(19) (19DE 600 36 093 T2 2008.05.15

Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97)EP 1 158 971 B1 shymtct: A61K 31/165(2006.01)
(21) Deutsches Aktenzeichen: 600 36 093.8 CO07¢C 233/65(2006.01)

(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US00/03663 C07C 233/11(2006.01)

(96) Europaisches Aktenzeichen: 00 907 283.6
(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 2000/050026
(86) PCT-Anmeldetag: 10.02.2000
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 31.08.2000
(97) Erstveroffentlichung durch das EPA: 05.12.2001
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 22.08.2007
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 15.05.2008

(30) Unionsprioritat: (84) Benannte Vertragsstaaten:
135511 P 23.02.1999 us AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
386601 31.08.1999 us LI, LU, MC, NL, PT, SE

(73) Patentinhaber: (72) Erfinder:
Icagen, Inc., Research Triangle Park, N.C., US MCNAUGHTON-SMITH, Grant Andrew, Morrisville,

NC 27560, US; RIGDON, Gregory Cooksey,

(74) Vertreter: Durham, NC 27704, US; STOCKER, Jonathan

Koepe & Partner Patentanwalte, 80538 Miinchen Walter, Durham, NC 27707, US

(54) Bezeichnung: ANTAGONISTEN DES GARDOS-KANALS

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 600 36 093 T2 2008.05.15

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Anmeldung nimmt die Prioritat der US Provisional Application mit dem amtlichen Ak-
tenzeichen Nr. 60/135,511, eingereicht am 24. Marz 1999, in Anspruch.

Bereich der Erfindung

[0002] Die vorliegende Erfindung betrifft organische Verbindungen, die spezifische, potente bzw. wirksame
und sichere Inhibitoren des durch Ca*'-aktivierten Kalium-Kanals (Gardos-Kanals) von Erythrozyten sind.
Noch spezieller betrifft die Erfindung Fluorsubstituierte Inhibitoren auf Triarylmethan-Basis, die eine bemer-
kenswert verstarkte Bestandigkeit gegentber einem Abbau in in vitro-Medien im biologischen Bereich zeigen
und die langere in vivo Halbwertszeiten zeigen, bezogen auf ihre nicht-fluorierten Homologe.

Hintergrund der Erfindung

[0003] Die Sichelzell-Krankheit wurde in West-Afrika fir einige Jahrhunderte erkannt. Sichelzell-Anamie und
die Existenz von Sichel-Hamoglobin (Hb S) war die erste genetische Krankheit, die auf dem molekularen Ni-
veau verstanden wurde. Sie wird heute erkannt als morphologisches und klinisches Ergebnis einer Substitution
von Glycin nach Valin an der Position Nr. 6 der Beta-Globin-Kette (Ingram, Nature 178: 792—-794 (1956)). Der
Ursprung der Aminoséure-Anderung und des Krankheitszustands ist die Folge einer einzigen Nukleotid-Sub-
stitution (Marotta et al., J. Biol. Chem. 252: 5040-5053 (1977)).

[0004] Die Hauptursache von Krankhaftigkeit und Sterblichkeit von Patienten, die an der Sichelzell-Krankheit
leiden, ist ein Gefal3-Verschluss, der durch die Sichelzellen hervorgerufen wird, was wiederholte Episoden von
Schmerz sowohl in akuter als auch chronischer Form hervorruft und auch im Verlauf der Zeit eine laufende
Organ-Schadigung hervorruft. Es wurde vor langem erkannt und akzeptiert, dass die Deformation und Verfor-
mung von Sichelzell-Erythrozyten bei vollstandiger Deoxygenierung durch eine Polymerisation und intrazellu-
lare Gelierung von Sichelzell-Hamoglobin hervorgerufen wird, also Hdmoglobin S (Hb S). Dieses Phanomen
wird gut besprochen und diskutiert in Eaton et al., Blood 70:1245 (1987).

[0005] Die intrazellulare Gelierung und Polymerisation von Hb S kann zu jeder beliebigen Zeit wahrend der
Reise eines Erythrozyten durch das Gefalisystem auftreten. So kénnen Erythrozyten in Patienten mit der Si-
chelzell-Krankheit, die kein polymerisiertes Hadmoglobin S enthalten, durch die Mikrozirkulation hindurchtreten
und zu den Lungen ohne Sichel-Bildung zurtickkehren, kénnen jedoch in den Venen Sicheln bilden oder kén-
nen in Kapillargefaflen Sicheln bilden.

[0006] Die Wahrscheinlichkeit jedes dieser Ereignisse wird bestimmt durch die Verzégerungszeit fir eine in-
trazellulare Gelierung relativ zu der passenden Kapillar-Durchgangszeit (Eaton et al., Blood 47: 621 (1976)).
Die Verzdgerungszeit ist ihrerseits abhangig vom Oxygenierungszustand des Hamoglobins, wobei eine Deo-
xygenierung die Verzdgerungszeit verkurzt. Wenn es thermodynamisch unmd@glich ist, dass eine intrazellulare
Gelierung stattfindet, oder wenn die Verweilzeit bei vendsen Sauerstoff-Driicken nicht langer als etwa 15 Se-
kunden ist, tritt eine Sichelbildung der Zelle nicht auf. Wenn die Verweilzeit zwischen etwa 1 und 15 Sekunden
liegt, wird die rote Zelle in den Venen wahrscheinlich eine Sichel bilden. Wenn die Verweilzeit weniger als etwa
1 Sekunde ist, bilden rote Zellen Sicheln innerhalb der Kapillar-Gefale.

[0007] Beiroten Zellen, die innerhalb der Kapillar-Gefalte Sicheln bilden, ist eine Zahl von Folge-Ereignissen
moglich. Diese liegen zwischen dem Fehlen eines Effekts auf die Durchgangszeit tiber einen voriibergehenden
Verschluss des Kapillar-Gefalies bis zu einer mehr permanenten Blockade, die letztlich zu einer Ischamie oder
einem Infarkt der umgebenden Zellen und zu einer anschlieBenden Zerstérung der roten Zelle fihren kann.

[0008] Normale Erythrozyten bestehen aus etwa 70% Wasser. Wasser durchtritt eine normale Erythrozy-
ten-Membran in Millisekunden. Ein Verlust von Zellwasser ruft einen exponentiellen Anstieg der Zytoplas-
ma-Viskositat hervor, sobald die mittlere Zell-Hadmoglobin-Konzentration (mean cell hemoglobin concentration;
MCHC) tber etwa 32 g/dl ansteigt. Da die Zytoplasma-Viskositat eine Hauptdeterminate der Erythrozyten-Ver-
formbarkeit und der Sichelbildung eines Erythrozyten ist, hat die Dehydratisierung des Erythrozyten wesentli-
che rheologische und pathologische Folgen. Eine Regulierung der Erythrozyten-Dehydratation wurde als wich-
tiger therapeutischer Ansatz zum Behandeln der Sichelzell-Krankheit erkannt. Da Zellwasser irgendeiner os-
motischen Anderung der intrazelluldren lonen-Konzentration folgt, ist die Aufrechterhaltung der Kalium-Kon-
zentration einer roten Zelle von besonderer Wichtigkeit (Stuart et al., Brit. J. Haematol. 69: 1-4 (1988)).
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[0009] Viele Ansatze zur therapeutischen Behandlung dehydratisierter Sichelzellen (und damit einer Senkung
der Polymerisation von Hamoglobin S durch Senken der Osmolalitat von Plasma) wurden versucht, jedoch mit
beschranktem Erfolg, einschlie3lich der folgenden Ansatze: Intravenése Infusion von destilliertem Wasser
(Gye et al., Am. J. Med. Sci. 266: 267-277 (1973)); Verabreichung des anti-diuretischen Hormons Vasopressin
zusammen mit einer hohen Flissigkeitsaufnahme und Salz-Beschrankung (Rosa et al., M. Eng. J. Med. 303:
1138-1143 (1980)); (Charache et al., Blood 58: 892-896 (1981)); die Verwendung von Monensin zur Erhéhung
des Kationengehalts der Sichelzelle (Clark et al., J. Clin. Invest. 70: 1074-1080 (1982)); (Fahim et al., Life Sci-
ences 29: 1959-1966 (1981)); eine intravendse Verabreichung von Cetiedilcitrat (Benjamin et al., Blood 67:
1442-1447 (1986)); (Berkowitz et al., Am. J. Hematol. 17: 217-223 (1981)); (Stuart et al., J. Clin. Pathol. 40:
1182-1186 (1987)); und die Verwendung von Oxpentifyllin (Stuart et al., a. a. O.).

[0010] Ein weiterer Ansatz in Richtung auf eine therapeutische Behandlung dehydratisierter Sichelzellen
schlieRt eine Anderung des Kalium-Flusses eines Erythrozyten durch Ansprechen eines Calcium-abhangigen
Kalium-Kanals ein (Ishi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 94 (21): 11651-11656 (1997)). Dieser durch Calcium akti-
vierte Kalium-Kanal wird auch als der Gardos-Kanal bezeichnet (Brugnara et al., J. Clin. Invest. 92: 520-526
(1993)). Kirzlich wurde gezeigt, dass ein klonierter humaner, durch Calcium aktivierter Kalium-Kanal mit mitt-
lerer Leitfahigkeit, hIK1 im Wesentlichen ahnlich dem Gardos-Kanal in Bezug sowohl auf seine biophysikali-
schen als auch auf seine pharmakologischen Eigenschaften ist (Ishi, a. a. O.).

[0011] Verfahren, die verwendet wurden, um den Gardos-Kanal zu inhibieren, schlieRen die Verabreichung
von Imidazol, Nitroimidazol und Thriazol umfassenden antimikotischen Mitteln wie beispielsweise Clotrimazol
an Erythrozyten ein (US-Patent Nr. 5,273,992; Brugnara et al.). Es wurde gezeigt, dass Clotrimazol, ein Imida-
zol enthaltendes antimikotisches Mittel, ein spezieller potenter Inhibitor des Gardos-Kanals normaler Erythro-
zyten und Sichel-Erythrozyten ist und eine von Ca**-abhéangige Dehydratisierung von Sichelzellen sowohl in
vitro als auch in vivo verhindert (Brugnara, a. a. O.; De Franceschi et al., J. Clin. Invest. 93: 1670-1676 (1994)).
Wenn es mit einer Verbindung kombiniert wird, die die Oxykonformation von Hb S stabilisiert, induziert Clotri-
mazol eine additive Reduktion der Verstopfungsrate eines Mikroporen-Filters und kann die Bildung irreversible
Sichel bildender Zellen abschwachen (Stuart et al., J. Haematol. 86: 820-823 (1994)). Andere Verbindungen,
die eine Heteroaryl-Einheit mit Ahnlichkeit zu Imidazol enthalten und von denen angenommen wird, dass sie
nltzlich sind bei einer Dehydratation von Sichelzell-Erythrozyten Gber eine Inhibierung des Gardos-Kanals,
schlieRen Miconazol, Econazol, Butoconazol, Oxiconazol und Sulconazol ein. Obwohl gezeigt wurde, dass
diese Verbindungen wirksam bei einer Reduzierung der Dehydratation von Sichelzellen sind, wurde gezeigt,
dass andere Imidazol-Verbindungen nicht dazu fahig sind, den Gardos-Kanal zu inhibieren und einen Verlust
von Kalium zu verhindern.

[0012] Die Druckschrift WO 97/34589 offenbart eine Klasse chemischer Verbindungen, die als wirksame Arz-
neimittel bei der Behandlung von Sichelzell-Krankheit und von Krankheiten beschrieben werden, die durch
eine unerwulnschte oder anormale Zell-Proliferation gekennzeichnet sind. Die aktiven Verbindungen sind sub-
stituierte Triarylmethan-Verbindungen oder Analoge davon, bei denen eine oder mehrere der Aryl-Gruppen er-
setzt ist/sind durch eine Heteroaryl-Gruppe, Cycloalkyl-Gruppe oder Heterocycloalkyl-Gruppe, und/oder bei
der/denen das tertidre Kohlenstoff-Atom ersetzt ist durch ein davon verschiedenes Atom wie beispielsweise
Si, Ge, N oder P. Es wurde berichtet, dass die Verbindungen eine Zell-Proliferation bei Sdugern inhibieren, den
Gardos-Kanal von Erythrozyten inhibieren, eine Dehydratation von Sichelzell-Erythrozyten verringern
und/oder das Auftreten von Sichelzell-Bildung oder Deformation von Erythrozyten verzdgern.

[0013] Da die Sichelzell-Anamie eine chronische Krankheit ist, zeigen Mittel, die zu ihrer Behandlung vorge-
sehen sind, idealerweise bestimmte charakteristische Eigenschaften, die weniger essentiell bei Arzneimitteln
zur Behandlung heilbarer Krankheiten (z. B. Pilz-Infektionen) sind. Ein klinisch nitzlicher Inhibitor fir den Gar-
dos-Kanal zeigt eine extrem niedrige Toxizitat Giber einen langeren Zeitraum der Verabreichung, weist eine ex-
zellente Bioverfligbarkeit auf, ist hochspezifisch fir den Gardos-Kanal und ist potent bzw. wirksam in seinen
Wechselwirkungen mit diesem Kanal.

[0014] Obwohl Clotrimazol und bestimmte verwandte Verbindungen — wie gezeigt wurde — den Gardos-Kanal
inhibieren und einen Verlust von Kalium verhindern, sind diese Verbindungen weniger als ideale klinische Mittel
fur die Behandlung der Sichelzell-Anamie. Von primarer Bedeutung ist die Tatsache, dass gezeigt wurde, dass
eine langere Verabreichung von Imidazol-Antimykotika zu Hepatotoxizitat flhrt (siehe beispielsweise Rodri-
guez et al., Toxicology 6: 83-92 (1995); Findor et al., Medicina 58: 277-281 (1998); und Rodriguez et al., J.
Biochem. Toxicol. 11: 127-131 (1996)). Die Neigung in Richtung auf Toxizitat eines Mittels muss gewichtet wer-
den mit anderen charakteristischen Eigenschaften wie beispielsweise seiner Bioverfligbarkeit, seine Selektivi-
tat fur ein Target und seine Potenz bzw. Wirksamkeit.
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[0015] Derzeit bekannte Inhibitoren des Gardos-Kanals haben kurze in vivo-Halbwertszeiten und niedrige Bi-
overfugbarkeiten. Diese Mangel sind von besonderer Bedeutung in Verbindung mit diesen Arzneimitteln, da
sie regelmaRig Uber einen signifikanten Abschnitt der Lebenszeit einer Person verabreicht werden mussen. Mit
derartigen Arzneimitteln ist die Einhaltigung des Dosierungs-Plans durch den Patienten entscheidend, und je
einfacher der Plan ist, desto wahrscheinlicher halt ein Patient diesen Plan ein. Die Inhibitoren des Gardos-Ka-
nals, die geringe Bioverfugbarkeiten aufweisen, miussen haufig verabreicht werden, was das Risiko ausgelas-
sener Dosierungen und — in der Folge — von Arzneimittel-Konzentrationen im Plasma erhéht, die inadaquat
zum Verhindern der Dehydratation von Erythrozyten sind. Zuséatzlich zu haufigem Dosieren mussen Mittel, die
niedrige Bioverfugbarkeiten aufweisen, allgemein in h6heren Dosierungen als analoge Mittel mit besserer Bi-
overflgbarkeit verabreicht werden. Bei hoheren Dosierungen werden unerwiinschte Nebenwirkungen und To-
xizitat ein sehr reales Problem.

[0016] Bartroli et al., Arzneim. Forsch./Drug Res., 42, 6, 832-835 (1992) offenbaren die Synthese und ver-
gleichbare in vitro-Aktivitdten von Difluor-Derivaten von Triphenylmethanimidazol-Verbindungen und anderen
verwandten Verbindungen gegen eine Anzahl von Pilzen.

[0017] Zusatzlich zu ihrer niedrigen Bioverfiigbarkeit haben bekannte Inhibitoren des Gardos-Kanals wie bei-
spielsweise Clotrimazol auch eine relativ niedrige Potenz bzw. Wirksamkeit in ihrer Wechselwirkung mit dem
Gardos-Kanal. Die niedrige Wirksamkeit der Verbindungen wird verschlimmert durch ihre niedrige Bioverflig-
barkeit und ihre schnelle systemische Clearance bzw. ihr schnelles Verschwinden aus dem Organismus. Ein
weiterer Nachteil vieler bekannter Inhibitoren des Gardos-Kanals ist die nichtspezifische Natur ihrer Wechsel-
wirkungen mit durch Calcium aktivierten Kalium-Kanalen: Diese Mittel treten bereitwillig in Wechselwirkung mit
durch Calcium aktivierten Kalium-Kanalen, die von dem Gardos-Kanal verschieden sind. Zusammengenom-
men erfordern die niedrige Wirksamkeit, die geringe Spezifitat und die schlechte Bioverfligbarkeit bekannter
Inhibitoren des Gardos-Kanals ein héheres und haufigeres Dosieren, wodurch sie das Risiko unerwiinschter
Nebenwirkungen und von Toxizitat erhéhen.

