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(54) Analogifremgangsméade til fremstilling af svovl-
holdige N~benzyl-aminosyrer eller salte heraf

Den foreliggende opfindelse angédr en analogifremgangsmade
til fremstilling af hidtil ukendte svovlholdige N-benzyl-aminosyrer
med den almene formel I (se kravet), hvori 7
X og Y, der kan vare ens eller forskellige, hver betegner et halo-
genatom,

R betegner en alkylgruppe med 1-3 carbonatomer, og

n er et af de hele tal 1 og 2,

eller deres fysiologisk acceptable additionssalte med uorganiske
eller organiske syrer eller deres fysiologisk acceptable salte med
uorganiske eller organiske baser eller basiske aminosyrer.

Der foretrzkkes de forbindelser med den ovennavnte formel I,

hvori X og Y hver er et bromatom, R er en methylgruppe, og n er 1
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eller 2, samt deres fysiologisk acceptable additionssalte med uorga-
niske eller organiske syrer, sisom saltsyre, hydrogenbromidsyre,
svovlsyre, phosphorsyre, malkesyre, citronsyre, vinsyre, maleinsyre,
pamoesyre, decylsyre, theophyllinsulfonsyre og theophyllineddikesyre,
og deres salte med basiske aminosyrer fra gruppen bestaende af lysin,
arginin, histidin og ornithin, navnlig med lysin. _

De omhandlede forbindelser udviser meget vardifulde farmakblo~
giske egenskaber. Man kan anvende dem til behandling af hypersekre-
toriske lidelser i bronchierne.

Fremgangsmiden ifglge opfindelsen er kendetegnet ved, at man

kondenserer o-nitrobenzaldehyd og en forbindelse med formlen

coon

! III
H,N-CH- (CH2 ) n S-R

hvori R og n har de ovennavnte betydninger, og derefter direkte re-
ducerer den dannede, ikke-isolerede Schiff'ske base i reaktionsme-

diet til opndelse af et N-o-nitrobenzyleret derivat med formlen

COCH

1
CH2~NH-CH-(CH2)n-S-R -

NO2

som reduceres med molekylart hydrogen i nerverelse af en hydrogene-
ringskatalysator, hvorpa den opndede forbindelse med formlen I, hvori
Xog Y dog begge er hydrogen, halogeneres tii opnaelse af den tilsvaren-
de forbindelse, hvori X og Y er halogen, fortrinsvisrchlor eller bram,
‘hvorefter man, om gnsket, til fremstilling af additionssalte af de
omhandlede forbindelser I med uorganiske eller organiske syrer eller
salte med uorganiske eller organiske baser eller basiske aminosyrer
omsatter den pégaldende forbindelse med den ¢gnskede syre, base eller
aminosyre under sadvahlige betingelser.

- Den ovennavnte Schiff'ske base har formlen

COOR

CH=N-CH-(CH.) -S-R
Ny 2'n Ia

B

NO2

hvori R og n har de ovennavnte betydninger.
Forbindelserne med den almene formel II, hvori R og n har sam~
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me betydninger som for den almene formel I, samt forbindelserne med
den almene formel IIa udggr hidtil ukendte vardifulde mellemproduk-
ter til fremstilling af forbindelserne med den almene formel I.

En af de omhandlede forbindelser, nemlig N-[(2-amino-3,5-di-
brom)benzyl] -methionin, i det fglgende betegnet forbindelse A,
sammenlignedes med kendte forbindelser, nemlig S-carboxymethyl-cystein
(SCMC) og N-[2-amino-3,5-dibrom-benzyl]-N-methylcyclohexylaminhydro-
¢hlorid (bromhexinhydrochlorid eller Bisolvon™'). Denne undersggelse
vedrprer virkningen af de forskellige forbindeiser overfor en bron-

chial hypersekretion, som fremkaldtes ved irritation.

Marsvin, som i tre p& hinanden fglgende dage havde indandet
ammoniakdampe, der leveredes af en forstgver i en bestemt og regule-
ret mengde, hehamiledes med forskellige forbindelser og blev derpd, straks
efter den sidste inhalation af ammoniakdamp, iagttaget i en uge.

