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Verbindung durch eine optische aktive Séure in einem
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Verfahren zur Herstellung des rechtsdrehenden !<someren
von alpha-(4,5,6,7~letrahydro-(3,2-c)~thieno-5~pyridyl)-
(2-chlor-phenyl)~:ssigsdure-methyles.er und seiner
pharmazeutisch akzeptablen Salze, dadurch gekennzeich-
net, daB man den racemisch2n alpha=-(4,5,6,7~Tetrahydro~ -
(3,2-0)=thieno=5-pyridyl)~(2~chlor-phenyl)-essig-
sdure-methylester durch eine optisch aktive SHure in
einem Losungsmittel in ein Salz iiberflihrt, schrittweise
Rekristallisationen des Salzes bilg zum Erhalten eines
Produktes mit konstantem Drehvermdgen durchfiihrt,
anschlieBend das rechtsdrehende Isomer aus sdnem Salz
durch eine Base freisetzt und gegebenenfalls dis
Salzbildung mit einer pharmazeutisch akzeptablen Sdure -
durchfiihrt,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
die optisch aktive S#ure die linksdrehende 10-Campho-
sulfonsdure ist,

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, daB die Rekristallisationen in Aceton durchgefiihrt
werden ,

Verfahren nach einem der Anspxiche 1 bis 3, dadurch

gekennzeichnet,daB die Salzbildung in Aceton durchge=
fiihrt wird.

A
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Verfahren zur Herstellung des rechtsdrehenden lLsomeren
von alpha-(4,5,6,7=Tetrahydro-(3,2-c)-thieno-5-pyridyl)-
(2-chlor-phenyl )~esgigséure-methylester

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her-
stellung des rechtedrehenden Isomeren von alpha-(4,5,6,7-
Tetrahydro-(3,2-c)-thieno-5-pyridyl)-(2-chlor-phenyl)-essig
giure-methylester, der in der Medizin als Arzneimittel
verwendev wird.

Charaxteristik des bekannten Standes der Technik

Im franzgsischen Patent Nr, 82.12599 (Nr, der Versffentlichung
25 30 247) wird die racemische Mischung der oben genannten
Verbindungen beschrieben,

Ziel der Erfindung

Mit der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung des rechts-
drehenden Iscmeren von alpha-(4,5,6,7-Tetrahydro-(3,2-c) thieno-
5-pyridyl)=(2-chlor-phenyl)-essigsdure-methylester bereit-
gestellt, -

Die erfindungsgem&Ben Verbindungen weisen gegeniiber dem Stand
der Technik bereits bekannten Verbindungen einen besseren
therapeutischen Effekt auf,

Unter Verwendung der effindungsgeméﬁen Verbindungen herge=-
gtellte Arzneimittel werden aufgrund ihrer interessanten In-
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hibitoreigenschaften hinsichtlich der Pldttchenaggregation, dig
in den Mechanismus der Bildung von arteriellen und vendsen

Thrombosen eingreifen, vorteilhaft bei der Behandlung und Vor-
' beugung von Pldttchenstbrungen verabreicht, die durch extra-
korporale Blutkreisldufe oder als Folge von Atherom-Komplika-
tionen verursacht werden,

Darlegung des Wesensg der Erfindung

Der vorliegenden Brfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Ver-
bindungen mit verbesserter Plattchen-Antiaggregationswirkung
gowie verbesserter antithrombotischer Wirkung zur Verfiigung
zu stellen,

Erfindungsgemdf werden Verbindungen der folgenden Formel 1
hergestellt, CGOOCH4

(1)

in der der Kohlenstoff ein asymmetrisches Kohlenstoffatom iste
Patgiichlich stellt diese Formel zudem das beanspruchte rechts-
drehende Molekil dar sowle sein linksdrehendes Enantiomer,

Es wird nachstehend mit Id das erfindungsgeméf beanspruchte
rechtsdrehende Enantiomer und mit I das linksdrehende
Enantiomer bezeichnet.

Es ist bekannt, daB das Drehvermdgen einer Verbindung von
dem Losungsmittel abhéngig ist, in dem es gemessen wird
und von seiner Konzentration -in diesem Losungsmittel.
Das rechtsdrehende Isomer gemdB der Erfindung begitzt eln
positives Drehvermogen in Lsung von Methanol,

Unerwarteterweise besitzt nur das rechtsdrehende Enantiomer Id
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eine‘anti~Aggregations~Wirkung auf Blutpldttchen, das links-
drehende Enantiomer I :.st inaktiv, AuBerdem ist das inaktive
1inksdrehende Enantiomer I das weniger gut tolerierte von

den zwei Enantiomeren,

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Additionssalze der Verbinw=
dungen der Formel (Ii) mit pharmazeutisch akzeptablen Mineral~
giuren oder orgsnischen Sid.uren,

Die Verbindung der Formel (Id) ist ein Ol, wdhrend gich 1lhr
.Hydroohlorid in Form eines weiflen Pulvers prisentiert, Die
dligen Produkte sind im allgemeinen schwer zu reinigen und
man bevorzugt natiirlich fir die Herstellung pharmazeutigcher
7usemmensetzungen kristalline Produkte, die im allgemeinen
durch Rekristallisation gereinig? werden,

Man hat jedoch im vorliegenden Fall festgestellt, daB einige
Salze der Verbindung der Formel (Id) im allgemeinen in
amorpher Form ausfallen und/oder daB sie hygroskopisch gind,
was ihre Handhabung im industriellen MaBstab erschwert. Man
hat also die Salze der in der Pharmazie klasgischen Carbon-
und Sulfonsduren hergestellt, wie die von Essigsdure,
Benzoesdure, PFumars#dure, Maleins#dure, Citronensdure, Wein-
sdure, Gentisinsiure, Methansulfonsdure, Ethansulfonsdure,
Benzensulfonsdure und Laurylsulfonsdure, sowie das Salz

der Dobesinsdure (Fp = TO °¢) und das der para~Toluensulfon=
sdure (Fp = 51 °3), dessen Reinigung sich als besonders
heikel erweist,