[0018] Im Hinblick auf die oben beschriebenen Nachteile bekannter Inhibitoren des Gardos-Kanals wird ein
erheblicher Fortschritt bei der Behandlung von Sichelzell-Anamie von der Entdeckung von Inhibitoren des Gar-
dos-Kanals erwartet, die Imidazol als Struktur-Komponente nicht enthalten, merklich bioverfigbar sind, lang-
sam metabolisiert und abgeschieden werden und sowohl wirksam als auch spezifisch in ihren Wechselwirkun-
gen mit dem Gardos-Kanal sind. Ganz uberraschend stellt die vorliegende Erfindung Inhibitoren des Gar-
dos-Kanals bereit, die diese charakteristischen Eigenschaften aufweisen.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0019] Fig. 1 ist eine Auftragung (Plot) der mittleren Plasma-Konzentration gegen die Zeit fiir die Verbindun-
gen 1 (i. v. (#), oral (&)), 3 (i. v. (*), oral (*)) und 18 (i. v. (m), oral (X)). Die Dosierungen waren i. v. (1 mg/kg)
und oral (10 mg/kg).

Zusammenfassung der Erfindung

[0020] Ein Reduzieren der Dehydratation von Sichel-Erythrozyten Gber eine Blockade des Gardos-Kanals ist
ein wirksamer therapeutischer Ansatz in Richtung auf die Behandlung und/oder Vorbeugung der Sichel-
zell-Krankheit. Verbindungen, die in der Lage sind, den Gardos-Kanal zu inhibieren, als Mittel zum Verringern
der Dehydratation von Sichelzellen sind in hohem Male erwiinscht und sind ein Gegenstand der vorliegenden
Erfindung. Obwohl von nachweislicher Wirksamkeit, sind Inhibitoren des Gardos-Kanals auf Imidazol-Basis,
die bis heute erforscht wurden, benachteiligt durch einige Nachteile einschlie3lich eines gut dokumentierten
Potentials fur Hepatotoxizitat. Diese Toxizitat wird verschlimmert durch die geringe Wirksamkeit der Inhibitoren,
nichtspezifische Wechselwirkungen mit durch Calcium aktivierten Kalium-Kanélen, die von dem Gardos-Kanal
verschieden sind, und schlechten Bioverfiigbarkeiten, und jede dieser Eigenschaften motiviert die Verabrei-
chung héherer Dosierungen des Inhibitors sowie haufigere Verabreichungen.

[0021] Im Gegensatz zu diesen bekannten Mitteln zeigt ein pharmazeutisch nitzlicher Inhibitor des Gar-
dos-Kanals der zweiten Generation eine langere Stabilitat in einem biologischen Milieu sowie Wirksamkeit und
Selektivitat fir den Gardos-Kanal. Ein ideales Mittel wird nach einer zweistiindigen Inkubation in einem biolo-
gischen Milieu (z. B. in einer Mikrosomen-Zubereitung) zu weniger als 60% abgebaut und hat einen IC,-Wert
in Richtung auf den Gardos-Kanal von nicht mehr als 30 nM. Darlber hinaus sind diese Mittel wenigstens 100
Mal selektiver fir den Gardos-Kanal als fiir andere Kalium-Kanale, wie beispielsweise .
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[0022] Es wurde nun gefunden, dass Inhibitoren fir den Gardos-Kanal auf Triphenylacetamid-Basis, in denen
eine oder mehrere Phenyl-Grupen mit einem oder mehreren Fluor-Atomen oder Fluor-enthaltenden Einheiten
substituiert ist/sind, in vivo-Halbwertszeiten und in-vitro-Stabilitdten im Metabolismus aufweisen, die in Uberra-
schendem Umfang erhéht sind, relativ sowohl zu Clotrimazol als auch zu analogen nicht fluorierten Triphenyl-
acetamiden. Beispielsweise ist Clotrimazol (19) nach zweistiindigem Inkubieren in einer Leber-Mikroso-
men-Zubereitung zu 94,2% abgebaut, und ein nicht fluoriertes Triphenylmethylacetamid (20) ist nach 2 Stun-
den zu 87% abgebaut. In bemerkenswertem Gegensatz dazu sind die beispielhaften difluorierten Verbindun-
gen gemal der Erfindung 3 und 5 nach einer dhnlichen Inkubationszeit nur zu 24% bzw. 29% abgebaut.

[0023] Obwohl Untersuchungen fluorierter Triphenylimidazol-Antimykotika gezeigt haben, dass diese fluorier-
ten Mittel weniger schnell metabolisiert werden als ihre chlorierten Analoge, waren diese Mittel auch weniger
pharmakologisch aktiv als Analoge chlorierte Derivate (siehe Conte et al., Arzneim.-Forsch./Drug Res. 42:
854-858 (1992); und Bartoli et al., Arzneim.-Forsch./Drug Res. 42: 832-835 (1992)).

[0024] Uberraschenderweise jedoch wird genau der gegenséatzliche Trend fiir die Verbindungen gemaR der
Erfindung beobachtet: Die fluorierten Verbindungen sind nicht nur wirksamere, sondern auch selektivere Inhi-
bitoren des Gardos-Kanals als Clotrimazol. Beispielsweise sind die Verbindungen 3 und 5 etwa acht- und zehn-
mal wirksamer als Clotrimazol gegeniiber dem Gardos-Kanal. Dartber hinaus sind die Verbindungen 3 und 5
etwa sechzehn- bis siebzehnmal selektiver fur den Gardos-Kanal, im Vergleich zu anderen Kalium-lonen-Ka-
nalen (z. B. l,) als Clotrimazol.

[0025] Damit stellt in einem ersten Aspekt die vorliegende Erfindung eine Verbindung mit einer Struktur ge-
maf Formel (1) bereit:

(Fla
o
o]
(F),/@—C%NH
G
25y o

worin

m, n und p unabhangig voneinander gewahlt sind aus 0 und 1 und wenigstens einer der Indices m, nund p 1 ist;
wenn m, nund p alle 1 sind, sind die Fluor-Substituenten an Ring 1 und an Ring 2 in einer Position angeordnet,
die unabhangig gewahlt ist aus ortho-Stellung zu dem Acetamid-Substituenten, in meta-Stellung zu dem Acet-
amid-Substituenten und para-Stellung zu dem Acetamid-Substituenten, und der Substituent an Ring 3 ist in
einer Position angeordnet, die gewahlt ist aus ortho-Position zu dem Acet-Substituenten und para-Position zu
dem Acetamid-Substituenten; und

wenn p 0 istund m 1 ist und n 1 ist, ist der Fluor-Substituent am Ring 1 in para-Position zu dem Acetamid-Sub-
stituenten, und der Substituent am Ring 2 ist in einer Position angeordnet, die gewahlt ist aus ortho-Position
zu dem Acetamid-Substituenten und para-Position zu dem Acetamid-Substituenten.

[0026] In einem zweiten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Zubereitung bereit, die
eine Verbindung gemaf Formel (1) in Mischung mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager umfasst. Eine
derartige Zubereitung kann in Verfahren gemaf der Erfindung verabreicht werden.

[0027] Das Steuern von Krankheiten (z. B. der Sichelzell-Krankheit) Gber sich andernde zellulére lonen-Flus-
se von Zellen, die durch eine Krankheit befallen sind, ist ein wirksamer therapeutischer Ansatz. Darlber hinaus
verspricht ein Basis-Verstandnis der Rolle zellularer lonen-Flisse sowohl in Krankheits-Prozessen als auch in
der normalen Physiologie die Bereitstellung neuer therapeutischer Modalitaten, Dosierungsplane und Mittel.
Verbindungen, die zelluldre lonen-Stréme verandern, insbesondere diejenigen, die einen Kalium-Strom inhi-
bieren, sind in hohem Male erwiinscht sowohl als Arzneimittel als auch als Sonden zum Aufklaren der grund-
legenden Mechanismen, die diesen lonen-Strémen zugrunde liegen. In &hnlicher Weise sind Verfahren, die
von diesen Verbindungen in der Grundlagen-Forschung und in therapeutischen Anmeldungen Gebrauch ma-
chen, wertvolle Werkzeuge im Arsenal sowohl des Forschers als auch des Klinikers. Daher sind solche Ver-
bindungen und Verfahren ebenfalls ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung.
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[0028] Damit stellt in einem dritten Aspekt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Inhibieren des Kali-
um-Stroms einer Zelle bereit. Das Verfahren umfasst ein In-Kontakt-Bringen einer Zelle mit einer Menge einer
Verbindung gemaf Formel (1), die wirksam zum Inhibieren des Kalium-Stroms ist.

[0029] Ein wichtiger therapeutischer Weg zur Behandlung der Sichelzell-Krankheit ist ein Verhindern oder
Verlangsamen der Dehydratation von Erythrozyten durch Manipulieren der zellularen lonen-Stréme von Eryth-
rozyten. So stellt in einem weiteren Aspekt die Erfindung ein Verfahren zum Reduzieren der Erythrozyten-De-
hydratation bereit. Das Verfahren umfasst ein In-Kontakt-Bringen eines Erythrozyten mit einer Menge einer
Verbindung gemaf Formel (1), die wirksam zum Reduzieren der Erythrozyten-Dehydratation ist.

[0030] In einem fiinften Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Medikaments zur Be-
handlung oder Vorbeugung der Sichelzell-Krankheit bereit. Das Verfahren umfasst ein Verabreichen einer the-
rapeutisch wirksamen Menge einer Verbindung, die eine Struktur gemaR Formel (1) aufweist, an ein Subjekt,
das unter der Sichelzell-Krankheit leidet.

[0031] Die Verbindungen gemaf der Erfindung stellen eine neue Klasse von Inhibitoren des durch Calcium
aktivierten Kalium-Stroms bereit, die eine ausgezeichnete Bestandigkeit gegeniiber metabolischem Abbau
und sowohl Selektivitat als auch Wirksamkeit gegentiber dem Gardos-Kanal zeigen, die erhéht sind, relativ zu
ihren nicht-fluorierten Analogen. So stellt in einem sechsten Aspekt die vorliegende Erfindung ein Verfahren
zur Verstarkung der Bestandigkeit eines Calcium-Kanal-Inhibitors gegen Abbau in einem biologischen Medium
bereit, der eine Triphenylmethyl-Einheit umfasst.

[0032] Diese und andere Gegenstande und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden aus der detaillierten
Beschreibung und den Beispielen, die folgen, offenbar.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung und der bevorzugten Ausflihrungsformen
Abkurzungen und Definitionen

[0033] ,MCHC" ist die mittlere korpuskulare Hamoglobin-Konzentration (mean corpuscular hemoglobin con-
centration).

[0034] ,SAD-1"ist ein transgenes Maus-Model der Sichelzell-Krankheit, wie es beschrieben wurde durch Tru-
del et al.,, EMBO J., 10(11): 3157-3165 (1991).

[0035] Der Begriff ,biologisches Medium", wie er in der vorliegenden Beschreibung und in den Patentanspri-
chen verwendet wird, bezieht sich sowohl auf biologische ,in vitro-" als auch ,,i -vivo-"Milieus. Beispiele von bi-
ologischen in vitro Medien schlieRen eine Zellkultur, eine Gewebekultur, Homogenate, Plasma und Blut ein. In
vivo-Anwendungen werden allgemein durchgefiihrt in Sdugern, vorzugsweise in Menschen.

[0036] Der Begriff ,Fluoralkyl" bezieht sich auf eine Unterklasse von ,substituiertem Alkyl", was Alkyl-Gruppen
oder substituierte Alkyl-Gruppen einschliel3t, die entweder partiell fluoriert oder perfluoriert sind. Die Fluor-Sub-
stitution kann die einzige Substitution der Alkyl-Einheit sein, oder sie kann in im Wesentlichen jeder beliebigen
Kombination mit irgendeinem anderen Substituenten oder irgendeiner anderen Gruppe von Substituenten vor-
liegen.

Einflhrung

[0037] Wie oben diskutiert, ist die Blockade der Sichelzell-Dehydratation Uber eine Inhibierung des Gar-
dos-Kanals ein wirksamer therapeutischer Ansatz fir die Behandlung von der und/oder die Vorbeugung gegen
die Sichelzell-Krankheit. In vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass Clotrimazol, ein eine Imidazol-Gruppe
enthaltendes antimykotisches Mittel, Ca**-aktivierten K*-Strom und eine Zell-Dehydratation in Sichelzell-Eryth-
rozyten blockiert (Brugnara et al., J. Clin. Invest. 92: 520-526 (1993)). Untersuchungen in einem transgenen
Maus-Model fiir die Sichelzell-Krankheit, SAD-1-Maus (Trudel et al., EMBO J. 10 (11): 3157-31365 (1991)) zei-
gen, dass eine orale Verabreichung von Clotrimazol zu einer Inhibierung des Gardos-Kanals roter Zellen, zu
einem erhohten K*-Gehalt roter Zellen, einer verringerten mittleren korpukuldren Hamoglobin-Konzentration
(MCHC) und zu einer abgesenkten Zell-Dichte flhrt (De Franceschi et al., J. Clin. Invest. 93: 1670-1676
(1994)). Darlber hinaus induziert eine Therapie mit oral verabreichtem Clotrimazol eine Inhibierung des Gar-
dos-Kanals und verringert die Erythrozyten-Dehydratation in Patienten mit Sichelzell-Krankheit (Brugnara et
al., J. Clin. Invest. 97: 1227-1234 (1996)). Andere antimykotische Mittel, die den Gardos-Kanal in vitro inhibie-
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ren, schliefen Miconazol, Econazol, Butoconazol, Oxiconazol und Sulconazol ein (US-Patent Nr. 5,273,992;
Brugnara et al.). Alle diese Verbindungen enthalten einen Imidazol-artigen Ring, d. h. einen Heteroaryl-Ring,
der zwei oder mehr Stickstoffe enthalt.

[0038] Obwohl sie von nachweisbarer Wirksamkeit sind, sind Inhibitoren des Gardos-Kanals auf Imidazol-Ba-
sis, die bis heute erforscht wurden, durch einige Nachteile benachteiligt, die ein gut dokumentiertes Potential
fur Hepatotoxizitat einschlieen. Diese Toxizitat wird verschlimmert durch die geringe Wirksamkeit der Inhibi-
toren, nicht spezifische Wechselwirkungen mit Kalium-Kanalen, die von dem Gardos-Kanal verschieden sind,
und geringe Bioverfugbarkeiten; jeder dieser Nachteile motiviert die Verabreichung héherer Dosierungen der
Inhibitoren und eine haufigere Verabreichung.

[0039] Zur Bereitstellung Uberlegener pharmazeutischer Mittel, die zur Inhibierung des Gardos-Kanals befa-
higt sind, missen drei pharmakologische Kriterien erfillt sein. Zum Einen missen die Verbindungen in einem
biologischen Milieu stabil sein, so dass wenigstens 40% der Verbindung nach zwei Stunden in diesem Milieu
intakt bleiben. Weiter missen die Verbindungen wirksame Inhibitoren des Gardos-Kanals sein, die einen
IC;,—Wert gegenuber diesem Kanal von weniger als oder gleich 30 nM aufweisen. Zuséatzlich zu ihrer Wirksam-
keit gegenuber dem Gardos-Kanal mussen die Verbindungen auch selektiv in ihrer Wechselwirkung mit die-
sem Kanal sein. Die Verbindungen missen eine Selektivitat, gemessen durch das I1C,-Verhaltnis (I /Gardos)
von groler als oder gleich 80 haben.

Verbindungen

[0040] In einem ersten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung eine Verbindung mit einer Struktur gemaf For-
mel (1) bereit:

{F)m
Dy
W .
(/—z“\éb—--c-——%
(F),,/\.—-._‘-‘.’
Nriy
3 | ,
\mp (D

worin

m, n und p unabhangig voneinander gewahlt sind aus 0 und 1 und wenigstens einer der Indices m, nund p 1 ist;
wenn m, nund p alle 1 sind, sind die Fluor-Substituenten an Ring 1 und an Ring 2 in einer Position angeordnet,
die unabhangig gewahlt ist aus ortho-Stellung zu dem Acetamid-Substituenten, in meta-Stellung zu dem Acet-
amid-Substituenten und in para-Stellung zu dem Acetamid-Substituenten, und der Substituent an Ring 3 ist in
einer Position angeordnet, die gewahlt ist aus ortho-Position zu dem Acetamid-Substituenten und para-Positi-
on zu dem Acetamid-Substituenten; und

wenn p 0 istund m 1 istund n 1 ist, ist der Fluor-Substituent am Ring 1 in para-Position zu dem Acetamid-Sub-
stituenten, und der Substituent am Ring 2 ist in einer Position angeordnet, die gewahlt ist aus ortho-Position
zu dem Acetamid-Substituenten und para-Position zu dem Acetamid-Substituenten.

