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Dipeptidové derivaty s N-terminalnou 2-tioacylovou skupinou a farmaceutické prostriedky s ich obsahom

Dipeptidové derivaty s N-terminalnou 2-tioacylovou skupi-
nou vieobecného vzorca (I), ktoré su dudlnymi inhibitormi R,

angiotenzin konvertujiuceho enzymu a neutralnej endopep- ‘ “
tidazy, inhibitormi endotelin konvertujiceho enzymu a far-
maceutické prostriedky s ich obsahom na o3etrovanie kar-

diovaskularnych ochoreni. R
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Dipeptidové derivaty s N-termindlnou 2-tiocacylovou skupinou

a farmaceutické prostriedky s ich obsahom

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez sa tyka dipeptidovych derivatov s N-ter-
mindlnou 2-tioacylovou skupinou, to znamena novych inhibitorov
vazopeptidazy, ktoré su pouZitelné ako dudlne inhibitory angio-
tenzin konvertujlceho enzymu (ACE) a neutrdlnej endopeptidazy
(NEP, EC 3.4.24.11), a farmaceutickych prostriedkov s ich obsa-

hom.

Podstata vyndlezu

PredloZeny vyndlez sa tyka novych inhibitorov vazopeptidazy
opisanych dalej, ktoré su pouZitelné ako dualne inhibitory an-
glotenzin konvertujuiceho enzymu (ACE) a neutrdlnej endopeptidazy
(NEP, EC 3.4.24.11). ZluCeniny podla vynalezu su pouzZitelné naj-
m& na lielenie alebo/a prevenciu stavov, ktoré si vnimavé voci
inhibicii ACE a NEP, najm& kardiovaskularnych ochoreni, ako st
hypertenzia, izolovand systolickd hypertenzia, zlyhanie obliciek
(vrdtane edému a retencie soli), plucny edém, hypertrofia lave]
komory, =zlyhanie srdca (vrdtane kongestivneho =zlyhania srdca)
a aterosklerédza. ZlaCeniny podla vynalezu su pouzZitelné tieZ na
znizZovanie zvySenych plazmatickych hladin cholesterolu u cicav-
cov. Dalej tieZ inhibuju endotelin konvertujuci enzym (ECE) a su
pouZitelné na liecenie alebo/a prevenciu staVov, ktoré su vnima-

vé vocCli inhibicii ECE.

Vdaka ich inhibicii neutrdlnej endopeptidazy mdézZu byt zlule-
niny podla vyndlezu pouZitelné tieZ na lielenie bolesti, depre-
sie, urZitych psychotickych stavov a kongnitivnych poruch.
K dalsim potenciélnym indikdcidm patri lielenie anginy, premen-
Strudlneho syndrému, Menierovej choroby, hyperaldosteronizmu,

hyperkalciurie, ascitu, glaukému, astmy a gastrointestinadlnych



ochoreni, ako su hnac¢ka, syndrdém dréZdivého tracnika a Zaludocna

hyperacidita.

Vdaka ich inhibicii ECE mdéZu byt zluceniny podla wvynalezu
pouzitelné tieZ na liecCenie alebo/a prevenciu stavov a ochoreni
zavislych od endotelinu, zahfhajucich mozgovi ischémiu (mrftvi-
cu), subarachnoidntG hemorhagiu, traumatické poranenie mozguy,
mozgovy vazospazmus, arteridlnu hypertrofiu, restendzu, Raynau-
dovo ochorenie, infarkt myokardu, obezitu; tieZ hypsrplaziu
prostaty, migrénu, diabetes melitus (diabetickua nefrcopatiu),
preeklampsiu, glaukém a transplantaénu rejekciu, ako napr.

u transplantécie aorty alebo pevnych orgénov; ako aj ersktilnu

dysfunkciu.

PredloZeny vynalez sa tyka zlulenin vSeobecného vzorca I

T4 ﬁ *I“ Ta 0 T!k—X—R1
R,s—C C N C C__"T_"CH__'COORz (1),
L Loow
v ktorom
R znamenda atém vodika, nizdiu alkylovd skupinu, karcccyklicku

skupinu alebo heterocyklicku aryl-nizZsiu alkylovi z_2po cyk-
loalkyl-nizsiu alkylova skupinu;

R! znamend nizdiu alkylovu skupinu, cykloalkylova skupinu, kar-
bocyklicki alebo heterocyklickd arylovi skupinu alebo bi-
arylovl skupinu; alebo

R znamena (cykloalkyl, karbocyklicky aryl, heterocyklicky aryl
alebo biaryl)-nizsiu alkylovi skupinu;

alk znamend niZ3iu alkylénovu skupinu;

R’ znamend atém vodika alebo acylova skupinu;

R* znamena atdédm vodika, pripadne substituovanu niZsiu alkylovu
skupinu, karbocyklickl alebo heterocyklicku arylova skupinu,

(karbocyklicky alebo heterocyklicky aryl)-niZsiu alkylovu



skupinu, cykloalkylovd skupinu, cykloalkyl-niZsiu alkylovua
skupinu, biarylovi skupinu, biaryl-niZ$iu alkylov( skupinu,
oxacykloalkylovu skupinu, tiacykloalkylovu skupinu, azacyk-
loalkylovi skupinu alebo (oxacykloalkyl, tiacykloalkyl alebo

azacykloalkyl)-niZsiu alkylovu skupinu;
znamend atém vodika alebo nizZz3iu alkylovi skupinu; alebo

R® spolu s atémom uhlika, ku ktorému su viazane, znamenaju
cykloalkylidénova skupinu, benzo-kondenzovani cykloalkylideé-
novi skupinu; alebo pat- alebo Sestélennu (oxacykloalkylidé-
novl skupinu, tiacykloalkylidénovu skupinu alebo azacykloal-
kylidénovu skupinu), pricom je kazdad pripadne substituovana
niZ%ou alkylovou skupinou alebo aryl-niZSou alkylovou skupi-

nou;

znamend niZ3iu alkylovl skupinu, karbocyklickua alebo hetero-
cyklickd arylovu skupinu, (karbocyklicky alebo heterocyklic-
ky aryl)-niz8iu alkylovu skupinu, cykloalkylovi skupinu,
cykloalkyl-niz3iu alkylovd skupinu, biarylovi skupinu alebo

biaryl-niz&iu alkylovu skupinu;

znamend niZdiu alkylova skupinu, (karbocyklicky aleko hete-
rocyklicky aryl)-niZdiu alkylovid skupinu, cykloalkyl-niZsiu
alkylovil skupinu alebo biaryl-nizZ3iu alkylova skupinu; alebo

R7

spolu s atémom uhlika, ku ktorému st viazanég, znamenaju
troj- aZ desat&lennu cykloalkylidénova skupinu, ktora mézZe
byt substituovand niZsou alkylovou skupinou alebo aryl-niz-
Sou alkylovou skupinou alebo méZe byt nakondenzovana na na-
syteny alebo nenasyteny kafbocyklicky pat- aZ sedemlenny
kruh; alebo pat- alebo Zestllennu (oxacykloalkylidénovu sku-
pinu, tiacykloalkylidénova skupinu alebo azacykloalkylidé-
novi skupinu), pricom kaZdéd méze byt pripadne substituovana
niz%ou alkylovou skupinou alebo aryl-niZz3iu alkylova sku-

pinu; alebo 2,2-norbonylidénovi skupinu;
znamena skupinu -0-, -S(O)n-, -NHSO;- alebo ~NHCO-;

znamend 0, 1 alebo 2; a



COOR? znamen& karboxylovi skupinu alebo karboxylovl skupinu deri-

vatizovanu vo forme farmaceuticky prijatelného esteru;

disulfidovych derivatov odvodenych od uvedenych zlucCenin, kde R?

znamend atom vodika; a ich farmaceuticky prijatelnych soli.

PredloZeny vyndlez sa tyka tieZ farmaceutickych kompozicil
obsahujlcich uvedené zlu&eniny; spdsobov pripravy uvedenych zlu-
Zenin; medziproduktov; a spdsobov oSetrovania ochoreni cicavcov,
ktori su vnimavi proti inhibicii ACE a NEP, pomocou podavania

uvedenych zlucenin cicavcom vyZadujicim takua liecCbu.

PredloZeny vynalez tie? zahffa lubovolné profarmakové deri-
vaty zludenin podla vynalezu obsahujice volnu karboxylovu skupi-
nu, sulfhydrylovi skupinu alebo hydroxyskupinu, pricom sa tieto
profarmakové derivaty pomocou solvolyzy alebo za fyziologickych
podmienok pretviraju do podoby zluCenin s volnou karboxylovou,
sulfhydrylovou alebo/a hydroxyskupinou. Profarmakovymi derivatmi
su napr. estery volnych karboxylovych kyselin a S-acylove
a O-acylové derivaty tiolov, alkoholov alebo fenolov, kde termin

“acyl” nadobuda tu uvedené vyznamy.

Profarmakovymi esterovymi derivatmi si vyhodne farmaceuticky
prijatelné estery, ktoré sa pomocou solvolyzy alebo za fyziolo-
gickych podmienok pretvéraju do podoby volnych karboxylovych ky-

selin v3eobecného vzorca I.

Farmaceuticky prijatelnymi profarmakovymi estermi su vyhodne
napr. nizsie alkylestery, aryl-niz3ie alkylestery, a-({(niZsi al-
kanoyloxy)-niZ8ie alkylestery, ako Jje pivaloyloxymetylester, a
a-(niz3i alkoxykarbonyl, morfolinokarbonyl, piperidinokarbonyl,
pyrolidinokarbonyl alebo di-niZzsi alkylaminckarbonyl)-nizsie al-

kylestery.

Farmaceuticky prijatelné soli su pre Iubovolnu kyslu zlace-
ninu podla vynadlezu, napr. zluceninu, v ktorej COOR? znamend kar-

boxylovil skupinu, soli odvodené od farmaceuticky prijatelnych



zdsad. Tymi su napr. soli alkalickych kovov (napr. sodné, dra-
selné soli), soli kovov alkalickych zemin (napr. hored&naté, va-

penaté soli), aminové soli (napr. trometaminové soli).

Zluc¢eniny vieobecného vzorca I obsahuju, v zavislosti od po-
vahy substituentov, dva alebo viac asymetrickych uhlikovych ato-
mov. Vysledné diastereoméry a optické antipddy predloZeny vyna-

lez tieZ zahrfa. Vyhodnu konfigurdciu ukazuje v3eobecny vzorec
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v ktorom maji asymetrické atémy uhlika nesuce substituenty

alk-x-R!' a R? typicky konfiguraciu S.

Vyhodné su zluceniny v8eobecného vzorca I a Ia, Vv <torych R
a R® znamenaju atém vodika; R! znamena niZdiu alkylovd skupinu,
cyloalkylovi skupinu obsahujucu 5 alebo 6 uhlikovych atdmov,
karbocyklicki alebo heterocyklicki arylovu skupinu alekc (karbo-
cyklicky alebo heterocyklicky aryl)-niZsiu alkylovd skupinu; alk
znamend niZsiu alkylénova skupinu; X znamena skupinu -C- alebo
-S(0),, xde n znamend 0 alebo 2; R} znamena atém vodixa alebo
acylovu skupinu; R* znamend pripadne substituovanu nizsiu alkylo-
va skupinu, oxacykloalkylovu skupinu, oxacykloalkyl-nizZzsiu alky-
lovu skupinu -alebo (karbocyklicky alebo heterocyklicky
aryl)-niz3iu alkylova skupinu; R’ znameni atém vodika; alebo R*
a R’ spolu s atémom uhlike, ku ktorému su viazané, znamenaju
cykloalkylidénovi skupinu obsahujucu 5 alebo 6 uhlikovych até-
mov; R® a R’ znamenajt niZ&iu alkylovh skupinu; alebo R® a R,
spolu s atémom uhlika, ku ktorému si viazané, znamenaju pat-
alebo Sestd&lennu cykloalkylidénovu skupinu; COOR? znamend kar-
boxylovil skupinu alebo karboxylovu skupinu derivatizovani VO

forme farmaceuticky prijatelného esteru; disulfidové derivaty



odvodené od uvedenych zlucenin, v ktorych R?® znamena atém rodika;

a ich farmaceuticky prijatelné soli.

Dalej st vyhodné zluleniny v3eobecného vzorca I a Ia, v kto-
rych R a R’ znamenaju atém vodika; R! znamena karbocyklicki alebo
heterocyklickl arylovi skupinu alebo (karbocyklicky alizcc hete-
rocyklicky aryl)-nizsSiu alkylova skupinu; R® znamend atém vodika
alebo pripadne substituovant niz$iu alkanoyloviu skupinu; =z zna-
mend nizsiu alkylovu skupinu, cykloalkylovu skupinu, tTetrzhydro-
pyranylovi skupinu alebo nizZ3iu alkoxy-niZSiu alky.cvi =kupinu
obsahujucu vidy 1 aZ 4 uhlikové atédmy v kaZdej z alkyicvich Cas-
ti; R® a R’ znamenaju obidva alkylovl skupinu obsahujicu 1 az 4
uhlikové atdémy a su identické; X znamend skupinu -0O- alezo -S5-;
alk znamend metylénovu skupinu; COOR? znamenad karboxylcvi skupi-
nu, niZzdiu alkoxykarbonylovu skupinu, (di-nizs:i alkylamirckarbo-
nyl)-niZ3iu alkoxykarbonylovi skupinu alebo (morfolincxzrbonyl,
piperidinokarbonyl alebo pyrolidinokarbonyl)-niZsiu alzcrkarbo-

nylovi skupinu; a ich farmaceuticky prijatelné soli.

Obzvl14a3t vyhodné su uvedené zluceniny vSeobecnénc vzorca

I alebo Ia, v ktorych R a R® znamenaju atoém vodika; - namenéa

[8]}

karbocyklicku arylovi skupinu alebo karbocyklicku »v_-niz3iu
alkylovi skupinu, v ktorej karbocyklickd arylova sxicins pred-
stavuje fenylové skupina alebo fenylovd skupina sugsti-uovana
jednou alebo dvoma skupinami zo suboru zahfhajuceho hvCGroxysku-
pinu, niZ3iu alkanoyloxyskupinu, nizZ$iu alkylova skupinu, niZsiu
alkoxyskupinu, trifludérmetylovi skupinu, trifludrmeccxskupinu
a atémy halocgeénu; R° znamena atém vodika, niZsiu alkancvlcTu sku-
pinu alebo niz3iu alkanoylovi skupinu substituovant nizZsou
alkoxyskupinou; RY znamend nizsiu alkylovu skupinu, £4-tstrzhydro-
pyranylovi skupinu alebo niz3i alkoxy-niZsSiu alkylcvi skupinu
obsahujucu vidy 1 a% 4 uhlikové atdémy v kazdej z alkylicvich Cas-
ti; R® a R’ znamenaju metylovu skupinu; X znamend sxupinu -0-;
alk znamend metylénovu skupinu alebo etylénovu skupini; 2 COOR*
znamend karboxylovd skupinu alebo niZ3iu alkoxykarbonvlcru sku-

pinu; a ich farmaceuticky prijatelné soli. Jedno uskutocérnanie sa



tyka zlucenin, v ktorych R® znamend atém vodika alebo niZ3iu al-

kanoylovu skupinu.

Dalej su vyhodné skér uvedené zluCeniny vSeobecného vzorca
I alebo Ia, v ktorych R a R®> znamenaji atém vodika; R~ znamena
fenylovt skupinu, fluérfenylovi skupinu, benzylovl skupinu alebo
fluérbenzylovi skupinu; R® znamend atém vodika, niZ3iu alkano-
ylovi skupinu alebo niZz3iu alkanoylovi skupinu substituovanu
ni?3ou alkoxyskupinou; R® znamend izopropylovi skupinu, cerc-bu-
tylovi skupinu, l-metoxyetylovi skupinu alebo 4-tetrahyaropyra-
nylovi skupinu; R® a R’ znamena metylova skupinu; X znamend sku-
pinu -O-; alk znamend metylénovu skupinu; a COOR? znamena karb-
oxylovli skupinu alebo niZ3iu alkoxykarbonylovu skupinu; a ich
farmaceuticky prijatelné soli. Jedno uskutoénenie sa tyka zluce-
nin, v ktorych R? znamenad atém vodika alebo niZ3iu alkanoylovu

skupinu.