Man hat unter den Salzen der organischen S#urep und der
Mineralsduren mit dem rechtsdrehenden Isomer der Verbindung
der Formel Id Salze gefunden, die einfach kristallisieren
gowie nicht hygroskopisch und ausreichend wasserldslich
sind, damit ihre Verwendung als Wirkstoffe in Medikamenten
besonders vorteilhaft ist.
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Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere das
Hydrogensulfat, das Taurocholat und das Hydrobromid des
vechtsdrehenden Enantiomers des alpha-(4,5,6,7=Tetrahydro-
(3,2~c)=thieno=5~pyridyl)~(2=~chlor-phenyl)~essigsure~-
methylesters,

Diese Salze werden in klassischer Art und Weise hergestellt,
durch Einwirkung der entsprechenden Sdure auf die Base in
Losung eines Ldsungsmittels, in dem sie spontan ausfallen
oder nach Zugabe eines Losungsmittels, in dem sich das Salz

- nicht 1ldst,

Das rechtsdrehende Isomer von alpha=~(4,5,6,7~Tetrahydro~
(2,3 =0)~thieno~S~pyridyl)~2-ohlor-phenyl)-essigsdure~
nethylester kann durch Salzbildung aus der racemischen
Verbindung mittels einer optisch aktiven Sdure in einem
Losungsmittel, schrittweise Rekristallisationen des Salzes
bis zum Erhalten eines Produktes mit konstantem Dreaver-
mdégen und anschlieBende Freisetzung des rechtsdrehenden
Igomeren aus seinem Salz durch eine Base hergestellt werden,
wobei das rechtsdrehende Isomer gegebenenfalls mit einer
pharmazeutisch akzeptablen Sture in ein Salz umgewandelt
wird,

Die optisch aktive Sdure kann vorteilhafterweise die lirkae-
drehende 10~Camphosulfonsdure sein, Man kann fiir die Salz~-
bildung und die Rekristallisation ein einziges Losungsmittel
verwenden, in diesem Fall eignet siéh Aceton am besten,

Die linksdrehende chirale 10~Camphosulfonsdure der Formel
(IIl) wird in einem inerten Lusungsmittel mit der racemischen
Misohung der Formel (I) gem#B dem folgenden Reaktiomschema
zur Reaktion gebracht:
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(11,) CH,,
. - 0
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Die Salzbildung kann in L¥sungsmitteln wie den Alkoholen,
den Ketonen und Dimethylformamid durchgefiihrt werden

Das Salz fdllt spontan aus oder wird durch Aussalzen .
oder Verdampfen des Lbosungsmittels jsoliert, Es bildet sich
eine Mischung der zwei Diastereoisomeren der Formel (II1a).
Durch schrittweise Rekristallisation”&n einem Liosungsmittel
wie Aceton wird der Niederschlag mit dem rechtsdrehenden
Isomer der Verbindung (I) angereichert, Naoh jeder Rekri-
stallisation wird das Drehvermogen Loo7 des Niederschlags
bei einer Temperatur von 20 %0 in Methanol und bei eimer
Konzentration zwischen 1,5 und 2 g/ 100 ml gemessen,

Sobald sich der Wert 106720 nisht mehr verdndert, setzt

man die Base der Formel (Id) aus dem Salz (IIIs) durch Ein-~.
wirkung einer Base wie Natriumhydrogencarbonat oder Kalium=-
hydrogencarbonat im wiBrigen Med:um bei Tempemturen zwischen
5 °C und 20 °Q frei,

Das Eindampfen des Filtrates der ersten Rekristallisations~-
gtufe IV nach der Filtration der Kristalle des ausgefalle~-
nen Salzes (IIIa) ergibt eine Mischung, die mit dem Salz
des Enantiomeren (I ) angeéreichert ist. Die alkalische
Behandlung dieser MJschung der diastereoisomeren Salze mit
einer schwachen Base wie Natrium- oder Kaliumhydrogen-
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carbonat in wdBriger LYsung bei Temperaturen zwischen 5 Oq
und 20 °¢ fiihrt zu einer Mischung der zwei Enantliomeren
(Id) + (Ih)’ angereichert mit dem linksdrehenden Enantio-

meren (Il)‘

Man setzt diese Mischung (Id) + (Il)’ die an dem Enantiomeren
(Il) angereichert ist, mit der rechtsdrehenden 10-Campho=
sulfonsdure, bezeikhnet als (11d4), in einem Losungsmittel um,
gemii3 dem folgenden Reaktionsschema:

CH S0.H

3 3
H4C | COOCH
CH, N 3 \
{00
=
(1g) + (I) + | A SN .
mit (I,) als gro- CH
1 3 80 ‘ILIb
Borem Anteil  (tla) H,0 |
(II rechtsdrehend) | CH,
0

Die Mischung der erhaltenen kristallinen diasstereoisomeren
Salze (IIIb) wird in Aceton so lange rekristallisiert, bis
das Drehvermdgen 13g7%O des Niederschlages konstant ist,

Man bestimmt wie zuvor das Drehvermdgen von [5&7%0des
diastereoisomeren Salzes (IIIb) nach jeder Rekristallisation.