Efter aflivning og udtagning af lungeblokkene, fiksering af
vevet, parenchymsnit, farvning ved trichrommetoden ifglge Masson
(Hematoxylin-Fuchsin-Ponceau og anilinbl&t) og ved P.A.S. Bleu Alcian
(serlig farvning af mucopolysaccharider) blev bedgmmelsen af lunge-
parenchymsnittene udfgrt "blindt". P& denne made kunne de forskellige
virkninger af de studerede forbindelser bevises, og narmere bestemt
ved sammenligning med de iagttagelser, som man havde gjort med de
marsvin, der havde inddndet ammoniakdamp og ikke var blevet behandlet.
Der udfgrtes en statistisk undersggelse efter den ikke-parametriske
prgve ifglge Mann-Whitney (se S. Siegel i "Non-parametric statistics
for the behavioral Science" (1956) side 116 .~ Intern. Student Edition -
McGraw-Hill Book Cie. Inc.).

Den samlede undersggelse udfgrtes med 174 hanmarsvin, som var
trefarvede og vejede mellem 350 og 450 g. Den udfgrtes i to eksperimen-
teringsblokke, idet hver blok foruden behandlede dyr omfattede 3
sunde marsvin og 12 “NH3—syge" marsvin.

De statistiske undersggelser, der udigrtes over resultaterne
af P.A.S. Bleu Alcian-farvningen, er anfgrt i nedenstéende tabeller:
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Tabel I
I de store bronchiers omrade
B + M + A% a** g*w*
Udfgrte sammenligninger
(mengder i mg/kg) a b a b a b
Forbindelse A 468 1,71 10,71 0,38
NS NS NS
Tsolvor®ies,7 2,29 1,29 0,79
Forbindelse A 187 1,79 0,63 0,67
0,02 0,002 NS
3,71 1,50 1,13
Forbindelse A 468,7 1,71 0,38 0,38
0,10 NS 0,002
MC 937,4 2,92 1,13 1,25

= Mezngde celleslim: i det nedre (8) + ﬁ)ellemste (M) og gvre amréde (a)

=
%% . = Slim i det gvre omréade
X = Sekreteret slim-
a = Gennemsnitligt index: jo lavere det er, desto aktivere er
produktet
b. = Sandsynlighed (arbejdshypotese: findes der en virknings-
D forskel mellem de pagaldende produkter?) 7
. NS =P >0,10 (NS stdr for ikke signifikant og P for sandsyn-
lighed).
Tabel II
, I bronchiolernes omride
Udfgrte sammenligninger
“(mengde i mg/kg B + M+ A*. a¥* S**¥
a b a b a b
Forbindelse A 468 0,67 0,13 0,17
..... ,.—""” NS NS NS
o —TTsolvores, 7 1,17 0,46 /17
Forbindelse A 187 0,88 0,42 0,17
0,05 0,02 0,05
SCMC 468,7 2,21 0,83 , 67
Forbindelse A 468,7 0,67 0,13 0,17
0,02 0,002 NS
_— cMC 937,4 1,71 0,83 , 25
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Tabel III

I det samlede omrade af "de store
Udfgrte sammenligninger bronchier og bronchiolerne"

(mengder i mg/kg
£ 2
B+ M+ A* A*x S
a b a b a b
Forbindelse A 468 2,38 0,83 0,54
NS 0,10 NS
isolvoﬂ§l68,7 3,46 1,75 , 96

7

Forbindelse A 187,5 2,67 1,04 1,08
0,02 0,002 0,10
SCMC 468,7 5,79 2,46 , 79
Forbindelse A 468,7 2,38 0,83 _~r 0,54
0,02 /o,ooz 0,02
L SCMC 937,4 4,63 1,96 , 50

Undersggelse af resultaterne, som de er angivet i tabellerne

I, II og III, g¢r det muligt at vurdere virkningen af produkterne
pé slimsekretionen, s&dan som den &benbares pad vavssnittene ved
P.A.S. Bleu Alcian-farvningen. Denne slimsekretion er fremfor alt
anfg¢rt pd grund af betydningen af slimen i det ¢gvre omrade i de
bagerformede celler og som fglge af betydningen af det sekreterede
slim for den bronkiale forgrening.

N&r man for fgrste gang undersgger mengden af de neutrale
mucopolysaccharider, der er farvet med P.A.S. Bleu Alcian i omrédet
af bronkiernes og bronkiolernes epithelceller kan man for dosen
486,7 mg/kg indordne forbindelserne i fglgende rakkef¢lge (tabel III):

Forbindelse A, bromhexin , S.C.M.C.

