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(57) Abstract: The invention relates to novel, covalent oligo and polyalkylene glycol conjugates containing synthetic inhibitors
of trypsin-type serine protease, in particular inhibitors of the haemocoagulation protease thrombin. The invention also relates to
synthetic intermediate stages required in the production of said conjugates and to the use of the latter for producing active agents for

the treatment or prophylaxis of thrombotic complications.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft neuartige, kovalente Oligo- und Polyalkylenglykolkonjugate mit synthetischen Inhi-
bitoren trypsinartiger Serinproteasen, insbesondere Inhibitoren der Blutgerinnungsprotease Thrombin, synthetische Zwischenstufen
zu deren Herstellung und ihre Verwendung zur Herstellung von Wirkstoffen fiir die Therapie oder Prophylaxe thrombotischer Kom-

plikationen.
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Oligo- oder Polyalkylenglycolgekoppelte Thrombininhibitoren

Die Erfindung betrifft neuartige, kovalente Oligo- und Polyalkylenglykolkonjugate mit
synthetischen Inhibitoren trypsinartiger Serinprotgasen, insbesondere Inhibitoren der
Blutgerinnungsprotease Thrombin, synthetische Zwischenstufen zu deren Herstellung und
.ihre Verwendung zur Herstellung von Wirkstoffen fir die Therapie oder Prophylaxe

thrombotischer Komplikationen.

Die  trypsinartige  Serinprotease ' Thrombin ist das =zentrale - Enzym  der
Blutgerinnungskaskade. Unter anderem spaltet es Fibrinogen, wodurch ein Fibringerinnsel
entsteht, dass duréh folgende Quervernetzung, katalysiert durch Faktor XIIla, stabilisiert
wird (Davie et al., 1991 Biochemistry 30, 10363-10370). Auch der Faktor XIIIa selbsf wird
durch die katalytische Wirkung des Thrombins aus seiner Zymogenform aktiviert.
Thrombin kann die Blutgerinnungskaskade zusétzlich durch die Aktivierung der Faktoren V
und VII beschleunigen. Weiterhin ist Thrombin in der Lage, den auf der
Thrombocytenoberflache befindlichen Thrombinrezeptor spezifisch zu stimulieren, was zu
einer Platichenaktivierung fiihrt. Zu hohe Thrombinaktivititen kénnen zu- verschiedenen
thrombotischen Komplikationen fithren, wie z.B. Mydcardinfarkt, tiefer Venenthrombose,
peripheren arteriellen Verschlusskrankheiten oder Lungenembolie. Thrombotische
Komplikationen konnen auch bei Therapien auftreten, bei denen Blut in Kontakt mit
nichtphysiologischen Oberflichen kommt, wie zB. bei operativen Eingriffen, bei der
Hamodialyse oder in Herz-Lungenmaschinen. '

Durch die Verwendung des Thrombininhibitors Hirudin konnte nachgewiesen werden, daf
spezifische Throm‘binhemmer blutgerinnungshemmende Eigenschaften besitzen und fiir die
Vermeidung thrombotischer Komplikationen geeignet sind (Markwardt, 1970 Methods in
Enzymol. 19, 924-932). Hirudin ist ein natiirlich vorkommendes Protein, das aus dem
medizinischen Blutegel isoliert wurde und seit .einigen Jahren in rekombinanter Form
vorliegt. Inzwischen wurde rekombinant hergestelltes Hirudin fiir einige Indikationen, wie
z.B. zur Vermeidung von Thrombosen nach Hiiftgelenksoperationen oder bei Hepaﬁn—

induiierter Thrdmbobytopenia, zugelassen (Menear, 1999 Expert Opinion on

Investigational Drugs 8, 1373-1384).

Da rekombinante Proteine kostenintensiv hergestellt werden miissen, nur parenteral

appliziert werden konnen und korperfremde Proteine einé antigene Wirkung besitzen, wird
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intensiv an der Entwicklung niedermolekularer, synthetischer Thrombinhentsidre raus
Verwendung als oral wirksame Antikoagulantien geforscht. Trotz intensiver Bemithungen
sind bisher nur zwei niedermolekulare Thrombininhibitoren, Argatroban und Gabexate
Mesilate, in Japan zugelassen, jedoch sind auch diese Verbindungen nur parenteral wirksam
und besitzen eine sehr kurze Verweildauer im Blut. Argatroban erhielt im Jahr 2000 auch

die Zulassung in den USA.

Aus der Literatur ist bekannt, dass man durch kovalente Konjugation mit Makromolekiilen,
wie zB. Polysacchariden oder Polyethylenglykolen (PEG), die Verweildauer von Proteinen,
Inhibitoren und anderen Wirkstoffen im Blut verlangern kann. Dies gilt z.B. auch fur ein
PEG-gekoppeltes Hirudin (Kurfiirst et al., WO 91/08229) oder einen PEG-gekoppelten,
niedermolekularen Thrombinhemmstoff basierend auf der CRC-220 (Stiiber et al. Peptide
Research 8, 78-85, (1995); Stiber und Koschinsky EP 0658 585 A2). Beide PEG-
Inhibitoren besitzen eine langere Halbwertszeit im Blut von Versuchstieren im Vergleich zu

den freien, unmodifizierten Verbindungen.

Aus der Entwicklung niedermolekularer Thrombinhemstoffe ist bekannt, dass man die fiir
die Bindung notwendigen basischen Aminosiuren Arginin und Lysin, als auch deren
Mimetika 4-Amidinophenylglycin oder 3- und 4-Amidinophenylalanin durch geeignete
decarboxylierte Analoga ersetzen kann, ohne dass ein Verlﬁst an Thrombinaffinitit aufiritt.
Beispiele dafiir sind Verbindungen mit C-terminalem Agmatin (D-Phe-Pro-Agmatin; Bajusz
et al., 1982 Folia Haematol,, Leipzig 109, 16-21), Noragmatin (Inogatran; Teger-Nilsson,
WO 93/11152), 4-Amidinobenzylamin (Melagatran, Antonsson et al., WO 94/29336 oder
Bohm et al., US 5,852,051) oder 4-Aminomethyl-N(Amidino)Piperidin Sanderson et al.,
1997 Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 7, 1497-1500).

Ein Problem bei der Anwendung von Thrombininhibitoren ist oftmals, dass die Leber diese
Stoffe rasch auﬁiimmt,Ametabolisiert und sezerniert. Dabei konnen neﬁe Metabolite mit
unerwiinschten Nebenwirkungen entstehen, die teilweise wieder in den Blutkreislauf abge-
geben werden und so z.B. fiir eine Medikamentenentwicklung nur bedingt geeignet sind.
Eine Aufhahme in die ch@r wurde z. B. fiir Thrombininhibitoren aus vollig verschiedenen

Substanzklassen gezeigt, wie z.B. fir CRC220, TAPAP, NAPAP, Argafroban oder
Efegatran. ' B :
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Uberraschenderweise konnten wir feststellen, dass die hier beschriebenen Oligo- oder
Polyalkylenglykol-gebundenen Inhibitoren (Inhibitor—Konjugaté) in verstirktem MaB bzw.
nahezu vollstandig iiber die Niere eliminiert werden. Das heiBt, dass die kovalente
Kopplung eines Oligo- oder Polyalkylenglykolanteils an die von uns verwendeten
niedérmolekularen, synthetischen Thrombininhibitoren deren Ausscheidungsweg verandert.
Gleichzeitig erhoht sich die Verweildauer der Inhibitor-Konjugate im Blut im Vergleich zu
den freien Inhibitoren und damit auch ihre gerinnungshemmende Wirkung, die strikt von
der Konzentration im Blut abhéngig ist (Hauptmann und Stiirzebecher, 1999 Thrombosis
.Research 93, 203-241).

Unter der Bezeichnung Inhibitor werden im Rahmen der vorliegenden Anmeldung
Molekule verstanden die spezifisch an das aktive Zentrum des Zielenzyms binden und so zu
dessen Hemmung fithren. Werden solche Molekiile ~zusammen mit Oligo- oder
Polyalkylenglykolen in die erfindungsgemaBen Inhibitorkonjugate integriert, so bilden sie
die Inhibitorstruktur, d.h. den Teil der erfindungsgemiBen Konjugate, dessen Struktur eine
spezifische Wechselwirkung mit dem Zielenzym erlaubt. Als bivalente Inhibitorkonjugate
werden solche bezeichnet, deren Oligo- oder Polyalkylenanteil mit zwei Inhibitorstrukturen
verkntipft ist. ‘

Wir habén gefunden, dass man durch Einbau von decarboxylierten, basischen P1-Resten in
Oligo- und Polyalkylenglykol-gekoppelte Verbindungen hochpotente Thrombininhibitor-
Konjugate erhalten kann. Zusétzlich haben wir gefunden, dass man auch
Thrombininhibitoren mit Oligo- und Polyalkylenglykolen modifizieren kann, die als Pl-
Rest substituierte Arginylketonderivate besitzen. Bei Einsatz solcher Verbindungen ist man
weder auf das im aus dem Stand der Technik bekannten PEG-gekoppelten CRC-220
verwendete, kostenintensive D-4-Amidinophenylalanin noch auf nur unter grofem Aufwand

herzustellendes rekombinantes Hirudin angewiesen.

Diese Oligo- undrPolyalkylenglykol-gekoppelten Inhibitoren werden im Gegensatz zu den
freien Inhibitoren nicht bzw. nur in geringem Umfang in die Leberzellen aufgenommeﬁ und
dort verstoffwechselt oder in die Galle uiberfiihrt, sondern fast ausschlieBlich tiber die Niere
eliminiert. Nach subkutaner Applikation der Olig‘of und Polyalkylenglykol-gekoppelten
Inhibitoren wurden lang anhaltende und fir eine Gerinnungshemmung notwendige Blut-
spiegel der Inhibitoren bestimmt und es wurde festgestellt, das hierfiir die stark verzigerte

Transferrate der Substanzen zwischen Extravasalraum und Initravasalraum verantwortlich
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ist. Die gleichmaBige Verteilung nach Resorption aus einem subkutanen Injektionsdepot
fihrt zu einem ausschlieBlichen Ausfilllen des extrazelluliren Wasserraumes, da die
Kopplung der Inhibitoren mit Oligo- oder Polyalkylenglykolen zu Substanzen mit
vergroBerten Hydrathiillen fithrt.

Die von uns entwickelten Verbindungen besitzen die allgemeine Struktur (I)

—B—(C —
Q N-~_ __N—B—(CH D
JY 2n
N—-CH @]

Ra (CHR)n
Rs

wobei

A entweder eine Mefhylen—, Ethylen oder Propylengruppe ist und der damit gebildete Ring
entweder unsubstituiert oder r'nitA einer Hydroxylgruppe substituiert sein kann, die
gegebenentfalls mit einem Alkyl- oder Aralkylrest verethert ist,

oder eine der Gruppen -CH;-O-, -CHy-S-, -CH,-SO-, ~CH,-O-CH,-,

-CH,-S-CH;-, -CH»-SO-CH;- ist;

B ¢éine Bindung oder
0O

\ClH’U\Rs

ist, wobei Rs ein Alkylrest ist der 1 bis 4, bevorzugt 1 oder 2 und besonders bevorzugt ein

C-Atom umfasst und mit einem oder mehreren gleichen oder unterschiedlichen
_+N</ \>
Halogenatomen, bevorzugt CI oder F, oder mit einem Rest ==/ substitniert sein kann;

n0,1,2,3,4 oder 5 ist,
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S
D einen Rest
NH,
0 0 Cl
NH
—Rg—(NH); ~CNH
NHR; Cl | —Rg—(CHa)s—NHz oder Cl

darstellt, wobei R¢ und Ry unabhingig voneinander bivalente Reste sind, ausgewahlt aus
arorﬁatischén oder gesittigten 6-Ringen, die neben Kohlenstoff noch ein Heteroatom,
bevorzugt ein Stickstoffatom, enthalten konnen und einen oder mehrere gleiche oder unter-
schiedliche Alkylsubstituenten tragen konnen, und Ry dariiberhinaus —NH- sein kann falls a
0 ist, R7 ein Wasserstoffatom oder -NH, ist und a 0 oder 1 und b 0, 1 oder 2 ist;

