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(C)] Sammendrag

Acylguanidinderivater med formel
hvor R', R?>, R’ R’, R°A, m og n har de angitte

o
- Q N—P"
betydninger i patentkravene, og deres fysiologisk R‘\OJ\‘/\M),.—Q—A—WM—"—H—{' ?
tolererbare salter. Forbindelsene med formel (I) er OYM ’ : N—=
verdifulle farmaseytisk aktive ingredienser. De er Oup

! R
]

vitronektin-reseptorantagonister og inhibitorer av
benresorpsjon av osteoklaster og er f. eks. egnet for
terapi eller profylakse av sykdommer som i det minste
delvis forarsakes av en uensket grad av
benresorpsjon, f. eks. osteoporose. Oppfinnelsen
angar dessuten fremgangsmater for fremstilling av
forbindelser med formel (I), deres anvendelse, spesielt
som farmaseytisk aktive ingredienser, og
farmaseytiske preparater omfattende forbindelsene.
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Dén foreliggende oppfinnelse angéir acylguanidinderivater med den generelle
formel I:

0
0 0 —R!
RN H ] N
OY

2

lg
0"‘R5 I h

hvor R', R%, R*, R®, R®, A, m og n har de nedenfor angitte betydninger, og deres fysio-
logisk tolererbare salter. Forbindelsene med formel 1 er verdifulle farmaseytisk aktive
forbindelser. De er vitronektinreseptorantagonister og inhibitorer av benresorpsjon av
osteoklaster og er for eksempel egnede for terapi og profylakse av sykdommer som, i
det minste delvis, forrsakes av en uensket grad av benresorpsjon, for eksempel osteo-
porose. Oppfinnelsen angér videre en fremgangsmte for fremstilling av forbindelser
med formel! 1, deres anvendelse, spesielt som farmasgytisk aktive ingredienser, og
farmaseytiske preparater omfattende disse. ,

Human bensubstans utsettes for en konstant dynamisk renovasjonsprosess som
omfatter benresorpsjon og bendannelse. Disse prosesser kontrolleres av celletyper som
er spesialisert for disse forhold. Benresorpsjon er basert p nedbrytning av benmatriks
av osteoklaster. Majoriteten av bensykdommer er basert pa en forstyrret likevekt
mellom bendannelse og benresorpsjon. Osteoporose er en sykdom som er kjennetegnet
ved lav benmasse og okt benskjarhet som resulterer i en okt risiko for brudd. Den
resulterer fra en svikt i ny bendannelse i forhold til benresorpsjon under den pigéende
remodelleringsprosess. Konvensjonell osteoporosebehandling inkluderer for eksempel
administrering av bifosfonater, astrogener, @strogen/progesteron (hormonerstatnings-
terapi) eller HRT), gstrogenagonister/antagonister (selektive estrogen reseptormodula-
torer eller SERM), kalsitonin, vitamin D-analoger, paratyreoidhormon, veksthormon-
utskillende midler eller natriumfluorid (Jardine et al., Annual Reports in Medicinal
Chemistry 1996, 31, 211).

Aktiverte osteoklaster er polynuklezre celler med en diameter pa opptil
400 um som fjerner benmatriks. Aktiverte osteoklasters blir bundet til overflaten av
benmatriks og utskiller proteolytiske enzymer og syrer inn i den sikalte "forseglings-
sone", omridet mellom deres cellemembran og benmatriks. Det sure milje og pro-
teasene forfirsaker nedbrytningen av bensubstansen. Forbindelsene med formel I
inhiberer benresorpsjon av osteoklaster.




15

20

25

30

35

2

Undersekelser har vist at bindingen av osteoklaster til bensubstans kon-
trolleres av integrinreseptorer pé celleoverflaten av osteoklaster. Integriner er en
superfamilie av reseptorer som inkluderer, inter alia, fibrinogenreseptoren o3 pé
blodplatene og vitronektinreseptoren o, ps. Vitronektinreseptoren o, f; er et membran-
glykoprotein som uttrykkes pé celleoverflaten av et antall celler, slik som endotel-
celler, celler i den vaskulre, glatte muskulatur, osteoklaster og tumorceller. Vitro-
nektinreseptoren o, f}3, som uttrykkes pa osteoklastmembranen, kontrollerer prosessen
med binding til bensubstansen og benresorpsjon og bidrar saledes til osteoporose. o33
bindes 1 dette tilfellet til benmatriksproteiner, slik som osteopontin, ben-sialoprotein og
trombospontin som inneholder tripeptidmotivet Arg-Gly-Asp (eller RGD).

Horton og medarbeidere beskriver RGD-peptider og et anti-vitronektin-
reseptor-antistoff (23C6) som inhiberer tanndestruksjon av osteoklaster og migrasjon
av osteoklaster (Horton et al., Exp. Cell. Res. 1991,195, 368) J. Cell Biol. 1990,
111,1713, Sato et al. beskriver echistatin, et RGD-peptid fra slangevenom, som en
potent inhibitor av benresorpsjon i en vevskultur, og som en inhibitor av osteoklast-
adhesjon til benene. Fisher et al. (Endocrinology 1993, 132, 1411) var i stand til 4 vise
i rotter at echistatin ogsé inhiberer benresorpsjon in vivo.

Det ble videre vist at vitronektinreseptoren o, ;3 p4 humane celler i den vasku-
lzere, glatte muskulatur i aorta stimulerer migrasjonen av disse celler inn 1 neointima
som til sist forer til arterioskleose og restenose etter angioplasti (Brown et al., Cardio-
vascular Res. 1994, 28, 1815) Yue et al. (Pharmacology Rewiews and Communi-
cations 1998, 10, 9 - 18) viste inhibering av neointimadannelse ved anvendelse av en
o fs-antagonist.

Brooks et al. (Cell 1994, 79, 1157) viste at antistoffer mot «,3; eller a,B;-
antagonister kan forirsake en krymping av tumorer ved 4 indusere apoptose av blod-
karceller under angiogenese. Vitronektinreseptoren o, er ogsa involvert i progre-
sjonen av forskjellige andre typer av cancer og er overuttrykt i maligne melanomceller
(Engleman et al., Annual Reports in medicinal Chemistry 1996, 31, 191). Melan-
omenes invasjon korrelerte med denne overekspresjon (Stracke et al., Clinical Science
1996, 91, 639) Carron et al (Cancer Res. 1998, 58, 1930) beskriver inhibering av
tumorvekst og inhibering av ondartet hyperkalsemi ved anvendelse av en o, 3;-anta-
gonist.

Chreresh et al. (Science 1995, 270, 1500) beskriver anti-a.,;-antistoffer eller
a,fs-antagonister som inhiberer de bFGF-induserte angiogeneseprosesser i rottegye,
en egenskap som kan anvendes terapeutisk ved behandling av retinopatier.

Pévirkning av vitronektinreseptoren eller av interaksjonene som den er invol-
vert i gir siledes mulighet til & pavirke forskjellige sykdomstilstander for hvilke det for
terapi og profylakse fortsetter & eksistere et behov for egnede farmaseytisk aktive
ingredienser. Patentseknad WO-A-94/12181 beskriver substituerte aromatiske
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ringsystemer, og WO-A-94/08577 beskriver substituerte heterosykliske forbindelser
som fibrinogenreseptorantagonister og inhibitorer av blodplateaggregering. EP-A-528
586 og EP-A-528 587 beskriver aminoalkylsubstituerte eiler heterosyklylsubstituerte
fenylalaninderivater. W(0O-A-95/32710 beskriver arylderivater som inhibitorer av
benresorpsjon av osteoklaster. W0O-A-96/00574 beskriver benzodiazepiner og WO-A-
96/00730 beskriver fibrinogenreseptorantagonisttemplater, spesielt benzodiazepiner,
som er bundet til en nitrogeninneholdende 5-leddet ring, som vitronektinreseptor-
antagonister. WO-A-97/21726 beskriver midler for & fremme bendannelse, hvilke
midler tilherer forskjellige klasser av forbindelser, blant disse tyrosinderivater inne-
holdende en usubstituert guanidingruppe. Ytterligere undersekelser har vist at acyl-
guanidinene med formel I er spesielt sterke inhibitorer av vitronektinreseptoren og av
benresorpsjon av osteoklaster.

Med den foreliggende oppfinnelse tilveiebringes nye acylguanidinderivater
med den generelle formel I:

o] 0 ' o R
R H ] N—
OJK(\ (N-—C)n—Q—A—(CHZ)m_H_H _</
2
OYNH T-—-R
RE
O s |

hvor radikalene R' og R? sammen er et mettet, bivalent (C,-C,)-alkylenradikal;
R'  erhydrogen eller (C;-Cg)-alkyl,

R’  er fenyl-(C;-Co)-alkyl,

R®  erhydrogen,

A er CH, eller O,

m er 1,2 eller 3,

n erQeller 1,

i alle deres stereoisomere former og blandinger derav i alle forhold, samt deres
fysiologisk tolererbare salter.

