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& (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft N-sulfonylierte Aminosiurederivate, wobei iiber die Sulfonylgruppe N-terminal
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dinogruppe darstellt, enthdlt. Ebenso betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung dieser Verbindungen und ihre Verwendung,

=

insbesondere als Hemmstoffe der Matriptase.
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N-sulfonylierte Aminoséiurederivate, Verfahren zu ihrer Herstellung

und ihre Verwendung

Die vorliegende Erfindung betrifft N-sulfonylierte Aminosiurederivate, wobei iiber die
Sulfonylgruppe N-terminal ein Arylrest an die Aminosdure gebunden ist sowie C-
terminal iiber die Carbonylgruppe ein Rest gebunden ist, der mindestens eine Imi-

nogruppe und mindestens eine weitere basische Gruppe, die eine gegebenenfalls modi-

fizierte Amino-, Amidino- oder Guanidinogruppe darstellt, enthilt. Ebenso betrifft die

Erfindung Verfahren zur Herstellung dieser Verbindungen und ihre VerWendung, be-
vorzugt als Arzneimittel und diesbeziiglich insbesondere als Hemmstoffe der Matripta-

S€.

Proteasen regulieren zahlreiche ﬁhysiologische Prozesse, die das Wa(;hstum und die
Metastasierung von Tumorzellen ermdglichen bzw. stimulieren. Das betrifft insbeson-
dere den proteolytis‘chen'Abbau der die Tumorzellen umgebenden extrazelluldren Mat-
rixproteine, durch den die Invasion der von Tumoren abgesiedelten Tumorzellen in an-
grenzende Gewebe und in das Lymph- bzw. Blutsystem ermdglicht wird. Proteasen sind

auch an der Aktivierung von Wachstumsfaktoren beteiligt, die z.B. die Proliferation von

.Tumorzellen oder die Angiogenese stimulieren und damit das Tumorwachstum ermog-

lichen. Zu diesen proteolytischen Enzymen gehéren verschiedene Matrix-
Metalloproteasen, membrangebundene Metalloproteasen, lysosomale Cysteinproteasen
und eine Vielzahl von Serinproteasen, wie z.B. Urokinase, Plasmin, Elastase, Thrombin
oder Cathepsin G, und auch die Type-II-Transmembran—Sérinprotease Matriptése oder
MT-SP1 (Hopper et al., J. Biol. Chem. 276, 857-860, 2001).

Es gibt zahlreiche Versuche, durch den Einsatz von Proteaseinhibitoren das Wachstum
und die Metastasierung von Tumoren zu hemmen, doch zeigten Versuche mit Hemm-

stoffen der Matrix-Metalloproteasen bisher kaum Wirkung in klinischen Studien (Cous-
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sens et al., Science 295, 2387-2392, 2002). Inzwischen wurden auch erste klinische Un-
tersuchungen mit Hemmstoffen der Urokinase initiiert, wobei aber noch keine Ergeb-

nisse liber deren Wirksamkeit bekannt sind.

Matriptase ist eine trypsinartige Serinprotease, die urspriinglich aus Brustkrebszellen
isoliert wurde und bevorzugt C-terminal Peptidbindungen der basischen Aminoséiure
Arginin spaltet. (Shi et al., Cancer Res. 53, 1409-1415, 1993; Lin et al., J. Biol. Chem.

- 272,9147-9152, 1997).

1998 wurde das Gen der Matriptase als putativér Tumorsuppressor durch ein subtrakti-

Ves Hybridisierungsverfahren, bei dem gesundes und kanzerogenes Darmgewebe ver-

wendet wurden, kloniert .(Zhang et al. Cytogenet. Cell Genet. 83, 56-57, 1998).

Matriptase und MT-SP1 (Abkiirzung fiir ,,membrane-type serine protease 1) (Takeuchi
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 11054-11061, 1999, Takeuchi et al., J. Biol.
Chem. ‘275, 26333-26342, 2000) besitzen die gleiche cDNA. Allerdings ist aufgrund
alternativen Splicings die Proteinsequenz der Matriptase im Vergleich zur MT-SP1 um
172 Aminoséuren am N-Terminus verkiirzt. Das Gen fiir MT-SP1 wurde aus einer epi-

thelialen Zelllinie eines Prostatatumors isoliert.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bezeichnet der Begriff "Matriptase" jedes
trypsinartige Protein mit einem Molekulargewicht von 72 bis 92 kDa, das von den Gen-
sequenzen mit den Eintrégsnummer AF118224, AF133086, BANKIt257050 und
NMO021978 (GenBank/EBI Data Bank) abgeleitet ist und bereits frither beschrieben
wurde (Takeuchi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 11054-11061, 1999; Lin et al., J.
Biol. Chem. 274, 18231-18236, 1999). Insbesondere bezeichnet der Begriff "Matripta-
se" sowohl die Einzel- und Doppelkettenform des Proteins. Die zymogene, inaktive
Form der Matriptase ist ein Einzelkettenprotein. Die Doppelkettenform der Matriptase
ist ihre aktive Form, die katalytische Aktivitit aufweist. Inbesondere bezeichnet daher
im Rahmen der vorliegenden Erfindung der Begriff "Matriptase" die weiter oben be-
schriebene urspriingliche Matriptase als auch MT-SP1.
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Das Enzym ist mittels einer Transrﬁembran—Doméine in der Membran von Epithel- oder
Krebszellen verankert, wobei die Serinproteasedoméine der Matriptase auf der Zellober-
fliche und damit im extrazelluléiren Raum lokalisiert ist (Hopper et al., J. Biol. Chem.
276, 857-860, 2001). Deshalb wurde vermutet, dass Matriptase an der Proliferation und

Metastasierung von Brustkrebszellen durch Ab- bzw. Umbau extrazellulirer Matrixpro-

“teine, der Aktivierung von latenten Wachstumsfaktoren und anderen proteolytischen

Kaskaden beteiligt sein konnte (Shi et al., Cancer Res 53, 1409-1415, 1993; Lin et al.,

J. Biol. Chem. 272, 9147-9152, 1997)

Métriptase konnte auch aus menschlicher Milch isoliert werden, doch lag sie in diesem

Fall fast vollstéindig als proteolytisch inaktiver Koniplex mit dem endogenen Inhibitor
HAI-1 vor (Lin et al., J. Biol. Chem. 274, 18237-18242, 1999). Im Gegensatz dazu liegt
die Matriptase aus Brustkrebszellen weitestgehend in unkomplexierter und dadurch ka-

talytisch wirksamer Form vor, und nur ein geringer Teil ist an HAI-1 gebunden.

Inzwischen wurden erste potentielle Substrate der Matriptase beschriebeq. Matriptase ist
in der Lage, den Hepatocyten-Wachstumsfaktor (HGF) zu aktivieren, der auch als Scat-
tering-Faktor bezeichnet wird (Lee et al., J. Biol. Chem. 275, 36720-36725, 2000). Pro-
HGF wird von Krebs- oder Stromazellen in inaktiver Form als einkettiges Protein sekre-

tiert und wird im extrazelluldren Raum durch Spaltung C-terminal des Arg495 in die

‘aktive zweikettige Form (HGF) umgewandelt. Durch die Bindung von HGF wird der
- Zelloberflichenrezeptor c-Met aktiviert und an bestimmten Tyrosinresten phosphory-

liert. Kiirzlich wurde eine enge Korrelation zwischen einer hohen Expression von c-

Met, Matriptase und HAI-1 und einer schlechten Prognose bei Brustkrebspatienten
nachgewiesen (Kang et al., Cancer Res. 63, 1101-1105, 2003). Auch bei der Untersu-
chung von Ovarialtumoren konnte gezeigt werden, dass Matriptase in verstirktem MaBe
exprimiert wird. Dabei wurde gefunden, dass im Gegensatz zu Tumoren des Typs I/II
vor allem in fortgeschrittenen Tumoren des Typs III/IV Matriptase fast ausschlieBlich
ohne HAI-1 exprimiert wird. Dies deutet darauf hin, dass im fortgeschrittenen Stadium
ein Ungleichgewicht zwischen Matriptase und dem Inhibitor HAI-1 besteht, wodurch
die proteolytische Aktivitit der Matriptase und dadurch wahrscheinlich auch das invasi-
ve Potehtial der Tumorzellen verstarkt wird (Oberst et al., Clin. Cancer Res. 8, 1101-
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Neben der Aktivierung von Pro-HGF ist Matriptase moglicherweise auch an der Akti-
vierung der Plasminogenaktivator-Kaskade beteiligt. So ist Matriptase in der Lage, Pro-
Urokinase zu Urokinase (uPA) zu aktivieren (Leé et al., J. Biol. Chem. 275, 36720-
36725, 2000; Takeuchi et al., J. Biol. Chem. 275, 26333-26342, 2000), die Plasminogen
in | Plasmin umwandelt. Plasmin ist der prinzipielle Aktivator der Matrix-
Metalloproteasen, die am Abbau extrazelluldrer. Matrixproteine betelhgt sind, was als

Voraussetzung der Metasta31erung angesehen wird.

Von Ihara et al. (J. Biol. Chem. 277 16960-16967, 2002) konnte gézeigt werden, dass
Magenkrebszellen verstirkt p1-6-N- Acetylglucosamlnyltransferase (GnT-V) exprimie-
ren, die in der Lage ist, Matriptase zu glycosilieren. Durch diese Modlﬁzwrung wird die
Matriptase abbaustabiler und liegt in erhShter Konzentration in proteolytisch aktiver

Form vor.

Aus diesen Befunden kann abgeleitet werden, dass mit der Entwicklung eines wirksa-

-men und selektiven Hemmstoffs der Matriptase eine Moglichkeit besteht, die Prolifera-

tion von Tumoren und ihre Metastasierung zu hemmen. Obwohl inzwischen auch die

- Rontgenstruktur der katalytischen Doméne der Matriptase im Kbmplex mit Benzamidin

und dem Rinderpankreas-Trypsininhibitor aufgekliit werden konnte, sind bisher aller-
dings erst wenige Hemmstoffe der Matriptése bekannt (Friedrich et al., J. Biol. Chem.
277, 2160-2168, 2002). -

Von Enyedy et al. (J. Med. Chem. 44, 1349-1355, 2001) wurden Bis-Benzamidine be-
schrieben, wobei der wirksamste Inhibitor einen K;-Wert von 0,19 uM aufweist.

Die WO 01/97794 beschreibt ein Verfahren zur Hemmung einer Carcinomprogression
bei der Matriptase eine Rollé spielt. Dabei werden Verbindungen eingesetzt, die zwei
Gruppen enthalten, die in der Lage sind, bei einem physiologischen pH-Wert positiv
geladen zu sein. Dabei sind diese Gruppen durch eine chemische Struktureinheit mitein-

ander verbunden, die eine Lénge von 5 bis 30, bevorzugt 15 bis 24 Angstrom aufweist.
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Als positiv geladene Gruppen werden die Amino-, Amidino-, Guanidinogruppe sowie
eine aus der Amidino- bzw. Guanidinogruppe abgeleitete cyclische Gruppe offenbart.
Aminosiurederivate sind in der WO 01/97794 nicht erwéhnt, insbesondere demgemif
keine sulfohylierten Aminoséurederivate. Vielmehr unterscheiden sich die in der WO .
01/97794 explizit offenbarten Verbindungen fundamental von den im Ra.hmen der vor-

hegenden Erfindung beanspruchten Verbmdungen

In WO 02/20475 sind Tr1pept1daldehyde mit C-terrmnalem Argmal verdffentlicht. Nach
- Vorinkubation von Matriptase mit diesen Inh1b1toren tiber einen Zeitraum von 30 Minu-

ten wurden ICso-Werte kleiner 100 nM fiir die erksamstgn Verbindungen bestimmt,

- exakte Hemmkonstanten wurden allerdings nicht. angegeben. Diese Inhibitoren binden

15

20

vermutlich kovalent unter Ausbildung eines Halbacetals an Matriptase. Im Falle der
Entwicklung von Hemmstoffen flir andere trypsinartige Serinproteasen, wie z.B.

Thrombin oder Faktor Xa, wurde jedoch gezeigt, dass solche iibergangszustandsanalo-

- gen Peptidaldehyde fiir die Entwicklung eines medizinisch einsetzbaren Wirkstoffs =

nicht geeignet sind.

. Von Long et al. (Bioorganic. Med. Chem. Lett. 11, 2515-2519, ,20.01) wurde die Syn-
these eines bizyklischen Peptides aus 14 Aminosiuren beschrieben, das urspriinglich
aus dem Samen von Sonnenblumen isoliert wurde. Das Peptid inhibiert Matriptase mit

. einer Hemmkonstante von 0,92 nM, doch ist davon auszugehen, dass dlese Strukturen

ll nicht fiir die Entw1cklung eines Wirkstoffs geelgnet sind.

25

Eine der der vorliegenden Erﬁndung zugrunde liegenden Aufgaben war es daher, einen
auch fiir therapeutische Anwendungen geeigneten Wirkstoff bereitzustellen, der Matrip-
tase mit hoher Aktivitit und Spezifitit hemmt.

Demgemil betrifft die vorliegende Erfindung eine Verbindung gem#B Formel (I)
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. ﬁ N Y
o (CHy), X, ‘

2

oder ein Salz oder ein Prodrug dieser Verbindung, wobei

(@ X;und X; unabhéngig voneinander Wasserstoff oder ein Alkylrest mit 1, 2 oder 3
C-Atomen sind und mindestens einer der Reste X; und X; ein Rest der Struktur I

H
C

2

s o

m -

IO

ist, wobei ,

- gegebenenfalls mindestens eine der mit m oder n indizierten Methylengruppen
gemil (I') mindestens einfach mit einer Hydroxyl-, einer Halogen- einer Pseudo-
halogen- oder einer COOR;- Gruppe substituiert ist und R,' eine lineare, ver-
zwelgte oder cychsche Alkylgruppe mit 1 bis 10 C- Atomen ist, und/oder .

- gegebenenfalls mindestens eines der C-Atome der mit m oder n 1nd121erten Me-
thylengruppen gemaB I durch S, N oder O ersetzt ist und/oder

% ‘ gegebenenfalls mmdestens eme der den Cyclus

gemih (I') bildenden Bindungen eine Doppelbindung ist, oder wobei
(b) X und X; derart zu einem Cyclus verbriickt sind, dass die Verbindung geméB )
die Struktur (I")
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R-C 5N AT he ,,
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L U N
R CH,

aufweist, wobei

15

gegebenenfalls mindestens eine der mit m oder n indizierten Methylengruppen "
gemdf (I'") mindestens einfach mit einer Hydroxyl-, einer Halogen-, einer Pseudo-

halogen- oder einer COORz'-Grﬁppe substituiert ist und R,' eine lineare, .ver-

- zweigte oder cyclische Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen ist, und/oder

gegebenenfalls mindestens eines der C-Atome der mit m oder n indizierten Me-
thylengruppen geméB (I) durch S, N oder O ersetzt ist und/oder
unter Beibehaltung der C-terminal an die sulfonylierte Aminosiure gebundenen

Iminogruppe gegebenenfalls mindestens eine der den Cyclus

gemiB (I") bildenden Bindungen eine Doppelbindung ist, und wobei | ‘

R, eine gegebenenfalls teilweise hydrierte Aryl- oder Heteroarylgruppe, enthal-

tend mindéstens eines der Atome O, N oder S, mit 5 bis 20 C-Atomen; oder.eine

lineare, verzweigte oder cyclische Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen ist, wobei

R; gegebenenfalls substituiert ist mit | |

- mindestens einer Halogen- und/oder Pseudohalogengruppe und/oder

- mindestens einer linearen, verzweigten oder cyclischen Alkyl- oder Alkylo-

| xy- oder Alkylthiogruppe mit 1 bis 10 C-Atomen, die gegebenenfalls min-

destens einfach substituiert ist mit einer Halogen-, Pseudohalogen-, Hydro-
Xy-, Amino-, Cyano-, Amidino-, Guanidino oder Carboxylgruppe, wobei die
Carboxylgruppe gegebenenfalls mit einer linearen, verzweigten oder cycli-

schen Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen verestert ist, und wobei die linea-
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re, verzweigte oder cyclischeAAlkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen gegebe- -

- nenfalls mindestens ein Héteroatom, ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend

aus O, N und S, enthlt, und/oder

mindestens einer Aryl- oder Heteroarylgruppe mit 5 bis 20v C-Atomen, wo- |

bei diese Aryl- oder Hetefoarylgruppe gegebenenfalls substituiert ist mit

-~ mindestens einer linearen, verzweigten oder cyclischen Alkylgmppe

mit 1 bis 10 C-Atomen und/oder A |

- mindestens einer COR,'- und/oder COORj,'- Gruppe WObel R, eine li-

| neare, Verzwelgte oder cychsche Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen
| ist, und/oder
-~ mindestens einer Halogéngfﬁi)pe und/dder

--  mindestens einer Pseudohalogengruppe und/ oder

- mindestens einer- Alkoxygruppe oder einer Alkylth1ogruppe wobel

: der Alkylrest jeweils 1 bis 10 C-Atome aufwelst, und/oder

-~ mindestens einer Nitrogruppe und/oder

--  mindestens einer Halogenalkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen,

und wobei die Aryl- oder Heteroarylgruppe iiber eine Alkylengruppe mit 1

b1s 3 C-Atomen oder ein Sauerstoffatom oder iiber ein Schwefelatom an den
Rest R gebunden ist; '

mmdestens einer Hydroxy-, Amiho-, Cyano-, Amidino-, Guanidino-, Car-

boxyl- oder Carboxyalkylgruppe, wobei die ‘Aminogmppe gegebenenfalls

- acyliert ist und/oder wobei die Alkylgruppe der Carboxyalkylgruppe 1 bis
10 C-Atome aufweist und/oder die Carboxylgruppé gegebenenfalls mit ei--

ner hnearen verzweigten oder cychschen Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-

Atomen verestert oder amldlert ist;

(11) R, eine mindestens einfach substituierte Arylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen ist,
wobei ‘
- gegebenentfalls mindestens eines dieser C-Atome durch S, N oder O ersetzt
ist, |

- mindestens ein Substituent eine Gruppe gemi Ry ist,
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- Rz gegebenenfalls zusétzlich mlt einer Hydroxy-, CORz- oder COORz-

Gruppe substltulert ist und R,' eine hneare verzwelgte oder cyclische Al-

kylgruppe mit 1 bis 10 C Atomen ist;
(111) R3 einen Rest der folgenden F ormel 1)) darstellt

wobei

Ar—T—A—R, | @

- A; entweder nicht vorhanden oder eine Alkylengruppe' mit 1 bis 4 C-

Atomen ist, die gegebenenfalls substituiert ist mit

10 .

