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D, L-, L- and D-phenyl alanine derivatives of formula (I) defined in claim 1 in which R, is an amidino-, guanidino-, ox-
amidino-, aminomethyl- or amino group have been discovered which effectively prevent blood coagulation or thrombosis.
The antithrombotically active compounds have low toxicity and may be administered by mouth, subcutaneously or intraven-

D,L-, L- und D-Phenylalanin-Derivate der im Patentanspruch 1 definierten Formel (I), in denen R, fiir eine Amidino-,
Guanidino-, Oxamidino-, Aminomethyl- oder Aminogruppe steht, wurden gefunden, die blutgerinnungshemmend resp. an-
tithrombotisch wirksam sind. Die antithrombotisch wirksamen Verbindungen weisen eine geringe Toxizitét auf und kdnnen
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Meta-substituierte Phenvlalanin-Derivate

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteinasen-
Inhibitoren, die ein am Phenylrest substituiertes Phenyl-
alanin enthalten. Insbesondere durch Variation des Substi-
tuenten am Phenylrest und Einfiihrung von hydrophob substi-
tuierten sekundiren Aminosduren wurden Inhibitoren mit
verbesserter Bioverfigbarkeit gefunden.

Proteinase-Inhibitoren sind potentielle Arzneimittel,
die zur Steuerung physiologischer Prozesse, welche durch
Proteinasen ausgeldst und unterhalten werden, verwendet
werden konnen. Fiir zahlreiche endogene bzw. natlirlich
vorkommende Hemmstoffe ist gezeigt worden, dass sie in vivo
die Aktivitdt von Proteinasen beeinflussen und hyperpro-
teolytische Zustidnde dampfen kbnnen [Siehe Horl, W.H. In:
Design of Enzyme Inhibitors as Drugs, S. 573-581, (Sandler,
M. and Smith, H.J., Eds.) Oxford, New York, Tokyo: Oxford
University Press, 1989]. Der therapeutische Einsatz dieser
relativ hochmolekularen Hemmstoffe ist allerdings wegen
ihrer besonderen Proteinstruktur begrenzt. Da diese Hemm-
stoffe einerseits nach oraler Verabreichung im Darm nicht
resorbierbar sind und andergrseits eine antigene Aktivitdt

. ausiiben, wurde nach synthetischen kleinmolekuléren Enzym-
Inhibitoren Ausschau gehalten. ‘
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Die vier Klassen von Enzymén, die fir Proteinase-ab-
héngige Prozesse verantwortlich sind, umfassen die Serin-,
Thiol-, Metallo-, wund Aspartat-Proteinasen. Serin-Protei-
nasen sind proteolytisdhe Enzyme, die einen reaktiven
Serin-Rest im aktiven Zentrum besitzen. Zur Trypsin-Familie
der Serin-Proteinasen gehdren Enzyme, die wie Trypsin als
solches C-terminale Peptidbindungen der basischen Amino-
sduren Arginin und Lysin spalten. In dieser Gruppe sind
diejenigen Enzyme von besonderer physiologischer Bedeutung,
welche an den Abwehrsyétemen des Blutes beteiligt sind. Das
sind insbesondere die Enzyme des Gerinnungssystems, daneben
aber auch solche, die die Fibrinolyse ausldsen, Xinin
freisetzen und die Komplement-Aktivierung bewirken oder
solche, die selber Komponenten derigenannten Enzymsysteme
sind.

Die Blutgerinnung wird {iber zwei unterschiedliche Wege .
durch Zymogen-Aktivierung ausgeldst. Der erste, endogene
Weg, flihrt iiber eine durch Blutkomponenten vermittelte
Reaktionskette zur Blutgerinnung. Der zweite, exogene Weg

fihrt {iber eine kiirzere, auf einer Wechselwirkung zwischen

- Blut~ und Gewebekomponenten beruhenden Reaktionskette zur

Gerinnung. Beide Wege bewirken die Aktivierung des Zymogens
Faktor X zur Serin-Proteinase Faktor Xa, welche ihrerseits
die Aktivierung des Prothrombins zur Fibrinogen-koagulie-
renden Serin-Proteinase Thrombin katalysiert. Als gemein-
sames Produkt sowohl des endogenen als auch des exogenen
Aktivierungsablaufs erscheint Faktor Xa als ein bevorzugtes
Zielenzym fir hemmende Eingriffe in den Blutgerinnungs-
vorgang.

Zur Entwicklung von synthetischen Inhibitoren fiir
trypsinéhnliche'Serin-Proteinasen sind Derivate des Benza-
midins vielfach untersucht worden (J. Stiirzebecher et al.,
Acta Biol. Med. Germ. 35, 1665—1676, -1976). Dabei haben
sich Aminosdure-Derivate mit Benzamidin-Struktur als
besonders glinstige Grundstrukturen erwiesen (G. Wagner et
al., Pharmazie 36, 597 - 603, 1981 und J. Stilirzebecher et
al., ibid, 639-641; UK Patent Application 2 007 663 A).
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Unter diesen Verbindungen sind Dérivate des Phenylalanins
mit meta-stdndiger Amidinogruppe selektive Faktor Xa-Inhi—
bitoren, wihrend analoge Verbindungen mit para-standiger
Amidinogruppe Grundstrukturen fiir die Entwicklung von
selektiven Thrombin-Inhibitoren sind.

Als selektiv Faktor Xa—hemmendes Aminosdure-Derivat
mit Benzamidinstruktur und meta-stindiger Amidinogruppe
wurde Na—Tosylglycyl—3—amidinophenylalanin—methylester
(TAPAM; K,= 8,4 x 10-7_mol/l) vorgeschlagen (J. Stilirze-
becher et al., Thromb. Res. 54, 245 - 252, 1989). Der
wirksamste Thrombin-Hemmstoff ist das Phenylalanin-Derivat
Na-(2-Naphthyl—sulfonyl)—glycyl-4—amidinophenylalanin—pipe-
ridid (K;= 6 % 10-2 mol/l) mit para-stindiger Amidino-
gruppe, das als NAPAP bezeichnet wird (J. Stlirzebecher et
al., Thromb. Res. 29, 635-642, 1983).

Es sind noch weitere Typen von Inhibitoren bekannt,
die Faktor Xa bezw. Thrombin ebenfalls selektiv hemmen:
Eine erste Gruppe beinhaltet Peptidyl-arginin-chlormethyl-
ketone, z.B. Ile—Glu—Gly—Arg—CHZCl, welches Faktor Xa hemmt
(C. Kettner et al., Thromb. Res. 22, 645-652, 1981) bezw.
H—D~Phe—Pro-Arg—CH2Cl, welches Thrombin selektiv hemmt (C.
Kettner et al., Thromb. Res. 14, 969-973, 1979). Eine
zweite Gruppe beinhaltet Peptidylargininaldehyde, z.B.
Ile-Glu-Gly-Arg-H (S. Bajusz, Folia Haematol. 109, 16-21,
1982) und H-D-Phe-Pro-Arg-H (S. Bajusz, Int. J. Peptide
Protein Res. 12, 217-221, 1978), welche Faktor Xa bzw.
Thrombin hemmen. Diese Inhibitoren sind Jjedoch relativ
instabil und konnen wegen ihrer Reaktionsfdhigkeit uner-
wiinschte Nebenreaktionen verursachen. Als weitere selektive
Thrombininhibitoren sind (2R, 4R)-4-Methyl-1-[Na-(3-methyl-
1,2,3,5—tetrahydro—8-chinolinsulfonyl)—L—arginin]—Z—pipe—
colin-carbonsiure (R. Kikumoto et al., Biochemistry 23,
85-90, 1984) und das Boronsiurederivat BOC-D-Phe-Pro-Boro-
Arg-C,qH, ¢ (s. Europ. Patentanmeldung No. 0 293 881)
beschrieben worden.

Als therapeutisch verwendbare, nicht-selektive Inhi-

bitoren von Thrombin und der Plasmagerinnungsfaktoren Xa
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und XIIa sowie von Kallikreinen, énzymat?schen Komplement-
faktoren und Trypsin sind das Methansulfonsdure-

salz des 4-(6-Guanidino-hexanoyloxy)-benzoesidure-ethyl-
esters (M. Muramatu et al., Biochim. Biophys. Acta 268,
221-224, 1972) und das Dimethansulfonsduresalz der 6-Ami-
dino-2 -naphthyl-p-guanidinobenzoesdure (s. US Patent Nr. 4
454 338) beschrieben.

Die gerinnungshemmende und-antithrombotische Wirksam-
keit ist in vivo fir alle der genannten Inhibitoren gezeigt
worden. Dagegen wurde eine Resorbierbarkeit nach oraler
Verabreichung bisher nur fiir den Aldehyd N-Methyl?D-Phe—
Pro-Arg-H (Bagdy et al., Thromb. Haemostas. 62, 535, 1989)
und das Boronsaurederivat BOC-D-Phe-Pro-Boro-Arg-C
Europ. Patentanmeldung No. 0 293 881) beobachtet.

Alle bisher gepriiften Thrombin-Hemmstoffe vom Benza-

10%6 (s

midin-Typ  besitzen fur eine therapeutische Anwendung
unglinstige pharmakodynamische und pharmakokinetische
Eigenschaften. Mit einer LD50 zwischen 10 - 50 mg/kg ist
ihre Toxizitdt relativ hoch (B. Kaiser et al., Pharmazie
42, 119 - 121, 1987). Die Verbindungen werden schneller aus
der Zirkulation eliminiert als z. B. das Argininderivat
(2R,4R)-4—Methyl-1«[Na-(3—methyl-1,2,3,5—tetrahydro—8-
chinolinsulfonyl)-L-arginin]-2-pipecolin-carbonsiure bzw.
das Boronsdurederivat BOC—D-Phe-Pro-—Boro-Arg—C1OH16 (J.
Hauptmann et al., Pharmazie 46, 57-58, 1991). Bei oraler
Applikation werden sie nicht im Darm resorbiert (B. Kaiser
et al., Biomed. Biochim. Acta 44, 1201-1210, 1985). Verant-
wortlich fur die ﬁnzureichenden pharmakologischen Eigen-
schaften ist wahrscheinlich die durch die stark basische
Amidinofunktion herabgesetzte Hydrophobizitit (B. Kaiser et
al., Pharmazie gg,' 119-121, 1987). Versuche, die stark
basische Amidinofunktion in hochwirksamen Inhibitoren durch
schwdcher basische Gruppen =zu ersetzen, schlugen fehl;
solche Veranderungen hatten einen bedeutenden Verlust an
Wirkungsstdrke zur Folge (J. Stiirzebecher et al., Pharmazie
43, 782-783, 1988). ' '
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Es wurde versucht, therapeutisch verwendbare Inhibi-
toren von Gerinnungsfaktoren mit guten pharmakologischen
Eigenschaften zu konzipieren. Dazu wurde von Phenylalanin-
derivaten mit meta-stindiger Amidinogruppe ausgegangen, die
sich als selektive Faktor Xa—Inhibitoren erwiesen hatten
(J. Stiirzebecher et al., Thromb. Res. 54, 245 - 252, 1989).
Ausgehend von der Erkenntnis, dass eine Erhdéhung der
Hydrophobizitdt eine Veradnderung der pharmakologischen
Eigenschaften bewirken konnte, sollten bei Erhalt der
Anti-Faktor Xa—Aktivitét neue Inhibitor-Grundstrukturen
gefunden werden. Dazu wurden die basische Amidino-Gruppe
verindert bzw. hydrophob substituierte sekunddre Amino-
sauren eingefﬁhrt. In diesem Rahmen wurde beispielsweise
die Verbindung Na-2-Naphthylsulfonyl-3-amidinophenylala-
nyl-prolin hergestellt. Es wurde nun gefunden, dass diese
Verbindung nicht wie erwartet Faktor Xa selektiv hemmt,
sondern {iberraschenderweise Thrombin. Es wurde ferner
festgestellt, dass diese Verbindung ausgezeichnete pharma-
kokinetische Eigenschaften besitzt. Nach subkutaner Appli-
kation an Ratten wird ein relativ hoher Blutspiegel erhal-
ten, der iiber einen lingeren Zeitraum in wirksamer, blut-
gerinnungshemmender Konzentration verfiigbar bleibt. Nach
peroraler Verabreichung an Ratten wird die Verbindung durch
den Darm resorbiert. Dies trifft auch fiir analoge Verbin-
dungen zu, in denen die Amidino-Gruppe verandert wurde,
beispielsweise bei Derivaten mit einer Oxamidino-Gruppe.
Die neuen Derivate zeichnen sich auch durch eine vermin-
derte Toxizitat aus.

Damit sind derartige direkt wirksame Inhibitoren
geeignet, als Antikoagulantien bei verschiedenartiger

Applikationsart eingesetzt zu werden.
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Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteinasen-

hemmende D,L-, L- und D-Phenylalanin-Derivate der Formel

R1

2

CH2 - CH -CO - R . I
i
NH
' 4
(CO - CH - NH)_ - SO, - R
13 n 2
R
in welcher
R eine basische Gruppe der Formel
R5 RS
1 - 1
(a) NH=C - N : (b) NH =C-N
I 16 : I l6,
R NH R
Amidino Guanidino
Ac) NH2 - ? = N - OH
Oxamidino
(a) - CH2 - NH, oder (e) - NH.,
Aminomethyl Amino

darstellt, wobei R5 und R6 in den Formeln (a) und (b)

je Wasserstoff oder einen -geradkettigen oder ver-

zweigten niedrigen Alkylrest bezeichnen,
R2 (f) OH, 0-Alkyl, O-Cycloalkyl, O-Aralkyl, n=0 sein kann,

(g) eine Gruppe der Formel

- N-CH - CO -~ R9
R’ &P

darstellt, in welcher R7 Wasserstoff oder einen
geradkettigen oder verzweigten niedrigen Alkylrest und
R einen geradkettigen oder verzweigten niedrigen
Alkylrest, einen 1- oder 2-Hydroxyethylrest, einen
Methylmercaptoethylrest, einen Aminobutylrest, einen
Guanidinopropylrest, einen Carboxy(niedrigen)alkyl—
rest, einen Carboxamido(niedrigen)alkylrest, einen
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Phenyl(niedrigen)alkylrest,Idessen'Ring gegebenenfalls
mit OH, Halogen, niedrig-Alkyl oder Methoxy substi-
tuiert ist, einen Cyclohexyl- oder Cyclohexylmethyl—
rest, dessen Ring gegebenenfalls mit OH, Halogen,
niedrig-Alkyl oder Methoxy substituiert ist, oder
einen N—Heteroaryl(niedrigen)alkylrest mit 3 bis 8
Kohlenstoffatomen im Heteroaryl, z.B. Imidazol-
ylmethyl oder Indolylmethyl, bezeichnen, wobei die

Gruppe (e) racemisch oder D- bzw. L-konfiguriert sein

kann,
(h) eine Gruppe der Formel
co - R9
i
/,CH - (CHZ)m
- N
~N
CH2 - CH2

darstellt, in welcher m die 2zahl 1 oder 2 bezeichnet,
und in welcher eine der Methylengruppen gegebenenfalls
mit einem Hydroxyl-, Carboxyl-, niederen Alkyl- oder
Aralkyl-rest substituiert ist, wobei die Gruppe (h)
racemisch oder D- bzw. L-konfiguriert sein kann,
(i) eine Gruppe der Formel
_(cHy), - CH - CO - R’
- N
~
(CHZ)r - CH,
darstellt, in welcher p = T = 1, p=lund =2 oder
p=2undr = 1 sind und in welcher eine der Methy-
lengruppen gegebenenfalls mit einem Hydroxyl-, Carbo-
xyl-, niederen Alkyl- oder Aralkyl-rest substituiert
ist,
(k) eine Piperidylgruppe darstellt, die gegebenenfalls
in einer der Stellungen 2, 3 und 4 mit einem niederen
Alkyl- oder Hydroxyl-rest substituiert ist,
wobei an die heterocycloaliphatischen Ringe der
Formeln (h), (i), (k) ein weiterer aromatischer oder
cycloaliphatischer Ring, vorzugsweise Phenyl oder
Cyclohexyl, in 2,3 oder 3,4 Stellung, bezogen auf das

Heteroatom, ankondensiert sein kann,
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(1) eine Piperazylgruppe, . die gegebenenfalls in
p-Stellung mit einem niederen Alkylrest, einem Aryl-
rest oder einem Alkoxycarbonylrest substituiert ist,
(m) eine Gruppe der Formel

—1;1— (CHz)n. - CO - R
R1o

9

darstellt, in welcher n' die Zahlen 1 bis 6 und R10
Wasserstoff oder den Methyl- ~oder Cyclohexylrest
bezeichnen,

(n) eine Gruppe der Formel

- NH - CHz-@—CO-Rg

darstellt, wobei R9 in den Formeln (g), (h), (i), (1),
(m) und (n) eine Hydroxyl-, geradkettige oder ver-
zweigte niedrige Alkoxy- oder eine Benzyloxy-Gruppe
bezeichnet,

oder
(o) eine Kombination von 2 bis 20, vorzugsweise 2 bis
5, insbesondere 2 oder 3, der von den unter (g), <(h),
(1), (x), (1), (m) und (n) definierten Gruppen abge-
leiteten, durch Amidbindungen verkniipften Resten (R9 =
Einféchbindung) darstellt, wobei der C-terminale Rest
gegebenenfalls mit einem Rest R9 verkniipft ist,

R3 Wasserstoff oder einen geradkettigen oder verzweigten

niedrigen'Alkyl- oder einen 1- oder 2—Hydroxyethy1-Rest

darstellt, wobei n die Zahl 0 oder 1 bezeichnet,

und | '

R4 einen Arylrest, z.B. Phenyl, Methylphenyl, o- oder

B8-Naphthyl oder 5-(Dimethylamino)—naphthyl, oder einen

Heteroarylrest} z.B. Chinolyl, darstellt,

wobei niedrig 1-4 Kohlenstoffatome bedeutet,

und deren Salze mit Minerals3uren oder organischen Siuren.
Von den in den allgemeinen Anspriichen definierten

Phenylalanin-Derivaten sind Verbindungen, bei denen

R1 eine basische Gruppe der Formel (a) = Amidino, (b) =
Guanidino, (¢) = Oxamidino, (4d) = Aminomethyl oder (e)
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= Amino darstellt,
0-Alkyl, O-Cycloalkyl oder Aralkyl und n=0 sein kann,

einen heterocycloaliphatischen Rest, der in den
Formeln (h), (i), (k) und (1) ndher erldautert ist und
bei dem R9 in den Formeln (h) und (i) eine Hydroxyl-,
geradkettige oder verzweigte niedrige Alkoxy-, Cyclo-
alkoxy- oder Aralkoxy-Gruppe sein kann, darstellt,
einen Aryl- oder Heteroarylrest, vorzugsweise B-
Naphthyl, bezeichnet und

die zahl 0 darstellt,

von besonderer Bedeutung.
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Die Verbindungen der allgemeinen Formel I mit R1 =

Amidino (a) ké6nnen nach den nachfolgena beschriebenen, an
sich bekannten Methoden hergestellt werden.

