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Derivaty gamma-aminomaselné kyseliny, zpisoby a meziprodukty pro jejich vyrobu,
jejich pouziti a farmaceutické prostfedky

Oblast techniky

Vynalez se tyka derivath gamma-aminomaselné kyseliny (GABA), zpiisobii a meziproduktii pro
Jejich vyrobu, jejich pouZiti pro vyrobu Ié¢iva a farmaceutickych prosttedkt na jejich bazi. Tyto
analogy jsou uZiteCné jako protizachvatova &inidla pfi 1€é&b& poruch centralniho nervového
systému, jako je epilepsie, Huntingtonova choroba, cerebralni ischemie, Parkinsonova choroba,
tardivni dyskinese a spasticita. Také je mozné, Ze by téchto latek bylo mozno pouzit jako
antidepresiv, anxiolytickych a antipsychotickych ¢inidel.

Dosavadni stav techniky

Kyselina gamma-aminomédselnd (GABA) a kyselina glutamovy jsou dva hlavni
neurotransmitery, které se podileji na regulaci aktivity neuron v mozku. GABA je hlavnim
inhibi€nim neurotransmiterem, zatimco L-glutamova kyselina je excitaénim transmiterem
(Roberts, E., et. al., ,,GABA in Nervous System Function®, Raven Press: New York 1976;
McGeer, E. G., et al., ,,Glutamine, Glutame and GABA in the Central Nervous System*; Hertz,
L., Kvamme. E., McGeer, E. G, Shousbal, A., eds., Liss: New York 1983, 3 az 17).
Nerovnovdha v koncentraci téchto neurotransmiteri muiZe vést ke konvulsivnim staviim.
V disledku toho je zklinického hlediska vyhodné mit schopnost regulovat konvulsivni stavy
prostfednictvim regulace metabolismu tohoto neurotransmiteru. Kdyz se koncentrace GABA
v mozku sniZi pod prahovou hodnotou, dojde ke vzniku konvulsi (Karlsson, A., et al., Biochem.
Pharmacol. 1974, 23: 3053 a 3061). KdyZ se hladina GABA v mozku v priib&hu konvulsi zvysi,
zachvat skonéi (Hayashi, T. J., Physiol. (Londyn) 1959, 145: 570 az 578). Pod oznagenim
»zachvat®, jako se ho pouzivd vtomto popisu, se rozumi nadmémé nesynchronizovana
neuronalni aktivita, kterd naru$uje normalni funkci neurond.

Pfi n&kterych zachvatech doprovazi snizenou hladinu GABA v mozku rovné sniZena trovefi
aktivity L—glutamova kyselina dekarboxylasy (GAD) (Mc Geer, P. O., et al., v GABA in
Nervous System Function; Robeerts, E., Chase, T. N., Tower, D. B., eds., Raven Press: New
York 1976: 487 az 495; Butterworth, J., et al., Neurochem. 1983; 41: 440 az 447; Spokes, E. G.,
Adv. Exp. Med. Biol. 1978; 123: 461 az 473; Wu, J. Y, et al., Neurochem. Res. 1979; 4: 575 az
586; a Iversen, L. L., et al,, Psychiat. Res. 1974; 255 az 256). Casto se koncentrace GAD a
GABA méni paralelné, ponévadz snizend koncentrace GAD ma za nasledek nizsi produkci
GABA.

S ohledem na dilezitost GABA, jakoZto inhibiéniho neurotransmiteru, a jeji u&inek na
konvulsivni stavy a jiné motorické dysfunkce, byly pro zvy3eni koncentrace GABA v mozku
provedeny riizné pokusy. Tak napfiklad nejzfejméjSim pokusem je podavani GABA. Kdyz se
GABA injekéné poda do mozku zvifete trpiciho konvulsemi, konvulse skon&i (Purpura D. P. et
al., Neurochem. 1959, 3: 238 az 268). Pokud se viak GABA podava systemicky, nema zadny
antikonvulsivni O¢inek, ponévadZz za normalnich podminek GABA nemize piekrogit krevni
bariéru v mozku (Meldrum, B. S., et al., Epilepsy, Harris, P., Mawdsley, C., eds., Churchill,
Livingstone: Edinburg 1974: 55). S ohledem na toto omezeni byly vyvinuty tfi alternativni
pristupy, kterych lze pouzit pro zvy3eni hladiny GABA.

Nejcast&jsi pfistup spociva ve vyvinuti sloueniny, kterd je schopna pfekrogit krevni bariéru
vmozku a potom inaktivovat GABA aminotransferasu. Tento Uéinek spodiva v blokovéani
degradace GABA a projevuje se zvySenim koncentrace GABA. Je znidma fada inaktivatorl
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GABA transferasy s riznym mechanismem pusobeni (Silverman, R. B., Mechanism—Based
Enzyme Inactivation: Chemistry and Enzymology, sv. I a II. CRC: Boca Raton 1988).

Dalsi pristup spoéivd ve zvySovani koncentrace GABA v mozku tim, Ze se GABA lipofilizuje
konverzi na hydrofobni GABA—-amidy (Kaplan, J. P., et al., G. J. Med. Chem., 1980, 23: 702 az
704, Carvajal G., et al., Biochem. Pharmacol. 1964, 13: 1059 az 1069; Imines: Kaplan, J. P.,
Ibid); nebo GABA-estery (Shashoua, V. E., et al.,, J. Mec. Chem. 1984, 27: 659 az 664; a
patentova prihlaska PCT WO85/00520, publikovana 14. unora 1985), aby GABA mohla
prekrodit krevni bariéru v mozku. Kdyz takto derivatizovana GABA vstoupi do mozku, vyzaduje
pro odstépeni nosicové skupiny a uvolnéni GABA pfitomnost amidas nebo esteras.

Jeste dalsi pristup spociva ve zvySeni (25) hladiny GABA v mozku tim, Ze se vytvori aktivator
GAD. Nékolik sloucenin bylo popsano jako aktivatory GAD. Bylo publikovano, Zze
antikonvulsivni ¢inidlo, maleinimid, zvySuje aktivitu GAD o 11 %, a diky tomu dochazi ke
zvySeni koncentrace GABA v substantia nigra o 38 % (Janssens de Varegeke, P., et al., Biochem.
Pharmacol. 1983; 32: 2752 az 2755). Bylo téZ oznameno, Ze antikonvulsivni 1é€ivo, valproat
sodny, aktivuje GAD a zvySuje hladinu GABA (Loscher, W., Biochem. Pharmacol. 1982; 31:
837 az 842; Phillips, N. L, et al., Biochem. Pharmacol. 1982; 31: 2257 az 2261).

Slouceniny podle vynalezu aktivuji GAD in vitro a vykazuji ochranny u¢inek proti zdchvatiim in
vivo, ktery je zavisly na podané davce.

Slouceniny podle vyndlezu se také vazou k nové zjisténému vazebnému mistu, u n¢hoz byla
zjiSténa schopnost vazat tritionovy gabapentin. Gabapentin je u¢inny pfi 1é€bé nebo prevenci
parcialnich zachvatii u pacienti, ktefi nereaguji na jina antikonvulsivni ¢inidla. Chadwick, D.,
Gabapentin, str. 211 az 222, v Recent Advances in Epilepsy, sv. 5, Pedley, T. A., Meldrum, B.S.,
(eds.) Churchill Livingstone, New York (1991).

Nové vazebné misto znadené tritiovanym GABA-pentinem bylo popsano v membranovych
frakcich krysi mozkové tkané a pfi autoradiografickych studiich fezl krysiho mozku, Hill, D.,
ibid. Tohoto vazebného mista bylo pouzito pro hodnoceni slouéenin podle vynalezu.

Nové slou€eniny podle vynalezu maji strukturu odpovidajici obecnému vzorci I, ktery je uveden

dale. SlouCenina obecného vzorce I, kde R, pfedstavuje methylskupinu a R, a R; predstavuje
vzdy atom vodiku, je zndma z japonského patentu &. 49-40460.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu jsou slou€eniny obecného vzorce |
R; R;
HZNC|H—CI—CH2COOH (D),
R,
kde

R, predstavuje piimou nebo rozvétvenou alkylskupinu s 1 az 6 atomy uhliku, fenylskupinu
nebo cykloalkylskupinu se 3 az 6 atomy uhliku;
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R, predstavuje atom vodiku nebo methylskupinu; a pfi¢emz kdyZz R, predstavuje atom vodiku,
R, je odli3ny od methylskupiny

a jejich jednotlivé enantiomery a farmaceuticky vhodné soli.

Pifedmétem vynalezu je dale zpisob vyroby chirdlnich derivatd gamma-aminomaselné kyseliny
obecného vzorce I, ktery je popsan dale.

Dale jsou pfedmétem vynalezu také uréité dale popsané meziprodukty pro vyrobu derivati
gamma—aminomaselné kyseliny obecného vzorce 1.

Piedmétem vynélezu jsou rovnéz vySe definované derivaty gamma-—aminomaselné kyseliny
obecného vzorce I pro pouziti jako 1égiva pro lé¢eni zachvati, napriklad zachvati, které jsou
dusledkem epilepsie, cerebralni ischemické choroby, Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy
choroby nebo spastického stavu; Gzkostnych stavil; stavi deprese; a psychotickych poruch a
farmaceutické prostiedky obsahujici tyto slougeniny spolu s farmaceuticky vhodnym nosi¢em.

Kone¢ng je pfedmétem vynalezu také pouziti vyse definovanych derivati gamma-aminomaselné
kyseliny obecného vzorce I, jejich jednotlivych enantiomeri a farmaceuticky vhodnych soli pro
vyrobu lé¢iva pro 1é¢eni zachvatu, naptiklad zachvati, které jsou disledkem epilepsie, cerebralni
ischemické choroby, Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy choroby nebo spastického stavu;
uzkostnych stavii; stavli deprese; a psychotickych poruch.

Nasleduje podrobnéjsi popis tohoto vynélezu.

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, vynalez se tyka série derivati 3-alkyl-4-aminomaselné kyseliny,
které jsou uzitené jako antikonvulsiva. Jako ilustrativni pfiklady alkylovych zbytki
pfedstavovanych symboly R; a R;; v obecném vzorci I a Il, je moZzno uvést methylskupinu,
ethylskupinu, propylskupinu, isopropylskupinu, n-butylskupinu, isobutylskupinu, sek.butyl-
skupinu, terc.butylskupinu, isopentylskupinu a neopentylskupinu, jakoz i jiné alkylové skupiny.
Jako ptiklady cykloalkylskupin pfedstavovanych symboly R; a R;; v obecném vzorci I a II je
mozno uvést cyklopropylskupinu, cyklobutylskupinu, cyklopentylskupinu a cyklohexylskupinu.
V tomto popisu je dale ukazano, Ze analogy podle vynalezu zabraiiuji vzniku zachvati, aniz by
mély vedlej$i uginek projevujici se ataxii. Tento vedlej$i u¢inek ma nékolik 1é¢iv pouzivanych
pii lé¢bé zachvati.

V pfednostnim provedeni piedstavuje ve slouceninach obecného vzorce I R; atom vodiku, R,
atom vodiku a R, isobutylskupinu.

Piednostni slougeninou je tedy 4—amino—-3—(2-methylpropyl)butanova kyselina. Zjistilo se, ze
tato sloudenina je pfi zkouleni in vivo neolekavané u¢innéjsi, nez jiné analogy syntetizované
zplisobem podle vynalezu. Pfekvapujici pfitom je, Ze, jak ukazuji dile uvedena data, tato
pfednostni sloudenina je nejméné aktivni ze viech analogii zkouSenych pfi aktivaci GAD in
vitro. V disledku toho nebylo mozno ofekavat, ze tato prednostni slouCenina bude mit tak
vysokou G&innost in vivo.

