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Aminostatin-Derivate zur Behandlung von Arthrose

Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen der Formel | und
insbesondere Arzneimittel enthaltend wenigstens eine Verbindung der
Formel | zur Verwendung bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von
physiologischen und/oder pathophysiologischen Zustanden, an deren
Auslésung Cathepsin D beteiligt ist, insbesondere zur Verwendung bei der
Behandlung und/oder Prophylaxe von Arthrose, traumatischen
Knorpelverletzungen Arthritis, Schmerz, Allodynie oder Hyperalgesie.

Hintergrund der Erfindung

Arthrose ist die weltweit am weitesten verbreitete Gelenkserkrankung und
radiologische Hinweise auf Arthrose findet man in der Mehrheit der tber 65-
Jahrigen. Trotz dieser wesentlichen Bedeutung fir das Gesundheitssystem
bleiben die Ursachen der Arthrose bislang unklar und wirksame
vorbeugende MaRRnahmen weiterhin ein entferntes Ziel. Die Verringerung
des Gelenkspaltes (bedingt durch die Zerstérung des Gelenkknorpels),
verbunden mit Veranderungen im subchondralen Knochen und
Osteophytenbildung sind die radiologischen Charakteristiken der
Erkrankung. Fir den Patienten stehen jedoch Schmerzen
(belastungsabhangige und nachtliche Ruheschmerzen) mit nachfolgenden
Funktionseinschrankungen im Fordergrund. Diese sind es auch, die den
Patienten in die soziale Isolierung mit entsprechenden Folgeerkrankungen

treiben.

Der Begriff Arthrose bezeichnet nach einer nicht-amtlichen Definition in
Deutschland einen ,Gelenkverschleill®, der das altersiibliche MaR ubersteigt.
Ursachlich werden ein UbermaR an Belastung (etwa erhohtes
Korpergewicht), angeborene oder traumatisch bedingte Ursachen, wie

Fehlstellungen der Gelenke, oder auch knécherne Deformierungen durch
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Knochenerkrankungen wie Osteoporose gesehen. Die Arthrose kann
ebenfalls als Folge einer anderen Erkrankung, beispielsweise einer
Gelenkentziindung (Arthritis) entstehen (sekundare Arthrose) oder mit
uberlastungsbedingter Ergussbildung (sekundare Entziindungsreaktion)
einhergehen (aktivierte Arthrose). Die anglo-amerikanische Fachliteratur
unterscheidet zwischen der Osteoarthrose (engl. osteoarthritis [OA]), bei
welcher die Zerstérung der Gelenkflachen wahrscheinlich hauptséachlich auf
Belastungseinwirkungen zuriickzufiihren sind, und der Arthritis (engl.
arthritis, rheumatoid arthritis [RA}), bei welcher die Gelenkdegeneration

durch eine Entziindungskomponente im Vordergrund steht.

Grundsatzlich unterscheidet man die Arthrose auch nach ihrer Ursache. Der
Arthrosis alcaptonurica liegt eine vermehrte Ablagerung von
Homogenitinsaure in Gelenken bei vorbestehender Alkaptonurie zugrunde.
Bei der hamophilen Arthrose liegen regelmaRige intraartikulare Blutungen
bei Hamophilie (Blutergelenk) vor. Die Arthrosis urica wird durch den
mechanischen Einfluss von Uratkristallen (Harnsaure) auf den gesunden
Knorpel hervorgerufen (W. Pschyrembel et al.: Klinisches Wérterbuch mit
klinischen Syndromen und einem Anhang Nomina Anatomica. Verlag Walter
de Gruyter & Co, 253. Auflage, 1977).

Klassische Ursache einer Arthrose stellt die Dysplasie von Gelenken dar.
Am Beispiel der Hufte wird deutlich, dass die mechanisch am meisten
belastete Zone bei einer physiologischen Hiiftstellung eine deutlich gréRBere
Flache darstellt, als bei einer dysplastischen Hufte. Die Belastungen durch
die auf das Gelenk einwirkenden Krafte sind von der Gelenkform jedoch
weitgehend unabhangig. Sie verteilen sich im Wesentlichen auf die
Hauptbelastungszone(n). Dadurch wird bei einer kleineren Zone eine héhere
Druckbelastung als bei einer groReren auftreten. Die biomechanische
Druckbelastung des Gelenkknorpels ist somit bei einer dysplastischen Hufte
gréRer als bei physiologischer Hiftstellung. Diese GesetzmaRigkeit wird

allgemein urséachlich fur das gehaufte Auftreten arthrotischer Veranderungen
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an von der anatomischen ldealform abweichenden tragenden Gelenken

gesehen.

Sind die Folgen einer Verletzung fiir einen vorzeitigen Verschlei
verantwortlich, so spricht man von einer posttraumatischen Arthrose. Als
weitere Ursachen einer sekundaren Arthrose werden mechanische,
entziindliche, metabolische, chemische (Chinolone), trophische, hormonelle,
neurologische und genetische Griinde diskutiert. In den meisten Fallen wird
als Diagnose jedoch eine idiopatische Arthrose angegeben, womit der Arzt
ein scheinbares Fehlen einer ursachlichen Erkrankung zum Ausdruck bringt
(H. I. Roach und S. Tilley, Bone and Osteoarthritis F. Bronner und M. C.
Farach-Carson (Editors), Verlag Springer, Band 4, 2007).

Medikamentdse Ursachen fir eine Arthrose kénnen beispielsweise
Antibiotika vom Typ der Gyrasehemmer (Fluorchinnolone, wie Ciprofloxacin,
Levofloxacin) sein. Diese Arzneimittel fithren in schlecht vaskularisierten
Geweben (hyaliner Gelenkknorpel, Sehnengewebe) zu einer Komplexierung
von Magnesium-lonen, was zur Folge hat, dass irreversible Schaden am
Bindegewebe entstehen. Diese Schaden sind bei Kindern und Jugendlichen
in der Regel in der Wachstumsphase ausgepragter. Tendopathien und
Arthropathien sind bekannte Nebenwirkungen dieser Medikamentenklasse.
Beim Erwachsenen fihren diese Antibiotika nach Informationen von
unabhangigen Pharmakologen und Rheumatologen zu einem
beschleunigten physiologischen Abbau des hyalinen Gelenkknorpels (M.
Menschik et al., Antimicrob. Agents Chemother. 41, 1997, S. 2562-2565; M.
Egerbacher et al., Arch. Toxicol. 73, 2000, S. 557-563; H. Chang et al.,
Scand. J. Infect. Dis. 28, 1996, S. 641-643; A. Chaslerie et al., Therapie 47,
1992, S. 80). Auch eine langjéhrige Behandlung mit Phenprocoumon kann
durch Abnahme der Knochendichte bei Belastungen der

Gelenkbinnenstruktur eine Arthrose beginstigen.
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Neben dem Alter sind mechanische Uberbelastungen, (Mikro-) Traumata,
durch Verlust der Sicherungsmechanismen verursachte Destabilisierungen
der Gelenke, sowie genetische Faktoren als Risikofaktoren fir
Osteoarthrose bekannt. Jedoch sind weder Entstehung noch
Interventionsmaoglichkeiten vollstandig geklart (H. I. Roach und S. Tilley,
Bone and Osteoarthritis F. Bronner und M. C. Farach-Carson (Editors),
Verlag Springer, Band 4, 2007).

In einem von Arthrose betroffenen Gelenk ist der Gehalt von
Stickstoffmonoxid zeitweise erhdht. Ahnliches konnte durch hohe
mechanische Reizung von Knorpelgewebe beobachtet werden (P. Das et
al., Journal of Orthopaedic Research 15, 1997, S. 87-93. A. J. Farrell et al.
Annals of the Rheumatic Diseases 51, 1992, S. 1219-1222; B. Fermor et al.,
Journal of Orthopaedic Research 19, 2001, S. 729-737), wohingegen eine
maBige mechanische Stimulation sich eher positiv auswirkt. Damit sind
mechanische Krafteinwirkungen ursachlich an dem Voranschreiten der
Osteoarthrose beteiligt (X. Liu et al., Biorheology 43, 2006, S. 183-190).

Grundsatzlich verfolgt die Therapie der Arthrose zwei Ziele. Zum einen die
Schmerzfreiheit unter tiblicher Belastung und zum anderen die Verhinderung
mechanischer Einschrankungen oder Verdnderungen eines Gelenkes. Diese
Ziele kénnen langfristig nicht durch eine 'Schmerzbehandlung als rein
symptomatischer Therapieansatz erreicht werden, da durch diese das
Voranschreiten der Erkrankung nicht aufgehalten werden kann. Soll letzteres
erreicht werden, muss die Knorpelzerstérung gestoppt werden. Da sich der
Gelenksknorpel beim erwachsenen Patienten nicht regenerieren kann, ist
die Beseitigung pathogenetischer Faktoren wie Gelenkdysplasien oder
Fehlstellungen, die zu vermehrter punktueller Druckbelastung des

Gelenkknorpels fuhren, zusatzlich enorm wichtig.

SchlieBlich versucht man mit medikamentoser Hilfe die

Degenerationsprozesse im Knorpelgewebe zu verhindern oder zu stoppen.
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Wesentlich fur den Funktionszustand und damit der Widerstandsfahigkeit
gegeniber Belastungen des Gelenkknorpels ist die extrazelluare Matrix, die
in erster Line aus Kollagenen, Proteoglykanen und Wasser besteht. Zu den
Enzymen, die an der Degradation der extrazellularen Matrix beteiligt sind,
zahlen vor allem die Metalloproteasen, Aggrecanasen und die Cathepsin-
Enzyme. Aber auch weitere Enzyme kénnen prinzipiell Knorpeimatrix
abbauen, beispielhaft werden Plasmin, Kallikrein, Neutrophilelastase,
Tryptase und Chymase genannt.

Cathepsine gehoren der Papain-Superfamilie der lysosomalen Proteasen
an. Cathepsine sind an der normalem Proteolyse und dem Umsatz von
Zielproteinen und Geweben beteiligt, sowie an der Initiierung von
proteolytischen Kaskaden und Proenmzyaktivierungen. Dariiber hinaus sind
sie an der MHC Klasse Il Expression beteiligt (Baldwin (1993) Proc. Natl.

_Acad. Sci., 90: 6796-6800; Mixuochi (1994) Immunol. Lett., 43:189-193).

Eine abnorme Cathepsin-Expression kann allerdings zu schwerwiegenden
Erkrankungen fithren. So konnte eine erhéhte Cathepsin-Expression in
Krebszellen, beispielsweise bei Brust-, Lungen-, Prostata-, Glioblastom-, und
Kopf- und Halskrebs nachgewiesen werden und es konnte gezeigt werden,
dass Cathepsine mit einem ungeniigenden Therapieerfolg bei Brust-,
Lungen-, Kopf- und Halskrebs, sowie Gehirntumoren assoziiert sind (Kos et
al. (1998) Oncol. Rep., 5:1349-1361; Yan et al. (1998) Biol. Chem., 379:113-
123; Mort et al. ; (1997) Int. J. Biochem. Cell Biol., 29: 715-720; Friedrick et
al. (1999) Eur. J Cancer, 35:138-144). AuRerdem ist augenscheinlich eine
abnorme Cathepsin-Expression and der Ausbildung von entziindlichen und
nicht-entziindlichen Erkrankungen beteiligt, wie beispielsweise rheumatoider
Arthritis und Osteoarthrose (Keyszer (1995) Arthritis Rheum., 38:976-984).

Der molekulare Mechanismus der Cathepsinaktivitat ist nicht vollstandig
aufgeklart. Auf der einen Seite wurde gefunden, dass beispielweise eine

induzierte Cathepsin-Expression B-Zellen, denen Serum entzogen wird, vor
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der Apoptose bewahrt und dass eine Behandlung der Zellen mit Antisense-
Oligonukleotiden von Cathepsin B eine Apoptose induziert (Shibata et al.
(1998) Biochem. Biophys. Res. Commun., 251: 199-20; Isahara et at. (1999)
Neuroscience, 91:233-249). Diese Berichte legen eine anti-apoptotische
Rolle der Cathepsine nahe. Diese stehen jedoch im genauen Gegensatz zu
frtheren Berichten, die Cathepsine als Apoptosemediatoren beschreiben
(Roberts et al (1997) Gastroenterology, 113: 1714-1726; Jones et al. (1998)
Am. J. Physiol., 275: G723-730).

Cathepsine werden als inaktive Zymogene an Ribosomen synthetisiert und
ins lysosomale System uberfuhrt. Nach proteolytischer Abspaltung des N-

terminalen Propeptids steigt die Cathepsinkonzentration im saueren Milieu
der Lysosomen auf bis zu 1 mM an und die Cathepsine werden von den

Lysosomen ins extrazellulare Medium freigesetzt.

Bei den Cathepsinen unterscheidet man die Cysteincathepsine B, C, H, F, K,
L, O, S, V und W, die Aspartylcathepsine D und E und das Serincathepsin
G. '

Beispiele fir Cathepsin-Inhibitoren in der klinischen Entwicklung sind
Cathepsin K Inhibitoren zur Behandlung von Arthrose und Cathepsin S
Inhibitoren zur Behandlung von Arthritis, neuropathischem Schmerz und

Psoriasis.

Zu den Aspartylproteasen zahlt man neben Cathepsin D auch die HIV
Aspartylprotease (HIV-1 Protease), Renin, Pepsin A and C, BACE (Asp2,
Memapsin), Plasmepsine und die Aspartylhdmoglobinasen (Takahashi, T. et
al., Ed. Aspartic Proteinases Structure, Function, Biology and Biomedical
Implications (Plenum Press, New York, 1995), Adams, J. et al., Ann. Rep.
Med. Chem. 31, 279-288, 1996; Edmunds J. et al., Ann. Rep. Med. Chem.
31, 51-60, 1996; Miller, D. K. et al., Ann. Rep. Med. Chem 31, 249-268,

1996). Cathepsin D ist normalerweise an der Degradation von intrazelluldren
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oder phagozytierten Proteinen beteiligt und spielt somit eine wichtige Rolle
im Proteinmetabolismus (Helseth, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81,
3302-3306, 1984), beim Proteinkatabolismus (Kay, et al., Intracellular
Protein Catabolism (eds. Katunuma, et al., 155-162, 1989) und bei der
Antigenprozessierung (Guagliardi, et al., Nature, 343, 133-139, 1990; Van
Noort, et al.,, J. Biol. Chem., 264, 14159-14164, 1989).

Erhéhte Cathepsin D-Spiegel werden mit einer Reihe von Krankheiten in
Zusammenhang gebracht. So korrelieren erhdhte Cathepsin D-Spiegel mit
schlechter Prognose bei Brustkrebs und mit erhéhter Zellinvasion und
erhéhtem Risiko von Metastasen, sowie kiirzerer rezidivfreien
Uberlebenszeit nach Therapie und einer insgesamt niedrigeren
Uberlebensrate (Westley B. R. et al., Eur. J. Cancer 32, 15-24, 1996;
Rochefort, H., Semin. Cancer Biol. 1:153, 1990; Tandon, A. K. et al., N.
Engl. J. Med. 322, 297, 1990). Die Cathepsin D-Sekretionsrate bei
Brustkrebs wird durch eine Uberexpression des Gens und durch ein
verandertes Processing des Proteins vermittelt. Erhdhte Spiegel von
Cathepsin D und anderer Proteasen, wie beispielsweise Kollagenase,
hergestelit in unmittelbarer Nahe zu einem wachsenden Tumor, kénnten
dabei die extrazellulare Matrix in der Tumorumgebung degradieren und
hierdurch die Ablésung von Tumorzellen und die Invasion in neue Gewebe
Uber das Lymph- und Kreislaufsystem vermitteln (Liotta L. A., Scientific
American Feb:54, 1992; Liotta L. A. and Stetler-Stevenson W. G., Cancer
Biol. 1:99, 1990; Liaudet E., Cell Growth Differ. 6:1045-1052, 1995; Ross J.
S., Am. J. Clin. Pathol. 104:36-41, 1995; Dickinson A. J., J. Urol. 154:237-
241, 1995).

Cathepsin D wird auRerdem mit degenerativen Verdnderungen im Gehirn in
Verbindung gebracht, wie beispielsweise Alzheimer Krankheit. So ist
Catepsin D mit der Spaltung des Amyloid-3-Protein-Vorlaufers bzw. eines
mutanten Vorlaufers assoziiert, der die Expression des Amyloid-Proteins in
transfizierten Zellen erhéht (Cataldo, A. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
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87:3861, 1990; Ladror, U. S. et al., J. Biol. Chem. 269:18422, 1994, Evin G.,
Biochemistry 34:14185-14192, 1995). Das Amyloid-p-Protein, das durch die
Proteolyse des Amyloid-p-Protein-Vorlaufers entsteht, fuhrt zur Bildung von
Plaques im Gehirn und scheint fir die Ausbildung der Alzheimer-Krankheit
verantwortlich zu sein. Erhéhte Cathepsin D-Spiegel wurden auch in der
Zerebrospinalfliissigkeit von Alzheimer-Patienten gefunden und es konnte
eine hohe proteolytische Aktivitat von Cathepsin D gegeniiber dem mutanten
Amyloid-B-Protein-Vorlaufer gezeigt werden (Schwager, A. L., et al. J.
Neurochem. 64:443, 1995). Daruber hinaus wird eine signifikante Zunahme
der Cathepsin D-Aktivitat in Biopsien von Chorea Huntington-Patienten
gemessen (Mantle D., J. Neurol. Sci. 131:65-70, 1995).

Bei der Auspragung einer Arthrose spielt Cathepsin D vermutlich auf
verschiedenen Ebenen eine wesentliche Rolle. So werden in Hunden mit
spontaner Arthrose im Vergleich gesunden Hunden im Gelenkknorpel des
Huftgelenkkopfes erhéhte mRNA-Spiegel von Cathepsin D gemessen
(Clements D. N. et al., Arthritis Res. Ther.. 2006; 8(6):R158; Ritchlin C. et
al., Scand. J. Immunnol. 40:292-298, 1994). Auch Devauchelle V. et al.
(Genes Immun. 2004, 5(8):597-608) zeigen bei menschlichen Patienten
unterschiedliche Expressionsraten von Cathepsin D bei Arthrose im
Vergleich zu rheumatoider Arthritis (siehe auch Keyszer G. M., Arthritis
Rheum. 38:976-984, 1995). Auch bei Mucolipidose scheint Cathepsin D eine
Rolle zu spielen (Kopitz J., Biochem. J. 295, 2:577-580, 1993).

Die lysosomale Endopeptidase Cathepsin D ist die am weitesten verbreitete
Proteinase in den Chondrozyten (Ruiz-Romero C. et al., Proteomics. 2005,
5(12):3048-59). Die proteolytische Aktivitdt von Cathepsin D ist zudem in
kultiviertem Synovium aus Osteoarthrose-Patienten nachgewiesen worden
(Bo G. P. et al., Clin. Rheumatol. 2009, 28(2):191-9) und auch in
Synovectomiegewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis findet man
eine erhohte proteolytische Aktivitat (Taubert H. et al., Autoimmunity. 2002,
35(3):221-4). Lorenz et al. (Proteomics. 2003, 3(6):991-1002) schreiben so
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auch, dass zwar die lysosomale und sekretierte Aspartylprotease Cathepsin
D im Gegensatz zu den Cathepsinen B und L noch nicht bezuglich Arthritis
und Arthrose im Detail studiert wurde, jedoch fanden Lorenz et al. héhere
Proteinspiegel von Cathepsin D im Synovialgewebe von Patienten mit

Arthrose im Vergleich zu Patienten mit rheumatoider Arthritis.

Gedikoglu et al. (Ann. Rheum. Dis. 1986, 45(4):289-92) konnten ebenfalls
eine erhdhte proteolytische Aktivitat von Cathepsin D in Synovialgewebe und
Byliss und Ali (Biochem. J. 1978, 171(1):149-54) im Knorpel von Patienten

mit Arthrose nachweisen.

Bei Arthrose kommt es zu einem Absinken des pH-Werts in umschriebenen
Bereichen des Knorpels. Dieses Absinken des pH-Werts ist fur das
Verstandnis der katabolen Prozesse im Knorpel von entscheidender

Bedeutung.

Bei Arthrose findet man so auch eine direkte Korrelation von niedrigem pH-
Wert im Gelenkgewebe und der Schwere und dem Fortschreiten der
Erkrankung. Bei einen pH-Wert von 5,5 kommt es zu einem Selbstverdau
des Knorpels. Dieser kann in Explantkulturen (beispielsweise von Maus,
Rind oder Mensch) fast vollstédndig durch Pepstatin oder Ritonavir gehemmt
werden. Dies legt eine wesentliche Rolle, wenn nicht sogar eine
Schlusselrolle von Cathepsin D bei der Arthrose nahe, da Pepstatin
Aspartylproteasen mit einer Ausnahme — BACE1 - hemmt und nur diese
beiden Aspartylproteasen im Knorpelgewebe bisher identifiziert wurden. So
beschreiben auch Bo G. P. et al. (Clin. Rheumatol. 2009, 28(2):191-9) die
wichtige Rolle von Cathepsin D bei pathologischen Veranderungen in

Gelenken..

