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Oy Kolster Ab

Menetelmd 3-hydroksivoihapon uusien, terapeuttisesti kdyttkelpoisten
suolojen valmistamiseksi - Fsrfarande fér framstdllning av nya, tera-
peutiskt vdardefulla salter av 3-hydroxismdrsyra
(57) Tiivistelmd

Keksinn8n kohteena ovat farmaseuttiset valmisteet, jotka
sisiltivit 3-hydroksivoihappoa tai suolaa, joka on tdmdn
hapon johdannainen, ja yhdisteet, jotka ovat 3-hydroksi-
voihapon johdannaisia ja jotka ovat kdyttdkelpoisia 188k-
kxeind. Farmaseuttiset valmisteet, jotka sisdltdvét 3-hyd-
roksivoihappoa, tai suolaa, joka on tdmén hapon johdan-
nainen kuten natriumsuolaa tai vield suolaa, joka on typ-
ped sisdltdvin orgaanisen emiksen johdannainen kuten amii-
ni, joka voi olla luonnosta periisin oleva aminohappo ku-
ten arginiini. Keksinndn mukaiset valmisteet ja yhdisteet
ovat kiyttdkelpoisia hoidettaessa ennaltaehk#isevisti tai
parantavasti ei-ischaemistd tai ischaemistd alkuperdd ole-
via sydidnlihassairauksia.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser farmaceutiska preparat

som innehiller 3-hydroxismdrsyra eller ett

salt som H4r ett derivat av denna syra, och

féreningar som &r derivat av 3-hydroxismdr-

syra och anvidndbara som ldkemedel. Farmaceu-

tiska preparat som innehiller 3-hydroxismdr-

syra eller ett salt som 4r ett derivat av

denna syra sdsom natriumsaltet eller ytter-

ligare ett salt som ir ett derivat av en

kvive innehdllande organisk bas sisom amin,

varvid aminen kan vara en naturlig amino-

syra sldsom arginin. Preparaten och fdre-

ningarna enligt uppfinningen dr anvéndbara

vid fdrebyggande eller likande behandlig

av hjartmuskelsjukdomar med icke-ischae-

misk eller ischaemisk ursprung.
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Menetelmi 3-hydroksivoihapon uusien, terapeuttisesti kayt-

t8kelpoisten suolojen valmistamiseksi

Keksinn®én kohteena on menetelmd 3-hydroksivoihapon
uusien, terapeuttisesti kdytt&kelpoisten suolojen valmista-
miseksi.

Keksinn&lle on tunnusomaista, ettd 3-hydroksivoihap-
po saatetaan reagoimaan luonnon aminohapon kanssa, joka si-
siltdi vahintdin kaksi typped sisdltdvad ryhmdd karboksyy-
liryhmd&&d kohden, liuottimessa, kuten vedessd 20 - 80°C:ssa.

Keksinn®n mukaisesti valmistettuja suoloja ovat suo-
lat, jotka ovat luonnosta perdisin olevien L-isomeerien
aminohappojen johdannaisia. Hyvid tuloksia voidaan saada
suoloilla, jotka valmistetaan luonnosta perdisin olevista
L-isomeereistd, joissa on ainakin kaksi typped sisdltdvda
ryhmdéd, joissa on karboksyyliryhmd, ja erityisesti suoloil-
la, jotka ovat L-lysiinin, L-histidiinin ja L-arginiinin
johdannaisia. Parhaat tulokset on saatu suoloilla, jotka
ovat L-arginiinin johdannaisia. Edellsd kuvatut yhdisteet
ovat parhaita kdytettdviksi farmaseuttisiin valmisteisiin.

3-hydroksivoihappo sekd sen keksinn8n mukaiset suo-
lat voivat olla erilaisina isomeerisind muotoinaan, kuten
L(+)-'ja raseemisina muotoina. Kuitenkin edullisesti t&md
happo on D(-)-isomeerind. 3—hydroksivoihappoa voidaan saa-
da milld tahansa tunnetulla synteesimenetelmallé, kuten
suoralla kemiallisella tai biokemiallisella synteesilla.

