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Pfedmétem vyndlezu je zplisob p¥ipravy derivdtd N-substituované aziridin-2~karboxylové
kyseliny obecného vzorce, I

L”z 7 N\ Ry (o,
—N
kde R1
Ry znamend alkoxyskupinu s 1 a% 2 atomy uhliku,
R, znamend hydroxymethylovy, karboxylovy, alkoxykarbonylovy s 1 a% 2 atomy

uhlfku nebo formylovy zbytek, a jejich farmakologicky nez4vadngch solf.

Pfedmétem vyndlezu jsou ddle stereoisomernfi slouleniny, které vznikajf nap¥iklad na z4-
kladé asymetrického atomu uhliku, p¥ifem? Zt&peni stereoisomernich forem se provadi podle
znédmych zplsobd, a déle jejich pouZiti jako imunomodulétory.

Pod alkoxyskupinou s 1 aZ 2 atomy uhlfku se rozumif s vyhodou methoxy- a ethoxyskupina.
Jako alkoxykarbonylové zbytky s 1 aZ 2 atomy uhlfku se rozum{ obzvlAistd methoxykarbonylovy
a ethoxykarbonylovy zbytek. '

Zplisob p¥ipravy sloulenin vzorce I se vyznaduje tim, ¥e se nechd reagovat sloudenina
obecného vzorce II

CH, = C (Hal,) - CN (11),

kde Hal2 znamend chlor nebo brom,
s aminem obecného vzorce III

HaN—CHy (_\ Ry (111),
Y

Ry

kde Ry a R, majil vySe uvedeny vyznam, a potom se ziskané sloudeniny obecného vzorce I pfeméni
na sloudeniny, kde R2 znadi hydroxymethyl a formyl, tim zpisobem, %e se slou&eniny, kde R2
znadi karboxyl, nechajf reagovat s redukénim &¢inidlem jako nap¥iklad borohydridem sodnym a
pfipadné se pfevedou sloueniny obecného vzorce I na farmakologicky nezdvadné soli.

Zpisob pY¥ipravy aziridinovych derivédtil obecného vzorce I je zndmy z literatury (viz nap¥.
Gundermann et al., Chem. Ber. 105, 312 (1972) a Wagner-Jauregg Helv. Chim. Acta 44, 1 237
(1961)). S vyhodou se pouzijf inertni rozpou$t&dla, jako nap¥iklad ether, dioxan, benzen,
toluen, atd., mohou se vSak také pouZit nizké alkoholy jako methanol, ethanol, atd. Reakdni
teplota je v rozmezi 0 aZ 80 0C, s vyhodou se pracuje p¥i teplotd mistnosti. Reakéni doba

je v rozmezi 3 hodin a% 10 dnu.

Dals8i pfeména slouleniny obecného vzorce I na jinou sloudeninu obecného vzorce I se mi¥e

provadét pf¥eménou substituentu R2.

Sloudeniny obecného vzorce I, kde R, znamend hydroxymethylovou skupinu, se mohou p¥ipra-
vit redukci p¥isluné sloufeniny, kde R, je karboxyl, formyl nebo alkoxykarbonyl.

Slouceniny obecného vzorce I, kde R, je karboxyl, se mohou p¥ipravit oxidaci sloudenin
obecného vzorce I, kde R, je hydroxymethyl nebo formyl, nebo zmydeln&nim sloudenin obecného

vzorce I, kde R2 je alkoxykarbonyl.
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Sloudeniny obecného vzorce I, kde R2 znamend alkoxykarbonyl nebo formyl, se mohou proto
také pouZit jako meziprodukty pro p¥ipravu sloulenin obecného vzorce I, kde R, znamend hydroxy-

methylovou nebo karboxylovou skupinu.

P¥em&na sloufenin obecného vzorce I s alkoxykarbonylovou nebo kyanovou skupinou na karb-
oxylovou sloudeninu se zpravidla provdd{ zmydeln&nim podle zplisobu popsaného v literatufe.