3-Cyanbenzyl-acylamino-malonsaurediester der allge-
meinen Formel IT,

NC CO0OAlk
| .
<./ \>—CH2—C—NH-CO—Alk II
1 ,
— Co0Alk '

in welcher Alk vorzugsweise - CH3 oder - C2H5 bedeutet,
werden in einer Mischung von 3 N HCl wund Eisessig durch

rickfliessendes Erhitzen zu 3-Cyanphenylalanin ITI

NC
<i:::>— CH2 - ?H - COOH IIT
NH

2
umgesetzt.

Durch Sulfonylierung der Verbindungen III mit einem
Aryl- bzw. Heteroarylsulfonylchlorid oder Acylierung mit
einem sulfonylierten Aminosdurehalogenid in Gegenwart einer

Base werden die Verbindungen der allgemeinen Formel IV,

NC ,
</ \>- CH, - CH - COOH , v
— NH

(CO - CH - NH)_ - S0, - rR?
i3 n 2
R
in welcher n = 0 oder 1 ist und B> und R} die in der
allgemeinen Formel I beschriebenen Bedeutungen besitzen,

erhalten.

Die Verbindungen der allgemeinen Formel V,

NC , ,
@—cnz-gn-co—az ' v
NH

|
(CO - CH - NH)_ - SO2 - R4
i 3 n
R N
in welcher R2 die in der allgemeinen Formel I unter (g),
(h), (i), (k), (1), (m), (n) und (o) sowie R° und R? die in
dieser Formel genannten Bedeutungen besitzen und R9 eine

geradkettige oder verzweigte Alkoxy- bzw. Benzyloxy-Gruppe



WO 92/08709 PCT/CH91/00235

- 11 -

darstellt, werden gemiss einef ersten Methodenvariante
durch Umsetzung der Verbindungen IV mit einem entsprechen-
den Aminosdureester nach dem Mischanhydridverfahren darge-
stellt, indem die Verbindungen der Struktur IV mit vor-
zugsweise Chlorameisensdureisobutylester in Gegenwart einer
geeigneten tertidren Base, z.B. 4-Methylmorpholin, bei -15°
bis -20°C in einem aprotischen LOsungsmittel zur Reaktion
gebracht und anschliessend mit einem Aminoséureestef oder
Amin umgesetzt werden.

Gemass einer zweiten Methodenvariante werden die
Verbindungen der allgemeinen Formel IV nach dem DCC-Ver-
fahren mit entsprechenden Aminosdureestern umgesetzt, indem
die Verbindungen IV in einem geeigneten aprotischen LG-
sungsmittel mit Dicyclohexylcarbodiimid in Gegenwart von
1-Hydroxybenzotriazol zur Reaktion gebracht und mit den
genannten Aminosdureestern oder Aminen zu V umgesetzt
werden.

Gemdss einer dritten Methodenvariante werden die
Verbindungen der Struktur IV nach Uberfilhrung in aktive
Ester mit beispielsweise N-Hydroxysuccinimid, 2,3,4,5,6,-
Pentafluorphenol oder p-Nitrophenol in Gegenwart von
Dicyclohexylcarbodiimid isoliert bzw. ohne zwischenzeitli-
che Isolierung mit entsprechenden Aminosaureestern oder
Aminen zu Verbindungen der allgemeinen Formel V umgesetzt.

Gemdss einer vierten Methodenvariante werden Verbin-
dungen der Struktur IV, bei denen n = 0 ist, mit bei-
spielsweise Thionylchlorid in S&durechloride iibergefiihrt,
die anschliessend mit entsprechenden Aminosaureestern oder
Aminen zu Verbindungen der allgemeinen Formel V umgesetzt
werden.

Durch milde alkaliéche oder saure Hydrolyse mit
beispielsweise verdlinnter NaOH oder Trifluoressigsaure von
Verbindungen der Struktur V werden die Verbindungen mit
Carbonsdurestruktur der alléemeinen Formel V, wobei Rz, R3
und R* die in der allgemeinen Formel I genannten Bedeutun-
gen besitzen und das in Rz definierte R9 = OH ist.
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Ausgehend von den Verbindungen mit .Carbonsdurestruktur
V konnen nach den vorher beschriebenen Verfahren weitere -
Aminosauren gekoppelt werden.

Durch Addition von HZS an V mit Carbonsdure- oder
Carbonsdureesterstruktur in Pyridin in Gegenwart von
Triethylamin werden die Thioamide der allgemeinen Formel VI

S

A

HN - CH, - CH - CO - R VI
2 2 |
NH

(co - gl - NH) - SO, - R
R
erhalten, wobei die Bedeutungen der Substituenten RZ, R3
und R4 denen der allgemeinen Formel I entsprechen.

Durch Umsetzung der Verbindungen VI mit einem Alkyl-
halogenid, vorzugsweise Methyliodid, werden die Thioimid-
sdureesterhalogenide VII

AlkS

AN

HX- C
4 2
HN - CH2 - CH-CO - R VII
t
NH

(Co - CH - NH), - 50, - r?
R

erhalten. Die Bedeutungen von n und R2 bis R4 entspricht
. denen der allgemeinen Formel I, Alk stellt niedrig Alkyl,
vorzugsweise - CH3, dar und X bedeutet Halogen, im allge-
meinen Iod.

, Ausserdem konnen die Verbindungen V mit einem niederen
Alkohol, gegebenenfalls in Anwesenheit eines LOsungsmittels
wie beispielsweise Dioxan oder Chloroform, in Gegenwart von
wasserfreiem Halogenwasserstoff in Imidsdureesterhalogenide
VIII
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AlkO
\

*HX c
s 2
HN 2i:::>— CH2 - CH - CO - R VIII
{
NH

i 4
(CO - CH - NH)n - 802 - R.

éB
ibergefiihrt werden, wobei Verbindungen mit freier -COOH-
Gruppe gleichzeitig mit dem verwendeten Alkohol verestert
werden. Die Bedeutungen von n und R2 bis R4 entsprechen
denen der allgemeinen Formel I, Alk stellt niedrig Alkyl,
vorzugsweise —CH3 oder —C2 57 dar und X bedeutet Halogen,
im allgemeinen Chlor.
Zur Darstellung der Zielverbindungen IX,

RSN

N\

HX* c
6,7 2
RN - CH, - CH - CO - R IX
|
NH

(éO - gg - NH)n - SO2 - R4
R

mit n = 0 oder 1 und den Bedeutungen der Substituenten R1
bis R6 analog denen der allgemeinen Formel I und X =
Halogen, werden die Thioimidsdureestersalze VII in alkoho-
lischer Ldsung mit Ammoniumacetat bzw. einem Alkylammo-
niumacetat oder die Imidsdureestersalze VIII in alkoholi-
scher Ammoniakldsung zu IX umgesetzt.

Verbindungen IX mit einem t-Butoxy-Rest (Rg) im
Substituenten R2 kénnen anschliessend durch Hydrolyse mit
Trifluoressigsdure in Verbindungen IX mit Carbonsdure-
struktur"(R9 = OH) ubergefiihrt werden.

Verbindungen IX mit einer OH-Gruppe (R2 oder Rg)
konnen anschliessend mit vorzugsweise niederen aliphati-
schen (C1—C8), cycloaliphatischen oder araliphatischen
Alkoholen, in Gegenwart von Chlorwasserstoff oder p-To-
luolsulfonsdure in Verbindungen IX mit Carbonsaureester-
struktur (Rz, R9 = 0-Alkyl, O0-Cycloalkyl, O-Aralkyl)
libergefiihrt werden. '

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I mit R1
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Oxamidino (c) werden auf dem gleichen Syntheseweg wie die
Verbindungen mit R1 = Amidino (a), 1uber die 2Zwischenpro-
dukte der Formeln II bis VII, dargestellt. Im letzten
Syntheseschritt werden die Thioimidsdureestersalze VII mit-
Hydroxylammoniumacetat zu Verbindungen der allgemeinen
Formel I umgesetzt, wobei R1 die Oxamidino-Gruppe (c)
darstellt.

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I mit R1 =
Aminomethyl (d) werden ebenfalls auf diese Weise iiber die
Zwischenprodukte der Formeln II bis V dargestellt. Um =zu
den Zielverbindungen der allgeméinen Formel I mit R1 = -
CH2 - NH2 zu gelangen, werden die Cyanverbindungen V
katalytisch, beispielsweise mit Raney-Nickel/Wasserstoff in
alkoholischer Ldsung in Gegenwart von Ammoniak, zu den
Aminomethylverbindungen reduziert. Die erhaltenen freien
Basen werden in geeigneter Weise in Salze, vorzugsweise
Hydrochloride, ibergefihrt.

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I mit R1 =
Guanidino (b) kénnen prinzipiell nach dem gleichen Synthe-
seschema wie die mit Amidinostruktur (a) dargestellt
werden.

Dazu werden 3-Nitrobenzyl-acylamino-malonsiurediester

der allgemeinen Formel X,

0N Cooalk |
<i::j>— CH2 - ? - NH - CO - Alk X
. CO0OAlk
in welcher Alk vorzugéweise - CH3 oder - C2H5 bedeutet,
durch rickfliessendes Erhitzen in einer Mischung von 3 N

HCl und Eisessig zu 3-Nitrophenylalanin XI
O,N '

2 :
<i::>>— CH2,- CH - COOH - XTI
|
NH

2
umgesetzt.

Die Verbindungen XII und XIII



PCT/CH91/00235

WO 92/08709
- 15 -
OZN . _
- CH2 - ?H ~ COOH XIT
NH
! 4
(CO - CH - NH)_ - SO2 - R
I 3 n
R
OZN
2
2i:::>-— CH2 - CH - CO - R XITIT
|
NH
! 4
(CO - CH - NH)_ - 802 - R
! 3 n
R

werden auf die gleiche Weise erhalten wie die entsprechen-
den Cyanverbindungen IV und V, wobei auch die Bedeutungen
von n, Rz, R3 und R4 entsprechend sind.

Durch katalytische Hydrierung mittels beispielsweise
Raney-Nickel/Wasserstoff in einem geeigneten LOsungsmittel
werden aus XIII die Aminoverbindungen der allgemeinen
Formel XIV

H,N

2 2
- CHZ - CH - CO - R XIV
!
NH

(Co - CH - M), - 50, - r?
R
erhalten, die mittels eines geeigneten Guanylierungsrea-
genses, beispielsweise 1-Amidino-3,5-dimethyl-pyrazol-ni-
trat, zu den Guanidinoverbindungen der allgemeinen Formel I
mit R' = Guanidino (b) umgesetzt werden.

Verbindungen mit der allgemeinen Formel I mit R1 =
Guanidino (b), Oxamidino (c), Aminomethyl (d) bzw. Amino
(e) und einem t-Butoxy-Rest (Rg) im Substituenten R2 kdnnen
durch Hydrolyse mit Trifluoressigsdure in Verbindungen mit
carbonsiurestruktur (R = OH) ibergefithrt werden, die
anschliessend durch Veresterung mit niederen Alkoholen,
vorzugsweise Methanol, in Gegenwart von Chlorwasserstoff
oder p-Toluolsulfonsdure zu Verbindungen mit Carbonsaure-

esterstruktur (R9 = Alkoxy) umgesetzt werden konnen.
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Die biologische Aktivitdat der . erfindungsgemissen
Verbindungen wurde sowohl in vitro als auch in vivo be-

stimmt. Zur Charakterisierung der Inhibitoraktivitdt in

vitro wurden die Dissoziationskonstanten Ki flir die Hemmung
von Trypsin bzw. der verwandten Enzyme Thrombin, Plasmin,
Faktor xa, tPA, glanduldres Kallikrein, Faktor XIIa und
Plasmakallikrein nach der Formel

[E] - [I]
[EI]

in welcher [E] die Konzentration an freiem Enzym, [I] die
Konzentration an freiem Inhibitor wund [EI] die Konzentra-
tion an Enzym-Inhibitor-Komplex bezeichnen, gemessen
(Dixon, Biochem. J. 55, 170-173, 1953). Je kleiner der
Ki-Wert fir ein gepriiftes Enzym ist, desto grdsser ist die
Affinitdt des Inhibitors £fiir das Enzym und desto kleiner
ist die zur Hemmung des Enzyms, z.B. Thrombin, bendtigte
Menge Inhibitor. ,

In vitro wurden verschiedene Gerinnungstests benutzt,
um die Wirksamkeit der Hemmstoffe gegeniiber der durch
Thrombin ausgeldsten Gerinnung seines natilirlichen Sub-
strates Fibrinogen zu bestimmen. Dazu wurde in Human-Plasma
die Thrombinzeit (TT), die aktivierte partielle Thrombo-
plastinzeit (aPTT) und die Prothrombinzeit (PT, OQuickwert)
bestimmt. |

Die Toxizitdt der erfindungsgemissen Verbindungen
wurde durch Bestimmung der LD50 (= Dosis, die bei 50% der
Versuchstiere wdhrend einer Beobachtungsdauer von einer
Woche zum Tode fiihrt) an der Maus nach intravendser bzw.
peroraler Verabréichung ermittelt.

zZur pharmakokinetischen Charakterisierung wurde die
PlaSmakonzentration ausgewdhlter Derivate nach intravendser
(i.v.), subkutaner (s.c.) und peroraler (p.o.) Applikation
an Ratten nach folgendem dréistufigem Verfahren bestimmt:

1. Eine LOsung der zu priifenden Substanz in physiolo-
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gischer Kochsalzldsung wurde der Flﬁ;sigkeits—Hochdruck—
chromatographie (HPLC = high pressure liquid chromatogra-
phy) unterworfen, um den fiir die zu priifende Substanz
charakteristischen Peak bei der unter den gewahlten Ver-
suchsbedingungen substanzspezifischen Retentionszeit zu
ermitteln.

2. Die zu priifende Substanz wurde in vitro in Ratten-
plasma geldst. Diese L&sung wurde ebenfalls der HPLC
unterworfen, um festzustellen, ob der fur die Substanz
charakteristische Peak béi der substanzspezifischen Reten-
tionszeit erneut erscheinen wiirde.

3. Die zu priifende Substanz wurde in physiologischer
Kochsalzldsung geldst und in einer Dosis von 1, 5 bzw. 100
mg pro kg Kdrpergewicht i.v., s.c. bzw. p.o. an Ratten
verabreicht. 1In Zeitintervallen von 15 Minuten wurden
Blutproben entnommen, aus denen durch zentrifugation
Plasmaproben hergestellt wurden, welche ihrerseits der HPLC
unterworfen wurden, um festzustellen, ob der fir die
Substanz charakteristische Peak bei der substanzspezifi-
schen Retentionszeit wiederum in Erscheinung treten wiirde.