Der bekannteste Aspartylproteaseinhibitor ist Pepstatin, ein Peptid das
urspriinglich aus einer Streptomyces-Kultur isoliert wurde. Pepstatin ist

wirksam gegeniber Pepsin, Cathepsin und Renin. Viele
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Aspartylproteaseinhibitoren wurden deshalb dem Vorbild der Struktur des
Pepstatins nachempfunden (U.S. Pat. No. 4,746,648, Umezawa, H, et al., J
Antibiot (Tokyo) 23:259-62, 1970; Morishima, H., et al., J. Antibiot. (Tokyo)
23:263-5, 1970; Lin, Ty and Williams, H R., J. Biol. Chem. 254: 11875-83,
1979; Jupp, R A, et al., Biochem. J. 265:871-8, 1990; Agarwal, N S and
Rich, D H, J. Med. Chem. 29:2519-24, 1986; Baldwin, E T, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., USA 90: 6796-800, 1993; Francis, S E et al., EMBO J 13: 306-
17, 1994).

Aspartylproteasen bzw. Cathepsin D werden haufig als Zielproteine fir
Wirkstoffe zur Behandiung von neurodegenerativen Erkrankungen,
kognitiven Stérungen, Demenz, Alzheimer, Krebs, Malaria, HIV-Infektion und
Erkrankungen des Herzkreislauf- und GefaBsystems beschrieben und
Inhibitoren von Aspartylproteasen oder Cathepsin D werden zur Behandlung
dieser Erkrankungen offenbart, wie beispielsweise in der WO 2009013293,
EP 1987834, EP 1872780, EP 1867329, EP 1745778, EP 1745777, EP
1745776, WO 1999002153, WO 1999055687, US 6150416, WO
2003106405, WO 2005087751, WO 2005087215, WO 2005016876, US
2006281729, WO 2008119772, WO 2006074950, WO 2007077004, WO
2005049585, US 6251928 und US 6150416.

Peptidische Aspartylprotease-Inhibitoren, insbesondere Renin-Inhibitoren
bzw. Modulatoren des Renin-Angiotensin-Systems sind beispielsweise aus
der EP 77028, EP 161588, EP 337334 und EP 198271 bekannt.

Peptidische Cathepsin D Inhibitoren zur Behandlung von
Entziindungserkrankungen, Arthritis, insbesondere rheumatoider Arthritis
sind aus der US 3971736 bekannt. Peptidische Cathepsin D und
Plasmepsin-Inhibtoren zur Behandlung von Malaria und Alzheimer und
Verhinderung der Invasion und Metastasierung von Krebszellen sind
beispielsweise aus der US 5849691 bekannt.
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Die bekannten Cathepsin D Inhibitoren und die beiden Modellverbindungen
Pepstatin und Ritonavir hemmen zwar wirksam die Cathepsin D Aktivitat,
jedoch weisen sie eine recht geringe Selektivitdt gegenuber anderen
Aspartylproteasen auf. Die Rolle des Renin-Angiotensin Systems (RAS) bei
der Regulation des Blutdrucks und des Flissigkeits- und Elektrolythaushalts
(Oparil, S. et al., N. Engl. J. Med. 1974; 291:381-401/446-57) und die
Wirksamkeit von Renin- und Pepsininhibitoren bei Erkrankungen des
Herzkreislauf- und Gefalsystems ist hinreichend bekannt und so ist
insbesondere bei oraler bzw. systemischer Applikation dieser wenig
selektiven Cathepsin D Inhibitoren mit zahlreichen Nebenwirkungen zu
rechnen und auch bei lokaler Applikation ist durch die Diffusion der
Verbindungen mit systemischen Komplikationen zu rechnen. Daneben
weisen gerade die peptidischen Verbindungen eine geringe Stabilitat auf und

sie kommen deshalb nicht fir eine orale oder systemische Gabe in Frage.

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, neue Verbindungen mit wertvollen
Eigenschaften aufzufinden, insbesondere solche, die zur Herstellung von

Arzneimitteln verwendet werden kénnen.

Aufgabe der vorliegende Erfindung war es insbesondere, neue Wirkstoffe
und besonders bevorzugt neue Cathepsin D Inhibitoren zu finden, die zur
Vorbeugung und Behandlung von Arthrose eingesetzt werden kénnen und
insbesondere eine hohe Selektivitat fur Cathepsin D gegenliber Renin und
Pepsin aufweisen. Daneben sollten neue Cathepsin D Inhibitoren gefunden
werden, die wenigstens bei lokaler bzw. intraartikularer Applikation

ausreichend stabil sind.

Zusammenfassung der Erfindung

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass die erfindungsgemaien

Aminostatin-Derivate hochwirksam Cathepsin D hemmen und dabei eine



10

15

20

25

30

WO 2012/107153 PCT/EP2012/000069

12

hohe Selektivitat fur Cathepsin D gegeniber Renin und Pepsin aufweisen
und damit bei deren Anwendung zur Behandlung von Arthrose mit geringen
Nebenwirkungen zu rechnen ist. Daneben weisen die erfindungsgemafen
Verbindungen eine ausreichend gute Stabilitat in Synovialflussikeit auf, so
dass sie sich zur intraartikularen Applikation und damit zur Behandlung von
Arthrose eignen. Ebenfalls Uberraschenderweise hatte sich gezeigt, dass
die erfindungsgemaBen Aminostatin-Derivate eine entziindungsbedingte

thermische Hyperalgesie dosisabhangig reduzieren kénnen.

Die Erfindung betrifft Aminostatin-Derivate der allgemeinen Formel |,

|/2\|

worin

lh, I2, I, 14, s unabhéngig voneinander N oder CR’,

T ein unsubstituiertes oder ein-, zwei- drei- oder vierfach durch
R substituiertes Phenyl oder Naphthyl, oder ein ein- oder
zweikerniger gesattigter, ungesattigter oder aromatischer
Heterozyklus mit 1 bis 4 N-, O- und/oder S-Atomen, der ein-,
zwei- oder dreifach durch R, =S, =NR’ und/oder =O
substituiert sein kann,

R’ ein unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch =S,
=NR, =0, T, Hal, OH, NH,, SO,CH3j, SO;NH,, CN, CONH;,
NHCOCH3;, NHCONH,, substituiertes, lineares oder
verzweigtes Alkyl mit 1-10 C-Atomen, worin eine, zwei oder
drei CH,-Gruppen unabhangig voneinander durch O, S, SO,
SO, NH, NCH3;, -OCO—, -NHCONH-, -NHCO-, -
NRSO,R'—, —-COO—-, -CONH~-, —-NCH3CO-, -CONCH3—, -



10

15

20

25

30

WO 2012/107153

A4
Az
L4

L2

XY

PCT/EP2012/000069

13

C=C-Gruppen und/oder —-CH=CH-Gruppen, und/oder auch
1-20 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt sein kénnen, oder
unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch =S,
=NR, =0, T, OH, NH3, SO,CHj3;, SO;NH;, CN, CONH,,
NHCOCHS3;, und/oder NHCONH; substituiertes zyklisches
Alkyl mit 3-7 C-Atomen, worin eine, zwei oder drei CH,-
Gruppen unabhangig voneinander durch O, S, SO, SO, NH,
NCHj3;, —-OCO-, -NHCONH-, -NHCO-, - NRSO;R’—, -COO-
, "CONH-, -NCH3;CO—-, -CONCHj;—, ~C=C-Gruppen
und/oder durch -CH=CH-Gruppen und/oder auch 1-11 H-
Atome durch F und/oder Cl ersetzt sein kénnen,

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste,
-CO-, -OCO-, -NRCO-, -SO,- oder -NRSO3-,

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminoséaurereste,
eine Einfachbindung oder -CRR’-,

eine Einfachbindung, -CRR’-, -NR-, -NRCR’R- oder -
NRCRR'CRR’-,

H, T, unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch =S,
=NR, =0, R, T, OR, NRR’, SOR, SO2R, SO;NRR’, CN,
COOR, CONRR’, NRCOR’, NRCONR'R”, NRSO2R’ und/oder
NRCOR’ substituiertes, lineares oder verzweigtes Alkyl mit 1-
10 C-Atomen, worin eine, zwei oder drei CH,-Gruppen
unabhangig voneinander durch O, S, SO, SO, NR, -OCO-,
—NRCONR'-, -NRCO-, — NRSO;R’'-, -COO-, -CONR—, —
C=C—-Gruppen und/oder durch —-CH=CH-Gruppen und/oder
auch 1-20 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt sein kénnen,
oder unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch =S,
=NR, =0, R, T, OR, NRR’, SOR, SO;R, SO;NRR’, CN,
COOR, CONRR’, NRCOR’, NRCONR'R”, NRSO2R’ und/oder
NRCOR'’ substituiertes, lineares oder verzweigtes zyklisches
Alkyl mit 3-7 C-Atomen, worin eine, zwei oder drei CH,-

Gruppen unabhangig voneinander durch O, S, SO, SO, NR,
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—OCO-, -NRCONR'-, -NRCO-, — NRSO;R’-, -COO—, —
CONR-, —C=C—-Gruppen und/oder durch -CH=CH-Gruppen
und/oder auch 1-11 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt
sein kénnen,

unabhangig voneinander H, unsubstituiertes oder ein-, zwei-
oder dreifach durch =S, =NR, =0, Hal, OH, NH;, SO,CH3,
SO,NH,, CN, CONH;, NHCOCHj3;, und/oder NHCONH
substituiertes, lineares oder verzweigtes Alkyl mit 1-10 C-
Atomen, worin eine, zwei oder drei CH,-Gruppen unabhéngig
voneinander durch O, S, SO, SO,, NH, NCH3;, -OCO—, —
NHCONH-, -NHCO-, - NRSO,R’-, -COO—, —-CONH-, —
NCH;CO—, -CONCH3—, —C=C-Gruppen und/oder durch —
CH=CH-Gruppen und/oder auch 1-20 H-Atome durch F
und/oder Cl ersetzt sein kénnen, oder unsubstituiertes oder
ein-, zwei- oder dreifach durch =S, =NR, =0, OH, NH,,
SO,CHj3, SO;NH2, CN, CONHz, NHCOCHS3, und/oder
NHCONH; substituiertes zyklisches Alkyl mit 3-7 C-Atomen,
worin eine, zwei oder drei CH2-Gruppen unabhéngig
voneinander durch O, S, SO, SO,, NH, NCH3;, -OCO-, —
NHCONH-, -NHCO-, - NRSO;R'-, -COO-, -CONH-, —
NCH3;CO-, -CONCH3— und/oder durch -CH=CH-Gruppen
und/oder auch 1-11 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt
sein kénnen,

0-4,

0-2,und

F, Cl, Br oder |

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind alle vorgenannten

Verbindungen der Formel |, worin
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Ethyl, n-Propyl, iso-Propyl, Cyclopropyl, Butyl, iso-Butyl, sec-Butyl,
Cyclobutyl, tert-Butyl, Phenyl, Benzyl, 2-Oxetanyl, 3-Oxetanyl,
Tetrahydro-furan-3-yl, Tetrahydro-furan-2-yl, Cyclopentyl, Pentyl,
Methylsulfanylmethyl, Ethylsulfanylmethyl, 2-Methylsulfanylethyl oder 1-
Methylsulfanylethyl

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind alle vorgenannten

Verbindungen der Formel |, worin

Aq

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentylglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-
furan-3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-ylglycin,
Ethylsulfanylmethyliglycin, 2-Methylsulfanylethylglycin, 1-
Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin, Aminobuttersaure, Leucin,
Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin, Methionin, Phenylalanin,
Naphthylalanin, O-Methyl-Serin, O-Ethyl-Serin, -OCO-, -NRCO-, -
S0O,- und -NRSO;-

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieflich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind alle vorgenannten

Verbindungen der Formel |, worin

Az

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentyiglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-
furan-3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-ylglycin,
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Ethylsulfanylmethyiglycin, 2-Methylsulfanylethylglycin, 1-
Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin, Aminobutterséure, Leucin,
Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin, Methionin, Phenylalanin,
Naphthylalanin, O-Methyl-Serin und O-Ethyl-Serin

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhéltnissen.

Besonders bevorzugt sind alle vorgenannten Verbindungen der Formel |,

worin

R1

Aq

Az

Ethyl, n-Propyl, iso-Propyl, Cyclopropyl, Butyl, iso-Butyl, sec-Butyl,
Cyclobutyl, tert-Butyl, Phenyl, Benzyl, 2-Oxetanyl, 3-Oxetanyl,
Tetrahydro-furan-3-yl, Tetrahydro-furan-2-yl, Cyclopentyl, Pentyl,
Methylsulfanylmethyl, Ethylsulfanylmethyl, 2-Methylsulfanylethyl oder 1-
Methylsulfanylethyl,

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste,
ausgewahlit aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentylglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-furan-
3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-yiglycin, Ethylsulfanylmethylglycin, 2-
Methyisulfanylethylglycin, 1-Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin,
Aminobuttersaure, Leucin, Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin,
Methionin, Phenylalanin, Naphthylalanin, O-Methyl-Serin, O-Ethyl-
Serin, -OCO-, -NRCO-, -SO;- und -NRSO,- und

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentylglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-furan-
3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-yiglycin, Ethylsulfanylmethylglycin, 2-
Methyisulfanylethylglycin, 1-Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin,

Aminobuttersaure, Leucin, Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin,
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Methionin, Phenylalanin, Naphthylalanin, O-Methyl-Serin und O-Ethyl-
Serin
ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,
Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind alle
vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin

A; zwei peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,
Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind alle

vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin

A; zwei peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste ausgewahit
aus der Gruppe bestehend aus Valin und Leucin

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind alle

vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin

A; 0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste, die in
ihrer S-Konfiguration vorliegen,

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhéltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind alle
vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin
X 7T
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ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,
Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind alle
vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin

A; 0 und

X 7T

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,
Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind alle

vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin

Az 0 bis 2 peptidartig miteinander verbundene Aminoséaurereste, die in
ihrer S-Konfiguration vorliegen, und

X 7T

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein besonders bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind alle

vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin

R' Ethyl, n-Propyl, iso-Propyl, Cyclopropyl, Butyl, iso-Butyl, sec-Butyl,
Cyclobutyl oder tert-Butyl,

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ein ganz besonders bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung
sind alle vorgenannten Verbindungen der Formel 1, worin

R' Ethyl oder iso-Propyl
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ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Ganz besonders bevorzugte sind die nachfolgenden Verbindungen der

Formel I:

a.)

b.)

d.)

f)

g)

(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S5,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-tert-
butoxycarbonylamino-4-methyl-pentanoylamino)-butyrylamino]-5-
phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-
buttersduremethylester
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-amino-4-methyl-
pentanoylamino)butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersduremethylester
(S)-2-((2S,3S8)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersauremethylester
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-(2-
benzo[1,3]dioxol-5-yl-ethyl)-amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[2-(3,4-
dichloro-phenyl)-ethyl}-amid
(S)-2-[(2S,3S5)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-

buttersauremethylester
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(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(naphthalen-
1-yloxy)-acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[2-(3-
methanesulfonylamino-phenyl)-acetylamino]-3-methyl-butyrylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyi-
buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino}-3-methyl-
buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((35,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyi-
butyrylamino)-pentanoylamino]-3-phenyl-propionylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersduremethylester
1-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-
methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino}-cyclopropan-
carbonsaureethylester
(2S,3S)-2-[(S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-1-(S)-oxo-pentylamino]-3-methyl-
pentansauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-4-methyl-
pentansauremethylester
(S)-2-[(S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-
methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-phenyl-propionylamino}-3-methyl-

buttersauremethylester
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t)
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(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-tert-
butoxycarbonylamino-4-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-
butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-
methyl-buttersduremethylester
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-(3-phenyl-
propionylamino)-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-4-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino}-pentanoylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-2-(3-methyl-
butyrylamino)-3-phenyl-propionylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersauremethylester
(S)-2-((2S,3S5)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-tert-
butoxycarbonylamino-3-phenyl-propionylamino)-3-methyl-
butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-
methyl-buttersduremethylester
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-amino-3-phenyl-
propionylamino)-3-methyl-butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-
methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[2-(2,4-dichloro-phenoxy)-
acetylamino]-3-methyl-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyi-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure
(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-
((1S,2S8)-2-methyl-1-phenethylcarbamoyl-butyl)-amid
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(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-
[(18,2S)-2-methyl-1-(pyridin-3-ylcarbamoyl)-butyl}-amid
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(R)-2-((S)-2-amino-3-phenyl-
propionylamino)-3-methyl-butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-
methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersauremethylester
(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyfylamino)—pentanoylamino]-butyrylamino}—5—phenyl-pentanséure-
[(1S,2S)-2-methyl-1-(1-methyl-1H-pyrazol-3-ylcarbamoyl)-butyl]-amid
(S)-2-[(S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-
methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-naphthalen-1-yl-propionylamino]-3-methyl-
buttersauremethylester
(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanséure-
((1S,2S)-1-benzylcarbamoyl-2-methyl-butyl)-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-
[(1S,2S)-1-(cyclopropylmethyl-carbamoyl)-2-methyl-butyl]-amid
(S)-2-[(2S,3S5)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3,3-dimethyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylaminoj-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino}-3-methyl-
buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-butyric acid
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-2-(3-methyl-
butyrylamino)-3-phenyl-propionylamino]-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoic acid
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[(1S,28)-1-((S)-1-hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-
butyl]-amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-phenyl)-
acetylaminol]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[(S)-1-(3-methyl-
butylcarbamoyl)-ethyi]-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-phenyl)-
acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanséaure-[(1S,2S)-2-methyl-
1-(3-methyl-butylcarbamoyl)-butyl}-amid
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(1S,4S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino}-pentanoylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-
(2,6-diethyl-phenyl)-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-
[(1S,2S5)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-amid
(35,4S)-3-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-(4-phenyl-butyrylamino)-
butyrylamino]-5-phenyl-pentanoic acid (2,6-diethyl-phenyl)-amid
3-(S)-Amino-4-{(S)-(2S,3S)-3-methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-phenyl)-
acetylamino]-pentanoylamino}-5-phenyl-pentansaure-{(2S,3S)-1-[1-
((S)-hydroxymethyl)-2-methyl-propylcarbamoyl}-2-methyl-butyl}-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-2-(3-methyl-butyrylamino)-3-
phenyl-propionylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-
[(1S,28)-1-((S)-1-hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-
butyl]-amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanséaure-
[(S)-2-methyl-1-(pyridin-3-yloxymethyl)-propyl]}-amid
(3S5,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-

[(S)-1-(2,4-difluoro-phenoxymethyl)-2-methyl-propyl}-amid
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(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanséure-
(S)-1-(2,4-difluoro-phenoxymethyl)-2-methyl-propyl}-amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure(1-benzyl-2-phenyl-ethyl)-amid
[(S)-1-((S)-1-{(1S,2S)-2-Amino-1-benzyl-3-[(S)-1-((S)-1-
hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-2-naphthalen-1-yl-
ethylcarbamoyl]-propylcarbamoyl}-2-methyl-propylcarbamoyl)-2-
phenyl-ethyl}-carbamoylsdure tert-butyl ester
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-phenyl-
propionylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentansaure [(1S,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl]-
amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-2-[(S)-2-(3,3-dimethyl-butyrylamino)-4-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-pentanséure
[(1S,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl]-amid
(S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-phenyl-propionylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-butylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersaure
(S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(4-trifluoromethoxy-benzoylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-
butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-
methyi-buttersaure
(S)-2-((2S,3S)-2-{(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-2-
phenylacetylamino-pentanoylamino)-1-oxo-butylamino]-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersdure
N-[(S)-1-(1{(S)-(S)-2-(S)-Amino-1-benzyl-3-[(1S,2S)-1-(1-ethyl-
propylcarbamoyl)-2-methyl-butylcarbamoyl]-propylcarbamoy!}-2-
methyl-propylcarbamoyl)-3-methyl-butyl]-4-trifluoromethoxy-benzamid
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bbb.) (S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-2-[(S)-2-(3,3-dimethyl-
butyrylamino)-4-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-1-oxo-butylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersaure

cce.) (8)-2-((2S,3S)-2-{(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-2-
pentanoylamino-pentanoylamino)-1-oxo-butylamino]-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-butterséure

ddd.) (S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-2-phenylacetylamino-
pentanoylamino)-1-oxo-butylamino]-5-phenyl-pentansaure[(1S,2S)-1-
(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl]-amid

eee.) (S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-2-pentanoylamino-
pentanoylamino)-1-oxo-butylamino]-5-phenyl-pentanséure [(1S,2S5)-1-
(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl]-amid

sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieRlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

Die vor- und nachstehend aufgefiihrten Aminosaurereste stehen fir die

Reste folgender Aminosauren:

- Natirliche Aminosauren - Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure,
Cystein, Glutamin, Glutaminsaure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin,
Lysin, Methionin, Ornithin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin,
Tryptophan, Tyrosin, Valin

- Nicht-natirliche Aminosauren wie beispielsweise Cyclopropyiglycin,
Cyclobutylglycin, Cyclopentylglycin, Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin,
3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-furan-3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-
ylglycin, Ethylsulfanylmethylglycin, 2-Methylsulfanylethylglycin, 1-
Methylsulfanylethyliglycin, Norvalin, Aminobuttersaure, tert-Leucin,
Norleucin, Naphthylalanin, O-Methyl-Serin, O-Ethyl-Serin und

dergleichen
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Sofern die vorstehend genannten Aminoséuren in mehreren enantiomeren
Formen auftreten konnen, so sind vor- und nachstehend alle diese Formen

und auch ihre Gemische (z.B. DL-Formen) eingeschlossen.