Alkylradikalene som forekommer i substituentene, kan vare rettkjedede eller
forgrenede og kan vare mettede eller mono-umettede eller poly-umettede. Dette
gielder ogsi hvis de forekommer som substituenter p4 andre radikaler. Eksempler p4
egnede (C,-Cg)-alkylradikaler er metyl, etyl, propyl, butyl, pentyl, n-isomerene av
disse radikaler, isopropyl, isobutyl, isopentyl, neopentyl, isoheksyl, 3-metylpentyl,
sek-butyl, tert-butyl og tert-pentyl. Foretrukne alkylradikaler er metyl, etyl, n-propyl,
isobutyl, n-butyl, isobutyl, sek-butyl og tert-butyl.



10

20

25

30

35

4

Umettede alkylradikaler er for eksempel alkenylradikaler, slik som vinyl, 1-
propenyl, allyl, butenyl og 3-metyl-2-butenyl eller alkynylradikaler som etynyl, 1-
propynyl eller propargyl. Umettede alkylenradikaler, det vil si alkenylenradikaler
(= alkendiylradikaler) og alkynylenradikaler (= alkyndiylradikaler) kan likeledes vare
rettkjedede eller forgrenede. Eksempler pa alkenylenradikaler er vinylen og propen-
ylen, eksempler pa alkynylenradikaler er etynylen og propynylen.

Sykloalkylradikaler er spesielt syklopropyl, syklobutyl, syklopentyl og sykio-
heksyl.

I monosubstituerte fenylradikaler kan substituenten vaere lokalisert i 2-posisjon,
3-posisjonen eller 4-posisjonen, idet 3- og 4-posisjonen er foretrukket.

De to radikaler R' og R? som sammen utgjer et bivalent, mettet (C,-C,)-alkylen-
radikal, danner sammen med de to nitrogenatomer de er bundet til og det sentrale
karbonatom i guanidingruppen som disse to nitrogenatomer er bundet til, en mono-
syklisk 1,3-diazaheterosyklisk gruppe som er bundet til nitrogenatomet i gruppen
(CH3),-CO-NH via dens 2-posisjon.

Optisk aktive karbonatomer inneholdt i forbindelsene med formel I kan uav-
hengig av hverandre ha R-konfigurasjon eller S-konfigurasjon. Konfigurasjonene pé
forskjellige sentra kan veere identiske eller forskjellige. Forbindelsene med formel 1
kan vare til stede i form av rene enantiomerer eller diastereomerer, eller i form av
enantiomerblandinger, for eksempel i form av racemater eller diastereomerblandinger.
Foreliggende oppfinnelse angér bide rene enantiomerer og enantiomerblandinger, for
eksempel racemater og diastereomerer og diastereomerblandinger. Oppfinnelsen om-
fatter blandinger av to eller flere enn to stereoisomerer med formel I og alle forhold
mellom stereoisomerene i blandingene. Forbindelsene med formel I kan eventuelt
veere til stede som E-isomerer eller Z-isomerer. Oppfinnelsen angér bade rene E-iso-
merer og rene Z-isomerer og E/Z-blandinger i alle forhold. Oppfinnelsen omfatter ogsa
alle tautomere former av forbindelsene med formel 1. Diastereomerer, inkludert E/Z-
isomerer, kan separeres i de individuelle isomerer for eksempel kromatografi. Race-
mater kan separeres i de to enantiomerer ved hjelp av vanlige metoder, for eksempel
ved kromatografi pa kirale faser eller ved opplesning. Stereokjemisk ensartede for-
bindelser kan ogsd oppnas ved 4 benytte stereokjemisk ensartede startforbindelser,
eller ved 4 anvende stereoselektive reaksjoner. '

Fysiologisk tolererbare salter av forbindelsene med formel I er ikke-toksiske,
fysiologisk akseptable, spesielt farmaseytisk anvendelige, salter. Slike salter av
forbindelser med formel I som inncholder syregrupper, for eksempel karboksylsyre-
grupper, er for eksempel alkalimetallsalter eller jordalkalimetallsalter, slik som for
eksempel natriumsalter, kaliumsalter, magnesiumsalter og kalsiumsalter, og ogsi salter
med fysiologisk tolererbare kvarterneere ammoniumioner og syreaddisjonssalter med
ammoniakk og fysiologisk tolererbare organiske aminer, slik som for eksempel
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trietylamin, etanolamin eller tris-(2-hydroksyetyl)amin. Forbindelser med formel I som
inneholder basiske grupper danner syreaddisjonssalter, for eksempel med uorganiske
syrer som saltsyre, svovelsyre eller fosforsyre, eller med organiske karboksylsyrer og
sulfonsyrer, slik som eddiksyre, sitronsyre, benzosyre, maleinsyre, fumarsyre, vinsyre,
metansulfonsyre eller p-toluensulfonsyre. Forbindelser med formel I som inneholder
en basisk gruppe og en syregruppe, for eksempel guanidingruppen og en karboksyl-
gruppe, kan vare til stede som zwitterioner (betainer) som likeledes er inkludert i fore-
liggende oppfinnelse.

Salter av forbindelser med formel I kan fremstilles ved hjelp av vanlige metoder
kjent for fagfolk, for eksempel ved 4 kombinere forbindelser med formel [ med en
vorganisk eller organisk syre eller base i et lesningsmiddel eller dispergeringsmiddel,
eller fra andre salter ved kationutbytting eller anionutbytting. Foreliggende oppfinnelse
inkluderer ogsa at alle salter av forbindelsene med formel I som, p& grunn av lav fysio-
logisk tolererbarhet, ikke er direkte egnet for anvendelse 1 farmasaytiske midler, men
for eksempel er egnet som intermediater for utferelse av andre kjemiske modifika-
sjoner av forbindelsene med formel I, eller som startmaterialer for fremstilling av
fysiologisk tolererbare salter.

Foreliggende oppfinnelse inkluderer dessuten alle solvater av forbindelser med
formel I, for eksempel hydrater eller addukter med alkoholer, og ogsa derivater av
forbindelsene med formel I, for eksempel estere og andre fysiologisk tolererbare
derivater, sa vel som aktive metabolitter av forbindelsene med formel 1.

I forbindelsene med formel I er radikalene R' og R? sammen et mettet, bivalent
(C;-Cy)-alkylenradikal, spesielt et (C,-Cs)-alkylenradikal.

Foretrukne forbindelser med formel I er de forbindelser hvor ett eller flere av
radikalene har foretrukne betydninger eller en spesiell av de foretrukne betydninger.
Alle kombinasjoner av slike foretrukne betydninger er omfattet av foreliggende opp-
finnelse. Spesielt foretrukne forbindelser med formel I er forbindelsene hvor:

R' og R? sammen er et mettet, bivalent (C,-C,)-alkylenradikal,

R  erhydrogen eller (C,-C,)-alkyl,

R®  erbenzyl,

R®  er hydrogen,

A er CH; eller O,

m erl, 2 eller 3,

n erQeller 1,

i alle deres stereoisomere former og blandinger derav i alle forhold, samt deres fysio-
logisk tolererbare salter.

Seerlig foretrukne forbindelser med formel I er de forbindelser hvor:

R! og R? sammen er et mettet, bivalent (C,-Cs)-alkylenradikal,
R*  er hydrogen eller (C,-C.)-alkyl,
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RS er benzyl,
R®  erhydrogen,

A er CH,,
m erl,og
n erl,

i alle deres stereoisomere former og blandinger derav i alle forhold, samt deres fysio-
logisk tolererbare salter.
Sarlig foretrukne forbindelser med formel I er ogsa de forbindelser hvor:
R' og R? sammen er et mettet, bivalent (C,-C;)-alkylenradikal,
R*  er hydrogen eller (C,-Cy)-alkyl,
R®  erbenzyl,
R®  erhydrogen,
A er oksygen,
m erl,og
n erl,
i alle deres stereoisomere former og blandinger derayv i alle forhold, samt deres fysio-
logisk tolererbare salter.
Serlig foretrukne forbindelser med formel I er videre de forbindelser hvor:
R! og R? sammen er et mettet, bivalent (C,-C;)-alkylenradikal,
R* er hydrogen eller (C,-C4)-alkyl,
R’  erbenzyl,
R®  er hydrogen,
A er oksygen,
m er3, og
n er(Q,
1 alle deres stereoisomere former og blandinger derav i alle forhold, samt deres fysio-
logisk tolererbare salter.

