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SPOSDB WYTWARZANIA NOWYCH POCHODNYCH KWASU 7-[2/S/, 6/S/-DWUMETYLO-1/S/-
-NAFTYLO]-S/R/, 5/R/-DWUHYDROK SYHEK SANOKARBOK SYLOWEGO

Przedmioctem wynalazku jest sposéb wytwarzania nowych pochaodnych kwasu 7-[5/8/, 6/S/-
duumetylo-i/s/-naftyl57-3/R/- 5/R/-dwuhydrocksyheksanokarboksylowego o ogélnym wzorze 1, w
ktérym R oznacza prostolarficuchow@ lub rozgatezicna grupe alkilowa o 3-10 etomach wegle, z
wyjatkiem grupy 2-/S/-butylowej, a takze farmakoclogicznie dopuszczalnych scli tych zwigzkéw.
Zwigzki wytwarzane sposcbem wedlug wynalazku maj@ dzialanie przeciwhipercholesterclemiczne.

Znane sg@ pewne pochodne kwasu /B,o(-dwuhydroksy-}B-metylo-ualeriannuego o dzieteniu ha-
mujecym synteze cholesterolu /patrz F.M. Singer i1 inni, Proc. Soc. Exper. Biol. Mod., 102,
370 /1959/ oraz F.N. Hulcher, Arch. Biochem. Bicphys., 146, 422 /1971/. Nie we wezystkich
przypadkach jednak aktywnos¢ tych zwigzkéw jest dostateczna, a wigc nie znsjduj@ one praktycz-
nego zastcsowania.

Z opiséw patentowych Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr nr 4 049 495, 4 137 322 1 3 983 140
znany jest proces fermentacji, ktérego produkty wykazujq dosé znaczng aktywnos¢ w hemowaniu
biosyntezy cholesterolu. Najbardziej aktywny z tej grupy naturalnych produktéw jest zwigzek
zwany kompaktyng, bedecy mewalonclaktonem o wzorze 3a /R’ cznacza atom wodoru/, opisany przez
Browna i innych w J. Chem. Soc. Perkin I, 1165, /1976/.

Z opisu patentowegoc Standw Zjednoczonych Ameryki nr nr 4 231 938, przytoczonego tu jako
2rédio literaturowe, znany jest inny proces fermentacji, ktérego produktem jest wykazujacy
dziatanie inhibitujece biosynteze cholesterolu zwigzek o wzorze 3a, okreslony w tym opisie
jeko MK-803. Z opisu patentowego Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr 4 294 846 znany jest dihydro-
MK-803 oznaczony wzorem 3d /R° oznacza grupe metylowe/, o sile dzistania réwnej sile dzials-
nia MK-803, a wyodrebniony z tej samej brzeczki fermentacyjnej, co MK-803. z opisu petentowego
nr 4 351 844 Stanéw Zjednoczonych Ameryki znéne sg@ dihydro- i tetrahydropochodne MK-803 o wzo-
rach 3b, 3c 1 3d /R’ oznacza grupg metylowg/. Zwigzki te otrzymuje sie droge katalitycznegdo
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uwodornienia MK-803. Tetrahydro-analeg kompaktyny, zwigzek o wzorze 3a /R” oznacza atom wodoru/
znany jest z cpublikowanego jeporiskiego zgloszenia /kokai/ nr 55009-024. Ostatnio z brzeczki
fermentacyjnej po fermentacji kompaktyny wyizclowano dihydro-analog o wzorze 3d /R° oznacza atom
wodoru/, co opisane zcstals m cpisie patentowym Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr 4 343 814.

Indeksy a, b, c, d 1 e wystepujace przy numerze wzoru 3 oznaczaj@ polozenie wigzar pod-
wéjnych X, Y i z, wzglednie brak tych wigzarn. Stereochemig¢ zwig@zkéw o wzorze 3, wynikajeca z
polozenia wigzar podwéjnych, przedstawis tablica.

Tebl1ica

Indeks Pozycja wigzania Budowa
podwéjnego

8 X1z wzér 4

b X wzér 5

c Y ‘wzér 6

d z wzér 7

e brak wiazan wzér 8
podwéjnych

wszystkie zwigzki o wzorze 1 maje taka sam@ orientacje przestrzenng grup na kazdym z
centréw chiralnodci, a zatem nalezg do tej samej serii stereochemicznej.

