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"3.Hidroxi-piridin-2-karbonsav-amid-észter-szdrmazékok

és eljdrds eldallitasukra”

Kivonat

A talalmany szerinti vegyiletek (I) altalanos képlete-
ben
R!, R? és R? jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH;- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G 4ltalanos képletii csoport, ahol
G jelentése szerves csoport, amely az (I) altalanos
képletii vegyiiletet prodrug-gé alakitja, igy fizio-
16giailag hatékony s6, ahol kivételt képez a
3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-
-amid.
A talalmany kiterjed a fenti vegyiletek elballitasara,
valamint a fenti vegyiileteket és 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amidot tartalmaz6 gyoégyszerké-

szitményekre.
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3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-amid-észter-
-szarmazékok és eljaras eléallitasukra -
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A talalmany 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-amid-¢ész-
ter-szarmazékokra, ezek eldallitasara, valamint ezek alkal-
mazasara vonatkozik a kollagén bioszintézisének gatlasa-
ra, vagy fibrotikus betegségek kezelésére alkalmas gyogy-
szerkészitmény eldallitasara.

A prolil- és lizil-hidroxilaz enzimeket gatlo vegyiletek

a kollagén-specifikus hidroxilezési reakciék befolya-

86878-9449
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solasaval hatékonyan és szelektiven gatoljdk a kollagén
bioszintézisét. Ebben a reakcioban a fehérjéhez kotott pro-
lint vagy lizint a prolil-, illetve lizil-hidroxilaz enzimek
hidroxilezik. Ha ezt a reakcio6t inhibitorok gatoljak, akkor
nem mikoddképes, alulhidroxilezett kollagénmolekulak.
képz6dnek, amelyek a sejtekbdl csak Kkis mennyiségben
jutnak ki az extracellularis térbe. Ezenkivil, az alulhidro-
xilezett kollagén nem képes beépillni a kollagén matrixba,
és proteolitikusan konnyen lebonthaté. A fenti hatasok ko-
vetkeztében oOsszességében csokken az extracellularisan
lerak6dott kollagén mennyisége.

A prolil-hidroxilaz inhibitorai ezért eldny6sen alkal-
mazhatok olyan betegségek kezelésére, amelyekben jelen-
tds szerepet jatszik a kollagén lerakédasa. Az ilyen be-
tegségekre példaként emlithetd a tiddfibrozis, majfibrézis
és borfibrozis (igy borkeményedés, és égés, sérilés €s se-
bészeti beavatkozas utdn bekovetkezd hegesedés), vala-
mint az arteroszkler6zis.

Ismert, hogy a prolil-hidroxilaz enzim piridin-2,4-, ¢€s
-2,5-dikarbonsav-szarmazékokkal hatékonyan gatolhato
(K.Majamaa és munkatarsai: Eur. J. Biochem. 138, 239-
-245 (1984)). Ezek a vegyiletek azonban sejttenyészetben
csak nagyon nagy koncentracioban gatolnak hatékonyan
(Tschank G. és munkatarsai: Biochem. J. 238, 625-633
(1987)).

Ismertek a piridin-2,4(5)-dikarboxilat prodrug-jai (EP
0590.520, DE 42 38 506 és EP 0562 512 szamu iratok).

Ismert, hogy az N-oxalil-glicin-szarmazékok gatoljak a

prolil-4-hidroxildz enzimet (Cunliffe és munkatarsai: J.
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Med. Chem. 35, 2652-2658 (1992), valamint EP 0457 163
szamu irat).

Ismert tovabba a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(gli-
cil)-amid és prodrug-jainak alkalmazasa (EP 0661 269 sza-
mu irat).

Ismert tovabba a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-
etil-észter)-amid (J. Org. Chem. 31, 636-638 (1966)).

A taldlmany feladata olyan vegyiiletek kidolgozasa, a-
melyek killondsen nagy in vivo és/vagy in vitro hatékony-
sagot mutatnak, és elsésorban szisztemikusan és/vagy he-
lyileg alkalmazhatodk.

Meglep6 médon azt talaltuk, hogy az (I) altalanos kép-
leti  3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-amid-észter-szarmaze-
kok kiiléndsen hatékonyan gatoljdk a kollagén bioszinté-
zisét. Ezek a vegyiletek kitinnek nagy in vivo €s in vitro
hatékonysagukkal, és eldnydsen alkalmazhaték fibrétikus
betegségek szisztemikus és/vagy helyi kezelésére. Ezekre
a betegségekre példaként emlithetd a tiidd, maj, vese, sziv,
szem és bél fibrézisa valamint az arteroszklerodzis.

Az (I) altalanos képleti vegyiiletek a legkiillonboz6bb
sejtekben (példaul normal human bdr fibroblasztokban,
patkanymajbol nyert primer zsirtaroldsejtekben, patkany-
maj epitéliumsejtekben és koponyatetébdl kialakitott
szervtenyészetekben) erésen gatoljak a kollagén bioszin-
tézisét.