Oppfinnelsen angér ogsa en fremgangsmate for fremstilling av acylguanidin-
derivatene med formel 1. Forbindelsene kan generelt fremstilles, for eksempel ved en
konvergent syntese, ved binding av to eller flere fragmenter som kan vare avledet
retrosyntetisk fra formel I. Ved fremstilling av forbindelsene med formel I kan det
generelt vaere fordelaktig eller nodvendig at funksjonelle grupper som ville kunne fare
til upnskede reaksjoner eller sidereaksjoner i det respektive syntesetrinn, innferes i
form av forlgpere som senere omdannes til de snskede funksjonelle grupper, eller at
funksjonelle grupper temporert blokkeres ved en beskyttelsesgruppestrategi som er
egnet for synteseproblemet, og som vil vare velkjent for fagfolk (Greene og Wuts,
Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley, 1991).

Med oppfinnelsen tilsveiebringes siledes ogsa en fremgangsmate for frem-
stilling av acylguanidinderivater med den generelle formel I:
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R\, H | Q N-——R'
0 )k’/\ (N—C)n—QA—(CHz)m_.u__N_{
OYNH ?‘_Rz
0 R
. RS l

hvor radikalene R' og R* sammen er et mettet, bivalent (C,-Cy)-alkylenradikal,

R*  erhydrogen eller (C,-Cg)-alkyl,

R’  erfenyl(C,-C¢)-alkyl,

R er hydrogen,

A er CH, eller O,

m erl,2eller3,

n erQeller 1,

i alle deres stereoisomere former og blandinger derav i alle forhold, samt deres fysio-
logisk tolererbare salter, ved hvilken fremgangsmate en karboksylsyre eller et karboks-
ylsyrederivat med den generelle forme] III:

0

0
R Ho i
Y (N‘—C)n-@-A— (CHy)m X
NH
O ps B

hvor R*, R®, A, nogm er som ovenfor angitt, eller alternativt funksjonelle grupper er
til stede i form av forlepere eller i beskyttet form, og X er en nukleofilt substituerbar

forlatende gruppe, omsettes med et guanidin eller guanidinderivat med den generelle
formel IV:

R1

N__
HN—

N—R* . v

|

RG




10

20

25

3o

35

8

hvor R, R? og R? er som angitt, eller alternativt funksjonelle grupper er til stede i form
av forlepere eller i beskyttet form, og det oppnidde acylguanidinderivat, om ensket,
overfares til et fysiologisk tolererbart salt.

Gruppen COX i formel III er fortrinnsvis karboksylsyregruppen COOH eller
et aktivert karboksylsyrederivat. X er for eksempel hydroksylsyrederivat. X er for
eksempel hydroksyl eller halogen, spesielt klor eller brom, alkoksy, fortrinnsvis
metoksy eller etoksy, aryloksy, for eksempel fenoksy, pentafluorfenoksy, fenyltio,
metyltio, 2-pyridyltio eller et radikal av en nitrogen-heterosyklisk gruppe bundet via et
nitrogenatom, spesielt av et azol, slik som for eksempel 1-imidazolyl. X kan videre for
eksempel veere (C,-C,4)-0-CO-0- eller tolylsulfonyloksy og det aktiverte syrederivat
kan sdledes vare et blandet anhydrid.

Hvis X er hydroksyl, det vil si hvis guanidinet med formel IV omsettes med en
karboksylsyre, si blir karboksylsyren hensiktsmessig ferst aktivert. Aktiveringen kan
for eksempel utfores med disykloheksylkarbodiimid (DCCI) eller med ((cyano(etoksy-
karbonyl)-metylen)amino)-1,1,3,3-tetrametyluronium-tetrafluorbor (TOTU; Kenig et
al. Proc. 21st Europ. Peptide Symp. 1990 (Eds. Giralt, Andreu), Escom, Leiden 1991,
s 143) eller andre vanlige aktiveringsreagenser i peptidkjemien.

Foruten de frie guanidiner med formel IV, kan guanidinsalter ogsa benyttes i
reaksjonen med forbindelsene med formel 111, fra hvilke de frie guanidiner deretter
fremstilles in situ eller 1 et separat trinn ved hjelp av en base. Reaksjonen av et aktivert
karboksylsyrederivat med formel III med guanidinet (derivat) med formel I'V utferes
fortrinnsvis p& kjent méte i et protisk eller aprotisk, polart men inert, organisk los-
ningsmiddel. I dette tilfelle metanol isopropanol, tert-butanol, dimetylformamid eller
tetrahydrofuran, ved temperaturer fra 0 °C opp til koketemperaturen for disse les-
ningsmidler har vist seg egnet for eksempel i reaksjonen av metylesterne (X =
metoksy) eller etylesterne (X = etoksy) med guanidinene. Reaksjonene av forbind-
elsene av typen COX med saltfrie guanidiner utferes fordelaktig 1 aprotiske inerte
lesningsmidler, slik som dimetylformamid, tetrahydrofuran, dimetoksyetan eller
dioksan, hvis nedvendig med tilsetning av en base som for eksempel kalium-tert-
butoksid eller natriummetoksid. Vann kan imidlertid ogsi anvendes som lasnings-
middel i reaksjonen av forbindelser med formel I1I med guanidiner, for eksempel nar
det anvendes en base som natriumhydoksid. Hvis X er klor utferes reaksjonen fordel-
aktig med tilsetning av et syrefjernende middel, for eksempel en tilsatt base eller i
nazrvar av overskudd av guanidin (derivat) for binding av den resulterende hydrohalo-
gensyre. Reaksjonsblandingen opparbeides, og hvis enskelig, renses deretter reak-
sjonsproduktet ved hjelp av vanlige fremgangsmater for fagfolk. Beskyttende grupper
som eventuelt fremdeles er til sted i produktene oppnadd fra forbindelsene med formel
III og IV fjernes deretter ved hjelp av standart prosesser, for eksempel blir tert-butyl-
estergrupper omdannet til karboksylsyregruppene ved behandling av trifluoreddiksyre,
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benzylgrupper fjernes ved hydrogenering eller fluorenylmetoksykarbonylgrupper
fjernes ved hjelp av sekundezre aminer, og ytterligere reaksjoner utferes ved hjelp av
standart prosesser, for eksempel acyleringsreaksjoner. Hvis enskelig kan omdannelse
til fysiologisk tolererbare salter deretter utferes ved hjelp av kjente prosesser. Start-
komponentene med formel I1I og IV, som sammenkobles for & gi acylguanidinderi-
vatene med formel I, er kommersielt tilgjengelige eller kan fremstilles ved, eller
analogt med, prosesser beskrevet i litteraturen. Fremstillingen av startkomponentene
med formel I1I er illustrert som eksempel 1 de etterfelgende skjemaer, foreliggende
oppfinnelse er ikke begrenset til disse synteser eller disse startkomponenter. Det
medfarer ingen problemer for fagfolk & utfere modifikasjonene av de viste synteser
som nedvendig for fremstilling av andre forbindelser ifelge oppfinnelsen.

Karboksybenzaldehydet med formel V kan saledes for eksempel omsettes i
nrver av pyridin og piperidin, med malonsyreestersaltet med formel VI for a gi
kanelsyrederivatet med formel VII, som etter hydrogenering for eksempel i nervar av
palladium pé karbon for 4 gi forbindelser med formel VIII og aktivering av karboksyl-
syregruppen, kan kondenseres med 2,3-diaminopropionsyrederivatet med formel VIIII
for & gi forbindelsen med formel X (skjema 1). Kondensasjonen kan for eksempel ut-
fores i neerveer av TOTU eller et annet vanlig aktiveringsmiddel for karboksylsyrer. I
formel X er Z benzyloksykarbonylgruppen, men i istedenfor Z kan andre grupper
vere til stede pd nitrogenatomet som enten kun temporzrt beskytter aminogruppen i 2-
posisjonen, eller som ogsé kan vare til stede i forbindelsene med formel 1 ifalge opp-
finnelsen og kan forbli i molekylet. Istedenfor tert-butylesteren kan likeledes andre
estere vare til stede som enten kun temporzrt beskytter syregruppen eller som ogsé
kan vzre til stede i forbindelsene med formel I ifelge oppfinnelsen, og kan forbli i
molekylet. Forbindelser analoge med forbindelsen med formel VII kan ogsé oppnés
ved hjelp av andre prosesser for omdannelse av en karbonylgruppe til et alken, for
eksempel ved en Wittig-reaksjon.
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p-hydroksybenzosyren med formel XI kan kondenseres med 2,3-diaminopro-
pionsyrederivatet med formel VIIII for & gi forbindelsen med formel XII, forklar-

