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2.4- a 2,5-bis-tetrazolylpyridiny a farmaceuticky prostiedek s jej ich obsahem
Oblast techniky
Predmétem vynalezu jsou 2,4 a 2,5-bis-tetrazolylpyridiny a farmaceutické prostfedky s jejich

obsahem.

Dosavadni stav techniky

Sloudeniny, které inhibuji enzymy prolinhydroxylazu a lysinhydroxylazu, pisobi velmi
selektivni inhibici biosyntézy kolagenu ovlivnénim hydroxylaéni reakce, specifické pro kolagen.
Béhem této reakce se prolin nebo lysin, vazané na protein, hydroxyluji enzymy prolinhydroxy-
lazou, poptipadé lysinhydroxylazou. Jestlize této reakci brani inhibitory, tak vznikne nefunkni,
nehydroxylovana molekula kolagenu, kterd miZe byt predana buiikami jen ve velmi malém
mnosstvi do extracelularniho prostoru. Nehydroxylovany kolagen se kromé& toho nemuze
vestavovat do kolagenni matrice a velmi snadno se proteolyticky odbourava. V disledku tohoto
G¢inku se sniZzuje vesmés mnozstvi extracelularn€ ulozeného kolagenu.

Je znamé, e inhibice prolinhydroxylazy zndmymi inhibitory, jako a,o'-dipyridylem, vede
k inhibici Cl,-biosyntézy makrofag /W. Miiller et al., FEBS Lett. 90 /1978/. 218; Immunbiology
155 /1978/, 47/. Tim dochazi k vypusténi klasické cesty aktivace komplementi. Inhibitory
prolinhydroxyldzy pasobi proto ijako imunosupresiva, napriklad pfi imunokomplexnich
onemocnénich.

Je znamé, ze se enzym prolinhydroxylaza G¢inné inhibuje pyridin-2,4-dikarboxylovou kyselinou
a pyridin-2,5-dikarboxylovou kyselinou /K. Majamaa et al., Eur. J. Biochem. 138 71984/ 239-
245/. Tyto slougeniny jsou v bun&né kultufe i¢inné jako inhibitory ovsem jen ve velmi vysoké
koncentraci./Tschank, G. et al., Biochem. J. 248 /1987/ 625-633.

V DE-A 34 32 094 jsou popsany diestery pyridin-2,4-dikarboxylové kyseliny a pyridin-2,5-
dikarboxylové kyseliny se 1 az 6 C atomy v alkylové &asti esteru, jako lé¢iva pro inhibici
prolinhydroxylazy a lysinhydroxylazy.

Tyto nizkoalkylované diestery maji ale ten nedostatek, Ze se v organismu piili$ rychle 3tépi na
kyseliny a nedostanou se v dostate&né& vysoké koncentraci na své misto pasobeni v burice a proto
jsou méné vhodné pro podavani jako lé€iva.

DE-A 37 03 959, DE-A 37 03 962 aDE-A 37 03 963 popisuji vobecné form& smésné
ester/amidy, vy33i alkylované diestery a diamidy pyridin-2,4-dikarboxylové kyseliny a pyridin-
2,5-dikarboxylové kyseliny, které G&inn& inhibuji biosyntézu kolagenu ve zvifecim modelu. Tak
je v DE-A 37 03 959 mimo jiné popsina syntéza diamidu N,N'-bis/2-methoxyethyl/pyridin-2,4-
dikarboxylové kyseliny a diamidu N,N"-bis/3-isopropoxypropyl/-pyridin-2,4-dikarboxylové
kyseliny.

V némeckych piihlaskach vynalezu P 38 26 471.4 a P 38 28 140.6 se navrhuje zpisob vyroby
diamidu N,N'-bis/2-methoxyethyl/-pyridin-2,4-dikarboxylové kyseliny.

Némecka ptihlagka vynalezu P 39 24 093.2 navrhuje nové diamidy N,N'-bis/alkoxyalkyl/-
pyridin-2,4-dikarboxylové kyseliny.
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Némecka prihlaska vynalezu P 40 01 002.3 popisuje pouZiti di-/nitroxyalkyl/amidii pyridin-2,4-
dikarboxylové kyseliny a pyridin-2,5-dikarboxylové kyseliny pro vyrobu I€iv, inhibujicich
prolinhydroxylazu a lysinhydroxylazu.

Jak diamid pyridin-2,4-dikarboxylové kyseliny a pyridin-2,5-dikarboxylové kyseliny /Hirakata et
al. J. pharm. Soc. Japan 77 /1957/ 219 a Hirig a kol., Helv. 37 /19544 147, 153/, tak i dihydrazid
kyseliny pyridin-2,4-dikarboxylové a kyseliny pyridin-2,5-dikarboxylové /Itai a kol., BI. nation.
hyg. Labor., Tokio, 74 /1956/ 115, 117 a Shinohara akol., Chem. High Polymers Japan,
15 /1958/ 839/ jsou jiz znamé jako prostiedky proti tuberkuloze.

V JP 53/28175 / 78/28175// se popisuji diamidy kyseliny N,N'-bis/2-nitrooxyethyl/pyridin-2,4-
dikarboxylové a kyseliny N,N'-bis/2-nitrooxyethyl/pyridin-2,5-dikarboxylové jako latky s vaso-
dilataénim uc¢inkem.

Némecka piihlaska vyndlezu P 40 20 570.3 popisuje pouZiti 2,4-substituovanych a2,5-

substituovanych pyridin-N-oxidG pro vyrobu I€é€iv, inhibujicich prolinhydroxylazu a lysin-
hydroxylazu.