Die Freisetzung des Stereoisomsren (Il) aus seinem Salz
wird in klassischer Art und Weise wie bei der Verbindung (Id)

durchgefiihrt,

Die linksdrehende 10-Camphosulfonsdure (IIl) kann aus
dem handelsiiblichen Ammonium-10~camphosnlfonat der Formel (V)
gemdB dem folgenden Reaktionsschama erhalten warden:



-6~ CEOLS

CH ) )
3
H4C © Harz-Ionenaustauscher oy S05H
CH,S0, NH, @ ¥ 3|
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0 SR NG -5
0
(V)
(11,)

Man chromatographiert eine wdBrige Losung des Ammonium-

" salzes (V) iiber ein Harz Amberlite IRN-]7. Nach der Lyophili-
gierung des Eluatel gewinnt man die 10-Camphosulfonsdure

* der Formel (IIl).

Die Gesamtheit des Verfahrens ist unten schematisiert:

(I) + (IIl)

Aceton alkalische

Y 7"~ 7" 777 Behandlung (Iy) + (1)

(IIIa)+: Lgsung (IV)) waﬂr.NaHCO;r (I,) groBerer Anteil
Rekristallisation +(I1g) | Aceton
Aceton
2
(IIIa) rein " (IIIb)

alkalische Behandlung Rekristallisation
wdfr, kaNCO3 Lceton

l Id‘ (IIIb) rein
] rechtsdrehendes alkalische Be~-

Enantiomer handlung
_ wagdr, NaHCO3

B

1inksdrehendes
Enantiomer



~T- 0045

Jedes der reinen Enantiomeren (Id) und (Il) kann nach
klassischen Methoden in ein Salz Uberfiihrt werden:
beispielsweise werden die Hydrochloride durch Zugabe einer
Losung von Chlorwasserstoffgas in Diethylether zu einer
Losung von (Id oder Il) in Diethylether hergestellt,

Die Bestimmung der Enantiomeren-Reinheit vom rechtsdrehenden
Enantiomer (Id) und vom linksdrehenden Enantiomer (Il) er-
folgt nach folgenden Methodens

~ NMR-Spektroskopie des Protons mit Adjunktion einer
chiralen Seltenen Erde,

- Flissig-Hochdruckchromatographie unter Verwendung einer
chiralen stationdren Phaie, '

a) NMR-Spektroskople des Protons mit Adjunktion einer
chiralen $eltenen Fvde

Die Enantiomeren~Reinheit (optische Reinheit) wurde durch
NMR-Spektroskopie 1H 60 MHz in Anwesenheit des chiralen
Komplexes einer Seltenen Erde bestimmt, gemidB der von
G.M, WHITESIDES et al. (J. Am. Chem, Soc. 1974, 96, 1038)
beschriebenen Methode,

Bei dem racemischen Produkt (I) erscheint der sich an dem
Asymmetriezentrum, in<{-Stellung zur Esterfunktion, be-
findende Wasserstoff als Singulett (chemische Verschiebung
d = 4,87 ppm, in CDCl, als Losungemittel), Die Adjunktion
des Komplexes der Seltenen Erde Eu(tfc) [ﬁrls-(trlfluor-
methyl=3- hydroxymethylen)—Europlum-d-camphorat (III)] in
die Sonde, die die Losung des Racemats (I) in CDCl3 ent-
pdalt, fihrt zur Spaltung des Ausgangs-Singuletts in zwel
gut voneinander getrennte Singuletts, die dem Proton von
jedem der awei Bnantiomeren (Id) und (Il) entsprechen,

Bei einem molaren Verhiltnis Komplex Seltene Erde/
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Verbindung (I) = 0,4 betrdgt die, Trennung zwischen den zweil
Singuletts 6 Hz,

Mit jedem der zwei hergestellten Enantiomeren (Id) uhd (Il)
wurde die gleiche Prozedur wie filr das Racemat (I)durchge=
flinrt. Die geringste chemische Verschiebung entspricht dem
Proton des rechtsdrehenden Enantiomers (Id) und die hbchste
Verschiebung dem des linksdrehenden Enantiomers (Il).

Die Genauigkeit der Methode wurde im Vergleich mit den Spektren
MMR'H (60 MHz) bestimmt, die mit oder ofne Adjunktion des
Komplexes der Seltenen Erde erhalten wurden, und zwar fMr

jedes der zwei Enantiomere (I,) und (Il) in reiner Fori.

oder in Mischung mit ansteigenden Mengen des anderen
Enantiomers. Es wurde festgestellt, daB es mdgiioh ist, mehr
als 5 Gew,% des einen Enantiomers in Mischung mit den anderen
zu bestimmen,

b) Flilssig~Hochdruckchromatographie unter Verwendung einer
chiralen stationdren Phase

Der Versuch wurde mit einer Fliuesigchromatographie HP~1084 unter

Verwendung eines UV-Detektors bei 215 nm durchgeflihrt. Die
chirale stationdire Prise war Kieselerde DEAE (10 Mikrometer),

gepfropft mit einer 1-Alpha-glycoproteinsdure (0,4 x 100 mm)
(ENANTIOPAC R~1KB). Die mobile Phase bestand aus seiner

Mischung w#Briger Phosphat-Puffer (NaH2 PO4 / Na, HPO4, 8 M),

die 0,1 M NaCl und 15 % Isopropanol (v/v) ent:ielt und auf
eginem pH-Wert von 7,4 eiggestellt war, Der Durchaatz wurde

auf 0,3 ml/Minute fesigelegt und die Temperatur der Kolonne

auf 18 °C bis 20 °C gehalten,

Unter diecen Bedingungen hat dap rechtsdrehende Enantiomsere
(Id) eine Retentionszeit von 45 Minuten und das linksdre=-
hende (Il) eine solche von 35 Minuten,
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Die Genauigkeit der Bestimmung der optischen Reinheit der//*
zwel Enantiomeren wurde mittels Chromatographie von jedem der
zwel hergestellten Enantiomeren (Id) und (I;) eingeschdtzt,
sowohl allein, als auch in Mischung mit ansteigenden Mengen
des anderen Enantiomeren, Es wurde dabei festgestellt, dal es
moglich war einfach zu bestimmens .

