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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby novych esterd azoniaspironortropanolu. Tyto latky je
mozno zpracovat na farmaceutické prostredky s vyjddienym antispasmolytickym dGEinkem.

Nové estery je moZno vyjddrit obecnym vzorcem I

+ (D

kde
R znamena

a) alkylenovy zbytek obecného vzorce

R
13

4CH2)m— CH - (CHz)n'
kde
Rs
n am znamend celé ¢islo 1 aZ 4,

znamend atom vodiku nebo alkyl, o 1 aZ 4 atomech uhliku, a

b) alkenylovy zbytek obecného vzorce
- CH2 - CH = CH - CH2 -,

c) oxaalkylovy zbytek obecného vzorce

—(CHz)Z -0 - (CH2)2 =,

d) o-fenylenovy zbytek vzorce

_Hzc CH2 -

e) perinaftylenovy zbytek vzorce
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h) 2,3-chinoxalinovy zbytek vzorce

kde

R1 a R2’ stejné nebo razné, znamenaji fenyl, alkylfenyl, alkoxyfenyl nebo
halogenfenyl, pficemz alkoxyskupina a alkylovd skupina v téchto
zbytcich md pfimy nebo rozvétveny fetézec a obsahuje 1 az 6 ato-
m& uhliku,

A" znamend anion jednosytné aZ trojsytné anorganické kyseliny,

Zptsob vyroby novych svrchu uvedenych derivdtd azoniaspironortro-
panu je mozno vyjddiit ndsledujicim reakinim schematem:

OH OH

Tropin . . .
stupen b stupen b
Alkylace esterifikace
| . Hal'C
® A
. N ~
t
Ol \\I:f_‘—\\\\\
OH
stupeg c
esterifikace
i
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Ve svrchu uvedeném schematu znamend R™ zbytek karboxylové kyseliny a A ochrannou

skupinu na aminoskupineg.

Oxidativni demethylace tropinu na nortropin ve stupni A byla popsdna S. P. Findleyem
v J. Am. Chem. Soc. 75, 3204 (1953). Tento postup, ktery se provddi v pfesyceném roztoku
tropinu pfi teploté 15 O a probihd 4 az 7 dnfl, neni proveditelny v technickém méfitku,
protoze za té&chto reak&nich podminek neni moZno udrZet koncentraci tropinu, nutnou k prid-
béhu reakce na stdlé hodnoté, proto’e se tropin samovolné srdzi, &imZ je brzdéna dalsi
reakce. Z4adného podstatného zlepSeni nebylo dosaZeno ani homogenizaci vysrdzeného tropinu
v homogenizdatoru.

Je také znémo, 7e demethylace je moZno dosdhnout vym&nou methylevé skupiny za N-alko-
xykarbonylovou skupinu s nislednou hydrolyzou ziskaného alkoxykarbamdtu, jak bylo popsdno
v publikaci J. C. Kirn, Org. Prep. Proc. Int., 9, 1 - 4 (1977). Pro 8-ethoxykarbonylnor-
tropin byl v literatufe popsédn nejlep3i vytéZek nortropinu 16 %, vztaZeno na tropin, jak
bylo popsdnc v publikaci G. Kraiss, K. Nador, Tetr. Lett., str. 7, 8 1971. Pozdé&ji se do-
konce vyskytlo tvrzeni, Ze $tépeni 8-ethoxykarbonylnortropinu v kyselém nebo alkalickém
prostifedi je neproveditelné, jak bylo uvedeno v publikaci T. A. Monzka, J. D. Matiskella,
R. A. Partyka, Tetr. Lett., 1974, str. 1325 a7z 1327.

Nyni bylo neofekdvang zjisténo, Ze je moZino ziskat azoniaspironortropanolester v dob-
rém vytézku tak, Ze se demethylace propinu uskute&ntuje za pfitomnosti chloralkanu o 1
az 3 atomech uhliku s obsahem skupiny CCl}—, takto ziskany nortropin se alkyluje plsobe-
nim dihalogenidl za prfitomnosti aminu a odpovidajici azoniaspirosloufenina se esterifiku-
je reakci s imidazolidem kyseliny za pfitomnosti katalyzatoru.

Ptedm&tem vyndlezu je tedy zplsob vyroby esterl azoniaspironortropanolu obecného vzor-
ce I, v ném? R, Rl’ R2 a A" maji svrchu uvedeny vyznam,
a) demethylaci tropinu na nortropin,

b) reakci nortropinu s dihalogenidy na odpovidajici azoniasloufeniny a
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c) tyto slouceniny se esterifikuji,
vyznatujici se tim, Ze se

A) demethylace tropinu vzorce II

CH

3

(I1)

OH

na nortropin provddi tak, Ze se na tropin plsobi chloralkanem o 1 aZ 3 atomech
uhliku s obsahem alespon jedné skupiny CCl3 za pititomnosti oxidatniho ¢inidla

v alkalickém vodném roztoku, nebo se tropin uvede do reakce s esterem kyseliny
chlormraventi za pfitomnosti €inidla, které vdze kyselinu za vzniku 8-alkoxykar-
bonylnortropinu a tato 14tka se hydrolyzuje plsobenim zdsady ve vodném roztoku.

Anion AT je s vyhodou halogenidovy ion, napiiklad chloridovy, bromidovy nebo jodido-

vy, ddle fosfore&nanovy, siranovy nebo dusi&nanovy ion.

Ptikladem pro zbytek R mohou byt ndsledujici fetézce:

- (CHE) 4" ] "’(CHZ) 2’?H‘(CH2 ) 2' ’ -CH2'0H=CH"CH2" >
CH3

~CH,~C=CH-CHy~, -(CHZ)Z-Ii{—(CHZ)z-, -(CHZ)Z—I;—(CHZ)z-,
~ CH H COCH
CH.C
3N cong

—(CHZ)Z-O—(CHZ)Z-.

Alkylové zbytky a alkylové €dsti jinych zbytkd mohou mit primy nebo rozvétveny feté-
zec a obsahuji 1 az 18 atom& uhliku, s vyhodou 1 aZ 6 a zvldsté 1 aZ 4 atomy uhliku.
Vhodnymi zbytky jsou napfiklad methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, hexyl, lauryl

a stearyl.

Vyhodnymi acylovymi zbytky jsou acetyl nebo benzoyl.

D) V ptipadé&, Ze zbytek R obsahuje jednu nebo vétsi polet dvojnych vazeb v azoniovém kru-
hu po provedeni stupﬁ& B a/nebo C, je mozno tyto nenasycené slouceniny hydrogenovat
v poldrnim rozpoustédle pomoci katalyz&toru na bazi u3lechtilych kovi na odpovidajici
nasycené slouceniny, ¢imZ? se ziskaji slouteniny obeceného vzorce I, v nich? R md vyznam,
uvedeny za a).

Stupen A

Tento stupen umuiﬁuje demethylaci tropinu i v technickém méritku a poskytuje nortro-
pin ve vy33im vytéZzku ve srovndni se zndmym stavem techniky. Zplsob je moZno provést ve
dvou provedenich, z nichZ jednim provedenim je oxidativni demethylace a druhym je karbamd-
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v

tovy zplsob.

Vyhody oxidativni metody spoivaji v pouZiti chloralkanu o 1 a% 3 atomech uhliku
s obsahem alespon jedné skupiny CC13—, tato ldtka je jemné dispergovdna ve vodné fazi.

Vhodnym chloralkanem je napfiklad 1,1,1-trichlorethan a 1,1;1—trichlorpr0pan, s Vy-
hodou chloroform. MnoZstvi chloralkanu se pohybuje v rozmezi 1 aZ 10 % objemovych, s vy-

)

hodou 1 aZz 5 % objemovych a zv1&sté 2 aZ 4 % objemovd.

Pr1 demethylaci je moZno uzit jakékoliv oxidaéni €inidlo, vhodné pro tento uéel,

s vyhodou v3ak se uzivd hexakyanoZelezitan draselny.

Postup je moZno provéddét v Sirokém teplotnim rozmezi, napfiklad v rozmezi 0 az 100 DC,
s vyhodou se v&ak postup prov?di pii teploté 20 az 30 9C. Po ukonené reakci se produkt
extrahuje v protiproudu, s vyhodou pfi pouziti rozpoustédla, pouzitého pro demethyladni

reakci.

Oxidativni metoda pfindsi podstatnou dsporu &asu ve srovndni se zndmymi postupy, co?Z

ddle zvySuje hospoddrnost zplsobu podle vyndlezu.

Postup se v3ak s vyhodou provddi karbamdtovou metodou. K tomuto Gelu se uvede do
reakce tropin v inertnim rozpoustédle se ¢tyfndsobnym aZ Sestindsobnym pfebytkem esteru
kyseliny chlormraventi, obvykle ethylesteru kyseliny chlormraventi. Jako rozpou3tédlo se
s vyhodou pouZije chlorovany uhlovodik, zv1&3t& chloroform. Reakce se provddi za pfitom-
nosti €inidla, které vdZe kyselinu, s vyhodou za pfitomnosti uhliZitanu nebo hydrogenuhli-

citanu alkalického kovu. S vyhodou se udrzuje reakéni smés na vyééi teploté 40 az 80 oc.

Takto ziskany 8-alkoxykarbonylnortropin se po oddestilovédni pfevdiné &dsti rozpoudtéd-
la hydrolyzuje plsobenim zdsady ve vodném roztoku. PouZitou zédsadou je s vyhodou hydroxid
draselny nebo sodny, ktery se s vyhodou uZije v Sestndctindsobném aZ dvacetindsobném pfe-
bytku.

Nortropin se extrahuje z vodné reakéni smési zpusobem, ktery byl popsédn svrchu pro

oxidativni demethylaci.

Ve stupni A je moZno ziskat nortropin v téméf kvantitativnim vyté&Zku, zejména karba-

mdtovou metodou.

Stupen B

Surovy nortropin, ziskany ve stupni A je moZno uzit ve stupni B bez pfedchoziho €is-
téni, které by bylo moZné provést podle sougasného stavu techniky 48 hodinovou kontinudl-
ni extrakci a krystalizaci z diethyletheru. Bylo neogekdvané zjisténo, Ze tropin, ktery
je stdle je3té pfitomen v surovém nortropinu jako nedistota, neni kvarternisovédn za reakg-

nich podminek stupné B.

Rozpoustédlo, které je vhodné pro kvarternizaci nortropinu je napfiklad N,N-dimethyl-
formamid, chloroform nebo smés chloroformu a acetonitrilu. PFi pouZiti dihalogenidi za
pfitomnosti sekunddrnich nebo tercidrnich amind se vysréZi po jednodenni nebo vicedenni
reaktni dobé pfi teploté mistnosti odpovidajici azoniaspiroslougenina v &isté form& a ve
vysokém vytézku. Pracuje se s vyhodou v bezvodém roztoku, pfigem? se u?ije nortropin, amin
a dihalogenid v moldrnim poméru 1 : 2 : 4. Jak jiZ bylo uvedeno, je produkt, ktery se
ziskd ve vysokém vytézku velmi Eisty, takZe neni nutno jej déle &istit.

Sekundadrnimi aminy, vhodnymi pro tuto reakci jsou naptiklad dimethylamin, diethyl-
amin, diisopropylamin, dicyklohexylamin a podobn&. Vhodnymi tercidrnimi aminy jsou tri-
methylamin, triethylamin, pyridin, chinolin a podobn&, nejvyhodn&jsim aminem je diethyl-

amin.

Stupen C

Azoniaspiroslougeniny, ziskané ve stupni B a také imidazolidy karboxylovych kyselin
jsou velmi té&Zce rozpustné v rozpoustédlech, kterd se b&’?né uZivajl pro reakce tohoto
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typu, jako jsou bezvodd dipoldrni aprotickd rozpou3tgdla, napfiklad aceton, acetonitril,
dimethylformamid, tetrahydrofuran a podobné. V pfipadé, Ze se problémy, vznikajici timto
zpisobem piekondvaji jako obvykle, zvyZenim reakéni teploty, je vznikajici vysledny pro-
dukt znedistén vysokym podilem vedlejSich produktG. Zvldsté dochdzi k tomu, Ze imidazolidy
karboxylovych kyselin, jejichZ hydroxyskupina neni chrdnéna, reaguji vzdjemné pifi zvySené
teploté.

Nyni bylo neogekdvané zjisténo, Ze reakci slouCeniny obecného vzorce IV s imidazoli-
dem karboxylové kyseliny obecného vzorce V je moZno provddét za pritomnosti vhodného ka-
talyzdtoru také ve svrchu uvedeném bezvodém dipoldrnim aprotickém rozpoustédle v piripadg,
7e se v ném reakéni slozky uvedou do suspenze. Vyhoda tohoto postupu spofivd v tom, Ze ne-
ni zapotfebi chrdnit volnou hydroxyskupinu v imidazolidu karboxylové kyseliny a reakéni
produkt se ze svrchu uvedeného rozpoudtédla vysrd?i a je tedy mozno jej izolovat jednodu-
chym zpGsobem. Reak&ni produkt neni znedidtén vychozimi ldtkami, jak by byle nutno ocekd-
vat pfi pouziti vychozich ldtek v pevné form&. Mimo to probihéd reakce za tak mirnych pod-
minek, Ze nedojde k 7ddné fragmentatni a eliminacni reakci, pfi niZ by opét vznikala amo-

niovd skupina. Proto také nevznikaji Zz4dné odpovidajici vedlejsi produkty.

