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Laktimovi zli¢enina na inhibiciu uvoliiovania alebo syntézy beta-amyloidového peptidu

Zlt&enina (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alani-
nyl)~(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benza-

pezin-2-6nu, kompozicie s jej obsahom a jej pouZitie na vy-
robu liediva na inhibiciu uvoltiovania a/alebo syntézy beta-
amyloidového peptidu vritane lieby Alzheimerovej cho-

roby.



LAKTAMOVA ZLUCENINA NA INHIBICIU UVOLUNOVANIA ALEBO SYNTEZY
BETA-AMYLOIDOVEHO PEPTIDU

Oblast’ techniky

PredloZeny vynalez sa tyka oblasti farmaceutickej a organickej chémie a

konkrétne zluceniny, ktora inhibuje uvolfiovanie a/alebo syntézu beta-amyloidového

peptidu.

Doterajsi stav techniky

Isté laktamy, ktoré inhibuju uvolfiovanie a/alebo syntézu beta-amyloidového
peptidu, a ztoho ddvodu su uZitoéné na lieCenie Alzheimerovej choroby, su
popisané v PCT prihlaske ¢. PCT/US 97/22986.

Zlucenina podla predlozeného vynélezu, (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-
(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n, je
uzitona na inhibiciu uvolfiovania a/alebo syntézy beta-amyloidového peptidu a
z tohto dbévodu je uzitotna na lieCenie Alzheimerovej choroby a ma vyhodné

vlastnosti tykajlice sa uéinnosti a bezpecnosti.

Podstata vynalezu

PredloZzeny vynalez sa tyka zli€eniny (N)-((S)-2-hydfoxy—3-metyl-butyryl)-1-(L-
alaninyl)~(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu.

V jednom zo svojich spésobovych znakov sa predloZeny vynalez tyka spésobu
inhibicie uvolfiovania a/alebo syntézy beta-amyloidového peptidu zahriujiceho
podavanie pacientovi, ktory to potrebuje, u¢inného mnoZstva (N)-((S)-2-hydroxy-3-
metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benz-

azepin-2-6nu. V jednom vyhotoveni tohto spdsobu sa predlozeny vynalez tyka

32117/8



spdsobu lie€enia Alzheimerovej choroby, zahriiujuceho podavanie pacientovi, ktory
to potrebuje, Gginného mnozstva (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-
(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6, 7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu. PredloZeny vynalez
sa tiez tyka spdsobu prevencie alebo inhibicie postupu Alzheimerovej choroby,
zahrnujuceho podavanie pacientovi, ktory to potrebuje, ucinného mnozstva (N)-((S)-
2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-
3-benzazepin-2-6nu.

Vinom vyhotoveni sa predlozeny vynalez tyka farmaceutickej kompozicie
obsahujucej  (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-
4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n a farmaceuticky prijatelné riedidlo. Takéto
kompozicie su pouzitefné na inhibiciu uvolfiovania a/alebo syntézy beta-

amyloidového peptidu, vratane lie€enia Alzheimerovej choroby.

Detailny popis predloZzeného vynalezu
Ako sa tu pouzivaju, nizdie uvedené vyrazy maju nasledujtice vyznamy:

Vyraz ,ee, alebo ,enantiomérny prebytok, znamena percento, v ktorom jeden
enantiomér, E1, je v prebytku v zmesi oboch enantiomérov (E1 + E2), vypocitany
podla rovnice ((E1 - E2) / (E1 + E2)) x 100 % = ee. Ako je dobre zname v odbore,
enantiomérny prebytok sa mdze urdit kapilarnou elektroforézou a chiralnou HPLC

zluéenin alebo ich derivatov.

Na oznadovanie $pecifickych izomérov sa pouzije Cahn — Prelog — Ingoldovo
oznalenie (R)- a (S)- a oznalenie L- a D- pre stereochémiu izomérov

glyceraldehydov.

Zluéenina podla predlozeného vynalezu sa moéze pripravit spésobom
popisanym dalej. V nasledujucich schémach maji v8etky substituenty, pokial nie je

uvedené inak, prv definované vyznamy a vSetky €inidla su dobre zname v odbore.
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V schéme 1, krok 1, sa N-metylfenetylamin vSeobecného vzorca (1) acyluje
vhodnym bisalkoxykarbonylacetatovym prenosovym cCinidlom kvoli ziskaniu zlGceniny
v§eobecného vzorca (2). N-metylfenetylamin je komeréne dostupny a lahko sa
pripravi reakciou 2-brém- alebo 2-chléretylbenzénu s metylaminom za podmienok
dobre znamych v odbore. Vhodné bisalkoxykarbonylacetatové prenosové Einidlo je
také, v ktorom R* je Ci-Cs-alkyl a prenasa bisalkoxykarbonylacetylovi skupinu na
zliéeninu v8eobecného vzorca (1), ako st bisalkoxykarbonyloctové kyseliny a

bisalkoxykarbonylacetyichloridy (pozri Ben-Ishai, Tetrahedron, 43, 439 — 450 (1987)).

Napriklad zlaéenina vSeobecného vzorca (1) sa uvedie do kontaktu s vhodnou
bisalkoxykarbonyloctovou kyselinou kvéli ziskaniu zlti&eniny vSeobecného vzorca (2).
Takéto kopulaéné reakcie st beZné v syntéze peptidov a mdZu sa pouZit takéto
sposoby syntézy. Napriklad sa m6zu pouZit dobre zname kopulacné Cinidla ako su
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karbodiimidy s pouZitim alebo bez pouZitia dobre znamych aditiv, ako je N-
hydroxysukcinimid, 1-hydroxybenzotriazol a podobne, ¢o méze ulahdit tuto acylaciu.
Takéto kopulacné reakcie €asto pouZivaju vhodné bazy na vychytavanie kyseliny,
vytvorenej v priebehu reakcie. Vhodné bazy zahrfiuju napriklad trietylamin, N,N-
diizopropyletylamin, vN-metyImorfolin a podobne. Reakcia sa zvy€ajne vykonava
v inerthom aprotickom polarnom riedidle ako je dimetylformamid, metylénchlorid,
chloroform, acetonitril, tetrahydrofuran a podobne. Typicky sa reakcia vykonava za
teplét od priblizne 0 °C do priblizne 60 °C a typicky vyZaduje od priblizne 1 do
priblizne 24 hodin. Po skonéeni reakcie sa produkt vSeobecného vzorca (2) izoluje
beznymi spdsobmi zahrriujucimi extrakciu, precipitaciu, chromatografiu, filtraciu,

rozotrenie, krystalizaciu a podobne.

Alternativne sa napriklad zlaenina vSeobecného vzorca (1) uvedie do
kontaktu s vhodnym bisalkoxykarbonylacetylchloridom kvéli ziskaniu zli¢eniny
vieobecného vzorca (2). Takéto acetylchloridy sa Tlahko pripravia zo
zodpovedajlcich kyselin spésobmi dobre znadmymi v odbore, ako je pdsobenie
chloridu fosforitého, fosforoxychloridu, chioridu fosforeéného, fosfortionylchloridu
alebo oxalylchloridu, s alebo bez malého mnoZstva dimetylformamidu, v inertnom
rozptstadle ako je toluén, metylénchlorid alebo chloroform; za teplét od priblizne 0
do 80 °C. Reakcia sa typicky vykonava po dobu, ktora je v rozmedzi od 1 hodiny do
24 hodin. Kysly chlorid sa méze izolovat' a ¢istit' alebo sa méoZe ¢asto pouZit priamo,
tj. s alebo bez izolacie a/alebo Cistenia. Takato acylatna reakcia véeobecne pouziva
vhodnt bazu na vychytavanie kyseliny vytvorenej pofas reakcie. Vhodné bazy
zahriuju napriklad pyridin, trietylamin, N,N-diizopropyletylamin, N-metylmorfolin a
podobne. Reakcia sa zvy&ajne vykonava v inertnom aprotickom polarnom riedidle
ako je metylénchlorid, chloroform, tetrahydrofurdn a podobne. Typicky sa reakcia
vykonava za teplét od priblizne —20 °C do priblizne 80 °C a typicky vyZaduje od
priblizne 1 do priblizZne 24 hodin. Po skongeni reakcie sa produkt vSeobecného
vzorca (2) izoluje beZnymi sposobmi zahriiujicimi extrakciu, precipitaciu,

chromatografiu, filtraciu, rozotrenie, kry$talizaciu a podobne.
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V schéme 1, krok 2, sa zliéenina vSeobecného vzorca (2) cyklizuje kvoli

ziskaniu zlu¢eniny vSeobecného vzorca (3).

Napriklad sa zlGéenina vSeobecného vzorca (2) uvedie do kontaktu
s kyselinou, ako je kyselina metansulfénova alebo kyselina sirova. Reakcia sa
typicky vykonava pouzitim zvolenej kyseliny ako rozpustadla. Typicky sa €inidla
najprv zmies$aju za teplét od priblizne —20 °C do priblizne 0 °C a potom sa nechajd
zahriat na teplotu od priblizne teploty okolia do priblizne 60 °C. Cykliza¢na reakcia
typicky vyZaduje od priblizne 12 do priblizne 72 hodin. Po skonéeni reakcie sa
produkt véeobecného vzorca (2) izoluje beZznymi spdsobmi zahrfiujucimi extrakeiu,

precipitaciu, chromatografiu, filtraciu, rozotrenie, krystalizaciu a podobne.
V schéme 1, krok 3, sa zli¢enina vSeobecného vzorca (3) zbavi ochrany kvéli

ziskaniu zlucéeniny v§eobecného vzorca (4).

Odobratie takychto alkoxykarbonylovych aminovych ochrannych skupin je
dobre zname v odbore, pozri napriklad Protecting Groups in Organic Synthesis,
Theodore Greene (1. a 2. vydanie, Wiley-Interscience) a Ben-Ishai, Tetrahedron, 43,
439 — 450 (1987).
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V schéme 2, krok 1, sa vhodna fenyloctova kyselina vSeobecného vzorca (5)
kopuluje s vhodnym acetalom vSeobecného vzorca (6) kvéli ziskaniu ziiceniny
v8eobecného vzorca (7). Vhodna fenyloctova kyselina véeobecného vzorca (5) je
taka, v ktorej A; je aktivovana skupina, napriklad —OH, -Cl alebo —Br. Vhodny acetal
vieobecného vzorca (6) je taky, v ktorom R je C4-C, alkyl. Takéto kopula&né reakcie
st bezné v syntéze peptidov a tam pouzivané syntetické spdsoby sa mézu pouzit,

ako je popisané v schéme 1, krok 1.
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Kopulacia znazornena v schéme 2, krok 2, sa mdze tiez vykonat za Schotten
~ Baumannovych podmienok pouzitim kyslého halogenidu zlG¢eniny vSeobecného
vzorca (3) a vhodného acetalu vSeobecného vzorca (6) v zmesnom rozpustadie, ako
je metyl-terc.-butyléter, etylacetat, tetrahydrofuran, acetén alebo dietyléter a voda.
Takéto reakcie sa vykonaju pouZitim vhodnej bazy, ako je hydroxid sodny, hydroxid
draselny, uhli¢itan sodny, uhliitan draselny, hydrogénuhli¢itan sodny alebo
hydrogénuhli¢itan draselny. Typicky sa reak&na zmes intenzivne mie$a a vyhotovuje
za teplét od priblizne —20 °C do priblizne 80 °C a typicky vyZaduje od priblizne 1 do
priblizne 24 hodin. Po skonéeni reakcie sa produkt véeobecného vzorca (7) izoluje
beznymi spbésobmi zahriiujacimi extrakciu, precipitaciu, chromatografiu, filtraciu,

rozotrenie, krystalizaciu a podobne.

