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Wynalazek ujawnia zastosowanie pochodnych sapogeniny o ogélnym wzorze | lub Il

II

oraz ich farmaceutycznie dopuszczalnych soli, do wytwarzania leku do wzmacniania funkcji poznaw-
czej lub leczenia dysfunkcji poznawczej.
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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy zastosowania pochodnych sapogeniny.

Wynalazek zostanie opisany przede wszystkim w odniesieniu do leczenia choroby Alzheime-
ra (AD) i otepienia starczego typu Alzheimera (SDAT), w przypadku ktérych wykazano zubozenie
w szereg typdw receptoréw. Jednakze nalezy rozumieé¢, ze wynalazek ogélnie dotyczy leczenia sta-
néw przypisywanych wewnetrznym stanom patologicznym i/lub dziataniu niekorzystnych warunkéw
srodowiskowych, ktére to stany charakteryzujg sie niedoborem liczby lub dziatania receptoréw zwig-
zanych z btong lub z niedoborem przekazu w potaczeniach miedzy neuronami lub w potaczeniach
neuronoéw z komaérkami wykonawczymi.

Do stanéw wspomnianego powyzej typu nalezy choroba Parkinsona, choroba rozsianych ciat
Lewy'ego, podcisnienie ortostatyczne, autyzm, zespét przewleklego zmeczenia, miastenia, choroba
Lamberta i Eatona, choroby i problemy zwigzane z zespotem Wojny w Zatoce, praca ze zwigzkami
fosforoorganicznymi i problemy zwigzane ze starzeniem.

Choroba Alzheimera (AD) i otepienie starcze typu Alzheimera (SDAT) stanowig powazny i nasi-
lajgacy sie problem we wszystkich spoteczenstwach, w ktérych, z uwagi na wzrost przewidywanej dtu-
gosci zycia i zwalczanie zwykiych chorob, profil demograficzny coraz bardziej rozszerza sie w kierun-
ku starszej populacji. Pilnie poszukiwane sag srodki, z uzyciem ktérych mozna leczy¢é AD/SDAT lub
pomagaé w postepowaniu z chorymi.

Ostabienie pamieci zwigzane z wiekiem (AAMI) jest charakterystyczne dla starszych pacjentow,
ktoérzy, bedac psychologicznie i fizycznie sprawni, cierpig z powodu utraty pamieci. Jest to stabo zdefi-
niowany zespot, z tym ze srodki skuteczne w leczeniu AD/SDAT moga by¢ réwniez przydatne w przy-
padku tych pacjentéw.

Badania AD/SDAT prowadzone sg tradycyjnymi i zwyklymi metodami badan medycznych, z wyko-
rzystaniem znanych dyscyplin. W konwencjonalnej medycynie istnieje szereg podejs¢ do leczenia
AD/SDAT. Wiadomo, ze procesy biochemiczne obstugujace pamie¢ w korze mdzgowej sg (co najmniej
czesciowo) posredniczone cholinergicznie. Fachowcy wiedzg, ze mechanizmy ,posredniczone choliner-
gicznie” mozna bezposrednio przypisa¢ acetylocholinie dziatajgcej na receptory, i sg to dziatania bezpo-
Srednie. Inne klinicznie przydatne dziatania mogg by¢ réwniez powodowane przez modulowanie uwalnia-
nia acetylocholiny z presynaptycznych zakohczen nerwdw lub przez hamowanie enzyméw rozktadajacych
acetylocholine. Te czynniki modulujace moga dziata¢ poprzez neurony, gdy mediator jest niecholinergicz-
ny, co okresla sie jako dziatania posrednie. Pewne préby leczenia skoncentrowano na roli innych mediato-
réw, takich jak 5-hydroksytryptamina, bedaca mediatorem w innych obszarach mdézgu, takich jak jadra
srodmozgowia. Jednakze z uwagi na to, ze widkna z tych obszaréw wystajg w kierunku kory mézgowej,
w ktdrej podstawowym przekaznikiem jest acetylocholina, zwrécono uwage na kierowanie tym mediatorem
w poszukiwaniu odpowiednich lekéw.

Strategie cholinergiczne w leczeniu AD/SDAT skierowano do kilku punktéw wzdtuz szlaku po-
wstawania, uwalniania synaptycznego i usuwania uwolnionej acetylocholiny.

Jedno z podej$¢ obejmowato leczenie duzymi dawkami lecytyny iinnych prekursoréw acetylo-
choliny. Ma to jednak ograniczone zastosowanie w osigganiu przedtuzonej poprawy w sprawnosci
poznawcze;.

Inne podejscie obejmowato stosowanie lekéw roslinnych, takich jak ekstrakt z korzeni Polygalae,
ktory, jak to wykazano, wzmacnia aktywnos¢ transferazy cholinowo-acetylocholinowej (CAT) i wy-
dzielanie czynnika wzrostu nerwéw (NGF) w mdzgu. Doustne podawanie NGF nie wywiera wptywu na
neurony osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), gdyz jest to biatko o wysokiej masie czgsteczkowej,
ktére nie moze przekroczy¢ bariery krew-mézg. Jednak do poprawy zachowania zwigzanego z pamie-
cig zaproponowano srodki, ktére moga przejs¢ przez bariere krew-mdézg i wykazujg pobudzajgce dzia-
tanie na synteze NGF w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Wyniki trzeciego podejscia klinicznego, zgodnie z ktérym zastosowano inhibitory cholineste-
razy, takie jak chlorowodorek takryny, byly jedynie minimalnie lepsze niz w podejsciach opisanych
powyzej. Wykazano, ze substancje otrzymane z roslin stosowanych w chinskiej i zachodniej medy-
cynie, np. huperzyna, galantamina i fizostygmina, przynoszg pewna, cho¢ ograniczong, poprawe
w leczeniu AD/SDAT w badaniach klinicznych oraz na modelach laboratoryjnych. Wszystkie te sub-
stancje sg inhibitorami esterazy acetylocholinowej (AChE). U pacjentéw z AD/SDAT moze wyste-
powaé¢ zmniejszona synteza acetylocholiny (ACh), zmniejszona skuteczno$¢ uwalniania ACh
z zapas6w presynaptycznych, oraz zmniejszona liczba receptoréw postsynaptycznych (M) lub ich
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dziatanie. Stwierdzono réwniez zmniejszenie dziatania presynaptycznych receptoréw M,. Korzystne
dziatanie inhibitorow AChE przypisuje sie zwiekszeniu pozioméw acetylocholiny w synapsach
w mozgu, poprzez spowolnienie rozktadu uwolnionego przekaznika.

Wiadomo, ze $rodki, ktére modulujg dziatanie cholinergiczne, wplywajg na pamieé i przypomi-
nanie. Przyktadowo nikotyna pobudza nikotynowe receptory acetylocholinowe i uwaza sie, ze dziata-
nie wzmacniajace swiezg pamie¢ zwigzane z paleniem papieroséw jest wywotane dziataniem nikoty-
ny. Skopolamina, antagonista acetylocholiny, bedzie powodowa¢ amnezje i pogorszenie dziatania
poznawczego, objawiajace sie w testach psychomotorycznych wydluzeniem czasu prostej reakcji,
prawdopodobnie w wyniku pogorszenia uwagi, i jest stosowana w tym celu we wspomagajacej terapii
przeciwbélowej. Amnetyczne dziatanie skopolaminy mozna antagonizowac nikotyna.

