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Estery trans-apovinkaminovée kyseliny jako lédiva

Oblast techniky

Tento vynalez se tykd novych racemickych a opticky

aktivnich estert apovinkaminové kyseliny vzorce

kde

[

R znamena vodik nebo skupinu 2 — C= 0 ; priemz 2
zastupuje alkylovou skupinu Cp.4 , pfipadné
substituovany aryl, aralkyl, heteroaryl nebo
l4-eburnameninylovou skupinu a

n je celé &islo 2, 3 nebo 4,
stejné jako jejich terapeuticky pouZitelné soli a
farmaceutické kopozice obsahujici tyto sloudeniny. Kromé
toho se vynalez tyka zpﬁsobu pfipravy vy3e uvedenych
sloudenin a kompozic.

Slouceniny podle vynalezu Jjsou nové a maji cenné
biologické ucinky. V podminkdch in vitro vykazuji vyznacéné
antioxidaéni Ginky (inhibice peroxidace lipidl). Pfi
zkoudkach in vivo byly zjiStény pozoruhodné antiischemické a
antiamnesické u&inky. |

Vynalez se tudi? tyka i zplGsobu léceni zahrnujiciho
administraci terapeuticky aktivni davky slou&eniny vzorce
{L) nebo jeji terapeuticky vhodné soli lé&enému pacientovi.

Pokud jde ¢ vzorec (I):




Co se tyCe vyznamu R: Z jako alkylovad skupina C,., mie
Zastupovat nasycené nebo nenasycené skupiny s p¥imym nebo
rozvétvenym fet&zcem, jako napfiklad skupinu methylovou,
ethylovou, n-propylovou, isopropylovou, n-butylovou, sec.-
butylovou, terc.-butylovou, isobutylovou, vinylovou,
propenylovou a pod.; jako arylovéa skupina miZe byt jako 2
pouZita nap¥iklad fenylova skupina; jako aralkylové skupina
to miZe byt benzylovi skupina, difenylmethylova skupina a
podobné; jako heteroarylova skupina to miZe byt péti-, Zesti
nebo sedmi¢lennd cyklicka skupina obsahujici stejné nebo
rizné heteroatomy, napfiklad atom dusiku, kysliku nebo siry
jako napfiklad skupinu pyrrolylovou, furylovou, thienylovou,
pyridylovou, pyranylovou, pyrazolylovou,, imidazolylovou,
pyrimidinylovou, morfolinylovou a podobné,.

Substituenty vySe zmin&nych arylovych, aralkylovych a
heteroarylovych skupin mohou byt halogeny jako fluor, chlor
a brém, alkylové skupiny Ci-4 a alkoxylové skupiny Cj.q,
stejné jako hydroxylovs, nitre-, amino-, kyano-,
trifluormethylova skupina ap.

Terapeuticky pfijatelné soli slouenin vzorce (I) podle

vynalezu mohou byt kyselé addi&éni soli nebo kvartérni soli.

Dosavadni stav techﬁiky

Derivaty apovinkaminové kyseliny podle vzorce (II)
pouZivané jako vychozi latky lze pripravit plisobenim kyselin
na vhodné derivaty hydroxyiminoktahydroindol(2,3-a)
chinolizinu jak je popsano v britském patentu GB &.
2,124,214,

Z literatury jsou znamé slou€eniny strukturalné
pifibuzné slou€eninim podle vzorce (I). V madarském patentu

C. 186.891 jsou popsany estery kyseliny trans-apovinkaminové

S5 protizanétlivymi, protik¥eéovymi, protiaterosklerotickymi




i€inky i1 G&inné proti Parkinsonové nemeci. Madarsky patent
€. 187.733 popisuje derivaty apovinkaminové kyseliny s
postrannimi fetézci s G&inky antihypoxickymi nebo

vazodilatadnimi.

Podstata vynalezu

Na rozdil od vySe zminénych sloudenin znamych =z
literatury, nové estery trans-apovinkaminové kyseliny maiji
vyznamné. u&inky antioxida&ni, antiamnesické a
.antiischemické.

NepFetrZity krevni obéh je nezbytny pro normalni funkce
centralniho nervového systému (CNS), protoZe zajistuje
potfebnou saturaci etrémnich narokd mozkove tkané na glukézu
a kyslik.

Vlivem ischemie a reperfuze jsou narufeny poznavaci
pochody: v zavislosti na rozsahu a trvani ischémie mizZe
dojit k reverzibilnimu i ireverzibilnimu poskozeni.
PoSkozeni struktury a funkce membran neuronovych bunék miZe
vest k zaniku neuronu.

V disledku ischemie miZe dojit k rdznym patologickym
pochodim jako je vznik volnych radikalfl. Vznik volnych
radikald ma za nasledek oxidaci nenasycenych mastnych
kyselin (peroxidace lipidd), které tvofi dilezitou sloZku
membran. Toto je méné specificky proces destrukce bunék
‘zménami nebo podkozovanim biomolekul. Takto lze poskodit
funkce rdznych vrstev bunék, organi a celych organismi.

Reakce volnych radikalt jsou pravdépodobné pri&inou
patogenese nékterych traumat vyvolanych ischemii jako jsou
ischemickd strevni onemocnéni, ischemie myokardu,
hemoragicky 3ok, poruchy cerebrovaskulérnich funkci vazané
na ischemii, ischemicka onemocnéni jater, ledvinova ischemie

a podobné.




V disledku inhibice peroxidace lipidf antioxidagni
sloudeniny zajistuji ochranu proti traumatdm vyvolanYm
volnymi radikéaly v podminkach ischemie. Proto mohoy byt
antioxidanty pouZitelné jako antiischemické sloueniny v

léCeni vySe zminénych patologickych nalezi.

Zkousky in vitro zjistujici antioxidadni uéinky

Antioxidac¢ni u&inky byly studovany za pouZiti dvou metod.

1. U¢inek na peroxidaci lipidi v mozkovych mikrozdmech
vyvolanou NADPH
J.M.Braughler a dal3i: Nové 21-aminosteroidy jako
ucinné inhibitory peroxidace lipid v pfitomnosti 3eleza.
(J. Biol. Chem., sv. 262, s. 10.438-10.440, 1987).

T.J.Player a A.A.Horton: Enzymova peroxidace lipida v
mikrozomalni frakeci mozku krys. (J.Neurochem., sv. 37, 422~
426, 1981).

Pro pfipravu mikrozémi bylo pouZito samcl krys
Hannover-Wistar s t&lesnou hmotnosti 150-259 ¢g. Po
dekapitaci byl vyjmut cely mozek a homogenizovan v
desetinadsobku ledov& studeného roztoku sacharézy koncentrace
0,25 M. Homogenat byl 10 minut odstfedovdn na zafizeni
Hitachi CR 26H pFi 15.000 g a 4 °C, supernatant (kapalina
nad usazeninou) byl potom spojen a 60 minut odstFedovan na
zafizenl Hitachi SCP 8SH p#i 78.000 gad °C. Po
suspendovéni precipitatu v roztoku KC1 koncentrace 0,15 M
byl ur&en obsah bilkovin v ziskaném roztoku a upraven na
koncentraci 10 mg/ml. Takto ziskany mikrozém byl zmrazen ve
smési suchého ledu a acetonu a skladovan do pouZiti pri -70
°C. Inkubovana sm&s méla slodeni: 50 mM TRIS-HCl {(pH 6,8},
0,2 mM chloridu Zelezitého, 1 mM dihydrogenkaliumfosfatu,
0,5 mM ADP, 0,2 g mikrozéml a testovana sloudenina.

Inkubace byla provedena s koneCnym mnoZstvim 1 ml pEl




inkuba&ni dobé 20 minut a tepioté 37 °c. Liﬁidové peroxidace
byla vyvolana pridanim 0,4 mM NADPH. (Srovnavaci vzorky
neobsahovaly NADPH). Reakce byla zastavena pfidanim roztoku
obsahujiciho trichléroﬁtovou kyselinu koncentrace 40 % a HCl.
~koncentrace 5 M v poméru 2:1.

