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Karboxamidové derivéty pyrrolidinu, piperidinu a
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CZ 293912 B6

Karboxamidovy derivat pyrrolidinu, piperidinu hexahydroazepinu, jeho pouZiti a farma-
ceuticka kompozice na jeho bézi

Oblast techniky

Vynalez se tykd karboxamidovych derivati pyrrolidinu, piperidinu hexahydroazepinu, jejich
pouziti a farmaceutickych kompozic na jejich bazi. Tyto derivaty se hodi pro lé&eni trombotic-
kych poruch zprostfedkovanych desti¢kami.

Dosavadni stav techniky

Agregace destiek tvofi potate€ni hemostatickou odpovéd’ za uéelem sniZeni krvéaceni zpiiso-
beného vaskularnim poranénim. Patologické prodlouZeni tohoto normalniho hemostatického pro-
cesu viak miize vést k tvorb& trombu. Zavéreénou obvyklou drahou v agregaci desti¢ek je nava-
zani fibrinogenu k aktivovanému, odhalenému glykoproteinu IIb/Illa (GPIIb/IIla) desticek.
Prostfedky, které preruSuji navazani fibrinogenu ke GPIIb/III, tedy inhibuji agregaci destidek.
Tyto prostfedky jsou proto uZitedné pti lé&eni trombotickych poruch zprostfedkovanych desticka-
mi, jako je arteridlni a vendzni trombdza, akutni infarkt myokardu, nestabilni angina, reokluze
nasledujici trombolytickou terapii a angioplastiku, zapal a riizné vazookluzivni poruchy. Fibrino-
genovy receptor (GPIIb/IIla) je aktivovany stimuly, jako je ADP, kolagen a trombin, odhalujici-
mi vézajici se domény ke dvéma odli$nym peptidovym oblastem fibrinogenu: o—fetézci Arg—
Gly—-Asp (RGD) y-Ttetézci His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-Gln-ala—Gly—-Asp-Val
(HHLGGAKQAGDYV, y400-411). Protoze tyto peptidové fragmenty samotné zpusobovaly
inhibici fibrinogenové vazby ke GPIIb/Illa, mimetizmus téchto fragmentl by slouzil také jako
antagonista. Ve skute¢nosti se pfed timto vynalezem objevily silné antagonisty na bazi RGD,
které inhibuji jako vazbu fibrinogenu ke GPIIb/II]a, tak agregaci destitek (napiiklad Ro-438857
ma ICsy 0,094 pM proti agregaci destiek in vitro zpisobované trombinem). N&které z t&chto
prostfedklt projevily in vivo Ginnost jako antitromboticka &inidla a v n&kterych ptipadech se
pouzily ve spojeni s fibrinolytickou terapii, napfiklad t-Pa nebo streptokinaza (J. A. Zablocki,
Current Pharmaceutical Design 1995, 1, 533). Jak se demonstruje pomoci vysledkd farmako-
logickych studii popsanych dale, slou¢eniny podle pfedloZeného vynélezu projevuji schopnost
blokovat navizéni fibrinogenu k izolovanému GP IIb/Illa (0,0002 — 1,39 uM ICs), inhibovat
agregaci destiCek in vitro za pfitomnosti riznych stimuld desti¢ek (0,019 — 65,0 uM vs. trombin)
a dale jesté inhibovat ex vivo agregaci destiéek ve zvifecich modulech. Kromé toho tyto pros-
tfedky projevuji U¢innost ve zvifecich trombotickych modelech, jak prokézali jejich pivodci
(.Nipecotic Acid Derivates As Intithrombotic Compounds® — pfihlaska &. 08/213772,
registrovana 16. bfezna 1994). Sloudeniny podle pfedloZeného vyndlezu projevuji (i¢innost jako
trombotické prostiedky silou své schopnosti zabratiovat agregaci desti¢ek. Kromé& toho, protoze
slouceniny podle tohoto vynélezu inhibuji adhezi buiika-buiika nebo buiika-matrice zprostfedko-
vanou integrinem, mohou byt uzite¢né také proti zapalu, resorpci kosti, metastaze tumorovych
bungk atd. (D. Cox, Drug News&Perspectives 1995, 8, 197).
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Podstata vynilezu

PredloZeny vynalez se tyka sloucenin nasledujiciho obecného vzorce (I):
H1
|
Q N\Y /Z

y

N
I
X

\(CHZ)m—A
(1)

Jn

kde A, X,Y,Z, R, man jsou definovéany dale. Tyto inhibitory agregace desti¢ek jsou uZite¢né
v 1é¢bé trombotickych poruch zprostiedkovanych desti¢kami, jako je arteridlni a vendzni
trombéza, akutni infarkt myokardu, nestabilni angina, reokluze nasledujici trombolytickou terapii
a angioplastiku, zapal a riizné vazookluzivni poruchy. Tyto sloudeniny jsou uzitené také jako
antitromboticka ¢inidla pouzita v souvislosti s fibrinolytickou terapii (napfiklad t—Pa nebo strep-
tokinaza). Farmaceutické kompozice obsahujici takové slouceniny jsou také soucasti predloze-
ného vynalezu,

Nasleduje podrobny popis vynalezu.
Vynailez se tyké zejména sloudenin nasledujiciho vzorce (I):
}?1
Q N\y Z

kde

A je zvolen ze souboru zahrnujiciho 2—piperidyl, 3—piperidyl, 4-piperidyl, 1-piperazinyl, 2—
pyrrolidinyl, 3—pyrrolidinyl a NHR?;

R je zvolen ze souboru zahrnujiciho H, alkyl s 1 az 8 atomy uhliku a acyl se 2 aZ 6 atomy
uhliku a prednostné znamena vodik;

m je celé ¢islo 1, 2 nebo 3 a piednostné znamena 1 nebo 2;
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X je zvolen ze souboru zahrnujiciho C(O), C(0)O, C(O)NH, CH, a SOy;
n jecelé ¢islo 1, 2 nebo 3;
R' je zvolen ze souboru zahrnujiciho vodik a cykloalkyl s 5 az 8 atomy uhliku;

Y je zvolen ze souboru zahrnujiciho (CH,),, CH(R3)(CH2)q, (CHz)qCH(R3), (CH(COR4)CH2)q,
(CH,),CHOH a 3—piperidinkarboxylovou kyselinu; s vyhradou, ze kdyz Y je (CH), a p je
2, x je jiny nez C(O), nebo kdyZ X je C(O), potom bud’ R je jiny nez H, nebo R? je jiny ne
H, a s dal§i vyhradou, Ze kdy? Y je (CH(CO,R*)CH,),, X je jiny nez C(O) nebo CH,;

p je2nebo3;
q Jjel,2nebo 3 apfednostné I;

R’ je alkyls 1 az 8 atomy uhliku, alkenyl se 2 aZ 8 atomy uhliku, alkinyl se 2 a7 8 atomy uhli-
ku, fenyl, naftyl, fenylalkyl s 1 aZ 8 atomy uhliku v alkylové &asti, naftylalkyl s 1 aZ 8 atomy
uhliku v alkylové asti nebo heteroaryl, kterym miize byt pyridyl, thienyl, furyl nebo chino-
lyl;

R* je vodik nebo alkyl s 1 aZ 8 atomy uhliku nebo cykloalkyl s 5 az 8 atomy uhliku a pfed-
nostné znamena vodik;

Z  je CO,H, COsalkyl, SO;H, PO;H; nebo 5—tetrazol, pfednostné CO,H.

Pfednostng je skupina C(O)N(R')YZ navizéna ke kruhovému uhliku centralniho azacyklu
v poloze 3 nebo 4 (v poloze 4, kdyZ se jedna o vice neZ péti¢lenny kruh), a nejvyhodnéji v polo-
ze 3.

Jak se zde pouziva, pokud neni uvedeno jinak, alkyl a alkoxyskupina, pouZité samotné nebo jako
¢ast substituované skupiny, zahrnuji pfimé nebo rozvétvené fetézce s 1 aZ 8 atomy uhliku.
Alkylové zbytky naptiklad zahrnuji methyl, ethyl, propyl, izopropyl, n—butyl, izobutyl, sek.butyl,
terc.butyl, n—pentyl, 3—(2—methyl)butyl, 2—pentyl, 2-methylbutyl, neopentyl, n-hexyl, 2-hexyl
a 2-methylpentyl. Alkoxyskupiny jsou kyslikaté ethery vytvofené z dfive popsanych alkylovych
skupin s pfimym nebo rozvétvenym fetézcem. Cykloalkylové skupiny obsahuji 5 az 8 atomi
uhliku a pfednostné 6 az 7 atomi uhliku.

