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Derivaty oxalylaminokyselin pro pouziti jako 1lééiva a farmaceu-
ticky prostredek, tyto latky obsahujici

Oblast techniky

Vynalez se tyka derivatid oxalylaminokyselin pro pouziti jako
leciva a farmaceutickych prostredku, tyto latky obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Derivaty oxalylaminokyselin jsou zndmé a jsou napriklad po-
psané ve FR-A 20 10 601, JP 43/10614 nebo v Biochemistry, 27
/8/, 2934-2943 (1988). Pouziti téchto sloudenin jako 1lé&iv vsak
nebylo jesté popsano.

Podstata vyndalezu

Nyni bylo zjisténo, Ze derivaty oxalylaminokyselin obecného
vzorce I

RO-C~-C=-=N-CH-~-C - OR'

| U D |
0

o R R? o /1/,
kde
R a R' Jjsou stejné nebo rozdilné a znamenaji C,-Cg~alkyl nebo vo-
dik,
RL znamend vodik nebo C,-Cy-alkyl
R znamena vodik, C;-Cg-alkyl, C,-Cy-alkoxyskupinu, karboxyl,

C,-Cg-alkoxykarbonyl, aryl, SH, NH, nebo halogen, pficemZ

alkylové =zbytky jsou nesubstituované nebo substituované
arylem, OH, SH nebo NH,

nebo
Rl a R? predstavuji dohromady C,~Cy-alkylenovy retézec,
jakoZ i sloucdeniny ve své prevédZné cisté nebo D a L formé, jakoz
i jejich fyziologicky snesitelné soli, jsou vynikajici inhibitory
prolinhydroxylazy a lysinhydroxylazy.

Predmétem predlozeného vyndlezu tedy je pouziti téchto zna-
mych uvedenych sloucenin jako 1lé¢iv, zejména jako 1lé&iv ovliviu-
jicich latkovou vyménu kolagenu a latek podobnych kolagenu.

Vyndlez se tykad zejména pouziti takovych sloudenin obecného
vzorce I, ve kterych

R a R' Jsou stejné nebo rozdilné a znamenaji C,-C3=-alkyl, Na nebo
K,

Rl znamena vodik, metylovou skupinu nebo etylovou skupinu,
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R2 znamenad vodik nebo C,-C,-alkyl, pficemz alkylovy zbytek je
nesubstituovany nebo substituovany fenylem nebo SH

nebo
Rl a R? dohromady tvofi C, - nebo C; - alkylenovy fetézec.

Nejvyhodnéjsi 3je pouZiti slouc¢enin obecného vzorce I, ve
kterych

R a R' jsou stejné a znamenaji metylovou skupinu, etylovou skupi-
nu, Na nebo K,

R znamend vodik nebo metyl,

R? znamena vodik, C,-Cy-alkyl, benzylovou skupinu nebo thio-
metylovou skupinu,

nebo
Rl a R? dohromady tvori etylenovy retézec.

Alkylové retézce s 1 a vice atomy uhliku mohou byt bud 1li-
nedrni nebo i rozvétvené. Pod pojmem aryl se rozumi aromatické
uhlovodiky, zejména fenyl a naftyl. Pod pojmem halogen se rozumi
fluor, chlor, brom a jod, zejména pak chlor a brom.