Vyhodnym katalyzdtorem pro tento postup je 4-(dimethylamino)-pyridin. Tato slouceni-
na se uzije v mnoZstvi 1 a7 30 mol %, vztaZeno na imidazolid kyseliny benzoové, s vyhodou

o
.

v mnoZstvi 5 az 10 mol

Jako rozpoustédlo se uziji svrchu uvedend bezvodd dipoldrni aprotické rozpoustédla.

Postup se provadi pfi vy$si teploté, s vyhodou pfi teploté 60 az 80 Oc.

Imidazolidy karboxylovych kyselin, uZzité pfi této reakci se ziskdvaji zndmym zplso-
bem reakci N,N-karbonyldiimidazolu s odpovidajici karboxylovou kyselinou v bezvodém di-
chlarmethanu.

Stupen D

ProtoZe pii kvarternizaci podle stupné B) s dihalogenidy, substituovanymi na dvojné
vazbé, naptiklad s cis-1,4-dichlorbutanem dochdzi ke zvysené reakéni rychlosti, napfiklad
ke zkrdceni reakce z 18 dnd na 1 hodinu, mdZe byt vyhodné pii vyrobé slouleniny obecného
vzorce I, v némz R md vyznam, uvedeny v odstavci a), naptiklad pfi vyrobé& benzoyloxynor-
propan-8-spiro-1"-pyrrolidiniovych soli volit cestu pfes odpovidajici nenasycené slouceni-

ny s koncovou katalytickou hydrogenaci po dovrien{ stupné B) nebo stupni B) a C).

Hydrogenace nenasycenych sloutenin se provddi v poldrnim rozpousStédle, napiiklad ve
vodé s pripadnou pfimési alkoholu s 1 a? 4 atomy uhliku, zejména s pfimési methanolu za
pfitomnosti katalyzdtoru ze skupiny uSlechtilych kovl jako jsou oxid platinic¢ity nebo pa-
ladium na aktivnim uhli. Pfi pouZziti nenasycenych halogenidl se pfi kvarternizaci uZzije
podstatné menSi pfebytek téchto sloucenin. Vyhodny moldrni pomér nortropinu, aminu a di-
halogenidu je 1 : 2 : 4, je vsak mozno jej ve stupni B) upravit azna 1 : 2 : 2.

Slouceniny obecného vzorce I

.

0If
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kde R, R6’ R7 a A" maji svrchu uvedeny vyznam, maji vyrazné spasmolytické vlastnosti. Ty-
to ldtky je moZno zpracovat na farmaceutické prostfedky, které je moZno uzit k léibé
asthmatu a kfedi pridudek. Slougeniny maj{ parasympatickolyticky G€inek bez systemickych
vedlejsich G&inkt, zejména bez ovlivngni krevniho obghu, slouleniny jsou ptitom v orga-

nismu snadno dostupné.
Jako priklad vyhodnych sloutenin podle vyndlezu je moZzno uvést ndsledujici ldtky:

1. Trospiumchlorid, tj. (3<£ -benzoyloxynortropan-8-spiro-1"-pyrrolidiunium)-chlorid,
teplota tani 258 - 263 °C za rozkladu, hmotové spektrum: m/e = 392 (molekuldrni kation),
spektrum v infraderveném spektru v KBr md maxima pfi 3150, 1735, 1498, 1452, 747 cm_l.

2. 2 &-benzoyloxynortropan-8-spiro-1"-(3 -pyrrolinium)-chlorid, teplota tani 267 °C, hmo-
tové spektrum m/e = 390 (molekuldrni kation), spektrum v infracerveném svétle v KBr ma

maxima pFi 1722, 1595, 1490, 1445, 741 cm L.

3. 34 -benzoyloxynortropan-8-spiro-2 -isoindoliniumchlorid, teplota tdni 263 - 265 0C,
hmotové spektrum m/e = 440 (molekuldrni kation), spektrum v infraderveném svétle v KBr
md maxima pFi 1740, 757, 745, 703 cm L.

4. 3 %—benzoyloxynortrOpan—8-5piro—4'-morfoliniumchlorid, teplota téni 225 o (za rozkladu),
hmotové spektrum m/e = 408 (molekuldrni kation), spektrum v infraderveném svétle v KBr

md maxima pFi 3410, 3183, 1731, 1492, 703 cm .

5. 3&3-benzoyloxynortropan-B—spiro-l'-pyrrolidino [3',4'-b]—chinoxaliniumbromid, teplota
tani 205 °C (za rozkladu), hmotové spektrum m/e = 492 (molekuldrni kation), spektrum
v infragerveném svétle KBr md maxima pfi 3375, 1730,1504, 763 cm_l.

6. 3£ -benzoyloxynortropan-8-spiro-2 -(2 -aza-3H-fenalenium)bromid, teplota tani 322 oc
(za rozkladu), hmotové spektrum m/e = 490 (molekuldrni kation), spektrum v infracderve-
ném svétle KBr md maxima pPi 3428, 3240, 1738, 1603, 1497 crn_l

7. 3 -benzoyloxynortropan-8-spiro-1 -(4 -methyl)piperidiniumchlorid, teplota tdéni
256 - 259 °C, hmotové spektrum m/e = 420 (molekuldrni kation), spektrum v infraderve-
ném svétle KBr md maxima pfi 1735 en™ L,

8. 3£-(4,4 -difluor)-benzyloxynotropan-8-spiro-1 -pyrrolidiniumchlorid, teplota tani
242 - 245 DC, hmotové spektrum m/e = 428 (molekuldrni kation), spektrum v infragerve-
ném svétle KBr md maxima pfi 1508, 1603, 1733 cm_l.

9. 3¢ﬂ—(4,4'—dimethyl)—benzymoxynortropan—ﬂJébiro—l'—pyrrolidiniumchlorid, teplota téni
275 oC, hmotové spektrum m/e = 420 (molekuldrni kation), spektrum v infraderveném svét-
le KBr mé maxima pki 1508, 1612, 1718 cm 1.

10. 3(&—(&,4'—di—n—butyloxybenzoyloxy)nortropan—B—spiro—l'—pyrrolidiniumchlorid, hmotové
spektrum m/e = 536 (molekuldrni kation), spektrum v infralerveném svétle KBr md maxima
pki 1508, 1580, 1608, 1734 cm L.

Pifiklad 1

3zﬂ—Benziloyloxy—nortropan—B—spiro—l'~pyrrolidiniumchlorid
Stupen A: Demethylace tropinu na nortfopin

V nadob# o objemu 300 litrd, opatfené michadlem a zp&tnym chladiem se rozpusti 1,9
kg propinu o koncentraci 97 %, co? odpovidd 1,843 kg Cisté ldtky, tj. 13 mold, ve 240
litrech chloroformu, nate? se za michdni pfidd 5,7 kg préd3kovaného hydrogenuhlic¢itanu sod-
ného a 5,3 litry ethylchlormravencanu o koncentraci vy33i nez 98 %, coZ odpovidd 6,0 kg,
SS,j mol &isté latky. Pak se reakéni sm@s zahfivd k teploté& varu a pak se 2 hodiny vafi
pod zpétnym chladigem. Prib&h reakce se sleduje chromatografii na tenké vrstivé silikage-
lu (Kieselgel 60) pii pouziti smési dimethylformamidu, diethylaminu, ethanolu a ethylace-
titu v objemovém poméru 5 ¢ 10 : 30 : 60. Horkd reakéni smés se zfiltruje a chloroform se
oddestiluje. K odparku se pfidé roztok 18 kg hydroxidu draselného v 90 litrech vody, kon-
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centrace uzitého hydroxidu je 85 %. Pak se sm&s znovu zahieje na teplotu varu, nadeZ? se
vaki jesté 9 hodin pod zpétnym chladigem. Zchlazeny roztok se pak extrahuje chloroformem
pii pouziti Karrovy kolony. Extrakéni podminky jsou nédsledujici: staciondrni fdzi je leh-
kd fdze, tj. roztok hydroxidu draselného, ktery se pfivadi rychlosti priblizné 14 litra
za hodinu. Dispergovanou fdazi je té?kd chloroformovd fdze, kterd se privadi rychlosti 35
az 40 litrd za hodinu. Reak&ni smés se miché pfi frekvenci 20 min_1 pti teploté& 28 aZz 28
°c.

Timto zpldsobem je moZno ziskat nortropin, ktery se pak kvantitativné extrahuje z roz-
toku hydroxidu draselného. Po odpafeni rozpoustédla se surovy produkt pouZije bez daldiho
¢istén{ v ndsledujicim stupni B.

Ziskd se celkem 1,876 kg nortropinu o koncentraci 87 %, jak je moZno prokédzat vysoko-
tlakou kapalinovou chromatografii na sloupci u-Bondapak Cl8 prfi pouziti smési methanoclu
a vody v objemovém poméru 1 : 9 (s PIC-B7). Toto mnoZstvi odpovidd 1,632 kg &istého nor-
tropinu a vytézku 98 %.

Stupen B: 3 -hydroxynortropan-8-spiro-1 -pyrrolidiumchlorid.

Slozeni reakéni smési se vztahuje na &isty nortropin. Molérni pomér nortropinu, di-
methylaminu a 1,4-dichlorbutanu je zapotfebi udrZovat pfesn& na hodnoté 1 : 2 : 4.

1,186 kg surového nortropinu, ziskaného ve stupni A (odpovidéd 1,632 kg cisté latky,
tj. 12,85 mol) se rozpust{ v 52 litrech N,N-dimethylformamidu, nage? se pfidd 2,665 litra
dimethylaminu (1,876 kg, 25,7 mol) a 5,736 litrt 1,4-dichlorbutanu (6,528 kg, 51,4 mol).
Reak&ni smés se nechd stdt 18 dnd pri teploté& mistnosti. Vylou&i se krystalky, které se
oddéli filtraci za odsdvéni, promyji se malym mnoZstvim bezvodého acetonitrilu a sudi se
ve vakuu pfi teploté 50 9. Timto zptGsobem se ziskd 2,25 kg (80 %, vztaZeno na propin,
pouzity v I. stupni) Eistého produktu s teplotou téni 250 °c.

Stupen C: Trospiumchlorid [(3&£-benziloyloxy-nortropan-8-spiro-1"-pyrrolidinium)chlorid]
a) Imidazolid kyseliny benzoové

Za nepfistupu vzdusné vlhkosti se rozpusti 1,944 kg (12 molu) N,N-karbonyldiimidazo-
lu v 19,2 litrech bezvodého dichlormethanu. Pak se za michdni pfidé pfi teploté 15 az 20
o v prib&hu 6 minut 2,736 kg 12 mol bezvodé kyseliny benzoové. Smés se 1 hodinu michéd
pfi teploté mistnosti. Na po&dtku michdni ptrejde kyselina benzoovd do roztoku a zdhy
potom se potne vyluCovat v pevné formé& jeji imidazolid. Pevnd ldtka se odde&li filtraci za
odsdvéni a promyje se 0,8 litry bezvodého dichlormethanu. Timto zpdsobem se ziskd 2,4 kg
imidazolidu kyseliny benzoové.

b) Vyroba vysledné ldtky

Do nédoby s objemem 300 litr0 s moZnosti michdni se uvede do suspenze 1,3 kg sloude-
niny, ziskané ve stupni B ve 230 litrech absolutniho acetonitrilu a roztok se zahfeje na
78 °C. Pak se ptidd roztok 74,0 g 4-(dimethylamino)pyridin ve 2 litrech absolutniho aceto-
nitrilu. Pak se ve 3 podilech vidy v odstupu 30 minut pfi teploté 78 ¢ ptidd suspenze
2,086 kg imidazolidu kyseliny benzoové v 9,0 litrech absolutniho acetonitrilu. Vznikla
smés se michd pfi teploté 78 O¢ tak dlouho, a7 se dosdhne doby 4 hodin od prvniho pridé-
ni imidazolidu kyseliny benzoové. Smés se zchladi na teplotu 20 °C a pak se michd pfes
noc. Vznikld pevnd ldtka se odd&li filtraci za odsdvdni a promyje se malym mnoZstvim ace-
tonitrilu. Odparek spolu s dal3im produktem, ziskanym odpafenim mate&ného louhu, tj. cel-
kem 2,14 kg produktu se nechd pfekrystalovat z isopropanolu. Timto zplsobem se ve vytézku
70 % ziskd 1,78 kg &istého produktu s teplotou tdni 258 aZ 263 °C za rozkladu.