Ferner bedeutet nachstehend:

Boc ter.-Butoxycarbonyl
CcBzZ Benzyloxycarbonyl
DNP 2,4-Dinitrophenyl

FMOC 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
imi-DNP  2,4-Dinitrophenyl in 1-Stellung des Imidazolrings
OMe Methylester

POA Phenoxyacetyl
DCCI Dicyclohexylcarbodiimid
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

Hal bedeutet Fluor, Chlor, Brom oder lod, insbesondere Fluor oder Chilor.

Alky! ist eine unverzweigte (lineare), verzweigte oder zyklische
Kohlenwasserstoffkette und hat 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 oder 10 C-Atome. A
bedeutet vorzugsweise Methyl, weiterhin Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl,
Isobutyl, sek.-Butyl oder tert.-Butyl, ferner auch Pentyl, 1-, 2- oder 3-
Methylbutyl, 1,1-, 1,2- oder 2,2-Dimethylpropyl, 1-Ethylpropyl, Hexyl, 1-, 2-,
3- oder 4-Methylpentyl, 1,1-, 1,2-, 1,3-, 2,2-, 2,3- oder 3,3-Dimethylbutyl,
1- oder 2-Ethylbutyl, 1-Ethyl-1-methylpropyl, 1-Ethyi-2-methylpropyl, 1,1,2-
oder 1,2,2-Trimethylpropyl, lineares oder verzweigtes Heptyl, Octyl, Nonyl
oder Decyl bedeutet, weiter bevorzugt z.B. Trifluormethyl

Zyklisches Alkyl oder Cycloalkyl bedeutet vorzugsweise (Ist A cyclisch so
bedeutet es) vorzugsweise Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cylopentyl, Cyclohexyl
oder Cycloheptyl.

Ein- oder zweikerniger gesattigter, ungesattigter oder aromatischer

Heterozyklus bedeutet vorzugsweise unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder
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dreifach substituiertes 2- oder 3-Furyl, 2- oder 3-Thienyl, 1-, 2- oder 3-
Pyrrolyl, 1-, 2, 4- oder 5-Imidazolyl, 1-, 3-, 4- oder 5-Pyrazolyl, 2-, 4- oder 5-
Oxazolyl, 3-, 4- oder 5-Isoxazolyl, 2-, 4- oder 5-Thiazolyl, 3-, 4- oder 5-
Isothiazolyl, 2-, 3- oder 4-Pyridyl, 2-, 4-, 5- oder 6-Pyrimidinyl, weiterhin
bevorzugt 1,2,3-Triazol-1-, -4- oder -5-yl, 1,2,4-Triazol-1-, -3- oder 5-yl, 1-
oder 5-Tetrazolyl, 1,2,3-Oxadiazol-4- oder -5-yl, 1,2,4-Oxadiazol-3- oder -5-
yl, 1,3,4-Thiadiazol-2- oder -5-yl, 1,2,4-Thiadiazol-3- oder -5-yl, 1,2,3-
Thiadiazol-4- oder -5-yl, 3- oder 4-Pyridazinyl, Pyrazinyl, 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-
oder 7-Indolyl, 4- oder 5-Isoindolyl, 1-, 2-, 4- oder 5-Benzimidazolyl, 1-, 3-, 4-
, 5-, 6- oder 7-Benzopyrazolyl, 2-, 4-, 5-, 6- oder 7-Benzoxazolyl, 3-, 4-, 5-, 6-
oder 7- Benzisoxazolyl, 2-, 4-, 5-, 6- oder 7-Benzothiazolyl, 2-, 4-, 5-, 6- oder
7-Benzisothiazolyl, 4-, 5-, 6- oder 7-Benz-2,1,3-oxadiazolyl, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-,
7- oder 8-Chinolyl, 1-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- oder 8-Isochinolyl, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-
oder 8-Cinnolinyl, 2-, 4-, 5-, 6-, 7- oder 8-Chinazolinyl, 5- oder 6-Chinoxalin-
yl, 2-, 3-, 5-, 6-, 7- oder 8-2H-Benzo[1,4]oxazinyl, weiter bevorzugt 1,3-
Benzodioxol-5-yl, 1,4-Benzodioxan-6-yl, 2,1,3-Benzothiadiazol-4- oder -5-yl

oder 2,1,3-Benzoxadiazol-5-yl.

Die heterozyklischen Reste kénnen auch teilweise oder vollstandig hydriert
sein und bedeuten z.B. auch 2,3-Dihydro-2-, -3-, -4- oder -5-furyl, 2,5-
Dihydro-2-, -3-, -4- oder 5-furyl, Tetrahydro-2- oder -3-furyl, 1,3-Dioxolan-4-
yl, Tetrahydro-2- oder -3-thienyl, 2,3-Dihydro-1-, -2-, -3-, -4- oder -5-pyrrolyl,
2,5-Dihydro-1-, -2-, -3-, -4- oder -5-pyrrolyl, 1-, 2- oder 3-Pyrrolidinyl,
Tetrahydro-1-, -2- oder -4-imidazolyl, 2,3-Dihydro-1-, -2-, -3-, -4- oder -5-
pyrazolyl, Tetrahydro-1-, -3- oder -4-pyrazolyl, 1,4-Dihydro-1-, -2-, -3- oder -
4-pyridyl, 1,2,3,4-Tetrahydro-1-, -2-, -3-, -4-, -5- oder -6-pyridyl, 1-, 2-, 3-
oder 4-Piperidinyl, 2-, 3- oder 4-Morpholinyl, Tetrahydro-2-, -3- oder -4-
pyranyl, 1,4-Dioxanyl, 1,3-Dioxan-2-, -4- oder -5-y|, Hexahydro-1-, -3- oder -
4-pyridazinyl, Hexahydro-1-, -2-, -4- oder -5-pyrimidinyl, 1-, 2- oder 3-
Piperazinyl, 1,2,3,4-Tetrahydro-1-, -2-, -3-, -4-, -5-, -6-, -7- oder -8-chinolyl,
1,2,3,4-Tetrahydro-1-,-2-,-3-, -4-, -5-, -6-, -7- oder -8-isochinolyl, 2-, 3-, 5-, 6-,
7- oder 8- 3,4-Dihydro-2H-benzo[1,4]Joxazinyl, weiter bevorzugt 2,3-
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Methylendioxyphenyl, 3,4-Methylendioxyphenyl, 2,3-Ethylendioxyphenyl,
3,4-Ethylendioxyphenyl, 3,4-(Difluormethylendioxy)phenyl, 2,3-Dihydro-
benzofuran-5- oder 6-yl, 2,3-(2-Oxo-methylendioxy)-phenyl oder auch 3,4-
Dihydro-2H-1,5-benzodioxepin-6- oder -7-yl, ferner bevorzugt 2,3-Dihydro-
benzofuranyl oder 2,3-Dihydro-2-oxo-furanyl.

Heterozyklus bedeutet ferner z.B. 2-Oxo-piperidin-1-yl, 2-Oxo-pyrrolidin-1-yl,
2-Oxo-1H-pyridin-1-yl, 3-Oxo-morpholin-4-yl, 4-Oxo-1H-pyridin-1-yl, 2,6-
Dioxo-piperidin1-yl, 2-Oxo-piperazin-1-yl, 2,6-Dioxo-piperazin-1-yl, 2,5-
Dioxo-pyrrolidin-1-yl, 2-Oxo-1,3-oxazolidin-3-yl, 3-Oxo-2H-pyridazin-2-yl, 2-
Caprolactam-1-yl (= 2-Oxo-azepan-1-yl), 2-Hydroxy-6-oxo-piperazin-1-yl, 2-
Methoxy-6-oxo-piperazin-1-yl oder 2-Aza-bicyclo[2.2.2]-octan-3-on-2-yl.

ErfindungsgemaR sind auch alle physiologisch unbedenklichen Salze,
Derivate, Solvate und Stereoisomere dieser Verbindungen, einschlie3lich

deren Mischungen in allen Verhaitnissen.

Gegenstand der Erfindung sind auch die optisch aktiven Formen
(Stereoisomeren), die Enantiomeren, die Racemate, die Diastereomeren

sowie Hydrate und Solvate dieser Verbindungen.

ErfindungsgemaRe Verbindungen der Formel | kénnen aufgrund ihrer
Molekilstruktur chiral sein und kénnen dementsprechend in verschiedenen
enantiomeren Formen auftreten. Sie konnen daher in racemischer oder in
optisch aktiver Form vorliegen. Da sich die pharmazeutische Wirksamkeit
der Racemate bzw. der Stereoisomere der erfindungsgemafen
Verbindungen unterscheiden kann, kann es wiinschenswert sein, die
Enantiomere zu verwenden. In diesem Fallen kann das Endprodukt oder
aber bereits die Zwischenprodukte in enantiomere Verbindungen, durch dem
Fachmann bekannte chemische oder physikalische MaBnahmen,

aufgetrennt oder bereits als solche bei der Synthese eingesetzt werden.
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Unter pharmazeutisch oder physiologisch unbedenklichen Derivaten versteht
man z.B. Salze der erfindungsgemalen Verbindungen, als auch sogenannte
Prodrug-Verbindungen. Unter Prodrug-Verbindungen versteht man mit z.B.
Alkyl- oder Acylgruppen (siehe auch nachstehende Amino- und
Hydroxyschutzgruppen), Zuckern oder Oligopeptiden abgewandelte
Verbindungen der Formel |, die im Organismus rasch zu den wirksamen
erfindungsgemaBen Verbindungen gespalten oder freigesetzt werden.
Hierzu gehoéren auch bioabbaubare Polymerderivate der
erfindungsgemaRen Verbindungen, wie dies z.B. in Int. J. Pharm. 115
(1995), 61-67 beschrieben ist.

Als Saureadditionssalze kommen anorganische oder organische Salze aller
physiologisch oder pharmakologisch unbedenklichen Sauren in Frage,
beispielsweise Halogenide, insbesondere Hydrochloride oder Hydrobromide,
Lactate, Sulfate, Citrate, Tartrate, Maleate, Fumarate, Oxalate, Acetate,
Phosphate, Methylsulfonate oder p-Toluolsulfonate.

Unter Solvaten der Verbindungen der Formel | werden Anlagerungen von
inerten Losungsmittelmolekiilen an die Verbindungen der Formel |
verstanden, die sich aufgrund ihrer gegenseitigen Anziehungskraft
ausbilden. Solvate sind beispielsweise Hydrate, wie Monohydrate oder
Dihydrate oder Alkoholate, d.h. Additionsverbindungen mit Alkoholen wie

beispielsweise mit Methanol oder Ethanol.

Gegenstand der Erfindung sind auch Mischungen der erfindungsgeméafen
Verbindungen der Formel I, z.B. Gemische zweier Diastereomere z.B. im
Verhaltnis 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 1:100 oder 1:1000. Besonders
bevorzugt handelt es sich um Mischungen zweier stereoisomerer

Verbindungen.

Gegenstand der Erfindung ist auBerdem ein Verfahren zur Herstellung der

Verbindungen der Formel I, dadurch gekennzeichnet, dass man
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eine Verbindung der Formel I, worin |4, I3, I3, I4 und Is die in Anspruch
1 angegebenen Bedeutungen haben und Q und Q’ zueinander
orthogonale Aminoschutzgruppen bedeuten, mit einer Verbindung der
Formel lil, worin Y, Ly, n und A; die in Anspruch 1 angegebenen
Bedeutungen haben, unter Ausbildung einer Peptidbindung zwischen
der Carboxylgruppe der Verbindung der Formel |l und der
Aminogruppe der Verbindung der Formel Il zu einer Verbindung der
Formel! IVa umsetzt und die Verbindung der Formel IVa durch
Abspaltung der Schutzgruppe Q zu einer Verbindung der Formel IV

umsetzt,

I 1] IVa

v

und eine Verbindung der Formel V, worin X, L1, m und A die in
Anspruch 1 angegebenen Bedeutungen haben, mit einer Verbindung
der Formel VI, worin R die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat
und W eine Saureschutzgruppe bedeutet, unter Ausbildung einer
Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe der Verbindung der

Formel V und der Aminogruppe der Verbindung der Formel VI zu einer
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Verbindung der Formel Vila umsetzt und die Verbindung der Formel
Vlla durch Abspaltung der Schutzgruppe W zu einer Verbindung der

Formel Vil umsetzt,

R' R’
| o.
R R
H o) 0]
v vi Vila
R1
OH
— X—[—Lr]:Arﬁ)\”/
o)
Vil

und eine Verbindung der Formel VII, worin X, L;, m, A; und R’ die in
Anspruch 1 angegebenen Bedeutungen haben, mit einer Verbindung
der Formel IV, worin |4, I3, I3, 14, Is, Y, L2, n und A; die in Anspruch 1
angegebenen Bedeutungen haben und Q' eine Aminoschutzgruppe ist,
unter Ausbildung einer Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe
der Verbindung der Formel VII und der Aminogruppe der Verbindung
der Formel IV zu einer Verbindung der Formel la umsetzt und die
Verbindung der Formel la durch Abspaltung der Schutzgruppe Q’ zu

einer Verbindung der Formel | umsetzt,
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i _ v

die Base einer Verbindung der Formel | durch Behandlung mit einer
Saure in eines ihrer Salze tberfuhrt oder
eine Saure einer Verbindung der Formel | durch Behandlung mit einer

Base in eines ihrer Salze tiberfuhrt.

Die Peptid-Kupplungen zu Vlla und IVa werden beispielsweise mithilfe von

DAPECI als Kupplungsreagenz durchgefiihrt, die Kupplung zu la wird

beispielsweise mithilfe einer HATU-Kupplung durchgefiihrt. Weitere

Kupplungsmethoden zur Ausbildung einer Peptidbindung sind dem

Fachmann bekannt. Die Aminoschutzgruppe Q an den Verbindu'ngen der

Formel IVa, beispielsweise eine BOC-Schutzgruppe, wird von der
Verbindung der Formel IVa beispielsweise durch HCL/Dioxan oder TFA/DCM

unter geeigneten Bedingungen abgespalten. Ebenso wird die

Aminoschutzgruppe Q' an den Verbindungen der Formel Ia, beispielsweise
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eine Z-Schutzgruppe von der Verbindung der Formel la durch
Hydrogenolyse unter geeigneten Bedingungen z.B. in Gegenwart von Pd/C
abgespalten. Weitere Schutzgruppen, beispielsweise an den
Carboxylgruppen, z.B. Carbonsaurebenzylester in anderen Molekiilteilen
werden beispielsweise durch Hydrogenolyse in Gegenwart von Pd/c
abgespalten und liefern beispielsweise im Falle des Benzylesters die freie

Carbonséaure.

Es ist auch méglich die Reaktionen jeweils stufenweise durchzufihren und
die Reihenfolge der Bausteinverkniipfungen unter Anpassung des

Schutzgruppenkonzepts zu veréndern.

Die Ausgangsstoffe oder Ausgangsverbindungen sind in der Regel bekannt.
Sind sie neu, so kénnen sie nach an sich bekannten Methoden hergestellt

werden.

Die Ausgangsstoffe konnen, falls erwiinscht, auch in situ gebildet werden, so
dass man sie aus dem Reaktionsgemisch nicht isoliert, sondern sofort weiter

zu den Verbindungen der Formel | umsetzt.

Vorzugsweise werden die Verbindungen der Formel | erhalten, indem man
sie aus ihren funktionellen Derivaten durch Solvolyse, insbesondere durch
Hydrolyse oder durch Hydrogenolyse freisetzt. Bevorzugte Ausgangsstoffe
fur die Solvolyse bzw. Hydrogenolyse sind solche, die an der Stelle einer
oder mehrerer freier Amino-, Carboxyl- und/oder Hydroxygruppen
entsprechend geschitzte Amino-, Carboxyl- und/oder Hydroxygruppen
enthalten, vorzugsweise solche, die an der Stelle eines H-Atoms, das mit
einem N-Atom verbunden ist, eine Aminoschutzgruppe tragen. Ferner sind
Ausgangsstoffe bevorzugt, die an der Stelle des H-Atoms einer
Hydroxygruppe eine Hydroxyschutzgruppe tragen. AuRerdem sind
Ausgangsstoffe bevorzugt, die an der Stelle einer freien Carboxylgruppe

eine geschutzte Carboxygruppe tragen. Es kénnen auch mehrere, gleiche
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oder verschiedene geschiitzte Amino-, Carboxyl- und/oder Hydroxygruppen
im Molekul des Ausgangsstoffs vorhanden sein. Falls die vorhandenen
Schutzgruppen voneinander verschieden sind, kénnen sie in vielen Fallen

selektiv abgespalten werden.

Der Ausdruck ,Aminoschutzgruppe” ist allgemein bekannt und bezieht sich
auf Gruppen, die geeignet sind, eine Aminogruppe vor chemischen
Umsetzungen zu schiitzen (zu blockieren), die aber leicht entfernbar sind,
nachdem die gewunschte chemische Reaktion an anderen Stellen de
Molekils durchgefiihrt worden ist. Typisch fir solche Gruppen sind
insbesondere unsubstituierte oder substituierte Acylgruppen, ferner
unsubstituierte oder substituierte Aryl- (z.B. 2,4-Dinitophenyl) oder
Aralkylgruppen (z.B. Benzyl, 4-Nitrobenzyl, Triphenylmethyl). Da die
Aminoschutzgruppen nach der gewiinschten Reaktion oder Reaktionsfolge
entfernt werden, ist ihre Art und GréRe im Ubrigen nicht kritisch, bevorzugt
sind jedoch solche mit 1-20, insbesondere 1-8 C-Atomen. Der Ausdruck
LAcylgruppe” ist im Zusammenhang mit dem vorliegenden Verfahren in
weitestem Sinne aufzufassen. Er umschliet von aliphatischen,
araliphatischen, aromatischen oder heterozyklischen Carbonsauren oder
Sulfonsauren abgeleitete Acylgruppen sowie insbesondere Alkoxycarbonyl-,
Aryloxycarbonyl- und vor allem Aralkoxycarbonylgruppen. Beispiele fir
derartige Acylgruppen sind Alkanoyl wie Acteyl, Propionyl, Buturyl,
Aralkanoyl wie Phenylacetyl, Aroyl wie Benzoyl oder Toluyl, Aryoxyaklkanoyl
wie Phenoxyacetyl, Alkyoxycarbonyyl wie Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyl,
2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl, BOC, 2-Jodethoxycaronyl, Aralkyloxycarbonyl
wie CBZ, 4-Methoxybenzyloxycarbonyl oder FMOC. Bevorzugte
Acylgruppen sind CBZ, FMOC, Benzyl und Acetyl.

Der Ausdruck ,Saureschutzgruppe* oder ,Carboxylschutzgruppe” ist
ebenfalls allgemein bekannt und bezieht sich auf Gruppen, die geeignet
sind, eine ~COOH-gruppe vor chemischen Umsetzungen zu schiitzen, die

aber leicht entfernbar sind, nachdem die gewiinschte chemische Reaktion
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an anderen Stellen des Molekiils durchgefuhrt worden sind. Typisch ist die
Verwendung von Estern anstelle der freien Sauren z.B. von substutierten
und unsubstituierten Alkylestern (wie Methyl, Ethyl, tert-Butyl und deren
substituierte Derivate), von substutierten und unsubstituierten Benzylestern
oder Silylestern. Die Art und GréRe der Saureschutzgruppen ist nicht
kritisch, bevorzugt sind jedoch solche mit 1-20, insbesondere 1-10 C-

Atomen.

Der Ausdruck ,Hydroxyschutzgruppe® ist ebenfalls aligemein bekannt und
bezieht sich auf Gruppen, die geeignet sind, eine Hydroxygruppe vor
chemischen Umsetzungen zu schiitzen, die aber leicht entfernbar sind,
nachdem die gewiinschte chemische Reaktion an anderen Stellen des
Molekiils durchgefihrt worden sind. Typisch fiir solche Gruppen sind die
oben genannten unsubstituierten oder substituierten Aryl-, Aralkyl- odder
Acylgruppen, ferner auch Alkylgruppen. Die ihre Art und GréRe der
Hydroxyschutzgruppen ist nicht kritisch, bevorzugt sind jedoch solche mit 1-
20, insbesondere 1-10 C-Atomen. Beispiele fiir Hyrdoxyschutzgruppen sind
u.a. Benzyl, p-Nitrobenzoyl, p-Toluolsulfonyl und Acetyl, wobei Benzyl und

Acetyl bevorzugt sind.

Weitere typische Beispiele fir Amino-, Saure-, und Hydroxyschutzgruppen
finden sich beispielsweise in ,Greene’s Protective Groups in Organic

Synthesis", vierte Auflage, Wiley-interscience, 2007

Die als Ausgangstoffe zu verwendenden funktionellen Derivate der
Verbindungen der Formel | kénnen nach bekannten Methoden der
Aminosaure- und Peptidsynthese hergestellt werden, wie sie z.B. in den

genannten Standardwerken und Patentanmeldungen beschrieben sind.

