd esilld ole-
van otsikon yhdiste saatiin 2-hydroksibentsimidatsolista
(0,136 mol), aluminiumkloridista (0,544 mol) ja 2-kloori-
propionyylikloridista (0,177 mol), jotka olivat 800 ml:ssa
Cs,:ta. Otsikon yhdiste eristettiin suodattamalla. Saanto
92 %, s.p. 245 °C (hajoaa). Anal. Lasketut arvot C, H,-
Cl1N,0,:1le: C, 53,47; H, 4,04; N, 12,47. Saadut arvot: C,
54,41; H, 4,07; N, 13,625.

Valmistus 4

5~(2-klooripropionyyli)oksindoli

Seuraamalla valmistuksen 2 menetelmdd esilld olevan
otsikon yhdiste saatiin oksindolista (0,136 mol), alumi-
niumkloridista (0,544 mol) ja 2-klooripropionyylikloridis-
ta (0,177 mol), jotka olivat 800 ml:ssa CS,:ta. Otsikon

vhdiste eristettiin suodattamalla. Saanto 91 %, s.p. 157 -
158 °C.

Valmistus 5

6~(2-klooriasetyyli)-3,4-dihydrokinolin-2(1H)~oni

Seuraamalla valmistuksen 2 menetelmdd, esilld ole-
van otsikon yhdiste saatiin 3,4-dihydrokinolin-2-(1H)-
onista (0,136 mol), aluminiumkloridista (0,544 mol) ja
2-klooriasetyylikloridista (0,177 mol), jotka olivat 800

ml:ssa CS,:ta. Otsikon yhdiste eristettiin suodattamalla.
Saanto 50 %, s.p. 215 - 216 °C.

Valmistus 6

5~(2-klooriasetyyli)-2-hydroksibentsimidatsoli

Seuraamalla valmistuksen 2 menetelmdd esilléd olevan
otsikon yhdiste saatiin 2-hydroksibentsimidatsolista
(0,136 mol), aluminiumkloridista (0,544 mol) ja 2-kloori-
asetyylikloridista (0,177 mol), jotka olivat 800 ml:ssa
CS,:ta. Otsikon yhdiste eristettiin suodattamalla. Kvanti-
tatiivinen saanto, s.p. 273 - 275 °C (hajoaa).
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Valmistus 7

5-(2-klooriasetyyli)oksindoli

Seuraamalla valmistuksen 2 menetelmdd esilli olevan
otsikon yhdiste saatiin oksindolista (0,136 mol), alumi-
niumkloridista (0,544 mol) ja 2-klooriasetyylikloridista
(0,177 mol), jotka olivat 800 ml:ssa CS,:ta. Otsikon yhdis-
te eristettiin suodattamalla. Saanto 90 %, s.p. 236,5 -
239 °C.

Valmistus 8

4-hydroksi-4-fenoksimetyylipiperidiinihydrokloridi

0ljyténtd natriumhydridid (2,16 g, 0,09 M) lis&dt-
tiin kuivaan dimetyylisulfoksidiin (250 ml) typpikaasuat-
mosfddrissd ja seosta kuumennettiin 60 - 65 °C:seen, kun-
nes yhtendinen musta liuos oli muodostunut, noin yksi tun-
ti. Sitten lis&ttiin 19,83 g (0,09 M) trimetyylisulfokso-
niumjodidia (heikosti eksoterminen) ja seosta sekoitet-
tiin, kunﬁes 0li saatu ruskea liuos, noin 30 minuuttia.
Sitten liuosta, jossa oli 13,40 g (67,3 mM) N-t-butyyliok-
sikarbonyyli-4-piperidonia 50 ml:ssa dimetyylisulfoksidia,
sekoitettiin huoneenlé&mpdtilassa yksi tunti. Reaktioseos
kaadettiin sitten 1 l:aan kylmdd vettd ja tdmd kokonaisuus
uutettiin 4 x 100 ml:n annoksilla heksaania. Yhdistetyt
heksaaniuutteet pestiin takaisin 50 ml:1la vettd ja suola-
liuoksella ja kuivattiin magnesiumsulfaatilla, suodatet-
tiin ja haihdutettiin, jolloin saatiin 11,75 g wvalkoista
kiteistd tuotetta, 6-t-butyylioksikarbonyyli-l-oksa-6-at-
saspiro[Z.S]oﬁtaania, (78 % saanto).

Uuttamalla edelleen vesikerrokset 3 x 50 ml:n eril-
134 heksaania, saatiin edelleen 650 mg tuotetta, jolloin
kokonaissaanto oli 82,5 %.

