SeruBLA ZVEREJNENA PRIHLASKA | @ *=
VYNALEZU ‘ 12) 5(51)
CO7F 9/40
CO7F 9/38

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTV{

(22) 09.10.92
(32) 11.10.91
(31) 91/776528
@33) Uus

(40) 11.08.93

C 07D 235/14
C 07D 235/12
A61K 31/675

1)

(72)

(54)

7

AMERICAN HOME PRODUCTS CORPORATION ,New
York, New York, US;

Baudy Reinhard Bernhard, Yardley, Pennsylvania, US;
Fletcher Horace III, Pottstown, Pennsylvania, US;
Yardley John Patrick, Gulph Mills, Pennsylvania, US;

Benzimidazolfosfonoaminokyseliny, zpiisob
vyroby a farmaceutické prostfedky s jejich
obsahem: ’

Resenf se tgkd benzimidazolfosfonoaminokyselin obecného
vzorce I, v néZm R znamen4 atom vodiky, alkyl o 1 aZ 4 ato-
mech uhlfku, benzyl nebo pivaloyloxymethyl, R!a R?zna-
menajf nezdvisle atom vodfku, alkyl nebo alkoxyskupinu
vidy o 1 aZ 4 atomech uhifku, trifluormethyl, triflu-
ormethoxyskupinu, methansulfonylaminoskupinu, acetyla-
minoskupinu nebo atom halogenu nebo spoleiné tvo¥f
methylendioxyskupinu, jakoZ i soif téchto- slougenin, pfija-
telnych z farmaceutického hlediska, ReSenf se rovn&z tyké
zplisobu v§roby t&chto l4tek a farmacuetickych prostfedkd s
antagonistickfm d¢inkem proti NMDA, které tyto 1itky ob-
sahujf. '
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prostrfedky s jejich obsahem

Oblast techniky

¢

Vyndlez se tykd benzimidazolfosfonoaminokyselin, Ktersg
Jsou kompetitivninmi antagonisty HMDA, zpdsobu vyroby t3chto
ldtek a farmaceutickych prostfedkd, ktersd tyto ldtky obsahuji
3 je moZno je pouZit k 1é&hs rdznych neurologickych onemocnani.

Dosavadni stav techniky

L-glutamdt a L-aspartit, endogenhi aminokyseliny kysels
povany Jsou hlavnimi: pfenagedi nervovych vzruchd, - jak bylo
opakovan& prokdzidno. Pisobeni téchto excitaénich aminokyselin
je zprostfedkovdno pfes ndkters subtypy receptord, jednim z
nejléne prostudovanych receptord z této skupiny je receptor
H-methyl-D-aspartdtu, HMDA. PE{li% velks aktivace komplexu
téchto receptort miZe byt pfidinou prilis velké stimulace ne-
urond s pathologickymi disledky. Pokusné vysledky napovidaji,
2s_v ptipadé, Ze dojde k prodlouZendmu otevieni iontovych ka-
ndld, zpdsobenému égpnistickym pdsobenim na receptory HMDA,
miZe dojit k abnormdlnimu usnadnini préniku vapniku a v dd-
sledku toho zvySend hladina védpniku uvnitg buiky pak hraje
nepriznivou dlohu pEi toxickém poskozent néuronﬁ po prilis
vysokém vzruchu s nédslednou degeneraci neurond a pozd&ji s

“ jJejich uhynutim.

Pfedpoklddd se pdsobeni uvedenych aminokyselin v ne-
uropathologii traumaticksho, endogenns genetického plvodu
a taks pEi pﬁsdbeni zevniho prostfedi. Také poZkozeni mozku
eﬁo anoxii, hypoglykemii, traumaticks poskozeni, mrtvice,
epileptickeém zéchvatu,‘specifickych metabolickych poruchdch
@ pri nékterych chronickych neurodegenerativnich onemocnéni
miZe byt do zna&né miry zptsobeno excitotoxickym mechanismem.
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Celé rady pokusd prokdzaly, ze blokadou uvedené skupiny
receptord HMDA je moZno podstatns sniZit poskozeni neurond a
Jejich uhynuti, k némuz dochdzi na zvifecich modelech pfi na-
podobeni rdznych neuropathologickych situaci. Tato pozorovi-
ni ukazuji, %e v nékolika typech uvedenych ooruch posxytuji
latky, antagonlzu31c1 NMOA d&innou ochranu neurond. To Znamenig,
Ze ldtky, antagonizujicit ex~1totox1 xé 1icinky, sprostfedkovansg
prfes receptory HMOA je s vyhodou moZno uZit pii ischemii mozku,
mrtvici, porandni mozku nebo michy a obecn3 u viech nemocnych,
u nich? je hladina excitagnich pfenasedl zvy3ena. Specificks
pfiklady zahrnuji také senilni demenci Alzheimerova typu, Par-
Kinsonsky komplex, Huntingtonovu choreu a dali{ dominantni ne-
bo recesivni spinocerebellsrni degenerace, u nich? mohaou latky,
antagonlzu3101 MMDA dosdhnout orevence nebg alespod zpomalent
postuou nemaoci.

Podstata vyndlezu

Podstatu vyndlezu tvofif benzimidazolfosfonoaminokyseliny
obecného vzorce I

- Rl
J— 2\ NHZ
CHZCHCOZR (D
1
R | o
CHZF-OH
OH
kde
R znamend atom vodiku, ni?&i alkyl, benzyl nebo pivaloyl-
\ oxymethyl, .

v v .

R™ a R2 znamenaji nezdvisle na sob& atom vodiku, n1251 alkyl,
niZsi alkoxyskupinu, trifluormethyl, trifluormethoxyskuplnu,




methansulfonylamihoskupinu, acetylaminoskupinu, nebo
atom halogenu nebo tvofi tyto symboly spolecng methy-
lendioxyskupinu,

jakoZz 1 sdli t3chto ldtek, pfijatelné z farmaceutickéno hle-
diska. Tyto ldtky jsou kompetitivnimi antagonisty HiDA.

Pod pojmenm "nizsg alkyl" a "niz5i alkoxyskupina" se ro-
zumi skupiny, obsahujici 1 aZ 4 atomy unliku v uhlikovém fe-
t3zci. Atomem halogenu miZe byt atom fluoru, chloru, bromu
nebgo joadu.

Sloudeniny podle vyndlezu jsou chirdlni ldtky a vyndlez
zahrnuje nejen jejich racemické smé&si, nybrz také jejich jed-
notlivé snanciomery. Enanciomery se oznaluji podle b&ind uzi-
vaniho R/S-systému.

SlouZeniny podle vyndlezu je moZna pfipravit n&kolika
syhtetickymi postupy. Ve vynodném provedeni se uvddi do re-
akce chrdndny prekursor benzimidazol-0-alaninu s alkylfosfo-
ndtovym esterem s ndslednym odstran&nim ochrannych skupin za
vzniku poZadovanych vyslednych ldtek, postup je zndzornén
ndsledujicim reak&nim schematem:
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xde
3 a R4 znamenaji bding ochranné skupiny na aminoskuping,

napfiklad v pfipads R’ nizsf alkyl a benzyl a v pFipads
Ra terc.butoxykarbonyl nebo~benzyloxykarbonyl

RB znamend ochrannou skupinu na fosfonovs &ysellne, kterou
miZe byt niz3{ alkyl, benzyl nebo 4- nltrobenzyl

X zZznamend snadno odétépltelnou skupinu na pouzité alkyl-

fosfonové kyselind jako reak&nt sloZce, mizZe jit o atom
halogenu, methylsulfonyl, tollylsulfonyl nebo trifluor-
sulfonyl, zvldsts vyhodny je trifluorsulfonyl.