Zum Nachweis der pharmakologischen Wirksamkeit wurde
die zu priifende Substanz in physiologischer Kochsalzldsung
geldst und in einer Dosis von 1, 5 bzw. 100 mg pro kg
Korpergewicht i.v., s.c. bzw. p.o. an Ratten verabreicht.
In Zeitintervallen von 15 Minuten wurden Blutproben ent-
nommen, aus denen durch Zentrifugation Plasmaproben herge-
stellt und im Gerinnungstest (Thrombin-induzierte Plasma-

Gerinnung) gepriift wurden.
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Als Beispiele der 'allgemeinen Formel I mit meta-

standiger basischer Gruppierung sind zu nennen:

Verbindungen mit R1 = Amidino (a):

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-
n-hexyl-, -cyclohexyl- und -n-octyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-
4-hydroxypiperidid

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D)-phenylalanyl-
(D)-prolin und -methylester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanyl-
(L)-prolin und -methylester '

N—a-(2—Naphthylsulfonyl)-3—amidino—(D)-phenylalanyl-
(L)-prolin und -methylester

N-a~-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-prolin und -methylester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)~-phenylalanyl-
(L)-4-hydroxyprolin und -methylester

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-prolyl-4-aminobuttersdure und -methylester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanyl-
(L)-pipecolinsduremethylester

N-oa-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanyl-
(D)-pipecolinsduremethylester
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N-a—(Z-Naphthylsulfonyl)—3—amidiﬁo-(D,L)—phenylalanyl-
(D,L)-pipecolinsdureethyl-, -n-butyl-, -n-hexyl- und

~-cyclohexyl-ester

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-

(D,L)-pipecolyl-4-aminobuttersaure

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-

(D,L)-pipecolyl-6-aminocapronsaure

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-pipecolyl-glycyl-glycin

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3-amidino—(D,L)-phenylalahyl—
(D,L)-pipecolyl-glycyl-(D,L)-pipecolinsdure

N-o- (2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)~-phenylalanyl-
(D,L)-pipecolyl-glycyl-glycyl-(D,L)-pipecolinsdure

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-pipecolyl-6-aminocaproyl-(D,L)-pipecolinsdure

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
nipecotinsdureethyl-, -n-butyl-, -n-hexyl- und -cyclo-

hexyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
isonipecotinsdureethyl-, -n-butyl-, -n-hexyl- und -cyclo-

hexyl-ester

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-

4-aminobuttersdure und -methylester

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)~phenylalanyl-

6-aminocapronsdaure und -methylester
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N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-

cyclohexyl-B8-alanin und -methylester

N—a—(2-Naphthylsu1fonyl)—3—amidino—(D,L)—phenylalanyl—

4-aminomethyl-cyclohexancarbonsdure und -methylester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3-amidino—(D,L)-phenylalanyl—
3-carboxy-(D,L)-phenylalanin

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
3-methoxycarbonyl-(D,L)-phenylalaninmethylester

N—a—(Z—Naphthylsulfonyl)—3-amidino—(D,L)—phenylalanyl—
(D,L)-homophenylalanin und -methylester

N—a—(2—Naphthylsu1fonyl)-3—amidino-(D,L)—phenylalanyl—
4-aminobutyryl-glycin und -methylester
Verbindungen mit R! = Guanidino (b):

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3-guanidino—(D,L)—phenylalanin—
-methyl-, -n-butyl-, -n-hexyl- und -cyclohexyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfony1)—3-guanidino-(D,L)-phenylalanin—
4-methylpiperidid

N—a—(2-Naphthylsulfony1)—3-guahidino—(D,L)-phenylalanin—
N-methylpiperazid

N—a-(2—Naphthylsulfonyl)-3—guanidino—(D,L)—phenylalanin-
N—phenylpiperazid

N—a—(Z-Naphthylsulfonyl)~3—guanidino—(D,L)—phenylalanin-
N-ethoxycarbonylpiperazid
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N-a—(2-Naphthylsulfonyl)—3—guanidino-(D,L)—phenylalanyl—

(D,L)-prolin und -methylester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—guanidino—(D,L)—phenylalanyl—
(D,L)-pipecolinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—guanidino-(D,L)—phenylalanyl—
isonipecotinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)43—guanidino—(D,L)—phenylalanyl—
4-methyl-(D,L)-pipecolinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—guanidino—(D,L)—phenylalanyl—
2-methyl-nipecotinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfony1)-3—guanidino—(D,L)—phenylalanyl—
1,2,3,4—tetrahydroisochinolin—3—carbons§ure und -methyl-

ester

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-guanidino-(D,L)-phenylalanyl-
decahydrochinolin-4-carbonsdure und -methylester

Verbindungen mit R1 = Oxamidino (c):

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—oxamidino—(D,L)—phenylalanin—
-methyl-, -n-butyl-, -n-hexyl- und -cyclohexyl-ester

N-a- ( 2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanin-
N-methylpiperazid

N-a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—oxamidino—(D,L)-phenylalanin-
N-phenylpiperazid

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3-oxamidino—(D,L)—phenylalanin—
N-ethoxycarbonylpiperazid '
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N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-prolin und -methylester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-pipecolinsduremethyl- und -n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanyl-
isonipecotinsduremethyl- und -n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanyl-
4-methyl-(D,L)-pipecolinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanyl-
2-methyl-nipecotinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—oxamidino—(D,L)—phenylalanyl—
1,2,3,4—tetrahydroisochinolin—3—carbons§uremethylester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—oxamidino-(D,L)—phenylalanyl—
decahydrochinolin-4-carbonsiure und -methylester
Verbindungen mit R1 = Aminomethyl (4):

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)-3—aminomethyl—(D,L)—phenylalanin—
-methyl-, -n-butyl-, -n-hexyl- und ~cyclohexyl-ester

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenylalanin-
N-methylpiperazid

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—aminomethyl—(D,L)—phenylalanin—'
N-phenylpiperazid

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl—(D,L)-phenylalanin—
N-ethoxycarbonylpiperazid
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N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenylalanyl-

(D,L)-prolin und -methylester

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenylalanyl-

(D,L)-pipecolinsdure-n-butyl-ester

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenylalanyl-

isonipecotinsdure-n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)~phenylalanyl-
4-methyl-(D,L)-pipecolinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)—3—aminomethyl—(D,L)—phenylalanyl-

2-methyl-nipecotinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenylalanyl-
1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3-carbonsaure und -methyl-

ester

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenylalanyl-
decahydrochinolin-4-carbonsdure und -methylester

Verbindungen mit R1 = Amino (e):

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)~phenylalanin-
-methyl-, -n~butyl-, -n-hexyl- und -cyclohexyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)~-phenylalanin-
N-methylpiperazid

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanin-
N-phenylpiperazid

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanin-
N-ethoxycarbonylpiperazid '
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N-a-(2-Naphthylsulfonyl)—3-amino—(D,L)—phenylalanyl—
(D,L)-prolin und -methylester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-pipecolinsduremethyl- und -n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanyl-
isonipecotinsduremethyl- und -n-butyl-ester

N—a—(2—Naphthylsulfonyl)-3—amino—(D,L)—phenylalanyl-
4-methyl-(D,L)-pipecolinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanyl-
2-methyl-nipecotinsdure, - methyl- und -n-butyl-ester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanyl-
1,2,3,4-tetrahydroisochinolin—3-carbonséuremethylester

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanyl-
decahydrochinolin-4-carbonsiure und -methylester

Die als Racemate angegebenen Verbindungen konnen
gegebenenfalls nach entsprechender Trennung als reine

Enantiomere bzw. Diastereomere vorliegen.

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung niher
erlautert. Zum besseren Verstindnis der Beispiele wird auf

die nachstehende Legende verwiesen.
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LEGENDE ZU TABELLEN 1 - 18 -UND ZUSAMMENSTELLUNG

NR - Nummer der Verbindung

AV - Ausgangsverbindung

R1, R2, R4, - Substituenten in Formel I

n - n in Formel I

AB(%) - Ausbeute in %

Smp. (°C) - Schmelzpunkt in °C

Z. - Zersetzung

Rg - Reinigungsoperation, entweder durch
Umkristallisation (UK)
oder Sdulenchromatographie (SC)

HX - Salzform, entweder Hydrochlorid (HCl) oder
Hydroiodid (HI)

\Y/ - Verfahren, entweder A oder B

DC - Dilinnschichtchromatographie

LS - Losungsmittelsystem (siehe unten)

Rf - Retentionsfaktor, bei Angabe von 2
Rf—Werten, Doppelfleckbildung durch
Isomerie

zZur Durchfiihrung der diinnschichtchromatographischen
Untersuchungen wurden MERCK-Dinnschicht-Fertigplatten mit
Kieselgel 60, F 254, als Beschichtung und die folgenden
Losungsmittelsysteme (LS) verwendet:
LS 1: organische Phase von Ethylacetat/Essigsdure/Wasser
(4/1/2)
LS 2: Chloroform/Methanol (19/1)
LS 3: Chloroform/Methanol/Essigsdure (40/4/1)
LS 4: Toluol/Aceton/Methanol (7/2/1)
Sprithreagenzien: Ninhydrin - flir primdre und sekunddre
aliphatische Aminogruppen
4-Dimethylaminobenzaldehyd - flir primdre aromatische Amino-
gruppen
Sakaguchi - fir Guanidinogruppen
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Zur Durchfiihrung der Saulenchromatographie zwecks
Reinigung der Rohprodukte wurde Kieselgel 60 mit einer

Korngrdsse von 0,035 - 0,070 mm verwendet.

ABKURZUNGEN in Beispielen 1 - 18

TEA - Triethylamin

HOBT - J1-Hydroxybenzotriazol
DCC - Dicyclohexylcarbodiimid
IBCF - Isobutylchloroformat
NMM -~ 4-Methylmorpholin

DMF - Dimethylformamid

THF ~ Tetrahydrofuran

TFA -~ Trifluoressigsdure

Pd/cC - Palladium auf Aktivkohle

dc - dinnschichtchromatographisch
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Beispiel 1

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin und
-ester (6-11, Tabelle 1)

(3-Cyanbenzyl)-acetamino-malonsdure-diethylester (1)

10,0 g 3-Cyanbenzylbromid und 11,0 g Acetamino-malonsdure-
diethylester wurden in 100 ml abs. Dioxan gelost. Zu dieser
Lésung wurde unter Riihren eine Losung von 1,15 g Natrium in
50 ml abs. Ethanol gegeben. Der Ansatz wurde 5 Stunden auf
dem siedenden Wasserbad erhitzt. Anschliessend wurde das
Losungsmittel im Vakuum weitestgehend abdestilliert, worauf
der Rickstand in Chloroform aufgenommen und die Lésuné mit
verdlinnter NaOH, HCl und anschliessend mit Wasser gewaschen
wurde. Die organische Phase wurde iber MgSO4 getrocknet.
Das LOsungsmittel wurde abdestilliert und der Rickstand aus
Methanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute: 80%, Smp.

143-145°C.

3-Cyan-(D,L)-phenylalanin (2)

12,0 g der Verbindung 1 wurden in einer Mischung aus 32 ml
Eisessigund 64 ml 3 N HCl 6 Stunden unter Ruckfluss
erhitzt. Anschliessend wurde das Losungsmittel im Vakuum
abdestilliert und der Rickstand getrocknet. Das erhaltene
Produkt wurde in 80 ml 20%igem Methanol gelost. Das pH der
Losung wurde durch Zugabe von 1 N NaOH auf 6,8 bis 7,0
eingestellt, wobei Verbindung 1 auskristallisierte. Aus-
beute: 55%, Smp. 220-235°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cvan-(D,L)-phenylalanin (3)

19,0 g der Verbindung 2 wurden in 230 ml 1 N KOH gelost.
Eine Losung von 25,0 g 2-Naphthylsulfonylchlorid in 200 ml
Ether wurde zugegeben und die Mischung 16 Stunden bei

Raumtemperatur geriihrt, wobei nach etwa 1 3 Stunden das
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Kaliumsalz des gewilinschten Produktes auszukristallisieren
begann. Anschliessend wurde der Niederschlag abgesaugt, mit
Ether gewaschen, unter Erwdrmen in Wasser gelost und

mit 3 N HCl angesduert, wobei die Verbindung 3 auskristal-
lisierte. Es wurde abgesaugt und aus Essigsﬁu;e/Wasser
umkristallisiert. Ausbeute: 58%, Smp. 101-103°C.

N—a—j2—Naghthzlsulfonyl2—3—thiocarboxamido-§D:L)-ghenyl—
alanin (4)

1,5 g der Verbindung 3 wurden in 20 ml Pyridin und 1,5 ml
TEA geldst, in die Losung 10 Minuten HZS eingeleitet und
der Ansatz 20 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen.
Anschliessend wurde das Losungsmittel abdestilliert, der
Riickstand in Ethylacetat aufgenommen und mit 1 N HCl
ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde 1X mit Wasser
gewaschen, ilber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel
abdestilliert. Gelbes, amorphes Produkt.- Ausbeute: 92%.

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-S-methyliminothiocarbonyl-
(D,L)-phenvlalanin-hydroiodid (5)

1,5 g der Verbindung 4 wurden in 25 ml Aceton gelost, die
LOosung mit 2,5 g Methyliodid versetzt und der Ansatz 15
Minuten im Wasserbad unter Riickfluss erhitzt. Nach dem
Erkalten wurde Verbindung 5 durch Zusatz von Ether ausge-
fallt. Gelbliches, amorphes Pulver. Ausbeute: 93%.

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin (6)

1,86 g der Verbindung 5 wurden in 25 ml Methanol geldst,
die Losung mit 0,4 g Ammoniumacetat versetzt und der Ansatz
3 Stunden bei 60°C im Wasserbad erwdrmt, wobei die Verbin-
dung 6 (Betain) bereits auszukristallisieren begann. Nach
24-stiindigem Stehen wurde abgesaugt, mit Methanol gewaschen
und getrocknet. Ausbeute: 71%, Smp. 274-275°C.
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zur Uberfiihrung in das Hydrochlorid wurden 0,5 g
Betain in 5 ml Methanol suspendiert, die Suspension trop-
fenweise mit 2 N Ethylacetat/HCl1 bis zur klaren LOsung
versetzt und das gebildete Hydrochlorid mit Ether ausge-
fillt. Ausbeute: 92%, amorphes Produkt.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalaninester-
hydrochloride (7-11, Tabelle 1)

Jeweils 0,5 g des Betains 6 wurden in 5 ml des entspre-
chenden Alkohols suspendiert, die Suspensionen mit 0,36 g
p-Toluolsulfonsdure versetzt und die erhaltenen Ldsungen
bis zur vollstindigen Veresterung (dc Kontrolle) im sie-
denden Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten wurden die
Tosylate der gebildeten Ester durch Zugabe von Ether
vollstdndig ausgefdllt.

zur Uberfilhrung in die Hydrochloride wurden die Gligen
Tosylate in Wasser geldst, mit 0,5 N NaOH alkalisiert und
die freigesetzten Basen mit Ethylacetat extrahiert. Nach
Trocknen der Ethylacetatl&sungen iiber Na,S0, wurde das
Losungsmittel bis zu einem Rest von etwa 5 ml abdestil-
liert, mit 2 N Ethylacetat/HCl angesduert und die Verbin-
dungen 7-11 durch Zugabe von Ether ausgefdllt.
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Beispiel 2

N-o-( 2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-
piperidid- bzw. piperazidsalze (32-38, Tabelle 5)

N-a—(2-Naphthvlsulfonvl)—3—cvan-(D,L)—phenylalanin-pipe—
ridide bzw. -piperazide (12-18, Tabelle 2)

Jeweils 5,5 mmol 2-, 3- und 4-Methylpiperidin sowie N-Me-
thyl-, N-Phenyl-, N-Ethoxycarbonyl- und N-t-Butoxycarbo-
nylpiperazin (AV, Tabelle 2) wurden in 5 ml abs. Dioxan
geldst. Nach Zugabe von 5 mmol NMM wurde eine Losung des
aus Verbindung 3 und Thionylchlorid erhaltenen Sdurechlo-
rids in 10 ml abs. Dioxan zugetropft und der Ansatz 2
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, wobei die Verbindungen
14 und 15 bereits zum Teil auskristallisierten. Anschlies-
send wurde das Losungsmittel abdestilliert und nach 2ugabe
von 25 ml Methanol zur Kristallisation stehengelassen. Die
erhaltenen Produkte wurden abgesaugt und zur Reinigung

umkristallisiert.

Thioamide (19-24, Tabelle 3)

1,0 g der Verbindungen 12-14 und 16-18 wurden in je 20 ml
Pyridin und 1,5 ml TEA geidst, in die LOsungen 10 Minuten
HZS eingeleitet und die Ansdtze 20 Stunden bei Raumtempe-
ratur aufbewahrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels
wurde der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen, mit 1 N HCl
ausgeschiittelt, die organische Phase 1X mit Wasser gewa-
schen und das LOsungsmittel abdestilliert. Die Verbindungen
21 und 22 kristallisierten beim Anreiben mit Methanol.

Thioimid- bzw. Imidsiureestersalze (25-31, Tabelle 4
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Thioimidsduremethylester-hydroiodide (25-27, 30, 31,

Tabelle 4)

0,7 g der Verbindungen 19-21 sowie 23 und 24 wurden in
jeweils 20 ml Aceton und 5 ml Methanol geldst, die Ldsungen
mit der 5-molaren Menge Methyliodid versetzt und die

Ansdtze 15 Minuten im Wasserbad unter Riickfluss erhitzt.

Anschliessend wurde das LOsungsmittel abdestilliert und mit

Ethanol angerieben, wobei die Verbindungen 25-27 wund 30

kristallisierten. Verbindung 31 konnte nach Aufldsen des

Rickstandes in wenig abs. Ethanol mit Ether ausgefdllt
werden.

Imidsduremethylesterhydrochloride (28, 29, Tabelle 4)

Jeweils 1,0 g der Verbindungen 15 und 16 wurden in einer
Mischung aus 10 ml abs. Dioxan und 10 ml abs. Methanol
suspendiert, in die Suspensionen 4 g getrocknetes HCl-Gas
eingeleitet und die erhaltenen Ldsungen 5 Tage im Kihl-
schrank aufbewahrt, wobei die Verbindungen 28 und 29
auskristallisierten. Die ausgefallenen Produkte wurden
abgesaugt, mit Ether gewaschen und im Vakuum-Exsikkator
(KOH/HZSO4) getrocknet.

N-a—(Z-Naphthvlsulfonvl)—3—amidino—(D,L)—phenvlalanin—
piperidid- bzw. -piperazid-salze (32-38, Tabelle 5)

Verbindungen 32-34, 37, 38

0,6 g der Thioimidsduremethylester-hydroiodide 25-27 sowie
30 und 31 wurden in 15 ml Methanol geldst bzw. suspendiert,
die Ansdtze mit der 1,5-molaren Menge Ammoniumacetat
versetzt und 3 Stunden bei 60°C im Wasserbad erwirmt.
Anschliessend wurde die HZlfte des LOsungsmittels abde-
stilliert und die Amidinhydroiodide 32-34,737 und 38 durch
Zugabe von Ether ausgefillt.
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Verbindungen 35 und 36

0,5 g der Imidsiuremethylester-hydrochloride 28 wund 29
wurden in je 10 ml abs. Ethanol suspendiert, die Suspen-
sionen mit ethanolischer NH3—L65ung versetzt, bis der
Geruch nach NH3 deutlich wahrnehmbar blieb und die Ansatze
3 Stunden im Wasserbad bei 60°C erwdrmt, wobei schon nach
kurzer Zeit klare Ldsungen erhalten wurden. Anschliessend
wurde filtriert und die Verbindungen 35 und 36 durch Zusatz

von Ether ausgefdllt.
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_Beispiel 3

N-o-(2-Naphthyvlsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-piperidin-carbonsduren (83-93, Tabelle 10)

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-(D,L)-
piperidincarbonsdureester (39-49, Tabelle 6)

Die Darstellung der Verbindungen erfolgte nach Verfahren A
und B.

