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Anexos:

Comprobante de pago de |a tasa de presentacién de la solicitud por $ 4000.000.00.

Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, sl fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Deaclaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. {(Resumen, descripcidn, relvindicaclones, dibujos)

Traducclén da la sollcitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traducelén del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimlentos tradicionales de
las comunidades indigenas.

De ser ol caso, certificado de depdsiio del material bloldgico.

Arie final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicliudes de patente o titulos obtenidos en el exiranjero por el

mismo titular o0 su causants, relacionadas parcial o totalmente con la Invencién de asta sollcitud.
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@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE:

FIRMA :

EMILIO FERRER
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C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.82¢
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REPRESENTACION Y PODER

For patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commercial names, trade emblems,
slogans.

Para patentes, modelos de utilidad, disedos
industriales, marcas de fibrica, nombres
comerciales, ensefias, lemas comerciales.

REPRESENTATION AND g5 fJ v
POWER OF ATTORNEY 1S2&

I (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo firmado (s) .
AKZO NOBEL N.V.

of/domiclliado (s) en __Yelperweg 76, 6824

CM Arnhem, THE NETHERLANDS

Eor el ente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
ONZXLO PERDOMO,CtKA. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
tpa, 23555 v GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la

arrera 4% N® 72.35, Colombia, en obsdecimisanto a lo
dispuesto en ol 19 del Artfculo 543 del Cédigo de
Comercio, el primero como principal v los demés conw
suplentes, en su orden, como mis (nueatros) representantes en

os los asuntos de propledad industrial con facultad

reclbir notificaciones ¥ nombrar apoderados judldlh?r; 1

extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazar al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o
definitivo de aguél La misma regla se aplicard cuando el

ndo represantante suplente ht:ru de reemplazar al primero,
el tercerp al segundo. En @s casos, el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declararin su intencidn de no @jercer la entacién
mediante declaracién autenticada por Nolario Piblico en
Colombia, 0 por Notarlo u otro Funcionario Piblico, o Cénsul
de Colombla, en ] extranjero; y si se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo. 51 alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el aiguiente tomari su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representante principal, o de su
prim== o segundo suplentes, en su caso, ran efercer la
representaciin, en eu orden, uno u otros segin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
momento el ejercicio de la representacién por el primero,
segundo ¢ tercar suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los sbogadas arriba
nombrados, obtener Ia proteccién de mi (nuesira)
propledad industrial y cuntra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos) a loa dichos apederados pare que me
{nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jurisdiccitn, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asf como
loa tribunales de arbitmamento, en todo lo concerniente a los

in due compliance with the terms of Pl.fl?‘l h Ist. of article 543
of the Commaerclal Code, do hmsr appolnt EMILIO FERRERD,

3;:. 31929: GONZALO PFERDOM! 831; LUZ CLEMENCIA
PAEZ, 23555 and CAVELIER, tpe. 632,
domiciled at 4* N® 72-35, tl, Colombia, the flrst as

pal and the others es al , in the order of their
appuintment, as our representatives for all industyial pmperty
matters with faculty to receive notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace
the principal in case of his absence or of temporal or definitive
impediment. The same rule will apply when the second
alternate representative is to replace the first one, or when the
third is to replace the first or second alternates in their turn, or
both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or eecond alternates in their turn, or
both of them, shall state their intention not to act as
representatives through s declaration given before a Notary
Public in Colombia, or before a Notary or another Public Official
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
lppmm-ll!e certificate shall suffice. If any of the appointees
were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their tumn
ceases, the representation can be taken in in their sequence,
by the principal, the first or sacond alternate depending on case,
and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the
representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time.

In additlon, we grant a Power of Attorney in faver of the
above-named attomeys-at-law so that they may obtain the
protection of my (our) industris]l property and against the
unfair competition, for which I {we) authorize the said
attorneys to represent me (us ties or ns,
- administmative,

siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién, Arbitration Coll cnatiarst follo )
.odelos de utllidad, y diseitos industriales; el registro de Obtainment offipatediif UFiHY strial designs;
de fdbrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas the registratio - iindetharks; y ive and service
comerciales, nombres comerclales, ensefias, varledades marks, slogan; laNerliblems, vegetnl
vegetales y denorninaciones de origen; su renovadén, traspaso, varieties and depi) ons o asslgnment,

cambio de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el of nadfhe, 9t doauay, ol 'r.’ry“ Scancellation; and the
registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las ncclone! de rﬁmﬂon ofFl;é‘&gq ‘of ude abQiirighty; b) Actions of
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u unfair compet mmﬁ R oppositions or
observaciones, cancelacién administrativa y judicial, nulidad, observations, trati tQourt tion, nuility,
medidas cmutelares, concesidn de licencias, la tutela, Ia infringement, 3TN =5 51208~ ion for writ
protectién de secretos industriales, y en general los juicios mandamus, the ion of trade secrets, and in genera] the
civiles, perales, administrativos o contencioso-administrativos cvil, penal, and administrative suits ing to thase rig‘\iﬂa;

actions and suits Institued by me (us) or against me (us). And

relacionados con estos derechos; acclones y procesos que
105 that in all the above matters they may substitute this Power of

promovamas ¢ se nas promuevan Y e en todow
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, Attorney, compromise, conclliate, admit the facts of the case,
deaist, cancel, receive, resign, wnd ratify acts done by

transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, reclblr, renunciar, y mtificar los actos de agentes representatives without a power of attorney.

oficlosos.
Glven and aiguwnd 'i’{m/)‘ilnhdu Iw / 8
E«G.M. H ma{s o~ ﬁ .H/ Reerink

Directo harma

AKZO NOBEL N.Y

TRADUCCION Nos/& [/ log
MARIA ELVIRA MAT ™ £.3
Traductora e Inte-arera L fictol
Inglés - Emaict - Inglés
Ras. No. 59 Min. Justicla

in/en

CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-179 (MINUTA N*12.1.12.5)
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LEGALIZACION LEGALIZATION . 4 }4 <"

’ ./ . . ' .
El Sefior Comsul de Colombia debe expedir un certificado The Colombia Consul must issue a cons . son(h’,
consular sobre (1) la existencia legal de la compasiia ouuz: the legal existence of the company . nis- the -
el poder, (2) que ésta ejerce su objeto y &ut _Power-of-Attorney, (2 that It is in acu. . °rise of lis
peraonas que ;{u n el poder estén autorizadas para darlo. A company purposes, and (3) that the persons who execute the
este afecto les ::E.elum que muestren al Seflor Cénsul las Power of Attorney is autorized to do so. To this effet, alnse
pruebas que acreditan esus hechos (1), 2) y {3). show the Consul the evidence to prove the abuve facts (1), (2)

and (3).

Seen for legalization of the signatures

of Mr. F.G.M. Hermans and Mr. E.H. Reerink

by me, Mr. Martinus Petrus Maria Philips,

notary public at Oss, the Netherlands, -

on-this 26th day of August 1998. : -
Troductora e Interpreta Oficial

AL

15 4 99 | "-__Nﬂ- 2679 Min. Jusiicia

TRADUCCION No: [&.// ’?&' '

MARIA ELVIFA MARTELC

{ CHAMBER OF COMMERCE AND INDUSTRY

FOR OCST-32035KT NepenLana) .
ealalrs-wr v

TIY e lablARATION OF
Lllues ciiharyerls)

n-‘ﬁ-‘:'\-rﬂg----r. R ™
':.ou&“;‘.;;éi:ﬁﬁ,}gﬁ; o Gezien voor isgalisatia van du Eaxdtekamny
oPiA ¢mq“°§§:'.‘[',°";' Varn ConTtw ) ,&?.h &~ T

& 9 3EP 1998

e :\::r:istar van
Bu s‘saqbsa Zake,

APt

Leges f20,= H, van,POC (TEN

-

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: S:Fﬁn los articulos 63 del C. de P.C. y 480 del C. de Co,,
si el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el puder es su representante. .



El suscrito Cénsul de Colombia en La Haya, Holanda,
vistos los documentos presentados por los interesados,

CERTIFICA:

Que e! Sefior Martinus Petrus Maria PHILIPS, quien como Notario Piblico de
Oss , Paises Bajos, autenticé las firmas de los signatarios del poder precedente, ejercia en la
fecha las funciones indicadas, y su firma corresponde a la registrada en este Consulado.

Que 1a Compadia AKZO NOBEL N.V. es una Sociedad constituida de acuerdo con las leyes
de los Paises Bajos, cumple su objeto conforme a las mismas y se halla registrada en la Camara
de Comercio y Fabricas de Centraal Gelderland, Amhem, bejo el numero 09007809;

Que los Seftores Franciscus Guilielmus Maria HERMANS y Engbert Harmen
REERINK. signatarios del presente documento, quienes en su caricter de Apoderados
de la Empresa AKZO NOBEL N.V., conjuntamente tienen facultad para elflo, y cuyas
firmas fueron autenticadas ante el Notario Piblico de Oss, Sefior Martinus Petrus Maria
PHILIPS, son los representantes legales de la citada Empresa en este Pais.

. OTARID SEXTO

alguna por el contenido del documento. ¥ SO"R000TA, HAQO CORBTAR QU LA
cOPA COMCTDN

oul HE 1'5Illno A LM

e i

Esta certificacion se expide en La Haya, Paises Bajos, a los seis ‘,(Q r_-ﬁ“ .Eﬁﬂﬂs e

dias del mes de Noviembre de mil novecientos noventa y ocho @93 ). AR

R TIR
c . Fiusnimanue g

Impuesto de Timbre US$  6.00. T e

Derechos Consulares USS$. 100.00

Costo Total Pagado  US$. 106.00

El Cénsul de Colombia en La Haya, Paises Bajos, no asume m?ogﬂbmdadM‘ﬁ A
< coN i

Certificacion No. 206
TRADUCCION No.: /8. 1|9¥
) . MARIA ELVIRA MARTELO ..
Traductora ¢ Interpretd Oficlal .

Inglés - Espofol - inglds
Ras. No. 2879 Min. lusticla

JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTE

CONSUL DE COLOMB

LAHAYA

CONSULADO DE COLOMBIA et
e
- -"\d‘:j '-l.... < ':J J':-OJ I'- : . '-"
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TRADUCCISN OFICIAL No. 18.11/98 preparada por Marfa Elvira
Martelo, Traductora Oficial debidamente aprobada por el
Ministerio de Justicia de Colombia por Resolucibn 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

(A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento escrito en inglés y espafiol, por el cual AKZO NOBEL
N.V. otorga poder a EMILIO FER.'R.‘ERO,_ GONZALO PERDOMO, LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CM-IELI) . Dado y firmado el 6 de
agosto de 1998. (Firma ilegible) F.G.M. Hermana, Director de
Patentes Farmacéuticas. (Firma ilegible) E.H. Reerink,
Subdirector de Asuntos Juri'c-iicos. {Sello Corporativo) AKZO NOBEL
N.V.

(Al dorso) Visto por mi, Sr. Martinus Petrus Maria Philips,
notario plblico en Oss, Paises Bajos, hoy 26 de agosto de 1998,
para legalizacién de las firmas de F.G.M. Herlmans Y E.H. Reerink.
(Firma ilegible).

(Legalizaci6n) CAMARA DE INDUSTRIA Y

(PAISES BAJOS). Visto exclusivamente

la(s) firma(s) que antecede(n). Agos_cum t!ﬂdfgﬁﬂfgﬂg?“'“
Ly A0k
IR KT N

ilegible)} J. Schellenkens.

(Sello en holandés).

(En espafiocl) Certificacién de las firmas que anteceden y de la

existencia legal de AKZO NOBEL N.V. expedida por el Consulado de

Colombia en La Haya el dia 6 de noviembre de 1998, bajo el No.



. B 7 |
i - ;_
206: Firmado JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTES, Cénsul de Colombia, La '
Haya. Pagado impuesto de timbre.

(Al dorso) Legalizacién de la firma que antecede expedida por el
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 300803 del 19 de

NOVIEMBRE de i993, firmado por el Jefe de Legalizaciones.

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién.

i
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{54) Title: THROMBIN INHIBITORS COMPRISING AN AMINOISOQUINOLINE GROUP

R

n

R,-NH-CH-CO-N—CH-CO-NH-CH,

R

(5T Abstract: The invention relae2s 1o a compound having the formula ([) wherein R, is cyclopentyl, cyclohexil or branshed (3-<C)
alkyl; R is cyclokexyl or phenyl: R: is H or methyl: and A is an unsubstiluted satmrated <. 5 or §-mambered ing: or a pharmaceuti-
cally acceptable 5alt thereof. The compounds of the invention have anticoagulant activity and can be used in treating or preventing
thrombin-mediaizd and thrombin-zssociated discases.

7
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WO 02/04423 PCT/EP01/07887
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THROMBIN INHIBITORS COMPRISING AN AMINOISOQUINOLINE GROUP

The invention relates to a thrombin inhibitor comprising an sminoisoquinoline group, a
pharmaceutical composition containing the same, as well as the use of said inhibitor for the

' manufacture of a medicament for treating and preventing thrombin-related diseases.

