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SOUHRN

Syntéza alkylesteri kyseliny 2-{3-[4-(4-fluorfenyl)-piperazin-1-yl]-2-hydroxy-propoxy}-fenyl-
karbamové a in vitro hodnoceni jejich f-antiadrenergni a vazodilataéni aktivity

Ve snaze ziskat latky priznivé ovliviiujici patologicky zménéné kardiovaskularni funkce, jako je
hypertenze a ischemicka choroba srde¢ni, byla pfipravena nova série latek ze skupiny aryloxyami-
nopropanoli. Ctyfi z téchto latek liici se substituci fenylkarbamétu (methyl, ethyl, propyl, butyl)
byly vybrany pro zakladni farmakologické hodnoceni in vitro. VSechny latky snizovaly v pokusech
na izolovanych spontanné tepajicich predsinich morcete v konc. 1,0.10° zdkladni tepovou frekven-
ci (7,6-13,6 %) a inhibovaly pozitivné chronotropni efekt isoprenalinu (pA, = 6,28-6,81). Latky
vykazovaly pouze mirnou relaxaci KCI prekontrahovanych potkanich aortdlnich preparitli (aZ pfi
koncentraci 1,0.10). SlouCeniny s propyl- a butyl- substituci se jevi byt G¢innéjs$i nez methyl-
a ethyl- derivaty.

Klicova slova: aryloxyaminopropanoly — -antiadrenergni aktivita — izolovana piedsii — izolovana
aorta
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SUMMARY

Synthesis of 2-{3-[4-(4-fluorophenyl)-1-piperazinyl]-2-hydroxy-propoxy}-phenylcarbamic
acid alkylesters and in vitro evaluation of their -antiadrenergic and vasodilatative activities
In effort to obtain effective compounds able to favourably influence pathologically changed
cardiovascular functions, such as hypertension and ischemic cardiac disease, a new series of
aryloxyaminopropanols were synthesized. Four of the compounds, which differ in the alkyl
substitution of phenylcarbamate (methyl, ethyl, propyl, butyl), were chosen for basic in vitro
pharmacological analyses. In experiments on the isolated spontaneously beating guinea pig atria all
compounds at conc. of 1.0.10° mol.I"' decreased the basic heart rate (7.6-13.6%) and inhibited the
positive chronotropic effect of isoprenaline (pA, = 6.28-6.81). The compounds manifest only
a slight relaxation effect on KCl pre-contracted aortal strips of rats (not until conc. of 1.0.10°
mol.I""). The compounds with propyl and butyl substitution appear more effective than the methyl
and ethyl derivatives.
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Uvod

Arteridlni hypertenze je nejcastéj$im onemocnénim kar-
diovaskularniho systému s 25% prevalenci v populaci
dospélych. Nelécend hypertenze mnohonasobné zvysuje
riziko ischemické choroby srdecni, infarktu myokardu
a zejména mozkové ischémie, onemocnéni s nejvyssi mor-
talitou viibec. Esencidlni hypertenze je zptisobena patolo-
gickym zvySenim tonu sympatické slozky vegetativniho
nervového systému, a proto se k jeji terapii pouZivaji pre-
dev§im latky antagonizujici adrenergni receptory tohoto
systému. Zdkladni strukturou antagonizujici B-adrenergni
receptory je aryloxyaminopropanol, pfipadné arylamino-
ethanol. Latky obsahujici ve své struktufe substituovany
fenylpiperazin (urapidil, naftipidil) pak vyrazné antagoni-
zuji o-adrenergni receptory. Klinicky vyuZivané slouceni-
ny s kombinovanym tc¢inkem na o i § adrenergni recepto-
ry jsou v soucasnosti labetalol, karvedilol a celiprolol .

Snaha o nalezeni latky s kombinovanym antihypertenz-
nim t¢inkem vyustila v pfipravu sérii latek ze skupiny jak
arylaminoethanolu, tak aryloxyaminopropanolu, obsahuji-
cich ve své struktufe substituované fenylpiperaziny. 4-fluo-
ro substituce fenylpiperazinu navic vykazovala vyrazné
vazodilatacni uc¢inky (na rozdil od 2-methoxy- substitu-
ce) +9. Cilem préce byla proto pfiprava ¢ty dalSich slou-
Cenin s 4-fluorfenylpiperazinem v bazické ¢asti molekuly
a alkylkarbamatovou skupinou v poloze 2 fenylového jad-
ra a in vitro zhodnoceni jejich f3-antiadrenergni a vazodila-
tacni aktivity.