P¥emé&na alkoxykarbonylové, formylové nebo karboxylové skupiny na hydroxymethylovou sku-
pinu se s vyhodou provddi hydroboritany, pfilemZ se karboxylovd skupina pfipadn& piedem miZe
aktivovat, nap¥fklad reakci na smésny anhydrid. MiZe se nap¥iklad pouZit hydroboritan lithny,
smés hydroboritan sodny/chlorid lithny, hydroboritan sodny v polyethylenglykolu, smés hydro-
boritan sodny/chlorid hlinity nebo smé&s boran/tetrahydrofuran. Jako rozpoust&dlo se predeviim
pouZiji nizké alkoholy jako methanol nebo ethanol, tetrahydrofuran, diethylenglykoldimethyl-
ether nebo polyethylenglykol. Redukce se provddi v teplotnim rozmezi 0 aZ 60 oC, s vyhodou
20 a# 30 %c.

Oxidace hydroxymethylové nebo formylové skupiny na karboxylovou skupinu se miZe provadét
pomoci dostupnych oxidadnich ¢inidel jako nap¥fklad manganistanu draselného, tetrabutylamonium-
manganistanu, bi's(tetrabuthylamonium) dvojchromanu, peroxidu niklu nebo pyridiniumdvojchromanu.
Jako rozpouité&dlo se pouZije podle oxidalniho ¢inidla voda, halogenované uhlovodiky, ether

nebo dimethylformamid, p¥ifemZ se reakce provddi p¥i teploté v rozmezi 20 aZ 100 °c.

Pro p¥ipravu farmaceutickych pF¥ipravkt s imunomodulaénim d¢inkem se smichaj{ slouleniny
obecného vzorce I zndmym zplsobem s vhodnym farmaceutickym nosifem a vytvaruji se nap¥iklad
jako tablety nebo draZé nebo se suspenduji nebo rozpusti za p¥idavku p¥isluinych pomocnych
l4tek ve vodé& nebo oleji jako nap¥iklad olivovém oleji, a naplni se do tvrdych kapsli.

ProtoZe je G¢innd l&tka v kyselém prost¥edf labilni, opat¥i se p¥ipravek povlakem roz-
pustnym teprve v alkalickém prost¥edf tenkého st¥eva nebo se primichd& p¥isluSny nosi&, jako
nap¥iklad vyE%{ mastnd kyselina nebo karboxymethylceluléza. Jako mastny nosid se mliZe nap¥iklad
uvést Skrob, laktoza, mannit, methylceluloza, talek, vysoko disperzni kyselina k¥emilité4,
vy%e molekuldrnf mastné kyseliny (jako kyselina stearovd), Zelatina, agar-agar, fosforecnan
vépenaty, stearan hoYeénaty, ZivodiZné a rostlinné tuky a mastné vysokomolekuldrni polymery
(jako polyethylenglykoly), p¥ipravky vhodné pro ordlni aplikaci mohou p¥ipadné obsahovat chu~
tové 1l4tky a sladidla.

Jako injek&ni prost¥ed{ se nap¥iklad pouZije voda, kterd obsahuje p¥isady obvyklé u injekC-
nich roztokfi, jako stabilizdtory, &inidla usnadnujici rozpouSténi nebo slab& alkalicky pufr.
Takovou p¥isadou je nap¥iklad dimethylsulfoxid, dimethylformamid, N-methylpyrrolidon, fosforel-
nanovy nebo uhli&itanovy pufr, ethanol, komplexotvornd l&tka (jako kyselina ethylendiamin-
tetraoctovd a jejf netoxické soli), vysoko molekuldrni polymery (jako kapalny polyethylen-

-oxid) k regulaci viskozity.
K lé&enf ohemocnénf{, kterad jsou spojena s oslabenim imunosystému, se pou?iji farmakologicky
G&inné sloueniny obecného vzorce I v jednotlivé dévece 1 aZ 600, s vyhodou 50 aZ 500 mg, pfidem?

se tyto jednotlivé dévky mohou poddvat podle pot¥eby jednou nebo vickrdt za den.