‘Chrédnény prekursor benzimidazolylalaninu je moZne ziskat

v optickly &ists form3 enenacioselektivni syntézou z N-chrins-
ného esterového derivitu Kyseliny asparagové v konfiguraci- M
mebo S zplsobem podle publikace Hestor a dal3{, J. Med. Chem.




27, 320 (1984). Odstran&ni ochranné skupiny z alkylfosfonylo-
vaného meziproduktu je moZno uskutednit hydrolyzou v kyselém
nebo'zésaditém prostfedi, hydrogenolyzou a/nebo plisobeninm
trimethylsilylbromidu v zdvislosti na povaze ochranné skupiny,
kterou je nutno odstranit. Tyto stupné je moZno kombinovat

nebo provddét v rdzném pofadi, tak jak je to vhodné nebo nutnég.

3 4

V ptipadd, 7e R” znamend benzyl, R™ znamend banzyloxykarbonyl
a Rs znamend 4-nitrobenzyl, je moZno provdést dplné odstranani

gchrannych skupin hydrogenolyzou v jediném stupni.

Je také moZno postupovat tak, 2e se uvede do reakce o-fe-
nylendiamin s alkylfosfondtovym esterem jako druhou reakéni
slo?kou za vzniku diaminomeziproduktu, ktery se pak nechd da-
. le reagovat zpdsobem podle svrchu uvedené publikace tlestor a
dalsfch za vzniku chrdn2ného meziproduktu, ktery se pak zbavi

ochrannych skupin podle ndsledujiciho reakZniho schamatu:
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V téch pfipadech, v nich® je substituce pro Rl a R2
na benzimidazolovém systému asymetricks a alkylaci pusobeninm
alkylfosfondtovsho esteru by p#fi svrchu uvedené reakci vznikla
diastereomerni smés Produktd, bylo by zapotfehi frakéni krys-
talizace nebo chromatografie k oddsleni jednotlivych produktd.
Tomu je moZno zabrdnit tak, e se uziji pfisluszns vychozi létky,
poskytujici poZadovany prekursor. Postupuje se tedy tak, %e se
uvede do reakce pfislusng substituovany o—nitroanilin nebo
o-halogennitrobenzen s alkylfosfondtovym esterem nebo aming-
fosfondtovym esterenm jako druhou reaként sloZkou, &im? se zis-
k4 pPislusny meziprodukt, ktery se pak podrobi dalsi reakci
Zpdsobem podle svrchu zmindns publikace Nestora a daldich s
ndslednym odstrandnim ochrannych skup;n Za vzniku poZadovanych
vyslednych produktu, padle ndsledujiciho reakiniho schematu:
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. nebo
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Vychozi materidly pro svrchu uvedené postupy se b&ing
doddvaji nebo je moZno Je pfipravit zndmymi postupy, uvede-
nymi v chemické literatufe.

SlouSeniny podle vyndlezu mohou tvofit farmakologicky
pfijatelnd soli z farmakologicky pfijatelnych organicxych i
anorganickych kyselin, jako jsou kyselina chlorovodikovid,
bromovodikové, sulfonovd, sirovd, fosfore&nd, dusiénd, ma-
leinovd, fumarovd, benzoovd, askorbovd, pamoovd, jantarova,
methansulfonovd, octovd, propionovd, vinnd, citronovd, mléd-
nd, jableZnd, mandlovd, skoficovd, palmitovd, itakonovd a
benzensulfonovd. Sloueniny podle vyndlezu jako fosfonokarbo-
xylové kyseliny jsou schopné tvofit karboxyldty alkalickych
kovi a kovd alkalickych zemin s farmakologicky pEijatelnymi
kationty, odvozenymi od amoniaku a od bazickych amint. PPFi-
kladem t&chto kationtd.mohou byt kation amoniovy, mono-, di--
a triethylamoniovy, mono-, di- a trimethylamoniovy, mono-,
di- a tripropylamoniovy (n- i iéo-), ethyldimethylamoniovy,
benzyldimethylamoniovy, cyklohexylamoniovy, benzylamoniovy,
dibenzylamoniovy, piperidiniovy, morfoliniovy, pyrrolidiniovy,
piperaziniovy, l-methylpiperidiniovy, A-ethylmorfoliniévy,
l-isopropylpyrrolidiniovy, 1l,4-dimethylpiperaziniovy, l-n-
-butylpiperidiniovy, 2-methylpiperidiniovy, l-ethyl-2-methyl-
piperidiniovy, mono-, di- a triethanolamoniovy, ethyldiethanol-
amoniovy, n-butylmonoethanolamoniovy, tris(hydroxymethyl)-
methylamoniovy, fenylmonoethanolamoniovy a podobné.

Sloudeniny podle vyndlezu jsou kompetitivnimi antagonisty
HMDA, pouzitelnymi pfPi lé&bé& kie&i, ischemie mozku, mrtvice
nebo poranéni michy, pfi poruchdch centrdlni nervové soustavy,
jako je senilni demence, Alzheimerova nemoc, Huntingtonova
chorea a jiné dominantni nebo rec:-sivni spinocerebelldrni de-
generace. Uvedané-létky mohou byt zvldsté uziteéné jako pre-
anestetické a neuroprotektivni ldtky pfi riskantnich chirur-
gickych zdkrocich, napfiklad pfi chirurgii mozku a michy nebo
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po drazech a vSude tam, kde moZnost docasné zistavy srdedn{
€innosti nebo dychdni mGZe zplGsobit Cdstecné, dodasné nebo
dplné pferuseni krevniho zdsobeni mozku. Dals{ vyhodou pfFi
pouZiti t&cnto ldtek pfed celkovay anestezii je JEJlCh mir-
né anxiolytické a sedativni pisobeni a také to, Ze pGsobi
pouze krdtkodobé poruchy pam3ti a mimoto mohou zvysit ddinek
anestetik, takZe je moZno Jje pouZit v niZ3ich ddvkich.

Uvedené ldtky je tedy mozno vyuzit pfi prevenci pfilis
velké stimulace receptord excitadnich aminokyselin v mozku
i v mise.

