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Trombinové inhibitory vieobecného vzorca (I), kde R' je
cyklopentyl, cyklohexyl alebo rozvetveny (Cs.¢)alkyl; R? je R?

cyklohexyl alebo fenyl; R® je H alebo metyl; A je nesub-
stituovany nasyteny 4-, 5- alebo 6-¢lenny kruh a ich farma-
ceuticky prijatelné soli, ktoré maju antikoagulatny G¢inok
a mdZu byt pouzité na lieenie alebo prevenciu trombinom

sprostredkovanych a s trombinom suvisiacich choréb; far-
maceutické prostriedky, ktoré ako uinnd latku obsahuji
zli&eniny podl'a vynalezu, a ich pouZitie.
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Trombinové inhibitory, farmaceuticky prostriedok s ich obsahom a ich pouZitie

Oblast techniky

Vynalez sa tyka trdmbinovych inhibitorov obsahujﬂcich aminoizochinolinovu
skupinu, farmaceutického prostriedku s obsahom takéhoto inhibitora a taktiez
pouZitia uvedeného inhibitora na vyrobu lieku na prevenciu a lieCenie chordb

suvisiacich s trombinom.

DoterajSi stav techniky

V literature je opisané mnozstvo trombinovych inhibitorov peptidickej povahy.
Vagcsina tychto trombinovych inhibitorov obsahuje bazické skupiny v takzvanej P1-
polohe, ako napriklad bazické aminokyseliny arginin a lyzin, ale taktiez benzamidin
aim podobné. Takato bazicka skupina je povazovana za najpodstatnejSiu pre
antitrombinovy ucinok. Na druhej strane, v pripade, Ze sa zlu€eniny podavaju
oralnou cestou, méze bazicita zhorSit absorpciu v ¢revach. Vo WO 98/47876 je
opisana trieda inhibitorov, ktord& mé& ako bazickl skupinu aminoizochinolinovu
skupinu, ktora vykazuje zlepSené vlastnosti pri transepitelialnom transporte. V ramci
tejto skupiny zluCenin sa v st¢asnosti identifikoval novy vyber zli¢enin, ktoré maju

dalSie zlepSené farmakologické viastnosti.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu st zlGéeniny véeobecného vzorca |

R? |
R’ -NH-CH-CO-r\l/—p:—\CH-CO-NH—CHz X R (1)
P
NH,

kde
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R’ je cyklopentyl, cyclohexyl alebo rozvetveny (Ci.4)alkyl;
R? je cyklohexy! alebo fenyl;
R? je H alebo metyl; a
A je nesubstituovany nasyteny 4, 5 alebo 6-¢lenny kruh;
alebo ich farmaceuticky prijatelné soli, |
ktore si moznymi trombinovymi inhibitormi so zna&ne zvySenym plazmovym
polCasom rozpadu. Vo vacsine klinickych situacii, pri ktorych st potrebné anti-
trombotické lieky je potrebny vo vieobecnosti predizeny poléas rozpadu (pozri
Sixma, J. J. a kol., Thromb, Res. 67; 305 az 311 (esp. 307), 1992). Zlugeniny podla
predkladaného vynalezu su teda délezitym prinosom v danej oblasti techniky.
ZlGCeniny podla vynalezu st uZito&né na lieCenie a prevenciu trombinom
sprostredkovanych a s trombinom suvisiacich choréb. Toto zahrnuje mnoZstvo
trombotickych a protrombotickych stavov, v ktorych sa aktivuje koagulaéna kaskada,
priklady ktorych zahrnuju, ale nie st obmedzené len na rozsiahlu Zilov( trombdzu,
plicnu embdliu, tromboflebitidu, upchatie tepien spdsobené trombdzou alebo
embdliou, opatovné upchatie tepien poéas alebo po angioplastike alebo trombolyze,
restendzu po tepnovom poraneni alebo agresivnej kardiologickej procedure,
pooperacnu Zilovd trombdzu alebo embdliu, akatnu alebo chronickti aterosklerdzu,
mozgovl porazku, infarkt myokardu, rakovinu a metastazy, a neurodegenerativne
choroby. ZliCeniny podla vynalezu mézu byt taktieZ pouZité ako antikoagulanty
v mimotelovom krvnom obehu, ako je to potrebné pridialyze apri operaci.
Zluceniny podia vynalezu mézu byt taktiez pouZité ako in vitro antikoagulanty.
Vyhodnymi trombinovymi inhibitormi podfa predkladaného vynéiézu su
zluCeniny, vktorych Aje patélenny kruh. Vyhodne, R? je cyklohexyl. Inymi
vyhodnymi zlG&eninami st tie, v ktorych R® je H. VyhodnejsSie su zlugeniny,
vktorych R' je cyklohexyl. Najvyhodnej§im trombinovym inhibitorom podla
predkladaného vynalezu je zlugenina, kde R’ je cyklohexyl, R? je cyklohexyl, R® je H
a A je patclenny kruh.
Vyraz rozvetveny Ci4-alkyl znamena rozvetvenu alkylovi skupinu s 3 alebo 4

atdbmami uhlika, akou je napriklad izopropyl.
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Vynalez dalej zahrnuje spdsob pripravy trombinovych inhibitorov, ktory
zahrnuje vazbovu reakciu vhodne chranenych aminokyselin a aminoizo-
chinolinovych derivatov, po ktorej nasleduje odstranenie ochrannych skupin.

