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ANTITROMBOTICKE AZACYKLOALKYLALKANOYLPEPTIDY A -PSEUDOPEPTIDY

Tato prihlaska je ¢iastoénym pokracovanim americkej
patentovej prihlasky 08/138.820 z 15.10.1993.

Oblast techniky

Tento vyndlez sa tyka latok s antitrombotickou uUéinnostou.
Obzvl1ast sa potom tyka azacykloalkylalkanoylpeptidov
a -pseudopeptidov, ktoré brania zhlukovaniu krvnych dosticiek
a tvorbe trombov u cicavcov, a ktoré si preto pouzitelné pri
prevencii i lie¢eni  trombotickych stavov v  suvislosti
s ochoreniami, ako je infarkt myokardu, m¥tvicovy zachvat,
periferalne artériové ochorenia a roztrisend intravaskuldrna
koagulacia.

Hemostaza, teda biochémia krvnej zrazanlivosti, je
mimoriadne zloZity komplex, kedy normadlny krvny obeh a telové
tkanivo spontannym spbsobom zastavuji krvacanie poskodenych
krvnych obehov. Uéinnd hemostéza zahrifiuje spolo&ni uéinnost
faktorov vaskularnych, dostickovych i plazmy, ako i kontrolnych
mechanizmov, aby sa predislo nadmernému krvacaniu. Nedostatok,
zlyhanie alebo nadmernost ktorejkolvek 2z tychto zloZiek mbzZe
viest k hemoragickym alebo trombotickym désledkom.

Zhlukovanie krvnych dostic¢iek, ich rozptylenie a siustredenie
na extracelularnych podkladoch sG hlavnymi pri¢inami tvorby
trombov. Tieto prihody sd sprostredkovdvané skupinou adhezivnych
glykoproteinov, napriklad fibrinogénu, fibronektinu a faktora von
Willebranda. Fibrinogén je kofaktorom zhlukovania krvnych
dostiéiek, zatial ¢o fibronektin podporuje usadzovanie krvnych
dostiéiek i reakciu ich rozptylenia, faktor von Willebranda je
dblezity =z hladiska naviazania krvnych dostic¢iek i  ich
rozptylenia do subendotelidlnych matric. Vazobné miesta pre
fibrinogén, fibronektin a faktor von Willebranda si umiestnené na
proteinovom komplexe membrany krvnych dostic¢iek, ¢o je zname pod
oznac¢enim IIb/IIIa.

Adhezivne glykoproteiny, ako 3je fibrinogén, sa neviaZu na



normélne zvysSné krvné dosticky. Ale ak je Kkrvna dosticka
aktivovand agonistickym ¢&inidlom, ako je <trombin alebo difosfat
adenozinu, potom sa tvar dostiéky zmeni, snad za tvorby vazobného
miesta GPIIb/IIIa, ktoré je pristupné fibrinogénu. Zluic¢eniny,
spadajice do rozsahu tohto vyndlezu, blokuji fibrinogénové
receptory, takZe znemoznuju zhlukovanie krvnych  dosticiek
s nislednou tvorbou trombov, a pokial sa podavaji vo forme
farmaceutickych pripravkov s obsahom takychto 1latok, potom su
pouzitelné pri prevencii i 1lieceni trombogenickych ochoreni, ako
je infarkt myokardu, wm¥tvicovy zachvat, periferdlne artériové
ochorenie a rozptylena intravaskularna koaguléacia.

Doterajsi stav techniky

Bolo uz zistené, Ze pritomnost Arg-Gly-Asp(RGD) je
nevyhnutnd vo fibrinogéne, fibronektine a faktore von Willebranda
pri ich interakcidch s receptormi buneé¢ného povrchu (pozri -
Ruoslahti E., Pierschbacher, Cell, 44, 517 - 518, 1986). Zda sa,
Ze dalsie dve iné sekvencie aminokyselin maji svoju funkciu pri
napdjani krvnych dosticiek, totiZz hlavne sekvencie Gly-Pro-Arg
a dodekapeptid His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-Gln-Ala-Gly-Asp--Val.
Ukdzalo sa, 2e malé syntetické peptidy obsahujuce RGD alebo
dodekapeptid sa viazZu na receptory GPIIb/IIIa, a tym inhibuju
naviazanie fibrinogénu, fibronektinu a faktora von Willebranda,
ako i inhibuji vébec zhlukovanie aktivovanych krvnych dosticiek,
pozri Plow a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8057 - 8061,
1985, Ruggeri a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1986, 5708
- 5712, Ginsberg a spol., J. Biol. Chem. 280, 3931 - 3936 (1985)
a Gartner a spol., J. Biol. Chem. 260, 11.891 - 894, 1987).

Bolo publikované, 3Ze indolylové derivaty, obsahujuice
guanidinoalkanoyl- a guanidinoalkenoyl-asparaginové ¢asti, st
inhibitory zhlukovania krvnych dostiéiek, pozri Tjoeng a spol.,
americky patentovy spis 5 037 808 a 4 879 313.

Americky patentovy spis 4 992 463 (Tjoeng a spol.)
z 12.2.1991 uvadza genericky, 2Ze sa séria aryl- a aralkyl-
guanidinoalkylpeptidov ako mimetickych zlicenin vyznacuje
Uéinnostou pri inhibovani zhlukovania krvnych dosticiek



a popisuje S$Specificky série mono- a dimetoxyfenylpeptidomi-
metickych zlui¢enin a bifenylylalkylpeptidomimetickych zliéenin.

Anmericky patentovy spis 4 857 508 (Adams a spol.),
15.8.1989, uvadza genericky, Ze séria guanidinoalkylpeptidovych
derivatov obsahujicich koncové aralkylsubstituenty sa vyznacduje
déinnostou pri inhibovani zhlukovania krvnych dostic¢iek a uvadza
Specificky sériu O-metyltyrozinovych, bifenylovych a naftylovych
derivatov, obsahujicich koncové amidické funkcie.

Haverstick, D. M. a spol. uvadza v Blood 68, ¢. 4, 946
- 952 (1986), Ze uréity podéet syntetickych peptidov, poc¢itajic do
toho Arg-Gly-Asp-Ser a Gly-Arg-Gly-Asp-Ser, je schopny inhibovat
zhlukovanie krvnych dosti¢iek, indukované trombinom.

Plow, E. F. a spol. v Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 3711
- 3715 (1982) popisuje, 2e tetrapeptid glycyl-L-propyl-L-
arginyl-L-prolin inhibuje viazanie fibrinogénu a Iudskej krvnej
dostic¢ky.

Francizska prihlaska 86/17507, 15.12.1986 uvadza, ze tetra-,
penta- a hexapeptidové derivaty, obsahujice zostavu -Arg- Gly-
Asp- si vhodné ako antitrombotické pripravky.

Americky patentovy spis 4 683 291 (Zimmermann a spol.),
28.7.1987, uvadza, Ze séria peptidov so Siestimi aZ Styridsiatimi
aminokyselinami s obsahom sekvencie -Arg-Gly-Asp- su inhibitory
zhlukovania krvnych dostiéiek.

Eurdépska patentovd prihlaska 0 319 506 zo 7.6.1989 uvadza,
Ze séria tetra-, penta- a hexapeptidovych derivatov s obsahom
sekvencie -Arg-Gly-Asp-~ patri rovnako do skupiny inhibitorov
zhlukovania krvnych dosticgiek.

Analégy cyklickych peptidov, obsahujice ¢asticu Gly-Asp- su
uvadzané ako fibrinogénne receptory a ich antagonisty v americkom
patentovom spise 5 023 233.

Peptidy a pseudopeptidy, obsahujice amino-, guanidino-,
imidazolyl- a/alebo amidinoalkanoyl a -alkenylové c¢asti su
uvadzané ako antitrombotické ¢éinidld v americkych patentovych
prihlaskach 07/677 006, 07/534 385 a 07 460 777 =z 28.3.1991,
7.6.1990 a 4.1.1990, ako i v americkom patentovom spise
4 952 562 a v medzinarodnej prihlaske PCT/US90/05448
Z 26.9.1990, vo vSetkych pripadoch menom sic¢asnych autorov.



Peptidy a pseudopeptidy, obsahujice amino- a guanidinoalkyl-
a alkenylbenzoylové, fenylalkanoylové a fenylalkenoylové casti su
uvadzané ako antitrombické ¢&inidla v americkej patentovej
prihlaske 07 475 043 2z 5.2.1990 a v medzindrodnej prihléske
PCT/US91/02471 2z 11.4.1990, zverejnené formou medzindrodnej
prihlasky WO 92/13117 z 29.10.1992 tych istych autorov.

Alkanoyl- a substituované alkanoylazacykloalkylformyl-
derivaty kyseliny asparagovej sii popisované ako inhibitory
zhlukovania krvnych dosti¢iek v americkom patentovom spise
5 053 392 z 1.12.1989 tych istych pdvodcov.

N-substituované azacykloalkylkarbonylcyklické derivaty
kyseliny aminoacylasparagovej su oznamované ako antitrombické
¢inidld v americkom patentovom spise 5 064 014 z 5.4.1990 tych
istych autorov. Ako antitrombotické ¢inidld su uvadzané
i derivdty kyseliny azacykloalkylformylglycylaspardgovej, pozri
americky patentovy spis 5 051 405 z 10.10.1989 tych istych
autorov.

Eurépska patentovd prihlaska 0479 481 z 8.4.1992 popisuje
azacykloalkylalkanoylglycylasparagylaminokyseliny ako antagonis-
tov receptora fibrinogénu.

V eurépskej patentovej prihlaske 0478 362 2z 1.4.1992 su
popisované ako antagonisty receptora fibrinogénu azacykloalkyl-
alkanoylpeptidyl-B-alaniny.

Tento vyndlez sa tyka azacykloalkylalkanoylpeptidov
a pseudopeptidov, ktoré inhibujui zhlukovanie krvnych dosticiek,
a tym i predchadzaju tvorbe trombov.

Podstata vyndlezu

Tento vynalez sa tyka azacykloalkylalkanoylpeptidov
a -pseudopeptidov, ktoré inhibujui zhlukovanie krvnych dosticiek,
a tym i predchddzajui tvorbe trombov.

ZlGéeniny podla tohto vyndlezu zodpovedajui vSeobecnému
vzorcu I
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7/ CH,COO0H

znamend vodik, amidinovi ¢i substituovani amidinovi skupinu,

znamend skupinu alkylowvi, cykloalkylovi, cykloalkylalkylovy,

alkylcykloalkylovy, alkylcykloalkylalkylovi, arylovy,

aralkylovi, alkylarylovi alebo alkylaralkylovi,

znamend 2zoskupenie

kde

9
wmN——CH—C7—C
(N .

E F

znamenad vodik alebo spolu s F tvori Stvor-, pat-, Sest-
alebo sedemclenny azacykloalkanovy kruh,

znamena a-uhlik boéného retazca prirodnej
a-aminokyseliny, vodik, skupinu alkylowvi, cykloalkylowi,
cykloalkylalkylovi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkyl-
alkylovi, arylovi, pripadne substituovanid, aralkylovi,
pripadne substituovani, heterocyklicki, pripadne
substituovani, heterocyklylalkylovi, pripadne
substituovani, alebo v kombindcii s E tvori sStvor-,
pat-, Sest- alebo sedemélenny azacykloalkdnovy kruh,
znamend skupinu alkylovi, cykloalkylovi, cykloalkyl-
alkylovi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovi,
arylovi, pripadne substituovani, aralkylovdi, pripadne
substituovani, heterocyklylovi, pripadne substituovanu,



heterocyklylalkylovi, pripadne substituovani, skupinu
orl alebo NR1R2, kde Rl a R2 znamenajui vzajomne
nezavisle vodik, skupinu alkylovdi, cykloalkylovi,
cykloalkylalkylova, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkyl-

alkylovi, arylovi, alkylarylovi, aralkylovi alebo
alkylaralkylovi a r znamend nulu alebo 1,

R znamena vodik, skupinu alkylovy, arylova alebo
aralkylovy,

m znamend celé ¢islo od 1 do 5,
znamena nulu aZ 6, a

o

P znamena 1 aZ 4,
alebo to sU ich zodpovedajuce farmaceuticky vhodné soli.

Dalej sa potom vyndlez tyka farmaceutickych pripravkov
s obsahom takych latok, spbsobu prevencie i liec¢enia trombézy
u cicavcov, ktori potrebuji takito terapiu, éo 2zavisi od
podavania uvedenych zlicenin alebo zodpovedajucich ’
farmaceutickych pripravkov.

Vysledky vynalezu sa javia v zretelne lepsej a predlienej
antitrombotickej u¢innosti zlu¢enin vysSSie uvedeného vseobecného
vzorca I, ako to bolo pozorované pri ich ordlnom podavani.

Vyrazy, ako boli uvedené tu vysSSie a ako budli nasledovat
v dalSom popise, maji tieto dalej uvedené vyznamy, ak nie je
vyslovene uvedené inak:

Amidino znamena skupinu vzorca -C=NH

NH,

pokial je tato skupina substituovanid, teda N-substituovana
na ‘Jjednom z dusikovych atémov alebo na obidvoch, potom
substituentom mdéZe byt skupina alebo viacero skupin, ako je
alkylova, cykloalkylovd, cykloalkylalkylovd, alkylcykloalkylovy,
alkylcykloalkylalkylova, arylova alebo aralkylova.

Vyraz "alkylovd skupina" znamend alifatickd uhlovodikovi
skupinu, priamu alebo vetveni s jednym aZ asi 20 atémami uhlika,
vyraz vetvenie 2znamend, Ze na priamy alkylovy retazec e



naviazand nizZsia alkylova skupina, ako Jje metylova, etylova ¢i
propylova. Vyhodnymi priamymi alebo vetvenymi alkylovymi
skupinami si skupiny niZsSie, teda s Jjednym aZ asi desiatimi
atémami uhlika, najvyhodnejSie s jednym aZ asi Siestimi.