Podstata vynalezu

Nyni bylo prekvapivé zjisténo, Zze 2,4-bis-tetrazolylpyridiny a 2,5-bis-tetrazolylpyridiny
obecného vzorce Iajejich fyziologicky pfijatelné soli inhibuji uginné lysinhydoxylazu
a prolinhydroxylazu.

Predmétem predloZzeného vynalezu tedy jsou 2,4-bis-tetrazolylpyridiny a 2,5-bis-tetrazolyl-
pyridiny obecného vzorce I

A
Z l : ,

ve kterém znaci
A skupinu

N—N N==N.

i \>._ nebo 1 A

N— ?:I N—

R R

pfi¢emz v t&chto vzorcich znaci

R vodikovy atom, alkylovou skupinu s 1 aZ 6 uhlikovymi atomy, popfipadé substituovanou
karboxylovou skupinou nebo alkoxykarbonylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy
v alkoxylu, fenylkarbonylovou skupinou, alkylaminokarbonylovou skupinou s1 az
4 uhlikovymi atomy v alkylové &asti, pficemz alkylova skupina mize byt sama
substituovana alkoxyskupinou s 1 az 6 uhlikovymi atomy adile amino karbonylovou
skupinou, ptiemz dusikovy atom mize byt jednou, vyhodné ale dvakrét, substituovan
alkylovou skupinou s 1 az 3 uhlikovymi atomy, arylovou skupinu se 6 az 10 uhlikovymi
atomy, poptipadé substituovanou atomem halogenu, fenylalkylovou skupinu se 2 az
6 uhlikovymi atomy v alkylové &sti, nebo cykloalkylovou nebo cykloalkenylovou skupinu
se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy a cykloalkylalkylovou nebo cykloalkenylalkylovou
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skupinu s 1 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové gasti a s5 az 6 uhlikovymi atomy
v cykloalkylové, popfipadé cykloalkenylové &asti, pficemz 1 az 3 CH,-skupiny cyklu jsou
nahrazeny heteroatomy, jako je kyslik, sira nebo dusik, nebo skupinou C=0, a popfipadé je
cyklus substituovany alkylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy,

jakoz i jejich fyziologicky pfijatelné soli.
Vyhodné jsou slougeniny obecného vzorce I, ve kterém znadi

R vodikovy atom, nebo alkylovou skupinu s az 6 uhlikovymi atomy, substituovanou
karboxylovou skupinou nebo alkoxykarbonylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy
v alkoxylu, fenylkarbonylovou skupinou, alkylaminokarbonylovou skupinou sl az
4 uhlikovymi atomy v alkylové &asti, nebo aminokarbonylovou skupinou,

nebo ve kterém znaéi

R alkylovou skupinu s 1 aZ 6 uhlikovymi atomy, substituovanou fenylkarbonylovou skupinou,
alkoxykarbonylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy v alkoxylu, pfi¢emz alkylova
skupina je sama o sob& substituovana alkoxyskupinou s 1 az 6 uhlikovymi atomy, nebo
aminokarbonylovou skupinou, pfi¢emz dusik je substituovany jednou, vyhodné ale dvakrat
alkylovou skupinou s 1 az 3 uhlikovymi atomy,

nebo ve kterém znadi

R arylovou skupinu se 6 aZ 10 uhlikovymi atomy, obzvlasté fenylovou skupinu nebo
naftylovou skupinu, poptipadé substituovanou atomem halogenu, jako je chlor nebo brom,

nebo ve kterém znaci
R fenylalkylovou skupinu se 2 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové &asti,
nebo ve kterém znaci

R cykloalkylovou nebo cykloalkenylovou skupinu se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy nebo
cykloalkylalkylovou nebo cykloalkenylalkylovou skupinu se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy
v cykloalkylové nebo cykloalkenylové asti, a s 1 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové Casti,
a cyklus je popfipadé substituovan alkylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy,

nebo ve kterém znaci

R cykloalkylovou nebo cykloalkenylovou skupinu se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy nebo
cykloalkylalkylovou nebo cykloalkenylalkylovou skupinu se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy
v cykloalkylové nebo cykloalkenylové &asti a s 1 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové Casti.

Dale jsou také vyhodné sloudeniny obecného vzorce I, ve kterém jsou zbytky R pro oba
substituenty identické nebo ve kterém jsou substituéni vzory pro substituenty A (2,4 nebo 2,5)
identické.

Slouceniny obecného vzorce [ se mohou vyrobit tak, ze se slou¢enina obecného vzorce Il

NC
rZ an

O
SN N
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necha reagovat s NaN; a NH,CL ve vhodném organickém rozpoustédle.

JestliZe se maji ziskat slou¢eniny obecného vzorce I, ve kterych R neznati vodikovy atom, pak se
k uvedené reakci pripoji jesté substitu¢ni reakce, pfi které se vodik nahradi odpovidajicim
substituentem. Za tim G&elem se k roztoku 2,4-bis-(tetrazol-5-yl)-pyridinu nebo 2,5-bis-(tetrazol-
5-yl)-pyridinu ve vhodném rozpoustédle, vyhodné dimethylformamidu nebo acetonu, pfida pfi
teploté mistnosti vhodna baze, napfiklad triethylamin nebo hydroxid sodny. Potom se pfida
napiiklad alkylagni ¢inidlo, popfipadé rozpusténé v dimethylformamidu, a reakéni smés se micha
nebo se zah¥ivé k varu pod zpétnym chladi¢em tak dlouho, aZ se pomoci chromatografie na tenké
vrstvé /silikagel, eluéni &inidlo, ethylacetat/ jiz neda dokédzat Zadny nebo jen velmi maly edukt.
Prebyte¢né alkylaéni &inidlo se eventuelné rozrusi ptidavkem koncentrovaného amoniaku.
Zpracovani se provadi bud’

a/ odpafenim smési s bleskovym chromatografickym ¢ist€nim nebo pfekrystalovanim zbytku,
nebo

b/ rozdélenim mezi vodu a vhodné rozpoustédlo, s vyhodou ethylacetat nebo CH;Cl,, suSenim
organickych fazi Na,SO, odpafenim roztoku a bleskovym chromatografickym ¢iSténim nebo
piekrystalovanim zbytku.