Vznik malondialdehydu byl zjistén kyselinou
thiobarbiturovou. Po uvedeném ukoneni rakce byl ke kaZdému
vzorku pfidan 1 ml 1% roztoku thiobarbiturove kyseliny a
vzorky byly na 10 minut umistény ve vodni lazni teploty asi
100 °C. Potom byly vzorky 10 minut odstfedovany pfi 2.000 g
v zafizenl Janetzki K70 pEi teplot& 4 °C. Hodnoty absorbance
barevné kapalné faze z odstrfedéns (supernatantu) byly méreny
na spektrofotometru Hitachi 150-20 pfi 535 nm. Jako
referenéni slougeniny bylo pouZito malondialdehyd-bis-

diethylacetaluy.

2. U&inek na peroxidaci lipidu vyvolanou Fe” v mozkovém

homogendtu.

Po dekapitaci krys Hannover-Wistar hmotnosti 150-250 ¢
byl cely mozek homogenizovan v 9 objemech ledového uUstoje
Krebs-Ringer obsahujiciho 15 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinylethansulfonova kyselina) (pH 7,4), 140 mM Nacl,
3,6 mM KC1, 1,5 mM CaCly, 0,7 mM MgCl,, 1,4 mM K,HPO, a 10 mM
glukdzy. Potom byl stanoven obsah proteinu v roztoku a
upraven na koncentraci 10 mg/ml.

Po pridani testovaného inhibiéniho &inidla v objemu 5
Bl az 200 gl homogenatu byla inkuba&ni smé&s 20 minut
inkubovana pfi 37 °C. Peroxidace lipidd vyvoland Fe**byla
provedena pfidanim 5 gl roztoku Fe; (NHy) 2 (504), koncentrace 8
mM. Po ukon&eni inkuba&ni doby byla reakce zastavena
pridanim 1 ml roztoku obsahujiciho HCl v koncentraci 0,8 M a

12,5% kyseliny trichloroctové, a potom byly vzorky 10 minut
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. odstfedovany pfi 2.000 g v zafizeni Janetzki K70 pfi 4 °C.

K davce 0,5 ml supernatantu se pfidal 1 ml roztoku 1%
thiobarbiturové Kyseliny, pak se vzorky umistily na 20 minut
ve vodni lazni teploty 100 °C. Intenzita vzniklého zbarveni
se stanovovala spektrofotometrem Hitachi 150-20 pfi 535 nm s
pouzitim bis-diethylacetalu malondialdehydu jako referendni
slouCeniny.

Na zakladé korelaci koncentrace/udinek zkouSenych

sloucenin byly stanoveny hodnoty ICs a tyto vysledky jsou

uvedeny pro obé methody v tabulce 1.

TABULKA 1

Slougenina ¢.  Priklad <. AEL (ICs WM) | ANI (ICsy i)
2705279 2 6, 3 4,8
1010885 1 3,7 15,5
1010962 8 7,5 5,7
1010960 6 7,4 5,7
1010961 7 5,9 5,3
1011005 9 10, 3 11,9
2705283 3 11,2 6,8
2705284 4 20,4 6,8
1011008 10 6,0 21,2
1010887 13 12,6 7,2
1010866 18 7,6 7,7
1011038 16 8, 4 8,7
1011036 14 7,7 9,3
1011037 13 3,2 11,4
1011047 17 5,9 - 16, 1
Idebencn 1,2 18,9
Vitamin E 106, 3 12,1
Silymarin 191,0 54,9
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Z 0dajl v tabulce 1 lze konstatovat, Ze ka?d& zkouZena
slouenina podle vynalezu vykazovala antioxida&ni aktivity
(inhibici peroxidace lipidi). Antioxidadni @&inek byl
zjistovan zkoudkou peroxidace lipidl vyvolané jak cestou
enzymatickou (NADPH, AEI), tak neenzymatickou (Fe®, ANI).
Intenzita antioxidadniho u&inku slouCenin byla
charakterizovana jejich hodnotami ICsy. Jako referen&nich
sloudenin bylo pouéito‘idebenonu 5 cerebroprotektivnji
U€innosti, pfirodniho antioxidantu vitaminu E (DL-a-
tokoferolu) a silymarinu s hepatoprotektivni G&innosti.

Z Gdajld v tabulce 1 je zfejmé, Ze testované sloueniny
vykazovaly mnohem vy33%i inhibi&ni aktivitu vaéi peroxidaci
lipidd vyvolané NADPH (enzymaticky) ne? referencni

sloudeniny, jak vyplyva z jejich mnohem niZ3ich hodnot ICsy
nez jsou hodnoty ICs, DL-a-tokoferolu nebo silymarinu. Vedle
slouCenin, jeZ se projevily jako velice 0€inné, antioxida&ni
dc¢inek slougenin &. 2705279, 1010961, 1011008, 1011037 a
1011047 byl srovnatelny s antioxidéénim G€inkem idebenonu.
Slouceniny &. 1010885, 1010962, 1010960, 1011005, 1010887,
1010886, 1011038, 1011036 a 2705283 inhibuji peroxidaci
lipidl vyvolanou NADPH asi dvacetkrat U€innéji ne?
silymarin.

Prevazujici vé&tsina sloucenin uvedenych v tabulce 1
vykazala mnohem silnéj3i inhibiéni G&inek na peroxidaci
lipidd vyvolanou Fe® (neenzymaticky) ne? referenéni
slouCeniny. Zv1asté aktivni byly slougeniny &. 2705279,
2705283, 2705284, 1010962, 1010960, 1010961, 1010887,
1010886, 1011038 a 1011036, a to dvakrat vice ne? idebenon
nebo DL- a-tokoferol. SlouCeniny &. 1011005 a 1011037 maji
a¢inek podobny jako DL- a-tokoferol. Sloueniny &. 1010885 a

1011047 inhibuji peroxidaci lipidll vyvolanou ionty Fe®*
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u¢inné&ji nez idebenon. Antioxida&ni aktivita sloueniny &,
1011008 rovnéz pfeddi aktivitu silymarinu.

Lze konstatovat na zakladé udajl ziskanych pfi obou
radach testh in vitro, Ze sloueniny &. 2705279, 1010962,
1010960, 1010961, 1010886, 101138 a 1011036 velmi vyznamné&

inhibuiji peroxidaci lipidia vyvolanou rdznymi zplsoby (ionty

F e2+

nebo NADPH), takse hodnoty ICs té&chto sloudenin se
nalézaji pod koncentraci 10 uM. Poné&adi Zadna ze
srovnavanych sloucdenin nevykazovalé takovou 4&innost pri
obou druiich testl (inhibovaly v rlzném stupni peroxidaci
lipidd vyvolanou bud NADPH nebo ionty Fe™), lze sloudeniny
podle vynalezu uznat za G&inn&j3i ne? referenéni slouceniny.
V3echny ‘zkoumané slouééniny vykazuji znacnou
antioxidacni aktivitu, protoZe jsou schopny inhibovat
peroxidaci lipidl zplisobenou volnymi radikély vzniklymi ve
Fentonové reakci-{katalyzované Fe*) nebo plsobenim enzymu

NADPH-cytochrom ¢ reduktaza.

Zkratky:

NADPH: redukované forma fosfatu nikotinamid-
adenindinuklectidu

TRIS: tris(hydroxymethyl)aminomethan

ADP: . adenosin-~5"-difosfat

idebenon: 6~(10—hydroxydecyi)—2,3-dimeth0xy-5~
methyl-1,4-benzochinon

DL- a-tokoferol:  2,5,7,8~tetramethyl-2-(4",8°,12 -

trimethyltridecyl}-6-chromanol
ellagova kyselina: 2,3,7,8-tetrahydroxy (1)benzopyranc

(5,4, 3-cde) (1)benzopyran-5, 10-dion
silymarin: silybinin + silydianin + silychristin
AET: zkousSka peroxidace lipidd vyvolana

enzymaticky {NADPH)
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ANI: zkouska peroxidace lipidfl vyvolana

neenzymaticky (Fe®)

Zkousky in vitrolpouiité‘prb zjisténi antiischemickych
a antiamnesickych ddinku
1. Antiischemicky u&inek (na modelu oboustrannd
podvazané cévy)

N.Himori a dal5i: Model mozové ischemie s aktivaci receptoru

NMDA a poruchy schopnosti udeni a paméti s pouZitim my3i pfi
plném védomi. (J.Pharmacol.Meth., sv. 23, s. 311-327, 1990).