Vyhodné konkrétne uskutocnenia sa tykajui zlucenin veobecné-
ho vzorca I alebo Ia, v ktorych R a R® znamenaji atém vodika; R!
znamena benzylovl skupinu; R® znamend atém vodika, acetylovi sku-
pinu alebo metoxyacetylovi skupinu; R* znamen& izopropylovi sku-
pinu alebo terc-butylovi skupinu; R® a R’ znamenaju metylovi sku-
pinu; X znamend skupinu -0-; alk znamena metylénovl skupinu;
a COOR? znamen& karboxylovi skupinu alebo etoxykarbonylovi skupi-

nu; alebo ich farmaceuticky prijatelné soli.

Definicie samotné alebo v kombinédcii, ako su tu pouzité, ma-
j0 v ramci predlozZeného vyndlezu, ak nie je uvedené inak, nasle-

dujice vyznamy.

Arylova skupina znamend karbocyklicku alebo heterocyklicku

arylovi skupinu, a to bud monocyklick( alebo bicyklicka.

Monocyklickd karbocyklicka arylovd skupina znamena cripadne
substituovant fenylovd skupinu, pricom nou je vyhodne fenylova
skupina alebo fenylovd skupina substituovanad jednym az troma

substituentami, ktorymi st vyhodne niZ3ia alkylovad skupina, hyd-



roxyskupina, nizZ$ia alkoxyskupina, acyloxyskupina, atém halogé-
nu, kyanoskupina, trifludrmetylova skupina, trifludrmetoxyskupi-
na, aminoskupina, niZsia alkanoylaminoskupina, nizgi alkyi-(tio,
sulfinyl alebo sulfonyl)ové skupina, niZz3ia alkoxykarbonylovéa
skupina, mono- alebo di-niZSia alkylkarbamoylovd skupina alebo
mono~ alebo di-niZsia alkylaminoskupina; alebo fenylcv: skupinu

substituovani nizZsou alkyléndioxyskupinou.

Bicyklickéd karbocyklickd arylovad skupina znamené 1- alebo
2-naftylova skupinu alebo 1- alebo 2-naftylovi skupinu vyhodne
substituovani niZsou alkylovou skupinou, niZSou alkcxyskupinou

alebo atdémom halogénu.

Monocyklicka heterocyklické arylovd skupina znamen& vyhodne
pripadne substituovanu tiazolylovu skupinu, pyrimidylovd skupi-
nu, triazolylovd skupinu, tienylovu skupinu, furanylovi skupilnu

alebo pyridylova skupinu.

Pripadne substituovana Zfuranylova skupina znamen& Z- alebo
3-furanylova skupinu alebo 2- alebo 3-furanylovi skupinu vyhodne

substituovanu nizZsou alkylovou skupinou.

Pripadne substituované pyridylovd skupina znamerné 2-, 3-
alebo 4-pyridylovi skupinu aiebo 2-, 3- alebo 4-pyridylcova sku-
pinu vyhodne substituovanu niZzsou alkylovou skupinou, atémom ha-

logénu alebo kyanoskupinou.

Pripadne substitucvand tienylovd skupina znamena 2Z- alebo
3-tienylovl skupinu alebo 2- alebo 3-tienylovi skupinu vyhodne

substituovanu nizZzsou aikylovou skupinou.

Pripadne substituovand oyrimidylov& skupina znamen& napr.
2-pyrimidylovi skupinu alebo 2-pyrimidylovi skupinu substituova-

ni nizSou alkylovou skupinou.

Pripadne substitucovand tiazolylova skupina znamena napr.
-2-tiazolylovl skupinu alebo 2-tiazolylovd skupinu substituovanu

nizsou alkylovou skupinou.



Pripadne substituovanad triazolylovd skupina =znamena napr.
1,2,4-triazolylova skupinu alebo 1,2,4-triazolylovid skupinu vy-

hodne substituovanu niZ3ou alkylovou skupinou.

Bicyklickd heterocyklickd arylovd skupina znamenad vyhodne
indolylovui skupinu, penzotiazolylovid skupinu, chinolinylovia sku-
pinu alebo izochinolinylovld skupinu pripadne substituovanu
hydroxyskupinou, niZ3ou alkylovou skupinou, nizsou alkcxyskupi-
nou alebo atémom halogénu, vyhodne 3-indolylovi skupinu, 2-ben-

zotiazolylovi skupinu alebo 2- alebo 4-chinolinylova skugplnu.

Arylovou skupinou v aryl-niZ3ej alkylovej skupine je vyhodne
fenylovd skupina alebo fenylovd skupina substituované jednou
alebo dvoma skupinami zo suUboru zahfflajuceho niz3ie alkylové
skupiny, niZfie alkoxyskupiny, hydroxyskupiny, niZ3ie a_kanoyl-
oxyskupiny, atémy halogénu, trifludrmetylové skupiny, </anosku-
piny, niZSie alkanoylaminoskupiny alebo niz3ie alkoxykartonylové

skupiny; tieZ pripadne substituovanad naftylova skupina.

Aryl-niZ3ocu alkvlovou skupinou je vyhodne benzylovi skupina
alebo 1- alebo 2-fenetylovéd skupina pripadne substitucvana na
fenylovou kruhu jednou alebo dvoma skupinami zo stboru zznrnaja-
ceho niZ&ie alkylové skupiny, niZdie alkoxyskupiny, hyczoxysku-
piny, niZ3ie alkanoyvloxyskupiny, atémy halogénu alebo Tzifludr-

metylové skupiny.

Termin “niZ&i” tu uvedeny v suvislosti s organickymi zvySka-
mi, respektive zludeninami, oznacduje zvy3ky, respektive zlaceni-
ny s aZz 7 uhlikovymi atdémami vratane, vyhodne az 4 unlikovymi
atémami vratane a vvhodnej$ie s jednym alebo dvoma urlikovymi
atémami. Tieto zvysky, respektive =zlaCeniny, mdéZu by= priame

alebo rozvetvené.

Pripadne substizucvand nizfia alkylova skupina cznalije niz-
3iu alkylovi skupinu alebo nizsiu alkylovu skupinu subszituovanu
napr. atémom halogénu, hydroxyskupinou, nizsou alkoxysxupinou,

aminoskupinou, (mono- alebo di-niZ3i alkyl)aminoskupinocu, acyl-
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aminoskupinou, 1-niZ$i alkyl-piperazinoskupinou, morfolinoskupi-

nou, piperidinoskupinou, pyrolidinoskupinou a podobne.

NiZzsiz alkylénova skupina oznacuje priamy alebo rozvetveny
uhlikaty retazec obsahujlci vyvhodne 1 aZ 4 uhlikové atdémy, ktory
mbéze byt substituovany napr. niz3ou alkoxyskupinou, napriklad

skupina -CH,-, -CH(CH;)-, -CH;CH;- a podobne.

NizZzsia alkylovd skupina vyhodne obsahuje 1 aZ 4 uhlikové
atémy a méie byt priama alebo rozvetvena a znamend napriklad
etylovli skupinu, propylovi skupinu, butylovi skupinu alebo vy-

hodne metylova skupinu.

NiZ§ia alkoxyskupina vyhodne obsahuje 1 az 4 uhlikové atdmy,
a méZe byt priama alebo rozvetvend a znamena napriklad metoxy-
skupinu, propoxyskupinu, izopropoxyskupinu alebo vyhodne etoxy-

skupinu.

Cyklcalkylova skupina znamené& nasyteny cyklicky uhlovodikovy
zvy3ok, ktory vyhodne obsahuje 5 aZ 7 kruhovych atdémov uhlika,

vyhodne cvklopentylovi skupinu alebo cyklohexylovia skupinu.

Oxacykloalkylova skupina znamend vyhodne pat- aZ sedemclennu
oxacykloalxylovu skupinu, napr. tetrahydropyranylova skupinu,

ako 4-tetrahydropyranylovu skupinu.

Tiacvkloalkylovad skupina znamend vyhodne pdt- az sedemclennu
tiacykloalkylovu skupinu, napr. tetrahydrotiopyranylovi skupinu,

ako 4-tetrahydrotiopyranylovi skupinu.

Azacvkloalkylovd skupina znamena vyhodne pat- aZ sedemclennu
azacvkloa_kyleovu skupinu, napr. pyrolidinylovu skupinu alebo pi-
peridinylcvi skupinu, v ktorej mdéZe byt atdm dusika substituova-
ny niZdou alkylovou skupinou alebo aryl-nizsou alkylovou skupi-

nou.

Termin “cykloalkyl-niZ$ia alkylova skupina” znamena vyhodne

(cyklopentyl alebo cyklohexyl)metylovu skupinu, 1- alebo 2-(cyk-
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lopentyl alebo cyklohexyl)etylovti skupinu, 1-, 2- alebo 3-(cyk-
lopentyl alebo cyklohexyl)propylovid skupinu alebo 1-, 2-, 3=
alebo 4-(cyklopentyl alebo cyklohexyl)butylova skupinu. ?2Podobne
(oxacyklyl, tiacykloalkyl alebo azacykloalkyl)-niZ3ia alkylova

skupina.

NiZ8ia alkoxykarbonylovd skupina vyhodne obsahuje 1 az 4
uhlikové atémy v alkoxylasti a znamend napriklad metoxykarbony-
lovi skupinu, propoxykarbonylovl skupinu, izopropoxykarbonylova

skupinu alebo vyhodne etoxykarbonylovi skupinu.

Cykloalkylidénova skupina je troj- aZz desatclenna, vyhodne
pat- alebo Sestclennd, a znamend cykloalkanovu vazbovu skupinu,
v ktorej su dve naviazané skupiny viazané k rovnakému atdmu

uhlika cykloalkédnového kruhu.

Pat- alebo Sest&lennd oxacykloalkylidénovad skupina znamena
tetrahydrofurdnovi alebo tetrahydropyranova véazbova skupinu, to
znamend tetrahydrofuranylidénovi skupinu alebo tetrahydrcpyrany-
lidénovi skupinu, Vv ktorej su dve naviazané skupiny viazané
k rovnakému atému uhlika prislusného kruhu, napr. v jehc polohe

3~ alebo 4-.

Pat- alebo 3est&lennd tiacykloalkylidénovad skupina znamena
tetrahydrotiofénovi alebo tetrahydrotiopyranovia vézbovi sxupinu,
v ktorej su dve naviazané skupiny viazané k rovnakému atdmu

uhlika prislu3ného kruhu, napr. v jeho polohe 3- alebo 4-.

Pat- alebo Best&lennd azacykloalkylidénovd skupina znamena
pyrolidinovu alebo piperidinovu vdzbovi skupinu, v ktore: su dve
naviazané skupiny viazané k rovnakému atému uhlika prislu3ného
kruhu, napr. v jeho polohe 3- alebo 4-, a atém dusika mdZze Dbyt
substituovany niZSou alkylovou skupinou, napr. metylovou skupi-
nou, alebo aryl-niZ3ou alkylovou skupinou, napr. benzylovou sku-

pinou.

Benzo-kondenzovand cykloalkylidénovd skupina znamen& napr.
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1,1- alebo 2,2-tetralinylidénova skupinu alebo 1,1- alebo

2,2-indanylidénova skupinu.

Atém halogénu (haloskupina) vyhodne znamena atém fludru ale-

bc chldéru, avdak mdéZe nim byt tieZ atdm brdému alebo jodu.

Acylovid skupina ‘e odvodend od karboxylovej kyseliny a zna-
menéd vyhodne pripadne substituovanu niZ$iu alkanoylovi skupinu,
karbocyklicku aryl-niZ$iu alkanoylovi skupinu, aroylovu skupinu,
nizsiu alkoxykarbonylovi skupinu alebo aryl-niZsiu alkoxykarbo-
nylovi skupinu, vyhodne pripadne substituovanu nizsiu alkanoyl-

ovi skupinu alebo aroylovi skupinu.

NiZSou alkanoylovou skupinou je vyhodne acetylova skupina,
propionylova skupina, butyrylova skupina alebo pivaloylova sku-

pina.

Pripadne substituovand niZsia alkanoylova skupina napriklad
znamena niz?&iu alkanoylovi skupinu alebo nizZdiu alkanoylovu sku-
pinu substituovani napr. niZSou alkoxykarbonylovou skupinou,
nizsou alkanoyloxyskupinou, niZ3ou alkanoyltioskupinou, niZsou
alkoxyskupinou, nizsou alkyltioskupinou, nydroxyskupinou,
di-niZ3ou alkylaminoskupinou, niZ3ou alkanoylaminoskupinou, mor-
folinoskupinou, piperidinoskupinou, pyrolidinoskupinou, l-nizZsou
alky.piperazinoskupincu, arylovou skupinou alebo hetercarylovou

skupinou.

Aroylcvé skupina je karbocyklicka alebo heterocyklicka aro-
ylovi skupina, vyhodne monocyklicka karbocyklické& alebc monocyk-

lické heterocyklické aroylova skupina.

Monocyvklickou karbocyklickou aroylovou skupinou Jje vyhodne
benzoylové skupina alebo benzoylova skupina substituovand nizZsou
alkyovou skupinou, niZSou alkoxyskupinou, atomom halogénu alebo

trif_udrmezylovou skupinou.

Monocvklickou heterocyklickou aroylovou skupinou je vyhodne

pyridylkarbonylovéd skupina alebo tienylkarbonylova skupina.
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Acyloxyskupinou je vyhodne pripadne substituovana nizsia al-
kanoyloxyskupina, nizZ$ia alkoxykarbonyloxyskupina, monocyklicka
karbocyklickd aroyloxyskupina alebo monocyklickd heterccyklicka

aroyloxzyskupina.

Aryl-niZ3ou alkoxykarbonylovou skupinou je vyhodne monocyk-
lickd& karbocyklickd aryl-niZ3ia alkoxykarbonylovd skupina, vy-

hodne benzyloxykarbonylova skupina.

Biarylova skupina znamend& monokarbocyklickid arylova skupinu
substituovant monocyklickou karbocyklickou alebo monocyklickou
heterocyklickou arylovou skupinou, a vyhodne =znamena Dbifenyl-
ylova skupinu, vyhodnej3ie 4-bifenylylovi skupinu pripadne subs-
tituovani na Jjednom alebo obidvoch benzénovych kruhoch niZsou
alkylovou skupinou, niZ%ou alkoxyskupinou, atémom halogénu alebo

trifludérmetylovou skupinou.

Biaryl-niZ%ou alkylovou skupinou je vyhodne 4-bifeny:vl-nizZ-

$ia alkylovad skupina, vyhodnej3ie 4-bifenylylmetylovéd skurina.

Nové zludeniny podla vyndlezu su ACE inhibitory inhibujice
konverziu angiotenzinu I na presorickd létku angiotenzin II,
a tak zniZujud krvny tlak u cicavcov. zluc¢eniny podla vvnalezu
dalej vykazuji inhibiciu NEP, a tak =zosilfiuja kardiovasxularne
(napr. diuretické a natriuretické) uéinky atridlnych ratriure-
tickych faktorov (ANF). Kombinovany u¢inok je prospedny na lie-
Genie kardiovaskularnych ochoreni u cicavcov, najmé& hypertenzia,
srdcové stavy, ako je kongestivne srdcové zlyhanie, & zlyhanie
oblic¢iek. Daldim priaznivym u&inkom =zlu¢enin podla vyniiezu Je

pri liedeni uvedenych kardiovaskuldrnych ochoreni inhibicia ECE.

Skér uvedené vlastnosti je moZné preukézat v ramci in vitro
a in vivo testov, vyhodne za pouZitia cicavcov, napr. mySsi,
krys, psov, opic, alebo izolovanych orgénov, tkaniv a ich prepa-
ratov. Uvedené zlu&eniny je moZné aplikovat in vitro napr. VO
forme roztokov, vyhodne napr. vodnych roztokov, a in vivo bud

enterélne, parenteradlne, vyhodne ordlne (p.o.) alebo intrave-
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nézne (i.v.), napr. ako suspenziu alebo vo vodnom roztoku. Davky
in vitro sa mdzZu pohybovat v rozsahu molarnych koncentracii asi
107® mol a 107° mol. Davky in vivo sa mdézu pohybovat, v zavislosti
od spdsobu podavania, v rozsahu asi 0,01 a 50 mg/kg, vyhcdne asi

0,1 & 25 mg/kg.

In vitro testovanie Jje najvhodnejsie pre volné kartcxylové
kyseliny podla vynélezu. Testovana zlucCenina sa rozpusti v dime-
tylsulfoxide, etanole alebo 0,25 M roztoku hydrogenuh_Z&itanu

sodnéhoc a roztok sa zriedi pufrom na pozZadovanu koncentraciu.