In literature a large number of peptide-like thrombin inhibitors is disclosed. Most of those
thrombin inhibitors contain basic groups at the so-called P;-position, like the basic amino acids
arginime and lysine, but also benzamidine and the like. Such a basic moiety is considered
essexrial for satithrombin activity. On the other hand, the besicity of the compounds way impsir
the uptake of the compounds in the itestires when delivered via the oral route. In WO
98/47876 a class of thrombin mhibitors is disclosed having an aminoisoquinoline moiety as basic
group, which show improved transepithelial transport properties. Within this latrer class of
compounds a new selection of compounds bas now been identified having further improved
pbarmacological properties.

It bas now been found that compounds of the formnla (T)

R
0N Ry
R,-NH-CH-CO-N—CH-CO-NH-CH, I =
=N
NH, a
wherein
R, is cvelopentyl, cyvclohexyl or a branched (3-4C)alkyl;
R. is cyclohexyl or pheny);
R; is H or methyl; and

A is an unsubstituted saturated 4, 5 or 6-membered ring;

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

are potent thrombin inhibitors having a significantly increased plasma half-life. Most of the
clinical situations in which aati-thrombotic drugs are needed require in general a prolonged balf-
life (see Sixma, J.J. et al,, Thromb. Res. §7; 305-311 (esp. 307), 1992). The compounds of this
invention thus are an important improvement in the art.

P A e o L L LT
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compounds of formula (IIT) may optionally carry a protective group such as benzoyl which can
be removed after the coupling reaction.

R R,
) HaN B
R1—NH-CH-CO-N —CH-COOH ~N
a H:

Compounds of formula (IT) can be prepared from compounds of formula (IV), wherein Pgl isa
carboxylate protecting group like the benzyl ester, by treatment of compounds of formula (IV)
with & appropriate ketone like cyclohexanone or acetone and a reductive sgent like sodium
triacetoxyborohydride under acidic conditions and thereafter removal of the carboxylate

proteciing group.

R

n

H,N-CH-CO-N—CH-COOPg1 (V)

The compound of formula (1) wherein R;=H (1-amino-5-(aminomethyl)isoquinoline) is
described in WO 98/47876. The compound of formula (OI) wherein Ry=Me (1-amino-6-
(aminomethyl)-3-methylisoquinoline) can be oprepared from 1-amino-6-methoxy-3-
methylisoquinoline using the procedures described in WO 58/47876 for the transformation of 1-
amino-6-methoxyisoquinolins into I-amino-7-(aminomethyl)isoquinoline. 1-Arnino-6-methoxy-
3-methylisoquinoline can be prepared from 3-methoxyphenylacetone usmg the method
described by W. Zielinski and M. Mazik in Heterocycles 38, 375 (1994).

Alternatively, compounds of formula (I) can be prepared from compounds of formula (V), by
treatment of compounds of formula (V) with a appropriate ketone like cyclohexenone or
acetone and a reductive agent like sodium triacetoxyborohydride under acidic conditions. In this
reaction the aryl amine group of compounds of formula (V) may optionally be protected by a
group such as benzoyl which can be removed after the reductive amination.

O
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R
() Ry
H,N-CH-CO-N-—CH-CO-NH-CH, ' A
ZN
NH, )

Compounds of formula (V) can be prepared by a peptide coupling of a dipeptide protected at
the N-terminus with & protecting group like the Boc group and compounds of formula (1II)
using the coupling reagents described before.

Protection of the c-ammo functions generally takes place by urethane functions such as the
acid-labile tert-butyloxycarbonyl group (Boc), benzyloxycarbonyl (Cbz) group and substituted
analogs, the base-labile 9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) group or the phthaloyl (Phth)
group. Other suitable amino protective groups include Nps, Bpoc, Msc, etc. Removal of the
protecting groups can take place m different ways, depending on the nature of those protecting
groups. Usually deprotection takes place under acidic conditions and in the presence of
scavengers. The Cbz group can also be removed by catalytic hydrogenation. An overview of
amino protecting groups and methods for their removal is given in The Peptides, Analysis,
Synthesis, Biology, Vol. 3 E. Gross and J. Meienhofer, Eds., (Academic Press, New York,
1981). :

Protection of carboxyl groups can take place by ester formation e.g. base-labile esters like
methyl- or ethylesters, acid labile esters like tert-butylesters, or hydrogenolytically-labile esters
like benzylesters.

The compounds of the invention, which may be in the form of a free base, may be isolated from
the reaction mixture in the form of a pharmaceutically acceptable salt. The pharmaceutically
acceptable salts may also be obtained by treating the free base of the formula (I) with an
organic or inorganic acid such as hydrogen chloride, hvdrogen bromide, hydrogen iodide,
sulfuric acid, phosphoric acid, acetic acid, propionic acid, glycolic acid, maleic acid, malonic
acid, methanesulphonic acid, firmaric acid, succinic acid, tartaric acid, citric acid, benzoic acid,

and ascorbic acid.
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The compounds of this invention possess one or more chiral carbon atoms, end Tay therefors
D2 pbwuinsd 25 a pure enantiomer, as a pure disstereomer, as & mixture of =namtiomers, or as 2
mixure conteining diastereomers. Methods for obraining the pure mmion;::rs are well knowa
in the urt, e.g. crystallization of salts which arc obtained fhom optically l_;mive acids and the
tacemic mixture, or chromatogrephy using chiral columns. For diasterzomers straight phase or
reversed phase colurms may be ussd. '

The compounds of the invention may be administered enterally or parenterally, and for humans
preferably in a daily dosage of 0.001-100 mg per kg body weight, preferably 0.01-10 mg per kg
hudy waight. Mixed with pharmaceutically suitable suxitiaries, e.g. »y described in the standard
reference, Gepnaro et al, Remington's Pharmaceutical Sciences, (18th ed., Mack Publishing
Compeny, 1990, ses especislly Part 8: Pharmacentical Preparations and Their Mamcture) the
sompounds-mxy be compressad into solid dosege units, such es pills, teblers, or b= processed
izto capsules or suppositoriss. By means of pharmeceutically suitable liquids the compounds
zan also be applied in the form of a solution, suspension, emulsion, ¢.g. for uss a3 ax injection
Fraparation, OF 83 & Spray, e.g. for Usk es a nasal spray. '

For making dosege nnits, e.g. tables, the use of copvermional additives such s filiers, colorants,
polymeric binders =nd the like is contemplated. In geaers! aoy pha:;mceuticaliy acceptable
additive which does nrot interdere with the function of the active compoumds can be used.
Suitable carriers with which the compositions cap be edministered inciude lectose, sterch,

cellulose derivatives and tas like, or mixures thareot, used in suitable emounts.

Tie climination half-lif2 exd percentage bioavailability of the compounds of the favention may
suitably be tested according to the following test ip dogs.

The resideace time and percentage bioavaitebiliy of direct ttwombin inhibizors in female Beagls
dogs may be measursd by determintion of ths erti-la activity in plasma after fatravenous or
oral adminiswration. In view of the selectivity of the protesse inbibitors of the vention,

Afer intravenous or oral edministrarion of the ssrine protease inbibitor, blood is colizctad fom

the juguler vein at differsnt tims-poims during the day. After czmrifugation of the blood,

plesma enti-lIa actvitiss zre detsrmined of the plaxna samples in 3 microtiter plae
[
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chromogenic 2ssay using a calivration curve of the iested compound itself. The obrained daca

. &¢ analysed ftom the plasma vs time curve e.g. by means of a compurcrised iemtive
rrocedure, based on the Simplex method. Substquently, the elimination halflives are calculated
usig the model of relative crror independent of the concentration, and the arsa under the curve
(AUC) is determined with the wapczium rule. Assuming lincar kinetics, the perccniage
bioavailability is calculated by dividing the AUC obtained after p.o. administretion by the mean
expeeted normalised AUC afier i.v. administration of' that dose (X100%).

Tne invention is further illustrated by the following exemples.

FXAMPLES

The '"H NMR measurements weee performed on 2 BRUKER DRX 400 spectrophotometer
apezating at 2 'H frequency af 400 MHz. Mess spectra (MS) were recorded with 2 PE-sciex
API-153.

Example 1. |
N-cvclobexvl-3-cvelohexvl-D-alanvl-N-[{1-amino-6-isoquinolinyl)methvil-L-prolinamidc
hvdrogenchloride (N-cvclohexyl-D-Cha-Pro-64ig . HCH

After stiring 0.91 g of 3-cyclobaxyl-N-{(I,I-dmethyiethoxy)eartonyl]-D-aianyl-L-proiine
phenvimethyl esizr (Boc-D-Che-Pro-OB2f) in 2.5 ml of dichioromezhane and 2.5 mL of

trifuorozcetic acid at roor tempsrature for two hours the reaction mixquse was concentrated in
vacuo 10 yizld 0.94 g of 2= oil This oi} was dissolved fa 10 mL of N,N-dimethyliormsmids
contaiming 1% (v/v) aexziz acid end 0.26 mi of cyclohexaznoas and 0.64 g of sodium
triaceioxy dorohydride were édgad_. Afier stirring 2i room temperanme r 1§ hours 5 mL of
waier was added to the z=action mixture and excrected with dichloromethane. The organic |
extrsct was drisd over reagnesium sulfte and conssrmated 1o give 0.90 g of 2n oil (TLC; silic
gel, dichloromethans / oethanol = 93 / 5 (vAv) RT= 0.3). This oil wizs dissolved in 30 mL of
cthyl acctate, the pH of rae sohution was sdjusied 1o five using 2csric 2cid, 0.10 g of palledivm

on exton (10%5) was added and the suspeasion wis hydrogenrted 2t amospheric pressure &

N e e v - —
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room temperature for ons hour. The palladium catalyst was removed by filtration and the
solvent was removed by evaporation at reduced pressure. The residue was dissolved in toluene
and the toluene was evaporated under reduced pressure yielding 0.56 g of N-cyclohexyl-D-
Cha-Pro-OH. This acid (0.35 g) was dissolved in 10 mL of N,N-dimethylformamide and 0.19
mg of 1-amino-6-aminomethylisoquinoline (WO 9847876) and 0.4 g of 2(1H-benzotriazol-1-
y)-1,1,3,3-tetramethyl uronium tetrafiuoroborate (TBTU) were added. The pH of the reaction
mixture was adjusted to 8 using N N-diisopropylethylamine (DIPEA). After stirring for 24
hours at room temperature an additional 0.1 g TBTU was added and the reaction mixture was
stirred at room temperature for an additional 18 hours. Thereafter the reaction mixture was
concentrated in vacuo. The residue was dissolved in 50 mL of dichloromethane and washed
twice with aqueous sodium hydrogencarbonate, dried over magnesium sulfate and
concentrated. The residue was dissolved in water and directly charged onto a preparative HPLC
DeltaPak RP-Cs using a gradient elution system of 20 % A /80 % B t0 20% A /30 % B/ 50
% C over 60 min at a flow rate of 40 ml/min (A: 0.5M phosphate buffer pH 2.1, B: water, C:
acetonitril/water = 6/4 (v/v)). Yield: 0.25 g of the title compound.

‘H-NMR 400MHz (CD;0D) 5: 0.84 - 2.41 (27H, m), 2.91 - 3.01 (1H, m), 3.57 - 3.65 (1H, m),
5.81 - 3.88 (1H, m), 4.30 (1H, t, J = THz), 449 - 4.77 (3H, m), 7.26 (1H, 4, J = THz), 7.57
(14, d, J=7Hz), 7.73 (1H, dd, J = 2Hz and J = 9Hz), 7.92 (1H, d, J=2Hz), 8.38 (1H, d,J=
9HzZ).

Example 2.

N-cvclohexyl-3-cvelohexvl-D-alanvi-N-

2a. }-Amino-6-methoxv-3-methvl-isoquinoline

A solution 0f2.12 g of 3-methoxyphenylacetone and 1.26 mL of phospboryl chloride in 45 mL
of anhydrous toluene was heated under reflux. After 30 minutes the mixture wes cooled to 0 °C
and a solution of 0.57 g of cyanemide in 23 ml of anhydrous ether was added dropwise. The
reaction mixture was allowed to warm t0 room temperature and stirred at this terperature for
one hour. Then the stirred mixture was cooled to 0 °C and 1.5 mL of titanium tetrachloride was
added dropwise. The reaction mixture was heated ymder refiux for 2.5 hours, cooled, 34 mL of
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water added, the mixture filtered and the sediment was washed with ethyl acetate. The filtrate
was made basic using 2N aqueous sodium hydroxide and extracted with cthyl acetate. The
organic extracts were washed with brine, dried over magnesium sulfate and concentrated. The
residue was purified by silica chromatography (dichloromethane / methanol = 95 / 5) yielding
0.42 g of the title compound. '"H-NMR 400MHz (CDCly) 8: 2.45 (3H, s), 3.91 (3H, s), 5.0
(24, br. 5), 6.81 (1K, ), 6.90 (1H, d, Y =3Hz2), 7.02 (1H, dd, J = 3Hz and J = 9Hz); 7.65 (1H,
d, J=9Hz).