15 ingene ovenfor gjelder for forbindelsen med formel VIII og kondensasjonen. Forbind-
elsen med formel XII kan alkyleres med halogenkarboksylsyrederivater under standard
betingelser, for eksempel med bromeddiksyreesteren med formel XIII, for 4 gi for-
bindelsen med formel XIV (skjema 2). p-aminobenzosyre og p-merkaptobenzosyre
kan omsettes tilsvarende.
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Skjema 2
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Tyrosinderivatet med formel XV kan alkyleres under standard betingelser med
halogenkarboksylsyrederivater, for eksempel med bromsmersyreesteren med formel
XVI, for & gi forbindelsen med formel XVII (skjema 3). I formel XV er Z benzyloksy-
karbonylgruppen, men istedenfor Z kan andre grupper vere til stede pa nitrogenatomet
som enten kun temporert beskytter aminogruppen eller som ogsa kan vare til stede i
forbindelsene med formel I ifolge oppfinnelsen og kan forbli i molekylet. Istedenfor
tert-butylesteren kan likeledes andre estere veere til stede som enten kun temporzrt
beskytter syregruppen eller som ogsé kan vere til stede i forbindelsene med formel I
ifelge oppfinnelsen og kan forbli i molekylet. Analoger av forbindelsene med formel
XVII kan fremstilles tilsvarende eller analogt med de ovenfor beskrevne fremstillings-
prosesser.
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Skjema 3
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Forbindelsene med formel X, XIV og XVII er eksempler pa forbindelser med
formel III hvori X er metoksy eller etoksy. Disse forbindelser og analoge forbindelser
som oppnas fra syntesene beskrevet ovenfor inneholdende en gruppe som et aktivert
karboksylsyrederivat, kan omsettes direkte med forbindelsene med formel IV. For-
bindelsene oppnddd ved de ovenfor beskrevne synteser kan imidlertid ogsé forst
omdannes under standardbetingelser ved spaltning av metylestergruppen eller etyl-
estergruppen eller en annen estergruppe til stede i den aktuelle posisjon i forbindelsene
med formler X, XIV og XVII til de tilsvarende karboksylsyrer som deretter omsettes
med guanidinene med formel IV etter aktivering in situ, for eksempel med TOTU eller
DCCI, eller etter omdannelse til et aktivert karboksylsyrederivat. Hvis det som akti-
verte syrederivater for eksempel er tilsiktet & fremstille karboksylsyrekloridene (formel
1M1, X = Cl), kan dette for eksempel utfores ved anvendelse av tionylklorid. Hvis det
for eksempel er tilsiktet & fremstille metylesterne (X = metoksy) fra karboksylsyrene
kan dette utfares ved behandling med gassformig hydrogenklorid i metanol. Andre
aktiverte syrederivater kan fremstilles pa kjent méte fra karboksylsyrekloridene eller
direkte fra karboksylsyrene som de er basert pi (X =OH), for eksempel imidazolidene
(X = 1-midazolyl) ved behandling av syrene med karbonyldiimidazol (se Staab,
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1, 351-367 (1962)) eller de blandede anhydrider, for
eksempel ved reaksjon med klormaursyreestere, slik som, etylklorformiat, eller med
tosylformid i neerveaer av aminer, slik som trietylamin, i et inert lesningsmiddel. Et
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antall egnede metoder for fremstilling av aktiverte karboksylsyrederivater er angitt
med litteraturkildedetaljer i J. March, Advanced Organic Chemistry, 3. utg., John
Wiley & Sons, 1985, s 350.

Forbindelsene med formel I er verdifulle farmaseytisk aktive ingredienser som
for eksempel er egnet for terapi og profylakse av bensykdommer, tumorsykdommer
eller kardiovaskulere sykdommer. Forbindelsene med formel I og deres fysiologisk
tolererbare salter kan administreres til dyr, fortrinnsvis til pattedyr, og spesielt til
mennesker, som farmaseytiske midler for terapi eller profylakse. De kan administreres
alene, i blandinger med hverandre eller i form av farmaseytiske preparater som tillater
enteral eller parenteral administrering og som inneholder, i tillegg til vanlige farma-
seytisk uskadelige barere og/eller additiver, en effektiv dose av minst én forbindelse
med formel I og/eller dens fysiologisk tolererbare salter som aktiv bestanddel.

Foreliggende oppfinnelse angar derfor ogsa forbindelser med formel I og/eller
deres fysiologisk tolererbare salter, for anvendelse som farmasgytiske midler, anvend-
else av forbindelsene med formel I og/eller deres fysiologisk tolererbare salter, for
fremstilling av farmaseytiske midler for terapi og profylakse av sykdommene nevnt
ovenfor eller nedenfor, for eksempel for terapi og profylakse av bensykdommer eller
tumorsykdommer, og ogsa anvendelse av forbindelsene med formel I og/eller deres
fysiologisk tolererbare salter for terapi og profylakse av disse sykdommer. Foreligg-
ende oppfinnelse angér videre farmasgytiske preparater som inneholder en effektiv
mengde av minst en forbindelse med formel I og/eller dens fysiologisk tolererbare
salter, sammen med en vanlig farmasaytisk uskadelig bzrer.

De farmasgytiske midler kan administreres oralt, for eksempel i form av piller,
tabletter, lakkerte tabletter, belagte tabletter, granuler, harde og myke gelatinkapsler,
lesninger, siruper, emulsjoner, suspensjoner eller acrosolblandinger. Administreringen
kan ogsa utferes rektalt, for eksempel i form av suppositorier, eller parenteralt, for
eksempel intravengst, intramuskulzrt eller subkutant i form av injeksjonslesninger
eller infusjonslesninger, mikrokapsler, implantater eller staver, eller perkutant eller
topisk, for eksempel i form av salver, losninger eller tinkturer, eller pd andre méter, for
eksempel i form av-aerosoler cller nesesprayer.

De farmaseytiske preparater ifelge foreliggende oppfinnelse fremstilles pa
kjent mate, én eller flere farmaseytisk inerte uorganiske og/eller organiske beerere
anvendes i tillegg til forbindelsen (forbindelsene) med formel I og/eller deres fysio-
logisk tolererbare salter . For produksjon av piller, tabletter, belagte tabletter og harde
gelatinkapsler, er det for eksempel mulig & anvende laktose, maisstivelse eller deri-
vater derav, talkum, stearinsyre eller dens salter etc. Barere for myke gelatinkapsler
og suppositorier er for eksempel fettstoffer, vokser, halvfaste og flytende polyoler,
naturlige eller herdede oljer etc. Egnede berere for produksjon av lesninger, for
eksempel injeksjonslasninger, eller emulsjoner eller siruper er for eksempel vann,
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alkoholer, glyserol, polyoler, sukkrose, invertsukker, glukose, vegetabilske oljer etc.
Egnede beerere for mikrokapsler, implantater eller staver er for eksempel kopolymerer
av glykolsyre og melkesyre. De farmaseytiske preparater inneholder vanligvis ca 0,5
til 90 vekt% av forbindelsen (forbindelsene) med formel I og/eller deres fysiologisk
tolererbare salter . Mengden av de aktive ingredienser med formel I og/eller deres
fysiologisk tolererbare salter i de farmaseytiske preparater, er vanligvis 0,2 til 500 mg,
fortrinnsvis 1 til 200 mg.

I tillegg til de aktive ingredienser og baerere kan de farmasaytiske preparater i
tillegg inneholde ett eller flere additiver, slik som for eksempel fyllstoffer, desintegra-
sjonsmidler, bindemidler, smaremidler, fuktemidler, stabilisatorer, emulgeringsmidler,
konserveringsmidler, setstoffer, fargestoffer, smaksstoffer eller aromastoffer, fortyk-
ningsmidler, fortynningsmidler, bufferstoffer og ogsé lasningsmidler eller midler for &
oppné en depoteffekt, og ogsa salter for endring av det osmotiske trykk, overtrekks-
midler eller antioksidanter. De kan ogsi inneholde to eller flere forbindelser med
formel I og/eller deres fysiologisk tolererbare salter. I tillegg til minst én forbindelse
med formel I og/eller dens fysiologisk tolererbare salter, kan de ogsa inneholde én
eller flere andre terapeutisk eller profylaktisk aktive ingredienser.

