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Foreliggende oppfinnelse vedrgrer en analogifremgangsmate
for fremstilling av farmaseytiske forbindelser for metabolsk
beskyttelse av myokardiet i tilfeller med sykdommer sa som
kardimyopati av ischaemisk eller ikke-ischaemisk opprinnelse.

Forbindelsene som fremstilles i henhold til oppfinnelsen er
salter av 3-hydroksybutansyre avledet fra en aminosyre av
naturlig opprinnelse som inneholder minst 2 nitrogengrupper pr.
karboksylgruppe.

Fremgangsmaten i henhold til oppfinnelsen er karakterisert
ved at 3-hydroksybutansyre blir omsatt med en aminosyre av
naturlig opprinnelse som inneholder minst 2 nitrogengrupper pr.
karboksylgruppe.

Gode resultater kan oppnds med salter som er avledet fra
aminosyrer som har minst 2 nitrogengrupper pr. karboksylgruppe og
som er i L-isomer form, og mer spesielt med saltene som er
avledet fra L-lysin, L-histidin og L-arginin. De beste resultater
er blitt oppnaddd med saltene som er avledet fra L-arginin.
Forbindelsene som er beskrevet ovenfor er foretrukket i farma-
sgytiske preparater.

3-hydroksybutansyren som inngar i slike preparater og som
salter er avledet fra, og ogsd forbindelsene selv, kan vare
forskjellige isomere former sa som L(+)- og racemiske former.
Denne syre er imidlertid fortrinnsvis i den D(-)-isomere form.
3-hydroksybutansyren kan oppnds ved hvilken som helst kjent
syntesemetode, sa som direkte kjemiske eller biokjemiske synteser.
D(~)-3-hydroksybutansyren kan fordelaktig oppnas ved depolyme-
risering av naturlige polymerer som er ekstrahert fra biomasser,
ved den fremgangsmate som er beskrevet i den europeiske patent-
spknad 43.620.

Saltene av 3-hydroksybutansyre og den beskrevne aminosyre
kan fremstilles pa hvilken som helst egnet mate. Med hensyn til
salter som er avledet fra 3-hydroksybutansyren i D(-)- eller
L(+)~-isomere former s& bestar den foretrukne fremgangsmate i a
omsette 3-hydroksybutansyren med aminosyren i et egnet losnings-
middel, sa som vann, og ved en temperatur pa mellom 20 og 80°C og
fortrinnsvis mellom 30 og 50°C. For i utfere dette er den
vanlige metode & anvende medier som inneholder 3-hydroksy-
butansyren og aminosyren av naturlig opprinnelse i ekvimolare
mengder eller i slike mengder at 3-hydroksybutansyren er i svakt
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overskudd i forhold til den stekiometriske mengde, under kraftig
roring og ved et trykk av sterrelsesorden som atmosfazretrykk.
Konsentrasjonene av de anvendte medier varierer mellom 0,5 og 8
molar med hensyn til 3-hydroksybutansyren og aminosyren, og denne
konsentrasjon er fortrinnsvis mellom 1 og 6 molar. Slutten av
omsetningen er karakterisert ved fortykning eller sterkning av
reaksjonsblandingen. Saltene kan sa utvinnes ved vanlige fremgangs-
mdter, sd som inndampning av le¢sningsmidlet, og saltene blir
oppnadd i fast form. De kan sa, om passende, utsettes for én
eller flere omkrystalliseringer.

Forbindelsene som fremstilles i henhold til oppfinnelsen kan
anvendes som legemidler, og spesielt til behandling og fore-
byggelse av metabolske sykdommer i myokardiet ved medisinsk
behandling av mennesker og i veterinzrmedisin. I dette tilfelle
er de fortrinnsvis for anvendelse som et farmaseytisk middel
bestemt for innvortes behandling. Videre kan slike preparater
anvendes til behandling eller forebygging av andre sykdommer,
f.eks. sykdommer som skyldes mangler i metabolismen av keton-
substanser eller epilepsi.

