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Derivédty amidinofenylalaninu, zpisob jejich vyroby, jejich
pouZiti a prostredky obsahujici tyto derivaty

Oblast techniky

Vyndlez se tykad derivatd amidinofenylalaninu;
gpusobu jejich vyroby, jejich pouziti, stejné& jako farmaceu-
tickych prostiedkd, které tyto sloudeniny obsahu ji.

Dosavadni stav techniky

Jak zndmo, Fada patofyziologickych podminek vede
ke spot¥ebd antithrombinu III (AT III), nejdileZitdjSiho
jnhibitoru thrombinu v plasm&. Pokles AT III vede ke zvySe-

' pému riziku trombozy, jak je zfejmé mimo jiné také z p¥i-
padd s vrozenym nedostatkem AT III. Pokles na hodnotu pod
75 % pravidelné drovn& zpusobuje thromboembolické komplika-
ce. Tyto komplikace se vyskytuji Zasto ve formé& disemino-
vaného intravasdlniho sraZeni po operacich a pfi Sokovych
stavech. V mnoha pi¥ipadech nastdva pFitom tvorba krevni
sedliny, kterd ohroZuje Zivot. K terapii & profylaxi trom-~
botickjch onemocndni se aZz dosud pouzivaly v lékafstvi
antikoaguladni prost¥edky s rozd{lnymi zpisoby ucinku.

K akutnimu potladovani rizika trombozy se pouZivaji lat-
ky, jako je AT III, heparin a nové také hirudin. Dlouho-
dobé profylaxe se provadi derivéty kumsrinu a derivaty in-
dandionu. Uvedené antikoaguladni prostiedky jsou v3ak

2z 34sti zatiZeny znalinymi nedostatky.

Heperin se nap¥iklad miZe na zdkladé své poly-




sacharidové struktury aplikovat pouze parenterdlns a jeho
idinek je také odkézin na hladinu funk¥n® schopného enti-
thrombinu III. Kumarin pusobi 'pfimo proti biologické syn-
téze proteinu, jestliZe srdZeci faktory II, VII, IX a X,
které jsou zdvislé na vitaminu K, jiZ nejsou v dostated-
ném rozsahu k dispozici a tim se sniZuje srééeci potencial.
Krom& toho se projevuje prFedasné zpomalovdni ulinku. Ja-
ko zndmé vedle jSi Wlinky se uvédd{ hemorrhagiéké nekroza
liZe, pocit nevolnosti a vypaddvani vlasu. |

Naproti tomu maji nizko molekuldrni inhibitory
thrombinu tu vyhodu, Ze pisobi p¥{mo na thrombin nezdvisle
na kofaktorech.tim, %e se p¥imo v4%{i na aktivni centrum a
tim se tak¥fka utlum{ .° enzym. Na zdklad& své chemické
struktury se mohou tyto lédtky poddvit perorélné a tak se
hned projevi jejich dlinek.

Zvldstni znémost dosahuji derivdty aminokyselin
na bédzi argininu nebo na bdzi amidinofenylalaninu. K prv-
n{ skupind se poditaji sloudeniny, jako je D~fenylalanyl-
-I-prolylagrininaldehyd s - monohydrdt kyseliny
(2R, 4R)-4-methyl-1- [N2-( 3-methyl-l,2,3,4 tetrahydro-8-
~chinolinsulfonyl-L-arginyl]-2-piperidinkarboxylové ("MD
805"). MD 805 je soutdZe schopny specificky inhibitor
thrombinu, ktery je také terapeuticky pouﬁitélnf. Dalsi
znadmy derivdt amidinofenylalaninu je (Y-naftylsulfonyl-
glycyl-R,S-4-amidinofenylalanylpiperidid (NAPAP). V evrop-
ském patentu ¢. 0 236 163 a evropském patentu &.