Vyraz "cykloalkylova skupina" znamena nasyteni karbocyklickid
skupinu s Jjednym ¢i viacerymi kruhmi a s asi troma aZ asi
desiatimi atémami uhlika. Ako vyhodné cykloalkylové skupiny moZno
uviest skupiny cyklopropylovi, cyklobutylovi, cyklopentylovi,
cyklohexylovi, cykloheptylovi a dekahydronaftylovi.

“"Cykloalkylalkylova skupina" znamena alkylovi skupinu,
substituovani cykloalkylovi skupinu s tym, Ze vyhodné skupiny
tohto typu zahrnujua skupinu cyklopentylmetylovi, cyklo-
hexylmetylovi, cyklohexyletylovi, dekahydronaft-1-yl-metylovi
a dekahydronaft-2-ylmetylovi.

"Alkylcykloalkylovd skupina" znamend cykloalkylovi skupinu,
substituovani alkylovym 2zvyskom. Ako priklady moZno uviest
skupinu 1-, 2-, 3-, alebo 4-metyl ¢i -etylcyklohexylovui.

"Alkylcykloalkylalkylovd skupina" znamend alkylovi skupinu,
substituovani alkylcykloalkylovym zvysSkom, a ako priklady mozZno
uviest skupinu 1-, 2-, 3- alebo 4-metyl- &i -etylcyklohexyl-
metylovi alebo 1-, 2-, 3- alebo 4-metyl- éi etylcyklohexyl-
etylova.

"Azacykloalkan" znamend nasyteny alifaticky kruh, obsahujuici
atém dusika. Vyhodnym typom je kruh pyrolidinovy alebo
piperidinovy.

Medzi ‘"prirodné a-aminokyseliny" patri glycin, alanin,
valin, leucin, izoleucin, threonin, fenylalanin, tyrozin,
tryptofadn, cystein, metionin, prolin, hydroxyprolin, kyseliny
asparagova, asparagin, glutamin, Kkyselina glutamova, histidin,
arginin, ornitin a lyzin.

"Boény retazec na a-uhliku prirodnej a-aminokyseliny"
znamend substituujicu d¢asticu na a-uhliku prirodnej a-amino-
kyseliny. Priklady zahriuji skupiny izopropylovi, metylovi
a karboxymetylovi pre valin, alanin a kyselinu asparagovi
v tom-ktorom pripade.

Vyrazom "aryl" sa mieni skupina fenylovd alebo naftylova.
Pokial je substituovand, potom jednym ¢i viacerymi substituentmi



a tie mézu byt totoZné alebo rdzne. Vypodet =zahrinuje skupiny

alkyloveé, alkenylové, alkinylové, aryloveé, aralkyloveé,
hydroxylové, alkoxylové, aryloxylové, aralkoxylové,
hydroxyalkylové, acylové, formylovi, karboxylovi, alkanoylové,
aroylové, halogény, nitroskupinu, dalej skupinu
trihalogénmetylovi, kyanovu, alkoxykarbonyloveé,
aryloxykarbonylové, aralkoxykarbonylové, acylaminoskupiny,
aroylaminoskupiny, skupinu karbamoylovy, alkylkarbamoylovi,
dialkylkarbamoylovy, arylkarbamoylovi, aralkylkarbamoylovi,
alkylsulfonylové, alkylsulfinylové, arylsulfonylové,

arylsulfinylové, aralkylsulfonylové, aralkylsulfinylové alebo
vzorca -NR,R;, kde R; a Ry znamenaju vzajomne nezavisle vodik,
skupinu alkylovi, arylovi ¢i aralkylova.

Vyraz "aralkylovd skupina" znamena akikolvek alkylovi
skupinu, substituovani arylovym zvySkom. Medzi vyhodné skupiny
tohto typu patria skupiny Dbenzylova, naft-1-ylmetylova,
naft-2-ylmetylovda a fenetylova.

Substituovanou aralkylovou skupinou Jje mienena aralkylova
skupina substituovand na arylovej ¢&asti Jjednym ¢i viacerymi
substituentmi beZnymi na arylovych &éastiach.

"Skupina heterocyklylova" je &tvor- aZ asi patnastélenny
monocyklicky ¢&i multicyklicky kruhovy systém, kde Jjeden ¢i
viacero z atémov v cykle je iny ako uhlik, napriklad teda dusik,
kyslik alebo sira. Za vyhodné heterocyklylové skupiny moZno
ozna¢it skupiny pyridylovi, pyrimidylovi a pyrolidylovi.

"Substituovana heterocyklylova skupina" znamena
heterocyklylovd skupinu s Jjednym &i viacerymi substituentmi na
arylove]j casti.

"Skupina heterocyklylalkylova" a "substituovana hetero-
cyklylalkylova" znamena alkylovi skupinu,ktord je substituovana
heterocyklylom a pripadne substituovani heterocyklylovi skupinu.

Vyhodni skupinu zlGéenin podla tohto vyndlezu tvoria
zlG¢eniny vsSeobecného vzorca I, kde F znamena vodik, skupinu
alkylovi, hydroxymetylovi, 1l-hydroxyetylovi, merkaptometylovi,
2-metyltioetylovi, karboxymetylovi, 2-karboxyetylovi, 4-amino-
butylovy, 3-guanidinopropylovui, cykloalkylovy, cykloalkyl-
alkylovi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovi, arylovi,



pripadne substituovani, aralkylovy, pripadne substituovand,
heterocyklylovii, pripadne substituovani, heterocyklylalkylovi,
pripadne substituovani, alebo F séolu s E tvoria s§tvor-, pat-,
Sest- alebo sedemélenny azacykloalkdnovy kruh, pri obmedzeni, ze
heterocyklylalkylova skupina nie je skupinou indol-3-metylovou.

Vyhodnejsiu skupinu zldcéenin podla tohto vyndlezu
2z vyhodnych latok vsSeobecného vzorca I tvoria tie, kde F znamena
vodik, skupinu alkylovi, hydroxymetylovi, 1l-hydroxyetylovi,
merkaptometylovi, 2-metyltioetylovi, karboxymetylovi, 2-karboxy-
etylovi, 4-aminobutylovi, 3-guanidinopropylowvii, cykloalkylovi,
cykloalkylalkylowvi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovi,
arylovy, pripadne substituovanu, aralkylovy, pripadne
substituovani, alebo spolu s E Stvor-, pat-, sSest- alebo
sedem¢lenny azacykloalkénovy kruh.

A este vyhodnejs$iu skupinu tvoria latky podla tohto vynidlezu
v zmysle vyhodnych zlGéenin vSeobecného vzorca I, kde Z znamend
vodik, skupinu alkylovi, hydroxymetylovi, 1l-hydroxyetylovy,
merkaptometylovi, 2-metyltioetylovi, karboxymetylovi, 2-karboxy-
etylovi, 4-aminobutylovi, 3-guanidinopropylowvii, cykloalkylovi,
cykloalkylalkylovi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovi
alebo spolu s ¢astou E tvori Stvor-, pat-, Sest alebo sedemélenny
azacykloalkanovy kruh. '

A najvyhodnejsiu skupinu predstavuju 1latky z prv popisanych
zlicenin, kde B znamena skupinu alkylowvi, cykloalkylovy,
cykloalkylalkylowvi, alkylcykloalkylovu alebo alkylcyklo-
alkylalkylovi.

Specidlne vyhotovenie podla tohto vyndlezu je dané
vSeobecnym vzorcom II

0 0
E_-(j——(%)-—c'f-—u-(GHz)—c—NH-m-c-Nﬂ-—cn-c—L

CHLCOOH  J -

kde
A znamena vodik alebo amidinovi skupinu,
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znamend skupinu alkylowvi, cykloalkylovid, cykloalkylalkylovi,
alkylcykloalkylovy, alkylcykloalkyalkylovi, arylovy,
aralkylowvi, alkylarylovi alebo' alkylaralkylovy,

znamenda vodik, skupinu alkylovi, cykloalkylovi, cyklo-
alkylalkylovi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovay,
arylovi, substituovani arylovi, aralkylovd, substituovani
aralkylovi,

znamend skupinu orl alebo NR1R2, kde Rl a RZ vzajomne
nezavisle znamenaju vodik, skupinu alkylovi, cykloalkylovuy,
cykloalkylalkylovi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkyl-
alkylovy, arylovu, aralkylovi, alkylarylova alebo
alkylaralkylovy,

znamena 1 az 5

znamena 2 az 6 a

znamena 1 alebo 2.

To isté sa tyka zodpovedajicich farmaceuticky vhodnych soli.

VyhodnejSie Specidlne vyhotovenie podla tohto vyndlezu je
zluc¢eninami, kde

znamend vodik,

znamend skupinu alkylovi, cykloalkylovi, cykloalkylalkylovi,
alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovy,

znamend vodik, skupinu alkylovi, cykloalkylovi, cyklo-
alkylalkylovi, alkylcykloalkylovi alebo alkylcykloalkyl-
alkylovi,

znamena 3 a

znamena 3 alebo 4.

Najvyhodnejsie vyhotovenie podla tohto vyndlezu je dané

zliceninami popisaného vSeobecného vzorca, kde

A
B

znamena vodik,

znamend alkylovu skupinu,

znamend skupinu alkylovd, cykloalkylovi alebo cykloalkyl~-
alkylovi,
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R! a R? znamenajui vzajomne nezavisle vodik, skupinu alkyloviy,

cykloalkylova, cykloalkylalkylova, alkylcykloalkylova
a alkylcykloalkyalkylovi,

n znamena 3

n znamend 3 alebo 4, a

P znamena 1.

Ako reprezentativne priklady vyhodnych zlié&enin podla tohto
moZno uviest tieto dalsie latky:

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-valin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-D-valin,

N-{N-{N-[3-(piperidin-4-yl)-propanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-valin,

N-{N-{N-[5-(piperidin-4-yl)-pentanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-valin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4~yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl }-L-a~-cyklohexylglycin,

N-{N-{N-[4~(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-cyklohexylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-norleucin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-a-(2,2-dimetyl)-prop-3-yl}-glycin,

N-{N-{N-[4~(piperidin~4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl }-L-pB-dekahydronaft-l1-yl-alanin,
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N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-a-(2-cyklohexyletyl}-glycin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-fenylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-B-naft-1-ylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-B-naft-2-ylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-f-cyklohexylalanylamid,

etylester N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-B-cyklohexylalaninu,

2-cyklohexyl-N-{N-{N-[4-(piperidin-4~yl)-butanoyl]-N-etyl
glycyl)-asparaginyl}-etylamin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl }-L-B-cis-dekahydronaft-2-ylalanin,

kyselina 3-adamant-1-ylpropyl-N-{N-{N-{4-(piperidin-4-yl)-
butanoyl ]-N-etylglycyl}-asparagova,

kyselina N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-a-aminocyklohexdnkarboxylova,

N=-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklohexyl-D-alanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-f-dekahydronaft-1-ylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
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asparaginyl}-g-cyklohexylalanyletylamid,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklooktylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-a-cyklohexylmetyletanolamin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklohexylmetylalanylamid,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p~adamant-1-ylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl)}-g-(1,2,3,4)-tetrahydronaft-5-ylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl)}-g-(4-cyklohexyl)-cyklohexylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cykloheptylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl)}-p-cyklooktylalanylamid,

N-{N-{N-[4~(piperidin-4-yl)-butanoyl]~N~etylglycyl}
asparaginyl}-a-cyklohexylpropylglycin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl)}-p-cyklooktylmetylalanin,

N={N=-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklopentaalanin, a

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklohexylmetylalanin vo forme etylesteru,
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ako i ich zodpovedajice farmaceuticky vhodné soli.

Zliéeniny podla tohto vyndlezu obsahujui asymetrické centra
a tieto asymetrické centrd mbézu byt nezdvisle v polohe
konfiguracie R alebo S. Vynalez zahriuje individualne
stereoizoméry i ich zmesi.

Zltiéeniny podla tohto vyndlezu sa mdzZu pouzivat vo forme
volnych baz alebo vo forme farmaceuticky vhodnych soli tychto
bdz. VSetky takéto formy spadaji do rozsahu tohto vynalezu.

Pokial je zlucenina podla tohto vyndlezu substituovana
badzickou éasticou, moZno pripravit adiéni sol kyseliny, ktora je
jednoducho a pohodlne na pouzZitie. V praxi to znamena pouzit soli
v prevaZnej miere z volnych bazickych foriem. Kyseliny, ktoré
moZno pouzit na pripravu soli, =zahrifiuji s vyhodou tie, ktoré
v kombinidcii s volnou bazou predstavuju farmaceuticky prijateInmi
formu soli, to znamend, Ze anién takejto soli je netoxicky voéi -
organizmu cicavca vo farmaceuticky podavanej davke soli, takize
blahodarné antitrombické vlastnosti vlastnej bdze nie su rusené
éi dotknuté vedlajs$imi Géinkami, pripisanymi na vrub aniénu. Hoci
je treba pokladat za vyhodné farmaceuticky spdsobilé soli danych
bdzickych zlucenin, méZu byt vsetky soli pouZitelné ako zdroj
volnych bdz, najma ked t4 ¢&i onad sol, pouzZitelnd 1len ako
medziprodukt, sa pripravi napriklad z hladiska ¢istenia 1latky
alebo jej identifikacie, alebo ak sa pouZije taky medziprodukt na
pripravu farmaceuticky vhodnej soli postupom iénovej vymeny.
Farmaceuticky vhodné soli v rozsahu tohto vynélezu sui odvodené od
dalej uvedenych kyselin, teda anorganickych, ako je kyselina
chlorovodikova, sirova, fosforec¢na a sulfamova, alebo
organickych, ako je kyselina octovd, citrénova, mliec¢na, vinna,
malonova, metansulfonova, etansulfénova, benzénsulfoénova,
p-toluénsulfénovd, cyklohexylsulfamovd, chinovd a pod. Medzi
zodpovedajlice adiéné soli kyselin patria teda hydrochloridy,
sirany, fosfore¢nany, sulfamaty, octany, vinany, mlieénany,
malénany, metdnsulfonaty, etansulfondaty, benzénsulfonaty,
p-toluénsulfonaty, cyklohexylsulfamaty, ako i soli kyseliny
citrénovej a chinovej.
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Adiéné soli kyselin so zluideninami podla tohto vyndlezu sa
pripravuju bud rozpustenim volnej bazy vo vodnom alebo
vodno-alkoholickom roztoku alebo i inych rozpustadléach,
obsahujuicich vhodni kyselinu v zodpovedajuicich mnoZstvach
a izolovanim soli zahustenim roztoku, alebo reakciou volnej bazy
s kyselinou v organickom rozpustadle a v takom pripade sa sol bud
priamo vyliéi, alebo sa da izolovat zahustenim roztoku.