Forbindelsene som fremstilles i henhold til oppfinnelsen kan
blandes med tilsetningsadditiver som muliggjer at de kan admini-
streres bekvemt, f.eks. i form av pulver, tabletter, kapsler,
belagte tabletter, piller, granuler, suppositorier, gelatinkapsler,
ampuller, siruper, emulsjoner, lgsninger eller suspensjoner.

Disse additiver kan vare bzrere eller ikke-toksiske losningsmidler
som vanligvis anvendes i farmasien, f.eks. vann, organiske
l¢sningsmidler av paraffinisk type, og vegetabilske og alifatiske
alkoholiske oljer, uorganiske salter og vanlige fyllstoffer,
emulgeringsmidler av polyoksyalkylen-typen eller av den aromatiske
eller alifatiske sulfonat-type, cellulosederivater, stivelse,
dispergeringsmidler, smoremidler, f.eks. stearinsyresalter eller
talk, bindemidler og vanlige setningsmidler eller aromamidler.

De farmasgytiske preparater som forbindelser fremstilt i
henhold til oppfinnelsen inngdr i, inneholder vanligvis mellom 1
og 99 vekt% av én eller flere slike forbindelser. De kan
administreres for behandling eller forebyggelse av metabolske
forstyrrelser i myokardiet hos alle pattedyr, men spesielt
mennesker, i form av én eller flere "dosisenheter" eller "admini-

strasjonsdoser" i en farmaseytisk effektiv mengde.
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Uttrykket "dosisenhet" eller "administrasjonsdose" er ment a
bety en enhetsdose som kan administreres til en pasient og som
lett kan behandles og pakkes, mens den blir verende i form av en
fysikalsk stabil enhetsdose som inneholder den aktive ingrediens
alene eller i blanding med faste eller flytende farmasgytiske
fortynningsmidler eller berere.

Forbindelsene som fremstilles i henhold til oppfinnelsen
kan spesielt formuleres for oral administrasjon, rektal administra-
sjon, administrasjon ved intrasmuskulezr injeksjon eller admini-
strasjon ved intravengs perfusjon.

Dersom de er bestemt for oral administrasjon i fast form,
kan preparatene inneholde opp til 5g av 3-hydroksybutansyre pr.
administrasjonsdose. Vanligvis inneholder dosene mellom 0,1 og
3g, og fortrinnsvis mellom 0,5 og 2g, med 3-hydroksybutansyre
eller en ekvivalent mengde av salt.

De preparater som foreligger i flytende form og er bestemt
for oral administrasjon, kan vare le¢sninger, emulsjoner eller
suspensjoner, hvilke kan vare eller ikke vare sirupaktige. Den
mengde av 3-hydroksybutansyre, eller salt ledet derfra, som de
vanligvis inneholder, er i alminnelighet mellom 1 og 7509, og
fortrinnsvis mellom 10 og 5009 pr. liter vaske.

Dersom de er bestemt for administrasjon ved intramuskuler
injeksjon, kan preparatene vare tillaget (formulert) under
sterile forhold, i konsentrert form eller en form som er klar for
bruk, slik at de vanligvis inneholder minst 0,05 vekt%, og
fortrinnsvis mellom 0,1 og 30 vekt%, av 3-hydroksybutansyre, idet
den maksimale konsentrasjon blir fastsatt med isotonisiteten med
blodserumet. Ndr det dreier seg om argininsaltet av D(-)-3-
hydroksybutansyre, er de foretrukne konsentrasjoner i vasken som
er klar for injeksjon, mellom 1 og 459 pr. liter vaeske. I det
tilfellet hvor det blir brukt hypotoniske formuleringer, kan
isotonisiteten oppnds ved 4 inkorporere midler som er kjent for
dette formdl, sd som natriumklorid eller dekstrose. Formuleringene
kan ogsa inneholde sterile fortynningsmidler sa som vann, ikke-
flyktige oljer, polyetylenglykoler, glycerol og polypropylen-
glycoler, antibakterielle midler sa som benzylalkohol, anti-
oksydanter sd som askorbinsyre og natriumbisulfitt, chelaterings-
midler og puffere sd som acetater, citrater eller fosfater, som
er fysiologisk forlikelige.
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Formuleringene bestemt for administrasjon ved intramuskular
injeksjon, kan pakkes pa hvilken som helst av de vanlige mater og
kan spesielt tilbys i glass- eller plast-ampuller eller spreyter
som skal kastes etter bruk.