Zltéeniny vSeobecného vzorca | mézu byt pripravené spésobom, ktory je
bezZny pre takéto zlGéeniny. Tieto mdzu byt pripravené vytvorenim peptidovej vazby
medzi zlu¢eninami vSeobecného vzorca |l 'a zluCeninami vSeobecného vzorca |,
pricom sa pouzije vazbové Cinidlo, akym je napriklad N,N-dicyklohexylkarbodiimid
(DCCI) a 1-hydroxybenzotriazol (HOBT) alebo 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetrametyluréniumtetrafludrboritan (TBTU), v ktorych R', R?, R® and A maji vyznam
uvedeny vysSie. N-ukonéenie zli€enin v8eobecného vzorca Il méze ale nemusi
niest ochrann( skupinu, akou je napriklad terc-butyloxykarbonylova skupiha (Boc).
Arylaminova skupina zlucenin v8eobecného vzorca lll méze ale nemusi niest
ochrannu skupinu, akou je benzoyl, ktory méze byt po reakcii, pri ktorej sa vytvori

vazba, odstraneny.

N | -
0 N T
R'-NH-CH-CO-N—CH-COOH | | N
NH,

(Iny (tin)

ZluCeniny vSeobecného vzorca Il mézu byt pripravené zo zlucenin v§eobec-
ného vzorca IV, kde Pg1 je karboxylatova ochranna skupina, akou je riapriklad
benzylester, pdsobenim na zli€eninu v8eobecného vzorca IV vhodnym keténom,
akym je napriklad cyklohexanén alebo acetén a s redukénym ¢inidlom, akym je
napriklad triacetoxyborhydrid sodny =za kyslych podmienok a naslednym

odstranenim karboxylatovej ochrannej skupiny.

R2

n (V)

A
H,N-CH-CO-N —CH-COOPg1
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Zligenina véeobecného vzorca lll, kde R® = H (1-amino-6-(aminometyl)izo-
chinolin) je opisana vo WO 98/47876. ZlGCenina vSeobecného vzorca lll, kde R® =
Me (1-amino-6-(aminometyl)-3-metylizochinolin) méze byt pripravena z 1-amino-6-
metgxy-3-metylizochinolinu, pouzitim postupov opisanych vo WO 98/47876, na
transformaciu 1-amino-6-metoxy-izochinolinu na 1-afnino-7-(aminometyl)izochinolin.
1-Amino-6-metoxy-3-metylizochinolin mdze byt pripraveny z 3-metoxyfenylaceténu,
pouZzitim spésobu opisaného W. Zielinskim a M. Mazikom v Heterocycles 38, 375
(1994).

Alternativne, zluceniny vSeobecného vzorca | mozu byt pripravené zo
zlu€enin vSeobecného vzorca V, pOsobenim na zli¢eniny vSeobecného vzorca
V vhodnym ketéonom, akym je napriklad cyklohexandn alebo acetdon a redukénym
¢inidlom, akym je napriklad triacetoxybdrhydrid sodny za kyslych podmienok. V tejto
reakcii mdze byt arylaminova skupina zlG¢éenin v8eobecného vzorca V chranena

skupinou, akou je napriklad benzoyl, ktory méze byt po redukénej aminacii

odstraneny.
RZ
fA\ | R3
H,N-CH-CO-N —CH-CO-NH-CH, AN
N
(V)
NH,

Zluceniny vSeobecného vzorca V mdzu byt pripravené pomocou V);tvorenia
peptidovej vazby medzi dipeptidom s ochrannou skupinou, akou je napriklad Boc
skupina na N-ukonéeni a zlG&eninami veobecného vzo;rca 'Ii'l, pricom sa pouZiju '
véazbové Cinidla opisané vyssie.

Ochrana a-amino funkénych skupin sa v8eobecne uskutolnuje
prostrednictvom uretanovych funkénych skupin, akymi sG napriklad v kyslom
prostredi nestala terc-butyloxykarbonylova skupina (Boc), benzyloxykarbonylova
(Cbz) skupina a substituované analégy, v zasaditom prostredi nestala 9-fluorenyl-
metyloxykarbonylova (Fmoc) skupina alebo ftaloylova (Phth) skupina. Iné vhodné

amino ochranné skupiny zahrnuju Nps, Bpoc, Msc, etc. Odstranenie ochrannych
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skupin sa mdzZe uskutocnit réznymi spdsobmi, v zavislosti od povahy tychto
ochrannych skupin. Zvy&ajne sa odstranenie ochrannych skupin uskutoCnuje za
kyslych podmienok a v pritomnosti scavengerov. Cbz skupina mézZe byt taktiez
odstranena prostrednictvom katalytickej hydrogenéacie. Prehfad amino ochrannych
skupin a spbsobov na ich odstranenie je ‘uvédeny v The Peptides, Analysis,
Synthesis, Biology, zvazok 3 E. Gross and J. Meienhofer, Eds., (Academic Press,
New York, 1981). |

Ochrana karboxylovych skupin sa méze uskutoénit prostrednictvom tvorby
esteru, napr. v zasaditom prostredi nestalych esterov, akymi su napriklad metyl-
alebo etylester, v kyslom prostredi nestalych esterov, akymi su napriklad terc-
butylestery, alebo hydrogenolyticky nestale estery, akymi st napriklad benzylestery.