-2 % (Gew10ht/Gew1cht) des Enant iomeren (Id) im Enantiomeren
(I

- 4 % (Gewicht/Gewicht) des Enantiomeren (I ) im Enantiomeren
(Iy)-

Unter diesen Bedingungen kann man den SchluB ziehen, daf die

optlsche Reinheit der zwei gemdB den Beispielen erhaltenen

Enantiomeren (Id) und (Il) mindestens 96 % filr das rechtsdrehen-

de Enantiomer (Id) und mindestens 98 % flir das linksdrehende

Enantiomer (Il) betrdgto

Ausflihrungsbeispiel
Die folgenden nicht einschrédnkenden Belsplele werden zur
Veranschaulichung der vorliegenden Erfindung gegeben°

Beispiel 1

Salze des rechtsdrehenden alpha-(4,5,6,7-Tetrahydro-(3,2-c)-
thieno-5-pyridyl)-(2-chlorphenyl)-essigsiure-methylesters

a) 1inksdrehende 10-Camphosulfonséure

Man prdparieri eine Kolonne mit Amberlite-Harz IRN-77, die man
mittels Durchleiten von 1N-Salzsdure behandelt, und wédscht dann
diese Kolonne sauren Harzes mit reichlich Wasser. Man lost

das linksdrehende Ammonium-10-camphosulfonat in wenig Wasser
wid gibt es iiber die zuvor préparierte Harzkolonne, Dann
eluiert man mit Wasser., Die die Sdure enthaltenden Elutions-
fraktionen werden lyophilisiert,

WeiBe Kristalle, Fp = 198 °Ci [w] 20 = -20,53
(C = 2,075 g/100 ml Wasser)

b) Salz der { -10-Camphosulfonsdure vom alpha-(4,5,6,7-Tetra-
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hydro~=(3,2~c)~thieno~5-pyridyl)~(2-chlor-phenyl)-essigsdure=-
methylester (SR 25990 B)

Man l6st 32 g (0,0994 Mol) racemischen alpha-(4,5,6,7=Tetrahydro~-
(3,2~c)~thieno=5~pyridyl)~(2~-chlorphenyl)~essigsture~-methyl-
ester in 150 ml Aceton, Dann setzt man 9,95 (0,0397 Mol)
linksdrehende 10-Camphosulfonséure-monohydrat hinzu, Die homo-
gene Mischung wird anschliefend stehen gelassen bei Umgebungs-
temperatur, Nach 48 Stunden erscheinen einige Kristalle, Man
konzentriert die Reaktionsmischung auf 50 ml und ld8t sie aber-
mals 24 Stunden lang bei Umgebungstemperatur stehen, Die er=-
haltenen Kristalle werden filtriert, mit Aceton gewaschen und
getrocknet (Ausbeute = 55 % in bezug auf das racemische Ausgangs-—
pr~odukt).

WeiBe Kristalle, Fp = 165 °C, [20720= + 24,67
(¢ = 1,58 g/100 ml; Methamol)

Die zuvor erhaltenen Kristalle werden wieder in wemig sieden-
dem Aceton geldst (50 ml). Die nach Abklihlung erhal teren
Kristalle werden filtriert, mit Aceton gewaschen und getrocknet

(Ausbeute: 88 %),

Weie Kristalle, Fp = 165 °C, /G475 = + 24,75
(c = 1,68 g/100 ml; Methanol)

¢) rechtsdrehender alpha-(4,5,6,7~Tetrahydro~(3,2-c)~thieno~
~5-pyridyl)~(2-chlor-phenyl)-essigsdure-methylester

Man 16st 12 g (0,022 Mol) des in b) erhalienen reinmn Pro-
dukts in wenig Wasser, Man kithlt auf eine Temperatur von

5 °C und stellt die erhaltene wiBrige Lisung mit einer ge-
sdttigten wdlrigen Natriumhydrogencarbonat-~Losung alkalisch
ein, Dann extrahiert man die erhaltene alkalische wé@rige
Phase mit Dichlormethan, Die organischen Extrakte werden
iber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, Das Eindampfen
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des Losungsmittels hinterléBt ein farbloses 0L (quantitative
Ausbeute), U1, [&72%= + 51,52, (C = 1,61 /100 ml; Methanol)

d) alpha-(4,5,6,7-Tetrahydro~(3,2-c)~-thieno=5~pynd/ yl)~(2~
chlor~-phenyl)-essigsdure-methylester~-Hydrochlorid (rechtsdrehend)
(SR 25990 A) '

Man 168t 7 g (0,0228 Mol) alpha-(4,5,6,7=Tetrahydro~(3,2~c)-
thieno-5~-pyridyl)=-(2~-chlorphenyl)~esigsdure-methylester
(rechtedrehend) in 100 ml Diethylether, Dann gibt man 30 ml
N-HC1l in Diethylether hinzu und filtriert die erhaltenen Kri-
‘stalle ab. Die Kristalle werden mit Diethylether gewaschen
und getrocknet (Ausbeute: 94 %) |

weifle Kristalle, Fp = 117 °C /5720= + 62,23 (o = 1,82 g/
100 ml; Methanol)

e) alpha-(4,5,6,7~Tetrahydro~(3,2~c)~-thieno=5~pyridyl)~(2-
chlorpheny})—essigséure—methylester-Hﬂrogensulfat (rechts~-
drehend) (SR 25990 C)

Men gibt 800 ml einer gesdttigten wdBrigen Natrivmbicarbonat-
Losung zu einer Suspension von 200 g SR 25990 B in 800 ml
Dichlormethany Nach Riihren werden die organische Phase de-
kantiert, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 500 ml
eilsgekiinltem Aceton geldst und man gibt tropfenweise 20,7 ml
konzentrierte Schwefelsdure (93,64 %; d = 1,83) hinzu. Der
entstandene Niederschlag wird dann mittels Filtration isoliert,
mit 1000 ml Aceton gewaschen und anschlieBend im Vakuumtrocken-
schrank bei einer Temperatur von 50 °a getrocknet,