Preparater av forbindelser fremstilt ved oppfinnelsen og som
er bestemt for administrasjon ved intravengs perfusjon, kan ogsa
lages ved anvendelse av de teknikker og additiver som vanligvis
anvendes pa dette omradet. Konsentrasjonene av 3-hydroksybutan-
syre, eller av salt avledet derfra, i slike preparater er
vanligvis ikke heyere enn 0,001 vekt%. Nar det dreier seg om
D(-)-3-hydroksybutansyresaltet avledet fra arginin, varierer disse
konsentrasjoner vanligvis mellom 0,05 og 45g, og fortrinnsvis
mellom 0,1 og 359, pr. liter yvaske.

De farmaseytiske preparater kan inneholde andre bestanddeler
som er aktive mot sykdommer i det kardiale system eller i
blodsirkulasjonen. Blant disse aktive bestanddeler kan f.eks.
nevnes kardiotoniske heterosider, glukokortikoider, beta-blokkere,
kalsiumantagonister, midler som gjer det mulig & nedsette
blodtrykket, antiarrytmiske midler og antikoaguleringsmidler,
forutsatt at der er forlikelighet.

De farmaseytiske preparater kan anvendes til metabolsk
beskyttelse av myokardiet ved profylaktiske eller helbredende
behandlinger, spesielt ndr det dreier seg om intense fysikalske
aktiviter, sd som sportsaktiviteter eller energetiske beskjef-
tigelser, som medferer overdrevent oksygenforbruk i et angivelig
normalt hjerte, ved kardiomyopati av ikke-ischaemisk opprinnelse,
ved kardiomyopati av ischaemisk opprinnelse, sd som angina
pactoris eller myokardial infarkt, ved myokardial ischaemia som
kommer av sammenbrudd i det koronare perfusjonstrykk, sd som
iakttatt ved tilstander med sirkulerende sjokk pa grunn av
bledning, og vanligvis ved en hver situasjon med adrenergisk
utlep. sa som iakttatt ved tilstander av stress eller ved
alvorlig trauma.

Virkemdten til forbindelsene fremstilt ved oppfinnelsen
viser seg & vaere saregen ny. Hittil har det i virkeligheten vart
vanlig & overvinne utilstrekkelig tilveiebringelse av oksygen til
myokardiet, pa grunn av myokardial ischaemia, ved a& redusere
kraftforbruket som blir utevet. N& har forsek pa hunder utfort
med preparater av forbindelser fremstilt ved oppfinnelsen vist
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at de mekaniske pavirknings-indekser til hjertet, sia som forholdet
mellom gjennomsnittlig aortisk trykk og det myokardiale oksygen-
forbruk er forbedret. Dosene som skal administreres daglig kan
varieres innen vide grenser, men blir vanligvis beregnet slik at
de representerer 0,001 og 1g av 3~-hydroksybutansyre, eller salt
avledet derfra, pr. kg av vekten. Den foretrukne daglige dose er
mellom 0,005 og 0,59/kg.
Oppfinnelsen blir belyst av de felgende eksempler.