Zla&eniny podla predkladaného vynélezu, ktoré mézu byt vo forme volnej
bazy, mozu byt izolované z reakénej zmesi vo forme farmaceuticky prijatefnej soli.
Farmaceuticky prijatelné soli méZu byt taktiez ziskané posobenim organickej alebo
anorganickej kyseliny, akymi st napriklad kyselina chlorovodikova, bromovodikova,
jodovodikova, sirova, fosforeéna, octova, propiénova, glykolova, maleinova,
malénova, metansulfénova, fumarova, jantarova, vinna, citrobnova, benzoova
a askorbova na volnl bazu vSeobecného vzorca |.

Zlugeniny podla vynalezu maji jeden alebo viacero chiralnych uhlikovych
atémov, apreto mozu byt ziskané vo forme Cistych enantiomérov, Cistych
diastereomérov, vo forme zmesi enantiomérov, alebo vo forme zmesi obsahujacej
diastereoméry. Spdsoby ziskania &istych enantiomérov st v danej oblasti techniky
dobre zname, st nimi napriklad krystalizacia soli, ktoré st ziskané z opticky
aktivnych kyselin a racemickych zmesi, alebo chromatografia s pouzitim chiralnych
stlocov. Pre diastereoméry méze byt pouzité stipce s normalnymi alebo obratenymi
fazami.

Zla&eniny podla vynalezu mdzu byt podavané enteralne alebo parenteraine,
a u fudi vyhodne v dennych davkach od 0,001 do 100 mg na kg telesnej hmotnosti,
vyhodne od 0,01 do 10 mg na kg telesnej hmotnosti. Zmie$ané s farmaceuticky
prijatefnymi pomocnymi latkami, opisanymi napriklad v $tandardnom odkaze
Gennaro a kol., Remington's Pharmaceutical Sciences, (18. vydanie, Mack

Publishing Company, 1990, pozri najma Cast 8: Pharmaceutical Preparations and
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Their Manufacture) mézu byt zli¢eniny zlisované do tuhych davkovych jednotiek,
akymi st napriklad pilulky, tablety, alebo mézu byt spracované do kapsul alebo
¢apikov. Prostrednictvom farmaceuticky prijatelnych kvapalin mézu byt zliceniny
podavane aj vo forme roztokov, suspenzii, emulzii, napriklad na pouZitie ako
injekCny prostriedok, alebo sprej, napr. na pouZitie ako nazalny spre;. |

Pri vyrobe davkovych jednotiek, napr. tabliet je potrebné uvazovat o pouziti
beznych prisad, akymi st napriklad plniva, farbiva, polymérne spojiva a podobne.
Vo v8eobecnosti je mozné pouzit aktkolvek farmaceuticky prijatelna prisadu, ktora
neinterferuje s funk&nou skupinou G¢innych zluc¢enin.

Vhodné nosie, s ktorymi je mozné prostriedok podat zahrnuji laktdzu,
Skrob, celulé6zové derivaty a podobne, alebo ich zmesi, pouzité vo vhodnych
mnozstvach.

Eliminaény polas rozpadu a percento biodostupnosti zli¢enin podla
vynalezu mdze byt vhodne testované podla nasledujiceho testu na psoch.

Doba zotrvania a percento biodostupnosti priamych trombinovych inhibitorov
u samic psov plemena beagle sa mdéZze merat prostrednictvom stanovenia anti-lla
ucinku v plazme po intraven6znom alebo oralnom podani. S ohfadom na selektivitu
proteazovych inhibitorov podla vynalezu je inhibicia trombinu linearne zavisla od
koncentracie meraného proteazového inhibitora. Po intraven6znom alebo oralnom
podani serinového protedzového inhibitora sa v réznych asovych okamihoch
pocCas dna zbiera krv z krénej zily. Po centrifugéacii krvi sa vo vzorkach plazmy
stanovia plazmové anti-lla GCinky v chromogenickej skuske na mikrotitraénych
dostikach s pouzitim kalibracnej krivky samotnej testovanej zluceniny. Ziskané
hodnoty sa analyzovali z krivky plazma vs ¢as, napr. prostrednictvom pocitatoveho
iteracného postupu, zalozeného na S'implexovej météde. Nasledne sa s pouﬁitim
modelu relativnej chyby nezavislej od koncentracie vypocitali eliminacné pol¢asy
rozpadu, aplocha pod krivkou (AUC) sa stanovila pomocou lichobeznikového
pravidla. Za predpokladu linearnej kinetiky sa percento biodostupnosti vypocitalo
vydelenim AUC ziskanej po p.o. podani priemernou oCakavanou normalizovanou
AUC po i.v. podani tejto davky (x 100 %).

