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Thiolov4 sloudenina, zpiisob jeji pFipravy a prostredek, ktery ji obsahuje

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tyka thiolovych derivati, vykazujicich aktivitu inhibujici metalo-
peptiddzu a konkrétn&ji se tykd N-merkaptoacylalaninovych derivatd, vhodnych k 1écbé
kardiovaskularnich onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Farmakologick4 zajimavost studia molekul s aktivitou inhibujici metalopeptidazy je dana roli,
kterou tyto enzymy uplatiiuji vzhledem k urovni kardiocirkulatniho systému.

Ve skuteénosti je dobfe zndmo, Ze sloudeniny, vykazujici aktivitu, kterd inhibuje enzym konver-
tujici angiotensin (ACE, angiotensin converting enzyme), jsou vhodné hlavné k 1é¢b& vysokého
tlaku (hypertenze), srde¢niho selhani a poinfarktového stavu z toho divodu, Ze inhibuji tvorbu
angiotensinu II, latky, kter4 zahrnuje n&kolik u¢inki, mezi nimiz je i zvySeni krevniho tlaku.

Sloudeniny, vykazujici inhibi¢ni aktivitu vzhledem k enzymu konvertujicimu endothelin (ECE),
jsou vhodné jako anti-vasokonstrikéni latky, nebot’ inhibuji tvorbu endothelinu, peptidu o 21
aminokyselinich, ktery vykazuje vasokonstrik¢ni aktivitu.

Sloudeniny s inhibi¢ni aktivitou neutralniho endopeptiddzového enzymu (NEP), zvaného také
enkefalindza, jsou vhodné jako vasodilata¢ni latky, nebot’ enzym NEP odpovida za inaktivaci
nejen endogenniho enkefalinu, ale také nékterych natriuretickych faktordi, v nichZ napiiklad
atrialni faktor (ANF), hormon vyludovany srdcem, ktery zvySuje vasodilataci, na rendlni drovni
zvyduje diurézu (vyluSovani moéi ledvinami) a natriurézu (vyluCovani sodiku).

Proto jsou sloudeniny s aktivitou inhibujici metalopeptiddzu, i kdyZ jejich plsobeni na kardio-
vaskularni systém vykazuje rozdilné mechanismy u¢inku, obecné pouZzivané, at’ uz samotné nebo
ve vzijemné kombinaci, k 16€b& vysokého tlaku, selhani ledvin, méstnavého selhani srdce a
ischemickych kardiopatii.

Z thiolovych derivatd, inhibitorti metalopeptidaz, jsou za matefské slouCeniny inhibitord NEP a
inhibitord ACE povaZzovany Thiorphan [(DL—(3-merkapto—2-benzylpropanoyl)glycin], poprvé
popsany Roquesem se spoluautory v Nature 288, 286288, 1988 a Kaptopril (Index Merck
vydani XI, ¢. 1773, str. 267).

Dalsi molekuly, majici thiolovou strukturu obdafenou inhibi¢ni aktivitou metalopeptidazy, byly
popsény V literatufe.

N-Merkaptoacylové dipeptidy obdafené aktivitou, inhibujici ECE a konkrétnéji N-merkapto-
acylové derivaty tryptofanu byly popsany S.R. Bertenshawen se spoluautory v Bioorganic and
Medicinal Chemistry Letters 10, 1953—1958, 1993.

Patent US 4 401 677 (E.R. Squibb and Sons, Inc.) popisuje merkaptoalkanoylové aminokyseliny,
obdaiené inhibi¢ni aktivitou enkefalinazy.

Patent US 4 199 512 (E.R. Squibb and Sons, Inc.) popisuje merkaptoalkanoylové aminokyseliny,
obdafené aktivitou inhibujici ACE.

Evropska patentovd piihlaska EP 0 566 157 (Schering Corporation) popisuje N-merkaptoacylové
derivaty alaninu, obdafené aktivitou inhibujici NEP.
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Evropska patentova ptihlaska EP 0 449 523 (E.R. Squibb and Sons, Inc.) popisuje merkapto—
nebo acylthiotrifluoromethylamidy s aktivitou inhibujici NEP.

Evropskd patentova pfihlaska EP 0 524 553 [Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale (INSERM)] popisuje acylmerkaptoalkanoylové dipeptidy, obdafené aktivitou, inhibu-
jici neutralni endopeptidazu a peptidylpeptidizu A.