Ak Jje zludenina podla tohto vynadlezu substituovana kyslou
funkciou, méZu sa pripravit adiéné soli s bézami, ktoré si
pouziteIné jednoduchSie a lepSie. V praxi spotrebujui najvacsi
podiel volnej kyslej formy. Bazy, ktoré moZno pouzit na pripravu
adiénych soli, zahrifiuju také bazy, ktoré vytvoria so zliceninou
podla tohto vyndlezu a kyslej povahy farmaceuticky prijatelni
sol, to znamend, Ze netoxicky katién sa neprejavi Skodlivo vo
farmaceuticky pouZitych davkach takejto soli, takze teda
blahodarny Gcéinok vlastnej latky nie je z hladiska
antitrombickych vlastnosti znehodnoteny boénymi a vedlajs$imi
Uéinkami, spadajicimi na vrub katiénu. Farmaceuticky vhodné soli
v rozsahu tohto vyndlezu moZno pripravit pouZitim tychto dalej
uvedenych zasad: hydroxid sodny, draselny, vépenaty, hlinity,
litny, horeénaty, zinoénaty, amoniak, etyléndiamin,
N-metylglykamin, lyzin, arginin, ornitin, cholin, N,N'-dibenzyl-
etyléndiamin, chlérprokain, dietanolamin, prokain,
N-benzylfenyletylamin, dietylamin, piperazin, tris
(-hydroxymetyl )-aminometdn, tetrametylaméniumhydroxid a pod.

Kovové soli zluGenin podla tohto vyndlezu je moZné pripravit
pouzitim volnej Xyslej formy zludeniny podla tohto vyndlezu, na
ktori sa pbsobi hydroxidom, uhliéitanom ¢&i inou reaktivnou
zliGeninou zvoleného kovu vo vodnom roztoku. Tym méZe byt bud
voda, alebo zmes vody s organickym rozpuistadlom, s vyhodou
alkoholom, ako je metanol ¢i etanol, s keténom, ako je acetdn,
éterom alifatickej povahy, ako je tetrahydrofurdn alebo pouZitim
esteru, napriklad etylesteru kyseliny octovej. Tieto reakcie
sa vykonavaju zvycajne za teploty miestnosti, ale méZu sa vykonat
- ak je to vhodné a Ziaduce - za zahrievania.

Soli aminov ako derivdtov predmetnych zlGéenin sa mézZu
pripravit 2z aminov vo vodnom roztoku za pouZitia kyslej formy
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predmetnej zlddeniny. Vhodnym vodnym roztokom je pritom voda
alebo zmesi vody s alkoholmi, ako je metanol ¢i etanol, z éterov
tetrahydrofuridn, 2z nitrilov napriklad acetonitril, 2z keténov
acetén. Podobne mozZno pripravit soli aminokyselin.

Zliéeniny podla tohto vyndlezu sa pripravuji v zhode
s reakénym sledom, ako je dalej popisany, alebo sa mdzu pripravit
pouzitim postupov inak vsSeobecne znamych. Vychodiskové zluceniny
pouzivané na pripravu 1latok podla tohto vyndlezu su bud zndme
latky, alebo obchodne dostupné, alebo sa dajui pripravit znamymi
postupmi alebo podla Specifickych schém, ako su tu dalej uvedené.

Zlié¢eniny podla tohto vyndlezu moZno pripravit Iahko
pouzitim bezZnych peptidovych syntéz v pevnej alebo kvapalnej
faze, a to za pouzitia vychodiskovych 1latok a/alebo lTahko
dostupnych medziproduktov od pripadnych vyrobcov ako je Aldrich
alebo Sigma.

K tomu pozri:

H. Paulsen, G. Merz, V. Weichart "Solid-Phase Synthesis of
O-Glycopeptide Sequences", Angew. Chem., Int. Edi., 27 (1988), H.
Mergier, R. Tanner, J. Gosteli a P. Grog "Peptide Synthesis by
a Combination of Solid-Phase and Solution Methods: "A New Very
Acid-Labile Anchor Group for the Solid-Phase Synthesis of Fully
Protected Fragments, Tetrahydr. Letters 29, 4005, 1988), R. B.
Merrifield, "Solid Phase Peptide Synthesis after 25 Years, The
Design and Synthesis of Antagonists of Glucagon", Macromol. Chem.
Macromol Symp. 19, 31 (1988).

Vyhodny postup pripravy zlGéenin podla tohto vyndlezu
vykondvany v roztoku, je zachyteny v schéme I tu dalej.
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kde A, B, E, F, G, R, m, n, par maji vyznamy, ako boli tu
uvedené uZ prv
A', B', E', F', G' a R' znamenaju v tom-ktorom pripade A, B,
E, F, G, R alebo si to ich chrédnené obdoby ¢i substituované
vychodiskové latky, a

Py, Py a Py znamenaju skupiny, chraniace aminokyselinu.

Zliceniny podla tohto vyndlezu su vSeobecne dostupné
poc¢iatocénou kondenzdciou vhodnej aminokyseliny a dalSej vhodnej
vychodiskovej latky so skupinou Z, kde Z ma prv tu uZ uvedené
vyznamy, ktoré obsahuje volni primadrnu alebo sekundarnu
aminoskupinu s tym, Ze kondenzicia prebehne na &asti s volnou
karboxylovou skupinou chrédneného derivatu kyseliny asparagovej.

Funkéné skupiny kyseliny asparidgovej a ktorakolvek funkénad
skupina na c¢asti 2 vychodiskovej 1latky, pokial sa nemajui
zidastfiovat na kondenzacii, sa chrania chraniacimi skupinami, aby
sa tak predislo prekriZenym reakciam pocas postupu kondenzicie, .
ako je to v pripade derivatov aminokyselin a derivatov kyselin
azacykloalkylalkanovych, pouZitych v dalsich reakénych stuprioch.
Medzi tieto chréniace ¢i blokujice skupiny patri skupina N-a-~
terc.-butyloxykarbonylova (BOC), benzyloxykarbonylova (OBZ),
benzylova, metylova, terc.-butylova, 9~fluérenylometyl-
oxykarbonylovda (FMOC), 2-(trimetylsilyl)-etylova a 4-metoxy-
2,3,6-trimetylbenzénsulfonylova.

Za vyhodny chrédneny derivat kyseliny asparagovej mozZno
oznaéit B-benzylester kyseliny N-a-terc.-butyloxykarbonyl-
aspariagovej. Dalsia kondenzécia sa vykondva postupom inak
vSeobecne znamym. Vyhodnym variantom Ije kondenzacia aminu
a karboxylovej kyseliny vo vhodnom aprotickom organickom
rozpustadle, ako je napriklad metylénchlorid alebo
dimetylformamid, 2za pritomnosti vhodného kondenzac¢ného c¢inidla.
Vyhodnym takymto ¢inidlom je izopropylester kyseliny chlérmravcéej
za pritomnosti N-metylpiperidinu. Dals$im vyhodnym kondenza&nym
cinidlom je hydrochlorid 1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etyl-
karbodiimidu (EDC) za pritomnosti l-hydroxybenzotriazolu (HOBT)
a trietylaminu. A este dalsim vyhodnym kondenzaénym ¢inidlom je
chlorid kyseliny bis~(2-oxo-3-oxazolidinyl)-fosfénovej (BOP-C1)



- 19 -

za pritomnosti trietylaminu.

Ziskany produkt s chraniacimi skupinami sa ich selektivne
zbavi znamymi postupmi, takZe sa tym ziska N-koncovy volny amin
¢asti kyseliny asparagovej. Vyhodnym postupom odstranovania
skupiny N-a-terc.-butyloxykarbonylovej Jje reakcia s kyselinou
trifluéroctovou v aprotickom organickom rozpustadle, ako je
napriklad metylénchlorid.

Takto ziskany produkt bez chraniacich skupin sa potom
pouzije pri kondenzacii s derivatom s N-chrédnenou
a N-substituovanou skupinou glycinu alebo B-alaninu, ktory ma
voIni karboxylovd skupinu. Ziskany produkt sa potom zbavi
N-chraniacich skupin. Dalej sa takto ziskany volny amin
kondenzuje s vhodne chrénenou kyselinou azacykloalkylalkédnovou,
ziskany produkt sa zbavi chréaniacich skupin znamymi postupmi
a ziska sa tak koneény produkt.

Podla dal&ieho vyhodného postupu sa mdéZu zluceniny podla
tohto vyndlezu pripravovat postupmi v pevnej faze, ako je to’
vSeobecne zname. Pri takomto postupe sa C-koncovy zvySok viaze
karboxylovou ¢astou na nerozpustni Zivicu a napriklad zvysok sa
mdze viazat ako ester p-alkoxybenzylalkoholovej Zivice. Pri
daldéom postupe, ktory sa podoba spbésobu vo faze roztoku, sa prida
chranena aminokyselina alebo dal$i iny zvySok naraz v dobe, kedy
doSlo k totdlnej sekvencii, vzniknutej na Zivici. Zla€enina sa
potom 2zbavi chraniacich skupin a uvolni sa 2zo Zivice pouZitim
beznych postupov, takZe sa tym ziska koncova zlucenina.

v pfiebehu pripravy zliéenin podla tohto vynalezu alebo
zodpovedajuicich medziproduktov mbéie byt Ziaduce alebo i napriklad
potrebné predist prekriZenym reakciam medzi chemicky aktivnymi
substituentmi, a to inymi ako si na prirodnych alebo inych
aminokyselinidch. Takéto substituenty Je moZné chréanit bezZnymi
chraniacimi skupinami, ktoré moZno potom odstranit alebo podrzat
v molekule, ako je to treba, vizdy pouZitim znamych postupov,
takZe sa potom ziskaji koneéné Ziaduce produkty éi medziprodukty,
pozri napriklad Green "Protective Groups in Organic Synthesis",
Wiley, New VYork, 1981. Selektivne chréanenie alebo selektivne
odstranenie chraniacich skupin méZe byt nutné alebo Ziaduce pri
premene alebo odstraneni sucasnych substituentov, alebo aby sa



- 20 -~

umoZnila nasledna reakcia na ziskanie Ziaduceho konecéného
produktu.

Vyndlez je dalej popisany fofﬁou ilustrativnych prikladov,
a pokial to nie je vyslovne uvedené, potom a-aminokyseliny
s moZnostou mat chirdlny a-uhlikovy atém, majui konfiguraciu L.

Pokial nie je uvedené inak, potom uvedené udaje hmotnostnej
spektridlnej analyzy sU vysledkom nizkorozlisSujiceho rychleho
atémového bombardovania na VG 70SE a "vypocitané” hodnoty su
(m+H) . Spektralne nukledrne magnetické rezonanéné tdaje boli
urobené na Brucker 300 v prostredi D,0. Bleskova chromatografia
bola vykonavana na silikageli. Vysokoic¢inna kvapalinova
chromatografia (HPLC) bola vykondvana na Dynamax 60 A, 8 u C-18
koléne s reverznymi fazami.

Priklady vyhotovenia vyndlezu

Priklad 1

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
-asparaginyl }-g-cyklohexylamin

mo\/\imrn{“;& CO0H

A. V 50 ml metanolu sa rozpusti 1,12 g B-cyklohexylalaninu
a roztokonm sa. prebubliava 15 minit plynny chlorovodik. Roztok sa
dalej =zahusti vo vakuu, azeotropne sa destiluje s toluénom
a ziska sa tak vo forme soli chlorovodikovej kyseliny metylester
B~-cyklohexyl-L-alaninu.

B. Roztok 1,27 g B-benzylesteru kyseliny N-a-terc.-butyl-
oxykarbonyl-L-asparagovej v 20 ml metylénchloridu sa ochladi na
0 °C a po pridani 0,48 ml N-metylpiperidinu sa dalej pridava
3,94 ml izopropylesteru kyseliny chlérmravéej. Ziskany roztok sa
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mieSa asi 2 minGty pri 0 °C, pridd sa 0,88 g hydrochloridu
metylesteru fg-cyklohexyl-L-alaninu, teplota roztoku sa necha
vystipit na teplotu miestnosti a zmes sa mieSa po dobu noci. Po
zahusteni roztoku vo vakuu sa 2zvy$ok rozdeluje medzi 200 ml
etylesteru Kkyseliny octovej a 50 ml 1 N roztoku kyseliny
chlorovodikovej, organickd vrstva sa premyje 1 N roztokom
chlorovodikovej Kkyseliny, nasytenym roztokom hydrogénuhlic¢itanu
sodného, solankou a po vysusSeni bezvodym siranom sodnym
a filtracii so zahustenim filtratu vo vakuu ziska metylester
N-a-benzyloxykarbonyl-L-asparaginyl(f-benzylester)-pf-cyklohexyl-
L-alaninu.