15

20

, mindestens eirier Halogen- und/oder Pseudohalogengruppe und/oder

‘ mindestens einer hnearen verzweigten oder cychschen Alkylgruppe

mit 1 bis 10 C-Atomen und/oder .
mindestens einer Aryl- oder einer Aralkylgruppe mit 5 bis 10 C-

Atomen und/oder

- mindestens einer Cycloalkylgruppe mit 3 bis 10-Atomen und/oder-

mindestens einer Hydroxy-, Cyano-, Alkyloxy- oder Alkylthio mit 1

" bis 10 C-Afomen, Carboxyl- oder Carboxyalkylgrilppé, wobei die Al-
- kylgruppe der Carboxyalkylgruppe 1 bis 10 C-Atome aufweist
| und/oder die Carboxylgruppe gegebenenfalls mit einem linearen, ver- (

" zweigten oder cyclischen Alkylresf mit 1 bis 10 C-Atomen Verestei"t'

oder amidiert 1st

- - Tentweder nicht v01handen oder eine der folgenden Gruppen ist:

e 0 | | 'o’
L0
AT

/U\ | i’o/ | /[SJ\N/‘

|
Ry
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~ wobei Rs Wasserstoff oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen oder

eine mit A, einen gegebenenfalls mindestens ein Heteroatom enthaltenden

Cyclus bildende Alkyléngruppe mit 1 bis 6 C-Atomen ist;

wobei die Amid- oder Esterbindung in beiden Orientierungen eingebaut sein

kann, also auch die folgenden Orientierungen mit umfasst sind:

\)k Jk

\Jk Jk

- A; eine lineare, yerzweigte oder cyclische Alkylengruppe mit 1 bis 10 C-

| “"Atomen‘oder eine Aryl-, Heteroai‘yl— oder Aralkyléngruppe mit 1 bis 10 C-

Atomen, gegebenenfalls enthaltend mindestens ein Heteroatom, ausgew#hlt

aus der Gruppe bestehend aus N S und O, ist, die gegebenenfalls substitu-

iert ist mit

-mindestens einer Halogen- und/oder Pseudohalo gengruppe und/oder

mindestens einer linearen, verzweigten oder cychschen Alkylgruppe
mit 1 bis 10 C-Atomen und/oder ‘

. mindestens einer Aryl- oder einer Aralkylgruppe mlt 5 bis 10 C-

" Atomen und/oder

mindestens einer Cycloalkylgruppe mif‘3 bis 10 C-Atomen und/oder-

mindestens einer Hydroxy-, Cyano-, Aikyloxy— oder Alkylthio- mit 1
bis 10 C-Atomen, Carboxyl- oder Carboxyalkylgruppe, wobei die Al-
kylgruppe ‘der‘ CarBoxyalkylgruppe 1 bis 10 C-Atome aufweist

und/oder die Carbdxylgruppe gegebenenfalls mit einem linearen, ver-

zweigten oder cyclischen Alkylrest mit 1 bis 10 C-Atomen verestert

oder amidiert ist;

(iv) Ry eine der folgenden, gegebenenfalls modifizierten basischen Gruppen ist:
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‘ | Re ‘ Re | Rs

wobei t = 0, 1; Rg und Ry unabhéingig voneinander Wassefstoff oder eiﬁé Al-
kylgruppe mit 1 bis 6 C-Atomeﬁ oder eine Alkylengruppe mit 1 bis 5 C-Atomen,
die:mit A, einen Cyclus bildet, oder eine ijdrbxyl-, Amin'o—,’Alkylamino, Acyl-
oder Alkyloxycarbonylgruppe sind, wobei die Alkylamino-, Acyl- und Alkyloxy;
5 . carbonylgruppen unabhéngig Vonemander 1 bis 6 C-Atome aufweisen, und wobei
o Rg Wasserstoff oder elne Alkylgruppe mit 1 bis 3 C-Atomen ist oder eine Alky- ‘
o lengruppe mit 1 bis 3 C-Atomen ist, die mit R¢ einen Cyclus blldet
(V) Q entweder eine CH Gruppe oder N 1st
i) j=0,1,2 ‘
IQ ‘ .k 0,1,2,3; .
| m, n unabhéngig voneiﬁénder =0,1,2,3,4,5sind, wobeim+n=3,4,5;

. und wobei die Verbindung gemil Formel (I) weder

@n

mlts 0, 1 2 noch



10

15

20

WO 2004/101507 PCT/EP2004/005291

-12-

o—)—s—N—{ |
LI 7

(A2)

mits=0, 1 ist. '

Liegen die oben genannten erﬁnduﬁgsgeméiﬁen Verbindungen als Salz vor, so sind Sal-

' ze mit Mineralsduren und/oder Salze mit geeigneten organischén Séuren bevorzugt.

Unter anderem bevorzugt liegen die erfindungsgeméBen Verbindungen als Hydrochlo-

ride oder auch als Sulfate vor. Geeignete organische Siuren sind beispielsweise Amei-

-sensdure, Essigsiure, Methylsulfonséure, Bernsteinsiure, Apfelsiure und Trifluoressig-

sjure. Unter anderem bevorzugt sind als Salze der erfindungsgeméBen Verbindungen

mit geeigneten organischen Sauren Acetate.

Gemih einer bevorzugten Ausfithrungsform weist die erﬁndungsgerhéiﬁe Verbindung

- eine Struktur éuf, bei der mindestens einer der Reste X; und X, eine Struktur (I') auf-

weist. Im Rahmen dieser Ausfﬁhrungsfbrm der an die Carbonylgruppe derAgeméiB @
mittelstdndigen Aminoséure gebundenen, nicht-cyclischen Imine sind Verbindungen )
be\}orzutgt bei denen génau einer der Reste X; und X, éine Struktur geméiB (I') aufweist.

Der nicht- cychsche Rest ist hierbei besonders bevorzugt Wasserstoff Methyl Ethyl
oder n-Propyl, weiter bevorzugt Methyl oder Ethyl und besonders bevorzugt Methyl.

Was den substituierten cyclischen Rest anbelangt, so ‘smd Ausfithrungsformen bevor-
zugt, bei denen m + n gleich 3 oder 4 ist. Der in Rest Rj; zwingend enthaltene Rest Ry |

kann generell im Rahmen der oben getroffenen Deﬁnitionén beliebig gewéihlt werden

" Ganz besonders bevorzugt sind solche Reste Ry, die nicht modifiziert sind und die aus-

gewidhlt werden aus der Gruppe, bestehend aus



10

15

20

WO 2004/101507 PCT/EP2004/005291

-13 -
H NH NH
N A
H > I?I—H und 1'4 N—H

Die Indices m und n des Cyclus gemif (I') konnen so gewidhlt werden, dass sich der
Rest R3 grundsitzlich in 2-, 3- oder, je nach Ringgrofe, auch in 4-Position beziiglich

des an die Carbonylgruppe der mittelstﬁndigen Aminoséure gebundenen Stickstoffs

befinden kann Bevorzugt smd beispielsweise die 3- oder die 4-Position, bei m=n=2

besonders bevorzugt die 4- Posmon

Im Rahmen der Ausfuhrungsform der an die Carbonylgruppe der gemaB (I) mittelstén-

digen Ammosaure gebundenen mcht-cychschen Imme sind weiter Reste Rj3 bevorzugt,

bei denen Aj nicht vorhanden ist. Welter‘bevorzugt sind Reste Rj, be1 denen die funkti--

onelle Gruppe T éntweder nicht vorhanden ist oder ausgewéhlt wird aus
e | L )]\
d e w

Ganz besonders bevorzugt sind Ausfﬁhruﬁgsfofmen, bei denen T nicht vorhanden ist.

Was die.Grﬁppe A, anbelangt, so sind im Rahmen der an die Carbonylgruppe der ge-
’ ~ miB ) mittelstéindigen Aminosdure gebundenen nicht-cyclischen Imine Alkyléngrup-
pen mit 1, 2, 3, 4 oder 5 C-Atomen 1nsbesondere die Methylen— Ethylen n—Propylen

Isopropylen Butylen und Pentylengruppe bevorzugt.

’ .Im Falle, dass Az eine Aryl- Heteroaryl- oder Aralkylengruppe ist, s1nd beispielsweise

Gruppen der Strukturen -

zu nennen, wobei v und w unabhéingig voneinander 0, 1 oder 2 sein kénnen und die bei-
den Alkylengruppen auch in 1,2- oder 1,3-Stellung zueinander positioniert sein kénnen.

Beispielweise bevorzugt ist die 1,4-Stellung. Sowohl der Arylrest als auch mindestens
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eine der beiden Alkylengruppen‘ konnen wie oben definiert geeignet substituiert sein.

Umfasst A; eine Heteroarylgruppe, so weist diese bevorzugt 1 bis 3 Heteroatome auf.

Grundsitzlich kann der Cyclus gemé (I') mindestens ein Heteroatom enthalten, wobei
hierbei bevorzugt Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel zu nennen sind. Ist das Hetero-

atom beispielsweise Stickstoff, so kann dieser Stickstoff als weiteren Rest beispielswei-

. se Wasserstoff oder eine lineare, VerZWeigte oder cyclische Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-

Atomen aufwelsen oder mlt einem benachbarten C-Atom des Cyclus eine Doppelbln-

dung ausbllden GemélB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist keine der

(Methylengruppen gemaB I durch ein Heteroatom substituiert.

Ist der Cychi’s gemaB (I') zusitzlich substituiert, so sind als zusétzliche Substituénten

unter anderem Carboxyalkylgruppem der allgemelnen Struktur -COOR,' bevorzugt, ‘

wobei Welter bevorzugt Ry' eine Alkylgruppe mit 1, 2 oder 3 C-Atomen und msbeson- -

dere bevorzugt eine Methyl- oder Ethylgruppe ist.

‘GemiB einer bevorzugten Aus_fiihrungsform' weisen die erfindungsgeméfien Verbindun-
"gen gemiB (b) ein an die Carbonylgruppe der gemsB (1) mittelsténdigen Aminosiure

* gebundenes cyclisches Imin und somit eine Struktur geméf (I") auf. :

i DemgemaB betrifft die vorliegende Erﬁndung auch eine Verblndung, w1e oben be-

schrleben wobel diese Verbmdung die Struktur (I")

fro8 H, |
[y U C L
R ﬁz /jﬁ N 'N/K \)n\Q_'_Rs' R
o em N
R Hz

~ aufweist.

Der Cyclus gemah (I") weist diesbeziiglich bevorzugt 5, 6 oder 7 Ringatome auf, Dem-
gemél ist es denkbar, dass sich der Rest Rj3 in 2-, 3- oder 4-Ste11u1_1g zu dem an die Car-
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bonylgruppé der mittelstindigen Aminosdure gebundenen Imin-Stickstoff befindet. Un-~

ter anderem bevorzugt sind Ausfithrungsformen, geméf denen der Cyclus des cycli-
* schen Amins 5 oder 6 Ringatome aufweist. Besonders bevorzugt ist ein Sechsring. Ge-

) méf dieses besonders bevorzugten Sechsrings kﬁnneﬁ die Indices m und n beliebig ge-

wihlt Werdén. Beispiele fiir die moglichen Kombinationen sind etwa m=0 und n=4,
m=] und n=3, m=2 und n=2, m=3 und n=1, m=4 und n=0. GemiB einer ganz besonders
bevorzugten Ausfilhrungsform der erfindungsgeméfen Verbindungen ist m=n=2. Die

Gruppe Q geméﬁ der Struktur (I) befindet sich also ganz besonders bevorzugt in 4-

~ Stellung zu dem an die’ Carbonylgruppe der mittelstindigen Aminosdure gebundenen

‘ Imin-Stickstoff.

‘Demgemﬁﬁ betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Verbindung, wie oben be-

' schriebgn, die dadurch.gekennz.eiclme’t ist, dassm=n=2.

Im Rahmen der vorliegenden Efﬁndﬁng kann der "Cyclusb des cyclischen Imins geeignet

substituiert sein. Unter den oben beschriebenen Substituenten ist unter anderem die

" COOR,'-Gruppe besonders bevorzugt, wobei Ry' wiederum bevorzugt éine Alk,ylgruppe

mit 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 C-Atomen und insbesondere bevorzugt eine Methylgruppe oder

| eine Ethylgruppe ist. Ist der Cyclus mit einem Halogen substituiert, so sind Fluor, Chlor

und Brom besonders bevorzugt. Ebenso ist die Hydroxylgruppe ein’ geeignetef Substi-

tuent. Weiter kann der Cyclus mit zwei oder mehr gleichen oder verschiedenen, insbe-

sondere den als bevorzugt genannten Substituenten substituiert sein.

Mindestens eine der im Cyclus gemdB (I") mit m oder n indizierten Methylengruppen
kann durch ein Heteroatom substituiert sein, wobei hierbei bévorzugt Sauerstoff, Stick-
stoff oder Schwefel zu nennen sind. Ist das Heteroatom beispielsweise Stickstof, s0
kann dieser Stickstoff als weiteren Rest beispielsweiée .Waéserstoff oder eine lineare,
verzweigte oder cyclische Alkylgruppe mit 1 bis 10 C;Atomén aufweisen oder mit ei-
nem benachbarten C-Atom des Cyclus eine Doppelbindung ausbilden. Ganz allgemein

kann der Cyclus gemdl (I") mindesteﬁs eine Doppelbindung 'enthaltenh, die entweder

- zwischen zwei Heteroatomen, zwei C-Atomen oder einem C-Atom und einem Hetero-

atom éusgebildet sein kann. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind demgem:‘a'.B
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Cyclen beschrieben, die mindestens eine Doppelbindung aufweisen und bei denen der
an die Carbonylgruppe der mittelstindigen Aminoséure gebundene Iminstickstoff bei-

behalten wird, also mit drei Einfachbindungen an die benachbarten Atome gebunden ist.

GemiB einer besonders bevorzugten Ausfﬁiarungsform ist‘keine der Methylengruppen
geméh (I") durch ein Heteroatom substituiert. GemaB einer weiter insbesondere bevor-
zugten Ausfuhrungsform sind die den Cyclus aufbauenden Methylengruppen nicht sub-
stituiert.

’ Demgemil betrlfft d1e vorhegende Erﬁndung auch eine Velblndung, wie oben be-

schrieben, wobe1 der durch X und Xz geblldete Cyclus folgende Struktur aufwelst

N»«%_*
A

und m, n unabhéngig voheinander =0, 1, 2’. 3,4, 5 sind, wobei m + n’; 3,4, 5. Weiter .
bevorzugt sind dabei Verbindungen, bei denen m und n so gewihlt sind, dass ein Sechs-
ring gebildet wird. Hierbei kann sich Q demge1n£ﬁ, wie bereits oben beschrieben, in 2-,
3- oder 4-Stellung zum Imiﬁ-Stickstoff Beﬁnden, wobei besonders bevorzﬁgt die 4-

Stellung ist. Weiter insbesondere bevorzugt ist m =n = 2.

Im Rahmen der voi‘liegeriden Erfindung ist Q eine CH-Gruppe oder Stickstoff. Ebeﬁsb

beschreibt die vorliegende Erfindung auch Verbinduﬁgen, bei denen diese CH-Gruppe

- statt Wasserstoff einen geeigneten Substituenten trégt. Als Substituenten sind unter an- -

derem bevorzugt solche zu nennen, mit denen auch die Methylengruppen des Cyclus

substituiert sein kénnen.

Demgemif beschreibt die vorliegende Erfindung auch eine Verbindung, wie oben be-

schrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass Q ein Stickstoffatom ist.
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Iﬁl Rahmen dieser Ausfithrungsform kann die in dem Rest R; gegebenenfalls enthaltene
Gruppe A; im Rahmen der oben beschriebenen Definitionen beliebig gewdhlt werden.
Besonders bevorzugt ist eine Gruppe A, die eine Methylen— oder Ethylen- oder Propy-

lengruppe, 1nsbesondere eine Methylen— oder Ethylengruppe ist und gegebenenfalls sub- -

stltulert ist, wobei als Substituenten ‘unter anderem besonders bevorzugt Alkylreste mit
1, 2 oder 3-Atomen,- insbesondere Methyl und Ethyl, besonders bevorzugt Methyl,

und/oder Halogen, insbesondere Fluor, Chlor und Brom, und/oder Cycloalkylreste mit

- bevorzugt 5, 6 oder 7 C-Atomen und/oder Carboxyalkylreste, wobei der Alkylrest be-

vorzugt Methyl oder Ethyl ist und die Carboxylgruppe bevorzugt m1t einer Methyl- oder
Ethylgruppe verstert oder amidiert ist, sind. ‘ |

| ~ GemiB einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der erﬁndunfgsgernéiﬁenA

15

Verbindungen, bei denen Q ein Stickstoffatom ist, ist die Gruppe A nicht vorhanden.

Demgeméf beschreibt die vorliegende Erfindung auch eine Verbindung, wie oben be-

- schrieben, die dadurch gekenhzeichnet ist, dass Q ein Stickstoffatom ist und Ay nicht

. vorhanden ist.