Mezinarodni patentova ptihlaska WO 93/08162 [Rhone—Poulenc Rorer S.A ~Institut National de
la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM)] popisuje B,B—disubstituované a—merkapto-
methylpropionylamidy, obdafené smésnou inhibi¢ni aktivitou vi¢i ACE/NEP.

Evropska patentova ptihlaska EP 0419327 (Societé Civile Bioproject) popisuje amino-
kyselinové derivaty jako napfiklad N—merkaptoacylové derivity fenylalaninu, histidinu a trypto-
fanu, obdatené aktivitou, inhibujici ACE a enkefalinazu.

a—Merkaptoacyldipeptidy, obdafené aktivitou inhibujici ACE a NEP, jsou popsané rovnéz S.S.
Bhagwatem se spoluautory v Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 7, 735-738, 1995.

V této posledné jmenované praci bylo zjisténo, Ze zatimco piitomnost bifenylmethylové skupiny
udéluje molekuldam s a~merkaptoacyldipeptidovou strukturou zajimavou smésnou inhibi¢ni
aktivitu vzhledem k ACE/NEP, substituce bifenylové skupiny takovymi skupinami jako o— nebo
B-naftyl vyvolava vyznamnou ztratu aktivity. -

Podstata vynalezu

Byly zjistény N—merkaptoacylalaninové derivaty, které jsou obdafené pozoruhodnou aktivitou,
inhibujici enzym konvertujici angiotensin, stejné jako neutralni endopeptidazovy enzym (podvoj-
nou ACE/NEP inhibujici aktivitu), coZ je &ini zvla§té vhodnymi k 1é¢bé kardiovaskularnich
patologii.

Predmétem tohoto vynalezu jsou tedy slouceniny obecného vzorce I

R,

*

R~CH,~CH~CONH-CH-COOR, (1),
CH,-R,

kde
R je merkaptoskupina nebo skupina R4COS, v organismu konvertibilni na merkaptoskupinu;

R; je pfimé nebo vétvena C,—C, alkylova skupina nebo arylova €i arylalkylova skupina s 1 az
6 uhlikovymi atomy v alkylové skuping, v niZ arylem je fenyl nebo péti ¢i SestiClenny aromaticky
heterocyklus s jednim nebo dvéma heteroatomy, zvolenymi z dusiku, kysliku a siry, volitelné
substituovany jednim nebo vice substituenty, totoZnymi nebo odlisnymi, zvolenymi z halogeno-
vych atomii, hydroxyskupin, alkoxylovych skupin, alkylovych skupin, alkylthioskupin, alkyl-
sulfonylovych nebo alkoxykarbonylovych skupin s 1 aZ 6 uhlikovymi atomy v alkylové skupiné,
C,—C; alkylovych skupin obsahujicich jeden &i vice fluoridovych atomd, karboxyskupin, nitro-
skupin, aminovych nebo aminokarbonylovych skupin, acylaminoskupin, aminosulfonylovych
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skupin, mono— ¢&i di-alkylaminovych nebo mono— ¢i dialkylaminokarbonylovych skupin s 1 az
6 uhlikovymi atomy v alkylové skuping;

R, je vodikovy atom, piima nebo vétvena C,—C, alkylova skupina nebo benzylova skupina;

Rs je péti &i SestiCetny aromaticky heterocyklus s jednim nebo dvéma heteroatomy, zvolenymi
z dusiku, kysliku a siry, volitelné substituovany fenylovou skupinou, pficemz jsou fenyl a
heterocyklicka skupina volitelng substituované jednim nebo vice substituenty, totoznymi nebo
odlinymi, zvolenymi z halogenovych atomii, alkylovych skupin, alkoxylovych skupin,
alkylthioskupin nebo alkoxykarbonylovych skupin s 1 az 3 uhlikovymi atomy v alkylové
skuping;

R, je piima nebo vétvena C;~C, alkylova skupina nebo fenylova skupina;

uhlikové atomy oznalené hvézdickou jsou stereogennimi centry (opticky aktivnimi uhlikovymi
atomy);

a jejich farmaceuticky pfijatelné sole;
za predpokladu, Ze R; neni imidazolylovou nebo indolylovou skupinou.

Sloudeniny o vzorci I obsahuji dvé stereogenni centra a mohou tedy existovat ve formé
stereoizomer.

Ptedmétem tohoto vynalezu jsou tedy slouCeniny o vzorci I ve formé stereoizomerni smési, stejné
jako ve formé jednotlivych stereoizomeri.

Sloudeniny o vzorci I, pfedmét tohoto vynalezu, jsou obdafeny podvojnou (dudlni), inhibi¢ni
aktivitou vii¢i ACE/NEP a hodi se k 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni.