Verfahren A: 10 mmol des entsprechenden Piperidincarbon-
sdureesters (AV, Tabelle 6) wurden in 10 ml DMF gelost, mit
11 mmol HOBT versetzt und auf 0° abgekiihlt. Eine L&sung von
9 mmol der Verbindung 3 in 20 ml THF und 11 mmol DCC wurden
zugegeben und Uber Nacht gerihrt. Man filtrierte das
gebildete Harnstoffderivat ab und destillierte das LoO-
sungsmittel ab. Der Riickstand wurde in Ethylacetat gelost,

die LOsung mit Wasser, 10%iger Zitronensdure, gesdttigter

NaHCO3—L65ung und gesattigter NaCl-LOsung gewaschen und
anschliessend tber MgSO4 getrocknet. Nach Abdestillieren
des Losungsmittels wurden die Rohprodukte durch Umkristal-

lisation bzw. Sdulenchromatographie gereinigt.

Verfahren B: 5,5 mmol des entsprechenden Piperidincarbon-
sdureesters (AV, Tabelle 6) und 5 mmol NMM wurden in 10 ml

Ethylacetat gelOst, eine Losung von 5 mmol des aus Verbin-
dung 3 und Thionylchlorid erhaltenen Sdurechlorids in 20 ml
Ethylacetat zugetropft und der Ansatz 2 Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt. Anschliessend wurde das LOsungsmittel
abdestilliert, der Rickstand in Ethylacetat aufgenommen,
mit 1 N HC1l, 10%iger NaZCOB—Lésung und Wasser ausgeschit-
telt, die organische Phase iiber MgSO4 getrocknet und das
Losungsmittel abdestilliert. Nach Zugabe von 20 ml Methanol
wurde zur Kristallisation stehengelassen. Die Reinigung
erfolgte durch Umkristallisation aus Methanol/Wasser bzw.
sdulenchromatographisch. '

h
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N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-(D,L)~-

piperidincarbonsiuren (50-60, Tabelle 7)

2 mmol der Verbindungen 39-49 wurden in 20 ml Methanol
geldst bzw. suspendiert, 10 ml 1 N NaOH zugefiigt und die
erhaltenen LOosungen bei Raumtemperatur geriihrt bis voll-
stindige Verseifung erfolgt war (dc Kontrolle). Danach
wurden 100 ml Wasser zugesetzt, mit 1 N HCl angesduert, die
ausgefallenen Produkte isoliert und gegebenenfalls durch

Umkristallisation oder sdulenchromatographisch gereinigt.

Thioamide (61-71, Tabelle 8)

Je 1,0 g der Verbindungen 50-60 wurden in 20 ml Pyridin und
1,5 ml TEA geldst, in die Losungen 10 Minuten H,S einge-
leitet und die Ansdtze 20 Stunden bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Anschliessend wurde das Losungsmittel abde-
stilliert, die Riickstdnde in Ethylacetat aufgenommen und
mit 1 N HCl ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde 1X
mit Wasser gewaschen, iber MQSO4 getrocknet und das LO-
sungsmittel abdestilliert. Die Verbindungen 61-71 wurden in

der erhaltenen Form weiterverarbeitet.

Thioimidsidureesterhydroiodide (72-82, Tabelle 9)

Je 1,0 g der Thioamide 61-71 wurden in 25 ml Aceton geldst,
die LOsungen mit der 15-molaren Menge Methyliodid versetzt
und die Ansdtze 20 Stunden bei Raumtemperatur unter Licht-
schutz aufbewahrt. Anschliessend wurden die Verbindungen
72-82 mit Ether ausgefdllt und in der erhaltenen Form

umgesetzt.
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N-a-(2-Naphthylsulfonyl)}-3-amidino-(D,L)-phenvlalanyl-
D,IL)-piperidincarbonsdure-hyvdrochloride 83-93 Tabelle

10)

0,5 g der Thioimidsﬁureesterhydroiodide 72-82 wurden 1in
jeweils 10 ml Methanol geldst, die Ldsungen mit der 1,5-
molaren Menge Ammoniumacetat versetzt wund die Ansidtze 3
Stunden bei 60°C im Wasserbad erwdrmt. Anschliessend wurde
noch 24 Stunden im Kithlschrank aufbewahrt, die auskristal-
lisierten Betaine 83-93 abgesaugt, mit Methanol und Ether
gewaschen und getrocknet.

Zur Uberfiihrung in die entsprechenden Hydrochloride
wurden Jjeweils 0,2 g Betain in 3 ml Methanol suspendiert,
die Suspension tropfenweise mit 2 N Ethylacetat/HCl bis zur
klaren Losung versetzt und die gebildete Salze mit Ether
vollstandig ausgefdllt.

Op
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TABELLE 8

Thiocamide

Smp.
NR AV R R2, 4, AB(%) (°c)
S
%
61 50 -C wie 50 96 amorph
\NH

62 51 " wie 51 93 amorph
63 52 " wie 52 87 ab 126
64 53 " wie 53 95 amorph
65 54 " wie 54 96 amorph
66 55 " wie 55 94 amorph
67 56 " wie 56 98 amorph
68 57 " wie 57 94 amorph
69 58 " wie 58 90 amorph
70 59 " wie 59 97 amorph
71 60 " wie 60 94 amorph
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TABELLE 9

Thioimidséureesterhydroiodide

1 2 4 °
NR AV R R%, , n AB(%) Smp. (°C)

y SCH
72 61 -C wie 50 52 192-194 (z.)

N\

NH

73 62 " wie 51 67 ab 140 (2z.)
74 63 " wie 52 65 ab 185 (z.)
75 64 " wie 53 85 amorph
76 65 " wie 54 73 amorph
77 66 " wie 55 61 amorph
78 67 " wie 56 79 amorph
79 68 " wie 57 90 amorph
80 69 " wie 58 58 158-162 (z.)
81 70 " wie 59 94 ab 130 (z.)
82 71 " wie 60 88 amorph

[y
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TABELLE 10

PCT/CH91/00235

Na—(2-Naphthylsulfonyl)—3—amidino—(D,L)—phenylalanyl—
(D,L)-piperidincarbonsdure-hydrochloride

Smp. (C°) Smp. (°C)

NR AV R1 R2, 4, n AB(%) Betain Hydro-
chlorid
83 72  Amidino wie 50 92 208-212 ab 155
84 73  Amidino wie 51 80 242-245 ab 148
85 74 Amidino wie 52 86 247-248 ab 155
86 75 Amidino wie 53 64 208-212 ab 145
87 76  Amidino wie 54 53 225-227 ab 140
88 77 Amidino wie 55 50 226-228 ab 155
89 78 Amidino wie 56 86 214-218 ab 150
90 79 Amidino wie 57 68 225-228 ab 153
91 80 Amidino wie 58 66 204-210 ab 158
92 81 Amidino wie 59 76 ab 245 ab 145
93 82 Amidino wie 60 30 275-278 ab 110
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Beisgiei 4
N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-

(D,L)-piperidincarbonsduremethylester-hydrochloride (94-
101, Tabelle 11)

0,2 g der Betaine 83-87, 89, 90 und 92 wurden in jeweils 5
ml abs. Methanol suspendiert, die Suspension mit 1-2 ml 2 M
Ethylacetat/HCl versetzt und die dabei erhaltenen Losungen
‘bis zur vollst&dndigen ;Veresterung (dc Kontrolle) bei
Raumtemperatur stehengelassen. Anschliessend wurden die
Hydrochloride 94-101 (Tabelle 11) durch Zugabe von Ether
ausgefillt. '
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Beispiel 5
N—a-(2—Naphthvlsulfonvl)—3—amidino—(D,L)—phenvlalanvl—

isonipecotyl-4-aminobuttersaure und - 6—-aminocapron-

sdure (110, 111, Tabelle 12)

N—a-(2—Naphthvlsulfonyl)—3-cvan—(D,L)-Dhenvlalanvl-iso—
nipecotyl-4-aminobuttersdureethylester und - 6-aminoca-
pronsiuremethylester (102, 103, Tabelle 12)

Je 9 mmol der Verbindung 52 (Beispiel 3) und 10 mmol
4-Aminobuttersdureethylester sowie 6-Aminocapronsdure-
methylester wurden analog Verfahren A (Beispiel 3) umge-
setzt und aufgearbeitet. Die Reinigung erfolgte sdulen-
chromatographisch iiber Kieselgel 60 mit Chloroform (fir
102) und Chloroform/Methanol 98:2 (fir 103) als Eluie-

rungsmittel.

N-a-(2-Naphthvlsulfonvl)-3-cvan—(D,L)—phenvlalanyl—iso—

nipecotyl-4-aminobuttersdure und - 6-aminocapronsdure (104,

105, Tabelle 12)

2 mmol der Verbindungen 102 und 103 wurden nach der 1in
Beispiel 3 (50-60) angegebenen Vorschrift verseift. Ver-
bindung 104 wurde aus Ethylacetat umkristallisiert. Die
Reinigung von 105 erfolgte sdulenchromatographisch iiber
Kieselgel 60 mit Chloroform/Methanol 95:5 als Eluie-
rungsmittel.

Thioamide (106, 107, Tabelle 12)

Jeweils 1,0 g der Verbindungen 104 wund 105 wurden analog
Beispiel 3 (61-71) umgesetzt und aufgearbeitet.
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Thioimidsduremethylester-hydroiodide (108, 109; Tabelle 12)

0,7 g der Verbindungen 106 und 107 wurden in jeweils 20 ml
Aceton geldst, die Losungen mit der 5-molaren Menge Methyl-
iodid versetzt und die Ansdtze 15 Minuten im Wasserbad
unter Riickfluss erhitzt. Anschliessend wurde das LOsungs-
mittel abdestilliert, die Riickstinde mit 2 ml abs. Ethanol
versetzt und zur Kristallisation stehengelassen. Die
kristallinen Produkte 108 und 109 wurden abgesaugt, mit
Ether gewaschen und getrocknet.

N—a—(2—Naphthylsulfonvl)—3—amidino—(D,L)—phenvlalanvl—
isonipecotyl-4-aminobuttersiure und - 6—aminocapron—r
sdure-hydroiodid (110, 111; Tabelle 12)

0,5 g der Thioimidsduremethylester-hydroiodide 108 und 109
wurden in je 10ml Methanol geldst, die Losungen mit der
1,5-molaren Menge Ammoniumacetat versetzt und die Ansitze 3
Stunden bei 60°C im Wasserbad erwdrmt. Nach dem ~Erkalten
wurden die Verbindungen 110 und 111 durch Zugabe von Ether

ausgefdllt. Zur Reinigung - wurde aus Ethanol/Ether umge-
fallt.
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TABELLE 12
CHZ—ICH—CO—NC>CO—R2
“NH
|
Smp.
NR AV R R? AB(%) (°C)
102 52 -CN —NH(CH2)3—COOCZH5 62 110-112
103 52 -CN —NH(CHZ)S—COOCH3 60 130-135
104 102 -CN —NH(CHZ)B—COOH 91 183-185
105 103 -CN -NH(CHz') S-COOH 63 amorph
//S
106 104 -C —NH(CH2 ) 3—COOH 97 amorph
AN
NH2
107 105 " —NH(CH2 ) 5—COOH 93 amorph
SCH3
108 106 -C *HI —NH(CHZ) -COOH 85 174-178
N 3
NH
109 107 " —NH(CHZ)S—COOH 66 160-162
//NH
110 108 -C *HI —NH(CH2)3—COOH 79 ab 152
\
NH2
111 109 " —NH(CHZ)S—COOH 81 ab 110
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Beispiel é

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalany]l-
(D,L)-pipecolyl-glycin und -methylester (116, 117)

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl=-(D,L)-
pipecolyl-glycin-t-butylester (112) ’

9 mmol der Verbindung 50 und 10 mmol Glycin-t-butylester
wurden analog Verfahren A (Beispiel 3) umgesetzt und
aufgearbeitet. Die Reinigung von 112 erfolgte s#ulenchro-
matographisch iber Kieselgel 60 mit Chloroform

als Eluierungsmittel. Ausbeute: 70%, Smp. 121-125°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-thiocarboxamido-(D,L)-phenyl-
alanyl-(D,L)-pipecolyl-glycin-t-butylester (113)

1,3 g der Verbindung 112 wurden analog Beispiel 3 (61-71)
umgesetzt. Amorphes Produkt. Ausbeute: 95%.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-S-methyliminothiocarbonyl-
{D,L)-phenylalanyl-(D,L)-pipecolyl-glycin-t-butylester-
hydroiodid (114)

1,3 g der Verbindung 113 wurden in 35 ml Aceton geldst, die
Losung mit 4,3 g Methyliodid versetzt und der Ansati 20
Stunden bei Raumtemperatur unter Lichtschutz aufbewahrt.
Verbindung 104 wurde anschliessend durch Zugabe von Ether
ausgefdllt. Amorphes Produkt. Ausbeute: 76%.

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
{D,L)-pipecolyl-glycin-t-butylester-hydroiodid (115)

1,2 g der Verbindung 114 wurden analog Beispiel 2 (32-34)
umgesetzt und aufgearbeitet. Ausbeute: 96%, Smp. ab 90°C.

O
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N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,1L)-pipecolyl-glycin-hydrochlorid (116)

0,95 g der Verbindung 115 wurden in die freie Base tuberge-
fiihrt, indem die Substanz in 250 ml Ethylacetat suspendiert
und mit 30 ml 0,2 N NaOH ausgeschiittelt wurde. Die organi-
sche Phase wurde mit Wasser gewaschen, uber MgSO4 ge-
trocknet und das Losungsmittel abdestilliert. Der Rickstand
(0,77 g) wurde in 6 ml TFA geldst, die LOsung 2 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt und danach das LOosungsmittel abde-
stilliert. Der Riickstand wurde in 8 ml Methanol geldst, die
Losung mit 2 ml 2 N Ethylacetat/HCl versetzt und 116 mit
Ether ausgefdllt. Ausbeute: 68%, Smp. ab 155°C.

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
(D,L)-pipecolyl-glycin-methylester-hydrochlorid (117)

0,2 g der Verbindung 116 wurden analog Beispiel 4 umge-

setzt. Ausbeute: 86%, Smp. ab 145°C.

Beispiel 7

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanyl-(D)-
prolin- und -methylester (123, 124)

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D)-phenylalanyl-(D)-~
prolin-t-butylester und N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-
(L) -phenylalanyl-(D)-prolin-t-butylester (118, 119)

11 mmol der Verbindung 3 und 12 mmol (D)-Prolin-t-butyl-
ester wurden analog Verfahren A (Beispiel 3) umgesetzt. Es
wurden 4,9 g eines Gemisches der Verbindungen 118 und 119
erhalten. Durch sdulenchromatographische Trennung tber
Kieselgel 60 mit Chloroform als Eluierungsmittel wurden
erhalten: '

einerseits
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N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D)-phenylalanyl-(D)-
prolin-t-butylester (118). Ausbeute: 28%, amorph, [a]D20

+39° (1% in Methanol),

und andererseits

farblose Kristalle von N—a—(2—Naphthylsulfony;)—3—cyan¥
(L)-phenylalanyl-(D)-prolin-t-butylester (119). Ausbeute:
33%, Smp. 139-141°C; [a]D20 +35° (1% in Methanol).

N—a—(Z—Naphthvlsulfonvl)-3—thiocarboxamido-(L)-Dhenvl—
alanyl-(D)-prolin-t-butylester (120)

1,0 g der Verbindung 119 wurde analog Beispiel 3 (61-71)

umgesetzt und aufgearbeitet. Amorphes Produkt. Ausbeute:
92%.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-S-methyliminothiocarbonyl-(L)-
phenylalanyl-(D)-prolin-t-butylester-hydroiodid (121)

0,95 g der Verbindung 120 wurden in 30 ml Aceton, analog
Beispiel 2 (25-31) umgesetzt und aufgearbeitet, wobei man

ein kristallines Produkt erhielt. Ausbeute: 92%, Smp. ab
160°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanyl-(D)-
proiin-t-butylester-hvdroiodid (122)

1,0 g des Thioimidséuremethylestér-hydroiodids (121) wurde
in 10 ml Methanol analog Beispiel 2 (32-34) umgesetzt und
aufgearbeitet. Ausbeute: 96%, Smp. ab 130°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanyl-(D)-
prolin-hydrochlorid (123)

0,75 g der Verbindung 122 wurden in einer Mischung aus 5 ml
TFA und 5 ml Isopropanol geldst. Durch HPLC-Kontrolle wurde
auf Vollstdndigkeit der Esterhydrolyse gepriift.
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Anschliessend wurde das LOsungsmittel abdestilliert.
Man loste den 6ligen Riickstand in 10 ml Methanol und setzte
der Ldsung unter pH-Kontrolle ethanolische Ammoniakl&sung
zu, bis der pH-Wert 7,4 erreicht war. Das ausgefallene
Betain wurde nach 2 Stunden abgesaugt und getrocknet.
Ausbeute: 56%, Smp. 215-223°C.

zur {iberfiihrung in das Hydrochlorid 1l6ste man das
erhaltene Betain in methanolischer Salzsaure wund gab der
Losung Ether zu. Das ausgefallene Hydrochlorid wurde
abgesaugt, mit Ether gewaschen und getrocknet. Ausbeute:

85%, Smp. ab 145°C.