Vynalez je dalej demonstrovany na nasledujucich prikladoch.



Priklady uskuto¢nenia vynalezu

'H NMR merania sa uskuto¢nili na BRUKER DRX 400 spektrofotometri,
pracujiicom pri 'H frekvencii 400 MHz. Hmotnostné spektra (MS) sa zaznamenali
prostrednictvom PE-sciex API-165.

Priklad 1
N-Cyklohexyl-3-cyklohexyl-D-alanyl-N-[(1-amino-6-izochinolinyl)metyl]-L-prolinamid,
hydrochlorid (N-cyklohexyl-D-Cha-Pro-6Aiq.HCI)

Po 2-hodinovom mie$ani 0,91 g fenylmetylesteru 3-cyklohexyl-N-[(1,1-
dimetyletoxy)karbonyl]-D-alanyl-L-prolinu (Boc-D-Cha-Pro-OBzl) v 2,5 ml dichlor-
metanu a 2,5 ml kyseliny trifluéroctovej pri teplote miestnosti sa reakéna zmes
skoncentrovala vo vakuu, o poskytlo 0,94 g oleja. Tento olej sa rozpustil v 10 ml
N,N-dimetylformamidu, obsahujiceho 1 % objemove kyseliny octovej a pridalo sa
0,26 ml cyklohexanonu a 0,64 g triacetoxybérhydridu sodného. Po 16-hodinovom
mieSani pri teplote miestnosti sa k reakénej zmesi pridalo 5 ml vody a zmes sa
extrahovala dichlormetanom. Organicky extrakt sa vysus$il nad siranom horecnatym
a skoncentroval sa, €o poskyﬂo 0,90 g oleja (TLC,; silikagél, dichlérmetan/metanol =
95/5 (objemovo) Rf = 0,8). Tento olej sa rozpustil v 50 ml etylacetatu, pH roztoku sa
nastavilo na hodnotu pat pouzitim kyseliny octovej, pridalo sa 0,10 g paladia na
uhliku (10%) a suspenzia sa hydrogenovala pri atmosferickom tlaku pri teplote
miestnosti jednu hodinu. Paladiovy katalyzator sa odstranil filtraciou a rozpustadlo
. sa odstranilo odparenim pri znizenom tlaku. ZvySok sa rozpustil v toluéne a toluén
sa odpari! pri znizenom tlaku, éo poskytlo 0,56 g N-cyklohexyl-D-Cha-Pro-OH. Této
kyselina (0,35 g) sa rozpustila v 10 ml N,N-dimetylformamidu a pridalo sa 0,19 mg
1-amino-6-aminometylizochinolinu (WO 9847876) a 0,4 g 2-(1H-benztriazol-1-yl)-
1,1,3,3-tetrametyluréniumtetrafludrboritanu (TBTU). pH reakénej zmesi sa nastavilo
na hodnotu 8 pouzitim N,N-diizopropyletylaminu (DIPEA). Po 24-hodinovom
mieSani pri teplote miestnosti sa pridalo dalSich 0,1 g TBTU a reakéna zmes sa
mieSala pri teplote miestnosti dalS§ich 18 hodin. Nasledne sa reakéna zmes

skoncentrovala vo vakuu. Zvy$ok sa rozpustil v 50 ml dichlérmetanu, a dvakrat sa
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premyl vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného, vysus$il sa nad siranom
hore¢natym a skoncentroval sa. Zvy$ok sa rozpustii vo vode a priamo sa
nadavkoval na preparativnu HPLC DeltaPak RP-Cis s pouzitim gradientového
eluéného systému 20 % A/80 % B az 20 % A/30 % B/50 % C pocas 60 minut pri
}rychlosti prietoku 40 ml/min (A: 0,5M fosfatovy timivy roztok pH 2,1, B: voda, C
zmes acetonitril/voda = 6/4 (objemovo)), ¢o poskytlo 0,25 g zlueniny z nazvu tohto
odseku.

'H-NMR 400 MHz (CD30D) &: 0,84 - 2,41 (27H, m), 2,91 - 3,01 (1H, m), 3,57 - 3,65
(1H, m), 3,81 - 3,88 (1H, m), 4,30 (1H, t, J = 7 Hz), 4,49 - 4,77 (3H, m), 7,26 (1H, d,
J=7Hz),757 (1H,d, J =7Hz), 7,73 (1H,dd, J=2Hza J =9 Hz), 7,92 (1H, d, J =
2 Hz), 8,38 (1H, d, J = 9 Hz).