Pokud neni uvedeno jinak, je v pfedkladaném vynalezu vyrazem pifimé nebo vétvena alkylova
skupina minén alkyl jako je methyl, ethyl, »—propyl, izopropyl, n-butyl, sekundami butyl,
terciarni butyl, izobutyl, n—pentyl, 2—pentyl, 3-pentyl, izopentyl, terciarni pentyl, »-hexyl a
izohexyl; vyrazem piima nebo vétvena alkoxylova skupina je minéna alkoxylovéa skupina jako
methoxylova, ethoxylova, n—propoxylova a izopropoxylové skupina; vyrazem halogenovy atom
se mini fluorovy, chlorovy, bromovy nebo jodovy atom; vyrazem acyl se mini acylova skupina,
odvozend od alifatické nebo aromatické karboxylové kyseliny jako je kyselina octova,
propionova, maselna a benzoova; vyrazem péti nebo SestiCetny aromaticky heterocyklus s jednim
nebo dvéma heteroatomy, zvolenymi z dusiku, kysliku a siry, se mini skupina jako thiazol,
izoxazol, oxazol, izothiazol, pyrazol, imidazol, thiofen, pyrrol, pyridin, pyrimidin, pyrazin,
pyridazin a furan, voliteln¢ benzokondenzovanou.

Pfiklady farmaceuticky pfijatelnych soli slou¢enin o vzorci I jsou sole s alkalickymi kovy nebo
s kovy alkalickych zemin a sole s farmaceuticky pfijatelnymi organickymi bazemi.

Upfednostiiovanymi sloueninami obecného vzorce 1 jsou sloueniny, kde R; je péti nebo
SestiCetna aromatickd heterocyklicka skupina sjednim nebo dv€ma heteroatomy, zvolenymi
z dusiku, kysliku a siry.

Stéle upfednostiiovangj$imi slouteninami jsou v ramci této téidy slouceniny obecného vzorce I,
kde R, piedstavuje fenylalkylovou skupinu, volitelné substituovanou jednim ¢i vice substituenty,
stejnymi nebo rozdilnymi, zvolenymi z halogenovych atomil, hydroxylovych, alkylovych ¢i
alkoxylovych skupin. '
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Upfednostiiovanymi piiklady farmaceuticky pfijatelnych soli sloucenin o vzorci I jsou sole
s alkalickymi kovy, jako je sodik, lithium a draslik.

Odbornikovi v oboru je ziejmé, Ze slouCeniny o vzorci I, kde R je skupina R4COS, ktera je
v organismu pfeménitelna (konvertibilni) na merkaptoskupinu, stejné jako slouCeniny obecného
vzorce I, kde R, je alkylova nebo benzylova skupina, jsou biologickymi prekurzory (pfedchidci)
odpovidajicich slougenin o vzorci I, kde R je merkaptoskupina (R=SH) anebo R; je vodikovy
atom.

Specifickymi piiklady upfednostiiovanych sloudenin o vzorci I, pfedmétem piedkladaného
vynalezu, jsou:

methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl){(2-thienyl)alaninu;
methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)—(4-thiazolyl)alaninu;
methylester N—(3—fenylkarbonylthio-2—fenylmethylpropionyl)~(2—pyridyl)alaninu;
methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)-(3—pyridyl)alaninu;
methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)-(2—furyl)alaninu;
N—(2—fenylmethyl-3—-merkaptopropionyl)}—(2—thienyl)alanin;
N—(2—fenylmethyl-3—merkaptopropionyl)—(4-thiazolyl)alanin;
N—(2—fenylmethyl-3-merkaptopropionyl)~(2—pyridyl)alanin;
N—(2-fenylmethyl-3—-merkaptopropionyl)}—(3—pyridyl)alanin;
N—(2-fenylmethyl-3-merkaptopropionyl)}«(2—furyl)alanin.

Vyroba slouenin obecného vzorce I, pfedmétu predkladaného vynalezu, se provadi syntetickym
postupem, pii némZ se ponecha reagovat sloucenina o vzorci I

Ry
R-~CH,~CH-COOH (I1),
w
kde
R a Ry maji diive uvedené vyznamy;
a alaninovy derivat o vzorci I1I
*
H,N-CH-COOR, {III),

kde R, a R; maji diive uvedené vyznamy.
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Kondenzaéni reakce se provadi béznymi postupy, uzivanymi v chemii peptidii.

