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NEW MANDELIC ACID DERIVATIVES AND THEIR USE AS
THEROMBIN INHIBITORS

Field of the Invention

This invention relates to novel pharmaceutically useful compounds, in

. particular compounds that are, and/or compounds that are metabolised to

compounds which are, competitive inhibitors of trypsin-like serine
proteases, especially thrombin, their use as_medicaments, pharmaceutical
compositions containing them and synthetic routes to their production.

Background

Blood coagulation is the key process involved in both haemostasis (i.e. the

prevention of blood loss from a dameged vessel) and thrombosis (i.e. the
formation of a blood clot in a blood vessel, sometimes leading to vessel
obstruction).

Coagulation is the result of a complex series of enzymatic reactions. One of
the ultimate steps in this series of reactions is the conversion of the
proenzyme prothrombin to the active uizyme thrombin.

Thrombin is known to play a central role in coagulation. It activates

plnteleis, leading to platelet aggregation, converts fibrinogen into fibrin
* monomers, which polymerise spontanecusly into fibrin. polymers, and

sctivates factor XIII, which in turn crosslinks the polymers to form
insoluble fibrin. Furthermore, thrombin activates factor V and factor VIII
leading to a “positive feedback™ generation of thrombin from prothrombin.

5
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By inhibiting the aggregation of platelets and the formation and crosslinking
of fibrin, effective inhibitors of thrombin would be expected to exhibit
antithrombotic activity. In eddition, antithrombotic activity would be
expected to be enhanced by effective inhibition of the: positive feedback

mechanism.
Prior Art

The early development of low molecular weight inhibitors of thrombin has
been described by Claesson in Blood Coagul. Fibrinol. (1994) 5, 411.

Blombiick ef al (in J. Clin. Lab. Invest. 24, suppl. 107, 59, (1969)) reported
thrombin inhibitors based on the amino acid sequence situated around the
cleavage site for the fibrinogen Aa chain. Of the amino acid sequences
discussed, these authors suggested the tripeptide sequence Phe-Val-Arg
(P9-P2-P1, hereinafter refemred to as the P3-P2-P1 sequence) would be the
most effective inhibitor.

Thrombin inhibitors based on dipeptidyl derivatives with an a,w-aminoalkyl

guanidine in the P1-position are known from US Patent N° 4,346,078 and.

Intemnational Patent Application WO 93/11152. Similar, structurally
related, dipeptidyl derivatives have also been reported. For example
International Patent Application WO 94/29336 discloses compounds with,
for example, aminomethyl benzamidines, cyclic aminoalkyl amidines and

‘cyclic aminoalkyl guanidines in the Pl-position (Intcmational Patent

Application WO 97/23499 discloses prodrugs of certain of these
compounds); European Patent Application 0 648 780, discloses compounds
with, for example, cyclic aminoalkyl guanidines in the P1-position.

PCT/SE02/01557 K
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Thrombin inhibitors based on peptidy! derivatives, also having cyclic
aminoalkyl guanidines (e.g. either 3- or 4- aminomethyl-1-amidino-
piperidine) in the P1-position are known from European Patent Applications
0 468 231, 0 559 046 and 0 641 779.

Thrombin inhibitors based on tripeptidy] derivatives with arginine aldehyde
in the P1-position were first disclosed in European Patent Application 0 185
390.

More recently, arginine aldchyde-based peptidyl ticrivalivu, modified in
the P3-position, have been reported. For example, International Patent
Application WO 93/18060 discloses hydroxy acids, European Patent
Application 0 526 877 ‘des-amino acids, and European Patent Application 0
542 525 O-methyl mandelic acids in the P3-position.

Inhibitors of serine proteases (e.g. thrombin) based on electrophilic ketones
in the Pl-position are also known. For example, European Patent
Application 0 195 212 discloses peptidyl a-keto esters and amides,
European Patent Application 0 362 002 fluoroalkylamide ketones, Buropean
Patent Application 0 364 344 g,f,8-triketocompounds, and European Patent
Application 0 530 167 a-alkoxy ketone derivatives of arginine in the P1-

position.

Other, structurally different, inhibitors of trypsin-like serine proteascs based

s on C-terminal boronic acid derivatives of arginine and .isothiouronium

analogues thereof are known from European Patent Application 0 293 881.

More recently, thrombin inhibitors based on peptidyl derivatives have been
disclosed in European Patent Application 0 669 317 and International Patent
Applications WO 95/35309, WO 95/23609, WO 96/25426, WO 97/02284,

Q
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WO 97/46577, WO 96/32110, WO 96/31504, WO 96/03374, WO
98/06740, WO 97/49404, WO 98/57932, WO 99/29664, WO 00/35869 and
WO 00/42059.

s In particular, WO 97/02284 and WO 00/42059 disclose thrombin inhibitors
with substituted mandelic acids in the P3 position.

However, there remains a need for effective inhibitars of trypsin-like serine

proteases, such as thrombin. There is also a need for compounds which
10 have a favourable pharmacokinetic profile and are sclective in inhibiting -

thrombin over other serinc proteases, in particular those involved m

haemostasis. Compounds which exhibit competitive inhibitory activity

towards thrombin would be expected to be especially useful as

anticoagulants and therefore in the therapeutic treatment of thrombosis and
1s related disorders. '

Disclosure of the Invention

Accarding to the invention there is provided a campound of formula I

20
Q F

N H

HO

“c OCHF,

(i.e. Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-CH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)),
or a pharmaceutically-acceptable derivative thereof.
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The term  “pharmaceutically-acceptable  derivative”  includes
pharmaceutically-acceptable salts (e.g. acid addition salts).

Abbreviations are listed at the end of this specification.

The compound of formula 1 may be made in accordance with techniques
well known to those skilled in the art, for example as described hereinafter.

According to a further aspect of the invention there.is provided a process for
10 the preparation of the compound of formula I, which comprises:

(i) the coupling of a compound of formula II,

HO
OH
|
Ci OCHF,
15
with a compound of formula III,
0 F
H
]
HN
L - H,

20 for example in the presence of a coupling agent (¢.g. oxalyl chloride in

DMF, EDC, DCC, HBTU, HATU, PyBOP or TBTU), an appropriate base
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(e.g. pyridine, DMAP, TEA, 2,4,6-collidine or DIPEA) and a suitable
organic solvent (e.g. dichloromethane, acetonitrile, EtOAc or DMF);

(ii) the coupling of a compound of formula IV,

(o)
OH
HO
v
C OCHF,

with the compound of formula V,

E
H H
N Vv
NH,

for example under conditions as described in process (i) sbove; or

(iii) reaction of & cormresponding compound of formula XVI, as defined
1S hncmnﬁer, with a suitable source of ammonia (e.g. ammonium acetate or
ammonia gas) under conditions known to those skilled in the art, such ss by
" reaction of an ethylimidoate intermediate (formed by reaction of a compound
of formula XVI with HCI(g) in ethanol) with ammonia gas in ethanol, or
under those conditions described in Tetrahedron Lett. 40, 7067 (1999), the -
20 disclosures in which document are hereby incorporated by reference.
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Compounds of formula II are available using known and/or standard
techniques.

For examplé, compounds of formula II may be prepared by reaction of the
s aldehyde of formula VI,

o H
Vi

cl OCHF,

with:
10
(a) a compound of formula VTI,

R"CN ] : VI

1s  wherein R" represents H or (CH;)»Si, for example at room, or elevated,
temperature (e.g. below 100°C) in the presence of a suitable organic solvent
(e.g. chloroform or methylene chloride) and, if necessary, in the presence of
a suitsble base (e.g. TEA) and/or a suitable catalyst system (eg
benzylammonium chloride or zinc iodide, or using a chiral catalyst, for
. 20 cxample as described in Chem. Rev., (1999)°99, 3649), followed by
- hydrolysis under conditions that are well known to those skilled in the art
- (e.g. as described hereinafter); )

(b) NaCN or KCN, for example in the presence of NaHSO; and water,
25 followed by hydrolysis;




(b

5

WO 03018451

(c) chloroform, for example at clevated temperature .(e.g. sbove room
temperature but below 100°C) in the presence of a suitable organic solvent
(e.g. chloroform) and, if necessary, in the presence of a suitable catalyst
system (e.g. benzylammonium chloride), followed by hydrolysis;

(d) a compound of formula VIII, '

Y v

wherein M represents Mg or Li, followed l?y oxidative cleavage (e.g.
ozonolysis or osmium or ruthenium catalysed) under conditions which are
well known to those skilled in the art; or

(¢) tris(methylthio)methane under conditions which are well known to those
skilled in the art, followed by hydrolysis in the presence of e.g. HgO and
HBF,.

Comp-ounds of formula II may altematively be prepared by oxidation of a

compound of formula IX,

HO
IX

cl OCHF,

or a derivative thereof that is optionally protected at the secondary hydroxyl
Broup, in the presence of a suitable oxidising agent (e.g. a combination of a
suitable free radical oxidant (such as TEMPO) and an appropriate

PCT/SE0201557

0,
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hypochlorite salt (such as sodium hypochlorite)) under conditions known to
those skilled in the art, for example at between -10°C and room
temperature, in the presence of & suitable solvent (e.g. water, acetone or a
mixture thereof), an appropriate salt (e.g. an alkali metal halide such as
potassium bromide) and a suitable base (¢.g. an alkali metal carbonate or
hydrogen carbonate such as sodium hydrogen carbonate).

Enantiomerically-pure forms of compounds of formula II (i.e. those
compounds having diﬁ‘ere.nt configurations of substituents about the C-atom
a- to the COH group) may be separated by an enantiospecific
derivatisation step. This may be achieved, for example by an enzymatic
process. Such enzymatic processes include, for example, transesterification
of the a-OH group at between room and reflux temperature (e.g. at between
45 and 65°C) in the presence of a suitable enzyme (e.g. Lipase PS Amano),
an appropriate ester (e.g. vinyl acetate) a.ud a suitable solvent (e.g. methyl
tert-butyl ethe;'). The derivatised isomer may then be separated from the
unrcacted isomer by conventional ;epmﬁon techniques (e.g.
chromatography).

Groups added to compounds of formula II in such a derivatisation step may

be removed either before any further reactions or at any later stage in the

- synthesis of compounds of formula I. The additional groups may be

removed using conventional techniques (¢.g. for esters of the a-OH group,

. hydrolysis under conditions known to those- skilled in the art (e.g. at
" between room and reflux temperature in the presence of a suitable base (c.g.

NaOH) and en appropriate solvent (e.g. MeOH, water or mixtures
thereof))).

PCT/SE02/01557

O
A
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Compounds of formula III may be prepared by coupling azetidine-2-
carboxylic acid to a compound of formula V, as hereinbefore defined, for
example under similar conditions to those described hecein for preparation
of compounds of formula I.

Compounds of formula IV may be prepared by coupling a compound of
formula II as hereinbefore defined to azetidine-2-carboxylic acid, for
example under similar conditions to those described herein for preparation

of compounds of formula I.

The compound of formula VI is available using known and/or standard
techniques. For example, it may be prepared by:

(i) metallation (wherein the metal may be, for example, an alkali metal
such as Li or, preferably, a divalent metal such as Mg) of a compound of

formula X,

Hal

cl OCHF,

wherein Hal represents a halogen atom sclected from CI, Br and I, followed
by reaction with n suitable source of the formyl group (such as N.N-

. dimethylformamide), for example under conditions described hereinafier;

(ii) reduction of a compound of formula XI,

\\

PCT/SE02/01557 y
10 .

~N
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o) OMe
X

cl OCHF,

in the presence of a suitable reducing agent (e.g. DIBAL-H); or
5 (iii) oxidation of a compound of formula XII,

OH
Xil

c” OCHF,

in the presence of a suitable oxidising agent (e.g. MnO,, pyridinium
10 chlorochromate, a combination of DMSO and oxaly! chloride, or SO,
pyridine complex in DMSO). '

Compounds of formula IX may be prepared by dﬁyMlaﬁm of a
corresponding compound of formula XITI -
15

—
Xl

cl OCHF,

in the presence of a suitable dihydroxylating agent (e.g. a reagent or reagent
mixture that provides OsQ,, such as AD-mix-a or, particularly, AD-mix-B),
20 for example under conditions knowa to those skilled in the-art, such as at

4
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between -10°C and room temperature in the presence of an appropriate
solvent (e.g. water, feri-butanol or a mixture thereof). When asymmetric
oxidants such as AD-mix-a or AD-mix-p. are employed, this method may
be used to prepare compounds of formula IX that have specific
configurations of groups (i.c. R or S) about both of the C-atoms to which the
primary and secondary hydroxyl groups are attached.

" The compound of formula XIII may be prepared by reaction of a
corresponding compound of formula X, as hercinbefore defined, with a
suitable source of the vinyl anion (e.g. tributyl(vinyl)tin) under conditions
known to those skilled in the art, for example at between room and reflux
temperature (¢.g. 50°C) in the presence of an appropriate solvent (e.g.
toluene), a suitable coupling agent (e.g. a palladium(0) co-ordination
complex such as te.trakis(l:riphenylphosphine)pnlladium(OJ) and optionally
in the presence of an appropriate catalyst (e.g. 2,6-di-tert-butyl-4-
methylphenol).

Compounds of formulae V, VII, VIII, X, XI, XII and azetidine-2-carboxylic

acid are either commercially available, are known in the literature, or may

be obtained either by analogy with the processes described herein, or by

conventional syathetic procedures, in accordance with standard techniques,

from readily available starting materials using appropriate reagents and

reaction conditions. Compounds of formula XVI may be obtained by
_ processes described hercinafter.

Substituents on the phenyl ring in compounds of formulae 1, II, II1, IV, V,
VI, 1X, X, X1, XII and XIII may be introduced using techniques well known
to those skilled in the art by way of standard functional groups
interconversions, in accordance with standard techniques, from readily

\p
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available starting materials using appropriate reagents and reaction

conditions.

For example, compounds of formulae I, 11, IV, VI, X, XI and XII may be

prepared from compounds corresponding to those compounds, in which, in

place of the -OCHF; group, an —OH groups is present (hereimifter referred
to as “the relevant phenol precursor compounds™), for example by reaction

"of such a relevant phenol precursor compound with an appropriate

fluorinated haloalkane (such as CICHF,), e.g. at room temperature or above
(e.g. at reflux) in the presence of a suitable base (e.g. potassium rert-
butoxide, KOH or NaOH, for example in aqueous solution) and an
appropriats organic solvent {(e.g. THF, chloroform or i-propanol), for
example as described hereinafter.

The skilled person will appreciate that such functional group
transformations may also be carried out at an sarlier stage in the overall
synthesis of compounds of formulse II, IV, VI, X, XI and XTI (i.e. on

" appropriate pﬁcunors of the relevant phenol precursor t.':ompounda). The

relevant phenol precursor compounds are either commercially available, are
kmown in the literature, or may be obtained either by analogy with the
processes described herein, or by conventional synthetic procedul.-e.s. in
accordance with standard techniques, from readily available starting
materials using appropriate reagents and reaction conditions. For example,
the relevant phenol precursor compounds may be obtained by deprotection

- of the corresponding protected phenols (where the protecting group may be,

for example, methyl, allyl, benzy! or ters-butyl) under standard conditions.

Compounds of formula I may be isolated from their reaction mixtures using

conventional techniques,
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In accordance with the present invention, pharmaceutically acceptable
derivatives of compounds of formula I also include “protected™ derivatives,
and/or compounds that act ag prodrugs, of compounds of formula I.

Compounds that may act as prodrugs of compounds of formula I that may
be mentioned include compounds of formula Ia,

i

wherein R' represents OR? or C(O)OR?>;
R? represents H, C,.5 alkyl, C, alkylaryl or Cy.3 alkyloxyaryl (the alkyl
‘parts of which latter two groups are optionally interrupted by one or more
oxygen atoms, and the aryl parts of which latter two groups are optionally
substituted by one or more substituents selected from halo, phenyl, methyl
or methoxy, which latter three groups are also optionally substituted by one
or more halo.substituents); and
R’ represents C,.yp elky] (which latter group is optionally interrupted by one
or more oxygen atoms), or C;y alkylaryl or C,.; alkyloxyaryl (the alkyl
parts of which latter two groups are optionally interrupted by one or more
. ox.ygen. atoms, and the aryl parts of which latter two groups are optionally
substituted by one or more substituents selected from hnlo,- phenyl, methyl
| or methoxy, which latter three groups are also optionally substituted by one
or more halo substituents),
and pharmaceutically-acceptable derivatives thereof.
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The term “pharmaccutically-acceptable derivatives” of compounds of
formula Ia includes pharmaceutically-acceptable salts (e.g. acid addition

salts).

Alkyloxyaryl groups that R? and R? may represent comprise an alkyl and an

aryl group linked by way of an oxygen atom. Alkylaryl and alkyloxyaryl
groups are linked to the rest of the molecule via the alkyl part of those
groups, which alkyl parts may (if there is a sufficient number (i.e. three) of
carbon atoms) be branched-chain. The aryl "parts of alkylaryl and
alkyloxyaryl groups which R? and R’ may represent, or be substituted by,
include carbocyclic and heterocyclic aromatic groups, such as phenyl,
naphhayl, pyridinyl, oxazolyl, isoxazolyl, thiadiazolyl, indolyl and
benzofuranyl and the like.

Alkyl groups which R? and R® may represent may be straight-chain or,
when there is a sufficient number (i.c. 28 minimum of three) of carbon atoms,
be branched-chain and/or cyclic. Further, when there is a sufficient number
(i.e. @ minimum of four) of carbon atoms, such alkyl groups may also be
part cyclic/acyclic. Such alkyl groups may also be saturated or, when there
is a sufficient number (i.e. a minimum of two) of carbon atoms, be

unsaturated.

Halo groups with which R? and R’ may be substituted include flucro,

_ chloro, bromo and iodo.

When R! represents C(O)OR’, preferred R® groups include:

(a) lincar, branched or cyclic Cy.4 alkyl, for example Cyg cycloalkyl;

(b) C,a alkylaryl groups, such as benzyl, optionally substituted as
indicated hereinbefore.
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Prefecred compounds of formula Ia include those in which R} represents
OR2 -

When R’ represents OR?, preferred R? groups include:

(2) H;

(b) unsubstituted, linear, branched or cyclic C, 4 (e.g. Ci-s) alkyl, such as
linear C;; alkyl (e.g. ethyl or, particularly, methyl), branched C;,

_ alkyl (e.g. i-propyl, i-butyl or 4-heptyl) or cyclic Cy.7 alkyl (i.c. Cey
cycloalkyl, e.g. cyclobutyl or cyclohexyl);

(c) C,.; alkyloxyphenyl (e.g. C; alkyloxyphenyl), which phenyl group is
optionally substituted by one or more substituents as indicated
hereinbefore (e.g. trifluoromethyl);

(d) Ca alkylaryl (e.g. methylaryl), wherein the aryl group is phenyl,
pyridinyl, oxazolyl or isoxazolyl, which latter three groups are
optionally substituted by ome or more substituents u indicated
hereinbefore (e.g. methoxy, methyl, bromo and/or chloro).

Preferred compounds of formula Ia include those in which R' represents
OR? and R? represents linear, branched (as appropriate), or cyclic (as
appropriate), Cy4 (e.8. Ci.4) aikyl, such as methyl, ethyl, n-propyl, i-propyl
or cyclobutyl. ;

Compounds of formula la may be prepared by onc or more of the following
" methods: '

(a) reaction of a corresponding compound of formula I1 as hereinbefore
defined with a compound of formula XIV,
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y —R!

H / Xlv

wherein R' is as hereinbefore defined, for example under similar conditions
to those described hereinbefore for synthesis of compounds of formula I;

(b) reaction of a corresponding compound of .formula IV as hereinbefore
defined with a compound of formula XV,

H, ~R!

wherein R' is as hereinbefore defined, for example under similar conditions
to those described hereinbefore for synthesis of compounds of formula I;

(c) for compounds of formula Ia in which R' represents OH, reaction of a
corresponding compound of formula XVI,

i

OCHF,

7\
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with hydroxylamine, for example under conditions known to those skilled
in the art;

(d) for compounds of formula Ia in which R’ represents OR?, reaction of a
protected derivative of a corresponding compound of formula [ which is, for
example, a compound of formula XVII,

/éé_ \_Q_C—coom _

OCHF,

wherein R" represents, for example, -CH,CH;-Si(CHj)s or benzyl, or a
- tautomer thereof, with a compound of formula XVTII, '

R2ONH, XVII

wherein R? is as hercinbefore defined, or an acid addition salt thereof, for
example at between room and reflux temperature in the presence of an
appropriate organic solvent (¢.g. THF, CH;CN, DMF or DMSO), followed
by removal of the -C(O)OR® group under conditions known to those skilled
in the.art (e.g. by reacting with QF or TFA (e.g. as described hereinafter));

(¢) for compounds of formula I in which R! represents OH, reaction of &
compound of formula XVII, as hereinbefore defined, in which R* represents
benzyl with hydroxylamine, or an ecid addition salt thereof, for example
under conditions that will be well known to those skilled in the art;
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(f) for compounds of formula Ia in which R' represents COOR?, reaction of
a corresponding compound of formula I as hereinbefore defined with a
compound of formula XIX, )

. L'cOOR? XX

wherein L' represents a suitable leaving group, such as halo or nitrophenyl
(e.g. 4-nitrophenyl), and R? is a3 hereinbefore defined, for example at or
around room temperature in the presence of suitable base (e.g. NaOH, for
example in aqueous solution) and an appropriate organic solvent (e.g.
methylene chloride); or

(8 for compounds of formula Ia in which R' represents OCH; or
OCH;,CH;, reaction of a corresponding compound of formula Ia in which R’
-represents OH with dimethylsulfate or diethylsulfate, respectively, for
example in the presence of a suilable base (c.g. an alkali metal hydroxide
such as KOH (for example in aqueous solution at ¢.8. 50 wt%)) and an
appropriate catalyst (e.g. a quaternary smmonium halide - such as
benzyitrimethylammonium chloride (for example in CH;Cl, or THF
solution at e.g. 10 wt.%)).

Compounds of . formula XVI may be prepared by reaction of a
corresponding compound of formula II, as hereinbefore defined, with a

. compdund of formula XX,
r L

Q F

N

CN XX
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for example under similar conditions to those described hereinbefore for
synthesis of compounds of formuls L.

Compounds of formulae XVI may alternatively be prepared by reaction of a
s carresponding compound of formula IV, as hereinbefore defined, with a
compound of formula XXI,

CN XXi

10 for example under similar conditions to those described hereinbefore for

synthesis of compounds of formula L

Compounds of formula XVII may be prepared by reaction of a
corresponding compound of formula II, as hereinbefore defined, with a

1S compound of formula XXII,

0 F .
| Kﬂ ~COOR®
H / XX
H,

_ " wherein R* are as hereinbefore defined, for example' under similar
20 conditions to those described hercinbefore for synthesis of compounds of

formula I.
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Alternatively, compounds of formula XVII may be prepared by reaction of
a corresponding compound of formula I with a compound corresponding to
a compound of formula XIX in which, in place of R®, the group R" is
present, in which R" is as hercinbefore defined, for example under
conditions described above in respect of the preperation of compounds of

formula Ja.

Compounds of formulac XIV and XXII may be prepared by reaction of
azetidine-2-carboxylic acid with, respectively, a compound of formula XV
as hercinbefore defined, or a compound of formula XXI1I,

H, —COOR®
/4 XXIl

H,

wherein R" is as hereinbefore defined, for example under similar conditions
to those described hereinbefore for synthesis of compounds of formula I.

Compounds of formula XV, XVII, XIX, XX, XXI and XXIII are cither
commercially available, are known in the literature, or may be obtained
either by analogy with the processes described herein, or by conventional
synthetic procedures, in accordance with standard techniques, from readily

_ available starting materials using appropriate reagents and reaction
" conditions. For example, compounds of formula XX may ‘be prepared by

reaction of a corresponding compound of formula XXI with azetidine-2-
carboxylic acid, for example under similar conditions to those described
hereinbefore. :

PCT/SEO201557

5
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Compounds of formulae I and Ia, as defined above, and derivatives of
either, are referred to hereinafter as “the compounds of the invention”.

The compounds of the invention may exhibit tautomerism. All tautomeric
forms and mixtures thereof are included within the scope of the invention.
Particular tautomeric formas that may be mentioned includé those connected
with the position of the double bond in the amidine functionality in a
compound of formule Ia, and the position of the substituent R'.

Compounds of the invention also contain two or more asymmetric ‘carbon
atoms and may therefore exhibit optical and/or diastereoisomerism.
Diastercoisomers may be separated using conventional techniques, e.g.
chromatography. The various stereoisomers mey be isolated by separation
of a racemic or other mixture of the compounds using conventional, e.g.
HPLC techniques. Altemnatively the desired optical isomers may be made
by reaction of the appropriate optically active starting materials under
conditions which will not cause racemisation or epimerisation, or by
derivatisation, for example with & homochiral acid followed by separation
of the diastercomeric derivatives by conventional means (e.g. HP_L(f,
chromatography over silica). All stereoisomers are included within the

scope of the invention.

Compounds of the invention in which the
o]

fragment is in the S-configuration are preferred.
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Preferred compounds of the invention also include those in which the

structural fragmeat
0
HO

ci OCHF,

is in the R-configuration.

The wavy lines on the bonds in the sbove two fragments signify the bond
positions of the fragments.

Thus, preferred compounds of the invention include:
Ph(3-Cl)(5-OCHF3)-(RYCH(OH)C(O)(S) Aze-Pah(2,6-diF);
Ph(3-CI)(5-OCHF,{ R)CHOH)C(0)(S)Aze-Pab(2,6-diFOMe); and
Ph(3-CI)(5-OCHF){ R)CH(OH)C(0)<(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH).

* . It will be appreciated by those skilled in the art that in the processes

a5

described above and hereinafter the functional groups of intermediate
compounds may need to be protected by protecting groups.

F unctilonal groups that it is desirable to protect include hydroxy, amino and
" carboxylic acid. Suitable protecting groups for hydroxy include optionally
substituted and/or unsaturated alkyl groups (e.g. methyl, allyl, benzyl or
tert-butyl), trialkylsilyl or diarylalkylsilyl groups (e.g. i-butyldimethylsilyl,
t-butyldiphenylsilyl or trimethylsilyl) and tetrahydropyranyl. Suitable
protecting groups for carboxylic acid include C, alkyl or benzyl esters.
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Suitable protecting groups for amino and amidino include
butyloxycarbonyl, benzyloxycarbonyl or 2-trimethylsilylethoxycarbonyl
(Teoc). Amidino nitrogens may also be protected by hydroxy or alkoxy
groups, and may be either mono- or diprotected.

The protection and deprotection of functional groups may take place before
or after coupling, or before or after 'any other reaction in the above-

mentioned schemes.

Protecting groups may be removed in accordance with techniques that are
well known to those skilled in the art and as described hereinafter.

Persons skilled in the art will appreciate that, in order to obtain compounds
of the invention in an altemative, and, on some occasions, more convenient,
manner, the individual process steps mentioned hereinbefore may be

. performed in a different order, and/or the individual reactions may be

performed at a different stage in the overall route (i.e. substituents may be
added to and/or chemical transformations performed upon, different
intermediates to those mentioned hersinbefore in conjunction with a
particular reaction). This may hegane, or render necessary, the need for
protecting groups.

The type of chemistry involved will dictate the need, and type, of protecting
_groups as well as the sequence for accomplishing the synthesis.

The use of protecting groups is fully described in “Protective Groups in

- Organic Chemistry”, edited by J W F McOmie, Plenum Press (1973),.and

“Protective Groups in Orgenic Synthesis”, 3™ edition, T.W. Greene &
P.G.M. Wutz, Wiley-Interscience (1999). '

10
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Protected derivatives of compounds of the invention may be converted
chemically to compounds of the invention using standard deprotection
techniques (e.g. hydrogenation). The skilled person will also appreciate that
certain compounds of formula Ia may also be referred to as being “protected
derivatives” of compounds of formula I. '

Medical and pharmaceutical use

Compounds of the invention may possess pharmacological activity as such.
Compounds of the invention that may possess such activity include, but are
not limited to, compounds of forraula 1.

However, other compounds of the invention (including compounds of
formula Is) may not possess such activity, but may be administered
parenterally or orally, and may thereafter be metabolised in the body to
form compounds that are pharmacologically active (including, but not
limited to, comresponding compounds of formula I). Such compounds
(which also includes compounds that may possess some pharmacological
activity, but that activity is appreciably lower than that of the “active”
compounds to which they are metabolised), may therefore be described as
“prodrugs” of the active compounds.

Thus, the compounds of the invention are useful because they posscss
pharmacological activity, and/or are metabolised in the body following oral

or parenteral administration to form compounds which possess
pharmacological activity. The eompound; of the invention arc therefore
indicated as pharmaceuticals.

According to a further aspect of the invention there is thus provided the
compounds of the invention for use as pharmaceuticals.

7
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. In particular, compounds of the invention dre potent inhibitors of thrombin
either as such and/or (e.g. in the case of prodrugs), are metabolised
following administration to form potent inhibitors of thrombin, for example
as may be demonstrated in the tests described below.

By “prodrug of a thrombin inhibitor”, we include compounds that form a
thrombin inhibitor, in an experimentally-detectable amount, and within a
predetermined time (e.g. about 1 hour), following oral or parenteral
administration (see, for example, Test E below) or, altematively, following
incubation in the presence of liver microsomes (see, for example, Test G
below).

