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Sposéb otrzymywania pochodnych
kwasu L-a-hydrazyno-3-fenylopropionowego

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania pochodnych kwasu L-a-hydrazyno-8-fenylopropiono-
wego. :
Zwiazki otrzymywane sposobem wedtug wynalazku sg uprzednio nieznanymi, cennymi $rodkami leczniczy-
mi o ogélnym wzorze przedstawionym na zalgczonym rysunku, w ktérym R! iR? oznaczaja atom wodoru,
grupg hydroksylows lub alkoksylowg o 1—6 atomach wegla, fenyloksylows lub benzyloksylowa, R® i R* ozna-
czajg atom wodoru lub rodnik alkilowy o 1—6 atomach wegla, RS oznacza atom wodoru, atom metali lub rodnik
alkilowy o 1-6 atomach wegla.

Racematy kwaséw a-hydrazyno--/3,4-dwuhydroksyfenylo/propionowych podstawionych w pozycji a i ich
estry sg znane jako silne inhibitory dziatania dekarboksylazy u ssakéw (Sletzinger, ,,JJournal of Medicinal
Chemistry”, 6, 101 (1963) iPorter, ,,Biochemical Pharmacology”, 11, 1067 (1962). Takie zwiazki znalazly
zastosowanie jako srodki lecznicze.

Stwierdzono, ze D-izomer mieszaniny racemicznej jest nieaktywny, a nawet w pewnym stopniu przeciw-
dziata dzialaniu L-izomeru, ktdry jest aktywnym skiadnikiem mieszaniny. Na podstawie pewnych testow stwier-
dzoao, ze L-izomer jest jedynym sktadnikiem aktywnym racematu. Inne testy wykazaty, ze D-izomer przeciw-
dziata i zmniejsza dziatanie L-izomeru. Celem wigc wynalazku byto otrzymanie czystego L-izomeru, ktéry
okazat si¢ duzo silniejszym inhibitorem dziatania dekarboksylazy niz dotychczas znane zwiazki.

Zahamowanie dziatania dekarboksylazy u ssakow jest wazng czescig dziatania fizjologicznego wielu typéw
farmaceutykéw, co zilustrowano na przyktadzie leczenia choroby Parkinsona przy uzyciu L-dopa. Zwigzek ten
zuzywany jest zaréwno w mozgu jak i w obwodowych cze$ciach ciata, ale pozadane jest by byt zuzywany
jedynie w mézgu. Hydrazynozwiazki nie przechodza z krwig do mézgu i dlatego inhibituja dziatanie dakarboksy-
lazy jedynie wobwodowych czgsciach ciala. Tak wigc, jezeli L-dopa stosuje si¢ wraz ze zwigzkiem hydrazyny
otrzymywanymi sposobem wedlug wynalazku dziatanie dekarboksylazy na L-dopa jest inhibitowane w obwodo-
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wych czgéciach ciata, wskutek czego wigcej L-dopa moze by¢ wykorzystane w mézgu. W wyniku tego mniejsze
ilosci L-dopa sa potrzebne do skutecznego leczenia.

Zahamowanie dzialania dekarboksylazy jest réwniez wazne w leczeniu zaburzeri grubego jelita. U pewnych
os6b komérki jelit, i by¢ moze i inne, przejawiaja nadaktywnosc¢ w produkcji serotoniny z 5-hydroksytryptofanu.
W wyniku takiej obfitosci serotoniny nastepuje state zaczerwienienie okreznicy i usuwanie zawartosci jelit. Jezeli
tego si¢ nie leczy, mogg nastapi¢ powazne schorzenia. Inhibitory dziatania dekarboksylazy chronig przed tworze-
niem serotoniny i dlatego mozna je stosowac¢ przy leczeniu biegunki. Szczegdlnie korzystne sg inhibitory dziata-
nia dekarboksylazy takiej jak hydrazynozwiazki otrzymywane sposobem wedtug wynalazku, a zwtaszcza te,
ktore nie sa aktywne fizjologicznie w innych kierunkach.

Zwigzki otrzymywane sposobem wedlug wynalazku hamuja nie tylko dziatanie dekarboksylazy dwuoksy-
fenyloaminy, lecz réwniez dekarboksylazy histydyny. Tak wiec mozna je réwniez uzywad jako srodki przeciwhis-
taminowe.