Slougeniny obecného vzorce I podle vynalezu maji cenné farmakologické vlastnosti a vykazuji
zejména uginnost jako inhibitory prolinhydroxylazy a lysinhydroxylazy, jako fibrosupresiva
a imunosupresiva.

Aktivita fibrigenazy se mtZe zjistovat radioimunologickym stanovenim propeptidu kolagenu
typu III s terminalnim N nebo pfitn& zesiténych domén kolagenu typu IV s terminalnim N
popfipadé C /7s-kolagen popfipadé typu IV kolagenu NC,/ v séru.

K tomuto uéelu byly méfeny koncentrace hydroxyprolinu, prokolagenu-Ill-peptidu,7-s-kolagenu
a kolagenu-NC, typu IV v jatrech

a/ neodetfenych krys /kontrola/,
b/ krys, jimz byl podan tetrachlormethan /kontrola CCly/

¢/ krys, jimz byl podan nejdtive CCl, a potom sloucenina podle vynalezu /tato testovaci metoda
je popsana Roullier C., expreimental toxic injury of the liver; in The Liver C. Roullier, sv. 2,
str. 335 - 476, New York, Academic Press, 1964/.

Slougeniny obecného vzorce I se mohou pouzivat ve formé farmaceutickych preparatd, které je
obsahuji poptipadé spolu se snesitelnymi farmaceutickymi nosi¢i. Slougeniny se mohou pouzivat
jako légiva, napfiklad ve form& farmaceutickych preparati, které obsahuji tyto slouCeniny ve
smési s farmaceutickym, organickym nebo anorganickym nosi¢em, vhodnym pro enteralni,
perkutanni nebo parenteralni aplikaci, jako napiiklad vodu, arabskou gumu, Zelatinu, mlé¢ny
cukr, $krob, magneziumstearat, talek, rostlinné oleje, polyalkylenglykoly, vazelinu atd.

Pro tento ucel se mohou aplikovat peroraln& v davkach 0,01 az 25,0 mg/kg, s vyhodou 0.01 az
50 mg/kg, nebo parenteralng vdavkich 0,001 az 5 mg/kg/den, svyhodou 0,001 az
2,5 mg/kg/den a nejvyhodnéji 0,005 az 1,0 mg/kg/den. Davka se mize v t€zkych pfipadech
i zvysit. V mnoha pripadech postadi i mensi davky. Tyto udaje se vztahuji na dospélou osobu

s hmotnosti asi 75 kg.

Vynalez zahrnuje dale pouziti slougenin podle vynalezu pfi vyrobé leciv, které se pouzivaji
k Ié&eni a profylaxi vy$e uvedenych poruch latkové vymeény.
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Dal$im pfedmétem vynalezu jsou léCiva, ktera obsahuji jednu nebo vice slouenin obecného
vzorce I podle vynalezu a/nebo jejich fyziologicky snesitelné soli.

Légiva se vyrabi osobé znamym zpusobem, ktery je pro odbornika bézny. Jako léCiva se
farmakologicky Géinné slougeniny podle vynilezu /= Gcinné latky/ pouzivaji bud’ jako takové,
nebo s vyhodou v kombinaci s vhodnymi farmaceutickymi pomocnymi prostiedky nebo nosici ve
formé tablet, drazé, kapsli, &ipkd, emulzi, suspenzi nebo roztoki, pfiemz obsah u¢inné latky Cini
az asi 95 %, s vyhodou se pohybuje mezi 10 az 75 %.

Vhodné pomocné prostiedky, popfipadé nosice pro poZadované formulace Ié¢iv jsou naptiklad
vedle rozpoustédel, latek zamezujicich Zloutnuti, zakladnich hmot pro ¢ipky, pomocnych
tabletovacich smési ajinych nosi¢l &innych latek i antioxidanty, dispergatni (¢inidla,
emulgatory, odpéiiovadla, korigencia chuti, konzervalni prostiedky, latky napomahajici
rozpousténi nebo barviva.

Utinné latky se mohou aplikovat peroralné, parenteralné nebo rektalné.

Utinné sloudeniny se smé&suji s vhodnymi pfisadami, jako nosici, stabilizatory nebo inertnimi
zied'ovadly, a zpracovavaji se obvyklymi metodami na vhodné formy pro podéavani, jako tablety,
drazé, zasouvaci kapsle, vodné, alkoholické nebo olejové suspenze nebo vodné nebo olejové-
roztoky.

Jako inertni nosice se mohou pouzivat naptiklad arabskd guma, magnezie, magneziumkarbonat,
kaliumfosfat, mléeny cukr, glukéza nebo 3krob, zejména kukuficny Skrob. Pfitom se pfiprava
muze provadét jak jako sucha granulace, tak i jako granulace za vihka. Jako olejové nosice nebo
rozpoustédla pfichazi v ivahu napiiklad rostlinné nebo zvifeci oleje, jako slunecnicovy olej nebo
rybi tuk.

Pro subkutanni nebo intravendzni aplikaci se aktivni sloudeniny pfevedou poptipadé se
vhodnymi latkami, jako latkami, napomahajicimi rozpousténi, emulgitory nebo dalSimi
pomocnymi latkami do roztoku, suspenze nebo emulze. Jako rozpoustédla pfichazi v ivahu
napfiklad fyziologicky roztok kuchyiiské soli nebo alkoholy, napfiklad ethanol, propanol,
glycerin a vedle toho i cukerné roztoky, jako roztok glukézy nebo manitu, nebo i smés riznych
uvedenych rozpoustédel.