Man erhdlt auf diese Weise 139 g weiBe Kristalle, analytisch
rein vom Schmelzpunkt 184 Go_

Rohformel: CycHoCLNO,S, HyS0, (375 = +55,10 (¢ = 1,891 &/
100 ml; Methanol)
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f) alpha~(4,5,6,7=Tetrahydro~(3,2-¢c)~thieno~5-pyridyl)=-
(2-chlorphenyl)~essigsdure-methylester-Hydrobromid (rechts=
drehend) (SR 25990 D)

Man gibt 150 ml einer wdBrigen Natriumbicarbonatddsung zu einer
Suspension von 20 g SR 25990 B in 200 ml Dichlormethan, Der

nach Abtrennung der organischen Phase, Trocknung und Ver-
dampfen des Losungsmittels erhaltene Riickstand wird in 150 ml
Diethylether oder Diisopropylether geldst, und man gibt tropfen=-
weise 4,4 ml einer 48%igen (Gew./Vol,) wdBrigen Bromwasser-
stoffsdure~-Losung hinzu, Der gebildete Niederschlag wird
.isoliert, Nach Tpocknung erhdlt man 14,4 g Kristalle vom
Schmelzpunkt 111 2C (Ausbeute 99 %).

13,4 g dieser Kristalle werden in einer Mischung von Isopropyl-
ether (100 ml) und Isopropanol (150 ml) rekristallisiert, um
10,2 g des analytisch reinen Hydrobromids zu ergeben: Fp 140 °C,
Rohformel CygH,CLNO,S, HBr g;g7§°= + 59,23 (C = 2,09 g/100 ml;
Methanol)

g) alpha-(4,5,6,7~Tetrahydro=(3,2~-¢c)=-thieno-5-pyridyl)~-(2-
chlorphenyl)=-essigsiure~methylester-Taurocholat (rechtsdrehend)
(SR 25990 E)

Man chromatographiert Uber das Harz Amberlite IRN 77 das ,
Natriumsalz der Taurocholsdure, indem man mit Wc3ser eluiert,
Die erhaltenen Fraktionen werden lyophilisiert,

Man stellt 3 g (0,0054 Mol) SR 25990 B mit 200 ml einer ge-
sdttigten, wdBrigen Natriumbicarbonat-Losung alkalisch ein
und extrahiert mit Dichlormethan, Die organisée Phase wird
dekantiert, liber Natriumsulfat getrocknet und bis zur Trockne
eingedampft. Die erhaltene Base wird in 30 ml Isopropanol
aufgenommen, und man gibt zu dieser Lisung 2,8 g (0,0054 Mol)
Taurocholsdure, gelost in 100 ml Isopropanol, Man belddt

die Mischung unter Rilhren sinc Nacht lang bei Umgebungstem=-
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peratur und dampft dann bis zur Trockne 2in. Der Riickstand
wird in Ether verfestigt., Man erhdit 3,5 g beigefarbene Kri-
stalle, Fp = 120 %0, /%720 = + 39,53 (C = 1,791 g/100 ml;
Methanol) 016H1601NOQS’ 026H45NO7S; Analyse C,H,N Uberein-
gtimmend,

Beisgiel 2

Salze des linksdrehenden alpha-(4,5,6,7-Tetrahydro-(3,2.c)=
thieno=5-pyridyl)-2-chlorphenyl)~essigstiure~-methylesters

a) Salz der d-10-Cmphosulfonsdure (SR 25989 B)

Man verdampft das Losungsmittel der in Beispiel 1b) erhaltenen
acetonischen Losung nach Abtrennung von SR 25990 B,

Denn nimmt man den Riickstand in Was<er und Piethylether auf.,
Die etherische Phase wird dekantiert. Die vdBrige Phase wird
auf eine Temperatur von 5 °¢ abgekiihlt und mit einer gesattig-
ten, widfBrigen Natriumbicarbonat-Ldsung alkalisch eingestellt,
Man extrahiert die alkalische widB.:igc Phase mit Diethylether,
Die etherischen Extrakte werden vereinigt und iiber wasser-
freiem Netriumsulfat getrocknet.

Das Eindampfen hinterldBt ein 01, das man mittels Filtration
iber ein Kieselerde-Bett reinigt (Eluent: Diethylether).

Man gewinnt rinfarbloses g1, zusammengesetzt aus einer
Mischung von etwa 65 % des linksdrehenden Enantiomeren und
35 % des rechtsdrehenden Enantiomeren, wobei diese Verhdlt-
nisse durch NMR-Spektroskipie 1H (60 MHz) mit Adjunktion des
Komplexes einer chiralen Seltenen Erde bestimmt-wurden.

