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Anotacia:

Opisuje sa farmaceutickd formulacia obsahujiica trom-
binovy inhibitor HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab v kom-
binacii s jednym alebo viacerymi ¢inidlami zvy3ujicimi
absorpciu, sposob vyroby takejto farmaceutickej for-
mulécie, pouZitie takejto formulécie pri lieteni trombo-
embolizmu.
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Nova antitrombotickd formuldcia, spdésob Jjej vyroby a jej
pouzitie

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez sa tyka novej farmaceutickej formula-
cie, obsahujicej trombinovy inhibitor HOOC-CH,-(R)-Cgl-Aze-Pab
v kombinadcii s jednym alebo viacerymi c¢inidlami, zvysSujucimi
absorpciu, spdsobu pripravy takejto farmaceutickej formulacie
a pouzitia takejto formuldcie pri lieceni tromboembolizmu ako
aj spbésobu liec¢enia pacienta v pripade potreby takéhoto liece-
nia pouZitim uvedenej formulacie.

Doteraisi stav techniky

Krvna koaguldcia je klucovy proces zahrnuty ako v hemosta-
ze (t.j. prevencii straty krvi =z poskodenej cievy) tak v trom-
béze (t.j. patologickej okluzii krvnej cievy Krvnou zrazeni-
nou). Koagulacia je vysledkom komplexu sérii enzymatickych
reakcii; Jjednym 2z koneénych stupfiov Jje konverzia proenzymu
protrombinu na aktivny enzym trombin.

Trombin hra v koagulacii ustrednu ulohu. Aktivuje
dosticky, konverguje fibrinogén na fibrinové monoméry, ktoré
spontanne polymerizujui do vldkien a aktivuje faktor XIII, ktory
naopak zosietuje polymér na nerozpustny fibrin. Trombin dalej
aktivuje faktor V a faktor VIII v pozitivnej reakcii spatnej
vazby. Inhibitory trombinu s preto povazZované za ué¢inné
antikoagulanty pri inhibicii dostickovej aktivacie, tvorbe
fibrinu a stabilizdcii fibrinu. Pri inhibicii pozitivneho
mechanizmu spatnej vazby suU takéto inhibitory povazZované za
napomdhajice inhibicii &asto v retazci prihod, vedicich ku
koagulacii a trombdze.

Peptidické alebo peptidom podobné trombinové inhibitory,
podobne ako iné peptidom podobné substancie, si nachylné na
obmedzenu alebo premenni absorpciu pri podavani. Toto je spdso-
bené vplyvom rozdielnych bariér metabolického a fyzikédlneho



charakteru, ako je enzymaticka degradacia, sklony ku tvorbe
komplexu so 2zlozZkami z formuldcie alebo biologického prostre-
dia, obmedzenie v moZnostiach transportu atd. Jednym objektom
predloZenej farmaceutickej formuladcie Jje wulahéit aktivnemu
éinidlu prekonat takéto bariéry a ziskat zvySeni a reproduko-
vatelni absorpciu aktivneho &inidla. ZloZky formulacie, ktoré
maju takyto vplyv a tak mdézu napomahat aktivnemu &inidlu, sa
nazyvaju ¢inidld zvysSujuce absorpciu (absorpéné enhancery).

Zmienky o pouzZiti ¢inidiel =zvySujucich absorpciu vo
farmaceutickych formulacidch jestvuji v niekolkych &lankoch
a prehladoch v literatire. Posilhujuce vlastnosti boli uvadzané
pri 1rbéznych typoch zloZiek ako su povrchovo aktivne ¢inidla
a lipidy, cheldtory a polyméry. Prehlad poskytuje E. J. Hoogdal
a kol., Pharmac. Theor. zv. 44, 407 - 443 (1989). S. Muranishi,
Crit. Re. Ther. Drug Carrier Syst., zv. 7, 1 - 33 (1990), E. S:
Swenson a W. J. Curatolo, Adv. Drug Deliv. Rev., 2zv. 8, 39
- 92 (1992) a v Drug Absorption Enhancement (vyd.: A B G de
Boer Harwood Academic Publisher 1994).

Podstata wvynalezu

Zistilo sa, Ze absorpcia terapeuticky aktivneho trombi-
nového inhibitora HOOC-CH,-(R)-Cgl-Aze-Pab méZe byt modifiko-
vand inkorporovanim posilfiujicich é&inidiel, obsahujiicich tera-
peuticky aktivnu zluc¢eninu.

Preto je predmetom predloZeného vyndlezu poskytnutie
novych farmaceutickych formuldcii obsahujuicich trombinovy inhi-
bitor HOOC-CH,-(R)-Cgl-Aze-Pab Vv kombindcii s 3jednym alebo
viacerymi absorpciu zvySujlicimi c¢inidlami a pripadne farma-
ceuticky prijatelnym nosidom a spésob pripravy takychto farma-
ceutickych formulacii.

Prostriedky na ziskanie zlepSenych formuldcii tohto
terapeuticky aktivneho lieciva sui zaloZené na pouZiti ¢inidiel
zvySujuicich absorpciu, ako si, ale bez obmedzenia na ne,
povrchovo aktivne ¢&inidla, lipidy, iné 1liec¢iva a polyméry na



ziskanie pozitivnych G¢inkov, ktoré vedi ku zvysSenej a/alebo
menej premenlivej absorpcii terapeuticky uG&inného &inidla, ked
sa uvedené c¢inidlo podava roznymi spdsobmi podania, ako je
oralna, rektalna, bukdlna, nasdlna, pulmoralna, inhalac¢nd cesta
atd, a kombindciou takychto ¢inidiel na dosiahnutie tieZ pozi-
tivnych Géinkov, ktoré vedu k vyssSej zvysenej absorpcii.