Slougeniny podle vyndlezu Je mozno poddvat jako takovs
nebo spolu s farmaceutickym nosicem a je moZno je zpracovdvat
na lékové formy, vhodné pro perordlni poddni, napfiklad table-
ty, kapsle a podobns. Slouéeniny je moZno zpracovdvat spolu
S b8Znymi nosi&i, jako jsou uhligitan horacnaty, stearan horec-
naty, mastek, cukr, laktosa pektin, dextrin, Skrob, Zelatina,
~ tragakantovd pryz, methylcelulosa, sodnd sal karboxymethyl-
celulosy, vosk s nfzkou teplotou tdni, kakaové mdslo a podobns
Je moZno uZit taksd rizng fedidla, aromatizujici latky, pomocna
rozpoustédla, kluzne ldtky, &inidla, napomdhajici vzniku suspen-
ze, pojiva, élnldla,‘usnadnUJLCI rozpad tablet a podobn&. Slou-
€eniny podle vyndlezu je moZno poddvat také parenterilns ve
formé injekci, v tomto pfipadé jde o sterilni roztoky, obsa-
hujici dal$i rozpuitsns ldtky, napfiklad dostate&né mnoZstvi
chloridu sodného nebo glukosy k zajisténg isotonicity roztoku.

Pouzité ddvky se budou ménit v zdvislosti na typu farma-
ceutického prostfedku, na zpisobu poddni, zdvaZnosti ofiznakyd
@ dal8ich okolnostech. Lé&&eni je obvykle zahdjeno poddvanim
niz3ich nez optimdlnich divek slcfeniny. Pak se.dévka Zvy-
Suje aZ do dosaZeni optimdlniho d€inku za danych okolnosti.
vSlouéeniny podle vyndlezu se s vyhodou bodévaji v. ddvkdch,
‘JimiZ je moZno dosédnnout dobrych dcinkd bez vyskytu neZddou-
cich vedlejsich d&inkd, a to bud jenou dennd nebo v dil&ich
ddvkdch, poddvanych nékolikrit v prubéhu dne.




Uginnost kompetitivnich antagonistd NMDA podle vyndlezu
je mozno prokdzat standardnimi farmakologickymi zkouSkami,
které prokazuji jejich schopnost in vitre zpdsobit inhibici
vazby 3HCCP v mozkové tkdni krysy i jejich antagonismus proti
MMDA in vivo pfi kfefich u my3i.

V ndsledujicicn ptikladech bude osv&tlen zpdsob vyrody

a zkousky na farmakologickou dE€innost sloucdenin podle vyndlezu.

Enanciomerni distota v jednotlivych pfikladech byla sta-
novena modifikaci zplisobu podle publikace Tapun Y., Miller H.,
Karger 8. L., Journal od Chromarography, 1981, 2035, 325 - 337.

Pfiklady provedeni vyndlezu

Pfiprava /bis-(4-nitrofenylmethoxy)fosfinyl/methylesteru
kyseliny trifluormethansulfonové

Roztok 3,82 g, 10,0 mmol di-4-nitrobenzylhydroxymethyl-
fosfondtu (Hoffmann, M., Synthesis, 1988, 62) a 0,37 g, 11,3
mmol pyridinu v 50 ml dichlormethanu se zchladi na teplotu
-10 a% -20 °Cc a pfi tdto teplotd se pfidd 3,1 g, 11,0 mmol
anhydridu kyseliny trifluormethansulfonové a sm&s se jednu
hodinu michd pfi teploté -10 Oc. Pak se roztok promyje
2 x 50 ml chladné 1N kyseliny chlorovedikové, 3 x 50 ml chlad-
né vody, nade? se vysu3i siranem hofecnatym. Roztok se zfil-
truje, rozpouitddlo se odpaff, vysledny olej stdnim tuhne.

Ve vyt&?ku 80 % se timto zpdsobem ziskd 4,18 g produktu, kte-
Ty je dostatednd &isty pro dal3{ reakci. Analyticky vzaorek se
zisks chromatografif na sloupci silikagelu (Grade II-III) pfi
pouzitf ethylacetdtu jako elu&niho Einidla. Prislu3né frakce

se odpafi a odparek se nechd kry.*alizovat ve smé&si dichlor-

methanu a hexanu, teplota tdni po ususeni je 73 az 75 °c.

Ly-tMr €400 iz, cocly): 8,2 (d, 4H), 7,5 (d, &), 5,2 (m,
s4), 4,3 (d, 2H),
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Hmotové spektrum (+FAB) 515 (M + H)+

Elementdrni analyza pro C 0 PSF

16M14M2919
vypoCteno C 37,36, H 2,74, N 5,45 %
nalezeno ¢ 37,27, n 3,03, N 5,52 %.

PEiklad 1

Kyselina R-alfa-amino-1-(fosfonomethyl)-1H~benzimidazol-
-2=-propionovi

30 g, 0,07 mol benzyl-N-(benzyloxykarbonyl)=-3-(2-benz-
imidazoyl)-D-alanindtu (pfipravengho podle publikace tlestor
a dalsi, J. Mech. Chem., 1984, 27, 320), 23,04 g, 0,076 molu
/diethoxyfosfinyl/methylesteru kyseliny trifluormethansulfo-
nove a8 -37 g, 0,263 molu bezvodého uhliditanu draselngho se
michd v 500 ml acetonitrilu pfi teplot3 mistnosti 23 hodin.
Smés se zfiltruje, filtrat se odpafi a odparek se rozpusti v
dichlormethanu. Dichlormethan se promyje 500 ml vody, 2x300 al
5% hydrogenuhliditanu sodného, znovu 300 ml vody a pak ss su-
51 siranem hofe&natym. Roztok se zfiltruje a rozpoust°d10 se
odpalfi za vzniku 43 g pryZovits ldatky, ktersd se rozpustl ve
300 ml dichlormethanu a produkt se Cisti chromatografii na
slaupc1 silikagelu, jako eludni &inidlo se uZije gradient
methylenchloridu a ethylacetdtu. Frakce produktu o Rf 0,17
pri pouZzit{ sm3si methylenchloridu a ethylacetdtu v poméru
4 : 1 se spoji a odpafi, &im% se ve vytéZku 26 % ziskd 10,6 g
produktu,. ‘

lh-mir (400 Mz, CoCly): 7,7 (d, 1H), 7,35 (s, 5H), 7,3 (s,

5H), 7,2 (s, 2H), 6,9 (d, 1H), 5,2 - 5,0 (m, SH), 4,4 - 4,2
(m, 2H), 4,1 (m, 1H), 3,9 (m, &H), 3,6 (dd, 1H), 3,4 (dd, 1lH),
1,2 (t, 3H), 1,1 (t, 3H).