Ry ein . Wasserstoffatom oder ein Arylsulfonyl-, Aralkylsulfonyl-,
Cycloalkylmethylsulfonyl-, Cycloalkylethylsulfonyl- oder ein Alkylsulfonylrest ist, deren
Arylteil gegebenenfalls einen, zwei, drei, vier oder funf .Substituenten, die unabhingig
voneinander ausgewdhlt sind aus Halogenatomen, Alkyl- oder Alkoxyresten, tragen kann,

oder mit einem weiteren Arylrest verkntipft ist;

und entweder
Ry ~(CHy)p-CO-NH~(CHz)q=X, ~(CH,),-NH-CO-(CH,),-V-X oder
-(CHy)~-NH-CO-0-(CH,):-V-X ist
wobei
p eine ganze Zahl von 1 bis 5 und q eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist,
r eine ganze Zahl von 2 bis 5 und s ist eine ganze Zahl von 1-5 ist,
-V eine Bindung oder -CO-NH-(CHy).- und ¢ eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, und
X einen Oligo- oder Polyalkylenglykol der Struktur ~-[O-(CHy)g]e-OZ oder -[O-CH(CHj3)-
CH3]e-OZ oder einen Cyclus der Struktur - ICH-( CHy)e1 -[O-(CHy)e] g-IO darstellt und d

eine ganze Zahl von 2 bis 6, e eine ganze Zahl von 3 bis 1000, Z éin Wasserstoffatom oder
ein Alkylrest ist oder die gesamte Inhibitorstrultur repliziert, die an die freie Valenz des
Restes X gebunden ist, f eine ganze Zahl von 2 bis 6 ist und g eine ganze Zahl von 3 bis 10,

bevofzugt 3-7 ist; und
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Rs ein Phenyl- oder Cyclohexylrest ist, der mit 1 bis 5 gleichen oder unterschiedlichen
Substituenten, unabhangig voneinander ausgewshlt aus Halogenatomen, Alkyl- oder
Alkoxyresten oder Hydroxylgruppen substituiert sein kann und

R4 ein Wasserstoffatom, Phenyl- oder Cyclohexylrest ist, der mit 1 bis 5 gleichen oder
unterschiedlichen Substituehten, unabhéingig voneinander ausgew#hlt aus Halogenatomen,
Alkyl- oder Alkoxyresten oder Hydroxylgruppen substituiert sein kann, wobei das
Wasserstoffatom bevorzugt wird wenn m groBer als 1 ist,

mO0, 1, 2,3 oder4 ist und

am mit * gekennzeichneten Kohlenstoffatom eine D-Konfiguration vorliegt;
oder

R; ein Wasserstoffatom ist und

R3 -CO-NH-(CHy)¢-X, -CO-W;-Wa~(CHy)¢-X, -NH-CO-(CHy)-V-X,
NH-CO-O-(CHy)s-V-X, -S-CH,-CO-NH-(CH,)¢-X oder -S-S-CH,-CH,-X ist,

wobei g, s X und V wie vorstehend definiert sind und t eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, und
der Rest Wy -O- oder -NH- ist, und W, eine Bindung darstellt oder die Struktur -(CH,),~Ph-
(CHy),-Amid- aufweist, in der v und v* unabhéngig von einander 0, 1 oder 2 sind, Ph einen
1,2-, 1,3~ oder 1,4-substituierten Phenylrest und Amid ~HN-(O)C- oder ~C(O)NH- darstellt,
Ryein Wassérstoffatom ist,

m 1,2, 3, 4 oder 5 ist und

am mit * gekennzeichneten Kohlenstoffatom eine L-Konfiguration vorliegt.

Trégt die Ringstruktur, die A umfasst, einen Substituenten, so befindet sich dieser im Falle
eines 5-Ringes bevorzugt an Position 4, im Falle eines 6-Ringes bevorzugt an einer der
Positionen 4 oder 5. 5-Ringe, in deren Ringstruktur durch A ein zweites Heteroatom
eingefigt wird, tragen dieses Heteroatom vorzugsweise in der Position 4. Bildet A

zusammen mit seinen Valenzen einen 4-Ring, so ist dieser vorzugsweise unsubstituiert.

Bevorzugt stellt B in der allgemeinen Formel (I). eine Bindung oder eine der folgenden
Strukturen dar:
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Im Rest D in der allgemeinen Formel (I) ist R bevorzugt 1,4-Piperidindiyl, 1,3-
Piperidindiyl, 1,4-Phenylen, 1,3-Phenylen, 1,4-Cyclohexandiyl, 1,3-Cyclohexandiyl oder
1,3-Phenylen, 1,4-Cyclohexandiyl, 13-

1,4-Phenylen,

ist  bevorzugt

-NH-. Rg
Cyclohexandiyl oder 2,5-Pyridindiyl.

Besonders bevorzugt sind fiir D die folgenden St'rukturen? die tiber die mit ~ markierte

10
Bindung mit dem Rest der allgemeinen Struktur (I) verkniipft sind

N

" H
HaNL HyN
ZISNTSNHTE S NS NH, NH,
H

HN NH HN
NH, NH, H
15
4 , @
' o Cl
HN NH I AN l AN \/U\NH2
- N 3
N ~Z cl Cl

Bevorzugte Substituenten des Arylanteils von R; sind Methyl, Ethyl, Propyl, Methoxy oder

Ethoxygruppen. Als Halogenatome werden bevorzugt Cl, Br oder F eingesetzt. Bevorzugte
20  Reste Ry sind damit beispielsweise 3-Methoxy-phenylsulfonyl, 3,4-Dichlor-phenylsulfonyl,
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Benzylsulfonyl, 3,4-Dimethoxy-phenylsulfonyl, 2,4,5-Trichlor-phenylsulfonyl, 2-Naphtyi-
suffonyl, 4-Chlor-phenylsulfonyl, Pentamethyl-phenylsulfonyl, 2,4,6-Triisopropyl-phenyi-
sulfonyl. Als besonders bevorzugter Rest R; ist ein 4-meﬂ10xysubétituierter Phenylsulfonyl-
rest zu nennen, oder ein 4-methoxy-substituierter Phenylsulfonylrest, der an Position 3
zusdtzlich mit einem Chloratom oder mit einer Methylgruppe substituiert ist. Er kann auch

an den Positionen 2, und/oder 6 gegebenenfalls weitere Methylreste tragen.

Der von X umfasste Oligo- oder Polyalkylenglykolanteil der erfindungsgeméafen Ver-
bindungen wird bevorzugt durch ein Polyethylenglykol oder Polypropylenglykol dargestellt,
d.h. die Parameter d und f sind vorzugsweise 2 oder 3. Bevorzugte Kettenlingen ergeben
sich aus Werten des Parameters e von 3 und 500, besonders bevorzugt hat das resultierende
Polyalkylenglycol ein mittleres Molekulargewicht, das zwischen 750 und 20000 Da liegt,
insbesondere um 750, 2000, 3000, 3400, 5000 6000, 10000 oder 20000 Da. Bildet X eine
cyclische Struktur, d.h. einen Kronenether der Struktur - (LIH-( CHo)za -[O-(CHZ)f]g-OI, SO
nimmt f ebenfalls bevorzugt die Werte 2 und 3 an. Besonders bevorzugte Werte fiir g sind
hier 3, 4? 5 oder 6.

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass die Wirkung solcher Kronenether der von
Polyalkylenglykolketten eines erheblich hoheren- Molekulargewichtes entspricht. So
besitzen beispielsweise Kronenetherkonjugate die aus 5 PEG-Einheiten aufgebaut sind eine
Eliminierungskinetik im Blut von Ratten, die der von Polyethylenglykol (PEG)-Konjugaten
mit einem Molekulargewicht des PEG Anteils von 5000 bis 10000 Da entspricht. Dariiber
hinaus stellen Kronenether im Vergleich zu linearen Polyalkylenglykolen, die
notwendigerweise eine gewisse Breite der Molekulargewichtsverteilung aufweisen,
chemisch einheitlich definierte Verbindungen dar, was insbesondere bei der Bereitstellung

von Medikamenten Vorteile mit sich bringt.

Besitzt X die Struktur -[O-(CHj)q]le-OZ oder -[O-CH(CH;3)-CH,]-OZ und wird Z so
gewdhlt, dass es der Inhibitorstrulctur entspricht, an welche der Rest X mit seiner freien
Valenz gebunden ist, die sich an dem Ende der Oligo- oder Polyalkylenglykolstruktur
befindet, welche Z entgegengesetzt liegt, so entsteht ein zweifach inhibitorfurﬂctionalisiertes "
Oligo- oder Polyalkylenglykol. Mittels solcher bifunktionalen Konjugate 148t sich die
Hemmwirkung bezogen auf die Anzahl der vorhandenen Molekiile der Struktur (I) erhohen.

Dies kann unter anderem bei der Modifizierung von Oberflichen mit Molekilen der
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Struktur (I) von Vorteil sein, wenn eine moglichst hohe Inhibitordichte pro Flacheneinheit

erreicht werden soll.

Soweit nicht gesondert definiert bezieht sich der Begriff "Alkyl-" im Rahmen der
vorliegenden Erfindung auf lineare oder verzweigte C;-Cj Alkylreste, bevorzugt C;-Cs,
besonders bevorzugt C;-Cs. Cycloalkylreste beinhalten 3-8, bevorzugt 3 bis 6 C-Atome.
"Alkoxy-" bezieht sich auf solché Reste, deren Kohlenstoffkette 1 bis 8, bevorzugt 1 bis 5,
besonders bevorzugt 1 bis 3 C-Atome umfasst. "Aralkyl-" beschreibt Strukturen mit 7 bis
19, bevorzugt 7 bis 13, besonders bevorzugt 7 bis 9 C-Atomen. Arylreste sind Reste mit 6 .
bis 18, bevorzugt 6 bis 12, besonders bevorzugt 6 C-Atomen. Diese Definition gilt

unabhingig voneinander fiir jeden Fall des Auftretens der obigen Bezeichnungen.

Besonders bevorzugt sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung die folgenden

Verbindungen der Formel (Ia-h)

Ri=NH N

¢\\< Rio
o d

"

"

P

EG—OMe (Ta)

Ri—NH N
\\5 R'm
O O
NH
"
PEG-O
HN
O
(6]
Rl—NH N
@]

R1o (Ib)
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o)
(If)
O 4 O
HN/U\/N N .
ol
PEG
I
HN
o o)
HN N
Rig
o
(Ig)
0k,
go Com
o/\%hoo 0
HN N
R1g
o

(In)

in denen R, ein 4-Mcthoxy—phenylsulfonyl-, 4-Methoxy-3-Chlor-phenylisulfonyl-, 4~
Methoxy-3-Methyl-phenylsulfonyl- oder —4-Methoxy-2,3,6-trimethyl-phenylsulfonylrest
(Mtr) ist,

Q -(CHys*- mit s* = 0, 1, 2, 3 oder 4, -O-CH,- oder -CH,-CH,-CO-NH-CH, ist

und ‘
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PEG eine Polyethylenglykolstruktur der Formel —[O-C,H,]- darstellt, mit Werten fiir i von
3 bis 1000, bevorzugt 3 bis 500, wobei solche Werte fiir i bevorzugt sind, die ein durch-
schnittliches Molekulargewicht des PEG um von 750 bis 20000 Da, bevorzugf um 750,
2000, 3000, 3400, 5000, 6000, 10000 oder 20000 Da ergeben. Die Variable h steht fur 1, 2,

' 3 oder 4 und Ryp ist

! NH JEH
H
/N\/Q/Z(NHZ /N\/GN NH,
. oder

Die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) werden in einer pharmazeutisch geeigneten,
nicht-toxischen Salzform hergestellt, wie z. B. als Hydrochlorid-, Hydrobromid-, Acetat-,
Lactat-, Zitrat-, Tosylat- oder Trifluoracetat-Salz. Sie konnen in den gebriuchlichen
galenischen Applikationsformen fest oder fliissig angewendet werden, z.B. als Losungen,
Sprays, Salben oder Cremes. Diese werden in tiblicher Weise hergestellt. Die Wirkstoffe
kénnen dabei mit den tiblichen galenischen Hilfsmitteln wie Fullstoffen, Konservierungs-
mitteln, FlieBregulierungsmitteln, Netzmitteln, Dispergiermitteln, Emulgatoren, Losungs-
mitteln und/oder Treibgasen verarbeitet werden (vgl. H. Sucker et al., Pharmazeutische

Technologie, Thieme-Verlag, Stuttgart, 1978).

