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Den foreliggende oppfinnelse vedrarer nye amidinoforbindelser med formel!
(1), en fremgangsmite for deres fremstilling, farmaseytiske blandinger inne-
holdende dem, og deres anvendelse i terapi, spesielt deres anvendeise som
selektive inhibitorer av induserbar nitrogenoksydsyntase.
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Den foreliggende oppfinnelse vedrerer nitrogenoksidsyntaseinhibitorer,
anvendelse og fremgangsmate for fremstilling derav, samt farmasoytisk
formulering. Forbindelsene kan spesielt anvendes som selektive inhibitorer av
induserbar nitrogenoksydsyntase.

Nitrogenoksyd er den endogene stimulator av det lgselige guanylatcyklase-
enzym og er involvert i flere biologiske virkninger. Overskudd av nitrogenoksyd-
fremstilling blir ogsé antatt & vaere involvert i flere tilstander, innbefattet septisk
sjokk og mange inflammatoriske sykdommer. Den biokjemiske syntese av nitrogen-
oksyd fra L-arginin, blir katalysert av enzymet NO-syntase. Mange inhibitorer av
NO-syntase er blitt beskrevet og foreslatt for terapeutisk anvendelse.

Ganske nylig, er det blitt et formal pa dette omrade 4 tilveiebringe NO-
syntaseinhibitorer som har selektivitet for enten induserbar NO-syntase (iNOS) eller
neuronal NO-syntase (nNOS) over endotel NO-syntase (eNOS).

WO093/13055 beskriver saledes selektive NO-syntaseinhibitorer med
formelen

R' NH,

| l
HN=C-NH-Q-CH-COH

og salter, og farmasgytisk akseptable estere og amider derav, hvori:

R, er en Cy ¢ rettkjedet eller forgrenet alkylgruppe, en C, ¢alkenylgruppe, en
C,.galkynylgruppe, en C;_¢cykloalkylgruppe eller en C;_¢cykloalkyl-C, ¢alkylgruppe;

Q er en alkylen, alkenylen eller alkynylengrupper med 3 til 6 karbonatomer
og som eventuelt kan vere substituert med én eller flere C,_jalkylgrupper;

en gruppe med formelen -(CH,),X(CH,)- hvor p er 2 eller 3, q er 1 eller 2,
og X er S(O)x hvor x er 0, 1 eller 2, O eller NR? hvor R? er H eller C,.salkyl; eller

en gruppe med formelen -(CH,),A(CH,);- hvorrer 0, 1 eller 2, s er 0, 1 eller
2, og A er en 3 til 6 leddet karbokcyklisk eller heterocyklisk ring som eventuelt kan
vere substituert med én eller flere egnede substituenter slik som C;.¢alkyl, Cy¢-
alkoksy, hydroksy, halogen, nitro, cyano, trifluor-C, ¢alkyl, amino, C,_salkylamino

eller di-C,_galkylamino.
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Vi har nd funnet forbindelser som faller innenfor rammen av WO 93/13055
som 1 tillegg til & vaere selektive iNOS-inhibitorer, har fordeler som innbefatter at de
har lang halveringstid og er oralt biotilgjengelige nar de administreres in vivo.

Ifolge den foreliggende oppfinnelse, tilveiebringes derfor en forbindelse med
formel (1)

CH, co
HN¢L N o ° \/Y !
NH,
(1)
eller et salt, solvat, eller et fysiologisk funksjonelt derivat derav.

Formel (1) inkluderer et asymmetrisk sentrum i aminosyregruppen, og selv
om den naturlige L eller (S)-konfigurasjon av arginin blir foretrukket, er det
meningen at formel (1) inkluderer bade (S) og (R)-enantiomerer enten i hoved-
sakelig ren form eller blandet sammen i hvilket som helst forhold.

Alternativt skal den foreliggende oppfinnelse saledes tilveiebringe en
forbindelse valgt fra:

(R/S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-DL-homocystein;

(S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein; og

(R)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-D-homocystein
og salter, solvater og fysiologisk funksjonelle derivater derav.

I et foretrukket aspekt, skal den foreliggende oppfinnelse tilveiebringe (S)-
[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein eller et salt, solvat eller et fysiologisk
funksjonelt derivat derav.

Salter og solvater av forbindelser med formel (1) som er egnet for anvendelse
i medisinen, er de hvori motionet eller det assosierte lgsningsmiddel er farmaseytisk
akseptabelt. Salter og solvater som har ikke-farmaseytisk akseptable motioner eller
assosierte lgsningsmidler, skal imidlertid vere innenfor rammen av den fore-
liggende oppfinnelse, for eksempel for anvendelse som mellomprodukter ved
fremstilling av andre forbindelser med formel (1) og deres farmasgytisk akseptable

salter, solvater og fysiologisk funksjonelle derivater.
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Med betegnelsen "fysiologisk funksjonelt derivat" menes et kjemisk derivat
av en forbindelse med formel (1) som har den samme fysiologiske funksjon som den
frie forbindelse med formel (1), for eksempel ved & la seg omdanne i kroppen dertil.
Ifelge den foreliggende oppfinnelse, skal eksempler pa fysiologisk funksjonelle
derivater inkludere, estere, amider og karbamater; fortrinnsvis estere og amider.

Egnede salter ifelge denne oppfinnelse inkluderer de som dannes med bade
organiske og uorganiske syrer eller baser. Farmaseytisk akseptable syreaddisjons-
salter inkluderer de som dannes av saltsyre, hydrogenbromidsyre, svovelsyre,
sitronsyre, vinsyre, fosforsyre, melkesyre, pyrodruesyre, eddiksyre, trifluoreddik-
syre, ravsyre, oksalsyre, fumarsyre, maleinsyre, oksaloeddiksyre, metansulfonsyre,
etansulfonsyre, p-toluensulfonsyre, benzensulfonsyre og isetionsyre. Farmasgytisk
akseptable basesalter inkluderer ammoniumsalter, alkalimetallsalter slik som de av
natrium og kalium, jordalkalimetallsalter slik som de av kalsium og magnesium, og
salter med organiske baser slik som dicyklo-heksylamin og N-metyl-D-glukamin.