Hmotové spektrum: m/e = 392 (molekuldrni kation). Spektrum v infraderveném svétle
v bromidu draselném md maxima pfi 2 = 3150, 1735, 1498, 1452, 747,
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Pfiklad 2

3 #&-Benziloyloxynortropan-8-spiro-1"-(3 -pyrrolinium)chlorid
Stupen B: 3« -hydroxynortropan-8-spiro-1"-(3 -pyrrolinium)chlorid

Do roztoku 635 mg 5 mmol nortropinu v 9,5 ml N,N-dimethylformamidu se vmiché 1,05 ml,
10 mmol diethylaminu a 1,05 ml, 10 mmol cis-1,4-dichlor-2-butenu. Po 1 hoding se oddé&lf
tisty krystalicky produkt filtraci za odsdvéni. Mate&ny louh se smis{ s ethylacetdtem aZ
do zakaleni, ¢imZ se z{skd dal3i podil vysledného produktu. Krystaly se oddéli filtraci
za odsdvdni a pak se promyji malym mnoZstvim acetonu. Vyt&zek 984 mg (91 %). Teplota téni:
204 °C. Hmotové spektrum: m/e = 180 (molekulédrni kation). Spektrum v infraderveném svétle
v bromidu draselném méd maxima pfi 3250 a 1621 cm-l
sonanci TH-NMR (90 MHz, DZO’ hodnoty o vztaZeny na TSP=0): J = 1,7 - 2,7 (8H, H-2, H-4,
H-6, H-7), 3,92 (2H, H-1, H-5), 4,05 (IH, H-3), 4,14 a 4,31 (vidy 2H, H-2  a H-5"), 5,90
(2H, H-3", H-4").

. Spektrum pfi nukledrni magnetické re-

Stupen C: 34 -benziloyloxynortropan-8-spiro-1"-(3 -pyrrolinium)chlorid

530 mg, 2,4 mmol 3<ﬂ—hydroxynortropan—B—spiro—l’—(3‘—pyrrnlinium)chloridu se uvede
do suspenze ve 353 ml absolutniho acetonu a pak se smé&s michd v autokldvu se 14 mg 0,12
mmol 4-dimethylaminopyridinu a 678 mg, 2,4 mmol imidazolidu kyseliny benzoové 23 hodin
pfi teploté 70 Oc. Produkt po zchlazeni krystalizuje pfi teploté mistnosti. Produkt se od-
déli filtraci za odsédvédni, naceZ se promyje malym mnoZstvim acetonu.

Vytézek je 650 mg (62 %). Teplota téni: 267 °C. Hmotové spektrum: m/e = 390 (mole-
kuldrni kation). Spektrum v ultraderveném svétle v bromidu draselném méd maxima pfi 1722,
1595, 1490, 1445 a 741 cm-l. Spektrum v nukledrni magnetické resonanci 1H—NMR (90 MHz,
8,0, o hodnoty vztaZeny na TSP=0): 1,3 - 2,8 (8H, H-2, H-4, H-6, H-7), 3,85 (2H, H-1,
H-5), 4,09 a 4,37 (vidy 2H, H-2 " a H-5"), 5,24 (1H, H-3), 5,95 (2H, H-3", H-4"), 7,44

(10H, aromatické protony kyseliny benzoové).

Stupen D: Prevedeni 3£ -benziloyloxynortropan-8-spiro-1"-(3 -pyrrolinium)chloridu na
34 -benziloyloxynortropan-8-spiro-1 "-pyrrolidiniumchlorid

500 mg 34 -benziloyloxynortropan-8-spiro~1 -(3 -pyrrolinium)chloridu se rozpusti

v 15 ml methanolu a po pfidédni oxidu platigitého na $pidku noZe se sm&s hydrogenuje pfi
teploté 25 9c tak dlouho, aZ? pfestane prijimat vodik. Hydrogenace se provéddi ve standard-
nim zafizeni, tak, jak je popséno napfiklad v publikaci Houben-Weyl, Methoden der Orga-
nischen Chemie, 4. vydédni, svazek IV/lc, Georg Thieme Verlag Stuttgart, New York, 1980,
str. 33 - 39. Po odfiltrovani platiny se smés odpafi do sucha ve vakuu. Reakce je kvan-
titativni, jak je moZno prokdzat NMR-spektrem. Pak se vysledny produkt nechd pfekrysta-
lovat stejnym zptscbem jako v pfikladu 1, stupen C.

Priklad 3

34 -Benzioyloxynortropan-8-spiro-2 -isoindoliniumchlorid
1) 3& -hydroxynortropan-8-spiro-2 -isoindoliniumchlorid

1,27 g, 10 mmol nortropinu se rozpusti v 7 ml chloroformu a pak se pfidd jesté 1,46 g,
20 mmol diethylaminu a 7 g 40 mmol, 1,2-bis-(chlormethyl)benzenu. firy reak&ni roztok se
nechd stdt 24 hodin pri teploté mistnosti pod uzavienim, naleZ se odpaii na polovinu svého
objemu a k zahdjeni krystalizace se pfidd ethylacetdt. Ziskané krystaly se odd&li filtra-
ci za odsdvéni a nechaji se prekrystalovat ze smési isopropanolu a ethylacetdtu.

Vyteézek: 1 g (38 %). Teplota tdni: 245 - 247 °C. Hmotové spektrum: m/e = 230 (mole-
kuldrni kation). Spektrum v infraderveném svétle v bromidu draselném md maxima pii 3168,
757 a 742 on”'. NMR spektrum 'H-NMR (250 MHz, 0,0, hodnoty 9 jsou vztazeny na TSP=0):
2,09 (2H, H-6a, H-7a), 2,40 - 2,67 (4H, H-2, H-4), 2,59 (2H,H-6b, H-7b), 4,03 (2H, H-1,
H-5), 4,24 (1H, H-3), 4,82 a 4,99 (4H, H-1" a H-3"), 7,47 (4H, H-4 a3z H-77).
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2) 34?—benzi1oyloxynortropan—8—spiro—2'-isuindoliniumchlorid

1,33 g, 5 mmol 3:6—hydroxanortropan-B—spjro—l‘—jsoindoliniumchlorid se uvede do sus-
penze ve 210 ml absolutniho acetonitrilu a suspenze se zahfeje na teplotu 78 O¢. Pak se za
michdni pfidd nejprve 62 mg, 0,5 mmol 4-dimethylaminopyridinu a pak v prdbéhu 2,5 hodiny
jesteé po &dstech 3,2 g 11,5 mmol imidazolidu kyseliny benzoové. Smés se michd jesté 5,5
hodiny pfi teploté 78 DC, pak se zchladi na 22 °C a miché se jesteé pres noc. Pak se roz-
tok odpafi na jednu &tvrtinu svého objemu a krystalizace produktu se navodi pfiddnim
ethylacetdtu.

Vytézek: 1,3 g (54 %). Teplota téni: 263 - 265 OC. Hmotové spektrum: m/c = 440 (mo-
lekuldrni kation). Spektrum v infraferveném svétle v bromidu draselném md maxima pfi 1740,
757, 745 a 703 cm'l. Spektrum v nukledrni magnetické resonanci 1H-NMR (250 MHz, 020, hod-
noty dfvztaieny na TSP=0): 1,57 (2H, H-6a, H-7a), 2,03 (2H, H-2a, H-4a), 2,07 (2H, H-6b,
H-78), 2,70 (2H, H-2b, H-4b), 3,86 (2H, H-1, H-5), 4,69 a 4,96 (4H, H-1" a H-3"), 5,32
(1H, H-3), 7,40 - 7,51 (14K, H-4 a7 H-7  a aromatické protony kyscliny benzoové).

Priklad 4

BoC—Benziloyloxynortropan-s—spiro-d'—morfoliniumchlorid
1) 34 -hydroxynortropan—ﬂ-spjro-4'—morfoliniumchlorid

Do roztoku 7,2 g, 46,6 mmol nortropinu v 70 ml chleroformu se vmicha 11,8 ml, 113,2
mmol diethylaminu a 26,6 ml, 226,5 mmol 2,2 -dichlordiethyletheru. Ciry reakéni roztok
se nechd stat v uzaviteném stavu 3 dny pri teploté mistnosti. Vylouti se smé&s olejovité
kapaliny a krystald, kterd se homogenizuje a nechd se krystalizovat pfes noc pfi teploté
o °c. Krystaly se oddéli filtraci za odsdvéni, promyji se malym mnoZstvim chloroformu a
pak se su3i 2 hodiny ve vakuu pfi teploté 40 . Odpafenim matetného louhu a pfiddnim
ethylacetdtu se ziskd dalsSi podil vysledného produktu.

Vytézek: 12,5 g (95 %). Teplota tani: 274 - 276 OC (za rozkladu). Hmotové spektrum:
m/e = 198 (molekuldrni kation). Spektrum v infraderveném svétle v bromidu draselném md
maxima pti 3320 a 892 cm_l. Spektrum nukledrni magnetické resonanci 1H—NMR (250 MHz, DZO’
hodnoty J'vztaieny na TSP=0): 2,00 (2H, H-6a, H-7a), 2,22 - 2,62 (6H, H-2, H-4, H-6b,
H-7b), 3,50 a 3,65 (4H, H-2" a H-6"),4,01 a 4,08 (4H, H-2" a H-6"), 4,18 (1H, H-3), 4,22
(2H, H-1 a H-5).

2) 315—benzi10yloxynortropan—8—spiro—4'-morfoliniumchlorid

7,5 g, 32 mmol 3£ -hydroxynortropan-8-spiro-4 -morfoliniumchloridu se uvede do sus-
penze v 650 ml absolutniho acetonitrilu a ptidd se 0,587 g, 4,8 mmol 4-(dimethylamino)py-
ridinu. Pak se pfi teploté 79 Oc za michani v prib&hu 3 hodin po ¢dstech pfidd 26 g, 92,8
mmol imidazolidu kyseliny benzoové. Pak se reakéni smé&s nechd stdt 7 dni ptfi teploté mist-
nosti, nade? se ¢isty krystalicky produkt odd&li filtraci za odsdvdédni. Ziskané krystaly
se je3té 2 hodiny suSi pri teploté 40 o¢.

Vytézek je 8,4 g (60 %). Teplota tdni: 225 OC (za rozkladu). Hmotové spektrum:

m/e = 408 (molekuldrni kation). Spektrum v infraderveném svétle v bromidu drasclném md

maxima pfi 3410, 3183, 1731, 1492 a 703 cm_l. Spektrum pfi nukledrni magnetické resonanci
LH-NMR (250 MHz, D,0, hodnoty d vztazeny na TSP=0): 1,51 (2H, H-6a, H-7a), 2,00 (4H, H-2a,
H-4a, H-6b, H-7b), 2,63 (2H, H-2b, H-4b), 3,38 a 3,64 (4H, H-2" a H-6"), 3,99 a 4,04 (4H,
H-3" a H-5"), 4,09 (2H, H-1, H-5), 5,30 (1H, H-3), 7,46 (10H, aromatické protony kyseliny

benzoové).

Ptiklad 5

3d -Benziloyloxynortropan-8-spiro-1 -pyrrolidin-[3",4 "-b]chinoxaliniumbromid

1) 30C—hydroxynortropan—B—spiro—l'—pyrrolidin—EB',A‘—ﬂ]chinoxaliniumbromid
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Do roztoku 5,57 g, 43,6 mmol nortropinu a 100 ml chloroformu se za michdni pfidd 4,58
ml 43,6 mmol diethylaminu a 13,85 g, 43,6 mmol 2,3-bis(brommethyl)chinoxalinu. Reak&ni smés
ztepld, zchladi se na 20 0C, ¢imZ se polne vylucovat krystalicky produkt. Tento produkt se
odfiltruje za odsdvéni, promyje se chloroformem a pak se su3i 22 hodin ve vakuu pfi teploté
55 °c. "

Vytézek: 11,1 g (71 %). Teplota téni: 283 °C (za rozkladu). Hmotové spektrum:
m/e = 282 (molekuldrni kation). Spektrum v infralerveném svétle v bromidu draselném ma
maxima pii 3345, 1504 a 773 cm 1. Spektrum v magnetické nuklesrni resonanci TH-NMR (250
MHz, DZO’ hodnoty dﬁvztaieny na TSP=0): 2,21 (2H, H-6a, H-7a), 2,53 - 2,89 (6H, H-2, H-4,
H-6b, H-7b), 4,29 (2H, H-1 a H-5), 4,31 (1M, H-3), 5,21 a 5,41 (vidy 2H, H-2" a H-57),
7,94 - 8,05 (2H, chinoxalin-o-protony), 8,11 - 8,22 (2H, chinoxalin-m-protony).

2) 34 —benziloyloxynortropan—ﬂ—spiro—l'—pyrrolidin—[B',4’—b]chinoxaliniumbromid

59, 1,39 mmol 3¢£-hydroxynortropan—8~spir0~1'—pyrrolidin[3'4'-b]chinoxaliniumbromi-
du se uvede do suspenze ve 130 ml bezvodého dimethylsulfoxidu a 100 ml bezvodého acetoni-
trilu. Pak se pridé jesté 0,26 g, 2,09 mmol 4-dimethylaminopyridinu a smé&s se zahfeje na
teplotu 78 9¢. Pak se za energického michdni v odstupech 30 minut pfidd ve tfech podilech
celkem 7,74 g, 27,8 mmol imidazolidu kyseliny benzoové. Smés se michd jesté 2,5 hodiny
pfi teploté 78 OC, nate? se reakdni smés zchladf na 20 °C a zfiltruje. Zbytek na filtru
se odloZzi a filtrdt se odpafi do sucha pti tlaku pfiblizné 0,1 kPa. Odparek se extrahuje
500 ml vrouciho isopropanolu a pak se smés za horka zfiltruje. Zbytek na filtru se odlozi.
Filtrdt se odpatfi na objem 200 ml. Produkt krystalizuje pfes noc‘pfi teploté mistnosti.
Tento produkt se odfiltruje za odsdvdni, promyje se chladnym isopropanolem a pak se susi
ve vakuu 2 hodiny pfi teploté 55 oc.