Priklady provedeni vynalezu

Dile je vynalez blize vysvétlen pémoci piiklada.

Priklad 1
2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridin /1/

Smés 100 g 2,5-dikyanopyridinu, 122,8 g NaN; a12,8 g NH,C byla zahfivana v 910 ml
absolutniho DMF 36 hodin na 80 az 100 °C. Vytvorena bézova krystalicka kase byla doplnéna
500 ml vody a potom za michéni a chlazeni ledem se okyselila koncentrovanou Kyselinou solnou
HCI az na pH 1. Vytvofena kase se odsala, zbytek byl rozpustén asi v 1 | 2N roztoku NaOH za
michani a zfiltrovan. Po opétném okyseleni na pH 1 koncentrovanou HCI se opét odsala a zbytek
se ususil ve vakuu pfi 50 °C. Ziskalo se 165,0 g /99 %/ 1, bézovych krystali, t.t. 265 az 267 °C
frozkl./.
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'H-NMR /60 MHz, DMSO-d¢/
§=8,1/dd, J = 6Hz, I'=2Hz, 1H/, 8,8 /s, |H/, 9,0 /d = 5Hz, 1H/, 7-10 /bs, 2H/ ppm
C;HeN, vypot. 216, nal. 216 /M" + H'/

Priklad 2
2,5-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridin /2/

230 mg 2,5-dikyanopyridin, 283 mg NaNj, a36 mg NH,Cl byly suspendovany ve 3 ml
absolutniho DMF a 36 hodin se michalo pfi 80 az 100 °C. Po ochlazeni se zfedilo vodou,
zfiltrovalo pfes amberlit IR-120 /H" forma/ a dodate¢né bylo opléchnuto vodou. Filtrat byl
odpaten ve vakuu: 348 mg /91 %/, 2, bezbarvé krystaly, t.t. > 200 °C.

'H- NMR /60 MHz, DMSO-dy/
§=15,5-8,0 /bs/, 8,6 /m, 2H/, 9,5 /s, 1H/ ppm.
C;HgN, vypoé. 216, nal. 216 /M" + H'/

Priklad 3
Isomery 2,4-bis-/methyltetrazol-5-yl/-pyridinu /3a,b/

K suspenzi 1,2 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu v 15 ml acetonu bylo pfiddno pfi teploté
mistnosti 0,69 ml /11,2 mmol/ methyljodidu stfikatkou. Potom bylo pfidano tolik 2N roztoku
NaOH, az vznikl jasny roztok /asi 6 ml/ a roztok se zahfival za michéni pti zpétném toku k varu.
Po 2 hodinéch se prikapalo je$té 0,69 ml methyljodidu. Po celkové reakéni dobé 5 hodin se
ochladilo a pfidalo se 10 ml koncentrovaného roztoku amoniaku. Smés se extrahovala vicekrat
CH,Cl,, organické faze se usuSily a odpafily ve vakuu. Ziskalo se 2,21 g oleje, ktery byl &istén
tim, e se nechal projit sloupcem silikagelu /200 g/ s ethylacetitem jako elu€nim Cinidlem.

0,74 g 3a, bezbarvé krystaly, t.t. 198 az 198,5 °C /ethylacetat/cyklohexan/.

'H-NMR /60 MHz, CDCly/
5=4,5/s,3H/,4,6 /s, 3H/, 8,2 /dd, J = 5Hz, J' = 2Hz, 1H/, 8,9 /d, J = 5Hz, 1H/, 9,1 /s, 1H/ ppm.
CeH 0N vypog. 244, nal. 244 /M™ + H'/

jakoz i 0,29 g 3b, bezbarvé krystaly, t.t. 214 az 215 °C /ethylacetat/cyklohexan/.

'H-NMR /60 MHz, CDCly/
5=4,5/s, 6H/, 8,2 /dd, J = SHz, J' = 2Hz, 1H/, 8,95 /d, J = 4Hz, 1H/ piekryto s: 9,0 /s, TH/ ppm.
CoH oNs vypot. 244, nalez. 244 /M™ + H'/.

Priklad 4
2,5-bis-/2-methyltetrazol-5-yl/-pyridin /4/

K roztoku 1,5 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu a 1,4 ml triethylaminu v 7 ml abs. DMF bylo
stiikatkou pfidano 0,85 ml CH;J a smés se zahfivala 8 hodin za michani pod zpétnym tokem
k varu. Po ochlazeni bylo pfiddno 10 ml koncentrovaného roztoku amoniaku. Smés byla vicekrat
extrahovana ethylacetatem, organické faze se usuily a ve vakuu odpafily. Zbyly olej byl Cistén
na silikagelu /200 g/ s heptan/ethylacetatem jako eluens. Bezbarvé jehlicky, t.t. 225 az 226 °C.
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'H-NMR /DMSO-d¢, 60 MHz/
8=4,5/s,3H/,4,55/s,3H/, 8,6 /m, 2H/, 9,5 /s, I1H/ ppm.
CoH,oNy vypog. 244, nal. 244 /M™ + H'/.

Priklad 5
Isomery 2,4-bis-/fenacyltetrazol-5-yl/-pyridinu /5a,b/

K suspenzi 1,5 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu v 7 ml absolutniho DMF bylo pfikapano
stiikackou 1,4 ml NEt;. K roztoku, ktery je nyni &iry, se za michani pfi teploté mistnosti ptidalo
najednou 2,78 g fenacylbromidu. Po n&kolika minutach se roztok zakalil. Po 2 hodinéch se pfidal
ethanol, zfiltrovalo se a filtrat se ve vakuu odpatil. Zbyvajici zluty olej byl chromatografovan
pres silikagelovy sloupec /200 g/ s ethylacetitem/heptanem 2 : 1 jako eluens: 541 mg Sa,
bezbarvé jemné jehlicky, t.t.: 164 az 165 °C /ethylacetat/.