C. V prostredi 15 ml metylénchloridu sa rozpusti 2,01
g prave ziskanej zluceniny, roztok sa ochladi na 0 °C
a v priebehu asi minity sa pridava 5 ml kyseliny trifludéroctovej,
roztok sa potom dalej mieSa 2 hodiny pri 0 °C, zahusti sa vo
vakuu a zvysSok sa rozpusti v etylesteri kyseliny octovej. Ziskany °
roztok sa premyva nasytenym roztokom hydrogénuhlic¢itanu sodného
az podiely 2z premyvania reaguji alkalicky. Organicky roztok sa
premyje dalej solankou, vysusSi sa bezvodym siranom horeénatym
a po filtracii sa zahustenim filtrdtu vo vakuu ziska metylester
L-asparaginyl-p-benzylester-p-cyklohexyl-L-alaninu.

D. Za pouZitia v podstate toho istého kondenza¢ného postupu,
ako v priklade 1B tu vysSie s nédslednym odstranenim chraniacich
skupin ako v priklade 1C tu vysSSie sa pripravi metylester
N-etylglycyl-L-asparaginyl-f-benzylester-L-p-cyklohexyl-L-
alaninu z metylesteru L-asparaginyl-pg-benzylester-g-cyklo-
hexyl-L-alaninu a N-a-~terc.-butyloxykarbonyl-N-etylglycinu.

E. V prostredi 100 ml kyseliny octovej sa 2zmieSa 10
g kyseliny 4-pyridinoctovej a 1,0 g oxidu platié¢itého a zmes sa
pretrepava asi 18 hodin v atmosfére vodika 340 KPa. Po filtrdacii
sa ¢iry roztok zahusti vo vakuu, zvySok sa azeotropne vydestiluje

s toluénom a ziska sa tak kyselina 2-(piperidin-4-yl)-octova.

F. Roztok 11,0 g kyseliny 2-(piperidin-4-yl)-octovej v 200
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ml 1 N vodného roztoku hydroxidu sodného sa ochladi na 0 °C,
prikvapkdava sa roztok 18,0 g di-terc.-butylesteru kyseliny
uhlicitej v 100 ml tetrahydrofuranu, teplota reakénej zmesi sa
nechd vystipit na teplotu miestnosti a reakénd 2zmes sa mieSa
potom 18 hodin. Tetrahydrofuran sa vydestiluje vo vakuu, zvysok
sa rozpusti vo vode, roztok sa premyje etylesterom kyseliny
octovej, vrstva etylesteru kyseliny octove]j sa zmiesa s vodnou
vrstvou a vSetko sa okysli pridanim 1 N roztoku kyseliny
chlorovodikovej. Organicky podiel sa oddeli, vodna vrstva sa
extrahuje do etylesteru XKkyseliny octovej, spojeny organicky
roztok sa premyje vodou a solankou, vysu$si sa bezvodym siranom
horeénatym a po filtrdcii sa zahustenim filtrdatu vo vakuu ziska
kyselina N-a-terc.-butyloxykarbonyl-2-(piperidin-4-yl)-octovej.

G. V 150 ml tetrahydrofurdnu sa rozpusti 15,8 g kyseliny
N-a-terc.-butyloxykarbonyl-2-(piperidin-4-yl)-octovej,
prikvapkdva sa 70 ml 1 M roztoku béranu v tetrahydrofurane, °
roztok sa miesa asi 20 hodin za teploty miestnosti a potom sa
prikvapkava 200 ml 1 N roztoku hydroxidu sodného. Tetrahydrofuran
sa dalej vydestiluje vo vakuu, vodny zvySok sa extrahuje do
etylesteru kyseliny octovej, roztok v tomto rozpustadle sa
premyje vodou, vysuSi sa bezvodym siranom sodnym, filtruje
a zahustenim filtratu Vo vakuu sa takto ziska
N-a-terc.-butyloxykarbonyl=-2-(piperidin-4-y)- etanol.

H. Roztok 11,8 g oxalylchloridu v 180 ml metylénchloridu sa
vychladi na =78 °C, prikvapkdva sa 8,9 ml dimetylsulfoxidu,
reakénid zmes sa mieSa pri -78 °C asi 3 minity a v priebehu asi
10 mindit sa pomaly pridava roztok 14,3 g N-a-terc.-butyl-
oxykarbonyl-2-(piperidin-4-yl)-etanolu v 250 ml metylénchloridu.
Dalej sa roztok mieSa asi hodinu, v priebehu asi 15 mindit sa
pridava 21,6 g N-metylmorfolinu, reakéna zmes sa necha
vytemperovat na teplotu miestnosti a potom sa asi po 30 mimitach
prida 68,6 g metylesteru kyseliny (trifenyl-
fosforanylidén)-octovej. Ziskany roztok sa mieSa za teploty
miestnosti asi 18 hodin a po zahusteni vo vakuu sa zvySok
rozpusti v etylesteri kyseliny octovej. Ziskany roztok sa premyje
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vodou, 5 %-nym roztokom Kkyseliny chlorovodikovej, 5 %-nym
roztokom chlérnanu sodného, vodou, solankou, vysus$i sa bezvodym
siranom sodnym a po filtracii sa zahustenim filtratu vo vakuu
izoluje metylester kyseliny 4-(N-a-terc.-butyloxykarbonyl-
piperidin- 4-yl)-trans-kroténovej.

I. V 200 ml metanolu sa rozpusti 11,6 g metylesteru kyseliny
4-(N-a-terc.-butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl)-trans.-kroténovej,
pridaji sa 3 g 10 $-ného palddia na uhli a pod vodikom sa reakcéna
zmes pretrepava 18 hodin =za tlaku 340 KPa. Po filtracii sa
k filtratu pridd cerstvy katalyzator, hydrogendcia sa opakuje,
zmes sa filtruje a zahustenim filtratu sa izoluje metylester
kyseliny 4-(N-a-terc.-butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl-maslovej.

J. Vzmesi 100 ml 1 N vodného roztoku hydroxidu sodného
a 200 ml metanolu sa rozpusti 10,1 g metylesteru kyseliny
4-(N-a~-terc.-butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl-maslovej a takto
pripravend reakénd zmes sa miesa 18 hodin za teploty miestnosti.
Po zahusteni vo vakuu sa zvy$Sok zriedi vodou, vodny podiel sa
premyje éterom, dalej sa vodny podiel okysli pridanim 5 %-ného
roztoku kyseliny chlorovodikovej, okyslend zmes sa extrahuje do
etylesteru Kkyseliny octovej, organicky roztok sa potom premyje
vodou, solankou, vysu$i sa bezvodym siranom sodnym a po filtracii
sa zahustenim filtratu vo vdkuu izoluje kyselina 4-(N-a-terc.-
butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl)-maslova.

K. Roztok 0,91 g préve uvedenej Kyseliny vV 50 ml
metylénchloridu sa ochladi na 0 °C, pridd sa 0,86 g chloridu
kyseliny bis-(2-oxo-3-oxazolidinyl)-fosfinovej a 0,47 ml
trietylaminu a ziskanid zmes sa miesSa 10 minit pri 0 °C. Dalej sa
pridd roztok 1,52 g metylesteru N-etylglycyl-L-asparaginyl-(p-
benzylesteru)-L-B-cyklohexyl-L-alaninu v najmenSom  moZnom
mnoZstve metylénchloridu a v priebehu asi 15 minit sa prikvapkava
roztok 0,47 ml trietylaminu v metylénchloride. Hodinu sa reak&na
zmes miesSa za chladenia na 0 °C, potom 18 hodin za teploty
miestnosti, zahusti sa vo vdkuu a 2zvySok sa zriedi pridanim
etylesteru kyseliny octovej. Organicky roztok sa premyje 1
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N roztokom kyseliny chlorovodikovej, nasytenym roztokom
hydrogénuhli¢itanu sodného, solankou a po vysusSeni bezvodym
siranom horecnatym s nasledujicou filtraciou sa filtrat zahusti
vo vakuu. Zvysok sa c¢isti bleskovou chromatografiou za eluovania
60 % etylesteru Xkyseliny octovej v hexdne a ziska sa tak
metylester N={N=-{N-[4-a-terc.-butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl)
-butanoyl ]-N-etylglycyl }asparaginyl(g-benzylester) }-n-cyklo-
hexylalaninu.

L. V 40 ml metanolu sa rozpusti 1,79 g metylesteru N-{N-
{N-[4-a-terc.-butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etyl-
glycyl}asparaginyl(p-benzylesteru)}-p-cyklohexylalaninu, prida sa
k roztoku 0,25 g 10 %-ného palddia na uhli a zmes sa pretrepava
v atmosfére vodika 340 KPa po 18 hodin. Po filtrdcii vrstvou
celitu sa filtrat zahusti vo vadkuu a ziska sa tym metylester
N-{N-{N-[ 4-N-a-terc.=-butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl)-butanoyl]-
N-etylglycyl }asparaginyl-f-cyklohexylalaninu, ktory sa rozpusti -
v 20 ml metanolu a po pridani 10 ml 1 N vodného roztoku hydroxidu
sodného sa reakéna zmes mieSa 2za teploty miestnosti 4 hodiny.
Dalej sa 2zriedi vodou (25 ml), roztok sa okysli pridanim 1
N roztoku kyseliny chlorovodikovej na pH 2, vsSetko sa extrahuje
troma podielmi po 100 ml etylesteru kyseliny octovej, roztok
v tomto rozpuistadle sa po vysuSeni bezvodym siranom horeénatym
a filtracii zahusti vo vdkuu a 2ziska sa tak N-~{N-{N-[4-
(N-a-terc.-butyloxykarbonyl-piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etyl-
glycyl}-asparaginyl}-B-cyklohexylalanin.

M. Roztok 1,39 g N=-{N-{N-[4-(N-a-terc.-butyloxykarbonyl-
piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}asparaginyl-g-cyklohexyl-
alaninu v 15 ml metylénchloridu sa ochladi na 0 °C, a po pridani
5 ml kyseliny trifluéroctovej sa roztok mieSsa 2,5 hodin pri 0
°C. Po dalSom zahusteni reakénej zmesi vo vdkuu sa zvys$ok zriedi
vodou, zmrazi a lyofilizuje. 2ZvysSok sa c¢isti reverznou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou za eluovania
gradientom 40 % aZ 80 % metanolu vo vode s obsahom 0,1 % kyseliny
trifludéroctovej. Zodpovedajice vhodné frakcie sa potom spoja
a lyofilizovanim sa ziska sol N-{N-{N-[4-piperidin-4-yl)-
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butanoyl ]-N-etylglycyl)-asparaginyl-p-cyklohexylalaninu
s kyselinou trifluéroctovou, mol. hmotnost vyp. 525, nal. 525.

NMR: § = 4,58 - 4,48 (m, 1H), 4,35 - 4,22 (m, 1H), 3,88 (s, 2H),
3,32 (q, 2H), 3,28 - 3,10 (m, 2H), 2,88 - 2,60 (m, 4H),
2,33 (t, 2H), 1,85 - 1,70 (m, 2H), 1,62 - 1,35 (m, 10H),
1,30 - 1,06 (m, 6H), 1,04 - 0,85 (m, 8H).

Za pouzitia v podstate postupu z prikladu 1 moZno pripravit
tieto dalej uvadzané zlGceniny za vyuzitia vhodnych
vychodiskovych latok.

Priklad 2

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl-valin

O~

Mol. hmotnost, vyp. 471, nal. 471

NMR, § = 4,15 - 4,05 (m, 2H), 3,90 (s, 2H), 3,30 (g, 2H), 3,30
- 3,15 (m, 2H), 2,90 - 2,60 (m, 4H), 2,33 (t, 2H), 2,05 (q,
1), 1,8 - 1,72 (m, 2H), 1,55 - 1,35 (m, 3H), 1,30 - 1,08
(m, 4H), 1,02 (t, 3H), 0,70 (d, 6H).

Priklad 3

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-etylglycyl]-asparaginyl}-
fenylalanin



Mol.
NMR,

Mol.
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hmotnost, vyp. 519, nal. 519

§ =17,20 - 6,95 (m, 5H), 4,55 - 4,35 (m, 2H), 3,73 (s, 2H),
3,30 - 2,40 (m, 10H), 2,25 (t, 2H), 1,75 - 1,60 (m, 2H),
1,45 - 1,25 (m, 3H), 1,20 - 0,97 (m, 4H), 0,92 (t, 3H).

Priklad 4

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-D-valin

hmotnost, vyp. 471, nal. 471

6§ =4,10 - 3,98 (m, 2H), 3,85 (s, 2H), 3,28 (g, 2H), 3,23
- 3,10 (m, 2H), 2,82 - 2,58 (m, 4H), 2,28 (t, 2H), 2,02 (q,
1H), 1,80 - 1,65 (m, 2H), 1,50 - 1,28 (m, 3H), 1,25 - 1,00
(m, 4H), 0,95 (t, 3H), 0,78 - 0,85 (m, 6H).

Priklad 5

N-{N-{N~[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl-L-a-2,2-dimetyl }-prop-3-yl-glycin



Mol.
NMR,

Mol.
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hmotnost, vyp. 499, nal. 499

§ =4,63 - 4,65 (m, 1H), 4,30 - 4,20 (m, 1H), 3,68 (s, 2H),
3,33 (q, 2H), 3,30 - 3,15 (m, 2H), 2,88 - 2,60 (m, 4H),
2,35 (t, 2€), 1,85 - 1,75 (m, 2H), 1,73 - 1,35 (m, 5H),
1,30 - 1,08 (m, 4H), 1,03 (t, 3H), 0,78 (s, 9H).

