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DESCRIPCION
4-amidino- y 4-guanidinobencilaminas aciladas para la inhibicién de calicreina de plasma

La invencion se refiere al empleo de 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la férmula general (V) o
(VI), donde P4 es un grupo bencilsulfonilo sustituido una o varias veces o no sustituido, P3 es un a-aminoacido o
acido a-iminoico natural o no natural, sustituido una o varias veces o no sustituido en la configuracién D, P2 es un a-
aminoacido o acido a-iminoico natural o no natural, sustituido una o varias veces o no sustituido en la configuracién
L, y P1 es un grupo 4-amidino- o 4-guanidinobencilamino sustituido una o varias veces o no sustituido, donde la 4-
amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas estan unidas de modo covalente a una superficie plastica bien sea por
una unién amida o sulfonamida, un puente disulfuro o la introduccion de un grupo alquilo en un grupo mercapto, para
la inhibicién de calicreina de plasma (PK). En ello se emplean los nuevos inhibidores PK para impedir la activacion
de coagulacién sobre superficies plasticas y para la administracién sistémica como anticoagulantes/antitrombéticos,
sobre todo para impedir la activacion de coagulacién sobre superficies plasticas, para prevenir eventos
tromboembodlicos.

Ademas, la presente invencion se refiere de por si a las nuevas 4-amidino- o 4-guanidinobencilaminas aciladas,
donde en particular se prefieren aquellas que exhiben un grupo de unién en P2 o P4, donde estos grupos de union
son oligo- o polialquilenglicoles.

Asi mismo, la presente invencion se refiere también al empleo de las 4-amidino o 4-guanidinobencilaminas aciladas
arriba mencionadas para la inhibiciéon de factor Xla y/o factor Xlla. En el marco de la presente invencién se describe
también el empleo de los compuestos arriba mencionados para la inhibiciéon de trombina y protrombina.

PK es una serinproteasa multifuncional de tipo tripsina para la cual se conocen varios sustratos fisioldgicos. De este
modo PK puede liberar mediante escisién proteolitica el péptido vasoactivo bradiquinina a partir de quininégeno de
alto peso molecular y activar las proteasas de factor de coagulacion XIl, pro-uroquinasa, plasminégeno y Pro-MMP
3. Por ello se asume que el sistema PK/quinina posee un papel importante en diferentes enfermedades, asi por
ejemplo en situaciones tromboembdlicas, la coagulacion intravascular diseminada, choque séptico, alergias, el
sindrome postgastrectomia, artritis y ARDS (sindrome de dificutad respiratoria adulta) (Tada et al., Biol. Pharm. Bull
24, 520-524, 2001).

Mediante la activacion del factor de coagulaciéon Xl hasta dar factor Xlla, PK juega un papel sobre todo en la
activacion de la cascada intrinseca de coagulacion. Puede tener lugar una activacion de la cascada intrinseca de
coagulacién, cuando la sangre entra en contacto con superficies plasticas en circuitos sanguineos extracorporales,
como por ejemplo en la hemodidlisis o en el empleo de oxigenadores. Mediante la union de factor Xl sobre
superficies en particular cargadas negativamente y/o plasticas se inicia la cascada intrinseca de coagulacién por la
autoactivacién o bien mediante trazas de PK (Kaplan, Prog. Hemostasis Thromb. 4, 127-175, 1978). El factor XII
activado (F Xlla) cataliza la transformacién de precalicreina de plasma hasta dar PK, la cual- en el sentido de una
retroalimentacion positiva - provoca la formacion adicional de factor Xlla (Griffin, Proc. natl. Acad. Sci. USA 75, 1998-
2002, 1978). De acuerdo con la importancia del factor Xlla y PK en la fase temprana de la cascada intrinseca de
coagulacion, los inhibidores deberian también inhibir la coagulacion de estas enzimas. En el marco de esta fase
temprana, la activacion intrinseca de coagulacion activa el factor Xl-la desde el factor XI hasta factor Xla.

Como inhibidores tanto de la cascada de coagulacion intrinseca como también extrinseca y con ello para la profilaxis
y terapia de las enfermedades mencionadas arriba, como por ejemplo situaciones tromboembadlicas, coagulacion
intravasal diseminada, choque séptico, alergias, el sindrome de postgastrectomia, artritis y ARDS, se emplean
anticoagulantes del tipo heparina, antagonistas de vitamina K o hirudina. Puesto que los anticoagulantes corrientes
no satisfacen todos los requerimientos de un antitrombdético "ideal", por ejemplo debido a su baja especificidad,
complicaciones hemorragicas emergentes, reducido tiempo de vida media o insuficiente disponibilidad oral, se
prueba desarrollar alternativas de trombina y factor Xa con inhibidores de molécula pequefia de las proteasas de
coagulacién. También el factor Vlla, la enzima inicial de la via extrinseca de coagulacién, es una enzima objetivo con
multiples investigaciones para el desarrollo de inhibidores (Robinson y Saiah, Ann. Rep. Med. Chem. 37, 85-94,
2002). Sin embargo, un inhibidor de trombina y F Xa o bien un inhibidor de F Vlla como un inhibidor especifico de la
cascada extrinseca de coagulaciéon no posee ningun efecto inhibitorio sobre la por ejemplo activacién de la cascada
intrinseca de coagulacion, causada por contacto de la sangre con superficies plasticas.

En la busqueda de inhibidores para las dos enzimas factor Xlla y PK, que desencadenan la coagulacion intrinseca
después de la activacion sobre una superficie cargada, existen sélo pocas aproximaciones. Para el derivado de
acido guanidinoalquilcarboxilico FOY (Isobe, Blood & Vessel 12, 135-138, 1981), leupeptina, el inhibidor de trombinia
Na-dansil-L-arginina-4-etilpiperidida (Ratnoff, Blood 57, 55-58, 1981) y diferentes tripéptidos (ésteres, amidas)
(Fareed et al. Ann. N. York Acad. Sci. 370, 765-784, 1981; Silverberg y Kaplan, Blood 60, 64-70, 1982) se discutio
un cierto efecto inhibitorio respecto al factor Xlla. Se describieron inhibidores eficaces con amidas del acido 4-
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amidinofenil-a-aminobutirico sustituido con Na (Stirzebecher et al., Zentralbl. Pharm. Pharmakother. Lab. Diagn.
122,240-241,1983).

Como inhibidores de PK se remite a diferentes bis-benzamidinas como pentamidina y compuestos relacionados con
valores Ki de 50 uM , como efectivos (Ashgar et al., Biochim. Biophys. Acta 438, 250-264, 1976). También se
describieron ésteres de w-aminoacidos y acidos w-guanidinoalquilcarboxilicos como inhibidores de PK con valores
micromolares Ki (Muramatu y Fuji, Biochim. Biophys. Acta 242, 203-208, 1971; Muramatu y Fuiji, Biochim. Biophys.
Acta 268, 221-224, 1972; Ohno et al. Thromb. Res. 19, 579-588, 1980; Muramatu et al. Hoppe-Seiler's Z. Physiol.
Chem. 363, 203-211, 1982; Satoh et al. Chem. Pharm. Bull. 33, 647-654, 1985; Teno et al. Chem. Pharm. Bull. 39,
2930-2936, 1991). Los primeros inhibidores competitivos altamente selectivos que se derivan de arginina o bien
fenilalanina, fueron desarrollados por Okamoto et al. (Thromb. Res., Suppl. VI, 131-141, 1988) e inhiben PK con
valores Ki de 1 uM. Se publicaron varios trabajos del grupo de Okada para el desarrollo de inhibidores competitivos
de PK, donde los compuestos eficaces que se derivan de la trans-4-amino-metilciclohexancarbonil-Phe-4-
carboximetilanilida, poseen constantes de inhibicién de 0,5 yM (Okada et al., Biopolimers 51, 41-50, 1999; Okada et
al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 10, 2217-2221; 2000, Tsuda et al., Chem. Pharm. Bull. 49, 1457-1463, 2001). Es
comun a los mencionados inhibidores de PK su valor relativamente alto de Ki. En WO 00/41531 se describieron
potentes inhibidores de PK con constantes de inhibiciéon de 1 nM, que como P1 poseen un radical 4-amidinoanilina.
Sin embargo estos inhibidores descritos en WO 00/41531 no son adecuados para ser acoplados de modo covalente
sobre superficies plasticas. También se describieron inhibidores de PK en WO 94/29336, los cuales se diferencian
esencialmente de los compuestos segun la presente invencién, en que los compuestos presentes en WO 94/29336
no contienen los radicales decisivos bencilsulfonilo (P4). Ademas, en WO 94/29336 no se describe ningun
acoplamiento de los compuestos, por ejemplo sobre superficies plasticas.

DE 10102878 describe inhibidores de serinproteasas tipo tripsina, que son adecuados para el revestimiento de
superficies plasticas, para impedir la coagulacion sobre estas superficies plasticas.

Entretanto, se describen también algunos inhibidores analogos al estado de transicion de PK, que como radical P1
poseen un arginal (por ejemplo adamantiloxicarbonil-D-Phe-Phe-arginal, Ki 12 nM, Garrett et al., J. Pept. Res. 52,
60-71, 1998) o arginiltrifluorometilcetona (por ejemplo adamantiloxicarbonil-D-tert.butilglicin-Phe-Arg-CF3, Ki 2 nM,
Garrett et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 9, 301-306, 1999). También para el inicialmente desarrollado inhibidor de
trombina derivado de boroarginina DuP 714 (Ac-D-Phe-Pro-boroarginina) se encontré una fuerte inhibicion de PK (Ki
1,6 nM) (Kettner et al., J. Biol. Chem. 265, 18289-18297). Sin embargo tales inhibidores de proteasa analogos al
estado de transicion tienen la desventaja de que ellos son accesibles s6lo mediante costosas sintesis, tienen
tendencia a la formacion de mezclas racémicas y son inhibidores muy inespecificos.

También mediante diferentes clorometilcetonas se alcanza una inhibicién irreversible de PK. H-Ala-Phe-ArgCH.Cl y
H-Pro-Phe-ArgCH,CI fueron descritos como los compuestos mas reactivos (Kettner y Shaw, Biochemistry 17, 4778-
4784, 1978). Sin embargo las peptidilclorometilcetonas son adecuadas exclusivamente para propositos de
investigacion puesto que in vivo ellas poseen soélo una estabilidad de pocos minutos (Lawson et al., Folia Haematol.
(Leipzig) 109, 52-60, 1982; Collen et al., J. Lab. Clin. Med. 99,76-83, 1982).

De alli que la invencién basa su objetivo en poner a disposicion principios activos adecuados para aplicaciones
terapéuticas, que con elevada actividad y especificidad inhiban la calicreina de plasma y que después del
acoplamiento sobre una superficie plastica o bien después de la administracion parenteral, enteral o tépica, en
particular intravenosa o subcutanea, sean eficaces en la inhibicion de la coagulacion.

