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69 Carnitinammidi di amminoacidi otticamente attivi e procedimenti per Ia loro preparazione.

@ Ammidi della carnitina o di acil-carnitine di formula

generale:
CH3 ~_
CH , — N-CH, ~CH-CH,~COY
CH, X OR
in cui:

X ¢ un anione alogeno, ad esempio cloro;

R & idrogeno o acile, quale acetile, propionile o butirri-
le;e

Y ¢ il residuo di un amminoacido esterificato ottica-
mente attivo (ad esempio il residuo dell’estere meti-
lico della L-fenilglicina, -NH-CH-Cg Hs )

I
COOCH;
vengono preparate (a) condensando direttamente la D,L-
carnitina (o acil-D,L-carnitina) con un estere di un ammi-
noacido otticamente attivo, oppure (b) preparando P’alo-
genuro acido di carnitina o diuna acil-D,L-carnitina e suc-
cessivamente condensandolo con un estere di amminoaci-
do otticamente attivo. La miscela di ammidi diastereo-
isomere cosi ottenuta viene risolta per cristallizzazione

frazionata da solventi organici, nei rispéttivi diastereoiso-
meri separati.

Tali ammidi otticamente attive, oltre essere utili
agenti terapeutici nella cura di disturbi cardiaci, dislipi-
demie e iperlipoproteinemie, possono venir idrolizzate,
con procedure note, in L-carnitina, rispettivamente D-car-
nitina.
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RIVENDICAZIONI
1. Ammide della carnitina di formula generale

+
(CH3);-N-CH,-CH-CH,-COY
I

OR

M

X—

in cui:

X ¢ un anione alogeno; ]

R ¢idrogeno o acile scelto nella classe comprendente acetile,
propionile e butirrile;

Y ¢il residuo di un amminoacido esterificato otticamente at-
tivo, di formula generale '

-NH-CHR;
I
COOR;

Y

in cui:
R; & -CH,COOR;
-(CH_),COOR;
-CH,S;CH>CH(NH,)COOR;
-CH;

-CH(CHzs),

-CH,CH(CH3);
-CH(CH3)CH,CH3
-(CH,).SCH;3

-CeH;

-CH,C¢H;

-CH,CONH,
-(CH,);CONH,

e N
CH{;{)

R, ¢ un radicale alifatico a 1-4 atomi di carbonio.

2. Ammide secondo la rivendicazione 1, in cui il radicale
alifatico R, della formula generale II & un radicale metile, etile
o propile.

3. Ammide secondo la rivendicazione 1 o0 2, in cui il residuo
di amminoacido esterificato otticamente attivo & quello di un L-
amminoacido.

4. Ammide secondo la rivendicazione 3, in cui il residuo di
L-amminoacido esterificato & quello del diestere isopropilico
dell’acido L-glutammico, del diestere metilico e del diestere eti-
lico delP’acido L-aspartico, e della L-cistina; dell’estere metilico
¢ dell’estere etilico della L-asparagina, L-fenilalanina, L-
glutammina, L-fenilglicina, L-leucina, L-isoleucina, L-metio-
nina, L-istidina, L-valina e L-alanina.

5. Procedimento per la preparazione dell’ammide di formu-
la (I) comprendente gli stadi di:

(a) far reagire carnitina idrocloruro o acil carnitina idrocloruro
con un agente alogenante in eccesso a 25-60°C per 0,3-24
ore ed eliminare eccesso di agente alogenante, ottenendo il
corrispondente alogenuro acido di carnitina o di acil car-
nitina;

(b) disciogliere I’alogenuro acido di carnitina o di acil carnitina
dello stadio (a) in un solvente anidro inerte;

(c) condensare detto alogenuro acido di carnitina o di acil
carnitina con un amminoacido otticamente attivo esterifi-
cato con alcooli alifatici inferiori aventi da 1 a 4 atomi di
carbonio disciolto in un solvente anidro inerte, mantenendo
la miscela risultante sotto agitazione a temperatura am-
biente, per 3-48 ore, con ottenimento dell’ammide di for-
mula (I) (miscela dei diastereoisomeri); e

(d) isolare ’ammide di formula (I) concentrando la miscela
dello stadio (c) e purificando per ripetute cristallizzazioni.
6. Procedimento per la preparazione dell’ammide di formu-
la (I), comprendente gli stadi di:

s (a’) condensare carnitina o acil carnitina in soluzione acquosa
con un amminoacido otticamente attivo esterificato con
alcooli alifatici inferiori aventi da 1 a 4 atomi di carbonio
in soluzione di solventi organici, quali acetone o diossano
in presenza di una soluzione, nello stesso solvente organico,
di dicicloesil carbodiimmide, mantenendo la miscela cosi
ottenuta sotto agitazione a 15-40°C per 20-48 ore con for-
mazione dell’ammide di formula (I) (miscela dei diastereo-
isomeri) e di un precipitato di dicicloesil urea; e
separare per filtrazione il precipitato di dicicloesil urea e
isolare ’ammide di formula (I) concentrando il filtrato,
essiccando e cristallizzando ripetutamente da solventi or-
ganici. : ’

7. Procedimento secondo la rivendicazione 6, in cui il

rapporto molare carnitina o acil carnitina: estere di ammino-

20 acido otticamente attivo: dicicloesil carbodiimmide & circa

1:1:2.