Istniejg dwie grupy podtypéw receptorow nikotynowych (o i), z ktérych kazda skiada sie
z 4 podgrup, ktére rdznig sie specyficznoscig wzgledem ligandéw. Rola receptoréw nikotynowych
w OUN nie jest w petni zrozumiata na poziomie czasteczkowym. By¢é moze s$rodki wigzace sie
z receptorami nikotynowymi moga modyfikowaé szybkos¢ obrotu metabolicznego w miejscach recep-
toréw muskarynowych w mézgu. Receptory nikotynowe sg bramkowanymi przez ligand kanatami jo-
nowymi i ich uaktywnienie powoduje szybki (w ciagu milisekund) wzrost przepuszczalnosci komaérek
w stosunku do Na' i Ca’”, depolaryzacje i pobudzenie.

Inna klasa receptoréw cholinergicznych moze by¢ pobudzana przez muskaryne. Takie recepto-
ry muskarynowe (M) sg receptorami sprzezonymi z biatkiem G. Odpowiedzi receptoréw muskaryno-
wych sg wolniejsze; mogg by¢ one pobudzajace lub hamujace. Nie muszg by¢ one zwigzane ze zmia-
nami w przepuszczalnosci jonéw. Na drodze klonowania receptora cholinergicznego wykryto 5 typow
receptorow muskarynowych, i oznaczono je jako m;-ms. Dziatanie farmakologiczne jest zwigzane
z czterema sklonowanymi receptorami, ktére oznaczono jako M;-M,; w oparciu o specyficznos¢ farma-
kologiczna.

Z uzyciem okreslonych biatek receptorowych i monoklonalnych przeciwciat, mozliwe byto do-
ktadniejsze zlokalizowanie receptorow muskarynowych w mézgu jako m; (postsynaptyczne) i m, (pre-
synaptyczne). W sercu receptory M, sg postsynaptyczne. Presynaptyczne receptory muskarynowe
uwazane sg za hamujace, a wigzanie ACh z tymi receptorami spowalnia dalsze uwalnianie ACh, tak
ze uwalnianie ACh zachodzi wedtug mechanizmu z ujemnym sprzezeniem zwrotnym. W zwigzku
z tym selektywne substancje antagonistyczne receptora M,, preferencyjnie doprowadzane do mézgu,
moga by¢ przydatne w leczeniu choroby Alzheimera.

Wiadomo, ze w stanach chorobowych, takich jak AD/SDAT, nastepuje ogélny ubytek neuronéw
i ograniczenie cholinergicznego dziatania nerwu. Przypuszczano, ze miejsca wigzania o wysokim po-
winowactwie nikotynowym w pozostatych neuronach cholinergicznych moga zmieni¢ sie w miejsca
wigzania o niskim powinowactwie podczas leczenia takich choréb, wskutek czego nastgpi opéznienie
uwalniania przekaznika. Poprzez obnizenie powinowactwa nikotynowych miejsc wigzania, unikng¢
mozna procesu szybkiego zmniejszania czutosci.

Uaktywnienie agonistow przy receptorach nikotynowych w mézgu szybko wiacza sie i wytacza.
Zmniejszone powinowactwo receptoréw nikotynowych bedzie ostabia¢ proces zmniejszania czutosci.
Schwarz R. D. iinni (J. Neuro Chem 42, (1984), 1495-8) wykazali, ze miejsca wigzania nikotyny sg
presynaptycznie zlokalizowane na cholinergicznych (a takze 5-hydroksytryptaminergicznych i ka-
techolaminergicznych) koncéwkach aksondéw. Zmiana w miejscach o wysokim powinowactwie
w AD/SDAT moze réwniez wywolywa¢ zmiane w modulujagcym dziataniu, jakie nikotynowe miejsca
wigzania moga wywierac na inne uktady przekaznikéw.

Presynaptyczne mechanizmy cholinergiczne sg réwniez pod hamujgcg kontrolg neuronéw
GABAergicznych i sadzi sie, ze to hamowanie nasila sie w AD/SDAT. Wyeliminowanie lub ostabienie
tego hamowania zwieksza presynaptyczng korowa aktywnos¢ cholinergiczng i wzmachia procesy
pamieciowe.

Oddziatywania wiékien miedzyneuronalnych uaktywniane do przesytania impulséw przez niko-
tyne (zmniejszajgca powinowactwo wigzania) oraz znoszenie hamowania wiékien GABAergicznych
maja lokalizacje presynaptyczna.

Jest to uproszczony model przekazu osrodkowego, z tym ze dostarcza on podstawy do zrozu-
mienia wysitkébw podjetych w celu skutecznego zwiekszenia stezenia acetylocholiny w synapsach
osrodkowych. Jeszcze dobitniej ilustruje to koncepcje bezposredniego i posredniego dziatania. Istniejg
wady trzech wspomnianych powyzej znanych terapeutycznych podejsé do leczenia AD/SDAT: uzupet-
niajgcego podawania prekursora ACh, zastepowania agonisty i hamowania esterazy acetylocholinowe;.
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Takie sposoby leczenia mogg doprowadzi¢ do krétkotrwatego zwiekszenia dostepnosci ACh, co moze
uaktywni¢ mechanizmy ze sprzezeniem zwrotnym powodujgce zmniejszenie czutosci receptorow
postsynaptycznych. W oparciu o podstawy teoretyczne nie mozna przewidywa¢ dtugotrwatych korzy-
$ci, a po przerwaniu terapii korzysci zwigzane z kontrolowaniem AD/SDAT i AAMI zanikajg i stan mo-
ze nawet ulec pogorszeniu.

Wykazano, ze zwigzek o dziataniu agonisty M; i antagonisty M,/M3z poprawia sprawnos¢ pa-
mieciowg pacjentéw z SDAT (Sramak iinni, Life Sciences tom 2, nr 3, 195-202, 1997). Jednakze
zwigzek ten wywotuje niedopuszczalne cholinergiczne skutki uboczne, takie jak zmeczenie, biegunka
i mdtosci.

W bardziej radykalnym podejsciu do AD/SDAT i AAMI celem jest zwiekszenie liczby receptoréw
postsynaptycznych (M;) w mézgu. Z chinskiego opisu patentowego nr CN1096031A wiadomo, ze
sarsasapogenina (SaG) moze dodatnio regulowaé cholinergiczne receptory M.

Opublikowano zgtoszenia patentowe, w ktérych zastrzezono przydatnosé szeregu steroidowych
sapogenin o strukturze spirostanu, furospirostanu, spirosolanu lub solanidyny, w leczeniu chordb.
Szczegblne znaczenie majg wtym aspekcie dwie publikacje patentowe: chifski opis patentowy
nr CN1096031A ujawnia dwukierunkowe dziatanie regulacyjne sapogeniny spirostanowej, sarsasapo-
geniny, na receptory pB-adrenergiczne i M-cholinergiczne. Jednakze ujawnienie w tym dokumencie jest
lakoniczne. Drugim znaczacym dokumentem jest publikacja patentowa DE 4303214A1, w ktérej za-
strzezono zastosowanie wielu ré6znych saponin i sapogenin w leczeniu wielu ré6znych choréb, ktére
twoércy uwazajg za choroby o podtozu wirusowym. Ujawnienie to ma jednak watpliwg wartos¢, gdyz
dobrze wiadomo, ze nie ma zadnego sktadnika zakaznego w bardzo duzej liczbie stanéw charaktery-
zujacych sie zubozonym przekazem synaptycznym i w zwigzku z tym podstawowa przestanka powo-
tanego wynalazku obarczona jest wadami. Na dodatek nie podano tam zadnych danych, ktére mogty-
by pomdc fachowcowi wybraé korzystny zwigzek sposréd wielkiej liczby zastrzezonych zwigzkdw.

Wynalazcy stwierdzili, ze pewne pochodne sapogenin wykazujg zdolno$¢ regulowania recepto-
réw. W szczegdlnosci stwierdzono, ze zwigzki te zwiekszajg liczbe receptoréw M, w mézgu.