Forbindelsene med formel I er antagonister av vitronektinreseptoren og har for
eksempel evnen til 4 inhibere bindingen av osteoklaster til benoverflaten og derved
benresorpsjon av osteoklaster. Virkningen av forbindelsene med formel I kan for
eksempel demonstreres i en analyse hvori inhiberingen av binding av vitronektin til
celler som inneholder vitronektinreseptoren bestemmes. Detaljer for en slik analyse er
gitt nedenfor. Som vitronektinreseptorenantagonister er forbindelsene med formel I og
deres fysiologisk tolererbare salter, generelt egnet for terapi og profylakse av syk-
dommer som er basert pd interaksjonen mellom vitronektinreseptorer og deres ligander
i celle-celleinteraksjonsprosesser eller celle-matriks-interaksjonsprosesser, eller som
kan pévirkes ved en inhibering av interaksjoner av denne type, eller for forebyggelse,
lindring eller helbredelse er en inhibering av interaksjoner av denne type gnsket. Som
forklart i begynnelsen spiller slike interaksjoner for eksempel en rolle ved benresorp-
sjon, i angiogenese eller i proliferasjon av celler fra den vaskulere glatte muskulatur.
Forbindelsene med formel I og deres fysiologisk tolererbare salter er derfor for eks-
empel egnet for lindring eller helbredelse av sykdommer som i det minste delvis er
forarsaket av en uensket grad av benresorpsjon, angiogenese eller proliferasjon av
celler fra den vaskulare glatte muskulatur.

Bensykdommer for hvilke forbindelser med formel I ifalge foreliggende opp-
finnelse kan anvendes for behandling og forebyggelse, er spesielt osteoporose, hyper-
kasemi, osteopeni, for eksempel forirsaket av metastaser, tannsykdommer, hyperpara-
tyreoidisme, periartikuleere erosjoner i reumatoidartritt og Pagets sykdom. Forbind-
elsene med formel I kan dessuten anvendes for lindring, unngéelse eller terapi av ben-
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sykdommer som er forfrsaket av et glukokortikoid, steroid eller kortikosteroidterapi,
eller av en mangel pé kjennshormoner. Alle disse sykdommer er kjennetegnet ved
bentap, som er basert pA mangelen pa likevekt mellom bendannelse og bendestruksjon,
og som kan pévirkes gunstig ved inhibering av benresorpsjon av osteoklaster. Forbind-
elsene med formel I og/eller deres fysiologisk tolererbare salter, kan ogsa med fordel
anvendes som inhibitor av benresorpsjon, for eksempel terapien eller profylaksen av
osteoporose, i kombinasjon med konvensjonelle osteoporosebehandlinger, for eks-
empel i kombinasjon med bifosfonater, estrogener, estrogen/progesteron, estrogen-
agonister/antagonister, kalsitonin, vitamin D-analoger, paratyreoidhormon, vekst-
hormonutskillende midler eller natriumfluorid. Administrering av forbindelsene med
formel I og/eller deres fysiologisk tolererbare salter, og av andre aktive ingredienser
som er effektive ved behandling eller profylakse av osteoporose slik som de oppfert
ovenfor, kan finne sted samtidig eller sekvensielt, i enhver rekkefglge og sammen eller
separat. For anvendelse i en slik kombinasjonsbehandling eller profylakse kan forbind-
elsene med formel I og/eller deres fysiologisk tolererbare salter og én eller flere andre
aktive ingredienser, slik som de oppfart ovenfor, sammen vere til stede i et enkelt
farmaseytisk preparat, for eksempel tabletter eller granuler, eller de kan vzre til stede i
to eller flere separate farmasoytiske preparater som kan vere inneholdt i en enkel
pakning eller to eller flere separate pakninger. Anvendelsen av forbindelsene med
formel og/eller deres fysiologisk tolererbare salter i en slik kombinasjonsterapi eller
profylakse, og deres anvendelse ved produksjon av farmaseytiske midler for en slik
kombinasjonsterapi eller profylakse, er ogsa omfattet av foreliggende oppfinnelse.
Foreliggende oppfinnelse angdr dessuten farmaseytiske preparater som omfatter
effektive mengder av minst en forbindelse med formel I og/eller deres fysiologisk
tolererbare salter, sammen med minst én annen aktiv ingrediens som er effektiv ved
behandling eller profylakse av osteoporose eller inhibering av benresorpsjon, slik som
de oppfert ovenfor, sammen med vanlig farmaseytisk uskadelig beerer. Forklaringene
ovenfor om farmasgytiske preparater gjelder tilsvarende for slike farmasoytiske kom-
binasjonspreparater.

Foruten anvendelse som inhibitorer av benresorpsjon av osteoklaster, an-
vendes forbindelsene med formel I og/eller deres fysiologisk tolererbare salter som
inhibitorer av tumorvekst og tumormetastase, som antiinflammatoriske midler, for
terapi eller profylakse av kardiovaskulere forstyrrelser, slik som arteriosklerose eller
restenose, eller for terapi eller profylakse av nefropatier eller retinopatier, slik som for
cksempel diabetisk rctinopati. Som inhibitorer av tumorvekst eller tumormetastase kan
forbindelsene med formel I og/eller deres fysiologisk tolererbare salter, ogsa med
fordel anvendes i kombinasjon med konvensjonell cancerterapi. Eksempler pé kon-
vensjonell cancerterapi er gitt i Bertino (red.), Encyclopedia of Cancer, Academic
Press, 1997. Alle angivelser ovenfor som angar anvendelse av forbindelsene med
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formel I i kombinasjon med konvensjonell osteoporoseterapi, slik som for eksempel
mulige administrasjonsmater og farmasgytiske kombinasjonspreparater, gjelder til-
svarende for anvendelse av forbindelsene med formel I i kombinasjon med konven-
sjonell cancerterapi.

Ved anvendelse av forbindelsene med formel I kan dosen variere innen brede
grenser og m4, hvilket er vanlig, tilpasses de inividuelle tilstander i hvert individuelt
tilfelle. Den avhenger for eksempel av den anvendte forbindelse, eller av beskaffen-
heten og alvorligheten av sykdommen som skal behandles, eller av hvorvidt en akutt
eller kronisk tilstand behandles, eller hvorvidt profylakse utferes. Ved oral adminis-
trering er den daglige dose generelt 0,01 til 100 mg/kg, fortrinnsvis 0,1 til 50 mg/kg,
spesielt 0,1 til 5 mg/kg, for eksempel 0,3 til 0,5 mg/kg for & oppna effektive resultater
hos en voksen person med vekt ca 75 kg (i hvert tilfelle i mg pr kg kroppsvekt). Ogsa
ved intravenes administrering er den daglige dose generelt ca 0,01 til 100 mg/kg,
fortrinnsvis 0,05 til 10 mg/kg (i hvert tilfelle pr kg kroppsvekt). Den daglige dose kan
deles, spesielt ved administrering av relativt store mengder, i flere, for eksempel 2,3
eller 4, deladministreringer. Hvis enskelig, avhengig av individuell adferd, kan det
veere ngdvendig & avvike oppover eller nedover fra den daglige angitte dose.

Foruten anvendelse som farmasgytisk aktive ingredienser kan forbindelsene
med formel I ogsd anvendes som vehikler eller bzrere av aktive ingredienser for &
transportere den aktive ingrediens spesifikt til virkningsstedet (= legemiddelmalretting;
se for eksempel Targeted Drug Delivery, R. C. Juliano, Handbook of Experimental
Pharmacology, Vol. 100, Red. Born, G. V. R. et al, Springer Verlag). De aktive ingre-
dienser som skal transporteres er spesielt de som kan anvendes for behandling av de
ovennevnte sykdommer.

Forbindelsene med formel I og dere salter kan videre anvendes for diagnost-
iske formal, for eksempel ved in vitro-diagnoser av celle- eller vevspraver, og som
hjelpemidler ved biokjemiske undersekelser der blokkering av vitronektinreseptoren
eller pavirkning av celle-celle- eller celle-matriksinteraksjoner er snsket. De kan
dessuten anvendes som mellomprodukter for fremstilling av andre forbindelser, spesi-
elt av andre farmaseytisk aktive ingredienser som kan fremstilles fra forbindelsene
med formel I, for eksempel ved modifikasjon eller innfering av substituenter eller
funksjonelle grupper.

Eksempler .

Produktene ble identifisert via massespektra (MS) og/eller NMR-spektra.
Forbindelser som ble renset ved kromatografi ved anvendelse av et elueringsmiddel
som for eksempel inneholdt eddiksyre eller trifluoreddiksyre, og deretter ble fryse-
terket, eller der for eksempel trifluoreddiksyre ble anvendt i det siste syntesetrinn for &
fjerne en tert-butyl-beskyttende gruppe, inneholdt i noen tilfeller fremdeles, avhengig
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av hvordan fryseterkingen ble utfert, syren som stammet fra elueringsmiddelet eller
det siste syntesetrinn, og ble oppnddd, delvis eller fullstendig, i form av et salt av den
anvendte syre, for eksempel i form av eddiksyresaltet eller trifleoreddiksyresaltet.