D (-) -3-hydroksivoihappoa voidaan saada edullisesti depoly-
meroimalla luonnon polymeerejd, jotka on uutettu biomas-
soista menetelmédlld, joka on kuvattu EP-patenttihakemukses-
sa EP-A-0 043 620 (Solvay & Cie.).

3-hydroksivoihapon suoloja voidaan valmistaa kaikil-
la sopivilla orgaanisilla synteeseilld. Mita tulee suoloi-
hin, jotka ovat 3-hydroksivoihapon D(-)- tai L(+)-isomee-
rien ja luonnosta perdisin olevien aminohappojen johdannai-
sia, paras menetelmd on saattaa 3-hydroksivoihappo reagoi-
maan luonnosta perdisin olevan aminohapon kanssa sopivassa
liuottimessa, kuten vedessd ja 20 - 80°C:n lampbtilassa, ja
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edullisesti 30 - 50°C:ssa; t&min aikaansaamiseksi valitaan
yleensd olosuhteet, joissa 3-hydroksivoihappoa ja luonnosta
perdisin olevaa aminohappoa on ekvimolaarisina mi&rinid tai
st8kiometrisesti hiukan enemméin 3-hydroksivoihappoa, joita
sekoitetaan voimakkaasti noin normaali-ilmanpaineessa.
Reaktiokomponenttien konsentraatiot ovat 0,5 - 8 molaarisia
3-hydroksivoihapon ja aminohapon suhteen; edullisesti kon-
sentraatio on 1 - 6 molaarinen. Reaktion loppumiselle on
tunnusomaista reaktioseoksen paksuuntuminen tai muodostumi-
nen massaksi. Suolan talteenotto voidaan suorittaa sitten
tavanomaisilla menetelmill&, kuten haihduttamalla liuotin,
jolloin suoclat saadaan kiinte#dn aineen muodossa. Ne voidaan
mahdollisesti kiteyttdd uudelleen yhden tai useamman kerran.
Keksinn®n mukaisesti valmistettuja yhdisteit¥ ja
niistd valmistettuja valmisteita voidaan k#ytt44 liikkeini
ja etenkin syd&nlihaksen metabolisten tautien hoitoon ja
ennaltaehkdisyyn ihmis- ja eldinliiketieteessi. THssid ta-
pauksessa ne voidaan tehdi farmaseuttisiksi valmisteiksi,
jotka on tarkoitettu sisiiseen kdyttd8n. Muutoin niiti yh-
disteitd ja valmisteita voidaan my8s k&ytt#i muiden tautien
hoitoon ja ennaltaehkdisyyn, kuten taudeissa, jotka johtu=-
vat puutteista, ketoaineiden metanoliassa tai epilepsiassa;
tdssd tapauksessa on parempi kdyttdid yhdisteitd tai valmis-
teita, joiden perustana ovat suolat, jotka ovat 3-hydroksi-
voihapon ja sinkin johdannaisia ja erityisesti suoloja, jot~-
ka ovat edelld mainittujen aminohappojen johdannaisia.
Keksinndn mukaisista 3-hydroksivoihapon suoloista
voidaan tehdd valmisteita, jotka valmisteet sisdltdvit ta-
vallisesti ndissd koostumuksissa kdytettyjid lisdaineita,
jotka tekevdt niiden annostelun helpoksi, esimerkiksi jau-
heina, tabletteina, kapseleina, pdillystettyinid pillereini,
pillereind, rakeina, suppositoreina, hyyteldni, ampulleina,
siirappeina, emulsioina, liuoksina tai suspensioina. Lisda-
aineet voivat olla kantajia tai myrkytt®mid liuottimia, joi-
ta tavallisesti kdytetddn ld&dkkeiden valmistuksessa, kuten
vettd, paraffiinityyppisi8 orgaanisia liuottimia ja kasvi-
6ljyjé ja alifaattisia alkoholeja, epHorgaanisia sucloja ja
tavallisia tdyteaineita, polyoksialkyleenien tai aromaattis-
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ten tai alifaattisten sulfonaattien tyyppisid emulgaatto-
reita, selluloosan johdannaisia, tdrkkelystd, dispersant-
teja, kosteuttavia aineita, kuten steariinihapon suolat

tai talkki, sideaineita ja makeutusaineita tai tavallisia

5 makuaineita.
Seuraavat esimerkit valaisevat keksintdd4.

