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Monohydrat cis-lithium-kyan-4-[3-(cyklopentyloxy)-4-methoxy-
‘
fenyl] cyklohexankarboxylatu

Oblast techniky

Pfitomny vynélez se tykd pfipravy monohydratu lithné
soli cis-4-kyan-4~{3-(cyklopentyloxy)-4-methoxyfenyl]-
cyklohexankarboxylatu a jeho hydratu jako takového.

Dosavadni stav techniky

Cyklické nukleotidové fosfodiesterazy (PDE)
reprezentuji rodinu enzymi, které hydrolyzuji v3udypZitomné
intraceluldrni druhé posly (second messengers),
adenosin-3°,5 -moncfosfat (cAMP) a guanosin-3°,5 -monofosfat
(cGMP), na jejich korespondujici neaktivni 5’-monofosfatové
metabolity. V&¥i se, Ze existuje alespon deset rlznych tiid
PDE izoenzymi, pfiCemZz kaZdd z nich vlastni unikatni
fyzikalni a kinetické charakteristiky a kazZda reprezentuje
produkt jiné rodiny gend. Tyto tridy se odlisuji pouZitim

arabského &islovani 1 az 190.

Novym pEfistupem p#i zdokonalovani profilu vedlej3ich
3&ink inhibitor® PDE Jje pfiprava nové generace sloulenin,
které inhibuijil pouze jediny izoenzym PDE, napfiklad ten
izoenzym PDE, ktery se predominantn& vyskytuje ve tkanich
sestdvajicich z pfisludnych buné&k ve stfedu zajmu.
Predominujici izcenzym cAMP PDE v imunitnich a zanétlivych
punfikdch je PDE4. PDE4 je téZ hlavnim reguldtorem obsahu cAMP
v hladké svalovin& dychacich cest. Proto selektivni inhibice
PDE4 zvy$uje mnoZstvi cAMP v imunitnich a zanétlivych
bufikdch, stejnd jako v hladké svaloviné dychacich cest. Toto
vede k protizé&n&tlivym efektim, stejné& jake k broncho-

dilataci. Jeden &i oba z té&chto terapeutickych u&inkd jsou




vyhodné pri léceni rOznych chorob vEetn&, av3ak bez omezeni
na, astma a COPD. Inhibitory PDE4, obzvla3té specifické
inhibitory PDE4, jsou vhodné také p#i 1lé&eni dals3ich
zanétlivych chorob (jako jsou napfiklad astma, chronicka
obstruktivni plicni nemoc, z&nétliva onemocnéni sttev,
revmatoidni artritida), ovliviiuji choroby souvisejici

s tumor-nekrotizujicim faktorem a kognitivni poruchy (jako
je napfiklad multiinfarktovad demence, kognitivni dysfunkce
nebo mozkova mrtvice). PIitomny vyndlez se tykd sloudeniny,
ktera je lépe tolercvana nezZli dfive pouZivané inhibitory
PDE4, jmencvité se tykad kyseliny cis-4-kyan-4-[3-(cyklo-
pentyloxy)-4-methoxyfenyllcyklohexan-l-karboxylové.
Specifiétéji se pfitomny vyndlez se tykd hydratu lithné soli

této kyseliny.

Pfehled cobrazku na vykresech

Obr. 1 znazorfiuje ultrafialové spektrum monohydratu lithné
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Obr. 2 znazorhuje infra&ervené spektrum monohydratu lithné

soli.

Obr. 3 znazornuje vysledné hodnoty MS monohydrat

obecného vzorce (I).

Cbr. 4 znazorfuje zaznam MS ionizadénich produktid

monohydratu obecného vzorce (I).

Podrobny popis vynalezu

Pritomny vyndlez se tykd monohydratu cis-lithium-4-

-kyan-4-[3- (cyklopentyleoxy)-4-methoxyfenyllcyklchexan-




karboxylatu, JehoZ struktura je reprezentovana obecnym
vzorcem (I):

<::LO

H,CO

CO,Li+ H,0
CN (1)

a zpuscbl jeho piipravy, jak je popsano diale.

Priklady provedeni vynalezu

pentyloxy)-4-methoxyfenyl]cyklohexankarboxylové je popsan

v nékolika publikacich. Viz napfiklad US patent C. 5 552 438
vydany dne 3. zA¥i 1996 a souvisejici PCT pfihléska c.
PCT/US98/02 749 publikovand 13. srpna 1998 jako Wo

98/34 584 nebo PCT prihléaska US98/21-61 publikovana 22.
dubna 1999 jako WO 99/18 793. Tytc publikace a dalsi uvadi,
jak pfripravit lithnou sual dané kyseliny. Nicméné zminéné
postupy nevedou k pfipravé hydratu lithné scoli, vietné

monochydratu.