In vitro inhibiciu ACE zluc¢eninami podla predloZenéno vyna-
lezu Je moZné preukdzat spdsobom analogickym k spdsobu ovisanému
v Biochem. Pharmacol., zv. 20, str. 1637 (1971). Pufrom vre ACE
analvzu je 300 mmol NaCl, 100 mmol KH,POs; (pH 8,3). Rezxzcia sa
vyvela pridanim 100 pl hippuryl-histidyl-leucinu (2 mg/ml) do
skimaviek obsahujicich enzym a liec¢ivo v objeme 150 pl a skumav-
ky sa inkubuju pocas 30 minut pri teplote 37°C. Reakcia sa ukon-
¢i pridanim 0,75 ml 0,6 N NaOH. Do skumaviek sa pricé 100 ul
Cerstvo pripraveného roztoku O-ptaldehydu (2 mg/ml v mezZzanolej,
obsah sa zmie3a a neché& stadt pri izbovej teplote. Po 10 miInutach
sa prid&d 100 pul 6 N HCL. Skumavky sa odstredia a odCitz sa op-
tické denzita supernatantu pri 360 nm. Vysledky sa vynesi proti
koncentrdcii lieciva na stanovenie hodnoty ICsg, to znamesna kon-
centracia lieciva, ktorda vykazuje polovicu aktivity kcnzrolnej

vzorky neobsahujlicej liecivo.

~

Zluceniny podla vyndlezu typicky vykazuju hodnotu ICso pre

inhibiciu ACE pohybujucu sa v rozsahu asi 0,1 az 50 nmol.

Prikladnd zluCenina podla vynalezu, to znamend zlalenina
z prikladu 6(a) vykazuje v ramci ACE in vitro analyzy hodnotu

ICs55 vo vySke asi 20 nmol.

Inhibiciu ACE je mcZné preukdzat in vivo pri p.o. alebo 1.V.

poddvani meranim inhibicie presorickej odozvy vyvolanej angio-
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tenzinom I u normotezivnej mySi.

In vivo test pre i.v. podavané zluCeniny sa uskutocnuje so
samcimi, normotenzivnymi krysami, ktoré st pri vedomi. Femoralne
artérie, respektive femordlne vény, sa kanyluju pre priame mera-
nie tlaku po i.v. podavani angiotenzinu I a i.v. alebo p.o. po-
dévani zluleniny podla predloZeného vyndlezu. Po stabilizacii
bazadlneho krvného tlaku sa ziskavaju presorické odozvy na 3 ale-
bo 4 expozicie 300 ng/kg angiotenzinu I i.v. v pdtnastminutovych
intervaloch. Tieto tlakové odozvy sa obvykle =znova ziskavaju v
15., 30., 60. a 90. minute a potom kazdu hodinu aZ do 6 hodin po
i.v. alebo p.o. podani testovanej zluCeniny, a porovnavaju sa
s po¢iatoénymi odozvami. Akékolvek pozorované zniZenie uvedene]

presorickej odozvy je znakom ACE inhibicie.

Prikladna zludenina podla vynalezu, to =znamend =zlucCenina
z prikladu 6(a), inhibuje v davke 10 mg/kg i.v. presoricki odoz-
vu vyvolani angiotenzinom I po¢as 3 hodin. Podobne zlicenina
z prikladu 1(a) inhibuje v davke 11,8 mg/kg p.o. presoricka

odozvu vyvolanu angictenzinom I poc¢as 6 hodin.

In vitro inhibiciu NEP (EC 3.4.24.11) Jje moZné presukazat

nasledovne:

NEP 3.4.24.11 aktivita sa stanovuje pomocou hydrolyzy subs-
tratu glutaryl-Ala-Ala-Phe-2-naftylamidu (GARAP) za pouzitia mo-
difikovanej procedury Orlowského a Wilka (1981). Inkubaclna zmes
(celkovy objem 125 pl) obsahuje 4,2 pl proteinu (membrany koéry
obli&iek krys pripravené spésobom podla Maeda a kol., 1983),
50 mmol tris pufra, pH 7,4 pri 25°C, 500 pmol substratu (findlna
koncentracia) a leucinaminopeptidézu M (2,5 pg). Zmes sa inkubu-
je pec&as 10 minut pri 25°C, a pridd sa 100 pl farbiva fast
garnet (250 pg farbiva fast garnet/ml 10% Tween 20 v 1 M na-
triumacetédtu, pH 4,2). Enzymova aktivita sa stanovuje spektrofo-
tometricky pri 540 nm. Jedna jednotka NEP 24.11 aktivity sa de-

finuje ako 1 nmol 2-naftylaminu uvolneny za minutu pri 25°C
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a pH 7,4. Stanovia sa hodnoty ICsg, to znamend koncentracia tes-
tovanej zluCeniny potrebnd k 50% inhibicii uvolfovania 2-naftyl-

aminu.

NEP aktivitu je moZné stanovovat tieZ pomocou ANF z2xo subs-—
tratu. ANF degradujuca aktivita sa stanovuje meranim uUbytku
krysieho ANF (r-ANF) =za pouZitia trojminutovej HPLC separécie
s reverznou fazou. Alikvot enzymu v 50 mmol tris HC.L pufra,
pH 7,4, sa predinkubuje pri 37°C pocas 2 minut a vyvold sa re-
akcia pridanim 4 nmol r-ANF v celkovom objeme 50 pul. Reakcia sa
ukonCi po 4 minttach pridanim 30 pl 0,27% kyseliny trifludrocto-
vej (TFA). Jedna Jjednotka aktivity sa definuje ako haydrolyzy
1 nmol r~ANF za minutu pri 37°C a pH 7,4. Stanovia sa hodnoty
ICso, to znamend koncentracie testovanej zluceniny potrebné na

50% inhibiciu hydrolyzy ANF.

Zluceniny podla vyndlezu typicky vykazuji pre inhiziciu NEP

hodnotu ICsy pohybujucu sa v rozsahu asi 0,1 aZz 50 nmol.

Prikladnad zlGCenina podla vynalezu, to znamenéd z.ulenina
z prikladu 6(a), vykazuje v radmci GARAP in vitro analyzy hodnotu

ICso vo vySke asi 5 nmol.

U¢inok zlu&enin podla vynédlezu na krysiu plazmatick: koncen-

traciu ANF je moZné stanovit nasledovne:

Samcie krysy Sprague-Dawley (275 aZ 390 g) sa anestetizuju
ketaminom (150 mg/kg)/acepromazinom (10%) a vybavia sa xatétrami
vo femoréalnej artérii a véne na ziskanie krvnych vzorisk, res-
pektive na 1infuziu ANF. Krysy sa upevnia pomocou upevhovacieho
systemu a nechaju sa nadobudnit vedomie 24 hodin predtym, ako sa

podrobia testu v bdelom a neobmedzenom stave.

V ramci analyzy sa stanovujl plazmatické hladiny ANF v pri-
tomnosti a v nepritomnosti inhibicie NEP. V den Studie sa v3et-
kym krysam aplikuje kontinudlna infuzia ANF 450 ng/kg/min. 1i.v.

poCas celych 5 hodin pokusu. Sestdesiat minut po zac¢iatku infu-
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zie sa ziskaju krvné vzorky pre bazidlne ANF meranie (Cas 0)
a krysy sa potom nédhodne rozdelia do skupin oSetrovanych testo-
vanou zlu&eninou alebo vehikulom. Dal3ie krvné vzorky sa odobe-
raju 30, 60, 120, 180 a 240 minat po podani testovanej zluCeni-
ny.

Plazmatické koncentracie ANF sa stanovujl pomocou Specific-
kej radioimunoanalyzy. Plazma sa zriedi (x12,5, x25 a x50)
v pufri obsahujucom: 50 mmol tris (pH 6,8), 154 mmol NaCl, 0,3%
albuminu bovinného séra, 0,01% EDTA. Sto mikrolitrov 3Standardov
[rANF (99-126)] alebo vzoriek sa pridd k 100 pl kréalicieho
anti-rANF séra a inkubuje sa pri 4°C poc¢as 16 hodin. Potom sa
k reak&nej zmesi prida desat tisic cpm ['*°I]JrANF a té& sa inkubu-
je pri 4°C podas 16 hodin. Potom sa k reakCnej zmesi prida desat
tisic cpm [**®*IJrANF a td sa inkubuje pri 4°C po&as 24 hodin.
K reak&nej zmesi sa pridd kozie anti-krdlic¢ie IgG sérum viazané
na paramagnetickych c¢asticiach a naviazany [1°I]xANF sa peletuje
expoziciou zmesi pritahujlcej magnetickej mreZe. Supernatant sa
dekantuje a pelety sa politaju v y <¢itaci. VSetky merania sa
uskuto¢nia dvakrat. Plazmatické hladiny ANF sa vyjadria ako per-
cento hladin nameranych u zvierat oSetrovanych vehikulom, ktoré

uzivali samotny ANF (450 ng/kg/min. i.v.).

Prikladnd zlulenina podla vyndlezu, to =znamend =zlucenina
z prikladu 1l(a), zvy3uje v davke 11,8 mg/kg p.o. plazmatické
hladiny ANF asi o 70%.

Anti-hypertenzivnu aktivitu je moZné preukdzat napr. u spon-
tanne hypertenzivnej krysy (SHR) a DOCA-sol hypertenzivnej myS$i,
napr. podla Bazil a kol., J. Cardiovasc. Pharmacol., zv. 22,
str. 897 az 905 (1993), respektive Trapani a kol., J. Cardio-
vasc. Pharmacol., zv. 14, str. 419 azZ 424 (1989).

Prikladnd zlulenina podla vyndlezu, to =znamend =zlucenina
z prikladu 1(a), zniZuje u SHR pri vedomi pri podavani davky

11,8 mg/kg p.o. raz denne stredny arterialny tlak.



18

Anti-hypertenzivny ucéinok je moZné u deoxykortikosterdnace-

tat (DOCA)-sol hypertenzivnej krysy preukdzat nasledovne:

DOCA-sol hypertenzivnej krysy (280 az 380 g) sa pripravi
Standardnym spdsobom. Krysy podstupia unilaterdlnu nefrektdémiu
a o jeden tyZden neskér sa im implantujd silastické peletv obsa-
hujuace 100 mg/kg DOCA. rysy sa chovaji na pitnej vode s 1%
NaCl/0,2% KCl poc¢as troch az piatich tyZdiov, pokial nerastane
trvala hypertenzia. Anti-hypertenzivna aktivita sa rodnoti

v tomto case.

Dva dni pred experimentom sa krysy anestetizuju metcxyflu-
ranom a vybavia sa katétrami vo femordlnej artérii na meranie
arterialneho krvného tlaku. O Styridsatosem hodin nesk3r sa
v priebehu Jjednej hodiny zaznamen& bazalny arteridlny tlak
a srdcové frekvencia. Potom sa podé& testovanad =zluCenina alebo
vehikulum a rovnaké kardiovaskuldrne parametre sa sleduid pocas

dalsich 5 hodin.

Diureticku (salureticka) aktivitu je moZné stanovova: pomo-
cou Standardnych diuretickych testov, napr. tak, ako je coisané
v “New Anti-hypertensive Drugs”, Spectrum Publications, szr. 307
az 321 (1976), alebo meranim zosilnenia natriurézy a diurézy vy-

volanej ANEF u krysy.

Zosilnenie natriuretického uUCinku ANF je mozZné zistovat

nasledovne:

SamCie krysy Sprague-Dawley rats (280 aZz 360 g) sa anesteti-
zuju Inactinom (100 mg/kg i.p.) a vybavia sa katétrami vc femo-
rédlnej artérii, femorélnej véne a modovom mechiri na meranie ar-
teridlneho tlaku, poddvanie ANF, respektive zhromaZdovanie mocu.
Na podporu diurézy a vylucovania sodika sa v priebehu experimen-
tu udrZuje infuzia normdlnej solanky (33 pl/min). Experimentalny
protokecl pozostava z poc¢iatoéného péatnastminutového zrerného
obdobia (oznacovaného ako prekontrolné) nasledovaného troma dal-

$imi zbernymi obdobiami. Bezprostredne po dokon&eni prekon-
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trolného obdobia sa podava testovand zlucenina alebo vehikulum;
nasledujucich 45 minut sa nié nerobi. Potom sa v priebehu
druhého zberného obdobia (oznacovaného ako kontrolné, 15 minat)
uskutodiuju merania krvného tlaku a renalne merania. Na zaver
tohto obdobia sa vEetkym zvieratdm podava ANF (bolus 1 pg/kg
i.v.) a v priebehu dvoch po sebe iducich pdtnadstminutovych zber-
nych obdobi sa stanovuje arterialny tlak a rendlne parametre.
Pre vietky odberné obdobia sa zistuje stredny arterialny tlak,
prietok mocu a vyludovanie sodika mocom. Krvny tlak sa meria
pomocou snimaa tlaku Gould p50, prietok moCu sa stanovuje
gravimetricky, koncentrdcia sodika sa meria pomocou spalovacej
fotometrie a vyludovanie sodika mocom sa vypocita ako sucin

prietoku mo&u a koncentracie sodika v mocCi.
Inhibiciu ECE in vitro je moZné stanovovat nasledovne:

ECE sa c&iastodne vyéisti z primérnych endotelovych buniek
aorty oSipanych pomocou stipcovej chromatografie s DE52 anidno-
vou vymenou a pomocou radioimunoanalyzy (RIA), ako je opisané
v Anal. Biochem., zv. 212, str. 434 az 436 (1993), sa kvantifi-
kuje jeho aktivita. Alternativne je moZné prirodzeny enzym na-
hradit rekombinantnou formou ECE, ako Jje opisané napriklad
v Cell, zv. 78, str. 473 aZz 485 (1994). Ludsky ECE-1 sa opisal
niekolkymi skupinami (Schmidt a kol., FEES Letters, zv. 356,
str. 238-243 (1994); Kaw a kol., 4 Int. Conf. on Endothelin;
23. az 25. aprila, Londyn (UK) (1995) C6; Valdenaire a kol., J.
Biol. Chem., zv. 270, str. 29794 az 29798 (1995); Shimada
a kol., Biochem. Biophys. Res. Commun., zv. 207, str. 807 az 812
(1995) . Inhibiciu ECE je moZné stanovit spdsobom opisanym v Bio-
chem. Mol. Biol. Int., zv. 31, &. 5, str. 861 az 867 (1993), po-

mocou RIA na stanovenie ET-1 vytvoreného z velkého ET-1.

Alternativne Jje moZné pouZit rekombinantny Tudsky ECE-1

(rhECE-1), a to nasledovne:

Ovaridlne bunky &inskeho 3Skrelka exprimujuce rhECE-1 {(Kaw
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a kol., 4" Int. Conf. on Endothelin; 23. a3 25. april, Londyn
(UK), (1995) C6) sa kultivujua v médiu DMEM/F12 obsahujicom 10%
fetélneho bovinného séra a 1x antibiotikum~antimykotikum. Bunky
sa odoberaju sterom, peletuju odstredovanim a homogenizuju pri
4°C v pufr:l obsahujdcom 5 mmol MgCl;, 1 pumol ©pepstztinu A,
100 umel leupeptinu, 1 mmol PMSF a 20 mmol Tris, pH 7,0, v pome-
pufra/ml buniek. Bunkovd drt sa odstrani kratkym odstre-
denim a supernatant sa znova odstredi pri 100 000 x g pocas
30 minut. Vysledna peleta sa znova suspenduje v pufri opsahuju-
com 200 mmcl NaCl a 50 mmol Tes, pH 7,0, za koncentracie protei-

nu asi 15 mg/ml a uchovava sa v podobe alikvot pri -80°C.