Nédsledujic{ p¥iklady ukazuji ndkteré z &etnych variant zplsobu, které se mohou pouZit

k syntéze sloulenin podle vyndlezu, ani? by byl omezen rozsah vyndlezu.

Struktura viech l4tek popsanych v ndsledujicich p¥ikladech byla potvrzena mikrospalovaci
analyzou, nukledrn® magnetickym rezonamn®nim spektrem a hmotovym spektrem.

p¥riklad 1

5—[(2~kyano—l-aziridinyl)methyi]—6—methoxy~pyridin—2—karboxylové kyselina (sodnéd sul)
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2,33 g (44 mmol) akrylnitrilu se z¥ed{ 1 ml diethyletheru a za mich4n{ a osvitu se p¥ika-
pe 7,05 g {44 mmol) bromu. P¥{leZitostnym ochlazenim se doséhne, Ze vnit¥n{ teplota nepfestou-
pl 40 ©c. Miché se dile 5 minut, zredf se 60 ml methanolu a p¥ikape se roztok 6,55 g (44 mmol)
triethanolaminu v 60 ml methanolu. Po dal3f hodiné& se p¥ikape soulasné roztok 6,55 g (44 mmol)
triethanolaminu v 60 ml methanolu a roztok 8 g (44 mmol) 5-aminomethyl—G—methoxy-pyridin;Z-
~karboxylové kyseliny (t.t. 269 aZ 270 °¢ roz.), v jednom litru methanolu a 200 ml vody. Roz-
tok se nechd stdt 24 hodiny, zahust{ se na rotadnim odpafovédku, vodny roztok se upravi 2 N
kyselinou solnou na pH 4,5 a nepfetrZité& se extrahuje 2 dny methylenchloridem. Methylenchlori-
dov4d féze se suii a zahusti. Ziskd se 4,8 g oleje, ktery se rozpust{ v 50 ml ethanolu. Za
chlazenf{ se p¥id& roztok 440 mg sodiku v 15 ml ethanolu.

Vyloudi se sodnd sul 5-[(2—kyano-l-aziridinyl)methyi]—6—methoxy-pyridin—2-karboxylové
kyseliny, po p¥idavku 100 ml isopropanolu se odsaje, su3i se a promyje se diethyletherem.
zZiskd se 3,7 g (33 % teorie) %¥4dané slouleniny o t.t.: 230 aZ 232 c.

. % methylenchloridového extraktu se mife po oddestilovini methylenchloridu a rozpuStén{
olejovitého zbytku v trofce isopropanolu izolovat diethyletherem 5-[(2-kyano-l-aziridinyl)methyl

OC. .

-6-methoxy-pyridin-2-karboxylovd kyselina o t.t. 96 a% 97
S-aminomethyl-6-methoxy-pyridin-2-karboxylovd kyselina pouZitd jako vychozi litka se
z{iskd ndsledujfcim zpisobem:

3-kyano-2-methoxy-6-methylpyridin se oxiduje manganistanem draselnym ve vodném roztoku
na 5-kyano-6-methoxypyridin-2-karboxylovou kyselinu (t.t.: 235 a% 237 °0). Nésledujici hydro-
genac{i na palladiu na uhli ve sm&si isopropanol/voda/kyselina solnd se ziskd Z&dand sloule-

nina.

Analogickym zpisobem se ziskd reakcf 2-bromakrylnitrilu vzniklého bromacf{ akrylnitrilu
a od&tdpenim bromovodiku s methylesterem 5-aminomethyl-6-methoxy-pyridin-2-karboxylové kyse-
liny (t.t. HCl-soli: 224 aZ 226 0C) methylester 5-[(2-kyano—1—aziridnyl)methyi]-6-methoxy—
-pyridin-2-karboxylové kyseliny; t.t. (z isopropanolu): 156 aZ 158 °c; vytéiek: 57 %.