Cechg sposabu wediug wynalazku jest to, 2e zwigzek o ogélnym wzorze 2, w ktérym ma wyZe]
podane znaczenie, poddaje sie dzisltaniu alkaliéw, a powstaly zwigzek posredni tagodnie zekwa-
8za, po czym ewentualnie powstaly zwigzek przeprowadza sie¢ w jego farmakologicznie dopuszczal-
ng eél, Korzystne sa te zwiazki, w ktédrych R ocznacza grupe 1,l1-dwuetylopropylowg lub 1-etylo-
1-metopropylowg. Najkorzystniejszym zwigzkiem wedlug wynalazku jest zwigzek o wzorze 1, w kté-
rym R oznacza grupg 1,1-dwumetylopropylowa.

Zwiaezki o wzorze 2 mozna hydrolizowaé za pomocg@ zasad, tekich jak NaOH, otrzymujec sole,
takie jak 86l sodowa zwi@zku o wzorze 1, Zastosowanie zasad zawierajecych inne farmakologicz-
nie dopuszczalne kationy prowadzi do powstawania soli zawierajgcych te kationy. Po astroZnym
zakwaszeniu soli otrzymuje si¢ hydroksykwasy o wzorze 1, ktére ulegaje przemianie w zwigzki o
wzorze 3 w drodowlisku o odczynie kwasaowym.

Farmakologicznie dopuszczalnymi sclami, objetymi zakresem wynalazku s@ sole zawiersjgce
kationy sodu, potasu, glinu, wapnia, litu, magnezu 1 cynku oraz kation czterometyloamoniowy,

a takze sole amin, takich jek amoniak, etylencdwuamina, N-metylecgluksmina, lizyna, arganina,
ornityna, cholina, N,N°-dwubenzylocetylenodwuamine, chloroprokaina, dwuetanolcamina, prokaina,
N-benzylo/2-fenyloetylo/amina, 1-p-chlorobenzyle-2-/pireclidynolo-1"/-metylobenzimidazol, dwu-
etyloamina, piperazyna i1 tris/hydroksymetylc/aminometan.

Zwigzki wytwarzane sposobem wedlug wynalazku sa@ uzyteczne jako érodki przeciwhipercho-
lesterclemiczne w leczeniu mieszd2ycy, hiparlipemii i podobnych choréb wystepujgacych wéréd ludzi.
Mozna je podawaé doustnie lub pozajelitowo, w postaci kapsulek, tabletek, preparatéw do wstrzyk-
nieé, itp. Na ogél korzystne jest podawanie doustne. Dawki mogae byé rézne, w zaleznosci od wie-
ku pacjenta, nasilenia choroby, wagi ciala i innych warunkéw, przy czym zazwyczaj dewka dzien-
na dla derostych wynosi okoloc 2-2000 mg, korzystnie 10-100 mg/, w 3-4 dawkech podzielonych.

W razie koniecznodci mozna podawaé dawki wyZsze.

Zwigzki wytwarzane sposcbem wediug wynalazku maja réwniez dzialanie przeciwgrzybiczne.
Mozna je np. etosowaé dle zwalczania szczepéw Penicillium sp., Aspergilus niger, Cladeosperium
8p., Cochlibolus miuabeanus i Helminthosporium cyncdnotis. W tym celu zwigzki te umieszcza sieg
z odpowiednimi érodkami pomocniczymi, takimi jak proszki, emulgatory lub rozpuszczalniki, np.

z wodnym roztworem etanolu, a nastgpnie powstalymi preparatami opyla sig lub opryskuje ochra-
niane rosliny.
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Badanie dzialsnia przeciwhipsercholesterclonicznego, zbadeno dzislanie inhibitujece
zwigzku o wzorze 1 wobec reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-kcenzymu A /reduktazy HMG-CoA/.
Zwigzek o wzorze 1, w ktérym R oznscza grupe /CZHS/Z - C/CH3/-, badanc w postaci soli sodowej.
S61 sodowg sporzgdza sile rozpuszczejec 4 mg bedanego laktonu w 0,1 ml etanolu, dodejec roztwér
NaOH /1,025 réwnowazniks 0,1 n zasady na 1 réwnowaznik laktonu/ i rozcienczajec mieszaning wo-
de do objetosci 1 ml. Stezenie zwigzku, konieczne dla uzyskania zshamowania aktywnesci enzyamu
w stopniu odpowiedajgcym polowie zahamowenia meksymalnege /Ic50 w nanomolach/ ebliczonc metodg
analizy komputerowe], staosujac jako dane wyjsciowe wyniki uzyskane w prébach z czterema rézny-
mi dewkami zwigzku. . .