Slouceniny podle predloZeného vynéalezu mohou existovat také ve formé& farmaceuticky piija-
teln€ soli. Farmaceuticky pfijatelna stil ma obecné formu, ve které je dusik u 1-piperidonového
(pyrrolidinového, piperazinového) substituentu protonova anorganickou nebo organickou kyseli-
nou. Reprezentativni organické a anorganické kyseliny zahrnuji kyselinu chlorovodikovou, bro-
movodikovou, jodovodikovou, chloristou, sirovou, dusiénou, fosforeénou, octovou, propionovou,
glykolovou, mlé¢nou, jantarovou, maleinovou, fumarovou, jable&nou, vinnou, citronovou, ben-
zoovou, mandlovou, methansulfonovou, hydroxyethansulfonovou, benzensulfonovou, $tavelo-
vou, pamoovou, 2—naftalensulfonovou, p—toluensulfonovou, cyklohexansulfamovou, salicylovou,
cukrovou nebo triflouroctovou.

Obzvlast prednostn€ sloufeniny podle pfedloZeného vynalezu zahrnuji sloudeniny uvedené
v tabulce I, kde ,,Subst“ oznaduje polohu navazani skupiny C(O)N(R')YCO,H k centralnimu
azacyklu a kde pismeno ,,R* po ¢&islici ,,3“ oznacuje absolutni konfiguraci (Cahnova-Ingoldova—
Prelogova pravidla). Tyto &islice nemaji Zadnou konfiguraci, specifikovany jsou racemické
smési.
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Tabulka 1
R 1
1
O N. CO,hH
T Y
LD,
X. VAN
(CHp)y—2 ~ N-R?

# Subst m n X R' R? Y Zz

1 3 2 2 C(0) H H CH(Ph)CH, CH
2 3 1 2 NHCO H H CH,CHMe CH
3 3 1 2 OC(O) H H (R)y-CH(CO,Me)CH, CH
4 3 2 1 C(0) H H CH(4-Me-Ph)CH, CH
5 4 2 2 C(0) H H CH(Me)CH, CH
6 4 2 2 C(0) H H CH(4-CO,H-Ph)CH, CH
7 3 2 2 C(0) H Me CH,CH, CH
8 Vizvzorec

9 3 2 2 C(0) H H CH(Me;Si-ethinyl)CH, CH
10 Viz vzorec

11 3R 2 2 CcO H H CH,CH(OH) CH
12 3 2 2 SO, H H CH,CH, CH
13 Viz vzorec

14 3 2 2 Cco H Me CH(3,4-OCH,0O-Ph)CH, N
15 3 2 2 6(0) H Me CH(3—hinoly)CH, N
16 3R 2 2 CO H H S~CH(3,4-OCH,0~Ph)CH, CH
17 3 2 3 CcoO H H CH(3—chinolyl)CH, CH
18 3R 2 2 CO H H S—CH(3—chinoly!)CH, CH
19 3R 2 2 CO H H S—CH(z-butylethinyl)CH, CH
20 3 2 2 CH, H H S—CH(3,4-OCH,0-Ph)CH, CH
21 3R 2 2 CcO H h S—CH(3—pyridyl)CH, CH
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Slougeniny podle vynalezu se mohou pfipravovat podle schématu AA. V tomto schématu se
miZe allylesterem nipekotinové kyseliny (bud’ racemickd smés, nebo oddéleny enantiomer)
plsobit na 4-piperidinpropionovu kyselinu vazanou k pryskyfici za pfitomnosti DIC/HOBT
a terciarniho aminu. Allylester se potom odstrafiuje pomoci katalyzy zprostiedkované palladiem
a fetézovy kopulaéni proces pokraduje, aby se ziskal kone€ny produkt za zmydelnéni trimethyl-
silanolatem draselnym (napiiklad sloucenina 1). Analogicky se pfipravily nahrady na bazi mo&o-
viny a urethanu pro terciarni amid (slou¢eniny 2 a 3) reakci pevné ulozeného aminu (alkoholu)
s p-nitrofenylchlorformidtem a potom ethylnipekotinatem (S.M. Hutchins, Tetrahedron Lett.
1994, 35, 4055).

Trisubstituované meziprodukty esteru 3-aminopropionové kyseliny se pfipravily za pouZiti
modifikovaného Knoevenagelova postupu (schéma AG; E. Profft, J. Prakt. Chem. 1965, 30, 18)
nasledovanym Fischerovou esterifikaci produktu karboxylové kyseliny (pokud neni komeréné
dostupny). Tyto meziprodukty se pfipravily v enantiomericky obohacené formé& pomoci penici-
linamidazy §tépenim racemickych fenylacetamidi, jako je meziprodukt AG3 (V.A. Soloshonok,
Tetrahedron: Asymmetry, 1965, 6, 1601). Nezadouci R—enantiomer se hydrolyzuje pomoci ami-
dazy, zatimco Zadany S—enantiomer si udrzi fenylacetylovou skupinu. Ethyl-nipekotinét a ethyl-
izonipekotinat jsou komeréné dostupnymi meziprodukty. Ethyl-pyrrolidin—3—karboxylat se
pfipravil, jak je publikovano (J. Saunders, J. Chem. Soc. Chem. Comm. 1988, 1618); ethyl—
hexahydroazepin—-3-karboxylat se pripravit, jak je publikovano (H.Rapoport, J. Org. Chem.
1974, 39, 893).
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Piperazinové analogy se pfipravily, jak pfikladng€ uvadi schéma AB, jak je publikovéno
(S. G. Gilbreath, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 6172). Tetrazoly (13) se ptipravily z pfisluSnych
nitril za pouziti trimethylsilylazidu/dibutylstaniumoxidu, jak je publikovano (schéma AC;
S. J. Wittenberger, J. Org. Chem. 1993, 58, 4139). Nitrilovy prekurzor AC2 se pfipravil pomoci
standardni kopulace amidovou vazbou s 3—aminopropionitrilem a redukoval v kone€ném stupni
syntézy hydrogenaci za pouZiti oxidu plati¢itého (W. J. Hoekstra, J. Med. Chem. 1995, 38, 1582).

N-Methylpiperidinové analogy se mohou pfipravit technikami peptidové syntézy v pevné fazi
zaloZené na Fmoc, jak zndzoriluje schéma AD (P. Sieber, Tetrahedron Lett. 1987, 28, 6147).
Chrénici skupiny Fmoc se odstépily pomoci 20% piperidinu/DMF, kopulace se uskuteCnily za
pouziti DIC/HOBT/DMF a koneéné produkty se odstranily z pryskytice pomoci 59% TFA.

Sulfonamid 12 se pfipravil tak, jak znazoriiuje schéma AE. Meziprodukt AE1 se izoloval ve dvou
stupnich od 4—pyridinethansulfonové kyseliny pomoci hydrogenace/protekce, jak je popsano
(J. il DeGaw, J. heterocyclic Chem. 1966, 3, 90) a potom se chloroval thionylchloridem za pou-
Ziti standardnich podminek (P. J. Heasrt, Org. Syn. 1950, 30, 58) za ziskani AE2. Meziprodukt
AE2 se potom pfevedl na koneény produkt standardni syntézou v roztoku (W. J. Hoekstra,
J. Med. Chem. 199, 38, 1582).

Piperidinpropyl-nipekotinamid 20 se pfipravil tak, jak znazoriiuje schéma AF. Ster AF1 se branil
pomoci Boc za pouziti standardnich podminek Boc—ON (D. S., Tarbell, Proc. Natl. Acad. Sci.
US4 1972, 69, 730) a potom redukoval na svij prislusny primarni alkohol pomoci DIBAL/THF
(E. Winterfeldt, Synthesis 1975, 617) za ziskani meziproduktu AF2. Tato slou¢enina se pfeménila
na svij pfislusny tosylat, AF3 za poziti pTsCl (L. F. Awad, Bull, Chem. Soc. Jpn. 1986, 59,
1587). Ethyl-nipekotindt se potom alkyloval meziproduktem AF3 za poziti standardnich
podminek (benzen/zahfivani); 1. Seki, Chem. Pharm. Bull. Jpn. 1970, 18, 1104).