Hmotové spektrum (+FA3) 530 (M + H)*,
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10,6 g, 0,0183 molu tohoto materidlu se rozpusti ve
300 ml kyseliny octové a protfepdvd s 1 g 10% paladia na
aktivnim uhli pfi tlaku 0,1 MPa vodiku pfi teplotd mistnosti
tak dlouho, aZ se vodik pfestane pfijimat, smés se zfiltruje,
filtrdt se odpaf{ a odparek se odpafuje souCasni se 4 x 100 ml
dioxanu. 3 g odparku se uZije k provedeni IR, HMR a hmotového
spektra, Jje moZno prokdzat odstranéni benzylové ochranng sku-
piny. Pak se 7,5 g odparku a 15 g, 3,1 molu trimethylsilyl-
bromidu zahfivd pod dusikem na teplotu varu pod zpetnym chla-
did¢em ve 113 ml dichlorethanu celkem 1,5 hodiny. Pak se roz-
poustédlo odpafi, odparek se michd ve smési 50 ml vody a 50 ml
etheru. Vznikld pevnd ldtka se odfiltruje. Filtrdt se odpafi,
vodnd vrstva se zfedi 50 ml ethanolu a pfidéd se 10 ml poropy-
lenoxidu a sm#s se michd je§té pdl hodiny. Pak se.ethanol od-
strani odpafenim a vznikld pevnd ldtka se spoji se svrchu zis-
kanou pevnou ldtkou. Tento produkt se rozpusti ve 1290 ml 1H
kyseliny chlorovodikové, roztok se zfiltruje a filtrdt se od-
pafi do sucha. Ziskaji se 4 g produktu, vytdZek je 65 %,
vztaZeno na pln& chrinény meziprodukt. Produkt se nechd pfe-
krystalovat z teplé smési 50 ml vody a 100 ml ethanolu a pak
se suS{ ve vakuu. Ve vyt8Zku 37 % se ziskd 2,27 g produktu s
teplotou téni vy3s{ nez 310 °c.
YH-NMR (400 MHz, DMSO-d): 7,5 (t, 2H), 7,3 (m, 2H), 4,35
(d, 2H), 4,25 (t, 1H), 3,5 (m, 2H).
Hmotové spektrum (-FAB) 293 (M - H) .
/alfa/3® = -49,5° (¢ = 1,01,1n HCL).
HPLC analyza: enanciomernf{ &istota je 1S : 99R.
Elementdrni analyza: CllH14H305P . 2H20

vypodteno C 33,88, H 5,41, # 12,37 %
nalezeno c 38,95, H'5,13, N 12,52

o\
.

0ihydrdt dihydrochloridu se pifipravi tak, Ze se volnd
kyselina rozpusti ve 2H kyseliné chlorovodikové, roztok se
odpafi do sucha a produkt se -su3i ve vakuu. -
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Luwur (a00 mHz, DMSO-d,): 9,2 - 8,2 (m, 2H), 7,9 (d, 1H),
7,7 (d, 1H), 7,5 (m, 2H), 4,8 (m, 3H), 3,3 (d, 2H).

/alfa/%’ = -41,6° (¢ = 1,0, 1N HCL).
£lementérni‘énalyza pro Cll“l&“BOSP - ZHC1 . 2H,0

vypodtano C 32,37, H 4,93, i 10,29 %
nalazeno € 32,57, H 4,87, 1 10,53 %.

Pfiklad 2

Kyselina R-alfa-amino-5,6-dichlor-1-(fosfonomethyl)~-1H-
-benzimidazol-2-propionové

Postupuje se obdobnym zptsobem jako v pPikladu 1, av3ak
EuZije‘se'benzyl~N-(benzyloxykarbonyl)-3#/(5,6-dichlor)-2-
~benzimidazoyl/-0-alanindt, pitipraveny podle publikace
~ Hestor a dal3i, J. Med. Chem. 1934, 27, 320, &im% se ve
vytéZku 15,3 % ziskd vysledny produkt, teplotu tdni nelze
zjistit.

Laomur caoo gz, 0MS0-d): 8,55 (s, 3H), 8,95 (s, 1H), 8,35
(s, 1H), 4,6 (d, 2H), 4,55 (t, 1H), 3,3 (m, 2H).

Hmotové spektrum (-FAB) 366 (M - H)".

/a1fa/3® < -50,0° (¢ = 1,01, 1n HCL).

HPLC-analyza (volnd kyselina): enanciomerni &istota 2,65:97,4R.

Elementdrni analyza pro CllH12N305PCl2 . 2HC1

’o

vypocteno C 29,96, H 3,20, N 9,53
nalezeno C 29,78, H 3,31, N 9,65 %.

Pfiklad 3

Kyselina R-alfa-amino-5,6-dimethyl-1-(fosfonomethyl)-1H-
~-benzimidazol-2-propionovs
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3,7 g, 0,3 mmol benzyl-N-(benzyloxykarbonyl)—B-/(S,6-v
-dimethyl)-2-benzimidazoyl/-D-alanindtu (tlestor a dalsi,
J. Med. Chem., 1984, 27, 320), 5,5 g, 10 mmol /bis-(4-nitrofe-
nylmethoxy)fosfinyl/methylesteru kyseliny triflucrmethansulfo-
nové a 5,5 g, 40 mmol pré3kového bezvodého K2003 se michd ve
100 ml acatonitrilu 20 nodin pti teploté mistnosti psod dusikem.
Pak se acetonitril odpafi{ a odparek se protfepdvd se 100 ml
dichlormethanu a pak 2 x 100 ml vody. Jichlormethanovd vrstva
se promyje 2 x 100 ml 5% hydrcgenuhliéitanu sodnéno, 100 ml
‘nasycendho vodného roztoku chloridu sodnéno a pak se suSi si-
ranem hofednatym. Roztok se zfiltruje, filtrdt se odpafi, zis-
kany pryzovity porodukt se rozpusti ve 100 ml kyseliny octové
a na Parrové hydrogenadnim pfistroji se protfepdvd s 1 g 10%
paladia na aktivnim uhli za pfitomnosti vodiku pfi poZdtecnim .
tlaku vodiku 9,28 MPa celkem 3 hodiny, to znamend tak dlouho,
dokud neustane pfijem vodiku. Roztok se zfiltruje, filtrdt se
.odpafi a odparek se pak.déle odpatfuje soudasng s 3 x 50 ml,
vysledny odparek se zfed{ 50 ml vody, smi2s se upravi na agH 3
afid4nim 6M kyseliny chlorovodikové, nafeZ se zchladi a zfil-
truje. 2,8 g pevng ldtky, usulené na vzduchu se rozpusti v
50 ml vody s 1 ml 1H kyseliny chlorovodikové, nade? se produkt
znovu srd%{ pfiddnim 1 ml 14 hydroxidu sodného. Produkt se pro-
myje vodou, ethenclem a etherem. IR, NMR i hmotové spektrum
jsou v souladu se spektry pro fosfonomethylaminokyselinu.
Materidl se rozpusti ve 20 ml 1M kyseliny cnhlorovodikové,
ptidd se aktivni uhli a smés se zchladi. Vznikly dihydrochlorid
se odfiltruje, promyje se ledovou vodou a su3{ ve vakuu. Ve
vytézku 37,4 % se ziskd 1,23 g produktu.
1,,-NMR (400 MHz, OMSO-d .+ 20% 0C1/0,0 (dvé kapky)): 7,75 (s,
1H), 5,7 (s, 1H), 5 - 4,75 (m, 3H), 3 85 (m, 1H), 2,35 (s, 3H).

Hmotové spektrum (-FAS) 326 (M - H)™
/a1fa/§5= -54,5% (¢ = 1,01, 4 HC1).

HPLC-analyza: enanciomerni &istota 1S5 : 99R.

b 3B Py ¢ b 1a a8 ik e e m e b ae e
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flementdrni analyza pro,Cl3H18N305P . 2HCL

B

yypo&teno C 39,02, H 5,04, # 10,50 *
nalezeno Cc 38,62, H 5,27, N 10,32 %.