Priklad 2
N-Cyklohexyl-3-cyklohexyl-D-alanyl-N-[(1-amino-3-metyl-6-izochinolinyl)metyl}-L-
prolinamid, hydrochlorid (N-cyklohexyl-D-Cha-Pro-6(3Me)Aiq.HCI)

2a. 1-Amino-6-metoxy-3-metyl-izochinolin

Roztok 2,12 g 3-metoxyfenylaceténu a 1,26 ml fosforylchloridu v 45 ml
bezvodého toluénu sa zohrieval pod refluxom. Po 30-tich minatach sa zmes
ochladila na 0 °C apo kvapkach sa pridal roztok 0,57 g kyanamidu v 23 ml
bezvodého éteru. Reakéna zmes sa ponechala ohriat na teplotu miestnosti a pri
tejto teplote sa mieSala jednu hodinu. Potom sa mieSana zmes ochladila na 0 °C po
kvapkach sa pridalo 1,5 ml titaniumtetrachloridu. Reakéna zmes sa ohrievala pod
refluxom 2,5 hodiny, ochladila sa, pridalo sa 34 ml vody, zmes sa prefiltrovala
a sediment sa premyl étylacetétom. Filtrat sa -zalkalizoval pouzitim 2N vodného
roztoku hydroxidu sodného a extrahoval sa etylacetatom. Organické extrakty sa
premyli solankou, vysusili sa nad siranom horec¢natym a skoncentrovali sa. ZvySok
sa cistil pomocou chromatografie na silikagéli (zmes dichlérmetan/metanol = 95/5),
¢o poskytlo 0,42 g zlugeniny z nazvu tohto odseku. 'H-NMR 400 MHz (CDCls) &:
2,45 (3H, s), 3,91 (3H, s), 5,0 (2H, Siroky s), 6,81 (1H, s), 6,90 (1H, d, J = 3 Hz),
7,02 (1H, dd, J =3 Hza J = 9Hz), 7,65 (1H, d, J= 9 Hz).
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2b. 1-Amino-6-hydroxy-3-metyl-izochinolin

K mieSanému roztoku 1-amino-6-metoxy-3-metylizochinolinu (2 g) v 10 ml
dichlormetanu sa pri teplote 0 °C po kvapkach pridal bromid bority (4 ml) v 6 ml
dichlérmetanu. Po 16-hodinovom mieSani pri teplote miestnosti sa reakéna zmes
viiala na lad, organicka vrstva sa odstranila a pH vodnej vrstvy sa nastavilo na
hodnotu 9 pridavkom koncentrovaného vodného amoniaku. Vyzrazana latka sa
zozbierala prostrednictvom filtracie a vysuSila sa vo vékuu, ¢o poskytio 1,6 g
zli¢eniny z nazvu tohto odseku. ESI-MS: 175 (MH).

2c. 1-Amino-3-metylizochinolin-6-yl ester kyseliny triflubrmetansulfonove;j

Zmes 1,4 g 1-amino-6-hydroxy-3-metyl-izochinolinu a 4,3 g N-fenyl-bis(tri-
fludrmetansulfénimid)-u v 19,5 ml dichlérmetanu a 19,5 ml dioxanu sa ochladila
v fadovom Kkuapeli a po kvapkach sa pridalo 2,8 ml N,N-diizopropyletylaminu.
Vysledna zmes sa 24 hodin ohrievala pri teplote 70 °C, po ¢om nasledovalo
odstranenie prchavych zloziek vo vakuu. Zostavajici zvySok sa rozpustil v etyl-
acetate, premyl sa po sebe nasledujucimi podielmi 2N vodného hydroxidu sodného,
vody a sofanky avysusil sa (siran sodny). Filtracia a skoncentrovanie poskytlo
bezfarebny olej, ktory sa trituroval v toluéne, ¢o poskytio 1,3 g tuhej latky. Toluénovy
roztok sa Cistil prostrednictvom chromatografie na silikageli (zmes toluén/etanol =
95/5), o poskytlo daldich 0,6 g zluéeniny z nazvu tohto odseku. Upiny vytazok bol
1,9 g. ESI-MS: 307 (MH").

2d. 1-Amino-6-kyano-3-metylizochinolin

K ohrievanej zmesi 1-amino-3-metylizochinolin-6-yl esteru kyseliny trifluér-
metansulfénovej (1,9 g), kyanidu zino¢natého (0,74 Q) a trifenylfosfinu (0,33 g) v 24
ml  N-metyl-pyrolidénu sa pri teplote 190 °C pridal paladiumacetat (0,28 @)
(exotermicka reakcia !). MieSanie pri teplote 190 °C pokracovalo 2 hodiny. Po
ochladeni na teplotu miestnosti sa pridal etylacetat a organicka zmes sa premyla 2N
vodnym amoniakom, vodou a solankou a vysuS$ila sa (siran horeCnaty). Filtracia
a skoncentrovanie poskytli hnedasty olej, ktory sa istil prostrednictvom
chromatografie na silikagéli (zmes dichlérmetan/metanol =98/2), ¢o poskytio 0,68 g
zltéeniny z nazvu tohto odseku. ESI-MS: 184 (MH™).
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2e. 1-Amino-6-(aminometyl)-3-metylizochinolin