Enantiomericky obohaceny ethylester R—(—)-nipokotinové kyseliny se izoloval pomoci chiralni-
ho $tépeni racemické latky jako pfislusna sil D—vinné kyseliny (A. m. Akkerman, Rec. Trav.
Chim. Pays—Bas 1951, 70, 899).
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Aby se pripravily farmaceutické kompozice podle tohoto vynalezu, jedna nebo vice slouéenin
vzorce (I) podle vynalezu nebo jejich stil se jako aktivni ptisada dokonale promisi s farmaceu-
tickym nosi¢em podle konvenénich farmaceutickych technik michani, pfi€emZ nosi¢ muze mit
formu rozli¢nych typl v zavislosti od formy pfipravku Zadouciho k podavéni, napiiklad oralni
nebo parenteralni, jako napfiklad intramuskularni. Pti pfipravé kompozic v oralni davkovaci
formé se muze pouzit jakychkoliv farmaceutickych médii. Tedy vhodné nosice a pfisady pro ka-
palné oralni pfipravky, jako napfiklad pro suspenze, elixiry a roztoky, zahrnuji vodu, glykoly,
oleje, alkoholy, aromatiza¢ni prostfedky, konzervaéni prostfedky, barviva apod.; vhodné nosice
a ptisady pro pevné ordlni pfipravky, jako jsou napfiklad prasky, kapsle, pilulky, Zelatinové
kapsle a tablety, zahrnuji Skroby, cukry, fedidla, granulaéni prostfedky, lubrikanty, pojiva, dezin-
tegradni ¢inidla apod. Tablety a kapsle pfedstavuji pro snadnost jejich podavani pochopitelné
nejvyhodnéjsi oralni davkovaci jednotkou formu, ve které se pevné farmaceutické nosi¢e pouzi-
vaji. Pokud je to potfebné, tablety se mohou pomoci standardnich postupli potahnout cukrem
nebo se mohou potahnout entericky. Nosi€e pro parenteralni pfipravky budou obvykle zahrnovat
sterilni vodu, a mohou zahrnovat i jiné slozky, napiiklad pro G¢ely napomahani rozpousténi nebo
ke konzervaci. Mohou se pfipravit také injikovatelné suspenze, v kterych se mohou pouzit vhod-
né kapalné nosice, suspenzacni ¢inidla apod. Farmaceutické kompozice zde budou obsahovat na
jednotkovou davku, napfiklad tabletu, kapsli, prasek, injekci, obsah kévové 1Zi¢ky a pod., mnoz-
stvi aktivni slozky nezbytné k dodani G&inné davky, jak se popisuje déle. Farmaceutické kompo-
zice zde budou obsahovat na jednotkovou davkovaci jednotku, naptiklad tabletu, kapsli, prasek,
injekci, ¢ipek, obsah kavové [Zicky a pod., od priblizné€ 0,03 mg do 100 mg/kg (pfednostné 0,1 az
30 mg/kg) a mohou se podavat v davce od pfiblizné 0,1 do 300 mg/kg/den (pfednostné 1 az
50 mg/kg/den). Davkovani se v§ak miize ménit v zavislosti na pozadavku pacienta, zavaZnosti
stavu, ktery se ma léCit, a na pouzité slouCeniné. Miize se pouzivat aplikace denniho podavani
nebo postperiodického davkovani.
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Farmakologie

Slouteniny podle ptedloZzeného vynalezu pieruuji navazani fibrinogenu ke glykoproteinu
IIb/I1]a (GP IIb/IIla) desti¢ek, a tim inhibuji agregaci desti¢ek. Takové sloueniny jsou proto
uziteCné pii 16¢b& trombotickych poruch zprostiedkovanych destitkami, jako je arterialni
avenozni trombdza, akutni infarkt myokardu, reokluze nasledujici trombolytickou terapii
a angioplastiku a riizné vazookluzivni poruchy. ProtoZe zavére€nou obvyklou drdhou v normalni
agregaci destiCek je navazani fibrinogenu k aktivovanému, odhalenému glykoproteinu
GP IIb/IlIa, inhibice tohoto navazéni pfedstavuje pfijatelny antitromboticky pfistup. Receptor je
aktivovan stimuly, jako je ADP, kolagen a trombin, odhalujicimi vézajici se domény ke dvéma
odliSnym peptidovym oblastem fibrinogenu: a—fetézci Arg—Gly—Asp (RGD) a y-tetézci 400—
411. Jak se demonstruje pomoci vysledkt farmakologickych studii popsanych dale, slougeniny
podle piedloZeného vynélezu projevuji schopnost blokovat navézani fibrinogenu k izolovanému
GP IIb/IIa (ICsp 0,0002 — 1,39 pM), inhibovat agregaci desti¢ek in vitro za ptitomnosti riznych
stimuli desti¢ek (0,019 — 65,0 pM vs. trombin) a dale jesté inhibovat ex vivo agregaci destidek ve
zvifecich modelech.

Zkouska in vitro navazani purifikovaného glykoproteinu IIb/Illa v pevné fazi

Mikrotitrani plotna Immulon-2 o 96 jamkach (Dynatech-Immulon) se potdhne 50 pl/jamka
purifikovaného GP IIb/IIIa s afinitou k RGD (inny rozsah 0,5 aZ 10 ug/ml) v 10 mM HEPES,
150 mM NaCl, 1 mM MgCl, pii pH 7.4. Plotna se zakryje a inkubuje pies noc pfi 4 °C. Roztok
GP IIb/IIIa se odstrani a ptida se 150 pl 5% BSA a inkubuje pfi teploté mistnosti 1 az 3 hodiny.
Plotna se rozsihle promyje modifikovanym tyrodeho pufrem. P¥ida se biotinylovany fibrinogen
(25 plfjamka) s 2 x koneénou koncentraci do jamek, které obsahuji testovanou sloudeninu
(25 pl/jamka). Plotna se ptikryje a inkubuje 2 aZ 4 hodiny pfi teploté mistnosti. Dvacet minut
pfed ukonCenim inkubace se za michani pfid4 jedna kapka &inidla A (kit kienové peroxidazy,
Vecta Stain ABC, Vector Laboratories, Inc.) a jedna kapka ¢inidla B k 5 ml modifikované smési
Tyrodeho pufru a necha se stat. Roztok ligandu se odstrani a plotna se promyje modifikovanym
Tyrodeho pufrem (5 x 200 pl/jamka). Pfidd se HRP-biotin—avidinové &inidlo Vecta Stain
(50 pl/jamka, pfipraveno jak vyse) a inkubuje pfi teploté mistnosti 15 minut. Roztok Vecta Stain
se odstrani a jamky se promyji modifikovanym Tyrodeho pufrem (5 x 200 pl/jamka). Ptida se
vyvijeci pufr (10 ml 50mM citratového/fosfatového pufru @ pH 5,3, 6 mg o—fenylendiaminu,
6 ul 30% Hy0,; 50 pl/jamka) a inkubuje pfi teplot& mistnosti 3 aZ 5 minut a potom se pfid4 2N
H,S04 (50 pl/jamka). Absorbance se odeéte pii 490 nm. Vysledky jsou uvedeny v tabulce II.

Zkou3ka in vitro inhibice agregace, vyvolané trombinem, ptes gel filtrovanych destidek

Procenta agregace desti¢ek se vypoditaji jako zvySeni prichodu svétla koncentritu desti¢ek
zpracovaného sloudeninou proti koncentratu desti¢ek zpracovaného kontrolou. Lidska krev se
ziska od normaélnich darci, ktefi nepouzivaji léky, do zkumavek obsahujicich 0,13 M citratu
sodného. Plazma bohaté na desticky (PRP) se shromazdi centrifugaci &isté krve pfi 200x g
v pribéhu 10 minut pfi 25 °C. PRP (5 ml) se podrobi gelové filtraci pfes Sepharose 2B (objem
vrstvy 50 ml) a podet destidek se nastavi na 2x10’ destidek na vzorek. Do kiemikované kyvety se
pfidaji nasledujici slozky: koncentrovany filtrat desticek a Tyrodeho pufr (0,14 M NaCl,
0,0027M KCl, 0,012M NaHCOs;, 0,76 mM Na,HPO,, 0,0055 M glukézy, 2 mg/ml BSA
a 5,0 mM HEPES @ pH 7,4) v mnoZstvi rovnajicim se 350 pl, 50 pul 20 mM kalcia a 50 pl zkou-
Sené slouCeniny. Agregace se monitoruje v agregometru BIODATA 3 minuty po adici agonisty
(50 pl trombinu, 1 jednotka/ml). Vysledky jsou uvedeny v tabulce II.
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Tabulka II
Vysledky in vitro
Navazani fibrinogenu Agregace desticek*
Slouenina # % Inh. (50 pM) ICso (UM) % Inh. (50 uM) ICso (UM)
1 95,0 % 0,003 83,0% 3,6
2 93,0 % 0,027 95,7% 54,0
3 81,0 % - 26,2 % > 100
4 89,9 % 0,121 81,0% 26,0
5 89,0 % 0,012 100 % 10,0
6 90,7 0,197 71,2 % 73,0
7 100 % 0,006 75,6 % 24
8 93,0 % 0,332 94,8 % 65,0
9 99,0 % 0,002 90,9 % 0,37
10 91,3 0,019 85,0 % 1,6
11 79,6 % 0,004 99,2 % 1,55
12 97,0 % 0,025 88,0 % 15,5
13 95,0 % 1,39 67,0 % 25,5
14 99,0 % 0,004 91,0 % 0,91
15 100 % 0,0091 92,2 % 1,9
16 100 % 0,0005 94,0 % 0,028
17 96,0 % 0,005 89,6 % 0,45
18 100 % 0,0002 100 % 0,019
19 99,0 % 0,021 92,1 % 0,079
20 99,0 % 0,0007 89,7 % 37,0
21 100 % 0,0005 100 % 0,060