Se encontré sorprendentemente que 4-amidino- o 4-guanidinobencilaminas aciladas segun las féormula generales, V
oVl

= R ]
x S\N/\{rN\i)]\N NH
H o R, H R
3 et
HY H
\
—— ~ J
P4 P3 P2 P1 )



10

15

20

25

30

35

40

ES 2394 882 T3

R2

“ o 0 1
R‘~©\)‘S'i A N—;)LN NH
v
H I—(")m H N)J\N Ry

P4 P3 P2 P1 I\
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donde R4, Rz, R3 y/o R4 son
(a) hidrégeno y/o
(b) un halégeno y/o

(c) un radical alquilo sustituido o no sustituido, ramificado o lineal con 1-6 atomos de C, donde el
sustituyente del radical alquilo sustituido, ramificado o lineal es un grupo halégeno, hidroxi, amino, ciano,
amidino, guanidino y/o carboxilo, dado el caso esterificado con un radical alquilo con 1-6 atomos de C y/o

(d) un grupo hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino, metiloxicarbonilo, bencilo, benciloxicarbonilo,
aminometilo o glutarilo o succinil-amidometilo y/o es un grupo oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o
carboxietilo, dado el caso esterificado con un radical alquilo con 1-6 atomos de C o un grupo
oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o carboxietilo, que estan presentes como amida no sustituida o
sustituida con un grupo alquilo o arilo y/o R1 y/o Rs son un grupo de unién, donde los grupos de unién son
elegidos de entre un sustituyente de (c) un radical alquilo sustituido o no sustituido, ramificado o lineal con
1-6 atomos de C o un radical aralquilo sustituido o no sustituido, ramificado o lineal con 1-10 atomos de C,
donde el sustituyente del radical alquilo o radical aralquilo sustituido, ramificado o lineal es un grupo
halégeno, hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino y/o uno carboxilo, dado el caso esterificado con un
radical alquilo con 1-6 atomos de C, y/o

(d) un grupo hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino, metiloxicarbonilo, bencilo, benciloxicarbonilo,
aminometilo o glutarilo o succinil-amidometilo y/o un grupo oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o
carboxietilo dado el caso esterificado con un radical alquilo con 1-6 atomos de C o un grupo
oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o carboxietilo, que esta presente como amida no sustituida o
sustituida con un grupo alquilo o arilo,

estan acoplados sobre P4 o directamente sobre un grupo funcional de P2 por un grupo -NH- o - CO-, donde los
grupos de unién son un acido dicarboxilico, un acido aminocarboxilico, una diamina, un acido disulfénico, o un acido
aminosulfénico con una estructura basica alquilo, arilo o aralquilo, donde la estructura basica de alquilo exhibe 1 a
12 atomos de C, la estructura basica de arilo exhibe 6-10 atomos de C, la estructura basica de aralquilo exhibe 6-12
atomos de C, o un grupo aminoalquilo o carboxialquilo con 2-12 dtomos de C; o donde los grupos de unién sobre P4
o0 P2 son una cadena de poli- u oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol, donde el poli- o oligoetilen- o poli- u
oligopropilenglicol por lo menos en ambos extremos exhibe un grupo amino, carboxilo y/o mercapto sustituido o no
sustituido o donde el poli- u oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol en por lo menos un extremo exhibe un grupo
amino, carboxilo y/o mercapto sustituido o no sustituido y en el otro extremo esta modificado con un grupo alquilo
con 1-4 atomos de C y/o Rq exhibe la formula (II)

U-Z-Y-X- (1,
donde

U es igual a un grupo HxN-, HOOC-(CHz),-CO-NH-, HOOC-, HoN-(CHz),-NH-CO- o HS con Z igual a -(CHz),
conn=1a 10, o Z es igual a un oligo- o polialquilenglicol de la formula general -(CHz)q-[OCH>- CH2],O-
(CH2)m-(NH-CO-CH,-O-CHz)k- 0 -(CH2)¢-[O-CH(CH3)-CH2]y-O-(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CHy)« con d = 1, 2, 3
04, v=unnumero enterode 1a1000,, m=0,1,2,304yk=0010

U es igual a un grupo CH3-O- con Z igual a un oligo- o polialquilenglicol de la férmula general -(CH2)q4-
[OCHa- CH2]yO-(CHz)m-(NH-CO-CH2-O-CHz)«- 0 -(CH2)4-[O-CH(CH3)-CH3],-O-(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CH2),
cond=1,2,304,v=unnumeroenterode 1a1000,m=0,1,2,304yk=001;
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Y es igual a un grupo -CO-NH-, un grupo -NH-CO-, un grupo -SO2-NH- un grupo -NH-SO-, un grupo -S-S-
0 un grupo -S- o cuando U y Z no estan presentes es igual a un grupo HuN-, HOOC-, HS-, HO- o
halogenalquilo;

X es igual a un grupo -(CHz),- con n =0, 1, 2, 3 0 4 o igual a un grupo -(CH2),-O- con enlace al radical
bencilo sobre el oxigenoyn=1, 2,3 04;

y el acoplamiento del grupo de unién sobre el anillo fenilo de radical bencilo proviene de X en caso de que esté
presente o proviene de Y, cuando X no esté presente,

y P2 con R3 exhibe la formula (1)

D
TCHZ }q
N
H o i,

dondeq=0,1,2,3,405yD esigual alaférmula IV
U-Z-Y- (Iv),
donde U, Z y Y poseen el mismo significado que en la férmula I,

y

R4 es hidroxi, amino y alcoxicarbonilo, caracterizada porque la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina acilada esta
unida de modo covalente bien sea mediante un enlace amido o sulfonamido, un puente disulfuro o por la adiciéon de
un grupo alquilo a un grupo mercapto a una superficie plastica,

donde la superficie plastica consiste en diacetato de celulosa, triacetato de celulosa, poli(etersulfona),
poli(ariletersulfona), celulosa regenerada, cuprofan, hemofan, poli(sulfona), poli(acrilonitrilo), poli(vinilalcohol),
poli(carbonato), poli (amida), poli(metiimetacrilato), poli(etilen-co-vinilalcohol) u otro material empleado en equipos
como dializadores, oxigenadores, catéteres, membranas y/o los sistemas de mangueras pertenecientes a los
equipos y/o trampas de aire para las superficies que entran en contacto con sangre, y

el material superficial para el acoplamiento covalente de la molécula de la férmula general (V) o (VI) estd modificado
sobre el grupo de union acoplado en P4 o P2, con grupos funcionales elegidos de entre grupos amino, grupos
aminoalquilo, grupos carboxilo, grupos carboxialquilo, grupos mercapto, grupos mercaptoalquilo, grupos hidroxilo y
grupos hidroxialquilo, inactivan de manera muy efectiva la calicreina de plasma, también son efectivos en la
inhibicion de la coagulacion después del acoplamiento sobre una superficie plastica y pueden ser empleados tanto
de modo parenteral, enteral o tépico, en particular intravenoso o subcutaneo.

Una ventaja particular del derivado acorde con la invencién de la 4-amidino- o bien 4-guanidinobencilamina aciladas
es su capacidad de inactivar PK también después del enlace sobre una superficie plastica con elevada actividad. De
alli que los compuestos acordes con la invencion representan un nuevo grupo de inhibidores de calicreina de plasma
altamente activos y en particular que pueden acoplarse.

En el sentido de la presente invencion, una superficie plastica es una superficie que por ejemplo consiste en
diacetato de celulosa, triacetato de celulosa, poli(etersulfona), poli(ariletersulfona), celulosa regenerada, cuprofan,
hemofan, poli(sulfona), poli(acrilonitrilo), poli(vinilalcohol), poli(carbonato), poli(amida), poli(metilmetacrilato),
poli(etilen-co-vinilalcohol) u otro material empleado en equipos como dializadores, oxigenadores, catéteres,
membranas y/o los sistemas de mangueras y/o trampas de aire pertenecientes a los equipos, que en particular
entran en contacto con la sangre en circuitos extracorporales, donde para hacer posible un acoplamiento covalente
de los inhibidores, los materiales superficiales estan modificados dado el caso con grupos funcionales, por ejemplo
grupos amino, grupos aminoalquilo, grupos carboxilo, grupos carboxialquilo, grupos mercapto, grupos
mercaptoalquilo, grupos hidroxilo, grupos hidroxialquilo.

Segun una forma preferida de operar, el sustituyente en el P4, P3, P2 y/o P1 sustituido es hidrégeno y/o un
halégeno, preferiblemente fldor, cloro y/o bromo y/o un radical alquilo sustituido o no sustituido, ramificado o lineal
con 1-6 atomos de C, preferiblemente 1-3 atomos de C, en particular metilo, o un radical aralquilo sustituido o no
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sustituido, ramificado o lineal con 1-10 atomos de C, donde el sustituyente del radical alquilo o radical aralquilo
sustituido lineal o ramificado es preferiblemente un grupo halégeno, hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino y/o
carboxilo, dado el caso esterificado con un radical alquilo pequefo, y/o un grupo hidroxi amino, ciano, amidino,
guanidino, metiloxicarbonilo, bencilo, benciloxicarbonilo, aminometilo o glutarilo o succinil-amidometilo y/o es un
grupo oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o carboxietilo dado el caso esterificado con un radical alquilo
pequefio en particular con metilo o etilo o un grupo oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o carboxietilo, el cual
esta presente como amida no sustituida o sustituida con un grupo alquilo o arilo.

En caso de que no se indique de otro modo, en el sentido de la presente invencion se entiende por un radical alquilo
siempre un radical alquilo con 1-12 atomos de C, se entiende por un radical arilo un radical arilo con 6 a 10 atomos
de C y se entiende por un radical aralquilo un radical aralquilo con 6 a 12 atomos de C.

Adicionalmente puede acoplarse un grupo de unién en P4 o P2, donde el grupo de union esta acoplado sobre un
sustituyente descrito arriba en P4 o directamente sobre un grupo funcional de P2, en particular sobre un grupo -NH-
o un grupo -CO.

En el sentido de la presente invencion se define como un grupo de union a una estructura quimica, que exhibe por lo
menos un grupo funcional para el acoplamiento covalente sobre una 4-amidino- o bien 4-guanidinobencilamina
aciladas, en P4 o P2 y ademas exhibe bien sea por lo menos un segundo grupo funcional para el acoplamiento
covalente simultaneo a una superficie plastica o acoplamiento simultaneo a una segunda molécula de la 4-amidino o
bien 4-guanidinobencilamina aciladas y/o exhibe un grupo oligo- o polialquilenglicol, que esta en capacidad de
acoplarse sobre ésta de modo no covalente mediante interaccion con la superficie plastica.

De alli que, segun la presente invencién, un grupo de unién es un acido dicarboxilico, un acido aminocarboxilico,
una diamina, un acido disulfénico, o un acido aminosulfénico con una estructura basica alquilo, arilo o aralquilo,
donde la estructura basica alquilo exhibe 1 a 12 atomos de C, en particular 2-6 atomos de C, la estructura basica
arilo exhibe 6-10 atomos de C, en particular fenilo, la estructura basica aralquilo exhibe 6-12 atomos de C, en
particular bencilo, o un grupo aminoalquilo o carboxialquilo con 2-12 dtomos de C, en particular 2-6 atomos de C; o
donde los grupos de unién P4 o P2 son una cadena poli- u oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol, donde el poli- u
oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol exhiben en los dos extremos por lo menos un grupo funcional, en particular un
grupo amino, carboxilo y/o mercapto sustituido o no sustituido o donde el poli- u oligoetilen- o poli u
oligopropilenglicol exhiben por lo menos un grupo funcional en un extremo, en particular un grupo amino, carboxilo
y/o mercapto sustituido o no sustituido y en el otro extremo esta modificado con un grupo CHs.

En el acoplamiento del grupo de unién a P4 el grupo de union esta acoplado en P4 preferiblemente con un grupo -
NH- , grupo -NH-alquilo con 1 a 6 Atomos de C, en particular metilo, un grupo -CO-, un grupo -CO-alquilo con 2-6
atomos de C, en particular -CO-metilo, un grupo -CO-O-alquilo con 1-6 atomos de C, en particular metilo, un grupo -
S-, un grupo —S-alquilo con 1 a 6 atomos de C, en particular metilo, el grupo -O-alquilo con 1-6 atomos de C, en
particular metilo, un grupo -SO»- 0 un grupo -SOz-alquilo con 1-6 atomos de C, en particular metilo.

En lugar de P4, el grupo de unién puede estar acoplado también en P2, donde P2 es preferiblemente lisina o su
homodlogo con 1-5 atomos de C en la cadena lateral, en particular ornitina, homolisina, acido a-y-diaminobutirico,
acido a-f-diaminopropidnico, a-diaminoglicina o acido glutamico o sus homologos con 1-5 atomos de C en la cadena
lateral, en particular acido asparaginico, acido glutdmico o &cido homoglutdmico o cisteina u homocisteina o serina o
treonina.

Segun una forma preferida de operar de la presente invencién el grupo de unién acoplado a P4 con los sustituyentes
para el acoplamiento en P4 exhibe la formula general U-Z-Y-X- (II), donde U es igual a un grupo H:N-, HOOC-
(CH2)n-CO-NH-, HOOC-, HoN-(CHz),-NH-CO- 0 HS- con Z igual a -(CHz),- con n = 1 a 10, en particular 1-5, o Z igual
a un oligo- o polialquilenglicol de la formula general- (CH2)4-[OCH,- CH2]yO-(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CHa)¢- 0 -(CH2)4-
[O-CH(CH3)-CH2]y-O-(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CH2)- con d = 1, 2, 3 0 4, v = numero entero de 1 a 1000,
preferiblemente 1 a 50, en particular2a 10,m=0,1,2,304yk=001 0 U es igual a un grupo CHs3-O- con Z igual
a un oligo- o polialquilenglicol de la formula general -(CH2)4-[O-CH2-CH2],O-(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CHy)i- 0 - (CH2)q-
[O-CH(CH3)-CH2],-O-(CH2)m-(NH-COCH,-O-CHz)- con d = 1, 2, 3 0 4, v = un numero entero de 1 a 1000,
preferiblemente 1 a 50, en particular2a 10,m=0,1,2,304y k=00 1;Y es igual a un grupo -CO-NH-, un -NH-
CO-, un -SO2-NH-, un - NH-SO>-, un -SS- o un -S- o cuando U y Z no estan presentes es igual a un grupo HaN-,
HOOC-, HS-, HO- o halogenalquilo; X es igual a un grupo -(CH2),- conn =0, 1, 2, 3 0 4, en particular n = 1 o es igual
a un grupo -(CHa)»-O- con unioén en el radical bencilo por el oxigenoy n = 1, 2, 3 o 4. El acoplamiento del grupo de
union al radical bencilo proviene de X en caso de que esté presente o de Y, cuando X no esté presente.