Pfed provedenim reakce je vhodné diikladné chranit volitelné funk¢ni skupiny, které by s reakci
mohly interferovat.

Volitelna ochrana se provadi b&znymi postupy. Sloudeniny, kde R je skupina R,COS, jsou tedy
s vyhodou uZivany jako meziprodukty o vzorci I, ¢imz se ziskavaji odpovidajici slouceniny
obecného vzorce I, kde R=R4COS, z nichZ lze hydrolyzou ziskat slou¢eniny obecného vzorce 1,
kde R=SH.

Stanoveni uZiteSnosti volitelné ochrany a vybéru typu piijaté ochrany v zavislosti na reakci ktera
ma probshnout a s ohledem na funkéni skupiny, které maji byt chranény, patii k normalnim
znalostem odbornika v oboru.

Odstranéni volitelnych ochrannych skupin se provadi b&znymi postupy.

Jako obecny odkaz k uzivani ochrannych skupin v organické chemii viz publikace Theodory W.
Greene a Patera G. M. Wutse ,,Protective Groups in Organic Synthesis“, vyd. John Wiley and
Sons, Inc, druhé vydani, 1991.

Sloudeniny o vzorcich II a III jsou zndmé nebo se snadno pfipravuji béZnymi metodami.

Jako ptiklad, sloudeniny o vzorci II mohou byt pfipraveny podle popisu v britském patentu
GB 1576161 firmy E.R. Squibb and Sons Inc.

Sloudeniny obecného vzorce I ve formé jednotlivych stereoizomert se pfipravuji stereoselektivni
syntézou nebo separaci smési stereoizomeri za pouZiti béZnych postupil.

BéZnymi postupy se provadi rovnéZ ptiprava soli sloucenin o vzorci I, pfedmétu predkladaného
vynalezu.

Slougeniny obecného vzorce I, pfedmét predkladaného vynalezu, jsou obdafeny dudlni aktivitou
inhibujici ACE i NEP a jsou vhodné k 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni.

Inhibi¢ni aktivita slouéenin o vzorci I byla stanovena pomoci testli v uspotradani in vitro.

Konkrétng byla inhibiéni aktivita sloudenin o vzorci I stanovena ve srovnani s diive zminénymi
latkami Thiorphan a Kaptopril.

Inhibi&ni aktivita sloucenin obecného vzorce I v podminkach in vitro, vyjadren4 hodnotou ICsy,
je farmakologicky vyznamna v tom, Ze se pohybuje v nanomolarnich koncentracich. Uvedena
aktivita je srovnatelna s aktivitou Kaptoprilu pokud jde o inhibi¢ni aktivitu ACE a s aktivitou
Thiorphanu, pokud jde o inhibi¢ni aktivitu NEP.

Pro praktické 1é¢ebné pouziti mohou byt slouc¢eniny obecného vzorce I formovéany do pevnych
nebo kapalnych farmaceutickych prostiedkii, vhodnych k oralnimu nebo parenterdlnimu poda-
vani.

Farmaceutické prostiedky, obsahujici terapeuticky G¢inné mnoZzstvi slouceniny obecného vzorce
I ve smési s nosiem pro farmaceutické pouZiti jsou proto dal$im pfedmétem predkladaného
vynalezu.
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Specifickymi pitiklady farmaceutickych prostfedkd podle predkladaného vynalezu jsou tablety,
potahové tablety, kapsle, granulaty, roztoky a suspenze, vhodné k ordlnimu podavani a roztoky a
suspenze vhodné k parenteralnimu podavani.

Farmaceutické prostiedky, pfedmét pfedkladaného vynalezu, se pfipravuji béznymi postupy.
Denni davka slouéeniny obecného vzorce I nebo odpovidajici latky, z niz vznika, bude zaviset na
vice faktorech, jako je zdvaZnost onemocnéni, individudln{ citlivost pacienta nebo druh prostied-
ku, ale obvykle se pohybuje mezi 0,1 mg a 10 mg na kilogram télesné hmotnosti a je rozd€luje se
do 1 davky nebo do vice davek podavanych v jednom dni.

K dokresleni pfedkladaného vynalezu jsou nyni uvedeny nésledujici piiklady.

Pokud neni uvedeno jinak, bleskové chromatografie byly provadény za pouziti silikagelu pro

bleskovou chromatografii od firmy Baker (kod 7024-00).