Priklad 1

Davka bezvodé lithné soli kyseliny se piipravi
zpisobem podrobné popsanym ve dfive uvedenych PCT
pfihl&a&kach WO 98/34584 a WO $99/18793.
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Davka krystaluje z 80 ml acetonitrilu a 4 ml vody a

promyje se 9,5 ml acetonitrilu a 0,5 ml vody. Filtraéni

kclad¢ poté krystaluje z acetonitrilu a 4 ml vody a promyje

se 9,50 ml acetonitrilu a 0,5 ml veody. Latka se vysu3i ve
vakuové su3arné (pfi teploté 50 °C, 50,8 cm = 20 inch) po
dobu 48 hodin za uéelem poskytnuti monohydratu.

Vzhled: bily préasek

Ultrafialova spektroskeopie:

Ultrafialové absorpéni spektrum monohydratu se mé¥i za

pouziti Perkin-Elmer Lambda 7 spektrofotometru, pro roztok

obsahujici 00,0076 mg/ml v methanolu. Ve spekiru dominuje
aromaticky chromofor a konformuje s dal$imi sloucdeninami
v sériich, jak je znazornéno v tabulce 1 a obrazku 1.

Tabulka 1

Ultrafialové absorpéni prouZky

Vlinova délka (nm) & Uspofadéni

206 38 400 ‘B (aromaticky)
231 9 600 “La

280 3 500 “Ly

InfraCervenad spektroskopie:

Infralervené absorp&ni spektrum monohydratu lithné
soll se ziska z pelety bromidu draselného za pouZiti

spektrometru Nicclet Magna 760 FT-IR. Spektrum se mé&ri

s rozliZenim 4 cm™. Spektrum ma& uspofadani pasf zndzorné&né

2.

v tabulce 2. Infralervené spektrum je znazorné&no na obr.




Tabulka 2

Uspoféadani pést pii infradervené spektroskopii pro davku KW-
27173-68C0

Vlinova délka Uspofadéani

3573 Vazba O-H voda)

3319, 3208 Vazba O-H (voda z hydratace)

3100-3000 Vazba =C-H

3000-2800 Vazba C-H

2230 Nitridova wvazba

1647 Vazpba C=0 {kyselina)

1566 Vazba C=0 {karboxylat) a
vazba C=C

1517, 1505 Vazba C=C

1425 C-H deformace a vazba C=C

1258, 1167, 1142 Vazba C-0

811, 777, 734 Aromatické C-H deformace

Pfiklad 2

Karl Fischerova titrace

Voda se stanovi Karl Fischerovou titraci. K provedeni
stanoveni se pouZije pfistroj Mettler DL18. Cinidla se
ziskajl od firmy Crescent Chemical Co., Hauppauge, New York,
USA, a stanovenl se provede s latkou Hydranal {(ochranné
znémka, standard: natrium-tartrat-2-hydrat; titradéni
¢inidlo; a rozpustédlo). Nalezené zastoupeni vody je 5,14 %
hmot./hmot., coZ souhlasi s teocretickou hodnotou pro jednu

molekulu vody (4,91 hmot./hmot.).




Pfiklad 3
Termogravimetricka analyza

Termogravimetrickd analyza davky pfipravené postupem
uvedenym v pfikladu 1 se provede za pouZiti standardnich
postupd. Pfi teplot& 137 °C se zaznamend celkova hmotnostni
ztrata 4,96 %. Tato hmotnostni ztrata je konzistentni s

hmotnostni ztratou monchydratu.
Priklad 4
NMR spektroskopie

'H a ”C NMR spektra monohydratu lithné soli se mé&fi
pfi frekvencich 400,13 MHz a 100,63 MHz za pouZiti
spektrometru Bruker Instruments AMX 400 p#i teplot& 25 °C.
Vzorek se pFipravi rozpudténim 20,1 mg v 0,8 ml DMSO-ds
(39,96 atom. % D, ISOTEC), a spektra se vrztédhnou
k tetramethylsilanu jako sekundarnimu referené&nimu
rozpoustédlu. Na obrézkach 3 a 4 jsou znazornéna protonova a
Yc GASPE (’C vicenasobna editace prostiednictvim GAted Spin
Echo sekvence) NMR spektra, a *H a ¢ udaje jsou
konzistentni se strukturou monohydratu lithné soli obecného

vzorce (I).

