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Stabilni, nehygroskopickd krystalickd forma N-[N-[N-(4-(pipe-
ridin—4—y1)butanoyl]—N-ethy]glycyl]ovych derivéatd

Oblast techniky

Vyndlez se tykd nehygroskopické stélé krystalick4 formy
N—[N-[N—(4—(piperidin—4—yl)butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—aspa -

ragyl]-(L)-B~cyklohexylalaninamidu obecného vzorce I

RO P
N/«\H’N\?/H\N NH,
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ktery md antithrombické d&inky, zahrnujici inhibici shlukovani
destifek a vytvafeni thrombu u savcd a je uZiteénd pfi preven-
ci a léCeni thrombosis spojené s chorobnymi stavy, jako je in-
farkt myokardu, mrtvice, onemocnéni perifernich arterii a roz-

trouSené intravaskuldrni koagulace.

Kromé& toho se vyndlez tykd zplsobu piipravy krystalické
formy N—[N—[N—(4—(piperidin—4—yl)butanoyl]—N-ethyllecyl]—(L)—
asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu obecného vzorce I; far-
maceutickych prost¥edkld, které ho obsahuji a meziproduktl pro

jejich pf¥ipravu.

Dosavadni stav techniky .

Hedbstasis, biochemie krevni srdZlivosti, je ne&byéejné'
sloZityn jevem, pFi kterém normélni plnd krev a téleEné tkéan
spontdnné zastavi krvdceni z porandnych #¥il. Efektivni’ hemos-

tasis vyZaduje kombinovanou aktivitu cévnich, desti&kovych




a plasmatickych faktord stejné€ jako ¥idici mechanismus k za-
brdnéni nadmérné srédZlivosti a trombotickych nésledkdi. Poru-
chy, nedostatelnost nebo nadm&rnost kterékoli 2z t&chto t¥Fi

sloZek mohou vést k hemoragickym a thrombotickym disledkiim.

Ulpivéni destiCek, rozptylovdni a agregace extrabun&&nych
matric jsou dUstfednimi d&€ji pfi vytvadfeni thrombu. Tyto dé&je
zprostfedkovdv4d rodina adhesivnich glykoproteinll, tedy fibri-
nogenu, fibronektinu a Willebrandova faktoru. Fibrinogen je
spolupracujicim Cinitelem pfi agregaci destifek, zatimco fib-
ronektin podporuje pfipoutdvadni destiek a rozptylové reakce
a von Willebrandiv faktor je v¥yznamny pfi pFfipoutdvéni desti-
¢ek a rozptylovdni na subendothelidlni matrice. Poloha vazeb-
nich mist fibrinogenu, fibronektinu a Willebrandova faktoru
byla lokalizovédna na proteinovy komplex desti&kovych membrén,

znamy pod jménem glykoprotein IIb/IIla.

Adhesivni glykoproteiny, jako fibrinogen, se nespojuji
s normdlné klidovymi destilkami. Jsou-1i v3ak destidky aktivo-
vadny agonistem, jakym je napfiklad thrombin nebo adenosindi-
fosfdt, zmé&ni destifky svij tvar, pravdépodobn& k zajisténi
dostupnosti vazebnich mist GPIIb/IIa pro fibrinogen. Sloudeni-
na podle vyndlezu blokuje fibrinogenni receptor a mé tudi?

shora uvedené antithrombické d&inky.

Zjistilo se, Ze pfitomnost Arg-Gly-Asp (RGD) ve fibrino-
genu, fibronektinu a von Willebrandové faktoru je nutnou pod-
minkou pro jejich interakci s receptorem povrchu bun&k (Ruos-
lahti E., Pierschbacher, Cell 44, str. 517 aZ 518, 1986). Zd&
se, Ze i dvé dal8i sekvence aminokyselin se podileji na funkci
fibrinogenu spojovdni destiek, jmenovit& sekvence Gly-Pro-Arg
a sekvence dodekapeptidu His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-Gln-Ala-
Gly—Asp—Vél. Ukédzalo se, Ze malé syntetické peptidy obsahujici
RGD nebo dodekapeptid se vdZou na receptor GPIIb/IIla destidek

a konkurentné zabrafiuji vazbé fibrinogenu, fibronektinu a von
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Willebrandova faktoru stejnd jako brani agregaci aktivovanych
destiek (Plow a kol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, str. 8057
aZ 8061, 1985; Ruggeri a kol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. str.
5708 aZ 5712, 1986; Ginsberg a kol.. J.Biol. Chem. 260, str.
3931 aZ 3936, 1985; a Gartner a kol., J. Biol. Chem. 260, 11,
str. 89 aZ 94, 1987).

Tjoeng a kol. (americky patentovy spis €¢islo 5 037 808 a
4 879 313) uvé4di, Ze sloueniny indolylu, obsahujici asparagy-
lové podily guanidinoalkanoylu a guanonidinoalkenoylu, jsou

inhibitory agregace destidek.

V ameickém patentovém spise &islo 4 992 463 (udéleném
12. dnora 1991) uvddi Tjoeng a kol., Ze Fada arylovych a aral-
kylov§ch mimetickych sloudenin guanidinoalkylového peptidu vy-
kazuje inhibi¢ni d&inky v&&i agregaci destitek a specificky
popisuje Ffadu monomethoxyfenylpeptidovych mimetickych a dimet-
hoxyfenylpeptidovych mimetickych slou€enin a mimetickou slou-
Ceninu bifenylalkylpeptid.

V americkém patentovém spise &islo 4 857 508 (udéleném
15. srpna 1989) uvddi Adams a kol., Ze Fada derivatd guanidi-
noalkylpeptidu, obsahujici koncové aralkylové substituenty,
vykazuje inhibi&ni plsobeni na agregaci destidek a uvadi spe-
cificky fadu bifenylovych a naftylovych derivatd O-methyltyro-
sinu obsahujicich funk&nost koncového aminu.

Haverstick, D.M. a kol. (Blood 66 (4), str. 946 az 952,
1985) uvéddi, Ze fada syntetickych peptidi, vEetnd Arg-Gly-Asp-
Ser a Gly-Arg-Gly-Asp-Ser, je schopna inhibovat thrombinem vy~
volanou agregaci desticek.

Plo&, E.F. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, str. 3711 a%
3715, 1982) uvadi, Ze tetrapeptid glycyl-L-prolyl-L- arg1ny1 L~
prolin inhibuje vazbu fibrinogenu na lidské desticky. )




Ve francouzské pFfihldSce vyndlezu &islo 86/17507, podané
15. prosince 1986, se uvédi} Ze derivédty tetrapeptidu, penta-
peptidu a hexapeptidu, obsahujici sekvenci -Arg-Gly-Asp-, jsou
uZiteZnymi antithrombickymi &inidly.

V americkém patentovém spise Cislo 4 683 291 (ud€leno 28,
Cervence 1987) uvddi Zimmerman a kol., Ze fada peptidd, zahr-
nujicich Sest aZ &tyficet aminokyselin, které obsahuji sekven-

ci ~-Arg-Gly-Asp-, je inhibitorem vazby desticek.

V evropské pfihlad3ce vyndlezu &islo O 319 506, zvefejné&né
7. Cervna 1989, se uvadi, Ze Fada tetrapeptidovych, pentapep-
tidovych a hexapeptidovych derivitd obsahujicich sekvenci
-Arg-Gly-Asp-, je inhibitorem agregace destilek.

Cyklické peptidové analogy, obsahujici podil Gly-Asp,
jsou uvaddény v americkém patentovém spise &fslo 5 023 233 jako

antagonisty fibrinogenového receptoru.

Peptidy a pseudopeptidy obsahujici amino-, guanidino-,
imidazaloylové a/nebo amidinoalkanoylové a alkenoylové podily,
se uvad€ji jako antithrombickd &inidla v americkych p¥ihlas-
kdch vyndlezu, které jsou dosud v fizeni, €islo 07/677 006,
podané 28.bfezna 1991, &islo 07/534 385, podané 7.&ervna 1990,
a 07/460 777, podané 4. ledna 1990, a v americkém patentovém
spise Cislo 4 952 562 a v mezindrodni pfihlé4sce vyndlezu &islo
PCT/US90/05448 podané 25. zA4Fi 1990, jejich? autorem je autor
tohoto vynédlezu.

Peptidy a pseudopeptidy obsahujici podily amino-, guani-
dino- alkylbenzoylové a alkenylbenzoylové, fenylakanoylové a
fenylakenoylové se uvddé&ji jako antithrombickd <&inidla v ame-
rické pfiﬁlééce vyndlezu, kterd je dosud v Fizeni, &islo 07/
475 043, podané 5.dnora 1990, a v mezindrodni pfihlé§¢e vyné-
lezu €islo PCT/US91/02471, podané 11. dubna 1991, zvéfejnéné




jako mezinérodni p¥ihlédska vyndlezu WO 92/13117 29.7fijna 1992,

jejichZ autorem je autor tohoto vynélezu.

Jako inhibitory agregace destiCek se uvddéji alkanoylové
a substituované alkanoylové derivaty azacykloalkylformylaspa-
ragové kyseliny v americkém patentovém spise <Cislo 5 053 392,
pfihl43ka podand 1. prosince 1989, stejnym autorem a tykajici
se stejného problému jako pFfedm&tnd pFfihl48ka vynédlezu.

N-substituované derivéty azacykloalkylkarbonylové cyklic-
ké aminoacylasparagové kyseliny se uvdd&ji jako antithrombicky
ilinné latky v americkém patentovém spise &islo 5 064 814, po-
déno 5. dubna 1990, jehoZ autorem je autor tohoto vynalezu.
Derivéty azacykloalkylformylglycylasparagové kyseliny se uvé4-
déji jako antithrombické v americkém patentovém spise &islo
5 051 405, podédno 10. fijna 1989, jeho? autorem je autor toho-

to vyndlezu.

V evropské prihl4dSce vyndlezu &islo O 479 481, zvefe jnéné
8. dubna 1992, se uvadéji azacykloalkylalkanoylglycylaspara-

gylaminokyseliny jako antagonisty receptoru fibrinogenu.

V evropské prfihl4Sce vyndlezu &islo O 478 362, zvefejnéné
1. dubna 1992, se uvddéji azacykloalkylalkanoylpeptidyl-B-ala-

niny jako antagonisty receptoru fibrinogenu.

Ve sv€tové prihld8ce vyndlezu PCT &islo W095/10295 se uvi-
déji azacykloalkylalkanoylové peptidy a pseudopeptidy obecného

vzorce I1I
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ze jména N—[N-[N-(4—(piperidin—4—y1)butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—
asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamid, které inhibuji agregaci
destifek a vytvdfeni thrombu u savcd a jsou uZ¥ite&né pfi pre-
venci a léZeni thrombosy. N-[N-[N-(4-(Piperidin-4-yl)butanoyl]-
N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—chyklohexylalaninamid podle
svétového patentového spisu PCT &islo W095/10295, je amorfni,
hygroskopicky a je fyzikdlng nestabilni, jelikoZ vdZe vodu.
Svétovy patentovy spis PCT &islo WO095/10295 neuvadi nehygro-
skopickou stabilni krystalickou formu N-[N-[N-(4-(piperidin-4-
yl)butanoyl]-N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—B—cyklohexyla -
laninamidu.

Ve svétovém patentovém spise PCT &islo W095/10295 se uva-
di, Ze azacykloalkylalkanoylové peptidy a pseudopeptidy se
pfipravuji obecn& postupy synthesy peptidd v pevné f4dzi nebo
v roztoku, pridemZ se pouZivd vychozich materidla a/nebo
snadno dostupnych meziprodukt& od spole&nosti doddvajicich
chemikédlie, jako je Aldrich nebo Sigma (H. Paulsen, G. Merz,
V. Weichart, "Solid-Phase Synthesis of Glycopeptide Sequences"
[Syntéza v pevné fdzi glykopeptidovych sekvenci] Angew. Chem.
Int. Ed. Engl.27, 1988; H. Mergler, R. Tanner, J. Gosteli a P.
Grogg, "Peptide Synthesis by a Combination of Solid-Phase and
Solution Methods 1; A New Very Acid-Labile Anchor Group for
the Solid-Phase Synthesis of Fully Protected Fragments, [Pep-
tidovd syntéza kombinaci zplsobi v pevné fd4zi a v roztoku. No-
vd velice kyselinové labilni kotvici skupina pro syntézu
v pevné fézi plné chrdn&nych fragmentt], Tetrahedron Letters
29, str.4005, 1988); Merrifield, R.B."Solid-Phase Peptide Syn-
thesis after 25 Years: The Design and Synthesis of Antagonists
of Glucagon" [Syntéza peptidu v pevné fd4zi po 25. letech: Kon-
strukce a syntéza antagonistll glukagonul, Macromol. Chem. Mac-
romol. Symp. 19, str. 31, 1988). Krom& toho se ve sv&tovém pa-
tentovém épise PCT Cislo W095/10295 uvadi, Ze amorfni a hygro-
skopickd forma N—[N—[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl]—N-ethyl—
glycyll-(L)~asparagyl]l-(L)-B-cyklohexylalaninamidu se‘pfipra—"




vuje sekven&ni syntesou z aminokyseliny se zakonéenim C, jak
patrno ze schema I. Svétovy patentovy spis PCT ¢&islo w095/
10295 neuvadi vytvateni tetraazacykloalkylalkanoyylpeptidd a
pseudopeptidﬁ; zejména N-[N-[N-(4~-(piperidin-4-yl)butanoyl)-N-
ethylglycyl]—(L)-asparagyl}-(L)—B—cyklohexylalaninamidu zZ cen-
trdalniho di(pseudopeptidu nebo peptidu), priéemZ N- a C-konco-
véd zakonleni centrdlniho di(pseudopeptidu nebo peptidu) jsou
oba spojena s pseudoaminokyselinami a/nebo s aminokyselinami

k vytvofeni tetraazacykloalkylalkanoylpeptidl a pseudopeptidi.

Schéma 1
kopulace ¢ F o
P;~NH- CH C -OH + HN——CH G'———»P ~NH- CH C——N—CH C G
CH2 C-0P, £ CH2 C-0P, F f
O (@]
odstranénf () tonul
chrénici sku Oputace
el SKOIR N CH~ C-——N—-CH—( )—-G' + Py N—(CHZ)—C OH ——> D
CH2 C OP, F )" odstrandai
() : chrénici skupiny
O o E (o) v
] ] ‘ (R)z 0
—N—(CHz)-—C NH—CH- C—N-—-CH—-( )——G‘ + R4 _| )CH b on
CH2-C oP, F ' N—=— o
AI
O

1) mpuaw r‘-(CGDQm O
2) odstranenx N——-T_(CHZ’)'—C_N‘(CHz)‘C—NH—CH C N-—CH—( )._

chrdnici skupiny /\” (3&12(3()()P1 F

PrihldSka vyndlezu &islo WO 95/10295 se netyka vytvafeni
tetraazacykloalkylalkanoylpeptidii a pseudopeptidid nebo zZv]143té
N—[N—[N—(4—(piperidin-4—yl)butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—aspa -
ragyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu z centrédlniho di(pseudopep-
tidu nebo peptidu), pfi&em? N- a C- koncova zakonleni centrél-
niho di(pseudopeptidu nebo peptidu) jsou vidy kopulovéna
s pseudoaminokyselinami a/nebo s aminokyselinami za vytvoreni




tetraazacykloalkylalkynoylpeptidl a pseudopeptidi.

Podstata vvndlezu

Podstatou vyndlezu je nehygroskopickd stabilni krystalic-
ka forma N—[N—[N-(4—(piperidin—4—yl)butanoyl]—N-ethylglycyl]—
(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu obecného vzorce I,

T:::l\»//ﬁ\v/ﬁi /”\n/

N\/U\ NH2
(L ©

{
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kterd podle vyndlezu md antithrombické i€inky, vEetn& inhibice
agregace destidek a vytvdf¥eni thrombu u saved a je uzZiteéné
pIfi prevenci a léZeni thrombosis spojené s chorobnymi stavy,
jako je infarkt myokardu, mrtvice, onemocnéni perifernich ar-
terii a roztrouSené intravaskuldrni koagulace. Kromd toho se
vyndlez tykd zplsobu pFipravy nehygroskopické stabilni krysta-
lické formy N—[N—[N—(4—(piperidin—4—yl)butanoyl—N-ethyl—gly—
cyll-(L)asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu a farmaceutic-
kych prostfedkd, které ji obsahuji a meziproduktd pro jeji

pfipravu.

Ddle se vynédlez tyk4 zplsobu pfipravy derivdtu tetra-aza-
cykloalkylkalkanoylpeptidu nebo pseudopeptidu obecného vzorce
II

CFdn o

——(CHZ}—C——N—(CHQ)—C NH—CH- .

CH,COOH
e 2 a




- kde znamené
A atom vodiku

B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, al-
kylcykloalkylovou,‘alkylcykloalkylalkylovou, arylovou, ar-
alkylovou, alkylarylovou nebo alkylaralkylovou,

Z skupinu (%OG

N, ~CH
e
E?

E! atom vodiku,

E2 a-uhlikovy postranni Fet&zec pfirodné se vyskytujici a-ami-
nokyseliny, atom vodiku, skupinu alkyldvou, cykloalkylovou,
cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, alkylcykloalkylalF
kylovou, arylovou, substituovanou skupinu arylovou, aralky-
lovou, substituovanou skupinu aralkylovou, heterocyklylo-
vou, substituovanou heterocyklylovou, heterocyklylalkylo-
vou, substituovanou skupinu heterocyklylalkylovou, nebo E!
a E2 spolu s atomem dusiku a uhliku, na které jsou vazany,
tvori 4-Clenny, 5-&lenny, 6-&lenny nebo 7-&lenny azacyklo-

alkanovy kruh,

G skupinu OR! nebo NRI!R2?,

R'a R? na sob& nezédvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-
loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, al-
kylcykloalkylalkylovou, arylovou, aralkylovou, alkylarylo-

vou nebo alkylaralkylovou,

R atom vodiku, skupinu alkylovou, arylovou nebo aralkjlovou,




m Cislo 1 aZ 5

slo O aZ 6 a
slo 1 aZ 4,

a zejména nehygroskopické stabilni krystalické formy N-[N-[N-
[4-(piperidin—4—yl)butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—

B-cyklohexylalaninamidu.

Vynédlez bliZe objasfiuje ndsledujici podrobny popis a pfi-
pojené obréazky.

Pirehled obrézkt

Na obr. 1 je obrazec pradSkové rentgenové difrakce vzorku
nehygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)-
butanoy]]—N—ethylglycyl]~(L)—asparagy1]—(L)—B—cyklohexylala—
ninamidu pfipravené podle pfikladu 13, zpiisob A.

Na obr. 2 je obrazec pré43kové rentgenové difrakce vzorku
nehygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)-
butanoyl)—N—ethylglycyl]~(L)-asparagy1]-(L)—B—cyklohexylala—

ninamidu pfipravené podle pifikladu 13, zpdsob B (a).

Na obr. 3 je obrazec préd3kové rentgenové difrakce vzorku
nehygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)-~
butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—B—cyklohexy]ala—
ninamidu pfipravené podle pfikladu 13, zplsob B (b).

Na obr. 4 je obrazec préékové rentgenové difrakce vzorku
hygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)-
butanoyl]fN—ethylglycyl]~(L)—asparagyl]—(L)—B—cyklohexylala—
ninamidu éfipravené podle pFfikladu 14.

Na obr. 5 je obrazec préSkové rentgenové difrakce vzorku
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nehygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)-
butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)wasparagyl]— (L)-B-cyklohexylala -
ninamidu pfipravené podle pFikladu 14.

Na obr. 6 jevmikrokalorimetricky graf uvolnéné energie jako
funkce ¢asu pro t¥i r@izné pokusy, které byly provedeny podle
popisu v piikladu 15. Pokusy byla sledovdna tepelnd &innost
rliznych krystalickych forem N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)butano-
yl]—N-ethylglycyl]—(L)-asparagyl]—(L)—B—cyklohexyIaIaninamidu,
vystavenych plsobeni par rﬁznych rozpouStédel. Stopa (A) na
obr. 6 ukazuje, Ze byl-1i hygroskopick?i N-[N-[N-(4-piperidin-
4—y1)—butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)-B-cyklohexyl—
alaninamid, pFipraveny podle pf¥ikladu 5 nebo 11, vystaven
pisobeni 80% relativni vlhkosti (nasyceny roztok chloridu dra-
selného) po dobu 30 hodin pfi teploté 40 °C, b&hem niz expono-
vand hygroskopickd forma sloudeniny se promé€ni na nehygrosko-
pickou formu, dochézi k silné exothermické reakci. Stopa (B)
na obr. 6 ukazuje neexothermickou reakci, ke které dochézi,
je-li hydroskopicky N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)-butanoyl)-N-et-
hylglycyl]-(L)—asparagyl]—(L)-B—cyklohexylalaninamid, pfipra-
veny podle pfikladu 5 nebo 11, vystaven plisobeni par methanolu
pii teploté& 40 °C (rozpoust&dla jiného neZ yoda, ve které je
sloulenina rozpustnd) a methanol tedy nepodporuje mobilitu u-
vnitf¥ krystald této formy p¥i konvezi na nehygroskopickou for-
mu. Stopa (C) na obr. 6 ukazuje neexotermickou konversi, ke
které dochdzi, kdyZ je nehygroskopicky N-[N-[N-(4-piperidin-4-
yl)butanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—B—cyklohexyla -
laninamid, pFipraveny podle pfikladu 13, vystaven plisobeni 80%
relativni vlhkosti p¥i teplotd 40 °C a nehygroskopickd forma
slouCeniny tedy nepodléhd za t&chto podminek konverzi, je tu-

diZ stabilni formou.

