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Foreliggende oppfinnelse angar forbindelser omfattende den generelle formel (): Y\C H/Z

hvor:

R1 og R, som kan veere like eller forskjellige, er valgt fra gruppen omfattende -H eller
en linezer eller forgrenet alkylgruppe som har fra 1 til 6 karbonatomer eller sammen
danner en aromatisk eller alifatisk ring med 5 eller 6 atomer,;

Y og Z, som kan veere like eller forskjellige, er valgt fra gruppen omfattende -H, -OH, -
COOH, -OR3, -CH(OR3)COOH, hvor R; er valgt fra H, fenyl, benzyl, -CF; eller -CF,CF3,

vinyl, allyl og en lineeer eller forgrenet alkylgruppe som har fra 1 til 6 karbonatomer. @
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FORBINDELSER OG DERES SALTER SOM ER SPESIFIKKE OVERFOR
PPAR-RESEPTORER OG EGF-RESEPTORER SAMT DERES
ANVENDELSE INNEN MEDISIN.

Oppfinnelsens omrade.

Foreliggende oppfinnelse angar forbindelser og deres salter som er
spesifikke overfor PPAR-reseptorene og EGF-reseptorene, og anvendelse av dem
innen medisin.

Oppfinnelsens formal.

Spesielt kan forbindelsene og deres salter ifelge foreliggende oppfinnelse,
fordelaktig anvendes for forebygging og behandling av tumorer som uttrykker
PPARYy-reseptorene (peroksisom-proliferator-aktiverte reseptorer) og EGF-
reseptorene (epidermale vekstfaktor-reseptorer), s som tumorer i spiserar, mage,
bukspyttkjertel, kolon, prostata, bryst, livmoren og dens vedheng, nyrer og lunger.
Videre kan forbindelsene og deres salter ifalge oppfinnelsen anvendes for
behandling av kroniske inflammatoriske sykdommer, spesielt kroniske
tarmsykdommer, sa som Crohns sykdom og ulcer@s rektokolitt.

Bakgrunn for oppfinnelsen.

PPARYy-reseptorene er kjernereseptorer (en gruppe med ca. 50
transkripsjonsfaktorer) som kontrollerer ekspresjonen av mange gener som er
viktige for reguleringen av lipidmetabolisme, syntesen av insulin og prosessene
med carcinogenese og inflammasjon (Bull AW, Arch Patol Lab Med 2003;127.
1121-1123) (Koeffler HP, Clin Cancer Res 2003; 9: 1-9) (Youssef Jet al., J
Biomed Biotec 2004; 3: 156-166).

Det finnes forskjellige naturlige og syntetiske agonister som binder seg til
PPARYy-reseptorene og endrer deres konformasjon, hvilket gir opphawv il
aktivering. Naturlige og syntetiske ligander er beskrevet i The Lancet 2002;
360:1410-1418.

Nyere studier har vist at behandling av tumorceller med ligander av PPARYy-
reseptorene fremkaller en reduksjon i celluleer proliferasjon, celledifferensiering og
apoptose, hvilket indikerer en mulig anvendelse av slike forbindelser som midler
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for & forhindre carcinogenese (Osawa E et al., Gastroenterology 2003; 124:361-
367).

Andre undersgkelser har vist at ligander av PPARy-reseptorene (f.eks.
troglitazon) har anti-inflammatoriske effekter og hemmer den mukosale
inflammatoriske respons i dyremodeller av IBD (Tanaka T et al., Cancer Res 2001;
61: 2424-2428).

Videre er det helt nylig blitt publisert bevis for at den anti-inflammatoriske
aktiviteten til 5-ASA, gullstandarden ved behandling av IBD, i tarmen, er avhengig
av binding og péafelgende aktivering av PPARy-reseptorene (Rousseaux C et al., J
Exp Med 2005; 201: 1205-1215).

Transmembran-reseptoren med tyrosin-kinase EGF-aktivitet uttrykkes i
meget hay grad i aktivert form ved forskjellige typer av neoplasmer (Mendelsohn
J, Endocr Relat Cancer 2001; 8: 3-9) (Harari PM, Endocr Relat Cancer 2004; 11:
689-708).

Overekspresjon av reseptoren er ogsa relatert til den potensielle evhe som
carcinomatese celler har til & metastasere. | forbindelse med dette er det blitt vist
at EGF fremmer migreringen og invasiviteten til forskjellige celletyper forbundet
med lesjoner, pa nivaet interaksjoner med den ekstracellulaere matriks (Brunton et
al., Oncogene 1997; 14: 283-293).

En rekke studier, gjort bade pa forseksdyr og mennesker, har fastslatt
effektiviteten til hemmere av EGF-reseptoren nar det gjelder & kontrollere
proliferasjon og spredning av tumorer (Mendelsohn J, Endocr Relat Cancer 2001;
8: 3-9) (Harari PM, Endocr Relat Cancer 2004; 11: 689-708).

Det er ingen tvil om at de intracellulaere signalene utl@st ved aktivering av
EGF-reseptoren letter veksten og overlevelsen til neoplastisk celler, noe som er
medvirkende til utviklingen av patologien, og at slike signaler er essensielle nar det
gjelder & bestemme evnen som tumorceller har til spredning og kolonisering av
organer som ligger langt unna (Mendelsohn J, Endocr Relat Cancer 2001; 8: 3-9)
(Kari C et al., Cancer Res 2003; 63: 1-5).

Ut fra det foregdende, og videre ved & baere i minne at kroniske
inflammatoriske prosesser, ut fra et biologisk standpunkt, spiller en rolle ved
carcinogenese, blir det klart at det er et reelt behov for nyskapende forskning pa
nye kjiemiske enheter som, med sin komplementaere virkning bade pa PPARY-
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reseptorene og pa EGF-reseptorene, er i stand til & utave anti-inflammatorisk
virkning og anti-tumorvirkning, av den kjemo-preventive, anti-proliferative og anti-
metastasiske type.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en ny klasse av forbindelser som er
egnet for forebygging og behandling av kreft og kronisk inflammasjon, ved
modulering av spesifikke reseptorer, s& som PPARy-reseptorene og EGF-

reseptorene.

Oppsummering av oppfinnelsen.

Foreliggende oppfinnelse angar nye og oppfinneriske medisinske og
terapeutiske anvendelser av en serie av forbindelser i den forstand at ingen av
disse forbindelser er kjent, og oppfinnelsen angar ogsa disse forbindelser.

Foreliggende oppfinnelse angar forbindelser omfattende den generelle

formel (I):
Y

New

R4R2 (|)
hvor:

R1 og Rs, som kan veere like eller forskjellige, er valgt fra gruppen
omfattende -H eller en lineaer eller forgrenet alkylgruppe som har fra 1 til 6
karbonatomer eller sammen danner en aromatisk eller alifatisk ring med 5 eller 6
atomer,;

Y og Z, som kan veere like eller forskjellige, er valgt fra gruppen omfattende
-H, -OH, -COOH, -OR3, -CH(OR3)COOH, hvor R3 er valgt fra H, fenyl, benzyl, -CF3
eller -CF,CF3, vinyl, allyl og en lineaer eller forgrenet alkylgruppe som har fra 1 til 6
karbonatomer.

Foreliggende oppfinnelse angar ogsa en undergruppe forbindelser, med

den generelle formel (la):
Y

New

RiR: (1a)

340680
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hvor:

R1 og Rs, som kan veere like eller forskjellige, er valgt fra gruppen
omfattende -H eller en lineeer eller forgrenet alkylgruppe som har fra 1 til 6
karbonatomer

Y og Z, som kan veere like eller forskjellige, er valgt fra gruppen omfattende
-H, -OH, -COOH, -OR3, -CH(OR3)COOH, hvor R3 er valgt fra -H og en lineeer eller
forgrenet alkylgruppe som har fra 1 til 6 karbonatomer.

| noen utfarelsesformer ifelge oppfinnelsen er Z og Y forskjellig. | noen
utferelsesformer ifalge oppfinnelsen avsluttes minst én av Y eller Z med
-COOH. Derfor er Y eller Z (og i noen utfegrelsesformer minst én av Y eller Z, og i
noen utferelsesformer bare én av Y eller Z), i noen utferelsesformer ifalge
oppfinnelsen -COOH. | noen utfarelsesformer ifelge oppfinnelsen er Y eller Z (og i
noen utfarelsesformer minst én av Y eller Z, og i noen utferelsesformer bare én av
Y eller Z) -CH(OR3)COOH.

