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Det beskrives forbindelser som er egnet
til behandling av celluleere proliferative
sykdommer og forstyrrelser, ved a
modulere aktiviteten av KSP.

Figur 1 - Tilberedning A
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Oppfinnelsesomrade
Denne oppfinnelse vedrarer forbindelser som er inhibitorer av det mitotiske
kinesin KSP samt anvendelse derav og sammensetning. Forbindelsene er
anvendelige ved behandlingen av cellulaere proliferative sykdommer, for eksempel
cancer, hyperplasier, restenose, kardial hypertrofi, immunforstyrrelser og
inflammasjon.

Bakgrunn for oppfinnelsen

Blant de terapeutiske midler som benyttes til behandling av cancer er taxaner
og vinca-alkaloider, som virker pa mikrotubuli. Mikrotubuli er det primaere struktur-
element av mitosespindelen. Mitosespindelen er ansvarlig for fordeling av replikat-
kopier av genomet til hver av de to dattercellene som oppstar ved celledeling. Det
antas at forstyrrelsen av mitosespindelen med disse medikamentene resulterer i
inhibering av cancercelledeling og induksjon av cancercelleded. Mikrotubuli danner
imidlertid andre typer av cellulzere strukturer, inklusivt spor for intracellulaer transport i
nerveprosesser. Siden disse midlene ikke spesifikt malsgker mitosespindler, har de
bivirkninger som begrenser deres nytte.

Forbedringer av spesifisiteten av midler til kreftbehandling er av betydelig
interesse pa grunn av de terapeutiske fordeler som ville kunne realiseres dersom de
bivirkninger som er assosiert med administreringen av disse midlene kunne
reduseres. Tradisjonelt er dramatiske forbedringer ved behandlingen av cancer for-
bundet med identifiseringen av terapeutiske midler som virker gjennom nye
mekanismer. Eksempler pa dette er ikke bare taxanene, men ogsa camptothecin-
klassen av topoisomerase I-inhibitorer. Ut fra begge disse perspektiver er mitotiske
kinesiner attraktive mal for nye anticancermidler.

Mitotiske kinesiner er enzymer som er essensielle for sammensetning og
funksjon av mitosespindelen, men er ikke generelt del av andre mikrotubulus-
strukturer, sa som i nerveprosesser. Mitotiske kinesiner spiller en essensiell rolle
under alle faser av mitosen. Disse enzymene er «molekylaere motorer» som
omdanner energi frigitt ved hydrolyse av ATP, til mekanisk kraft som driver den
retningsbestemte bevegelse av celluleert gods langs mikrotubuli. Det katalytiske
domenet som er tilstrekkelig for denne oppgave, er en kompakt struktur pa
ca. 340 aminosyrer. Under mitose organiserer kinesiner mikrotubuli til den bipolare
struktur som er mitosespindelen. Kinesiner medierer bevegelse av kromosomer langs
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spindel-mikrotubuli, sa vel som struktruelle endringer i mitosespindelen assosiert
med spesifikke mitosefaser. Eksperimentell forstyrrelse av mitotisk kinesinfunksjon
bevirker misdannelse eller dysfunksjon av mitosespindelen som ofte resulterer i
cellesyklusstans og celledad.

Blant de mitotiske kinesinene som er blitt identifisert, er KSP. KSP tilharer en
evolusjoneert konservert kinesin-subfamilie av plus-ende-rettede mikrotubulus-
motorer som setter seg sammen til bipolare homotetramerer bestaende av anti-
parallelle homodimerer. Under mitose forbinder KSP seg med mikrotubuli i mitose-
spindelen. Mikroinjeksjon av antistoffer rettet mot KSP i menneskeceller forhindrer
spindelpol-separasjon under pro-metafase, hvilket farer til monopolare spindler og
bevirker mitosestans og induksjon av programmert celledgd. KSP og beslektede
kinesiner i andre, ikke humane, organismer, setter sammen antiparallelle mikrotubuli
og forskyver dem i forhold til hverandre og tvinger dermed de to spindelpolene fra
hverandre. KSP kan ogsa medvirke i anafase B spindelelongering og fokusering av
mikrotubuli til spindelpolen.

Humant KSP (ogsa betegnet HsEg5) har vaert beskrevet (Blangy, et al., Cell,
83:1159-69 (1995); Whitehead et al., Arthritis Rheum., 39:1635-42 (1996); Galgio, et
al., J. Cell Biol., 135:339-414 (1996); Blangy, et al., J. Biol. Chem., 272:19418-24
(1997); Blangy, et al., Cell Motil Cytoskeleton, 40:174-82 (1998); Whitehead &
Rattner, J. Cell Sci., 111:2551-61 (1998); Kaiser, et al., JBC 274:18925-31 (1999);
GenBank tilgangsnummer: X85137, NM004523 og U37426) og et fragment av KSP-
genet (TRIP5) har veert beskrevet (Lee, et al., Mol. Endocrinol., 9:243-54 (1995);
GenBank tilgangsnummer L40372). Xenopus KSP-homologer (Eg5), sa vel som
Drosophila KLP61 F/KRP1 30 har veert rapportert.

Mitotiske kinesiner, inklusivt KSP, er attraktive siktemal for oppdagelse og
utvikling av nye antimitotiske kjiemoterapeutika. Det er derfor et formal med fore-
liggende oppfinnelse a tilveiebringe forbindelser som er anvendelige ved inhiberingen
av KSP.

Sammenfatning av oppfinnelsen
I henhold til de ovenfor skisserte formal, tilveiebringer foreliggende oppfinnelse
forbindelser som kan benyttes til 8 behandle cellulzere proliferative sykdommer.
Forbindelsene er KSP-inhibitorer, szerlig humane KSP-inhibitorer. Foreliggende
oppfinnelse tilveiebringer ogsa sammensetninger som omfatter slike forbindelser.
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| henhold til ett aspekt tilveiebringer oppfinnelsen anvendelse av en

forbindelse ifalge et hvilket som helst av kravene 1-9, eller et farmasgytisk

akseptabelt salt, solvat, eller solvat av et farmasaytisk akseptabelt salt derav, for

fremstilling av et farmasaytisk preparat for behandling av en cellulzer proliferativ

sykdom. Ifglge den foreliggende oppfinnelsen er den nevnte celluleere proliferative

sykdom valgt fra cancer, hyperplasier, restenose, kardial hypertrofi,

immunforstyrrelser og inflammasjon.

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer videre forbindelse, kjennetegnet ved at den

har strukturen:

hvor:

o) Rs
R4 Rg
Rz
Ry
o Ry
Rqz Rs

R1 er benzyl, halogenbenzyl, metoksybenzyl eller cyanobenzyl;
R2 er isopropyl;

Rz er hydrogen;

Rs er hydrogen;

Rs er hydrogen:

R7 er halogen, cyano eller metoksy;

Rs er hydrogen; og

R12 er -N(R4)(COR3) hvor Rj er tolyl og R4 er aminopropyl;
eller et farmasaytisk akseptabelt salt derav; eller

et farmasegytisk akseptabelt solvat derav;

eller et farmasgytisk akseptabelt solvat av et farmasgytisk akseptabelt salt

derav. Ifglge oppfinnelsen er R, og Ry hver koblet til et stereogent senter som har en

R-konfigurasjon eller en S-konfigurasjon.

Forbindelsen ifglge foreliggende oppfinnelse kan anvendes for behandling av

celluleere proliferative sykdommer og andre forstyrrelser som kan behandles ved
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inhibering av KSP ved administrering av en terapeutisk effektiv mengde av for-
bindelsen; et farmasgytisk akseptabelt salt derav; eller et farmasgytisk akseptabelt
solvat av et farmasgytisk akseptabelt salt derav. Slike sykdommer og forstyrrelser
omfatter cancer, hyperplasi, restenose, kardial hypertrofi, immunforstyrrelser og
inflammasjon.

Foreliggende oppfinnelse vedrerer videre sammensetning kjennetegnet ved at
den omfatter en farmasgytisk eksipient og en forbindelse ifalge et hvilket som helst
av kravene 1-9 eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat eller solvat av et
farmasgytisk akseptabelt salt derav.

Kort beskrivelse av figurene
Oppfinnelsen vil bedre forstas ved referanse til den fglgende beskrivelse i
sammenheng med de ledsagende tegninger.
Figurene 1 og 2 representerer henholdsvis et XRPD- og MDSC-opptak av et
salt fremstilt ifelge Fremstilling A.
Figur 3 representerer et XRPD-opptak av et salt fremstilt ifelge Fremstilling B.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

Farmasoytisk akseptable salter refererer seg til de salter som
beholder den biologiske effektivitet av den frie forbindelse og som ikke biologisk eller
pa annen mate er ugnskede, dannet med en egnet syre eller base, og innbefatter
farmasgytisk akseptable syreaddisjonssalter og baseaddisjonssalter. Farmasoytisk
akseptable syreaddisjonssalter innbefatter de som er avledet fra uorganiske syrer,
sa som saltsyre, hydrogenbromidsyre, svovelsyre, salpetersyre, fosforsyre og
lignende, og de som er avledet fra organiske syrer, sa som eddiksyre, propionsyre,
glykolsyre, 2-oksopropansyre, oksalsyre, maleinsyre, malonsyre, ravsyre, fumarsyre,
vinsyre, sitronsyre, benzoesyre, kanelsyre, mandelsyre, metansulfonsyre,
etansulfonsyre, p-toluensulfonsyre, salisylsyre og lignende.

Farmasoytisk akseptable baseaddisjonssalter innbefatter de som er
avledet fra uorganiske baser, s som natrium-, kalium-, litum-, ammonium-, kalsium-,
magnesium-, jern-, sink-, kobber-, mangan-, aluminiumsalter og lignende. Seerlig
foretrukket er ammonium-, kalium-, natrium-, kalsium- og magnesiumsaltene.
Baseaddisjonssalter innbefatter ogsa de som er avledet fra farmasgytisk akseptable
organiske ugiftige baser, inklusivt salter av primeere, sekundzere og tertiaere aminer,
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substituerte aminer, inklusivt naturlig forekommende substituerte aminer, cykliske
aminer og basiske ionebytterharpikser, sa som isopropylamin, trimetylamin, dietyl-
amin, trietylamin, tripropylamin og etanolamin.

Beskyttelsesgruppe har den konvensjonelle betydning som er assosiert med
organisk syntese, dvs. en gruppe som selektivt blokkerer én eller flere reaktive seter i
en multifunksjonell forbindelse, slik at en kjemisk reaksjon kan foretas selektivt pa et
annet ubeskyttet reaktivt sete, og slik at gruppen lett kan fiernes etter at den selektive
reaksjon er fullfgrt. En rekke beskyttelsesgrupper er beskrevet for eksempel i T.H.
Greene & P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 3. utg. John Wiley &
Sons, New York (1999), som herved med hele sitt innhold inkorporeres ved
referanse. For eksempel er en hydroksy-beskyttet form en form hvor minst én av
hydroksylgruppene som forekommer i en forbindelse er beskyttet med en hydroksy-
beskyttende gruppe. Pa samme mate kan aminer og reaktive grupper beskyttes.

Solvat refererer seg til forbindelsen dannet ved interaksjon mellom et
lesningsmiddel og en forbindelse heri eller et salt derav. Egnede solvater av
forbindelsene heri er farmasaytisk akseptable solvater, sa som hydrater, inklusivt
monohydrater og hemihydrater.