Na obr. 7 je mikrokalorimetricky graf uvoln&né energie jako
funkce Casu pro t¥i rfzné pokusy, které byly provedeny podle
popisu v pfikladu 15. Pokusy sleduji tepelnou ¢€innost konverse

hygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-~yl)bu-
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tanoyl]—N—ethy]glycyl]-(L)-asparagyl]—(L)-B—cyklohexylalanina—
midu na jeji nehygroskopickou formu, je-1li vystavena plisobeni
par pfi 80% relativni vlhkosti prFi teplotdch 40, 50 a 60 °C.
Cisla znamenaji konversi trvajici pfibliZn& 24 hodin pfi tep-
lot& 40 °C, 6,5 hodin pfi teplot& 50 °C a 3 hodiny pfi teplo-
té 60 °C.

Na obr. 8 je mikrokalorimetricky graf uvoln&né energie jako
funkce &asu pro &ty¥i rézné pokusy, které byly provedeny podle
popisu v pfikladu 15. Pokusy sleduji tepelnou &innost konverse
hygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4~(piperidin-4-yl)bu-
tanoyl]—N-ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—B—cyklohexylalanina—
midu na jeji nehygroskopickou formu, je-li vystavena pFi tep-
loté 60 °C plsobeni par pfi 60% a? 65% relativni vihkosti, 75%
relativni vlhkosti, 80% relativni vlhkosti a 100% relativni
vlihkosti. V§zna&nd &isla na obr. 8 sv&d&i o tom, Ze vy33i re-

lativni vlhkost produkuje rychleSji konvezsi. Jinym v¥znakem
je, Ze konverse na nehygroskopickou formu slougeniny nastéva
pfi 100% relativni vlhkosti pFi teplotd& 60 °C bez zkapalnéni,
které se vyskytuje u hygroskopické formy pfti teploté mistnos-
ti. Na z&klad& té&chto vysledkd se oCekdvd, Ze rychlost konver-
se na nehygroskopickou formu je znadné rychlej8i neZ rychlost
zkapalnéni hygroskopické formy pfi teplotd 60 °C.

Na obr. 9 je porovnéni z4vislosti procentového pfirfistku hmot-
nosti na procentové relativni vlhkosti prostfedi pro hygrosko-
pickou (w) a nehygroskopickou Q.) formu N~[N-[N-(4-piperidin-
4-yl)-butanoyl]-N-ethylglycyl]l-( L )-asparagyl]l-(L)-B-cyklohe-
xylalaninamidu pfi teplot& 25 °C zjisténé pfi pokusu 16.2 obr.
9 vyplyvéa, Ze hygroskopickd forma pohlcuje vice vody neZ ne-
hygroskopickd forma p¥i zvySovdni relativni vlhkosti prostiedi
a vyrazné€ji pfi relativnich vlhkostech v&tsSich ne? 60 %. Kromé
toho ukazﬁje obr. 9, Ze hygroskopicka forma slouleniny nede-
sorbuje vlhkost na své plivodni procento vlhkosti, zatfmco ne-

hygroskopickd forma sloudeniny na své piivodni procento vlhkos-




ti desorbuje.

Jednotlivé pouZivané zkratky a vyrazy maji nasledujici

vyznam:

BOC
CBZ
Gly
Asp
Obzl
TFA
Cha
EtOAc
DMF
DCC
HOBt
TBTU

DI

PNP

PFP

DCU

NMM
MTBE

RH

THF
PipBu
PipBuen

terc.-butoxykarbonyl
benzyloxykarbonyl

glycin

asparagovd kyselina

benzyloxy

trifluoroctovd kyselina

B-cyklohexylalanin

ethylacetét

dimethylformamid

dicyklohexylkarbodiimid
l—hydroxybenzotriazol .
(2—1H—benzotriazol—1-yl)—1,1,3,3-tetramethyluronium~
tetrafluorborét

deionizovand voda

p-nitrofenol

pentafluorfenol

dicyklohexylmo&ovina

N-methylmorfolin

methyl-terc.-butylether

relativni vlhkost

tetrahydrfuran

4-piperidinmdselnéd kyselina
(4-piperidin)butylidenylkarboxylovi kyselina vzorce

NHO_:—-\/\COQ“ :

Vy¥razem "pacient"” se vidy mini &lovék nebo jiny savec.




Vyrazem "farmaceuticky vhodn4d s@il" se vidy mini sl ma-
tefské slou€eniny obecného vzorce I, ktera je pomérné nedkod-
nd pro pacienta, pokud se pouZije v terapeutické divce, pfi-
CemZ se prfiznivé farmaceutické vliastnosti mateFské sloufeniny
obecného vzorce I nenaruluji vedlejdimi 4€inky, pFfipisovanymi
protiiontu sloudeniny ve formé& soli. Farmaceuticky vhodn4d stl
zahrnuje obojetny iont nebo vnit¥ni stl slouCeniny obecného

vzorce 1I.

Vyrazem "alkyl" se vidy minf nascend alifatickd uhlovo-
dikovd skupina s pFimym nebo s rozvétvenym Fetézcem majici 1
aZ 20 atoml uhliku. Rozv&tvenim se mini, Ze je nizs8i alkylova
skupina, nap¥iklad skupina methylovd, ethylov4 nebo propylovéa
vdzédna na linedrni alkylovy Fetdzec. Vyhodnymi alkylovymi sku-
pinami s pfimym nebo s rovétvenym Fet&zcem jsou niZ8i alkylové
skupiny, coZ jsou alkylové skupiny s 1 a¥ 10 atomy uhliku.
Nejvyhodné&jSimi alkylovymi skupinami jsou alkylové skupiny s 1
az 6 atomy uhliku.

Vyrazem "cykloalkyl" se vZdy mini nascenéd karbocyklickéa
skupina s jednim nebo s n&kolika kruhy majiciv3 aZ 10 atoml
uhliku. JakoZto vfhodné cykloalkylové skupiny se uvadéji sku-
pina cyklopropylovd, cyklobutylové, cyklopentylovd, cyklohexy-
lovd, cykloheptylovd a dekahydronaftylova skupina.

Vyrazem "cykloalkylalkyl" se vZdy mini alkylové skupina
substituovand cykloalkylovou skupinou. JakoZto vyhodné cyklo-
alkylalkylové skupiny se uvad&ji skupina cyklopentylmethylova,
cyklohexylmethylovd, cyklohexylethylov4, dekahydronaft-1-yl1-
methylovd a dekahydronaft-2-ylmethylov4d skupina.

Vyrazem "alkylcykloalkyl" se vidy mini cykloalkylovéa
skupina sﬁbstituované alkylovou skupinou. PFikladn& se uvdd&ji
skupina 1-, 2-, 3- nebo 4- methylcyklohexylov4 nebo eihylcyk—
lohexylovaA. i




Vyrazem "alkylcykloalkylalkyl" se vidy mini alkylovd sku-
pina substituovand alkylcykloalkylovou skupinou. PFikladné& se
uvddé€ji skupina 1-, 2-, 3- nebo 4- methylcyklohexylmethylova
nebo ethylcyklohexylmethylov4d nebo 1-, 2-, 3- nebo 4- methyl-
cyklohexylethylov4d nebo ethylcyklohexylethylovd skupina.

Vyrazem "azacykloalkan" se vidy mini nasyceny alifa-
ticky kruh obsahujici atom dusiku. Vyhodné azacykloalkanové

skupiny zahrnuji skupinu pyrolidinovou a piperidinovou.

Vyrazem "pfirodn& se vyskytujici a-aminokyselina” se
vZdy mini glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, serin,
threonin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan, cystein, methionin,
prolin, hydroxyprolin, kyselina asparagovd, asparagin, gluta-

min, glutamovd kyselina, histidin, arginin, ornithin a lysin.

Vyrazem "a-uhlikovy postranni Fetézec pFirodnd se vysky-
tujici a-aminokyselina" se vZidy mini podil, ktery substituuje
a-uhlikovy atom pfirodn& se vyskytujici a~-aminokyseliny. P¥i-
kladné&€ se jako o-uhlikovy postranni Fet&zec pfirodné se vysky-
tujici a-aminokyseliny uvadi skupina isopropylovid, methylova a

karboxymethylovéd pro valin, alanin a asparagovou kyselinu.

Vyrazem "skupina chrénici aminoskupinu" se vidy mini
snadno odstranitelnd skupina, o které je znémo, ¥e chréni ami-
noskupinu pf¥ed neZddoucimi reakcemi v prab&hu pfipravy a které
je selektivné odd&litelnd. Pou¥iti skupin, chrénicich amino-
skupinu, je v oboru ke chré4n&ni aminoskupiny pfed neZAdoucimi
reakcemi v prlibéhu pfipravy obecn& zndmé (pfikladnd se uvadi
T.H. Green a P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthe-
sis, 2. vyd4ni, John Walley & Sons, New Yourk, 1991). JakoZto
' vyhodné skupiny ke chrén&ni aminoskupiny se pfikladné& uvadeéji
skupina férmylové, acetylova, chloracetylovd, trichloracetylo-
vd, o-nitrofenylacetylové, o-nitrofenoxyacetylovd, trifluora-

cetylovd, acetoacetylovd, 4-chlorbutyrylové, isobutyryfové, o-




nitrocinnamoylovd, pikolinoylovéd, acylisothiokyandtovd, amino-
kaproylovd a benzoylovd skupina a acyloxyskupiny, jako jsou
skupina methoxykarbonylovd, 9-fluorenylmethoxykarbonylova, 2-
2,2-trifluorethoxykarbonylovd, 2-trimethylsilylethoxykarbony-
lovd, vinyloxykarbonylov4, allyloxykarbonylovd, terc.-butylo-
xykarbonylovd (BOB), 1,1-dimethylpropinyloxykarbonylov4d, ben-
zyloxykarbonylovd (CBZ), p-nitrobenzyloxykarbonylovd a 2,4-di-
chlorbenzyloxykarbonylovd skupina.

Vyrazem "kyseld labilni skupina chrdnici aminoskupinu" se
vZdy mini shora definovand skupina chrédnici aminoskupinu, kte-
r4 se snadno odstrafiuje kyselinou zatimco zlistadvd pom&rné sta-
bilni k plsobeneni jinych &inidel. Vyhodnou kyselou labilni
skupinou, chrinici aminoskupinu, je terc.-butyloxykarbonylova
skupina (BOB).

V¥razem "k hydrogenaci labilni skupina chrédnici aminosku-
pinu" se vidy mini shora definovanid skupina chrdnici aminosku-
pinu, kter4d se snadno odstrafiuje hydrogenaci zatimco zlstava
pom&rné& stabilni k plsobeneni jingch €inidel. Vyhodnou k hyd-
rogenaci labilni skupinou chrédnici aminoskupinu je benzyloxy-
karbonylovd (CBZ).

Vyrazem "skupina chrédnici kyselinovou skupinu" se vidy
mini snadno odstranitelnd skupina, o které je zndmo, Ze chréni
skupinu karboxylové kyseliny (-COOH) pfed neZaddoucimi reakcemi
v pribéhu pFfipravy a kterd je selektivné odd&litelnd. PouZiti
skupin, chréanicich karboxylovou skupinu, je v oboru ke chréané-
ni skupiny karboxylové kyseliny pfed neZddoucimi reakcemi
v pribéhu pfipravy obecnd& zndmé (pfikladné se uvaddi T.H. Green
a P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 2. vy-
dani, John Walley & Sons, New Yourk, 1991). JakoZto vyhodné
skupiny ke chrénéni skupiny karboxylové kyseliny se pFikladné
uvddéji skupina methoxymethylovid, tetrahydropyranylovd, ben-
zyloxymethylovd, substituovand a nesubstituovand skupina fena-




cylovd, 2,2,2-trichlorethylov4, terc.-butinylovd, cinnamylovai,
substituovand a nesubstituovanéi skupina benzylovd a skupina
trimethylsilylov4d, a podily amidd a hydrazidd, jako je skupina
N,N-dimethylovd, 7-nitroindolylov4, hydrazidov4 a N-fenylhyd-~

razidova.

Vyrazem "k hydrogenaci labilni skupina chréanici kyselino-
vou skupinu" se vZdy mini shora definovani skupina chrénici
kyselinovou skupinu, kterd se snadno odstrafnbuje hydrogenaci
zatimco zlst4vd pom&rn& stabilni k plsobeneni jingch &inidel.
Vyhodnou k hydrogenaci labilni skupinou chrénici kyselinovou

skupinu je benzylov4 skupina.

V¥razem "aryl" se vidy mini fenylov4 nebo naftylovi
skupina substituovani jednou nebo ndkolika substituenty arylo-
vych skupin, které jsou stejné nebo riézné, pFicem? se "substi-
tuentem arylovych skupin" mini pfikladn& skupina alkylova, al-
kenylovéd, alkinylovd, arylov4, arylalkylovd, hydroxylové, al-
koxyskupina, aryloxyskupina, aralkoxyskupina, skupina hydroxy-
alkylovd, acylovéd, formylovd, karboxyskupina, skupina alkeny-
lové, aroylov4, atom halogenu, skupina trifluormethylov4, kya-
noskupina, skupina alkoxykarbonylov4, aryloxykarbonylova, ar-
alkoxykarbonylové4, acylaminoskupina, aroylaminoskupina, skupi-
na karbamoylov4, alkylkarbamoylovi, dialkylkarbamoylov4, aryl-
karbamoylovéd, aralkylkarbamoylova, alkylsulfonylovd, alkylsul-
finylovad, arylsulfonylovd, arylsulfinylova, aralkylsulfonylo-
véd, aralkylsulfinylovd nebo skupina vzorce -NRaRb, kde znamené
Ra a Re na sob& nezdvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, ary-

lovou nebo aralkylovou.

Vyrazem "aralkyl" se vZdy mini alkylov4 skupina sub-
stituované arylovou skupinou. JakoZto vyhodn4 aralkylova sku-
pina se ﬁvédi skupina benzylovd, naft-1-ylmethylovd, naft-2-
ylmethylovd a fenethylov4d skupina. |




Vyrazem "substituovany aralkyl" se vZdy mini aralky-
lovd skupina substituovand v arylovém podilu jednou nebo n&ko-

lika substituenty arylovych skupin.

Vyrazem "heterocyklyl" se vidy mini pfibliZné 4- aZ
15~-Clenny monocyklicky nebo multicyklicky kruhovy systém, p¥i-
€emZ jeden nebo né&kolik atomd kruhu je jinych neZ atom uhliku,
pficemZ je to napiiklad atom dusiku, kysliku nebo siry. Jako¥-
to vyhodné heterocyklylové skupiny se uvadsji skupina pyridy-
lovd, pyrimidylovd a pyrrolidylova skupina.

V¥razem "substituovany heterocyklyl" se vZidy mini he-
terocyklylovd skupina substituovand jednou nebo ndkolika sub-
stituenty arylovych skupin.

Vyrazem "heterocyklylalkyl" a "substituovany heterocyk-
lylalkyl" se vZdy mini alkylov4 skupina substituovan4 hetero-
cyklylovou skupinou nebo substituovanou heterocyklylovou sku-

pinou.

V¥razem "hygroskopicita" se vZidy min{ sorpce mnoZstvi ne-
bo stavu vody dostateiné k ovlivndni fyzik&lnich nebo chemic-
kych vlastnosti l4tky (Eds. J. Swarbrick a J. C. Boylan, Ency-
clopedia of Pharmaceutical technology, sv. 10, str. 33).

V¥hodnou slou&eninou, pfipravenou zplisobem podle vynélezu,
je slouCenina obecného vzorce II, kde znamend E2 atom vodiku,
skupinu alkylovou, hydroxymethylovou, 1-hydroxyethylovou, mer-
kaptomethylovou, 2-methylthioethylovou, karboxymethylovou, 2-
karboxyethylovou, 4-aminbbuty10vou, 3-guanidinopropylovou,
cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, al-
kylcykloalkylalkylovou, arylovou, substituovanou skupinu ary-
lovou, arélkylovou, substituovanou skupinu aralkylovou, hete-
rocyklylovou, substituovanou heterocyklylovou, heteroéyklylal—
kylovou, substituovanou skupinu heterocyklylalkylovou,\nebo El




a E2 spolu s atomem dusiku a uhliku, se kterymi jsou vézény,
tvofi 4-&lenny, 5-&lenny, 6-Clenny nebo 7-&lenny azacykloalka-
novy kruh, za podminky, Ze heterocyklylalkylovd skupina je ji-
néd neZ skupina indo-3-ylmethylovu.

Vyhodné&€ jSi sloufeninou, pfipravenou zplisobem podle
vyndlezu, je sloudenina obecného vzorce I, kde znamend E2 a-
tom vodiku, skupinu alkylovou, hydroxymethylovou, 1-hydroxyet-
hylovou, merkaptomethylovou, 2-methylthioethylovou, karboxy-
methylovou, 2-karboxyethylovou, 4-aminobutylovou, 3-guanidino-
propylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloal-
kylovou, alkylcykloalkylalkylovou, arylovou, substituovanou
skupinu arylovou, aralkylovou, substituovanou skupinu aralky-
lovou, nebo E! a E2 spolu s atomem dusiku a uhliku, se kterymi
jsou vézédny, tvofi 4-&lenny, 5-&lenny, 6-Clenny nebo 7-&lenny

azacykloalkanovy kruh.

JeSt& vyhodn&€jsi slouleninou, pfipravenou zplisobem podle
vynédlezu, je sloudenina obecného vzorce II, kde znamenéd E2 a-
tom vodiku, skupinu alkylovou, hydroxymethylovou, 1-hydroxyet-
hylovou, merkaptomethylovou, 2-methylthioethylovou, karboxy-
methylovou, 2-karboxyethylovou, 4-aminobutylovou, 3-guanidino-
propylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloal-
kylovou, alkylcykloalkylalkylovou, nebo E! a E2 spolu s atomem
dusiku a wuhliku, se kterymi jsou védzény, tvofi 4-&lenny, 5-
Clenny, 6-&lenny nebo 7-Clenny azacykloalkanovy kruh.

Dal8i vyhodné&jS§i slou&eninou, p¥ipravenou zplsobem podle
vynédlezu, je sloufenina obecného vzorce II, kde znamenid B sku-
pinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcyk-
loalkylovou nebo alkylcykloalkylalkylovou skupinu.

Obgvléété v¥hodnymi jsou podle vynédlezu sloueniny obec-

ného vzorce Ila
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’ kde znamené

’ B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou,

alkylcykloalkylovou, alkylcykloalkylalkylovou, arylovou,
aralkylovou, alkylarylovou a alkylaralkylovou,

J atom vodiku, skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cyklo-
alkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, alkylcykloalkylal-
kylovou, arylovou, substituovanou arylovou, aralkylo-
vou, substituovanou aralkylovou, alkylarylovou a alkyl-

aralkylovou,

L skupinu OR! nebo NRIR?,

R! a R%?na sob& nezédvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-
loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou,
alkylcykloalkylalkylovou, arylovou, aralkylovou, alkyl-

arylovou nabo alkylaralkylovou,

m €islo 1 aZ 5,

=}
o

islo 2 aZ 6 a
o) ¢islo 1 nebo 2.

Obzv145té vyhodn&j$imi jsou podle vynédlezu slouCeniny o-

becného vzorce Ila, kde znamené

B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou,
alkylcykloalkylovou nebo alkylcykloalkylalkylovou,

J atom vodiku, skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cyklo-




alkylalkylovou, alkylcykloalkylovou nebo alkylcyqual—

kylalkylovou,
m tislo 3 a
n ¢islo 3 nebo 4.

Obzv148té jeSt& vyhodn&jsimi jsou podle vyndlezu sloule-

niny obecného vzorce IIa, kde znamen4

B skupinu alkylovou,

J skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou,
Rl a R2na sob& nezdvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-

loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou
nebo alkylcykloalkylalkylovou,

m ¢islo 3,
n ¢islo 3 nebo 4 a
) ¢islo 1.

Pfedev3im obzvl148té& vyhodnou je podle vyndlezu sloudenina
obecného vzorce Ila, kterou je N-[N-[N-(4-(piperidin-4-y]l)bu-
tanoyl]—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)-B—cyklohexylalanina—

mid.