Foreliggende oppfinnelse angar ogsa forbindelser i henhold til bade formel
(I) og (la), bortsett fra der hvor Y og Z, som kan veere like eller forskjellige, er valgt
fra gruppen omfattende -H, -COOH, -OR3, -CH(OR3)COOH. Derfor kan Z eller Y, i
noen utfarelsesformer ifalge oppfinnelsen, ikke veere -OH. | slike utfarelsesformer
ifelge oppfinnelsen er forbindelser 10 og 11 utelukket.

| noen utferelsesformer ifelge oppfinnelsen er gruppen NR4Ro, narY er
-H og Z er -CH(OH)COOH, tilknyttet i 3’-stillingen. Saledes er forbindelse 21, i
noen utferelsesformer ifalge oppfinnelsen, utelukket:

| andre utferelsesformer ifelge oppfinnelsen er gruppen NRRo, nar Z er
-OCH3 og Y er -COOH, tilknyttet i 4’-stilingen. Saledes er forbindelse 22, i noen
utferelsesformer ifelge oppfinnelsen, utelukket.

| noen utferelsesformer ifelge oppfinnelsen er gruppen NR4Ry, narY er -H
og Z er -CH(OCH3)COOH, tilknyttet i 4’-stillingen. Saledes er forbindelse 35, i
noen utferelsesformer ifalge oppfinnelsen, utelukket:

Spesielt kan ovennevnte lineeere eller forgrenede alkylgruppe som har fra 1
til 6 karbonatomer, velges fra -CHs3, -CH,CH3, -CH(CHs3),, -CH>CH,CHs,

-CnHan.1.
Forbindelsene med formel (I) og (la) kan velges fra gruppen omfattende:
3-(3’-aminofenyl)2-hydroksypropansyre (forbindelse 20),

340680
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2-(4-aminofenyl)2-metoksyeddiksyre (forbindelse 23),

2-(3-aminofenyl)2-etoksyeddiksyre (forbindelse 32),

2-(4-aminofenyl)2-etoksyeddiksyre (forbindelse 33),

3-(4’-aminofenyl)2-metoksypropionsyre (forbindelse 34),

3-(4’-aminofenyl)2-etoksypropionsyre (forbindelse 39),

3-(3’-aminofenyl)2-etoksypropionsyre (forbindelse 40).

Ovennevnte navn pa forbindelsen kan ogsa skrives med standard kjemisk
nomenklatur som falger (idet denne nomenklaturen vil anvendes i hele teksten):

(x)-2-hydroksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 20),

(x)-2-metoksy-2-(4’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 23),

(x)-2-etoksy-2-(3’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 32),

(£)-2-etoksy-2-(4’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 33),

(x)-2-metoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 34),

(x)-2-etoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 39),

(x)-2-etoksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 40).

Forbindelsene ifalge foreliggende oppfinnelse kan fordelaktig anvendes
innen medisin. Derfor angar foreliggende oppfinnelse et farmaseytisk preparat
omfattende én eller flere forbindelser som definert ovenfor som aktivt prinsipp, i
kombinasjon med ett eller flere farmasaytisk akseptable tilsetningsmidler eller
adjuvantia.

Foreliggende oppfinnelse angar videre anvendelse av forbindelsene som
definert ovenfor, for fremstilling av et medisinsk produkt for forebygging og
behandling av tumorer som uttrykker PPARy-reseptorene og EGF-reseptorene, sa
som for eksempel tumor i spiserar, mage, bukspyttkjertel, kolon, prostata, bryst,
livmoren og dens vedheng (appendages”), nyrene og lungene.

Oppfinnelsen angar videre anvendelse av forbindelsene ifglge oppfinnelsen
for fremstilling av et medisinsk produkt for behandling av kroniske inflammatoriske
sykdommer, s& som for eksempel Crohns sykdom og ulcergs rektokolitt.

Spesielt kan forbindelsene ifalge oppfinnelsen som kan anvendes for
ovennevnte anvendelsesomrader, bortsett fra dem allerede beskrevet, veere som
felger:

(R,S)-2-hydroksy-2-(3-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 10),

(R,8)-2-hydroksy-2-(4-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 11),
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(R,8)-2-hydroksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 21),
(R,S)-2-metoksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 35),
(R,S)-2-metoksy-3-(3-aminofenyl)propionsyre(forbindelse 34).
Ovennevnte navn pa forbindelsen kan ogsa skrives med standard kjemisk
5 nomenklatur som felger (idet denne nomenklaturen vil anvendes i hele teksten):
(x)-2-hydroksy-2-(3’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 10),
(x)-2-hydroksy-2-(4’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 11),
(x)-2-hydroksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 21),
(x)-2-metoksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 35),
10 (x)-2-metoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre(forbindelse 34).
| henhold til én utfarelsesform kan Rj i forbindelsene med formel () veere H,
i henhold til felgende formel (l1):

OH

OH

NH, 0
15
idet Ry, Ry, X 0g Y er definert ovenfor.
| henhold til en annen utferelsesform kan Rj3 i forbindelsene med formel (1)
vaere -CHjs, i henhold til falgende formel (lll):

HO ™~

20 NH, (1)

idet Ry, Ry, X 0og Y er definert ovenfor.
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| henhold til en annen utfarelsesform kan Rj i forbindelsene med formel (1)
veere -CH,CHjs, i henhold til falgende formel (IV):

o
HO ~

N (V)

idet R4, Ry, X 0g Y er definert ovenfor.
| henhold til en annen utfarelsesform kan Rj i forbindelsene med formel (1)
veere -CH2CHs, i henhold til falgende formel (V):

o
HO ~

10 NH, (V)
idet R4, Ry, X 0g Y er definert ovenfor.
| henhold til en annen utfarelsesform kan Rj i forbindelsene med formel (1)
veere -CHs, i henhold til falgende formel (VI):

o

OH

15 NH, (V1)
idet R4, Ry, X 0g Y er definert ovenfor.

340680
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| henhold til en annen utfarelsesform kan Rj i forbindelsene med formel (1)

veere -CHjs, i henhold til fealgende formel (VI):

OH

NH, V)
5 idet Ry, Ry, X 0g Y er definert ovenfor.
| henhold til en annen utferelsesform kan Rj3 i forbindelsene med formel (1)
vaere -CH,CHas, i henhold til falgende formel (VII):

)

OH

NH, (VI
10 idet R4, Ry, X 0g Y er definert ovenfor.
| henhold til en annen utfarelsesform kan R3 i forbindelsene med formel (1)
veere -CH.CHs, i henhold til falgende formel (VIII):

NF2 vy
15
idet Ry, Ry, X 0og Y er definert ovenfor.

340680
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| henhold til en annen utfarelsesform kan Rj i forbindelsene med formel (1)

veere -CHjs, i henhold til fealgende formel (IX):

OH

NH, (|X)

idet Ry, Ry, X 0g Y er definert ovenfor.

Fortrinnsvis kan forbindelsene med formel (1) velges fra gruppen
omfattende:

(x)-2-hydroksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 20),

(x)-2-metoksy-2-(4’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 23),

(£)-2-etoksy-2-(3’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 32),

(x)-2-etoksy-2-(4’-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 33),

(x)-2-metoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 34),

(x)-2-etoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 39),

(x)-2-etoksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 40).

Forbindelsene ifalge foreliggende oppfinnelse kan fordelaktig anvendes
innen medisin. Derfor angar foreliggende oppfinnelse et farmasgytisk preparat
omfattende én eller flere forbindelser som definert ovenfor som aktivt prinsipp, i
kombinasjon med ett eller flere farmaseytisk akseptable tilsetningsmidler eller
adjuvantia.

Foreliggende oppfinnelse angar videre anvendelse av forbindelsene som
definert ovenfor, for fremstilling av et medisinsk produkt for forebygging og
behandling av tumorer som uttrykker PPARy-reseptorene og EGF-reseptorene, sa
som for eksempel tumor i spiserer, mage, bukspyttkjertel, kolon, prostata, bryst,
livmoren og dens vedheng, nyrene og lungene.

Oppfinnelsen angar videre anvendelse av forbindelsene ifslge oppfinnelsen
for fremstilling av et medisinsk produkt for behandling av kroniske inflammatoriske

sykdommer, sa som for eksempel Crohns sykdom og ulceras rektokolitt.

340680
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Foreliggende oppfinnelse angar ogsa metoder for behandling av mennesker
og/eller pattedyr (omfattende gnagere, gardsdyr, kjeeledyr, mus, rotter, hamstere,
kaniner, hunder, katter, griser, sauer, kuer, hester).