Esimerkki 1

D(-)-3-hydroksivoihapon Jja L(+)-arginiinin suolan

valmistus

10 Lieridnmuotoiseen reaktioastiaan, joka on varus-
tettu kaksoisvaipalla astian jaghdytyksen tai ldmmityksen
aikaansaamiseksi ja joka on 30 cm korkea ja 11 cm halkai-
sijaltaan sekd varustettu sekoittajalla, jonka 4 potkurin
lapaa on pddllystetty polyvinyylideenifluoridilla, lis&-

15 t4in 1 kg vesiliuosta, joka sisiltds 593 g (5,7 moolia)

D (~)-3-hydroksivoihappoa. T4iti sekoitetaan voimakkaasti

ja lis&dtdédn 960 g L(+)-arginiinia 5 minuutin aikana. Kun
reaktioseoksen lampdtila on noussut 45°C:seen, seosta
j&ddhdytetddn kierrittimillid 20 Celsius- -asteista vettd astiaan

20 kaksoisvaipassa koko ajan sekoittaen seosta. Huomataan
suspension asteittainen muuttuminen paksummaksi ja lopulta
seoksen muuttuminen massaksi 15 minuuttia sen jdlkeen,
kun L(+)-arginiini on lisatty. Kiinted aine otetaan
sitten talteen ja kuivataan vakuumiuunissa 50°C:ssa,

25 kunnes saavutetaan vakiopaino. Lopulta saadaan (D(~)=-3-
hydroksivoihapon L(+)-arginiinisuola, jonka sulamispiste
on 100-105°C ja ominaiskiertokyky mitattuna vesiliuokses-
sa, jossa sen konsentraatio on 4,60 g/100 ml 27%: ssaj

@&)27°c = 2,32°.
D

30
Esimerkki 2

Koe 1

Timi koe suoritettiin vertailun vuoksi kuudella koi-
ralla, jotka luettelotiin A, B, C, D, E ja F ja joiden
sukupuoli ja paino on mainittu alla olevassa taulukossa I,

35
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Taulukko I

Koirat Suku- paino

puoli kg:ina

A M 24,5

B M 29

Y M 38

D F 25

E F 24

F M 26,5

ja jotka nukutettiin ihonalaisella morfiiniruis-
keella 2 mg/kg ja antamalla 30 mg/kg nembutaalia; ja
niiden hengitysti yllipidettiin keinotekoisesti Starling-
pumpun avulla. Mitataan paine aortassa, syddnlihaksen
hapenkulutus, hapen osapaine syddmen laskimoveressy,
virtausnopeus sydimessi, pH aortassa seki syddnlihaksen
kuluttama md&drsd laktaattia, glukoosia, vapaita rasvahappo-
ja ja 3-hydroksivoihappoa. Havaitut keskimiiriiset arvot
on mainittu jdljemp&ni taulukossa III.

Koe 2

Tdmdkin koe suoritettiin vertailun vuoksi.

Kokeessa 1 ké&ytetyille kuudelle koiralle, joita
pidettiin nukutettuina yl1l4 mainituissa olosuhteissa,
tehtiin adrenerginen stimulaatio suonensisiiseni noradre-
naliini-infuusiona alla olevassa taulukossa II maini-

tuilla annoksilla ja mainitun pituisen ajan.
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Taulukko II

Koira Noradrenasiinin m#&rd Kesto min:ina

ng/kg.min.

bA 400 15
B 1 000 15
C 400 20
D 400 10
, 800 10
E 400 10
800 10

1 600 10

F 1 000 15

4 !

Mitataan samat muuttujat kuin kokeessa 1 ja mita-
tut keskimidriiset arvot on mainittu j4ljempdnd olevas-
sa taulukossa III.

Koe 3

Tadmd koe suoritetaan kokeilemalla keksinndn mukaista
valmistetta.

Koe 2 toistetaan samoilla koirilla paitsi, ettd
eliimet saavat suonensisdisend infuusiona 3-hydroksivoi-
hapon natriumsuolaa 80 mikromoolia kehon painokiloa
kohti minuutissa.