2b. 1-Amino-6-hvdroxy-3-methyl-isoquinoline

Boron tribromide (4 mL) in 6 mL of dichloromethane was added dropwise to a siirred solution
of 1-emino-6-methoxy-3-methylisoquinoline (2 g) in 10 mL of dichloromethane at 0°C. After
stirring for 16 hours at ambient temperature the reaction mixture was poured on ice, the organic
layer remoyed and the pH of the aqueous layer adjusted to pH 9 by adding concentrated
aqueous ammonia. The precipitated material was collected by filtration and dried in vecuo to
give 1.6 g of the title compound. ESI-MS: 175 (MH").

A mixture of 1.4 g of 1-amino-6-hydroxy-3-methyl-isoquinoline and 4.3 g of N-phenyl-
bis(trifluoromethanesulfonimid) in 19.5 mL of dichloromethane and 19.5 mL of dioxane was
cooled in an ice bath and 2.8 mL of N,N-diisopropylethylamine added dropwise. The resulting
mixture was heated for 24 h at 70°C, after which the volatiles were removed in vacuo. The
remaining residue was dissolved i ethyl acetate, washed with successive portions of 2N
aqueous sodium hydroxide, water and brine and dried (sodium sulfate). Filtration and
concentration afforded a colourless oil, which was trinrated in toluens to give 1.3 g of 2 sokid.
The toluene solution was purified by silica chromatography (toluene/ethanol = 95/5) yielding an
additional 0.6 g of the title compound. Total yield 1.9 g. ESI-MS: 307 (MH").

2d. 1-Amino-6-cyano-3-methvlisoquinoline

Palladium acetate (0.28 g) was added to a heared mixture of trifiuoro-methanesuifonic acid 1-
ammo-3-methylisoquinolin-6-yl ester (1.9 g), zinc cvanide (0.74 g) and triphenylphosphine
(0.33 2) in 24 mL of N-methyl-pyrrolidone at 190°C (exothermic!). Stirring wes continued at

y



0

30

WO 0204423 PCT/EPO1/07887

\D

190°C for 2 h. After cooling to room temperature, ethyl acetate was added and the organic
mixture washed with 2N agueous ammonia, water and brine and dried (magnesium sulfate).
Filtration and concenmtration afforded a brownish oil, which was purified by silica
chromatography (dichloromethane / methano} =98/2) to give 0.68 g of the title compound. ESI-
MS: 184 (MH").-

Ze. ]-Amino-6-(aminometbyl)-3-methylisoquinoline

To e stired solution of 1-amino-6-cyano-3-methylisoquinoline (0.68 g) m 15 mL of
tetrahydrofuran at room temperature under a mitrogen atmosphere was added 8.4 mL of 2M
borane-methylsulfide complex in tetrahydrofiran and thereafter heated at 60 °C for 50 minutes.
The reaction mixture was cooled in an ice bath and 7.5 mL of methanol was added slowly.
After 15 minutes 18.8 mL of 1M hydrogen chiloride in ether was added. The reaction mixture
was allowed to warm to room temperature and stirred for an additional 16 hours, The solid was
isolared to afford 0.34 g of 1-amino-6-(aminomethyl)-3-methylisoquinoline hydrogenchloride.
The filtrate was purified using column chromatography (silica gel; methanol / ammonia = 98/2)
10 yield an additionat 0.15 g of 1-amiro-6-(eminomethyi)-3-methylisoquinoline. ESI-MS: 188

linarnide bvdrogenchloride (IN- 1-D-Cha-Pro-6(3Me)Aiq.
To a stited mixture of 0.17 g of I1-2mino-6-(aminomethyl)-3-methylisoquinoline
hydrogenchloride, 0.30 g of N-cyclohexyl-D-Che-Pro~OH, 0.5 mL of acetonitrile and 0.37 mL
of N,N-diisopropyvlethylamine in 3 ml of N,N-dimethylformamide at room temperature was
added in ome hour a sohtion of 035 g of bromotripyrrolidonophosphonium
hexafiuorophosphate (PyBroP) in 1.3 mL of N,N-dimethylformamride. After stiring for 24
hours at room temperature the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was
dissolved in ethyl acetate and washed with aqueous sodium hydrogencarbonate and brine, dried
over magnesium sulfste and concentrated. The residue was purified by silica chromsatography
(dichloromethane/methanol = 9/1) and lyophilisation from t-butanol/hydrochioric acid yielded
0.13 g of the title compound. "H-NMR 400MHz (CD;OD) 5: 0.85 - 2.40 (27H, m), 2.50 (0.3H,
8), 2.51 (2.7H, 5), 2.92 - 3.00 (1H, m), 3.54 - 3.68 (1H, m), 3.81 - 3.88 (1H, m), 4.30 (1H, t, J

N6
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= 7Hz), 4.46 - 4.74 (3H, m), 7.02 (1H, s), 7.64 (1H, dd, J = 2Hz and J = 9Hz), 7.80 (1H, d, J =
2Hz), 8.32 (1H, d, T = 9Hz).

Example 3.

-L-prolinamide

hydrogenchloride (N-cyclohexyl-D-Phe-Pro-6Aiq . HC

Starting with 0.85 g of N-[(1,1-dimethylethoxy)carbonyl]-D-phenyialanyl-L-proline
phenylmethyl ester (Boc-D-Phe-Pro-OBzl) gave 0.82 g of N-cyclohexyl-D-phenylalenyl-L-
proline (N-cyclohexyl-D-Phe-Pro-OH) using the procedures described in example 1 for N-
cyclohexyl-D-Che-Pro-OH. N-cyclohexyl-D-Phe-Pro-OH (0.82 g) was dissolved in 10 mL of
N,N-dimethylformamide and 0.33 mg of 1-ammo-6-aminomethylisoquinoline and 1.1 g of O«(7-
azabenzotriazol-1-yI}-N,N,N’ N’-tetramethyjuronium  hexafluorophosphate (HATU) were
added and the pH was adjusted to 8 using N,N-diisopropylethylamine (DIPEA). After stirring
for 16 hours at room temperature the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue
was dissolved in 50 mL of dichloromethane and washed twice with water and hrine, dried over
magnesium sulfate and concentrated. The residue was purified by silica chromatography
(dichloromethane / methanol (containing 2% ammonia) = 9 / 1) and lyophilisation from t-
butarol/hydrochloric acid yielded 0.19 g of the title compound. 'H-NMR 400MHz (CD;O0D) &:
0.87 - 2.13 (14H, m), 2.38 - 2.45 (1H, m), 2.94 -3.03 (1H, m), 3.06 - 3.13 (1H, m), 3.25 - 5.38
(2H, m), 4.33 - 4.73 (4H, m); 7.25 - 7.40 (6H, m), 7.58 (1H, d, ] = 7THz), 7.71 (1H, dd, I =
2Hz end J = 5Hz), 7.92 (1H, d, ] = 2Hz), 8.35 (1H, 4, J = 9Hz).

Example 4.
N-cvclopentyl-3-cvclohexvl-D-alanvi-N-
hvdrogenchloride (N-cvclopentvl-D-Cha-Pro-6Aig . HCI)

Using the procedures described in example 1 starting with 0.30 g of Boc-D-Cha-Pro-OBzl
using cvclopentanone instead of cyclobexanone gave crude N-cyclopentyl-D-Cha-Pro-6Aiq
which was purified using colurm chromatography (silica gel; dichloromethane / methanol = 10 /
1 gradient to 5 / 1). Lyophilisation from t-butanol/hydrochloric acid yielded 0.16 g of the fitle
compound. 'H-NMR 400MHz (CD,0D) 5: 0.85 - 2.41 (25H, m), 3.43 - 3.52 (1H, m), 3.59 -
3.65 (1H, m), 3.80 - 3.86 (1H, m), 4.20 (11, t, J = THz), 4.51 - 4.73 3K, m), 7.25 (1H, d, T =

-] -prolinamide

7
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7Hz), 7.57 (1H, d, J = 7Hz), 7.73 (1H, dd, T = 2Hz and T = 9Hz), 7.90 (1H, d, J = 2Hz), 8.38
(1H, d, J = 9Hz).

Example 5.
N-

rolinamide hvdrogenchloride (N-(1-metylethvl)-D-Cha-Pro-6Aig . HCI
Using the procedures described in example 1 starting with 0.92 g of Boc-D-Cha-Pro-OBzl
using acetone instead of cyclohexanone gave 0.04 g of N-(1-metylethyl)-D-Cha-Pro-6Aiq .HCL.
*H-NMR 400MHz (CD;0D) 8: 0.85 - 2.41 (23H, m), 3.27 - 3.35 (1H, m), 3.59 - 3.65 (1K, m),
3.82 - 3.89 (IH, m), 4.27 (1H, t, I = THz), 4.51 - 4.74 (3H, m), 7.26 (1H, d, T = 7THz), 7.57
(1H; d, J= 7Hz), 7.72 (14, dd, J = 2Hz and J = 9Hz), 7.91 (1H, d, J = 2Hz), 8.38 (1H, d, T =
9H2).

Anti-thrombin assayv

The anti-thrombin activity of compounds of the present mvention was assessed by measuring
spectrophotometrically the rate of hydrolysis of the chromogenic substrate s-2238 exterted by
thrombin. This assay for anti-thrombin activity in 2 buffer system was used to assess the 1Cso-
value of a test compound.

Test mpedjum: Tromethamine-NaCl-polyethylene glycol 6000 (TNP) buffer
Reference compound: 12581 (Kabi)
Vehicle: TNP buffer. Solubilisation can be assisted with dimethylsulphoxide, methanol, ethanol,
acetonitrile or tert.-butyl alcohol which are without adverse effects in concentrations up to
2.5% in the final reaction mixture.

echnique
(Tris) 6.057 g (50 rmol), NaCl 5.844 g (100 mmol), Water to 1 L The pH of the solution is
adjusted to 7.4 at 37 °C with HC1 (10 mmolT")]; 2. TNP buffer (Polyethylene giycol 6000 is
dissolved in TN buffer to give a concentration of 3 g-T'); 3. §-2238 solution [One vial §-2238
(25 mg; Kabi Diagnostica, Sweden) is dissolved in 20 ml TN buffer to give a concentration of
1.25 mg-m!" (2 mmolT*)); 4. Thrombin solution [Euman thrombin (16 000 nKat-vial';
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Cantraal Laboretoriom voor Bloedtrunsfisie, Amsierdam, The Netheriands) js dissolved in TNP
buffer to give & stock solution of 835 nKat-mI’. Immedintely before use this sohition is diluted
with TNP buffer to give a concentration of 3.34 nKat-ml 1]

* - All ingredients used are of snalytical grade
- For aqueous sohitions ultrapurs water (Milki-Q quality) is veed.

- of 10" mo}T'. Bach concentration is stepwise diluted with the vebicle to give concentrations of

10%, 10" snd 10" mol-I". The dilutions, including the stock solution, are nsed in tho assay (fnal
concentrations in the reaction mixtmre: 3-10%; 10% 3-10%; 10°% 3-10% 10% 3-10° and 10°
moH", respectively). .

Erocedure

At room temperature 0.075 ml and 0.025 ml test compound or reference compound solutions
or vehicle ere alterpately pipetied into the wells of a microtiter plate and these solutions are
dituted with 0.115 m! and 0.0165 m] TNP buffer, respectively. An alquot of 0.030 ml $-2238
solution is added to each well and the plats is pre-heated and pre-mcubated with shaking in &n
incubator (Amersham) for 10 min. at 37 °C. Following pre-incubation the hydrolysis of $-2238
is started by addition of 0.030 mil thrombin solution to each weil. The plate is incubated (with
sheking for 30 5) at 37 °C. Starting after 1 i of incubatiop, the absorbance of each sample at
405 um is measured every 2 min. for & period of 90 min, using a kinetic microtiter plate reader
(Twiareades plua, Flow Labomtories).

All data sre collected in an IBM personal computer vsing LOTUS-MEASURE. For each
compound concentration (expressed in moll' reaction mbtre) and for the blank the
ebsorbanca is plotted versus the reaction time in min.

Exalustion of responscy: methWnn&mTﬁmmmmm
caloulsted fiom the assy plot. The ICs-value (Gnsl concentration, expressed in pmol?,
cansing 50% inhibition of the maxinmm absorbence of the blark) was-calculated using the logit
transfrmation enalysis according to Hafoer ot ol (Arzacim -Forsch/Drug Res. 1977; 27(0):
1871-3). :
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atithrombin activity
Example ICso (molT")

1 0.03

2 0.14'

3 0.13

4 0.12

5 0.29.
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CLAIMS

1. A compound having the formuls (T)

R
n Ry
R;-NH-CH-CO-N—CH-CO-NH-CH, S
| &
NH, @
wherein *
Ru is cyclopeatyl, cyclohexyl or a branched (3-4C)alkyl;
R; is cyclohexyl or phenyl;
Rj is H or fethyl; and

A is an unsubstituted saturated 4, 5 or 6-membered ring;
or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

2. The compound of claim 1, wherein A is a five-membered ring.
3. The compound of claim 1, wherein R; is cyclohexyl
4. The compound of claim 1, wherein R; is H.