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Piiprava methylesteru N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)—(4-thiazolyl)-L—
alaninu (slouéeniny I)

Roztok hydroxybenzotriazolu (1,25 g; 9,25 mmol) v tetrahydrofuranu (30 ml) a nasledné roztok
dicyklohexylkarbodiimidu (1,81 g, 9,25 mmol) v methylenchloridu (10 ml) byly pfi 0°C a za
michani pfidany ke smési, tvofené kyselinou 3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionovou
(2,78 g; 9,25 mmol), methylesterem (4-thiazolyl)-L-alaninu (2,40 g; 9,25 mmol), ziskanym
plsobenim methanolu a thionylchloridu na methylester N—zerc-butoxykarbonyl-(4—thiazolyl)-
L-alaninu (od firmy Sinthetech Inc., Oregon), triethylaminem (2,58 ml; 18,5 mmol) v tetra-
hydrofuranu (25 ml) a methylenchloridem (40 ml).

Reakéni smés byla udrZovéna za michani pfi teplot€ mistnosti po dobu 20 hodin, poté byla
odfiltrovéana dicyklohexylmo&ovina a rozpoustédlo bylo odpafeno za sniZzeného tlaku. Zbytek byl
shrom4zdén za pomoci ethylacetatu a roztok byl promyt vodnym roztokem 20% chloridu
sodného, 5% hydrogenuhligitanu sodného a opét 20% roztokem chloridu sodného.

Po oddéleni fazi a odpafeni organické faze byla vysledna pevna latka ¢isténa bleskovou chroma-
tografii (silikagel, eluent ethylacetat:hexan v poméru 1:1, tlak dusiku 0,01 MPa), poskytujici tak
jako olejovity produkt methylester N-(3-fenylkarbonylthio-2—fenylmethylpropionyl)—(4—
thiazolyl)-L—alaninu (3,85 g; 88% vytézek).

Pozadovany produkt byl pisobenim ethyletheru a hexanu na olejovity produkt a naslednou
filtraci ziskan jako pevna latka (2,2 g; pomér stereoizomerii 2S:2R= 85:15).

'H-NMR (200 MHz, CDCL): & (ppm): 2,67-3,30 (m, 7H), CH,~CH-CH,, CH,-thiazolyl; 3,6 (s,
3H, OCHy); 4,77-4,89 (m, 1H, CONH-CH); 6,53 (s, 1H, NH); 7,15-7,90 (m, 10H, fenyl); 6,92—
8,51 (m, 2H, thiazolyl).

Z matednych vyluhl byl jako olejovity produkt izolovan dalsi podil slouceniny 1 (1,5 g; stereo-
izomerni pomer 2S:2R = 65:35).
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Analogickym zptsobem byly pfipraveny nasledujici slouceniny:

methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)—(2-thienyl)}-L—alaninu
(sloucenina 2)

teplota tani 68 az 70 °C

TH-NMR (200 MHz, CDCl;): 6 (ppm): 2,65-3,40 (m, 7H), CH,~CH-CH,, CH,—thienyl; 3,61 a
3,62 (2s, 3H, OCH3); 4,70-4,90 (2m, 1H, CONH-CH); 5,85-5,90 a 5,95-6,02 (2m, 1H, NH);
6,60—7,05 (m, 3H, thienyl); 7,10-8,00 (m, 10H, fenyl);

methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)«(2—pyridyl)-L—-alaninu
(sloucenina 3)

teplota tani 84 az 86 °C

'H-NMR (200 MHz, CDCls): & (ppm): 2,70-3,30 (m, 7H CH,~CH-CH,, CHy—pyridyl; 3,59 (s,
3H, OCHs); 4,71-4,92 (m, 1H, CONH-CH); 6,90-8,28 (m, 15H, NH, fenyl, pyridyl).

Ptiklad 2
P¥iprava N—(2—fenylmethyl-3—-merkaptopropionyl)—(4—thiazolyl)}-L—alaninu (slou¢eniny 4)

Methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)~(4-thiazolyl)-L—-alaninu (1,20 g;
2,56 mmol), pfipraveny tak, jak je popsano v Piikladu 1, byl suspendovan v ethanolu (30 ml)
a odplynén probublanim dusikem k odstranéni kysliku.

K suspenzi byl pfi 0 °C po kapkach a pod dusikovou atmosférou pfidan odplynény roztok 1IN
(7,68 ml) hydroxidu sodného.

Reakéni smés byla za michani udrzovana 4 hodiny pfi teploté mistnosti, poté byla ochlazena na
0 °C a okyselena piedem odplynénym roztokem 10% Kyseliny chlorovodikové (5 ml) a vody
(5 ml).