[0041] In einer gegenwartig bevorzugten Ausfihrungsform haben die Verbindungen gemaf der Erfindung
eine Struktur gemaf der Formel (l1):

(Flp (T
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worin m, n und p unabhangig voneinander gewahlt sind aus 0 und 1, und wenigstens einer der Indices m, n
und p 1 ist.

[0042] Verbindungen gemaR dieser Struktur sind in Tabelle 1 gezeigt und schliel3en die Verbindungen 1 bis
5 ein.

[0043] In einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform haben die Verbindungen gemaf der Erfindung eine
Struktur geman Formel (ll1):

E

sy

worin m entweder 0 oder 1 ist.

[0044] Verbindungen gemaf Formel (lll) sind in Tabelle 1 gezeigt und schliefen die Verbindungen 3 und 5
ein.

[0045] Verbindungen, die strukturell den Verbindungen gemaR der Erfindung nahe verwandt sind, sind eben-
falls in Tabelle 1 gezeigt. Die Verbindungen, die den Verbindungen gemaf der Erfindung strukturell verwandt
sind, dienen als ,Basis-Linie" zur Beurteilung der Vorteile und unerwarteten Eigenschaften und Vorziige der
fluorierten Verbindungen gemaf der Erfindung.

Tabelle 1
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Synthese der Verbindungen

[0046] Die Verbindungen der Erfindung kénnen hergestellt werden durch Verfahrensweisen, die Standard im
technischen Bereich der organischen Synthese sind. Passende Ausgangsmaterialien und Reagenzien kdnnen
im Handel erworben werden, oder sie kénnen hergestellt werden durch Standard-Verfahrensweisen der orga-
nischen Chemie. Bevorzugte Verfahrensweisen sind in den speziellen Beispielen veranschaulicht. Ein beispiel-
hafter Syntheseweg ist in Schema 1 bereitgestellit.
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Schema 1

(1) Acetyl-
chlorid

(2) Kupfer-
cyanid

Q C(OINH, _ Q Lo
- O 28

[0047] In Schema 1 lauft die Synthese eines Fluor-substituierten Triphenylacetamids von dem entsprechen-
den Fluor-substituierten Triphenylmethanol, das hergestellt wird aus einem Fluor-substituierten Benzophenon
und einem Reagenz, das eine Phenyl-Einheit oder eine Fluor-substituierte Phenyl-Einheit dem Benzophe-
non-Keton zufiigt. Das Fluorsubstituierte Triphenylmethanol wird anschlieBend in das entsprechende Fluor-
substituierte Triphenylacetonitril umgewandelt, indem man den Alkohol mit Acetylchlorid und anschliefiend mit
Kupfercyanid in Kontakt bringt. Das Acetamid kann gebildet werden durch Umsetzen der Nitril-Zwischenstufe
mit einer Mischung aus Schwefelsdure und Eisessig. Andere Synthesewege, die zu der Fluor-substituierten
Triphenylmethan-Spezies flihren, insbesondere zu Acetamiden, liegen innerhalb der Kenntnisse eines durch-
schnittlichen Fachmanns in diesem technischen Bereich.

Stabilitat der Verbindungen

[0048] Damit die Verbindungen als pharmazeutisch nitzliche Inhibitoren des Gardos-Kanals wirken kénnen,
mussen Kandidaten solcher Verbindungen sowohl eine annehmbare Bioverflugbarkeit als auch eine annehm-
bare Stabilitat in vivo zeigen. Verbindungen werden in der Weise beurteilt, dass sie einen ausreichenden Grad
an Stabilitdt aufweisen, wenn wenigstens 40% einer Anfangsmenge der Verbindung im Anschluss an eine
zweistlndige Inkubation in einem biologischen Medium (z. B. in einer Mikrosomen-Zubereitung) intakt bleiben.
Dieser Grad an Stabilitat ist besonders wichtig zum Behandeln eines chronischen Syndroms wie beispielswei-
se zur Behandlung von Sichelzell-Andmie. Subjekte bzw. Personen, die einer Behandlung von Sichelzell-An-
amie unterworfen werden, missen regelmafig dosismaflig mit dem Anti-Sichel-Mittel (z. B. dem Inhibitor fur
den Gardos-Kanal) tber die Zeitdauer ihres Lebens versorgt werden. Neben anderen Problemen prasentiert
ein derartiger lebenslanger Dosierungsplan ein ernsthaftes Risiko, dass ein Patient unterschiedlich gut den
vorgesehen Plan erfullt. Wenn der Titer der Medikation im System des Patienten als Ergebnis einer schlechten
Erflllung des Plans sinkt, erhéht dies das Risiko des Auftretens eines Sichelzell-Ereignisses und der gleich-
zeitigen Schmerzen sowie physischer und physiologischer Schadigung. Verbindungen, die erhdhte in vivo Ver-
weilzeiten und eine erhdhte Bioverflugbarkeit aufweisen, erlauben einen vereinfachten Dosierungsplan (d. h.
weniger Dosierungen pro Tag und/oder geringere Medikation). Darlber hinaus bringt ein Reduzieren der Men-
ge an verabreichter Verbindung das Versprechen einer Reduzierung der Nebenwirkungen mit sich, die aus der
Medikation und/oder ihren Metaboliten resultieren. Damit ist es in hohem Mal3e erwiinscht, Inhibitoren des Gar-
dos-Kanals bereitzustellen, die gute Bioverfugbarkeiten und erhdhte Stabilitédten in vivo aufweisen.

[0049] Die Stabilitédt der Verbindungen in verschiedenen biologischen Milieus kann durch in diesem techni-
schen Gebiet bekannte Verfahrensweisen getestet werden. In einer Ausfihrungsform wird die Stabilitét der
Verbindungen getestet in einer in vitro-Zubereitung. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die in vitro-Zu-
bereitung eine Leber-Mikrosomen-Zubereitung. Die Ergebnisse derartiger in vitro-Tests bzw. —Assays liefern
Daten, die relevant fUr die in vivo-Stabilitdt der Verbindungen geman der Erfindung sind. Andere in vitro-Tests,
die zum Testen der Stabilitat der Verbindungen gemaf der Erfindung nitzlich sind, sind in diesem technischen
Bereich bekannt.

[0050] Zusatzlich zu in vitro-Verfahrensweisen kdnnen in-vivo-Verfahrensweisen wie beispielsweise pharma-

11/30



DE 600 36 093 T2 2008.05.15

kokinetische Untersuchungen in einem Bereich von Tier-Modellen durchgefiihrt werden. Eine oder mehrere
Verbindung(en) gemaf der Erfindung kann/kdnnen an ein Tier, vorzugsweise eine Ratte, in verschiedenen Do-
sierungen und/oder auf verschiedenen Wegen verabreicht werden (z. B. i. v,, i. p., p. 0.). Blut-, Urin- und/oder
Fazes-Proben kdnnen an in Reihe liegenden Zeitpunkten gewonnen werden, und die Proben kénnen auf das
Vorhandensein und/oder die Konzentration der Verbindung(en) gemaf der Erfindung und/oder von Metaboli-
ten der Verbindung(en) getestet werden.

[0051] Irgendeine geeignete MengengroéRe kann verwendet werden, um Daten von verschiedenen Verbin-
dungen zu vergleichen. Beispielhafte MengengréRen schlieRen Halbwertszeit, Bioverflugbarkeit, die Menge an
Verbindung, die nach einer vorbestimmten Zeitdauer intakt bleibt, und dergleichen ein. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform wird die Menge an Verbindung, die nach einer vorbestimmten Zeitdauer intakt bleibt, verwen-
det. Der Ausdruck ,intakt", wie er in der vorliegenden Beschreibung und in den Patentanspriichen verwendet
wird, bezieht sich auf eine Verbindung, die nicht zu einer Spezies metabolisiert oder in anderer Weise abgebaut
wurde, die von der urspriinglichen Verbindung verschieden ist.

[0052] In einer bevorzugten Ausfihrungsform liegt die vorbestimmte Zeitdauer im Bereich von etwa 2 Stun-
den bis etwa 72 Stunden, noch mehr bevorzugt im Bereich von etwa 4 bis etwa 24 Stunden. In einer anderen
bevorzugten Ausfiihrungsform liegt die Menge an intakter Verbindung, die nach einer vorbestimmten Zeitdauer
von 2 Stunden zurlickbleibt, bei wenigstens 40% der Anfangs-Probe, vorzugsweise bei wenigstens 50% und
noch mehr bevorzugt bei wenigstens 70%.

[0053] Jede beliebige Verfahrensweise, die den Nachweis und — vorzugsweise — die quantitative Bestimmung
der Verbindung(en) und/oder Metaboliten erlaubt, ist geeignet zur Verwendung beim Testen der Verbindungen
gemal der Erfindung. Diese Verfahrensweisen schlieen ein: spektrometrische Verfahrensweisen (z. B. NMR
(z. B."F-NMR), MS, IR, UV/vis), chromatographische Verfahrensweisen (z. B. LC, GC, HPLC) und Hybrid-Ver-
fahren, die sowohl von spektrometrischen als auch chromatographischen Verfahrensweisen Gebrauch ma-
chen (z. B. GC/MS, LC/MS, LC/MS/MS). Weiter kdnnen die Verfahrensweisen Gebrauch machen von nach-
weisbaren Markierungen wie beispielsweise die Verbindungen gemaf der Erfindung, die mit Radioisotopen (z.
B. ®H, N, "“C) oder fluoresszenten Markierungen (z. B. Fluorescein, Rhodamin) markiert sind. Andere Verfah-
rensweisen zum Testen der Existenz kleiner organischer Molekiile in-vivo, insbesondere solche Verfahrens-
weisen, die mit bioaktiven Molekilen zusammenhangen, sind Fachleuten mit technischem Sachverstand in
diesem Gebiet offensichtlich.

Verbindungsaktivitat

[0054] Um pharmazeutisch nitzliche Gardos-Kanal-Inhibitoren zu entwickeln, missen Kandidaten-Verbin-
dungen eine annehmbare Aktivitat gegenliber einem Ziel-Kanal demonstrieren. Verbindungen werden als aus-
reichend wirksam angesehen, wenn sie einen IC,-Wert gegenuiber dem Gardos-Kanal von nicht mehr als 30
nM aufweisen.

[0055] Wie oben im Zusammenhang mit der Stabilitat der Verbindung diskutiert wurde, ist dieser Wert der Ak-
tivitdt besonders wichtig zum Behandeln eines chronischen Syndroms wie beispielsweise der Sichelzell-Ana-
mie. Die verschiedenen Probleme hinsichtlich der Zeitplan-Einhaltung von Patienten und der Nebeneffekte
werden gut berlcksichtigt bei Inhibitoren des Gardos-Kanals, die eine Potenz gegeniiber dem Gardos-Kanal
von 30 nM aufweisen.

[0056] Die Aktivitat der Verbindungen gemaR der Erfindung gegeniber lonen-Kanalen, wie beispielsweise
gegeniber dem Gardos-Kanal, kann unter Anwendung von in diesem technischen Gebiet bekannten Verfah-
rensweisen getestet werden. Siehe beispielsweise ,Brugnara et al., J. Biol. Chem. 268(12): 8760-8768
(1993)". Unter Anwendung der Verfahrensweisen, die in dieser Druckschrift beschrieben sind, kdnnen sowohl
die prozentuale Inhibierung des Gardos-Kanals als auch der IC,,-Wert der Verbindungen gemaf der Erfindung
getestet werden.

[0057] In einem beispielhaften Test (bzw. Assay) kann die Inhibierung eines Erythrozyten-Gardos-Kanals
durch Test-Verbindungen unter Verwendung menschlicher roter Blutzellen getestet werden. Der Grad an Inhi-
bierung kann gemessen werden unter Verwendung eines nachweisbaren Materials wie beispielsweise %*Rb. In
einem beispielhaften Assay bzw. Test unter Verwendung von ®Rb kann eine Gardos-Kanal-Inhibierung getes-
tet werden, indem man rote Blutzellen mit 3Rb und einer Test-Verbindung in Kontakt bringt und die Menge %Rb
misst, die von den Zellen aufgenommen werden. Zahlreiche Variationen dieses Assays sind Fachleuten mit
technischem Sachverstand in diesem Bereich offensichtlich.
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[0058] Die Wirksamkeit der Verbindungen gemaR der Erfindung kann getestet werden unter Verwendung von
Erythrozyten mittels eines Verfahrens wie desjenigen, das offenbart wurde durch ,Brugnara et al., J. Clin. In-
vest., 92: 520-526 (1993)". Kurz beschrieben, werden Erythrozyten mit einer Test-Verbindung und einem #Rb
enthaltenden Medium in Kontakt gebracht. Die anfangliche Rate von 8Rb-Transport kann berechnet werden
von einem Parameter wie beispielsweise der linearen geringsten Fehlerquadrat-Steigung der Rb-Aufnahme
durch die Zelle(n). Inhibitor-Konstanten kénnen berechnet werden nach Standard-Verfahren unter Verwen-
dung der Computer-unterstutzten Anpassung nicht linearer Kurven.

[0059] Andere Verfahrensweisen zum Testen der Aktivitdt von lonen-Kanalen und der Aktivitat von Mitteln,
die die lonen-Kanale beeinflussen, sind in diesem technischen Gebiet bekannt. Die Auswahl passender
Test-Verfahren liegt vollig innerhalb des Vermdgens von Fachleuten mit technischem Sachverstand in diesem
Bereich; siehe beispielsweise ,B. Hille, lonic Channels of Excitable Membranes, Sinaner Associates, Inc., Sun-
derland, MA (1992)".

[0060] Die Ergebnisse von Gardos-Kanal- und Erythrozyten-Inhibierungstests unter Verwendung von Verbin-
dungen gemaf der Erfindung und anderen nahen verwandten Verbindungen sind in der nachfolgenden Tabelle
2 angegeben. Die Verbindungsnummern in Tabelle 2 nehmen einen Quer-Verweis zu den Verbindungs-Struk-
turen, die in Tabelle 1 gezeigt sind.

Tabelle 2

Verbindung Nr. IC,- Wirksamkeit geschatzte % intakt nach 2 h Selektivitat (I, ge-

gegenulber Gar- IC,-Wirksamkeit gen Gardos)

dos (nM) gegen |, (NM)
1 9 2.000 64 220
2 15 N.D. 80 N.D.
3 12 1.500 76 130
4 13 N.D. 80 N.D.
5 10 1.400 71 140
6 37 N.D. N.D. N.D.
7 14 1.200 15 90
8 34 5.700 39 170
9 30 3.200 3 110
10 12 1.300 59 110
11 5 1.300 78 260
12 5 1.800 44 360
13 14 1.100 53 80
14 30 N.D. 46 N.D.
15 15 N.D. 53 N.D.
16 17 1.900 57 110
17 13 4.000 18 310
18 10 7.300 6 730
19 (Clotrimazol) 100 820 4 8
20 50 1.100 13 22
21 500 2.600 35 5
22 100 2.600 8 26

N. D. = nicht bestimmt

Selektivitat der Verbindungen

[0061] Damit Verbindungen als pharmazeutisch nutzliche Gardos-Kanal-Inhibitoren wirken kénnen, miissen
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Kandidaten-Verbindungen eine annehmbare Selektivitat gegentiber dem Ziel-Kanal zeigen. Verbindungen mit
einer Selektivitdt gegentiber dem Gardos-Kanal, gemessen durch das Verhaltnis IC,, einer Verbindung gegen-
Uber |, gegen ihren IC,,-Wert gegen den Gardos-Kanal, von wenigstens 80 werden als ausreichend selektiv
angesehen. Ein Aufzeichnen des |,.-Stroms wurde unter Verwendung der Vollzellen-Patch-Klammer-Verfah-
rensweise an Meerschweinchen-Myozyten, wie es beschrieben wurde in , Turgeon et al., Circulation Research
75: 879-886 (1994)", durchgefiihrt.