Vyndlez se tykd také zplsobu p¥ipravy stabilni, nehyg-
roskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-(piperidin-4-yl)buta-
noyl]—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)-B—cyklohexylalaninami—
du. Podle vyndlezu tato forma sloueniny je schopnd vyvinout
stabilni prostfedek slou&eniny podle vyndlezu. Stabilni nehyg—
roskopickd krystalickd forma N—[N—[N—(4—(piperidin—4-§l)buta—
noyl]—N-ethylglycyl]—(L)—asparagyl]«(L)—B—cyklohexylalaninami—




du mé také vysokou teplotu tédni a nemd sklon absorbovat vodu.
Stabilni forma méd také jedineénou a neofekdvanou odolnost pro-
ti vlhkosti a teplot& i pfi vy38ich hodnotdch, neZ jsou b&%né
pfi dopraveé, vyrobé davkovacich forem nebo p¥i dloutrvajici
dopravé nebo pfi dlouhodobém skladovdni. Tyto vlastnosti u-
snadfiuji vyrobu d4vkovacich forem. Konverze slouleniny na sta-
bilni formu nevede ke ztrdt& materidlu nebo jeho Eistoty a ne-

mé nepfiznivy vliv na vlastnosti &&stic.

Vyndlez zahrnuje v8echny moZné kombinace vy¥hodnych slou~
éenin, zvl48té vyhodnych a obzvlasté vyhodn¥ch provedeni shora

uvedenych.

Slouéenina podle vyndlezu je uZiteiné ve form€ volné z4-
sady nebo kyseliny, podvojné soli nebo ve formé& farmaceuticky
vhodné soli. Vyndlez vSechny tato provedeni zahrnuje.

Pokud je sloulenina podle vyndlezu substituovanid zédsadi-
tou skupinou, pfipravuje se adi¢ni sil s kyselinou, kteréd je
jednoduchou a b&Zné&js8i formou pro pouZiti. V praxi je Cast&jsi
pouZiti soli neZ volné zadsady. Kyselinou, které se miiZe pouZi-
vat pro pfipravu adini soli s kyselinou, je s vyhodou kyseli-
na, kterd s volnou zédsadou vytvdfi farmaceuticky vhodnou sil,
tedy stl, jejiZ aniont je pro pacienta netoxicky ve farmaceu-
tické dadvce soli, takZe pfiznivé inhibuje jev agregace desti-
8ek a vytvadrfeni thrombu jako volnd zédsada a nemi vedlejdi vli-
vy, které by se pfipisovaly aniontu. Jakkoliv se d4dva pfednost
farmaceuticky vhodnym solim volnych z&sad, jsou v3echny adiéni
soli s kyselinou uZiteéné jako forma volné z4sady, pokud je
urc¢itéd shl, jako takovad Z4douci toliko jako meziprodukt, na-
pfiklad, kdyZ se sil pfipravuje pouze pro uUlely <&idténi a
identifikace, nebo jestliZe se ji pouZivd jakoZto meziproduktu
pro pripravu farmaceuticky vhodné soli pfi iontové vyméné.
Farmaceutgcky vhodné soli, které spadaji do rozsahu vyndlezu,
se pfikladné odvozuji od kyslin ze souboru, ktery zahrnuje mi-
nerdlni kyseliny, jako je kyselina chlorovodiko#é,‘sirové,




fosforetnd a sulfamovd a organické kyseliny, jako je kyselina
octovd, citronovd, mléZn4, vinné, malonov4, methansulfonové,
ethansulfonovd, benzensulfonovi, p-toluensulfonovéd, cyklohe-
xylsulfamovd a chinovd kyselina. JakoZto odpovidajici adiéni
soli s kyselinou se uvad&ji hydrohalogeniny, napfiklad hydro-
chlorid a hydrobromid, sulfat, nitrdt, sulfamdt, acetdt, cit-
rdt, laktét, vinan, malon4t, methansulfondt, ethansulfonéit,
benzensulfonéat, p-toluensulfonédt, cyklohexylsulfamidt a chinét.

Adicni soli s kyselinou slou&enin podle vyndlezu se mohou
pfipravovat reakci volné zésady se vhodnou kyselinou o sobé&
zndmymi nebo upravenymi zplsoby. Napfiklad se adiénf sfil s ky-
selinou sloudenin podle vyndlezu mb¥e pfipravovat rozpudténim
volné zédsady ve vodn& alkoholickém roztoku nebo v jiném vhod-
ném rozpouit&dle obsahujicim vhodnou kyselinu a izolaci soli
odpafenim roztoku nebo reakci volné zédsady a kyseliny v orga-
nickém rozpoust&dle, pfidemZ se stl pfimo oddé€1li nebo se mbZe

ziskat zahudté&nim roztoku.

Volné slou€eniny podle vyndlezu se mohou regenerovat ze
soli pouZitim nebo pFizplsobenim o sobé& zndmych zpisobld. Na-
pifiklad se matefské slouleniny podle vyndlezu mohou regenero-
vat ze svych adiénich soli s kyselinou zpracovéni alkdlii, na-
pfiklad vodnym roztokem hydrogenuhli&itanu sodného nebo vodny¥m

amoniakdlnim roztokem.

Pokud je sloulenina podle vyndlezu substituované kyselou
skupinou, pfipravuje se adidni sl se zésadou, kterd je jedno-
duchou a b&Znéjsi formou pro pouZiti. V praxi je Castéj3i pou-
Zit{ soli neZ volné kyseliny. Zésadou, které se miZe pouZivat
pro pripravu adiéni soli se z4sadou je s vy¥hodou zdsada, které
s volnou kyselinou vytvari farmaceuticky vhodnou sfil, tedy
stl, jejii kaniont je pro pacienta netoxicky ve farmaceutické
dédvce soli, takZe p¥iznivé inhibuje jev agregace destiéek a

vytvafeni thrombu jako voln4d z&sada a nemi vedlejsi vlivy,




které by se pfipisovaly kaniontu. Farmaceuticky vhodné soli
zahrnuji napfiklad soli s alkalickymi kovy a s kovy alkalic-
kych zemin. Farmaceuticky vhodné soli, které spadaji do rozsa-
hu vyndlezu, jsou soli odvozené pFfikladn& od ndsledujicich za-
sad: hydrid sodny, hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid
vidpenaty, hydroxid hlinity; hydroxid lithny, hydroxid hofe&na-
ty, hydroxid zineCnaty, amonium, ethylendiamin, N-methylgluka-
min, lysin, arginin, ornithin, cholin, N,N’-dibenzylethylendi-
amin, chlorprocain, diethanolamin, procain, N-benzylfenethyla-
min, diethylamin, piperazin, tris(hydroxymethyl)aminomethan a
tetramethylamoniumhydroxid. '

Kovové soli slouCenin podle vyndlezu se mohou pFipravovat
reakci sloueniny ve form& volné kyseliny se zésadou ze soubo-
ru zahrnujiciho napfiklad hydrid, hydroxid, uhli&itan a podob-
nou reaktivni slouleninu zvoleného kovu o sob& zndmymi nebo u-
pravenymi zplsoby ve vodném nebo v organickém rozpouStddle.
Vodnym pouZivanym rozpoudt&dlem miZe byt voda nebo smds vody a
organického rozpoustédla, s vyhodou alkoholu, napfiklad metha-
nolu nebo ethanolu, ketonu, napfiklad acetonu, alifatického
etheru, napfiklad tetrahydrofuranu nebo esteru, napfiklad et-
hylacetdtu. Takové reakce se zpravidla provéddji pfi teploté

mistnosti, mohou se v3ak provddé&t také za zah¥ivani.

Aminové soli slouenin podle vyndlezu se mohou pFipravovat
reakci slouleniny ve formé& volné kyseliny s aminem ve vodném
nebo v organickém rozpou3t&dle. Vodnym pou¥ivanym rozpoudtéd-
lem miZe bYt voda nebo sm&s vody a organického rozpousStédla,
s vyhodou alkoholu, napfiklad methanolu nebo ethanolu, etheru,
napifiklad tetrahydrofuranu nebo nitrilu, nap¥iklad acetonitri-
Iu nebo ketonu, napfiklad acetonu. Amoniové soli sloulenin ve
form& kyseliny se mohou pfipravovat podobnym zplisobem.

f
Volné slouCeniny podle vyndlezu se mohou regenerovat ze

soli pouZitim nebo pFizplsobenim o sob& zné&m¥ch zpisobli. Na-




pfiklad se matefské slouleniny podle vyndlezu mohou regenero-
vat ze svych adiénich soli se zasadou zpracovdnim kyselinou,

napfiklad kyselinou chlorovodikovou.

Jakkoliv jsou uZite&né aktivni slou€eniny podle vyndlezu
jako takové, jsou soli sloudenin podle vyndlezu uZite&né pro
iCely Cis8téni pFfipravovanych sloufenin, za vyuZivdni napf¥iklad
rozdilné rozpustnosti soli a matefské sloudeniny, vedlejSich
produktld a/nebo vy¥chozich ladtek o .sobéd zndmymi zplsob pro pra-

covniky v oborou.

Slougeniny podle vyndlezu mohou obsahovat asymetrick4a
centra. Tato asymetrickd centra mohou b¥t na sob& nezavisle
v R nebo v S konfiguraci. Pracovnik@m v oboru je zfejmé, Ze
urCité slouCeniny obecného vzorce I mohou vykazovat geometricky
isomerismus. Geometrické isomery zahrnuji cis a trans formy
slou€enin podle vynélezu majicich alkenylové podily. Vynédlez
zahrnuje individudlni geometrické isomery a stereoisomery a

jejich smési.

Takové isomery se mohou odd&lovat ze smési pouZitim ne-
bo pfizplsobenim o sob& zndmych zplisobli, jako jsou napfiklad
chromatografické zplisoby a pfekrystalovdvdni nebo se mohou
pfipravovat odd&len& ze vhodnych isomerd nebo z jejich mezi-
produktl, napfiklad pouZitim nebo pfizplisobenim shora popsa-
nych zplsobl.

Americké pfihl45ky vyndlezu &islo 08/138 820 a 08/476 750
popisuji zplsoby pFipravy amorfni slou€eniny obecného vzorce

IT a zv]l48té amorfni sloudeniny obecného vzorce I.

Novy zplsob pfipravy sloueniny obecného vzorce II a
¥
zv148té krystalické sloudeniny obecného vzorce I podle vynédle-
zu objasfiuje schéma II, pf¥ifemZ B, E!, E2, G, R, m, n ap maji

shora uvedeny vyznam a P! znamend pfi hydrogenaci labilni sku-




pinu chrénici kyselinovou skupinu, napfiklad skupinu benzylo-
vou, P2 labilni skupinu chrénfci aminoskupinu, napfiklad sku-
pinu terc.-butoxykarbonylovou (BOC) a P3 p¥i hydrogenaci la-
bilni skupinu chrédnici aminoskupinu, nap¥fiklad skupinu benzyl-~-

oxykarbonylovou (CBZ.

Schéma 11 o) o
_ Y ’
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V prib&hu pfipravy sloudenin obecného vzorce I nebo je-
jich meziproduktd miZe byt Z&4douci{ nebo nutné pfedchdzet sesi-
tujici reakci mezi chemicky aktivnimi substituenty na pfirodné
se Vyskytujiéich aminokyselindch nebo pseudoaminokyselinédch.
Takové substituenty se mohou chrénit o sob& zndmymi chrénicimi
skupinami, které se ndslednd mohou odstrafiovat nebo se mohou
popfipad& ponechdvat za pouZiti o sobéd znamych zplsobd k dosa-
Zeni Z&daného produktu nebo meziproduktu (nap¥iklad T.H. Green
Protective Groups in Organic Synthesis, Walley New York, 1981).
Selektivni zav4ddéni a odstrafiovdni chrénici skupiny mohou byt
rovnéz nutné nebo Z4ddouci k pfedchizeni konverze nebo odstra-
néni existujicich substituent® nebo k umo¥né&ni nédsledujici re-

akce k dosaZeni Z4daného produktu.

Zplisob podle schéma II je pifikladnym zplspobem pFfipravy
slouCeniny obecného vzorce 11, pfipominé se v8ak, Ze se slou-
Cenina obecného vzorce I mi%e rovnéZ timto zplsobem pfipravit
za pouZiti vhodngch vychozich 1latek. PF¥i pfipravé slouleniny
obecného vzorce I zplisobem podle schéma II znameni B skupinu
ethylovou, E! atom vodiku, E?2 cyklohexylmethylovou skupinu, G
aminoskupinu, R atom vodiku, m &islo 3, n &islo 3, p &éislo 1,
P! skupinu benzylovou, P2 skupinu terc.-butoxykarbonylovou

(BOC) a P?® skupinu benzyloxykarbonylovou (CBZ).

Alternativné se sloulenina obecného vzorce I zplisobem po-
dle vyndlezu pfipravuje stejnd jako podle schéma II s tou vy-
jinkou, Ze se se pouZije slouleniny obecného vzorce III

§
kde m& P? shora uvedeny v¥znam, misto slou€eniny obecného

vzorce 1V
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F"— CHZ-)—C -OH
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kde znamend R atom vodiku, m &islo 3, n &islo 3 a p &islo 1 a
P3 znamend skupinu benzyloxykarbonylovou (CBZ), za ziské&ni me-

ziproduktu obecného vzorce V

PS—NO\/\? ‘ P O
— C-N—(CHz)p—u—HN—-CH—-”-—-N——-CH -C—G

| CH CO,P?
, 22 (V)

1
kde znamend B ethylovou skupinu, E! atom vodiku, E?2 cyklohe-
xylmethylovou skupinu, G aminoskupinu, o 1, P! benzylovou sku-

pinu a P3 skupinu benzyloxykarbonylovou (CBZ).

Zplsob podle schéma II je pétistupfiovy zplsob p¥ipravy
slouenin podle vynélezu zaCinajici vytvadTfenim centrédlniho

dipeptidového meziproduktu podle vynédlezu obecného vzorce VI

plN_icHﬂp—ﬁ—HN—-?H—COﬂi
|

B ' CH2C02P1 4%

kde B, p, P! a P? maji shora uvedeny¥ vyznam. V prfipadé pfipra-
vy slouleniny obecného vzorce I je centrdlnim dipeptidovym me-
ziproduktem podle vynédlezu BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBz1)-0OH. Cen-
trdlni dipeptidovy meziprodukt se pfipravuje bez chréanéni

volného karboxylového kyselinového podilu.

Ve stupni 2 podle schéma II se miZe prov4ddét kopulace za
ziskédni centrdlniho dipeptidu bud v dichlormethanu nebo v et-
hylacetdtu v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti tetrahydrofuranu

jakoZto korozpou3t&dla a v pfitomnosti organické zésady,




napfiklad N-methylmorfolinu, pfi&em¥ se reakce provadi pfFi-
bliZn€ za teploty mistnosti aZ pfibliZné za teploty 40 °C. Ak-

tivace aminokyseliny nebo pseudoaminokyseliny obecného vzorce

j il
. ) PQ-I'\J—(CHZ)p- COH
B

kde B, P2 a p maji shora uvedeny vyznam, pro kopulaci se miiZe
provdd&t za pouZiti neizolovanych aktivnich estert p-nitrofe-
nolem, pantafluorfenolem a N-hydroxysukcinimidem pres dicyklo-
hexylkarbodiimid. Doba kopulace je 1 a¥ 20 hodin v zAvislosti
na pouZitych aminokyselinych nebo pseudoaminokyselindch, které
se maji kopulovat, na aktivadnim ¢inidle, na rozpoudtédle a na
teplot&. Centrédlni dipeptid jakoZto produkt stupn& 1 se neizo-
luje. Reak&nfi smés se ve stupni 1 zpravidla promyva vodou nebo
zfed&€nou vodnou kyselinou (napfiklad vodnou kyselinou chloro-
vodikovou) a pouZiv4d se pfimo bez suSeni ve stupni 2. V p¥ipa-
dé, kdy se pouZije aktivnich ester® na fenolové bdzi, extrahu-
je se centrdlni peptid do alkalického vodého prostfedi z reak-
éni smé&si a posléze se reextrahuje po okyseleni vodného rozto-
ku zp&t do organického rozpoudt&dla; roztok se nechidvi pfimo

reagovat jako ve stupni 2.

Dipeptidového meziproduktu obecného vzorce VI se pouZivéa

pro piipravu tripeptidového meziproduktu obecného vzorce VII

iy s
PZ-N—(CHz)p——I-LHN-CH --—CH—C—-G

1
CHgCOgP (VID)

kde B, E!, E2, F, G, P! a p maji shora uvedeny vyznam a kde
znamend P2’ skupinu P? nebo skupinu TFA.H-. Jestli¥e P2’ gzna-

1"

menéd skupinu TFA.H- , znamend symbol "." disociaci trifluoroc-
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tové kyseliny (TFA) na FsCCO2-a H* , pFigem? H* protonuje

koncovy amin ve sloudenin& obecného vzorce VII, to je vytvofe-
ni trifluoracetdtové soli obecného vzorce VIIa

A
CF3COy” HZN_(CHz)p—u—HN-—CH —CH-C—G

! CHZCOZP‘

(VIIa)

V pripadé& pfipravy sloudeniny obecného vzorce I je tri-
peptidovym meziproduktem podle vyndlezu P2’-N(Et)Gly-(L)-Asp-
(OBzl)-(L)-Cha-NHz .

Ve stupni 2 se kopulace aminokyseliny nebo pseudoaminoky-
seliny na centrdlni dipeptid miZe provéddét bud v dichlormetha-
nu' nebo ve smési ethylacetdtu a dimethylformamidu nebo tetra-
hydrofuranu p¥ibliZn& za teploty mistnosti nebo za nizs{ tep-
loty neZ je teplota mistnosti. Aktivace centrdlniho dipeptidu

obecného vzorce

p2. N—-(CHz)p—ﬁ—HN—CH —COsH

CHQCOQP1

kde maji B, P!, P2 a p shora uvedeny vyznam, pro kopulaci se
miZe prov4dd&t za pouZiti neizolovany¥ch aktivnich ester® penta-
fluorfenolu nebo N-hydroxysukcinimidu prostfednictvim dicyklo-
hexylkarbodiimidu. Aktivace se také mbZe provadét za pouZiti
isopropylchlorformdtu. Doba kopulace je 1 aZ 20 hodin v z4vis-
losti na pouZitych aminokyselindch nebo pseudoaminokyselinéch,
které se mgji kopulovat, na aktiva&nim &inidle, na rozpousStéd-
le a na teplot&. Tripeptid jako¥to produkt se neizoluje. KdyZ
se tripeptid neizoluje, prom§vd se reakéni smds vodnqu orga-
nickou zédsadou nap¥iklad vodn¥m roztokem N-methylmorfolinu a

vodnou kyselinou (napfiklad vodnou kyselinou chlorovodikovou)




a nechdvd se reagovat "ve stavu v jakém je" ve stupni 3 po
promyti vodou a bez sufeni.

Ve stupni 3 podle schéma II se odstrafiuje chrédnici sku-
pina, napfiklad skupina BOC gz tripeptidu, ziskaného ve stupni
2, napiiklad pouZitim roztoku trifluoroctové kyséliny v di-
chlormethanu nebo pouZitim smdsi bromovodiku v kyselin& octové
a v ethylacetdtu. Reakce se miiZe provaddét pfibliZn& za teploty
mistnosti a vyZaduje pFfibliZn& jednu hodinu (v pfipadé zptisobu
zaloZeného na pouZiti bromovodiku) a p¥ibli¥né dve hodiny
(v pfipadé& zpisobu zaloZeného na pouZiti trifluoroctové kyse-
liny). S8l kyseliny produkovaného tripeptidu se izoluje odfil-
trovanim krystalické pevné latky bud pfimo z reakdni smési
(v pfipad& zplsobu zaloZ¥eného na pouZiti bromovodiku) nebo po
CdsteCném odstranéni rozpouSté&dla destilaci a pfidanim nepo-
ldrniho rozpoudt&dla do zbytku.

Dal3i zplisob podle vyndlezu je charakterizovén jako jeden
fet&zeny zplsob rychlé a jednoduché piipravy TFA.H-N(Et)Gly-
(L)-ASp-(Ole)—(L)—Cha-NH2 z BOC-N(Et)Gly-OH, pfFidemZ jde o
reakci v jedné nédobs zahrnujici prvni dva kopuladni stupné
podle schéma II a zpracovéni trifluoroctovou kyselinou, Jedi-
necné se ziska TFA.HN(Et)Gly—(L)—Asp—(Ole)—(L)—Cha—NH2, jeli-
koZ p¥imo vykrystaluje z roztoku feté&zové reakce. Tento fetd-
zovy zplisob vyluduje t¥i odpovidajici odd&lené reakéni stupné
podle schéma 2 a Fedi problém piipravy jednoduchym zpésobem
Setficim éas a nédklady, vyhodnym pro ¥ivodni prostfedi.

