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Phenylalaninderivater med formlen
R2-Y-X-NH-CH-COCH 1
/2
CH2 ¢ ‘EZ
Rl

hvor Rl er et hydrogen- eller et fluoratom, en nitro- eller en
hydroxvlgruppe, der eventuelt er beskyttet af en esterificeren-
de gruppe, X er CO eller 502, -y- er en lige binding, en lave-

re alkylengruppe, en eventuelt substitueret vinylengruppe eller
en gruppe med formlen -CHZ—O- eller ~0-CH,, R” er e;‘eventuelt
gubstitueret phenyl- eller naphthylgruppe, eller -R°-Y-CO- er

en N—benzyloxycarbonylphenylalanyl-, N-benzyloxycarbonyl-A-fluor-
phenylalanyl- eller N-(m-methoxycinnamoyl)phenylalanylgruppe,
eller disses jkke-toksiske salte fremstilles ved forskellige
fremgangsmbder.

Forbindelserne med formlen 1 kan sammen med et lage-
middel anvendes som absorptionsaktivatorer, {sar til oral eller
rectal indgivelse af insulin, idet de ikke blot fremmer dettes
absorption, men ogsd inhiberer nedbrydningen af jnsulinet i nar-
ver af tryosin og chymotrypsin.
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Den foreliggende opfindelse angdr hidtil ukendte
phenylalaninderivater samt ikke-toksiske salte deraf, der kan
anvendes som absorptionsfremmende midler (ved oral eller
rectal indgivelse) i insulinpraparater.

Phenylalaninderivaterne ifelge opfindelsen har den

almene formel

R2-Y-CO-NH-CH-COOH
IH (1)
C -—
2 o1

i hvilken RI er et hydrogenatom, en nitrogruppe, en hy-
droxylgruppe eller en benzyloxycarbonyloxy-
gruppe,

-Y - er en binding, en lavere alkylengruppe, en
vinylengruppe eller en gruppe med formlen
-CH,-0- eller -0-CHz-, o9

R2 er en eventuelt med et chloratom, en nitro-
gruppe eller en methoxygruppe substitueret
phenyl- eller naphthylgruppe,
eller -R2-Y-CO- er en N-benzyloxycarbonyl-
phenylalanyl-, N-benzyloxycarbonyl-4-fluor-
phenylalanyl- eller N- (m-methoxycinnamoyl) -
phenylalanylgruppe, 09 opfindelsen angar
ogs& de ikke-toksiske salte deraf.

Forbindelserne med formlen I er enestdende derved,
at de kan anvendes som insulinabsorptionsaktivatorer. Phenyl-
alanin i sig selv eller N-acetylphenylalanin eller lavere
alkylestere eller amider af syrerne med formlen I kan ikke
anvendes som absorptionsaktivatorer. Forbindelserne med
formlen I har asymmetriske carbonatomer og kan derfor fore-
ligge i D-form, L-form eller DL-form, afhangigt af substitu-
enternes sarlige kombination. Phenylalaninderivaterne ifelge
den foreliggende opfindelse er hidtil ukendte og Xan frem-
stilles ved gangse N-acyleringsmetoder.
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Phenylalaninderivaterne ifelge opfindelsen kan fore-
ligge i form af et salt sdscm et metalsalt, f.eks. natrium-
kalium-, lithium- og calciumsalte, og som et salt med en
organisk base, ndr disse er farmaceutisk acceptable. Som
organiske baser kan der anvendes aminer s&som ammoniak (am-
moniumsalt), dicyclohexylamin og N-methyl-D-glucamin og
basiske aminosyrer sdsom lysin og arginin.

Phenylalaninderivaterne ifelge opfindelsen indgives
oralt eller rectalt sammen med insulinet. Ikke blot fremmes
absorptionen af insulin, men ogs& nedbrydningen af insulin
i narver af trypsin og chymotrypsin inhiberes.