4 Badania prowadzono stosujec zmaodyfikowang metodg Beg“a 1 wspdéipracownikéw, cpisang w 1977
FEBS Letters SO, 123-129, z uzyclem enzyméw otrzymanych metode Kleinsek’a i wspélpracownikéw
/1977 Proc. Met. Acad. Sei., 73, 1431-1435/.

Préba. Okredlenie czynnodci reduktazy HMG-CoA w watrobie in vitro i badanie dzieslanie
inhibitoréw in vitro.

Badanie dziaslania reduktazy HMG-CoA w watrobie szczure in vitrc cbejmuje dwe etapy /wediug
metody Shefera i innych, J. Lipid Rem., 13, 402-412, 1972/: sporzgdzanie mikrosematycznych pas-
tylek z watroby, préba na pastylce ne dzialenie reduktazy HMG-CoA.

Mikrozomy sporzedza sig¢ z w@troby samcédw szczuréw /Charles River/ o wadze 150-200 g,
karmionych w ciggu 1 tygodnia mielonym poiywieniem, zawierajgcym 0,75% chlorku jonenu-3,3, éred-
ka zatrzymuj@cego kwas 261ciowy. Szczury uémiercaona przez skrecenie kregéw szyjnych, poc czym
natychmiast wyjeto wetroby i oziebionc je na lodzie. Wszystkie nastepne zabiegi prowadzono w
temperaturze 0-5%.

Sporzgdzanie mikrosomatycznych pastylek z buforowych roztworéw watroby szczura: bufor I
/dc komogenizacji/; 50 mmgli KPO, /pH 7,0/ 0,2moli sacharozy, 2 mmcla DTT; bufor I + EDTA /do
przemywania pastylek/; 50 mmoli KPO, /pH 7,0/, 0,2 mola sacharczy, 2 mcle DTT; 50 mmoli EDTA.

W temperaturze 4% wykonuje sie kolejno nastepuj@ce czynnosci: uémiercenie zwierzgt i
przemycie ich watréb ozigbionym do temperatury lodu buforem I, odcisniecie nadmiaru cieczy i
zwazenie w@troby, dodanie 2 cbjetoséci buforu I, mielenie ‘i homogenizacja przy predkodci 1000
obrotéw na minute, 10 pionowych wstrzeénieé /w gére - w dé1/, odwirowanie homogenizetu przy
predkoéci 12000 cbrotéw na minute w ciggu 15 minut, usuniecie pastylki, odwirowanie cieczy znad
osadu przy predkosci 40 x 103 obrotéw na minute w ciagu 75 minut, przemycie pastylki buforem
I 1 EDTA, intensywne odwirowanie, ponowne cdwirowanie przy predkosci 40 x 103 obrotéw na minu-
te w ciggu 75 minut, odessanie cieczy znad osadu, zamroienie pastylki do temperatury -70%
do czasu dalszego cczyszczenia.

Oczyszczenie HMG-CoA reduktazy w pastylce mikrosomatycznej.

Roztwory buforowe:

Bufor .A + 50% gliceryny: 0,1 mola sacharozy, 0,05 mola KCl, 0,04 mcla KPO4 /pH 7,0/,
0,03 mola EDTA, 0,01 mola DTT, 50% gliceryny.

Bufor A: 0,1 mola sacharozy, 0,05 mole KCl, 0,04 mola KPO, /pH 7,0/, 0,03 mola
EDTA, 0,01 mola DDT.

Bufor nodédnikowy: 0,03 mola KPO 4 /pH 7,4/, 3 mmola DDT , 30% gliceryny, 1 mol
KCcl, 0,03 mola EDTA.

Bufor B: 0,04 mola KPO /pH 7,4/, 0,03 mola EDTA, 0,01 mola DTT.