Mitattujen muuttujien keskiarvot on mainittu alla

olevassa taulukossa III.
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Koe
Muuttuja 1 2 3
Paine aortassa
m Hg 106 122 136
Syddnlihaksen hapenku-
lutus m1/100 g.min 8,1 13,8 12,5
Hapé;"bsapaing syddmen
laskimoveressa 22,9 24,4 24,4
mm Hg
Z;gg;g:ggpeus m1/100 g.min| 82 120 131
pH aortassa 7,401 7,338 7,392
3-hydroksibdtyraatin~
plasmakonsentraatio
valtimoveressé 0,02 0,13 5'97
L mM °/o0
Syddnlihaksen kuluttama
médrd
-laktaattia pmol/100 g.min 18 0 0
-glukoosia pmol/100 g.min 8 0 0
-vapaita rasvahappoja
pmol/100g.min 6 16 10
- 3-hydroksibutyraattia
Pmol/lOOg.min 0,2 2,3 73

Vertaamalla tuloksia taulukossa III ndhd&ddn, ettd

D(-)=-3-hydroksivoihapon natriumsuolan antaminen aiheutti
hapenkulutuksen vdhentymistd syd&nlihaksessa, Jjossa oli

tapahtunut adrenerginen purkaus (kokeiden 2 ja 3 ver-
tailu), ja aorttapaineen suhteen kohoamisen hapenkulutuk-
seen ndhden, joka tulee suuremmaksi (kokeiden 2 ja 3 ver-
tailu) ja lidhestyy levossa mitattuja arvoja (kokeiden 1
ja 3 vertailu).
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Tulokset osoittavat my&s, ettd vapaiden rasvahappo-
jen kdyttd alenee 3-hydroksibutyraatin kustannuksella
(kokeiden 2 ja 3 vertailu) ja l&dhestyy arvoja, jotka on ha-
vaittu stimuloimattomassa syddnlihaksessa (kokeiden 1
ja 3 vertailu).

Lopuksi metabolinen asidoosi, jonka adrenerginen
purkaus saa aikaan, korjaantuu (kokeiden 1, 2 ja 3 ver-
tailu).

Esimerkki 3

Kokeet 4-6

Koiraskoiralle, jonka paino on 28 kg, toistetaan
edelld kuvatut kokeet, mutta lisd&mdll&d stimulaatio,
joka suoritetaan suonensisdisen noradrenaliinifuusion
avulla 200 ng/kg min 25 minuutin aikana ja antamalla
suonensisdisesti esimerkin 1 D(-)-3-hydroksivoihapon

arginiinisuolaa 40 mikromoolia/kg min.

Muuttujat, jotka on mitattu kokeen aikana (koe 6),
ja vertailukokeiden aikana ilman stimulaatiota ja lddke-
hoitoa (koe 4) ja k&dyttdmdllsd stimulaatiota, mutta ei 1&8&-
kehoitoa (koe 5), on mainittu alla olevassa taulukossa IV.
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Taulukko IV

o Koe
Muuttuja 4 5 6

Paine aortassa

mm Hg ' 94 132 94

Sydidnlihaksen hapenku-

lutus @©1/100 g.min 8,9 13,4 6,9

Hapen osapaine sydédmen

laskimoveressad 15,3 17,8 14,7

om Hg

Virtausnopeus

sydimessd mnl/100 g.oin 70 104 56

pH aortassa 7,390 7,355 7,391
3-hydroksibutyraatin
plasmakonsentraatio
valtimoveressé 0,02 0,02 1,95

mM °/oo
Syddnlihaksen kuluttama
mddrd
~-laktaattia pmol/lOO g.mi 28,6 37,0 19,8
-glukoosia pmol/100 g.mim 22,4 21,7 4,6
-vapaita rasvahappoja
pmol/100g.min 2,4 10,7 1,8
- 3-hydroksibutyraattia
Pmol/lOOg.min 0,2 0,3 24,1

Taulukon IV tulosten vertailu osoittaa, ettd D(-)-
3-hydroksivoihapon arginiinisuolan antaminen (koe 6)
vihentdd syddnlihaksen omaa hapenkulutusta, kun sitd on
stimuloitu adrenergisesti, alle niiden arvojen, jotka on
mitattu adrenergisen stimulaation vaikutuksesta ja ilman

sitd (kokeiden 4 ja 5 vertailu) sekd suurentaa suhdetta
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aorttapaineen ja hapenkulutuksen v&lilld.