POKUSNA CAST

s v

Syntetickd Cdst

Rozpoustédla a chemikélie byly dodany od koncernu Sigma-
Aldrich (GE) a firmy Lachner (CZ) a byly pouZity bez dalsiho
precisténi.

Latky UCHL 11-UCHL 14 byly pfipraveny tfistupiiovou syn-
tézou (obr. 1). Alkylestery kyseliny 2-hydroxyfenylkarbamové
byly pfipraveny reakci 2-aminofenolu (0,2 mol) s odpovidajicimi
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Obr. 1. Schéma syntézy latek

alkylestery kyseliny chlormravenci (0,1 mol) v prostiedi diethyl-
etheru. Alkylestery kyseliny 2-[(2,3-epoxy)-propoxy]-fenylkarba-
mové byly pripraveny reakci alkylesteru kyseliny 2-hydroxyfe-
nylkarbamové (0,1 mol) s 1-chlor-2,3-epoxypropanem (0,3 mol)
v zésaditém prostredi hydroxidu draselného. Metody byly jiz dfi-
ve popsany 7. Kone¢né latky byly pripraveny reakci prislusné
epoxyslouceniny (0,01 mol) s 1-(4-fluorfenyl)-piperazinem
(0,01 mol) v prostfedi 2-propanolu. Smés byla zahfivana 6 hodin
pri teploté varu rozpoustédla. Rozpoustédlo bylo vakuové odde-
stilovano, surovy produkt rozpustén v diethyletheru a ptidanim
nasyceného etherického roztoku chlorovodiku byly ziskany
amorfni sraZeniny piisluSnych hydrochloridd, jeZ byly nasledné
rekrystalizovany z ethanolu.

Teploty tani byly stanoveny na Kofflerové bloku po vysuseni
nad PO za sniZeného tlaku. Nejsou korigovany.

NMR spektra byla zméfena na pfistroji Varian Gemini 200
('"H 200 MHz, "*C 50,3 MHz). Chemické posuny jsou uvedeny
v ppm (8) v poméru k tetramethylsilanu jako vnitinimu standar-
tu.

Infradervend spektra byla zméfena na IC spektrofotometru
NICOLET Model Impact 410, v rozsahu vlnovych délek
4000-400 cm!. Vzorky byly méfeny v pevné formé, pfipravené
lisovanim do tablety s KBr v koncentraci 1,0-1,5 mg latky na
400 mg KBr.

Biologickd Cdst

Antagonisticky t¢inek nové syntetizovanych latek na pozitiv-
né chronotropni efekt B-adrenergniho agonisty isoprenalinu byl
sledovén na izolovanych, spontdnné tepajicich predsinich morcat.
Prava pfedsiii srdce z morcete byla napojena na izometricky sni-
mac v Tyrodové roztoku (slozeni v mmol.l": NaCl 137,0; KCI
2,7; NaHCO, 25,0; MgCl, 1,0; NaH,PO, 0,42; CaCl, 1,9 a glu-
kosa 11,0) pii teploté 30 °C pod stalym napétim 1 g a provzdus-
fiovdna pneumoxidem (O, + 5% CO,). Po 30 minutach stabiliza-
ce preparatu byl kumulativné pridavan isoprenalin ve formé
hydrochloridu (Sigma-Aldrich, GE) v koncentracich 107> aZ
10 mol.I"" a po kazdém pfidéani byly zaznamenany zmény tepo-
vé frekvence. Po proplachnuti a ustdleni preparatu byla do 1azné
podana testovana latka v koncentraci 10 mol.I"" a po 20 min zno-
vu kumulativné aplikovén isoprenalin. Afinita k isoprenalinu byla
vyjadfena jako jeho stfedni efektivni koncentrace (EC,)). Mira
antagonistického piisobeni testovanych latek byla vypocitana
z posunu kiivek zavislosti u¢inku na koncentraci jako disociacni
konstanta pA, ®. Relativni zmény tepové frekvence piedsini byly
hodnoceny vzhledem k pocate¢nim hodnotdm v pétiminutovych
intervalech po aplikaci testované latky. Pro porovnéni uc¢inku byl
pouZit jako standard B-adrenergni antagonista celiprolol ve formé
hydrochloridu (Rhone-Poulenc Rorer, FR) v koncentraci
107 mol.I'.