Vytézek: 3,5 g (44 %). Teplota téni: 205 °C (za rozkladu). Hmotové spektrum: m/e =
= 492 (molekuldrni kation). Spektrum v infralerveném svétle v bromidu draselném md maxi-
ma pti 3375, 1730, 1504 a 763 cm_l. Spektrum v nukledrni magnetické resonanci (250 MHz,
CDC13/CDBDD - 3 : 1, hodnoty drvztaieny na TMS=0): 1,78 (2H, H-6a, H-7a), 2,08 (2H, H-2a,
H-4a), 2,20 (2H, H-6b, H-7b), 2,85 (2H, H-2b, H-4b), 4,23 (2H, H-1, H-5), 4,62 (4H, H-2",
H-5"), 5,35 (1H, H-3), 7,30 - 7,48 (10H, protony kyseliny benzoové), 7,84 - 7,97 (2H,
chinoxalin-o-protony), 8,07 - 8,22 (2H, chinoxalin-m-protony).

Piiklad 6

3L -Benziloyloxynortropan-8-spiro-2 -(2 -aza-3H-fenolenium)bromid

1) Do roztoku 1,62 g, 12,7 mmol nortropinu a 75 ml N,N-dimethylformamidu se za michéani
ptidd 1,33 ml, 12,7 mmol diethylaminu a 4 g, 12,7 mmol 1,8-bis-(brommethyl)naftalonu.
Reak&ni smés mirné ztepld a v prib&hu 2 hodin po&ne krystalizovat vysledny produkt, kte-
ry se oddéli filtraci za odsdvéni, promyje se malym mnoZstvim N,N-dimethylformamidu a pak
se 2 hodiny su3i ve vakuu pfi teploté 55 °c.

Vytézek: 3,5 g (76 %). Teplota tdni: 330 °C (za rozkladu). Hmotové spektrum:
m/e = 2B0 (molekuldrni kation). Spektrum v infraferveném svétle v bromidu draselném m&
maxima pfi 3410, 1604 a 1512 cm-l, Spektrum v nukledrni magnetické résonanci lH—NMR (250
MHz, CDC13/CDBUD - 3 : 1, hodnoty ¢ vztazeny na TMS=0): 2,02 (2H, H-6a, H-7a), 2,39 - 2,85
(6H, H-2, H-4, H-6b, H-7b), 3,92 (2H, H-1, H-5), 4,28 (1H, H-3), 5,01 a 5,16 (4H, H-1"a
H-3"), 7,51 - 7,64 (4H, H-5", H-6", H-7, H-87), 7,93 (2H, H-4", H-9°).

2) 34 -benziloyloxynortropan-8-spiro-2 -(2 -aza-3H-fenolenium)bromid

2,95 g, 8,2 mmol 3L -hydroxynortropan-8-spiro-2 -(2 -aza-3H-fenolenium)bromidu se
uvede do suspenze v 1660 ml bezvodého acetonitrilu a 160 ml bezvodého N,N-dimethylformami-
du. Puk se¢ ptidd jesteé 152 mg 1,2 mmol 4-dimethylaminopyridin a smés se zahfeje na teplo-
tu 78 °C. Pak se za energického michdni v odstupech 30 minut pfidd 4,56 g, 16,4 mmol imi-
dazolidu kyseliny benzoové ve tfech podilech. Sm&s se michd je3t& 2,5 hodiny pti teplots
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78 °C a pak se reakéni smés odpafi na polovinu svého objemu. VysrdZeny surovy produkt se

pfi teploté 20 OC odd&li filtraci za odsdvéni a uvede se do suspenze v methanolu. Podil,

nerozpustny v methanolu se odfiltruhe a3 odlo?i. Filtrdt se odpatfuje tak dlouho, aZ pocne

produkt krystalizovat. Po krystalizaci pfes noc pfi teploté mistnosti se vysledny produkt
odfiltruje za odsdvani a pak se 2 hodiny susi pfi teplotd 55 °C ve vakuu.

Vytézek: 2,1 g (42 %). Teplota tdni: 322 OC (za rozkladu). Hmotové spektrum:
m/e = 490 (molekuldrni kation). Spektrum v infraéerveném svétle v bromidu draselném md
maxima pfi 3428, 3240, 1738, 1603 a 1497 cm_l. Spektrum v nukledrni magnetické resonanci
LU NMR (250 MHz, COC15/CD40D = 3 : 1, hodnoty Jd vztarzeny na TMS=0): 1,75 (2H, H-6a, H-T7a),
1,94 (2H, H-2a, H-4a), 2,20 (2H, H-6b, H-7b), 2,80 (2H, H-2b, H-4b), 3,85 (2H, H-1, H-5),
4,93 a 5,19 (vzdy 2H, H-1" a H-3"), 5,45 (1H, H-3), 7,31 - 7,46 (10H, protony kyseliny
benzoové), 7,47 - 7,67 (4H, H-5", H-6", H-7", H-8"), 7,93 (2H, H-4", H-9).

Analogickym zplsobem je moino ziskat dalsi slougeniny obecného vzorce I.

Priklad 7

3:Q—Benzi10y10xynortr0pan-8—spiro-l’-(4’—methyl)—piperidiniumchlorid
1) 34& -hydroxy-nortropan-8-spiro-1"-(4 -methyl)-piperidiniumchlorid

7,62 g, 0,06 mol nortropinu se rozpust{ ve 200 ml absolutniho N,N-dimethylformamidu.
Pak se za michani ptidd 8,76 g, 0,12 mol diethylaminu a 37,18 g, 0,24 mol 1,5-dichlor-3-
-methylpentanu, nade? se reak&ni sm&s uzavie a nechd se stdt 18 dnl pfi teplote mistnosti.
Vylouéené krystaly se odfiltruji za odsdvéni, promyji se malym mnoZstvim bezvodého aceto-
nitrilu a pak se susi ve vakuu pti teplote 50 Oc. Timto zplsobem se ve vytézku 53 % ziska
7,84 g cistého vysledného produktu.

Teplota tdni: 290 O¢ (za rozkladu). Hmotové spektrum: m/e = 210 (molekuldrni kation).

Spektrum v infragerveném sv3tle v bromidu draselném md maxima pfi 3190 cm_l

. Spektrum

v nukledrni magnetické resonanci 1H-NMR (250 MHz, 020, hodnaty v ppm, vztaZzeno na TSP =
= 0): 1,01 (m, 3H, CHy), 1,37 - 2,02 (m, 7H, H-6a, H-Ta, H-3", H-4", H-5"), 2,20 - 2,52
(m, SH, H-2a, H-4a, H-6b, H-7b, OH), 2,60 a 2,67 (2 x t, 2H, H-2b a H-4b), 3,10, 3,20,
3,63 a 3,74 (4 x m, 4H, H-2" a H-6"), 2,76 a 4,24 (2 x m, 2H, H-1 a H-5), 4,19 (t, 1H,
H-3).

2) 34 -Benziloyloxynortropan-8-spiro-1"-(4 -methyl)piperidiniumchlorid

7,37 g, 30 mmol 3 & -hydroxynortropan-8-spiro-1"-(4 methyl)piperidiniumchloridu se
uvede do suspenze v 650 ml absolutniho acetonitrilu a za stdlého michdni se suspenze za-
hfeje na teplotu 78 Oc. Pri této teploté za michdni se ptidéd nejprve 587 mg, 4,8 mmol
4-(dimethylaminu)pyridinu a pak v pribéhu 2 hodin jesté 13,35 g, 48 mmol imidazolidu ky-
seliny benzoové ve &tyfech pfiblizng stejnych dilech. Pak se smés je3t& 1,5 hodiny micha
pfi teploté 78 0C, natez se nechd bez michdni pfes noc zchladnout na teplotu mistnosti.
Vykrystalizovany produkt se odfiltruje za odsdvdni a promyje se malym mnoZstvim acetonu.
Surovy krystalicky produkt se nechd piekrystalovat z bezvodého isopropanolu. Cisté krysta-
ly se su3i 2 hodiny ve vakuu pfi teploté 40 %.

Timto zplUsobem se ve vytézku 70 % ziskd 9,56 g vysledného produktu jako smésny krysta-
lizaéni produkt s isopropanolem v poméru 1 : 1.

Teplota tdni: 256 - 259 °C. Hmotové spektrum: m/e = 420 (molekuldrni kation). Spektrum
v infraderveném svétle v bromidu draselném mé& maximum pfi 1735 cm—l. Spektrum v nukledrni
Ly-nMR (250 MHz, 0,0, hodnoty v ppm, vztazeno na TSP = 0): 0,98
(m,3H, CH}), 1,30 - 1,65 (m, 4H, H-6a, H-7a, H-3"a, H-5"a), 1,65 - 2,03 (m, 7H, H-2a, H-4a,
H-6b, H-7b, H-3"b, H-4 ", H-5'b), 2,52 a 2,72 (m, 2H, H-2b, H-4b), 3,02, 3,19, 3,47, 3,72
(t, t, d, d, 4H, H-2" a H-6"), 3,62 a 4,10 (m, m, 2H, H-1 a H-5), 5,30 (t, 1H, H-3), 7,40 -
- 7,50 (m, 10H, aromatické protony).

magnetické resonanci
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Piiklad 8

3L -(4,4 -Difluor)benziloyloxynortropan-8-spiro-1"-pyrrolidiniumchlorid

2,17 g, 0,1 mol 3&-hydroxynortropan-8-spiro-l-pyrrolidiniumchloridu se uvede do roz-
toku s 2,02 g, 0,01 mol sodné soli kyseliny heptan-1l-sulfonové za zahfdti v 500 ml absolut-
niho acetonitrilu. Pak se smé&s zchladi na teplotu 25 az 27 °C a vznikl4 sraenina chloridu
sodného se odfiltruje za odsdvéni za nepfistupu vody. Roztok se smisi s 0,125 g 4-(di-
methylamine)pyridinu a pfenese se do reakéni nddoby, umoZnujici michani, v ni¥ byl vyro-
ben imidazolid kyseliny 4,4 -difluorbenzilové. Banka je opatfena dvéma ndlevkami pro pfi-
kapdvani dalfich reak&nich sloZek. V jedné ndlevce se uloZi 2,64 g, 0,01 mol kyseliny
4,4 -difluorbenzilové, ziskané podle DE - 0S5 2 034 943 ze dne 14.7.1970 (W. Rothweiler),
rozpudtény ve 100 ml absolutniho acetonitrilu. Do druhé ndlevky se uloZ{ roztok 2,43 g,
0,015 mol N,N-karbonyldiimidazolu ve 150 ml absoclutniho acetonitrilu. Pak se soulasné pfi-
ddvd z obou ndlevek za stdlého michdni pfiblizn& 1/4 objemu materidlu v ndlevce, smés se
15 minut michd a vznikly roztok imidazolidu se pfevede za vylougeni pfistupu vody do
reakéni nddoby, v niZ se michd roztok 3£-#wdroxynortropan—B—spiro—l'—pyrrolidinium—
heptansulfondtu pfi teploté mistnosti. Tento postup je jesté trikrdt opakovdn a? do smi-
seni vedkerého mnoZstvi reak&nich sloZek. Pak se vyslednd smés zahfivd 2 hodiny na teplo-

tu varu pod zpétnym chladiem, nadeZ se chlad{ pfes noc na teplotu mistnosti.

Pak se reakéni smés odpafi ve vakuu do sucha na rota&nim odpafovadi. Ziskany odparek
se Cisti chromatografii na sloupci silikagelu (napfiklad Kieselgel 60 s rozm&rem &dstic
0,063 - 0,200 mm, Merck &. 7734). Jako mobilni féze se uZije sm&s 1,2-dichlorethanu, ky-
seliny octové, methanolu a vody v objemovém pom&ru 57 : 23 : 13 : 7. Timto zplsobem se ve
vytézku 14 % ziskd 870 mg 3‘5-(a,4‘-difluor)nezi1oy1oxynortropan—B—spiro—1'-pyrrolidinium-
heptansulfondtu. Po prlchodu sloupcem, naplné&nym siln& zésaditym iontomé&ni&em v chloridové
form& (napfiklad Lewatit MP500) se ziskd vyslednd 14tka. Tento surovy produkt se neché
pfekrystalovat z isopropanolu, promyje se ethylacetdtem a pak se su3i ve vakuu pti teplo-
t& 40 °C az do dosaZeni stdlé hmotnosti.

Vytézek: 470 mg produktu ve formé smé&sného krystalizdtoru s isopropanoclem v poméru
1 : 1. Teplota tani: 242 - 245 °C. Hmotové spektrum: m/e = 428 (molekuldrni kation).
Spektrum v infragerveném svétle v bromidu draselném mé& maxima pfi 1508, 1603 a 1733 cm"l.
Spektrum v nukledrni magnetické resonanci lH—NMR (250 MHz, DZO’ hodnoty v ppm, vztaZeno
na TSP = 0): 1,44 - 1,57 (m, 2H, H-6a, H-7a), 2,00 - 2,20 (m, BH, H-2a, H-4a, H-6b, H-7b,
H-3", H-4"), 2,57 a 2,64 (2 x m, 2H, H-2b a H-4b), 3,38 a 3,60:(2 x m, 4H, H-2", H-5"),
3,73 (m, 2H, H-1, H-5), 5,27 (t, 1H, H-3), 3,19 a 7,42 (2 x m, BH, aromatické protony).