Die Verbindungen kC')nn_en in tblicher Weise oral oder parenteral (subkutan, intravends,
intramuskulér, intraperitoneal) verabreicht werden. Sie konnen fiir diagnostische Zwecke
verwpndet werden oder sind auch fiir biotechnologischev Prozesse, wie z.B. Affinitéts-
reinigungen von Proteasen oder das Entfernen von Proteasen aus Losungen jeglicher Art

geeignet.

Verbindungen der Struktur (I) sind auch besonders fiir eine Beschichtung oder Modifikation
der Oberflache makromolekularer Trager geeignet, um die Gerinnung an diesen Trigern zu
verhindern bzw. zu reduzieren. Diese makromolekularen Tréger, insbesondere Oberfliachen
medizinischer Gegenstémde und Gerite wie z.B Hidmodialysatoren, Oxygenatoren und deren
Schlauchsysteme, bestehen bevorzugt aus Polymethylmethacrylat, Copolymeren mit Poly-
methylmethacrylat und analogen Kunststoffen, wie sie in WO 98/46648 (Bucha und
Nowak) definiert sind. Zum Einsatz kommen hier Homo- oder Copolymere, zu deren
Herstellung mindestens ein Monomertyp eingesetzt wird, der neben einer polymerisierbaren

Doppelbindung oder einer polykondensierbaren funktionellen Gruppe eine weitere
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Carbonylgruppe in Form eines Ketons oder eines Carbonssurederivats enthélt, die nicht an
der Polymerisationsreaktion teilnimmt. Bevorzugt enthélt das Polymer eine wiederkehrende
Einheit der Formel (A):

E—X—W—Oﬁm
O

wobei die Reste R gleich oder verschieden sein konnen und einen Alkyl oder Arylrest oder
ein Wasserstoffatom darstellen. Der Alkylrest kann linear oder verzweigt sein und besteht
bevorzugt aus 1 bis 20 Kohlenstoffatomen. Der Arylrest besteht bevorzugt aus 6 bis 18,
besonders bevorzugt aus 6 bis 12 Kohlenstoffatomen. Der Rest X ist fakultativ und bedeutet
O, N oder CHy, Fur den Fall X = N trégt N zusdtzlich zu dem in Formel (A) vermerkten
einen weiteren Rest R; der unabhingig von den anderen Resten R wie vorstehend definiert

ist.

Besonders bevorzugt als Alkylrest ist ein geradkettiger oder verzweigter, gegebenenfalls
substituierter Cy.g-Alkylrest, beispielsweise ein Methyl-, Ethyl- oder Propylrest. Beispiele
fur gegebenénfalls vorhandene Substituenten umfassen ein oder mehrere Halogenatome,
z.B. Fluor-, Chilor-, Brom- oder lodatome oder Hydroxylgruppen, C;.s-Alkylreste oder C1¢-
Alkoxyreste oder Cy.¢-Alkylthiolreste. Der Arylrest ist besonders bevorzugt ein mono-
cyclischer oder bicyclischer, gegebenenfalls substituierter Arylrest, der gegebenenfalls ein
oder mehrere Heteroatome enthalten kann. Beispiele fiir solche Arylreste sind Phenyl, 1-
oder 2-Naphthyl, Indenyl- oder Isoindenylreste. Beispiele fiir heteroatomhaltige Arylreste
sind Cs.o-Heteroarylreste, die Heteroatome, ausgewihlt aus Sauerstoff-, Schwefel- oder

Stickstoffatomen, - enthalten. Monocyclische Heteroarylreste umfassen beispielsweise

- Pyrolyl-, Furyl-, Thienyl-, Imidazolyl-, N-Methylimidazolyl-, N-Ethylimidazolyl-, Benzo-

thiazolyl-, ~Chinazolinyl-, Naphthylpyridinyl-, ~Chinolyinyl-, Isochinolinyl- und

Tetrazolylreste.

Ein bevorzugtes Polymer, das solche Gruppen enthilt, ist ein Polyalkylmethacrylat (PAMA)

mit einem - Alkylrest, der vorzugsweise 1-6 C-Atome umfasst, wie z.B.
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Polymethylmethacrylat (PMMA), Polyethylmethacrylat (PEMA) oder Polypropylmeth-
acrylat. Weiterhin konnen Polyvinylacetat, Polycyclohexylmethécrylate oder Polyphenyl-
methacrylat eingesetzt werden. Besonders bevorzugt wird Polymethylmethacrylat

eingesetzt.

Auch Copolymere oder Polymermischungen aus beliebigen Anteilen der vorstehend
genannten Polymere untereinander oder mit einer oder mehrerer weiterer Polymer-
komponenten, beispielsweise Polystyrol, Polyacrylnitril oder Polyamiden konnen eingesetzt
werden. Bevorzugt betragt der Anteil der Monomere, die ein Strukturelement (A) aufweisen
an solchen Mischpolymeren mindestens 20 %, besonders bevorzugt mindestens 40 % und

ganz. besonders bevorzugt mindestens 60 %.

Zur Modifikation solcher Oberflachen wird die Oberfliche mit den erfindungsgeméBen
Inhibitorkonjugaten, z.B. in Form einer Losung, in Kontakt gebracht. Dabei konnen auch
Gemische unterschiedlicher Inhibitorkonjugate der vorliegenden Erfindung eingesetzt

werden.
Experimentelle Methoden:

Abklirzungen.

ACN = Acetonitril

Amba =Amidinobenzylamid

Cha = Cyclohexylalanin

CKIBE = Chlorkohlensaureisobutylester
DIEA = Diisopropylethylamin

DMEF = Dimethylformamid

EE = Essigsdureethylester

AcOH = Essigsdure

. HBTU = 2-(1H-Benzotriazole-1-y1)-1,1,3,3-Tetramethyluronium Hexafluorophosphat

4-MeO-bs = 4-Methoxy-benzensulfonyl
4-MeQ-3-Cl-bs = 4-Methoxy-3-Chlor-benzensulfonyl

. 4-MeO-3-Me-bs = 4-Methoxy-3-Methyl-benzensulfonyl

Mir = 4-Methoxy-2,3,6-trimethyl-benzensulfonyl
NMM = N-Methyl-Morpholin
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OSu = Succinimidester

OtBu = tert.Butylester

PyBOP = Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphat
TFA = Trifluoressigsiure

THF = Tetrahydrofuran

Analytische HPLC: Shimadzu LC-10A System, Saule: Vydac Cis, 5 pm (250 x 4 mm)
Losungsmittel A: 0,1 % TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in ACN, Gradient: 10 % B bis 60 %
B in 50 min, 1 mi/min FluB, Detektion bei 220 oder 215 nm.

Priparative HPLC: Shimadzu LC-8A System, Séule: Vydac Cis, 10 um (250 x 22 mm)
Lésungsmittgl A:0,1% TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in ACN, Gradient: 20 % B bis 65 %
B in 120 min, 10 ml/min FluB, Detektion bei 220 nm.

Massenspektroskopie:
Die Massenspektren wurden auf einem Kompact Probe der Firma Kratos (Manchester,
England) mit einem Flugzeitmessungsdetektor und o~-Cyano-Hydroxyzimtsaure als Matrix

gémessen.

Bestimmung der kinetischen Konstanten

Zur Bestimmung der Thrombinhemmwirkung durch alle reversibel bindenden Inhibitoren
und Inhibitor-Konjugate mit Hemmkonstanten > 1 nM wurden 175 ul Tris-Puffer
(0,05 mM, 0,1 M NaCl, pH 7.8; enthélt den Inhibitor) und 50 pl Substrat (d-Phe-Gly-Arg-
pNA in H,O, Konzentrationen im Messansatz 360, 120 und 60 uM) bei Raumtemperatur
gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 50 pl humanes a-Thrombin (Kordia, finale
Thrombinkonzentration im Messansatz 0,16 nM) gestartet. Uber einen Zeitraum von 5 min
wurde die Anderung der Absorption bei 405 nm mittels eines Microplate Readers
(Labsystems iEMS Reader MF) bestimmt. Nach Berechnung der Anstiege
(Reaktionsgeschwindigkeiten) wurden die Ki-Werte nach Dixon (Biochem. J. 55, 170-171,
1953) durch lineare Regression mittels eines Computerprogramms ermittelt. Die Ki-Werte
sind das Mittel aus mindestens drei Bestimmungen. '
Auf analoge Weise wurden dic K;-Werte fir Trypsin bestimmt,

Zur Bestimmung der Thro‘mbiﬁhemmwirkung durch alle reversibel bindenden Inhibitoren

und Inhibitor-Konjugate mit Hemmkonstanten kleiner 1 nM wurde ein
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Fluoreszenzspektrometer (LS50B der Firma Perkin Elmer) verwendet. Der Messanéatz
besteht aus 880 pI Tris-Puffer (0,05 mM, 0,1 M NaCL, pH 7.8; enthilt den Inhibitor, die
Inhibitorkonzentration im Messansatz ist groBer 200 pM) und 100 pI Substrat (Tos-Gly-
Pro-Arg-AMC, Konzentrationen im Messansatz 5-30 pM). Die Messung wird durch Zugabe
von 20 ul humanes o-Thrombin (Kordia, finale Thrombinkonzentration im Messansatz 21
pM) gestartet. Uber einen Zeitraum von 7 min wurde die Zunahme der Fluoreszenzintensitit
verfolgt (Azx 365 nm, Agn, 455 nm). Nach Berechnung der Anstiege
(Reaktionsgeschwindigkeiten) wurden die K;-Werte nach Dixon (Biochem. J. 55, 170-171,
1953) durch lineare Regression mittels eines Computerprogramms ermittelt. Die K;-Werte

sind das Mittel aus mindestens drei Bestimmungen.

" Wurde fiir die Inhibitoren ein slow-binding beobachtet, erfolgte die Auswertung analog

einer frither beschriebenen Prozedur (Steinmetzer et al., Potent bivalent thrombin inhibitors:
Replacement of the scissile peptide bond at P1-P1” with arginyl ketomethylene isosteres. J.
Med. Chem. (1999) 42, 3109-3115).

Fur die Optimierung der Inhibitor-Konjugate, insbesondere aus den nachfolgenden

Beispielen 1 und 2, wurde nach geeigneten Resten R, gesucht, dic eine moglichst starke
Thrombinhemmung ermdglichen. Um die Selektivitat der Verbindungen zu untersuchen
wurden auch die Hemmkonstanten fiir Trypsin bestimmt. Je groBer der Quotient
[KiTr;psin/KiThmmbm], désto selektiver ist die Verbindung als Thrombininhibitor. Um die
Synthese zu erleichtern, wurde diese Optmierung zunichst ohne Kopplung mit einem
Polyalkylenglykc;lrest an Inhibitormolekiilen der Formel (II), wie in Tabelle I aufgefiihrt,
vorgenommen. Diese Verbindungen, die selbst als Thrombininhibitoren aktiv sind, konnen
als synthetische Zwischenstufen fiir die Inhibitorkonjugate der Formel (D) verwendet
werden. Als zentraler Baustein wurde konstant ein Glycyl-Prolyl-Dipeptid in die Inhibitoren

eingebaut.