Ezek a vegyiiletek kilonosen eldnydsen alkalmazhatok
helyi kezeléssel kollagén bioszintézis inhibitorként, helyi
kezeléssel antifibrotikus hatéanyagként és helyi kezeléssel
kotdszovet (kollagén) fokozott képzddése altal kivaltott
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betegségek kezelésére. Ezért az (I) altalanos képleti ve-
gyiletek felhasznalhatok példaul helyi kezeléssel az em-
beri testen sebészeti beavatkozas utan kialakuld hegesedés
elkerillésére/csokkentésére, helyi kezeléssel szembe-
tegségek miitét utani kezelésére, példaul glaukoma mitét
utani kezelésére, valamint sugarzassal vagy kemoterapia-
val kivaltott fibrozis, elsésorban tiidéfibrozis kezelésére.

A talalmany szerinti vegyiiletek a megfeleld (I) altala-
nos képletii karbonsav-szarmazékok, ahol
B jelentése karboxilcsoport,
észter-prodrug-jai.

Az (I) altalanos képletii vegyiilletek az €16 szervezet-
ben (in vivo) és sejttenyészetben (in vitro) olyan (I) alta-
lanos képletii vegyiilletekké és ezek soiva bomlanak, ahol a
képletben
B jelentése karboxilcsoport.

Az (I) altalanos képletii vegyiilletek az adagolas utan
az in vivo és in vitro megfigyelheté kollagén bioszintézis
gatlast ugy valtjak ki, hogy B helyén karboxilcsoportot
tartalmaz6 (I) altalanos képletii vegyiiletté vagy ennek so-
java bomlanak. Ezek a vegyiiletek géatoljak a prolil-4-hid-
roxilaz enzimet és igy gatoljak a kollagén bioszintézisét.

A taldlmany targyat képezik tehat az (I) altalanos keép-
letli vegyiiletek, a képletben
R!, R? és R? jelentése hidrogénatom,

A jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol

G jelentése szerves csoport, amely az (I) altalanos
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képletii vegyiiletet prodrug-ga alakitja, valamint
ezek fiziologiailag alkalmazatd séi, ahol kivételt
képez a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-etil-

-észter)-amid.

Eldnyosek azok az (I) altalanos képletii vegyiletek, a-

melyek képletében
R!, R? és R? jelentése hidrogénatom,

A

jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben

metilcsoporttal szubsztitualva lehet,

jelentése -CO,G 4altalanos képletii csoport, ahol

G

jelentése -GOH altalanos képletii alkohol mara-
déka, valamint ezek fizioldgiailag alkalmazaté soéi,
ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piridin-2-karbon-

sav-(glicil-etil-észter)-amid.

Elénydsek tovabba azok az (I) altalanos képletid ve-

gyiiletek, amelyek képletében

R', R? és R® jelentése hidrogénatom,

A

B

jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben

metilcsoporttal szubsztitualva lehet,

jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol

G

jelentése 1-20 szénatomos, egyenes vagy elagazd
szénlancu alkilcsoport, 2-20 szénatomos, egyenes
vagy eldgaz6 szénlancu alkenilcsoport, 2-20 szeén-
atomos alkinilcsoport, 4-20 szénatomos alkeninil-
csoport, 3-12 szénatomos cikloalkilcsoport, vagy
retinilcsoport, amelyek egyenként egy vagy tobb
tobbszoros kotést tartalmazhatnak, tovabba fenil-
-alkil-csoport, amelyek adott esetben egy vagy

tobb szubsztituenssel szubsztitualva lehetnek, ahol
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a szubsztituens lehet hidroxilcsoport, halogéna-
tom, cianocsoport, trifluor-metil-csoport, karbo-
xilcsoport, 1-12 szénatomos alkilcsoport, 3-8
szénatomos cikloalkilcsoport, 5-8 szénatomos cik-
loalkenilcsoport, 1-12 szénatomos alkoxicsoport,
alkilrészeiben 1-12 szénatomos alkoxi-alkil-cso-
port, alkilrészeiben 1-12 szénatomos alkoxi-alko-
xi-csoport, alkilrészében 1-4 szénatomos fenil-al-
kil-oxi-csoport, 1-8 szénatomos hidroxi-alkil-cso-
port, 1-12 szénatomos alkil-karbonil-oxi-csoport,
3-8 szénatomos cikloalkil-karbonil-oxi-csoport,
benzoil-oxi-csoport, vagy alkilrészében 1-4 szén-
atomos fenil-alkil-karbonil-oxi-csoport, valamint
ezek fiziologiailag alkalmazhato6 soi, ahol kivételt
képez a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-etil-
-észter)-amid.
Killonosen eldnydsek azok az (I) altalanos képleti ve-
gyiiletek, amelyek képletében
R', R? és R® jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazo
szénlancu alifas alkilcsoport, 3-8 szénatomos cik-
loalkilcsoport, cikloalkilrészében 3-8 szénatomos
és alkilrészében 1-8 szénatomos cikloalkil-alkil-
-csoport, 2-18 szénatomos, egyenes vagy elagazé
szénlancu alkenilcsoport, igy geranilcsoport, far-