0 236 164 jsou popsény derivdty NAPAP. V t&chto derivé-
tech je glycin nahrazen amonokyselinou obecného vzorce
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NH, - CHR™ - COOH ,
ve kterém
R1 znamend niZsi alkylovou skupinu, niZSi hydroxy-

alkylovou skupimu, fenylovou skupinu nebo 4-hyd-
roxyfenylovou skupinu. ‘

4-Amidinofenylalanin (Aph) mife byt N-methylovén
na N-methyl-Aph. Krom& toho pro NAPAP jsou popsany ruzné
derivatizace na arylsulfonylu, "mistkovém" glycinu a na
piperidinovém kruhu. Ne jvhodndj3{ jsou tudiZ o - nebo P-
naftylsulfonylové skupiny .a dusikovém konci, kdeZto
heteroarylsulfonylové skupiny, jako 8-chinolinsulfonyl,
jsou horsi o desitky mocnin. Nevyhodou v pfirodé se vysky-
tujicich aminokyselin jako mistkového &lenu mezi hydrofob-
nim naftylovym zbytkem a Aph je enzymatickd Sté&pitelnost
amidové vazby na Aph. Tato nevyhoda pfichdzi v dvahu zvlas-
t% pri perorédlnim poddvani. Nahrada jinym mistkovym &le-
nem, jako ‘a-alaninem na misto glycinu, v3ak vede ke z¥e-
telné ztrédtd Qdinnosti ve vztahu k inhibici thrombinu.
Také ndhpada iminokyselinemi, jako je prolin, vede ke ztréi-
t& dWdinku.

c{lem tohoto vyndlezu je proto pripravit nové
sloudeniny na bdzi amidinofenylalaninu, které predéi zndmé
sloudeniny swoji{ antitrombotickou ddimmosti a které
pro jevuji wsokou enzymatickou rezistenci p¥i soudasné zlep-
Sené snadenlivosti.




Podstata vyndlezu

Predm&tem tohoto vyndlezu jsou tudiZ sloudeniny

obecného vzorce I

R’ S — NH | ; (1),
0 0 ‘
ve kterém
R’ znamend naftylovou skupinu nebo fenylovou skupi-

nu, které mohau byt derivatizovdny jednou a%
tfemi alkoxyskupinami, které obsahuji a% 3 atomy
uhliku, nebo aZ p&ti alkylovymi skupinami, které




RZ a RS,

obsahuji 1 nebo 2 atomy uhliku, nebo znamend
chromanovou skupinu, kterd miZe byt derivatizova-
ne aZz péti methylovymi skupinami,

znamenéd atom vodiku, niZs{ alkylovou skupinyés aZ
4 atomy uhliku, hydroxyalkylovou skupinu,
aralkylovou skupinu s aZ 7 atomy uhliku nebo
karboxyalkylovou skupinu s a% 4 atomy uhliku,

které jsou stejné nebo rozdilné, znamenaji vidy
alkylovou skupinu s aZ 4 atomy uhliku, pfilemZ
R® a R3 mohou tvorit s atomem dusiku kruh, ktery
miZe Byt derivatizovadn karboxyskupinou, hydro-
xyskupinou nebo hydroxyalkylovou skupinoys az 3
atomy uhliku a '

oznaduje R nebo S strukturu, s vyhodou vsak jde
o R strukturu.

Podstatny rozdil od sloudenin zndmé struktury

spodivd v tom, Ze atom, na ktery je védzén substituent Rl,
je atom dusiku misto atomu uhliku.

NAPAP mé strukturu odpovidajici wvzorci




(NAPAP)

S pFfekvapenim se miZe znadné zvysit antitrombo-
ticky udinek tim, Ze se nahrad{ glycin v NAPAP zbytkem azaaminoky-
seliny. Zbytky azaaminokyselin jsou odvozeny od zndmych slou-
denin, které se daji pFedstavit obecnym vzorcem
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Strukturni prvek azaaminokyseliny se zavadi do
struktury vzorce, ktery je uveden vySe pod I.

S prekvapenim bylo zjiSténo, %e (naftylsulfonyl-
azaglycyl—D—amidinofenylalanylpiperidid preddi ddinnosti
pétindsobn& udinnost glycinové slouleniny. Kombinace aza-
aminokyselin s hydrofobnimi zbytky R’z obecného vzorce I
vede ke slouSenindm, které maji hodnoty K- a 1050 v piko-
moldrnim rozsahu. Krom$ toho slouleniny obsahujici zbytek
azaaminokyselin projevuji odolnost proti enzymatickému
odbourdvani, takfe slouleniny podle vyndlezu vedle 2znalné-
ho zvysSeni ulinku se vyznaduji zvySenou stabilitou.

Viroba sloudenin podle vyndlezu se provddi podle
zpusobl, které jako takové jsou zndmy a jsou nap¥iklad po-
psény v publikaci Houben-Weyl, "Methoden der organischen
CHemie", sv. 15 (1 + 2), nakl. Georg Thieme, Stuttgart
/SRN/, 1974 od Ericha Wunsche nebo v Pharmazie 39, 228

/1984/.