Man 16st 16,66 g (0,0517 Mol) der auf diese Weise erhalteen
Mischung in 70 ml Aceton, Dazu gibt man dann 7,77 g (0,0310 Mol)
rechtsdrehende 10-Camphosulfongiure~Monohydrat, Die homogene
Mischung wird tiber Nacht bei Umgebungsteriperatur stehen ge-
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lassen, Die erhaltenen Kristalle werden filtriert, mit

Aceton gewaschen und getrocknet (Ausbeute = 44 % in bezug

auf die Mischung). Die erhaltenen Kristalle werden in wenig
Aceton (60 ml) unter RiickfluB geltst, Der nach Abkiihlung

auf Umgebungstemperatur erhaltene Niederschlag wird filtriert,
mit Aceton gewaschen und getrocknet, WeiBe Kristalle,

Fp = 167 °C, 525730 = ~24,85, (C = 1,79 g/100 ml; Methanol),
b) alpha-(4,5,6,7~Tetrahydro.(3,2~¢c)=thieno=-5-pyridyl)=(2~
chlorphenyl)-essigsdure-methylester (linksdrehend)

* Man 1lost 11,3 g (0,0204 Mol) des in a) erhaltenen 10~Campho-
sulfonats in wenig Wasser, Man kiihlt auf eine Temperatur von
2 °0 und stellt die erhaltene wdBrige Losung mit einer ge~-
sdttigten wdBrigen Natriumhydrogencarbonat-Losung alkalisch
ein, Man extrahiert die alkalische wiBrige Phase mit Dichlor-
methan, Die organische LOosung wird getrocknet und das LO-
sungsmittel verdampft, Man isoliert ein farbloses Ol

(Ausheuté quantitativ),

o1 [597go= 50,74 (C = 1,58 g/100 ml; Methanol)

¢) alpha-(4,5,6,7-Tetrahydro=-(3,2=-¢)~=thieno=-5-pyridyl)-
(2~chlorphenyl)-essigsdure-methylester~Hydrochlorid {iinks~
drehend) (SR 25989 A)

Hergestellt gemdB der in Beispiel 1d) beschriebenen Verfah-
rensweise, Ausbeute : 94 %

weiBe Kristalle, Fp = 117 °C, /5cJ20 = ~62,56 (C = 1,80 &/
100 ml; Methanol)

d) alpha-(4,5,6,7-Tetrahydro~(3,2-c)~-thieno~5~pyridyl)-
(2~chlorphenyl)~essigsidure-methylester (linlgirehend)
(SR 25989 C)

Man stellt 70 g (0,126 Mol) des wie oben in a) erhaltenen
Camphonates SR 25 989 B mit einer gesdttigten wdBrigen
Natriumbicarbonat-Losung alkalisch ein, und zwar in Anwe-
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senheit von Dichlormethan, Die organische Phase wird dekan-
tiert, Uber Sulfat getrocknet und bis zur Trockne eingedampft,

Zu dem in 300 ml Aceton aufgerommenen Riickstand gil,t nan
tropfenweise 7,2 ml (0,126 Mcl) konzentrierte Schwefelsiure,
Nach Riihren filtriert man die gebildeten Kristalle ab und
wdscht sie mi't Aceton,

Man erhdlt 47,8 g weiBle Kristalle, :

Pp = 182 °C /%750= -51,61 (C = 2,044 g / 100 ml; Methanol)
Analyse (C, H, N) Ubereinstimmend,

* Pharmakologische Untersuchung

Die Antiaggregations-Aktivitdt und die Toxizitdt der neuen
Verbindungen wurden mit denjenigen der racemischen Mischung
verglichen, beschrieben in dem franzisischen Patent Nr,
82,12599 (Nr, der Versffentlichung 25 30 247),

Im folgendén werden die Ergebnisse dieser Untersuchung beschrie-
ben sowie andere offensichtliche Vorteile der Erfindung,
ndamlich daB die Salze des rechtsdrehenden Iscmers einen bes-
seren therapeutischen Index besitzen als das Salz der racemi-
schen Mischung, Tatsdchlich weist das linksdrehende Isomer
praktisch keine Pldttchen-Antiaggregationswirkung auf und
geine Toxizitégb}iegt deutlich hoher als die seinesa rechts-
drehenden Homofgen, Die Pldttchen-Antiaggregationswirkung
und die antithrombotische Wirkung der Verbindungen wurden
an der Ratte mittels klassischer Methoden untersucht,

Man bestimmte, ex~vivo, die Wirkung auf die durch ADP oder
Kollagen induzierte Pldttchenaggregation,

Die Produkte in ethanolischer Losung (200 mg/ml), verdiinnt
mit Wasser, das Gummi arabicum enthdlt (5 %, Gew./Vol,),
wurden auf oralem Weg an Gruppen von 5 weiblichen Ratten

des Stammes CD=COBS mit einem Gewicht von jeweils 250 = 300 g
verabreicht, und zwar in einem Verhdltnis von 10 ml Sus-
pension pro Kilogramm und zwei Stunden vor der Blutentrnahme,
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Die Entnahmen in Natriumcitrat in wdBriger Losung (3,8 %;

1 Vol./9 Vol, Blut) wurden bei durch Diethylether andsthe=
slerten Tieren mittels Punktion der abdominalen Aorta durch-
gefiihrt, Das an Pldttchen reiche Plasma wurde anschliefBend
mittels Zentrifugieren zu 200 g wdhrend 10 Minuten isoliert,

Die Aggregation wird durch Zugabe von 2‘p1 Aggregationslosung
z2u 400/u1 an Pldttchen reichem Plasma induziert., Die ver=-
wendeten Aggregationslosungen waren: eine wdflrige Losung

von handelsiiblichem ADP (Boehrimger Mannheim) in Konzentration
. von 500/uM (Endkonzentration 2, SluM) und eine Ldsung von
handelsiiblichem Kollagen (Sigma, Typ %) zu 0,25 g/100 ml

in 3%iger Essigsdure (Vols/Vol,) (Endkonzentration 12,5

e /ml) .