Iszr er oral eller rectal indgivelse af insulin ved
behandling af diabetes mellitus endnu ikke klinisk anerkendt,
og udviklingen af en insulin-absorptionspromotor, der frem-
byder langvarig og bekvem anvendelse til mennesker, udger
et stort behov.

Phenylalaninderivaterne ifelge opfindelsen kan anven-
des i en mangde i intervallet fra 0,1 til 2000 mg, fortrins-
vis 0,2 til 500 mg, til 25 enheder insulin.

Absorptionspromotoren kan indgives i sammensat form
med insulinet.

Med hensyn til przparatformen kan phenylalaninderiva-
tet anvendes ved at sammensaztte det til et przparat sdsom
tabletter, kapsler samt eliksirer i form af oplesninger og
suspensioner etc.

Phenylalaninderivatet og insulinet kan indgives til
en patient med behov for en s&dan behandling (mennesker) i
et dosisinterval fra 0,1 til 1000 mg pr. patient almindelig-
vis flere gange daglig, dvs. en samlet daglig dosis p& 0,2
til 2000 mg. Dosis varierer alt efter sygdommens svarheds-
grad, patientens legemsvagt og andre faktorer, der vil blive
taget i betragtning af fagmanden.

De ovennavnte typiske prazparatkombinationer sammen-
szttes til farmaceutiske midler som anfert nedenfor. Ca.
0,2-500 mg phenylalaninderivat og insulin blandes i enheds-
doseringsformer, der er almindelig anerkendt eller pékravet
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inden for farmaceutisk praksis sammen med farmaceutisk ac-
ceptable barestoffer, excipienser, bindemidler, antiseptiske
midler, stabilisatorer, smagsstoffer etc. Mazngden af hvert
aktivt stof i disse sammensztninger eller prazparater er
afpasset sdledes, at de giver en passende dosis inden for
det foreskrevne interval.

Szrlige materialer, der kan inkorporeres i tabletter,
kapsler m.m., er felgende: et bindemiddel sdsom traganth,
gummi arabicum, majsstivelse og gelatine; et excipiens sasom
mikrokrystallinsk cellulose; et kvaldningsmiddel sdsom majs-
stivelse, prazgelatineret stivelse og argininsyre; et smere-
middel sisom magnesiumstearat; et sedemiddel sdsom saccharo-
se, lactose og saccharin; et smagsstof sdsom pebermynte,
olie fra Gaultheria adenothrix max. og kirsebzr. Enterisk
overtrzk kan anvendes med fordel, f.eks. hydroxyphenylmethyl-
cellulose i 8%'s. vandig oplesning som praz-overtrzk som un-
derbelazgning og hydroxypropylmethylcellulosephthalat (10%)
og triacetin (3%) i vandig oplesning som overtrzksmiddel.
Nir enhedsdoseringsformen er en kapsel, kan der endvidere
inkorporeres et flydende bzrestof slsom fed olie i den oven-
nevnte type materialer. Der kan forekomme forskellige andre
materialer som overtrzksmateriale eller med henblik pd at
variere enhedsdoseringsformernes fysiske form ifelge andre
metoder. S&ledes kan tabletter overtrzkkes med shellak og/el-
ler sukker. Sirupper eller eliksirer kan indeholde aktive
forbindelser, saccharose som sodemiddel, methyl- og propyl-
paraben som konserveringsmiddel, et farvestof, et smagsstof
sdsom kirsebazrsmag eller appelsinsmag.

Konserveringsmidler kan sammenszttes ifelge sadvanlig
praksis ved fremstilling af farmaceutiske doseringsformer,
ved hvilken et aktivt stof opleses eller suspenderes i et
bzrestof sdsom vand.