Tabulka 2
Sloudenina <. Priklad &. Unrtnost, %
2705279 2 10
1010885 1 60
1010960 g 20
1010961 7 60
1010962 8 70
1011005 9 70
1010887 13 30
1010886 | 13 30
1011036 - 14 50
1011037 15 50
1011038 16 60
1011047 17 50
Idebenon - 49
Vitamin E 70
Kontrola v 70

Karotidy (kré&ni tepny) my3i (hmotnosti 30 a3 32 g) se

za narkbzy oboustranné vystavily intraperitonedlnimu (i.p.)




plsobeni chloralhydratu v davce 450 mg/kg. Sympatické a
bludné nervy se oddélily a karotidy se oboustranné volnd
podvazaly. Cba konce uvazku byly vyvedeny na hfbet za usi.
PEiStiho dne byly pri plném védomi my3i oba konce fdvazku
utaZeny a tim byl pferusen privod krve kré&nimi tepnami.
Tento stav se udrZoval 5 minut a pak bylo podvazani uvolnéno
s cilem obnovit prokrveni (reperfuzi). Po&et zvirat
uhynulyéh béhem prvnich 5 minut a v nasledujicich 24
hodinach byl zaznamenavan. Vypolet a vyhodnoceni se provedlo
testem chi®. 30 minut pfed podvazanim se intraperitonealns
{(1.p.) podavaly zkou3ené slouCeniny. Tabulka 2 ukazuje vliv
davek 2 mg/kg téchto sloudenin i.p. na Umrtnost zplscbenou
oboustrannym podv&zanim tepen.

Tabulka 3 ukazuje hodnoty EDs, referenénich sloudenin i

nejucinnéjsich sloudenin podle vynalezu podéavanych

;ntraperitoneélné.
Tabulka 3

Slouéenina ED50 i.p. (mg/kg)

Tdebenon 4,50 (0,96-9,38)

Vitamin E 17,80 (8,46-41,89)

2705279 0,76 (0,2-1,27)

Bioclogicka aktivita in vivo sloudenin s vyraznym
antioxidacénim G&inkem (iCm < 10 M} in vitro byla zjistovana
na modelu cerebralni ichémie vyvolané oboustranné podvazanim
tepny. Pfechodny dramaticky pokles privodu krve do mozku,
posléze polatek reperfuze (opétovné prokrvovani) vede ke
vzniku mimoradné toxickych kyslikatych volnych radikalt
(superoxidovy radikal, peroxid vodiku). Sloueniny s
antioxidacénimi vlastnostmi jsou velice u¢inné v ochrané

roti toxickym u&inkim uvelnénveh radikald. Pétiminutovée
Y




oboustranné podvazani kréni Cepny ma za nasledek 70%
tmrtnost. Davky 2 mg/kg nejaktivndjdich sloudenin podle
vyndlezu (2705279, 1010960, 1010887, 1010886) sniZuiji
mortalitu na 10-30 %, zatimco znamé antioxidanty jako
idebenon nebo vitamin E pouZivané jako referenéni slouleniny
jsoU v téchto davkach méné& ucinné. Vynikajici aktivita
slouCeniny &. 2705279, je: byla shledana jako nejtdinn&jsi,

je5té& vice prekvapuje pri porovnani s hodnotami EDsy téchto

~sloucenin. (EDs, je davka v mg/kg sniZujici dmrtnost o 50 %

ve srovnani s umrtnosti srovnavaci skupiny, jiZ nebyla
podana). Hodnota EDsy i.p. (intraperitonealné) idebenonu je
4,5 mg/kg, zatimco pro sloudeninu &. 2705279 ie jen 0,76
mg/kg. Antiischemicky u&inek této slouCeniny lze mé&rit i po
oralni administraci. V jinych pokusech bylo ukazano, e tato
slouCenina vykazuje aktivitu nejen v ramci globalnich
ischemickych modelt zahrnujicich celou hmotu mozku, ale i v
ramci tak zvanych "fokalnich" modelt ischémie, vyvolanych v
Jediné pfesné urdené oblasti mozku.

Antiamnesickd U&innost sloudenin podle vynalezu byla

potrvzena rdsledujicim pokusem.

2. Anterogrddni amnézie vyvoland diazepamem

€. L. Broekamp a daldi: Srovnani aéinkd benzodiazepint,
progabidu a PK 9084 na ziskani pasivni inerce (pqssivé
avoidance) u my3i. ([Psychopharmacology (Berlin), sv. 83, s.
122-125, 1984.]

Testy paméti se provadély na my3ich NMRI s hmotnostsi
nmezi 25 a 28 g za pouZiti metody pasivni inerce (avoidance),
coZ je metoda zaloZena na geneticky zaloZeném nyktofilnim
chovani hlodavcl. V period& ueni se pfedem vybrané zvirata
(my3i vstupujici z osvétleného prostoru do tmavého prostoru

béhem 30 vterfin) umistila v osvétlenénm prostoru. Po vstupu




do tmavého prostoru dostala zvifata béhem 30 vtefin
elektricky 5ok na plantu (intenzita 1 mA za 3 min.), potom
Se zaznamenavala perioda latence, doba pfed vstupem do
tmavého prostoru. Po 24 hodinach byla zvirata opét umisténa
v osvétleném prostoru a mé&fila se doba potfebnd ke vstupu do
tmaveho prostoru (reten&ni doba = T s Casovym limitem do 300
sekund). Pro vyvolani anterogradni amnézie byla zvifata 30
minut pfed udenim opatfena davkou 3 mg/kg diazepamu;
Sloueniny byly pddévény peroralné v davkéch 0,1 resp. 10
mg/kg 1 hodinu pfed u&enim. Procentualni hodnota ochranného
d¢inku (P%} byla vypoZitana poroci nésledujiciho vzorce a v
tabulce 4 je uvedena pro slouCeniny podle vynalezu:

P%z[ (Tslouéenina +DIA )~ (Tplacebo + DIA ) }XIOO : [ (T placebo) - (T placebo + DIJ\) ]

Tabulka 4

UCinek sloudenin v modelové anterogradni amnézii vyvolané

diazepamem
Slouenina Inhibice amnézie vyvolané
diazepamem, %
&, - | pFiklad &, 0,1 mg/kg p.o. 0,1 mg/kgmp.o.
1010865 | 1 74 65
2705279 2 79 119
1010960 6 0 0
1010961 7 3 15
1010962 8 16 4
1010887 ER 50 56
1010886 18 ‘ 72 , 44
1011038 16 64 24
1011036 Y 23 | 16
Vinpocetin ' 0 123

SlouCeniny s anticxidadni aktivitou vykazuji vyznamny




ochranny u¢inek v pfipadech mozkové ischemie (pfechodny
ischemicky atak (TIA), mrtvice), kde k posSkozeni schopnosti
u€it se a paméti mbize dojit spolu s neurologickymi symptomy
rzné intenzity. Amnezicky G¢inek sloudenin podle vynélezu
byl studovan na modelu anterogradni amnézie vyvolané
diazepamem s pouZitim vinpocetinu jako referen&ni
sloueniny, ktery je strukturaln& podobny a uZiva se v

klinické praxi. Aktivni slou€eniny byly nalezeny mezi
derivaty jak trans- a-ethylapovinkaminove kysellny tak

trans—p- ethylapov1nkam1nove kyseliny. Jako zvlaste uéinné
byly shledany sloueniny &. 2705279, 1010886, 1011038 a
1010887. Nejaktivn&jsi latkou byla slou€enina &. 2705279 s
vyraznym ochrannym uc¢inkem v obou uzZivanych davkach.a s
aktivitou daleko prekracujici aktivitu vinpocetinu.
Antiamnesicky u¢inek sloudeniny 2705279 byl potvrzen i v
Jjinych modelech amnézie: vykazal ochranny a¢inek pfi oralnd
podavané davce v rozmezi 0,1 as 10 mg/kg na modelu
retrogradni amnézie a chranil pfoti zhor3eni paméti
vyvolanému ischémis, pfi peroralné podavané davce v rozmezi
1 az 10 mg/kg Jeji antiamnezicky ucinek mohl byt dobfe

mé&fen i na krysach.