For slimsekretionen i den bronkiale forgrening (tabel I) galder
samme klassifikation.

De angivelser, der fremgdr af tabellerne I, II og III, viser
at ~ selvom der mellem bromhexin og forbindelse A ved dosen pa 468,7
mg /kg ikke manifesterer sig nogen statistisk betydningsfuld forskel
for slimen i omrédet af de store bromchier og brorhiolerne - de gen-
nemsnitlige indices altid er svagere ved 468,7 mg/kg for forbindelse
A, og at man ndr sandsynlighedsniveauet pd 0,10 til gunst for for-
bindelsen A, ndr man betragter slimen i det ¢gvre omrade af de samlede
"store bronchier og bronchioler”.

Fremfor alt beviser disse statiske sammenligninger overlegenhe-
den af forbindelse A over S.C.M.C., savel ved svag dosis for de to
forbindelser (det vare sig ved 187,5 mg/kg af forbindelse A for 468,7
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mg/kg af S.C.M.C.) som ved stark dosis (468,7 mg/kg af forbindelse A
for 937,4 mg/kg af S.C.M.C.). Dette forhold er tydeligt i omriddet af
de store bronchier og i bronchiolerne eller i det samlede omrade
"store bronchier og bronchioler".

Konklusion af den farmakologiske undersggelse.

Den gentagne inda&nding af ammoniakdampe fremkalder hos marsvinet
en betydelig relativ slimsekretion, navnlig i epithelomrddet af de
store bronchier og bronchiolerne. Forbindelse A nedsatter denne sekre-
tion tydeligt og pa mere p&faldende mdde end sammenligningsforbindel-
serne.

Toxicitet.
' Undersggelsen af toxiciteten udfgrtes p& hanlige, trefarvede
marsvin af en vagt p& 400 g. Disse dyr fik otte p& hinanden fplgende
indgifte , i et 24 timers interval, af et dispersivt middel (vandig

oplgsning af carboxymethylcellulose beriget til 0,25% med'TweeﬂE%OS-
befugtningsmiddel - i et forhold pa 0,2%) plus det undersggte aktive

stof i et forhold pd 1200 mg/kg.

Forsggene udfgrtes med N-(2-amino-3,5-dibrom-benzyl)-methio-
‘nin. Ingen dyr dg¢de i iagttagelsestidsrummet. Deraf kan man sdledes
slutte, at de omhandlede forbindelser ikke er toksiske i sadvanlig

- -dosering.
De omhandlede forbindelser kan hovedsageligt anvendes til be-

handling af hypersekretoriske lidelser i bronchierne samt til behand-
1ing af de karakteriserede besvarligheder i narvarelse af en sej
slim, hvis naturlige udskillelse er vanskelig. Derfor kan de omhand-
lede forbindelser anvendes ﬁil behandling af sterk og kronisk bron-
'chiEis,af bronchorrhéeer, bronchiektasier, lungeemphysem, asthma og
alle lidelser, der bevirker en patologisk sekretion. De omhandlede
aktive forbindelser kan indgives oralt i daglige doser p& fra 20 til
80 mg.
Fremgangéméden ifglge opfindelsen belyses narmere ved hjalp af
de efterfglgende eksempler.

Eksempel 1
' N-(2-2mino-3,5-dibrom-benzyl) -methionin.
a) N- (2-Nitro-benzyl)-methionin.
) I en nattiumhydroxidopl¢sning, som man har opnédet ved oplgsning
af 134 g natriumhydroxid i pastilform i 3,5 1 vand, indfgrer man
'lidt efter 1idt 500 g methionin og 560 g o-nitrobenzaldehyd. Man
omrgrer i 1 time ved stuetemperatur og derpd i 2 timer ved 30-35°C.
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Derefter afkgles reaktionsblandingen til 15°C, og der tilsattes
57 g natriumborhydrid i smd portioner, idet man holder temperaturen
ved ca. 15°C. Efter endt omsatning lader man blandingen henstd natten
over. Man vasker reaktionsblandingen med ether, fraskiller den van-
dige fase, som man syrner til pH 3 med saltsyre, fracentrifugerer
det opndede bundfald, vasker det med 1idt vand og tg¢rrer det i et
ventileret tgrreskab ved 60°C.
Udbytte: 800 g lysequle krystaller (84% af det teoretiske udbytte be-
regnet pd methioninet), smp.: 180°¢.
b) N-(2-Amino-benzyl)-methionin.