Wynalazek dotyczy zastosowania pochodnych sapogeniny o ogélnym wzorze | lub Il

II

oraz ich farmaceutycznie dopuszczalnych soli, gdzie w ogélnym wzorze (I) R;, Ry, R4, Rs, R,
R7, Rg i Ryp niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil,
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ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; R; oznacza
H, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewen-
tualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; Re, R1,, R11 i Ri3 niezaleznie oznaczajg H, OH lub
OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie pod-
stawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; R4 oznacza ewentualnie podstawiony alkil, =— oznacza
ewentualne wigzanie podwojne, a w ogélnym wzorze (Il) Ry, R,, R4, Rs, Rs, R7, Rg i Ryg niezaleznie
oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podsta-
wiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; R; niezaleznie oznacza H, =O
lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie
podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; Re, Ri», Ri1 i Ri3 niezaleznie oznaczajg H, OH lub OR,
gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podsta-
wiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; Ri; oznacza ewentualnie podstawiony alkil; Rys oznacza H,
ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl lub glukozyl; a =— oznacza ewentual-
ne wigzanie podwdjne, do wytwarzania leku do wzmacniania funkcji poznawczej lub leczenia dysfunk-
Cji poznawczej.

Korzystnie w zwigzku o ogélnym wzorze (1) R4, Rg, R12 i Ri3 0znaczajg H; Ry, Ry, Rs, Re, R7, Rg
i Ryo niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewen-
tualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; R; niezaleznie
oznacza H, =O lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony
acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; R;; oznacza H, OH lub OR, gdzie
R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony
karbamoil lub alkoksykarbonyl; R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil, a =— oznacza ewentu-
alne wigzanie podwajne.

Korzystniej w zwigzku o ogdélnym wzorze (I) Ry, Ry, R4, Rs, Rs, R7, Rg, Rio, Ri11, Rg, R12 1 Ry3
oznaczajg H, Rz oznacza H, -OH, -OMe, -OCOCHj5, =0, -O-CO,Et lub -O-CO-(CH,),-CO,H; R4 = CHs.

Takze korzystnie w zwigzku o ogélnym wzorze (Il) R4, Rg, R12 i R13 0znaczajg H; Ry, Ry, Rs, Re,
R7, Rg i Ryg niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil,
ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; R; oznacza
H, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewen-
tualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl; R;; oznacza H, OH lub OR, gdzie R oznacza
ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, karbamoil lub alkoksykarbonyl;
R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil; R;5 oznacza H, ewentualnie podstawiony alkil, ewentual-

nie podstawiony acyl lub glukozyl; a =—— oznacza ewentualne wigzanie podwadjne.
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Szczegolnie korzystnie zwigzek wybiera sie sposrod:
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a najkorzystniej zwigzek wybiera sie sposrod:
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Korzystnie lek stosuje sie do wzmacniania funkcji poznawczej u pacjenta cierpigcego na dys-
funkcje poznawczg zwigzang z wiekiem, a korzystniej do leczenia choroby wybranej sposrdd choro-
by Alzheimera, otepienia starczego typu Alzheimera, choroby Parkinsona, choroby rozsianych ciat
Lewy'ego, podcisnienia ortostatycznego, autyzmu, zespotu przewlektego zmeczenia, miastenii, choro-
by Lamberta i Eatona, choréb i probleméw zwigzanych z zespotem Wojny w Zatoce, pracy ze zwigz-
kami fosforoorganicznymi i problemoéw zwigzanych ze starzeniem.

Jeszcze korzystniej lek stosuje sie do leczenia choroby wybranej sposrdd choroby Alzheimera
lub otepienia starczego typu Alzheimera.

Fachowcy powinni zdawac sobie sprawe z zaleznosci miedzy saponinami i odpowiadajacymi im
sapogeninami, oraz ze te ostatnie sg rozpuszczalne w tluszczach, podczas gdy saponiny sg raczej
rozpuszczalne w wodzie. Z tego wzgledu sapogeniny mogq tatwiej przekracza¢ bariere krew-mazg.
Fachowcy powinni réwniez zdawaé sobie sprawe, ze pewne sapogeniny moga ulega¢ epimeryzacji
w warunkach hydrolizy kwasowej.

Zmiennos$¢ wiasciwosci farmakologicznych i dziatania farmakodynamicznego réznych typow
sapogenin lezy u podstaw koniecznosci wyboru $rodkéw najbardziej przydatnych w leczeniu
AD/SDAT. Odkrycie nowych faktéw odnosnie dziatania pochodnych sapogeniny umozliwito ustalenie,
ktére substancje sg najbardziej przydatne w leczeniu AD/SDAT i podobnych stanéw.

Stwierdzono, ze wyzej opisane wtasciwosci wykazujg pochodne sapogeniny, w ktérych konfor-
macja pierscieni A/B w uktadzie skondensowanych pierscieni jest cis.

Zatem znaczenie z punktu widzenia wynalazku majg pochodne sapogeniny okreslone nastepu-
jacymi wzorami ogélnymi (1) lub (11):

IT

oraz ich stereoizomery i mieszaniny racemiczne, atakze ich farmaceutycznie dopuszczalne
proleki i sole.

We wzorze og6lnym (I):

Ri1, Ra, R3, R4, Rs, Rg, R7, Rg i Ryg niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza
ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub
alkoksykarbonyl;

Ro, R12, Ry; i1 Ry3 niezaleznie oznaczajg H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podsta-
wiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil,

= o0znacza ewentualne wigzanie podwojne,

ale z wylgczeniem przypadku, gdy réwnoczesnie:

R1=R;=R4=Rs=Rg=R7=Rg=R10=R11 =Rg =Ry = Ry3 = H,

R3 = BOH,
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R1s = CHg

grupa metylowa przy C22 ma konfiguracje a,

przy C20 wystepuje konfiguracja o, a przy C25 wystepuje konfiguracja S.

Korzystnie w og6inym wzorze (1):

R4, Ry, R12 i Ri3 0znaczajg H,

R1, Rs, Rs3, Rs, Rg, R7, Rg i Ry niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewen-
tualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub al-
koksykarbonyl;

R1; oznacza H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie pod-
stawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil, a

=—— oznacza ewentualne wigzanie podwadjne, ale z wytaczeniem przypadku, gdy réwnoczesnie:

Ri1, Ry, Ry, R5, Re, R, Rg, RlO; Ri1, Rg, Ri> i R13 OZnaczaja_ H,

R3; oznacza BOH,

R4 0znacza CH;

grupa metylowa przy C22 ma konfiguracje a,

przy C20 wystepuje konfiguracja a, a przy C25 wystepuje konfiguracja S.

Korzystniej w og6lnym wzorze (1):

R1, Ry, Ry, R5, Re, R, Rg, RlO; Ri1, Rg, Ri> i R13 OZnaczaja_ H,

R3 oznacza H, -OH, -OMe, -OCOCH3;, =0, -O-CO-OEt lub -O-CO-(CH,),CO,H,

R4 0znacza CH;

ale z wylaczeniem przypadku, gdy réwnoczesnie:

Ri1, Ry, Ry, R5, Re, R, Rg, RlO; Ri1, Rg, Ri> i R13 OZnaczaja_ H,

R3 oznacza BOH,

R4 0znacza CHs,

przy C25 wystepuje konfiguracja S,

przy C20 wystepuje konfiguracja a, a grupa metylowa przy C22 ma konfiguracje a.