Cuando el agente de unién esta acoplado a P4, entonces P2 es glicina, alanina, prolina, homoprolina o acido
azetidincarboxilico.

Segun otra forma preferida de operar, el grupo de unién esta acoplado a P2, donde P2 exhibe la formula general 11l
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D
CH,)q
N
H O . (1D
dondeq=0,1,2,3,405yD esigual alaformula
U-Z-Y- (IV)

donde U, Zy Y poseen los mismos significados que en la formula 1.

De acuerdo con la invencién, la amidino- o guanidinobencilamina aciladas exhibe las formulas generales V o VI

Z R 0
Ri= || 00 B2 oH

N

X ‘nﬁrN\-)Lu/\Q‘ NH
. o R -Rq
s )iL |

P4 P3 P2 P1 D

donde m=1a3yqesigualalo1,en particular es 0 y donde R1, R2, R3 y/o R4 es hidrégeno y/o un halégeno,
preferiblemente fluor, cloro y/o bromo y/o un radical alquilo sustituido o no sustituido, ramificado o lineal con 1-6
atomos de C, preferiblemente 1-3 atomos de C, en particular metilo, donde el sustituyente del radical alquilo
sustituido lineal o ramificado es preferiblemente un grupo halégeno, hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino y/o
carboxilo, dado el caso esterificado con un radical alquilo pequefio, en particular con metilo o etilo y/o un grupo
hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino, metiloxicarbonilo, bencilo, benciloxicarbonilo, aminometilo o glutarilo o
succinil-amidometilo y/o es un grupo oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o carboxietilo dado el caso
esterificado con un radical alquilo pequefio en particular con metilo o etilo o esta presente como amida no sustituida
o sustituida con un grupo alquilo o arilo.

En el marco de la presente invencion, se prefieren particularmente como radicales R4 el radical hidroxi, un radical
amino y un radical alcoxicarbonilo, en particular un radical alcoxicarbonilo con 2 a 10 atomos de C.

R1 y/o R3 pueden ser adicionalmente un grupo de unién, donde el grupo de unién esta acoplado a uno de los
sustituyentes arriba descritos en P4 o directamente a un grupo funcional de P2, en un grupo -NH- o -CO-, donde los
grupos de unién son un acido dicarboxilico, un acido aminocarboxilico, una diamina, un acido disulfénico, o un acido
aminosulfénico con una estructura basica alquilo, arilo o aralquilo, donde la estructura basica alquilo exhibe 1 a 12
atomos de C, en particular 2-6 atomos de C, la estructura basica arilo exhibe 6-10 dtomos de C, en particular fenilo,
la estructura basica aralquilo exhibe 6-12 atomos de C, en particular bencilo, un grupo aminoalquilo o carboxialquilo
con 2-12 atomos de C, en particular 2-6 atomos de C; o donde los grupos de union P4 o P2 son una cadena poli- u
oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol, donde el poli- u oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol exhibe en los dos
extremos por lo menos un grupo funcional, en particular un grupo amino, carboxilo y/o mercapto sustituido o no
sustituido o donde el poli- u oligoetilen- o poli u oligopropilenglicol exhibe por lo menos un grupo funcional en un
extremo, en particular un grupo amino, carboxilo y/o mercapto sustituido o no sustituido y en el otro extremo esta
modificado con un grupo alquilo con 1-4 atomos de C, en particular grupo CHs y/o R1 adicionalmente exhibe la
férmula (II) como se describié arriba y P2 con R3 adicionalmente exhibe las formulas (l1l) y (IV), como se describié
arriba.
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Los ejemplos preferidos de operacion para las amidino- y/o guanidinobencilaminas aciladas segun las formulas
generales (V) o (VI) con un grupo de union en P4 exhiben preferiblemente una de las siguientes estructuras:
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|
L]

(0]
‘s” 5 ’Q NH
oyt
Ry
W
5
(0]
= R 0
A I OO0 %2 H
_V?—NH S‘N’\(N\i/u\u NH
HzN n H O ﬁa H N)JLNle
HY H
(0]

- o X
Q N/H_ “s’iN/’\rrNL‘:. N/\@ NH
:} H
HaN Hog 'm N)ij\N’R"
H® H

10 conn=1a10,m=1a3yq=0o0 1, en particular 0, donde R, y R3 tienen los significados arriba mencionados.
Mediante la presencia de un segundo grupo funcional como por ejemplo HoN- o HOOC-, simultaneamente con el
acoplamiento en P4, pueden acoplarse de modo covalente sobre superficies plasticas las sustancias citadas.

Ejemplos preferidos de operacion para amidinobencilaminas aciladas segun la férmula general (V) con un grupo de
unién en P2 exhiben preferiblemente una de las siguientes estructuras:

o, 0B u 0O
@\/ NW \)I\ NH

15

con n=0 a 5, preferiblemente 1020
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conn=1a1000o0
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conn=1a3ym=1a 1000, donde g es en cada caso igual a 0 0 1, en particular es 0 y R2 tiene en cada caso los
significados arriba mencionados. Mediante la presencia de un segundo grupo funcional las sustancias arriba citadas
pueden, simultdneamente con el acoplamiento en P2, acoplarse de modo covalente a una superficie plastica o a una
segunda molécula de la formula general I.

Cuando ocurre el acoplamiento sobre superficies plasticas en P2, el sustituyente en P4 es en particular H, un
halégeno, un grupo amino, un grupo hidroxi o un grupo alquilo lineal o ramificado con 1 a 6 atomos de carbono.

Una forma particularmente preferida de operar de una amidinobencilamina acilada segun la férmula general (V1) con
un grupo de union en P4 exhibe preferiblemente la siguiente estructura:

NH
0 H/\©\(

NH;,

donde D-Cha en posiciéon P3 en particular puede ser también D-Phe o D-Ser(tBu) y glutarilo en P4 puede ser
también succinilo. Estos compuestos son adecuados para el acoplamiento simultdneo covalente a una superficie
plastica.

Otra forma particularmente preferida de operar de una amidinobencilamina acilada segun la férmula general (V) con
un grupo de union en P2 exhibe preferiblemente weist la siguiente estructura:

A0 o
o, 0§ H
@\/\S‘N’\H/N\)LN
H o '\HH NH

NH;
HN\EO\

O~ "OH

donde D-Ser(tBu) en posicion P3 en particular puede ser también D-Cha o D-Phe y succinilo en P2 puede ser
también glutarilo. Estos compuestos son adecuados para el acoplamiento covalente simultaneo a una superficie
plastica.

Otra forma particularmente preferida de operar de una amidinobencilamina acilada segun la férmula general (V) con
un grupo de unién en P2 exhibe preferiblemente una de las siguientes estructuras:
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donde D-Cha en posicion P3 en particular puede ser también D-Phe o D-Ser(tBu). Estos compuestos son adecuados
para el acoplamiento covalente simultaneo a una superficie plastica o para el acoplamiento covalente a una segunda
molécula de la formula general (V) o (VI).

Otros ejemplos posibles de operacidén para aminobencilaminas aciladas, que inhiben PK con elevadas actividad y
especificidad son compuestos segun la formula (V) o (VI), donde P3 significa D-Ser, D-Ser(tBu), D-Phe o D-Cha y P2
significa un aminoacido natural o no natural Aaa en la configuracion L, donde R1 es igual a H-, 4-, 3- 0 2-,
preferiblemente 4- o 3-COOH, 4-, 3- o0 2-, preferiblemente 4- o0 3-COOMe, 4-, 3- 0 2-, preferiblemente 4- o 3-AMe, 4-,
3- 0 2-, preferiblemente 4- o 3-Glutaril-AMe o 4-, 3- o 2-, preferiblemente 4- o 3-CN y Aaa es igual a Gli, Ala, Pro,
Asp, Glu, GIn, hGlu, Dap, Dap(Z), Lys, Lys(Z), Arg, Thr, Thr(Bzl), Ser, Ser(Bzl), hSer, hSer(Bzl), Phe o hPhe.

En ello son particularmente preferidas las aminobencilaminas aciladas donde para P3 igual a D-Ser, Aaa es
preferiblemente GIn, Dap, Dap(Z), Lys, Lys(Z), Ser(Bzl), hSer, Phe o hPhe, en particular Lys(Z) y R1 es igual a H o
para Aaa igual a Ala o Ser, R1 es igual a HOOC;

o para P3 igual a D-Ser(tBu), Aaa es igual a Pro, GIn, Dap, Dap(Z), Lys, Lys(Z), Arg, Thr, Thr(Bzl), Ser(Bzl),
hSer(Bzl), Phe o hPhe, en particular Pro, Gin, Lys, Lys(Z), hSer(Bzl), Phe o hPhe y R1 es igual a H o para Aaa igual
a Gli o Ala, R1 es igual al HOOC- o para Aaa igual a Pro R1 es igual a CN-;

o para P3 igual a D-Cha Aaa es igual a Lys o Glu y R1 es igual a H o para Aaa igual a Pro R1 es igual a Glutaril-
AMe, en particular para Aaa igual a -NH-CH-[CH2-CH2-CO-NH-(CH2)3-[O-(CH2)2]3-CH2-NH2]-CO-, R1 es igual a H.

Los derivados acordes con la invencion de la 4-amidino- o bien 4-guanidinobencilamina aciladas estan presentes por
regla general en forma de una sal, en particular de un acido mineral por ejemplo acido sulfurico o acido clorhidrico o
un acido organico adecuado por ejemplo acido acético, acido formico, acido metilsulfénico, acido succinico, acido
malico o acido trifluoracético, en particular como clorhidrato, sulfato o acetato.

Otra forma preferida de operar de la presente invenciéon es la reaccion de un grupo H;N- de un grupo de unién
acoplado a la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas con un anhidrido dicarboxilico, preferiblemente el
anhidrido de acido succinico o el acido glutarico con formacién de un grupo HOOC- o la reaccién de un grupo
HOOC- de un grupo de unién acoplado a la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas con una diamina con
formacion de un grupo HoN-. Estas reacciones ocurren de acuerdo con métodos estandares conocidos por los
expertos.

La transformacion que hace posible estas reacciones de un grupo HoN- en un grupo HOOC- y un grupo HOOC- en
un grupo HzN- expanden las posibilidades de acoplamiento de los compuestos de las formulas generales (V) o (VI)
sobre superficies plasticas o sobre una segunda molécula de las férmulas generales (V) o (VI).
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En una forma particularmente preferida de aplicacion de la presente invencion, por presencia de un segundo grupo
funcional, en particular un grupo amino, carboxilo y/o mercaptano sustituido o no sustituido, el grupo de unién
acoplado de modo covalente a P4 o P2 puede estar acoplado de modo covalente simultdaneamente a superficies
plasticas o, en tanto el grupo de unién sea un poli- u oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol, estar acoplado de modo
covalente a una segunda molécula de las férmulas generales (V) o (VI), con formacién de un denominado poli u
oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol con dos grupos funcionales inhibidores.

De acuerdo con la presente invencion, las superficies plasticas sobre las cuales pueden acoplarse los derivados de
la 4- amidino- o bien 4-guanidinobencilamina aciladas, consisten en diacetato de celulosa, triacetato de celulosa, poli
(etersulfona), poli(ariletersulfona), celulosa regenerada, cuprofan, hemofan, poli(sulfona), poli(acrilonitrilo), poli
(vinilalcohol), poli(carbonato), poli(amida), poli(metilmetacrilato), poli(etilenco-vinilalcohol) u otro material empleado
en equipos como dializadores, oxigenadores, catéteres, membranas y/o los sistemas de mangueras pertenecientes
a los equipos y/o trampas de aire para las superficies que entran en contacto con sangre

donde el material superficial para el acoplamiento covalente de la molécula de las formulas generales (V) o (VI) con
el grupo de union acoplado en P4 o P2 esta modificado con grupos funcionales, por ejemplo grupos amino, grupos
aminoalquilo, grupos carboxilo, grupos carboxialquilo, grupos mercapto, grupos mercaptoalquilo, grupos hidroxilo,
grupos hidroxialquilo, donde el radical alquilo exhibe 1-10, en particular 1-6 atomos de C.