R~NH N
Rig
(O] (H)

Die Ergebnisse der Selektivitéitsbestimmung sind fiir beispielhafte Verbindungen in Tabelle
I gezeigt, wobei R, fiir die Verbindungen der Tabelle die Struktur
NH

§
- NH
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einnimmt.
Tabelle 1:
Nr. Ry K, Thrombin X; Trypsin (nM) Ki Trypsin/
(M) Ki Thrombin
la 4-Methoxy-3-Chlor-bs 0,44 20 45
1b 4-Methoxy-3-Methyl-bs 0,64 13 20
1lc 4-Methoxy-bs* 0,97 22,7 23,4
Mir*#* 1,3 15,7 12,1
3 3-Methoxy-bs 1.9 ‘ 3 16
4a 3.,4-Dichlor-bs 2,5 58 23
4 : 3-Methyl-bs 2.8 8 29
5 " 3-Chlor,4-Methyl-bs 3,5 6,2 1,8
6 Benzylsulfonyl 36 7.4 2,1
7 3-Chlor-bs 3,8 37 0,97
8 ' 3,4-DiMethoxy-bs 47 19,6 ' 42
9 2.4,5-TriChlor-bs 5,9 19,5 3,3
10 1-Naphthylsulfonyl 7,8 3,9 0,5
11 3,5-DiChlor-bs 85 3,4 0,4
12 2-Naphthylsulfonyl 8,5 58 6,8
13 4-Chlor-bs 10,0 27,3 2,7
14 2,4-DiChlor, 5-Methyl-bs 10,5 11,8 1,1
15 . Bs 10.8 10,4 0,96
16 PentaMethyl-bs 12,7 278 2,2
17 2,3-DiChlor-bs 127 11,1 0,87
18 2,3,5,6-TetraMethyl-bs 134 34,0 2,5
19 2 4,6-Trilsopropyl-bs 13,5 9,1 0,67
20 Cyclohexylmethylsulfonyl 13,6 3,1 0,22
21 2,4-DiChlor-bs 15,1 17,5 1,2
22 4-Methyl-bs 16,1 14,2 0,88
23 2,3,4-TriChlor-bs 16,4 11,7 0,71
24 2 4,6-TriMethyl-bs 16,6 13,4 0,80
25 2,4-DiChlor, 6-Methyl-bs 16,9 19 L1
26 4-Ethyl-bs 19,1 50,2 2,6
27 2-Chlor-bs 19,3 19,1 0,98
28 Phps+ 30,3 37,1 1,2
29 4-tert.Butyl-bs 32,2 10,4 0,32
30 3-Nitro-bs 38,0 16,1 0,42
31 . Phenylethylsulfonyl 41,9 16,5 0,39
32 trans-Styrensulfonyl 44,3 2,1 0,05
33a 3-Cyano-bs 48 22.5 0,47
33b 4-Ethoxy-bs 66 28 0,42
34 4-Cyano-bs ’ 76 24,9 0,33
35 4-Nitro-bs 115 12,6 0,11
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*bs = Benzensulfonyl; **Mitr =2,3 6-Tr1methyl-4-methoxy-bs *¥Pbf=2,2,4,6,7-
Pentamethyldihydrobenzofuran-5-Sulfonyl

Als besonders geeignete Thrombininhibitoren mit guter Trypsinselektivitat erwiesen sich
die Verbindungen der Strulctur (II), bei denen R, einen 4-Methoxy-3-Chlor-benzensulfonyl-,
4-Methoxy-3-Methyl-benzensulfonyl-, 4-Methoxy-benzensulfonyl- oder 4-Methoxy-2,3,6~
trimethyl-phenylsulfonylrest und R,, einen Rest

NH NH

H H
/N\/O/( NH /N\/C/N/[(NH
oder

darstellt. .

In Folge dieser Arbeiten wurde das Glycin durch trifunktionelle Aminos4uren ausgetauscht.
Selektivititswerte fir die entstehenden Verbindungen der Struktur (II1), die analog zu den in
Tabelle I angegebenen Werten erhalten wurden, sind in Tabelle IT aufgefithrt. Dabei sind in
Spalte 3 digjenigen Saurereste und Aminoséurereste aufgefiihrt, die von Ry zusammen mit
der Aminogruppe am benachbarten C-Atom und der Carbonylgruppe gebildet werden, die
mit dem Stickstoff des Heterocyclus eine Amidbindung bildet. Auch fir die Verbindungen
der Tabelle IT ist R, |
NH

H
—N NH

Besonders geeignete Verbindungen der Struktur (III), die selbst als Thrombininhibitoren

aktiv sind, sind als synthetische Zwischenstufen ebenfalls von dieser Anmeldung umfaBt.

Re 0 0 (ID)

Dies gilt insbesondere fiir Verbindungen der Struktur II1, fiir die
Ry einen 4-Methoxy-3-Chlor-benzensulfonyl-, 4-Methoxy-3 -Methyl-benzensﬁlfonyl-, 4-
Methoxy-phenylsulfonyl- oder einen 4-Methoxy-2,3,6-trimethylphenylsulfonylrest darstellt,

Rg einen der Reste ((CHy);-C(O)OR11, <(CHy); -Ry2, oder -(CH); -C(O)NH-Ry
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darstellt, wobei Ry1 ein Wasserstoffatom, oder ein C1-C6 Alkylrest, C7-C13 Aralkylrest

oder ein C6 bis C12 Arylrest ist der gegebenenfalls substituiert sein kann, Ry eine der
Gruppen NH,, OH oder SH ist, und j 1, 2, 3 oder 4 ist,

R10

] NH ‘ y - /&m

’N\/O/I( NH /N\/CN NH
oder

15t und :

* am mit * gekennzeichneten C-Atom eine L-Konfiguration vorliegt.

Geeignete Substituenten des Restes Ry, sind Halogenatome wie z.B. Chlor oder Brom,
lineare  oder  verzweigte  Alkylgruppen, Carboxylgruppen, Cyanogruppen,
Carboxyalkylgruppen  oder Aminoalkylgruppen, die im Falle des Aralkylrestes am

Aromaten, aber auch am Alkylteil vorliegen konnen.

Beispiclhafte Verbindungen der Formel (III) sind in Tabelle 2 zusammen mit ihren
Selektivitatswerten aufgefithrt.

Tabelle 2:
Nr. R4 -NH-CHRg-CO- K; Thrombin | K;Trypsin | Ki Trypsin/
M) (@M) Ki Thrombin

36 2-Naphthylsulphonyl Asp(OBzl) 1.3 17,6 13,6

37 2-Naphthylsulphonyl | Diaminopropionsiure 2.4 10,3 4,3

38 2-Naphthylsulphonyl Ser 2,54 27,6 10,9

39 2-Naphthylsulphonyl Asn 34 374 11

40 2-Naphthylsulphonyl Gln 3,8 16,1 4,2

41 '| 2-Naphthylsulphonyl Thr 5,24 54,5 10,4

12 2-Naphthylsulphonyl Gly 85 58 6,8

42 2-Naphthylsulphonyl Asp 24,1 69 2,9

43 2-Naphthylsulphonyl D-Asn 52,5 22,4 . 0,42

44 4-Methoxy-bs Asn(4-Cyano-Benzyl) 0,045 41 911

45 4-Methoxy-bs | Asn(4-Aminomethyl- 0,061 39 - 639

_ Benzyl) '
a6 4-Methoxy-bs Asn(3-Cyano-Benzy1'). 0,061 71 1163
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47 4-Methoxy-bs Asn(Benzyl) 0,065 39 600
48 4-Methoxy-bs Asn(3-Aminomethyl- 0,08 41 512
Benzyl)
49 4-Methoxy-bs Asp(OBzl) - 0,21 38 181
50 4-Methoxy-bs Asn 0,36 53 147
51 4-Methoxy-bs Ser 0,255 17 67
52 4-Methoxy-bs Asp(OMe) 0,68 21,4 31
53 4-Methoxy-bs Lys 0,73 82 112
Io 4-Methoxy-bs Gly 0,97 2.7 234
53 T 4-Motboxy-bs Asp 1.6 77 18
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Beispiele

Beispiel 1
Herstellung von 4-Methoxy-benzensulfonyl-Asn(PEG2000-OMe)-Pro-4-Amidinobenzyl-
amid (Die Synthese der Verbindung ist in der nachstehenden Abbildung 1 weiter

veranschaulicht):

A) Z-Pro-4-(Cyano)Benzylamid

7,27 g (29,16 mmol) Z-Pro-OH und 3,2 ml (29,16 mmol) NMM wurden in 200 ml THF
unter Rithren gelost. Der Ansatz wurde danach auf — 15 °C gekiihlt und mit 3,79 ml (29,16
mmol) CKIBE versetzt. Nach ca. 10 min bei —15 °C wurden 424 g (32 mmol) 4-
(Cyano)Benzylamin hinzugefiigt und eine weitere Stunde bei —15 °C und weitere 12
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
der Ruckstand in 500 ml EE gelost und 3 x mit 5 % KHSO,-Losung, 1 x mit NaCl-
gesdttigter Losung, 3 x mit NaHCO;-gesittigter Losung und 3 x mit NaCl-gesattigter
Losung gewaschen, mit Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 9,9 g (27,2 mmol) O, 93 %, HPLC: 31,67 min

B) Z-Pro-4(Acetyl-oxamidino)Benzylamid

9,5 g (26,1 mmol) Z-Pro-4-(Cyano)Benzylamid wurden in 300 ml Methanol gelost und mit
3,1 g (45 mmol) Hydroxylamin Hydrochlorid und 7,83 ml (45 mmol) DIEA unter Rithren
versetzt. Der Ansatz wurde 4 h unter Riickfluss gekocht und {iber Nacht bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Das ausgefallene Zwischenprodukt (HPLC 18,18 min)
wurde abgesaugt, im Vakuum getrocknet, bei Raumtemperatur in 200 ml AcOH gelost und
in 3 Portionen mit 75 mmol Acetanhydrid versetzt. Nach 30 Minuten wurde das
Losungsmittel und ilbefschijssiges Acetanhydrid im Vakuum entfernt und der verbleibende
Riickstand in EE gelost. Es wurde 3 x mit 5 % KHSO,-Losung und 3 x mit NaCl-gesttigter
Losung gewaschen, dabei fallt bereits das Produkt als Feststoff aus, das abgesaugt, mit -
Wasser auf der Fritte gewaschen und im Vakuum getrocknet wurde.
Ausbeute: 6,4 g (14,6 mmol) 56 %; weiBe Kristalle, HPLC: 24,37 min

C) H-Pro-4(Amidino)Benzylamid x 2 HCI | ‘ |
6 g (13,6 mmol) Z-Pro-4(Acetyl-oxamidino)Benzylamid werden in 200 ml 90%iger AcOH
unter Ruhren gelost und unter Schutzgas mit 0,5 g 10 %igem Palladium auf Aktivkohle
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versetzt. Dann wird mittels Wasserstoff 12 h hydriert und der Katalysator abgefiltert. Das
Filtrat wird im Vakuum eingeengt, der Ruckstand in 100 ml 0,5 N HCI gelost und danach
wieder im Vakuum eingeengt und getrocknet.