I en tat med en virksom omrgrer forsynet beholder oplgser man
780 g N-(2-nitro-benzyl)-methionin i en blanding af 5 1 methanol og
280 cm3 30%'s natriumhydroxidoplgsning. Derefter tilsatter man 100 g

Raney-nikkel og hydrogenerer under et trvk p& ca. 70 q/cmz. Temperatu-
ren stiger efterhanden til ca. 60°% og falder igen, nir reaktionen er afsluttet.

Man afkgler til stuetemperatur, frafiltrerer Raney-nikkelet og neutraliserer det

methanoliske filtrat med eddikesyre. Aminoforbindelsen falder langsomt ud. Man la-
der blandingen henstd natten over, centrifugerer, vasker med en lille mengde metha-
nol og tgrrer i et ventileret tgrreskab ved 60°C. Udbytte: 570 g flgdefarvede kry-

staller (80% af det teoretiske udbytte), smp. 217°C.
¢) N-(2-Amino-~3,5~dibrom-benzyl)-methionin.

Ved en temperatur pa 60-65°C oplgser man 90 g N-(2-amino-benzyl-
methionin i 9 1 eddikesyre. Efter tilsatning af 9 g jernpulver ind-
fgrer man langsomt, idet man opretholder en temperatur p& 62—65°c,
en oplgsning af 45 cm3 brom i 500 cm3 eddikesyre. Efter endt indf¢ring
omrgrer man i endnu 15 minutter, og derpd fjerner man eddikesyren ved
destillation under lavt tryk til tgrhed. Man opnir en tyk olie, hvor-
til man efter hinanden satter 500 g knust is og en oplgsning af 300
cm3 natriumhydroxidoplgsning, 30%'s, i 1,8 1 vand. Man omrgrer 1/2
. time, frafiltrerer det dannede jernhydroxid og neutraliserer filtra-
tet med saltsyre. Det r& N-(2-amino-3,5-dibrom-benzyl)-methionin
felder ud i form af store orangefarvede krystaller. Man fracentrifu-
gerer disse krystaller, vasker dem med vand og tgrrer i et ventileret

tgrreskab ved 60°C, hvorved man opnar 150 g af raproduktet (kvantita-
tivt udbytte)}. .
Produktet renses ved chromatografi pd silicagel (3 kg, til

eluering benytter man fglgende blanding: chloroform/methanol/ammo-
niak: 80/15/5). Den N-(2-amino-3,5~dibrom-benzyl)-methioninet inde-
‘holdende fraktion giver efter neutralisering med eddikesyre 40 g

af defte produkt i ren tilstand (udbytte: 27,5% af det teoretiske,

smp.: 209°¢c) .
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Eksempel 2

N-(2-Amino-3,5-dibrom-benzyl)methionin-hydrochlorid.

150 g N-(2-amino-3,5-dibrom-benzyl)-methionin suspenderes i 650
ml isopropylalkohol. Under omrgring opvarmer man til BOOC, og under
fortsat omrgring tilsatter man ca. 30 ml saltsyre af en vagtfylde
pd 1,18 g/cm3, sdledes at man opndr en oplgsning med pH 1. Man
iagttager en overgang til vaske efterfulgt af en gjeblikkelig bund-
faldning. Idet man rgrer videre,afkgler man til lOOC, fracentrifu-
gerer det dannede bundfald og vasker det med 80 ml iskoldt isopro-
pylalkohol. Efter tgrring i et ved 60°c ventileret tgrreskab opnar
man 147 g af det ¢gnskede produkt i form af hvide krystaller, som
smelter ved 212°C.