Die Freisetzung der Verbindungen der Formel | aus ihren funktionellen
Derivaten gelingt, je nach verwendeter Schutzgruppe, z.B. mithilfe starker

Sauren, zweckmafig mit Trifluoressigsaure oder Perchlorsaure, jedoch auch
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mit anderen starken anorganischen Sauren wie Salz- oder Schwefelséaure,
starken organischen Sauren wie Trichloressigsadure oder Sulfonsauren wie
Benzoyl- oder p-Toluol-Sulfonsaure. Die Anwesenheit eines zuséatzlichen
inerten Losungsmittels und/oder eines Katalysators ist mdglich, jedoch nicht

immer erforderlich.

In Abhangigkeit des jeweiligen Synthesewegs kann man die Ausgangsstoffe,
gegebenenfalls in Anwesenheit eines inerten Lésungsmittels reagieren

lassen.

Als inerte Losungsmittel eignen sich z.B. Heptan, Hexan, Petrolether,
DMSO, Benzol, Toluol, Xylol, Trichlorethylen-, 1,2- Dichlorethantetra-
chlorkohlenstoff, Chloroform oder Dichlormethan; Alkohole wie Methanol,
Ethanol, Isopropanol, n-Propanol, n-Butanol oder tert.-Butanol; Ether wie
Diethylether, Diisopropylether (bevorzugt fir die Substitution am
Indolstickstoff), Tetrahydrofuran (THF) oder Dioxan; Glykolether wie
Ethylenglykolmonomethyl- oder monoethylether (Methylglykol oder
Ethylglykol), Ethylenglykoldimethy-lether (Diglyme); Ketone wie Aceton oder
Butanon; Amide wie Acetamid, Dimethylacetamid, N-Methylpyrrolidon (NMP)
oder Dimethylformamid (DMF); Nitrile wie Acetonitril; Ester wie Ethylacetat,
Carbonsauren oder Saureanhydride, wie z. B. wie Essigsaure oder
Acetanhydrid, Nitroverbindungen wie Nitromethan oder Nitrobenzol,
gegebenenfalls auch Gemische der genannten Lésungsmittel untereinander

oder Gemische mit Wasser.

Die Menge des Losungsmittels ist nicht kritisch, vorzugsweise kénnen 10 g
bis 500 g Lésungsmittel je g der umzusetzenden Verbindung der Formel |

zugesetzt werden.

Vorteilhaft kann die Zugabe eines saurebindenden Mittels sein, z.B. ein
Alkalimetall oder Erdalkalimetallhydroxid, -carbonat oder -bicarbonat oder

andere Alkalimetall- oder Erdalkalimetallsalze schwacher Sauren,
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vorzugsweise ein Kalium-, Natrium- oder Calciumsalz, oder die Zugabe einer
organischen Base, wie beispielsweise an Triethylamin, Dimethylamin,

Pyridin oder Chinolin, oder ein Uberschuss der Aminkomponente.

Die erhaltenen erfindungsgeméaBen Verbindungen kénnen von der
entsprechenden Losung, in der sie hergestellt werden, getrennt werden (z.B.
durch Zentrifugation und Waschen) und kénnen nach der Trennung in einer
anderen Zusammensetzung gelagert werden, oder sie kdnnen direkt in der
Herstellungslosung verbleiben. Die erhaltenen erfindungsgemafen
Verbindungen kénnen auch zur jeweiligen Verwendung in gewinschte

Lésungsmittel aufgenommen werden.

Geeignete Reaktionstemperaturen liegen bei Temperaturen von 0 bis 40°C,

vorzugsweise bei 5 bis 25°C.

Die Dauer der Umsetzung hangt von den gewéhlten Reaktionsbedingungen
ab. In der Regel betragt die Reaktionsdauer 0.5 Stunden bis 10 Tage,
vorzugsweise 1 bis 24 Stunden. Bei Verwendung einer Mikrowelle kann die

Reaktionszeit auf Werte von 1 bis 60 Minuten reduziert werden.

Die Verbindungen der Formel | und auch die Ausgangsstoffe zu ihrer
Herstellung werden im Gibrigen nach bekannten Methoden hergestellt, wie
sie in der Literatur beschrieben sind (z. B. in Standardwerken wie Houben-
Weyl, Methoden der organischen Chemie, Georg-Thieme-Verlag, Stuttgart)
so z.B. unter Reaktionsbedingungen, die fur die genannten Umsetzungen
bekannt und geeignet sind. Dabei kann man auch von an sich bekannten,

hier nicht naher beschriebenen Varianten Gebrauch machen.

Durch tbliche Aufarbeitungsschritte wie z. B. Wasserzugabe zum
Reaktionsgemisch und Extraktion kénnen die Verbindungen nach

Entfernung des Lésungsmittels erhalten werden. Es kann vorteilhaft sein, zur
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weiteren Reinigung des Produktes eine Destillation oder Kristallisation

anzuschlieBen oder eine chromatographische Reinigung durchzufuhren.

Eine Saure der Formel | kann mit einer Base in das dazugehdrige
Additionssalz Uberfuhrt werden, beispielsweise durch Umsetzung
aquivalenter Mengen der Saure und der Base in einem inerten
Losungsmittel wie Ethanol und einschlieBendes Eindampfen. Fur diese
Umsetzung kommen insbesondere Basen in Frage, die physiologisch
unbedenkliche Salze liefern. So kann die Saure der Formel | mit einer Base
(z.B. Natrium- oder Kaliumhydroxid oder -carbonat) in das entsprechende
Metall-, insbesondere Alkali- oder Erdalkalimetall- oder in das
entsprechende Ammoniumsalz umgewandelt werden. Fir diese Umsetzung
kommen auch organische Basen in Frage, die physiologisch unbedenkliche

Salze liefern, wie z.B. Ethanolamin.

Andererseits kann eine Base der Formel | mit einer Saure in das zugehdrige
Saureadditionssalz Giberfuhrt werden, beispielsweise durch Umsetzung
aquivalenter Mengen der Base und der Saure in einem inerten
Losungsmittel wie Ethanol und anschlieBendes Eindampfen. Fur diese
Umsetzung kommen insbesondere Sauren in Frage, die physiologisch
unbedenkliche Salze liefern. So kénnen anorganische Sauren verwendet
werden, z.B. Schwefelsaure, Salpetersaure, Halogenwasserstoffsduren wie
Chlorwasserstoffsdure oder Bromwasserstoffsaure, Phosphorséuren wir
Orthophosphorsaure, Sulfaminsdure, ferner organische Sauren,
insbesondere aliphatische, alicyclische, araliphatische, aromatische oder
heterocyclische, ein- oder mehrbasige Carbon-, Sulfon- oder
Schwefelsauren, z.B. Ameisensaure, Essigsaure, Propionsaure,
Pivalinsaure, Diethylessigsaure, Malonsaure, Bernsteinsaure, Pimelinsaure,
Fumarsaure, Maleinsaure, Milchsaure, Weinséure, Apfelsiure,
Citronensaure, Gluconsaure, Ascorbinsaure, Nicotinsaure, Isonicotinsaure,
Methan- oder Ethansulfonsaure, Ethandisulfonsaure, 2-Hydroxysulfonsaure,

Benzolsulfonséaure, p-Toluolsulfonsaure, Naphthalin-mom- und



10

15

20

25

30

WO 2012/107153 PCT/EP2012/000069

39

disulfonsauren oder Laurylschwefelsaure. Salze mit physiologisch nicht
unbedenklichen Sauren, z.B. Pikrate, kénnen zur Isolierung und/oder

Aufreinigung der Verbindungen der Formel | verwendet werden.

Es wurde gefunden, dass die Verbindungen der Formel | gut vertraglich sind
und wertvolle pharmakologische Eigenschaften besitzen, da sie

Aspartylproteasen und insbesondere Cathepsin D selektiv inhibieren.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Verwendung von
erfindungsgemaBen Verbindungen zur Herstellung eines Medikaments zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, die durch Cathepsin D
und/oder durch Cathepsin D-vermittelte Signaltransduktion verursacht,

vermittelt und/oder propagiert werden.

Gegenstand der Erfindung ist somit insbesondere auch ein Arzneimittel
enthaltend wenigstens eine erfindungsgeméale Verbindung und/oder eines
ihrer physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und
Stereoisomere, einschliellich deren Mischungen in allen Verhaltnissen zur
Verwendung bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen

und/oder pathophysiologischen Zustianden.

Besonders bevorzugt sind insbesondere physiologische und/oder
pathophysiologische Zustande, die mit Cathepsin D in Zusammenhang

stehen.

Unter physiologischen und/oder pathophysiologischen Zustanden werden
physiologische und/oder pathophysiologische Zustande verstanden, die
medizinisch relevant sind, wie beispielsweise Krankheiten bzw.
Erkrankungen und medizinische Stérungen, Beschwerden, Symptome oder

Komplikationen und dergleichen, insbesondere Krankheiten.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel enthaltend
wenigstens eine erfindungsgemale Verbindung und/oder eines ihrer
physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und Stereoisomere,
einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen zur Verwendung bei
der Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen und/oder
pathophysiologischen Zusténden, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
Arthrose, traumatische Knorpelverletzungen und Arthritis, insbesondere

rheumatoide Arthritis.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel enthaltend
wenigstens eine erfindungsgemale Verbindung und/oder eines ihrer
physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und Stereoisomere,
einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhéaltnissen zur Verwendung bei
der Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen und/oder
pathophysiologischen Zustanden, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Alzheimer Krankheit, Chorea Huntington, Mucolipidose, Krebs,
insbesondere Brustkrebs, Kontaktdermatitis, Spat-Typ der Uberempfindlich-
keitsreaktion, Entziindungen, Endometriose, Vernarbung, gutartige
Prostatahyperplasie, Osteosarkom, Rachitis, Hauterkrankungen wie
beispielsweise Psoriasis, immunologische Krankheiten, Autoimmunkrank-

heiten und Immunschwéachekrankheiten.

In diesem Zusammenhang sind Hirnkrebs, Lungenkrebs, Plattenepithel-
krebs, Blasenkrebs, Magenkrebs, Pankreaskrebs, Leberkrebs, Nierenkrebs,
Kolorektalkrebs, Brustkrebs, Kopfkrebs, Halskrebs, Osophaguskrebs,
gynakologischer Krebs, Schilddrisenkrebs, Lymphome, chronische
Leukamie und akute Leukamie als krebsartige Erkrankungen anzusehen, die
alle gewohnlich zur Gruppe der hyperproliferative Erkrankungen gezahit

werden.

Schmerz ist eine komplexe Sinneswahrnehmung, die als akutes Geschehen

den Charakter eines Warn- und Leitsignals aufweist, als chronischer
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Schmerz diesen aber verloren hat und in diesem Fall (als Chronisches
Schmerzsyndrom) heute als eigenstandiges Krankheitsbild gesehen und
behandelt werden soll. Als Hyperalgesie wird in der Medizin eine
tubermaBige Schmerzempfindlichkeit und Reaktion auf einen tblicherweise
schmerzhaften Reiz hin bezeichnet. Reize, die Schmerzen ausiésen kdénnen,
sind beispielsweise Druck, Warme, Kalte oder Entziindungen. Die
Hyperalgesie ist eine Form der Hyperasthesie, dem Oberbegriff fir eine
ubermaRige Empfindlichkeit auf einen Reiz hin. Als Allodynie wird in der
Medizin eine Schmerzempfindung bezeichnet, die durch Reize ausgelost

wird, welche Ublicherweise keinen Schmerz verursachen.

Es ist beabsichtigt, dass mit obenstehend offenbarten Arzneimitteln eine
entsprechende Verwendung der erfindungsgeméfen Verbindungen zur
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder Prophylaxe von
vorstehenden physiologischen und/oder pathophysiologischen Zusténden

umfasst ist.

Es ist auBerdem beabsichtigt, dass mit obenstehend offenbarten
Arzneimitteln ein entsprechendes Verfahren zur Behandlung und/oder
Prophylaxe von vorstehenden physiologischen und/oder
pathophysiologischen Zustanden, bei dem man wenigstens eine
erfindungsgeméaBe Verbindung an einen Patienten verabreicht, der eine

solche Behandlung benétigt, umfasst ist.

Die erfindungsgemaRen Verbindungen zeigen bevorzugt eine vorteilhafte
biologische Aktivitat, die in Enzym-Assays und Tierversuchen, wie in den
Beispielen beschrieben, leicht nachweisbar ist. In derartigen auf Enzymen
basierenden Assays zeigen und bewirken die erfindungsgemafen
Antikérper bevorzugt einen inhibierenden Effekt, der gewéhnlich durch
ICso-Werte in einem geeigneten Bereich, bevorzugt im mikromolaren Bereich

und bevorzugter im nanomolaren Bereich dokumentiert wird.
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Die erfindungsgemaRen Verbindungen kénnen an Menschen oder Tiere,
insbesondere Saugetiere, wie Affen, Hunde, Katzen, Ratten oder Mause
verabreicht werden und bei der therapeutischen Behandlung des
menschlichen oder des tierischen Korpers sowie bei der Bekampfung der
oben aufgefihrten Krankheiten verwendet werden. Sie kénnen weiterhin als

Diagnostika oder als Reagenzien Verwendung finden.

Weiterhin kénnen erfindungsgemale Verbindungen zur Isolierung und zur
Untersuchung der Aktivitat oder Expression von Cathepsin D verwendet
werden. AuBerdem eignen sie sich insbesondere zur Verwendung in
diagnostischen Verfahren zu Erkrankungen im Zusammenhang mit gestérter
Cathepsin D-Aktivitat. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb die
Verwendung der erfindungsgemaRen Verbindungen zur Isolierung und zur
Untersuchung der Aktivitat oder Expression von Cathepsin D bzw. als Binder
und Inhibitoren von Cathepsin D.

Fur diagnostische Zwecke kénnen die erfindungsgeméRen Verbindungen
beispielsweise radioaktiv markiert werden. Beispiele fur radioaktive
Markierungen sind 3H, **C, 2"l und **I. Ein bevorzugtes Markierungs-
verfahren ist die lodogen-Methode (Fraker et al., 1978). Dariuiber hinaus
kénnen die erfindungsgeméaRen Verbindungen durch Enzyme, Fluorophore
und Chemophore markiert werden. Beispiele fur Enzyme sind alkalische
Phosphatase, -Galaktosidase und Glucoseoxidase, ein Beispiel fur eine
Fluorophor ist Fluorescin, ein Beispiel fir ein Chemophor ist Luminol und
Automatisierte Detektionssysteme beispielsweise fur fluoreszente
Farbungen werden beispielweise in US 4,125,828 und US 4,207,554
beschrieben.

Die Verbindungen der Formel | konnen zur Herstellung pharmazeutischer
Zubereitungen verwendet werden, insbesondere auf nicht-chemischem
Wege. Hierbei werden sie zusammen mit mindestens einem festen,

flussigen und/oder halbflissigen Trager- oder Hilfsstoff und gegebenenfalls
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in Kombination mit einem oder mehreren weiteren Wirkstoff(en) in eine

geeignete Dosierungsform gebracht.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind deshalb pharmazeutische
Zubereitungen, enthaltend wenigstens eine Verbindung der Formel |
und/oder ihre physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate, und
Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen.
Gegenstand der Erfindung sind insbesondere auch solche pharmazeutische
Zubereitungen, die weitere Trager- und/oder Hilfsstoffe enthalten, sowie
auch solche pharmazeutische Zubereitungen, die wenigstens einen weiteren

Arzneimittelwirkstoff enthalten.

Gegenstand der Erfindung ist insbesondere auch ein Verfahren zur
Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung, dadurch gekennzeichnet,
dass man eine Verbindung der Formel | und/oder eines ihrer physiologisch
unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate, und Stereoisomere, einschlieBlich
deren Mischungen in allen Verhaltnissen zusammen mit einem festen,
flussigen oder halbflissigen Trager- oder Hilfsstoff und gegebenenfalls mit
einem weiteren Arzneimittelwirkstoff in eine geeignete Dosierungsform

bringt.

Die erfindungsgemaRen pharmazeutischen Zubereitungen kénnen als
Arzneimittel in der Human- oder Veterinarmedizin verwendet werden. Der
Patient oder Wirt kann jeglicher Saugerspezies angehdren, z. B. einer
Primatenspezies, besonders Menschen; Nagetieren, einschliellich Mausen,
Ratten und Hamstern; Kaninchen; Pferden, Rindern, Hunden, Katzen usw.
Tiermodelle sind fir experimentelle Untersuchungen von Interesse, wobei
sie ein Modell zur Behandlung einer Krankheit des Menschen zur Verfigung

stellen.

Als Tragersubstanzen kommen organische oder anorganische Stoffe in

Frage, die sich fur die enterale (z.B. orale), parenterale oder topische
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Applikation eignen und mit den neuen Verbindungen nicht reagieren,
beispielsweise Wasser, pflanzliche Ole (wie Sonnenblumenél oder
Lebertran), Benzylalkohole, Polyethylenglykole, Gelatine, Kohlehydrate wie
Laktose oder Starke, Magnesiumstearat, Talk, Lanolin oder Vaseline.
Welche Hilfsstoffe fur die gewiinschte Arzneimittelformulierung geeignet
sind, ist dem Fachmann auf Grund seines Fachwissens gelaufig. Neben
Lésungsmitteln z.B. Wasser, physiologische Kochsalzlésung oder Alkohole
wie z.B. Ethanol, Propanol oder Glycerin, Zuckerlésungen wie Glucose oder
Mannitiésungen oder eine Mischung der genannten Lésungsmittel,
Gelbildnern, Tablettenhilfsstoffen und anderen Wirkstofftragern kénnen
beispielsweise Gleitmittel, Stabilisatoren und/oder Netzmittel, Emulgatoren,
Salze zur Beeinflussung des osmotischen Druckes, Antioxidantien,
Dispergiermittel, Entschaumer, Puffersubstanzen, Geschmacks- und/oder
Aromastoffe bzw. Geschmackskorrigentien, Konservierungsmittel,
Lésungsvermittler oder Farbstoffe verwendet werden. Falls erwiinscht,
kénnen erfindungsgeméalie Zubereitungen oder Medikamente einen oder
mehrere weitere Wirkstoffe enthalten, beispielsweise ein oder mehrere

Vitamine.

Die Begriffe ,pharmazeutische Formulierung“ und ,pharmazeutische
Zubereitung” werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung als Synonyme

verwendet.

Wie hier verwendet bezieht sich ,pharmazeutisch vertraglich auf Arznei-
mittel, Prazipitationsreagezien, Tragerstoffe, Hilfsstoffe, Stabilisatoren,
Lésungsmittel und sonstige Agenzien, die die Verabreichung der daraus
erhaltenen pharmazeutischen Zubereitungen ohne unerwiinschte
physiologische Nebenwirkungen, wie beispielsweise Ubelkeit, Schwindel,

Verdauungsprobleme o.4. an ein Saugetier erméglichen .

Bei pharmazeutischen Zubereitungen zur parenteralen Verabreichung

besteht die Forderung nach Isotonie, Euhydrie sowie nach Vertraglichkeit
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und Sicherheit der Formulierung (geringe Toxizitat), der eingesetzten
Hilfsstoffe und des Primarpackmittels. Uberraschenderweise haben die
erfindungsgemaBen Verbindungen vorzugsweise den Vorteil, dass eine
direkte Verwendung mdoglich ist und vor Verwendung der
erfindungsgemaRen Verbindungen in pharmazeutischen Formulierungen
keine weiteren Reinigungsschritte zum Entfernen toxikologisch bedenklicher
Agenzien, wie beispielsweise hohe Konzentrationen organischer
Lésungsmittel oder anderer toxikologisch bedenklicher Hilfsstoffe,
erforderlich sind.

Ein besonders bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind auch pharma-
zeutische Zubereitungen enthaltend wenigstens eine erfindungsgemale
Verbindung in prazipitierter nicht-kristalliner, prazipitierter kristalliner oder in
geloster oder suspendierter Form, sowie gegebenenfalls Trager- und/oder

Hilfsstoffe und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe.

Vorzugsweise ermoglichen es die erfindungsgemalen festen Verbindungen,
hochkonzentrierte Formulierungen herzustellen, ohne dass es zu
ungiinstigen unerwiinschten Aggregationen der erfindungsgeméaRen
Verbindungen kommt. So lassen sich mithilfe erfindungsgemaer
Verbindungen mit wassrigen Losungsmitteln oder in wassrigen Medien

applikationsfertige Losungen mit hohem Wirkstoffanteil herstellen.

Die Verbindungen und/oder deren physiologisch unbedenklichen Salze und
Solvate kénnen auch lyophilisiert und die erhaltenden Lyophilisate

beispielsweise zur Herstellung von Injektionspraparaten verwendet werden.