Spesielt kan forbindelsene ifalge oppfinnelsen som kan anvendes for
ovennevnte anvendelsesomrader, bortsett fra dem allerede beskrevet, veere som
felger:

(x)-2-hydroksy-2-(3-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 10),

(x)-2-hydroksy-2-(4-aminofenyl)eddiksyre (forbindelse 11),

(x)-2-hydroksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 21),

(x)-2-metoksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (forbindelse 35),

(x)-2-metoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre. (forbindelse 34).

Anvendelsene av forbindelsene beskrevet er ikke begrenset til anvendelse
av dem i den racemiske form. Foreliggende oppfinnelse omfatter anvendelse av
hvilke som helst beskrevne forbindelser i enantiomerent rene R- eller S-former,
eller en hvilken som helst blanding hvor én enantiomer er i overskudd i forhold til
den andre, i et hvilket som helst forhold.

Faktisk indikerer koblingsundersakelser utfert at S-enantiomeren er mer
aktiv enn R-enantiomeren, selv om den rene R-enantiomeren viser aktivitet.

Molekylene ifalge foreliggende oppfinnelse ble utledet ved molekyleert
modelleringsarbeid ved anvendelse av mesalazin som basis, og alle kjemisk
mulige variasjoner ble evaluert for & oppna det beste resultatet (affinitet og
aktivering av reseptoren) i datamaskin-koblingsforsak. Falgelig antas det at
forbindelsene ifalge foreliggende oppfinnelse som viser en funksjon og/eller
aktivitet som er sammenlignbar med den til mesalazin, gjer det gjennom lignende
biologiske baner. Det antas at karakteristika som ligner dem til mesalazin som er
iboende i molekylene ifalge oppfinnelsen, gir molekylene en lignende aktivitet med
hensyn til EGF-banen.

Eksemplene gitt her er nyttige modeller for anvendelse til & forutsi
anvendelse av forbindelsene pa de forskjellige medisinske omrader allerede
beskrevet. Modellene gir derfor verdifulle og meningsfulle resultater, uansett
hvilken virkningsmekanisme de har.

| tillegg til ovennevnte forbindelser, tilveiebringer foreliggende oppfinnelse
anvendelse av felgende forbindelser:
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2_10 2 11
(R,8)-2-hydroksy-2-(3-aminofenyl)- (R,8)-2-hydroksy-2-(4-aminofenyl)-
eddiksyre eddiksyre

O:
HO OH
NH,

2_21 2_22
(R,S)-2-hydroksy-3-(4’-amino- (R,S)-2-metoksy-2-(3-aminofenyl)-
fenyl)propionsyre eddiksyre

HO

Foreliggende oppfinnelse vil na bli beskrevet for det formal & illustrere, men
uten & begrensende den, i henhold til dens foretrukne utferelsesformer, med
spesiell referanse til diagrammene pa de ledsagende tegningene.

10 KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE OG TABELLEN.
Tabell 1. Prosentandeler DLD-1-cellehemning med graderte doser (0,5-10
mM) av de spesifiserte forbindelser. Celler ble dyrket i neerveer eller fravaer av
forbindelsene, og cellevekst ble deretter bedemt ved hjelp av et kolorimetrisk
(BrdU) forsek etter 48 timers dyrkning.
15 Figur 1 viser strukturene til forbindelser 20, 23, 32, 33, 34, 35, 39 og 40.
Figur 2: PPARy-aktivitet ved behandling med forbindelser.
Figurer 3-4: Effekt av de spesifiserte substansene pa proliferasjonen av
humane kolonkarsinom-cellelinjer (dvs. HT29, HT115 og DLD1). Celler ble
behandlet med skende konsentrasjoner av substanser (0,5-10 mM)) i 48 timer, og

20 proliferasjonen ble bestemt ved anvendelse av et kolorimetrisk forsek for maling
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av BrdU-innfering. Optisk densitet (OD) ble bestemt ved 450 nm ved anvendelse
av en ELISA-leser. Data indikerer gjennomsnittet + SD for 3 separate forsgk.
Figur 5: Kobling av (R)-forbindelse 34 til PPAPy-reseptor (merking av amino-
syrerester og hydrogenbinding er vist).
5 Figur 6: Kobling av (S)-forbindelse 34 til PPAPy-reseptor (merking av
aminosyrerester og hydrogenbinding er vist).
Figur 7. Kobling av (R)-forbindelse 35 til PPAPy-reseptor (merking av
aminosyrerester og hydrogenbinding er vist).
Figur 8: Kobling av (S)-forbindelse 35 til PPAPy-reseptor (merking av
10 aminosyrerester og hydrogenbinding er vist).
Figur 9: Kobling av (R)-forbindelse 39 til PPAPy-reseptor (merking av
aminosyrerester og hydrogenbinding er vist).
Figur 10: Kobling av (S)-forbindelse 39 til PPAPy-reseptor (merking av
aminosyrerester og hydrogenbinding er vist).
15 Figur 11: Kobling av mesalamin til PPAPy-reseptor (merking av
aminosyrerester og hydrogenbinding er vist).
Figur 12: Skjematisk syntese og pafelgende spaltning av forbindelse 39.

EKSEMPEL 1
20 Metode for fremstilling av (+)-2-hydroksy-3-(3’-aminofenyl)propansyre
(forbindelse 20).
° o}
CHO >\ CO,H
W/,
AcHN” coon [ N HCl,q) Z~ ~OH
NaOAc, Ac,O
NO,
NO, NO,
CO,H CO,H

NaBH,, NaOEt OH H,, 5% Pd-C OH
MeOH MeOH
NO, NH,
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Trinn 1

3-nitrobenzaldehyd (45,3 g, 0,3 mol), N-acetylglycin (42,1 g, 0,36 mol) og
natriumacetat (32 g, 0,39 mol) ble blandet med eddiksyreanhydrid (142 ml, 1,5
mol) og den resulterende blandingen oppvarmet med omrering til 120°C i 6 timer,
hvilket gir en merk I@sning. Blandingen ble deretter avkjeglt til romtemperatur
natten over, hvilket resulterer i dannelsen av et utfelt, fast stoff.
Reaksjonsblandingen ble hellet i is-vann (130 g), og det resulterende suspenderte,
faste stoffet ble oppsamlet ved filtrering. Det ra, faste produktet (72 g) ble vasket
med aceton (80 ml), deretter omkrystallisert fra varm aceton (320 ml), hvilket gir et
krystallinsk, fast stoff som ble vasket med 50% vandig etanol, deretter terket ved
40°C/40 mmHg, hvilket gir 2-metyl-4-(3-nitrobenzyliden)oksazol-5(4H)-on (49,0 g,
78%) som blekgule naler.

"H NMR (5, 250MHz, CDCl3) = 2,47 (3H, s), 7,15 (1H, s), 7,63 (1H, dd, 8,2
& 7,6Hz), 8,27 (1H, d, 8,2Hz), 8,34 (1H, d, 7,6Hz), 9,02 (1H, s).

Trinn 2

2-metyl-4-(3-nitrobenzyliden)oksazol-5(4H)-on (52,0 g, 0,224 mol) ble
blandet med 3M saltsyre (1,3liter) og suspensjonen omrart ved 100°C i 6 timer.
Den resulterende suspensjonen ble omraert ved romtemperatur natten over, og
deretter ble det suspenderte, faste stoffet oppsamlet ved filtrering, vasket med
vann (2 x 40 ml), deretter terket under vakuum, hvilket gir 2-hydroksy-3-(3-
nitrofenyl)akrylsyre (29,3 g). De samlede filtratene og vaskevasskene ble
ekstrahert med etylacetat (4 x 0,5 liter), og deretter ble de samlede organiske
ekstrakter terket over natriumsulfat og inndampet til terrhet, hvilket gir en
ytterligere batch av 2-hydroksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre (12,0 g). Det totale utbytte
av 2-hydroksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre ble 41,3 g (88%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 6,56 (1H, s), 7,64 (1H, t, 8Hz), 8,0-8,1
(2H, m), 8,78 (1H, s), 9,95 (1H, brs), 12,80 (1H, brs).

Trinn 3

Natriumetoksid (1,8 g, 26,4 mmol) ble porsjonsvis tilsatt ved 0°C til en
omrert l@sning av 2-hydroksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre (5,25 g, 25,0 mmol) i
metanol (131 ml) for & danne en klar, blekgul I@sning. Natrium-borhydrid (1 g, 26,4
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mmol) ble deretter forsiktig tilsatt i to porsjoner og blandingen omrert ved 5-10°C i
30 min. En liten mengde vann ble deretter tilsatt for & stanse reaksjonen og
destruere eventuelt overskudd av NaBH,. Metanolen ble fijernet under vakuum,
hvilket gir et faststoff-residuum som ble knust med en 5:2-blanding av etylacetat
og heptan (21 ml) og deretter ytterligere knust med 3% vandig metanol. Det
resulterende, faste stoffet ble oppsamlet ved filtrering og terket under vakuum,
hvilket gir 2-hydroksy-3-(3-nitrofenyl)propionsyre (3,0 g, 57%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 2,97 (1H, dd, 14 & 8,2Hz), 3,15 (1H, dd,
14 & 4,2Hz), 4,23 (1H, dd, 8,2 & 4,2Hz), 7,58 (1H, t, 8Hz), 7,70 (1H, d, 8Hz), 8,0-
8,15 (2H, m).

