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Nazov prihladky vynalezu: Cyklické GMC-Specifické inhibitory fosfodiesterazy

Anotécia:

Zlagenina vieobecného vzorca (I) a jej solvaty, kde R°
znamena vodik, halogén alebo C,qalkyl; R' znamena
vodik alebo C,4alkyl; R? znamena bicyklicky kruh 1,
ktory mdZe byt vyhodne substituovany jednou alebo
viacerymi skupinami vybranymi z halogénu a
Cy.;alkyly; a R? znamena vodik alebo C,,alkyl, spdsob
jeho pripravy, farmaceuticky prostriedok s jej obsahom
a jej pouZitie pri lieCeni stavov, ked’ je terapeuticky
prospe$na inhibicia cGMP $pecifickej PDE.



PV 0038

Cyklicke GMC-Zpecificke inhibitory Fﬁéfod16$terézy

Oblast techniky

Tento ovyndlez sa tvka skupiny tetracyklickych derivatoo,
spdsobov dch  pripravy, farmaceutickych pripravkov, ktoreé bich
obsahujd a ich pouZitia ako terapeutickych Sinidiel. PredouvSetkym
sa vyndlez tvka tetracyklickych derivdtov, ktoré s moZnymi a
selektfunymi. dinhibftormi cyklicke ] guanozdin 37, S-monofosfitove
Zpecifickej fosfodiesterdzy (cGMP  Specificke. PDE), ktoré ma_ju
pouZzitie o réznych terapeutickych oblastiach, kedy sa tato
inhibfcia povaZu_ je za vyhodnmd, vrdtane liecenia Kardio-

vaskularnych chordb.

Dotera j$f stav techniky

Z1aZenindm podla vyndlezu sa Struktdrou  najviac pribliZujd
zliaceniny popisang vo WOES/19978, predovietkym potom v prikladoch
36 az 39, 91 a 92 tejto medzindrodnej prihldgky. V prikladoch 36,
37, 91 a 92 sd konkrétne uvedenég zldCeniny obsahu_jdce
dihydrobenzolblfuranylove substituenty a v prikladoch 38 a 39 sd
potom popisang z1ldceniny obsahu jice etyvléndioxyfenylové

substituenty.

Oproti tomu  zldceniny podla vyndlezu neobsahujd  ani
cdihydrobenzofuranyloveé ani  etylénhyvdroxyfenylové substituenty,

ale obsahujd benzofuranylove substituenty.

Benzofuranylovée zldZeniny podla vyndlezua neboli  konkrétne
popilsang ani ndrokovang v prihldSke WO95/719978, napriek tomu, Ze
patria do rozsahu zldcenin genericky ndrokovanvch o tejto

prihldske.
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Padstata vvndlezu

Prvym predmetom predloZengho vyndlezu e pdskytnutie

zlidZenin s vSeobecnym vzarcom (I)

a ich solvdtov (ako hydritov), v ktoryvch:

R° znamend vodik, halogén alebo C;.galkyl;

R? znamend vodik alebo Ci;_salkyl;

R= znamend bicyklicky kruh

Y

ktory mbZe byt uyhodne substituovany _jednou alebo dvoma



skupinami vybranymi z halogénu & C,-salkylu;: a
R= znamend vodik alebo C;_salkyl.

Termin "halogén", ako sa tu  pouZiva, znamend brom, chldr,

fludr a _jdéd.
Terminy "C,_zalkyl” a "(C,_salkyl"”, ako sa tu pouZivajd,
znamenaju priamy alebo rozvetveny alkylovy retazec, ako _je metyl,

etyl, i-propyl, n-butyl, pentyl, hexyl alebo podobné.

Predouvdetkym vyhadnou podskupinou zldcenin podla

predloZengho vyndlezu sd zlddeniny, kde RO znamend vodik.

Dalsia vyhodnd podskupina zahrnuje zld@eniny, kde R* je

vybrany z vodika, metylu a izopropylu.

Vvhodne R* znamend nesubstituovany bicyklicky kruh

N/

&
-\

Este dalSou podskupinou zlacenin so vzorcom (ID

zldZeniny, kde R® znamend vodik alebo metyl.

Je zrejmé, Ze predloZeny vyndlez pokryva vSetky prislufné

kombindcie konkrétnych a vyvhodnych uvedenych zoskupend .

Zldceniny so vzorcom (1) méZu obsahovat Jednmv alebo viac
asymetrickych centier a preto moZ2u  existovat ako enantioméry
alebo diastereoizoméry. Musti byt zre_mé, 2e vyndlez zahrnu_e a.j
zmesi, aj samostatnég jednotlivé dzoméry zladenin so vzorcom (ID.

Predovéetkym vyhodnymi sd BR a 12aR izomérvy.

Konkrétne  jednotlivé zldceniny zahrnujd:



(BR, 12aR) -2, 3,6, 7, 12, 12a-hexahydro-6-(S-benzofuranyl) -2-metyl—

—pyrazino £2°,1 :6, Llpyridol 3, 4-blindol-1, 4-didn;

(BR, 12aR) -2, 3,6, 7, 12, L2a-hexahydro«-6-(S5~benzofuranyl) -
—-pyrazino 2,1 :6, 1llpyridol 3, 4-blindol-1, 4--didn;

(3%, 6BR, 12aR) -2, 3, 6, 7, 12, L.2a-hexahvdro-6-(5-benzofuranyl) -3-metyl -

—pyrazino [2°,1 :6, Llpyridol 3, 4-blindol-1, 4—cidn;

(3%, 6R, 12aR) -2, 3,6, 7, 1.2, 12a~-hexahydro-6-(5-henzofuranyl) -2, 3-
—~cimetyl-pyrazino [2', 1" :6, Llpyridol 3, 4-blindol-1, 4-didn;

(BR, 12aR)-2, 3,6, 7, 12, 1.2a-hexahydro-6-~(S-baenzofuranyl) -2-izo-

propyl—-pyrazino [2’,1' :6, 11pyridol 3, 4-blindol-1, 4-didn; a
ich fyziologicky prijatelné soluvdty Cako hydrdaty) .