Ausbeute: 3,3 & (10,3 mmol) 76 % Feststoff, HPLC: 11,3 min (Start bei 0 % B)

D) 4-MeO-benzensulfonyl-Asp-OtBu

10 g (52,8 mmol) H—Asp-OtBu (Novabiochem) wurden in 250 ml H,0 und 150 ml ACN
unter Rithren bei Raumtemperatur suspendiert und mit 13 ml (75 mmol) DIEA versetzt. Der
Ansatz wurde im Eisbad gelcuhlt_ Dann wurden innerhalb einer Stunde 11,7 g (55 mmol) 4-
Methoxy-benzensulfonylchlorid, gelost in 100 ml ACN, zugetropft. Der pH-Wert wurde
wihrend dieses Zeitraums kontrolliert und durch zusitzliche DIEA-Zugabe auf 8-9
eingestellt. Danach wurde der Ansatz weitere 6 Stunden bei Raumtemperatur und bei einem
pH-Wert von 8-9 geriihrt. Dann wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der
verbleibende Riickstand in 300 -ml Wasser bei einem pH-Wert von ca. 9 gelost. Die
wéssrige Phase wurde 2 x mit Ether extrahiert und danach durch Zusatz von 5§ Yeiger
KHSO4-Losung auf einen pH-Wert von ca. 3 eingestellt. Die saure, wissrige Phase wurde
anschliefend 3 x mit EE extrahiert, die vereinigte EE-Phase wurde danach noch 2 x mit 5
Yoiger KHSO4-Losung und 3 x mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und mit Na,SO4
getrocknet. Danach wurde der EE im Vakuum entfernt, das verbleibende O wurde in
heifem EE gel6st und mit Hexan tiberschichtet. Das Produkt kristallisierte bei ca. 4 °C.
Ausbeute: 13,6 g, HPLC bei 28,9 min

E) 4-MeO-bs-Asn(PEG2000-OMe)-OtBu

5 g (ca. 2,5 mmol) Amino-PEGy-Monomethylether (Rapp Polymere, Tibingen) und 2,7 g
(7,5 mmbl) 4-MeO-bs-Asp-OtBu wurden in 200 ml DMF und 50 ml ACN bei Raum-
temperatur geldst und danach im Eisbad abgekiihlt. Dann wurden 2,84 g (7,5 mmol) HBTU
und 3,48 ml (20 mmbl) DIEA hinzugegeben und der Ansatz fiir weitere 30 min unter
Eiskiihlung und anschliefend weitere 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum eingeengt und der verbleibende Riickstand in wenig heiem Methanol
gelost und mit einem groBen Uberschuf an Ether versetzt. Der Ansatz wurde fiir eine
Stunde ins Eisbad gestellt, danach wurde das ausgeféllene Produkt abgesaugt und mit Ether
gewaschen und getrocknet. Die Festsubstanz wird wieder in wenig, heiBem Methanol gelost
und mit einem grofien Uberschuf an Isopropanol versetzt. Beim Stehen im Fisbad fillt das

Produkt aus, es wird abgesaugt und auf der Fritte mit Isopropanol gewaschen und danach im
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Vakuum getrocknet. Die Verbindung wird getrocknet und in dieser Form fiir die weitere
Synthese verwendet. '
Ausbeute: 5,5 g, HPLC 35,1 min

F) 4-MeO-bs-Asn(PEG2000-OMe)-OH

5 g 4-MeO-bs-Asn(PEGg0-OMe)-OtBu wurden bei Raumtemperatur in 150 mil 1 N HCl in
Essigsdure geldst, der Ansatz wurde 4 h bei Raumtemperatur stehen gelassen und danach
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird in Toluol geldst und danach
das Losungsmittel wieder im Vakuum abgedampft, um Séurespuren zu entfernen. Dieser
Schritt wird noch 2 x wiederholt, der Riickstand in wenig heiem Methanol gelost und das
Produkt mit Ether in der Kilte gefillt. Nach Absaugen und Waschen mit Ether wird das
Produkt im Vakuum getrocknet und in dieser Form fir den nichsten Syntheseschritt
eingesetzt.

Ausbeute: 4,7 g, HPLC 30,5 min

G) 4-Methoxy-benzensulfonyl-Asn(PEG0-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid
2 g (ca. 0,9 mmol) 4-MeO-bs-Asn(PEG1000-OMe)-OH und 0,57 g (1,8 mmol) des unter 1))
beschriebenen H-Pro-4-Amidinobenzylamids x 2 HCI werden in 50 ml DMF unter Rithrem

gelost. Nach Kihlung mit einem Eisbad werden 0,94 g (1,8 mmol) PyBOP und 0,93 ml (5,4

mmol) DIEA hinzugefiigt. Der Ansatz wurde 30 Minuten unter Eiskithlung und weitere 4 h
bei Raumtemperatur gerithrt, das Losungsmitte] im Vakuum eingeengt und der verbleibende
Riickstand an Biogel P2 (Firma Biorad) mit 2 %iger Essigsaure als Laufmittel getrennt. Die
Produkt-enthaltenden Frakiionen wurden vereinigt, im Vakuum eingeengt und aus 80
%oigem tert. Butanol lyophilisiert. In einem zweiten Schritt wurde anschlieBend das Produkt
durch Tonenaustauschchromotographie an Fractogel EMD COO" oder Source 30Smit einem
Ammoniumacetatgradienten getrennt und die vercinten Fraktionen 3 x nacheinander
Iyophilisiert.

HPLC: 30,66 min

Beispiel 2:
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In analoger Weise zu BeiSpiel 1 wurden die folgenden Verbindungen synthetisiert, wobei
fur die Synthese Amino-PEG-Verbindungen mit verschiedenen Molekulargewichten

verwendet wurden.

4-MeO-bs-Asn(PEGsy-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid
4-MeO-bs —Asn(PEG1p0-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid
4-MeO-bs ~Asn(PEGyono-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid
Mir-Asn(PEG2000-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid.
Mir-Asn(PEGs000-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid
Mir-Asn(PEG10000-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid
Mtr-Asn(PEG20000-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid

- Durch Verwendung eines bifunktionalisierten Amino-PEG wurden die beiden folgenden

Verbindungen hergestellt, wobei die Verbindungslinie in dieser und den folgenden Formeln
die Verkniipfung der beiden Inhibitoreinheiten mittels des angegeben bifunktionellen
Polyalkylenglykols darstellt.

4-MeO-bs —Asn(PEGsy)-Pro-4-Amidinobenzylamid

4-MeO-bs —Asn( )-Pro-4-Amidinobenzylamid

4-MeO-bs —Asn(PEGso0)-Pro-4-Amidinobenzylamid

4-MeO-bs —Asn(  )-Pro-4-Amidinobenzylamid

Durch Verwendung von Aminomethyl-Crown-Ethern wurden die folgenden Verbindungen
hergestellt:

4-MeO-bs —Asn(CH;-Crown5)-Pro-4-Amidinobenzylamid

4-MeO-bs —Asn(CH,-Crown6)-Pro-4- Amidinobenzylamid

Beispiel 3
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Herstellung von ‘D-N(CHz-CO-NH-PEGZobo-OMe)Cha—Pro-4-Amidinobenzylamid
(Die Synthese der Zielverbindung ist in der nachfolgenden Abbildung 2 weiter

Veranschaulicht):

A) D-N(Benzyloxycarbonylmethyl)Cha-OtBu

Der Ausgangsstoff D-N(Benzyloxycarbonylmethyl)Cha-OtBu wurde entsprechend der
beschriebenen Literaturmethode hergestellt (Preville et al, Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters 7, 1563-1566 (1997).

B) D-N(Carboxymethyl)Cha-OtBu x Acctat

3,75 g (10 mmol) D-N(Benzyloxycarbonylmethyl)Cha-OtBu wurden in einer Mischung aus
100 ml Methanol, 5 ml Essigséure und 5 ml H,O bei Raumtemperatur und Normaldruck 3 h
mit 0,3 g 10 % Pd/C als Katalysator wie blich hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert,
und das Filtrat unter Zusatz von Toluen 3Mal im Vakuum eingeengt. Die verbleibende
Substanz wird in 15 ml Essigsaure gelost und unter Zusatz von 200 mli Diethylether gefillt
(weiBer Feststoff).

C)Z-D-N(Carboxymethyl)Cha-OtBu x Cyclohexylamin

2g(5,8 mmdl) D-N(Carboxymethyl)Cha-OtBu x Acetat wurden in 75 ml Wasser, 15 ml 1
N NaOH und 75 ml Dioxan unter starkem Riihren ‘suspendiert und im Eisbad gekiihlt.
Danach wurden 7 mmol Z-Cl, gelost in 30 ml Dioxan, im Verlauf von 30 Minuten
zugetropft, noch 30 Minuten unter Eiskiihlung und weitere 12 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 1 N NaOH auf ca. 9-10 mehrmals
nachgestellt. Danach wurde das Losungsmitte] im Vakuum entfernt und der Riickstand in
EE und Wasser aufgenommen und 3 x mit 5 “Yoiger KHSO4-Losung und 3 x mit NaCl-
gesdttigter Losung gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der olige
Ruckstand wurde in Ether gelost und als Cyclohexylamin-Salz kristallisiert, abgesaugt und

im Vakuum getrocknet.

D) Z-D-N(CH;-CO-NH-PEGs04¢-OMe)Cha-OtBu

0,62 g (1,2 mmol) Z-D-N(Carboxymethyl)Cha-OtBu x Cyclohexylamin wurden in 200 ml
EE suspendiert und 3 x mit 50 ml 5 % KHSO,-Losung und 3 x mit NaCl-gesattigter Losung
gewaschen, mit Na;SOy getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der olige Riickstand und 2 g
(0,4 mmol) Amino-PEG5000-OMe wurden in 100 ml DMF unter Rithren gelost und im
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Eisbad abgekuhlt. Dazu wurden 0,62 g (1,2 mmol) PyBOP und 3 mmol DIEA gegeben,
weitere 30 Minuten unter Eiskithlung und danach 12 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum verdampft, der Riickstand in wenig, heiBem Methanol
gelost und in der Kalte mit Isopropanol gefillt, abgesaugt und im Vakuum getrocknet. Die
Festsubstanz wurde wieder in wenig, heifem Methanol gelost und in der Kalte mit Ether
gefillt, abgesaugt und im Vakuum getrocknet (Feststoff).

Ausbeute: 1,9 g .

E) Z-D-N(CH,-CO-NH-PEG3500-OMe)Cha-OH
Der tert.Butylester wurde wie im Beispiel 1F beschrieben abgespalten.
Ausbeute: 1,7 g (Feststoff)

F) Z-D-N(CH,-CO-NH-PEGs000-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylamid

Das unter Beispiel 1C hergestellte H-Pro-4(Amidino)Benzylamid x 2 HCI wurde ent-
sprechend der Vorschrift aus Beispiel 1G an 1 g Z-D-N(CHp-CO-NH-PEGs000-OMe)Cha-
OH' angekoppelt. Das Produkt wurde nacheinander mit Tsopropanol und Ether gefillt,
abgesaugt und im Vakuum getrocknet (Rohprodukt: 0,9 g).

G) H-D-N(CH,-CO-NH-PEGs000-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylamid

09 ¢g Z-D-N(CH,-CO-NH-PEGs00;-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylamid wurden wie in
Beispiel 1C beschrieben 4 h hydriert, nach abfiltrieren des Katalysators, einengen des
Losungsmittels im Vakuum, wurde der Riickstand in wenig heiBem Methanol gelost und mit
viel Ether gefallt und abgesaugt. Das gefillte Rohprodukt wurde an Biogel P2 mit 2 %
AcOH als Laufmittel gereinigt. In einem zweiten Schritt wurde anschlieBend das Produkt
durch Ionenaustauschchromotographie an Fractogel EMD COO" oder Source 30S mit
einem Ainmoniumacetatgradienten getrennt und die vereinten Fraktionen 3 x nacheinander

lyophilisiert.
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Beispiel 4
In analoger Weise zum Beispiel 3 wurden die folgenden Verbindungen synthetisiert, wobei
fur die Synthese Amino-PEG-Verbindungen mit verschiedenen Molekulargewichten

verwendet wurden.