Wassrige Zubereitungen kénnen hergestellt werden, indem man
erfindungsgemaBe Verbindungen in einer wassrigen Lésung l6st oder
suspendiert und gegebenenfalls Hilfsstoffe zufugt. ZweckmaRigerweise wird
hierzu einer Losung oder Suspension mit einer definierten Konzentration an

erfindungsgeméaBRen Verbindungen mit definierten Volumina an
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Stammlésungen, die die genannten weiteren Hilfsstoffe in definierter
Konzentration enthalten, versetzt und ggf. mit Wasser auf die vorberechnete
Konzentration verdiinnt. Alternativ kénnen die Hilfsstoffe in fester Form
zugesetzt werden. Die erhaltene wassrige Lésung oder Suspension kann
anschlieBend mit den jeweils erforderlichen Mengen an Stammlésungen
und/oder Wasser versetzt werden. ZweckmaRigerweise kénnen
erfindungsgemaRe Verbindungen auch direkt in einer alle weiteren

Hilfsstoffe enthaltenden Lésung geldst oder suspendiert werden.

Vorteilhaft konnen die erfindungsgemaflen Verbindungen enthaltende
Losungen oder Suspensionen mit einem pH-Wert von 4 bis 10, bevorzugt
mit einem pH-Wert von 5 bis 9, und einer Osmolalitat von 250 bis 350
mOsmol/kg hergestellt werden. Die pharmazeutische Zubereitung kann
somit weitgehend schmerzfrei intravends, intraarteriell, intraartikular,
subkutan oder perkutan direkt verabreicht werden. Daneben kann die
Zubereitung auch Infusionslésungen, wie z.B. Glukoselésung, isotonische
Kochsalzlésung oder Ringerlésung, die auch weitere Wirkstoffe enthalten
kénnen, zugesetzt werden, so dass auch groRere Wirkstoffmengen appliziert

werden kénnen.

ErfindungsgeméaRe pharmazeutische Zubereitungen kénnen auch

Mischungen mehrerer erfindungsgemaRer Verbindungen enthalten.

Die erfindungsgemalen Zubereitungen sind physiologisch gut vertraglich,
leicht herstellbar, exakt dosierbar und vorzugsweise lber die Dauer der
Lagerung sowie des Transports und bei mehrfachen Einfrier- und
Auftauvorgangen hinsichtlich Gehalt, Zersetzungsprodukten und Aggregaten
stabil. Sie kénnen bei Kiihlschranktemperatur (2-8°C) und bei
Raumtemperatur (23-27°C) und 60 % relativer Luftfeuchtigkeit (r.F.)
vorzugsweise Uber einen Zeitraum von mindestens drei Monaten bis zu zwei

Jahren stabil gelagert werden.
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Beispielsweise kénnen die erfindungsgemafien Verbindungen durch
Trocknung stabil gelagert und bei Bedarf durch Lésung oder Suspension in
eine gebrauchsfertige pharmazeutische Zubereitung uberfuhrt werden.
Mogliche Methoden zur Trocknung sind zum Beispiel, ohne auf diese
Beispiele beschrankt zu sein, Stickstoffgastrocknung, Vakuumofen-
Trocknung, Lyophilization, Waschen mit organischem Lésungsmittel und
anschlieBende Lufttrocknung, Flussigbett-Trocknung, Wirbelschicht-
trocknung, Spruhtrocknung, Walzentrocknung, Lagentrocknung;

Lufttrocknung bei Raumtemperatur und weitere Methoden.

Der Ausdruck "wirksame Menge" bedeutet die Menge eines Arzneimittels
oder eines pharmazeutischen Wirkstoffes, die eine biologische oder
medizinische Antwort in einem Gewebe, System, Tier oder Menschen
hervorruft, die z.B. von einem Forscher oder Mediziner gesucht oder

angestrebt wird.

Daruber hinaus bedeutet der Ausdruck "therapeutisch wirksame Menge"
eine Menge, die, verglichen zu einem entsprechenden Subjekt, das diese
Menge nicht erhalten hat, folgendes zur Folge hat: verbesserte Heilbehand-
lung, Heilung, Pravention oder Beseitigung einer Krankheit, eines
Krankheitsbildes, eines Krankheitszustandes, eines Leidens, einer Stérung
oder Verhinderung von Nebenwirkungen oder auch die Verminderung des
Fortschreitens einer Krankheit, eines Leidens oder einer Stérung. Die
Bezeichnung "therapeutisch wirksame Menge" umfasst auch die Mengen,

die wirkungsvoll sind, die normale physiologische Funktion zu erhéhen.

Bei Verwendung von erfindungsgemaBen Zubereitungen oder
Medikamenten werden die erfindungsgemalen Verbindungen und/oder
dessen physiologisch unbedenklichen Salze und Solvate in der Regel
analog zu bekannten, kauflich erhéltlichen Zubereitungen oder Praparaten
verwendet, vorzugsweise in Dosierungen zwischen 0,1 und 500 mg,

insbesondere 5 und 300 mg pro Anwendungseinheit. Die tagliche Dosierung
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liegt vorzugsweise zwischen 0,001 und 250 mg/kg, insbesondere 0,01 und
100 mg/kg Képergewicht. Die Zubereitung kann ein- oder mehrmals pro Tag
verabreicht werden, z.B. zwei-, drei- oder viermal am Tag. Jedoch hangt die
individuelle Dosierung fur einen Patienten von einer grof3en Zahl
individueller Faktoren ab, wie beispielsweise von der Wirksamkeit der jeweils
verwendeten Verbindung, vom Alter, Kérpergewicht, allgemeinen
Gesundheitszustand, Geschlecht, Ernahrung, vom Verabreichungszeitpunkt
und -weg, von der Ausscheidungsrate, von der Kombination mit anderen

Arzneimitteln und von der Schwere und Dauer der jeweiligen Erkrankung.

Ein MaR fur die Aufnahme eines Arzneimittelwirkstoffs in einen Organismus
ist seine Bioverfiugbarkeit. Wird der Arzneimittelwirkstoff in Form einer
Injektionslésung dem Organismus intravenés zugefiihrt, so liegt seine
absolute Bioverfugbarkeit, d.h. der Anteil des Pharmakons, der unverandert
im systemischen Blut, d.h. in den groRen Kreislauf gelangt, bei 100%.

Bei oraler Gabe eines therapeutischen Wirkstoffs liegt der Wirkstoff in der
Regel als Feststoff in der Formulierung vor und muss sich daher zuerst
auflésen, damit er die Eintrittsbarrieren, beispielsweise den
Gastrointestinaltrakt, die Mundschleimhaut, nasale Membranen oder die
Haut, insbesondere das Stratum corneum, Uiberwinden kann bzw. vom
Korper resorbiert werden kann. Daten zur Pharmakokinetik, d.h. zur
Bioverfugbarkeit kénnen analog zu der Methode von J. Shaffer et al., J.
Pharm. Sciences, 88 (1999), 313-318 erhalten werden.

Weiterhin lassen sich solche Arzneimittel mit einem der im

pharmazeutischen Fachgebiet aligemein bekannten Verfahren herstellen.

Arzneimittel lassen sich zur Verabreichung Uber einen beliebigen geeigneten
Weg, beispielsweise auf oralem (einschlieBlich buccalem bzw.
sublingualem), rektalem, pumonalen, nasalem, topischem (einschlieflich
buccalem, sublingualem oder transdermalem), vaginalem oder parenteralem

(einschlieBlich subkutanem, intramuskularem, intravenésem, intradermalem
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und insbesondere intraartikularem) Wege, anpassen. Solche Arzneimittel
kénnen mit allen im pharmazeutischen Fachgebiet bekannten Verfahren
hergestellt werden, indem beispielsweise der Wirkstoff mit dem bzw. den

Tragerstoff(en) oder Hilfsstoff(en) zusammengebracht wird.

Zur Verabreichung der erfindungsgeméaRen Arzneimittel eignet sich
vorzugsweise die parenterale Applikation. Im Falle der parenteralen

Applikation ist die intraartikulére Applikation besonders bevorzugt.

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung ist so auch die Verwendung
einer erfindungsgemalen pharmazeutischen Zubereitung zur intraartikularen
Applikation bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen
und/oder pathophysiologischen Zusténden, ausgewahlit aus der Gruppe
bestehend aus Arthrose, traumatischen Knorpelverletzungen, Arthritis,

Schmerz, Allodynie oder Hyperalgesie.

Die intraartikulare Applikation hat den Vorteil, dass die erfindungsgemaBe
Verbindung direkt in die Nahe des Gelenkknorpels in die Synovialflissigkeit
appliziert werden und von dort auch in das Knorpelgewebe
hineindiffundieren kann. ErfindungsgemaRe pharmazeutische Zubereitungen
kénnen somit auch direkt in den Gelenkspalt injiziert werden und so direkt
am bestimmungsgemalen Wirkort ihre Wirkung entfalten. Die
erfindungsgemalen Verbindungen eignen sich auch zur Herstellung von
parenteral zu applizierenden Arzneimitteln mit kontrollierter, gleichméaRiger
und/oder verzégerter Wirkstofffreisetzung (slow-release, sustained-release,
controlled release). Somit eignen sie sich auch zur Herstellung von Depot-
Formulierungen, die fur den Patienten vorteilhaft sind, da eine Applikation

nur in gréBeren Zeitintervallen notwendig ist.

Zu den an die parenterale Verabreichung angepassten Arzneimitteln
gehoren wassrige und nichtwassrige sterile Injektionslésungen, die

Antioxidantien, Puffer, Bakteriostatika und Solute, durch die die
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Formulierung isotonisch mit dem Blut oder der Synovialfliissigkeit des zu
behandelnden Empfangers gemacht wird, enthalten; sowie wassrige und
nichtwassrige sterile Suspensionen, die Suspensionsmittel und Verdicker
enthalten kénnen. Die Formulierungen kénnen in Einzeldosis- oder
Mehrfachdosisbehaltern, z.B. versiegelten Ampullen und Flaschchen,
dargereicht und in gefriergetrocknetem (lyophilisiertem) Zustand gelagert
werden, so dass nur die Zugabe der sterilen Tragerflissigkeit, z.B. Wasser
fur Injektionszwecke, unmittelbar vor Gebrauch erforderlich ist.
Rezepturmalig hergestelite Injektionslésungen und Suspensionen kénnen

aus sterilen Pulvern, Granulaten und Tabletten hergestellt werden.

Die erfindungsgemafen Verbindungen lassen sich auch in Form von
Liposomenzufiihrsystemen, wie z.B. kleinen unilamellaren Vesikeln, groRen
unilamellaren Vesikeln und multilamellaren Vesikeln, verabreichen.
Liposomen kénnen aus verschiedenen Phospholipiden, wie z.B. Cholesterin,

Stearylamin oder Phosphatidylcholinen, gebildet werden.

Die erfindungsgemafRen Verbindungen kénnen auch mit I6slichen Polymeren
als zielgerichtete Arzneistofftrager gekoppelt werden. Solche Polymere
kénnen Polyvinylpyrrolidon, Pyran-Copolymer, Polyhydroxypropylmethacryl-
amidphenol, Polyhydroxyethylaspartamidphenol oder Polyethylenoxid-
polylysin, substituiert mit Palmitoylresten, umfassen. Weiterhin kénnen die
erfindungsgeméfRen Verbindungen an eine Klasse von biologisch
abbaubaren Polymeren, die zur Erzielung einer kontrollierten Freisetzung
eines Arzneistoffs geeignet sind, z.B. Polymilchsaure, Polyepsilon-
Caprolacton, Polyhydroxybuttersadure, Polyorthoester, Polyacetale, Polydihy-
droxypyrane, Polycyanoacrylate, Polymilchcoglykolsaure, Polymere wie
Konjugate zwischen Dextran und Methacrylate, Polyphosphoester,
verschiedene Polysaccharide und Polyamine sowie Poly-e-caprolacton,
Albumin, Chitosan, Collagen oder modifizierte Gelatine und quervernetzte

oder amphipatische Blockcopolymere von Hydrogelen, gekoppelt sein.
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Zur enteralen Applikation (oral oder rektal) dienen insbesondere Tabletten,
Dragees, Kapseln, Sirupe, Séafte, Tropfen oder Suppositorien, fur die
topische Anwendung Salben, Creme, Pasten, Lotionen, Gele, Sprays,
Schaume, Aerosole, Losungen (z.B. Losungen in Alkoholen wie Ethanol
oder Isopropanol, Acetonitril, DMF, Dimethylacetamid, 1,2-Propandiol oder
deren Gemischen untereinander und/oder mit Wasser) oder Puder.
Insbesondere fiir topische Anwendungen kommen auch liposomale

Zubereitungen in Betracht.

Bei Formulierung zu einer Salbe kann der Wirkstoff entweder mit einer
paraffinischen oder einer mit Wasser mischbaren Cremebasis eingesetzt
werden. Alternativ kann der Wirkstoff zu einer Creme mit einer Ol-in-Wasser-

Cremebasis oder einer Wasser-in-Ol-Basis formuliert werden.

An die transdermale Verabreichung angepasste Arzneimittel kénnen als
eigenstandige Pflaster fur langeren, engen Kontakt mit der Epidermis des
Empfangers dargereicht werden. So kann beispielsweise der Wirkstoff aus
dem Pflaster mittels lontophorese zugefihrt werden, wie in Pharmaceutical
Research, 3(6), 318 (1986) allgemein beschrieben.

Es versteht sich, dass die erfindungsgeméafen Arzneimittel neben den
obigen besonders erwahnten Bestandteilen andere im Fachgebiet Uibliche
Mittel mit Bezug auf die jeweilige Art der pharmazeutischen Formulierung

enthalten kénnen.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Set (Kit) bestehend aus getrennten

Packungen von

a) einer wirksamen Menge einer Verbindung der Formel | und/oder ihrer
physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und
Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen
und

b) einer wirksamen Menge eines weiteren Arzneimittelwirkstoffs.
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Das Set enthalt geeignete Behalter, wie Schachteln oder Kartons,
individuelle Flaschen, Beutel oder Ampullen. Das Set kann z.B. separate
Ampullen enthalten, in denen jeweils eine wirksame Menge einer
Verbindung der Formel | und/oder ihrer pharmazeutische unbedenklichen
Derivate, Solvate, Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen
Verhaltnissen, und eine wirksame Menge eines weiteren

Arzneimittelwirkstoffs geldst oder in lyophilisierter Form vorliegt.

Weiterhin kénnen die erfindungsgemafle Arzneimittel verwendet werden, um
bei gewissen bekannten Therapien additive oder synergistische Effekte
bereitzustellen, und/oder kénnen dazu verwendet werden, um die

Wirksamkeit gewisser existierender Therapien wiederherzustellen.

Die erfindungsgemalen pharmazeutischen Zubereitungen kénnen neben
den erfindungsgemalen Verbindungen noch weitere Arzneimittelwirkstoffe
enthalten, z.B. zur Verwendung bei der Behandlung von Arthrose andere
Cathepsin D-Inhibtioren, NSAIDS, Cox-2-Inhibitoren, Glucocorticoide,
Hyaluronsaure, Azathioprin, Methotrexat, anti-CAM Antikérper, wie
beispielweise anti-ICAM-1 Antikérper, FGF-18. Zur Behandlung der anderen
genannten Erkrankungen kénnen die erfindungsgeméaRen pharmazeutischen
Zubereitungen kénnen neben den erfindungsgeméalen Verbindungen noch
weitere Arzneimittelwirkstoffe, die dem Fachmann bei deren Behandlung

bekannt sind, enthalten.

Auch ohne weitere Ausfiihrungsformen wird davon ausgegangen, dass ein
Fachmann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die
bevorzugten Ausfiihrungsformen sind deshalb lediglich als beschreibende,
keineswegs aber als in irgendeiner Weise limitierende Offenbarung

aufzufassen.



10

15

20

25

30

WO 2012/107153 PCT/EP2012/000069

53

Die folgenden Beispiele sollen somit die Erfindung erlautern, ohne sie zu
begrenzen. Sofern nichts anderes angegeben ist, bedeuten Prozentangaben
Gewichtsprozent. Alle Temperaturen sind in Grad Celsius angegeben.
"Ubliche Aufarbeitung": Man gibt, falls erforderlich, Wasser hinzu, stellt, falls
erforderlich, je nach Konstitution des Endprodukts auf pH-Werte zwischen 2
und 10 ein, extrahiert mit Ethylacetat oder Dichlormethan, trennt ab, trocknet
die organische Phase Uber Natriumsulfat, filtriert, dampft ein und reinigt
durch Chromatographie an Kieselgel und /oder durch Kristallisation.
Rf-Werte an Kieselgel, Massenspektrometrie: El (ElektronenstoBionisation):
M*, FAB (Fast Atom Bombardment): (M+H)*, THF (Tetrahydrofuran), NMP
(N-Methlpyrrolidon), DMSO (Dimethlysulfoxid), EE (Ethylacetat), MeOH
(Methanol), DC (Dunnschichtchromatographie)

Die folgenden Substanzen wurden synthetisiert und charakterisiert. Die

Herstellung und Charakterisierung der Substanzen ist jedoch auch auf

anderen Wegen fur den Fachmann durchfuhrbar.

Beispiel 1: Beispielhafte Verbindungen der Formel |

Nr. Verbindung Mole- M+H Ret Renin- Stabil- CatD- GAG-
kular- [min] selek- itétin Assay  Assay
gewicht tivitit  Syno- I1Cso- 1Cso-

ICso vialflis- (M) M)

s. Bei- sigkeit s.Bei- s.Bei-

spiel6 s.Bei- spiel3 spiel4
spiel 5

(5)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-

((S)-2-tert-butoxycarbonylamino-4-methyl-

pentanoylamino)-butyrylamino}-5-phenyl-

pentanoylamino}-3-methyl-

pentanoylamino)-3-methyl- 400E- 3.13E-
buttersauremethylester 732,96 733,96 2,00 08 09
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) ) N, O
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-
((S)-2-amino-4-methyl-
pentanoylamino)butyrylamino]-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersaure-
methylester 632,84 633,84 1,45 >30uM

N

(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-4-
methyl2-(3-methyl-butyrylamino)-

pentanoylamino}-5-phenyl-

pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-butterséure-

methylester 631,85 632,85 2,00

A

(S)-2-[(2S,3S5)-2-((3S,4S)-3-Amino-4
-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-
butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-

buttersauremethylester 716,96 717,96 1,93

(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-(2-
benzo[1,3]dioxol-5-yl-ethyl)-amid 637,82 638,82 1,81 >30uM

o,

(o] o o NH, o
(3S,48)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[2-
(3,4-dichloro-phenyl)-ethyl]-amid 662,70 663,70 2,08 >30uM

PCT/EP2012/000069

2,00E-
06

5,50E-
06

9,70E-
08

1,80E-
06

1,20E-
06

7,73E-
09
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(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-phenyl)-
acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino}-3-methyl-

buttersauremethylester 73584 736,84 209 >30pM

(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[2-(naphthalen-1-yloxy)-
acetylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-

pentanoylamino)-3-methyl-

pentanoylamino]-3-methyl-buttersdure-

methylester 717,90 71890 2,11 >30pM

40

PN

(S)-2-[(28,3S)-2-({3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-
[2-(3-methanesulfonylamino-phenyl)-
acetylamino]-3-methyl-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure-

methylester 74495 74595 1,85 >30uM

AT

(S)-2-[(2S,35)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-
butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-

buttersaure-methylester 730,99 731,99 1,92

N, ©
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-
[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-3-phenyl-propionylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-

779,03 780,03 2,19 >30uM

PCT/EP2012/000069
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pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure-
methylester

1-[(2S,38)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-
methyk2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-

butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-

methylpentanoylamino]-

cyclopropanecarbonsaureethylester 728,97 72997 1,93 >30pM

B H H
o o) o NH, © o

o
(28,35)-2-[(S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-
methyt2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyk1-(S)-oxo-pentylamino]-3-methyl-
pentansauremethylester 745,01 746,01 2,10

(S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-
methy+2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-

butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-4-methyl-

pentansaure-methylester 74501 746,01 209 >30uM

(S)-2-[(S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-

butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
phenyl-propionylamino]-3-methyi-

buttersduremethylester 765,00 766,00 2,05 >30uM

(S)-2-((2S,3S)-24{(35,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-
((S)-2-tert-butoxycarbonylamino-4-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-butyrylamino]-5-
phenyl-pentanoylamino}-3-methyl
pentanoylamino)-3-methyl-buttersdure-

methylester 746,98 747,98 220

PCT/EP2012/000069
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N, O
(S)-2-((25,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-3-
methyl-2-(3-phenyl-propionylamino)-
butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-
methyl-pentanoylamino)-3-methyl-

buttersaure-methylester 665,87 666,87 1,93

A

o]

N, O
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-4-
methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-

pentanoylamino}-5-phenyl-

pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-butterséure-

methylester 74501 746,01 2,30

(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,45)-3-Amino-4-{(S)-3-
methy-2-[(S)-2-(3-methyl-butyrylamino)-3-
phenyl-propionylamino]-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-

pentanoylamino}-3-methyl-

buttersauremethylester 765,00 766,00 2,14

NH, O
(S)-2-((28,35)-2-{(3S,4S5)-3-Amino-4{(S)-2-
((S)-2-tert-butoxycarbonylamino-3-phenyl-
propionylamino)-3-methyi-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersaure-

methylester 781,00 782,00 220

o o

o o m, o] i o) o]
(S)-2-((2S,3S)-2-{(35,4S5)-3-Amino-4-[(S)-2-
((S)-2-amino-3-phenyl-propionylamino)-3-
methyl-butyrylamino]-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersaure-
methylester 680,89 681,89 1,60