Nejvétsi pfednost se ze slouenin podle vynalezu dava (S)y{+)- a (R}H(-)4-amino-3—2-
methylpropyl)butanové kyseling, pficemz vitbec nejvétsi prednost se dava (S)«(+)-enantiomeru.
(S)«(+)-enantiomer je nejudinngjsi slouenina spadajici do rozsahu tohoto vynalezu pfi
vyt&stiovani tritiovaného gabapentinu a jak (S)H(+)-, tak (R)-(—)-enantiomer je vyrazné
stereoselektivni, jak pfi vytésiiovani tritiovaného gabapentinu, tak pfi antikonvulsivni U¢innosti
in vivo.
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SlouCeniny podle vyndlezu mohou tvofit farmaceuticky vhodné soli s organickymi a
anorganickymi Kyselinami nebo bazemi. Adiéni soli bazickych slouenin podle vyndlezu
s kyselinami se pfipravuji tak, Ze se volna baze rozpusti ve vodném nebo vodné-alkoholickém
rozpoustédle nebo jiném vhodném rozpoustédle obsahujicim ptislusnou kyselinu a sil se izoluje
odpafenim vzniklého roztoku. Jako piiklady farmaceuticky vhodnych soli je moZzno uvést
hydrochloridy, hydrobromidy, hydrosulfaty atd. a soli sodné, draselné a hote¢naté atd.

Pfi vyrob&€ 3-alkyl-4-aminobutanovych kyselin zesterd 2-alkanovych kyselin se vychazi
zobchodné dostupnych aldehydii a monomethylmalonétu, které se podrobi Knoevenagelové
reakci (Kim, Y. C. et al, J. Med. Chem. 1965: 8509) s vyjimkou ethyl-4,4—-dimethyl-2—
pentenoatu.

Konkrétné je mozno popsat obecné& pouzitelny zpiisob vyroby viech 3-alkylglutamovych kyselin
takto: 10 g 3-alkyl-5,5—diethoxykarbonyl-2—pyrrolidinonu se refluxuje ve 150 ml 49% dymavé
kyseliny bromovodikové po dobu 4 hodin. Po této dob& se obsah reakéni nadoby prevede do
odpafovdku a té&kavé slozky se odstrani za sniZeného tlaku za pouziti horkovodni lazng.
Pryskyfi¢ny zbytek se rozpusti ve 25 ml destilované vody a voda se odpati v odpatovaku. Tento
postup se jesté jednou opakuje. Zbytek se rozpusti ve 20 ml vody a pH vzniklého roztoku se
koncentrovanym roztokem amoniaku nastavi na 3,2. Vtomto okamZiku délka fetdzce
Jednotlivych 3-alkylglutamovych kyselin ovliviiuje jejich rozpustnost, takze slougeniny z del3im
fetézcem se zroztoku snadno vysrazeji. VysraZeni alkylglutamovych Kkyselin s krat$imi
alkylovymi substituenty (jako naptiklad methylskupinou, ethylskupinou nebo propylskupinou) se
mize vyvolat ochlazenim ledovou lazni nebo zfedénim vodného roztoku 100 ml absolutniho
ethanolu. SraZeni z vodné-alkoholické smési je ukon&eno po 48 hodinach. Je tfeba dat pozor na
to, aby se ethanol priddval pomalu, a tak se zabranilo vysraZzeni amorfni pevné latky, ktera neni
charakteristicka pro pozadované 3—-alkylglutamové kyseliny. Vzorky aminokyselin se ptegisti pro
analyzu prekrystalovanim z vodné—ethanolické smési. V3echny ziskané latky taji za rozkladu.
Teploty tani za rozkladu 3-alkylglutamovych kyselin odpovidaji teplotam tani odpovidajicich
pyroglutamovych kyselin.

Ethyl-4,4—dimethyl-2—pentenoat se ptipravi reakci 2,2-dimethylpropanolu a ethyllithioacetatu,
po niz se provede dehydratace B—hydroxyesteru fosforylchloridem a pyridinem.

Michaelovou adici nitromethanu na o,B-nenasycené sloueniny, kterd je zprostfedkovana
pfitomnosti 1,1,3,3—tetramethylguanidinu nebo 1,8—diazabicyklo[5.4.0Jundec~7—enu (DBU) se
vdobrém vytézku ziskaji 4-nitroestery. Konkrétné se ptitom postupuje tak, Ze se smés
nitromethanu (5 mol), o,B—nenasyceného esteru (1 mol) a tetramethylguanidinu (0,2 mol) micha
2 az 4 dny pfi teploté mistnosti. (V ptipadé methylakrylatu se ester musi pridat pfi teploté pod
300.) Postup reakce se sleduje infracervenou spektroskopii (podle mizeni pasu C=C) nebo
plynovou chromatografii. Reakéni smés se promyje zfedénou kyselinou chlorovodikovou a
extrahuje etherem. Organicka extrakt se vysusi, rozpouitédlo se odstrani za sniZeného tlaku a 20
zbytek se predestiluje za tlaku 267 Pa. PiestoZe se alifatické nitroslougeniny obvykle redukuji
bud’ vysokotlakou katalytickou hydrogenaci, tj. hydrogenaci pfenosem, ktera je katalyzovana
kovy, nebo nové zavedenymi hydrogenolytickymi postupy za pouziti mravenéanu amonného
nebo natriumborhydridu za ptitomnosti palladiovych katalyzatorli, pivodci tohoto vynalezu
zjistili, ze estery 4-nitrokarboxylovych kyselin je moZno téméi kvantitativné redukovat na
odpovidajici estery 4-aminokarboxylovych kyselin hydrogenaci za pouziti 10% palladia na
uhliku, jako katalyzatoru, v kyseling octové pfi teplot® mistnosti a za atmosférického tlaku.
Vyrobené aminoestery se podrobi kyselé hydrolyze a pfitom se v dobrém vytézku ziskaji
slouCeniny podle vynalezu. Tento postup umoZiiuje pfistup kriznym 3-alkyl-4—
aminobutanovym kyselindm, jejichz ptiklady jsou uvedeny v tabulce 1 a 2 a je proto vyhodné&jsi
ve srovnani s az dosud pouzivanymi postupy.
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Nasleduji piiklady konkrétngjich zplisobi vyroby slouéenin podle vyndlezu, pfi nichz se
popiipadé pouZiva postupii, které byly podrobn& popsany vySe. Pokud vychozi latka neni
obchodné dostupny, je mozno syntetickou sekvenci zahdjit za pouziti odpovidajiciho alkoholu,
ktery se oxiduje na aldehyd zpisobem popsanym v Corey, E. J., et al., Tetrahedron Lett. 1975:
2647 az 2650.

Chiralni slouceniny obecného vzorce I a II se pfipravuji zpusobem, ktery je zndzornén ve
schématu I. PfestoZe se schéma I vztahuje k chirdlni syntéze specifické slouceniny, (S}~(+)—4—
amino—3—(2-methylpropyl)butanové kyseliny, odbornikim v tomto oboru je zfejmé, Ze tohoto
zplisobu syntézy je mozno pouZit pro jakékoliv diastereomerni slouCeniny obecného vzorce 1 a Il
Ve schématu I Ph piedstavuje fenylskupinu, Bn piedstavuje benzylskupinu, THF znamena
tetrahydrofuran, LDA znamena lithiumdiisopropylamid, BH3;.Sme, znamena komplex boranu
s dimethylsulfidem, TsCl znamena tosylchlorid a DMSO znamena dimethylsulfoxid.

Podrobny synteticky postup je uveden dale v ptikladu 1. Klicovy literdrni uvod, ktery se vztahuje
k této metodologii, je uveden v Evansové publikaci, J. Am. Chem. Soc. 1982; 104: 1737 az 1739.
Enolat kovu se mize pfipravit za pouziti lithiumamidové nebo natriumamidové baze a potom se
alkyluje za vzniku substituovaného derivatu karboxylové kyseliny. Tento postup je cenny pro
enantioselektivni syntézu téchto o—substituovanych derivati karboxylovych kyselin. Ve vy3e
citované zékladni praci popisuje Evans pfipravu derivati kyseliny propionové za pouziti série
jednoduchych alkyla¢nich €inidel. Zménami stereochemie chirdlniho synthonu (oxazolidinonu)
dosahuje Evans vysoké stereoselektivity.

Evans pouzil této chiralni pomocné latky i pti jinych syntetickych studiich, ale Zddna z nich se
nevztahuje ke 4—amino—3—(2-methylpropyl)butanové kyseling, obsahujici B—substituovanou—
gama—aminokyselinu. Evanstiv postup je zaméfen na a—substituované a nikoliv B—substituované
derivaty a nebylo ho pouzito pro pfipravu neobvyklé aminokyseliny tohoto typu. N-acyloxa-
zolidinon® bylo pouzito pro pfipravu chlortitaniumenolati. Tyto enolaty byly dale podrobeny
reakci s Michaelovymi adukty, jako aduktem akrylonitrilu (J. Org. Chem. 1991; 56: 5750-2).
Téchto latek bylo pouZito pfi syntéze rutamycinové tfidy antibiotik (J. Org. Chem. 1990; 55:
6260 az 6268) a pii stereoselektivnich aldolovych kondenzacich (Org. Synth. 1990; 68: 83 az
91). Oxazolidinonovou cestou byly ptipravovany chiralni a—aminokyseliny. Pfi této reakéni
sekvenci se dibutylborenolat bromuje a potom podrobi vystésfiovaci reakci sazidem
(Tetrahedron Lett. 1987; 28: 1123 az 1126). Také byly publikovany jiné syntetické postupy
vedouci k B-hydroxy—ca—aminokyselindm za pouZziti této chiralni pomocné latky, prostfednictvim
aldolové kondenzace (Tetrahedron Lett., 1987; 28: 39 az 42; J. Am. Chem. Soc., 1987; 109:
7151 az 7157). Pro zavedeni chirality pfi Diels—Alderové reakci bylo také pouzito o,pB—
nenasycenych N-acyloxazolidinont (J. Am. Chem. Soc., 1988; 110: 1238 az 1256). V zadném
zvy$e uvedenych pfikladi ani vjinych pfikladech nalezenych v literatufe nebylo této
metodologie pouzito pro piipravu B-substituovanych karboxylovych kyselin nebo 3-
substituovanych analogii GABA.

Pfi jiném provedeni tohoto vyndlezu se chiralni slouCeniny obecného vzorce I a II mohou
pfipravovat zplisobem, ktery se podoba syntéze znazornéné ve schématu I. Pfi tomto provedeni
se v3ak stupefi 8 ve schématu I nahradi alternativnim dvoustupiiovym postupem, ktery je popsan
dale, v piikladu 2. Misto toho, Zze by se azid (8) redukoval na aminokyselinu (9), jak je to
uvedeno ve schématu I, miZe se azid (8) o sobé znamym zpisobem hydrolyzovat na
intermediarni azid (8a) a teprve tento intermedidrni azid (8a) se podrobi redukci na
aminokyselinu (9), jak je to popsano ve schématu Ia.

Postup, pfi némz se azid (8) nejprve redukuje na intermediarni azid (8a) a teprve potom se
provede redukce, ma tyto dvé hlavni vyhody: pfedné je mozZno intermediarni azid (8a) Cistit
extrakci do vodné baze. Po okyseleni vodného extraktu se miZe intermediarni azid (8a)
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extrahovat do organické faze a izolovat. To umoziiuje ¢isténi intermediarniho azidu (8a), které
nevyzaduje chromatografii. Cisténi azidu (8) je tfeba provadét chromatograficky, coz je nakladné
a ve velkém meéfitku Casto nepraktické.

Druhou vyhodou je, Ze intermediarni azid (8a) je mozno redukovat na aminokyselinu (9) bez
toho, ze by bylo nutno pfidavat kyselinu. Redukce azidu (8) vyzaduje pro ziskani aminokyseliny
(9) ptidavek kyseliny, napiiklad kyseliny chlorovodikové. Pfitomnost kyseliny viak nane$tésti
podporuje cyklizaci aminokyseliny (9) za vzniku laktamu. Intermedidrni azid (8a) je moZno
redukovat za téméfF neutralnich podminek na aminokyselinu (9), coZz ma za néasledek
minimalizaci problémt spojenych s tvorbou laktamu.

Pfi jiném pfednostnim provedeni tohoto vynalezu se chirdlni slou¢eniny obecného vzorce I a II
mohou pfipravovat zptisobem, ktery je znazornén ve schématu II. Piestoze je ve schématu II
znazornéna chirdlni syntéza specifické sloueniny, tj. (S)}~(+)4—amino—3—(2-methylpropyl)-
butanové kyseliny, odbornikiim v tomto oboru je ztejmé, Ze je této metody syntézy mozno pouzit
pro jakoukoliv diastereomerni slou¢eninu obecného vzorce I a II.