[0062] Die Selektivitat einer speziellen Verbindung gegeniiber dem Gardos-Kanal relativ zu derjenigen ge-
genuber einem anderen Kalium-lonen-Kanal wird in einfacher und bequemer Weise bestimmt als ein Verhalt-
nis von zwei mit dem Binden einer Verbindung in Beziehung stehenden Gréfen (z. B. dem IC,-Wert). In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Selektivitat bestimmt unter Verwendung der Aktivitaten, die wie oben
diskutiert bestimmt wurden, jedoch sind andere Verfahrensweisen zum Testen der Aktivitat von lonen-Kanalen
und der Aktivitat von Mitteln, die die lonen-Kanale beeinflussen, in diesem technischen Bereich bekannt. Die
Auswahl von passenden Test-Methoden liegt vollstandig im Vermégen von Fachleuten mit technischem Sach-
verstand in diesem Bereich; siehe beispielsweise B. Hille, lonic Channels of Excitable Membranes, Sinaner
Associates, Inc., Sunderland, MA (1992).

[0063] Die Ergebnisse von Selektivitats-Bestimmungen fiir die Verbindungen gemaR der Erfindung und an-
dere nahe verwandte Verbindungen sind in Tabelle 2 angegeben. Die Selektivitat der Verbindungen fir den
Gardos-Kanal wurde bestimmt relativ zu |, einem beispielhaften Kalium-lonen-Kanal. Die Verbindungszahlen
in Tabelle 2 nehmen einen Quer-Verweis auf die Verbindungsstrukturen, die in Tabelle 1 gezeigt sind.

[0064] Wie aus den oben gezeigten Ergebnissen ersichtlich ist, zeigen die Verbindungen gemaf der Erfin-
dung eine bemerkenswerte Selektivitat fir den Gardos-Kanal gegenlber anderen Kalium-lonen-Kanalen (z. B.
dem |,). Dartiber hinaus sind die Verbindungen gemaR der Erfindung potente Inhibitoren des Gardos-Kanals.
Weiter sind die in vivo-Halbwertszeiten dieser Verbindungen bemerkenswert erhdéht im Vergleich zu nichtfluo-
rierten Verbindungen wie beispielsweise Clotrimazol.

[0065] In einer Ausfiihrungsform sind die Verbindungen gemaf der Erfindung potente, selektive und stabile
Inhibitoren des Kalium-Stroms, wie beispielsweise desjenigen, wie er durch den Gardos-Kanal vermittelt wird.

[0066] Die Verbindungen gemal der Erfindung sind vorzugsweise stabil in einem biologischen Medium wie
beispielsweise in einer in vitro-Mikrosomen-Enzym-Zubereitung, wobei wenigstens 40% der intakten Verbin-
dung nach 2 Stunden Inkubierung in dem biologischen Milieu zurtickbleiben, vorzugsweise mehr als 50% und
noch mehr bevorzugt mehr als 70%.

[0067] Obwohl es nicht erwiinscht ist, an irgendeine spezielle Theorie der Vorgehensweise gebunden zu sein,
geht man derzeit davon aus, dass bestimmte strukturelle Merkmale der Verbindungen gemaR der Erfindung
(d. h. das Ersetzen von Wasserstoff durch Fluor) derzeit die Stabilitat, Selektivitdt und Wirksamkeit dieser Ver-
bindungen implizieren. So umfassen in einer bevorzugten Ausfiihrungsform die Inhibitoren gemaf der Erfin-
dung eine Aryl-Einheit, worin wenigstens ein Wasserstoff-Atom der Aryl-Enheit ersetzt wird durch einen Rest,
der ein Fluor-Atom umfasst. In dieser Ausfiuihrungsform schlief3t die Erfindung fluorierte Derivate von Verbin-
dungen ein, die einen Kalium-lonen-Strom inhibieren, insbesondere solche, die eine Inhibitor-Aktivitat gegen-
Uber dem Gardos-Kanal aufweisen (z. B. antimikotische Mittel wie beispielsweise Miconazol, Econazol, Buto-
conazol, Oxiconazol und Sulconazol). Andere Mittel, die eine Inhibitor-Aktivitdt gegenuber einem Kalium-lo-
nen-Kanal aufweisen und insbesondere eine Inhibitor-Aktivitat gegeniiber dem Gardos-Kanal aufweisen und
wenigstens eine Aryl-Einheit aufweisen, die wenigstens ein Fluor-Atom tragt, sind innerhalb des Umfangs der
vorliegenden Erfindung.

[0068] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Aryl-Einheit eine Phenyl-Gruppe. In einer weiteren be-
vorzugten Ausfiihrungsform ist die Aryl-Einheit ein Bestandteil einer Triphenylmethyl-Gruppe.

[0069] Die Verbindung(en) gemaf der Erfindung kann/kénnen per se oder in Form einer pharmazeutischen
Zubereitung verabreicht werden, in der die aktive(n) Verbindung(en) in Mischung mit einem oder mehreren
pharmazeutisch annehmbaren Tragern, Hilfsstoffen oder Verdinnungsmitteln vorliegen. So stellt zusatzlich zu
Verbindungen, die zellulare lonen-Stréme beeinflussen (z. B. eine inhibitierende Aktivitat gegentiber dem Gar-
dos-Kanal), die vorliegende Erfindung auch pharmazeutische Zubereitungen bereit, die die Verbindungen ge-
mal der vorliegenden Erfindung enthalten.
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Pharmazeutische Formulierungen

[0070] In einem zweiten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Formulierung bereit,
die eine Verbindung gemaR der Erfindung nach Formel (I) in Mischung mit einem pharmazeutisch annehmba-
ren Hilfsmittel umfasst. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Verbindungen diejenigen gemag For-
mel (I) und noch mehr bevorzugt diejenigen gemafl Formel (lII).

[0071] Die in der vorliegenden Beschreibung beschriebenen Verbindungen oder pharmazeutisch annehmba-
re Additionssalze oder Hydrate dieser Verbindungen kénnen so formuliert sein, dass sie an einen Patienten
unter Anwendung einer grofRen Vielzahl von Wegen oder Verabreichungsweisen abgegeben werden. Geeig-
nete Wege der Verabreichung schlieBen ein: Inhalieren, transdermale Verabreichung, orale Verabreichung,
Okulare Verabreichung, rektale Verabreichung, transmucosale Verabreichung, intestinale Verabreichung und
parenterale Verabreichung, einschliellich intramuskularer, subkutaner und intravendéser Injektionen.

[0072] Die in der vorliegenden Beschreibung beschriebenen Verbindungen oder pharmazeutisch annehmba-
re Salze und/oder Hydrate dieser Verbindungen kdnnen einzeln oder in Kombination mit anderen Verbindun-
gen gemal der Erfindung und/oder in Cocktails, die mit anderen therapeutischen Mitteln kombiniert sind ver-
abreicht werden. Die Wahl von therapeutischen Mitteln, die mit den Verbindungen gemaf der Erfindung ge-
meinsam verabreicht werden kdnnen, hangt zum Teil von dem zu behandelnden Krankheitszustand ab.

[0073] Beispielsweise kdnnen die Verbindungen gemal der Erfindung dann, wenn sie an Patienten verab-
reicht werden, die unter der Sichelzell-Krankheit leiden, in Cocktails verabreicht werden, die Mittel enthalten,
die zum Behandeln der Schmerzen, einer Infektion und anderer Symptome und Nebenwirkungen verwendet
werden, wie sie uUblicherweise mit der Sichelzell-Krankheit assoziiert sind. Solche Mittel schliel3en ein z. B. An-
algetika (Schmerzmittel), Antibiotika usw.. Die Verbindungen kénnen auch in Cocktails verabreicht werden, die
andere Mittel enthalten, wie sie verbreitet zur Behandlung der Sichelzell-Krankheit verwendet werden, ein-
schlielich Butyrat und Butyrat-Derivate (Perrine et al., N. Engl. J. Med. 328 (2): 81-86 (1993)), Hydroxy-Harn-
stoff (Charache et al., N. Engl. J. Med. 323 (20): 1317-1322 (1995)), Erythropoietin (Goldberg et al., N. Engl.
J. Med. 323 (6): 366-372 (1990)) und in der Ernahrung vorkommende Salze wie beispielsweise Magnesium
(De Franceschi et al., Blood 88 (648a): 2580 (1996)).

[0074] Pharmazeutische Zubereitungen zur Verwendung in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung
kénnen formuliert werden in herkdmmlicher Weise unter Verwendung eines oder mehrerer physiologisch an-
nehmbarer Trager(s), umfassend Tragerstoffe und Hilfsstoffe, die ein Verarbeiten der aktiven Verbindungen in
Zubereitungen erleichtern, die pharmazeutisch verwendet werden kdnnen. Eine passende Formulierung ist ab-
hangig von dem gewahlten Verabreichungsweg.

[0075] Zur Injektion kdnnen Mittel gemaR der Erfindung in wassrigen Lésungen formuliert werden, vorzugs-
weise in physiologisch vertraglichen Puffer wie beispielsweise Hanks's Lésung, Ringer's Lésung oder physio-
logische Kochsalz-Lésung. In einer gegenwartig bevorzugten Ausflihrungsform umfasst die Formulierung
Wasser und einen Alkohol und/oder ein Glycol. Andere niitzliche Komponenten dieser Formulierung schlief3en
beispielsweise ein oberflachenaktives Mittel (Tensid), Emulgator(en) und Materialien wie beispielsweise etho-
xylierte Ole ein. Eine beispielhafte Formulierung umfasst eine Verbindung gemaR der Erfindung, Polyethylen-
glycol 400, Ethanol und Wasser in einem Verhaltnis 1:1:1. Eine andere beispielhafte Formulierung umfasst
eine Verbindung gemal der Erfindung, Wasser, Polyetyhlenglycol 400 und Cremophor-EL.

[0076] Fur eine transmucosale Verabreichung (z. B. buccal, rektal, nasal, ocular usw.) werden Penetrations-
mittel, die passend flr die Barriere sind, die Uberwunden werden muss, in der Formulierung verwendet. Solche
Penetrationsmittel sind allgemein in diesem technischen Bereich bekannt.

[0077] Fureine orale Verabreichung kénnen die Verbindungen gemaf der Erfindung in einfacher Weise durch
Kombinieren der aktiven Verbindung(en) mit pharmazeutisch annehmbaren Tragern formuliert werden, wie sie
in diesem technischen Bereich wohlbekannt sind. Solche Trager machen es mdglich, dass die Verbindungen
gemal der Erfindung als Tabletten, Pillen, Dragees, Kapseln, Flissigkeiten, Gele, Sirupe, Aufschlammungen,
Suspensionen und dergleichen fir eine orale Aufnahme durch einen zu behandelnden Patienten formuliert
werden kénnen. Pharmazeutische Zubereitungen zur oralen Verwendung kénnen kombiniert werden mit ei-
nem festen Hilfsmittel, gegebenenfalls Mahlen der resultierenden Mischung und Verarbeiten der Mischung von
Granulaten nach Zusatz geeigneter Hilfsstoffe, sofern dies erwlinscht ist, unter Erhalt von Tabletten oder Dra-
gee-Kernen. Geeignete Trager sind insbesondere Flllstoffe wie beispielsweise Zucker einschlieRlich Laktose,
Sucrose, Mannitol oder Sorbitol; Cellulose-Zubereitungen wie beispielsweise Maisstarke, Weizenstarke, Reis-
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starke, Kartoffelstarke, Gelatine, Tragacanth-Gummi, Methylcellulose, Hydroxypropylmethyl-Cellulose, Natri-
umcarboxymethylcellulose und/oder Polyvinylpyrrolidon (PVP). Sofern erwinscht, kdnnen desintegrierende
Mittel zugesetzt werden, wie beispielsweise das vernetzte Polyvinylpyrrolidon, Agar oder Alginsaure oder ein
Salz davon, wie beispielsweise Natriumalginat.

[0078] Dragee-Kerne werden mit geeigneten Uberziigen versehen. Fiir diesen Zweck kénnen konzentrierte
Zucker-Lésungen, die gegebenenfalls Gummiarabicum, Talkum, Polyvinylpyrrolidon, Carbopol-Gel, Polyethy-
lenglycol und/oder Titandioxid enthalten kénnen, Lack-LOsungen und geeignete organische Ldsungsmittel
oder Lésungsmittel-Mischungen verwendet werden. Farbstoffe oder Pigmente kdnnen den Tabletten oder Dra-
gee-Uberziigen zur Identifizierung oder zum Charakterisieren verschiedener Kombinationen von Dosen der
aktiven Verbindung zugesetzt werden.

[0079] Pharmazeutische Zubereitungen, die oral verwendet werden kénnen, schlieRen aus Gelatine herge-
stellte Push-Fit-Kapseln sowie weiche, versiegelte Kapseln ein, die aus Gelatine und einem Weichmacher wie
beispielsweise Glycerin oder Sorbitol hergestellt sind. Die Push-Fit-Kapseln kénnen die aktiven Komponenten
in Mischung mit einem Fllstoff wie beispielsweise Laktose, Bindemitteln wie beispielsweise Starken und/oder
Gleitmitteln wie beispielsweise Talkum oder Magnesiumstearat und gegebenenfalls Stabilisatoren enthalten.
In Weichkapseln kénnen die aktiven Verbindungen in geeigneten Flissigkeiten gelést oder suspendiert sein,
wie beispielsweise Fettolen, flissigem Paraffin oder fliissigen Polyethylenglycolen. Zusatzlich kdnnen Stabili-
satoren zugesetzt sein. Alle Formulierungen fir eine orale Verabreichung sollten in Dosierungen vorliegen, die
fur eine derartige Verabreichung geeignet sind.

[0080] Fur eine buccale Verabreichung kénnen die Zubereitungen die Form von Tabletten oder Pastillen an-
nehmen, die in herkémmlicher Weise formuliert sind.

[0081] Fur eine Verabreichung durch Inhalation werden die Verbindungen zur Verwendung gemaf der vorlie-
genden Erfindung in passender Weise in Form einer Aerosol-Spray-Prasentation von unter Druck stehenden
Packungen oder einem Vernebler abgegeben, und zwar unter Verwendung eines geeigneten Treibmittels wie
beispielsweise Dichlordifluormethan, Trichlorfluormethan, Dichlortetrafluorethan, Kohlendioxid oder einem an-
deren geeigneten Gas. Im Fall eines unter Druck gesetzten Aerosols kann die Dosis-Einheit bestimmt werden
durch Vorsehen eines Ventils zur Abgabe einer abgemessenen Menge. Kapseln und Kartuschen beispielswei-
se aus Gelatine zur Verwendung in einem Inhalator oder Einblaser kdnnen so formuliert werden, dass sie eine
Pulver-Mischung der Verbindung und eine geeignete Pulver-Basis wie beispielsweise Laktose oder Starke ent-
halten.

[0082] Die Verbindungen kdnnen fiir eine parenterale Verabreichung durch Injektion formuliert werden, z. B.
durch Bolus-Injektion oder kontinuierliche Infusion. Formulierungen fiir eine Injektion kénnen prasentiert wer-
den in Einheits-Dosis-Form, z. B. in Ampullen oder in mehreren Dosen enthaltenden Behaltern, unter Zusatz
eines Konservierungsmittels. Die Zubereitungen kénnen solche Formen wie Suspensionen, Losungen oder
Emulsionen in 6ligen oder wassrigen Vehikeln annehmen und kénnen formulierungsbedingte Mittel wie bei-
spielsweise suspendierende und stabilisierende Mittel enthalten, und/oder es kdnnen dispergierende Mittel zu-
gesetzt sein, wie beispielsweise vernetztes Polyvinylpyrrolidon, Agar oder Alginsaure oder ein Salz davon wie
beispielsweise Natriumalginat.

[0083] Pharmazeutische Formulierungen flr eine parenterale Verabreichung schlieRen wassrige Lésungen
der aktiven Verbindungen in wasserlgslicher Form ein, wie beispielsweise diejenigen, die oben fur eine intra-
vendse Verabreichung beschrieben wurden. Zusatzlich kbnnen Suspensionen der aktiven Verbindungen her-
gestellt werden als passende 6lige Injektions-Suspensionen. Geeignete lipophile Losungsmittel oder Vehikel
schlieRen Fettdle wie beispielsweise Sesamdl oder synthetische Fettsdureester wie beispielsweise Ethyloleat
oder Triglyceride oder Liposome ein. Wassrige Injektions-Suspensionen kénnen Substanzen enthalten, die die
Viskositat der Suspension erhéhen, wie beispielsweise Natriumcarboxymethylcellulose, Sorbitol oder Dextran.
Gegebenenfalls kann die Suspension auch geeignete Stabilisatoren oder Mittel enthalten, die die Ldslichkeit
der Verbindungen erhéhen, so dass dies die Herstellung hoch konzentrierter Lésungen ermdglicht.