Jak juz wspomniano, zwigzki otrzymywane sposobem wedtug wynalazku odpowiadaja wzorowi podanemu

'na rysunku. Szczegdlnie korzystne sa takie kwasy propionowe,w ktérych w pozycji znajduje si¢ atom wodoru,
" rodnik metylowy lub etylowy. Kwas L-a-hydrazyno-a-wodoro- lub alkilo3-/3,4-dwuhydroksyfenylo/-propionowy
jest aktywny przy stosowaniu go u ssakéw w ilosciach od 0,05 do 100 mg/kg/dzieri.

Omawiane zwigzki mozna stosowa¢ réwniez w postaci dopuszczalnych w lecznictwie soli, takich jak sole
metali alkalicznych i sole amonowe grup karboksylowych lub chlorowodorki, bromowodorki, siaraczany itp. grup
aminowych. Korzystnie jest jednak stosowa¢ wolne aminokwasy zamiast ich soli. Aktywnos¢ biologiczna zwiaz-
koéw badano wedtug opisanych ponizej testow.

W tescie stosowano biate myszki pici Zeriskiej wazace 18—22 g. Zwierz¢tom doustnie podawano L-dopa
(L-3,4-dwuhydroksyfenyloalaning), wilosci 80 mg/kg w potaczeniu zwyiej podanymi dawkami kwasu
L-a-hydrazyno-a-metylo-g-/3,4-dwuhydroksyfenylo/ propionowego w postaci roztworu lub zawiesiny wodnej. Po
90 minutach zwierz¢tom odcinano gtowy, usuwano mézg i zbieranc w grupach po 7 sztuk. Trzyeddzielne grupy
traktowano w rézny sposéb lekami i otrzymane wartosci usredniano.

Mo6zgi homogenizowano 0,4 n kwasem nadchlorowym w ilosci 9 ml/g tkanki. Katecholoammy i katecholo-
aminokwasy adsorbowano na tlenku glinu a nastepnie eluowano.

Dopa i dopaming rozdzielono chromatograficznie, stosujgc kolumne zawierajacg Zywice jonowymienna
typu Amberlite CG—50 o rozmiarach 200—400 mesh. Nastg¢pnie dopa i dopaming utleniano jodem w celu fluoro-
metrycznego oznaczenia zawartosci dopa i dopaminy zgodnie ze sposobem opisanym w A.J.Pharmac.Exp.Therap.
150, 17 (1965) (Porter, Totaro i Bercin).

Uzyskane srednie wyniki z 3 préb podano w tablicy I.

Tablica I

Dwaka Dopa Dopamina
mg/kg Mikrogramy/g | Mikrogramy/g

Préba kontrolna — 0,05 1,30
Racemat 20 3,60 3,05
L-izomer 10 2,85 2,68

Z wynikéw podanych w tablicy widaé, ze w omawianym przypadku 10 mg L-zwiazku ma t¢ sama aktyw-
nos¢, co 20 mg DL-zwigzku (racematy). Inaczej méwiac, w niniejszym tescie L-izomer jest zasadniczo 2 razy
bardziej aktywny niZz racemat. Poréwnanie zdolnosci racematu, D i L izomeréw kwasu a-hydrazyno-a-metylo-3-
-/3,4 dwuhydroksyfenylo/propionowego wzmacniania dziatania L-dopy stosowanej przy wywotanym rezerping
zaniku ruchu oraz opadaniu powieki (ptosis).

Myszy umieszczono w przezroczystych, plastikowych pudetkach i aklimatyzowano je w ciagu nocy. Zwie-
rz¢tom podawano doustnie dawki racematu, L lub D izomeréw kwasu a-hydrazyno-a-metylo-g-/3,4-dwuhydro -
ksyfenylo/propionowego w metocelu (§rodek dyspergujacy — 1% roztwor wodny metylocelulozy) 1 godzing po
dootrzewnym wprowadzeniu rezerpiny w ilosci 4 mg/kg. W 2 godziny po podaniu rezerpiny podawano zwierzg-
tom dootrzewnowo L-dopa wilosci 150 mg/kg i w godzing péZniej myszy obserwowano pod katem zanikania
ruchliwosci i wystgpowania p-tosis.

Zanikanie ruchliwosci oznaczano umieszczajac myszy oddzielnie na srodku siatki drucianej o rozmiarach
20 X 50 cm na okres 15 sekund. Jezeli mysz nie przespacerowata do brzeg6w siatki (zwykle mniej niz 15% myszy
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potraktowanych rezerping osigga brzeg siatki), uznawano, Ze ruch zanikt. Myszy nie traktowane rezerping space-
rowaly po siatce lub schodzity z niej w ciggu tego okresu czasu. Ptosis uznawano za istniejacy jezeli powieki
opadty o 50% lub wigcej.