Segun otra forma preferida de operar de la presente invencién, los derivados de la 4-amidino- o bien 4-
guanidinobencilamina aciladas se acoplan sobre superficies plasticas de por ejemplo equipos como dializadores,
oxigenadores, catéteres y/o membranas, para prevenir la coagulaciéon de la sangre sobre la superficie de estos
equipos.

El acoplamiento de los derivados de la 4-amidino- o bien 4-guanidinobencilamina aciladas ocurre mediante
revestimiento covalente de la(s) superficie(s) plastica(s) sobre uno de los grupos de unién arriba descritos, que estan
enlazados a un sustituyente en P4 y/o dado el caso directamente sobre una cadena lateral de P2 de la férmula
general (V) o (VI).

En el sentido de la presente invencion, un equipo es todo dispositivo que entra en contacto con la sangre y sus
componentes.

Otra forma preferida de operar de la presente invencién es el empleo de uno o varios de los derivados acordes con
la invencién de la 4-amidino- o bien 4-guanidinobencilamina aciladas, para la produccién de un medicamento para el
empleo como anticoagulante y/o antitrombético para prevenir y/o tratar el infarto del corazén, derrame cerebral,
embolias, trombosis venosa profunda por ejemplo después de operaciones de articulacion de la cadera y/o
reemplazo del rodilla, angina pectoris inestable, complicaciones como consecuencia de angioplastias, en particular
angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA).

En el sentido de la presente invencion, se entiende como anticoagulante toda sustancia que inhibe la coagulaciéon de
la sangre. En el sentido de la presente invenciéon se entienden por antitromboticos sustancias para el uso en la
profilaxis de trombosis. En el sentido de la presente invencidon se entiende por angioplastia una dilatacién de vasos,
en particular con ayuda de catéteres como por ejemplo catéteres de balon.

Otra forma de operar es el empleo de una o varias de las arriba descritas 4-amidino- o bien 4-guanidinobencilamina
aciladas para la produccidon de un medicamento para la aplicacion como anticoagulante y/o antitrombético para
prevenir y hacer terapia de la coagulacién intravascular diseminada, choque séptico, alergias, el sindrome de
postgastrectomia, artritis y ARDS (sindrome de dificultad respiratoria en adultos).

Segun una forma preferida de operar de la presente invencién, se emplean los derivados de la 4-amidino- o bien 4-
guanidinobencilamina aciladas para la produccién de un medicamento para la inhibiciéon de calicreina de plasma y/o
factor Xla y/o factor Xlla en forma de aplicacién parenteral, en particular en forma intraarterial, intravenosa,
intramuscular o subcutanea, en forma de aplicacién enteral, en particular para la aplicacion oral o rectal o en forma
tépica de aplicacion, en particular como agente dermatico. En ello se prefieren las formas de aplicacién intravenosa
o subcutanea. Por ejemplo se prefiere la inhibicion de calicreina de plasma.

Los derivados acordes con la invencion de la 4-amidino- o bien 4-guanidinobencilamina aciladas pueden ser
empleados en particular para la produccion de un medicamento para la inhibicién de calicreina de plasma en forma
de una tableta, una gragea, una capsula, una pella, supositorio, una solucién, en particular una soluciéon para
inyeccion o infusion, gotas para los ojos, nariz y oidos, un jarabe, una capsula, una emulsién o suspensién, unos
I6bulos, estilos, aerosoles, polvos, una pasta, crema o pomada.
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Aparte del inhibidor acorde con la invencion, el medicamento puede contener otras sustancias auxiliares y/o aditivos
farmacéuticamente adecuados. Sustancias auxiliares y/o aditivos adecuados, que sirven por ejemplo para la
estabilizacion y/o conservacion del medicamento son familiares en general para los expertos (por ejemplo Sucker H.
et al., (1991) Pharmazeutische Technologie, 22 edicién, editorial Georg Thieme, Stuttgart). Para eso se cuentan por
ejemplo soluciones fisiologicas de sal de cocina, dextrosa de Ringer, lactato de Ringer, agua desmineralizada,
estabilizantes, antioxidantes, formadores de complejos, compuestos antimicrobianos, inhibidores de proteina y/o
gases inertes.

Otra forma de operar de la presente invencién es el empleo de amidinobencilamina acilada de las férmulas
generales V o VI con R4 en particular igual a HO- y R1 y R3 sin grupos oligo- o polialquileno para la produccion de
un medicamento para la aplicacion como anticoagulante y/o antitrombético para las indicaciones arriba citadas,
donde el principio activo esta presente en forma de una prodroga para la administracién oral.

En el sentido de la presente invencién, una prodroga es una amidino- o guanidinobencilamina aciladas segun las
férmulas generales (V) o (VI), que esta presente como derivado farmacéuticamente inactivo de la correspondiente
sustancia farmacéuticamente eficaz y después de la administracion oral se transforma espontanea o
enzimaticamente con liberacion de la sustancia farmacéuticamente eficaz.

Aparte del aplicacion preferida de las amidino- o guanidinobencilaminas aciladas descritas para la inhibiciéon de
calicreina de plasma, estas pueden emplearse también para la inhibicion de otras serinproteasas de tipo tripsina
como por ejemplo trombina, factor Xlla, factor Factor Xla, Xa, factor 1Xa, factor Vlla, uroquinasa, triptasa y plasmina
asi como serinproteasas del tipo tripsina del sistema de complemento.

Otro objetivo de la presente invencién es 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun las férmulas
generales (V) o (VI), donde la sustancia esta enlazada de modo covalente a alguna superficie plastica en uno de los
grupos de unién arriba descritos, en P4 y/o en P2, y la sustancia esta unida mediante un enlace amido de modo
covalente a una superficie plastica.

Otro objetivo de la presente invencién es también un equipo, por ejemplo un dializador, oxigenador, catéter o una
membrana con los sistemas de manguera y/o trampas de aire relacionados, que contiene una superficie plastica
revestida de modo covalente con una 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas acorde con la invencion.

La sintesis del derivado de la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas acorde con la invencién ocurre segun el
método conocido por los expertos. Por ejemplo se obtiene la 4-(acetiloxamidino) bencilamina protegida con Boc, a
partir de la 4-cianobencilamina obtenible comercialmente (Showa Denko, Japén) segun métodos conocidos por los
expertos. Otra posibilidad consiste en acoplar directamente 4-cianobencilamina con el aminoacido P2 protegido con
Boc o0 Z y en este paso transformar el grupo ciano en la acetiloxamidina. Después de la escision del grupo protector
Boc ocurre del acoplamiento del otro aminoacido por medio de métodos estandar de acoplamiento con Boc como
grupo protector N-terminal. El aminoacido P3 puede ser acoplado también directamente como aminoacido protegido
con N-arilo o bien N-aralquilo. La mayoria de productos intermedios cristalizan bien y con ello se purifican facilmente.
La purificacion final de los inhibidores ocurre en la uUltima etapa, preferiblemente mediante HPLC preparativa de fase
reversa. La invencién deberia ser ilustrada en mas detalle mediante los ejemplos de operacion y tablas que se
adjuntan a continuacion, sin limitarla.

Abreviaturas empleadas

Aaa Aminoacido

Ac Acetilo

AcOH Acido acético

ACN Acetonitrilo

Amba Amidinobencilamina

AMe Aminometilo

ARDS Sindrome de dificultad respiratoria en adultos
Boc tert.-Butiloxicarbonilo

Bzl Bencilo
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Bzls
Can
Cha
CKIBE
CNBzls
Dab
Dap
Dap(2)
DCM
DIEA
DMF
D-Ser
D-Ser(tBu)
F Xla

F Xlla
Glut
GuMe

hAla(4-Pyr)

hGlu

hPhe
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Bencilsulfonilo

Canavanina

Ciclohexilalanina

Isobutiléster de &cido clorocarboénico
Cianobencilsulfonilo

Acido a,y-diaminobutirico

Acido a,B-diaminopropiénico

Acido benciloxicarbonil-a,y-diaminobutirico
Diclorometano

Diisopropiletilamina

N,N-dimetilformamida

D-serina, correspondiente a otros aminoacidos
D-(tert.-butilserina)

Factor Xla

Factor Xlla

Glutarilo

Guanidinometileno

Homo-4-piridil-alanina

Acido beta-homoglutamico

Homofenilalanina
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hSer

hTyr

n.b.
PEG
Phe

PK
Pro-MMP 3
PyBop
RT
Ser(Bzl)
Suc
TFA
Tfa

z
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e
H,N\:/H\OH

Beta-homoserina

Homotirosina

o -
Hzn\_)'\o”

OH'
No determinado
Polietilenglicol
Fenilalanina
Calicreina de plasma
Pro-matrizmetaloproteasa 3
Benzotriazol-1-il-N-oxi-tris(pirrolidino)fosfoniohexafluorofosfato
Temperatura ambiente
Serin(bencilo)
Succinilo
Acido trifluoroacético
Trifluoracetilo

Benciloxicarbonilo

Métodos analiticos:

HPLC analitica: sistema Shimadzu LC-10A, columna: Phenomenex Luna C1s, 5 um (250 x 4 mm), solvente A: 0,1 %
TFA en agua; B: 0,1 % B en ACN, gradiente: 10 % B a 70 % B en 60 min, tasa de flujo 1 ml/min, deteccién a 220 nm.

HPLC preparativa: sistema Shimadzu LC-8A, columna: Phenomenex Luna C1g, 5 ym (250 x 30 mm), solvente A: 0,1
% TFA en agua; B: 0,1 % B en ACN, gradiente: 10 % B a 55 % B en 120 min, tasa de flujo 10 ml/min, deteccion a

220 nm.
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Espectroscopia de masas: los espectros de masas fueron medidos bien sea en una muestra compacta de la
compaiiia Kratos (Manchester, Reino Unido) con un detector de medicion de tiempo de vuelo y acido a-ciano-
hidroxicinamico como matriz o determinados con un ESI-MS LCQ de la compafiia Finnigan (Bremen, Alemania).

Ejemplos de operacién 1:

Sintesis de 3 (glutaril-amidometil) bencilsulfonil-D-Cha-Pro-4-amidinobencilamida x TFA

HO.__- ﬁm*s"" SN '
Y e
0 0 : ) N NH
A O N
: ’ . o © NH
X CF3-COOH e

1a) acido 3-(ciano) bencilsulfénico sal sédica

Se suspendieron 30 g (153 mmol) de bromuro de 3-cianobencilo (Aldrich) en 150 ml de agua y después de la adicién
de 21,2 g (168,3 mmol) de Na,SO;3 se calentd bajo reflujo por 8 h. Se filtré la formula en caliente y se retird algo de
agua al vacio. Se guardo la féormula para la cristalizacién durante la noche en la nevera, después se succionaron los
cristales y se realizé cristalizacion nuevamente a partir de agua. Se succionaron los cristales y se secaron al vacio.

Rendimiento: 17,1 g (78 mmol), HPLC: 18,2 % B
1b) 3-(ciano) cloruro de bencilsulfonilo

Se humedecieron 5 g (22,83 mmol) de sal sédica de acido 3-ciano-bencilsulfénico con aproximadamente 20 ml de
cloruro de fosforilo y se afadieron 5,2 g (25,11 mmol) de PClIs y se agité por 15 min bajo enfriamiento con hielo. A
continuaciéon se calentd la formula por 4 h a 80 °C. Después se colocod la férmula sobre hielo y se agitd
vigorosamente por 30 min, se separé del hielo el producto como sélido blanco. Después de que el hielo descongeld
parcialmente, se filtré la formula a través de una frita y se lavé con agua varias veces la mezcla remanente de
producto-hielo. Se secaron al vacio los cristales remanentes y se emplearon directamente para la siguiente etapa de
sintesis.

1¢) 3-(ciano) bencilsulfonil-D-Cha-OH

Se suspendieron 3,775 g (22 mmol) de H-D-Cha-OH en 100 ml de DCM seco y se afiadieron 6,316 ml (50 mmol) de
cloruro de trimetilsililo y 8,7 ml (50 mmol) de DIEA. Se calentd la férmula por 1 h bajo reflujo y se enfrié en un bafio
de hielo. A continuacion se anadieron 5 g (23,18 mmol) de 3-ciano-cloruro de bencilsulfonilo y 5 ml (28,75 mmol) de
DIEA en un periodo de 30 min. Se agité la formula por otros 30 min bajo enfriamiento con hielo y subsiguientemente
por otras 3 h a temperatura ambiente. Se eliminé el solvente al vacio, se disolvié el residuo en agua (con NaOH 1 N
se llevo el pH a 8,5-9) y se realizé extraccion 2 veces con éster acético. A continuacion se hizo extraccion de la fase
de éster acético una vez mas con agua basica (pH 9, NaOH). Se acidificaron a continuacion las fases combinadas
de agua basica con solucion de HCI concentrado (pH de aproximadamente 3) y se realizé extraccion por 3 veces
con éster acético. Las fases combinadas de éster acético fueron lavadas en cada caso 3 veces con solucién al 5 %
de KHSOq y solucion saturada de NaCl y se secaron sobre Na>SO. El solvente fue eliminado al vacio.