Na_juyhodne jSou zldcCeninou podla vyndlezu je

(BR, 12aR>~2, 3,6, 7, 1.2, 12a-hexahydro-6-(S—-benzofuranyl) -2-metyl-—
—-pyrazino [2',1 :6, Llpyricdol 3, 4-blindaol-1, 4-~didn a jej fyzio-

logicky prijatelneg soluvdty Cako hydraty).

Bolo uvedeng, Ze zldCeniny podla predloZeného vyndlezu sd
moZnymi a selektfunymi inhibitormi cGMP Specifickej PDE. Preto sud
zluCeniny so vzorcom (1) zaujimavé pre pouZitie pri liecenie,
praedovEetkym  pri  lieCeni rdznych stavou, kedy e povaZovanad
inhibfcia GMP Specifickej POE za vyhodnd.

‘

v dosledku selektivne inhibifcie PDE 5, vvkazovane j
zluceninami podla predloZengho vyndlezu, sd hladiny cGMP zvySendé,
o  naopak mdHZe viest k  vzostupu prospednyvch  antidodtickouvych,
antineutrofilnych, antivazospastickych, vazodilatacnych,
natriuretickych a diuretickych aktivit, rovrnako ako k
potencionizdcii ddinkov relaxacného faktora (EDRF)  odvodenégho od
endotelu, nitrovazodildtorowv, atridlneho natriuretického faktora

CANF), mozgouvéeho natriuretického pepticdu CBNP) ; C-typu



4

natriuretického peptidu (CNP)Y a relaxadného CEiniddla zdavislého od
endotelu, ako e bradykinin acetylcholin a H5-HT,. Zldceniny so
vzorcom (ID)  sd teda vhodnég na lieCenie mnohyceh  chordb, vritane
stabilne ], nestabilnej alebo variantnej ((Prinzmetal) anginy,
hypertenzie, pulmondlnej hypertenzie, venostatického srdocového
zlyharmnia, zlyhania cinnosti obliciek, aterosklerdzy, stavou
znizZene j cievnej priechodnosti krvi Cako post-perkutdnne j
translumindlne j korondrnej angioplastiky), periférne ) vaskuldrne
choroby, vaskuldrnej poruchy ako je Raynaudova choroba, zdpalove
choroby, mrtvice, bronchitldy, chronickej astmy, alergicke j
astmy, alergickej ndadchy, glaukdmu, aerektilnej disfunkcie
a choroby charakterizovane j Crevnou motilitou Cako diritabilného

Crevnéeho syndrdmu) .

Predpokladd sa, 2Ze adkazy tu mna liecenie sa vztahujd na

prevenciu, rovnako ako aj na lieCenie, danyvch stavov.

Takisto sa predpokladd, Ze zldceniny so  vzorcom (1), alebo
ich fyziologicky prijatelng soli alebo solvdty, mdZu byt poddvang
ako surové zlddeniny alebo ako farmaceutické pripravky obsabu jdce
Jedno alebo druhé.

-

Dalsim precdmetom  predloZengho  uvyndlezu  sd zldceniny  so
vzaorcom (DD pre pouZitie pri lieCeni stabilne ), nestabilne j
a variantne j (Prinzmetal) angilny, hypertenzie, pulmondlne |
hypertenzie, chromnicke j obStrukcne j pulmondalne choroby,
venostatickeého srdocoveho zlyhania, zlyhania cinmosti oblicdiek,
aterosklerdzy, stavov zniZenej clievne] priechodnosti krui Cako
post-PTCAY, periférne ) vaskuldrmne choroby, vaskuldarnej poruchy
aka Je Raynaudova choroba, zépalouej choroby, mftuice,
bronchitldy, chromickej astmy, alergickej astmy, alergicke j
nadchy, glaukdamu, ercektilnej disfunkcie a choroby Crevne j
motility Cako IBS).

Dals{im predmetom vyndlezu je poskytnutie pouZitia zldceniny
sa  vzorcom (1) pre vyraobu liediva na liecenie stabilne],

nestabilne j a variantne] (Prinzmetal)d anainy, hypertenzie,



pulmondlne j hyper-tenzies, chronicke j abStrukdne pulmondlne |
choroby, venostatickeého srdcového zlyhania, zlyhamnia cinnosti
obliciek, aterosklerdzy, stavov zniZenej cievnej priechodnosti
krvi Cako past-PTCA), perifdérne | vaskuldrnej choroby, vaskuwldarne j
poruchy ako je Raynaudova choroba, zdpalove | choroby, méftuvice,
bronchitidy, chromicke j astmy, alergicke) astmy, alergicke j
Nnddchy, - glaukdmu, erektilne j cdistunkcie alebo choroby

charakterizovane_j poruchami crevnej motility Cako IBS)Y .

V dalsom predmete paoskytuje ovyndlez lieCenie stabilne ],
nestabilne a premenlive] (Prinzmetal) anginy, hypertenzie,
pulmondlne hypertenzie, chronicke | obstrukcnej pulmondlne
choroby, venastatického srdcecovéeho zlyvhania, zlyhania Cinnosti
obliciek, aterosklerdzy, stavov zniZenej cievne priechodnosti
krvi. Cako post-PTCA), periférnej vaskuldarnej choroby, vaskuldrne |
poruchy ako _je Raynaudova choroba, zdpalovej choroby, wmrtuice,
bronchitidy, chronickej astmy, alergickej astmy, alergicke j
nadchy, glaukdmu, érektilneJ disfunkacie alebo choroby
charakterizovane_ poruchami crevrne motility Cako IBS), tiel Tudif
alebo zvierat, ktordé zahrnuje podanie tymto ob_jektom terapeuticky

“ e,

Ucinmeého mnoZstva zLlaceniny so vzorcom (B .