Farmaseytisk akseptable estere og amider av forbindelsene med formel (1),
kan ha syregruppen omdannet til en C,_galkyl, aryl, aryl-C, ¢alkyl eller aminosyre-
ester cller amid. Farmaseytisk akseptable amider og karbamater av forbindelsene
med formel (1), kan ha en aminogruppe omdannet til et C,_salkyl, aryl, aryl-C,_salkyl
eller aminosyreamid eller karbamat.

Som nevnt ovenfor, vil forbindelsene med formel (1) vere inhibitorer av NO-
syntase som demonstrert i NOS-inhiberingsanalysene nedenfor.

Forbindelser med formel (1) og deres farmaseytisk akseptable salter, solvater
og fysiologisk funksjonelle derivater vil derfor ha anvendelse ved profylakse og
behandling av kliniske tilstander for hvilke en inhibitor av NO-syntase er indikert,
spesielt en inhibitor av iNOS. Slike tilstander inkluderer inflammatoriske tilstander,
sjokktilstander, immunforstyrrelser og forstyrrelser av mage-tarm-motiliteten.
Forbindelsene med formel (1) og farmaseytisk akseptable salter, solvater og
fysiologisk funksjonelle derivater derav, kan ogsa finne anvendelse ved profylakse
og behandling av sykdommer 1 sentralnervesystemet innbefattet migrene.

Ved sjokktilstander menes de som resulterer fra overproduksjon av NO, slik

som septisk sjokk, hemoragisk sjokk, traumatisk sjokk, eller sjokk forarsaket av
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fulminant leversvikt eller ved terapi med cytokiner slik som TNF, IL-1 og IL-2,
eller terapi med cytokininduserende midler, for eksempel 5,6-dimetylxantenon-
eddiksyre.

Eksempler pa inflammatoriske tilstander og immunforstyrrelser inkluderer
dem 1 leddene, spesielt artritt (for eksempel reumatoid artritt, osteoartritt, protese-
leddsvikt), eller i mage-tarmkanalen (for eksempel ulcerativ kolitt, Crohn’s sykdom,
og andre inflammatoriske tarmsykdommer, magebetennelse og slimhinnebetennelse
som skriver seg fra infeksjon, den tarmsykdom som fremkalles av ikke-steroidale
antiinflammatoriske medikamenter), i lungene (for eksempel voksent &ndenods-
syndrom, astma, cystisk fibrose, eller kronisk obstruktiv lungesykdom), i hjertet (for
eksempel myokarditt), 1 nervevev (for eksempel multippel sklerose), i bukspytt-
kjertelen (for eksempel diabetes melitus og komplikasjoner derav), i nyrene (for
eksempel glomerulonefritt), 1 huden (for eksempel hudbetennelse, psoriasis, eksem,
urticaria), 1 gyet (for eksempel glaukom) sa vel som 1 transplanterte organer (for
eksempel avstotning) og multi-organsykdommer (for eksempel systemisk lupus-
erytematose) og inflammatoriske felgesykdommer av virus og bakterieinfeksjoner.

Videre er det tegn pa overproduksjon av NO ved iNOS ved aterosklerose og
etter hypoksisk eller ischemisk anfall (med eller uten reperfusjon), for eksempel i
hjernen eller ved ischemisk hjertesykdom.

Forstyrrelser av mage-tarmmotiliteten inkluderer tarmslyng, for eksempel
postoperativ tarmslyng og tarmslyng under sepsis.

Ved sykdommer i sentralnervesystemet menes de hvor overproduksjon av
NO er implisert, for eksempel migrene, psykose, angst, schizofreni, sevnforstyr-
relser, cerebral ischemi, CNS-trauma, epilepsi, multippel sklerose, AIDS-demens,
kronisk neurodegenerativ sykdom (for eksempel Lewy Body-demens, Huntington’s
sykdom, Parkinson’s sykdom eller Alzheimer’s sykdom) og akutt og kronisk
smerte, og tilstander hvori ikke-adrenerg ikke-kolinerg nerve kan vere implisert slik
som priapisme, fedme og hyperfagi.

Eksempler pd akutt smerte inkluderer muskelskjelettsmerter, post operative
smerter og kirurgiske smerter. Eksempler pé kronisk smerte inkluderer kronisk

inflammatorisk smerte (for eksempel reumatoid artritt og osteoartritt), neuropati-
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smerte (for eksempel postherpetisk neurlagi, diabetisk neuropati 1 forbindelse med
diabetes, trigeminal neuralgi, smerte 1 forbindelse med funksjonelle tarmforstyrr-
elser, for eksempel irritabelt tarmsyndrom, ikke-hjerte brystsmerter og sympatetisk
vedlikeholdt smerte) og smerter 1 forbindelse med kreft og fibromyalgi.

Videre kan inhibering av NO-syntase vaere fordelaktig til & forebygge lymfo-
cytt-tap 1 forbindelse med HIV-infeksjon, til 4 gke radiosensitiviteten av tumorer
under radioterapi og til 4 redusere tumorvekst, tumorprogresjon, angiogenese og--
metastase.

Med forbindelsene ifolge foreliggende oppfinnelse er det dermed mulig &
oppna profylakse eller behandling av en klinisk tilstand valgt fra artritt, astma.

Foreliggende oppfinnelse vedrerer folgelig forbindelse med formel (1) som
definert i hvilket som helst av kravene 1 til 3, eller et farmaseytisk akseptabelt salt,
solvat eller fysiologisk funksjonelt derivat derav for anvendelse i medisinsk terapi.

Det er videre beskrevet farmasgytisk formulering, kjennetegnet ved at den
omfatter en forbindelse med formel (1) som definert i hvilket som helst av kravene 1
til 3, eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat eller fysiologisk funksjonelt
derivat derav, og en farmaseytisk akseptabel berer eller eksipient, og eventuelt én
eller flere andre terapeutiske bestanddeler.