H-D—N(CHg—CO—NH-PEGzooo-OMe)Cha—Pfo—4-(Amidino)Benzylamid
H-D-N(CHz-CO-NH-PEG19000-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylamid
H—D—N(CHg-CO—NH-PEGzoooo-OMe)Cha—Pro—4—(Amidino)Benzylamid

Durch Verwendung eines bifunktionalisierten Amino-PEG wurden die folgenden
Verbindungen hergestellt:

H-D-N(CH,-CO-NH-PEGso00 )Cha-Pro-4-Amidinobenzylamid

H-D-N(CH,-CO-NH- / )-Pro-4-Amidinobenzylamid

Durch Verwendung von Aminomethyl-Crown-Ethern wurden die folgenden Verbindungen

hergestellt:

H-D-N(CH,-CO-NH-CH,-Crown5)-Pro-4-Amidinobenzylamid
H-D-N(CH,-CO-NH-CH,-Crown6)-Pro-4-Amidinobenzylamid

Beispiel 5
D-N(CHz-CO-NH—PEGsooo-OMe)Cha—Pro-4-(Arnidomethy1)N(Amidino)Benzylamid
(Die Synthese der Zielverbindung ist in der nachfolgenden Abbildung 3 weiter

veranschaulicht):

A) 4~(Trifluoroacetyl-Amidomethyl)-Piperidin
166 mmol (18,95 g, 19.91 'ml) 4-Aminomethylpiperidin werden in 100 ml DCM gelost und
unter magnetischen Rithren im Eisbad gekiihlt. Uber einen Zeitraum von einer. Stunde

werden 182.6 mmol (25.94 g, 21.78 ml) Triﬂuoroessigsaureethylester zugetropft. Danach
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wird der Ansatz eine weitere Stunde im Eisbad gekithlt und danach noch 5 Stunden bei
Raumtemperatur gerithrt. Das wihrend der Reaktion ausfallende Produkt wird abgesangt.
Ausbeute: 18.68 g=53.55 %

MS: berechnet, 210.17; gefunden 211,3 [M+H]* (Maldi)

DC: Rf n-Butanol/Eisessig/Wasser 4/1/1 = 0.51

B) 4~(Trifluoroacetyl-Amidomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin
Zu einer Losung von 18 g (85.6 mmol) 4-(Trifluoroacetyl-Amidomethyl)-Piperidin in 150
ml DMF werden 14.89 ml (85.6 mmol) DIEA hinzugegeben. Unter Rithren im Eisbad gibt
man zu dieser Mischung 22.36 g (89.75 mmol) Z-Osu, das vorher in 75 ml DMF gelost
wurde. Der Ansatz wird 1 Stunde im Eisbad und danach 7 Stunden bei Raumtemperatur
gerithrt. Danach wird das Losungsmitte]l im Vakuum eingeengt und der verbleibende Rest in
Essigester aufgenommen und 3 x mit 5%iger KHSO4-Losung und 3 x mit gesittigter NaCl-
Losung gewaschen. Die EE-_Phase wird ber Na;SO, getrocknet, und das Losungsmittel
eingeengt. Umkristallisation aus Essigester/Hexan (weiBe Kristalle).
Ausbeute: 28.15 g=95.52 %
MS: berechnet: 344.27; gefunden: 345,1
DC: Rf n-Butanol/Eisessig/Wasser 4/1/1 = 0.83

Benzen/Aceton/Eisessig 27/10/0.5 = 0.73

C) 4-(Aminomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin

275 g (79.88 'mmol) 4-(Trifluoroacetyl-Amidomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin
werden in 150 ml Dioxan gel6st und mit 150 ml 1 n NaOH-Losung versetzt. Der Ansatz
wird 3 Stunden bei 40° C gertihrt und danach das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Der
Rest wird in Wasser aufgenommen und 3 x mit DCM extrahiert. Die vereinigten DCM-
Phasen werden tber Na,SO4 getrocknet, danach wird das Losungsmittel im Vakuum
eingeengt.

Ausbeute: 13.92 g 01, 56.09 mmol = 70.2 %

MS: berechnet, 248,13; gefunden, 249,3 [M+H]"

D) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin

0,86 g Boc-Pro-OH werden in 60 ml absolutem THF unter magnetischem Riihren gelost und
mit 0.44 ml (4 mmol) NMM versetzt. Der Ansatz wird auf —15° C gekiihlt und dann mit 4
mmol (0.52 ml) CKIBE versetzt. Nach weiteren 10 Minuten Rithren bei —15° C werden 1.1
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g (4.4 mmol) 4-(Aminomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin zugesetzt und der Ansatz
eine weitere Stunde bei —15° C und weiter iiber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt und der verbleibende Rest in Essigester
aufgenommen und nacheinander 3 x mit 5% KHSO4-Losung, 1 X mit geséttigter NaCl-
Losung, 3 x mit ges#ttigter NaHCO;-Losung und nochmals 3 x mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen. Danach wird die Essigesterphase mit Na,SO4 getrocknet und eingeengt.
Umkristallisation aus Essigester/Hexan.

Ausbeute: 1.5 g, 3,3 mmol (82,5 %)

E) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)Piperidin X Acetat

lg (2,2 mmol) Boc~Pro-4-“(Amidomethy1)-N(Benzyloxycarbonyl)—Piperidin werdén n
Analogie zum Beispiel 1C mit 150 mg Pd/C als Katalysator in Eisessig hydriert. Der
Katalysator wird abfiltriert und das Losungsmittel weitestgehend im Vakuum eingeengt,
und das Produkt durch Zusatz mit Diethylether gefillt.

Ausbeute; 0,6 g ‘

F) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x TFA

0,5 g (1,34 mmol) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)Piperidin x Acetat werden mit 04 g 27
mmol) Pyrazol-Carboxamidin-Hydrochlorid und 0,7 ml(4 mmol) DIEA in 4 ml DMF bei
Raumtemperatur fiir 24 h geriihrt. Das DMF wird im Vakuum entfernt und der Riickstand
mittels préparativer Reversed-Phase-HPLC von Salzen und nicht umgesetzten Pyrazol-
Carboxamidin-Hydrochlorid getrennt.

Ausbeute: 0,35 g

G) H-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 2 HCI ‘

0,3 g (0,64 mmol) Béc—Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x TFA werden mit 5 ml
1 N HCl/Eisessig iibergossen und bei Raumtemperatur 1 Stunde stehen gelassen. Der
Eisessig wird im Vakuum weitestgehend eingeengt und der Riickstand durch Zugabe von
Diethylether gefallt. Das Produkt wird abgesaugt, mit weiterem Diethylether gewaschen und
im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,18 g

H) Z-D-N(CHQ-CO—NH-PEGsooo—OMe)Cha-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Pipcridin X
HCl
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0,15 g (0,46 mmol) des unter Beispiel 5G hergestellten H-Pro-4-(Amidomethyl)-
N(Amidino)Piperidin x 2 HCI wurde entsprechend der Vorschrift aus Beispiel 1Gan 1 g Z-
D-N(CH,-CO-NH-PEGs000-OMe)Cha-OH mittels PyBop/DIEA angekoppelt. Das Produkt
wurde nacheinander mit Isopropanol und Ether gefillt, abgesaugt und im Vakuum
getrocknet (Rohprodukt: 0,9 g).

) D—N(CHZ-CO-NH—PEGsooo-OMe)Cha—Pro-4-(Amidomethyl)—N(Amidino)Piperidin x2

- HCI1

0,8 g Z-D-N(CHz—CO—NI-LPEGjooo—OMe)Cha—Pro-4-(Amidomethyl)—N(Amidino)Piperidin
x HCI werden in 90 %iger Essigsdure analog der Vorschrift 1C hydriert. Das Produkt wird
aus Methanol/Ether' gefallf und tber Biogel P2 und Ionenaustauschchromatographie
(Fractogel EMD COO" oder Source 30S ) gereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 046 g

Beispiel 6
In analoger Weise zum Beispiel 5 wurden die folgenden Verbindungen synthetisiert, wobei
fur die Synthese Amino-PEG-Verbindungen mit verschiedenen Molekulargewichten

verwendet wurden.

H-D-N(CH2-CO-NH-PEG2000-OMe)Cha-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 2
HCI
H—D-N(CH;—CO-NH-PEGIoooo—OMe)Cha—Pro-4-(Amidométhyl)-N(Amidino)Piperidin X
2HCI
H-D~N(CH2~CO-NH-PEGZoooo—OMe)Cha-Pro-4—(Amidomethyl)-N,(Amidmo)Piperidin x2
HCI

Durch Verwendung eines bifunktionalisierten Amino-PEG wurden die folgenden
Verbindungen hergestellt:

H-D-N(CH2~CO-NH-PEGqyqp )Cha-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 4 HCI

H-D-N(CH-CO-NH- )-Pro-4-Amidinobenzylamid
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Durch Verwendung von Amihomethyl-Crown—Ethem wurden die folgenden Verbindungen

hergestellt:

H—D-N(CHz-CO-NH—CHQ-CréwnS)-Pro-4-(Amidomethyl) -N(Amidino)Piperidin x 2 HCl
H—D-N(CHZ-CO-NH—CHZ-Crown6)-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 2 HCl1

Beispiel 7

Herstellung von D-N(CH;-CO-NH-PEG100p-OMe)Cha-Pro-Arg-CH,Cl
(Die Synthese der Zielverbindung ist in der nachfolgenden Abbildung 4 weiter

veranschaulicht):

A) H-Arg(Pbf)-CH-Cl x HCI

Boc-Arg(Pbf)-CH,-Cl  wurde analog der Literaturvorschrift fiir Boc-Arg(Z,)-CH,-Cl
(Steinmetzer et al., 1999 J. Med. Chem. 42, 3109-3115) hergestellt. Durch versetzen von 5 g
Boc-Arg(Pbf)-CH,-Cl mit 75 ml 1 N HC! in Eisessig wurde selektiv die Boc-Gruppe
abgespalten, das Losungsmittel weitestgehend im Vakuum entfernt und das Produkt durch
Zusatz von kaltem Diethylether gefallt, abgesaugt und im Vakuum getrocknet,

Ausbeute: 3,7 g

B) Boc-d-Cha-Pro-OH.
Die Verbindung wird entsprechend der in der Literatur beschriebenen Synthesestrategie
hergestellt (Steinmetzer et al., 1999 J. Med. Chem. 42, 3109-3115).

C) Boc-d-Cha-Pro-Arg(Pbf)~CH,-C1

Aus 3 g (8.14 mmol) Boc-d-Cha-Pro-OH, 0.9 ml (8.14 mmol) NMM und 1,06 ml (8.14
mmol) CKIBE in 100 ml THF wird bei ~15 °C das gemischte Anhydrid gebildet. Nach 10
min werden 4,03 g (8.14 mmol) H-Arg(Pbf)-CH,-C1 x HCI hinzugefiigt und der Ansatz eine
weitere Stunde bei ~15 °C und iber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt und wie unter
Beispiel ‘1A beschrieben, aufgearbeitet.

Ausbeuté: 4.6 g (5.7 mmol)
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D) H-d-Cha-Pro-Arg(Pbf)-CH,-Cl x HC]1

Die Boc-Gruppe wird analog der Vorschrift aus Beispiel 5G aBgespalten, das Produkt mit
Ether gefallt, abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 3.86 g (5.2 mmol) |

E) H-d-N(CH,-CO-OtBut)Cha-Pro-Arg(Pbf)-CH,-Cl x HCl

3 g (4 mmol) H-d-Cha-Pro-Arg(Pbf)-CH,-Cl x HCI werden in 100 ml DMF gelost und bei
Raumtemperatur mit 0,74 ml (4.15 mmol) Bromessigsaure-tert.Butylester und 1,16 g (5
mmol) Silber(I)Oxid versetzt. Der Ansatz wird iiber Nacht gerithrt und danach die
ausgefallenen Silbersalze abzentrifugiert. Das DMF wird im Vakuwum entfernt, der
Rickstand in Essigester aufgenommen und 2 x mit NaCl-gessttigtem Wasser gewaschen,
mit Na,SO; getrocknet und eingeengt.

Ausbeute: 2.7 g (3.1 mmol) Rohprodukt

F) H—d-N(CHg-COOH)Cha-Pro-Arg—CHQ—Cl x 2 Trifluoressigsiure

2,5 g (2,87 mmol) des Rohproduktes an H-d-N(CH>-CO-OtBut)Cha-Pro-Arg(Pbf)-CH,-Cl x
HCI werden bei Raumtemperatur mit 50 ml 90% Trifluoressigsdure in Wasser versetzt und
1,5 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum weitestgehend
entfernt und der Riickstand mit kaltem Diethylether gefallt. Das Rohprodukt wird
abgesaugt, mit Fther gewaschen, getrocknet und mit priparativer reversed—phase HPLC

gereinigt.

G) H-d—N(CHz-CONH—PEGzooo-OMe)Cha-Pro-Arg-CHg~Cl x 2 Trifluoressigséure

40 mg (0,054 mmol) HPLC gereinigtes H-d—N(CHZ-COOH)Cha—Pro-Arg-CHz-Cl X 2
Trifluoressigsaure und 80,75 mg (0,04 mmol) Amino-PEG;00-OMe werden in 3 ml DMF
gelost und unter Eiskithtung mit 57 pl Propanphosphonsiureanhydrid, sowie 55 ul DIEA
versetzt. Nach einer Stunde wird das Eisbad entfernt, und der Ansatz weitere 3 h bei Raum-
temperatur gerithrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand mittel
préparativer Umkehrphasenchromatographie gereinigt.