En puffer, et konserveringsmiddel og et antioxida-
tionsmiddel kan yderligere inkorporeres efter behov.

opfindelsen vil i det felgende blive narmere forklaret
ved hjzlp af eksempler.
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Eksempel 1

rremstilling af "s-6",

@V\ﬁf@m

HO,C 2

21 g 4-nitro-L-phenylalanin oplgses i 10 ml 10%'s
NavH, og der tilsattes skiftevis 1,7 g ethyletheroplgsning af
phenoxyacetyichiorid og en vanaig Na2003-opl¢sning fremstil-
lev af 2,7 g NaZCO3 og 25 ml vand portionsvis under omrgring
veda stuetemperatur 1 lgpet af 20 minutter. Dererter omrgres
blanaingen ved stuetemperatur 1 3 timer og syrnes aerefter
med fortyndet saltsyre tii faidning af krystalier. Krystal-
lerne filtreres, vaskes med vana og omkrystaliriseres ud fra
dioxan, hvorved fas 2,4 g N-pnenoxyacectyl-4-nitro-L-phenyl-
alanin som ndie med et smeltepunkt pa 147°c.

Analyse: Beregnet: C 5vy,3u, H 4,65, N &,14.
Funaet: C 59,47, n 4,51, N 8,03.



10

15

20

25

30

35

DK 170855 B1

Eksempel 2
Fremstiiling at "s-8",
O
H
25 g 4-phenylsmgrsyre oplgses 1 50U ml chlorotrorm,
og hertii sattes 17,3 g n-hydroxysuccinimia. Der tilsattes
portionsvis 31 g N,N'-cdicyclohexylcarpodiimid under isafke¢ling
og omrg¢ring. Blandingen omrgres i én time under afkgling og
derefter 1 7 timer ved stuetemperatur. Efter tilsatning af 10
ml iseddike omrg¢res biandingen i én time, det uoplgselige ma-
teriale fjernes ved filtrering, og filtratet inddampes til
t¢rhed under tormindsket tryk. Remanensen omkrystalliseres
ud fra ethylacetat, hvorved f&s 35 g 4-phenylsmgrsyre-N-hy-
droxXysuccinimidester med et smeltepunkt pé 82°C.
13 g af ovennavnte ester oplgses i 200 ml chloroform
Denne oplgsning dryppes til en oplgsning bestéende af 16,5
g L-phenylalanin og 15,9 g Na2C03 i 150 ml vand, idet der om-
rpres ved stuetemperatur. Herefter omrgres blandingen i 7
timer, og det uoplgselige materiale, der opstér, tjernes ved
filtrering. Filtratet syrnes til pH 1,0 med 6N saltsyre. De
udfzldede krystailer fiitreres, vaskes med vand og omkrystalli-
seres ud fra v0%'s vandig methano., hvorved cer rés 11,2 g
N- (4-pnenylbutyroyl)-L-phenylalanin med et smeltepunkt pa 178°c.
analyse: Beregnet: C /3,28, H 6,79, N 4,49.
Fundet: C 73,24, H 6,94, N 4,46.
J26
v

Optisk drejning: [a = +d,33o {c = 1, acetone).

P& samme made som beskrevet ovenfor fremstilles f¢l-
gende produkter, hvis strukturformler fremgar af den fglgende
tabel II.



10

15

20

25

30

35

DK 170855 B1

6

Pro-

dukt Molekylformel Smp. °c Optisk drejning

3u o _

S-24 C,gH, (CINO, 155-158 [a]3 -31,02° (c=1, meOH)
25 n 157-159 [a]i? +31,20° (c=1, MeOH)
27 C..H .NO 135-140 [a122 =35,39° (c=1, McOH)

19H,9N0; D ' ’
30 2. _H. F.NO 158-160 2122 -19,10° (c=1, MeOH)
~19H) gF3NCy D ' '
31 C,.H. FNO 145-148 [a129 -50,98° (c=1, MeOH)
1881 6FNO; D ' '
36 C,.H. F.NO 157-160 (0129 +19,03° (c=1, MeOH)
1981673803 D ’
Eksemgel 3
Fremstilling af "S-11" O CO,H