8. Procedimento secondo la rivendicazione 5 o 6, per la ri-
soluzione di una miscela di ammidi diastereoisomere di formu-
la (I) nei rispettivi diastereoisomeri separati, comprendente il

25 sottoporre a cristallizzazione frazionata detta miscela di ammidi

con una miscela agente solvente-agente precipitante scelta nel

gruppo comprendente acetone-acetato di etile e metanolo-

acetone, con ottenimento di una fase solida comprendente uno

degli isomeri ottici, e di una fase liquida comprendente I’altro
30 isomero ottico.

s La presente invenzione riguarda una nuova classe di ammidi

della carnitina e di acil carnitina e i procedimenti per Id loro
preparazione. Queste carnitinammidi possono essere utilizzati
sia quali agenti terapeutici sia come intermedi nello smistamen-
to di antipodi ottici per ottenere idrocloruro di L-carnitina e
idrocloruro di D-carnitina.

Piut particolarmente, la presente invenzione riguarda ammi-

di della carnitina e di acil carnitine, in cui il residuo ammidico &
derivato da un amminoacido esterificato otticamente attivo,
ammidi rappresentate dalla formula generale:

40

45

+
(CHj3)s-N-CH,-CH-CH,-COY
!

OR

M
X—

50 . s
m cul:

X~ ¢ un anione alogeno, preferibilmente Ci—;
R ¢idrogeno o acile, preferibilmente acetile, propionile, butir-
rile;
ss Y eil residuo di un ammino-acido esterificato otticamente at-
tivo, di formula generale

NH-CHR, a
|
@ COOR,
in cui:
R; & -CH;COOR:
65 -(CH2)2COOR; :
-CH;S,CH,CH(NH;)COOR;
-CH;

-CH(CHs),
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-CHCH(CH3), biente, per 3-48 ore, con ottenimento dell’ammide di for-
-CH(CH3)CH,CHj mula (I) (miscela dei diastereoisomeri); e '

- ~(CH2),SCH3 (d) isolare Pammide di formula (I) concentrando la miscela
-CeHs dello stadio (c) e purificando per ripetute cristallizzazioni.
-CH,CeHss 5 11 procedimento B, comprende i seguenti stadi: '
-CH,CONH; (2’) condensare carnitina o acil carnitina in soluzione acquosa
-(CH2),CONH, con un amminoacido otticamente attivo esterificato con

/ N alcooli alifatici inferiori aventi da 1 a 4 atomi di carbonio
-CH; > in soluzione di solventi organici, quali acetone o diossano
10 in presenza di una soluzione, nello stesso solvente organico,
H di dicicloesil carbodiimmide, mantenendo la miscela cosi
R, & un radicale alifatico a 1-4 atomi di carbonio, preferibil- ottenuta sotto agitazione a 15-40°C per 20-48 ore con for-
mente metile, etile o isopropile. mazione dell’ammide di formula (I) (miscela dei diastereo-
Va inteso che le ammidi della presente invenzione rappre- isomeri) e di un precipitato di dicicloesil urea; e
sentate dalla formula (I) comprendono sia le miscele di diaste- !5 (b%) separare per filtrazione il precipitato di dicicloesil urea e
reoisomeri sia gli antipodi ottici separati ottenibili dalle miscele isolare ’ammide di formula (I) concentrando il filtrato, es-
mediante procedure che verranno descritte in seguito. siccando e cristallizzando ripetutamente da solventi organici.
Ammidi di formula generale (I) particolarmente preferite so- Nello stadio (b’) il solvente organico ¢ preferibilmente ace-
no quelle in cui il residuo ammidico & quello del diestere (metili-  tone. Il rapporto molare carnitina o acil carnitina: estere di am-

co, etilico o isopropilico) dell’acido L-aspartico, L-glutammico, ¢ 20 minoacido otticamente attivo: dicicloesil carbodiimmide ¢ pre-

della L-cistina; dell’estere (metilico o etilico) della L-asparagina,

L-fenil-alanina, L-glutammina, L-fenilglicina, L-leucina, L-

isoleucina, L-metionina, L-istidina, L-valina e L-alanina.