Vazodilatacni G¢inek noveé syntetizovanych latek byl sledovan
na izolovanych a KCI prekontrahovanych aortdch potkani. Dos-
péli potkani kmene Wistar o hmotnosti 240-300 g byli anestezo-
vani i.p. aplikaci pentobarbitalu (50 mg.kg') a nasledné byla izo-
lovana aorta. Nafezané krouzky (4 mm) byly upevnény k snimaci
pro izometrické méfeni v organové lazni naplnéné Krebs-Hense-
leitovym roztokem (sloZeni v mmol.I"': NaCl 118,0; KCI 4,7;
NaHCO, 25,0; MgSO, 1,6; KH,PO, 1,2; CaCl, 2,5 a glukosa
11,0) pti teploté 37 °C pod stdlym napétim 1 g a provzdusiovany
pneumoxidem. Po 2 hodinach stabilizace preparitu byl pfidan
vodny roztok KCl (50 mmol.I'"), ktery navodil depolarizaci
bunécné membrany doprovdzenou otevienim pomalych napétové
fizenych vapnikovych kanal a vniknutim Ca®* do buiiky. Po usta-
leni napéti preparatu byly kumulativné ptidavany testované latky
v koncentracich 107 a7 10 mol.I'" a zaznamenany zmény nap&ti
aorty na linedrnim zapisovaci (Laboratorni pfistroje, Praha). Pfi
maximalni relaxaci byl k preparétu aplikovan roztok CaCl, o kon-
centraci 8.10% mol.I" a zaznamenana nésledovna kontrakce. Pro
porovnani tG¢inku byla pouZzita vasodilatancia pusobici prostied-
nictvim inhibice d¢inku Ca?* v butice hladkého svalu, tj. verapa-
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Tab. 1. Pripravené ldatky a jejich charakteristika

OH H

VO -
O\)\/N N F cl
SO

NHCOOR

Pracovni nizev R: sumarni vzorec Mr t.t. (°C) vytézek (%)
UCHL 11 -CH, C, H,,FCIN,O, 439,96 189-193 79
UCHL 12 C,H, C,,H,,FCIN,O, 453,99 189-195 76
UCHL 13 -C,H, C,,H, FCIN,O, 468,02 155-159 70
UCHL 14 -C,H, C,,H,,FCIN,O, 482,05 165-169 68

Tab. 2. 'TH NMR charakteristika pfipravenych ldatek

'H NMR (200 MHz, DMSO D) (ppm):

UCHL 11 3,08-3,52 (m; 6H; -CHOH-CH,N, 2,6- piperazin); 3,52-3,80 (m; 7H; -COOCH, 3,5 piperazin); 3,82—4,04
(m; 2H; -OCH,CHOH-); 442—4 ,60 (m; 1H; -CHOH-); 6,16 (s; 1H; -CHOH-); 685 —7,20 (m; 7H; arom.H); 7,80
(d; 1H; J_73Hz 6’arom.H Ar-NHCOOR); 8,73 (s; 1H; -NHCO-); 10,89 (s; 1H; NH")

UCHL 12 1,26 (t; 3H; J = 7,0 Hz; -CH,CH,); 3,12-3,50 (m; 6H; -CHOH-CH,N, 2,6- piperazin); 3,50-3,80 (m; 4H; 3,5 piperazin);
3,80-4,04 (m; 2H; -OCH CHOH) 4,15 (q; 2H; J =7,0 Hz; -CH CH) 4,45-4,64 (m; 1H; -CHOH-); 6,16 (s; 1H; -CHOH-);
6,85-7,20 (m; 7H; arom. H) 7,82 (d; 1H; J =7,3 Hz; 6aromHAr NHCOOR) 8,67 (s; 1H; -NHCO-); 10,91 (s; 1H; NH*)

UCHL 13 0,92 (t; 3H; J = 7,3 Hz; -CH,CH,CH,); 1,55-1,75 (m; 2H; -CH,CH,CH,); 3,10-3,50 (m; 6H; -CHOH-CH,N, 2,6- piperazin);
3,50-3,85 (m; 4H; 3,5 plperazm) 3,85-4,12 (m; 4H; -OCH, CHOH- -CH CH,CH,); 4,45-4,61 (m; 1H; CHOH ); 6,18 (s; 1H;
-CHOH-); 6,85-7,20 (m; 7H; arom.H); 7,80 (d; 1H; J = 7,3 Hz; 6’ aromHAr NHCOOR) 8,68 (s; 1H; -NHCO-);

10,85 (s; 1H; NH*)