PCT/EP2012/000069

5,52E-
n.d. 08
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(S)-2{(2S,39)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-
[2-(2,4-dichloro-phenoxy)-acetylamino]-3-
methyl-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure-
methylester

A

o]

NH, ©
(S)-2-{(2S,39)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino}-3-methyl-
butterséure

(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-{(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-((1S,2S)-2-methyl-1-
phenethylcarbamoyl-butyl)-amid

w o H°2r/\>

(S)-3-Amino-4{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-2-methyl-1-(pyridin-3-
ylcarbamoyi)-butyl]-amid

o) o N, O

(S)-2-((2S,35)-24{(3S,4S)-3-Amino-4-[(R)-2-
((S)-2-amino-3-phenyl-propionylamino)-3-
methyl-butyrylamino]-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersaure-
methylester

736,73 737,73 2,14

716,96 71796 1,82

720,99 721,99 2,18

693,93 694,93 1,82

680,89 681,89 1,60

PCT/EP2012/000069
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5,00E-
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59

(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-2-methyl-1-(1-methyl-
1H-pyrazol-3-ylcarbamoyl)-butyl]-amid 696,93 697,93 1,92

<) o wg o o o
(S)-2-[(S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino)-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
naphthalen-1-yl-propionylamino]-3-methyl-
buttersaure-methylester 81506 816,06 2,11

(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-((1S,2S)-1-benzylcarbamoyl-

2-methyl-butyl)-amid 706,97 707,97 2,06

\f\;»jwlrm

o] o] m, o "o
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyk2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-1-(cyclopropylmethyl-
carbamoy|)-2-methyl-butyl]-amid 670,93 671,93 2,05

ey

(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-
3,3-dimethyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-

butterséure-methylester 745,01 746,01 2,02

PCT/EP2012/000069

4,60E-
stabil 08

3,70E-
>30uM 09

1,80E-
>30uM 07

4,00E-
>30pM 07

1,20E-
>30pM 07
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(S)-2-{(28,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-phenyl)-
acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-

pentanoylamino)-3-methyl-

pentanoylamino}-3-methyl-buttersaure 721,81 722,81 1,97 >30uM

6 o ) NH, O

(8)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[(S)-2-(3-methyl-butyrylamino)-3-
phenyl-propionylamino]-1-oxo-butylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure 750,98 751,98 192

NH, [¢]
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylaminol-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-1-((S)-1-
hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-

2-methyl-butyl]-amid 702,98 703,98 1,91

(3S,4S5)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylaminol-
butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[(S)-1-
(3-methyl-butylcarbamoyl)-ethyl]-amid 649,75 650,75 1,94 >30uM

(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-
[(18,2S)-2-methyl-1-(3-methyl-

butylcarbamoyl}-butyl}-amid 691,83 692,83 2,20 >30uM

PCT/EP2012/000069
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NH, O
(S)-2-[(2S,3S)-2-((35,4S5)-3-Amino-4-
{(1S,4S)-3-methyi-2-[2-(3-trifluoromethoxy-
phenyl)-acetylamino]-pentanoylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl
pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure 73584 73684 2,01

A5

(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl- o
pentansaure-(2,6-diethyl-phenyl)-amid 63589 636,89 212

NH, (o}
(8)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-1-(1-ethyl-
propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-amid 686,98 687,98 2,06

RS

(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-(4-
phenyl-butyrylamino)-butyrylamino]-5-
phenyl-pentansaure-(2,6-diethyl-phenyl)-

amid 584,80 585,80 2,07

o .
NH £ H
T o, o

3-(S)-Amino-4-{(S)-(2S,3S)-3-methyl-2-[2-
(3-trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino]-
pentanoylamino}-5-phenyl-
pentansaure{(2S,3S)-1-[1-((S)-
hydroxymethyl)-2-methyl-propylcarbamoyl}-
2-methyl-butyl}-amid

A

(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-2-(3- 73699 737,99 2,10

721,86 722,86 215

PCT/EP2012/000069
3,20E-

>30pM 09
2,30E-

>30pM 07
9,90E-
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>30pM 08
3,60E-
09

8,20E-
09

2,33E-



10

15

20

25

30

WO 2012/107153

43

45

46

47

62

methyl-butyrylamino)-3-phenyl-
propionylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-1-((S)-1-
hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-

2-methyl-butyl]-amid
I/O
()
/

(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(S)-2-methyl-1-(pyridin-3-

yloxymethyl)-propyl}-amid 666,90 667,90 1,72 >30uM

(3S5,45)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanséaure-[(S)-1-(2,4-difluoro-
phenoxymethyl)-2-methyi-propyl]-amid 701,89 702,89 221 >30uM

(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(S)-1-(2,4-difluoro-
phenoxymethyl)-2-methyl-propyl]-amid 666,90 667,90 1,73 >30pM

(35,48)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure(1-benzyl-2-phenyl-ethyl)-amid 697,96 698,96 2,2

o
[¢] [} o \)(/m

[(S)-1-((S)-1{(1S,2S)-2-Amino-1-benzyl-3-
[(S)-1-((S)-1-hydroxymethyl-2-methyl-
propylcarbamoyl)-2-naphthalen-1-yl-
ethylcarbamoyi}-propylcarbamoyl}-2-
methyl-propylcarbamoyl)-2-phenyl-ethyl}- 837,07 838,07 2,16

PCT/EP2012/000069

2,40E-
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carbamoylisaure tert-butyl ester

NH, o
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-{(S)-4-
methyi-2-(3-phenyl-propionylamino)-
pentanoylamino]-1-oxo-butylamino}-5-

phenyl-pentansaure [(1S,2S)-1-(1-ethyl-
propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-amid 735,02 736,02

e

o N% o} o
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-2-[(S)-2-(3,3-
dimethyl-butyrylamino)-4-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-1-oxo-
butylamino}-5-phenyl-pentansaure
[(18,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-
methyl-butyl]-amid 701,00 702,00

NH, ©O o o
(8)-2-[(2S,3S8)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-phenyl-
propionylamino)-pentanoylamino}-1-oxo-
butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersaure 765,00 766,00

o
(S)-2-[(2S,35)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(4-
trifluoromethoxy-benzoylamino)-
pentanoylamino]-1-oxo-butylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino}-3-methyl-buttersdure 820,95 821,95

NH, ©O
(S)-2-((2S,3S)-24{(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-
methyl-2-((S)-4-methyl-2-
phenylacetylamino-pentanoylamino)-1-oxo-
butylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-
methyl-pentanoylamino)-3-methyi- 750,98 751,98

2,1

2,07

1,97

2,04

1,94

PCT/EP2012/000069
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64
buttersaure
F
e
o]
] o o ﬁH, o

N-[(S)-1-(14{(S)-(S)-2-(S)-Amino-1-benzyl-
3-[(18,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-
methyl-butylcarbamoyl]-propylcarbamoyl}-
2-methyl-propylcarbamoyl)-3-methyl-butyl]-
4-trifluoromethoxy-benzamid 790,96

el

(S)-2-{(2S,358)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-2-
[(S)-2-(3,3-dimethyl-butyrylamino)-4-methyi-
pentanoylamino]-3-methyl-1-oxo-
butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino}-3-methyl-

buttersaure 730,99

NH, O 3 o
(S)-2-((2S,3S)-2-{(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-
methyl-2-((S)-4-methyl-2-pentanoylamino-
pentanoylamino)-1-oxo-butylamino]-5-
phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersaure 716,96

NH, O
(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)4-
methyl-2-phenylacetylamino-
pentanoylamino)-1-oxo-butylamino]-5-
phenyl-pentansaure[(1S,2S)-1-(1-ethyl-
propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-amid 720,99

(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-
methyl-2-pentanoylamino-pentanoylamino)-
1-oxo-butylamino}-5-phenyl-pentansaure
[(18,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-
methyl-butyl]-amid 686,98

791,96

731,99

717,96

721,99

687,98

2,15

1,99

2,03

2,09

2,147

PCT/EP2012/000069
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Um mdéglichen Zweifeln vorzubeugen wird tiberall, wo zu einer

erfindungsgemaken Verbindung die chemische Bezeichnung der

Verbindung und die Abbildung der chemischen Struktur der Verbindung

falschlicherweise nicht tibereinstimmen, die erfindungsgemafe Verbindung

eindeutig durch die Abbildung der chemischen Struktur definiert.

Beispiel 2: Herstellung der erfindungsgeméafBen Verbindungen

Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind z. B. nach dem Fachmann

bekannten Methoden durch folgende Synthesesequenzen darstellbar. Die

angegebenen Beispiele beschreiben die Synthese, schranken diese aber

nicht auf die Beispiele ein.

Synthesesequenz:

1y
1 ‘3

) "__on Mty
>r lf‘ﬂ _—

NH O DAPECI-Kupplung
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Ausgehend von dem geschiitzten Aminostatinbaustein A erfolgt der Aufbau

‘der neuen Peptidbindung mit entsprechenden Aminen,
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Aminosaurederivaten, Dipeptiden, Tripeptiden oder Tetrapeptiden
(typischerweise am C-Terminus geschutzt) mit Hilfe einer dem Fachmann
bekannten Kupplungsmethode, wie zum Beispiel einer DAPECI-Kupplung.
Im zweiten Schritt wird die BOC-Schutzgruppe unter geeigneten
Bedingungen abgespalten (z.B. durch HCI/Dioxan oder TFA/DCM) und der
erhaltene Baustein mit einer entsprechende Saure, Aminosaurederivaten,
Dipeptiden, Tripeptiden oder Tetrapeptiden (typischerweise jeweils am N-
Terminus geschutzt) gekuppelt. Besonders bevorzugt sind bei diesem Schritt
Kupplungsreagenzien, die geeignet sind eine Racemisierung zu
unterdriicken wie z.B. HATU oder dhnliche Reagenzien. Im letzten Schritt
erfolgt die Abspaltung der Schutzgruppe an der Aminogruppe des Statins
durch geeignete Methoden — im Falle einer Z-Schutzgruppe z.B. durch
Hydrogenolyse in Gegenwart von Pd/C. Weitere Z-Schutzgruppen, z.B.
Carbonsaurebenzylester in anderen Molekulteilen werden unter diesen
Bedingungen ebenfalls abgespalten und liefern z.B. im Falle eines
Benzylesters die freie Carbonsaure.

Herstellung von (A31): (S)-2-[(2S,3S5)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3,3-
dimethyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino}-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-

methyl-buttersduremethylester

Schritt 1
@ °
|j\;r O/U\NH (o]
HN Nj:((o\ + ©/YK)L
NH
H—cI (o] [0} /é

In einem Kolben wurden unter Eiskithlung 2,00 g (S)-2-((2S,3S)-2-Amino-3-

methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersduremethylester (Hydrochloride),
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2,53 g (35,4S)-3-Benzyloxycarbonylamino-4-tert-butoxycarbonylamino-5-
phenyl-pentansaure, 0,38 g 1-Hydroxybenzotriazolhydrat, 1,24 ml 4-
Methylmorpholin und 1,19 g N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (DAPECI) in ca 25 ml DMF gelést und Gber
Nacht gertihrt. Die Reaktionsmischung wurde auf gesattigte
Natriumhydrogencarbonatlésung gegossen und 15 Min geruhrt. Der
entstandene Niederschlag wurde abgesaugt, mit verdinnter
Zitronensaureldésung und Wasser gewaschen und getrocknet. Man erhalt
3,80 g (S)-2-[(2S,3S)-2-((4S,5S)-3-Benzyloxycarbonylamino-4-tert-
butoxycarbonylamino-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino)-
3-methyl-butersauremethylester als weien Feststoff. (Ausbeute 94,4%,
Gehalt 94%). MS-FAB (M + H* - BOC) = 569,7 R¢ (Methode polar): 2,67 Min.

Analog zu diesem Schritt konnen z.B. die folgenden Verbindungen
hergestellt werden ohne die Anwendbarkeit auf diese Bausteine zu

beschranken.
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Schritt 2

In einem Kolben wurden (S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-
Benzyloxycarbonylamino-4-tert-butoxycarbonylamino-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-butansauremethylester
(2,76 g; 4,04 mmol) in 10 ml HCI-L6sung in Dioxan (4 M) geldst und 5h bei
RT geriihrt. Uberschiissige HCl wurde am Hausvakuum entfernt, das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand tiber Nacht
lyophilisiert.

Man erhalt 2,4 g (S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-4-Amino-3-
benzyloxycarbonylamino-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino]- 3-methyl-butersauremethylester als weien Feststoff.
(Ausbeute 92,2%, Gehalt 94%). MS-FAB (M+H") = 569,3 R; (Methode polar):
1,67 Min.

Schritt 3

HCI HATU
o O OH
H HH H H H H H H H HH H
° NH O o] o o (o] o o o [s] NH O o (o]
=£/ ozr
C ° C

In einem Kolben wurden unter Eiskiihlung 300 mg (S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-
4-Amino-3-benzyloxycarbonylamino-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-

pentanoylamino]-3-methyl-buttersduremethylester (Hydrochloride), 170,1 mg
(S)-3,3-Dimethyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-
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buttersdure und 163,4 nl Ethyldiisopropylamin in ca. 10 ml DMF gel6st, mit
197,0 mg HATU (C10H15N60*PF6) versetzt und Uber Nacht bei RT geruhrt.
Die gelbe Reaktionsmischung wurde auf gesattigte
Natriumhydrogencarbonatiésung gegossen und 15 Min gerihrt. Der
entstandene Niederschiag wurde abgesaugt, mit verdiinnter Ameisensaure
verrieben, erneut abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Man
erhalt 340 mg (S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Benzyloxycarbonylamino-4-{(S)-
3,3-dimethyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino)-3-
methyl-buttersauremethylester als weilRen Feststoff. (Ausbeute 82%). MS-
FAB (M + H")= 880,1 R¢ (Methode polar): 2,91 Min.

Analog zu diesem Schritt kénnen die in Schritt 1 angegebenen
Verbindungen z.B. mit folgenden Bausteinen umgesetzt werden ohne die

Anwendbarkeit auf diese Bausteine zu beschranken.
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In einem geeigneten Gefal wurden 300 mg (S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-
Benzyloxycarbonylamino-4-{(S)-3,3-dimethyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
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methyl-pentanoylamino]-3-methyi-buttersduremethylester in Gegenwart von
300 mg Pd/C (5%Pd) in 30 ml THF bei RT so lange bei Normaldruck
hydriert, bis das Edukt vollstadndig umgesetzt war (iber Nacht). Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand mit MTBE
verrieben und ébgesaugt. Reinigung durch praparative HPLC
(Chromolith®prep, RP18e, 100-25; Gradient Wasser:Acetonitril 1-60% in 12
Min) und anschlieBende Lyophilisierung ergab 89 mg (S)-2-[(2S,3S)-2-
((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3,3-dimethyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersauremethylester als weiles Pulver
(Ausbeute 31%). MS-FAB (M + H")= 746,1 R (Methode polar): 2,02 Min.

Uber diese Synthesesequenz lassen sich z.B. die Verbindungen Nr. 1-45
(siehe Tabelle in Beispiel 1) herstellen.

Sind mehrere orthogonale Schutzgruppen vorhanden (z.B. BOC und Z) lasst
sich die Reihenfolge der Schutzgruppenabspaltungen auch umkehren, so
dass z.B. die Z-Abspaltung vor der BOC-Abspaltung durchgefihrt wird.

Methode (HPLC-MS):

Chromolith Speed Rod RP 18e 50-4,6 mm LCMS; Polar.m, 2,4ml/min,
220nm, Puffer A 0,05% HCOOH/H20, Puffer B 0,04% HCOOH/ACN, 0,0-
2,8min 4%-100% Puffer B; 2,8-3,3min 100% Puffer B 3,3-3,4min 100%-4%
Puffer B (siehe Abbildung 1)

Abkirzungen:

DCM = Dichlormethan

DMA = Dimethylacetamid
DMF = Dimethylformamid

EE = Essigsaureethylester
MTBE = Methyl-tert-butylether
PE = Petrolether
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RT = Raumtemperatur

TFA = Trifluoressigsaure

Beispiel 3: In-vitro Fluoreszenz-Assay zur ldentifizierung von

Cathepsin D Inhibitoren

Zur ldentifizierung von Modulatoren der Cathepsin D Aktivitat wurde ein
kontinuierlicher enzymatischer Test mit einem synthetischen Peptid, das
eine fluoreszierende Gruppe (MCA=(7-methoxycoumarin-4-yl)acetyl) tragt,
die durch Energietransfer von einer Dpn (2,4 dinitrophenyl)-Gruppe am
selben Molekil gequencht ist, in 384-well-nb-Mikrotiterplatten von Greiner
durchgefiihrt. Die Spaltung des peptidischen Substrats durch Cathepsin D
bewirkt einen Anstieg in der Fluoreszenzintensitat. Zur Bestimmung der
Wirksamkeit von Substanzen wurde der zeitabhangige Anstieg in der
Fluoreszenzintensitat in Gegenwart der Substanz mit der zeitabhangigen
Fluoreszenzzunahme in Abwesenheit von Substanzen verglichen. Als
Referenzsubstanz diente Pepstatin A (Sigma-Aldrich). Als Substrat wurde
MCA-GKPILFFRLK(Dnp)d-R-NH; (Enzo Life Sciences, Lérrach) verwendet.
Als Enzym wurde aus der humanen Leber isoliertes Cathepsin D (Sigma-
Aldrich) in einer finalen Konzentration von 1.4 nM eingesetzt. Der Test
wurde in 100 mM Natrium-Acetat-Puffer, 1.25 % (v/v) DMSO, 0.25 % (w/v)
Chaps, pH 5.5 durchgefiihrt. Zu je 4 pl Cathepsin D-Lésung wurden je 2 pl
Substanzlésung mit seriell verdiinnter Substanzkonzentration zugegeben
und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde gestartet
durch Zugabe von 2 pl Substrat-Lésung (finale Konzentration 5 uM). Nach
Durchfiihrung einer Startpunkt-Fluoreszenzmessung (Anregungswellenlange
340 nm/Emissionswellenlange 450 nm) mit einem Envision Multilabel reader
(Perkin Elmer) wurde die Reaktion 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Menge des wahrend der Reaktionszeit

abgespaltenen Peptidfragments durch Bestimmung der Zunahme der
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Fluoreszenzintensitat bei 450 nm (Anregungswellenldnge 340 nm)

gemessen.

Alle Verbindungen aus der Tabelle aus Beispiel 1 wiesen einen ICso-Wert

kleiner als 100nM auf (siehe Tabelle aus Beispiel 1, vorletzte Spalte).

Beispiel 4: Knorpel-Explant-Assay

Um den Effekt von potentiellen Cathepsin D Inhibitoren auf Knorpelabbau zu
untersuchen wird ein pH-induziertes Modell basierend auf bovinen
Explantaten verwendet. Dabei wird der pH-Wert des Mediums, in dem die
Explantate kultiviert werden, dem pathophysiologischen pH-Wert eines
arthrotischen Knies angepasst. Dieser pH-Wert liegt bei pH 5,5. In diesem
ex vivo Modell werden anschlieBend potentielle Cathepsin D Inhibitoren auf
ihre Wirkung hinsichtlich einer Arretierung des Knorpelabbauprozesses
untersucht. Wird der Knorpel zerstort, werden Glycosaminoglycane (GAGs)
in den Zellkulturtiberstand abgegeben. Die Menge der freigesetzten GAGs
lasst sich quantitativ mit Hilfe des DMMB (Dimethylmethylenblau-
Hydrochlorid) bestimmen. Beim Nachweis sulfatierter GAGs mit
Dimethylmethylenblau-Hydrochlorid macht man sich die Abnahme der
Absorption bei 633 nm zu Nutze. Da auch bei sehr niedrigen GAG-
Konzentrationen gearbeitet werden kann, fallt auch nach langer Inkubation
von DMMB mit GAG kein Farbstoff GAG-Komplex aus, wie das bei anderen
Messmethoden mitunter schon nach kurzer Zeit passiert. Zur Bestimmung
der Konzentration wird eine Eichgerade mit Chondroitinsulfat mitgefihrt.
Anhand der GAG-Werte lasst sich ein ICso—Wert errechnen, d.h. eine

Konzentration bei der eine Substanz 50% ihrer Wirkung zeigt.

Lésungen:
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Inkubationsmedium, pH 7.4:
DMEM ohne FBS, Zugabe von 1% Pen/Strep und 30 pg/ml Ascorbinséure,
das Medium wird nicht gelagert.

Inkubationsmedium, pH 5,5:
DMEM ohne FBS, der pH-Wert wird durch Zugabe von MES eingestellt und
am pH-Meter kontrolliert, Zugabe von 1% Pen/Strep und 30 pg/mi

Ascorbinséure.