5. The compound of claim 1, wharein R, is cyclohexyl.

6. The compound of claim 5, wherein R, is cyclohexyl, Ra is cyclohexyl, Ryis Hand A is a five-

membered ring.

7.A phermacewtical composition comprising the compound of eny one of claims 1 to 6 and

pharmaceutically suitable aurxiliaries.

8.The compound of any one of claims 1 to 6 for use in therapy.

2/
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9.Use of the compound of any one of claims 1 to 6 for the manufacture of a medicament for
treating or preventing thrombin-releted diseases.
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State (Le country) of nationality: NL State (Le. country) of residence: NL
This person is epplicant all derignated all designated States except X | e ket Sutes the States ndicawd in
for the purpases of Sttes the United States of America of Ameries gnly the Supplemental Hox

X | Further applicants end/or (finther) inventors are indicated on a continuation sheet.

Box No.IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

" The person identified below is hereby/has been appomnted to act on behalf of the agent COTTUNON representative
applicant(s) before the competent International Authorities as: X
Nazx andwdiress: (Family nome followed by given aama; for a legol sxtiy, foll offickal devipaation. Tha Teiephone No.
M. Hogenrbirk
P.O. Box 20 [ Facsimile No.
5340 BH 0412-650592
The Netherlands Teleprinter No.

Mark this check-box where no agent or common representative ishag heen appointed and the space above is used instead to
indicate a special eddress to which correspondence should be sent.

Form PCT/RO/101 (first sheet) (January 1997; reprint January 199§) See Notes to the request form



SheetNo. .2...

Continuation of Box No. ITI FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER)

INVENTORS

If none of the following sub-bexes i used, thiz sheet is not te be included in the request.

Nue 500 sirems: (Famlly aane jalivesd by given aams: for & lagal entity, Al afficial desipration. The sidrass st

inchule pasml cade ond nams of couniry. The country of the adkirass indlcated (s this ox I the applicant’s S (Le. This person is:
counry) of revidemcy if ne Siute of revidency by indicwted below)

. D applicant only
TIMMERS, Cornelis, Marius E
Leldsel 14 epplicant and inventor
5351 SN BERGHEM |:| inventor only (7f this check-bax
The Netherlands i marind, de not fill in below,)
State (Le. country) of nationality: NL State .e country) of residence: NL
This person is applicent Dllldﬂiplul lllduimnulsmuunegt Eﬂ:Uﬂl@dSﬂﬂ the States indicated in
for the purposes of Statey the United States of America of America only the Supplemental Box

Neme snd address: (Family asme followed by given nams; for & legol antlly, full officisl darignation. The addrazs must
inchals posixl cods and nams of cmmiry. Tha coumiry of the eddrass bullcmied in shis bax is she upplicant’s Simse (Lo
counry) of residance if ne Sixse of resbience iy indicesed belfow)

CONTI, Paolo, Giovanni, Martino
De Wisboom 35

5384 HD HEESCH
e Netherlands

This person is:

D applicant only

m spplicant and inventor
D inventor anly (7f this check-box

is marked, do not flll in beiow,)

State (i.e. country) of rationality: /7' State (1.e. country) of residence: NL
This person is applicant D al] designated all designaied Stazes except Izl the United States the States indicated in
for the purposes of States the United States of Americs of America only the Suppiemental Box

'Nare and sddress: (Femily neme foliownd by given name; for & tegal entity, Jull official darignation. Thé oddrass muit
incinde portal cods end seme of country. Tht cowntry of the address indicused in this bax is the spplicent’s Stass (Le.
country) of residence §f me Ssis of residence Us indicored befow)

This person is:

D applicant anly

D applicant and inventor
D inventor only (If thiy check-bax
is marked, do not fili in below.)
e (Le country) of nationality: State (Le. couniry) of residence:
This persan is applicam D all designated all designated States except the United States the States indicated in
for the purposes of States the United States of America of America only the Supplemenal Box
xme and sddress: (Family same followed by given name; for a legal entlty, Adl official daxignation. The address st
pasul code and name of country. The country of the sddrexs indicated in this bax Is the applicant’s Saare {Le. This person is:
counzry) of residence |f ne State of rexidencs (s budicated befow)
D applicant only

D applicant and inventor
D inventor only (1f this check-bax

s marked, do not /il ix below.)
[State (Le. country) of nationality: State (& counry) of residence:
This person is applicant D al} designated all designated States except the United States the States indicated in
for the purposes of Siates the United States of America of America only the Supplemental Box

[[] Forther spplicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (July 1993; reprint Jauary 1996)

See Notes to the request form




Sheet No. ~D....

Box No. V'  DESIGNATION OF STATES Mark the applicable chack-boxes below; at leart one mut be marked.

The following designations are hereby made under Rule 4.9(a);
Reglonal Patent

B AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan,
SL Sierra Leone, SZ.Swuhnd.'l‘ZUmulnpubhenlennnll.UGUpdn.!Wthbu.mdnyoﬂuSth
a Comiracting State of the Harare Protocol snd ofthe PCT

B EA Enrasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belans, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD lq)ubllcofuoldnn.
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistsm, and any other State which is a Contracting State of the Eurasisn
Patent Convention and of the PCT

] EP European Patent: AT Austria, BE Belgiom, CH & LI Switzerland and Licchtenstein, CY Cyprus, DE Germany,
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, [E Ircland, IT Italy, LU Luxembourg,
MC Monaco, NL Netherisnds, PT Portugal, SE Sweden, TR Turkey, and any other State which is a Contracting Stets of
the European Patent Convention and of the PCT

OA OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central Aftican Republic, CG Congo, CI Chte d'Ivvire, CM Cameroon,
GA Gabon, GN Guinea, GW Guines-Bissan, M1, Mali, MR Mugitanis, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and sny
other State which is a member Stute of OAPI and a Contracting State of the PCT (Ifother kind of protection or treatment destred,

spacifyondotied ling) ..............eeeeiiiiiasnnssieeanssastiaaaannatannanstnnnanerarrraaranna
Nxtional Patent (| other kind of protaction or treatment desired, speclly on dosted ling):
B AE United Arsh Emirates O GEGMM........cccovaenennn. B MXMKoo......cuuvnnneeacnsas
&Kl AG Antigua end Barbuda O GMGambia 64 MZ Moxambique
8 AL Albania...... fiateiiranennes P OHR Crostin ......oo0vneivennnnns NO Norwey
DAMAmenia........oooceeveennne, B HUHmgary ........co0000veeee- &) NZ New Zealand . . ..............
OAT Austria......cccvveminnnnn.. i ID Idonesa BJPL Poland...........eevinnaness
H AU Australin . .....ooovvineeennnn,s B Ireel..e.ooeiicnannenns O PT Portugal........cvvvnneenns
[ AZ Azexbaijan B IN India..........convvnnnennae 64 RO Romsnia
B3 BA Bownia and Herzegovina ... ... ... . & 1S Iceland & RU Russian Federation ............
[ BB Barbados - PP
B8 BG Bulgafin.............c.ccvvuenns O KEKeaya......coeovnnvnnnrrener {0 SD Sudan
BBRBrazil.........ooovvimnnnnnnns O KGKyrgyzstan .. ..o eovvnnnennnnn [ SE Sweden
OBY Belars.........ccvvvnvenene.. Bl KP Democratic People's Republic ] SG Singapore
BRBZ Belize........coovvennnnnnn... OF KOs . ... ovneenrannnnns B ST Slovenia........ccocovieenes
§d CA Canada B KR RepoblicofKares .............. B SK Slovakia....................
O CH & LI Switzerland and Licechtenstein [J KZ Kazakhstan . .............0.0t B SL SiemaLeone.................
mcucmm// ............. i LC Saint Lucia O TJ Tejikiswen...................
4 €O Colombis LK Sri Lanks O T™ Turkmenistan . .................
R CRComRica...ccuvvvnennenn... Kl LR Liberis TR TUKLY + o evenennnnnannrnens
Blcucua.........cocveaeen..... LS Lesotho.oeocneenannnnnnnn. B TT Trinidsd and Tobago ..........
ﬂczcughmhlig ______________ Bl LT Lithuanis ™ == svssnsrasssassassssannraas
O DE Germany..........cevvennen [0 LU Luxembourg [0 TZ United Republic of Tanzanis
ODKDenmark.......coeeveeeenen 5 LV Latvia B4 UA Ukmaie ............000eene
¥l DM Dominica Bl MAMOroceo.....ooovvvivnevnnars OuGUganda ........c.cnnnvnnns
BIDZ Algeria .........cccnnnnennn.. 0 MD Republic of Moldove . . ....... B8 US United States of America ... ...
B EC Ecusdar e iiiieiesrersesares ereersesracectaenereeerenes
€I EE Eatonia.........ocvvvninnnn .. B MGMadagascar.................. B UZ Usbekistan.................
[CJES Spain ....oovvvvevvrerennnns. f§ MK The former Yugoslav Republicof B VN VietNam..................
OF Finfand...........ooeveeuness Macedoni . .......ooeunnenns YU Yugoslavia ...........cc0vns
O GB United Kingdom £ MN Mongolia B ZA South Africa.........cccunus
B3 GD Grenada O MWMalaWi.......coonennnennnes 0O ZWZimbabwe . . ...............
B GE Georgia . ......cocvvnnvnnnn..
Check-boxes below reserved for designating States which have become party to the PCT after issuance of this sheet:
0 I 0 P
o 0 [ PP PU PP i

Precautionary Designation Statement: In sddition to the designations made sbove, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all
other designations which wauld be permited undec the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Bax s being
excluded from the seope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that
any designation which is not confirmed before the expiration of 15 months from the priority date is to be regarded ay withdrawn by the
applicant st the expiration of that time limit. {Confirmation (including feex) must rench the receiving Office within the [ 5-month time limit )

Formn PCT/RO/10) (second sheet) (July 2001) Sex Notes 1o the reguest form



SheetNo. .. 4

‘| BoxNe.¥I  PRIORITY CLAIM Further priority claims are indieated in the Supplementl Box [ ]
["The priority of the following earfier application(s) is hereby claimed:
Counvy Office of filing
(in which, or for whick, the Filing Dute Application No. {oniy for regional or
application was flled) (dey/oeonth/year) international epplication)

iiem (1)

NL 12-07-2000 00202491.7 EPO

em (2)

item (3)

Mark the following check-bax if the certified copy of the earlier application is to be issued by the Office whick for the purposes of tha present
internatianal application is the receiving Office (a fee may be required):
Emgﬁﬁuoﬁuhhﬂﬁymﬁbmmﬂmﬁthhmuml ]

Bureau a certified copy of the exrlier spplicstion(s) identified above as item(s) -

Box No. VII  INTERNATIONAL EEARCHING AUTHORITY

" Cholcs of International Eun-hlnl Anthority (ISA) (J‘mwmhMMMAMM
compatent to carry out the international search, indicate the Authority chosex: the two-letter code may be wed): 1SA. /EPQ

Earller search Fill in where a search (international, international-iype or other) by the International Searching Authority has already been carried
out or requestad and the Authortly is now requesied io base the international search to the extent possible, on the results of that eariier search. idemtify

such search or request either by refarence to the relevant application (or the transiation therenf} or by reference io the search request

Country (or regional Office): EP Date (dawmonthiyenr) 12-07-2000 Number: 00202491.7
I Box No. VIII CHECKLIST
["This miemational epplication contains “This mtcrnational spplication is sccompanied by the iwemi(s) marked below:
the following number of sheets: .
L[] separate signed 5. [X] fec catcutation sheet
. 1. request: 4 ohees power of attomey
P 2 copy of general 6. separate indicationy concemi
2. description: 13 sheen E of D o o ng
3. cluims: 2 sheen |3 [T] suement explaining 7. [] mucleotide an/or amino acid
lack of signature sequence listing (diskette)
4. abstract: 1 sheets E
5. drawings: sheets 4 D priority document(s) [ 3 other (specify):Request refund Letter /
Identified in Bax No VI Copy European Search
6. sequence listing: sheets Report.
— as item{s):
Total : 20 sheets
Figure No. of the dmwings (if any) should accompsny the abstract when it is published.