Shrnuti

Nové derivéty trans-apovinkaminové kyseliny podle
vyndlezu maji zna&né antioxidadni a antiischemické u&inky.
Antioxidaéni aktivita sloudeniny &. 2705279, je byla
shledana jako nejucinné&jsi, pfed€i in vitro i in vivo
aktivitu idebenonu resp. vinpocetinu, pouzivanych jako
srovnavaci sloudeniny. Krom& antioxida&nich a
antiischemickych a&ink vykazﬁji slouCeniny podle vynalezu i
antiamnesicky ucinek rilizné intenzity. Sloudenina &. 2705279

je nejaktivn&jii i v tomto ohledu.




Slouceniny podle vynalezu jsou diky svym antioxidadnim,
antiischemickym a antiamnesickym G&inkém pouZitelné p#i
1écb& patologickych obrazil, kde sé volné radikaly uplatiiuji
bud v akutni fazi onemocn&ni nebo pri vyvinu pozdéjsich
nasledkl. Jsou to cerebrovaskularni ischemicka podkozeni,
mrtvice, apoplexie, cerebralni nebo spinalni traumata,
subarachnoidalni nebo intracerebralni hemoragie stejné jako
rizné neﬁrodegenerativni'choroby jako Alzheimérova choroba.
Diky své antiischemické aktivité& mohou byt tyto sloudeniny
pouzitelné pro lécbu nejen ischemického posZkozeni mozku, ale
1 jinych orgénl jako ku pfikladu jater, srdce nebo svalstva.

PFi vy3e zmindnych klinickych syndromech jsou
predpokladané davky sloudenin podle vynélezu mezi 0,1 a 40
mg/kg télesné hmotnosti, a podavaji se jednou dennd nebo v
nékolika délenych davkach peroralné& nebo parenteralns.

V souladu s vyndlezem lze pPipravit nové derivaty
esteru trans-apovinkaminové kyseliny formule (I) stejné& jako
. jejich terpeuticky pouZitelné soli transesterifikaci
racemického nebo opticky aktivniho derivitu esteru trans-

apovinkaminové kyseliny vzorce

kde R, prfedstavuje alkylovou skupinu Ci.4 ve vhodném glykolu
v pritomnosti bazického katalyzatoru a v pfipadé potrZeby:

acylaci takto ziskané slouéeniny vzorce (I) kde R je vodik,
a/nebo podle prfani 3tépenim racemické slouceniny vzorce (I)

a/nebo podle prani konverzi slouceniny vzorce (I) na jeji




terapeutiﬁky pfijatelné soli.

V dalsim bude podrobné popsana pfiprava novych
terapeuticky aktivnich slou&enin podle vynalezu.

Ve zplsobu podle vynalezu pro pZipravu sloudeniny
vzorce (I), kde R zastupuje vodik, se sloulenina vzorce (II)
podrobi transesterifikaci. Tato reakce se provadi v nadbytku
transesterifikaéniho alkoholu, napfiklad vhodného glykolu, s
vyhodou ethylenglykolu, v bezvodych podminkach a v
pfitomnosti katalytického mnoZstvi silné baze. Jako baze lze
uzit hydridy alkalického kovu nebo alkoxidy alkalického
kovu, za vhodné se povazuji terciarni alkoxidy, s vyhodou
napfiklad terciarni butoxid drasliku. Transesterifikace se
déje v teplotnim rozsahu mezi 80 °C a 140 °C, s vyhodou mezi
110 °C a 120 °C. Podle prani je moZno reakdéni produkt této:
reakce pouzit v pridtim reak&nim stupni bez pfedbé&ine
izolace; pripadné jei lze izolovat i tim zplisobem, e se
reakcni smés vlije do vody a po filtraci se sraZenina mtZe
predistit pfekrystalovénim; nebo lze reakéni smés po zredéni
vodou extrahovat inertnim s vodou)nemisitelHYm organickym
rozpoustédlem jako je dichlormethan nebo chlorbenzen a pak
se produkt izoluje odpafenim nebo jako stl. Sloueniny

formule (I), kde R je vodik, lze acylaci transformovat na

|

slouéeniny'viorce (I), kde R je skupina Z —C = O.

Acylalni reakce se miZe provést kteroukoliv organickou
karboxylovou kyselinou obsahujici vhodnou acylovou skupinu,
nebo pouzitim jejiho reaktivniho derivatu jako je napfiklad
acylhalegesdvyhodné acylchlorid nebo anhydrid kyseliny nebo
podobné a to znamym zplsobem, podle pFani v pEitomnosti
¢inidla vazajiciho kyselinu.

Pri acylaci vhodnou karboxylovou kyselinou se reakce

provadi v inertnim organickém rozpousté&dle, napfiklad v




dipolarnim aprotickém rozpoustédle jako je dimethylformamid
(DMF), dimethylsulfoxid (DMSO), acetonitril a podobné v
pfitomnosti kondenza&niho ¢inidla. Vhodnymi kondenza&nimi
&inidly jsou nap¥iklad karbodiimidoveé derivaty jako
napfiklad dicyklohexylkarbodiimid nebo karbonyldiimidazel.
Reakce se provadi pfi teplotach od 0 °C do 40 °C, s vyhodou
pEi pokojové teploté.

Provadi-1i se acylace pomoci acylhalogenidu, vhodny je
napfiklad acylchlorid, reakce probiha v inertnim organickém
rozpoustédle jako je alifaticky nebo cyklicky éter,
napfiklad diethyléter nebo tetrahydfofuran (THF), nebo v
chlorovaném uhlovodiku, napfiklad v chloroformu, nebo v
aromatickem uhlovodiku, napiiklad benzenu, chlorbenzenu nebo
toluenu, nebo v organické bazi, napfiklad pyridinu, vyhodné
v pfitomnosti &inidla vazajiciho kyselinu. Organické béaze
poufité v reakci, nap¥iklad pyridin, mohou souCasné hrat
dvoji roli, rozpoudtédla i ¢inidla védzajiciho kyselinu.

I

Slou&eniny vzorce (I), kde R zastupuje skupinu 2 —C = O,
lze izolovat z rozpoust&dla tak, Ze po odstranéni
rozpoustédla nebo podle pfani nadbytku reagentu a ¢inidla
vazajiciho kyselinu se ziskany zbytek rozpusti ve smési vody
a rozpoudtédla nemisitelného s vodou, Jjako je ethylacetat,
chloroform, dichlormethan, benzen, diethyléter a podobné a
potom se v pfipadé potfeby pfidinim vodneho hydroxidu
amonného nebo vodného roztoku hydrogenuhlicitanu alkalického
kovu nastavi pH na slabe alkalickou hodnotu {(pH 8 aZ 9) a
faze se odd&li. Organicka faze se promyje vodou, vysusi a
rozpoustédlo se za sniZeného tlaku oddéli, takZe se ziska

poZadovand sloucenina.

Slouceninu vzorce (I) podle vynalezu lze p¥ipadné

prevést na kvartérni soli. Pro tuto konverzi se pouZiva o




ndco vy53i neZ evimolekularni mnoZstvi alkylhalogenidu,
vyhodné& chloridu, bromidu, jodidu nebo alkylsulfatu. Reakci
1ze uskute&nit v inertnim organickém aprotickém a dipolarnim

rozpoustédle.

Podle potfeby lze slouleniny (I) podle vynalezu ptevést
na jejich kyselé addilni soli znamym zpusobem s pouZitim
jakékoliv kyseliny vhodné pro vznik terapeuticky pouZitelné

kyselé addiéni soli.