Losungen fur die GAG-Messung:

DMMB-Farbelésung (V = 500 ml):
8 mg DMMB (Dimethylmethylenblau) in 2,5 ml Ethanol Iésen + 1 g

Natriumformiat + 1 ml Ameisenséaure, mit bidest. Wasser ad 500 ml auffiillen

Inkubationsmedium: FBS (Medium ohne FBS)

Chondroitinsulfat-Lésungen (Standardkurve)

Ansatz von Standardlésungen mit folgenden Konzentrationen: 50pg/ml;
25ug/ml; 12,5pg/ml; 6,25ug/mi; 3,125ug/ml; 1,56ug/ml; 0,78ug/ml sowie
eine Leerkontrolle des Mediums. Der Ansatz der Standardlésung erfolgt in

dem Medium, mit welchem auch der Versuch durchgefiihrt wurde.

1.) Durchfiihrung: pH induzierter Knorpelabbau von bovinen Explantaten

Die bovinen Explantate werden zunachst prapariert. Die Induktion des
Knorpelabbaus wird in 96 —Multiwellplatten durchgefuhrt. Dabei wird ein
Explantat pro well kultiviert. Es erfolgt die Zugabe von je 200 yl DMEM
(nkubationsmedium pH 5,5) ohne FBS + 30 pg/ml Ascorbinséure. Also
Negativkontrolle werden Explantate (n= 4) bei pH 7,4 (ohne FBS) inkubiert.
Diese Kontrolle geht nicht in die Berechnung der Daten mit ein, sondern
stellt sicher dass die pH-Wert Anderung den gewiinschten Effekt auf die
Freisetzung von GAG hat. An dieser Stelle erfolgt die Zugabe der zu
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testenden Substanzen. Es findet keine Vorinkubation der Explantate
statt.Die Explantate werden mit den entsprechenden Substanzen 3 Tage im
Brutschrank bei 37°C und 7,5% CO; kultiviert.

2.) Inkubationsablauf

Um den Effekt von Cathepsin D Inhibitoren auf die Freisetzung von GAG
(Glycosaminoglycan) zu untersuchen, werden die Substanzen in der
gewiinschten Konzentration eingesetzt und fur 3 Tage kultiviert. Dabei
werden die zu testenden Verbindungen in einem ersten Experiment in einer
Konzentration von 1 pM und 1% DMSO getestet. Substanzen die einen
Effekt von >50% auf die Freisetzung von GAG haben (das entspricht <60%
der Kontrolle im Assay Explorer), werden in einem néchsten Experiment bei
100 nM und 1% DMSO gestestet. Substanzen, die unter diesen
Bedingungen einen Effekt von >50% auf die Freisetzung von GAG haben
(das entspricht <50% der Kontrolle im Assay Explorer), werden in einer
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung getestet. Dabei werden die
Verbindungen in den folgenden Konzentrationen untersucht: 30 uM, 10 pM,
3 uM, 1 uM, 0.3 uM, 0.1 pM, 0.03 uM, 0.01 pM.

Als Positivkontrolle wird Pepstatin A mit einer Konzentration von 0,01 pM
verwendet. Das Wirkungsfenster (assay window) ist definiert durch die
Kontrolle (pH 5,5), definiert als 0% Effekt und die Kontrolie pH 5,5 + 0,01 pM
Pepstatin A, definiert als 100% Effekt. Nach 3 Tagen Inkubation werden die
Zellkulturiberstande gesammelt und bei -20°C gelagert oder direkt
vermessen. Dabei wird photometrisch die Menge an freigesetztem GAG

gemessen.

Berichtet werden fur Konzentrationen von 1 pM und 100 nM der Effekt ( 1
Wert) der jeweiligen Substanz in % bezogen auf die Positivkontrolle (pH 5,5
+ 0,01 uM Pepstatin A) und die Negativkontrolle (pH 5,5). Der Wert stelit den

Mittelwert aus 4 Replikaten da. Bei der Ermittlung einer Konzentrations-
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Wirkungs-Beziehung wird ein ICsp-Wert an die Datenbank berichtet (Assay

Explorer).

4.) Messung

Die Zellkulturiiberstande (200 pl) werden entweder direkt vermessen oder
werden bei -20°C gelagert. Eine genaue Bestimmung der Konzentration
(ug/ml GAG im Uberstand) von GAG zu gewahrleisten mussen sich die
Messwerte im linearen Bereich der Standardkurve befinden. Um dies zu
gewabhrleisten werden routinemagig verschiedene Verdiinnungen vorgelegt
(1/5, 1/10, 1/20, 1/40). Die Verdiinnungen werden mit Medium hergestelit
und automatisiert (Hamilton) in einer 384-Multiwellplatte vorgelegt (15 pl).
Ebenfalls automatisiert (oder mit Mehrkanalpipette) werden 60 pl DMMB-
Lésung zugegeben. Es erfolgt eine schnelle Farbreaktion die anschlieRend
bei 633 nm mit einem Platten-Reader (z.B. Envision) gemessen wird.

Je nach vorhandener Probenmenge wird mindestens eine

Doppelbestimmung durchgefihrt.

Die Daten werden vom MTP-Reader als csv oder xIs-Files zur Verfiugung
gestellt und basierend auf diesem Format (xIs) als Rohdaten gespeichert
bzw. zur Berechnung des prozentualen Effekts der jeweiligen Verbindung

herangezogen.

5.) Qualitatskontrollen

Als Kontrolle fur die induktion des pH-induzierten Knorpelabbaus werden 4
Explantate bei pH 7,4 inkubiert. Dies entspricht dem physiologischen pH-
Wert des Knorpels und somit ist hier kein Effekt auf die Freisetzung von
GAG zu erwarten. Diese GAG Werte (ug/ml Uberstand) sind somit immer
signifikant niedriger als die GAG-Werte einer Inkukation mit pH 5,5.

Eine weitere Kontrolle, die sowohl der Uberpriifung des Experimentes dient
aber auch wichtig fir die Definition des Wirkungsfensters ist, ist die
Pepstatin-Kontrolle (pH 5,5 + 0,01 uM Pepstatin A). Diese Substanz
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blockiert unspezifisch die Aktivitat der meisten Proteasen und legt somit den

maximal moglichen Effekt einer Verbindung fest.

(1) Klompmakers, A. & Hendriks, T. (1986) Anal. Biochem. 153, 80-84,
Spektrophotometrischer Nachweis fiir sulfatierte Glycosaminoglycane.
(2) Groves, P.J. et al. (1997) Anal. Biochem. 245, 247-248
Polyvinylalkohol-stabilisierte Bindung von sulfatierten GAGs an
Dimethylmethylenblau.

6.) Ergebnisse

zu einigen Verbindungen aus der Tabelle in Beispiel 1 wurden mit diesem
Assay ICso-Werte ermittelt, diese sind in der Tabelle in Beispiel 1 in der
letzten Spalte aufgefuhrt.

Beispiel 5: Untersuchung anti-hyperalgetischer Wirkung im Tier

Zur Induktion einer Entzindungsreaktion wurde eine Carrageenan-Lésung
(CAR, 1%, 50 pl) einseitig intraartikular in ein Rattenkniegelenk injiziert. Die
nichtinjizierte Seite wurde zu Kontrollzwecken herangezogen. Es wurden
sechs Tiere pro Gruppe verwendet. Die Schwellung wurde mittels einer
Mikrometerschraube bestimmt (medial-lateral am Kniegelenk) und die
thermische Hyperalgesie mittels einer gerichteten Infrarotlichtquelle nach der
Hargreaves-Methode (Hargreaves et al. 1988) an der FuRBunterseite
bestimmt. Da der Ort der Entziindung (Kniegelenk) von dem Ort der
Messung (Pfotenunterseite) abweicht, spricht man hier von sekundérer
thermischer Hyperalgesie, deren Mechanismen fur die Auffindung wirksamer

Analgetika von Bedeutung ist.

Versuchsbeschreibung Thermische Hyperalgesie (Hargreaves Test): Das
Versuchstier wird in einer Plastikkammer auf eine Quarzglasscheibe gesetzt.

Vor der Testung wird dem Versuchstier zunachst etwa 5 - 15 Minuten Zeit
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gegeben, sich an die Umgebung zu gewthnen. Sobald sich das
Versuchstier nach der Erkundungsphase nicht mehr so oft bewegt (Ende der
Explorationsphase), wird die Infrarotlichtquelle, deren Fokus in der Ebene
des Glasbodens liegt, direkt unterhalb der zu stimulierenden Hinterpfote
positioniert. Ein Versuchsdurchlauf wird nun durch Knopfdruck gestartet:
Infrarotlicht fuhrt zur Erh6hung der Hauttemperatur der Hinterpfote. Der
Versuchablauf wird entweder bei Anheben der Hinterpfote durch das
Versuchstier (als Ausdruck des Erreichens der Schmerzschwelle) oder bei
Erreichen einer vorgegeben Hochsttemperatur durch automatisches
Ausschalten der Infrarotlichtquelle beendet. Solange das Versuchstier still
sitzt, wird Licht, das von der Pfote reflektiert wird, registriert. Ein Wegziehen
der Pfote unterbricht diese Reflektion, woraufhin die Infrarotlichtquelle
abgeschaltet und die Zeit von An- bis Abschalten registriert wird. Das Gerat
ist so geeicht, dass die Infrarotlichtquelle in 10s die Hauttemperatur auf ca.
45 Grad Celsius erhéht (Hargreaves et al. 1988). Zur Testung wird ein von
der Firma Ugo Basile zu diesem Zweck produziertes Gerat benutzt.

CAR wurde von Sigma-Aldrich bezogen. Die Applikation des spezifischen
Cathepsin D-Inhibitors, der Verbindung Nr. 23 (aus Beispiel 1, Tabelle 1, (S)-
2-[(28,35)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure) wurde 30 Minuten vor der
CAR intraartikular vorgenommen. Als Positivkontrolle wurde Triamcinolone
(TAC) 10 pg/Gelenk und als Negativkontrolle wurde das Losungsmittel
(Vehikel) verwendet. Die Hyperalgesie wird als Differenz der Wegziehzeiten

zwischen der entziindeten und der nicht-entziindeten Pfote angegeben.

Ergebnis: TAC war in der Lage, die CAR-induzierte Schwellung zu
reduzieren, nicht aber der spezifische Cathepsin D-Inhibitor. Im Gegensatz
dazu konnte der spezifische Cathepsin D-Inhibitor das AusmaR der

thermischen Hyperalgesie dosisabhangig reduzieren (siehe Abbildung 2)
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Beurteilung: Es konnte gezeigt werden, dass die Verbindung Nr. 23 eine
anti-hyperalgetische Wirkung ausiibt. Dies kann postuliert werden, da die
Verbindung Nr. 23 keinen Einfluss auf die entziindliche Schwellung und
damit auf den Ausléser der Hyperalgesie zeigte. Es kann damit
angenommen werden, dass die Verbindung Nr. 23 beim Menschen eine

Schmerz reduzierende Wirkung entfaltet.

Beispiel 6: Stabilitat der erfindungsgemafen Verbindungen in boviner

Synovialfliissigkeit

1.) Gewinnung von boviner Synovialflissigkeit

Bei der Praparation von bovinen Explantaten (fur die Diffusionskammer oder
andere Assays) werden entweder Rinderhufe (metacarpale Gelenke) oder
Rinderknie verwendet. Die Synovialflissigkeit lasst sich aus beiden
Gelenken gewinnen. Dazu wird bei der Offnung des Gelenkes die
Synovialflissigkeit mit einer 10 ml Spritze und einer Kaniile vorsichtig aus
dem Gelenk entfernt und in bereit gestellte 2 ml Eppendorfgefafe gefullt. Die
EppendorfgefaRe sind je nach Tier beschriftet (Rinderpass liegt vor). Dabei
ist darauf zu achten, dass bei der Praparation der Gelenke kein Blut in den
Gelenkspalt eindringt. Ist dies der Fall, verfarbt sich die Synovialflissigkeit
rétlich und muss somit verworfen werden. Die Synovialflissigkeit ist
grundsatzlich hochviskos und klar bis gelblich gefarbt. Die Entnahme
zusammen mit einer makroskopischen Analyse der Synovialflissigkeit wird

dokumentiert.

2.) Ansatz der Stabilitatspriufung von Substanzen in SF

Um die Stabilitat einzelner Verbindungen zu tiberprifen wird ein Pool aus 4
verschiedenen bovinen Synovialflussigkeiten gemischt. Dazu werden ca. 1
ml je SF verwendet. Das Gemisch wird direkt in einem 5 ml Glasgefa
angesetzt. Die SFs werden grindlich aber vorsichtig gemischt. Dabei sollten

keine Luftblasen oder Schaum entstehen. Dazu wird ein Vortex-Gerat auf
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niedrigster Stufe verwendet. Die zu testenden Verbindungen werden in einer
Anfangskonzentration (sofern nicht anders angefordert) von 1 yM getestet.
Nach Zugabe der Substanz erfolgt eine erneute griindliche und vorsichte
Durchmischung des Ansatzes. Zur optischen Kontrolle werden alle SF-
Ansatze fotografiert und die Bilder im eLabBio-Ordner des entsprechenden
Versuchs abgelegt. Abbildung 1 zeit exemplarisch eine solche
Fotodokumentation. Die Ansatze werden fir 48 h bei 37°C und 7,5% CO; im

Brutschrank inkubiert.

3.) Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgt nach den vorher abgestimmten Zeiten (sofern
nicht anders angefordert, siehe unten). Dabei werden pro Zeitpunkt 200 pl
der SF aus dem Gemisch entnommen und direkt in ein 0,5 ml ,Low-binding*
Eppendorf Gefa uberfiihrt. ,Low-binding” Eppendorf GefalRe werden
verwendet um eine Wechselwirkung der Substanzen mit dem Kunststoff der
Gefalle zu minimieren. In dem Eppendorfgefal wurde bereits 200 pl
Acetonitril vorgelegt, so dass danach eine 1 + 1 Mischung der SF entsteht.
Dies erleichtert die folgende Analytik, es kann jedoch direkt nach Zugabe der
SF zum Ausfallen vom Protein kommen. Dies ist im Protokoll zu vermerken.
Direkt nach Zugabe der Substanz wird die 0 h Probe entnommen. Dies
entspricht dem 100% Wert in der Stabilitatsberechnung. Idealerweise sollte
sich hier die eingesetzte Konzentration wiederfinden. Die Proben kénnen bei

-20°C eingefroren werden.

e Oh
e ©6h
e 24h
e 48h

Als Negativkontrolle wird SF ohne Substanz verwendet. Als Positivkontrolle
wird SF mit 1uM Substanz verwendet. Dies entspricht dem Oh Wert und
somit 100% Stabilitat.



10

15

20

25

30

WO 2012/107153 PCT/EP2012/000069

82

Die Lagerung der Proben erfolgt in ,low-Binding* Eppendorf-Gefalen bei -

20°C. Anschlieend werden die Proben quantitativ vermessen.

4 ) Datenverarbeitung

Die gemessenen Konzentrationen (ng/ml) werden in einer Graphik
(GraphPad Prism®) als zeitlicher Verlauf dargestellt. Dabei wird die
prozentuale Stabilitat der Substanz ermittelt. Als 100% Wert wird der
Ausgangswert in SF zum Zeitpunkt 0 h verwendet. Die Daten werden unter
der jeweiligen Versuchsnummer in eLabBio gespeichert und in die MSR
Datenbank (als Prozent Stabilitit nach den entsprechenden

Inkubationszeiten) berichtet.

5.) Ergebnisse

Alle gemessenen Verbindungen blieben stabil. (siehe Tabelle in Beispiel 1).

Beispiel 7: In-vitro Fluoreszenz-Assay zur ldentifizierung von Renin
inhibitorischer Aktivitait

Zur ldentifizierung von Modulatoren der Renin Aktivitat wurde ein
kontinuierlicher enzymatischer Test mit einem synthetischen Peptid, das
eine fluor7szierende Gruppe Edans (=(5-(aminoethyl)aminonaphthalene
sulfonate) tragt, die durch Energietransfer von einer Dabcyl (4-
dimethylaminoazo-benzene-4-carboxylate)-Gruppe am selben Molekill
gequencht ist, in 384-well-Mikrotiterplatten von Greiner durchgefihrt. Die
Spaltung des peptidischen Substrats durch Renin bewirkt einen Anstieg in
der Fluoreszenzintensitat. Zur Bestimmung der Wirksamkeit von Substanzen
wurde der zeitabhangige Anstieg in der Fluoreszenzintensitat in Gegenwart
der Substanz mit der zeitabhangigen Fluoreszenzzunahme in Abwesenheit
von Substanzen verglichen. Als Referenzsubstanz diente Renin inhibitor 2
(Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-lle-His N-Boc-Lys methyl ester Z) (Sigma-
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Aldrich). Als Substrat wurde Renin FRET Substrate | (DABCYL - g - Abu - lle

- His - Pro - Phe - His - Leu - Val - lle - His - Thr - EDANS) (Anaspec,
Fremont CA) verwendet. Als Enzym wurde rekombinantes humanes Renin

(Proteos, Kalamazoo, MI) in einer finalen Konzentration von 10 nM

eingesetzt. Der Test wurde in 50 mM Mops-Puffer, 1.5 % (v/iv) DMSO, 0.1 %

(whv) Igepal®, pH 7.2, 0.5 % (w/v) BSA durchgefiihrt. Zu je 4 pl Renin-
Lésung wurden je 2 pl Substanzlésung mit seriell verdinnter
Substanzkonzentration zugegeben und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von 4 pl Substrat-

Lésung (finale Konzentration 5 uM). Nach Durchfiihrung einer Startpunkt-

Fluoreszenzmessung (Anregungswellenlange 340 nm/Emissionswellenlange

495 nm) mit einem Envision Multilabel reader (Perkin Elmer) wurde die
Reaktion 60 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Menge des
wahrend der Reaktionzeit abgespaltenen Peptidfragments durch
Bestimmung der Zunahme der Fluoreszenzintensitdt bei 495 nm

(Anregungswellenlange 340 nm) gemessen.

Ergebnis: Alle gemessenen Verbindungen haben eine ICC50 der
Reninselektiviat >30uM (siehe Tabelle in Beispiel 1)

Beispiel 8: Injektionsglaser

Eine Losung von 100 g einer Verbindung der Formel | und 5 g Dinatrium-
hydrogenphosphat wird in 3 | zweifach destilliertem Wasser mit 2 n
Salzsaure auf pH 6,5 eingestellt, steril filtriert, in Injektionsglédser abgefilit,
unter sterilen Bedingungen lyophilisiert und steril verschlossen. Jedes

Injektionsglas enthéalt 5 mg einer Verbindung der Formel I.

Beispiel 9: Lé6sung
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Man bereitet eine Losung aus 1 g einer Verbindung der Formel |, 9,38 g
NaH,PO, 2 H,0, 28,48 g Na,HPO4- 12 H,0O und 0,1 g Benzalkoniumchlorid
in 940 ml zweifach destilliertem Wasser. Man stellt auf pH 6,8 ein, fullt auf 1 1
auf und sterilisiert durch Bestrahlung. Diese Lésung kann in Form von

Augentropfen verwendet werden.

Beispiel 10: Salbe

Man mischt 500 mg einer Verbindung der Formel | mit 99,5 g Vaseline unter

aseptischen Bedingungen.