Eksempel 1
(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(1,4,5,6-tetrahydopyrimidin-2-ylkarba-
moyl)propyloksy)fenyl)propionsyre

QV@*’\/\* <

a) tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylaminc-3-(4-(3-etoksykarbonylpropyl-
oksy)fenyl)propionat

7,42 g (0,02 mol) N-benzyloksykarbonyl-L—tyrosm-tert—butylester ble tilbake-
lopskokt i 6 timer sammen med 9,77 g (0,03mol) cesiumkarbonat og 3,9 g (0,02 mol)
etyl-4-brombutyrat, i ca 60 ml aceton. Etter avkjeling av reaksjonsblandingen ble
losningsmiddelet fjernet i vakuum. Resten ble delt mellom etylacetat og vann (1/1).
Etter separasjon av fasene ble den organiske fase vasket to ganger med vann og mettet
natriumkloridlasning, terket over natriumsulfat og konsentrert i vakuum. Det olje-
aktige riprodukt ble renset ved flashkromatografi pa kiselgel (diklormetan/acetonitril,
25/1). Utbytte: 9,4 g (97 %) av en viskes olje.

R¢= 0,36 (kiselgel, diklormetan/metanol, 99/1).

b) tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-
ylkarbamoyl)propyloksy)fenyl)propionat

6,72 g (0,06 mol) kalium-tert-butoksid ble tilsatt til en opplesning av 8,13 g
(0,06 mol) 1-amino-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-hydroklorid i 100 ml absolutt
dimetylformamid. Etter omrering ved romtemperatur i 30 minutter ble 7,2 g
(0,015 mol) tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-etoksykarbonylpro-
pyloksy)fenyl)propionat tilsatt til denne lasning og den bie omrort ved romtemperatur
i 12 timer. Etter fjerning av lesningsmiddelet i vakuum ble resten behandlet med
300 ml etylacetat og 100 ml vann og den organiske fase ble separert, vasket 2 ganger
med mettet natriumkloridlesning, terket over natriumsulfat og konsentrert. Det siledes
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oppnédde riprodukt ble umiddelbart kromatografert pa kiseigel (diklormetan/metan-
ol/iseddik, 100/5/1). 5,4 g (60,6 %) amorft produkt ble oppnidd.

' ¢) (25)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkarba-

moyl)propyloksy)fenyl)propionsyre

5,4 g (0,009 mol) tert-butyl-(28)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-
(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkarbamoyl)propyloksy)fenyl)propionat-eddiksyresalt
ble opplest i 20 ml trifluoreddiksyre/vann (95/5) og lesningen ble omrert ved rom-
temperatur i 30 minutter. Reaksjonsl@sningen ble deretter konsentrert i vakuum.
Resten ble opplest i vann og lesningen ble fryseterket. Utbytte: 5,2 g (98 %).
MS (ES"): m/e = 483,3 (M + H', 100 %).

Eksempel 2
(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-2-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkarba-
moyl)propyloksy)fenyl)propionsyre

a) 4-(2-metoksykarbonylvinyl)benzosyre

18,74 g (0,12 mol) monometylmalonat-kaliumsalt ble suspendert i 18 ml pyri-
din. 15,01 g (0,1 mol) 4-karboksybenzaldehyd og 0,85 g (0,01 mol) piperidin, ble
tilsatt ved romtemperatur under omrering. Blandingen ble tilbakelspskokt inntil utvik-
lingen av CO, var fullstendig (ca 2 timer), deretter ble ytterligere 60 ml pyridin tilsatt
og blandingen ble tilbakelapskokt i ytterligere 1 time. Reaksjonsblandingen ble be-
handlet under omrgring med 500 ml is og 110 ml konsentrert saltsyre. Etter at tilset-
ningen var fullfert ble blandingen omrert i ytterligere 20 minutter og produktet ble
avfiltrert med sug, vasket med vann og rekrystallisert fra isopropanol. Utbytte: 12,85 g
(62 %). )

H-NMR (200 MHz d-DMSO) : 8 = 3,75 (s, 3H, OCH;); 6,76 (d,j=15Hz,
1H, CHCOOCHj,); 7,73 (d, J = 15 HZ, 1H, Ar-CH); 7,84 (d,j = 9 Hz, 2H, Ar-H); 7,98
(4, =9 HZ, 2H, Ar-H); 13,11 (s, bred, 1H, COOH)
MS (CI"): m/e =207,2 (M+H", 100 %).
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HPLC: RP18, nukleofil 300-5-C18, 250 x 4 mm,; buffer A: H,0, 0,1 % trifluoreddik-
syre (TFA); buffer B: acetonitril (80 vol%)H,0 (20 vol%), 0,1 % TFA; gradient: forst
5 minutter, 90 buffer A/10 % buffer B, deretter 1 20 minutter til 90 % buffer B, deretter
5 minutter 90 % buffer B; stremningshastighet 1 ml/min; R, = 18,05 min.

b) 4-(2-metoksykarbonyletyl)benzosyre.

8 g (38,8 mmol) 4-(2-metoksykarbonylvinyl)benzosyre ble suspendert i
200 ml dioksan og hydrogenert i 7 timer ved romtemperatur over Pd/C (10 % styrke)
ved et trykk pd 1 bar hydrogen. Blandingen ble filtrert og lesningsmiddelet ble fjernet i
vakuum. Utbytte: 8,05 g (100 %).

'H-NMR (200 MHz, d¢-DMSO) : 8 = 2,67 (t, ] = 8 Hz, 2H, CH,-COOCH;);
2,93 (t, J = 8 HZ, 2H, Ar-CH,); 3,59 (s, 3H, OCH3; 7,35 (d, 2H, Ar-H); 7,86 (d, J =
9 Hz, 2H, Ar-H); 12,80 (s, bred, 1H, COOH).
MS (CI"): m/e =209,2 (M + H*, 100 %).
HPLC: RP18, nukleofil 300-5-C18, 250 x 4 mm; buffer A: H,0, 0,1 % TFA; buffer B:
acetonitril (80 vol%)/H,0 (20 vol%), 0,1 % TFA; gradient: forst S minutter 90 %
buffer A, 10 % buffer B, deretter i 20 minutter til 90 % buffer B, deretter 5 minutter
90 % buffer B;

c) tert-butyl-(28)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(2-metoksykarbonyletyl)benzoyl-
amino)propionat

354 mg (1,7 mmol) 4-(2-metoksykarbonyletyl)benzosyre og 500 mg
(1,7 mmol) tert-butyl-(28)-3-amino-2-benzyloksykarbonylaminopropionat ble opplest
13 ml dimetylformamid og behandlet med 557 mg (1,7 mmol) av O-((cyano(etoksy-
karbonyl)-metyliden)amino)-1,1,3,3-tetrametyluronium-tetrafluorbor (TOTU) og
204 mg (1,7 mmol) diisopropyletylamin, og blandingen ble omrert ved romtemperatur
1 7 timer ved pH 7-8. Lesningsmiddelet ble fjemet i vakuum, resten ble opplest i
etylacetat og lesningen ble vasket 3 ganger med KHSQ,-lasning og NaHCQ;-lasning
inntil den var neytral. Den organiske fase ble separert og terket, og lesningsmiddelet
ble fjernet ved destillasjon i vakuum. Utbytte: 770 mg (93 %).
MS (ES"): m/e = 4852 (M+H", 100 %).

d) tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(2-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-
ylkarbamoyl)etyl)benzoylamino)propionat.

1,25 g (9,2 mmol) 2-amino-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-hydroklorid og 1,03 g

(9,2 mmol) kalium-tert-butoksid, ble opplest i 3 ml absolutt dimetylformamid og
omrert ved romtemperatur i 30 minutter. 740 mg (1,53 mmol) av tert-butyl-(2S)-2-
benzyloksykarbonylamino-3-(4-(2-metoksykarbonyletyl)benzoylamino)propionat i
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1 ml dimetylformamid ble deretter tilsatt og blandingen ble omrert ved romtemperatur
i4 timer. pH ble justert til 4 ved anvendelse av iseddik, lesningsmiddelet ble fjernet i
vakuum og resten ble kromatografert pa kiselgel ved anvendelse av diklormetan/met-
anol/iseddik/vann (9/1/0,1/0,1). Utbytte: 190 mg (38 %).

MS (ES): m/e = 552,3 (M + H', 100 %).

e) (2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(2-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkarba-
moyl)etyl)benzoylamino)propionsyre.