Trinn 4

En blanding av 2-hydroksy-3-(3-nitrofenyl)propionsyre (3,0 g, 14,2 mmol),
metanol (129 ml) og 5% palladium-pa-aktivert-trekull (600 mg, 2 mol%) ble
hydrogenert ved 0,68 atm. (10 psi) Hy-atmosfeere i 1 time. Blandingen ble deretter
filtrert gjennom celitt, filterkaken vasket med metanol og filtratene inndampet ved
40°C under hayvakuum, hvilket gir produktet som et skumaktig, fast stoff. Dette
ble opplast i vann og l@sningen fryseterket, hvilket gir (+)-2-hydroksy-3-(3'-
aminofenyl)propansyre (2,6 g, 100%) som et hvitt, fast stoff.

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 2,61 (1H, dd, 13,6 & 8,3Hz), 2,81 (1H,
dd, 13,6 & 4,6Hz), 4,09 (1H, dd, 8,25 & 4,6Hz), 6,35-6,43 (2H, m), 6,45 (1H, d,
1Hz), 6,90 (1H, t, 7,6Hz).

EKSEMPEL 2
Metode for fremstilling av (£)-2-metoksy-2-(4’-aminofenyleddiksyre
(forbindelse 23).

OH COOH
OHC
\@\ KOH, CHCl; ¢) ¢ KOH, MeOH Meo
_—— _——
NHAc NHAG

NHAc
COOH

NH,NH, MeO
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Trinn 1

En Izsning av kaliumhydroksid (6,72 g, 0,12 mol) i metanol (25 ml) ble tilsatt
til en avkjalt (-7°C) l@sning av 4-acetamidobenzaldehyd (24,5 g, 0,15 mol) og
kloroform (40,1 g, 0,33 mol) i DMF (100 ml) i en slik hastighet at temperaturen
holdes under -5°C. Blandingen fikk oppvarmes til 2°C over 5,5 time, og deretter
ble den tilsatt til en blanding av 1M vandig HCI (200 ml) og toluen (200 ml) og
omrart natten over. Den resulterende 2-(4-acetamidofenyl)triklorkarbinol ble
oppsamlet ved filtrering (29 g) og terket med sug.

Trinn 2

Lesninger av 2-(4-acetamidofenyl)triklorkarbinol (14,0 g, 49,5 mmol) i
metanol (330 ml) og kaliumhydroksid (13,8 g, 250 mmol) i metanol (150 ml) ble
samlet og blandingen oppvarmet til 70-80°C i 3 timer. Etter avkjeling ble KCI-
biproduktet fiernet ved filtrering, og deretter ga inndampning av filtratet under

vakuum 2-(4-acetamidofenyl)-2-metoksyeddiksyre (14 g) som et hvitt, fast stoff.

Trinn 3

2-(4-acetamidofenyl)-2-metoksyeddiksyre (7,1 g, 31,8 mmol) ble oppvarmet
med hydrazin-monohydrat (40 ml) i 16 timer, avkjelt og inndampet under vakuum.
Den resulterende gjenveerende olje ble renset ved silikagel-kolonnekromatografi
(elueringsmiddel 20-40% metanol i CH,Cl,), hvilket gir 2,6 g (45%) (1)-2-metoksy-
2-(4’-aminofenyl)eddiksyre.

"H NMR (5, 250MHz, CD30D): 3,27 (3H, s), 4,43 (1H, s), 6,66 (2H, d,
8,5Hz), 7,18 (2H, d, 8,2Hz).
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EKSEMPEL 3
Metode for fremstilling av ()-2-etoksy- 2-(3’-aminofenyl)eddiksyre
(forbindelse 32).

OHC NO g OOH
2
\©/ KOH, CHCl, CI3C)\©/N02 KOH, EtOH Eto)\©/Noz
B ——

COOH
H,, Pd-C, EtOH NH,

— FEtO

Trinn 1

3-nitrobenzaldehyd (25 g, 165 mmol) og kloroform (30 ml, 375 mmol) ble
opplast i DMF (100 ml) og l@sningen avkjalt til mellom -5 °C og -10 °C. En nylaget
Izsning av kaliumhydroksid (7,5 g, 134 mmol) i metanol (22,5 ml) ble langsomt
tilsatt slik at den indre temperatur ble holdt pa <-5 °C. Reaksjonsblandingen ble
holdt pa <-5°C i 2 timer, og deretter behandlet med en avkjelt blanding av vandig
saltsyre (225 ml) i toluen (225 ml). Lasningen fikk langsomt oppvarmes til
romtemperatur natten over i isbadet. Etter denne tid ble toluenlaget separert og
det vandige laget videre ekstrahert med toluen. De samlede organiske lag ble
vasket med vann (2 x 225 ml), 5% natriumbikarbonat-lgsning (225 ml) og vann
(225 ml). Lasningen ble tarket (MgSO,), filtrert og inndampet under vakuum,
hvilket gir 2-(3-nitrofenyl)triklorkarbinol som et oransje, fast stoff (42 g, 155 mmol,
94 %).

"H NMR (5, 250MHz, CDCl3): 3,7 (br. s, 1H), 5,4 (s, 1H), 7,6 (t, 1H, 8,0Hz),
8,0 (d, 1H, 8,0Hz), 8,3 (d, 1H, 8,0Hz), 8,5 (s, 1H).

Trinn 2

2-(3-nitrofenyl)triklorkarbinol (20 g, 74 mmol) ble oppl@st i absolutt etanol
(74 ml), og en Izsning av kaliumhydroksid (20,7 g, 369 mmol) i absolutt etanol
(150 ml) ble langsomt tilsatt. Lasningen ble oppvarmet ved tilbakelap i 4 timer, fikk
avkjeles og ble deretter inndampet under vakuum. Residuet ble surgjort med

fortynnet saltsyre og produktet ekstrahert i etylacetat (x 3). De samlede organiske
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lag ble tarket (MgSO,), filtrert og inndampet under vakuum, hvilket gir 2-etoksy-2-
(3-nitrofenyl)eddiksyre som et brunt, fast stoff (6,4 g, 28,4 mmol, 38%).

"H NMR (5, 250MHz, CD;0D): 1,0 (t, 3H, 7,0Hz), 3,6 (m, 1H), 3,7 (m, 1H),
51 (s, 1H), 7,7 (t, 1H, 7,8Hz), 7,9 (d, 1H, 7,8Hz), 8,3 (d, 1H, 7,8Hz), 8,4 (s, 1H).

Trinn 3

2-etoksy-2-(3-nitrofenyl)eddiksyre (6,4 g, 28,4 mmol) ble oppl@st i absolutt
etanol (500 ml), 5% palladium-pa-karbon (vat) (1,5 g) tilsatt og blandingen
hydrogenert ved 4,08 atm. (60 psi) natten over. Suspensjonen ble filtrert gjennom
celitt og filtratet inndampet, hvilket gir (£)-2-etoksy- 2-(3’-aminofenyl)eddiksyre (3,0
g, 15,3 mmol, 54%) som et brunt, fast stoff.

"H NMR (5, 250MHz, CD3;0D): 1,2 (t, 3 H, J =6,9 Hz), 3,56 (m, 1 H), 3,6 (m,
1H),46(s,1H),6,7(d,1H,J=76Hz),6,9(m,2H),7,0(, 1H,J=7,6Hz).

EKSEMPEL 4

Metode for fremstilling av (+)-2-etoksy-2-(4’-aminofenyl)eddiksyre
(forbindelse 33).

HO
KOH. CHCI KOH, EtOH
ClsC
HOOC HOOC
NHAc NENH, >—< >—NH2
EtO EtO

Trinn 1
Se “forbindelse 23, trinn 1”.