Vyroba sloucCenin obecného vzorce I je zndmd a je popsana
napriklad ve FR-A 20 10 601. Tato se nejjednoduseji dari tak, ZzZe
se slou¢i 1 aZz 5 ekvivalentu baze, jako napriklad karbonatu nebo
hydrogenkarbonatu, Jjako napriklad natriumkarbondtu nebo kalium-
karbonatu, nebo tercidrniho aminu, jako napfiklad trietylaminu,
tributylaminu, etyldiizopropylaminu nebo heterocyklického aminu,
jako napriklad N-alkylmorfolinu, pyridinu, chinolinu nebo di-
alkylanilinu. Popripadé se muZe soucasné pouzit i vice bazi.
Reakéni teploty se pohybuji okolo = 30 °C az 150 °C, s vyhodou
okolo 20 °C aZ 100 °C. Popripadé se miZe pracovat i v rozpousté-
dle, Jjako napriklad dietyléteru nebo dimetoxyetanu nebo tetra-
hydrofuranu, chlorovanych uhlovodicich, jako napfiklad metylen-
chloridu, chloroformu, trichloretylenu nebo tetrachloretylenu,
benzenu, toluenu a rovnéZ i v polarnich rozpoustédlech, jako di-
metylformamidu, acetonu, alkoholech, jako napriklad metanolu nebo
etanolu, nebo dimetylsulfoxidu. Konecné se pri teplotdch mezi
=78 °C az 100 °C, s vyhodou mezi -20 °C aZ +20 °C pomalu pridava-
ji 1 az 3 ekvivalenty chloridu esteru kyseliny oxalové. Po pripa-
dé se 1 zde miuZe pracovat s rozpoustédlem, jako je to uvedeno
vySe. Ukonc¢eni reakce se déd stanovit napriklad pomoci chromato-
grafie na tenké vrstvé.

Zpracovani produktu se maZe provadét napfiklad extrakci,
nebo chromatograficky napriklad pres silikagel. Izolovany produkt
se miZe nechat prekrystalovat.

Slouceniny obecného vzorce I s R a/nebo R' = alkalicky kov,
jako napriklad Na nebo K, se mohou =z odpovidajicich sloucenin
obecného vzorce I s R a/nebo R' = C,-C4-alkoxyskupina prevést
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zmydelnénim v alkalickém prostrfedi na odpovidajici soli, napri-
klad s hydroxidem sodnym NaOH nebo hydroxidem draselnym KOH
v nizkomolekuldrnim alkoholu, jako napriklad metanolu nebo etano-
lu, nebo v éterech, jako napriklad dimetoxyetanu nebo tetrahydro-
furanu, popripadé v pritomnosti vody. V ziskanych solich se d&
kation alkalického kovu nahradit po okyseleni v iontoménicich
obvyklym zpusobem za libovolné kationty. Za tim dcelem se nechaji
kyseliny protekat sloupcem, naplnénym kationtoménidem, jako na-
priklad kationtoménicem na bazi polystyren/divinylbenzenu

/RAmberlite CG-150 nebo RDowex-CCR -2/. Katex je uveden do cyklu
s poZadovanymi kationty, napfiklad s ionty amonia, které se odvo-
zuji od primdrniho, sekundarniho nebo tercidrniho aminu. PoZado-
vana sul se ziskd odparenim eludtu.

Amoniové soli kyselin, které se odvozuji od primarniho,
sekundarniho nebo tercidrniho aminu, lze vyrobit i tak, 2Ze se
volné kyseliny doplni v alkoholickém roztoku ekvimoldrnim mnoz-
stvim odpovidajiciho aminu, a rozpoustédlo se odpafi.

Vyroba, pokud se tykd enantiomerd &istych D- nebo L-sloude-
nin z racematu, se provadi rovnéZ zpusoby znamymi z literatury,
napfiklad frakéni krystalizaci nebo enzymatickym zpracovanim.
Jinou moZnosti je primd syntéza enantiomerné &isté sloucdeniny
2z odpovidajicich D- nebo L- predstupfit (vychozi slouéeniny).