Absorpciu zvysSujice uUc¢inky opisané v tomto vyndleze je
mozné dosiahnut jednym alebo viacerymi aditivami ku formuléacii,
akymi si, avSak bez obmedzenia na ne:

nesteroidné pritizdpalové liec¢iva a derivaty, ako je sali-
cylat sodny, 5-metoxysalicylat sodny, indomethacin a di-
clofenac;

surfaktanty, ako su neidénové surfaktanty, napriklad sorbi-
tanestery (Span séria), polysorbaty (Tween séria), poly-
etoxylované glykolmonoétery (ako Brij séria), polyetoxy-
lované alkylestery (Myrj séria), polyetoxylované alkyl-
fenoly (ako Triton séria), alkylglukozidom podobné cukrové
glykozidy, napriklad dodecylmaltozid, cukrové estery
mastnych Kkyselin, napriklad laurat cukrézy, monostearéat
cukrézy atd a saponiny;

amfolytické surfaktanty, napriklad betainy;

anidénové surfaktanty, napriklad sulfiatované mastné alkoho-
ly, sulfatované polyoxyetylované alkoholy, dal$ie podobné
dioktylsulfosukcinaty;

katidénové surfaktanty, napriklad améniové zludeniny.
Zl¢ové soli ako su dihydroxyzZlcové soli, ako deoxycholat
sodny, trihydroxyzZlcové soli, ako glykocholat sodny a fu-

zidaty, napriklad dihydrofuziddt sodny;

mydla a mastné kyseliny a ich soli, napriklad oktanova
kyselina, dekanova kyselina a dekanoat sodny;



lipidy, ako su glyceridy, napriklad glycerylmonooktanoat
a glycerylmonoolein;

fosfolipidy, napriklad DPPC a DMPC;
oleje, napriklad olej zo séjovych bdébov a slneé&nicovy olej;
enaminy, ako je DL-fenylalanin a etylacetoacetatenamin;

chelataéné ¢inidla, napriklad EDTA, EGTA a kyselina citroé-

nova;
fenotiaziny, ako je chlérpromazin;

derivaty mastnych Kkyselin karnitinu a peptidov, napriklad
palmitoyl-DL-karnitin a N-myristoyl-L-propyl-L-prolyl-
-glycinat;

iné zlozky, napriklad azon, konkavalin A, fosfatové a fos-
fonatové derivaty, ako Jje DL-a-glycerofosfat a 3-amino-
-l-hydroxypropylidén-1,1-difosfonat, dietylmaledt a die-
tyletoxymetylénmalonat;

produkty Maillardovych reakcii, napriklad zlaéeniny z re-
akcie glukozalyzin;

polyméry, ako su kyseliny polyakrylové, napriklad Carbo-
polR, polykarbofil;

chitozan a derivaty chitozanu; a

blokové kopolyméry, napriklad poloxaméry, poloxaminy a me-
roxapoly.

Za vhodné sa povaZujui kombindcie ¢inidiel zvyS$ujucich
absorpciu, ale nie si na ne obmedzené:



lipidy a Zl¢éové soli, napriklad monoolein a taurocholat

sodny;

lipidy a fosfolipidy, napriklad glyceridy so strednym
retazcom a lecitiny;

surfaktanty a oleje, napriklad sacharézové estery mastnej
kyseliny a séjového oleja; a

polyméry a lipidy, napriklad polykarbofil a monoolein.

PouzZitou davkovou formou mbéZe byt pevny, polopevny alebo
kvapalny pripravok pripraveny znamymi technikami. Zvy&ajne bude
i¢innd 2zloZka tvorit medzi 0,1 a 99 ¥ hmotn. pripravku,
SpecifickejSie medzi 0,1 a 50 % hmotnosti pripravku uvazZovanych
na parenteralne podanie a medzi 0,2 a 90 % hmotnosti pripravku
vhodnych na oralne podanie.

Vhodnymi dennymi davkami terapeuticky aktivneho 1liecéiva
pri terapeutickom oSetreni Iudi sG asi 0,001 aZ 100 mg/kg
telesnej hmotnosti pri perordlnom podani a 0,001 aZz 50 mg/kg
telesnej hmotnosti pri parenterdlnom podani.

¢inidlo 2zvySujice absorpciu alebo kombinadcia &inidiel
zvysujlicich absorpciu bude tvorit medzi 0,1 a 99 % hmotnosti
pripravku. Takto ziskané formuladcie budi zvysSovat absorpciu
a/alebo minimalizovat variabilitu absorpcie terapeuticky
U¢inného lie¢iva réznymi mechanizmami.

Farmaceutické formulacie podla predloZeného vynalezu,
obsahujuce modifikovany dipeptid HOOC-CH,-(R)-Cgl-Aze-Pab
a ¢inidla zvysSujice absorpciu, sG uvaZované na profylaxiu
a lieCbu v arteridlnom ako aj vendéznom tromboembolizme.

Dal3im predmetom vyndlezu je spdsob vyroby uvedenej farma-
ceutickej formulacie, zahriiujici pridanie &inidiel zvysSujdcich
absorpciu k roztoku terapeuticky uc¢innej zliéeniny
HOOC-CH,-(R)-Cgl-Aze-Pab, pripadne upravenie pH pufrovacim



¢inidlom na terapeuticky prijatelné pH, napriklad medzi 5 a2z
9, vyhodne medzi 7 a 8, napriklad 7,4 a zmieSanim vsSetkych
zloziek. Pufrovacim <&inidlom mbéZe byt fosfatovy pufer ako je
K,HPO, : Na,HPO,. K farmaceutickej formulacii podla predloze-
ného vynalezu sa mézu pridat dalSie zlozky beZne pouzZivané vo
farmaceutickych formulacidch, ako su nosice, izotonické ¢&inid-

1la, ako je NaCl, zname odbornikom v odbore.

Popis obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 predstavuje vplyv ¢inidiel zvysSujicich
absorpciu, na permeabilitu intestindlnej membrany pre
HOOC-CH,-(R)-Cgl-Aze-Pab.