Ve schématu II Ph pfedstavuje fenylskupinu a Ts piedstavuje tosylskupinu.

Podrobné je tento synteticky postup popsan dale v piikladu 3. Tento postup se podoba zplisobu
syntézy, ktery je znazornén ve schématu I, pouZiva se vSak pifi ném misto benzylesteru
terc.butylesteru. PoZzadovana aminokyselina (9) ve schématu I a (109) ve schématu II je stejna.

Pouziti terc.butylesteru misto benzylesteru pfi syntéze aminokyseliny (9) nebo (109) ma né&kolik
vyhod. Prvni vyhoda se tyka hydrolyzy chirdlni pomocné latky ve stupni 4 schématu I. B&hem
hydrolyzy chirdlni pomocné latky dochazi €asto v uréitém rozsahu k hydrolyze benzylesteru.
Hydrolyza terc.butylesteru (viz schéma II) nebyla zaznamenana.

Dalsi vyhoda se vztahuje k pouziti alkoholu (106) ve schématu II misto alkoholu (6) ve
schématu I. Problémem benzylester—alkoholu je jeho sklon k laktonizaci, zndzoméné dale.
Pfestoze je mozno laktonizaci benzylester—alkoholu zabranit za urcitych podminek, je pouziti
terc.butylester—alkoholu vyhodné;jsi, ponévadz tato latka ma podstatné nizsi sklon k laktonizaci.

(0 -
HO
. e SN
C Ph
Ph>

Jesté dalsi vyhodou, ktera jiz byla prodiskutovdna v souvislosti se syntetickym postupem
znazornénym ve schématu Ia, je, Ze synteticky postup za pouziti terc.butylesteru vede
k minimalni cyklizaci vysledného produktu, tj. aminokyseliny, na laktam. Misto toho, Ze by se
azid (108) redukoval na aminokyselinu (109), coz vyzaduje pfitomnost kyseliny, ktera zpisobuje
cyklizaci aminokyseliny (109) na laktam, muze se azid (108) nejprve hydrolyzovat na
intermediarni azid (108a). Tento intermediarni azid (108a) se potom mize redukovat za
neutralnich podminek na aminokyselinu (109) a pfi tomto postupu se problémy s tvorbou
laktamu sniZi na minimum.

Postupy uvedenymi vySe se také muze vyrobit nékolik novych meziprodukti. Nékteré z téchto
meziprodukti, které jsou znazornény ve schématech I, Ia a II, zahrnuji racemické formy nebo R-
nebo S—enantiomerni formy nésledujicich sloucenin:
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4-methyl-5-fenyl-2—oxazolidinon,

fenylmethylester 4-methyl~(2-methylpropyl)-2—dioxo—5—fenyl-3~oxazolidinbutanové kyseliny,
4-methylpentanoylchlorid,

4-methyl-3—(4-methyl-1-oxopentyl)-5-fenyl-2—oxazolidinon,

4—(fenylmethyl)ester 2—(2—methylpropyl)butandiové kyseliny,

fenylmethylester 3—(azidomethyl)~5-methylhexanové kyseliny,

fenylmethylester 3—(hydroxymethyl)-S—-methylhexanové kyseliny,

fenylmethylester 5-methyl-3—[[[(4-methylfenyl)sulfonyl]oxy]methyl}hexanové kyseliny,
3—(azidomethyl)-5—-methylhexanova kyselina,

4—(1,1-dimethylethyl)ester 2~(2—methylpropyl)-1,4-butandiové kyseliny,
1,1-dimethylethylester 3—-(azidomethy!)-5-methylhexanové kyseliny,

1,1-dimethylethylester 3—(hydroxymethy!)-S—-methylhexanové kyseliny,

1,1-dimethylethylester S-methyl-3—[[[(4-methylfenyl)sulfonylJoxy]methylJhexanové kyseliny,
a

1,1-dimethylethylester ~ 4-methyl«(2-methylpropyl)-2—dioxo—5—fenyl-3—oxazolidinbutanové
kyseliny. '

Slougenin vyrobenych vy3e uvedenymi syntetickymi postupy je mozno pouZivat v podobé
farmaceutickych ptipravki, které se hodi jako antidepresiva, anxiolytické pfipravky,
antipsychotické pfipravky, protizichvatové pfipravky, antidyskinetické ptipravky nebo antisym-
ptomatické pfipravky v pfipadé Huntingtonovy nebo Parkinsonovy choroby. Tyto farmaceutické
pfipravky obsahuji G¢inné mnoZstvi alespoit jedné zvyse uvedenych sloudenin, spolu
s farmaceuticky vhodnym nosi¢em. Pfedmétem vynalezu je tedy také farmaceuticky pripravek
pro potlaCovani epileptickych zichvatd, 1é¢bu cerebralni ischemie, Parkinsonovy choroby,
Huntingtonovy choroby a spasticity, pfi¢emz pravdépodobna je i moZnost pouziti tohoto
farmaceutického piipravku jako antidepresiva, anxiolytického nebo antipsychotického pripravku.
MoZnost pouZiti ptipravku podle vynalezu k posledné uvedenym téelim je o&ekavana na zékladé
funkeni podobnosti s jingymi znamymi slougeninami, které tyto farmakologické aginky vykazuji.
Pii 1é¢bé vySe uvedenych chorob nebo poruch savci, véetnd lidi, se farmaceutické ptipravky
podle vynalezu podévaji v jednotkové davkovaci formé tak, aby bylo pacientim podano Gginné
mnoZzstvi slouceniny obecného vzorce I nebo 11.

Slougeniny podle vynalezu je moZno zpracovéavat na celou fadu davkovacich forem vhodnych
pro poddvani pacientim. Tak napfiklad je moZno U&inné latky zapracovat do inertnich
farmaceuticky vhodnych nosici, které mohou byt bud’ pevné, nebo kapalné. Pevné piipravky
zahrnuji prasky, tablety, dispergovatelné granulaty, kapsle, oplatky a &ipky. V souladu s praxi,
kterd je v tomto oboru zavedena, je moZno sloudeniny podle vynilezu zpracovavat i na jiné
pevné nebo tekuté pripravky. MnoZstvi i€inné slougeniny v jednotkové davce piipravku se mize
ménit nebo pfizpisobovat vrozmezi od 1 do asi 300 mg/kg za den, vztaZeno na pacienta
s primémou hmotnostni 70 kg. Pfednost se dava denni davce v rozmezi od asi 1 do asi 50 mg/kg.
Davkovani je vSak mozno ménit v zavislosti na pozadavcich pacienta, zdvaZnosti lé¢ené choroby
a konkrétné pouzité slouceniné. Stanoveni vhodného davkovani v kazdé konkrétni situaci je
v rozsahu zkuSenosti odbornika v tomto oboru.

Hustrativni pfiklady sloucenin podle tohoto vynalezu byly zkouseny na schopnost aktivace GAD
in vitro a na protizachvatovy uginek in vivo bez doprovodného vedlejsiho iginku, tj. ataxie.
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Aktivace GAD in vitro

Zkousky byly provadény v 10 ml lahvickach uzavienych sérovym uzévérem, do n€hoz je vlozena
centralni jimka (Kontes, katalogové cislo 882320-000). Do centralni jimky bylo pfedlozeno
200 pl Cerstveé pripraveného 8% roztoku hydroxidu draselného. V oddélenych nadobkach byly
pfi teploté 37 °C protfepany roztoky L-glutamové kyseliny v 50mM pufru na bazi fosfore¢nanu
draselného o pH 7,2 s riiznou koncentraci (0,5, 0,25, 0,166, 0,125 a 0,10mM) a obsahem ["CL-
glutamatu (10 pCi/mmol), spolu s purifikovanou L-glutamova kyselina dekarboxylasou
(18,75 png; specificka aktivita 10,85 pmol/min mg), pfi€¢emz celkovy objem smési byl 2,00 ml. Po
60 minutach tfepani byly enzymové reakce pieruSeny pridavkem 200 pul 6M kyseliny sirové
k obsahu kazdé z lahvicek. Potom byly lahvicky dale tfepany 60 minut pti 37 °C. Centralni jimky
byly potom vyjmuty a umistény do scintiladnich lahvi€ek obsahujicich 10 ml scintilaéni kapaliny
pro méfeni radioaktivity. Stejné pokusy byly potom zopakovany pouze s tim rozdilem, Ze byly
ptitomny aktivatory v rizné koncentraci (2,5, 1,0, 0,5, 0,25, 0,1 a 0,05mM). Z grafu zavislosti
1/cpm proti 1/[glutaméat] byly potom stanoveny hodnoty Vmax pfi riznych koncentracich
aktivatord. Zjisténa data byla potom vyjadfena v %, jako (pomér Vmax za pfitomnosti aktivatoru
k Vmax za nepfitomnosti aktivatoru) x 100. Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny v tabulce I.
Zkousky ukazuji, Zze doSlo k podstatné aktivaci za pouZiti rGznych zkousenych sloudenin,
pfi¢emz stupeii aktivace se li$il. Zkouseni byl také podroben znamy aktivator valproat sodny a
gabapentin.

Déle byly provedeny zkousky in vivo, za i€elem provéfeni schopnosti novych slouéenin zabranit
zachvatu. Bylo pouzito prahového maximalniho elektrického $oku, coz je modelova zkouska na
zvifatech pro generalizované zachvaty, ktera se podoba zkousce popsané v Pirredda, S. G., et al.,
Pharmacol. and Exptl. Therap. 1985; 232(3): 741 az 745. Metody pouzité pfi této zkousce jsou
popsény dale.

Samciim my3i CF-1 (o hmotnosti 22 az 30 g) se neché volny pfistup k potravé a vod& v prib&hu
zkouSeni. Pro zkouSeni se vytvofi skupiny po 5 mysich, kterym se poda zkou3ena sloudenina
v intravenosni davce 30, 100 a 300 mg/kg, pfi¢emz zkouseni se provadi 0,5, 2,0 a 4,0 hodiny po
podani slouCeniny. Léciva jsou rozpusténa bud’ v 0,9% roztoku chloridu sodného nebo
suspendovéna v 0,2% roztoku methylcelulézy. Zvifatim se udéluje Sok korneélni elektrodou (viz
déle) a sleduji se tonické zachvaty extensoru zadni konletiny. Nepiitomnost extenze zadni
koncetiny se povazuje za dikaz antikonvulsivniho ¢inku.

Zatizeni pro udé€lovani elektrického Soku udéluje Sok o frekvenci 60 Hz (sinusoidni vlna)
s proudovou amplitudou 14 mA (pik-pik) o délce 0,2 sekundy. Intenzita proudu 14 mA, které
bylo pouzito pfi tomto postupu, vyvolala tonické zichvaty extensoru pfiblizné u 95 %
neoSetfenych my3i, pfi¢emz se v3ak jedna o hodnotu, ktera je jen nepatrné vy3si, nez je prahova
hodnota pro tonickou extensi.

Piehled poftu zvifat chranénych pfed zachvaty pfi zkouSeni 120 minut po podani kazdé
slouceniny je uveden v tabulce 2 pro kazdou zkouSenou slouceninu (charakterizovanou v levém
sloupci) a pro ménici se Groveii davky, uvedenou ve druhém sloupci této tabulky.

Diky zajimavému jevu, ktery je spojen s (R,S)-isobutyl-GABA (sloudenina vykazujici podstatné
vyssi 0Cinnost bez ataxie), byly provadény zkousky na mysich s prahovym maximélnim
elektrickym Sokem, pfi¢emz doba zkouSeni byla ménéna vrozmezi od 1 do 8 hodin pfi
intravenosni davce 10 mg/kg. Vysledky téchto zkousek jsou uvedeny v tabulce 3 a ukazuji, Ze
maximalni ochrany se dosahuje po 2 hodinach.
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Na zakladé téchto vysledki byla sestrojena k¥ivka zavislosti odpovédi na davce pro ¢as zkouseni
2 hodiny po intravenosni ddvce my$im 10 mg/kg. Vysledky této zkousky jsou uvedeny v tabulce
4, pficemz vypoc¢tena hodnota EDsy je 2,0 mg/kg.