nezilcsoport vagy retinilcsoport, valamint 2-18
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szénatomos alkinilcsoport, benzilcsoport, fenetil-
csoport, fenil-propil-csoport vagy fenil-butil-cso-
port, amelyek adott esetben hidroxilcsoporttal,
1-4 szénatomos alkoxicsoporttal, 1-6 szénatomos
alkil-karbonil-oxi-csoporttal, 3-8 szénatomos cik-
loalkil-karbonil-oxi-csoporttal, benzoil-oxi-cso-
porttal vagy alkilrészében 1-4 szénatomos fenil-al-
kil-karbonil-oxi-csoporttal szubsztitualva lehet-
nek, valamint ezek fiziol6giailag alkalmazhaté soi,
ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piridin-2-karbon-
sav-(glicil-etil-észter)-amid.
Kiilon kiemeljik azokat az (I) altaldnos képletii vegyi-
leteket, amelyek képletében
R!, R? és R? jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G altalanos képleti csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazé
szénlancu alifas alkilcsoport, 5-6 szénatomos cik-
loalkilcsoport, cikloalkilrészében 3-8 szénatomos
és alkilrészében 1-4 szénatomos cikloalkil-alkil-
-csoport, 2-18 szénatomos, egyenes vagy elagazo
szénlancu alkenilcsoport, benzilcsoport, fenetil-
csoport, fenil-propil-csoport vagy fenil-butil-cso-
port, valamint ezek fiziologiailag alkalmazhat6
s6i, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piridin-2-
-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.
Kiilon kiemeljik tovabba azokat éz (1) altalanos képle-
ti vegyileteket, amelyek képletében



0900 ® (1] -
¢ %0 0%
58 0o os

L ]
L1 “e (1d ]

-8 -

R!, R? és R® jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CHa- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazd
szénlancu alkilcsoport, vagy 2-18 szénatomos al-
kenilcsoport, valamint ezek fiziol6giailag alkal-
mazhaté soi, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piri-
din-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.
Kiilon kiemeljiik tovabba azokat az (I) dltalanos képle-
ti vegyileteket, amelyek képletében
R! R? és R® jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CHa- képleti csoport,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazé
szénlancu alkilcsoport vagy 2-18 szénatomos al-
kenilcsoport, valamint ezek fiziol6giailag alkal-
mazhaté séi, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piri-
din-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.
Kilon kiemeljik tovabba azokat az (I) altaldnos képle-
tii vegyiileteket, amelyek képletében
R!, R? és R® jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes szénlancu
alkilcsoport, valamint ezek fiziolégiailag alkal-
mazhat6 séi, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piri-

din-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.
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Kilon kiemeljik tovabba azokat az (I) altalanos képle-
ti vegyilleteket, amelyek képletében
G jelentése 1-16 szénatomos, egyenes szénlancu alkil-

csoport, valamint ezek fiziol6giailag alkalmazhat¢ soi,

ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-

-(glicil-etil-észter)-amid.

Elényodsek tovabba az (1) altalanos képleti vegyiletek
sO1i.

Az (1) altalanos képleti vegyiletek soit a piridincso-
port nitrogénatomjaval reagalé savas reagensekkel allitjuk
eld. Savas reagensként elényosen alkalmazhaté a toluol-
-szulfonsav, metan-szulfonsav, sésav, kénsav, foszforsav,
valamint a savas csoportot tartalmazé gyo6gyszer hatda-
nyagok.

A taldlmany targyat képezik tovabba az (I) altalanos
képletii vegytletek, valamint fiziologiailag alkalmazhato
sOi a kollagén bioszintézisé_nek gatléasara.

A talalmany targyat képezik tovabba az (I) altalanos
képletii vegyiletek, valamint ezek fiziol6giailag alkalmaz-
hat6 s6i a prolin-4-hidroxilaz in vivo és in vitro gatlasara.

A taldlméany targyat képezik tovabba az (I) &ltalanos
képleti vegyiletek, valamint ezek fizioldgiailag alkalmaz-
hato séi a tiidé, maj, vese, sziv, szem és bOr fibrotikus
betegségeinek kezelésére. A vegyiletek felhasznalhatok
tovabba az arteroszkler6zis kezelésére. Az alkalmazas tor-
ténhet szisztémikus és/vagy lokalis kezeléssel.

A taldlméany targyat képezik tovabba az (I) éaltalanos
képleti vegyiletek, valamint ezek fiziol6giailag alkalmaz-

haté so6i helyi kezelésre, elsdsorban a kollagén bioszinté-
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zisének inhibitoraként, antifibrotikus hatéanyagként €s a
kotdszovet (kollagén) fokozott képzddésével kivaltott
betegségek hatéanyagaként. Ezekre példaként emlithetd az
emberi testen sebészeti beavatkozds utan kialakulo hege-
sedés megakadalyozasa/csokkentése, valamint szemészeti
mitétek, példaul glaukéma mitét mitét utani kezelése €s
sugarzassal, vagy kemoterapiaval kivaltott fibrozis, elsé-
sorban tid6fibrézis kezelése.

A talalmany targyat képezi tovabba az (I) altalanos
képletii vegyiiletek gyogyszer hatéanyagként torténd alkal-
mazasa.

A talalmany szerinti (I) altalanos képletii vegyiletek
eléndysen alkalmazhaték a bor, tidoé €s szem fibrotikus
betegségeinek helyi kezelésére, elsésorban a glaukéma
mitét utani kezelésére.

A talalmany targyat képezi tovabba eljaras az (I) al-
talanos képleti vegyiiletek eldallitasara.