'H-NMR /60 MHz, CDCls/
8=6,2/s, 1H/, 6,5 /s, 2H/, 7,7 /m, 6H/, 8,0-8,3 /sh, SH/, 8,6 /d, J = 6Hz, 1H/,9,2 /s, IH/ ppm.
Ca3HysNoO, vypog. 452, nal. 452 /M* + H'/,

611 mg 5b, bezbarvy krystalicky prasek, t.t. 188 az 189 °C /rozklad/.

'"H-NMR /60 MHz, CDCls/
§=6,3/s, 6H/,7,5 /m, 6H/, 7,9-8,3 /sh, 3H/, 8,8-9,2 /m, 2H/ ppm.
C,3H1sNgO; vypoé. 452, nalez. 452 /M™ + H'/.

Priklad 6
2,4-bis-[2-/N-2-methoxyethylacetamido/-tetrazol-5-yl]pyridin /6/
2-methoxyethylamid kyseliny chloromravenci

Ke smési 30,09 g 2-methoxyethylaminu, 100 g 20% vodného roztoku NaOH a 150 ml 1,2-
dichlorethanu bylo pfikapano za mohutného michani achlazeni na - 10 az - 15 °C 7 ml
chloracetylchloridu. Po 1 hoding byly faze oddéleny a vodna faze byla extrahovana dvakrat
CH,Cl,. Spojené organické faze byly potom promyty po sob& 2N HCI, nasycenym roztokem
NaHCO; a H,O a organické faze se ususily. Po odpafeni rozpoustédla zbylo 60,3 g bezbarvého
oleje, ktery se pouzije dale bez dalsiho CiSténi.

Roztok 1,5 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu, 1,4 ml triethylaminu a 2,12 g 2-methoxyethylamidu
chloromravenéi kyseliny v 7 ml DMF byl zahfivan po pridavku KJ, kterého bylo pfidno na
$pi¢ku $patle, 48 hodin na 80 °C. Potom se ochladilo, zfedilo ethylacetitem a zfiltrovalo.
Po zahusténi filtratu vykrystaluje 1,46 g 6, bezbarvych krystali, t.t. 192 az 194 °C.

'H-NMR /60 MHz, DMSO-dy/
6=13,3/sh, 14H/, 5,6 /bs, 4H/, 8,1-9,1 /sh, SH/ ppm,
Cy7H2 N 05 vypog. 446, nalez. 446 /M™ + H'/.
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Ptiklad 7
2,5-bis-[2-/N-2-methoxyethylacetamido/-tetrazol-5-yl]pyridin /7/

Analogicky se vyrobil 2,4-bis-[2-/N-2-methoxyethylacetamido/-tetrazol-5-yl-]pyridin. Bezbarvy
krystalicky prasek, t.t. 250 °C /rozklad/.

'H-NMR /DMSO-ds, 60 MHZ/,
&=3,1-3,5 /sh, 14H/, 5,65 /s, 4H/, 8,3-9,0 /sh, 4H/, 9,45 /m, 1H/ ppm.
C,7H24N{ O, vypoé. 446, nalez. 446 /M + H'/.

Piiklad 8
2,4-bis-[2-/ftalimido-N-methyl/-tetrazol-5-yl]pyridin /8/

Roztok 1 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu, 1 ml triethylaminu a 1,63 g chlormethylftalimidu ve
4,6 ml absolutniho DMF se michalo pti teploté mistnosti 48 h, potom se odpafilo a zbytek se
&istil pres silikagelovy sloupec /200 g/ s ethylacetatem/heptanem 1 : 1 jako eluens/ 100 mg 8,
bezbarvé krystaly s t.t. 224 az 226 °C /rozklad/.

'H-NMR /60 MHz, CDCly/
8=5,6/s,4H/,7,0 /s, 4H/, 7,7-8,2 /sh, 8H/, 8,3 /dd, J = 5Hz, J' = 6Hz, 1H/, 9,1 /s, 1H/ ppm.
C,sH N Oy vypoé. 534, nalez. 534 /M™ + H'/.

Priklad 9
2,4-bis-[2-/2,5-dioxopyrrolidon-1-methyl/-tetrazol-5-yl/-pyridin /9/

Roztok 0,94 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu, 1,7 ml triethylaminu a 1,3 g N-chlormethyl-
sukcinimidu v 10 ml absolutniho DMF byl michan 24 hodin pfi teploté mistnosti. Potom byla
smés rozdélena mezi ethylacetat a vodu, organické faze se ususily a odpafily. Zbyly 2,05 g oleje,
ktery se Gistil pres silikagelovy sloupec /40 g/ ethylacetatem jako eluens. Ziskalo se 0,72 g 9,
bezbarvé krystaly, t.t. 190 az 192 °C.

'H-NMR /60 MHz, DMSO-d¢/

8§=2,6/s,4H/,2,7 /s,4H/,6,3 /s, 2H/, 6,6 /s, 2H/, 8,2 /dd, J = SHz, J' =2Hz, 1H/, 8,7 /s, 1H/, 9,1
/d, J = 6Hz, 1H/ ppm.

Ci7H 16N, O4 vypog. 438, nalez. 438 /M™ + H'/.