Tteti farmakologickd zkouSka byla provadéna zpisobem popsanym v Krall, R. L., et all,
Epilepsia, 1978; 10: 409. Pii této zkouSce byla létiva zkouSena pii atenuaci prahovych
klonickych zachvatli u my3i vyvolanych subkutdnnim podénim pentylentetrazolu (85 mg/kg), coz
je obecné akceptovany model absentujicich zachvatl. Vysledky této tieti zkoudky pfi
intravenosnim nebo ordlnim podavani slougenin jsou uvedeny v tabulce 5. Zkouska byla
provadéna pfi 3 arovnich davkovani a bylo pfi ni zjisténo, Ze se dosahuje G&inné ochrany pii
davce 30 mg/kg a 100 mg/kg, aniz by doslo k ataxii.

VySe uvedeny poznatek je velmi vyznamny, ponévadz slou¢enina vykazujici rejniz3i schopnost
aktivovat GAD in vitro, byla pfiblizné 10 x 0€inn&jsi neZ ostatni zkouSené sloueniny. Jesté
méné ofekavatelny je fakt, Ze toto zvyseni udinnosti neni spojeno s ataxickymi vedlej$imi

ucinky.

Tabulka I

Aktivace GAD analogy GABA pfi rizné koncentraci (%)

TZ
H;N’CHZCiCHZCOO'

R;
R,,R; 25mM  1,0mM 05mM  025mM 0,lmM  0,05mM
(R,S)-CH;,H 239 168 142 128 118 107
(R)-CH;H 327 202 185 135 128 109
(S)-CH;H 170 118 — 103 — _
CHs, CH;, 174 125 — 109 — —
(R,S)-C,Hs,H 172 128 — 108 — —
(RS}-n-C:H,H 156 112 — 105 — —
(RS)}i~C;H,H 140 108 — 104 — —
(RS}-n-CHo,H 178 117 — 105 — —
(R,S)-i-CHo,H 143 113 — 109 — —
(RS)s-CHo,H 169 119 — 105 — —
(RS)t-CHo,H 295 174 147 121 117 108
(R,S)-neo-CsH,,H 279 181 — 130 — —
(RS)-i~-CsH,,H 142 118 — 109 — —
(R,S)-C¢H,,H 125 100 — 100 — —
(R,S)—CsHs,H 218 129 — 110 — —
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Tabulka I (pokradovani)
N
H;NCHCHCH,COO™
R
R 2,5 mM 1,0 mM 0,5 mM 025mM 0,1 mM 0,05 mM
H(R,S) 140 111 — 104 — —
H(R) 173 125 — 108 — —
H(S) 100 100 — 100 — —
CH; 142 121 — 109 — —_
CeHs 207 151 — 112 — —
valproat sodny 207 138 124 119 115 105
GABAPENTIN 178 145 — 105 — —
Aktivace GAD analogy glutamatu vyjadiena v %
(fOO‘
H;N*~CH-CH-CH,-COOH
R
R 2,5mM 1,0 mM 0,25 mM
CH; 212 144 113
C,H; 170 128 113
n—C;H; 153 125 108
i—C3H; 144 114 105
n—-C,4Hy 133 117 105
i—C4H, 129 112 106
CeHs 172 135 112
valproat sodny 207 138 119

Tabulka 2

Prevence tonickych zachvati extensoru u mySi po intravenosnim podani 3—substituovanych
derivatt GABA

R Davka Doba po Utinek Ataxie
(mg/kg) davce (min) Pocet chranén./ Pocet atax./
pocet zkousen. pocet zkous.
(R,S»-CH; 10 120 0/5 0/5
30 120 4/5 0/5
100 120 3/5 0/5
CH; 1 120 1/10 0/10
3 120 2/10 0/10

-10-
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Tabulka 2 - pokragovéni

R Davka Doba po Utinek Ataxie
(mg/kg) davce (min) Pocet chranén./ Pocet atax./
pocet zkousen. pocet zkous.
10 120 4/10 0/10
30 120 3/10 0/10
100 120 3/10(5/10) 1/10
CH; 10 120 1/10 1/10
30 120 2/10 0/10
100 120 5/10 0/10
t—C,Hy 10 120 2/10 0/10
30 120 2/10 0/10
100 120 5/10 0/10
C,H; 3 120 1/5 0/5
10 120 1/5 0/5
30 120 2/5 0/5
100 120 5/5 0/5
(CH;), 30 120 4/5 0/5
100 120 4/5 0/5
n—C,Hy 10 120 1/10 0/10
30 120 3/10 0/10
100 120 4/10 0/10
s—C4Hy 3 120 2/10 0/10
10 120 3/10 0/10
30 120 2/10 0/10
i—C4Hy 0,3 120 1/10 0/10
0,8 120 3/10 0/10
2,0 120 5/10 0/10
5,5 120 7/10 0/10
14,4 120 9/10 0/10
n—C;H, 3 120 2/10 0/10
10 120 2/10 3/10
100 120 3/10 0/10
i-C;H; 10 120 5/10 1/10
30 120 5/10 0/10
100 120 6/10 0/10
CeH; 100 120 0/10 0/10
neo—C;sHj, 10 120 2/10 0/10
30 120 4/10 0/10
100 120 4/10 0/10

— Kornedlni elektricky ok o vysoké intenzit® je tvofen proudem 50 mA se sinusoidnim
priibéhem od zakladni hodnoty k maximu pfi trvani 0,2 sekundy. Viechna ostatni data se vztahuji
k elektrickému Soku o nizké intenzit€¢ 17 mA, sinusoidni prib&h od zékladni nulové hodnoty
k maximu, délka 0,2 sekundy.

-11-
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Tabulka 3

Prahovy maximalni elektricky ok za ptitomnosti isobutyl-GABA

Cas zkouSeni Pocet chranénych
(2))
1 2/10
2 ‘ 8/10
4 4/10
8 2/10

Tabulka 4

Prahovy maximalni elektricky $ok za pfitomnosti isobutyl-GABA

Davka Pocet chranénych
(mg/kg)
0,3 1/10
0,8 3/10
2,0 5/10
5,5 7/10
14,4 . 9/10

Tabulka 5

Data vztahujici se k maximalnimu elektrickému $oku

R Déavka Doba po Uginek Ataxie
(mg/kg) davce pocet chranénych/pocet  pocet ataktickych/poget
(min) zkousenych zvitat zkousenych zvitat
i—-C4Hy 10 120 1/5 0/5
i~C4Hy 30 120 4/5 0/5
i-C4Hy 100 120 4/5 0/5

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, S—(+)—enantiomer 4-amino—3—(2-methylpropyl)butanové kyseliny
(3—isobutyl GABA nebo IBG), ktery je strukturn& podobny zndmému antikonvulsivnimu &inidlu,
gabapentinu, OCinné vytésiiuje tritiovany gabapentin znového mista s vysokou afinitou
v membranovych frakcich krysiho mozku. Také S—(+)-enantiomer 3—isobutyl GABA je schopen
inhibovat v podstaté vSechny zichvaty vyvolané maximélnim elektrickym Sokem u mysi a krys.
R—(~)-enantiomer 3—isobutyl GABA je mnohem méné G&inny pfi inhibici zachvatii vyvolanych
maximalnim elektrickym Sokem a pfi vyt&sfiovani tritiovaného gabapentinu z nového vazebného
mista s vysokou afinitou. V tabulce 6 jsou uvedena srovnavaci data pfi téchto zkouskach pro
gabapentin, racemickou 3—isobutyl GABA [(£)-IBG], S—(+)-3—isobutyl GABA [(S)-IBG] a R-
(-)-3-isobutyl GABA [(R)-IBG].

-12-
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Tabulka 6

Zkusebni systém 3-Isobutyl GABA (EDj)

Gabapentin ()-IBG (S)-IBG (R)-IBG

Vazba gabapentinu

k receptoru (ICsp) 0,14 pM 0,10 uM 0,044 uM 0,86 uM
i.v., mys, elektricky

Sok o nizké

intenzité 4,3 mg/Kg 4,8 mg/Kg 4,0 mg/Kg >100 mg/Kg
i.v., mys$, elektricky

3ok o maximalni

intenzité 75 mg/Kg 10 mg/Kg 18 mg/Kg >100 mg/Kg
p.o., mys, elektricky

Sok o maximalni

intenzité 200 mg/Kg 47 mg/Kg 12 mg/Kg

i.v., mys,

ataxie >100 mg/Kg >100 mg/Kg >300 mg/Kg >100 mg/Kg
(IP)

Antikonvulsivni G¢innost (viech slougenin) dosahuje maximalni hodnoty 2,0 hodiny po podani
davky a z hlavni ¢asti odezni po 8 hodinach od podani davky.

Data uvedena v tabulce 6 byla ziskdna nésledujicim zpiisobem. Pro zkousky antikonvulsivni
ucinnosti bylo pouzito samct my3i kmene CF~1 (20 aZ 25 g) a samct krysy Sprague—Dawley (75
az 115 g) (od firmy Charles River Laboratories). Pfed zkoudenim maji mysi volny pfistup
k potraveé a vodé. Maximalni elektricky 3ok se zvifatim udgli kornedlnimi elektrodami za pouziti
konven¢nich postupti (Krall, vy$e uvedena citace zroku 1975), pouze stim rozdilem, Ze
elektricky Sok o nizké intenzité je tvofen proudem 17 mA a nikoliv bézn& pouzivanym proudem
o intenzit€ 50 mA (od 0 k maximu). My3im se poda zkousena latka a zjistuje se jeji schopnost
prevence pfi aplikaci elektrického proudu do rohovek prosttednictvim dvou kovovych elektrod
zakrytych gazou nasycenou 0,9% roztokem chloridu sodného. Stimulace elektrickym Sokem se
provadi pomoci zafizeni poskytujiciho konstantni proud (90 Hz, sinusoidni priib&h, 0,2 sekundy).
Maximalni elektricky Sok u krys mé intenzitu proudu 120 mA. Ataxie u mysi se sleduje
postupem s obricenym sitem“. Pfi tomto postupu se mysi jednotlivé umisti na &tverec
z draténého pletiva o délce strany 10,2 cm, které se potom obrati (Coughenour, vyse uvedena
citace z roku 1978). Za ataxickou se povazuje kazda mys3, ktera odpadne od pletiva v prib&hu 60
sekundové zkuSebné periody. Hodnoty EDs, se stanovi analyzou probit vysledkii namé&fenych
v alespori péti skupinach s riiznou davkou, z nichz kazda zahrnuje 10 my3i nebo 8 krys.

Vsechna pouziti lé¢iva jsou volné rozpustna ve vodném prostfedi. Pro studie in vivo se pouziva
roztoki 1é¢iva v 0,9% roztoku chloridu sodného a tyto roztoky se podéavaji v objemu 1 ml na
100 g té€lesné hmotnosti. Intravenosni podavani se provadi injekci bolu do retroorbitalniho sinu
mys3i. Oralni podéavani se provadi intragastrickou sondou.

Pro studie vazby byly pfipraveny &aste¢né purifikované synaptické plasmové membrany
z krysiho neokortexu za pouziti hustotniho gradientu sacharosy. Cerebréilni kortex 10 krys se
odfizne od zbytku mozku a jeden hmotnostni dil kortexu se homogenizuje v 10 objemovych
dilech ledové chladného 0,32M roztoku sacharosy v SmM tris-acetatovém pufru o pH 7,4 za
pouziti sklenéného homogenizitoru s teflonovym tloukem (10 a? 15 dderd pii otatkach
200 min™"). Homogenat se 10 minut odstred’uje pfi 100 x g a supernatant se oddé&li a uloZi na led.
Peleta (P1) se rehomogenizuje ve 20 ml tris—sacharosy a homogenit se znovu odsttedi. Spojené
supernatanty se 20 minut odstfed’uji pti 21 500 x g. Peleta (P2) se resuspenduje v 1,2M tris—
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sacharose a 15 ml vzniklé smési se vlozi do zkumavky ultracentrifugy. Tato smés se prevrstvi
10 ml 0,9M roztoku sacharosy a potom je$té¢ posledni vrstvou 5SmM tris—acetitu o pH 8,0.
Odstied'ovani se provadi 90 minut pfi 100 000 x g. Synaptické plasmové membrany umisténé na
rozhrani 0,9/1,2M roztoku sacharosy se shromazdi, resuspenduji v 50 ml SmM tris—acetatu o
pH 7,4 a odstfedi pii 48 000 x g. Vysledna peleta se resuspenduje v 50 ml tris—acetitu o pH 7,4 a
suspenze se rozdéli na alikvotni dily, které se az do doby pouziti uchovévaji ve zmrazeném stavu.
Zku3ebni tkaii (0,1 az 0,3 mg proteinu) se inkubuje s 20mM [’H]-gabapentinem v 10mM pufru
HEPES (pH 7,4, 20 °C, za nepfitomnosti sodiku), za pfitomnosti riznych koncentraci zkouSené
sloueniny po dobu 30 minut pfi teploté mistnosti. Potom se smés za sniZzené¢ho tlaku prefiltruje
pies filtr GBF. Filtr se 3 x promyje 5 ml ledové chladného 100mM roztoku chloridu sodného a
stanovi se polet rozpadi za minutu v latce vazané k filtru pomoci kapalinové scintilace.
Nespecificka vazba je definovana jako vazba pozorovana za pritomnosti 100mM gabapentinu.