Pfiklad &

Kyselina R-(-)-alfa-amino-l-(fosfonomethyl)-lH-benzimidazol-
-2-propionovid

Postupuje se zpUsobem podle nfikladu 3, avdak uzije se
henzyl—H~(benzyloxykarbonyl)-3-(2-benzimidazoyl)-D-alaninét,
2i{m? se ziskd vysledny produkt. Po krystalizaci hork2 vody a
deldim suSeni ve vakuu se ve vytézku 61 % ziska hydrdt, obsa-
nujici 3,5 molu vody.

'1H-HMR (400 MHz, DMSO-d, + ocl): 7,95 (g, 1lH), 7,8 (a, 1H),

7,55 (21), 4,8 (m, 34), 3,8 (d, 2H).

25
D

HPLC-analyza: enanciomerni &istota 1,35 : 93,7R.

Jalfa/%’= -53,1° (c = 1,03, 1N HCL).

Elementdrni analyza pro CllH14H305P . 3,5 HZD

vypocéteno C 36,46, H 5,34, N 11,59 %
nalezeno c 36,67, H 5,64, H 11,74 %.

. Dinydrochlorid se pfipravi rozpuSténim produktu v 5 ml
21 kyseliny chlorovodikové a 15 ml vody s ndslednym odpatenim
do sucha. ‘

/alta/2® = -40,2° (c = 1,0, L HED).
£lementdrni analyza pro CllH14N305P . 2 HCYl . HZD

vypodteno C 33,86 H, 4,65, N 10,77 %
nalezeno  C 33,77, H 4,59, 1l 10,67 %.
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Pfiklad 5

Kyselina R-alfa-aminc-l-(fosfonomethyl)-1H-benzimidazol-2-
-propionovd, 2-amino-2-(hydrOxymethyl)-l,B—propandiol (1:2)

1,36 g, 3 mmol volné kyseliny Z pfikladu &4 a 1,33 g,
11 mmol tromethaminu ve formd baze se zahfeje Vv 17 ml vody
a srdzi 100 ml ethanolu. Materidl se zfiltruje, promyje se
ethanolem, pak etnerem a nak se su3i pfes noc na vzduchu.
Pak se produkt nechd pfekrystalovat z teplé smési 30 ml vody
a 200 ml ethanolu, odfiltruje, promyje ethanolem a su$i ve
vakuu oxidem fosforednym. Ve vytdziku 86,6 % S€ ziskd 2,58 g
produktu.

Elementdrni analyza pro CllHlAHJDSP . 2 CAHHNO3 . 3 H,0

vypo&teno c 33,35, H 7,11, Wo11,77 %
nalezeno . C 38,39, H 6,76, H 11,86 %.

Ptiklad 6

Kyselina S-alfa-amino-l-(fosfcnomethyl)—lH-benzimidazol-
-2-propionavd ~

2,85 g, 6,3 mmol benzyl-H-(benzyloxykarbonyl)—3~(Z—benz—
imidazoyl)-L-alanindtu, 3,62 g, 3,9 mmol /bis-(A-nitrofenyl-
methoxy)-fosfinyl/methylesteru kyseliny trifluormethansulfo-
nové a & g, 28,9 mmol prdskoveéno hezvodéno uhlifitanu drasel-
' néno se michd ve 100 aml acetonitrilu pfes noc pti teploté
mistnosti. Pak se postupuje zptisobem podle pfikladu 1, gimz
se ziskd tetrabgnzylovy derivdt. 4,3 g surového oroduktu se
Zisti pomoci HPLC na sloupci Waters prep 500 ofi pouziti gra-
dientu hexanu (100 %) k c*hylacetdtu (100 %) jako eluéniho
ginidla. Ziskd se 1,0 g produktu,'ktery se rozpusti v kyse-
1ind octové s 0,5 g 10% paladia na aktivnim uhli 2 produkt
se hydrogenuje pFi tlaku vodiku 0,1 HMPa. Pak se smes zfiltru-
je, filtrdt se odpat{ na rotadnim odpafovaci (Rotovapor),
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Ppak se materidl dvakrat rozpusti v dioxanu a znovu odpari,
naceZ se smisi s 190 ml vody. Produkt se odfiltruje a usus3;f.
Ve vytd8zku 17,6 % se zisks 3,35 g produktu. HMR tohoto pro-
duktu je totoZnéd s NiMR-spektren vyslednéno produktu z pfikla-
du 1.

Hmotové spektrum (+FAB) 300 (M + )*

/alta/3” = +32,8° (¢ = 1,45, methanol + HOL).
HPLC-analyza, enanciomerni Cistota 98,2S:1,3R.
Elementirni analyza pro C11H14d335P . HZU

vyoolteno C 41,65, H 5,08, i 13,25 %
nalezeano C 41,63, H 5,04, H 13,09 %.

Pfiklad 7

Kyselina R-alfa~amino-6-chlor-l-(fosfonomethyl)-lH-benz-
imidazol-2-prooanaovi

A) V atmosféfe bezvodého dusiku se rozousti 13,4 nmol, 4,34 g
alfa-benzylesteru kyseliny M-30c-D- -asparagoveé v 67 ml bezvoddho
tetrahydrofuranu a roztok se zchladi na -13 °Cc. Pak se postupng
pfidd 13,4 mmol, 1,36 ml triethylaminu a 13,4 mmol, 1,23 ml

ethylchlormravendanu a reakéni smés se 10 minut michd pfi tep-

“1lots -10 OC; pakAse PEidd roztok 14,7 mmol, 2,1 g b&%n3 doddva-
néha. 4-chlor-1,2-fenylendiaminu ve 27 ml bezvadsho tetranydro-

furanu, roztok se ptid4avi pomalu. Pak se sm&s nechd pomalu

‘zteplat na teplotu mistnosti, pak se vlije do 150 ml nasycens-

ho vodného roztoku chloridu sodnéha, chlazeného ledem, smds sa
extranuje 2 x 100 ml ethylacetitu, organické extrakty se saoji
@ postupn& se promyji 100 ml ledovehp nasyceného roztoku hydro-
genuhligitanu sodndho a 100 ml na~vceného vodnédha roztoku chlo-

ridu sodného, vysu3{ se siranem hofecnatym, zfiltruji a odpaf{

do sucha ve vakuu. Jdparek se chromatografuje HPLC. Elu01 smési
&thylacetdtu a hnexanu se ziskd 2,9 g fenylmethylesteru H -(2—
~am1no 5- chlorfenyl)-d -/(dimethylethoxy)karbonyl/-D- ~-asparaginu.-
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B) Roztok 4,8 mmol, 2,15 g tohoto oleje v 70 ml ledové Kky-
seliny octové se zaniivd 5 hodin na teplotu 73 O¢ za nepfistu-
pu vody. Pak se smds ochafi ve vakuu a odparek se podrobi rych-
1é chromatografii na 60 g silikagelu. Eluci 20% gthylacetdtem

‘v hexanu se ziskd 1,6 g fenylmethylesteru xysaliny ¢-chlor-alfa-
_ -[(l,1ndimethylethoxy)karbonyl/am;nquH-benzimidazol-z-propioho-
vé ve formé oleje{