Volitelnd se mohou sloudeniny vzorce (I) piipravené
zptisobem podle vyndlezu nebo jejich soli dodatelné .
predistovat, napiiklad pfekrystalovénim. Vycet rozpoudtédel
pouZitelnych pro prekrystalovani zavisl na vlastnostech
uréujicich rozpustnost a krystalizaci rekrystalovanych

sloucenin,

Nové estery trans-apovinkaminové kyseliny vzorce (I)
podle vynalezu mohou byt racemické nebo opticky aktivni. PEi
pouziti opticky aktivnich slou&enin vzorce (II) jako
vychozich surovin se ziskaji opticky aktivni sloudeniny
formule (I), zatimco pouZiti racemickych slouenin vzorce
(II) jako vychozich sloucenin vede ke vzniku racemickych
sloudenin vzorce (I). Z racemath vzorce (I) se ziskaii
opticky aktivni.slouceniny jejich Stépenim znamym zpﬁsobem.

Nové racemické nebo opticky aktivni estery trans-
apovinkaminové kyseliny vzorce . (I) nebo jejich soli se
pifevedou na farmaceutické kompozice smifenim s netoxickymi,
inertnimi, pevnymi nebo kapalnymi nosici a/nebo ostatnimi
ptisadami b&Zné& pouZivanymi v terapii pro parenteralni nebo
enteralni administraci. PouZitelné nosice Jjsou napiiklad
voda, Zelatina, laktéza, Skrob, pektin, stearat ho¥elnaty,
stearova kyselina, talek, rostlinné oleje jako podzemnicovy
olej, olivovy olej a podobné. BAktivni slofku lze formulovat

v podob& jakékoliv farmaceutické kompozice, zvlasté jako




pevnou kompozici, napfiklad tabletu, drazé, tobolku, éipék a
podobn&. MnoZstvi pevného nosife se miZe pohybovat v
Sirokych limitech, vyvhodné mezi 25 mg a 1 g. Podle piani
mohou tyto kompozice obsahovat take déléi b&Zné prisady
poufivané ve farmacii, napfiklad stabilizatory, konzervacni
prostfedky, smadedla, povrchové aktivni prostrfedky,
emulgadni &inidla a podobné. Tyto kompozice se mohou
pfipravovat znémym zplisobem kteroukoliv bé&Znou
farmaceutickou technologili a podle‘pféni se mohou podrobit

daldim b&Znym operacim jako napfiklad sterilizaci.

Priklady provedeni vynélezu

Vynalez je podrobné ilustrovén pomoci nasledujicich

pFikladd, které nemaji limitujici vyznam.

PREKLAD 1
- P¥iprava 2-hydroxyethylesteru-/-/-trans—apovinkaminové
. kyseliny (3B, 16a) |

15 g (0,045 molu) methylesteru /-/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, léa) se v 300 ml ethylenglykolu v pEfitomnosti
1 g terc. butox1du draselného za michani zahfiva 5 hodin pfi
120 °C a pak se reaké&éni smés ochladl na pokojovou teplotu.
Smés se vlije do 1 1 ledové studené vody, krystallcka
srafenina se sfiltruje, dvakrdt promyje 50‘ml vody a usuSi s
vytézkem 15,9 g (97 %) produktu uvedeného v titulku s
. teplotou tani 82-87 °C.
[of = -138,7°(c=0,2; chloroform).
'H-NMR (CDC1s) 8: 0,65 (3H), t, CH;CH;); 0,66-3,2 (14H, m,
skeletalni protony, OH):

3,85 (2H, m, HO-CH,): 4,43 (2H, m CH,-0-C=0}; 6,35

(1H, s, H-15); 7,00-7,55 (4H, m, aromaticke protony) .




Rozbor:

Pro CiHeN,O; (molekulovd hmotnost 366,44):
vypoéteno: C 72,10; H 7,15; N 7,65 %;
| nalezeno: € 71,89; H 7,15; N 7,62 %;

Priklad 2
Pfiprava 2-acetoxyethylestermonchydrochloridu /-/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3p, 1lé6a)

K roztoku obsahujicimu 3,66 g (0,01 mol)
2-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové Kyseliny (3B,
16a) v 50 ml bezvodého pyridinu se po kapkach prida 5 ml
(0,052 molu) acetanhydridu, reakZéni smés se necha pfes noc -
stat pri pokojové teploté, pak se za sniZeného tlaku odpafi
do sucha. Po rozpu3téni odpafeného zbytku ve sm&si 100 ml
ethylacetatu se pfida 30 ml vody a 50 ml nasyceﬁého roztoku
hydrogenuhliditanu sodného a faze se oddéli. Organicka
vrstva se tPikrat promyje 20 ml vody a usu3i nad bezvodym
siranem sodnymn.

Roztok zbytku z odpafovani v 30 ml isopropanolu se
okyseli na pH 4 pfidénim roztoku chlorovodiku v ethanolu,
ponecha stat pfes noc v chladniécé a pak se krystalicka
srazenina sfiltruje a usu3i s vytéZkem 2,8 ¢ (62 %) produktu
uvedeného v nadpisu s teplotou tani 179-189 °C;

[af, = -118,9° (c=0,2, methanol).

'4-NMR (CDC1;} & 0,75 (3H, t, CHsCH;); 2,1 (3H, s, CHyCO);
4,28 (1H, s, H-3); 6,28

(1H, s, H-15); 4,30-4,70 {4H, m, -OCH,CH,CH,0-); 7,05-7,60

(4H, m, aromatické protony).

Priklad 3
P¥iprava 2-(2-thifenoyloxi)ethylestermonchydrochloridu /-/-




trans-apovinkaminové kyseliny (3f, 1léa)

K roztoku pfipravenému pri pokojové teploté z 3,66 g
(0,01 molu) 2-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové
kyseliny (38, 16a) ve 20 ml bezvodého pyridinu se po kapkéach
pfidaji 4,8 ml (0,045 molu) thiofen-2-karboxychloridu,
reakiéni smés se ponecha stat 24 hodin a potom se za
sniZzeného tlaku odpari do sucha. Po pfidani 100 mli
dichlormethanu a 20 ml vody ke zbytku po odpafeni se PH
upravi na 9 pfidénim 20 ml nasyceného roztoku
hydrogenuhli&itanu sodného. Po oddéleni fazi se organické
faze promyje vodou a su$i nad bezvodym siranem sodnym. Po
pfefiltrovani se roztok za sniZeného tlaku odparfi do sucha,
zbytek se rozpusti v 50 ml isopropanolu a pH se upravi na 4
pfidénim roztoku chlorovodiku v ethanolu. Reaklni smés se
nech& stat pfes noc v chladniéce, roztok se sfiltruje a
krystalickad sraZenina se promyje studenym isopropanolem s
vytézkem 2,9 g produktu uvedeného v titulku (57 %).

Teplota tani: 178-183 °C; [af% = -113,9° (c=0,2:

chloroform).

PRIKLAD 4
Pf¥iprava 2-(4-nitrobenzyloxy) ethyiesteru /=/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3f, 16a)

K roztoku pfipravenému pfi pokojové teploté z 3,66 ¢
(0,01 molu) 2-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, 16a) ve 20 ml bezvodého pyridinu se prfidaji
4,2 g (0,6225 molu) 4-nitrobenzoylchloridu a reak&ni smés se
ponech& stat pfes noc. Po zFeddni reakéni smési 150 ml
ethylacetatu se pfidad 50 ml vody a 3 ml koncentrovaného
vodného roztoku hydroxidu amonného. Faze se oddéli, potom se

organicka féze promyije &tyfikrat davkou 25 ml vody a ususil




nad bezvodym siranem- sodnym. Po filtraci se foztok za
sniZeneého tlaku odpafi do sucha, olejovity zbytek se
rozpustl v 50 ml horkého isopropanolu, vycéefi aktivovanym
uhlim a po sfiltrovani se necha nékolik hodin stat.
Krystalicka sraZenina se sfiltruje, promyje 10 ml
isopropanolu a usu$i s vytéZkem 2,6 g (58 %) produktu
uvedeneho v nadpisu, s teplotou tani 139-142 °C; [af% =

-86,7° (c=0,2; chloroform).