Tok postepowania - wszystkie zabiegi w temperaturze pokojowej: dodenie 3 ml buforu A
1 50% gliceryny do kazdej pastylki mikroscmatycznej, homogenizacjs przy predkoéci 1000 cbrotéw
na minute, 10 pionowych wstrzasniec /w gére - w dél/, inkubacja homogenizatu mikroscmatycznego
w temperaturze 37% w ciggu 60 minut, dodanie buforu A do huacgenizatu mikrcscmatycznegsc w ce-
lu zmniejszenia ste¢zenia gliceryny do 8% lub poniZej 8%, wirowanie homogenizatu przy predkosdci
40 x 103 obrotéw na minute w ciggu 60 minut, etrgcenie 0-35% /NH4/2804. wirowanie przy predkos~-
ci 15 x 103 obrotéw ne minute w ciagu 15 minut, usuniecie pastylki, strgcenie 35-50% /NH4/2so4
z cieczy znad esadu, wirowanie przy predkosci 15 x 10° w ciegu 15 minut, odessanie cieczy
znad osadu, badanie 1 ml buforu nosnikowego do kazdej pastylki, ogrzewsnie w tempersturze 65°%

w ciggu 6 minut, wirowanie przy predkoéci 40 x 103 obrotéw na minute w ciggu 6 minut, rozcien-
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czenie cleczy zned osadu w stosunku 1:3 przy uzyciu bufaru A dls zmniejszenia stezenia KC1,
strgcenie 0-60% /NH2/2504. wirowsnie przy predkodci 1656 x 103 obrotéw/minute w ciggu 15 minut,
odrzucenie cieczy znad osadu, roztworzenie pastylki w minimalnej objetosci buforu A, przeche-
wywanie w temperaturze -70°.

padanie dzialania HMG-CoA reduktezy.

Pelny ukiad badany o ogélnej cbjetcéci 0,8 ml zawarty jest w buforze fosforanowym o pH
7,2 /100 smoli/, zawierajecym 3 mmole Mgclz, 10 mmoli 6-fosforesnu glikozy, 3,0 jednostek enzyl
matycznych dehydrogenazy 6-fosforanu glikozy /EC 1.1.1.49/ 50 mmoli zredukowanego glutationu,
0,2 mmoli /0.1,pc1/ HMG-CoA /clutnryl-a- c /1 0,1 ml zawiesiny enzymu.

Zamrozong pastylke /enzym/ pozostawis ei@ w temperaturze pckojowej w celu rozmrozenia w
ciggu 5 minut, po czym dokladnie miesza si¢ je bagietke z 0,1 ml buforu fosforanowegos /pH 7,2/
do uzyskania zawiesiny, kt&r. rozcieficza sie buforem do cbjetoéci 2,0 ml. W probéwkach inkube-
cyjnych umieszcza sig¢ po 0,1 ml zawiesiny enzymu. Badane zwiezki rozcieficzs si¢ do 2edanego
stezenia, po czym po 10 mikrolitréw umieszcza si¢ w probéwkach przed umieszczeniem w nich enzymu.
Prowadzi sig réwniez "dlepg prébe*.

Caly uklad umieszcze si¢ w probéwkach do hodowli z zekrecanym wieczkiem, 16 x 125 mm 1
wytrzgea bez makrecenia wieczka w 1azni wodnej o temperaturze 37% w ciggu 40 minut /160 ascy-
lacji na minute/. Nastepnie reakcje zatrzymuje sig¢ przez dodanie 0,4 ml 8n HCl. Po dodeniu 3 mg
mewelonolaktonu w 0,1 ml H20 probéwki wytrzgsa sie, jak poprzednio w temperaturze 37% jeszcze
w ciegu 30 minut dla upewnienia sig, 2e zaszla laktonizecja biosyntetycznego mewalonianu.

wyodrebnienie produktu. 2000 mikrolitréw mieszaniny reakcyjnej wprowadzs sie¢ na kolumny
Bio-Rex 5 /5 cm w pipecie Pasteura/. Kolumng eluuje si¢ 3 razy stosujgc po 1 ml wody, odbierajec
eluat do probdwki scyntylacyjnej. Poc dodaniu 10 ml‘Aguescl-2 i wytrzgénigciu, prowadzi sie
zliczanie. .

Bio-Rex jest 2ywice jonowymienng otrzymang z 2ywicy Bio-Red. W postaci chlorkowej jest
sucha i stosuje sig wylacznie jej frakcje 0,074-0,104 mm. Zywica pecznieje w wodzie w ciggu kil-
ku godzin. Wezystkie drobne czgstki dekatuje sie dle zapobiegnigcia pogorszenia predkosci prze-
ptywu. Uwodnione 2ywice nalezy przechowywac w temperaturze 4%c. stwierdzono, 2e wartoéé ICgq dla
badanego zwigzku o wzorze 1 wynosi 9,2 nancmola.