Rendimiento: 6,99 g de aceite que cristalizé lentamente en el refrigerador, HPLC: 53,9 % B
1d) H-Pro-4(acetiloxamidino) bencilamida x HBr

A 5 g de Z-Pro-4(acetiloxamidino) bencilamida (sintetizada como se describe en WO 02/059065) se afiadieron 75 ml
de solucién de HBr (acido acético al 33 %) a temperatura ambiente. Se dej6 reposar la formula por una hora y se
sacudié ocasionalmente. Después se afiadio éter a la férmula y se aspird el producto precipitado y se lavd varias
veces con éter sobre una frita. El producto fue secado al vacio.

Rendimiento: 4,3 g (11,16 mmol), HPLC 18,3 % B

1e) 3-(ciano) bencilsulfonil-D-Cha-Pro-4(acetiloxamidino) bencilamida
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Se disolvieron 2,5 g (7,13 mmol) de 3-ciano-bencilsulfonil-D-Cha-OH y 2,74 g (7,13 g) de H-Pro-4-(acetil-oxamidino)
bencilamida x HBr en 50 ml de DMF. Bajo enfriamiento con hielo se afiadieron 3,71 g (7,13 mmol) de PyBop y 3,7 ml
de DIEA. La férmula fue agitada por 30 min bajo enfriamiento con hielo y a continuacién por 3 h a temperatura
ambiente. Se eliminé el solvente al vacio, se recogio la férmula con éster acético y se lavd en cada caso 3 veces con
KHSO4 al 5 %, agua saturada con NaCl, solucion saturada de NaHCO3 y una vez mas con agua saturada con NaCl.
Se secé la fase de éster acético con NaSO4 y a continuaciéon se elimind el solvente al vacio. Se emple6 del
producto crudo sin purificacion adicional para la siguiente etapa de sintesis.

Rendimiento: 3,3 g de aceite, HPLC a 53,77 % B
MS: calculado 578,27 (monoisotépico), hallado 579,4 [M+H]*
1f) 3-(aminometil) bencilsulfonil-D-Cha-Pro-4(amidino) bencilamida x 2 HCI

Se disolvié 1 g de producto crudo de 3-ciano-bencilsulfonil-D-Cha-Pro-4-(acetiloxamidino) bencilamida en 500 ml de
acido acético y se afiadieron 150 ml de HCI 1N. Después se agregaron 200 mg de catalizador (paladio al 10 % sobre
carbon activado) y se hidrogend la férmula a 50 °C por 15 h con hidrégeno. Se separo6 por filtracion el catalizador y
se elimind el solvente al vacio. Se afiadié tolueno al residuo y se eliminé el solvente al vacio, se repitié el
procedimiento otras 2 veces. Se disolvio el residuo en poco metanol y se precipité el producto mediante adicion de
éter y se succion6. Se lavé el producto con éter y se seco al vacio. El producto fue empleado sin purificaciéon
adicional para la siguiente etapa de sintesis.

Rendimiento: 0,8 g, HPLC a 34,28 % B

MS: calculado 582,30 (monoisotdpico), hallado 583,5 [M+H]"

1g) 3-(Glutarilamidometil) bencilsulfonil-D-Cha-Pro-4(Amidino) bencilamida x TFA

A 200 mg (aproximadamente 0,3 mmol) de producto crudo de 3-(aminometil) bencilsulfonil-D-Cha-Pro-4(amidino)
bencilamida x 2 HCI se afiadieron 38 mg (0,33 mmol) de anhidrido glutarico y 115 pl (0,66 mmol) de DIEA en 5 ml de
DMF bajo enfriamiento con hielo. Se agité la formula por 30 min bajo enfriamiento con hielo y otras 3 h a temperatura
ambiente. Se elimind el solvente bajo vacio y se purificé el producto crudo por medio de HPLC preparativa de fase
reversa.

Rendimiento: 125 mg, HPLC a 40,1 % B

MS: calculado 696,33 (monoisotdpico), hallado 697,8 [M+H]*

Ejemplo de operacién 2:

Sintesis de Bencilsulfonil-D-Ser(tBu)-Lys(Succinil)-4-Amba x TFA

v

0. = “NH
x F3C-COOH

HN\SO\.

07 "OH~

2a) Boc-Lys(Tfa)-4-(acetiloxamidino) bencilamida

Se disolvieron 5 g (14,61 mmol) de Boc-Lys(Tfa)-OH en 100 ml de THF y a -15°C se afadieron 1,767 ml (16,10
mmol) de NMM y 1,899 ml (14,61 mmol) de CKIBE. Se agit6 la formula por 10 min a -15°C, después se agregaron
3,74 g (15,33 mmol) de 4-(acetiloxamidino) bencilamina x HCI (producida como se describe en WO 01/96286 A2) y
nuevamente 1,767 ml (16,10 mmol) de NMM. Se agité la formula por otra hora a -15 °C y durante la noche a
temperatura ambiente. Se elimind el solvente al vacio, se recogi6 la formula en éster acético y se lavé en cada caso
3 veces con 5 % KHSO4, agua saturada con NaCl, solucion saturada de NaHCOs3 y una vez mas con agua saturada
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con NaCl y se secé con Na,SO4. Se elimind el solvente al vacio y el producto fue cristalizado a partir de éster
acético.

Rendimiento: 6,82 g (12,83 mmol) de cristales blancos, HPLC: 43,87 % B

2b) H-Lys(Tfa)-4=(Acetiloxamidino) bencilamida x HCI

Se disolvieron 5 g (9,41 mmol) de Boc-Lys(Tfa)-4-(acetiloxamidino) bencilamida en poco acido acético glacial y a
continuaciéon se anadieron de 100 ml HCI 1 N en acido acético glacial. Después de un reposo de 45 min a

temperatura ambiente se concentrd parcialmente el solvente y se precipité el producto mediante adicion de dietiléter,
se succionod y se lavo una vez mas con dietiléter. El producto fue secado al vacio.

Rendimiento: 4,65 g (10,78 mmol) de solido blanco, HPLC: 25,52 % B

2c) Bzls-D-Ser(tBu)-Lys(Tfa)-4-(acetiloxamidino) bencilamida

Se disolvieron 1,93 g (6,107 mmol) de Bzls-D-Ser(tBu)-OH y 3 g (6,412 mmol) de H-Lys(Tfa)-4-(acetiloxamidino)
bencilamida x HCI en 30 ml de acetonitrilo y a 0 °C se afiadieron 3,337 g (6,412 mmol) de PyBop y 3,187 ml (18,32
mmol) de DIEA. La férmula fue agitada por 30 min a 0 °C y otras 4 h a temperatura ambiente. Se eliminé el solvente
al vacio, se recogio el residuo en éster acético y se lavé en cada caso 3 veces con KHSO4 5 %, agua saturada con
NaCl, solucién saturada de NaHCO3 y se lavd una vez mas con agua saturada con NaCl y a continuaciéon se seco
con NazSO4. Se elimind el solvente al vacio. Quedd un producto crudo amorfo, ligeramente amarillo, el cual fue
empleado sin purificacion adicional directamente en la siguiente etapa de sintesis.

Rendimiento: 5,88 g (producto crudo), HPLC: 52,93 % B

2d) Bzls-D-Ser(tBu)-Lys(Tfa)-4-(amidino) bencilamida x acetato

Se disolvieron 5,88 g (producto crudo) de Bzls-D-Ser(tBu)-Lys(Tfa)-4-(acetiloxamidino) bencilamida en 150 ml de
acido acético al 90 %, después se afiadieron 500 mg de catalizador (Pd/C 10 %). Se hidrogend la férmula por 6 h a
temperatura ambiente y presiéon normal con hidrégeno. A continuacién se separé el catalizador mediante filtracion,

se concentré parcialmente el solvente y se precipité el producto mediante adicién de dietiléter, se succiond y se lavd
una vez mas con dietiléter. El precipitado blanco cristalino fue secado al vacio.

Rendimiento: 4,36 g (5,962 mmol), HPLC: 43,50 % B.
2e) Bzls-D-Ser(tBu)-Lys-4-(amidino) bencilamida x 2 TFA

A 0,2 g del producto crudo de acetato de Bzls-D-Ser(tBu)-Lys(Tfa)-4-(amidino) bencilamida y bajo enfriamiento con
hielo se afiadieron 5 ml de solucion acuosa 1M de piperidina y se agité por 3 h. Después se concentro el solvente al
vacio y se purificé el residuo remanente con HPLC preparativa en fase reversa.

Rendimiento: 72 mg, HPLC: 30,9 % B

MS: calculado 574,29 (monoisotdpico), hallado 575,7 [M+H]"

2f) Bzls-D-Ser(tBu)-Lys(Succinil)-4-(Amidino) bencilamida x TFA

A 60 mg (0,075 mmol) de Bzls-D-Ser(tBu)-Lys-4-(amidino) bencilamida x 2 TFA se afiadieron bajo enfriamiento con
hielo 2 ml de DMF, 7,8 mg (0,078 mmol) de anhidrido succinico y 27,1 ul (0,156 mmol) de DIEA. La féormula fue
agitada bajo enfriamiento con hielo por otros 30 min y a continuacion fue agitada por 3 h a temperatura ambiente. El
solvente fue eliminado al vacio y el producto fue purificado con HPLC preparativa en fase reversa.

Rendimiento: 41 mg, HPLC: 35,8 % B

MS: calculado 674,31 (monoisotépico), hallado 675,9 [M+H]"

Ejemplo de operacion 3:

Sintesis de bencilsulfonil-D-Cha-Lys(CO-CH,-O-CH>-CO-NH-CH,-CH,-hexaetilenglicol-CH2-CH2-NH)-4-Amba x 2
TFA
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3a) Bencilsulfonil-D-Cha-OH

Se suspendieron 6 g (35,1 mmol) de H-D-Cha-OH en 120 ml de DCM seco, se afiadieron 9,75 ml (77,2 mmol) de
cloruro de trimetilsililo y 13,4 ml (77,2 mmol) de DIEA. Se calenté la férmula durante 1 h bajo reflujo y se enfrié en un
bafio de hielo. A continuacién se afiadieron 7,02 g (36,85 mmol) de cloruro de bencilsulfonilo y 7,83 ml (45 mmol) de
DIEA en un periodo de 30 min. Se agito la formula por otros 30 min bajo enfriamiento con hielo y después por otras 3
h a temperatura ambiente. Se eliminé el solvente bajo vacio, se disolvi6 el residuo en agua (con NaOH 1 N se llevd
el pH a 8,5-9) y se realizd extraccion por 2 veces con éster acético. La fase acuosa basica fue acidificada a
continuacién con solucion concentrada de HCI (pH aproximado de 3) y se realizd extraccion por 3 veces con éster
acetico. Las fases combinadas de éster acético fueron lavadas en cada caso 3 veces con solucion al 5 % de KHSO,4
y solucién saturada de NaCl y se secaron con Na,SQ4. Se elimind el solvente al vacio.

Rendimiento: 9,2 g de aceite (cristaliza lentamente en el refrigerador), HPLC: 55,8 % B
3b) Boc-Lys(Z)-4-(acetiloxamidino) bencilamida

Se disolvieron 4,41 g (11,59 mmol) de Boc-Lys(Z)-OH en 125 ml de DMF y a -15 °C se afadieron 1,275 ml (11,59
mmol) de NMM y 1,506 ml (11,59 mmol) de CKIBE. Se agit6 la formula por 10 min a -15°C, entonces se agregaron
2,97 g (12,17 mmol) de 4-(acetiloxamidino) bencilamina x HCI (producida como se describe en WO 01/96286 A2) y
se afiadieron una vez mas 1,34 ml (12,17 mmol) de NMM. Se agit6 la férmula por una hora adicional a -15 °C y se
agitdé durante la noche a temperatura ambiente. Se elimind el solvente al vacio, se recogid la formula en éster
acético y se lavo en cada caso 3 veces con KHSO4 5 %, agua saturada con NaCl, solucion saturada de NaHCO3 y
una vez mas con agua saturada con NaCl y se secé con Na;SO,. El solvente fue eliminado en vacio, la sustancia
amorfa remanente fue secada al vacio.