Ptiklad 9

3d -(4,4'-Dimethyl)—benzi10y10xynortropan—8—spiro-l'—pyrrolidiniumchlorid

Postupuje se obdobnym zplsobem jako v pfikladu 8, aviak misto kyseliny 4,4 -difluor-
benzilové se jako vychozi ldtka uzije kyselina 4,4 -dimethylbenzilovd, ziskand zpisobem
podle publikace J. G. Cannon, J. Org. Chem. 25, 959 - 962 (1960).

Vytézek: 1,68 g. Teplota tani: 275 °C. Hmotové spektrum: m/e = 420 (molekuldrni ka-
tion). Spektrum v infraerveném sv&tle v bromidu draselném mé& maxima p¥i 1508, 1612 (sla-
béya 1718 cm™ L. Spektrum v nukledrni magnetické resonanci T (250 MHz, 020, hodnoty
J ppm, vztazeno na TSP = 0): 1,47 - 1,51 (m, 2H, H-6a, H-7a), 1,79 - 2,21 (m, BH, H-2a,
H-4a, H-6b, H-7b, H-3", H-4"), 2,33 (s, 6H, 2 x CHy), 2,48 - 2,66 (m, 2H, H-2b, H-Sb),
3,34 a 3,58 (2 x m, 4H, H-2" a H-5"), 3,67 (m, 2H, H-1, H-5), 5,23 (t, 1H, H-3), 7,20 -

- 7,31 (m, BH, aromatické protony).
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Ptiklad 10

3£-(4,4’—Di—n—butyloxybenzi1oy10xy)n0rtropan—8—spiro—l'—pyrrolidiniumchlorid

Postupuje se zplsobem podle ptikladu 8; avSak misto kyseliny 4,4 -difluorbenzilové se
jako vychozi 1l4tky uZije kyseling 4,4'—di—n—butyloxybenzilové, ziskand zplsobem podle pu-
blikace J. G. Cannon, J. Org. Chem. 25, 959 - 962 (1960).

Vytézek = 240 mg krystall, které se pii teploté mistnosti rozpoustéji.

Hmotové spektrum: m/e = 536 (molekuldrni kation). Spektrum v infragerveném svétle
v bromidu draselném md maxima pfi 1508, 1580 (slabé), 1608, 1734 em L,
ni magnetické resonanci (250 MHz, CDClj, hodnoty d v ppm, vztaZeno na TMS = 0): 0,96
(t, 6H, 2 x CHy n-butyloxyskupiny), 1,47 (t, g, 4H, 2 x CHg n-butyloxyskupiny), 1,53 - 1,63
(m, 2H, H-6a, H-7a), 1,76 (t, t, 4H, 2 x CH, n-butyloxyskupiny), 1,80 - 2,30 (m, 8H, H-2a,
H-4a, H-6b, H-7b, H-3", H-4"), 2,62 - 2,77 (m, 2H, H-2b, H-4b), 3,65 a 3,99 (2 x m, &4H,
H-2" a H-5"), 3,94 (t, 4H, 2 x CH, n-butyoxyskupiny), 4,16 (m, 2H, H-1, H-5), 5,28 (t,
14, H-3), 6,84 a 7,25 (2 x d, BH, aromatické protony).

Spektrum v nukledr-

Priklad 11

3&£-(4-n-Butyloxybenziloyloxy)nortropan-8-spiro-1 -pyrrolidiniumchlorid

Postupuje se zplsobem podle piikladu 8, av3ak misto kyseliny'4,4'-difluorbenzilové
se jako vychozi létka uzije kyselina 4-n-butyloxybenzilovd, ziskand zplsobem podle publi-
kace C. D. Shacklett a H. A. Smith, J. Am. Chem. Soc. 75, 2654 - 2657 (1953).

Vytézek: 250 mg. Teplota téni: 206 °C. Hmotové spektrum: m/e = 464 (molekuldrni ka-
tion). Spektrum v infracerveném svétle md maxima pfi 1512, 1609 a 1742 et (bromid dra-
selny). Spektrum v NMR resonanci LH_nmR (250 MHz, CDCl5, hodnoty d v ppm, vztaZeno na TMS =
= 0): 0,97 (t, 3H, CHy n-butyloxyskupiny), 1,50 (t, q, 2H, CH, n-butyloxyskupiny), 1,56 -
- 1,64 (m, 2H, H-6a, H-7a), 1,77 (t, t, 2H, CH2 n-butyloxyskupiny), 1,84 - 2,45 (m, 8H,
H-2a, H-4a, H-6b, H-7b, H-3", H-4"), 2,65 - 2,85 (m, 2H, H-2b, H-4b), 3,58 a 3,95 (2 x m,
4H, H-2" a H-57), 3,95 (t, 2H, CH, n-butyloxyskupiny), 4,08 (m, 2H, H-1 a H-5), 5,30
(t, 1H, H-3), 6,84 (d) a 7,26 - 7,37 (m, 9H, aromatické protony).

Pfiklady galenickych forem

1. Tablety

40 mg azoniaspironortropanolesteru podle jednotlivych ptikladd

20 mg laktosy

30 mg Skrobu

0,5 mg stearanu hotfecnatého

74,5 mg mikrokrystalické celulozy.

2. Cipky

120 mg azoniaspironortropanolesteru podle jednotlivych pfikladd

2 mg prostfedku Aerosil 200 (oxid kfemigity)

2278 mg prostfedku Witepsol (modifikované triglyceridy nasycenych alifatickych ky-

selin rostlinného plivodu).

3. Roztok pro nitrozilni poddéni

20 mg azoniaspironortropanclesteru podle jednotlivych piikladd
4,6 mg kyseliny citronoveé
14,8 mg 2-hydrdtu citranonu sodného

ad 2 ml.
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4, Roztok k nitrozilni infuzi

500 mg azoniaspironortropanolesteru podle jednotlivych pfikladd
130 mg monohydrétu kyseliny citronové

370 mg 2-hydrétu citranonu sodného

ad 50 ml.

5. Retardovans forma: Pelety, uréené k uloZeni do kapsli z tvrdé Zelatiny

Piiklad uvadi dva typy smési, ur&enych k uloZeni do kapsli z tvrdé Zelatiny, a to
smés s potadtedni ddvkou dginné létky a bez této pofdtetni dévky.

bez s poddtedni

potdteéni ddvky dévkou
kuligky cukru 150 mg 150 mg
azoniaspironortropanaolester podle
jednotlivych piikladd 80 mg WS 60 mg
hydroxypropylceluloza (Klucel) 10 mg 8 mg
ester kyseliny akrylové nebo methakrylové:
Eudragit RL 2 mg 2 mg
Eudragit RS 8 mg 8 mg
polyethylenglykol 8000 1 mg 1 mg
mastek 5 mg 5 mg

WS 20 mg
Klucel 2 mg

6. Retardovand forma: tablety s matrici
80 mg azoniaspironortropanolesteru podle jédnotlivych pifikladd
120 mg laktozy
15 mg ethylcelulézy
20 mg skrobu
2 mg stearanu hofe&natého
3 mg polyethylenglykol 8000.

7. Retardovand forma: dvouvrstevni tablety s po&édtedni dédvkou

1. vrstva 2. vrstva

retardovand potdteéni
tableta ddvka
azoniaspironortropanolester 60 mg 20 mg
laktoza 90 mg 10 mg
ethylceluléza 12 mg -
skrob 15 mg 15 mg
stearan hofecCnaty 1,5 mg 0,3 mg
polyethylenglykol 8000 2 mg -
mikrokrystalickd celuloza - 37,2 mg
8. Prostfedek k inhalaci
0,1 mg azoniaspironortropanclesteru podle jednotlivych ptikladd
0,02 mg Span 85 (zbytky kyselin sorbitanmono- a -trialifatickych, na zékladé kyseliny
olejové)
10 ul Frigen 11 (trichlorfluormethan)

40 ,ul Frigen 12 (dichlordifluormethan).
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9. Davkovany roztok pro nosni podani

2 mg azoniaspironortropanonesteru podle jednotlivych piikladd
90 ul fyziologického roztoku chloridu sodného.

10. Inhalaéni roztok

Trospiumchlorid 0,100 g
1-hydrdt kyseliny citronové 0,470 g
2-hydrdt citronanu sodného 0,530 g
chlorid sodny 0,645 g
voda pro injekéni ucely 100,0 ml
Vyroba

Uvedené ldtky se jedna po druhé rozpusti ve vode. Pak se smés sterilizuje a plni do
nadobek, které ji chréani pfed svétlem. Roztok mé mit pH 4,2.

11. Davkovany aerosol

Trospiumchlorid 0,030 g
smés trichlorfluormethanu a dichlordifluor-

methanu

Vyroba

ad 15,0 ml

Trospiumchlorid, jemn& umlety na velikost &dstic niz8i nez 5 um se uvede do homogenni
suspenze ve zchlazeném, kapalném hnacim plynu a pak se pini pfi teploté 45 az 50 %¢ do
aerosolovych nadobek. Ventil se voli tak, aby se na jedno stladeni uvolnilo 0,1 mg trospium-

chloridu.

Dile budou uvedeny testy, prokazujici ddinnost slougenin, vyrobenych zpUsobem podle

vyndlezu na zvifatech pfi rtznych dévkéch a rznych zpUsobech podéni.

Metoda
Zivogisny materidl
Bruh zvifete:

Kmen:
Plvod:

Pohlavi:
Hmotnost:

Pobyt pfed pokusem:

Podminky

Klece:

Teplota:

Relativni vlhkost:
Osvétleni:
Podminky v kleci:

Krmivo:

Pitnd voda:

Morce

Pirbright white

Doddvd Lippische Versuchstierzucht Hagemann GmbG Co.,
4923 Extertal 1

samci

priblizng 500 - 700 g

> 8 dni

B&zné masivni klece

22 £ 2 %%

50 az 60 %

Umély 12 hodinovy rytmus

Makrolonovd spodni &dst, prekrytd drdténou sitkou, na ni

je uloZeno krmivo a nddobka s vodou, jako podestylka byl
uzit ssniffR (Fa. ssniff-Versuchstierdiaten GmbH, 4770 Soest
AltrominR—MS (Altrogge Spezialfutterwerk), Lippe ssniffR—
-MS-krmivo a seno

Voda z vodovodu podle libosti.
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Zkoumané ldtky

Trospiumchlorid = MP 194 = 3d -

Dehydrotrospiumchlorid = WG 71
-chlorid

Ddvky a zpusob poddni Gcinnych
Zkoumané ldtky

Oznaceni:

Sarie:

Davka:

ZpGsob poddvéni:
Oznaceni:

Sarze:

Davka:

Zplsob poddni:
Referenéni ldtka:
Oznadeni:

Déavka:

Zplsob poddvéni:
Oznacdeni:

Dévka:

Zptsob poddni:
Kontrolni 1ldtka:

Oznaceni:

Dévka:

Zplsob poddni:
Dalsi slouceniny:

Oznaceni:
Koncentrace:

Zptsob poddni:

Rozdéleni na skupinu

Kli¢ k déleni
Potet zvitat ve skupiné:
Provedeni pokusu:

Provedeni pokusu

CS 274 287 B2

benziloyloxy—nortropan—B—spiro—l'—pyrrolidiniumchlorid

= 34 -benziloyloxynortropan-8-spiro-1 -(3 -pyrrolinium)-

ldtek

Trospiumchlorid MP 194 (MG = 428)
9045

-7 -1 -
3 x 10 mol ml kg
intraperitonedlné

1

Dehydrotrospiumchlorid WG 71 (MG = 426)
840720

3 x 1077 mol ml”
intraperitonedlng

1, -1

kg

Atropin HC1 (Serva; MG = 325,8)
3 x 1077 mot m17! kg7l
intraperitonedlné

Isoproterenol (Fluka, MG = 247,72)
3 x 1077 mol m17! k7!
intraperitonedlné

Fyziologicky roztok chloridu sodného
1 ml kg-l
intraperitonedlng

Acetyl-B-methylcholinchlorid (Sigma; MG = 195,7)

0,0316 g x 100 m1~} Aqua bidest.
0,0562 g x 100 ml™1 Aqua bidest.
0,1 g x 100 m1”} Aqua bidest.
0,178 g x 100 m1~} Aqua bidest.
0,316 g x 100 m1~! Aqua bidest.
0,562 g x 100 m1™t Aqua bidest.
0,5 m! min" inhalaci.

néhodny

10

Podle moZnosti se provddi pokus téhoZ dne na pokusné i na
kontrolni skupiny.