* Trombinem vyvolana agregace destigek filtrovanych pres gel
Ex vivo studie na psech

Dospéli psi smi3ené rasy (8 az 13 kg) se anestetizovali pentabarbitalem sodnym (35 mg/kg, i.v.)
a uméle respirovali. Arteridlni krevni tlak a srde¢ni frekvence se méfily za pouZiti Millarova
tlakového transduktoru na Spi¢ce katétru vioZeného ve femoralni arterii. Druhy Millariv trans-
duktor se krkavici umistil v levé komote (LV) za u€elem mé&Feni diastolického tlaku na konci LV
a indext kontraktility myokardu. Elektrokardiogram svodu II byl zaznamenidvim z kondetino-
vych elektrod. Katétry se umistily do femoralni arterie a vény za Géelem odebrani vzorki krve
a podani léki, a to jednotlivé. Odpovédi se kontinualng monitorovaly za pouziti systému pro sbér
dat Modular Instruments.

Vzorky arteridlni krve (5 aZ 9 ml) se odebraly do zkumavek obsahujicich 3,8% citrat sodny za
ucelem pfipravy plazmy bohaté na desti¢ky (PRP) a stanoveni ii¢inkii parametrt koagulace: doba
protrombinu (PT) a doba aktivovaného &asteéného tromboplastinu (APTT). Oddélené krevni
vzorky (1,5 ml) se zavedly do EDTA za u¢elem stanoveni hematokritu a po&tu bun&k (desticky,
RBC a bilé krvinky). Vzorové doby krvaceni se ziskaly z bukélniho povrchu za pouZiti sympla-
tového incizniho zafizeni a Whatmanova filtra¢niho papiru.

Agregace PRP se provadéla za pouziti agregometru BioData. Pfi agregaci Cisté krve se pouzival
impedalni agregometr Chronolog. PT a APTT se stanovily pomoci BioData, nebo pomoci
koagula¢niho analyzatoru ACL 3000+. Buiiky se pogitaly pomoci Sysmex K—~1000.

Slou¢eniny se rozpustily v malém objemu dimethylformamidu (DMF) a zfedily fyziologickym

roztokem na vyslednou koncentraci 10 % DFM. Slouceniny se podavaly intravendzné pomoci
infuzni pumpy Harvard. Davky se podavaly v 15-minutovém intervalu konstantni rychlosti
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0,33 ml/min. Data se ziskévala po kaZdé davce a v 30-minutovych intervalech po ukonceni podé-
ni léku. Orélni davky se podavaly jako vhodné roztoky injekéeni strikaCkou.

Slougeniny zpisobovaly vyraznou inhibici ex vivo odpovédi agregace destiek. Tedy v isté krvi
slou€eniny inhibovaly agregaci stimulovanou kolagenem (nebo ADP) v davkach 0,1 aZ 10 mg/k
s vyraznou inhibici kolagenem stimulovaného uvolnéni ATP destiC¢kami. V PRP tedy slou¢eniny
inhibovaly kolagenem stimulovanou agregaci desti¢ek s vyraznou aktivitou pfi 0,1 az 10 mg/kg.
Slougeniny nemély méfitelny hemodynamicky G8inek v davkach od 1 mg/kg i.v. Léky zptisobo-
valy zvy3eni vzorové doby krvaceni pii 0,1 aZ 1 mg/kg s rychlym vylééenim po 1é¢bé. V priibé-
hu 1é&eni se nepozorovaly 24dné (¢inky na koagulaci (PT nebo APTT) a poéty desticek, bilych
krvinek a RBC se nezménily pfi jakékoliv davce sloucenin.

Vysledky ukazuji, Ze sloudeniny jsou vieobecné u¢innymi inhibitory agregace desti¢ek ex vivo
(antagonizujici jak drahu kolagenu, tak drahu ADP) po i.v. podani davek v rozmezi od 0,1 az
1 mg/kg nebo 1 az 10 mg/kg oraln& (tabulka III). Antiagrega¢ni 0¢inky jsou doprovazeny zvy3e-
nim doby krvéceni p¥i vysokych dévkach. Zadné jiné hemodynamické nebo hematologické i¢in-
Ky se nepozorovaly.

Tabulka III

Vysledky ex vivo studie na psech

Intravendzni davkovani Oralni davkovéni
Sloucenina # Davka Trvani* Davka Trvani*
15 1 mg/kg 30 min 10 mg/kg 120 min
16 0,1 mg/kg 60 min 1 mg/kg 60 min
16 3 mg/kg > 180 min
18 0,1 mg/kg 30 min 1 mg/kg 150 min
19 1 mg/kg 30 min 10 mg/kg 90 min
21 0,3 mg/kg 150 min 1 mg/kg 180 min

* Indikuje trvani > 50% inhibice agregace destic¢ek vyvolané kolagenem nebo ADP ex vivo

Slougeniny 16 a 18 projevily Gi¢innost v spim arterioven6znim modelu trombézy s umélou cév-
kou v zpiisobu zavislém na davce (metoda v ,Nipecotic Acid Derivates As Antithrombotic Com-
pounds®, pfihlaska &. 08/213772, registrovana 16. bfezna 1994). Napfiklad sloudenina 16 inhibu-
je tvorbu trombu pfi 10, 30 a 100 pg/kg/min kumulovanych davek i.v. infuzi (75 %, 37 %, 12 %
hmotnosti trombu vs. kontrolni vehikulum). Slougenina 18 inhibuje tvorbu trombu pfi 3, 10
a 30 pug/kg/min kumulovanych davek i.v. infuzi (82 %, 41 %, 12 % hmotnosti trombu vs, kont-
rolni vehikulum).

Piiklady provedeni vynalezu

Chrané&né aminokyseliny se zakoupily od Aldrich Chemical nebo Bachem Bioscince Inc. 2-
Chlortritylova pryskyfice a Wangova pryskyfice se ziskaly od Novabiochem Corp. Enantio-
mericky obohacené ethylestery cykloalkyliden—3—karboxylovych kyselin se izolovaly pomoci
chiralniho $t&peni racemického materialu, jak se publikuje (A. M. Akkerman, Rec. Trav. Chim.
Pays—Bas 1951, 70, 899). Viechny ostatni chemikaélie se zakoupily od Aldrich Chemical Compa-
ny, Inc. Vlastni '"H NMR spektra se zaznamenavala pomoci spektrometru Bruker AC-360 pfi
360 MHz a vazebni konstanty se udavaly v Hz. Teploty tani se uréily pomoci zafizeni pro stano-
veni teploty tani Mel-Temp II a nejsou korigovany. Mikroanalyzy se provadély v Robertson
Microlit Laboratories, Inc., Madison, New Jersey. V pfikladech a v celé této pfihlasce maji
nasledujici zkratky dale uvedené vyznamy.
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Bn nebo Bzl = benzyl

Boc = terc. butoxykarbony!