Box Ne. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT

Next to each signature, indicate the nama of the person signing and the capacily in Which tha parzon signs (f such capacity it not obvious Jrom reading

reguest)
/N Jﬂ)ﬂfg/ M. Hogenbirk
For receiving Office use only

1. Date of actual receipt of the purported 1. Drawings:
intemationsl application: received
1. Cormected date of actua] receipt due to Later but D
timely received papers or drawings completing
the purported intemnational application: not
I3, Daic of Gmely receipt of the required received:
cormrections under PCT Article 11(2):

S. Intemational Searching Authority ISA/ 6. Transmittal of sexrch copy delayed
specified by the applicant: untit search fee is paid

For international Bureau use only

Date of receipt of the record copy
by the International Bureau:

Form PCT/RO/101 (last sheet) alnuny 19-94: reprint January 1993-) See Notes 10 the request form



This sheet is not part of and does not count as g skeet of the international application. Z a,

PCT

For receiving Office use only

FEE CALCULATION SHEET
Anoex to the Request International application No.
Applicant's or agent’s
file reference 2000.565 WO Date stamp of the receiving Office
Applicant T
Alkzo Nobel N.V.

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES

1. TRANSMITTAL FEE IEUR 102,= ITI

2. SEARCH FEE

|EUR 945=  [§]

Intemational search ko be carried outby  EPO
(If two or more International Searching Authorities are competent in relation to the international
application, indicate the nams of the Authority which i chasen (o carry out the international rearch )

3. INTERNATIONAL FEE
Basle Fes 20
The intemational application contains

first 30 sheets fhEgt}l}'E 409= [, |

EUR 9= |EUR [v]
remnining sheets additional amount -
Add amounts entered a1 by and b; and enter total 8t B s |EUR 409= [B]

Designatien Feey
. The intemational epplication contins 62 designations

number of designation fees smount of designation foe | EUR 528 = | D |
payable (maximun 6

Add amoumis entered at B xnd D and enter total at [ IEU3937_= ' i |

(Appifcents from certain Sictes are ouitled to a reduciion of 75% of the
international fee. Whare the applicant is (or oll applicants are) so entitled, the
total to be entered ar | is 25% of the sum of the amounis entered at B and D}

4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT | EUR 30= [T‘I

5. TOTAL FEES PAYABLE

Add amounts entered at T, S, Land P, EUR 2014,=
end enter total in the TOTAL bax

——

I I The designution fee is not paid at this time.

| TOTAL I

MODE OF PAYMENT
’ X suthorization to charge

deposit account (see below) bank draft coupons
cheque cash other fspecify):
postal money order revenue stamps

DEPOSIT ACCOUNT AUTHORIZATION ( this mode of payment may not be aveiloble o all receiving Offices }

deposit accoimt.

Bureau of WIPO to my deposit sccount.
2809 0012 06/07/2001

The ROV EPO X is hereby suthorized to charge the towl fees indicated sbove to my depoait aceount.

X is hereby suthorized to charge any deficiency or credit any overpayment in the tota] fees indicated above o my

is hereby authorized to charge the fee for preparation and ransmital of the priority document to the International

| Deposit Account Number Date (day/month/year) Signanme M. Hogenbirk

Form PCT/RO/101 (Annex) (January 1996; reprint January 1998)

See Notes 1o the fes calculation sheet



00 LT00S AN YM/XL] 9T:0T VVK 10, £0/50 ,29

Bitte Gbermitiein dia 3 Bikttar 1004.1-3 dem EPA in MOnchwn, Oireition 4.1,1, und beachisn Sie Biatt 1004.4, imbesandere Nr.J b.
Please forward tha 3 sheets 1004.1-3 to the EPQ st Munich, Diractorata 5.1. 1 lﬂdWMMbM1M4. e1pacially point 3 b,
Pribra da faire parvenir les 3 fevillas 1004.1-3 & FOEB & Munich, Direction 3.1.1 ¢! da tenir compta da ka faullie 1004.5, notammant du point 3

] ALLGEMEINE VOLLM ACHT Nur fur amtfichan Gebrauch / Far official use only

GENERAL AUTHORISATION Cadre réservé A Fadministration
POUVOIR GENERAL :{ d‘:;m:mm.d\ll Gaeneral Authorisation No.

59 (rev.)

2 Ich (WIn) /1 (We)  Je (Nows)

O 0
Akzo Nobel N.V.
intellectual Property Department (Dept AIP) | -
P.O. Bax 9300
6800 SB Arnhem .

, the Netheriands -
O D
3 bevolimachtige{n) hiermit / do hereby authorisa / sutoriee (sutorisons) par 1a présante
Schalkwllk, Pieter Comells - Address of place of business:
Fatt, GOnter ®  Akzo Nobal N.V.
Van Deursen, Petrus Hubertus Intellactual Proparty Department (Dept. AIP)
Quella-Fontijn, Menique P.0. Box 8300 7/
Verbart, Jeannatta J.M. 8300 SB Amhem .
Helmann, Anette the Netherlands
Beetz, Tom
Hessalink, Dinah E.
Aalbars, Arnt Reiner
De Vries, Adriaan Jacobua
Zonneveld, Handrlk Jan
Alferink, Petrus Johannes Theodorus
4 mich (uns) in den durch das Europaische Patenilibereinkommen geachaffenen Varfahren in allan mainen (unseren) Patemtangelegenhelan

zu vertreten. alle Handlungen fir mich (Uns) veraunehmen und Zshiungen #0r mich (uu)h Empfang zu pahmen.

{0 rapresant me (us) in all proceedings sstabished by the Europsan Paiemt Camvantion and to act for me (us) i all patln! transactions and o
recalve payments on my {our) behalf,

& me {nous) reprNisenies pour cé Gul concarne toutes mes (Nos) affaires de bisvet ding tovts procidurs Institvée par la Convantion sur iy
bravet europben o1, & ca titre, 4 agir en mon (fotre) nom wt & recsvoir das paiements pour mon (notre) compta.

E Dla Volimacht gt auch far Varfahran nach dem Vertrag Ober dle intemationale Zusammenarbuit auf dem Geblet des Patentwésens,
This suthordsstion shall alsa upply to the samas sxtant to any proceedings eatsblishad by the Patent Cooperation Trasty.
Ca pouvoir s'sppliqus dgatement & toute procddure institués par Is Traité ds ccopdration en matline da brevels.

m Wahtere Vertreter sind auf einarn gezandertsn Bledt angegeben. / Additional represantaiives indicsted on supplementary sheat.
Les autres mandataires sont mentionmia sur une feudle suppldmentaire.

5 E Untervoltmacht kann erteilt werden. / Sub-sytharisstion msy be given. / Ls pouveir pourra &tre délégud.
6 E Bitte dla galba Kople, erginzt umh die Nr. def aligemeinan Volimacht, an den Velimaehigaher zurlcksanden.

Pleass retumm the yallow copy, supplemented by the Gensral Authorisation No., to the authoriser.
Pribre de renvoyer [a copie aune av mandant, munie du n® du pouvelr général

Ort/Placa/Lisu  Amham, the Netherian Datum / Date  November 2,

Unterschrift{an) / Signature(s)

7 Dus Forbian murl vorn (ven gen) Volimachigeoartn) (el {urislechen Personen vam Unisrschetsberechiiztan) #"'ganniindig umtsreeiohnet soin, Kach der Untarschrilt bivs
dm(du)ﬂnmmm':;glli Unierzekchnanan mit Gzhrébnuschine wisdetholen (el [urisiiseran Parsonen die ekmg des Lrismchritsbarchiryten innerhad dar
Gasallichaft

Tha form must baar tha sarsenal sipnatureds) of Bie auchortvar(a). (1 the case of agal Jareons, ir.e1 oF e oifioer ampowsrez {o ign). Altet tva algnsturs, please type he
m.(lmnalnnlumllm in T cass of legel peceons, hiz [thelr) pesitian within the ey,

L Kmuceine doRt Mre £ [n gropre makn oy mand dar v £ ¥E personnes mornine, de fa persOnns syaa ualilh pows signey). Veullsz ajoulw B La
mdi-.u:hhllunm:Mm?ﬂﬂ&mm.wwmmIe:ndlmum.mﬁrmhdn:l-huuﬂ

e ep——
EPAJEPO/OES Form 1004.1 D4.82

AEEIRE L933996 973 4IY 9100 100g C1IN'S
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AKZO NOBEL rganon

European Patent Office
Patentiaan 2
2280 HV RIJSWIJK (ZH)

Your ref. : OQur ref: Direct Line Oss,
2000.565 WO tel: +31.412.666.379 08 July 2001
fax: +31.412.650.592

Re: Request for refund search fee

Dear'Sir(s),

The undersigned hereby request for a refund (by remittance in favour of our deposit
account no. 2809 0012) of the search fea paid with respect to the New International Patent
Application (PCT). claiming priority of the European patent application No. 00202491.7,
filed 12-07-2000.

The reason for the request for refund is that the ISA/EPO has established the

European search raport.

A copy of the European search report is enclosed herewith.

The agent
Organon
M. Hogenbirk
Patent Department
N.V. Organon
Encl.: European Search Reports P.O. Box 20
Weth. van Eschstraat 1
5340 BH Oss
The Netherlands

Tel. 0412 666380

Telefax 0412 650592

E-mall patent@organon.
oss.akronobel.nl

Banier ASHARPO ~oogunt No 45 37 53.857) C Reg s-Haixgerkoscn ;. 16021731



Power of Attorney
(Concerning a Given International Application)

PATENT CO-OPERATION TREATY
APPOINTMENT OF AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

POWER OF ATTORNEY
The undersigned applicani(s):
REWINKEL TIMMERS CONTI
Johannes, Bernardus, Marla Cornelis Marlus Paolo, Giovanni, Martino
Bram van de Berghstraat 23 Leidsel 14 De Wisboom 35
5348 JT OSS 5351 SN BERGHEM 5384 HD HEESCH
The Netherlands The Netherlands The Netherlands

hereby appoints (appolnt) Mr. (Ms.,Miss, Mry.) [Name, address]:
H. Kraak P.G.W. de Weerd _ F.G.M. Hermans

M. Hogenbirk P.M.G.F, van Wezenbeek J.J.L. Mestrom

J.A.R. Keus M. van Gent

Ail residing at:
Postbus 20
3340 BH Oss
The Netheriands
[X] ssagem [ ] as common representative

to act on his {her, their) behalf before the competent International Authorities in connection with
the international application on [title of the invention, applicant's or agent’s file reference, if any
has been indicated in the request, international application mumber, if already available):

Our ref.: 2000.565 WO

Tirle: * THROMBIN INHIBITORS COMPRISING AN AMINOISOQUINOLINE GROUP"

filed with the [name of the Office): EPO
as receiving Office and 10 make or receive payments on his (her,their) behalf.

Signamre of the applicant (where there are several applicants, each of them must sign):

(U4, 25 e 200 Joor s, g dubi s
P.G.M, GontE ¥

J.B.M. Rewinkel
[Type the name under the (each) signature and add, in case of legal persons, an
indication of the capacity in which the person signa]




PATENT COOPERATION TREATY ? I

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER "__u:m Nonpg%uon of ‘l'{:l;rwfgﬁ :umaﬁonal Sa.ugm R;I:rltm -
2000.565 WO ACTION applicatl

Inmernational application No. international fling cate (cay/month/year) (Earllest) Prionty Date {day/month/year}
PCT/EP 01/ 07887 09/07/2001 12/07/2000

Applicant

AKZO NOBEL N.V.

This International Search Repert has baan prepared by this intemational Searching Authority and Is tranemitted to the applicant
according to Articla 18, A copy I8 belng tranamitted to the Intemational Buraaw.

This International Search Report consistsofatotalof 2 shests.
It Is also accompaniad by a copy of each prior art documaent cited In this report.

1. Basia of the report
a. With regard to tha languags, the Intemational ssarch was carmad out on the basls of tha interational application In the
language In which it was flled, unfass otherwiss Indicated undar this tem.
[[] the intemational search was carrlad out on the basis uf a transiation of the Intamational applcation fumished 10 this
Authority (Rule 23.1(b)).

b. With regard to any nucisotide and/or amino scid sequence disciosad in the International application, the Intarnational esarch
was carmiad out on the basis of the saquencs listing :

contalnaed In the intarnational application In written form.

flad togather with the international application in computer readable form.
furnishad subsequently to this Authority In written farm.

funished subsecuently to this Authority In computer readble form.

the statemant that tha subsaquently fumished written sequence listing doas not go bayond the dieclosure In the
Intemational applicadon as flled has been tumished.

tha statament thal the Information recorded In computar readable form Is identical to the written seguence listing has bean

00 0O 00000

fumnishad
2. Certaln claims wera found unsearchable [See Box 1),
3. Unity of Invention Is lacking (see Box il).

4. With regard to the title,
{X] the extis approved es submitted by the applicant
[[] thetexthasbeen established by this Autharity o read as follows:

§. WIth regard 10 tha abstract,

[X]  the text!s approved as submitted by the applicant.

D tha text has baen aswblished, according to Rule 38.2{b). by this Autharity as it appears in Box Ul. The apglicant may,
within one menth kom the date of mafing of this Intemational search report, submit comments to this Authorily.

B. Ths figura of the drawings 10 be published with the abstract Is Figure No.

D as suggesiad by the applicant. |:| Nons ol the figures.
[] beceuss the appiicant faled to suggest a fAigure.
[[] because this Agure better characterizes the invention.