Diky uéinnosti, ktera je demonstrovdna vySe uvedenymi zkouskami, jsou sloueniny podle
vynalezu a zvlasté pak 4—amino—3—(2—-methylpropyl)butanova kyselina (isobutyl GABA) cenné
jako farmakologicky G¢inné latky, zejména pro 1é¢bu zachvatii u savel, véetné lidi.

Vynalez je blize objasnén v nasledujicich pfikladech provedeni. Tyto pfiklady maji vyhradné

ilustrativni charakter a rozsah vynalezu v Zadném ohledu neomezuji.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

(S)~(+)-4—amino—3—(2-methylpropyl)butanova kyselina (jednotlivé stupné se vztahuji ke
schématu 1)

Stuperi 1

K roztoku 4-methylvalerové kyseliny (50,0 g, 0,43 mol) ve 100 ml bezvodého chloroformu se
pfida thionylchlorid (60 ml, 0,82 mol). Reakéni smés se 2 hodiny vafi pod zpétnym chladi¢em a
potom se ochladi na teplotu mistnosti. Nadbytek chloroformu a thionylchloridu se oddestiluje.
Olejovity zbytek se podrobi frakéni destilaci. Ziska se 45,3 g (78 %) chloridu kyseliny (2) o
teploté varu 143 az 144 °C.

Chlorid kyseliny (2) se také muze ptipravit alternativnim postupem, pfi némzZ se nepouziva
chloroformu, coz je vyhodné z toho divodu, Ze se vyloudi problémy s odstrafiovanim odpadi a
expozici obsluhy chloroformu. Pfi tomto alternativnim postupu se také minimalizuje tvorba
anhydridu 4-methylvalerové kyseliny.

K roztoku thionylchloridu (98,5 kg, 828 mol) a N,N—dimethylformamidu (2 kg, 27 mol) se piida
4-methylvalerova kyselina (74 kg, 637 mol), pfi¢emz reakéni teplota se udrzuje v rozmezi od 25
do 30 °C. Piida se hexanova smés (30 litri) a roztok se 1 hodinu a 15 minut udrZuje pfi teploté
v rozmezi od 30 do 35 °C. Potom se roztok znovu zahftiva 1 hodinu a 10 minut na 70 az 75 °C.
Potom se roztok destiluje za atmosférického tlaku tak dlouho, dokud teplota roztoku nedoséhne
95 °C. Smés se ochladi, pfida se k ni hexanova smés (30 litril) a provede se nova destilace za
atmosférického tlaku aZ do teploty roztoku 97 °C. Zbyvajici olej se predestiluje, a tak se ziska
79 kg (92 %) chloridu kyseliny (2) o teploté varu 77 °C za tlaku 8 aZz 8,7 kPa.
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Stuperi 2

K roztoku (4R,5S)—~(+)4-methyl-5-fenyl-2—oxazolidinonu (5,27 g, 29,74 mmol) v 70 ml
bezvodého tetrahydrofuranu se pfi —78 °C po atmosférou argonu pomalu p¥ida 1,6M roztok n—
butyllithia (19 ml, 30,40 mmol) v hexanové smé&si. Smés se 15 minut micha pfi —78 °C a potom
se kni pfida chlorid kyseliny (4,5 g, 33,43 mmol), kterym se reakéni smés rozlozi. Vznikla
reakéni smés se 10 minut micha pfi =78 °C a potom 30 minut pfi 0°C. Dale se kni pfida
nasyceny roztok hydrogenuhliitanu sodného (50 ml) a smés se 30 minut michd pti 0°C.
Organicka vrstva se oddé€li a vodna vrstva se extrahuje ethylacetatem (3 x). Organické extrakty
se spoji a vysusi bezvodym siranem hofeénatym. Potom se vysuSeny spojeny extrakt pfefiltruje a
zkoncentruje na bezbarvy olej. Tento olej se chromatografuje na silikagelu za pouZziti 8%
ethylacetatu v hexanové smési, jako eluéniho ¢inidla. Ziska se 7,56 g (82 %) acyloxazolidinonu
(3) ve formé bilé pevné latky.

Analyza pro Ci¢H;NO;:
vypocteno C, 69,79; H, 7,69; N, 5,09
nalezeno C, 69,56; H, 7,63; N, 5,06 %.

Acyloxazolidinon (3) se také miize pfipravit alternativnim postupem, ktery se provadi pti teploté
vrozmezi od -5 do 0 °C. Prace pfi této teploté je vyhodnéjsi nez prace pfi —78 °C, ktera je
obtizna a ndkladna ve vyrobnim métitku. Pfi tomto alternativnim postupu se také z reakéni smési
ziskd produkt ve formé krystalické pevné latky a nikoliv ve formé oleje, ktery je nutno
chromatografovat.

K roztoku 4-methyl-5-fenyl-2—oxazolidinonu (64 g, 0,36 mol) v bezvodém tetrahydrofuranu
(270 g) se pti —5°C piida 15% roztok n-butyllithia v hexanu (160 g, 0,37 mol) pfi teploté
v rozmezi od -5 do 0 °C. Ke vzniklé smési se piida pfi teploté v rozmezi od —10 do 0 °C chlorid
kyseliny (2) (48,6 g, 0,36 mol). Reakéni smés se rozlozi roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného
(4 g) ve vodé (90 ml). Ke smési se ptida ethylacetat (200 g) a oddéli se vrstvy. Organicka vrstva
se extrahuje vodou (2 x 50 ml) a vodné faze se reextrahuji ethylacetitem (100 g). Organické
extrakty se spoji a odstrani se z nich destilaci asi 150 ml rozpoustédla. Pokraluje se v destilaci za
atmosférického tlaku a potom se ke smési pfidava heptan (2 x 200 g), az teplota par dosihne
hodnoty 95 °C. Roztok se ochladi na 5 °C, produkt se odfiltruje, promyje chladnym heptanem a
vysusi. Ziska se 79 g (80 %) acyloxazolidinonu (3).

Stupeii 3

K roztoku diisopropylaminu (4,8 ml, 34,25 mmol) ve 30 ml bezvodého tetrahydrofuranu se pii
0 °C pod argonovou atmosférou pomalu pfidava 1,6M roztok n—butyllithia (21 ml, 33,60 mmol)
v hexanové smési. Roztok se 30 minut micha pii 0 °C a potom se ochladi na —78 °C. Dale se ke
smési pfidd roztok acyloxazolidinonu (3) (7,56g, 27,46 mmol) ve 30ml bezvodého
tetrahydrofuranu a svétle zluty roztok, ktery vznikne, se 30 minut micha pfi —78 °C. Potom se
pfida benzyl-o—bromacetat a vznikly roztok se 2 hodiny micha pii —25 °C. Reakéni smés se
rozlozi pfidavkem zpola nasyceného roztoku chloridu amonného a dvakrat se extrahuje
ethylacetatem. Spojené organické vrstvy se vysu$i bezvodym siranem hofe&natym a prefiltruji.
Filtrat se zkoncentruje, a tak se ziska bezbarvy olej. Tento olej se chromatografuje na silikagelu
za pouziti 8% ethylacetdtu v hexanové smési jako eluéniho ¢inidla. Ziska se 6,16 g (53 %)
acyloxazolidinonu (4) ve formé bilé pevné latky.

Analyza pro CysHyoNOs:

vypocteno C, 70,90; H, 6,90; N, 3,31
nalezeno C, 70,47; H, 6,87; N, 3,45 %.
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Acyloxazolidinon (4) je také moZno pfipravit alternativnim postupem, ktery je vyhodny v tom, ze
se reakce muize provadét pii vySsi teploté (—35 az —25 °C) a nikoliv pfi teploté —78 °C. Tento
alternativni postup je méné nakladny a vylouéi se pfi ném obtizna chromatograficka separace.

Acyloxazolidinon (3) (85 kg, 308 mol) se rozpusti v bezvodém tetrahydrofuranu (201 kg) a
roztok se ochladi na —30 °C. K tomuto roztoku se prida lithiumdiisopropylamid (340 mol) ve
smési methyl-terc.butyletheru a hexanu, pfi¢emz reakéni teplota se udrzuje v rozmezi od -35 do
—25 °C. Potom se prida benzylbromacetat (85 kg, 371 mol), pri¢emz reak¢ni teplota se udrzuje
vrozmezi od —-35 do —25 °C. Dale se ke smési pfida voda (60 kg) a methyl-terc.butylether
(93 kg) a smés se necha ohfat na 18 °C. Oddéli se vrstvy a organicka vrstva se extrahuje
roztokem chloridu sodného (7 kg) ve vodé (40 litri)). Oddéli se vrstvy a organicka vrstva se
destilaci zkoncentruje na 200 litri. Ke zbytku se piida isopropylalkohol (200 ml) a vznikly
roztok se znovu zkoncentruje destilaci na 200 litrit). Pfida se isopropylalkohol (425 litri) a voda
(160 litri) a smes se zahteje na 50 °C. Vznikly roztok se ochladi na 18 °C. Vylouceny produkt se
odfiltruje, promyje smési isopropylalkoholu a vody a vysusi za snizeného tlaku. Ziska se 58,7 kg
(vytézek 49 %) acyloxazolidinonu (4) ve formé pevné latky.

Stuperi 4

K pfedchlazenému (0 °C) roztoku acyloxazolidinonu (4) (24,3 g, 57,38 mmol) v 600 ml
tetrahydrofuranu se v prubéhu 20 minut pfida 30% roztok peroxidu vodiku (23,7 ml) ve 320 ml
0,2M roztoku hydroxidu lithného za pouziti kapaci nalevky. Reakéni smés se 4 hodiny micha pti
320 m vody, aby se reakéni smés rozlozila. Smés se 20 minut micha pfi 0 °C a potom se
nadbytek tetrahydrofuranu odstrani v rotaénim odpafovaku. Vodny zbytek se extrahuje
ethylacetatem (3 x 350 ml). Spojené organické extrakty se vysusi bezvodym siranem hofe¢natym
a potom prefiltruji. Filtrat se zkoncentruje a olejovity zbytek se chromatografuje na silikagelu za
pouziti 40% ethylacetatu v hexanu jako elu¢niho éinidla. Ziska se 13,34 g (88 %) kyseliny (5) ve
formé ¢&irého oleje. Potom se sloupec eluuje 50% ethylacetatem v hexanu, aby se ziskala
oxazolidinonova chirdlni pomocna latka.

'"H NMR (300 MHz, CDCL) kyseliny (5): & 9,80 (br s, 1H), 7,36 (m, SH), 5,24 (tizky ABq, 2H,
Jas = 11,4 Hz), 2,80 (m, 1H), 2,63 (ABX, 2H, Jag = 16,75 Ja = 9,13 Hz, Jpx = 5,16 Hz,
Uas= 73,20 Hz), 1,66 (m, 2H), 1,33 (m, 1H), 0,93 (d, 3H, J=7,32 Hz), 0,91 (d, 3H, J=6,45 Hz).