Na zhcdnotenie téinku inhibitora na aktivitu ECE-1 sa 10 Lg
proteinu predinkubuje so zluleninou v poZadovanej koncentracii
pocas 20 minit pri izbovej teplote v 50 mmol TES, cH 7,0 a
0,003% Triton X-100 v objeme 10 pl. Potom sa prida ludsxy velky
ET-1 (5 pl) do vyslednej koncentracie 0,2 umol a reak&né zmes sa
dalej inkubuje pocas 2 hodin pri 37°C. Reakcia sa ukonc&i prida-
nim 500 pl RIA pufra obsahujuceho 0,1% Triton X-100, 0,2% albu-

minu bovinného séra a 0,02% NaN; vo fosfatom pufrovanej sclanke.

zriedené vzorky (200 pl) ziskané zo skér uvedenej enzymove]
analyzy sa inkubujid pri 4°C cez noc s 25 ul [“PI]ET-1
(10 C00 cpm/skimavka) a 25 pl 1:20 000 zriedenych kralidich pro-
tilétok, Xxtcré Specificky rozpoznavaju karboxylovy skuginu ter-
minaineho tryptofdnu ET-1. Potom sa do kazdej skumavky pridajua
kozie anti-kralicie protilétky naviazané na magnetické guldcky
(70 ug) a reakéna zmes sa dalej inkubuje 30 minut pri izbovej
teplote. CGulIdCky sa peletuji za pouzitia magneticke® mreze.
Supernatant sa dekantuje a poc¢ita sa radioaktivita v pelste po-
mocou y Citala. Meria sa celkovd a nedpecifickd vidzba v repritom-
nostl neracdicaktivneho ET-1 a protildtok anti-ET. Za tycnto pod-
mienck vytesiuju ET-1 a velky ET-1 vazbu ['*°I]JET-1 na protilatky

s hodnotou ICsg predstavujucou 21 t 2, respektive
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260 000 = 66 000 fmol (strednd hodnota #* SEM (Standardnd chyba

merania), n = 3 az 5).

S cielom stanovit hodnoty ICso inhibitora sa u kazZzdého inhi-
bitora zistuje krivka koncentracia-odozva. Na uUpravu dat na jed-
nostranny model sa pouZije IBM-kompatibilnd verzia crogramu

ALLFIT.

Inhibiciu ECE je moZné stanovovat in vivo tieZ meranim inhi-
bicie presorickej odpovede vyvolanej velkym ET-1 u anestézovane]
krysy alebo krysy pri vedomi, ako je opisané dalej. U&incx inhi-
bitorov na presorickl odozvu, ktord je vysledkom expozicie vel-
kému ET-1, sa meria u krys Sprague-Dawley spdsobom cpisanym
v Biochem. Mol. Biocl. Int., =zv. 31, ¢&. 5, str. 86l az 867
(1993) . Vysledky sa vyjadruju ako percento inhibicie presorickej

odozvy vyvolanej velkym ET-1 v porovnani s vehikulom.

Samcie krysy Sprague-Dawley sa anestetizuju 1Inactinom
(100 mg/kg i.p.) a vybavia sa katétrami vo femordlnej artérii
a véne na zaznamendvanie stredného arteridlneho tlaku (MAP),
respektive podédvanie zluc€enin. Uskutoéni sa tracheostémia a do
trachey sa vlozZi kanyla na zabezpelenie priechodnosti dychacich
ciest. Telesnd teplota zvierat sa udrZuje na 37 = 1°C pomocou
vyhrievacej prikryvky. Po chirurgickom zd&kroku sa nechd szabili-
zovat MAP predtym, ako sa prerusSi autondmna neurotransmisia
chlorisondaminom (3 mg/kg i.v.). Potom sa krysy oSetruji testo-
vanou zluceninou v davke 10 mg/kg i.v. alebo vehikulom a o 15 a
90 minut neskdér sa vystavia velkému ET-1 (1 nmol/kg i.v.!. Data
sa vSeobecne udavaju ako maximalny vzostup MAP vyvolany velkym
ET-1 u zvierat oSetrovanych testovanou zlu€eninou alebo ~7ehiku-

lom.

Samc¢ie krysy Sprague-Dawley sa anestetizuju metohexitalom
sodnym (75 mg/kg 1i.p.) a vybavia sa katétrami vo femoralnej
artérii a véne na meranie MAP, respektive podavanie Ilieciv.

Katétre sa prevlecu cez otolny systém, ktory krysdm umoziuje po
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opatovnom nadocbudnuti vedomia volny pohyb. Krysy sa pred zacatim
studie nechajua 24 hodin zotavit z tejto procediry. Nasledujuci
den sa zaznamenava MAP pomocou katétra vo femoralnei artérii
a prostrednictvom femoralnej Zily sa podava testovand z.G&enina
alebo wvehikulum. Zvieratd sa v rdznych okamihoch pc podani
vystavia velkemu ET-1 v davke 1 nmol/kg i.v.. Po prisludnom
vyplachovacom case zavisiacom od davky a reZimu, Je moZné
zvieratéa testovat s inou davkou testovane] zluleniny alepc vehi-
kula. Data sa vSeobecne uvédzaju ako zmena MAP vyvolané velkym
ET-1 v dvojminutovych intervaloch u zvierat oSetrenych testova-

nou zluceninou v porovnani s vehikulom.

Inhibiciu ECE je moZné in vivo stanovit tieZ meranim inhibi-
cle presorickej odozvy vyvolanej velkym ET-1 u SHR pri vedomi,
napr. spdsobom opisanym v Biochem. Biophys. Res. Commun., 2zvV.

204, str. 407 az 412 (1994).

Samcim SHR (vo veku 16 aZz 18 tyZdiov) sa podava bud testova-
na zlucCenina alebo venikulum (1M NaHCO;) pomocou podkozZne ‘mplan-
tovanej osmotickej miInipumpy. V denl 5 sa anestézované Xxrvsy vy-
bavia katétrami vo Zfemoralnej artérii a véne na merani= MAP,
respektive podavanies testovanej zluceniny. Po Styridsatosem
hodinovom zotavovaccm Case sa prostrednictvom artsridlneho
katetra pripojeného X snimadu tlaku =zaznamendva MAP i(den 7).
30 minut pred gangliovou blokddou uskutocnenou pomocou chlori-
sondaminu (10 mg/kg 1.v.) sa nechd stabilizovat krvny tlak
a srdcova frekvencia. Asi o 15 minut neskdr sa podd bolus velké-
ho ET-1 (0,25 nmol/kc i.v.), a to ako krysédm oSetrovanym vehiku-
lom, tak krysam oSetrovanym testovanou zluceninou. Medzi dvoma
skupinami krys sa potom porovnava zmena krvného tlaku pri odpo-

vedi na velky ET-1.

Inhibicia cerebrdlneho vazospazmu sa preukazuje romocou
merania inhibicie experimentélne vyvolanej konstrikcie bazilar-
nych cerebralnych artérii u krdlika (Caner a kol., J. Neuro-

surg., zv. 85, str. 917 az 922 (1996).
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Stupen alebo nepritomnost neZiaduceho imunostimulacného po-
tencialu zlucéenin podla vyndlezu je moZné stanovovat pomocou
analyzy s murinnou poplitedlnou lymfatickou wuzlinou, opisané

v Toxicology Letters, zv. 112/113, str. 453 aZ 459 (2000).

ZluCeniny podla vyndlezu je moZné napr. pripravovat

a) kondenziciou zlu&eniny v3eobecného vzorca II

0
Ts ” alk-%-R,

NHTC—C—‘—T-—CH—COORz (11),
R, R

v ktorom symboly alk, X, R, R!, R® a R’ nadobudaju vyznamy uvede-

né skdr a COOR? predstavuje esterifikovant karboxylovl skupinu,

s karboxylovou kyselinou v3eobecného vzorca III

R,/'S—C——COO0OH

R,

R (III),

5

alebo s jej reaktivnym funk&nym derivatom, kde R* a R® nadobudaju
vyznamy uvedené skér; R znamenad atém vodika alebo labilnd
S-ochrannu skupinu, napr. acylovi skupinu, terc-butylovi skupinu

alebo pripadne substituovanu benzylovu skupinu; alebo

b) kondenzidciou zluCeniny vSeobecného vzorca IV

@]
I I
R3'S-—-—/-C\ —— C—NH—C——COOH (1v),
R, R R,
alebo jej reaktivneho funk&ného derivatu, kde symboly R¥, R! az

R®> a R® az R’ nadobudaju vyznamy definované skor,
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s esterom aminokyseliny vSeobecného vzorca V
alk-X-R,
RNH—CH—-COOR,

v ktorom alk, X, R a R* nadobudaju vyznamy definované skor

a COOR® predstavuje esterifikovanu karboxylovu skupinu; alebo

c) kondenzaciou za zasaditych podmienok =zluceniny v3eobecného

vzorca VI

A
Y—T————C—N——C——- C—N—CH—COCR, (VI),
R FL R

Ad

v ktorom symboly R, R!, COOR?’, R® az R, alk a X nadobudaju
vyznamy definované skér a Y predstavuje reaktivnu esterifikovanu
hydroxylova skupinu (napr. chloroskupinu alebo bromoskuginu) ako

odstupujucu skupinu,

so zlu&eninou v3eobecného vzorca VII

R>SH (VII),

alebo jej solou, kde R® znamenad labilnu S-ochranni skupinu,
napr. acylovi skupinu, terc-butylovi skupinu alebo pripadne
supstituovani benzylovi skupinu; a konverziou vyslednéhoc produk-

tu na zludeninu vseobecnéno vzorca I, kde R° znamend atom vodika;

a, ak sa v skdr uvedenom procese docCasne chrani akakolvek rusivo
reaktivna skupina, odstradni sa uvedena(€) ochrann& skupinal(y)
a potom sa izoluje vyslednd zluCenina podla vynalezu; &, ak je
to ziaduce, prevedie sa lubovolnd vyslednd zlGcCenina podla vyna-
lezu na inu zlu&eninu podla vynalezu; alebo/a, ak je to Ziaduce,
prevedie sa volnad funk&néd skupina karboxylove] kyseliny na far-

maceuticky prijatelny esterovy derivat, alebo sa vysledny ester
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prevedie na volnu kyselinu alebo na iny esterovy derivéat; ale-
bo/a, ak je to Ziaduce, prevedie sa vyslednd volnd zlucenina na
sol alebo sa vyslednéd sol prevedie na volnd zlhdéeninu alebo inu
sol; alebo/a, ak je to Ziaduce, separuje sa zmes izomérov alebo
racemdtov; alebo/a, ak je to Ziaduce, rozdeli sa ziskany racemdt

na optické antipddy.

Vo vychodiskovych materidloch a medziproduktoch pcuZivanych
pri priprave =zlulenin podla vyndlezu spdsobom tu opisanym sa
pritomné funkéné skupiny, ako su tiolovd skupina, karboxylova
skupina, aminoskupina a hydroxyskupina, pripadne chréania beZnymi
ochrannymi skupinami, ktoré si v preparativnej organicke: chémii
obvyklé. Chréanenymi tiolovymi skupinami, karboxylovymi skupina-
mi, aminoskupinami a hydroxyskupinami su skupiny, ktoré Ze moiné
za miernych podmienok previest na volné tiolové skupiny, kar-
boxylové skupiny, aminoskupiny a hydroxyskupiny, bez uskutocno-

vania dals$ich neZiaducich vedlajS$ich reakcii.

Cielom zavadzat ochranné skupiny je ochrana funk&nych skupin
pred nezZiaducimi reakciami s reakénymi =zloZkami a za zodmienok
pouzivanych na uskutolfiovanie poZadovanej chemickej transforma-
cie. Potreby a volba ochrannych skupin st odbornikovi + odbore
pre konkrétnu reakciu zndme, a zavisia od povahy chranene]
funk&nej skupiny (tiolovej skupiny, karboxylovej skupiny, amino-
skupiny, atd.), Struktliry a stability molekuly, ktorej e subs-

tituent sucastou a reakénych podmienok.

Dobre znadme ochranné skupiny, ktoré splfiaju tieto pcdmienky,
a ich zavedenie a odstréanenie Je opisané napriklad v J.F.W.
McOmie, “Protective Groups in Organic Chemistry”, Plenum Press,
London, N.Y. (1973), T.W. Greene a P.G.M. Wuts, “Proctective
Groups in Organic Synthesis”, Wiley, N.Y., 3. vydanie (1999),
a tieZ v “The Peptides”, zv. I, Schroeder a Luebke, Academic

Press, London, N.Y. (1965).

Priprava zlG&enin podla vynadlezu spdsobom (a), =zahfhajuca

kondenzaciu aminu v3eobecného vzorca II s kyselinou vSeobecného
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vzorca III alebo jej funkénym derivatom, sa uskutocriu-e dobre

znamym spdsobom pre syntézu peptidov.

Kondenzacia amincesteru vSeobecného vzorca II s vclnou kar-
boxylovou kyselinou vSeobecného vzorca III podla spdsct. (a) sa
uskutoc¢riuje vyhodne v pritomnosti kondenzaéného ¢&inidlz, ako Je

dicyklohexylkarbodiimid alebo N-(3-dimetylaminopropy’. -N'-etyl-

karbodiimid, a hydroxybenzotriazolu, 1-hydroxy-T7-azabernzociriazo-
lu, chlérdimetoxytriazinu, Dbenzotriazol-l-yloxytris(dimszylami-
no) fosféniumhexafludrfosfdtu (BOP reagens) alebo O-(7-zzabenzo-
triazol-1l-yl)-N,N,N' N'-tetrametylurdéniumhexafludrfosfat. (HATU),
a trietylaminu alebo N-metylmorfolinu, v inertnom polizmom roz-

pustadle, ako je dimetylformamid alebo metylénchloric, vyhodne

pri izbovej teplote.

Kondenzacia aminoesteru vseobecného vzorca II s zszktivnym
funkénym derivatom kyseliny vSeobecného vzorca III ve Z:trzrme ha-
logenidu kyseliny, vyhodne chloridu kyseliny, lebo zmesového

anhydridu, sa uskutoénuje v inertnom rozpustadle, ako -~= toluén

alebo metylénchlorid, vyhodne v pritomnosti zasady, nrztz. anor-
ganickej zésady, ako je uhlic¢itan draselny, alebo crganicxe] za-
sady, ako je trietylamin, N-metylmorfolin alebo pyridir, -—yhodne

pri izbovej teplote.

Reaktivnymi funkénymi derivatmi karboxylovych kyss_in vsSe-
obecného vzorca III sU vyhodne halogenidy kyselin (napr. chlorid
kyseliny) a zmesové anhydridy, ako je pivaloyl- alebc Z:zcbutyl-
oxykarbonylanhydrid, alebo aktivované estery, ako je renzotria-

zol-, 7T7-azabenzotriazol- alebo hexafludrfenylester.

Vychodiskovi latku vseobecného vzorca II je moZné czripravit

pomocou tu opisanych a v prikladoch ilustrovanych spdscc:o.

Priprava vychodiskovej 1latky vSeobecného vzorca II zahrna

acyldciu esteru vSeobecného vzorca VIII
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alik-XR,

(VITI),
RNH—-CH~-COOR,

v ktorom alk, X, R a R' nadobudaji vyznamy definované skor
a COOR? predstavuje esterifikovant karboxylovi skupinu (naor. kde

R? znamend niz3iu alkylovu skupinu alebo benzylovu skupinu;,

s vhodne N-chranenou aminokyselinou (alebo reaktivnym funk&nym

derivdtom) v3eobecného vzorca IX

RBN’\C /COOH
g \R7

v ktorom R® a R’ nadobudaju vyznamy definované skdr a R® znamena
labilnd aminoskupinu chréniacu skupinu, napr. terc-butoxvkarbo-
nylova skupinu, ¢&im vznikne prislu3nd N-chranend zlu&enina vie-

obecného vzorca II.

Kondenzécia zlucCeniny v3eobecného vzorca VIII so zliZeninou
vSeobecného vzorca IX sa uskutolfiuje spdsobom pre syntéz. pepti-
dov dobre znamym, napr. ako je opisané skdér pre kondenzéciu zlu-
Ceniny vSeobecného vzorca II so zludeninou vieobecnéhc vzorca
III. N-ochrannéd skupina sa odstrdni v odbore dobre zndmym spdso-
bom, napr. terc-butoxykarbonylovd skupina sa odstrani opomocou

bezvodej kyseliny, ako je kyselina trifludéroctovd alebo HCL.

Vychodiskové aminoestery a kyseliny zlu&eniny v&ecbecného
vzorca VIII, respektive IX, suG bud znédme v odbore alebc, ak su
nove, je moZné ich pripravit napr. spésobmi v odbore dobre zna-
mymi alebo tu uvedenymi. Estery aminokyseliny v3eobecného vzorca

VIII su vyhodne S-enancioméry.