Le ammidi di formula (f) vengono preparate a partire dalla
D,L-carnitina cloridrato o rispettivamente da una acil-D,L-
carnitina cloridrato, che per semplicitd verranno nel seguito in-
dicate come «carnitina» e «acil-carnitina».

Le ammidi di formula (I) vengono preparate, secondo I’in-
venzione seguendo due distinte vie di sintesi a seconda che la
carnitina o P’acil carnitina venga trasformata nel corrispondente 3¢
alogenuro acido e questo venga condensato con il desiderato
estere di amminoacido otticamente attivo (Procedimento A),
oppure la carnitina o I'acil carnitina venga direttamente con-
densata con Vestere di amminoacido otticamente attivo in pre-
senza di un opportuno agente condensante (Procedimento B).

Piu dettagliatamente, il procedimento A comprende i se-
guenti stadi: )

(a) far reagire la carnitina o I’acil carnitina cloridrato con
un agente alogenante in eccesso a 25-60°C per 0,3-24 ore
ed eliminare I’eccesso di agente alogenante, ottenendo il
corrispondente alogenuro acido di carnitina o di acil car-
nitina;

(b) disciogliere I’alogenuro acido di carnitina o di acil carnitina
dello stadio (a) in un solvente anidro inerte;

() condensare detto alogenuro acido di carnitina o di acil
carnitina con un amminoacido otticamente attivo esterifi-
cato con alcooli alifatici inferiori aventi da 1 a 4 atomi di
carbonio disciolto in un solvente anidro inerte, mantenendo
la miscela risultante sotto agitazione a temperatura am-

feri

2 pro

)

35

)

40

45

preparazione del

(CH3)3-I§-CH2-CH-CH2-COOH alogenuro acido (R =acile H)
_—
X'_ ! stadio (a)

bilmente 1 :1: 2.
L’estere di amminoacido otticamente attivo precedentemen-

te menzionato viene ottenuto esterificando I’'amminoacido otti-
camente attivo preferibilmente con-alcool metilico, etilico o iso-

pilico in presenza di HCI gassoso.

L’estere viene quindi isolato come estere cloridrato.
Successivamente:

Pestere cloridrato viene sciolto in H,O, il pH ¢ portato a
neutralitd con una soluzione basica satura ad esempio da
Na,COs, la soluzione cosi ottenuta viene estratta ripetuta-
mente con cloruro di metilene o cloroformio o etere etilico,
la fase organica viene essiccata, concentrata e I’estere del-

. Pamminoacido otticamente attivo viene isolato come base

libera e utilizzato tal quale per la reazione con ’alogenuro
dell’acilderivato di carnitina (procedimento A), rispettiva-
mente con la carnitina o ’acilcarnitina (procedimento B);
oppure:

I’estere cloridrato viene sospeso in etere etilico, si aggiunge
trietilammina o piridina in quantita equimolecolare, a tem-
peratura di 0°C; si filtra quindi il cloridrato di trietilammina
o piridina formatosi, si concentra la soluzione eterea e Pestere
dell’amminoacido otticamente attivo, isolato comie base
libera, viene utilizzato tale quale per la condensazione con
I’alogenuro della carnitina e dell’acilderivato di carnitina
[stadio (c) del procedimento A] oppure con la carnitina o
acil-carnitina [stadio (a’) del procedimento B].

I procedimenti A e B per la preparazione delle ammidi di for-

mula (I) sono illustrati nel seguente schema di sintesi:

+
(CH3);-N-CH,-CH-CH,-COCI

¥
(CH3)3-N-CH,-CH-CH,;-CONH-CH-R’

. OR .
(miscela dei diastereoisome:

COOR”
Ti)
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L’ammide di formula (I), come ottenuta con i procedimenti
precedentemente menzionati, & in realtd una miscela di ammidi
diastereoisomere. Ad esempio, facendo reagire ’acetil D,L-
carnitina con una delle due forme otticamente attive dell’acido
glutammico (diestere), si otterranno i seguenti diastereoisomeri
(ove gli atomi di carbonio assimmetrici sono stati contrassegna-
ti con I’asterisco):

+ ® *
(CH3);-N-CH,-CH-CH,-CONH-CH-CH,CH,COOR
- : I

Cl— OCOCH; COOR
o, (L.L)

oppure
D,L) (D,D)

a seconda che I’acido glutammico (diestere) impiegato sia nella
forma levo oppure nella forma destro.