Schéma II zndzoriiuje konstrukci polypeptidu v obréceném
pofddku, pFidemZ vychdzi z aminokyseliny, chr4né&né na atomu
dusiku, a postupn& se priddvé4 na karboxylové zakon&eni na roz-
dil od obvyklého pofddku, kdy se polypeptid kontruuje postup-
nou amidaci na amonovém zakonceni aminokyseliny s chrénénym
C-zakonlenim. Obréceny zplisob syntézy podle vynélezu vyZaduje
chrénéni{ atomu dusiku pouze na prvni aminokyselind za umo¥n&ni




pouZiti od tohoto bodu dopfedu sméfujici postupné aminokyseli-
ny bez chrénici skupiny na bud aminovém nebo kyselinovém za-~
kon€eni (s vyjimkou funk&nich skupin postrannicho fet&zce). O-
brdceny zplsob syntézy také racionalizuje vyrobu sloudenin
obecného vzorce II a zv143t& sloudenin obecného vzorce I tim,
Ze umoZfiuje pouZit kontinu&lniho zplsobu vyroby na rozdil od
pfetrZitého zpilisobu normdlniho pro peptidovou chemii v
rpztokové féazi. Novy piistup sniZuje nédklady odstran&nim
opatfovdni aminokyselin chrédnénych na aminovém zakondeni. Neni
zapotfebi Zddnych specidlnich zafizeni, reak&nich &inidel nebo
analytickych metod.

Jinym zplsobem podle vyndlezu je reprodukovatelny zpisob
pfipravy nehygroskopické st4lé krystalické formy N-[N-[N-(4-
(piperidin—4—y1)butanoyl]-N—ethylglycyl]—(L)-asparagyl]—(L)—B-
cyklohexylalaninamidu novou konverzi v pevném stavu z hygro-
skopické krystalickd formy N-[N~[N-(4~-(piperidin-4-yl)buta-
noyl]-N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]-(L)—B-cyklohexylalaninami—
du, pfipravené zplisobem podle schéma II a uvddény jako alter-
nativni reak&ni stupné.

Hygroskopickd krystalickd forma N-[N-[N-(4-(piperidin-4-
yl)butanoyl]—N-ethylglycyl]-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexyla -
laninamidu je fyzikdln& nest&lé a pfevddi se plisobenim vlhkos-
ti a teploty na vysoce stélou nehygroskopickou krystalickou
formu N—[N—[N—(4—(piperidin—4-yl)butanoyl]—N—ethnglycyi]—(L)-
asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu.

Obecné podminky podle vyndlezu pro konverzi z hygrosko-
pickéd krystalické formy N—[N~[N—(4-(piperidin—4—y1)butanoyl] -
N-ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)-B—cyklohexylalaninamidu na
vysoce stélou nehygroskopickou krystalickou formu N-[N-[N-(4-
(piperidiﬂ-4—yl)butanoyl]~N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—B—
cyklohexylalaninamidu se ovliviiuji za statickych a dynamickych

podminek.




Staticky zplsob podle vyndlezu je popisovén jako static-
ké konverze, jelikoZ zahrnuje vystaveni hygroskopické krysta-
lické formy N-[N—[N—(4-(piperidin—4—yl)butanoyl]—N—ethylgly-
cyl]-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu v nepohybujici
se nédob&, jako jsou lékovky nebo misy za ur&itych podminek
plisobeni teploty a vlhkosti v komofe sefizenym prostfedim.
Tato statickd konverze se provddi za teploty pribliZn& 20 aZ
pfibliZné€ 80 °C, vyhodn&ji za teploty pFfibliZné& 40 aZ pribliZ-
né 80 °C a za realtivni vlhkosti pribliZ¥n& 40% az 100%, s vy-
hodou 65% aZ? 80%.

Dynamicky zplsob podle vyndlezu je popisovén jako dynamic-
ké konverze, jelikoZ zahrnuje vystaveni hygroskopické krysta-
lické formy N-[N—[N—(4—(piperidin—4-yl)butanoyl]—N-ethylgly-
cyl]-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu inkubaci za
podminek teploty a vlhkosti jako v pfipadé& statického modelu
avS8ak za michédni vdetné& prevraceni hygroskopické krystalické
formy N—[N—[N-(4—(piperidin—4—y1)butanoyl]—N-ethylglycyl]—(L)—
asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu v rotaé&ni odpafovaci
bafice nebo ve vdlcové nddob& (ve vihkostni picce) s lopatkovym
michénim.

Nésledujici pfiklad praktického provedeni vyndlez bliZe
objasfiuji, nijak v3ak vynédlez neomezuji. Procenta a dily jsou
minény hmotnostné&, pokud neni uvedeno jinak.

Pokud neni uvedeno jinak mini se hodnotami hmotové spek-
trdlni analyzy vysledky nizko rozliSujiciho bombardovdni rych-
lym atomem provdd&ného na za¥fizeni VG 70SE s "vypo&tenymi"
hodnotami (M+H)*. Hodnoty nukledrnich rezonan&nich magnetic-
kych spekter jsou ziskény na zaFfizeni Brucker ACF 300 v D20.
Bleskovd chromatografie se provédi na silikagelu. Vysokovykon~-
né kapaliﬁbvé chromatografie (HPLC ) se provddi na C~18 rever-
snich fézovych sloupcich s &&sticemi o velikosti 8 a% 15 pm.




Pokud neni uvedeno jinak jsou obrazce préskové rentgeno-
vé difrakce ziskdny za pouZiti difraktometru Siemens D5000
s médénym zdrojem zAF¥eni (1,8 kW, 45 kV a 40 mA). Vzorky se
pied mé€fenim melou k eliminaci vlivu velikosti &&stic produktu
na pikové intenzity. PFibliZn& 60 mg vzorku se vné&3di do dr¥éku
vzorku 1,5 x 1 cm a odeéiténi se rpovaddi v oboru 4 azZz 40° 2
theta (2 0) se stupn&m 0,04° a pfi celkové expozici jedna
sekuna na stupeii.

Pr¥iklady provedeni vynédlezu

Pfiklad 1

Pfiprava BOC-N(Et)Gly~(L)~Asp(OBzl)-OH
(Stupefi 1, schéma II)

Do 3-hrdlé banky s kulatym dnem se pFfedloZi 51 g (0,25
mol) BOC-N(Et)Gly-OH, 35 g (0,25 mol) PNP, 400 ml ethylacetédtu
a 100 ml dimethylformamidu. Smés se michéd do rozpuSténi a o-
chladi se na teplotu 4 a¥ 6 °C. B&hem 10 minut se prikape roz-
tok 51,5 g (0,25 mol) dicyklohexylkarbodiimidu ve 125 ml et-
hylacetdtu, pfifemZ se teplota udrZuje na 5 °C a¥ pfibliZné 8
°C. KdyZ byl pFidédn velkery dicyklohexylkarbodiimid, odstrani
se chladici ldzefi a smés se michd 1,5 hodiny, pfidemi se za-
hfeje na teplotu mistnosti (20 a% 22 °C). Vytvofi se pevné
sraZenina DCU. Vytvofeni esteru PNP se zjisti analytickou
chromatografii HPLC (vymizeni BOC-N(Et)Gly-OH). Reak&ni smés
se zfiltruje a zbytek DCU se promyje 2 a? 50 ml dévkami ethyl-
acetdtu a promyvaci kapalina se pifidd k filtrédtu. DCU se vyho-
di.

Do michaného zfiltrovaného roztoku se pfidd 67 g (0,3
mol) HzN-(L)-Asp(OBz)—OH v podob& suspense ve 150 ml (138 g,
1,36 mol) NMM. Sm&s se zahfeje na teplotu 38 a% 40 °C a
udrZuje se na teplot& po dobu 41 hodin, co¥ je doba, pfi které




analytickd HPLC ukdZe dplné spotfebovéni BOC-N(Et)Gly-OPNP.
Reakini smé&s se ochladi na teplotu 25 °C a nezreagovany HzN-

(L)-Asp(OBz)-OH se odfiltruje. Roztok se ochladi a znovu
zfiltruje, &imZ se ziskd dalSich 1,2 g (21,7 g; 11,2 g
pfedstavuje pfidany 20% pfebytek a 10,5 g (0,047 mol) predsta-
vuje nezreagovany materidl).

Zfiltrovany roztok se extrahuje ve 2 1 nélevce Squibb jed-
nim dilem 500 ml deionizované vody, ndsledované dvéma 250 ml
ddvkami. Spojeny vodny roztok se extrahuje t¥femi 300 ml podily
roztoku 1:1 MTBE/EtOAc k odstrané&ni zbyvajiciho PNP (analytic-
k4 HPLC ukazuje pouze zbyvajici stopy), ochladi se na 5 °C a
okyseli se z pH 8,9 na hodnotu pH 1,79 pF¥ikapdnim 150 ml! kon-
centrované kyseliny chlorovodikové. Okyseleny vodny roztok ne-
vykazuje Z&dny Zédany produkt. Ethylacetdtové extrakty se spo-
ji, vysuS8i se siranem hoFe&natym, zfiltruji se a zkoncentruji
se na rotafni odparce pfi teplot& 35 °C. Vysledn¥ bled&oranZo-
vy olej se prelerpd pfi teploté& 35 °C k maximdlnimu odstranéni
zbylého rozpouSt&dla a k ziskédni 85,68 g BOC-N(Et )-Gly-(L)-
Asp(OBz)-OH v podob& oleje (21,3 mmol, 85,5% vytdiek nekorigo-
vany o zbylé rozpoudté&dlo).

Charakteristika:

NMR (250 Hz): 7,3 ppm (s), 5,1 ppm (s), 3,3 ppm (dq), 3,0 (dq),
1,4 ppm (s), 1,1 (t)

MS:M = 408; M+1 = 409 nelezeno

HPLC: 90,79A% (3,87A% p-nitrofenol, neokorigovéno na e)
Analysa: C20H28N207,

H, N; C nalezeno 57,54, vypolteno 58,81

Priklad 2
Pf¥iprava ﬁOC-N(Et)Gly—(L)—Asp(Ole)—(L)—Cha—NHz

'(Stupeﬁ 2 podle schéma II)
Zplsob A: Isopropylchlorformétovy zplisob
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Jeden ekvivalent BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBz!l)-OH se roz-
pusti v ethylacetdtu (6 a7 8 objemi; 1:6,5 hmotnost/objem) a
udrZuje se na teploté -15 aZ O °C. PF¥idd se NMM (1 ekvivalent)
pfi wudrZovdni na teplot& -15 a%¥ asi O °C. Do chréné&ného iso-
peptidového roztoku se pfi teploté -15 aZ O ° prida isopropyl-
chlorformdt (1 a% 1,1 ekvivalent). Reak&ni sm&s se udrZuje na
teploté -15 aZ asi O °C po dobu 2 aZ 5 minut. Do studeného di-
peptidového roztoku, udrZovaného na teplot& -15 a% asi O °C,
se pfidd roztok HzN-(L)-Cha-NH2 (1 ekvivalent) v THF (10 obje-
mi; 1:10 hmotnost/objem). Reakce se sleduje kontrolnimi vzorky
(HPLC) po 15 minutédch, po jedné hodiné a dvou 2 hodinéch
k hodnoceni idplnosti reakce. (Reakce je ukon&ena, kdyZ mnoZst-
vi pozorovaného peptidu je men3i neZ 10 % na plochu analysou
HPLC).

BOC-tripeptidovy produkt se vysréZi pfimo z reakéniho roz-
toku a z reak¢ni sm&€si se odfiltruje, promyje se ethylaceté4t
(2x,1 objem; hmotnost/objem) a vysu3i se ve vakuu. Obvykly vy-
téZek je >60 % teorie, o Cistot& >90A%;<1A% epimerického dia-

stereomeru asparagové kyseliny.

Novym suspendovdnim v ethylacetdtu se ziskd4 konedny vyté-
Zek pfibliZne 60 % teorie BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-
NH2 se zlepSenou ¢&istotou >95A% pifi sniZeni obsahu diastereo-

isomeru na <0,5 %.

Specificky pfiklad isopropylchlorformdtové metody, pfi
zachovadni obecného postupu podle zplsobu A a za pouZiti 4,55 g
(8,1 mmol) BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-OH poskytuje mnoZstvi
pfipraveného BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-NH2 3,26 ¢
(97,9 A% €istého 0,3A% diastereomeru) pfi 70% teoretickém vy-
té&Zku,

¢
Zpisob B : Zplsob za pouZiti komplexu pentafluorofenoldicyklo-
hexylkarbodiimidu




V ethylacetdtu se rozpusti pentafluorofenol (PFP, 2,9 ek-
vivalentu) a dicyklohexylkarbodiimidu (1 ekvivalent) (5 obje-
mi, 1:5 hm/obj) pfi teplot& mistnosti a ochladi se na teplotu
-15 aZ 0°C. V ethylacetdtu (6 objeml, 1:6 hm/obj) se rozpusti
jeden ekvivalent BOC-N(Et)-Gly-(L)-Asp(OBz)-OH a smisi se
s jednim ekvivalentem H2N-(L)-Cha-NHz, ktery byl p¥Fedem roz-
puStén v dimethylformamidu (10 obj., 1:10 hm/obj). Do roztoku
PFP a dicyklohexylkarbodiimidu se pFfikape roztok dipeptid/HzN-
(L)—Cha-NHz a teplota se udrZuje -15 aZ O °C. Po dobu 5 a¥
Sestnéct hodin se reakini smés udrZuje na teploté& 15 aZ 22 °C
a kontrolni vzorky (HPLC) se odebiraji po 1, 2, 3, 4, a 16 ho-
dindch k hodnoceni dplnosti prob&hnuti reakce. (Reakce je u-
konlena, kdyZ mnoZstvi pozorovaného dipeptidu je menSi ne¥ 2 %
na plochu analysou HPLC). '

Reakéni sm&€s se zfiltruje a filtra&ni kold& (DCU) se pro-
myje ethylacetdtem (2x 0,5 objeml, hm/obj). Filtrdt se zpracu-
je vodou, (10 obj, 1:10 hm/obj) a vodnd vrstva se odstrani.
Vrstva ethylacetdtovd se promyje vodou (1x, 5 objemd, 1:5 hm/
obj). Vrstva ethylacetdtovd se ochladi k vysrédZeni produktu,
ktery se promyje ethylacetdtem (2x 0,4 objemy; 1:0,4 hm/obj).
Izolované moldrni zisky jsou »60 % v obvyklé ¢&istoté >90AY%,
s 1-4A % epimerniho diastereomeru asparagové kyseliny.

Novym suspendovédnim v ethylacetdtu se ziskéd kone&ny vyté-
Zek pfibliZne 60 % teorie BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-
NH2z se zlepSenou Cistotou >99A% pFi redukci diastereoisomeru
na <0,5 %.

Specificky pFiklad zplisobu za pouZiti pentafluorofenoldi-
cyklohexylkarbodiimidu komplexu pf¥i zachovdni obecného postupu
podle zplsobu B a za pouZiti 10 g (24,5 mmol) BOC-N(Et)Gly-
(L)—Asp(Oﬁzl)—OH poskytuje mnoZstvi pripraveného BOC-N(Et)Gly-
(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-NH2z 8,15 g (99 A% &istého, 0,49A % dia-

stereomeru) p¥i 59% teoretickém vytéiku.




Zplsob C: Zplsob zaloZeny na pouZiti systému hydroxybenzotria-
zol (HOBT)/Z-(1H—benzotriazol—1-y1—1,1,3,3—tetramethy1uronium-
tetrafluoroborat (TBTU)

V dimethylformamidu se rozpusti jeden ekvivalent BOC-
N(Et)-Gly-(L)-sp(OBz1)-OH (9 aZ 10 objemii; 1:10 hm/obj) a
udrZuje se na teplot& mistnosti. Do tohoto roztoku se prida
H2N-(L)-Cha-NHz2, (jeden ekvivalent) a hydroxybenzotriazol
(HOBT, 1 ekvivalent). V¢sledny roztok se ochladi na pribliZné
O aZ 10 °C a pfid4d se NMM (1 a% 1,1 ekvivalent). Kopulaéni &i-
nidlo, TBTU (1-1,1 ekvivalent) se rozpusti v dimethylformamidu
(4-5 objemli, 1:5 hm/obj) a pFidd se do roztoku chrandného di-
peptidu pfi teplot& pF¥ibliZn& O aZ 10 °C. Tento roztok se mi-
chd pfibliZn& 3 hodiny p¥i teploté& pFfibliZn& 10 °C a¥ pfibliz-
né 25 °C, dokud HPLC neukdZe ukonleni reakce (mén& neZ 2 % vy-
choziho materidlu na plochu). Do michané smé&si 5% vodného roz-
toku chloridu sodného (pfibliZn& 4 objemy na reakéni objem) se
pfid4 reakéni smés a ethylacetdt (pribliZnd& 2 objemy na reaké-
ni objem). F&ze se odd&€li a vodnid féze se extrahuje daldi dav-
kou ethylacetdtu (pfibliZn& 1,5 objemd na reaké&ni objem). Or-
ganické fdze se spoji a promyji se postupné 0,5 N vodnym roz-
tokem kyseliny citronové (p¥ibliZn& 0,6 a% 0,7 objemli na objem
organické fdze), 10% vodnym roztokem hydrogenuhliditanu sodné-
ho (dvakrdt, p¥ibliZn& 0,6 aZ 0,7 objemd na objem organické
fdze) a 25% roztokem chloridu sodného (p¥ibliZ%né& 0,3 aZ 0,4
objemli na objem organické féze). Vysledné organickd f4ze se
zkoncentruje na pfibliZné& &tvrtinu aZ polovinu objemu za sni-
Zeného tlaku pfi teplot& pFibliZné& 30 aZ 50 °C a do tohoto
teplého roztoku se pfidd stejny objem heptanu. Smés se miché a
ochladi se na teplotu O ° aZ p¥ibliZn& 20 °C k vysrdZ¥eni ¥&da-
ného tripeptidu. Tato pevnd l4atka se odfiltruje a smisi se
s ethylacetdt a heptanem a vysu¥i se. Obvykly vyt&Zek je >60 %
teorie st obvyklou '¢&istotou >95,7A % epimerniho diasteromeru

asparagové kyseliny <2A %.
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Jako specificky p¥fiklad zplsobu zaloZeného na pouZiti
systému HOBT/TBTU, pfi sledovdni obecného zplsobu C, se pouZi-
je 10 g (24,5 mmol) BOC-N(Et)-Gly-(L)-Asp(OBz1)-OH a pak se
pfipravi 9,3 g BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp-(0Bzl)-(L)-Cha-NHz pfi te-
oretickém vytézku 67,7% (96,1A % &istého, 1,77A % diastereome-
ru p¥i Asp).

Hmotové spektrum: M 560,7 vypo&teno; M+1 561 nalezeno

teplota tani 182,17 °C (DSC)

1HNMR (delta vs TMS,D6 DMSO): 0,89 (m, 1H), 0,94 (m, 1H), 1,0
(dt,2H), 1,15 (m,2H), 1,06 aZ 1,3 (m,4H), 1,36 (d,9H), 1,4 aZ
1,74 (m,6H), 2,65 (m,1H), 2,85 m(1H), 3,18 (m,2H), 3,75
(d,2H),4,2 (s,1H), 4,66 (d,1H), 5,08 (s,2H), 7,02 (s,1H), 7,18
(d,tn), 7,36 (s,5dH), 7,88 (dd,1H), 8,24 (dd,1H).

Pfiklad 3

Pfiprava TFA-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-NHz2
(Stupefl 3, schéma II)

V dichlormethanu (hmotnostné p¥ibliZné& 1:12) se rozpusti
BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBz1l)-(L)-Cha-NH2z a p¥i teplot& mistnosti
se do roztoku pfidd TFA. Roztok se michd, dokud HPLC neukédZe
ukonéeni reakce (tfi aZ p&t hodin). Roztok se zkoncentruje na
pribliZné polovinu objemu pfi teploté& 40 aZ 45 °C. Do tohoto
teplého roztoku se p¥fi udrZovdani teploty >40 °C pf¥id4d MTBE
(pfibliZné 1:10 hm/obj. proti BOC-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-
Cha-NH2 ). Smés se ochladi pomalu na teplotu pFibliZné 5 °C a
michd se jednu hodinu k zajisténi Uplné krystalizace. V§slednéd
pevnd latka se odfiltruje a ochladi se MTBE. Pevnd l&tka se
vysu8i za sniZeného tlaku a analyzuje se ke zjidténi obsahu
TFA.N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-NH2 (test HPLC hm/hm). Vy§-
téZek je obecné témé&F kvantitativni, Cistota >95A %.

Hmotové séektrum: M 460 (voln& z4dsada) vypolteno; M+1 461 na-
lezeno
Analysa: C2¢6H37NsO7F3 N,H,F, C 54,35 vypo&teno 53,82 nalezeno




1HNMR (delta vs TMS,D® DMSO): 0,9 (m, 2H), 1,16 (t,6H), 1,5
(m,1H), 1,5 az 1,8 (m,6H), 2,65 (dd,1H), 2,9 (m,3H), 3,7

(s,2H), 3,9 (m,2H), 4,2 (n,1H), 4,75 (m,1H), 5,1 (g,2H), 7,0
(s,1H), 7,15 (s,1H), 7,2 (s,5H), 8,13 (d,1H), 8,7 aZ 8,8 (m,3H).

13CNMR(vy&nivaiici signdaly, delta vs THS, D6 DMSO): 10, 76,
25,49, 25,68, 25, 96, 31,66, 33, 07, 33, 36, 36, 25, 38, 59,
41,88, 47,02, 49, 40, 50, 47, 65,71, 127,81-128, 34, 135, 82,
165,10, 169,34, 173,79

Specifické priklady odstrafovdni chrdnici skupiny jsou v ta-

bulce A.