Mor&ata, uréend k pokusu se po potdtecnim pobytu v klecich alespon 8 dni vystavi dva-

krat plsobeni aerosolu 0,1% roztoku acetyl-B-methylcholinchloridu, aby bylo mozno proké-

zat, zda zvitata reagujf s velkymi potiZemi nebo zda dochdz{ k ur&ité adaptaci. V pripadé,

7e pti obou inhalacénich fdzich

je moZno pozorovat necitlivost k expozici svrchu uvedené

lédtce, to znamend, Ze se u zvitat 74dné poti’e nedostavi, vyfadi se tato zvifata z pokusu.
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Aby bylo moZno uskute&nit provokaci pGsobenim aerosolu, ulo?i se mortata jednotlivé
do inhalaéni komory, v ni? se rozprd3i 0,5 ml roztoku za minutu pfi pouziti zvladstni trys-
ky (Fa. Rhema, Hofheim) za vzniku aerosclu. V zdvislosti na koncentraci d¢inné latky a na
ptipadném pfedb&zném o3etfeni zvifete vede vystaveni aerosolu k méné nebo vice vyjadiené-
mu ztizenému dychani, k zédchvatim kasle a nakonec k dudeni a zirdté veédomi, soulasné se
vyskytuji rdzng silné tonickoklonické kfege. Pomoci stopek (Fa. Hanhart) se odetitd doba
od podédtku inhalace aZ do dudeni. Zvifata se vyjmou z inhala&ni komory a obvykle po velmi
kratké dobé, co? je moZno pozorovat ndvratem védomi a normalizaci dychédni, dojde u nich
k dplnému zotaveni. V piipad&, Ze se v dob& 180 sekund nedostavi ztizené dychéni, inhala-

ce se prerusi.

Aby bylo moZno pozorovat oechranny ucinek zkoumanych ldtek a popfipadé& referencnich
14tek, o3etfl se zvifata 15 minut pfed polédtkem inhalace v z4dvislosti na své télesné hmot-
nosti uvedenymi létkami, kontrolnim zvifatim se podd isotonicky roztok chloridu sodného,
nate? se zvife vystavi vlivu logaritmicky odstupnované koncentrace aerosolu acetyl-8-methyl-
cholinchloridu. V jednom dni se zkou$i vidy pouze jedna koncentrace aerosolu, odstup mezi
jednotlivymi inhalacemi md byt alespon jeden tyden.

Analyza a zatfizeni

Jako inhala&ni komora se uzije komora z plexiskla, zvl14dsté upravend k tomuto ucelu,
viko této komory je mozno uzaviit pomoci pryZového tésnéni. Vnitini rozméry komory jsou
285 x 190 x 180 mm, co¥? odpovidé objemu 9,75 litrd. Zv14Stni tryska (¢. 504104, Fa. Rhema,
Hofheim) se ulozi do vybrdni vika a umoznuje stejnomérny piivod aerosolu do komory. Roztok
se do trysky privadi infuznim gerpadlem (Fa. Braun, Melsungen) rychlosti 0,5 ml/min a roz-
prasuje se pfi pfetlaku 180 kPa z piipojené tlakové nddobky se syntetickym vzduchem. In-
halace aerosolu je z bezpe&nostnich dtivodtl zapotfebi odvéddét za soudasného odvodu vzduchu
z mistnosti.

Vyhodnoceni

Pro kazdou zkoumanou ldtku, a to i referenéni a kontrolni se uréuje koncentrace G€in-
né latky, kterd sniZuje na polovinu percentudlni podil zvifat, u kterych dojde ke ztizené-
mu dychdni. Timto zpisobem se ziskd hodnota ECSU'

Hodnota EC50 se spolu s piislusnymi mezemi spolehlivosti (p > 95 %) vyjadii na zdkla-
dé analyzy probitt zpGsobem, zarudujicim maximdlni ndhodnost. (10 prvkG). Mimoto se takto
ziskané pfimky jesté ddle podrobuji pfezkoumdni pomoci testu Xz. K vyhodnoceni miZe slou-
7it i bézné dodévany program (Fa. Olivetti).

Uchovédvani ddajl
Protokoly o pokusech zGstdvaji v laboratofi a jsou uchovdvédny v pofadafich, oznace-
nych ¢islem pokusu.

Vysledky

Zkoumané ldtky trospiumchlorid a dehydrotrospiumchlorid maji po intraperitonedlnim
poddni vyjddfeny broncholyticky Géinek pfi cholinergné indukovanych bronchidlnich kfeti
u moréat v bd&lém stavu. Stfedni GE€innd koncentrace EC50 acetyl-B-methylcholinchloridu
v roztoku, zpracovdvaném na aerosolu je u kontrolnich zvifat w = 0,00054, jak je zfejm¢
z tabulky 1. Po pfedbézném oSetfeni trospiumchloridem a dehydrotrospiumchloridem jsou od-
povidajici hodnoty EC50 w = 0,00286 a w = 0,00173, jak je zfe)mé z ndsledujicich tabulek
2 a 3.

Jako referendni létky byly uZity atropin a isoproterenol.

V pfipadé atropinu a isoproterenolu byly stfedni G¢inné koncentrace w = 0,00138 a
w = 0,00145, jak 3e zfejmé z ndsledujicich tabulek &4 a 5.
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Tabulka 1
Kontrolni létka: NaCl (w = 0,009)
Zplsob podéni: intraperitonedlné
Davka: 1 ml 9_1
Uginnd ldtka: acetyl-B-methylcholinchlorid
ZpGisob poddni: inhalaci (aerosol)
Koncentrace: podle tabulky
Test na linearitu: X2 = 1,2629 (FG = 3)

Linearitu je moZno povaZovat za prokdzanou (L3 0,05)

Vysledky analyzy probitd

Stfedni G¢innd koncentrace uU&inné létky ECSU: w= 0,000539
Meze spolehlivosti (P = 0,95):0,000339-0,000855

Datum pokusu koncentrace Potet zvifat Analyza probitt (%)
ucinné latky w zkoumanych reagujicich vypotteno nalezeno

19.04.85 0,000316 10 2 20,00 22,79

27.03.85 0,000562 10 5 50,00 52,35

26.04.85 0,000750 10 7 70,00 67,81

03.04.85 0,001000 10 9 90,00 80,64

03.05.85 0,001780 10 9 90,00 95,26

Tabulka 2

Zkoumand ldtka: trospiumchlorid

Zpisob podéni: intraperitonedln&

Davka: 3 x 1077 mol m1~! kg7l

(éinnd latka: acetyl-8-methylcholinchlorid

Zplsob podéni: inhalaci{ (aerosol)

Koncentrace: podle tabulky

Test na linearitu: xZ = 2,0313 (FG = 3)

Linearitu je moZno povaZovat za prokdzanou (£ ) 0,05)

Vysledky analyzy probitd

Stiedni d¢innd koncentrace d&inné létky ECSU:w = 0,00286
Meze spolehlivosti (P = 0,95):0,00147-0,00557.

Datum pokusu Koncentrace Pocet zvirat Analyza probitd (%)
aéinné latky w zkoumanych reagujicich vypocteno nalezeno

27.03.85 0,000562 10 ] 2,50x 5,46
03.04.85 0,001000 10 1 10,00 15,03
03.05.85 0,001780 10 5 50,00 32,00
19.04.85 0,003160 10 5 50,00 53,87
26.04.85 0,005620 10 7 70,00 74,66

X

Oprava (BLISS)



Zkoumand létka:
ZpGsob poddni:
Davka:

Gginnd ldtka:
Iptsob poddni:

Koncentrace:

Test na linearitu:
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Tabulka 3

dehydrotrospiumchlorid
intraperitonedlné

3 x 1077
acetly-08-methylcholinchlorid

mol mt kg_l.
inhalaci (aerosol)
podle tabulky

x2 = 1,3234 (FG = 2)

Lincaritu je moZno povazovat za prokdzanou (£ 2 0,05)

Vysledek analyzy probitad

Sttedni d¢innd koncentrace dcinnd ldtky ECSO = w = 0,00173
ieze spolehlivesti: (P = 0,95): 0,00031-0,00972

Datum pokusu Koncentrace Poget zvitat Analyza probith (%)
acinné latky w zkoumanych reagujicich vypocteno nalezeno

10.05.85 £,001000 10 5 30,00 38,74

03.05.85 0,001780 9 6 66,67 50,60

19.04.85 0,003160 10 6 60,00 62,35

26.04.85 0,005620 10 7 70,00 73,08

Tabulka 4
Referenéni ldtka: Atropinchlorid
ZpGsob poddni: intraperitonedlné

Davka:
Uginna ldtka:
Iptsob poddni:

Koncentrace:

Testa na linearitu:

3 x 10‘7 mol m1 ! kg-l

Acetyl-B-methylcholinchlorid
inhalaci (aerosol)
podle tabulky

x2 21,6245 (FG = 3)

Linearitu je mo¥no povazovat za prokdzanou (£ % 0,05)

Vysledky analyzy probitd

Stfedni 4€innd koncentrace G&inné ldtky ECSO: w = 0,00138
Meze spolehliveosti (P = 0,95): 0,00022-0,00888

Datum pokusu Koncentrace Pocet zvitat Analyza probita (%)
ucinné ldtky w zkoumanych reagujicich vypocteno nalezeno
27.03.85 0,000562 10 3 30,00 38,93
03.04.85 0,001000 10 6 60,00 45,98
03.05.85 0,001780 9 5 55,56 53,16
19.04.85 0,003160 10 5 50,00 60,20
26.04.85 0,005620 10 7 70,00 . 66,95




21 CS 274 287 B2

Tabulka 5
Referenéni létka: isoproterenol
Zplsob poddni: intraperitonedlng
Navka: 3 x 1077 mol m17t kg'1
ginng latka: acetyl-B-methylcholinchlorid
Zpdsob poddni: inhalaci (aerosol)
Koncentrace: podle tabulky
Test na linearitu: x? = 0,1240 (FG = 2)

Lincaritu je moZno povaZovat za prokdzanou (&£ 2 0,05)

Vysledek analyzy probitd

Sttednl GZinnd koncentrace adinné ldtky ECSD: w = 0,00145
)

]
Veze spolehlivosti (P o= 0,95): 0,00050-0,00426

~

Oatum sokusu Koncentrace Pofet zvitat Analyza probita (%)

dfinnd 1dthy = zhounanych reagujicich vypcttenso aalezeno
10.05.85 0,0801900 9 3 33,33 36,21
03.05.85 0,001780 8 5 62,50 57,88
19.04.35 0,002160 9 7 , 77,28
26.04.85 0,005620 9 8 88,89 90,30
Z4aveéry

Zkoumané ldtky trospiumchlorid a dehydrotrospiumchlorid jsou pfi podéni intraperito-
nedlné po 15 minutdch lepSi nebs stovnatelné vzhledem ke své broncholytické u&innosti
s klasickymi parasympatikolytickymi ldtkami atropinem a B-sympatikomimetikem isoprotereno-
lom, Jak Je zlejmé z obr. 1. 7 vypotitanych stiednich dtinnych koncentraci acetyl-B-methyl-
cholinchloridu, jichZz je zapotfebi Ik vyveldni ztiZencého dychdni, je moZno usoudit na sil-

ntj5L{ dCinnost zkoumanych ldtek, zejmdna trospiumchloridu ve srovndni s referen&nimi 1&t-

kami.

Aby bylo moZno zkoumat specifiénost sloucenin, ziskanych zplscbem podle vyndlezu na
receptory, je nutno pokus uspofddat tak, aby bylo moZno zajistit specifinost cholinergni
antagonizace.

Zndmym modelem pro toto pouZiti je méfeni anticholinergni G&innosti na isolovanych

trachedlnich prouZcich (morge).

Jako zkoumané ldtky byle uZzito 3 cC-bcnziloyloxynortropan—B—spiL‘o—l'—pyrrolidiumchlo—
ridu, t3. trospiuchloridu (= MP 194). Srovndvaci 1dtkou byl Ipatrotiumbromid.
1. Zdkladni udaje

MP 194 je na isolovanych trachedlnich spirdldch morgat vzhledem k acetyl-0-methyl-
cholinchloridu kompatitivng antagonisticky d€inny. Pfitom je jeho d¢innost vy33i nebo
stejné velikd jako Géinnost ipratropiumbromidu, pfiemz obvykle vedlejsi ddinky pfi po-
déni této ldtky jsou niZ?3{ nebo se nedostavuji.
2. Ugel pokusu

Je zapotfebi prokdzat anticholimernf d&innost MP 194 ve srovnén{ s d&innosti referend-
ni slougeniny ipratropiumbromidu na isolovanych trahedlnich spirdldch moré&at.