CONERE

0,1 mol L-phenylalanin oplgses i 50 ml 2N NaOH, og
hertil sattes 20 ml ethylether. Til blandingen s®ttes under
kraftig omrgring og isafke¢ling det gnskede naphthoxyacetylchlorid
(0,1 mol) og 100 ml 2N NaOH i sm3 portioner. Blandingen omrg-
res i 3 timer ved stuetemperatur og vaskes eén gang med ethyl-
ether. Det vandige lag indstilles til PH 2 med 4N saltsyre
til udfzldning af ra krystaller. Krystallerne anbringes pd fil-
trerpapir, t¢rres og omkrystalliseres ud fra ethylacetat/petro-
leumether. Forbindelse "S-12" fremstilles p& samme mide. De
opndede resultater er som fglger:

Tabel T
Smeltep. [a]%f Udbytte af
Produkt (°c) (c=1, me-'= renset krystal
thanol) (%)
N-[(l-naphthoxy)acetyl]-L- 137-142 -10,6° 33
phenylalanin (S-11)
N- [ (2-naphthoxy) acetyl]-L- 173-176 +25,1° 36

phenylalanin (S-12)
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Eksempel 4

Fremstilling af "S-21", Z-PheL-PheD,

hvor Z betegner en benzyloxycarbonylgruppe.

17,3 g D-phenylalanin og 17,6 g NaHCO3 settes til
150 ml wvand.

27,7 g N-benzyloxycarbonyl—L—phenylalanin—N—hydroxy-
succinimidester oplgses i 150 ml tetrahydrofuran, og den sdle-
des fremstillede oplgsning sazttes til ovennzvnte vandige op-
l¢sning ved stuetemperatur. Blandingen far lov at reagere nat-
ten over. Til reaktionsoplgsningen s&ttes 200 ml vand, og
derefter indstilles den vandige fase pd pH 2 med afkglet 4N
saltsyre. Det ¢nskede produkt ekstraheres med 500 ml ethylace-
tat. Det organiske lag vaskes med 1N saltsyre og mettet van-
dig NaCl-oplgsning i navnte rzkkefglge og tgrres over vandfrit
magnesiumsulfat. Oplgsningen inddampes til tgrhed under for-
mindsket tryk. Den slledes fremstillede remanens, der vejer
28,0 g, omkrystalliseres fra ethylacetat/n-hexan, hvorved

defds 20,3 g af det ¢gnskede produkt, svarende til et udbytte
péd 65%.

P& samme mide som beskrevet ovenfor f&s forbindelser-
ne "S-22", "S-23" og S$-32". Strukturformlerne fremgdr af den
fglgende tabel II.

Pro~

dukt Molekylformel smp. (°C) Optisk drejning

S-21 C,gHy(N,0f 119-125 ta)}) = -34,2° (c=1, EtOH)
$-22 C, H, FN,0, 158-163 (a1 = +13,9° (c=1, EtOH)
§-23 C, H,FN,0, 133-135 (@12} = -19,5° (c=1, EtoH)
5-32 C,gH,gN,0c 189-191 (@22 = -24,0° (c=1, DNF

De omhandlede forbindelser vil nedenfor blive beskre-
vet mere detaljeret under henvisning til eksempier og laborato-

rieprgver.
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Eksempler og laboratorieprgver
De i tabel II anfgrte prgver af absorptionsak*iva=-
toren oplgses eller suspenderes i 0,5%'s CMC-0,05 moler tris-

-HCl-puffere (pH 7,8), og opl@gsningerne eller suspensionerne
blandes med vandig insulinoplgsning. ICR-CD-1 hunmus, der er
5-7 uger gamle, indgives oralt forud bestemt m@ngder af blan-
dingerne. Efter et i forvedjen bestemt tidsrum m&les den pro-
centvise nedgang i blodglucose og graden af forpgelse af blod-
insulin sammenlignet med kontrolgruppen. Resultaterne er vist
tabel II. Symbolet "Z" i strukturformlerne i tabellen repra-
senterer en benzyloxycarbonylgruppe. De gverste tal i kolon-
nerne "effektivitet" angiver den procentvise nedgang i blod-
glucose og de nederste tal i parentes viser graden af forggel-
se af blodinsulin.