Trinn 2

Lesninger av 2-(4-acetamidofenyl)triklorkarbinol (14,0 g, 49,5 mmol) i etanol
(400 ml) og kaliumhydroksid (13,8 g, 250 mmol) i etanol (150 ml) ble samlet og
blandingen oppvarmet ved 70-80°C i 2,5 time. Blandingen ble avkjelt, filtrert for &
fierne KCI-biproduktet og inndampet under vakuum, hvilket gir 2-(4-acetamido-

fenyl)-2-etoksyeddiksyre (14 g) som et gult, fast stoff.
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Trinn 3

2-(4-acetamidofenyl)-2-etoksyeddiksyre (7,54 g, 31,8 mmol) ble oppvarmet
med hydrazin-monohydrat (40 ml) i 16 timer, blandingen avkjalt og deretter
inndampet under vakuum. Den gjenveerende olje ble deretter renset ved silika-
kolonnekromatografi (20-40% metanol i CH,Cl, elueringsmiddel), hvilket gir ()-2-
etoksy-2-(4’-aminofenyl)eddiksyre (2,3 g, 37%) som et hvitt skum.

'H NMR (5, 250MHz, CD5;0D): 1,18 (3H, t, 7,0Hz), 4,42 (1H, qd, 7,3,
2,4Hz), 4,56 (2H, s), 5,50 (1H, qd, 7,0, 2,1Hz), 6,66 (2H, d, 8,7Hz), 7,20 (2H, d,
8,5Hz)

EKSEMPEL 5
Metode for fremstilling av (£)-2-metoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre
(forbindelse 34).

C02 C02Me
CHO
AcHN/\COOH HCl(aq) H Mezso4 Cs,CO, Z~~ “OMe
NaOAc Ac,0
NO,
CO.H CO,H
NaOH, H;0 Z “OMe H,, 5% Pd-C Me
—_—
MeOH MeOH
NO; NH,

Trinn 1

4-nitrobenzaldehyd (53,7 g, 0,356 mol), N-acetylglycin (49,9 g, 0,427 mol)
og natriumacetat (37,9 g, 0,463 mol) ble blandet med eddiksyreanhydrid (168 g,
1,78 mol) og den resulterende blandingen oppvarmet med omrering til 120°C i 6
timer, hvilket gir en merk suspensjon. Blandingen ble deretter avkjalt til
romtemperatur natten over, hvilket resulterer i dannelsen av et utfelt, fast stoff.
Reaksjonsblandingen ble hellet i is-vann (150 g) og det resulterende suspenderte,
faste stoff oppsamlet ved filtrering. Det ra, faste produktet ble vasket med aceton
(100 ml), deretter omkrystallisert fra varm aceton (650 ml), hvilket gir et
krystallinsk, fast stoff som ble vasket med 50% vandig etanol, deretter tarket under
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vakuum, hvilket gir 2-metyl-4-(4-nitrobenzyliden)oksazol-5(4H)-on (55,0 g, 66%)
som blekgule néler. Krystallisasjons-moderlutene og vaskeveeskene ble samlet og
inndampet, hvilket gir et faststoff-residuum som ble omkrystallisert fra aceton,
hvilket gir en andre batch av 2-metyl-4-(4-nitrobenzyliden)oksazol-5(4H)-on (8 g,
10%). Det samlede utbytte av 2-metyl-4-(4-nitrobenzyliden)oksazol-5(4H)-on var
63 g (76%)

"H NMR (5, 250MHz, CDCl3) = 2,47 (3H, s), 7,14 (1H, s), 8,28 (4H, m).

Trinn 2

2-metyl-4-(4-nitrobenzyliden)oksazol-5(4H)-on (63,0 g, 0,272 mol) ble
blandet med 3M saltsyre (1,2 liter) og suspensjonen omrart ved 100°C i 6 timer.
Den resulterende suspensjonen ble omrart ved romtemperatur natten over, og
deretter ble det suspenderte, faste stoffet oppsamlet ved filtrering, vasket med
vann (2 x 50 ml), deretter terket under vakuum, hvilket gir 2-hydroksy-3-(4-
nitrofenyl)akrylsyre (46,6 g, 81%). De samlede filtrater og vaskevaesker ble
ekstrahert med etylacetat (4 x 0,5 liter) og deretter ble de samlede organiske
ekstrakter terket over natriumsulfat og inndampet til terrhet, hvilket gir en
ytterligere batch av 2-hydroksy-3-(4-nitrofenyl)akrylsyre (0,8 g, 1%). Det totale
utbytte av 2-hydroksy-3-(4-nitrofenyl) akrylsyre var 47,4 g (82%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 6,52 (1H, s), 8,01 (2H, d, 8,5Hz), 8,22
(2H, d, 8,5Hz).

Trinn 3

En blanding av 2-hydroksy-3-(4-nitrofenyl)akrylsyre (15 g, 71,7 mmol),
cesiumkarbonat (56 g, 172,1 mmol) og dimetylsulfat (14,2 ml, 150,6 mmol) i DMF
(270 ml) ble omrart ved romtemperatur i 18 timer. Vann (220 ml) og etylacetat
(150 ml) ble tilsatt og lagene separert. Det vandige laget ble videre ekstrahert
med etylacetat (4 x 100 ml), og deretter ble de samlede organiske lag vasket med
vann (6 x 100 ml), saltvann (2 x 120 ml) og inndampet til halvt volum. Heptan ble
tilsatt (70 ml) og blandingen inndampet til 200 ml volum. Det resulterende utfelte,
faste stoff ble oppsamlet ved filtrering, vasket med heptan (2 x 100 ml) og terket
med sug pa filteret, hvilket gir metyl-2-metoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylat som et
gyldenbrunt, fast stoff (9,2 g, 54% utbytte) inneholdende spor av heptan.
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"H NMR (8, 250MHz, DMSO-dg): 3,82 (s, 3-H, OMe), 3,84 (s, 3-H, OMe),
7,02 (s, 1-H, CH=), 8,04 (d, 2-H, CH aromatisk), 8,26 (d, 2-H, CH aromatisk).

Trinn 4

Metyl-2-metoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylat (7,8 g, 32,8 mmol) ble oppl@sti IMS
(156 ml). En lgsning av NaOH (1,44 g, 36,1 mmol) i vann (78 ml) ble tilsatt og
blandingen omrart ved omgivelsestemperatur (18°C) i 18 timer.
Reaksjonsblandingen ble surgjort med 1M HCI (120 ml) og det resulterende
utfelte, faste stoff oppsamlet ved filtrering, vasket med vann (2 x 100 ml) og delvis
terket med sug pa filteret i 30 minutter, fulgt av vakuum-ovnsterking ved 18°C i 18
timer. Saledes ble 2-metoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylsyre oppnadd som et
gyldenbrunt, fast stoff inneholdende noe krystallisasjonsvann (6,7 g, 91%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg): 3,83 (s, 3-H, OMe), 6,97 (s, 1-H, CH=),
8,02 (d, 2-H, CH aromatisk), 8,25 (d, 2-H, CH aromatisk).

Trinn

2-metoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylsyre (6,7 g, 30 mmol) ble tatt opp i metanol
(700 ml) og THF (300 ml), og 10% Pd-pa-C (vat basis) (0,67 g) ble tilsatt.
Blandingen ble hydrogenert ved 3,06 atm. (45 psi) i 43 min., fulgt av gjentatte
etterfyllinger til 3,06-3,27 atm. (45-48 psi) hver time i 3 timer, og til slutt 3,27 atm.
(48 psi) i 18 timer. Den resulterende suspensjonen ble filtrert giennom GF/F-
filterpapir og filterresiduet vasket med MeOH (200 ml). Filtratene ble inndampet til
et grahvitt, fast stoff. Det faste stoffet ble oppslemmet i IMS (75 ml) ved 20°C i 1,5
time, filtrert og vasket med IMS/heptan (1:2) (20 ml) og terket pa filteret i 1 time,
hvilket gir (£)-2-metoksy-3-(4’-aminofenyl)propionsyre som et grahvitt, fast stoff
(5,1 g, 88% utbytte) .

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg): 2,74 (m, 2-H), 3,23 (s, 3-H, CH3), 3,80
(dd, 1-H, CH), 6,47 (d, 2-H, aromatisk), 6,87 (d, 2-H, aromatisk).
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EKSEMPEL 6
Metode for fremstilling av (£)-2-metoksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre
(forbindelse 35).