Slouceniny obecného vzorce I jsou U¢inné jako reverzni inhi-
bitory prolylhydroxyladzy. Proto dosahuji selektivni inhibici
kolagenspecifické hydroxylaéni reakce, pri jejimZ pribéhu se pro-
lin, vdzany na protein, hydroxyluje enzymem prolylhydroxylazou.
Pri zamezeni této reakce pomoci inhibitoru vznikd funkéné ne-
schopnad, nedostatec¢né hydroxylovand molekula kolagenu, Kktera se
miZe burikkou predat jen v nedostatedném mnoistvi do extracelular-
niho prostoru. Nedostate¢né hydroxylovany kolagen se kromé toho
nemize vestavovat do kolagenni matrice a velmi snadno se proteo-
lyticky odbourd. V disledku tohoto efektu se snizi celkové mnoz-
stvi extraceluldrné uloZeného kolagenu. Inhibitory prolylhydroxy-
lazy jsou proto vhodnymi nadstroji v 1écéeni onemocnéni, pri kte-
rych ukladani kolagenu pfispivd rozhodujicim zplsobem k obrazu
nemoci. K tomu patfi mimo Jjiné fibrézy plic, Jjater a kuse
/skleroderma/ jakoZ i ateroskleréza.

Kromé toho je 2znamé, Ze inhibice prolylhydroxylazy pomoci
znamych inhibitort jako a—a=-dipyridylem vede k inhibici Clg-bio-
syntézy makrofagi /W. Miller et al., FEBS Lett. 90, 218 f.
/1978/. Tim dochazi k vypadku klasické cesty aktivace komplemen-
td; inhibitor prolylhydroxyldzy pusobi jako iminosupresiva, na-
priklad pri imunokomplexnich onemocnénich.

Slouc¢eniny obecného vzorce I se mohou proto pouZivat jako
fibrosupresiva, imunosupresiva a antiaterosklerotika.

Antifibroticky uU¢inek se mlZe stanovit na modelu fibrézy
jater, indukované tetrachloruhlikem. Za tim duéelem se krysam
podava dvakrat tydné CCl, /1 ml/kg/, rozpustény v olivovém oleji.
Zkousena latka se podava denné, popripadé dokonce dvakrat denné
per os nebo intraperitonedlné - rozpusténd ve vhodném rozpousté-
dle. Mira fibrézy jater se uréuje histologicky a analyzuje se

-3-
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podil kolagenu v jatrech pomoci stanoveni hydroxyprolinu - jak je
to popsano u Kivirikko et al. /Anal. Biochem. 19, 249 f /1967//.
Aktivita fibrogenézy se miZe urcéovat radioimunologickym stanove-
nim fragmentd kolagenu a peptidl prokolagenu v séru. Slouceniny
podle vynalezu jsou vV tomto modelu U¢inné v koncentraci 1 az
100 mg/kg. Jiny model pro hodnoceni antibiotického Gé¢inku je fi-
brdza plic, indukovand bleomycinem, jak je to popsano u Kelley et
al. /J. Lab. cClin. Med. 96,954 /1980//. Pro hodnoceni 1&inku
sloucenin podle vyndlezu na granulaéni tkan se miZe pouZit model
granulomu na chomacku vaty, jak Jje to popsdno u Meier et al.,
Experimentia 6,469 /1950/.

V dalsim je vynalez bliZe vysvétlen pomoci prikladu.
Priklady provedeni vyndlezu
Vseobecny predpis pro vyrobu sloud¢enin z pfikladu 1 az 6.

Jeden ekvivalent hydrochloridu esteru aminokyseliny, dva
ekvivalenty trietylaminu a 2 ekvivalenty N,N-dimetylaminopyridinu
se predlozZi pri teploté mistnosti pod atmosférou dusiku do mety-
lenchloridu. Potom se pri teploté 0 °C aZ 10 °C pomalu prikape
jeden ekvivalent chloridu esteru kyseliny oxalové, rozpusténého
v metylenchloridu. Michd se 12 hodin prfi teploté mistnosti,
doplni se nasycenym roztokem natriumhydrogenkarbondtu a extrahu-
je. Organickd féaze se oddéli, promyje roztokem natriumchloridu,
usus$i magnesiumsulfatem a odpari. Surovy produkt se chromatogra-
fuje.