Nasledujici opis ilustruje predmet vynalezu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

VSeobecné experimentalne postupy

Hmotnostné spektra boli zaznamenané na hmotnostnom spek-
trometre Finnigan MAT TSQ 700 triple quadropole, vybavenom

elektrosprejovym rozhranim.

1H NMR a 13c NMR merania sa uskutoéhovali na spektro-
metroch BRIKER AC-P a BRUKER AM 100, prvom pracujicom pri frek-
vencii 1H 500,14 MHz a 13¢  frekvencii 125,76 MHz a druhon
pracujicom pri 1y a 13¢ frekvencii 300,13 MHz a 75,46 MHz.

Vzorky boli asi 10 az 50 mg rozpustené v 0,6 ml jedného
z nasledujicich rozpustadiel: CDC1, (izotopicka Cistota
> 99,8 %), CD;0D (izotopicka ¢istota > 99,95 %), alebo D,0
(izotopicka cistota > 99,98 %). VSetky rozpustadld boli zaki-
pené od Dr. Glaser AG, Basilej.

Hodnoty g a 13¢ chemickych posunov v CDCl; a CD50D su
vztiahnuté na trimetylsildn ako vnitorny Standard. 1H chemické
posuny Vv D,0 su vztiahnuté na sodnd sol kyseliny 3-(trimetyl-



silyl)-d,-propanovej a 13¢ chemické posuny v D,0 su vztiahnuté
na 1,4-dioxadn (67,3 ppm), obidva ako vnitorné sStandardy.
Kalibracia s vnitornym s$tandardom méZe v niektorych pripadoch
vyvolavat malé rozdiely v posunoch vzhladom na vnitorny
Standard, avsak rozdiel v 1§ chemickom posune Jje mensi ako

0,02 ppm a Vv 13¢ mensi ako 0,1 ppm.

1y NMR spektrum peptidovych sekvencii, obsahujicich
prolinovy alebo "prolinu podobny" zvysSok, c¢asto vykazuje dva
sibory rezonancii. Toto zodpovedd existencii dvoch podiela-
jlicich sa konformérov vzhladom na rotdciu okolo amidovej vazby.
Konforméry sa nazyvaju cis a trans. V zluc¢eninach obsahujucich
takéto sekvencie sekvencie (R)Cha-Aze- a (R)Cha-Pic c¢asto
poskytujui zvysenie ku trans rovnovahe s jednym konformérom ako
prevladajicim konformérom (> 90 %). V takychto pripadoch sa
uvadzaju iba 14 chemické posuny hlavného rotaméru. Iba v pripa-
doch, kedy signdly minoritného rotaméru su jasne rozsStiepené,
sa uvadzaju v NMR dokumentacii. Rovnaké kritérium plati pre
NH-signaly v CDCl5, iba v tych pripadoch, kedy suU signdly jasne
rozStiepené, sa uvadzaji v NMR-dokumentdcii. To znamena, Ze
pocet proténov uvadzany pre niektoré medziprodukty je men$i ako
pocet protdénov oc¢akdvanych podla chemického vzorca.

Rychla chromatografia sa uskutoc¢nila na Merck silikagéle
60 (40 az 63 mm, 230 aZz 400 mesh) pod tlakom vzduchu.

SusSenie vymrazovanim sa uskutoc¢nilo na zariadeni
Leybold-Heraeus, model Lyovac GT 2.

Pripravy vychodiskovych materidlov

4-Aminometyl-1-(N-benzyloxykarbonylamidino)benzén
(H-Pab(Z))

(i) 4-Kyanobenzylazid

Roztok 20,23 g (0,31 mol) azidu sodného v 50 ml vody sa
prida k 49,15 g (251 mmol) 4-kyanobenzylbromidu v 200 ml DMF



pri laboratérnej teplote. Prebieha exotermna reakcia a po 1,5
hodine sa reak¢éna zmes 2zriedi 200 ml toluénu (upozornenie: na
zabranenie oddelenia potenciondlne vybusnych azidovych zlucenin
sa odporiéa pridat toluén k reakcénej zmesi pred pridavkom vody)
a 500 ml vody. Vodna fAza sa extrahuje dalsimi 2 x 50 ml
toluénu. Spojené organické extrakty sa premyju 2 x 250 ml vody
a solankou a napokon sa su$ia (Mgso,) a prefiltruju. Roztok sa

pouzije ako taky v nasledujicom stupni.

14 NMR (300 MHz, cpcly): & 4,4 (s, 2H), 7,4 (4, 2H), 7,7
(d, 2H).

(ii) 4-Amidinobenzylazid

Chlorovodik sa prebublava zmesou 250 ml absolitneho etano-
lu a roztokom =zo stupna (i) (pribliZzne 200 ml) pri teplote
-5 °C do nasytenia. Uschovdva sa pri teplote 8 °C poCas 24
hodin a odpari sa vaé&sina rozpuistadla a nasledujlicim vyzrazanim
pridavkom bezvodého éteru sa ziskaju biele Kkrystaly, ktoré sa
izoluju filtrdciou a rozpustia v 1,8 1 alkoholického amoniaku.
Po 48 hodindch sa vaésina rozpustadla odstrani a prida sa
200 ml 3,75 M roztoku NaOH, ¢im sa vyzrdZa 4-amidinobenzylazid
vo forme bezfarebnych krystdlov. KrysStaly sa izoluju filtré-
ciou. V tomto stupni je vytaZok 4-amidinobenzylazidu 22,5 g
(celkom 5 %).

Hydrochlorid etylimidatobenzylazidu:

ln NMR (500 MHz, CD,0D): & 1,6 (t, 3H), 4,5 (s, 2H), 4,65
(a, 2H), 4,8 (& s, 2H), 7,6 (d, 2H), 8,1 (4, 2H).