Per risolvere la miscela di ammidi di formula generale (I)
nei rispettivi diastereoisomeri si sottopone la miscela a cristalliz-
zazione frazionata impiegando una miscela di agente solvente-
agente precipitante. Opportune miscele sono costituite da
acetone-acetato di etile € metanolo-acetone.

La fase solida che si separa per precipitazione & sostanzial-
mente costituita da uno dei diastereoisomeri, mentre la fase li-
quida contiene sostanzialmente Paltro diastereoisomero. Per ri-
petute cristallizzazioni si possono isolare gli isomeri sostanzial-
mente puri.

La quantita relativa dell’agente solvente rispetto all’agente
precipitante varia a seconda della particolare ammide e della
concentrazione relativa degli isomeri. Tali quantita relative di
solvente e precipitante verranno facilmente determinate da ogni
esperto, tenendo presente che sara opportuno impiegare, volen-
dosi ottenere una separazione ottimale, la quantita minima di
solvente necessario e la minima quantita di precipitante che de-
termina la formazione di una leggera opalescenza.

Gli esempi non limitativi che seguono servono ad illustrare
la preparazione di alcune ammidi secondo I’invenzione.

Esempio 1

Preparazione della acetil-carnitinammide dell’acido
l-glutammico diestere isopropilico (Procedimento A).

a) Preparazione del cloruro acido della D,L acetil carnitina.

Ad acetil carnitina idrocloruro (1,2 g; 0,005 moli) si aggiun-
se ossalil cloruro (2,5 ml; 0,029 moli) e si mantenne la miscela
risultante sotto agitazione a temperatura ambiente per 2 ore.
Quindi si portd a secco sotto vuoto, si lavo il residuo per 3 vol-
te con etere etilico anidro, cosi ottenendo il cloruro acido
dell’acetil carnitina che si adopero tal quale nello stadio succes-
sivo.

(b) Condensazione del cloruro acido della D,L-acetil carnitina
con il diestere isopropilico dell’acido L glutammico.

Una sospensione del cloruro acido precedentemente prepa-
rato (0,005 moli) in 20 m! di cloruro di metilene anidro venne
aggiunto lentamente sotto agitazione al diestere isopropilico
dell’acido L(+) glutammico base libera [a]p = +19 (1,3 g;
0,005 moli) sciolto in 20 ml di cloruro di metilene anidro. Si
mantenne a temperatura ambiente sotto agitazione per 3 ore. Si
portd a secco e il residuo fu ripreso con alcool isopropilico ani-
dro e si precipitd 1’acetil carnitina non reagita con etere etilico
anidro. Si concentro la soluzione e il risultante residuo fu lava-
to con H20 precedentemente raffreddata a 0°C per eliminare il
diestere isopropilico dell’acido glutammico non reagito. Il resi-

duo (presumibile miscela dei due diastereoisomeri) esaminato

mediante TLC (gel di silice; eluente CHCl; 55, CH;0H 35,

NH,OH 5, H,0 5 sviluppo L, o reattivo di Dragendorff) risulta-

va costituito da 2 macchie: una ad Ry = superiore ed una ad Ry
s = inferiore.

(c) Smistamento dei diastereoisomeri

Ripetute cristallizzazioni con acetone-acetato d’etile consen-
tirono di isolare il prodotto ad Ry inf. con [a]p = —10(c =
10 1% H;0). Le acque madri si arricchivano nel prodotto ad Ry
superiore. L’analisi NMR del prodotto ad Ry inferiore confer-
mo che il composto isolato di acetil carnitina ammide del di-
estere isopropilico dell’acido glutammico.

CH;
15 NMR § 5,7 (m, 1H, -CH-); 5,0 [m, covered, (O-CHZ )
| CH;
O- +
4,2 (m, 1H, -NH-CH-); 3,5 (4, 2H, >-N-CH,);
CH; .
20 3’2 (Ss 9H’ CH3>N);
CH;
2,9-2,2 (m, 9H, -CH,CO; CH,CH,; -OCOCHj3);
CHs
1,2 [d, 12H, (CH{ )2] DO
25 Q_I'_Ig

Un campione di confronto di L acetil carnitina ammide del
diestere isopropilico dell’acido L glutammico venne preparato
con lo stesso procedimento descritto sopra, utilizzando L acetil

30 carnitina idrocloruro pura [¢]p = —27 (c = 1% H0).
11 prodotto ottenuto presentava [a]p = —17 (c = 1%
H,0).

(d) Idrolisi del legame ammidico sul diastereoisomero isolato.