[0084] Alternativ dazu kann der aktive Wirkstoff in Pulverform zur Konstitution mit einem geeigneten Vehikel
vorliegen, z. B. steriles, Pyrogen-freies Wasser, bevor er verwendet wird.

[0085] Die Verbindungen kénnen auch in rektalen Zubereitungen wie beispielsweise Suppositorien oder Re-

tentions-Einlaufe formuliert sein, die z. B. herkdmmliche Zapfchen-Basismaterialien wie beispielsweise Kaka-
obutter oder andere Glyceride enthalten.
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[0086] Uber die vorstehend beschriebenen Formulierungen hinaus kénnen die Verbindungen auch als De-
pot-Zubereitung formuliert werden. Solche langwirkenden Formulierungen kénnen verabreicht werden durch
Implantation oder transkutane Abgabe (z. B. subkutan oder intramuskular), intramuskulare Injektion oder ein
transdermales Pflaster. So kdnnen z. B. die Verbindungen formuliert werden mit geeigneten Polymeren oder
hydrophoben Materialien (z. B. als Emulsion in einem annehmbaren Ol) oder mit lonen-Austausch-Harzen
oder als wenig |8sliche Derivate, beispielsweise in Form eines wenig I6slichen Salzes.

[0087] Die pharmazeutischen Zubereitungen kénnen auch geeignete Festphasen- oder Gelphasen-Trager
oder Hilfsstoffe umfassen. Beispiele solcher Trager oder Hilfsstoffe schlieRen Calciumcarbonat, Calciumphos-
phat, verschiedene Zucker, Starken, Cellulose-Derivate, Gelatine und Polymere wie beispielsweise Polyethy-
lenglycole ein.

Effektive Dosierungen

[0088] Pharmazeutische Zubereitungen, die zur Verwendung mit der vorliegenden Erfindung geeignet sind,
schlielen Zubereitungen ein, in denen der aktive Wirkstoff in einer therapeutisch wirksamen Menge enthalten
ist, d. h. in einer Menge, die wirksam daflr ist, ihre beabsichtigten Zwecke zu erreichen. Die tatsachliche Men-
ge, die wirksam fiir eine besondere Anwendung ist, hangt unter anderem von dem zu behandelnden Krank-
heitszustand ab. Beispielsweise enthalten dann, wenn sie in Verfahren zur Verringerung des Sichelzell-Dehy-
dratation und/oder Verzégerung des Auftretens von Erythrozyten-Sicheln oder einer in situ-Verdrehung verab-
reicht werden, solche Zubereitungen eine Menge an aktivem Wirkstoff, die wirksam dafir ist, dieses Ergebnis
zu erreichen. Die Bestimmung einer wirksamen Menge liegt vollstdndig im Rahmen der Fahigkeiten von Fach-
leuten in diesem technischen Bereich, insbesondere im Licht der in der vorliegenden Beschreibung zu finden-
den detaillierten Offenbarung.

[0089] Fur irgendeine in der vorliegenden Beschreibung beschriebene Verbindung kann die therapeutisch
wirksame Menge anfanglich von Zellkultur-Assays bestimmt werden. Ziel-Plasma-Konzentrationen sind dieje-
nigen Konzentrationen an aktiver/aktiven Verbindung/Verbindungen, die in der Lage sind, eine Inhibierung des
Gardos-Kanals zu induzieren. In bevorzugten Ausfiihrungsformen ist die Gardos-Kanal-Aktivitat wenigstens zu
25% inhibiert. Ziel-Plasma-Konzentrationen an aktiver/aktiven Verbindung/Verbindungen, die in der Lage sind,
eine wenigstens etwa 50%ige, 75%ige oder sogar 90%ige oder hohere Inhibierung des Gardos-Kanal-Kali-
um-Flusses zu induzieren, sind derzeit bevorzugt. Die Prozentwerte einer Inhibierung des Gardos-Kanals in
dem Patienten kénnen Gberwacht werden, um die Angemessenheit der erreichten Plasma-Arzneimittel-Kon-
zentration zu bewerten, und die Dosierung kann nach oben oder nach unten angepasst werden, um die ge-
wiinschte Prozentzahl einer Inhibierung zu erreichen.

[0090] Wie in diesem technischen Bereich wohlbekannt ist, kénnen therapeutisch wirksame Mengen zur Ver-
wendung in Menschen auch aus Tier-Modellen bestimmt werden. Beispielsweise kann eine Dosis fiur Men-
schen formuliert werden, um eine umlaufende Konzentration zu erreichen, von der man gefunden hat, dass sie
wirksam bei Tieren ist. Ein besonders nutzliches Tier-Modell fir die Sichelzell-Krankheit ist das
SAD-1-Maus-Modell (Trudel et al., EMBO J. 11: 3157-3165 (1991)). Die Dosierung in Menschen kann ange-
passt werden durch Uberwachen der Gardos-Kanal-Inhibierung und Anpassung der Dosis nach oben oder
nach unten, wie dies oben beschrieben wurde.

[0091] Eine therapeutisch wirksame Dosis kann auch aus Human-Daten bestimmt werden fir Verbindungen,
von denen bekannt ist, dass sie ahnliche pharmakologische Aktivitat zeigen, wie beispielsweise Clotrimazol
und andere antimikotische Mittel (siehe z. B. Brugnara et al., JPET 273: 266-272 (1995); Benzaquen et al.,
Nature Medicine 1: 534-540 (1995); Brugnara et al., J. Clin. Invest. 97(5): 1227-1234 (1996)). Die angewen-
dete Dosis kann angepasst werden auf der Basis der relativen Bioverflugbarkeit und Wirksamkeit der verab-
reichten Verbindung, verglichen mit Clotrimazol.

[0092] Ein Anpassen der Dosis zum Erreichen einer maximalen Wirksamkeit im Menschen auf der Basis der
oben beschriebenen Verfahrensweisen und andere Verfahrensweisen, wie sie in diesem technischen Bereich
wohlbekannt sind, liegt vollstadndig innerhalb des Vermdgens eines mit tblichem Sachverstand in diesem tech-
nischen Bereich ausgestatteten Fachmanns.

[0093] Im Fall einer lokalen Verabreichung ist die systemische zirkulierende bzw. umlaufende Konzentration
einer verabreichten Verbindung nicht von besonderer Wichtigkeit. In solchen Beispielen wird die Verbindung
so verabreicht, dass man eine Konzentration im lokalen Bereich erreicht, die wirksam dazu ist, das beabsich-
tigte Ergebnis zu erzielen.
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[0094] Zur Verwendung bei der Prophylaxe und/oder Behandlung der Sichelzell-Krankheit, einschlieRlich so-
wohl chronischer Sichelzell-Episoden als auch einer akuten Sichelzell-Krise wird davon ausgegangen, dass
eine Umlauf-Konzentration einer verabreichten Verbindung von etwa 0,001 'M bis 20 'M wirksam ist, wobei
der Bereich von 0,01 'M bis 5 'M bevorzugt ist.

[0095] Patientendosen fir eine orale Verabreichung der in der vorliegenden Beschreibung beschriebenen
Verbindungen, die der bevorzugte Weg der Verabreichung zur Prophylaxe und zur Behandlung chronischer
Sichelzell-Episoden ist, liegen typischerweise im Bereich von etwa 1 mg/Tag bis etwa 10.000 mg/Tag, noch
typischer im Bereich von etwa 10 mg/Tag bis etwa 1.000 mg/Tag und am meisten typisch im Bereich von etwa
50 mg/Tag bis etwa 500 mg/Tag. Angegeben in Bezug auf das Korpergewicht eines Patienten liegen typische
Dosierungen im Bereich von etwa 0,1 bis etwa 150 mg/kg/Tag und noch mehr typisch im Bereich von etwa 0,1
bis etwa 15 mg/kg/Tag und am meisten typisch im Bereich von etwa 1 bis etwa 10 mg/kg/Tag.

[0096] Fur andere Verabreichungswege kann die Dosismenge und das Dosisintervall individuell angepasst
werden und kénnen so Plasma-Konzentrationen der verabreichten Verbindung zur Verfigung gestellt werden,
die wirksam fur die besondere klinische Indikation sind, die gerade behandelt wird. Beispielsweise kann dann,
wenn akute Sichelzell-Krisen der am meisten vornehmlich klinische Bereich der Manifestation ist, in einer Aus-
fuhrungsform eine Verbindung gemaf der Erfindung in relativ hohen Konzentrationen mehrere Male pro Tag
verabreicht werden.

[0097] Alternativ dazu kann es dann, wenn der Patient nur periodische Sichelzell-Krisen auf weniger haufiger,
periodischer oder unregelmafiger Basis zeigt, in einer Ausfiihrungsform noch mehr wiinschenswert sein, eine
Verbindung gemaR der Erfindung bei minimalen wirksamen Konzentrationen zu verabreichen und einen Ver-
abreichungsplan mit weniger haufigen Verabreichungen anzuwenden. Dies liefert einen therapeutischen Plan,
der in Ubereinstimmung mit der Schwere der Sichelzell-Krankheit der besonderen Person ist.

[0098] Unter Anwendung der in der vorliegenden Beschreibung gegebenen Lehren kann ein effektiver pro-
phylaktischer oder therapeutischer Behandlungsplan aufgestellt werden, der keine wesentliche Toxizitat her-
vorruft und noch vollstadndig wirksam zur Behandlung der klinischen Symptome ist, die von dem speziellen Pa-
tienten gezeigt werden. Dieses Aufstellen eines Plans sollte die sorgfaltige Wahl einer aktiven Verbindung
durch In-Betracht-Ziehen von Faktoren wie beispielsweise Wirksamkeit der Verbindung, relative Bioverfligbar-
keit, Kérpergewicht des Patienten, Vorhandensein und Schwere nachteiliger Nebenwirkungen, bevorzugter
Weg der Verabreichung und Toxizitatsprofil des ausgewahlten Mittels einschlieRen.

Toxizitat der Verbindungen

[0099] Das Verhaltnis zwischen Toxizitat und therapeutischer Wirkung fiir eine spezielle Verbindung ist ihr
therapeutischer Index und kann ausgedriickt werden als Verhaltnis zwischen dem Wert LD, (der Menge an
Verbindung, die bei 50% einer Population letal ist) und dem Wert ED,, (der Menge an Verbindung, die in 50%
der Population wirksam ist). Verbindungen, die hohe Werte des therapeutischen Index zeigen, sind bevorzugt.
Therapeutische Index-Daten, die aus Zellkultur-Assays und/oder Tierstudien erhalten werden, kénnen dazu
verwendet werden, einen Bereich von Dosierungen zur Verwendung im Menschen zu formulieren. Die Dosie-
rung solcher Verbindungen liegt vorzugsweise innerhalb eines Bereichs von Plasma-Konzentrationen, die den
ED,,-Wert bei wenig oder keiner Toxizitat einschlieRen. Die Dosierung kann innerhalb dieses Bereichs in Ab-
hangigkeit der angewendeten Dosierungsform und des angewendeten Verabreichungsweges schwanken.
Siehe z. B. Fingt et al., In: "The Pharmacological Basis of Therapeutics", Kapitel 1, Seite 1 (1975). Die exakte
Formulierung, der exakte Verabreichungsweg und die exakte Dosierung kénnen von dem einzelnen Arzt im
Hinblick auf den Zustand des Patienten und das spezielle Verfahren, in dem die Verbindung verwendet wird,
gewahlt werden.

Verfahrensweisen

[0100] Zusatzlich zu den Verbindungen und pharmazeutischen Formulierungen, wie sie im Einzelnen oben
diskutiert wurden, stellt die vorliegende Verbindung eine Anzahl von Verfahrensweisen bereit, in denen die Ver-
bindungen gemaf der Erfindung Anwendung finden. Die Verfahrensweisen reichen von solchen, die in einem
Labor-Setting verwendet werden kénnen, um die grundlegenden Mechanismen beispielsweise der Pharmako-
kinetik, der Arzneimittel-Aktivitat, des Ursprungs der Krankheit und deren Fortschritt usw. auszuprobieren.

[0101] Damit stellt in einem dritten Aspekt die Erfindung ein Verfahren zum Inhibieren des Kalium-Flusses ei-
ner Zelle bereit. Das Verfahren umfasst ein In-Kontakt-Bringen einer Zelle mit einer wirksamen Menge einer
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Verbindung, die eine Struktur geman der Formel (I) aufweist. In einer bevorzugten Ausfihrungsform haben die
Verbindungen eine Struktur geman der obigen Formel (Il) und noch mehr bevorzugt eine Struktur geman der
obigen Formel (ll1).

[0102] Dieser Aspekt der Erfindung hat einen grof3en Anwendungsbereich, jedoch ist er bevorzugt als eine
Modalitat zum Studieren der grundlegenden Mechanismen, auf denen der Kalium-Fluss beruht, und des Me-
chanismus der Aktivitat von Mitteln, die diesen Fluss modulieren. Weiter konnen die Verbindungen gemal der
Erfindung verwendet werden als Werkzeuge zum Entdecken neuer Mittel, die den Kalium-Fluss steuern. Bei-
spielsweise kdnnen die Verbindungen gemal der Erfindung verwendet werden in Assays wie beispielsweise
kompetitiven Assays zum Testen der Wirksamkeit von denkbaren Inhibitoren des Kalium-Flusses. Diese Ver-
fahrensweisen gemaf der Erfindung kénnen sowohl in vitro als auch in vivo durchgefuhrt werden. Assays bzw.
Tests gemal der vorliegenden Erfindung kdnnen beispielsweise durchgefiihrt werden durch Modifizieren von
in diesem technischen Bereich anerkannten Verfahren, um es zu erméglichen, dass die Verbindungen geman
der Erfindung in solchen Verfahren eingebaut werden kdnnen. Solche Modifikationen liegen bestens innerhalb
des Wissens von in diesem technischen Bereich erfahrenen Fachleuten.

[0103] In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform wird dieses Verfahren therapeutisch zum Behandeln
oder Vorbeugen eines Zustands angewendet, der positiv beeinflusst werden kann, indem man den Kali-
um-Fluss moduliert. In einer derzeit bevorzugten Ausflihrungsform ist der Zustand die Sichelzell-Krankheit.

[0104] In einem vierten Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zum Reduzieren der Erythrozyten-Dehydra-
tation bereit. Dieses Verfahren umfasst ein In-Kontakt-Bringen eines Erythrozyten mit einer wirksamen Menge
einer Verbindung, die eine Struktur gemaf der obigen Formel (1) hat. In einer bevorzugten Ausflihrungsform
haben die Verbindungen eine Struktur geman der obigen Formel (lI) und noch mehr bevorzugt eine Struktur
gemal der obigen Formel (llI).

[0105] Dieser Aspekt der Erfindung kann angewendet werden fir einen Bereich von Zwecken, der beispiels-
weise das Studieren des Mechanismus der Erythrozyten-Dehydratation, ein Untersuchen von Verbindungen,
die eine Erythrozyten-Dehydratation inhibieren oder umkehren und das Behandeln oder Vorbeugen von Zu-
stéanden, die mit einer Erythrozyten-Dehydratation assoziiert sind, einschlief3t.

[0106] In einem finften Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Medika-
ments zum Behandeln oder Vorbeugen der Sichelzell-Krankheit bereit. Das Verfahren umfasst ein Verabrei-
chen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Verbindung an ein Subjekt, das unter Sichelzell-Krankheit
leidet, wobei die Verbindung eine Struktur gemaf der obigen Formel (I) hat. In einer bevorzugten Ausfihrungs-
form haben die Verbindungen eine Struktur geman der obigen Formel (II) und noch mehr bevorzugt eine Struk-
tur geman der obigen Formel (lII).

[0107] Dieser Aspekt der Erfindung kann angewendet werden zum Vorbeugen des Anspringens akuter Si-
chelzell-Ereignisse oder zur Verbesserung der Wirkungen dieser Ereignisse. Weiter kann das Verfahren ver-
wendet werden zum Behandeln und/oder Vorbeugen einer chronischen Sichelzell-Krankheit. Das Verfahren
kann Gebrauch machen von den Verbindungen gemaR der Erfindung per se oder — vorzugsweise — von den
pharmazeutischen Formulierungen gemaf der Erfindung. Die relevanten Verabreichungswege, die Wahl der
Dosierungs-Konzentrationen und die Haufigkeit des Dosierens wurden oben diskutiert.