Tabulka A
Lab MnoZstvi reaké&ni 3Skaly VytitéZek a &istota A%
Priklad (BOC-N(EL)Gly-(L)-Asp- (TFA. N(EL)Gly-
(0B=z1) - (L) -Cha-NHz) (L) -Asp(0B=1) - (L) -Cha-NHz)
1 7,5vg (13,3 mmol) 7,4 g (12,2 mmol) 97% vy-
t&82ek 98,8 A% &isty
2 6,53 g (11,6 mmol) 6,4 (11,1 mmol) 7% vy-
téZek 98, 47A% disty
Priklad 4

Priprava CBZ-PipBu-N(EL)Gly-(L)-Asp(0B=1) -(L) -Cha-NHz
(Stupenn 4, schéma II)

Pripravi se suspense pribliZné ekvimoldrnich mnoZstvi
(TFA. N(Et)Gly-(L) ~-Asp(0B=1) - (L) -Cha- NHz, CRZ-PipBu a TBTU
v systému ethylacetat,dimethylformamidu a voda (objemové 100:
8:4, pribliZné 11:1 obi/hm proti TFA.N(EL)Gly-(L)-Asp(0B=zl)-




(L)-Cha-NH2. Tato suspense se ochladi na teplotu 0 aZ 10 °C a
pfidaji se pfibliZné 3 a% 4 ekvivalenty NMM. Smé&s se neché o-
hfdt na teplotu mistnosti, a mich4d se tak dlouho a¥ je podle
HPLC reakce wukondena (jednu a? t¥i hodiny, b&hem té doby se
objevi roztok). PFidéd se voda (2 a¥ 3 X plivodniho pfidaného
mnoZstvi) a fédze se nechaji odd&lit. Vodn§ fédze se uchovéd a
organickd féze se promyje dvéma dald3imi dédvkami vody. Tyto
spojené vodné promyvaci kapaliny se zpé€tn& extrahuji ethyla-
cetdtem a spojené organické féze se promyji 25% vodnym rozto-
kem chloridu sodného. Organicka féze se zkoncentruje za sni-
Zeného tlaku na p¥ibliZn& polovinu objemu a pfidd se MTBE (ob-
jemové pFibliZn& polovina vi&i objemu roztoku). Smé&s se nechd
vykrystalovat (n&kolik hodin) a pevnd lé4tka se vysu3$i za sni-
Zeného tlaku. Obsah CBZ-PipBu-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBz1)-(L)-Cha-
NHz se analyzuje HPLC, test hmotnost/hmotnost. VytéZiek je
zpravidla >80 % teorie, &istota >95A %.

Specificky pfiklad pFipravy pfi zachovdni obecného postu-
pu stupné 4, poskytuje 7,25 g TFA.N(Et)Gly-(L)~-Asp(OBz1)-(L)-
Cha-NH2 7,9 g CBZ-PipBu-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBz1)-(L)-Cha-NH2
(>99A % Cistého 0,08A% diastereomeru pf¥i Asp), teoreticky vy§-
téZek 84 % teorie.

Hmotové spektrum: M 747 vypo&teno sy M+l 748 nalezeno

Analysa: C41Hs7NsOs H,N,C 65,84 vypoéteno 65,38 nalezeno
teplota t4ni 101,6 °C (DSC)

'HNMR (delta vs TMS,CDCls): 0,88 (m, 1H), 0,98 (m,1H) 1,13
(2H), 1,23 (m,6H), 1,4 (m,1H), 1,62 a% 1,76 (m,8H), 1,86
(ad,1H), 2,35 (t,1H), 2,74 (dd,2H), 3,25 (dd,1H), 3,47 (q,2H),
3,7 (d,1H), 3,84 (d,1H), 4,15 (ds,2H), 4,5 (qd, 1H), 4,68 (dt,
14), 5,07 (d,1H), 5,14 (bd,2H), 5,16 (d,1H), 7,28 az 7,39, (m,
10H), 7,57 (dd,1H).

13 CNMR (delta vs TMS,CDCl13 ) : (vy&nivajici piky) 66,93 (oba
benzylové uhliky), 127,78 aZ 128,64 (oba fenylové kruhy),
155,249, 170,00, 170,24, 171,69, 174,27, 175,21 (v3echny kar-
bonylové uhliky).




Pfiklad 5

Pfiklad hygroskopické krystalické formy N-[N-(4-piperidin-4-
yl)butanoyl)-N—ethylglycyl]-(L)—asparagyl]—(L)—B—cyklohexyl—
alaninamid

(Stupefi 5, schéma II)

Pfipravi se sm&s obsahujici CBZ~-PipBu-N(Et)Gly-(L)-
Asp(OBzl)~-(L)-Cha-NH2, formdt amonny a IQ % palladium na uhli
ve 20:1 systému alkohol/voda (10:1 obj/hm vs. CBZ-PipBu-N(Et)-
Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-NH2). Tato sm&s se zahfeje na teplo-
tu 40 aZ 50 °C a michd se aZ do chvile, kdy je podle HPLC re-
akce ukonena (1 aZ% 2 hodiny). Sm8s se ochladi na teplotu
mistnosti a zfiltruje se kK odstranéni katalyzédtoru. Vysledny
roztok se zahfeje na teplotu 40 a% 50 °C a pfidé se aceton
(pfibliZné objem vs. zfiltrovany roztok), roztok se nechéd vy-
chladnout na teplotu 35 a% 40 °C. Do sm&si se naotkuje N-[N-
[N-(4—piperidin—4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]—(L)-asparagy]] -
(L)-B~-cyklohexyl-alaninamid a z n&ho vykrystaluje hygroskopic-
k& forma N—[N—[N—(4—piperidin-4—y1)butanoyl)—N-ethylglycyl]~
(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexyl-alaninamidu p¥i ochlazeni na
teplotu mistnosti (nékolik hodin). Pevné latky se izoluji od-
filtrovdnim v prostfedi dusiku a promyji se acetonem. Pevné
latky se vysuSi za sniZeného tlaku a analyzuji se ke zjisténi
obsahu krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)butanoyl)-
N-ethylglycyl]-(L)-asparagyl]-(L)-B~cyklohexyl-alaninamidu
(HPLC hm/hm). Vyté&Zek je obvykle >85 % teorie, Cistota >95A %.

Specificky pfiklad pfipravy p¥i zachovdni obecného postu-
pu podle stupné 5 poskytuje 5 g CBZ-PipBu-N(Et)Gly-(L)-Asp-
(OBzl)-(L)-Cha-NHz 3,1 g hygroskopické krystalické formy N-[N-
[N-(4—pipéridin—4—yl)butanoyl)—N—ethylglycyl]—(L)~asparagyl] -
(L)-B-cyklohexylalaninamidu v podob& bilé pevné latky (&istota
99,6A %) ve stechiometrickém vyt&Zku 89,4 % teorie.




JakoZto dalSi slouleniny pfipravené podle piikladd 1 a%Z 5,
avSak pfi pouZiti p¥isludnych vychozich ldtek se uvadéji:
N—[N—[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)-N-ethylglycyl]asparagyl]—
valin,
N—[N—[N—(4-(piperidin—4—y1)butanoyl)—N-ethylglycyl]asparagyl]-
D-valin,
N-[N—[N—(3—(piperidin-4-y1)propanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
valin,
N—[N—[N—(S-(piperidin-4-y1)pentanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
valin,
N—[N—[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
L-a-cyklkohexylglycin,
N—[N—[N-(4—(piperidin—4—yl)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]-
norleucin,
N—[N—[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)-N~ethylglycy1]asparagyl]—
L-a-(2,2-dimethyl)prop-3-yl-gycin,
N-[N—[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
L-B-dekahydronaft-1-yl-alanin,
N—[N-[N—(4—(piperidin—4-yl)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
L-a-2-cyklohexylethyl)glycin,
N-[N-[N—(4—(piperidin—4-yl)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]-
fenylalanin,
N—[N—[N—(4—(piperidin—4—yl)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]-
L-B-naft~1-yl-alanin,
N-[N—[N—(4-(piperidin—4—yl)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
L-B-naft-2-yl-alanin,
N—[N-[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
L-B-cyklohexylalaninethylester,
N—[N—[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
L-B-cis-dekahydronaft-2-ylalanin,
N—[N—[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
a-aminocyklohexankarboxylovéd kyselina,
N—[N—[N—(i—(piperidin—4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-cyklohexyl-D-alanin,
N-[N-[N-(4-(piperidin-4-yl)butanoyl)-N-ethylglycyl Jasparagyl]-




B-dekahydronaft-1-yl-alanin,
N—[N—[N—(4—(piperidin—4-y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-cyklohexylalaninethylamid,
N—[N—[N—(4-(piperidin—4-yl)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
B—cyklooktylalanin,
N—[N—[N~(4—(piperidin-4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-cyklohexylmethylalaninamid,
N—[N—[N-(4—(piperidin—4—yl)butanoyl)-N-ethylglycyl]asparagyl]-
B-adamant-1-ylalanin,
N—[N—[N—(4-(piperidin—4—yl)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-(1,2,3,4)-tetrahydronaft-5-ylalanin,
N—[N-[N—(4—(piperidin—4-y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagy]]—
B-(4-cyklohexyl)cyklohexylalanin,
N—[N—[N—(4—(piperidin—4-y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]-
B-cykloheptylalanin,
N—[N—[N-(4-(piperidin—4-y1)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-cyklooktylalaninamid,
N-[N—[N-(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)-N—ethylglycyl]asparagyl]—
a-cyklohexylpropylglycin,
N—[N-[N—(4—(piperidin—4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-cyklooktylmethylalanin, '
N—[N—[N—(4—(piperidin—4—yl)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-cyklopentylalanin a
N—[N—[N—(4—(piperidin—4-yl)butanoyl)—N—ethylglycyl]asparagyl]—
B-cyklohexylmethylalaninethylester.

Pfiklad 6
Pifiprava 4-N-CBZ-piperidonu

Smés 40 kg N-(benzyloxykarbonyl)sukcinimidu a 26 kg (175
mol) 4-piperidon.kyseliny chlorovodikové.Hz0 ve 38,8 kg vody a
88 kg tet;ahydrofuranu se michd 2,5 hodiny pfi teplot& 155 °C
aZ do konce rozpouSté&ni (pfibli%n& 15 minut). Do michané (exo-
thermické) smé&si se pFidd NMM (22,8 kg) pfi udrZovani teploty




20 °C nebo niZ8i. Lézefi se michd 2,5 hodiny pfi teplot& 1515
°C aZ do chvile, kdy je bodle HPLC reakce ukonfena. Smé&s se
zfedi na 115,2 kg MTBE a 38,8 kg vody a michd se 5 minut pfi
teploté 20 + 5 °C. Michédni se ukon&i, vrstvy se nechaji odd&-
lit a vodnd (niZ8i) vrstva se odstrani a vyhodi se. Organick4
vrstva se promyje 2x 129,6 kg vody (michd se 5 minut, f&ze se
oddéli a vodn4d (niZ8i) vrstva se odstrani a vyhodi se. Orga-
nickd vrstva se promyje 5,2 kg chloridu sodného 46,8 kg vody
(michd se G&t minut, fdze se odd&li a vodnd (ni%8i) vrstva se
odstrani a vyhodi se. Organické4 fdze se zpracuje 11,5 kg sira-
nem hofeCnatym za michdni po dobu jedné hodiny, nateZ se smds
zfiltruje. Reaktor se vypldchne 8 kg MTBE (roztokse zfiltruje
a spoji se s hlavnim filtrdtem; celkovy obsah vody ve filtrédtu
je 0,52 %). Objem smé&si se sni%Zi na polovinu destilaci za
sniZeného tlaku pfi teplot& 30 °C. Vakuum se zrudi dusikem a
zbytek se ochladi na teplotu 20 °C (obsah vody zbytku: 0,43
%). Zbytek se ziedi 57,6 kg MTBE, pak se objem smési znovu
zmenSi na polovinu ve vakuu p¥i teploté 30 °C (obsah vody
zbytku: 0,25 %). To se opakuje 5x. Kone&n¥ obsah v reaktoru se
zfedi 28,8 kg MTBE a michéd se 5 minut, naleZ se zjisti obsah
vody a obsah 4-N-CBZ-piperidonu; (voda 0,05 %; hmotnost/hmot-
nost 4-N-CBZ-piperidonu: hmotnostné& 22,66 %, 35,36 kg, 155 mol
88,6 % stechiometrického vytéZek).

Pfiklad 7
Pfiprava PipBu

Za probublévédni dusiku a pfi michdni se pfipravi roztok
53,5 kg 3-karboxypropyltrifenylfosfoniumbromidu ve 230,1 kg
1,2-dimethoxyethanu. B&hem 35 minut se pfid4d systém terc.-bu-
toxid draselny/tetrahydrofuran (20 hm.%, 141,8 kg roztoku) p¥i
udriovénirteploty 24 aZ 28 °C. Smés se michd p&l hodiny p¥i
této teploté aZ do ukondeni reakce podle HPLC. Michand smés se
ochladi na teplotu 102 °C, pak se do sm&si pridd 96,45 kg




(titr:1,15 moldrni eq.vs.) 4-CBZ-piperidonu v MTBE b&hem 40
minut, tak aby teplota zfistala 12+2°C. Sm&s se miché pfi této
teploté& 10 minut, pak se zahfeje na teplotu 20t2 °C a mich4 se
dvé hodiny pfi této teploté&. Do michané smési se pfridéd roztok
22,5 kg koncentrované vodné kyseliny chlorovdikové ve 245,6 kg
vody za udrZeni teploty 20+%#2°C; kone&néd hodnota pH je 0,5.
Smés se extrahuje za michdni 214,0 kg methyl-terc.-butylethe-~
ru. Michdni se ukonli, fédze se nechaji oddélit a vodn4 vrstva
(spodni) se odstrani a vyhodi. Organick4d féze se promyje
133,75 kg vody (michéd se 5 minut, rozd&li se, vodnd vrstva
(spodni) se odstrani a vyhodi pak se promyje 10,7 kg 50% roz-
toku hydroxidu sodného ve 126 kg vody (mich& se 10 minut,
vrstvy se oddé€li a vyhodi se organickd (horni) vrstva). Vodna
vrstva se extrahuje 2x 123,05 kg ethylacetdtu (michd se 5 mi-
nut, vrstvy se oddéli a vyhodi se organickd (horni) vrstva).
Do michané vodné vrstvy se pFfidd 13,1 kg koncentrované vodné
kyseliny chlorovodikové do hodnoty pH 2,5 a¥ 3,5 (kone&né hod-
nota pH 2,82), pak se smés extrahuje 123,05 kg ethylacetédtu
(mich4 se p&t minut a vodn4 vrstva (spodni) se odstrani a vy-
hodi. Roztok ethylacetdtu se promyje 133,75 kg vody (miché se
pé€t minut, vrstvy se odd&li a vodnd vrstva (spodni) se odstra-
ni a vyhodi, pak se zjistuje (hm/hm) obsah CBZ-PipBuen (celko-
véd hmotnost:194,86 kg, 17,05 % CBZ-PipBuen [33,22 kg, 108 mol,
87,9 % stechiometrického vytéZku).

Do tlakové nddoby z nerezavéjici oceli se za michédni vne-
se roztok PipBuenu v ethylacetdtu spolu se 6,6 kg 5% palladia
na uhli (hm. 50 % vody) a sm&s se zah¥feje na teplotu 55 %2°C.
Do smé&si se pfidd format draselny (38,2 kg), rozpuitény v 66,4
kg vody p¥fi udrZovéni teploty 55 2 °C (pfibliZn& 30 minut).
Smé€s se michd dvé hodiny piFi teploté& 55 2 °C a reakce se u-
kon&i (HPLC). Do reaktoru se pfidd 6,6 kg celitu a 33,2 kg vo-
dy, smés ée zamichd a zfiltruje. Reaktor se vypldchne 33,2 kg
vody, zfiltruje se a pfidd se k hlavnimu filtrdtu. Filtrat se
pfelije do nové nddoby, ochladi se na teplotu 20 aZ 25 °C,




vrstvy se nechaji oddélit a organick4d vrstva se vyjme a vyhodi.
Vodné vrstva se okyseli 52,1 kg koncentrované vodné kyseliny
chlorovodikové na hodnotu PH 2 a% 3 (kone&n4 hodnota PH je
2,82), pak se extrahuje 4x 129,5 kg methylenchloridu (mich4 se
pé€t minut, vrstvy se odd€li, odstrani a zahodi se organicka
vrstva). Vodnd fédze se nastavi za michidni na hodnotu pH 6,1
pifisadou 17,85 kg vodného 50% roztoku hydroxidu sodného. Smds
se zfiltruje, &imZ se ziska 224 kg roztoku obsahujiciho 17,6
kg (103 mol) 4—(3’-karboxypropy1)piperidinu.

Pfiklad 8

Pfiprava CBZ-PipBu

Roztok 224 kg 4-(3"-karboxypropyl)piperidinu ve vodném
roztoku hydroxidu sodného se smicha s 55,3 kg tetrahydrofuranu
a smé€s se za michdni ochladi na teplotu 8%*2 °C. Pfi udrZovéni
teploty na niZ3i ne% 10 °C se pfidd NMM (20,9 kg). Po ukonte-
ném priddvéni se teplota nastavi na 8 2 °C a bé&hem 1 hodiny
se pridé 25,7 kg 1-(benzy10xykarbonyl)sukcinimidu, rozpusténé-
ho ve 49,8 kg tetrahydrofuranu, p¥i udrZovani teploty nizsi
neZ 15 °C. Reakce se ukon&i (podle HPLC) po t¥ech hodinéch p¥i
teploté 10 aZ 15 °C. Prids se koncentrovand vodné& kyseliny
chlorovodikové (29,9 kg) k nastaveni hodnoty pH na 2,5 a3 3,5
(kone&nd hodnota PH 3,3), pak se do smési pridé 61,4 kg MTBE a
smés se michd 5 minut. Michéni se ukon€i a vrstvy se nechaji
oddélit a vodn4 (spodni) vrstva se oddéli jako odpad. Vrstva
MTBE se promyje 3 dévkami po 83,1 kg vody (michéni 10 minut, 5
minut a 5 minut); vodnd féze se nechd oddélit a v kaZdém pri-
padé se odstrani. Bez michéni se pfida 8,3 kg 50% vodného hyd-
roxidu sodného ve 95,7 kg vody a po ukon&ené pfisadé se smés
michd pfibliZné 5 minut. Michédni se ukon&i, f4ze se nechaji
oddélit a forganicks (horni) vrstva se oddéli a vyhodise. Vodné
vrstva se vrdti do reaktoru a extrahuje se 2x 38,4 kg methyl-
terc.-butyletheru (mich4 se pé€t minut, vrstvy se oddéli a or-

ganické vrchni vrstvy se vyjmou/vyhodi). Tato operace se opa-




kuje za pouZiti 18,5 kg methyl-terc.-butyletheru. Vodnd vrst-
va, vrédcend do reaktoru se okyseli na hodnotu pH 2,5 az 3,5
(kone¢nd hodnota pH je 3,37) 9,9 kg koncentrované vodné kyse-
liny chlorovodikové. Smés se extrahuje 76,4 kg methyl-terc.-
butyletheru (mich4 se pé&t minut, vrstvy se odd&li a vodni
(dolni) vrstva se vyjme/vyhodi). Organick4 vrstva se promyje
(za pétiminutového michdni) roztokem 1,1 kg hydrogenuhli&itanu
sodného ve 12,4 kg vody (michd se 5 minut, vrstvy se odddli a
vodnd (dolni) vrstva se vyjme/vyhodi) a pak 41,5 kg vody (mi-
chd se pé€t minut, vrstvy se odd&li a vodnéd (dolni) vrstva se
vyjme/vyhodi). V reaktoru se vytvo¥i podtlak a tékava rozpou§-
tédla se odstrani pfi teploté 55 °C a¥ do ukondeni odtéké&ni
destildtu. P¥id4 se toluen (32,4 kg) a sm&s se destiluje za
tlaku okoli aZ do ukoneni odtékéni destilédtu, pridemZ teplota
stoupne na 90 aZ 95 °C. Smés se pak ochladi na 30 aZ 35 °C, do
reaktoru se pfid4d (ve dvou fézich) heptan (56,85 kg), smés se
zahfeje na teplotu 90 aZ 95 °C (jedna fdze). Smés se pak znovu
ochladi na teplotu 38 aZ 42 °C. Pf¥idaji se o&kovaci krystaly
CBZ-PipBu a produkt b&hem jedné hodiny ze smési vykrystaluje.
Pevnd létka se odfiltruje a promyje se 19,35 kg sm&si toluen/
heptan 1:2 a pak 33,4 kg heptanu. Filtradni kol4& se vysusi ve
vakuu pfi teploté 40 °C (0,13% ztrdta pfi analyse suSeni),
¢imZ se zisk& 22,4 kg (72,96 mol, 42 % stechiometrického vy-

téZku vztaZeno na 4-piperidon) CBZ-PipBu.
Priklad 9
Pfiprava CBZ-PipBuenu

Do suspense 82 g 3-karboxypropyltrifenylfosfoniumbromidu
ve 407 ml 1,2-diethoxyethanu se p¥i teplot& 14 °C pf¥id4d bdhem
25 minut 220 g hmotnostn& 20% terc.-butoxidu draselného v tet-
rahydrofu;anu pfi udrZovadni teploty reakdni smdsi 24 a¥ 28
°C. Sm&s se michd jednu hodinu, ochladi se na 10 °C, haéei se
pfidd b&hem 30 minut za stdlého chlazeni roztok 52,5 g 4-N-




CBZ-piperidonu ve 246 ml terc.-butylmethyletheru. Po ukonéeni
pfisady se sm&s michd 10 minut pfi teplot& 12 °c, ohfeje se na
20 °C a mich4 se dalSich 30 minut. Reak&ni sm&s se zpracuje 10
minut 410 ml IN vodné kyseliny chlorovodikové, ztedi se 328 ml
terc.~butylmethyletheru, nadeZ se fdze odd&1i. Organickd féze
se promyje 205 ml vody, pak 210 ml 1IN vodného roztoku hydroxi-
du sodného. Vrstva hydroxidu sodného, kters obsahuje produkt,
se shromdZdi zv1A4st, promyje se t¥ikrdt vidy 189 g ethylaceté-
tu, okyseli se na hodnotu PH 3,48 koncentrovanou kyseliny
chlorovodikové a extrahuje se 189 ml ethylacet4tu. Ethylaceté-
tovd vrstva se oddéli, promyje se 211 ml vody, suli se 30 mi-
nut 10 g siranem hofeénatym, zfiltruje se a zkoncentruje ve
vakuu. Olejovity zbytek (50,7 g) vykrystaluje ze systému to-
luen/heptan, &im? se ziska celkem 29,46 g (vytéiek 50,9 % te-
orie pfibliZné 95%A Cistého) CBZ-PipBuenu.