Zlaceniny podla vyndlezu mdzu byt poddvanég akoukoluek
vhodnou  cestou, mapriklad ordalnym, bukalrym, sublingvdalnym,
rektdalnym, uaginélnym, nazdalnym, topickym alebo parenterdlnym
(vrdtane intravendznsho, intramuskuldarneho, subkutdnneho a
intrakoromarnehod podarim. Obvykle sa ddva prednost ordlnemua

podaniu.

Pri poddvanti Yudom pri liecebnom a preventivnom liecent
vySSie wvedenych chortbh leZf ordlne davkovanie zldCeniny so
vzorcom (DD obuykle o rozmedzi od 0,5 do 800 mg denne pre
priemerného dospelého  pacienta (70 kg) . Pre typického dospelého
pacienta obsahujd jednotliveé tablety alebo kapsulky od 0, 2 do 400
mg ddinne j zldCeniny na vhodnom farmaceuticky prijatelnom
vehikule alebo nosiéi, pre  podanie v jedinej alebo nasobnych

davkach, raz alebo viackrit denne. Davkovanie pre intravendzne,



&)

bukdlme alebo sublinguialne podanie leZi typicky v rozmedzi od 0O, 1L
do 400 wmg npa _jedind davkuy, ako je poZadované. V praxi stanovi
lekdr aktudlny reZim ddiavkovania, ktory bude avela vhodne 31 pre
Jednotlivych pacientov a bude sa menit s vekom, hmotnostou a
adpovedou  konkrétneho pacienta. VySSie wvedend davkovania s
exempldrne pre priemerng  pripady, ale mdZu nastat individudlne
situdcie, v  ktorycech sa poZadujua vySSie alebo niZSie davkovacie

rozmedzia a ktoré patria cdo rozsathua vyndlezu.

Pri pouZiti pre Tudl mdZe byt zlddenina so vzorcom LD
podand samotna, ale obuyvkle sa poddva v zmesi s farmaceutickym
nasicom zvolenym s ohladom na uwuvaZovand cestu  podania a
Standardmd farmaceutickd prax. Napriklad mdZe byt zldcenina
podand ordalne, bukdlne alebo sublingudlne, vo  forme tabliet
obsahu_jdcich excipienty, ako e Skrob alebo 1aktéza, alebo v
kapsulkdch alebo va jickach, bud samotnda alebo v ozmesi s
excipientmi, alebo va  forme lLieCebnyvch ndpojov alebo suspenzil
obsabhu_juicich ochutovadlo alebo farbiace Cimdidlda. Takéto kvapalné
pripravky mdZ2u byl pripravendg < farmaceuticky prijatelnymi
prisadami, ako sUi  suspendadné  C¢inidld (ako e metylceluldza,
semisynteticky 9lycerid, ako je witepsol, alebo zmesi 9lveeridoo,
ako e zmes oleja z marhulovveh Jadier a esterov PEG-6, alebo
zmesi PEG-8 a kapryvlovveh/kaprinovvch glycericdov) . Zldcenina tieZ
moZe byt dinjektovana prarenterdalne, napriklad intravendzne,
intramuskuldrne, subkutdnne alebo intrakorondrne. Pri.
parenterdlnom podand sa najlepSie pouZije zldcenina vo forme
sterilného  vodnéeho roztokua, ktory mHZe obsahovat dalsie 1atky,
napriklad soli alebo monosacharidy, ako je manitol alebo glukdza,

aby sa pripravil roztok izotonicky s kruou.

Dalsim predmetom vyndlezu Je farmaceutickd kompozicia
obsahu_jdca zldCeninu so vzorcom (DD spolotne s farmaceuticky

prijatelnvm riedidlom alebo ich nosicom.

PrecdloZeny vynalez dalej poskytu_je spdsok pripravy
farmaceuticke j kompozicie obsahujicej zldceninu so  vzorcom 1D,

pricom spdsob zahrnuje zmiedanie zlddeniny so vzorcom (1) dokopy



s Jej farmaceuticky pri_jatelnym riedidlom alebo nosidom.

ZldZenina so vzarcom (I) sa takisto mdZe pouZit v kombindcii
s inymi terapeutickymi ldtkami vhodnymi na liecenie vySsSie
uvedenych choracbnych stavouv. Vyndlez dalej poskytuje, ako dalst
precdmet, kombindciu zlddeniny so  vzorcom (I) spolo®ne s inou

terapeuticky dcinnou liatkou.

Vy33ie uvedend kombindcia sa mdZe beZne uvddzat pre pouZitie

Vo farme farmaceuticke j formulicie a preto  farmaceutickeé
pripravky ocbsahu_jjlice kombindciu, ako je definovanad vyssie,

spolodne s farmaceuticky prijatelnym riedidlom alebo nosidom,

predstavujd dalsd predmet vyndlezu.

Jednotliveé zloZky take_jto kombindcie maZu byt tieZ poddvane
bud postupne alebo sdcasne v samostatnych farmaceutickych

formuldcidch.

Prislufiné diavkovania terapeutickych ¢inidiel pre pouZitie v
kombindcii so zldZeninou so vzorcom (I) sd pre odbornika v

oblasti techniky Yahko stanovitelne.

ZldCeniny so  vzorcom (I) mé2u byt pripravenég akymkolvek
vhodnym postupom zndmym  zo stavu  techniky alebo pomocou dale
uvedenych postupov, ktoré tvoria sdcast predloZengho vyndlezu. V
postupoch dalej znamena_jd R®, R, R® a R® to, o bolo definovane

vo vzorci (I) vySSie, pokial nie _je uvedend niedo iné.