Rendimiento: 5,2 g, HPLC: 51,12 % B

3c¢) H-Lys(Z)-4-(acetiloxamidino) bencilamida x HCI

A 5 g de Boc-Lys(Z)-4-(acetiloxamidino) bencilamida se afiadieron 100 ml HCI 1 N en &cido acético glacial. Después
de 45 min de reposo a temperatura ambiente se concentré parcialmente el solvente y se precipité el producto
mediante adicién de dietiléter, se succiond y se lavé una vez mas con dietiléter. Se secé el producto al vacio.
Rendimiento: 4,2 g (8,3 mmol) de materia sélida blanca, HPLC: 33,81 % B

3d) Bzls-D-Cha-Lys(Z)-4-(acetiloxamidino) bencilamida

Se disolvieron 2 g (6,146 mmol) de Bzls-D-Cha-OH y 3,13 g (6,146 mmol) de H-Lys(Z)-4-(acetiloxamidino)
bencilamida x HCI en 50 ml DMF y a 0 °C se afiadieron 3,198 g (6,146 mmol) de PyBop y 3,2 ml (18,43 mmol) de
DIEA. La féormula fue agitada por 30 min a 0 °C y por otras 5 h a temperatura ambiente. El solvente fue eliminado al
vacio, se recibid el residuo en éster acético y se lavé en cada caso por 3 veces con KHSO4 al 5%, agua saturada
con NaCl, solucion saturada de NaHCOg3 y se lavd una vez mas con agua saturada con NaCl y a continuacion se

secod con Na»SOs. El solvente fue eliminado al vacio. Sin purificacion adicional, el producto crudo fue empleado
directamente en la siguiente etapa de sintesis.

Rendimiento: 3,7 g (producto crudo), HPLC: 61,84 % B
3e) Bzls-D-Cha-Lys-4-(amidino) bencilamida x 2 HBr

Se disolvieron 3,5 g (producto crudo) de Bzls-D-Cha-Lys(Z)-4-(acetiloxamidino) bencilamida en 175 ml de acido
acético al 90 %, y a ello se le afiadieron 400 mg de catalizador (Pd/C 10 %). La formula fue hidrogenada por 6 h a
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temperatura ambiente y presion normal con hidrogeno. A continuacion se separd por filtracion el catalizador, se
concentré el solvente, se anadié tolueno al residuo y se concentré nuevamente el solvente al vacio. Al residuo se
afadieron 50 ml de bromuro de hidrégeno (al 33 % en acido acético), se agité ocasionalmente la formula. Después
de una hora se precipitd el producto mediante adicion de dietiléter, se succioné y se lavd varias veces con dietiléter.
El sélido obtenido (débilmente amarillento) fue secado al vacio. El producto crudo fue empleado en la siguiente
etapa de sintesis.

Rendimiento: 2,3 g de producto crudo, HPLC: 34,77 % B.
Una parte del producto crudo fue purificada con HPLC preparativa de fase reversa.
MS: calculado 584,31 (monoisotépico), hallado 585,4 [M+H]*

3f) Bzls-D-Cha-Lys(CO-CH;,-O-CH,-CO-N H-CH,-CHz-hexaetilenglicol-CH,-CH2-NH-Boc)-4- (amidino) bencilamida x
HBr

Se disolvieron 0,318 g (aproximadamente 0,427 mmol) de producto crudo de Bzis-D-Cha-Lys-4-(amidino)
bencilamida x 2 HBr y 250 mg (0,4275 mmol) de O-(N-Boc-2-aminoetil)-O’-(N-diglicolil)-2-aminoetil)-hexaetilenglicol
(Novabiochem, nimero de orden: 01-63-0102) en 10 ml de DMF. Bajo enfriamiento con hielo se agregaron 0,222 g
(0,4275 mmol) de PyBop y 149 PI (0,855 mmol) de DIEA. Se agité la formula por 15 min bajo enfriamiento con hielo
y se agitd por otras 4 h a temperatura ambiente. Después se concentré al vacio el solvente y se recogio el residuo
en aproximadamente 350 ml de éster acético y 7.5 ml de solucién saturada de NaHCOs. Se lavo la fase de éster
acético por una vez con solucion saturada de NaHCO3 y 2 veces con soluciéon saturada de NaCl y se seco con
Na,SO4. Se elimind el solvente al vacio, se obtuvo un aceite amarillo, el cual fue empleado sin purificacion adicional
para la siguiente etapa de sintesis.

Rendimiento: 446 mg, HPLC: 47,03 % B.
Se purificé una parte del compuesto con HPLC preparativa.

3g) Bzls-D-Cha-Lys(CO-CH2-O-CH,-CO-NH-CH,-CH»-hexaetilenglicol-CH,-CH2-NH,)-4-(amidino) bencilamida x 2
TFA

A 400 mg del compuesto 3f (producto crudo de Bzls-D-Cha-Lys(CO-CH2-O-CH,-CO-NH-CH,-CHz-hexaetilenglicol-
CHy-CH2-NH-Boc)-4-(amidino) bencilamida x HBr) se afadieron 10 ml de HCI 1 N en acido acético. Después de una
hora a temperatura ambiente se precipitdé el producto mediante adicidon de dietiléter, se succiond y se purificé por
medio de HPLC preparativa.

Rendimiento: 210 mg, HPLC: 37,2 % B

MS: calculado 1050,57 (monoisotdpico), hallado 1051,6 [M+H]*

Ejemplo de operacion 4:

Sintesis de bencilsulfonil-D-Cha-Glu(NH-[CH;]5-[O0-CHz-CH3]2-O-[CHz]s-NH2)-4-Amba x 2 TFA
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4a) Boc-Glu(OBzl)-4-(acetiloxamidino) bencilamida

Se disolvieron 3,37 g (10 mmol) de Boc-Glu(OBzl)-OH en 100 ml de DMF y a -15°C se anadieron 1,1 ml (10 mmol)
de NMM y 1,3 ml (10 mmol) de CKIBE. Se agit6 la férmula por 8 min a -15°C, después se afnadieron 2,44 g (10
mmol) de 4-(acetiloxamidino) bencilamina x HCI (producido como se describe en WO 01/96286 A2) y se afiadieron
una vez mas 1,1 ml (10 mmol) de NMM. Se agit6 la férmula por otra hora a -15°C y se agité durante la noche a
temperatura ambiente. Se elimind el solvente al vacio, se recogi6 la formula en éster acético y se lavé en cada caso
por 3 veces con KHSO4 al 5%, con agua saturada con NaCl, solucion saturada de NaHCO3 y una vez mas con agua
saturada con NaCl y se secé con Na;SO4. Se elimind el solvente al vacio y el compuesto fue cristalizado partir de
éster acético.

Rendimiento: 3,8 g (7,2 mmol), HPLC: 52,34 % B
4b) H-Glu(OBzl)-4-(acetiloxamidino) bencilamida x HCI

A 3 g (6 mmol) de Boc-Glu(OBzl)-4-(acetiloxamidino) bencilamida se afiadieron 80 ml de HCI 1 N en acido acético
glacial. Después de 45 min de reposo a temperatura ambiente se concentrd parcialmente el solvente y se precipito el
producto mediante adicién de dietiléter, se succiond y se lavé una vez mas con dietiléter. El producto fue secado al
vacio.

Rendimiento: 2,5 g (5,4 mmol) solido blanco, HPLC: 31,07 % B
4c) Bzls-D-Cha-Glu(OBzl)-4-(acetiloxamidino) bencilamida

Se disolvieron 0,84 g (2,59 mmol) de Bzls-D-Cha-OH y 1,2 g (2,59 mmol) de H-Glu(OBzl)-4-(acetiloxamidino)
bencilamida x HCI en 40 ml de DMF y a 0°C se afadieron 1,35 g (2,59 mmol) de PyBop y 1,35 ml (7,77 mmol) de
DIEA. Se agité la formula por 30 min a 0 °C y se agitd por otras 4 h a temperatura ambiente. Se eliminé el solvente
al vacio, se recibio el residuo en éster acético y se lavé en cada caso 3 veces con KHSO, al 5%, agua saturada con
NaCl, solucion saturada de NaHCOs; y se lavd una vez mas con agua saturada con NaCl y a continuacién se seco
con NapSOs.

El solvente fue eliminado al vacio.
Rendimiento: 1,35 g (aceite), HPLC: 63,16 % B
4d) Bzls-D-Cha-Glu-4-(amidino) bencilamida x HCI

Se disolvieron 1,2 g de Bzls-D-Cha-Glu(OBzl)-4-(acetiloxamidino) bencilamida en 200 ml de acido acético 90 %,
después se afadieron 200 mg de catalizador (Pd/C 10 %). La formula fue hidrogenada por 24 h a 45 °C y presion
normal con hidrégeno. A continuacion se separd por filtracion el catalizador, se concentrd el solvente, se afiadio
tolueno al residuo y se retir6 nuevamente al vacio el solvente. Se disolvié el residuo en 25 ml de soluciéon de HCI 1
N/acido acético glacial y se precipité el producto mediante adicion de dietiléter, se succioné y se lavo varias veces
con dietiléter. El sélido obtenido fue secado al vacio.

Rendimiento: 0,82 g, HPLC: 40,55 % B.

Una parte del producto crudo fue purificada con HPLC preparativa de fase reversa

MS: calculado 585,26 (monoisotépico), hallado 586,5 [M+H]*

4e) Bzls-D-Cha-Glu(NH-[CH2]3-[O-CH2-CH;]2-O-[CH2]3-NH-Boc)-4-(amidino) bencilamida x HCI

Se disolvieron 0,4 g (0,643 mmol) de Bzls-D-Cha-Glu-4-(amidino) bencilamida x HCIl y 0,216 g (0,675 mmol) de Boc-
NH-(CH2)3-(0O-CH2-CH.)2-O-(CH.)3-NH> (obtenible de Quanta Biodesign, Powell, Ohio) en 10 ml de DMF y a 0 °C se
anadieron 0,335 g (0,643 mmol) de PyBop y 224 ul (1,29 mmol) de DIEA. Se agit6 la férmula por 30 min a 0 °C y por
otras 6 h a temperatura ambiente. Se elimind el solvente al vacio y se recibi6 el residuo en una mezcla de éster
acético y solucién saturada de NaHCO3. Se agitd la mezcla en un embudo de separacién y se separo la fase basica.
Se lavo una vez mas la fase de éster acético con solucion saturada de NaHCOs. Se elimind al vacio el éster acético

y el residuo remanente fue empleado sin otra purificacién para la siguiente etapa de sintesis.

Rendimiento: 0,35 g (aceite), HPLC: 49,17 % B
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4f) Bzls-D-Cha-Glu(NH-[CHz]s-[O-CH-CHz]2-O-[CH3]5-NH.)-4-(amidino) bencilamida x 2 TFA

Al producto crudo del compuesto 4e (Bzls-D-Cha-Glu(NH-[CH:]3-[O-CH2-CHz]>-O-[CH2]3-NH-Boc)-4-(amidino)
bencilamida x HCI) se afiadieron 20 ml de HCI 1 N en acido acético glacial. Se dej6 reposar la férmula por 45 min y
después se precipité el producto mediante adicién de dietiléter y se succiond. El sélido obtenido fue purificado por
medio de HPLC preparativa de fase reversa y se liofilizé el producto.

Rendimiento: 0,21 g de liofilizado, HPLC: 36,33 % B

MS: calculado 787,43 (monoisotdpico), hallado 788,5. [M+H]"
Ejemplo de operacion 5:

Determinacién de las constantes de inhibicion (valores Ki en PM)

La determinacion del efecto inhibitorio para las enzimas individuales fue ejecutada de modo analogo a un método ya
descrito anteriormente (Stlrzebecher et al., J. Med. Chem. 40, 3091-3099, 1997). Especialmente para la
determinacion de la inhibiciéon de PK se incubaron 200 pl de tampoén Tris (0,05 M, NaCl 0,154 M, 5 % etanol, pH 8,0;
contiene el inhibidor), 50 pl de sustrato (Bzl-Pro-Phe-Arg-pNA en H;0) y 25 pl de PK a 25 °C. Después de 3 min se
interrumpio la reaccion mediante adicion de 25 pl de acido acético (50%) y se determind la absorcién a 405 nm por
medio de un lector Microplate (Labsystems IEMS Reader MF). Los valores Ki fueron determinados segun Dixon
(Biochem. J. 55, 170-171, 1953) mediante regresion lineal de un programa de computador. Los valores Ki son el
promedio de por lo menos tres determinaciones. La determinacion de la inhibicion del factor Xla y factor Xlla ocurrio
segun modo y forma analogos. En el caso de la determinacidon de las constantes para factor Xla humano
(Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen, Alemania) se emple6 como sustrato H-D-Lys(Z)-Pro-Arg-pNA
(Chromozym PCa, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).

Para la medicién de las constantes de inhibicién del factor Xlla humano (Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen,
Alemania) se empled como sustrato H-D-HHT-GIi-Arg-pNA (Chromozym XlI, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania).