Tablica Il
Poréwnanie wptywu D i L izomeru kwasu a-hydrazyno-a-metylo-

B-/3,4-dwuhydroksyfenylo/propionowego na przeciwdziatanie
L-dopa porezerpinowemu zanikaniu ruchu i ptosis

Wstepne Porezerpinowy zanik ruchu. |Porezerpinowe wystgpowanie]
traktowanie Dawka Stosunek liczby myszy ptosis. Stosunek liczby
myszya) mg/kg ochronionych do liczby myszy ochronionych do
myszy badanych liczby myszy badanych
Metocel - . 1/10.... 1/10
D-izomer ‘5,0 Ll 1/10 o 1/10
+ metocel 25,0 2/10 2/10
- 125,0 2/10 3/10
L-izomer 0,2 3/10 2/10
+ metocel 1,0 5/10 7/10
5,02 8/10 9/10
EDso® 0,86 mg/kg 0,56 mg/kg

a) 1 godzing przed podaniem L-dopa w ilasci 150 mg/kg

b) Za dawka kwasu L-a-hydrazyno-a-metylo-8-/3,4- dwuhydroksyfenylo/propionowego nie przeciwdziatata
skutkom wywotanym przez podanie rezerpiny, o ile byta podana przed podaniem metocelu.

¢) EDs, oznacza niezbedng dawke kwasu a-hydrazyno-a-metylo- §-3,4-dwuhydroksyfenylo/propionowego
ktéra w potgczeniu z L-dopa podawang w ilosci 150 mg/kg przeciwdziatata skutkom wywotanym przez
podanie rezerpiny u 50% myszy.

Tablica III
Poréwnanie wplywu racematu i L-izomeru kwasu a-hydrazyno-a-

metylo-8-/3,4-dwuhydroksyfenylo/propionowego na przeciwdzia-
tanie L-dopa (150 mg/kg) porezerpinowemu zanikowi ruchu i ptosis

Wstepne Porezerpinowy zanik ruchu. [Porezerpinowe wystepowanie
traktowanie Dawka Stosunek liczby myszy ptosis. Stosunek liczby
myszy?) mg/kg ochronionych do liczby myszy ochronionych do
myszy badanych liczby myszy badanych
Metocel — 7/70 8/70
L-izomer 0,07 4/30 5/30
+ metocel 0,22 10/70 16/70
‘ 0,67 20/70 23/70
2,0 45/70 44/70
6,0 . 33/40 34/40
EDY) 1,2 mg/kg 1,0 mg/kg
(0,5-2,9) (0,5-1,8)
Racemat 0,67 11/70 10/70
+ metocel 2,0 29/70 30/70
6,0 49/70 50/70
18,0 63/70 62/70
EDs,® 2,9 mg/kg 2,8 mg/kg
(2,4-3,5) (2,2-3,8)
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a) 1 godzing przed podaniem L-dopa w ilosci 150 mg/kg

b) EDs, oznacza niezbg¢dng dawke kwasu a-hydrazyno-a-mety'lo.-ﬁ-/3,4-dwuhydroks;'fenylo/propionbwe-
g0, ktéra w potgczeniu z L-dopa w ilosci 150 mg/kg przeciwdziata skutkom wywotanym przez podanie
rezerpiny u 50% myszy. Wartosci w nawiasach odnosza si¢ do przedziatu ufnosci 95%.

W tablicy II i IlI zebrano wyﬁiki dotyczace wptywu dootrzewnego podawania L-dopy w ilosci 150 mg/kg
traktowaniu rezerping wywotujaca zanik ruchu i ptosis u myszy potraktowanych uprzednio dawkami racematu,
D iL izomeréw kwasu a-hydrazyno- a-metylo-f-/3,4-dwuhydroksyfenylo/propionowego. Ta dawka L-dopy
(150 mg/kg) nie przeciwdziatala rezerpinie u myszy potraktowanych uprzednio metocelem. Dawki racematu, D
iL izomeréw kwasu a-hydrazyno-a-metylo-§-/3,4-dwuhydroksyfenylo/propionowego, ktére s3 niezbgdne do
przeciwdziatania zanikowi ruchu i ptosis spowodowanemu rezerping (u 50% myszy — EDs ), podawane w pota-
czeniu z L-dopg (150 mg/kg), obliczone z réwnania regresji otrzymanego z danych do$wiadczalnych.