Il diastereoisomero isolato come precedentemente descritto
nello stadio (b) venne sciolto in H,O e a questa soluzione venne
aggiunto acido ossalico nel rapporto di 1 : 3 (ammide : ac : os-
salico). La soluzione venne mantenuta a ricadere per circa 7
ore, quindi filtrata e il filtrato concentrato a secchezza. Il resi-
40 duo, costituito da L-carnitina venne passato su resina IRA 402
(attivata in forma OH) per eliminare tracce di acido ossalico. la
soluzione eluita venne acidificata fino a pH 2 con HCI conc. e
successivamente liofilizzata. Il liofilizzato costituito da L carni-
tina (TLC e NMR rispondenti) aveva [a]p = —20 (c = 1%

45 HyO).

35

Esempio 2

Preparazione carnitinammide dell’acido L (+) aspartico

50 dimetil estere. (Procedimento B)

(2’) Condensazione carnitina/acido L (+) aspartico dimetil
estere in presenza di DCC.

Ad una soluzione di acido L (+) aspartico dimetilestere

ss HCI (6 g; 0,03 moli) in acetone (200 ml) venne aggiunta trietil-
ammina (4,2 ml; 0,03 moli). La miscela venne tenuta 1/2 ore
sotto agitazione magnetica a temperatura ambiente. Si separd
come precipitato la trietilammina HCI che si elimino per filtra-
zione. Alla soluzione filtrata, sotto agitazione magnetica ed a

60 temperatura ambiente venne aggiunta una soluzione di diciclo-
esil-carbodiimmide (7 g; 0,03 moli) in acetone (100 ml) ¢ D,L-
carnitina idrocloruro (6 g; 0,03 moli) sciolta in 10 ml di H,O.
La miscela di reazione venne tenuta sotto agitazione per una
notte.

65 . . . . .
(b’) Isolamento della miscela dei diastereoisomeri

11 precipitato formatosi (dicicloesilurea) venne eliminato per
filtrazione. Il filtrato si concentrd sotto vuoto fino a totale



evaporazione dell’acetone. La soluzione acquosa residua venne
lavata per 3 volte con piccoli volumi di CHCI; (per eliminare
Peventuale residuo di estere di partenza e trietilamina ancora
presenti). Quindi la fase acquosa venne evaporata a secchezza.
11 grezzo, mediante TLC (CHCl3;, MeOH, H,O, NH/OH
55:35:5:5, gel disilice), risultava costituito da due macchie
ad Rg vicini, come prevedibile.

[olp (grezzo) = —8,2 (¢ = 1% in H;0) [miscela dei due
diastereoisomeri].

L’analisi NMR (DMSO) mostrd un duplice doppietto
nell’intervallo 6: 9,15-8,72 di cui uno rappresentava il 70% (cal-
colato. sull’integrale).

5

10

}
|
|

(c’) Smistamento dei diastereoisomeri

I due diastereoisomeri vennero smistati per cristallizzazione 15
frazionata da metanolo-acetone. Cristallizzd per primo il pro-
dotto ad R inferiore, mentre le acque madri si arricchivano del
prodotto ad R¢ superiore. Dopo una serie di quattro cristallizza-
zioni si riusci ad ottenere il diastereoisomero ad Ry inferiore pu-
1o, sostanza estremamente igroscopica, deliquescente. [a]p =
—13,5 (¢ = 1% in H,0).

NMR (DMSO0), &: 9,00 (1H, d, -NHCO-); 5,60 (1H, m,
OCOCH3; NHCO-
| |

'.C_l-l_' ) 4a66 (IH) m, '.C_:E'

3,70 [6H, s, (-COOCH3),];

CH; ,
3,23 (9H, s, CH>N-);

CH;
2,90-2,46 (4H, m, -CH,-COOCH3/ -CH,-CONH-);
2,10 (3H, s, -OCOCH3)

Sulla base di questi risultati, per verifica, da un campione pu-
ro di L (—) carnitina idro-cloruro si prepard seguendo lo stesso
procedimento di sintesi gid descritto, Pammide con I’acido L
(+) aspartico dimetilestere. Il prodotto ottenuto presentava le
stesse caratteristiche chimico-fisiche del diastereoisomero ad Ry
inferiore da noi isolato con [a]p = —15 (¢ = 1% in HyO).

20

<& 2
); 3s87 (ZHs ds /N“CHZ' 5

30

35

(@) Idrolisi della funzione ammidica sul diastereoisomero
isolato )

Una soluzione dell’ammide precedentemente preparata (2 g;
0,006 moli) in 15 ml di H,O ed acido ossalico (1,8 g; 0,02 moli)
venne tenuta 6 ore alla temperatura di riflusso, quindi raffred-
data e lasciata una notte in frigorifero. La miscela di reazione
venne filtrata ed il filtrato lavato tre volte con CHCl3, quindi
evaporato a secchezza.