S.p. 57,5 - 59,5 °C; IR (KBr) 5,90 pm; NMR & 1,32 -
1,48 (2H, m), 1,42 (9H, s), 1,74 - 1,80 (2H, m), 2,65 (2H,
s), 3,31 - 3,43 (2H, m), 3,61 - 3,72 (2H, m); Anal. Las-
ketut grvot C;;H,;NO,:1lle: C, 61,94; H, 8,98; N, 6,57. Saa-
dut arvot: C, 62,05; H, 9,09; N, 6,58.
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Liuosta, jossa oli 10,37 g (0,11 M) fenolia 100
ml:ssa kuivaa dimetyylisulfoksidia, kdsiteltiin vahitellen
1,99 g:1la (82,8 mmol) 6ljytdntd natriumhydridi& pitden
lampdtila 20 - 25 °C:ssa kylmdn vesihauteen avulla. Reak-
tioseosta sekoitettiin sitten huoneenlé@mpdtilassa 45 mi-
nuuttia, jolloin saatiin harmaa suspensio. 11,75 g (55,2
mmol ) 6-t-butyylioksikarbonyyli-l-oksa-6-atsaspiro[2,5]ok~
taania, joka oli liuotettu 65 ml:aan dimetyylisulfoksidia,
lis&ttiin tipoittain, mink& j&lkeen reaktioseosta kuumen-
nettiin 55 - 60 °C:seen seitsem@n tuntia ja sekoitettiin
sitten ydn yli huoneenlédmpédtilassa.

Reaktioseos kaadettiin sitten 1 l:aan kylmdd vettd
ja uutettiin 4 x eetterilld. Yhdistetyt eetteriuutteet
pestiin takaisin 10-%:isella NaOH:1lla ja suolaliuocksella
ja kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja haihdutettiin, jol-
loin saatiin haluttu tuote, N-t-butyylioksikarbonyyli-4-
hydroksi-4-fenoksimetyylipiperidiini, 6l1jynd, joka painoi
17,01 g (100 %).

IR (filmi) 5,91, 2,95 pm; NMR (CDCl,) & 1,46 (9H,
s); 1,53 - 1,80 (4H, m), 3,13 - 3,30 (2H, m), 3,80 (2H,
s), 3,80 - 3,98 (2H, m), 6,84 - 6,99 (2H, m), 7,22 - 7,44
(3H, m); Anal. Lasketut arvot C,;H,.NO,:1lle: C, 66,42; H,
8,20; N, 4,56. Saadut arvot: C, 65,72; H, 8,21; N, 4,77.

Liuosta, jossa oli 17,0 g (0,055 M) N-t-butyyliok-
sikarbonyyli-4-hydroksi-4-fenoksimetyylipiperidiinia 150
ml:ssa metanolia, kylldstettiin HCl-kaasulla. Kun seos oli
jasdhdytetty, sitd kédsiteltiin edelleen HCl-kaasulla ja ta-
mid menetelmd toistettiin j&lleen. Kun kiteet olivat muo-
dostuneet, reaktioseosta kdsiteltiin 500 ml:1lla vedetdnta
eetterid ja sen annettiin sekoittua huoneenlémpdtilassa
yon yli.

Tuote suodatettiin ja pestiin kuivalla eetterilld
ja kuivattiin kuivan typen virtauksessa, jolloin saatiin
10,85 g (80,6 %) kiteistd ainetta, s.p. 202 - 204 °C. IR
(kBr) 3,06, 3,14, 3,44, 3,57, 3,56, 6,33, 8,06 pm; NMR
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(D,0) & 2,00 (4H, leved s), 3,34 (4H, leved s), 4,00 (2H,
s), 6,98 - 7,09 (3H, m), 7,30 - 7,43 (2H, m). Anal. Laske-
tut arvot C,,H,;NO, HCl:1lle: C, 59,13; H, 7,44; N, 5,75.
Saadut arvot: C, 58,98; H, 7,11; N, 5,65.
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Patenttivaatimukset