BOP.CI = bis (2-oxo—3—oxazolidinyl)fosfinchlorid

SL = slouenina

DCE = ],2—dichlorethan

DCM = dichlormethan

DIC = diizopropylkarbodiimid

DIEA = diizopropylethylamin

DMF = N,N—dimethylformamid

EDC = ethyl-dimethylaminopropylkarbodiimid

EDTA = ethylendiamintetraoctova kyselina

Et,0 = diethylether

HOBT = hydroxybenzotriazol

i-Pr = izopropyl

NMM = N-methylmorfolin

Nip = nipekotinoyl (hexahydronikotinoyl), (pokud neni uvedeno jinak, racemicky
v poloze 3)

PTSA = p-toluensulfonova kyselina

TFA = trifluoroctova kyselina

Z = benzyloxykarbonyl

Allyl-3—(4-piperidin)propionat. HCI (prekurzor AA1)

Ke smési 3—(4—pyridin)akrylové kyseliny (10,0 g, 0,066 mol) a vodného roztoku HCl (2,0 N,
50 ml) pod atmosférou dusiku se pfidal oxid plati¢ity (0,54 g). Tato smé&s se hydrogenovala pfi
344,74 kPa a teploté mistnosti 21 hodin, piefiltrovala ptes celit a odpafila za Giéelem ziskani 3—
(4-piperidyl)propionatu. HCI jako bilého prasku (12,9 g, 99 %). Tento pradek se nechal reagovat
s allylalkoholem (50 ml) a zahfival pfi 50 °C 2 hodiny. Roztok se ochladil na teplotu mistnosti,
odpafil na objem pfiblizng 10 ml a zfedil diethyletherem (250 ml). Vysledna sraZenina se shro-
méZdila a promyla diethyletherem za poskytnuti bilého prasku (14,5g, 94 %):

'H NMR (DMSO—dg) & 8,7-9,1 (m, 2H), 5,9 (m, 1H), 5,25 )dd, J = 7, 15, 2 H), 4,53
(d,J=42H),321(d, J=82H),2,74 (t, J=7,2H), 2,35 (t, J=4,2 H), 1,72 (d, T =8, 2 H), 1,5
(m, 3 H), 1,3 (m, 2 H), MS m/e 198 (MH+).

Methyl—<(S)-3-amino-3—(3—pyridyl)propionat.2HCI (AGS5)

Fenylacetamidovy meziprodukt AG3 se pripravil za pouZiti standardnich zpisobi, jak se znizor-
fiuje ve schématu AG (E. Profft, J. Prakt. Chem. 1965, 30, 18). Roztok slou¢eniny AG3
(0,225 mol) ve vodé (600 ml) se pfi teploté mistnosti zastavilna pH 7,5 za pouZiti KOH (3,0 N)
a nechal reagovat s penicilinamidazou (91520 jednotek, Sigma). Tato smés se michala 47 hodin,
okyselila na pH 1 pomoci HCI (konc.) a vysledna srazenina se prefiltrovala pfes celatom FW-14.
Filtrat se extrahoval Et;0 (3 x 300 ml), zkoncentroval ve vakuu a nechal zreagovat
s MeOH/konc. NH,OH (9:1). Roztok obsahujici produkt se preéistil chromatografii na silikagelu
(eluent DCM/MeOH/NH,OH, 78:18:4) za vzniku amonné soli (S)-3—fenylacetamido—3—(3—pyri-
dyl)propoionové kyseliny (19,5 g, 58 %). Tento produkt se nechal reagovat s HCI (6,0 N,
292 ml), zahfival pfi refluxu 5hodin, ochladil na teplotu mistnosti a extrahoval Et,O
(3 x 200 ml). Vodna vrstva se upravila na pH 12, zkoncentrovala ve vakuu a vysledna pevna
latka se triturovala s MeOH (2 x 300 m!). Roztok se odpafil za vzniku asi 14 g sodné soli. Tato
litka se nechala reagovat s MeOH (500 ml), 2,2-dimethoxypropanem (44ml) a HCl
(4 N v dioxanu, 84 ml) a michala 90 hodin pfi teploté mistnosti. Smés se prefiltrovala a filtrat se
zkoncentroval ve vakuu. Vysledna Sedobila pevna latka se triturovala s Et;O (2 x 150 ml) a vysu-
Sila za vzniku slougeniny AG5 (16,7 g, 96 %, piesné) jako bilé amorfni pevné latky.
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Piiklad 1

N-3—(4-Piperidinpropionyl)nipekotinoyl-3-amino—3—fenyl)-propionova kyselina. TFA
(SL# 1)

Sintrovana sklenéna nadoba o objemu 25 ml se pod dusikem naplnila 2—chlortritylovou prysky-
fici (0,24 g, 0,36 mmoll, Novabiochem) a DMF (5 ml). Pryskyftice se tfepala s dusikem 5 minut,
aby nabobtnala a odstranil se DMF. Pryskyfice se postupné nechala zreagovat s DMF (5 ml),
DIEA (0,31 ml, 5 ekv.) a allyl-3—(4—piperidin)propionat. HCI (0,20 g, 2,4 ekv.) a 8 hodin tepala.
Vysledny tmavozeleny roztok se odstranil a pryskyfice se promyla DMF (3 x 5 ml), vodny roztok
DMF (25%, 3 x 5 ml), THF (3 x 5 ml), DCM (3 x 5 ml) a Et;O (5 ml). Pryskyfice nabobtnala
s DCE (5 ml) a nechala reagovat se smési tetrabutylamoniumfluoridhydratu (0,28 g, 3 ekv.), tri-
methylsilylazidu (0,38 ml 10 ekv.), tetrakis(trifenylfosfin)palladia (0,084 g, 0,20 mol %) a DCE
(5 ml). Pryskytice se 15 hodin tfepala a odstranil se oranzovy roztok. Pryskyfice se promyla
DCM (3 x 5 ml), DMF (3 x 5 ml), THF (3 x 5 ml) a Et,O (5 ml). Pryskyfice nabobtnala pomoci
DMF (5ml) a nechala zreagovat s DIEA (0,18 ml, 3 ekv.), allylnipekotinditem.HCI (0,17 g,
3 ekv.), DIC (0,17 ml, 3 ekv.) a HOBT (1 mg). Pryskyfice se tfepala 15 hodin a potom se odstra-
nil reakéni roztok. Pryskyfice se promyla DMF (3 x 5 ml), vodnym roztokem DMF (25%, § x
5 ml), THF (3 x 5 ml), DCM (3 x 5 ml) a Et;O (5 ml). Pryskyfice nabobtnala pomoci DCE (5 ml)
a nechala reagovat se smési tetrabutylamoniumfluoridhydratu (0,28 g, 3 ekv.), trimethylsilylazidu
(0,38 ml, 10 ekv.), tetrakis(trifenylfosfin)palladia (0,084 g, 0,20 mol %) a DCE (5 ml). Prysky-
fice se 15 hodin tifepala a odstranil se oranzovy roztok. Pryskyfice se promyla DCM (3 x 5 ml).
DMF (3 x 5ml), THF (3 x 5ml) a Et;0 (5 ml). Pryskyfice nabobtnala pomoci DMF (5 ml)
anechala zreagovat s DIEA (0,18 ml, 3 ekv.), methyl-D,L-3—amino-3—fenylpropoonat.HCI
(0,23 g, 3 ekv.), DIC (0,17 ml, 3 ekv.) a HOBT (1 mg). Pryskyfice se tfepala 17 hodin a potom se
odstranil reakéni roztok. Pryskyfice se promyla DMF (3 x 5 ml), vodnym roztokem DMF (25%,
3 x 5 ml), THF (3 x 5ml), DCM (3 x 5 ml) a Et,O (5 ml). Pryskyfice nabobtnala pomoci THF
(5 ml) a nechala zreagovat s roztokem trimethylsilanolatu draselného (0,23 g, 10 ekv.) a THF
(2 ml). Pryskyfice se tfepala 18 hodin a potom se odstranil reakéni roztok. Pryskyfice se promyla
DMF (3 x 5 ml), kyselinou octovou/THF (1:1, dvakrat), vodnym roztokem DMF (25%, 3 x § ml),
THF (3 x 5 ml), DCM (3 x 5 ml) a Et,O (5 ml). Pryskyfice se nechala reagovat s TFA/DCM (1:1,
10 ml), tfepala 15 minut a shromaZzdil se vysledny Eerveny roztok. Tento roztok se odpafil a vys-
ledny olej se trituroval s Et,0 (3 x 5 ml) a vysus$il za poskytnuti slou¢eniny 1 jako &irého skla

(0,11 g):

'H NMR (DMSO-dg) § 8,6 (m, 1H), 8,42 (d, J =7, 1 H), 8,2 (m, 1H), 7,3 (m, 3 H), 7,2 (m, 2 H),
5,18 (d, J = 6, 1 H), 4,3 (m, 1H), 3,7 (m, 1 H), 3,2 (m, 3 H), 2,8 (m, 2 H), 2,6 (m, 2 H), 2,3
(m, S H), 1,1-1,9 (m, 11 H): MS m/e 416 (MH+).