Il residuo, ripreso con MeOH, filtrato e precipitato con
CH,Cl, forni L (—) carnitina grezza. Questa, sciolta in H,O,
venne passata su resina IRA 402 (resina anionica forte) ed elui-
ta con H,0, quindi acidificata con HC1 6N e liofilizzata.

La L (—) carnitina liofilizzata mostrava un [a]p = —23
(c = 1% H;0).

45

50

Esempio 3 55

Preparazione dell’acetil carnitinammide della fenilglicina
etilestere (Procedimento A)

10 g di fenilglicina vennero aggiunti a 150 ml di etanolo as-
soluto. Nella risultante miscela fu fatto gorgogliare HCI gasso-
5o, a temperatura ambiente, sotto agitazione, finché tutta la fe-
nilglicina non si sciolse. La soluzione venne tenuta a ricadere
per tutta la notte, quindi raffreddata ed avaporata sotto vuoto.
Il residuo venne ridisciolto in H;O e neutralizzato con
NaHCOs. La fenilglicina etilestere base libera venne estratta
con CH,Cl,. ) )

Ad una soluzione di 1,8 g (10 m moli) di fenilglicina etileste-
re base libera, sciolta in 10 ml di CH,-Cl; venne aggiunta una
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lsoluzione di cloruro di acetil carnitina preparato come indicato

‘nell’esempio 1 (10 m moli in CH,Cl;). La miscela venne mante-

nuta sotto agitazione tutta la notte a 50°C ¢ quindi raffreddata -
e addizionata di etere etilico (50 ml).

L’olio formatosi venne disciolto in una miscela di etanolo:
acetone (5 : 1) e riprecipitato con etere.

NMR (DMSO) 6= 1,1 (t, 3H, -CH>-CH3); 2,0 (s, 3H,
-CO-CH:); 2,8 (d, 2H, -CH-CO"); 3,2 [s, 9H, -(CH:):-NI;
3,5 (d, 2H, -N-CH,); 4,0 (q, 2H, -CH>-CH3);

5,2 (s, 1H, -CH @ % 5,5 (m, 1H, -CH,-CH-CHy");

7,5 s, 5H, -@ ); 9,2 (d, 1H, CO-NH-)

Analisi elementare:
calcolato C 56,92 H 7,29 N 6,99 Cl 8,8
trovato C 56,84 H 7,31 N 6,89 Cl 8,72

Esempio 4

Preparazione dell’acetil carnitinammide
della leucina metil estere

L’ammide dell’acetil carnitina con la leucina metil estere
venne preparata seguendo la procedura dell’esempio 1. L’anali-
si NMR del prodotto ottenuto forniva il seguente risultato:

58,8 (d, 1H, -NHCO-); 5,5 (m, 1H, -CH-);
L
0-

+
4,4 (m, 1H, -NH-CH-); 3,8 (m, 5H, >-N-CHy-, -OCH;);
H; + .
3,2 (5, 9H, CHyN);
CH;
2,9 (d, 2H, -CH,CO-); 2,2 (s, 3H, -COCH3);
CH; CH;
1,5 (m, 3H, CH,-CH{ ); 1,0 (d, 6H, CH{ ); DMSO
CH; CH;
L leucina [a]p = +12 (2,5% HCI IN)
L leucina metil estere cloridrato [a]p = —13,4 (c=5% H;0)

Esempio 5

Preparazione dell’acetil carnitinammide
della isoleucina metil estere

L’ammide dell’acetil carnitina con isoleucina metil estere venne
preparata seguendo la procedura dell’esempio 2. L’analisi
NMR del prodotto forniva il seguente risultato:

8,7 (d, 1H, -NHCO-); 5,5 (m, 1H, -CH-); 4,3 (m, 1H,
|

(0]
-NH-CHY); 3,9 (s, 9H, >NCHy); 3,7 (s, 3H, -OCHa);
CH;
3,2 (s, 9H, CH3>N);
CH;

2,7 (covered, -CH,-CO-); 2,1 (s, 3H, -COCHz);

1,4 (m, 3H, CH-CH-CHy); 0,9 (m, 6H, CH-CH,-CH);
|
DMSO 'CH;
L isoleucina [alp = +35 (¢ = 5% HCI IN)
L isoleucina metil estere cloridrato [e]p = +26,6
(c = 2% Hy0)