Priklad 5
Priprava 2-(nikotinoyloxy)ethylesterdihydrochloridu /-/-
trans-apovinkaminové kyseliny (3f, 16a)

K roztoku obsahujicimu 2,4 g (0,0065 molu)
é-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové kyseliny (3B,
lea) ve 20 ml bezvodého pyridinu se po kapkach prida 2,15 g
{0,015 molu) nikotinoylechloridu rozpudténého v 10 ml
pyridinu, reakéni sm&s se micha 3 hodiny pfi pokojové
teploté a za sniZeného tlaku odpafi do sucha. Po rozpudténi
zbytku z odparfovani ve smési 150 ml éthylacetétu_a 50 ml
nasyceneho roztoku hydrogenuhliitanu sodného se faze
oddéli.‘Organické vrstva se dvakrat promyje davkami 20 ml
vody a usu3i nad bezvodym siranem sodnym. Po sfiltrovani se
roztok odpari za sniZeného tlaku do sucha, zbytek po
odpafeni se rozpusti v 30 ml isopropanoclu a roztok se
okyseli na pH 4 pridanim roztoku chlorovodiku v
ethylalkcholu. Po odpafeni de sucha za sniZeného tlaku se
zbytek necha krystalizovat z 50 ml ethylacetatu s vyt&Zkem
1,30 g (36 %) slouleniny uvedené v nadpisu s teplotou téni
158-164 °C; [of% = -69,5° (c=0,2; chloroform).

Rozbor:

Pro CygHzsN305.2HCL (molekulova hmotnost 544,47):
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vypodteno: C 61,76; H 5,73; N 7,71; Cl 13,02 %;
nalezeno: C 61,73; H 6,05; N 7,69; Cl 12,90 %;

PRIKLAD 6
P¥iprava 2-(benzoyloxy)ethylesterhydrochloridu./—/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3p, 1l6a)

K roztoku 4,4 g (0,012 molu) 2-hydroxyethylesteru /-/-
trans-—apovinkaminové kyseliny (3B, 1l6a) v 60 ml chlorbenzenu
se pfida 1,83 g (0,018 molu) triethylaminu a 2,5 g (0,018
molu) benzoylchloridu. Smé&s se 30 minut micha pfi 40 °C,
potom se zalkalizuje na pH 8 pfidanim 15 ml 10% roztoku
hydrogenuhliditanu sodného. Po odd&leni fazi se organicka
faze dvakrat promyva davkami 20 ml vody a usu3i nad bezvodym
siranem hofednatym. Po odfiltrovani su3idla a dvojnasobneém
promyti davkami 3 ml chlorbenzenu se pfida roztok
chlorovodiku v dioxanu, ¢imZz se pH zméni na 3-4, krystalické
srazenina se pfi 0 °C odfiltruje, dikladné rozetfe ve
studeném acetonu a sfiltruje s vytéZkem 4,8 g (79 %)

produktu uvedeného v titulku s teplotou.téani 216-217,5 °C;
[af% = -86,6° {c=1; methanol}.

PRIKLAD 7
P#iprava 2-(4-chlorbenzoyloxy)ethylestermethansulfonatu
/-/-trans-apovinkaminové kyseliny (3p, 16a)

Po rozpusténi 4,4 g (0,012 molu) 2-hydroxyethylesteru
/-/-trans-apovinkaminové kyseliny (3B, 16a) v 60 ml
dichlormethanu se pfida 1,83 g (0,018 molu) triethylaminu a
3,15 g {0,018 molu) 4-chlorbenzoylchloridu a reakéni smés se
micha 30 minut pfi 40 °C. Po ochlazeni na 10 °C se prida 25
ml vody a pH smé&si se upravi na 8 pfidanim 15 ml 10% roztoku

hydrogenuhliitanu sodného. Po oddéleni se organicka féaze




dvakrat promyva 20 ml vody a usu3i nad bezvodym siranem
hofe&natym. Po sfiltrovani su3idla a dvojnasobném promyti 5
ml dichlormethanu se organickéd féze odpafl do uplného
odstranéni rozpouétédla; Zbytek se rozpusti v 35 ml acetonu
a okyseli na pH 4 pfidanim methansulfonové kyseliny.
Krystalicka sraZenina se sfiltruje pfi 0 °C, promyje
studenym acetonem a usu3i s vyté&zkem 585 g (81 %) scoli
uvedené v titulku s teplotou tani 197-199 °C; [af% = -73,3°

(c = 1; methanol).

PRIKLAD 8
Pfiprava 2—(propibnyloxy)ethylesterhydrochloridu /~/-trans-
apovinkaminové kyseliny {3p, léoa)

K roztoku obsahujicimu 4,4 g (0,012 molu)
2-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinakaminové kyseliny (3B,
16a) ve 100 ml chleorbenzenu se prida 5,33 g (0,04 molu)
anhydridu kyseliny propicnove a 1,4 g (0,014 molu)
triethylaminu. Po &tyfhodinovém michéani reak&ni smési pfi 80
°C se oddestiluje za sniZeného tlaku 40 ml chlorbenzenu a
pfebytek propionové kyseliny. Po pfidani 25 ml vody ke
zbytku pfi pokojové teploté se upravi pH na 8 pridavkem 20
ml 10% roztoku hydrogenuhli&itanu sodného. Po oddéleni fazi
se organicka faze dvakrat promyje davkami 20 ml vody a usuéi.
nad bezvodym siranem hofeCnatym. Sudidlo se odfiltruje a
dvakrat promyje davkami 3 ml chlorbenzenu. Po odpareni
organicke faze za sniZeného tlaku do Gplného odstranéni
rozpoudt&dla se zbytek rozpusti ve 40 ml acetonu a okysell
na pH 4 pfidanim roztoku chlorovodiku v dioxanu. Krystaly se
sfiltruji pfi 5 °C, promji acetonem a sudi s vytézkem 4,2 g
(76 %) hydrochloridu uvedené¢ho v titulku s teplotou téani

219-220 °C; [af% =-111,9° {c=1; methanol}.




PRIKLAD 9
Pfiprava 2~(3,4,5~trimethoxy-
benzoyloxy) ethylesterhydrochloridu /-/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, 16x)
K roztoku obsahujicimu 5,1 g (0,014 molu) 2-
hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové kyseliny (3B,

16a) v 80 ml dichlorethanu se pfidaji 2 g (0,02 molu)
‘triethylaminu a 4,6 g (0,02 molu) 3,4,5-
trimethoxybenzoylchloridu. Smé&s se 1 hodinu mich& pfi 50 °c,
pak se pfi pokojové teplotd pfida 50 ml vody a smés se
alkalizuje na pH 8 pridavkem 20 ml 10% roztoku
hydrogenuhliitanu sodného. Po odddéleni fazi se organicka
faze dvakrat promyje davkami 25 ml vody a usu3i nad bezvodym
siranem hofe&natym. Po Qdfiltrovéni suSidla a promyti
dvakrat davkou 5 ml dichlorethanu se filtrat odpafi pri
sniZeném tlaku do sucha, zbytek se rozpusti v 25 ml
ethylacetatu a okyseli na pH 4 roztokem chlorovodiku v
dioxanu. Krystalick4 sraZenina se zfiltruje pfi 10 °C a

promyje acetonem s vytéZkem 6,2 g (76 %) hydrochloridu
uvedeného v titulku s teplotou tani 191-194 °cC; [af% =
-96,2°(c=1; methanol).