Priklad 1
/N-oxalyl/~l-alanindimetylester
= = . vl = . 2 =
R = R' = CH3; R™ = Hj R® = CHy
5 g hydrochloridu L-alaninmetylesteru a 3,3 ml chloridu metyl-
esteru kyseliny oxalové poskytne 6 g v prikladu 1 uvadéné slouce-
niny jako olej

/chrom. : EE/CH3OH 5/1/

Priklad 2
/N-oxalyl/-L-fenylalandindimetylester
= R' = . pl = . P2 =
R = R' = CH3; R™ = H; R® = CH,CgHg
5 g hydrochloridu L-fenylalaninmetylesteru a 2,2 ml chloridu
metylesteru kyseliny oxalové poskytnou 6,5 g titulni slouéeniny

prikladu 2 jako olej

/Chrom. : EE/CH30H 5/1/
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Priklad 3
/N-oxalyl/-L-glycindimetylester
R =R' = CHy; Rl = H; R? = H
15 g hydrochloridu metylesteru L-glycinu a 11 ml chloridu metyl-
esteru kyseliny oxalové poskytne 23 g titulni sloudeniny prikladu

3; t.t. 49 °C;

/chrom.: EE/

Priklad 4
/N-oxalyl/-L-prolindimetylester
= P! = . pl - = p2l
R =R'= CHy; R™ = CH, CH2 = R
2 g hydrochloridu L-prolinmetylesteru a 2,9 g chloridu mono-
metyloxalové kyseliny poskytne 1,5 g titulni sloudeniny z pr¥iklad

4 jako olej

/chrom.: EE/.

Priklad 5
/N-oxalyl/-L-valindimetylester
= R' = . rl = g. R2 = -
R =R'= CH3, R* = H; R* = CH/CH3/2
2 g hydrochloridu L-valinmetylesteru a 2,8 g chloridu monometyl-
esteru kyseliny oxalové poskytnou 2 g slouceniny pf¥ikladu 5 jako

olej

/chrom.: CG/EE 1/1/.

Priklad 6
/N-oxalyl/~L-cysteindimetylester
R = R' = CHy; Rl = H; R? = CH,SH

2 g hydrochloridu L-cysteinmetylesteru a 3,9 g chloridu mono-
metylesteru kyseliny oxalové poskytnou 1,5 g sloueniny jako olej

/chrom.: CH/EE 1/1/.

Priklad 7
/N-oxalyl/-sarkosindietylester
= R = . pl = . R =
R = R' = CyHgi R™ = CH3; R = H

2 g hydrochloridu sarkosinetylesteru se predloZi do 50 ml etanolu

=H=
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a pri teploté mistnosti se pfikape roztok, sestavajici ze 3,5 ml
/2 ekvivalenti/ dietylesteru kyseliny oxalové a 1,8 ml trietyl-
aminu ve 25 ml etanolu. Michd se 5 hodin pfi 50 °C, potom se za-
hfiva 2 hodiny ke zpétnému toku. Roztok se ochladi a odpaf¥i do
sucha. Zbytek se vyjme metylenchloridem, jedenkrat promyje vodou,
organicka faze se usus$i nad siranem hofenatym a odpari.

Surovy produkt se chromatografuje /EE/CH 1/1/
Vytézek: 0,35 g

Obecny predpis pro vyrobu slouc¢enin z prikladu 8 azZ 14.

Jeden ekvivalent slouceniny z prikladd 1 aZ 7 se rozpusti
pri teploté mistnosti na 2 ekvivalenty 0,1 N alkoholického rozto-
kKu louhu alkalického kovu. Michd se 12 hodin pfi teploté mistno-
sti a odpari se do sucha. Zbytek se odkoufi dvakrat s toluenenm,
vicekrat se promyje pentanem a usus$i ve vysokém vakuu.
Priklad 8

dvojdraselnd sul /N-oxalyl/-L-alaninu
R =R' = K; R = H; R? = CH,4

300 mg slouceniny z prikladu 1 se necha zreagovat se 32,5 ml
0,1 N etanolického roztoku louhu draselného.