20 -

Hinsichtlich der im Rahmen der vorliegenden Erfindung in Rest R3‘ gegebenenfalls ent-

haltenen funktionellen Gruppe T konnen simtliche der oben beschriebenen Gruppen -
N gewahlt werden. Insbesondere im Fall, dass Q ein Stlckstoffatom ist, smd als funktlo- L
. nelle Gruppen T Gruppen der Strukturen

nw=0"

[ S T G

I
R, Y

bevorzugt Besonders bevorzugt sind fiir T Gruppen der Strukturen

B JLN/

R5
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wobei weiter bevorzugt Rs Wasserstoff ist. Geméf weiter besonders bévuo‘rzugt'erv Aus-

. fiibrungsformen ist T ein Gruppe der Strukturen

L L

|
R

o 5

| ‘wobei gani besonders bevorzugt T eine funktionelle Gruppé der Struktur

/[OJ\
ist. Hierbei konnen die Amid- oder Estergruppen in beiden Orientierungen eingebaut

sein.

Demgemél beschreibt die"vorliegende‘Erﬁndung'auch eine Verbindung, wie oben be- . -
schrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass Q eln Stlckstoffatom ist und T eine
funktionelle Gruppe der Struktur

o -

-

Was dle im Rest R; zwmgend vorhandene Gruppe A2 anbelangt, so gibt es innerhalb der

oben beschriebenen Definitionen keme Emschrankungen

~ Insbesondere im F all, déss Q ein Stickstoffatom ist und Weifer insbesonderé; dass T eine
Carbonylgruppe ist, sind fiir die Gruppe A, Alkylengruppen mit 1 bis 6 C-Atdmén be-
vorzugt, die Methylen-, Ethylen-, Propylen-, Butylengruppe besonders bevorzugt und
die Methylen-, Ethylen- und Propylengruppe insbesdndere.bevorzugt.

~Im Fa‘lle,‘ dass Azreine Aryl-, Heteroaryl- oder Aralkylengruppe ist, sind beispielsweise

Gruppen der Strukturen

AaYarag
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Zu nennen, wobei v und w unabhéingig voneinander 0, 1 oder 2 sein kdnnen und die bei-
den Alkylengruppen auch in 1,2- oder 1,3-Stellung zueinander positioniert sein konnen.

Beispielweise bevorzugt ist die 1,4-Stellung. Sowohl der Arylrest als auch mindestens

- eine der beiden Alkylengruppen konnen geeignet substituiert sein. Umfasst A, eine He-

teroarylgruppe, so weist diese bevorzugt 1 bis 3 Heteroatome auf,

D1e Gruppe A2 kann gemaB obiger Deﬁm‘uon auch geelgnet subst1tu1ert sein. Als Sub-

~ stituenten sind h1erbe1 besonders Halogene bevorzugt F1u01 Chlor oder Brom,

und/oder Alkylreste mit bevorzugt 1 2 oder 3 C-Atomen wie Methyl, Ethyl, n-Propyl

oder Isopropyl insbesondere bevorzugt Methyl und Ethyl, und/oder Cycloalkylreste mit

- bevorzugt 5, 6 oder 7 C-Atomen und/oder Carboxyalkylreste wobei der Alkylrest be-

vorzugt Methyl oder Ethyl ist und die Carboxylgruppe bevorzugt mlt einer Methyl- oder

. Ethylgruppe verestert oder amldlert ist.

- GemdB einer ganz besonders bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung
st die Gruppe A nicht substituiert. Demgemif beschreibt die vorliegende Erfindung

~ eine Verbindung, wie oben beschrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass A; eine

Methylen- Ethylen— oder Propylengruppe ist. Insbesondere beschreibt die vorliegende

Erfindung eine Verbmdung, wie oben beschrleben die dadurch gekennzelchnet ist, dass

- sie folgende Struktur aufwelst

R—~-C :S: l

O (CHZ)k
R

/_\

O—0O

2

wobeis=1,2,3. -

GeméB einer ebenfalls bevorzugten Ausfithrungsform beschreibt die vorliegende Erfin-
dung eine Verbindung, wie oben beschrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass sie

als funktionelle Gruppe T eine Gruppe der Struktur
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0]

M

H
aufweist und damit fol gende Struktur aufweist:

LT "
R1,{C“|S \)k/_\JLN—(—C—%—R

o (CH2)k
R

2

“wobei s =1, 2, 3, bevorzugt s=2.

Als zw1ngend in Rest R;3 enthaltener Rest R4 sind simtliche der oben genannten Struktu-

5 ren elnsetzbar Bevorzugt ist dabei t = 0. Insbesondere bevorzugt sind dabei Reste R4 :

~ der folgenden Strukturen . ‘ : g
* H " NH NH- . Nl N
N K L T <]
| 5 T R R, N N
Rs Rs H H
NH
. N—H
R, |
RG

wobei weiter bevorzugt R¢ und Ry gleich Wasserstoff sind.

10 Ganz besonders bevorzugt sind Reste R4 der folgenden Strukturen:

H NH NH
—_-N\R N—H — N—H
6 | R; |
RG RG

" wobei weiter bevorzugt Rg und Ry gleich Wasserstoff sind.



10

15

20

25

WO 2004/101507 PCT/EP2004/005291

291 -
Demgeméh betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Verbindung, wie oben be-

schrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass R4 ausgewidhlt wird aus der Gruppe

bestehend aus

e T
“H |\|]_|_| und I-Il wij
H H

GeméB einer ebenfalls bevorzugten Ausﬁillrmigsfonn der vorliegenden Erfindung ist Q
eine CH-Gruppe. Daher beschreibt die vorliegende Erfindung auch Verbindungen, wie

~oben beschriebén, die dadurch gekennzeichnét sind, dass Q eine CH-Gruppe ist.

Im Rahmen diesef Ausfiihrungsform kann die in dem Rest R3 gegebenenfalls enthaltene

Gruppe A; im Rahmen der oben beschrlebenen Deﬁmtlonen beliebig gewihlt werden.

,Besonders bevorzugt ist eine Gruppe A, dle eine Methylen- oder Ethylen- oder Propy-

lengruppe insbesondere eine Methylen- oder Ethylengruppe ist und gegebenenfalls sub-
stituiert ist, wobei als Substituenten unter anderem besonders bevorzugt Alkylreste mit
1,2 oder 3-Atomen, 1nsbesondere Methyl und Ethyl, und/oder I—Ialogen insbesondere
Fluor, Chlor und Brom, vund/oder Cycloalkylreste mit bevorzugt 5, 6 oder 7 C-Atomen

| und/oder Carboxyalkylreste, wobei der Alkylrest bevorzugt Methyl oder Ethyl ist und
_die Carboxylgruppe bevorzugt mit einer Methyl- oder Ethylgruppe verestert oder ami-

dlert 1st s1nd

Gemél einer ganz‘ besonders be{/orzugten Ausﬁihrungsfdnﬁ der .erfindungsgemiiien

Verbindungen, bei denen Q eine CH—Gfuppe ist, ist die Gruppe A; nicht vorhanden.

DemgeméB beschreibt die vorliegende Erﬁndung auch eine Verbindung, wie oben be-
schrieben, die dadmch gekennzelchnet ist, dass Q eine CH-Gruppe ist und A1 nicht vor- -

handen ist.

- Hinsichtlich der im Rahmen der vorliegenden Erfindung in Rest Rs gegebenenfalls ent-

haltenen funkﬁonellen Gruppe T konnen samtliche der oben beschriebenen Gruppen
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g gewihlt werden. Insbesondere im Fall, dass Q eine CH-Gruppe ist, sind als funktionelle
Gruppen T Gruppen der Strukturen ' A

O W S

R, O

n=0

- bevorzugt. Besonders bevorzﬁ'gt sind fiir T Gruppeh der Sffukturéﬂ
o) 0 o
L Ce , R5 :
wobei weiter bevorzugt Rs Wasserstoff ist. Geméh weiter besonders bevorzugter Aus-
5 kfﬁhrungsformen ist T ein Gruppe der Strukturen

R

wobei ganz besonders bevorzugt T eine funktionelle Gruppe der S,truktuf
9 | o

. |

H

ist. Hierbei konnen die Amid- oder Estergruppen in beiden Orientierungen eingébauf :

sein.

10  DemgemiB beschreibt die Vorliegende Erfindung auch eine Verbindung, wie oben be- |
~ schrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass Q eine CH-Gruppe ist und T eine funk-
tionelle Gruppe der Struktur | '

|
H
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Im Falle, dass Q eine CH-Gfuppe ist und T eine der bevorzugt genannten funktionellen

Gruppen ist, ist die Gruppe A; gemiB einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform

der vorliegenden Erfindung nicht vorhandén.

Daher beschreibt die vorliegende Erfindung auch einé Verbindung, wie oben beschrie-

ben, die folgende Struktur aufweist:

N—AR,

Neben der in oben sfehender Strukturformel explizit beschriebenen 4-Stellung des Res-

tes Rj; sind ebenso die 2- oder die 3-Stellung moglich, wobei die 4-Stellung bevorzugt

ist.

Gemadl einer ebenfalls bebezugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ‘

 weder die Gi‘uppé Aj noch die funktionelle Gruppe T vorhanden.

Daher beschreibt die vorliegeﬁde Erfindung auch ein Verbindung, wie oben beschrie- . .
ben, die folgende Struktur aufweist: ' |
‘ ‘ O H 0

N

i
R C——S
‘1\\}_"2)]]
0]

(<|3Hz)k
RZ

‘Neben der in oben stehender Strukturformel explizit beschriebenen 4-Stellung des Res- |

tes Rz sind ebenso die 2- oder die 3-Siellung moglich, wobei die 4-Stellung bevorzugt ‘

ist.

Was die im Rest R3 zwingend vorhandene Gruppe A, anbelangt, 50 gibt es, wie bereits

“oben diskutiert, innerhalb der oben beschriebenen Definitionen keine Einschréinkungen.



10

15

20

25

WO 2004/101507 PCT/EP2004/005291

-24 -

Insbesondere im Fall, dass Q eine CH-Gruppe ist und weiter insbesondere, dass entwe-

der T eine Gruppe der Struktur
0 ' 9
/“\ N— ' \N )k
. | N i i
H ~ oder H

ist oder nicht vorhanden ist, sind firr die Gruppe A, Alkylengruppen mit 1 bis 6 C-
Atomen, insbesondere die Methylen-, Ethylen— Propylen-, Butylengruppe, We1ter insbe-

. sondere die Methylen-, Ethylen- und Propylengruppe und ganz besonders d1e Ethylen—

gruppe bevorzugt.

Im Falle dass Az eine Aryl- Heteroaryl- oder Aralkylengruppe ist, sind belsplelswelse

Gruppen der Strukturen

Zu nennen, wobei v und w unabhéngig Voneinander 0, 1 oder 2 sein kénnen und die bei-
den Alkylengruppen auch in 1,2-4‘oder 1,3-Stellung zueinander pbsitioniert sein konnen.
Beispielweise bevorzugt ist die 1,4-Stellung. Sowohl der Arylrest als auch mindgstens
eiﬁe der beiden Alkylengruppen koénnen geeignef substituiert sein. Umfasst A; eine He-

teroarylgruppe, so weist diese bevorzugt 1 bis 3 Heteroatome auf.,

Die Gruppe A; kann gemiB ébiger Definition auch geeignet substituiert sein. Als Subsi-

tuenten s1nd hierbei besonders Halogene, bevorzugt Fluor, Chlor oder Brom, und/oder

' Alkylreste mit bevorzugt 1, 2 oder 3 C-Atomen wie Methyl, Ethyl, n-Propyl oder I- |

sopropyl, insbesondere bevorzugt Methyl und Ethyl, und/oder Cycloalkylreste m1t be—

- vorzugt 5, 6 oder 7 C-Atomen und/oder Carboxyalkylreste, wobei der Alkylrest bevor-

zugt Methyl oder Ethyl ist und die Carboxylgruppe bevorzugt mit einer Methyl- oder
Ethylgruppe verestert oder amidiert ist.

GemilB einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung

ist die Gruppe A, nicht substituiert.
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DemgemB beschreibt die vorliegende Erfindung auch Verbindungen; wie oben be-

schrieBen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie folgende Struktur aufweisen:

O

N—CH7CH7R,

Neben der in oben stehenden Strukturformeln explizit beschriebenen 4-Stellung des
Restes R3 sind ebenso die 2- oder die 3-Stellung 1n6glich, wobei die 4-Stellung bevor-

‘zugt ist.

' Ebenso beschreibt die vorliegende Erfindung daher auch Verbindungen, wie oben be-

sbhriebeh, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie folgende Strukturen aufweisen:

O H
R ﬁzljﬁ»N
“O.

_\;U
o
N
=0
zZ— . —_—
: ,.;U ]
o ™ :
‘gzo
0

H
C—C—R,
0] ‘(?HZ)k 2 Hz‘, Hz‘
1 R2 |
i
[ o) | |
RGN /N S
2] Y~ N C—C—C—C—R,

o CHa, \ / H, H, H, H, .
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Neben der in oben stehenden Strukturformeln explizit béschriebenen 4-Stellung des

- Restes Rs sind ebenso die 2- oder die 3-Stellung mdglich, wobei die 4;Stellung bevor-

zugt ist.

5 = Als zwingend in Rest R enthaltener Rest R4 sind sémtliche der oben genannten Struktu-

ren einsetzbar. Bevorzugt ist dabei t = 0. Insbesondere bevorzugt sind dabei Reste Ry

~ der folgenden Strukturen: : : |
‘ H iNH | NH ‘N N
/ .
—T—N\R ' N"‘Hl _ITI N—H —ITI /‘ j : /: j
® L R, T R, ITI ' ITI '
‘ | Re Re " H . H
O NH
\ N—H
R, |
Re

wobei weiter bevorzugt R und R; gleich Wasserstoff sind.

10

Ganz besonders bevorzugt sind Reste( R4 der folgenden Strukturen:

: H NH , NH
_N\R . _<N““'H —[Tl_< —
® - | R, ]
Re ' Re

* wobei weiter bevorzugt Rs und Ry gléich Wasserstoff sind.

" "D'emgeméiB betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Verbindung, wie oben be-
15 - schrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass R4 ausgewihlt wird aus der Gruppe(be‘-

. stehend aus -

I Y
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Insbesondere bevorzugt ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung der im Rest Rj ent-

haltene Rest R4 der Struktur c ‘
NH ‘ NH
N—H oder | —H
| H
H : H

Hinsichtlich des Restes R, sind generell séﬁtliche unter die Deﬁnition gemél (ii) fal-
lenden Reste moglich. Deingeméiﬂ sind als Arylgruppen beispielsweise die Phenylgrup-
pe oder die Naphthylgruppe denkbar wobei mindestens eines der C-Atome dieser A-
| ﬂrylgruppe durch ein Heteroatom ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus S, N und O
ersetzt sein kann. Besonders bevorzugt ist als Rest R2 ein Phenylrest. Als eln mlndes- .

. tens ein Heteroatom enthaltender Arylrest sind Thienyl und Pyndyl bevorzugt

Demgemél betrlfft die vorhegende Erfindung eine Verbmdung, wie oben beschrieben, -
die dadurch gekennze1chnet 1st dass R, ein mlndestens einfach substituierter Phenylrest,

Thienylrest oder Pyridylrest ist.

Gemaél einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der R, ein mindestens einfach

substituierter Phenylrest

Der Arylrest, besonders bevorzugt der Phenylrest R, weist rmndestens elnen w1e oben
deﬁmerten Substltuenten Ry auf, wobel eine der Strukturen . , . |
H - NH ' NH

N G
Ry N—H b N—H N—H
| Ry 7R64 R,

bevorzugt ist.

Besonders bevorzugt ist dabei ein Substituent Ry, der ausgew#hlt wird aus der Gruppe A

" bestehend aus
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H NH O MH
—nN, ; _'}“4 |
H N—H un H N—H
| |
‘ H ' H
Ganz besonders bevorzugt als Rest Ry ist ein Substituent der Struktur - |
. _NH "
‘ iTlf“H
~H

Der Substituént R4 kann génerell an sémtlichen Posiﬁohen des Aryirestes positipniért '
sein. Beziiglich des besonders bevmzuéten Phenylrestes ist demgeméf die 2-, 3- oder 4- .
Stellung des Restes R4 moghch wobei besonders bevorzugt die 3- Stellung des Restes’
Ryam Phenylrest 1st ‘

Neben dem Rest R4 kann der Arylrest weiter mindestens einen weiteren Substituenten
aufweisen. GeméB einer besonders bevorzugten Ausﬁlhrungsform Welst der Arylrest |

emen einzigen Subst1tuenten auf.

Die Alkylengfuppe mit der der Rest R; an das alpﬁa—C-Atom der mittelstéindigeﬁ Ami-

~ noséure gemaB D gebunden ist, weist im allgememen 0 bis 3 C-Atome auf. Bevorzugt

weist diese Alkylengruppe 1, 2 oder 3 C-Atome, besonders bevorzugt 1 oder 2 C-Atome

und ganz besonders bevorzugt 1 C-Atom auf.

“‘DemgeméiB beschreibt die vorliegende Erfindung ein Verbindung, wie oben beschrie-

ben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass sie die folgende Struktur aufweist:
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Die oben gezeigte Struktur kann am a—C-Atoxﬁ des 3-Amidinbphényla1anins generell
sowohl in der der D- als auch in der L-Konfiguration vorliegen. Besonders bevorzugt ist

im Rahmén der Vorliegendén Erfindung die L-Konfiguration. Ganz allgemein kénnen

 die erﬁndungsgemaﬁen Verbindungen gemaB (D) hinsichtlich der mlttelstandlgen alpha- .

Ammosaure entweder in der L- oder in der D- Konfiguration oder als Racemat vorlie-

gen.

DemgemiB betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Verbindung, wie oben be-
schrieben, die dadurch gekennzelchnet ist, dass k = 1 und R, ein m1t einer Amidi- J

nogruppe meta-substituierter Phenylrest ist, -wobei das dadurch. entstehende 3-

A'Am1d1nophenylalan1n in der L-Konfiguration vorliegt.