Smés byla za sniZzeného tlaku odpafena do sucha, zbytek byl shromdzdén za pomoci acetonitrilu
a opét odpaten do sucha.

Zbytek, shromazdény za pomoci smési methanol:methylenchlorid (1:1, 15 ml), byl zfiltrovan
k odstranéni anorganickych soli a poté byl roztok za sniZeného tlaku odpafen do sucha.

Zbytek byl nasledné shromazdén za pomoci vody, obsahujici kyselinu chlorovodikovou (20 ml) a
methylenchlorid (20 ml).

Faze byly oddéleny a organicka faze byla za sniZeného tlaku odpafena do sucha, coz poskytlo
zbytek (0,81 g), z néhoZ byl pusobenim terciarniho butyletheru, filtraci a vysuSenim ziskdn N-
(2—fenylmethyl-3—merkaptopropionyl)—(4-thiazolyl}-L—-alanin (0,52 g; 58% vytézek; stereo-
izomernf pomér 2S:2R= 90:10).

teplota tani 145 az 147 °C

'H-NMR (200 MHz, CDCl3): & (ppm): 1,53 (t, 1H, JHH=8,4 Hz, SH); 2,51-2,98 (m, 5H, CHy~
CH-CH,); 3,39-3,51 (ABX, 2H, Jab=14,7 Hz, Jax=3,4 Hz, Jbx=5,9 Hz, CH,-thiazolyl); 4,63—
4,71 (m, 1H, HCOO);, 6,51 (d, 1H, JHH=5,8 Hz, CONH), 7,09-7,30 [m, 6H, fenyl,
CH(thiazolyl)]; 8,85 [d, 1H, JHH=2,0 Hz, CH(thiazolyl)].
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Analogickym zplsobem byly pfipraveny nasledujici slouCeniny:
N—(2-fenylmethyl-3-merkaptopropionyl)—(2-thienyl)-L~alanin (slouCenina 5)

'H-NMR (200 MHz, CDCly): & (ppm): 1,40-1,61 (m, 1H, SH); 2,47-3,46 (m, 7H, CH,~CH-
CH,, CH,-CH-COO0); 4,78-4,91 (m, 1H, CHCOO); 6,00-6,06 (m, 1H, CONH); 6,40-7,33 (m,
8H, aromaticky); 7,50 (bs, 1H, COOH).
N—(2—fenylmethyl-3—-merkaptopropionyl)}—(2—pyridyl}-L-alanin (slouCenina 6)

teplota tani 164 az 166 °C

'H-NMR (200 MHz, DMSO—dg): 8 (ppm): 1,78-1,86 (m, 1H, SH); 2,20-2,89 (m, 5H, CH,~CH-
CH,); 2,95-3,26 (m, 2H, CH,—pyridyl); 4,64—4,75 (m, 1H, COCOO); 8,33 (d, 1H, JHH=3,1 Hz,
NH); 7,10-8,47 (m, 9H, aromaticky); 12,7 (bs, 1H, COOH).

Ptiklad 3

Stanoveni farmakologické aktivity v podminkach in vitro

a) inhibi¢ni aktivity NEP

Inhibi¢ni aktivita NEP byla stanovovéna v membranach kiry ledvin potkana albina, pfipravo-
vanych postupem, popsanym T. Maedou a spoluautory v Biochim. Biophys. Acta 731(1), 115~
120, 1983.

Ledviny byly odejmuty samciim potkana albina druhu Sprague-Dawley, jejichz hmotnost ¢inila
pfiblizn& 300 g a poté byly uchovavény pfi teploté 4 °C.

Ledvinova ktra byla pelivé oddélena, jemné nakrijena a suspendovana Vhomogemzacmm
pufru (10 mmol.I" fosfit sodny o pH 7.4, obsahujici 1 mmol.I" MgCl,, 30 mmol.I" NaCl a
0,02% NaN3) v poméru hmotnosti a objemu 1:15.

Poté byla tkaii za studena 30 sekund homogenizovana za pouZiti homogenizéru Ultra—Turrax.

P¥iblizng 10 ml homogenatu bylo pfevrstveno na 10 ml sacharézy (41% hmotnost/objem) a
odstied’ovano rychlosti 31 200 otigek za minutu (rpm) po dobu 30 minut pfi 4 °C v pevném
uhlovém rotoru.

Membriny byly shromazd&ny zrozhrani pufru a sacharézy, dvakrat promyty 50 mmol.I"
TRIS/HCI pufrem (pH 7,4) a opét suspendovany ve stejném pufru pro skladovani alikvotnich
Casti pii —80 °C az do jejich pouziti.