Prvy postup (A pripravy zldceniny so  vzorcom (ID zahrnu e

spracovanie zldc¢eniny so vzorcom (IID

0]

~ OAlk
R | | o an

NV N N CHHal
g




(v ktorom Alk znamend C;_gsalkyl, akao je metyl alebo etyl a Hal e
atdm halogénu, ako je chldr) s primdrnym amfinom R*NH. vo vhodnom
rozpustadle, ako e alkchol (ako e metanol alebo etamnol) alebo
zmes rozpdstadiel, vhodne pri teplote od 20 “C do teploty refluxu
(teda pri asi 50 <0).

PodXa druhého postupu (B) pripravy zldZeniny so vzorcom (1D

Jde zahrnutd hydrogenizdcia zlddeniny so vzorcom (ITTD

’Cbz (i

v ktorom je Alk definovany uvy3Sie a Cbz znamend karbobenzyloxy-
skupinu, za pritomnosti katalyzidtora, ako _je palddium na aktfunom
uhliku, vo vhodnom rozpdsStadle, aka _Jje metanol alebo etanol, pri

zuySenej teplote.

ZldZeninu  so vzorcom (I _je . moZné vhodne pripravit

spracovanim zldceniny so vzorcom (IV)

s haloacetylhalogenidom (napriklad chldracetylchloridom) Vo
vhodnom  rozepdstadle, ako e haloggénovany uhlovodik (napriklad
trichldrmetan alebo dichldrmetdn) alebo éter (napriklad
tetrahydfofurén), vwyhodrne za pritomnaosti bazy, ako _je organicky
amin (napriklad trialkylamin, ako je trietylamin) alebo uhliditan
alebo hydrogenuhliZitan alkalického kovu C(napriklad NaHCOs) .
Reakcia sa vhodne uskuto®tuje pri  teplote od -20 °C do +20
“C (napriklad okola 0O =C).



Zldceninu so  vzorcom (IV) e moZné vhodne pripravit z

alkvlesteru tryptofinu so vzarcom (V)

O
Fio | " QAlk “
N

Tento krok zahrnuje Picket-Spenglerovua cvklizdciu medzi
zldZeninou so vzorcom (V)  a aldehvydom R=CHO. Reakcia beZne
prebieha  vo vhodnom rozpdS$tadle, ako _Je halogénovany uhlovodik
(napriklad dichldrmetdn) alebo aromaticky uhlovodik (napriklad
toluén), za pritomnosti kyseliny, ako _je kyselina trifludroctovd.
Reakcia sa beZne uskutodhuje pri teplote aod -20 “°C do refluxu za
tvorby zldZeniny so  vzorcom (IIDD v jednom kroku. Reakcia sa
takisto mdZe uskutodfovat o  rozpldstadle, ako _je aromaticky
uhlovodik C(napriklad benzén alebo toluén), pod refluxom, uvyhodne
pouzitim Dean-Starkovha pristroja na zachytdvanie tvorenej vody.
Reakciou sa ziska zmes cis a trans izomérou, ktoré méZ2u byt bud
individuidlne enantioméry alebo racemdty pdru cis alebo trans
izomérov v  zavislosti od toho, Ci. sa ako vychodiskovy materidl
pouZi je racemicky, alebo enantiomérne cisty alkylester
tryptofinu. Jednotlivé cis a trans enantioméry sa mdZu vhodne
oddelit zo sVo_jej zmesi frak&nou kryZtalizdciou aleba
chromatografiou Cakao je bleskovd koldnovd chromatografiad
pouZitim prisludnych rozpdftadiel a eluentov. Podobne sa mdZe
oddelit chromatografiou dvojica cis a trans izomérov (napriklad
bleskovou koldnovou chromatografiou) pouZitim prislusnyvch eluens.
Upticky Sisté  trans izoméry mézu byt tieZ premenend na opticky
Cisté cis dzoméry pouZitim ohodnych epimerizadénych postupouv.
Jeden takyto postup zahrnuje spracovanie trans izoméru alebo
zmesi  (napriklad 1:1 zmesi) cis a trans izoméru metanolickym
alebo vodnym chlorovodikom pri teplote od 0 “C do teploty refluxu
roztoku. Potom sa zmes  podrobi chromatografii napriklad
bleskovej koldnovej chromatografii) s cielom oddelenia vyslednych

diastereoizomérav.
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ZldaZenina so vzarcom (IIX) mdZe byt pripravend reakciou
v

zldcCeniny so vzorcom (IV), ako bola predtym popisand, so

zldceninou so vzorcom (VI

CHN<CbZ
HO\r( l-s R1
OR
)

kde Cbhz e definované vyssSie. VUvhodne sa reakcia uskutolhiuje za
pritomnosti 1, 3—-dicyklohexylkarbodiimidu <(DCCY, v rozpdstadle,
ako _je halogénovany uhlovodik (napriklad dichldrmetdn) od 0 °C do

teploty miestnosti.

ZldZeniny so  vzorcom (V) a (VI sd zndme  zldceniny, alebo

mdZu byt pripravendg Standardnymi dale popisanymi postupmi.

Z1ldceniny podla vyndlezu  je moZné izolovat o spojeni s
molekulami rozpdstadla krydtalizdciou z alebo’ odparenim

prislusného rozpustadla.

Preto ako dal3i predmet vyndlezu predkladame spdsob (O
pripravy zldceniny so vzorcom (I)  alebo Jjej solvdtu (napriklad
hydratu), ktory zahrnuje postup (A  alebo (B), ako bol predtym

popisany, nasledavany

i) stupfom interkonverzie; a/Zalebo

iid  tvorbou solvidtu (napriklad hydrdtu) .