UCHL 14

091 (t; 3H; J = 7,1 Hz; -CH,CH,CH,CH,); 1,28-1,44 (m; 2H; -CH,CH,CH,CH,); 1,53-1,70 (m; 2H; -CH,CH,CH,CH,);
3,15-3,50 (m; 6H; -CHOH-CH,N, 2.,6- piperazin); 3,50-3,84 (m; 4H; 3,5 piperazin); 3,84-4,05 (m; 2H; -OCH,CHOH-);
4,10 (t; 2H; J = 6,6 Hz; -CH,CH CH,CH,); 4,43-4,61 (m; 1H; -CHOH-); 6,18 (s; 1H; -CHOH-); 6,85-7,20 (m: 7H; arom.H);
7,81 (d; 1H; J = 7,3 Hz; 6"arom.H Ar-NHCOOR); 8,68 (s; 1H; -NHCO-); 10,90 (s; 1H; NH")

Tab. 3. *C NMR charakteristika pfipravenych ldatek

*C NMR (50,3 MHz, DMSO D) d (ppm):

UCHL 11

63,99; 57,84; 51,99; 51,61; 51,09; 45,81
UCHL 12

64,02; 60,21; 57,83; 51,97; 51,14; 45,83; 14,37
UCHL 13

65,78; 63,94; 57,81; 52,03; 51,09; 45,80; 21,76; 10,05
UCHL 14

64,01; 57,84; 52,03; 51,12; 45,78; 30,49; 18,42; 13,42

158,82; 154,09; 154,03; 148,08; 146,39; 127,41; 123,50; 120,72; 120,49; 117,72; 117,57; 115,56; 115,12; 112,07; 70,76;
158,79; 154,07; 153,57; 148,00; 146,39; 127,49; 123,36; 120,68; 120,39; 117,69; 117,54; 115,53; 115,09; 112,00; 70,77;
158,79; 154,09; 153,69; 148,03; 146,30; 127,44; 123,41; 120,68; 120,51; 117,69; 117,54; 115,53; 115,11; 112,03; 70,73;

158,81; 154,105 153,71; 148,03; 146,38; 127,47; 123,42; 120,69; 120,51; 117,70; 117,55; 115,56; 115,12; 112,04; 70,76;

mil hydrochlorid (Sigma-Aldrich, GE) a flunarizin dihydrochlo-
rid (VUL, Modra, SR).

VYSLEDKY A DISKUZE

Tab. 4. Absorpéni pasy IC spektra v (cm™)

litka N-H C=0 HNCO C,0 C,,O
UCHL 11 3264 1722 1524 1234 1064
UCHL 12 3270 1714 1525 1233 1063
UCHL 13 3268 1709 1523 1236 1065
UCHL 14 3275 1722 1523 1238 1071

Syntetickd Cdst

Byly pfipraveny ctyfi nové latky, alkylestery kyseliny
2-{3-[4-(4-fluorfenyl)-piperazin-1-yl]-2-hydroxy-propo-
xy }-fenylkarbamové lisici se navzdjem délkou alifatického
fetézce. Zakladni charakteristiku nové syntetizovanych
latek uvadi tabulka 1. Struktura latek byla potvrzena
"H NMR (tab. 2) a '*C NMR (tab. 3) spektroskopii.

V infracervené oblasti spektra latky vykazuji charakte-
ristické vibracni pasy (tab. 4).

Biologickd cdst

Hodnoty EC,, pA, a hodnoty relativnich zmén tepové
frekvence uvad&ji tabulky 5 a 6. Jak ukazuji hodnoty pA.,,
vSechny testované latky vykazuji B-antiadrenergni aktivitu,
ktera je pfiblizné 16- az 57ndsobné nizsi nez aktivita celi-
prololu, pfi¢emz se mirné zvysuje s velikosti alkylu karba-
matu. Rozdily mezi jednotlivymi derivity vSak nebyly sta-
tisticky vyznamné. Podobnou aktivitu vykazuji
i strukturdlné piibuzné latky hodnocené diive > ©.
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Tab. 5. Antiisoprenalinové piisobeni testovanych latek. Hodnoty EC, a pA,. Vysledky jsou primérem ze 6 méreni + S.E.M.