The compounds of the invention are thus expected to be useful in those
conditions where inhibition of thrombin is required, and/or conditions
where anticoagulant therapy is indicated, including the following:

The treatment and/or prophylaxis of thrombosis and hypercoagulability in
blood and/or tissues of animals including man. It is known that
hypercoagulability may lead to thrombo-embolic diseases. Conditions
sssociated with hypercoagulability and thrombo-embolic diseases which
may be mentioned include inherited or acquired activated protein C
resistance, such as the factor VTmutntion (factor V Leiden), and inherited or
_scquired deficiencies in antithrombin III, protein C, protein S, heparin

" cofactor II. Other conditions known to be associated with
hypercoagulability .and thrombo-embolic discase include circulating
antiphospholipid antibodies (Lupus anticoagulant), homocysteinemi,
heparin induced thrombocytopenia and defects in fibrinolysis, as well as
coagulation syndromes (e.g. disseminated intravascular coagulation (DIC))
and vascular injury in general (e.g. due to surgery).

470
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The treatment of conditions where there is an undesirable excess of

thrombin without signs of hypercoagulability, for example in
neurodegencrative diseases such as Alzheimer’s disease,

Particular disease states which may be meationed include the therapeutic
and/or prophylactic treatment of venous thrombosis (e.g. DVT) and
pulmonary embolism, arterial thrombosis (e.g. in myocardial infarction,
u.nstable angina, thrombosis-based stroke and peripheral  arterial
thrombosis), and systemic embolisn; usually from the atriom during atrial
fibrillation (¢.g. non-valvular atrial fibrillation) or from the left ventricle
afier transmural myocardial infarction, or caused by congestive heart
failure; prophylaxis of re-occlusion (i.e. thrombosis) after thrombolysis,
percutaneous trans-luminal angioplasty (PTA) and coronary bypass
operations; the prevention of re-thrombosis after microsurgery and vascular
surgery in general.

Further indications include the therapeutic and/or prophylactic treatment of
disseminated intravascular coagulation caused by bacteria, multiple trauma,
intoxication or any other mechanism; enticoagulant treatment when blood is
in contact with foreign surfaces in the body such as vascular grafis, vascular
stents, vascular catheters, mechanical and biological prosthetic valves or
any other medical device; and anticoagulant treatment when blood is in
_ contact with medical devices outside the body such as during cardiovascular
" gurgery using a heart-lung machine or in haemodialysis;-the therapeutic
and/or prophylactic treatment of idiopathic and adult respiratory distress
_syndrome, pulmonary fibrosis following treatment with radiation or
chemotherapy, septic shock, septicemia, inflammatory responses, which
include, but are not limited to, edema, acute or chromic atheroscierosis such
as coronary arterial disease and the formation of atherosclerotic plaques,

%)\
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cerebral arterial disease, cerebral infarction, cerebral thrombosis, cerebral

embolism, peripheral arterial disease, ischacmia, angina (including unstable

angina), reperfusion damage, restenosis afier percutancous trans-luminal

- angioplasty (PTA) and coronary artery bypass surgery.

Compounds of the invention that inhibit trypsin and/or thrombin may also
be useful in the treatment of pancreatitis.

The compounds of the invention are thus indicated both in the therapeutic
and/or prophylactic treatment of these conditions.

According to a further aspect of the present invention, there is provided a
method of treatment of & condition where inhibition of thrombin is required
which method comprises administration of a therapeutically cffective
emount of a compound of the invention to a person suffering from, or

susceptible to, such a condition.

The compounds of the invention will normally be administered onally,
intravenously, subcutancously, buccally, rectally, dermally, nasally,
tracheally, bronchially, by any other parenteral route or via inhalation, in the
form of pharmaceutical preparations comprising compound of the invention
in a pharmaceutically acceptable dosage form.

_Depentiing upon the disorder and patient to be treated and the route of
" administration, the compositions may be administered at varying doses.

The compounds of the invention may also be combined and/or co-
administered with any antithrombotic agent(s) with a different mechanism
of action, such as one or more of the following: the antiplatelet agents
acetylsalicylic acid, ticlopidine and clopidogrel; thromboxane receptor

$L
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and/or synthetase inhibitors; fibrinogen receptor antagonists; prostacyclin
mimetics; phosphodiesterase inhibitors; ADP-receptor (P;T) antsgonists;
and inhibitors of carboxypeptidase U (CPU).

The compounds of the invention may further be combined and/or co-
sdministered with thrombolytics such as one or mare of tissue plasminogen
activator (natural, recombinant or modified), streptokinase, urokinase,
prourckinase, anisoylated plasminogen-streptokinase activator complex
(APSAC), animal salivary gland plasminogen activators, and the like, in the
treatment of thrombotic discases, in particulat: myocardial infarction.

According to a further aspect of the invention there is provided a
pharmaceutical formulation including a compound of the invention, in
admixture with a pharmaceutically acceptable adjuvant, diluent or carrier.

Suitable daily doses of the compounds of the invention in therapeutic
treatment of humans are about 0.001-100 mg/kg body weight at peroral
administration and 0.001-50 mg/kg body weight at parenteral
administration, excluding the weight of any acid counter-ion.

For the avoidance of doubt, as used herein, the term “treatment” includes

. therapeutic and/or prophylactic treatmeat.

Compounds of the invention have the advantage that they may be more

" efficacious, be less toxic, be longer acting, have a broader range of activity,

be more potent, produce fewer side effects, be more easily absorbed, and/or
have a better pharmacokirictic profile (e.g. higher oral bioavailability and/or
lower clearance), than, and/or have other useful pharmacological, physical,
or chemical, properties over, compoundi known in the prior art.

%
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Compounds of the invention may have the further advantage that they may
be administered less frequently than compounds known in the prior art.

Biological Tests
The following test procedures may be employed.

Test A
Determination of Thrombin Clotting Time (TT)

The inhibitor solution (25 pL) is incubated with plasma (25 uL) for three
minutes. Human thrombin (T 6769; Sigma Chem. Co or Hemstologic
Technologies) in buffer solution, pH 7.4 (25 pL, 4.0 NIH units/mL), is then
added and the clotting time measured in an automatic device (KC 10;

Amelung).

The thrombin clotting time (TT) is expressed as absolute values (seconds)
as well as the ratio of TT without inhibitor (TTy) to TT with inhibitor (TT)).
The latter ratios (range 1-0) are plotted ageinst the concentration of inhibitor
(log transformed) and fitted to sigmoidal dose-response curves according to
the equation _ '
y = &/[1-4+{x/ICsq)"]

where: a = maximum range, i.e. 1; $ = slope of the dose-response curve; and
ICsp = the concentration of inhibitor that doubles the clotting time. The
celculations are processed on & PC using the software program GraFit

. Version 3, setting equation equal to: Start at 0, define end = 1 (Erithacus
" Software, Robin Leatherbarrow, Imperial College of Science, London, UK).

Test B

Determination of Thrombin Inhibition with a Chromogenic, Robotic Assay
The thrombin inhibitor potency is measured with a chromogenic substrate
method, in a Plato 3300 robotic microplate processor (Rosys AG, CH-8634

>
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Hombrechtikon, Switzerland), using 96-well, half volt_une microtitre plates
(Costar, Cambridge, MA, USA; Cat No 3690). Stock solutions of test
substance in DMSO (72 pL), 0.1 - 1 mmoV/L, are diluted serially 1:3 (24 +
48 pl) with DMSO to obtain ten different concentrations, which are
analysed as samples in the assay. 2 pl. of test sample is diluted with 124 L
-may buffer, 12 pL of chromogenic substrate solution (S-2366,
Chromogenix, MdIndal, Sweden) in assay buffer and finally 12 pL of -
thrombin solution (Human o-thrombin, Sigma Chemical Co. or
Hematologic Technologies) in assay buffer, are added, and the samples
mixed. The final assay concentrations are: test substance
0.00068 - 13.3 umol/L, S-2366 0.30 mmol/L, a-thrombin 0.020 NIHU/mL.
The linear absorbance increment during 40 minutes incubation at 37°C is
used for calculation of percentage inhibition for the test samples, as
compared to blanks without inhibitor. The ICss-robotic value,
corresponding to the inhibitor concentration which causes 50% inhibition of
the thrombin activity, is calculated from a log concentration vs. % inhibition -

curve.

Test C

Determination of the Inhibition Constant K; for Human Thrombin

K;determinations are made using & chromogenic substrate method,
performed at 37°C on a Cobas Bio centrifugal analyser (Roche, Basel,
Switzerland). Residual enzyme activity after incubation of human
_ m-thm;nbin with various concentrations of test compound is determined at
" three different substrate concentrations, and is measured as the change in
optical absorbance at 405 nm.

Test compoungd solutions (100 uL; normally in buffer or saline containing
BSA 10 g/L) arc mixed with 200 pL of human c-thrombin (Sigma
Chemical Co) in assay buffer (0.05 mol/L Tris-HCI pH 7.4, ionic strength
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0.15 adjusted with NaCl) contsining BSA (10 gfL), and analysed as samples
in the Cobas Bio. A 60 uL sample, together with 20 pL of water, is added
to 320 pL of the substrate S-2238 (Chromogenix AB, Moindal, Sweden) in
assay buffer, and the absorbance change (AA/min) is monitored. The final
concentrations of $-2238 are 16, 24 and 50 umoVL and of thrombin 0.125
NIH U/mlL.

The steady state reaction rate is used to construct Dixon plots, i.c. diagrams
of inhibitor concentration vs. 1/(AA/min). -For reversible, competitive
inhibitors, the data points for the different substrate concentrations typically
form straight lines which intercept at x = -K|.

TestD

Determination of Activated Partial Thromboplastin Time (APTT)

APTT is determined in pooled normal human citrated plasma with the
reagent PTT Automated 5 manufactured by Stago. The mhibitors are added
to the plasma (10 pL inhibitor solution to 90 L plasma) and incubated with
the APTT reagent for 3 minutes followed by the addition of 100 pL of
calcium chloride solution (0.025 M) and APTT is determined by use of the
coagulation analyser KC10 (Amelung) according to the instructions of the
reagent producer.

The clotting time is expressed as absolute values (seconds) as well as the
.ratio of APTT without inhibiior (APTT,) to APTT with inhibitor (APTT)).
" The latter ratios (range 1-0) are plotted against the concentration of inhibitor

(log transformed) and fitted to sigmoidal dose-response curves according to

the equation

y = o/[1+(x/IC5)’]
where: a = maximum range, i.e. 1; s = slope of the dose-response curve; and
ICs = the concentration of inhibitor that doubles the clotting time. The

~ ¥
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calculations are processed on a PC using the software program GraFit
Version 3, setting equation cqual to: Start at 0, define end = 1 (Erithacus
Software, Robin Leatherbarrow, Imperial College of S¢ience, London, UK).
ICsoAPTT is defined as the concentration of inhibitor in human plasma that
doubles the Activated Partial Thromboplastin Time. '

Determination of Thrombin Time ex vivo

The inhibition of thrombin afier oral or parenteral administration of the
compounds of the invention, dissolved in ethanol:SolutolK:water (5:5:90),
is examined in conscious rats which, one or two days prior to the
experiment, are equipped with a catheter for blood sampling from the
carotid artery. On the experimental day blood samples are withdrawn at
fixed times after the administration of the compound into plastic tubes
containing 1 part sodium citrate solution (0.13 mol per L) and 9 parts of
blood. The tubes are centrifuged to obtain platelet poor plasma.

50 pL of plasma samples are precipitated with 100 uL of cold acetonitrile,
The samples are centrifuged for 10 minutes at 4000 rpm. 75 pL of the
supernatant is diluted with 75 pL of 0.2% formic acid.” 10 uL volumes of
the resulting solutions are analysed by LC-MS/MS and the concentrations
of thrombin inhibitor are determined using standard curves.

TestF

" Determination of Plasma Clearance in Rat
Plasma clearance is estimated in male Sprague Dawley rats, The compound
is dissolved in water and administered as a subcutaneous bolus injection at &
dose of 4 uymol/kg. Blood samples are collected at frequent intervals up to 5
hours after drug administration. Blood samples are centrifuged and plasma
is separated from the blood cells and transferred to vials containing citrate

5
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(10% final concentration). 50 uL of plasma samples are precipitated with
100 pL of cold acetonitrile. The samples are centrifuged for 10 minutes at
4000 rpm. 75 pL of the supernataut is diluted with 75 BL of 0.2% formic
acid. 10 pL volumes of the resulting solutions are analysed by LC-MS/MS
and the concentrations of thrombin inhibitor are determined using standard
curves. The area under the plasma concentration-time profile is estimated
using the log/linear trapezoidal rule and extrapolated to infinite time.
Plasma clearance (CL) of the compound is then determined as
CL=Dose/AUC

The valucs are reported in mL/min/kg.

Test G
Determination of in vitro Stability

Liver microsomes are prepared from Sprague-Dawley mats and human liver
samples according to intemal SOPs. The compounds are incubated at 37°C
at 2 total microsome protein concentration of 3 mg/mlL in a 0.05 mol/L
TRIS buffer at pH 7.4, in the presence of the cofactors NADH (2.5 mmol/L)

and NADPH (0.8 mmol/L). The initial concentration of compound is 5 or

10 umoVL. Samples are taken for analysis up to 60 minutes after the start

of the incubation. The enzymatic activity in the collected sample is

immediately stopped by adding 20% myristic acid at a volume
corresponding to 3.3% of the total sample volume. The concentration of
compound remaining (FINAL CONC) in the 60 min. sample is determined
by me;ns of LCMS using a sample collected at zero time as reference
" (START CONC). The % of degraded thrombin inhibitor is calculated as:

[sTART CONC] - [FINAL CONC]
sTART CONC]

100% x
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Test H

Arterial Thrombosis Model

Vessel damage is induced by applying ferric chloride (FeCls) tapically to
the carotid artery. Rats arc anaesthetised with an intraperitoneal injection of
sodium pentobarbital (80 mghkg; Apoteksbolaget; Umed, Sweden),
followed by continuous infusion (12 mg/kg/h) throughout the experiment.
Rat body temperature is maintained at 38°C throughout the experiment by
external heating. The experiment starts with a 5 minutes control period.
Rive minutes later, human '®I-fibrinogen (80 kBq; IMS3; Amersham
International, Buckinghamshire, UK) is given intravenously and is used as a
marker for the subsequent incorporation of fibrin(ogen) into the thrombus.
The proximal end of the carotid artery segment is placed in a plastic tube (6
mm; Silastic®; Dow Coming, MI, USA) opened lengthways, containing
FeCly-soaked (2 pL; 55% w/w; Merck, Darmstadt, Germany) filter paper
(diameter 3 mm; 1F; Munktell, Grycksbo, Sweden). The left carotid artery
is exposed to FeCl; for 10 minutes and is then removed from the plastic
tube and soaked in saline. Fifty minutes later, the carotid artery is removed
and rinsed in saline. Reference blood samples are also taken for
determination of blood '“I-activity, 10 minutes after the injection of '*I~
fibrinogen, and at the end of the experiment. The '*l-activity in the

reference blood samples and the vessel segment are measured in a gamma
counter (1282 Compugamma; LKB Wallac Oy, Turku, Finland) on the
same day as the experiment is performed, The thrombus size is determined

_as the amount of '“I-acuvnty incorporated in the vessel segment in relation

" to the 'ZI-activity in the blood (cpm/mg).

Genernal Experimental Details

TL.C was performed on silica gel. Chiral HPLC analysis was performed
using a 46 mm X 250 mm Chiralcel OD column with & 5 cm guard column.
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The column tempersture was maintained at 35°C. A flow rate of 1.0
mL/min was used. A Gilson 115 UV detector at 228 nm was used. The
mobile phase consisted of hexanes, ethanol and trifluroacetic acid and the
appropriate ratios are listed for each compound. Typically, the product was
dissolved in a minimal amount of cthanol and this was diluted with the

mobile phase.

LC-MS/MS was performed using a HP-1100 instrument equipped with a
CTC-PAL injector and & 5 pm, 4x100 mm ThermoQuest, Hypersil BDS-
C18 column. An API-3000 (Sciex) MS detector was used. The flow rate
was 1.2 mL/min and the mobile phase (gradient) consisted of 10-90%
acetonitrile with 90-10% of 4 mM aq. ammonium acetats, both containing

0.2% forrnic acid.

1H NMR spectra werd recorded using tetramethylsilane as the internal

standard. 13C NMR spectra were recorded using the listed deuterated
solvents as the internal standard.

Example 1

Ph(3-CT)(5-OCHF,)}{R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)

o) F

o \H H

U NH,

cl OCHF,

HO

pO

X
PCT/SE0201557 /&
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(i) 3-Chloro-5-methoxybenzaldehyde

3,5-Dichloroanisole (74.0 g, 419 mmol) in THF (200 mL) was added
dropwise to magnesium metal (14.2 g, 585 mmol, pre-washed with 0.5 N
HCI) in THF (100 mL) at 25°C. After the addition, 1,2-dibromoethane
(3.9 g 20.8 mmol) was added dropwise. The resultant dark brown mixture
was heated at reflux for 3 h. The mixture was cooled to 0°C, and N N-
dimethylformamide (60 mL) was added in one portion. The mixture was
partitioned with diethyl cther (3 x 400 mL) and 6N HCl (500 mL). The
combined organic extracts were washed with -brine (300 mL), dried
(Ns,SO,), filtered and concentrated in vacuo to give an oil. Flash
chromatography (2x) on silica gel eluting with Hex:EtOAc (4:1) afforded
the sub-title compound (38.9 g, 54%) as a yellow oil.

'"H NMR (300 MHz, CDCl;) 5 9.90 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.15
(s, 1H), 3.87 (5, 3H).

(ii) 3-Chloro-5-hydroxybenzaldehyde
A solution of 3-chloro-S-methoxybenzaldehyde (22.8 g, 134 mmol; see step
(i) above) in CH;Cl; (250 mL) was cooled to 0°C. Boron tribromide (15.8 .
mL, 167 mmol) was added dropwise over 15 min. After stirring, the
reaction mixture for 2 h, H;O (50 mL) was added slowly. The solution wes
then extracted with Et;0 (2 x 100 mL). The organic layers were combined,
dried (Na3S0O,), filtered and concentrated in vacuo. Flash chromatography
 on silica gel eluting with Hex:EtOAc (4:1) afforded the sub-title compound

" (52 g,25%).

'H NMR (300 MHz, CDCl;) & 9.85 (s, 1H), 7.35 (s,1H), 7.20 (s,1H), 7.10
(s,1H), 3.68 (s,1H)
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(iif) 3-Chloro-5-diflucromethoxybenzaldehyde

A solution of 3-chloro-5-hydroxybenzaldehyde (7.5g, 48 mmol; see step (i) -
above) in 2-propanol (250 mL) and 30% KOH (100 mL) was heated to
reflux. While stirring, CHCIF; was bubbled into the reaction mixture for

2-h. The reaction mixture was cooled, acidified with 1N HCI and extracted

with EtOAc (2 x 100 mL). The organics were washed with brine (100 mL),

dried (N2;SO,), filtered and concentrated in vacuo. Flash chromatography

on silica gel eluting with Hex:EtOAc (4:1) afforded the sub-title compound

(4.6 g, 46%). E

'H NMR (300 MHz, CDCl) § 9.95 (s, IH), 7.72 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.40
(s, 1H), 6.60 (t, Jiu.r = 71.1 Hz, 1H)

(iv) Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R S)CH(OTMS)CN

A solution of 3-chloro-5-diflucromethoxybenzaldehyde (4.6 g, 22.3 mmol;
see step (iii) abow".) in CH;Cl; (200 mL) was cooled to 0°C. Znl; (1.8 g, 5.6
mmol) and trimethylsilyl cyanide (2.8 g, 27.9 mmol) were added and the
reaction mixturc was allowed to warm to room temperature and stirred for
15h. The mixture was partially concentrated in vacuo yielding the sub-title

compound as a liquid, which was used directly in step (v) below without °

further purification or characterization.

(v) Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R SYCH(OH)C(NH)OEt

Ph(3-CI)(5-OCHF)-(R,S)CH(OTMS)CN (6.82 g, assume 22.3 mmol; see
"step (iv) above) was added dropwise to HCVEtOH (500 mL). The reaction
mixture was stirred 15 h, then partially concentrated in vacuo yielding the
sub-title compound as & liquid, which was used in step (vi) without further

purification or characterization.

XL
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(vi) Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R S)CH(OH)C(O)OEt

Ph(3-Cl)(5-OCHEF,;)-(R,S)CH(OH)C(NH)OE! (6.24 g, assume 22.3 mmol;
see step (v) above) was dissolved in THF (250 mL), 0.5M H,SO,
(400 mL) was added and the reaction was stirred at 40°C for 65 h, cooled
and then partially concentrated in vacuc; to remove most of the THF. The
reaction mixture was then extracted with EyO (3 x 100 mL), dried
(Na,SO,), filtered and concentrated in vacuo to afford the sub-title

- compound as a solid, which wes used in step (vii) without further

15

ri B

30

purification-or characterization.

(vii) Ph(3-CI)(5-OCHF)-(R,S)CH(OH)C(O)OH
A solution of Ph(3-CL)(5-OCHF,)-(R S)CH(OH)C(O)OE! (625 g, assume

22.3 mmol; see step (vi) above) in 2-propanol {175 mL) and 20% KOH
(350 mL) was stired at room temperature 15 h. The reaction was then

partially conceatrated in vacuo to remove most of the 2-propanol. The
remaining mixture was acidified with 1M H,S0,, extracted with Et;O (3 x
100 mL), dried (Na;SO,) and concentrated in vacuo to give a solid. Flash
chromatography on silica gel eluting with CHCl;:MeOH:concentrated

. NH,OH (6:3:1) afforded the ammonium salt of the sub-title compound. The

ammonium salt was then dissolved in a mixture of EtOAc (75 mL) and H,0
(75 mL) and acidified with 2N HCIl. The organic layer was separated and
washed with brine (50 mL), dried (Na,SQ,) and concentrated in vacwo to
afford the sub-title compound (3.2 g, 57% from steps (iv) to (vii)).

iy NMR (300 MHz, CD,0D) 8 7.38 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.89

(t, Jug=71.1 Hz, 1H), 5.16 (s, 1 H)

PCT/SED201557
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(viii) Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(O)OH (a) and Ph(3-C1)}5-OCHF;)-
(S)CH(OAC)C(O)OH (b)

A mixture of Ph(3-CI)(5-OCHF;)~(R,S)CH(OH)C(O)OH (3.2 g, 12.7 mmol;
see step (vii) above) and Lipase PS “Amano” (~2.0 g) in vinyl acetate (125
mL) and MTBE (125 mL) was heated at reflux for 48 h. The resction
mixture was cooled, filtered through Celite® and the filter cake washed
with EtOAc. The filtrate was concentrated in vacuo and subjected to flash
chromatography on silica gel eluting with CHCl;:MeOH:concentrated
NH,OH (6:3:1) yielding the ammonium salts of the sub-title compounds (a)
and (b). Compound (8) as a salt was dissolved in H,0, acidified with 2N
HC! and extracted with EtOAc. The organic layer was washed with brine,
dried (Na2;SO,), filtered and concentrated in vacuo to afford the sub-title

compound (8) (1.2 g, 37%).

For sub-title compound (a)
'H NMR (300 MHz, CD;0D) & 7.38 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.39
(t, Ju.e = 71.1 Hz, 1H), 5.17 (s, 1H)

(ix) 2,6-Difluoro-4[(methylsulfinyl)(methyithio)methyl]benzonitrile
(Me.thylsulﬁny.rl)(meﬂ'nylﬂnio)methane (7.26g, 0.0584 mol) was dissolved in
100 mL of dry THF under argon and was cooled to —78°C. Butyllithium in
hexane (16 mL 1.6M, 0.0256 mol) was added dropwise with stirring. Tlie
mixture was sticred for !5 min. Meanwhile, a solution of 34,5-
. trifluorobenzonitrile (4.0 g, 0.025 mmol) in 100 mL of dry THF was cooled
" to -78°C under argon and the former solution was added through a cannula *
to the latter solution over a period of 35 min. After 30 min, the cooling bath
was removed and when the reaction had reached room temperature it was
poured into 400 mL of water. The THF was evaporated and the remaining
aqueous layer was extracted three times with diethyl ether. The combined

"X
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ether phase was washed with water, dried (N2;80,) and evaporated. Yield:
2.0 g (30%).

'H NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.4-7.25 (m, 2H), 5.01 (s, 1H, diesteromer),
491 (s, 1H, diasteromer), 2.88 (s, 3H, diasteromer), 2.52 (s, 3H,
diasteromer), 2.49 (s, 3H, dissteromer), 2.34 (s, 3H, diasteromer), 1.72
(broad, 1H)

(x) 2,6-Difluoro-4-formylbenzonitrile
2,6-Difluoro-4[(methylsulfinyl}methylthio)methylJbenzonitrile (2.17 g,

8.32 mmol; see step (ix) above) was dissolved in 90 mL of THF snd 3.5 mL
of concentrated sulfuric acid was added. The mixture was left at room
temperature for 3 days and subsequently poured into 450 mL of water.
Extraction three times with EtOAc followed and the combined ethereal
phase was washed twice with aqueous sodium bicarbonate and with brine,
dried (Na,SO,) and evaporated. Yield: 1.36 g (98%). The position of the
formyl group was established by '’C NMR. The signal from the. fluorinated
carbons &t 162.7 ppm exhibited the expected coupling pattermn with two
coupling constants in the order of 260 Hz and 6.3 Hz respectively
corresponding to an {pso and a meta coupling from the fluorine atoms.

'"H NMR (400 MHz, CDCl;) & 10.35 (s, 1H), 7.33 (m, 2H)

_(xi) 2.-6-Diﬂuoro-4-hydroxymethylbenzonitrile
* 2,6-Difluoro-4-formylbenzonitrile (1.36 g, 8.13 mmol; sec.step (x) above)

was dissolved in 25 mL of methanol and cooled on an ice bath. Sodium
borohydride (0.307 g, 8.12 mmol) was added in portions with stirring and
the reaction was left for 65 min. The solvent was evaporated and the
residue was partitioned between diethyl ether and aqueous sodium
bicarbonate. The ethereal layer was washed with more aqueous sodium

PCT/SEO201857
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bicarbonate and brine, dried (Na;SO,) and evaporated. The crude product
crystallised soon and could be used without further purification. Yield: 1.24

g (90%).

'H NMR (400 MHz, CDCI;) § 7.24 (m, 2H), 4.81 (s, 2H), 2.10 (broad, 1H)

(xii) LCxano-z,G-diﬂuoroﬁenle methanesulfonate

To an ice cooled solution of 2,6-difluoro-4-hydroxymethylbenzonitrile
(124 g, ‘-7.'32 mmol; see step (xi) above) and methanesulfonyl chloride (0.93
g, 8.1 mmol) in 60 mL of methylene chloride was added triethylamine (0.81
g, 8.1 mmol) with stirring. After 3 h at 0°C, the mixture was washed twice

. with IM HCI and once with water, dried (Na;SO,) and cvaporated. The

product could be used without further purification. Yield: 1.61 g (89%).

'"H NMR (300 MHz, CDCl,) § 7.29 (m, 2H), 5.33 (s, 2H), 3.07 (s, 3H)

(xiii) 4-Azidomethyl-2,6-difluorobenzonitrile
A mixture of 4-cyano-2,6-difluorobenzyl methanesulfonate (1.61 g, 6.51

mmol; see step (xii) above) and sodium azide (0.72 g, 0.0111 mol) in 10 mL
of water and 20 mL of DMF was stirred at room temperature overnight.
The resultant was subsequently poured into 200 mL of water and extracted
three times with diethyl ether. The combined ethereal phase was washed
five times with water, dried (Na,SO,) end cvaporated. A small sample was

- evaporated for NMR purposes and the product crystallised. The rest was
evaporated cautiously but not until complete dryness. Yield (theoretically

1.26 g) was assumed to be almost quantitative based on NMR and analytical
HPLC.

'H NMR (400 MHz, CDCl,) 8§ 7.29 (m, 2H), 4.46 (s, 2H)

PCT/SR0201587
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(xiv) 4-Aminomethyl-2,6-diflucrobenzonitrile

This reaction was carried out according to the procedure described in J.
Chem. Res. (M) (1992) 3128. To a suspension of 520 mg of 10% Pd/C
(50% moisture) in 20 mL of water was added a solution of sodium
borohydride (0.834 g, 0.0221 mol) in 20 mL of water. Some gas evolution
resulted. 4-Azidomethyl-2,6-difluorobenzonitrile (1.26 g, 6.49 mmol; see
step (xiii) above) was dissolved in 50 mL of THF and added to the aqueous
mixture on an ice bath over 15 min. The mixturc was stirred for 4 h,
whereafter 20 mL of 2M HCl was added and the mixture was filtered
through Celite. The Celite was rinsed with more water and the combined

aqueous phase was washed with EtOAc and subsequently made alkaline
with 2M NaOH. Extraction three times with methylene chloride followed
and the combined organic phase was washed with water, dried (Na;SO,)
and evaporated. Yield: 0.87 g (80%).

'H NMR (400 MHz, CDCl,) § 7.20 (m, 2H), 3.96 (s, 2H), 1.51 (broed, 2H)

(xv) 2,6-Difluoro-4-tert-butoxycarbonylaminomethylbenzonitrile

A solution of 4-aminomethyl-2,6-difluorobenzonitrile (0.876 g, 5.21 mmol;

see step (xiv) above) was dissolved in S0 mL of THF and di-fers-butyl

dicarbonate (1.14 g, 5.22 mmol) in 10 mL of THF was added. The mixture

was stired for 3.5 h. The THF was evaporated and the residuc was

partitioned between water and EtOAc. The organic layer was washed three
times with 0.5 M HCI and water, dried (Na;SO,) and cvaporated. The
* product could be used without further purification. Yield: 1.38 g (99%).