Tulokset osoittavat myds, ettd vapaiden rasvahappo-
jen kdyttd on sdddeltyd ja ettd veren pH pysyy normaali-
arvoissa. (kokeet 4, 5 ja 6).

Lisdksi taulukoiden III ja IV arvojen vertailu
(kokeet 3 ja 6) osoittaa, ettd suoloilla, jotka ovat
arginiinin johdannaisia, on se etu natriumsuoloihin
nihden, ettd ne stabiloivat aorttapainetta arvoihin, jotka
ovat samoja kuin arvot, jotka on mitattu ilman adrenergis-
ti stimulaatiota (kokeet 1 ja 4).

Esimerkki 4

Kokeet 7-9

Toistetaan esimerkissid 2 suoritetut kokeet, mutta

tekemdlli ne 10 koiralle, joiden keskimd&dr&inen paino on
noin 29 kg, ja stimuloimalla noradrenaliini-infuusiolla,
joka on keskimddrin 500 ng/kg min, syd&men vasempaan
kammioon 20 minuutin ajan ja antamalla suonensisdisesti

80 mikromoolia/kg min esimerkin 1 D(-)=-3-hydroksivoihapon
L-arginiinisuolaa. Kokeen aikana (koe'9) mitattujen 10
arvon keskiarvo ja vertailukokeiden aikana mitatut vastaa-
vat arvot kokeissa, jotka on suoritettu ilman stimulaa-
tiota tai lizkehoitoa (koe 7) ja k&yttdm&dlld stimulaatio-
ta, mutta ei lddkehoitoa (koe 8), on mainittu alla ole-

vassa taulukossa V.
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Taulukko V

Koe
(kymmenen arvon keskiarvo

Muuttuja 7 8 9

Paine aortassa

m Hg - 124 141 136
Sydanlihaksen hapenku-
lutus nl/100 g.min 8,5 12,3 8,9
Hapen osapaing syddmen
laskimoveressa 20,3 21,4 21,0
mm Hg
Virtausnopeus
sydimessi ml/100 g.mi 79 96 79
pH aortassa 7,396 7,333 7,364
3-hydroksibutyraatin
plasmakonsentraatio
valtimoveressd 0,04 0,11 8,30
mM ?/oo
Syddnlihaksen kuluttama
mddréd
-laktaattia pmol/100 g.min 12,0 4,9 2,2
~glukoosia mmol/100 g.min 14,4 4,7 2,8
-vapaita rasvahappoja
pmol/100g.min 4,4 16,9 5,5
= 3-hydroksibutyraattia
; pmol/100g.min 0,7 1,8 35,8
|

Taulukon V tulosten vertailu osoittaa, ettd
D(-)-3-hydroksivoihapon arginiinisuolan antaminen (koe 9)
alentaa syddnlihaksen omaa hapenkulutusta, kun sitd on
stimuloitu adrenergisesti, suhteessa arvoihin, jotka on
mitattu adrenergisen stimulaation l&sndollessa, mutta il-
man D(-)-3-hydroksivoihapon antamista (vertailu kokeen

8 kanssa).
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Patenttivaatimus

Menetelmi 3-hydroksivoihapon uusien, terapeuttises-
ti kdyttdkelpoisten suolojen valmistamiseksi, t unne t -
t u siit3d, ettd 3-hydroksivoihappo saatetaan reagoimaan
luonnon aminohapon kanssa, joka sis#dltdd védhintddn kaksi
typped sisdltédvdd ryhmdd karboksyyliryhméd&d kohden, liuot-

timessa, kuten vedessa 20-80°C:ssa.
Patentkrav

F8rfarande f8r framstdllning av nya, terapeutiskt
anvindbara salter av 3-hydroxismérsyra, k & nneteck -
n a t dirav, att 3-hydroxismdrsyra omsdtts med en naturlig
aminosyra med minst tvad kvdveatomer innehdllande grupper
per en karboxylgrupp i ett l8sningsmedel, sdsom vatten
vid 20-80°cC.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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