Eksempel

Fremstilling av L(+)-argininsaltet av D(-)-3-hydroksybutansyre

1 kg av en vandig l#¢sning inneholdende 593 g (5,7 mol) av
D(-)=-3-hydroksybutansyre blir innfgrt i en sylindrisk reaktor
som er forsynt med en kappe som gjgr det mulig & avkijgle eller
oppvarme reaktoren, har en hgyde pd& 30 cm og en diameter pad 1l cm
og er forsynt med en rdrer som har 4 blad dekket med poly-
vinylidenfluorid. Alt sammen blir rgrt kraftig og 960 g av L(+)~-
arginin blir innfert i lgpet av 5 minutter. N&r temperaturen i
reaksjonsblandingen n3r 45°C, blir blandingen avkjglt ved &
sirkulere vann ved 20°C gjennom kappen, mens det samtidig fort-
settes med & rgre blandingen. En gradvis fortykning av suspen-
sjonen blir iakttatt, og blandingen stg¢rkner til sist 15 minutter
etter at innfg¢ringen av L(+)-arginin har opphgrt. Det faste
stoff blir s& utvunnet og tgrker til konstant vekt i en vakuumovn
ved 50°C. Til sist blir et L(+)-argininsalt av D(-)=-3-hydroksy-

butansyre utvunnet, hvilket har et smeltepunkt pa mellom 100 og
27°cC
D

lédsning som har en konsentrasjon pa 4,60 g/100 ml, ved 27°¢.

105°¢ 0og en optisk rotasjon [a] pé 2,32°, malt med en vandig

Forse¢k 1

Dette forsgk blir utfgrt for sammenligning n& 6 hunder,
identifisert som A, B, C, D, E og F, hvis kjgnn og vekt er angitt
i tabell I nedenfor, som er bedgvet ved subkutan injeksjon av
2 mg/kg av morfin. Det blir administrert 30 mg/kg av nembutal,
og hundene blir holdt under kunstig andedrett ved hjelp av en
Starling~-pumpe. Det aortiske trykk, det myokardiale oksygen-
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forbruk, oksygen-partial-trykket i det koronare vene-blod, den
koronare strgmning i den aortiske pH blir mdlt, sammen med det
myokardiale forbruk av laktat, glukose, frie fettsyrer og 3-
hydroksybutanoat. De gjennomsnittlige verdier som ble iakttatt,
er angitt i tabell III nedenfor.

Tabell I
‘Hund . Kjgnn Vekt i kg
A Hankj¢nn 24,5
B Hankjgnn 29
C Hankj#nn 38
D Hunkjonn 25
E Hunkjg¢nn 24
F Hankj¢nn 26,5

Forsgk 2

Dette forsgk blir ogsada utfgrt for sammenligning.

De 6 hundene fra forsgk 1, holdt under de ovennevnte forhold
med hensyn til bedgvelse, blir utsatt for adrenergisk stimulasjon
ved intravengs infusjon av noradrenalin med de doser og i de

perioder som er angitt i tabell II nedenfor.

Tabell II-
Hund Mengde av noradrenalin Periode
i ng/kg, min. i min.
A 400 15
B 1.000 ‘ 15
C 400 20
D 400 10
800 10
r E 400 10
800 10
1.600 10
F 1.000 15
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De samme parametere blir mdlt som i forsgk 1, og de
gjennomsnittlige verdier av disse mdlinger er gitt i tabell III
nedenfor.

Forsgk 3

Dette forsgpk blir utfgrt ved anvendelse av et preparat inne-
holdende en forbindelse fremstilt i henhold til oppfinnelsen.

Forsgk 2 blir gjentatt pa de samme hunder, bortsett fra at
dyrene mottar en intravengs infusjon av natriumsaltet av D(-)-3-
hydroksybutansyre i en grad av 80 umol pr. kg legemsvekt og pr.
minutt.

De gjennomsnittlige verdier for de midlte parametere er

angitt i tabell III nedenfor.