[0108] In einem sechsten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Verstarken der Bestan-
digkeit gegen Abbau in einem biologischen Medium eines Kalium-Kanal-Inhibitors bereit, der eine Phenyl-Ein-
heit umfasst. Das Verfahren umfasst das Ersetzen eines Restes, der eine Phenyl-Gruppe umfasst, anstelle ei-
nes Wasserstoff-Atoms an dem Phenyl-Rest des Inhibitors.

[0109] Das Verfahren kann in der Praxis durchgefihrt werden unter Verwendung von Kalium-Kanal-Inhibito-
ren, die einen grofden Bereich von Strukturen aufweisen. Die einzige Beschrankung der Struktur des Inhibitors
ist, dass ein Phenyl-Ring als Komponente der Struktur des Inhibitors zugegen sein muss. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform ist der Phenyl-Ring eine Komponente eines Triphenylmethyl-Restes. In einer weiteren be-
vorzugten Ausfuhrungsform wird der Abbau auf weniger als 60% des Wertes der Verbindung reduziert, die ab-
gebaut wird, nachdem sie flir 2 Stunden mit einem biologischen Medium in Kontakt erbracht wurde.

[0110] Das substitutionsmaRige Ersetzen des Fluor-Restes anstelle des Wasserstoffs kann bewirkt werden

durch Verfahren, die in der vorliegenden Anmeldung offenbart werden, oder durch andere Verfahren, wie sie
Standard in der organischen Chemie sind. Ein grofer Bereich von Verbindungen, die die erforderliche Substi-
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tution aufweisen, kann aus Fluoraryl-Verbindungen zusammengebaut werden, die in einfacher Weise von
kommerziellen Handlern wie beispielsweise der Firma Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI) erhaltlich sind.
Darlber hinaus existieren zahlreiche Standard-Wege der Synthese fir ein leichtes Aufbauen einer Verbin-
dung, die als Ausgangsmaterial fiir Verbindungen geeignet sind, wie sie in Ubereinstimmung mit dem Verfah-
ren gemaf der vorliegenden Erfindung synthetisiert werden.

[0111] Beim Wahlen von Ziel-Verbindungen zum Umwandeln von Fluor-Derivaten versteht ein Fachmann mit
Ublichem Sachverstand in diesem Bereich, dass es winschenswert ist, mit Aryl-Resten enthaltenden Verbin-
dungen zu beginnen, die eine bekannte Aktivitat gegenuber dem Gardos-Kanal haben. Viele in diesem tech-
nischen Bereich anerkannte Mittel mit antimykotischen Eigenschaften haben eine belegbare Gardos-Ka-
nal-Aktivitdt. So wirde ein Fachmann mit Sachverstand in diesem technischen Bereich Mittel wahlen, die die
antimykotische Aktivitat aufweisen, oder Analoge zu diesen Verbindungen, um fluorierte Analoge davon her-
zustellen. Ein Testen der neuen Mittel auf Wirksamkeit und Bestandigkeit gegen biologischen Abbau kann rou-
tinemafig von einem Fachmann in diesem technischen Bereich unter Anwendung der Verfahren bewirkt wer-
den, die in der vorliegenden Erfindung zur Verfligung gestellt werden, zusatzlich zu solchen Verfahren, wie sie
in diesem technischen Bereich bekannt sind. Dariiber hinaus kann ein sachverstandiger Fachmann durch rou-
tinemaRiges Experimentieren unter Anwendung dieser Verfahrensweisen schnell einen oder mehrere
Aryl-Rest(e) enthaltende Molekule hinsichtlich ihrer Aktivitdt gegenuber dem Gardos-Kanal testen. Fluor-Deri-
vate vielversprechender Ziel-Molekiile kdnnen dann hergestellt und getestet werden, wie dies oben diskutiert
wurde.

Optimierte pharmazeutische Eigenschaften
a) Metabolische Bestandigkeit

[0112] Die vorliegenden Inhibitoren des Gardos-Kanals auf Triphenylacetamid-Basis, in denen eine oder
mehrere der Phenyl-Gruppen mit einem oder mehreren Fluor-Atom(en) oder Fluor enthaltenden Einheiten sub-
stituiert sind, haben Uberraschenderweise eine hohe metabolische Stabilitat im Vergleich zu bekannten Inhibi-
toren wie beispielsweise Clotrimazol. Beispielsweise wird Clotrimazol 19 zu 94,2% abgebaut nach Inkubieren
fur 2 Stunden in einer Leber-Mikrosomen-Zubereitung. Im Gegensatz dazu werden beispielhafte fluorierte Ver-
bindungen gemaf der Erfindung wie beispielsweise die Verbindungen 3 und 5 nur zu 24% bzw. 29% nach einer
ahnlichen Inkubierung abgebaut. Diese fluorierten Triphenylactetamide sind auch merklich stabiler als ihre
nichtfluorierten Analoge. Beispielsweise wird die Verbindung 20 zu 87% nach einer dhnlichen Inkubierung ab-
gebaut.

[0113] Obwohl ein allgemeiner Trend in Richtung auf eine verstarkte Stabilitat bei Fluor-Substitution beobach-
tet wird, trifft dies nicht auf alle fluorierten Derivate zu. Beispielsweise wurde ein Triphenylacetamid, das an
zwei der Phenyl-Ringe in der 3-Position und in der 3'-Position substituiert ist (Verbindung 9) nach 2 Stunden in
einer Mikrosomen-Zubereitung zu 97% abgebaut. Damit erhéhte in diesem Beispiel eine Fluor-Substitution of-
fensichtlich den Wert des Abbaus relativ sowohl zu Clotrimazol als auch zu dem nicht-fluorierten Triphenyla-
cetamid.

[0114] In &hnlicher Weise werden auch analoge Verbindungen, die zwei Fluor-Substitutenten an einem Ring
tragen, schnell abgebaut. Beispielsweise wurden nach 2 Stunden in einer Mikrosomen-Zubereitung Derivate,
die in der 2- und 4-Position substituiert sind (Verbindung 8) und in der 3- und 4-Position substituiert sind (Ver-
bindung 7) zu 61% bzw. 85% abgebaut. Weiter wurden auch bestimmte Verbindungen, die an jedem der drei
Phenyl-Ringe monosubstituiert sind, schnell abgebaut. Beispielsweise wurde ein Derivat, das in der 3-Position,
der 3'-Position und der 3"-Position substituiert ist (Verbindung 17), zu 82% nach 2 Stunden in einer Mikroso-
men-Zubereitung abgebaut. Im Hinblick auf die obigen Ergebnisse wurde gefunden, dass nur ausgewahlte
Substitutions-Muster fluorierten Triphenylacetamiden das nétige Mald an Stabilitat verleihen. Eine ahnliche
Schwankung der Wirksamkeit einer Verbindung und Selektivitat mit einem bestimmten Substitutions-Muster
wird auch beobachtet.

b) Wirksamkeit

[0115] Ein unerwartetes Ergebnis des rnsetzens von Fluor anstelle von Wasserstoff in den Phenyl-Ringen ist
eine bemerkenswert erhéhte Wirksamkeit der Verbindungen gemaf der Erfindung fir den Gardos-Kanal relativ
zu Clotrimazol und zu nicht-fluorierten Triphenylacetamiden. Beispielsweise hat ein nicht-fluoriertes Triphenyl-
acetamid (Verbindung 20) einen IC,,-Wert von 50 nM gegenuber dem Gardos-Kanal. Im Gegensatz dazu hat
ein analoges mono-fluoriertes Triphenylacetamid (Verbindung 2) einen IC,-Wert von 15 nM, was fiur eine
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330%ige Verbesserung der Wirksamkeit steht.

[0116] Obwohl ein allgemeiner Trend in Richtung auf eine verbesserte Wirksamkeit bei den fluorierten Triphe-
nylacetamid-Derivaten beobachtet wird, scheinen bestimmte Substitutions-Muster die Wirksamkeit relativ zu
der unsubstituierten Stamm-Verbindung verstarkt zu verbessern. Ein besonderer Aspekt dieses allgemeinen
Trends ist, dass Derivate, in denen mehr als ein Ring substituiert ist, allgemein wirksamer sind als solche, in
denen nur ein Ring substituiert ist. Beispielsweise hat Verbindung 8 zwei Fluor-Substituenten in einem einzel-
nen Ring in der 2- und der 4-Position und weist einen IC,,-Wert von 34 nM auf. Im Gegensatz dazu hat Ver-
bindung 12 einen Fluor-Substituenten an einem Ring an einer 2-Position, einen Fluor-Substituenten an einem
anderen Ring in der 4'-Position und weist einen IC,-Wert von 5 nM auf. Dies spiegelt eine Verbesserung der
Wirksamkeit der Verbindung 12 gegeniber der Verbindung 8 von fast 700% wider. Darliber hinaus hat Verbin-
dung 12 eine Wirksamkeit, die 1.000% groRer ist als diejenige der nicht-fluorierten Stammverbindung 20. Dies
stellt eine Erhéhung der Potenz gegenuber Clotrimazol von 2.000% dar.

[0117] Trotz des Trends in Richtung auf eine Erh6hung der Wirksamkeit ist der Grad der Verbesserung in der
Wirksamkeit einer Verbindung a priori nicht voraussagbar aus der Zahl der Substituenten pro Ring. Beispiels-
weise hat Verbindung 9 einen Fluor-Substituenten an einem Ring in einer 3-Position und hat einen Fluor-Sub-
stituenten an einem anderen Ring in einer 3'-Position und hat einen IC.,-Wert von 30 nM. Eine ahnliche Ver-
bindung 11, die einen Fluor-Substituenten an einem Ring in einer 2-Position und einen Fluor-Substituenten an
einem anderen Ring in der 4'-Position aufweist, hat einen IC,,-Wert von 5 nM, was eine Erhéhung der Wirk-
samkeit der Verbindung 11 gegentiber Verbindung 9 von 600% bedeutet.

[0118] Wie oben diskutiert, wurde gefunden, dass die Wirksamkeit von fluorierten Triphenylacetamiden ge-
genlber dem Gardos-Kanal manipuliert werden kann durch eine geschickte Wahl sowohl der Zahl der Flu-
or-Substituenten als auch ihre Anordnung an den Phenyl-Ringen dieser Verbindungen. Uberraschenderweise
werden ahnliche Wirkungen be-obachtet flir die Selektivitat gegentiber dem Gardos-Kanal bei diesen Verbin-
dungen.

c) Selektivitat

[0119] Zusatzlich zu Wirksamkeit und Bioverfiigbarkeit muss ein pharmazeutisches Mittel zur Behandlung
von Sichelzell-Anamie durch Inhibieren des lonen-Flusses selektiv fiir den lonen-Kanal sein, der ihr Target ist.
Eine Wechselwirkung des Mittels mit Kanalen, die von dem Target verschieden sind, ruft mit Wahrscheinlichkeit
unerwilnschte und potentiell gefahrliche Nebenwirkungen hervor. Beispielsweise ist bekannt, dass Clotrimazol
und einige seiner Analogen mit der langsamen Komponente des verzdgerten Gleichgewichtes fiir den Kali-
um-Strom in Myozyten (l.,) Wechselwirken. Eine Blockade dieses Stroms ist verknupft mit einem plétzlichen
Tod aufgrund ventrikularer Fibrillierung (Turgeon et al., Circulation Research 75: 879-886 (1994)). Daher zei-
gen sich wahrscheinlich Verbindungen, die eine Selektivitat fur den Gardos-Kanal gegenuiber |, zeigen, als
sicherere und wirksamere pharmazeutische Mittel.

[0120] Noch ein anderes unerwartetes Ergebnis einer Fluorierung eines oder mehrerer der Ringe der Gar-
dos-Kanal-Inhibitoren ist eine erhéhte Selektivitat dieser Verbindungen fir den Gardos-Kanal relativ zu ande-
ren Kalium-Kanalen. Einige der Fluor-substituierten Triphenylacetamide gemaf der Erfindung zeigen eine dra-
matisch verbesserte Selektivitdt gegeniiber dem Gardos-Kanal im Vergleich zu |, und zwar relativ sowohl zu
Clotrimazol als auch zu dem nicht-fluorierten Stamm-Triphenylacetamid. Beispielsweise sind Verbindungen 3
und 5 etwa 16-fach bzw. 18-fach mehr selektiv gegenuber dem Gardos-Kanal im Vergleich zu |, als Clotrima-
zol. Weiter sind diese Verbindungen beide etwa 6-fach mehr selektiv gegeniber dem Gardos-Kanal als die un-
substituierte Stamm-Triphenylacetamid-Verbindung 20.

[0121] Es wurde nun gefunden, dass Fluor-substituierte Triphenylmethan-Derivate, insbesondere Fluor-sub-
stituierte Stickstoff-haltige Verbindungen wie beispielsweise Triphenylacetamide wirksam den Gardos-Kanal
von Erythrozyten inhibieren. Dartber hinaus zeigen die Fluor-substituierten Verbindungen eine Bestandigkeit
gegen Abbau in einem biologischen Medium, die in Uberraschendem Umfang erhoéht ist relativ zu den entspre-
chenden Verbindungen, die nicht mit Fluor substituiert sind.

[0122] Die Verbindungen, Zubereitungen und Verfahren gemaf der vorliegenden Erfindung werden weiter
durch die Beispiele veranschaulicht, die nun folgen.

21/30



DE 600 36 093 T2 2008.05.15
Beispiele

[0123] Beispiel 1 veranschaulicht Verfahrensweisen fir die Synthese und Charakterisierung der Verbindun-
gen gemal der Erfindung. Die Verbindungen gemaf der Erfindung wurden in im Wesentlichen reiner Form und
in guten Ausbeuten unter Anwendung der Verfahrensweisen isoliert, die detailliert in diesem Beispiel beschrie-
ben sind.

[0124] Beispiel 2 veranschaulicht den Test der Verbindungen gemaf der Erfindung auf ihre Bestandigkeit ge-
genuber Abbau in einem biologischen Medium. In diesem Beispiel bilden menschliche Leber-Mikrosomen das
biologische Medium. Die Verbindungen gemaf der Erfindung — so wurde gefunden — zeigen eine bemerkens-
werte Bestandigkeit gegentber Abbau durch die Mikrosomen-Zubereitung, relativ zu nicht-fluorierten Triphe-
nylmethyl- Verbindungen.

[0125] Beispiel 3 beschreibt eine pharmakokinetische Untersuchung der Verbindungen gemaf der Erfindung
in der Ratte. Die fluorierten Verbindungen gemaf der Erfindung — so wurde gefunden — zeigen eine in vi-
vo-Halbwertszeit, die relativ zu nicht-fluorierten Derivaten erhéht war.

[0126] Beispiel 4 beschreibt einen Bio-Assay zum Messen der Inhibierung des Kalium-Kanals (Gardos-Ka-
nals) durch die Verbindungen gemaR der Erfindung.

Beispiel 1

[0127] Dieses Beispiel veranschaulicht Verfahrensweisen zur Synthese und Charakterisierung von Verbin-
dungen gemal der Erfindung. Die Verbindungen gemaf der Erfindung wurden in im Wesentlichen reiner Form
und in guten Ausbeuten unter Anwendung der Verfahrensweisen isoliert, die im Detail nachfolgend angegeben
sind. Das Beispiel stellt Verfahrensweisen von generellem Umfang bereit, die zum Synthetisieren von Verbin-
dungen gemal der Erfindung verwendet werden kdnnen, die von den Verbindungen, die speziell angegeben
wurden, verschieden sind.

1.1 Materialien und Verfahrensweisen

[0128] Reagenzien wurden so wie erhalten verwendet, so lange nichts anderes angegeben ist. Das Verfahren
von Franco et al., J. Chem. Soc. Perkins Trans. I, 443 (1988), wurde zur Herstellung nicht-kommerzieller Flu-
orphenyllithium-Reagenzien und Fluorbenzophenonen verwendet. Alle gegenuber Feuchtigkeit empfindlichen
Reaktionen wurden unter Stickstoff-Atmosphéare unter Verwendung ofengetrockneter Glas-Waren durchge-
fuhrt. Die Reaktionen wurden mittels TLC (DlUnnschicht-Chromatographie) auf Silica-Gel 60 F,., bei Nachweis
durch Verkohlen mit dem Hanessian-Farbstoff iberwacht (Khadem et al., Anal. Chem., 1958, 30 (1965)). Sau-
len-Chromatographie wurde durchgefiihrt unter Verwendung von Silica-Gel von der Firma Selecto (32-63 'M).
Schmelzpunkte wurden bestimmt an einer Elektrothermal-Einheit IA9000 und sind unkorrigiert. "H(300 MHz)-
und "°F-(282 MHz)-Spektren wurden aufgenommen auf einer NMR-Maschine der Firma Varian (Gemini 2000)
bei Raumtemperatur in CDCI,. Tetramethylsilan wurde als interne Referenz verwendet. Eine chirale Trennung
von Verbindung 1 wurde durchgefihrt mittels Chiral Technologien unter Verwendung einer CHI-
RA-CEL®-OD-R-Saule und Acetonitril/Wasser als Eluens.