S vyhodou se nejprve Béc~kyanfenylalanin vaze
na "aminovou sloZku". Jako aminové sloZky se s vyhodou po-
uzivaji cyklické aminy, jako je piperidin, methylpiperidin
nebo hydroxymethylpiperidin. Vyroba peptidové vazby se
dosahuje podle obvyklych standardnd pouZivanych zpiisobu,
pFidemZ s vyhodou se pracuje s karbodiimidem v pPitomnosti
hydroxybenzotriazolu v dimethylformamidu nebo podobném roz-
pouStédle. Po izolaci N-of-chrindné sloucenlny se chrénfici
skupina, v tomto p#ipadd skupine Boc, odstranf pomoci aci-
dolyzy. K tomu se s vyhodou pouZivd kyselinas trlfluorocto-
v, popfipad¥ v rozpoustddle, jako je dichlormethan, nebo
kyselina chlorovodikovd v kyselin& octové a pritom dochdz{
k odSté&peni.

Nakondenzovani azaaminokyseliny sSe provadi popri-
padé podle o sob& znémych zpusobl, jako nap¥iklad zpiso-
bem zaloZenym na aktivnim esteru a pFitom se bhrénény hyd-
razinovy derivédt nechd reagovat s estery kysellny chlormra~
vend{ na aktivni. : ester. Jakeo aktivni ester se zvl43td
pouZivd p-nitrofenyléster. Jako dal3{ mo¥nost p¥ichédz{ v
Uvahu aktivace aminoskupiny kyanfenylového zbytku na iso-
kyandt s nésledujic{ reskef s hydrazinovym derivdtem. Nfb-
-funkce hydrazind jsou p¥i reakei blokovény inémjmi chré-~
nicimi skupineami, k Semu se zvl4sts pouZivd bénzyloxy—
karbonylovd skupina a zejména terc.-butyloxykarbonylové
skupina. Po aéidolytickém odSt&peni chrénic{ skupiny se vé-
Ze .. - ._chiorid aromatické, heteroaromaticks nebo hete-
rocyklické sulfonové kyseliny v rozpouétédle, jako je
tetrahydrofuran, dioxan, dichlormethan nebo dlmethylform-
amid za pridavku bdze, jako je N-methylmorfolin, tri-




ethylamin nebo diisopropylethylamin. Ve vétEim podtu p¥ipa-
4% se viak jako p¥iznivé ukazuje ne jprve védzat na hydrazi-
novy derivat chlorid sulfonové. kyseliny. S tim miZe se obe-
jit zavedeni chréanici skupigny. Reakce kyano#é funkdni sku-
piny na amidinovou funkdni skupinu se provadi znamymi
reakénimi postupy. S vyhodou se na odpovidajici kyanfenyl-
alaninovy derivédt ve smési triethylaminu a pyridinu pisobi
po dobu jednoho dne sirovodikem. Thioamid vzﬁiklj timto
zpuisobem se jzoluje a pomoci methyladniho ginidls, jako Jje
methyljodid, p¥evede na methylester . thioimidokyseli-
ny. Zpracovinim s aminosloudeninou, jako je napriklad octan
amonny, s vyhodou Vv methanolu jako v rozpoudtédle, se miZe
z{skat poZadovand amidinofenylalaninovéd slouenina.

Sloudeniny se mohou &istit obvyklymi zplsoby.
S vyhodou se k tomu pouzivéd gelové chromatografie na lat-
kéch jako je RSephadex IH-20 nebo jontoménidové chromatogra-
fie na létkédch jako Je karboxymethylceluléza, pridemZ
2v143t8 vihodn& se p¥itom pouzivé acetdtovy pufr. Sloude-
niny podle tohoto vyridlezu se na svoji Eistotu zkous{ chro-
matografii na tenké yrstvé nebo vysoko uSinnou kapalinovou
chromatografii. Identita sloudenin se zkousi pomoci ele-
mentirni analyzy a NMR spetralni analyzy.