VytéZek: 370 mg bilych krystala; t.t.: > 300 °C

Pr¥iklad 9
dinatriovd sUl /N-oxalyl/-L-fenylalaninu
R = R? = Na; R! = H; R? = CH,C.H;

400 mg slouc¢eniny z prikladu 2 se nechd zreagovat se 32,5 ml
0,1 N metanolického roztoku louhu sodného.

Vytézek: 440 mg bilych krystalu, t.t. > 300 °C

Priklad 10
dikaliova sil /N-oxalyl/-L-glycinu
R=R%2=K Rl =H; RZ=H
5,5 g slouceniny z prikladu 3 se necha zreagovat se 314 ml 0,1 N

metanolického roztoku louhu draselného
vytézek: 5,4 g bilych krystalu, t.t. > 300 °C
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Priklad 11
dinatriova sil /N-oxalyl/-L-prolin
R = R' = Na; R! = CH,-CH, = R?

300 mg slouceniny z pfikladu 4 se nechd zreagovat s 1,5 ml 0,1 N
etanolického roztoku louhu sodného.

VytézZek: 290 mg bilych krystall, t.t. > 300 °C

Priklad 12
dinatriova sUl (N-oxalyl/-L-valin
R =R' = Na; Rl = H; R? = CH/CH,/,

300 mg slouceniny z prikladu 5 se nechd zreagovat se 14 ml 0,1 N
etanolického roztoku louhu sodného.

VytéZek: 235 bilych krystall, t.t.: > 300 °C

Priklad 13
dinatriova sul /N-oxalyl/-L-cystein
R = R! = Na; R? = H; R? = CH,sH

300 mg sloucCeniny z pfikladu 6 se nechd zreagovat se 13,7 ml
0,1 N metanolického roztoku louhu sodného.

VytéZek: 300 mg bilych krystalt, t.t.: > 300 °C

Priklad 14
dikaliova sul /N-oxalyl/-sarkosin
R=R' =K; R} = CHy; R? = H

120 mg slouCeniny 2z prikladu 7 se nechd zreagovat s 11,4 ml
0,1 N etanolického roztoku louhu draselného.

VytéZek: 230 mg bilych krystall, t.t.: > 300 °C

Dale jsou slouceniny z prikladi 1 aZ 14 uvedeny tabuléarné
/tabulka 1/

RO-C=-C-N-CH - E - OR'

/1/,
o o R Rr?2 o
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Tabulka 1

pfiklad R R' R RZ t.t./olej
1 CH, CH, H CH, olej
2 CH, CH, H CH,CHg olej
3 CH, CH, H H 49 °C
4 CH, CH, CH,------ CH, olej
5 CH, CH, H CH/CH;/, olej
6 CH, CH, H CH,SH olej
7 C,Heg C, H CH, H olej
8 K K H CH, >300 °C
9 Na Na H CH,C¢Hg >300 °C
10 K K H H >300 °C
11 Na Na CH,--=~-- CH, >300 °C
12 Na Na H CH/CH;/, >300 °C
13 Na Na H CH,SH >300 °C
14 K K CH3 H >300 °C

Inhibiéni Wc¢inek sloucenin obecného vzorce I byl urdovan
enzymatickym testem, ktery Jje analogicky metodé B. Peterkofsky
a R. DiBlasio, Anal. Biochem. 66, 279-286 /1975/. P¥i tomto se
nedostatecné hydroxylovany kolagen s prolylhydroxyldzou v prito-
mnosti iontd dvojmocného Zeleza, =~ ketoglutardtu a askorbatu
enzymaticky hydroxyluje a stanovi se ta koncentrace pridané slou-
ceniny obecného vzorce I, kterd vede k 80% inhibici aktivity
enzymu /hodnota se udava jako Ki/.

V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky, dosaZené se sloucdeninami
z prikladu 8 a 10.