1.2 Herstellung von Verbindung 1

[0129] Verbindung 1 wurde hergestellt in 28%iger Ausbeute in vier Schritten aus im Handel erhaltlichen Vor-
stufen

1.2a Synthese von (2-Fuuorphenyl-)(4-fluorphenyl-)phenylmethanol

[0130] Phenylmagnesiumbromid (1,83 ml, 5,5 mMol) wurde tropfenweise einer gerihrten Lésung von
2,4'-Difluorbenzophenon (1,09 g, 5,0 mMol) in t-Butylmethylether (12 ml) bei Raumtermperatur ("RT", ca.
25°C) zugesetzt. Nachdem die Zugabe abgeschlossen war, wurde die Reaktionsmischung unter Riickfluss 3
h lang erhitzt. Die Lé6sung wurde auf RT abgekuhlt und wurde in eiskalte 1,0 M HCI (aq) (20 ml) gegossen. Die
organischen Komponenten wurden mit EtOAc (3 x 10 ml) extrahiert und getrocknet (Na,SO,). Ein Konzentrie-
ren unter verringertem Druck ergab das gewunschte Produkt (2-Fluorphenyl-)(4-fluorphenyl) phenylmethanol)
als blassbraunes O, das in der nachsten Reaktion ohne irgendeine weitere Reinigung verwendet wurde.
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1.2b Synthese von (2-Fluorphenyl-)(4-fluorphenyl-)phenylacetonitril

[0131] (2-Fuuorphenyl-)(4-fluorphenyl-)phenylmethanol (1,47 g, 5,0 mMol) wurde einer 20%igen Lésung von
Acetylchlorid in Dichlormethan (10 ml) bei RT zugesetzt. Die resultierende Lésung wurde 12 h lang gerthrt,
wonach das Lésungsmittel durch Verdampfung entfernt wurde. Toluol (2 x 20 ml) wurde dem Riickstand zuge-
setzt, und dieses verdampft; daraus ergab sich rohes 2-Fuuorphenyl-(4-fluorphenyl-)phenylchlormethan, das
ohne Reinigung im nachsten Schritt verwendet wurde.

[0132] Kupfercyanid (0,50 g, 5,5 mMol) wurde dem Riickstand zugesetzt, und die resultierende Mischung
wurde 2,5 h lang auf 130°C erhitzt. Sobald sich die Reaktionsmischung auf etwa 110°C abgekuihlt hatte, wurde
Toluol (30 ml) zugesetzt und die Mischung wurde kraftig 10 min lang gerthrt. Die Mischung wurde filtriert, und
das Lésungsmittel wurde unter verringertem Druck entfernt. Heif3es Hexan (30 ml) wurde dem rohen Material
zugesetzt, und die Mischung wurde kraftig fir die Zeit von 30 min gerihrt. Eine Filtration und ein Waschen mit
noch mehr Hexan ergaben das gewiinschte Cyano-Produkt in Form eines weillen Feststoffes, der ohne wei-
tere Reinigung verwendet wurde.

1.2c Synthese von (2-Fluorphenyl-)(4-fluorphenyl-)phenylacetamid (1)

[0133] Eine Lésung aus konzentrierter Schwefelsdure (10 ml) und Eisessig (10 ml) wurde rohem (2-Fluorphe-
nyl-)(4-fluorphenyl-)phenylacetonitril (1,48 g, 5,0 mMol) bei RT zugesetzt.

[0134] Die resultierende orangefarbene Lésung wurde gertihrt und fir die Zeit von 3 h auf 130°C erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhlt und wurde durch tropfenweisem Zusatz von Ammoniumhydroxid
neutralisiert. Wasser wurde zugegeben (30 ml) und die organischen Komponenten wurden mit Chloroform (3
x 30 ml) extrahiert. Die organischen Fraktionen wurde zusammengegeben und nachfolgend mit Wasser (2 x
10 ml) und Kochsalzlésung (20 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und unter
verringertem Druck konzentriert. Hexan (30 ml) wurde dem resultierenden hellbraunen Ol zugesetzt und so
eine Fallung initiiert. Das Prazipitat wurde gemahlen und anschlielend mit heilRem Hexan (30 ml) gewaschen.
Ein Kristallisieren aus Hexan/Dichlormethan ergab das gewiinschte Produkt (2-Fuuorphenyl-)(4-fluorphe-
nyl-)phenylacetamid in Form eines weilRen kristallinen Feststoffs (0,45 g, 1,4 mMol, 28%, 4 Schritte).

1.3 Herstellung von Verbindung 3

[0135] Verbindung 3 wurde in drei Schritten aus im Handel erhaltlichen Vorstufen in 58%iger Ausbeute her-
gestellt.

1.3a Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)phenylmethanol

[0136] Phenylmagnesiumbromid (100 ml, 0,1 Mol) wurde tropfenweise einer gertihrten Lésung von 4,4'-Diflu-
orbenzophenon (20 g, 0,092 Mol) in t-Butylmethylether (150 ml) bei RT zugegeben. Nachdem die Zugabe ab-
geschlossen war, wurde die Reaktionsmischung am Ruckfluss 3 h lang erhitzt. Die L6sung wurde auf RT ab-
gekuhlt und wurde in eiskalte wassrige 1,0 M HCI (100ml) gegossen. Die organischen Komponenten wurden
mit EtOAc (2 x 50 ml) extrahiert und getrocknet (Na,SQO,). Ein Konzentrieren unter verringertem Druck ergab
Bis(4-fluorphenyl-)phenylmethanol als blassgelbes Ol. Nach dem Trocknen im Vakuum fir 2 h wurde das rohe
Material in der nachsten Reaktion ohne irgendwelche weitere Reinigung verwendet.

1.3b Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)phenylacetonitril

[0137] Bis(4-fluorphenyl-)phenylmethanol (0,092 Mol) wurde zu einer 20%igen Ldsung von Acetylchlorid in
Dichlormethan (50 ml) bei RT gegeben. Die resultierende purpurfarbene Lésung wurde fir die Zeit von 12 h
geruhrt, wonach das Lésungsmittel durch Verdampfung entfernt wurde. Toluol (100 ml) wurde dem Riickstand
zugesetzt, und dies wurde dann verdampft, was rohes Bis(4-fluorphenyl-)phenylchlormethan ergab, das in
dem folgenden Schritt ohne weitere Reinigung verwendet wurde.

[0138] Kupfercyanid (8,24 g, 0,11 Mol) wurde dem rohen Riickstand zugesetzt, und die Mischung wurde auf
140°C fir 3 h erhitzt. Die Reaktion wurde auf 100°C abgekihlt, und Toluol (100 ml) wurde zugesetzt. Die re-
sultierende Mischung wurde kraftig fur 10 min gerthrt, auf RT abgekiuhlt, durch ein kurzes Pad aus Siliciumoxid
filtriert, und das Lésungsmittel wurde unter verringertem Druck entfernt, und dies ergab einen braunen Fest-
stoff. HeilRes Hexan (100 ml) wurde dem pulverformigen Rohmaterial zugesetzt, und die Mischung wurde kraf-
tig 4 h lang geruhrt. Ein Filtrieren und Waschen mit weiterem Hexan ergab das gewtinschte Bis(4-fluorphe-
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nyl-)phenylacetonitril in Form eines weif3en Feststoffs (18,9 g, 67%).
1.3c Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)phenylacetamid (3)

[0139] Eine Lésung aus konzentrierter Schwefelsaure (50 ml) und Eisessig (50 ml) wurde zu Bis(4-fluorphe-
nyl-)phenylacetonitril (18,9 g, 0,06 Mol) bei RT gegeben. Die resultierende orangefarbene Lésung wurde ge-
ruhrt und fur 3 h auf 130°C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekuhlt, in Eisessig (150 ml) ge-
gossen und mit Ammoniumhydroxid neutralisiert. Die organischen Komponenten wurden mit Chloroform (3 x
100 ml) extrahiert, zusammengegeben und mit Kochsalzldsung (2 x 50 ml) gewaschen. Die organischen Kom-
ponenten wurden getrocknet (Na,SO,) und unter verringertem Druck konzentriert, und dies ergab einen
gelb-orangefarbenen Feststoff. Der Feststoff wurde mit heilem Hexan (100 ml) fiir die Zeit von 30 min geruhrt
und dann filtriert. Ein Kristallisieren aus Dichlormethan/Hexan ergab Bis(4-fluorphenyl-)phenylacetamid (3) in
Form eines weilRen kristallinen Feststoffs (16,9 g, 0,052 Mol, 87%).

1.4 Herstellung von Verbindung 5

[0140] Verbindung 5 wurde in 66%iger Ausbeute in vier Schritten aus im Handel erhéltlichen Vorstufen her-
gestellt.

1.4a Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)2-fluorphenylmethanol

[0141] p-Fluorphenylmagnesiumbromid (124 ml, 0,12 Mol) wurde tropfenweise einer gerihrten Lésung von
2,4'-Difluorbenzophenon (24,5 g, 0,11 Mol) in t-Butylmethylether (100 ml) bei RT zugesetzt. Nachdem die Zu-
gabe vollstandig abgeschlossen war, wurde die Reaktionsmischung am Ruickfluss fir die Zeit von 3 h erhitzt.
Die Lésung wurde dann auf Raumtemperatur abgekuihlt und in eiskalte 1,0 M HCI (aq) (100 ml) gegossen. Die
organischen Komponenten wurden mit EtOAc (3 x 70 ml) extrahiert und getrocknet (Na,SO,). Ein Konzentrie-
ren unter verringertem Druck ergab das gewunschte Produkt Bis (4-Fluorphenyl-)2-fluorphenylmethanol als
blassgelbes Ol, das im nachsten Reaktionsschritt ohne irgendwelche weitere Reinigung verwendet wurde.

1.4b Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)2-fluorphenylacetonitril

[0142] Eine 20%ige LOsung von Acetylchlorid in Dichlormethan (60 ml) wurde dem rohen Bis(4-fluorphe-
nyl-)2-fluorphenylmethanol bei RT zugesetzt. Die resultierende L6sung wurde fur die Zeit von 12 h gerihrt, wo-
nach das Losungsmittel durch Verdampfen entfernt wurde. Toluol (100 ml) wurde dem Rickstand zugesetzt
und wurde dann verdampft, was rohes Bis(4-fluorphenyl-)2-fluorphenylchlormethan ergab, das im nachsten
Schritt ohne weitere Reinigung verwendet wurde.

[0143] Kupfercyanid (12 g, 0,13 Mol) wurde dem Rohmaterial zugesetzt, und die resultierende Mischung wur-
de fir die Zeit von 3 h auf 160°C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf etwa 100°C abgekiihlt, Toluol (100
ml) wurde zugesetzt und die Mischung wurde kréaftig fur die Zeit von 10 min geruhrt. Die Mischung wurde ab-
gekihlt, durch einen kurzen Siliciumoxid-Stopfen filtriert und unter verringertem Druck konzentriert. Heil3es He-
xan (100 ml) wurde dem Rohmaterial zugesetzt und die Mischung wurde kréaftig fir die Zeit von 30 min geruhrt.
Ein Filtrieren und Waschen mit noch mehr Hexan ergab das gewlinschte Bis(4-fluorphenyl-)2-fluorphenylace-
tonitril in Form eines weillen Feststoffs (25,3 g, 70 %)

1.4c Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)2-fluophenylacetamid (5)

[0144] Eine Lésung von konzentrierter Schwefelsaure (10 ml) und Eisessig (10 ml) wurde zu Bis(4-fluorphe-
nyl-)2-fluorphenylacetonitril (5,0 g, 0,015 Mol) bei RT zugegeben. Die resultierende orangefarbene Lésung
wurde geruhrt und auf 130°C fir die Zeit von 2 h erhitzt. Die Reaktion wurde auf 0°C abgekuhlt und wurde in
Eis gegossen (50 g). Die resultierende Mischung wurde durch tropfenweise Zugabe von Ammoniumhydroxid
neutralisiert. CH,CI, (100 ml) wurde zugesetzt und die organischen Komponenten wurden mit weiteren CH,CI,
(3 x 30 ml) extrahiert. Die kombinierten organischen Fraktionen wurden aufeinander folgend mit Wasser (2 x
10 ml) und Kochsalzlésung (20 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet (Na,SO,) und unter
verringertem Druck konzentriert und ergab einen gelborangefarbenen Feststoff. Der Feststoff wurde pulveri-
siert und wurde wiederholt mit heiRem Hexan (50 ml) gewaschen, bis keine Farbung in dem Filtrat nachweisbar
war. Ein Kristallisieren aus Hexan/Dichlormethan ergab das gewiinschte Produkt Bis(4-fluorphenyl-)2-fluor-
phenylacetamid 5 in Form eines weil3en kristallinen Feststoffs (4,98 g, 0,0145 Mol, 94%).
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1.5 Herstellung von Verbindung 16

[0145] Verbindung 16 wurde in 11%iger Ausbeute in vier Schritten aus im Handel erhaltlichen Vorstufen her-
gestellt.

1.5a Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylmethanol

[0146] n-Butyllithium (4 ml, 10 mMol) wurde tropfenweise zu einer geriihrten Lésung von Brom-3-fluorbenzol
(1,75 g, 10 mMol) in THF (25 ml) bei —78°C gegeben. Nach 20 min wurde 4,4'-Benzophenon (1,96 g, 9 mMol)
zugesetzt. Man liel3 die Reaktionsmischung auf 0°C Uber einen Zeitraum von 30 min erwarmen. Gesattigte
NH,CI (aq) (30 ml) wurde zugesetzt und das Rihren wurde fir 30 min fortgesetzt. EtOAc (20ml) wurde zuge-
setzt und die organischen Komponenten wurden abgetrennt, mit Kochsalz-Losung (20 ml) gewaschen, ge-
trocknet (Na,SO,) und unter verringertem Druck konzentriert. Der Rickstand wurde durch Saulenchromato-
graphie gereinigt (100% Hexan bis 100% CH,CI,) und ergab so Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylmethanol (2,81
g, 92%).

1.5b Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylacetonitril

[0147] Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylmethanol (999 mg, 3,18 mMol) wurde zu einer 20%igen Lésung von
Acetylchlorid in Dichlormethan (10 ml) bei RT gegeben. Die resultierende purpurfarbene Lésung wurde 12 h
lang gerlhrt, wonach das Lésungsmittel durch Verdampfen entfernt wurde. Toluol (20 ml) wurde dem Riick-
stand zugesetzt und dann verdampft, was rohes Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylchlormethan ergab, welches
im nachsten Schritt ohne Reinigung verwendet wurde.

[0148] Kupfercyanid (344 mg, 3,82 mMol) wurde dem Rohmaterial zugesetzt und die resultierende Mischung
wurde auf 140°C fur die Zeit von 3 h erwarmt. Die Reaktionsmischung wurde auf etwa 110°C abgekuhlt, Toluol
(50 ml) wurde zugesetzt und die Mischung wurde kraftig fur die Zeit von 10 min gerihrt. Die Mischung wurde
auf RT abgekuhlt, durch ein kurzes Pad aus Siliciumoxid filtriert, und das Lésungsmittel wurde unter verringer-
tem Druck entfernt, was einen beigefarbenen Feststoff ergab. Heiles Hexan (100 ml) wurde dem pulverférmi-
gen Rohmaterial zugesetzt und die Mischung wurde kraftig fiir 1 h lang gerihrt. Ein Filtrieren und Waschen mit
weiterem Hexan ergab Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylacetonitril in Form eines weilRen Feststoffs, der ohne
weitere Reinigung eingesetzt wurde.

1.5¢ Synthese von Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylacetamid (16)

[0149] Eine Lésung aus konzentrierter Schwefelsaure (10 ml) und Eisessig (10 ml) wurde zu Bis(4-fluorphe-
nyl-)3-fluorphenylacetonitril (3,18 mMol) bei RT gegeben. Die resultierende orangefarbene Lésung wurde ge-
rihrt und fir die Zeit von 3 h auf 130°C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C abgekdhlt, und in Eis-
wasser (50 ml) gegossen und mit Ammoniumhydroxid neutralisiert. Die organischen Komponenten wurden mit
Chloroform (3 x 50 ml) extrahiert. Die organischen Fraktionen wurden in Kombination mit Kochsalzlésung (2 x
20 ml) gewaschen, getrocknet (Na,SO,) und unter verringertem Druck konzentriert, was einen gelb-orangefar-
benen Feststoff ergab. Der Feststoff wurde mit heillem Hexan (50 ml) 30 min lang gerthrt und filtriert. Ein Kris-
tallisieren aus Dichlormethan/Hexan ergab das gewlinschte Produkt Bis(4-fluorphenyl-)3-fluorphenylacetamid
16 in Form eines weilen, kristallinen Feststoffs (147 mg, 0,43 mMol, 11%, 4 Schritte).