4-Amidinobenzylazid:

1 NMR (500 MHz, cDC1,): § 4,3 (s, 2H), 5,7 (§s, 3H),
7,3 (4, 2H), 7,6 (4, 2H).

13c NMR (125 MHz, CDCl,): amidinovy uhlik: § 165,5.



(iii) 4-(Benzyloxykarbonylamidino)benzylazid

Krystaly =zo stupna (ii) sa rozpustia v 500 ml metylén-
chloridu a vysledny roztok sa susi (K,CO5), filtruje a prida sa
27 ml1 (194 mmol) trietylaminu K roztoku sa 2za mieSania pomaly
prida 25 ml benzylchlérformiatu za chladenia reakénej zmesi na
ladovom kupeli. Po 30 minttach sa pridaji dalsie 2 ml benzyl-
chlérformidtu a v mieSani sa pokraduje dalsich 30 minit.
Nasledne sa prida voda a pH vodnej fazy sa upravi na hodnotu
7 s 2 M HCl. Organicka fdza sa susi (Mgso,) a rozpustadlo sa
odstrani vo véakuu. 4-(Benzyloxykarbonylamidino)benzylamid sa
napokon izoluje vo forme bezfarebnych krystdlov z éteru/mety-
lénchloridu/hexanu.

ly NMR (500 MHz, CDCl,): & 4,4 (s, 2H), 5,3 (s, 2H), 6,3
-7,0 (s, 1H), 7,3 - 7,4 (m, 5H), 7,5 (d, 2H), 7,9 (d, 2H),
9,3 - 9,6 (§ s, 1H).

13c NMR (125 MHz, CDCl,;): amidinovy uhlik: § 167,5.

(iv) 4-Aminometyl-1-(N-benzyloxykarbonylamidino)benzén
(H-Pab(Z))

26,3 g (100 mmol) trifenylfosfinu sa prida pri labora-
térnej teplote k 4-(benzyloxykarbonylamidino)benzylazidu zo
stupnia (iii) rozpustenému v 160 ml THF. Po 16 hodinadch sa prida
dalsich 6,6 g (25 mmol) trifenylfosfinu a roztok sa nechd stat
pocas 4 hodin pred odstranenim rozpistadla vo vakuu. Zvysok sa
rozpusti v metylénchloride a extrahuje sa 2 M HCl. Vodna faza
sa premyje metylénchloridom a éterom a ndsledne sa zalkalizuje
3,7 M roztokom hydroxidu sodného. Extrakciou s metylénchlo-
ridom nasledovanou susSenim (K,CO,) a odstrdneni rozpastadla vo
vdkuu sa ziska 20 g (celkovy vytaZok vztiahnuté na kyanobenzyl-
bromid je 28 %) Z1ltého oleja, ktory statim tuhne.

lu NMR (500 MHz, cDCl,): 6 1,2 - 2,2 (8§ s, 2H), 3,8 (s,
2H), 5,2 (s, 2H), 7,2 - 7,35 (m, SH), 7,4 (d, 2H), 7,8 (d,
2H), 9,1 - 9,6 (% s, 1H).



13¢ NMR (125 MHZz, CDCl,): amidinové a karbonylové uhliky:
$ 164,6 a 168,17.

H-Aze~-OMe x HC1l

Pripravi sa podla postupu opisaného Seebachom D. a kol.,
v Liebigs Ann. Chem., str. 687, 1990.

Boc-(R)Cgl-OH

Boc-(R)-Pgl-OH, 32,6 g (0,13 mol) sa rozpusti v 300 ml
metanolu a prida sa 5 g Rh/A1203. Roztok sa hydrogenuje pri
tlaku 5,2 az 2,8 MPa pocas 3 dni. Po filtracii a odpareni
rozpustadla poukazuje NMR na pritomnost asi 25 % metylesteru
zliceniny uvedenej Vv nazve. Surovy materidl sa rozpusti
v 500 ml THF a 300 ml vody a pridd sa 20 g LiOH. Zmes sa mieSa
cez noc a THF sa odpari. ZvySnad vodnad fédza sa okysli KHSO,
a extrahuje sa trikrat etylacetatom. Spojené organické vrstvy
sa premyju vodou, vysu$Sia (Na,SO,) a odparenim sa ziska 28,3 g
(83 %) pozadovaného produktu.

H NMR (300 MHz, cDCl3): § 0,9 - 1,7 (m, 20H), 4,0 - 4,2
(m, 1H), 5,2 (d, 1H).

Boc-(R)-Aze-OH
(i) Boc-(R)Cgl-Aze-OMe

K zmesi 3,68 g (15 mmol) Boc-(R)Cgl-OH, 2,27 g (15 mmol)
H-Aze-OMe x HCl1l a 2,75 g (22,5 mmol) DMAP Vv 40 ml CH4CN sa pri
teplote 5 °C za mieSania pridd 3,16 g (16,5 mmol) EDC. Reakéna
Zmes sa mieSa pri laboratdérnej teplote pocas 48 hodin.
Rozpustadlo sa odpari a zvySok sa rozpusti v 150 ml EtOAc a
20 ml H,O0. Oddelend organicka vrstva sa premyje 2 x 20 ml 0,5 M
KHSO,, 2 x 10 ml NaHCO; (nasyteny), 1 x 10 ml H,0, 1 x 10 ml
solanky a vysusSi sa (MgsO,). Odparenim rozpustadla sa ziska
4,91 g (92 %) zlucCeniny uvedenej v nazve, ktord sa bez dalsSieho
¢istenia pouzZije v nasledujicom stupni.



1 NMR (500 MHz, cDCl;, 0,1 g/ml): hlavny rotamér, 0,83
- 1,35 (m, 5H), 1,38 (s, 9H), 1,47 - 1,84 (m, 6H), 2,18 - 2,27
(m, 1H), 2,50 - 2,62 (m, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,94 - 4,06 (m,
1H), 4,07 - 4,15 (m, 1H), 4,39 - 4,47 (m, 1H), 4,68 (dd, J =
9,1, J = 5,1, 1H), 5,09 (d, J = 9,2, 1H).