CO,H CO,Me
@\ AcHN”COOH_ Z N My 5?” Me,SO,, Cs,CO; éj e
NaOAc Ac,0
NO
COH CO.H
NaOH Z “OMe H,, 5% Pd-C OMe
T MeoH T MeoH
NO, NH;
5
Trinn1&2
Som for forbindelse 20.
Trinn 3
10 Dimetylsulfat (13,23 g, 105 mmol) ble tilsatt til en omrart blanding av 2-

hydroksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre (10,5 g, 50,0 mmol) og cesiumkarbonat (39,1 g,
120 mmol) i DMF (105 ml), hvilket gir en klar, blekgul blanding som ble omrart ved
romtemperatur natten over. Den resulterende markere@de suspensjonen ble
inndampet under vakuum og residuet fordelt mellom vann (100 ml) og diklormetan
15 (150 ml). Det organiske laget ble separenr, ytterligere vasket med vann (2 x 100
ml), terket over natriumsulfat og filtrert gjennom silikagel. Den resulterende gule
Izsningen ble inndampet til tarrhet under vakuum, hvilket gir metyl-2-metoksy-3-(3-
nitrofenyl)akrylat som et gult, fast stoff (8,1 g, 67%).
"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 3,81 (3H, s), 3,83 (3H, s), 7,08 (1H, s),
20 7,71 (1H, dd, 7,9 & 8,2Hz), 8,10-8,22 (2H, m), 8,66 (1H, s).

Trinn 4
En Izsning av kaliumhydroksid (2,0 g, 35,9 mol) i vann (25 ml) ble tilsatt til
en omrert I@sning av metyl-2-metoksy-3-(3-nitrofenyl)akrylat (8,1 g, 34,2 mmol) i

25 metanol (150 ml), og den resulterende blandingen ble omrert ved romtemperatur
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natten over. En ytterligere mengde av KOH (0,5 g, 8,9 mmol) i vann (10 ml) ble
tilsatt og blandingen oppvarmet til 80°C i 1 time. Metanolen ble deretter inndampet
under vakuum og residuet fortynnet med vann (200 ml). Lesningen ble vasket med
diklormetan (2 x 100 ml), filtrert gjennom et sjikt av celitt og deretter surgjort ved
tilsetning av 3M HCI til pH 3. Blandingen ble avkjelt i 18 timer, og deretter ble det
utfelte faste stoffet oppsamlet ved filtrering, vasket med vann (3 x 30 ml) og terket
under vakuum ved 40°C, hvilket gir 2-metoksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre som et
gult, fast stoff (6,4 g, 84%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 3,82 (3H, s), 7,02 (1H, s), 7,70 (1H, t,
7,93Hz), 8,10-8,22 (2H, m), 8,65 (1H, s).

Trinn

En blanding av 2-metoksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre (3,4 g, 15,25 mmol),
metanol (340 ml) og 5% palladium-pa-aktivert-trekull (1,36 g, 4 mol%) ble
hydrogenert ved 0,82-2,45 atm. (12-36 psi) Ho-atmosfeere i 1,5 time. Blandingen
ble deretter filtrert gjennom celitt, filterkaken vasket med metanol og filtratene
inndampet ved 40°C under vakuum, hvilket gir produktet som et skumaktig, fast
stoff. Dette ble oppl@st i vann (100 ml) og I@sningen frysetarket, hvilket gir (+)-2-
metoksy-3-(3’-aminofenyl)propionsyre (2,6 g, 100%) som et grahvitt, fast stoff.

'H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 2,68 (1H, dd, 13,9 & 8Hz), 2,80 (1H, dd,
13,9 & 4,6Hz), 3,21 (3H, s), 3,84 (1H, dd, 8,25 & 4,6Hz), 6,36-6,44 (3H, m), 6,91
(1H, dd, 7,6Hz).
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EKSEMPEL 7

Metode for fremstilling av ()-2-etoksy 3-(4’-aminofenyl)propionsyre

(forbindelse 39). Enantiomer—spaltning (figur 12).

CO,H COEt
CHO
AcHN” ™COOH “cooH N HCI(aq) H _Mes80;, C5yCO3 Z “OEt
NaOAc Ac,O
NO»
CO,H COzH
NaOH, H,0 ~ OEt H,, 5% Pd-C Et
MeOH MeOH
NO, NH;
5
Trinn1 & 2
Som for forbindelse 34, trinn 1 & 2.
Trinn 3
10 2-hydroksy-3-(4-nitrofenyl)akrylsyre (20 g, 95,6 mmol) ble suspendert i DMF

(200 ml). Cs,CO5 (74,9 g, 229,9 mmol) og dietylsulfat (26,3 ml, 201 mmol) ble
tilsatt og opple@sning ble observert. Etter omrering i 18 timer ved 18°C ble vann
(350 ml) og etylacetat (250 ml) tilsatt og lagene separert. Det vandige laget ble
ytterligere ekstrahert med etylacetat (5 x 200 ml), og deretter ble de samlede
15 organiske lag vasket med vann (2 x 200 ml), saltvann (2 x 200 ml) og terket over
magnesiumsulfat. De organiske faser ble inndampet til tarrhet, hvilket gir etyl-2-
etoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylat som et oransje, fast stoff inneholdende 3,6 vekt %
DMF (27,6 g vat, >100% utbytte).
"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg): 1,32 (t, 6-H, 2 x CH,CH3), 4,13 (q, 2-H,
20 CH,CHa), 4,30 (g, 2-H, CH.CHa), 6,99 (s, 1-H, CH=), 8,06 (d, 2-H, CH aromatisk),
8,26 (d, 2-H, CH aromatisk).

Trinn 4
Etyl-2-etoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylat inneholdende 3,6vekt% DMF (26,07 g
25 korrigert, 98,3 mmol) ble opplast i IMS (500 ml) og en I@sning av NaOH (1,44 g,
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36,1 mmol) i vann (260 ml) tilsatt. Den resulterende blandingen ble omrart ved
omgivelsestemperatur i 18 timer, deretter surgjort med 1M HCI (120 ml) og det
resulterende faste stoffet oppsamlet ved filtrering, vasket med vann (2 x 100 ml)
og terket med sug pa filteret i 30 min., fulgt av vakuum-ovnsterking ved 18°C i 18
timer. 2-etoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylsyre ble sdledes oppnadd som et oransje, fast
stoff inneholdende krystallisasjonsvann (18,4 g, 79%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg): 1,31 (t, 3-H, Me), 4,11 (q, 2-H, CH,), 6,98
(s, 1-H, CH=), 8,05 (d, 2-H, CH aromatisk), 8,25 (d, 2-H, CH aromatisk).

Trinn

2-etoksy-3-(4-nitrofenyl)akrylsyre (18,4 g vat, ca. 77,5 mmol) ble opplast i
MeOH (1,1 liter) og 10% Pd-pa-C (vat basis) (1,84 g) ble tilsatt. Blandingen ble
hydrogenert ved 0,82 atm. (12 psi) i 10 min., fulgt av gjentatt etterfylling til 1,36-
1,91 atm. (20-28 psi) hver 10-20 min. i 5 timer, deretter 3,13 atm. (46 psi)i 18
timer. Blandingen ble filtrert giennom GF/F-papir og residuet oppslemmet i IMS
(100 ml), filtrert, vasket med heptan (100 ml) og terket med sug pa filteret.
Saledes ble (+)-2-etoksy 3-(4’-aminofenyl)propionsyre oppnadd som et grahvitt,
fast stoff (11,2 g, 69%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg): 1,03 (t, 3-H, CH3), 2,73 (m, 2-H,), 3,29 (m,
1H), 3,46 (m, 1H), 3,80 (dd, 1-H), 6,50 (d, 2-H), 6,87 (d, 2-H).

EKSEMPEL 8
Metode for fremstilling av (x)-2-etoksy-3-(3'-aminofenyl)propansyre
(forbindelse 40).

(o}

CO,H CO,Et
AcHN = HCl(aq) H _Eu80, CnCO; ~ “OEt
NaOAc, Aczo
NO,
COH CO.H
NaOH, H,0 =~ “OEt H,, 5% Pd-C OFt
T e
MeOH MeOH
NO, NH,
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Trinn 1 & 2
Som for forbindelse 20, trinn 1 & 2.

Trinn 3

Dietylsulfat (12 g, 78,2 mmol) ble tilsatt til en omrart blanding av 2-
hydroksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre (6,1 g, 30,0 mmol) og cesiumkarbonat (29,3 g,
90 mmol) i DMF (61 ml), hvilket gir en klar, blekgul blanding som ble omrert ved
romtemperatur natten over. Den resulterende markerade suspensjonen ble
oppvarmet til 50°C i 4 timer, deretter inndampet under vakuum og residuet fordelt
mellom vann (100 ml) og diklormetan (150 ml). Det organiske laget ble separert,
videre vasket med vann (2 x 100 ml), terket over natriumsulfat og filtrert gjennom
en silikagel-pute. Den resulterende gule l@sningen ble inndampet til tarrhet under
vakuum, hvilket gir etyl-2-etoksy-3-(3-nitrofenyl)akrylat som et gult, fast stoff (5,6
g, 72%).