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanyl-(D)-

prolin-methylester-hydrochlorid (124)

0,22 g Betain 123 wurden analog Beispiel 4 umgesetzt und
aufgearbeitet. Ausbeute: 74%, Smp. ab 150°C.

Zum Strukturbeweis wurde dariiber hinaus ausgehend von
3-Cyan-(D,L)-phenylalaninmethylester durch Chymotrypsin-
spaltung 3-Cyan-(L)-phenylalanin (125) dargestellt, das mit
2-Naphthylsulfonylchlorid in Na-(2-Naphthylsulfonyl)-3-
cyan-(L)-phenylalanin (126) ubergefihrt  wurde. Die
Umsetzung von 126 mit (D)-Prolin-t-butylester nach dem
DCC-Verfahren flihrte zu Na-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-
(L)-phenylalanyl-(D)-prolin-t-butylester (127), aus dem
nach dem fur die Verbindungen 120-123 beschriebenen
Verfahren Na-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenyl-
alanyl-(D)-prolin gewonnen wurde. Die dabei erhaltenen
Zwischenprodukte sowie das Endprodukt waren diinnschicht-
chromatographisch mit den Verbindungen 120-123 identisch.
Die ermittelten Schmelzpunkte, Drehwerte sowie die Ki—Werte

stimmten Uberein.
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3-Cvan-(L)-phenylalanin-hydrochlorid (125)

4,8 g des aus Verbindung 2 durch Veresterung mit Methanol
in Gegenwart von p-Toluolsulfonsdure erhaltenen 3-Cyan-
(D,L)-phenylalaninmethylesters wurden in 25 ml Toluol
gelost, eine Losung von 0,2 g Chymotrypsin in 25 ml Wasser
zugegeben und die Mischung 1 Stunde bei Raumtemperatur
geriihrt, wobei ein Niederschlag ausfiel, der abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und getrocknet wurde. Man suspendierte das
trockene Produkt in 10 ml Methanol und sduerte die
Suspension mit 2 N Ethylacetat/HCl an. Nach Filtration und
Versetzen des Filtrats mit reichlich Ether konnten 0,55 g
125 erhalten werden. Das als Filtrat zuriickbleibende
Reaktionssystem Toluol/Wasser wurde 3X mit Ethylacetat
ausgeschittelt. Nach Phasentrennung wurde die wéassrige
Phase im Vakuum zur Trockne gebracht und der Riickstand in
der oben beschriebenen Weise behandelt. Es wurden
zusdtzlich 1,8 g 125 erhalten. Gesamtausbeute: 88%, Smp.
211-212°C. [a],?% -10.3° (3% in Methanol).

Aus der nach Extraktion des Reaktionssystems Toluol/
Wasser erhaltenen Ethylacetatldsung konnte 3-Cyan-(D)-
phenylalaninmethylester in &liger Form gewonnen werden,
dessen saure Hydrolyse (25 ml 0,5 N HCl, 6 Stunden
Rickfluss) zu 3-Cyan-(D)-phenylalanin-hydrochlorid fiihrte.
Ausbeute: 72%, Smp. 210-212°C, [al®® +10.0° (3% in
Methanol).

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(L)-phenylalanin (126)

2,2 g der Verbindung 125 wurden in einer Mischung aus 10,4
ml T NKOH und 1,0 g NaHCO3 in 12 ml Wasser gelost, eine
Losung von 2,64 g 2-Naphthylsulfonylchlorid in 30 ml Ether
zugefiligt und 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schliessend wurde das ausgefallene Kaliumsalz von 126
abgesaugt und mit Ether gewaschen. Zur Uberfiihrung in die -
freie S3ure wurde das Kaliumsalz in 50 ml Wasser suspen-
diert, die Suspension mit 1 N HCl angesduert und mit
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Ethylacetat ausgeschiittelt. Die brganische Phase wurde 1X
mit Wasser gewaschen, Uuber MgSO4 getrocknet und das
Losungsmittel abdestilliert. Amorphes Produkt. Ausbeute:
62%. [al 2" +8.2° (5% in Methanol).

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cvan-(L)-phenylalanyl-(D)-

prolin-t-butylester (127)

0,5 g der Verbindung 126 wurden in der fir die Verbindungen
118,119 beschriebenen Weise (Verfahren A, Beispiel 3) mit
(D)-prolin-t-butylester umgesetzt und aufgearbeitet. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung iiber Kieselgel 60 mit
Chloroform als Eluierungsmittel wurden farblose Kristalle
der Verbindung 127 erhalten. Ausbeute: 80%, Smp. 139-141°C,
[a]D20 +35° (1% in Methanol).

Beispiel 8

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-1,2, ~

3, 4-tetrahydroisochinolin-3-carbonsdure und -methylester

(134,135)

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-1,2,3,64-
tetrahvdroisochinolin-3-carbonsduremethylester (128,
Tabelle 13)

11 mmol 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin-3-carbonsduremethyl-
ester und 10 mmol des aus Verbindung 3 und Thionylchlorid
erhaltenen Saurechlorids wurden analog Verfahren B
(Beispiel 3) umgesetzt und aufgearbeitet. Die Reinigung
erfolgte durch Umkristallisation aus Methanol.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-1,2,3,4-

tetrahydroisochinolin-3-carbonsfure (129, Tabelle 13)

2 mmol der Verbindung 128 wurden nach der in Beispiel 3
(50-60) angegebenen Vorschrift verseift. 129 wurde in der
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erhaltenen Form weiterverarbeitetl
Thioamide (130, 131, Tabelle 13

Je 1,0 g der Verbindungen 128 und 129 wurden analog Bei-
spiel 3 (61-71) umgesetzt und aufgearbeitet.

Thioimidséuremeth?lester—hvdroiodide (132, 133, Tabelle 13)

Je 1,0 g der Verbindungén 130 und 131 wurden analog Bei-
spiel 3 (72-82) umgesetzt und aufgearbeitet.

N—a-(2—Naghthzlsulfonzl[—3—amidino—§D,L)—ghenzlalanyl—1,2,-

3,4-tetrahydroisochinolin~-3-carbonsdure und -methyl-
ester-hydroiodide (134, 135, Tabelle 13)

Je 0,5 g der Thioimidsduremethylester-hydroiodide 132 und
133 wurden analog Beispiel 2 (32-34) umgesetzt und aufge-
arbeitet.
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Tabelle 13
R1
RZ
—CIZH—CO—N
I|\IH
Smp.
NR AV R R? AB(%) (°c)
128 3 -CN —COOCH3 75 1182-183
129 128 -CN -COOH 92 218-220
Vi
130 129 —C\ -COOH 94 amorph
NH2
//S
131 128 —C\ -COOCH3 88 amorph
NH2
SCH3
132 130 -C *HIT -COOH 86 amorph
A\
NH
SC':H3
133 131 -C *HI -COOCH 70 amorph
N 3
NH
NH2
134 132 —C\ *HI -COOH 73 ab 168
A\
NH
/NH2
135 133 -C *HI —COOCH3 76 ab 133
N\
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Beisgiel'Q

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenvlalanyl-
sarcosin und -methvlester (140, 141)

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-
sarcosin-t-butyvlester (136)

9 mmol der Verbindung 3 und 10 mmol Sarcosin-t-butylester
wurden analog Verfahren A (Beispiel 3) umgesetzt wund
aufgearbeitet. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatogra-
phisch ber Kieselgel 60 mit Chloroform als Eluierungs-
mittel. Ausbeute: 82%; Smp. 141-142°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-thiocarboxamido-(D,L)-phenyl-
alanyl-sarcosin-t-butylester (137)

2,0 g der Verbindung 136 wurden analog Beispiel 3 (61-71)
umgesetzt und aufgearbeitet. Ausbeute: 89%, Smp. 162-164°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)~3-S-methyliminothiocarbonyl-
{D.L)-phenylalanyl-sarcosin-t-butylester (138)

1,8 g der Verbindung 137 wurden in 40 ml Aceton analog
Beispiel 3 (72-82) umgesetzt und aufgearbeitet. Ausbeute:
92%, Smp. ab 105°C.

N—a—(2—Naphthvlsulfonvl)-3-amidino—(D.L)-Dhenvlalanvl—
sarcosin-t-butylester-hydroiodid (139)

2,0 g der Verbindung 138 wurden in 20 ml Methanol analog

Beispiel 2 (32-34) umgesetzt und aufgearbeitet. Ausbeute:
74%, Smp. ab 103°C.




WO 92/08709 PCT/CH91/00235

- 65 —

N—a—(2—Naphthvlsulfonvl)—3—amidinb-(D,L)—phenvlalanvl—

sarcosin-hydrochlorid (140)

0,57 g der Base von 139, die man wie in Beispiel 6 (116)
beschrieben erhielt, wurden in 7 ml TFA geldst, die LOsung
3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und danach das LO-
sungsmittel abdestilliert. Der Riuckstand wurde in 5 ml
Methanol geldst, die LO&sung mit 2 ml 2 N Ethylacetat/HCl
versetzt und Verbindung 140 mit Ether ausgef&dllt. Ausbeute:

70%, Smp. ab 130°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
sarcosin-methylester-hydrochlorid (141)

0,2 g der Verbindung 140 wurden analog Beispiel 4 umge-
setzt. Ausbeute: 75%, Smp. 125-135°C.

Beispiel 10

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-

decahydrochinolin-4-carbonsdure (146)

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-deca-

hydrochinolin-4-carbonsduremethylester (142

5,5 mmol Decahydrochinolin-4-carbonsduremethylester und 5
mmol des aus Verbindung 3 und Thionylchlorid erhaltenen
Sdurechlorids wurden analog Verfahren B (Beispiel 3)
umgesetzt und aufgearbeitet. Die Reinigung erfolgte sdau-
lenchromatographisch iiber Kieselgel 60 mit Chloroform als
Eluierungsmittel. Ausbeute: 28%, Smp. 193-195°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-deca-

hydrochinolin-4-carbonsdure (143

1,0 g der Verbindung 142 wurde analog Beispiel 3 (50-60)
verseift. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch
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iiber Kieselgel 60 mit Chloroform als Eluierungsmittel.
Ausbeute: 83%, Smp. 263-266°C.

N—a—g2—Naghthzlsulfonzl{—3—thiocarboxamido—(D:L)—ghenzl—

alanyl-decahydrochinolin-4-carbonsi3ure (144)

0,95 g der Verbindung 143 wurden analog Beispiel 3 (61-71)
umgesetzt und aufgearbeitet. Amorphes Produkt. Ausbeute:
87%.

N—a—(2—Naphthylsulfbnvl)—3-S—methvliminothiocarbonvl—
{D,L)-phenvlalanyl-decahydrochinolin-4-carbonsiure—
hydroiodid (145)

0,87 g der Verbindung 144 wurden in 20 ml Aceton geldst,
die Losung mit 3 g Methyliodid versetzt und der Ansatz 20
Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt, wobei Verbindung 145
auskristallisierte. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit
Aceton/Ether 1:1 gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 65%,
Smp. 153-157°C.

N—a—{2—Naghthzlsu1fonxl)—3-amidino—(D,Ll-ghenzlalanxl-

decahydrochinolin-~4-carbonsiure-hydroiodid (146)

0,68 g der Verbindung 145 wurden analog Beispiel 3 (83-93)
umgesetzt, wobei das Amidin-hydroiodid» 146 auskristalli-
sierte. Ausbeute: 54%, Smp. 188-192°C.

Beispiel 11

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-

decahydroisochinolin-3-carbonsdure (151)

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-deca-
hydroisochinolin-3;carbons§ureméthvlester (147)
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10 mmol Decahydroisochinolin-3-carbonsduremethylester und 9
mmol der Verbindung 3 wurden analog Verfahren A (Beispiel
3) umgesetzt und aufgearbeitet. Die Reinigung erfolgte
siulenchromatographisch iiber Kieselgel 60 mit Chloroform

als Eluierungsmittel. Amorphes Produkt. Ausbeute: 29%.

N-ao-(2-Naphthylsulfonyl)-3-cyan—(D,L)-phenylalanyl-deca-

hydroisochinolin-3-carbonsdure (148)

0,77 g der Verbindung 147 wurden nach der in Beispiel 3
(50-60) angegebenen Vorschrift verseift. Die Reinigung
erfolgte Uber Kieselgel 60 mit Chloroform/Methanol 90:10
als Eluierungsmittel. Ausbeute: 83%, Smp. ab 145°C.

N-oa- (2-Naphthylsulfonyl)-3-thiocarboxamido-(D,L)-phenyl-

alanyl-decahydroisochinolin-3-carbonsdure (149)

0,52 g der Verbindung 148 wurden analog Beispiel 2 (19-24)
umgesetzt und aufgearbeitet. Amorphes Produkt. Ausbeute:
91%.

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-S-methyliminothiocarbonyl-
(D,L)-phenylalanyl-decahydroisochinolin-3-carbonsdure (150)

0,5 g der Verbindung 149 wurden in 20 ml Aceton gelost, die
Lésung mit 2,0 g Methyliodid versetzt und der Ansatz 20
Stunden bei Raumtemperatur unter Lichtschutz aufbewahrt.
Anschliessend wurde die Verbindung 150 mit Ether
ausgefallt. Amorphes Produkt. Ausbeute: 69%.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
decahyvdroisochinolin-3-carbonsdure-hydrochlorid (151

0,4 g Thioimidsduremethylester-hydroiodid 150 wurden analog
Beispiel 3 (83-93) umgesetzt, wobei das entsprechende
Betain erhalten wurde. Ausbeute: 64%, Smp. 214—2i8°c.

Zur Uberfiihrung in das Hydrochlorid wurde in der dort
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beschriebenen Weise verfahren. Ausbeute: 92%, Smp. ab
168°C.

Beispiel 12

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-amidino-(D,L)-phenyl-
alanin-4-methylpiperidid (156)

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-cyan-(D,IL)-phenylalanin

(152)

20 mmol der Verbindung 3 wurden in 42 ml 1 N NaOH geldst,

eine Losung von 22 mmol 2-Naphthylsulfonyl-glycylchlorid in
60 ml Ethylacetat zﬁgegeben und der Ansatz 16 Stunden
gerihrt. Anschliessend wurde eine geringe Menge schwer-
16sliches Nebenprodukt abgesaugt, die wassrige Phase

abgetrennt, mit 1 N HCl angesduert und mit Ethylacetat

ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde 1X mit Wasser
gewaschen, iber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel
abdestilliert. Der amorphe Riickstand kristallisierte beim
Durcharbeiten mit Ether. Zur Reinigung wurde aus verdiinnter
Essigsdure umkristallisiert. Ausbeute: 72%, Smp. 157-158°C.

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-cyan-(D,L)-phenylalanin-
4-methyl-piperidid (153)

10 mmol der Verbindung 152 und 12 mmol 4-Methylpiperidin
wurden nach Vefahren A (Beispiel 3) umgesetzt und aufge-
arbeitet. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch
Uber Kieselgel 60 mit Choroform/Methanol 90:10 als Eluie-
rungsmittel. Ausbeute: 94%, Smp. 170-172°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-thiocarboxamido-(D,L)~-
phenylalanin-4-methylpiperidid (154)

2,6 g der Verbindung 153 wurden in 25 ml Pyridin und 1,5 ml
TEA analog Beispiel 2 (19-24) umgesetzt. Nach Abdestil-
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lieren des Ldsungsmittels wurde der feste Rilickstand mit 60
ml Methanol und 10 ml1 1 N HCl durchgearbeitet, abgesaugt,
mit Methanol gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 96%, Smp.
190-192°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-S-methyliminothiocar-
bonyl-(D,L)-phenylalanin-4-methylpiperidid-hydroiodid (155)

1,0 g der Verbindung 154 wurde unter Erwarmen in 2 ml DMF
geldst, die Losung mit 40 ml Aceton und 3,5 g Methyliodid
versetzt und 4 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, wobei
die Verbindung 155 auskristallisierte. Anschliessend wurde
abgesaugt, mit Ether gewaschen und getrocknet. Ausbeute:
83%, Smp. 185-188°C (2.).

N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-amidino-(D,L)-phenyl-

alanin-4-methylpiperidid-hydroiodid (156)

0,8 g des Thioimidsduremethylester-hydroiodids 155 wurden
in einer Mischung aus 18 ml DMF und 9 ml Methanol gelost,
die Losung mit 0,2 g Ammoniumacetat versetzt und der Ansatz
3 Stunden bei 60°C im Wasserbad erwdrmt. Anschliessend
wurde das LOsungsmittel abdestilliert, der Riickstand in
Ethanol geldst und Verbindung 156 mit Ether ausgefallt.
Ausbeute: 78%, Smp. ab 125°C.

Beispiel 13

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-amidino-(D,L)-phenyl-
alanyl-piperidincarbonsiuren (165,166, Tabelle 14)

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-
piperidincarbonsiureethylester (157,158, Tabelle 14)

Je 10 mmol der Verbindung 152 und 15 mmol des entsprechen-
den Piperidincarbonsiureethylesters wurden analdg Verfahren
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A (Beispiél 3) umgesetzt und aufgearbeitet. Die Reinigung
erfolgte saulenchromatographisch {iber Kieselgel 60 mit
Chloroform als Eluierungsmittel.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-cyvan-(D,L)-phenylala-
nyl-piperidincarbonsduren (159,160, Tabelle 14)

Je 4 mmol der Verbindungen 157 und 158 wurden nach der im
Beispiel 3 (50-60) angegebenen Vorschrift verseift. Die
Reinigung erfolgte s&dulenchromatographisch iliber Kieselgel
60 mit Chloroform/Methanol 90:10 als Eluierungsmittel.