RozStiepené piky 2z minoritného rotaméru: 2,27 - 2,35 (m,
iH), 3,77 (s, 3H), 3,80 - 3,87 (m, 1H), 3,88 - 3,95 (m, 1H),
4,92 (d, J = 9,2, 1H), 5,21 (dd, J = 9,1, J = 5, 1H).

(ii) Boc-~(R)Cgl-Aze-OH

Hydrolyza Boc-(R)Cgl-Aze-OMe sa uskutoéni postupom opisa-
nym pre Boc-(R)Cha-Pic-OEt (pozri infra). Produkt sa krysta-
lizuje z EtOH/aceténu/vody (1/1/3,95) a ziska sa vytaZok 80 %.

1y MR (500 MHZ, cDCl,): & 0,85 - 1,3 (m, 5H), 1,40 (s,
9H), 1,5 - 1,9 (m, 6H), 1,95 - 2,2 (m, 1H), 3,92 (m, 1H), 4,09
(m, 1H), 4,36 (m, 1H), 4,95 (m, 1H), 5,16 (& 4, 1H).

Priprava zluéeniny HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab
(i) Boc-(R)Cgl-Aze-Pab(2Z)

K zmesi 3,40 g (10 mmol) Boc-(R)Cgl-Aze-OH (pozri priprava
vychodiskovych latok) a 5,13 g DMAP (4 mmol) v 120 ml CH5CN sa
za miesSania prida 3,18 g H-Pab(Z) x HCl (pozri priprava
vychodiskovych latok). Po 2 hodinach miesania pri laboratérnej
teplote sa zmes ochladi na teplotu -8 °C a pridd sa 2,01 g
(10,5 mmol) EDC. Zmes sa nechd zahriat na laboratérnu teplotu
a v miesani sa pokradéuje pocas dalsSich 47 hodin. Rozpustadlo sa
odpari a zvysSok sa rozpusti v 200 ml EtOAc. Organickad faza sa
premyje 1 x 50 ml vody, 1 x 50 + 2 x 25 ml KHSO,, 2 x 25 ml
NaHCO; (nasyteny), 1 x 50 ml vody a vysuSi sa. Odparenim
rozpustadla sa ziska 5,21 g (86 %) zludeniny uvedenej v nazve.

1y NMR (500 MHZ, cDCl4): & 0,8 - 1,9 (m, 20H; z toho 1,30



(s, 9H), 2,35 - 2,6 (m, 2H), 3,74 (8 t, 1H), 4,10 (m, 1H),
4,25 - 4,4 (m, 2H), 4,45 - 4,6 (m, 1H, rotaméry), 4,75 - 5,0
(m, 1H, rotaméry), 5,08 (s 4, 2H), 5,15 (s, 2H), 7,15 - 7,35
(m, 5H), 7,41 (4, 2H), 7,77 (d, 2H), 8,21 (m, 1H).

(ii) H-(R)Cgl-Aze-Pab(Z)

K studenému (teplota ladového kiupela) roztoku 18,8 g
HCl(g) v 195 ml EtOAc sa prida 4,69 g (7,743 mmol)
Boc-(R)Cgl-Aze-Pab(Z) spolu so 40 ml EtOAc. Reakénad zmes sa
necha zahriat na laboratérnu teplotu a mieSa sa podas 30 minit.
K ¢iremu roztoku sa prida 140 ml Et,0 za vytvorenia zrazeniny.
Reakénad zmes sa ponechd pri laboratérnej teplote pocas dalsej 1
hodiny a 40 minGt. Zrazenina sa odfiltruje, rychle sa premyje
150 ml Et,0 a vysu$Si vo vakuu. Zrazenina sa rozpusti v 50 ml
vody a zalkalizuje 15 ml 2 M NaOH. Alkalickd vodna faza sa
extrahuje 1 x 100 + 1 x 50 ml CH,Cl,. Spojené organické fazy sa
premyji 1 x 20 ml vody, 1 x 20 ml solanky a vysusia sa (Mgsoz).
Odparenim sa ziska 3,44 g (88 %) zlic¢eniny uvedenej v nazve.

1 NMR (500 MHz, CDCl,): § 0,8 - 2,0 (m, 11H), 2,51 (m,
1H), 2,67 (m, 1H), 3,07 (d, 1H), 4,11 (m, 1H), 4,18 (m, 1H),
4,43 (4d, 1H), 4,53 (44, 1H), 4,91 (m, 1H), 5,22 (s, 2H), 7,2
- 7,4 (m, 7H), 7,45 (d, 2H), 8,51 (d, 2H).

(iii) BnOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab(Z)

1,13 g (2,2 mmol) H-(R)Cgl-Aze-Pab(Z), 0,9 g (2,6 mmol)
benzyl-2-(orto-nitrobenzénsulfonyloxy)acetatu ((2—N02)Ph-802-
-OCH,-COOBn) (pozri priprava vychodiskovych 1l4atok), 0,99 g
(5,6 mmol) K,CO5 a 113 ml CH3CN sa zmieSa a zahrieva na teplote
60 °C na olejovom kipeli po¢as 3 hodin. Rozpuistadlo sa odpari
vo vakuu, pridd sa EtOAc a zmes sa premyje vodou, organicka
faza sa extrahuje 1 M KHSO, a tato vodna faza sa premyje EtOAc.
Kysld vodna faza sa zalkalizuje 1 N NaOH na pH >8 a extrahuje
sa EtOAc. Organickd faza sa premyje vodou, vysus$i (Nazso4),
prefiltruje a odparenim vo vdkuu sa ziska 1,17 g zvysku, ktory

sa dvakrat podrobi rychlej chromatografii pri pouzZiti najskoér



CH,Cl,/MeOH(NH;-nasyteny) 95/5 a potom dietyléteru/MeOH(NH;-
-nasyteny) 9/1 ako eluentov za ziskania 0,525 g (36 %) zluce-

niny uvedenej v ndazve.