Methylester 5-aminomethyl-6-methoxy-pyridin-2-karboxylové kyseliny pouZity jako vychozi
latka se p¥ipravi nédsledujicim zpisobem:

5-kyano-6-methoxy-pyridin-2-karboxylové kyselina (jak uvedeno vyZe) se nechd feagovat
v methanolu pomoci trimethylchlorsilanu na methylester 5-kyano-6-methoxy-pyridin-2-karboxylové
kyseliny (t.t.: 124 aZ 125 9C). NAsledujfci hydrogenaci{ v methanolu na palladiu na uhli za
ptitomnosti kyseliny solné se zfskd Z4dand aminomethylovd sloufenina (t.t. HCl-soli: 224 aZ
226 °c. Hydrogena&ni roztok se upravi p¥idavkem nékolika kapek triethanolaminu na pH 7 a pfimo
se pouZije pro nésledujici reakci.

P¥{f{klad 2
1—[(6—hydroxymethyl—2—methoxy-3-pyridinyl)methyi]—2—aziridin—karbonitri1

247 mg (1 mmol) methylesteru 5-[[(2-kyan-l-aziridinyl)methyl]-6-methoxyrpyridin-2-karboxylové
kyseliny (viz pifklad 1) se rozpusti v 10 ml absolutnfho tetrahydrofuranu a k roztoku se pf¥idéd
74 mg (2 mmol) hydroboritanu sodného a 84 mg (2 mmol) chloridu lithného. Po dvandctihodinovém
mich4nf{ p¥i teplotd mistnosti se p¥idé je¥t& jednou stejné mnoZstvi hydroboritanu sodného
a chloridu lithného a po dal¥fch 12 hodindch se p¥id4 5 ml vody. Zahusti se, zbytek se d&
do ethanolu, filtruje se, filtrAt se zahustf, zbytek se d4 do acetonu, filtruje se a zahustl
se. Zbytek se &istf na silikagelovém sloupci (rozpoudt&dlo: aceton/toluen i.v. 1/3; Rf-hod-
nota cca 0,3). Z{sk4 se 120 mg (55 % teorie) %4dané 14tky o t.t.: 68 a% 70 °c.
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P¥{klad 3
5—[}Z-kyano-l-aziridinyl)methyi]-G-ethoxy-pyridin-2—karboxylova kyselina

Analogickym zplisobem, jak je popsdno v p¥ikladu 1, se ziskd reakc{ 2-bromakrylnitrilu
vzniklého bromaci akrylnitrilu a odSt&penim bromovodiku s 5-aminomethyl-6-ethoxy-pyridin-2-
-karboxylovou kyselinou (t.t.; 226 aZ 228 ?C) 5~[]2—kyano—l—aziridinyl)methyi]—G-ethoxy—pyri—
din~2-karboxylovd kyselina (t.t.; 108 aZ 111 °c) v 35% vytézZzku.

S5-aminomethyl-6-ethoxy-pyridin-2-karboxylové kyselina pouZitd jako vychozi 1l4tka se p¥i-
pravi nésledujicim zpusobem:

2-chlor~6-methyl~pyridin-2-karbonitril se nechd reagovat s ethyldtem sodnym v ethanolu
na 2-ethoxy-6-methylpyridin-3-karbonitril (t.t.: 90 aZ 92 OC) a potom se oxiduje manganistanem
draselnym na 5-kyano-6-ethoxy-pyridin-2-karboxylovou kyselinu (t.t.: 185 aZ 190 °cy. Kataly-
tickou hydrogenaci na palladiu na uhlf se potom zi{sk& 5-aminomethyl-6-ethoxy-pyridin-2-karboxy-
lové kyselina.'