Tabulka 2 /soli/:

sloucéenina Ky /mM/
priklad 8 0,04
priklad 10 0,01

Inhibiéni G¢inek se miZe stanovit i v bunééné a tkarnové kul-
turfe. Za tim G¢elem se mohou pouzit fibroplasty nebo jiné buriky,
produkujici kolagen, popfipadé kalvarie nebo jiné orgéany, produ-
kujici kolagen. V tabulce 3 je shrnut inhibiéni G&inek 1latek

-8 -
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podle vynalezu v kultufe kalvarii. Uvedena je koncentrace, ktera
vede k 50% sniZeni kvocientl hydroxyprolin/prolinu pf¥i metabolic-

kém znaceni s

14C-prolinem /ICSO/'

Tabulka 3 /estery/:

slouc¢enina ICgo/mM/
priklad 1 0,35
priklad 3 0,002

PATENTOVE NAROKY

Derivaty oxalylaminokyselin obecného vzorce I

RO-C~-C-N-CH - ﬁ - OR'

g g £1 éz 0 /1
kde
R a R' jsou stejné nebo rozdilné a znamenaji Cq1-Cg-alkyl nebo
vodik,
Rl znamena vodik nebo C;-C,-alkyl
R znamena vodik, C;-Cg-alkyl, C,-C;-alkoxyskupinu, karbo-

xyl, C,=-Cc-alkoxykarbonyl, aryl, SH, NH, nebo halogen,

pric¢emz alkylové =zbytky jsou pripadné substituované
arylem, OH, SH nebo NH,,

nebo
Rl a R? predstavuji dohromady C -C4-alkylenovy retézec, jakoz
i slouceniny ve své cisté nebo D- a L formé, jakoz

i fyziologicky snesitelné soli pro pouziti jako léd&iva.

Derivaty oxalylaminokyselin podle naroku 1 obecného vzorce I,
ve kterém

R a R' jsou stejné nebo rozdilné a znamenaji C,-Cz=-alkyl, Na

nebo K,
rl znamena vodik, metyl nebo etyl,
R? znamena vodik nebo C,-C4-alkyl, pricemz alkylovy zbytek

je pripadné substituovany fenylem nebo SH,

nebo
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Rl a R? dohromady tvori C,- nebo C,y-alkylenovy retézec, pro
pouziti jako léc¢iva.

Derivaty oxalylaminokyselin podle naroku 1 nebo 2 obecného
vzorce I, ve kterém

R a R' Jjsou stejné a znamenaji metyl, etyl, Na nebo K,

Rl znamena vodik nebo metyl,
R2 znamena vodik, C,-Cy-alkyl, benzyl nebo thiometyl
nebo

Rl a R? dohromady tvori etylenovy retézec,
pro pouziti jako léciva.

Derivaty oxalylaminokyselin obecného vzorce I podle naroku 1
az 3 pro inhibici enzymi prolylhydroxylézy nebo lysinhydroxy-
lazy.

Derivaty oxalylaminokyselin obecného vzorce I podle naroka 1
az 3 pro pouziti jako fibrosupresiva a imunosupresiva.

Derivéaty oxalylaminokyselin obecného vzorce I podle naroku 1
az 3 pro vyrobu fibrosupresivné a/nebo imunosupresivné plsobi-
cich 1léciv.

Derivaty oxalylaminokyselin obecného vzorce I podle niroka 1
az 3 pro vyrobu lé¢iv pro ovlivnéni latkové vymény kolagenu
a latek podobnych kolagenu.

Derivaty oxalylaminokyselin obecného vzorce I podle naroka 1
az 3 pro vyrobu lé&iv pro léceni poruch latkové vymény kolage-
nu a latek podobnych kolagenu.

Farmaceuticky prostredek s Gc¢inkem na latkovou vyménu kolagenu
a latek podobnych kolagenu, vyznac¢uijici s e
t i m, Ze jako Géinnou latku obsahuje alespori jednu sloudeni-
nu obecného vzorce I podle narokii 1 aZ 3 se snesitelnymi far-
maceutickymi nosici.

Konec dokumentu
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