190 mg (0,34 mmol) tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(2-
(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkarbamoyl)etyl)benzoylamino)propionat ble opplest 1
5 ml 95 % trifluoreddiksyre og omrert ved romtemperatur i 1 time. Trifluoreddiksyren
ble fjernet ved destillasjon i vakuum og avdampet sammen med toluen, og resten ble
opplest i iseddik, fortynnet med vann og frysetarket. Utbytte: 170 mg (100 %). -

MS (ESY): m/e = 496,3 (M+H", 100 %).

Eksempel 3
(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-((1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkarbamoyl}-
metyloksy)benzoylamino)propionsyre.

0 0 |
QH OJ\’/\N)\_Q— O\/?kN—«N}
NH H H N
o-\{ H
0

a) Benzyl 4-(metoksykarbonylmetyloksy)benzoat

4,5 g (0,02 mol) benzyl-hydroksybenzoat bie suspendert i 60 ml aceton
sammen med 9,7 g (0,03 mol) cesiumkarbonat og behandlet med 2,3 mi (0,025 mol)
etylbromacetat. Blandingen ble deretter tilbakelopskokt inntil reaksjonen var full-
stendig. For opparbeidelse ble reaksjonslesningen filtrert gjennom et klaringslag og
filtratet ble konsentrert til terrhet. Resten ble opplest i etylacetat og blandingen ble
vasket 3 ganger med 10 % sitronsyrelasning og mettet NaCl-lesning. Den organiske
fase ble terket over natriumsulfat, filtrert og konsentrert. Resten ble rekrystallisert fra
diisopropyleter/heptan. Utbytte: 5,5 g.

b) 4-(metoksykarbonylmetyloksy)benzosyre

5 g benzyl-4-(metoksykarbonyimetyloksy)benzoat ble opplest i metanol/etyl-
acetat og hydrogenert i nzrver av 600 ml katalysator (Pd/C, 10 % styrke). Etter
giennomstremning med inert gass ble katalysatoren filtrert fra og filtratet ble konsen-
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trert i vakuum. Resten ble finpulverisert med diisopropyleter/heptan (9/1) og filtrert fra
med avsuging. Utbytte: 3,3 g.

c) tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino)-3-(4-metoksykarbonylmetyloksy)-
benzoylamino)propionat.

420 mg (0,002 mol) 4-(metoksykarbonylmetyloksy)benzosyre, 270 mg
(0,002 mol) 1-hydroksybenzotriazol og 588 mg (0,002 mol) tert-butyl-(2S)-3-amino-2-
benzyloksykarbonylaminopropionat ble opplest i 5 m! dimetylformamid. Lesningen
ble avkjelt til 0 °C og behandlet med 453 g (0,0022 mol) N,N-disykloheksylkarbo-
ditmid og deretter omrert ved 0 °C i 10 minutter og ved romtemperatur i 2 timer. For
opparbeidelse ble urea filtrert fra og filtratet ble konsentrert til torrhet. Den rene for-
bindelse ble oppniadd ved kromatografi av ridproduktet pa kiselgel (diklormetan/aceto-
nitril 20/1). Utbytte: 820 mg.

d) tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-((1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-
ylkarbamoyl)metyloksy)benzoylamino)propionat.

438 mg av tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(metoksykarbon-
ylmetyloksy)benzoylamino)propionat. 606 mg kalium-tert-butoksid og 732 mg 2-
amino-1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-hydroklorid, ble opplest i 10 ml absolutt dimetyl-
formamid og lesningen ble omrert ved romtemperatur i 14 timer og deretter konsen-
trert til torrhet i vakuum. Resten ble opplest i etylacetat og lesningen ble ekstrahert
med vann. Den organiske fase ble terket og konsentrert i vakuum og raproduktet ble
renset ved kromatografi pa kiselgel.

(diklormetan/metanol 100/7,5). Utbytte: 370 mg.

€) (25)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-((1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkarba-
moyl)metyloksy)benzoylamino)propionsyre.

87 mg av tert-butylesteren fra trinn d) ble omrert ved romtemperatur i 15 min-
utter i 2 ml 95 % trifluoreddiksyre. Etter konsentrering i vakuum ble blandingen fin-
pulverisert med eter, og resten ble filtrert fra og terket. Utbytte: 79 mg.

MS (ES): m/e = 498,2 (M+H)".
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Eksempel 4
Isopropyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3+(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-
ylkarbamoyl)propyloksy)fenyl)propionathydroklorid.

0 o) HN/j
OJ\NH 0\/\_)J\N SN
o] A o

O\|/

23,88 g (0,04 mol) av forbindelsen fra eksempel 1 (som trifluoreddiksyresalt) ble sus-
pendert i 400 ml isopropanol. Til denne suspensjon ble det tilsatt, ved -15 °C under en
inert gassatmosfeere, en tidligere preparert losning av tionylklorid i isopropanol (for
prepareringen av denne lesning ble 10, 4 tionylklorid tilsatt dripevis ved -10 til

-15 °C og under en inert gasatmosfzere innen 5 minutter, til 160 ml isopropanol og
blandingen ble omrert ved -10 °C i ytterligere 20 minutter). Etter fullforelse av tilset-
ningen steg temperaturen innen 30 minutter til romtemperatur. Den i mellomtiden
klare losning ble deretter oppvarmet ved 60 °C under omrering i 7 timer. Omreringen
ble fortsatt uten oppvarming over natten. Ved kontroll ved hjelp av TLC viste reak-
sjonen seg & veere fullstendig. Losningsmidier ble fjernet ved rotasjonsdestillasjon i
vakuum. Resten ble suspendert i 100 ml isopropanol og isopropanolen ble fjemet i
vakuum. Den faste rest ble finpulverisert med dietyleter og separert ved sugefiltrering.
Réproduktet ble suspendert i 120 ml isopropanol, titbakelepskokt med 2,4 aktivt
karbon og filtrert. Etter avkjoling ble det fargelose produkt separert ved filtrering.
Ubytte: 16,2 g av et grihvitt, fast materiale.

MS (ES"): m/e = 525 (M + H', 100 %).

Grunnstoffanalyse: beregn. C599% H66% N10,0% C163%
funnet C593% H67% N100% Cl6,6%

'"H-NMR (200 MHz, dg-DMS0): & = 1,1 (dd, 6H, J = 7 Hz), 1,8, 1,95 og 2,5 (m, hver

2H), 2,85 (m, 2H), 3,35 (t, 4H, J = 3 - 4 Hz), 3,95 (t, 2H, J =3 - 4 Hz), 4,15 (m, 1H),
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49 (sep, 1H,1 =7 Hz), 5,0 (s, 2H,), 6,9 og 7,1 (d, hver 2H, J =7 Hz), 7,3 (m, SH), 7,7
(d, 1H, J = HZ).

Eksempel 5
Etyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylkar-
bamoyl)propyloksy)fenyl)propionathydroklorid.

0" - 0 HN’,j
OJ\NH OV\)LH \N
.0

oL

0,14 ml (1,15 ekvivalenter) tionylklorid ble tilsatt ved -10 °C til 5 ml etanol og
omrert i 10 minutter ved denne temperatur. 1 g (1,66 mmol) av forbindelsen fra eks-
empel 1 ble deretter tilsatt som en suspensjon i 10 ml etanol. Under omrering ble
blandingen oppvarmet til romtemperatur og omrert i ytterligere 5 timer. Lasningen,
som i mellomtiden var blitt klar, ble avdampet i vakuum, resten ble opplest i vann og,

etter filtrering, lyofilisert. Utbytte: 0,85 g av et fargelast, amorft fast stoff.
MS (ES’): m/e = 511 (M+H", 100 %).

Eksempel 6

(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-ylkarbamoyl)-
propyloksy)fenyl)propionsyre

(XX . 1

COH

340 mg 4,5-dihydro-1H-imidazol-2-ylamin, 13,6 mg imidazol og 26,8 mg
litiumjodid ble tilsatt til en opplasning av 970 mg tert-butyl(2S)-2-benzyloksykarbon-
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ylamino-3-(4-(3-etoksykarbonylpropyloksy)fenyl)propionat (eksempel 1a) 1 5 mi
absolutt dimetylformamid, Lesningen ble omrert ved 40 °C i 4 timer, ytterligere

170 mg 4,5-dihydro-1H-imidazol-2-ylamin ble tilsatt og l@sningen ble omrert ved

55 °C i ytterligere 3 timer. Etter fjerning av lgsningen i vakuum, ble resten behandlet
med etylacetat, filtrert, ekstrahert med 10 % vandig KHCO;-lgsning, tarket over
MgSO0,, filtrert, konsentrert i vakuum og utfelt med diisopropyleter. Raproduktet ble
renset ved kiselgetkromatografi (diklormetan/metanol/iseddik 90/10/1). 250 mg av et
amorft produkt ble oppnadd.