P¥iklad 4
5—[(Z—kyano—l-aziridinyl)methyl ~6~methoxy-pyridin-2-karboxaldehyd

2,4 g l—[}6—hydroxymethyl-2—methoxy—3—pyridinyl)methyi]-2-aziridin—karbonitrilu popsaného
v p¥ikladu 2 se rozpusti v 80 ml methylenchloridu a p¥idd se 6 g aktivovaného burelu. Michéd
se 24 hodiny p¥i teplot& mistnosti, p¥idd se je$t& jednou stejné mnoZstvi aktivovaného burelu
a nechd se opé&t 24 hodiny michat p¥i teploté& mistnosti. Potom se odsaje, filtr&t se zahusti
a zbytek se &isti na silikagelovém sloupci (rozpou$tédlo: dioxan/ligroin i.v. 1/3). Frakce
se Z&danou slouleninou se zahusti a zbytek se pfekrystaluje z toluenu.

vgtd¥ek: 1,4 g (59 § teorie), t.t. 104 a¥ 105 °c.
Imunosupresivni Udinek slou&enin podle vyndlezu byl zkouSen v ndsledujicich testech.
V1iv ciamexonu na mistni reakce Graft-versus-Host (GvH) a Host-versus-Graft (HvG) u my$f

1) Ciamexon pusobi jako imunosupresivni farmaceutickd léatka, jak bylo ukd&z&no na zdkladé&
zkuSebniho modelu (viz ddle, tabulka 1), ve kterém byl srovndvan udinek cilamexonu s jiZ zndmym

U¢inkem cyclosporinu.

Mistni GvH- reakce se indukuji injekci 5x106 parentdlnich (Balb/c) slezinnych bunék do
zadni tlapky (C57Bl/6x Balb/c)Fl— u hybridnich my3{. Stejny polet Fy slezinnych bundk se podd
injekci do kontrolni tlapky kontralaterdlni strany. Pro HvG reakce se podd injekci 5‘x106 buné&k
(Balb/c x C 5781/6)Fl— hybridnich my3i do tlapky parentdlnich myS8i (Balb/c). Stejny poclet
Balb/c slezinnych bunék se podd injekci do kontralaterdlni tlapky (kontrola). M&¥eni GvH nebo
HvG reakci se provddi pomoci testu podkolennich lymfatickych uzlin. Po 5 dnech (GvH} nebo
3 dnech (HvG) po injekci bunék se odstrani a zvdZf podkolenni uzliny. Hmotnostnf p¥irtstek
uzlin zkoufené &4sti oproti kontrolni stran& slouZf jako mira reakce GvH/HvG. Zvi¥atim se
podd ordlné ciamexon nebo cyclosporin v denni dévce 0,1 aZ 100 mg/kg. Doba léCeni se po&itd
ode dne injekce buné&k (den 0 ~ doba 0) a% ke dni + 4 (GvH) nebo + 2 (HVG).
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Tabulka 1

Latka Dévka A Hmotnost lymfatickych uzlin
mg/kg ' (mg x 10—1)
GvH HVG
- s - s
X - X -
X X
Kontrola PBS 45,2 8,3 35,5 10,3
Ciamexon 0,1 36,3 6,1 35,5 4,8
1,0 25,7 10,5 21,5
10,0 11,3" 4,1 12,7% 3,1
100,0 3,5% 1,9 7,5% 3,7
Kontrola olivovy olej 36,3 8,5 43,3 9,4
Cyclosporin 0,1 35,7 10,8 36,2 6,0
1,0 17,77 4,2 26,7 11,4
10,0 8,5t 3,8 10,7" 5,7
100,0 2,3% 1,6 2,5% 1,9

+ p = 0,05 (pokusny t-test)

P¥iklad srovndvaciho pokusu ukazuje, %e ciamexon a také cyclosporin z¥eteln& potladujfl .
jak reakci GVH tak také analogicky prov&d&nou reakci HvG.