1. Yhdiste, jonka kaava on
OH
(CIIHE)n

Y

ja sen farmaseuttisesti hyvaksyttavia suoloja, jossa kaa-
vassa R;, R, ja R; valitaan kukin ryhmasta, joka koostuu
seuraavista: vety, alkyyli, jossa on 1 - 6 hiilta, fenyyli
ja substituoitu fenyyli, jossa mainitussa substituoidussa
fenyylissd oleva substituentti wvalitaan ryhmasta, joka
koostuu seuraavista: hydroksi, alkyyli, jossa on 1 - 4
hiiltd, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, amino,
nitro ja alkoksi, jossa on 1 - 4 hiilta;

tai R, ja R, muodostavat yhdessad valittuina metyleeni-,
etyleeni-, propyleeni- tai butyleeniryhman;

mon 0 - 2;

non l tai 2;

X ja Y valitaan kumpikin ryhmastd, joka koostuu seuraavis-
ta: vety, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, alkok-
si, jossa on 1 - 4 hiilta, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilta,
hydroksi, amino, nitro ja substituoitu fencksi, jossa mai-
nitussa substituoidussa fenoksissa oleva substituentti va-
litaan ryhmastd, joka koostuu seuraavista: vety, hydroksi,
alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilta, kloori, bromi, £fluori,
trifluorimetyyli, nitro, amino ja alkoksi, jossa on 1 - 4
hiilta;

M ja Q valitaan kumpikin ryhmasta, joka koostuu seuraavis-
ta: vety, hydroksi, amino, kloori, bromi, fluori, trifluo-

rimetyyli, nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilta, alkoksi,
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jossa on 1 - 4 hiiltd, N,N-dialkyyliamino, jossa on 1 - 4
hiiltd kummassakin mainitussa alkyyliss&, N-alkyyliamino,
jossa on 1 - 4 hiilta, NHCOR,, NHCOORq ja NHSO,R, ;

jossa R, valitaan ryhmasta, joka koostuu seuraavista: vety,
alkyyli, jossa on 1 - 6 hiilta, fenyyli ja substituoitu
fenyyli, jossa mainitussa substituoidussa fenyylissd oleva
substituentti valitaan ryhmdsta, joka koostuu seuraavista:
hydroksi, kloori, bromi, fluori, trifluorimetyyli, amino,
nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiilta, ja alkoksi, jossa
on 1 - 4 hiilta;

ja jossa Rg ja Ry valitaan kumpikin ryhmasta, joka koostuu
seuraavista: alkyyli, jossa on 1 - 6 hiilta, fenyyli ja
substituoitu fenyyli, jossa mainitussa substitucoidussa fe-
nyylissd oleva substituentti valitaan ryhmasta, joka koos-
tuu seuraavista: hydroksi, kloori, bromi, fluori, trifluo-
rimetyyli, amino, nitro, alkyyli, jossa on 1 - 4 hiiltsa,
ja alkoksi, jossa on 1 - 4 hiilta;

tai M ja Q, kun ne valitaan yhdess&, muodostavat kahdenar-

voisen radikaalin Z, jossa Z valitaan ryhmastéd, joka koos-
tuu seuraavista:

R,
Rg
N N— —
0 H 07 07y
| I
H H ,
H
N————— N‘f\\\
N~ e XN
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jossa R, ja Ry valitaan kumpikin ryhmastd,
vedystad ja metyylista.
2.

joka koostuu

Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, jossa R,

on vety; R; on vety tai metyyli ja M ja Q muodostavat radi-

kaalin Z, jossa Z valitaan ryhmasta, joka koostuu seuraa-
vista:
H
N___.
Jja
N ~ o
! N
0 H 07 K H
3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen yhdiste, jossa n
on 1 ja m on 0.
4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen yhdiste, jossa R,

on vety.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdiste, jossa R
on vety.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen yhdiste,
ja Y ovat kumpikin vetyja.

jossa X

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdiste,

jonka
kaava on
0 &
;©/\r ‘CHZ) X
8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen yhdiste, jossa X
ja Y ovat kumpikin vetyja.
9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdiste, jonka

kaava on

<::j><: H
0— (CHZ) _{<::§§;

Y
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10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen yhdiste, jossa X
ja Y ovat kumpikin vetyja.

11. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdiste, jossa Z

on
5
N
Q H
12. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdiste, jossa Z
10 on
H
N
OJN:/
15
13. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdiste, jossa Z
on
20 N~
0 H
14. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, jossa 2
on
25
N
0 H
15. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, jossa Z
30 on
H
No—
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16. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, jossa Z
on
N/
0
5 H
17. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, jossa
Z on
s
10 N

0 K

18. Farmaseuttinen koostumus, joka kasittaa hermo-

soluja suojaavan maaran patenttivaatimuksen 1 mukaista

vhdistetta ja farmaseuttisesti hyvaksyttavaa kantaja-ai-
15 netta.
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