V schéme 2, krok 2, sa zlic¢enina v8eobecného vzorca (7) cyklizuje kvoli
ziskaniu zlG¢eniny vSeobecného vzorca (8). Takéto cyklizacné reakcie sa vykonavaju
v kyseline ako je kyselina sirova. Typicky sa kyselina pouzije ako rozpustadio.
Véeobecne sa reakcia vykonava za teplét od priblizne —20 °C do priblizne 150 °C a
typicky vyZaduje od priblizne 1 do priblizne 24 hodin. Po skonceni reakcie sa produkt
vieobecného vzorca (8) izoluje beznymi spbsobmi zahriujucimi extrakciu,

precipitaciu, chromatografiu, filtraciu, rozotrenie, krystalizaciu a podobne.

V schéme 2, krok 3, zlu¢enina vSeobecného vzorca (8) podstipi aminovu
prenosovu reakciu kvoli ziskaniu zliéeniny v8eobecného vzorca (9). V schéme 2 je
znazornena oximacia. Takato oximacia sa dosiahne kontaktom enolatu zlG¢eniny
v§eobecného vzorca (8) s oximovym prenosovym &inidlom, ako je alkyldusitan ester.
Enolat zlageniny vSeobecného vzorca (8) sa mbzZe pripravit reakciou zluceniny
véeobecného vzorca (8) svhodnou bdazou, ako je terc.-butoxid draselny,
diizopropylamid litny, hexametylsilazid litny, hexametylsilazid sodny, hexametylsilazid
draselny a podobne. Priklady takychto oximacii si uvedené vo Wheeler a kol,.
Organic Syntheses, zv. VI, str. 840, kde sa popisuje reakcia izoamyldusitanu
s keténom kvéli priprave poZadovaného oximu. Reakcia sa typicky vykonava
v rozpustadle, ako je tetrahydrofuran. V8eobecne sa reakcia vykonava za tepl6t od
priblizne — 20 °C do priblizne 50 °C a typicky vyZaduje od priblizne 1 do priblizne 24
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hodin. Po skonceni reakcie sa produkt vSeobecného vzorca (8) izoluje beznymi
spésobmi zahriujacimi extrakciu, precipitaciu, chromatografiu, filtraciu, rozotrenie,
krystalizaciu a podobne.

Alternativne sa méZe takato aminova prenosova reakcia vykonat pomocou
azidu. Azid sa mdze vytvorit' reakciou enolatu zlGéeniny vSeobecného vzorca (8)
s azidovym prenosovym Cinidlom, ako je toluénsulfonylazid a
triizopropylbenzénsulfonylazid. Priklady takychto reakcii su uvedené v Evans a kol.,
J. Am. Chem. Soc., 112, 4011 — 4030 (1990), 41. Reakcia sa typicky vykonava
v rozpUstadle ako je tetrahydrofuran. VSeobecne sa reakcia vykonava za teplot od
priblizne — 20 °C do priblizne 50 °C a typicky vyZaduje od priblizne 1 do priblizne 24
hodin. Po skonéeni reakcie sa produkt vSeobecného vzorca (8), ktory obsahuje azid
namiesto oximu, izoluje beznymi spdsobmi zahriujucimi extrakciu, precipitaciu,

chromatografiu, filtraciu, rozotrenie, krystalizaciu a podobne.

Ako je znazornené vschéme 2, krok 4, oxim sa redukuje na zluceninu
vdeobecného vzorca (4). Takéto redukcie sa dosahuju spracovanim vodikom a za
pritomnosti vhodného katalyzatora, ako je Raney — nikel alebo paladiovy katalyzator,
ako je paladdium na uhli. Reakcia sa typicky vykonava vrozpustadle ako je
tetrahydrofuran, etylacetdt alebo nizSie alkoholy ako je metanol, etanol a
izopropanol, v kyseline octovej, vode, vodnom Cpavku a podobne a ich zmesiach.
Reakcia sa vieobecne vykonava za tlaku vodika v rozmedzi od atmosférického tlaku
do priblizne 600 psi (4 137 kPa). V8eobecne sa reakcia vykonava za teplét od
priblizne 20 °C do priblizne 100 °C a typicky vyZaduje od priblizne 1 do priblizne 24
hodin. Po skon&eni reakcie sa produkt véeobecného vzorca (4) izoluje beznymi
spdsobmi zahriiujucimi extrakciu, precipitaciu, chromatografiu, filtraciu, rozotrenie,

krystalizaciu a podobne.

Alternativne, pokial sa amin prenesie pomocou azidu, azidoskupina sa
redukuje. Takéto redukcie sa vykonaju hydrogenaciou, ako je popisané vyssie.

Spdsob vyroby (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-
3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu st popisané v schéme A.
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Schéma A, krok 1, znazoriluje stereochemickd separaciu vhodného laktamu

vSeobecného vzorca (4) kvéli ziskaniu laktamu vSeobecného vzorca (10), to

znamena v zasade Cistého (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-

2-6nu. Ako sa tu pouziva vyraz ,v zasade Cisty,, znamena enantiomérnu gistotu (S)-

1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu. Podla predlozeného

vynalezu sa moéZe pripravit v zasade Cisty (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-
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2H-3-benzazepin-2-6n obsahujlci (S)-enantiomér v mnozZstve vaéSom ako 80 %,
vyhodne vacSom ako 90 %, vyhodnejSie vacsom ako 95 %, najvhodnejie vaésom
ako 97 %.

Napriklad sa moze (S)-izomér zlG&eniny v8eobecného vzorca (4) separovat
frakCnou  kryStalizaciou  dibenzoylvinanu alebo sofou kyseliny (R)-(-)-d-
gaforsulfonovej a (D)-(-)-mandlovej. Mozno o&akavat, Ze pre tento ucel je vhodny
Siroky rad dibenzoylvinanov. Konkrétne dibenzoylestery, ktoré maji para-substituent
zvoleny zo stiboru, zahriiujuceho atém vodika, halogén, C4-C4-alkyl a C4-Cy4-alkoxy,
st vyhodné a vyhodnej$i je di-p-toluoylvinan. Di-p-toluoyl-1-vinan sa pouZije na

ziskanie (S)-izoméru.

V spbsobe podla predloZzeného vynalezu sa zli€enina v8eobecného vzorca
(4) uvedie do kontaktu so zvolenou kyselinou. VSeobecne sa méze pouzit od
priblizne 0,4 molarnych ekvivalentov do velkého prebytku zvolenej kyseliny, pri¢om
priblizne od 0,4 do 1,5 molarnych ekvivalentov s vyhodné a od priblizne 0,5 do 1,1
molarnych ekvivalentov je vyhodnejSie.

Spbsob sa typicky vykonava krystalizaciou adi¢nej soli kyseliny z roztoku.
Vhodné sU obzviast rozpustadia ako su nizdie alkoholy, vratane alkoholov, ako je
metanol, etanol, n-propanol, izopropanol, butanol, sek.-butanol, izobutanal, terc.-
butanol, amylalkohol, izo-amylalkohol, terc.-amylalkohol, hexanol, cyklopentanol a
cyklohexanol, metanol, etanol a izopropanol st vyhodné. Vyhodné mdZe byt pouZzitie

protirozpustadla.

Ako sa tu pouziva, vyraz ,protirozpustadlo, znamena rozpustadio, v ktorom je
sof vyznamne menej rozpustna ako vrozpustadle. Vyhodne pokial sa pouzije
protirozpustadlo, potom je mieSatelné so zvolenym rozpustadlom. Vhodne
protirozpUstadla zahriiuju étery ako je dietyléter, metyl-terc.-butyléter a podobne a
nizSie alkylacetaty ako je metylacetat, etylacetat, izopropylacetat, propylacetat,
izobutylacetat, sek.-butylacetat, butylacetat, amylacetat, izo-amylacetat a podobne a

alkany, ako je pentan, hexan, heptan, cyklohexan a podobne.
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Pokial sa spdsob podla predloZzeného vynalezu vykonava krystalizaciou
adi¢nej soli kyseliny z racemickej zmesi, musi sa protirozpistadlo pouzit opatrne

kvoli zabraneniu krystalizacie soli na neziaducu diastereomérnu sol.

Typicky sa kryStalizacia vykonava za pociatoénych teplét do priblizne 40 °C do
teploty spatného toku zvoleného rozpustadia alebo rozpustadiel a za pociatoénych
koncentracii od priblizne 0,05 mélu do priblizne 0,25 mélu. Zmes sa potom ochladi

kvoli ziskaniu soli. Vyhodné mézZe byt naokovanie.

MieSanie vychodiskového precipitatu po dobu od priblizne 4 do 48 hodin méze
byt vyhodné. Vyhodne sa krystalizaény roztok ochladzuje pomaly. KrysStalizatna
zmes sa najvyhodnejsie ochladi na teplotu od teploty okolia do priblizne —20 °C. Sof
sa modze izolovat pouzitim spdsobov, ktoré si dobre zname v odbore, vratane

filtracie, usadzovania, centrifugacie, odparovania, susenia a podobne.

Zluéenina véeobecného vzorca (10) sa mdze pouZit priamo ako adiéna sof
zvolenej kyseliny. Alternativne pred pouZitim sa moze zluCenina vSeobecného vzorca
(10) izolovat ako dalSia adi¢na sol kyseliny po vymene kyseliny alebo sa méze
izolovat vo forme bazy extrakciou za bazickych podmienok, ako je dobre zname

v odbore.

Vyhodny spésob poskytuje (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-
benzazepin-2-6n v zasade enantiomericky Gisty kry$talizaciou 1-amino-3-metyl-
4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu vo forme jeho adiCnej soli kyseliny, kde je
kyselina zvolena zo stiboru, zahrfiujiceho kyselinu di-p-tolyl-L-vinnu, kyselinu (R)~(-)-
d-gaforsulfénova a kyselinu (D)-(-)-mandfovi v dynamickom procese v pritomnosti
aromatického aldehydu. Dynamicky proces ma vyhodu spocivajucu vtom, ze 1-
amino-3-mety|—4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazépin-2-6n podstipi premenu na jediny
izomér v priebehu krystalizacie, ¢o vedie kzlepSeniu vytazku a brani vzniku

odpadového pruidu, obsahujlceho neZiaduci izomér.

Mozno o&akavat, Ze pre dynamicky proces je vhodny Siroky rad aromatickych
aldehydov a zistilo sa, Ze v praxi si mnohé aldehydy obzvlast' vyhodné. Konkrétne

sa zistilo, Ze vyhodné salicylové kyseliny st salicylaldehyd, 5-nitrosalicylaldehyd a
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3,5-dichlorsalicylaldehyd st vyhodnejSie v uvazovanom dynamickom separaénom

procese.