Vychodiskové latky v3eobecného vzorca III sU znéme, alebo,

ak su nové, je ich moZné pripravit beZnymi spésobmi. Vycho-
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diskové latky sa pripravia napr. zo zodpovedajucich racemickych
alebo opticky aktivnych a-aminokyselin, ich konverziou na

a-brémderivat nasledovanou Jjeho vytesnenim inverzicu alebo
konfigurdciou za pouZitia prisludného tiolového derivitu vSe-
obecného vzorca VII, za zasaditych podmienok, napriklad ako jJe
opisané v eurdpskej patentovej prihlaske <. 524 553, publi-
kovanej 27. januara 1993. S-debenzylacia vyslednych produktov sa
uskuto&fiuje redukénym 3Stiepenim, napr. pomocou Raneyho niklu
v etanole. S-deacylacia sa uskutodfiuje napr. pomocou zasad kata-
lyzovanej hydrolyzy zriedenym vodnym roztokom hydroxidu sodného.
Cyklické vychodiskové 1latky vSeobecného vzorca III je mozZné
pripravit podrobenim cyklickej karboxylove] kyseliny (napr.
kyseliny cyklopentankarboxylovej) pdsobeniu siry Vv critomnosti

silnej zasady, ako je litiumdietylamid.

Priprava zlucenin podla vynadlezu spdsobom (b) zahrZnajuca
kondenzaciu kyseliny v&eobecného vzorca IV s esterom aminokyse-
liny vseobecného vzorca V sa uskutochuje podobne ako spdsob (a).
Podobne sa vychodiskové latky v3eobecného vzorca IV cripravia
kondenzaciou kyseliny vSeobecného vzorca III s esterom zodpove-
dajicim gemdisubstituovanym aminokyselinam v3eobecného vzcrca IX
(kde R® teraz znamena atém vodika) za podmienok podobnvch pod-
mienkam opisanym skbér, nasledovanou odstridnenim karboxylove]

ochrannej skupiny.

Priprava zluCenin podla vyndlezu spdsobom (c), zahrha vytes-
nenie odstupujicej skupiny Y v zlGCenine véeobecného wvzcrca VI
tiolovym derivatom R*-SH v podcbe jeho soli, sa uskutclrniule spd-
sobom v odbore dobre znadmym. Reaktivnou esterifikovanou hyvdroxy-
lovou skupinou reprezentovanou sympolom Y je hydroxylové skupina
esterifikovand silnou anorganickou alebo organickou kyselinou.
Prisludnymi skupinami Y su najma halogenoskupiny, napriklad
chloroskupina, bromoskupina alebo jodoskupina, tiez sulfonyloxry-
skupiny, ako nizsi alkyl- alebo arylsulfonyloxyskupiny, napri-

klad (metan-, etéan-, benzén- alebo toluén-)sulfonyleoxyskupina,
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a tieZ trifludrmetylsulfonyloxy skupina.

Vytesnenie sa uskutocénuje v inertnom rozpustadle, ako je di-
metylformamid alebo metylénchlorid v pritomnosti zasady, ako je
uhlicitan draselny, trietylamin, diizopropyletylamin, N-metyl-

morfolin a podobne, pri izbovej alebo zvy3enej teplote.

Za pouZitia soli =zlG&eniny R¥-SH (napr. k&liumticacetéatu)
sa reakcia uskutoéfiuje za nepritomnosti zasady, v inerznom roz-

pustadle, ako je tetrahydrofurdn alebo dimetylformamid.

Podobne je moZné vychodiskové 1latky vS8eobecného wvzorca VI
pripravit reakciou dipeptidového derivdtu vSeobecného vzorca II

s kyselinou vSeobecného vzorca X

Y— ¢ —— COOH
AN
4 R;

v ktorom R* a R’ a Y nadobidaju vyznamy definované skdr,

za podmienok opisanych pre spdsob (a).

ZluCeniny v8eobecného vzorca X, v ktorych Y znameni haloge-
noskupinu, ako oa-brémkarboxylové kyseliny, su znadme a pripravuja
sa napr. spdsobom opisanym v medzindrodnej prihlaske WO 99/55726

publikovanej 4. novembra 1999.

ZluCeniny podla vyndlezu a medziprodukty, napr. tie vSeobec-
nych vzorcov II, V a VI, obsahujice bo&ny retazec alk-x-R!, sa
pripravuju z prisludSnych zld€enin obsahujicich bo&ny retazec
alk-X', kde X' znamend aminoskupinu, hydroxyskupinu, ticlsva sku-
cinu alebo vhodnu odstupujlcu skupinu, spésobom v odbcrs znamym
a tu ilustrovanym. Napriklad kyseliny a estery v3eobecného vzor-
ca V je moZné ziskat tak, Ze sa vychéddza zo serinu, hcmoserinu,

treoninu, cysteinu a podobne, vyhodne v opticky aktivnes forme.

Uréditeé zlucCeniny podla vyndlezu a medziprodukty ze moZné
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vzdjomne previest v3eobecnymi reakciami v odbore dobre zramymi.

Volné merkaptédny je moZné previest na S-acylderivaty reak-
ciou s reaktivnym derivatom karboxylovej kyseliny (Co zodpoveda
stavu, kedy vo vSeobecnom vzorci I R® znamené acylovl sxupinu),
ako je anhydrid kyseliny alebo uvedeny chlorid, vyhccne v pri-

tomnosti zasady, ako Jje trietylamin, v inertnom rozpustzadle, ako

je acetonitril alebo metylénchlorid.

Volné alkoholy a fenoly je mozZné previest na prislusné acyl-
derivaty, napr. reakciou s prislu3nym chloridom kyselinv v pri-

tomnosti zasady, ako je trietylamin.

Volné merkaptany, kde R’ znamend atém vodika, je moiné oxi-
dovat na prisludné disulfidy, napr. pomocou vzduSnej oxidacie
alebo za pouZitia miernych oxidaénych cinidiel, ako je -2id v al-
koholovom roztoku. Naopak, disulfidy je moZné redukovat na pri-
sludné merkaptany, napr. pomocou redukénych ¢&inidiel, ako je

ndtriumborohydrid, zinok a kyselina octovéd alebo tributy_Zosfin.

Estery karboxylovych kyselin Jje moZné pripravit z <zarboxy-
lovych kyselin kondenzéciou napr. s halcgenidom zodpcsZajucim
R°-OH v pritomnosti zé&sady, alebo pomccou nadbytku z_koholu
v pritomnosti kyslého katalyzédtora, a to spdscbmi v odiczz dobre

znamymai .

Estery karboxylovych kyselin a S-acvlové derivaty = mozZne

hydrolyzovat, napr. vodnymi alkdliami, ako su uhlicitary alebo
hydroxidy alkalickych kovov. S-acylové a esterove sxuciny Je

mozné selektivne odstrénit, ako je tu ilustrované.

Vyhodne, a tam, kde je to moZné, sa pripravia vyhodné izomé-

ry podla vynédlezu v3eobecného vzorca Ia z Cistych enanciomérov.

V pripade, ak sa ziskaju zmesi sterecizomérov (napr. laste-
reomérov), je mozZné tieto rozdelit znémymi spdsobmi, ako je
frak&nd krydtalizécia a chromatografia (napr. chromatcgrafia

v tenkej vrstve, stlpcovd chromatografia, flash chromatocrafia).
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Racemické volné kyseliny je moZné rozdelit na optické antipddy
frakénou krystalizdciou d- alebo 1-(a-metylbenzylaminovych, cin-
chonidinovych, cinchoninovych, chininovych, chinidinovych dehyd-
roabietylaminovych, brucinovych alebo strychninovych) soli
a podobne. Racemické produkty, pokial to nie su diastereo-
izoméry, je moZné najskédr previest na diastereoizoméry pomocou
opticky aktivnych &inidiel (ako su opticky aktivne alkoholy, &im
vzniknu estery), ktoré ije moiné potom rozdelit skér opisanym
spdsobom, a napr. hydrolyzovat na jednotlivé enantioméry. Race-
miczé produkty je moZné tie? rozdelit chiralnou chromatografiou,
napr. vysokotlakovou kvapalinvou chromatografiou za pouzitia
chiradlneho absorbentu; tie? tak enzymatickym rozdelenim, napr.

esterov alkalazou.

Skér uvedené reakcie sa uskutolfiuju &Standardnymi svdsobmi,
v pritomnosti alebo v nepritomnosti riedidiel, vyhodne takych,
Ze su inertné proti reaktantom a ich rozpudtadlam, katalyzdto-
rov, alkalickych alebo kyslych kondenza&nych &inidiel azlzbo dal-
Sich wuvedenych ¢&inidiel, alebo/a sU inertné proti «rsaktantom
a su ich rozpudtadlami, katalyzatorov, alkalickych alebc kyslych
kondenzacnych &inidiel alebo dal$ich uvedenych &inidiel, alebo/a
inertnych atmosfér, pri nizkych teplotach, izbovej teplote alebo
zvySenych teplotdch, vyhodne blizko teploty varu pouzizvych roz-

pustadiel, za atmosferického alebo superatmosferického tizku.

Vyndlez dalej zahffia akykolvek variant uvedenych sovdsobov,
v ktorom sa pouZije medziprodukt ziskatelny v Iubovolnom stupni
spdsobu ako vychodiskovad latka a uskutodnia sa zostavaitce stup-
ne, alebo sa proces ukon&i v ktoromkolvek jeho stupni, alebo sa
v nom vychodiskové latky vytvaraju za reakénych podmienok, alebo
sa v nom reakéné zloZky pouZiju vo forme ich soli alebo opticky
Cistych antipddov. V uvedenych reakciéch by sa mali pouZitf pre-
vazne vychodiskové latky, ktoré veda k tvorbe zlG&enin skér

oznaCenych ako vyhodné.

PredloZeny vyndlez sa dalej tyka pouZitia =zludenin podla
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vynalezu a ich farmaceuticky prijatelnych, netoxickych adicénych
soli s kyselinou, alebo ich farmaceutickych kompozicii, ako lie-
&iv u cicavcov, na 1inhibiciu ako ACE, tak NEP, a napr. na pre-
venciu alebo lieCenie kardiovaskulérnych ochoreni, akc s2 hyper-
tenzia, edém, retencia soli a xongestivne srdcové zlyhanle, bud
samotnych alebo v kombindcii s Jjednym alebo viacerymi <dalsimi
¢inidlami, ktoré su pouZitelné na lieCenie takych cchoreni.
Tymito méZu byt antihypertenzivne <&inidla, antiaterosk_esrzotické
¢inidléd, kardidlne &inidlé, diuretické <&inidléa, antidizpeticke
&inidl&, ¢&inidld zniZujuce cholesterol a podobne. Poxial sa
pouZiju v kombindcii s daldimi terapeutickymi c¢inidlami, Ze mozZ-

né ich podavat oddelene alebo vo fixnej kombinacii.

Priklady terapeutickych ¢&inidiel, ktoré je moZné pouZit
v kombindcii, sU antagonisty receptora pre angiotenzin I, ako
valsartan, losartan, candesartén, eprosartdn, irbesartzirn a tel-
misartén; P-blokatory, ako biscprolol, propanolol, atenc_cl, so-
talol a metoprolol; inhibitory reninu; blokdtory kalcicvich ka-
ndlov, ako amlodipin, verapamil, diltiazém, bepridil, felcdipin,
isradipin, nicardipin, nifedipin, nimodipin a nisoldipin; inhi-
bitory aldosterénsyntdzy/antagonisty aldosterdnu, ako ec_zsrendn,
(+)-fadrozol (WO 01/76574), spironolaktdén a canrendn; clizetika,
ako furosemid, hydrochlértiazid, indapamid, metazoldn, zmilorid
a triamterén; antagonisty receptora vazopresinu, ako C?C 21268,

SR 49059, SR 121463A, SR 49059, VPA 985, OPC 31260 M 087;

j8

kardiotonické liediva, ako enoximén a levosimenddn; antzazonisty
endotelinu a ECE inhibitory, ako bosentén, BMS 193884, T2C 3711
a zlu&eniny opisané v dokumente WO S9/55726; antiatercsz_srotic-
ké ¢inidla, najma C&inidlé zniZujuce cholesterol, ako sexvestran-
ty Zl&ovych kyselin (napr. cholestyramin a colestipol); inhibi-
tory absorpcie cholesterolu, ako ezetimib; fibrdty, akc Zsnofib-
rat a gemfibrozil; statinové inhibitory HMG CoA reduktézy, ako
atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, pravastatin, simvastatin
a pitavastatin; a derivaty kyseliny nikotinovej; tyromimetické

¢inidla, ako ¢&inidld opisané v US patente &. 5 569 674 2z doku-
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ako repagli-

tieZz tak antidiabetické &inidléa,
pioglitazdn, glyburid,

rosiglitazédn,
NH 622 a DRF 4158.

mente WO 00/58279;
LAF 237,

nateglinid, metformin,

nid,

glipizid, glimepirid, DPP 728,

PredloZeny vynédlez sa tyka tieZ pouzZitia zlu&enin podla vy-
najma

nalezu na pripravu farmaceutickych kompozicii,
tickych kompozicii s ACE a NEP inhibiénou aktivitou,
antihypertenzivnou aktivitou.

kempoziciami podla vyndlezu su kcmpozicie

transdermélne

Farmaceutickymi
vhodné na enteralne, ako orédlne alebo rektélne,
a parenteradlne podavanie cicavcom, vrdtane c¢loveka, na lieCenie
ochoreni, ako je  Thypertenzia, obsahujice
zluCeniny podla vynadlezu
v kombi-

kardiovaskularnych
samotnej alebo

u¢inné mnoZstvo farmakologicky uclinnej

ako

alebo jej farmaceuticky prijatelné soli,
a tiez tak v kombindcii s dalSimi terapeutickymi <¢inidlami,

nacii s jednym alebo viacerymi farmaceuticky prijatelnymi nosic-

mi,
tieZz pouZitelnymi na lieCenie kardiovaskul&rnych ochoreri,

je uvedené skor.
Farmakologicky uc¢inné zlu€eniny podla vynalezu su pcuZitelné
na pripravu farmaceutickych kompozicii obsahujucich ich G&inné
s pomocnymi latkami alebo

mnoZstvo v spojeni s alebo v zmesi
nosicémi vhodnymi bud na enterdlnu alebo na parenterdlnu zplika-
ciu. Vyhodné su tablety a Zelatinové kapsuly obsahujics Gc¢innu
latku spolu s a) riedidlami, napr. laktdzou, dextrdzou, sachard-
zou, manitolom, sorbitclom, celuldzou alebo/a glycinom; o) lub-
rikantami, napr. silikou, mastehcom, kyselinou stearcwvcu, Jjej
horecnatymi alebo vépenatymi solami alebo/a polyetyléngiykolom;
spojivami, napr. kremi¢itanom horsénato-
tragakantom, mstylcelu-

pre tablety tiei s c)
Skrobovou pastou, Zelatinou,
alebo/a polyvinylpyrolidd-
¢inidlamri, napr.

hlinitym,
lézou, natriumkarboxymetylceluldzou
ak Jje to zZiaduce, s d) dezintegracnymi
agarom, kyselinou alginovou alebo 3jej sodnou solou,
a, ak Jje to Ziaduce, abscrbenta-
InZektova-

Skrobmi,
alebo efervescentnymi zmesami;
ochutovadlami a sladidlami.

nom;

mi, farbiacimi ¢&inidlami,
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telnymi kompoziciami su vyhodne vodné izotonické roztcky alebo
suspenzie, a cCapiky su vyhodne pripravené =z tukovych emulzii
alebo suspenzii. Uvedené kompozicie mbézu byt sterilizovazné ale-
bo/a mdéZu obsahovat pomocné latky, ako konzervaéné, stzgilizac-
né, zméacacie alebo emulgacéné <¢inidla, solubilizacéné <inidla,
soli na reguldciu osmotického tlaku alebo/a pufry. Dalzj mdzZu
kompozicie tieZ obsahovat dals$ie terapeuticky cenné latxy. Uve-
dené kompozicie sa pripravujl beZnymi miesSacimi, grarulacnymi
alebo potahovacimi postupmi, a obsahuju asi 0,1 azZz 75%, vyhodne

asi 1 az 50%, ucinnej latky.

Vhodné pripravky na transdermalnu aplikdciu zahfna i ucinné
mnozstvo zluéeniny podla vyndlezu s nosicom. K vyhodnym nosicom
patria absorbovatelné farmakologicky prijatelné rozrustadla
k napomdhaniu prestupu cez koZu hostitela. Charakteristicky su
transdermdlne zariadenia vo forme obvdzu obsahujtcehc oporny
Clen, rezervodr obsahujuci zlGleninu, pripadne s nosicmi, pri-
padne bariéru regulujucu rychlost na uvolnovanie lGaceniny do

z
koZze hostitela regulovanou a dopredu stanovenou rychlcsZou po

dlhsi Cas, a prostriedky na pripevnenie zariadenia na kozZu.