Ausbeute: 45 mg
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Beispiel 8
Bestimmung der kinetischen Konstanten
Bis auf die im Beispiel 6 beschriebene Verbindung-sind sé@mtliche Inhibitoren reversibel
bindende Thrombininhibitoren. Die bestimmten K;-Werte sind nur in geringem MaBe von
der Kettenlainge des PEG abhingig, daher ist fiir alle Verbindungstypen exemplarisch
jeweils nur ein Inhibitor mit seinem K-Wert angegeben, als Referenz werden die
kinetischen Konstanten fir die Verbindungen mit freier Carboxylgruppe, die keine PEG-

Kette gebunden haben, angegeben.

Kinetische Konstanten fiir den reversibel bz’ﬁa’enden Inhibitor aus Beispiel 1/2
4-Methoxy-benzensulfonyl—Asn(PEGZOOO‘-OMe)-Pro-4-Amidinob¢nzylamid
Kithombin: 0,53 nM;  Kitrypsin' 92,53 1M Kty psin/KiThrombin: 174
Referenz: 4-Methoxy-benzensulfonyl-Asp-Pro-4-Amidinobenzylamid
Kithrombin: 1,6 BM;  Kimrypsin: 77 nM; Kitrypsin/KiThrombin: 48

Bei den Inhibitoren dieses Typs fithrt die Einfiihrung der PEG-Kette zu einer Verbesserung
der Thrombinhemmung im Vergleich zu der gewihlten Referenzverbindung und auch zu

einer verbesserten Selektivitéit gegeniiber Trypsin.

4-Methoxy-benzensulfonyl-Asn(4-[MeO-PEG5000-CH2CH2CO-NHCH2]-Benzyl)-Pro-4-
Amidinobenzylamid

Ki Thrombin 0,19 1M
Referenz: 4-Methoxy-benzensulfonyl-Asp-Pro-4-Amidinobenzylamid

KiThrombin: 1,6 M

4-Methoxy-benzensquonyl—Lys(Perionyl-PEGsooo-OMe)~Pro-4-Amidinobenzy1amid
Ki thrompin 0,95 nM, Ki Trypsin 61 1M, Ki Trypsin/ K54 Thrompin 64

Referenz: 4-Meth;)xy-benzensulfonyl-Lys-Pro-4~Amidinobenzy1amid
Ki riromein 0,73 M, Ki 15 82 1M, Ki 1050/ Tyrormsn = 112

Kinetische Konstanten fiir den reversibel bindenden Inhibitor aus Beispiel 3/4
H-D-N(CH2-CO-NH-PEGs000-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylamid
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Kitwromin: 0,97 1M, Kireypist 34 1M; * KigypeiKitiomy: 3.5
Referenz:  H-D-N(CH-COOH)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylamid (Diese nicht PEG-
gekoppelie Referenzverbindung ist identisch mit dem von der Firma Astra beschriebenen
Inhibitor H317/86; Gustafsson et al., 1998 Thromb. Haemost. 79, 110-1 18).

Kithombin: 0,3 1M;  Kitrypein: 3,6 nM; Kitrypsin/KiTprompin: 12

Bei den Inhibitoren dieses Typs fithrt die Einfithrung der PEG-Kette zu einer leichten

Verschlechterung der Thrombinhemmung, die Trypsinhemmung bleibt unbeeinflusst.

Kinetische Konstanten fiir den reversibel bindenden Inhibitor aus Beispiel 5 und 6
H—D-N(CHZ-CO-NH-PEGs000—0Me)Cha—Pro-4-(Amidomethyl)—N(Amidino)Piperidin
Kitnrombin: 2,4 1M Kitrypsin: 239 nM; Kitrypsin/KiThrombin: 100
Referenz: H-D-N(CHZ-COOH)Cha—Pro—4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin
Kithompin: 1,3 1M, Kitypsin: 226 nM;  Kitrypsin/KiThrombin: 173

Auch bei den Inhibitoren dieses Typs fithrt die Einfithrung der PEG-Kette zu einer leichten
Verschlechterung der Thrombinhemmung, die Trypsinhemmung bleibt dagegen nahezu

unbeeinflusst.

Kinetische Konstanten fiir den irreversibel bindenden Inhib itor aus Beispiel 7
Die folgenden kinetischen Konstanten wurden entsprechend dem in der Literatur
beschriebenen Verfahren (Stein und Trainor, 1986 Biochemistry 25, 5414-5419) bestimmt.

H-d-N(CHz-CONH-PEG;0-OMe)Cha-Pro-Arg-CH,-Cl x 2 Trifluoressigsdure:
K; = 10,6 nM; Kipet = 0,08 5 Kinaed/K; = 7,5 x 10° M5!

Als Referenz wurde die analoge, nicht PEG-gekoppelte Verbindung gemessen:
K= 3,8 0M; Kigast = 0,079 55 Kinaod/K; = 2,1 x 107 M'ls"!

Aus der Literatur wurden die Daten fiir die Chlormethylketon-Leitstruktur D-Phe-Pro-Arg-
CH,-Cl (PPACK) entnommen (Walker et al., 1985 Biochem. J. 230, 645-650):
K =25 0M; Kinaet = 0,11 875 Kinae/Ki = 4,4 x 106 M5
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Die PEG-gekoppelte Verbindung ist etwas weniger aktiv, als die analoge freie Verbindung,
andererseits ist sie jedoch ein stérkerer Thrombinhemmstoff als das in der Literatur bereits
beschriebene PPACK.

Beispiel 8a

Wirksame Thrombinhemmstoffe sollten bevorzugt die plasminolytischen Enzyme Plasmin,
Urokinase und tPA kaum hemmen, da diese Proteasen an der Auflosung von
Fibringerinnseln beteiligt sind und deshalb antithrombotische Eigenschaften besitzen.
Deshalb wurden 2 ausgewshlte Vertreter der in den Tabellen 1 und 2 beschriebenen
Inhibitoren ohne PEG und ein PEG-gekoppelter Inhibitor beziiglich ihrer Hemmwirkung auf

diese Enzyme untersucht.

Hemmbkonstanten ausgewihlter Inhibitoren beziiglich der Enzyme Thrombin, Plasmin,
Urokinase und tPA (Werte in nM). |

Nr. Sequenz K Ki K; K
Thrombin Plasmin | Urokinase tPA
lc | 4-MeO-bs-Gly-Pro-4-Amba 0,97 5800 225000 630
50 4-MeO-bs-Asn-Pro-4-Amba 0,36 17500 52000 47000
4-MeO-bs-Asn(PEG 4p-OMe)-Pro-4-Amba 0,53 33500 157000 599000

Interessanterweise zeigt sich aus den Ki-Werten der in der obigen Tabelle aufgelisteten
Inhibitoren, dass die Einfithrung einer geeigneten 1-Aminosture mit Seitenkette nicht nur

eine Verstirkung der Thrombinhemniung bewirkt, sondern zusétzlich auch die Hemmung

‘ der fibrinolytischen Enzyme Plasmin und tPA abschwicht. Demzufolge sind die in der

Tabelle aufgefiihrte Verbindung mit Asparagin und der PEG-gekoppelte Inhibitor sehr

wirksame und gleichzeitig auch sehr selektive Thrombinhemmstoffe.
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Beispiel 9

Eliminierung der Inhibitorkonjugate an Ratten

Vorbemerkungen: Fir die Versuche wurden weibliche Wistarratten mit einem
Korpergewicht zwischen 150-250 g verwendet. Die Tiere wurden unter konventionellen
Bedingungen gehalten und erhielten Standardfutter und Trinkwasser ad libitum. Die
Narkotisierung erfolgte mittels 1,5 g/kg Korpermasse Ethylurethan. AnschlieBend wurden
die rechte und linke Vena jugularis pripariert und Katheter ei11gebuﬁden, um zu
unterschiedlichem Zeitpunkt Blut entnehmen zu konnen. Der Urin wurde tiber die gesamte

Versuchsdauer gesammelt und die Inhibitorkonzentration mit einem Gerinnungstest

bestimmt.

Abb. 5 zeigt die Eliminierung der in Formel (IV) dargestellten Verbindung nach
intravenoser Gabe von 10 mg/kg an der Ratte. Die Eliminierungshalbwertszeit betréigt ca.
16.5 min.

Abb. 6 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der kumulativen Wiederfindung im Urin der in
Formel (IV) dargestellten Verbindung nach subkutaner Gabe an der Ratte. Es werden ca. 58

% der Verbindung im Urin wiedergefunden.

Zum Vergleich ist ein Beispiel mit einer analogen Verbindung angegeben, an die ein
PEGS5000 kovalent gekoppelt wurde.

Abb. 7 zeigt den Blutspiegel der unten dargestellten Verbindung der Formel (V) (die PEG-
Kette hat ein durchschnittliches Molekulargewicht von 5000 Da) nach subkutaner Gabe von
10 mg/kg. Die bestimmte Eliminierungshalbwertszeit betragt ca. 2,6 Stunden und ist somit
deutlich langer im Vergleich zur freien, nicht pegylierten Verbindung (siehe Abb. 5).
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Abb.8 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der kumulativen Wiederfindung im Urin der
Verbindung (V) nach subkutaner Gabe an der Ratte (n=4). Es werden nahezu 100 % der

Verbindung im Urin wiedergefunden.

Abb. 9 zeigt eine halblogarithmische Darste:llungr der Konzentrations-Zeit-Kurve nach
subkutaner Gabe von 5 mg/kg der Inhibitorstruktur (VI) an der Ratte. Die berechnete
Eliminierungshalbwertszéit betragt ca..350 min. Die Halbwertszeit dieser Verbindung ist

somit deutlich verlangert.

(VD)

Beispiel 10
Eliminierung der Inhibitorkonjugate an Schweinen

Vorbemerkungen: Fiir die Versuche wurden weibliche und ménnliche Schweine mit einem

Korpergewicht zwischen 12 und 15 kg verwendet. Die Narkotisierung der Tiere erfolgte

‘durch intravendse Gabe von 20 mg/kg Pentobarbital. In die linke oder rechte Vena jugularis

wurde ein Katheter zur Blutentnahme und in die Luftrohre ein Trachealkatheter

eingebunden, um eine gute Atmung der Tiere wihrend der Versuche aufrechtzuerhalten. Die
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Blase der Tiere wurde ebenfalls mit einem Katheter versehen, so dass der Urin tiber die
gesamte Versuchsdauer gesammelt werden konnte. Bei den minnlichen Tieren wurde
zusétzlich die Harnrohre abgebunden, so dass der Urin nur durch den Blasenkatheter in ein
SammelgefiB abflieBen konnte. Die Inhibitorkonzentrationen wurden im Blat, im Plasma
und im Urin mittels des Ecarin-Clotting-Tests (Nowak und Bucha, (1996) Quantitative
determination of hirudin in blood and body fluids. Semin. Thromb. 22, 197-202) bestimmt.

Fur die Eliminierungsuntersuchungen an Schweinen wurden die Inhibitoren der allgemeinen

Formel (VII) mit einer durchschnittlichen PEG-Kettenlinge von 2000 oder 10000 Da

verwendet,

O H
\Q H N~/ ~PEG-OMe
s~ A

o)} (@]
07 °N
O
NH X Acetat
NH
HoN (VID)

In den Untersuchungen zeigte sich uiberraschenderweise, dass in Abhingigkeit der Lénge
der PEG-Kette der Inhibitoren der allgemeinen Formel (VII) groBe Unterschiede in der
Eliminierungsgeschwindigkeit der Inhibitoren aus dem Blut auftreten. Im Falle der
Inhibitoren mit einer durchschnittlichen PEG-Kettenlange um 10000 Da (Abb. 12 und 13)
konnten bis zu 28 h nach subkutaner Inhibitorgabe lang anhaltende, antithrombotisch

- wirksame Blutspiegel gemessen werden. Interessanterweise wurden bis zu diesem Zeitpunkt

nur c¢a. 35 % des Inhibitors im Urin wiedergefunden.
Im Gegensatz dazu wurde der Inhibitor der allgemeinen Formel (VII) mit einer

durchschnittlichen PEG-Kettenlidnge von 2000 Da bereits nach ca. 12 h nahezu vollstandig
iiber die Niere eliminiert (Abb. 10 und 11).