Trinn 4

En l@sning av kaliumhydroksid (1,3 g, 22,2 mol) i vann (20 ml) ble tilsatt til
en omrart I@sning av etyl-2-etoksy-3-(3-nitrofenyl)akrylat (5,6 g, 21,1 mmol) i
metanol (100 ml) og den resulterende blandingen oppvarmet til tilbakelgp natten
over. Metanolen ble deretter inndampet under vakuum og residuet fortynnet med
vann (150 ml). Lasningen ble vasket med diklormetan (2 x 80 ml), filtrert gjennom
et sjikt av celitt og deretter surgjort ved tilsetning av 3M HCI til pH 3. Blandingen
ble avkjelt i 18 timer, og deretter ble det utfelte faste stoffet oppsamlet ved
filtrering, vasket med vann (3 x 30 ml) og terket under vakuum ved 40°C. Det
resulterende faste stoffet ble omkrystallisert fra etylacetat og heptan, hvilket gir 2-
etoksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre som et gult, fast stoff (3,06 g, 61%).

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 1,34 (3H, t, 7Hz), 4,10 (2H, q, 7THz), 7,04
(1H, s), 7,69 (1H, t, 7,93Hz), 8,07-8,22 (2H, m), 8,80 (1H, m), 13,25 (1H, brs).

Trinn §
En blanding av 2-etoksy-3-(3-nitrofenyl)akrylsyre (3,06 g, 12,9 mmol),
metanol (150 ml) og 5% palladium-pa-aktivert-trekull (0,60 g, 2 mol%) ble
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hydrogenert ved 0,82-2,04 atm. (12-30 psi) H,-atmosfeere i 2 timer. Blandingen ble
deretter filtrert giennom celitt, filterkaken vasket med metanol og filtratene
inndampet ved 40°C under vakuum, hvilket gir produktet som et skumaktig, fast
stoff. Dette ble oppl@st i vann (100 ml) og I@sningen fryseterket, hvilket gir (+)-2-
etoksy-3-(3’-aminofenyl)propansyre (2,7 g, 100%) som et grahvitt, fast stoff.

"H NMR (5, 250MHz, DMSO-dg) = 1,07 (3H, t, 7Hz), 2,6-2,85 (2H, m), 3,20-
3,38 (1H, m), 3,40-3,60 (1H, m), 3,92 (1H, dd, 5 & 7,7Hz), 6,3-6,45 (3H, m), 7,01
(1H, t, 7,6Hz).

EKSEMPEL 9
Molekyleer modellering.

Molekyleere modelleringsstudier ble utfert ved anvendelse av SYBYL
programvare, versjon 6.9.1 (Tripos Associates Inc, St Louis, MO) kjert pa Silicon
Graphics-arbeidsstasjoner. En tre-dimensjonal modell av zwitterion-formen av 5-
ASA ble bygget ut fra et standardfragment-bibliotek, og dens geometri ble deretter
optimalisert ved anvendelse av Tripos-kraftfeltet ("force field”) (3). Siden pK, for
forbindelsene fortsatt er ukjent, ble SPARC-online-kalkulatoren anvendt for &
bestemme enhetene ("the species”) som opptrer ved fysiologisk pH (7,4)
(nttp://ibmlc2.chem.uga.edu/sparc/indeks.cfm). En tre-dimensjonal modell av
ioniserte forbindelser ble bygget ut fra et standardfragment-bibliotek, og dens
geometri ble deretter optimalisert ved anvendelse av Tripos-kraftfeltet (3),
omfattende det elektrostatiske energitrinn ("term”) beregnet ut fra Gasteiger og
Hickel-elementaerladninger. Powell-metoden, som er tilgjengelig i Maximin2-
prosedyren, ble anvendt for energi-minimalisering inntil gradientverdien var mindre
enn 0,001 kcal/mol.A.

Strukturen til human PPARy-ligand-bindingsdomenet ble oppnadd fra dets
sammensatte rentgen-krystallstruktur med tesaglitazar (AZ 242), tilgjengelig i
RCSB Protein Data Bank (1171) (4,5). Fleksibel kobling av forbindelsene til
reseptorens aktive sete ble utfart ved anvendelse av GOLD programvare (6). De
mest stabile koblingsmodellene ble valgt i henhold til den heyest bedemte konfor-
masjon forutsagt ved hjelp av GoldScore- (6) og X-Score-bedemningsfunksjonene
(7). Kompleksene ble energi-minimalisert ved anvendelse av Powell-metoden,
tilgjengelig i Maximin2-prosedyren, med Tripos-kraftfeltet og en
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dielektrisitetskonstant pa 4,0 inntil gradientverdien nadde 0,01 kcal/mol.A. Herde
("Anneal”)-funksjonen ble anvendt, og definerer rundt liganden en varm region (10
A) og en interessant region (15A).

RESULTATER

Den molekyleere modelleringen av reseptorkoblings-studier forutsa at S-
enantiomeren generelt er mer aktiv enn R-enantiomeren, selv om R-enantiomeren
ogsa viser aktivitet. Dette fenomenet med at én enantiomer er mer biologisk aktiv,
er velkjent.

Som en konsekvens tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en metode for &
oppl@se forbindelsene til enantiomerer. Spaltningsmetoden for forbindelse 32 er
vist skjematisk pa figur 11.

Uten & enske & vaere bundet av teori, er det antatt at S-enantiomerene av
forbindelsene vil gi heyere aktivitet. Resultatene av koblings-studiene er vist pa

figurer 5-10.

EKSEMPEL 10

RESULTATER

Aktivering av PPARYy resulterer i en kaskade av reaksjoner, hvilket farer til
binding til spesifikke DNA-sekvenselementer betegnet peroksisom-proliferator-
responselementer (PPRE) (7-9).

Transkripsjonell PPARy-aktivitet ble undersekt ved hjelp av transiente
transfeksjoner av epitelceller med renilla-luciferase- og PPRE-plasmidene. For &
bedemme om de nye molekylene har mer effektivitet enn 5-ASA med hensyn til
stimulering av PPAPy-aktivering, ble disse molekylene testet i en konsentrasjon pa
1 mM. Effekten av de nye molekylene i en konsentrasjon pa 1 mM ble
sammenlignet med 5-ASA og rosiglitazon anvendt som positive kontroller i en
optimal konsentrasjon pa henholdsvis 30 mM og 10° M. Celler ble stimulert med
de forskjellige molekylene i 24 timer.
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Analyse av PPARYy-aktivitet i transfekterte HT-29-celler viste at de nye
molekylene 34, 39, 35 og 40 ved 1 mM gkte rapportargen-aktiviteten henholdsvis
4,810,71; 2,731£0,31; 2,64+0,46; 3,41+0,97 ganger, og oppviser derved en aktivitet
lik, eller overlegen, den til 5-ASA ved 30 mM (2,810,7) og rosiglitazon ved 10-°M
(3,17%0,29).

Figur 2 representerer alle resultatene oppnadd for hvert molekyl bedemt i 2
eller 3 forsgk utfart in triplo. Reproduserbarheten for de forskjellige forsgkene er
god, og lik data beskrevet i litteraturen.

Denne studien tillot oss & identifisere 4 nye molekyler som har 30 til 50
ganger mer effektivitet enn 5-ASA nar det gjelder aktivering av PPARY.

EKSEMPEL 11
Kolonkreftcellevekst.

Folgende substanser (dvs. 20, 34, 35, 39 og 40) ble testet med hensyn til
sin evne til & modulere kolonkreftcellevekst. For dette formal ble tre humane
kolonkarsinom-cellelinjer (dvs. HT-29, HT-115 og DLD-1) anvendt. Disse
celletypene ble valgt pa basis av cyklooksigenase-2- (COX-2) ekspresjon. Faktisk
uttrykker HT-115-celler en biologisk aktiv COX-2, HT-29-celler uttrykker en ikke-
funksjonell COX-2-isoform, og DLD-1 er COX-2-manglende celler. Det er antatt at
disse molekyler ogsa er aktive overfor celler som ikke uttrykker COX-, og saledes
kan molekylene ifalge foreliggende oppfinnelse anvendes i celler som ikke
uttrykker COX-2, for det formal & behandle tumorer, og andre anvendelser som
her beskrevet.

HT-29- og DLD-1-celler ble dyrket i henholdsvis McCoy- og RPMI1640-
medium, supplert med 10% fatalt bovint serum (FBS), 1% penicillin/streptomycin
(P/S) og 50 mg/ml gentamycin. HT-115 ble dyrket i DMEM-medium supplert med
15% FBS og 1% P/S. Cellene ble holdt i en fuktet inkubator ved 37°C, i naerveer av
5% CO2.