Za pouziti stejného vSeobecného postupu syntézy pevné faze jako v ptikladu 1, se pfipravily
slouceniny z piikladd 2 az 21 podle reakéniho schématu uvedeného v jednotlivych ptikladech.

Priklad 2

N-3—(4-Piperidinmethylaminokarbony!)nipekotinoyl<3—amino-2-methyl)propionova  kyseli-
na.TFA (SL # 2)

Sloudenina 2, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako ¢iré sklo:
'"H NMR (CD;0D) & 3,9 (m, 2H), 3,2 (m, 4H), 4,10 (d, J = 7, 2 H), 2,9 (m, 3H), 2,6 (m, 2 H), 2,3

(m, 1 H), 1,9 (m, 4 H), 1,7-1,9 (m, S H), 1,3-1,5 (m, S H), 1,11 (d, J = 7,3 H); MS m/e 355
(MH).
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Priklad 3

a~methylester N-3—(4-piperidinmethyloxykarbonyl)nipekotinoyl-D-asparagové kyseliny. TFA
(SL#3)

Sloudenina 3, pfipravend podle schématu AA, se izolovala jako Zluté sklo:

"H NMR (CD;0D) 6 4,8 (m, 2 H), 3,9 (m, 3 H), 3,70 (d, J = 9,4 H), 3,39 (s, 3 H), 3,3 (m, 2 H),
2,9 (m, 4 H), 2,8 (m, 2H), 1,9 (m, 4 H), 1,7 (m, 2 H), 1,4 (m, 4 H); MS m/e 400 (MH+).

P¥iklad 4

N-3—(4-Piperidinpropionyl)pyrolidin—3—karbonyl-[3—amino-3—(4-tolyl)]Jpropionovd  kyseli-
na.TFA (SL # 4)

Slouenina 4, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako ¢iré sklo:

'H NMR (CD;0OD) & 7,19 (d, ] = 5,2 H), 7,10 (d, J = 5, 2 H), 5,31 (dd, J = 3, 10; 1 H), 3,6
(m, 4 H), 3,3 (m, 2 H), 2,9 (m, 4 H), 2,7 (m, 2 H), 2,3 (m, 2 H), 2,1 (m, 3 H), 1,9 (m, 4 H), 1,6
(m, 4 H), 1,3 (m, 4 H); MS m/e 416 (MH+).

Priklad 5

N-3—(4-Piperidinpropionyl)isonipekotinoyl—(3—amino-3-methyl)propionova kyselina. TFA
(SL #5)

Sloudenina 5, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako svétlehn€dé sklo:

'H NMR (CD;OD) & 4,5 (m, 1H), 4,2 (m, 1H), 3,9 (m, 1H), 3,3 (m, 2H), 3,3 (m, 3 H), 3,1
(m, 1H), 2,9 (m, 3 H), 2,7 (m, 2H), 2,4 (m, 2H), 2,0 (m, 2 H), 1,7 (m, 2H), 1,5 (m, 6 H), 1,3
(m, 2 H), 1,15 (d, J =9, 3 H); MS m/e 354 (MH+).

Priklad 6

N-3—(4-Piperidinpropionyl)isonipekotinoyl-[3-amino—3—(4—karboxyfenyl)]propionova
kyselina. TFA (SL #6)

Slougenina 6, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako svétlehnédé sklo:

'H NMR (CD;0D) & 7,9 (m, 3H), 7,43 (d, J = 5,2 H), 5,4 (m, 1H), 4,5 (m, 1 H), 4,0 (m, 1H),
3,3 (m, 4 H), 3,1 (m, 1 H), 2,9 (m, 2 H), 2,7 (m, 2 H), 2,7 (m, 1 H), 2,5 (m, 4 H), 2,0 (m, 2 H),
1,2-1,9 (m, 10 H); MS m/e 460 (MH+).

Priklad 7

N-3—(4-N-Methyl-piperidinpropionyl)nipekotinoyl-3—aminopropionova kyselina.Li (SL #7)

Slougenina 7, pfipravena podle schématu AD, se izolovala jako bily prasek:
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tt.: 172177 °C; 'H NMR (CDCl;) 8 4,4 (m, 1H), 3,7 (m, 1H), 3,4 (m, 1 H), 3,2 (m, 1H), 3,1
(m, 1H), 2,7 (m, 2H), 2,3 (m, 6 H), 2,21 (s, 3 H), 1,9 (m, 4 H), 1,3-1,8 (m, 10 H); MS m/e 354
(MH+).

Priklad 8

N-3—(4-Piperidinpropionyl)nipekotinoyl-4—oxonipekotinova kyselina. TFA (SL #8)

Sloucenina 8, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako &iré sklo:

'H NMR (DMSO-d¢) & 8,5 (m, 1H), 8,2 (m, 1H), 6,5 (m, 1H), 4,3 (m, 1H), 3,4-3,8 (m, 4 H), 3,2
(m, 2 H), 3,0 (m, 1 H), 2,8 (m, 2 H), 2,2-2,6 (m, 6 H), 1,8 (m, 2 H), 1,1-1,7 (m, 11 H); MS m/e
394 (MH+).

Ptiklad 9

N-3—(4-Piperidinpropionyl)nipekotinoyl-[3—amino-3—(2—trimethylsilylethinyl)]propionova
kyselina.TFA (SL #9)

Sloudenina 9, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako Zluté sklo:

'H NMR (CD;OD) & 3,8 (m, 1H), 3,2-3,4 (m, 4H), 2,9 (m, 3 H), 2,7 (m, 2 H), 2,3-2,5 (m, 2 H),
1,9 (m, 4H), 1,1-1,9 (m, 13 H), 0,0 (s, 9 H); MS nv/e 436 (MH+).

Priklad 10

N-3—(6-Aminokaproyl)nipekotinoyl-3—amino—-3—(3-pyridyl)propionova kyselina.3TFA

(SL #10)

Slougenina 10, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako €iré sklo:

'H NMR (DMSO-dg) & 8,6 (m, 2 H), 8,1 (s, 1 H), 7,0-7,7 (m, 5 H), 5,15 (t, J = 3, 1 H), 4,4
(m, 1H), 4,1 (m, 1 H), 3,7 (m, 2 H), 3,1 (m, 1 H), 2,7 (m, 4 H), 2,5 (m, 1 H), 2,3 (m, 2 H), 1,2-1,9
(m, 11 H); MS m/e 391 (MH+).

Anal}"za pro C20H30N404.3TFA.2H20 (768,60)
vypocteno: C 40,63; H 4,85; N 7,2i; F 22,25;
nalezeno: C40,81; H4,70; N 6,12; F 23,83.
Priklad 11

N--3—(4-Piperidinpropionyl}-R~(—)}-nipekotinoyl-(3-amino—2-hydroxy)propionova
kyselina.TFA (SL #11)

Sloudenina 11, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako riizové sklo:
'H NMR (DMSO-dg) & 8,5 (m, 1H), 8,2 (m, 1H), 7,6 (m, 1H), 4,0-4,4 (m, 2H), 3,7 (m, 1H), 3,2

(m, 3H), 2,8 (m, 3 H), 2,6 (m, 1 H), 2,1-2,3 (m, 3H), 1,8 (m, 4 H), 1,0-1,4 (m, 10 H); MS m/e
356 (MH+).
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Piiklad 12
N-3—(4-Piperidinethansulfonyl)nipekotinoyl-3—aminopropionova kyselina. HCI (SL #12)