Syntézy zldCeniny podla vyndlezu a medziproduktov pre  ich
pouzitie tu s ilustravans nasledu_jdcimi neobmedzu_jdcimi

prikladmi.
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Priklady realizdcie

Medziprodukty 1 a 2

CIR, 3R) —Metyl 1, 2, 3, 4—tetrahvdro-1L-(S-benzofuranyl) -9H-pyvrida-

£3, 4-blindol-3-karboxyldt, ois izomér a

(1R, 3R) ~Metyl 1, 2, 3, 4-tetrahydro-1-(S-benzofuranyl) -9H-pyricdo-
L3,

4-blindol-3-karboxvldt, trans izomer

Do mielangho roztoku metylesteru D-tryptofdnu (3,73 g9) a
H-formyl-benzofurdnu®* (2,5 <) v bezvodom dichlérmetdne (100 ml)D
ochladenom na 0 °C sa pricdd po kvapkdch kyselina trifludroctova
(2,63 ml) a roztok sa ponechd reagovat pri teplote okolia. Pao 72
hodindch sa roztok premyje nasytenym  vodnym roztokom NaHCOs,
potom vodou a susSi sa mad NanSQ,. (Organickd vrstva sa odpard pri
zniZzenom tlaku a zuydSok sa Cistd bleskovou chromatografiouw
premytim dichldérmetan/etylacetdtom 307100 za vzniku prvého cis
dzomeéru (medziprodukt 1) 3 o ako amorfne zldceniny,
nasledovanej trans dizomérom (medziprodukt 2 (2,5 9) ako bielych

kryStdlov, b.t.:194-195 <C.

T Syntéza H-formyl-benzofurdnu je popilsand v Chimie Thérapeutigue

4, pp 221-227 (1966 .

Medziprodukt 3

CIR, 3R) ~Metyl _ 1, 2, 3, 4-tetrahydro-1~-(S5~-benzoturanyl) -—2—-chldr-—

acetyl —SH-pyridol 3, 4-blindol-3-karboxyvlat

Do mieSaného roztoku medziproduktu 1 (2 9> a trietylaminu
0, 88 ml) v bezvaodom dichldrmetine (40 ml) ochladenom na 0 “C sa
prida po kvapkdach chldoracetylchlorid (0,5 ml) a roztok sa miesa
pri rovnakej teplote pofas 1 hodiny. Roztok sa premy_je vodou,
suST sa nad NapSl, a adpari sa do sucha a zvySok kry$talizuje z
metanolu za vzniku zlddeniny uvedenej o ndzve (1,8 g) ako
bledoZzltych kry&tdlov.
b.t.: 227-228 <C
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Medziprodukt 4

(IR, 3R ~Metyl 1, 2, 3, 4-tetrahydro-1-(5-benzofuranyl) —-2-(2-(5) «~ber-—

zvlioxvkarbonylaminopropionvl) —SH—-pyricdofL 3, 4—blindol-3-karboxylat

Do mieéhného. roztoku kyseliny ($S)-2-benzyloxyvkarbonylaming--
propidonove (1,3 @) a 1, 3-dicvklohexylkarbodiimidu <(DCCY L, 2 o
v bezvodom dichldrmetdanse (50 ml) pri O °C sa pridd medziprodukt L
(L, 0 g). Ziskand zmes sa miedSa pocas 72 hodin, potom sa vyslednd
zrazenina odfiltruje. Filtrdt sa odpari do sucha a zuy3ok sa
purifiku je bleskovou chromatogratiou, eldciou cyvklohexdn/etylace-
tdtom (60O/40) za vzniku zldceniny uwvedenej v ndzve ako bielych
krystdlov (1,4 9).

b.t.: 91-92 “C.

Medziprodukt 5

CIR, 3R) =Metyl 1,2, 3, 4-tetrahydro-1-(5-benzofuranyl) —2-L2--(S) ~-hen--

zvloxvkarbonylmetyvlaming) propionyl] -9H-pyridol 3, 4-blindol-3-kark-—

oxyldat

Rovnaky postup, ako bol pouZity pri priprave medziproduktu
4, ale s« vychodiskovou kyselinou 2-(S)-(bhenzyloxykarbonyl.-—-
metylaminodpropidnovou (0,82 @) a pouZitim medziproduktu 1 <0, 6
9). DCC 0,72 9 a dichldrmetdnu (25 ml), poskytne  po
chromatografii, eldcii S cyklohexdan/etylacetdtom C70/300)

z1ldCeninu uvedend v ndzve ako bielu penu.

TH NMR. (240MHz, CDClz) & 7, 7Cs, 1H), 7, 6Cd, 2H), 7, 4-7, 05Cm, L1H)D,
6, 6Cd, 1H), 5, 4--5, 0Cm, 4H), 3, 50d, 1H>, 3, 00m, 1H), 2,9-2,70(m, 6H),
2, 6Cdd, 1H>, 1, 3(s, 3H) .

Priklad 1

(BR, 12aR) -2, 3, 6, 7, 12, 12a-Hexahvdro-~-6-(5-benzofuranyl) -2-metyl -

—pyvrazinol?2’', 1’ :6, 1lpyridol 3, 4-blindol-1, 4—didn




Do mielSanej suspenzie medziproduktu 3 (0,42 o v metanole
(30 ml) sa pridd pri  teplote okolia roztok metylaminu (33% o
EtOH) (0, 47 ml) a ziskand zmes sa zhrieva pri 50 “C pod dusikom
pocas 72 hodin. RozpldStadlo sa adstrani pri znfZenom tlaku a
rozeusty sa v dichldrmetdne. Po  premytl vodou, suBent mnad Na.$S0,
a odparent do sucha sa surovy  produkt Sistf kryﬁtalizéciou z
metanolu za vzniku zldceniny uvedene] o ndzve, ako bielych
kry&tdlov (0, 21 ).
b.t.: 291-293 “C
Amalyvza pre CsaHie(s:
VypoZlitané: C: 71, 68; H: 4,97; N: 10, 90;
Zistend: C: 7L, 5; H: 4,9L; N: 10, 74%.
Lxl=% = + 55, 7° (C=1; CHCls).