i
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Nedenfor navnes de forbindelser, der svarer til de

II navnte betegnelser:

S-10:

S-11
S-12
S-13
S-14
S-~15
S-16

s-17:

S-18
S-19
S-20
S-21

S5~22:

S-24

N-[(l-naphthyl)acetyl]—L—phenylalanin
N-[(4-nitrophenoxy)acetyl]-4-nitro-DL-phenylalanin
N-cinnamoyl-L-phenylalanin
N,O—bis-(benzyloxycarbonyl)-L-tyrosin
N-phenoxyacetyl-L-phenylalanin
N-phenoxyacety1-4-nitro-L-pheny1alanin
N—benzyloxycarbonyl—L—phenylalanyl-L-phenylalanin
N-(4-phenylbutyroyl)-L-phenylalanin
N-phenoxyacetyl-D-phenylalanin
N-benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L—tyrosin
N-[(l—naphthoxy)acetyl]-L-phenylalanin
N-[(2-napthoxy)acetyl]-L-phenylalanin
N—[(4-chlorphenoxy)acetyl]-L-phenylalanin
N-benzoyl-L-phenylalanin
N-benzyloxycarbonyl—L—phenylalanin
N-benzyloxycarbonyl-L-tyrosin
N—(4—methoxybenzyloxycarbonyl)—L-phenylalanin
N-benzyloxycarbonyl—D-phenylalanin
N-(4-fluorbenzyloxycarbonyl)-L-phenylalanin
N-benzyloxycarbonyl-D—phenylalanvl-L-phenvlalanin
N—benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl—D—phenylalanin
N-benzyloxycarbonyl-4—fluor—DL—phenylalanyl—L—phe—
nylalanin

: N-benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-4—fluor-DL—phe-

S-25:
S~-26:

S-27
S-28
S-29
S-30
S-31

-
.

.
.

S-32:

S-33

nylalanin
N-(4—chlorcinnamoyl)-L-phenylalanin
N-(4-chlorcinnamoyl)-D-phenylalanin
N—(4-fluorcinnamoyl)-L-phenylalanin
N—(4-methy1cinnamoyl)-L—phenylalanin
N-(4-trifluormethylcinnamoyl)-L-phenylalanin
N—(3-methoxvcinnamoy1)-L—phenylalanin
N—(3—trifluormethylcinnamoyl)-L-phenylalanin
N-(Z-fluorcinnamoyl)—L—phenylalanin
N-(3-methoxycinnamoyl)-L-phenylalanyl-L-phenylalanin
N—(4-toluensulfonyl)—L-phenylalanin
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S-34: N-(4-toluensulfonyl)-DL-phenylalanin

S-35: N-(4-trifluormethylcinnamoyl)-D—phenylalanin
§-36: N-(3-trifluormethylcinnamoyl)-D-phenylalanin

Tabel II viser, hvor effektiv den her omhandlede ab-

sorptionspromotor €I, n&r den indgives oralt, men de samme re-

sultater f&s ved at anvende absorptionspromotoren

ventionelt suppositorium samme med insulin.

som et kon-

Som beskrevet ovenfor er den her omhandlede absorp-

tionspromotor meget anvendelig, fordi den muligggr klinisk in-

sulinterapi ad oral eller parenteral (f.eks. rectal) vej.

Toksicitetsundersggelser af phenvlalaninderivater med oral in-

sul in- forstarkende aktivitet hos CD-1 (ICR}hunmus giver fglgende

resultater

Aminosyrederivatets kemiske struktur

LD50 (mg/kg)

N-phenoxyacetyl-L-phenylalanin

N- (1-Naphthyloxy) acetyl-L~phenylalanin
N- (2-Naphthyloxy)acetyl-L-phenylalanin
N- (4-Chlorphenoxy) acetyl-L-phenylalanin

N-Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanin
N-Benzyloxycarbonyl-D-phenylalanin
N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl—L-phenylalanin
N—Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L—phenylalanin
N-Benzyloxycarbonyl-L—phenylalanyl-L—tyrosin

N-Cinnamoyl-L-phenylalanin

Phenylalaninderivaterne er suspenderet i 0,5% CMC.