We wzorze ogd6linym (Il):

Ri1, Ra, R3, R4, Rs, Rg, R7, Rg i Ryg niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza
ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub
alkoksykarbonyl;

Ro, R12, R1; 1 Ry3 niezaleznie oznaczajg H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podsta-
wiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil;

R15 0znacza H, ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl lub glukozyl; a

= oznacza ewentualne wigzanie podwajne.

Korzystnie w ogolnym wzorze (II):

R4, Ro, R1> i Ris OZnaczaja H

Ri1, Ry, R3, Rs, Rg, R7, Rgi Ryg niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewen-
tualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamail lub al-
koksykarbonyl;

Ri; oznacza H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie pod-
stawiony acyl, karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil

R15 0znacza H, ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl lub glukozyl; a

—— o0znacza ewentualne wigzanie podwajne.

Szczegdlnie korzystne sa nastepujace zwiazki:

- —-

0} O

Hozc/\)Lo\“‘

EtO O

H
W znaczeniu uzytym powyzej i ponizej:
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»Acyl” oznacza grupe H-CO- lub alkil-CO-, w ktérej alkil ma podane znaczenie. Korzystne acyle
zawierajg nizszy alkil. Do przykfadowych grup acylowych nalezy formyl, acetyl, propanoil, 2-metylo-
propanoil, butanoil i palmitoil.

LAIKII" oznacza alifatyczng grupe weglowodorowsg, ktéra moze by¢ prosta lub rozgateziona, za-
wierajgca okoto 1-20 atoméw wegla w tancuchu. Korzystne grupy alkilowe zawierajg od 1 do okoto 12
atoméw wegla w tancuchu. Rozgateziony oznacza, ze jeden lub wieksza liczba nizszych alkili, takich
jak metyl, etyl lub propyl, przytaczonych jest do liniowego tancucha alkilowego. ,Nizszy alkil” zawiera
okoto 1-4 atomy wegla w fancuchu, ktéry moze by¢ prosty lub rozgateziony. Do przyktadowych alkili
nalezy metyl, etyl, n-propyl, i-propyl, n-butyl, t-butyl, n-pentyl, 3-pentyl.

~-Ewentualnie podstawiony” oznacza, ze grupa moze by¢ podstawiona jednym lub wiekszg licz-
ba podstawnikéw, ktére moga by¢ takie same lub rézne, wybranych z grupy obejmujacej atom chlo-
rowca, alkil, cykloalkil, hydroksyl, alkoksyl, grupe aminowa, grupe acyloaminowsg, aryl, grupe aroilo-
aminowa, karboksyl, alkoksykarbonyl, aralkoksykarbonyl, heteroaralkoksykarbonyl, ewentualnie pod-
stawiony karbamoail.

Okreslenie ,$rodek farmaceutyczny” oznacza srodek zawierajacy zwigzek o wzorze | lub Il i co
najmniej jeden skfadnik wybrany z grupy obejmujacej farmaceutycznie dopuszczalne nosniki, rozcien-
czalniki, srodki pomocnicze, zarébki lub rozczynniki, takie jak srodki konserwujace, wypetniacze, srod-
ki rozsadzajace, srodki zwilzajgce, srodki emulgujace, srodki suspendujace, srodki stodzace, srodki
aromatyzujace, srodki zapachowe, srodki przeciwbakteryjne, srodki przeciwgrzybicze, srodki posli-
zgowe i srodki dyspergujace, w zaleznosci od charakteru trybu podawania i postaci dawkowanych.

.Farmaceutycznie dopuszczalny” oznacza, w zakresie rzetelnej wiedzy medycznej, przydatny
do stosowania w kontakcie z komdrkami ludzi i nizszych istot zywych, bez niepozadanej toksycznosci,
podraznienia, odpowiedzi alergicznej itp., przy uwzglednieniu rozsadnego stosunku korzysci do ryzyka.

.Farmaceutycznie dopuszczalne postacie dawkowane” oznaczajg postacie dawkowane zwigzku
wedtug wynalazku, i obejmujg np. tabletki, drazetki, proszki, eliksiry, syropy, ciekte preparaty, w tym
suspensje, spreje, tabletki do inhalatoréw, pastylki, emulsje, roztwory, granulaty, kapsutki i czopki,
a takze ciekte preparaty do iniekcji, w tym preparaty liposomowe. Sposoby i receptury mozna znalez¢
w Remington, Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, najnowsze wydanie.

W uzytym znaczeniu okreslenie ,farmaceutycznie dopuszczalne proleki” oznacza te proleki
zwigzkéw przydatnych wedlug wynalazku, ktére sg, w zakresie rzetelnej wiedzy medycznej, odpo-
wiednie do stosowania w kontakcie z tkankami ludzi i nizszych istot zywych, bez niepozadanej tok-
sycznosci, podraznienia, odpowiedzi alergicznej itp., przy uwzglednieniu rozsgdnego stosunku korzy-
$ci do ryzyka, oraz skuteczne w przewidywanym zastosowaniu, a takze, gdy jest to mozliwe, postacie
amfoteryczne zwigzkéw wedtug wynalazku. Okreslenie ,prolek” oznacza zwigzek, ktory ulega fatwo
przemianie in vivo z wytworzeniem macierzystego zwigzku o powyzszym wzorze, np. na drodze hy-
drolizy w krwi. Grupy funkcyjne, ktére moga tatwo ulec przemianie, na drodze metabolicznego rozsz-
czepiania in vivo, stanowig klase grup reagujacych z grupg karboksylowg zwigzkéw wedtug wynalaz-
ku. Z uwagi na tatwosg¢, z jakg metabolicznie rozszczepialne grupy w zwigzkach przydatnych wedtug
wynalazku ulegajg rozszczepianiu in vivo, zwigzki zawierajgce takie grupy dziatajg jako proleki.
Szczegotowe omoOwienie prolekéw dostarczajg nastepujace publikacje: Design of Prodrugs, H. Bund-
gaard, red., Elsevier, 1985; Methods in Enzymology, K. Widder iinni, red., Academic Press, 42,
str. 309-396, 1985; A Textbook of Drug Design and Development, Krogsgaard-Larsen i H. Bundgaard,
red., rozdziat 5; Design and Applications of Prodrugs, str. 113-191, 1991; Advanced Drug Delivery
Reviews, H. Bundgaard, 8, str. 1-38, 1992; Journal of Pharmaceutical Sciences, 77, str. 285, 1988;
Chem. Pharm. Bull., N. Nakeya i inni, 32, p. 692, 1984; Pro-drugs as Novel Delivery Systems, T. Hi-
guchi iV. Stella, tom 14 A.C.S. Symposium Series, oraz Bioreversible Carriers in Drug Design,
Edward B. Roche, red., American Pharmaceutical Association i Pergamon Press, 1987, ktére wpro-
wadza sie jako zrddia literaturowe.

Okreslenie ,farmaceutycznie dopuszczalne sole” oznacza stosunkowo nietoksyczne, nieorga-
niczne iorganiczne sole addycyjne z kwasami, oraz sole addycyjne z zasadami zwigzkéw wedtug
wynalazku. Sole mozna wytwarzac in situ podczas koncowego wydzielania i oczyszczania zwigzkdw.
W szczegdblnosci sole addycyjne z kwasami mozna wytwarza¢ przez poddanie oczyszczonego zwigz-
ku w postaci wolnej zasady oddzielnej reakcji z kwasem organicznym lub nieorganicznym, oraz wy-
dzielenie powstatej w ten sposéb soli. Patrz np. S. M. Berge i inni, Pharmaceutical Salts, J. Pharm.
Sci, 66: str. 1-19 (1977), publikacja, ktérg wprowadza sie jako zrédto literaturowe. Sole addycyjne
z zasadami mozna rowniez wytwarza¢ przez poddanie oczyszczonego zwigzku w postaci wolnego
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kwasu oddzielnej reakcji z odpowiednig organiczng lub nieorganiczng zasada, oraz wydzielenie po-
wstatej w ten sposéb soli. Do soli addycyjnych z zasadami nalezg farmaceutycznie dopuszczalne sole
Z metalami i aminami.