V sulade s tym, pokial sa spdsob podla predloZzeného vynalezu vykonava ako
dynamicka separacia, 1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n sa
uvedie do kontaktu so zvolenou kySeIinou v pritomnosti arom‘atického aldehydu.
VSeobecne sa pre dynamickd separaciu pouzije od priblizne 0,9 do 1,2 molarnych
ekvivalentov kyselin, pri€om vyhodny je priblizne 1 molarny ekvivalent. Aromaticky
aldehyd sa v8eobecne pouZije v katalytickom mnozstve. Typicky sa pouZije od
priblizne 0,5 do 0,001 molarnych ekvivalentov aromatického aldehydu, pri¢om od

priblizne 0,1 do priblizne 0,01 molarnych ekvivalentov je vyhodné.

Dynamicky proces sa typicky vykonava v rozpustadle bez protirozplstadia,
ako je popisané vysSie. Zmes 1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-
2-0n, zvolena kyselina a aromaticky aldehyd sa mie3aju kvoli umozneniu premeny na
pozadovany izomér. VSeobecne sa tato premena vykonava za tepldt od teploty
okolia do teploty spatného toku rozpustadia. VSeobecne premena vyzaduje od 6 do
48 hodin.

Odbornikovi v odbore je jasné, Ze pokial sa spdsob podla predlozeného
vynalezu vykonava ako dynamicka separacia, pouZitie aditnej soli kyseliny (S)-1-
amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n  sa mdze komplikovat
pritomnostou malych mnoZstiev aromatického aldehydu v izolovanom produkte.
Preto je po dynamickej separacii vyhodneé, aby (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-
tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n sa izoloval vymenou soli, vyhodne vo forme

hydrochloridovej soli, pred jeho pouZitim alebo vytvaranim bazy.

Schéma A, krok 2, znazoriiuje kopulagénu reakéiu vhodného aminovo
chraneného alaninu véeobecného vzorca PgNH-CHCH3-C(O)-A a vhodného laktamu
véeobecného vzorca (10). Vhodny aminovo chraneny alanin je taky, v ktorom Pg je
ochranna skupina aminu, je v L-konfiguracii a A je aktivujica skupina, napriklad ~OH
alebo —Cl, schopna kopulacie s aminovou skupinou zli¢eniny véeobecného vzorca

(10). Takéto aminovo chranené alaniny st odbornikovi v odbore fahko dostupné.
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Kopulaéna reakcia znazornena v reakénej schéme A, krok 2, zahrnuje reakciu,
ktora sa zvy&ajne vykonava v syntéze peptidov a mozno tiez pouzit tam pouzivané

syntetické spdsoby. Takéto spdsoby su detailne popisané v schéme 1, krok 1.

Reakéna schéma A, krok 3, znazorfiuje odstranenie ochrannej skupiny zo
zlaceniny vSeobecného vzorca (11) kvdli ziskaniu zlu€eniny v8eobecného vzorca

(12). Takéto odstranenia ochrannej skupiny aminu st dobre zname v odbore.

Reakéna schéma A, krok 4, znazorfiuje kopulaénu reakciu vhodnej zluéeniny
vSeobecného vzorca (13), (CH3).CH-CHOH-C(O)A; a zli&eniny vSeobecného vzorca
(12) kvéli ziskaniu zlG€eniny vSeobecného vzorca |. S-izomér zlG€eniny v8eobecného
vzorca (13) je komeréne dostupny a je dobre znamy v odbore, pozri napriklad PCT
prinlaska ¢. PCT/US 97/22986, podana 22. decembra 1997. Kopulatna reakcia
znazornena vkroku 3 sa vykona pouzitim kyseliny vSeobecného vzorca (13)
(zlGEenin, v ktorych A4 je —OH) alebo halogenidu kyseliny, ktory je z nej odvodeny
(zlugenin, v ktorych A¢ je —C, alebo —Br), spésobom podobnym spdsobu uvedenému

v schéme 1, krok 1.

Alternativny spdsob pripravy zli¢enin véeobecného vzorca | je znazorneny
vschéme A, krok 5, ktory ukazuje kopulaénu reakciu vhodnej zluceniny
véeobecného vzorca (10) a vhodnej zlic¢eniny véeobecného vzorca (14), (CHs),CH-
CHOH-C(O)-NH-CHCH3-C(O)A,, kvdli priamemu ziskaniu zlaCeniny vSeobecného
vzorca |. Vhodna zluéenina véeobecného vzorca (10) je ako bolo popisané v kroku 2.
Vhodna zludenina véeobecného vzorca (14) je taka, ktora ma stereochémiu rovnaku

ako sa poZaduje u koneéného produktu v8eobecného vzorca .

Zluéeniny véeobecného vzorca (14) sa lahko pripravia kopulaciou karboxy —
chranenych aminokyselin, H;N-CHCH3-C(O)OPg;, kde zIUéeniny v§eobecného
vzorca (13) st ako bolo popisané vyssie. Opéatovne sU takéto kopulacné reakcie
dobre zname v odbore a poskytuju produkt, ktory po odstraneni ochrannej skupiny

dava zluéeninu véeobecného vzorca (14).

Zlugenina véeobecného vzorca | sa mdéze izolovat a Cistit radom spdsobov,
vratane krystalizacie. Moze sa pouZit krystalizacia z roztoku a suspenzacné techniky.
Obzvlaét sa mdze zluéenina podfa predloZzeného vynalezu pripravit' krystalizaciou

zradu bezvodych a vodnych rozpustadiel. Vhodné rozpustadla zahriuju aceton,
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nizSie alkoholy (ako je metanol, etanol a izopropanol), kyselinu octovl a acetonitril
s pouzitim alebo bez pouZitia vody a etylacetat, dietyléter a metyl-terc.-butyléter.
V praxi sa zistilo, Ze vyhodny je vodny acetén. Pre dané vodné rozpustadlo pouzité
mnozstvo vody zavisi od relativnej rozpustnosti (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-
(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu

v rozpustadle v porovnani s vodou a tu sa pouziva krystalizacia alebo suspehzac‘:né
techniky.

KryStalizacia sa vSeobecne vykonava tak, ze sa (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-
butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n
rozpusti vo vodnom rozpGstadle a potom sa roztok necha chladnut, s pridanim alebo
bez pridania dalSej vody, kvoli ziskaniu pevnej latky. Typicky sa krystalizacia
vykonava za pociatoénych tepldét od priblizne 40 °C do teploty spatného toku
zvoleného vodného rozpustadla. Zmes sa potom ochladi kvéli ziskaniu krystalického

dihydratu. Vyhodné mdze byt ockovanie.

Vyhodne sa krystalizaény roztok ochladi pomaly. KryStalizatna zmes sa
najvyhodnej$ie ochladi na teplotu od teploty okolia do priblizne —20 °C.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Predlozeny vynalez je dalej ilustrovany nasledujdcimi prikladmi a pripravami.
Tieto priklady a pripravy su len ilustraéné a nemajd za ciel obmedzit rozsah

predloZzeného vynalezu Ziadnym spésobom.

Vyrazy pouZzité v prikladoch a pripravach maju ich bezny vyznam, pokial nie
je uvedené inak. Napriklad ,°C, znamena stupne Celzia; ,mmol, znamena milimdl
alebo milimély; ,g, znamena gram alebo gramy; ,ml, znamena mililiter alebo mililitre;
,solny roztok, znamena nasyteny vodny roztok chloridu sodného; ,THF, znamena
tetrahydrofuran; ,HPLC, znamend vysokovykonovu kvapalinovi chromatografiu; a

podobne.
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Priklad 1
Syntéza 1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu

Do kaSovitej suspenzie hydridu sodneho (1,1 ekviv.) v 15 ml bezvodého DMF
sa pridal 4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n (0,0042 moélu) ako roztok v 10 ml
DMF. Potom sa pridal etyljodid (priblizne 2 ekviv.). Ked sa pomocou TLC urcilo, Ze
reakcia sa skoncila, reakéna zmes sa vliala na fad a extrahovala do etylacetatu.
Organicka vrstva sa premyvala vodou, nasledoval solny roztok. Organicka vrstva sa
potom susila nad Na;SO,, filtrovala a koncentrovala za znizeného tlaku. Reziduum
sa Cistilo pomocou HPLC (LC 2000), vymyvajic systémom etylacetat/hexan kvoli

ziskaniu 3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu.

3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n (1 ekviv.) sa rozpustil v THF
a pridal sa izoamyldusitan (1,2 ekviv.). Zmes sa ochladila na teplotu 0 °C v ladovom
kapeli. Po kvapkach sa pridal NaHMDS (1,1 ekviv., 1M v THF). Po mieSani po dobu
1 hodinu alebo kym sa reakcia neskondila, sa zmes koncentrovala a potom okyslila
1N vodnym roztokom kyseliny chlorovodikovej a extrahovala etylacetatom.
Organicka ¢ast sa susila a koncentrovala kvoli ziskaniu surového produktu, ktory sa
gistil silikagelovou chromatografiou kvéli ziskaniu 1-hydroxyimino-3-metyl-4,5,6,7-

tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu.
Hmotova spektroskopia (M+H)": 205,1.

1-hydroxyimino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n sa rozpustil
v EtOH/NH3 (20 : 1) a hydrogenoval v bombe pouZitim Raney niklu a vodika (500
psi/3 447 kPa) pri teplote 100 °C po dobu 10 hodin. Vysledna zmes sa filtrovala a
koncentrovala kvoli ziskaniu oleja, ktory sa Cistil silikagelovou chromatografiou kvoli |

ziskaniu zlu¢eniny z nazvu.
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Priklad 2
Syntéza 1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu
Do 20 | Mortonovej flfaSe sa pridal MTBE (5,52 I, 7 objemov) a (N-

metylamino)-acetaldehyd-dimetylacetal (614 g, 5 mélov) kvéli vytvoreniu roztoku za
teploty okolia. Roztok hydrogénuhli¢itanu sodného, pripraveny pridanim
hydrogénuhli€itanu sodného (546 g, 6,5 mdlov) do vody (6,31 |, 8 objemov) sa pridal
do Mortonovej reakénej flaSe. Zmes sa ochladila na menej ako 10 °C a do
ochladenej reakénej zmesi sa po kvapkach pridaval MTBE (789 ml) roztok
fenylacetylchloridu (789 g, 5 mélov) po dobu 1 hodinu. Po pridani sa reakéna zmes
miesala za teploty okolia po dobu 1 hodinu. V tejto etape HPLC analyza indikovala,
Ze reakcia sa skoncila. Extrakéné spracovanie pomocou MTBE (4 objemy), su8enie
nad bezvodym siranom horeénatym, nasledované koncentraciou v rotanom
odparovadi, poskytlo 1,187 kg (98 %) N-metyl-N-(2,2-dimetoxyetyl)fenylacetamidu vo

forme kvapaliny.
(M+H)* = 237,9.