Abb. 10 zeigt die Plasmaspiegel des Inhibitors der allgemeinen Struktur (VI) mit einer
durchschnittlichen PEG-Kette um 2000 Da nach subcutaner Gabe- von 2,5 mg/kg in
Schweinen.
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Abb. 11 zeigt die kumulative Ausscheidung des Inhibitors der allgemeinen Struktur (VID
mit einer durchschnittlichen PEG-Kette um 2000 Da nach subcutaner Gabe von 2,5 mglkg

im Urin von Schweinen.

Abb. 12 zeigt die Plasmaspiegel des Inhibitors der allgemeinen Struktur (VII) mit einer

durchschnittlichen PEG-Kette um 10000 Da nach subcutaner Gabe von 20 mg/kg in
Schweinen.

Abb. 13 zeigt die kumulative Ausscheidung des Inhibitors der allgemeinen Struktur (VID
mit einer durchschnittlichen PEG-Kette um 10000 Da nach subcutaner Gabe von 20 mg/kg

im Urin von Schweinen.
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Patentanspriiche

1) Verbindung der allgemeinen Struktur (I)

t H
O~__N N—B~(CHy),—D
Ry Y

\

/N—CI)H 0
Rz ((PHRAr)m
Rs

10 - inder

mO0, 1, 2,3 oder 4 ist;

n0,1,2,3,4oder5 ist; .

A entweder eine Methylen-, Ethylen oder Propylengruppe ist und der damit gebildete Ring

entweder unsubstituiert oder mit einer Hydroxylgruppe substituiert sein kann, die
15 gegebenenfalls mit einem Alkyl- oder Aralkylrest verethert ist,

oder eine der Gruppen -CHj-O-, -CH,-S-, -CH,-SO-, -CH,-O-CH,-,

* -CHp-S-CHy-, -CH,-SO-CH)- ist;
B eine Bindung oder
O

L

\C]H Rs

20 ist, wobei Rs ein Alkylrest ist der 1 bis 4, bevorzugt 1 oder 2 und besonders bevorzugt ein

C-Atom umfasst und mit einem oder mehreren gleichen oder unterschiedlichen

- :/ \>
Halogenatomen oder mit einem Rest =/ substituiert sein kann;
D einen Rest

NH,

Q 0] Cl
NH
—Rg—(NH);—< _CNH
NHR7 , Cl , —Re—(CHa)s=NH2 4er CI

25  darstellt, wobei a 0 oder 1 und b 0, 1 oder 2 ist und Rs und Rg unabhéingig voneinander
bivalente Reste sind, ausgewdhlt aus aromatischen oder gesittigten 6-Ringen, die neben

Kohlenstoff noch ein Heteroatom enthalten kénnen und einen. oder mehrere gleiche oder
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unterschiedliche Alkylsubstituenten tragen konnen, und R dariiberhinaus ~NH- sein kann
falls a 0 ist, Ry ein Wasserstoffatom oder ~NH; ist;

Ry ein Wasserstoffatom oder ein Arylsulfonyl-, Aralkylsulfonyl-,
Cycloalkylmethylsulfonyl-, Cycloalkylethylsulfonyl- oder ein Alkylsulfonylrest ist, deren
Aryltei]l gegebenenfalls einen, zwei, drei, vier oder finf Substituenten, die unabhéngig
voneinander ausgewahlt sind aus Halogenatomep, Alkyl- oder Alkoxyresten, tragen kann,

oder mit einem weiteren Arylrest verknipft ist;

und entweder

Ry «(CH,)p-CO-NH-(CHy)-X, '(CHQ);'NH'CO'(CHz)S‘V‘X oder
~(CHy)-NH-CO-0-~(CH,);-V-X ist

wobei '

p eine ganze Zahl von 1 bis 5 und q eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist,

T eine ganze Zahl von 2 bis 5 und s ist eine ganze Zahl von 1-5 ist,

V eine Bindung oder ~CO-NH~(CH)c- und ¢ eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, und

X ein Oligo- oder Polyalkylenglykol der Struktur -[O-(CHy)u]-OZ oder -[O-CH(CH;)-
CHyJe-OZ oder einen Cyclus der Struktur - [CH-( CHy)e1 -[O-(CHy)q] g-OI darstellt und d

eine ganze Zahl von 2 bis 6, ¢ eine ganze Zahl von 3 bis 1000 ist, Z ein Wasserstoffatom
oder ein Alkylreét ist oder die gesamte Inhibitorstruktur repliziert, die an die freie Valenz
des Restes X gebunden ist, f eine ganze Zahl von 2 bis 6 ist und g eine ganze Zahl von 3 bis
10, ist; und

R; ein Phenyl- oder Cyclohexylrest ist, der mit 1 bis 5 gleichen oder unterschiedlichen
Substituenten, unabhéngig voneinander ausgew#hlt aus Halogenatomen, Alkyl- oder
Alkoxyresten oder Hydroxylgruppen substituiert éein kann und ‘

R4 ein Wasserstoffatom, Phenyl- oder Cyclohexylrest ist, der mit 1 bis 5 gleichen oder
unterschiedlichén Substituentcn; unabhzingig voneinander ausgewshlt aus Halogenatomen,
Alkyl- oder Alkoxyresten oder Hydroxylgruppen substituiert sein kann,

mO0, 1,2, 3 oder 4 ist und

am mit * gekennzeichneten Kohlenstoffatom eine D-Konfiguration vorliegt; .

oder

R; ein Wasserstoffatom ist und
R; -CO-NH~(CHz)g-X,, -CO-W1-W5-(CHp)¢-X, -NH-CO-(CHp)s-V-X,
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-NH-CO-0-(CHy)s-V-X, -S-CH,-CO-NH~(CH,)-X oder -S-8-CH,-CH,-X ist,

wobei g, s X und V wie vorstehend definiert sind und t eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, und
der Rest Wy -O- oder -NH- ist, und W eine Bindung darstellt oder die Struktur -(CH,),-Ph-
(CHZ)V‘-Ami;i- aufweist, in der v und v* unabhﬁngig von einander 0, 1 oder 2 sind, Ph einen
1,2-, 1,3- oder 1,4-substituierten Phenylrest und Amid ~HN-(O)C- oder —C(O)NH- darstelit,
und

R, ein Wasserstoffatom ist

m 1,2, 3,4 oder 5 ist und

- am mit * gekennzeichneten Kohlenstoffatom eine L-Konfiguration vorliegt.

2) Verbindung gemalh Anspruch 1, wobei B eine der folgenden Strukturen darstellt
! 0 , 0 L9 L, 0 L9 @
o+
/\C)]\/Cl /\C/U\/F /\C)LCH(; B /lg(CFS \C/[K/N N
\ \ \ “\

G
~
NFF

3) Verbindung gemih Ahspruch 1 oder 2, wobei D eine der folgenden Strukturen darstellt

50 Spd

'H2N/&NH H2N/J§NH H,N

NH H,N” SNH NH HoN" SNH

+ .
HN N SN O\/U\NHZ Cl
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4) Verbindung gem#B einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei X eine cyclische Struktur der
Formel - CiH—( CHa)sg "[O'(CHQ)f]g‘()] aufweist und f und g wie in Anspruchl definjert sind ‘

5) Verbindung géméiB Anspruch 1 mit einer der folgenden Formeln Ia-Ih

Ri—=NH .
\c" R‘]O
0 0

NH
o

PEG-OMe (Ta)

Ri~NH %7
ISP

¥ 0 ¢
NH

P EG-O->

HN
0
O

o)

R—NH N

R1o (Ib)
Ry—NH N
0 0
Hp_c&’) o
2

O @)
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Ry~NH N

HN

\—PEG-OMe (1d)

Rio (e)

10

(If)
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HN)J\/N N Rio
O
FIDEG
I
HN
O 0 .
HN N
R1g
(@]
(g)
(\O, Hy _
;O CNH
O/\%%OO 0
HN N
Rio
0

(Th)

in denen R; ein 4-Methoxy-phenylsulfonyl-, 4-Methoxy-3- -Chlor-phenylsulfonyl-, 4-
Methoxy-3 -Methyl-phenylsulfonyl- oder 4-Methoxy 2,3,6-trimethyl- phenylsulfonylrest ist,

Q—~(CHys*- mits* =0, 1,2, 3 oder 4, -O-CH,- oder —CH,-CHy-CO-NH-CH, ist
10 und

PEG eine Polyethylenglykolstruktur der Formel ~[O-C,H,];- darstellt, mit Werten fiir i von

3 bis 1000,
h fiir 1, 2, 3 oder 4 steht
und Ry
15
NH : JZ]H
H H ,
_N \/O/I(NHZ /N\/CN NH,
oder ‘
ist. :

6) Verfahren zur Erleichterung der renalen Eliminierung eines Thrombininhibitors, dadurch
20 gekennzeichnet daB der Inhibitor in ein Oligo- oder Polyalkylenglykolkonjugat integriert

wird, in dem eine kovalente Bindung zwischen dem Inhibitor und einer der Strukturen -[O-
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(CHy)dle-OZ, ~[0-CH(CH;)-CH;]o-0Z oder - GH-( CHy)gq -[O-(CHo)el¢-Q vorliegt, wobei d,
e, f, gund Z wie in Anspruch 1 definiert sind.

7) Verfahren zur Verbesserung der Loslichkeit eines Thrombininhibitors im extrazelluliren
Wasserraum, dadurch  gekennzeichnet daB der Inhibitor in ein Oligo- oder
Polyalkylenglykolkonjugat integriert wird, in dem eine kovalente Bindung zwischen dem
Inhibitor und einer der Strukturen -[O-(CHy)g)e-OZ, —[O-CH(CH3)-CH2]E-OZ oder

- C]H-( CHae1 -[O—(CHg)f]g-Ol vorliegt, wobei d, e, f, g und Z wie in Anspruch 1 definiert
sind.

8) Verwendung einer Verbindung gem4B einem der Anspriiche 1 bis 5 als Wirkstoff zur
Therapie oder Prophyleme thrombotischer Komplikationen, der tiberwiegend renal eliminiert

wird.

9) Verwendung einer Verbindung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5 zum Beschichten

einer Oberfliche.

10) Verfahren zur Modifikation einer Oberfliche, umfassend das in Kontakt bringen der

Oberflache mit einer Verbindung gem#8 einem der Anspriiche 1 bis 5.

11) Verbindung der Struktur

R—=NH N
Rio
00 D '
wobei R; einen 4-Methoxy-phenylsulfonyl-, 4-Methoxy-3-Chlor-phenylsulfonyl-, 4-
Methoxy-3-Methyl-phenylsulfonyl oder einen 4-Methoxy-2,3,6-trimethyl-phenylsulfonyl-
rest darstellt und Ry

NH NH

H H
oder
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12) Verbindung der Struktur

R1o
Re 0 0O i)

wobei

R, einen 4-Methoxy-phenylsulfonyl-, 4-Methoxy-3-Chlor-phenylsulfonyl-, 4-Methoxy-3-
Methyl-phenylsulfonyl- oder einen 4-Methoxy-1,3,6-trimethyl-phenylsulfonylrest darstellt,
und , ,

R, einen der Reste ~(CH,)-C(O)OR,,, -(CH,); -Ry,, oder ~(CHy); -C(O)NH-R; darstellt,
wobei Ry, ein Wasserstoffatom, oder ein C,-Cq Alkylrest, C,-C, Aralkylrest oder Cg bis
C,, Arylrest ist, die mit einem Halogenatom, einem linearen oder verzweigten Alkylrest,

einer Carboxylgruppe, Cyanogruppe, einem Carboxyalkylrest oder einem Aminoalkylrest
substituiert sein konnen, R, eine der Gruppen NH,, OH oder SH ist, und j 1, 2, 3 oder 4 ist,
Rio

NH NH

H H
/Nv©//<NH /N\/CN//(NH
oder

ist,

und am mit * gekennzeichneten C-Atom eine L-Konfiguration vorliegt.

13) Verbindung gemaB Anspruch 12, wobei R, eine substituierte oder unsubstituierte
Methyl-, Ethyl- oder eine substituierte oder unsubstituierte Benzylgruppe ist.
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