3. Metoda
3.1. Zivotisny materiél:
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3.1.1. Druh zvifete: morce

3.1.2. Kmen: Pirbright White

3.1.3. Pavod: Fa. Hagemann GmbH Co., 4923, Extertal 1

3.1.4. Pohlavi: samci

3.1.5. Hmotnost: pfiblizné 500 g

3.1.6. Doba pfed pokusem: alespon 8 dni.

3.2, Uskladnéni zvifat

3.2.1. Klece: bezné masivni klece

3.2.2. Teplota 222 2%

3.2.3. Relativni vlhkost: 50 T 15 %

3.2.4. Osvétleni: Umelé stiidani svétla a tmy v intervalu
12 hodin.

3.2.5. Vybaveni klece: Makrolonové spodni tdst pfekrytd dréténou
sitkou s nadobkou na krmivo a vodu, ssniffh
bedding (Versuchstierdiaten GmbH 4770 Soest)

3.2.6. Krmivo: ssniffR, krmivo pro morcata

3.2.7. Pitnd voda: voda z vodovodu podle libosti.

3.3. Slougeniny, ddvkovédni, zplsob poddni

3.3.1. Zkoumand litka (antagonista)

Oznadeni: MP 194 (trospiumchlorid)
MG 428

Sarze: 9045

Rozpoustédlo: Tyroddv roztok

Koncentrace v léznicce: : 1 x 1077 M/m1

3,16 x 1077 M/ml

1 x 1078 wm

1 x 1077 M/ml
Aplikatni objem: 50 ul/28 ml ldzné

3.3.2. Referengni létka (antagonista)

Oznaceni: Ipratropiumbromid (MG 412,4)
Rozpoustédlo: Tyroddv roztok
Koncentrace v léznidce: 1 x 1077 M/ml
3,16 x 1077 M/ml
1 x 1078 M/m1
1 x 1077 M/m
Aplika&ni objem: 50 nu1/28 ml ldzng

3.3.3. Dalsi latky

3.3.3.1. Oznaceni: Acetyl-B-methylcholinchlorid (MG 195,7)
Rozpoustédlo: Tyrodiv roztok
Koncentrace v laznicce: 1 x 107" M/ml
x 1076 M/m
X M/mol
x 187" M/mol
x 1077 M/mol
x 1072 M/mol
3,16 x 1072 M/mol
Aplikaéni objem: 50 u1/28 ml 14zn&, kumulativné.

-3

b et P

3.3.3.2. Tyrodtv roztok jako Zivné prostiedi

SloZeni tohoto roztoku bude uvedeno v ndsledujici tabulce:
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Slozka &. mMol/1 z4sobni roztok ml z&sobniho roztoku/
/1 Tyrodova roztoku

NaCl 6404 139,2 58,00 g/1 (1 mol) 139,2 ml
KC1 4936 2,7 74,56 g/1 (1 mol) 2,7 ml
CaCl, x 2H,0 2382 1,8 147,00 g/1 (1 mol) 1,8 ml
MgCl, x 6H,0 5833 0,245 99,62 g/1 (0,49 mol) 0,49 ml
NaHCO4 6329 11,9 21,00 g/1 (0,25 mol) 47,6 ml
NaH,PO, x H,0 - 6346 0,4 4,00 g/1 (0,03 mol) 15,6 ml
CeHyq0¢ 8342 5,5 - 1,0 g

Viechny pouzité ldtky byly béZné& doddny (Fa. Merck, Darmstadt). Uvddénéd &isla odpovi-
daji €isldm v katslogu.

Chlorid védpenaty Jje hydroskopicky, takze je nutno zdsobni roztok vidy titrovat pfi
pouziti chloridového iontu (Marius-Chlor-o-Counter, Fa. Kipp a Zonen, 6242 Schonberg/Tau-
nus).

Pfi miseni rGznych zdsobnich roztokd je nutno brét ohled na to, Ze se vdpnik s hydro-
genuhlititanem nebo fosfdtem srézi v pfipadé, e roztok md vy$3i koncentraci. Tomu je moZno
zabrédnit tak, Ze se nejprve 1,8 ml zdsobniho roztoku chloridu vdpenatého smisi s pfiblizné
100 ml bidestilované vody, dal3i zdsobni roztoky se doplnuji bidestilovanou vodou v odmérné
bance a teprve pak se pfidd roztok chloridu vipenatého.

3.4, Skupiny
3.4.1. Déleni do skupin: ndhodné
3.4.2. Pocet pfipravkl
- pokusné skupina: n=4 (1 x 1077 M)
n =2 (3,16 x 1070 M)
n=2(1x10°8 W
n =4 (1 x 10_7 M)
- referen&ni skupina: n=4 (1 x 1077 M)
no=2 (3,16 x 1077 M)
n=2 (1x10°%m
no= 4 (1x 1077 M

3.5. Provedeni pokusu

Mor¢ata byla usmrcena dderem do 5ije. Pak byla vyjmuta celd trachea od hrtanu aZz po
bifurcatio tracheae a byla pfenesena do Tyrodova roztoku o teploté 37 OC, probublédvané
kyslikem s oxidem uhlig¢itym (Carbogen). Pak bylo pojivo co moznd nejdokonaleji oddéleno,
nate? byl prepardt jemnymi ndzkami spirdln& rozstfiZen v Ghlu pfibliZné 45° a byly vystri-
7eny dva stejné velké dseky. Po zvédZeni byly oba prepardty na obou strandch opatfeny hed-
vabnym vldknem. Jedno v1dkno slou?ilo k fixaci prepardtu na dno 14znicky, druhé vldkno by-
lo vedeno na hédgek ptevadéte nad ldznigkou.

-Pak bylo na preparédty vloZeno pfedpéti pfibliZné 80 mN podle cejchovaci kiivky a pre-
pardty byly ponechdny v rovnovdzném stavu 50 aZz 100 minut. V prab&hu této fdze byl Zivny
roztok v ldznigkéch vym&novdn v intervalech 15 minut. Jakmile bylo stabilizovdno klidové
svalové napéti preparédtu, byly kumulativné priddvény G&inné latky, pticemz priddvéani dal-
51 vy$3{ koncentrace bylo uskutetnéno aZz v tom okamziku, kdy jiZ nebylo moZno pozorovat
74dné dalsi zvy3eni stavd (Plateau). Jakmile je dosaZ?eno maximdlni vy3ky koncentrace pre-
pardtu, preparat se ndkolikrdt propldchne. Po daldf ekvilibraZni fézi se v tomto pfipadé
opakuje kumulativni pfidévani G€inné 14tky, v tomto pfipad& za soutasné piitomnosti zkou-

manych ldtek nebo referenénich antagonistd.
L
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3.6. Analyza a pristroje

3.6.1. Promyvaci &dst sestdvd z 1dznitky tvaru L, v jejimZ dutém prostoru v deldim rame-
ni se nachdzi dvojitd sklen&na spirdla, kterou se pfivddi do léznitky Zivny roztok (obsah
28 ml, krat$i rameno). Tato ldznitka je rozdélena na dvé komory, které jsou v8ak spolu spo-
jeny prignymi spojkami. Timto zplsobem je moZno dosdhnout zdsobovadni orgdnu prostredkem

% kysliku, 5

Carbogen (slozeni: 95 % oxidu uhligitého) nepfimo z krat3i zadni komory, takZe
orgén nevisi pfimo pod pfivodem plynu, co? dovoluje mimo jiné dokonalej$i registraci reak-
ce organu. Komory a sklenénd spirdla jsou temperovény oddélenym ob&hem kapaliny zevné na
teplotu 37 °C. Toto temperovani laznigky se uskutecnuje termostatem ("Colora"-Ultra-Thermo-
stat typ K, Colora Messtechnik GmbH, DUsseldorf), termostat slouZi soutasn& jako Gerpadlo.
Aby bylo vidy k dispozici dostate&né mnoZstvi Zivného roztoku, nachdzi se nad ldznickou
z4dsobnik s dvojitou sténou, v némz se Zivny roztok také temperuje a syti kyslikem s oxi-
dem uhliditym. Pfes sklen&ny kohout a polypropylenovou hadigku je tento zésobnik spojen

s dvojitou sklenénou spirdlou uvnitf urgdnové ldznicky.

3.6.2. K méficimu a registraénimu zafizeni patfi pfevadét (Statham-Universa-Zelle UC-2,
Hugo Sachs, Elektronik KG, 7801 Hugstetten). Pomoci zdvaZitka je moZno vloZit na orgén
pfedpdti 40 mN, co? je moZno pfevést jako elektricky signdl pfes spojovaci kabel na zesi-
lova&. Zesileni se stupnovitd Fidi tak, aby pfedp&ti m&lo vzdy ur&itou stdlou hodnotu na
8kdle, popfipadé analogickou hodnotu na milimetrovém papiru pfi pouZziti pisdtka (v zdvis-
losti na zesileni). Po upevngni orgdnu se nejprve prepardt zatizi dvojndsobné na 80 mN.
Pisdtko, spojené se zesilovatem (Fa. Hellige, Freiburg/Breisgau) registruje v8echny ana-
logické signdly na termosensibilni papir s milimetrovym délenim. Pak se zesileni z pisdt-
ka tidi tak, aby zatiZeni 40 mN na pfevadéci odpovidalo vykyvu 4 cm (cejchovdni: zatiZeni
vyvold stfedni vychylku pfiblizné 4 cm).

3.7. Vyhodnoceni

Kumulativni pfiddvdni G&inné ldtky vede na izolované spirdle z trachei ke zvySeni
stahl, které je zdvislé na ddvce a které je na analogovém pisdtku proporciondiné zaznamend-
vdno. Z téchto protokold je pak moZno provadét kvantitativni vyhodnoceni kfivek po kumula-
tivnim pfidévédni dalsich ldtek zplsobem, popsanym v publikaci Van Rossum J. M.: Cumulati-
ve dose-responce curves. II. Technique for the making of dose-response curves in isolated
organs and the evaluation of drug parameters, Arch.int. Pharmacodyn. 143, 299 - 330 (1963).
K tomuto téelu se absolutni m&fici Udaje v milimetrech, ziskané pfi maximdlnim G€inku EAm
nebo EAmB pfevedou na percentudlni Gdaje, které jsou v piipadé maximdlniho G&inku 100 %.
Pomoci nelinedrni regrese se z téchto (dajd ziskd pro kazdy jednotlivy prepardt pomér mo-
larni koncentrace G&inné latky (quocient = x), ktery je zapotfebi k dosaZeni poloviny maxi-
malniho G&inku za pfitomnosti nebo neptitomnosti zkoumanych ldtek nebo referen€nich anta-
gonistd pii moldrni koncentraci [B] (-log[B] = pA,) ze vzorce pA, = pA  + log (x-1) se
podle publikaci Schild H. 0.: pA, a new for measurement of drug antagonism. Brit. J.
Pharmacol. 2, 189 (1947) a Ariens E. J., 3. M. Van Rossum: pBx, pAx a pDx values in the
analysis of pharmacodnamics, Arch. int. Pharmacodyn. 110, 275 aZz 300 (1957) vypocitéd ne-
gativni dekadicky logaritmus (pA2) moldrni koncentrace antagonisty, pfi niZ x md hodnotu
2, to znamend, Ze pfi predbé&zném uvedeni antagonisty v odpovidajici molérni koncentraci
je tteba moldrni koncentraci U&inné ldtky zdvojndsobit, aby se dosdhlo stejného (€inku ja-
ko bez vlivu antagonisty. Kvalita antagonismu (kompetitivni/nekompetitivni) m0Ze byt sle-
dovéno srovnanim maximdlniho dg¢inku za nepfitomnosti (EAm) a v pfitomnosti (EAmB) zkouma-
nych ldtek a referentnich antagonistl, a to statisticky pérovym t-testem. Nakonec se pre-
zkoumd rozdil pAZt s (zkoumand l&tka a referenéni antagonista) na statistickou vyznamnost
(t-test dvou nezdvislych vzorkl).

4, Vysledky

Sloutenina MP 194 a ipratropiumbromid vykazuji na izolovanych spirdldch pridusnice
mor&éat srovnatelny, na ddvce zdvisly antagonismus proti cholinergni (&inné ldtce acetyl-
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~-B-methylcholinchloridu, jak je zrejmé z obr. 1. Hodnota pA2 Is pro MP 194 je 9,26 : 0,29,
+

co? se statisticky vyznamné neodlisuje od pA s pro ipratropiumbromid, pro néjz je tato
2

+

hodnota 9,31 - 0,39 jak je zfejmé z tabulky.

Kvalita antagonismu je jak v piipadé MP 194, tak v ptipadé ipratropiumbromidu na zd-
klad& srovndni mezi maximdlnim G&inkem za piitomnosti a nepfitomnosti téchto ldtek kompe-
titivni, jak je rovnéZ ztfejmé z tabulky.

5. Zavéry

Byla vyZetfovédna vyznamnd anticholinergni dG¢innost sloufeniny MP 194 na izolovanych
spirdldch prtdu3nice morcete, pokusy byly provddény na doplnéni difive uskuteéné&nych poku-
s, provedénych na bdicich zvitatech.

Lep8i kvantifikace vysledkl in vitro vede k zévéru, Ze G&innost sloufeniny MP 194 je
srovnatelnd s dG&innosti referendni 1dtky Ipratropiumbromidu, jak je zFfejmé z hodnot pAz.
7 tohoto divodu je moZno predpoklddat kompetitivni polymergni antagonismus obou ldtek, jak
je ztejmé z hodnot EAmB/EAm‘

Tabulka

MP 194 Ipratropiumbromid
pA, s 9,26 £ 0,29 9,31 ¥ 0,39
Epng/Epp - S 1,09 £ 0,22 1,10 ¥ 0,24

Spasmolytické dginky sloutenin, ziskanych zplsobem podle vyndlezu byly zkoumdny pii
pouziti ndsledujicich lédtek:

Sloutenina z ptikladu:

2 = 3d,-benziloyloxynortropan-8-spiro-1"-(3 -pyrrolinium)chlorid

3 = BdC—benziloyloxynortropan—ﬂ—spir0—2‘-isoindoliniumchlorid

4 = 3&3—benzilnyloxynortrnpan-B—spiro—4'—mnrfoliniumchlorid

5 = 34, -benziloyloxynortropan-8-spiro-1"-pyrrolidino [3°,4",bJchinoxali-

niumbromid
6 = 3dy-benziloyloxynortropan-8-spiro-2 -(2 -aza-3H-fenalenium)bromid.
Jako srovndvaci sloutenina byl uzit trospiumchlorid (slouenina z pfikladu 1).