Do 5 litrovej Mortonovej flaSe pod silnou dusikovou atmosférou sa pridala
H,SO4 (1,42 1) a po kvapkach sa pridal N-metyl-N-(2,2-dimetoxyetyl)-fenylacetamid
(712 g, 3 mdly) do reakénej flaSe, €o spdsobilo exotermu (22 az 78 °C). Vysledna
reakénd zmes sa potom zahrievala na teplotu 110 °C po dobu 3 hodiny a potom
ochladila na teplotu okolia a preniesla do 20 | Mortonovej ffaSe. Za teploty mensej
ako 10 °C sa reakcia zastavila vodnym hydroxidom sodnym (9,18 I, 5 N). Extrakéné
spracovanie etylacetatom (2 x 2,85 1), susenie nad giranom sodnym, nasledované
koncentraciou na pevnu Iétku‘, poskytlo 520 g (73,5 %) 3-metyl-6,7-dihydro-2H-3-
benzapezin-2-6nu vo forme pevnej latky. Tento materidl sa moze rekrystalizovat

z MTBE kvoli zvy$eniu &istoty kvoli ziskaniu pevnej latky.
Teplota topenia: 81 — 82 °C.
(M+H)" = 174,2.

THF (0,5 1) roztok 3-metyl-6,7-dihydro-2H-3-benzapezin-2-6nu (113,8 g, 0,657
molu) sa ochladil na teplotu 0 °C a po kvapkach sa pridal izoamyldusitan (100,75 g,
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0,86 molu). Do vyslednej zmesi sa pridal LIHMDS (1N THF roztok, 854 ml, 0,854
molu) takou rychlostou, aby teplota zostala pod 10 °C. Po pridani sa reakéna zmes
nechala za mieSania za teploty okolia po dobu 2 — 3 hodiny s monitorovanim
postupu reakcie pomocou HPLC. Po skonéeni reakcie sa zmes ochladila na teplotu
0 °C a pH sa upravilo na hodnotu z 12 na 2 — 3 pouzitim vodného HCI (2N).
Vysledny precipitat sa mieSal po dobu 12 - 16 hodin pred izolaciou filtraciou a susil
kvoli ziskaniu 86,3 g (64,9 %) 1-hydroxyimino-3-metyl-6,7-dihydro-2H-3-benzapezin-
2-6nu.

Teplota topenia: 225 — 226 °C.
(M+H)" = 203,0.

Etanolovy roztok (625 ml) 1-hydroxyimino-3-metyl-6,7-dihydro-2H-3-
benzapezin-2-6nu (35 g, 0,173 mélu) sa pridal do autoklavu s paladiom na uhli (10
%, 3,5 g) vo forme zriedenej HCI (koncentrovany vodny, 17,5 g v 17 ml vody)
kasovitej suspenzie. Vysledna zmes sa hydrogenovala za teploty 50 °C a 250 psi (1
- 723 kPa), kym sa reakcia neskoncila. ReakCna zmes sa filtrovala cez vrstvu celitu
pouzitim etanolu ako rozpustadla a filtrat sa koncentroval na 90 ml. Voda (350 ml) sa
pridala do koncentratu a vysledny roztok sa dalej koncentroval na priblizne 200 ml.
Do vodného roztoku sa pridal dichlérmetéan (350 ml) pred upravou pH na 11,0 — 11,5
vodnym hydroxidom sodnym (1N). Organicka Cast sa separovala a vodna Cast sa
extrahovala dichlérmetanom (175 ml). Skombinované extrakty sa koncentrovali na

reziduu, ktoré v pokoji krystalizovalo kvéli ziskaniu zlticeniny z nazvu.
Teplota topenia: 69 — 81 °C.
(M+H)" = 191,0.
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Priklad 3
Syntéza 1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu

Do 22 | Mortonovej flae sa pridal dichlérmetan (4,73 I, 8 objemov), N-
metylfenetylamin (591 g, 4,33 mélov) a vodny hydrogénuhli¢itan sodny (436,7 g, 5,2
molov v 4,73 | vody). Zmes sa ochladila na teplotu menej ako 5 °C a do ochladenej
reakénej zmesi sa po kvapkach pridal dichlérmetanovy (887 ml) roztok
chléracetylchloridu (513,7 g, 4,55 moélov) v priebehu 70 minit. Po pridani HPLC
analyza ukazala, ze reakcia sa skongila. Vrstvy sa separovali a vodna vrstva sa
extrahovala dichlormetanom. Kombinované organické vrstvy sa susili nad bezvodym
siranom hore¢natym a koncentrovali v rotatnom odparovaci kvéli ziskaniu 915,7 g
(99,8 %) N-metyl-N-(2-fenyletyl)-1-chléracetamidu.

(M+H) = 212,1.

Do 12 | flaSe sa pod dusikovou atmosférou pridal N-metyl-N-(2-fenyletyl)-1-
chléracetamid (883,3 g, 4,17 molov) a orto-dichlérbenzén (6,18 1). Pridanie chloridu
hlinitého (1 319 g, 10,13 mélov) spdsobilo exotermu (22 az 50 °C). Vysledna reakéna
zmes sa potom zahrievala na teplotu 165 °C po dobu 2,5 hodiny a potom sa
ochladila na teplotu okolia v priebehu priblizne 14 hodin. Reakéna zmes sa ochladila
na teplotu priblizne 0 °C a pridala sa v Styroch €astiach do studenej vody (8,86 |,
priblizne 5 °C) kvoli udrzaniu exotermy na priblizne 40 °C. Vrstvy sa separovali,
vodna vrstva sa extrahovala dichlérmetanom (7,07 1) a vrstvy sa separovali.
Organické vrstvy sa skombinovali a extrahovali vodnou kyselinou chlorovodikovou
(8,83 1, 1N) a potom nasytenym vodnym roztokom hydrogénuhliCitanu sodného (7,07
0, suéﬂi nad siranom hore¢natym, skombinovali so silikagelom (883 g) a vlozZili do
kolény silikagelu (3,53 kg, v sinterovanej sklenenej nalevke, napinenej ako kasSovita
suspenzia v dichlormetéane). Koléna sa vymyvala dichlérmetanom, kym sa neziskalo
25 | a potom etylacetatom kvdli ziskaniu produktu. Frakcie obsahujice produkt sa
odparili na 3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n vo forme zlatohnedej
pevnej latky, 608 g (83 %).
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V 22 | flasi bol pod dusikom 3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n
(606 g, 3,46 modlov) a izoamyldusitan (543 g, 4,5 mélov) v THF (7,88 I). Zmes sa
ochladila na teplotu priblizne 0 °C pred pridanim LIHMDS (1N THF roztok, 4,5 1, 4,5
mélov) takou rychlostou, Ze teplota zostala pod priblizne 7 °C. Po pridani sa reakéna
zmes nechala za miesania za teploty okolia po dobu priblizne 2 hodiny za
monitorovania postupu reakcie pomocou HPLC. Po skonéeni reakcie sa zmes
ochladila na teplotu priblizne 0 °C a pH sa upravilo z 12 na priblizne 2 — 1 pouzitim
vodného HCI (2N). Vysledny precipitat sa mieSal po dobu priblizne 6 hodin pred
izolaciou filtraciou a suSenim kvéli ziskaniu 1-hydroxyimino-3-metyl-4,5,6,7-
tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6nu, 604,7 g (85,6 %).

1-hydroxyimino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzazepin-2-6n (625 g, 3,06
molov) a 3A etanol (15,6 I) vytvorili zmes. Vysledna zmes hydrogenovala za teploty
50 °C a tlaku 250 psi (1 723 kPa) za intenzivneho mieSania, kym sa reakcia
neskondila (priblizne 4 hodiny). Reakéna zmes sa filtrovala cez vrstvu celitu pouzitim
etanolu ako rozpustadla a filtrat sa koncentroval kvoli ziskaniu pevnej latky. Pevna
~ latka sa spracovavala dichlormetanom (6 I) a pridaval sa 1N vodny roztok hydroxidu
sodného, kym pH vodnej vrstvy nebolo medzi 11,0 — 11,5. Zmes sa mieSala, vrstvy
sa separovali a vodna vrstva sa extrahovala dichlérmetanom (2 I). Organické vrstvy
sa susili nad siranom horeénatym, filtrovali a odparili v rotatnom odparovaci kvoli

ziskaniu zlG¢eniny z nazvu 477 g (81,9 %).

Priklad 4
Syntéza (S)-1-amino-3-mety|-4,5,6,7-tetrahydro-2H-'3-benzapezin-2-énu

1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n (1,544 g, 8,12
molov) sa mierne zahrieval v 15 ml metanolu kvéli vytvoreniu roztoku. V dalSej flasi
sa rozpustila kyselina di-p-toluoyl-L-vinna (3,12 g, 8,08 mmélov) v 15 ml metanolu a
pridala pipetou do horticeho roztoku aminu. Zmes sa zahrievala do precipitacie
pevnych latok. Pridalo sa dal$ich 30 ml metanolu kvéli vytvoreniu roztoku, ktory sa

zahrieval na teplotu spatného toku po dobu 30 — 40 minut a potom pomaly ochladil
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na teplotu okolia kvdli ziskaniu pevnej latky. Po mies$ani po dobu priblizne 18 hodin
sa pevna latka izolovala filtraciou a premyvala malym mnoZstvom studeného
metanolu kvlli ziskaniu 2,24 g (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-
benzapezin-2-6nu vo forme soli kyseliny di-p-toluoyl-L-vinnej (96 % vytazok, 94,7

(ee).

(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n vo forme soli
kyseliny di-p-toluoyl-L-vinnej (11,83 g, 20,5 mmdlov) sa rozpustil v 45 ml vodného
roztoku 1,0 N hydroxidu sodného a extrahoval metylénchloridom (3 x 25 mi).
Skombinované metylénchloridové vrstvy sa premyvali 35 ml vodnym 1,0 N roztokom
hydroxidu sodného, potom solnym roztokom a su$ili nad bezvodym MgSO..
Odstranenie rozpustadla za vakua poskytlo zli¢eninu z nazvu (3,38 g) vo forme
bezfarebného oleja (87 % vytazok, 93,2 % ee).