Pfi alternativnim postupu se po zkoncentrovani reakéni smési na olejovity zbytek ptida hexan
nebo heptan, aby se vysrazela oxazolidinonova chirdlni pomocna latka. Odfiltrovanim se oddéli
chirdlni pomocna latka s 80% vytézkem. Hexanovy nebo heptanovy filtrat obsahujici kyselinu
(5) se potom extrahuje bud’ vodnym roztokem ethanolu, nebo teplou vodou, aby se odstranil
zbytek chiralni pomocné latky. Tento alternativni postup umoziiuje vyhnout se niakladnému a
obtiznému chromatografickému oddélovani chirdlni pomocné latky od kyseliny (5).

Stupeii 5

K roztoku kyseliny (5) (13,34 g, 50,47 mmol) ve 460 ml bezvodého tetrahydrofuranu se pfi 0 °C
pod argonovou atmosférou pomalu pfidd komplex boranu s dimethylsulfidem (10M, 11,2 ml,
112,0 mmol). Reakéni smés se 30 minut micha pfi 0 °C a potom 4 hodiny pfi teploté mistnosti.
Potom se reakéni smés ochladi na 0 °C a pomalu se k ni pfida 250 ml methanolu. Smés se 30
minut micha pfi 0 °C a nadbytek rozpoustédla se odstrani za snizené¢ho tlaku. Zbyvajici olej se
chromatografuje na silikagelu za pouziti 15% ethylacetatu v hexanové smési, jako elu¢niho
¢inidla. Ziska se 10,59 g (84 %) alkoholu (6) ve formé bezbarvého oleje.
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'HNMR (300 MHz, CDCLy): 8 7,37 (m, 5H), 5,14 (s, 2H), 3,57 (ABX, 2H, JAs=10,99 Hz,
Jac=4,34 Hz, Jpx=6,85 Hz, vap=51,71Hz), 2,42 (ABX, 2H, J.p=1526 Hz, Jax=7,60 Hz,
Jsx=5,56 Hz, vas=18,81 Hz), 2,15 (m, 1H), 1,87 (br s, 1H), 1,63 (m, 1H), 0,93 (m, 2H), 0,88 (d,
3H, J=6,15 Hz), 0,87 (d, 3H, J=6,45 Hz).

Stupeii 6

K roztoku alkoholu (6) (10,22 g, 40,82 mmol) v 50 ml bezvodého pyridinu se pti 0 °C prida
tosylchlorid (8,60 g, 45,11 mmol). Reakéni smés se 15 minut micha p¥i 0 °C a potom se necha
stat pres noc v lednici pfi 4 °C. Reak&ni smés se zfedi 160 ml ethylacetatu a 100 ml vody. Potom
se smés ochladi na 0 °C v lazni z ledu a vody a pomalu se k ni pfida koncentrovana kyselina
chlorovodikova, aby se zneutralizoval nadbytek pyridinu (az do pH 2). Organicka vrstva se
oddeli a vodné vrstva se extrahuje ethylacetatem (3 x 100 ml). Spojené organické vrstvy se
vysusi bezvodym siranem hofe¢natym a piefiltruji. Filtrat se zkoncentruje a vznikly svétle Zluty
olej se chromatografuje na silikagelu za pouziti 10% ethylacetitu v hexanové smési, jako
eluéniho Cinidla. Ziska se 14,44 g (87 %) tosylatu (7) ve formé bezbarvého oleje.

'"HNMR (300 MHz, CDCls): & 7,77 (d, 2H, J=8,27 Hz), 7,34 (m, 7H), 5,07 (s, 2H), 4,00 (ABX,
2H, Jx5=9,77 Hz, Jax=4,07 Hz, J5x=5,69 Hz, vxs=27,58 Hz), 2,44 (s, 1H), 2,44-2,20 (m, 3H),
1,46 (m, 1H), 1,28-1,02 (m, 2H), 0,81 (d, 6H, J=6,58 Hz).

Tosylat (7) se také miZze pfipravit zkyseliny (5) alternativnim postupem. Tento postup je
vyhodnégj3i neZz predesly postup, ponévadz se pfi ném minimalizuje mnoZstvi B—isobutyl—
gamma-laktonu, vznikajiciho jako vedlej§i produkt pfi vyse uvedené reakci.

Roztok kyseliny (S) (22,3 kg, 84,4 mol) v methyl-terc.butyletheru (198 kg) se ochladi na —6 °C.
Ke vzniklému roztoku se pfida komplex boranu s methylsulfidem (15,6 kg, 177 mol), pfi¢emz
teplota reak¢ni smési se udrZzuje na 20 °C a micha po dobu 2 hodin. Dile se sm&s ochladi na
0 °C, ptida se k ni methanol (24 litrii) a reakeni teplota se udrzuje na 5 °C nebo na hodnots niz3i.
Potom se pfida voda (132 litrd) pti teploté 15 °C nebo niz$i. Oddéli se faze a vodna faze se
extrahuje methyl-terc.butyletherem (27 kg). Organické faze se spoji a extrahuji vodou (72 litri).
Roztok se zkoncentruje na olejovity zbytek destilaci a ke zbytku se prida ethylacetat (23 kg).
Vznikly roztok se znovu zkoncentruje destilaci na olej, a tak se ziska alkohol (6). Pfida se
pyridin (53 kg). Roztok se ochladi na 1°C a pfida se k nému p-toluensulfonylchlorid (23 kg,
121 mol), pti¢emz reakéni teplota se udrzuje na hodnoté v rozmezi od -5 do 5 °C. Smés se 8
hodin miché pfi 2 °C a potom se zahfeje na 20 °C. Pfida se voda (12 litrit), pti¢emz teplota
réakeni smési se udrzuje na 23 °C nebo na hodnoté nizsi. Smés se ochladi na 1 °C a ptida se k ni
vodna kyselina chlorovodikova (52 kg koncentrované kyseliny v 63 litrech vody). Dale se prida
methyl—terc.butylether (296 kg) a smés se zahfeje na 18 °C. Oddéli se faze a vodna fize se
extrahuje methyl-terc.butyletherem (74 kg). Organické féaze se spoji a extrahuji vodnou
kyselinou chlorovodikovou (0,6 kg koncentrované kyseliny chlorovodikové ve 20 litrech vody),
vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (2,7 kg hydrogenuhli¢itanu sodného v 50 litrech
vody) a vodou (30 litrl). Organicky roztok se zkoncentruje destilaci na olejovity zbytek.
K tomuto zbytku se ptida methyl-terc.butylether (19 kg) a smés se znovu zkoncentruje na
olejovity zbytek. Vysledny produkt se rozpusti v methyl-terc.butyletheru (37,9 kg) a uchovava se
v podobé roztoku. Hmotnostni obsah tosylitu (7) obsazeného v methyl-terc.butyletherovém
roztoku je 30,1 kg (vytézek 88 %).

Stupeni 7
Smés tosylatu (7) (14,44 g, 35,70 mmol) a natriumazidu (5,50 g, 84,59 mmol) ve 180 ml

bezvodého dimethylsulfoxidu se pfes noc zahfiva na 65 °C. Reakéni smés se ochladi na teplotu
mistnosti a pfida se k ni 900 ml vody. Vznikla smés se extrahuje (4 x) celkem 2 litry hexanové
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smési. Spojené organické extrakty se vysusi bezvodym siranem hore¢natym a prefiltruji. Filtrat
se zkoncentruje a zbyvajici olej se chromatografuje na silikagelu za pouziti 8% ethylacetatu
v hexanové smési, jako elu¢niho ¢&inidla. Ziska se 8,55 g (87 %) azidu (8), v podobé¢ bezbarvého
oleje.

'HNMR (300 MHz, CDCly): & 7,37 (m, SH), 5,14 (s, 2H), 3,33 (ABX, 2H, JAp=12,27 Hz,
Jax=4,95 Hz, Jpx=6,10 Hz, v5p=22,87 Hz), 2,39 (m, 2H), 2,19 (m, 1H), 1,62 (m, 1H), 1,20 (m,
2H), 0,88 (d, 6H, J=6,44 Hz).

Stuperi 8

K roztoku azidu (8) (8,55 g, 31,05 mmol) v 500 ml tetrahydrofuranu se pfida 62 ml 1N vodného
roztoku kyseliny chlorovodikové a 1 g 10% palladia na uhliku, jako katalyzatoru. Smés se tfepe
pies noc pii teplot€ mistnosti v Parrové zafizeni. Katalyzator se odfiltruje pfes vrstvu celitu.
Filtrat se zkoncentruje a ke zbytku se pfida 50 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové.
Vodny roztok se promyje etherem (3 x50 ml). Vodna vrstva se shromazdi a potom
chromatografuje na sloupci Dowex 50Wx8 ve vodikovém cyklu, pfi€emz eluce se provadi 0,5N
vodnym roztokem hydroxidu amonného. Frakce obsahujici aminokyselinu (minhydrin—pozitivni
frakce) se spoji a lyofilizuji. Ziska se 3,2 g (65 %) aminokyseliny (9) ve formé bilé pevné latky o
teplot& tani 175 az 176 °C; [a]p> = 10,520° (1,06, voda).

Priklad 2
(Sy-(+)-4-amino—-3—2—methylpropyl)butanova kyselina

Tato slouenina se pripravi stejnym zpusobem, jaky je popsan v pfikladu 1, pouze stim
rozdilem, Ze se aminokyselina (9) pfipravi z azidu (8) dvoustupifiovym postupem, pii némz se
pouziva intermediarniho azidu (8a), ktery se teprve podrobi redukci (jednostupiiovy redukéni
postup, oznadeny jako stupeil 8, je popsan vyse). Synteticky postup uvedeny v prikladu 2 je
znazornén ve schématu la.

Stupeti 1: Piiprava intermediarniho azidu (8a)

Azid (8) (10,7 g ,0,040 mol) v ethanolu (100 ml) a vod¢ (20 ml) se smichd s 50% vodnym
roztokem hydroxidu sodného (9,8 g). Smés se 45 minut micha pfi teploté 30 °C. Hmotnost smési
se oddestilovdnim ethanolu za sniZeného tlaku snizi na 30 g kapalného zbytku, pfidd se voda
(100 ml) a smés se extrahuje methyl-terc.butyletherem (4 x 100 ml). Methyl-terc.butyletherové
extrakty se extrahuji 1M roztokem hydroxidu sodného a vodné faze se spoji a okyseli
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 1,6. Vodnd smés se extrahuje methyl-
terc.butyletherem (2 x 100 ml) a organické extrakty se spoji a zkoncentruji za snizeného tlaku.
Vysledny olej se rozpusti v heptanu (50 ml) a roztok se extrahuje nasycenym vodnym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného (2 x 40 ml). Vodné extrakty se extrahuji heptanem (50 ml), spoji se
a okyseli na pH 1,6 koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Vodna smés se extrahuje
heptanem (2 x 50 ml). Heptanové extrakty se extrahuji vodou (40 ml), spoji a zkoncentruji za
snizeného tlaku. Ziska se 5,4 g (75 %) intermediarniho azidu (8a) ve formé oleje.

'H NMR (200 MHz, CDCL): & 10,8 (br s, 1H), 3,36 (m, 2H), 2,38 (m, 2H), 2,18 (m, 1H), 1,64
(m, 1H), 1,25 (m, 2H), 0,91 (d, 6H, J=6,56 Hz).
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Stupeii 2: Syntéza aminokyseliny (9) z intermediarniho azidu (8a)

Intermediérni azid (8a) (12,7 g, 68,6 mol) se rozpusti v methyl-terc.butyletheru (80 kg). Smés se
katalyticky hydrogenuje za p¥itomnosti 5% palladia na uhliku (2,0 kg, 50% produktu zvlh&eného
vodou) za tlaku vodiku 337 aZ 338 kPa, az do spotiebovani intermediarniho azidu (8a). Smés se
piefiltruje a pevna latka se promyje methyl-terc.butyletherem (30 kg). Pevna latka se rozpusti
v horkém roztoku isopropylalkoholu (75 kg) ve vodé (60 kg) a vznikly roztok se prefiltruje.
Roztok ve smési isopropylalkoholu a vody se ochladi na -3 °C a produkt se odfiltruje a promyje
chladnym isopropylalkoholem (16 kg). Pevna litka se vysusi za snizeného tlaku, a tak se ziska
6,4 kg (59 %) aminokyseliny (9).