Pokusy byly provéddény na izolovaném tenkém stfevu krysy.

Zivogisny materisl

Druh zvitete: krysa

Kmen: Wistar

Pavod: Mus rattus AG, Brunnthal
Pohlavi: samci 1 samice

Hmotnost: 150 - 250 g

Doba pobytu: 1 tyden

Uskladnéni zvitete

Klece: uzaviené klece, neklimatizované

Teplota: 20 £ 2 %

Relativni vlhkost: 50 T 10 %

Osvétletni: ‘ Denni svétlo, navic osvétleni neonovymi zdrivkami tak,

aby denni svétlo m&la zvifata od 7,00 a7 18,00 hodin



Vybaveni klece:

Krmivo:

Pitnd voda:

Uginné 1latky, ddvky
Zkoumané lédtky:
Rozpoustédlo:
Koncentrace:
Aplikacni objem:
Doba pusobeni ldatky,
vyvoldvajici kiece:
Celkové pUsobeni:

Dalsi ldatka

Oznaceni:

Sumdrni vzorec:

Rozpoustédlo:
Aplikagni objem:
Doba pUsobeni:

Koncentrace/ml obsah léznicky:
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Makrolonovd spodni &ést, klece typu 4, s 10 krysami,
podestylka z pilin

ssniff’ - standardni krmivo (Versuchstierdiaten-GmbH,
4770 Soest) podle libosti

Voda z vodovodu z plastickych lahvi s rourkami z uslech-
tilé oceli podle libosti

slougeniny z pfikladd 1 aZ 6

demineralizovand voda

1,185 x 1078 g/ml obsah laznigky (proti Carbacholu)
0,25 ml -

3 min
8 min

Carbamoylcholin (Carbachol)-hydrochlorid (Fa. Merck,
Darmstadt) &. katalogu 500 940

CGHlSC].NZD2

demineralizovand voda

0,25 ml

5 min

4 x 1077 g/ml
2x10°% g

1 x 1077 g

5 x 107 g
2,5 x 1076 g
1,25 x 107° g

6,25 x 107° g

Ringertv ?ivny roztok mé ndsledujici sloZeni:

NaCl
KC1l

NaHCD3

C6H1206 X HZO

CaCl2 X H20

= 9,000 g

n

0,210 g

0,500 g

"

0,500 g

0,318 g

Viechny slougeniny byly doddny obchodng E. Merck, Darmstadt.

Provedeni pokusu

Krysy byly usmrceny ranou do tyla. Bficho bylo otevieno ve stfedni gafe, byl vynat

10 cm dlouhy dsek ilea, ktery byl ihned pfenesen do fyziologicky temperovaného zivného

roztoku a pak byl dvakrdt opatrn& promyt injek&ni stiikatkou o objemu 10 ml Zivnym rozto-
kem k odstranéni stifevniho obsahu. K pokusu se oddéli dva Gseky stfeva o délce 2 cm, zby-
vajici dsek stfeva se ulo?i do lednice. Oba dseky streva se v Zivném roztoku jeéfé zbavi
pfipadné pojivové tkang. Na jeden konec se navdZe hedvdbné vldkno pro fixaci stfeva v ldz-
nigce, na druhy konec se upevni deldi vldkno k upevnéni na pdcku pisdtka. Usek orgdnu se
pak povési do ldznigky s Zivnym roztokem, probubldvané prostiedkem Carbogen (95 % kysliku
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a 5 % oxidu uhligitého) a zatizi se 0,5 g. Po 30 minutdch klidové fédze je moZno provést

pokus.

Nejprve se stanovi vztah ddvky a dg€inku u ldtky, vyvoldvajici kfe¢. Zkoumany roztok
se vstiikne do 1dznicky pomoci tuberkulinové injekéni stifikatky. Pfedem se bere ohled na
objem ldznicky a objem roztoku. Voli se koncentrace, které vyvolaji dGcinek vétsi nez 10 %
az 100 % v geometrické fadé, pricemz 100% Ucinek je Gcinek, pfi némz jiz nelze dokdzat
vy551 efekt pfi daldim zvySovédni reakce. V3echny G€inky niz38ich koncentraci se poletné
vztahuji na tuto koncentraci, kterd se povaZuje za 100 %. Timto zplsobem je moZno vytvo-

fit kiivku v zdvislosti d¢inku na koncentraci.

Latka, vyvoldvajici kfed (spasmodikum) se nechd plsobit 5 minut, pak se tfikrdt vy-
méni obsah ldznitky a Usek strfeva se ponechd v klidovém stavu 30 minut.

Po stanoveni stahu mezi koncentraci a G&inkem spasmodika se zkoumd antagonisticky
Uc¢inek zkoumanych ldtek. K tomuto GEelu se zkoumand ldtka v urcité koncentraci uvede do
ldznicky 3 minuty pfed ddvkou spasmodika. Jinak probihd pokus stejné. Létka, plsobici
kfet, se pouzije ve stoupajicich koncentracich, ldznitka se vidy tfikrat promyje a ndsle-
duje doba klidu 30 minut. V zdvislosti na G¢€inku se mé&ni koncentrace zkoumané ldtky, pti-

gem? pro kazdou koncentraci se uZije 10 pokust.

Analyza a zafizeni

Zatizeni sestdvd z vodorovné fixovaného, pribliin& 66 cm dlouhého védlce s dvojitou
sténou, s privodnymi a odvodnimi kohouty na koncich, s dvéma spirdlami pro vyhfivdni 14z~
nicky, které jsou opatfeny zevné vlastnimi kohouty, celkovy objem ldznicky je 25 ml.

7 ultrathermostatu (Fa. Colora) se nechd obihat pldstém ldznitky demineralizovand voda,
zahtdtd na 39 OC, takze zivny roztok se rovnomérné zahitivd. Tento roztok se vede do 1ldz-
nicky z vy3e poloZeného zdsobniku hadickou do spirdl. Na dn& ldznicky Jjsou otvory, které
slouZ?i ke kontinudlnimu probubldvéni Zivného roztoku prostredkem Carbogen, ldznicka je
opatiena sklenénymi hdcky, na néz je moZno povésit dseky stfeva, jejichz druhé konce

s delsim vlidknem jsou spojeny s kovovou pdckou pisdtka pro zapisovdni stahl. Pisdtko se
zati?i a hrot pisdtka se polozi na MP-papir kymografického bubnu o prdméru 200 mm. MP-pa-
pir se v prdbéhu pokusu odviji ze zdsobniho kotoule, upevnéného na stole. Papir se pohy-
buje rychlosti 2,62 mm/min. Vyska zdpisu se Ffidi pfes MP-generdtor se zabudovanym poten-
ciometrem. K lepSimu prichodu proudu se uloZi na MP-papir kontaktni vélec, ktery je spo-

jen s uzem&nim MP-generdtory.
Zéznam na MP-papiru se po ukonceni pokusu fixuje specidlnim postifikem.

Viechny pristroje, potfebné k registraci byly dodédny obchodné (Fa. Braun, Melsungen).

Vyhodnoceni

Pro kazdou koncentraci v g/ml byl stanoven aritmeticky prim&r a standardni odchylka

(x % £ s) pro spamodicky G&inek.

Vysledky

50% ktetového G¢inku je mozno dosdhnout samotnym Carbacholem (slepy pokus) pii kon-
centraci 4,4 x 1078 g/ml.

Pri pouziti svrchu uvedenych ldtek se spasmolytickym Gcinkem v koncentraci 1,18 x 10_B
g/ml jsou k vyvolani 50% kfe€i nutné koncentrace Carbacholu ptiblizné 10_6 g/ml.
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PREDMET VYNALEZU

Zplsob vyroby azoniaspironortropanolovych esterl cbecného vzorce I

(0
e
H OH
0 R,
0
Ry

znamend

a) alkylenovy zbytek obecného vzorce

te

|
(om,), - CH - (Clp)y

kde

R3 znamend atom vodiku nebo alkyl o 1 az 4 atomech uhliku a

n a m znamend celé Cislo 1 aZ 4,

b) alkenylovy zbytek obecného vzorce

- CH, - CH = CH - CH, - ,

2 2

c) oxaalkylovy zbytek obecného vzorce
-(CHy) 5= 0 - (CHy), -,

d) o-fenylenovy zbytek vzorce

_Ha

CHZ-
e) perinaftylenovy zbytek vzorce
a
-CH2 CH2-

28
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f) 2,3-chinoxylinovy zbytek vzorce

R1 a RZ’ stejné nebo rdzné, znamenaji fenyl alkylfenyl, alkoxyfenyl nebo
halogenfenyl, prifemz alkoxyskupina a alkylovéd skupina v t&chto
zbytcich md pfimy nebo rozvétveny fetézec a obsahuje 1 a% 6 atomd
uhliku a

A znamend anion jednosytné aZ trojsytné anorganické kyseliny,
a) demethylaci tropinu na nortropin,

b) reakci nortropinu s dihalogenidy na odpovidajfci azoniaslougeniny a
c) tyto slouteniny se esterifikuji,

vyznatujici se tim, Ze se

A) demethylace tropinu vzorce II

CH

\

.

(11)

OH

na nortropin provdd{ tak, Ze se na tropin ptsobi chloralkanem o 1 a¥ 3 ato-
mech uhliku s obsahem alespon jedné skupiny CCl3 za ptitomnosti oxidagniho
tinidla v alkalickém vodném roztoku nebo se tropin uvede do reakce s este-
rem kyseliny chlormraventi za pfitomnosti €inidla, které vdze kyselinu za
vzniku B8-alkoxykarbonylnortropinu a tato l4tka se hydrolyzuje plsobenim z4a-
sady ve vodném roztoku,

B) takto ziskany nortropin vzorce III

(I1D)
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se uvede do reakce v dipoldrnim aprotickém rozpoustédle se slouBeninou obec-

ného vzorce

A-R-A

kde A a R maji svrchu uvedeny vyznam,

piti teploté mistnosti po dobu jednoho nebo vét3iho podtu dno a

C) takto ziskand sloudenina Bbecného vzorce IV

L

(1v)

OH
kde R a A” maji svrchu uvedeny vyznam,

se esterifikuje v bezvodém dipoldarnim aprotickém rozpoustédle imidazolidem

obecného vzorce V
-
-C~C'~ R,/ (v)
' 2
Lt:://N b I
R

kde R1 a R2 maji svrchu uvedeny vyznam,

za pritomnosti katalyzatoru,

D) v ptipadé, Ze zbytek R obsahuje jednu nebo vétsi pocet dvojnych vazeb v azo-
niovém kruhu po provedeni stupnd B a/nebo C, je moZno tyto nenasycené slou-
geniny hydrogenovat v poldrnim rozpoustddle pomoci katalyzdtoru na bazi
uSlechtilych kovl na odpovidajici nasycené sloufeniny, &im? se ziskaji slou-
€eniny obecného vzorce I, v nichZz R md vyznam, uvedeny za a).

2. IZpisob podle bodu 1, vyznatujici se tim, ?e se v prvnim provedeni stupng A) de-

methylace provddi hexakyanoZelezitanem draselnym, chloroformem a hydroxidem sodnym.

3. Zpbsob podle bodu 1 nebo 2, vyznadujici se tim, ?e se v prvnim provedeni stupné A)
uZije az pétindsobku moldrniho mnoZstvi chloralkanu, vztaZeno na tropin.

4. ZplGsob podle bodu 1 a? 3, vyznadujici se tim, ?e se v prvnim provedeni stupné A)
teplota pohybuje v rozmezi 20 a? 30 °c.

5. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze sc ve druhém provedeni stupné A) po-
stup provddi v chloroformu za pfitomnosti hydrogenuhlititanu alkalického kovu.

6. Ipbsob podle bodu 1, vyznatujici se tim, ?e ve stupni B) jc pomér nortropinu, ami-
nu a dihalogenidu 1 : 2 : &4,

7. Iplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, e katalyzdtorem ve stupni C) je 4-N N-
-dimethylaminopyridin.
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8. Zptsob podle bodu 1, vyznaCujici se tim, Ze se jako aminu ve stupni B) u?ije di-

ethylaminu.

9. Zptsob podle bodu 1, vyznacujici se tim, Ze se ve stupni C) jako dipoldrni apro-

tické rozpoustédlo uZije acetonitril.

10. ZpGsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se ve stupni B) jako dipoldrni apro-
tické rozpoustédlo uZije dimethylformamid, nebo acetonitril a/nebo chloroforme.

11. ZpGsob podle bodu 1, vyznadujic{ se tim, %e se ve stupni D) hydrogenace provéadi
ve vodé nebo v alkoholu o 1 aZ 4 atomech uhliku pf¥i pouziti dioxidu platiny nebo paladia

na aktivnim uhli.

12. Zptsob podle bodu 11, vyznadujici se tim, Ze se jako poldrni rozpou$tédlo uzije

methanol.
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