Izomer D kwasu a-hydrazyno-a-metylo-8-/3,4-dwuhydroksyfenylo/ propionowego wykazywal niewielka
albo zadng zdolno$¢ wzmacniania efektow dziatania L-dopa na myszy potraktowane rezerping
(ED5¢>125,0 mg/kg). Z poréwnania wskaznikéw EDs, uzyskanych w przypadku stosowania racematu i L-izo-
meru  kwasu ahydrazyno-a- metylo-$-/3,4-dwuhydroksyfenylo/propionowego  wynika, e L-izomer
(EDso =1,2 mg/kg) jest okoto 2,4 razy bardziej aktywny od racematu (EDso=2,9 mg/kg) przy wzmacnianiu
dziatania L-dopa likwidujacego porezerpinowy zanik ruchu. W odniesieniu do przeciwdziatania ptosis spowodo-
wanej rezerping, L-izomer (EDso=1,0 mg/kg) jest okoto 2,8 razy aktywniejszy od racematu (EDso =2,9 mg/kg).

Sposobem wedtug wynalazku L pochodne kwasu a-hydrazyno-g- fenylopropionowego otrzymuje si¢ przez
poddanie racematu lub innej mieszaniny izomeréw D i L pochodnych kwasu a-hydrazyno-g-fenylopropionowego
rozdzielaniu, na drodze frakcjonowania krystalizacji.

Rozdzielanie prowadzi si¢ bezposrednio w postaci kwasu a-hydrazynopropionowego lub jego pochodnej
acetylowej, formylowej, tréjfluoroacetylowej lub benzoilowej. W tym przypadku mozna prowadzié frakcjonowa-
ng krystalizacje w sposob ciagly.

Przygotowuje si¢ nasycony roztwor mieszaniny racemicznej w temperaturze 60—100°C w rozpuszczalniku
zawierajgcym takg ilos¢ kwasu tworzacego sé, zeby 0—20% mieszaniny racemicznej znajdowato si¢ w postaci
soli. Nasycony roztwor s3czy si¢, przesacz zaszczepia si¢ potrzebna odmiang enancjomorficzng i ozigbia si¢ do
temperatury 5—40°C. Jezeli frakcjonowang krystalizacje prowadzi si¢ w sposéb ciggly do rozpuszczenia miesza-
niny racemicznej mozna stosowac roztwor macierzysty.

Oddzielony stereoizomer hydrolizuje si¢, korzystnie w wodnym roztworze kwasu lub zasady w umiarkowa-
nych warunkach, w celu usunigcia grup acylowych. Jezeli zwigzek zawiera inne podstawniki, takie jak np. grupy
metoksylowe w polozeniu 3 i4 lub benzoksylowe w potozeniu 3 i4 mozna je hydrolizowaé réwnoczesnie
uzyskujac wolne grupy hydroksylowe, co jednak wymaga bardziej ostrych warunkéw hydrolizy. Hydrolize ko-
rzystnie prowadzi si¢ w temperaturze od 75 do 165°C. W razie potrzeby réwnoczesnej hydrolizy grup metoksylo-
wych lub benzoksylowych w pozycji 3 i4 zwigzek hydrolizuje si¢ stezonymi kwasami chlorowcowodorowymi
w temperaturze od 100 do 165°C. W przypadku nieobecnosci takich podstawnikéw hydrolize prowadzi si¢ w
mniej ostrych warunkach.

Ponizej podano przyktady ilustrujace sposéb wedtug wynalazku.

Przyktad I. 45gkwasu D,L-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/- a-hydrazynopropionowego rozpuszcza si¢
w 115 ml 1n roztworu kwasu solnego w temperaturze 45°C. Otrzymang mieszaning sgczy sig¢ i nasycony roztwor
zaszczepia w temperaturze 45°C 5g kwasu L-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropionowego. Prébke
kwasu L-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropionowego do zaszczepiania roztworu mozna otrzymaé
np. na drodze rozdziatu racematu za pomocg acylowania $rodkiem optycznie czynnym, rozdzielania utworzo-
nych diastereoizomeréw i nastgpng hydrolizg. Zaszczepiony nasycony roztwor ozigbia si¢ do temperatury 25°C
w ciggu 35 minut i pozostawia na 1 godzing w tej temperaturze. Wydzielony osad oddziela si¢ ‘odsaezajac go,
nastgpnie przemywa sig go 2 porcjami po 15 ml wody o temperaturze 25°C i suszy pod zmniejszonym cisnieniem
otrzymujac kwas L-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropionowy topniejacy z rozktadem w temperatu-
1ze 208°C. _

Roztwér macierzysty z poprzedniego etapu laczy si¢ z 5 g kwasu D,L-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hy-
drazynopropionowego, ogrzewa si¢ do temperatury 45°C i saczy. Nastgpnie nasycony roztwdr traktuje si¢ 4 g
kwasu D-g-/3,4-dwuhydroksybenzylo/- a-hydrazynopropionowego i ozigbia si¢ do temperatury 25°C w ciggu 30
minut. Wytrgcony osad oddziela si¢ w sposéb opisany powy zej.