Priklad 5
Syntéza (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu
1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n (6,0 g, 31,5

mmoélov) sa mierne zahrieval v 75 ml metanolu kvoéli vytvoreniu rozioku a
skombinoval s roztokom kyseliny di-p-toluoyl-L-vinnej (12,2 g, 31,5 mmélov v 75 ml
horiceho metanolu. Roztok sa naockoval a vytvorila sa pevna latka. Pridalo sa
dalSich 100 ml metanolu a zmes sa nechala za mieSania. Po mieSani po dobu
priblizne 18 hodin sa pevna latka izolovala filtraciou a premyvala malym mnozZstvom
studeného metanolu kvali ziskaniu 6,7 g pevnej latky. Pevna latka sa skombinovala
s metanolom (200 ml) a mieala. Po uplynuti 18 hodinﬁ sa pevna latka izolovala kvl
ziskaniu (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu vo forme
soli kyseliny di-p-toluoyl-L-vinnej (4,4 g). lzolacia bazy spésobom popisanym v

priklade 4 poskytla zlu€eninu z ndzvu (96 % ee).
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Priklad 6
Syntéza (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu

V 22 | nadobe sa pod dusikovou atmosférou zahrieval (priblizne 40 °C) 1-
amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n (438 g, 2,3 moélov) kvoli
ziskaniu roztoku v metanole (4,38 ml). V dalSej fladi sa rozpustila kyselina di-p-
toluoyl-L-vinna (889,7 g, 2,3 méblov) v 4,38 | metanolu a zahrievala na priblizne 40 °C
pred pridanim roztoku 1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu.
Zahrievanie pokragovalo a pridalo sa dalSich 6,13 | metanolu predtym, ako sa zmes
zahrievala na teplotu spatného toku po dobu priblizne 45 minut a potom pomaly
ochladila na teplotu okolia kvdli ziskaniu pevnej latky. Po mieSani po dobu priblizne
18 hodin sa pevna latka izolovala filtraciou a premyvala malym mnoZstvom matecnej
tekutiny a po suseni na vzduchu priblizne 2 | etylacetatu kvoli ziskaniu 561,6 g (S)-1-
amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu vo forme soli kyseliny di-p-
toluoyl-L-vinnej.  (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n  vo
forme soli kyseliny di-p-toluoyl-L-vinnej, dichlérmetan (6,57 1) a 1N vodny roztok
hydroxidu sodného (6,57 f) sa skombinovali a mieSali. Vrstvy sa oddelili a organicka
vrstva sa dvakrat extrahovala 1N vodnym roztokom hydroxidu sodného (3,28 1), raz
sofnym roztokom (2,46 I) pred suSenim nad siranom horeCnatym, filtraciou a
odparenim na rotatnom odparovaci kvéli ziskaniu zlugeniny z nazvu , 250 g (67,4 %,
94,1 % ee).

Priklad 7
Syntéza hydrochloridu (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-
2-6nu

1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n (31,9 g, 168 mmolov) sa
suspendoval na kasu v priblizne 300 ml izopropylacetatu a zahrieval na teplotu 45
°C. Vinej flasi sa zahrievala kyselina (R)-(-)-D-mandfova (25,0 g, 164 mmolov)
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v priblizne 130 ml izopropylalkoholu do vytvorenia roztoku a pridala sa do kas$ovitej
suspenzie 1-amino-3-metyl-4,5,8,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n/
izopropylacetat ziskanej vySSie kvoli ziskaniu roztoku, z ktorého sa rychlo tvoril
precipitat. Zmes sa miesala za teploty 45 °C po dobu priblizne 3 hodiny. Do
horGceho roztoku sa pridal 5-nitrosalicylaldehyd (2-hydroxy-5-nitrobenzaldehyd)
(1,40 g, 8,38 mmdlov, 5 % mél) a zmes sa miesala Za teploty 45 °C. Po uplynuti
priblizne 14 hodin sa kaSovitd suspenzia ochladila na teplotu okolia a miesala po
dobu 2 hodiny pred izolaciou pevnych latok filtraciou a premyvanim 70 ml studeného
izopropylacetatu a suSenim vo vakuovej peci za teploty 40 °C kvéli ziskaniu 46,62 g
(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu  vo forme  soli
kyseliny (R)-mandlovej (82,9 % vytazok, 98,4 % ee).

(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n vo forme soli kyseliny
(R)-mandiovej (2,42 g, 7,06 mmoélov, 98,4 % ee) sa suspendoval na kasu v 25 ml
etylacetatu za teploty okolia. Pridala sa koncentrovana vodna kyselina
chlorovodikova (1,1 ml, priblizne 11,2 mmélov) a zmes sa zahrievala na teplotu 50
°C za intenzivneho miesania po dobu 3,5 hodiny. KaSovita suspenzia sa ochladila na
teplotu okolia a filtrovala, premyvala metyl-terc.-butyléterom (priblizne 10 ml) kvdli

ziskaniu 1,48 g zluéeniny z nazvu (92,5 % vytazok, 97,9 % ee).

Priklad 8
Syntéza (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-amino-3-metyl-
4,5,6,7-tetrahydro-2H-35behzapezin-2-énu

Banka sa naplnila N-t-Boc-L-alaninom (1,0  ekviv.), hydratom
hydroxybenzotriazolu (priblizne 1,1 ekviv.) a (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-
2H-3-benzapezin-2-6nom (1,0 ekviv.) v THF pod dusikovou atmosférou. Do dobre
mie$anej zmesi sa pridala Hunigova baza (N,N-diizopropyletylamin, 1,1 ekviv.),
nasledovalo EDC (1,1 ekviv.). Po mie$ani po dobu od 4 do 17 hodin za teploty okolia
sa rozpustadlo odstranilo za zniZeného tiaku, reziduum sa vybralo v etylacetate a

vode, premyvalo nasytenym vodnym roztokom hydrogénuhli¢itanu sodneho, 1N
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vodnym HCL, sofnym roztokom, susilo nad bezvodym siranom sodnym, filtrovalo a
rozpustadlo sa odstranilo za znizeného tlaku kvéli ziskaniu 1-(N-t-Boc-L-alaninyl)-

amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu.
Hmotovéa spektroskopia (M+H)" 362,3.

Prad bezvodého plynného HCI sa nechal prechadzat cez mieSany roztok 1-
(N-t-Boc-L-alaninyl)-amino-3-metyi-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu v 1,4-
dioxane (0,03 - 0,09 M), chladeného v ladovom kupeli na teplotu priblizne 10 °C pod
N2 po dobu 10 — 15 mindt. Roztok sa uzatvoril, chladiaci kipel sa odstranil a roztok
sa nechal zahriat sa na teplotu okolia za mieS§ania po dobu 2 — 8 hodin, monitorujtic
1.0 pomocou TLC na spotrebovanie vychodiskového materialu. Roztok sa
koncentroval kvéli ziskaniu 1-(L-alaninyl)-(S)-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-

benzapezin-2-6nu, ktory sa pouzil bez dalSieho Eistenia.

1-(L-alaninyl)-(S)-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-3-metyl-2H-3-benzapezin-2-6n

(1,0 ekviv.), hydrat hydroxybenzotriazolu (1,1 ekviv.) a kyselina (S)-2-hydroxy-3-
metyl-maslova (1,0 ekviv.) sa mieSali v THF pod dusikovou atmosférou. Hunigova
baza (N,N-diizopropyletylamin 1,1 ekviv.) sa pridala do dobre mieSanej zmesi,
nasledoval EDC (1,1 ekviv.). Po miesani po dobu od 4 do 17 hodin za teploty okolia
sa rozpustadlo odstranilo za znizeného tlaku, reziduum sa vybralo v etylacetate
(alebo podobnom rozpustadle) a vode, premyvalo nasytenym vodnym roztokom
hydrogénuhli¢itanu sodného, 1N HCI, solnym roztokom, susilo nad bezvodym
siranom sodnym a rozpUstadlo sa odstranilo za znizeného tlaku kvdli ziskaniu

zluéeniny z nazvu.

Priklad 9
Syntéza (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-amino-3-metyl-
4 5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu

Banka sa naplnila N-t-Boc-L-alaninom (249,5 g, 1,32 molu), hydratom
hydroxybenzotriazolu (232,2 g, 1,52 mélu) a (S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-
2H-3-benzapezin-2-6nom (250,8 g, 1,32 moélu) v THF (3,76 1) pod dusikovou
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atmosférou. Zmes sa ochladila na teplotu mensiu ako 5 °C, pridala sa Hunigova
baza (N,N-diizopropyletylamin, 188,4 g, 1,45 molu), nasledovalo EDC (283,7 g, 1,45
molu). Po mieSani po dobu 6 hodin sa reakéna zmes zahriala na teplotu okolia a
mieSala po dobu priblizne 14 hodin. Rozpustadlo sa odstranilo za znizeného tlaku,
reziduum sa vybralo v etylacetate (3,76 I) a vode (1,76 1), vrstvy sa separovali,
organicka vrstva sa extrahovala vodou (1,76 [), vodné vrsfvy sa skombinovéli a
extrahovali etylacetdtom (1,76 1). Organické vrstvy sa skombinovali, extrahovali
nasytenym vodnym roztokom hydrogénuhliitanu sodného (1,76 1), susili nad
bezvodym siranom sodnym, filtrovali a odparili v rotaénom odparovadéi kvéli ziskaniu
1-(N-t-Boc-L-alaninyl)-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu, 463
g (97,2 %).

Etylacetatovy roztok HCI sa pripravil priechodom bezvodého plynného HCI,
pouzitim podpovrchovej disperznej trubice, etylacetatom (1,76 1), ochladenym na
teplotu priblizne 0 °C. Etylacetatovy roztok HCI, pripraveny vyssie, sa pridal do
intenzivne mieSanej kaSovitej suspenzie 1-(N-t-Boc-L-alaninyl)-amino-3-metyl-
4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu (462 g, 1,28 molu) v etylacetate (3,7 1).
Pridalo sa dalSie mnozstvo etylacetatu (1 I) a reakéna zmes sa nechala zahriat na
teplotu okolia a mieSala po dobu 22 hodin. Reakéna zmes sa filtrovala kvéli ziskaniu
pevnej latky. Pevna latka sa suspendovala v acetonitrile (5 1), zahrievala na teplotu
spatného toku a potom ochladila na teplotu priblizne 60 °C pred filtraciou a suSenim
kvoli ziskaniu 1-(L-alaninyl)-(S)-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-
2-6nu, 389,8 g (94,7 %).

1-(L-alaninyl)-(S)-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n (369,5 g,
1,18 molu), hydrat hydroxybenzotriazolu (207,6 g, 1,36 mélu), Hunigova baza (N,N-
diizopropyletylamin, 3522 g, 2,71 mélu) a kyselina (S)-2-hydroxy-3-metyl-maslové'
(140,6 g, 1,18 molu) v THF (4,8 I) sa skombinovali pod dusikovou atmosférou a
ochladili na teplotu niz$iu ako 5 °C. Pridal sa EDC (253,7 g, 1,3 moélu) a reakcna
zmes sa nechala zahriat' sa na teplotu okolia a mieSala. Po uplynuti priblizne 25
hodin sa reakéna zmes zriedila dichlormetanom (5,54 1) a extrahovala vodou (2,22 ).
Organicka vrstva sa extrahovala vodou (2,22 1), vodné vrstvy sa skombinovali a
extrahovali dichlérmetanom (5,54 1). Organické vrstvy sa skombinovali, extrahovali

dvakrat vodou (2,22 1), nasytenym vodnym roztokom hydrogénuhlicitanu sodného
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(2,22 1), susili nad bezvodym siranom sodnym, filtrovali a odparili v rotatnom
odparovaci kvoli ziskaniu pevnej latky 428 g (100 %). Pevna latka sa za mierneho
zahrievania (40 °C) vybrala v zmesi rozpustadiel obsahujlcej acetdn (3,42 [) a vodu
(0,856 l). Roztok sa rozdelil na 2 | ¢asti a do kaZdej sa pridala voda (7,19 ) za
zahrievania zakaleného roztoku na teplotu 50 °C. Po skonceni adicie vody sa
zakaleny roztok nechal ochladit na teplotu okolia kvoli ziskaniu pevnej ’Iétky, ktora sa
miedala vo forme kaSovitej suspenzie za teploty okolia po dobu priblizne 14 hodin
pred filtraciou a suSenim kvoli ziskaniu zlG€eniny z nazvu 310,6 g (66,2 %) vo forme
dihydratu.