Mange av de her beskrevne forbindelser inneholder ett eller flere asymmetri-
sentre (f.eks. det karbon som R; og Ry er tilknyttet, hvor R, er forskjellig fra Rx>) og
kan derfor fare til enantiomerer, diastereomerer og andre sterecisomere former som
kan defineres med hensyn til absolutt stereokjemi, sa som (R)- eller (S)-. Fore-
liggende oppfinnelse er ment & omfatte alle slike mulige isomerer, inklusivt racemiske
sammensetninger, optisk rene former og mellomproduktblandinger. Optisk aktive (R)-
og (S)-isomerer kan fremstilles ved a benytte kirale syntesekomponenter eller kirale
reagenser, eller Iases pa nytt under bruk av konvensjonelle teknikker. Dersom de her
beskrevne forbindelsene inneholder olefiniske dobbeltbindinger eller andre sentre
med geometrisk asymmetri, og om intet annet er angitt, er det ment at forbindelsene
inkluderer bade E- og Z-geometriske isomerer. Alle tautomere former og
rotasjonsisomerer er likeledes ment a vaere inkludert.

Nar det enskes kan R- og S-isomerene spaltes etter fremgangsmater kjent for
fagmannen, for eksempel ved dannelse av diastereoisomere salter eller komplekser
som kan separeres, for eksempel ved krystallisasjon; via dannelse av diastereo-
isomere derivater som kan separeres, for eksempel ved krystallisasjon, gass- eller

vaeskekromatografi; selektiv reaksjon mellom én enantiomer og et enantiomer-

330433
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spesifikt reagens, for eksempel enzymatisk oksydasjon eller reduksjon, etterfulgt av
separasjon av de modifiserte og umodifiserte enantiomerer; eller gass- eller
vaeskekromatografi i et kiralt miljg, for eksempel pa en kiral baerer, sa som silika,
med en bundet kiral ligand eller i naervaer av et kiralt Iasningsmiddel. Det er
underforstatt at nar den gnskede enantiomer omdannes til en annen kjemisk entitet
etter én eller flere av de ovenfor beskrevne separasjonsteknikker, kan det kreves et
ytterligere trinn for a frigi den enskede enantiomere form. Alternativt kan en spesifikk
enantiomer syntetiseres ved asymmetrisk syntese under bruk av optisk aktive
reagenser, substrater, katalysatorer eller Iasningsmidler, eller ved omdannelse av én

enantiomer til en annen ved asymmetrisk transformasjon.

Forbindelser ifelge foreliggende oppfinnelse

Foreliggende oppfinnelse er rettet mot en klasse av nye forbindelser som kan
beskrives som benzopyran-4-oner eller kromen-4-oner, som er inhibitorer av ett eller
flere mitotiske kinesiner. Ved inhibering av mitotiske kinesiner, men ikke andre
kinesiner (f.eks. transport-kinesiner), oppnas spesifikk inhibering av celluleer
proliferasjon. Uten gnske om binding til en bestemt teori, dreier foreliggende opp-
finnelse seg hovedsakelig om det funn at forstyrrelse av mitotisk kinesinfunksjon
forarsaker misdannelse eller dysfunksjon av mitotiske spindler, hvilket ofte resulterer i
stans av cellesyklus og celledad. Forbindelsene kan hemme det mitotiske kinesin,
KSP. Forbindelsene kan videre inhibere det mitotiske kinesin, KSP, sa vel som
modulering av én eller flere av de humane mitotiske kinesinene som er valgt fra
gruppen bestaende av HSET (se US-patent 6.361.993); MCAK (se US-patent
6.331.424); CENP-E (se PCT-publikasjon WO 99/13061); Kif4 (se US-patent
6.440.684); MKLP1 (se US-patent 6.448.025); Kif15 (se US-patent 6.355.466); Kid
(se US-patent 6.387.644); Mpp1, CMKTrp, Kinl-3 (se US-patent 6.461.855); Kip3a (se
PCT publikasjon nr. WO 01/96593); Kip3d (se US-patent 6.492.151); og RabKeé.

Fremgangsmatene for inhibering av et humant KSP-kinesin omfatter
kontakting av en inhibitor ifelge oppfinnelsen med et kinesin, szerlig et humant
kinesin, fortrinnsvis humant KSP eller fragmenter og varianter derav. Inhiberingen
kan veere av ATP-hydrolyseaktiviteten av KSP-kinesinet og/eller aktiviteten av den
mitotiske spindeldannelse, slik at de mitotiske spindler forstyrres. Meiotiske spindler
kan ogsa forstyrres.

330433
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Et formal ved foreliggende oppfinnelse er a utvikle inhibitorer av mitotiske
kinesiner, saerlig KSP, og spesielt humant KSP, til behandlingen av forstyrrelser
assosiert med celleproliferasjon. Tradisjonelt har dramatiske forbedringer ved
behandlingen av cancer, én type av celluleer proliferativ forstyrrelse, veert assosiert
med identifisering av terapeutiske midler som virker giennom nye mekanismer.
Eksempler pa dette inkluderer ikke bare taxanklassen av midler, som synes a virke
pa mikrotubulusdannelse, men ogsa kampotecinklassen av topoisomerase |
inhibitorer. De her beskrevne forbindelsene og blandingene kan adskille seg i deres
selektivitet og benyttes fortrinnsvis til & behandle celluleere proliferasjonssykdommer,
inklusivt, men ikke begrenset til, cancer, hyperplasier, restenose, kardial hypertrofi,

immunforstyrrelser og inflammasjon.

Syntese av forbindelsene med Formel |

Forbindelsene med Formel | kan fremstilles ved a fglge de beskrevne frem-
gangsmater ved referanse til Reaksjonsskjemaene nedenfor eller ved a benytte
teknikker som er velkjente pa omradet. Se for eksempel Hirao et al., (1984)
Synthesis 1076-1078 og Coppola et al., (1981) Synthesis 523-526, som herved
inkorporeres ved referanse.

Om intet annet er angitt, betyr betegnelsene «lgsningsmiddel», «inert organisk
lesningsmiddel» eller «inert Iasningsmiddel» et lasningsmiddel som er inert under de
reaksjonsbetingelser som er beskrevet i sammenheng med disse [inklusivt for
eksempel benzen, toluen, acetonitril, tetrahydrofuran («THF»), dimetylformamid
(«DMF»), kloroform, metylenklorid (eller diklormetan), dietyleter, metanol, pyridin og
lignende]. Om intet annet er angitt er Iasningsmidlene benyttet i reaksjonene ifalge
foreliggende oppfinnelse inerte organiske I@sningsmidler.

Betegnelsen «q.s.» betyr tilsetning av en tilstrekkelig mengde til & oppna en
angitt funksjon, f.eks. for a bringe en Igsning til det enskede volum (dvs. 100%).

Generelt kan estere av karboksylsyrer fremstilles etter konvensjonelle
forestringsmetoder, for eksempel kan alkylestere fremstilles ved a behandle den
ngdvendige karboksylsyre med den passende alkanol generelt under sure
betingelser. Likeledes kan amider fremstilles ved a benytte konvensjonelle
amideringsmetoder, for eksempel kan amider fremstilles ved a behandle den
relevante karboksylsyre med det passende amin. Alternativt kan en lavere-alkylester,
sa som en metylester av syren, behandles med et amin for & gi det nedvendige amid,
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eventuelt i naervaer av trimetylaluminium, ved a felge fremgangsmaten beskrevet i
Tetrahedron Lett. 48, 4171-4173 (1977). Karboksylgrupper kan beskyttes som
alkylestere, for eksempel metylestere, estere som kan fremstilles og spaltes ved bruk
av konvensjonelle fremgangsmater, en hensiktsmessig metode for omdannelse av
karbometoksy til karboksyl er anvendelsen av vandig litiumhydroksyd.

De salter og solvater av forbindelsene som er angitt her kan fremstilles etter
konvensjonelle fremgangsmater. Dersom for eksempel en forbindelse ifalge opp-
finnelsen er en syre, kan et gnsket baseaddisjonssalt fremstilles ved behandling av
den frie syre med en uorganisk eller organisk base, sa som et amin (primeert,
sekundzert eller tertiaert); et alkalimetall- eller jordalkalimetallhydroksyd; eller
lignende. lllustrerende eksempler pa egnede salter er organiske salter aviedet fra
aminosyrer, sa som glycin og arginin; ammoniakk, primeere, sekundaere og tertizere
aminer, sa som etylendiamin og cykliske aminer, sa som cykloheksylamin, piperidin,
morfolin og piperazin; sa vel som uorganiske salter avledet av natrium, kalsium,
kalium, magnesium, mangan, jern, kobber, sink, aluminium og litium.

Dersom en forbindelse er en base, kan et gnsket syreaddisjonssalt fremstilles
etter en hvilken som helst egnet fremgangsmate kjent pa omradet, inklusivt
behandling av den frie base med en uorganisk syre, sa som saltsyre, hydrogen-
bromidsyre, svovelsyre, salpetersyre, fosforsyre og lignende, eller med en organisk
syre, sa som eddiksyre, maleinsyre, ravsyre, mandelsyre, fumarsyre, malonsyre, 2-
oksopropansyre, oksalsyre, glykolsyre, salicylsyre, pyranosidylsyre, sa som
glukuronsyre eller galakturonsyre, alfa-hydroksysyre, sa som sitronsyre eller vinsyre,
aminosyre, sa som asparaginsyre eller glutaminsyre, aromatisk syre, sa som
benzoesyre eller kanelsyre, sulfonsyre, sa som p-toluensulfonsyre, metansulfonsyre,
etansulfonsyre eller lignende.

Isolering og rensing av forbindelsene og mellomprodukter beskrevet her kan
foretas om gnskes, etter en hvilken som helst passende separasjons- eller
rensemetode, sa som for eksempel filtrering, ekstraksjon, krystallisasjon, kolonne-
kromatografi, tynnsjiktkromatografi, «tykksjiktkromatografi» eller en kombinasjon av
disse fremgangsmater. Spesifikke illustrasjoner av passende separasjons- og
isolasjonsmetoder fremgar av eksemplene nedenfor. Andre likeverdige separasjons-

eller isolasjonsmetoder kan imidlertid selvsagt ogsa benyttes.
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Kort beskrivelse av reaksjonsskjemaene

Reaksjonsskjema 1 illustrerer en syntese av forbindelser med formel 109, et
mellomprodukt ved syntesen av forbindelser med Formel I.

Reaksjonsskjema 2 illustrerer en syntese av forbindelser med Formel |, hvor
R12 er -N(R4)(COR3).

Reaksjonsskjema 4 illustrerer en syntese av forbindelser med Formel |, hvor
Rz er -OCHa.

Reaksjonsskjema 5 illustrerer en annen syntese av forbindelser med Formel |,
hvor R4, er -N(R4)(COR3).

Reaksjonsskjema 14 illustrerer en syntese av forbindelser med Formel 1407
som kan benyttes som et mellomprodukt ved syntesen av forbindelser med Formel I.

Reaksjonsskjema 15 illustrerer en syntese av forbindelser med Formel 1505

som kan benyttes som et mellomprodukt ved syntesen av forbindelser med Formel I.

Utgangsmaterialer

De eventuelt substituerte forbindelser med Formel 101 er kommersielt
tilgjengelige, f.eks. fra Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI. Andre reaktanter
er likeledes kommersielt tilgjengelige eller kan lett fremstilles av fagmannen ved a
benytte vanlig anvendt syntesemetodikk.

330433
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Fremstilling av forbindelser med Formel 10

Ifelge Reaksjonsskjema 1, Trinn 1, tilsettes i lgpet av ett minutt ca. én
ekvivalent etylklorformiat til en 0-5°C lgsning av en forbindelse med Formel 101
(fortrinnsvis hvor den aminobeskyttende gruppe, PG, er en Boc-gruppe) og en base,
sa som trietylamin i et upolart, aprotisk lgzsningsmiddel, sa som THF. Etter ca. 15
minutter tilsettes en blanding av et overskudd av dimetylhydroksylamin-hydroklorid
(fortrinnsvis ca. 1,2 ekvivalenter) og en base, sa som trietylamin i et upolart, aprotisk
lesningsmiddel, sa som THF, i lapet av 5 minutter. Produktet, en forbindelse med
Formel 103, isoleres og benyttes uten videre rensing.