K mieSanému roztoku 1-amino-6-kyano-3-metylizochinolinu (0,68 g) v 15 ml
tetrahydrofuranu sa pri teplote miestnosti a pod dusikovou atmosférou pridalo 8,4 ml
2M komplexu boran-metylsulfid v tetrahydrofurane a nasledne sa potom ohrieval 50
minat pri teplote 60 °C. Reakéna zrhes sa ochladila v ladovom kupeli a pomaly sa
pridalo 7,5 ml metanolu. Po 15 minutach sa pridalo 18,8 ml 1M HCI v éteri. Reakéna
zmes sa ponechala ohriat na teplotu miestnosti a mieSala sa dalSich 16 hodin.
Tuha faza sa izolovala, ¢o poskytlo 0,34 g hydrochloridu 1-amino-6-(aminometyl)-3-
metylizochinolinu. Filtrat sa &istil prostrednictvom stipcovej chromatografie (silikagé!;
zmes metanol/amoniak = 98/2), €o poskytlo dalSich 0,15 g 1-amino-6-(aminometyl)-
3-metylizochinolinu. ESI-MS: 188 (MH™).

2f. N-cyklohexyl-3-cyklohexyl-D-alanyl-N-[(1-amino-3-metyl-6-izochinolinyl)metyl]-L-
prolinamid, hydrochlorid (N-cyklohexyl-D-Cha-Pro-6(3Me)Aiq.HCI)

K 'mieSanej zmesi 0,17 g hydrochloridu 1-amino-6-(aminometyl)-3-metylizo-
chinolinu, 0,30 g N-cyklohexyl-D-Cha-Pro-OH, 0,5 ml acetonitrilu a 0,37 ml N,N-
diizopropyletylaminu v 3 ml N,N-dimetylformamidu sa pri teplote miestnosti poCas
jednej hodiny pridal roztok 0,35 g brémtripyrolidonfosféniumhexafluérfosfatu
(PyBroP) v 13 ml N,N-dimetylformamidu. Po 24-hodinovom mie$ani pri teplote
miestnosti sa reakéna zmes skoncentrovala vo vakuu. ZvySok sa rozpustil
v etylacetate a premyl sa vodnym hydrogenuhliitanom sodnym a solankou, vysusil
sa nad siranom hore¢natym a skoncentroval sa. ZvySok sa Cistil prostrednictvom
chromatografie na silikagéli (zmes dichlormetan/metanol = 9/1) a lyofilizacia zo
zmesi terc-butanol/kysélina chlorovodikova poskytla 0,13 g zli¢eniny z nazvu tohto
" odseku. 'H-NMR 400 MHz (CD30OD) &: 0,85 - 2,40 (27H, m), 2,50 (0,3H, s), 2,51
(2,7H, s), 2,92 - 3,00 (1H, m), 3,54 - 3,68 (1H, m), 3,81 - 3,88 (1H, m), 4,30 (1H, t, J
=7 Hz), 4,46 - 4,74 (3H, m), 7,02 (1H, s), 7,64 (1H, dd, J =2 Hz a J = 9 Hz), 7,80
(1H,d, J =2 Hz), 8,32 (1H, d, J= 9 Hz).



-11 -

Priklad 3
N-Cyklohexyl-D-fenylalanyl-N-[(1-amino-6-izochinolinyl)metyl]-L-prolinamid, hydro-
chloride (N-cyklohexyl-D-Phe-Pro-6Aiq.HCI)

Pomocou postupov uvédenych v priklade 1 pre N-cyklohexyl-D-Cha-Pro-OH
za pouzitia vychodiskovej zlu¢eniny, ktorou je 0,85 g fenylmetylesteru N-[(1,1-
dimetyletoxy)karbonyl]-D-fenylalanyl-L-prolinu  (Boc-D-Phe-Pro-OBzl) sa poskytlo
0,82 g N-cyklohexyl-D-fenylalanyl-L-prolinu  (N-cyklohexyl-D-Phe-Pro-OH). N-
cyklohexyl-D-Phe-Pro-OH (0,82 g) sa rozpustil v 10 ml N,N-dimetylformamidu
a pridalo sa 0,33 mg 1-amino-6-aminometylizochinolinu a 1,1 g O-(7-azabenzo-
triazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametyluréniumhexafluérfosfatu (HATU) a hodnota pH sa
nastavila na 8 pouzitim N,N-diizopropyletylaminu (DIPEA). Po 16-hodinovom
miesani pri teplote miestnosti sa reakéna zmes skoncentrovala vo vakuu. ZvySok sa
rozpustil v 50 ml dichlérmetanu a dvakrat sa premyl vodou a solankou, vysusil sa
nad siranom horeénatym a skoncentroval sa. ZvySok sa Cistil prostrednictvom
chromatografie na silikagéli (zmes dichlérmetan/metanol (obsahujuci 2 % amoniaku)
= 9/1) a lyofilizacia zo zmesi terc-butanol/kyselina chlorovodikova poskytla 0,19 mg
zlu&eniny z nazvu tohto odseku. 'H-NMR 400 MHz (CD30D) &: 0,87 - 2,13 (14H, m),
2,38 - 2,45 (1H, m), 2,94 - 3,03 (1H, m), 3,06 - 3,13 (1H, m), 3,25 - 3,38 (2H, m),
4,33-4,73 (4H, m), 7,25 - 7,40 (6H, m), 7,58 (1H, d, d =7 Hz), 7,71 (1H, dd, J = 2
Hz a J = 9,Hz), 7,92 (1H, d, J = 2 Hz), 8,35 (1H, d, J = 9 H2).