Inhibitory podle tohoto vynédlezu se k posouzeni
gvé ddinnosti zkoudi podle raznych kri?erii, s vyhodou se
u téchto sloudenin stanovuje nodnota K*, hodnota 1050 nebo
d{1&{ doba ke vzniku thromboplastinu (PIT) in vivo a in
vitro. Podle toho jsou,-slouéeninypodle tohoto vynalezu
gpecifické a vysoce aktivni inhibitory thromboninu se znadé-
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nou antitrombotickou schopnost{, kterd zfetelns p¥eddi az
dosud zndmé nizko molekuldrni sloudeniny.

Predm&tem tohoto vyndlezu jsou takd diagnostické
prostfedky nebo terapeutické prostfedky s antitrombotickym
Udinkem, které obsahuji popsané inhibitory, a pouZit{ t&ch-
to slouCenin jako diagnostik nebo pri zplisobu vyroby lé&iv
s antitrombotickym ddinkem. -

Priklady provedeni vyndlezu

Déle uvedené p¥iiklady popisuji bliZe tento vynd-
lez.

P¥iklad 1

(3 -Naftylsulfonylazaglycyl-D-p-amidinofenylalanylpiperi-
did

1. Boc-D-p-kyanfenylalanylpiperidid

50 g (255 mmol) P-kyanbenzylbromidu, 55 g (255
mmol) diethylesteru kyseliny acetamidomalonové a 2 g jodi-
du draselného se zah¥iwaj{ k varu ve 250 m1 absolutniho
dioxanu. K reakdni sm&si se bshem 3 hodin pFikape Jerstvs
vyrobeny roztok 6 g (260 mmol) sodfiku v ethanolu. Po dalsim
t¥ihodinovém varu pod zp&tnym chladilem se p¥idéd‘ 170 ml
3-normdlniho roztoku hydroxidu sodného. Vznikléd smds se 4
hodiny zah*{véd na teplotu 95 °C. Po ochlazeni se hodnota
pH upravi na 1 p¥idavkem 6-normilni kyseliny chlorovodiko-
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vé a dioxan se odpa¥i. Pripadné vysrédZend sraZenina se
odfiltruje. Pomoci roztoku hydroxidu sodného se upravi hod-
nota pH na 9 a reakéni smés se dvakrit extrahuje ethylace-
tédtem. Hodnota pH vodné faze se jeSté jednou upravi na l\
pomoci kyseliny chlorovodikové, prilemZ vykrystaluje N-
-acetylkyenfenylalanin. Krystaly se zachyti na jednom
misté, ndkolikrat promy ji vodou a vysudi za yysokého ve-
kua.

vitézek &ini 47 g (79,2 % teorie).

Zkouska Sistoty: chromatografii na tenté vrstvé
stanovend hodnota , Re = 0,5 (smés chloroformu, methanolv, a
ledové kyseliny octové v objemovém poméru 50:10:2,5).

24 g této latky se rozpustiwe 3 litrech vody '
za pridavku 3-normélnfho roztoku hydroxidu sodného a hod-
nota pH se upravi na 6 az 6,5. K roztoku se p¥ridd 500 mg
acylazy a vzniklad smés se inkubuje za teploty 37 °¢ po
dobu 4 dnd. Poté se roztok zbavi acylézy ultrafiltraci a
nakonec se odpefi na objem 1 litru.Po dpravé hodnoty pH
na 1 se provede n&kolikanésobnéd extrakce ethylacetatem.
Organické faze se promy ji malym mno¥stvim koncentrovaného
~oztoku chloridu sodného, susi Na S0, a Tozpoudtddlo ‘odpa¥i. Ziskd
gse 8,2 g N-acetyl-D-kyanfenylalaminu. Vyt8Zek odpovidd 82

% teorie.

K 8 g takto ziskané sloudeniny se pfidd 22 ml
ledové kyseliny octové a 4,3 ml koncentrované kyseliny chlo-
rovodikové se 40 ml vody a vSe se zah?{vd k varu po dobu
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24 hodin. Po odpa¥eni roztoku vznikého pri St&peni a
odstran&ni stop ulpslé kyseliny se provede presrdZen{ ze
smési methanolu a diethyletheru. Vyt&Zek Iinf 6,6 g (85 %
teorie).