Az A helyén -CH,- képletii csoportot, amely adott e-
setben metilcsoporttal szubsztituadlva lehet, és B helyén
-C0O,G altalanos képletii csoportot tartalmazé (I) altalanos
képleti vegytletek eldallithatok, ha
i1.) egy (II) altalanos képletii piridin-2-karbonsav-szarma-
zékot, a képletben
R> jelentése hidrogénatom,
egy (III) altalanos képletii amino-észter-szarmazékkal vagy
ennek so6javal reagaltatunk, vagy
i2.) egy (II) altalanos képletii piridin-2-karbonsav-észter-
-szarmazékot, a képletben

R3 jelentése rovidszénlancu alkilcsoport, igy 1-5 szénato-
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mos alkilcsoport,
aminolizissel (I) altalanos képletii vegyuletté alakitunk,
vagy
ii.) egy (IV) altalanos képletii vegyiletet egy GOH altala-
nos képletii alkohollal észtereziink.

A talalméany szerinti eljarast kozelebbrdl az A reakcio-
vazlat szemlélteti.

Az amidképzést (il. pont szerinti reakci6) eldnydsen a
karbonilcsoport aktivalasdval és a peptidkémiab6l ismert
kondenzaci6s reakcioval végezzik.

A karbonilcsoport aktivalasahoz reagensként a szoka-
sos anyagokat alkalmazzuk. Példaként emlithetd a tionil-
-klorid, oxalil-klorid, pivaloil-klorid, klér-hangyasav-¢€sz-
ter-szarmazékok, és N,N'-karbonil-diimidazol. Az aktivalt
(I1) altalanos képletid vegyilletet az eldallitds utdn in situ
(III) altalanos képleti amid-szarmazékkal reagaltatjuk.

Kondenzacidés szerként alkalmazhaté példaul N,N'-di-
ciklo-hexil-karbodiimid/N-hidroxi-1H-benzotriazol kombi-
nacidja és N-etil-morfolin.

Oldészerként alkalmazhaté példaul diklér-metan, szén-
tetraklorid, butil-acetat, etil-acetat, toluol, tetrahidrofu-
ran, dimetoxi-etan, 1,4-dioxan, acetonitril, N,N-dimetil-
-formamid, N,N-dimetil-acetamid, dimetil-szulfoxid, nit-
rometan és/vagy piridin.

A talalmany szerinti (I) altalanos képletii vegyiiletek
értékes farmakolégiai hatdsokkal rendelkeznek, és Kkitin-
nek antifibrotikus hatasukkal.

Az antifibrotikus hatas a kovetkezé allatmodellekkel

igazolhato:
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Kotészovetbdl allé bevonat képzddése szubkutan beill-
tetett ozmotikus miniszivat‘tyl'l koril (E.N. Unemori és
munkatarsai: J. Invest. Dermatol. 101, 280-285 (1993));

szubkutan beilltetett gyapotcsomo6 vagy polivinil-szi-
vacs-darabka koril kialakulé kollagén lerakédas (E.
Boyle, F.R. Mangan: Br. J. Ep. Pathnol. 61, 351-360
(1980); és

a tidd kollagéntartalma sugéarzassal vagy kémiailag ki-
valtott fibrozis utan (H.E. Ward és munkatérsai: Res., 136,
15-21 (1993); A. Santana és munkatéarsai: Am. J. Respir.
Cell. Mol. Biol. 13, 34-44 (1995)).

A prolil-4-hidroxildz gdtldsa sejttenyészetben:

Norm4l human bér fibroblaszokat (az angol "normal
human fibroblasts" elnevezés utan roviditve NHDF), pat-
kanymaj-epitéliumsejteket (1. referenciaszam) ¢€s majbol
nyert zsirtarolésejteket (2. referenciaszam) hasznélunk
sejtmodellként a hatéanyagok vizsgilatdhoz. A sejteket a
gatlé anyag jelenlétében tenyésztjik. Ezzel egyidejileg a
vizsgalat soran ujonnan szintetizalt kollagént 4-*H-L-pro-
linnal és '“C-prolinnal metabolikusan jeloljik. A vizsgalt
hatéanyagoknak a kollagén hidroxilezési fokara gyakorolt
hat4asat Chojkier és munkatarsai moédszerével (3. referenci-
aszam) hatarozzuk meg. Osszehasonlité anyagként 2,2'-
-dipiridilt alkalmazunk (1. referenciaszam: W. Schrode, D.
Mecke, R. Gebhard: Eur. J. Cell Biol. 83, 35-41 (1990);
2. referenciaszam: R. Blomhoff és T. Berg: Methods Enzi-
mol. 190, 59-71 (1990); 3. referenciaszam: M. Chojkier,
B. Peterkofsky és J. Bateman: Anal. Biochem. 108, 385-
-393 (1980)).
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A prolil-4-hidroxildz in vitro gatlasat csirkeembri6
koponyatetén vizsgaljuk (Biochem. J. 300, 525-300
(1994)):