Tabell III
Forsgk
Parameter 1 5 3
Aortisk trykk i mm Hg 106 122 136
Myokardialt oksygen-forbruk
i ml/100 g, min. 8,1 13,8 12,5
Oksygen-partial-trykk i det
koronare vene-blod i mm Hg 22,9 24,4 24,4
Koronar strgm i ml/100 g, min. ' 82 120 131
Aortisk pH 7,401 7,338 7,392

Konsentrasjon av 3-hydroksy-
butanocat i det arterielle plasma 0,02 0,13 5,97
i millimol ©/o0

Myokardialt forbruk av
- laktat i umol/100 g, min. 18 0
- glukose i umol/100 g, min. 8

- frie fettsyrer i umol/100 g,
* min. 6 16 10

- 3-hydroksybutanoat i
umol/100 g, min. 0,2 2,3 73
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En sammenligning av resiltatéfie i tabell III viser at
administrasjonen av natriumsaltet av D(~)-3-hydroksybutansyre
fordrsaker en reduksjon i det virkelige oksygenforbruk i myo-
kardiet utsatt for adrenergisk utlgp (sammenligning av forsgkene
2 og 3) og en gkning i1 forholdet mellom det aortiske trykk og
oksygenforbruket, som blir h@gyere (sammenligning av forsgkene
2 og 3) og narmer seg verdiene madlt forgvrig (sammenligning av
forsgkene 1 og 3). '

Resultatene viser ogsa at assimilasjonen av de frie fett-
syrer avtar i favgr av 3-hydroksybutanoatet (sammenligning av
forsgkene 2 og 3) og nermer seqg verdiene observert med det ikke-
stimulerte myokardium (sammenligning av forsgkene 1 og 3).

Endelig blir den metabolske syredose bremset ved det
adrenergiske utlgp korrigert (sammenligning av forsgkene 1, 2

og 3).

Forsgk 4 til 6

Forspkene beskrevet ovenfor blir gjentatt p& en hann-hund
som veier 28 kg, men med stimulering fordrsaket av intravengs
infusjon av 200 ng/kg, min. av noradrenalin i 25 minutter, og
ved intravengs administrasjon av 40 umol/kg, min. av L-arginin-
saltet av D(-)-3-hydroksybutansyren .fra eksempel 1. Parameterne
mdlt under forleppet av forsgket (forsgk 6) og under forlgpet av
sammenligningsforsgkene utfgrt i fraver av stimulering og
behandling (forsgk 4), og ved & bevirke stimulering men ikke
behandling (forsgk 5), er angitt i tabell IV nedenfor.
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Tabell IV
—_—— . . .
Parameter Forsek
4 5

Aortisk trykk i mm Hg 94 132 94
Myokardialt oksygen-forbruk
i ml/100 g, min. 8.9 13,4 6,9
Oksygen-partial-trykk i det 15 .3 17.8 14.7
koronare vene-blod i mm Hg ' ! !
Koronar strgm i ml/100 g, min. 170 104 56
Aortisk pH | 7,390 7,355 | 7,391

Konsentrasjon av 3-hydroksy-
butanoat i det arterielle plasma 0,02 0,02 1,95
i millimol ©/oo

Myokardialt forbruk av

~ laktat i pmol/100 g, min. 28,6 37,0 19,8
- glukose i umol/100 g, min. 22,4 21,7 4,6
- frie fettsyrer i pumol/100 g,

min. 2,4 10,7 1,8
- 3-hydroksybutanoat i

ymol/100 g, min. 0,2 0,3 24,1

En sammenligning av resultatene i tabell IV viser at
administrasjonen av argininsaltet av D(-)-3-hydroksybutansyre
(forsgk 6) gjor det mulig & redusere det virkelige oksygen-
forbruk i myokardiet utsatt for adrenergisk stimulering under de
verdier som er mdlt med og uten adrenergisk stimulering (sammen-
ligning av forsgkene 4 og 5), og ogsd ske forholdet mellom det
aortiske trykk og oksygenforbruket.

Resultatene viser ogsa at assimilasjonen av de frie fett-
syrer er normalisert og at blodets pH blir holdt ved normale
verdier (forsgkene 4, 5 og 6).

Dessuten viser en sammenligning av verdiene 1 tabellene III
og IV (forsgkene 3 og 6) at saltene som er avledet fra arginin
har fordel overfor natriumsaltene ved stabilisering av det
aortiske trykk med verdier som er identiske med dem mdlt i fraver

av adrenergisk stimulering (forsgkene 1 og 4).
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Forspkene beskrevet i eksempel 2 blir gjentatt, men de

blir utfért pad 10 hunder som har en gjennomsnittlig legemsvekt

pa ca.