'H NMR (300 MHz, CDCl;) § 7.21 (m,2H), 4.95 (broad, 1H), 4.43 (broad,
2H), 1.52 (s, 9H)
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(xvi) Boc-Pab(2,6-diF)(OH)

A mixture of 2,6-difluoro-4-tert-butoxycarbonylaminomethylbenzonitrile
(1.38 g, 5.16 mmaol; see step (xv) above), hydroxylamine hydrochloride
(1.08 g, 0.0155 mol) and triethylamine (1.57 g, 0.0155 mol) in 20 mL of
cthanol was stimed at room temperaturce for 36 h. The solvent was
evaporated and the residue was partitioned between water and methylene
chloride. The organic layer was washed with water, dried (Na;SO,) and
evaporated. The product could be used without further purification. Yield:

1.43 g (92%).

'H NMR (500 MHz, CD;OD) § 7.14 (m, 2H), 4.97 (broad, 1H), 4.84
(broad, 2H), 4.40 (broad, 2H), 1.43 (s, 9H)

(xvii) Boc-Pab(2 6-diF) x HOA¢

This reaction was camried out according to the procedure described by
Judkins et al, Synth. Comm. (1998) 4351. Boc-Pab(2,6-diF)(OH) (1.32 g,
4.37 mmol; see step (xvi) above), acetic anhydride (0.477 g, 4.68 mmol)
and 442 mg of 10% Pd/C (50% moisture) in 100 mL of acetic acid was
hydrogenated at 5 atm pressure for 3.5 h. The mixture was filtered through
Celite, rinsed with ethanol and evaporated. The residuc was freeze-dried
from acetonitrile and water and a few drops of ethanol. The sub-title
product could be used without further purification. Yield: 0.1.49 g (99%).

'H NMR (400 MHz, CD;0D) 8 7.45 (m, 2H), 4.34 (s, 2H), 1.90 (s, 3H),
" 1.40.(s,9H) '

(xviii) Boc-Pab(2,6-diF)(Teoc)

To a solution of Boc-Pab(2,6-diF) x HOAc¢ (1.56 g, 5.49 mmol; see step
(xvii) above) in 100 mL of THF and 1 mL of water was added 2-

(trimethylsilyl)ethyl p-nitrophenyl carbonate (1.67 g, 5.89 mmol). A
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solution of potassium carbonate (1.57 g, 0.0114 mol) in 20 mL of water was
added dropwise over 5 min. The mixture was stirred overnight. The THF
was ecvaporated and the residue was partitioned between water and
methylene chloride. The aqueous layer was extracted with methylene
chloride and the combined organic phase was washed twice with aqueous
sodium bicerbonate, dried (Na;SO,) and evaporated. Flash chromatography
on silice gel with heptane/EtOAc = 2/]1 gave 1.71 g (73%) of pure
compound.

'H NMR (400 MHz, CDCl,) 5 7.43 (m, 2H), 4.97 (broad, 1H), 4.41 (broad,
2H), 4.24 (m, 2H), 1.41 (s, OH), 1.11 (m, 2H), 0.06 (s, 9H)

(xix) Boc-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc)

Boc-Pab(2,6-diF)(Teoc) (1.009 g, 2.35 mmol; see step (xviii) above) was
dissolved in 50 mL of EtOAc saturated with HCl{(g). The mixture was left
for 10 min., evaporated and dissolved in 18 mL of DMF, and then: cooled on
an ice bath. Boc«(S)Aze-OH (0.450 g, 2.24 mmol), PyBOP (1.24 g, 2.35
mmol) and lastly diisopropylethyl amine (1.158 g, 8.96 mmol) were added.
The reaction mixture was stirred for 2 h'and then poured into 350 mL of
water and extracted three times with EtOAc. The combined organic phase
was washed with brine, dried (Na;SOs) and cvapomated.  Flash
chromatography on silica ge! with heptane:EtOAc (1:3) gave 1.097 g (96%)
of the desired compound.

" 1{ NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.46 (m, 2H), 4.65-4.5 (m, 3H), 4.23 (m,
2H), 3.87 (m, 1H), 3.74 (m, 1H), 2.45-2.3 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.10 (m,

2H), 0.05 (s, 9H)
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(xx) Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(OW(S)Aze-Pab(2,6~diF)(Teoc)

Boc~{S)Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (0.256 g, 0.500 mmol; see step (xix) above)
was dissolved in 20 mL of EtOAc saturated with HCI(g). The mixture was
left for 10 min. and evaporated and dissolved in 5 mL of DMF. Ph(3-Cl)(5-
OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)OH (0.120 g, 0.475 mmol; see step (viii) above),
PyBOP (0.263 g, 0.498 mmol) and lastly diisopropylethyl amine (0.245 g,
1.89 mmol were added. The reaction mixture was stirved for 2 h and then
poured into 350 mL of water and extracted three times with EtOAc. The
combined organic phase was washed with brine, dried (Na;SO,) and

evaporated. Flash chromatography on silica gel with EtOAc gave 0.184 g
(60%) of the desired sub-title compound.

'H NMR (400 MHz, CD;0D, mixture of rotamers) § 7.55-7.45 (m, 2H),
7.32 (m, 1H, major rotamer), 7.27 (m, 1H, minor rotamer), 7.2-7.1 (m, 2H),
6.90 (t, 1H, major rotamer), 6.86 (t, 1H, minor rotamer), 5.15 (s, 1H,major
rotamer), 5.12 (m, 1H, minor rotamer), 5.06 (s, 1H, minor rotamer), 4.72
(m, 1H, major rotamer), 4.6-4.45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, major rotamer),
424 (m, 2H), 4.13 (m, 1H, major rotamer), 4.04 (m, 1H, minor rotame),
3.95 (m, 1H, minor rotamer), 2.62 (m, 1H, minor rotamer), 2.48 (m, 1H,
major rotamer), 222 (m, 1H, major rotamer), 2.10 (m, 1H, minor rotamer),
1.07 (m, 2H), 0.07 (m, 9H)

(xxi) Ph(3-CIX(5-OCHF,)-(RICH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)

. Ph(3-CI)(5-OCHF»)-(R)ICH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (81 mg,

0.127 mmol; sce step (xx) above) was dissolved in 0.5 mL of methylene
chloride and cooled on an ice bath. TFA (3 mL) was added and the reaction
was left for 75 min. The TFA was evapomated and the residue was freeze
dried from water and acetonitrile. The crude product was purified by
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preparative RPLC with CHyCN:0.1M NH,0OAc (35:65) to produce 39 mg
(55%) of the title compound as its HOAc salt, purity: 99%.

'H NMR (400 MHz, CD;0D mixture of rotamers) § 7.5-7.4 (m, 2H), 7.32
(m, 1H, major rotamer), 7.28 (m, 1H, minor rotamer), 7.2-7.1 (m, 3H) 690
(t, 1H, major rotamer), 6.86 (t, minor rota;ner), 5.15 (s, 1H, major rotamer),
5.14 (m, 1H, minor rotamer), 5.07 (s, 1H, minor rotamer), 4.72 (m, 1H,
major rotamer), 4.65-4:45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, major rotamer), 4.16 (m,
1H, major rotamer), 4.03 (m, 1H, minor rotamer), 3.95 (m, 1H, minor
rotamer), 2.63 {(m, 1H, minor rotm_lcr), 2.48 (m, 1H, major rotamer), 2.21
(m, 1H, major rotamer), 2.07 (m, |H, minor rotamer), 1.89 (s, 3H)
BC-NMR (75 MHz; CD,0D): (carbonyl and/or amidine carbons, mixture of
rotamers) & 171.9, 171.2, 165.0, 162.8, 160.4

APCI-MS: (M + 1) = 503/505 m/z

Example 2
Ph(3-CIY5-OCHF,)-(R)YCH(OH)C(Q)-(S) Aze-Pab(2,6-diFOMe)

f : r\!—OMe
OCHF,

(i) Ph(3-CIX5-OCHFy)-(R)CH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe,Teoc)

A mixture of Ph(3-Cl)(5-OCHF;)-(R)ICH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-
diF)(Teoc) (64 mg, 0.099 mmol; scc Example 1(xx) above) and O-methyl
hydroxylamine hydrochloride (50 mg, 0.60 mmol) in 4 ml of acetonitrile

was heated at 70°C for 3 h. The solvent was evaporated and the residue
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was partitioned between water and EtOAc. The aqueous layer was
extracted twice with EtOAc and the combined organic phase was washed
with water, dried (Na;SO,) and evaporated. The product could be used
without further purification. Yield: 58 mg (87%).

'"H NMR (400 MHz, CDCLy) & 7.90 (bt, 1H), 7.46 (m, 1H), 7.25-6.95 (m,
SH), 6.51, t, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.83 (m, 1H), 4.64.5 (m, 2H), 4.4-3.9 (m,
4H), 3.95 (s, 3H), 3.63 (m, 1H), 2.67 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 1.87 (broad,
1H), 0.98 (m, 2H), 0.01, &, 9H) .

(ii) Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)«{S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe)

Ph(3-C1)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(5)Aze-Pab(2,6-diF OMe,Teoc) (58
mg, 0.086 mmol; see step (i) above) was dissolved in 3 mL of TFA, cooled
on an ice bath and allowed to react for 2 h. The TFA was evapomted and
the residuc dissolved in EtOAc. The organic layer was washed twice with
aqueocus sodium carbonate and water, dried (N2,SO,) and evaporated. The
residue was freeze-dried from water and acetonitrile to give 42 mg (92%) of

the title compound. Purity: 94%.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) 5 7.95 (bt, 1H), 7.2-7.1 (m, 4H), 6.99 (m, 1H),
6.52 (t, 1H), 4.88 (s, 1H), 4.85-4.75 (m, 3H), 4.6-4.45 (m, 25), 4.29 (broad,
1H), 4.09 (m, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.69 (m, 1H), 2.64 (m, 1H), 2.38 (m, 1H),
1.85 (broad, 1H)

PC-NMR (100 MHz; CDCly): (carbony! and/or amidine carbons) § 172.1,
"169.8, 151.9 '

APCI-MS: (M + 1) = §33/535 m/z

4
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Example 3

Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(R)ICH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH)

B PE

(i) Boc«(S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-diF, 4-CN)

Boc-(S)Aze-OH (1.14 g, 5.6 mmol) was dissolved in 45 mL of DMF. 4-
Aminomethyl-2,6-difluorobenzonitrile (1.00 g, 5.95 mol, see Example
1(xiv) above), PyBOP (3.10 g, 5.95 mmol) and DIPEA (3.95 mL, 22.7
mmol) were added and the solution was stirred at room temperature for 2 h.
The solvent was evaporated and the residue was partitioned between H;O
and EtOAc (75 mL each). The aqueous phese was extracted with 2 x 50 mL
EtOAc and the combined organic phase weas washed with brine and dried
over Na;SO,. Flash chromatography (SiO,, EtOAc/heptane (3/1)) yielded
the sub-title compound (1.52 g, 77%) as an oil which crystallized in the

refrigerator.

H-NMR (400 MHz; CD;0D): 5 7.19 (m, 2H), 4.65-4.5 (m, 3H), 3.86 (m,
1H), 3.73 (m, [H), 2.45-2.3 (m, 2H), 1.39 (s, 9H)

(i) H{(S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-diF, 4-CN) x HCI

Boc-(§)Aze-NHCH;-Ph(2,6-diF, 4-CN) (0.707 g, 2.01 mmol, see step (i)
above) was dissolved in 60 mL of EtOAc saturated with HCI(g). After
stirring at room temperature for 15 minutes, the solvent was evaporated.
The residue was dissolved in CH;CN/H,0 (1/1) and was freeze-dried to

2
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give the sub-title compound (0.567 g, 98%) as an off-white amorphous
powder.

'H-NMR (400 MHz; CD;0D): & 7.49 (m, 2H), 4.99 (m, 1H), 4.58 (m, 2H),
4.12 (m, 1H), 3.94 (m, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.47 (m, 1H)
MS (m/z) 252.0 (M + 1)*

(iii) Ph(3-CIS-OCHF,)-(RICH(OH)C(O)-(S)Aze-NHCH, Ph(2,6-diF, 4
Ph(3-CL)(5-OCHF)R)CH(OH)C(O)OH (0.40 g, 1.42 mmol, see Example

1(viii) above) was: dissolved in 10 mL of DMF and H-(S)Aze-NHCH;-
Ph(2,6-diF, 4-CN) x HCI (043 g, 1.50 mmol, see step (ii) above) and
PyBOP (0.779 g, 1.50 mmol) were added, followed by DIPEA (1.0 mL, 5.7
mmol). After stiring at room temperature for 2 b, the solvent was
evaporated. The residue was partitioned between H;O (200 mL) and EtOAc
(75 mL). The aqueous phase was extracted with 2 x 75 mL EtOAc and the
combined organic phase was washed with brine and dried over Na,SO,.
Flash chromatography (SiO,, EtOAc/heptane (4/1)) yielded the sub-title
compound (0.56 g, 81%) ss an oil. '

'H-NMR (400 MHz; CD;0D) rotamers: § 7.43 (m, 2H), 7.31 (m, 1H, major
rotamer), 7.26 (m, 1H, minor rotamer), 7.2-7.1 (m, 2H), 6.90 (t, 1H, major
rotamer), 6.86 (t, 1H, minor rotamer), 5.14 (s, 1H, mejor rotamer), 5.11 (m,

- 1H, minor rotamer), 5.04 (s, 1H, minor rotamer), 4.71 (m, 1H, major
rotamer), 4.6-4.45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, major rotamer), 4.2-3.9 (m, 1H;

and 1H, minor rotamer), 2.62: (m, 1H, minor rotamer), 2.48 (m, 1H, major
rotamer), 2.21 (m, 1H, major rotamer), 2.09 {(m, 1H, minor rotamer)
BC.NMR (100 MHz; CD;0D): (carbonyl carbons) § 171.9, 171.8

MS (m/z) 484.0, 485.9 (M - 1), 486.0, 487.9 (M + 1)"

PCT/SE0201587
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{iv) Ph(3-Cl)(5-OCHF,)-(RICH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(CH)

Ph(3-Cl)(5-OCHFy)-(R)CH(OH)C(O)<(S)Aze-NHCH,-Ph(2,6-diF, 4-CN)

(0.555 g, 1.14 mmol, from step (iii) above) was dissolved in 10 mL of EtOH.

(95%). To this solution was added hydroxylamine hydrochloride (0.238 g,

‘3.42 mmol) and Et;N (048 mL, 3.44 mmol). After stiring at room

temperature for 14 h, the solvent was removed and the residue was
dissolved in EtOAc. The organic phase was washed with brine and H;0
and was dricd over Na,SO,. The crude product was purified by preperative
RPLC with CH,CN:0.1 M NH,OAc as cluent, yielding the title compound
as an amorphous powder (0.429 g, 72%) after freeze-drying.

'H-NMR (400 MHz; CD,OD) rotamers: § 7.35-7.1 (m, SH), 6.90 (4, IH,

mejor rotamer), 6.85 (t, 1H, minor rotamer), 5.15 (s, 1H, major rotamer),
5.12 (m, 1H, minor rotamer), 5.08 (s, 1H, minor rotamer), 4.72 (m, 1H,
major rotamer), 4.6-4.4 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, major rotamer), 4.12 (m, 1H,
major rotamer), 4.04 (m, 1H, minor rotamer), 3.94 (m, tH, minor rotamer),
2.62 (m, 1H, minor rotamer), 2.48 (m, 1H, major rotamer), 2.22 (m, 1H,
major rotamer), 2.10 (m, 1H, minor rotamer)

"C-NMR (100 MHz; CD,0D): (carbony] and amidine carbons, rotamers) 5
172.4,171.9, 171.0, 152.3, 151.5 '

MS (m/z) 517.1, 519.0 (M - 1), 519.1, 521.0 (M + 1)*

. Example 4
" The title compound of Example 1 was tested in Test A above and was found

to exhibit an ICs,TT value of less than 0.02 pM.

PCT/SE02/015587
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Example 5
The title compound of Example 1 was tested in Test D above and was found

to exhibit an {Csp APTT value of less than 1 pM.

Example 6
The title compound of Example 2 was tested in Test E above and was found

to exhibit omal and/or parenteral bioavailability im the rat as the
corresponding active inhibitor (free amidine).

Example 7 .
The title compound of Example 2 was tested in Test G above and was found

to be converted to the corresponding active inhibitor (free amidine) in liver

microsomes from humans and from rats.

Abbrevlations

Ac = acetyl

APCI = atmospheric pressure chemical ionisation (in relation to
MS)

API = atmospheric pressure ionisation (in relation to MS)

aq. = aqueous

AUC = arca under the curve

Aze = azetidine-2-carboxylate

.AzeOH = azetidine-2-carboxylic acid
" Boc | = tert-butyloxycarbonyl

BSA = bovine serum albumin
CI = chemical ionisation (in relation to MS)
d = day(s)

DCC = dicyclohexyl carbodiimide
DIBAL-H = di-isobutylaluminium hydride

©
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DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DVT
EDC

ether
EtOAc
EtOH
B0

HATU

HBTU

HCI

Hex
HOAc
HPLC
LC
Me
" MeOH"
min

MTBE
NADH
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diisopropylethylamine
4-(N,N-dimethyl amino) pyridine
dimethylférmamide
dimethylsulfoxide

deep vein thrombo.sis
1-(3-dimethylaminoprapyl)-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride

ethyl

diethyl ether

ethyl acetate

ethanol

- diethyl ether

hour(s)

O-(azsbenzotriazol-1-yl)-N,N,N' N'-tetramethyluronium
hexafluorophosphate

[NNN N -tetramethyl-O-(benzotriazol-1-yluronium
hexafluorophosphate]

hydrochloric acid, hydrogen chloride gas or
hydrochloride salt (depending on context)

hexanes '

acetic acid or acctic acid salt

high performance liquid chromatography

liquid chromatography

methyl

methanol

minute(s)

mass spectroscopy

methyl tert-butyl ether

nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form

&)
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NADPH = nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced
- form

NIH - National Institute of Health (US)

NIHU = National Institute of Health units

NMR = nuclear magnetic resonance

OAc - acetate

Pab = para-amidinobenzylamino

H-Pab = para-an.lidinobenzylamine

Ph = phenyl

PyBOP = (benzotriazol-1-yloxy)tripymolidinophosphonium
hexafluorophosphate

QF = tetrabutylammonium fluoride

RPLC = reverse phase high performance liquid chromatography

/RT = room temperature

SOPs = standard operating procedures
TBTU = [N NN N -tetramethyl-O-(benzotriazol- 1 -y[)Juronium

tetrafluoroborate)
TEA = tricthylamine
Teac = 2-(trimethylsilyl)ethoxycarbonyl
TEMPO = 2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinyloxy free radical
TFA = trifluoroacetic acid
THF = tetrahydrofuran
TLC = thin layer chromatography
.UV = ultraviolet

Prefixes n, s, I and ¢ have their usual meanings: normal, secondary, iso and

tertiary. The prefix ¢ means cyclo.
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Claims
1. A compound of formula 1,

Q F

HO

cl- OCHF,

or a pharmaceutically-acceptable derivative thereof.

2. A pharmaceutically acceptable derivative of a compound of formula
I s defined in Claim 1, which derivative compound is a compound of

formula Ia,

AP

OCHF,

wherein R! represents OR? or C{O)OR?;

" R? represents H, Cy.yq alkyl, C,.3 alkylaryl or C,, alkyloxyaryl (the alkyl
parts of which latter two groups are optionally interrupted by one or more
oxygen atoms, and the aryl parts of which latter two groups are optionally
substituted by onc or more substituents selected from halo, phenyl, methyl
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or methox-y, which latter three groups are also optionally substituted by one
or more halo substituents); and

R? represents C,.jo alky! (which latter group is optionaily interrupted by one
or more oxygen atoms), or C;; alkylaryl or C,3 alkyloxyaryl (the alkyl
perts of which latter two groups are optionally interrupted by one or more
oxygen atoms, and the aryl parts of which latter two groups are optionally

. substituted by one or more substituents selected from halo, phenyl, methyl

or methoxy, which latter three groups are also optionally substituted by one
or more halo substituents), -
or a pharmaceutically-acceptable derivative thereof.

3. A compound as claimed in Claim 2 wherein R' represents OR2.

4. A compound as claimed in Claim 3 wherein R? represents H or
unsubstituted, linear, branched or cyclic C,.5 alkyl.

" 5. A compound as claimed in Claim 4 wherein R? represents H or

c;..g Il.kyl.

6. A compound as claimed in Claim 4 v_vherein R? represents linear
C..1 elkyl, branched Cy 4 alkyl or cyclic Cyy alkyl.

7. A compound as claimed in Claim 5 or Claim 6 wherein R? represents

.methyl, ethyl, n-propyl, i-propy! or cyclobutyl.

8. A compound as cleimed in Claim 7 wherein R? represents methyl,

9. A compound as claimed in any onc of Claims 1 to 8 wherein the
fragment

PCT/SE02/01557
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X
is in the S-configuration.
10. A compound as claimed in any one of Claims 1 to 9, wherein the
fragment

O
HO

cl OCHF,

is in the R-configuration.

11. A compound as claimed in Claim 1 which is Ph(3-CI)5-OCHF;)-
(RYCH(OH)C(0)~(S)Aze-Pab(2,6-diF).

12. A compound as clzimed in Claim 2 which is:
Ph(3-Cl1)(5~OCHF;)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)}{OMe); or
Ph(3-CI)(5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)AZe-Pab(2,6-GiFXOH).

. 13. A pharmaceutical formulation including a compound as defined in any

one of Claims 1 to 12, or a pharmaceutically acceptable derivative then'sof.
in admixture with a pharmaceutically acceptable adjuvant, diluent or carrier.

14. A compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or a
pharmaceutically acceptable derivative thereof, for use as a pharmaceutical.
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15. A compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or a
pharmaceutically acceptable derivative thereof, for use in the treatment of a
condition where inhibition of thrombin is required.

16. A compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or a
pharmaceutically acceptable derivative thereof, for use in the treatment of 8
condition where anticoagulant therapy is indicated.

17. - A compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or a
pharmaceutically acceptable derivative thereof, for use in the treatment of

thrombosis.

18. A compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or a
pharmaceutically acceptable derivative thereof, for use as an anticoagulant.

19. The use of a compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or a
pharmaceutically acceptable derivative thereof, as an active ingredient for
the manufacture of a medicament for the treatment of a condition where
inhibition of thrombin is required.

20. The use of & compound as defined in eny one of Claims 1 to 12, ora
pharmaceutically acceptable derivative thereof, as an active ingredient for

_the manufacture of a medicament for the treatment of a condition where

' anticoagulant therapy is indicated.

21. The use as claimed in Claim 19 or Claim 20, wherein the condition is

thrombosis.

PCT/SE0201557
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22. The use as claimed in Claim 19 or Claim 20, wherein the condition is
hypercoagulability in blood and/or tissues.

23, The use of a compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or e
pharmaceutically acceptable derivative thereof, as an active ingredient for

the manufacture of an anticoagulant.

24. A method of treatment of a condition where inhibition of thrombin is
required which method comprises administration of a therapeutically
effective amount of a compound as defined in any one of Claims 1 to 12, or
a pharmaceutically acceptable derivative thereof, to a person suffering from,

or susceptible to, such a condition.

25. A method of treatment of a condition where anticoagulant therapy is
indicated which method comprises administration of a therapeutically
effective amount of 2 compound as defined in any one of Claims I to 12, or
a pharmaceutically acceptable derivative thereof, to & person suffering from,

or susceptible to, such a condition.

26. A method as claimed in Claim 24 or Claim 25, wherein the condition
is thrombosis.

27. A method as claimed in Claim 24 or Claim 25, whezein the condition

. is hypercoagulability in blood and/or tissues.

28. A process for the preparation of a compound of formula I as defined in
Claim 1, which comprises:

(i) the coupling of a compound of formula 1,

PCT/SED201587
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HO |
OH

® "
cl OCHF,

with a compound of formula III,

gxn " ’
HN Lp_{ o in
- H,

(ii) the coupling of 2 compound of formula IV,

éﬁ‘ .V

with the compound of formula V,

F
H,N H

H,

(iii) reaction of a corresponding compound of formula XVI, as defined in
-Cla:rn 29 with a suitable source of ammonia; or
10 - (iv) .deprotection of a protected derivative of a compound as claimed in
" Claim 1.

29. A process for the preparation of a compound of formula Ia as defined

in Claim 2, which comprises:
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(a) reaction of a corresponding compound of formula II as defined in Claim
28 with a compound of formula X1V,

o) F
@H —R!
H & XV
H,

wherein R! is as defined in Claim 2;
(b) reaction of a corresponding compound of formula IV as defined in
Claim 28 with a compound of formula XV,

F
H,N —R!
' / XV

H,
F.-

wherein R' is es defined in Claim 2;
(c) for compounds of formula [a in which R' represents OH, reaction of a
corresponding compound of formula XVI,

e

OCHF,
with hydroxylamine; '
(d) for compounds of formula Ia in which R’ represents OR?, reaction of
. compound of formula X VII,
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F
H —COOR®
HO /4
xvii

cl OCHF,

wherein R" represents -CH,CH,-Si(CH,); or benzyl, or a tautomer thereof,
with a compound of formula XVIII,
R’ONH, . XVII

wherein R? is as defined in Claim 2, or an acid addition sait thereof,
followed by removal of the -C(Q)OR" group; ,
(e) for compounds of formula Ia in which R' represents OH, reaction of 8
compound of formula XVII, as defined above, in which R* represents
benzy! with hydroxylamine, or an acid addition salt thereof;

(f) for compounds of formula Ia in which R! represents COOR?, reaction of
a corresponding compound of formula I as defined in Claim 1 with a

compound of formula XIX,

L'COOR’ XIX
wherein L' represents a suitable leaving group and R’ is as defined in Claim
2;0r

(g) for compounds of formula Ia in which R' represents OCH, or
.OCH,CH;, reaction of a corresponding compound of formula Ia in which R'
represents OH with dimethylsulfate or diethylsulfate, respectively.

{
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NUEVOS DERIVADOS DEL ACIDO MANDELICO Y SU USO COMO
INHIBIDORES DE LA TROMBINA.

Campo de la invencion

Esta invencién se relaciona con compuestos novedosos farmacéuticamente dtiles,
en particular compuestos que son, y/o compuestos que son metabolizados a
compuestos que son, inhibidores competitivos de proteasas de serina de tipo
tripsina, especialmente la trombina, su uso como medicamentos, composiciones

farmacéuticas que los contienen y rutas sintéticas para su produccion.

Antecedentes

La coagulacion de la sangre es el proceso clave involucrado tanto en la
hemostasis (en otras palabras la prevencion de la pérdida de sangre desde un
vaso dafiado) como en la trombosis (0 sea la formacidn de coédgulos de sangre en

un vaso sanguineo, lo que a veces conlleva a una obstruccion del vaso).

La coagulacién es el resultado de una serie de complejas reacciones enzimaticas.
Uno de los pasos finales en ésta serie de reacciones es la conversion de la

proenzima protrombina a la enzima trombina activa.

Se sabe que la trombina juega un papel central en la coagulacion. Activa las
plaquetas, lo que lleva a la agregacion de plaquetas, convierte el fibrinbgeno en
mondémeros de fibrina, los cuales se polimerizan espontdneamente en polimeros
de fibrina, y activa el factor Xlll, el cual a su vez entrecruza los polimeros para

formar la fibrina insoluble. Mas aun, la trombina activa el factor V y el factor Viil lo



que lleva a una generacidn de trombina desde la protrombina po

"retroalimentacién positiva”.

Al inhibir la agregacién de las plaquetas y la formacion de entrecruzamientos en la
fibrina, se esperaria que los inhibidores efectivos de la trombina exhibieran
actividad antitrombética.  Adicionalmente, se esperarfa que la actividad
antitrombética fuera aumentada por la inhibicibn efectiva del mecanismo de

retroalimentacién positiva.

El arte previo

El desarrollo temprano de inhibidores de la trombina de bajo peso molecular ha

sido descrito por Claesson en Blood Coagul. Fibrinol. (1984) 5, 411.

Blombéck y colaboradores (en J. Clin. Lab. Invest. 24 suplemento 107, 59, (1986))
reporté inhibidores de trombina basados en la secuencia de aminodcidos situados
alrededor del sitio de hendidura para la cadena de fibrindgeno Aa. De las
secuencias de aminoécidos discutidas, estos autores sugirieron que la secuencia
de tres péptidos Phe-Val-Arg (P9-P2-P1, de aqul en adelante denominada

secuencia P3-P2-P1) seria el inhibidor méas efectivo.

Los inhibidores de la trombina basados en derivados del dipeptilo con un a,w-
aminoalquilo de quanidina en la posicién P1 se conocen de la patente US N*
4.346.078 y la solicitud internacional de patente WO 03/11152. También se han
reportado derivados de dipeptilo similares, relacionados estructuraimente. Por
ejemplo la solicitud intenacional de patente WO 94/28336 divuilga compuestos
con, por ejemplo, benzamidinas de aminometilo, amidinas de aminoalquilo clclico

y guanadinas de aminoalquilo ciclico en la posicién P1 (la solicitud intemacional de



patente WO 97/23499 divulga prodrogas de ciertos de estos compuestos);
solicitud de patente europea 0 848 780 divulga compuestos con, por ejemplo,

guanadinas de aminoalquilo ciclico en la posiciéon P1.

Los inhibidores de la trombina basados en los derivados del peptidilo, que también
tienen guanadinas de aminoalquilo ciclico (por ejemplo 3- o 4-aminometil-1-
amidinopiperidina) en la posicién P1 son conocidos de las solicitudes de patente

europea 0 488 231, 0 559 046y 0 641 779

Los inhibidores de la trombina basados en derivados del tripeptidilo con aldehido
de arginina en la posicién P1 fueron divulgados primero en la solicitud de patente

europea 0 185 380.