1. Metabolikus jelzés

15-napos csirkeembrioknal kipreparaljuk a koponyate-
tét, és 3 percen keresztiill 37 °C hdmérsékleten Hanks-féle
kiegyensilyozott séoldatot tartalmazé minimalis esszenci-
alis Eagle-kozegen (HMEM kozeg, BioWhittaker, Wal-
kersville, MD, USA) mossuk. Négy koponyatetdt ivege-
dényben 1,5 ml HMEM kozegben 2 mmol/l glutamin és 1
nCi [U-14C]-prolin jelenlétében killonbozd inhibitor kon-
centraciok mellett 2,5 6ran keresztill és 37 °C hémérsékle-
ten inkubadlunk. Az inkubalas befejezéséhez a mintat tar-
talmaz6 edényeket jégbe meritjik. A k6zeget eltavolitjuk
és a koponyatetdt rovid ideig 1 ml kétszer desztillalt viz-
zel mossuk. Ezutan a koponyatetdt 3 ml 0,5 m6l/1 ecetsav-
val és 18 pg fenil-metan-szulfonil-fluoriddal elegyitjik, ¢és
16 6ran keresztiill extrahaljuk. Az extrakcids oldatot a sza-
bad [U-14C]-prolin eltavolitasdig 4 °C hdmérsékleten 0,5
mol/l ecetsavval szemben dializaljuk, majd az alikvot ré-
szeket fagyasztva szaritjuk.

2. Hidroxiprolin analizise

A fagyasztva szaritott minta egy alikvot részét 2 ml 6n
s6savban oldjuk, és 24 o6ran keresztil 105 °C hémérsékle-
ten hidrolizaljuk. Ezutan a sésavat ledesztillaljuk. A mara-
dékot 300 pl kétszer desztillalt vizben ujra szuszpendal-
juk, Eppendorf-edénybe toltjik, és ismét szaritjuk. A visz-
szamaradt hidrogén-kloridot 60 pl etanol/viz/trietil-amin

2:2:1 térfogataranyu elegyben oldjuk, és ismét szaritassal
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semlegesitjik. Ezutan az aminosavakat 20 percen keresztil
szobahdmérsékleten etanol/trietilamin/fenil-izotiocia-
nat/viz 7:1:1:1 térfogataranyi elegyben szarmazékka ala-
kitjuk, és ismét szaritjuk. A HPLC analizishez a mintat
150 pl foszfat pufferben (5 mmol/l Na,HPO, [pH=7,4]/ace-
tonitril 95:5 térfogataranyu elegy) oldjuk, és 5 percen ke-
resztiil 10.000 g értéken centrifugaljuk. 50 pul mintat anali-
zalunk. A HPLC kromatografias vizsgalatot C18 reverz fa-
zist oszlopon Ultrasphere ODS 3 um, 4,6 nim x 7,5 cm
tolteten (Beckman) 50 °C hdmérsékleten végezzik a kovet-

kezd gradiens-rendszerrel:

1déd A puffer B puffer
0 perc 100 % -
0-9 perc 100-90 % 0-10 %
9-11 perc 90-0 % 10-100 %
11-12 perc 0 % 100 %
12-14 perc 0-100 % 100-0 %
14-19 perc 100 % -
A puffer: 70 mmo6l/1 natrium-acetat (pH = 6,14)/0,1 %
acetonitril

B puffer: acetonitril/metanol/viz 45:15:40 térfogataranyud

elegy.
3. SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis

Az 1. pontbdl szarmazé fagyasztva széritott mintak
egy alikvot részét SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis
modszerrel vizsgaljuk, amihez 10 mmoél/l trisz-HCI
(pH=8)/1 mmél/l EDTA/1 % SDS és 5 % merkapto-etanol
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elegyben oldjuk, és 5 percen keresztil 95 °C hémérsékle-

ten denaturaljuk. Az elektroforézist lineadris gradienssel

(5-15 %) végezziikk. Ezutdn metanol/jégecet/viz 3:1:6 tér-

fogataranyu eleggyel fixaljuk, majd a gélt szaritjuk, és
Kodak X-Omat filmen -70 °C hdmérsékleten megvilagitjuk.

A taldlméany szerinti vegyiilletek meglepd hatékonysa-

gat az EP 0661 269 szamu iratban ismertetett vegyiiletek-

hez viszonyitva patkanymajsejteken kifejtett prolil-4-hid-

roxilaz gatlas (kollagén bioszintézisének gatlasa) vizsgala-

taval igazoljuk:

1. tdbldzat
Az EP 0661 269 szdmi irat szerinti vegyiilet vizsgdlata

Hatéanyag példaszdma

Kollagén bioszintézisének
gitlasa patkidnyméajsejtek-

ben

1 patkanymaj zsirtarolé sejtek
-50 %: 53 umol/l

1 patkanymadj-epitéliumsejtek

-50 %: 38 pmél/l

2. tdblazat

Taldlmédny szerinti vegyiiletek vizsgdlata

Hatéanyag példaszima

Kollagén bioszintézisének
gdtldsa

1 patkdnymaj-epitéliumsejtek
-100 %: 25 umol/l

1 NHDF -50 %: 0,6 pmo6l/]

2 NHDF -50 %: 1,6 umél/]
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3. tdblazat
Taldlmdny szerinti vegyiiletek vizsgdlata
Hatéanyag példaszima Koponyateté
19 -50 %: < 0,8 umol/l
20 (disclaimer) -50 %: < 0,8 umol/l

Az (I) altalanos képletii vegyuletek hatéanyagként al-
kalmazhatok gyogyszerkészitmény formajaban, amelyek a
hatéanyag mellett adott esetben farmakoldgiailag alkal-
mazhaté hordozbanyagot tartalmaznak. A vegyiiletek hato-
anyagként alkalmazhaték példaul gyogyszerkészitmények
formajaban, amelyek a hatéanyagot enteralis, perkutan, pa-
renteralis, és inhalaciés adagolasra alkalmas farmakologiai
szerves vagy szervetlen hordozéanyaggal keverve tartal-
mazzak. A hordozdéanyagra példaként emlithetd a viz, gu-
miarabikum, zselatin, tejcukor, keményitd, magnézium-
-sztearat, talkum, novényi olaj, polialkilén-glikol és vaze-
lin.