Tabla 1: Inhibicién de PK, factor Xlla, factor Xla y trombina mediante compuestos del tipo (R)-Bencilsulfonil- D-Ser-

Aaa-4-Amba
Ki, PM

Nr. Aaa R PK FXlla F Xla Trombina
1 Gly H 1,7 16 2,2 13

2 Ala H 0,070 9,2 0,11 0,11
3 Pro H 0,054 51 0,10 0,012
4 Asp H 3,7 > 1000 n. b. > 1000
5 Glu H 1,1 > 1000 n. b. 38

6 Gln H 0,047 25 0,13 0,49
7 hGlu H 20 > 1000 11 > 1000
8 Dap H 0,050 15 0,39 0,65
9 Dap(2) H 0,042 13 0,28 6.9
10 Lys H 0,016 21 0,89 4,3
11 Lys(Z) H 0,0035 15 0,3 0,18
12 Arg H 0,079 16 0,77 4,7
13 Thr H 0,24 51 0,25 4,0
14 Thr(Bzl) H 0,091 23 0,33 0,30
15 Ser H 0,16 80 0,30 14
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(continuacién)

Ki, PM
Nr. Aaa R PK FXlla F Xla Trombina
16 Ser(Bzl) H 0,025 9,8 0,30 0,48
17 hser H 0,020 > 1000 n. b. 8,5
18 Phe H 0,021 0,97 0,92 1,6
19 hPhe H 0,048 2,8 0,084 1,2
20 Gly 4-COOH 0,70 > 1000 0,60 170
21 Gly 4-COOMe 4,2 42 8,1 9.4
22 Ala 4-COOH 0,016 17 0,015 23
23 Ser 4-COOH 0,029 > 1000 0,17 120
24 Ser 4-COOMe 0,16 19 0,87 42
25 Gly 4-AMe 6,3 17 6,0 8,0

Tabla 2: Inhibiciéon de PK, factor
Ser(tBu)-Aaa-4-Amba

Xlla, factor Xla y trombina mediante compuestos del tipo (R)-bencilsulfonil- D-

K;, PM
Nr. Aaa R PK F Xlla F Xla Trombina
26 Gly H 0,34 2,6 1,4 0,22
27 Ala H 0,061 2,0 0,030 0,0021
28 Pro H 0,0065 0,49 0,036 0,0020
29 Asp H 0,91 > 1000 0,39 6.0
30 Glu H 0,36 19 0,079 2,6
31 GIn H 0,0092 6,3 0,067 0,021
32 hGlu H 8,0 > 1000 8,2 > 1000
33 Dap H 0,022 4,0 0,19 0,0094
34 Dap(Z) H 0,025 0,93 0,31 0,37
35 Lys H 0,0036 44 0,51 0,055
36 Lys(Z) H 0,0094 5,4 0,48 0,024
37 Arg H 0,040 2,6 0,34 0,065
38 Thr H 0,032 14 n. b. 0,044
39 Thr(BzI) H 0,044 17 0,40 0,019
40 Ser H 0,052 6,0 0,20 0,047
41 Ser(Bzl) H 0,012 1,4 0,20 0,012
42 Hser H 0,21 > 1000 0,74 13
43 hSer(Bzl) H 0,0082 80 0,61 0,50
44 Phe H 0,0055 4,6 0,26 0,16
45 hPhe H 0,0045 1,3 0,083 0,048
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(continuacién)

K;, PM
Nr. Aaa R PK F Xlla F Xla Trombina
46 Gly 4-COOH 0,029 7,5 n. b. 2,2
47 Gly 4COOMe 1,1 4.8 1,6 0,36
48 Ala 4-COOH 0,0062 9,5 0,0069 0,044
49 Ala 4COOMe 0,054 47 0,079 0,0043
50 Gly 4-AMe 4,0 1,8 29 0,12
51 Pro 4-CN 0,0094 1,6 0,0091 0,000064

Tabla 3: Inhibicién de PK, factor Xlla, factor Xla y trombina mediante compuestos del tipo (R)-bencilsulfonil-D-Cha-

Aaa-4-Amba
K;, PM
Nr. R Aaa PK F Xlla F Xla Trombina
52 3-CN Pro 0,086 13 n. b. <0,0010
53 H Lys 0,0023 0,83 0,15 0,010
54 H Lys(Z) 0,020 4,0 0,34 0,015
55 3-Ame Pro 0,090 0,47 0,17 0,0032
56 3-(Glut- Pro 0,044 5,6 0,052 <0,0010
NHCH,)
57 H Glu 0,030 4,0 0,020 0,081

Constantes de inhibicion para compuestos acoplados con PEG en PM:

Inhibidor Nr. 58:

,/@X i
O,

H O TNH
S'N N
[¢7% H
x2 CF5-COOH

H

N
[o]
N A
O HN 6

[e]

PK 0,059; F Xlla 2,0, F Xla 0,23, trombina 0,0080

10 Inhibidor Nr. 59:
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NH

f@/q Na
)
H @ j’NH ,
S’N N
0, H

0
HN -
{ 2 x CF3-COOH
a
\/’\o/‘\/ox/\/ NH;

PK 0,015 ; F Xlla 0,98, F Xla 0,040, trombina 0,015

Tabla 4: Inhibicion de PK, factor Xlla, factor Xla y trombina mediante compuestos del tipo (4- R)-bencilsulfonil-P3-
Aaa-4-Amba ((4-R) define la posicién 4 de radical R en la tabla 4 en el anillo fenilo del radical bencilsulfonilo)

K;, PM
Nr. R P3 Aaa PK F Xlla F Xla Trombina
60 H D-hAla(4- Glu(OBzl) 0,0055 0,094 0,031 0,17
Pyr)
61 COOH D-Ser Pro 0,0091 29 0,014 0,24
62 H D-Ser(tBu) Lys(Tfa) 0,011 6,1 n. b. 0,0029
63 H D-Cha Gly 0,011 0,70 25 0,0090
64 H D-Ser(tBu) His 0,014 61 n. b. 0,12
65 COOH D-Ser(tBu) Ser 0,015 17 0,030 2,0
66 CH,COO H D-Ser(tBu) Pro 0,016 4 n. b. 0,0018
67 H D-hPhe Ser 0,019 0,63 3,0 0,55
68 H D-Ser(tBu) Can 0,019 6,8 n. b. 0,038
69 H D-hAla(4- Ser 0,020 1,6 n. b. 0,91
70 COOH | D-Ser(tBu) Pro 0,025 24 n.b. 0,0023
71 H D-Cha Lys(Suc) 0,029 11 n. b. 0,0021
72 H D-hTyr Glu 0,22 0,36 0,028 19
73 H D-hTyr Ser 0,13 0,28 0,078 1,4
74 NO2 D-hPhe Gly 0,051 0,39 0,093 0,71
75 H D-hTyr Gly 0,12 0,78 0,61 1,5
76 H D-hPhe Gly 0,39 0,15 0,27 0,047
77 H D-Phe(s- Gly 0,082 0,19 0,25 0,085
Amidino)
78 NH; D-hPhe Gly 0,045 0,26 0,12 0,26
79 H D-Phe(3- Gly 0,075 0,31 0,22 0,059
GuMe)
80 H D-Norarginina Gly 0,068 0,34 0,49 2,1
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(continuacién)

Ki, PM
Nr. R P3 Aaa PK F Xlla F Xla Trombina
81 D-Arg Gly 0,074 0,35 0,70 1,4
82 D-Cha Gly 0,10 1,4 0,33 0,023
83 D- Indanilglicina Gly 0,075 0,37 n. b. 0,14
84 COOCHj3 | D-Phe(3-amidino) Gly 0,14 0,38 0,70 0,53
85 H D/L-hAla(4- Pyr) Gly 0,13 0,40 1,1 2,0
86 H D-Ser Lys(Glut) 0,39 n. B. n. b. 2,8
Inhibidor 87:
H © :
N
SN Y
h} 2 % H o
2 x CF3-COOH HNSNH

5  Valores Ki en PM: PK 0,42; F Xlla 0,16; F Xla 0,33, trombina 3,6

Inhibidor 88

NH
NH,

[o]

W o °j,NH
S""l N
-0, u .
H . .
) NH

.o=§ AT
. \_ﬁo' ‘

Valores Ki en PM: PK 0,22; F Xlla 21; F Xla 0,4, trombina 1,2

Inhibidor 89
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HO - X H;C-COOH

NH .
o
K/PEGQQO—O/ -

Valores Ki en PM: PK 0,19; F Xlla 79; trombina 1,72. PEG5000 define un polietilenglicol con un peso molecular
promedio de 5000 Dalton.

Ejemplo de operacion 6:
Prevencion de la activacion de protrombina en plasma anticoagulado con hirudina

Se mezclé sangre de venas de donantes voluntarios saludables inmediatamente después de la toma, con solucién
de hirudina (2000 ATE/mI solucién al 0,9 % de NaCl) en la relacion 10:1 y se sometid a centrifugacion por 10 min a
250 g. Se mezclaron 950 pl de plasma con 20 pl de solucién de inhibidor (5 o bien 0,5 mM) y se incubd por 5 h en
tubitos de polipropileno a 37 °C. Para el fortalecimiento de la activacion sobre la superficie plastica se afiadieron 30
pl de caolin (reactivo PTT, diluido 1:1000; Roche Diagnostics, Penzberg, A).

Para la determinacién del fragmento de protrombina F 1+2 se empled un inmunoensayo enzimatico (Enzygnost-F
1+2, Dade-Behring GmbH, Marburg, Alemania) segun el principio del sandwich. El fragmento de protrombina se
enlaza a un anticuerpo fijo respecto a F 1+2. En una segunda etapa se enlazan anticuerpos conjugados de
peroxidasa respecto a protrombina y se determina por via cromogénica la actividad enzimatica asociada. Se
determind la concentracion de fragmento de protrombina F 1+2 a partir de una curva de calibracion.

Tabla 5: influencia de diferentes compuestos sobre la activaciéon de protrombina en plasma anticoagulado con
hirudina en recipientes de polipropileno con adicién de caolin. La cantidad de fragmento de protrombina F 1+2 (en
nM) determinado después de 5 h en presencia de caolin fue ajustada como 100 %.

Fragmento de protrombina F 1+2 %
Inhibidor Nr. | + Caolin | - Caolin | Caolin + Inhibidor | Caolin + Inhibidor | Caolin + Inhibidor

100 PM 10 PM 1PM
45 100 0,64 0,11 0,59 n.b
11 100 0,49 0,15 110,9 n.b
53 100 0,46 0,08 0,09 0,59
59 100 0,46 0,03 0,20 59,3
75 100 0,14 n.b 0,01 0.07
73 100 0,14 n.b 0,04 0,07
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Ejemplo de operacion 7:

Empleo de un inhibidor PK para cromatografia de afinidad como un modelo para la modificacién de una superficie
plastica

Mediante el acoplamiento del inhibidor bencilsulfonil-D-Ser-Lys-4-Amba sobre CH-Sepharosa 4B (Pharmacia) se
produjo el material para una cromatografia de afinidad. Para ello se suspendieron primero 16 g de CH-Sepharosa 4B
hinchada en 65 ml de tampon MES (0,1 M pH 4,75), a continuaciéon se afiadio el inhibidor (50 mg en 2 ml de
tampon). A la mezcla se afadieron 2,837 g de N-ciclohexil-N’-(2-morfolinoetil)-carbodiimid-meto-p-toluensulfonato
(Acros Organics) (corresponde a 0,1 M en la férmula) y se incubd por 24 h a temperatura ambiente. A continuacion
se lavd con tampdn MES y agua y se llevd al equilibrio con tampén Tris (0,05 M, contiene 0,75 M NaCl, pH 7,5).
Después de empacar y dejar equilibrar la columna (1,4 x 19 cm) se aplicaron 140 ug de PK (Haemochrom
Diagnostics, Essen, Alemania) en 1 ml de tampon. Después se lavo la columna primero con tampdn Tris y a
continuacion con solucion 3 M de NaCl, en ello no eluyé nada de PK. Mediante un gradiente subsiguiente de
benzamidina (0,1 - 2,5 M) eluy6 41 % de PK activo.

Puede obtenerse un resultado comparable mediante el empleo de una columna de cromatografia de afinidad, en la
cual se acople de modo covalente el inhibidor mostrado a continuacién.