Alkylacia sa tieZz uskutoénila pri pouziti benzyl-2-(para-
-nitrobenzénsulfonyloxy)acetatu ((4-NO, )Ph-S0,-0CH,-COOBn)
(pozri priprava vychodiskovych 1latok) pri pouzZiti rovnakého
postupu ako vysSsSie, za ziskania zldéeniny uvedenej v nazve
v 52 % vytaZku.

1H NMR (300 MHz, cDCl,;): 6 0,85 - 2,15 (m, 11H), 2,48 (m,
1H), 2,63 (m, 1H), 2,88 (4, 1H), 3,24 (4, 1H), 3,27 (4, 1H),
3,95 (m, 1H), 4,05 (m, 1H), 4,44 (m, 1H), 4,55 (m, 1H), 4,91
(m, 1H), 5,07 (s, 2H), 5,22 (s, 2H), 7,2 - 7,4 (m, 10H), 7,45
(a, 2H), 7,79 (4, 2H), 8,42 (m, 1H).

(iva) HOOC—CHz—(R)Cgl-Aze-Pab X 2 HCl

BnOOC-CH,~(R)Cgl-Aze-Pab(Z), 20 mg (0,031 mmol), sa roz-
pusti v 5 ml metanolu. Pridd sa niekolko kvapiek chloroformu
a 5 % PAd/C a zmes sa hydrogenuje pri atmosferickom tlaku pocas
1 hodiny. Po filtracii a odpareni sa produkt lyofilizuje z vody
za ziskania 11 mg (72 %) zluiéeniny uvedenej v ndzve.

" MMR (500 MHz, D,0): § 1,0 - 2,0 (m, 11H), 2,10 (m,
1H), 2,44 (m, 1H), 2,82 (m, 21H), 3,90 (s, 2H), 4,09 (d, 1H),
4,4 - 4,55 (m, 2H), 4,66 (s, 2H), 5,08 (m, 1H), 7,65 (d, 2H),
7,89 (4, 2H).

13¢ R (75,5 MHz, D,0): amidinové a karbonylové uhliky:
§ 167,3, 167,9, 169,9 a 172,4.

(ivb) HOOC-CHZ—(R)Cgl—Aze-Pab

BnOOC—CHz-(R)Cgl-Aze-Pab(Z) sa rozpusti v EtOH (99 %)
a hydrogenuje sa nad 5 % Pd/c pri atmosferickom tlaku pocdas 5
hodin. Filtraciou katalyzatora cez celit a odparenim rozpis-
tadla sa ziska zluéenina uvedena v ndzve v 97 % vytazku.
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1y NMR (500 MHZz, CD,0D, zmes dvoch rotamérov): hlavny ro-
tamér: § 1,00 - 1,12 (m, 1H), 1,13 - 1,34 (m, 4H), 1,55 - 1,70

(m, 3H), 1,73 - 1,85 (m, 2H), 1,94 - 2,02 (8§ d, 1H), 2,32
- 2,42 (m, 1H), 2,54 - 2,64 (m, 1H), 2,95 - 3,10 (AB-systém
plus d, 3H), 4,18 - 4,25 (5 q, 1H), 4,28 - 4,32 ($ q, 1H),

4,43 - 4,60 (AB-systém, 2H), 4,80 -4,85 (dd, 1H), 7,48 - 7,54
(d, 2H), 7,66 - 7,71 (d, 2H).

RozStiepené signaly z minoritného rotaméru sa objavuju pri
§ 0,95 (m) 1,43 (m), 2,24 (m), 2,84 (d), 3,96 (m), 4,03 (m),
7,57 (8 4d), 7,78 (s 4).

13¢ MR (125 MHz, CD30D: amidinové a karbonylové uhliky:
& 168,0, 173,0, 176,3 a 179,0.

Priprava formulacii

Formulacia A: HOOC—CHZ-(R)Cgl-Aze-Pab (zédsada) 1,1 mg/10 ml
sacharézovy monostearat (S-1570) 1,1 mg/10 ml
fosfatovy pufer (KH,PO, : Na,PO,) 0,1 M
pPH 7,4 ad 10 ml

Formulacia B: HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab (zasada) 1,1 mg/10 ml
sacharézovy monopalmitat (p-1570) 1,1 mg/10 ml
fosfatovy pufer (KH,PO, : Na,PO,) 0,1 M
pH 7,4 ad 10 ml

Formulacia C: HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab (zasada) 1,1 mg/10 ml
solutol 50 mg/10 ml
Nacl 0,9 g/1
pPH 7,4 ad 10 ml

Formulacia D: HOOC—CHZ—(R)Cgl-Aze-Pab (zdsada) 1,1 mg/10 ml
dokusat sodny (dioktylsulfosukcinat sodny)
2,2 mg/10 ml
NaCl 0,9 g/l
PH 7,4 ad 10 ml
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Formuldcia E: HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab (zdsada) 1,1 mg/10 ml
dodecylmaltozid 2,2 mg/10 ml
NacCcl 0,9 g/1
PH 7,4 ad 10 ml

Formuldcia F: HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab (zasada) 1,1 mg/10 ml
EDTA 17 mg/ml
Nacl 0,9 g/1
pH 7,4 ad 10 ml

Formulacia G: HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab (zasada) 1,1 mg/10 ml
palmitoyl-dl-karnitin 2,2 mg/10 ml
NacCl 0,9 g/1
PH 7,4 ad 10 ml

Formulacia H: HOOC—CHZ-(R)Cgl-Aze—Pab (zasada) 0,5 mg/ml
EDTA 2 % hmotn./hmotn.
Nacl 0,9 g/l