Esempio 6

Preparazione dell’acetil carnitinammide
della valina metil estere

L’ammide dell’acetil carnitina con valina metil estere, venne
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preparata seguendo la procedura dell’esempio 2. L’analisi
NMR del prodotto forniva il seguente risultato:
5,7 (m, 1H, -CH-); 4,4 (m, 1H, NH-CH—);
I .
O-
CH; .
CH3>N);
CH;
2,8 (d, 2H, -CH,-CO-); 2,2 (s, 3H, -COCH3);
CH; '
1,3-0,9 (m, 7H, CH{ -
CH;
L valina metil estere cloridrato [a]lp= +15,5 (¢ = 2% H;0)
L valina [a]p = +24 (¢ = 5% HCI IN)

+
3,8 (m, 5H, >-N-CH,-, OCHy); 3,2 (s, 9H,

); DO

Esempio 7

Preparazione della carnitinammide della
L metionina metil estere (Procedimento B)

L metionina metil estere base libera venne preparata dal suo
cloridrato sciolto in acetone per aggiunta di una quantita equi-
valente di trietil amina (come desritto per il dimetil estere
dell’acido aspartico). :

La metionina metil estere base libera (1,95 g; 0,01 moli)
venne sospesa in una miscela di acetone diossano 1: 1 (50 cc) e
addizionata di una soluzione di dicicloesil cardodiimide (7 g;
0,03 moli) in diossano (100 cc) e di una soluzione di D,L carni-
tina idrocloruro (1,97 g; 0,01 moli) in H,O (5 cc).

La miscela di reazione venne tenuta sotto agitazione per 24
ore a temperatura ambiente. La dicicloesil urea formatasi preci-
pitd e venne eliminata per filtrazione. La soluzione venne con-
centrata a secchezza, il residuo esaminato su TLC CHCl; :
MeTOH : Ch;COON a 0,01M; 40 : 40 : 10 risultava costituito
da due prodotti ad Ry molto vicino (sviluppo: Iodio).

Si cristallizzd ripetutamente con acetone-acetonitrile e si se-
pard il prodotto ad R; inferiore costituito dalla L-carnitinam-
mide della L metionina metil estere.

NMR (DMSO) é§ 8,8 (d, 1H, -CONH-); 4,5 (m, 1H, -CH-);

|
+ (0]
4,3 (t, 1H, -CH-); 3,8 (m, 5H, -COOCHj, >-N-CH;-);
|

NH-

CH; .
352 (Sa 9H’ CH3>N);

CH;
2,7 (coperto da DMSO, -CH,CO-, -CH,S-);
2,2 (t, 2H, -CH,-CH); 2,1 (s, 3H, -CH3-S-)

Idrolisi del legame ammidico del diastereoisomero isolato

L’ammide precedentemente isolata (3,4 g; 0,01 moli) venne
sciolta in una soluzione di acido ossalico in H,O 2M (15 cc). La
soluzione venne riscaldata a 55°C per 10 ore. Successivamente
si raffreddo, si aggiunsero 50 cc di alcool etilico e si mantenne
a 0°C per una notte. Si allontano per filtrazione il precipitato
formatosi e si concentro la soluzione acquosa per eliminare 1’al-
cool. Si riprese in acqua e si passo su resina Amberlite IRA 402
(anionica forte). L’eluato venne liofilizzato.

11 liofilizzatore esaminato su TLC e NMR risultava essere
costituito da L carnitina sale interno [a]p = —20 (¢ = 1%
H>0).

Esempio 8

Preparazione della carnitinammide della
L (+) alanina etil estere (Procedimento A)

Una soluzione di L (+) alanina etil estere cloridrato in H,O
venne passata su resina anionica debole (Amberlite IR 45).

1’eluato venne liofilizzato per ottenere la L (+) alanina etil
estere base libera [a]p = +4 (¢ = 2% in HCI 5N).

La L (+) alanina etil estere base libera (1,5 g; 12,5 m moli)
venne sciolta in cloruro di metilene, a questa soluzione si ag-
giunse lentamente sotto agitazione a temperatura ambiente una
soluzione del cloruro acido della D,L acetil carnitina (preparata
come descritto precedentemente; 12,5 m moli), La soluzione
venne mantenuta a 40°C per una notte. Dopo raffreddamento
a 0°C si filtro e al filtrato si aggiunse etere etilico con otteni-

10 mento di un olio.

Questo residuo oleoso venne purificato sciogliendolo in
H30, trattando la soluzione acquosa con Amberlite XAD; ¢ lio-
filizzando. Il liofilizzato, probabile miscela dei due diastereoi-
someri, esaminato su TLC (CHCI; 55, CHsOH 55, NH40H 5,

15 H,0 5, sviluppo; reattivo di Dragendorff) risultava costituito
da due prodotti a Ry superiore e Ry inferiore. NMR in DMSO &
9-8,8 multipletto dovuto alla presenza delle due ammidi.