NH
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REIVINDICACIONES

1. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas, de las férmulas generales V o VI

H 4 H
0 R, N)iJ\N,R4
H H
P4 P3 P2 P1 W)

“ Ry 2
R‘Q\(}S/’O : N—-)kN NH
N T
H/\?/I_‘_ H/\©\‘N)JLN'R4
HY H

conm=1a3yq=001,

donde R4, Rz, R3 y/o R4 son
(a) hidrégeno y/o
(b) un halégeno y/o

(c) un radical alquilo sustituido o no sustituido, ramificado o lineal con 1-6 atomos de C, donde el
sustituyente del radical alquilo sustituido, ramificado o lineal es un grupo halégeno, hidroxi, amino, ciano,
amidino, guanidino y/o carboxilo, dado el caso esterificado con un radical alquilo con 1-6 atomos de C y/o

(d) un grupo hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino, metiloxicarbonilo, bencilo, benciloxicarbonilo,
aminometilo o glutarilo o succinil-amidometilo y/o un grupo oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o
carboxietilo, dado el caso esterificado con un radical alquilo con 1-6 atomos de C o un grupo
oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o carboxietilo, que estan presentes como amida no sustituida o
sustituida con un grupo alquilo o arilo y/o

R1 y/o Rz son un grupo de union, donde los grupos de union son elegidos de entre un sustituyente de

(c) un radical alquilo sustituido o no sustituido, ramificado o lineal con 1-6 atomos de C o un radical aralquilo
sustituido o no sustituido, ramificado o lineal con 1-10 atomos de C, donde el sustituyente del radical alquilo
o radical aralquilo sustituido, ramificado o lineal es un grupo halégeno, hidroxi, amino, ciano, amidino,
guanidino y/o uno carboxilo, dado el caso esterificado con un radical alquilo con 1-6 atomos de C, y/o

(d) un grupo hidroxi, amino, ciano, amidino, guanidino, metiloxicarbonilo, bencilo, benciloxicarbonilo,
aminometilo o glutarilo o succinil-amidometilo y/o un grupo oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o
carboxietilo dado el caso esterificado con un radical alquilo con 1-6 atomos de C o un grupo
oxialquilcarbonilo, carboxilo, carboximetilo o carboxietilo, que esta presente como amida no sustituida o
sustituida con un grupo alquilo o arilo,

estan acoplados sobre P4 o directamente sobre un grupo funcional de P2 por un grupo -NH- o - CO-, donde el grupo
de unién es un acido dicarboxilico, un acido aminocarboxilico, una diamina, un &acido disulfénico, o un &acido
aminosulfénico con una estructura basica alquilo, arilo o aralquilo, donde la estructura basica de alquilo exhibe 1 a
12 atomos de C, la estructura basica de arilo exhibe 6-10 atomos de C, la estructura basica de aralquilo exhibe 6-12
atomos de C, o un grupo aminoalquilo o carboxialquilo con 2-12 dtomos de C; o donde el grupo de unién sobre P4 o
P2 es una cadena de poli- u oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol, donde el poli- o oligoetilen- o poli- u
oligopropilenglicol en por lo menos en ambos extremos exhibe un grupo amino, carboxilo y/o mercapto sustituido o
no sustituido o donde el poli- u oligoetilen- o poli- u oligopropilenglicol en por lo menos un extremo exhibe un grupo
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amino, carboxilo y/o mercapto sustituido o no sustituido y en el otro extremo esta modificado con un grupo alquilo
con 1-4 atomos de C y/o Ry exhibe la férmula (II)

U-Z-Y-X- (1,
donde

U es igual a un grupo HxN-, HOOC-(CHz),-CO-NH-, HOOC-, HoN-(CHz),-NH-CO- 0 HS con Z igual a -(CHz),
conn=1a10, o Z es igual a un oligo- o polialquilenglicol de la formula general -(CHz)q-[OCH>- CH2],O-
(CH2)m-(NH-CO-CH,-O-CHz)k- 0 -(CH2)4-[O-CH(CH3)-CH2]y-O--(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CHz) con d = 1, 2, 3
04, v=unnumero enterode 1a1000,, m=0,1,2,304yk=0010

U es igual a un grupo CH3-O- con Z igual a un oligo- o polialquilenglicol de la férmula general -(CH2)q4-
[OCH2- CH3],O-(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CH:)k- 0 -(CH2)4-[O-CH(CH3)-CH2],-O-(CH2)m-(NH-CO-CH2-O-CH2),
cond=1,2,304,v=unnumeroenterode 1a1000,m=0,1,2,304yk=001;

Y es igual a un grupo -CO-NH-, un grupo -NH-CO-, un grupo -SO»-NH- un grupo -NH-SO»-, un grupo -S-S-
0 un grupo -S- o cuando U y Z no estan presentes es igual a un grupo H:N-, HOOC-, HS-, HO- o
halogenalquilo;

X es igual a un grupo -(CH2),- con n =0, 1, 2, 3 0 4 o igual a un grupo -(CH2),-O- con enlace al radical
bencilo sobre el oxigenoyn=1, 2,3 04;

y el acoplamiento del grupo de unidn sobre el anillo fenilo de radical bencilo proviene de X en caso de que esté
presente o proviene de Y, cuando X no esté presente,

y P2 con R3 exhibe la férmula (111)

D
TCHZ)q
N
H O (1,

dondeq=0,1,2,3,405yD esigual ala férmula IV

U-Z-Y- (IV),
donde U, Zy Y poseen el mismo significado que en la formula I,

y

R4 es hidroxi, amino y alcoxicarbonilo,

caracterizada porque la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas estan unidas a una superficie plastica de
modo covalente bien sea mediante un enlace amido o sulfonamido, un puente disulfuro o por la adicién de un grupo
alquilo a un grupo mercapto,

donde la superficie plastica consiste en diacetato de celulosa, triacetato de celulosa, poli(etersulfona),
poli(ariletersulfona), celulosa regenerada, cuprofan, hemofan, poli(sulfona), poli(acrilonitrilo), poli(vinilalcohol),
poli(carbonato), poli (amida), poli(metilmetacrilato), poli(etilen-co-vinilalcohol) u otro material empleado en equipos
como dializadores, oxigenadores, catéteres, membranas y/o los sistemas de mangueras pertenecientes a los
equipos y/o trampas de aire para las superficies que entran en contacto con sangre, y

el material superficial para el acoplamiento covalente de la molécula de la férmula general (V) o (VI) esta modificado
sobre el grupo de unién acoplado en P4 o P2, con grupos funcionales elegidos de entre grupos amino, grupos
aminoalquilo, grupos carboxilo, grupos carboxialquilo, grupos mercapto, grupos mercaptoalquilo, grupos hidroxilo y
grupos hidroxialquilo.
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2. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la amidino- o

guanidinobencilamina aciladas exhiben una de las siguientes estructuras

/ ORZ

+/?—NH - N’\@ NH

H,N Rs

2 N)CJ‘J\N'R"
HI H

Noge X
AR A N—""N NH
HzN=-p H o N N 4
H H
conn=1a10,m=1a3yq=00 1, donde Rz R3 y R4 tienen los significados mencionados en la reivindicacion 1

10
3. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion1, caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-

guanidinobencilamina aciladas exhiben una de las siguientes estructuras

N J_ s \SN/\'r «Q*N’;LH&R

D2
}_N@_\Ol\cl“s’:%/’\rrn—:)LN NH
f, H
HZN/\%O\/XO . H o"“']m N)él\N.RH
HY H

15
HN /\,o(\/\o’).\/N\n/\O/‘\ﬂ/ O\/\ S< N/:Y N NH
z H N)iLN’ Ry
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conn=1a1000,m=1a3, r=0a3yq=0o0 1, dnde Rz, R3 y R4 tienen el significado mencionado en la
reivindicacion 1.

4. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion1, caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-
guanidinobencilamina aciladas exhiben una de las siguientes estructuras:

o0 % 1 ©
@\/ \u/\rN\i)j\N NH

con n= 0 a 5, preferiblemente 1 0 2

(0]

conn=0a 11,

(0]

conn=1a6
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10 conn=1a3ym=1a 1000, donde q en cada caso es igual a0 0 1, y R2 y R4 poseen en cada caso los significados

mencionados en la reivindicacion 1.

5. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion1, caracterizadas porque el sustituyente en
P4 es en particular H, un halégeno, un grupo amino, un grupo hidroxi o un grupo alquilo lineal o ramificado con 1 a 6
atomos de carbono y el acoplamiento en la superficie plastica ocurre sobre P2 como se define en la reivindicacion 1.

15 6. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion1, caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-

guanidinobencilamina aciladas exhiben la siguiente estructura:
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e e SNy
© N
NHa

donde D-Cha en posicidon P3 en particular también puede ser D-Phe o D-Ser(tBu) y glutarilo en P4 también puede

ser succinilo.

7. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion1, caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-

5  guanidinobencilamina aciladas exhibe una de las siguientes estructuras:

by
0P £n 0

NH,
HN__O

0 "OH

donde D-Ser(tBu) en posicion P3 en particular puede ser también D-Cha o D-Phe y succinilo en P2 puede ser

también glutarilo.

8. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion1, caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-

10  guanidinobencilamina aciladas exhiben una de las siguientes estructuras:

/@A NH2
Oy NH

o 9 j’
S'N N~ "
0, H 5
NH
o}
:S —/60/\%0\/\'““2
O HN 6

donde D-Cha en posicién P3 en particular puede ser también D-Phe o D-Ser(tBu).

15



10

15

20

25

30

ES 2394 882 T3

9. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacién 1, donde

P3 es un aminoacido en la configuraciéon D, elegido de entre D-Ser, D-Ser(tBu), D-Phe y D-Cha, y P2
significa un aminoacido Aaa no sustituido o sustituido una o varias veces, natural o no natural en la
configuracioén L,

donde R1 es igual a H-, 4-, 3- 0 2-COOH, 4-, 3- 0 2-COOMe, 4-, 3- 0 2-AMe, 4-, 3- 0 2-Glutaril-AMe 0 4-, 3-0 2-CN y
Aaa es igual a Gli, Ala, Pro, Asp, Glu, GIn, hGlu, Dap, Dap(Z), Lys, Lys(Z), Arg, Thr, Thr(Bzl), Ser, Ser(Bzl), hSer,
hSer(Bzl), Phe o hPhe.

10. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun la reivindicacion 9, caracterizadas porque para P3 igual a
D-Ser, Aaa es preferiblemente GiIn, Dap, Dap(Z), Lys, Lys(Z), Ser(Bzl), hSer, Phe o hPhe, en particular Lys(Z) y R4
es igual a H o para Aaa igual a Ala o Ser, R+ es igual a HOOC-;

o para P3 igual a D-Ser(tBu), Aaa es igual a Pro, GIn, Dap, Dap(Z), Lys, Lys(Z), Arg, Thr, Thr(Bzl), Ser(Bzl),
hSer(Bzl), Phe o hPhe, en particular Pro, GIn, Lys, Lys(Z), hSer(Bzl), Phe o hPhe y R; es igual a H o para Aaa igual
a Gli o Ala, R1 es igual a HOOC- o para Aaa igual a Pro, R1 es igual a CN-;

o para P3 igual a D-Cha, Aaa es igual a Lys o Glu y R1 es igual a H o para Aaa igual a Pro, R es igual a glutaril-
AMe, en particular para Aaa igual a -NH-CH-[CH2-CH2-CO-NH-(CH3)3-[O-(CH2)2]s-CH2-NH]-CO-, R4 es igual a H.

11. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun por lo menos una de las reivindicaciones 1-10,
caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina acilada esta presente en forma de una sal, en
particular como sal de un acido mineral, por ejemplo acido sulfarico o acido clorhidrico o un acido organico adecuado
por ejemplo acido acético, acido férmico, acido metilsulfénico, acido succinico, acido maleico o acido trifluoroacético,
en particular como clorhidrato, sulfato o acetato.

12. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun por lo menos una de las reivindicaciones 1-11, para
prevenir la coagulacion de la sangre sobre una superficie plastica como se define en la reivindicacion 1 de equipos
como dializadores, oxigenadores, catéteres, membranas y/o los sistemas de mangueras y/o trampas de aire que
pertenecen a los equipos.

13. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun por Io menos una de las reivindicaciones 1 a 12,
caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina acilada esta enlazada de modo covalente con un
enlace amido a una superficie plastica como se define en la reivindicacion 1.

14. 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun por lo menos una de las reivindicaciones 1-13,
caracterizadas porque la 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina acilada inhiben la calicreina de plasma y/o factor
Xla y/o factor Xlla, en particular calicreina de plasma.

15. Equipo que contiene una 4-amidino- o 4-guanidinobencilamina aciladas segun por lo menos una de las
reivindicaciones 1-14.

16. Equipo segun la reivindicacion15, caracterizado porque el equipo es un dializador, oxigenador, catéter o una
membrana.
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