For cellevekstforsgk ble enkeltcelle-suspensjoner platet i en mengde av 2 x
103 celler/brann (4 x 103 celler/brenn for HT115) i 96-brenners dyrkningsskaler i
medium inneholdende 0,5% FBS, og fikk feste seg. De cellene som ikke hadde
festet seg ble deretter fiernet, og friskt medium inneholdende 0,5% FBS ble tilsatt
til hver brann. Celler ble dyrket i naervaer eller fravaer av de spesifiserte

340680
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substanser. Hver substans ble opplest som en 25 mM staml@sning i
dyrkningsmedium inneholdende 0,5% FBS, og pH i hver staml@sning ble justert til
7,4, hvis ngdvendig, med NaOH. Substanser ble anvendt i en endelig
konsentrasjon i omradet fra 0,5 til 10 mM.

Celleproliferasjon ble bestemt ved & male innfaring av 5-brom-2'-
deoksyuridin (BrdU) i DNA ved anvendelse av et kommersielt tilgjengelig
celleproliferasjonssett (Roche Diagnostics, Monza, Italia). BrdU ble tilsatt til
cellekulturene i lzpet av de siste 6 timene av inkuberingen, og nivaet av BrdU-
positive celler ble bedemt etter 48 timers dyrkning ved hjelp av enzym-bundet
immunosorbent-forsgk (ELISA). Optisk densitet (OD) ble bestemt ved 450 nm ved
anvendelse av en ELISA-leser. Forsgk ble utfert in triplo, og resultatene er angitt
som gjennomsnitt + standard avvik (SD).

RESULTATER

Forbindelsene var forskjellige med hensyn til sin evne til & hemme
kolonkreftcellevekst. Resultatene er oppsummert i tabell 1, hvor prosentdelen
hemning av vekst av DLD-1-celler ved hjelp av de spesifiserte forbindelsene er
vist. Substans 20 viser en markert anti-proliferativ effekt pa en dose-avhengig
mate, i hver av de tre cellelinjene testet (figurer 3 & 4). Mer enn 90%
celleveksthemning ble sett nar forbindelser ble anvendt i en endelig konsentrasjon
pa 10 mM. Evnen som forbindelse 20 har til signifikant & hemme cellevekst, ble
sett nar anvendt i en endelig konsentrasjon pa 5 eller 10 mM.

Forbindelse 34 og 39 reduserte celleveksten lett nar anvendt i heye doser
(10 mM) (figur 4), men forskjellen mellom gruppene var ikke statistisk signifikant.
Likeledes ble det ikke sett noen hemning i cellevekst i kulturer tilsatt substansene
35 og 40 (se tabell 1).

KONKLUSJONER

Dette farst settet av eksempler ifelge oppfinnelsen (eksempel 10) viser
evnen som fire optimaliserte molekyler 34, 39, 35 og 40, i en konsentrasjon pa
1mM, har til 8 ske PPARYy-aktiviteten i transfekterte HT-29-celler, og viser en
aktivitet som er lik, eller overlegen, den til 5-ASA ved 30 mM og rosiglitazon ved
10°5M.
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Det andre sett av eksempler ifalge oppfinnelsen (eksempel 11) viser at
forbindelsene pavirker hemningen av veksten av kolonkreftcellelinjene, HT-29, HT-
115 og DLD1, i varierende grad. Forbindelsene var forskjellige med hensyn til sin
evne til 8 hemme kolonkreftcellevekst. Substans 20 oppviser en markert anti-
proliferativ effekt pa cellelinjer testet.

Disse molekyler ifglge foreliggende oppfinnelse er ogsa aktive overfor celler
som ikke uttrykker COX-2, og saledes kan molekylene ifelge foreliggende
oppfinnelse anvendes i celler som ikke uttrykker COX-2, for det formal & behandle

tumorer, og andre anvendelser som her beskrevet.

SAMLET KONKLUSJON.
De syntetiserte, hayest rangerte forbindelsene, indikert ut fra
modelleringsstudier, viser alle en aktivitet lik/bedre enn den til mesalazin.
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Patentkrav

1. Forbindelse og salter derav, valgt fra gruppen bestaende av:
~ PN

OH OH

NH, NH,

34

29

2. Forbindelse ifelge krav 1 i enantiomert ren R eller S form.

10 3. Forbindelse valgt fra gruppen bestaende av:
(£)-2-hydroksy-3-(3'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 20)
(£)-2-metoksy-2-(4'-aminofenyl) eddiksyre (forbindelse 23)
(x)-2-etoksy-2-(3'-aminofenyl) eddiksyre (forbindelse 32)
(£)-2-etoksy-2-(4'-aminofenyl) eddiksyre (forbindelse 33)

15 (x))-2-metoksy-3-(4'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 34)
(x)-2-etoksy-3-(4'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 39) og

(£)-2-etoksy-3-(3'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 40) for anvendelse pa det

medisinske omradet.

340680
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4. Forbindelse 2-metoksy-3-(3'-aminofenyl)propionsyre eller (+)-2-hydroksy-3-(4'-
aminofenyl)propionsyre (forbindelse 21) for anvendelse pa det medisinske
omradet.

5. Forbindelse for anvendelse ifalge krav 3 eller krav 4 hvor det medisinske
omradet er behandling av en kronisk inflammatorisk sykdom eller en tumor
som uttrykker PPAR og EGF.

6. Forbindelse for anvendelse ifalge krav 5 hvor tumorene er valgt fra gruppen
bestadende av spiserer, mage, bukspyttkjertel, kolon, prostata, bryst, livmor
og livmor vedheng, nyre og lungetumorer.

7. Forbindelse for anvendelse ifalge krav 6 hvor forbindelsen er (+)-2-metoksy-3-
(4'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 34) eller (+)-2-etoksy-3-(4'-

aminofenyl) propionsyre (forbindelse 39)

8. Forbindelse for anvendelse ifelge krav 5 hvor den kroniske inflammatoriske
sykdommen er Crohns sykdom eller ulcergs rektokolitt.

9. Forbindelse for anvendelse ifalge krav 8 hvor forbindelsen er

(x)-2-metoksy-3-(4'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 34)

(x)-2-etoksy-3-(4'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 39) eller

(£)-2-etoksy-3-(3'-aminofenyl) propionsyre (forbindelse 40)

10. Forbindelse for anvendelse ifalge hvilket som helst av kravene 3 til 9 hvor
anvendelse av forbindelsen er i en blanding hvor én enantiomer er i
overskudd sammenlignet med den andre, i hvilket som helst forhold.

11. Farmaseytisk preparat omfattende én eller flere forbindelser ifglge kravene 1
til 3 som aktivt prinsipp i kombinasjon med én eller flere farmasaytisk

akseptable tilsetningsmidler eller adjuvantia.
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TABELL 1: % DLD-1-cellehemning ved hjelp av graderte doser (0,5-10
mM) av de spesifiserte forbindelser.

mM

2-20
2-34
2-35
2-39
2-40

% veksthemning

0,5 1 2,5 5 10

43 12,8 16,2 25,6 47
0 3,6 1,8 3,6 15,1
0 3,2 1,6 6,4 4,8
1,6 3,3 8,2 11,5 12,8
2 0 0 0 2,7
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Figur 1: Strukturen til forbindelser 20, 23, 32, 33, 34, 35, 39, 40.
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Figur 2: Analyse av PPARy-aktivitet.
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Figur 3: Proliferasjon av humane kolonkarsinom-cellelinjer HT29, HT115 og DLD1 etter
behandling med 0,5-10 mM av ny forbindelse 20 i 48 timer.
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Figur 4: Proliferasjon av humane kolonkarsinom-cellelinjer HT29, HT115 og DLD1 etter
behandling med 0,5-10 mM av nye forbindelser 34, 35, 39, 40 i 48 timer.
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Figur 5: Kobling av (R)-forbindelse 34 til PPAPy-reseptor

(merking av aminosyre-residuer og hydrogenbinding er vist).




340680

713

Figur 6: Kobling av (S)-forbindelse 34 til PPAPy-reseptor

(merking av aminosyre-residuer og hydrogenbinding er vist).
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Figur 7: Kobling av (R)-forbindelse 35 til PPAPy-reseptor

(merking av aminosyre-residuer og hydrogenbinding er vist).
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Figur 8: Kobling av (S)-forbindelse 35 til PPAPy-reseptor

(merking av aminosyre-residuer og hydrogenbinding er vist).
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Figur 9: Kobling av (R)-forbindelse 39 til PPAPy-reseptor

(merking av aminosyre-residuer og hydrogenbinding er vist).
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Figur 12: Syntetisk og pafelgende enantiomert spaltningsskjema for forbindelse 32.
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