Oralis adagoléasra alkalmazhat6 napi dézis példéaul 0,1-
-25 mg/kg, elénydsen 1-5 mg/kg. A parenteralis adagolasra
alkalmazhato napi dézis példaul 0,01-5 mg/kg, elénydsen
0,01-2,5 mg/kg, kilonosen eldnydsen 0,5-1,0 mg/kg. A do-
zis stilyos esetekben novelhetd. Sok esetben elegendd a-
zonban ennél kisebb dézisok alkalmazdasa is. A fenti adato-
kat mintegy 75 kg testtomegi felndtt betegre vonatkoztat-
va adtuk meg.

A talalmanyt kozelebbrdl az alabbi példakkal mutatjuk
be anélkiil, hogy az oltalmi kort a példakra korlatoznank.
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A példakban a taldlmany szerinti (I) altaldnos képletit ve-
gyilleteket szubsztitualt 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-
-(glicil-észter)-amid-szarmazékoknak mindsitjik. Ebben a
besorolasban szubsztitualt 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-
-N-((alkoxi-karbonil)-metil)-amid-szarmazékokat értink. A
vegyilletek besorolhaték tovabba mint szubsztitualt N-(3-

-hidroxi-piridil-2-karbonil)-glicin-észter-szarmazékok.

1. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-dodecil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

a) Glicin-1-dodecil-észter-tozildt
38 g (0,5 mél) glicin, 93,2 g (0,5 mél) 1-dodekanol &s
115 g (0,6 mél) p-toluol-szulfonsav 400 ml toluolban fel-

vett elegyét vizlevalaszton a vizlevalas befejezddéséig for-
raljuk. Lehiilés utan 4 o6ran keresztil allni hagyjuk, majd
elkeveréssel kristalyositjuk. Ezutan dietil-éterrel higitjuk,
a kivalt terméket szirjiik, dietil-éterrel mossuk, és szarit-
juk. Igy 140 g cim szerinti vegyiletet kapunk, amelynek
olvadaspontja 106 °C (80 °C hémérsékleten zsugorodik).

b) 7 g (50 mmél) 3-hidroxi-piridin-2-karbonsavat 800 ml
vizmentes diklér-metanban szuszpendalunk, és 7,5 g (55
mmol) 1-hidroxi-1H-benztriazollal, 19,2 ml (150 mmdl) N-
-etil-morfolinnal, 21,2 g (50 mmo6l) N-ciklohexil-N'-(2-

-morfolino-etil)-karbodiimid-metil-p-toluol-szulfonattal

(CMC) és 20,8 g (50 mmo6l) glicin-1-dodecil-észter-tozi-
lattal elegyitjiik, és 50 o6ran keresztiil 20 °C hdmérsékleten
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kevertetjik. A kivalt karbamidot ezutan kiszirjik, az a-
nyaligot egymds utan 2n vizes sosav oldattal, telitett vizes
natrium-hidrogén-karbonat oldattal és vizzel kirazzuk, a
szerves fazist szaritjuk, vakuumban bepéroljuk, és a mara-
dékot etil-acetattal Kiesel-gélen kromatografédljuk. A meg-
feleld frakciokbol 12 g vilagosbarna olajat kapunk, amely
allas kozben kristdlyosodik. Ezt hideg petroléterrel kezel-
jik, és a terméket leszirjik, hideg petroléterrel mossuk.
Igy 8,5 g szintelen kristdlyos terméket kapunk, amelynek
olvadaspontja 53-56 °C.

2. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-butil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

a) Glicin-1-butil-észter-tozildt
38 g (0,5 mol) glicint 400 ml toluolban 37 g (0,5 mol)

1-butanollal és 115 g (0,6 mél) p-toluol-szulfonsavval ele-

gyitiank, és vizlevalasztéon a viz levalasanak befejezddéséig
forraljuk. Egy éjszakan keresztil allni hagyjuk, majd a
kivalt terméket sziirjuk, és dietil-éterrel mossuk. Igy 20 g
cim szerinti vegyilletet kapunk. Olvadaspont: 80-82 °C. Az
anyaligbol tovabbi 130 g termék nyerhetd ki.

b) 4,9 g (35 mmol) 3-hidroxi-piridin-4-karbonsavat az
1b) példaban leirt médon 4,7 g (35 mmo6l) 1-hidroxi-1H-

-benztriazollal, 19,8 ml (150 mmo6l) N-etil-morfolinnal,
14,8 g (35 mmél) CMC-vel és 10,6 g glicin-1-butil-¢szter-
-tozilattal reagéaltatunk. A nyersterméket Kiesel-gélen etil-
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-acetattal elualva kromatografaljuk. Igy 3 g olajos, vila-
gosbarna terméket kapunk.
'H-NMR (DMSO, 300 MHz): § = 12,21 (s, OH), 9,45
(t, NH), 8,20 (m, 1H), 7,55 (m, 1H), 7,43 (m, 1H),
4,12 (d, CH,), 4,08 (OCH,), 1,56 (m, 2H), 1,33
(m, 2H), 0,88 (t, CH3).

3. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-oktil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

4. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-pentil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

S. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-hexil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

6. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-heptil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

7. példa
3-Hidroxi-piridin-2-ka rbonsa‘v-N-(((l-nonil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

8. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-decil-oxi)-
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-karbonil)-metil)-amid

9. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-tetradecil-

-oxi)-karbonil)-metil)-amid

10. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-oktadecil-

-oxi)-karbonil)-metil)-amid

11. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-[(((2-etil)-1-butil-
-oxi)-karbonil)-metil-amid

Olajos anyag; MS: m/e = 281,3 (M" + H).

12. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-tridecil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

13. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-hexadecil-

-oxi)-karbonil)-metil)-amid

14. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-(cisz-9-okta-

decenil)-oxi)-karbonil)-metil)-amid
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15. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-(transz-3-he-

xenil)-oxi)-karbonil)-metil)-amid

16. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-(3-metil-bu-

til)-oxi)-karbonil)-metil)-amid

17. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((1-propil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

18. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((2-propil-oxi)-

-karbonil)-metil)-amid

19. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-N-(((3-pentil-oxi)-
-karbonil)-metil)-amid

Op.: 84 °C (n-heptan/etil-aceatt 5:1 elegybdl).

20. példa
3-Hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-
-amid

J. Org. Chem. 31, 636-638 (1966).
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Szabadalmi igénypontok

1. (1) altalanos képletii 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-
-amid-észter-szarmazékok, a képletben
R! R2 és R? jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitudlva lehet,
B jelentése -CO,G éaltalanos képletii csoport, ahol
G jelentése szerves csoport, amely az (I) altalanos
képletii vegyiiletet prodrug-gé alakitja, igy fizio-
l6giailag hatékony sé, ahol kivételt képez a
3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-

-amid.

2. Az 1. igénypont szerinti (I) altaldnos képleti vegyi-
letek, amelyek képletében
R!, R? és R’ jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-20 szénatomos, egyenes vagy elagazo
szénlancu alkilcsoport, 2-20 szénatomos, e€gyenes
vagy elagaz6 szénlancu alkenilcsoport, 2-20 szén-
atomos alkinilcsoport, 4-20 szénatomos alkeninil-
csoport, 3-12 szénatomos cikloalkilcsoport, vagy
retinilcsoport, amelyek egyenként egy vagy tobb
tobbszoros kotést tartalmazhatnak, tovabba fenil-
-alkil-csoport, amelyek adott esetben egy vagy

tobb szubsztituenssel szubsztitualva lehetnek, ahol
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a szubsztituens lehet hidroxilcsoport, halogéna-
tom, cianocsoport, trifluor-metil-csoport, karbo-
xilcsoport, 1-12 szénatomos alkilcsoport, 3-8
szénatomos cikloalkilcsoport, 5-8 szénatomos cik-
loalkenilcsoport, 1-12 szénatomos alkoxicsoport,
alkilrészeiben 1-12 szénatomos alkoxi-alkil-cso-
port, alkilrészeiben 1-12 szénatomos alkoxi-alko-
xi-csoport, alkilrészében 1-4 szénatomos fenil-al-
kil-oxi-csoport, 1-8 szénatomos hidroxi-alkil-cso-
port, 1-12 szénatomos alkil-karbonil-oxi-csoport,
3-8 szénatomos cikloalkil-karbonil-oxi-csoport,
benzoil-oxi-csoport, vagy alkilrészében 1-4 szén-
atomos fenil-alkil-karbonil-oxi-csoport, valamint
ezek fiziolégiailag alkalmazhat6 séi, ahol kivételt
képez a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-etil-

-észter)-amid.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti (I) 4ltaldnos képle-
ti vegyiilletek, amelyek képletében
R!, R? ¢s R jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazd
szénlancu alifas alkilcsoport, 3-8 szénatomos cik-
loalkilcsoport, cikloalkilrészében 3-8 szénatomos
és alkilrészében 1-8 szénatomos cikloalkil-alkil-
-csoport, 2-18 szénatomos, egyenes vagy elagazo

szénlancu alkenilcsoport, igy geranilcsoport, far-
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nezilcsoport vagy retinilcsoport, valamint 2-18
szénatomos alkinilcsoport, benzilcsoport, fenetil-
csoport, fenil-propil-csoport vagy fenil-butil-cso-
port, amelyek adott esetben hidroxilcsoporttal,