PRIKLAD 10
P¥iprava ethylenglykolesterdihydrochloridu /-/-bis-trans-
apovinkaminové kyseliny (3, 16a)

K roztoku obsahujicimu 5,1 g (0,014 molu) 2~
hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové kyseliny (3B,
16a) v 100 ml dichlorethanu se.pfidd 6 g (0,06 molu)
triethylaminu, potom za chlazeni 7,54 g {0,02 molu)
hydrochloridu (-)-trans-apovinkaminylchloridu a pak se

reakéni smés micha dvé hodiny pFi pokojové teploté&. Po




pfidani 50 ml vody a 20 ml 10% roztoku hydrogenuhli&itanu
sodneho ke smési pro zvySeni pH na 8 a odd&leni fazi se
organicka faze dvakrat promyje davkami 25 ml vody, usu3i nad
bezvodym siranem hofenatym, sfiltruje a dvakrat promyie
davkami 5 ml dichlorethanu. Organicka vrstva se odpafi do
odstranéni vSeho rouzpoudtédla. Zbytek se rozpusti v 60 ml
acetonu a okyseli na pH 3,5 pfidavkem chlorovodiku
rozpusSténeho v dioxanu. Krystalick& sraZenina se sfiltruje
pfi 5 °C a promyje acetonem s vyt&Zkem 6,55 g (63 %)
dihydrochloridu uQedeného v titulku.

Teplota tani 222-225 °C; [af% = -131,5°(C=1; methanol).

Priklad 11
PEiprava 2-(acetoxy)ethylestermethansulfonatu /-/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3§, 16a)

K roztoku obsahujicimu 7,3 g (0,02 molu) 2-
hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové kyséliny (3B,
16a) v 100 ml dichlorethanu se pfidaji 2,2 g (0,022 molu)
triethylaminu a 2,42 g (0,03 molu) acetylchloridu. Smé&s se
15 minut mich& pfi 50 °C, pak se pfi pokojové teplotd& prida
50 ml vody a smés se alkalizuje na pH 8 pridavkem 20 ml 10%
roztoku hydrogenuhliitanu sodného. Po oddd&leni fazi se
organicka faze dvakrat promyje davkami 25 ml dichlorethanu a
usu&i nad bezvodym siranem hofednatym. Po odfiltrovani
suSidla a promyti dvakrat davkou 5 ml dichlorethanu se
filtrat odpafi pri sniZeném tlaku do sucha, zbytek se
rozpusti v 40 ml ethylacetatu a okyseli na pH 3
methansulfonovou kyselinou. Krystalick& sraZenina se
sfiltruje pfi 0 °C a promyje ethylacetatem a usu3i s
vytézkem 7,75 g (77 %) soli uvedené v titulku s teplotou
tani 130-133 °C,. |



[a]% = -92,2° (c=1; methanol).

PRIKLAD 12
P¥iprava 2-(acetoxy)ethylesterbenzensulfonatu /-/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3p, 1l6éa)

Zptisobem popsanym v pfikladu 11 se provede priprava
soli s‘pouiitim benzensulfonové kyseliny misto
methansulfonové kyseliny pfi pH 3,5. Benzensulfonova all se
ziska ve vyt&iku 7,9 g (70 %), teplota tani je 180,5 aZ 183
°c; [of% = -90,3° (c=1; methanol).

PRIKLAD 13
P¥iprava 2-hydroxyethylesteru /+/-trans-apovinkaminoveé
kyseliny (3p, léa)

Roztok obsahujici 16,88 g (0,05 molu) methylesteru /+/-
trans-apovinkaminové kyseliny (3B, 16a) v 335 ml
ethylenglykolu se micha 5 hodin s 1 ¢ terc.butoxidu
draselného prfi 120 °C. Po ochlazeni na pokojovou teplotu se
reakéni smés pomalu vleje do 1 litru ledové studené vody.
Srafenina se sfiltruje, tfikrat promyje davkami 500 ml vody
a usudi s vytéikem 17,6 g (96 %) slouCeniny uvedené v
titulku; teplota tani je 85-90 °C; [af, = +#131,2° (c=1;

chloroform).

PRIKLAD 14
P¥iprava 2-(benzoyloxy)ethylesterhydrochloridu /-/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3p, 16w)
Pfi aplikaci zplisobu popsaného v pfikladu 6 se 4,4 ¢
(0,12 molu) 2-hydroxyethylesteru /+/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, 16a) pouziji misto 2-hydroxyethylesteru /-/-

trans—apovinkaminové kyseliny (3B, 16a) s vytézkem 4,7 g (77




%) hydrochloridu uvedeného v nadplise s teplotou tani 217-219
°C; [of% = +84,9; (¢=1; methanol).

Priklad 15

Priprava 2-(4-chlorobenzyloxy)ethylestermethansulfonatu /+/-
trans-apovinkaminové kyseliny (38, 1léa)

Aplikuje se zpusob pdpsany v pfikladu 7, ale misto 4,4
g (0,12 molu) 2-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, 16a) se pouzije 4,4 g (0,12 molu) 2-
hydroxyethylesteru /+/-trans-apovinkaminové (3B, lea) s
vytéZikem 5,5 g (76 %) soli uvedené v titulku s teplotou téani
199-200 °C; | |
Cinet - +73,3° (c=1; methanol).

PRIKLAD 16

P¥iprava 2- (propionyloxy)ethylesterhydrochloridu /+/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3f, lé6a)

Aplikuje se zpusob popsany v prikladu 8, ale misto 4,4
g (0,012 molu) 2-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, l6a) se pouZije 4,4 g (0,012 molu) 2-
hydroxyethylesteru /+/-trans-apovinkaminové kyseliny (38,
l6a) s vytézkem 4,35 g (79 %) hydrochloridu uvedeneho v
titulku s teplotou tani 220-221 °C;
[af% = +109,7°(c=1; methanol).

PRIKLAD 17
Pfiprava 2-(3,4,5-trimethoxybenzoyloxy)ethylesteru /+/~
trans-apovinkaminové kyseliny (3P, 16a)
Aplikuje se zplsob popsany v pfikladu 9, ale misto 5,1

g (0,14 mol) 2-hydroxyethylesteru /-/-trans-apovinkaminove




kyseliny (3B, 16a) se pouzije 5,1 g (0,14 molu)
2-hydroxyethylesteru /+/-trans-apovinkaminové kyseliny (3B,
16a) s vytdikem 6,2 g {76 %) hydrochloridu uvedeného v
titulku s teplotou téani 192-195 °C;-

[af% = +95,3° (c=1; methanol).

Priklad 18
'Priprava 2-(acetoxy)ethylesterhydrochloridu /+/-trans-
apovinkaminové kyseliny (3f, 16a)

K roztoku 7,3 g {0,02 molu) 2-hydroxyethylesteru /-/-
trans-apovinakaminové kyseliny (3p, 1l6a) v 100 ml
dichlorethanu se pridaji 2,2 g (0,022 molu) triethylminu a
2,42 g (0,03 molu) acetylchloridu. Mich& se 25 minut pfi 40
°C, pfida se 50 ml vody pfi pokojové teploté a pak se |
pridavkem 20 ml 10% roztoku hydrogenuhli&itanu sodného
upravi pH na 8. Po odd&leni f&zi se organickd faze dvakrat
promyje davkami 25 ml vody a usu3i nad bezvodym siranem
hofeCnatym. Po sfiltrovani se su3idlo dvakrat promyje
davkami 5 ml dichlorethanu a filtrat se za sniZeného tlaku
odpari do odstrané&ni rozpou3t&dla. Zbytek se rozpusti ve 40
ml ethylacetatu a okyseli na pH 4 pfidanim roztoku
chlorovodiku v dioxanu. Krystalické sraZenina se odfiltruje
pfi 0 °C, promyje ethylacetétem a usu$i s vytezkem 6,95 g
(78 %) hydrochloridu uvedeného v titulku s teplotou tani
221-224,5 °C;

[af% = +107,4; (c=1; methanol).

PRIKLAD 19
Priprava 2-hydroxyethylesterhydrochloridu racemické trans-
apovinakaminové kyseliny

Aplikuje se zpusob popsany v pfikladu 13, ale misto




16,8 g (0,05 molu) methylesteru /+/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, 16a) se pouzije 16,8 g (0,05 molu)

methylesteru racemické trans-apovinkaminové kyseliny za

vzniku hydrochloridu racemé&tu uvedeného v titulku s vyté&Zkem

17,4 g (95 %) s teplotou té&ni 97-101 °C.