5 & hydrochloridu D-kyanfenylalaninu se rozpusti
ve 14 ml vody za p¥{idavku 7,5 ml diisopropylethylaminu. X
vzniklému roztoku se pridd roztok 6 £ terc.-ﬁutyloxykarbo-
nyl-oxyimino-2-fenylacetonitrilu v 17 ml dioxanu a v3e se
michd p¥es noc. X reakdni sm¥si se potom pFidd 40 ml vody
a 50 md ethylacetdtu. Vodnd féze se 0dddl{ a organickd fé-
ze se jeSt& jednou extrahuje l-molédrnim roztokem hydro-~
genuhliditanu draselného. Spo jené vodné fize se @pakcvané pro-
myJi 10 ml diethyletheru a nakonec se upravi hodnota pH
na 3 pomoci kyseliny chlorovodikové. Reakini smés se t¥i-
krét extrahu je ethylacetdtem, promyje roztokem chloridu
sodného a organickd féze se vysuSi siranem sodnjm. Po od-
pafeni rozpoustidla se dostane 5,6 g Boc-D-kyanfenylalaninu
(78 % teorie).

3,26 g (10 mmol) Boc-D-kyenfenylalaninu, 1,49 g
(11 mmol) HOBt a 2,42 g (12 mmol) DCCI se rozpusti v 50
ml dimethylformamidu a vSe se michs po dobu jedné hodiny.
K reakéni smési se p¥idd 1 ml pPiperidinu a vSe se michi
pfes noc. VysrdZend dicyklohexylmodovina se odﬂiltruje, di-
methylformamid se oddestiluje a odparek se vyjme ethyl-
acetdtem. Extrakt se promyje trikrét hydrogenuhliditanem
draselnym, t¥ikrdt l-moldrnim rostokem hydrogensiranu dra-
selného a tfikrdt nasycenym roztokem chloridu sodného. Po
vysuSeni organické fédze sfiranem sodnym a oddestdlovdni roz-
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poustédla se dostane 3,16 g Boc—D-kyanfenylalanylpiperi-
didu (80 % teorie). :

gkxoudke distoty: chromatografie na tenké vrstvé,
R = 0,27 (chloroform).

2. D-Kyanfenylalanylpiperidin—hydrochlorid

3 g Boc-chrédndné slouleniny se rozpusti v 50 ml
1,2-normilni kyseliny chlorovodikové v ledové kyseling oc-
tové a michéd za teploty mistnosti po dobu 30 minut.Reakdni
dinidlo pouZité ke stdpeni se oddestiluje za sniZeného
tlaku, provede zpraeovdni s toluenem & odparek se trituru-
je s malym mnoZstvim diethyletheru. Krystaly se zachyti a
shromazdi a odpafi za sniZeného tlaku.

Vytézék: 2,2 8.
3. Boc-Azaglycyl-D—kyanfenylalanylpiperidid

2,08 g (7 mmol) Boc-azaglycin-p-nitrofenylesteru
a 2,06 g (7 mmol) kyanfenylalanylpiperididu se rozpusti v
50 ml dimethylformamidu. Po pridavku 2,4 ml (14 mmol) di-
isopropylethylaminu se reskini{ smés michd za teploty mist-
nosti v temnu po dobu 1l dne. Rozpoustédlo se oddestiluje
za sniZeného tlaku a odparek se vy jmé ethylacetatem. Ext-
rakt se promyje t¥ikrédt 1-molarnim roztokem hydrogensi-
ranu draselného, t¥ikrat roztokem hydrogenuhligitanu dra-
selného a dvakrat koncentrovanjm roztokem chloridu sodné-
ho. Organickd faze sevysudi siranem sodnym a rozpoustédlo
ge odpari. Odparek se rozmiché v diisopropyletheru, krys-




- 14 -

taly se zachyti a vysus{. Z{iskd se 2,29 g Boc-azaglycyl-
-D-kyanfenylalanylpiperididu.

4w '5 -Na.f%ylsulfonylazaglycyl—D—kyanfénylalanylp i-
peridid |

2,08 g (5 mmol) Boc-azaglycyl-D—kygnfenylalanyl—
piperididu se rozpust{ v 50 ml 1,2-normélni kyseliny chlo-
rovodikové v ledové kyselin¥ octové a roztok se michéd za
teploty mistnosti po dobu 30 minut. Po odpafeﬁi prost¥edku
pouZitého ke St¥pen{ a zpracovdni s toluenem za sniZeného
tlaku se odparek trituruje s etherem a krystaly se zachy-
ti. Poté se krystaly rozpusti v 50 ml - dichlormethanu
za pridaviku 1,7 ml (10 mmol) diisopropylethylﬁminu. K roz-
toku se piidd 1,134 g 'B—naftylsulfonylchloridu a reakéni
smés se michd za. teploty mistnosti pfes noc. Rozpoustédlo
se oddestiluje, odparek se vy¥jme ethylacetdtem a promy je
tPikrdt l-moldrnim roztokem hydrogen  s{ramm-: draselného,
trikrdt roztokem hydrogenuhliditanu draselného a dvakrit
koncentrovanym roztokem chloridu sodného. Organickd féze
se vysudi siranem sodnjm a rozpoustddlo se oddestiluje.
Ziské se 1,75 g {b-naftylsulfonylazaglycyl-D-kya.nfenyl-
alanylpiperididu. |