Fremstilling av forbindelser med Formel 105

Ifelge Reaksjonsskjema 1, Trinn 2, fremstilles et Grignard-reagens ved a
blande en forbindelse med formel R{CH,Br (vanligvis ca. 3 ekvivalenter) og
magnesium-dreiespon i et upolart, aprotisk lesningsmiddel, sa som dietyleter. Etter
ca. 1,5 timer er i alminnelighet Grignardreaksjonen fullfert. En Igsning av en
forbindelse med Formel 103 i et upolart, aprotisk l@sningsmiddel, sa som eter,
tilsettes til Grignardreagenset. Temperaturen bgr overvakes og ma ikke overskride

~30°C. Produktet, en forbindelse med Formel 105, isoleres og renses.

330433
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Fremstilling av forbindelser med Formel 107

Ifalge Reaksjonsskjema 1, Trinn 3, tilsettes litium-bis(trimetylsilyl)amid (ca. 3,3
ekvivalenter) langsomt i lapet av ~3 minutter til en -78°C Igsning av en forbindelse
med Formel 105 i et upolart, aprotisk lasningsmiddel, sa som THF. Temperaturen i
reaksjonslgsningen ber overvakes og tilsetningen av base foretas med en hastighet
som er tilstrekkelig til & forhindre at temperaturen overskrider ca. -54°C. Etter at
tilsetningen er fullfert, holdes den resulterende Igsning ved -78°C i ca. 30 minutter. Et
syreklorid med Formel 106 (fortrinnsvis ufortynnet) tilsettes deretter. Reaksjons-
lzsningen holdes ved -78°C i ca. 30 minutter. Produktet isoleres og benyttes uten
videre rensing.

En blanding av ovennevnte raprodukt, en base sa som kaliumkarbonat og et
polart, aprotisk lasningsmiddel, sa som DMF, holdes ved ca. romtemperatur i
ca. 30 minutter. Produktet, en forbindelse med Formel 107, isoleres og renses.

Fremstilling av forbindelser med Formel 109

Ifalge Reaksjonsskjema 1, Trinn 4, kan beskyttelsesgruppen, PG, eventuelt
fiernes fra aminet. Fagmannen pa omradet vil innse at betingelsene for fierning av
beskyttelsesgruppen vil variere med forskjellige beskyttelsesgrupper. Slike
betingelser er velkjente pa omradet og finnes f.eks. i Greene et al, supra. Nar PG er
Boc, kan den fjernes ved behandling med en forbindelse med Formel 107 med en
blanding av vandig TFA (fortrinnsvis TFA:H20, 97,5:2,5) ved romtemperatur.
Produktet, en forbindelse med Formel 109, isoleres og renses.

Fremstilling av optisk aktive forbindelser

| forbindelser ifalge oppfinnelsen hvor Ry er forskjellig fra Rz, kan en spesiell
stereokonfigurasjon (sa som (R)-isomeren) veere a foretrekke i det stereogene senter
som R; og Ry er tilkoblet. Den optisk aktive forbindelse kan fremstilles etter velkjente
fremgangsmater. For eksempel lgses et amin med Formel 109 i et inert organisk
lesningsmiddel (sa som IPA) og oppvarmes til 60°C. | en separat beholder lgses et
spaltende middel (sa som dibenzoyl-D-vinsyre), fortrinnsvis i det samme varme
lesningsmiddel, og tilsettes raskt (under omraring) til den varme aminlgsningen.
Reaksjonsblandingen far sta for a krystallisere ved avkjgling til romtemperatur i 16



10

15

330433

12

timer under kontinuerlig omrering. Den gnskede isomer, f.eks. (R)-isomeren av en
forbindelse med Formel 109, isoleres og renses.

For korthets skyld er det i den gjenstaende beskrivelse av syntesen av
forbindelser med Formel |, underforstatt at enten en enkeltisomer eller en blanding av

isomerer kan benyttes for a gi det tilsvarende produki.

Reaksjonsskjema 2

Fremstilling av Formel 203

Ifelge Reaksjonsskjema 2, Trinn 1, tilsettes en Igsning av en forbindelse med
Formel 109, suksessivt et svakt overskudd (fortrinnsvis ca. 1,2 ekvivalenter) av et
aldehyd omfattende R4 (dvs. en forbindelse som har formelen R4CHO, hvor R¢CHo-
er likeverdig med R4, og R4 er som ovenfor beskrevet eller er en beskyttet forlaper til
en slik substituent, f.eks. (3-oksopropyl)-karbaminsyre-tert-butylester) og et
reduksjonsmiddel, sa som natriumtriacetoksydborhydrid. Den resulterende blanding
omrgres i flere timer. Produktet, en forbindelse med Formel 203, isoleres og renses.
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Fremstilling av Formel 205
Ifalge Reaksjonsskjema 2, Trinn 2, tilsettes en Igsning av en forbindelse med
Formel 203 og en aminbase, sa som diisopropyletylamin i et upolart, aprotisk
5 lesningsmiddel sa som diklormetan, et Rs-acylklorid (sa som CI-C(O)-R3, hvor Rz er
som ovenfor beskrevet). Den resulterende lgsning omrgres under nitrogen ved rom-
temperatur i flere timer. Produktet, en forbindelse med Formel 205, isoleres og

renses.

10  Fremstilling av Formel 207
Eventuelt fiernes deretter enhver beskyttelsesgruppe pa forbindelser med
Formel 205. Omfatter for eksempel R, et beskyttet amin hvor den beskyttende
gruppe er en Boc-gruppe, kan Boc-gruppen fiernes ved behandling av forbindelsen
med Formel 205 med en syre, sa som trifluoreddiksyre i et upolart, aprotisk l@snings-
15 middel, som f.eks. diklormetan, mens reaksjonen opprettholdes ved ca. rom-
temperatur. Reaksjonen overvakes, f.eks. ved TLC. Etter fullfart omsetning isoleres

og renses produktet, en forbindelse med Formel 207.

Reaksjonsskjema 4

Rs O e
Fg . ‘R '
Rs' _—
FRE CHO
Rg - Rqz

Ifolge Reaksjonsskjema 4, lgses en forbindelse med Formel 401 i 0,5M

20

natriummetoksyd i metanol og oppvarmes til ca. 70°C. Temperaturen holdes ved
25 ca. 70°C i ca. 12 timer, og senkes deretter til romtemperatur. Produktet, en for-

bindelse med Formel 403, isoleres og renses.

30



330433

14
Reaksjonsskjema 5
s
R
Ry
501
Trinn 2 Rs ©
503 Re R
R “ou

Trinn 5

S

Trinn 6
5

E1 k)

Fremstilling av forbindelser med Formel 503
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Ifelge Reaksjonsskjema 5, Trinn 1, tilsettes en Igsning av en forbindelse med
Formel 501 og en base sa som trietylamin i et upolart, aprotisk lasningsmiddel sa
som CH,Cl, ved romtemperatur, ca. én ekvivalent av et syreklorid med formel
CI-(CO)-CHzR1 i lzpet av ca. 5 minutter. Etter ca. 30 minutter isoleres produktet, en
forbindelse med Formel 503, som benyttes uten videre rensing.

Fremstilling av forbindelser med Formel 505

Ifelge Reaksjonsskjema 5, Trinn 2, tilsettes AICI; (ca. 1,3 ekvivalenter) lang-
somt i lapet av ca. 15 minutter til en forbindelse med Formel 503 ved ca. 140°C. Etter
oppheart gassutvikling avkjsles reaksjonsblandingen til romtemperatur. Produktet, en

forbindelse med Formel 505, isoleres og renses.

Fremstilling av forbindelser med Formel 507

Ifelge Reaksjonsskjema 5, Trinn 3, holdes en forbindelse med Formel 505 og
en aminosyre med Formel 506 (fortrinnsvis ca. 1,1 ekvivalenter) hvor amingruppen er
blitt passende beskyttet med en beskyttelsesgruppe PG (fortrinnsvis en Boc-gruppe),
et koblingsreagens sa som HBTU (fortrinnsvis ca. 1,2 ekvivalenter), en base sa som
TEA og et upolart, aprotisk lasningsmiddel sa som CH,Cl,, ved romtemperaturi ca. 5

timer. Produktet, en forbindelse med Formel 507, isoleres og renses.

Fremstilling av forbindelser med Formel 509

Ifolge Reaksjonsskjema 5, Trinn 4, oppvarmes en blanding av ester med
Formel 507 og en base sa som kaliumkarbonat i et polart, aprotisk lasningsmiddel sa
som DMF, til ca. 140°C. Etter ca. 30 minutter isoleres og renses produktet, en

forbindelse med Formel 509.

Fremstilling av forbindelser med Formel 511

Ifelge Reaksjonsskjema 5, Trinn 5, fiernes deretter den aminbeskyttende
gruppe PG. Nar PG er Boc, kan dette skje ved behandling av en forbindelse med
Formel 509 med vandig syre (fortrinnsvis 97,5:2,5 TFA:H,0) ved romtemperatur i
ca. én time. Det frie amin isoleres og benyttes uten videre rensing.

Det resulterende produkt, et aldehyd omfattende Ry (dvs. en forbindelse som
har formelen R4yCHO, hvor R4¢CH,- er likeverdig med R4, 0g R4 er som ovenfor
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beskrevet eller er en beskyttet forlgper til en slik substituent, f.eks. (3-oksopropyl)-
karbaminsyre-tert-butylester; fortrinnsvis ca. 1,45 ekvivalenter); et reduksjonsmiddel
sa som Na(OAc)s;BH; og et upolart, aprotisk lzsningsmiddel sa som CH,CI; holdes
ved romtemperatur i ca. 3 timer. Produktet, en forbindelse med Formel 511, isoleres

5 0g renses.

Fremstilling av forbindelser med Formel 513
Ifolge Reaksjonsskjema 5, Trinn 6, tilsettes en Igsning av en forbindelse med
Formel 511, en base sa som diisopropyletylamin og et upolart, aprotisk l@snings-
10  middel s& som CH.CI, ved romtemperatur, et syreklorid med formel R3COCI (for-
trinnsvis ca. 2 ekvivalenter). Etter ca. 2,5 timer isoleres og renses produktet, en

forbindelse med Formel 513.

Reaksjonsskjema 14

Trinn 3

15
Fremstilling av forbindelser med Formel 1403
20 Ifalge Reaksjonsskjema 14, Trinn 1, avkjeles et upolart, aprotisk l@snings-

middel s som THF, og et overskudd av en Igsning av et eventuelt substituert vinyl-
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magnesiumbromid i et upolart, aprotisk l@sningsmiddel (og mer foretrukket, ca. tre
ekvivalenter av en 1,0M Igsning av et eventuelt substituert vinylmagnesiumbromid i
THF), til -78°C under omraring under nitrogenatmosfaere. Blandingen behandles
drapevis med en lgsning av en forbindelse med Formel 1401 i et upolart, aprotisk
lasningsmiddel, s som THF, i lgpet av ca. 30 minutter. Etter omrgring av blandingen
i 30 minutter ved -78°C, fiernes kjglebadet og reaksjonsblandingen oppvarmes
langsomt til romtemperatur over natten (ca. 15 timer). Produktet, en forbindelse med
Formel 1403, isoleres og renses.

Fremstilling av forbindelser med Formel 1405

Ifalge Reaksjonsskjema 14, Trinn 2, tilsettes en I@sning av en forbindelse med
Formel 1403 i et vannfritt, upolart, aprotisk lasningsmiddel, sa4 som acetonitril under
inert atmosfaere, sa som argon, ca. én ekvivalent av en forbindelse med
Formel R¢-X, hvor Ry er eventuelt substituert vinyl, eventuelt substituert aryl eller
eventuelt substituert heteroaryl og X er |, Br eller -OTf, og en base sa som trietyl-
amin, etterfulgt av palladium(ll)acetat (fortrinnsvis ca. 0,025 ekvivalenter). Den
resulterende lasning oppvarmes til ca. 80°C. Etter ca. 15 timer far reaksjons-
blandingen avkjgles til romtemperatur. Produktet, en forbindelse med Formel 1405,

isoleres og renses umiddelbart.