Tato redukce se miZze provadét v riznych rozpoustédlech. Usp&sné byla tato redukce provedena
v heptanu, smési ethanolu a vody, isopropylalkoholu, smési isopropylalkoholu a vody, smési
methanolu a vody, smési tetrahydrofuranu a vody a v methyl—terc.butyletheru.

Priklad 3
(S)~(+)-4-amino-3—2-methylpropyl)butanova kyselina

Reakéni stupné uvadéné vtomto piikladu se vztahuji ke schématu II. Viechny reakce se
provadéji pod atmosférou dusiku.

Stuperi 1

K roztoku 4-methylvalerové kyseliny (50,0 g, 0,43 mol) ve 100 ml bezvodého chloroformu se
pfida thionylchlorid (60 ml, 0,82 mol). Reakéni smés se 2 hodiny vafi pod zp&tnym chladi¢em a
potom se ochladi na teplotu mistnosti. Nadbytek chloroformu a thionylchloridu se oddestiluje.
Olejovity zbytek se podrobi frakéni destilaci. Ziska se 45,3 g (78 %) chloridu kyseliny (102) o
teploté€ varu 143 az 144 °C.

Chlorid kyseliny (102) se také miZe pfipravit alternativnim postupem, pfi némz se nepouziva
chloroformu, coZ je vyhodné z toho diivodu, Ze se vyloudi problémy s odstrafiovanim odpadi a
expozici obsluhy chloroformu. Pfi tomto alternativnim postupu se také minimalizuje tvorba
anhydridu 4-methylvalerové kyseliny.

K roztoku thionylchloridu (98,5 kg, 828 mol) a N,N—-dimethylformamidu (2 kg, 27 mol) se ptida
4-methylvalerova kyselina (74 kg, 637 mol), pfi¢emz reakéni teplota se udrzuje v rozmezi od 25
do 30 °C. Pfidé se hexanova smés (30 litrii) a roztok se 1 hodinu a 15 minut udrzuje pii teploté
v rozmezi od 30 do 35 °C. Potom se roztok znovu zahfiva 1 hodinu a 10 minut na 70 a% 75 °C.
Potom se roztok destiluje za atmosférického tlaku tak dlouho, dokud teplota roztoku nedoséhne
95 °C. Smés se ochladi, ptida se k ni hexanova smés (30 litrit) a provede se nova destilace za
atmosférického tlaku az do teploty roztoku 97 °C. Zbyvajici olej se predestiluje, a tak se ziska
79 kg (92 %) chloridu kyseliny (102) o teplot& varu 77 °C za tlaku 8 aZ 8,7 kPa.

Stupeii 2

Kroztoku (4R,5S)-(+)-4—methyl-5—fenyl-2—oxazolidinonu (5,27 g, 29,74 mmol) v 70 ml
bezvodého tetrahydrofuranu se pii —78 °C pod atmosférou argonu pomalu ptida 1,6M roztok n—
butyllithia (19 ml, 30,40 mmol) v hexanové smési. Smé&s se 15 minut micha pfi —78 °C a potom
se kni pfida chlorid kyseliny (4,5 g, 33,43 mmol), kterym se reakéni smés rozlozi. Vznikla
reakéni smés se 10 minut mich4 pfi —78 °C a potom 30 minut pti 0 °C. Déle se kni pfida
nasyceny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (50 ml) a smés se 30 minut micha pti 0°C.
Organicka vrstva se oddéli a vodna vrstva se extrahuje ethylacetatem (3 x). Organické extrakty
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se spoji a vysusi bezvodym siranem hote&natym. Potom se vysuseny spojeny extrakt prefiltruje a
zkoncentruje na bezbarvy olej. Tento olej se chromatografuje na silikagelu za pouziti 8%
ethylacetatu v hexanové smési, jako eluéniho &inidla. Ziska se 7,56 g (82 %) acyloxazolidinonu
(103) ve formée bilé pevné latky.

Analyza pro C;H;NOs:
vypoéteno C, 69,79; H, 7,69; N, 5,09
nalezeno C, 69,56; H, 7,63; N, 5,06 %.

Acyloxazolidinon (103) se také mize pfipravit alternativnim postupem, ktery se provadi pti
teploté v rozmezi od —5 do 0 °C. Prace pfi této teploté je vyhodné&jsi nez prace pti —78 °C, ktera
je obtizna a nékladna ve vyrobnim méfitku. P¥i tomto alternativnim postupu se také z reakéni
smési ziska produkt ve form& krystalické pevné latky a nikoliv ve formé oleje, ktery je nutno
chromatografovat.

K roztoku 4-methyl-5—fenyl-2—oxazolidinonu (64 g, 0,36 mol) v bezvodém tetrahydrofuranu
(270 g) se pti -5 °C ptida 15% roztok n-butyllithia v hexanu (160 g, 0,37 mol) pii teploté
v rozmezi od -5 do 0 °C. Ke vzniklé smé&si se pfida pfi teploté v rozmezi od —10 do 0 °C chlorid
kyseliny (102) (48,6 g, 0,36 mol). Reaké&ni smés se rozlozi roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného
(4 g) ve vode (90 ml). Ke smési se pFida ethylacetat (200 g) a oddé&li se vrstvy. Organicka vrstva
se extrahuje vodou (2 x 50 ml) a vodné faze se reextrahuji ethylacetaitem (100 g). Organické
extrakty se spoji a odstrani se z nich destilaci asi 150 ml rozpoustédla. Pokraduje se v destilaci za
atmosférického tlaku a potom se ke smési pfidava heptan (2 x 200 ), aZ teplota par dosihne
hodnoty 95 °C. Roztok se ochladi na 5 °C, produkt se odfiltruje, promyje chladnym heptanem a
vysusi. Ziské se 79 g (80 %) acyloxazolidinonu (103).

Stuperi 3

K roztoku diisopropylaminu (7,6 g, 0,075 mmol) ve 10 ml bezvodého tetrahydrofuranu se pfi
0 °C pod dusikovou atmosférou pfida 1,6M roztok n-butyllithia (47 ml, 0,075 mol) v hexanové
smési, pfiemzZ teplota se udrzuje v rozmezi od —5 do 0 °C. Vznikly roztok se ptida k roztoku
acyloxazolidinonu (103) (18,6 g, 0,068 mol) v tetrahydrofuranu (160 ml) pti —55 az —45 °C.
Roztok se 30 minut miché pfi —55 az —45 °C a potom se pfida k roztoku terc.butylbromacetatu
(14,6 g, 0,075 mol) v tetrahydrofuranu pfi teploté ~55 az —45 °C. Vznikly roztok se ochladi na
—65°C a nechd vpriibéhu 2 hodin ohfat na 10°C. Reakini smés se rozlozi pridavkem
nasyceného vodného roztoku chloridu amonného a extrahuje se ethylacetatem. Organicka vrstva
se vysusi siranem hofe¢natym, prefiltruje a rozpoustédlo se odstrani za snizeného tlaku. Zbytek
se prekrystaluje z heptanové smési a po odfiltrovani a vysuSeni za sniZeného tlaku se ziska 18 g
(68 %) acyloxazolidinonu (104).

'"H NMR (200 MHz, CDCls):  7,4-7,2 (m, 5H), 5,65 (d, 1H, J=7,09 Hz), 4,74 (m, 1H), 4,26 (m,
1H), 2,60 (m, 1H), 2,44 (m, 1H), 1,65-1,45 (m, 2H), 1,39 (s, 9H), 0,93 (m, 6H), 0,89 (d, 3H,
J=7,87 Hz).

Alternativné se miize pofadi pfidavani reakénich &inidel obratit. MaZe se tedy terc.butylbro-
macetat pfidavat k roztoku obsahujicimu diisopropylamin, n-butyllithium a acyloxazolidinon
(103). Izolace vysledného produktu se také miZe provadét destilaci a pfitomna rozpoustédla
(hexan a tetrahydrofuran) se mohou nahradit isopropylalkoholem. Acyloxazolidinon (104) potom
vykrystaluje z roztoku v isopropylalkoholu. Tuto alternativu ilustruje nasledujici experimentalni
postup.

K roztoku diisopropylaminu (23,1 g, 0,0229 mol) v bezvodém tetrahydrofuranu (30 ml) se pfi
0°C pod atmosférou dusiku pfida 2,5M roztoku n-butyllithia v hexanu (92 ml, 0,229 mol),
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pfi€emz teplota reakéni smési se udrzuje v rozmezi od —5 do 0 °C. Vysledny roztok se ptida
k roztoku acyloxazolidinonu (103) (60,0 g, 0,218 mol) v tetrahydrofuranu (400 ml) pfi teploté
—45 a7 —40 °C. Roztok se micha pii teploté ~45 az —40 °C po dobu 34 minut. Potom se k nému
pfida terc.butylbromacetat (44,6 g, 0,229 mol) pfi teploté v rozmezi od —45 do —40 °C. Vznikly
reakeni roztok se necha v prib&hu dvou az tii hodin zahfat na 10 °C. Reakéni smés se rozloi
piidavkem nasyceného vodného roztoku chloridu amonného. Organicka vrstva se odd&li od
vodné vrstvy a rozpoustédlo se odpafi za snizeného tlaku a nahradi isopropylalkoholem. Produkt
se necha vykrystalovat z isopropylalkoholu a odfiltruje se a vysusi za snizeného tlaku. Ziska se
53,8 g (63 %) acyloxazolidinonu (104).

Stupeii 4

K pfedchlazenému (5°C) roztoku acyloxazolidinonu (104) (60,0 g, 0,15mol) v 266¢g
tetrahydrofuranu se v priibéhu 35 minut pridd 30% roztok peroxidu vodiku (71 g), 94¢g
monohydratu hydroxidu lithného (0,22 mol) a voda (120 ml) takovym zpisobem, aby se reakéni
teplota udrzovala na 5 °C. Smés se 2,5 hodiny mich4 pfi 3 az 5 °C a potom se reak&ni smés
rozlozi pfidavkem roztoku sifi¢itanu sodného (50 g) a hydrogensiti¢itanu sodného (27 g) ve vodé
(310 ml) pfi teploté niZsi nez 29 °C. Prida se heptan (100 ml) a methyl-terc.butylether (100 ml) a
oddéli se vrstvy. Vodna vrstva se extrahuje methyl—terc.butyletherem (100 ml) a organické
vrstvy se spoji. Rozpoustédlo se oddestiluje a nahradi heptanem a vysledny heptanovy roztok
(400 ml) se ochladi na 5 °C. Vylougena pevna latka se odfiltruje a filtrat se extrahuje teplou
vodou (2 x 150 ml, 1 x 200 ml a 1 x 300 ml). Roztok se zkoncentruje odpafenim a tak se ziska
34,5 g (97 %) kyseliny (105) v olejovité forms.

'"HNMR (200 MHz, CDCl3): § 11,5 (br, s, 1H), 2,85 (m, 1H), 2,67-2,29 (m, 2H), 1,60 (m, 1H),
1,44 (s, 9H), 1,32 (m, 2H), 0,92 (m, 6H).

Stuperi 5

Kyselina (105) (72,4 g, 0,314 mol) se rozpusti v tetrahydrofuranu (360 ml) a roztok se ochladi na
0°C. Ke vzniklému roztoku se pfida 2,0M roztok komplexu boran—dimethylsulfid (178 ml,
0,356 mol) v tetrahydrofuranu pfi teploté 0 °C. Vznikly roztok se necha ohfat na 45 °C a potom
se ochladi na 25 °C. Po 2 hodinach a 45 minutéch se reakéni smés rozlozi ptidavkem methanolu
(300 ml) a rozpoustédlo se odstrani za sniZeného tlaku. P¥id4 se dalsi methanol (300 ml) a roztok
se zkoncentruje za snizeného tlaku. Ziska se 66 g (97 %) alkoholu (106) ve formg oleje.

'HNMR (500 MHz, CDCLy): 3 3,62 (m, 1H), 3,45 (m, 1H), 2,44 (br s, 1H), 2,36-2,21 (m, 2H),
2,05 (m, 1H), 1,64 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,24-1,04 (m, 2H), 0,91 (m, 6H).