Pokial sa pouzije vo forme farmaceutického pripravku, zliéenina podla
predloZzeného vynalezu sa zvyCajne podava vo forme farmaceutickej kompozicie.
Preto sa vinom vyhotoveni predloZzeny vynalez tyka farmaceutickych kompozicii,
obsahujdcich uginné mnoZstvo (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-
1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu a farmaceuticky
prijatelné riedidlo.

Takéto kompozicie sa pouzivaji na inhibiciu uvolfiovania a/alebo syntézy
beta-amyloidového peptidu, vratane lieCenia Alzheimerovej choroby. PredloZeny
vynalez preto zahrfiuje pouzitie (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-
1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu na vyrobu lieCiva na
inhibiciu uvolfiovania a/alebo syntézy amyloidového peptidu a konkrétne na lieCbu

Alzheimerovej choroby.

(N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-
tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n sa méze podavat radom sposobov. Zlucenina sa
mdZze podavat v fubovolnej forme alebo méde, v ktorych je z|ac“:eni,nva biologicky
dostupna v G&innom mnoZstve, vratane oralnej a parenterainej cesty. Napriklad
zligenina sa modZe podavat oralne, inhalaciou, subkutdnne, intramuskularne,
intravendzne, transdermalne, intranazalne, rektalne, okularne, topicky, sublingualne,

bukélne a podobne.

Pri vyrobe kompozicii podfa predlozeného vynalezu sa G€inna zlozka zvyCajne
mie$a s excipientom, riedi excipientom alebo uzatvara v takom nosici, ktory méze

byt vo forme kapsule, vrecka, papiera alebo dalSieho obalu. Zli¢enina podfa
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predlozeného vynalezu sa mdze podavat samotna alebo vo forme farmaceutickej
kompozicie, to znamena, skombinovana s farmaceuticky prijatelnymi riedidiami, ako
sU nosice alebo excipienty, ktorych proporcie a povaha su uréené rozpustnostou a
chemickymi vlastnostami zlu€eniny, zvolenym spésobom podavania a Standardnou
farmaceutickou praxou (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18. vydanie, Mack
Publishing Co. (1990)). | |

Farmaceutické kompozicie sa pripravia spdésobmi dobre znamymi vo
farmaceutickom odbore. Nosi¢ alebo excipient méZe byt pevny, polotuhy alebo
kvapalny material, ktory méze slazit ako vehikulum alebo médium pre G¢innl zlozku.
Vhodné nosiée alebo excipienty sU dobre zname v odbore. Farmaceuticka
kompozicia sa mbze upravit na oralne pouZitie, inhalacie, parenteralne alebo topické
podavanie a mdZe sa podavat pacientovi vo forme tabliet, kapsul, aerosélov,
inhalantov, €apikov, roztokov, suspenzii a podobne.

Kvali Géelom oralneho terapeutického podavania sa mobézZe zliéenina
zabudovat do excipientov a pouZit vo forme tabliet, pastiliek, kapsul, elixirov,

suspenzii, sirupov, oplatok, Zuvadiek a podobne.

Tieto pripravky by mali obsahovat aspoil 4 % zlG&eniny podfa predlozeného
vynalezu, ako Géinnej zlozky, ale mnozstvo zlueniny sa mdze menit' v zavislosti od
konkrétnej formy a moéze byt vyhodne medzi 2 % aZ priblizne 90 % hmotnosti
jednotky. MnozZstvo zli¢eniny pritomnej v kompozicii je také, aby sa ziskala vhodna
davka. Vyhodné kompozicie a pripravky podfa predlozeného vynalezu moéze urdit

odbornik v odbore.

Tablety, pilulky, kapsule, pastilky a podobne mézu tiez obsahovat jedno alebo
viacero z nasledujlcich adjuvans: vazbové ¢&inidla ako je mikrokrystalicka celul6za,
tragakant alebo Zelatina; excipienty ako je $krob alebo laktoza, dezintegranty ako je
kyselina alginova, Primogel, kukuri¢ny Skrob a podobne; lubrikanty ako je stearat
horegnaty, silikonovy olej alebo Sterotex; glidanty ako je koloidny oxid kremicity; a
méZu sa pridat sladidla ako je sacharéza alebo sacharin alebo chutové Einidla ako je
pepermint, metylsalicylat alebo pomarancova prichut. Pokial davkova jednotka tvori
kapsulu, mdZe obsahovat okrem vySSie uvedenych materialov tiez kvapalny nosic

ako je polyetylénglykol alebo mastny olej. Iné davkove jednotky obsahuju dalsie

32117/B



27

ré6zne materialy, ktoré modifikuju fyzikalnu formu davkovej jednotky, napriklad ako
povlaky. Tablety alebo pilulky sa preto méZu povliect cukrom, Selakom alebo dalSimi
éinidlami. Sirup mozZe obsahovat okrem Gcinnej zlG€eniny sachardzu ako sladidlo a
isté konzervaéné ¢inidla, farbiva a chutové &inidla. Materialy pouZité na pripravu
tychto réznych kompozicii by mali byt farmaceuticky Cisté a netoxické v pouzitom

mnozstve.

Kvéli acelom parenterdlneho podavania mézu byt zluceniny podla
predloZzeného vynalezu vo forme roztoku alebo suspenzie. Tieto pripravky typicky
obsahuju aspori 0,1 % zlu¢eniny podla predloZzeného vynalezu, ale méZu obsahovat
mnozstvo od 0,1 do priblizne 90 % hmotn. Mnozstvo zlG€eniny pritomnej v takychto
kompoziciach je také, aby umoznilo ziskat vhodnt davku. Roztoky alebo suspenzie
moZu tiez obsahovat jedno alebo viacero nasledujicich adjuvans: steriliné riedidla
ako je voda pre injekcie, solny roztok, fixované oleje, polyetylénglykoly, glycerin,
propylénglykol alebo dalSie syntetické rozpGstadla; antibakterialne &inidla ako je
benzylalkohol alebo metylparabén; antioxidanty ako je kyselina askorbovéa alebo
hydrogénsiri¢itan sodny; chelatatné ¢inidla ako je kyselina etylendiamintetraoctova;
pufre ako st acetaty, citraty alebo fosfaty a €inidla na upravu tonicity ako je chlorid
sodny alebo dextréza. Parenteralny pripravok méZe byt uzatvoreny v ampule,
striekatke na jedno pouzitie alebo nadobke s viacerymi davkami, vyrobenej zo skla

alebo plastu. Vyhodné kompozicie a pripravky mdzu ur€it odbornici v odbore.

Zluéenina podfa predloZzeného vyndlezu sa mbze tiez podavat topicky a ak je
to tak, nosi¢ modze obsahovat roztok, mast alebo gélova bazu. Bazy mézu napriklad
obsahovat jednu alebo viacero z nasledujucich latok: petrolatum, lanolin,
polyetylénglykoly, véeli vosk, mineralny olej, riedidla ako je voda a alkohol a
emulzifikatory a stabilizatory. Topicke pripravky‘mc‘)iu obsahovat’ koncentraciu
zlieniny véeobecného vzorca | alebo jej farmaceutickej soli od priblizne 0,1 az
priblizne 10 % hmotn./obj. (hmotnost na jednotku objemu).

Daldéie vyhodné pripravky podfa predlozeného vynalezu pouZivaju
transdermalne podavacie zariadenie (,naplasti,). Takéto transderméine naplasti sa

mdZu pouzit na ziskanie kontinuainej alebo diskontinualnej infazie zliCeniny podla
prediozeného vynalezu v kontrolovanych mnoZstvach. KonStrukcia a pouZitie
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transdermalnych naplasti na podavanie farmaceutickych &inidiel je dobre zname
v odbore, pozri napriklad US patent 5,023,252, vydany 11. juna 1991, uvedeny ako
referencia. Takéto transdermaine naplasti sa mézu konstruovat na kontinualne a

narazové podavanie farmaceutickych Cinidiel alebo na podavanie v pripade potreby.

Kvoli dalSej ilustracii predloZzeného vynalezu sU dalej uvedené typické
farmaceutické kompozicie. Tieto priklady su len ilustrativne a nemyslia sa ako

akékolvek obmedzenie rozsahu predmetu predloZzeného vynalezu.

Priklad pripravku 1

Pripravia sa tvrdé Zelatinové kapsule, obsahujtce nasledujice zlozky:

Zlozka MnozZstvo (mg/kapsula)
Uginna zlozka 30,0

Skrob 305,0

Stearat hore¢naty 5,0

Vyssie uvedené zlozky sa zmie$aju a plnia do tvrdych Zelatinovych kapsul

v mnozstve 340 mg.
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Tablety sa pripravia pouZitim nasledujucich zloZiek.

ZloZzka Mnozstvo (mg/tableta)
Uginna zlozka 25,0

Celul6za, mikrokrystalicka 200,0

Koloidny oxid kremigity 10,0

Kyselina stearova 50

Zlozky sa zmieSaju a lisuji kvéli vytvoreniu tabliet, kazda s hmotnostou 240

mg.

Priklad pripravku 3

Vyrobi sa suchy praskovy inhala¢ny pripravok obsahujici nasledujuce zlozky:

Zlozka Hmotnost %
Uéinna zlozka 5
Laktéza 95

Uginna zlozka sa zmie$a s laktézou a zmes sa prida do inhalaéného pristroja

pre suchy prasok.

Priklad pripravku 4

Tablety, kazda obsahujica 30 mg ucinnej zlozky, sa pripravia nasledujucim

spoésobom:
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Zlozka MnozZstvo (mg/tableta)
Uginna zlozka 30,0

Skrob 45,0

Mikrokrystalicka celul6za 35,0
Polyvinylpyrolidén (ako 10 % roztok v sterilnej vode) |4,0

Sodna sol karboxymetylSkrobu 45

Stearat hore¢naty 0,5

Mastenec 1,0

Celkovo 120

Uginna zloZka, $krob a celuléza sa preosievajii cez sito s velkostou 6k 20
U.S. mesh a dbkladne sa premie3aji. S vyslednym praskom sa zmie$a roztok
polyvinylpyrolidéonu a preosieva sa cez sito s velkostou 6k 16 U.S. mesh. Takto
ziskané granule sa sus$ia za teploty 50 az 60 °C a preosievaju cez sito s velkostou
6k 16 U.S. mesh. Sodna sol karboxymetylSkrobu, stearat hore¢naty a mastenec,
vopred preosiate cez sito svelkostou 6k 30 U.S. mesh, sa potom pridaji ku
granulam, ktoré sa po miesani lisuja na tabletovacom stroji kvoli ziskaniu tabliet,

kazda s hmotnostou 150 mg.
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Priklad pripravku 5

Kapsule, kazda obsahujaca 40 mg lieku, sa vyrobia nasledujicim spdsobom:

Zlozka Mnozstvo (mg/kapsula)
Uginna zlozka 40,0

Skrob 109,0

Stearat hore¢naty 1,0

Celkovo 150,0

Uginna zlozka, $krob a stearat hore&naty sa zmie$ajl, preosievaji cez sito
s velkostou 6k 20 U.S. mesh a pinia do tvrdych Zelatinovych kapsul v mnozstve 150

mg.