Formulacia I: HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab (zadsada) 0,43 mg/ml
Captex 72 % hmotn./hmotn.
Capmul 22 % hmotn./hmotn.
Tween 80 3 % hmotn./hmotn.
NaCl 0,9 g/1

Formulacia J: HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab (oledtovd sol) 0,43 mg/ml
olivovy olej 100 % hmotn./hmotn.

kyselina olejova

Formulacia K: HOOC-CHZ-(R)Cgl-Aze—Pab (zasada) 0,43 mg/ml
polykarbofil (Carbopol) 0,5 % hmotn./hmotn.
fosfatovy pufer 0,1 M
pH 7,4

Formulacie A aZ G sa testovali v ileu krysy alebo v kolé-
novych segmentoch napojenych v Ussing-komorach (opisali Artur-
sson a kol., Pharm. Res., 2zv. 10, ¢&. 8, str. 1123 - 1129,

1993). Vzorky roztokov na oboch strandch intestindlnych membran
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sa odoberali v pravidelnych c¢asovych intervaloch a analyzovali
na koncentrdciu HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab. Schopnost prekonat
intestindlnu membrdnu sa testovala ako meranie permeability.
Koeficient permeability sa vypo¢ital pri pouZiti ustaleného
stavu vyskytujlicej sa rychlosti, dQ/dt zluc¢eniny na serozalnej
strane segmentov povrchovej plochy A a poc¢iato¢nda koncentracia
na mukozalnej strane C,, podla rovnice Papp = dQ/dt*1/AC,.

Vysledky testovanych formuldcii A a B sui uvedené na obr.
1, testovanych formuldacii C a D na obr. 2, testovanych formu-
lacii E a F na obr. 3 a formulacie G na obr. 4. N na obrazkoch
oznacuje pocdet pouzitych krys. Vysledky ukazujui, Ze sacharézové
estery, monosteariat a monopalmitat, ako aj glukdézovy ester,
dodecylmaltozid, zvysSuju permeabilitu HOOC-CHz—(R)Cgl—Aze—Pab
dvoj- az trojnasobne cez intestinalnu membranu. Rovnaka
magnitida zvysSenia permeability cez membranu sa takto da
pozorovat pri pouziti formuldcii obsahujucich surfaktant solu-
tol alebo dokusat sodny, derivat mastnej kyseliny palmitoyl-
-dl-karnitin alebo vapnikovy chelator EDTA. VsSetky tieto ¢inid-
la zvysSujice absorpciu, zvySujui intestindlnu permeabilitu
trombinového inhibitora HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab do systémového
obehu a tym zvysujui biovyuZitelnost.

Formulacie H, I, J a K sa testovali in vivo na krysom
modele pri pouziti intraduodendlne katetrizovanych neaneste-
tizovanych zvierat. Formulacie I, J a K sa poddavali ako bolus
injekcie, zatial &o formuldcia H sa podala ako 60 minutova
infuzia. Vzorky krvi sa odoberali v urcenych ¢asovych bodoch
az do 4 hodin po podani rdéznych formulacii. Koncentracia
HOOC—CHZ—(R)Cgl-Aze—Pab sa analyzovala v plazme a biovyuzZi-
telnost sa vypoditala 2z plochy pod krivkou (Area under the
curve - AUC) pri pouziti Standardnych farmakokinetickych metdd
(Rowland a Tozer, Clinical Pharmacokinetics, concept and appli-
cations, 1980).

Vysledky testovanych formuldcii Ha I, J, K in vivo na
krysdch si uvedené na obr. 5 a 6. Biovyuzitelnost sa zvysuje

medzi dvojndsobkom aZ desatndsobkom pri pouziti rdéznych



formuldcii v porovnani s kontrolnym pokusom, kde sa pouzil

fosfatovy pufer s pH 8.

VSetky testované formulacie zvysuju vyuZitelnost trombi-
nového inhibitora HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab po podani do duodena.
Je preto pravdepodobné, Ze bezZne pouzZivané ¢inidla na zvysSenie
absorpcie 2z gastrointestinalneho traktu budd viac ¢i menej
ovplyviovat biovyuZitelnost tohto 1liediva pri ordlnom podani
a budu tieZ zvysovat jeho biovyuZitelnost pri inych spésoboch
podania, ako je rektalne, bukadlne, nasalne alebo pulmoralne

podanie.
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PATENTOVE NAROKY

Farmaceutickd formuldcia, vyznacujica sa tym, Ze obsahuje
terapeuticky G&inni zlu¢eninu HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze~-Pab ako
taki alebo Jjej stereoizomér alebo jej fyziologicky prija-
telni sol a jedno alebo viac ¢&inidiel, zvySujucich absor-

pciu a pripadne farmaceuticky nosic.

Farmaceutickd formuldcia podla naroku 1, vyznaéujica sa

tym, Ze ¢inidlom zvysSujucim absorpciu je surfaktant.

Farmaceutickd formuladcia podla naroku 2, vyznadujuca sa
tym, Ze surfaktantom 3je alkylglykozid, ako je cukrovy
glykozid.

Farmaceutickad formuladcia podla naroku 2, vyznacujica sa

tym, Ze surfaktantom je cukrovy ester mastnej kyseliny.

Farmaceutickad formuldcia podla naroku 4, vyznadujuca sa
tym, Ze cukrovym esterom mastnej kyseliny je sachardézovy
monostearat alebo sachardézovy monopalmitat.

Farmaceuticka formulacia podla naroku 1, vyznaduijlca sa
tym, Ze ¢inidlom zvysujicim absorpciu je nesteriodné proti-
zapalové liec¢ivo alebo jeho derivat.

Farmaceutickd formuldcia podla naroku 1, vyznaéujica sa

tym, Ze éinidlom zvysujlicim absorpciu je Zléova sol.