Homonukledrni dvourozmérnd informace pouZivana pro
strukturalni uspofadani zahrnuje COSY (Correlation
Spectroscopy) udaje, kterd se pouZiji pro identifikaci &lent
kazdého protonového spinového systému a NOESY {Nuclear
Overhauser Effect SpectroscopY) udaje, které indikuji pEimy
prostor (through space) nOe interakci. Udaje nOe pomahaji

stanovit prostorovy vztah mezi individudlnimi spinovymi
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systémy a definovat stereochemicky vztah mezi substituenty

v polcze 1 a 4.

Heteronukledrni dvourozmérni informace pouZivand pro
strukturdlni uspofadani zahrnuje HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence) udaje, ktera umozZnuji uspofédéni
protonovanych ’C signalt prostfednictvim korelaci jedné
vazby a HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) udaie,
které umoZfiuji uspofadani kvarternich 3C signald
prostfednictvim korelaci vice vazeb. Udaje HMBC také slousi
k verifikaci vBech pfedchozich H a '3C usporadani.

shrnuto v tabulce 3.




Tabulka 3
e **C chemicky 'H chemicky 'H multiplicita
poloha posun, d posun, d (J = Hz)
(multiplicita) {integrace)
5 178,9 (s)
4 149,2 (s)
3 147,0 (s)
1 133,7 (s)
CN 123,11 (s)
6° 117,5 (d) 6,99 (1H) dd (J = 2,3, 9,2 Hz)
27 112,7 {d} 7,00 (1H) (J = 2,3 Hz)
5° 112,2 (4) 6,93 (1H) d (J =9,2 Hz}
1 79,6 (d) 4,81 (1H) m
CH10 55,6 (q) 3,72 (1H) s
1 44,5 (d) 1,96 (2H) m
4 43,0 (s)
3 36,5 (2C, 1) 2,06 (2H) m
1,76 (2H)
27 32,2 (2C,t) 1,87 (2H) m
1,69 (2H)
2 27,5 (2C,t) 2,01 (2H) m
1,63 (2H)
3 23,6 (2C,t) 1,69 (2H) m
1,56 (2H)
Pfiklad 5

Desorplni chemickd ionizaé&ni hmotnostni spektrometrie




Desorpcni chemicka ionizadni hmotnostni spektrometrie
(DCI/MS) monohydratu lithné soli se ziskd za pouZiti
hmotnostniho spektrometru Nermag R30-10 triple quadrupole.
Roztok monohydratu ve smési methanolu a methylenchloridu
v poméru 1l:1 se pfipravi v koncentraci 0,1 mg/ml. Vzorek se
viozi do hmotnostniho spektrometru za pouZiti DCI sondy.
Sonda se zahfiva rychlosti 20 °C za sekundu. Plynnym
Cinidlem je amoniak. Hmotnostni spektrum se zaznameniva od
60 do 860 Da rychlesti 1,0 scanu za sekundu. Emotnostni
spektrum se ziskd za pouZiti Mass Evolution EZScan systému
dat a zpracuje se za pouZiti HP MS ChemStation softwaru
{obr. 3).

Zaznamenaji se nasleduijici molekuldrni iontové
addukty: {M + H]" pfi m/z 344 a [M + NH4]* pfi m/z 361.
Pravdépodobné iontové struktury sledovanych fragmentd, které
jsou konzistentnl se strukturou monohydratu obecného vzorce

(I) jsou uvedeny na obréazku 4.
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PATENTOVE NAROKY

I4
1. Sloudenina, kterou je monohydrat lithné soli cis-4-
-kyan-4-[3-(cyklopentyloxy) -4-methoxyfenyl]jcyklohexankarbo-
/
Xxylatu.

2. Farmaceuticky prostfedek, vy znadc¢uijici
!
s e t i1m, Ze obsahuje monohydrat lithné soli cis-4-kyan-4-
7
-[3-(cyklopentyloxy)-4-methoxyfenyl]cyklohexankarboxylatu a

farmaceuticky pfijatelny excipient.

/
3. Zptusob pfipravy monohydratu lithné soli cis-4-kyan-
—4—[3~(cyklopentyloxy)—4—methoxyfenyl]cyklohexankarboxyld@u,
vyznadcujici se tim Ze zahrnuje zpracovani

f
alikvotu bezvodé lithné soli s acetonitrilem a vodou.
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Obr. 3
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Obr. 4

duktt fragmentace davky KW-27173-68C0
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Hmotnostni spektra pro
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CoH,,NO, MW 343

e XY
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