Priklad 6

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etylglycyl}-
asparaginyl }-norleucin

HNC::>\./~\/E~T::1§H~(iigﬂ COOH

hmotnost, vyp. 485, nal. 485

§ = 4,58 - 4,50 (m, 1H), 4,20 - 4,10 (m, 1H), 3,85 (s, 2H),
3,32 (q, 2H), 3,25 - 3,10 (m, 2H), 2,85 - 2,55 (m, 4H),
2,30 (t, 2H), 1,82 - 1,50 (m, 4H), 1,50 - 1,30 (m, 3H),
1,28 - 1,05 (m, 8H), 0,98 (t, 3H), 0,75 - 0,80 (m, 3H).

Priklad 7

N-{N-{N-[4-(piperidin—-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl)-
asparaginyl-L-f-naft-l1-yl}-alanin



Mol.
NMR,

Mol.
NMR,
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Hdi:3>\,f\vjinf“jrn~téiﬂ COOH
COOH

hmotnost, vyp. 569, nal. 569

§ = 8,00 - 7,15 (m, 7H), 4,60 - 4,45 (m, 2H), 3,71 (s, 2H),
3,65 - 3,50 (m, 2H), 3,40 - 2,98 (m, 4H), 2,70 - 2,42 (m,
4H), 2,21 (t, 2H), 1,70 - 1,45 (m, 2H), 1,40 - 0,96 (m,
7H), 0,92 (t, 3H).

Priklad 8

N-{N-{N-[4-(piperidin~4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-f-naft-2-yl-alanin

Hﬂ:::>\,f~vJLT:?1gu~(FLu CO0H

hmotnost, vyp. 509, nal. 509

§ = 7,65 - 7,03 (m, 7H), 4,60 - 4,46 (m, 2H), 3,41 (s, 2H),
3,20 - 3,01 (m, 3H), 3,00 =- 2,71 (m, 3H), 2,68 - 2,40 (m,
4H), 1,98 (t, 2H), 1,88 - 1,42 (m, 3H), 1,25 - 0,85 (m,
6H), 0,71 (t, 3H).
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Priklad 9

N-{N-{N—[3-(piperidin—4—y1)—pfopanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl)}-valin

0 NOI
Hﬁi:jy’\vJL?ijzf \(f;gﬂ COOH

Mol. hmotﬂbsﬁ, vyp. 547, nal. 457

NMR, § = 4,62 (m, 2H), 3,90 (s, 2H), 3,33 (m, 4H), 2,66 (m, 4H),
2,37 (t, 2H), 2,18 (m, 1H), 2,03 (m, 1H), 1,78 (m, 2H),
1,44 (m, 2H), 1,20 (m, 2H), 1,00 (m, 3H), 0,78 (d, 6H).

Priklad 10

N-{N-{N-[5-(piperidin-4-yl)-pentanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-valin

mwmnéurmn

COOH

Hmot., vyp. 486, nal. 485

NMR, § = 4,20 - 4,05 (m, 2H), 3,92 (s, 2H), 3,33 (m, 2H), 3,28
- 3,15 (m, 2H), 2,90 - 2,61 (m, 4H), 2,34 (t, 2H), 2,08 (m,
1), 1,8 - 1,70 (m, 2H), 1,55 - 1,32 (m, 3H), 1,30 - 1,12
(m, 6H), 1,06 (t, 3H), 0,81 (d, 6H).
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Priklad 11

Etylester N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-
etylglycyl}-asparaginyl)}-L-f-cyklohexylalaninu

o 0
L e A 0. 0
cooH

Lo

A. \'4 75 ml absolutneho etanolu sa rozpusti 1,5

g B-cyklohexylalaninu a v priebehu 10 aZ 15 minit sa do roztokul
prikvapkava 1,1 ml tionylchloridu za chladenia na 0 °C. Teplota
reakénej zmesi sa nechd vystipit na teplotu miestnosti, za tejto
sa reakéna zmes miesSa asi 18 hodin, nasleduje zahustenie vo vakuu
s azeotropnou destildciou s toluénom, a 2zvySok sa rozpusti
v etylesteri kyseliny octovej. Tento roztok sa premyje vodou,
1 N roztokom hydroxidu sodného, znova vodou, solankou a po
vysuSeni bezvodym siranom sodnym a filtrdcii sa filtrat zahusti
vo vakuu. Ziska sa tym etylester B-cyklohexylalaninu.

B. 2a pouZitia v podstate postupov z prikladov 1B azZz 1M
s tym, Ze sa vynechd v stupni 1L hydrolyza vodnym roztokom
hydroxidu sodného, sa ziska odakavany produkt.

Mol. hmotnost, vyp. 553, nal. 553

NMR, § = 4,4 (1H, m), 4,1 (4H, q), 4,0 (2H, 4), 3,2 - 3,5 (5H,
m), 2,7 - 3,0 (54, m), 2,4 (2H, t), 2,2 (1H, m), 1,9 (2H,
d), 1,4 - 1,7 (74, m), 0,7 - 1,4 (18H, m).
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Priklad 12

Amid N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-
etylglycyl)}-asparaginyl}-L-B-cyklohexylalaninu

0
Wn’ﬁr“(ﬁu "
L\ ° COoOH 0

A. V prostredi 100 ml tetrahydrofuridnu sa rozpusti 2,0
g N-a-terc.-butyloxykarbonyl-g-cyklohexylalaninu a 1,03 ml
trietylaminu a po ochladeni na -20 °C sa k roztoku prida 1,06 ml
izobutylesteru kyseliny mravéej a' reakénd zmes sa mieSa 30 minut .
za chladenia na =20 °C. Po pridani 20 ml nasyteného roztoku
amoniaku v metanole sa teplota roztoku necha vystipit na 20 °C,
za tejto teploty sa reakénd zmes mieSa 18 hodin, roztok sa potom
zahusti vo vdkuu a 2zvySok sa rozpusti v etylesteri kyseliny
octovej. Tento roztok sa premyje vodou, 5 $-nym roztokom kyseliny
chlorovodikovej, nasytenym roztokom hydrogénuhli&itanu sodného,
vodou, solankou a vysusi sa bezvodym siranom sodnym. Po filtrédcii
sa zahustenim filtrdtu ziska amid vyS$Sie uvedeného zloZenia.

B. V 100 ml etylesteru kyseliny octovej sa rozpusti 2,0
g ziskaného amidu, roztokom sa prebubliva plynny chlorovodik
a roztok sa dalej mieSsa 18 hodin za teploty miestnosti. Po
zahusteni vo vidkuu a dvojitej azeotropnej destildcii s toluénom
sa ako zvySok izoluje hydrochlorid amidu B-cyklohexylalaninu.

C. V podstate za pouzitia postupov z prikladov 1B azZ 1M
s vynechanim hydrolyzy vodnym roztokom hydroxidu sodného
v priklade 1L sa ziska od&akavany produkt.

Hmotnost, vyp. 524, nal. 524
NMR, 6 = 8,4 (1H, 4), 8,1 (1H, d), 4,2 (2H, q), 4,1 (1H, s), 3,9
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(44, q), 3,4 (2H, q), 3,3 (4H, d), 2,8 - 3,0 (6H, m), 2,4
(2H, t), 2,2 (1H, m), 1,8 (4H, d), 1,4 - 1,7 (7H, m), 0,7
- 1,3 (10H, m). '

Priklad 13

N-{N-{N-[4~(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-
etylglycyl}-asparaginyl}-a—-cyklohexylglycin

0 o

HND\/\)LN N N~ COOH
(o L
GOOH

A. Roztok 1,0 g hydrochloridu metylesteru a-fenylglycinu‘
v 25 ml tetrahydrofurdnu sa ochladi na 0 °C, pridd sa 1,38 ml
trietylaminu, dalej potom roztok 1,08 g di-terc.-butylesteru
kyseliny .uhlicitej v 25 ml tetrahydrofurdnu, teplota reakénej
zmesi sa nechd vystupit na 20 °C a za tejto teploty sa reakénd
zmes mieSa 18 hodin. Roztok sa potom zahusti, zvySok sa rozpusti
Vv 200 ml etylesteru kyseliny octovej, organicky roztok sa premyje
1N roztokom kyseliny chlorovodikovej, nasytenym roztokom
hydrogénuhli¢itanu sodného, solankou a po vysusSeni bezvodym
siranom horeénatym sa filtrdt zahusti vo vakuu. Vysledkom je
N-a=-terc.-butyloxykarbonyl-a~fenylglycin vo forme metylesteru.

B. 1,2 g tohto metylesteru zo stupfia A sa rozpusti v 50 ml
metanolu za pridania 1 ml kyseliny octovej, pridd sa 0,80 g 5 %
rédia na hlinikovom prasku a reakénd zmes sa hydrogenuje 18 hodin
za tlaku 340 MPa. Po filtracii a zahusteni vo vdkuu sa 2zvysSok
rozpusti v etylesteri kyseliny octovej, tento roztok sa premyje
vodou, nasytenym roztokom hydrogénuhliditanu sodného a po
filtracii sa zahustenim filtratu ziska takto metylester
N-a-terc.-butyloxykarbonyl-a-cyklohexylglycinu.
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C. PouZitim postupov v podstate podla prikladu 1B az 1M sa
ziska oc¢akavany produkt.

Mol. hmotnost, vyp. 511, nal. 511

NMR, § = 4,62 - 4,65 (1H, m), 4,06 (2H, m), 3,85 (2H, s), 3,30
(2, ¢g), 3,23 - 3,10 (2H, m), 2,65 - 2,55 (4H, m), 2,30
(2H, 1), 1,63 - 1,60 (3H, m), 1,59 - 1,32 (8H, m), 1,30
- 0,75 (12H, m).

Priklad 14

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-p-dekahydronaft-l1-yl-alanin

0O

W o~ Fogn o

S Rooon

A. Za teploty miestnosti sa 2 hodiny mieSa roztok 2,0
g B-(1-naftyl)-alaninu v metanole, nasytenom plynnym
chlorovodikom. Roztok sa potom zahusti vo vdkuu a po dvojnasobnej
azeotropnej destildacii zvysku s toluénom sa zvysSok suspenduje
v metylénchloride, pridd sa 1,02 ml N-metylmorfolinu a zmes sa
ochladi na 0 °C. Po pridani 2,02 g di-terc.-butylesteru kyseliny
uhlic¢itej a 0,8 g 4-dimetylaminopyridinu sa teplota nechéa
vystipit na 20 °C, za tejto teploty sa reakénd zmes mieSa 2
hodiny, premyje sa 5 %-nym roztokom kyseliny chlorovodikovej,
vodou, vysuSi sa bezvodym siranom sodnym a po filtracii sa
zahustenim filtratu ziska metylester N-a-terc.-butyl-
oxykarbonyl-p-(1- naftyl)-alaninu.

B. Z tohto produktu sa 2 g 2zmieSaji v prostredi 50 ml
metanolu za pritomnosti 1,0 ml kyseliny octovej s 1,0 g 5 %¥-ného
rédia na alumine a reakénd zmes sa hydrogenuje 18 hodin pri 340
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MPa. Po filtrdcii a zahusteni filtratu vo vadkuu sa zvySok
rozpusti v etylesteri kyseliny octovej, ziskany roztok sa premyje
vodou, 5 %-nym roztokom hydrogénuﬁliéitanu sodného, znova vodou,
potom solankou a vysus$i sa bezvodym siranom sodnym. Po filtracii
sa zahustenim filtrdtu vo vdkuu ziska takto metylester L-B-
dehydronaft-l1-yl-alaninu.

C. Za pouZitia postupov z prikladu 1B aZ 1M sa pripravi
o¢akavany produkt.

Mol. hmotnost, vyp. 579, nal. 579

NMR, § = 4,1 - 4,3 (m, 1H), 3,8 - 4,1 (m, 2H), 2,6 - 2,9 (m,
4H), 2,3 (m, 1H), 2,0 (m, iH), 1,8 (4, 3H), 0,5 - 1,6 (m,
33H).

Priklad 15

2-cyklohexyl-N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-
N-etylglycyl)}-asparaginyl)}=-etylamin

mD\/\j’L (\gﬁ\(&;i

A. Roztok 2,0 g 2-fenyletylaminu v metylénchloride sa
ochladi na © ‘C, po pridani 4,0 g di-terc.-butylesteru kyseliny
uhlic¢itej a 0,4 g 4-dimetylaminopyridinu sa teplota roztoku necha
vystipit na 20 °C a reakénd zmes sa potom mieSa za teploty
miestnosti asi 18 hodin. Roztok sa premyje pouZitim 5 %$-ného
roztoku kyseliny chlorovodikovej, vody a po filtracii sa
zahustenim izoluje N-a-terc.-butyloxykarbonyl-2-fenyletylamin.

B. Z tejto 1latky sa 3,1 g v prostredi 40 ml metanolu
s obsahom 1,0 ml kyseliny octovej za pritomnosti 1,1 g 5 %-ného
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rédia na hlinikovom prasku hydrogenuje 20 hodin za tlaku 400 KPa,
zmes sa potom filtruje, filtrat sa zahusti vo vakuu a zvysok sa
rozpusti v etylesteri kyseliny octovej. Organicky roztok sa
premyje vodou, 5 %-nym roztokom hydrogénuhlic¢itanu sodného, znova
vodou, solankou a vysusi sa bezvodym siranom sodnym. Po filtréacii
sa zahustenim filtratu vo vakuu ziska N-a-terc.-butyloxy-
karbonyl-2-cyklohexyletylamin.

C. Za pouzZitia postupov z prikladu 1B aZ 1M za vypustenia
hydrolyzy vodnym roztokom hydroxidu sodného 2z prikladu 1L sa
ziska ocakdvany produkt.