5. ' p—Naftylsulfonylazaglycyl-D—amidinbfenylalanyl—
piperidid !

1 g slouleniny z{skané ve stupni 4 se rozpusti
ve 30 ml vysuSeného pyridinu a po pfidéni 1 ml triethylami-
nu se zavdd{ plynny sirovodafk po dobu 3 hodin. Reakdn{
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smés se nechd stdt za teplotly mistnosti po dobu 3 dnu a
poté se vylije na smés 100 g ledu a 50 ml kxoncentrované
kyseliny chlorovodikové. SraZenina se odsaje a promyje VO-
dou. Thioamid se po vysudeni vy jme 50 ml acetonu a uvede
do styku s 1,5 ml methyljodidu. Ve se va¥{i pod zpdtnym
chladidem po dobu 30 minut. Po ochlazeni se provede vysré-
%eni sraZeniny diethyletherem. SraZenina se rozpusti v
dichlormethanu a dvakrat promy je vodou. Po vﬁsuéeni epga~-
nické féze sfranem sodnjym a odpa¥eni rozpuustédla se od-
parek vy jme 30 ml vysuSeného methanolu a pridd se 200 mg
octanu amonného. Reakdéni smés se oh#fvé na teplotu 60 ¢
po dobu 3 hodin. Rozpoustédlo se odpaii za sniZeného tla-
ku. Vyrobend sloulenina se podrobi chromatografickému éis-
téni na RSephadexu IH-20 v methanolu.

VytéZek Jje 590 mg.

gkxouska distoty: teplota tani: 182 °¢,
chromatografie na tenké vrstvé,

Re = 0,48 (sm&s chloroformu, methanolu a ledové kyseliny

octové v poméru 50:10:2,5) .
Zkoudka identity slouleniny: stanoveni moldrni

pmotnosti (bombardovéni rychlymi atomy), MY + H+ = 523.
Priklad 2
Pmc-Azaglycyl—D—p-amidinofenylalanylpiperidid

Stupné 1 aZ 3 jsou stejné jako v predchéze jicim
prikladé.
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4. Pmc-Azaglycyl—D-kyanfenylalaninpiperidid

1,67 g (4 mmol) Boc-azaglycyl-D-kyanfenylalanyl—
piperididu se rozpust{ v 50 ml 1,2-normiln{ kyseliny chlo-
rovodikové v ledové kyselins octové a michd 2a teploty mist-
nosti po'dobu 30 minut. Po odpareni i$inidla, pouZitého
ke 3t&peni a zpracovédn{ s toluenem za sniZeného tlaku se
odparek trituruje s etherem a krystaly se zachyti. Krysta-
ly se rozpust{ v 50 ml dichlormethanu za r¥fdaviau 1,36 ml
(8 mmol) diisopropylethylaminu. K reakéng smési se pridd
1,35 g Pmc-chloridu a vSe se nechd michat za%teploty mist-
nosti p¥es noc. Rozpoudtddlo se oddestilu je, ddparek vy jme
ethylacetdtem a promyje tFikrdt 1-molérnim roztokem hydro-
gensiranu. draselného, t¥ikrdt roztokem hydrogenuhliditany
- draselného a dvakrét koncentrovenym roztokem chloridu sod-
ného. Organickd féze se vysuSi siranem sodnym a rozpous-
tédlo se oddestiluje. Ziskd se 1,95 g Pme-azaglycyl-D-
-kyanfenylalanylpiperididu. |