Fremstilling av forbindelser med Formel 1407

Til en Igsning av en forbindelse med Formel 1405 i et upolart, aprotisk
lesningsmiddel, sa som etylacetat under nitrogen, tilsettes 10 vekt% palladium pa
kull. Nitrogenet erstattes med en hydrogenballong og kolben spyles. Etter 3 timer
spyles reaksjonskolben med nitrogen og filtreres gjennom et lag Celite (rensing med
et lasningsmiddel sa som etylacetat). Produktet, en forbindelse med Formel 1407,

isoleres og renses.
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Fremstilling av forbindelser med Formel 1503

Ifalge Reaksjonsskjema 15, Trinn 1, tilsettes ca. én ekvivalent karbonyl-
diimidazol langsomt til en romtemperert lasning av en forbindelse med Formel 1501
(fortrinnsvis hvor den aminobeskyttende gruppe PG er Boc) i et upolart, aprotisk
lesningsmiddel sa som THF. Etter ca. én time isoleres produktet, en forbindelse med
Formel 1503, som benyttes uten videre rensing.

Fremstilling av forbindelser med Formel 1505

Ifolge Reaksjonsskjema 15, Trinn 2, fremstilles et Grignardreagens fra en
forbindelse med Formel R{CH,Br og magnesium-dreiespon i et upolart, aprotisk
lesningsmiddel sa som THF. En lgsning av en forbindelse med Formel 1503 i et
upolart, aprotisk lasningsmiddel sa som THF, avkjeles til ca. 0-5°C. L@sningen av
Grignardreagenset tilsettes deretter med en spreyte til 0-5°C lgsningen av for-
bindelsen med Formel 1503. Temperaturen overvakes ved innvendig termometer og
far ikke overskride ca. 15°C. Reaksjonsblandingen holdes ved ca. 0-5°C i ca. én

time. Produktet, en forbindelse med Formel 1505, isoleres og renses.

Foretrukne fremgangsmater og avsluttende trinn
En forbindelse med Formel | bringes eventuelt i kontakt med en farmaseytisk
akseptabel syre eller base for a danne det tilsvarende syre- eller baseaddisjonssalt.
Et farmasgytisk akseptabelt syreaddisjonssalt av en forbindelse med Formel |
bringes eventuelt i kontakt med en base for & danne den tilsvarende frie base av
Formel |. Et farmasg@ytisk akseptabelt baseaddisjonssalt av en forbindelse med
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Formel | bringes eventuelt i kontakt med en syre for & danne den tilsvarende frie syre

med Formel |.

Foretrukne saltformer

Foretrukne forbindelser vil i alminnelighet vaere i stand til @ danne syre-
addisjonssalter (dvs. vil omfatte et sete som reagerer med en farmasgytisk
akseptabel syre for & danne et syreaddisjonssalt). Foreliggende oppfinnelse
inkluderer farmasegytisk akseptable syreaddisjonssalter av forbindelsene med
Formel |. Syreaddisjonssalter ifalge foreliggende oppfinnelse fremstilles etter
standard fremgangsmater i et passende lgsningsmiddel fra opphavsforbindelsen og
et overskudd av en syre, sa som saltsyre, hydrogenbromidsyre, svovelsyre,
fosforsyre, eddiksyre, maleinsyre, ravsyre eller metansulfonsyre. Foretrukne salt-
former er saltsyre-, fosforsyre- og oksalsyresalter, hvorav saltsyre-saltformen spesielt
foretrekkes.

Saltene og/eller solvatene av forbindelsene med Formel (1) som ikke er
farmasgytisk akseptable, kan veere nyttige som mellomprodukter ved fremstillingen
av farmasgytisk akseptable salter og/eller solvater av forbindelser med Formel (l)
eller forbindelsene med Formel (I) som sadanne, og utgjer saledes et annet aspekt
ved foreliggende oppfinnelse.

Anvendelighet, testing og administrasjon

Generell anvendelighet

Etter at forbindelsene ifalge oppfinnelsen er fremstilt, kan de benyttes for en
rekke anvendelser som involverer endring av mitose. Som fagmannen vil innse kan
mitosen endres pa en rekke mater; man kan pavirke mitose enten ved a oke eller
minske aktiviteten av en komponent i mitoseveien, uttrykt annerledes, kan mitose
pavirkes (f.eks. forstyrres) ved a forstyrre likevekten, enten ved inhibering eller
aktivering av visse komponenter. Lignende tilneerminger kan benyttes for a endre
meiose.

| en foretrukket utfgrelsesform benyttes forbindelsene ifalge oppfinnelsen til &
inhibere dannelsen av den mitotiske spindel, hvilket bevirker forlenget cellesyklus-
stans i mitose. Ved «inhibere» menes i denne sammenheng minske eller forstyrre
den mitotiske spindeldannelse eller forarsake mitosespindel-dysfunksjon. Ved
«mitotisk spindeldannelse» menes her organisering av mikrotubuli til bipolare
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strukturer av mitotiske kinesiner. Ved «mitosespindel-dysfunksjon» menes her
mitosestans og monopolar spindeldannelse.

Forbindelsene ifglge oppfinnelsen er egnet til & binde til og/eller inhibere
aktiviteten av et mitotisk kinesin, KSP. | en foretrukket utferelsesform er KSP
humant KSP, selv om forbindelsene kan benyttes til & binde til eller inhibere
aktiviteten av KSP-kinesiner fra andre organismer. | denne sammenheng betyr
«inhibere» enten a gke eller minske spindelpol-separasjon, forarsake misdannelse,
dvs. forvridning av mitotiske spindelpoler, eller pa annen mate bevirke morfologisk
forstyrrelse av den mitotiske spindel. Inkludert i definisjonen av KSP er i denne
sammenheng varianter og/eller fragmenter av KSP. Se US-patent 6.437.115, som
herved med hele sitt innhold inkorporeres ved referanse. Forbindelsene ifglge opp-
finnelsen har vist seg a ha spesifisitet for KSP. Foreliggende oppfinnelse inkluderer
imidlertid anvendelsen av forbindelsene til binding til eller modulering av andre
mitotiske kinesiner.

Forbindelsene ifalge oppfinnelsen benyttes til behandling av celluleere
proliferasjonssykdommer. Slike sykdomstilstander som kan behandles med for-
bindelsene, blandingene, og fremgangsmater som her angitt, men er ikke begrenset
til, cancer (diskutert videre nedenfor), autoimmunsykdom, artritt,
transplantatforkastelse, inflammatory bowel disease, celluleer proliferasjon indusert
etter medisinske inngrep, inklusivt, men ikke begrenset til, kirurgi, angioplastikk og
lignende. Behandling inkluderer inhibering av celluleer proliferasjon. | enkelte tilfeller
behaver ikke cellene veere i en unormal tilstand, men fremdeles fordre behandling. |
én utferelsesform inkluderer oppfinnelsen saledes anvendelser pa celler eller
individer angrepet av eller som kan veere utsatt for en hvilken som helst av disse
lidelser eller tilstander.

Forbindelsene, blandingene og de her angitte fremgangsmater ansees som
seerlig egnet til behandlingen av cancer, inklusivt solide tumorer, sa som hud-, bryst-,
hjerne-, cervix-karsinomer, testikkelkarsinomer, etc. Naermere bestemt omfatter de
cancere som kan behandles med forbindelsene, blandingene og fremgangsmatene
ifelge oppfinnelsen: hjerte: sarkom (angiosarkom, fibrosarkom, rabdomyosarkom,
liposarkom), myxom, rabdomyom, fibrom, lipom og teratom; lunge: bronkogent
karsinom (skvamegscelle, udifferensiert smacellet, udifferensiert storcellet, adeno-
karsinom), alveoleert (bronkioleert) karsinom, bronkialt adenom, sarkom, lymfom,
kondromatgst hamartom, mesoteliom; mage/tarm: gsofagus (skvamest celle-

330433
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karsinom, adenokarsinom, leiomyosarkom, lymfom), mavesekk (karsinom, lymfom,
leiomyosarkom), pankreas (duktalt adenokarsinom, insulinom, glukagonom,
gastrinom, karsinoide tumorer, vipom), tynntarm (adenokarsinom, lymfom, karsinoide
tumorer, Karposis sarkom, leiomyom, hemangiom, lipom, neurofibrom, fibrom),
tykktarm (adenokarsinom, tubulzert adenom, villast adenom, hamartom, leiomyom);
urogenitaltrakt: nyre (adenokarsinom, Wilm’s tumor (nefroblastom), lymfom, leukemi),
bleere og urethra (skvamegst cellekarsinom, transisjonelt cellekarsinom,
adenokarsinom), prostata (adenokarsinom, sarkom), testikkel (seminom, teratom,
embryonalt karsinom, teratokarsinom, koriokarsinom, sarkom, interstitielt celle-
karsinom, fibrom, fibroadenom, adenomatoide tumorer, lipom); lever: hepatom
(hepatocelluleert karsinom), kolangiokarsinom, hepatoblastom, angiosarkom,
hepatocellulaert adenom, hemangiom; ben: osteogent sarkom (osteosarkom),
fibrosarkom, malignt fibrast histiocytom, kondrosarkom, Ewing’s sarkom, malignt
lymfom (retikulum-cellesarkom), multippelt myelom, malign kjiempecelletumor,
kordom, osteokronfrom (osteokartilaginsere eksostoser), beningt kondrom,
kondroblastom, kondromyxofibrom, osteoid osteom og kjempecelletumorer;
nervesystem: skalle (osteom, hemangiom, granulom, xantom, osteitis deformans),
meninger (mengiom, meningosarkom, gliomatose), hjerne (astrocytom, medullo-
blastom, gliom, ependymom, germinom (pinealom), glioblastoma multiforme,
oligodendrogliom, schwannom, retinoblastom, kongenitale tumorer), ryggmargs-
neurofibrom, meningiom, gliom, sarkom); gynekologiske: uterus, endometrielt
karsinom), cervix, cervikalt karsinom, pre-tumor cervikal dysplasi), ovarier (ovarial-
karsinom (sergst cystadenokarsinom, mucingst cystadenokarsinom, uklassifisert
karsinom), granulosa-theca celletumorer, Sertoli-Leydig celletumorer, dysgerminom,
malignt teratom), vulva (skvamg@st cellekarsinom, intraepitelialt karsinom, adeno-
karsinom, fibrosarkom, melanom), vagina (klarcellekarsinom, skvamast celle-
karsinom, botryoid sarkom (embryonalt rabdomyosarkom), eggledere (karsinom);
hematologisk: blod (myeloid leukemi (akutt og kronisk), akutt lymfoblastisk leukemi,
kronisk lymfocytisk leukemi, myeloproliferative sykdommer, multippelt myelom,
myelodysplastisk syndrom), Hodgkins sykdom, nonHodgkins lymfom og malignt
lymfom); hud: malignt melanom, basalcellekarsinom, skvamegst cellekarsinom,
Karposis sarkom, moles dysplastic naevus, lipom, angiom, dermatofibrom, keloider,
psoriasis; og binyrer: neuroblastom. Betegnelsen «kankrags celle» inkluderer saledes
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i denne sammenheng en celle angrepet av hvilken som helst av ovennevnte

tilstander.