Stupeii 6

Alkohol (107) (51,9 g, 0,24 mol) se rozpusti v pyridinu (130 ml) a vznikly roztok se ochladi na
5 °C. K tomuto roztoku se pfida p-toluensulfonylchlorid (57,2 g, 0,30 mol) a smés se 21 hodin
micha pfi 22 °C. Reakéni smés se rozlozi pfidavkem vody (95 ml) a 18% vodné kyseliny
chlorovodikové (300 ml) pfi teplot& pod 30 °C. P¥ida se methyl-terc.butylether (350 ml) a vrstvy
se oddeli. Vodné vrstva se extrahuje methyl-terc.butyletherem (350 ml). Organické vrstvy se
spoji, promyji 1% vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové (2 x 100 ml), nasycenym vodnym
roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (1 x 150 ml) a vodou (1 x 100 ml). Organicka roztok se
precisti odbarvovacim uhlim, prefiltruje a odpafi. Ziska se 77 g (86 %) tosylatu (107) ve formé
oleje.
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'HNMR (200 MHz, CDCl;): & 7,78 (d, 2H, J=8,25 Hz), 7,34 (d, 2H, J=8,25 Hz), 3,96 (m, 2H),
2,45 (s, 3H), 2,32-2,12 (m, 3H), 1,6-1,4 (m, 1H), 1,40 (s, 9H), 1,2-1,1 (m, 2H), 0,83 (m, 6H).

Stupeni 7

Tosylat (107) (65 g, 0,175 mol) se rozpusti v dimethylsulfoxidu (40 ml). Tento dimethylsul-
foxidovy roztok se spolu s pfidavnym dimethylsulfoxidem (10 ml) pfida k roztoku natriumazidu
(11 g, 0,26 mol) v dimethylsulfoxidu (450 g) pfi teploté 63 °C. Smés se 6 hodin micha pti 65 °C
a potom se k ni pfida voda (140 ml) a heptan (250 ml) a oddéli se vrstvy. Vodna vrstva se
extrahuje heptanem (250 ml) a organické vrstvy se spoji. Rozpoustédlo se odpafi za snizeného
tlaku, a tak se ziska 42 g (95 %) azidu (108) v olejovité formé.

'H NMR (200 MHz, CDCL;): § 3,32 (m, 2H), 2,22 (m, 2H), 2,15 (m, 1H), 1,63 (m, 1H), 1,46 (s,
9H), 1,19 (m, 2H), 0,89 (m, 6H).

Stuperi 8

Azid (108) (36,3 g, 0,15 mol) se piida k 88% vodné kyseliné mravenéi (365 ml). Smés se 4,5
hodiny micha pfi 30 °C. Potom se ke smési pfidd odbarvovaci uhli a smés se prefiltruje a
zkoncentruje za snizeného tlaku na olejovity zbytek. K tomuto zbytku se pfidé heptan (250 ml) a
smés se piedestiluje za snizeného tlaku, pficemz se ziska olej. K tomuto oleji se pfida voda
(125 ml) a heptan (250 ml) a smés se intenzivné promicha. Odde€li se vrstvy a vodna vrstva se
promyje heptanem (250 ml). Heptanové vrstvy se spoji a zkoncentruji za snizeného tlaku. Ziska
se 24,6 g (88 %) intermediarniho azidu (108a) ve formé oleje.

Alternativné se pfi hydrolyze miZe misto vodné kyseliny mravenéi pouZit vodné kyseliny
chlorovodikové.

Stupen 9

Intermediarni azid (108a) (12,7 g, 68,6 mol) se rozpusti v methyl-terc.butyletheru (80 kg). Smés
se katalyticky hydrogenuje za pfitomnosti 5% palladia na uhliku (2,0 kg, 50% produktu
zvlihéeného vodou) za tlaku vodiku 337 aZ 338 kPa, a7 do spotfebovani intermediarniho azidu
(108a). Smés se prefiltruje a pevnéa latka se promyje methyl-terc.butyletherem (30 kg). Pevna
latka se rozpusti v horkém roztoku isopropylalkoholu (75 kg) ve vodé (60 kg) a vznikly roztok se
prefiltruje. Roztok ve smési isopropylalkoholu a vody se ochladi na -3 °C a produkt se odfiitruje
a promyje chladnym isopropylalkoholem (16 kg). Pevna latka se vysusi za sniZzeného tlaku, a tak
se ziska 6,4 kg (59 %) aminokyseliny (109).

Tato redukce se miiZze provadét v riiznych rozpoustédlech. Uspéiné byla tato redukce provedena
v heptanu, smési ethanolu a vody, isopropylalkoholu, smési isopropylalkoholu a vody, smési
methanolu a vody, smési tetrahydrofuranu a vody a v methyl—-terc.butyletheru.

Vynilez je moZno riznym zplisobem obméfiovat a modifikovat na zakladé vySe uvedeného

popisu. Viechny takové modifikace a obmény spadaji do rozsahu tohoto vynalezu, pokud jsou
kryty pfipojenymi patentovymi naroky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Derivaty gamma—aminomaselné kyseliny obecného vzorce 1

R,
|

HZNCHZ—(IZ—CH2COOH (1),
R,
kde

R; pfedstavuje pfimou nebo rozvétvenou alkylskupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku, fenylskupinu
nebo cykloalkylskupinu se 3 az 6 atomy uhliku; a

R, predstavuje atom vodiku nebo methylskupinu;
pri¢emz kdyz R, predstavuje atom vodiku, R, je odli§ny od methylskupiny

a jejich jednotlivé enantiomery a farmaceuticky vhodné soli.

2. Derivaty gamma-aminomaselné kyseliny podle naroku 1 obecného vzorce I, kde R;
pfedstavuje pfimou nebo rozvétvenou alkylskupinu s 1 az 6 atomy uhliku a R, m4 vyznam
uvedeny v naroku 1.

3. Derivaty gamma-aminomaselné kyseliny podle naroku 2 obecného vzorce I, kde R,
pfedstavuje pfimou nebo rozvétvenou alkylskupinu se 4 atomy uhliku a R, méa vyznam uvedeny
v naroku 1.

4. Derivit gamma-aminomaselné kyseliny podle naroku 3, kterym je 4-amino-3—(2-
methylpropyl)butanovi kyselina.

5. Derivat gamma-aminomaselné kyseliny podle naroku 3, kterym je S—(+)-4—amino-3—(2—
methylpropyl)butanova kyselina. .

6. Derivat gamma—aminomaselné kyseliny podle naroku 3, kterym je R—(-)-4-amino—3—(2—
methylpropyl)butanova kyselina.

7. Zpusob vyroby chirdlnich derivati gamma—aminomaselné kyseliny podle naroku 1
obecného vzorce I, kde R, a R, maji vyznam uvedeny v nroku I, vyznacujici se tim,
Ze se azid obecného vzorce
i}z
N;CH,C

R‘L COan
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hydrolyzuje na intermediarni azid obecného vzorce
R;

|
N,CH,C
3C2|'—\
Ry

CO,H

a tento intermediarni azid se redukuje na amin obecného vzorce

Rs

R2
HyNCHC -t
§.,  CO:H

pfi¢emZ ve vy3e uvedenych vzorcich maji R; a R, vyznam uvedeny v néroku 2 a Bn pfedstavuje
benzylskupinu.

8. Zpuisob podle naroku 7, vyznaéujici se tim, e seazid hydrolyzuje piisobenim
hydroxidu sodného.

9. Zplsob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Zze zahmuje ptidavny stupeii
extrakce intermediarniho azidu do vodné baze.

10. Zpisob podle naroku 9, vyznalujici se tim, 2 zahrmuje pridavny stupei
okyseleni vodného extraktu.

11. Zpbsob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze se intermediami azid redukuje
za téméf neutralnich podminek na aminokyselinu.

12. Zpusob vyroby chirdlnich derivati gamma-aminomaselné kyseliny obecného vzorce 1 podle
naroku 1, kde

R, predstavuje ptimou nebo rozvétvenou alkylskupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku a
R, predstavuje atom vodiku nebo methylskupinu;
piicemz kdyZ R, pfedstavuje atom vodiku, R, je odli$ny od methylskupiny,

vyznacdujici se tim, Zese

B
NCH,C —emt
S

azid obecného vzorce
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hydrolyzuje na intermediarni azid obecného vzorce

fllz
NBCHZCI
R

H
. <o

a tento intermediarni azid se redukuje na amin obecného vzorce

Ry

|
HyNCHC —eetth
5. CO:H

pfi¢emz ve vySe uvedenych vzorcich maji R; a R; vyznam uvedeny vy3e.

13. Zpisob podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze se azid hydrolyzuje pisobenim
hydroxidu sodného.

14. Zpisob podle niroku 12, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje pfidavny stuperi
extrakce intermediarniho azidu do vodné baze.

15. Zplsob podle niroku 14, vyzmacdujici se tim, Ze zahrnuje ptidavny stupeit
okyseleni vodného extraktu.

16. Zpisob podle nroku 12, vyznaéujici se tim, Ze se intermediarni azid redukuje
za témér neutralnich podminek na aminokyselinu.

17. Sloucenina zvolena ze souboru zahrnujiciho

4—(fenylmethyl)ester 2—(2—-methylpropyl)butandiové kyseliny,
fenylmethylester 3—(azidomethyl)-5-methylhexanové kyseliny,
fenylmethylester 3—(hydroxymethyl)-5-methylhexanové kyseliny,
3—-(azidomethyl)-5-methylhexanovou kyselinu a
1,1-dimethylethylester 3—(azidomethyl)-5—-methylhexanové kyseliny,

Jjako meziprodukt pro vyrobu derivati gamma—aminomaselné kyseliny obecného vzorce I podle
naroku 1.

18. Sloucenina podle naroku 17, kterou je (S)-3—(azidomethyl)-5—methylhexanova kyselina,
Jjako meziprodukt pro vyrobu derivati gamma—aminomaselné kyseliny obecného vzorce I podle
naroku 1.

19. Slou¢enina podle naroku 17, kterou je 1,1-dimethylethylester (S)-3—(azidomethyl)}-5—

methylhexanové kyseliny, jako meziprodukt pro vyrobu derivati gamma-aminomaselné kyseliny
obecného vzorce I podle naroku 1.
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20. Derivaty gamma-aminomaselné kyseliny podle nékterého z naroki 1 az 6 pro pouziti jako
léCiva pro léCeni zachvatd, napiiklad zachvatl, které jsou disledkem epilepsie, cerebrélni
ischemické choroby, Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy choroby nebo spastického stavu;
tzkostnych stavii; stavii deprese; psychotickych poruch.

21. Farmaceuticky prostedek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje derivit gamma—
aminomaselné kyseliny obecného vzorce I pole naroku 1, kde jednotlivé symboly maji vyznam
uvedeny v naroku 1, spolu s farmaceuticky vhodnym nosi¢em.

22. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 21, vyznadujici se tim, Ze jako derivat
gamma-aminomdselné kyseliny obecného vzorce I obsahuje slougeninu, kde R, piedstavuje
pfimou nebo rozvétvenou alkylskupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku a R, pfedstavuje atom vodiku nebo
methylskupinu; pfi¢emz kdyz R, predstavuje atom vodiku, R; je odlisny od methylskupiny.

23. Farmaceuticky prostiedek podle niroku 22, vyznaéujici se tim, Ze jako derivat
gamma-aminomaselné  kyseliny = obecného  vzorce I  obsahuje  4-amino-3-(2-
methylpropyl)butanovou kyselinu.

24. Farmaceuticky prostfedek podle ndroku 23, vyznacujici se tim, Zejako derivat
gamma-aminomaselné kyseliny obecného vzorce 1 obsahuje S—(+)-4-amino-3—(2-
methylpropyl)butanovou kyselinu.

25. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 23, vyznacéujici se tim, Ze jako derivat
gamma-aminomaselné kyseliny obecného vzorce I obsahuje R—(-)-4-amino—3—(2-methyl-
propyl)butanovou kyselinu.

26. Pouziti derivati gamma—aminoméselné kyseliny obecného vzorce I definovanych v naroku
1, jejich jednotlivych enantiomert a farmaceuticky vhodnych soli pro vyrobu lé&iva pro 1é&eni
zachvatll, napiiklad zachvatl, které jsou disledkem epilepsie, cerebralni ischemické choroby,
Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy choroby nebo spastického stavu; izkostnych stavi; stavii
deprese; psychotickych poruch.

Konec dokumentu
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