29 kg, og med stimulering fremkalt ved hjelp av en

gjennomsnittlig infusjon i det venstre ventrikulare hulrom pa

500 ng/kge min. med noradrenalin i 20 minutter, og ved intra-

vengs adminstraéjon av 80 umol/kg, min. av L-argininsaltet av

D{(-)=-3~-hydroksybutansyren fra eksempel 1.

Gjennomsnittet av de

10 verdier som ble malt under forlabet av forseket (forsgk 9)

og under forlgpet av sammenligningsforsgkene utfgrt i fraver av

stimulering og behandling (forss¢k 7), og ved

o

a bevirke stimuler-

ingen men ikke behandlingen (forsgk 8), er angitt i tabell V

nedenfor.

Tabell V

Forsgk
Parameter (gjennomsnitt av 10 verdier)
7 8 9
Aortisk trykk i mm Hg 124 141 136
1 Myokardialt oksygen-forbruk
i ml/100 g, min. 8,5 12,3 8,9
Oksygen-partial-trykk i det
koronare vene-blod i mm Hg 20,3 21,4 21,0
Koronar strgm i ml/100 g, min. 79 96 79
Aortisk pH 7,396 7,333 7,344
Konsentrasjon av 3-hydroksy-
butanoat i det arterielle plasma 0,04 0,11 8,30
i millimol ©/o0
Myokardialt forbruk av
- laktat i umol/100 g, min. 12,0 4,9 '
- glukose i umol/100 g, min. 14,4 4,7 .8
- frie fettsyrer i
umol/100 g, min. 4,4 16,9 5,5
- 3-hydroksybutanoat i
ymol/100 g, min. 0,7 1,8 35,8
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En sammenligning av resultatene i tabell V viser at
administrasjonen av arginin-saltet av D(-)-3-hydroksybutansyre
(forsgk 9) gjgr det mulig & redusere det virkelige oksygen-
forbruk i myokardiet utsatt for adrenergiske stimulasjoner, i
forhold til verdiene milt med adrenergisk stimulasjon men uten
administrasjon av saltet av D(~)-3-hydroksybutansyre (sammen-

ligning med forsgk 8).

Forsgk 1 : Som en lgsning for oral administrasjon

Argininsalt av D(-)-3-hydroksybutansyre 20 g

Essens av peppermynte 0,4 g
Sakkarin 0,1 g
Destillert wvann 400 g

420,5 g

Argininsaltet av D{(-)-3-hydroksybutansyre blir blandet med
essensen av peppermynte og sakkarinet, det hele blir opplg¢st i

vannet og lgsningen blir innfgrt i flasker pd 500 cm3.

Forsgk 2 : Lgsning for intravengs perfusjon

Argininsalt av D(-)-3-hydroksybutansyre 70 g
Destillert vann 930 g
1000 g

Argininsaltet blir opplgst i det destillerte vann og
lgsningen blir innfgrt i lgsningsposer pad 1000 cm3 under
sterile forhold.
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1. Analogifremgangsmate for fremstilling av farmaseytisk
anvendelige salter av 3-hydroksybutansyre, avledet fra en
aminosyre av naturlig opprinnelse som inneholder minst 2 nitrogen-
grupper pr. karboksylgruppe, k arakterisert ved
at 3-hydroksybutansyre blir omsatt med en aminosyre av naturlig
opprinnelse som inneholder minst 2 nitrogengrupper pr.
karboksylgruppe.

2. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert v ed at det som aminosyre anvendes
L-arginin.

3. Fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert v e d at det som aminosyre anvendes
L-1lysin eller L~histidin.

4. Fremgangsmdte som angitt i hvilket som helst av de
foregdende krav, karakterisert ved at
3-hydroksybutansyre omsettes i sin D(-)-isomere form.
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