Form PCT/ISA/210 (firet sheet) (Jully 1698)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intarnational Application No
PCT/EP 01/07887
A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC 7 CO70217}§2 C07D401/12  CO7KS/06 A61K31/4725

According 1o inismational Patent Classilication (IPC) or to boih national clasaification and IPG

B. FIELDS SEARCHED

Minkmum documenialion ssarched (classifical

IPC 7 CO7D COZK

lon systen lolowed by clasalfication symbols)
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INHIBIDORES DE TROMBINA QUE COMPRENDEN UN GRUPO
AMINOISOQUINOLINA

La invencién se relaciona con un inhibidor de
trombina que comprende un grupo aminoisoquinolina, una
composicién farmacéutica que contiene el mismo, lo mismo
que el uso de dicho inhibidor para la elaboracién de un
medicamento para el tratamiento y prevencién de

enfermedades relacionadas con trombina.

En la literatura se describen un gran ntGmero de
inhibidores de trombina similares a péptidos. La mayoria
de aquellos inhibidores de trombina contienen grupos
basicos en 1la asi 1llamada posicién P;, como los
aminodcidos béasicos arginina y lisina, pero también
benzamidina y similares. Tal porclén bésica se considera
esenclial para la actividad de antitrombina. De otra
parte, la basicidad de los compuestos puede afectar la
toma de 1los compuestos en 1los intestinos cuando se
suministra por via de ruta oral. En la WO 98/47876 una
clase de inhibidores de trombina se describe que tiene
una parte de aminoisoquinolina como grupo basico que

muestra unas propiedades de transporte transepitelial

JU



mejoradas. Dentro de esta dltima clase de compuestos una
nueva seleccién de compuestos ha sido ahora identificada
que tiene propiedades farmacolégicas ain mis mejoradas.

Se ha encontrado que los compuestos de férmula (I)

N

A
R;-NH-CH-CO-N-——CH-CO-NH-CH, | X
~N
H
2 ®
En donde

R: es ciclopentil, ciclohexll o un alquilo con 3 a 4

dtomos de carbono ramificado;

R; e8 ciclohexilo o fenilo;

R; es H o metilo; y

A es un anillo con 4, 5 o 6 miembros no sustituidos

saturado;



0 una sal farmacéuticamente aceptable de ellos,

Son inhibidores de trombina potentes que tienen una
vida media del plasma significativamente incrementada. La
mayoria de las situaciones clinicas en la cual las drogas
antitrombéticas se requieren necesitan en general una
vida media prolongada (ver Sixma, J.J. et al., Thromb.
Res. 67; 305-311 (esp. 307), 1992). Los compuestos de
esta invencién asi son una importante mejora en la

técnlca.

Los compuestos de la presente invenciédn son utiles
para tratar y prevenir las enfermedades mediadas con
trombina o asociada con la trombina. Esto 1incluye un
nimero de estados trombdéticos y protrombbéticos en los
cuales la cascada de coagulacién es activada lo cual
incluye, pero no estd limitada a, trombosis de venas
profundas, embolismo pulmonar, tromboflebitis, oclusién
arterial de trombosis o embolismo, reoclusibén arterial
durante o después de una angioplastia o trombolisis,
restenosis sequida por dafilo arterial y procedimientos
cardiolégicos invasivos, trombosis o© embolismo venoso
postoperatorio, arteroesclerosis crénica o aguda, ataque,

infarto del miocardio, céncer y  metastasis, Y



enfermedades neurodegenerativas. Los compuestos de la
invencién también pueden ser usados como anticoagulantes
en circuitos de sangre extracorporeos, necesarios en la
dialisis y cirugia. Los compuestos de la invencibén

también pueden ser usados como anticoagulantes in vitro.

Los inhibidores de trombina preferidos de acuerdo
con la invencién son compuestos en donde A es un anillo
de cinco miembros, preferiblemente, R:; es ciclohexilo.
Otros compuestos preferidos son aquellos, donde R; es H.
mis preferido son los compuestos en donde R; es
ciclohexilo. Los mAs preferidos como inhibidores de
trombina de acuerdo con la invenciétn es el compuesto en
donde R; es ciclohexilo, Rz es cliclohexilo, R es H y A es

un anillo de cinco miembros.

El término alquilo de 3 a 4 carbonos ramificado
significa un grupo alquilo ramificado que tiene 3 a 4

dtomos de carbono, por ejemplo isopropilo.

La invencién incluye adicionalmente un proceso para
la preparacién de inhibidores de trombina, que incluye el

acoplamiento de aminodcidos protegidos adecuados vy



derivados de aminoisoquinolina, seguido por la remocién

de los grupos protectores.

Los compuestos dé acuerdo con la férmula (I) pueden
ser preparados de una manera convencional para tales
compuestos. Ellos pueden ser preparados por un
acoplamiento péptido de los compuestos de férmula (II)
con compuestos de férmula (III) usando como reactivo de
acoplamiento‘ por ejemplo N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCCI) y ~ 1l-hidroxibenzotriazol  (HOBT) o  2-(1H-
benzotriazol-111-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
tetraflucborate (TBTU), en donde R;, Rz, Ry Yy A tienen los
significados definidos anteriormente. El1 terminal N de
los compuestos de férmula (II) puede opcionalmente llevar
un grupo protector tal como un grupo t-butoxicarbonilo
(Boc). E1 grupo arll amina de los compuestos de férmula
(III) pueden opcionalmente portar un grupo protector tal
como el benziolo que puede ser removido después de 1la

reaccién de acoplamiento.



HN ,\R‘

A
R,-NH-CH-CO-N-—CH-COOH ZN

@ H:

Los compuestos de fé6érmula (II) pueden ser preparados
a partir de compuestos de férmula (IV), en donde Pgl es
un grupo protector de carboxilato similar al benzioéter,
por tratamiento de los compuestos de férmula (IV) con la
acetona apropiada como la ciclohexanona o la acetona y un
agente reductor tal como el triacetoxiborohidruro de
sodlio bajo condiciones acidicas y de ahi en adelante 1la

remocién del grupo protector carboxilato.

HJ¢CHFOO4{EELH4MDOPQ1 av)

El compuesto de férmula (III) en donde Ry=H (1-
amino-6- (aminometil) isoquinolina) se describe en la WO
98/47876. El1 compuesto de fé6érmula (III) en donde Rs;=Me
(l1-amino-6- (aminometil)-3-metilisoquinolina) puede ser
preparado a partir de l-amino-6-metoxi-3-
metilisoquinolina usando los procedimientos descritos en
la WO 98/47876 par ala transformacién de l-amino-6-

metoxiisoquinolina en l-amino-7-(aminometil)ilsoquinolina.

V7~



l-amino-6-metoxi~3-metilisoquinolina puede ser preparado
de 3-metoxifenilacetona usando el método descrito por W.

Zielinski y M. Mazik en heterociclos 38, 375 (1994).

Alternativamente, los compuestos de férmula (I)
pueden ser preparados a partir de compuestos de férmula
(V), por el tratamliento de los compuestos de férmula (V}
con una acetona apropiada como cilclohexanona o acetona y
un agente reductor como el triacetoxiborohidruro de sodio
bajo condiciones acidicas. En esta reaccién el grupo aril
amino de 1los compuestos de férmula (V) puede estar
opcionalmente protegido por un grupe tal como benzeilo

que puede ser removido después de la aminacliédn reductiva.

A
HN-CH-CO-N—CH-CO-NH-CH =N Rs

~N

Hy O

Los compuestos de la férmula (V) pueden ser
preparados por un acoplamiento péptido o un dipéptido
protegido en el terminal N con un grupo protector similar
al grupo BOC y los compuestos de férmula (III) usan los

reactivos de acoplamiento descritos anteriormente.



La protecciétn de las funciones a-amino generalmente
tiene lugar por funciones uretano tales como el grupo ac-
labil terc-butiloxicarbonil (Boc), Dbenziloxicarbonil
(Cbz) y andlogos sustituidos, la base-labil 9-
fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) o el grupo ftalollo
(Phth). Otros grupos protectores amino incluyen el Nps,
Bpoc, Msc, etc. La remocidédn de los grupos protectores
puede tener lugar de diferentes maneras, dependiendo de
la naturaleza de aquellos grupo protectores. Usualmente
la desprotecciédn tiene lugar bajo condiciones acidicas y
en la presencia de secuestrantes. E1 grupo Cbz puede
también ser removido por hidrogenacién catalitica. Una
visién general de los grupos protectores amino y los
métodos para su remocidén se da en The peptides, Analysis,
Syntesis, Blology, Vol. 3 E. Gross y J. Meienhofer, Ed.,

{Academic Press, New York, 1981).

La proteccién de los grupos carboxilo puede tener
lugar por formacién de éster por ejemplo ésteres de base
labil similares a metil- o etilésteres, ésteres de &cido
labil como el terc-butilésteres, o ésteres

hidrogenoliticamente labiles como benzilésteres.

Y9



Los compuestos de la invencién, puede pueden estar
en la forma de una base libre, pueden ser aislados a
partir de la mezcla de reaccién en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable. Las sales farmacéuticamente
aceptables también pueden ser obtenidas tratando la base
libre de la férmula (I) con un &cido organico o
inorganico tal como el cloruro de hidrégeno, bromuro de
hidrégeno, yoduro de hidrégeno, Aacido sulfirico, A&acido
fosférico A&clido acético, dcido propiénico, dcido
glicélico, dcldo maleico, acido malénico, dcido
metanosulfénico, #&cido fumirico, &cldo succinico, &cido
tartarico, &cido citrico, A4cido benzoico, y 4&cido

ascédrbico.

Los compuestos de esta invencién poseen uno o mas
Atomos de carbono dquiral, y pueden por lo tanto ser
obtenidos como enantiémeros puros, como diasterebdmeros
puros, O una mezcla de enantiémeros, o como un mezcla que
contiene diasterefmeros. Los métodos para obtener los
enantiémeros puros son bien conocidos en la técnica, por
ejemplo cristalizacién de sales que son obtenidas a
partir de &cido actiwvos épticamente y la mezcla racémica,

o la cromatografia usando columnas quirales. Para la fase
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recta de diasterebémeros o las columnas de fase inversa

pueden ser usados.

Los compuestos de la invencién pueden ser
administrados enteralmente o¢© parenteralmente, y para
humanos preferiblemente en una dosificaci6tn diaria de
0,001-100 mg x kg de peso del cuerpo, preferiblemente
0,01-10 mg por kg de peso del cuerpo. Mezclados con
auxiliares farmacéuticamente adecuados, por ejemplo, como
se describid en la referencia estindar, Genaro et al.,
Remington’s Pharmacuetical Sciences, (18 ed., Marck
Publishing Company, 1990, ver especialmente parte B8:
Preparaciones farmacéuticas y su fabricacién) los
compuestos pueden ser comprimidos en unidades de
dosificacién sélida tales como pildoras, tabletas o
pueden ser procesados en capsulas o supositorios. Por
medio de 1liquidos farmacéuticamente adecuados 1los
compuestos también pueden ser aplicados en la forma de
una solucién, suspensién, emulsién, por ejemplo para uso
como una preparaciédn de inyeccién, como un rociado, por

ejemplo, para uso como un roclado nasal.

Para hacer unidades de dosificacién, por ejemplo

tabletas, el uso dé'aditi§os convencionales tales como
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cargas, colorantes, aglomerantes poliméricos, y similares
es contemplado. En general cualesquier aditivo
farmacéuticamente aceptable que no interfiera con la
funcién de los compuestos activos pueden ser usados. Los
portadores adecuados para los cuales las composiciones
pueden ser administradas incluyen la lactosa, el almidén,
los derivados de celulosa y simllares, © mezclas de los

mismos, usados en cantidades adecuadas.

La eliminacién de la vida media y el porcentale de
biodisponibilidad de los compuestos de la invencién puede
ser ensayado de acuerdo con los siguientes ensayos en

perros.

El tiempo de residencla y el porcentaje de
biodisponibilidad de 1los inhibidores de trombina en
perros beagle hembra puede ser medido por la
determinacién de la actividad anti-IIa en el plasma
después de administracién intravenosa u oral. En vista de
la selectividad de los inhibidores de proteasa de la
invencién 1la invencién de 1la trombina se relaciona
linealmente con 1la concentraclién del inhibidor de
proteasa medido. Después de administraciénm intravenosa u

oral del inhibidor de proteasa de serina, la sangre es
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recolectada de la vena yugular en diferentes puntos en el
tiempo durante el dia. Después de centrifugacién de la
sangre, las actividades de plasnma anti-IIa son
determinadas de las muestras de plasma en un ensayo
cromogénico de placa de microtitulo usando una curva de
calibracién del compuesto ensayado en si mismo. Los datos
obtenidos son anallizados a partir del plasma contra la
curva de tiempo, por ejemplo, por medio de un
procedimiento iterative computarizado, con base en el
método Simplex. Subsecuentemente, la eliminacién de 1las
vidas medias son calculadas usando el modelo de rol
relativo independiente de la concentracién, y el Area
bajo la curva (AUC) es determinada con la regla del
trapecio, asumiendo cinéticas lineales, el porcentaje de
biodisponibilidad es calculado dividiendo la AUC obtenida
después de la administracién por el medio esperado
normalizado AUC después de administracién intravenosa de

aquella dosis (X 100%).