¢
~J
(@}
=~
Q

Jednotkovd davka pre cicavcov s hmotnostou asi 5

Cc =
mbdZe obsahovat asi v rozsahu 10 a 200 mg ucinnej l1é&tk.s. Davka
uc¢innej zluCeniny Jje zavisléd od druhu teplokrvného ZZvoCicha
(cicavca), telesnej hmotnosti, veku a individudlneho sta~u, a od

spdsobu podavania.

Nasledujuce priklady su urcené na ilustraciu vynélezu a ne-
maja ho nijako obmedzovat. Teploty sa uddvaju v stupnoch Celzia.
Ak nie je uvedené inak, uskutoéfiuju sa vSetky odparovania za
zniZeného tlaku, vyhodne v rozsahu asi 15 a 100 mmHg. Coticke
rotacie (vyjadrené v stupfoch) sa meraju pri izbovej teplcte pri
589 nm (D &iara sodika) alebo inych vinovych dizkach, ako je
upresnené v prikladoch. Struktura =zlucéenin sa potvrdzuie Stan-
dardnymi analytickymi metddami, ako je hmotnostné spektrum, ele-

mentarna analyza, NMR, IR spektroskopia a podobne.
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Prefixy R a S sa pouZivajui na oznalenie absolutnej konfigu-

rédcie na kaZdom centre asymetrie.

Priklady uskutocnenia vynélezu

Priklad 1

(a) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylamino]-2-me-
tylpropionyl]-0-benzyl-L-serinu

o)
O 0
,/JL\\~t:I:%;/H;7<:”\\ //[:T(/O//\\\
S ! N

0 O
Etylester N-{2-[(R)~-3-brém-3-metylbutanoylamino]-2-metylpro-
pionyl-O-benzyl-L-serinu (4,96 g, 10,5 mmol) sa rozpusti v tet-
rahydrofurdne (100 ml) a pridéd sa tiocacetdt draselny (6,00 g,
52,5 mmol). Zmes sa mieSa pri izbovej teplote pocas 4 hodin, po-
tom sa zriedi etylacetdtom (500 ml) a premyje vodou (100 ml),
roztockom hydrogenuhlic¢itanu sodného (2 x 100 ml), vodcocu (2 x
100 rl) a potom solankou (50 ml). Roztok sa su8l pomoccu siranu
sodného a koncentruje vo vakuu. Surovy material sa c&isti flash

chromatografiou (silikagél, 3:2 hexan/etylacetat), ¢im sa ziska

z14&enina uvedena v nézve; teplota topenia 55 az 57°C; [a]?’

63,5° (c = 0,99, CHiOH); MS(M + H): 467.

D

Vychodiskovd létka sa pripravi nasledovne:

Roztok O~benzyl-L-serinu (9,75 g, 50 mmol) v etanole
(200 ml) sa syti plynnym HCl pocCas 8 minut. Zmes sa cez noc mie-
Sa pri izbovej teplote a potom koncentruje vo vakuu. Pevnd léatka

sa premyje v dietyléteri a zhromazZdi filtraciou, ¢&im sa ziska
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vytazok hydrochloridu etylesteru O-benzyl-L-serinu v podobe bie-

lej pevnej latky.

K roztoku BOC-oa-metylalaninu (3,05 g, 15 mmol), hydrochlo-
ridu etylesteru O-benzyl-L-serinu (2,89 g, 15 mmol), i-etyl-3-
- (3-dimetylaminopropyl) karbodiimidu (£DCTI, 2,88 g, 12 mmol) a
l1-hydroxy-7-azabenzotriazolu (HOAT, 2,04 g, 15 mmol) v metylén-
chloride (150 ml) sa pridéd trietylamin (1,52 g, 15 mmol). Zmes
sa cez noc mieSa a potom koncentruje vo vékuu. Reziduum sa znova
rozpusti v etylacetdte a premyje vodou, 1IN HCl, wvodou & solan-
kou. Roztok sa sus$i pomocou siranu sodného a koncentruje, cim sa
ziska vytazZok etylesteru N-[2-(BOC-amino)-2-metylprcpionyl]-

-O-benzyl-L-serinu vzorca

oLk o

rz

Skér uvedeny karbamdt (6,12 g, 15 mmol) sa rozpusti v mety-
lénchloride (200 ml) & ochladi v ladovom kupeli. Roztok sa
10 minut syti plynnym HCl a potom sa mieSa cez noc pri izbove]
teplote. Reziduum sa koncentruje. Pridéd sa metylénchlorid a re-
ziduum sa znova koncentruje, ¢im sa ziska hydrochlorid etyleste-
ru N-(2-amino-2-metylpropionyl)-O-benzyl-L-serinu v podcpe peny;

MS(M + H): 300.

K roztoku skdér uvedeného aminhydrochloridu (4,90 g, 14 mmol)
v metylénchloride (150 ml) sa pridéd diizopropylaminova sol kyse-
liny (R)-2-brém-3-metylbuténovej (4,03 g, 14 mmol), l-etvi-3-(3-
-dimetylaminopropyl) karbodiimidhydrochiocrid (EDCTI, 2,70 g,
14 mmol) a l-hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAT, 1,90 g, 14 mmol).

Zmes sa mie3a pri izbovej teplote cez noc a potom sa koncentruje
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vo vakuu. Reziduum sa rozpusti v etylacetate a premyje vodou,
zriedenym roztokom hydrogenuhlic¢itanu sodného, vodou, 1N HC1l
a potom solankou. Roztok sa susSi pomocou siranu sodného a kon-
centruje, <Cim vznikd pevnd lAitka. Pewvnd latka sa ¢&isti flash
chromatografiou (silikagél, 2:1 hexén/etylacetat), ¢&im wvznikne
etylester N-{2-(R)-2-brém-3-metylbutanoylamino]-2-metylpropion-

y1]-0O-benzyl-L-serinu vzorca

~ °
o WLLW T
/T N O

Podobne sa pripravi:

(b) etylester N-[2-[(8)-2-acetyltic-3,3-dimetylbutanoylamino]-2-
-metylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu

Q o

PP o™

S ! I

0

=2

(c) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylaminc]-2-me-
tylpropionyl}-O-benzyl-L-treoninu;
teplota topenia 121 az 122°C.
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(d) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metoxybutanoylaminc ~-2-me-
tylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu;

[a]?°, + 14,9° (c = 1,04, DMSO)

0

O
ﬁ?& o
N
H

O

'S

(e) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio~3-metylpentanoylaminc -Z-me-

tylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu;

[a]®%, - 6,93° (c = 1,09, CH30H)

0
O
e
N
H
O

(f) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylamino}-2-me-

'y

tylpropionyl]-O-(3~-trifludérmetylbenzyl)-L-serinu
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CF

Vychodiskovy hydrochlorid etylesteru O-(3-trifludérmetylben-~

zyl)-L-serinu sa priprzvi nasledovne:

K suspenzii natriumhydridu (60% v oleji, 3,04 g, 76 mmol)
v N,N-dimetylformamide (60 ml) sa pri 0°C pridéd BOC-L-serin
(7,80 g, 38 mmol). Zmes sa 1 hodinu mie$a a potom sa prida
m-trifludrmetylbenzylchlorid (7,39 g, 38 mmol). Zmes sa neché
zohriat na izbovi teplotu a mieSa sa cez noc. ZImes sa hasi vo-
dou. Pridd sa etylacetat a zmes sa premyje solankou, su3i pomo-
cou MgSO4 a koncentruje, <&im vznikne Z1lty olej, ktory sa ¢&isti
flash chromatografiou (SiO;; hexéan/etylacetédt), <&im vznikne &iry
olej. Reziduum sa rozpusti v etanole (120 ml), roztok sa ochladi
na 0°C a 5 minat syti plynnym HCl. Zmes sa nechi zohriat na iz-
bovii teplotu a mie3a sa cez noc. Zmes sa koncentruje, <&im
vznikne hydrochlorid etylesteru O-(4-trifludrmetylbenzvl)-L-se-

rinu.

(g) etylester N-{2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylamino]-2-me-
tylpropionyl]-0-(4-flubrbenzyl)-L-serinu ako olej. |

F

0
/U\ H)%J\ 07 ™
S N
0
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(h) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylamino]-2-me-
tylpropionyl]-0O-(4-fludrfenyl)-L-homoserinu ako ole].

F

Vychodiskovy hydrochlorid etylesteru O-(4-fludbrfenyl)-L-ho-

moserinu sa pripravl nasledovne:

K roztoku terc-butylesteru BOC-L-homoserinu 13,2 q,
11,6 mmol) v tetrahydrofurane sa pridéd trifenylfosfin (7,59 g,
29 mmol), p-fludrfenol (2,08 g, 18,6 mmol) a 1,1'-azobis(N,N-di-
metylformamid) (3,2 g, 18,6 mmol). Zmes sa mieSa cez noc, Dremy-
je solankou, su3i pomocou MgSO; a rozpustadlo sa odstrani, c<im
vznikne oranzZovy olej. Olej sa Cistl flash chromatograficu (Si0y,
85% hexan/15% etylacetédt), ¢im vznikne c&iry olej, ktory sz roz-
pustli v etanole (100 ml) a roztok sa nasyti plynnym HCl & potom
mieSa cez noc. Zmes sa koncentruje, ¢im vznikne hydrccalorid
etylesteru O-(4-fludrfenyl)-L-homoserinu v podobe Dbielej vevne]

latky.

(1) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylaminc]-2-me-
tylpropionyl] -O-(3~fludrfenyl)-L-hcmoserinu
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(j) morfolinokarbonylmetylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbu-
tanoylamino]-2-metylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu, Cisteny
pomocou chromatografie na silikagéli s hexdnom, etylaceta-

tom, metanolom (20:70:10), v podobe bielej pevnej léatky.

0
O 0] 0
/lK H O\/LL
s N N/\’
| i P
O
o o
Vychodiskova lé&tka sa pripravi nasledovne:

O-benzyl-L-serin (10,0 g, 51,3 mmol), di-terc-butylbikarbo-
nat (11,2 g, 51,4 mmol) a 1N hydroxid sodny (103 ml, 103 mmol)
sa spolu mieSajua v 100 ml dioxédnu pri izbovej teplote pocas
16 hodin. Zmes sa koncentruje vo vakuu, vloZi do vody, okysli na
pH 1 pomocou 6N HCl a extrahuje etylacetatom. Organickd vrstva
sa premyje vodou, potom solankou a su$i pomocou bezvodého siranu
horeénatého. Zmes sa filtruje a koncentruje vo vékuu, &im vznik-
ne BCC-0O-benzyl-L-serin v podobe oleja. K roztoku BOC-O-benz-
yl-L-serinu (2,20 g, 7,46 mmol), trietylaminu (0,75 q,
7,43 mmol) a jodidu sodného (0,11 g, 0,73 mmol) v 5 ml N,N-dime-
tylformamidu sa prida 4-(2~chléracetyl)morfolin (1,22 g,
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7,48 mmol) a zmes sa opri izbovej teplote mie3a pocas 2 hodin.
Zmes sa zriedi etylacetdtom, premyje vodou, potom solankocu a su-
$1i pomocou bezvodého siranu horecnatého. Zmes sa filtruje a kon-
centruje vo vakuu, ¢im vznikne Zlty olej. Olej sa podrobi chro-
matografii na silikagéli so zmesou hexdn:etylacetét:metanol
(35:60:5), <&im vznikne morfolinokarbonylmetylester BCC-O-benz-
yl-L-serin v podobe bezfarebného oleja. Cez roztok karbamédteste-
ru (1,72 g, 4,08 mmol) v metylénchloride (50 ml) sa pocas 5 mi-
nut prebublava plynny HCl a zmes sa mieSa pri izbovej teplote
poCas 3 hodin. Vyslednz zmes sa koncentruje vo vakuu, &im vznik-

ne morfolinokarbonylmetyvlester O-benzyl-L-serinu v podobe ceny.

(k) dimetylaminokarbecnylmetylester N-[2-{(S)-2-acetyltio-3-me-
tylbutanoylamino]-2-metylpropionyl]-0O-benzyl-L-serinu, pri-
praveny a Cisteny spdsobom opisanym pre zluceninu z orikladu

1 (3)

N

T

A\

=

)

(1) dietylaminokarbony-metylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-Z-metyl-
butanoylamino]-2-metylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu, cripra-

Cis-

)

veny spdsobom opisanym pre zluCeninu z prikladu 1(3)
£

teny chromatograficu na silikagéli s hexanom, etylacstatom,

metanolom (35:60:5:.



43

O .
0O 0 0]
PP o
S N NS
| " §
0 0
(m) etylester N-[2-[(S)~-2-[ (metoxyacetyl)tio]-3-metylcutanoyl-

amino]-2-metylpropionyl]-O-benzyl~-L-serinu;

(@]?, - 55,27°; (c = 1,084, CH;0H)

o

O 0
A AT L L
H
O

(n) etylester N-[2-[(S)-2-[(morfolinoacetyl)tio]l-3-metv_putano-

ylamino]-2-metylpropionyl}-O-benzyl-L-serinu;

[0]%% - 48,61° (c = 1,098, CH30H)

(o) etvlester N-[2-[(S)-2-acetyltio-2-(4-tetrahydropyran/l)ace-
tylamino]}-2-metylpropionyl}-0O-benzyl-L-serinu;
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12°, - 55,4° (c = 0,83, DMSO)

A%%JW

Vychodiskovd kyselina (D)-o-brdém-o-(4-tetrahydropyranyl)oc-

[a

tova sa pripravi nasledovne:

Roztok dusitanu sodného (4,71 g, 68,3 mmol) v 35 m_ vody sa
po kvapkdch pridéd k vychladenému (0°C) roztoku (D)-a~brdém-o-
- (4-tetrahydropyranyl)glycinu (J. Am. Chem. Soc., zv. .17, str.
9375 az 9376 (1995) (7,05 g, 44,3 mmol) a 48% HBr (ag) '70 ml) v
35 ml vody. Po skonceni pridavania sa zmes neché& zohriatT na 1iz-
bovi teplotu a pri izbove] teplote sa mieSa pocas 3 hodin. Zmes
sa extrahuje etylacetdtom, organickd vrstva sa postupns premyje
vodou, 5% vodnym tiosiranom sodnym a solankou, 2a potcrm sa susi
pomocou bezvodého siranu horec¢natého. Zmes sa filtruje =z koncen-
truje vo vakuu a ziska sa kyselina (D)-o-brém-a-(4-tetrzahydropy-

ranyl)octova v podobe pevnej'létky.

(p) etylester N-[2-[(S)-2-[(1-(1,2,4)-triazolyl)acetylzic]~-3-me-
tylbutanoylamino]-2-metylpropionyl]~O-benzyl-L-serinu;

teplota topenia 106 aZz 107°C; [alp - 61,46° (c = 1,03, CH;0H)
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(q) etylester N-[2-[(S)-2-[(4-metylpiperazino)acetyltio]-3-me-

tylbutanoylamino]-2-metylpropionyl}~0O-benzyl-L-serinu;

teplota topenia 95 aZ 96°C; [alp - 48,5° (c = 0,935, CHsO0H).

\\N//\\1 o o o
L\\//N\\V/JL\\ §;><<%L\ N
S N
’ H
o O
(r) etylester N-{2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylamino] -2~

-etylbutanoyl]-O~-benzyl-L-serinu;

[alp - 83,6° (c = 1,07, CH;0H).

0
O 0
/tk K 0
s N ~
”ﬁ#t—!
o (¢]
(s) etylester N-[{2-([(S)-2-(morfolinoacetyltio)-3,3~dimetylbuta-

noylamino]-2-metylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu;

[a]p - 55,5° (c = 1,008, DMSO)
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(£) etylester N-[2-[(S)-2-[(metoxyacetyl)tio]-3,3-dimetyloutano-

ylamino]~2-metylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu;

[a]lp ~ 61,67° (c = 1,024, DMSO)

/O\/ﬁ\ %%ﬁ/ﬁﬂ/o\/

(u) etylester N-[2-(S)-2-(acetyltio)pentanoylamino]-2-mezvlpro-

pionyl]-0O-benzyl-L-serinu

I ﬁo Oo/\
*%%&

(v) etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylaminc,-2-me-
tylpropionyl]-0-(4-bifenylylmetyl)-L-serinu
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Priklad 2
Etylester N-[2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoylamino]-2-metyl-
propionyl]-S-benzyl-L-cysteinu
S
0 O
S N
] H
o o)

ZlUCenina uvedend v nédzve sa pripravi podobne ako v criklade
1 & rekrystalizuje sa =zo systému metyl-terc-butyléter/hexén,

teplota topenia 69 aZ 71°C.