Mas recientemente, se han reportado derivados del peptidilo basados en aldehido
de arginina, modificados en la posicion P3. Por ejemplo, la solicitud intemacional
de patente WO 93/18080 divulga hidroxidcidos, la solicitud de patente europea 0
526 877 des-aminoécidos, y la solicitud de patente europea 0 542 525 dcidos O-

metilmandélicos en la posicién P3.

También se conocen los inhibidores de proteasas de serina (como la trombina)
basados en cetonas electrofilicas en la posicién P1. Por ejemplo, la solicitud de
patente europea 0 192 212 divuiga a-ceto ésteres y amidas de peptidilo, la
solicitud de patente europea 0 362 002 cetonas de fluoroalquilamida, la solicitud
de patente europea 0 364 344 compuestos de a,p,5-tricetonas, y la solicitud
europea de patente 0 530 167 derivados a-alcoxicetona de la arginina en la
posicion P1.
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Otros inhibidores, estructuralmente diferentes, de las proteasas de serina ti
tripsina basadas en derivados de arginina con acido borénico en el C terminal y
analogos del isotiouronio de los mismos se conocen de la solicitud de patente

europea 0 293 881.

Mas recientemente, se han divulgado inhibidores de trombina basados en
derivados del peptidilo divulgados en la solicitud de patente europea 0 669 317 y
las solicitudes de patente intemacional WO 95/35309, WO 95/236809, WO
06/25426, WO 07/02284, WO 97/48577, WO 96/32110, WO 86/31504, WO
96/03374, WO 98/06740, WO 97/4B404, WO 98/57932, WO 98/29664, WO
00/35869 y WO 00/42059.

En particular, WO 97/02284 y WO 00/42059 divulgan inhibidores de trombina con

dcidos mandélicos sustituidos en la posicion P3.

Sin embargo, permanece una necesidad de inhibidores efectivos de proteasas de
serina tipo tripsina, tal como la trombina. También hay una necesidad de
compuestos que tengan un perfil famacocinético favorable y que inhiban
selectivamente a la trombina por sobre otras proteasas de serina, en particular
aquellas involucradas en la hemostasis. Se espera que los compuestos que
exhiben actividad inhibidora competitiva hacia la trombina sean especiaimente
utiles como anticoagulantes y por lo tanto en el tratamiento de la trombosis y los

desordenes relacionados.

Divulgacién de la invencién

De acuerdo con la invencién se proporciona un compuesto de la férmula |
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(en otras palabras Ph(3-Cl)(5-OCHF2)-CH(OH)C(O)-Aze-Pab(2,6-diF)) o un

derivado farmacéuticamente aceptable del mismo.

El término “derivado fammacéuticamente aceptable” incluye sales

farmacéuticamente aceptables (como sales de adicion Acida).

Las abreviaturas se listan al final de esta especificacion.

El compuesto de la fdrmula | puede ser hecho de acuerdo con téchicas bien
conocidas a aquellos con habilidad en el arte, por ejemplo como se describe de

aqul en adelante.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona un proceso

para la preparacion de un compuesto de la férmula |, el cual comprende:

(i) la combinacion de un compuesto de formula Il

0

HO
OH

cl OCHF,



con un compuesto de la formula lil

i " '
F

por ejemplo en la presencia de un agente combinante (como cloruro de oxalilo en
DMF, EDC, HBTU, HATU, PyBOP o TBTU), una base apropiada (como piridina,
DMAP, TEA, 2,4,6-collidina o DIPEA) y un solvente organico apropiado (como
diclorometano, acetonotrilo, EtOAc o DMF);

(i) la combinaciéon de un compuesto de la formula IV,

éﬁ“

con el compuesto de ia fébrmula V,

F
H, NH

NH,

Vv

por ejemplo bajo condiciones como se describen en el proceso (i) arriba; y

(i) la reaccién del compuesto correspondiente de férmula XVI, como se define
a continuacion, con una fuente apropiada de amonio (como el acetato de amonio o

gas de amonio) bajo condiciones conacidas a aquellos con habilidad en el arte, tal
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como por reaccion de un etilimidoato intermedio (formado por reacciéon de u
compuesto de férmula XVI con HCI (g) en etanol) con gas de amonio en etanol, o
bajo las condiciones descritas en Tetrahedon Leil. 40, 7067 (1989), las

divulgaciones en tal documento son incorporadas aqui como referencia.

Los compuestos de la formula Il estan disponibles usando técnicas conocidas y/o

estandar.

Por ejemplo, los compuestos de la formula |l pueden ser preparados por reaccion

del aldehido de fdrmula VI,

Os H

Cl OCHF,

con:
(a) Un compuesto de la fdrmula VI,
R°CN Vi

en donde R" representa H o (CH3)sSi, por ejemplo a temperatura ambiente, o
elevada, (por ejemplo, menos de 100°C) en presencia de un solvente orgénico
apropiado (como cloroformo o cloruro de metileno) y, de ser necesario, en
presencia de una base apropiada (como TEA) y/o un sistema catalizador
apropiado (como cloruro de bencilamonio 0 yoduro de zinc, o usando un

catalizador quiral, por ejemplo como se describe en Chem. Rev., (1999) 99, 3694),
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seguida de una hidrélisis bajo condiciones que son bien conocidas por aquellos

con habilidad en el arte (como las que se describen a continuacion);

(b) NaCN o KCN, por ejemplo en presencia de NaHSO; y agua, seguida de
hidrdlisis.

(c) cloroformo, por ejemplo a temperatura elevada (como por encima de la
temperatura ambiente pero por debajo de 100°C) en presencia de un solvente
organico apropiado (como cloroformo) y, de ser necesario, en presencia de un
sistema catalizador apropiado (como cloruro de bencllamonio), seguida de

hidrélisis.

(d) uncompuesto de la formula VIl
Za'r

en dénde M representa Mg o Li, seguida de una escisién oxidativa (como por
ozondlisis o catalizada por osmio o rutenio) bajo condiciones que son bien

conocidas a aquellos con habilidad en el arte; o

(e) tris(metiltio)metano bajo condiciones que son bien conocidas para aquellos
con habilidad en el arte, seguida de una hidrélisis en presencia de por ejemplo

HgO y HBF,.

Los compuestos de la formula Il pueden atternativamente ser preparados por

oxidacién de un compuesto de férmula IX,



HO
IX

c OCHF,

0 un derivado del mismo que estd opcionalmente protegido en el grupo hidroxilo
secundario, en presencia de un agente oxidante apropiado (como una
combinacién de un oxidante de radical libre apropiado (tal como TEMPO) y una sal
de hipoclorito apropiada (tal como el hipoclorito de sodio) bajo condiciones
conocidas a aquellos con habilidad en el arte, a por ejemplo entre -10°C y
temperatura ambiente, en presencia de una solvente apropiado (como agua,
acetona o una mezcla de los mismos), una sal apropiada (como un haluro de
metal alcalino tal como bromuro de potasio) y una base apropiada (como un

carbonato de metal alcalino o un bicarbonato como bicarbonato de sodio).

Las formas enantioméricamente puras de los compuestos de férmula Il (como
aquellos compuestos que tienen distintas configuraciones de sustituyentes
alrededor de atomo C a- del grupo CO;H) pueden ser separadas por un paso de
derivacion especifico para los enantiomeros. Esto puede lograrse, por ejemplo por
un proceso enzimatico. Tal proceso enzimético incluye, por ejemplo, la
trasesterificacion del grupo a-OH a temperatura entre ambiente y de reflujo (como
entre 45 y 65°C aproximadamente) en presencia de una enzima apropiada (como
Amano PS Lipasa), un éster apropiado (como acetato de vinilo) un solvente
apropiado (como tert-butil éter de metilo). El isémero derivado puede entonces ser
separado del isdmero sin reaccionar por técnicas de separacién convencionales

(como cromatografla).
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Los grupos adicionados a los compuestos de férmula Il en tal etapa de derivacion
pueden ser removidos ya sea antes de cualquier reaccién adicional o en cualquier
etapa posterior en la sintesis de compuestos de formula I. Los grupos adicionales
pueden ser removidos usando técnicas convencionales (por ejemplo para los
ésteres del grupo a-OH, hidrélisis bajo condiciones conocidas a aquellos con
habilidad en el arte (como a entre temperatura ambiente y temperatura de reflujo
en presencia de una base apropiada (como NaOH) y un solvente apropiado (como

MeOH, agua o una mezcla de los mismos))).

Los compuestos de la férmula 1l pueden ser preparados por combinacién de acido
azetidin-2-carboxilico con un compuesto de férmula V, como se definié
anteriormente, por ejemplo bajo condiciones similares a aquellas descritas aqul

para la preparacién de los compuestos de férmuia I.

Los compuestos de férmula |V pueden ser preparados por combinacién de un
compuesto de formula Il como se definid anteriormente con acido azetadin-2-
carboxilico, por ejemplo bajo condiciones similares a aquellas descritas aqul para

la preparacion de compuestos de férmula 1.

El compuesto de formula VI estad disponible usando técnicas conocidas y/o

estandar. Por ejemplo, se puede preparar por:

(i) metalizacion (en dénde el metal puede ser, por ejemplo, un metal alcalino
tal como litio o, preferiblemente, un metal divalente tal como Mg) de un compuesto

de formula X,
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Hal

ol OCHF,

en dénde Hal representa un 4tomo halégeno seleccionado de Cl, Br e |, seguido
de una reaccién con una fuente apropiada del grupo formilo (tal como N,N-

dimetiformamida), por ejemplo bajo condiciones descritas a continuacion;

(i) reduccién de un compuesto de férmula XI,
O.. OMe
Xl

cl OCHF,

en presencia de un agente reductor apropiado (como DIBAL-H); o

(i) oxidacion de un compuesto de férmula XiI|,

OH
Xi

o OCHF,

en presencia de un agente oxidante apropiado (como MnQ,, clorcromato de
piridinio, una combinacién de DMSO y cloruro de oxalilo, 0 un complejo de SOy y

piridina en DMSO).

Compuestos de la formula IX pueden ser preparados por dihidroxilacion de un

compuesto cormespondiente de fébrmula XII|



Xl

ci OCHF,

en presencia de un agente dihidroxilante (como un reactivo o una mezcla reactiva
que proporcione OsO,, tal como AD-mix-a o, particularmente, AD-mix-f), por
ejemplo bajo condiciones conocidas a aquellos con habilidad en el arte, tal como a
entre -10°C y temperatura ambiente en presencia de un solvente apropiado (como
agua, fert-butanol o una mezcla de estos). Cuando se emplean oxidantes
asimétricos tal como AD-mix-a o AD-mix-p, éste método puede ser usado para
preparar compuestos de férmula X que tienen una configuracién de grupos
especifica (como R o S) alrededor de los dos atomos de carbono a los cuales

estan unidos ios grupos hidroxilo primario y secundario.

El compuesto de la formula Xill puede ser preparado por reaccidén de un
compuesto cormespondiente de formula X, como se definié antes, con una fuente
apropiada del i6n vinilo (como tributil(vinil)estafio) bajo condiciones conocidas a
aquellos con habilidad en el arte, por ejemplo a entre temperatura ambiente y de
reflujo (como 50°C) en presencia de un solvente apropiado (como tolueno), una
agente combinante apropiado (como un complejo de coordinacién de paladio (0)
tal como tretrakis(trifenilfosfin)paladio)(0)) y opcionalmente en presencia de un
catalizador apropiado (como 2,6-di-fert-butil-4-metilfenol).

Los compuestos de la formula V, VII, VI, X, XI, Xll y el 4cido azetadin-2-
carboxllico o estdn comercialmente disponibles, o se conocen en la literatura, o
pueden ser obtenidos ya sea por analogla con el proceso aqui descrito, o por
procedimientog sintéticos convencionales, de acuerdo con técnicas estandar,

desde materiales iniciales ficilimente disponibles usando reactivos y condiciones

al
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de reaccién apropiados. Los compuestos de la férmula XVI pueden ser obtenido

por procesos descritos de aqul en adelante.

Los sustituyentes en los anillos de fenilo e.n los compuestos de las formulas |, Il,
m, v, v, Vi, IX, X, Xi, Xll y Xilll pueden ser introducidos usando técnicas bien
conocidas para aquellos con habilidad en el arte por medio de interconversiones
de los grupos funcionales estiandar, de acuerdo con técnicas estdndar, desde
materiales iniciales faciimente disponibles usando reactivos y condiciones de

reaccion apropiados.

Por ejemplo, los compuestos de las formulas |, ll, IV, VI, X, XI, y XIl pueden ser
preparados de compuestos correspondientes a aquelios compuestos, en donde,
en lugar de el grupo -OCHF,, hay presente un grupo —OH (que de aqul en
adelante seran referenciados como “los compuestos relevantes precursores del
fenaol”), por ejemplo por reaccién de uno de tal compuesto relevante precursor del
fenol con un haloalcano fluorinado apropiado (tal como CICHF3), por ejemplo a
temperatura ambiente o superior (como la de reflujo) en presencia de una base
apropiada (como fert-butoxido de potasio, KOH o NaOH, por ejemplo en solucién
acuosa) y un solvente orgénico apropiado (como THF, cloroformo o i-propanol),

por ejemplo como se describird de aqui en adelante.

La persona con habilidad apreciara que tales transformaciones del grupo funcional
también pueden llevarse a cabo en una etapa més temprana en la sintesis total de
los compuestos de las formulas I, IV, VI, X, XI, y XIl (como en precursores
apropiados de los compuestog precursores relevantes del fenol). Los compuestos
relevantes precursores del fenol o estdn disponibles comercialmente, o son
conocidos en la literatura, o pueden ser obtenidos ya sea por analogia con los

procesos aqul descritos, o por procedimientos sintéticos convencionales, de
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acuerdo con las técnicas estdndar, de materiales iniciales facilmente disponible
usando reactivos y condiciones de reaccién apropiados. Por ejemplo, los
compuestos relevantes precursores del fenol pueden ser obtenidos por
desproteccion de los fenoles protegidos comrespondientes (donde el grupo
protector puede ser, por ejemplo, metilo, alilo, bencilo o ferf-butilo) bajo

condiciones estandar.

Los compuestos de formula | pueden ser aislados de sus mezclas de reaccién

usando técnicas convencionales.

De acuerdo con la presenta invencion, los derivados farmacéuticamente
aceptables de compuestos de férmula | también incluyen derivados “protegidos”,

" ylo compuestos que actGan como prodrogas, de compuestos de la férmula 1.

Los compuestos que pueden actuar como prodrogas de los compuestos de
férmula | que pueden ser mencionados incluyan compuestos de la férmula la,
F
K ~R!
HO 4
NH, la

¢l OCHF,

en dénde R representa OR? o C(O)OR®;

R? representa H, C1.1p-alquilo, C,s-alquilarilo o Cy.x-alquiloxiarilo (donde las partes
alquilo de estos dltimos dos grupos son opcionalmente interrumpidas por uno o
mas atomos de oxigeno, y las partes arilo de estos dos (iltimos grupos son

opcionalmente sustituidas por uno o més sustituyentes seleccionados de halo,
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fenilo, metilo o metoxi, donde estos tres ultimos grupos también pueden ser

opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes halo); y

R® representa Ci.ic-alquilo (donde éste dGltimo grupo es opcionalmente
interrumpido por uno o mas atomos de oxigeno), o Cis-alquilarilo 0 Cisz-
alquiloxiarilo (donde las partes alquilo de estos Ultimos dos grupos son
opcionaimente interrumpidas por uno o mas atomos de oxigeno, y las partes arilo
de estos dos Ultimos grupos son opcionalmente sustituidas por uno o mas
sustituyentes seleccionados de halo, fenilo, metiio o metoxi, donde estos tres
ultimos grupos también pueden ser opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes halo),

y derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El término "derivados farmacéuticamente aceptables” de compuestos de la formula

la incluyen sales farmacéuticamente aceptables (como sales de adicién &cida).

Los grupos alquiloxiarilo que R? y R® pueden representar comprenden un grupo
alquilo y un arilo unidos por medio de un atomo de oxigeno. Los grupos alquilarilo
y alquiloxiarilo est4n unidos al resto de la molécula por la parte alquilo de estos
grupos, donde las partes alquilo pueden ser (si hay un nimero suficiente (por
ejemplo, tres) de dtomos de carbono) de cadenas ramificadas. Las partes arilo de
los grupos alquilarilo y alquiloxiarilo que R? y R® pueden representar, o ser
sustituidas por, incluyen grupos arométicos carbociclicos y heterociclicos, tales
como fenilo, naftilo, piridinilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiadiazolilo, indolilo y

benzofuranilo y otros semejantes.

Los grupos alquilo que R? y R® pueden representar pueden ser de cadena lineal o,

cuando hay un nimero suficiente (como minimo 3) de 4tomos de carbono, pueden
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ser de cadena ramificada y/o ciclica. Més aun, cuando hay un nimero suficien

(como minimo cuatro) de atomos de carbono, tales grupos alquilo también pueden
ser en parte clclicos/aciclicos. Tales grupos alquilo también pueden ser saturados
o, cuando hay un namero su-ﬁciente (como minimo dos) de atomos de carbono,

ser insaturados.

Los grupos halo con que R? y R® pueden ser sustituidos incluyen fluoro, cloro,

bromo e yodo.

Cuando R' representa C(O)OR?, los grupos R? preferidos incluyen:
(a) Casg alquilo lineal, ramificado o ciclico, por ejemplo Cyg cicloalquilo;
(b) grupos C,.2 alquilarilo, tal como bencilo, opcionalmente sustituidos como se

indicd anteriormente.

Los compuestos preferidos de la formula la incluyen aquellos en donde R!

representa OR?.

Cuando R' representa OR?, los grupos R? preferidos incluyen:

(a) H;

(b} C4.s (como C,g)alquilo sin sustituir, ramificado o ciclico, tal como C,.3 alquilo
lineal (por ejemplo etilo o, particularmente, metilo), Css-alquilo ramificado (por
ejemplo Fpropilo, ibutilo o 4-heptilo) o C.r-alquilo ciclico (por ejemplo Ciz
coclialquilo, como ciclobutilo o ciclohexilo);

(¢) Cis alquiloxifenilo (como C; alquiloxifenilo), donde el grupo fenilo es
opcionalmente sustituido por un o méas sustituyentes como se indicd anteriormente
(por ejemplo trifluorometilo);

(d) Cy2 alquilarilo (como metilarilo) en dénde el grupo arilo es fenilo, piridinilo,

oxazolio o isoxazolilo, donde los Gltimos tres grupos son opcionalmente



sustituidos por uno o més sustituyentes como se indicd anteriormente (com

metoxi, metilo, bromo y/o cloro).

Los compuestos preferidos de la formula la incluyen aquellos en donde R!
representa OR? y R? representa un Cy.¢ {por ejemplo C1) alquilo lineal, ramificado
(segun sea apropiado), o ciclico (segin sea apropiado), tal como metilo, etilo, n-

propilo, ~propilo o ciclobutilo.

Los compuestos de la féormula la pueden ser preparados por uno o mas de los

siguientes métodos:

(a) reaccibn de un compuesto correspondiente a la férmula Il como se definié

anteriormente con un compuesto de la formula XIV,

0 F
H .-
HN / XV
NH,
F

en dénde R' es como se defini6 anteriomente, por ejemplo bajo condiciones
similares a aquellas descritas anteriormente para la sintesis de compuesto de

férmula |;

(b) La reaccidon del compuesto corespondiente a la férmula IV como se definié

anteriormente con un compuesto de |a férmula XV,

F
H,N —R!
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P2

en donde R' es como se definid anteriomente, por ejemplo bajo condicione
similares a aquellas descritas anteriormente para la sintesis de compuestos de Ia

formula I,

(c) para compuestos de la formula la en donde R! representa OH, la reaccién

de un compuesto corespondiente a la formula XVI,

F

Q
o A R
. XV

cl OCHF,

con hidroxilamina, por ejemplo bajo condiciones conocidas a aquellos con

habilidad en el arte;
(d) Para compuestos de la fdrmula la en donde R' representa OR?, la reacci6n

de un derivado protegido de un compuesto correspondiente de la férmula | el cual

es, por ejemplo, un compuesto de férmula XVI,

o 9 " —COOR®
o )
N
= xwi
Ci OCHF,
en dénde R" representa, por ejemplo —=CH2CH2-Si(CHs)s 0 bencilo: o un tautdmero
de los mismos, con un compuesto de la férmula XVIIl,

R2ONH; Xviil

en dénde R? es como se definid con anterioridad, o una sal de adicién acida del

mismo, por ejemplo a entre temperatura ambiente y de reflujo en presencia de un



solvente organico apropiado (como THF, CH3;CN, DMF o DMSO), seguida de una
remocién del grupo -C(O)OR® bajo condiciones conocidas a aquellos con
habilidad en el arte (como por reaccién con QF o TFA (por ejemplo como se

describié anteriormente));

(e) para compuestos de la formula la en donde R' representa OH, la reaccién
de un compuestio de la formula XVI1I, como se definié con anterioridad, en donde
R* representa bencilo con hidroxilamina, o una sal de adicién acida del mismo, por
ejemplo bajo condiciones que son bien conocidas a aquellos con habilidad en el

arte;

M para compuestos de la férmula la en donde R' representa COOR?, la
reaccibn de un compuesto comrrespondiente de la férmula | como se definié

anteriormente con un compuesto de la formula XIX,

L'COOR? XIX

en donde L' representa un grupo saliente apropiado, tal como halégeno o
nitrofenilo {(como 4-nitrofenilo), y R® es como se defini® con anterioridad, por
ejemplo en o alrededor de la temperatura ambiente en presencia de una base
apropiada (como NaOH, por ejemplo en solucién acuosa) y un solvente orgénico

apropiado (como cloruro de metileno); o

(g) para compuestos de la férmula la en donde R' representa OCH; u
OCH;CHys, la reaccién de un compuesto comrespondiente de la férmula ia en donde
R? representa OH con dimetilsulfato o dietilsulfato, respectivamente, por ejemplo
en presencia de una base apropiada (como un hidréxido de metal alcalino como el

KOH (por ejemplo en solucién acuosa a por ejemplo el 50% en peso)) y un

(>



catalizador apropiado (como un haluro cuatemario de amoniaco tal como cloruro
de benciltrimetilamonio (por ejemplo en CH2Cl2 o en una solucion de THF por

ajemplo al 10% en peso)).

Los compuestos de la férmula XVI pueden ser preparados por reacciéon de un
compuesto correspondiente de férmula I, como se definié anteriormente, con un

compuesto de formula XX,

Q F
\
H CN XX

por ejemplo bajo condiciones similares a aquellas descritas anteriormente para la

sintesis de compuestos de formula |.

Los compuestos de fdrmula XVI pueden altemativamente ser preparados por una
reaccion de un compuesto comrespondiente de férmula IV, como se definié

anteriormente, con un compuesto de férmula XXI,

F
H,N
CN

por ejemplo bajo condiciones similares a aquellas descritas anteriormente para la

sintesis de compuestos de formula I.

Los compuestos de férmula XVII pueden ser preparados por reaccién de un
compuesto correspondiente de férmula I, como se definié anteriormente, con un

compuesto de féormula XXIl,



v —COOR®
HN / XXl
NH,

en dénde R* es como se definié anteriormente, por ejemplo bajo condiciones
similares a aquellas descritas anteriormente para la sintesis de compuestos de la

férmula I.

Altemativamente, se pueden preparar compuestos de la férmula XVII por reaccién
de un compuesto corréspondiente de férmula | con un compuesto correspondiente
a un compuestos correspondiente de fdrmula XIX en donde, en lugar de R?, esté
presente el grupo R®, en donde R* es como se definié anteriormente, por ejemplo
bajo condiciones descritas arriba respecto a la preparacién de compuestos de la

férmula la.

Los compuestos de la formula XIV y XXII pueden ser preparados por reaccién de
acido azetidin-2-carboxllico con, respectivamente, un compuesto de férmula XV

como se definié anteriormente, o un compuesto de formula XXIil,

F
HN _ y—coon“

XXIl
NH,

F

en donde Ra es como se definid anteriormente, por ejemplo bajo condiciones
similares a aquellas descritas anteriormente para la sintesis de compuestos de

férmula \.

Los compuestos de formula XV, XVIII, XIX, XX, XXI y XXIll o estan disponibles

comerciaimente, o se conocen en la literatura, o pueden ser obtenidos ya sea por
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analogla con los procesos aqul descritos, o por procedimientos de sintesis io\

convencionales, de acuerdo con las técnicas estdndar, de materiales iniciales

faciimente disponibles usando reactivos y condiciones de reaccién apropiadas.

Por ejemplo, los compuestos de la formula XX pueden ser preparados por

reaccion de un compuesto correspondiente de formula XXI con acido azetidin-2-

carboxilico, por ejemplo bajo condiciones similares a aquellas descritas con

anterioridad.

Los compuestos de formula | e la, como se definieron anteriormente, y los
derivados de cualquiera de los dos, se conoceran de aqui en adelante como "los

compuestos de la invenciéon®.

Ltlas compuestos de la invencién pueden exhibir tautomerismo. Todas las formas
tautoméricas y las mezclas de los mismos se encuentran incluidas dentro del
alcance de la invencién. Las formas tautoméricas particulares que pueden ser
mencionadas incluyen aquellas conectadas con la posicion del doble enlace en la
funcionalidad amidina en un compuesto de férmula la, y la posicién de sustituyente

R.

Los compuestos de la invencion también pueden contener dos o mas atomos
asimétricos de carbono y por lo tanto exhibir isomerismo &ptico y/o
diastereoisomerismo. Los diasterecisdmeros pueden ser separados usando
técnicas convencionales, como cromatografla. Los distintos esterecisémeros
pueden ser aislados por separacién de una mezcla de los compuestos, racémica o
de ofro tipo, usando técnicas convencionales, como técnicas de HPLC.
Altemnativamente, los isdbmeros épticos deseados pueden ser hechos por reaccién
con los materiales iniciales 6pticamente activos apropiados bajo condiciones que

no causaran racemizacion o epimerizacion, o por derivacién, por ejemplo con un



écido homoquiral seguida de una separacién de los derivados diastereoméricos
por medios convencionales (como cromatografla HPLC sobre sllice). Todos los

estereoisémeros estén incluidos dentro del alcance de la invencién.

Los compuestos de la invencién en donde el fragmento

=

esta en configuracién S son preferidos.

O

Los compuestos preferidos de la invencién también incluyen aquellos en donde el

fragmento estructural

HO

cl OCHF,

esta en la configuracion R.

Las lineas onduladas sobre los enlaces en los dos fragmentos anteriores significan

las posiciones de enlace de los fragmentos.

Por lo tanto, compuesto preferidos de la invencién incluyen:
Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF);
Ph(3-Cl)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe); y
Ph(3-CI)(5-OCHF2){R)CH(OH)C(O){S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH).
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Aquellos con habilidad en el arte apreciaran que en los procesos descritos
anteriormente y de aqui en adelante los grupos funcionales de los compuestos

intermedios pueden necesitar ser protegidos por grupos protectores.

Los grupos funcionales que se desea proteger incluyen hidroxi, amino y acido
carboxllico. Grupos apropiados para la proteccion del grupo hidroxi opcionalmente
incluyen grupos alquilo sustituidos y/o insaturados (como metilo, alilo, bencilo o
teri-butilo), grupos trialquilsiliio o diarilalquilsililo (como tbutildimetilsilio, ¢
butildifenilsililo o trimetilsililo) y tefrahidropiranilo. Grupos protectores apropiados

para el acido carboxilico incluyen ésteres de C4.g-alquilo o bencilo.

Grupos protectores apropiados para amino y amidino incluyen f-butiloxicarbonilo,
benciloxicarbonilo o 2-trimetilsililetoxicarbonilo (Teoc). Los nitrébgenos del amidino

también pueden ser protegidos por grupos hidroxi o alcoxi, y pueden ser mono o

diprotegidos.

La proteccién y desproteccion de los grupos funcionales puede llevarse a cabo
antes o después del enlace, o antes o después de cualquier otra reaccién en los

esquemas anteriormente mencionados.

Los grupos protectores pueden ser removidos de acuerdo con técnicas que son
bien conocidas para aquellos con habilidad en el arte y como se describen de aqui

en adelante.

Las personas con habilidad en el arte apreciaran que, con el fin de obtener los
compuestos de la invencion en una forma alternativa y, en algunas ocasiones,
mas conveniente, lo pasos individuales del proceso mencionados anteriormente

pueden ser llevados a cabo en diferente orden, y/o las reacciones individuales
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pueden ser llevadas a cabo en una etapa diferente en la ruta total (por ejemplo los
sustituyentes pueden ser adicionados y/o las transformaciones quimicas pueden
ser realizadas sobre distintos intermedios a los mencionados anteriormente en
conjunto con una reaccién particular). Esto puede negar, o hacer innecesaria, la

necesidad de grupos protectores.

El tipo de quimica involucrada dictara la necesidad, y el tipo, de grupos protectores

asi como también la secuencia para lograr la sintesis.

El uso de grupos protectores esta completamente descrito en “Grupos Protectores
en la Quimica Orgénica®, editado por J W F McOmie, Plenum Press (1973), y
“Grupos Protectores en la Sintesis Organica®, 3® edicién, T. W. Green & P. G. M.
Wutz, Wiley-Interscience (1998).

Los derivados protegidos de los compuestos de la invencibn pueden ser
convertidos quimicamente en los compuestos de la invencién usando técnicas
estandar de desproteccién (como hidrogenacién). La persona con habilidad en el
arte también apreciaréa que ciertos compuestos de formula la también pueden ser

referidos como que son “derivados protegidos” de los compuestos de formula I.
Uso médico y farmacéutico

Los compuestos de la invencién pueden poseer actividad farmacolégica como tal.
Los compuestos de la invencién que pueden poseer tal actividad incluyen, pero no

se limitan a, los compuestos de la férmula I.