La invencién se ilustra adicionalmente por los

siguientes ejemplos.



13

EJEMPLOS

Las mediciones H RMN fueron llevadas a cabo usando
un espectrofotémetro BRUKER DRX 400 que opera a una
frecuencia 1H de 400 MHz. El1 espectro de masa (MS) fue

registrado con un PE-sciex API-165.

Ejemplo 1

N-ciclohexil-3-ciclohexil-D-alanil-N-[ (l-amino-6-

isoquinolinil)metil]-l-preolinamida hidrogencloruro (N-

ciclohexil-D ha-Pro-6Aig.HCl)

Después de agitar 0,91 g de éster de 3-ciclohexil-N-
[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-D_alanil-l-prolina
fenilmetilo (Boc-D-Cha-Pro-0Bzl) en 2,5 ml de
diclorometano y 2,5 ml de A&cidoe trifluorcacético a
temperatura ambiente durante 2 horas 1la mezcla de
reacciétn fue concentrada en vaclio para dar 0,94 g de un
aceite. Este aceite fue disuelto en 10 ml de N,N-
dimetilformamida que contenia 1% v/v) de Acldo acético y
0,26 ml de ciclohexanona y 0, 64 g de
tricacetoxiborohidruro de sodio fueron agregados. Después

de agitacién a temperatura ambiente durante 16 horas se
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agregaron S5 ml de agua a la mezcla de reacclién y se
extrajo con diclorometano. El extracto organico fue
secado sobre sulfato de magnesio y concentrado para dar
0,90 g de un aceite {TLC; gel de silice,
diclorometano/metanocl = 95/5 (v/v) REf = 0,8). Este aceite
fue disuelto en 50 ml de acetato de etilo, el pH de la
solucién fue ajustado a 5 usando dcido acético, se agregéd
0,10 g de paladio sobre carbono (10%) y la suspensién fue
hidrogenada a presidén atmosférica a temperatura ambilente
durante 1 hora. El catalizador de paladio fue removido
por filtracién y el disolvente fue removido por
evaporacién a presidn reducida. el residuo fue disuelto
en tolueno y el tolueno fue evaporado bajo presién
reducida dando 0,56 g de N-ciclohexil-D-Cha-Pro-OH. Este
acido (0,35 gqg) fue disuelto en 10 ml de N,N-
dimetilformamida y se agregaron 0,19 mg de l-amino-6-
aminometilisoquinolina (WO 9847876) y o,4 g de
tetrafluoroboratec de 2-(lH-benzotriazol-1-1il1)-1,1,3,3-
tetrametiluroinic (TBTU). E1l pH de la mezcla de reacclén
fue ajustado a 8 usando N,N-diisopropiletilamina (DIPEA).
Después de agitacién durante 24 horas a temperatura
ambiente se agregb 0,1 g adicional de TBTU y la mezcla de
reaccidén fue agitada a temperatura ambilente durante 18

horas adicionales. De ahi en adelante la mezcla de
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reacciébn fue concentrada en vacio. El1 residuo fue
disuelto en 50 ml de diclorometano y fue lavado dos veces
con hidrogencarbonato de sodio acuoso, secado sobre
sulfato de magnesio y concentrado. El1 residuo fue
disuvelto en agua y cargado directamente en un preparativo
de HPLC DeltaPack RP-C,s usando un sistema de elusién de
gradiente de 20% A / 80% B a 20% A / 30% B / 50% C
durante 60 minutos a una velocidad de flujo de 40
ml/minuto (A: G,5M de amortiquador de fosfato pH 2,1, B:
agua, C: acetonitrilo/agua = 6/4 (v/v)). Producto: 0,25 g

del compuesto titulado.

'H-NMR 400MHz (CD;OD) 5: 0.84 - 2.41 (27H, m), 2.91 - 3.01 (1H, m), 3.57 - 3.65 (1H, m),
3.81 - 3.88 (1H, m), 4.30 (1H, t, J = 7Hz), 4.49 - 4.77 (3H, m), 7.26 (1H, d, ] = 7Hz), 7.57
(1H, d,J=THz), 7.73 (1H, dd, J=2Hz v J=9Hz), 7.92 (1H, d, J = 2Hz), 838 (1H, d, T=

9Hz).

EJEMPLO 2

Hidrogencloruro de N-ciclohexil-3-ciclohexil-D-

alanil=-N-[(l-amino~-3-metil-6-isoquinolinil)metil]-L~

prolinamida (N-ciclohexll-D-Cha-Pro-6(3Me)Aiqg.HCl)
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2a. l-amino-6-metoxi-3-metil-isoquinolina

Una solucién de 2,12 g de 3-metoxifenilacetona y
1,26 ml de cloruroc de fosforilo en 45 ml de tolueno
anhidroso fueron calentados bajo reflujo. Después de 30
minutos la mezcla fue enfriada a 0° C y una solucién de
0,57 de cianamida en 23 ml de éter anhidroso fue agregada
gota a gota. La mezcla de reacciétn se le permitié
calentarse a temperatura ambiente y se agité a esta
temperatura durante una hora. Entonces la mezcla de
reaccidén fue enfriada a 0° C y se agregd gota a gota 1,5
ml de tetracloruro de titanio. La mezcla de reaccién fue
calentada bajo reflujo durante 2,5 horas, enfriada, se
agregd 34 ml de agua, la mezcla fue filtrada y el
sedimento fue lavado con acetato de etilo. El filtrado
fue hecho basico usando hidré6xido de sodio acuoso al 2N y
extraida con acetato de tile. Los extractos organicos
fueron lavados con salmuera, secados sobre sulfato de
magnesio y concentrados. El residuo fue purificado por
cromatografia de silice ({(diclorometano/metanol = 95/5)

produciendo 0,42 g del compuesto titulado

'H-NMR 400MHz (CDCL) 5: 2.45 (3H. s), 3.91 G3H, 3), 5.0
(2H, bx. 5), 6.81 (1H, s), 6.90 (1H, 4, J=3Hz), 7.02 (1H, dd, J=3Hz y J=9H2); 7.65 (1H,
d, J=9Hz).
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2b. l-amino-6-hidroxi-3-metil-isoquinolina

tribromuro de boro (4 ml) en 6 ml de diclorometano
fueron agregados gota a gota a una solucién agitada de 1-
amino-6-metoxi-3-metilisoquinolina (2 g) en 10 ml de
diclorometano a 0° C. Después de agitacién durante 16
horas a temperatura ambiente la mezcla de reaccién fue
vertida sobre hielo, la capa orgdnica fue removida y el
pHE de la capa acuosa fue ajustado a un pH 9 agregando
amoniaco acuoso concentrado. El material precipitado fue
recolectado por filtracién y secado en vacio para dar 1,6

g del compeusto titulado ESI-MS: 175 (MH').

2c. éster de trifluoro-Acido metanosulfénico 1-

amino-3-metilisoquilonil-6-il

Una mezcla de 1,4 g de l-amino-6-hidroxi-6-metil-
isoquinolina Y 4,3 g de N-fenil-
bis(trifluorometanosulfonimida) en 19,5 ml de
diclorometano y 19,5 ml de dioxano fueron enfriados en un
bafic de hielo y se agregé gota a gota 2,8 ml de N,N-
diisopropiletilamina. La mezcla resultante fue calentada

durante 24 horas a 70° C, después de lo cual 1los
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volatiles fueron removidos en vacio. El residuo restante
fue disuelto en acetato de etilo, lavado con porciones
sucesivas de hidréxido de sodio acuoso al 2N, agua y
salmuera y secado (sulfato de sodio). La filtracién y la
concentracién dio un aceite sin color, el cual fue
triturado en tolueno para dar 1,3 g de un sélido. la
soluciétn de tolueno fue purificada por cromatografia de
silice (tolueno/etanol = 95/5) produciendo 0,6 g
adicionales del compuesto titulado. Producto total 1,9 g.

ESI-MS: 307 (MH).

2d. l-amino-6-ciang-3-metilisoquinolina

Se agregbé acetato de paladio (0,28 g} a una mezcla
caliente de éster de trifluoro-acido metanosulfdénico 1-
amino-3-metilisoquinelin-6-il (1,9 g), cianuroc de zinc
(0,74 ¢g) y trifenilfosfina (0,33 ¢) en 24 ml de N-metil-
pirrolidona a 190° C (exotérmica). La agitacién fue
continuada a 190° C durante dos horas. Después de enfriar
a temperatura ambiente, el acetato de etilo fue agregado
y la mezcla orgénica fue lavada con amoniaco acuoso al
2N, agua y salmuera y secado (sulfato de magnesio). La
filtracién y concentraciédn dio un aceite medio café, el

cual fue purificado por cromatografia de silice
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(diclorometano/metanol = 98/2) para dar 0,68 g del

compuesto titulado. ESI-MS:184 (MH').

2e. l-amino-6-(aminometil)-3-metilisoquinolina

A una solucién agitada de 1l-amino-6-ciano-3-
metilisoquinolina (0,68 g) en 15 ml de tetrahidrofurano a
temperatura ambiente bajo atmésfera de nitrégeno se
agregd 8,4 ml de un complejo de borano-metilsulfuro al 2ZM
en tetrahidrofuran y luego fue calentada a 60° C durante
50 minutos. La mezcla de reaccién fue enfriada en un baifio
de hielo y s8Se agregbé lentamente 7,5 ml de metanol.
Después de 15 minutos se agregd 18,8 ml de cloruro de
hidrégeno al 1M en éter. La mezcla de reaccidédn se le
permtié calentarse a temperatura ambiente y se agitéd
durante 16 horas adiciconales. El sb6lido fue aislado para
dar 0,34 g de hidrogencloruro de l-amino-6-{aminometil)-
3-metilisoquinolina. El1 filtrado fue purificado usando
cromatografia de columna {gel de silice; metanol/amoniaco
= 98/2) para dar 0,15 g adicionales de 1l-amino-6-

{aminometil)-3-metilisoquinolina. ESI-MS:188 (MH').



2f. Hidrogencloruro de N-ciclohexil-3-ciclohexil-D-

alanil-N-[ (l-amino=-3-metil-6-isoquinolinil)metil]-L~

prolinamida (N-ciclohexil-D Cha-Pro-6(3Me)Aiq.HCl)

A una mezcla agitada de 0,17 g de hidrogen cloruro
de 1l-amino-6-(aminometil)-3-metilisoquinolina, se agregd
0,30 g de N-ciclohexil-D-Cha-Pro-OH, 0,5 ml de
acetonitrilo y 0,37 ml de N,N-diisorpopiletilamina en 3
ml de N,N-dimetilformamida a temperatura ambiente en una
hora una solucién de 0,35 ¢ de hexafluorofosfato de
bromotripirrolidonofosfonio (PyBroP) en 1,3 ml de N,N-
dimetilformamida. Después de agitaclién durante 24 horas a
temperatura ambiente la mezcla de reaccién fue
concentrada en vacio. El residuo fue disuelto en acetato
de etilo y lavado con hidrogencarbonato de sodio acuoso y
salmuera, secado sobre sulfato de magnesio y concentrado.
El residuo fue purificado por cromatografia de silice
(diclorometano/metanol = 9/1) y liofilizacién a partir de
t-butanol/acido clorhidrico lo que produjo 0,13 g del

compuesto titulado.
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'H-NMR 400MEz (CD;OD) 5: 0.85 - 2.41 (25H, m), 3.43 - 3.52 (1H, m), 3.59 -
3.65 (1H, m), 3.80 - 3.86 (1H, m), 4.20 (1H, t, J = 7Hz), 451 - 4,73 BH, m), 7.25 (18, 4, T =
=7THz), 4.46 - 4.74 (3H, m), 7.02 (1H, 5), 7.64 (IF, dd, J=2Hz y J=9Hz), 7.80 (1H, d, J =

ZHz), 8.32 (1H, d, J = 9Hz).

EJEMPLO 3

Hidrogen cloruro de N-clclohexil-D-fenilalanil-N-

[ {1-amino-6-isoquinolinil)metil]-L-prolinamida (N-

ciclohexil-D-Phe-Pro-6Aig.HCl)

Agitando con 0,85 g éster de N-[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]~-D-fenilalanil-L-prolinafenilmetil
(Boc-D-Phe-Pro-0Bzl) dio 0,82 g de N-ciclohexil-
D fenilalanil-L-prolina (N-ciclohexil-D-Phe-Pro-0H)
usando los procedimientos descritos en el ejemplo 1 para
N-ciclohexil-D-Cha-Pro-OH. El1 N-ciclohexil-D-Phe-Pro-OH
(0,82 g) fue disuelto en 10 ml de N,N-dimetilformamida y
se agregd 0,33 mg de l-amino-6-aminometilisoquinolina ¥y
1,1 g de 0-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’ ,N’-
tetrametiluronio hexafluorofosfato (HATU) y el pH fue
ajustado a 8 usando N,N-diisopropiletilamina (DIPEA).