Testing

For bestemmelse av KSP-modulerende aktivitet bindes i alminnelighet enten
KSP eller en forbindelse i henhold til oppfinnelsen, ikke diffunderbart til en ulgselig
beerer som har isolerte preavemottagende omrader (f.eks. en mikrotiterplate, en
matrise, etc.). Den ulgselige baerer kan vaere fremstilt av en hvilken som helst
sammensetning som preven kan bindes til og som forgvrig er forlikelig med
screeningmetoden. Overflaten av slike baerere kan veere faste eller porgse og av en
hvilken som helst hensikismessig form. Eksempler pa egnede ulgselige baerere er
mikrotiterplater, matriser, membraner og kuler. Disse er i alminnelighet fremstilt av
glass, plast (f.eks. polystyren), polysakkarider, nylon eller nitrocellulose, Teflon™, etc.
Mikrotiterplater og matriser er spesielt hensiktsmessige siden det kan foretas et stort
antall tester samtidig ved a benytte sma mengder reagenser og pregver. Den
bestemte bindingsmate av praven er ikke avgjerende sa lenge den er forenelig med
reagensene og metodene ifalge oppfinnelsen, opprettholder aktiviteten av prgven og
ikke er diffunderbar. Foretrukne bindingsmetoder omfatter anvendelsen av antibiotika
(som ikke sterisk blokkerer verken ligandbindingssetet eller aktiveringssekvensen nar
proteinet er bundet til baereren), direkte binding til «klebende» eller ioniske beerere,
kiemisk kryssbinding, syntesen av proteinet eller midlet pa overflaten, etc. Etter
binding av praven fjernes overskudd av ubundet materiale ved vasking. Det prave-
mottagende omrade kan deretter blokkeres gjennom inkubering med bovint serum-
albumin (BSA), kasein eller annet uskadelig protein eller andre deler.

Forbindelsene ifalge oppfinnelsen kan benyttes som sadanne for a inhibere
aktiviteten av et mitotisk kinesin, saerlig KSP. | én utfarelsesform kombineres en
forbindelse ifalge oppfinnelsen med KSP og aktiviteten av KSP bestemmes. Kinesin-
(inklusivt KSP-) aktivitet er kjent pa omradet og inkluderer én eller flere kinesin-
virkninger. Kinesin-virkninger inkluderer evnen til & pavirke ATP-hydrolyse;
mikrotubulus-binding; gliding og polymerisasjon/depolymerisasjon (effekter pa
mikrotubulus-dynamikk); binding til andre spindelproteiner; binding til proteiner
involvert i cellesykluskontroll; tieneste som et substrat for andre enzymer, sa som
kinaser eller proteaser; og spesifikke cellulaere kinesin-virkninger, sa som spindelpol-
separasjon.
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Fremgangsmater for gjennomfaring av motilitetstester er velkjent for fag-
mannen (se f.eks. Hall, et al., (1996). Biophys. J., 71:3467-3476, Turner, et al., 1996,
Anal. Biochem., 242(1):20-5; Gittes, et al., 1996, Biophys. J. 70(1):418-29;
Shirakawa, et al., 1995, J. Exp. Biol. 198:1809-15; Winkelmann, et al., 1995,
Biophys. J., 68:2444-53; Winkelmann, et al., 1995, Biophys. J., 68:72S).

Metoder som er kjent pa omradet for bestemmelse av ATPase-hydrolyse-
aktivitet kan ogsa benyttes. Fortrinnsvis benyttes lgsningsbaserte tester. US-patent
6.410.254, som herved med hele sitt innhold inkorporeres ved referanse, beskriver
slike tester. Alternativt kan konvensjonelle metoder benyttes. For eksempel kan P;-
frigjering fra kinesin kvantifiseres. | én foretrukket utferelsesform gjer ATPase-
hydrolyseaktiviteten bruk av 0,3M PCA (perklorsyre) og malakittgrent-reagens
(8,27 mM natrium-molybdat Il, 0,33 mM malakittgrent-oksalat, og 0,8 mM
Triton X-100). For a foreta testen brakjeles 10 puL av reaksjonsblandingen i 90 pL
kald 0,3M PCA. Fosfatstandarder benyttes slik at dataene kan omdannes til mM
frigitt uorganisk fosfat. Nar alle reaksjoner og standarder er brakjelt i PCA, tilsettes
100 uL malakittgrent-reagens til de relevante brgnner i f.eks. en mikrotiterplate.
Blandingen far utvikles i 10-15 minutter, hvorpa platen avieses ved en absorbans pa
650 nm. Dersom fosfatstandarder ble benyttet, kan absorbans-avlesninger
omdannes til mM P; og innplottes over tid. Dessuten omfatter de ATPase-tester som
er kjent pa omradet luciferasetesten.

ATPase-aktivitet av motoriske kinesindomener kan ogsa benyttes til a over-
vake virkningene av midler og er velkjent for fagmannen. | én utferelsesform foretas
ATPase-bestemmelser av kinesin i fraveer av mikrotubuli. | en annen utferelsesform
foretas ATPase-bestemmelsen i naerveer av mikrotubuli. Forskjellige typer midler kan
pavises i ovennevnte tester. | en foretrukket utferelsesform er effekten av et middel
uavhengig av konsentrasjonen av mikrotubuli og ATP. | en annen utfgrelsesform kan
effekten av midlene pa kinesin ATPase minskes ved a gke konsentrasjonen av ATP,
mikrotubuli eller begge deler. | nok en annen utfgrelsesform gkes effekten av midlet
ved a gke konsentrasjonen av ATP, mikrotubuli eller begge deler.

Forbindelser som inhiberer den biokjemiske aktivitet av KSP in vitro, kan
deretter underkastes screening in vivo. In vivo screeningmetoder inkluderer tester av
cellesyklusfordeling, cellelevedyktighet eller naervaeret, morfologien, aktiviteten,
fordelingen eller antallet av mitotiske spindler. Metoder for overvakning av celle-
syklusfordeling av en cellepopulasjon, for eksempel ved stremningscytometri, er
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velkjent for fagmannen i likhet med metoder for bestemmelser av cellelevedyktighet.
Se for eksempel US-patent 6.437.115, som herved med hele sitt innhold inkorporeres
ved referanse. Mikroskoperingsmetoder for overvakning av spindeldannelse og
misdannelse er velkjent for fagmannen (se f.eks. Whitehead & Rattner (1998), J. Cell
Sci. 111:2551-61; Galgio et al., (1996), J. Cell Biol., 135:399-414), som herved med
hele sitt innhold inkorporeres ved referanse.

Forbindelsene ifglge oppfinnelsen inhiberer KSP-kinesinet. Et mal pa
inhibering er ICso, definert som den konsentrasjon av forbindelsen hvor aktiviteten av
KSP er nedsatt med 50% i forhold til en kontroll. Foretrukne forbindelser har ICso-
verdier pa mindre enn ca. 1 mM, og foretrukne utfgrelsesformer har ICso-verdier pa
mindre enn ca. 100 uM, mer foretrukne utfgrelsesformer har ICso-verdier pa mindre
enn ca. 10 uM, saerlig foretrukne utferelsesformer har ICso-verdier pa mindre enn ca.
1 uM og spesielt foretrukne utfgrelsesformer har ICso-verdier pa mindre enn
ca. 100 nM og de mest foretrukne utferelsesformer har ICsq-verdier pa mindre enn
ca. 10 nM. Maling av ICs foretas ved a benytte en ATPase-test slik som her
beskrevet.

Et annet mal for inhibering er K;. For forbindelser med ICs, pa mindre enn
1 uM er K; eller K4 definert som dissosiasjonshastighetskonstanten for interaksjonen
mellom de her beskrevne forbindelser og KSP. Foretrukne forbindelser har Ki-verdier
pa mindre enn ca. 100 uM, og foretrukne utfarelsesformer har Ki-verdier pa mindre
enn ca. 10 uM og seerlig foretrukne utfaerelsesformer har Ki-verdier pa mindre enn
ca. 1 uM og spesielt foretrukne utferelsesformer har Ki-verdier pa mindre enn ca.
100 nM og de mest foretrukne utfarelsesformer har Ki-verdier pa mindre enn
ca. 10 nM.

Ki-verdien for en forbindelse bestemmes fra ICso-verdien basert pa tre
antagelser og Michaelis-Menten-ligningen. For det farste binder bare ett molekyl av
forbindelsen til enzymet og det er intet samvirke. For det andre er konsentrasjonen
av aktivt enzym og forbindelsen som testes kjent (dvs. det finnes ingen vesentlige
mengder forurensninger eller inaktive former i preparatene). For det tredje er den
enzymatiske hastighet av enzym-inhibitorkomplekset null. Hastighets- (dvs. for-
bindelseskonsentrasjons-) data tilpasses ligningen:
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(Ey + Ip + Kd)- (B + Ip + Ka P-4 Byl
2E,

V= vmﬂEﬂ I-

hvor V er den observerte hastighet, Vax er hastigheten av det frie enzym, |y er
inhibitorkonsentrasjon, Eq; er enzymkonsentrasjon og Ky er dissosiasjonskonstanten
av enzym-inhibitorkomplekset.

Et annet mal pa inhibering er Glso, definert som den konsentrasjon av den
forbindelse som resulterer i en minsket celleveksthastighet pa 50%. Foretrukne
forbindelser har Glsp-verdier pa mindre enn ca. 1 mM, de som har en Glso pa mindre
enn ca. 20 uM er mer foretrukket; de som har en Glso pa mindre enn ca. 10 uM enda
mer; de som har en Glso pa mindre enn ca. 1 uM enda mer, de som har en Glso pa
mindre enn ca. 100 nM enda mer og de som har en Glso pa mindre enn ca. 10 nM
enda mer. Maling av Gls, foretas ved a benytte en celleproliferasjonstest slik som her
beskrevet. Forbindelser av denne klasse ble funnet a inhibere celleproliferasjon.

In vitro styrken av sma molekylinhibitorer bestemmes for eksempel ved a male
humane ovariecancerceller (SKOV3) med henblikk pa levedyktighet etter en 72
timers eksponering for en 9 punkts fortynningsrekke av forbindelse. Celleleve-
dyktighet bestemmes ved a male absorbansen av formazon, et produkt som dannes
ved bioreduksjonen av MTS/PMS, et kommersielt tilgjengelig reagens. Hvert punkt
pa dose-responskurven beregnes som prosentandel av ubehandlede kontrollceller
ved 72 timer minus bakgrunnsabsorpsjon (fullstendig celledad).

Anti-proliferative forbindelser som med hell har veert benyttet i klinikken for
behandling av cancer (cancer-kjemoterapeutika) har Glsg-verdier som varierer
betydelig. | A649-celler er for eksempel paklitaxel Glso-verdien 4 nM, doksorubicin er
63 nM, 5-fluoruracil er 1 uM og hydroksyurea er 500 uM (data fra National Cancer
Institute, Developmental Therapeutic Program, http://dtp.nci.nih.gov/). Forbindelser
som inhiberer celluleer proliferasjon uansett konsentrasjon, som oppviser inhibering,
kan derfor veere anvendelige.

For a benytte forbindelsene ifalge oppfinnelsen i en fremgangsmate for
screening med henblikk pa forbindelser som binder til KSP-kinesin, bindes KSP til en
baerer, og en forbindelse ifalge oppfinnelsen tilsettes. Alternativt bindes forbindelsen
ifelge oppfinnelsen til beereren, hvorpa KSP tilsettes. Klasser av forbindelser hvor
iblant det kan sgkes etter nye bindingsmidler, omfatter spesifikke antistoffer, ikke
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naturlige bindingsmidler, identifisert ved screeninger av kjemiske bibliotek, peptid-
analoger, etc. Av seerlig interesse er screeningtester med henblikk pa middel-
kandidater som har lav toksisitet for humanceller. Et stort utvalg av tester kan
benyttes for dette formal, inklusivt merkede in vitro protein-protein-bindingstester,
tester pa elektroforetisk mobilitet, immunoassays for proteinbinding, funksjonelle
tester (fosforyleringstester, etc.) og lignende.