Foreliggende oppfinnelse vedrerer videre anvendelse av en forbindelse med
formel (1) som definert i hvilket som helst av kravene 1 til 3, eller et farmasaytisk
akseptabelt salt, solvat eller fysiologisk funksjonelt derivat derav, til fremstilling av
et medikament for profylakse eller behandling av en klinisk tilstand for hvilken en
inhibitor av nitrogenoksydsyntase er indikert.

Det er videre beskrevet anvendelse ifelge krav 6, hvori den kliniske tilstand
er valgt fra artritt, astma, tarmslyng og migrene.

Den mengde av en forbindelse med formel (1) eller et farmasaytisk aksep-
tabelt salt, solvat eller et fysiologisk funksjonelt derivat derav, som kreves for &
oppna en terapeutisk effektiv, vil naturligvis variere med den spesielle forbindelse,
administreringsveien, individet under behandling, og den spesielle forstyrrelse eller
sykdom som behandles. Forbindelsene ifelge denne oppfinnelse kan administreres

oralt eller via injeksjon 1 en dose pa fra 0,1 til 1500 mg/kg pr. dag, fortrinnsvis 0,1
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til 500 mg/kg pr. dag. Doseomradet for voksne mennesker vil generelt veere fra 5
mg til 35 g/dag og fortrinnsvis 5 mg til 2 g/dag. Tabletter eller andre presentasjons-
former som tilveiebringes i adskilte enheter, kan beleilig inneholde en mengde av
forbindelse ifelge denne oppfinnelse, som er effektiv ved slik dosering eller som et
multiplum av samme, for eksempel enheter som inneholder 5 mg til 500 mg,
vanligvis omkring 10 mg til 200 mg.

Selv om det er mulig 4 administrere utelukkende forbindelsen med formel (1),
eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat eller et fysiologisk funksjonelt derivat
derav, blir det foretrukket & presentere den som en farmasgytisk formulering.

I det folgende skal betegnelsen "aktiv bestanddel" bety en forbindelse med
formel (1) eller et farmasoytisk akseptabelt salt, solvat eller et fysiologisk
funksjonelt derivat derav.

Formuleringene inkluderer de som er egnet for oral, parenteral (innbefattet
subkutan, intradermal, intramuskuler, intravengs og intraartikuler), inhalering
(innbefattet finpartikulart stov eller tike som kan genereres ved hjelp av forskjel-
lige typer av trykkaerosoler med avmalt dose, nebulisatorer eller insufflatorer),
rektal og lokal (innbefattet dermal, bukkal, sublingual og intraokular) admini-
strering, selv om den mest egnede vei kan avhenge av for eksempel mottagerens
tilstand og forstyrrelse. Formuleringene kan beleilig presenteres i enhetsdoserings-
form, og kan fremstilles ved hvilken som helst av fremgangs-méatene som er vel
kjent i den farmaseytiske teknologi. Alle fremgangsmater inkluderer trinn for &
bringe den aktive bestanddel 1 assosiasjon med bareren som bestér av én eller flere
hjelpebestanddeler. Generelt blir formuleringene fremstilt ved jevnt og intimt &
bringe sammen den aktive bestanddel med flytende barere eller fint oppdelte faste
berere eller begge, og deretter om nedvendig, & danne produktet til den onskede
formulering.

Formuleringer ifolge den foreliggende oppfinnelse egnet for oral admini-
strering, kan presenteres som adskilte enheter slik som kapsler, kapsler med pulver
som skal svelges eller tabletter som hver inneholder en forutbestemt mengde av den
aktive bestanddel; som et pulver eller granuler; som en lesning eller en suspensjon i

en vandig veeske eller en ikke-vandig vaeske; eller som en olje-i-vann flytende
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emulsjon eller en vann-i-olje flytende emsulsjon. Den aktive bestanddel kan ogsa
presenteres som en bolus, et sgtt medisinsk pulver eller en pasta.

En tablett kan lages ved kompresjon eller stoping, eventuelt med én eller
flere hjelpebestanddeler. Komprimerte tabletter kan fremstilles ved komprimering i
en egnet maskin av den aktive bestanddel i frittflytende form, slik som et pulver
eller granuler, eventuelt blandet med et bindemiddel, smeremiddel, inert
fortynningsmiddel, smoremiddel, overflateaktivt eller dispergeringsmiddel. Stepte
tabletter kan lages ved stoping i en egnet maskin av en blanding av den pulveriserte
forbindelse fuktet med et inert flytende fortynningsmiddel. Tabletter kan eventuelt
belegges eller scores, og kan formuleres slik at de gir langsom eller kontrollert
frigiving av den aktive bestanddel deri.

Formuleringer for parenteral administrering inkluderer vandige og ikke-
vandige sterile injeksjonslgsninger som kan inneholde antioksidanter, buffere,
bakteriostater og loste stoffer som gjor formuleringen isotonisk med blodet hos den
tilsiktede mottager; og vandige og ikke-vandige sterile suspensjoner som kan inklu-
dere suspensjonsmidler og fortykningsmidler. Formuleringene kan presenteres i
enhetsdose eller multidosebeholdere, for eksempel forseglede ampuller og medisin-
glass, og kan lagres 1 frysetorket (lyoﬁliseft) tilstand som krever bare tilsetning av
den sterile flytende baerer, for eksempel saltlasning eller vann for injeksjon,
umiddelbart for anvendelse. Improviserte injeksjonslgsninger og suspensjoner kan
fremstilles fra sterile pulvere, granuler og tabletter av den tidligere beskrevne type.

Formuleringer for rektal administrering kan presenteres som en stikkpille
med de vanlige barere slik som kakaosmer eller polyetylenglykol.

Formuleringer for lokalt administrering i munnen, for eksempel bukkalt eller
sublingualt, inkluderer lozenger omfattende den aktive bestanddel i en smaksbase
slik som sukrose og akasia eller tragakant, og pastiller omfattende den aktive
bestanddel i en basis slik som gelatin og glycerol eller sukrose og akasia.