Pewne pochodne sapogeniny interesujgce z punktu widzenia wynalazku moga wystepowaé
w postaci naturalnej w réznych gatunkach roslin, zwlaszcza z rodzajéw Smilax, Asparagus, Ane-
marrhena, Yucca i Agave. Do obecnie najbardziej interesujacych gatunkéw nalezg: Smilax regelii Kilip
& Morton - powszechnie znana jako sarsaparilla honduranska; Smilax aristolochiaefolia Miller - po-
wszechnie znana jako sarsaparilla meksykanska; Smilax ornata Hooker - powszechnie znana jako
sarsaparilla jamajska; Smilax aspera - powszechnie znana jako sarsaparilla hiszpanska; Smilax glabra
Roxburgh: Smilax febrifuga - Kunth - powszechnie znana jako sarsaparilla ekwadorska lub peruwian-
ska; Anemarrhena asphodeloides Bunge; Yucca schidigera Roezl ex Orteies; i Yucca brevifolia En-
gelm. Interesujgce pochodne sapogeniny moga réwniez wystepowaé w przyrodzie w innych rodzajach
roslin, np. Dioscorea, Trillium, Solanum, Strophanthus, Digitalis i Trigonella. Jednakze pewne pochod-
ne sapogeniny z tych zrédet majg niepozadane wiasciwosci i w zwigzku z tym nie sg zalecane do
stosowania zgodnie z wynalazkiem.

Pochodne sapogeniny wedtug wynalazku mogg by¢ réwniez dostepne w handlu; do dostawcéw,
dobrze znanych fachowcom, nalezg Sigma Aldrich, Research Plus Inc., Steraloids Inc., itp.

Podstawione sapogeniny stosowane wedtug wynalazku mozna wytwarza¢ na drodze syntezy.
Mozna je np. wytwarza¢ z niepodstawionych pochodnych sapogeniny, ktére moga wystepowac
w przyrodzie lub sg dostepne w handlu, jak to zaznaczono powyze;.

Jesli wychodzi sie z niepodstawionych sapogenin, reakcja moze obejmowac co najmniej jeden
etap podstawiania, w ktérym pochodng sapogeniny podstawia sie grupg funkcyjng; zazwyczaj sub-
stancje wyjsciowg stanowi niepodstawiona sapogenina o wymaganej stereochemii, i reakcja moze
obejmowaé podstawienie jednej grupy OH zadana grupg funkcyjng; smilagenina i epismilagenina sg
korzystnymi substancjami wyjsciowymi.

Uzyteczne zwigzki mozna wytwarzac z zastosowaniem lub dostosowaniem znanych sposobéw,
czyli sposobéw stosowanych dotychczas lub opisanych w literaturze, np. opisanych w podreczniku
R. C. Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers, 1989.

W opisanych ponizej reakcjach konieczne moze by¢ zabezpieczanie reaktywnych grup funkcyj-
nych, np. grup hydroksylowych lub karboksylowych, gdy sa one pozadane w produkcie koncowym,
aby unikna¢ ich niepozadanego udziatu w reakcjach. Stosowa¢ mozna zwykle grupy zabezpieczajace,
zgodnie ze znang praktyka; patrz np. T.W. Green i P.G.M. Wuts, ,Protective Groups in Organic Chem-
istry” John Wiley and Sons, 1991; J.F.W. McOmie, ,Protective Groups in Organic Chemistry” Plenum
Press, 1973.

Otrzymane w ten sposéb zwigzki mozna wydzieli¢ z mieszaniny reakcyjnej znanymi sposobami.
Zwigzki mozna np. odzyskaé¢ przez odparowanie rozpuszczalnika z mieszaniny reakcyjnej lub, w razie
potrzeby, po odparowaniu rozpuszczalnika z mieszaniny reakcyjnej, wylanie pozostatosci do wody,
a nastepnie ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym nie mieszajagcym sie z woda, oraz oddestylo-
wanie rozpuszczalnika z ekstraktu. W razie potrzeby produkt mozna dodatkowo dalej oczyszczaé
réznymi, dobrze znanymi sposobami, takimi jak rekrystalizacja, powtarzane wytracanie lub rézne
techniki chromatograficzne, a zwlaszcza chromatografia kolumnowa lub preparatywna chromatografia
cienkowarstwowa.

Srodek farmaceutyczny o dziataniu wzmacniajacym funkcje poznawcze zawiera skuteczng ilo$¢
pochodnej sapogeniny.

Pochodne sapogeniny wedtug wynalazku sg steroidalne; korzystnie nie wykazujg one dziatania
estrogenowego.

Srodek farmaceutyczny o dziataniu wzmacniajacym funkcje poznawcze zawiera skuteczng ilo$¢
pochodnej sapogeniny w postaci ekstraktu pochodzacego zrosliny z rodzaju Smilax, Asparagus,
Anemarrhena, Yucca lub Agave.

Spos6b wzmachiania funkcji poznawczych polega na podawaniu cztowiekowi lub innej istocie
skutecznej dawki srodka.

Spos6b wzmacniania funkcji poznawczych u cztowieka lub innych istot zywych polega na po-
dawaniu cztowiekowi lub innej istocie zywej skutecznej dawki pochodnych sapogeniny. Mozliwe jest
zastosowanie pochodnych sapogeniny w produktach lub napojach spozywczych, do wzmacniania
funkcji poznawczych.
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W uzytym znaczeniu okreslenie ,funkcja poznawcza” odnosi sie do dziatan, takich jak myslenie,
rozumienie, zapamietywanie, wyobrazanie i uczenie sie.

W kolejnej postaci wynalazek dotyczy srodka o dziataniu wzmacniajagcym funkcje poznawcze,
zawierajgcego co najmniej dwie, korzystnie dwie, pochodne sapogeniny wedtug wynalazku.

Przy identyfikacji zwigzkéw, ktére mogtyby znalez¢ zastosowanie w leczeniu SDAT iinnych
choréb charakteryzujgcych sie zmniejszeniem liczby receptoréw lub ostabieniem przekazu synaptycz-
nego, rozwazono koniecznos¢ identyfikacji zwigzkow, ktére wykazuja zgdane dziatanie, ale sg pozba-
wione dziatania estrogenowego, gdyz zwigzki te mogtyby by¢ niedopuszczalne, zwtaszcza u osobni-
kéw ptci meskiej. Szereg zwigzkéw zastrzezonych jako aktywne w zgtoszeniu patentowym DE
4303214A1 wykazuje znaczace dziatanie estrogenowe isg one w zwigzku z tym niedopuszczalne.
Jednakze korzystnie pochodne sapogeniny wedtug wynalazku nie wykazujg dziatania estrogenowego.
Zbadano ponadto dziatanie tych zwigzkéw w odniesieniu do innych receptoréw steroidowych i stwier-
dzono, ze nie wykazujg one aktywnosci w stosunku do nastepujacych receptoréw:

progesteronu

glukokortykoidu

testosteronu

Pochodne sapogeniny wedtug wynalazku zbadano réwniez pod wzgledem dziatania w szeregu
testach in vitro. Préby/doswiadczenia, ktére uznano za majace kluczowe znaczenie w ustaleniu ewen-
tualnej aktywnosci w podwyzszaniu liczby receptoréw zwigzanych z btona, byty nastepujgce:

Komorki jajnika chomika chinskiego (CHO) transfekowano fragmentem DNA kodujacym recep-
tor muskarynowy. Jako linie komérek w wiekszosci doswiadczen zastosowano linie komérek ekspry-
mujacy receptor m,.