Slou€enina 12 se pfipravila podle schématu AE. Meziprodukt AE1 se syntetizoval nasledujicim
postupem. 2—(4—Pyridin)ethansulfonova kyselina (3,0 g, 0,016 mol) se rozpustila ve vodném
roztoku HCI (2, ON, 12 ml) a na tento roztok se plisobilo oxidem plati€itym (0,13 g) a hydro-
genoval se pii 344,74 kPa a teploté mistnosti 18 hodin. Tato smé&s se prefiltrovala pies celit
a odpatila za ziskéni 2—(4—piperidin)ethansulfonové kyseliny.HCI (3,5 g, bily prasek). Tento pra-
Sek se rozpustil ve vodném roztoku THF (1:1, 70 ml) pfi teploté mistnosti a nechal reagovat
s NMM (3,7 ml, 2,2 ekv.) a benzylchlorformidtem (2,2 ml, 1 ekv.). Smés se michala 15 hodin,
okyselila vodnym roztokem kyseliny citronové a extrahovala CHCl; (2 x 100 ml). Organicka
vrstva se vysusila siranem sodnym a odpafila za ziskani 2—(4-N-benzyloxykarbonylpiperidin)-
ethansulfonové kyseliny (2,75 g, zlatovy olej). Tento olej se pfeménil na koneény produkt 12
v péti stupnich syntézy (schéma AE, W.J. Hoekstra, J. Med. Chem. 1995, 38, 1582) a izoloval
jako ¢&iré sklo:

'H NMR (DMSO-d¢) & 8,9 (m, 1 H), 8,6 (m, 1 H), 3,5 (m, 2 H), 3,1-3,3 (m, 4 H), 3,0 (m, 2 H),
2,6-2,8 (m, 4 H), 2,3 (m, 3 H), 1,65-1,9 (m, 5 H), 1,6 (m, 3 H), 1,2-1,4 (m, 5 H); MS m/e 376
(MH+).

Ptiklad 13

N-3—(4-Piperidinpropionyl)nipekotinoyl-5H~(2H-aminoethyl)tetrazol HCI (SL #13);
Sloudenina 13, pfipravena podle schématu AC, se izolovala jako Zluta p&na:

'H NMR (DMSO—d¢) § 8,9 (m, 1H), 8,6 (m, 1 H), 8,13 (d, J = 28, 1 H), 4,2 (m, 2 H), 3,2
(m, 3 H), 3,0 (m, 4 H), 2,7 (m, 4 H), 2,31 (q, J = 8, 2 H), 1,7-1,9 (m, 3 H), 1,4-1,6 (m, 5 H),
1,1-1,3 (m 4 H); MS m/e 364 (MH+).

Ptiklad 14

N-3—-(4-N-Methyl-piperazinpropionyl)nipekotinoyl-[3—amino—(3,4-methylendioxyfenyl)]-
propionova kyselina.Na (SL # 14);

Sloudenina 14, pfipravena podle schématu AB, se izolovala jako bila amorfni pevna latka:

'H NMR (D,0) & 6,8 (m, 3H), 591 (s, 2H), 5,0 (m, 1H), 4,0 (m, 1H), 3,7 (m, 1H), 2,8-3,4
(m, 11 H), 2,69 (s, 3H), 2,4-2,6 (m, 7 H), 1,9 (m, 1 H), 1,7 (m, 2 H), 1,5 (m, 1 H); MS m/e 475
(MH+). Anal. vypog. pro C,4H;3N,06. Na . HyO (514,56): C, 56,02; H, 6,86; N, 10,89. Nalez.: C,
55,72; H, 6,78; N, 10,52.

Priklad 15

N-3—(4-N-Methyl-piperazinpropionyl)nipekotinoyl-[3—amino—3—(3—chinolyl)]propionova
kyselina.3TFA (SL #15);

Slougenina 15, pfipravena podle schématu AB, se izolovala jako Zluty prasek:

-20-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 293912 B6

"H NMR (DMSO—ds) 5 8,94 (s, 1H), 8,12 (s, 1 H), 7,9 (m, 2 H), 7,6 (m, 2 H), 7,07 (d, J = 4, 1 H),
52 (m, 1 H), 4,1 (m, 1 H), 3,7 (m, 1 H), 3,1-3,3 (m, 2 H), 2,9 (m, 2 H), 2,6 (m, 2 H), 2,43
(s,3 H), 1,9-2,4 (m, 12 H), 1,2-1,5 (m, 4 H); MS m/e 482 (MH+).

Ptiklad 16

N—3—(4—P1per1dmproplonyl)—R—( )—mpekotmoyl—[(S)—3-ammo—3-—(3 4—methylend10xyfenyl)]
propionova kyselina. HCI (SL #16)

Sloucenina 16, pfipravena podle schématu AA a AC, se izolovala jako bily prasek: t.t. 190 az
200 °C;

'H NMR (DMSO—dq) & 8,9 (m, 1H), 8,6 (m, 1H), 8,4 (m, 1H), 6,83 (d, J=5, 1 H), 6,79
(d,J=5,1H), 6,7 (m, 1 H), 5,95 (s, 2 H), 5,08 (dd, J = 5, 11, 1 H), 4,14,3 (n, 1 H), 3,7
(m, 1 H), 3,15 (d, J = 10, 2 H), 3,0 (m, 1 H), 2,7 (m, 2 H), 2,6 (m, 3 H), 2,31 (d, J =7, 2 H), 1,81
(d, J=10,2 H), 1,2-1,7 (m, 11 H); MS m/e 460 (MH+); [a]**p —0,478° (c 1,00, MeOH).

Priklad 17

N-3—4-Piperidinpropionyl)hexahydroazepin—3—karbonyl-{3—amino—-3—(3—chinolyl)]propionova
kyselina.2TFA (SL #17)

Sloudenina 17, pfipravena podle schématu AA, se izolovala jako sklo:

'H NMR (D,0) 5 9,06 (s, 1 H), 8,9 (m, 1 H), 8,2 (m, 1 H), 8,04 (s, 1 H), 8,0 (t, J=4, 2 H), 7,8
(t, J=4,2H), 55 (m, 1 H), 3,8 (m, 1 H), 3,3 (m, 4 H), 3,0 (m, 2 H), 2,7 (m, 4 H), 2,0-2,4
(m, 6 H), 1,7-1,9 (m, 4 H), 1,1-1,6 (m, 8 H); MS m/e 481 (MH+).

Priklad 18

N-3—(4-Piperidinpropionyl}-R—(—)-nipekotinoyl-{(S)-3—(3-amino—(3—chinolyl)]propionova
kyselina.2HCI (SL #18)

Sloucenina 18, pfipravena podle schématu AA a AG, se izolovala jako bilé vlotky: t.t. 142 az
144 °C¢;

MS m/e 467 (MH+); [o]**p —173° (c 0,1, MeOH).
Analyza pro CysH34N;04.2,25 HCLH,0 (566,64):
vypoéteno: C55,11; H6,80; N 9,89; Cl 14,08;
nalezeno: C 54,85; H 6,62; N 10,04; Cl1 13,68.
Priklad 19

N-3—(4-Piperidinpropionyl}-R—(—)-nipekotinoyl-[(S)}-3—-amino-3—(2-terc.butylethinyl)]-
propionova kyselina.HCI (SL # 19)

Sloudenina 19, ptipravena podle schématu AA, se izolovala jako bily prasek: MS m/e 420 (MH").
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Anal)'lza pro C23H37N304.1,07 HC10,43 Hzo (468,97)
vypocteno: C 59,21; H 8,42; N 8,96; CI 8,09,
nalezeno: C 58,92; H8,58; N 8,76; Cl 7,82.
Piiklad 20

N-3—(4-Piperidinpropionyl)nipekotinoyl-{(S)-3—amino—3—[3,4—methylendioxyfenyl)]-
propionova kyselina.2TFA (SL # 20)

Sloudenina 20, pfipravena podie schématu AF a AG, se izolovala jako bily prasek:

'H NMR (CDsOD) & 8,6-8,8 (m, 3 H), 6,7-6,9 (m, 3 H), 5,91 (s, 2 H), 5,1-5,2 (m, 1 H), 3,3-3,5
(m, 4 H), 2,8-3,1 (m, 6 H), 2,6-2,7 (m, 3 H), 1,5-2,0 (m, 11 H), 1,2-1,4 (m, 4 H); MS m/e 446
(MH+).

Piiklad 21

N-3—(4-Piperidinpropiony!}-R—(-)-nipekotinoyl-[(S)-3-amino—-3—(3—pyridyl)]propionova
kyselina.2TFA (SL # 21)

Sloudenina 21, pfipravena podle schématu AA a AG, se izolovala jako bild amorfni tuha latka:
t.t. 74 az 81 °C; MS m/e 417 (MH').

Analyza pro C22H32N404.2,1 CzHF302.0,7 Hzo (668,58)
vypocteno: C 47,07, H5,35; N 8,38; F 17,90; KF 1,89;
nalezeno: C47,08; H5,31; N 8,41; F 17,68; KF 2,00.