Priklad 4
N-Cyklopentyl-3-cyklohexyl-D-alanyl-N-[(1-amino-6-izochinolinyl)metyl]-L-prolin-
amid, hydrochlorid (N-cyklopentyl-D-Cha-Pro-6Aia.HCI)

Pomocou postupov uvedenych v priklade 1 za pouzitia vychodiskovej
zluceniny, ktorou je 0,30 g Boc-D-Cha-Pro-OBzl pouzitim cyklopentanénu namiesto
cyklohexanénu sa poskytol surovy N-cyklopentyl-D-Cha-Pro-6Aiq, ktory sa Cistil za
pomoci stipcovej chromatografie (silikagél, zmes dichlérmetan/metanol = 10/1,
gradient do 5/1). Lyofilizacia zo zmesi terc-butanol/kyselina chlorovodikovéa poskytla
0,16 g zlu€eniny z nazvu tohto odseku. '"H-NMR 400 MHz (CD30D) &: 0,85 - 2,41
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(25H, m), 3,43 - 3,52 (1H, m), 3,59 - 3,65 (1H, m), 3,80 - 3,86 (1H, m), 4,20 (1H, t, J
=7 Hz), 4,51 - 4,73 (3H, m), 7,25 (1H, d, J = 7 Hz), 7,57 (1H, d, J = 7 Hz), 7,73 (1H,
dd, J =2,Hza J =9 Hz), 7,90 (1H, d, J = 2 Hz), 8,38 (1H, d, J = 9 Hz).

Priklad 5
N—(1-Metyletyl)-3-cyklohexyl-D-aIanyl-l\l—[(1-amino-6-izochino|inyl)metyl]-L-proIin-
amid, hydrochlorid (N-(1-metyletyl)-D-Cha-Pro-6Aiq.HCI)

Pomocou postupov uvedenych v priklade 1 za pouzitia vychodiskove;

ZliCeniny, ktorou je 0,92 g Boc-D-Cha-Pro-Obzl, pouZitim aceténu namiesto
cyklohexanonu sa poskytlo 0,04 g N-(1-metyletyl)-D-Cha-Pro-6Aiq.HCI.
'H-NMR 400 MHz (CD30OD) &: 0,85 - 2,41 (23H, m), 3,27 - 3,35 (1H, m), 3, 59 - 3,65
(1H, m), 3,82 - 3,89 (1H, m), 4,27 (1H, t, J = 7 Hz), 4,51 - 4,74 (3H, m), 7,26 (1H, d,
J=7Hz),757 (1H,d,J=7Hz), 7,72 (1H,dd, J=2Hza J =9 Hz), 7,91 (1H,d, J =
2 Hz), 8,38 (1H, d, J = 9 Hz).

Anti-trombinova skiska

Antitrombinovy Gcinok zli¢enin podla vynalezu sa stanovil spektrofoto-
metrickym meranim rychlosti hydrolyzy chromogenického substratu s-2238
trombinom. Tato skiSka na stanovenie antitrombinového Gcinku v timivom systéme

sa pouzila na vyhodnotenie ICso-hodnoty testovanej zlGéeniny.

Testovacie médium: Trometamin-NaCl-polyetylénglykol 6000 (TNP) timivy roztok
Referencna zli¢enina: 12581 (Kabi)

Nosné médium: TNP timivy roztok. Rozpustitelnost sa moéze podporit dimetyl-
sulfoxidom, metanolom, etanolom, acetonitriilom alebo terc-butylalkoholom, ktoré

nemaju nepriaznivé U€inky pri koncentraciach do 2,5 % v koneénej reakénej zmesi.