C) Roztok 3,7 mmol, 1,6 g oleje ze stupnd 8 v 53 ml aceto-
nitrilu se smisi pfi teploté& 25 O v atmosféfe bezvodéha dusi-
Xu se 4,1 mmol, 1,115 g /dimethoxyfosfinyl/methylestaru kyseli-
ny trifluormethansulfonové a 13 amol, 1,33 9 pezvodéno prdsko-
vdho uhli&itanu draselnégho. Reakini smds sz michd pfes noc pfi
teplotd 25 °C, pak se zfiltruje, promyje 20 ml methylenchloridu,
filtrdty se spoji, odpafi ves vakuu 3 cdparek se déli mezi methy-
lenchlorid a vodu. Organicka vrstva se oddéli, vysu3i siranem
hofe&natym, zfiltruje a odpafi{ ve vakuu. Odparek se podrobi{
rychlé chromatografii na 60 g silikagelu. Eluci sm3si chloro-
formu a ethylacetdtu se ziskd 1,4 g fenylmethylesteru kyseliny
6-chlor~l—/(dimethoxyfosfinyl)msthyl/-alfa-//(l,l-dimethyl—
ethoxy)karbonyl/amino/—lH-benzimidazol~2-propionové ve formd
oleje.

0) Roztok 2,5 mmol, 1,4 g roztoku oleje ze stupné C ve 20 ml
ledové kyseliny octové se hydrogenuje za ptitomnosti 140 mg 19%
paladia na aktivnim unli pfiblizn& 3 hodiny pti teplotd 25 O¢c.
Pak se reakéni sm&s propldchne plynnym dusikem, zfiltruje se
(Solka-floc), filtraZni koldl se sromyje 10 ml kyseliny octové

a filtrdt se odpafi do sucha ve vakuu. Odparek se stripuje s

2 x 10 ml toluenu a odpaf{ ve vysokém vakuu, gimz se ziskd 1,15 g
kyseliny 6-'*kor-l-/(dimethoxyfosfinyl)methyl/-alfa-//(l,l-di-
methylethoxy)karbonyl/amino/—lH-beniimidazol—z-propionové ve
form3 oleje.
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E) 1,9 mmol, 0,9 g oleje ze stupnd D se zahfivd 45 minut

ve 20 ml 6il kyseliny chlorovodikové na teplotu varu pod zost-
nym chladiem. Pak se reak&ni smés odpafi do sucha ve vakuu,
odparek se stripuje s 2 x 20 ml toluenu a pak se nechd Xrysta-
lizovat ze smési horks vody 3 acetonitrilu, &imZ s= ziskd 339 ng
produktu s teslotou tdni 193 az 209 Cc.

LIFIRINE! (2ifS0-d - 1 kepka ICL, 400 HHZ): 3,87 (ad, 3, = 5,5 Hz,

Jy = 7,2 Hz, 2H, CH-CH,), 4,96 (t, 3 = 7,2 Hz, 14, CH-CH,),
4,96 (dd, J) =12 Hz, J, = 32,7 Hz, 2H, CH,-P), 7,59 (dd,
Jg = 3,7 Hz, J_ = 2 Hz, 1H, H-5), 7,33 (d, Jg = 3,8 Hz, 1H,

J ’ m
H-=4), 8,13 (d, Jm 1,9 Hz, 1H, H-7).

"

Elementdrni analyza oro CllHIBClJBJSP . 3,3 HC1l . HQO

vypodteno - C 36,62, H 4,47, H I1,64 %
nalezeno C 36,32, H 4,55, H 11,35 %.

PEiklad 8

Kyselina R-alfa-amino-5-chlor-1-(fosfonomethyl)-1H-benzimidazol-
-2-propionovid

A)  Postupuje se zoUsabem podle pfikladu 74, avéak'ziskany
odparek se neistf, av3ak uZije se jako takovy pPimo v ndsle-
dujicim stupni.

3) Postupuje se obdobnym zplisobenm jako v pfikladu 73, av3ak
ziskany odparsk seg nedistf, nybrz se pfimo uZije v nésleduji-
cim stupni.

c) 21,3 mmol, 94 g oleje, ziskaného ze stupn® 3 (smds 5- a
6-chlorregioisomeru) ve 259 ml acetonitrilu se naJednou smis{
pod bezvodym dusikem a za michdni s 24 mmol, 6,523 g /dimethoxy-
fosfinyl/methylesteru Kyseliny trifluormethansulfonové a 65 mmol,
8,97 3 bezvodého prddkového uhliZitanu draselného. Reakdni smas
se michd pfes noc pfi teplot3d 25 °C,.zfiltruje se a promyje se




- 19 -

scetonitrilem. Filtr4t se odpafi a odparek se d&li mezi vadu
a methylenchlorid. Qrganickd vrstva se odd3li, vysu3i a odpa-
#{ ve vakuu do sucha. Odparek se chromatografuje HPLC, Jjaxo
eludni 2inidlo se uzije smés ethylacetdtu a hexanu, gimZz se
ziskajl 4 g fenylmethylesteru kyseliny S5-chlor-l-/(dimethoxy-
fosfinyl)methyl/-alfa-//(1,1-dimethyle tﬁoxy)karbonyl/aﬂlno/w
-1H-benzimidazol-2-prooionové ve formé& oleje.

'0) Roztok 7,25 mmol, 4 g oleje ze skupn& C v 63 ml ledové
kyseliny octové se hydrogenuje za pfitomnosti 403 mg 10% pa-
ladia na aktivnim uhli pfi teplotd 25 Oc za atmosférického
tlaku celkem 4 hodiny. Pak se sm&s propldchne dusikem, zfil-
truje se (Solka-floc), promyje se 20 ml kyseliny octove a
fltrét se odpafi ve vakuu do sucha. Odparek se stripuje s

2 x 20 ml toluenu a pak se—odpafi ve vysokZm vakuu, 3imZz se
ziskd. 3,43 g kyseliny 5-chlorsl- /(dlmathoxyfosflnyl)metnyl/-'
-alfa-//(1,1- dimethylethoxy)karbonyl/amino/-1H=- nenzimidazol-

-2-prapionovs.

£) 7,2 mmol, 3,43 g oleje ze stupng D se zanfivd 50 minut

v 63 ml 6l kyseliny chlorovodikové na teplotu varu pod zpdt-

nym chladidem. Smis 'S8 odparl ve vakuu do sucha a odparek se

jestsd Jadnou udpari s 15 ml vody. Pak se odparex su3i ve vy-

sokém vakuu, nadeZ se. nechd krystalizovat z horké smési vody

a acetonitrilu. Produkt se odfiltruje, promyje se 10 ml ethe-
ru a su3i oxidem fosforednym pfi teploté 60 °c pfi tlaku 133

Pa, %imZz se ziskd 1,4 g pozadovaného produktu s teplotou tdani
113 a2 116 °C za rozkladu.

_1H—HMR (DMSO—d6 + 1 kapka OCl, 403 MHz): 3,386 (t, J = 6,4 Hz,
24, CH—CHZ), 4,33 (t, J = 6,3 Hz, IH, CH-CHz), 4,95 (m, 2H,
H -P), 7,61 (dd, O = 3,9 Hz, Jm = 1,9 Hz, 14, H=6), 7,91

(d J = 1,7 Hz, lH, H=4), 7,96 (u, JO = 3,9 Hz, lH, H=7).