Grundsitzlich kénnen ‘die Verbindungen gemiB (I) bei Vorliegen ::ineé neben dem oben |
erwihnten asymmetrischen C-Atoms weiteren asymmetrischen C-Atoms oder eines
anderen Asymmetriezentrums sowohl in der L~ als auch in der D-Konﬁguratjon oder S-
- oder R-Konfiguration vorliegen. Ebenso kann die Verbindung gemiB (I) als Racemat
Vorliegeﬁ. Weiterhin sind Mischungen aus L- und D-Konﬁguraﬁon oder S- und R-
Konfiguration moglich, bei denen der Anteil der Molekiile mit D-Konﬁguratibn oder
der Anteil der Molekiile mit L-Konfiguration beziehﬁngsweise der Anteil der Molekiile
- mit S-Konﬁguration oder der Anteil éler’Molekiile mit R—Konﬁgurétion tiberwiegt. |



10

15

20

25

.30‘

WO 2004/101507 PCT/EP2004/005291

-30-
Als ReSt R1 kann generell jeder der gemiB obiger Definition gemiB (i) beschriebhehe

Rest R; vorliegen.

Ist der Rest Ry beispielsweisé mit mindestens einem Halogen substituiert, so sind hier-

bei Fluor, Chlor und/oder Brom bevorzugt.

Ist der Rest R; beispielsweise mit mindestens einer veresterten Carboxylgruppe substi-

tuiert, so sind Methylester und/oder Ethylester bevorzﬁgt. o

Ist der Rest Ri beispielsweise mit mindestens einer Aminogruppe substituiert, so kann

diese Aminogruppe acyliert sein, wobei insbesondere die Acefylgmppe bevoriugt ist.

Beispielsweise besonders bevorzugt sind mono-, bi- oder tricyclische Arylreste und

Heteroarylreste bei denen gegébenenfalls mindestens eine Doppelbindung hydriert ist

- und/oder die mindestens ein Heteroatom ausgewahlt aus O S und N aufwelsen wobei -

ein Heteroarylrest R, auch zwei oder mehr gleiche oder verschiedene Heteroatorne ent- -
halten kann. Be1sp1e1e fiir bevorzugte Arylreste sind etwa Phenyl, Naphthyl, Anthracyl
oder Phenanthryl Diese Arylreste kdnnen gegebenenfalls in reduzierter oder/und oxi-
dierter Form vorliegen. Hinsichtlich des Naphthylrestes ist belsplelswelse ein 1,2-

Dihydroriaphthyl ein 1 ,4,-Dihydronaphthyl bder ‘auch ein  1,2,34-

: Tetrahydronaphthylrest moglich. In oxidierter Form kann der Naphthylrest beispiels-

weise als 1,4-Naphthochinoylrest vorliegen. Der Anthrachlnoylrest kann in oxidierter
Form belsplelswelse als 1,4- oder 9,10-Anthrachinoylrest oder 1,4- oder 9,10-

Anthrahydrochinoylrest vorliegen, der Phenanthrylrest beispielsweisé als Phenanthren-

chinoylrest. Beispiele fiir Heteroarylreste sind etwa Pyrrolyl, Furanyl, Thibphenyl, Py-

ridyl, Pyrimidyl, Pyrazyl, Triazyl, Imidazolyl, Tlliazolyl, Oxazolyl, Indolyl, Purinyl,

Pyronyl, Pyridonyl, Quinolyl, Isochinolyl. Ebenso ‘sind auch Reste R; wie Indeﬁyl oder
Tetrahydroindenyl umfasst.

Weiter kann der Rest R; geeignet substituiert sein, wobei als Substituenten beispiels-
weise lineare, verzweigte oder cyclische Alkylreste mit 1 bis 10 C-Atomen bevorzugt -

sind. Besonders bevorzugt sind lineare oder Verzweigte Alkyreste mit 1, 2, 3, oder 4 C--
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Atomen. Beispielsweise besonders bevorzugt sind als Substituenten Isopropyl und tert-
Butyl. Ebenso sind cyclische Alkylreste als Substituenten bevorzugt, wobei cyclische
Alkylreste mit 5, 6 oder 7 C-Atomen und insbesondere 6 C-Atomen besonders bevor-
.zugt sind. Ebenfalls zu nennen sind Aryl- oder Heteroarylgruppen als Substituenten,

wobei die Heteroarylgruppen ein Heteroatom, ausgewdhlt aus N, S und O, enthalten und

zwei oder mehr glelche oder verschiedene Heteroatome enthalten konnen Die Substi-

tuenten des Restes R kqnnen wiederum selbst geeignet substituiert sein.

Sowohl Heteroaryl— und Aryl- als auch Alkylreste kénnen hierbei durch ein Schwefel- ~'

bruckenatom oder ein Sauelstoffbruckenatom oder tiber eine Alkylenkette mit 1-3 C- .

Atomen an den Rest R; gebunden sein. DemgemaB kann der Rest R1 beispielsweise mit

A"emel Alkyloxy-, Alkylthio-, Aryloxy- Arylthlo I-Ieteroaryloxy- oder Heteroarylthl-

ogruppe subst1tu1ert sein.

Belsplele fiir substituierte Reste Ry smd etwa

N\\:: ¢ | N\\\; Q/N—@%'

o OO W

3 : o A : ‘ , Hs
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Ein bevorzugt vorliegender Arylrest kann grundsétzlich auch mehr als einen Substituen-
ten tragen. Besonders bevorzugt sind Ausfithrungsformen, bei denen der Arylrest kei-
nen, einen, zwei oder diei Substituenten aufweist. Weist der Arylrest beispielsweise drei.
’Substltuenten auf, so sind unter anderem Alkylrest mit 1, 2 oder 3 C-Atomen bevorzugt.

Besonders bevorzugt sind Alkylreste mit 2 oder 3 C-Atomen, 1nsbesondere bevorzugt
Alkylreste mit 3 C-Atomen, und insbesondere besonders bevorzugt Isoprppyl. TInsbe-

sondere bevorzugt ist hierbei beispielsweise der 2,4,6-Triisopropylphenylrest.

Weist der Arylrest belsplelswelse einen Substltuenten auf, 50 ist unter anderem der tert-

'Butylrest bevorzugt

- In einer weiteren geeigneten Ausfiihrungsform ist der Rest R; ein Arylrést, vorzugswei- .
se ein Phenylrest, der mit einerri weiteren Arylrest oder Heteroarylrést' iber ein Sauer- -

, stbffbrﬁckené’com oder tiber eine All;ylenkette_ mit 1-3 C-Atomen wiederum mit einem
Aryl-, Heteroaryl- oder Alkylrést substitutiert ist. Dabei kann der Aryl-loder Heterqarly-
rest, beispielsweise ein Pyridin, uhsubstituiert oder ebenfalls, an geeigneter Position, in
‘ortho, meta oder para-Pbsitioﬁ, substituiert sein; beispielsweise mit mindestens einer
Alkylgruppe, wie zum Béispiel eirier Methylgrubpe und/oder mit mindestens einem
Halogenatom Vorzugswelse mit einem Chloratom oder zwei Chloratomen oder einem
der zwei Fluoratomen und/oder mit mmdestens einer Trlhalogenmethylgruppe vor-

| zugswelse mit e1ner oder zwei einer Trlﬂuormethylgruppe(n) und/oder mit
‘. mit mindestens einer Alkoxygruppe, vorzugsweise einer Methoxygruppe. -

Beispiele derartiger Reste R; sind etwa

2,0 000,
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~ wobei der die beiden Aryle verbindende Sauerstoff durch eine Alkylenkette mit 1-3 C-

Atomen ersetzt sein kann.

5  GemibB einer besonders bevorzugten' Ausfiihrungsform wird der Rest R; ausgewahlt aus
.tert-Butylphenyl, Cyclohexylphenyl, 5,6,7,8-Tetrahydronaphthyl, Naphthyl, Anthracyl,
Anthrachinoyl und Anthrahydrochinoyl, Pyridyloxyphenyl, Phenyloxypyridyl, Pyridyl-
alkylphenyl mit einem C;-Cs-Alkyl." | | *
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Die Alkylengfuppe, die den Rest R; und die Sulfonylgruppe verkniipft, weist im Allge-
meinen kein, ein oder zwei C-Atome auf. Bevorzugt weist sie kein oder ein C-Atom
auf, wobei sie insbesondere bevorzugt kein C-Atom aufweist und damit nicht vorhanden

ist.

Eine alternative Ausﬁihrungsform der Erfindung sind Verbindungen der Formel I .

il 4
[ o) | C .
R——C——S—N., N -
VR | N% Hn\Q—Rs @)
e (CH,), \(\C)m/ |
Il?z ' H, | -

1

wobei Ry, Ry, Q, j und k déﬁniert sind wie oben beschrieben, m=n= 2rist und Rj ein

- Aryl- Qdér Heteroarylrest ist, und wobei der .Arylrest vorzugswéise ein Benzyl- oder ein

Phenoxy-Rest ist und der Heteroarylrest vorzugsweise ausgewdhlt ist aus einem Pyridi-

- nylmethylen-, Pyridinyloxo-, Pyrimidinyloxo-, Pyrazinyloxo-, Pyriélinyithiorest und

wobei der Aryl- oder Heteroarylrest unsubstituiert oder substituiert ist mit mindestens

. einem Halogen, vorzugsweise Fluor oder Chlor, mindestens einem Alkoxyrest vor-

zugsweise Methoxyrest und/oder mindestens einem Trifluormethylrest.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform ist der Rest R; ein Guanidinooxyalkyl- |

rest.

‘ ‘Beispiele derértiger Verbindungen sind Verbindungen in denen der Baustein
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in Formel I’’ ersetzt ist durch

SN s Ny |
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welche kommerziell erhéltlich sind von Array Biphafma, Bolder Colorado, U.S.A.. .

- Ebenso umfasst sind Verbindungen in denen zwischen der Sulfonylgruppe und der 3-

Am1d1nophenyla1amngruppe der Formel I eine Aminosédure, vorzugswelse Glycin, ein-

gebaut ist.

Die oben beschriebenen Verbindungen kénnen generell gemiB .samtlicher geeigneter
Verfahren hergestellt werden. Bevorzugt werden die erfindungsgeméBen Verbindungen .
durch Verfahren hefgéstellt, bei denen in einem ersten Schritt ein Sulfonsdurechlorid

‘mit einer Aminos#ure oder einem Aminosiurederivat umgesetzt wird.
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* Demgemih betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer wie

oben beschriebenen Verbindung, das den folgenden Schritt (S1) umfasst:
(SH Umsetzung einer Verbindung der allgemeinen Struktur (El')

R;—E—ﬁ—%;—ﬁ——Cl EL)
. 2 ‘ .
| O |
mit einer Vérbindung der ailgemeinen‘ Struktur (E1")
H 0

H OH L E1")

(ZP1)

O  (CHy),

Rll

: Wobe1 R," der Arylrest Ry, substituiert entweder mit R4 oder mit Ry, geschutzt m1t
einer gee1gneten Schutzgruppe oder mlt einem Subst1tuenten der eine Vorstufe
zu Ry darstellt

Ist der Arylrest R, beispielsweise bevorzugt mit einer Amidinogruppe R substituiert, so

ist der Substituent, der eine Vorstufe zur Amidinogruppe darstellt, 'beispielsweise eine
Cyanogruppe, die in einer, bevorzugt zwei oder mehr geeigneten Verfahrensstufen
durch Umsetzung mit Hydroxylamin und anschlieBender Hydrierung zu einer Amidi-
nogruppe umgewandelt werdén kann. Diese Amidinogruppe kann im Folgenden wie;
derum mit einer geeigneten Schutzgruppe geschutzt werden, d1e in einem geeigneten

Verfahrensschntt w1eder entfernt werden kann.
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Werden erfindungsgemiBe Verbindungen der éllgenieinen Struktur (I"') hergestellt, bei

denen die Gruppe Q gleich Stickstoff ist und die Alkylengruppe A nicht vorhanden ist,
S0 sind HerstellungéVerfahren bevorzugt, bei denen, éusgéhend von einer Verbindung o

der Struktur (ZP1), diese zunéchst in einem Schriﬁ (S2") mit einer cyclischen Verbin-
‘. dung der allgemeinen Strﬁktur (E2') | | '

umgesetzt wobei W eine geelgnete Schutzgruppe ist. Dabei wird eine Verblndung der

. allgememen Struktur (ZP2')

- (ZP2") |

: erhalten aus der in einem nachfolgenden Schritt (S3" bevo'rﬂzugt die Séhutzgmppe w R

,abgespalten wird. In einem néchsten Schritt (S4") wird die gema.B (S3") erhaltene Ver-" ‘

: b1ndung mit einer Verbmdung der allgememen Struktur (E2")

HO—T—A;R, | @&
umgesetzt, woBei eine Verbindung dex allgemeinen Struktur (P1) |
N T o0 . | H, |
R; ﬁ—)j—S—N | / he o
o | Q—T—As R/ -~ (1)
o CHﬁk \\f\\ /}// |
R " )

erhalten wird wobei Ry entweder Ry oder R4, geschiitzt mit einer geeigneten

: Schutzgruppe oder eine Vorstufe zu Ry darstellt Ist Ry' ein mit einer Schutzgruppe

geschutzter Rest R4, SO w1rd bev01 zugt nach Schntt (S4') die Schutzgruppe entfernt



10

15

20

WO 2004/101507 PCT/EP2004/005291

- -41-

Erfindungsgemé&f kann daﬁn als Rest R4 eine Aminogruppe vorliegen. Aus dieser kann
in einem nichsten Schritt gemilB einem dem Fachmann bekannten Verfahren, bei-
spielsweise durch Umsetzung mit Pyrazolcarboxamidin, eine Guanidihogruppe aufge-

‘baut werden.

Ein ebenfalls bevorzugtes Verfahren zur I—Ierstelluhg von Verbindung geméh (I"), bei
denen die Gruppe Q gleich Stickstoff ist und d1e Alkylengruppe Ay nicht vorhanden ist,
umfasst einen Schritt (S2') bei dem eine Verblndung der allgemelnen Struktur (E2"')

W—

‘wobei W eine geelgnete Schutzgruppe ist, mlt einer Verbmdung der allgemelnen Struk- 4
tur (E2")

HO—T—A>-R, =~ - (B2

“umgesetzt wird, wobei eine Verbindung der allgemeinen Struktur (ZP2")

\/E}Q —T— A—R"' (zé42"»)‘

wW—

. erhalten wird, be1 der R4' entweder R4 oder Ry, geschutzt mit einer geeigneten Schutz-

gruppe, oder eine Vorstufe zu Ry darstellt. In dlesem Verfahren w1rd also zuerst der C-
terminale Rest der mittelsténdigen Aminoséure gemif (I) aufgebaut. In einem néchsten
Schfitt (SB’)‘wird bevorzugt die Schutzgruppe W abgespaltet, und in einem néchsten
Schritt (S4") die gemil (S3") erhaltene Vefbindung mit einer Verbindung der allgemei-
nen Struktur (ZP1) unter Erhalt einer Verbindung der allgemeinen Struktur (P1) umge- |
setzt. Ist hierbei der Rest R4 eine Aminogruppe, so kann auch hier, wie oben beschrie-

- ben, daraus eine Guanidinogruppe aufgebaut werden.
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Werden erfindungsgeméfe Verbindungen der allgemeinen Struktur (I") hergestellt, bei
denen die Gruppe Q gleich CH ist, so sind Herstellungsverfahren bevorzugt, bei denen |
ausgehend von Verbindungen geméf (ZP1) diese in einem Schritt (SZ") mit einer Ver-
b1ndung der allgememen Struktur (E3) | | |

" N< j)> AT AR, ' ®3)

umgesetzt werden, wobei R4 entweder R4 oder R4, geschiitzt mit einer geeigneten

Schutzgruppe, oder eine Vorstufe zu Ry darstellt. Durch diese bevorzugte Umsetzung |

wird eine Verbindung der allgemeinen Struktur (P2)
| OH O ' H

*2)

erhalten Ist R, ein mit einer Schutzgruppe geschiitzter Rest Ry, s0 wird bevorzugt nach

‘ Schrltt (SZ") die Schutzgruppe entfernt. Erfindungsgemél kann dann als Rest Ry eine

Ammogruppe vorliegen. Aus dieser kann in einem néchsten Schritt gem#B einem dem

- Fachmann bekannten Verfahren, belsplelswelse durch Umsetzung mit Pyrazolcarboxa-

midin, eme Guamdlnogruppe aufgebaut Werden

Werden erfindungsgeméfe Verbindungen der allgemeinen Struktur (I") hefgcstellt, bei
denén T gleich -(C%O)-NH- ist, Q gleich CH ist und Aq nicht vorhanden ist, so sind
Herstellungsyérfahren bevorzugt, bei denen in einem Schritt (S2") zunéchst Verbindun-

gen der allgemeihen Struktur (E3")
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W—N/k \)\ —COOH | B3)
S Lo

mit einer Verbindung der allgemeinen Struktur (E3")
HN=AZR, 0 @3

- umgesetzt Werden wobei eine Verbindung der allgémeinen Struktur (ZP3)

/k\)\—”—NAR"'Il ’A(Z.P3)
H = AL

erhalten wird. Der Rest R4 hat die bei den oben beschriebénen weiterén Hérstellverfah—
ren beschriebene Bedeutung. W ist auch h1er eine geeignete Schutzgruppe In einem
néchsten Schritt wird die Schutzgruppe W gemaB einem geeigneten Verfahren bevor-
zugt in einem Schritt (S3") entfernt. Bevorzugt schlieft sich daran ein Schntt (S4™) an,
bei dem die gemih (S3") erhaltenene Verbindung mit einer Verbindung gemaB (ZPl)

‘umgesetzt wird, wobei eine Verblndung der allgemelnen Struktur (P3)

- | i v ~ |
R1—€-C—)J—ﬁ W/“\/{/\)\_H_H_A R,

(P3) |
O (CHz)k

Rll

erhalten wird. Ist R4 ein mit einer Schutzgruppe geschiitzter Rest Ry, So‘ wird bevorzugt

‘nach Schritt (S2") die Schutzgruppe entfernt, Erfindungsgemif kann dann als Rest Ry

eine Aminogruppe vorliegen. Aus dieser kann in einem nichsten Schritt gemiB einem
dem Fachmann bekannten Verfahren, beispielsweise durch Umsetzung mit Pyrazolcar-

boxamidin, eine Guanidinogruppe aufgebaut werden.
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Gemih einer‘bévorzugten Ausfiihrungsform dieser zuletzt beschriebenen Verfahrensva-
riante kann als Verbindung der allgemeinen Struktur (E3") beispielsweise eine Verbin-
dung eingesetzt werden, d1e als Rest Ry' eine Vorstufe zu einem erﬁndungsgemaﬁen |
Rest R4 aufweist, wobei diese Vorstufe eine -CN-Gruppe ist. In einem oder mehreren
A geeigneten Schritten wird diese -CN-Gruppe weiter bevorzugt gemiB einem dem Fach-
mann bekannten Verfahren, beispielsweise durch Umsetzung mit einem Hydroxylamin,
anschliefender Umsetzung mit Essigséiureanliydrid ﬁnd nachfolgender Hydrierung, zu
einer Amidinogruppe aufgebaut. GemiB einer anderen Ausﬁihrungéform des erfin-
dungégeméiBen Verfahrens kann das Hydroxyamidino-Derivat direkt durch Hydrierung
in ein Amidin-Derivat uberfuhrt werden, wobei die Am1d1nogruppe gegebenenfalls
nochmals intermediér mit einer geelgneten Schutzgruppe geschutzt wird. Ganz beson- '
- ders bevorzugt erfolgt die Umsetzung mit Hydroxylamm nach dem Schritt (S2") und

‘, vor dem Schritt (S3"). Weiter besonders bevorzugt erfolgt die Umsetzung mit Eésigsiu—ﬁ
reanhydrid ebenfalls vor dem Schrltt (S3"). Die Hydnerung zur Am1d1nogruppe erfolgt
bevorzugt nach dem Schritt (S4™).