Bestemmelsen av bindingen av forbindelsen ifglge oppfinnelsen til KSP kan
foretas pa en rekke mater. | en foretrukket utfgrelsesform merkes forbindelsen, for
eksempel med en fluorescerende eller radioaktiv del og bindingen bestemmes
direkte. Dette kan for eksempel foretas ved a feste hele eller en del av KSP til en fast
beerer, tilsette en merket testforbindelse (for eksempel en forbindelse ifglge opp-
finnelsen, hvor minst ett atom er erstattet med en pavisbar isotop), fijerning av
reagensoverskudd ved vasking og bestemmelse av om mengden av merkingen er
den som forekommer pa den faste beaerer.

Med «merket» menes her at forbindelsen enten direkte eller indirekte er
merket med en merking som gir et pavisbart signal, f.eks. radioisotop, fluorescerende
merking, enzym, antistoffer, partikler, som f.eks. magnetiske partikler,
kjemiluminescensmerking eller spesifikke bindingsmolekyler, etc. Spesifikke
bindingsmolekyler inkluderer par, sa som biotin og streptavidin, digoksin og anti-
digoksin, etc. For de spesifikke bindingselementene vil det komplementaere element
normalt bli merket med et molekyl som sarger for deteksjon, i henhold til kjente
fremgangsmater, som skissert ovenfor. Merkingen kan direkte eller indirekte gi et
pavisbart signal.

| enkelte utfgrelsesformer merkes kun én av komponentene. For eksempel
kan kinesinproteinene merkes i tyrosinposisjonene ved a benytte '?°l eller med
fluoroforer. Alternativt kan mer enn en én komponent merkes med ulike merkinger;
ved for eksempel & benytte '?I for proteinene og en fluorofor for de antimitotiske
midlene.

Forbindelsene ifelge oppfinnelsen kan ogsa benyttes som konkurrenter ved
screening med henblikk pa ytterligere medikamentkandidater. «Middelkandidat» eller
«medikamentkandidat» eller grammatisk likeverdige begreper beskriver her et hvilket
som helst molekyl, f.eks.protein, oligopeptid, lite organisk molekyl, polysakkarid,
polynukleotid, etc., som skal testes for bioaktivitet. De kan vaere direkte eller indirekte
i stand til 8 endre den celluleere proliferasjons-fenotype eller ekspresjonen av en



10

15

20

25

30

330433

27

celluleer proliferasjonssekvens, inklusivt bade nukleinsyresekvenser og protein-
sekvenser. | andre tilfeller er endring av cellulzer proliferasjonsproteinbinding og/eller
aktivitet gjenstand for screening. Screeninger av denne type kan foretas i eller uten
nzaervaer av mikrotubuli. | de tilfeller hvor proteinbinding eller aktivitet er gjenstand for
screening, utelukker foretrukne utfgrelsesformer molekyler som allerede er kjent for a
binde til vedkommende protein, for eksempel polymerstrukturer sa som mikrotubuli,
og energikilder sa som ATP. Middelkandidater kan omfatte adskillige kjemiske
klasser, men er i alminnelighet organiske molekyler, fortrinnsvis sma organiske
forbindelser som har en molekylvekt pa mer enn 100 og mindre enn ca. 2500 dalton.
Middelkandidater omfatter funksjonelle grupper som er ngdvendige for strukturell
interaksjon med proteiner, saerlig hydrogenbinding og lipofilbinding, og inkluderer i
alminnelighet minst én amin-, karbonyl-, hydroksyl-, eter- eller karboksylgruppe,
fortrinnsvis minst to av de funksjonelle kjemiske gruppene. Middelkandidatene
omfatter ofte sykliske karbon- eller heterosykliske strukturer og/eller aromatiske eller
polyaromatiske strukturer substituert med én eller flere av ovennevnte funksjonelle
grupper. Middelkandidater finnes ogsa blant biomolekyler, inklusivt peptider,
sakkarider, fettsyrer, steroider, puriner, pyrimidiner, derivater, strukturanaloger eller
kombinasjoner herav.

Middelkandidater oppnas fra et stort utvalg av kilder, inklusivt bibliotek av
syntetiske eller naturlige forbindelser. For eksempel er det tilgjengelig en rekke mater
for tilfeldig og rettet syntese av et stort utvalg organiske forbindelser og biomolekyler,
inklusivt ekspresjon av randomiserte oligonukleotider. Alternativt er det tilgjengelig
bibliotek av naturlige forbindelser i form av bakterie-, sopp-, plante- og dyre-
ekstrakter, eller kan disse lett produseres. Dessuten modifiseres naturlige eller
syntetisk produserte bibliotek og forbindelser lett pa konvensjonell kjemisk, fysikalsk
og biokjemisk mate. Kjente farmakologiske midler kan veere gjenstand for rettet eller
randomisert kjemisk modifikasjon, s som acylering, alkylering, forestring og/eller
amidering for a frembringe strukturanaloger.

Kompetitive screeningtester kan foretas ved a kombinere KSP og en
medikamentkandidat i en f@rste prgve. En andre preve omfatter en forbindelse ifelge
foreliggende oppfinnelse, KSP og en medikamentkandidat. Dette kan foretas enten i
naerveer eller fraveer av mikrotubuli. Bindingen av medikamentkandidaten bestemmes
for begge prever, og en endring eller forskjell i binding mellom de to prevene
indikerer naerveeret av en medikamentkandidat som kan binde til KSP og potensielt
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inhibere dens aktivitet. Det vil si at dersom bindingen av medikamentkandidaten i den
andre praven er forskjellig fra den ferste praven, er medikamentkandidaten i stand til
binding til KSP.

Binding av middelkandidaten til KSP kan bestemmes gjennom anvendelsen av
en kompetitiv bindingstest. | denne utfgrelsesform er konkurrenten et
bindingsmolekyl som er kjent for a binde til KSP, sa som et antistoff, peptid,
bindingspartner, ligand, etc. Under enkelte omstendigheter kan det vaere kompetitiv
binding, sa som mellom middelkandidaten og bindingsdelen, hvor bindingsdelen
fortrenger middelkandidaten.

| én utferelsesform er middelkandidaten merket. Enten middelkandidaten eller
konkurrenten eller begge tilsettes farst til KSP i tilstrekkelig tid til & muliggjere
binding, om den forekommer. Inkuberinger kan foretas ved en hvilken som helst
temperatur som letter optimal aktivitet, typisk mellom 4 og 40°C.

Inkubasjonsperioder velges for optimal aktivitet, men kan ogsa veere
optimalisert for a lette hurtig massescreening. Typisk vil mellom 0,1 og 1 time veere
tilstrekkelig. Overskytende reagens fjernes eller vaskes i alminnelighet bort. Den
andre komponenten tilsettes deretter og naerveer eller fraveer av den merkede
komponent fglges for a indikere binding.

| en foretrukket utfarelsesform tilsettes konkurrenten farst og deretter middel-
kandidaten. Fortrengning av konkurrenten er en indikasjon pa at kandidatmidler
binder til KSP og saledes er i stand til binding til, og eventuelt inhibering av,
aktiviteten av KSP. | denne utfarelsesform kan begge komponentene vaere merket.
Dersom for eksempel konkurrenten merkes, indikerer naerveaeret av merking i vaske-
lasningen fortrengning med midlet. Dersom middelkandidaten merkes indikerer
naervaer av merkingen pa bzereren fortrengning.

| en alternativ utfgrelsesform tilsettes middelkandidaten farst, med inkubering
og vasking, etterfulgt av konkurrenten. Manglende binding med konkurrenten kan
indikere at middelkandidaten er bundet til KSP med hgyere affinitet. Dersom middel-
kandidaten merkes, kan naervaeret av merkingen pa bzereren koblet med manglende
konkurrent-binding, indikerer at middelkandidaten er stand til binding til KSP.

Inhibering testes ved screening av middelkandidater som kan inhibere
aktiviteten av KSP, og som omfatter de trinn & kombinere en middelkandidat med
KSP, som ovenfor, og bestemme en endring i den biologiske aktivitet av KSP. |
denne utferelsesform ber middelkandidaten saledes binde til KSP (selv om dette ikke
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behgver veere ngdvendig) og endre dens biologiske eller biokjemiske aktivitet, som
her definert. Fremgangsmatene inkluderer bade in vitro screeningmetoder og in vivo
screening av celler med henblikk pa endringer i cellesyklusfordeling, celleleve-
dyktighet eller naerveer, morfologi, aktivitet, fordeling eller mengde av mitotiske
spindler, som generelt skissert ovenfor.

Alternativt kan differensiell screening benyttes for a identifisere medikament-
kandidater som binder til det naturlige KSP, men ikke kan binde til modifisert KSP.

Positiv kontroll og negativ kontroller kan benyttes i testene. Fortrinnsvis foretas
alle kontroll- og testpraver i minst tre parallellbestemmelser for & oppna statistisk
signifikante resultater. Inkubering av alle pr@ver skjer i et tidsrom som er tilstrekkelig
for bindingen av midlet til proteinet. Etter inkubering vaskes alle praver fritt for ikke-
spesifikt bundet materiale, og mengden av bundet, i alminnelighet merket, middel
bestemmes. Nar det for eksempel benyttes en radioaktiv merking kan pravene telles i
en scintillasjonsteller for @ bestemme mengden av bundet forbindelse.

En rekke andre reagenser kan inkluderes i screeningtestene. Disse omfatter
reagenser som salter, ngytrale proteiner, f.eks. albumin, overflateaktive midler, etc.,
som kan benyttes for a lette optimal protein-protein-binding og/eller redusere
uspesifikke interaksjoner eller bakgrunn. Reagenser som pa annen mate forbedrer
effektiviteten av testen, sd som proteaseinhibitorer, nukleaseinhibitorer, anti-
mikrobielle midler, etc., kan ogsa benyttes. Blandingen av komponenter kan tilsettes i
en hvilken som helst rekkefglge som sgrger for den ngdvendige binding.

Administrering

Forbindelsene ifglge oppfinnelsen administreres fglgelig til celler. Med «celler»
menes her en hvilken som helst celle, hvori mitose eller meiose kan endres. Ved
«administrert» menes her administrering av en terapeutisk effektiv dose av en for-
bindelse ifelge oppfinnelsen til en celle, enten i cellekultur eller i en pasient. Med
«terapeutisk effektiv dose» menes her en dose som frembringer de effekter som den
administreres for. Den eksakte dose vil avhenge av formalet med behandlingen, og
vil kunne fastslas av fagmannen gjennom bruk av kjente teknikker. Som kjent pa
omradet kan det vaere ngdvendig med tilpasninger for systemisk versus lokal
administrering, administrasjonsmate, alder, kroppsvekt, generell helsetilstand, kjgnn,
diett, tidspunkt for administrering, formuleringens natur, medikament-interaksjon og
den ngyaktige tilstand som fordrer behandling, samt dens alvor, hvilket av fag-
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mannen vil kunne fastslas gjennom rutinemessig eksperimentering. En effektiv
mengde av en forbindelse med Formel | for behandlingen av neoplastisk vekst (typisk
ved intravengs administrering), for eksempel kolon- eller brystkarsinom, vil i
alminnelighet vaere i omradet fra 0,1 til 100 (inklusivt 1 til 100) mg/m? av mottagerens
overflateareal per dose fra én gang per uke til én gang per maned, og vanligvis i
omradet fra 2 til 30 mg/m? av mottagerens overflateareal per dose fra én gang per
uke til én gang per maned. En effektiv mengde av et salt, solvat eller solvat av et salt
av en forbindelse med Formel | kan bestemmes som en andel av den effektive
mengde av forbindelsen med Formel | som sadan. Det forventes at lignende
doseringer vil veere passende for behandling av de gvrige tilstander som det her
refereres til.

En «pasient» omfatter i denne sammenheng bade mennesker og andre dyr,
seerlig pattedyr, og andre organismer. Fremgangsmatene er saledes anvendelige
bade for humanterapi og veterinzere anvendelser. | den foretrukne utfgrelsesform er
pasienten et pattedyr, og i den mest foretrukne utfgrelsesform er pasienten et
menneske.