Priklad 20

Priprava 2-(acetoxy)ethylesterhydrochloridu racemické trans-
apovinkaminové kyseliny (3f, 16a)

Aplikuje se zplsob popsany v pfikladu 18, ale misto 7,3
g (0,02 molu) 2-hydroxyethylesteru /+/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3B, léa) se pouZije 7,3 g (0,02 molu)'Z—
hydrokyethylesteru racenickeé trans—apovinkaminové kyseliny
za vzniku hydrochloridu uvedeného v titulku s vytéZkem 7,1 g

(80 %) s teplotou tani 187-189 °C.

PRIKLAD 21
P¥iprava 3-hydroxypropylesteru /-/-trans-apovinkaminové
kyseliny (3f, 16ua)
' Aplikuje se zplisob popsany v prfikladu 1, ale pouzije se
300 ml propylenglykolu misto 300 ml ethylenglykolﬁ. Po vliti
do vody se ziskany olej nemisitelny s vodou rozpusti v 100
ml dichlormethanu a dvakrat se promyje davkami 20 ml vody.
Organicka faze se su3i.nad bezvodym siranem horfelnatym a
sfiltruje. Sudidlo se dvakrat promyje davkami 5 ml
dichlormethanu a filtrat se odpafi za sniZeného tlaku do
odstranéni rozpou3t&dla. Slouenina uvedenad v titulku se
ziskad s vytézkem 16,8 g jako svétle zluty viskozni olej. Fo
pfekrystalovani z acetonu hydrochlorid taje pfi 216-218 °C;

[af’, = ~122,2° (c=1; methanol).




PRIKLAD 22
Priprava 3-(acetoxy)propylesterhydrochloridu /-/-trans-
apovinkaminoveé kyseliny (3p, 1l6a)
Aplikuje se zplisob popsany v pfikladuIIB, ale misto 7,3

g (0,02 molu) Z-hydroxyethylesteru /+/-trans-apovinkaminové

.kyseliny (38, l6a) se pouZije 7,6 g (0,02 molu)

3-hydroxypropylesteru /—/—trans—apovinkaminové kyseliny (3B,
lea) s vytéZkem 7,0 g (76 %) hydrochloridu uvedeného v
titulku s teplotou tani 205-207 "C;

[af% = -113,2° (c=1; methanol).



PATENTOVE NAROKY

1. Nové racemické a opticky aktivni estery

apovinkaminové kyseliny vzorce

R—0—(CH. o—
~(CHn—0—C 0

kde R  znamend vodik nebo skupinu Z —C = 0 , kde Z
zastupuje alkylovou skupinu C;-, , pfipadné&
substituovany aryl, aralkyl, heteroaryl nebo
14-eburnameninylovou skupinu a

n je celé ¢&islo 2, 3 nebo 4,

stejné jako jejich terapeuticky pouZitelné soli.

2. 2-(acetoxy)ethylester (-)-trans-apovinkaminové

kyseliny (3B, 16a) a jeho terapeuticky poufitelné soli.

3. Farmaceutické kompozice, vyznaduijici se

t I m, Ze jako aktivni sloZku obsahuji sloudeninu vzorce

R—O0—(CHy)p—0~—C -




kde
- I
R znamena vodik nebo skupinu Z —C = 0 , pfilemZ 2
zastupuje alkylovou skupinu Cy.q , pIipadnée
substituovany aryl, aralkyl, heteroaryl nebo
l4-eburnameninylovou skupinu a
. n je celé éislo 2, 3 nebo 4,
neboc jeji terapeuticky pouZitelnou sﬁl s primési nosicCe
a/nebo ostatnich pfisad bé&Zné uZivanych ve farmaceutickém

pramysiu.

4. Zplisob pfipravy novych esterl racemické -4 opticky

aktivni trans-apovinkaminové kyseliny vzorce

R—0—(CHy)q—O0
(1)

kde

R znamena vodik nebo skupinu Z—C = 0 , pricCemZ Z
zastupuje alkylovou skupinu C;.4 , pfipadné
substituovany aryl, aralkyl, heteroaryl nebo
14-eburnameninylovou skupinu a

n je celé &islo 2, 3 nebo 4,

stejné jako jejich terapeuticky pouZitelné soli,
vyznacuijici se tim Ze zahrnuje
transesterifikaci esteru racemické nebo opticky aktivni

trans-apovinkaminové kyseliny vzorce




(1)

kde R predstavuje aikylovou skupinu Ciq4, V rozpoudtédle
glykolévého fypu a v pfitomnosti bazického katalyzétoru; a
podle potfeby acylaci sloudeniny vzorce (I), kde R je vodik,
a/nebo volitelné 5té&peni racemické sloudeniny vzorce (I},
a/nebo volitelnd pfevedeni slouteniny vzorce (I) na jeii

terapeuticky pouZitelnou sul.

5. ZIplsob pfipravy farmaceutické kompozice,
vyznadujieci se tim Ze zahrnuje smiseni
nového esteru racemické nebo opticky aktivnl trans-

apovinkaminové kyseliny vzorce

R—O0—(CH)p—0—C

kde
|
R znamend vodik nebo skupinu Z-=—C = 0 , pficemZ 2
zastupuje alkylovou skupinu Cy., , pIipadné
substituovany aryl, aralkyl, heteroaryl nebo

1l4-eburnameninylovou skupinu a




.

n je celé &islo 2, 3 nebo 4,

nebo jeho terapeuticky pouZitelné soli jako aktivni sloZky s

nosi&em a/nebo jinymi pfisadami béZné& uzivanymi ve

farmaceutickém primyslu, a pfevedeni smési na farmaceutickou

kompozici.

6. Zpusob inhibice peroxidace lipidl a ochrany proti
ischémii nebo amnézii nebo jejich 1é&by a lécby riznych
neurodegenerativnich chorob jako je Alzheimerova choroba,
vyznadéujici se tim Ze zahrnuje podavani
léZenému pacientovi terapéuticky‘aktivniho mnozstvi esteru
racemické nebo opticky aktivni trans-apovinkaminové kyseliny

vZorce

R—O0—(CHp)n—0—C 0

kde
R znamena vodik nebo skupinu Z~——é = 0 , pridemz Z
zastupuje alkylovou skupinu C,.4 , pfipadné
substituovany aryl, aralkyl, heteroaryl nebo
1l4-eburnameninylovou skupinu a
n je celé &islo 2, 3 nebo 4,
nebo jeho terapeuticky pouzitelnou sil samotnou nebo ve

formé farmaceutické kompozice.

7. Pouziti sloudeniny vzorce




R—0—(CH,),—0—C
(CHy)n g 0

kde

R znamena vodik nebo skupinu Z —C = 0, pfiéemz 2
zastupuje alkylovou skupinu Ci-q , pIfipadné
substituovany aryl, aralkyl, heteroaryl nebo
l4-eburnameninylovou skupinu a

n je celé &isle 2, 3 nebo 4,

nebo jeji terapeuticky pouZitelné soli pro pripravu

farmaceutické kompozice - |
?Vﬂinhibic; peroxidace lipidi a ochranu

proti ischémii a amnézii a jejich 1é&bu, a léCeni rhznych

neurodegenerativnich chorob jako je Alzheimerova choroba.

8. PouZiti slouceniny vzorce

R—0—(CHy)n—0—C -

kde
l
R znamenad vodik nebo skupinu Z~—C = 0 , pficemZ 2
zastupuje alkylovou skupinu €., , pfipadné
substituovany aryl, aralkyl, hetercaryl nebo

14-eburnameninylovou skupinu a




.-.,_

n  je celé &islo 2, 3 nebo 4,
nebo jeji terapeuticky pouZitelné soli,
pro inhibici peroxidace lipidd a ochranu proti ischémii a
amnézii a jejich 1é&bu, a léceni ruznych

neurodegenerativnich chorob jako je Alzheimerova choroba.
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