Farmaceutickd formulacia podla naroku 1, vyznadujuca sa
tym, Ze ¢inidlom zvysSujicim absorpciu je lipid.

Farmaceutickd formulacia podla naroku 1, vyznadujlca sa
tym, 2Ze ¢inidlom 2zvysSujlicim absorpciu je mydlo, mastna
kyselina alebo derivat mastnej kyseliny karnitinu alebo
peptid.
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Farmaceutickd formulacia podla naroku 1, vyznadujica sa

tym, Ze ¢inidlom zvysSujucim absorpciu je olej.

Farmaceutickd formuldcia podla naroku 1, vyznaéujica sa

tym, Ze c¢inidlom zvysSujicim absorpciu je enamin.

Farmaceutickd formuldcia podla naroku 1, vyznadujuca sa
tym, 2Ze ¢inidlom zvysSujicim absorpciu je chelatac¢né
¢inidlo.

Farmaceutickd formuldcia podla n&roku 1, vyznadujica sa
tym, Ze ¢inidlom zvysSujuicim absorpciu je fenotiazin.

Farmaceuticka formuldcia podla naroku 1, vyznadujuca sa
tym, Ze ¢inidlom zvysSujicim absorpciu je produkt Maillar-
dovych reakcii.

Farmaceutickd formuldcia podla naroku 1, vyznacujica sa

tym, Ze ¢inidlom zvysSujucim absorpciu je polymér.

Farmaceutickd formulacia podla naroku 1, vyznadujica sa
tym, Ze c¢inidlom zvysSujucim absorpciu Jje azon, konkavalin
A, fosfatovy alebo fosfondtovy derivat, dietylmaleat alebo
dietyletoxymetylénmalonat.

Farmaceutickd formuldcia podla naroku 1, vyznadujica sa
tym, Ze <¢inidlom zvysSujlcim absorpciu je kombinacia lipi-
dov, lipid a fosfolipid, lipid a Zl&ova sol, lipid a olej,
lipid a surfaktant alebo lipid a polymér.

Farmaceutickd formulacia podla naroku 1, vyznadujica sa
tym, Ze c¢inidlom zvySujlicim absorpciu je kombinacia surfak-
tantov a olejov.

Farmaceuticka formuldcia podla ktoréhokolvek =z predcha-
dzajicich narokov, vyznacujuica sa tym, Ze Géinnd zlucéenina
HOOC-CH,~-(R)Cgl-Aze~-Pab je vo forme volnej zéasady.
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Spbésob vyroby farmaceutickej formulacie definovanej v kto-
romkolvek z predchadzajucich ndrokov, vyznadujici sa tym,
Ze sa prida ¢inidlo zvysSujuce absorpciu k roztoku zldceniny
HOOC~CH,-(R)Cgl-Aze-Pab, pufrovacim ¢inidlom sa upravi pH
na terapeuticky prijatelné pH a vsetky zloZky sa zmiesSaju.

PouZitie farmaceutickej formulacie definovanej v ktorom-
kolvek 2z predchadzajucich ndrokov 1 aZ 19, na lieéenie
tromboembolizmu.

Spbsob liec¢enia pacienta v pripade potreby antitrombotic-
kého liecenia, zahrnujuici podanie G¢inného mnozstva farma-
ceutickej formulidcie definovanej v ktoromkolvek z narokov

1 az 19 tomuto pacientovi.

Spésob liec¢enia tromboembolizmu, =zahriujlici podanie tGéin-
ného mnoZstva farmaceutickej formuldcie definovanej v kto-
romkolvek z narokov 1 aZ 19, pacientovi v pripade potreby
takéhoto liecenia.

Spbésob zvySovania absopcie terapeuticky U¢innej zlhuéeniny
HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab, vyznadujuci sa tym, Ze zahrinuje
pridanie ¢inidla 2zvysujticeho absorpciu, vybraného zo
surfaktantu, alkylglykozidu, cukrového esteru mastnej kyse-
liny, Zl¢ovej soli, lipidu, mydla, mastnej kyseliny alebo
derivatu karnitinu mastnej kyseliny, peptidu, nesteroidného
protizapalového lie¢iva, oleja, enaminu, chelatacéného
¢inidla, fenotiazinu, polyméru, produktu Maillardovych
reakcii, azonu, konkavalinu A, fosfatovych alebo fosfona-
tovych derivatov, dietylmaledtu, dietyletoxymetylénmalonatu
alebo ich kombinadcii k roztoku uvedenej uc¢innej zluéeniny
a pripadne upravenie pH pufrovacim ¢inidlom na terapeuticky
prijatelné pH a zmieSanie vSetkych zloZiek.

Spésob podla naroku 24, vyznadujici sa tym, 2Ze &inidlo
zvySujuce absorpciu Jje vybrané 2z monostearatu sacharézy
alebo monopalmitatu sacharoézy.
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Obr. 1

Permeabilita HOOC-CH,~-(R)Cgl-Aze-Pab v koléne krysy

N=2

=2

Papp (x 10-6 cm/s)

2 N=3
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Obr. 2

Permeabilita HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab v ileu krysy

22 ¢
20 +
18 1
16
14 1
12 1
10 1

N=

Papp (x 10-6, cm/s)

solutol

kontrola

Nen- 94




Obr.

Permeabilita HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab v ileu krysy

Papp (x 10-6, cm/s)
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Obr. 4

Permeabilita HOOC-CH,-(R)Cgl-Aze-Pab v koldéne krysy

Papp (x 10-6, cm/s)
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Obr. 5

BiovyuZitelnost HOOC-CH,~(R)Cgl-Aze-Pab v priebehu sudasného
podania 2 hmotn./hmotn. EDTA in vivo u krys
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Obr. 6

BiovyuzZiteInost HOOC-CH,-(R)Cg1l

—-Aze-Pab Vv priebehu stGdasného
podania s ¢éinidlami,

zvySujucimi absorpciu u krys
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