Vychodiskovéd latka sa pripravi nasledovne:

PoCas pdtndstich minit sa roztokom BOC-S-benzyl-L-cysteinu
(9,33 g, 30 mmol) v etanole (200 ml) prebubldva plynny HC1. Na-
doba sa zazatkuje a mieSa sa cez noc pri izbovej teplote. Roz-
pustadlo sa odpari vo vadkuu a reziduum sa pocCas 1,5 hodiny mie3a
v dietyléteri (150 ml) a ziska sa hydrochlorid etylesteru S-ben-
zyl-L-cysteinu v podobe pevnej léatky.
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Zmes hydrochloridu etylesteru S-benzyl-L-cysteinu (7,98 g,
29 mmol), BOC-a-metylalaninu (5,89 g, 29 mmol), trietylaminu
(2,93 g, 29 mmol), l-hydroxybenzotriazolu (HOBRT, 3,92 g,
29 mmol) a EDCI (5,57 g, 29 mmol) v metylénchloride (207 ml) sa
za argoénovej atmosféry mieda cez noc pri izbovej teplots. Reak-

¢na zmes sa odpari do sucha a reziduum sa rozpusti v etvl.acetédte

(200 ml). Roztok sa premyje vodou (50 ml), IN HCl (50 m>:, vodou
(50 ml), 5% hydrogenuhlic¢itanom sodnym (50 ml), vodou {50 ml)
a nakoniec solankou (25 ml). Potom sa roztok sudi pomoccu siranu

sodného, filtruje a odpari do sucha, ¢&im vznikne mezylester

N-[2-(BOC-amino)-2-metylpropionyl]-S-benzyl-L-cysteinu.

Priklad 3

Etylester kyseliny N-{2-[(S)-2-acetyltio-3-metylbutanoy_amino]-
-2-metylpropionyl]-(S)-2-amino-3-(benzylsulfonyl)propidéncre]

s=0
0O O g
A k}><LL o
s N
’ H
i o)

Skér uvedena zlulenina sa pripravi podocne ako v prixklade 1.

Vychodiskova latka sa pripravi nasledovne:

K roztoku etylesteru N-{[2-(BOC-amino)-2-metylpropicnyl]-5-
-penzyl-L-cysteinu (7,21 g, 17 mmol) v metylénchloride {250 ml)
sa za argodénovej atmosféry pridd kyselina m-chldérpertenzoova
(8,77 g, 51 mmol) a zmes sa mieSa cez noc pri izbovej teplote.
Zmes sa odpari do sucha a reziduum sa rozpusti v etylzacetate
(300 ml). Roztok sa premyje 5% hydrogenuhlid¢itanom sodnym

(3 x 50 ml), vodou (50 ml) a solankou (25 ml). Roztok sa susdi
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pomocou siranu sodného, filtruje a odpari vo vakuu, &im vznikéd
etylester kyseliny N-[2-(BOC-amino)-2-metylpropionyl]-(S)~-2-ami-

no-3-{benzylsulfonyl)propidnovej.

(a) metylester kyseliny NZ-[2—[(S)—2~acetyltio—3—metylbutanoyl—
aminc]-2-metylpropionyl]=-(S)~-2-amino-3-(benzoylamino)propid-

novej

)

Zmes Dbenzoylchloridu (0,085 ml, 0,73 mmol), hydrochloridu
metylesteru kyseliny NZ—[Z-[(S)—2-acetyltio—3—metylbutanoylami—
nol-2-metylpropionyl]-(S)-2,3~diaminopropidnovej (0,29 g,
0,73 mmol) a trietylaminu (0,15 ml, 1,49 mmol) v metylénchloride
(10 ml) sa mieSa pri 1izbovej teplote pocas 16 hodin. Reakéné
zmes sa odpari do sucha vo vakuu, reziduum sa rozpustl v etyl-
acetate a roztok sa premyje vodou, potom nasytenym roztokom
hydrogenuhlic¢itanu sodného & solankou, su$i pomocou cezvodého
siranu horec¢natého a odpari do sucha &im vznikne olej. Olej sa
podrobl chromatografii na silikagéli s hexdnom a ety_acetatom
(50:50) a ziska sa =zlucenina uvedend v ndzve v podobe bielej

peny s teplotou topenia 48 az 54°C.

(b) Podobne sa pripravi metylester kyseliny N?-[2-[(S)-2-acetyl-
tio-3-metylbutanoylamino]-2-metylpropionyl]~{S)-2-amino-3-

- (benzénsulfdénamido) propidnovej;

teplota topenia 47 a% 51°C; [a]?% - 41,72 (c = 1,03, CH30H).

Vychodiskovd latka sa pripravi nasledovne:
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Zmes hydrochloridu metylesteru kyseliny (S)-2-aminz-3-(BOC-

—amino)propidnovej (4,6 g, 2,1 mmol), N-CBZ-a-mety.alaninu
(5,0 g, 2,1 mmol), HOAT (2,87 g, 2,1 mmol), EDCI 4,02 g,
2,1 mmol) a trietylaminu (2,93 g, 2,1 mmol) v metyléncnloride

(50 ml) sa mieSa pri izbovej teplote pocas 16 hodin. Reak&na
zmes sa premyje solankou, su$i pomocou bezvodéhc siranu ~oreéna-
tého a koncentruje vo vadkuu. Vysledny olej sa podrobi chzomato-
grafii na silikagéli s hexdnom a etylacetatom (1:1), &im sa zis-
ka vytaick metylesteru kyseliny Nz—[2—(CBZ—amino)—Z—mety;propio~
nyl]-(S)-2-amino-3-(BOC~amino)propidénove] v podcbe bislz® peny

s teplotou topenia 100 aZz 101°C.

Zmes skdr uvedeného produktu (2,14 g, 4,90 mmol) & 2% paléa-

dia na uhli (0,27 g) v etanole (50 ml) sa hydrcgenuje zz tlaku
45 psi (310 kPa) v Parrovej banke pocas 4 hodin. Zmes sz Ziltru-
je cez dosku z Celite a koncentruje vo véakuu, ¢&im vznikns hydro-
chlorid metylesteru kyseliny NZ—[2—amino—2—metylpropionylj—(S)—2—

—amino-3- (BOC-amino)propidénovei v podobe oleja.

Roztok skdér uvedeného produktu (2,28 g, 8,09 mmol , diizo-
propylaminovesj soli kyseliny (R)-2~-brom-3-metylz_:zidnove]
(2,16 g, 7,13 mmol), EDCI (1,43 g, 7,49 mmol) & HOAT 2,15 g,
8,52 mmol) v metylénchloride (75 ml) sa pri izbcvej teclzzz mie-
Sa pocCas 16 hodin. Reak&nd zmes sa odpari do sucha a reziZuum sa
vliezl do etylacetédtu. Etylacetdtovy roztok sa premyje vczcl, na-

sytenym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného a solankou, =z potom
su$i pomocou bezvodého siranu horec¢natého & koncentriie vo
vakuu. Vysledny olej sa podrobi chromatografii na si’ikagéli
S hexanom a etylacetdtom (40:60) a vznikne metylester =, seliny
NZ—[Z—[(R)—2—brém-3—metylbutanoylamino]—2—metylpropionyl:—’5)—2—

-amino-3- (BOC~-amino)propidnove]j v podobe biele’ peny.

Zmes skér uvedeného produktu (1,31 g, 2,82 mmol) a tTizoctanu
draselného (1,28 g, 11,2 mmol) v tetrahydrofurine (3C =) sa
mieSa pri izbovej teplote pocas 4 hodin a zriedi etylzacstatom.

Zmes sa premyje vodou, nasytenym roztokom hydrogenuh’:iZitanu
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sodného, solankou, a potom sa su3i pomocou siranu horecnatého.
Reakéna zmes sa koncentruje do sucha vo vikuu a vysledny olej sa
podrobi chromatografii na silikagéli s hexénom a etylacetatom
(40:60) a ziska sa metylester kyseliny N-[2-[(S)-2~acetvitio-3-
-metylbutanoylamino]-2-metylpropionyl)-(S)-2-amino-3- (BOC-ami-

no)propidnovei.

Roztokom skér uvedenej zlu&eniny (1,01 g, 2,19 mmol) v 50 ml
metylénchloridu sa asi 5 mindt prebublidva plynny chlorovodik,
zmes sa mieSa poCas 3 hodin pri izbovej teplote a potom sa kon-
centruje vo vakuu a ziska sa hydrochlorid metylesteru kyseliny
Nz—[2-[(S)—2—acetyltio-3—metylbutanoylamino]—2—metylpropionyl]—

-(8)-2,3-diaminopropidnove].

Priklad 5

K roztoku kyseliny 1-[(R)-2-brém-3-metylbutanoylaminc:cyklo-
penténkarboxylovej (1 g, 3,42 mmol), hydrochloridu etylesteru
O-benzyl-L-serinu (0,89 g, 3,42 mmol), dicyklohexylkarbodiimidu
(0,7 g, 3,42 mmol) a l-hydroxy-7-azabenzotriazolu (0,47 g,
3,42 mmol) v metylénchloride sa pridd trietylamin (0,48 ml,
3,42 mmol). Zmes sa mieSa pocas 24 hodin a potom sa premyie so-
Iankou a koncentruje vo vakuu, <&im sa ziska svetlo Zlty olej.
Reziduum sa cisti flash chromatografiou (silikagél, hexén/etyl-
acetat) a vznikne etylester N-[1-(R)-2-brém-3-metylbutancvlami-

nolcyklopentdnkarbonyl]-O-benzyl-L-serinu vzorca

w
ozzzg? <i
ZI
IZ
O

BromozlGCenina (0,7 g, 1,41 mmol) sa rozpusti v tetrahydro-



52

furane (50 ml) a pridad sa tiooctan draselny (0,19 g, 1,69 mmol).
Zmes sa mieSa pri izbovej teplote pocas 18 hodin a potom sa
zriedi etylacetdtom z premyje solankou, su3i sa pomocou siranu
horecnatého a koncentruje sa vo vakuu, &im vznikd 2Zlty olej. Su-
rovy materiéal sa Cisti flash chromatografiou (silikagél,
hexan/etylacetdt) a ziska sa polopevné latka, ktora sa trituruje
hexénom, ¢im sa ziske vytazZok etylesteru N-{1-[(S)-2~acetyltio-
-3-metylbutanoylaminolcyklopenténkarbonyl]}-O-benzyl-L-serinu

vZorca

ZT

A

=

Vychodiskova 1latkz v podobe 1-[(R)-2-brém-3-metylbutanoyl-
aminojcyklopentankarbecxylovej kyseliny sa v podstate opripravi
spdsobom opisanym v dckumente WO 99/55726 kondenzdciou diizopro-
pylaminovej soli kyseliny (R)-2-brém-3-metylbutédnovej (priprave-

nej z L-valinu) s hydrechloridom metylesteru cykloleucinu.

Priklad 6

(a) N-[2-[(S)-2-merkacto-3-metylbutanoylamino]-2-metylprecpio-

nyl}-0O-benzyl-L-serin
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o

K roztoku S-acetyletylesteru z prikladu 1 (0,47 g, 1 mmol)
v metanole (10 ml) sa pridd& 1IN hydroxid sodny (5,0 ml, 5 mmol).
imes sa mieSa pri izbove] teplote pocas 4 hodin, okysli 1IN HC1
na pH 1 a potom koncentruje vo vakuu. K reziduu sa pridé etyl-
acetat. Zmes sa premyje 1N NaOH. Kombinovand vodnd faza sa potom
okysli a extrahuje etylacetdtom. Organickd fdza sa premyje

solankou, susi pomocou siranu sodného a potom koncentruje vo va-

kuu. Triturdciou hexdnom sa ziska biela pena s teplotou topenia
57 az 70°C; [a}®% - 16,8° (c = 1,032, DMSO); MS (M + H): 397.
Podobne sa pripravia nasledujuce zlucCeniny:

(b) N-[{1-[(S)-2-merkapto-3-metylbutanoylamino]cyklopenténkarbo-
nyl]~O-benzyl-L-serin;

teplota topenia 132 aZ 136°C (kry3talizovany zo systému

hexadn/terc-butylmetyléter)

ZT

OH
HS

Iz

0

(c) N-[2-[(S)-2-merkapto-3-metylbutanoylamino]-2-metylpropio-
nyl}-S-benzyl-L-cystein;
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teplota topenia 81 aZ 87°C; [a]®’% - 37,87 (c = 0,545, DMSO)

———O

H

N OH

HS l

O

(d)  N-[2-[(S)-2-merkapto-3-metylbutanoylamino]-2-metylprcoio-
nyl]-O-benzyl-L-treonin;

teplota topenia 61 az 64°C

©)
O
ﬁ OH
HS N
H
o o)
(e) N-[2-[(S)-2-merkapto-3,3-dimetylbutanoylamino}-2-mec/loro-

pionyl]-O-benzyl-L-serin;

teplota topenia 128 a% 130°C; [a]®% - 2,46 (c = 1,06, DMSO)

O
O
n% o
HS N
’ H
o O
{f) N-[2-[(S)-2-merkapto-3-metylbutanoylamino]-2-metylpropio-

nyl]-0-(4-fludrbenzyl)-L-serin;



teplota topenia 50 az 54°C

O
HS N
~NOH

o o)

(g) N-[2-[(S)-2-merkapto-3-metylbutanoylamino]-2-metylpropio-
nyl]-0-(4-fluérfenyl)-L-homoserin;

teplota topenia 127 aZ 128°C

0
p’)JJ\ o
HS N
l ~ H

o o]

(h) N-[2-[(S)-2-merkapto-3-metylbutanoylamino]-2-metylpropio-
nyl]-0-(3~fludérfenyl)-L-homoserin;

teplota topenia 50 aZ 56°C

0
¥ OH
HS I N
n o

(1) N-[2-[(S)-2-merkapto-3-metoxybutanoylamino]-2-metylpropio-
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nyl]-O-benzyl-L-serin;

[]%% + 18,85 (¢ = 0,997, DMSO)

.

|
0
N
Hs//\j// N
0

—O

OH

|

(3) N-[2-(S)-2-merkapto-2-(4-tetrahydropyranyl)acetylaminc-2-

0

-metylpropionyl] -O-benzyl-L-serin;

teclota topenia 184 aZ 189°C; [a]?®, -24,94 (c = 1,013, DMSO)

0
0
o
H OH
HS N
H

o 0]
Priklac 7

(a) etrslester N-{2-(S)-2-merkapto-3-metylbutanoylamino]-2-metyl-

rcoionyl]-S-benzyl~-L-cysteinu
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Za argdnovej atmosféry sa tioacetylovd zlulenina z ctrikladu
2 (0,48 g, 1,0 mmol) rozpusti v absoldtnom EtOH (5 ml) a podrobi
sa pbsobeniu 1IN NaOH (1,0 ml, 1,0 mmol). Zmes sa predtyr, ako sa
podrobi pdsobeniu 1IN HCl aZ do dosiahnutia pH 3, mie3z pocas
4 hodin pri izbovej teplote. Zmes sa odpari s cielom cZstranit
vdCsinu EtOH a vodné reziduum sa extrahuje EtOAc (2 x -0 ml).
ZmieSane extrakty sa premyjud H,O (5 ml) a potom roztokor solanky
(5 ml). Roztok sa sus$i pomocou Na,SO,, filtruje a koncenzzuje vo
vakuu. Produkt solidifikuje zo systému terc-butylmetylézzr/hexan

a ziska sa produkt s teplotou topenia 87 aZ 91°C.