Hmotové spektrum: M 303 vypoCteno, M+1 304 nalezeno

lHNMR (delta vs TMS,CDCl3): 2,2 (t,2H), 2,25 (t,2H), 2,35
(m,4H), 3,45 (m,4H), 5,15 (s,2H), 5,2 (m,1H), 7,33 (2,5H).

13CNMR (delta vs TMS,CDCl3) 22,43, 28,2, 34,26, 35,66 44,88,
45,74, 67,20, 122,02, 127,83, 127,95 128,45, 128,69, 128,90,
136,17, 136,72, 155,34, 178,39

Pf¥iklad 10

Priprava CBZ—PipBuen-N(Et)Gly—(L)—Asp(Ole)—(L)—Cha—NHz
Alternativni stupefi schema 11)

Do dvoupl4stové bajfiky se vnese CBZ-PipBuen (70 g, 0,23
mol) a dimethylformamidu (230 ml) a mich4 se za chlazeni na 0
°C, nafef se najednou prid4 TBTU (74,9 g, 0,23 mol). Teplota
se udrZuje O °C a zapofne se s priddvanim DIPEA (61,9 g, 0,61
mol). Po 45 minutdch se pFida TFA—N(Et)Gly—(L)-Asp(Ole)—(L)—
Cha-NHz (138,7 g, 0,24 mol) v podob& roztoku v dimethylforma-
midu (230 ml). Hodnota PH se nastavi na 7 a¥ 8 pFisadou DIPEA
(45 ml) a smés se necha doséhnout teploty mistnosti. Po dvou




hodindch je reakce ukonena (podle HPLC). Sm&s se vlije do vo-
dy (2,5 1) a extrahuje se éthylacetét (1 1). Vodnéd féze se ex-
trahuje zp&t ethylacetdt (0,3 1). Organické vrstvy se spoji,
promyji se vodnym roztokem citronové kyseliny (hmotnostné& 5%,
2x 1 1), promyji se vodnym roztokem hydrogenuhliéitanu sodného
(hmotnostn& 5%, 2x 1 1), a promyji se vodou (2 1). Vrstva et-
hylacetdtu se pfelije do 2 1 baiiky a pfidéd se heptan (500 ml)
za michdni k navozeni krystalizace. Pevnd lé&tka se odsaje na
Buchnerové nédlevce, promyje se. systémem ethylacetdt/heptan
(obj. 2:1, 11) a vysuSi se na konstantni hmotnost, &imZ se
ziskd CBZ-PipBuen-N(Et)Gly-(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-NH2 (143,2 g,
0,19 mol), vyté&Zek 83 % teorie).

Hmotové spektrum: M 745,91 vypodteno; M+1 : 746 nalezeno
Analysa: C41HssNsO7 C: vypo&teno 66,02 nalezeno 65,53, H, N.

1HNMR (delta vs TMS,CDCl3): 0,86 (qd, 1H), 0,98 (qd,1H) 1,16
(t,2H), 1,24 (dt,6H), 1,37 (m,1H), 1,64 aZ 1,78 (m,4H),
1,86 (qd,1H), 2,2 (bd,4H), 2,35 (m,1H), 2,4 (m,2H), 2,74(dd,
1H) 3,07 (m,4H), 3,52 (d,1H), 3,85 (d,1H), 4,12 (q,1H), 4,49
(qd,1H), 4,68 (dt,1H), 5,07 (d,1H), 5,14 (s,1H), 5,16 (d,1H),
5,22 (t,2H), 6,45 (s,1H), 7,28 (d,1H), 7,26 (s,5H), 7,35, (s,
SH), 7,56 (d,1H).

13CNMR  (delta vs TMS,CDCl3): 14,15, 22,68, 24,95, 25,61,
26,03, 26,45, 28,20, 31,71, 32,89, 33,80, 33,89, 34,00, 35,63,
38,37, 44,79, 45,13, 45,65, 50,23, 51,34, 60,40, 66,87, 67,06,
76,50, 77,13, 77,77, 122,46, 126,88, 127,80, 128,60,

135,15, 155,19, 170,11, 170,20, 171,61, 173,76, 175,35

Pfiklad 11
Pfiprava hygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-

4—y1)butaﬂoyl)—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]-(L)nB—cyklohexyI—
alaninamidu (alternativni stupeii 5 schema II)




Do 5-litrové opld8téné baiiky se vnese CBZ-PipBuen-N(Et)Gly-
(L)-Asp(OBzl)-(L)-Cha-NHz (140 g, 0,19 mol), amoniumformat (61
g, 0,96 mol) a 10% paladium na uhli (50% vlhky typ degusa, 28
g). Pfidd se ethanol (200 proof [uzndvanid jednotka lihovitos-
ti], 1260 ml), isopropanol (70 ml) a voda (DI, 70 g). Smés se
ohfeje na teplotu 40 aZ 50 °C a michd se a? do ukonéeni reakce
podle HPLC (p&t hodin). Sm&s se nechd vychladnout na teplotu
mistnosti, zfiltruje se a katalyzdtor se odstrani. V§sledny
roztok se zahTeje na teplotu 40 aZ 50 °C a pFfidd se aceton
(pfibliZn& stejny objem jako zfiltrovany roztok) a smds se
ochladi na 35 aZ 40 °C. Do sm&si se naoCkuje N-[N-[N-(4-pipe-
ridin-4-yl)butanoyl)-N-ethylglycyl]-(L)-asparagyl]l-(L)-B-cyk -
lohexylalaninamid a vykrystaluje hygroskopickd forma N-[N-[N-
(4-piperidin-4-yl)butanoyl)-N-ethylglycyl]-(L)-asparagyl]-(L)-
B-cyklohexylalaninamidu za vychladnuti na teplotu mistnosti
(n€kolik hodin). Pevnéd l4tka se odsaje na Buchnerové nédlevce,
v prostiedi dusiku, filtra&ni kol4& se promyje acetonem a vy-
suSi se na vzduchu do konstantni hmotnosti, &imZ se ziskd4 N-
[N-[N-(4-piperidin~4-yl)butanoyl)-N-ethylglycyl]l-(L)-aspara -
gyll-(L)-B-cyklohexylalaninamid (84,3 g, 0,16 mol), vyt&Zek
84,8 % teorie, >95A %).

. Pfiklad 12

Zplisob sefeté&zené prfipravy TFA-N(Et(Gly)-(L)-Asp(OBzl)-(L)Cha-
NHz2 (alternativni stupnd 1 a%¥ 3 schema II)

Do baifiky o obsahu 500 ml, opatfené teplomérem, se vnese
BOC-N(Et)-Gly (20,3 g, 0,1 mol), N-hydroxysukcinimid (11,5 g,
0,1 mol) a dichlormethan (200 ml). Sm&s se michéd stfedni rych-
losti a do vysledného roztoku se pF¥id4 dicyklohexylkarbodiimi-
du (20,6 g, 0,1 mol) najednou jako pevnd 1l&tka. Roztok se mi-
cha jednurhodinu za mirné exotermické reakce (teplota se zvysi
ze 20 na 28 °C) a DCU se vysréZi. Vyslednd suspense se vakuovd
zfiltruje na Buchnerové nédlevce opatfené filtra&nim papirem




Whatman #1. Filtra&ni kol4dC se promyje dichlormethanem (2x 25
ml). Filtrdty se vrédti do ptvodni 500 ml baiiky a pak se po-
stupné pfidd (L)Asp(OBzl) (22,3 g, 0,1 mol), NMM (33,8 ml, 0,3
mol) a dimethylformamidu (80 g, 1,01 mol). Po dvouhodinovém
michéni pfi teplot& mistnosti je vytvofeni BOC-N(Et(Gly-(L)-
Asp(OBzl) ukonZeno (podle HPLC). Reakéni smés se viije do ex-
trakéni ndlevky obsahujici ledovou vodu (100 mml). Sm&s se o-
kyseli kyselinou chlorovodikovou (36%, 25 ml) na hodnotu pH 1.
Vrstvy se rozdéli a dichlormethanovd vrstva se promyje ledovou
vodou (100 ml) a fdze se odd&li (vodnd fdze m& hodnotu pPH 3 aZ
4). Dichlormethanovd vrstva se vrdti do p@ivodni 500 ml banky,
do které se postupné pf¥idd NH2-(L)-Cha-NHz (17 g, 01 mol), N-
hydroxysukcinimid (11,5 g, 0,1 mol) a dicyklohexylkarbodiimidu
(20,6 g, 0,1 mol) najednou vZdy v podob& pevné l4tky. Po dvou-
hodinovém michédni pfi teploté mistnosti, je vytvofeni BOC-
N(Et)Gly-(L)Asp(OBzl)(L)-Cha-NHz2 vukon&eno (podle HPLC) a DCU
se vakuové zfiltruje na Buchnerové nédlevce opatfené filtradnim
papirem Whatman #1. Filtra&ni kol4& se promyje deionizovanou
vodou (200 ml) obsahujici N-methylmorfolin (15 ml, hodnota pH
8 aZ 9). Fadze se oddéli a dichlormethanov4d vrstva se opét pro-
myje vodou (DI 2x 150 ml). Dichlormethanovid féze se promyje
150 ml 1IN kyselinou chlorovodikovou (hodnota pH 1). Fize se
oddéli a dichlormethanov4 vrstva se opét promyje deionizovanou
vodou (200 ml, hodnota pH 3). Dichlormethanovy roztok BOC-
N(Et)Gly-(L)Asp(OBzl)~-(L)~Cha-NHz se vrdti k vy&i3téni do 500
ml bafiky a pifidd se TFA (100 ml). Po 2-hodinovém michéni pfi
teploté mistnosti je vytvofeni TFA.HN(Et)Gly-(L)Asp(OBzl)-(L)~-
Cha-NHz ukonéeno (podle HPLC). Reak&ni smds se destiluje ve
vakuu k odstran&ni dichlormethanu a vé&tSiny TFA, pak se prida
oCkovadlo a MTBE (500 ml) k zah&jeni krystalizace. Smés se va-
kuové zfiltruje na Buchnerové nédlevce opat¥fené filtradnim pa-
pirem Whatman #1. Filtraini kol4& se promyje MTBE (2x 25 ml) a
po vysuSéni na vzduchu se 2ziskd TFA.HN(Et)Gly-(L)Asp(OBzl)-
(L)-Cha-NHz (46,8 g, 81,5 % teorie) v podob& bilé pevné latky
(>97A% Cisté, <0,2A% D-Asp diast.).




Pfiklad 13

Pfiprava stabilni nehygroskopické krystalické formy
N—[N—[N-(4—piperidin—4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]-(L)-
asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu

Zplisob A - staticki konverze

Hygroskopick4 krystalickd forma N-[N-[N-(4-piperidin-4-
yl)butanoyl)—N-ethylglycyl]—(L)—asparagyl]-(L)-B—cyklohexyla -
laninamidu (7,45 kg) se rozemele v kladivovém mlyné. Vy¥sledné
pevnd létka 7,35 kg se umisti na vysouSeci misu (90x28 cm) a
misa se pfekryje perforovanou hlinikovou f6lii. Misa se pak u-
té€snén& vloZi do vhkostni pece (LUNARIRE Humidity Cabinet mo-
del No. CEO 941W-3). Pec se udrZuje utésné&néd po dobu konvers-
niho procesu, krom& odebréni vzorkd k analyse. Pec se nastavi
na 40% relativni vlhkost (RH) a teplotu 60 °C na 1 hodinu. Pak
se vlhkostni pec nastavi na 80% RH/60 °C s prodlevou 12 ho-
din. Vzorek se vyjme po 18 hodindch pii 80 RH/60 °C a rentge-
novou préaskovou difrakci se posoudi konverse na nehygroskopic-
kou krystalickou formu N—[N—[N—(4-piperidin—4—yl)butanoyl)—N—
ethylglycyl]—(L)—aspartyl]—(L)—B—cyklohexylalaninamidu. Vih-
kostni pec se znovu utdsni a nastavi se na 40% RH/60 °C s pro-
dlevou 2 hodiny. Pec se znovu nastavi na podminky okoli a misa
se pak z pece vyjme a zisk4d se nehygroskopick4, krystalick4
forma N—[N—[N—(4‘piperidin—4—yl)butanoyl)—N—ethylglycyl]—(L)—
aspartyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu (7,2 kg, vytéiek 96,6 %
teorie). Konverse je potvrzena obrazcem rtg. difrakce (obr.
1). Rentgenovd prasSkova difrakce je také uvedena v tabulce ja-
ko funkce rostouciho ¥4du dhlu difrakce (2 theta) odpovidaji-
ciho mezivrstvové vzdélenosti (d) krystalu v nanometrech &teni
za sekundu.(Cps) a relativni pik intenzity (v %) (tabulka I, N

znamend Cislo).




Tabulka I
-N- 26

1 5,065
2 6,323
3 7518
4 8162
5 8780
6 H%383
7 11,351
8 12 596
9 : 11858
10 15,191
11 16,476
12 16745
13 17980
14 18572
15 18799
16 19147
17 19619
18 20200
19 20466
20 20870
21 21625
22 22088
23 22,840
24 23947
25 24569
26 25 608
27 27015
28 27837
29 27967
30 29255
31 29689
32 30665
33 31318
34 31894
35 33370
36 33562
37 3?,919
38 34,840
39 35)789
40 35,940
41 36780
42 17042
43 37959
44 39(H7

Zpisob B. Dynamické podminky

ceed---

1,74314
1,39672
1,17489
1,08222
1,00633
0,85195
0,77886

0,37129
0,36203

0,34757
0,32978

0,32022
0,31877

0,30502
0,30066

0,29130
0,28538
0,28036

0,26829 .

0,26679
0,26407

0,25730

0,25069
0,24967
0,24416
0,24249
0,23684
0,23066

a. Konverse fprmy
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---Cps.--

86,00
248)00
221,00
496,00
155,00
218,00
112,00
999,00
316,00

1338,00
481,00
556,00

679 00 .

1079,00
1230,00
1229,00
1380,00
1246,00
1478,00
108800
584,00
891,00
613,00
597,00
680,00
506,00
1100.00
420,00
400,00
536,00
603,00
518,00
451,00
533,00
518,00

552,00
581,00
561500
559,00
560,00
740,00
736,00
68300

64fOO

oe

sece
LXK J

cenGpenn

5,82
16,78
14,95
3356
10,49
14,75
7,58

67,59
21,38
90,53
32,54
37,62
45,95
73700
83,22

8315 ‘

9357
84,30
100.00
73,61
2951
60.28
4147
4039;
4601
34,24
74.42
28.42
27,06
36,27
4080
35, ‘05
3051
?606
35, '05

37.35
39,31
3796
?782
3789
5007
4980
46.21
43,50
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Hygroskopickd krystalicksd forma N-[N-[N-(4-piperidin-4-
yl)butanoyl)-N-ethylglycyl]-(L)-asparagyll-(L)- B-cyklohexyl -

o280
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alaninamidu (50 g) se vnese do 400 mi odmérného valce (vyska 6

cm) na kruhové podloZce a opatii se mechanickym michadlem.

Pristroj se umisti do pece s Fizenou vlhkosti (LUNARIRE Humi-

dity Cabinet model &. CEO 941W-3). Ot&adky michadla se nastvi

na 275/min a teplota 60 °C a relativni vlhkost 40% se ustavi

b&hem 30 minut. Sloulenina se wudrZuje za téchto podminek po:
dobu jedné hodiny, naleZ se podminky b&hem 45 minut zm&ni na
80% RH/60 °C. Sloufenina se udrZuje za téchto podminek po dobu
16 hodin neZ se znovu podminky upravi na 40% RH/60°C na dobu
3,2 aZ 5 hodin. Slou€enina se nechd vychladnout na teplotu
mistnosti (vySka 4 cm), pak se z odm&rného véalce vyjme, &imZ
se zisk& nehygroskopickd krystalickd forma N-[N-[N-(4-piperi-
din-4-yl)butanoyl)-N-ethylglycyl]-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklo -
hexylalaninamidu (vytéZek >95 % teorie). Konverse se potvrzdi

obrazcem rentgenové difrakce (obr. 2). Rentgenovd praskova
difrakce je také uvedena v tabulce jako funkce rostouciho Fadu
dhlu difrakce (2 theta) odpovidajiciho mezivrstvové vzddlenos-
ti krystalu (d) v nanometrech &teni za sekundu (Cps) a rela-
tivni pik intenzity (v %) (tabulka II, N znamend &islo).

Tabulka II

-N- 20 - —Cps-e- —eaGpen-
1 5,186 1,70268 196,00 8,43
2 6,371 1,38615 722,00 31,07
3 7,570 1,16689 516,00 22720
4 8,232 1,07323 1094,00 4707
5 8'817 1,00206 257 00 11°06
6 10,428  0,84761 36500 - 1571
7 11,377  0.77714 129,00 5,55
8 11600  0,76223 117,00 5,55
9 12,667  0,69828 1805,00 77,67
10 13913  0,63599. 551,00 23/71
11 14398  0,61468 178,00 7,66
12 15226  0,58440 2285100 98,32
13 16,538 0.53557 861,00 37,05
14 16,773 0,52814 92900 39,97
15 18 019 r 0,49190 1132 00 48, 71
16 18’ 672 0,47483 1871,00 80,51
17 181815  0,47125 2052,00 88,30
18 19, 204 0.46178 207100 89 11
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19 19,654 0,45132 2226,00

20 20,237  0,43845 ¢ 1939700 Z’??Zﬁ
21 20,523 0,43240 ¢ 232400 100,00
22 20,934 0,42400 1656,00 71,26
23 21 691 0,40938 923 00 39 72
24 221143 0,40112 1411,00 6071
25 22910  0,38786 ' 994’00 42'77
26 24007  0,37037 96400 41,48
27 24,642 0.36097 991,00 42)64
28 25642  0,36097 , 991’00 4264
29 27070  0.32913 1687,00 72,59
20 27,855  0,32002 688,00 29,60
31 291497  0,30258 8430

32 201497  0,30013 878 0(0) ;3 %
33 30751 0,29051 80900 3481
34 31 916 0,28017 821,00 35, ’33
35 33982  0,26360 882100 37,95
36 35,200 0,25475 865,00 3722
37 36001 0,24926 841,00 36,19
38 36 927 0,24322 1106, '00 47,59
39 38389  0,23429 968)00 41,65

b. Konverse formy

Hygroskopickd krystalickd forma N-[N-[N-(4-piperidin-4-
yl)butanoyl)-N- ethylglycyll-(L)-asparagyl]-(L)-B- cyklohexyl-
alaninamidu (370 g) se vnese do 2 1 rofaéni'odparkové batniky.
Bafika se umisti do rota&ni odparky (Heidolph UV 2002) a spusti
se do plfedehfdté (58 °C) 14zné& (Heidolph MR 2002). Pomoci va-
kuové vyvévy se upravi tlak na 6000 Pa (Divatrion DV1), naceZ
se vakuum zruSi fizenym zplsobem k vytvoFeni vlhkého prostfedi
v oddélené, vyhfivané bafice obsahujici vodu. P¥ivod vlihkého
prostfedi se ridi pFistrojem regulujicim vlhkost (Vausalo Hu-
miditique and Temperature Traumettor) k dosa¥eni RH 79% uvnitf¥
pfistroje (vnit¥ni tlak 13000 aa¥ 18000 Pa). Nédoba rotadni
odparky se pak ot4Ei b&hem p&ti hodin 145 a¥ 160 otdikami za
minutu, pficemZ se vyh¥ivaci lé4zefi udrZuje na teploté p¥ibliz-
né 60 °C a RH se udrZuje na 71 a% 79 %. Vakuum se zruS{ dusi-
kem, nddoba i jeji obsah se nechaji vychladnout na teplotu o-
koli a produkt se vyjme, &imZ se ziské nehygroskopick4 krysta-
lické4 forma N—[N—[N-(4—piperidin—4—y1)butanoyl)—N—ethylgly-
cyl]-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu. Podobné se
zpracuje druhd dédvka 317 g hygroskopické krystalické formy N-
[N-[N-(4- piperidin—4-y1)butanoy1)—N— ethylglycyl]l-(L)-aspara-
gyl]l-(L)-B-cyklohexylalaninamidu za zisk&ni nehygroskopické
krystalické formy N-[N-[N-4-(piperidin-4-yl)butanoyl)-N-ethyl-
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glycyl]—(L)—asparagyl]-(L)—B—cyklohexylalaninamidu . Konverse
se potvrdi obrazcem rtg. difrakce (obr.3). Ob& davky daji do-
hromady 667 g nehygroskopické krystalické formy N-[N-[N-(4-pi-
peridin—4—y1)butanoyl)—N—ethylglycyl]-(L)-asparagyl]—(L)—B-

cyklohexylalaninamidu (celkovy vytéiek 97 % teorie). Konverse

se potvrdi obrazcem rentgenové difrakce (obr.3). Rentgenové
praskovéd difrakce je také uvedena v tabulce jako funkce ros-
touciho F4du tdhlu difrakce (2 theta) odpovidajiciho mezivrst-
vové vzddlenosti (d) krystalu v nanometrech &teni za sekundu
(Cps) a relativni pik intenzity (v %) (tabulka III, N znamenéd

€islo).).