Forbindelser ifelge oppfinnelsen som har den gnskede farmakologiske aktivitet
kan administreres, fortrinnsvis som en farmasegytisk akseptabel blanding som
omfatter et farmasegytisk hjelpemiddel, til en pasient slik som her beskrevet. Avhengig
av tilferselsmaten kan forbindelsene formuleres pa en rekke mater som omtalt
nedenfor. Konsentrasjonen av terapeutisk aktiv forbindelse i formuleringen kan
variere fra ca. 0,1 til 100 vekt%.

Midlene kan administreres alene eller i kombinasjon med andre behandlinger,
dvs. stralebehandling eller behandling med andre kjemoterapeutiske midler, sa som
taxan-klassen som synes a virke pa mikrotubulus-dannelse, eller camtothecin-
klassen av topoisomerase I-inhibitorer. Nar andre kjiemoterapeutiske midler benyttes,
kan de administreres for, samtidig med eller etter administrering av en forbindelse
ifelge foreliggende oppfinnelse. | henhold til ett aspekt ved oppfinnelsen ko-
administreres en forbindelse ifelge foreliggende oppfinnelse med én eller flere andre
kjemoterapeutiske midler. Med «ko-administrering» menes at foreliggende for-
bindelser administreres en pasient slik at foreliggende forbindelser, sa vel som den
ko-administrerte forbindelse, kan finnes i pasientens blodstrem pa samme tid,
uansett nar forbindelsene faktisk administreres, inklusivt simultant.
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Administreringen av forbindelsene og blandingene ifalge foreliggende opp-
finnelse kan foretas pa en rekke mater, inklusivt, men ikke begrenset til, perorailt,
subkutant, intravengst, intranasalt, transdermalt, intraperitonealt, intramuskuleert,
intrapulmonalt, vaginalt, rektalt eller intraokulzert. | enkelte tilfeller, for eksempel ved
behandlingen av sar og inflammasjon, kan forbindelsen eller blandingen paferes
direkte som en Igsning eller spray.

Farmasgytiske doseringsformer omfatter en forbindelse med Formel | eller et
farmasgytisk akseptabelt salt eller solvat derav og ett eller flere farmasgytiske hjelpe-
stoffer. Som kjent pa omradet er farmasgytiske hjelpestoffer sekundaeringredienser
med den funksjon a forbedre avleveringen av et medikament eller medisin i en rekke
doseringsformer (f.eks. perorale former, sa som tabletter, kapsler og veesker, topiske
former, sa som former for hud, @ye og @re; suppositorier; injeksjonsveesker;
respiratoriske former og lignende). Farmase@ytiske hjelpestoffer omfatter inerte eller
inaktive ingredienser, synergister eller kiemikalier som vesentlig bidrar til de
medisinske effektene av virkestoffet. For eksempel kan farmasgytiske hjelpestoffer
forbedre stremningsegenskapene, produki-jevnhet, stabilitet, smak eller utseende,
for & gke handtering og administrering av dosen, for a lette anvendelsen eller
kontrollere biotilgjengelighet. Mens farmasgytiske hjelpestoffer vanligvis beskrives
som inerte eller inaktive, regner man pa omradet med at det er en relasjon mellom
egenskapene til de farmasgytiske hjelpestoffene og doseringsformene som de inngar
i.

Farmasaytiske hjelpestoffer egnet for bruk som bzerere eller fortynningsmidler
er velkjent pa omradet og kan benyttes i en rekke formuleringer. Se f.eks.
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18. utg., A.R. Gennaro, red., Mack Publishing
Company (1990); Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20. utg.,

A.R. Gennaro, red., Lippincott Williams & Wilkins (2000); Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 3. utg., A.H. Kibbe, red., American Pharmaceutical
Association and Pharmaceutical Press (2000); og Handbook of Pharmaceutical
Additives, utarbeidet av Michael og Irene Ash, Gower (1995), som samtlige herved
inkorporeres ved referanse.

Faste perorale doseringsformer som f.eks. tabletter, vil i alminnelighet omfatte
ett eller flere farmasaytiske hjelpestoffer, som for eksempel kan bidra til & gi tilfreds-
stillende bearbeidnings- og komprimerings-egenskaper, eller gi tabletten andre
gnskelige fysiske egenskaper. Slike farmasgytiske hjelpestoffer kan velges fra
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fortynningsmidler, bindemidler, glidemidler, smgremidler, sprengemidler, fargestoffer,
aromastoffer, satningsmidler, polymerer, voks eller andre Igselighetsforsinkende
materialer.

Sammensetninger for intravengs administrering vil i alminnelighet omfatte
intravengse vaesker, dvs. sterile lasninger av enkle kiemikalier, sa som sukkere,
aminosyrer eller elektrolytter, som lett kan transporteres med kretslgpssystemet og
assimileres. Slike vaesker fremstilles med vann for injeksjon, USP.

Veaesker som vanligvis benyttes for intravengs (IV) anvendelse er angitt i
Remington, the Science and Practice of Pharmacy [fullstendig referanse ovenfor] og
inkluderer:

alkohol (f.eks. i dekstrose og vann («D/W») [f.eks. 5% dekstrose] eller
dekstrose og vann [f.eks. 5% dekstrose] i normal saltlasning («<NSS»); f.eks. 5%
alkohol);

en syntetisk aminosyre sa som Aminosy, FreAmine, Travasol, f.eks. henholds-
vis 3,5 eller 7; 8,5; 3,5, 5,5 eller 8,5%;

ammoniumklorid, f.eks. 2,14%;

dekstran 40, i NSS, f.eks. 10% eller i D5/W, f.eks. 10%;

dekstran 70, i NSS, f.eks. 6% eller i D5/W, f.eks. 6%;

dekstrose (glukose, D5/W), f.eks. 2,5-50%;

dekstrose og natriumklorid, f.eks. 5-20% dekstrose og 0,22-0,9% NaCl;

laktatholdig Ringerl@sning (Hartmann'’s), f.eks. NaCl 0,6%, KCI 0,03%, CaCl.
0,02%;

laktat 0,3%;

mannitol, f.eks. 5%, eventuelt sammen med dekstrose, f.eks. 10% eller NaCl,
f.eks. 15 eller 20%;

multiple elektrolytt-lasninger med varierende kombinasjoner av elektrolytter,
dekstrose, fruktose, invertsukker-Ringerl@gsninger, f.eks. NaCl 0,086%, KCI 0,03%,
CaCl; 0,033%;

natriumbikarbonat, f.eks. 5%;

natriumklorid, f.eks. 0,45, 0,9, 3 eller 5%;

natriumlaktat, f.eks. 1/6M; og

sterilt vann for injeksjon.

pH i slike vaesker kan variere og vil i alminnelighet veere fra 3,5 til 8, sa som
kient pa omradet.
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Eksempler

Eksempel 1

a) Fremstilling av {3-[1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4 H-kromen-2-yl)-2-metyl-
propylamino]-propyl}-karbaminsyre-tert-butylester

Kromenon 8 (420 mg, 1,24 mmol), aldehyd 12 (280 mg, 1,6 mmol),
NaCN(OAc);BH (790 mg, 3,7 mmol) og CH2Cl2 (4,1 mL) ble holdt ved 23°C i 3 timer.
Reaksjonsblandingen ble fortynnet med EtOAc (20 mL) og vasket med 1N NaOH
(5 mL) og saltvann (5 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSQsy), filtrert og
konsentrert. Det resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (5:1
heksaner:EtOAc; 3:1 heksaner:EtOAc), hvilket ga 460 mg (75%) av 13 som en
viskgs olje.
b) Fremstilling av {3-[[1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl}-2-metyl-propyl]-
(4-metyl-benzoyl)-amino]-propylikarbaminsyre-tert-butylester

Til en Igsning av kromenon 13 (1,3 g, 2,6 mmol), diisopropyletylamin (DIEA,
1,8 mL) og CH,CI, (7,5 mL) ble det ved 23°C tilsatt p-toluoylklorid (0,7 mL,
5,22 mmol). Etter 2,5 timer ble reaksjonsblandingen fortynnet med EtOAc (100 mL)
og vasket med en mettet vandig l@sning av NaHCO; (2 x 20 mL) og saltvann
(20 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSQ,), filtrert og konsentrert. Det
resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (3:1 heksaner:EtOAc),
hvilket ga 1,43 g (89%) av 14 som en fargelgs olje.
c) Fremstilling av N-(3-aminopropyl)-N-[1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-
yl)-2-metylpropyl}-4-metyl-benzamid

Kromenon 14 (1,43 g, 2,32 mmol) og TFA:H,0 (97,5:2,5, 30 mL) ble holdt ved
23°C i 1 time. Reaksjonsblandingen ble konsentrert. Residuet ble l@st i EtOAc
(100 mL) og vasket med 1N NaOH (25 mL) og saltvann (25 mL). Det organiske lag
ble terket (MgS0,), filtrert og konsentrert for & gi et hvitt faststoff som ifelge "H-NMR-
og LCMS-analyse ble vurdert som >95% rent.

Eksempel 2

Syntese av forbindelser



330433

34
H COI, THF, Im
A —_—
%™ rt, 1h °’l\|)\
NHBOC NHBOC
6 BOC-D-Valine 1%
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KzCOs. DMF

r.t. 30 ming

Mellomprodukt
Karbonyldiimidazol (9,14 g, 56,37 mmol) ble langsomt tilsatt til en rom-
temperert I@sning av BOC-D-valin (5, 12,25 g, 56,37 mmol) og THF (185 mL). Etter 1
5 time ble lasningen vasket med 50% vandig NaCl (200 mL), etterfulgt av saltvann

(2 x 200 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSQ,), filtrert og konsentrert for a gi et
hvitt faststoff, som ble benyttet uten videre rensing.
(2-brometyl)benzen (2,51 mL, 18,38 mmol), magnesium-dreiespon (477 mg,
19,62 mmol) og THF (20 mL) ble oppvarmet til 60°C i 1 time og fikk deretter avkjgles
10 tilr.t. En l@sning av 16 (2,0 g, 9,19 mmol) og THF (20 mL) ble avkjelt til 0-5°C.
Lasningen av fenetylmagnesiumklorid ble deretter tilsatt med en sprayte til 0-5°C
lasningen av valinimidazolet. Temperaturen ble overvaket med et innvendig
termometer, og fikk ikke overskride 15°C. Reaksjonsblandingen ble holdt ved 0-5°C i
1 time. Reaksjonsblandingen ble avkjglt med mettet vandig NH,CI (20 mL) og
15 fortynnet med EtOAc (100 mL). Lagene ble separert og det organiske lag vasket med
saltvann (30 mL). Det organiske lag ble terket (MgSQ,), filtrert og konsentrert. Det
resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (10:1 heksaner:EtOAc; 5:1
heksaner:EtOAc), hvilket ga 1,15 g (41%) av 17. LRMS (MH-tBuOCO) m/z 201,6.
LHMDS (1M i THF, 9,53 mL, 3,3 ekv.) ble med sprayte langsomt tilsatt til en
20 -78°C lgsning av keton 17 (882 mg, 2,89 mmol). Etter fullfert tilsetning ble den
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resulterende lysorange lgsning holdt ved -78°C i 40 minutter. Ufortynnet 4-klor-2-
fluorbenzoylklorid (18, 460 pL, 2,89 mmol) (antatt tetthet 1,20 g/mL) ble tilsatt drape-
vis med sprayte. Reaksjonsblandingen antok en orange farge som ble opprettholdt i
40 minutter. Reaksjonen ble avbrutt med mettet vandig NH4Cl (20 mL), og reaksjons-
blandingen ble fortynnet med EtOAc (50 mL). Lagene ble separert og det organiske
lag vasket med saltvann (30 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSQ,), filtrert og
konsentrert. Det resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (10:1
heksaner:EtOAc), hvilket ga 1,15 g (86%) av 19. LRMS (MH-HF) m/z 442,1.