Mol. hmotnost, vyp. 481, nal. 481

NMR, § = 3,9 (s, 2H), 3,35 (d, 4H), 3,25 (d, 4H), 2,6 - 2,9 (m,
'8H), 2,35 (t, 2H), 2,15 (t, 1H), 1,8 (44, d), 1,4 - 1,7 (m,
74), 0,9 - 1,3 (m, 12H), 0,7 (t, 2H).

Priklad 16

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-a-(2-cyklohexyletyl)=-glycin

(o] N 0
HO\/\)*W fLu COOH
Q
COOH
A. Za pouzZitia v podstate postupu z prikladu 13A tu vysSSie
sa pripravi z L-homofenylalaninu metylester N-a-terc.-butyloxy-
karbonyl-a-(2-fenyletyl)-glycinu.

B. 2a pouZitia v podstate postupu podla prikladu 14B tu
vySSie sa pripravi 2z vysSsie uvedeného metylesteru metylester
N-a~-terc.-butyloxykarbonyl-a-(2-cyklohexyletyl)-glycinu.
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C. 2a pouzZitia postupov 2z prikladu 1B aZz 1M sa ziska

ocakdvany pripravovany produkt.

Mol. hmotnost, vyp. 539, nal. 539

NMR, § = 4,60 - 4,55 (m, 1H), 4,20 - 4,08 (m, 1H), 3,85 (s, 2H),
3,29 (q, 2H), 3,25 - 3,12 (m, 2H), 2,64 - 2,55 (m, 4H),
2,29 (t, 2H), 1,83 - 1,65 (m, 2H), 1,63 - 1,32 (m, 10H),

1,28 - 0,81 (m, 13H), 0,79 - 0,56 (m, 2H).

Za pouzZitia v podstate postupov, ako boli popisané vo vyssie

uvedenych prikladoch, boli pripravené zo zodpovedajicich vhodnych

vychodiskovych latok tieto dalSie zldéeniny.
Priklad 17

N-{N-{N-{4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-B-cis-dekahydronaft-2-yl-alanin

i

Xin

HNC:)F\/”\uJLN"er ™ coon

S AW

Mol. hmotnost, vyp. 579, nal. 579

NMR, § = 4,7 (m, 1H), 4,3 (m, 1H), 4,1 (4, 2H), 3,3 - 3,7

(m'l

5H), 2,6 - 2,8 (m, S5H), 2,5 (t, 2H), 2,3 (t, 1H), 1,9 (4,
2H), 1,3 - 1,8 (m, 14H), 0,9 - 1,3 (m, 14H), 0,7 - 0,8 (m,

3H).

Priklad 18

3-adamant-1-ylpropyl-N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-
N-etylglycylasparagova Kkyselina



Mol.
NMR,

Mol.
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hmotnost, vyp. 548, nal. 548

§ =4,65 - 4,50 (m, 1H), 4,05 - 3,85 (m, 4H), 3,35 - 3,15
(m, 4H), 2,90 - 2,50 (m, 4H), 2,30 (t, 2H), 2,18 (t, 1H),
1,94 (d, 2H), 1,85 - 1,35 (m, 20H), 1,32 - 1,12 (m, 4H),
1,10 - 0,90 (m, 5H).

Priklad 19

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl-a-aminocyklohexankarboxylova kyselina

M@“{:&an

hmotnost, vyp. 497, nal. 497

§ = 4,60 - 4,65 (m, 1H), 4,05 (s, 1H), 3,90 (s, 1H), 3,30
(g, 2H), 3,25 - 3,12 (m, 2H), 2,85 - 2,55 (m, 4H), 2,35 (t,
14), 2,11 (¢, 1H), 1,90 - 1,70 (m, 4H), 1,68 - 1,55 (m,
2H), 1,53 -1,32 (m, 6H), 1,30- 1,08 (m, 7H), 1,05 - 1,85
(m, 3H).

Priklad 20

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl)}-
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asparaginyl}-p-cyklohexyl-D-alanin

P
WM(\&( \(:)g"ooou

H

Hmotn. spektrum, vyp. 525, nal. 525
NMR, § = 4,60 - 4,55 (m, 1H), 4,32 - 4,20 (m, 1H), 4,05 (s, 1H),

3,85 (s, 1H), 3,32 (g, =2H), 3,25 - 3,12 (m, 2H), 2,85
- 2,60 (m, 4H), 2,32 (t, 1H), 2,12 (t, 1H), 1,85 - 1,68 (m,
2H), 1,60 - 1,32 (m, 10H), 1,28 - 0,60 (m, 13H).

Priklad 21

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-dekahydronaftalenyl-l1-alanin

Wﬂ“éﬂ oot

Hmotn. spektrum, vyp. 579, nal. 579

NMR,

§ =4,1 - 4,3 (1H, m), 3,8 - 4,1 (2H, m), 3,1 - 3,4 (4H, m),
2,6 - 2,9 (4H, m), 2,3 (1H, m), 2,0 (1H, m), 1,8 (3H, 4d),
0,5 - 1,6 (33H, m).
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Priklad 22

N-(N-{N-[4-(piperidin-4-y1)-bﬁtanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-cyklohexylalanyletylamid

HN(::>\,/-JELT:?](Qsthn ()NH~/’

COO0H

Hmotn. spektrum, vyp. 552, nal. 552

NMR, § = 4,65 - 4,45 (m, 1H), 4,20 - 4,06 (m, 1H), 4,05 - 3,85
(m, 2H), 3,40 - 3,25 (m, 2H), 3,29 - 3,15 (m, 2H), 3,10
- 2,90 (m, 2H), 2,88 - 2,55 (m, 4H), 2,40 - 2,25 (m, 1H),
2,20 - 2,05 (m, 1H), 1,85 - 1,70 (m, 2H), 1,60 - 1,32 (m,

9H), 1,30 - 0,62 (m, 17H).
Priklad 23

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-cyklooktylalanin

Ot

COOH

Hmotn. spektrum, vyp. 553, nal. 553

NMR, § = 4,1 - 4,3 (1H, m), 3,5 - 4,1 (2H, m), 3,1 - 3,4 (4H, m),
2,6 - 2,9 (4H, m), 2,3 (1H, m), 2,0 (1H, m), 1,8 (2H, 4),

0,5 -1,8 (31H, m).
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Priklad 24

N-{N-{N-[{4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl-
asparaginyl}-a-cyklohexylmetyletanolamin

WMOJHTHJ&)

COOH

Hmotn. spektrum, vyp. 511, nal. 511

NMR, § = 4,60 - 4,45 (m, 1H), 4,10 - 3,75 (m, 3H), 3,45 - 3,15
(m, 6H), 2,90 - 2,60 (m, 4H), 2,35 (t, 1H), 2,00 - 2,08 (m,
14), 1,88 - 1,75 (m, 2H), 1,65 - 1,35 (m, 8H), 1,30 - 1,08

(m, 7H), 1,10 - 0,60 (m, 8H).
Priklad 25

Amid N-{N-{N-{4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl-
asparaginyl}-p-cyklohexylmetylalaninu

mwmn‘é" o N4y
CaoH

Hmotn. spektrum, vyp. 538, nal. 538

NMR, § = 4,60 - 4,50 (m, 1H), 4,15 - 4,00 (m, 1H), 4,00 - 3,80
(m, 2H), 3,35 (q, 2H), 3,30 - 3,15 (m, 2H), 2,90 - 2,62 (m,
4H), 2,35 (t, 1H), 2,15 (t, 1H), 1,88 - 1,76 (m, 2H), 1,65
- 1,40 (m, 9H), 1,30 - 0,88 (m, 14H), 0,85 - 0,65 (m, 2H).
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Priklad 26

N-{N-{N—[4-(piperidin-4-y1)—bdtanoyl]-N—etylglycyl—
asparaginyl}-p-adamant-1-ylalanin

HNQV\JL,OIN\JI“ o

Hmotn. spektrum, vyp. 577, nal. 577

NMR, § = 4,5 - 4,1 (1H, m), 4,1 - 4,2 (1H, m), 3,8 (2H, d), 3,2
(2H, q), 3,1 - 3,1 (6H, m), 2,4 - 2,98 (5H, m), 2,3 (1H, m),
2,0 (1H, m), 1,8 (4H, m), 1,2 - 1,7 (184, m), 1,0 - 1,2
(6H, m), 0,8 - 1,0 (3H, m). |

Priklad 27

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl-
asparaginyl}-g-1,2,3,4-tetrahydronaft-5-ylalanin

“N:::>\¢’\w:lﬂtjﬁrn*t;iu COOH
® Ncoou

Molek. hmotn., vyp. 573, nal. 573

NMR, § = 6,9 (4, 4H), 4,7 (m, 1H), 4,3 (m, 1H), 4,1 (4, 2H), 3,3
-3,7 (m, 6H), 2,6 - 3,1 (m, 12H), 2,5 (t, 2H), 2,3 (t,
iH), 1,9 (4, 2H), 1,2 - 1,8 (m, 16H), 1,1 (t, 2H), 1,0 (t,
2H).
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Priklad 28

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etylglycyl-
asparaginyl}-g-(4-cyklohexyl)~cyklohexylalanin

R
HN, ~N N oooH
i::>‘“’“\’ﬁﬁ{\ Y '1;xx”‘

Molek. spektrum, vyp. 607, nal. 607

NMR, § = 4,2 - 4,3 (1H, m), 3,9 - 4,1 (2H, m), 3,1 - 3,4 (5H, m),
2,6 - 2,8 (54, m), 2,3 (1H, m), 2,0 (1H, m), 1,8 (3H, d),
0,9 -1,6 (32, m), 0,7 - 0,8 (3H, m).

Priklad 29

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-cykloheptylalanin

*"‘M@Hr&ﬁ { >

Hmotn. spektrum, vyp. 539, nal. 539

NMR, § = 4,60 - 4,55 (m, 1H), 4,35 - 4,25 (m, 1H), 4,08 (s, 1H),
3,92 (s, 1H), 3,25 (q, 2H), 3,33 - 3,20 (m, 2H), 2,90
- 2,60 (m, 4H), 2,35 (t, 1H), 2,18 (t, 1H), 1,90 - 1,75 (m,
2H), 1,70 - 1,10 (m, 22H), 1,10 - 0,85 (m, 3H).
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Priklad 30

Amid N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-g-cyklooktylalaninu

mwmn ™

COOH

Hmotn. spektrum, vyp. 551, nal. 561

NMR, § = 4,45 (ad, 1H, H-12), 4,18 (m, 1H, H-14), 3,89 (d, 1H,
H-11), 3,69 (4, 1H, H-11), 3,31 (q, 2H, H-9), 8,18 (dt, 2H,
H-la), 2,74 (dt, 2H, Hle), 2,65 (dd, 2H, H-13), 2,25 (t,
2H, H-8), 1,85 - 1,10 (m, 26H, H-3 aZ H-7 a H-15 aZ H-23),
1,06 (t, 3H, H-10).

Priklad 31

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-~-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl-
asparaginyl}-a-cyklohexylpropylglycin

MMOJN\(&': o

COOH

Hmotn. spektrum, vyp. 553, nal. 553

NMR, § = 4,70 - 4,60 (m, 1H), 4,30 - 4,15 (m, 1H), 4,10 (s, 1H),
3,9 (s, 1H), 3,35 (q, 2H), 3,35 - 3,20 (m, 2H), 2,90
- 2,60 (m, 4H), 2,40 (t, 1H), 2,15 (t, 1H), 1,90 - 1,75 (m,
2H), 1,75 - 1,45 (m, 10H), 1,35 - 1,15 (m, 8H), 1,12 - 0,90
(m, 9H), 0,85 - 0,60 (m, 2H).
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Priklad 32

N-{N-{(N~[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-cyklooktylmetylalanin

HNQ\,\)"LHH{:EH o

Hmotn. spektrum, vyp. 567, nal. 567

NMR, § = 4,05 - 4,15 (m, 1H, 14), 3,75 - 4,00 (m, 2H, 11 aZ 18),
3,10 - 3,30 (m, 4H, 19 az 26 eq), 2,50 - 2,60 (m, 4H, 15 az
26 ax), 2,05 - 2,25 (m, 2H, 21), 0,75 - 1,75 (m, 31H, 1-10,
20 az 22 - 25). '

Priklad 33

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etylglycyl-
asparaginyl}-B-cyklopentylalanin

' mwmn%mu’@

Hmot. spektrum, vyp. 511, nal. 511

NMR, § = 4,7 (m, 1H), 4,3 (m, 1H), 4,1 (d, 2H), 3,3 - 3,7 (m,
SH), 2,8 (t, 2H), 2,7 (m, 3H), 2,5 (t, 2H), 2,3 (t, 1H),
1,9 (4, 2H), 1,0 - 1,8 (m, 18).
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Priklad 34

Etylester N-{N-{N-[4—(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-
etylglycyl}-asparaginyl}-g-cyklohexylmetylalaninu

“O\/\imﬁ%mgﬂ Shal

Hmotn. spektrum, vyp. 567, nal. 567

NMR, § = 4,30 - 4,10 (m, 1H), 4,10 - 3,80 (m, 3H), 3,25 (q, 2H),
3,30 - 3,15 (m, 2H), 2,90 - 2,60 (m, 4H), 2,40 - 2,10 (t,
2H), 1,90 - 1,70 (m, 2H), 1,65 - 1,40 (m, 10H), 1,35 - 0,85
(m, 18H), 0,85 - 0,60 (m, 2H).

Zli¢eniny podla tohto vyndlezu inhibujud zhlukovanie krvnych
dostidiek tym, Ze znemozZfiuji fibrinogénu viazat sa na aktivované
dostiéky a daliie adhezivne glykoproteiny, ktoré si zahrnuté do
sféry zhlukovania krvnych dosticiek a vzniku krvnych
chuchvaléekov. SG teda pouZitelné a vhodné pri prevencii
i liec¢eni trombézy v sivislosti s niektorymi stavmi ochoreni, ako
je infarkt myokardu, mftvicovy zachvat, periférnych artériovych
ochoreni a roztrisena intravaskuldrna koaguldcia Iudi i dalsich
cicavcov.