Nasledu jdce zldCeniny boli pripravend podobnym spdsobom.
Priklad 2

(BR, 1Z2aR)-2, 3,6, 7, 1.2, lL2a-Hexahvdro-6-(S5—-bhenzofuranyl) —pyvrazino-—-
[2',1° :6, 11pyricdol 3, 4—blindol-1, 4—-didn

Rovnaky postup, ako bol pouZity pri priprave v priklace 1,
ale s  vychodiskovou l1datkou amoniakom a medziproduktom 3,
poskytne po rekry3talizdcii z metanolu zlﬂéeninu uwvedend v nazve
ako biele krystdly.
b.t.: 310-311 <C
Analyza pre Co.H,-Nsls O, 4 MeSOHD
VypoZitané: C: 70,03; H: 4,88; N: 10, 94;
Zistends: C: 70,0L; H: 4,8; N: 10, 61%.
Lxl=“, = + 60, 4% (C=0,5; pyridind.

Priklad 3

(BR, 12aR) -2, 3, 6, 7, 1.2, 1Z2a-Hexahydro-6-(5S-benzofuranyl) —2—izopropyl —

pyrazinol2’, 1’ :6, 11pyridol3, 4-blindol-1, 4—didn
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Rovnaky poastup, ako bol pouZity pri  priprave v priklade 71,
ale s vychodiskovou ldatkou izopropylaminom a mecdziproduktom 3,
poskytne pa rekrydtalizdcii z metanolu zldceninu wedend v ndzuve
ako biele krystdly.
b.t.: 291-292 =C
Analyza pre CosHasNsOx (0, 5 MelH)D
VypoZitang: C: 71, 06; H: 5,92; N: 9, 71;
Zistené: C: 70,94; H: b, 62; N: 9, 77%.
Lal®®, = + 37,9° (C=1; CHCls) .

Priklad 4

(bR, 12aR) -2, 3,6, 7, 12, 12a~-Hexahydro-6-(5-benzofuranyl) -3-metyl—

pyrazinolf2’, 1’ :6, Llpyricol 3, 4-blindol-1, 4-didn

Roztok medziprocduktu 4 (0,3 ) za pritomnosti 10% Pd/C (30
mag) v metanole (10 ml) sa miefa pod atmosférou vodika pri 50 <C
pocZas dvoch  hodin. Reakd&nd zmes sa ochladf, prefiltruje sa cez
Celit, filtradny kold® sa premy_je metanolom a filtrit sa odpari
vo vdkuu. Zuyiok sa purifikuje bleskovou chromatografiou, eldciou
dichldrmetdan/metancolom  (98/2) za vzniku zldceniny uwvedenej v
ndazve akao bielych kry@tdlov po rekryStalizédcii z metanolu (0, 15
g) .

b.t.: 150-151 <C

Analyza pre CozMieNss (0, L MeOH)
VypoZitané: C: 71,39; H: 5, 03; N: 10, 81;
Zistend: C: 71,08; H: 5,16; N: 10, 50%.
Lo]=?, = + 50° (C=0, 25; CHCls).

(36, 6R, 12aR) -2, 3, 6, 7, 12, 12a~-Hexahydro-6—-(S—-benzofuranyl) -2, 3—di--

metvl-pyvrazinol?2’, 1’ :6, i.lpyridol3, 4~-blindol—1, 4—clidn

Rovnaky postup, ako bol pouZity pri  priprave v priklade 4,
ale s vychodiskovou ldatkou medziproduktom 5  a pouZitim 10Z Pd/C
(B0 mg) v metanole (20 ml) poskytne po rekryStalizdcii z metanolu
zldceninu z ndzvu ako biele kry3tdly (40 ma) .

b.t.: 323-324 <C.



Analyza pre CaoaHoiNsOs (0,1 MeQH)
Vypoiitang: C: 7L 52; H: 5, 35; N: 10, 43;
Zistend: Ce: 71.71; H: 5, 44; N: 10, 39%.
[al®0, = + 53% (C=0, 35; CHCLs) .

TABLETY NA ORALNE PUODANIE

A. Priame lisovanie

Utinnd zloZka 50, 0
Crospovidan USNF ' 3,0
Steardt horecnaty 1,0

Bezvodd latkdaza 141, 0

UZinmd zloZka sa preoseje a zmiesSa sa s excipientmi. Ziskand

zmes sa zlisu je do tabliet.

Urinnd zloZka 50, 0

Koloidny oxid kremicity 0,5
Crospovidon 8,0

Laurylsulfiat sodny 1,0
Steardt horecnaty Ph Eu 1,0
MikrokryStalickd celuldza USNF 139, 5

UCinnd zloZka sa preoseje a zmiefa sa s excipientmi. Ziskand

zmes sa zlisuje do tabliet.

B. Mokra granuldcia
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Uinnd zlozka 50, 0
Polyvinylpyroliddn 150, 0
Polyetylénglyvkol. 50, 0
Polysorkit 80 ' ' 10,0
Steardt horecnaty Ph Eu 2.5
Kroskarmeldza sodnd 25,0
Koloidny oxid kremicity 2.5
Mikrokrystalickd celuldza USNF 210, 0

Polyvinylpyroliddan, polyvetylénglykol a polysorbdt 80 sa
rozpustia vo vode. Vysledny roztok sa pouZije na granuldciu’
dcinme ] zloZky. Po uwusulSeni se& granulky preose_jd, potom sa
vytldatajd pri  zuvdenych teplotdch a tlakoch. Extruddt sa melie
asalebo preoseje, potom sa zmieSa s mikrokryStalickou celuldzou,
kroskarmeldzou saodnou, koloilidnym  oxidom kremicitym a steardtom
horeCnatym. Ziskand zmes sa zlisuje do tabliet.