Priklad 10
2,4-bis-[2-/N,N-dimethylkarbamoyltetrazol-5-yl/-pyridin /10/

Roztok 0,5 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/u, 1,6 ml triethylaminu a 0,43 ml dimethylkarbamoylchloridu
v 5 ml absolutniho DMF se michal 24 hodin pfi teploté mistnosti, piebytecny dimethyl-
karbamoylchlorid se rozruil methanolem a smés se potom zahustila ve vakuu. Ziskalo se 1,88 g
oleje, ktery se ¢istil pies silikagelovy sloupec /40 g/ CH,Cly/methanolem, gradient 20 : 1 az9: 1,
jako eluens. Ziskalo se 0,38 g 10, bezbarvé krystaly, t.t. 150 °C /rozklad/.
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'"H-NMR /60 MHz, CDCl,/
8=32/s,6H/,3,3 /s, 6H/, 8,3 /dd, J = 5Hz, J' = 2Hz, 1H/, 9,0-9,2 /sh, 2H/ ppm.
C|3H16N|[Oz VypOé 358, nalez. 358 M+ H+/

¥

Priklad 11
2,4- bis-[2-/4-methyl-1,3-dioxol-2-on-5-yl/-methy]-tetrazol-5-yl]-pyridin 11/

Roztok 1,0 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu,1,8 ml triethylaminu a 1,83 g 5-brommethyl-1,3-
dioxol-4-methyl-2-onu v 10 ml absolutniho DMF se michal po dobu 5 hodin pfi teploté mistnosti
apotom se odpafil ve vakuu. Zbytek se Cistil pfes silikagelovy sloupec /160 g/ s n-hepta-
nem/ethylacetatem, gradient 1 : 1 az 1 : 3, jako eluens. Ziskalo se 0,24 g 11, bezbarvé krystaly,
t.t. 150 az 152 °C /pentan/CH,Cl,/.

'H-NMR /60 MHz, CDCly/

§=221/s,3H/,2,3 /s, 3H/, 5,7 /s, 2H/, 6,15 /s, 2H/, 8,3 /d, } = 5Hz, 1H/, 8,9 /d, J = 6Hz, 11/, 9,2
/s, 1H/ ppm.

C,7H3N3Og vypog. 440, nalez. 440 /M" + H'/.

Ptiklad 12
Isomery 2,4-bis-/ethoxykarbonylmethyltetrazol-5-yl/-pyridinu /12a,b/

Roztok 1,5 g bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu, 2,7 ml triethylaminu a 1,65 ml ethylesteru jodoctové
kyseliny v 10 ml DMF se michal 3 hodiny pfi 60 °C. Po kontrole reakce pomoci chromatografie
na tenké vrstvé /DC/ bylo ptidano dalSich 0,5 ml ethylesteru jodoctové kyseliny. Po dalSich
3 hodinach se ochladil na teplotu mistnosti, zfedil se etherem, zfiltroval a filtrat se odpafil ve
vakuu. Zbytek byl &istén chromatograficky na silikagelovém sloupci /200 g/ s ethylacetatem jako
eluens. Ziskalo se 1,11 g 12 a, bezbarvé krystaly, t.t. 85 az 87 °C.

'H-NMR /60 MHz, CDCl3/

&=12/t J=8Hz 3H/, 1,4 /t, ] = 8Hz, 3H/, 4,2 /q, ] = 8Hz, 2H/, 4,3 /q, J = 8Hz, 2H/, 5,5 /s,
2H/, 5,75 /s, 2H/, 8,2 /dd, J=6Hz, J' = 2Hz, 1H/, 8,7 /d, J = SHz, 1H/, 9,2 /s, 1H/ ppm.
CysH1sN3sO, vypod. 388, nalez. 388 /M™ + H'/,

jakoz i 0,87 g 12 b, bezbarvé krystaly, t.t. 143 az 144 °C.

'H-NMR /60 MHz, CDCly/

8=131,J=8Hz 3H/, 1,35 1t, J = 8Hz, 3H/, 4,25 /q, J = 8Hz, 2H/, 4,3 /q, J = 8Hz, 2H/, 5,5 /s,
4H/, 8,2 /dd, J = 6Hz, J' = 2Hz, 1H/, 9,0 /sh, 2H/ ppm.

C1sH1sNgO, vypog. 388, nalez. 388 /M™ + H'/.

Priklad 13

2,4-bis-[2-/2-morfolinoethyl/-tetrazol-5-yl]-pyridin /13/

Roztok 0,5 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu,1,2 ml triethylaminu a 0,8 g N-/2-chloracetyl/-
morfolinhydrochloridu v § ml absolutniho DMF se michal 5 dni pfi teploté mistnosti, potom se

ziedil etherem, zfiltroval a filtrat se odpafil ve vakuu. Zbytek se &istil chromatograficky na
silikagelovém sloupci /100 g/ s CH,Cly/methanolem 40 : 1 jako eluens. Ziskalo se 214 g 13 jako
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bezbarvy, viskozni olej.

'H-NMR /60 MHz, CDCl,/

8=2,11,J=5Hz 4H/,2,2 /t, J = 5Hz, 4H/, 2,9 /t, ] = 6Hz, 2H/,3,1 /t, J =6Hz, 2H, 3,5 /t,J =
5Hz, 4H, 3,7 /t, ] = 5Hz, 4H/, 49 /t, J = 6Hz, 2H/, 5,2 /] = SHz, 2H/, 8,2 /dd, J = 6Hz, J' = 2Hz,
1H/, 8,9 /d, J = 6Hz, 1H/, 9,1 /s, I1H/ ppm.