PATENTOVE NAROKY

1. Karboxamidovy derivét pyrrolidinu, piperidinu a hexahydroazepinu obecného vzorce I:
R1
|
O N_ /Z
Y

kde
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je zvolen ze souboru zahrnujiciho 2~piperidyl, 3—piperidyl, 4-piperidyl, 1-piperazinyl, 2—
pyrrolidinyl, 3—pyrrolidinyl a NHR?;

je zvolen ze souboru zahrnujiciho H, alkyl s 1 az 8 atomy uhliku a acyl se 2 az 6 atomy
uhliku a pfednostné znamena vodik;

je celé &islo 1, 2 nebo 3 a pfednostné znamena 1 nebo 2;

je zvolen ze souboru zahrnujiciho C(0), C(0)O, C(O)NH, CH, a SO,;

je celé &islo 1, 2 nebo 3;

je zvolen ze souboru zahrnujiciho vodik a cykloalkyl s 5 az 8 atomy uhliku;,

je zvolen ze souboru zahmujictho (CH,),, CH(R*)(CHy),, (CHz)qCH(R3), (CH(COR‘)CHa)q,
(CH;),,CHOH a 3—piperidinkarboxylovou kyselinu; s vyhradou ZekdyzY je (CHz)P apje
2, x je jiny nez C(O), nebo kdyz X je C(O), potom bud’' R’ Je jiny nez H, nebo R? je jiny nez
H, a s dalsi vyhradou, Ze kdy? Y je (CH(CO,R*)CH,),, X je jiny nez C(O) nebo CH;

je 2 nebo 3;

je 1, 2 nebo 3 a prednostné 1;

je alkyl s 1 az 8 atomy uhliku, alkenyl se 2 az 8 atomy uhliku, alkinyl se 2 az 8 atomy uhli-
ku, fenyl, naftyl, fenylalkyl s 1 az 8 atomy uhliku v alkylové ¢asti, naftylalkyls 1 az 8 ato-
my uhliku v alkylové &asti nebo heteroaryl, kterym je pyridyl, thienyl, fury!l nebo chinolyl;

je vodik nebo alkyl s 1 az 8 atomy uhliku nebo cykloalkyl s 5 az 8 atomy uhliku a pfednost-
né znamena vodik;

je CO,H, COsalkyl, SOsH, PO;H; nebo S5-tetrazol;

nebo jeho enantiomer nebo farmaceuticky pfijatelna siil n€které z téchto sloucenin.

2. Karboxamidovy derivét podle naroku 1, obecného vzorce I, kde A je 4—piperidyl.
3. Karboxamidovy derivat podle néroku 1, obecného vzorce I, kde R” je vodik.

4. Karboxamidovy derivét podle naroku 1, obecného vzorce 1, kde m je 1 nebo 2.

5. Karboxamidovy derivat podle naroku 1, obecného vzorce I, kde X je C(O).

6. Karboxamidovy derivat podle naroku 1, obecného vzorce I, kde R' je vodik.

7. Karboxamidovy derivat podle naroku 1, obecného vzorce I, kde Y je 4-oxonipekotinova
kyselina.

8. Karboxamidovy derivat podle naroku 1, obecného vzorce I, kde q je 1.

9. Karboxamidovy derivét podle naroku 1, obecného vzorce I, kde R? je aryl.

10. Karboxamidovy derivat podle naroku 1, obecného vzorce I, kde R* je vodik.

11. Karboxamidovy derivat podle naroku 1, obecného vzorce I, kde Z je CO,H.
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12. Karboxamidovy derivat podle naroku 1, zvoleny ze souboru, ktery tvofi:

trifluoracetatova siil N-3—(4-piperidinpropionyl)nipekotinoyl-(3~amino-3-fenyl)propionové ky-
seliny (SLOUCENINA CISLO 1);

trifluoracetitova sil N—(4—piperidinmethylaminokarbonyl)nipekotinoyl-(3—amino—2-methyl)-
propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 2);

trifluoracetitova sil o—methylesteru N—(4-piperidinmethyloxykarbonyl)nipekotinoyl-D-aspara-
gové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 3);

trifluoracetatova sl N-3—(4-piperidinpropionyl)pyrrolidin-3-karboxy—{3—-amino-3—(4-tolyl)]-
propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 4);

trifluoracetatova sil N—3—(4—P§peridinpropionyl)izonipekotinoyl—(B—amino—S—methyl)propiono—
vé kyseliny (SLOUCENINA CISLO 5);

trifluoracetitova sl N—3—(4—piperidinprogionyl)—izonipekotinoyl—[3—amino—3—(4—karboxy—
fenyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CiSLO 6);

lithnd siil N—3—-v(1’1—(N—methyl—piperidinpropionyl)nipekotinoyl—3—aminopropionové kyseliny
(SLOUCENINA CISLO 7);

trifluoracetatovd sil N-3—(4-piperidinpropionyl)nipekotinoyl-4—oxonipekotinové kyseliny
(SLOUCENINA CiSLO 8);

trifluoracetiatova sl N—3—(4—piperidinpropignyl)nipekotinoyl[3—amin’o—3—(2—trimethylsilyl-
ethinyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 9);

tris(trifluoracettovd sil N—(6-aminokaproyl)nipekotinoyl-3—amino-3—(3—pyridyl)propionové
kyseliny (SLOUCENINA CISLO 10);

trifluoracetatova sil N-3—(4-piperidinpropionyl}-R~(~)-nipekotinoyl—(3—-amino-2-hydroxy)-
propionové kyseliny (SLOUCENINA CiSLO 11);

hydrochloridové siil N-3—(4-piperidinethansulfonyl)nipekotinoyl-3-aminopropionové kyselin
(SLOUCENINA CiSLO 12);

hydrochloridovd  sil ~ N-3—(4-piperidinpropionyl)nipekotinoyl-5SH—-(2-aminoethyl)tetrazolu
(SLOUC‘ENINA CISLO 13);

sodnda sl N-3—(4-N-methyl-piperazinpropionyl)nipekotinoyl-{3—amino—3—(3,4-methylen-
dioxyfenyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 14),

tris(trifluoracetatova) siil N-3—(4-N-methyl-piperazinpropionyl)nipekotinoyl-{3—amino-3—(3—
chinolyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 15);

hydrochloridova sl N—3—(4—piperidinpropionyl)—R—(—)—n}pekotinoyl—[(S)—3—amino——3—-(3,4~
methylendioxyfenyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 16);

bis(trifluoracetatovd) siil N-3—(4-piperidinpropionyl)hexahydroazepin-3—karboxy-[3—-amino-3-
(3—chinolyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 17);
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bis(hydrochlridovd) sil N-3—(4-piperidinpropionyl}-R—(—)nipekotinoyl-[(S)-3—amino—-3—(3—
chinolyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 18);

hydrochloridovd sil N-3—(4-piperidinpropionyl)}-R—(~)-nipekotinoyl-[(S)-3—amin—-3—(2-terc.-
butylethinyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 19);

bis(trifluoracetitova)  sil ~ N-3—(4—piperidinpropionyl)nipekotinoyl-[(S)-3-amino-3—(3,4-
methylendioxyfenyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CiISLO 20);

bis(trifluoracetatova) siil N-3—(4—piperidinpropionyl}-R—(—)-nipekotinoyl-[(S}-3-amino-3—(3-
pyridyl)]propionové kyseliny (SLOUCENINA CISLO 21).

13. Karboxamidovy derivat podle naroku 12, zvoleny ze souboru prednostnich sloucenin &islo
15, 16, 18,19 a 21.

14. Farmaceutickd kompozice pro lé¢eni trombotickych poruch zprostfedkovanych desti¢kami,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje karboxamidovy derivat podle naroku 1 v G¢inném
mnoZstvi pro lé¢eni takovych poruch v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em.

15. Karboxamidovy derivat podle naroku 1 pro pouziti jako lé€ivo.

16. Karboxamidovy derivat definovany v naroku 1 pro pouziti v G¢inném mnoZstvi pro lé&eni
trombotickych poruch zprostfedkovanych destiCkami, jako je arteridlni a vendzni tromboéza,
akutni infarkt myokardu, nestabilni angina, reokluze nasledujici trombolytickou terapii a angio-
plastiku, zapal a rdzné vazookluzivni poruchy.

17. Karboxamidovy derivat definovany v naroku 1 pro pouziti podle niroku 16, kde udinné
mnozstvi je 0,1 az 300 mg/kg/den. '

Konec dokumentu
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