£lementdrni analyza pro C11H13C1N305P . HCl1

vypoctieno C 35,69, 4 3,81, 11,35 %
nalazeno c 35,37, H 3,94, Mo11,26 %.
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Priklad 9
Kyselina S-alfa-amino-s,6-dichlor—l~(fosfonomethyl)-lH-
-benzimidazol~-2-propionovsé

Tato ldtka s= ofigravi zpdsobem podle ptikladu 7, teolo-
ta tdni je-230 °C za rozkladu. -

Lo iR (01S9-d, + kapka 0CL): 3,73 (d, 3 = 7 Hz, 21, CH,=Ci),
4,72 (t, 3 = 7 Hz, 14, CH-CH,), 4,36 (m, 2, CH,-P), 3,34
(s, 1H, Ar-H), 8,23 (s, 1H, Ar-H).

Hmotové spektrum (-FA3) m/e: 366 (M-H)~,
/alfa/3’ = +53,3% (10 HCD).
Elementdrni analyza pro C11H12812H305P . 2H20

vypodteno  © 32,69, H 3,99, H 10,39 %
nalezeno C 32,65, H 4,13, N 10,34 %.

Pfiklad 10

SlouCeniny podle vyndlezu byly zkoumdny na svou kompeti-
tivni antagonistickou déinnost proti HMDA svoji schoonosti
nahradit triciovanou kyselinu 3-(2-karboxypiperazin—4-yl)-
-propyl-l-fosfonovou, CPP, kterg je zndmou kompetitivni l4t-
kou, antagonizujici HMDA, v homogendtech mozkovéd kdary frontdl-

niho laloku krysy pii vazng zkousce pfi pouZiti 3

Uvedend zkou3ka se proviadi ndsledujicim zndsobem:

Krysy se dekapituji a jejich mozky se okamzits vy jmou,
zvdzi a uloZi do pPibliZnad 15-ndsabniho objemu ledovd chlad-
~né 10% sacharosy. Kazdy mozek se "amogenizuje pfi pouziti
sklen3ného homogenizétoru, opatfengho teflonovym pistem,
dvandct zdvihd, 843 ot/min (Patter Elvehjem). Haomogendt se
| @ak nechd odstfedit 19 minut o#i 1900 g. Vyslednd usazenina

HCPP in vitro.

U S A T s WA e - g0 o s
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se odloZ{ a supernatant se odstfed{ pfi. 20 800 g celkem 20
minut. Surovd usazenina mitochondrii{ Se znovu uvede do sus-
penze v destilované vod&, chlazend ledem a pak se disperguje
(Brinkmenn Polytron PT-10, nastaveni 6) celkem 30 sekund. Pak
Se suspenze odstfedi pfi B8 000 g celkem 20 minut. Vysledny su-
pernatant se spolu se Spinavym povlakem odstfedi pfi 43 000 g
20 minut. Vystednd peleta synaptickych membrdn se znovu uvede
do suspenze v destilovang vodé, chlazené ledem a odstfedf pfi
43 000 g celkem 20 minut.

Aby bylo usnadn&no odstranani endogenniho glutamdtu, uve-
dou se membrdny znovu do suspenze v 15 objemech 50 mM.tris-
pufru o pH 7,6 s obsahem 0,04 % Tritonu X=100, chlazeného ledem.
Suspenze se inkubuje 15 minut pt i teplotd 37 9C a pak se od-
stfedi pfi 20 000 g celkem 20 minut. Usazenina se promyje, to
znmend celkem dvakrdt se znavu uvede dag suspenze v tomtéZz pufru, -
chlazeném ledem a znavu odstfed{ 20 minut pfi 20 000 g. Pak se
usazenina znovu uvede do suspenze v 15 objemech 50 mM tris-pufru,
chlazenéha ledem, materidl se rozddli do ndkolika zkumavek do
- odstfedivky a znovu odstfedi 20 minut pfi 20 000 g. Usazeniny
se pak zmrazi na -70 °C pro ndsledujici pouZ2itf pfi zkouZksch
na vazbu. ' |

PEi provdd&nf t&chto zkoudek se usazeniny membrdn nechaj{
roztdt a znovu se uvedou do suspenze v 15 objemech 50 mM tris-
pufru o pH 7,6, chlazeném ledem. Vzorky 1090 mikrolitrd suspen-
ze membrdn s obsahem 0,2 aZ 0,4 mg bilkoviny v 1 ml se inkubujf
15 minut p#i teplots 23 °C s 8.nM 3HCPP (New England Nuclear),
uziji se tfi vzorky pro kaZdou zkousku, ke vzorku se pridd je3-
t& jeden z raznych zkoumanych roztokd a pufr tak, aby vysledny
objem pfi inkubaci byl 2 ml, u%ijf se malé lahvidky z plastické
hmoty (Bkatron). Pak se vzorky ods.Xed{ 20 minut p#i 48 000 g
- a 5upernatanty se odloZi. Usazeniny se pak uvedou.na.jednu hodinu
do styku s l4tkou, rozpoustéjic{ tkdné (NCS, Amersham, mnoZstvi
500 mikrolitrd/vzorek) na jednu hodinu. Pak se ke ka?dému vzorku
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pridd 100 mikrolitra 4N kyseliny chlorovodikové ke snizeni
themiluminiscence pfi ndsledujicim poditdni. Pak se do kazds
lahvidky pfidd 3,2 ml scintilaéni kapaliny (Aquasol, DuPont)
@ pak se lahvigky uzavfou a pfed pocitdnim 15 minut protfeps-
vaji. Pak se lahvidky ulo#{ do poitacde (napfiklad Packard
460 CD) a stanov{ se radioaktivita.

Celkovd specifickd vazba se definuje jako celkovs vazba,
0d niZ se odedte vazba v pfitomnosti 1 mM NMDA. Specifickd
vazba za pfitomnosti zkoumané ldtky se vyjadfuje v procentech
celkové specificks vazby v nepfitomnosti této ldtky. V pfipada,
Ze se zkoumd zdvislost ddinku ddinng litky na ddvce, vyjd4dii
se vysledné vysledky v procentech vazby proti logaritmu kon-
centrace zkoumané ldtky. V tomto pfipadé postupuje linedrni
regrese pliimku, z ni? je moZno vypogitat hodnotu IC50 pti me-
zich spolehlivosti 95 %.

V' ndsledujici tabulce jsou uvedeny vysledky této zkousky
pro andmé latky. v

sloudenina ‘ ICgy + S.E. M.(mM), (/u)
kyselina L-glutamovi§ 64,3 + 4,7 y 3
AP7 | 639,2 + 128,64 )3
NMDA 1882,6 + 612,2 y S

8.E. = standardni{ chyba.

PEi pouZitf téhoZ testu poskytuji slouZeniny podle vyns-
lezu ndsledujict vysledky: '
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sloudenina ICSU’ nM
z pEikl.&.
1 59
2 18,2
3 123
6 63 % pfi'lofun
7 21,7
8 7
9 1010

Piklad 11

Sloucenlny podle vynélezu byly déle ~zkoumany na svou
'schopnost antagonlzovat MMDA in vivo pfi kr301ch vyvolanych
MDA u my31i.