Die Pldttchenaggregation wurde verfolgt gemdfB der von G,V.R,
Born in Nature 194, S. 927 (1967) bgschriebenen Methode

mit einem Aggregometer Coultronics bei einer Temperatur
von 37 °C und einer Rilhrgeschwindigkeit von 900 Umdrehungen

min

Bei der ADP-Aggregation liefert das Aggregometer eine Kurve,
die die Pldttchenaggregation darstellt, gemesasen durch die
Verdnderung der optischen Dichte., Die Hohe dieser Kurve
wird als Hohe der Aggregation definiert. Der Prozentsatz
der Aggregation ist das Verhdltnis zwis~hen der gemessenen
Hohe der Aggregation und der Hohe, dis 100 % Aggregation

x 100 entspricht, DJer Prozentsatz der Inhibierung wird be-
stimmt durch das Verhdltnis:

Hohe der Kontroll-Aggregation - Hohe der produzierten
Aggregation 3 100

Hohe der Kontroll-Aggregation

Die bei der ADP-Aggregation fiir das Hydrochlorid der racemi-
schen Mischung (PCR 4099), fur die Hydrogensulfate des rechts-
drehenden Isomers (SR 25990 C) und des linksdrehenden Isomers
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(SR 25989 ) einerseits, das PCR 4099 und die Hydrochloride
des rechtsdrehenden Isomers (SR 25990 A) und des linksdre-
henden Isomers (SR 25989 A) andererseits erhaltenen Resultate

sind in der Tabelle I aufgefiihrt, Sie zelgen, dafl das links~-
drehende Isomer inaktiv ist und daB das rechtsdrehende Isomer

mindestens so aktiv ist wie das Racemat.
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TABELLE I‘
Produkt Dosis  Menge der % Aggre- % Inhi~ p **
ng/kg  verabreich- gation bierung
P+Oo ten Base
Kontrolle 42,4 +/-1,5 %
L
PCR 4099 4,48 3,84 29,8 +/-2,4 30 0,01
(race- 8,97 7,69 17,2 +/=2,2 59 0,001
misch) 17,9 15,38 1,1 +/-2,3 T4 0,001
SR 259890 20 15,38 41 ,O +/"1)5 3 NeBo
40 30,76 37’1 +/"'1’7 13 Ne8.,
" SR 25990C 1,25 0,96 39,4 +/-1,3 7 n.s,
2,5 1,92 28,4 +/"2’3 33 0,01
5 3,84 14,0 +/-1,6 67 ° 0,001
10 7,69 8,5 +/~1,6 80 0,001
. . .
Kontrolle 33,8 +/-2,3
SR 25990E- 10 3,84 9,6 +/=3 T2 0,001
20 7,69 4 +/~1,6 88 0,001
Hohe *%E | [
der Aggregat.on
Kontrolle 103 +/-5
; © 2,9 2,14 86 +/-5 17 0,05
misch) 12,5 10,71 32 +/-9 69 0,001
SR 259894 25 22,46 101 +/-1 2 N.8,
SR 25990A 2,5 2,25 67 +/-1 35 0,01
P 4,49 26 +/=5 75 0,001
12,5 11,23 19 +/~4 82 0,001
25 22,46 11 +/~1 89 0,001
*

Mittel der Ergebnisse +/- mittlere Standardabweichung (ESM)

Test von Student
Hohe der Aggregation in mm: Mittel +/~- ESM (n=5)
n,s, nicht signifikant
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Bei der Kollagen=Aggrezation ist der Prozentsatz der In-
hibierung die Differenz der Kurven; die die Verdnderung
der optischen Dichte darstellen, in Abhidngigkeit von’
der Zeit flir die Kontrolle und das zu testende Produkt,
dividiert durch die Neigung fiir die Kontrolle und multi=-
pliziert mit 100, Die in der Tabelle II aufgeflihrten
Resultate zeigen auch, daB nur das rechtsdrehende Isomer
aktiv ist, wdhrend die Salze vergleichbare Aktivitdten
besitzen,
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TABELLE IT
Produkt Dosis Menge der Neigung % Ini- p ™
mg/kg verabreich~- bierung
PoOo ten Base
Kontrolle 4,8 +/-0,3
PCR 4099 4,48 3,84 3,6 +/=0,2 25 0,05
(race~ 8,97 1T, 69 2,7 +/=0,3 44 0,01
misch) 17,9 15,38 1,5 +/-0,3 69 0,001
SR 25989C 20 15,38 4,3 +/-0,2 10 N.s,
40 30,76 4,0 +/-0,2 17 NeS.
SR 25990C 1,25 0,96 4,5 +/=0,3 6 N.S,
2,5 1,92 4,1 +/-Q2 15 NeS.
5 3,84 2,3 +/~0,1 52 0,001
10 769 1,7 +/-0,3 65 0, 2001
Kontrolle 3,5 +/=0,1
SR 25990E 10 3,84 2,1 +/-0,5 40 0,05
20 7,69 1,4 +/-0,4 60 0,01
Kontrolle 3,97 +/-0,29
POR 4099 2,5 2,14 3,13 +/~0,33 21 NeSo
(I‘ace— 5 4 28 2’94 +/"'O’34 26 0,05
misch) 12,5 10,71 2,19 +/-0,42 45 0,01
SR 25989A 25 22,46 4,32 +/~0,29 10 N.8o
SR 25990A 2,5 2,25 3,05 +/=0,19 23 0,05
5 4,49 1,24 +/=0,22 69 0,001
12,5 11,22 0,86 +/-=0,14 78 0,001
25 22,46 0,74 +/-0,13 81 0,001

* Test von Student
n.s8, nicht signifikant
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Es wurde auch die antithrombotische Aktivitdt der Verhindungen
im Test der venssen Thrombose an der Spirale untersucht,
beschrieben von Kumada T, und Coll, in Thromb, Res, 18,

Se 189 (1980),

Die weiblichen Ratten vom gleichen Typ wie zuvor, im Verhdlt-
nis von 10 Tieren pro Gruppe, wurden mit Diethylether andsthe-
giert nnd ihre Kellervene nach abdominaler Inzsion isoliert,

In die Offnung dieser Vene wurde knapp unterhalb der renalen
‘Abzweigung, absteigend zu den Hiiftvenen und ohne die Wandung
zu verletzen, eine Metallspirale eingebracht, bestehend aus
einem zahndrztlichen Stopfmaterial von 21 mm Lénge, gehandelt
von Dyna \Frankreich), GrofSe 30; Die Spirale wird liber

eine Linge von 19 bis 20 mm implantiert und iliberragt die
AuBenseite und das wieder verschlossene Abdomen um 1 mm,

Die Thrombi bilden gich schnell und fiinf Stunden spdter wird
das Abdomen unter Pentobarbitalandsthesie wieder er-=dffnet,
die Ligaturen werden oberhalb und unterhalb der Spirale
gesetzt, die ihrerseits nach ldéngsverlaufender Inzision

der Vene wieder herausgezogen wird, wonach man den isolierten
Thrombus wiegt.