UZinng zloZka 50, 0
Polysorbdt 80 , 3,0
Laktdza Ph Eur L8, 0
Skrob BP 45, 0
Predgélovany kukuricny Skrob BP 22,5

Steardt horecnaty BP 1.5

Uzinnd zloZka sa preoseje a zmieSa s laktdzou, Skrobom a
predgélovanym kukuridnym Skrabom. Polysorbidt 80 sa rozpustfi o
purifikovanesj vode. Pridd sa prislusny objem roztoku polysorbdtu
a prasok sa granuluje. Po usuSeni sa granuldt preoseje a zmiedSa

sa s steardtom horeChnatym. Potom sa granmuldt zlisuje co tabliet.
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Tablety s  dinou déinnostou sa pripravia v prisluSnom pomere

déinmnej zloZky k ostatnym excipientom.

TABLETY POTIAHNUTE FILMOM

VyEZie uvedend tabletovacie zmesi boli potiabnuté filmom.

Potahovacia suspenzia %4 thmot./hmot.

“Opadry” bielal

Purifikovand voda Ph Eu do 100, 0

€

t

v

Voda sa neob_javila o konecnom vyrobku., Maximdlna teoreticka
hmotnost  pevnej lLdtky aplikovane] podas poﬂahmvanié bola 20
mg/tabletu

"Upadry” biela je chrdaneny materidl ziskatelny od Colorcon
Limited,' UK, ktory obsahuj hydroxypropylmetylceluldzu, oxid

titanidity a triacetin

Tablety boli potiabhnuté  filmom pouZitim potahove ] suspenzie

beZnom zariadent na potahovanie Filmom.

KAPSULKY

UEinnd zloZka 50, 0

L.aktdaza 148,5

Polyvinylpyroliddn : 100, 0

Steardt horecnaty 1,5

Ucinmd zloZka sa preoseje a zmiefa sa s excipientmi. Zmes sa

naplni do turdych Zelatinovych kapsuliek s velkostouw &. 1

pouZitdim vhadného zariadenia.
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Uinnd Latka 50, )
MikrokryStalickd celuldaza 233, 5
LLaurylsiran sodny 3, 0

Crospovidon ' 12,0

Steardt horefnaty 1.5

Uinng zloZka sa preose jeé a zmiefSa sa s excipientmi. Zmes sa
naplnt do  turdych Zelatinovvch kapsuliek s  ovelkostouw & 1

pouZitim ovhadného zariacenia.

Je moZné pripravit aj iné cdidvkovania zmenami. pomeru ASinne |
1latky k excipientu, hmotnosti ndplne a, ak e to nevvhnutneg,

velkostou kapsuliek.

innd ldtka 500, [)
Labrafil ML9440CS5 do 1,0 ml

Inhibicdny dcinok na cGMP-PRE

cGMP-PRE a¢innmost zldCenin z  predloZendho 9ynélezu sa meria
pouZitim jednostupfiovej skdsky prisposobene Wellsom a kol
(Wells, J.N,., Baird, C.E., Wu, Y.J. a Hardman, J.G., Biochim.
Biophys. Acta 384, 430 (14975)). Reak®ng meédium obsahavalo 50 mM
Tris-HCL, pH 7,5, 5 mM Mg—acetdtu, ‘250 pnag/ml B’ —nukleotiddzy, 1
mM EGTA a 0,15 M S-[HT1-cGMP, PouZitvm enzymom bol Tudsky
rekombinantny PDE V (ICOS, Seattle USA) .

Zldaceniny podla vyndlezu  boli rozpustené o DMSO, nakoniec
pritomnom v 2 % v teste. Inkuba®nd doba bola 30 mindt, pocas

ktorej celkovd kanverzia substritu nepresiahla 30 %.
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Hodnoty ICsa testovanych z1AdZenin boli stanovené =z
prisludnych koncentradnych kriviek pouZitim obuvyklych
koncentrdcid v rozmedzd od 10 MM do 10 uM. Testy oproti inym PDE
ErnzZYymom pouZziva jldcich Standardneé metddy tieZ ukazu ja, Ze
zlaceniny z vyndlezu sd vvsoko selektivne pre CEMP Specificky PDE

enzZym.

Meranie hladin cGMP

Boldi pouZite bunky z potkanieho aortdlneho hladkého
svalstva (RSMC)  pripravengd podla Chamleya a kol., v Cell Tissue
Res. 177, 503-522 1977 medzi 10. a 25%. priechodom v  sttoku o
24-priehlbfiovych kultivadnych nddobdch. Kultiva®nég médium bholo
odsaté a prenesendg PBS (0,5 ml) obsahujdcim testovand zldCeninu v
priﬁlu%nej koncentrdcii. Po 30 mindtach pri 37 ©C boli Sastice
guanylatcykldzy stimulovang pridavkom ANF (100 nM)  potas 10
mindt. Na konci dinkubdcie bolo prostredie odobrang a boli
uskutonend dve extrakcie pridavkom 65% etanolu (0,25 ml). Dua
etanolickeé extrakty boli spojeng a odparend do  sucha pouZitim
Speed-vac systému. c-GMP bola meramnd po acetyldcii scintilacnym
proximitnym dimunotestom (AMERSHAM) . Hodnoty ECse s vy jadreng ako
davky poskytu jdce  polovicnd stimuldciu pri koncentrdaciach

nasvtenia.