Sin embargo, otros compuestos de la invencidon (incluyendo compuestos de la

formula la) pueden no poseer tal actividad, pero pueden ser administrados
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parenteraimente u oralmente, y pueden posteriormente ser metabolizados en %
cuerpo para formar compuestos que son farmacolégicamente activos (incluyendo,
pero no limitdindose a, compuestos comespondientes de formula ). Tales
compuestos (los cuales también incluyen compuestos que pueden poseer alguna
actividad farmacéutica, pero esa actividad es apreciablemente menor que la de los

compuestos "activos” en los que son metabolizados), pueden por lo tanto ser

descritos como "prodrogas” de los compuestos activos.

Por lo tanto, los compuestos de la invencidn son Utiles porque poseen actividad
farmacolégica, y/o son metabolizados por el cuerpo tras la administracién oral o
parenteral para formar compuestos que poseen actividad farmacolégica. Los

compuestos de la invencién son por lo tanto indicados como farmacéuticos.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencibn se proporcionan los

compuestos de la invencién para su uso como farmacéuticos.

En particular, los compuestos de la invencibn son inhibidores potentes de la
trombina ya sea como tfales y/o (como en el caso de las prodrogas), son
metabolizados después de la administracién para formar inhibidores potentes de la
trombina, por ejemplo como se puede demostrar en las pruebas descritas a

continuacion.

Por “prodroga de un inhibidor de la trombina®, incluimos compuestos que forman
un inhibidor de la trombina, en una cantidad experimentaimente detectable, y
dentro de un tiempo predeterminado (como alrededor de una hora), después de la
administracién oral o parenteral (ver, por ejemplo, la prueba E a continuacién) o,
altemnativamente, después de la incubacién en presencia de microsomas del

higado (ver por ejemplo, la Prueba G a continuacién).



Por lo tanto se espera que los compuestos de la invencion sean (tiles en aquellas
condiciones donde se requiere la inhibicién de la trombina, y/o las condiciones

donde se indica la terapia anticoagulante, incluyendo las siguientes:

El tratamiento y/o profilaxis de la trombosis y la hipercoagulabilidad en la sangre
y/o los tejidos de los animales incluyendo al hombre. Se sabe que la
hipercoagulabilidad puede llevar a enfermedades trombo-embélicas. Condiciones
asociadas con la hipercoagulabilidad y ias enfermedades trombo-embdlicas que
pueden ser mencionadas incluyen la resistencia hereditaria o adquirida a la
vitamina C activada, tal como la mutacién del factor V (factor V Leiden), y
deficiencias hereditarias o adquiridas en antitrombina HI, proteina C, proteina S,
cofactor |l de la heparina. Otras condiciones que se sabe estdn asociadas con la
hipercoagulabilidad y con enfermedades trombo-embélicas incluyen anticuerpos
antifosfollpidos  circulantes (Lupus anticoagulante), homocisteinemia,
trombocitopenia inducida por la heparina y defectos en ia fibrindlisis, asl como
sindromes de coagulacion (como coagulacién intravascular diseminada (DIC)) y

lesiones vasculares en general (como las debidas a la cirugia).

El tratamiento de condiciones en donde hay un exceso indeseable de trombina sin
saefiales de hipercoagulabilidad, por ejemplo en enfermedades neurodegenerativas

como la enfermedad de Alzheimer.

Los estados particulares de las enfermedades que pueden ser mencionados
incluyen el tratamiento terapéutico y/o profilictico de la trombosis venosa (como
DVT) y embolismo puimonar, trombosis arterial (como en la infeccién del
miocardio, angina inestable, ataque basado en la trombosis y trombosis periférica

arterial), y embolismo sistémico usualmente desde la auricula durante fibrilacién

O
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auricular (como la fibrilacién auricular no valvular) o desde el ventriculo izquierdo
después de un infarto en la pared del n_mioc:ardio. o causada por una falla
congestiva del corazdn; la profilaxis de la oclusién repetida (en otras palabras
trombosis) después de I.-lnﬂ frombblisis. operaciones de angiopléstia percutanea
transluminal (PTA) y de derivacion coronaria; la prevencion de la repeticion de la

trombosis después de una microcirugia y de una cirugla vascular en general.

Indicaciones adicionales incluyen el tratamiento terapéutico y/o profildctico de la
coagulacion intravascular diseminada ocasionada por bacterias, trauma mdltiple,
intoxicacién o cuaiquier otro mecanismo; tratamiento anticoagulante cuando la
sangre estd en contacto con superficies extrafias dentro del cuerpo tal como
injertos vasculares, stents vasculares, catéteres vasculares, valvulas prostéticas
mecanicas y biolégicas o cualquier otro dispositivo médico; y tratamiento
anticoagulante cuando la sangre esta en contacto con dispositivos médicos fuera
del cuerpo tal como durante una cirugla cardiovascular usando una maquina
corazén-puimén o en una hemodidlisis; el tratamiento terapéutico y/o profilactico
del sindrome de angustia respiratoria adulita y de causa desconocida, fibrosis
pulmonar después del tratamiento con radiacién o quimioterapia, choque séptico,
septicemia, respuestas inflamatorias las cuales incluyen, pero no se limitan a,
edema, arterosclerosis aguda o crénica tal como enfermedad arterial coronaria y la
formaciéon de placas arterioscleréticas, enfermedad arterial cerebral, infeccién
cerebral, trombosis cerebral, embolia cerebral, enfermedad arterial periférica,
isquemia, angina (incluyendo angina inestable), dafio por reperfusién, restenosis
tras una angioplastia transluminal percuténea y una cirugia de derivacién de la

arteria coronaria.

Los compuestos de la invencién que inhiben la tripsina y/o la trombina también

pueden ser Gtiles en el tratamiento de la pancreatitis.
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Los compuestos de la invencidn son por lo tanto indicados tanto en el tratamiento

terapéutico y/o profilactico de estas condiciones.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un
método para el tratamiento de una condicién donde se requiere la inhibicion de la
trombina el cual comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente
efectiva de la invencién a una persona que sufre de, o es susceptible a, tal

condicion.

Los compuestos de la invencién seran normalmente administrados de forma oral,
intravenosa, subcutidnea, bucal, rectal, démica, nasal, traqueal, bronquial, por
cualquier otra ruta parenteral o por inhalacién, en la forma de preparaciones
farmacéuticas que comprenden compuestos de la invenciéon en forma de una dosis

farmacéuticamente aceptable.

Dependiendo del desorden del paciente a ser tratado y de la ruta de

administracién, las composiciones pueden ser administradas a dosis variables.

Los compuestos de [a invencién también pueden ser combinados y/o
administrados junto con cualquier agente(s) antitrombético(s) con un mecanismo
de accién diferente, tal como uno o més de los siguientes: los agentes
antiplaquetas como acido acetilsalicllico, ticlopidina y clopidrogel; receptores de
tromboxano y/o inhibidores de sintetasa; antagonistas del receptor de fibrinégeno,
miméticos de prostaciclina; inhibidores de fosfodiesterasa; antagonistas del

receptor de ADP (P2T); e inhibidores de la carboxipeptidasa U (CPU).
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Los compuestos de la invencién pueden adicionalmente ser combinados y@

administrados junto con tromboliticos tal como uno o mas de activador de
plasminégeno del tejido (natural, recombinante o modificado), estreptoquinasa,
uroquinasa, prouroquinasa, complejo anisoilado activador de la plasminogeno-
estreptoquinasa (APSAC), activadores del plasminégeno de la glandula salivar
animal, y otros semejantes, en el tratamiento de enfermedades trombdticas, en

particular el infarto del miocardio.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona una
fomulacién farmacéutica que incluye un compuesto de la invencién, en una

mezcla con un adyuvante, diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

Dosis diarias apropiadas de los compuestos de la invencién en tratamiento
terapéutico de humanos son de alrededor de 0.001 — 100 mg/kg de peso corporal
en administracién peroral y alrededor de 0.001 — 50 mg/kg de peso corporal en

administracion parenteral, excluyendo el peso de cualquier idn contrario dcido.

Para evitar la duda, como se emplea aqui, el tdrmino “tratamiento” incluye

tratamiento terapéutico y/o profilactico.

Los compuestos de la invencion tienen la ventaja de que pueden ser més eficaces,
menos toxicos, de accibn mas prolongada, tener un rango de actividad mas
amplio, ser mas potentes, producir menos efectos secundarios, ser absorbidos
mas facilmente, y/o tener un mejor perfil farmacocinético (mayor biodisponibilidad
oral y/o menor despeje), que, y/o tener otras propiedades farmacolégicas, fisicas,

o quimicas Utiles sobre, compuestos conocidos en el arte previo.
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Los compuestos de la invencion pueden tener la ventaja adicional de que pueden
ser administrados menos frecuentemente que los compuestos conocidos en el arte

previo.
Pruebas biol6gicas

Prueba A

Determinaci6n del tiempo de coagulacién de la trombina (TT)

La solucién de inhibidor (25 ul.) es incubada con plasma (25 ulL) por tres minutos.
Luego se adiciona trombina humana (T 6769; Sigma Chem. Co o Hematologic
Technologies) en solucién amortiguadora, pH 7.4 (25 uL, 4.0 NIH unidades/mL), y

se mide el tiempo de coagulacién en un dispositivo automédtico (KC 10; Amelung).

El tiempo de coagulacién de la trombina (TT) se expresa en valores absolutos
(segundos) asi como también la proporcién de TT sin inhibidor (TTg) a TT con
inhibidor (TT,). Las proporciones anteriores (rango 1 — 0) son graficadas contra la
concentracién de inhibidor (transformada a logaritmo) y ajustada a curvas en
forma de S de respuesta a la dosis de acuerdo con la ecuacioén

donde a = rango méximo, en otras palabras 1, s = pendiente de la curva de
respuesta a la dosis; e ICs = la concentracién de inhibidor que dobla el tiempo de
coagulacién. Los célculos se procesan en un PC usando el programa de software
GraFit version 3, ajustando la ecuacién igual a: Inicio en 0, definir fin = 1 (Erathicus

Software, Robin Leatherbarrow, Colegio Imperial de Londres, Londres, UK).



Prueba B

Determinacién de la inhibicién de trombina con un cromogénico, analisis robético
La potencia del inhibidor de trombina se mide con un método de sustrato
cromogénico, en un procesador robético de microldmina Plato 3000 (Rosys AG,
CH-8634 Hombrechtikon, Suiza), usando lAminas de microtitulacién de 86 cubetas
de mitad de volumen (Costar, Cambridge, MA, USA; Cat No 3690). Se diluyen en
serie soluciones patron de la sustancia de prueba en DMSO (72 pL), 0.1 - 1
mmal/L, en proporcion 1:3 (24 + 48 pul) con DMSO para obtener diez
concentraciones diferentes, las cuales son analizadas como muestras en el
analisis. Muestras de prueba de 2 uL son diluidas con 124 uL de ia solucién
amortiguadora del analisis, se adicionan 12 ulL de solucibn de sustrato
cromogénico (S-2386, Cromogenix, Mbindal, Suecia) en solucién amortiguadora
de andlisis y finalmente 12 uL de solucién de a-trombina (a-trombina humana,
Sigma Chemical Co., o Hematologic Technologies) en solucién amortiguadora de
andlisis, y se mezclan las muestras. Las concentraciones finales del andlisis son:
sustancia de prueba 0.00088 — 13.3 umol/L, a-trombina 0.020 NIHU/mL. Se usa
el incremento de la absorbancia lineal durante los 40 minutos de la incubacion a
37°C para calcular el porcentaje de inhibicidon para las muestras de prueba, al
compararias con blancos sin inhibidor. El valor ICs robético, comrespondiente a la
concentracion de inhibidor que causa un 50% de inhibicion de la actividad de la

trombina, de una curva del logaritmo de la concentracién contra el % de inhibicion.

Prueba C

Determinacion de la constante de inhibicién K, para la trombina humana

Las determinaciones de K, se hacen usando un método de sustrato cromogénico,
realizado a 37°C en un analizador centrifugo Cobas Bio (Roche, Basel, Suiza). Se

determina la actividad enzimética residual después de la incubacién de a-trombina

humana con varias concentraciones del compuesto de prueba a tres

>
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concentraciones de sustrato diferentes, y se mide como el cambio en la

absorbancia éptica a 405 nm.

Las soluciones de los compuestos de prueba (100 pl; normalmente en una
solucién amortiguadora o salina que contiene 10 g/L de BSA) se mezclan con 200
pL de a-trombina humana (Sigma Chemical Co) en solucién amortiguadora de
andlisis (0.05 mol/L Tris-HCI pH 7.4, fuerza i6nica 0.15 ajustada con NaCl) que
contiene BSA (10 g/L), y se analizan como muestras en el Cobas Bio. Se adiciona
una muestra de 60 L, junto con 20 plL de aéua. a 320 pL de sustrato S-2238
(Chromogenix AB, Mdindal, Suecia) en una solucién amortiguadora de andlisis, y
se monitorea el cambio de absorbancia (AA/min). Las concentraciones finales de

$-2238 son 16, 24 y 50 umol/L y de trombina 0.125 NIH U/mL.

Se usa la tasa de reaccién en estado estacionario para construir graficas Dixon, en
otras palabras diagramas de concentracién de inhibidor vs 1/(AA/min). Para
inhibidores reversibles, competitivos, los puntos de los datos para las diferentes
concentraciones de sustrato tipicamente forman lineas rectas las cuales se

interceptan en x = -K,.

Prueba D

Determinacién del tiempo activado de tromboplastina parcial (APTT)

El APTT se determina en plasma citrado humano normal combinado con el
reactivo PTT Automated 5 manufacturado por Stago. Los inhibidores son
agregados al plasma (10 uL de solucién de inhibidor a 80 puL de plasma) e
incubados con el reactivo APTT por 3 minutos seguidos de la adicién de 100 uL de
solucién de cloruro de calcio (0.025 M) y se determina el APTT por el uso del
analizador de coagulacion KC10 (Amelung) de acuerdo con las instrucciones del

productor del reactivo.
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El tiempo de coagulacién se expresa como valores absolutos (segundos) asi como
también como la proporcién entre APTT sin inhibidor (APTTp) y APTT con inhibidor
(APTT)). Las anteriores proporciones (rango 1 — 0) son graficadas contra la
concentracién de inhibidor (transformada a iogarﬂmica) y ajustada a curvas en
forma de S de respuesta a la dosis de acuerdo con la ecuacién

a

donde a = rango méximo, en otras palabras 1; s = la pendiente de la curva de

y=

respuesta a la dosis; e ICsy = la concentracién de inhibidor que dobla el tiempo de
coagulaciéon. Los célculos son procesados en un PC usando el programa de
software GraFit versién 3, haciendo la ecuacién igual a: Inicio en 0, definir final = 1
(Erithacus Software, Robin Leatherbarrow, Colegio Imperial de Londres, Londres,
UK). El ICs50APTT se define como la concentracién de inhibidor en el plasma

humano que dobla el tiempo de activado de tromboplastina parcial.

Prueba E

Determinacin del tiempo de trombina ex vivo

Se examina la inhibicién de la trombina después de la administracién parenteral u
oral de los compuestos de la invencién, disueltos en etanol:SolutolK:agua (5:5:90),
en ratas concientes las cuales, uno o dos dlas antes del experimento, son
equipadas con un catéter para tomar muestras de sangre de la arteria cardtida.
En el dia de el experimento se extraen muestras de sangre a tiempos fijos
después de la administracion del compuesto en tubos plasticos que contienen 1
parte de solucion de citrato de sodio (0.13 mol por L) y 9 partes de sangre. Los

tubos se centrifugan para obtener plasma pobre en plaquetas.



Se precipitan 50 uL de las muestras de plasma con 100 pL de acetonitrilo frio. Las
muestras se centrifugan por 10 minutos a 4000 rppm. Se diluyen 75 plL del
sobrenadante con 75 ul de écido fdrmico al 0.2%. Se analizan volimenes de 10
plL de las soluciones resultantes por LC-MS/MS y se determinan las

concentraciones de inhibidor de trombina usando curvas esténdar.

Prueba F

Determinacion de la depuracion del plasma en una rata

La depuracioén del plasma es estimada en machos de ratas Sprague Dawley. El
compuesto es disuelto en agua y administrado como una inyeccién de bolo
subcutaneo a una dosis de 4 pmol’kg. Las muestras de sangre se recolectan a
intervalos frecuentes hasta 5 h después de la administracién de la droga. Las
muestras de sangre se centrifugan y el plasma es separado de las células de
sangre y transferido a viales que contienen citrato (10% de concentracién final).
50 uL de las muestras de plasma fueron precipitados con 100 ulL de acetonitrilo
frio. Las muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm. 75 pL del
sobrenadante son diluidos con 75 plL de acido férmico al 0.2%. Se analizan
volimenes de 10 pL de la solucién resuttante por LC-MSMS y las
concentraciones de inhibidor de trombina son determinadas usando curvas
estandar. El drea bajo el perfil de la concentracién en plasma — tiempo se estima
usando la regla del trapezoide logaritmico/lineal y se extrapola a tiempo infinito.
La depuracién del plasma (CL) del compuesto se determina como

_ Dosis

CL=
AUC

Los valores se reportan en mL/min/kg.
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Prueba G

Determinacién de la estabilidad in vifro

Los microsomas del higado se preparan de muestras de higados de ratas
Sprague-Dawley y de humanos de acuerdo a los SOP intemos. Los compuestos
son incubados a 37°C a una concentracion total de protelna de microsoma de 3
mg/mL en 0.05 mol/l. de amortiguador TRIS a un pH de 7.4, en presencia de los
cofactores NADH (2.5 mmol/lL) y NADPH (0.8 mmol/L). La concentracion inicial
del compuesto es de 5 0 10 umol/L. Las muestras se toman para anélisis hasta 60
minutos después del inicio de la incubacién. La actividad enzimatica en la muestra
recolectada es detenida inmediatamente por adicién de &cido mirlstico al 20% a un
volumen comespondiente al 3.3% del volumen total de la muestra. La
concentracion del compuesto restante (CONCENTRACION FINAL) en la muestra
del minuto 60 se determina por medio de LCMS usando una muestra recolectada
en tiempo cero como referencia (CONCENTRACION INICIAL). El % de inhibidor
de trombina degradado se calcula como:

[CONCENTRACION INICIAL]-[CONCENTRACION FINAL)
[CONCENTRACION INICIAL]

100% x

Prueba H

Modelo de trombosis arterial

El dafio en los vasos es inducido aplicando cloruro férrico (FeCl) de forma tépica
a la arteria carftida. Las ratas son anestesiadas con una inyeccion intraperitoneal
de pentobarbital de sodio (80 mg/kg; Apoteksbolaget; Umed, Suecia), seguida de
una infusién continua (12 mg/kg/h) a lo largo del experimento. La temperatura
corporal de la rata se mantiene a 38 °C a lo largo del experimento por
calentamiento externo. El experimento comienza con un periodo de control de 5
minutos. Cinco minutos después, se administra '2°|-fibrinégeno humano de forma

intravenosa (80 kBq; IM53; Amersham International, Buckinghamshire, Reino



Unido) v se emplea como marcador para !a subsiguiente incorporacién de
fibrin(fogeno) en el trombo. El extremo mas cercano del segmento de arteria
carétida es colocado en un tubo de plastico (8 mm:; Silastic ®; Dow Coming, M,
Estados Unidos de América) abierto longitudinalmente, que contiene papel de fiitro
(3 mm de didmetro; 1F; Munktell, Grycksbo, Suecia): empapado en FeCl; (2 plL;
55% wiw; Merck, Darmstadt, Alemania). La arteria carétida izquierda es expuesta
a FeCly por 10 minutos y luego es removida del tubo plastico y empapada en una
solucién salina. Cincuenta minutos después, la arteria cardtida es removida y
enjuagada en solucién salina. También se toman muestras de sangre de
referencia para determinar la actividad del '2|, 10 minutos después de la inyeccién
del ?5|-fibrin6geno, y al final del experimento. La actividad del '] en las muestras
de sangre de referencia y en el segmento de vaso son medidos en un contador
gamma (1282 Compugamma; LKB Wallac Oy, Turku, Finlandia) en el mismo dia
que el experimento es llevado a cabo. E! tamafio del trombo se determina como la
cantidad de actividad de '?| incorporada en el segmento de vaso en relacién con

la actividad de 2%} en la sangre (cpm/mg).

Detalles experimentales generales

EL TLC se llevd a cabo en gel de silice. El andlisis quiral en HPLC se llevé a cabo
usando una columna Chiracel OD de 468 mm x 250 mm con una columna de
proteccién de 5 cm. La temperatura de la columna se mantuvo a 35°C. Se
empled una tasa de flujo de 1.0 mL/min. Se empleé un detector UV Gilson 115 a
228 mm. La fase mdvil consistié en hexanos, etanol y 4cido trifluoroacético y las
proporciones apropiadas estdn enumeradas para cada compuesto. Tipicamente,
el producto fue disuelto en una cantidad minima de etanol y esto fue diluido con la

fase movil.
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El LC-MS/MS se llevd a cabo-usando un instrumento HP-1100 equipado con un
inyector CTC-PAL y una columna de 5 um, 4 x 100 mm ThermoQuest, Hypersil
BDS-C18. Se empled un detector MS API-3000 (Sciex). La tasa de flujo fue de \
1.2 mL/min y la fase mévil (gradiente) consistié de 10 — 80% de acetonitrilo con 80

- 10% de acetato de amonio acuoso 4mM, ambos con 0.2% de acido férmico.

Se registro el espectro 'TH NMR usando tetrametilsilano como estindar intemo. Se
registr6 el espectro *C NMR usando solventes deuterados enumerados como el

estdndar intemo.

Ejemplo 1
Ph(3-C)({5-OCHF,)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2 6-diF

Q, F
e H
HO 3
U NH,
l =
ol NF

OCHF,

(i) 3-cloro-5-metoxibenzaldehido

Se adiciond 3,5-dicloroanisol (74.0 g, 418 mmol) en THF (200 mL) gota a gota a
metal de magnesio (14.2 g, 585 mmol, lavado previamente con HCI 0.5 N) en THF
(100 mL) a 25°C. Tras la adicidn, se adicioné 1,2-dibromoetano (3.9 g, 20.8 mmol)
gota a gota. La mezcla café oscuro resultante se calenté a temperatura de reflujo
por 3 h. La mezcla se enfri6 a 0°C y se adicioné N,N-dimetilformamida (60 mL) en
una porcién. La mezcla fue partida con dietiléter (3 x 400 mL) y HCI 6N (500 mL).
Los extractos orgénicos combinados fueron lavados con salmuera (300 mL),
secados (NaxSO,), fitrados y concentrados en vacuo para dar un aceite. La
cromatografia flash (2x) en gel de sllice eluyendo con Hex:EtOAc (4:1)

proporcioné el compuesto del subtitulo (38.9 g, 54%) como un aceite amarillo.



'H NMR (300 MHz, CDCls) & 9.90 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.15 (8, 1H),

3.87 (s, 3H)

() 3-cloro-5-hidroxibenzaldehido

Se enfrié6 una solucién de 3-cloro-5-metoxibenzaldehido (22.8 g, 134 mmol; ver
paso (i) arriba) en CH2Cl: (250 mL) a 0°C. Se adicioné tribromuro de boro (15.8
mL, 167 mmol) gota a gota por 15 minutos. Daspués de ag'ri:ar la mezcla de
reaccidon por 2 h, se adiciond H20 (50 mL) lentamente. La solucién fue luego
extraida con Et;O (2 x 100 mL). Las capas organicas fueron combinadas,
secadas (Naz;SO,), filtradas y concentradas /n vacuo. La cromatografia flash en
gel de silice eluyendo con Hex:EtOAc (4:1) proporciond el compuesto del subtitulo
(5.2 g, 25%).

'H NMR (300 MHz, CDCls) 5 9.85 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.10 (s, 1H),
3.68 (s, 1H)

(i) 3-cloro-5-difluorometoxibenzaldehido

Se calent6 a temperatura de reflujo una solucién de 3-cloro-5-hidroxibenzaldehido
(7.5 g, 48 mmol; ver paso (ii) arriba) en 2-propanol (250 mL) y KOH al 30% (100
mL). Mientras se agita, se soplan burbujas de CHCIF; en la mezcla de la reaccién
por 2 h. La mezcla de la reaccién fue enfriada, acidificada c;on HCI 1N y extralda
con EtOAc (2 x 100 mL). Los organicos fueron lavados con salmuera (100 mL),
secados (NaxS0,), filtrados y concentrados in vacuo. La cromatografia flash en
gel de sllice eluyendo con Hex:EtOAc (4:1) proporcioné el compuesto del subtitulo
(4.8 g, 46%).
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'H NMR (300 MHz, CDCly) & 9.95 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.40 (s, 1H),

8.60 (t, Jur = 71.1 Hz, 1H)

(iv) Ph(3-Cl}{5-OCHF.)-{R,SOTMS)CN

Se enfrio una solucién de 3-cloro-5-difluorometoxibenzaldehido (4.6 g, 22.3 mmol;
ver paso (iii) arriba) en CH2Cl2 (200 mL) a 0°C. Se adicion6 Znl; (1.8 g, 5.6 mmol)
y cianuro de trimetilsilio (2.8 g, 27.9 mmol) y se dejoé que la mezcla de la reaccion
se calentara a temperatura ambiente y se agitd por 15 h. La mezcla fue
parciaimente concentrada in vacuo proporcionando el compuesto del subtitulo
como un Hquido, el cual fue empleado directamente en el paso (v) a continuacién

sin una purificacion o caracterizacién adicional.

(v) Ph(3-C){5-OCHF,)«{R, S)CH(OH)C(NH)OEt
Se adiciond Ph(3-CI)(5-OCHF2).(R,S)(OTMS)CN (6.82 g, se asumen 22.3 mmol;

ver paso (iv) arriba) gota a gota a HCVEtOH (500 mL). La mezcla de la reaccién
fue agitada por 15 h, luego parciaimente concentrada in vacuo proporcionando el
compuesto del subtitulo, el cual fue empleado en el paso (vi) sin purificacién o

caracterizaciéon adicional.

(vi) Ph(3-Chi(5-OCHF3){R, SYCH(OH)C(O)OEt
Se disolvié Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R, S)CH(OH)C(NH)OEt (6.24 g, se asumen 22.3

mmol; ver paso (v) arriba) en THF (250 mL), se adicioné H2SO, 0.5 M (400 mL) y
la reaccion fue agitada a 40°C por 85 h, enfriada y luego parcialmente concentrada
in vacuo para remover la mayor parte del THF. La mezcla de la reaccién fue
extralda con Et20 (3 x 100 mL), secada (Na,SO,), filtrada y concentrada in vacuo
para proporcionar el compuesto del subtitulo como un sélido, el cual fue usado en

el paso (vii) sin purificacién o caracterizacién adicional.

y
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(vi) Ph(3-Ci}{5-OCHF;)}-(R, S)CH(OH)C(O)OH
Una solucién de Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R,S)CH(OH)C(O)OEt (2.25 g, se asumen

22.3 mmol; ver paso (vi) amriba) en 2-propanol (175 mL) y KOH al 20% (350 mL)
fue agitada a temperatura ambiente por 15 h. La reaccién fue entonces
concentrada parcialmente in vacuo para remover la mayor parte del 2-propanol.
La mezcla remanente fue acidificada con H,SO, 1M, extralda con Et2O (3 x 100
mL), secada (NaSO,) y concentrada /n vecuo para dar un sélido. Lla
cromatografia flash en gel de silice eluyendo con CHCl;:MeOH:NH,OH
concentrado (6:3:1) proporcioné la sal de amonio del compuesto del subtitulo. La
sal de amonio fue luego disuelta en una mezcla de EtOAc (75 mL) y H20 (75 mL)
y acidificada con HCI 2N. La capa orgénica fue separada y lavada con salmuera
(50 mL), secada (Na=SO,) y concentrada /n vacuo para proporcionar el compuesto

del subtitulo (3.2 g, 57 % desde los pasos (iv) a (vii)).

'H NMR (300 MHz, CD;0D) 5 7.38 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.89 (t, Jur =

71.1 Hz, 1H), 5.16 (s, 1H)

(viii) Ph(3-C)(5-OCHF;)-(RICHOH)C(O)OH (@) v Ph(3-CI}(5-OCHF;)-
(S)CH(OAC)C(O)OH (b)

Se calentd una mezcla de Ph(3-Cl)}(5-OCHF2)-(R,S)CH(OH)C(O)OH (3.2 g, 12.7
mmol; ver paso (vii) arriba) y Lipasa PS “Amano” (~2.0 g) en acetato de vinilo (125
mL) y MTBE (125 mL) a temperatura de reflujo por 48 h. La mezcla de la reaccion
fue enfriada, filtrada por Celite ® y la torta del filtro lavada con EtOAc. El filtrado
fue concentrado in vacuo y sometido a cromatografia flash en gel de sllice
eluyendo con CHCly:MeOH:NH,OH concentrado (6:3:1) proporcionando las sales
de amonio de los compuestos (a) y (b) del subtitulo. La sal del compuesto (a) fue

disuelta en H,0, acidificada con HCI 2N y extralda con EtOAc. La capa orgénica

o
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fue lavada con salmuera, secada (Na;SQ,), filtrada y concentrada /in vacuo para

proporcionar el compuesto (a) del subtitulo (1.2 g, 37%)

Para el compuesto (a) de subtitulo
1H NMR (300 MHz, CDsOD) 5 7.38 (s, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.89 (t, Jur

=71.1 Hz, 1H), 5.17 (s, 1H)

(ix) 2.6-difluoro-4[metilsulfinil){metiltio)metillbenzonitrilo

Se disolvid (metilsulfinil)(metiltio)metano (7.26 g, 0.0584 mol) en 100 mL de THF
saco bajo argébn y se enfrid a -78°C. Se adiciond Bitulitio en hexano (16 mL,
0.0256 mol) gota a gota. La mezcia fue agitada por 15 minutos. Mientras tanto,
8@ anfrié una soluciéon de 3,4,5-triffucrobenzonitrilo (4.0 g, 0.025 mmol) en 100 mL
de THF seco a -78°C bajo argdn y se adiciono la solucién anterior por medio de
una canula a ésta solucién por un periodo de 35 min. Después de 30 minutos se
removié el bafio de refrigeracion y cuando la reaccion alcanzé la temperatura
ambiente se vertié en 400 mL de agua. Se evapord el THF y la capa acuosa
restante fue extraida tres veces con distiléter. La fase de éter combinada fue

lavada con agua, secada (Na;SO,) y evaporada. Rendimiento: 2.0 g (30%).