5. Pme-Azaglycyl-D-amidinofenylalanylpiperidid

1,5 g sloudeniny ziskané ve stupni 4§se rozpust{
ve 30 ml vysusSeného pyridinu a po pridédni 1 mlftriethyl—
aminu se zavdd{ plymny sirovodik po dobu 3 hodin. Reak&n{
sm&s se nechd stdt za teploty mistnosti po dobu 3 dnd a
poté se vylije na sm&s 100 g€ ledu a 50 ml koncentrované ky-
seliny chlorovodikové. SraZenina se odsaje a promyje vodou.
Thioamid se po vysuSeni vyjme 50 ml acetonu a uvede do
Styku s 1,5 ml methyljodidu. Reakdn{ smés se v%fi pod zpdt-
nym chladidem po dobu 30 minut. Po ochlazeni se provede vy-
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srdseni sraZeniny diethyletherem. SraZenina se rogzpusti v
dichlormethanu a dvakrat promyje vodou. Po vysuleni{ orga-
nické féze siranem sodnym a odstrandni rozpoudtddla odpare-
nim se odparek vyjme 30 ml vysuSeného methanolu a uvede

do styku s 300 mg octanu sodného. Reakdni smés se zahifiva
na teplotu 60 °¢ po dobu 3 hodin. RozpousStédlo se odpaf¥i

z8 sniZeného tlaku a vyrobend sloudenina se podrobi chro-
matografickému gistdni na RSephadexu IH-20 v methanolu.
V§tszek &ini 990 mg. ‘

skouska Sistoty: teplota téni: 149 aZ 155 %
(slimuti, octan jako sal),
| chromatografie na tenké vrstvé,
Bp = 0,52 (chloroform, methanol a ledova kyselina octova,
jeko smés Vv objemovém pom&ru 50:30:2,5).

Stanoveni hodnoty ICSO pFi inhibici thrombinu

Sloudeniny se inkubuji ye vzriustajicich koncent-
racich s lidskjm thrombinem v 0,1 mol tris-HCl-pufru s 0,15
mol chloridu sodného ‘o hodnoté pH 8,2. Po jedné hoding se
zehd ji enzymatickd reakce pFiddnim substritu ChromozymR
TH (Tos-Gly-Pro-Arg-pNA, 5 X 10~ mol/litr). Uvolnovéni pNA
se stsnovuje po jedné hodin& jako pFirustek optické husto-
ty p¥i vlnové délce 405 nm ve fotometru. Koncentrace inhi-
bitoru, kterd zpusobi 50% potladeni ulinku enzymu, sSe
oznadi jako hodnota ICg4 (100 % odpovidé enzymatické reak-
ci, u které nedochdzi k inhibici).
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Stanoveni hodnoty K pro thrombin

.S roztokem thrombinu uvedenym syrchu se zjistu i
hodnoty K pro rozliéné slouleniny. X tomu se inkubu je
thrombin s koncentrac{ inhibitoru, kterd pfibliZn& odpovi-
déd hodnotd IC50 stanovené pfi svrchu popsaném testu. Reak-
ce Se zahdji s rozdilanymi koncentracemi substratu Chro-
mozynB TH (0,7- 45 x }O"5 mol/litr). Typ potladeni
(Hemmtyp) a hodnota K' se stanov{ zpusobem, ktery popsal
Lineweaver a Burk (J. Am. Chem. Soc., 56, 658 - 666

/1934/).




- 19 -

Tabulka 1
Sloudenina Potladeni thrombinu

IC.~ (mol/litr) KT (mol/litr)

50

Pmc~Gly-Aph-Pip 1,4 x 1072 1,3 x 1072
- Nas-AGLy-Aph-Pip 1,3 x 1072 2,6 x 1072
Pme- AGLy-Aph-Pip 1,6 x 10712 ‘9,2 x 10711
NAPAP 2,8 x 1072 1,4 x 10°
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Zkratky

Boc terc.-butyloxykarbonyl

DC chromatografie na tenké vrstva

Ry retenéni faktor (dobe retencé) ‘ ‘
HOBt hydroxybenzotriazol

DCCI | dicyklohexylkerbodiimid

DMF dimethylformamid

Pme 2,2,5,7,8~pentamethylchroman-6-sulfonyl
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloudenina obecného vzorce I o
“yd
AAIFBO Y
AZITYNAA Oud
HoN NH avyn
.--—“--m‘-*-“‘"
25 N80 |
‘ o]
‘, £gz26 10
i
. : -
0 i Fa
RZ
X /
Rl N
0 \
NH ;
R’ g -~ NH (1),
0
0
ve kterém
’ snamené naftylovou nebo femylovou skupénu, které