Priklad pripravku 6

Capiky, kazdy obsahujici 25 mg G&innej zloZky, sa vyrobia nasledujicim

spbsobom:
Zlozka Mnozstvo (mg)
Uginna zlozka 5

Glyceridy nasytenych mastnych kyselin|2 000
do

Uginna zlozka sa preosieva cez sito s velkostou 6k 60 U.S. mesh a
suspenduije v glyceridoch nasytenych mastnych kyselin vopred roztavenych pouZitim
minimalneho nutného mnoZstva tepla. Zmes sa vieje do <&apikovej formy

s nominalnou kapacitou 2,0 g a necha ochladnut.
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Suspenzie, kazda obsahujica 50 mg lieku na 5,0 ml, sa vyrobia nasledujicim

sposobom:

Zlozka MnoZstvo
Uginna zlozka 50,0 mg
Xantanova guma 4,0mg
Sodna sol karboxymetylceluldzy (11 %) 50,0 mg
Mikrokrystalicka celuloza (89 %)

Sacharéza 1,75 ¢
Benzoat sodny 10,0 mg
Chutové Cinidlo a farbivo q.v.

Cista voda do 5,0 mi

Uginna zloZka, sachardza a xantanova guma sa zmie$ajl, preosievaju cez sito

s velkostou 6k 10 U.S. mesh a potom zmieSaju s vopred vyrobenym roztokom

mikrokrystalickej celulézy a sodnej soli karboxymetylcelulézy vo vode. Benzoat

sodny, chutové ¢inidio a farbivo sa zriedia ¢astou vody a pridaju sa za mieSania.

Kvdli dosiahnutiu pozadovaného objemu sa potom prida dostatok vody.

Priklad pripravku 8

Kapsule, kaZzda obsahujica 15 mg lieku, sa vyrobia nasledujiucim spdsobom:
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ZloZka Mnozstvo (mg/kapsula)
Uginna zlozka 15,0

Skrob 407,0

Stearat hore€naty 3,0

Celkovo 425,0

Uginna zloZka, 8krob a stearat horeénaty sa zmieajl, preosievaji cez sito

s velkostou 6k 20 U.S. mesh a plnia do tvrdych Zelatinovych kapsul v mnoZstve 560

mg.

Priklad pripravku 9

Subkutanny pripravok sa méze pripravit nasledujicim spdsobom:

ZloZka MnoZstvo
Uginna zlozka 1,0 mg
Kukuriény olej 1ml

V zavislosti od rozpustnosti tcinnej zlozky v kukuriénom oleji sa mdze pouzit

priblizne 5,0 mg alebo viac u¢innej zloZky (ak sa to poZaduije).
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Priklad pripravku 10

Topicky pripravok sa mdZe pripravit nasledujticim spésobom:

ZloZka MnozZstvo
Uginna zlozka 1-10g
Emulzifikacny vosk 30g
Kvapalny parafin 209
Biely méakky parafin do 100 g

Biely makky parafin sa zahrieva do roztavenia. Kvapalny parafin a
emulzifikaény vosk sa pridaju a mie$aju do rozpustenia. Prida sa uginna zlozka a

mieSa, kym nevznikne disperzia. Zmes sa potom ochladi do stuhnutia.

V jednom zo svojich spésobov sa predloZzeny vynalez tyka spdsobu inhibicie
uvolfovania a/alebo syntézy beta-amyloidového peptidu, zahriiujiceho podavanie
pacientovi, ktory to potrebuje, ucinného mnoZstva (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-
butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-
onu. V konkrétnom spésobe vyhotovenia sa predloZzeny vynalez tyka spdsobu
lieGenia Alzheimerovej choroby, zahrfiujiceho podavanie pacientovi, ktory to
potrebuje, Gcinného mnozstva (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-
1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu.

Je zname, Ze odbornik vodbore mdze ovplyvnit Alzheimerovu chorobu
lie€enim pacienta postihﬁutého ochorenim alebo profylakticky oSetrovat' pacienta
s rizikom vyvoja ochorenia. Vyrazy  lieCenie, a ,lie€ba, sa myslia tak, Ze sa tykaju
véetkych spésobov, v ktorych sa méZe spomalit, prerusit, zabrzdit, riadit alebo
zastavit postup Alzheimerovej choroby, ale nemusi nutne znamenat uplné
odstranenie vSetkych symptémov. Ako také spdsoby zahriiuju prevenciu nastupu
Alzheimerovej choroby u pacienta s rizikom vyvoja Alzheimerovej choroby, inhibiciu

postupu Alzheimerovej choroby a lieCenie pokrodilej Alzheimerovej choroby.
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Ako sa tu pouZziva, vyraz ,pacient, znamena teplokrvného Zivo€icha, ako je
cicavec, ktory je postihnuty poruchou, suvisiacou s narastom uvolfiovania a/alebo
syntézy beta-amyloidového peptidu, vratane Alzheimerovej choroby. Priklady
takychto Zzivo&ichov zahrnuju Skrecky, psy, macky, krysy, mySi, kone, hovadzi
dobytok, ovce a c¢loveka. Pacienti, ktori potrebuju takéto lieGenie, sa [ahko

diagnostikuju.

Ako sa tu pouziva, vyraz ,uéinné mnozstvo, zli€eniny v8eobecného vzorca |
znamena mnozstvo, ktoré je Uc¢inné na inhibiciu uvolfiovania a/alebo syntézy beta-

amyloidového peptidu a Specificky na lieCenie Alzheimerovej choroby.

Osetrujuci lekar vykonavajuci diagnézu, ako odbornik v odbore, méze fahko
uréit Gacinné mnozstvo, pouzitim beznych technik a pozorovanim vysledkov
dosiahnutych za analogickych okolnosti. Pri uréovani t¢inného mnoZstva davky (N)-
((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-
2H-3-benzapezin-2-6nu musi oSetrujuci lekar, ktory urCuje diagnézu, zobrat do
uvahy rad faktorov, vratane, ale neobmedzujicim spésobom: silu a vlastnosti (N)-
((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-
2H-3-benzapezin-2-6nu; druh pacienta; jeho velkost, vek a vSeobecny zdravotny
stav; stupefi pokroCilosti alebo zavaznosti ochorenia; odozvu individualneho
pacienta; spdsob podavania; vlastnosti podéavanych pripravkov tykajucich sa
biologickej dostupnosti; zvoleny davkovy reZim; pouzitie dalSich sucasne

podavanych liekov; a dalSie relevantné okolnosti.

Uginné mnozstvo  (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-
amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu je zvylajne v rozsahu od
priblizne 0,1 miligramov na kilogrém telesnej hmotnosti denne (mg/kg/deri) do
priblizne 100 mg/kg/den. Vyhodné mnbistvo méze odbormik v odbore fahko uréit.
Predpoklada sa, ze uginné mnozstvo (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-
alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n anhydratu je
v rozmedzi od priblizne 0,1 mg/kg/der telesnej hmotnosti do priblizne 100 mg/kg/den

Vyhodné mnoZstvo méze uréit odbornik v odbore.
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Anhydrat (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-
metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu sa podla predioZzeného vynalezu
mobZe testovat vrdéznych biologickych systémoch, ktoré zahriuju nasledujice

systémy.

Priklad A
Bunkové triedenie pre detekciu inhibitorov tvorby amyloidu

Rad zlucenin vSeobecného vzorca | uvedeného vysSie sa testoval na ich
schopnost inhibovat tvorbu beta-amyloidu v bunkovych linidch obsahujlcich $védsku
mutaciu. Tento test pouZiva bunky (K293 = [udska ladvinova bunkova linia), ktoré
boli stabilne transfektované génom pre amyloidovy prekurzorovy protein 751
(APP751), obsahujuci dvojitd mutaciu LysssiMetss, na AsngsiLeugsz (Cislovanie APP
751) spbsobom popisanym v medzinarodnej publikovanej patentovej prihlaske ¢.
94/105 698 a Citron a kol. Tato mutacia sa zvyCajne nazyva Svédska mutacia a
’ bunky, oznacené ako ,293 751 SWE,, sa umiestnili do 96-jamkovych dostiCiek
Corning, 2 — 4 x 10* buniek na jamku v Dulbeccovom minimalnom esencialnom
médiu (Sigma, St. Louis, MO, USA) plus 10 % fetalne hovadzie sérum. Pocet buniek
je dolezity na dosiahnutie vysledkov ELISA testov na beta-amyloid v linearnom
useku testu (priblizne 0,2 az 2,5 ng na ml.).

Po inkubacii cez noc za teploty 37 °C vinkubatore ekvilibrovanom 10 %
oxidom uhli¢itym sa médium odobralo a nahradilo 200 pul na jamku média
obsahujticeho zlG¢eninu v8eobecného vzorca | (liek) po dvojhodinovd periédu pred
oSetrenim a bunky sa inkubovali vy3Sie uvedenym sposobom. Zasobné roztoky lieku
sa pripravilivv 100 % dimetysulfoxidu tak, ze kvdli koneénej koncentracii lieku
pouzitého na oSetrenie koncentracia dimetylsulfoxidu nepresiahla 0,5 % a zvy&ajne

sarovnala 0,1 %.

Na konci periédy pred oSetrenim sa média opat odobrali a nahradili médiom
obsahujucim Cerstvy liek, ako bolo uvedené vy$Sie, a bunky sa inkubovali dalSie dve
hodiny. Po o$etreni sa dostiCky centrifugovali v pristroji Beckman GPR za 1 200

ot./min. pat minut za teploty okolia na pelety zvySkov buniek z média. Z kaZdej jamky
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sa 100 ul média alebo jeho zodpovedajiceho zriedenia prenieslo na dosticku ELISA
vopred pokryta protilatkou 266 (P. Seubert, Nature (1992), 359, 325 — 327) proti
aminokyselindm 13 - 28 beta-amyloidového peptidu, ako je popisané vo zverejnenej
medzinarodnej patentovej prihiaske €. 94/105 698 a uchovalo pri teplote 4 °C cez
noc. Test ELISA, pouzivajlci oznaéenu protilé}tku 3D6 (P. Seubert, Nature (1992),
359, 325 -~ 327) proti aminokyselinam 1 — 5§ beta-amyloidového peptidu, sa
vykonaval nasledujici def kvoli uréeniu mnoZstva vytvoreného beta-amyloidového

peptidu.

Cytotoxické U€inky zlG€enin sa merali modifikaciou spdsobu podfa Hansen a
kol. Kbunkam, ktoré zostali na dostiCke s bunkovou kultirou, sa pridalo 25 pul
zasobného roztoku (5 mg/ml) 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromidu
(MTT) (Sigma, St. Louis, MO, USA) na kone¢nu koncentraciu 1 mg/ml. Bunky sa
inkubovali za teploty 37 °C jednu hodinu a bunkova aktivita sa zastavila pridanim
rovnakého objemu MTT lyzového pufra (20 % hmotn./obj.) v dodecylsulfate sodnom
v 50 % dimetylformamidu, pH 4,7). Uplna extrakcia sa dosiahla trepanim cez noc za
teploty okolia. Rozdiel OD562 a OD650 sa meral na &itadke mikrodostiiek Molecular

Device UVmax ako indikator Zivotnosti buniek.