Roztwdr macierzysty z ostatniego etapu zawraca si¢ z 5 g kwasu D,L-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydra-

" zynopropionowego i postepujac w sposib opisany w etapie pierwszym niniejszego przykladu, otrzymuje si¢ kwas
L-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropionowy.
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Przyktad IL Naczynie A napetnia si¢ 195 ml 0,1n kwasu chlorowodorowego i 19 g kwasu D,L-a-/3,4-
dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropionowego. Otrzymana mieszaning ogrzewa si¢ do temperatury 45°C na
tazni wodnej i utrzymuje si¢ ja przez caty czas trwania operacji. Przewod z naczynia A przechodzi przez filtr,
a nastepnie dzieli si¢ na 2 czesci prowadzace do naczyn B i C. Naczynia B i C sg napetnione 12 g kwasu D,L-a-
-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropionowego rozpuszczonego w 230 ml 0,1 n kwasu chlorowodorowe-
go w temperaturze 25°C. Roztwér saczy sie w celu pozbycia si¢ zawieszonych czasteczek i 115 ml tego 11oz-
tworu wlewa si¢ do naczynia B, a reszt¢ do naczynia C. Naczynia B i C utrzymuje si¢ w trakcie operacji w
temperaturze 25°C. Do naczynia B dodaje si¢ 1,35 g kwasu L-a-3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropio -
nowego, a do naczynia C dodaje si¢ 1,35 g kwasu D-a-/3,4-dwuhydroksybenzylo/-a-hydrazynopropionowego.

Roztwdr z naczynia A przepompowuje si¢ do naczyn B i C z szybkoscig 2 ml/minutg, aby naczynia te
napetnialy si¢ z szybkoscia 1 ml/minute. Nadmiar cieczy z naczyrn B i C zawraca si¢ do naczynia A odpowiedni-
mi przewodami.

W regularnych odstepach czasu dodaje si¢ do naczynia A mieszaning racemiczng DL, aby utrzymac roz-
twor w stanie nasycenia. Izomery D i L usuwa si¢ w regularnych odstgpach czasu, a kiedy to potrzebne, dodaje
si¢ dodatkowe zarodki krysztatéw. W ten sposob realizuje si¢ ciagle rozdzielanie mieszaniny racemicznej na
izomery Di L. :

Zastrzezenie patentowe

Sposéb otrzymywania pochodnych kwasu L-a-hydrazyno-g-fenylopropionowego o wzorze przedstawionym
na zalaczonym rysunku, w ktérym R! i R? oznaczaja atom wodoru, grupe hydroksylowa, grupe alkoksylows
0 1—6 atomach wegla, grupe fenoksylows lub grupe benzyloksylowa, R® i R* oznaczaja atom wodoru lub grupe
alkilowa o 1—-6 atomach wegla, R® oznacza atom wodoru, atom metalu lub grupe alkilowa o 1—6 atomach
wegla,znamienny ty m, Ze przygotowrje si¢ nasycony roztwor racematu lub innej mieszaniny izomeréw
D i L pochodnych kwasu a-hydrazyno-B-fenyiopropionowego o wzorze przedstawionym na rysunku, w ktérym
R!, R%, R?, R* iR® majg wyzej podane znaczenie w rozpuszczalniku zawierajacym kwas tworzacy sol, ktéry
wprowadza si¢ w takiej ilodci, Zeby 0—20% mieszaniny racemicznej lub innej rozpuszczalnej mieszaniny znajdo-
wato si¢ w postaci soli, o temperaturze 60—100°C, po czym roztwor saczy si¢, przesacz zaszczepia si¢ Zadanym
enancjomerem, ozigbia do temperatury 5—40°C ipoddaje frakcjonowanej krystalizacji, korzystnie w sposob
ciagly, przy czym oddzielany izomer otrzymuje si¢ bezposrednio w postaci kwasu a-hydrazynopropionowego lub
w postaci jego pochodnej acetylowej, formylowej, tréjfluoroacetylowej lub benzoilowej, w ktérych nast¢pnie
hydrolizuje si¢ grupy acetylowa, tréjfluoroacetylowa lub benzoilows.

R3 R’
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