"H NMR (500 MHz, CDCLy) & 7.4 — 7.25 (m, 2H), 5.01 (s, 1H, diasterémero), 4.91

(s. 1H, diasterbmero), 2.88 (s, 3H, diasterdmero), 2.52 (8, 3H, diasterbmero), 2.48
(s, 3H, disterbmero), 1.72 (ancha, 1H)

(@) 2,6-difluoro-4-formilbenzonitrilo

Se disolvi6 2,6-diffuoro-4[(metilsulfinil)(metiltio)metillbenzonitrilo (2.17 g, 8.32
mmol, ver paso (ix) arriba) en 80 mL de THF 'y se adicionaron 3.5 mL de &cido
sulfirico concentrado. La mezcla fue dejada a temperatura ambiente por 3 dlas y

subsiguientemente fue vertida en 450 mL de agua. A esto siguid una extraccion 3

ye
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veces con EtOAc y la fase etérea combinada fue lavada dos veces con
bicarbonato de sodio acuoso y salmuera, secada (Na;SO,) y evaporada.
Rendimiento: 1.38 g (88%). La posicién del grupo formilo se establecié por '*C
NMR. La sefial de los carbonos fluorinados a 182.7 ppm exhibié el patrén
esperado de unién con dos constantes de unién en el orden de 260 Hz y 6.3 Hz
que comresponden respectivamente a un enlace ipso y un enlace meifa de los

atomos de fluor.

"H NMR (400 MHz, CDCh) 8 10.35 (s, 1H), 7.33 (m, 2H)

(xi) 2,8-difluoro-4-hidroximetilbenzonitrilo

Se disuelve 2,6-difluoro-4-hidroximetilbenzonitrilo (1.38 g, 8.13 mmol; ver paso (x)
arriba) en 25 mL de metanol y se enfria en un bafio de hielo. Se adicion6
borohidruro de sodio (0.307 g, 8.12 mmol) en porciones con agitacién y la reaccién
se dejo por 85 min. El solvente fue evaporado y el residuo fue divido en partes
entre dietiléter y bicarbonato de sodio acuoso. La capa etérea fue lavada con més
bicarbonato de sodio acuoso y saimuera, secada (Na;SO4) y evaporada. El
producto crudo cristalizé rapidamente y pudo ser usado sin purificacién adicional.

Rendimiento: 1.24 g (90%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) 5 7.24 (m, 2H), 4.81 (s, 2H), 2.10 (ancha, 1H)

(xii) metansulfonato de 4-ciano-2 6-difluorobencilo

A una solucion enfriada con hielo de 2,6-difluoro-4-hidroximetilbenzonitrilo (1.24 g,
7.32 mmol; ver paso (xi) arriba) y cloruro de metansulfonilo (0.93 g, 8.1 mmol) en
60 mL de cloruro de metileno se le adicioné trietilamina (0.81 g, 8.1 mmol) con

agitacién. Después de 3 h a 0°C, la mezcla fue lavada dos veces con HCI 1M y

W

.
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una vez con agua, secada (NaySQ,) y evaporada. El producto puedo ser usado

sin purificacién posterior. Rendimiento: 1.81 g (89%). \
'H NMR (300 MHz, CDCls) 5 7.29 (m, 2H), 5.33 (s, 2H), 3.07 (s, 3H)

(xiii) 4-azidametil-2,8-diflucrobenzonitrilo

Se agité una mezcla de metansulfonato de 4-ciano-2,6-difluorobencilo (1.61 g,
6.51 mmol; ver paso (xii) arriba) y azida de sodio (0.72 g, 0.0111 mol) en 10 mL de
agua y 20 mL de DMF a temperatura ambiente durante la noche. El resultante fue
subsiguientemente vertido en 200 mL de agua y exiraldo 3 veces con dietiléter.
La fase etérea combinada fue lavada cinco veces con agua, secada (Na;SO,) y
evaporada. Se evapord una pequefia muestra para propésitos de NMR y el
producto fue cristalizado. El resto fue evaporado cuidadosamente pero no hasta
que estuviera completamente seco. Se asumié que el rendimiento (teérico 1.26 g)

fue casi cuantitativo basado en la NMR y la HPLC analitica.

'H NMR (400 MHz, CDCl) 3 7.29 (m, 2H), 4.48 (s, 2H)

(xiv} 4-aminometil-2 6-difluorobenzonitrilo

Esta reaccion se llevd a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en J.
Chem. Res. (M) (1892) 3128. A una suspension de 520 mg de Pd/C al 10% (50%
de humedad) en 20 mL de agua se adicioné una solucién de borohidruro de sodio
(0.834 g, 0.0221 mol) en 20 mL de agua. Lo que resultd en alguna evolucién de
gas. Se disolvi6 4-azidametil-2,8-diflucrobenzonitrilo (1.26 g, 6.49 mmol; ver paso
(xiil) arriba) en 50 mL de THF y se adiciond a la mezcla acuosa en un bafo de
hielo por 15 minutos. La mezcla fue agitada por 4 h, donde después de 20
minutos se adicionaron 20 mL de HCI 2M y la mezcla se filtré por Celite. El Celite

fue enjuagado con méas agua y la fase acuosa combinada fue lavada con EtOAc v



subsiguientemente hecha alcalina con NaOH 2M. Después se hizo una extraccién
tres veces con cloruro de metileno y la fase organica combinada fue lavada con
agua, secada (Na;SO,) y evaporada. Rendimiento: 0.87 g (80%).

"H NMR (400 MHz, CDCl;) § 7.20 (m, 2H), 3.96 (s, 2H), 1.51 (ancha, 2H)

(xv) 2,6-difluoro-4-ter-butoxicarbonilaminometilbenzonitrilo

Se disolvié una solucién de 4-aminometil-2,6-difluorobenzonitrilo (0,878 g, 5.21
mmol; ver paso (xiv) arriba) en 50 mL de THF y se adiciond bicarbonato de di-fert-
butilo (1.14g, 5.22 mmol) en 10 mL de THF. La mezcla fue agitada por 3.5 h. El
THF fue evaporado y el residuo fue repartido entre agua y EtOAc. La fase
organica fue lavada tres veces con HCI 0.5M y agua, secada (Na:SOy) Yy
evaporada. El producto pudo ser usado sin purificacién adicional. Rendimiento:

1.38 g (99%)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.21 (m, 2H), 4.85 (ancha, 1H), 4.43 (ancha, 2H),

1.52 (s, BH)

(xvi) Boc-Pab(2,6-diF)(OH)
Una mezcla de 2,6-difluoro-4-tert-butoxicarbonilaminometilbenzonitrilo (1.38 g,

5.16 mmol; ver paso (xv) arriba), hidrocloruro de hidroxilamina (1.08 g, 0.0155 mol)
y trietilamina (1.57 g, 0.0155 mol) en 20 mL de etanol fue agitada a temperatura
ambiente por 36 h. El solvente fue evaporado y el residuo fue repartido entre agua
y cloruro de metileno. La capa orgénica fue lavada con agua, secada (Na;SO,) vy
evaporada. El producto puedo ser usado sin purificacién adicional. Rendimiento:

1.43 g (82%).
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'H NMR (500 MHz, CD;0OD) § 7.14 (m, 2H), 4.87 (ancha, 1H), 4.84 (ancha, 2H),

4.40 (ancha, 2H), 1.43 (s, SH)

(xvii) Boc-Pab(2,8-diF) x HOAc

Esta reaccion fue llevada a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito por
Judkins y colaboradores, en Synth. Comm. (1998) 4351. Se hidrogenan Boc-
Pab(2,6-diF)(OH) (1.32 g, 4.37 mmol; ver paso (xvi) arriba), anhidrido acético
(0.477 g, 4.68 mmol) y 442 mg de Pd/C al 10% (50% de humedad) en 100 mL de
acido acético a 5 atm de presion por 3.5 h. La mezcla fue filtrada por Celite,
enjuagada con etanol y evaporada. El residuo fue secado por congelacion a partir
de acetonitriio y agua y unas cuantas gotas de etanol. El producto del subtitulo

pudo ser usado sin purificacién adicional. Rendimiento: 1.49 g (99%).

'H NMR (400 MHz, CD;0D) d 7.45 (m, 2H), 4.34 (s, 2H), 1.90 (s, 3H), 1.40 (s, 9H)

(xvii) Boc-Pab(2,68-diF)(Teoc)

A una solucién de Boc-Pab(2,6-diF) x HOAc (1.56 g, 5.48 mmol; ver paso (xvii)
amiba) en 100 mL de THF y imL de agua se le adicion6 carbonato de 2-
(trimetilsilil)etil p-nitrofenilo (1.67 g, 5.8 mmol). Se agregé un soluciébn de
carbonato de potasio (1.57 g, 0.0114 mol) en 20 mL de agua gota agota durante 5
minutos. La mezcla fue agitada durante la noche. Se evaporé el THF y el residuo
fue repartido entre agua y cloruro de metileno. La capa acuosa fue extraida con
cloruro de metileno y la fase orgdnica combinada fue lavada dos veces con
bicarbonato de sodio acuoso, secada (NazSO,) y evaporada. La cromatografia
flash en gel de silice con heptano/EtOAc = 2/1 dio 1.71 g (73%) de compuesto

puro.
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'"H NMR (400 MHz, CDCly) & 7.43 (m, 2H), 4.97 (ancha, 1H), 4.41 (ancha, 2H),

2.24 (m, 2H), 1.41 (s, 8H), 1.11 (m, 2H), 0.06 (s, 8H)

(xix) Boc-(S)Aze-Pab(2,8-diF)(Teoc)

Se disolvié Boc-Pab(2,6-diF)(Teoc) (1.009 g, 2.53 mmol; ver paso (xviii) arriba) en
50 mL de EtOAc saturado con HCI (g). La mezcla fue dejada por 10 minutos,
evaporada y disuelta en 18 mL de DMF, y luego fue enfriada en un bafio de hielo.
Se adicionaron Boc{S)Aze-OH (0.450 g, 2.24 mmol), PyBOP (1.24 g, 2.35 mmol)
y finaimente diisopropiletilamina (1.158 g, 8.96 mmol). La mezcla de la reaccién
fue agitada por 2 h y luego vertida en 350 mL de agua y extralda tres veces con
EtOAc. La fase organica combinada fue lavada con saimuera, secada (Na;SO,) y
evaporada. La cromatografia flash en gel de sllice con heptano:EtOAc (1:3) dio
1.097 g (96%) del compuesto deseado.

'H NMR (500 MHz, CDCly) 5 7.468 (m, 2H), 4.65 — 4.5 (m, 3H), 4.23 (m, 2H), 3.87

(m, 1H), 3.74 (m, 1H), 2.45 - 2.3 (m, 2H), 1.40 (s, 8H), 1.10 (m, 2H), 0.05 (s, OH)

(o) Ph(3-CI}(5-OCHF. CH(OH)C(O)-(R)CH(OHYC({O a-Pab(2 6-diF){Teoc

Se disolvié Boc-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (0.2556 g, 0.500 mmol; ver paso (xix)
armriba) en 20 mL de EtOAc saturado con HCI (g). La mezcla fue dejada por 10
minutos y evaporada y disuelta en 5 mL de DMF. Se agregaron Ph{3-Cl)(5-
OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)OH (0.120 g, 0.475 mmol; ver paso (viii) arriba), PyBOP
(0.263 g, 0.489 mmol) y finalmente diisopropiletilamina (0.245 g, 1.89 mmol). La
mezcla de la reaccion fue agitada por 2 h y luego vertida en 350 mL de agua y
extraida 3 veces con EtOAc. La fase orgénica combinada fue lavada con
salmuera, secada (Na;SO,4) y evaporada. La cromatografia flash en gel de sflice

con EtOAc dio 0.184 g (60%) del compuesto del subtitulo deseado.
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'"H NMR (400 MHz, CD,0D, mezcla de rotAmeros) § 7.55 — 7.45 (m, 2H), 7.32 (m|
1H, rotdmero mayor), 7.27 (m, 1H, rotdmero menor), 7.2 — 7.1 (m, 2H), 6.90 (t, 1H,
rotAmero mayor), 8.86 (t, 1H, rotdmero menor), 5.15 (s, 1H, rotdmero mayor), 5.12
(m, 1H, rotdmero menor), 5.08 (s, 1H, rotdAmero menor), 4.72 (m, 1H, rotdmero
menor), 4.6 — 4.45 (m, 2H), 4.30 (m, 1Hm rotdmero mayor), 4.24 (m, 2H), 4.13 (m,
1H, rotamero menor), 4.04 (m, 1H, rotdimero menor), 3.85 (m, 1H, rotadmero
menor), 2.62 (m, 1H, rotAmero menor), 2.48 (m, 1H, rotAmero menor), 2.22 (m, 1H,
rotAmero menor), 2.10 {m, 1H, rotdmero menor), 1.07 (m, 2H), 0.07 (m, 9H)

(od) Ph(3-C)(5-OCHF3)-(R)CH(OH)C(O Pab{2 6-diF

Se disolvid6 Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (81
mg, 0.127 mmol; ver paso (xx) arriba) en 0.5 mL de cloruro de metileno y se enfri6
en un bafio de hielo. Se agregd TFA (3 mL) y se dejé la reaccién por 75 min. El
TFA se evapord y el residuo se seco por congelaciéon a partir agua y acetonitrilo.
El producto crudo fue purificado por RPLC preparativa con CHsCN:NH,OAc 0.1M
(35:65) para producir 39 mg (55%) del compuesto del titulo como su sal de HOAc,
pureza: 89%.

'H NMR (400 MHz, CD;0D, mezcla de rotdmeros) 5 7.5 — 7.4 (m, 2H), 7.32 (m,
1H, rotamero mayor), 7.28 (m, 1H, rotdmero menor), 7.28 (m, 1H, rotdmero
menor), 7.2 - 7.1 (m, 3H), 6.80 (t, 1H, rotAmero mayor), 6.88 (t, rotdmero menor),
5.15 (s, 1H, rotamero menor), 5.14 (m, 1H, rotamero menor), 5.07 (s, 1H, rotdmero
menor), 4.72 (m, 1H, rotdmero mayor), 4.16 (m, 1H, rotAmero mayor), 4.03 (m, 1H,
rotdmerc menor), 3.85 (m, 1H, rotdmero menor), 2.63 (m, 1H, rotdmero menor),
248 (m, 1H, rotdmero mayor), 2,21 (m, 1H, rotdmero mayor), 2.07 (m, 1H,
rotamero menor), 1.89 (s, 3H)

3C-NMR (756 MHz; CD;OD): (carbonos de carbonilo y/o amidina, mezcla de
rotameros) & 171.9, 171.2, 165.0, 162.8, 160.4



APCI-MS: (M+1) = 503/505 m/z.

Eijemplo 2
Ph{3-CD(5-OCHF3)-(R)CH(OH)C(0)-(S)Aze-Pab(2.6-diF)(OMe)

Q F
HO > jrove
8!
H,
o "'
cl”” N N ocHF,

() Ph(3-C)(5-OCHF2)-(R)ICH(OH)C(O)- e-Pab(2 8-diF){OMe Teoc

Se calentd una mezcla de Ph(3-Cl)(5-OCHF2)-(RYCH(OH)C(O)-(RYCH(OH)C(O)-
(S)Aze-Pab(2,6-diF)(Teoc) (64 mg, 0.088 mmol; ver Ejemplo 1(xx) arriba) e
hidrocloruro de O-metilhidroxilamina (50 mg, 0,60 mmol) en 4 mL de acetonitrilo a
70 °C por 3 h. El solvente se evapord y el residuo fue repartido entre agua y
EtOAc. La capa acuosa fue extralda dos veces con EtOAc y la fase organica
combinada fue lavada con agua, secada (Na;SO,) y evaporada. El producto pudo

ser utilizado sin purificacion adicional. Rendimiento: 58 mg (87%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 7.80 (bt, 1H), 7.48 (m, 1H), 7.25 — 6.95 (m, 5H), 6.51
(t. 1H), 4.88 (s, 1H), 4.83 (m, 1H), 4.8 - 4.5 (m, 2H), 4.4 — 3.9 (m, 4H), 3.95 (s,
3H), 3.63 (m, 1H), 2.87 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 1.87 (ancha, 1H), 0.98
(m, 2H), 0.01 (s, 9H)

(i) Ph(3-C)(5-OCHF2-R)CH(OH)C(O)- Pab(2,6-diF)(OMe

Se disolvi6 Ph(3-Cl)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe, Teoc)
(58 mg, 0.086 mmol; ver paso (i) arriba) en 3 mL de TFA, se enfrié en un bafio de
hielo y se dejo reaccionar por 2 h. Se evaporé el TFA y el residuo se disolvié en

EtOAc. La capa organica se lavé dos veces con carbonato de sodio acuoso y
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agua, se secd (Na;SOQ,) y se evapord. El residuo se seco por congelacion a partir
de agua y acetonitrilo para dar 42 mg (82%) del compuesto del titulo. PurezaN‘
84%.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 5 7.95 (bt, 1H), 7.2 — 7.1 (m, 4H), 6.99 (m, 1H), 6.52 (t,
1H), 4.88 (s, 1H), 4.85 — 4.75 (m, 3H), 4.6 — 4.45 (m, 2H), 4.29 (ancha, 1H), 4.09
(m, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.69 (m, 1H), 2.64 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 1. 85 (ancha, 1H)
3C_NMR (100 MHz; CDCl): (carbonos de carbonilo y/o amidina) 5 172.1, 169.8,
151.9

APCI-MS: (M+1) = 533/535 m/z

Ejemplo 3
Ph(3-Cl)}(5-OCHF2)-(RYCH(OH)C(O)- Pab(2 6-diF)}(OH
O F
2 YN —OH
HO & /4
N
\ "
Cl 'OCHFz

() Boc-(S)Aze-NHCH--Ph(2 6-diF, 4-CN)
Se disuelve Boc-(S)Axe-OH (1.14 g, 5.6 mmol) en 45 mL de DMF. Se adicionaron

4-aminometil-2,8-difluorobenzonitrilo (1.00 g, 5.95 mmol, ver Ejemplo 1 (xiv)
arriba), PyBOP (3.10 g, 5.95 mmol) y DIPEA (3.95 mL, 22.7 mmol) y se agitd la
solucién a temperatura ambiente por 2 h. El solvente fue evaporado y el residuo
repartido entre H20 y EtOAc (75 mL de cada uno). La fase acuosa fue extralda
con 2 x 50 mL de EtOAc y la fase orgénica combinada fue lavada con salmuera y
secada sobre Na;SO4. La cromatografia flash (SiO2, EtOAc/heptano (3/1)) produjo
el compuesto del subtitulo (1.52 g, 77%) como un aceite el cual fue cristalizado en

ol refrigerador.



TH-NMR (400 MHz, CD;0OD): d 7.19 (m, 2H), 4.65 —4.5 (m, 3H), 3.86 (m, 1H), 3.73
(m, 1H), 2.45 — 2.3 (m, 2H), 1.39 (s, BH)

(i) HAS)Aze-NHCH>-Ph(2.6-diF, 4-CN) x HCI
Se disolvidé Boc-(S)Aze-NHCH..Ph(2,6-diF, 4-CN) (0.707 g, 2.01 mmol, ver paso (i)

ammiba) en 80 mL de EtOAc saturado con HCI (g). Después de la agitacion a
temperatura ambiente durante 15 minutos, se evaporé el solvente. El residuo fue
disuelto en CHaCN/H20 (1/1) y fue secado por congelacién para dar el compuesto

del subtitulo (0.567 g, 98%) como un polvo blancuzco amorfo.

'H-NMR (400 MHz; CD;0D): 5 7.49 (m, 2H), 4.89 (m, 1H), 4.58 (m, 2H), 4.12 (m,
1H), 3.84 (m, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.47 (m, 1H)
MS (m/z) 252.0 (M + 1)*

(i)  Ph{3-CI)(5-OCHF)-(RYCH(OH)C(Q)-(S)Aze-NHCH,-Ph(2.6-diF, 4-CN)
Se disolvié Ph(3-CI)(5-OCHF2)-{R)CH(OH)C(O)OH (0.40 g, 1.42 mmol, ver

Ejemplo 1 (viii) arriba) en 10 mL de DMF y se adicionaron H-(S)Aze-NHCH--
Ph(2,6-diF, 4-CN) x HCI (0.43 g, 1.50 mmol, ver paso (ii) arriba) y PyBOP (0.799 g,
1.50 mmol), seguidos de DIPEA (1.0 mL, 5.7 mmol). Después de agitar a
temperatura ambiente por 2 h, se evapord el solvente. El residuo fue repartido
entre H20 (200 mL) y EtOAc (75 mL). La fase acuosa fue extralda con 2 x 75 mL
de EtOAc y ia fase orgénica combinada fue lavada con salmuera y secada sobre
Na;SO,. La cromatografla flash (SiO2, EtOAc/heptano (4/1)) proporciond el

compuesto del subtitulo (0.56 g, 81%) como un aceite.

'H.NNMR (400 MHz; CDOD) rotdmeros: d 7.43 (m, 2H), 7.31 (m, 1H, rotdmero
mayor), 7.26 (m, 1H, rotamero menor), 7.2 — 7.1 (m, 2H), 6.90 {t, 1H, rotdmero
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mayor), 8.86 (y, 1H, rotAmero menor), 5.14 (s, 1H, rotAmero mayor), 5.11 (m, 1H,
rotAmero menor), 5.04 (s, 1H, rotdmero menor), 4.71 (m, 1H, rotAmero mayor), 4.6 \
— 4,45 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, rotdmero mayor), 4.2 — 3.9 (m, 1H; y 1H, rotdmero

menor), 2.62 (m, 1H, rotAmero menor), 2.48 (m, 1H, rotAmero mayor), 2.21 {m, 1H,
rotémero mayor), 2.09 (m, 1H, rotdmero menor)

3C-NMR (100 MHz, CD;0D): (carbonos de carbonilo) § 171.9, 171.8

MS (m/z) 484.0, 485.9 (M-1)*

(v) Ph(3-CI)(5-OCHF2)-(R)CH(OH)C(O). e-Pab(2,6-diF){OH

Se disuelve Ph(3-Cl)(5-OCHF;)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-NHCH>-Ph(2,6-diF, 4-CN)
(0.555 g, 1.14 mmol, del paso (iii) arriba) en 10 mL de EtOH (85%). A esta
solucion se le adiciond hidrocloruro de hidroxilamina (0.238 g, 3.42 mmol) y EtsN
(0.48 mL, 3.44 mmol). Después de agitar a temperatura ambiente por 14 h, se
removié el solvente y el residuo fue disuelto en EtOAc. La fase organica fue
lavada con salmuera y H20 y se secd sobre Na,SO,. El producto crudo fue
purificado por RPLC preparativa con CH3CN:NHOAc 0.1M como eluente,
proporcionando el compuesto del titulo como un polvo amorfo (0.429 g, 72%)

después de secar por congelacion.

'H.NMR (400 MHz; CD30D) rotdmeros: 5 7.35 ~ 7.1 (m, SH), 6.90 (t, 1H), rotdmero
mayor), 6.85 (t, 1H, rotdmero menor), 5.15 (s, 1H, rotdmero mayor), 5.12 (m, 1H,
rotdmero menor), 5.08 (s, 1H, rotAmero menor), 4.72 (m, 1H, rotdmero mayor),,
4.6 — 4.4 (m, 2H), 4.30 (m, 1H, rotdmero mayor), 4.12 (m, 1H, rotdmero mayor),
4.04 (m, 1H, rotdmero menor), 3.84 (m, tH, rotdmero menor), 2.62 (m, 1H,
rotamero menor), 2.48 (m, 1H, rotdmero menor), 2.22 (m, 1H, rotdmero mayor),
2.10 (m, 1H, rotdmero menor)

3C-NMR (100 MHz, CDsOD): (carbonos de carbonilo y amidina, rotdmeros) &
172.4,171.9, 171.0, 152.3, 1511



MS (m/z) 517.1, 519.0 (M-1), 519.1, 521.0 (M+1)"

Ejemplo 4

El compuesto del titulo del Ejemplo 1 fue probado en la Prueba A arriba y se

encontré que exhibe un valor de ICsTT menor a 0.02 uM.

Ejemplo 5
El compuesto del titulo del Ejemplo 1 fue probado en la Prueba D amiba y se

encontré que exhibe un valor de ICsp APTT menor a 1 puM.

Ejemplo 6
El compuesto del titulo del Ejemplo 2 fue probado en la Prueba E arriba y se

encontrd que exhibe una biodisponibilidad oral y/o parenteral en la rata en forma

del inhibidor activo comespondiente (amidina libre).

Eiemplo 7

El compuesto del titulo del Ejemplo 2 fue probado en la Prueba G amriba y se
encontrd que se convierte al inhibidor activo comespondiente (amidina libre) en los

microsomas del higado de humanos y ratas.

Abreviaturas

Ac = acetilo

APCI = ionizacion quimica a presién atmosférica (relacionada
con MS)

API = ionizacién a presion atmosférica (retacionada con MS)

aq. = acuoso

AUC = area bajo la curva



AzeOH
Boc
BSA
Cl

DCC
DIBAL-H
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DVT
EDC

Et
éter
EtOAc
EtOH
Et,0

HATU

HBTU

HCI

Hex

azetidin-2-carboxilato

acido azetidin-2-carboxilico
tert-butioxicarbonilo

albtimina de suero bovino

ionizacién quimica (relacionada con MS)
dla(s)

diciclohexilcarbodiimida

hidruro de di-isobutilaluminio
diisopropiletilamina
4-(N,N-dimetilamino)piridina
dimetilformamida

dimetilsulféxido

trombosis profunda de vena

hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida

etilo

dietiléter

acetato de etilo

etanol

dietiléter

hora(s)

hexafluorofosfato de O-(azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N"-

tetrametiluronio

[hexafluorofosfato de N,N,N’N'-tetrametil-O-(benzotriazol-1-

il) uronio]

écido hidroclérico, gas de cloruro de hidrégeno o sal de

hidrocloruro (dependiendo el contexto)

hexanos



HOAC
HPLC
LC

Me
MeOH
min

MS
MTBE
NADH
NADPH

NIH
NIHU
NMR
OAc
Pab
H-Pab
Ph
PyBOP

QF

RPLC

SOPs
TBTU

écido acético o sal de 4cido acético

cromatografia liquida de aito desempefio
cromatografia liquida

metilo

metanol

minuto(s)

espectroscopia de masa

tert-butiléter de metilo

dinucledtido de nicotinamida adenina, forma reducida
fosfato de dinucledtido de nicotinamida adenina, forma
reducida

Instituto Nacional de Salud (Estados Unidos)
unidades del Instituto Nacional de Salud

resonancia magnética nuclear

acetato

para-amidinobencilamino

para-amidinobencilamina

fenilo

hexaflourofosfato de (benzotriazol-1-
iloxi)tripirrolidinfosfonio

fluoruro de tetrabutilamonio

cromatografia liquida de alto desempefio de fase
reversa

temperatura ambiente

procedimientos operativos estandar

[tetraflucroborato de N,N,N’,N-tetrametil-O-(benzotrialzol-1-
iljuronio)

trietilamina

/235,



Teoc
TEMPO
TFA
THF
TLC
uv

Los prefijos n, s, j, y t tienen sus significados usuales: normal, secundario, iso y

2-(trimetilsilil)etoxicarbonilo

radical libre de 2,2,6,8-tetrametil-1-piperidiniloxilo
acido trifluoroacético

tetrahidrofurano

cromatografia de capa delgada

ultravioleta

terciario. El prefijo ¢ significa ciclo.



vl \'Lb\

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula |,

0 F
Q i —  NH
HO )
NH, |
=X F
o~ 7 0o,

o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un derivado farmacéuticamente aceptable de un compuesto de férmula |
como se define en la reivindicacién 1, donde tal compuesto derivado es un

compuesto de férmula la,

Q F
. H ot
HO N ___>— 7 R
\__) NH, ja
i R
¢ 7 ook,

en donde R' representa OR? o C(O)OR™:

R? representa H, C;.1o alquilo, C1.3 alquilarilo o Cy.s alquiloxiarilo (las partes alquilo
de estos ultimos grupos son opcionalmente interrumpidas por uno o més atomos
de oxigeno, y las partes arilo de estos dos dltimos grupos son opcionalmente
sustituidas por uno o méas sustituyentes seleccionados de halo, fenilo, metilo o
metoxi, donde estos Gltimos fres grupos también son opcionalmente sustituidos
por uno o mas sustitutos halo); y

R® representa Cio alquilo (donde éste Glimo grupo es interrumpido

opcionalmente por uno o mas atomos de oxigeno), o Ci3 alquilarilo o Cia



alquiloxiarilo (las partes alquilo de estos dos Gltimos grupos pueden ser
interumpidas opcionalmente por uno o méas atomos de oxigeno, y las partes arilo
de estos dos Gltimos grupos son opcionalmente sustituidas por uno o mas
sustituyentes seleccionados de halo, fenilo, metilo o metoxi, donde los Gltimos tres
grupos también son opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes halo),

o un derivado farmacéuticamente aceptable de los mismos.

3. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacién 2 en dénde R

representa OR?,

4. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 3 en donde R?

representa H o un Cy_ alquilo sin sustituir, lineal, ramificado o clclico.

5. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacién 4 en dénde R?

representa H o C1. alquilo.

6. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 4 en dénde R?

representa C,.3 alquilo lineal, C3 4 alquilo ramificado o C7 alquilo ciclico.

7. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 5 o en la
reivindicacién 6 en dénde R? .representa metilo, etilo, n-propilo, Fpropilo o

ciclobutilo.

8. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacién 7 en dénde R?

representa metilo.

9. Un compuesto como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a

8 en dbénde el fragmento



X
)

o

esta en la configuracion S.

10. Un compuesto como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a

9, en dénde el fragmento

O
HO

cl OCHF,

estd en la configuraciéon R.

11. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacién 1 el cual es Ph(3-

CI)(5-OCHF2)-(R)YCH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF).

12. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacién 2 el cual es:
Ph(3-CI)(5-OCHF3)-(R)CH(OH)C(0O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OMe); o
Ph(3-CI)}(5-OCHF)-(R)CH(OH)C(O)-(S)Aze-Pab(2,6-diF)(OH)

13. Una formulacién farmacéutica que incluye un compuesto como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o un derivado famacéuticamente
aceptable del mismo, en mezcla con un adyuvante, diluyente o portador

farmacéuticamente aceptable.



14. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso como

famrmacéutico.

156. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el

tratamiento de una condicién donde se requiere la inhibicién de la trombina.

18. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
o un derivado farmacéuticamente aceptables del mismo, para su uso en el

tratamiento de una condicién donde se indica terapia anticoagulante.

17.  Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
o un derivado famacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el

tratamiento de la trombosis.

18. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso como un

anticoagulante.

18. El uso de un compuesto como se define en cualquiera de ‘las
reivindicaciones 1 a 12, o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo,
como un ingrediente activo para la manufactura de un medicamento para el

tratamiento de una condicién donde se requiere la inhibicién de la trombina.

20. El uso de un compuesto como se define en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12, o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo,

/



como un ingrediente activo para la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de una condicién donde la terapia anticoagulante es indicada. CP

\
21. El uso como se reivindica en la reivindicacién 19 o la reivindicacién 20, en

doénde la condicién es la trombosis.

22. El uso como se reivindica en la reivindicacién 19 o la reivindicacién 20, en

dénde la condicién es hipercoagulabilidad en la sangre y/o los tejidos.

23. El uso de un compuestoc como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo,

como un ingredients activo para la manufactura de un anticoagulante.

24. Un método para el tratamiento de una condicién donde se requiere la
inhibiciébn de la trombina el cual comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, a

una persona que sufre de, o es susceptible a, tal condicion.

25. Un método de tratamiento de una condicién donde la terapia anticoagulante
es indicada el cual comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto como se define en una de las reivindicaciones 1 a 12, o
un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, a una persona que sufre de,

o es susceptible a, tal condicién.

26. Un método como se reivindica en la reivindicacién 24 o la reivindicacion 25

en donde la condicién es trombosis.



pq

en dénde la condicion es hipercoagulabilidad en la sangre y/o los tejidos.

27. Un método como se reivindica en [a reivindicacion 24 o la reivindicacién 25, &

28. Un proceso para la preparacién de un compuesto de féormula | como se
define en la Reivindicacién 1, el cual comprende:

() la combinacion de un compuesto de férmula I,

HO -
OH

Cl OCHF,

con un compuesto de férmula I,

\} | F>_>—/_\ (.
HN ]
NH,

(i) la combinacién de un compuesto de férmula IV,

ﬁﬁ‘

con un compuesto de férmula V,



f-

O
5 B

H,N H —

NH,
F

(i) la reaccién de compuesto corespondiente de férmula XVI, como se define
en la reivindicacion 29, con una fuente apropiada de amoniaco; o
(iv) la desproteccion de un derivado protegido de un compuesto como se

reivindica en la reivindicacién 1.

29. Un proceso para la preparacién de un compuesto de fdrmula la como se
define en la reivindicacién 2, el cual comprende:
(a) la reaccién de un compuesto correspondiente de férmula Il como se define

en la reivindicacion 28 con un compuesto de férmula XIV,

0 F

\ —R!

HN XV

en donde R es como se define en la reivindicacion 2;
(b) la reaccién de un compuesto comespondiente de férmula IV como se define
en la reivindicaciéon 28 con un compuesto de fdrmula XV,

F -

1
H,N —R

F

en dénde R' es como se define en la reivindicacion 2;
(c) para compuestos de fdrmula la en donde R' representa OH, Ia reaccion de

un compuesto correspondiente de férmula XVI,



N ; F _
HO A 3 \ o ~
F
cl OCHF,

con hidroxilamina;
(d) para compuestos de formula la en donde R' representa OR2, la reaccion de

un compuesto de férmula XVII,

HO U \_g\—/)- {—COOR"

OCFHF,

en donde R" representa —CH2CH2-Si(CHs); o bencilo, o un tautdémero de los
mismos, con un compuesto de férmula XVIII,

R?ONH; xviil
en dénde R? es como se define en la reivindicacion 2, o una sal de adicién 4cida
del mismo, seguido por una remocién del grupo —C(O)OR";
(e) para compuestos de la fdrmula la en donde R' representa OH, la reaccién
de un compuesto de férmula XVIl, como se define arriba, en donde R* representa
bencilo con hidroxilamina, o una sal de adicién écida del mismo;
M para compuestos de férmula la en donde R’ representa COOR?, Ia reaccién
de un compuesto correspondiente de férmula | como se define en la reivindicacién
1 con un compuesto de fdrmula XIX,

L'COOR? XIX
en dénde L' representa un grupo saliente apropiado y R® es como se define en la

reivindicacién 2; o

%,

!

-



4

(9 para compuestos de férmula la en donde R' representa OCH3 u OCH2CHi,
la reaccion de un compuesto comespondiente de formula la en donde R!

representa OH con dimetilsulfato o dietilsulfato, respectivamente.

\BV

Y
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[ e daseription:
peges » M originally filed
pages , filod with the demand
pages , filed with the letter of

D the claimy:
poges , 83 originally filed
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pagss , filed with the letter of

D the drawings: :
pages + 88 grigioally Siled
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pagom » & originally filad
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The statenent thet the information recorded in computer resdable form is identical to the written scquence listing b

been furmished.
4[] The smendments have resubied in the cancellation of:
[[]  tho deaceiption, pages
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[[] the drawings, shoetfig
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I Nea-twisbiishment of opinion with regard to novelly, loveative siep snd indoatrial applicability

1. The quentions whather the claimed invention appears to ba novel, to involve m inventive step (to be non cbvious), or to be
jndustrially spplicable have not been axamined in respect oft

D the entire intemationa] spplication,
D) ctetmaNe 24-27

bocxumer

mumm«-lqpliuum.urm-idcl-nmm. 24-27
relais to the fbllpwing subject matter which does not require an Intamations] preliminary cxantination (peely):

See BCT Rule 67.1. {(iv).: Methods for t.reat_ment of the human or
animal body by surgery or therapy, ‘as well as diagnostic
methods.

tha description, claims or drwings (indlcate particular elements below) or sald claims Nos,
are 50 unclesr that no meaningful opinlon could be formed (xpecty ):

the claima, or said claims Nag. e 0 {oadequately supported
by the description that no meaningful apinion could he formed.

D o intarnational sexrch report has been established for said clains Nos.

2 A mosningiil intemational preliminary examination cutnat be carried out dus 10 the falhae of the nucleotide snd/or amine acld
socuence listing to comply with the standand provided for in Arnex C of the Adminimrative Instructions:

D the written form has not been firmished o does not comply with the standard.
D the computor readable form hay not been funaished or docs pot comply with the mandard.

Fom PCITIPEA/MDS (Box 111) (Janoary 1998)



International eppiication No.

PCT/SE02/01557

Y. Ressonad statement under Arfiele 35(2) with regard 1o noveity, inventive siep or indusirial applicabDity;
ciiations and sxplanations supperting mch statement

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

1. Siatoment
Novelty (N) Clalms 1-23,. 2B-29

Inventive siep (IS)

1-23, 28-29

=23, 28-29

Tadusrial appiicability (TA)

BE PP §
5y 3§ 33

i  Clmtlons and explanstiona (Rels 70.7)

The following documents are cited in the search report:

D1) WO 0042059 Al
D2) WO 9702284 Al

Dl relates to thrombin inhibitors based on peptidyl
derivatives. The claimed compounds differ from those of Dl by
the presence of the substituent OCHF2 on one of the phenyl
rings. Therefore, the invention claimed in claims 1-23 and 28-
29 is novel.

An inventive step could not be acknowledged for the invention
claimed in claims 1-23 and 28-29, saince the applicant has not
shown that the atructural difference render the claimed
campounds unexpected effects in comparison with the closely
related compounds of Dl.

Also D2 ia relevant for the issue of inventive step, since
this document also relates to closely related thrombin
inhibitors.

Thus, the invention claimed in claims 1-23 and 28-29 is novel
and industrially applicable but is not considered to involve
an_ linventive step.

‘Form PCT/IPEAMO9 (Box V) Usnuary 1998)
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AstraZebeca AB y colaboradores
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Esios anexos comprenden en toltal de hojas.

Este informe de examen prefiminar Intasmacional fus elaborado por la Oficina Encargada del Examan Preliminar Internacional y sa
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que se modificaron y que sirven de base s este Informe, y/o hojes con comecciones efectuadas por esta oficina (véase
Ragla 70.18 y Seccidn 607 de las Instruccionss administrativas al PCT).

1 Base del Informe

1] Prioridad
1
v Uniformkiad deficients de In Invencion

v

vi Ciertos documentos snumerados

Vil Clerias deficlencias del regisiro intarnacional

D000 XOXORX

i

Sln alabomacién da un dictamen sobre novedad,

Este informe contisne datos con respacto a los sigulentes puntoa:

aclividad inventiva y posiblikind de aplicacion Industrial

Declaracién jusiificada segin Articule 35(2) con respecto a iz novedad, ia activided Inventive y s posibliidad do
aplicacidn Industrial; documentos y explicaciones que sustentan esta declaracién

Clertas obsarvaciones relacionadas con ls solicitud intemacional
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Facha de la preparacién de este informe

Facsimil No. 08-867 72 88

07.03.2003 19.11.2003
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INFORME DEL EXAMEN PRLIMINAR INTERNACIONAL lictud Intsmacional No.
PCTISEQ2101557

1. Bases para este reporte.

1. Respecio a los slementos de la soliciiud Intemnacional:*
la solicitud Internacional como se entregé originaiments

O la descripcion:
paginas como se eniregaron originaiments
péginas como se antregaron con la demanda
piginas como 88 entregaron con la carta de

O las relvindicadones:

péglinas como se entragaron originalmente
péginas como sa camigleron (Junto con cualquier declaracin)bajo e Articulo 18
péginas como se entregaron con la demandea
paginas como e antreganon con la carta de

O toadibujos
paginas como se antregaron originalments
pdpinas como 8e entregaron con la demanda
paginas como se entregaron con la carta de

O ialista de la descripcién
péginas como ee entregaron ariginaimente
paginas como se entregaron con la demanda
paginas como &a antregaron con la caria de

2. Respecio al Idioma, todos 08 elementos anteriormente marcados estaban disponibles o fueron
suministrados a esta oficina on el idloma en el que sa entregd la solicitud Internacional, a menos que se diga
lo contrario en este purto. Estos elementos estaban dlsponibles o fueron entregados a esta oficina en el
siguiantaidioma ________ los cuales son

0 Elldioma de la traduccién entregada pera propdsitos da la bdsqueda intasmacional (Regla 23.1 (b)).
[l Elidioma de publicacién de la solicttud Intemacional (bajo la Regla 48.3 (b)).

O Elidioma de la traduccién entregada para propdsitos dal axamen preliminar intemacional (bajo las
Reglas 55.2 y/o 55.3

3. respacio a cualquier secuencia de nucledtido y/o aminodcidos divuigados en esta solichud intemacional,
ol axamean preliminar intemacional se reafizd sobre la base de la secusncia:

contenida en la solicitud en forrma impresa

entregada junto con ia sollcitud intemacional en una forma legible en un computador
suministrada subsigulentaments a esta oficina de forma escrita

suministrada subaigulentemente a esta oficina en forma legible an un computador

la declaraclén que la secuencla escrita suministrada no va més alld de lo divuigado an la solicitud
intamacional como se entregé ha sido suministrada

La declaracion que la informacion registrada en la forma legible a computador es idéntica a la secuencia
ascrita ha aido suminietrada.

4. [0 Las comecclones han resultado en la cancelacién de:
la descripcion, paginas NINGUNA

las relvindicaciones, Nos. NINGUNA

los dibujos, hojas/figuras NINGUNA

Este informe ha sido admitido como sl (algunas de) las enmendaduras no hubieran sido hechas,
ya que se conealdera que estas van mds alld de la divulgecién preliminar, como se Indica e
Apartado Suplementario (Regla 70.2 (¢)).

Las hojas de reemplazo qus han sido suministradas a la Oficine receptora en respuasta a una
invitaclon bajo el Artlculo 14 se mencionan en este informe como “eniregedas originalmente” y no
86 anaxan a eate Informe ya que no contienen enmendaduras (Reglas 70.18 y 70.17)

Cuaiquier hoja de reemplazo que contiene tales enmiendas debe mencionarsa bajo ol asunto 1 de
4ste Informe.

O 0ooaada

ooDoOAD

“Formulario PCT/IPEA/409 (Apartado 1) (Enerc de 1998)



No. de Solicitud Intemacional

INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
PCT/SE02/01557

lll. Sin establecimiento de una opinién con respecto a la novedad, el nivel Inventivo o la
aplicabliidad industrial.

1. La pregunta de si la invencién relvindicada parece ser nueva, involucra un nivel Inventivo o
es industrialmente aplicable no ha sido y no sera examinada con respecto a:

O Latotalidad de la solicitud intemacional
La(s) reivindicacion{es) No. 24 — 27
Porque:

Bd Dicha solicitud internacional, o dichas relvindicaciones No. 24 - 27 se relacionan a la
siguiente materia la cual no requiere del examen preliminar (especifique)

Ver Regla del PCT 67.1.(iv). Métodos para el tratamiento del cuerpo humano ¢ animal por
cirugla o terapia, asl como métodos de diagnéstico.

O La descripcion, las reivindicaciones o lo dibujos (Indique a conlinuacién los elementos
particularas) o dichas reivindicaciones No. son tan poco claras que no se puede
formar una opinidn significativa (aspecifigue):

[0 Las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones No estdn tan inadecuadamente
susientadas por la descripcidn que no puede formar una opinién significativa

[0 No se ha establecido un informe de blisqueda intemacional para dichas reivindicaciones
No__ .

2. No se puede llevar a cabo un examen preliminar internacional debido a la falla de la
secuencia de nucledtidos y/o aminodcidos de cumplir con el estdndar proporcionado en el
anexo C de las Instrucciones Administrativas:

[0 Nose ha entregado la forma ascrita o no cumple con el eatdndar.
O No se ha entregado en forma legible a computador o no cumple con el estandar.

“Formulario PCT/IPEA/409 {Apartado Il) (Enero de 1908)
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No de Solicitud intermnacional

INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
PCT/SEQ2/01557

V. Declaracidn concluyente de acuardo a la Regia 66.2 (a)(il) con relacién a la novedad, el nivel
Inventivo o la aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que saportan tal declaracion

1. DECLARACION

Novedad (N) Relvindicaciones {1 -23, 28 -29 Si
Relvindicaciones No

Nivel Inventivo (IS) Relvindicaciones Si
Reivindicaciones _1-23, 28 - 28 No

Aplicabilidad Industrial {1A) Reivindicaciones _1-—23 28-29 Si
Relvindicaciones No

2. CITAS Y EXPLICACIONES

Los slguientes documentos fueron citedos en el informe de bisqueda:

D1) WO 0042059 A1
D2) WO 9712284 At

D1 se relaciona con los Inhibidores de la trombina basados en derivados del peptidilo. Los
compuestos reivindicados difieren de aquelios en D1 por la presencia de es sustituyente OCHF2 an
uno de los anillo fenilo. Por lo tanto, la Invencion relvindicada en las relvindicaciones 1 - 23 y 28 -
20 es novedosa.

No se puedo reconocer Un nivel inventivo para la invencldn reivindicada en las reivindicaciones 1 —
23 y 28 - 20, ya que al solicitante no ha mostrado que la diferencia estructural le da a los
compuestos relvindicados efectos Inesperados en comparacién con loa compuesios cercanamente
relacionados de D1.

D2 tamblién es relevante para el asunto del nivel inventivo, ya que éste documento también se
relaciona con inhibidores de la trombina cercanamente relacionados.

Por lo tanto, la invencidn reivindicada en las reivindicaciones 1 — 23 y 28 —- 29 es novedosa y
aplicable industriaimente pero no se considera que involucre algun nivel inventivo.

Formulario PCT/IPEA/408 (Apartado V) (Enero de 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT * | lnternsilonal spplication No.
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

IpC7: E‘%’..E...‘.".'!E.’.."p‘ ?&Mﬁ gl?'&’ .‘.‘..‘.'.’..E’.EE...: classification snd 1PC
B. FIELDS SEARCHED

Miniraum documsniation searched (clnsification system follownd by chamifieation symbols)

IPC7: COTD, AG1K

Docurmsnunien sesiched other than minlmum documenistion 1 the extend Ut such docurments are included in the fields searched
SE.IX,FI.NO classes as above

Rlectrons: dats base consultad during Uw loteroatiansl sarch (name of date beat and, whare prasticehle, search mrmis used)

| _CHEM. ABS DATA

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Caegory”| Citatlon of document, whh indicatan, where approprime, of the relevant passages Relevant 1o cdlaim No.

X WO 0042059 Al (ASTRAZENECA AB), 20 July 2000 1-29
(20.07.00) ' .

X WO 9702284 Al (ASTRA AKTIEBOLAG), 23 January 1997 1-29
(23.01.97)

ID Further documents are lated 1n the continuation of Box C. B Sou patent family annex. .

*  Special estegaria of disd documenic L ol =H'u|.u‘?‘r.m“ data or prochy
“A" dorumon defising the genernl eondldered ) chttend
A hhd‘plidlrln:m e O thn 2t i Lo the princpls or Geary snderi ying the invention °
bt -yl *ﬂfﬁm.ﬂuhﬂl“mcnﬂerhmu "X docament of particalar relevance: the dalmed jsvantion canmaat be
i m‘ﬂl;:-u;d-lum‘n daim{s) or wineh is ﬁmm‘“--m

e rasn (oo ey cabon o abher ¥ decanent of particular rebevtno: e daimed bavestion canact he
0" dacamant referving to an aral disclowars, s, ochibition or ather ﬁ:‘-:':m w-i:._-
- dovarment gt oo 10 h¢ Ineramcnal 1ung dae W Luiar T Wning sinacms 42 3 persm diclled ta the ot

s pebarity dasg dalmed “&" cocaman mesher f the sune paleed Sy
Date o the sctusl complation of the intemnationsl ssarch | Data of malling of the internationsl sexrch repart

85 -1 20 .

Name and maillng address of the 18A/ . { Authorized officer .
Swedizh Paten Office
Box 5055, S-102 42 STOCKHOLM Nebi] Gecer/ED
Factimile No. +46 8 666 02 B6 Telephons No.  +46 8 782 23 00

Form FCTASAJL10 {second sheet) {uly 1993)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT btornationsl applcation No.

PCT/SR02/01557

Observations whers certain ealms were found uassarchable (Contlunation of lsens 1 of firyt shest)

L. B3

ol

This international sesrch report as not been catahi(shed in respect of cortain claimy wnder Articla 1'7(2)(a) for the fellowing ressons:

Chims Now.: 24-27
because they relate to subject mutver not reguired to be searched by thia Autharity, namely:
se® next sheet

Claims Nos.:
begmuna they relaie to parts of the ternadons) application thes do not comply with the prescribed requiremants to such
s sxterd that no mcaningfifl International search can be carrled s, specifically:

Claims Nos.:
betauso they are dependent claloa and are nit drafied in scoordance with the satond snd third sentences of Rule 6.4(x)-

Obsurvations whers anity of bevention ks laching (Castinnatien of Bem 2 of Birst stuef)

L O
2 [
0

« 0

Form PCTASA/210 (owatiomation of (It sheet (1)) (July1998)

This inicmational Searcding Autharily found multiple inventions in this imerrationsl application, se Sofiows:

Mdmﬁduﬂiuﬂmﬂthmdﬁvndbﬂhm%m“&mmd
mearcheble claime.

Anﬂl“&dmmmﬂhmﬁdﬁﬂﬂlhnﬂﬁunmh.lhhAMdHllmmul
of my additions! £:0.

As only sxne of the recuired additions] search fexs were timaly pald by the applicant, this Internarional search reparnt
covars caly thase clelms for which fees were pald, specifiaally clalme Nos.:

No required additional scurch fecs were timajy paid by the appliosnt. Consecpaently, this international search repont is
resiricied to the nversion first mentioncd Lo the claims; i is coveved by claims Now.:

Ramark s Protest [] The addliiond search fees were ancompanied by the applleant’s protest.

[0] Noprotest sccompanied the payment of sdditional scarch fex.

S

3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international appiication No.
PCY/8E02/01587

animal body by surgery or by therapy/

compounds /compositions.

Claims 24-27 relate to nathods of treatment of the hunn oxr

diagnostic mathods

practised on the human or animal body/Rule 39.1.(iv).
Nevertheless, a search has been executed for these claims. The
search has been basad on the alleged aeffects of the

Formn PCT/ASAZZIO (o sheey) Culy]1 993)
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PCT REQUEST 10RE1WO -
Original (for SUBMISSION) - printad on 29.08.2002 01:41:04 PM ,>K
0 For receiving Offics use only i\.
-1 International Application No. \
o2 intamational Fliing Date
03 | Name of recaiving Office and ‘PCT_
international Application”
G4 | Form - PCT/ROA01 PCT Request
04-1 | Prepared using PCT-EASY Version 2.92
(updated 01.06.2002)
3 Patition
The undemignad requesis that the
prasent intemational application be
processed according 1o the Patent ;
ration Treaty
0§  |Receiving Office (specifiedbythe |Swedish Patent Office (RO/SE)
-EEIIunt) -
0-7 Applicant's or agent's flla reference |100735-1 WO
! Titis of Invention NEW MANDELIC ACTID DERIVATIVES AND THEIR
USE AS THROMBIN INHIBITORS
1 Applicant
"1 This person a: applicant only
-2 Applicant for all designated States except US
-4 Name ASTRAZENECA AB
-5 Address: 18-151 85 B5dertilje
Sweden
-8 Stats of nationallty SE
17 State of residence 8E
-8 Talephone No. +46 8 553 260 00
u-e Fecsimils No. +46 8 553 288 20
U1 | Applicant and/or inventor
li-1-1 | This paraon Ls: applicant and inventor
12 | Applicant for US only
14 | Name (LAST, First) INGHARDT, Torxd
I-1-5 | Addreas: AstraZeneca RA&D Milndal
8-431 83 MSlndal
. Swedan
I-1-8 | Stats of nationallty 8E
11-1-7 | Siste of resikdancs BE




PCT REQUEST

Original (for SUBMISSION) - printed on 28.08.2002 01:41:04 PM

2%

TF2 | Applicant and/or Invertor
[1-2-1 | This person le: applicant and inventor
22 |Appcant for US only
IH24 | Name (LAST, First) JOHANSSON, Anders
25 | Address: AstraZensca R&D M3lndal
8-431 83 M3lndal
Sweaden
28 |State of naticnaity SE
27 |Swmte of residence gE
W |Applicant and/or inventor
HI-3-1 | Thia paron ls: applicant and inventor
}-3-2 |Appilcant for US only
13-4 | Nama (LAST, Finst) SVENSSON, Azne
1-3-5 | Acidresa: AstraZeneca R&D Madlndal
8-431 83 Milndal
Sweden
III-3-5 | State of nationality [-§ .4
-3-7 | Sate of residence 8sE
E Agant or commen represantative; or
addreas for correapondance
Tha parson identified below s
hereby/has been appointed to act on agent
behalf of the appiicant{s) before the
compéetent intsmational Authorities as: ) .
V-1-1 | Name GLOBAL INTELLECTUAL PROPERTY
V-1-2 | Address: AstraZeneca AB
8-151 85 s3dertilije
Sweden
V-1-3 .| Telephone No. +46 8 553 260 00
IV-1-4 | Facsimiia No. +46 8 553 288 20
v Designation of States
v-1  [Regional Patem AP: GH GM XE LS MW MZ SD SL BZ TZ UG ZM

{other kinds of protection or treatmard,
i any, are specifiad betwasn
parsnthesas after the designation{s)
concamad)

ZW and any other State which is a
Contracting State of the Harare Protocol
and of tha PCT

EA: AM AT, BY XG KZ MD RU TJ TM and any
other State which is a Contracting State
of the Euraslian Patent Convention and of
tha PBCT .

EP: AT BE BG CH&ALI CY CZ DE DK EE ES FI
FR GB GR IE IT LU MC NI PT SE SK TR and
any other State which is a Contracting
State of the European Patent Conventlon
and of the PCT

OA: BF BJ CF CG CI CM GA GN GQ GW ML MR
NE SN TD TG and any othsr State which is
a member Btate of OAPI and a Contracting
State of the PCT




e
PCT REQUEST 1007351 W
Original {for SUBMISSION) - printed on 29.08.2002 01:41:04 PM

V-2 |National Patant AE AG AL A AT AD AZ BA BB BG BR BY BZ
ey o soaciod otwoen ™™ |CA CH&LI CN CO CR CU CZ DE DK DM DI EC
parenitses eher e desigrations) XX X8 FI GB GD GE GH G HR EU ID IL IN
I8 J¢ XE XG KP KR K% LC LK LR LS LT LU

LV MA MD MG MK MN MW MX MZ NO NZ OM PH

PL PT RO RU 8D SE 8G SI SK SL TJ TH TN

TR TF TZ UA UG US UE VC VN YU ZA ZM ZW

V&

Precautionary Bulgulllon Statement

In addition to the designations meads
urxier femna V-1, V-2 and V-3, the
applicant also makes under Ruls 4.9(b}

permitted except any
designation{s) of the Siale(s) Indicated
uncler tam V-8 below. Tha appllcant
declarea that those additional
designations ara subject to confirmation
and that any designation which 1s not
confirmed before the explretion of 15
months from the priority dats ls to be
regamiad as withdrawn by the applicant
at the expiration of that ime timit

Ve

Exclusion{s) from precautionary
designations

Vil | Priariiy ciaim of earller national
spplication
Vi-1-1 | Fling date 30 August 2001 (30.08.2001)
VI-1-2 | Number 0102921-4
VI-1-3 |Country SE
V2| Priarity claim of earlier Intarnational
spplication l .
Vi-2-1 | Fiing date 30 November 2001 (30.11.2001)
VI-2-2 | Numbaer PCT/SE01/02657
VI2-3 | PCT receiving Office 8E
ViF g:_r.n_-:an-l Searching Autherity | gwedish Patent Office (ISA/SE)
Vil2 | Aequest to use results of earller
saarch; referance to that asarch
vi-2-1 | Datls 30 November 2001 (30.11.2001)
Vil-2-2 | Numbar PCT/SE01/02657
Vi-2-3 | Courtiry {or reglonal Oifice) sE
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Original (for SUBMISSION) - printed on 20.08.2002 01:41:04 PM

Vil |Dsclarations Nurrber of declarstions
Vi1 [Declamtion ss to the Kentity T the | -

 inventor _ \
Vill-2 | Declarstion as to tha applicant’s 1
entittemant, as at the intamational fling
date, to apply for and bs granted a

patent - ,
Viil-3 ] Declarafion as to tha applicant’s -
sntiiamaent, as at the intamational filing
date, to clalm the priority of the sarller
 appiication .
Viii4 | Declaration of inveriorship (only for the |

of tha desipnation of the
_uLnnoda_uh-aIAmolln)
Vill-§ | Oeclarstion &s to non-prejudicial -
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Original (for SUBMISSION) - printad on 29.08.2002 01:41:04 PM

ViiF2-1

Daclaration: Entitiement to apply for
and bs granted a patent
Declaration as 1o the applicant's
sntiflament, as st the intemational filing
date, to appiy for and be granted a
patent (Auiss 4.17(¥) and S1bis. 1(0)(!)).
in a cass whare the declaration unde

Fuls 4.17{lv} ls not appropriate:

Name:

in relation to this international
application

ASTRAZENECA AB
is entitled to apply for and be granted
a patent by virtue of the following:

Vil ASTRAZENECA AB is entitled as employer

[ of the inventor, INGHARDT, Tord

Viil-2-1 ASTRAZENECA AB is entitled as employer

m of tha inventor, JOHAMSSON, Anders

viil-2-1 ASTRAZENECA AB is entitled as employexr
of the lnventor, SVENSSON, Arne

VHl-2-1 T“"‘““:"ﬂ‘“m”h all designations except the designation -

.

of the United States of America



until search fes Is pald
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PCT REQUEST 100735-1 WO \
Original {for SUBMISSION) - printed on 20.08.2002 01:41:04 PM
X [Checklist_ number of shaets slactronic fie(s) attached
-1 Requast (Incluciing daclaration sheets) | g -
X2 |[Description 54 -
X3 [Clams 8 -
X4 Absiract 1 EZABSTO0 . TXT
X5 [Drawings 0 -
X-7 TOTAL 69
Accompanying hems paper document(s) attached alectronic fie(s) attached
IX-8 |Fee calkculation sheet v -
X9 [Original separeie power of atiomey v -
1X-11  [Capy of genaral power of altomey reference no. GF -
643/2002
X-13 | Priority documant(s) |Item(s) VI-1, VI-2 -
X-17 PGT-EAS-Y disketts - Diskette
IX-18 [ Other (spechfiad): International -
Search Report
PCT/B8E01/02657
IX-19 | Figure of the drawings which should
accompany the absiract
IX-20 |Language of filing of the English
international application
X-1 Signature of applicant, agant or 25 ; : -
commen repressnintive C ﬂ (F e
X-1-1 | Name GLOBAL INTELLECTUAL PROPERTY
X-1-2 | Nams of signatory - |christer wahlstrém
FOR RECEIVING OFFICE USE ONLY
10-1 | Data of actual recaipt of the
purporind internationsl application
10-2 Drawings:
10-2-1 | Recaived
10-2-2 | Not recelved
103 Corrected date of actual recaipl dus
to later but timaly recsived papara or
drawinga compisting the purportad
intomnationsl application
104 Date of timely recaipt of the required
carrections under PCT Article 11{2)
10-8 Intarnational Sasrching Authority ISA/8SE
106 | Transmitial of ssarch copy delsyed

FOR INTERNATIONAL BUREAU USE ONLY

1141

Date of receipt of the record copy by

the Intamational Bureau
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PCT-EASY INFORMATION SHEET
{For appiicant uss only, DO NOT submit this shest with the Intemational appiication)

VALIDATION LOG

S

~

Yallow

Yollow
Yellow
Yellow

Names

Applicant 1.:Strest address missing
Appficant 2.:8traet address missing
Applicant 3.:Strest addresa missing
Applicant 4.:Strest adkireaa miasing
Agoent 1.:Strest acdress missing

Greon?