C](,HggN“Oz VypOé 442, nalez. 442 /1\/[+ + H+/

Priklad 14
2,4-bis-/2-benzyloxymethyltetrazol-5-yl/-pyridin /14/

K roztoku 1,5 g 2,4-bis-/tetrazol-5-yl/-pyridinu a 1,4 ml triethylaminu v 7 ml absolutni DMF bylo
stiikatkou ptikapano 2,8 ml benzylchlormethyletheru a smés se michala 2 hodiny pfi teploté
mistnosti. Potom se doplnila ethanolem, zfiltrovala a filtrat se odpafil ve vakuu. Zbytek se Cistil
na silikagelovém sloupci /200 g/ ethylacetatem/heptanem 1 : 1 jako eluens. Ziskalo se 0,56 g 14,
bezbarvy, viskézni olej. Velmi &isty produkt byl ziskdn nasledujici chromatografii na RPs-
silikagelu s eluens H,O/acetonitrilem.

'"H-NMR /60 MHz, CDCly/
5=4,8 /s, 4H/, 6,1 /2s, 4H/, 7,4 12s, 12H/, 8,2 /dd, J = 6Hz, J' = 2Hz, 1H/, 9,0 /sh, 2H/ ppm.
C13H2,NoO, vypoé. 456, nalez. 456 /M + H'/.

Priklad 15
Isomery 2,5-bis-/benzyloxymethyltetrazol-5-yl/-pyridinu /15a-d/

Analogicky jako u vySe uvedeného predpisu se nechalo zreagovat 1,5 g 2,5-bis-/tetrazol-5-yV/-
pyridinu se 2,8 ml benzylchlormethyletheru. Chromatografie surového produktu na silikagelu
/200 g/ s heptan/ethylacetitem 1 : 1 jako eluatem poskytla vSechny isomerni substituované
produkty. V pofadi eluce se ziskal: 15a, bezbarvé jehlicky, tt. 103 az 104 °C /heptan/-
ethylacetat/.

'H-NMR /CDCl;, 60 MHZ/

&=4,75 /s, 2H/, 4,80 /s, 2H/, 6,1 /s, 2H/, 6,5 /s, 2H/, 7,35 /s, SH/, 7,40 /s, SH/, 8,7 /sh, 2H/, 9,6
/bs, 1H/ ppm.

C23H22N902 VypOé 456, nalez. 456 /M+ + H+/

15b, bezbarvy krystalicky prasek, t.t. 137,5 az 138,5 °C /heptan/ethylacetat/.

'H-NMR /CDCl;, 60 MHz/

8=4,75 /s, 4H/, 6,05 a 6,10 /s, je 2H/, 7,5 /s, 10H/, 8,6 /m, 2H/, 9,65 /bs, 1H/ ppm.

Cz}ngNgOz VypOé 456, nalez. 456 /M+ + H+/

15¢, bezbarvé, jemné jehlicky, t.t. 132 aZ 133 °C /ethylacetat/heptan/.

'H-NMR /CDCls, 60 MHz/

5=4,7/s,2H/,4,8/s,2H/, 59 /s, 2H/, 6,5 /s, 2H/, 7,3 /s, 5H/, 7,4 /s, 5H/, 8,6 /d, J = Hz, 2H/, 9,4

/s, |H/ ppm.
C13H»NyO, vypot. 456, nalez. 456 /M" + H'/.

- 10 -
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15 d, bezbarvé mekké jehli¢ky, t.t. 120,5 az 121 °C /heptan/ethylacetat/.

'H-NMR /CDCl;, 60 MHz/
5=4,7/s,4H/,5,9 /s, 2H/, 6,1 /s, 2H/, 7,4 /s, 10H/, 8,55 /s, 2H/, 9,5 /bs, 1H/ ppm.
C,3H2NyO; vypoé. 436, nalez. 456 /M" + H'/.

Test na prolyl-4-hydroxylazovou aktivitu.

Prolyl-4-hydroxylza byla vy¢isténa (izolovana) z embryi kufat za pouZiti béznych standardnich
metod. Tento enzym byl potom inkubovan po dobu 40 minut pfi teploté 37 °C v objemu 50 pl,
obsahujicim 0,04 M Tris/HCI, pH 7,5, 0,05 mM FeSO,, 10 000 dpm (0,1 mM) 2-0x0[5-
1*Clglutaratu, 20 pg syntetického peptidu (Pro-Pro-Gly)io, | mM askorbétu, 20 ng katalazy,
0,5 mM dithiothreitolu a 100 pg albuminu bovinniho séra. Po probé&hnuti inkubacni doby bylo
pridano 25 pl roztoku, obsahujiciho 20 mM jednak neoznaleného sukcindtu, a jednak 2-
oxoglutaratu (slouzici jako nosiCova latka), pfi¢emz 2-oxoglutarit byl vysrazen 25 pl 0,16 M
2,4-dinitrofenylhydrazinu ve 30 % HCIO,, coZ bylo provedeno b&znou standardni metodou.
Radioaktivita v supernatantu odpovidala sukcinitu, pfiCemz byla generovéina z 2-oxoglutaratu
¢inkem prolyl-4-hydroxylazy a vztazena na aktivitu enzymu.

Vysledky

V popsaném testovacim systému bylo jako inhibitorli pouzito 2,4-bis(5-tetrazolyl)pyridinu a 2,5-
bis(5-tetrazolyl)pyridinu. Hodnoty K; byly stanoveny Lineweaver-Burkovymi Kinetickymi
metodami, pficemz bylo pouZito standardniho postupu. Ziskané hodnoty byly porovnany
s hodnotami K;, ziskanymi za pomoci porovnavacich latek, tzn. 2,4- a 2,5-pyridindi-
karboxylovych kyselin.

Druh slouceniny Hodnota K; isomeru (uM)
2,4-i1somer 2,5-isomer
Dikarboxylové kyseliny 2,1 0,8
Bis-tetrazolvlové slouceniny 0,3 0,18
Diskuze

Bylo potvrzeno, ze oba izomery nové objevené skupiny prolyl-4-hydroxylazovych inhibitoru,

tzn. 2,4- a 2,5-bis-(5-tetrazolyl)pyridin pfedstavuji u¢inngji inhibitory prolyl-4-hydroxylazové
aktivity, nez odpovidajici dikarboxylaty.