Foretrukne enhetsdoseformuleringer er de som inneholder en effektiv dose,
som gjengitt heri tidligere, eller en hensiktsmessig fraksjon derav, av den aktive
bestanddel.
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Det skal forstas at i tillegg til bestanddelene spesielt nevnt ovenfor, kan
formuleringene ifolge denne oppfinnelse inkludere andre midler konvensjonelle i
teknologien og som er relevante for den aktuelle formuleringstype, for eksempel vil
de som er egnet for oral administrering kunne inkludere smaksmidler.

Ifolge et ytterligere aspekt av denne oppfinnelse, tilveiebringes en frem-
gangsmate for fremstilling av en forbindelse med formel (1) eller et salt, solvat eller
et fysiologisk funksjonelt derivat derav og som omfatter:

(i)  omsetning av forbindelsen med formel (11)
HN A~ S \/\/ COH
" ()
eller en enantiomer, et salt, eller et beskyttet derivat derav, med en
forbindelse med formelen (111)

CH,

|
/N

HN L Iy
eller et salt derav, hvori L er en utgdende gruppe etterfulgt av felgende trinn i
hvilken som helst rekkefolge:
(i)  eventuell fjerning av eventuelle beskyttelsesgrupper;
(ii1)  eventuell separasjon av en enantiomer fra en blanding av enantiomerer;
(iv)  eventuell omdanning av produktet til et tilsvarende salt, solvat eller
fysiologisk funksjonelt derivat derav.

Den utgaende gruppen L er fortrinnsvis C, ¢alkoksygruppe, for eksempel
etoksy, eller en alkyltio, aralkyltio eller aryltiogruppe, for eksempel en benzyltio,
eller 1- eller 2-naftylmetyltiogruppe.

Nar L er C,_¢alkoksy, kan reaksjonen i trinn (i) ovenfor, gjennomfores i
lesning ved alkalisk pH, for eksempel pH 8 til 11, passende ved pH 10,5, og ved lav
temperatur, for eksempel -5°C til 20°C, passende 0 til 5°C. Nar L er en alkyltio,
aralkyltio eller aryltiogruppe, kan reaksjonen gjennomferes 1 et organisk lgsnings-
middel, for eksempel tetrahydrofuran eller en C, 4alkohol slik som etanol, ved en

moderat temperatur for eksempel 10 til 40°C, passende ved omgivende temperatur.
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Forbindelser med formel (111) og salter derav er tilgjengelige kommersielt
eller kan fremstilles ved fremgangsmater i organisk kjemi vel kjent for fagpersoner
pa dette omrade, for eksempel som bekrevet av Shearer et al. i Tetrahedron Letters,
1997, 38, 179-182.

Forbindelser med formel (11) og salter og beskyttede derivater derav, kan

fremstilles fra homocystin:

HO,C
\/\/ S-S/\'/ COH
HN

NH,

eller et beskyttet derivat derav, ved spalting av disulfidbindingen under dannelse av
homocystein eller et beskyttet derivat derav, og kobling med en forbindelse med

formelen (1V)

HNT v
(V)
eller et beskyttet derivat derav, hvori L' er en utgéende gruppe, for eksempel
halogen, slik som brom, eller en alkyl, aryl eller aralkylsulfonatester, slik som
toluensulfonyl.

Spalting av disulfidbindingen i homocystin eller et beskyttet derivat derav
under dannelse av homocystein eller et beskyttet derivat derav, kan gjennomferes
ved fremgangsmater kjent for fagpersoner pa dette omrade, for eksempel ved
anvendelse av natrium i flytende ammoniakk, ditiotreitol eller natriumborhydrid.

Beskyttede derivater av homocystein, for eksempel. N-t-butoksykarobnyl-
homocystein-t-butylester, kan reagere med forbindelser med formel (1V) under
betingelser i et hensiktsmessig organisk losningsmiddel (for eksempel toluen) i en
reaksjon formidlet av en base slik som 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en eller et
lignende middel som ville vare anerkjent av en fagperson pa dette omrade.

Homocystin, forbindelsene med formel (1V) og beskyttede derivater derav, er
kommersielt tilgjengelige eller kan fremstilles ved fremgangsmater i organisk kjemi

vel kjent for fagpersoner pa dette omrade.
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De beskyttelsesgrupper som anvendes ved fremstilling av forbindelser med
formel (1), kan anvendes pé konvensjonell méte, for eksempel ved anvendelse av
fremgangsmater beskrevet 1 ”Protective Groups in Organic Synthesis” av Theodora
W. Green, 2. utgave (John Wiley & Sons, 1991), som ogsé beskriver fremgangs-
maéter for fjerning av slike grupper.

I reaksjonene ovenfor, blir primare aminer passende beskyttet ved anven-
delse av acylgrupper, slik som t-butoksykarobnyl eller benzyloksykarbonylgrupper
som kan fjernes under sure betingelser, for eksempel ved behandling med saltsyre
eller hydrogenbromidsyre, eller ved hydrogenolyse.

Som det vil bli forstatt av fagpersoner pa dette omride, kan anvendelse av
slike beskyttelsesgrupper inkludere ortogonal beskyttelse av aminogrupper i
forbindelsene med formel (11) for & lette den selektive fjerning av én gruppe i
nzrveer av en annen, og sdledes muliggjere selektiv funksjonalisering av en enkelt
aminofunksjon. For eksempel kan en benzyloksykarbonylgruppe bli selektivt
fjernet ved hydrogenolyse. En fagperson pa dette omrade vil ogsa anerkjenne andre
ortogonale beskyttelsesstrategier, tilgjengelige pa konvensjonell mate som
beskrevet i Theodora W. Green (se ovenfor).