Inhibi¢ni aktivita NEP byla stanovovéna metodou, popsanou C. Lorensem a spoluautory v Eur. J.

Pharmacol. 69, 113-116, 1981, jak bude uvedeno déle.

Alikvotni &isti membranové suspenze, pfipravené tak, jak bylo popsano dfive (koncentrace
bilkovin Sug/ml) byly preinkubovany v pfitomnosti inhibitoru aminopeptiddzy (Bestatin —
1 mmol.I") po dobu 10 minut pfi teploté 30 °C.

K ziskani koneéného objemu 100 pl byly pfidany [PH][Leu’]-enkefalin (15 nmol.I") a pufr
TRIS/HCI pH 7,4 (50 mmol.1™).
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Enzymov4 reakce byla po 20 minutach inkubace pfi 30 °C zastavena piidavkem 0,1 mol.I'" HCI
(100 pl).

Tvorba metabolitu [*H]Tyr-Gly-Gly byla po oddéleni nezreagovaného substratu chromatografii
na polystyrenovych sloupcich (Porapak Q) kvantifikovana méfenim relativni radioaktivity
pomoci kapalinové scintilace.

Procento inhibice tvorby metabolitu v membranovych preparatech ovlivnénych slouceninou
o vzorci I a srovnavacimi slou¢eninami, vztaZzené k neovlivnénym membranovym preparatim,
bylo vyjad¥eno jako hodnota ICsy (nmol.I™).

b) inhibi¢ni aktivita ACE
Inhibi¢ni aktivita ACE byla stanovovana metodou, popsanou v literatufe B. Holmquistem a

spoluautory v Analytical Biochemistry 95, 540-548, 1979.

50 pmol.I" ACE (250 mU/ml, purifikace: krali¢i plice, EC 3.4.15.1. SIGMA) bylo preinkubo-
vano s 50 pl slouéeniny o vzorci I nebo srovnavaci slouCeniny nebo odpovidajiciho prostedi
v termostatovanych kyvetach pti 37 °C.

Reakce byla zahjena ptidavkem 500 pl 0,8 mmol.I" furylakryloylfenylalanylglycylglycinu
(FAPGG-SIGMA).

Soudasné byla, za pouZiti spektrofotometru Beckman DU-50, vybaveného programem pro
vypolet delta A/minuty a regresnich koeficienti kiivek enzymovych kinekit, spojit€ po dobu
5 minut zaznamenavana absorbance pfi 340 nm.

Procento inhibice v preparatech inkubovanych se slou¢eninami o vzorci I nebo se srovnavacimi
sloudeninami, vztaZené k preparatim, inkubovanym s vehikulem, bylo vyjadfeno jako hodnota
1Cs (nmol.l‘l).

V nasledujici tabulce 1 autofi uvadéji hodnoty ICsp (nmol.I'"), tykajici se aktivity inhibujici NEP
a aktivity inhibujici ACE u sloucenin 4, 5 a 6 a srovnavacich slou¢enin Thiorphanu a Kaptoprilu.

Tabulka 1

Inhibi¢ni aktivita ACE a inhibi¢ni aktivita NEP, vyjadfené jako ICs, (nmolLl?), slougeniny 4,
sloudeniny 5, sloueniny 6, Thiorphanu a Kaptoprilu.

slougenina inhibi¢ni aktivita ACE ICs, (nmol.I") [ inhibi&ni aktivita NEP ICs, (nmol.l")
4 12 4,7
5 6,5 5,5
6 23 7,1

Thiorphan 99 18

Kaptopril 4,6 neaktivni

Udaje uvedené v Tabulce 1 ukazuji, Z¢ slouSeniny obecného vzorce I, pfedmét piedkladaného
vynélezu, jsou obdafeny vyznamnou dudlni inhibi¢ni aktivitou ACE/NEP. Uvedena aktivita je
vysledné srovnatelna s aktivitou Kaptoprilu, pokud jde o aktivitu inhibujici ACE, a s aktivitou
Thiorphanu, pokud jde o aktivitu inhibujici NEP.
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PATENTOVE NAROKY

1. Thiolova sloudenina o vzorci

R,

l x

R*CHZ—C’I,’H-CONH-CH-COORZ (1)