1,6 Charakterisieren der Verbindungen durch 'H- und "°F NMR-Spektrokospie und Schmelzpunkt

[0150] Die Verbindungen gemaR der Erfindung wurden charakterisiert durch eine Kombination aus 'H- und
F NMR-Spektroskopie, und es wurden auch die Schmelzpunkte (Smp.) der Verbindungen bestimmt.
1: '"H-NMR T (CHCl,): 7,39-7,26 (8H, m), 7,15-6,90 (5H, m), 5,83 (1H, brs), 5,72 (1H, brs); "F-NMR T
(CHCI,): -103,4 (1F, s), -115,8 (1F, s) Smp.: 180-181°C.
2: "H-NMR T (CHCI,): 7,37-7,28 (6H, m), 7,15-7,05 (2H, m), 6,93 (1H, dt, J = 8 und 2 Hz), 5,90 (1H, brs),
5,68 (1H, brs); F-NMR I (CHCI,): —=103,4 (1F, m); Smp.: 210°C.
3: '"H-NMR T (CHCL,): 7,37-7,20 (9H, m), 7,04-6,91 (4H, m), 5,81 (1H, brs), 5,71 (1H, brs); "F-NMR I
(CHCI,): -115,7 (2F, s); Smp.: 180-181°C.
4: "H-NMR I (CHCl,): 7,37-7,24 (12H, m), 6,97 (2H, t, J = 8,5 Hz), 5,83 (1H, brs), 5,75 (1H, brs); F-NMR
I (CHCI,): =116,2 (1F, s); Smp.: 193-194°C.
5: '"H-NMR T (CHCL,): 7,41-7,34 (1H, m), 7,29-7,23 (4H, m), 7,16 (1H, ddd, J = 18,1, 8,1 und 1,2 Hz), 7,15
(1H,d, J =7,7 Hz), 7,05-6,97 (4H, m), 6,93-6,87 (1H, dt, J = 8,0 und 1,4 Hz), 5,90 (1H, brs), 5,74 (1H, brs);
YF-NMR I (CHCI,): -103,3 (1F, s), =115,5 (2F, s); Smp.: 168-169°C.
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6: 'H-NMR I (CHCIL,): 7,64-7,54 (4H, m), 7,40~7,34 (6H, m), 5,70 (2H, brs); ®F-NMR I (CHCI,): 137,3 (2F,
d, J = 19,2 Hz), -155,8 (1F, t, J = 21,4 Hz), -161,9 (2F, dd, J=21,4 und 17,1 Hz).

7: 'H-NMR I (CHCL,): 7,37-7,31 (6H, m), 7,28-7,20 (5H, m), 7,12-7,04 (2H, m), 5,90 (1H, brs), 5,74 (1H,
brs); "*F-NMR " (CHCI,): —137,8 bis —137,9 (1F, m), —140,3 bis —140,4 (1F, m); Smp.: 174-175°C.

8: 'H-NMR I (CHCIL,): 7,37-7,28 (10H, m), 6,95-6,83 (2H, m), 6,81-6,75 (1H, m), 5,92 (1H, brs), 5,80 (H,
brs); "*F-NMR " (CHCL,): -99,1 (1F, dd, J = 19,2 und 8,5 Hz), —=111,6 (1F, m); Smp.: 187-188°C.

9: "H-NMR T (CHCL,): 7,38-7,22 (7H, m), 7,09-6,96 (6H, m), 5,83 (1H, brs), 5,77 (1H, brs); F-NMR T
(CHCL,): -112,6 (2F, dd, J = 17,1 und 6,4 Hz); Smp.: 195-196°C.

13: '"H-NMR I (CHCL,): 7,26-7,19 (6H, dd, J = 9,0 und 5,4 Hz), 7,20-7,01 (6H, t, J = 8,7 Hz), 5,83 (1H, brs),
5,69 (1H, brs); ®F-NMR I (CHCL,): -115,3 (3F, s); Smp.: 180-181°C.

14: 'H-NMR T (CHCL,): 7,39-7,27 (9H, m), 7,17-7,03 (4H, m), 5,90 (1H, brs), 5,85 (1H, brs); *F-NMR I
(CHCL,): -102,9 (2F, s); Smp.: 166-167°C.

15: "H-NMR I (CHCL,): 7,41-7,34 (2H, m), 7,29-7,23 (4H, m), 7,17-7,05 (4H, m), 6,99 (2H, t, J = 8,7 Hz),
5,78 (2H, brs); °F-NMR I (CHCL,): -103,0 (2F, s), =115,9 (1F, m); Smp.: 187-188°C.

16: 'H-NMR T (CHCI,): 7,34-7,20 (6H, m), 7,06-6,97 (6H, m), 5,90 (1H, brs), 5,71 (1H, brs); *F-NMR I
(CHCL,): =112,2 (1 F, dd, J = 17,1 und 7,4 Hz), -115,5 bis —115,2 (2F, m); Smp.: 165-166°C.

17: "H-NMR T (CHCL,): 7,35-7,21 (3H, m), 7,06-6,97 (9H, m), 7,17—7,05 (4H, m), 5,96 (1H, brs), 5,76 (1H,
brs); "*F-NMR " (CHCL,): =112,2 (3F, dd, J = 17,1 und 8,5 Hz); Smp.: 186-188°C.

Beispiel 2

[0151] Dieses Beispiel veranschaulicht den Test der Verbindungen gemaf der Erfindung auf ihre Bestandig-
keit gegenuber Abbau in einem biologischen Medium. In diesem Beispiel bilden menschliche Leber-Mikroso-
men das biologische Medium. Die Verbindungen gemaf der Erfindung — so wurde gefunden — zeigen eine be-
merkenswerte Bestandigkeit gegenliber Abbau durch die Mikrosomen-Zubereitung, verglichen mit nicht-fluo-
rierten Triphenylmethyl-Verbindungen.

2.1 Materialien und Verfahren

[0152] Siebzehn fluorierte Triarylmethan-Verbindungen, Clotrimazol und eine chlorierte Triarylmethan-Ver-
bindung 18 wurden auf metabolische Stabilitat in vitro in einer Reaktionsmischung aus menschlichen Leber-Mi-
krosomen getestet. Die Reaktionsmischung enthielt 1,0 mg/ml menschliche Leber-Mikrosomen-Protein, 100
mM Kaliumphosphat (pH 7,4), 10 mM MgCl, und ein NADPH-erzeugendes System. Die Verbindungen wurden
getestet bei einer Konzentration von 5 'M bei 37°C, und die Menge an intakter Verbindung, die in der Mischung
nach 2 Stunden zurlckblieb, wurde berechnet als Prozentmenge der urspriinglichen Dosis, die lbrig blieb.

2.2 Ergebnisse

[0153] Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass die fluorierten Verbindungen gemaR der Erfindung
eine erhdhte Bestandigkeit gegeniber Abbau in einem biologischen Milieu haben, verglichen mit analogen
nicht-fluorierten Verbindungen. Die Ergebnisse sind in der obigen Tabelle 2 angegeben.

Beispiel 3

[0154] Dieses Beispiel veranschaulicht eine pharmakokinetische Untersuchung der Verbindungen geman der
Erfindung in der Ratte. Die fluorierten Verbindungen gemaf der Erfindung — so wurde gefunden — zeigen eine
in vivo Halbwertszeit, die erhoht war in Beziehung zu den nicht-fluorierten Derivaten.

3.1 Materialien und Verfahrensweisen

[0155] Pharmakokinetische Studien wurden durchgefihrt in Ratten, um das Untersuchungsergebnis, dass
eine ausgewabhlte Fluor-Substitution der Phenyl-Ringe die metabolische Stabilitat in vitro erhdht, auf eine in vi-
vo-Studie auszudehnen. Verbindung 1, Verbindung 3 und Verbindung 18 wurden an Gruppen von drei bis funf
mannlichen Sprague-Dawley-Ratten in Dosen von 1 mg/kg i. v. und 10 mg/kg p. o. verabreicht und so der
T,,-Wert und die orale Bioverfugbarkeit bestimmt. Blutproben wurden zu 9 Zeitpunkten vor dem Dosieren bis
zu 24 h nach dem Dosieren p. 0. und zu 11 Zeitpunkten vor dem Dosieren bis 24 h nach dem Dosieren i. v.
abgenommen. Proben wurden hergestellt und auf die Plasma-Konzentration der Verbindung analysiert, und
zwar unter Verwendung von LC-MS/MS.
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3.2 Ergebnisse

[0156] Wie aus den in vitro Metabolismus-Daten vorausgesagt wurde, hatte Verbindung 18 eine sehr schlech-
te orale Bioverfugbarkeit, wobei nur sehr niedrige Konzentrationen (31 bis 65 ng/ml) im Plasma erschienen,
und zwar zwischen 0,25 und 1 h nach dem Dosieren, und es zeigte sich keine nachweisbare Konzentration in
der Probe 2 Stunden nach dem Dosieren. Bei Dosieren uber die i. v.-Route war die Elimination aus dem Blut-
strom sehr schnell. Da die Plasma-Konzentrationen in Proben nach dem oralen Dosieren so niedrig waren,
konnte die prozentuale Bioverfligbarkeit fir Verbindung 18 nicht berechnet werden.

[0157] In bemerkenswertem Gegensatz zu den mit Verbindung 18 erhaltenen Ergebnissen hatte Verbindung
1 eine viel bessere orale Bioverfiigbarkeit (35%), und die orale Bioverfligbarkeit fur Verbindung 3 wurde zu
100% berechnet.

[0158] Die Ergebnisse dieses pharmakokinetischen Experiments sind graphisch in Fig. 1 gezeigt.
Beispiel 4

[0159] Beispiel 4 beschreibt ein Bio-Assay zum Messen der Inhibierung eines Calzium-aktivierten Kalium-Ka-
nals, des Gardos-Kanals, in roten Blutzellen durch die Verbindungen gemag der Erfindung.

4 .1 Materialien und Verfahrensweisen

[0160] Heparinisiertes Gesamtblut wurde drei Mal mit modifiziertem Flux-Puffer (Modified Flux Buffer; MFB:
140 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM Tris, 0,1 mM EGTA, pH = 7,4) gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden
dann 3 h lang mit 8Rb (5 pCi/ml) inkubiert. Nach dieser Inkubationsperiode wurden die RBCs drei Mal mit kal-
tem MFB gewaschen. Gewaschene, mit ®Rb beladene RBCs wurden dann mit einer Test-Verbindung geman
der Erfindung flr die Zeit von 10 min inkubiert. Der ®*Rb-Fluss wurde dann initiiert durch die Zugabe von 20
pl/ml einer MFB-L&sung, die enthaltend 10 mM CaCl, und 100 pM A23187, ein Calcium-lonophor enthielt. Dies
fUhrte zu einer End-Konzentration von 200 uM CaCl, und 2 uyM A23187 in dem Inkubations-Medium. Die Zellen
wurden fiir 10 min inkubiert, zentrifugiert und der Uberstand wurde entfernt. Die Proben wurden in einem
Wallace-Microbeta-Liquid-Scintillations-Counter ~ mittel  Cerenkov-Emission  gezahlt. Der Gesamt
RBC-¥*Rb-Gehalt wurde bestimmt durch Lysieren der RBCs mit Wasser und anschlieRendem Fallen des Pro-
teins unter Verwendung einer Mischung aus Ethanol und Chloroform im Verhaltnis 50:50. Nach einem 20-mi-
natigen Mikro-Zentrifugen-Zentrifugieren wurden die wassrige und die organische Schicht voneinander ge-
trennt, und die wassrige Schicht wurde entfernt und gezahlit. Der Fluss wird ausgedrickt als Prozentwert des
anfanglichen Zell-Gehalts an ®*Rb.

Ergebnisse
[0161] Der oben beschriebene Bio-Assay zeigte, dass die Verbindungen gemaR der Erfindung exzellente In-
hibitoren des Gardos-Kanals sind. Die zahlenmaRigen Ergebnisse fir die Inhibierungs-Untersuchungen sind
in der obigen Tabelle 2 gezeigt.

Patentanspriiche

1. Verbindung mit der Struktur

Flm

Y

worin
m, n und p unabhangig voneinander gewahlt sind aus 0 und 1 und wenigstens einer der Indices m, nund p 1 ist;
dann, wenn m, n und p alle 1 sind, die Fluor-Substituenten am Ring 1 und am Ring 2 in einer Position ange-
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ordnet sind, die unabhangig gewahlt ist aus ortho zu dem Acetamid-Substituenten, meta zu dem Aceta-
mid-Substituenten und para zu dem Acetamid-Substituenten, und der Substituent am Ring 3 in einer Position
ist, die gewahlt ist aus ortho zu dem Acetamid-Substituenten und para zu dem Acetamid-Substituenten; und
dann, wenn p O istund m 1 istund n 1 ist, der Fluor-Substituent am Ring 1 para zu dem Acetamid-Substituenten
steht und der Substituent am Ring 2 in einer Position angeordnet ist, die gewahlt ist aus ortho zu dem Aceta-
mid-Substituenten und para zu dem Acetamid-Substituenten.

2. Verbindung nach Anspruch 1 mit der Struktur

Fs (Im)
worin m, n und p unabhangig gewahlt sind aus 0 und 1 und wenigstens einer der Indices m, n und p 1 ist.

3. Verbindung nach Anspruch 2 mit der Struktur

F 1)
worin n entweder 0 oder 1 ist.

4. Verbindung nach Anspruch 1 mit der Struktur

[}

=, NHy

7N

5. Verbindung nach Anspruch 1 mit der Struktur
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6. Verbindung nach Anspruch 1 mit der Struktur

L,
72\ 0
ad it

7. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 in Form eines Hydrats.
8. Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Verwendung als pharmazeutische Substanz.
9. Verbindung nach Anspruch 8 fur die Behandlung von Sichelzell-Anamie.

10. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 9
in Mischung mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager.

11. Pharmazeutisches Produkt, umfassend eine Kombination einer Verbindung nach einem der Anspriiche
1 bis 9 mit einem weiteren therapeutischen Mittel.

12. Produkt nach Anspruch 11, worin das weitere therapeutische Mittel zur Behandlung eines Symptoms
oder eines Nebeneffekts ist, das/der mit der Sichelzell-Krankheit in Verbindung steht.

13. Produkt nach Anspruch 11, worin das weitere therapeutische Mittel zur Behandlung der Sichel-
zell-Krankheit ist, z. B. Butyrat, Butyrat-Derivate, Hydroxyharnstoff, Erythropoietin oder ein Ernahrungs-Salz
ist, beispielsweise ein Magnesiumsalz.

14. Verfahren zum Inhibieren des Kalium-Flusses einer Zelle in-vitro, wobei das Verfahren ein In-Kon-

takt-Bringen der Zelle mit einer wirksamen Menge einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 oder
mit einer pharmazeutischen Zusammen-setzung nach Anspruch 10 umfasst.

15. Verfahren nach Anspruch 14, worin die Zelle ein Erythrozyt ist.

16. Verfahren zum Reduzieren der Erythrozyten-Dehydratation in-vitro, wobei das Verfahren ein In-Kon-
takt-Bringen des Erythrozyten mit einer Menge einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, die wirk-
sam zum Reduzieren der Dehydratation ist, oder mit einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach An-

spruch 10 umfasst.

17. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 7 zur Herstellung eines Medikaments
zum Inhibieren des Kalium-Flusses einer Zelle.

18. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 7 zur Herstellung eines Medikaments
zum Reduzieren von Erythrozyten-Dehydratation.

19. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriche 1 bis 7 zur Herstellung eines Medikaments
zum Behandeln oder Vorbeugen eines Sichelzell-Krankheits-Ereignisses.

20. Verwendung nach einem der Anspriche 17 bis 19, worin das Medikament eine Kombination umfasst,
wie sie in einem der Anspriche 11, 12 oder 13 definiert ist.

21. Verwendung nach einem der Anspriche 17 bis 19, worin das Medikament zur Verabreichung in Kom-
binations-Therapie mit einem zweiten Medikament ist, das ein anderes therapeutisches Mittel umfasst.

22. Verwendung nach Anspruch 21, worin das weitere therapeutische Mittel ein wie in Anspruch 12 oder
Anspruch 13 definiertes Mittel ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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