Después de agitacidén durante 16 horas a temperatura



ambiente la mezcla de reaccidén fue concentrada en vacio.
El residuo fue disuelto en 50 ml de diclorometano y
lavado doble vez con agua y salmuera, secado sobre
sulfato de magnesio y concentrado. El residuo fue
purificado por cromatografia de silice
{diclorometano/metanol (que contiene 2% de émoniaco) -
9/1) y liofilizacién a partir de t-butanol/&cido

clorhidrico lo que produjo 0,19 g del compuesto titulado.

'H-NMR 400MHz (CD;0D) 5:
0.87 - 2.13 (14H, m), 2.38 - 2.45 (1H, m), 2.94 -3.03 (1H, m), 3.06 - 3.13 (1H, m), 3.25 - 3.38
(2H, m), 4.33 - 4.73 (4H, m); 7.25 - 7.40 (6H, m), 7.58 (1H, d, J = THz), 7-71 (1H, dd, J =
2Hz y J=9Hz), 7.92 (IH, d, ] = 2Hz), 835 (1H, d, J = 9Hz).

Ejemplo 4.

Hidrogen cloruro de N-ciclopentil-3-ciclohexil-D-

alanil-N-[{l-amino-6-isoquinolinil)metil]-L-prolinamida

(N-ciclopentil-D—-Cha-Pro-6Aiqg.HCL

Usando los procedimientos descritos en el ejemplo 1
partiendo con 0,30 g de Boc-D-Cha-Pro-0Bzl usando

ciclopentanona en lugar de ciclohexanona dio un crudo de
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N-ciclopentil-D-Cha-Pro-6Aigq el cual fue purificado
usando cromatografia de columna {(gel de silice;
diclorometano/metanol = 10/1 gradiente de 5/1). ILa
liofilizacién a partir de t-butanol/é&cido clorhidrico

produjo 0,16 g del compuesto titulado.

'H-NMR 400MHz (CD,OD) 5: 0.85 - 2.41 (25H, m), 3.43 - 3.52 (1H, m), 3.59 -
3.65 (1H, m), 3.80 - 3.86 (1H, m), 4.20 (1H, t, J = THz), 4.51 - 4,73 (3H, m), 725 (1H, d, J =

THz), 7.57 (16, d, I = 7Hz), 7.73 (1H, dd, J=2Hz y J=9Hz), 7.90 (1H, d, ] = 2Hz), §.38
(1H, d, J= 9Hz).

EJEMPLO 5

Hidrogen cloruro de N-(l-metiletil)-3-ciclohexil-D-

alanil-N-[{l-amino-6-isoquinolinil)metil]-L-prolinamida

(N-({l-metiletil)-D-Cha-Pro-6Aiqg.HCl

Usando los procedimientos descritos en el ejemplo 1
partiendo con 0,92 g de Boc-D-Cha-Pro-0Bzl usando acetona
en lugar de ciclohexanona dio 0,04 g de N-8l-metiletil)-

D-Cha-Pro—-6Aiq.
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'H-NMR 400MHz (CDsOD) 5: 0.85 - 2.41 (23H, m), 3.27 - 3.35 (1H, m), 3.59 - 3.65 (1H, m),
3.82 - 3.89 (1K, m), 427 (1H, t, J = THz), 4.51 - 4.74 GH, m), 7.26 (1H, d, T = THz), 7.57
(1H; 4, J=THz), 7.72 (1H, dd, J=2Hz y J=9Hz), 7.91 (1H, d, J = 2Hz), 8.38 (1H, 4, J =

OH2).

Ensayo de Antitrombina

La actividad antitrombina de los compuestos de la
presente invencion fue lograda midiendo
egpectrofotométricamente la velocidad de la hidrélisis
del sustrato cromogénico s-2238 extraido por trombina.
Este ensayo para la actividad antitrombina en un sistema
amortiguador fue utilizado para lograr calcular el valor

de ICsp en un compuesto de ensayo.

Medio de ensayo: amortiguador Trometaina-

NaClpolietilenglicol 600G (TNP)

Compuesto de Referencia: I2581 (Kabi)

Vehiculo: Amortiguador TNP. Solubilizacién puede ser
asistida con dimetilsulféxido, metanol, etanol,

acetonltrilo o terc-butilalcohol los cuales no tienen



efectos adversos en concentraciones hasta 2,58 en 1la

mezcla de reaccién final.

Técnica:

Reactivos* 1. Amortiguador de Trometamina-NaCl (TN)
[Composicidén del amortiguador: Trometamina (Tris) 6,057 g
(50 mmoles), NaCl 5,844 g (100 mmoles), agua a 1 1. El1 pH
de la solucidn es ajustado a 7,4 a 37° C con HC1l (10
mmoles-17!}]; 2. Amortiguador TNP (polietilenglicol 6000
es disuelto en el amortiguador Tn para dar una
concentracién de 3 g-17!; 3, Solucién de S-2238 [un frasco
de S-2238 (25 mg; Kabi Diagnéstica, Suecia) es disuelto
en 20 ml del amortiguador TN para dar una concentracién
de 1,25 mg * ml™? (2 mmoles - 1l-1)]; 4. Solucién de

Trombina [Trombina humana (16000 nKat-vial™';

]Central Laboratorium Vorblodentransfusie,
Amsterdam, holanda) es disuelto en un amortiguador de TNP
para dar una solucidén base de 835 [nKat ml - iApos.
Inmediatamente antes del uso de esta solucién es diluida
con un amortiguadior de TNP para dar una concentraclién de

3,34 NKAT No. mlt.]]. Todos los ingredientes usados son
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de grado analitico - para soluciones acuosas de agua

ultra pura [(mili-g)calidad] se usa.

El ensayo y los compuestos de referencia son
disueltos en mili-qg agua para dar las concentraciones de
partida de [1072] [mol-1'.] cada concentracién se da en
pasos diluidos con el vehiculo para dar concentraciones
de [107%, 10™ y 10™° moles;] las dilusiones, incluyen la
solucién base, y son usadas en el ensayo {(concentraciones
finales en la mezcla de reaccién: [37'%; 107%; 3-10*%;] 10-

4; [3 x 107%]1; [3 x 10™°] y [107® moles] respectivamente).

Procedimianto

A temperatura ambiente 0,075 ml y 0,025 ml del
compuesto de ensayo o0 soluciones del compuesto de
referencia ¢ vehiculo son pipeteados alternativamente en
pozos de una placa microtitulo y estas soluciones son
diluidas con 0,115 ml y 0,0165 ml del amortiguador TNP,
respectivamente. Una alicuota de 0,030 ml de la solucién
§-2238 es agregada a cada pozo y la placa es precalentada
y preincubada con agitacién en un incubador (Amersham)

durante 10 minutos a 37° C. luego de la preincubacién la

67
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hidrélisis de S§-2238 se inicia agregando 0,030 ml de
solucién de trombina a cada pozo. La placa es incubada
(con aglitacién durante 30 segundos) a 37° C. iniclando
después de 1 minuto de incubacién, la adbsorbancla de
cada muestra A 405 nm es medida cada dos minutos. Durante
un periodo de 90 minutos usando una un lector de placa de
microtitulo cinético (Tween Readers plu§, F!.ow

Laboratories}.

Todos los datos son recolectados en un computador
personal IBM usando Lotus-measure. Para cada
concentraciébn de compuesto (expresada en moles x 17! la
mezcla de reaccibdn y para el blanco la absorbancia es

graficada contra el tiempo de reacciédn en minutos.

Evaluacién de las Respuaesgtas:

Para cada concentracién final la absorbancia méxima
fue calculada a partir del grafico de ensayo. El1 valor
ISO (concentracién final, expresado en micromoles'l™, que
causa el 50% de la inhibicién del méAximo de absorbancia

en el blance) fue calculado usando el anAlisis de

- = —-—— e -
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transformacién logit de acuerdo con Hafner et

Arsnime., Forch./drug res (1977; 27 it:1871-3).

Actividad antitrombina. Ejemplo Icse (mol x 1

10,03 20,14, 30,13, 40,12, 50,29.

al.

_1)

89
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula {(I)

0n R,
R{-NH-CH-CO-N—CH-CO-NH-C x

~N

H,

En donde

Ry es ciclopentil, ciclohexil o un alquilo con 3 a 4

Atomos de carbono ramificado:
R es ciclohexilo o fenilo:;
R; es H o metilo; y

A es un anillo con 4, 5 o 6 miembros no sustituidos

saturado;

O una sal farmacéuticamente aceptable de ellos.
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El compuesto de la reivindicacién 1, en donde A

es un anillo de 5 miembros.

El compuesto de la reivindicacién 1, en donde R

es cliclohexilo,

El compuesto de la reivindicacién 1, en donde Ri

es H.

El compuesto de la reivindicacién 1, en donde R;

es ciclohexilo.

El compuesto de la reivindicaciétn 5 en donde R;
es ciclohexilo, R, es ciclohexilo, R; es H y A es

un anillo de 5 miembros.

Una composicién farmacéutica que comprende el
compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 Yy auxiliares

farmacéuticamente adecuados.

El compuesto de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6 para uso en terapia.

W/
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9. El1 uso del compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento o prevencién de

enfermedades relacionadas con la trombina.
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La invencién se relaciona con un compuesto que tiene
la férmula (I) en donde R; es ciclopentilo, ciclohexilo,
o un alquilo ramificado con 3 a 4 carbonos; R; es
ciclohexllo o fenilo; Ry es H o metilo; y A es un anillo
con 4, 5 o 6 miembros no sustituidos y saturado; o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Los compuestos
de la invencién tienen una actividad anticoagulante y
pueden ser usados para el tratamlento y prevencién de

enfermedades medliadas y asociadas con trombina.

73



R FORMATO DE DIGITALIZACION E eyal
RELACION DE ANEXOS Tuchiologius S50
No de Foll
Expedients No 0300 1o 1= —oce o0
item No de unidades )

1 _]CD

2 |DVD

3 |REVISTA

4 |UBRO

8 |PERIODICO

8 |DISQUETES

7__|SOBRE DE MANILA 7 —

8 |SOBRE BLANCO TAMANQ CARTA

9 [SOBRE BLANCO TAMANO OFICIO

10 |OTROS:

rOhunnclonu:

Aide

Ceomndieme

femal

A
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AP IMEIRY, y
:‘::‘m- 1O10LY. goppppgy TR
'Hnlh p m‘“ Mny Foliow: 75

at 20 nm?mm','f wm'g 21 ez
REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACK)N Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIO  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION HODELODE_ UTILUDAD () ()
- indicacidn de que se solicita ia concosién de tna patente. 57 ()
- Daios de identificacién del soficitants o de ia persona que se presents la soliciiud, { )
- Descripcién de i Invencién. { )
- Dibujos de ser esios pertinentss. - ()
- Comprobante de Pago de las tasas sstablecidas.
COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ()
DISERO INDUSTRIAL ( ) -
3+ Indicacién de que se solicita ef registro de Diseflo Industrial () ()

- Dstos de identificacién del solicitante 0 de lapersonaquepresenta ( ) ()
- lasolicitud.
- Representacion grifica y fotogrifica del Disefio Industrial 0 muestra del

Material que Incorpora el disefio. () ()

Comprobants de pago de las tasas establecidas () ()

COMPLETA () INCOMPLETA () ()

ESQUEMADETRAZADO ()

- Indicacién de que solicita el registro de un Esquema de trazado. (
~ Datos de identificacion dei soicitants o de ia persona que presenta
La solicitud.
Represontacién grifica del esquema de trazado
we Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLETA ( ) INCOMPLETA
Firma Responsable: k\\m_ R@

Fecha:
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-
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogotd, D.C..
Doctor: OficloN° g1
Emio Fenrerd 8192
Apoderado
Alzo Nobel N.V
ASUNTO: Radlcacidn N° 03-1019
Solicitud intemacional PCT/EP2001/07887
Fecha Inicio fase nacional 12/02/2003
Trémite o1
Evento 3
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, reallzado con fundamento el el articulo 38 de la Decisién 486 de la Comision
de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tretado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de industria y Comercio, se le comunica que:

0 La soliciud no contiene la copla del documento en que consia la cesidn del derecho a la patente del Inventor al
solicitante 0 a su causants. (Art. 26-k) Decisidn 486).

En cumpiimiento de lo diapuesto por el articulo 38 de la Declaién 486, se le requiere para que dentro del témino de
dos meses sigulentes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete Ios requisitos anteriorments enunciados.
En caso de no dar cumpiimienio al presente requerimiento, 12 solicitud se considerand abandonada y perderd su
prelacién.

. Notifiquese 6l presents oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, Reral &), dal capfiuip quinio del tiulo
primero de la Circudar Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL
Jafe de la Division de Nuevas Creaciones.

/
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El anterior requevimiento fue notificado por fjacién en lista de foecha,