Contants

Green?

The ntemational application contains no dmwings. Pleasa vertly.
Payment
Piease ensure that you have & velid deposit account with the receiving Office selected.

Green?

Annotate
‘The nams of the psrson asigning the request orfand the capacity in which the psrson signs has/have not basn

indicated. Plaass be informad that somas recalving Officaa raquire that this information be present along with the
signatre.

Bafora submitting the Intarmnational Application, plsase carefully verify that:

-ths Information contained on printed Request form ls comrect;

-Box X of the Request form and lem 12-23 of the Annex to the Requast form have been algned;
«ail slamants of the Internetional application as Indicetad In Boxas VIIl and IX of the Request form have besn sitached; and,
=the disketts contuining the PCT-EASY xip file of the Imermnational Application has been enciossd and has been clearly
Iabaled "PCT-EAEY™, with the applicant's or agent's file refersncas, and the first applicant's name.

DO NOT modify any Indications on the Request form printout. The alectronic vension of the PCT-EASY appfication has been lockad.

— ATIENTION

H an avor or an amiasion le discovered at this ime, you must recpen the stored form for submission, perform

amendments and
mmmuummwe

the possibilty of arronsously sending It to the RO.

resubmit the form. Finally, 8 NEW submission disketie must ba created manually by resending the
reated printout and submission disketts must be destroyed In ordar to prevent




There is provided a compound of formula | - \6,)./
‘

[Chémical formula should be inserted here. Please see paper copy] /\{\

and pharmaceutically-acceptable derivatives (including prodrugs) thereof, which compound and derivptives a
useful as, or are useful as prodrugs of, competitive inhibitors of trypsin-like proteases, such as thrombjn_and thu.
in particular, In the treatment of conditions where inhibition of thrombin Is required (e.g. thrombaosis) or

anticoagulants. \



The demand may be filed directly with s competens International Prefimincry Excninivg Awhorily or, y'nlnrmdaﬂlrﬁnn \ml!.

- with the ot chosen by the opplicont ﬂlﬂmw“:ﬂd’thhW&thnhh

wea SE .
y PCT - | crAPTER
DEMAND .
Th mmmn?muﬁhsld?m ecified below be the subject of
-] 2 miema cat
international .Pphlo the P':::lt Coo_pe;wﬂm Treaty IJ:E °
hemby elm al} eligible States (excopt whers otherwise indicated).
For Internationg) Preliminary Examining Authority use only
Identification of IFEA wl Date of recelpt of DEMAND _
BexNo.1 IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION '1"’5'6‘;';5'_‘3" %’ Bl reference
International spplicatin No. Itertionsl i dat (dgymanihiea 1ox) Priority date (
PCTTSEO.;IP(;'lsST ' % S R 7y
(30.08. 2002) {30.08.2001) -

Tid
NEeW MANDELIC ACID DERIVATIVES AND THEIR USE AS THROMBIN INHIBITORS

Box No.II APFLICANT(S)

; . Telephone No.
N e . e ety o o 3 oy f L el ot | '8 553 260 00
AstraZeneca AB oy
S-151 85 Sédertalje - +46 8 55328820
Sweden ' [Teleprinter No. .

Applicant's registration No. with the Office
State {that is. country) of nationality: - . State (zhar ix, cwofruidl_mn:
SE - SE

Name and address: M_ﬂ-ubu-. fora e ety Sl ool hoipurnon. T snbe st e pasl cods owd s of couy)
INGHARDT, Tord

AstraZeneca R&D Maindal

$-431 83 Méindal

Swaden

sSmE: (that i, country) of nationality: ssme {that is, country) of resldence:
. .

Name and address: (Fanily s fallowed by giver noms; p.uqﬂﬂm mﬂ--ld&pdaidmd’m)
JOHANSSON, Anders

AstraZeneca R&D Mdindal

S-431 83 Méindal

Sweden

Stte (that is, country) of nationality: State (that i1, couniry) of residence:
SE - SE
— —— g

[X] Further applicants are indicaied an a continustion sheet. °

Form PCT/IPEA/40) (first sheet) {March 2001; reprint January 2003) . See Noias to the demand jorm




A9

g Intemational spplication No.
| Wemle T PCT/SE02/01557 v
Continuation of Box No. IT  APPLICANT(S) ?1‘ ).
¥ n0ne of the following sub-beses is waed, thiz shoat showld ot be inchuced i the demarnd . \\

R

Name.snd pddress: (Family nows folfowed by givem aowe; for o legal sntipy, Al officiol dasignation. The akrazs sssst inchds posiol codh oved ret of coentry,)
SVENSSON, Ame . ’

AstraZeneca R&D Mdindal

S$-431 83 Maindal

Sweden

State fthet ix, country) of naticaality: Stte (that ir, coweiry) of residence:
SE SE

Name and address: (Fivaly nave foliowed by given xene; Jor kel sxsiy, fill ficiol deniguntion. The axkirase suct inchuds postel code and nome of cownry)

State fikai iy, coamtry) of naticnality: Stale (that ix. country) of resideace:

Name and sddvess: (Favily seue fllowed Ly givae song _for o ingal suip, fidi official desigrtion. The cxkiress saust inclidy paatol cody md newe of comntry)

Staze (thar i, country) of nationality: State (that is, coumiry) of residence:

Name and address: (Fomily momm folkwad by given mone; £ o lagl svsigy, Al officiol dugmotion. Tt askdrexy wist inchde pragal crxe and nome of cvry)

State (tha: &s, coumiry) of natlanality: ’ State (that is, country) of residence:

[[] Further applicants are indicated n another continuation sheet.
Forre PCT/IPEA/401 (continuntion sheet) (March 2001; reprint January 2003) . Ses Noier 1o the demand form




llﬂm huhuimphduﬂlzqﬂrqrmﬁhmliwﬂs)ahhriﬂmn!iﬂmlmm
D is hereby appointed and sny earlier sppointment of (sn) agent{s)/common representative is hereby revoked. |

D i‘;‘hﬂ“ Mwmu;he'mmd:sﬂ:fueﬂummmhmm Examining Authority, in sddition to

Name and address: ﬁ:ﬂz mﬁhd?ﬂnnm Jor & lagal entity, full afficial darigention | Telephone No.

LN 3 International application No, .
: Shect No. .+ * | PCT/SE02/01557
Box No. Il AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE \

sl postal cose ond name of cousry,) ]
Global Intellectual Property | +46 ge iis 260 00
AstraZeneca AB Facsim
S-151 85 Sédertalje _ _ T*:: .13::2 288 20

Sweden

Agent'sregistration No. with the Office

Address for correspondenca: Mark this check-box where no or commeon represenative ishas been appointed and the
] Zace shove is amed iaamead m indicate a special adiress to whidh Comespongencs dhotld be seat.

Box Nao. ]V HASIS FOR INTERNATIONAL FRELIMINARY EXAMINATION

Statemeat concernlog amendmente:*
I. The sppiicant wishes the international preliminary examination to start on the basis of:
. the interational application s ociginally filed

the description || s originally filed

as amended under Article 34
the claims [] s originalty filed
[T] 13 amended under Asticle 19 (together with any accompanying statement)
D a3 amonded under Article 34
thedrawings || ws originally filed

[[] a3 amended under Article 34

2. D The applicant wishes any amendment to the clalms under Article 19 to be considered as reversed,

3. D The spplican: wishes the start of the international preliminary etamination to be postponed until the expiration of 20 months
from the priority dute unless the International Preliminary Examining Authority receives a copy of sny amendments made
" under Article 19 or a notice from the applicant that he doos not wish to make such amendments (Rule 69.1(d)). (Thlr check-

bax may be marked only where tha time limit undar Article 19 has not yet sxpirad)

*  Where no check-box is marked, inmternations] preliminary exsmination will start on the basis of the Intemationsl application
as ori flled or, where & copy of amendmants to the claims under Articie 19 and/or amendments of the interaational application
undet Article 34 are recoived by the Internationat Preliminery Examining Authority before it has bagun to draw up & written opinion
of the international peeliminary examination report, as so amended.

Language for the purpases of interpational preliminary examination: English
[X] which is the langoage in which the intemational application was filed.

which ia the language of a translation furnished for the purposes of international! search.
which is the language of publication of the international application,
[] which is the langnage of the wranslation (10 be) furnished for the purpases of intemational prefiminary examination.

Box No.V ELECTION OF STATES _
The applicant hcreby elects all ofigible States fihaf is, ail States which have been designated and which are bound by Chapter Il of
the PCT) ) _ .

excluding the following Staies which the applicant wishes not to elect:

Form PCT/IPEA/40] (second sheet) (March 2001; reprint January 2003) ' Sex Notes to the demoand form



Ge

International application No,
Sheet No. . 4. PCT/SE02/01557
BoxNo. V1 CHECKLIST . ' \
- \‘
The demand is accomypanied by the following elements, in the language referred to in For Intemational Preliminary \
Box No. IV, for the purposes of internations! preliminary examination: Examining Authority use oaly '
. . received not received -
1. tronsiation of intarnational spplication gheets - O
2. amendmeots uader Artcle 34 shoets [ O
3. copy (or, where required, trensiztion) of :
amendments undar Article 19 sheets (| O
4. copy (or, where required, translation) of
 stement under Aricle 19 sheets O -y
5 lmer shects A 0
6. other Gapectf) sheets O O
The demand is also sccompanied by the item(s) marked below: .
1.[] fee calculation sheet 5.[] satement explaining lack of signature
I.D'oﬁﬁﬂumpowerdm . 6.[7] sequence listings in computer readable form
3. Ij original general power of atlorney .00 nblninwmdlblcfamrdndm
4. [y . copy of general power of stinmey; T
reference number, if sny: GF 345/2003 8.1 other fspecify:

Box No. Y11 SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE -
Naxt 1o each siguasure, nﬂulh_dhmwdhwhwhhhp-mﬂu*wnmﬂ-ﬁmrﬂ'ﬁdﬂﬂ.

Sadertilie, 7 March 2003

Chnster Wabhistrém
Gilobal Intellectual Property, AstraZeneca AB

For [nternational Preliminary Examining Authority use only
1. Dste of actual receipt of DEMAND:

2. Adjusted date of receipt of demand due
w CORRECTIONS uader Rule 60.1(b):

. [] ' The date of receipt of the demand is AFTER the explration of 19 months [] The soplicant bas b
' from the priority date and item 4 or $, below, does not apply. informed accordingly.

4 D ‘The date of receipt of the demsnd is WITHIN the period of 19 months from the priorily date as extended by virtue of
Rule 80.5.

5 D A!kugh ﬂndmdmpufﬂndmmdunﬂwltewirﬂwnofﬂmﬂumﬂiepmmyhu.tln&lnymnrrm.l
is EXCUSED pursuant to Rule 82,

For international Burcan use only

Demand received from IPEA on:

Form PCT/IPEA/40] (last sheet) (January 2003) See Noies to the demand form



7.

APOSTILLA
‘(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
Pails: Suecia
El presente documento oficlal
ha sido firmado por Sr. Bj8m Sandin
en su calidad de Notario Publico

y lleva el timbre/sello de Notario Piiblico en Estocolmo

Atestado
en Estocolmo 6. el 5 de febrero de 2004
de Ministerio de Asuntos Exteriores
N° 750

Timbre/Sello 10. Firma

Madelaine Beronius




ASSIGNMENT TRASPASO
The undersigned, abajo firmado

Tord INGHARD; Anders JOHANSSON and Arne SVENSSON ‘
L

All domiciled in domiciliado en

AstraZeneca R&D Mblndal

SE-43] 83 Mdindal

Sweden

hereby state under oath to be the sole and true inventor decla bajo juramento ser  iinico y verda-
of - dero inventor  de.
NEW MANDELIC ACID DERIVATIVES AND THEIR USEAS THROMBIN INHIBITORS

We state as well that we assign, without reservations or Declar asimismo que ced y

limitation, in favor of transf sin reserva ni limitacion, a favor de la
sociedad

AstraZeneca AB

a corporation organized and existing under the laws of organizada y existente de conformidad con la leves de
Sweden

domiciled in domiciliada en

SE-151 85 Stdertiilje, Sweden

all rights inherent to said invention, and that the above Todos los derechos inherentes a dicha invencién y que Ia
mentioned corponition hereby is enabled to apply, in its citada sociedad queda facultada para solicitar en su
name, for the corresponding patent in the Republic of nombre la patente correspondiente en la Repdblica de

Colombia, Colombia.
et AT SSON

Ame SVENSSON

Lo Infroscrito ARG Bbide, Notarlo Poblico

do Estocolmo, Suacia, ceriifica que Tl
TORD INGHARDT, 5 ’6}%
ANDERS JOHANSSON vy 3
ARNE SVENSSON \‘4' 3

hen clorgade y firmade ol deaumonio que antecsds
Derechos 280: - Estoesimo, 2004-02-04 amsm,@

Coronas De ofiio:
W -
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TRADUCCION DEL SELLO QUE SE ENCUENTRA EN EL DOCUMENTO
DE CESION DE DERECHOS SOBRE LA INVENCION, OTORGADO POR
LOS INVENTORES: TORD INGHARDT, ANDERS JOHANSSON Y ARNE
SVENSSON, A LA SOCIEDAD ASTRAZENECA AB, DOMICILIADA EN S-151
85 SODERTALJE, SUECIA, DEL SUECO AL CASTELLANO.

BJORN SANDIN
NOTARIO PUBLICO DE ESTOCOLMO

/ .
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

3RD FLOOR, 15 19 GFlEAT TITCHFIELD STREET, LONDON W1P 7FB
TELEPHONE 020-7637 8603 » TELEFAX 020-7837 6604
E-MAIL conaufco@consuleo.demon.co.uk

El l_uscri'to Cénsul General de Colombia en Londres, vistos los documentos presentados
ante este Despacho,

CERTIFICA

Que, J.B. HODGSON, Notario Piblico dé Macclesfield, Cheshire, Inglaterrn, legalizé
la firma del documento precedente y su firma se encuentra certificada por J.
GARBRAH, Oficial de del Ministerio de Relacione Exteriores-Britinico, firma que se
encuentra registrada en este Consulado General.

Que, AstraZeneca AB, cs una Sociedad constituida, organizada y existente on
Sodertalje, Suecia, y que cumple con su objeto social de acuerdo con las leyes de ese
pais.

Que, DAVID ERIC GILES, en su calidad de Representante Legal de la mencionada
Sociedad, debidamente autorizado otorga el documento precedentc y su firma se
encuentra legalizada por J.B. HODGSON, Notario Piblico de Macclesficld, Cheshire,
Inglaterra, Gran Bretafia.

El Cdnsul General no asume responsabilidad por e! contenido del mencionado
documento.

Dado en I..ondrcu. Inglaterra, Gran Bretafla, a los quince (15) dl&g@ mes dc

Noviembre de dos mil (2000). = 'E o

e~
Certificacion No.11 /1722 L5 =N
Derechog; U$ 106,00 CANCELADOS a: o %
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PODER
Yo (msobo;) AS"'I' RAZENECA AB

Domicitiado(s) en: S-151 85, Sodertalje,
SUECIA

Nombro(amos) a: RAMIRO:.CASTRO DUQUE vy/o
HECTOR GOMEZ MEJIA, de Santefé de Bogota,
Colombla, apoderados verdaderos y legales con poder
espacial, amplio y suficlents, para recabar de ias oficinas
y autoridades colomblanae administrativas, judiciales y de
poilcia, en cualquier Instancla o recurso, la obtencién de
patentes de Invencién, regisiros de marcas, disefics
Industriales, modelos de utilided, depdsitos de nombres
comerclales y ansafias, reglstros de derechos de autor y
contratos sobre los mismos, obtencién de certificados de
obtentor de variedades vegelales, asl como sus

promoges, renovaclones, anotaciones de traspeso,

cambios de nombre y/o domicillo; elaborar, tramitar y
registrar contratos de licencia y licenclas de cualesquiera
clases; intervenir como demandanle o como demandado
en cusiquler Instancla y recurso ante cualquler juez,
corporacion, funcionario piblico o autoridad en. acclones
Judiclales, administrativas y de policla tales como:
oposiciones al reglstro de marcas; acciones de caducidad,
cancelaclén y nulidad; acciones reivindicatorias, acciones
derivadas de la obtencidn o explotacidn de licenclas;
acciones de competencla desleal; demandas penaies;
acclones de Indemnizacién de perjuicios, reclamos y
obsarvaciones a soliciiudes de patentes, disefios
industriales, modelos de utlilidad, en el ejercicio de
medidas cautelaras y en ofras acciones o medidas
aimilares.

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,
formular  descripciones, enmisndas, protestias,
declaraciones, oposicionas, canceléciones, nulidades,
apelaciones y reclamos, pagar Impuestos, cuoles y
gravémenes prescritoa por la ley; renunclar o desistir a
derechos concedidos o en curso de conceslén; recibir
toda clase de documentos y valores, dando el descargo
respactivo, y, en general, para dar ante dichas
autoridades todos los pasos nacesarios al efecto indicado
y tomar fodas las medidas que creyersn conducentes al
resguardo de mis {nuestros Intereses), con todas las
demds facultades fegales necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar
en mi (nuestro) nombre lo actuado asl como |a facultad de
desistir, transigir, comprometer y la de sustituirio en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo
nombro(amos) a: RAMIRO CASTRO DUQUE vyi/o
HECTOR GOMEZ MEJIA, domicillado(s) en la Carruru 7
No. 16-58 Piso B, mis (nuestros) g

Colombla, con facultadea para reciblr

.¢ '. + - 'BRIGARD & CASTRO b\

SANTAFE DE BOGOTA - COLOMBIA

POWER OF ATTORNEY .
| (We ASTRAZENECA AB
Domiclled in: S-151 85, Sodertalje

SWEDEN ' \

Hereby appoint RAMIRO CASTRO DUQUE and/or
HECTOR GOMEZ MEJIA, of Santafé de Bogots,
Colombia, my (our ) true and lawful attomeys with
special, ample and sufficient power to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices
and authorities, In any instance, privileges of patents
of invention, registration of trademarks, industrial
designs and utility models; registration of commarcial
names and emblems, registration of copyright and
contracts related thereto, certificates of obtainers of
vegetabla varieties, as well as extsnalons, renewals
and recordal of assignments and changes of name
and domiclle related to the above; to prepare,
prosecuts and register licenses of any kind; to act as
plainlift or defendant In any Instance or recouise, and
before any Judge, corporation, public officlal or
authority In judiclal, adminletrative and police actions,
such as: oppositions to the registration of trademarks;
caducity, cancellation and nullity actions; claim actions
derived from the obtaining or exploitation of licenses,
action of unfair competition; penal demands, actions of
indemnities for damages: claims or observations on
patent applications, models, indusirial designs and
utility models; In the exercise of praventive measures:
and in other actions or similer proceedings.

To that effect they hereby empowered (o file
appiications, formulaies descriptions, amendments,
protests, declarations, oppositions, cancellations,
nullies, appeals and claims; to pay taxes, quotas and
assessments prescribed by law, renounce or waive
the rights granted or In the process of granting; to
receive all kinds of documents and valuables, glving
the reapective release of receipt, and, in general, to
take before said authoritles the neceassary sieps to
such effect, and any measures that they may deem
pertinent to the safeguard of my (our) interesl(s) wlth
all the other necassary legal powers,

This power includes the faculty to ratify or confirm
deaist, seltle and compromiss on my (our) behaif, and
to substituta this power in whole or in paert and to
revoke substitutions. At the same time | (We) hereby
appoint RAMIRO CASTRO DUQUE and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiclled in Carrera 7 No. 18-58,
Piso 8, my (our) attomey(s) in fact, with powers to
receive nofifications and to designate judiclal and
extrajudicial attomeys.
CHEBHIRE

) NAVARRD ALfA¥ERted and signed in  ENGLAND

A E mﬂll!lﬂl

Tis ll7a V 20qy of 20°
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
Psmonaimente comparecld ante m{

a qulen conozco, y de qulen me consta que firmo el
anterlor documento, debidarnents juramentado declard y
dijo que él es

De ASTRAZENECA AB

Socledad legaimente constituida para un periodo de
duracién que aln no ha terminado; que el declarante
estd autarizado por dicha compafila para conferir este
poder; que el selio astampado por &l al ple de tal poder,
en nombre y representacion de la exprasada compafila,
as ol salio oficlal de ella; y que el objeto para el cual se
confiere este Instrumento estd comprendido dentro del
de |a socledad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a Ia vista las
pruabas de |a existencla de |a socledad.

Estado de
con fecha

Y que quien confiers el presente poder es su
Jepresentante.

\

Notario Publico (selio)

.,'. CERTIFICADO NOTARIAL

‘., PERSONA NATURAL

Hoy de de .
compareciad{eron) anta mi

a quien (es) conozco y me consta que es{son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede y
quien{es) deciara(n) que otorgan el mismo para los fines
y propdsitos que en &l as expresan.

Notario Piblico (sello)

LEGALIZACION ANTE' GONSUL COLOHBIANO
ES REQUERIDA .

NOTARIAL CERTIFICATE ((‘ORPORATION)

onthis |D dayofNM 9-0@" ~
Perlonally appeared bafore me _

to me m. andqmown to me to be me person
signed the foregoing instrument who being by me duly
swom did depose and say that ha (she) is the

- atem rue — Y
DIRECTOR IP SERVICED
© !L
of ASTRAZENECA AB ‘,.i" G

Which is legally constituted for a term not yet expired, .
that deponent is authorized by said Company to confer

this Power of Attorney: that the seal affixed hereunto by

the deponent in the name and on behalf of sald
Corporation Is the corporate seal thereof, and that the
purpose for which this Instrument is granted is included

within the corporate purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has eeen
the documents that prove the existence of the company.

SuaEen)
L TANORRY Qc-a-a? _

and that he (she) who granie the present power of
attomey is ta Representative.

State of
under date of

.« Notary Public (Seal) )
NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON
On this day of of
perecnally appeared before me

who is{are) known to me and who | attest executed the
foregoing docurnent and he (they) declared he (they)
grant(s) the document for the uses and purposes therein
expressed.

Notary Public (Seal)

LIZATION BEFORE COLOMBIAN CONSUL
IS REQUIRED

T L T T
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UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
i ‘ '
R . M. D644894
Crian lnk
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LT Date 14 November, 2000
' ' i Hi%a ua.., o
i 1’ . ‘This document bears wae 0 AARET
- - the signature / sealof  J B Hodgson i, ., INTERPRETY oAGy
o | * njmatcy 1995
" *  Acting in the capecity of Notary Public
Signed by: J. Garbrsh
For Her Majesty’s Principal Secrelary of State i
' For Farelgn and Commonwealth Affairs ;
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TRADUCCION OFICIAL No. 432/2000 de ias legslizaciones que
se sncusntran a continuacién de. un Podar otorgado AGTRAZENECA
AB, una compafiia domiciliada en 8-161 88. Sodertaijs, SUECIA al
doctor RAMIRO CASTRO y HECTOR GOH!Z,' Santafd de Bogols,
D.C., Colombia, del Iingiée al espafiol, las cusles pars su
identificacion se selles con el Sello del Traductor al miemo
tiempo que Ia presente.-

N L T o A Y T Y S T e
ANEXOS®: El Poder arriba mencionado, Cerlificaciéon Noterisl,
Cerlificacidn por ol Secretario de Estado Principal de Su Majestad
Para los Asuntoe de Ia Comunidad y el Extranjero en: Londres,
Ingisterra, .Cartificacion del Consulado Genersi de “Colombis en
Londres, Ingiaterra, Autenticacién por el Ministerio de Relsclones
Exteriores de Colombls.-

-I--l--l-++++++-l-+-l--l-++++++-I--l--l--|-+-|-++-l--|--|--l--|--l--I--l--l--l--l-++++-l-+-l--l-++-l--l-+'l-

Firme Ilegible (Firmado)

Notario Padblico

BELLO NOTARIAL EN RELIEVE.
SIS S AT AT A S AT AL A RS AT AT R A S A R

REINO UNIDO DE LA GRAN BRETARA E IRLANDA DEL

NORTE .
No. D644804
Fecha...14 de Noviembre del afto 2000..4...
Este documento porta : 8
ia firma/eclic de J. B. Hodgson

aciuando en la capacidad do
Notario Pdbiico

Firmado por: J. Garbrah
Firma llegible (firmado)

e
HUED NAVERRO ALVAREZ
IRADUCTOR E. INTERPRETE OFIGMA
Ren. 1876 Minjutide 199
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Por sl Secretario de Estado Principel de
Su Majestad para los Asunios de |a
Comunidad y el Extranjero.

SELLO EN RELIEVE.

HAY SELL6 DE LA COMUNIDAD
Y EL EXTRANJERO EN LONDRES,
INGLATERRA.
ST TR ISR S E LA S AR A AT RS TR LR R A
EN ESPAROL: La Cerlificacion del Consulado General de Colombla
on Londres, Ingiatierra bajo el Namero de Certificacion 11/1722 de
ue_hl ‘16 de Noviembre del afio 2000; Autenticacldn Hasla por el
Ministierio de Relaclones Exisriores de Colombla bajoc el Ndmero
481834 de fecha 29 de Noviembre del afio 2000.

(Pagados Derechos por valor de $106.00 Délares)
TSI R RS LR T A N e
ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE LOS DOCUMENT 8
ADJUNTOS. '

“Q-—t
HUGO NAVARRG ALVAREZ
TRADUCTOR E. INTERPRETE CRCMS
Sea 1576 Minjusticia 1989

Resolucion NGmero 1876 del Ministerio de Justic
Fecha: 4 de Diclembre del afio 2000.
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD

Indicacién de que s solicia la concesién de una patents.
Datos de identificagion del IM o de la parsona que se presanta la seiiciiud. < ( )
Descripcldn de 12 Invenclén, (
Dibujos de ser estos partinentes. {
Comprobanie de Pago de las tasas ssiablecidas.

COMPLETA ( ) INCOMPLETA { )

= DISERO INDUSTRIAL ( )

‘::g

L)
.
— o, W s

- Indicacién de que se soliclta ei regisiro de Disefio industrial { )
- Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta ( }
- lasolicitud,

- Representacién grifica y fotogréfica del Diesfio industrial o muestira del
Matearlal que Incorpora el disefio. .t)
Comprobante de pago de las tasas establecidas (S
COMPLETA () INCOMPLETA ()

ESQUEMA DE TRAZADO ( )

- Indicaclén de que solicita el registro de un Esquema de trazado. ()
. - Datos de Identificaclon del solcitante o de la persopa que presenta
» La solichud, { )
,-l Representaclon grafica del esquema de trazado ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas. ()
COMPLETA ( INCOMPLETA ()
Firma Responsable:
SUPERINIUSTRIN ¥ COMERCI®
Fecha: tadicacion » 016754 0000000 Folios: 166 -

Fecha (ARD)}: 2904-02-25 17129:00

Treite © Ol PCT-PATENT 279 FASE WACI 41 PRESENT
Pependenciay 2029 BIVISION 36 MUEWS CREACIONES "
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio }6{

2020
Bogota DC

Doctor(a)

RAMIRO CASTRO DUQUE
Apoderado(a)
ASTRAZENECA AB.

REFERENCIA: Radicacion No. 04-16754
Sollicitud Intemacional PCT/SE02/01557
Fecha Inicio fase nacional 30/03/2004

Tramite o011
Evento 379
Actuacion 418
Oficlo No. 483
Folics 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo
el expediente indicado en la referencia, reiine los requisitos de forma

stablecidos en la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la
Circular Unica de la Superintendencla de Industia y Comercio, se envia el
extracto de la solicitud a la Oficina de Comunicaclones para efecto de su
publicacién en la Gaceta de Propiedad Industrial.

a
ga:!nop:ssogoﬁ pc, 30 MAR. 2004

ALIX CARM
Jefe de la

CESPEDES DE VERGEL
isi6n de Nuevas Creaciones

202060