Przyklad A: Wytwarzanie kwasu 7-/1,2,3,4,48/5/5,6,7 B .,88/5/-dekahydro-2/s/,6/S/~
dwumetylo-8/S/-/2,2-dwumetylbutyryloksy/~ 1/s/-naftylg7-3/R/ 5/R/=-dwuhydrcokesyheksanckarboksylowega.

W trakcie mieszania do zawiesiny 40 mg /0,095 mmola/ 6/R/=~[-2-[i 2,3,4,48/5/5,6,7,8,8s8/

/-dekohydro-Z/S/,-G/S/ dwumetylo-8/S/-/2,2-dwumetylbutyryloksy/-1/S -nafty1_7-etylo]--4/R/ ~hy=-
droksy-3,4,5,6-tetrahydro-2H-piranonu-2 w 0,25 ml metanolu dodaje sie 0,2 ml in NaOH 1 0,2 =l
wody. Powstale mieszanine miesza sie¢ w temperaturze pokojowej do uzyskania przejrzystego roztworu,
Roztwér chlodzi si¢ na 1lazni lodowej 1 dodaje doh kolejne 1 ml CDCla. 0,15 ml 2n HC1 1 0,5 ml
wody. Mieszaning miesza sig¢ w ciggu 15 minut, po czym odpipetowang dolng je] warstwe suszy nad
Mgso4 i przesgcza przez wate szklana.

Widmo NMR /CDCl,- TMS/, 0,83 /3H, t, J-7 Hz/, 1,35 /H6, 8/, 2,50 /2H, d, J=6 Hz/, 3,74
/H, n/, 4,24 /H, n/, 5,20 /H, m/. Chromatogram cienkowarstwowy ne 2elu krzemionkowym /CHZCIZ/-
CHacOOH 8 : 1 objetosciowo/: Re¢ = 0,26 /Rf=0,38 dla zwigzku wyjéciowegc/.

Przyk=2ad B: Wytwarzanie scli amcnowe] kwasu z punktu A. W trakclie mieszania zawie-
siny 0,3 g /0,71 mmola/ zwigzku z punktu A w 2,1 ml metanolu dodaje si¢ 1,47 ml 1n NeOH 1 2,1
ml wody. Powstala mieszanine miesza sig w temperaturze pokojowej w ci@gu 1 godziny, po czym mets-
nol odparcwuje sie pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 25°%. Do pozostatoéci dodaje si¢
4 ml eteru, a nastepnie chlodzec powstelg mieszaning na teini lodowo-acetonowej zakwasza sie j@
3n HCl. warstwe¢ organiczng ekstrahuje sig eterem /2 x 10 ml/, & poleczone ekstrakty przemyws
nasyconym roztworem NaCl i suszy nad Mgs0,. Po odfiltrowaniu MgSO,, na przesecz dziate sie w
ciigu 2 minut bezwodnym amoniakiem. Po uplywie 1 godziny odegcza sig 0,12 g /0,26 mmola/ soli
amonowe) w postaci biatej substancji o temperaturze topnienia 140-142°.

Analiza elementarns dle CosHa7NOg

Obliczono: C 65,61, ' H 10,35, N 3,06

Stwierdzono: C 65,20 H 10,76, N 3,29
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2as8trzez2enie patentowe

Sposéb wytwarzenia nowych pochodnych kwesu 7-[5/5/,G/S/-dwumetylo-l/s/-nafty127-3/R/,
5/R/-dwuhydrcksyheksanckarbcksylewego o ogélnym wzorze 1, w ktérym R cznacza prestola“cucho-
wg lub rozgsleziong grupe alkilowg o 3-10 atomach wegla, z wyjetkiem grupy 2-/5/-butylowej,
a takze farmakolcgicznie dopuszczalnych scli tych zwiazkéw, z na mienny tym, ze
zwigzek o ogélnym wzorze 2, w ktérym R ma wyzej podane znaczenie, poddsje sie dzialaniu al-
kaliéw, a powstaly zwigpzek posredni lagodnie zakwasza, po czym ewentualnie powstaly zwiazek
przeprowadza sig w jego farmekoclogicznie dopuszczalng sél.

HO COOH
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Pracownia Poligraficzna UP PRL. Naktad 100 egz.
Cena 100 zt
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