Tabulka II1I

-N- 20 e ---Cps--- -
1 5,124 1,72309 180,00 10,17
2 6,328 1,39565 408,00 23,05
3 7 574 1,16623 305,00 17,23
4 8191 1,07851 556.00 31741
5 8'797 1,00432 166,00 9.38
6 10,398 . 0,85004 244,00 13,79
7 12,628 0, 70040 119800 67}68
8 13871 0,63791 353,00 19794
9 15’718 0,58172 - 154300 8718
10 15 72% 0,56317 187 oo l()56
11 16,538 0,53558 589100 33,28
12 16 751 0,52882 62100 35,08
13 18024 0,49175 869,00 49,10
14 18640  0,47563 1156,00 65,31
15 18 809 0,47141 1241,00 70 11
16 19,191  0,46210 152100 8593
17 19)659  0,45120 141300 79,83
18 20 865 0,44064 1103 00 73 62
19 201495  0,43209 1770100 100,00
20 20865  0,42539 1120,00 63,28
21 21,616  0,41077 683,00 38 59
2ol 9 o700 39 3%
22 950 7
24 24117 0136871 659,00 3723
25 24, '618 0,35132 716 oo 40,45
26 25'644 90134709 . 66200 37'40
27 26297 33862 486,00 27,46
28 27052 ©+32934. 1270,00 71,75
29 27 96() 0,31885 518,00 927
30 29 640. 0,30115 705 /oo 39 38
31 30 744 0,29058 ) 695 .00 39 27
32 33 465 0,26755 697, '00 39 38
"33 33840  0,26467 764100 43,16
34 35 812 0,25053 736 oo 41,58
35 36,811  0.,24396 858100 4847
36 37,076 0124228 919 uo 51,92
37 33135 0,23549 870 49,15

38 39 622 0,22728 882,00 49,83

(A X1 ]
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Pfiklad 14

(A XX 3

Grafy rentgenovd prédskové difrakce vzorku N-[N-[N-(4-piperidin-
4-yl)butanoyl)- N-ethylglycyl]-(L)-asparagyl]-(L)=-B-cyklohexyl-
alaninamidu v hygroskopické krystalické formé a jeho konverto-

vand nehygroskopickd krystalickd frorma

Pripravi se vzorek hygroskopické krystalické formy N-[N-
[N-(4-piperidin-4-yl)butanoyl)-N-ethylglycyll-(L)- asparagyl]-
(L)-B-cyklohexylalaninamidu stejné& jako podle pFikladu 5 nebo
11 a pfevede se na odpovidajici nehygroskopickou krystalickou
formu zplsobem podle pF¥ikladu 13. Graf rentgenové praSkové di-
frakce hygroskopické krystalické formy je na obr. 4 a nehygro-
skopické krystalické formy je na obr. 5. Rentgenové prédsSkové
difrakce je také uvedena v tabulce jako funkcé rostouciho F4du
dhlu difrakce (2 theta) odpovidajiciho mezivrstvové vzdélenos-
ti krystalu (d) v nanometrech &teni za sekundu (Cps) a rela-

tivni pik intenzity v % (tabulka IV a V, N znamené& ¢islo).).

Tabulka IV
-N- 20 - ---Cps--- <= Gppee-
1,74037 0
073 , 1487,00 86,5
2 2’451 1,3690 44700 26,00
3 71837 1,1271 41100 2391
4 849 ] 1,04049 602,00 35,02
5 9,699 0,91119 93100 5,41
6 10,488 . 0,84278 421,00 24,49
7 11,570 0,76423 92,00 . 5,35
8 12550 0,70474 41100 23,91
9 13,576 0,65168 - 760,00 44,21
10 15,327 0,57763 606,00 35,25
11 15,790 0,56080 456,00 26,53
12 16,179 0,54739 346,00 20,13
13 16,770 0,52824 ° 93800 54,57
14 17,085 0.51856 685,00 39,85
15 17,750  0,49927 924,00 53,75
16 18,151 0,48835 741 00 43,11
17 18,504°  0,47909 593]00 34,50
18 19,323 0,45897 930,00 54,10
19 19,714  0,44996 792,00 46,07
20 20545  0,43194 1719,00 10@00
21 21,388 0,41510 897,00 52,18

22 22'381  0,39691 373.00  21.70




23 22,870
24 23 ,040
25 23 841
26 24 048
27 24,746
28 25,200
29 25 792
30 26266
31 26 959
32 27 426
33 27 967
34 29 020
35 29922
36 30 970
37 31 552
38 33, 338
39 34 838
40 35 873
41 36 107
42 317, 162
43 38 509
44 39 701'
Tabulka Vv
-N- 20
1 5,152
2 6,386
3 7,580
4 8,225
5 8 801
6 l() 408
7 12/ ,060
8 13 914
9 15251
10 16 041
11 16 771
12 18 047
13 18 ,076
14 18,902
15 19,182
16 19697
17 2(),240
18 20,568
19 29, 933
20 21 684
21 22 122
22 22 970
23 24 080
24 24 218
25 24)694
26 25,680
27 26 400 v
28 27 105
29 27 929
30 29 360
31 29,724
32 30,340
33 30. 693

0,38852
0,37604
0,37292
0,36976

0,35949

0,35311
0 '34513

»y 33901
0,33045

0,32494
0,31876
0,30744
0,29837

0,28851
0,28332

0,26854

0,25731
0,25012

0,24855

0,24174
0,23359
0,22684

1, 71371
1,38287
1,16540

1,07410
1,00390

0,84928
0,69863
0,63594

- 0,58047

0,53548
0,52818

0,49112
0,47472
0,46910
0,46231
0,45035
0,43838
0,43147
0,42403
0,40951
0,40150
0,38685
0,36927
0,36720
0,36023
0,34662
0,33732
0,32871
0,31920

0,3039
0, 3003
0,2

]

9105

¢
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258,00
563 00
680 00
623, 00
338 00
366 00
590,00
731,00
555, 100
769, ,00
528, 100
771 OO
491 OOv
384 00
SlO 00
627 00
520 00
653, 100
639 00
683, ,00
7175, 100
784 00

---Cps---
123,00
483 00
389! ,00
752 00
180, ,00
27600

1399 00
391 00
1675 00

608’00

652,00
775,00
1078,00
1099,00
1 151,00
1164100
1049,00
1403,00
1024700
569, 700
746,00
564,00
546,00
556, '00
618]00
510,00
403,00
1093,00
45000
555,00
595700
42900

552200

15,01
32,75
39.56
36,24
19,66
2129
34,32
42 52
32, "9
44 74
30 72
44 85
28!56
22 34
29 67
36 A7
3025
37, '99
3717
3973
45,08
45, '61

RO /T,
7,34
28,84
23,22
44,90
10,75
16,48
83,52
23,34
100,00
36,30
38,93
46,27
64,36
65,61
68,72
69,49
62,63
83,76
6113
33/97
44,54
3367
32,60
3319
36,90
30'45

24’06

65,25
26,87
33113
35,52
25’61

32 96
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34 31353  0,28507 476,00 28,42
35 31’822  0,28098 531,00 31770
36 32,006 0127940 545,00 32,54
37 32)885  0,27213 . 48500 28,96
38 33508  0,26722 547,00 32,66
39 331040 0,26316 606,00 36,18
40 34839  0,25730 580,00 3463
41 35/998  0,24928 596,00 3558
42 36680  0,24480 629,00 37,55
43 36,048 0,24309 727,00 4340
44 37'197  0,24152 703,00 41297
45 39,602  0,22739 697,00 41161

Pfiklad 15

Isotermické mikrokalorimetrické testy hygroskopické a ne- hyg-
roskpopické krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)buta-
noyl)-N-ethylglycyl]l-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninami-
du

Isotermické mikrokalorimetrické testy hygroskopické a ne-
hygroskpopické krystalické formy N—[N—[N—(4—piperidin-4—y1)bu-
tanoyl)—N—ethylglycyl]—(L)—asparagyl]—(L)—B—cyklohexylalanina—
midu se provddéji na pFistroji ThermometricR Thermal Activity
Monitor (TAM). Konverse Vv tuhém stavu riznych krystalickych
forem se studuji tim, Ze se vystavi formy plsobeni riznych
vlihkosti nebo par rozpousdtédel a rliznych teplot. PouZitymi na-
sycenymi roztoky k dosaZeni rézné vlhkosti jsou: chlorid dra-
selny (80% RH), chlorid sodny(75% RH) a bromid sodny(65% RH).
PfibliZné 100 mg mnoZstvi se odvadZi ve sklenéné ampuli TAM a
mikrohygrostat obsahujici nasyceny solny roztok (s nadbytkem
pevné latky) nebo organické rozpousStédlo se vnese do ampule.
Ampule se utésni, vyrovnid se na teplotu pokusu a spusti se do
m&fici polohy v. TAM. Stejny systém obsahujici promyty moFfsky
pisek misto zkouSené formy se umisti na referenéni stranu. Mé-
¥i se v¥kon (uW) v zavislosti na &dase (obr. 6 aZ 8).

f

Priklad 16

Isothermy sorpce vlhkosti hygroskopické a nehygroskopické




krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)butanoyl)-N-ethyl-
glycyl]l-(L)-asparagyl]l-(L)-B-cyklohexylalaninamidu

Isothermy sorpce vlhkosti hygroskopické a nehygroskopické
krystalické formy N-[N-[N-(4-piperidin-4-yl)butanoyl)-N-ethyl-
glycyl]l-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexylalaninamidu se ziskaji
na vdze vlhkosti VTI MB300G. Pokusy se provéd&ji bud tak, Ze
se vystavi 15 mg pifisluSné krystalické formy prostiedi se
vzriistajici a klesajici relativni vlhkosti a sleduje se nérdst
hmotnosti (v kaZdém rovnovadZném stupni) jako funkce procenta
relativni vlhkosti (obr.9), nebo pfi udrZovdni pFisludné krys-
talické formy pfi konstantni vlihkosti a sledovdnim né4rtstu
hmotnosti v zdvislosti na &ase.

Slou€eniny obecného vzorce II vykazuji uZite&né farmako-
logické dCinky a zatflefiuji se proto do farmakologickych pro-
stfedkd a pouZivd se jich k 1éEeni pacientd trpicich ur&itymi
pathologickymi stavy.

Vandlez se tykéd také zplisobu 1é8eni pacientd trpicich
stavy, které mohou byt zmirn&ny i preventivnim poddvénim inhi-
bitoru agregace destiek zabrafiovdnim vazb& fibrinogenu na ak-
tivované desti€ky a jiné adhesivni glykoproteiny podilejici se
na agregaci a srdZeni krve. Krom& toho se vyndlez t§kéd zpl@isobu
prevence nebo 1éZby thrombosy, spojené s ur&itymi chorobnymi
stavy, jako je infarkt myokardu, mrtvice, choroba vn&jSich ar-
terii a roztrou3end intravaskuldrni koagulace u lidi a jinych
savci.

LéCenim se zde vZdy mini jak profyla&ni terapie tak oZet-

fovani ke zlepSeni stavu,

r,'
Vynédlez se také tykd4 farmaceutickych prostfedkd, které
obsahuji farmaceuticky vhodné mnoZstvi alespoii jedné sloueni-

ny obecného vzorce I spolu s farmaceuticky vhodnym nosidem a




excipientem.

V praxi se mohou sloucCeniny podle vyndlezu poddvat jakym-
koli vhodnym zpldsobem, nap¥iklad zevn&, inhalaci, parenterél-
né, rektdlné€ nebo ordlné, s vyhodou viak orédlnéd.

Slouceniny obecného vzorce II se pFfedkddaji ve forméch
umoZfiujicich poddvani nejvhodn&jsi cestou a vyndlez se také
tyké farmaceutickych prost¥edkd obsahujicich alespoii jednu
sloueninu podle vyndlezu, kterd je vhodnd k pouZiti v huméanni
a veterindrni mediciné&. Tyto prostfedky se mohou pFipravovat
o sob&€ zndmymi zplsoby zplisoby za pomoci jednoho nebo nékolika
farmakologicky vhodnych pomocnych &inidel nebo excipienti. Me-
zi pomocnd &inidla patfi mimo jiné Fedidla, sterilni vodné me-
dia a rliznéd netoxick& organicki rozpouitddla. Prostifedky mohou
byt poddvany ve form& tablet, pilulek, kapsli, granuli, pras-
kd, vodnych roztokd nebo suspensi, injektovatelnych roztokt, -
eliksir, a sirupd a mohou obsahovat jedno nebo nékolik &ini-
del volenych ze souboru zahrnujiciho sladidla, ochucovacde,
barviva, stabilizdtory nebo konzervadni prostfedky k ziskéani

farmaceuticky p¥ijatelnych prostfedkd.

Volba nosife a obsah d&inné l4tky v nosi&i se stanovi
zpravidla podle rozpustnosti a chemickych vliastnosti produktu,
podle pfisluSného zplisobu poddni podle zvyklosti farmaceutické
praxe. Napfiklad excipienty jako je laktosa, citrdt sodny, uh-
liCitan védpenaty, dikalciumfosfét a desintegraé&ni ¢inidla, ja-
ko Skrob, alginové kyseliny a urcéité komplexni silikagely kom-
binované s mazadly, jako je stearé4t hofe&naty, natriumlauryl-
sulfdt a mastek mohou byt pouZity k pFfipravé tablet. K pripra-
vé kapsli se s vyhodou pouZivd laktosy a polyethylenglykold
0 vysoké molekulové hmotnosti. PouZije-li se vodngch suspensi,
mohou obséhovat emulgdtory nebo €inidla usnadfiujici suspendo-
vani. Stejné jako jinych materdld 1ze pouZit Fedidel, jako
jsou sacharosa, ethanol, polyethylenglykol, propylenglykol,
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glycerol a chloroform nebo jejich smési.

K parenterdlnimu poddvani se pouZiv4 emulsi, suspensi ne-
bo roztokl sloulenin podle vyndlezu v rtostlinném oleji, na-
pfiklad v sezamovém oleji, v podzemnicovém oleji, v olivovém
oleji nebo ve vodo-organickém roztoku jako je voda a propylen-
glykol, injektovatelné organické estery, jako je ethyloleé4t,
stejn€ jako sterilni vodné roztoky farmaceuticky pfijatelnych
soli. Roztoky soli produktld podle vyndlezu se také hodi k po-
davani intramuskuldrnim nebo subkuténnim injektovdnim. Vodné
roztoky, také zahrnujici roztoky soli v &isté destilované vo-
d&, mohou také slouZit k intravenosnimu poddvéni za predpokla-
du Ze jejich hodnota pH je vhodné& upravena, Ze jsou spravné
pufrovdny a isotonicky upraveny s dostate&nym mnoZstvim gluko-
sy nebo chloridu sodného a Ze jsou sterilizovény teplem, zé&fe-

nim a/nebo mikrofiltraci.

K zevnimu poddvéni se hodi gely (na bazi vody nebo alko-
hold), krémy nebo masti obsahujici slou&eniny podle vynédlezu,.
SlouCeniny podle vyndlezu mohou byt také za&lendny do gelll ne-
bo matric k aplikaci jako néplasti, které umoZiiuji Fizené

uvolfiovdni slouenin transdermdlni bariérou.

Prostfedky v pevném stavu k rektdlnimu poddvani zahrnuji
Cipky formulované znédmymi postupy obsahujici alespori jednu
slouceninu obecného vzorce II.

Procento aktivni sloZky v prostfedcich podle vyndlezu se
miZe ménit tak, aby tvofilo podil vhodné davky. Pfipadn& miZe
byt soulasné poddno vice dadvek. PouZ?itd ddvka miZe byt uréena
lékafem nebo kvalifikovanou lékafskou osobou a z4visi na Z4da-
ném terapeutickém Winku, cestd poddni a trvani 1éCby a na
stavu pacfenta. Dévkovaci reZim pfi zplsobu podle vynédlezu za-
ruCuje maximdlni terapeutickou odezvu dokud nedojde ke zlepSe-

ni a potom minimdlni d€innou hladinu, kterd4 prinaSi dlevu. Ob-




vykle miZe byt orélni dévka 0,1 mg/kg aZ pFfibliZn& 100 mg/kg,
s vyhodou p¥ibliZn& 0,1 mg/kg aZ 20 mg/kg a nejvyhodnéji piib-
1iZn& 1 mg/kg aZ 20 mg/kg a i.v. davka pfibliZn& 0,1 ug/kg a¥
PribliZn& 100 pg/kg, s vyhodou pFiblizné 0,1 mg/kg a%Z 50
mg/kg. V kaZdém jednotlivém pfipadé se davky uréuji v souladu
s urCujicimi faktory pro 1é&eného pacienta, jako je vék, cel-
kovy zdravotni stav a jiné charakteristiky, které mohou ovliv-
nit G€innost prostfedku podle vynalezu.

Krom& toho miiZe byt slou&enina obecného vzorce II pod4va-
na tak Casto jak je potFfeba k dosa’eni Z&douciho terapeutické-
ho dCinku. NEkte¥i{ pacienti mohu rychle reagovat na vy$8i nebo
niZ¥i dédvku a mohou shleddvat podstatné slab8i udrZovaci davky
za primé€fené. U jinYch pacientd miZe byt nutné dlouhodobé 1é~
Cenf 1 aZ 4 dédvkami dennd, s vyhodou jednou aZ dvakrét denné,
podle fyziologickych poZadavkd ka?dého jednotlivého pacienta.
Obvykle miZe byt d&inny produkt poddvén ordlné€ 1 aZ 4x za den.
U jingch pacientd mlZe byt ovSem nutné nepfedepisovat vice ne%
jednu aZ dvé déavky za den.

Sloucenina obecného vzorce II vykazuje vyrazné farmakolo-
gické Glinky podle testd popsanych v literatufe, pFifem? se m4
zato, Ze v¥sledky testd jsou v korelaci s farmakologickou &in-
nosti u 1lidi a jinych savci. Nédsledujici vysledky farmakolo-
gickych testd in vitro a in vivo jsou typické pro sloudeninu
obecného vzorce II.

Nésledujici farmakologické testy vyhodnocuji inhibiéni pé-
sobeni slouleniny obecného vzorce II na fibrinogenem zpros-
tfedkovanou agregaci desticek, vazbu fibrinogenu na thrombinem
stimulované desti¢ky a inhibici ex vivo agregace destilek vy-
volané ADP a vysledky t&chto testd jsou v korelaci s inhibig-

rd : 3 . bl 3 » .
nimi vlastnostmi slou&eniny obecného vzorce II in vivo.

ZkouSka agregace destifek je =zaloZena na zkouSce popsané




v literatufe (Blood 66 .(4), str. 946 aZ 952, 1985). Zkouska
fibrinogenové vzby je v podstaté zkoudkou, kterou popsal Z. M.
Ruggeri a kol., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, str. 5708 a%
5712, 1986) a E. F. Plow a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82, str. 8057 aZ 8061 (1985). Zkou3ka inhibice agregace desti-
ek vyvolané ADP ex-vivo je zaloZena na zkouSce, kterou popsal
Zucker, "Platelet Aggregation Measured by the Photoeletric
Method” Methods in Enzymology 169, str. 117 a¥ 133 (1989).