>4000
>4000
>4000
23500

~2750
24000

750
>3000
>3000

>2500
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Praparateksempel
Tablet

Svineinsulin (0,577 g, 15.000 IE, Zn-indhold 0,5%)
oplgses i 30 ml O,05N HCl, og den sdledes fremstillede oplgs-
ning fortyndes med 30 ml destilleret vand.

6 g forbindelse "S-27" oplgses i 200 ml 0,1N NaOH,
og pH-vaerdien indstilles til 7,5 ved tilsatqing af 0,1N HC1l.
Oplgsningen fortyndes med phosphatpuffer (0,02 molar, pH 7,5)
indtil et volumen p& 600 ml.

Den ovenfor fremstillede insulinoplg¢sning dryppes
til S-27-oplgsningen ved 20°C under kraftig omrgring, og opl@s-
ningen indstilles pa& pH 7,5 og frysetgrres umiddelbart derefter.

Der fremstilles tabletter indeholdende 25 mg af det
frysetgrrede materiale, pragelatineret med 82 mg stivelse, 82
mg mikrokrystallinsk cellulose og 1 mg magnesium stearat.

Enterisk overtrukne tabletter fremstilles ved gana-
se metoder ved anvendelse af en 8%'s vandig hydroxyphenylmethyl-
celluloseoplgsning som pra-overtrakningsmiddel berecnet som un-
derlag og en vandig oplgsning med 10% hydroxypropylmethylcellu-
losephthalat og 3% polyacetyne som overtrazkningsmiddel.

Kapsel

Til 250 ml iseddike sa@ttes 30 g forbindelse S$-22,
der oplgses ved opvarmning. Der tilszttes 2 g svineinsulin
(52.200 IE, Zn-indhold 0,5%) i smd portioner til ovennavnte
oplgsning, der er afkglet ved 20°C under omrgring, og insulinet
oplgses- Eddikesyren afdestilleres fra oplgsningen ved formind-
sket tryk ved samme temperatur.

Til den sdledes opndede faste remanens s&ttes 100
ml n-hexan, og den faste remanens pulveriseres og sigtes, og det
tilbageholdte materiale vaskes med n-hexan. n-Hexanen, der
fastholdes p& pulveret, afdampes under formindsket tryk. Pul-
veret tg¢rres under formindsket tryk i nerver af fast NaOH.

Der fremstilles kapsler med tgrt materiale indeholden-
de 50 mg/kapsel aktivt stof.

Ovennavnte pulver 50 mg
Lactose 149 mg
Magnesiumstearat 1l mg

pr. kapsel 200 mg
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Pulveret findeles til pulver, der passerer en sigte
nr. 60.

Lactose og magnesiumstearat passeres gennem en sigte-
klede nr. 60, s& at det falder ned pd ovennavnte pulver og blan-
des omhyggeligt dermed. Blandingen pakkes i t¢rre gelatinekap-

sler nr. 1.
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PATENTEXKRAV

Phenylalaninderivater, k end e t e gnet ved,
at de har den almene formel

i hvilken R1

R2-Y-CO-NH-CH-COOH

|
rl

er et hydrogenatom, en nitrogruppe, en hy-
droxylgruppe eller en benzyloxycarbonyloxy-
gruppe

er en binding, en lavere alkylengruppe, en
vinylengruppe eller en gruppe med formlen
=CHy;-0- eller -0-CH,-, og

er en eventuelt med et chloratom, en nitro-
gruppe eller en methoxygruppe substitueret
phenyl- eller naphthylgruppe,

eller R2-Y-CO er en N-benzyloxycarbonyl-phe-
nylalanyl-, N-benzyloxycarbonyl-4-fluorphenyl-
alanyl- eller N-(m-methoxycinnamoyl)~phenyl-
alanylgruppe,

samt ikke-toksiske salte deraf.
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