" Ganz besonders bevorzugt erfolgt die Endrelmgung der gemil derart hergestellten Ver-
bindungen {iber préparative, reversed-phase HPLC oder durch Kristallisation aus einem
gee1gneten Losungsmittel bzw. Losungsmittelgemischs oder durch Gegenstromvertei- .

lung.

. Neben den wie oben beschriebenen Verbindungen an sich und Veffahre;n\zu deren Her-

stellung betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Arzneimittel, das eine der oben an--

gegebenen Verbindungen enthélt.

DémgemﬁB betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Arzneimittel, enthalténd mindes-
tens eine Verbindung gemiB (I) oder ein Salz dieser Verbindung“sowie gegebenenfalls

pharmazeutisch geeignete Hilfs- und/oder Zusatzstoffe.

Ebenso beschreibt die Vorliegéhdé Erfindung eine Verbindung gemfiB q)) zur Verwen- .-
dung als Arznelmlttel wobei das Arzneimittel gegebenenfalls zusétzlich pharmazeu-

tisch geelgnete Hilfs- und/oder Zusatzstoffe enthalt.
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Geeignete Hilfs- und/oder Zusatzstoffe, die beispielsweise der Stabiliéierung und/oder
Konservierung des Arzneimittels dienen, sind beispielsweise in H. Sucker et al., Phar-
1nazéutische Technologie, 2. Auflage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart (1991) offenbart,
wobei die diesbeziigliche Offenbarung durch Bezugnahme in den Kontext der‘vorlie-.
genden Erfindung aufge110rﬁmen wird. Zu den pharinazeutisch geeigneten Hilfs-
und/oder Zusatzstoffén zéhlen beispielswéise physioldgische Kochsalzléisungen' Rin-
ger—Dextrose nger-Laktat entmineralisiertes Wasser, Stablhsatoren Antioxidantien,
Komplexbildner, ant1m1krob1elle Verbmdungen Proteinaseinhibitoren und/oder inerte

Gase.

Generell koénnen die erfindungsgeméfBen Verbmdungen gemdl (I) in Jedweder Form als

' Arznelmlttel eingesetzt werden. In mdglichen erfindungsgeméfBen Ausfiihrungsform

wird das Arzneimittel be1sp1elswelse in Form einer Tablette, eines Dragées, einer Kap- o
sel, eines Pellet‘s, Suppositdriums, einer Lééung, insbesondere einer Injektions- oder
Ihfusionslﬁsung, von Augen-, Nasen und Ohrentropfen, eines Safts‘, einer Kapsel, einer
Emulsion oder Suspension, eines Globuli, Sfyli, Aerosols, Puders, einer Péste, Creme

~oder Salbe eingesetzt.

Daher bétrifft die .\}brliegende Erfindung auch ein Arzneimittel,r wie oben beschriében,

das dadurch gekennzeichnet ist, dass es in Form einer Tablette, eines Dragées, einer

Kapsel, eines Pellets, eines Suppositoriums, einer Losung, 1nsbesondere einer InJektl- “
ons- oder Infusmnslosung, von Augen-, Nasen- oder Ohren’uopfen eines Saftes einer
Emu1s1on oder Suspension, eines Globuli, eines Styli, eines Aemsols eines Puders el-

ner Paste, einer Creme oder einer Salbe eingesetzt wird.

Ebenso beschreibt die vorliegende Erfindung daher auch eine Verbindung gemiB () Zur

, Verwendung als Arzneimittel, wobei das Arzneimittel in Form einer Tablette, eines

Dragées, einer Kapsel, eines Pellets, eines Suppositoriums, einer Lsung, insbesondere
einer Injektions- oder Infusionslosung, von Augen-, Nasen- oder Ohrentropfen, eines
Saftes, einer Emulsion oder Suspension, eines Globuli, eines Styli, eines Aerosols, eines

Puders, einer Paste, einer Creme oder einer Salbe eingesetzt wird.
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| GeméB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungéfonn der vorliegenden Erfindung

werden die oben genannten Verbindungen gem& (I) und/oder deren Salze oder die o-
ben genannten Arzneimiftel, enthaltend diese Verbindungen gemif (I) und/oder deren
Salze und gegebenenfalls mindestens einen pharmazeutisch geeigneten Hilfs- und/oder
Zusatzstoff, eingesetzt, um einen Tumor zu diagnostizieren und/oder zu therapieren.
Ebenso ist auch zﬁséitzlich oder alternativ dié Prophylaxe eines Tumors moglich, wobei

die Verbmdungen besonders zur Verhmderung und/oder Reduktion der Metastas1erung

. von Tumoren Verwendet werden konnen

10

15

Eine efﬁndungsgeméiﬁe Verbindung gemiB (I) oder deren Salz oder ein wie oben be- -

“schriebenes Arzneimittel kann ‘ganz allgernem weiterhin be1sp1elswe1se in parenteraler

‘Anwendungsform insbesondere in intraartieller, 1ntravenoser 1ntramuskularer oder

subkutaner Form in enteraler Anwendungsform insbesondere zur oralen oder rektalen

- Anwendung, oder in top1scher Anwendungsform 1nsbesondere als Dermatikum, einge-

setzt werden. Bevorzugt sind intravendse oder subkutane Anwendungen.

 Insbesondere sind diese Anwendungsformen Zur Dlagnose und/oder Therap1e und/oder

20

25

30

Plophylaxe eines Turnors geelgnet :

‘Daher betrifft die Vorhegende Erﬁndung auch die Verwendung einer Verblndung gemaﬁy

(D oder elnes Salzes dieser Verbindung oder eines wie-oben beschnebenen Arzneimit-

tels zur Diagnose, Theraple oder Prophylaxe eines Tumors und zur Verhinderung
und/oder Reduktion der Metastaswrung eines Tumors, 1nsbesondere in oraler, subkuta—

ner, intravendser ode1 transdermaler Form.

Ebenso beschreibt die vorliegende Erfindung die Verwendung einer Verbindung geméih
(I) oder eines Salzes dieser Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels zur Diagno-
se, Therapie oder Prophylaxe eines Tumors und zur Verhinderung und/oder Reduktion

der Metastasierung eines Tumors.
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Welter beschreibt die vorliegende Erfindung diese Verwendung zur Herstellung eines

oral, subkutan intravends oder transdermal anzuwendenden Arznelmlttels

Gemil einer insbesondere bevorzugtén Ausfithrungsform der vorliegenden Erﬁndung ‘
"wird eine erfindungsgemiBe Verbindung gemiB (I) zur Reduzierung von Tumormetas-

tasen eingesetzt. .

DemgemiB betrifft die vorliegende Erfindung die oben beschriebene Verwendung der
Verbindung geméB (I) oder eines Salzes dieser Verbindung oder eines wie obén be-

schriebenen Arzneimittels, wobei die Bildﬁng von Tumormetastasen reduziert wird.

Ebenso beschreibt die vorliegende Erﬁnduhg ein wie oben beschriebenes Verfahren zur

Herstellung eines Aaneimiftels zur Reduzierung der Bildurig von Tumormetastasen.

Ebenso betﬁfft die vorliegende Erfindung daher insbesondere die Verwendung einer
Verbindung gemdl (I) oder eines Salzes dieser Verbindung oder eines Arzneimittels,
enthaltend die Verbmdung gemaﬁ (I) oder ein Salz dieser Verbindung, zur Hemmung

der Matriptase.

Insbesondere betrifft dieivor'liegende Erfindung auch die Verwendung einer Verbindung
gemdl (I) oder eines Salzes dieser Verbindung oder eines Afzneimittels, enthaltend die -

Verbindung gemiiB (I) oder ein Saiz dieser Verbindung,vzur Hemmung der Matriptase,

. wobei die Matriptase MT-SP1 ist.

DemgeméiB beschreibt die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zuf Herstellung'
-eines Arzneimittels, enthaltend eine Verbindung gemél (I) oder ein Salzes dieser Ver-’

bmdung, zur Hemmung der Matriptase.

Ebenso beschreibt die vorliegende Erﬁhdung auch ein Verfahren zur Herstellung eines
Arzneimittels, enthaltend eine Verbindung gemiB (I) oder ein Salzes dieser Verbindung,

zur Hemmung der Matriptase, wobei die Matriptase MT-SP1 ist.
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Die oben beschriebenen Verbmdungen konnen auch in Form von Prodrugs z.B. durch
Mod1ﬁ21e1ung der Amidinogruppe mit einer Hydroxyl- oder einer C;-Ce-
Alkyloxycarbonylgruppe, vorliegen, die erst nach Aufnahme in den Organismus spon-
tan und/oder durch ein oder mehrere kﬁlrpereigene Enzyme in die inhibitorisch wirksa-
me Spézies umgewan,delf werden, wodurch die Biovérfiigbarkeit und die pharmakokine-

tischen Eigenschaften der Verbindungen verbessert werden konnen.
In den folgenden Beispielen und Figuren wird die Erfindung n#her erldutert.
Beschreibung der Figuren

Figur 1 zeigf die Herhmung des invasiven Wachstums durch die Matrip;case Hemmstoffe
37 und 54 aus Beispiel 9. ‘

Flgur 2 ze1gt die Hemmung des proHGF induzierten ,scatterings’ von PC 3 Zellen

, durch die Matriptase Inh1b1toren 37 und 54 aus Beispiel 10

‘Beispiele‘ ‘

. Methoden

Analytisché HPLC: Shimadzu LC-10A Syétem, Séule: Phenomenex Luna Cig, 5 ' pm,
100 A(250 x 4,6 mm) Losungsmittel A: 0,1 % TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in ACN,

* Gradient: 10 % B bis 70 % B in 60 min, 1 ml/min Flusé, Detektion bei 1220 oder 215

nm.

Priiparative HPLC: Shimadzu LC-8A System, Siule: ‘Phen‘omenex Luna Cqg, 5 pum,
100 A (250 x 30 mm) Losungsmittel A: 0,1 % TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in ACN,
Gradient: 10 % B bis‘55 % B in 120 min, 10 ml/min Fluss, Detektion bei 220 nm.

Massenspektroskopie: Die Massenspektren wurden auf einem Kompact Probe der

Firma Kratos (Manchester, England) mit einem Flugzeitmessungsdetektor und oc(-ﬂ
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Cyano-Hydroxyzimtséure als Matrix, bzw. auf einem ESI-MS LCQ der Firma Finnigan

(Bremen, Deutschland), gemessen.

Verwendete Abkiirzungen

Ac :
ACOH o “
ACN
B-Ala

Boc
CKIBE
‘DAE

DCM
DIEA

- DMF

- iNip

Ki .

- NMM
Phe(3-AcOxam)

Phe(3-Am)

- Phe(3-CN)
. Phe(3-Oxam)

PyBop

‘ Pz_d“
RT
TFA
THF

~ Tips

Z

| Acetyl‘

Essigséure

Acetonitril :

" B-Alanin

tert'.-Butylo‘xycarbonyll

Chlorkohlensiureisobutylester

‘ 1,2-Diaminoethén

Dichlormethan
Diisoplfbpylethylamin
N,N-Dimethylformamid
Isonipgcqtinséure ‘

Hermkonstante

‘ ‘N-Methylmorpholin
-3-(Acetyloxamidino)Phenylalanin

3-Amidinophenylalanin
3-(Cyano)Phenylalanin
3-(Oxamidino)Phenylalanin :
Benzotriazol-1 -yl-N—oxytris(pyrfolidino)phosphoniuﬁlhexa-
fluorophosphat K
Piperazid

Raumtemperatur

Trifluoressigséure

Tetrahydrofuran
2,4,6-(Triisopropyl)Pﬁenylsulfonyl
Benzyloxycarbonyl
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Beispiel 1: Synthese von Anthracensulfonyl-Phe(3-Am)-Pzd -B-Alax2 TFA
| (Verblndung 10 aus Tabelle 1)

, l ‘ Oy
S\N
H

1a) Boc-Pzd-fAla-Z

| 2 g (8,96 mmbl) Z-3Ala-OH wurden in 20 ml THF geldst und bei —1‘5 °C mit 0,99 ml
(8,96 mmol) NMM und 1,17 ml (8,96 mmol) CKIBE versetzt. Der Ansatz wurde 10
min bei —15 °C geruhrt dann wurden 1,67 g (8, 96 mmol) Boc-Piperazid (Fluka) und
zusétzlich 400 pul (3,6 mmol) NMM zugegeben. Der Ansatz wurde eine weitere Stunde
bei —15 °C und weiter iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Ansqhheﬁend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in Essigester aufgenommen, jeweils
3 x mit 5 % KHSOs4, gesﬁttigtef NaHC03-L6§ung upd NaCl—geséttigfcem’Wasser gewa-

schen und anschlieflend {iber Na;SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum

" entfernt. Als Riickstand verblieb ein helles 0}, welches iiber Nacht im Kiihlschrank krisf

Jtallisierte.\

Ausbeute: 3,2 'g (8,17 mmol), HPLC: 51,69 %B

" 1b) H-Pzd-BAla-Z x HCl

3,2 g (8,17 mmol) Boc-Pzd-BAla-Z wurden in Eisessig angeldst, mit 50 ml 1N HCI in

Eisessig versetzt und 1h unter gelegentlichem Schiitteln bei Raumtemperatur stehen

4 gelassen. Das Losungsmittel wurde teilweise im Vakuum entfernt und das Produkt

durch Zugabe von Dlethylether gefillt, abgesaugt, nochrnals mit Dlethylether gewa-
schen und im Vakuum getrocknet
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Ausbeute: 2,13 g (6,5 mmol) weiBer Feststoff, HPLC: 28,19 % B

" 1¢) Boc-Phe(3-CN)-OH

2,5 g (13,1 mmol) H—Phé(j-CN)-OH wurden in 100 ml Dioxan gel6st und bei 0 °C mit
13 ml (13 mmol) 1IN NaOH und 3,16 g (14,5 mmol) Boc-Pyrocarbdnat versetzt. Der
Ansat'z‘ wurde 20 min bei 0 °C und anschliefend 4h bei Raumtemperatur gertihrt, dabei
~wurden insgesamt 7ml (7 mmol) 1IN NaOH portionsweise zugegeben, dhdﬁrch wurde h
“der pH-Wert auf 8-8,5 konstaﬁt gehalten. Das Lﬁsuhg_smittel wurde im Vakuum ent-

fernt, der Riickstand mit Essigester aufgenommen, jeweils 3 x mit 5 % KHSO; und 3 x

 mit NaCl—geséttigtém Wasser gewaschen und anschlieBend tiber Na,SO4 getrocknet.

Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Als Riickstand wurde ein weiller Fest-

stoff erhalten.
Ausbeute: 2,11 g (7,3 mmol) weiBer Feststoff, HPLC: 45,93 % B
1d) Boc-Phe(3-AcOxam)-OH

.2,11 g (7,3 mmol) Boc-Phe(3-CN)-OH wurden in 100 ml Methanol gélést und mit 760
mg (10,95 fnmol) Hydroxylamin x HC] uqd 1,9 ml (10,95 ‘mmol) DIEA versetzt. Der

- Ansatz wurde 6 h unter Riickfluss gerithrt. Es wurden ﬁochma_ls 266 mg (3,84 mmol)

» Hydroxylamin x HCI und 665 pl (3,84 mmol) DIEA zugegeben und der Ansatz wurde
‘weitere 3 h unter RiickfluB und anschlieBend {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde das Lésungsrﬁittel im Vakuum entfernt. Als ‘Rﬁckstand verblieb
ein helles Ol, das in 50 ml Eisessig gelost und mit 2 ml (22 mmol) Acetanhydrid ver-
setzt wurde. Der Ansati wird 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Dasv L(‘:isurvlgsfnittely
wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand mit Essigester aufgenommen, jéweils 3xmit
5 % KHSO4 und NaCl-geséttigtem Wasser gewaschen und anschlieBend iiber Na;SOy

getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt,

 Ausbeute: 3,31 g (farbloses OI), HPLC: 26,59 % B
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1¢) Boc-Phe(3-AcOxam)-Pzd-BAla-Z

- 0,92 g (2,8 mmol) H-Pzd-BAla-Z x HCI und 1,02 g (2,8 mmol) Boc-Phe(3-AcOxam)-

OH wurden in 40 ml DMF gelost und' bei 0 °C mit 1,46 g (2,8 mmol) PyBop und 1,46
ml (8,4 mmol) DIEA versetzt. Der Ansatz Wurde 20 min bei 0 °C und weitere 2h bei

Raumtempe1atur geriihrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt,

' der Ruckstand in Essigester aufgenornmen jeweils 3 x mit 5 % KHSO,, gesittigter

NaHC03-Losung und NaCl-geséttigtem Wasser gewaschen und anschheBend tiber

NaZSO4 getrocknet Das Losungsrmttel wurde im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 2,49 g (helles o0, HPLC: 48,13 % B

1f) H-Phe(3-AcOxam)-Pzd-BAla-Z xHCl

2,49 g Boc-Phe(3-AcOxam)-Pzd-BAla-Z (Rdhprodukt) Wurd_en in Eisessig angélést, mit

30 ml IN HCl in Eisessig versetzt und 1h unter gelegentlichem Schiitteln bei Raumtem-
peratur stehen gelassen Das Losungsmittel wurde teilweise im Vakuum entfernt und

das Produkt durch Zugabe von Diethylether gefillt, abgesaugt, nochmals mit Dlethy-

lether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,32 g (2,3 mmol) weiler Feststoff, HPLC: 32,89 %B

1g) Anthracensuﬂpnyl—Phe(?a-AcOxam)-Pzd-ﬁAl:i-Z

Be1 0 °C wurden und 207,7 mg (0,361 mmol) H- Phe(3-AcOxam)-Pzd-BAla-Z, 127 ul

' V(O 73 mmol) DIEA und 100 mg (0,361 mmol) Anthracensulfonylchlorid (Fluka) in 10

ml DMF gel6st. Der Ansatz wurde 20 min bei 0 °C und anschlieBend {iber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand

in Essigester aufgenommen, jeweils 3 x mit 5 % KHSO,, geséittigter NaHCOs3-Losung -
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und NaCl gesattlgtem Wasser gewaschen und anschheﬁend tiber NapSOq4 getrocknet
Das Losungsmlttel wurde im Vakuum entfernt. Als Ruckstand blieb ein helles Ol, das
ohne weitere Reinigung direkt fiir den nédchsten Syntheseschntt eingesetzt wurde

HPLC: 57,65 % B | |

1h) Anthracensuflonyl-Phe(3-Am)-Pzd-BAla

Das Rohprodukt 1g wurde in 50 ml 90 % Essigééure und 5 ml 1 N HCI gel6st und mit
30 mg Katalysator (10% Pd/C) versetzt. Der Ansatz wurde bei 40 °C und Normaldruck

* tiber Nacht mit Wasserstoff hydriert. AnschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert und

- das Lﬁsungsmiﬁel im _Vakuum eingeengt. Ein Teil des Rohproduktes wurde mit pripa-

rativer reversed-phase HPLC gereinigt.

HPLC: 34,11 % B o | .
'MS: berechnet 586,24 (monoisotopic), gefunden 587,79 [M+H]"

Beispiél 2: . Synthese von Anthracensulfoﬁyl-Phe(?, -Am)-Pzd-CO-CH,-CH,-
Guanidino x 2 TFA (Verbindung 11 aus Tabelle 1)

HN4A\NH2
2a) Anthracensulfonyl—Phe(3-Am)-Pzd-CO-CH;-CHZ-Guanidino

Ca. 115 mg Rohprodukt an Anthracensuﬂoﬁyl-Phe(B-Am)-Pzd-BAla (1h) wurde in 10
“ml DMF gelost und mit 90,3 rhg (0,616 mmol) Pyrazolcarboxamidin x HCI und 107 pl
(0,616 mmol) DIEA versetzt. Der Ansatz wurde tiber Nacht geriihrt und anschlieffend
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das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der verbleibende Riickstand wurde im Vakuum

getrocknet und ohne weitere Reinigung mit préparativer reversed-phase HPLC gerei-

nigt.

HPLC 35,09 % B

‘ MS berechnet 628,26 (mon01sotop1c) gefunden 629,4 [M+H]"

Beispiel 3: | Synthese von 2,4,6-.Triisoprdpyl—phenylsulfohyl-Phe(3-Am)-
' | iNip-DAE-H x2TFA . o (Verbindung 3 aus Tabelle 1)

3a) Tips-Phe(3-CN)-OH

"

 Zu einer Losung von 1,05 eq. H-L-Phe(3-CN)-OH (3 g, 15,8 mmol) in Dioxan und

2,1l eq. IM NaOH (31,5 ml) wurden unter Rithren bei RT eine Losung von 1 eq. Tips-Cl

(97 %ig, 4,69 g, 15 mmol) in Dioxan zugetropft. Dabei wurde der pH-Wert der Lﬁsungu

kontrolliert und mit 1M NaOH auf pH 8-9 gehalten. Nach 4 h wurde das LM im ‘ |
Vakuum entfernt, der Riickstand in Essigéster aufgenommen, 3 x sauer (5 % KHSO4) -

und 3 x neutral (geséttigte NaCl-Lésung) gewaschen. Die organische Phase wurde tiber

‘Na2804‘ getrocknet, das LM im Vakuum entfernt und das erhaltene Produkt aus

Essigester/Hexan umkristallisiert (gelblich, kristalline Verbindung).

Ausbeute: 6,6 g (96,3 %):
HPLC: 71,1 % B
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3b) Tips-Phe(3-OAm)-OH

Eine Loésung von leq. - Tips-Phe(3-CN)-OH (3g, = 6,6mmol), 1,5eq.
Hydﬁoxylamin x HCl (685 mg, 9,9 mmol) und 3 eq. DIEA (3,4 ml, 19,8 mmol) wurden
‘in absblutem Ethanol gelést' 4h unter Riickflu gekocht und anschliefend unter
‘nachdos1e1en von Hydroxylamin x HCI und Base (DIEA pH 8-9) be1 RT geriihrt, bis in

 der HPLC kein Ausgangsmatenal mehr gefunden wurde Nach Entfernen des LM wurde .

- der Riickstand in Essigester aufgenommen 3 x sauer (5 % KHSO,) und 3 x neutral

(gesattlgte NaCl-Losung) gewaschen Die organische Phase wurde iber Na;;,SO4
getrocknet das LM im Vakuum entfernt und das erhaltene Produkt aus
ESSIgester/Hexan umkrlstalhsleft Co - '

Ausbeute: 1,63 g (weiBe Kristalle; 50,4 %), -
"HPLC:51,0% B |

3¢) Tips-Phe(3-AcOAm)-OH

1 eq. Tips—P11¢(3-OAm)-OH (2,5 g, 5,1 mmol) wurde in 100 ml Eisessig gelost,
anschliefend wurde 1,5 eci. Essigséiureanhydrid (724 pl, 7,6 mmol) zugegeben fmd 15

. min geriihrt. Nach Entfernen des LM im Vakuum fallt das Produkt als WéiBéS Pulveran.

Ausbeute: 2,7 g (99,4 %)
"HPLC: 64,5 % B

3d) H-iNip-DAE-Z x HCI

497 mg (2,17 mmol) Boc-Isonipecotinsidure wurden mit 250 ul (2,27 mmol) NMM in |
10ml  getrocknetem THF = gelost. Bei -15°C wurdén 296 ul (2;27. mmol)
Isobutylchloroformiat zugegeben und der Ansétz weitere 10 min geruhrt AnschlieBend
wurden 500 mg (2,17 mmol) N-Z-1,2-Diaminoethan x HCl und 250 pul (2,27 mmol)
NMM zugegeben, der Ansatz wurde weiter 1 h bei -15 °C und dann 4h bei RT geriihrt,
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'Das LM wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in Essigester aufgenommen und 3

x sauer (5% KHSO,), 1 x neutral (geséiﬁigte'NaCI-Lésung), 3 x basisch (NaHC03
gesdttigt) und 3 x neutral (gesittigte NaCl-Losung) gewaschen. Die Essigester-Phase

wurde anschlieend tiber NapSO, getrocknet und das LM im Vakuum entfernt, wobei
das Produkt als amorphe Substanz anfiel (HPLC: 50,3 % B). Das Rohprodukt Wurde in

20ml 1N Chlorwasserstoff in Fisessig gelost und 1h bei- RT stehen gelassen
Anschliefend wurde das LM im Vakuum entfernt und das Produkt lyoph1hslert. :

Ausbeute: 722 h1g
HPLC: 26,4 % B

3¢) Tips-Phe(3-Am)-iNip-DAE-H x 2 TFA

150 mg (0,28 mmol) Tips-Phe(3-AcOAm)-OH wurden mit 97 mg (0,28 mmol) H-iNip-

DAE-Z x HCl in 5 ml DMF gelost und unter Rithren im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Zu der
gekiihlten Losung wurden 122 ul (0,70 mmol) DIEA und 154 mg (0,29 mmol) PyBOP
zugegeben. Nach 15 min wurde das Eisbad entfernt und weitere 2 h bei RT gertihrt.

‘Anschliefiend wurde das LM im, Vakuum entfernt und der Riickstand in Essigester

aufgenommen und 3 x sauer (5% KHSQ4), 1 x neutral (gesittigte NaCllLtisung), 3
x basisch (NaHCOj; gesittigt) und 3 x neutral (gesittigte NaCl-Losung) gewaschen. Die

" Essigester-Phase wurde anschlieBend tiber NaySOy getrocknet und das LM im Vakuum

entfernt. Der Riickstand wurde in 90 %igem Eisessig gelost, mit 10 Gewichtsprozent

Katalysator (10 % Pd/C) versetzt und mit Wasserstoff bei RT iiber Nacht hydriert. Der
Katalysator wurde abfiltriert und das LM im Vakuum bis zur Trockene entfernt und der

Riickstand mittels préparativer reversed-phase HPLC gereinigt.

Ausbeute: 92 mg
HPLC: 43,3 %B
MS: berechnet 626,36 (monoisotopic), gefunden 628,1 [M+H]"
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Beispiel 4:  Synthese von 2,4,G-Triisopropyl-phenylsulfonyl-Phe(3Afn)-iNip-NH-
" CH;-CH;-Guanidino x 2 TFA (Verbindung 34 aus Tabelle 1)

NH,
N O NH

x 2 TFA

o Nq
B N N
N

4a) Tips;p-Phe(s-Am);iNip-NH-cHz-'CHZ-Guanidino x2 TFA

85 mg (0,1 mmol) Tips;Phe(3-Am)-iNip-DAE-H x 2 TFA wurden in 5 ml DMF gelést

~ und mit 30 mg (0,2 mmol) Pyrazolcarboxamidin und 55 pl (0,3 mmol) DIEA versetzt.

10 . Der Ansatz wurde {iber Nacht bei RT geriihrt. Anschlieﬁend wurde das Losungsmittel

~ im Vakuum entfernt und der Riickstand mit préiparativer reversed—phase HPLC -

gereinigt. S ' | e
HPLC: 43,7 %B N

15 MS: berechnet 668,38 (1nohoisotopic), gefunden 669,8 [M+H]
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Beispiel 5:  Synthese von 2-Nas-Phe(3-Am)-4(Aminoethyl)piperidid x 2 TFA
(Verbindung 36 aus Tabelle 1) -

NH
O,

PN o) H
. S<y y N‘
Ho N

F,C—COOH

F3C—COOH
NHp

Zu1,9 g (10 mmol) H-Phe(3CN)-OH, geldst in 100 ml Dioxan/Wasser-Gemisch und 22
ml 1 N NaOH-Losung, wurden bei 0 °C 2 49' g (11 mmol) 2-Nas-chlorid (gélést in Dio-

xan) tiber einen Zeitraum von 30 min zugetropft. Der Ansatz wurde 1 h bei 0 °C und

weiter iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmlttel

im Vakuum entfernt und der Ruckstand in Wasser gelost (mit NaOH auf pH 8-9 einge-

“stellt). Die Wasserphase wurde 2 x mit Diethylether extrahiert und anschlieend der pH

mit 1 N HCI auf pH 3-4 eingestellt. Das Produkt wurde 3 x mit Essigester extrahiert und

die Essigésterphase jeweils 3 x mit 5 % KHSO; und NaCl-gesittigtem Wasser gewa-
'schen und anschlieBend {iber NaySO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum

entfernt. Es verblieb eiﬁ helles Ol, das im Kiihlschrank auszukristallisierte. |

" Ausbeute: 3,51 g (9 mmol), HPLC: 51,02 % B

5b) 2-Nas-Phe(3-AcOxam)-OH

3,5 g (9 mmol) 2-Nas-Phe(3CN)-OH wurden in 100 ml Methanol gelost und mit 1,04 g
(15 mmol) Hydroxylamin x HCI und 2,61 ml (15 mmol) DIEA versetzt. Der Ansatz
wurde 6 h unter Rﬁckﬂuss gertihrt. Danach wurden nochmals 700 mg (10 mmol)
Hydroxylamin x HCI und 1,74 ml (10 mmol) DIEA zugegeben. Der Ansatz wurde wei- |
tere 4 h unter Riickfluf3 upd anschliefend iiber Nacht bei Raumtemperatur gériihrt. An-
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~ schlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Als Riickstand verblieb ein

helles Ol, das in 50 ml Eiséssig gel6st und mit 2,83 ml (30 mmol) Acetanhydrid versetzt

wurde. Der Ansatz wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im

. Vakuum entfernt, der Riickstand mit Essigester aufgenommen, 1 x mit 5 % KHSO;-

Losung und 3 x mit NaCl-gesittigtem Wasser gewaschén und anschlieBend iibe_r\
NaySO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum nahezu entfernt. Das Produkt

begann langsam. auszukristallisieren und wurde abgesaugt.

- Ausbeute: 3,02 g (6,64 mmol) heller Feststoff, HPLC: 44,04 % B

5¢) 2-Nas-Phe(3-AcOxam)-4(Aminoethyl)piperidid x HCI

100 mg (0,22 mmol) 2-Nas-Phe(3-AcOxam)-OH und 50 mg (0,22 mmol) 4-(2-Boc;

| Aminoethyi)piperidin (Tyger Scientific Inc., Princeton, NY) wurden in 10 ml DMF ge-

18st und bei 0 °C mit 115 mg (0,22 mmol).PyBop“und 115 pl (0,22 mmol) DIEA ver- |
setzt. Der Ansatz wurde 20 min bei 0 °C und weitere 3 h bei Raumtempérétui gertihrt.

. Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit y

Essigester aufgenommen, 2 x mit 5 % KHSO4Losung, 1 x mit NaCl-gesittigtem Was-

- ser, 2 x mit - ges. NaHCO;-Losung und 3 x mit NaCl-gesittigtem Wasser géwaschen ‘
~und anschlieffend tiber Na,8O4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum ent-

fernt.

'Das Rohprodukt wurde in ”Eisessig angelost, fnit 5 ml IN HCI in Eisessig versetzt und

1h unter gelegentlichem Schiitteln bei Raumtemperatur stehen gelassen Das Losungs—

mittel wurde im Vakuum entfernt es verblieb ein helles Ol.

Ausbeute: 105 mg OL HPLC: 35,66 % B

5d) 2-Nas-Phe(3-Am)-4(Aminoethyl)piperidid x 2 TFA

Das Rohprodukt 5S¢ wurde in 50 m] 90 % Essigsdure gelost und mit 15 mg Katalysator
(10% Pd/C) versetzt. Der Ansatz wurde bei 40 °C und Normaldruck iiber Nacht mit
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Wasserstcff hydriert. AnschheBend wurde der Katalysator abfiltriert und das Losungs-
mittel im Vakuum elngeengt Ein Drittel des Rohproduktes wurde mit praparatlvel re-

versed-phase HPLC gereinigt.

- Ausbeute 17,6 mg HPLC: 29,03 % B
MS: berechnet 507,23 (mon01sotoplc) gefunden 508 4 [M+H]

Beispiel 6: = Synthese von 2-Nas-Phe(3-Am)-4(Guanidinoethyl)piperidid x 2 TFA
. (Verbindung 37 aus Tabelle 1) '

NH,
. 02'
S\N O NH
H N
F3C—COOH
FeC-COOH

NH,

A 6a) 2-Nas-Phe(3-Am)-4(Guanidinoethyl)pipéridid x 2TFA".

Ca. 80 mg Rohprodukt an 2-Nas-Phe(3~AcOxam) 4(Am1noethy1)p1per1d1d x HCI (5d)

wurde in 5 ml DMF geldst und mit 65 mg (0,45 mmol) Pyrazolcarboxamidin x HCI und
105 ul 0,6 mmol) DIEA versetzt. Nach 3 h Wurden nochmals 21 5 mg (0,15 mmol)
Pyrazolcarboxam1d1n x HCI und 35 pl (0,15 mmol) DIEA zugegeben und der Ansatz
weiter {iber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der

verbleibende Riickstand mit préparativer reversed-phase HPLC gereinigt.