De enantiomere forbindelser ifelge denne oppfinnelse, kan oppnés (a) ved
separasjon av forbindelsene i den tilsvarende racemiske blanding, for eksempel ved
hjelp av en kiral kromatografikolonne, enzymatiske opplesningsfremgangs-mater
eller fremstilling og separasjon av egnede diastereoisomerer, eller (b) ved direkte
syntese fra de hensiktsmessige kirale mellomprodukter ved fremgangs-matene
beskrevet ovenfor.

Eventuell omdanning av en forbindelse med formel (1) til et tilsvarende salt
kan beleilig gjennomferes ved reaksjon med den hensiktsmessige syre eller base.
Eventuell omdanning av en forbindelse med formel (1) til et tilsvarende solvat eller
et fysiologisk funksjonelt derivat, kan gjennomferes ved fremgangsmater kjent for
fagfolk pa dette omréade.

Ifolge et ytterligere aspekt, vil den foreliggende oppfinnelse tilveiebringe nye

mellomprodukter for fremstilling av forbindelser med formel (I), for cksempel:
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forbindelser med formel (II) som definert ovenfor, eller en enantiomer, et salt eller
et beskyttet derivat derav; spesielt en forbindelse valgt fra:
(R,S)-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyre;
(S)-2N-t-butoksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyre;
(S)-t-butyl-2N-t-butoksykarobnyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-
tioeptanoat;
(S)-t-butyl-2N-t-butoksykarobnyl-2,7-diamino-5-tioheptanoat;
(R,S)-t-butyl-2N-t-butoksykarbonyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-
tioheptanoat; og
(R,S)-t-butyl-2N-t-butoksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptanoat.

For en bedre forstaelse av oppfinnelsen, er felgende eksempler gitt som en

illustrasjon.

SYNTESEEKSEMPLER

EKSEMPEL 1

Syntese av (S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein eller (S)-7N-(1-

iminoetyl)-2.7-diamino-5-tioheptansvre

(1)  (S)-7N-Benzyloksykarbonyl-2.7-diamino-5-tioheptansyre

Til flytende ammoniakk (130 ml), avkjelt til -80°C, ble tilsatt L-homocystin
(3 g), etterfulgt av natriummetall (1,06 g) inntil den bla fargen holdt segi 15
minutter. Etter denne tid ble tilsatt N-benzyloksykarbonyl-etanolamintosylat (8,16
g), og reaksjonen omrart ved omgivende temperatur, inntil ammoniakken hadde for-
dampet. Residuet ble legst 1 vann (80 ml) og behandlet med 0,5M EDTA natrium-
salt (2 ml). pH av losningen ble justert til 7,0 med 2N svovelsyre, og det resulter-
ende hvite bunnfall frafiltert, vasket med kaldt vann og aceton og terket i en
vakuumeksikkator under dannelse av tittelforbindelsen som et hvitt fast stoff, 5,3 g.

Massespektrum M-+H 313.
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(i)  (S)-2,7-Diamino-5-tioheptansyre

(S)-7N-Benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyre (5,3 g) ble
behandlet med 45% HBr 1 eddiksyre (23 ml) 1 1 time. Det ble dannet en uregjerlig
gummi, og eter ble tilsatt til blandingen for a sikre fullstendig utfelling av
produktet. Vasken ble dekantert av, og de faste stoffer last i varm SVM. Denne
varme lgsning ble behandlet med pyridin, inntil et bunnfall akkurat ble vaerende, og
blandingen fikk avkjele seg til romtemperatur. Det resulterende bunnfall ble fra-
filtrert og omkrystallisert fra SVM/vann, under dannelse av tittelforbindelsen som et
hvitt fast stoff, 2,2 g, smp. 222°C (dek.).

(ii1))  (S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein
(S)-2,7-Diamino-5-tioheptansyre (2,17 g) ble omrert i IN NaOH (16,75 ml)

til pH 10,5 ved 0 til 5°C. Til denne losning ble tilsatt etylacetimidathydroklorid
(2,07 g) porsjonsvis, mens pH ble holdt p& 10,5 med 1N NaOH. Nér reaksjonen var
fullstendig, ble pH justert til 3 med 1N HC], og blandingen pasatt pd en Dowex
AGX8 H-formionebytterkolonne. Kolonnen ble vasket til ngytral, deretter med
2,5M pyridin og igjen til ngytral med vann. Eluering med 0,5M ammoniakk og
opp-samling av de ninhydrinpositive fraksjoner, ga etter inndamping et resulterende
residuum som ble behandlet med 1N HCl til pH 4,5, og som ble inndampet til
terrhet. Residuet ble deretter behandlet med etanol og inndampet til terrhet og
deretter med dietyleter og dietyleter og inndampet til torrhet, under dannelse av
monohydrokloridet av tittelforbindelsen som et hardt hvitt skum.

Mikroanalysen av produktet var overensstemmende med 1,75 hydratet:

funnet (beregnet): C 33,56 (33,45); H 7,11 (7,49), N 13,74 (14,63).

EKSEMPEL 2
(R/S)-[2-(1-Iminoetylamino)etyl]-D,L-homocystein ble fremstilt ved frem-
gangsmater analog med dem anvendt 1 eksempel 1, ved & gé ut ifra D,L-homocystin.

"H NMR av produktet var overensstemmende med den foreslatte struktur.
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EKSEMPEL 2A

Det racemiske produkt fra eksempel 2, ble i alt vesentlig opplest i de to
enantiomere bestanddeler (identiske med (S)-produktet i eksemplene 1 og 4 og (R)-
produktet i eksempel 3) ved anvendelse av en kiral Crownpac (+) HPLC-kolonne og

eluering med vandig trifluoreddiksyre ved pH 2.

(S)-[2-(1-Iminoetylamino)etyl]-L-homocystein

Mikroanalysen av produktet var overensstemmende med ditrifluoracetatsalt-
hydratet CgH,7N30,S.(CF;CO,H,).H,0.
Funnet (beregnet): C 31,06 (30,97); H 4,53 (4,55), N 9,08 (9,03).
CD-spektrum (0,1N aq HCl) 210 (+0,80) nm.