Test byl provad®n tak, Ze my3i samcl bilého §vycarskeého
xmene (CD-1, Charles River) s hmotnosti 18 aZ 22 g byli po-
nechdni 18 hodin bez potravy a pak uloZeni do pozorovaci komo-
ry, kde byli ponechdni 30 minut, aby si zvykli na prostfedi.
Pak byla my%im podédna zkoumand ldtka a po dal&fch 30 minutdch
NMOA intraperitonedlnd v ddvce 195 mg/kg, tato ddvka obvykle
zpusobi z 90 % uhynuti zvifat v didsledku motorickych kfedi,
zahrnhjicich nekontrolovatelné kfede zadnich kondetin i pfed-
nich kon&etin a/nebo svalové kfede trupu se ztrdtou napfimova-
ciho reflexu, do 30 minut obvykle dojde K uhynutf{. Byla stano-
vena hodnota ED50 pro pfezit{.

K analyze ziskanych ddajd by uZit program pro analyzu
probitd PS-NONLIH (Hatural Response Rate Version). Vystup z
tohoto porogramu obsahuje statisticky vyznamny sklon kifivky
v z4dvislosti dcinku na ddvce, EDSG-a 95% meze spolehlivosti
pro prezit{.
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Kontrolni slou&eniny:

sloudenina EDen V %
_ ‘ 50 x
mg/kg i.p.

95% meze spolehlivosti
pro pieiiti

Diazepam 1,91
cPP | | 1,04
MK-301 0,19

0,65 - 5,62
g,59 - 1,84
0,14 - 0,25

X Viechny uvedené hodnoty odpovidaji probitovému modelu
(pFi pouZiti Pearsonova x?),.statisticky vyznamnd je zdvis-
lost d€inku na ddvce (sklon je statisticky vyznamny pfi
p £0,305, test se dvéma zakon&enimi). Slouleniny s dostated-
nou Ucinnosti maji obvykle podle literdrnich ddajd vyuZit{

proti rdznym druhdm kiedi.

v

r PEi tomto pokusu je moZno ziskat pfi pouziti sloudenin

podle vyndlezu ndsledujici vysledky:

slouéenina
z pRikl. &.

EDSCI mg/kg i.p. nebo
% preziti

1 v | 2,0

2 ' o 2,7

3 E 10% pti 3 mg/kg
7 - <5

8 0,13

9 210

Zg%;ééfje:

T b} b e 2 am i ne mn b 1 e
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1. Benzimidazolfosfonoaminokyseliny obecného vzorce I

NH (1)
CH CHCU R

CH P OH
l
OH
kde
R znamend atom vodiku, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,

benzyl nebo pivaloyloxymethyl,

Rl a R2 znamenajl nezdvisle na sobd@ atom vodiku, alkyl nebo
alkoxyskupinu viZdy o 1 aZ 4 atomech uhliku, trifluormethyl,
trifluormethoxyskupinu, methansulfonylaminoskupinu, ace-
tylaminoskupinu nebo atom halogenu, nebo spole&nd@ tvofi

methylendioxyskupinu,

jakoZ i soli t&chto sloudenin, pfijatelné z farmaceutického
hlediska.

2. Kyselina R-alfa-amino-l-(fosfonmethyl)-lH-benzimidazol-

-2-propionovid.

3. Kyselina R-alfa-amino-5,6- dlchlor 1- (fosfox aJethyl)-
-1lH-benzimidazol-2-propionovi.

4., Kyselina R-alfa-amino-5,6-dimethyl-1- (fosfonomethyl)—

-1H-benzimidazol-2-propionovs.




- 26 -

5. Kyselina R-alfa-amino-é-chlor-1-(fosfonomethyl)-
-lH-benzimidazol-2-propionovs.

6. Kyselina R-alfa-amino-5-chlor-l- (fosfononethyl) 1H-
~benzimidazol-2-propionovi.

7. Zplsob vyroby benzimidaiolfosfonoaminokyselin obecného
vzorce I podle ndroku 1 a jejich soli, pfijatelnych z farmaceu-
tického hlediska, vy z na & u jici se ti m, Z2g se
zbvi ochrannych skupin sloudenina obecného vzorce IT

N . uHR*
1! ].3;
CHZCHCDZR ‘ (ID)
R
' 5
CHZPU(UR )2

kde

Rl a szmaji svrchu uvedenf vyznam,

R}”a R4 znamenagl ochranne skupiny na aminokyselindch b3%naho
typu a

Rs. znamend ockrannou skupinu na kyselin& fosfonovs,

nadeZ se popfipads esterlflkuge karboxylov4d skuplna za vzniku
slougeniny obecného vzorce I, v némz R znamend atom vodiku,
alkyl o 1 a% 4 atomech uhliku, benzyl nebo pivaloyloxymethyl
a popfipadd se ziskany produkt obecného vzorce I ptevede na

Svou sal, pfijatelnou z farmaceu.'akého hlediska.

8. Zpisob podle ndroku 7, vy znadu jici se
t i m, Ze se ochranné skupiny odstrani hydrolyzou v kyselém
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nebo zdsaditém prostfedi hydrogenolyzou a/nebo pdsobenim
trimethylsilylbromidu.

9. ZpGsob podle ndroku 8, vy znadujici s e
t i m, Ze se pisobi na sloudeninu obecného vzorce II, v
némz R3 znamend benzyl, R4 znamend benzyloxyxarbonyl a R
znamend 4-nitrobenzyl a ochranné skupiny se odstrafujfl v je-
diném stupni hydrogenolyzou.

5

10. Zpdisob podle ndroku 7 nebo 8, vy znactujici
s e t1m, Ze se odstrani ochranné skupiny ze slougeniny
obecného vzorce II, v némi R znamend alkyl o 1 aZz 4 ataomech

uhliku nebo benzyl a ostatni symboly maj{ svrchu uvedeny vyznam.

11. Zpdsob podle ndroku 7, 8 nebo 180, vy zna du j i -
ci se tim, ze R4 znamend terc.butoxykarbonyl nebo benzyl-
oxykarbonyl-a ostatni symboly maji vyznam, uvedeny v ndrocich
7, 8 nebo 10. '

12. Zptisob podle ndroka 7, 8, 10 nebo 11, vy znadu-
jfcdi{ se ti{i{m, 2e RS znamend alkyl o 1 aZ 4 atomech
uhliku, benzyl nebo 4-nitrobenzyl a ostatni symboly majl vyznam,
uvedeny v ndrocich 7, 8, 10 nebo 1l. |

13. Farmaceuticky prostfedek s antagonistickym déinkem
proti WNMDA, vy znadujici{ se t{m Ze jako svou
déinnou sloZku obsahuje alespof jednu sloudeninu obecného
vzorce I podle ndrokd 1 aZ 6 nebo sGl této 1l4tky, pfijatelnou
z farmaceuického hlediska spolu s farmaceutickym nosidem.

Zastupuje:

/

I Morr)

Or. ZDENKA KOREIZOVA
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