Biologicke dita

Bolo zistend, Ze  zldceniny podla  predloZenégho  vyndlezu
typicky vyvkazu ji ICse hodnotu mendiu ako 900 mM a hodnoty ECse

mensSie ako 5 M. Ddta testovand in vitro pre reprezentativne

.

zldCeniny podla vyndlezu sd uvedend v nasledujicej tabulke:
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Tabulka 1 Vysledky Zr vitro

Priklad &. ICsenM ECso LM
1 15 0,6

2 20 <1

3 ?b <1

4 3 <1

o 8 <L

Hypotenzné dCinky zlldcenin podla predloZendgho vyndlezu, ako
s wedené v tabulke 2, boli Studovanég na spontdnne hypertenznych
potkénoch pri vedomi (SHRs) . ZldZeniny boli poddvang ordlne v
cddvke 5 mas/kg v zmesi 5 4 DMF a 95 % olivového oleja. Katétrom,
umiestenym do krdnej tepny, bol merany kruny tlak a zaznamendvany
5 hodin po podani. Vysledky sd vy jadrendg ako plocha pod krivkou
("Area Under the Curve"” AUC od 0 do % hodin, mmHg . hod) poklesu

krvného tlaku s Casom.,

Tabulka 2 Vysledky Zimn vivo

Priklad & AUC PO CmmHg. kD
L 137

2 93

3 1.08

4 101
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PATENTOUVE NARUOKY

1. Zlacenina so vzorcom I

a Jjej soluity, kde:

R? znamend vodik, halogén alebo C,_.alkyl;

R* znamend vodik alebo C,_.alkyl;

R= znamend bicyklicky kruh

v/

ktory mdZe byt vyhodne substituovany _jednou alebo viacervymi

skupinami vybranymi z halogénu a C,_zalkylu: a
R= znamend vodik alebo C,_salkyl.
2. ZldZenina podla ndroku 1, kde R® znamend vodik.

3.

N

ldZenina podX¥a ndroku 1 alebo 2, kde R?* _je vybrany =z

vodika, metylu a izopropylu.

4. Zldtenina podla niektorého z nidrokov 1 a2 3, kde R®

znamend vodik alebo metyl.

5. (BR, 12aR)-2, 3, 6, 7, 12, 12a-hexahydro-6-(5-benzofuranyl) -2-
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~metyl-pyrazino [2°, 1 :6, 1lpyridol3, 4-blindol-1l, 4-didn;

(BR, 1.2aR)-2, 3, 6, 7, 12, 12a-hexahydro-6-(S5-henzofuranyl) -
—pyrazino 2,1 :6, Llpyridol 3, 4-blindol-1, 4—didn;

(3%, BR, 12aR> -2, 3, 6, 7, 12, 12a-hexahydro-6-(S-henzofuranyl) =3—-matyl-
—pyrazino [2°, 1" :6, Llpyridol3, 4-blindol-1, 4-didn;

(3%, BR, 12aR) -2, 3, 6, 7, 12, 12a-hexahydro-6-(h-henzofuranyl) -2, 3-
~dimetyl-pyrazino L2', 1" :6, 1lpyridol 3, 4-blindol-1, 4—didn;

(BR, 1.2aR) -2, 3, 6, 7, 12, L2a-hexahydro-b-(S~henzafuranyl) -2-izo-
propyl—-pyrazina £2°, 1 :6, Llpyridol 3, 4-blindol-1, 4-didgn; a

ich fyziologicky prijatelng soluvdty.

6. (BR, 1L2aR)-2, 3, 6,7, 12, L.2a-hexahydro-6-(H-benzofuranyl) -2--
~metyl-pyrazina [2', 1 :6, Llpyridol3, 4-blindol-1, 4—didn a _jeho
fyziologicky pri_jatelné solvdty.

7. Z1l4acenina podla niektorého z  ndarokov 1L aZ 6 pre pouZitie

pri liedent.

8. Zldcenina podla niektorého z ndrokov 1 az 6 pre pouZitie
pri liedentd stavov, kedy Jje terapeuticky prospednd inhibicia cGMP

gpecifickej PDE.

9. PouZitie zldceniny podla niektorého 2z ndrokov 1 az2 6 pre
vyrobu liediva na liecenie stavov, kedy je terapeuticky prospesnd

inhibfcia cGMP Specifickej PDE.

10. Spdsaob liecenia stavov tiel Yudi alebo zvierat, kedy e
terapeuticky prospesnd inhibicia cGMP  Specifickej PDE, ktory
zahrnu_je podanie wvedenému objektu terapeuticky Acinného mnoZstva

zldceniny podla niektorého z ndrokov 1 aZ 6.

11. Farmaceuticky pripravok obsahu jdci  zld€eninu podla
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niektorého 2z ndrokov 1 a2 6, spolo®ne s e farmaceuticky

prijatelnym riedidlom alebo nosicom.

12. Spdsob pripravy farmaceutického pripravku obsahu jdceho
zldZeninu podla niektorého z ndrokov 1 a2 6, vy znaoéu jua -
cil s a tym Ze zahrnuje zmielSanie uvedene zld®eniny spolu s

Jed farmaceuticky prijatelnym riedidlom alebo nosicom.
13. Sposob (A) pripravy zldceniny podla ndroku 1, vy z n a-

Cu jdci s a tym Ze zahrnuje spracovanie zlddeniny so

vzorcom (I

N. _CHHal (1)

vl

v ktorom Alk znamend C;_-g,alkyl a Hal _Je atdédm halogénu,

primirnym aminom R*NH.; alebo

splsob (B) zahrnujdci hydrogenovanie zld@eniny so vzorcom (IIID

o)
OAlk B

Cbz  (my .
cHNZ
| R
R3

N
g
2 0

R.

Iz

v ktorom Alk je definovany ako wvy3%ie a Cbz znamend karbobenzyl-
oxyskupinu, za pritomnosti katalyzdtora vo vhodnom rozpudstadle,

ako je alkohol, pri zvySene teplote; alebo
spOsob (C), ktory zahrnuje sbﬁsob (A) alebo (B) nasledavany

i stupfom interkonverzie:; a/alebo

ii)  tvorbou soluvitu.
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