Eksempel 3
N-(2-Amino-3,5-dibrom-benzyl) -methionin-maleat.
100 g N-(2-amino-3, 5-dibrom~benzyl)-methionin oplgstes varmt

i 500 ml eddikesyre, hvorefter man under omrgring og opvarmning
_til kogning tilsatter 28 g maleinsyre. Efter oplgsning afkgler man
til ZOOC under fortsat omrgring, fracentrifugerer det udfaldede
produkt, vasker med en lille mangde eddikesyre og derpé med iso-
propylsyre og opnar efter tgrring i et ved 60°C ventileret torre-
skab 107 g af det gnskede produkt i form af hvide krystaller, som
smelter ved 205°C. |

Eksempel 4
N-( 2-Amino-3,5~-dibrom-benzyl) -S-methyl-cystein.
~a) N-(2-Nitro-benzyl)-S-methyl-cystein.

Denne forbindelse fremstilledes som i eksempel 1 a) ved om-
s@tning af S-methyl-cystein og o-nitrobenzaldehyd i narverelse af
natriumhydroxidoplgsning og efterfglgende reduktion af den Schiff'ske
base, som opnaedes med natriumborhydrid. Smp.: 155°¢C.

b) N-(2-Amino-benzyl)-S-methyl-cystein.

Denne forbindelse fremstilledes efter den under 1 b) beskrevne
fremgangsméde ved reduktion af N—(2—nitro—benzyl)—S—methyl—cystein
med hydrogen under tryk i nervarelse af natriumhydroxid og Raney-
nikkel. Smp.: 193°C.
¢) N-(2-Anmino-3,5-dibrom)-benzyl-S-methyl~-cystein.

Ved anvendelse af den i eksempel 1lc) beskrevne fremgangsmade
opndr man det gnskede produkt ved omsatning af brom og N-(2-amino-
benzyl)-S-methyl-cystein. Smp.: 240°¢.
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Eksempel 5

Lysinsalt af N-( 2-amino-3, 5-dibrombenzyl)-methionin.

Man opvarmer en blanding af 146 g (0,01 mol) L(+)-lysin-base
og 412 g (0,01 mol) N-(Z-amino-3,5—dibrombenzyl)—methionin i 200
cm3 80%'s methanol under tilbagesvaling. Den varme oplgsning fil-
treres for at fjerne uoplgselige partikler.

Filtratet inddampes under formindsket tryk og optages to gange
i lo cn? absolut alkohol, hvorefter der inddampes til tgrhed. De
opndede krystaller tgrres i vakuum. Man opnér 3,5 g af et hygro-
skopisk salt (udbytte 95%) uden tydeligt smeltepunkt. Der finder
sgnderdeling sted, og produktet bliver pastaagtigt ved ca. 100 °c.
Det er oplgseligt i vand og alkohol.

PATENTEXKRAYV

Analogifremgangsmdde til fremstilling af svovlholdige N-ben-

zyl-aminosyrer med den almene formel I

COOH

X CH.-NH-CH- -5-
H,-NH-CH-(CH,) -S-R I

2

NH,

hvori X og Y, der kan vare ens eller forskellige, hver betegner et
halogenatom,
R betegner en alkylgruppe med 1-3 carbonatomer, og
n er et af de hele tal 1 og 2,
eller deres fysiologisk acceptable additionssalte med uorganiske el-
ler organiske syrer eller deres fysiologisk acceptable salte med or-
ganiske eller uorganiske baser eller basiske aminosyrer, k e n d e~
t egnet wved, at man kondenserer o-nitrobenzaldehyd og en forbin-
delse med formlen

COCH

H,N éH C t
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hvori R og n har de ovennavnte betydninger, og derefter direkte re-

ducerer den dannede, ikke-isolerede Schiff'ske base i reaktionsme-

diet til opndelse af et N-o-nitrobenzyleret derivat med formlen
?OOH

CH_~NH-CH-(CH -S-R

2 2)n II

NO2
som reduceres med molekylart hydrogen i narverelse af en hydrogene-
ringskatalysator, hvorpa den opnégderforbindelse med formlen I, hvori
/X 0g Y dog begge er hydrogen, halogeneres til opndelse af den tilsvaren=
de forbindelse, hvori X og Y er halogen, fortrinsvis chlor eller

bromn,
hvorefter man, om gnsket, til fremstilling af additionssalte af de

omhandlede forbindelser I med uorganiske eller organiske syrer eller
salte med uorganiske eller organiske baser eller basiske aminosyrer
omsztter den pageldende forbindelse med den gnskede syre, base eller
aminosyre under sadvanlige betingelser.
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