(b) Podobne sa pripravi etylester N-[2-[(S)-2-merkapto-2- 4-tet-
rahydropyranyl)acetylamino]-2-metylpropionyl]-O-benz-->I-L-se-

rinu s teplotou topenia 85 aZ 93°C;

(@]?% - 37,21° (¢ = 1,012, DMSO)

Iz

HS ” N o~

(c) Podobne sa pripravi etylester N-[2-[(S)-2-merkapto-3,3-dime-
tylbutanoylamino]-2-metylpropionyl]-O-benzyl-L-serinu v po-
dobe oleja;
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[@]?% - 20,9° (c = 1,025, DMSO)

o)
0
HS N ~
, H
A 0

(d) Podobne sa pripravi etylester N-[2-[(S)-2-merkapto-Z-metyl-

butanoylamino]-2-etylbutanoyl]-0O-benzyl-L-serinu;

[2]?% - 31,48° (c = 0,955, CH3O0H)

0
N 0
HS ~

|

L

=
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PP Troz-03

PATENTOVE NAROKY

1. Zlacenina vSeobecného vzorca I
T4 ﬁ T Ta ﬁ alk-X-R,
R38—~<l: C—N ’C c——rld——CH—COOR2 Dy
R
RS R7

v ktorom

R znamena atdém vodika, niZ3iu alkylovl skupinu, karbocvklicku
skupinu alebo heterocyklickt aryl-niz3iu alkylovu alsco cyk-
localkyl-nizZsiu alkylova skupinu;

R znamend nizZz3iu alkylovu skupinu, cykloalkylovu skupinu, kar-
bocyklicki alebo heterccyklickd arylovd skupinu &a_zbo bi-
arylovu skupinu; alebo

R znamend (cykloalkyl, karbocyklicky aryl, heterocyklicky aryl
alebo biaryl)-niz3iu alkylovu skupinu;

alk znamend niZSiu alkylénovu skupinu;

R’ znamena atdém vodika alebo acylovl skupinu;

R® znamena atdém vodika, pripadne substituovanu nizsiu z_kylova
skupinu, karbocyklickl alebo heterocyklicka arylovu sxupinu,
(karbocyklicky alebo heterocyklicky aryl)-nizsiu zlkylovu
skupinu, cykloalkylovli skupinu, cykloalkyl-nizZsiu z_kylovu
skupinu, biarylova skupinu, biaryl-niZ3iu alkylovd sxupinu,
oxacykloalkylovh skupinu, tiacykloalkylovﬁ skupinu, zzacyk-
loalkylovd skupinu alebo (oxacykloalkyl, tiacykloalxvl alebo
azacykloalkyl)-niZ&§iu alkylovd skupinu;

R® znamena atdm vodika alebo nizsiu alkylova skupinu; alzsbo

R? R® spolu s atdémom uhlika, ku ktorému su viazané, znamenaju

cykloalkylidénoviu skupinu, benzo-kondenzovanu cyklcalxylidé-
novu skupinu; alebo pat- alebo Sestclenni (oxacykloalkylidé-

novl skupinu, tiacykloalkylidénovi skupinu alebo azacykloal-
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kylidénovu skupinu), pricom je kazZdé& pripadne substituovana
nizsou alkylovou skupinou alebo aryl-niZsSou alkylovou skupil-

nou;

znamend nizsiu alkylovud skupinu, karbocyklicku alebo hetero-
cyklicku arylovu skupinu, (karbocyklicky alebo heterccyklic-
ky aryl)-nizsiu alkylovd skupinu, cykloalkylovi skupinu,
cykloalkyl-nizsiu alkylovu skupinu, biarylovi skupinu alebo

biaryl-niZsiu alkylovi skupinu;

znamena niz$iu alkylovu skupinu, (karbocyklicky alepc hete-
rocyklicky aryl)-niZsiu alkylovl skupinu, cykloalkyl-niZsiu
alkylovi skupinu alebo biaryl-niz$iu alkylovd skupinu; alebo

R7

spolu s atémom uhlika, ku ktorému sG viazané, zrnamenaju
troj- aZz desatélennu cykloalkylidénovi skupinu, ktcoria mdzZe
byt substituovand niz3ou alkylovou skupinou alebo aryl-niz-
Sou alkylovou skupinou alebo mdéZe byt nakondenzovana na na-
syteny alebo nenasyteny karbocyklicky péat- aZ sedemclenny
kruh; alebo pdt- alepbo Sestilennt (oxacykloalkylidénc—a sku-
pinu, tiacykloalkylidénovi skupinu alebo azacykloalxylidé-
novi skupinu), pricom kazdd mdéZe byt pripadne substizuovana
niz3ou alkylovou skupinou alebo aryl-nizsiu alkylovra sku-

pinu; alebo 2,2-norbonylidénovda skupinu;
znamend skupinu -0-, -5(0),-, -NHSO,- alebo -NHCO-;

znamenda 0, 1 alebo 2; a

COOR? znamena karboxylovi skupinu alebo karboxylovu skupinu deri-

vatizovanu vo forme farmaceuticky prijatelného esteru;

alebo disulfidovy derivét odvcdeny od uvedenej zlaceniny, kde R’

znamend atém vodika; alebo ich farmaceuticky prijatelnd scZ.

2.

ZluCenina podla naéroku 1, vSeobecného vzorca Ia
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alebo disulfidovy derivat odvodeny od uvedenej zlU&eniny, kde R?

znamena atdém vodika; alebo ich farmaceuticky prijatelna sol.

3. Zlu&enina podla naroku 1, kde R a R® znamenaji atém vodika; R*
znamena nizsiu alkylovi skupinu, cyloalkylovd skupinu obsahujicu
5 alebo 6 uhlikovych atémov, karbocyklickd alebo heterocyklicku
arylovua skupinu alebo (karbocyklicky alebo heterocyklicky
aryl)-niZzsiu alkylovd skupinu; alk znamenda nizSiu alkylénovu
skupinu; X znamena skupinu -0- alebo -S(0),, kde n znamena 0
alebo 2; R’ znamena atém vodika alebo acylovi skupinu; R® znamena
atém vodika, pripadne substituovani niZ3iu alkylovi skupinu,
oxacykloalkylovu skupinu, oxacykloalkyl-niZsiu alkylovu skupinu
alebo (karbocyklicky alebo heterocyklicky aryl)-niZsiu alkylovu
skupinu; R®> znamend atém vodika; alebo R* a R®°, spolu s atémom
uhlika, ku ktorému su viazané, znamenaju cykloalkylidénovu
skupinu obsahujicu 5 alebo 6 uhlikovych atémov; R® a R’ znamenaju
nizsiu alkylova skupinu; alebo R® a R’, spolu s atémom uhlika, ku
ktorému sU viazané, znamenaju pdt- alebo Sestclennu cykloalkyli-
dénovi skupinu; COOR? znamen&d karboxylovi skupinu alebo karboxy-
lovu skupinu derivatizovani vo forme farmaceuticky prijatelného
esteru; alebo disulfidové derivaty odvodené od uvedenej zluleni-
ny, kde R® znamend atém vodika; alebo ich farmaceuticky prija-

telna sol.

4. ZluCenina podla naroku 2, kde R a R® znamenaji atém vodika; R*
znamend nizsiu alkylova skupinu, cyloalkylovi skupinu obsahujucu
5 alebo 6 uhlikovych atémov, karbocyklicki alebo heterocyklicku
arylovu skupinu alebo (karbocyklicky alebo heterocyklicky

aryl)-niz3iu alkylovi skupinu; alk znamend nizZ$iu alkylénovu
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skupinu; X znamend& skupinu -0- alebo -S(0),, kde n znamena O
alebo 2; R’ znamenad atém vodika alebo acylovu skupinu; R® znamené
atém vodika, pripadne substituovanu nizZs$iu alkylovu sxupinu,
oxacykloalkylovl skupinu, oxacykloalkyl-nizZz3iu alkylovi skupinu
alebo (karbocyklicky alebo heterocyklicky aryl)-nizdiu alkylovu
skupinu; R® znamend atém vodika; alebo R* a R°, spolu s atémom
uhlika, ku ktorému sU viazané, znamenaju cykloalkylidércwvu sku-
pinu obsahujucu 5 alebo 6 uhlikovych atdémov; R® a R’ znamenaju
nizdiu alkylovi skupinu; alebo R® a R’, spolu s atémom un_‘ka, ku
ktorému su viazané, znamenaju pat- alebo Sestclennt cyklicalkyli-
dénovu skupinu; COOR? znamené karboxylovi skupinu alebo xarboxy-
lovu skupinu derivatizovani vo forme farmaceuticky priZatelného
esteru; disulfidové derivaty odvodené od uvedenej zluceniny, Kkde

R’ znamend atém vodika; alebo ich farmaceuticky prijatelni sol.

5. ZlucCenina podla naroku 1, kde R a R® znamenaju atém vcdikay R*
znamend karbocyklicku alebo heterocyklickd arylovd skupinu alebo
(karbocyklicky alebo heterocyklicky aryl)-niZ3iu alkylcva sku-
pinu; R’ znamena atém vodika alebo pripadne substituovan’ niZsiu
alkanoylovi skupinu; R® znamend ni?$iu alkylovd skupinu, cyklo-
alkylovi skupinu, tetrahydropyranylovi skupinu alebc niZSiu
alkoxy-nizdiu alkylova skupinu obsahujucu vidy 1 az 4 uhlikoveé
atéomy v kazdej =z alkylovych <casti; R® a R’ znamena“Z obkidva
alkylovi skupinu obsahujicu 1 aZ2 4 uhlikové atdmy a s iden-
tické; X znamend skupinu -0- alebo -S-; alk znamen& mezylénovu
skupinu; COOR? znamend karboxylovi skupinu, niZ&iu alkczykarbo-
nylovi skupinu, (di-niz$i alkylaminokarbonyl)-~-niZsiu al_xoxykar-
bonylovi skupinu alepbo (morfolinokarbonyl, piperidinc<arbonyl
alebo pyrolidinokarbonyl)-niZ&iu alkoxykarbonylova skugpinu; ale-

bo jej farmaceuticky prijatelna sol.

6. ZlucCenina podla naroku 2, kde R a R’ znamenajG atém vodika; R?
znamend karbocyklickd alebo heterocyklicki arylovd skupinu alebo
(karbocyklicky alebo heterocyklicky aryl)-nizsiu alkylcvi skupi-

nu; R’ znamenad atém vodika alebo pripadne substituovand niZ&iu
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alkanoylovi skupinu; R? znamend niZ3iu alkylovid skupinu, cyklo-
alkylova skupinu, tetrahydropyranylovd skupinu alebo niZ3iu
alkoxy-nizsiu alkylovu skupinu obsahujucu vidy 1 azZz 4 uhlikové
atémy v kazdej z alkylovych ¢&asti; R® a R’ =znamenaja obidva
alkylovd skupinu obsahujiucu 1 aZ 4 uhlikové atdémy a si& iden-
tické; X znamend skupinu -0- alebo -S-; alk znamen& mezvylénovu
skupinu; COOR? znamena karboxylovd skupinu, niZsiu alkoxykar-
bonylovd skupinu, (di-niZ$i alkylaminokarbonyl)-niZsiu alkoxy-
karbonylovi skupinu alebo (morfolinokarbonyl, piperidinckarbonyl
alebo pyrolidinokarbonyl)-niZdiu alkoxykarbonylovl skupinu; ale-

bo jej farmaceuticky prijatelnd sol.

7. Zlucenina podla naroku 1, kde R a R® znamenaju atém vodika; R!
znamena karbocyklickia arylovld skupinu alebo  karbocyklicku
aryl-niz3iu alkylova skupinu, v ktorej karbocyklickd arylovu
skupinu predstavuje fenylovd skupina alebo fenylové skupina
substituovand jednou alebo dvoma skupinami zo sUboru zahZihajuce-
ho hydroxyskupinu, niZ$iu alkanoyloxyskupinu, nizsie zlkylové
skupinu, niZ3ie alkoxyskupiny, trifludérmetylové skupinv, tri-
fluérmetoxyskupiny a atémy halogénu; R® znamend atém vodika alebo
niz$iu alkanoylovii skupinu; R! znamend niz$iu alkylovd sxupinu,
4-tetrahydropyranylovl skupinu alebo niz$i alkoxy-nizZfia alkylo-
va skupinu obsahujicu vidy 1 aZ 4 uhlikové atdémy 7 kaidej
z alkylovych &asti; R® a R’ znamenaji metylovd skupinu; X znamena
skupinu -0-; alk znamend metylénovl skupinu alebo ezylénovu
skupinu; a COOR? znamenad karboxylovi skupinu alebc nizdiu
alkoxykarbonylovi skupinu; alebo Jjej farmaceuticky prijatelné

- J

sol.

8. zZlG&enina podla naroku 2, kde R a R® znamenajui atém vedika; R
znamena karbocyklickii arylovid skupinu alebo  karkccyklicku
aryl-niZdiu alkylovi skupinu, v ktorej karbocyklick& arylova
skupinu predstavuje fenylova skupina alebo fenylové skupina
substituovana jednou alebo dvoma skupinami zo suUboru zahfnaju-

ceho hydroxyskupiny, niZ3ie alkanoyloxyskupiny, niZ3ie alkylové
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skupiny, niZ3ie alkoxyskupiny, trifludrmetylové skupiny, tri-
fludérmetoxyskupiny a atémy halogénu; R’ znamend atdém vodika alebo
nizsiu alkanoylovi skupinu; R* znamena niZ&iu alkylovd skupinu,
4-tetrahydropyranylova skupinu alebo nizsi alkoxy-nizsiu a kylo-
va skupinu obsahujucu vidy 1 aZz 4 uhlikové atdémy v kazde: z al-
kylovych &asti; R® a R’ znamenaju metylovl skupinu; X zZnamenéd
skupinu -0-; alk znamend metylénovi skupinu alebo etvIénovu
skupinu; a COOR? znamend karboxylova skupinu alebo niz3iu a>koxy-
karbonylovu skupinu; alebo jej farmaceuticky prijatelnéd scl.

9. Zlucenina podla naroku 1, kde R a R® znamenajla atdém vodika; R*
znamend fenylovl skupinu, fludérfenylovu skupinu, benzylcvia sku-
pinu alebo fludrbenzyloviu skupinu; R° znamena atém vodika, niz$iu
alkanoylovi skupinu alebo niz3iu alkanoylovi skupinu substi-
tuovani niZdou alkoxyskupinou; R' znamend izopropylovid skupinu,
terc-butylovlu skupinu, l-metoxyetylovl skupinu alebo 4-tetrahyd-
ropyranylovua skupinu; R® a R’ znamenéa metylovl skupinu; X zZnamené
skupinu -0-; alk znamend metylénovi skupinu; a COOR® znamena
karboxylovl skupinu alebo niZdiu alkoxykarbecnylova skupinu; ale-

bo jej farmaceuticky prijatelnad sol.

A}

10. Zlucenina podla naroku 2, kde R a R’ znamenaju atém —odika;
R' znamené fenylovu skupinu, fludrfenylovl skupinu, penzylova
skupinu alebc fluérbenzylova skupinu; R® znamend atém -odika,
nizsiu alkanoylovu skupinu alebo niZdiu alkanoylovu skupinu
substituovani niZfou alkoxyskupinou; R® znamend izcpropylova
skupinu, terc-butylovli skupinu, l-metoxyetylovld skupinu alebo
4~tetrahydropyranylovd skupinu; R® a R’ znamend metylovi sxupinu;
X znamena skupinu -0O-; alk znamend metylénova skupinu; 2z COOR®
znamena karboxylovli skupinu alebo nizsiu alkoxykarbonylc—d sku-

pinu; alebo jej farmaceuticky prijatelnad sol.

11. ZlGc¢enina podla naroku 10, kde R a R’ znamenaja atdm vodika;

R' znamenéa benzylovd skupinu; R® znamend atém vodika, acetylovu
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skupinu alebo metoxyacetylovi skupinu; R* znamena izopropylovu
skupinu alebo terc-butylovi skupinu; R® a R’ znamenaju metylovu
skupinu; X znamend skupinu -0-; alk znamend metylénovu skupinu;
a COOR? znamenéa karboxylovi skupinu alebo etoxykarbonylovu skupi-

nu; alebo jej farmaceuticky prijatelnad sol.

12. Spdésob inhibicie angiotenzin konvertujuceho enzymu aj neut-
rélnej endopeptidazy u cicavcov, vyznadcuiju-

ci sa tym Ze sa cicavcovi, ktory ho vyZaduje, podava

uc¢inné mnoZstvo zluceniny podla naroku 1.

13. Spbsob prevencie alepo lieCenia kardiovaskuldrnych ochoreni
u cicavcov, vy znadcujlci sa tym Ze sa cicavcovi,
ktory ho vyzZaduje, podava ucinné mnoZstvo zlu&eniny podla naroku

1.

14. Spdésob podla ndroku 12, vy znadc¢ujlci sa tym,
Ze je ureny na liecenie hypertenzie, edému, retencie soli alebo

kongestivneho srdcového zlyhania.

15. Farmaceutick& kompozicia, vy znadc¢ujuluca sa tym,
Ze obsahuje 0¢inné mnoZstvo zluceniny podla naroku 1 v kombinéd-

cii s jednym alebo viacerymi farmaceuticky prijatelnymi nosicmi.
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