Ponizej opisano sposoby przeprowadzania tych doswiadczen i otrzymane wyniki.

Doswiadczenia z linig komérek CHO

Zbadano wptyw réznych zwigzkéw na ekspresje receptorow m, na komérkach CHO transfeko-
wanych DNA dla receptora m,. Liczbe receptoréw oceniano na podstawie wigzania trytowanego QNR,
z odejmowaniem wigzania nieswoistego. Zwigzki rozpuszczano w DMSO i DMSO stosowano jako
kontrole. Zwigzki badano w pewnym zakresie ostatecznego stezenia. Zwigzki badano réwniez
w obecnosci i w nieobecnosci tamoksyfenu w celu préby odréznienia mechanizmu posredniczonego
przez receptor estrogenowy.

Zwigzki sg aktywne, gdy oddziatywanie na ekspresje receptora powoduje wzrost w poréwnaniu
z kontrolg o ponad 15%.

Wyniki zestawiono ponizej w tabeli 1.

Wptyw pochodnych sapogeniny n;eispiels?e %eceptoréw m_ na komérkach CHO
Zwigzek Stezenie molowe Aktywnos¢
1 2 3
10° aktywny

MeO

10° aktywny

Meo ™"
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cd. tabeli 1
1 2 3
10-5 aktywny
AcO
H
Octan sarsasapogeniny
10-5 aktywny
AcO
H
Octan smilageniny
10-5 aktywny
H
Octan epismilageniny
10-5 aktyWny
Smilagenon
E o nieaktywna
OH e o
HO B
H
Rokogenina
Z 10° p—
.0
HO T
H
1 I'Ketotigogenina
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1 2 3
10° nieaktywna
Hekogenina
o B X 10° nieaktywna
W
(o) 10° nieaktywna
HO
H
Sisalagenina
one 2 10° nieaktywna
Ac 3 0
12-Acetoksytigogenina
10° nieaktywna
10°® nieaktywna
Tigogenina
10° nieaktywna
H
Gitogenina
Z 10° nieaktywna
0 0
HO =
H
160-Hydroksyhekogenina
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cd. tabeli 1
1 2 3
= 10° nieaktywna
Diosgenina
10° nieaktywny
AcO
Octan diosgeniny
=z 10° nieaktywny
T
0}
BzO
Benzoesan diosgeniny
Z 10° nieaktywna
E 0
6-Metylodiosgenina
% 0 10° nieaktywna
=
OH 0 10° nieaktywna
HO
Ruskogenina
z 10° nieaktywna
oW
0
HO 0}
7-Ketodiosgenina
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cd. tabeli 1
1 2 3
10° nieaktywna
AcO =
H
11-Ketorokogenina
= 10° nieaktywna
On = 0 "
23-Bromo-11-ketorokogenina
2 10° nieaktywny
% 0
OAc
6[3-Acetoksytigogenon

Zatem doswiadczenia wykazuja, ze pochodne sapogeniny wedtug wynalazku byty zdolne do
zwiekszania liczby receptoréw muskarynowych eksprymowanych na powierzchni komérek CHO ho-
dowanych in vitro. Dziatanie to nie bylo antagonizowane przez tamoksyfen, co wskazuje, ze stosowa-
ny mechanizm nie obejmowat receptoréw estrogenowych.

Z przeprowadzonych prac doswiadczalnych wynika, ze zwigzki wedtug wynalazku dziatajg
w ten sposéb, ze normalizujg liczbe receptoréw muskarynowych - czyli zapobiegajg spadkowi liczby
receptorow w czasie, a takze moga powodowaé odtworzenie liczby receptoréw do normalnych pozio-
moéw, gdy przedostang sie do komarek, w ktérych liczba receptoréw ulegta zmniejszeniu.

Przypuszcza sie, ze aktywne zwigzki mogq dziata¢ poprzez wptywanie na biatko G, oraz ze
wptyw na liczbe receptoréw jest wtérny w stosunku do dziatania na biatko G. Gdy zwigzany z biong
receptor potaczony z biatkiem G zostaje pobudzony, zainicjowane zostajg dwa podstawowe zestawy
zjawisk: odpowiedz efektorowa i internalizacja receptora. Okazuje sie, ze zachodzaca nastepnie ob-
rébka receptora do stanu, w ktérym jest on ponownie na powierzchni komérki lub powierzchni innej
btony w postaci, w ktérej moze oddziatywac z ligandami innych receptoréw, zalezy od szeregu czynni-
kéw. Okazato sie, ze szereg tych czynnikéw lub mechanizméw zwigzanych jest z biatkiem G. Istniejg
dowody na to, ze uaktywnienie receptoréw ms moze wywiera¢ wptyw na ekspresje lub poziomy biatka
G. Przypuszcza sie, ze dziatanie opisanych zwigzkéw moze polega¢ na oddziatywaniu w procesach
regeneracji receptoréw, potaczeniu biatka G lub homeostazy biatka G.

Wedtug wariantowej hipotezy zwigzki intensyfikujg synteze lub uwalnianie, albo zmniejszajg
szybkos¢ rozktadu czynnikdw neurotropowych, takich jak czynnik wzrostu pochodzacy z mézgu i/lub
czynnik wzrostu nerwéw. To dziatanie na czynniki wzrostu moze by¢ spowodowane dziataniem zwigz-
ku receptor cytosoliczny lub jadrowy, albo wigzaniem sie zwigzku z obszarem promotora, z wynikaja-
cym stad bezposrednim wptywem na szybkos$¢ wytwarzania mRNA dla czynnika wzrostu lub w wyniku
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zwiekszania wytwarzania innego czynnika materialowego, takiego jak biatko G, badz tez efekty kon-
cowe mogq stanowi¢ efekt wtérny dziatania na receptor lub przetwarzanie biatka G.

Wazrost ekspresji i/lub nienormalne przetwarzanie prekursorowego biatka amyloidu (APP) jest
zwigzany z tworzeniem sie ptytek amyloidowych i mézgowo-naczyniowych ztogéw amyloidowych,
ktére stanowig gtéwne morfologiczne znamiona choroby Alzheimera. Szczegodlnie interesujace sg
procesy regulujace proteolityczne rozszczepianie APP na fragment amyloidogenowy i nieamyloidoge-
nowy. Rozszczepianie APP przez enzym a-sekretaz w sekwencji B-amyloidu biatka powoduje po-
wstanie nieamyloidogenowego fragmentu C-koncowego, oraz rozpuszczalnego fragmentu APPsa;
wykazano, ze ten ostatni fragment ma dziatanie neurotropowe i neuroochronne, atakze wzmacnia
pamie¢ u myszy po wstrzyknieciu do komory moézgowej (ICV). Natomiast przetwarzanie APP przez
B-sekretaze odstania N-koniec B-amyloidu, ktéry uwalniany jest przez rozszczepienie y-sekretazg
zmiennego konca C. Wykazano, ze powstate peptydy p-amyloidowe, zawierajace 39-43 aminokwasy,
sg neurotoksyczne i gromadzg sie w ptytkach, ktére zakt6cajg potaczenia miedzyneuronowe.