PATENTOVE NAROKY

1. 2,4-a2,5-bis-tetrazolylpyridiny obecného vzorce I

Z ),

-1l -
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ve kterém znaci

A

skupinu

N—N —

i O N==¥

N—N nebo I!I—N,>~
R

R

pii¢emz v téchto vzorcich znaci

R

vodikovy atom, alkylovou skupinu s 1 az 6 uhlikovymi atomy, popfipadé substituovanou
karboxylovou skupinou nebo alkoxykarbonylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy
v alkoxylu, fenylkarbonylovou skupinou, alkylaminokarbonylovou skupinou s1 aZ
4 uhlikovymi atomy v alkylové ¢&asti, piiCemz alkylovd skupina mize byt sama
substituovana alkoxyskupinou s 1 aZ 6 uhlikovymi atomy adale aminokarbonylovou
skupinou, pti¢emZ dusikovy atom miZe byt jednou, vyhodné ale dvakrét, substituovan
alkylovou skupinou s 1 az 3 uhlikovymi atomy, arylovou skupinu se 6 az 10 uhlikovymi
atomy, popfipadé substituovanou atomem halogenu, fenylalkylovou skupinu se 2 az
6 uhlikovymi atomy v alkylové &asti, nebo cykloalkylovou nebo cykloalkenylovou skupinu
se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy a cykloalkylalkylovou nebo cykloalkenylalkylovou
skupinu s 1 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové ¢asti a s5 az 6 uhlikovymi atomy
v cykloalkylové, poptipadé cykloalkenylové ¢asti, pfiemz 1 az 3 CH,-skupiny cyklu jsou
nahrazeny heteroatomy, jako je kyslik, sira nebo dusik, nebo skupinou C=0, a popfipadé je
cyklus substituovany alkylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy,

jakoz i jejich fyziologicky pfijatelné soli.

2.

2,4- a 2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroku 1 obecného vzorce I,

ve kterém znaci

R

3.

vodikovy atom, nebo alkylovou skupinu s1 az 6 uhlikovymi atomy, substituovanou
karboxylovou skupinou nebo alkoxykarbonylovou skupinou s 1 aZz 4 uhlikovymi atomy
v alkoxylu, fenylkarbonylovou skupinou, alkylaminokarbonylovou skupinou s1 aZ
4 uhlikovymi atomy v alkylové &asti, nebo aminokarbonylovou skupinou.

2,4- a 2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroku 1 nebo 2 obecného vzorce I,

ve kterém znaci

R

4.

alkylovou skupinu s 1 az 6 uhlikovymi atomy, substituovanou fenylkarbonylovou skupinou,
alkoxykarbonylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy v alkoxylu, pficemz alkylova
skupina je sama o sobé& substituovana alkoxyskupinou s 1 az 6 uhlikovymi atomy, nebo
aminokarbonylovou skupinou, pfi¢emz dusik je substituovany jednou, vyhodné ale dvakrat
alkylovou skupinou s 1 az 3 uhlikovymi atomy.

2,4- a 2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroku 1, obecného vzorce I,

ve kterém znaci

R

arylovou skupinu se 6 az 10 uhlikovymi atomy, obzvlaité fenylovou skupinu nebo
naftylovou skupinu, poptipadé substituovanou atomem halogenu, jako je chlor nebo brom.



15

20

25

30

35

40

45

CZ 283006 B6

5. 2,4- a2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroku 1, obecného vzorce I,

ve kterém znaci

R fenylalkylovou skupinu se 2 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové &asti.

6. 2,4-a2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroku 1, obecného vzorce I,

ve kterém znaci

R cykloalkylovou nebo cykloalkenylovou skupinu se vzdy 5 aZ 6 uhlikovymi atomy nebo
cykloalkylalkylovou nebo cykloalkenylalkylovou skupinu se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy
v cykloalkylové nebo cykloalkenylové &asti a s 1 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové &asti
a cyklus je poptipad& substituovan alkylovou skupinou s 1 az 4 uhlikovymi atomy.

7. 2,4 a2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroki 1 nebo 6, obecného vzorce 1,

ve kterém znaci

R cykloalkylovou nebo cykloalkenylovou skupinu se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy nebo
cykloalkylalkylovou nebo cykloalkenylalkylovou skupinu se vzdy 5 az 6 uhlikovymi atomy

v cykloalkylové nebo cykloalkenylové &asti a s 1 az 6 uhlikovymi atomy v alkylové &asti.

8. 2,4- a2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle jednoho nebo né&kolika z narokl 1 az 7, obecného
vzorce I, ve kterém jsou zbytky R pro oba substituenty identické.

9. 24- a2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroku 8, obecného vzorce I, ve kterém jsou
substitu¢ni vzory pro substituenty A (2,4 nebo 2,5) identické.

10. 2,4- a2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle narokd 1 az 9 pro inhibici prolinhydrolazy a lysin-
hydroxylazy.

11. 2,4- a2,5-bis-tetrazolylpyridiny podle naroka 1 az 9 pro pouziti jako fibrosupresiva
a imunosupresiva.

12. Farmaceuticky prostiedek pro osetfeni poruch biosyntézy kolagenu a latek podobnych
kolagenu, poptipadé biosyntézy Cl,, vyzna&ujici se tim, Ze jako GCinnou latku
obsahuje alespori jeden 2,4- a 2,5-bis-tetrazolylpyridin obecného vzorce I podle naroku 1 a/nebo
jeho fyziologicky neskodnou siil.

Konec dokumentu
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