CH2~R3

kde
R je merkaptoskupina nebo skupina R4COS,

R; je pfima nebo vétvenid C,—C, alkylova skupina nebo arylova €i arylalkylova skupina s 1 az
6 uhlikovymi atomy v alkylové skupiné, v niz arylem je fenyl nebo péti i Sesti¢lenny aromaticky
heterocykl s jednim nebo dvéma heteroatomy, zvolenymi z dusiku, kysliku a siry, volitelné
substituovany jednim nebo vice substituenty, totoZznymi nebo odli$nymi, zvolenymi z haloge-
novych atomu, hydroxyskupin, alkoxylovych skupin, alkylovych skupin, alkylthioskupin, alkyl-
sulfonylovych nebo alkoxykarbonylovych skupin s 1 aZ 6 uhlikovymi atomy v alkylové skupiné,
C,—C; alkylovych skupin obsahujicich jeden ¢i vice fluoridovych atomi, karboxyskupin,
nitroskupin, aminovych nebo aminokarbonylovych skupin, acylaminoskupin, kde acylova
skupina je odvozena od karboxylové kyseliny, zvolené ze skupiny, sestavajici z kyseliny octové,
propionové, maselné a benzoové, aminosulfonylovych skupin, mono- &i dialkylaminovych nebo
mono-— ¢&i dialkylaminokarbonylovych skupin s 1 aZ 6 uhlikovymi atomy v alkylové skuping;

R, je vodikovy atom, pfima nebo vétvena C,—C, alkylova skupina nebo benzylova skupina;

R je péti &i SestiCetny aromaticky heterocyklus s jednim nebo dvéma heteroatomy, zvolenymi
z dusiku, kysliku a siry, volitelné substituovany fenylovou skupinou, pfi¢emz fenyl a hetero-
cyklicka skupina jsou volitelné substituované jednim nebo vice substituenty, totoZnymi nebo
odli$nymi, zvolenymi z halogenovych atomi, alkylovych skupin, alkoxylovych skupin, alkyl-
thioskupin nebo alkoxykarbonylovych skupin s 1 aZ 3 uhlikovymi atomy v alkylové skupiné;

R4 je piimé nebo vétvena C,~C, alkylova skupina nebo fenylova skupina;

uhlikové atomy oznagené hvézdickou jsou stereogennimi centry;

a jeji farmaceuticky piijatelné sole;

za predpokladu, Ze R; neni imidazolylovou nebo indolylovou skupinou.

2. Thiolova sloudenina podle naroku 1 obecného vzorce I, kde R; je péti &i SestiCetny
aromaticky heterocykl s jednim nebo dvéma heteroatomy, zvolenymi z dusiku, kysliku a siry.

3. Thiolova sloucenina podle naroku 2 obecného vzorce I, kde R, je fenylalkylova skupina,

voliteln¢ substituovand jednim nebo vice substituenty, totoZnymi nebo odliSnymi, zvolenymi
z halogenovych atomi, hydroxylovych, alkylovych skupin nebo alkoxylovych skupin.

-10-
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4. Thiolova sloucenina podle naroku 1 obecného vzorce I ve formé sole s alkalickym kovem,
zvolenym ze sodiku, lithia a drasliku.

5. Zpisob vyroby thiolové slouceniny obecného vzorce I podle naroku 1, vyznadujici
se tim, Ze senechareagovatsloucenina o vzorci Il

Rl
R~CH,~CH-COOH (11),
*

kde
R a Ry maji vyznamy, uvedené v naroku 1;
a alaninovy derivat o vzorci III

*

H,N-CH-COOR, (II1),

kde R; a R; maji vyznamy, uvedené v naroku 1.

6. Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky u¢inné
mnoZstvi slouCeniny obecného vzorce 1 podle naroku 1, ve smési s nosiem pro farmaceutické
pouZiti.

7. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 6 pro lé€bu kardiovaskularnich onemocnéni.

8. Pouziti slou€eniny podle néroku 1 k vyrobé 1é¢iva pro 1é¢bu kardiovaskularnich onemocné-
ni.

9. Methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)}—(4—thiazolyl)alaninu.
10. Methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)~(2-thienyl)alaninu.

11. Methylester N—(3—fenylkarbonylthio—2—fenylmethylpropionyl)~(2-pyridyl)alaninu.

12. N—(2-fenylmethyl-3—merkaptopropionyl)-(4—thiazolyl)alanin.

13. N—(2—-fenylmethyl-3—merkaptopropionyl)—(2—thienyl)alanin.

14. N-(2—-fenylmethyl-3—merkaptopropionyl)—(2~pyridyl)alanin.

Konec dokumentu
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