Si effettud una serie di cristallizzazioni con una miscela di

solventi: cloruro di metilene, acetone, acetato di etile e si isold
20 il prodotto ad Ry inferiore [ap = —8. :

NMR DMSO 6 8,9 (d, 1H, -CONH-); 5,5 (m, 1H, -CH-);
[

w

O-
+
5  43-3,5 (m, SH, -CH,CHy >-N-CH;-; -CH-);
l
CH; NH
3,2 (s, 9H, CH3>N); 2,7 (coperto dal DMSO, -CH2CO);
CH;

» 21, 3H, -COCHs); 1,5 (t, 3H, CH:CH,)

L’idrolisi del legame ammidico dell’estere sul diastereoiso-
mero isolato e P’isolamento della L carnitina venne condotta co-
me descritto precedentemente per la ammide dell’acetil carniti-
na con il diestere isopropilico delP’acido glutammico..

La L carnitina isolata (TLC e NMR rispondente) presentava
[alp = —19 (1% H,0).

Come gia precedentemente menzionato, le ammidi di for-
mula generale (I) sono utili agenti terapeutici nel trattamento di
disturbi carciaci, dislipidemie e iperlipoproteinemie.

Esse possono inoltre venir impiegate per ottenere, a partire
da D,L-carnitina o da una acil-D,L-carnitina (ad esempio acetil
D,L-carnitina) gli isomeri separati D e L, rispettivamente.
L’opportunita di separare gli isomeri ottici della carnitina & de-
terminata dal fatto che la forma L e la forma D presentano di-
45 verse, e talvolta opposte, azioni terapeutiche.

Un procedimento per la preparazione della L-carnitina idro-
cloruro e della D-carnitina idrocloruro & descritto nel brevetto
belga 660 039. Secondo tale procedimento, la D,L-carnitina
idrocloruro viene trasformata in D,L-carnitinammide idrocloru-

%0 ro, che ¢ fatta reagire con D-canforato d’argento, con forma-
zione del D-canforato della D,L-carnitinammide. Da una solu-
zione alcoolica, preferibilmente isopropanolica, di D-canforato
di D,L-carnitinammide si ottiene per cristallizzazione frazionata
il D-canforato della L-carnitinammide che & la prima frazione a

55 cristallizzazione dalla soluzione. Dal D-canforato della L-
carnitinammide si ottiene infine, mediante procedure conven-
zionali di idrolisi, la L-carnitina idrocloruro.

Tale procedimento presenta il grave inconveniente, che lo
rende di scarsa applicabilita industriale, della necessita di impie-

@ gare il D-canforato d’argento, che si ottiene facendo dapprima
reagire acido D-canforico con ammoniaca € quindi reagendo il
D-canforato d’ammonio cosi ottenuto con nitrato d’argento,
Poiché la D,L-carnitinammide €& sotto forma di idrocloruro, la
formazione del sale d’argento serve ad eliminare lo ione cloru-

% ro. In conseguenza dell’uso del nitrato d’argento, tale procedi-
mento & costoso e complicato industrialmente poiché i vari sta-
di devono venir effettuati lontano dalla luce onde evitare I’an-
nerimento dei recipienti di reazione, a causa delle grandi quan-

35
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tita di cloruro d’argento che si formano. Il composto finale pud il procedimento della domanda italiana 50222A/78 ¢ neces-

inoltre risultare inquinato per la presenza di ioni argento. sario far reagire I’ammide della carnitina con un opportuno
Per superare tali notevoli inconvenienti e in particolare agente risolvente (I’acido D-canforico), che deve successiva-
allo scopo di eliminare totalmente ’uso dei sali di argento, mente venir separato, cid che costituisce una.complicazione
nella domanda di brevetto italiana n. 50222A/78 ¢ stato de- s operativa.
scritto un procedimento nel quale la D,L-carnitinammide base Le ammidi della presente invenzione presentano invece il
libera (ottenuta facendo passare una soluzione di D,L-car- vantaggio di poter venir direttamente risolte, per cristallizzazio-
nitinammide idrocloruro attraverso una colonna di resina scam- ne frazionata da solventi alcoolici, nei rispettivi diastereoisome-
biatrice di ioni) viene fatta reagire direttamente con ’acido ri. Tali ammidi consentono cioé di conseguire la separazione
D-canforico, con ottenimento del D-canforato di D,L-carni- della L-carnitina dalla D-carnitina non solo evitando 1'uso dei
tinammide. Pur costituendo un notevole miglioramento rispetto  sali d’argento, ma anche senza ricorrere ad alcun agente risol-
al procedimento del precitato brevetto belga, anche secondo vente quale Pacido D-canforico.
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