Die in der Tabelle III aufgefiihrten Reshltate zeigen, daB
das linksdrehende Isomer in diesem Test inaktiv ist, und
zwar im Gegensatz zum rechtsdrehenden Isomer und zum

Racemat,
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TABELLE III
Produkt verabreichte Menge Gewicht Verdinde- P **
Dosis mg/kg der der % rung %
Pa0e °? Base Thrombi
Kontrolle 3,9 +/-0,3
PCR 4099 4,48 3,84 2,17 +/-0,24 44 0,001
(race- 8,97 7,69 1,39 +/-0,15 64 0,001
misch) 17,9 15,38 1,00 +/-0,19 T4 0,001
SR 25989C 40 30,76 4,17 +/=0,42 =T n.8,
SR 25990C 1,25 0,96 3,11 +/-0,32 20 NoSe
2,5 1,92 2,29 +/-0,22 41 0,01
5 3,84 1,71 +/-0,24 56 0,01
10 7,69 1,26 +/-0,19 67 0,01
20 15,38 1,20 +/~0,13 69 0,01
Kontrolle 3,78 +/-0,36
SR 25990E 10 3,84 1,48 +/-0,15 60 0,001
20 7,69 1,18 +/=0,15 68 0,001
X = Gewicht der Thrombi in mg +/~ mittlere Standardabweichung
p = Test U von Kruskal-Wallis

Fiir die toxikologische Untersuchung wurden die Verbindungen
au.f oralem Weg in Form.einer Suspension verabreicht, die das
gleiche Volumen an Wasser mit einem Zusatz von fummi arabicum
(10 %, Gew/Vol,) enthielt, Die Tiere waren Gruppen von je-
weils 10 weiblichen Ratten vom Stamm Sprague Dawley, mit
einem Gewicht von je 120 bis 135 Gramm, die nlichtern gehalten
wurden,

Die Anzahl toter Tiere wurde 14 Tage nach der Verabreichung
des zu untersuchenden Produktes ermittelt. Die auf diese

Weise bestimmten letalen Dosen, ausgedriickt im Gewicht des
verabreichten Salzeg, sind in der Tabelle IV aufgefiihrt, Diese
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Resultate zeigen sinerseits, daB die Toxizitdt der racemischen
M.echung nahe bei der des linksdrehenden Isomers liegt, wdhrend
das reshtadrehende Isomer deutlich weniger toxisch ist, und
andererseits, daB die Toxizitdt von den Eigenschaften der zur
Salzb.ldung verwendeten Sdure abhéngt,

TABELLE IV

Produkte D 10 D 50 D 90 absolute letale
( ) Dosis

PCR 4099 1318 1615 1279 2000

(race- (1448-1747)

misch)

SR 259894 1259 1702 2299 2000
(1443-1797)

SR 25990A 3055 4316 6137 5000

: (3569-5705)

SR 25990C 2257 2591 2974 4000
(2372-2805)

SR 25990D 2634 4268 6914 5000
(3581-6012)

( ) = Vertrausns-Intervall

Die soeben dargestellte pharmakologische Untersuchung hat klar
ergeben, daf interessante Inhibitoreigenschaften hinsicnt-
lich der Plattchenaggregation bei der Verbindung Id vor=-
liegen und daB diese Aktivitdt bei ihrem Isomer I1 vollg
fehlt,

Das erfindungsgepdBe Arzneimittel kann fiir-ie orale Veran-
rechung in Form von Tabletten, dragierten Tabletten,
Kapseln, Tropfen, Granulaten oder Sirup vorliegen, Es kann
auch filr die rektale Verabreichung in Form von Suppositorien
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und fir die parenterale Verabreichung in Form von Injektions-
Losungen vorliegen, :

Jede Einheitsdosis enthdlt vorteilhafterweise 0,001 g bis
0,100 g des erfindungsgemidBen Derivates, die téglich zu ver=-
abreichenden Dosen konnen zwischen 0,001 g und 0,500 g
Wirkstoff schwanken, wobei sie vom Alter aes Erkrankten

und der Schwere der zu behandelnden Erkrankungen abhdngig sind.

Nachfolgend werden als nicht einschrédnkende Beispiele einige
pharmazeutische Formulierungen des erfindungsgemdfen Arznei-
mittels angegeben,

1+ Tabletten
Wirketoff 0,010 g
Grundmagsse: Lactose, Puderzucker, Reisstédrke, Alginin-
gdure, Magnesiumstearat

2. Dragierte Tabletten
Wirkstoff 0,005 g
Grundmasse: Magnesiumstearat, Maisstdrke, Gummi arabicum,
Schellack, WeiBzucker, Glucose, WeiBwachs, Carnaubawachs,
Paraffin, neue Coccine

3, Kapseln
Wirkstoff 0,025 g
Grundmasse: Magnesiumstearat, Maisstirke, Lactose

4. Injektionslosung
Wirkstoff 0,050 g
igotonisches Losungsmittel ad 3 ml

5. Suppositorien
Wirkstoff 0,030 g
halbsynthetische Triglyceride ad 1 Suppositorium
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