* Ausbeute: 42 mg HPLC: 31,19 % B

MS: berechnet 549,25 (monoisotopic), gefunden 550,4 [M+H]"
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Beispiel 7: - Herstellung der katalytischen Domiine von Matriptase

Klohierung: Die katalytische Doméne von Matriptase wurde mit folgendem Primerpaar

durch PCR amplifiziert:

Sense Primer: , ,
5- GGCAATTCCATATGAAACATCACCATCATCACCATGT TGTT GGGGGCACGGAT GCG -3’

Antisense aner
5. GCATGAATTCTTATACCCCAGT GTTCTCTTTGAT CCA -3

“Seznse Primer und Antisense Primer wurden so geWéihlt, dass. am 5°-Ende vor dér‘
Proteaseddméne' (kursiv) eine Ndel Schnittstelle (fett) gefolgt von der Peptidsequenz -
Met Lys (His)s bzw. an das 3’-Ende von Matriptase (kursiv) eine EcoRl Schnittstélle
(fett) emgeﬁlgt wurden. Das PCR Produkt wurde iiber Ndel ‘und EcoRl in pET24

| (N ovagen) emen Vektor fiir Expressmn in Esche; ichia colz kloniert. -

20

25

30

Die katalytische Doméne von Mafriptase wurde in inaktiver und unldslicher Form in
Escherichia coli exprimiert, gereinigt, rlickgefaltet und anschliefend aktiviert. Die

Schritte waren im Einzelnen:-

Expréssion und Reinigung: BL21 (DE3) Zellen (Novagen), die den Vektor aus der

oben beschriebenen‘Klohierung enthielten, wurden in LB, 30 pg/ml Kananiycin bei 37

°C und 250 rpm inkubiert. Die Expressién wurde bei einer ODggp von 0,6 durch Zugabe

von 1 mM IPTG induziert und die Inkubation fiir eine Stunde 'fortgesetzt. 'Dann wurden

die Zellen pelletiert, mit 5 ml Bug Buster™ Protein Extraction Reagent (Novagen) auf-

geschlossen und die DNA mit 25 U/ml pro 1 g‘ Zellpellet Benzonase® Nuclease (Nova-

gen) verdaut. Die Proteinaggregate wurden gewaschen und mit 5 ml Denaturierungspuf-

fer (6 M Guanidinium HCL, 10 mM Tl‘lS HCI, 100 mM Na Phosphat pHS80)prolg
Pellet denaturiert. Unloshche Bestandteile wurden abzentrifugiert (16 000g, 30 min,

20°C), der Uberstand ﬁltrlert (0,2 pm), mit 10 mM B-Mercaptoethanol versetzt und an-

schlieBend zur Reinigung der katalytischen Domane von Matriptase auf eine Metal-
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Chelat-Chromatographie Siule gegeben (1 ml NiNTA (Qiagen)lpro 10 mlvﬁberstand).
Die Sgule wurde ;gewaschen (8 M Urea, 10 mM Tris HCI, 100 mM Na Phosphat, pH
6,3) und das angereinigte Protein mit 8 M Urea, 10 mM Tris HCI, 100 mM Na Phos—
phat, pH 4,5 elu1ert

Riickfaltung: Die Matriptase ehthéltenden Fraktionen wurden vereinigt, mit Glutathion
derivatisiert und anschlieBend zur Ruckfaltung in einer Endkonzentration von 50 pg/ml
in Ruckfaltungspuffel (50 mM Tris HCI, 0,5 M L-Ar g1n1n 20 mM CaCl,, 1 mM EDTA,
0,1 M NaC}‘, pH 7.5) verdiinnt, Nach 3-tag1ger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Riickfaltungsansatz filtriert auf eine Konzentration von > 300 ug/fnl aufkonzenf:—
riert (Centricon Plus-80, Amicon) und mittels Gelﬁltratlon (PD 10 Saulen Pharmacia)
in Aktivierungspuffer (20 mM Na Phosphat 150 mM NaCl pH 7 O) umgepuffert

Aktivierung: Da ein korrekt prozessierter N-Terminus Voraussetzung fiir die Aktivitat
von Serinproteasen ist, musste zur Aktivierung der riickgefalteten‘Matriptase das Peptid
MK (His)s am N-Terminus entfernt werden. Hierzu wurde der Riickfaltungsansatz fiir 2
h bei 30°C mit 2,5 mU pro 50 pg Protein aktivierter DAPaseTM (Qiagen) inkubiert und ’
die aktivierte Matnptase von der nicht aktivierten Matnptase und der DAPase iber Me-
talchelat Chromatographie getrennt. ‘ ‘

. Die Ausbeute an aktiver Matriptase betrug ca. 0,9 ‘mg /1 Bakterienkultur. Die protéolyti- :
. sche Aktivitit wurde durch Spaltung des chromogenen Substrates Pefachrome tPA .

(Pentapharm) nachge\mesen

Beispiel 8:  Bestimmung der Hemmwnrkung von Matrlptase mit den in Tabelle 1

aufgelisteten Inhibitoren

Zur Bestimmung der Hemmwirkung wurden 200 uI Tris-Puffer (0,05 M, 0,154 M Na-
CL, 5 % Ethanol, pH 8,0; enthélt den Inhibitor), 25 plI Substrat (CH3SO,-D-HHT-Gly-
Arg-pNA; 2 und 1 mM) und 50 pl Matriptase (0,5 pg/ml) bei 25 °C inkubiert. Nach

3 min wurde die Reaktion durch Zligabé von 25 ul Essigséure (50%) unterbrochen und
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die Absorption bei 405 nm mittels Microplate Reader (Dynatech MR 5000) bestlmmt
Die Kj-Werte wurden nach DlXOIl (Blochem J. 55, 170-171, 1953) durch 11neare Reg-

ression mittels cmes Computerprogramms ermittelt. Die K-Werte (Tabelle 1) sind das

Mittel aus mindestens drei Bestimmungen.

Tabelle 1: Bestimmung der K;-Werte fiir die Hemmung von Matriptase

Nr. ' , . Inhibitorstruktur K;/pM
1 ? 7\ LS
S—Phe(3-Am)—N N‘<_
g /" o
2 0,16
s Phe(3-Am N—<——\NH2
o)
3 » 0,053
s Phe(3-Am)—N N~<_\N—< ‘
O Ha
4 o o
4 ) s Phe(3-Am)—N N~<_\NH2 0,14
‘ O '
0
5 ) S—Phe(3-Am)— N—FN—{ 0,057
2
, 0 o
/\
6 , S—Phe(3-Am)—N N~<—\—NH2 0,14
It , o\ / O ..
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7 S—Phe(3-Am)—N N—<_\—NH 0,056
: S A B )=NH
HoN
Q NaR NH, o
8 S—Phe(3-Am)—N N~\<- 0,69
o) : — 0 ‘
AN
o S—NH, :
o o . . NH K
9 S—Phe(3-Am)—N_ N{ | 033
A I Ny T
10 e /\ | 027
S—Phe(3-Am)—N_ N NH,
o] ~— o |
11 | 0,044
SEEEH
H, ,
12 ~Phe(3 -Am) —N N~<_\NH2 ‘ 0,83
By o
13 Q s Phe(3 -Am) N ) @N—/( , 0,21
B 5 ‘
14 C@s —Phe(3-Am)—N N—<jNH2 0,40
| o)
| @ o NH
7\
15 C@ffs:—Phe(&Am)—N N~<_I-}N—< 0.3
0 N~ 0 NH, R
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) D
O § Phe(3-Am)— N—<_\NH2
‘ o)
9 .
17 ﬁ’ Phe(3-Am)—N N~<_\NH2 0,14
{ o)
18 § Phe(3 Am) —N N—<_\N4 0,089
.0
| 0 |
19 ﬁ Phe(3 -Am) =N N—<_\NH2 0,60
N o)
20 S—Phe(3-Am)~N N—( . HN—{ 10,25
I N/ o
‘ %
21 S—Phe(3-Am)-N N—\<—\NH2 047
o)
2 /\ NH -
2 S—Phe(3-Am)—N  N—( HN—{ 0.2
11
o N~ o NH, ‘

0
S—Phe(3-Am)—N N~<_\NH2 | 33
0

23
" A/j\;\gis Phe(3 -Am)—N N~<_\N—/< 0’53 “
O .
S—Phe(3-Am)—N N‘<_\NH2 : '
Q
S—Phe(3-Am)—N N—<_\N—< '
26 0,4
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NH |
“ S 7\ 0,46
S—Phe(3-Am)-N_ N
: I 7\ o - ‘ ‘
28 S—Phe(3-Am)—N N 011
1] \ ,
NH
S—Phe(3-Am)-N N .
» | 0,014
N
J—NH,
HN |
30 i HN 0,021
S—Phe(3-Am)— C>_\< N\, |
(e} o 9) ’ o
0 o HN |
"31 ,:S:—Phé(3-Am)—N . —\*NH | 0,013
| | o J—NH,
HN
e HN ]
h :S:—Phe(3-Am)——N —\_N;' : 0,0098
0 " —NH,
HN
Q HN
N 5 -Phe(a-Am)—N O\, 0,38
, S .
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34 0,14
35 0,16
36 ('? 0,11
§ Phe(3-Am)— NDJ :
o}
C 2
37 0,046
Q S— Phe 3-Am)— C>—/7>/—NH2 HA
0
38 Q O 0,013
—(/}g Phe(3-Am)— DI}—NHZ
1]
N=" 0O
Q
: Q S—Phe(3-Am)—N<:>1
39 p | NH, 0,17
w | A L .
, ‘ O S- Gly—Phe(3-Am)—N N—<_\NH2 7,
,4 . O
an T DKHH
e(o~ m '
41 : O g 2 0,074
(8
42 Q ﬁ—Phe(B-Am)—ND—F 0,36
o)
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(Y 8
43 s Phe(3-Am)— DJ }—NH2 0,18
(O s -l
AN o, W
44 Q ﬁ,ny-—Phe(s-Am)—NDJ ‘ 21
o i | |

45 Q—@s Phe(3-Am)— NC>I 0,14

O

11

46 Phe 3-Arn)— QJ}-NHZ 0,088

O:U)

" o ‘ HN HN—Z |
47 :s:,—ely—Phe(3-Am)—NC>—<\ A 3.9
, o | o) |

0

| 0 HN NH,
48 | #—GIy—Phe(B-Am)—Nm N\ 0,36
‘ o ‘ 0 : :

Wau: e
49 Q §~GIy—Phe(3-Am)—NC>—<\ _\_/< 0,16
. o - 0 NH, |

50 ' <7N\ h Q | 35
o OQS@S GIy—Phe(3-Am) N N~\<_\NH2
: o) . ' -

51

&
<~N\ 0 ‘ | 0,89
| OZSO—S Gly—Phe(3-Am)—N N~<_\N—< .

52
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0

3] | | . N
s—Phe(3-Am)—NC>—§
11

o) 4 0

53 0,073

HN

' : \ o 3NH, |
54 , ( | 0,032
| wa
o)

o ¢\
55 s Phe(S-Am N 0,08
. ‘ \—/ NH |

| NH .
56 024
NH ,
ST - Phe(3-Am C>—§ 0,086 -
| ‘.? SN
58 s Phe(3-Am)—N  NH. | 055
: 1l \ /
O Lo
AN
H—NH,
59 ' 0,061
s Phe(-Am)—N N
/%
NFH

60 /\ : 0,31
O—@—s Phe(@-Am)-N_ N
NV
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| | NH
-
61 O—@s Phe(3-Am)—N N~<—/<NH2 0,38
NEVAR
O )
63 s ~Phie(3-Am)~ 0,1
’ o
: ’ >—NH2
64 0 0,014
IS'—Phe(3—Am) N
o)
S o
65 - 0 | 0,83
s Phe(3-Am)— N
o)
g T,
S—Phe(3-Am)—N '
" <'5 ’ N—B - 13
| <—NH
. 9 0
| :SlfPhe(B-Am)——NH
‘ 0 N
67 O 34
N
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68

I . NH , 0,038
§~G|y—Phe(3-Am)—NC>J J—NH; ‘
o , HN

69 i % 0,037
| Q S-Gly—Phe(3-Am)— NQJ />—NH2

o

.
70

O:CO

‘ O

7 *S Phe(3-Am)— ND@ 04s

Belsplel 9 Hemmung des invasiven Wachstums durch Matrlptase Inhlbltoren

(Matrlgel Assay)

Ein géngiges Testsystem fiir invasives Wachstum auf zellulérere Ebene ist der Matrigel-
Invas1onsassay Dabei werden Zellen auf eine kunsthche extrazellulare Matrix aufge- -
bracht und untersucht wie viele Zellen diese innerhalb eines bestlmmten Zeltraumes

durchwandern.

Beispielhaft ist hier fiir die Matriiotase Inhibitoren 37 und 54 gezéigt, dass das invasive

Wachstum beeinflusst und die Wanderung von Matriptase-exprimierenden Kolonkarzi-

- nomzelllinie DLD-1 durchs Matrigel gehemmt wird:

Die Vertiefungen einer ‘Transwell” Platte wurden mit je 10 ug Matrigel beschichtet, je
160 000 DLD-1 Zellen (Dexter et al, Cancer Research 39: 1020-1025 (1979)) in 100 ul -

‘ Medium (RPMI 1640, mit 2 % Serumersatz Ultroser HY) wurden aufgebracht und das

invasive Wachstum durch d1e Zugabe von ProHGF in 400 ul Medium mit und ohne

Inhibitor (30 pM) stimuliert. Nach 48-stiindiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO, wur-

den die Zellen, die durch die Matrix gewandért waren, fixiert, angefirbt und bei 100-
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1

facher VergroBerung fotografiert.

Wie Figur 1 zeigt, wird die Invasion der DLD-1 Zellen durch die extrazelluldre Matrix

- durch die Zugabe von proHGF stimuliert. Dies deutet darauf hin, dass das Zymogen an

der Zelloberfliche aktiviert wird. Dieser Effekt wird durch die Matriptase Inhibitoren
deutlich gehemmt.

| Beispiel 10: Heminung des Zell-Scatterings durch Matriptase Inhibitoren

Aufgrund seiner Fahigkeit, das Ablésen von Zellen vom 1nselform1gen Verband sowie

die Ausbreitung der Zellen zu 1ndu21eren wird HGF auch als “scatter factor’ bezelchnet

Diese Funktion kann auf zellularer Ebene mit Hllfe des sogenannten Scatter Assays |

nachgevwesen Werden I—Ilerbel werden Zellen ausgesit und ihre durch die Zugabe von |

- HGF stlmuherte Ausbreltung nach einem bestimmten Zeitpunkt dokumentiert. HGF .

kann durch die Aktivierung der inaktive Proform von HGF (proHGF) gebildet werden.
Im Folgenden wird beispielhaft fiir die Matriptase Inhibitoren 37 und 54 gezeigt, dass
die Aktivierung von proHGF durch zellulare Matriptase Verhlndert und das Scattermg .

von proHGF stlmuherten Zellen reduziert wird.

Hierfiir wurden je 500 Matriptase-exprimierende Prostatal<arzinomzellen (PC-3) pfo
Vertiefung einer 96-well Platte ausgesit, tiber Nacht in 100 pul Medium ohne fotales
Kilberserum (Nlit Mix. F-12, 2% Ultroser HY) inkubiert‘ (37"C, 5% CO,) und dann das
‘Scattéring’ mit und ohne Matriptase Inhibitoren (3 uM) durch die Zugabe von proHGF
stimuliert. Nach 6 Tagen wurden die Zellen fixiert, geftirbt und reprasentatwe Aus-

schnitte bei 100-facher Vergroﬁerung foto graﬁert

Wie Figur 2 zeigt, hemmen die Matriptase Inhibitoren 37 und 54 das proHGF induzierte
‘Scattering” von PC-3 Zellen.

In den verwendeten Konzentlatlonen haben weder proHGF noch die Inh1b1t01en einen

© Einfluss auf die Prohferatlon von PC-3 Zellen. Dies spricht dafiir, dass der gezelgte '
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Effekt auf einem verdnderten *Scatter’-Verhalten und nicht einer verénderten Verdopp- .

lungszeit der Zellen beruht.
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Patentanspriiche
1. Verbindung gémﬁﬁ Formel (I)
' i
R1‘(C)js N e . .
H | AN B ()
0 Chd
R,

oder ein Salz oder ein Prodrug dieser Verbindung, wobei

. (@)  X; und X, unabhéingig voneinander Wasserstoff oder ein Alkyirest mit 1, 2

“oder 3 C-Atomen sind und mindestens einer der Reste X; und X, ein Rest der

Struktur (I')
H,
C .
n R3 ‘ (I')
c”'m
H2 .
ist, wobei |

- gegebenenfalls mindestens eine der mit m oder n indizierten Methylengrup-
4 pen gemiB (I") mindestens einfach mit einer Hydroxyl-, einer Halogen-, ei-
ner‘ Pseudohalogen- oder einer COOR,'-Gruppe substituiert ist und Ry’ eine
lineare, verzweigte oder cydliéche Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen ist,
und/oder | -
- gegebenehfalls mindestens eines der C-Atome der rﬁit m oder n indizierten
Methylengruppen gem#B (I') durch S, N oder O ersetzt ist und/oder -

- gegebenenfalls mindestens eine der den Cyclus
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B géméiﬁ I bildenden Bindungen eine Dobpelbindung ist, oder wobei
(b) * X1 und X, derart zu einem Cyclus verbriickt sind, dass die Verbindung ge-

{ j/\Q R, (1"

Rit-¢

aufwelst wobei -

- gegebenenfalls mlndestens eine der mit m oder n 1ndlzlerten Methylengrup-
pen gemdlB (I") mlndestens einfach mit einer Hydroxyl-, einer Halogen-, ei-
ner Pseudohalogen- oder einer COOR,'-Gruppe substituiert ist und Ry' eine
lineare, verzweigte oder cyclische Alkylgfuppe mit 1 bis 10 C-Atomen ist, |

und/oder

- gegebenenfalls mindestens éine.:s‘ der C-Atome der mit m oder n indizierten

Methylehgmpi)en gemil (I") durch S, N oder O ersetzt ist und/oder

- ' unter Beibehaltung der C-terminal an die sulfonylierte Aminoséure gebun-

" denen Iminogruppe gegebenenfalls mindestens eine der den Cyclus
. ,
A
‘ \K C/)m/
H
geméh (I") bildenden Bindungen eine Doppelbindung ist, und wobei

(i) Ry eine gegebenenfalls teilweise hydrierte Aryl- oder Heteroarylgruppe,
enthaltend mindestens eines der Atome O, N oder S, mit 5 bis 20 C-
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Atomen, oder eine lineare, Verzwelgte oder cyclische Alkylgruppe mit 1 bis

10 C-Atomen ist, wobei R; gegebenenfalls substituiert ist mit

»10 . 1

20

25

30

mindestens einer Halogen- und/oder Pseudohalogengruppe und/oder

mindestens einer linearen, verzwelg’[en oder cyclischen Alkyl- oder

) Alkyloxy- oder Alkylthlogruppe mit 1 bis 10 C-Atomen, die gegebe-

nenfalls mindestens einfach substituiert ist m1t einer Halogen-, Pseu-

dohaldgen—, Hydroxy-,‘ Amino-, Cyého-, Amidino-, Guanidino oder

- Carboxylgruppe, wobei die Carboxylgruppe gegebénenfalls mit einer
linearen, verzweigten oder cyclischen Alkylgruppe mit 1 bis 10 C- .