Thioamide (161, 162, Tabelle 14)

Jeweils 0,8 g der Verbindungen 159 und 160 wurden analog

Beispiel 2 (19-24) in die Thioamide 161 und 162 iiberge-
fihrt.

Thioimidsauremethvlester—hvdroiodide (163, 164, Tabelle 14)

Je 0,7 g der Thioamide 161 und 162 wurden analog Beispiel 3
(72-82) zu den Verbindungen 163 und 164 umgesetzt.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-amidino-(D,L)-phenylala-
nyl-piperidincarbonsdure-hydroiodide (165,166, Tabelle 14)

Je 0,6 g der Thioimidsduremethylester-hydroiodide 163 und
164 wurden analog Beispiel 2 (32-34) in die amidin-hydro-
iodide 165 und 166 libergefiihrt.

7%

o
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Tabelle 14
R‘l
R2
CHZ—CIJH-CO—N
NH
| ,
CO-CH,-NH-50, @@
, Stellung Smp.
NR AV R' R? AB(%) (°C)
157 152 -CN -—COOC2H5 72 amorph
158 152 -CN —COOCZH5 74 146-147
159 157 -CN -COOH 53 ab 103
160 158 -CN -COOH 60 194-198
//S
161 159 -C -COOH 94 amorph
\NH
2
162 160 " -COOH 85 amorph
/SCH3
163 161 -C\ *HI -COOH 58 amorph
N
NH
164 162 " -COOH 68 amorph
//NH
165 163 -C\ *HI —~COOH 83 ab 123
NH2
166 164 " -COOH 74 ab 112
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Beispiel 14

8-Chinolylsulfonyl)~3-amidino-(D,L)-phenylalanin-4-

methylpiperidid (171)

N-o-(8-Chinolylsul fonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanin (167)

10 mmol der Verbindung 3 wurden in 22 ml 1 N KOH gelost,
eine Losung von 11 mmol Chinolyl-8-sulfochlorid in einer
Mischung aus 27 ml Ether/DMF 2:1 zugefiigt und 16 Stunden
gerihrt. Anschliessend wurde die Wasserphase abgetrennt,

mit 10%iger Zitronensdureldsung angesduert und mit Ethyl-

acetat ausgeschuttelt. Die organische Phase wurde 1X mit -

Wasser gewaschen, uber MgSO4 getrocknet und das LoOsungs-

mittel abdestilliert. Der Riickstand wurde aus Ethylacetat

umkristallisiert. Ausbeute: 53%, Smp. 187-189°C.

N-a-(8-Chinolylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanin-4-
methylpiperidid (168)

5 mmol der Verbindung 167 und 7,5 mmol 4-Methylpiperidin
wurden analog Verfahren A (Beispiel 3) umgesetzt und
aufgearbeitet. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatogra-
phisch Uber Kieselgel 60 mit Chloroform als Eluierungs-
mittel. Amorphes Produkt. Ausbeute: 61%.

N-o-(8-Chinolylsulfonyl)-3-thiocarboxamido-(D,L)-phenyl-
alanin-4-methylpiperidid (169)

1,4 g der Verbindung 168 wurden analog Beispiel 3 (61-71)
umgesetzt. Anstelle von 1 N HCl wurde bei der Aufarbeitung
10%ige Zitronensaureldsung verwendet. Amorphes Produkt.
Ausbeute: 62%. '

™
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N-a-(8—Chinolylsulfonvl)-3—S—methvliminothiocarbonvl-

(D,L)-phenylalanin-4-methylpiperidid (170)

0,9 g des Thioamids 169 wurden in 20 ml Aceton gelost, die
Losung mit 1,3 g Methyliodid versetzt und der Ansatz 15
Minuten im Wasserbad unter Riickfluss erhitzt. Anschliessend
wurde Verbindung 170 mit Ether ausgefdllt. Amorphes Pro-

dukt. Ausbeute: 81%.

N-a—(8—Chinolylsulfonvl)—3—amidino—(D,L)—phenylalanin—4—
methylpiperidid-hydroiodid (171)

0,9 g des Thioimidsduremethylesters 170 wurden analog
Beispiel 2 (32-34) umgesetzt und aufgearbeitet. Ausbeute:
81%, Smp. ab 135°C.

Beispiel 15

N—a—(8—Chinolvlsulfonyl)-3—amidino-(D,L)—phenylalanvl-
piperidin-carbonsiuren (180, 181, Tabelle 15)

N-a-(8-Chinolylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-pipe-
ridin-carbonsiureethylester (172, 173, Tabelle 15)

Jeweils 5 mmol der Verbindung 167 und 7,5 mmol des ent-
sprechenden Piperidincarbonsadureesters wurden analog
Verfahren A (Beispiel 3) umgesetzt und aufgearbeitet. Die
Reinigung der Verbindungen 172 wund 173 erfolgte saulen-
chromatographisch auf Kieselgel 60 mit Chloroform als

Eluierungsmittel.

N-a-(8-Chinolylsulfonyl)-3-cyan-(D,L)-phenylalanyl-pipe-
ridin-carbonsiuren (174, 175, Tabelle 15)

Je 4 mmol der Carbonsiureester 172 und 173 wurden nach der
im Beispiel 3 (50-60) angegebenen Vorschrift verseift. Zur
Aufarbeitung wurden die Ansdtze mit 10%iger Zitronensdure-
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16sung auf pH4 gebracht, einige Stunden im Kiihlschrank
aufbewahrt und die gebildeten Niederschlage abgesaugt. Die
Reinigung der Carbonsduren 174 wund 175 erfolgte sdulen-
chromatographisch Uber Kieselgel 60 mit Chloroform/
Methanol 90:10 als Eluierungsmittel.

Thiocamide (176,177, Tabelle 15)

Je 1,0 g der Verbindungen 174 und 175 wurden analog Bei-
spiel 2 (19-24) umgesetzt und aufgearbeitet.

Thioimidsduremethylester-hydroiodide (178, 179, Tabelle 15)

- Zur Darstellung der Verbindungen 178 und 179 wurden jeweils
0,8 g der Thioamide 176 wund 177 analog Beispiel 3 (72-82)
umgesetzt und aufgearbeitet.

N-a-(8-Chinolylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-
piperidin-carbonsdure-hydroiodide (180, 181, Tabelle 15)

Je 0,5 g der Thioimidsduremethylester-hydroiodide 178 und
179 wurden analog Beispiel 2 (32-34) umgesetzt und aufge-
arbeitet.
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Tabelle 15
R1
R2
/
CH2—$H—CO—N
NH
!
502
N
~N
©®
Stellung
Smp.
NR AV R R? R? AB(%) (°C)
172 167 -CN -COOC2H5 2 79 amorph
173 167 -CN —COOCZH5 4 70 amorph
174 172 -CN —-COOH 2 73 ab 128
175 173 -CN -COOH 4 60 ab 142
S
Vi
176 174 -C ~COOH 2 86 amorph
\
NH2
177 175 " ~COOH 4 86 amorph
/SCHB
178 176 —C\ *HI -COOH 2 57 amorph
\
NH
179 177 " -COOH 4 66 amorph
4NH
180 178 -C *HI -COOH 2 75 ab 168
NH2
181 179 " -COOCH 4 72 ab 175
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‘Beispiel 16

N-o-(2-Naphthylsulfonvl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenylalanyl-
4-methylpiperidid (182),

(D, L)-pipecolinsdure (185) und - ethvlester (183),

isonipecotinsdure (186) und - ethylester (184) (Tabelle 16)

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-{(D,L)-phenvlalanyl-

4-methylpiperidid, - (D,L)-pipecolinsdure - und - isonipe-

cotinsdureethylester als Hydrochloride (182-184, Tabelle
16)

2,0 g der Verbindungen 14, 39 und 41 wurden in jeweils 40
ml einer Mischung Dioxan/Methanol 1:1 unter Erwarmen
gelost, die Losungen mit 5 g Raney-Nickel-Katalysator und
10 ml1 T N ethanolischer Ammoniakl&sung versetzt und unter
Normalbedingungen hydriert, wobei die berechnete Wasser-
stoffmenge nach etwa 45 Minuten aufgenommen war. An-
schliessend wurde vom Katalysator abfiltriert, mit 100 ml
Methanol gewaschen und das Ldsungsmittel abdestilliert. Die
6ligen Riickstdnde wurden in 5 ml Methanol geldst, mit 2 N
Ethylacetat/HCl angesduert und die Hydrochloride 182, 183
und 184 mit Ether ausgefdllt.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethyl-(D,L)-phenvlalanyl-
(D,L)-pipecolinsdure - und - isonipecotinsiure -hydro-
chlorid (185, 186, Tabelle 16)

0,8 g der Carbonsdureethylester-hydrochloride 183 und 184
wurden in je 20 ml 0,36 N methanolischer Kalilauge geldst
und die LoOsungen bis =zur vollstdndigen Verseifung (dc
Kontrolle) bei Raumtemperatur geiﬁhrt. Anschliessend wurde
mit 2 N Ethylacetat/HCl anges3uert, 20 ml Ether zugefiigt
und ausgefallenes Kaliumchlorid abfiltriert. Die Verbin-
dungen 185 und 186 wurden aus den Filtraten durch Zugabe

- von reichlich Ether ausgef#llt.
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Tabelle 16
CH2NH2 - HC1
R
CHZ—CH—CO—N
I
. vn
502
Stellung Smp.
NR AV R R AB(%) (°c)
182 14 -CH3 4 52 273-275
183 39 —COOCZH5 2 59 ab 105
184 41 —COOCZH5 4 86 204-208
185 183 -COOH 2 76 ab 115
186 184 -COOH 4 76 155-162
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Beispiel 17

Verbindungen mit Oxamidinstruktur (187-190, Tabelle 17)

1,0 g der Verbindungen 27, 72, 74 und 132 wurden in jeWeils
20 ml Methanol gelost bzw. suspendiert, die Ansatze mit der
1,3-molaren Menge Hydroxylammoniumacetat versetzt und 2
Stunden bei
filtriert, das Losungsmittel abdestilliert, die Riickstadnde
in 3-4 ml abs. Ethanol geldst und die Oxamidin-hydroiodide

Raumtemp

eratur gerihrt.

187-190 mit Ether ausgefdllt.

Tabelle 17
P NH
C/, « HI
N NHOH
CHZ—CH-CO—-R
|
I;IH
Smp.
NR AV R AB(%) (°c)
187 27 -N CH3 59 ab 105
COOH
188 72 -N ) 73 ab 122
189 74 -N COOH 71 ab 126
190 132 ab 112

HOOC

Anschliessend wurde
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Auf diese Weise wurden dargestellt:

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanin-4-

methylpiperidid-hydroiodid (187),

N—a—(2—Naphthvlsulfonvl)—3-oxamidino—(D,L)-phenylélanvl—

(D,L)-pipecolinsiure-hydroiodid (188),

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanyl-

isonipecotinsidure-hydroiodid (189),

N-oa-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidino-(D,L)-phenylalanyl-

1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3-carbonsdure-hydroiodid

(190).

Beispiel 18

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amino-(D,L)-phenylalanyl-
piperidid (202), -4-methylpiperid (203),
-(D,L)-pipecolinsiure (204), -isonipecotinsdure (205) und

-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin -3-carbonsadure (206)

(3-Nitrobenzyl)-acetamino-malonsdure-diethylester (191)

11,0 g 3-Nitrobenzylbromid und 11,0 g Acetaminomalonsdure-
diethylester wurden in 80 ml abs. Dioxan gelost. Zu dieser
Losung wurde unter Riihren eine Ldsung von 1,15 g Natrium in
20 ml abs. Ethanol gegeben. Das Gemisch wurde 4 Stunden auf
dem siedenden Wasserbad erhitzt, nach dem Erkalten 500 ml
Wasser zugesetzt, der gebildete Niederschlag abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und aus Methanol/Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 80%, Smp. 153-154°C.
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3-Nitro-(D,L)-phenylalanin-hydrochlorid (192)

14 g der Verbindung 191 wurden in einer Mischung aus 26 ml.
Eisessigund 26 ml 6 N HC1 4 Stunden unter Ruckfluss

erhitzt. Beim Erkalten kristallisierte der grosste Teil der

Verbindung 192 aus. Die Kristalle wurden abfiltriert wund
getrocknet. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt, wobei

eine zus#dtzliche Menge der Verbindung 192 anfiel. Man ldste

die beiden erhaltenen Fraktionen in Methanol und fallte die

Verbindung 192 mit Ether aus. Der gebildete Niederschlag

wurde abgesaugt, mit Ether gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 75%, Smp. 247-248°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-nitro-(D,L)-phenylalanin (193)

19,8 g der Verbindung 192 wurden in 252 ml 1 N KOH geldst
und mit einer L&sung von 20 g 2-Naphthylsulfonylchlorid in
240 ml Ether analog Beispiel 1 (3) umgesetzt und aufgear-
beitet. Die Umkristallisation erfolgte aus Methanol/Wasser.
Ausbeute: 71%, Smp. 173-174°C.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-nitro-(D,L)-phenylalanyl-
verbindungen (194-201)

2-Naphthylsulfonyl)-3-nitro-
ridide (194, 195)

L)-phenvylalanin-pipe-

7,5 mmol Piperidin bzw. 4-Methylpiperidin und 5 mmol NMM
wurden in 10 ml abs. Dioxan geldst, eine Losung von 5 mmol
des aus Verbindung 193 und Thionylchlorid erhaltenen
Saurechlorids in 10 ‘ml abs. Dioxan =zugetropft und der
Ansatz 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, wobei die
Verbindungen 194 und 195 ausfielen. Anschliessend wurde
abgesaugt, mit 50%igem Methanol gewaschen und getrocknet.
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N-a- (2-Naphthylsulfonyl)-3-nitro-(D,L)-phenylalanyl-car-

bonsidureester (196-198)

Je 5 mmol der Verbindung 193 und 6 mmol (D,L)-Pipecolin-

siureethylester, Isonipecotinsdureethylester sowie 1,2,3,4
-Tetrahydroisochinolin-3 -carbonsiduremethylester wurden
analog Verfahren A (Beispiel 3) umgesetzt und aufgear-
beitet. Die Reinigung erfolgte sidulenchromatographisch uber

Kieselgel 60 mit Chloroform als Eluierungsmittel.

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-nitro-(D,L)-phenylalanyl-car—
bonsduren (199-201)

5 mmol der Verbindungen 196-198 wurden analog Beispiel 3
(50-60) verseift. Die isolierten Produkte wurden in der

erhaltenen Form zur Reduktion eingesetzt.

Aminoverbindungen (202-206

Je 3 mmol der Nitroverbindungen 194, 195, 199-201 wurden in
der zum Ldsen notwendigen Menge DMF geldst, die Ldsungen
mit einer Suspension von 0,4 g Pd/C (10%) in 10 ml Ethanol
und 0,5 ml Essigsdure versetzt und unter Normalbedingungen
hydriert, bis die berechnete Wasserstoffmenge aufgenommen
war. Anschliessend wurde der Katalysator abfiltriert, das
Losungsmittel abdestilliert und die erhaltenen Rohprodukte
sdulenchromatographisch iiber Kieselgel 60 mit Chloroform/
Methanol 90:10 als Eluierungsmittel gereinigt.

Die zu stidrkerer Verfdrbung neigenden Aminoverbin-
dungen 204 und 205 wurden in der unter Beispiel 3 (83-93)
beschriebenen Weise in Hydrochloride iibergefiihrt.



WO 92/08709 PCT/CH91/00235
- 82 -
Tabelle 18
2
CHZ—?H—CO—R
o
*[0]0)
Smp.
NR AV R Rz AB(%) (°c)
194 193 NO,, -N > 85 238-240
195 193 NO, -N }cnj 95 182-184
COOC,H,
196 193 NO,, -N > 60 172-176
197 193 NO, -N >~COOC2H 93 161-163
198 193 NO, :f::::[:::] 67 121-127
H.CO0C
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Tabelle 18 (Fortsetzung)
7 Smp.

NR AV R R? AB(3)  (°C)

COOH
199 196 NO2 -N ) 82 amorph
200 197 NO2 -N »-COOH 98 amorph
201 198 NO, m 92 amorph

HOOC

202 194 NH2 —ﬁz:::> 59 148-150
203 195 ‘ NH2 ~-N >—CH3 72 amorph

COOH
204 199 NHZ-HCI -N ) 65 ab 153
205 200 NHZ-HCl -N »COOH 82 112-115
206 201 NH 72 ab 150

g

HOOC
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Beispiel 19

Verbindungen mit Guanidinstruktur (207, 208)

N—a—(2—Naphthvlsulfonyl)-3—quanidino—(D,L)—phenyla}anin—

piperidid-hvdrochlorid (207)

Eine LOsung von 1,09 g der Verbindung 202, 0,83 ml NMM und
0,51 g 1-Amidino-3,5-dimethyl-pyrazol-nitrat in 20 ml THF
wurde 30 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abdestil-
lieren des LOsungsmittels wurde das erhaltene Rohprodukt
sdaulenchromatographisch iiber Kieselgel 60 mit Chloroform/
Methanol 95:5 als Eluierungsmittel gereinigt. Ausbeute:
28%, Smp. ab 122°C.

zur Uberfiilhrung in das Hydrochlorid wurde in der im

Beispiel 3 (83-93) angegebenen Weise verfahren. Ausbeute:
83%, Smp. ab 110°C.