(R)-[2-(1-Iminoetylamino)etyl]-D-homocystein

Mikroanalysen av produktet var i overensstemmelse med saltformen . 1,67
trifluoracetat . 0,3 HC1 . 1,5 hydrat CgH,;N;0,S.(CF;CO,H); 67.HClg 3.1,5H,0.
Funnet (beregnet): C 30,18 (30,40); H 4,92 (4,97), N 9,53 (9,41), S 7,41 (7,18), Cl
1,86 (2,38), F 21,36 (21,28).

CD-spektrum (0,1N aq HCI) 210 (-0,64) nm.

EKSEMPEL 3
(R)-[2-(1-Iminoetylamino)etyl]-D-homocystein ble fremstilt ved fremgangs-

mater analoge med dem anvendt i eksempel 1, ved & gé ut ifra D-homocystin.

EKSEMPEL 4

Syntese av (S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein

Q) (5)-7N-Benzyloksvkarbonyl-2.7-diamino-5-tioheptansyre

Til flytende ammoniakk (430 ml) avkjelt til -80°C, ble tilsatt L-homocystin
(10 g, 37,45 mmol). Kjelebadet ble fjernet, og natriummetall (3,18 g, 138,26
mmol) ble tilsatt porsjonsvis i lopet av 25 minutter, mens temperaturen fikk stige til

tilbake-lepstemperatur. Omrgringen ble fortsatt med tilbakelop i ytterligere 30
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minutter, hvoretter N-benzyloksykarbonyol-etanolamintosylat (25 g, 74,9 mmol)
ble tilsatt, og reaksjonen omrert ved omgivende temperatur over natten, inntil
ammoniakken hadde fordampet. Residuet ble omrert med vann (250 ml) ved 40°C i
10 minutter, avkjolt til romtemperatur og filtrert. pH av lgsningen ble justert til 7,0
med 2M svovelsyre, og det resulterende hvite bunnfall frafiltrert, vasket med kaldt
vann og aceton og terket i en vakuumeksikkator under dannelse av (S)-7N-
benzyloksy-karbonyol-2,7-diamino-5-tioheptansyre som et hvitt fast stoff, smp.
240°C (dek.).

(i)  (S)-2N-t-Butoksykarbonyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptan-

syre
(S)-7N-Benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyre (15,5 g, 49,67

mmol) ble tilsatt til natriumhydroksyd (6,357 g, 159 mmol) i vann (110 ml), etter-
fulgt av dioksan (55 ml). Til denne blanding ble tilsatt di-t-butyldikarbonat (16,26
g, 74,5 mmol), og blandingen ble omrert over natten ved romtemperatur under
nitrogen. Etter denne tid, ble de utfelte faste stoffer frafiltrert, toluen (300 mi) til-
satt, og sjiktene skilt fra hverandre. Det vandige sjikt ble avkjelt og surgjort til pH
ca. 3 ved anvendelse av 1N HCI. Den surgjorte fraksjon ble ekstrahert med toluen
(4 x 100 ml) og etylacetat (3 x 100 ml), og de samlede organiske fraksjoner torket
over MgSQO,. Konsentrering av de samlede organiske bestanddeler under redusert
trykk, ga (S)-2N-t-butoksykarbonyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-tio-
heptansyre som en hvit gammi.

Massespektrum M+H 413.

(i)  (S)-2N-t-Butoksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyreformiatsalt

Til metanol (50 ml) avkjelt til 5°C under nitrogenatmosfare, ble tilsatt
palladiumsvart (0,678 g) alt p4 en gang. Til denne avkjelte lasning ble tilsatt en
blanding av metanol (50 ml) og maursyre (11 ml, 196 mmol) i lapet av 1 minutt,
etterfulgt av tilsetning av (S)-2N-t-butoksykarbonyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-
diamino-5-tioheptansyre (2 g, 4,85 mmol) i metanol (50 ml) i lapet av 2 minutter.

Blandingen ble omrart over natten ved omgivende temperatur, mer palladiumsvart
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(257 mg) tilsatt og omreringen fortsatt i ytterligere 3 timer. Reaksjonsblandingen
ble filtrert gjennom Hyflo og konsentrert under redusert trykk. Residuet ble fordelt
mellom vann og etylacetat, det vandige sjikt vasket med mer etylacetat, og det
vandige sjikt konsentrert under dannelse av (S)-2N-t-butoksykarbonyl-2,7-diamino-
5-tioheptansyreformiatsalt som et hvitt fast stoff.

Massespektrum M+H 279 (65%), 223 (100%).

(iv)  (S)-2N-t-Butoksykarbonyl-7N-(1-iminoetyl)-2.7-diamino-5-tioheptansyre

hydroklorid
Til (S)-2N-t-butoksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyreformiatsalt (2,154

g, 6,59 mmol) i etanol (50 ml) ved romtemperatur under nitrogen, ble tilsatt S-(1-
naftylmetyl)tioacetimidathydroklorid (3,70 g, 14,75 mmol), etterfulgt av etanol (50
ml). Omrering ved omgivende temperatur, de faste stoffer loste seg etter 2 timer,
og lesningen ble omrert over natten. Reaksjonen ble konsentrert 1 vakuum, residuet
behandlet med vann, og den vandige fraksjon vasket med dietyleter (4 x 50 ml).
Konsentrering av den vandige fraksjon 1 vakuum, ga (S)-2N-t-butoksy-karbonyl-
7N-(1-iminoetyl)-2,7-diamino-5-tioheptansyrehydroklorid som et hvitt hygrosko-
pisk fast stoff.

Massespektrum M+H 320 (75%), 264 (100%), 220 (15%).