Zliceniny podIa tohto vyndlezu moZno podavat ordlne alebo
parenterdlne pri prevencii alebo 1liec¢eni stavov ochoreni
v stvislosti s trombézou.

Tieto zluceniny moZno upravovat na podavanie akymkolvek
vhodnym spbsobom a vynalez zahrna farmaceutické pripravky
s obsahom najmenej jednej zluiéeniny podla tohto vyndlezu,
prispbsobené na pouzZitie v lekdrstve alebo veterindrstve. Takéto
pripravky moZno formulovat beZnymi postupmi 2za pouZitia jedného
€i viacerych farmaceuticky vhodnych nosiéov ¢&i plnidiel, tie
zahrfiuji riedidlda alebo dalsie pomocné 1latky, sterilné vodné
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prostredie a rbzne netoxické organické rozpustadla. zZluceniny
moZno upravovat do formy tabletiek, kapsil, pastiliek, praskov,
vodnych suspenzii ¢&i roztokov, 7roztokov pre injekéné ucely,
elixirov, sirupov atd. a tieto prostriedky mbZu obsahovat jeden
éi viacero pridavnych &inidiel zo skupiny, ktord tvoria sladidla,
prichute, farbivd a konzerva¢né ¢inidla so zretelom na pripravu
farmaceuticky spésobilého pripravku.

Ten ¢&i onen nosié a pomer latky inhibujidcej zhlukovanie
krvnych dostic¢iek a trombov Kk nosiéu sa stanovi podla
rozpustnosti a chemickych vlastnosti zluc¢enin s prihliadnutim
k zvolenej ceste podavania a beZnej farmaceutickej praxe. Tak
napriklad pri vyrobe tabletiek sa daju pouzit excipienty, ako je
laktéza, sodnd sol kyseliny citrénovej, uhlic¢itan véapenaty
a fosforecnan vépenaty, dalej mnohé deintegra¢né prostriedky ako
je Skrob, alginové Kkyseliny a niektoré kremiéitany spolu
s klznymi &inidlami ako je horeénata sol kyseliny stearovej,
sodnd sol kyseliny laurylsirovej a mastenec. V pripade kapsul °
patria medzi najvhodnejsie farmaceutické nosice laktéza
a vysokomolekuldrne polyetylénglykoly. Na pripravu vodnych
suspenzii na orédlne pouZitie moZno nosic emulgovat alebo moZno
pouzit suspendujice 1latky. 2 riedidiel moZno pouzit etanol,
propylénglykol, glycerol a chloroform alebo ich kombindcie ¢&i
dalSie materialy.

Na parenterdlne poddvanie sa mbéZu pouzit roztoky alebo
suspenzie predmetnych zluéenin v sezamovom alebo podzemnicovom
oleji alebo vodné roztoky, obsahujice propylénglykol, ako
i sterilné vodné roztoky rozpustnych, farmaceuticky prijatelnych
soli. Pre intramuskuldrne a subkutdnne injekcie su obzvlast
vhodné roztoky soli zliucéenin podla tohto vyndlezu. Vodné roztoky,
zahrfiujic do toho roztoky soli v ¢&istej destilovane]j vode, s
vhodné i pre intravenézne injekcie, pochopitelne za predpokladu
vhodnej upravy hodnoty pH, pufrovania a izotonickej Upravy za
pridania dostato¢ného mnoistva solanky alebo glukézy s naslednym
sterilizovanim zahrievanim alebo mikrofiltracne.

Davkovaci systém pri vykondvani liecenia podla tohto
vyndlezu ma zaistovat maximum terapeutickej odozvy az do
dosiahnutia zlep3enia za podavania minimdlnych déavok, ktoré su
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nevyhnutné na dosiahnutie 1ilavy. VSeobecne mb3e ordlna davka
kolisat od asi 0,1 mg/kg do asi 100 mg/kg, s vyhodou medzi 0,1
mg/kg az 20 mg/kg, najvyhodnejSie od asi 1 mg/kg do asi 20
mg/kg. Pri intravendéznej aplikdcii ide o davku od asi 0,1 pg/kg
do asi 100 ug/kg, s vyhodou medzi asi 0,1 ug/kg do asi 50 ug/kg,
a to so zretelom na situdciu, kedy sa voli vhodnd zodpovedajica
davka v tom ¢i onom sSpecifickom pripade s tym, Ze je potrebné
vziat do Wvahy hmotnost pacienta, vseobecny stav jeho zdravia,
vek a vsetky dalsie faktory, ktoré méZu vzniknit ako odozva na
liek. Latku moZno podavat ordlne raz aZ Styrikrat denne,
s vyhodou raz az dvakrat.

Dalej uvedené farmakologické testy zhodnocujui inhibiénui
u¢éinnost zluiéenin podla tohto vyndlezu na zhlukovanie krvnych
dostidiek, vyvolanej fibrinogénom, na fibrinogénovi vazbu na
krvné dosticéky, stimulovanej trombami, ako i na inhibovanie
zhlukovania krvnych dostiéiek indukovanej ADP ex-vivo. Vysledky
tychto testov si porovnané s inhibiénymi vlastnostami zlucenin °
podla tohto vyndlezu in vivo.

Test zhlukovania krvnych dosti¢iek sa 2zakladd na popise
v Blood 66 (4), 946 — 952 (1985). Test naviazania fibrinogénu je
v podstate zhodny s tym podla Ruggeri, Z. M. a spol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83, 5708 - 5712 (1988) a Plow, E. F. a spol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8057 - 8061 (1985). Inhibovanie
zhlukovania krvnych dostiéiek, indukované ex vivo ADP, sa zaklada
na pozorovani Zuckera "Platelet Aggregation Measured by the
Photometric Method", v "Methods in Enzymology 169, 117 - 133
(1989).

Test zhlukovania krvnych dosticéiek

Priprava vdzobne - aktivovanych dostiéiek

Krvné dostiéky boli izolované z Iudskych koncentratov
dostiéiek za pouzZitia postupu gelovej filtracie, pozri Marguerie,
G. A. a spol., J. Biol. Chem. 254, 5357 - 5363 (1979) a Ruggeri,
Z. M. a spol., J. Clin. Invest. 72, 1 - 12 (1983). Dosticky boli
suspendované Vv koncentracii 2.10% buniek/ml v modifikovanom
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Tyrodovom pufre, zbavenom vapnika s obsahom 127 mM chloridu
sodného, 2 mM chloridu horecnatého a 0,42 mM Na,HPO,, dalej 11,9
mM hydrogénuhli&itanu sodného, 2,9 mM chloridu draselného, 5,5 mM
glukézy, 10 mM HEPES, za hodnoty pH 7,35 a 0,35 % albuminu
z Iudského séra (nadalej HSA). Tieto premyté dostiéky boli
aktivované pridanim Iudského a-trombinu v konec¢nej koncentracii
2 jednotky/ml, &o bolo nasledované inhibitorom trombinu I-2581 za
kone&nej koncentracie 40 uM. K aktivovanym dostiékam bol pridany
paraformaldehyd v kone¢nej koncentrdacii 0,50 % s naslednym
inkubovanim 30 minit za teploty miestnosti. Pevne aktivované
do&ti&ky boli sistredené odstredenim (650 x g, 15 minit). Zhluky
dosticéiek boli premyté s&tyrikrat vysSie zmienenym Tyrodenovym
pufrom s 0,35 % albuminu z Tudského séra, a resuspendované
v rovnakom pufre v mnoZstve 2.108 buniek/ml.

Test zhlukovania dosticiek

Pevne aktivované dostiéky sa inkubuji za pouZitia zvolenej
davky zlideniny, Kktord sa testuje minitu na inhibovanie
zhlukovania dostiéiek a toto zhlukovanie sa iniciuje pridavanim
Iudského fibrinogénu do koncovej koncentricie 250 ug/ml. Na
sledovanie zhlukovania krvnych dosti¢iek sa vyuZije "Platelet
Aggregation Profiler Model PAP-4". Miera inhibovania zhlukovania
sa vyjadri ako % rychlosti agregéacie pri pozorovani bez
inhibitora. Hodnota ICgy, t.j. mnozstvo inhibitora, ktoré je
potrebné na zniZenie zhlukovania a rychlosti zhlukovania na 50
%, sa potom prepodita pre kaZdud zldceninu, pozri napr. Plow,
E. F. a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8057 - 8061 (1985).

Test vazby fibrinogénu

Dosticky sa zbavia zloZiek plazmy premytim albuminom
technikou s gradientom hustoty, pozri Walsh, P. N. a spol., J.
Haematol. 1977, 281 - 296, skér v modifikovanom chidpani, pozri
Trapari - Lombardo, V. a spol., J. Clin. Invest 76, 1950 - 1956
(1985); v kaZzdej experimentdlnej zmesi dosti¢iek v modifikovanom
Tyrodovom pufre, pozri Ruggeri, Z. M. a spol., J. Clin. Invest
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72, 1 - 12 (1983) sa dostidéky stimuluji Iudskym a-trombinom 10
mindt. pri 22 - 25 °C (3,125.1011 dosticiek na liter a trombin za
0,1 NIH jednotiek na ml). Potom sa priddva hirudin po 5 minit
v 25-nasobnom nadbytku (jednotka na jednotku) pred pridanim

fibrinogénu, 2znaceného 1257

a latka sa testuje. Po tychto
pridavkoch je koneény pocet dosticéiek v zmesi 7.1011/1iter. Po
dalSom inkubovani 30 minit pri 22 - 25 °C sa volné vazby oddelia
odstredenim 50 pl 2zmesi 4 minmity za pouzitia 300 pl 20 %-ého
roztoku sacharézy a 12.000 x g. Dosticky sa potom oddelia od
zvyS$ku zmesi na stanovenie radioaktivity, ktord je viazana na
dosticky. NesSpecifické viazanie sa zmeria v zmesiach,
obsahujicich neznac¢eny ligand. Ak sa analyzuji védzobné Krivky
Schatchardovou analyzou, odvodi sa tak nespecifické viazanie ako
zrejmy parameter z vazobnej izotermy komputerovanym programom,
pozri Munson, P. U., Methods Enzymol. 92, 542 - 576 (1983).

Na stanovenie koncentracie kazdej inhibiénej zldéeniny,
ktord je nutnd na inhibovanie z 50 % viazania fibrinogénu na
trombinom stimulované krvné dosticky (IC50), bola kazda zlucenina
testovand 2zo $iestich ¢&i viacerych koncentracii fibrinogénom,

znacenym 1257

za dodrzZania 0,176 pmél/liter (60 pg/ml). Hodnota
ICgq bola odvodena nand$anim zvysnej fibrinogénovej vazby proti

logaritmu koncentracie zldc¢enin vo vzorke.

Inhibovanie zhlukovania krvnych dosti¢iek, indukované
ADP ex-vivo

Pokusny protokol

Kontrolné vzorky Xkrvi boli =ziskané 5 - 10 mnmindt pred
podavanim testovanej latky od akychkolvek psov (miesancov
vSetkych druhov) s hmotnostou 10 aZ 20 kg. Zliceniny boli podané
priamo do 2aluidka, bud vodnym ndlevom alebo ordlne pomocou
Zelatinovej kapsule. Vzorky krvi po 5 ml boli odobrané
v intervaloch 20 minit, potom za 3, 6, 12 a 24 hodin. KaZdéa
vzorka krvi bola ziskand zo Zily na hlave vénovou punkciou priamo
do injekénej striekacky z umelej hmoty, obsahujicej 1 diel 3,8
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% roztoku trisodnej soli kyseliny citrénovej na 9 dielov vody.
Ex-vivo zhlukovanie krvnych dosticiek

Vzorky krvi sa potom odstreduji 10 minit (1 000 otaéok za
mindtu), tym sa ziska plazma obohatena dosti¢kami; po ich
odstraneni sa vzorka odstreduje dal$ich 10 minuit (2 000 otacok za
minitu) a ziska sa tym plazma chudobna na dostidky. Vypocet
dosticéiek v tejto vzorke sa vykond pouzitim "Coulter Counter,
Coulter Electronics, Hlalesh, F1l". Ak je koncentrdcia dostic¢iek
v obohatenej frakcii nad 300 000 dosticiek/ul, potom sa tato
frakcia zriedi chudobnou frakciou tak, aby pocet dostic¢iek bol
prdve 300 000/pl. Alikvétne podiely po 250 pl sa potom vnesi do
silikénovanych sklenenych skumaviek 7,25 na 55 mm (Bio/Data
Corp., Horsham, PA) a po pridani epinefrinu (kone¢nd koncentracia
1 uM) nasleduje inkubovanie mindtu pri 37 °C. Dalej sa prida
stimuldtor zhlukovania dostic¢iek, totiZ ADP v koncentracii 10 uM
a zhlukovanie dosticiek sa sleduje spektrofotometricky za
pouzitia agregometra, prepustajiceho svetlo (Light Transmission
Aggregometer, Bio/Data Platelet Aggregation Profiler, Model
PAP-4, Bio/Data Corp., Horsham, PA). Pre testovani zla¢eninu sa
miera zmeny (pokles) priepustnosti svetla a maximdlna
priepustnost svetla (maximum zhlukovania) zaznamendva dvojmo.
Udaje o zhlukovani dostiéiek su zaznamendvané ako percentualny
pokles sklonu alebo maximdlne zhlukovanie v porovnani s udajmi
z kontrolnych vzoriek plazmy bohatej na dosticky, ktoré boli
urobené z krvnych vzoriek pred poddvanim testovanej zldceniny.