N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-3-quanidino-(D,L)~-phenylalanin-
{D,L)-pipecolinsdure-hydrochlorid (208)

0,69 g der freien Aminoverbindung 204 wurden in 12 ml THF
geldst, die Ldsung mit 0,47 ml NMM und 0,44 g 1-Amidino-
3,5—dimethyl—pyrazol—nitrat versetzt und der Ansatz 50
Stunden unter Rickfluss erhitzt. Nach Abdestillieren des
Losungsmittels wurde das erhaltene Rohprodukt sdulen-
chromatographisch iiber Kieselgel 60 mit Chloroform/Methanol
75:25 gereinigt. Die isolierte Guanidinverbindung wurde
analog Beispiel 3 (83-93) in das Hydrochlorid 208 iiberge-
fihrt. Ausbeute: 40%, Smp. ab 100°C. '
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Im folgenden sind die bioloéischeq Eigenschaften von
repriasentativen erfindungsgemdssen Verbindungen aufgefiihrt:

In Tabelle 19 - 25 1ist die Hemmung der Gerinnungs-
enzyme Thrombin und Faktor Xa anhand der Dissoziations-
konstante K, (ausgedriickt in pmol/l) durch die genannten
Verbindungen angegeben. Alle untersuchten Verbindungen
hemmen die durch beide Enzyme bewirkte Substratspaltung
kompetitiv. Unter den in Tabelle 19 aufgefiihrten Derivaten
des 3-Amidinophenylalanins finden sich eine Reihe von
Verbindungen mit hoher Antithrombinaktivitét, d. h. mit
Ki-Werten unter 1 mumol/l. Die Thrombinhemmung ist ver-
gleichsweise stdrker als die Hemmung von Faktor xa. Die
Ki—Werte fir die Hemmung von Faktor X liegen gewdhnlich 2
Grossenordnungen hdher als die fiur die Thrombinhemmung.

Die Verbindungen, die sich vom 3-Guanidinophenylalanin
(Tabelle 20), 3-Oxamidinophenylalanin (Tabelle 21), 3-Ami-
nophenylalanin (Tabelle 22) und 3-Aminomethylphenylalanin
(Tabelle 23) ableiten, bewirken geringere Antithrombin-
Aktivitdt, einige von ihnen haben aber brauchbare Ki-Werte
fir die Thrombin-Hemmung im micromolaren Bereich.

Auch bei Austausch der 2-Naphthylsulfonyl-Schutzgruppe
durch einen Chinolylsulfonyl-Rest (Tabelle 24) bzw. einen
2-Naphthylsulfonyl-Glycyl-Rest (Tabelle 25) werden
Verbindungen mit einer Antithrombin-aktivitat im mikro-

molaren Bereich gefunden.




WO 92/08709 7 PCT/CH91/00235

- 94 -

Tabelle 19 .
Hemmung von Thrombin und Faktor Xa durch Derivate des
N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-amidinophenylalanins

R! = Amidino, n = 0, R? = 2-Naphthyl

K. in pmol/1

Verbindung R _ Thrombin Faktor Xa
NAPAP 0,006 7,9
TAPAM 66 0,84

7 OMe 0,28 2,5
123 Pro-OH 0,68 220
124 Pro-OMe 0,27 104

83 Pip-OH 0,26 38
94 Pip-OMe 0,07 46
116 Pip-Gly-OH 1,3 110
117 Pip-Gly-OMe 0,88 : 38
84 Nip-OH 1,1 44
95 Nip-OMe 0,15 18
85 iNip-OH 0,57 43
96 iNip-OMe 0,017 43
32 Ppd(2-Me) 0,13 74
33 Ppd(3-Me) 0,13 32
34 Ppd(4-Me) 0,0086 41
86 Pip(4-Me)-OH 0,12 96
97 Pip(4-Me)-OMe 0,096 58
35 Pzd(4-Me) 0,036 30
134 THICH-3-COOH 0,018 42
151 DHICH-3-COOH 0,12 54

Pro-OH = Prolin, Pip-OH = Pipecolinsiure, Nip-OH = Nipeco-

tinsdure, iNip-OH = Isonipecotinsiure, Ppd = Piperidid, Pzd
= Piperazid, Gly = Glycin, OMe = Methylester, THICH-3-COOH

= Tetrahydroisochiholin—3-carbons§ure, DHICH-3-COOH = Deca-
hydroisochinolin-3-carbonsiure '
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Tabelle 20 |
Hemmung von Thrombin und Faktor Xa durch Derivate des

R =
K, in pmol/1
Verbindung R2 Thrombin Faktor Xa
208 Pip-OH 29 82
207 Ppd 0,40 107

N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-oxamidinophenylalanins

Tabelle 21

Hemmung von Thrombin und Faktor Xa durch Derivate des

R1 = Oxamidino, n = 0, R4 = 2-Naphthyl
K, in umol/1
Verbindung R2 Thrombin Faktor Xa
188 Pip-OH 330 410
189 iNip-OH 270 670
187 Ppd(4-Me) 2,8 >1000
190 THICH-3-COOH 2,4 130
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Tabelle 22 '
Hemmung von Thrombin und Faktor Xa durch Derivate des
N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-aminophenylalanins

R' = Amino, n = 0, R? = 2-Naphthyl

K, in umol/1

Verbindung R2A Thrombin Faktor Xa
204 Pip-OH 130 450
205 iNip-OH 720 ' 720
203 Ppd(4-Me) 8,9 210

Tabelle 23
Hemmung von Thrombin und Faktor Xa durch Derivate des
N-a-(2-Naphthylsulfonyl)-3-aminomethylphenylalanins

R1 = Aminomethyl, n 0, R4 = 2-Naphthyl
K, in umol/1
Verbindung R2 Thrombin Faktor Xa
185 Pip-OH 50 140
186 iNip-OH 0,5 230
182 Ppd(4-Me) 1,9 500
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Tabelle 24
Hemmung von Thrombin und Faktor Xa durch Derivate des
N-a- (8-Chinolylsulfonyl)-3-amidinophenylalanins

R! = Amidino, n = 0, R? = 8-Chinolyl

K; in pmol/1

Verbindung RZ Thrombin Faktor X_
180 Pip-OH 16 380
181 iNip-OH 127 260
171 Ppd(4-Me) 0,34 180

Tabelle 25
Hemmung von Thrombin und Faktor Xa durch Derivate des
N-o-(2-Naphthylsulfonyl)-glycyl-3-amidinophenylalanins

R! - Amidino, n = 1, R> = H, R? = 2-Naphthyl

K, in umol/1
Verbindung R2 Thrombin Faktor Xa
165 Pip-OH 61 48
166 iNip-OH 46 97

156 Ppd (4-Me) 3,6 25
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In Tabelle 26 sind fiir einige reprdsentative, erfin-
dungsgemidsse Verbindungen auch ihre Hemmwirkung gegeniiber
Trypsin, Plasmin, Faktor XII,, Plasmakallikrein, tPA und
glanduldrem Kallikrein dargestellt. Gewdhnlich wird Trypsin
schwdcher gehemmt, die Kj-Werte sind eine Grdssenordnung
hoher. Wesentlich schwdcher wirksam sind die Verbindungen
gegeniiber Plasmin, Plasmakallikrein und Faktor X, (Kj 2
Grossenordnungen grosser). Praktisch unwirksam sind die
Derivate gegeniiber Faktor XII,, tPA und glanduldrem Kalli-
krein. Fur die Mehrzahl der Verbindungen kann man daher von
selektiven Thrombinhemmstoffen sprechen.

Zum Vergleich dazu werden die entsprechenden Werte fur
die zum Stand der Technik gehdrenden NAPAP und TAPAM
dagegengehalten.
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In Tabelle 27 sind die an der Maus bestimmten Toxizi-
tatswerte von repridsentativen erfindungsgemdssen Verbin-
dungen und zum Vergleich NAPAP und TAPAM zusammengestellt.

Tabelle 27
Approximative LDgqy an der Maus

LDggp P.O. LDgq i.v.

Verbindung R R2 mg/kg KG mg/kg KG
NAPAP | > 800 54
TAPAM > 1000 103
123 Am Pro-OH > 3000 - 188
124 Am Pro-OMe > 3000 80
83 Am Pip-OH > 3000 272
85 Am iNip-OH > 3000 43
134 Am THICH-3-COOH > 3000 29
190 Oox THICH-3-COOH > 3000 7 > 150
208 Gu Pip-OH > 1000 > 50
186 AMe iNip-OH > 3000 100

Im Vergleich zu friher gepriiften Derivaten von Benza-
midin-enthaltenden Aminosduren (LDgg 10 - 50 mg/kg nach
i.v.-Applikation) ist die Toxizitdt bei einer Reihe von
erfindungsmdssigen Verbindungen deutlich geringer, d.h. es
werden Werte fiir die LDgy nach i.v.-Gabe von > 50 mg/kg
gefunden. Das wird besonders deutlich bei dem Vergleich von
NAPAP mit solchen Verbindungen, die auch verbesserte
pharmakokinetische Daten zeigen (123, 83, 186 und 190).

In Tabelle 28 - 30 sind die Ergebnisse von Untersu-
chungen zur Pharmakokinetik von reprdsentativen, erfin-
dungsgemdssen Verbindungen und als Vergleich dazu die Werte
mit NAPAP zusammengestellt. Die zu priifenden Verbindungen
wurden intravends (Tabelle 28}, subcutan (Tabelle 29) bzw.
peroral (Tabelle 30) an Ratten verabreicht. Nach der
Verabreichung wurde den Versuchstiéren in Zeitabstadnden von
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2 bis maximal 360 Minuten Blutproben entnommen, in welchen
der Blutspiegel der zu priifenden Verbindungen mittels HPLC

bestimmt wurde.

Tabelle 28
Konzentration (ng/ml) ausgewdhlter Verbindungen im Plasma

von Ratten nach intravendser Verabreichung von 1 mg/kg

Verbindung

Zeit
(min) NAPAP 123 83 85 134 190 186

2 4028 2330 1903 2348 4441 3262 1840
5 2111 1180 928 1238 1680 1606 1256
10 1307 660 496 526 775 806 653
15 933 440 243 334 621 496 426

30 413 260 150 240 79 4717 225
45 106 185 115 176 78 134 205
60 78 160 85 99 10 0 193
90 - 68 45 52 0 - 53
120 0 32 0 28 - - 228
180 - 22 0 - - - -

240 - 0 0 14 - - -
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Tabelle 29 '
Konzentration (ng/ml) ausgewdhlter Verbindungen im Plasma
von Ratten nach subkutaner Verabreichung von 5 mg/kg

Verbindung

Zeit

(min) NAPAP 123 83 85 134 190 186
15 294 792 402 1330 0 340 251
30 375 1340 620 1027 35 330 368
45 324 1381 626 860 72 374 444
60 361 - 568 834 79 492 558
90 - 330 1781 467 913 92 354 629

120 327 1603 415 977 145 270 534
180 230 1135 314 815 285 165 533
240 173 927 297 676 268 152 669
300 - - - 550 248 138 455
360 - - - - - 126 340

Tabelle 30
Konzentration (ng/ml) ausgewdhlter Verbindungen im Plasma
von Ratten nach oraler Verabreichung von 100 mg/kg

Verbindung
Zeit
(min) NAPAP 123 83 85 134 190 186
15 0 230 133 870 188 481 996
30 0 170 79 541 260 1113 800
45 0 - - 345 297 796 769
60 0 100 50 120 260 574 1246
90 0 133 37 - - - 877
120 0 - 38 103 234 542 619
180 0 96 25 104 236 217 357
240 - 67 23 0 210 113 328
300 - - - - 157 50 370

360 - - - C - - 86 - 326
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Im Vergleich zu NAPAP zeigen die gepriften Derivate
ein verbessertes pharmakokinetisches Verhalten. Zwar werden
die Verbindungen nach intravendser Gabe mit vergleichbarer
Geschwindigkeit eliminiert (Abb. 1), nach subkutaner
Verabreichung werden aber relativ hohe, lang andauernde
Blutspiegel gefunden (Abb. 2). Nach oraler Gabe kann NAPAP
nicht im Plasma nachgewiesen werden, wahrend einige der
beispielhaft gepriiften - erfindungsmidssigen Verbindungen
verhiltnismissig hohe Konzentrationen erreichen (Abb. 3).
In vitro sind eine Reihe von reprisentativen erfindungs-
gemdssen Verbindungen gerinnungshemmend wirksam. In allen
Fillen wurde die Thrombinzeit (TT) am effektivsten ver-
lingert. Dies entspricht der Selektivitdt dieser Inhibi-
toren, die unter den Gerinnungsfaktoren Thrombin am stark-
sten hemmen. Eine Verlidngerung der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT), bei der neben Thrombin auch die
an der Frilhphase der Gerinnung beteiligten Enzyme zum
Tragen kommen, wird durch héhere Konzentrationen der
Inhibitoren erreicht. Das gilt auch fir die Beeinflussung
der Prothrombinzeit (PT), die den extrinsischen Gerin-
nungsweg repridsentiert. Beispielhaft ist das fiir Verbindung
34 in Abb. 4 gezeigt.

Der gerinnungshemmende Effekt der Verbindungen lasst
sich auch in vivo nachweisen. Nach i.v.-, s.c.- und p.o.-
Verabreichung der zu priifenden Verbindungen wurde im Plasma
der Versuchstiere der gerinnungshemmende Effekt bestimmt.
Beispielhaft ist das fiir die Verbindung 123 in Abb. 5
gezeigt. Ganz entsprechend dem mittels HPLC bestimmten
Konzentrationsverlauf im Plasma ist die Antithrombinwirkung
im Gerinnungstest nachzuweisen.

Zweckmissig werden die nach einer der erfindungsge-
missen Verfahren hergestellten Phenylalanin-Derivate als
solche oder als Salze mit einer physiologisch vertréglichen
anorganischen oder organischen Sdure unter Verwendung

geeigneter pharmazeutischer Hilfstoffe in geeignete
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Applikationsformen Uberfihrt. Entsprechend dem
pharmakokinetischen Verhalten sind das insbesondere
transdermale Therapie-Systeme wie Pflaster, aber auch
Tabletten, Dragees, Kapseln, Suppositorien, L&sungen usf.

Die Dosierung hdngt ab von der Antithrombinaktivitit,
der Toxizitadt, den mdglichen Blutspiegelwerten, der Bio-
verfigbarkeit und der Applikationsart der verwendeten
erfindungsgemdssen Verbindung sowie ganz allgemein von den
Blutwerten, dem Gewicht und dem Allgemeinzustand des
Patienten, so dass die Dosierung letztlich vom praktizie—r
renden Arzt bestimmt werden muss. Im Prinzip entspricht die
Doéierung derjenigen bekannter thrombinhemmender Verbin-
dungen und liegt zwischen ungefdhr 0,2 mg/kg und ungefdhr
20 mg/kg Korpergewicht, wobei gegebenenfalls auch hdhere
Dosen verabreicht werden konnen. Bei einem erwachsenen
Patienten ergeben sich somit t#gliche Dosierungen einer
erfindungsgemdssen Verbindung von hngefﬁhr 50 mg bis
ungefdahr 1600 mg oder mehr.

Anhand von Verbindung 186 soll beispielhaft die
Uberfiihrung in 5 pharmazeutische Darreichungsformen gezeigt
werden.

Beispiel 1

Tabletten mit 50 mg der Verbindung 186 als Wirkstoff
Zusammensetzung: :

1 Tablette enthdlt 50 mg Wirkstoff, 40 mg Lactose, 30 mg
Maisstarke, 4 mg PVP und 1 mg Magnesiumstearat.

Herstellungsverfahren

Der mit Lactose und Maisstirke vermischte Wirkstoff wird

mit einer 20%igen ethanolischen L&sung von Polyvinylpyrro-
lidon gleichmdssig durchfeuchtet, durch ein Sieb der
Maschenweite 1,5 mm gedriickt und bei 40°C getrocknet. Das
so erhaltene Granulat wird mit Magnesiumstearat vermischt
und zu Tabletten verpresst.
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Beispiel 2
Dragees mit 25 mg der Verbindung 186 als Wirkstoff

Zusammensetzung:
1 Dragee enthdlt 25 mg Wirkstoff, 20 mg Lactose und 15 mg

Maisstédrke.

Herstellungsverfahren
Der mit Lactose und Maisstdrke vermischte Wirkstoff wird in

der unter Beispiel 1 beschriebenen Weise granuliert und zu
ovalen Tablettenkernen verpresst, die anschliessend dra-
giert werden. Fiir den Dragiervorgang wird eine Zuckermi-
schung, bestehend aus 36,09 % Puderzucker, 13,54 % Gummi
arabicum, 36,09 % Weizenstdrke und 3,00% g Magnesiumstearat
sowie als Bindemittel 11,28 % einer Mischung aus gleichen

Teilen Mucilago Gummi arabici und Wasser verwendet.

Beispiel 3
Kapseln mit 50 mg der Verbindung 186 als Wirkstoff

Zusammensetzung:
1 Kapsel enthdlt 50 mg Wirkstoff und 100 mg Lactose.

Herstellungsverfahren

Der fein gepulverte Wirkstoff wird anteilweise mit Lactose
verrieben und die Mischung in St&rkekapseln, die paarweise
ineinanderschiebbare, einseitig verschlossene Zylinder
darstellen, in der angegebenen Dosierung eingebracht.

Beispiel 4
Suppositorien (Zdpfchen) mit 50 mg der Verbindung 186 als

Wirkstoff

Zusammensetzung:
1 zidpfchen enthdlt 50 mg Wirkstoff und 0,95 g Cetylphthalat

als Grundlage.