Latka koncentrace (mol.I'") EC,, kontroly (mol.I"") EC,, testované litky (mol.I") pA,

UCHL 11 1,0.10°¢ 6,46 + 3,05.101° 1,87 £ 1,05.10° 6,28 + 0,31
UCHL 12 1,0.10°¢ 6,07 + 1,88.101° 3,22 +1,87.10° 6,61 £0,15
UCHL 13 1,0.10¢ 4,58 £2,51.10°"° 3,45 +1,30.10° 6,81 +£0,24
UCHL 14 1,0.10° 2,40 = 1,04.10° 1,62 + 0,46.10°% 6,76 = 0,08
celiprolol 1,0.107 1,14 +0,49.10° 1,35 £ 0,39.10® 8,03 £ 0,20

Tab. 6. Hodnoty relativnich zmén tepové frekvence po aplikaci latek. Vysledky jsou primérem ze 6 méfeni + S.E.M.

Latka koncentrace (mol.1")

5 min
UCHL 11 1,0.10¢ 103,4 £3,6
UCHL 12 1,0.10¢ 100,2 + 1,8
UCHL 13 1,0.10¢ 932+2,1
UCHL 14 1,0.10° 102,2+5,2
Celiprolol 1,0.107 98,5+ 1,0

tepové frekvence (%)

10 min 15 min 20 min
99,4 + 3,6 96,4 +34 92,4 +3,9
93,8 +3,2 92,7 +3,7 90,0 + 2,1
88,4 +272 91,6 £5.2 88,2+ 1,8
96,4 + 4,6 91,1 44 86,4 + 3,9
954+ 1,1 90,6 + 1,3 86,6 + 0,9

Tab. 7. Relaxacni efekt testovanych latek na KCI depolarizované izolované aorty potkanii. Vysledky jsou priumérem ze 7

mereni + S.E.M.

Relaxace testovanou latkou (%) kontrakce CaCl, (%)
koncentrace (mol.1") 1,0.107 1,0.10° 1,0.10° 8,0.10°
UCHL 11 12+1,2 4,1+£29 31,1 £6,9 47,3 +10,8
UCHL 12 12+1,.2 25+25 61,7+72 79,0 £ 14,4
UCHL 13 1,5+£1,0 50x29 85,3 £10,5 63,1 £12,6
UCHL 14 1,7+1,2 56 £4,1 87,7 £ 8,1 54,5+ 14,3
flunarizin 20,7 £4,3 38,9 +4,9 743 +£99 61,6 £10,2
verapamil 6,7+ 1,9 334 +3,8 69,0 4,7 42,8 + 14,3

Vsechny latky ptidané k izolovanému myokardidlnimu
preparatu v koncentraci 10 mol.I"! sniZovaly tepovou frek-
venci v pruméru o 7,6—-13,6 %. Tento pokles byl pozvolny,
rozvijejici se v pribéhu sledovanych 20 min. Intenzita
negativni chronotropie se prohlubovala se zvétSujicim se
substituentem od methylu po butyl. U¢inek latek na TF je
u latek s vétSim substituentem (UCHL 13 a 14) porovna-
telny s celiprololem, ktery byl vSak podan v desetindsobné
niz8i koncentraci (107 mol.1") (tab. 6).

Miru relaxace izolované aorty potkant prekontrahované
KCl uvadi tabulka 7. VSechny latky poddvané kumulativné
vykazovaly vyraznou relaxaci az v koncentraci 10 mol.I",
na rozdil od verapamilu a flunarizinu, u kterych se relaxa-
ce projevila uz v 100nasobné niz§ich koncentracich. Ve
srovnani s 4-alkylkarbamatovym polohovym izomerem ¥
se jevi 2-substituce fenylu jako méné vyhodna a oproti ben-
zofuranovym analoglim © vykazuji latky vyrazné niZzsi
vazodilatacni efekt. Vzhledem ke skuteCnosti, Ze po prida-
ni roztoku CaCl, doslo opét ke kontrakci aorty, je pravde-
podobné, Ze sledované litky pisobi pifimo inhibi¢né na
ucinky Ca?* v hladké svaloviné aorty.

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze latky s vétsimi sub-
stituenty na jadre, tj. s propyl (UCHL 13) a butylkarbama-
tovou substituci (UCHL 14), maji vyssi schopnost ovliviio-
vat zakladni kardiovaskularni funkce. Ob¢ latky potvrdily
schopnost specificky inhibovat pozitivné chronotropni

ucinky izoprenalinu na srdci i pisobit vazodilata¢né. Proto
se v naSich dalSich experimentech budeme vénovat studiu
jejich dcinkt v podminkach in vivo u intaktnich zvitat
a sledovat jejich potencialni antihypertenzni aktivitu.
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