(v)  (S)-[2-(1-Iminoetylamino)etyl]-L.-homocystein
Til (S)-2N-t-butoksy-karbonyl-7N-(1-iminoetyl)-2,7-diamino-5-tioheptan-
syre-hydroklorid (3,086 g, 8,69 mmol) ble langsomt tilsatt 4N HCl/dioksan (20

ml), og reaksjonsblandingen ble omrert ved omgivende temperatur over natten.
Reaksjonen ble konsentrert i vakuum, residuet lgst i vann og vasket med dietyleter
(3 x 20 ml). Det vandige sjikt ble konsentrert i vakuum under dannelse av tittel-
forbindelsen som hydrokloridet, som et hygroskopisk fast stoff.

Massespektrum M+H 220;

'H NMR (D,0) 2,1-2,35 (5H, m), 2,76 (2H, 1), 2,87 (2H, 1), 3,51 (2H, 1), 4,12

(1H, t).
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EKSEMPEL 5

Svntese av (S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein

(1)  (S)-t-Butyl-2N-t-butoksykarbonyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-

tioheptanoat
Til en losning av N-t-butoksykarbonylcystein-t-butylester (fremstilt ved

reduksjon av N-t-butoksykarbonylcystin-t-butylester med ditiotreitol) (291 mg, 1
mmol) i terr toluen (20 ml), blir tilsatt N-benzyloksykarbonyletanolamintosylat
(349 mg, 1 mmol) og 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en (150 ul, 1 mmol), og
blandingen ble omrert kraftig over natten ved romtemperatur under nitrogen.
Blandingen fordeles mellom 50 ml hver av etylacetat og 1N vandig HCl. Et ytter-
ligere organisk ekstrakt blir slatt sammen, og disse ekstrakter vasket med vandig
natrium-hydrogenkarbonat, vann og saltlesning, deretter terket og inndampet.
Rensing ved kolonnekromatografi gir tittelforbindelsen.
Massespektrum M+H 469 (25%), 369 (100%).

I en alternativ fremgangsméte, kunne omdanning av produktet fra eksempel
4, trinn (ii), til sin t-butylester ved anvendelse av enten N,N-dimetylformamid-di-O-
t-butylacetal eller O-t-butyl-1,1,1-trikloracetimidat, gi tittelforbindelsen som et hvitt
krystallinsk fast stoff.

(ii)

karbonyl-2,7-diamino-5-tioheptanoatformiatsalt

Til en lesning av (S)-t-butyl-2N-t-butoksykarbonyl-7N-benzyloksykarbonyl-
2,7-diamino-5-tioheptanoat (1 g, 2,1 mmol) i etanol (50 ml), ble tilsatt palladium-
hydroksyd pé karbon (20%, 0,5 g) og ammoniumformiat (1,34 g). Suspensjonen
ble oppvarmet med tilbakelep i 2,5 timer, avkjelt og filtrert gjennom en plugg av
silika som ble godt vasket med 1:1 etanol:vann og inndampet under dannelse av
tittelforbindelsen som formiatsalt.

Massespektrum M+H 335.
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(1) (S)-t-Butyl-2N-t-butoksykarbonyl-7N-(1-iminoetyl)-2,7-diamino-5-tio-

heptanoathydroklorid

Det ra (S)-t-butyl-2N-t-butoksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptanoatformiat-
salt fra trinn (i), ble utrert til en velling med 50 ml tetrahydrofuran, veesken
dekantert og blandet med S-(1-naftylmetyl)tioacetimidathydroklorid (0,5 g, 2
mmol) og omrert 124 timer ved romtemperatur. Lesningsmiddelet ble fordampet,
og residuet fordelt mellom 25 ml hver av eter og vann, etterfulgt av to eter-
vaskinger; de vandige tilbakeekstrakter ble slatt sammen og inndampet under
dannelse av en hvit pasta. Denne ble fryseterket to ganger under dannelse av
tittelforbindelsen som et hvitt hygroskopisk fast stoff.

Massespektrum M+H 376 (100%), 320 (15%), 276 (12%).

@iv)  (8)-S-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein
Avbeskyttelse av (S)-t-butyl-2N-t-butoksykarbonyl-7N-(1-iminoetyl)-2,7-

diamino-5-tioheptanoathydroklorid ved anvendelse av 4N HCl i dioksan, ved frem-
gangsméter analoge med dem anvendt i eksempel 4, trinn (v), ga (S)-S-[2-(1-imino-
etylamino)etyl]-L-homocystein.

De karakteriserende data for tittelforbindelsen var i overensstemmelse med

dem for produktet i eksempel 4.

BIOLOGISK AKTIVITET

1. Inhibering av eNOS og iINOS i rotteaortaringer

Inhibering av eNOS og iNOS in situ i rotteaortaringer, ble bestemt ved &
maéle gkningen i ringspenningen forarsaket av NO-syntaseinhibering. For studier av
basal tone (som reflekterer eNOS), ble det fremstilt ringer av brystaorta med intakt
endotelium som tidligere beskrevet (Rees et al. (1989) Br. J. Pharmol. 96, 418-424)
og kurver over kumulativ konsentrasjon oppnadd for inhibitorene i n®rvar av en
grensekonsentrasjon av fenylefrin (ED,y ~ 10 nM). For studier av indusert glatt

muskeltone (som reflekterer iNOS), ble ninger befridd for endotel, eksponert for
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LPS (0,1 pg/ml fra S. typhosa) i nerver av fenylefrin ved omlag EDg i 6 timer som
tidligere beskrevet (Rees et al. (1990) Biochem. Biophys. Res. Commun. 173, 541-
547). 1lepet av denne tid foregikk et progressivt tap av toné pa grunn av iNOS-
induksjon. Kurver over kumulativ konsentrasjon ble deretter oppnadd for
inhibitorene.

Resultatene er gitt i felgende tabell:

iINOS eNOS selektivitet

ICsp (M) % inhib.@ 300 uM INOS vs eNOS
Eksempel 1 0,73 43 >500 ganger
Eksempel 2 0,45 53 >500 ganger
Eksempel 3 6,6 20 >150 ganger

Som kontrast vil 2-(1-iminoetylamino)etylcysteinhydroklorid (eksempel 4 i
WQ093/13055) vaere bare 33 ganger selektiv for iNOS versus eNOS i den samme

test.