Postup
Reakéné ¢inidla*: 1. Trometamin-NaCl (TN) timivy roztok [zloZenie timivého roztoku:
trometamin (Tris) 6,057 g (50 mmol), NaCl 5,844 g (100 mmol), voda do 1 |. pH

roztoku je nastavené na hodnotu 7,4 pri teplote 37 °C prostrednictvom HCI (10



-13 -

mmol.I'™)}; 2. TNP timivy roztok (polyetylénglykol 6000 sa rozpustil v TN timivom
roztoku, ¢o poskytlo koncentraciu 3 g.I""); 3. S-2238 roztok [jedna ampulka S-2238
(25 mg; Kabi Diagnostica, Svédsko) sa rozpustila v 20 ml TN timivého roztoku, ¢o
poskytlo koncentraciu 1,25 mg.ml™ (2 mmol.l")}; 4. Trombinovy roztok [fudsky
trombin (16000 nKat/ampUIku; Centraal Laboratorium voor Bloedtrahsfusie,
Amsterdam, Holandsko) sa rozpustil v TNP timivom roztoku, ¢o poskytlo zasobny
roztok 835 nKat.ml™. Bezprostredne pred pouzitim sa tento roztok zriedil s TNP
timivym roztokom, ¢o poskytlo koncentraciu 3,34 nKat.ml™ ]

* - vSetky prisady su analytickej kvality,

- na pripravu vodnych roztokov sa pouzila ultradista voda (Milli-Q kvalita).

Priprava roztoku testovanej a referencnej zliCeniny

Testovana a referenéna zli¢enina sa rozpustili v Milli-Q vode, ¢o poskytio
koncentraciu zasobnych roztokov 102 mol.l". Kazda koncentracia sa krokovo
nariedila nosnym médiom, &o poskytlo koncentracie 10, 10 a 10®° mol.".
Riedenia, zahrnujice zasobny roztok, sa pouzili v skuske (jednotlivé konecné
koncentracie v reakénej zmesi: 3.10%; 103 3.10% 10™* 3.10°%; 10%; 3.10° a 10°

mol.I").

Postup _

0,075 ml a 0,025 ml roztoku testovanej zlGCeniny alebo roztoku referencnej
zlu&eniny alebo nosného média sa pri teplote miestnosti striedavo pipetovalo do
jamok mikrotitracnej platne a tieto roztoky sa jednotlivo zriedili s 0,115 ml a 0,0165
ml TNP timivého roztoku. Do kazdej jamky sa pridal alikvot 0,030 ml S-2238 roztoku
a platiia sa predhriala a predinkubovala za pretrepavania v inkubatore (Amers'ham)
10 minat pri teplote 37 °C. Po predinkubacii sa pridavkom 0,030 ml trombinového
roztoku do kazdej jamky zalala hydrolyza S-2238. Platiha sa inkubovala (za
pretrepavania poc¢as 30 sekdnd) pri teplote 37 °C. Kazdé dve minuty v priebehu 90
minat, prisom sa zacalo po 1 minlte inkubacie, sa merala absorbancia kazdej
vzorky pri 405 nm pouzitim kinetického ¢itaca (Twinreader plus, Flow Laboratories)

mikrotitraénej platne.
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VSetky udaje sa zbierali v IBM osobnom pocitaéi pouzitim LOTUS-
MEASURE. Pre kazdi koncentraciu zlG&eniny (vyjadrent v mol.I" reakénej zmesi)

a pre slept vzorku sa zakreslila absorbancia versus reakCny ¢as v minatach,

Ohodnotenie odoziev

Pre kazdu koneCnu koncentraciu sa zo ziskaného diagramu vypoditala
maximalna absorbancia. Hodnota ICsq (koneéna koncentracia, vyjadrena v mol.l™,
spdsobujica 50% inhibiciu maximalnej absorbancie slepej vzorky) sa vypoditala
pouzitim logaritmickej transformacnej analyzy podla Hafnera a kol. (Arzneim.-
Forsch./Drug Res. 1977; 27 (IT): 1871-3).

Antitrombinovy G&inok

Priklad ICs0 (mol.I"")
1 0,03
2 0,14
3 0,13
4 0,12
5 0,29
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PATENTOVE NAROKY

1. Trombinovy inhibitor vS8eobecného vzorca |

- - .
R' -NH-CH-CO—@H-CO-NH—CHZ = X R (1)
' X ~N
NH,

kde

R' je cyklopentyl, cyclohexyl alebo rozvetveny (Ca.4)alkyl;
R? je cyklohexyl alebo fenyl;

R® je H alebo mety!; a

A je nesubstituovany nasyteny 4, 5 alebo 6-€lenny kruh;

alebo jeho farmaceuticky prijatefna sol.
2. Trombinovy inhibitor podla naroku 1, kde A je pat¢lenny kruh.
3. Trombinovy inhibitor podfa naroku 1, kde R? je cyklohexyl.
4. Trombinovy inhibitor podfa naroku 1, kde R® je H.
'5. Trombinovy inhibitor podia naroku 1, kde R’ je cyklohexyl.

6. Trombinovy inhibitor podla naroku 5, kde R' je cyklohexyl, R? je cyklo-
hexyl, R® je H a A je pat&lenny kruh.

7. Farmaceuticky prostriedok, vyznacujlci sa tym,Ze obsahuje
trombinovy inhibitor podla ktoréhokolvek znarokov 1 az 6 a farmaceuticky

prijatelné pomocné latky.
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8. Trombinovy inhibitor podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 6 na pouzitie na

lieGenie.

9. Pouzitie trombinového inhibitora podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 6 na

vyrobu lieku na liegenie alebo prevenciu chordb suvisiacich s trombinom.
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