ZkouSka agregace destiédek
Priprava fixné aktivovanych destidek

DestiCky se izoluji z lidskych koncentrédtd destidek tech-
nikou gelové filtrace, jak ji popsal G. A. Margueri a kol. (J.
Biol. Chem. 254, str. 5357 a%Z 5363, 1979) a Z. M. Ruggeri a
kol., (J. Clin. Invest. 72, str. 1 a% 12, 1983). Destilky se
suspenduji v koncentraci 2x10%8 bun&k/ml v modifikovaném Tyro-
dové pufru prostém vapniku, obsahujicim 127 mM chloridu sodné-
ho, 2 mM chloridu hofelnatého, 0,42 mM dinatriumhydrogenfosfo-
reCnanu, 11,9 mM hydrogenuhli&itanu sodného, 2,9 mM chlorid
draselny, 5,5 mM glukosy, 10 mM HEPES pfi hodnot& pH 7,35 a
0,35 % lidského albuminového séra (HSA). Tyto promyté destiky
se aktivuji pfiddnim lidského a-thrombinu v kone&né koncentra-
ci 2 jednotky/ml, nédsledovanym inhibitorem thrombinu I-2581
v konefné koncentraci 40 uM. Do aktivovanych destidek se pridé
paraformaldehyd v koneé&né koncentraci 0,50 % a inkubuji se 30
minut pfi teploté mistnosti. Fixované aktivované destidky se
ziskaji 15 minutovym odstfedovanim pFfi 650xg. Pelety destilek
se promyji ¢étyfikrat uvedenym Tyrodovym pufrem - 0,35% HSA a

resuspenduji se na 2x10% bunék/ml v témZe pufru.
Zkou8ka agregace destifek
4

Fixované aktivované destidky se inkubuji s volenou davkou

testované slou€eniny =z hlediska zabr4néni agregaci destidek po




dobu jedné minuty a agregace se zahdji pr¥isadou lidského fib-
rinogenu v kone&né koncentraci 250 pg/ml. K z&znamu agregace
destifek se pouZije profileru agregace destidek model PAP-4.
Rozsah inhibice agregace se vyjadfuje jako procento pozorované
miry agregace v nepfitomnosti inhibitoru. Pro ka¥dou sloueni-
nu se pak vypolte ICso, coZ je mnoZstvi inhibitoru pot¥ebné ke
sniZeni miry agregace o 50% (napfiklad E. F. Plow a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, str. 8057 a¥ 8061, 1985).

ZkouSka vazby fibrinogenu

Destilky se zbavi zbytkd plasmy technikou gradientu hus-
toty albuminu, kterou popsal P. N. Walsh a kol. (Br. J. Haema-
tol. str. 281 aZ 296, 1977), jak ji modifikovali V. Trapani-
Lombardo a kol., (J. Clin. Invest. 76, str. 1950 a¥% 1958,
1985). V kaZdé pokusné smEsi se destifky stimuluji v Tyrodové
pufru ( Z.M. Ruggeri a kol., J. Clin. Invest. 72, str.1 a¥ 12,
1983) lidskym a-thrombinem 10 minut pfi teplot& 22 a¥ 25 °C
(3,125 x10'1 destidek na litr thrombinu pfi 0,1 NIH jednotek/
ml). Pfidd se pak Hirudin ve 25-ndsobném pFfebytku (jednotka/
jednotka) p&t minut pFfed pF¥idédnim izotopem !25J znadeného fib-
rinogenu a testované sloueniny. Po t&chto pfisaddch je kone&-
ny polet destilek ve sm&si 1x10l11/litr. Po inkubaci dalSich 30
minut pfi teploté 22 aZ 25 °C se vdzany a volny ligand odd&l{
odstfedénim 50 pl smé€si aZ 300 pul 20% sacharosy pfi 12000 x g
v trvdni 4 minut. Peleta destifek se odd&li od zbytku sm&si ke
zjid3téni radioaktivity, vdzané na destidky. Ve sm&sich obsahu-
jicich nadbytek neznaeného ligandu se m&fi nespecificka vaz-
ba. Jsou-li kifivky vazby analyzovédny Scatchardovou analysou,
odvozuje se nespecifickéd vazba jako parametr =z vazebni isot-
hermy pomoci po€itaového programu (P. J. Munson, Methods. En-
zynol. 92, str. 542 a7 576 (1983). Ke zjisSt&ni koncentrace
kaZzdé sloJEeniny potfebné k inhibici 50 % fibrinogenové vazby
na thrombinem stimulované destilky (ICso) se testuje kaZda

slouCenina pfi alespofi Sesti koncentracich fibrinogenu znade-




ného 125J drZeného na 0,176 umol/1 (60 pg/ml). Hodnota ICso se
odvodi z vyneseni vazby zbytkového fibrinogenu v zavislosti na
logaritmu koncentrace sloufenin ve vzorku.

Inhibice agregace destifek vyvolané ADP ex-vivo
Experimentdlni protokol

Kontrolni krevni vzorky se ziskaji 5 aZ 10 minut pfed po-
dénim testované sloudeniny psfm mongrel o hmotnosti 10 a% 20
kg. Sloudenina je podédna intragastrikdlné€ vodnou dadvkou nebo
orédlné v Zelatinové kapsli. Vzorky krve (5 ml) se odebiraji ve
30-minutovych intervalech po dobu t¥i hodin a pak 6, 12 a 24
hodin po davce. KaZdy vzorek krve se zisk&4d z mozkové Zily a
odebere se pfimo do plastové injekéni stfikacky obsahujici je-
den dil 3,8 % trinatriumcitrdtu na 9 dild krve.

Agregace psich desticdek ex-vivo

Krevni vzorky se odstfeduji po dobu 10 minut pfi ot&lkéch
1000/min k ziskéni plasmy bohaté na desti&ky (PPR). Po odstra-
ndni PRP se vzorek odstfeduje dalSich 10 minut pfi otd&kéch
2000/min k ziska&ni plasmy chudé na destilky (PPP). Polet des-
tidek v PRP se zjisti pomoci &itale Coulter (Counter Electro-
nic, Hialeah, FL). J-1i koncentrace desti¢ek v PRP vétSi neZ
300 000 destiek/ul, zfedi se PRP pomoci PPP k nastaveni pocltu
destifek na 300 000 destidek/pl. Podily PRP (250 ul) se pak u-
misti do silikonizovanych sklenénych kyvet (7,25x55 mm, Bio/
Data Corp., Horsham, PA). PFfidd se Epinephrin (kone¢ni koncen-
trace 1 uM) do PRP, kterd se inkubuje jednu minutu p¥i teploté
37 °C. Do PRP se piidd stimuldtor agregace desticdek, ADP na
kone&nou koncentraci 10 uM. Agregace destilek se sleduje spek-
trofotometricky za pouZiti aggregometru v priichozim svétle
(Bio/Data Plated Aggregation Profiler, model PAP-4, Bio/Data

Corp., Horsham, PA). K testovdni slouleniny se zaznamenévé




dvojité& rychlost zmény (sklon) prlsvitnosti a maxima prisvit-
nosti (maxima agregace). Data agregace destidek jsou vyjadd¥ena
jako procento poklesu (priimé&r % SEM) ve sklonu nebo se maximum
agregace porovndvd s hodnotami ziskanymi z kontrolni PRP, kte-
rd je pfipravena 2z krevnich vzorkd, ziskanych p¥Fed podéanim
testované sloudeniny.

Slouéenina obecného vzorce 11 vykazuje v¥raznou aktivitu
v uvedenych testech a povaZuje se za uZitefnou v prevenci a
k léCeni thromosy spojené s nékterymi chorobnymi stavy. Anti-
thrombické plisobeni pFi zkouSce agregace psich destifek ex vi-
vo je pfedpokladem takového plisobeni u 1idi (napfiklad J. L.
Catalfamo a W.Jean Dodds, "Isolation of Platelets from Labora-
tory Animals" Methods Enzymol. 169, &&st A, 27, 1989). V-
sledky zkouSek sloufeniny obecného vzorce II uvedenymi zplisoby
jsou shrnuty v tabulce VI. V téZe tabulce jsou také vysledky
porovnévacich zkouSek pro 4,4-(piperidyl)butanoylglycylaspara-
gyltryptofan, tedy sloudeniny podle zvefejn&ného evropského
patentového spisu &islo EP O 479 481. (V nésledujici tabulce
jsou v prvnim Ff4dku vysledky zkouSek sloudeniny podle p¥ikladu
15 a ve druhém f4dku pro porovnéni v¥sledky testu uvedené
sloueniny podle evropského patentového spisu ¢&islo EP O

479 481).
Tabulka VI
Inhibice agregace destidek
vyvolané ADP ex-vivo
Inhibice agregace D&vka procento inhibice ex vivo
fixované desticéky agregace desticek
(ICso uM) (mg/kg) po ordlnim podéni
hodiny
1 3 6 12 24
0,097 r 5 100 100 100 98 50

0,047 5 53 <20




Pracovnikiim v oboru shora uvedené pfiklady vyné4lez a jeho
pfednosti dostatednsd objasfiuji a znova se pfipomind, Ze neni
zdmérem, aby vyndlez v néjakém smyslu omezovaly.

Primyslovd vyuZitelnost

Stabilni, nehygroskopickd krystalickd forma N-[N-[N-(4-(pipe-
ridin—4—yl)butanoy1]—N—ethylglycyl]ovych derivédtd kterd m4 an-
tithrombické d&inky, zahrnujici inhibici shlukovéni destidek a
vytvafeni thrombu u savch pro vyrobu farmaceutick¥ch prostfed-
ki pro prevenci a 1é&en{ thrombosis spojené s chorobnymi sta-
vy, jako je infarkt myokardu, mrtvice, onemocn&ni perifernich
arterii a roztrouené intravaskuldrni koagulace.




AR S S S I

PATENTOVE NAROKY

1. B-Benzylester N-(N-terc.-butoxykarbonyl-N-ethylglycyl]-
(L)-asparagové kyseliny.

2. (L)—B—Cyklohexyialaninamid N-[N-[N-[4-[N-benzyloxykar-
bonylpiperidin-4-yl]butanoyl]-N-ethylglycyll-(L)-asparagyl]-B-
benzylesteru

3. 4-(4~-Piperidin)butylidenylkarboxylovéd kyselina.

4, (L)-B-Cyklohexylalaninamid N-[N-[N-[3-[N-benzyloxykarbo-
nyl-4-piperidin)propylidenylkarbonyl]-N-ethylglycyl]-(L)-aspa-
ragyl]-B-benzylesteru.

5. Nehygroskopicky krystalicky N-[N-[N-(4-(piperidin-4-yl)-
butanoyl]-N-ethylglycyl]l-(L)-asparagyl]-(L)-B-cyklohexylala-
ninamid nebo jeho farmaceuticky vhodnéd sil.

6. Farmaceuticky prostfedek, vy zn a € u j i ci 5 e
t im, Ze obsahuje B-benzylester N-(N-terc.-butoxykarbonyl-N-
ethylglycyl]l-(L)-asparagové kyseliny podle nédroku 1 a farma-
ceuticky nosié.

7. Zplisob pfipravy nehygroskopickéhpo krystalického N-[N-
[N-(4-(piperidin-4-ylbutanoyl)-N-ethylglycyl]l-(L)-asparagyl] -
(L)-B-cyklohexylalaninamidu , vy znadujici 5 e

t im, Ze se na hygroskopicky krystalicky N-[N-[N-(4-(piperi-
din-4-ylbutanoyl)-N-ethylglycyll-(L)-asparagyl]l-(L)-B-cyklohe-
xylalaninamid plsobi prostfedim o pf¥ibliZné& 40 a? 100% reala-

tivni vlhkosti o teploté& pFfibliZn& 20 aZ 80 °C.

¢
8. Zplisob podle ndroku 7, vy zna & u jici s e
t i m, Ze se plsobi prostfedim o pFfibliZn& 65 aZ 80% reaktivni
vlhkosti. ‘




z

9. Zplsob podle ndroku 7, vy zna d&ugjici s e
t i m, Ze se plsobi prost¥fedim o p¥ibliZn& 40 aZ 80% realgivni
vlihkosti.

10. Zplisob podle nédroku 7, vy zna &u jici s e
t i my, Ze se plsobi za statickych podminek.

11. Zplisob podle ndroku 7, vy zn a € u jici s e
t i my Ze se plsobi za dynamickych podminek.
12. Zplsob pFipravy soli slou&eniny obecného vzorce

I A
TFAs Hl;:-(CHz)p—”— HN'-CH—”—-N— CH—C—G
|

B CHoCO,P!

kde znamené

B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, al-
kylcykloalkylovou, alkylcykloalkylalkylovou, arylovou, ar-
alkylovou, alkylarjlovou nebo alkylaralkylovou,

E! atom vodiku,

E2 a-uhlikovy postranni fet&zec pF¥irodné& se vyskytujici a-ami-
nokyseliny, atom vodiku, skupinu alkylovou, cykloalkylovou,
cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, alkylcykloalkylal-
kylovou, arylovou, substituovanou skupinu arylovou, aralky-
lovou, substituovanou skupinu aralkylovou, heterocyklylo-
vou, substituovanou heterocyklylovou, heterocyklylalkylo- -
vou, substituovanou skupinu heterocyklylalkylovou, nebo E!
a E? spolu s atomem dusiku a uhliku, na které jsou vézény,
tvori 4-&lenny, 5-Clenny, 6-&lenny nebo 7-Elenny azacyklo-

alkanovy kruh,



G skupinu OR! nebo NRIR?,

Rla R2 na sobé& nezédvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-
loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, al-
kylcykloalkylalkylovou, arylovou, aralkylovou, alkylarylo~
vou nebo alkylaralkylovou,

p ¢&islo 1 aZ 4,
P’ skupinu chrénici kyselou skupinu,

vyznadcdcugjicdi s e t 1 m, Ze se kopuluje sloudenina
obecného vzorce ‘

|
! ] 1|
p2_[;|—(CHg)p— COH  HyN—CH—COH
: |
B CH>CO,P?

kde znamend P2 skupinu chrénici aminoskupinu labilni za

kyselych podminek, prvni meziprodukt obecného vzorce

i
p2_[;j_ (CHa)p—ﬁ— HN— CI7H'—' CO2H
B CH2COPT

se kouluje se sloueninou obecného vzorce
El E2 @

! [ |
. HN—CH~C—G

a druhy meziprodukt obecného vzorce

El .r|z2 0
P2 N—(CHz ;r—-u—HN-—CH—-u—N—CH -G

CHgCOgP‘




se nechdvid reagovat s trifluoroctovou kyselinou k odstrané-

ni chranici skupina P2,

13. Zplsob podle ndroku 12 vy zna & ugjici s e
t im, Ze P! znamend pfi hydrogenaci labilni skupinu

chrdnici kyselou skupinu.

14. Slou&enina obecného vzorce

! 0 o 1 2
S SN P opEEe

I C—ril—(CHa) HN—(I:H N——CH-C—G
! B '

CH,CO,P?

kde znamené

P3 skupinu chrénici aminoskupinu,

B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, al-
kylcykloalkylovou, alkylcykloalkylalkylovou, arylovou, ar-

alkylovou, alkylarylovou nebo alkylaralkylovou,
P’ skupinu chrénici kyselou skupinu,
E! atom vodiku,

E? a-uhlikovy postranni Feté&zec pfirodné se vyskytujici a-ami-
nokyseliny, atom vodiku, skupinu alkylovou, cykloalkylovou,
cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, alkylcykloalkylal-
kylovou, arylovou, substituovanou skupinu arylovou, aralky-
lovou, substituovanou skupinu aralkylovou, heterocyklylo-
vou, suéstituovanou heterocyklylovou, heterocyklylalkylo-
vou, substituovanou skupinu heterocyklylalkylovOu,ﬂnebo El
a E? spolu s atomem dusiku a uhliku, na které jsou &ézény,
tvorfi 4-¢lenny, 5-¢lenny, 6-&lenny nebo 7-&lenny azacyklo-

alkanovf kruh,




- G skupinu OR! nebo NR!RZ,

- Rla R? na sobé&€ nezdvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-
loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, al-
kylcykloalkylalkylovou, arylovou, aralkylovou, alkylarylo-

vou nebo alkylaralkylovou,
p ¢&islo 1 azZ 4.

15. Sloulenina podle niroku 14, kde P! znamend pfi hydroge-
naci labilni skupinu chrédnici kyselou skupinu a P3 pFi hydroge-

naci labilni skupinu chrédnici aminoskupinu.
16. Sloucenina podle nédroku 15, kde znamené

B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, al-
kylecykloalkylovou, alkylcykloalkylalkylovou, arylovou, ar-

alkylovou, alkylarylovou nebo alkylaralkylovou,

. E! atom vodiku,

- E? atom vodiku, skupinu alkylovou, cykloalkylovou,
cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, alkylcykloalkylal-
kylovou, arylovou, substituovanou skupinu arylovou, aralky-

. lovou nebo substituovanou skupinu aralkylovou,
- L skupinu OR! nebo NRIR?,

Rla R? na sobé&€ nezdvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-
loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, al-
kylcykloalkylalkylovou, arylovou, aralkylovou, alkylarylo-
vou nebo alkylaralkylovou a

£

p ¢islo 1 nebo 2.

17. Slou&enina podle ndroku 16, kde znamené




B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, al-
kylcykloalkylovou nebo alkylcykloalkylalkylovou,

E2 atom vodiku, skupinu alkylovou, cykloalkylovou,

cykloalkyl-

alkylovou, alkylcykloalkylovou nebo alkylcykloalkylalkylo—

vou.

18. Slouéenina podle né&roku 17; kde znamen4

B skupinu alkylovou,

E?2 skupinu alkylovou, cykloalkylovou nebo cykloalkylalkylovou,

Rla R? na sob& nezédvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-
loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou nebo

alkylcykloalkylalkylovou,
p ¢Cislo 1.
19, Slougenina podle néroku 18, kde znamené
P3 skupinu benzyloxykarbonylovou,
B skupinu ethylovou,
P! skupinu benzylovou,
E? skupinu cyklohexylmethylovou,
G skupinu NHz.

¢

20. Zplisob pfipravy slouCeniny obecného vzorce

B o e L
p3— <:>=\/\C—r\‘1—(CH2)p-—"—HN'—CI7H_“—N—CH'C—G !
| B ]

CH,CO,P!

2

0
Il




kde znamené

P3 skupinu chrénici aminoskupinu,

B skupinu alkylovou, cykloalkylovou, cykloalkylalkylovou, al-
kylcykloalkylovou, alkylcykloalkylalkylovou, arylovou, ar-
alkylovou, alkylarylovou nebo alkylaralkylovou,

P’ skupinu chrénici kyselou skupinu,
E! atom vodiku,

E2 a-uhlikovy postranni Fet&zec pfirodné se vyskytujici o-ami-
nokyseliny, atom vodiku, skupinu alkylovou, cykloalkylovou,
cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, alkylcykloalkylal-
kylovou, arylovou, substituovanou skupinu arylovou, aralky-
lovou, substituovanou skupinu aralkylovou, heterocyklylo-
vou, substituovanou heterocyklylovou, heterocyklylalkylo-
vou, substituovanou skupinu heterocyklylalkylovou, nebo El
a E2 spolu s atomem dusiku a uhliku, na které jsou vazény,
tvori 4-&lenny, 5-&lenny, 6-&lenny nebo 7-&lenny azacyklo-

alkanovy kruh,

G skupinu OR! nebo NRIR2?,

Rl'a R? na sobé& nezdvisle atom vodiku, skupinu alkylovou, cyk-
loalkylovou, cykloalkylalkylovou, alkylcykloalkylovou, al-

kylcykloalkylalkylovou, arylovou, aralkylovou, alkylarylo-

vou nebo alkylaralkylovou,
p ¢Cislo 1 aZ 4,

vyznadcéugjicdi s e t im, Ze se kopuluje derivét
4-piperidin)butylidenkarboxylové kyseliny obecného vzorce

O
Pa_N\f—Ml




- 77 - 'Y} s0e oe oe (X3
s tripeptidem obecného vzorce
0 O E' E2
' ' | |
A= (CHZ)F’_”‘HN-?H —CH-C—g
B CH,CO,P!

‘nebo ~é‘ jeho adiéni solfi s kyselinou, pficCemZ jednotlivé

symboly maji shora uvedeny v§znam.

21. Zplisob podle ndroku 20 vy zna &uijici s e
t im, Ze P! znamen& p¥i hydrogenaci labilni skupinu chrénici
kyselou skupinu a P3 p¥i hydrogenaci labilni skupinu chrénici
aminoskupinu.

22. Sloulenina obecného vzorce

N e i
P-—
—QOH
kde znamené
P3 skupinu chrénici aminoskupinu.
23. Sloudenina podle ndroku 22, kde P3® znamené pfi hydroge-

naci labilni skupinu chrédnici aminoskupinu.

24, SlouCenina podle nédroku 23, kde P3® znamenéd benzyloxykar-

bonylovou skupinu.
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