2. Inhibering av nNOS 1 rottekortikale skiver

Virkningene av forbindelsene pa nNOS i rottehjerneskiver ble bestemt som
beskrevet 1 Furfine et al. (1994) J. Biol. Chem. 269, 26677-26683 og Lizasoain et
al. (1995) J. Neurochem. 64, 636-642.

KCI (54 mM) stimulert NO-syntese ble malt ved omdanning av 14C-arginin
til 14C-citrullin over et tidsrom pé 2 timer ved 37°C i Mcllwain-avkappede (0,2 mm
x 0,2 mm) rottecerebrale korteksskiver, etter en 1 times preinkuberingsperiode i
fraveer av forbindelse eller hoy KCI.

Forbindelsen i eksempel 1 ble bestemt til & ha en ICsy pa 220 puM, hvilket
antyder ca. 300 ganger heyere selektivitet for iNOS enn for eNOS.
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3. Fremgangsmate for bestemmelse av den orale biotilgjiengelighet av iNOS-

inhibitorforbindelser

Dyrearbeid:

Mus (3 dyr pr. tidspunkt) ble dosert intravenest (10 mg/kg) og oralt (50
mg/kg) med testforbindelse i1 vandig lgsning. Blodprever ble tatt med tidsmellom-
rom etter administrering, og plasma fremstilt ved sentrifugering. Provene ble lagret

ved-20°C inntil analyse.

Analyse av forbindelser i plasma:

Plasma (50 pl) ble avproteinisert, og forbindelsen derivatisert med et
kvaternzrt ammoniumreagens. Prgvene ble deretter injisert pa et HPLC-system, og
forbindelseskonsentrasjonen bestemt ved anvendelse av massespektrometisk

deteksjon.

Farmakokinetisk analyse:

Plasmakonsentrasjonene oppnadd ved fremgangsméaten ovenfor, ble innsatt i
en farmakokinetisk programvarepakke (PKCAL v 1.2s), og disse data ble tilpasset
ved anvendelse av en ikke-kompartmentmetode. Den orale bio-tilgjengelighet av
forbindelsene ble bestemt ved & sammenligne arealet under kurven (AUC) verdiene
beregnet med programvaren for den orale profil med AUC for den intravenose
profil. Halveringstidene ble oppnadd ved & tilpasse terminal-fasetidspunktene for
den intravengse profil.

(S)-[2-(1-Iminoetylamino)etyl]-L-homocystein ble funnet & ha en oral bio-
tilgjengelighet p& 55% og en halveringstid pa 5,7 timer.

Nér den ble gjentatt ved intravenes og oral dose pd 10 mg/kg i rotter, hadde
(S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein en biotilgjengelighet pa 92%.
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Patentkrav

1. Forbindelse, karakterisert ved formelen (1)

CH,
Hé\”/\/s\/\gmz“
N

(1)

eller et salt, solvat eller et fysiologisk funksjonelt derivat derav.

2. Forbindelse ifolge formel (1), karakterisert ved atden er valgt fra:
(R/S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-DL-homocystein;
(S)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein; og
(R)-[2-(1-iminoetylamino)etyl]-D-homocystein

eller et salt, solvat eller et fysiologisk funksjonelt derivat derav.

3.  Forbindelse med formel (), karakterisert ved atdener(S)-[2-
(1-iminoetylamino)etyl]-L-homocystein eller et salt, solvat eller et fysiologisk

funksjonelt derivat derav.

4. Forbindelse med formel (1) som definert i hvilket som helst av kravene 1 til
3, eller et farmaspytisk akseptabelt salt, solvat eller fysiologisk funksjonelt derivat

derav for anvendelse 1 medisinsk terapi.

5. Farmaseytisk formulering, karakterisert ved at den omfatter en
forbindelse med formel (1) som definert i hvilket som helst av kravene 1 til 3, eller
et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat eller fysiologisk funksjonelt derivat derav,

og en farmasgytisk akseptabel barer eller eksipient, og eventuelt én eller flere andre

terapeutiske bestanddeler.
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6. Anvendelse av en forbindelse med formel (1) som definert 1 hvilket som helst
av kravene 1 til 3, eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat eller fysiologisk
funksjonelt derivat derav, til fremstilling av et medikament for profylakse eller
behandling av en klinisk tilstand for hvilken en inhibitor av nitrogenoksydsyntase er

s indikert.

7. Anvendelse ifelge krav 6, hvori den kliniske tilstand er valgt fra artritt,

astma, tarmslyng og migrene.

8. Fremgangsméte for fremstilling av en forbindelse med formel (1) eller et
salt, solvat eller et fysiologisk funksjonelt derivat derav, karakterisert ved
at den omfatter:

i 15 (1) omsetning av forbindelsen med formel (11)

e ()

eller en enantiomer, et salt eller et beskyttet derivat derav, med en

forbindelse med formelen (111)

20 CH;
|
I\
HN L I
25 eller et salt derav, hvori L er en utgéende gruppe; etterfulgt av felgende trinn

1 hvilken som helst rekkefelge:
(i)  eventuell flerning av eventuelle beskyttelsesgrupper;
(iii)  eventuell separasjon av en enantiomer fra en blanding av enantiomerer;
(iv)  eventuell omdanning av produktet til et tilsvarende salt, solvat eller

30 fysiologisk funksjonelt derivat derav.
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9. Forbindelse, karakterisert ved atden er valgt fra:
(R,S)-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyre;
(S)-2N-t-butoksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptansyre;
(S)-t-butyl-2N-t-butoksykarobnyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-
tioheptanoat;

(S)-t-butyl-2N-t-butoksykarobnyl-2,7-diamino-5-tioheptanoat;
(R,S)-t-butyl-2N-t-butoksykarbonyl-7N-benzyloksykarbonyl-2,7-diamino-5-
tioheptanoat; og

(R,S)-t-butyl-2N-t-butoksykarbonyl-2,7-diamino-5-tioheptanoat.
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