MS (ES*): m/e = 525,2 (uH, 100 %).

b) (28)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-ylkarba-
moyl)propyl)propionsyre

200 mg tert-butyl-(2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(4,5-dihydro-1H-
imidazol-2-ylkarbamoyl)-propoksy(fenyl)propionat ble opplest i 5 ml trifluoreddik-
syre/vann (95/5) og lesningen ble omrert ved romtemperatur i 15 min. Reaksjonsles-
ningen ble deretter konsentrert i vakuum. Resten ble opplest i vann og lesningen ble
frysetarket. Utbytte: 100 %.
MS (ES*): m/e = 469,2 (M+H", 100 %).

Farmakologisk testing

Inhibering av benresorpsjon med forbindelsene 1 foreliggende oppfinnelse kan
f eks bestemmes ved hjelp av en osteoklastresorpsjonstest ("PIT ASSAY™), f eks
analogt med WO-A-95/32710.

Den inhibitoriske virkning av forbindelsene ifelge oppfinnelsen mot vitro-
nektinreseptoren o, kan f eks bestemmes som beskrevet nedenfor.

Test for maling av inhiberingen av binding av 293-celler til humant vitronektin
(Vn/293-celletest)

1. Rensing av humant vitronektin

Humant vitronektin isoleres fra humant plasma og renses ved affinitetskroma-
tografi i overensstemmelse med metoden ifelge Yatohyo et al., Cell Structure and
Function, 1988, 23, 281-292. ‘

2. Celletest

293-celler, en human embryonisk nyrecellelinje, som er kotransfektert med
DNA-sekvenser for a,- og B;-subenhetene av vitronektinreseptoren o, 83, utvelges for
en hey ekspresjonshastighet (mer enn 500.000 o, p;-reseptorer/celle) i overensstemm-
else med FACS-metoden. De utvalgte celler dyrkes og sorteres pa nytt ved hjelp av
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FACS for & oppné en stabil cellelinje (15 D) med ekspresjonsmengder hoyere enn
1.000.000 kopier av a,p; per celle.

En Linbro 96-brenners vevskulturplate med flat bunn belegges over natten ved
4 °C med humant vitronektin (0,01 mg/ml, 0,05 ml/brenn) i fosfatbufret saltlasning
(PBS) og blokkeres med 0,5 % BSA (bovint serumalbumin). Opplesninger av test-
stoffene fra 10'° mol/1 til 2 x 10” mol/l i glukoseinneholdende DMEM-medium pre-
pareres og 0,05 ml/brenn av lasningen tilsettes til platen i hvert tilfelle. Cellene som
uttrykker heye nivder av o3 (f eks 15 D) suspenderes i glukoseinneholdende
DMEM-medium og suspensjonen justeres til et innhold pa 25.000 celler/0,05 ml
medium. 0,05 ml av cellesuspensjonen tilsettes til hver brenn og platen inkuberes ved
37 °C i 90 min. Platen vaskes tre ganger med varm PBS for & fjerne ubundne celler. De
bundne celler lyseres i sitratbuffer (25 mM, pH 5,0) som inneholder 0,25 % Triton X-
100. Heksoseamidasesubstratet p-nitrofenyl-N-acetyl-pB-D-glukosaminid tilsettes
deretter og platen inkuberes ved 37 °C i 90 min. Reaksjonen stanses med en glysin
(50 mM)EDTA (SmM) buffer (pH 10,4) og absorpsjonen i hver brenn males ved 405-
650 mM. Data analyseres i overensstemmelse med standard prosesser.

De folgende testresultater ble oppnadd:

Forbindelse Vn/293 celletest
ICs0 (UM)
Eksempel 1 0,028
Eksempel 2 0,017
Eksempel 3 1,35

Eksempel 6 0,032



5

20

s

26

Patentkrav

1. Acylguanidinderivat,
karakterisert ved atdetharden generelle formel I:

0

R\ H ﬁ 0][
Y (N“C)nOA—(CHz)m N
OYNH

O\Rﬁ |

N—R'

N—R?

hvor radikalene R' og R? sammen er et mettet, bivalent (C,-Cy)-alkylenradikal,

R*  er hydrogen eller (C,-Cg)-alkyl,
R’ er fenyl-(C,-Cg)-alkyl,

R®  erhydrogen,

A er CH; eller O,

m er 1,2 eller 3,

n erQeller 1,

i alle dets stereoisomere former og blandinger derav i alle forhold, samt dets fysio-

logisk tolererbare salter.

2, Acylguanidinderivat ifelge krav 1,

- karakterisert ved at

R*  er hydrogen eller (C,-Cy)-alkyl, og
R’ erbenzyl.

3. Acylguanidinderivat ifelge kravene 1 eller 2,
karakterisert ved at

R'og R? sammen er et mettet, bivalent (Cy-Cj)-alkylenradikal,
R*  erhydrogen eller (C,-C4)-alkyl, og

R’  erbenzyl,

A er CH,,
m erl,og
n erl.

4. Acylguanidinderivat ifalge krav 1 eller 2,
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karakterisert ved at

R' og R? sammen er et mettet, bivalent (C5-Cs)-alkylenradikal,
R*  erhydrogen eller (C,-C,)-alkyl,

R’  erbenzyl,

A er oksygen,

m erl,og

n erl.

5. Acylguanidinderivat ifelge kravene 1 eller 2,
karakterisert ved at

R'og R? sammen er et mettet, bivalent (C3-Cy)-alkylenradikal,
R' er hydrogen eller (C;-C,)-alkyl,

R®  erbenzyl,

A er oksygen,

m er 3, og

n er 0.

6. (2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-
ylkarbamoyl)propyloksy)fenyl)propionsyre og dens fysiologisk tolererbare salter.

7. (2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(2-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-
ylkarbamoyl)etyl)benzoylamino) propionsyre og dens fysiologisk tolererbare salter.

8. (28)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-( (1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-
ylkarbamoyl)metyloksy)benzoylamino)propionsyre og dens fysiologisk tolérerbare
salter.

9. (2S)-2-benzyloksykarbonylamino-3-(4-(3-(4,5-dihydro-1 H-imidazol-2-
ylkarbamoyl)propyloksy)fenyl)propionsyre og dens fysiologisk tolererbare salter.

10. ~ Fremgangsmate for fremstilling av acylguanidinderivater med den generelle
formel I:

0 0 o R
R H |
OILK(\(N—C)“—QA—(CHZ)“'_U_H%
4
OYNH N—R

I
R®

O s :
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hvor radikalene R' og R? sammen er et mettet, bivalent (C,-C,)-alkylenradikal,

R*  erhydrogen eller (C,-Cg)-alkyl,

R e fenyl-(C;-Cg)-alkyl,

R er hydrogen,

A er CH, eller O,

m erl,2eller 3,

n erOeller 1,

i alle deres stereoisomere former og blandinger derav i alle forhold, samt deres fysio-
logisk tolererbare salter,

karakterisert ved atenkarboksylsyre elier et karboksylsyrederivat med den
generelle formel II1:

0
R Ho 0
0 (N—C)HOA—(CH,),“—“—X
0 YNH

0o ~g° il

hvor R*, R?, A, n og m er som ovenfor angit, eller alternativt funksjonelle grupper er
til stede 1 form av forlepere eller i beskyttet form, og X er en nukleofilt substituerbar

forlatende gruppe, omsettes med et guanidin eller guanidinderivat med den generelle
formel IV: :

—R? v

hvor R', R? og RS er som angitt, eller alternativt funksjonelle grupper er til stede i form
av forlgpere eller i beskyttet form, og at det oppnaddde acylguanidinderivat, om ensket,
overfores til et fysiologisk tolererbart salt.

11. Acylguanidinderivat ifolge ett eller flere av kravene 1-9, og/eller dets fysio-
logisk tolererbare salter, for anvendelse som et farmasgytisk middel.
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12. Farmasgytisk preparat,

karakterisert ved atved at det omfatter minst ett acylguanidinderivat ifplge
ett eller flere av kravene 1-9, og/eller dets fysiologisk tolererbare salter, sammen med
en farmasgytisk aksepterbar berer.

13. Forbindelse ifalge krav 11, for anvendelse som en vitronektinreseptorantagon-
ist.
14. Forbindelse ifelge krav 11, for anvendelse som inhibitor av benresorpsjon for

terapi eller profylakse av osteoporose.

15. Forbindelse ifolge krav 11, for anvendelse som inhibitor av tumorvekst eller
tumormetastase,
16. Forbindelse ifalge krav 11, for anvendelse som et antiinflammatorisk middel

eller for terapi eller profylakse av kardiovaskulere forstyrrelser, restenose, arterioskle-
rose, nefropatier eller retinopatier.
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