Beispiel 11: Ampullen

Eine Lésung von 1 kg einer Verbindung der Formel | in 60 | zweifach

destillietem Wasser wird steril filtriert, in Ampullen abgefullt, unter sterilen

Bedingungen lyophilisiert und steril verschlossen. Jede Ampulle enthalt 10

mg einer Verbindung der Formel |.
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Anspriiche
1. Verbindungen der Formel I,
e
1| |3
1 %I4
R IZ
N [y ]
X+L1_]?A1 ﬁ ” : || AT LY I
o) NH, O

worin

Iy, 12, I3, la, Is

T

unabhéangig voneinander N oder CR’,

ein unsubstituiertes oder ein-, zwei- drei- oder vierfach
durch R substituiertes Phenyl oder Naphthyl, oder ein ein-
oder zweikerniger gesattigter, ungesattigter oder
aromatischer Heterozyklus mit 1 bis 4 N-, O- und/oder S-
Atomen, der ein-, zwei- oder dreifach durch R, =S, =NR’
und/oder =0 substituiert sein kann,

ein unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch
=S, =NR, =0, T, Hal, OH, NH;, SO,CHj3;, SO;NH;, CN,
CONH,, NHCOCHj3;, NHCONH,, substituiertes, lineares
oder verzweigtes Alkyl mit 1-10 C-Atomen, worin eine,
zwei oder drei CH,-Gruppen unabhéangig voneinander
durch O, S, SO, SO;, NH, NCH3, -OCO—, -NHCONH—, -
NHCO-, — NRSO;R'-, -COO-, —-CONH—, -NCH3CO-, -
CONCH3—, —C=C-Gruppen und/oder -CH=CH-Gruppen,
und/oder auch 1-20 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt
sein kénnen, oder unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder
dreifach durch =S, =NR, =O, T, OH, NH;, SO,CHj3,
SO,NH,, CN, CONH,, NHCOCHs3;, und/oder NHCONH,
substituiertes zyklisches Alkyl mit 3-7 C-Atomen, worin

eine, zwei oder drei CH,-Gruppen unabhéngig
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voneinander durch O, S, SO, SO, NH, NCH3, -OCO-, —
NHCONH-, -NHCO-, — NRSO,;R'-, -COO-, -CONH-, —
NCH;CO—, -CONCH3—, —C=C-Gruppen und/oder durch —
CH=CH-Gruppen und/oder auch 1-11 H-Atome durch F
und/oder Cl ersetzt sein kénnen,

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene
Aminosaurereste, -CO-, -OCO-, -NRCO-, -SO,- oder -
NRSO,-,

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene
Aminoséaurereste,

eine Einfachbindung oder -CRR’-,

eine Einfachbindung, -CRR’-, -NR-, -NRCR’R- oder -
NRCRR’'CRR’-,

H, T, unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch
=S, =NR, =0, R, T, OR, NRR’, SOR, SO;R, SO;NRR’,
CN, COOR, CONRR’, NRCOR’, NRCONR'R”, NRSO2R’
und/oder NRCOR'’ substituiertes, lineares oder
verzweigtes Alkyl mit 1-10 C-Atomen, worin eine, zwei
oder drei CH,-Gruppen unabhéangig voneinander durch O,
S, SO, SO, NR, —-OCO—-, -NRCONR'—, -NRCO—, -
NRSO;R’-, -COO-, -CONR~—, —C=C—-Gruppen und/oder
durch —CH=CH-Gruppen und/oder auch 1-20 H-Atome
durch F und/oder Cl ersetzt sein kénnen, oder
unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder dreifach durch =S,
=NR, =0, R, T, OR, NRR’, SOR, SO;R, SO;NRR’, CN,
COOR, CONRR’, NRCOR’, NRCONR'R”, NRSO2R’
und/oder NRCOR’ substituiertes, lineares oder
verzweigtes zyklisches Alkyl mit 3-7 C-Atomen, worin
eine, zwei oder drei CH,-Gruppen unabhangig
voneinander durch O, S, SO, SO,, NR, —-OCO—, -
NRCONR’—, -NRCO-, — NRSO;R’—-, -COO-, -CONR~—, —
C=C—-Gruppen und/oder durch —-CH=CH-Gruppen
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und/oder auch 1-11 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt
sein kdnnen,

R,R’ unabhangig voneinander H, unsubstituiertes oder ein-,
zwei- oder dreifach durch =S, =NR, =0, Hal, OH, NH,,
SO,CHj;, SO;NH;, CN, CONH,, NHCOCHg3;, und/oder
NHCONH; substituiertes, lineares oder verzweigtes Alkyl
mit 1-10 C-Atomen, worin eine, zwei oder drei CH,-
Gruppen unabhéngig voneinander durch O, S, SO, SO,,
NH, NCH3, —-OCO-, -NHCONH-, -NHCO-, — NRSO;R’-,
~COO-, -CONH-, -NCH3CO-, -CONCHj3-, -C=C-
Gruppen und/oder durch —-CH=CH-Gruppen und/oder
auch 1-20 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt sein
kénnen, oder unsubstituiertes oder ein-, zwei- oder
dreifach durch =S, =NR, =0, OH, NH,, SO,CH3, SO;NH,,
CN, CONH3, NHCOCH3;, und/oder NHCONH;
substituiertes zyklisches Alkyl mit 3-7 C-Atomen, worin
eine, zwei oder drei CH,-Gruppen unabhangig
voneinander durch O, S, SO, SO,, NH, NCH;, -OCO-, —
NHCONH-, -NHCO-, - NRSO,R’'-, -COO-, -CONH—, —

NCH3CO-, -CONCH;3— und/oder durch —-CH=CH-Gruppen
und/oder auch 1-11 H-Atome durch F und/oder Cl ersetzt
sein kénnen,

m 0-4,

n 0-2, und

Hal F, Cl, Br oder |

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,
Prodrugs und Stereoisomere, einschlieflich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

2. Verbindungen nach Anspruch 1, worin
R’ Ethyl, n-Propyl, iso-Propyl, Cyclopropyl, Butyl, iso-Butyl, sec-Butyl,
Cyclobutyl, tert-Butyl, Phenyl, Benzyl, 2-Oxetanyl, 3-Oxetanyl,



10

15

20

25

30

WO 2012/107153

PCT/EP2012/000069

88

Tetrahydro-furan-3-yl, Tetrahydro-furan-2-yl, Cyclopentyl, Pentyl,
Methylsulfanylmethyl, Ethylsulfanylmethyl, 2-Methylsulfanylethyl,
oder 1-Methylsulfanylethyl

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

3. Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, worin

A

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminoséaurereste,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentylglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-
furan-3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-ylglycin,
Ethylsulfanylmethylglycin, 2-Methylsulfanylethylglycin, 1-
Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin, Aminobutterséaure,
Leucin, Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin, Methionin,
Phenylalanin, Naphthylalanin, O-Methyl-Serin, O-Ethyl-Serin, -
OCO-, -NRCO-, -SO2- und -NRSO»-

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlie8lich deren Mischungen in allen

Verhéltnissen.

4. Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, worin

Az

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentylglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-
furan-3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-ylglycin,
Ethylsulfanylmethylglycin, 2-Methylsulfanylethylglycin, 1-
Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin, Aminobuttersaure,
Leucin, Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin, Methionin,

Phenylalanin, Naphthylalanin, O-Methyl-Serin und O-Ethyl-Serin
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ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaéltnissen.

5. Verbindungen nach Anspruch 1, worin

R1

Aq

Az

Ethyl, n-Propyl, iso-Propyl, Cyclopropyl, Butyl, iso-Butyl, sec-Butyl,
Cyclobutyl, tert-Butyl, Phenyl, Benzyl, 2-Oxetanyl, 3-Oxetanyl,
Tetrahydro-furan-3-yl, Tetrahydro-furan-2-yl, Cyclopentyl, Pentyl,
Methylsulfanylmethyl, Ethylsulfanylmethyl, 2-Methylsulfanylethyl
oder 1-Methylsulfanylethyl,

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminosaurereste,
ausgewahilt aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentyiglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-
furan-3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-yiglycin,
Ethylsulfanylmethylglycin, 2-Methylsulfanylethylglycin, 1-
Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin, Aminobuttersaure,
Leucin, Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin, Methionin,
Phenylalanin, Naphthylalanin, O-Methyl-Serin, O-Ethyl-Serin, -
OCO-, -NRCO-, -SO;- und -NRSO;- und

0 bis 4 peptidartig miteinander verbundene Aminoséaurereste,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alanin, Glycin,
Cyclopropylglycin, Cyclobutylglycin, Cyclopentylglycin,
Cyclohexylglycin, 3-Oxetanylglycin, 3-Oxetanylglycin, Tetrahydro-
furan-3-ylglycin, Tetrahydro-furan-2-ylglycin,
Ethylsulfanylmethylglycin, 2-Methylsulfanylethylglycin, 1-
Methylsulfanylethylglycin, Valin, Norvalin, Aminobutterséure,
Leucin, Isoleucin, Prolin, tert-Leucin, Norleucin, Methionin,

Phenylalanin, Naphthylalanin, O-Methyl-Serin und O-Ethyl-Serin

ist, sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.
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6. Verbindungen nach einem oder mehreren der vorhergehenden

Anspriche,

a.)

b.)

d.)

f)

g.)

h.)

(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-tert-
butoxycarbonylamino-4-methyl-pentanoylamino)-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-
buttersauremethylester
(S)-2-((2S,3S)-2-{(35,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-amino-4-methyl-
pentanoylamino)butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-
methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersauremethylester
(S)-2-((2S,3S)-2-{(35,4S)-3-Amino-4-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-
methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S5)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-
methyl-butyrylamino)-pentanoylaminol]-1-oxo-butylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersduremethylester
(3S,4S5)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanséaure-(2-
benzo[1,3]dioxol-5-yl-ethyl)-amid
(35,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylaminol-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[2-(3,4-
dichloro-phenyl)-ethyl]-amid
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyi-
buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S5)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-
(naphthalen-1-yloxy)-acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-

buttersauremethylester
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(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[2-(3-
methanesulfonylamino-phenyl)-acetylamino}-3-methyl-
butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-buttersauremethylester
(8)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-

methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-

butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]
3-methyl-buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[(S)-4-methyl-2-(3-
methyl-butyrylamino)-pentanoylamino}-3-phenyl-propionylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersauremethylester
1-[(2S,3S8)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-cyclopropan-
carbonséaureethylester
(2S,3S8)-2-[(S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-
2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-1-(S)-oxo-pentylamino]-3-
methyl-pentansauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-
2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino}-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-4-methyl-
pentansauremethylester
(S)-2-[(S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-phenyl-propionylamino]-3-methyl-
buttersdauremethylester
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-tert-
butoxycarbonylamino-4-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-
butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-

pentanoylamino)-3-methyl-buttersauremethylester
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(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-(3-phenyl-
propionylamino)-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoylamino}-3-
methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-4-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino}-
pentanoylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-
pentanoylamino]-3-methyl-buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-2-(3-
methyl-butyrylamino)-3-phenyl-propionylamino]-butyrylamino}-5-
phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino}-3-methyl-
buttersauremethylester
(S)-2-((2S,3S5)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-tert-
butoxycarbonylamino-3-phenyl-propionylamino)-3-methyl-
butyrylamino]-5-phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-
pentanoylamino)-3-methyl-buttersduremethylester
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-2-((S)-2-amino-3-phenyl-
propionylamino)-3-methyi-butyrylamino]-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-
buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-2-[2-(2,4-dichloro-
phenoxy)-acetylamino]-3-methyl-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersauremethylester
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino}-3-methyl-
buttersaure
(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyi-
pentansaure-((1S,2S)-2-methyl-1-phenethylcarbamoyl-butyl)-amid
(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-
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pentansaure-[(1S,2S)-2-methyl-1-(pyridin-3-ylcarbamoyl)-butyl]-
amid
(S)-2-((2S,3S)-2-{(3S,4S)-3-Amino-4-[(R)-2-((S)-2-amino-3-phenyl-
propionylamino)-3-methyl-butyrylamino]-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-
buttersduremethylester
(S)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-2-methyl-1-(1-methyl-1H-pyrazol-3-
ylcarbamoyl)-butyl]-amid
(S)-2-[(S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-
(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-naphthalen-1-yl-propionylamino]-3-methyl-
buttersauremethylester
(8)-3-Amino-4-{(S)-(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-((1S,2S)-1-benzylcarbamoyl-2-methyl-butyl)-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-1-(cyclopropylmethyl-carbamoyl)-2-methyl-
butyl]-amid

(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3, 3-dimethyl-2-[(S)-4-
methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-pentanoylamino}-butyrylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersduremethylester
(S)-2-[(2S,3S8)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-butyric acid
(S)-2-[(2S,3S)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-2-(3-
methyl-butyrylamino)-3-phenyl-propionylamino]-1-oxo-butylamino}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-

buftersaure
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(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanoic
acid [(1S,2S)-1-((S)-1-hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-
2-methyl-butyl]-amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-phenyl)
acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[(S)-1-(3-

methyl-butylcarbamoyl)-ethyl]-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-phenyl)-
acetylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[(1S,2S)-2-
methyl-1-(3-methyl-butylcarbamoyl)-butyl]-amid
(S)-2-[(2S,3S8)-2-((3S,4S)-3-Amino-4-{(1S,4S)-3-methyl-2-[2-(3-
trifluoromethoxy-phenyl)-acetylamino]-pentanoylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-buttersaure
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-(2,6-diethyl-phenyl)-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(1S,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-
amid

(3S,4S)-3-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-(4-phenyl-butyrylamino)-
butyrylamino]-5-phenyl-pentanoic acid (2,6-diethyl-phenyl)-amid
3-(S)-Amino-4-{(S)-(2S,3S)-3-methyl-2-[2-(3-trifluoromethoxy-
phenyl)-acetylamino]-pentanoylamino}-5-phenyl-pentansaure-
{(2S,3S)-1-[1-((S)-hydroxymethyl)-2-methyl-propylcarbamoyl]-2-
methyl-butyl}-amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-2-(3-methyl-butyrylamino)-
3-phenyl-propionylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentanséaure-
[(18,2S)-1-((S)-1-hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-2-
methyl-butyl}-amid
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(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(S)-2-methyl-1-(pyridin-3-yloxymethyl)-propyl}-amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino}-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-[(S)-1-(2,4-difluoro-phenoxymethyl)-2-methyl-propyl]-
amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-
pentansaure-(S)-1-(2,4-difluoro-phenoxymethyl)-2-methyl-propyl]-
amid
(3S,4S)-3-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-
butyrylamino)-pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyi-
pentansaure(1-benzyl-2-phenyl-ethyl)-amid
[(S)-1-((S)-1-{(1S,2S)-2-Amino-1-benzyl-3-[(S)-1-((S)-1-
hydroxymethyl-2-methyl-propylcarbamoyl)-2-naphthalen-1-yl-
ethylcarbamoyl]-propylcarbamoyl}-2-methyl-propylcarbamoyl)-2-
phenyl-ethyl]-carbamoylsaure tert-butyl ester
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-phenyl-
propionylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentansaure [(1S,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl]-
amid
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-2-[(S)-2-(3,3-dimethyl-butyrylamino)-4-
methyl-pentanoylamino]-3-methyl-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentansaure [(1S,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl]-
amid
(S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-
2-(3-pheny|—propionylamino)-pentanoylamino]—1—oxo—butylamind}-
5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-
buttersaure
(S)-2-[(2S,3S)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyI-

2-(4-trifluoromethoxy-benzoylamino)-pentanoylamino]-1-oxo-
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butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-
3-methyl-buttersaure
(S)-2-((2S,38)-2-{(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-
2-phenylacetylamino-pentanoylamino)-1-oxo-butylamino]-5-
phenyl-pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-
buttersaure
N-[(S)-1-(1-{(S)-(S)-2-(S)-Amino-1-benzyl-3-[(1S,2S)-1-(1-ethyl-
propylcarbamoyl)-2-methyl-butylcarbamoyl}-propylcarbamoyl}-2-
methyl-propylcarbamoyl)-3-methyl-butyl]-4-trifluoromethoxy-
benzamid
(S)-2-[(2S,3S8)-2-((S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-2-[(S)-2-(3,3-dimethyl-
butyrylamino)-4-methyl-pentanoylamino]-3-methyl-1-oxo-
butylamino}-5-phenyl-pentanoylamino)-3-methyl-pentanoylamino]-
3-methyl-buttersaure
(S)-2-((2S,3S)-2-{(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-
2-pentanoylamino-pentanoylamino)-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentanoylamino}-3-methyl-pentanoylamino)-3-methyl-buttersaure
(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-2-
phenylacetylamino-pentanoylamino)-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentansaure[(1S,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-
amid

(S)-3-(S)-Amino-4-[(S)-3-methyl-2-((S)-4-methyl-2-
pentanoylamino-pentanoylamino)-1-oxo-butylamino}-5-phenyl-
pentansaure [(1S,2S)-1-(1-ethyl-propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-

amid

sowie deren physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate,

Prodrugs und Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen

Verhaltnissen.

7. Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel |, dadurch

gekennzeichnet, dass man
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a) eine Verbindung der Formel ll, worin |4, I3, 13, I3 und Is die in
Anspruch 1 angegebenen Bedeutungen haben und Q und Q’
zueinander orthogonale Aminoschutzgruppen bedeuten, mit einer
Verbindung der Formel I, worin Y, L, n und A; die in Anspruch 1
angegebenen Bedeutungen haben, unter Ausbildung einer
Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe der Verbindung der
Formel Il und der Aminogruppe der Verbindung der Formel Ill zu
einer Verbindung der Formel IVa umsetzt und die Verbindung der
Formel IVa durch Abspaltung der Schutzgruppe Q zu einer

Verbindung der Formel IV umsetzt,

und eine Verbindung der Formel V, worin X, Ly, m und A die in
Anspruch 1 angegebenen Bedeutungen haben mit einer Verbindung
der Formel VI, worin R' die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat
und W eine Saureschutzgruppe bedeutet, unter Ausbildung einer
Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe der Verbindung der
Formel V und der Aminogruppe der Verbindung der Formel VI zu einer

Verbindung der Formel Vlla umsetzt und die Verbindung der Formel
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Vlla durch Abspaltung der Schutzgruppe W zu einer Verbindung der

Formel ViI umsetzt,

R’ R’

X+LT};A‘\ + HzN)\”/ °w x—[—Lr};Aru)\ﬂ/o‘w
H o 0
v vi Vila
R’
— x—[—L;];A,—u)\[( o
0

Vil

und eine Verbindung der Formel VII, worin X, Ly, m, A; und R! die in
Anspruch 1 angegebenen Bedeutungen haben, mit einer Verbindung
der Formel IV, worin |4, 12, I3, 14, Is, Y, L2, n und Az die in Anspruch 1
angegebenen Bedeutungen haben und Q’ eine Aminoschutzgruppe ist,
unter Ausbildung einer Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe
der Verbindung der Formel Vil und der Aminogruppe der Verbindung
der Formel IV zu einer Verbindung der Formel Ia umsetzt und die
Verbindung der Formel la durch Abspaltung der Schutzgruppe Q' zu

einer Verbindung der Formel | umsetzt,
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Vil

b) die Base einer Verbindung der Formel | durch Behandlung mit einer
Saure in eines ihrer Salze Uberfuhrt oder
c) eine Saure einer Verbindung der Formel | durch Behandlung mit

einer Base in eines ihrer Salze (berfuhrt.

8. Verbindungen nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6 sowie
ihre physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und
Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhéltnissen

als Cathepsin D Inhibitoren.

9. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend wenigstens eine Verbindung
nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6 und/oder ihre
physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und

Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen.
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10. Pharmazeutische Zubereitung, nach Anspruch 9 enthaltend weitere

Trager- und/oder Hilfsstoffe.

5 11.Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend wenigstens eine Verbindung
nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6 und/oder ihre
physiologisch unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und
Stereoisomere, einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen
sowie wenigstens einen weiteren Arzneimittelwirkstoff.

10

12.Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung, dadurch
| gekennzeichnet, dass man eine Verbindung nach einem oder mehreren
der Anspriiche 1 bis 6 und/oder eines ihrer physiologisch unbedenklichen
Salze, Derivate, Solvate und Stereoisomere, einschlieBlich deren

15 Mischungen in allen Verhéltnissen zusammen mit einem festen, flussigen

oder halbfliissigen Trager- oder Hilfsstoff in eine geeignete

Dosierungsform bringt.

13. Arzneimittel enthaltend wenigstens eine Verbindung nach einem oder
20 mehreren der Anspriiche 1 bis 6 und/oder eines ihrer physiologisch
unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und Stereoisomere,
einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen zur Verwendung
bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen und/oder
pathophysiologischen Zustanden.
25
14. Arzneimittel enthaltend wenigstens eine Verbindung nach einem oder
mehreren der Anspriche 1 bis 6 und/oder eines ihrer physiologisch
unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und Stereoisomere,
einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen zur Verwendung
30 bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen und/oder

pathophysiologischen Zustanden, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
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aus Arthrose, traumatische Knorpelverletzungen, Arthritis, Schmerz,

Allodynie und Hyperalgesie.

15. Arzneimittel enthaltend wenigstens eine Verbindung nach einem oder

mehreren der Anspriche 1 bis 6 und/oder eines ihrer physiologisch
unbedenklichen Salze, Derivate, Solvate und Stereoisomere,
einschlieBlich deren Mischungen in allen Verhaltnissen zur Verwendung
bei der Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen und/oder
pathophysiologischen Zustanden, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Alzheimer Krankheit, Chorea Huntington, Mucolipidose, Krebs,
insbesondere Brustkrebs, Kontaktdermatitis, Spat-Typ der
Uberempfindlichkeitsreaktion, Entziindungen, Endometriose,
Vernarbung, gutartige Prostatahyperplasie, Osteosarkom, Rachitis,
Hauterkrankungen wie beispielsweise Psoriasis, immunologische

Krankheiten, Autoimmunkrankheiten und Immunschwéachekrankheiten.

16.Verwendung einer pharmazeutischen Zubereitung nach einem oder

mehreren der Anspriiche 9 bis 11, zur intraartikularen Applikation bei der
Behandlung und/oder Prophylaxe von physiologischen und/oder
pathophysiologischen Zustdnden, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Arthrose, traumatischen Knorpelverletzungen, Arthritis, Schmerz,

Allodynie oder Hyperalgesie.

17.Set (Kit) bestehend aus getrennten Packungen von

a) einer wirksamen Menge einer Verbindung nach einem oder mehreren
der Anspriiche 1 bis 6 und/oder ihrer physiologisch unbedenklichen
Salze, Derivate, Solvate und Stereoisomere, einschliel3lich deren
Mischungen in allen Verhaltnissen und

b) einer wirksamen Menge eines weiteren Arzneimittelwirkstoffs.
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Abb. 1

HPLC-MS der erfindungsgeméafen Verbindung
(S)-3-(S)-Amino-4-{(S)-3-methyl-2-[(S)-4-methyl-2-(3-methyl-butyrylamino)-
pentanoylamino]-butyrylamino}-5-phenyl-pentansaure-[(1S,2S)-1-(1-ethyl-
propylcarbamoyl)-2-methyl-butyl}-amid
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Abb. 2
Verbindung Nr. 23 (aus Beispiel 1, Tabelle 1)

Schwellung des Gelenkes
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