W szeregu badah wykazano, ze potaczonych z kinazg biatkowag (PKC) receptoréw muskaryno-
wych M; i M; powoduje wzrost aktywnosci a-sekretaz. W wyniku tego nasila sie przetwarzanie APP do
APPsa z jego dziataniem neuroochronnym. Réwnoczesnie ostabia sie przetwarzanie APP przez p- i y-
-sekretaze, a w efekcie zmniejsza sie ilos¢ B-amyloidu. Inne przekazniki, takie jak czynnik wzrostu
nerwow (NGF) i pochodzacy z mézgu czynnik neurotrofowy (BDNF), a takze bradykinina i wazopresy-
na mogg wywiera¢ podobne dziatanie zwiekszajgce udziat przetwarzania APP do APPsa. Szereg
efektoréw moze odgrywac role w dziataniach NGF, ktére moga obejmowac wigzanie czynnika z recep-
torem kinazy tyrozynowej (TrkA) i pobudzanie fosfolipazy Cy, z wynikajacym stad fosforylowaniem
i uaktywnianiem kinazy biatkowej C (PKC) i wzrost wzglednej aktywnosci o-sekretazy.

Mozna w zwigzku z tym oczekiwagé, ze jakiekolwiek leczenie zwiekszajgce selektywnie aktyw-
nosc¢ kinazy biatkowej C w m6zgu mogtoby by¢ przydatne w postepowaniu w chorobie Alzheimera. Do
niedawna selektywne substancje agonistyczne receptora M; nie byty dostepne. Mozna oczekiwag, ze
nieselektywne substancje agonistyczne bedag pobudzac presynaptyczne receptory M,, ktére powodujg
ujemne sprzezenie zwrotne i w zwigzku z tym mogaq silnie zaktéca¢ przekaz muskarynowy. Selektyw-
ne substancje agonistyczne receptora M; staty sie obecnie dostepne (talsaklidyna) i obecnie bada sie
przydatnos¢ takich srodkéw w leczeniu AD. Istnieje jednak znaczne ryzyko, ze z uwagi na to, iz przy
diugotrwatym podawaniu jakiegokolwiek agonisty receptora, obserwowane kliniczne korzysci beda
silnie ograniczone w odniesieniu do zakresu korzysci, w wyniku zmniejszenia liczby receptoréw lub
zmniejszenia selektywnosci, oraz w odniesieniu do skutkéw ubocznych, z uwagi na brak swoistosci
wzgledem receptora. W zwiazku z tym nalezy oczekiwac, ze zwigzki wedtug wynalazku, ktére selek-
tywnie regulujg liczbe i dziatanie receptoréw muskarynowych, nie dostarczg probleméw obserwowa-
nych w przypadku agonistbw muskarynowych i ztego wzgledu beda szczegdlnie przydatne.
W rzeczywistosci mozna zaobserwowacé potrojng korzysc.

1. Selektywny wzrost liczby receptoréw M;, prowadzacy do wzrostu przekazu synaptycznego.
Dtugotrwate podawanie selektywnego agonisty w najlepszym przypadku nie bedzie wykazywac¢ nieko-
rzystnego wplywu na przekaz;

2. Oprécz wzrostu liczby receptoréw, zwiekszone pobudzanie PKC, co w konsekwencji powodu-
je wzrost aktywnosci a-sekretazy, co prowadzi do:

2.1 Zmniejszenia wytwarzania B-amyloidu i w konsekwencji zmniejszenie tworzenia sie ptytek
i ubytku neuronéw;

2.2 Wzrost APPsa. i w konsekwencji poprawe dziatania mézgu, czego swiadectwem jest popra-
wa pamieci Swiezej i wstecznej.

Wynalazek zostanie lepiej zilustrowany przy pomocy nie ograniczajacego go przykfadu, z od-
niesieniem do zatgczonych rysunkéw i do podanego ponizej przyktadu; przy czym:

Fig. 1, 2 i 3 ilustrujg wyniki otrzymane w ponizszym przykiadzie 1,

Fig. 4 ilustruje hipotetyczny sposéb dziatania pochodnych sapogeniny;

Na fig. 4 przedstawiono schematycznie dziatanie pochodnych sapogeniny stosowanych wedtug
wynalazku. Sadzi sie, ze pochodne sapogeniny dziatajg przede wszystkim na jgdro komorki; jednakze
wynalazek nie ogranicza sie do jakiegokolwiek konkretnego sposobu dziatania. Uwaza sie, ze zaob-
serwowany wzrost liczby receptoréw muskarynowych w wyniku podawania pochodnych sapogeniny
prowadzi do zwiekszonej ekspresji biatka receptora muskarynowego. Ewentualny zwigzek sekretaz
z tworzeniem sie biatka B-amyloidowego (opisanym powyzej) przedstawiono na rysunku.
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Ponizsze przyktady podano w celu zilustrowania wynalazku w nieograniczajacy sposéb.

Przyktad 1

W linii komérek CHO eksprymujacych zrekombinowane ludzkie receptory muskarynowe in vitro,
liczba receptorow muskarynowych wykazuje tendencje spadkowa w czasie. Pochodne sapogeniny wedtug
wynalazku (1-10 uM) inkubowane przez 72 godziny zwiekszajg gestos¢ receptorow muskarynowych.

Metodyka:

Wptyw pochodnych sapogeniny wedtug wynalazku na gestosé¢ receptorow muskarynowych
w komérkach CHO eksprymujacych zrekombinowane ludzkie receptory muskarynowe.

Komorki jajnika chomika chinskiego (CHO) eksprymujacych w wysokim poziomie receptor (oko-
to 2,2 pmol receptora/mg biatka) hodowano w kolbach (150 ml) przez 24 godziny przed rozpoczeciem
doswiadczenia. Nosnik (DMSO) i pochodne sapogeniny (1 i 10 uM) dodano do osrodka na 48 godzin.
Osrodek hodowli odrzucono, komorki zdrapano i zdyspergowano w roztworze Hanksa, odwirowano
i poziomy receptoréw m oznaczono przez inkubowanie z [°H]-QNB przez 30 minut, a nastepnie zlicza-
nie w cieczowym liczniku scyntylacyjnym. Poziom biatka oznaczano metodg mikro-Lowry'ego.

Wyniki:

Wyniki te zilustrowano na fig. 1-3. W okresie hodowli pochodne sapogeniny wedtug wynalazku
zapobiegajg spadkowi liczby receptoréw muskarynowych w sposéb zalezny od stezenia.

Przyktad 2

3-O-Etoksykarbonylo-58,20a,22a,25R-spirostan-3p-ol

-
-
=

0]

A

EtO O

H

W trakcie mieszania do roztworu smilageniny (2,08 g, 5,0 mmoli) w bezwodnym dichlorometa-
nie (15 ml) i bezwodnej pirydynie (1,02 g, 12,9 mmola) wkroplono chloromréwczan etylu (1,40 g, 12,9
mmola). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 18 godzin, po czym roz-
dzielono jg pomiedzy wode (30 ml) i dichlorometan. Faze wodng wyekstrahowano dwukrotnie dichlo-
rometanem, po czym pofgczone warstwy organiczne przemyto wodg i wysuszono nad MgSO, (bez-
wodnym). Rozpuszczalnik odparowano pod préznig i otrzymano olej (2,1 g), ktéry szybko skrystalizo-
wat. Materiat ten poddano chromatografii na krzemionce (okoto 70 g). W wyniku eluowania mieszani-
ng octan etylu-heksan (1:9) i rekrystalizacji z metanolu otrzymano biate krysztaly 3-O-etoksykarbo-
nylo-5B,20a,220,25R-spirostan-3p-olu (1,08 g): temperatura topnienia 154-156°C; m/z 488 (M" dla
C30Hag0s);

'"H NMR (270 MHz, CDCl3) 6 0,76 (3H, s, 18-CH3), 0,78 (3H, s, 27-CHs), 0,95 (3H, s, 21-CHa),
0,98 (3H, s, 19-CHjy), 1,0-2,05 (27H, ztozony m, alifatyczne), 1,31 (3H, t, J = 7 Hz, CO,-C-CHy), 3,33-
3,46 (2H, m, 26-OCH,), 4,18 (2H, q, J = 7Hz, CO,CH,), 4,40 (1H, m, 16-OCH), 4,95 (1H, m, H-3) ppm;

3C NMR (270 MHz, CDCl3) 14,3 (C-C-0,C), 14,5, 16,5, 17,1, 20,9, 23,7, 25,0, 26,4, 28,8, 30,3,
30,6, 31,4, 31,8, 35,0, 35,3, 37,0, 40,0, 40,3, 40,7, 41,6, 56,4 (C-14), 62,3 (C-17), 63,6 (C-O,C), 66,9
(C-26), 74,8 (C-3), 80,9 (C-16), 109,2 (C-22), 154,8 (karbonyl) ppm;

R; 0,65 (krzemionka, octan etylu-heksan, 1:9)

Przyktad 3

Bursztynian epismilageniny

-
=~
-
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Roztwér epismilageniny (200 mg, 0,48 mmola) i bezwodnika bursztynowego (60 mg, 0,59 mmo-
la) w bezwodnej pirydynie mieszano przez noc w temperaturze pokojowej w atmosferze azotu. Doda-
no kolejng porcje bezwodnika bursztynowego (120 mg, 1,18 mmola) i mieszanine reakcyjng mieszano
przez kolejne 24 godziny. Po dodaniu kolejnej porcji bezwodnika bursztynowego (120 mg, 1,18 mmo-
la) mieszanine reakcyjng ogrzewano w 50°C w trakcie mieszania przez kolejne 24 godziny. Po ochto-
dzeniu mieszaniny reakcyjnej dodano wody (10 ml) i roztwér wodny wyekstrahowano eterem dietylo-
wym (4 x 20 ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto woda (3 x 20 ml), wysuszono (MgSQy,
bezwodny) i przesaczono. Rozpuszczalnik odparowano pod préznig i otrzymano pomaranczowy olej
(1,8 g), ktéry poddano chromatografii na zelu krzemionkowym z uzyciem mieszaniny octan etylu/eter
naftowy (1:4) jako eluenta. W wyniku rekrystalizacji produktu z acetonu otrzymano biate krysztaty
bursztynianu epismilageniny (87 mg); temperatura topnienia 180-182°C;

widmo "H NMR (CDCls, 270 MHz): dane czesciowe & 4,75 (1H, m), 4,6 (1H, m), 3,50 (1H, dd),
3,40 (1H, 1), 2,6 (4H, br dd), 0,98 (3H, d), 0,95 (3H, s), 0,80 (3H, d), 0,75 (3H, s) ppm;

widmo *C NMR (CDCls, 68 MHz): § 171,81, 109,27, 80,91, 74,90, 66,85, 62,25, 56,29, 41,84,
41,62, 40,65, 40,51, 40,18, 35,44, 35,01, 34,72, 32,17, 31,77, 31,38, 30,25, 29,33, 28,79, 26,93, 26,55,
23,58, 20,58, 17,11, 16,43, 14,48 ppm;

R 0,11 (krzemionka, octan etylu/eter naftowy, 3:7)

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie pochodnych sapogeniny o ogélnym wzorze | lub II:

oraz ich farmaceutycznie dopuszczalnych soli,

gdzie:

w og6lnym wzorze (1):

Ri1, Rz, R4, Rs, R, R7, Rg i Ry niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewen-
tualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub al-
koksykarbonyl;

Rs; oznacza H, =O lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie pod-
stawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

Ro, R12, Ry; i Ry3 niezaleznie oznaczajg H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podsta-
wiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil,

=—— oznacza ewentualne wigzanie podwajne,
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a w ogélnym wzorze (l1):

R1, R, R4, Rs, R, R7, Rg i Ry niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewen-
tualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub al-
koksykarbonyl;

R niezaleznie oznacza H, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentu-
alnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

Ro, R12, R1; 1 Ry3 niezaleznie oznaczajg H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podsta-
wiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil;

R15 0znacza H, ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl lub glukozyl; a

===0znacza ewentualne wigzanie podwadjne,
===do wytwarzania leku do wzmacniania funkcji poznawczej lub leczenia dysfunkcji poznawczej.

2. Zastosowanie wediug zastrz. 1, w ktérym w zwigzku o ogélnym wzorze (l):

R4, Ry, R12 i Ri3 0znaczajag H;

Ri1, Rz, Rs, Rg, R7, Rg i Ryg niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznhacza ewentu-
alnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alko-
ksykarbonyl;

R niezaleznie oznacza H, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentu-
alnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R1; oznacza H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie pod-
stawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R4 0znacza ewentualnie podstawiony alkil, a

=—— oznacza ewentualne wigzanie podwajne.

3. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 albo 2, w ktérym w zwigzku o ogdinym wzorze (l):

Ri1, Ry, Ry, R5, Re, R, Rg, RlO; Ri1, Rg, Ri> i R13 OZnaczaja_ H,

R3 oznacza H, -OH, -OMe, -OCOCH3, =0, -O-CO;Et lub -O-CO-(CH,),-CO,H

R14 = CH3

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, w ktérym w zwigzku o ogdinym wzorze (ll):

R4, Rg, R12 1 Ry3 0znaczajg H,

Ri1, Ry, Rs, Rg, R7, Rg i Ryg niezaleznie oznaczajg H, OH, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentu-
alnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alko-
ksykarbonyl,

R; oznacza H, =0 lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie pod-
stawiony acyl, ewentualnie podstawiony karbamoil lub alkoksykarbonyl;

Rj; oznacza H, OH lub OR, gdzie R oznacza ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie pod-
stawiony acyl, karbamoil lub alkoksykarbonyl;

R14 0znacza ewentualnie podstawiony alkil

R15 0znacza H, ewentualnie podstawiony alkil, ewentualnie podstawiony acyl lub glukozyl; a

—— o0znacza ewentualne wigzanie podwajne.
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5. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, gdzie zwigzek wybiera sie sposrod:

MeO

.\\\\\\\

AcO

-
=

AcO Octan smilageniny

AcO™ Octan epismilageniny

.u\\\‘\

Smilagenon

Et0,CO

21
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6. Zastosowanie wedtug zastrz. 5, gdzie zwigzek wybiera sie sposrod:

=

o
a

0]

EtO O /\)L AN
H HO,C o

7. Zastosowanie wediug zastrz. 1 - 6, w ktérym lek stosuje sie do wzmacniania funkcji poznaw-
czej u pacjenta cierpigcego na dysfunkcje poznawcza zwigzang z wiekiem.

8. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 - 7, w ktérym lek stosuje sie do leczenia choroby wybranej
sposrod choroby Alzheimera, otepienia starczego typu Alzheimera, choroby Parkinsona, choroby roz-
sianych ciat Lewy'ego, podcisnienia ortostatycznego, autyzmu, zespotu przewlektego zmeczenia, mia-
stenii, choroby Lamberta i Eatona, choréb i probleméw zwigzanych z zespotem Wojny w Zatoce, pracy
ze zwigzkami fosforoorganicznymi i problemow zwigzanych ze starzeniem.

9. Zastosowanie wedtug zastrz. 8, w ktérym lek stosuje sie do leczenia choroby wybranej spo-
$rod choroby Alzheimera lub otepienia starczego typu Alzheimera.

H
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Zrmiany liczby receptoréw muskarynowych m2 po § dniach hodowli przy stezeniu 10 yM
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Zmiany liczby receptorow muskarynowych m2 po 3 dniach hodowli przy stezeniu 10 uM
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