Vysledky testu ELISA na beta-amyloidovy peptid sa vyniesli do Standardnej
krivky a vyjadrili v ng/ml beta-amyloidového peptidu. Kvéli normalizacii na cytotoxicitu
sa tieto vysledky delili vysledkami MTT a vyjadrili percentom vysledkov z kontrolne;
vzorky bez lieku. VSetky vysledky su stredné hodnoty a Standardné odchylky aspori

Siestich opakovanych testov.

Prikiad B
In vivo supresia uvolfiovania a/alebo syntézy beta-amyloidu

Tento priklad ilustruje, ako zlG¢eniny podla predloZzeného vynalezu sa mdzu
testovat na in vivo supresiu uvolfiovania a/alebo syntézy beta-amyloidu. Na tieto
experimenty sa pouzili 3 az 4 mesiace staré PDAPP mysi (Games a kol., (1999),
Nature, 373, 523 — 527). V zavislosti od toho, ktora zliéenina sa testovala, zlucenina
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bola zvyCajne v koncentracii medzi 1 a 10 mg/ml. V désledku nizkej rozpustnosti
zliCenin sa tieto moZu podavat v réznych vehikulach, ako je kukuriény olej (Safeway,
South San Francisco, CA, USA); 10 % etanol v kukuricnom oleji; 2-hydroxypropyl-
beta-cyklodextrin (Research Biochemicals International, Natick, MA, USA); a
karboxymetylcelul6za (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Mysi sa subkutanne davkovali ihlou kalibra 26 a 3 hodiny potom sa zvierata
usmrtili nark6zou v CO; a krv sa odobrala srdcovou punkciou pouzitim tuberkulinove;
striekacky/inly 1 cc 25G 5/8, pokrytej roztokom 0,5 M EDTA, pH 8,0. Krv sa ulozila
do vakuovej skimavky Becton Dickinson obsahujicej EDTA a centrifugovala 15
minut pri 1 400 x g za teploty 5 °C. Mozgy mysi sa potom odobrali a kéra a

hipokampus sa vybrali a uloZili na lad.
1. Mozgovy test

Kvoli priprave tkaniva hipokampu a kory pre testy ELISA sa kazda mozgova
oblast homogenizovala v 10 objemoch ladovo studeného guanidinového pufra (5,0
M guanidin — HCI, 50 mM Tris — HCI, pH 8,0) pouzitim motorového maZiaru Kontes
(Fisher, Pittsburgh PA, USA). Homogenizaty sa jemne kolisali na rotujlcej platforme
tri az Styri hodiny za teploty okolia a uchovavali za teploty —20 °C pred meranim

mnozstva beta-amyloidu.

Mozgové homogenizaty sa zriedili 1 : 10 lfadovo studenym kazeinovym pufrom
(0,25 % kazein, fosfatovo pufrovany solny roztok (PBS), 0,05 % azid sodny/ 20 g/ml
aprotininu/5 mM EDTA, pH 8,0, 10 g/ml leupeptinu), €im sa zniZila koneé¢na
koncentracia guanidinu na 0,5 M pred centrifugaciou pri 16 000 x g po 20 minut za
teploty 4 °C. Vzorky sa dalej zriedili, ak to bolo nutné, kvéli dosiahnutiu optimalneho
rozmedzia ELISA testu, pridanim kazeinového pufra s pridanim 0,5 M hydrochloridu
guanidinu. Beta-amyloidové Standardy (aminokyseliny 1 — 40 alebo 1 - 42) sa
pripravili tak, Ze kone¢né zloZenie zahriiovalo 0,5 M guanidin v pritomnosti 0,1 %
hovadzieho sérového albuminu (BSA).

Uplny sendviovy test ELISA na beta-amyloid, uréujuci beta-amyloid
(aminokyseliny 1 — 40) i beta-amyloid (aminokyseliny 1 —~ 42) pozostava z dvoch
monoklonalnych protildtok (mAb) na beta-amyloid. Zachytna protilatka 266 (P.
Seubert, Nature (1992), 359, 325 — 327) je Specificka na aminokyseliny 13 — 28 beta-
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amyloidu. Protilatka 3D6 (Johnson - Wood a kol., PNAS USA (1997), 94, 1550 -
1555), ktora je Specificka na aminokyseliny 1 — 5 beta-amyloidu, sa biotinyluje a slUzi
ako reportérova protilatka testu. 3D6 biotinylatna procedura pouZiva protokol
vyrobcu (Pierce, Rockford, IL, USA) pre NHS-biotinové oznadovanie
imunoglobulinov s vynimkou, Ze sa pouZil 100 mM hydrogénuhlicitan sodny, pH 8,5,
éko pufor. Protilatka 3D6 nerozoznava vylu€ovany arhyloidovy prekurzorovy protein
(APP) alebo APP s plnou diZkou, ale detekuje len typy beta-amyloidu s amino —
terminalnou kyselinou aspartovou. Test ma nizsi limit citlivosti priblizne 50 pg/ml (11
pM) a nema kriZzovua reaktivitu s endogénnym mySim beta-amyloidovym peptidom pri

koncentraciach az do 1 ng/ml.

Konfiguracia sendvitového ELISA wurCujuca mnoZstvo beta-amyloidu
(aminokyseliny 1 — 42) pouziva mAb 21F12 (Johnson — Wood a kol., PNAS USA
(1997), 94, 1550 — 1555) (ktora rozoznava aminokyseliny 33 — 42 beta —amyloidu)
ako zachytnu protilatku. Biotinylovana 3D6 je tieZz reportérovou protilatkou tohto

testu, ktory ma nizsi limit citlivosti priblizne 125 pg/ml (28 pM).

Zachytné monoklonalne protilatky 266 a 21F12 sa nanestu v mnozstve 10
ng/ml do 96-jamkovych imunotestovacich dostiCiek (Costar, Cambridge, MA, USA)
cez noc za teploty okolia. Dosticky sa potom odsaju a blokuju 0,25 % fudskym
sérovym albuminom v PBS pufre aspori 1 hodinu za teploty okolia, potom sa
uchovavaju desikované za teploty 4 °C do pouZitia. Dosticky sa rehydratuju
premyvacim pufrom (Tris — pufrovany solny roztok, 0,05 % Tween 20) pred pouzitim.
Vzorky a $tandardy sa pridajd na dosticky a inkubuju cez noc za teploty 4 °C.
Dosticky sa premyvaju trikrat premyvacim pufrom medzi kaZzdym krokom pokusu.
Biotinylované 3D6, zriedené na 0,5 pg/ml v kazeinovom inkubacnom pufre (0,25 %
kazein, PBS, 0,05 % Tweén 20, pH 7,4) sa inkubuji v jamke 1 hodinu za teploty
okolia. Do jamiek sa pridé Avidin — HRP (Vector, Burlingame, CA, USA) zriedeny na
1 : 4 000 v kazeinovom inkubaénom pufre na 1 hodinu za teploty okolia. Prida sa
kolorimetricky substrat, Slow TMB-ELISA (Pierce, Cambridge, MA, USA) a necha sa
reagovat 15 minut, potom sa enzymaticka reakcia zastavi pridanim 2N H;SO,.
Reakény produkt sa kvantifikuje pouzitim pristroja Molecular Devices UVmax
(Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA) merajlcim rozdiel absorbcie na vinovych
dizkach 450 nm a 650 nm.
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2. Krvny test

EDTA plazma sa zriedi 1 : 1 vo vzorkovom riedidle (0,2 gm/l fosforecnan
sodny * H,O (monobazicky), 2,16 gm/l fosfore€nan sodny * 7H,0O (dibazicky), 0,5
gm/l timerosal, 8,5 gm/l chlorid sodny, 0,5 ml Triton X-405, 6,0 g/l hovadzi sérovy
_ albumin bez globulinu; a voda). Vzorky a Standardy vo vzorkovom riedidle sa testuji
pouzitim aplného beta-amyloidového testu (266 zachytna/3D6 reportérova)
popisaného vy3Sie pre mozgovy test s vynimkou, Ze vzorkové riedidlo sa pouzilo
namiesto kazeinovych riedidiel popisanych vyssie.

Z vy3sie uvedeného popisu su odbornikovi v odbore zrejmé rézne modifikacie
a zmeny popisovanych zlozeni a spdsobov. VSetky takéto modifikacie spadajice do
rozsahu prilozenych patentovych narokov spadaju do rozsahu predlozeného
vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zlucenina (N)-((S)-2-hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-
metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6n.

2. Farmaceutickd kompozicia, vyznaéujuca sa tym, Zze obsahuje (N)-((S)-2-
hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-

benzapezin-2-6n a farmaceuticky prijatelné riedidlo.

3. Spoésob inhibicie uvolfiovania a/alebo syntézy beta-amyloidového peptidu,
vyznacujuci sa tym, Ze zahriiuje podavanie pacientovi, ktory to potrebuje, G¢inného
mnozstva (N)-((S)—2-hydroxy—3-metyl-bUtyryI)—1-(L-aléninyi)—(S)-1-'amino-3-metyl-
4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-benzapezin-2-6nu.

4, Spoésob lie¢enia Alzheimerovej choroby, vyznaéujtci sa tym, Ze zahriiuje
podavanie pacientovi, ktory to potrebuje, uéinného mnozstva (N)-((S)-2-hydroxy-3-
metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-

benzapezin-2-6nu.

5. Sposob prevencie Alzheimerovej choroby, vyznacujuci sa tym, Ze ‘zahrﬁuje
podavanie pacientovi, ktory to potrebuje, Géinného mnozstva (N)-((S)-2-hydroxy-3-
metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-

benzapezin-2-6nu.
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6. Spo6sob inhibicie postupu Alzheimerovej choroby, vyznacujuci sa tym, Ze
zahriiuje podavanie pacientovi, ktory to potrebuje, G€inného mnozZstva (N)-((S)-2-
hydroxy-3-metyl-butyryl)-1-(L-alaninyl)-(S)-1-amino-3-metyl-4,5,6,7-tetrahydro-2H-3-
benzapezin-2-6nu. R

7. Zlucenina podra naroku 1 na pouzitie ako liecivo.
8. Zlucenina podla naroku 1 na pouZitie na lieGenie Alzheimerovej choroby.
9. Zlu€enina podla naroku 1 na pouZzitie na prevenciu Alzheimerovej choroby.

10.  Zlu¢enina podla naroku 1 na pouZitie pri inhibicii uvoliiovania a/alebo syntézy

beta-amyloidového peptidu.

11.  ZluCenina podla naroku 1 na pouzitie pri inhibicii postupu Alzheimerove;j
choroby.

12.  Pouzitie zli¢eniny podfa naroku 1 na vyrobu lie€iva na inhibiciu uvolfiovania

alalebo syntézy beta-amyloidového peptidu, vratane lieEby Alzheimerovej choroby.

13. Pouzitie zluceniny podla naroku 1 na wvyrobu lieCiva na prevenciu
Alzheimerovej choroby a/alebo inhibiciu postupu Alzheimerovej choroby.
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