1-4 szénatomos alkoxicsoporttal, 1-6 szénatomos
alkil-karbonil-oxi-csoporttal, 3-8 szénatomos cik-
loalkil-karbonil-oxi-csoporttal, benzoil-oxi-cso-
porttal vagy alkilrészében 1-4 szénatomos fenil-al-
kil-karbonil-oxi-csoporttal szubsztitudlva lehet-
nek, valamint ezek fiziologiailag alkalmazhaté soi,
ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piridin-2-karbon-

sav-(glicil-etil-észter)-amid.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-

nos képletii vegyilletek, amelyek képletében

R!, R? és R? jelentése hidrogénatom,

A

B

jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben

metilcsoporttal szubsztitudlva lehet,

jelentése -CO,G 4altalanos képletii csoport, ahol

G

jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazé
szénlancu alifas alkilcsoport, 5-6 szénatomos cik-
loalkilcsoport, cikloalkilrészében 3-8 szénatomos
és alkilrészében 1-4 szénatomos cikloalkil-alkil-
-csoport, 2-18 szénatomos, egyenes vagy elagazo
szénlancu alkenilcsoport, benzilcsoport, fenetil-
csoport, fenil-propil-csoport vagy fenil-butil-cso-
port, valamint ezek fiziologiailag alkalmazhaté
s6i, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piridin-2-

-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.
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5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiiletek, amelyek képletében
R!, R? és R® jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képleti csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitualva lehet,
B jelentése -CO,G 4ltalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazo
szénlancu alkilcsoport, vagy 2-18 szénatomos al-
kenilcsoport, valamint ezek fiziolégiailag alkal-
mazhat6 séi, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piri-

din-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiiletek, amelyek képletében
R!, R? és R® jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes vagy elagazo
szénlancu alkilcsoport vagy 2-18 szénatomos al-
kenilcsoport, valamint ezek fiziologiailag alkal-
mazhat6 séi, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piri-

din-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiiletek, amelyek képletében
R', R? és R® jelentése hidrogénatom,
A jelentése -CH,- képletii csoport,
B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport, ahol
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G jelentése 1-18 szénatomos, egyenes szénlancu
alkilcsoport, valamint ezek fizioldgiailag alkal-
mazhat6 séi, ahol kivételt képez a 3-hidroxi-piri-

din-2-karbonsav-(glicil-etil-észter)-amid.

8. Eljaras az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti (I)

altalanos képletii vegyiletek eldallitasara, a képletben

A jelentése -CH,- képletii csoport, amely adott esetben
metilcsoporttal szubsztitudlva lehet,

B jelentése -CO,G altalanos képletii csoport,

azzal jellemezve hogy

i1.) egy (II) altalanos képleti piridin-2-karbonsav-szarma-

zékot, a képletben

R® jelentése hidrogénatom,

egy (III) altalanos képletii amino-észter-szarmazékkal vagy

ennek sd6javal reagaltatunk, vagy

i2.) egy (II) altalanos képletii piridin-2-karbonsav-észter-

-szarmazékot, a képletben

R> jelentése rovidszénlancu alkilcsoport, igy 1-5 szénato-
mos alkilcsoport,

aminolizissel (I) 4altalanos képleti vegyiletté alakitunk,

vagy

ii.) egy (IV) altalanos képletii vegyiletet egy GOH altala-

nos képletii alkohollal észtereziink.

9. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képleti vegyiletek, valamint 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid a prolil-4-hidroxildz in vi-

vo gdatlasara.
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10. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid a kollagén bioszintézis

gatléasara.

11. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyilletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid kotdszovet (kollagén) be-
teg emberi szervekben torténd lerakodéasanak (fibrozis)
megakadalyozaséara/csokkentésére.

12. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid fibrétikus betegségekben

torténd felhasznalasa.

13. A 12. igénypont szerinti (I) altalanos képleti ve-
gyilletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-
-etil-észter)-amid a tidd, maj, vese, sziv, szem és bor fib-

rotikus betegségeinek és ateroszklerozis kezelésére.

14. A 12 vagy 13. igénypont szerinti (I) dltaldnos kép-
letii vegyiiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-
-(glicil-etil-észter)-amid helyi és/vagy szisztemikus keze-

lésre.

15. A 14. igénypont szerinti (I) altaldanos képleti ve-

gyiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-
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-etil-észter)-amid az emberi testen sebészeti beavatkoza-
sok utan jelentkezd hegesedés elkeriillését/cs6kkentését
célzé helyi kezelésre.

16. A 9-14. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid a bdron jelentkezd foko-

zott kotdszovet-képzddés (fibrozis) helyi kezelésére.

17. A 9-14. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid a tidon jelentkezd foko-
zott kotészovet-képzddés (fibrozis) helyi (inhalacios) ke-

zelésére.

18. A 9-14. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid a szemen jelentkezd fo-

kozott kotdszovet-képzddés (fibrozis) helyi kezelésére.

19. A 9-14. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyilletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid a szem glaukoma miitéti

kezelése utani helyi kezelésére.

20. A 9-14. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyilletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-

bonsav-(glicil-etil-észter)-amid sugarzassal vagy kemote-
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rapiaval kivaltott fibrozis, elédnyosen tudéfibrézis helyi ke-

zelésére.

21. Gyé6gyszerkészitmény, amely egy vagy tobb 1-8. i-
génypontok barmelyike szerinti (I) altalanos képleti ve-
gyiletet, beleértve a 3-hidroxi-piridin-2-karbonsav-(glicil-

-etil-észter)-amidot, tartalmaz.

22. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti (I) altala-
nos képletii vegyiiletek, valamint a 3-hidroxi-piridin-2-kar-
bonsav-(glicil-etil-észter)-amid alkalmazdsa propil-4-hid-

roxildaz gatlasara és fibrotikus betegségek kezelésére.

A meghatalmazott:
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