Herstellungsverfahren

Der feinst gepulverte Wirkstoff wird mit der doppelten
Menge der verfliissigten Grundlage verrieben. Die Verreibung
wird mit dem Rest der verflissigten Grundlage anteilweise
gemischt und bis zur gleichmdssigen Beschaffenheit bear-
beitet. Nahe der Grenze der Giessbarkeit wird die Mischung
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- in eine geeignete Form gegossen und, bis zum Erkalten
stehengelassen.

Beispiel 5

Injektions- bzw. InfusionslSsung mit 5 mg/ml der Verbindung
186 als Wirkstoff

Herstellungsverfahren

Der Wirkstoff wird in 100 ml Aqua ad injectionem gelost,
die Losung filtriert und gegebenenfalls in Ampullen zu je 2
ml abgefiillt. Die mit der Wirkstoffldsung geflillten und
verschlossenen Gefisse (Infusionsflaschen, Ampullen) werden
der Dampfsterilisation bei 121 bis 124°C unterzogen.
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Patentanspriiche

1. D,L-, L- und D-Phenylalanin-Derivate der Formel
R1 '
cnz—gH—co-Rz . I
qH
(CO - CH - NH)p - 503 - R4

in welcher
R1 eine basische Gruppe der Formel

RO RS
| 1
(a) NH=C - N (b) NH=C-N
1 I6 | le
R §H R
Amidino . Guanidino

(c) NHp - C =N - OH

Oxamidino
(4) - CHy - NH, oder (e) - NH»
Aminomethyl Amino

darstellt, wobei RS und R® in den Formeln (a) und (b)
je Wasserstoff oder einen geradkettigen oder ver-
zweigten niedrigen Alkylrest bezeichnen,
R2 (f) OH, O-Alkyl, O-Cycloalkyl oder O-Aralkyl darstellt,
wobei n=0 ist,
(g) eine Gruppe der Formel
-I;I-C|:H—CO-R9
r7 RS
darstellt, in welcher R’ wWasserstoff oder einen
geradkettigen oder verzweigten niedrigen Alkylrest und
R8 einen geradkettigen oder verzweigten niedrigen
Alkylrest, einen 1- oder 2-Hydroxyethylrest, einen
Methylmercaptoethylrest, einen Aminobutylrest, einen
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Guanidinopropylrest, einen Carboxy(niedrigen)alkyl-
rest, einen Carboxamido(niedrigen)alkylrest, einen

Phenyl(niedrigen)alkylrest, dessen Ring gegebenenfalls 7

mit OH, Halogen, niedrig-Alkyl oder Methoxy substi-
tuiert ist, einen Cyclohexyl- oder Cyclohexylmethyl-
rest, dessen Ring gegebenenfalls mit OH, Halogen,
niedrig-Alkyl oder Methoxy substituiert ist, oder
einen N—Heteroaryl(niedrigen)alkylrest mit 3 bis 8
Kohlenstoffatomen im Heteroaryl, z.B. Imidazolylmethyl
oder Indolylmethyl, bezeichnen, wobei die Gruppe (g)
racemisch oder D- bzw. L-konfigﬁriert sein kann,

(h) eine Gruppe der Formel

go—R9
CH - (CH
s ( 2)m
- N
CH2 - CHZ

darstellt, in welcher m die Zahl 1 oder 2 bezeichnet,
und in welcher eine der Methylengruppen gegebenenfalls
mit einem Hydroxyl-, Carboxyl-, niederen Alkyl- oder
Aralkyl-rest substituiert ist, wobei die Gruppe (h)
racemisch oder D- bzw. L-konfiguriert sein kann,
(i) eine Gruppe der Formel

] N/(CHz)p - CH - co - R

(CHZ)r - CHj

darstellt, in welcher p =r=1, p=1und r = 2 oder
P=2und r = 1 sind und in welcher eine der Methy-
lengruppen gegebenenfalls mit einem Hydroxyl-, Carbo-
xyl-, niederen Alkyl- oder Aralkyl-rest substituiert
ist, '
(k) eine Piperidylgruppe darstellt, die gegebenenfalls
in einer der Stellungen 2, 3 und 4 mit einem niederen
Alkyl- oder Hydroxyl-rest substituiert ist,
wobei an die heterocycloaliphatischen Ringe der
Formeln (h), (i), (k) gegebenenfalls ein weiterer
aromatischer oder cycloaliphatischer Ring, vorzugs-
weise Phenyl oder Cyclohexyl, in 2,3 oder 3,4 Stellung,
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bezogen auf das Heteroatom, ankondensiert ist,
(1) eine Piperazylgruppe, die ' gegebenenfalls in
p-Stellung mit einem niederen Alkylrest, einem Aryl-
rest oder einem Alkoxycarbonylrest substituiert ist,
(m) eine Gruppe der Formel

- N - (CHp)y' - CO - R?

310

darstellt, in welcher n' die zahlen 1 bis 6 und R0
wasserstoff oder den Methyl- oder Cyclohexylrest
bezeichnen, ‘
(n) eine Gruppe der Formel

—NH—CHZ-@—CO—Rg

darstellt, wobei RY in den Formeln (g), (h), (i), (1),
(m) und (n) eine Hydroxyl-, geradkettige oder ver-
zweigte niedrige Alkoxy- oder eine Benzyloxy-Gruppe
bezeichnet,

oder
(o) eine Kombination von 2 bis 20, vorzugsweise 2 bis

5, insbesondere 2 oder 3, der von den unter (g), (h),
(i), (x), (1), (m) und (n) definierten Gruppen abge—
leiteten, durch Amidbindungen verknipften Resten (R9 =
Einfachbindung) darstellt, wobei der C-terminale Rest
gegebenenfalls mit einem Rest RY verknupft ist,

R3 wasserstoff oder einen geradkettigen oder verzweigten

niedrigen Alkyl- oder einen 1- oder 2-Hydroxyethyl-Rest

darstellt, wobei n die Zahl 0 oder 1 bezeichnet,

und

R? einen Arylrest, z.B. Phenyl, Methylphenyl, a- oder

B-Naphthyl oder 5-(Dimethylamino)-naphthyl, oder einen

Heteroarylrest, z.B. Chinolyl, darstellt,

wobei niedrig 1-4 Kohlenstoffatome bedeutet,

und deren Salze mit Mineralsduren oder organischen S&duren.

2. Phenylalanin-Derivate nach Patentanspruch 1, in

‘welchen
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R! eine basische Gruppe der Formel (a) = Amidino, (b) =
Guanidino, (c) = Oxamidino, (d) = Aminomethyl oder (e)
= Amino,

RZ O-Alkyl, O-Cycloalkyl oder Aralkyl oder einen hetero-
éycloaliphatischen Rest der Formeln (h), (i), (k) und
(1), wobei R? in den Formeln (h) und (i) eine Hydro-
xyl-, geradkettige oder verzweigte niedrige Alkoxy-,
Cycloalkoxy- oder Aralkoxy-Gruppe sein kann,

R? einen Aryl- oder Heteroarylrest, vorzugsweise 8-
Naphthyl, und

n die Zahl 0 darstellt.

3. Verwendung der Phenylalanin-Derivate nach Patentan-
spruch 1 oder 2 zur Herstellung von oral, subkutan, oder
intravends verabreichbaren antithrombotisch wirksamen
Arzneimitteln.

4. Oral, subkutan oder intravends verabreichbares anti-
thrombotisches Arzneimittel, gekennzeichnet durch eine
wirksame Menge mindestens'einesVPhenylalanin—Derivates nach
Patentanspruch 1 oder 2 und geeignete pharmazeutische
Hilfsstoffe.

5. Antithrombotisch wirksames Arzneimittel nach Patent-
anspruch 4, in Form von Tabletten, Dragees, Kapseln,

Pellets, Suppositorien, Ldsungen oder transdermalen Syste-
men, wie Pflaster.

6. Verfahren zur Blutgerinnungs- resp. Thrombinhemmung
bei Lebewesen, insbesondere bei Menschen, durch Verab-
reichung einer wirksamen Menge mindestens einer Verbindung
nach einem der Patentanspriiche 1 oder 2 resp. eines Arz-

neimittels nach einem der Patentanspriiche 4 oder 5.
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Abbildung 4
Verlangerung der Gerinnungszeiten durch
Verbindung 34 in vitro

Verldngerung der Gerinnungszeit (%)
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Abbildung 5
Ex vivo Thrombin-Zeiten nach i.v.-,
S.c.- und p.o.-Gabe von Verbindung 123
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An° Kennzeichnung der Versffentlichung 11 , soweit erforderlich unter Angabe der mafigeblichen Teile 12 Betr. Anspruch Nr.13

X GB,A, 2007663 (V.E.B. 1-6
ARZNEIMITTELWERK) 23. Mai 1979, siehe das ganze '
Dokument, insb. Anspriiche 1,10-16,30-40 (In der

Anmeldung erwdhnt)

X Die Pharmazie, Band 36, Heft 9, September 1981, 1-6
Berlin (DD), G. Wagner et al.: "Synthese
antiproteolytisch wirksamer
Nalpha-arylsulfonylierter
Amidinophenylalaninamide", Seiten 597-603, siehe
den ganzen Artikel (In der Anmeldung erwihnt)

X Die Pharmazie, Band 36, Heft 9, September 1981, 1-6
Berlin (DD), J. Stiirzebecher et al.:
“Synthetische Inhibitoren der Serinproteinasen",
>Seiten 639-641, siehe den ganzen Artikel (In der

Anmeldung erwdhnt)
- -/.-

© Besondere Kategorien von angegebenen Veriffentlichungen 10,

#A* Veriffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik
definiert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

»T~ Spitere Veriffentlichung, die nach dem internationalen An-
meldedatum oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden
ist und mit der Anmeldun§ nicht kollidiert, sondern nur zum

#E* slteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interna- 6 A T U
tionalen Anmeldedamm’ verffentlicht worden ist Verstandnis des der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips
N . N . S N oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist
~L* Vertffentlichung, die geeignet ist, einen Priorititsanspruch vX* Versffentlich besond Bed die b
zweifelhaft erscheinen zu lassen, oder durch die das Verdf- er 'el:it ichung von besonderer Bedeutung: die beanspruch-
fentlichungsdatum einer anderen im Recherchenbericht ge- Le .E'z“‘ g"g dk:““ mhchl als Zeu oder auf erfinderischer Tatig-
nannten Verdffentlichung belegt werden soli oder die aus einem eit beruhend betrachtet werden
anderen besonderen Grund angegeben ist (wie ausgefihrt) vy~ Veriffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch-
& te Erfindung kann nicht ais auf erfinderischer Tatigkeit be-
"y ¢ . . : 3 .
0" Venstenimg, de i e Samenmes
bezieht 4 einer oder menreren anderen Veroffentlichungen dieser Kate-
ezl gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fur
“p* Veriffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldeda- einen Fachmann naheliegend ist
tum, aber nach dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffent- &~ Versffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

licht worden ist

IV. BESCHEINIGUNG

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

0o 27 FEB 199
07-02-1992 Z 2/)

Datum des Abschiusses der internationaien Recherche

Unterschrift des bevollmachtigteti Begi

Internationale Recherchenbehorde
EUROPAISCHES PATENTAMT

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Januar 1985)
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Internationales Aktenzeichen PCT/CH 91/00235

1. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN  (Fortsetzung von Blatt 2)

Ant°

Kennzeichnung der Verdffentlichung;=suweit erforderlich unter Angabe der maBgeblichen Teile

Betr. Anspruch Nr.

Thrombosis Research, Band 54, Nr. 3, 1. Mai 1989,
Pergamon Press, New York (US), J. Stiirzebecher et
al.: "Synthetic inhibotors of bovine factor
Xalpha and thrombin comparison of their
anticoagulant efficiency", Seiten 245-252, siehe
den ganzen Artikel (In der Anmeldung erwdhnt)

Die Pharmazie, Band 42, Heft 4, April 1987,
Berlin (DD), H. Vieweg et al.: "Synthese von
N-alpha(Arylsulfonylglycyl)-3-amidinophenylalanine
stern als aktive und relativ spezifische
Inhibitoren von Faktor Xal", Seite 268, siehe den
ganzen Artikel ,

Thrombosis and Haemostasis, Band 63, Nr. 2, 12.

‘April 1990, R.K. Schattauer Verlagsgesellschaft

mbH, Stuttgart (DE), J. Hauptmann et al.:
""Comparison of the anticoagulant and
antithrombotic effects of synthetic thrombin and
factor Xa inhibitors", Seiten 220-223, siehe den
ganzen Artikel

Chemical Abstracts, Band 107, Nr. 5, 3. August
1987, (Columbus, Ohio US), siehe Seite 758,
Zusammenfassung 40333v, & DD, A, 242404
(KARL-MARX -UNIVERSITAT LEIPZIG) 28. Januar 1987
Chemical Abstracts, Band 98, Nr. 13, 28. Mirz
1983, Columbus, (US), siehe Seite 645,
Zusammenfassung 107770b, & DD, A, 155954 (WAGNER
et al.) 21. Juli 1982

US,A,4125604 (OKAMOTO et al.) 14.

November 1978, siehe Beispiele; Anspriiche
GB,A,2153825 (MITSUBISHI) 29. August

1985, sjehe Beispiele; Anspriiche

1-6

1,3-6

1,3-6

1,3-6

1-6

1-6

Formblatt PCT/ISA/210 (Zusatzbogen) (Januar 1985)




internationales Aktenzeichen PCT/ CH91 100235

WEITERE ANGABEN ZU BLATT 2

V. K] BEMERKUNGEN ZU DEN ANSPRUCHEN, DIE SICH ALS NICHT R

ECHERCHIERBAR ERWIESEN HABEN !

GemiB Artikel 17 Absatz 2 Buchstabe a sind bestimmte Anspriiche aus folg
1. @ Anspriiche Nr wail sie sic!
werpflichtet ist, ndmlich:

Bemerkung: Obwohl Anspruch 6 sich auf ein Verfahren zur
Behandhing des menschlichen/tierischen Korpers beziehen

Wirkungen der Verbindungen.

wail sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung

2 D Anspriiche Nr
worgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, daB eine sinnvolie internationale Recherche micht durchgefihrt

3 D Anspriiche Nr
Regel 6.4(a) PCT abgefat sind.

ende Griinden nicht Gegenstand der internationalen Recherche gewesen:

h auf Gegenstinde bezishen, die 2u recherchiaren die Behorde nicht

wurde die Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefiihrten

bezishen, die den
werden kann, namlich:

wail sie abhingige Anspriiche und nicht entsprachend Satz 2 und 3 der

Vl.! ;I BEMERKUNGEN BEI MANGELNDER EINHEITLICHKEIT DER ERFINDUNG 2

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestelit, da8 diese intarnationale Anmsidung mehrers Erfindungen enthalt:

1. D Da der Anmelder alie erforderlichen Zusd

Recherchenbericht auf alie recherchierbaren Anspriiche der internationalen Anmeldung.

Recherchenbsnicht nur auf die Anspriiche der Internationalen

3 D Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebii

beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; sie ist in folgenden Anspruchen erfadt:

4 D Da fiir alle recherchiarbaren Anspriiche eine Recherche ohne sinen Arbeitsaufwand du
Recherchengebiihr gerechtfertigt hitte, hat die Internationale Recherchenbehorde aine solchs Gebihr nicht veriangt.

Bemerkung hinsichtlich eines Widerspruchs .

DDie zusitzlichen Gebilhran wurden vom Anmaider unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusatzlicher Gebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

tzlichen Recherchangebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich der Intemationale

2. D Da der Anmelder nur sinige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihran rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich der Internationale
Anmaldung, fiir die Gebiihren gezahit worden sind, hamhich

hrennicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recherchenbericht

rchgefiihrt werden konnte, der eine zusatzliche

RO et mmme M\ DO4A4AND NR/Q4
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ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR.

CH 9100235
SA 53111

In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten internationalen Recherchenbericht angefiihrten

Patentdokumente angegehben.

Die Angaben iiber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des Européischen Patentamts am 18/02/92

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewihr.

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtés Patentdokument Verdffentlichung Patentfamilie ) Veroffentlichung

GB-A- 2007663 23-05-79 DE-A- 2845941 10-05-79
FR-A,B 2407915 01-06-79

JP-A- 54106448 21-08-79

SE-A- 7811454 08-05-79

US-A- 4125604 14-11-78 JP-C- 1167853 08-09-83
’ JP-A- 51105046 17-09-76
JP-B- 57047990 13-10-82

JP-C- 1165631 26-08-83

JP-A- 51105047 17-09-76

JP-B- 57047991 13-10-82

JpP-C- 1052091 30-06-81

JP-A- 51125052 01-11-76

JP-B- 55042981 04-11-80

JP-C- 1052092 30-06-81

JP-A- 51125053 01-11-76

JP-B- 55042982 04-11-80

JpP-C- 1047480 28-05-81

JP-A- 51125051 01-11-76

JP-B- 55037992 01-10~80

JP-C- 1067772 23-10-81

JP-A- 51125260 01-11-76

JP-B- 56008832 25-02-81

CA-A- 1073914 18-03-80

DE-A- 2550088 20-05-76

FR-A,B 2290193 04-06-76

GB~A- 1516668 05-07-78

NL-A- 7512637 11-05-76

SE-B- 431204 23-01-84

SE-A- 7512530 10-05-76

Us-A- 4055636 25-10-77

US-A- 4055651 25-10-77

US-A- 4041156 09-08-77

Us-A~ 4046876 06-09-77

US-A- 4070457 24-01-78

US-A- 4062963 13-12-77

US-A- 4066758 03-01-78

US-A- 4049645 20-09-77

US-A- 4069323 17-01-78

Fiir nahere Einzelheiten zu diesem Anhang : siche Amtsblatt des Europiischen Patentamts, Nr.12/82
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US-A- 4097472 27-06-78
US-A- 4069317 17-01-78
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