2) 2-kyan-l-[(2-methoxy—6—karboxypyridin—3-yl)—methyi]aziridin (p¥iklad 1) a 2-kyan-1-
-E(2—methoxy—6-hydroxymethylpyridin-3—yl)methyi]-aziridin (p¥iklad 2) byly zkouSeny za stej-
nych experimentdlnich podminek vzhledem k jejich imunosupresivnimu d&inku ve srovnanf{ s ciame-

xonem. Denni ddvka byla v rozmezi 0,01 aZ 10 mg/kg.

Tabulka 2

Mistn{ reakce Graft-versus-Host

Litka D&vka Hmotnost lymfatick¢ch uzlin

ng/kg (mg x 1071

syngen allogen [S
x s % - % 5%

Kontrola 9,9 0,3 42,6 1,9 32,7 1,8
Ciamexon 0,01 10,9 0, 38,9 3, 28,0 3,3

0,1 9,0 0, 26,400 2,3 17,4 2,1

1,0 9,9 0, 23,6 1,0 13,7 )

10,0 9,9 0, 14,1 0,6 4,2 0,6
2-kyan-1-~
-[(2-methoxy- 0,01 9,5 0,7 27,2 1,1 17,7t )3
-6~karboxypy- 0,1 9,2 0,4 22,2 1,1 13,0" ,1
ridin~3-yl)- 1,0 10,2 0, 24,2 1,3 14,07 1,2
methyl]-azi- 10,0 10,2 0, 0,9 11,4 0.6

ridin

21,6



7 256395

pokraovani tabulky 2

Latka Davka Hmotnost lymfatickych uzlin

mg/kg (mg x 107%) .

syngen allogen [S
x 5 x 53 x sz

2-kyan-1- 0,01 10,7 0,6 29,1 1,3 18,17 1,2
-[ (2-methoxy-~ 0,1 9,6 0,5 21,9 1,1 12,2Y 0,9
-6-hydroxyme~ 1,0 10,5 0,5 21,5 i,0 ¢ 11,0+ .8
thylpyridin- 10,0 11,0 0,4 20,9 1,0 9,9 0,9
-3—y1)methy£]-
aziridin

+ p=< 0,05 pokusny t-test
Srovndni (tabulka 2) ukazuje, Ze 2—kyan-1—[(2—methoxy-6—karboxypypridin-3-yl)—methyi]—

~aziridin a 2—kyan—1—[(2—methoxy—6-hydroxy-methylpyridin—3—yl)—methyg-aziridin maji 10ndsobné

vy8§8{i Gdfinek neZ ciamexon.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob pfipravy derivdtd N-substituované aziridin-2-karboxylové kyseliny obecného vzor-

ce I
\Wane
|
cH—( N)—n,
(n),
Rq
kde
Ry znamend alkoxyskupinu s 1 aZ 2 atomy uhliku,
R, znamend hydroxymethylovy, karboxylovy, alkoxykarbonylovy s 1 a¥ 2 atomy uhliku

nebo formylovy zbytek, a jejich farmakologicky nezdvadnych soli,
vyznaCeny tim, Ze se nechd reagovat sloudenina obecného vzorce II

CH, = C (Halz)- CN (11),

2
kde Hal2 znamend chlor nebo brom,

s aminem obecného vzorce III

HyN—CHy—( \)—R,
(I11),
Rq
kde Ry a R, maji{ vySe uvedeny vyznam, a potom se ziskané sloudeniny obecného vzorce I prem&ni
na sloudeniny, kde R, zna&{ hydroxymethyl a formyl, tim zpisobem, Ze se sloudeniny, kde R,

znali karboxyl, nechaji reagovat s redukénim &inidlem jako nap¥fklad borohydridem sodnym a

p¥ipadné se p¥evedou sloueniny obecného vzorce I na farmakologicky nezavadné soli.
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