Z1luceniny podla tohto vyndlezu sa vyznaé¢uji zrejmou
déinnostou pri préave uvedenych testoch a si preto pokladané za
pouzitelné a vhodné pri prevencii i lieceni trombézy v spojitosti
s niektorymi stavmi ochoreni. Antitrombotickd  wUéinnost
a zhlukovanie krvnych dostiéiek psov pri vykonani ex vivo je
predpokladom i pre takuto uéinnost u Iudi, pozri napr. Catalfamo,
J. L., Dodds, W. Jean "Isolation of Platelets from Laboratory
Animals, Methods Enzymol. 169, Part A, 27 (1989". Vysledky
testovania zliéenin podla tohto vyndlezu pouZitim vysSSie
uvedenych postupov si v nasledujicich tabulkdch. Pre porovnanie
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si tam rovnako vysledky dosiahnuté pouZitim 4-4-(piperidyl)
~butanoyl-glycylasparaginyltryptoféanu, teda 1léatky, ktora je
predmetom eurédpskej patentovej prihlasky 0479.481.
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Tabulka Inhibovanie zhlukovania krvnych dostic¢iek, indukované
ADP ex-vivo

Inhibovanie % inhibovania zhlukovania dosticéiek
Zldic¢enina zhlukovania Davka ex vivo po ordlnom podani za hodin
priklad é&. fixovanych (mg/kg)
dosticiek 1 3 6 12 24
(Icsop-M)
2 0.027 10 90 60 ped 20
3 0.064 10 40 pod 20
9 0.77
1 0.026 5 100 100 100 88 42
4 0.72 10 90 50 pod 20
6 0.130 10 80 20
5 0.082 10 100 90 35
11 0.084 5 100 100 60 37
12 0.097 5 100 100 100 98 50
7 0.110 5 30 pod 20
8 0.068 5 30 pod 20
15 0.072 5 35 18 .
14 0.019 5 100 100 100 100 95
13 5 100 100 25
17 0.096
18 0.104
19 3.41
20 1.37
21 0.055
22 0.09
23 0.078
24 0.129
25 0.046
26 0.029
27 0.119
28 0.048
29 0.032
30 0.07
31 0.053
32 0.052
33 0.047
34 0.074
Latka z eur.
pat.prihl.
0479 481 0.047 5 53 pod 20
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Informovany na tomto useku lahko vyhodnoti, Ze tento vyndlez
je dobre prispésobeny na dosiahnutie predmetu ako i vyhod, ktoré
si tu uvaddzané. Zliéeniny, pripravky a popisované spdsoby sui tu
uvddzané ako priklady vyhodnych vyhotoveni, pripadne ako
prikladové vébec a nie je tu umysel obmedzovat nimi akokolvek
rozsah tohto vyndlezu. Obmeny a dalsie pouZitie su odbornikom
jasné a si zahrnuté do rozsahu tohto vynalezu v zmysle
pripojenych patentovych narokov.



PV 0422 —7¢

_54_

PATENTOVE NAROKY

1. Antitrombotické azacykloalkylalkanoylpeptidy a -pseudo-
peptidy vSeobecného vzorca

' :c(m?),(m )_09' .( )—? NH cug z
GHHOOC”#
A
kde
A znamend vodik, skupinu amidinovi alebo substituovani

amidinovi,

B znamenda skupinu alkylovi, cykloalkylovi, cykloalkylalkylovi,
alkylcykloalkylalkylovi, arylowvii, aralkylowi, alkylarylova
alebo alkylaralkylovi

Z znamend skupinu vseobecného vzorca
Q
1
1 1 r
E F
kde
E znamena vodik alebo spolu s F tvori Stvor-, pat, Sest- alebo
sedem¢lenny azacykloalkdnovy kruh,
F znamend a-uhlikovy atém boé&ného retazca prirodnej a-amino-

kyseliny, vodik, dalej skupinu alkylovi, cykloalkylovi,
cykloalkylalkylova, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkyl-
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alkylovi, arylovy, substituovani arylovi, aralkylovuy,
substituovani aralkylovy, heterocyklylovi, substituovani
heterocyklylovi, heterocyklylalkylovi, substituovani hetero-
cyklylalkylovi alebo spolu s E tvori stvor-, pat-, Sest-
alebo sedemélenny azacykloalkénovy kruh,
G znamend skupinu alkylovi, cykloalkylovi, cykloalkylalkylovy,
alkylcykloalkylova, alkylcykloalkylalkylovi, arylovi,
substituovani arylovi, aralkylovi, substituovani aralkylovy,
heterocyklylovi, substituovani heterocyklylovi, hetero-
cyklylalkylovi, substituovani heterocyklylalkylovi, skupinu
vzorca OR! alebo NRle, kde R} a R2 znamenajd vzajomne
nezdvisle vodik, skupinu alkylovi, cykloalkylovi,
cykloalkylalkylovy, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkyl-
alkylovi, arylovi, aralkylovi, alkylarylovi alebo alkyl-
aralkylovi a
znamena vodik, skupinu alkylovi, arylovi alebo aralkylovi
znamena 1 azZ 5
znamena 0 az 6, a

v 3 H W

znamnend 1 az 4,

ako i zodpovedajice farmaceuticky vhodné soli.

2. ZlGéenina podla ndroku 1, kde F znamena vodik, skupinu
alkylovi, hydroxymetylovi, 1-hydroxyetylovi, merkaptometylovy,
2-metyltioetylovi, karboxymetylovdy, 2-karboxyetylovi, 4-amino-
butylovi, 3-guanidinopropylovy, cykloalkylovu, cykloalkyl-
alkylovdi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovi, arylovy,
substituovani arylovi, aralkylovi, substituovani aralkylovi,
heterocyklylovy, substituovani heterocyklylovi, heterocykly-
alkylovy, substituovanu heterocyklylalkylovi alebo spolu
s E tvori &tvor-, pat-, Sest- alebo sedemélenny azacykloalkanovy
kruh, za obmedzenia, Ze heterocyklylalkylovu skupina ma iny
vyznam ako indol-3-ylmetylova.

3. zld&enina podla ndroku 2, kde F znamena vodik, skupinu
alkylovi, hydroxymetylovi, 1-hydroxyetylovy, merkaptometylovi,
2-metyltioetylovii, karboxymetylovi, 2-karboxyetylovd, 4-amino-
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butylovi, 3-guanidinopropylowvii, kydnalkylovi, cykloalkylalkylowvi,
alkylcykloalkylovy, alkylcykloalkylalkylovy, arylovi,
substituovani arylovy, aralkylovﬁ,'substituovanﬁ aralkylovi alebo
spolu s E tvori sStvor-, piat-, sSest- alebo sedemé&lenny
azacykloalkanovy kruh.

4. ZlGéenina podla naroku 3, kde F znamend vodik, skupinu
alkylovi, hydroxymetylovi, 1l-hydroxymetylovi, l-hydroxyetylovi,
merkaptometylovi, 2-metyltioetylovi, karboxymetylovi, 2-karboxy-
etylovi, 4-aminobutylovi, 3-guanidinopropylovi, cykloalkylovu,
cykloalkylalkylovi, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovi
alebo spolu s E tvori stvor-, pat-, Sest- alebo sedemc¢lenny
azacykloalkanovy kruh.

5. Zluéenina podla naroku 4, kde B znamena skupinu alkylovi,
cykloalkylovy, cykloalkylalkylovy, alkylcykloalkylovi  alebo
alkylcykloalkylalkylowvu.

6. Zlucenina vzorca

0 0
r-(——-—{c*lz)—o-—u Hy C-—NH—-CH c-NH—CH-c-L
-(c }— CH,COOH 3

kde
A znamend vodik alebo skupinu amidinowvi,
B znamend skupinu alkylovi, cykloalkylovdi, alkylcykloalkylovi,

alkylcykloalkylalkylowi, arylovii, aralkylowvi, alkylarylovi
alebo alkylaralkylowvi,

J znamend vodik, skupinu alkylovi, cykloalkylovi, alkylcyklo-
alkylovi, alkylcykloalkylalkylovi, arylovi, substituovani
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arylovi, aralkylovi, substituovani aralkylovi,

znamend skupinu vzorca orl alebo NRle, kxde Rl a R2 vzajomne
nezdvisle znamenaji vodik, skupinu alkylovi, cykloalkylovi,
cykloalkylalkylovu, alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkyl-
alkylovi, arylovi, aralkylowvi, alkylarylovi alebo alkyl-
aralkylovi,

znamena 1 azZ 5

znamena 2 azZ 6

znamend 1 alebo 2

ako i zodpovedajice farmaceuticky vhodné soli.

7. 2liéenina podla naroku 6, kde

znamend vodik

znamend skupinu alkylovi, cykloalkylovd, cykloalkylalkylovi,
alkylcykloalkylovi, alkylcykloalkylalkylovu,

znamena vodik, skupinu alkylovi, cykloalkylovi, cykloalkyl-
alkylovi, alkylcykloalkylovi alebo alkylcykloalkylalkylovi,
znamend 3 a

znamena 3 alebo 4.

8. ZluGenina podla naroku 7, kde

znamena vodik,

znamenda skupinu alkylovy,

znamenad skupinu alkylovi, cykloalkylovi alebo cykloalkyl-
alkylowi,

Rl a R? znamenaji vzajomne nezdvisle vodik, skupinu alkylovy,

=]

cykloalkylovi, cykloalkylalkylovi, alkylcykloalkylovi,
alkylcykloalkylalkylovdy,

znamena 3

znamena 3 alebo 4, a

znamena L.

9. ZliGenina podla naroku 7, teda

N-{N-{N-[4-(piperidin—-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
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asparaginyl}-valin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-D-valin,

N={N=-{N-[3-(piperidin-4~yl)-propanoyl]l-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-valin,

N-{N-{N-[5-(piperidin-4-yl)-pentanoyl ]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-valin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-a-cyklohexylglycin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-cyklohexylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-norleucin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4~yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl)}-L-a-(2,2-dimetyl)-prop-3-yl}-glycin,

N-{N-~{N~-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl }-L-p-dekahydronaft-2-ylalanin,

kyselina N=-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl)}
asparaginyl}-a~aminocyklohexankarboxylova,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl)-g-cyklohexyl-D-alanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4~yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl }-p-dekahydronaft-l1-ylalanin,

N={N=-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklooktyalanin,
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N-{N-{N-[4~-(piperidin~4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-adamant-l-ylalanin, -

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl ]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-f-(4-cyklohexyl)-cyklohexylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl }-B-cykloheptylalanin,

N-{N-{N-[4~-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-a-cyklohexylpropylglycin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-g-cyklooktylmetylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklopentylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl }-L-B-dekahydronaft-1-yl-alanin, alebo

N-{N-{N-[4~-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-a~-(2-cyklohexyletyl)=-glycin,

alebo zodpovedajica farmaceuticky vhodna sol.
10. Zludéenina podla ndroku 7, totiz

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl)-fenylalanin,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-g-(1,2,3,4)~-tetrahydronaft-5~ylalanin,

N={N-{N-[4~(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl)}-~
asparaginyl}-L-f-naft-l1-ylalanin, alebo
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N-{N-{N-[{4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-B-naft-2-ylalanin,

alebo zodpovedajtica farmaceuticky vhodna sol.
11. ZlGéenina podla naroku 7, totiz

N=-{N=-{N-[4~(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-B-cyklohexylalanylamid,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]~-N-etylglycyl}
asparaginyl}-fg-cyklooktylalanylamid,

N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-f-cyklohexylmetylalanylamid, alebo

N-{N-{N-{4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl}-p-cyklohexylalanyletylamid,

alebo zodpovedajlica farmaceuticky vhodna sol.
12. Zliéenina podla naroku 6, totiz

etylester N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-L-f-cyklohexylalaninu,

etylester N-{N-{N-[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}-
asparaginyl}-p-cyklohexylmetylalaninu, alebo

kyselina 3-adamant-l-ylpropyl-N-[N-(4-piperidin-4-yl)-
butanoyl]-N-etylglycyl}-asparagova

&éi zodpovedajuca farmaceuticky vhodna sol.

13. Zluiéenina podla ndroku 1, totiZ
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2-cyklohexyl-N-{N-{N~[4-(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etyl-
glycyl)-asparaginyl}-etylamin, alebo

N-{N={N-[4~(piperidin-4-yl)-butanoyl]-N-etylglycyl}
asparaginyl }-a-cyklohexylmetyletanolamin,

alebo zodpovedajica farmaceuticky vhodna sol.

14. Farmaceuticky pripravok obsahujici antitromboticky
Géinné mnoZstvo zlGéeniny podla naroku 1 alebo jej farmaceuticky
vhodni sol ako i farmaceuticky vhodny nosic.

15. Farmaceuticky pripravok, obsahujici antitromboticky
u¢inné mnoiZstvo zliéenimy podla naroku 6 a farmaceuticky
spbsobily nosic.

16. Spdsob prevencie alebo lie¢enia trombézy u cicavcov,
ktori potrebuji takito terapiu, spoéivajici v podavani
farmaceuticky G¢inného mnoZstva zluceniny podla néroku 1.

17. Spbsob prevencie alebo liec¢enia trombézy u cicavcov,
ktori potrebuji takito terapiu, spo¢ivajicu v podavani
terapeuticky tGé¢inného mnoZstva zluceniny podla néaroku 6.

18. Spbdsob prevencie alebo lied¢enia trombézy u cicavcov,
ktori potrebuji takito terapiu, spoéivajicu v podéavani
terapeuticky ué&inného mnoZstva zluéeniny podla ndroku 13.

19. SpOsob prevencie alebo liecenia trombézy u cicavcov,
ktori potrebuji takito terapiu, spoéivajicu v podavani
terapeuticky ué¢inného mnoZstva zluceniny podla naroku 14.
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