Atomen verestert ist, und wobei die lineare, verzweigte oder cyclische

Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen gegebenenfalls mindestens ein -
Heteroatom, ausgewihlt ausAder Gruppe. bestehend aus O, N und S,
enthilt, und/oder o

.. mindestens éine Aryl- oder Heteroarylgruppe mit 5 bis 20 C—Atonien

wobei diese Aryl- oder Heteroarylgruppe gegebenenfalls substltulert
ist mit | |
-- mindesteﬁs Aeiner linearen, -Vefzweigten oder 'cyclischen Al-
| kylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen und/oder ,
-- mindestens einer COR,'- und/oder COORy' -Gruppe wobei Ry’
. . eine lineare, Verzwelgte oder cychsche Alkylgruppe mit 1 bis 10
C-Atomen ist, und/oder |
- mindestens elner Halogengruppe und/oder
--  mindestens einer Pseudohalogengruppe und/oder
-~ mindestens. einer Alkoxygruppe oder einer ‘Alkylthiogruppe,
wobei der Alkylrest jeweils 1 bis 10 C-Atome aufweist,
und/oder | | | h
-~ _ mindestens einer Nitrogruppe uria/oder
--  mindestens einer Halogenalkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen,
und‘wobei die Aryl- oder Heteroarylgruppe iiber eine Alkylengruppe
mit 1 bis 3 C-Atomen oder ein Sauerstoffatom oder iiber ‘ein Schwe-

felatom an den Rest R; gebunden ist;
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A , 77
mindestens einer Hydroxy-, Amino-, Cyano-, Amidino-, Guanidino-,

- Carboxyl- oder Carboxyalkylgruppe, wobei die Aminogruppe gege-
 benenfalls acyliert ist und/oder wobei die Alkylgruppe der Carboxyal-
~ kylgruppe 1 bis 10 C-Atome aufweist und/oder die‘Carboxylgruppe

gegebenenfalls mit einer linearen, verzweigten oder cyclischen Al-

‘ kylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen verestert oder amidiert ist;

(11) R, eine mmdestens einfach substituierte Arylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen

ist, wobei .

gegebenenfalls mindestens eines dieser C-Atome durch S, N oder‘ 0o

ersetzt ist,

mindestens ein Substituent eine Gruppe geméh Ry ist,‘

Ry gegebénenfalls zusiitzlich mit einer Hydroxy-, CORjy'- oder

COORy'-Gruppe substituiert ist und Ry’ eine lineare, verzweigte oder

cyclische Alkylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen ist;

(111) R3 emen Rest der folgenden F ormel (II) darstellt:

A—T—A;—R, a

wobei

Ag entweder nicht vorhanden oder eine Alkylengrﬁppe niit 1 bis 4 C-
Atomen ist, die gegebenenfalls substituiert ist mit -

‘-~ mindestens eiher Halogen- und/oder Pseudohal‘ogengruppe

und/oder
- . mindestens einer linearen, verzweigten oder cychschen Al-
V kylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen und/oder ' ‘
- mindestens einer Aryl- oder einer Aralkylgruppe mit 5 bis 10 C-

' Atomen und/oder

'--  mindestens einer Cycloalkylgruppe mit 3 bis 10-Atomen

und/oder- : ‘ :
--  mindestens einer Hydroxy-, Cyano-, Alkyloxy- oder Alkylthio
mit 1 bis 10 C-Atomen, Carboxyl- oder Carboxyalkylgruppe,
wobei die Alkylgrupbe der Carboxyalkylgruppe 1 bis 10 C-
Atome aufweist und/oder die Car‘boxylgruppe gegebenenfalls
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mit einem linearen, verzweigten oder cyclischen Alkylrest mit 1

bis 10 C-Atomén verestert oder amidiert ist;

- T entweder nicht vorhanden oder eine der folgenden Gruppen ist:

o 0 L 0 ﬁ ‘
' ' |
| R. =

5 R B

I
0.

5

R

5

o wbbei R5 Wasserstoff oder eine Alkylgfuppe mit 1 bis 10 C-Atomen .

oder eine mit A, einen gegebenenfalls mindestens ein Heteroatom

. 1st;

enthaltenden Cyclus bildende Alkylengruppe mit 1 bis 6 C-Atomen

- A; eine linéare, Vei‘_zweigter oder cyclische Alk};Iengruppe mit 1 bis 10

C-Atomen oder eine Aryl-, Heteroaryl- oder Aralkylengruppe mit 1

bis 10 C-Atomén, gegebenenfalls enthaltend mindestens ein Hetero-

atom, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus N, S und O, ist, die

. gegebenenfalls substituiert ist mit

mindestens einer Haldgen— und/oder Pseudohalogengruppe -

uf;d/ oder

mindestens . einer linearen, verzweigten oder cyclischen Al-

- kylgruppe mit 1 bis 10 C-Atomen und/oder

mindestens einer Aryl- oder einer Aralkylgruppe mit 5 bis 10 C-
Atomen und/oder

mindestens einer Cycloalkylgruppe mit 3 bis 10 C-Atomen
und/oder- '

mindestens einer Hydroxy-, Cyano-, Alkyloxy- oder Alkylthio-

- mit 1 bis 10 C-Atomen, Carboxyi— oder Carboxyalkylgruppe,

wobei die Alkylgruppe der Carboxyalkylgruppe 1 bis 10 C-
Atome aufweist und/oder die Carboxylgruppe gegebenenfalls
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79 ‘
mit einem linearen, verzweigten oder cyclischen Alkylrest mit 1

, bis 10 C-Atomen verestert oder amidiert ist;
(iv) ‘R4 eine der folgenden, gegebenenfalls modifizierten basischen Gruppen ist:
- H NR . NR NR
/ 8 8 8
AN oK froenK s
R, : ITI-H R [TI-H .
. ) o 7

Re ~Re . 'Re

« WoBei t=0, 1; Rg und R‘7‘ulnabhéingig lyoneihander, Wasserstoff oder eine .
s Alkylgruppe mit 1 bis 6 C-Atomen oder eine Alkylengruppe mit 1 bis 5 C-
| ' Atomen, die mit Az einen Cyclus bildet, oder eine Hydroxyl-, Amino-, Al-v :
kylamino, Acyl- oder Alkyloxycarbonylgrupi)e sind, wobei die Alkylamino-
, Acyl- und Alkyloxycarbonylgruppen unabhéingig voneinander 1 bis 6 C-
Atome aufweiysen,“ und wobei Ry Wasserstoff oder eine Alkylgruppe mit 1
-0 i bis 3 C-Atomen ist oder eine Alkylengruppe mit 1 bis 3 C-Atomen ist, die
| .. . mit Rg einen Cyclus bildet; | \ o ’
(v)  Q entweder eine CH-Gruppe oder N ist;
i) j=0,1,2; | -
| k=0,1,2,3; | - |
15 | m, n unabhéngig yvdneinandér’.= 0,1,2,3,4, 5 sind, wobeim +n = 3,4,5;

und wobei die Verbindung gemé’.B Formel (I) weder - -

(Al

mits=0, 1, 2 noch
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' | NH
‘ ) N—{
/ \ |(_|; SH
N N 2 NH,

(A2)

mits =0, 1 iét.

. ‘Verbindu‘ng nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,”dass T ti’handen und T

einé der Gruppen wie in Anspruch 1 definiert, ist, wobei die Amid- und Ester- .

gruppeﬁ in beiden Orientierungen eingebaut sein kdnnen.

Verbindung nach 'Anspruéh 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie die Struk-

tur a aiifweist.

Verbindung nach Anspriichen 1 bis 3, wobei j = 0 und R, ein hochstens zweifach .

substituierter Arylrest ist.

Verbindung nach Anspruch 4, wobei der Arylrest iiber ein Sauerstoffbriickenatom
oder ein Schwefelbrﬁckenatom oder tiber eine C1~C3 Alkylenkette mit einem wei-

teren Arylrest oder einem Heteroarylrest substituiert ist.

Verbindung nach Anspruch 5, wobei der Arylrest, der iiber ein Sauerstoffbrii-
ckenatom mit einem weiteren Arylrest oder einem Heteroarylrest substituiert ist,

ein Phenylrest oder ein Pyridylrest ist.
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10.

1.

12.

- 13,

14.

- o 81
Verbindung nach Anspruch 3 oder 4, wobei der Arylrest oder der Heteroarylrest

mindestens einen Substituenten tragt ausgewahlt aus der Gruppe Chlor, Fluor,

Tr1ﬂuormethyl Methyl, Methoxy

’Verbmdung nach Anspruch 4 wobei der Arylrest substituiert ist mit mindestens

einer Alkoxy—Gruppe

- Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei R; au"sgewéihlt‘ wird aus der

Gruppe - bestehend aus | -tert—ButylphenyL .Cyclohexylphenyl, - 5,6,7,8-

' Tetrahydronaphthyl Ndphthyl Anthrécyl Aﬂthrachjnoyl und Anthrahydrochi—

noyl, Pyr1dyloxypheny1 Phenyloxypyrldyl Pyr1dy1alkylphenyl mit einem C1-C3-
Alkyl. '

Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis '9,‘ wobei R, ein mindestens einfach

substituiertér Phénylre'st, Thienylrest oder Pyridylrest ist.

Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei k = 1 und R; ein mit einer

Amidinogruppe meta-substltulerter Phenylrest ist, wobei das dadurch entstehende

"3 Am1d1nophenylalamn in der L-Konﬁguratmn vorhegt

Verbindung nach einem der Anspriiche 1bis 11, wobeim=n=2.

Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei der durch X1 und Xz ge-

bildete Cyclus folgende Struktur aufweist:

/(/\
W\%

Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei A; nicht vorhanden und T
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| L %) o ‘ o
: ] : ' o) ‘ -0
2“\ S oder JJ\[Tj/ oder N
N H ‘

ist.

15. Verbiﬁdung nach einem der Ansprﬁche 1 bis 14, wobei A, eine Methylen-, Ethy-

~ len- oder Propylengruppé ist und R4 ausgewdhlt wird aus

; N = ‘
] o<
N o
ER Ill ‘\oder"
- 16. Verbindung nach einefn der Anspriiche 2 bis 15, wobei m =n =‘  2 ist und R ein
~ Guanidinooxyalkylrest ist odef ein Aryl; oder Heteroarylrest ist, und wobei der -
| 10 | - Arylrest 'Vorzugsweisc ein Benzyl-l oder Phenoxy-Rest ist und der Heteroarylrest |
| | ‘vorzugsweise ausgewihlt ist aus einém Pyridinylfnethylén—, Pyridinyloxo-, Pyri-
"rAnidinyloxcl)-, Pyrazinyloxo-, Pyridinylthiorest und wobei der Aryl- oder Heteroa-
' rylrest unsubstituiert oder substituiert ist mit mindestens éinem Halogen, mindes-
teﬁs einem Methoxyrest und/oder mindestens einem Trifluormethylrest. . |
15 L | o |
17. Verbindung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

zwischen dem Sulfenylrest und dem 3-Amidinophenylalaninrést der Formel I eine

Aminosiure, vorzugsweise ein Glycin, eingebauit ist.

20 18. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung geméf einem def Anspriiche 1 bis 17
| oder einer Verbindung (A1) oder (A2), umfassend den Schritt (S1): '
(S1) Umsetzung einer Verbinduﬁg der allgemeinen Struktur (E1')
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R; ——EC—)J—|S cl o E1)
| o |
mit einer Verbindung der allgemeinen'Struktur (E1")
K I_|| . O i
~ N ‘ ,
~ .
((|3H2)k .
R2" .

H -

" (ZP1)

‘wobei Ry" der Arylrést Ry, substituiert entweder mit R4 oder mit R4, ge-
schiitzt mit einer geeigneten Schutzgruppe, oder mit einem Substituenten,

5 PR der eine Vorstufe zu Ry darstellt.

‘ \19. - Verfahren nach Anspruch 18, wobei Q=Nund Al nicht vorhanden ist, zusétzlich

umfassend die Schritte (S2h, (S3') und (S4’)
(SZ') Umsetzung der Verbmdung (ZPl) mit einer Verblndung der allgememen ‘

10 . * Struktur (E2)

h— N<C>Q —w ) }(Elzy')

wobei W eine geeignete Schutzgruppe ist, unter Erhalt einer Verbindung der
allgemeinen Struktur (ZP2") »
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o Q—W  (zp2)
© 0 " (CHy) ~\$\ /%/ ‘  |

|
'R"

(S3" Abspaltung der Schutzgruppe W;

(S4') Umsetzung der gemif (S3") erhaltenen Verblndung mit einer Verbmdung
der allgemelnen Struktur (E2") ‘ .
| HO—T—A; R' B

)" unter Erhalt emer Verbmdung der allgemelnen Struktur (P1) '

‘ ! o

R_(—C J S /V \)\ ’
|| Q—T— A R, (P1) |
-0 ey, \K )/ R
R " ‘

5 L Wobe1 R4’ entweder Ry oder Ry, geschutzt mit einer geelgneten Schutzgrup-
K pe, oder eine Vorstufe zu R4 darstellt; oder - '
(S2') Umsetzung einer Verbindung der allgemeinen Struktur (E2") -

A
\(\'

2
| Q—H (E2™)

- 'W—N

-wobel W eine geeignete Schutzgruppe 1st mit einer Verbmdung der allge-

meinen Struktur (E2") ‘

10 unter Erhalt einer Verbindung der allgemeinen Struktur (ZP2")
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x /Q T “A2’ R, . ‘(zéz")
, m : »

- wobei R4' entweder Ry oder R4, geschiitzt mit einer geelgneten Schutzgrup- '
pe, oder eme Vorstufe zu Ry darstellt
‘ (S3') Abspaltung der Schutzgruppe W;
| V(S4) Umsetzung der ‘gemafl (S3") erhaltenen Verblndung mit einer Verblndung -
5 o der allgememen Struktur (ZPl) unter Erhalt einer Verblndung der allgeme1— ‘
* nen Struktur (P1). | ' |

20. .Verfahren nach Anspruch 18 wobel Q 'CH, zusitzlich umfassend den Schritt |
(S2"):

10 (S2") Umsetzung der Verbmdung gemaB (ZP1) mit einer Verbmdung der allge- :
| meinen Struktur (E3)

H— N{ }Q — A—T—A; LR4" '.l,.(E3)

wobei R4’ éntweder Ry ode;’ R4, geschﬁtzt mit einer geeigneten Schutzgrup- -
pe, oder eine Vorstufe zu Ry da.rstellf, unter Erhalt einer Verbindung der all- .

gemeinen Struktur (P2) ' )
ﬁ H O H,
‘ o C
Ri 32_)1_ ﬁ_N N/(/ \)“\Q—A—T AR,
oy, \KC % - (P2)
2

15
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'521. Verfahren nach Anspruch 18, wobei T = (C—O)—NH— Q= CH und A1 mcht vor-

handen zusétzlich umfassend die Schritte (S2"), (S3") und (S4"): -
 (S2") Umsetzung einer Verblndung der allgememen Struktur (E3")

W— N{ j> -—COOH | | (B3

‘ mlt einer Verbmdung der allgememen Struktur (E3") o
' HN A R' ‘ :4 ‘ 'V (E3u)

5 . unter Erhalt einer Verbindung der allgememen Struktur (ZP3)

C 0 o '
{ }Q—”—”—AZ R, ‘. @P3)

(SS'") Entfernung der Schutzgruppe W
(S4"') Umsetzung der gemal (S3") erhaltenen Verblndung mit einer Verbindung
gemaB (ZP1) unter Erhalt einer Verbmdung der allgememen Struktur (P3) «
-0 H 0

-3||| o
: ©  (CHa \Kcﬁm/ - #3)

10 22. Verfahren nach Anépruch 18, zus.’faitzlich umfassend den Schritt Umsetzen der Ver-
- bindung (ZP1) mit einer Verbindung der allgemeinen Struktur (E2”)
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- H, o

S, C

N o

R R 129

| Wobein =Nist, m=n=2 und R3 wie in Anspruch 15 deﬁniert ist. -

Arineimittel, enthaltend rﬁindestens eine Verbindung geméif einem der Ansprii-
che 1 bis 17 oder eine Verbindung (A1) oder (A2) oder ein Salz dieser Verbin- +

~.dungen. "

24,

25,

- 26.

, ‘Arznéimittel nach Anspruch 23, dadurch geker_mZeichnet, dass es in Form einer

Tablette, eines Dragées, einer Kapsel, eines Pellets, eines Suppositoriums, einer

Losung, insbesondere einer Injektions- oder Infusionslésung, von Augen-, Nasen-

:ode‘r Ohrentropfen, eines Saftes, einer Emulsion oder Suspension, eines Globuli,

eines Styli, eines Aerosols, eines Puders, einer Paste, einer Creme oder einer Sal-

" be eingesefzt wird. -

Verwendung einer Verbindung gemil einem der Anspriiche 1 bis 17 oder einer
Verbindung (A1) oder (A2) oder eines Salzes dieser Verbindungen oder eines
Arzneimittels gemf Anspruch.23 oder 24 zur Diagnose, Therapie oder Prophyla-

xe ‘eines Tumors, insbesondere in oraler, subkutaner, intravendser oder transder-

maler Form.

Verwendung nach Anspruch 25,‘ wobei die Bildung von Tumormetastasen redu-

ziert wird.
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27. Verwendung einer Verbfndung gemif einem der Anspriiche 1 bis 17 oder einer

~Verbindung (A1) oder (A2) oder eines Salzes dieser Verbindungen oder eines

Arzneimittels gemdB Anspruch 23 oder 24 zur Hemmung der Matriptase.

5 28 Verwendung nach Anspruch 27, dadurch gekennieichnet, dass die Matriptase
~ MT-SPlist. | o
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-1/2 -

10

Negativkontrolle | Positivkentrolle + Inhibitor 37 + Inhibitor 54

15 kein proHGF 180 ng/ml proHGF
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Fig. 2
+25 ng/ml +12,5 ng/ml
proHGF | proHGF
+ pro-HGF
+ pro;HGF |

3 "+ Inhibitor 54

% ~+ pro-HGF
+ Inhibitor 37

PCT/EP2004/005291



	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings

