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Sposéb wytwarzania nowych N-{4-[2-(pirazolo-1-karbenamido)-
-etylo]-benzenesulfonylo } -mocznikéw -

1

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania
nowych N-{4-[2-(pirazolo-1-karbonamido)-etylo]-
-benzenosulfonylo}-mocznikéw o wzorze 1, w kto-
rym R, R, oznacza wodoér, niskoczasteczkowy alkil,
zawierajacy najwyzej 4 atomy wegla, R; oznacza
wod6r, chlor lub niskoczasteczkowy alkil zawiera-
jacy najwyzej 4 atomy wegla, a Rs oznacza alkil
o 2—5 atomach wegla, lub cykloalkil o .5—6 ato-
mach wegla.

Stwierdzono, ze te nie znane dotychczas zwigzki
odznaczajag sie silnym dzialaniem obnizajacym ste-
zenie glukozy we krwi, niskg toksycznoscig i dobra
tolerancjg przy doustnym podawaniu ludziom.

W zwigzku z tym moga one mieé zastosowanie
w przemysle farmaceutycznym i w lecznictwie
jako doustne sSrodki hipoglikemizujagce w leczeniu
cukrzycy.

Sposobem wedtug wynalazku zwigzki o wzorze 1,
w ktérym R, Ri, Rz, Rs maja. wyzej podane zna-
czenie otrzymuje sie przez reakcje N-[4-(2-amino-
etylo)-benzenosulfonylo]-mocznikbw o wzorze 2,
w ktérym R; ma wyzej podape znaczenie, z clhilor-
kami kwas6éw pirazolo-1-karboksylowych o wzo-
rze 3, w ktérym R, R;, R; maja wyzej podane zna-
czenie, przy czym ewentualnie produkty reakcji
traktuje sie srodkami alkalicznymi w celu wytwo-
rzenia ich soli.

Sposobem wedlug wynalazku wyzej przedsta-
wiono reakcje przeprowadza sie w. odpowiednich
rozpuszczalnikach lub rozeienczalnikach i zaleznie
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od reaktywnosci i trwalosci wprowadzonych sktad-
nikéw wyjsciowych, w adpowiednio dobranym za-
kresie temperatur i przy wspéludziale substancji
pomocniczych, wigzgcych uboczne produkty reakeji
lub wytwarzajacych bardziej reaktywne produkty

posrednie, przy czym korzystnie w temperaturze

15—25°C, w obecnosci dipolowych rozpuszczalni-
kéw aprotycznych, takich jak dwumetylasulfatle-
nek lub aceton.

Hipoglikemizujgce dzialanie otrzymanych sposo-
bem wedlug wynalazku N-{4-[2-(pirazolo-1-karbo-
namido)-etylobenzenosulfonylo}-mocznikéw mozna
stwierdzi¢ przy doustnym podaniu ich myszom,
szczurom, krélikom lub ludziom i oznaczajac ste-
zenie glukozy we krwi znang metoda enzymatyczna,
przy uzyciu oksydazy glukozowej. .

W ten spos6b ustalono, ze zwigzki te odznaczajg
si¢ bardzo wysoka zdolnoScia obnizania stezenia
glukozy we krwi, niejednokrotnie wyzszg od noto-
wanej przy poréwnywalnym podawaniu Glibornu-
ridu lub Glibenclamidu, ktére wspélczesnie zalicza
sie do najbardziej aktywnych i skutecznych.suifo-
nylomocznikéw przeciwcukrzycowych.

Przykladowe por6éwnanie dawek efektywnych
(ED3) oraz. wplywu wielkosci doustnej dawki zwigz-
kéw otrzymanych sposobem wedlug wynalazku
z Glibornuridem, cechujacym sie wysoka efek-
tywnosciag i dobrg tolerancja przy podawaniu
ludziom, na stezenie glukozy we krwi szczuréw
podano w tablicy 1.
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Badajgc hipoglikemizujace dzialanie jednego z
otrzymanych zwiazk6éw, tj. N-{4-[2-(3-metylopira-
zolo-1 - karbonamido)-etylo] - benzenosulfonylo}- N’-
-cykloheksylomocznika (nazwanego dalej prepara-
tem SPC-5002) i N-(p-toluenosulfonylo)-N’-(2-endo-
-hydroksy-3-endo-bornylo)-mocznika (Glibornurid)
na trzech réinych gatunkach zwierzat stwierzono,
ze SPC-5002 zaréwno po podaniu doustnym jak
i paranteralnym jest okolo dwukrotnie bardziej
aktywny nizeli Glibornurid. Szczeg6lnie duze roéz-
nice w efektywnosci dziatania na korzysé SPC-5002
zaobserwowano w badaniach na myszach, EDj, dla
Glibornuridu jest prawie trzykrotnie wyzsze anizeli
dla SPC-5002 (Tablica 2).

Jednorazowe doustne podanie SPC-5002 wywotuje
bardziej dlugotrwala hipoglikemie¢ anizeli po zasto-
sowaniu Glibornuridu (Tablica 3). Jeszcze w 9 go-
dzin od momentu podania.szezurom jednorazowej
dawki SPC-5002 stwierdza si¢ obnizenie poziomu
glukozy we krwi, podczas gdy po podaniu Glibor-
nuridu juz w 6 godzitr stezenie glukozy wraca do
wartosci normdlnej. Podobny przebieg mialy krzy-
we glikemiczne po podaniu badanych preparatéw
krélikom tj. bardziej efektywne i diugotrwale dzia-
lanie wykazywat SPC-5002 w por6éwnaniu do Gli-
bornuridu ' (tablica 4).

SPC-5002 cechuje sie niezwykle maty toksy-
cznoscig zaréwno w badaniach toksycznosci ostrej,
podostrej jak i przewleklej. Po podaniu doustnym
DLge dla szczuréw jest wieksze od 15, a dla myszy
siega ono powyzej 20 g/kg ciezaru ciala. SPC-5002
podawany przez okres 8-ciu miesigcy nie uposledzal
czynno$Sci wagtroby i nerek. Nie wykazano zmian
w ukladzie krwiotwérczym. Nie wplywat on na
ogblng liczbe krwinek biatych. Nie zaobserwowano
réinic w ci¢tarze ciala ani tez w zuzyciu paszy
oraz wody przez grupe zwierzat kontrolowanych
i badanych.

Wysoky efektywnosé hipoglikemizujacg SPC-5002
nakazala przebadaé¢ jego dzialanie na procesy utle-
niania; fosforylacli oksydacyjnej oraz transportu
wapnia do mitochondribw. Wiadomo bowiem, ze
zmiany stezefi wapnia w cytoplazmie komérek mo-
deluja m.in. procesy glikolizy i glukoneogenezy,
aw. komérkach betasekrecje insuliny.

Dlialan.ie SPC-5002 w tym zakresie por6wnywano
prude wszystkim z Glibenclamidem, preparatem
o niggwykle silnym dzialaniu hipoglikemizujacym,
powggiujacym niekiedy dlugotrwale i niebezpieczne
w- skutkach ciezkie stany hipoglikemiczne. Stwier-
dzono, ze SPC-5002 uiyty .w stezeniu 0,05 mM po-
zostaje bez wplywu na utlenianie i fosforylacje
oksydacyina, podczas gdy Glikenclamid w tym
samym stezeniu hamuje w 60% oba badane procesy
(tablica 5). Stosunek stalych inhibitorowych
SPC-5002 i Glibenclamidu dla zuzycia tlenu i fos-
forylacji oksydacyinej wynosi. okolo 25 (tablica 6).
- Stwierdzono réwniez, ze Glibenclamid jest tylko
10-krotnie silniejszym od SPC-5002 - inhibitorem
transportu wapnia do mitochondriéw (tablica 6)
. 1 'w rezultacie okazalo sie, ze Glibenclamid dziala
o wiele silniej na procesy utleniania i fesforylacji
anizeli na transport wapnia. Wynikajace stad pre-
ferencyjne hamowanie transportu wapnia — media-
tora wewnatrzkomérkowego — nad procesami utle-
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niania, jest bardzo korzystng cechg SPC-5002, ktéra
charakteryzuje sie¢ réwniez Glibornurid oraz Tol-
butamid zastosowany w duzym stezeniu.

W badaniach na ludziach zdrowych-ochotnikach
stwierdzono, ze SPC-5002 w dawce doustnej 5 mg
powoduje w 60 minutach po podaniu spadek glu-
kozy we krwi o 28% w stosunku do wartosci wyj-
Sciowej, a po 90 minutach osigga on 33%s {(tablica 7).
Natomiast Glibornurid zastosowany nawet w daw-
ce 2,5 razy wyiszej, na szczycie swego dzialania
obniza poziom glukozy zaledwie o 19%. Daje sie
wyraZnie zauwazy¢ dodatnig korelacje miedzy za-
chowaniem si¢ krzywej glikemicznej a krzywa
insulinemii. Oba badane preparaty pov;odujg zna-
czny spadek wolnych: kwaséw tluszczow_ ch we
krwi. Przedstawione dane dajq sie wskazywaé na
to, ze SPC-5002 podobnie jak Glibornurid dziala

-hipoglikemizujaco na drodze stymulacji sekrecji

insuliny przez komoérki beta wysp Langerhansa,
aczkolwiek nie moina wykluezyé ich obwodowego
dzialania. Tablica 8 przedstawia dane o zachowaniu
sie glikemii i insulinemii po podaniu SPC-5002
ludziom zdrowym, po uprzednim spozyciu przez
nich lekkiego positku. Jak widaé w 30 minut po
spozyciu positku w grupie badanych, ktérzy otrzy-
mali SPC-5002 poziom glukozy wzrést o 34%,
a u os6b, ktére otrzymaly Placebo o 28% w sto-
sunku do wartosci wyjéciowych. W 60 i 90 minut
natomiast spadek poziomu glukozy we krwi po
podaniu SPC-5002 obniza sie do wartosci 33 i 52%,—
podczas gdy w grupie — Placebo — utrzymuje si¢
on w granicach 13—14%. Zmianom w przebiegu
glikemii towarzyszy wzrost stezenia insuliny, ktéry
w 60 minut po podaniu SPC-5002 osigga wartosé
dwukrotnie wyzsvg w por6éwnaniu do grupy otrzy-
mujgcej Placebo.

Preparaty farmaceutyczne zawierajgce nowg sub-
stancje czynna, takie jak: tabletki, tabletki powle-
kane, tabletki o przedluzonym dzialaniu, drazetki
lub proszki, zawierajace znane nosniki oraz $rodki
pomocnicze, takie jak: talk, skrobia, laktoza, ste-
arynian magnezu, zelatyna, avicol, substancje blo-
notwoércze, substancje szkieletotwércze i ewentual-
nie z inymi dodatkami lub Srodkami hipoglikemi-
zujqcymi, wytwarza sie tak, aby ulatwié¢ dawko-
wanie leku i zapewni¢ jego korzystne dzialanie
w czasie. Dawka jednorazowa nowych substancji
biologicznie czynnych zalezy od ich skutecznosci
biologicznej oraz pozadanego efektu jej dzialania
i ksztaltuje sie w zakresie 0,5—50 mg, korzystnie
1—10 mg. Ponizsze przyklady wyjasniaja dokladniej
spos6b wedlug wynalazku.

Przyklad I. Do zawiesiny 16,3 g (0,05 mola)
N-{4-(2-aminoétylo)-benzenosulfonylo]- N’-cyklohek-

- sylomocznika w 120, cm? dwumetylosulfotlenku do-

daje sie 6,55 g/0,065 mola tréjetyloaminy i mieszajac
wkrapla sie w ciggu 30 minut, w temperaturze
18—20°C, roztwoér 7,9 g/0,055 mola chlorku kwasu
3-metylopirazolo-1-karboksylowego w 30 cm3 chlor-
ku metylenu, po czym calosé miesza sie 2 godziny
w zwyklej temperaturze. Osad nieprzereagowanego
N-[4-(2-aminoetylo)-benzenosulfonylo]- N’-cyklohek-
sylomocznika odsgcza sig, a filtrat wprowadza sie
do roztworu 8 g weglanu sodowego w 500 cm?
wody, ogrzanego uprzednio do temperatury 50°C,
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Otrzywany roztwér odbarwia sie weglem aktyw-
nym i mieszajgc w temperaturze 20°C wkrapla sie
8% kwas solny do pH 1. Wytracony osad odsacza
sig, przemywa wodg i po wysuszeniu oczyszcza
si¢ przez krystalizacje z metanolu. Otrzymuje sig
99 g  N-{4-[2-(3-metylopirazolo-1-karbonamido)-
-etylo] - benzenosulfonylo}-N’-cykloheksylomocznika
o temperaturze topnienia 149—150°C, z wydajno$cia
45,8%.

¢
i 485 g (0,015 mola) N-[4-(2-aminoetylo)-benzeno-
sulfonylo]-N’-cykloheksylomocznika. Nastepnie w
ciggu 2 godzin wkrapla sie w temperaturze
18—20°C roztwér 2,6 g (0,018 mola) chlorku kwasu
3-metylopirazolo-1-karboksylowego w 20 cm? ace-
tonu, utrzymujgc pH mieszaniny w zakresie 8—9
przez stopniowe dodawanie 20% roztworu wodnego
wodorotlenku sodowégo. Po uplywie dalszych 4 go-
dzin mieszania w zwyklej temperaturze dodaje sie

Analogicznie z chlorku kwasu pirazolo-1-karboksy- 315 50 cm$ wody, odbarwia weglem aktywnym i wkra-
lowego i N-[4-(2-aminoetylo)-benzenosulfonylo]-N’- plajac 8% kwas solny do pH 1 wytraca sie osad,
-cykloheksylomocznika otrzymuje si¢ N-{4-[2-(pira- ktéry po odsaczeniu, przemyciu woda i wysuszeniu
zolo-1- karbonamido)-etylo] - benzenosulfonylo} - N’- poddaje sie krystalizacji z metanolu. Otrzymuje sie
-cykloheksylomocznik o temperaturze topnienia 33 g N-{4-[2-(3-metylopirazolo-1-karbonamido)-
166—167°C, po krystalizacji z uwodnionego meta- ;5 -etylo] - benzenosulfonylo}-N’-cykloheksylomocznika
nolu. o temperaturze topnienia 149—150°C, z wydajnoscig
Z chlorku kwasu 3,5-dwumetylopirazolo-1-karbo- 50,76%.
ksylowego i N-[4-(2-aminoetyle)-benzenosulfonylo]- ) ’
-N’-cykloheksylomocznika otrzymuje sie N-{4-[2- Podobnie, wychodzac z chlorku kwasu 3,5-dwu-
-(3,5-dwumetylopirazolo-1-karbonamido)-etylo]-ben- ,, metylo-4-etylopirazalo-1-karboksylowego i N-[4-(2-
zenosulfonylo}-N’-cykloheksylomocznik, ktéry prze- -aminoetylo) - benzenosulfonylo] - N’ - cykloheksylo -
krystalizowany z uwodnionego metanolu topnieje mocznika otrzymuje sie N-{4-[2-(3,5-dwumetylo-4-
w temperaturze 150—160°C. : -etylopirazolo-1-karbonamido)-etylo] - benzenosulfo-
Z chlorku kwasu 3,4-dwumetylopirazolo-1-karbo- nylo}-N’-cykloheksylomocznik o temperaturze top-
ksylowego i N-[4-(2-aminoetylo)-benzenosulfonylo]- nienia 143—144°C, po krystalizacji z uwednionego
-N’-cykloheksylomocznika otrzymuje sie N-{2-[2- metanoiu.
-(3,4-dwumetylopirazolo-1-karbonamido)-etylo]-ben- Z chlorku kwasu 3-etylo-4-metylopirazolo-1-kar-
genosulfonylo}-N’-cykloheksylomocznik o tempera- boksylowego i N-[4-(2-aminoetylo)-benzenosulfo-
turze topnienial63—164°C, po krystalizacji z meta- nylo]-N’-cykloheksylomocznika otrzymuje sie N-
nolu. s -{4-[2-(3-etylo-4 - metylopirazolo - 1 - karbonamido)-
Z chlorku kwasu 3,4,5-tr6jmetylopirazolo-1-karbo- -etylo]-benzenosulfonylo}- N’ - cykloheksylomocznik,
ksylowego i N-[4-(2-aminoetylo)-benzenosulfonylo]- ktéry przekrystalizowany z uwodnionego metanolu
-N’-cykloheksylomocznika otrzymuje sie¢ N-{4-[2- topnieje w temperaturze 150—152°C.
-(3, 4, 5-tr6jmetylopirazolo -1 - karbonamido) - etylo]-
-benzenosulfonylo}-N’-cykloheksylomocznik o tem- Dzialajagc w analogiczny spos6b chlorkiem kwasu
peraturze topnienia 146—147°C, po krystalizacji 3-metylopirazolo-1-karboksylowego -na N-{4-(2-ami-
uwodnionego metanolu. 1ncetylo)-benzenosulfonylo]-N’-n-butylomocznik a
Z chlorku kwasu 3-etylo-4-metylopirazolo-1-kar- temperaturze topnienia 193—195°C otrzymuje sig
boksylowego i N-[4-{2-aminoetylo)-benzenosulfo- N-{4-[2-(3-metylopirazolo - 1 - karbonamido) - etylo]-
nylo]-N’-cykloheksylomocznika otrzymuje sie N- “ -benzenosulfonylo}-N’-n-butylomocznik  topniejgcy
-{4-[2 -(3-etylo-4 - metylopirazolo - 1 - karbonamido)- w temperaturze 145—147°C, natomiast wychodzac
Letylo]-benzenosulfonylo}-N’-cykloheksylomocznik o z N-f4-(2-aminoetylo)-beneznosulfonylo]<N’-n-pro-
temepraturze topnienia 150—151°C, po krystalizacji pylomocznika o temperaturze topnienia 194—196°C
z uwodnionego metanolu. uzyskuje sie N-{4-[2-(3-metylopirazolo-1-karbona-
Przyktad IL ‘W 50 cm?® wody rozpuszcza si¢ ,5 mido)-etylo]- benzenosulfonylo}-N’- n - propylomocz-
kolejno 0,6 g (0,015 mola) wodorotlenku sodowego nik ‘0 temperaturze topnienia 146—x48°C.
Tablica 1
%o obnizenia stez. glukozy
Zwigzek o wzorze 1 we krwi szczuréw w za-
leinosci od dawki i czasn | ED%
Dawka | od chwili podania w godz. | mg/kg
. R, . 0S. -
Nr zw. R R Ra 3 tl;g/kg 1 3 6
1 3 4 5 ' 6 7 8 9 10
10 50 52 29
4 19 37 15
. 2 23 34 11
1 H H H cykloheksyl 1,8
1 27 27 14 - -
0,5 21 19 11
- 0,25 12° 19 0
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(]
c.d. tablicy 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
' 4 30 45 21
2 CH, H H cykloheksyl 2 23 27 14 22 |
| 1 19 9 0 ‘
1 10 52 48 37
| : 4 33 32 5
! H i cykloheksyl
3 H | CH, . I ykloheksy 2 35 28 5 1,9 |
I I I .
‘ | | 1 20 18 4 ,;
‘ | 10 55 39 25
4 40 32 "
: H kloheksyl
. 4 H C.Hs cykloheksy 2 46 18 ] 1,6
[ 1 28 4 0
I
; 50 38 36 12
: 5 H Cl - H cykloheksyl 20,0
10 16 5 0
10 23 40 35
6 CH; H CH; | cykloheksyl 35
; 4 18 33 23
’ 10 37 54 2 |
2 18 24 19
h !
7 CHjs CH,3 | H cykloheksyl s s P o 33
E 0,25 11 17 11
j 10 27 45 25
8 C:Hs | CH; | H cykloheksyl 4 19 31 15 4,0
! 17 18 15
9 CH, cl H cykloheksyl 10 24 7 0 14,6
50 48 62 52 !
10 CH; CH; CH;3 cykloheksyl 10 35 49 17 4,0
4 24 35 28
50 57 60 53
11 CH; C:H; CH;3 cykloheksyl 10 29 53 0 48
4 16 27 3
50 .22 39 32
12 CH; n-CyHy CH; cykloheksyl . 22,4
10 9 14 10
‘ 50 18 27 3
13 CH; n-C4Hy CH; cykloheksyl 60,0
10 3 8 0
4 21 29 11
14 CH; cl CH;3 cykloheksyl 2 14 24 14 5,0
1 11 21 7
10 20 16 7
15 H H H 18,0
4 14 8 5
klopentyl
, cyxiopenty 10 16 19 10
16 CH, H H 19,0
4 18 12 14
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9 i
c.d. tablicy 1
1 3 3 4 5 6 7 8 9 10
10 41 51 28
17 H CH; H 41 41 23 2,3
29 16 5
10 18 21 16
18 | CH;3 CH; H eyklopenty] 2 v m m 18,0
! 10 39 43 31
19 | CH; H CH, 1 s T I 4,0
i 50 30 a7 33
20 ' CH, CH, CH; 19,5
i 10 20 21 9
‘ 20 50 55 56
10 55 53 56
21 CH, | H H n-CyH, 5 22 38 43 07
| ' 1 23 23 22
0,5 6 22 29
50 54 55 48
20 45 56 56
22 CH; H H n-C;Hy 10 25 29 35 2,2
5 15 24 26
2 4 26 23
Tablica 2
Zwierzeta Doustne dawki efektywne EDjo
doswiad- w mg/kg ciezaru ciala
czalne SPC-5002 Glibornurid
Myszy 1,9 5,2
Szczury 2,2 3,8
Kroliki 55 7,8
Tablica 3

Poréwnanie wplywu SPC-5002 i Glibornuridu na zmiany stezenia glukozy we krwi szczuré4w w czasie

io 24 godzin od chwili doustnego podania w dawce po 4 mg/kg ciezaru ciala

‘azwa preparatu

stezenie glukozy we krwi i % zmiany

czba zwierzAt () | go4ziny po podaniu 0 1 3 6 9 24
‘Svr:;ig/iixo(\;v:;‘::)éci stezenia g2 58 45 65 70 85

v | f;‘_*gﬁ.;ﬂad Srednie] +20 | 36 | 31| 26 +32{ +29
Z;;:;‘Ziziia(a_)lub — | -2 | = | -2 | —15 | +4
fvreli';‘:ox’iz‘f’d stefenia | e | 4 47 65 74 7

Pornurid (S;eg’;;;’hd Srednie] +28 | 430 | $38 | 34 [ +27| +18
rameme o | e o] v |
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Tablica 4

Poréwnanie wplywu SPC-5002 i Glibornuridu na zmiany stezenia glukozy we krwi krélikéw w czasie
24 godz. od chwili doustnego podania w dawce po 5 mg/kg ciezaru ciala

Nazwa pre- Stezenie glukozy we krwi i % zmiany
paratu i liczba .
zwierzat (n) godziny po podaniu 0 0,5 1 3 6 ‘ 9 ’ 24
Srednie wartosci ste- n 57 59 63 62 l 62 , 70
zenia w mg/100 cm? i | |
SPC-5002 . - . . : y :
¢ Sredni blad sredniej +44 +22 +21 +20 +24 | +39 | +34
n=14 (SEM) \ T
| |
% obnizenia (—) lub
- —20 —17 —12 —1 —_ —
lub podwyzszenia (+) 8 13 1
Srednie wartosci ste- n4 62 63 74 75 75 78
zenia w mg/100 cm3
Glibornurid . . . L .
Sredni blgd Sredniej +
13,1 +27 13,1 +3,1 +49 *2 +
n=12 (S.E.M.) ’ 3 9 5.2
%s obnizenia (—) lub
—_ —1 —1 1
lub podwyzszenia () 8 5 0 + +1 +5

Tablica 5
Wpiyw SPC-5002, glibenclamidu i glibornuridu na zuzycie tlenu, fosforylacje oksydacyjng i transport
wapnia w mitochondriach watroby szczura
Badany preparat Procent zahamowania
Nazwa Stez. Zuzycie FosforylaF ja Trans'port Tl; :';)‘;‘i’zr t
n M tlenu | | oksydacyjna wapnia *) zuiycie tlenu
1 2 3 4 5 6
) -
” 0,05 0 0 8 —
0,1 12 15 21 1,75
0,3 21 21 30 1,42
SPC-5002 0,5 34 38 53 1,55
0,7 47 63 — —
1,0 69 74 68 0,99
0,01 26 29 12 0,46
0,02 43 48 28 0,65
Glibenclamid 0,05 63 60 52 0,82
0,1 5 80 68 0,90
0,5 87 100 85 0,97
Glibornurid 0,5 22 32 52 2,36
1,0 47 59 76 1,60
Tolbutamid 1,0 14 7 27 1,92

— Srodowisko inkubacyjne: Sacharoza 170 mM, KC1 10 mM, MgCl: 3 mM, K;HPO 5 mM, EGTA 0,01 mM
Tris/HC1 10 mM (pH 7,31), 2-oxoglutaran 2 mM, ADP 1 mM, biatko mito-
chondriéw 4 mg/m. Temperatura 25°C.

— Zuzycie tlenu mierzono elektroda tlenowa Clarck’a typ E5046. Szybkosé fosforylacji oksydacyjnej
oznaczono przez pomiar zuzycia jonéw wodorowych. Transport wapnia do mitochondriéw badano
dwoma metodami: w sposéb ciggly przy pomocy elektrody 'wapniowej (typ F2112 f-my Radiometer)
lub metoda izotopowa-

*) Srodowisko zawieralo CaCl; 300 nmoli/ml.
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Tablica 6
Poréwnanie stalych inhibitorowych (Ki) dla
SPC-5002, glibenclamidu i glibornuridu w odnie-
sieniu do zuzycia tlenu, fosforylacji oksydacyjnej
i transportu wapnia przez mitochondria watroby
szczura.
Ki (mM)
Badany Fosfory- | Tran-
Zuzycie
preparat o ° | 1acia oksy- | sport
dacyjna wapnia
1 2 3 4
Glibenclamid 0,03 0,022 0,047
Glibornurid 1,15 0,76 0,49
SPC-5002 0,75 0,60 0,45
SPC-5002
[ — 25 27 10
Glibenclamid
Tablica 7

14

Por6éwnanie zmian stezenia glukozy, insuliny i wolnych kwaséw tluszczowych u ludzi zdrowych —
ochodnikéw po doustnym podaniu 5 mg SPC-5002 lub 12,5 mg Glibornuridu.

Licz- Oznaczone stezenia na czczo w czasie do 180 minut
Poréwnywane ba
t przy-
repara ,
preparaty Pzd' 0 minut 30 minut | 60 minut | 90 minut | 120 minut | 180 minut
kéw i
1 2 3 4 5 6 7 8
s Glukoza w mg/100 cm?

SPC-5002 6 96,8 88,5 69,0 65,5 76,5 79,7
46,4 95 | 141 +4.1 +43 +4.2

Glibornurid 5 91,0 87,0 80,0 74,0 75,0 76,0
46,3 +6,3 +12,4 +11,7 435 +26

Insulina xU/cm?

SPC-5002 6 4,0 9,2 135 73 5,0 3.2
+2,0 +4,1 +14,0 +4,3 +2,6 424

Glibornurid 5 3,6 42 6,2 5,2 6,4 44
+1,8 +3,3 +15 +13 433 +25

Wolne kwasy tluszczowe mEq/1000 cm?

SPC-5002 4 0,63 0,48 0,46 0,48 0,51 0,52
40,17 40,21 +0,18 40,05 40,06 40,05

Glibornurid 5 0,76 0,58 0,46 0,48 0,51 0,52
40,23 40,22 40,13 40,31 40,28 40,18
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T4Blica 8

i3

|

Poréwnanie zmian stezerija glukozy u ludzi zdrowych — ochotnikdW po Spozyciu positku i doustnym
podaniu 10 mg SPC-5002 lub Placebo
Licz- Oznaczorie stezenie nd czczo vraz po spozyciu positku i preparatu
Por6wnywane ba —
reparat przy- .
preprEY pad-| 0 minut |0 ot | 60 mivut | 90 mimut | 120 minut | 180 mi
k6w | (na czczo) minu 80 minut
Glikbza w mg/100 cm?® oraz % fmiany stezenia
SPC-5002 6 89 119 60 43 70 89
+5 +4 +18 ) +11 8 +5
% zmian 6 | , +34 —51:3__»__ —52 —21 0
6 93 119 81 80 85 95
Placebo ;
+8 12 | 14 = +6 +7
% zmian +28 —13 —14 —9 +2
Insuliha #U/cm?
SPC-5002 6 7 50 55 17 8 8
13 +27 +36 16 +2 +2
6 10 36 26 25 11 8
Placebo
*4 | *2. 4. %6 +8 +2 *2 |

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb Wwytwarzania nowych N-{4-[2-(pirazolo-
-1-karbonamido)-etylo] - benzénosulfonylo} - moczrii-
k6w o wzorze 1, w ktérym R, R, oznacza wodér,
niskoczgsteczkowy alkil zawierajgcy najwyzej4 ato-
my wegla, Ry oznacza wod6r, chlor lub niskoczg-
‘steczkowy dlkil zawierajacy najwyzej 4 atomy
‘wegla, a Rs oznacza alkil o 2—5 atomach wegla
lub cykloalkil o 5—6 atomach wegla, znamienny
tym, ze odpowiednie N-[4-(2-aminoetylo)-benzeno-
‘sulfong'lo]-m'oczniki o wzorze 2, w ktérym ‘R; ma

w‘yi_éj Bodanie znaczénte, polldale sie reakcji z chior-
Xami kWas6w pirazsld-1-kaibsksylowych o Wwzo-
rze 3, w ktérym R, Rj, R; ma wyzej podame zna-
czenie.

2. Sposéb wedhig zastrz. 1, znamienny tym, ze
reakcje przeprowadza sie w tempertiirze 15—25°C,
w obecnosci dipdlowych rozpuszczalnikéw apro-
tycznych i srodkbw wiazacych wydzielajaey sie

40 chlordwodeér.
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