mohou byt derivatizovémy jednou a¥ ttemi alkoxy-
skupinami, které obsahuji af 3 atomy uhliku,
nebo af p&ti alkylovymi skupinami, které obsahu-
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ji 1 nebo 2 atomy uhliku, nebo znemena chromano-
vou skupinu, kterd miZe byt derivatizoviana aZ
péti methylovymi skupinami,

znamend atom vodiku, ni%s{ alkylovou skupinu s
a¥ 4 atomy uhliku, hydroxyalkylovou skupinu, ar-
alkylovou skupinu s aZ 7 atomy uhliku nebo
karboxyalkylovou skupinu s aZ 4 atomy uhliku,

R2

a R3, které jsou stejné nebo rozdilné, zn@menaji vZdy
alkylovou skupinu s aZ 4 atomy uhliﬁu, pridemZ
R? a R mohou tvo¥it s atomem dusfiku kruh, ktery
miZe byt derivatizovan karboxyskupiﬁou, hydroxy-
skupinou nebo hydroxyalkylovou skupinou s aZ

3 atomy uhliku a

x oznaduje R nebo S strukturu, s vjhodou viak jde
o R strukturu.

2. Sloudenina podle nédroku 1, kde R’ predstavu-
je @.-naftylovou skupinu, Rl znamend atom quikxz a Rz a
R> dohromady predstavuji piperidinovy zbytek. |

3. Sloudenina podle ndroku 1, kde ﬁ' pfedstavu-
je 2,2,5,7,8~-pentamethylchromanovou skupinu, Rl znamend
atom vodiku a R? a RS tvodi dohromady piperidinovy zbytek.

4., Sloudenina podle nédroku 1, kde 3' znamené
fb -naftylovou skupinu, Rl predstavuje skupi#u vzorce
~CH,-C00H & R? a R3 tvo¥{ dohromady piperidinovy zbytek.
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5. Sloufenina podle néroku 1, kde R~ znamena
p.-naftylovou skupinu, Rl predstavuje methylovou skupinu a

Rz a R3 tvo¥i dohromady piperidinovj zbytek.

6. Sloudenina podle néroku 1, kde R~ znamend
6,7-—dimethoxy-{$ -naftylovou skupinu, Rl predstavuje atom
vodiku a R® a RS tvor{i dohromady piperidinovy zbytek.

7. Sloudenina podle néroku 1, kde R® znamend
5-methoxy—q(-naftylovou skupinu, Rl predstavuje methylovou
skupimu & RZ a R tvo¥{ dohromady piperidinovy zbytek.

8. Sloudenina podle niroku 1, kde R’ znamend
-naftylovou skupinu, R; predstavuje atom vodiku 2 Rz a
®3 tvor{ dohromady 3-piperidinov§ z2bytek.

9. Sloudenina podle néroku 1, kde R’ znamend
5,6,7,8—tetrahydro—‘b—naftylovou skupinu, 7t predstavuje
skupinu vzorce -CHZ—COOH a R2 a R3 tvori dohromedy piperi-
dinovy zbytek. ‘

10. Sloudenina podle néroku 1, xde R’ predstavu-
je methoxytrimethylfenylovou skupinu.

11. Sloutenina podle néroku 1, kde R’ znamend

pentamethylfenylovou skupinu, R1 predstavuje atom vodiku
s B2 & RS tvo¥i dohromady piperidinovy zbytek.

12. Zpusob vyroby sloudenin obecného vzorce I,
yyznadul {cid s e t im, Ze se nydrazinovy
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derivat obecného vzorce
R'- 50, - NH - NHR! :

ve kterém

R" a R} maji vyznamy uvedend v inéroku 1,
nechéd reagovat s obvyklym karbonyladnim ¢inidlem, s vyhodou

S p-nitrofenylesterem kyseliny chlormravenéi,;v roztoku s

reakini produkt se nechd reagovat s p-amidinofenyldialkyl-

amidem, ve kterém alkylové skupiny ma j{ vyZnamy R o RS

‘uvedené v ndroku 1.

13. Daagnosticky nebo terapeuticky prostfedek,
Vyznadujied S e tim, 3Ze obsahuje sloude-
ninu podle ndroku 1. ”

14. PouZit{ sloudeniny podle néroku%l p¥i zpiso-
bu viroby diagnostiks nebo 1é&iva s antitrombotickym
uéinkem.
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