En blanding av 19 (1,15 g, 2,49 mmol), K2CO3 (420 mg, 3,04 mmol) og DMF
(12 mL) ble holdt ved r.t. i 30 minutter. Den gule reaksjonsblandingen ble avkjglt med
saltvann (50 mL) og fortynnet med Et,O (50 mL). Lagene ble separert og det
organiske lag vasket med saltvann (2 x 50 mL). Det organiske lag ble tarket
(MgSO0,), filtrert og konsentrert. Det resulterende residuum ble renset ved hurtig-
kromatografi (10:1 heksaner.EtOAc) for a gi 20. LRMS (MH) m/z 442,1.

Ved a benytte fremgangsmater analoge med de som er beskrevet ovenfor i
Eksempel 2 og 3, ble de etterfglgende forbindelser fremstillet.

R; R R’ Stereokjemi (R/S)
Cl HoN(CH,)s- p-toluoyl 31

Cl H2N(CHa)s- p-toluoyl R

Cl HoN(CHa)s- p-toluoyl S

F HoN(CH3)s- p-toluoyl 31

Eksempel 3

Alternative fremgangsmater for fremstilling av forbindelser
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1. EIOCOCE TEA, A
CHyCly Y PHCH,CH;MgBe
& BOC-D-Vefine ~100% 21

1. i LHMDSE, THF, - 78C

=

O
NMBoG o F 18
7 2. KzCOy. DMF
91% (2 trinn) Mellomprodukt

Etylklorformiat (11,0 mL, 115 mmol) ble i lapet av 1 minutt tilsatt til en 0-5°C
lasning av BOC-D-valin (5, 25,0 g, 115 mmol), trietylamin (16,0 mL, 115 mmol) og
THF (145 mL) under N,. Den innvendige temperatur i reaksjonslgsningen steg til
9°C. Etter 15 minutter ble en blanding av dimetylhydroksylamin-hydroklorid (13,46 g,
138 mmol), trietylamin (32,0 mL, 230 mmol) og THF (110 mL) tilsatt i lapet av 5
minutter. Den innvendige temperatur steg til 17°C. Etter fullfart tilsetning ble is/H20-
badet fiernet og reaksjonsblandingen holdt ved 23°C i 1 time. Reaksjonsblandingen
ble deretter konsentrert. Det ra residuum ble lgst i EtOAc (200 mL) og vasket med
1N HCI (200 mL) og saltvann (100 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSO,), filtrert
og konsentrert for a gi 30 g (~100%) av 21 som en fargelgs olje som ble benyttet
uten videre rensing.

(2-brometyl)benzen (38,0 mL, 273 mmol), magnesium-dreiespon (7,0 g,

289 mmol) og Et,O (500 mL) ble blandet i en 1 L rundkolbe forsynt med tilbakelaps-
kjgler ved 23°C under N,-atmosfaere. Etter ~10 minutter begynte reaksjons-
blandingen a utvikle varme, og reaksjonsblandingen fikk utvikle seg til kokepunktet
med leilighetsvis avkjgling med et is/H,O-bad. Etter 1,5 timer var Grignard-
reaksjonen fullfert og blandingen avkjelt til 23°C. En lgsning av 21 (18,0 g,

82,7 mmol) og Et,O (200 mL) ble tilsatt via kanyle til 20°C Igsningen av fenetyl-
magnesiumbromidet. Temperaturen ble overvaket med et innvendig termometer og
ble holdt under ~30°C. Reaksjonsblandingens temperatur ble kontrollert med
innvendig termometer og holdt mellom 20-30°C med et is/H,O-bad. Etter 1 time ved

23°C ble reaksjonsblandingen avkjglt ved a helles over i 1N HCI (300 mL). Lagene

330433
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ble separert, og det organiske lag ble vasket med saltvann (100 mL). Det organiske
lag ble tarket (MgSO,), filtrert og konsentrert. Det resulterende residuum ble renset
ved hurtigkromatografi (10:1 heksaner:EtOAc), hvilket ga 13,4 g (63%) av 17. LRMS
(MH-tBuOCO) m/z 206,1.

Litium-bis(trimetylsilyl)amid (LHMDS, 1,0 M i THF, 94,0 mL, 3,3 ekv.) ble
langsomt tilsatt via kanyle i lgpet av ~3 minutter til en -78°C lgsning av keton 17
(8,74 g, 28,62 mmol) og THF (100 mL). Reaksjonsblandingens temperatur ble
kontrollert ved hjelp av innvendig termometer, og tilsetning av basen ble gjort med en
hastighet som var tilstrekkelig til & hindre temperaturen i & overskride -54°C. Etter
fullfert tilsetning ble den resulterende Igsningen holdt ved -78°C i 30 minutter.
Ufortynnet 4-klor-2-fluorbenzoylklorid (18, 4,58 mL, 28,62 mmol) (antatt tetthet
1,20 g/mL) ble drapevis med sproyte tilsatt i Igpet av ~1 minutt (temperaturen steg
fra -78°C til -59°C). Reaksjonsl@sningen ble holdt ved -78°C i 30 minutter.
Reaksjonslasningen ble avkjglt med 1N HCI (100 mL). Lagene ble separert og det
organiske lag vasket med saltvann (100 mL). Det organiske lag ble terket (MgSOy),
filtrert og konsentrert. Det resulterende residuum ble benyttet uten videre rensing.

En blanding av raproduktet ovenfor, K,CO; (4,75 g, 34,34 mmol) og DMF
(100 mL) ble holdt ved 23°C i 30 minutter. Reaksjonsblandingen ble avkjglt ved
tilsetning av Et,O (200 mL) og saltvann (200 mL). Lagene ble separert og det
organiske lag vasket med saltvann (2 x 200 mL). Det organiske lag ble tarket
(MgSQ,), filtrert og konsentrert. Det resulterende residuum ble absorbert pa silikagel
(CH2Cl,) og renset ved hurtigkromatografi (10:1 heksaner:EtOAc) fora gi 11,5 g
(91% i to trinn) av 20 som et hvitt faststoff. LRMS (MH) m/z 442,1.
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Eksempel 4
CcH
fn"M"
OJ\IJ'\ AT | ,_.,_.J\H\ I LHMDS, THF, -78C
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&

Jea:
¢l F e

2. KO DMF g7os

b}
(urent) 26 (rent)
Mellomprodukt

Metylmagnesiumklorid (82,5 mL, 3,0 M i THF, 247 mmol) ble tilsatt i lopet av 5
minutter til en 0-5°C lgsning av 21 (17,95 g, 69,0 mmol) og THF (200 mL) under No-
atmosfaere. Reaksjonsblandingens temperatur ble overvaket med et innvendig
termometer, og tilsetning av Grignardreagens ble gjort med en hastighet som var
tilstrekkelig til & hindre at temperaturen overskred 19°C. Etter fullfert tilsetning ble
kiglebadet fiernet og reaksjonsblandingen holdt ved 23°C i 2 timer. Reaksjons-
blandingen ble deretter avkjglt med 1N HCI (100 mL). Lagene ble separert og det
organiske lag vasket med saltvann (100 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSQO,),
filtrert og konsentrert for a gi 12,5 g (84%) av 22 som et hvitt faststoff (> 95% rent
ifelge "H NMR) som ble benyttet uten videre rensing.

LHMDS (128 mL, 1,0M i THF) ble tilsatt ved hjelp av sprayte i lgpet av 3
minutter til en -78°C lgsning av keton 22 (12,5 g, 58,1 mmol) og THF (200 mL).
Reaksjonslgsningens temperatur ble kontrollert ved hjelp av et innvendig
termometer, og tilsetning av basen ble gjort med en hastighet som var tilstrekkelig til
a hindre at temperaturen overskred -58°C. Etter 30 minutter ble en lgsning av a-
brom-m-tolunitril (23, 12,5 g, 63,9 mmol) og THF (50 mL) tilsatt i Igpet av 30
sekunder (temperaturen steg fra -78 til -60°C). Kjolebadet ble umiddelbart erstattet
med et is/H,O-bad og reaksjonsblandingen holdt ved ~0°C i 20 minutter. Reaksjonen
ble avbrutt med 1N HCI (100 mL). Lagene ble separert og det organiske lag vasket
med saltvann (100 mL). Det organiske lag ble terket (MgSOQ,), filtrert og konsentrert.
Det resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (10:1 heksaner:EtOAc),
hvilket ga 11,6 g (60%) av 24. Undersekelse av 'H NMR-spekteret viste at 24 kun var

330433
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~80% rent, men ingen ytterligere rensing ble foretatt. LRMS (MH-tBuOCO) m/z
231,1.

Litium-bis(trimetylsilyl)amid (LHMDS, 1,0 M i THF, 28,4 mL, 3,3 ekv.) ble
langsomt tilsatt via en sprayte til en -78°C lgsning av keton 24 (2,84 g, 8,6 mmol) og
THF (40 mL). Reaksjonsblandingens temperatur ble overvaket med et innvendig
termometer, og tilsetning av basen ble gjort med en hastighet som var tilstrekkelig til
a hindre temperaturen i a overskride -48°C. Etter fullfert tilsetning ble den
resulterende Igsning holdt ved -78°C i 30 minutter. Ufortynnet 4-klor-2-fluorbenzoyl-
klorid (18, 1,38 mL, 8,6 mmol) (antatt tetthet 1,20 g/mL) ble drapevis tilsatt via en
sproyte. Reaksjonsblandingen antok en orange farge som ble opprettholdt i 30
minutter. Reaksjonsblandingen ble avkjglt med 1N HCI (20 mL). Lagene ble separert
og det organiske lag vasket med saltvann (20 mL). Det organiske lag ble terket
(MgSO0.), filtrert og konsentrert. Det resulterende residuum ble benyttet uten videre
rensing.

En blanding av raproduktet ovenfor, K,CO; (1,43 g, 10,34 mmol) og DMF
(43 mL) ble holdt ved 23°C i 1 time. Reaksjonsblandingen ble avkjglt ved tilsetning av
Et,O (100 mL) og saltvann (200 mL). Lagene ble separert og det organiske lag
vasket med saltvann (2 x 200 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSO,), filtrert og
konsentrert. Det resulterende residuum ble absorbert pa silikagel (CH2Cl:) og renset
ved hurtigkromatografi (5:1 heksaner:EtOAc), hvilket ga 2,7 g (67% for 2 trinn) av 25.
Undersgkelse av 'H NMR-spekteret viste at 25 kun var ~80% rent, men ingen
ytterligere rensing ble foretatt. LRMS (MH) m/z 467,1.

Kromenon 25 (2,71 g, 5,80 mmol) og TFA:H20 (97,5:2,5, 25 mL) ble holdt ved
23°C i 1 time. Reaksjonsblandingen ble konsentrert. Residuet ble lgst i EtOAc
(100 mL) og vasket med 1N NaOH (25 mL) og saltvann (25 mL). Det organiske lag
ble tarket (MgSO,), filtrert og konsentrert. Det resulterende residuum ble renset ved
hurtigkromatografi (1:1 heksaner:EtOAc; 1:2 heksaner:EtOAc; 1:4 heksaner:EtOAc)
for a gi 1,20 g (56%) av 26. LRMS (MH) m/z 367,1.
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Eksempel 5

NHBoG

Mellomprodukt

Litium-bis(trimetylsilyl)amid (LHMDS, 1,0 M i THF, 23,5 mL, 3,3 ekv.) ble
langsomt tilsatt med en sprayte til en -78°C lgsning av keton 17 (2,18 g, 7,14 mmol)
og THF (20 mL). Reaksjonslgsningens temperatur ble overvaket med et innvendig
termometer, og tilsetning av basen ble gjort med en hastighet som var tilstrekkelig til
a hindre temperaturen i a overskride -50°C. Etter fullfert tilsetning ble den
resulterende blanding holdt ved -78°C i 30 minutter. Ufortynnet 2,4-difluorbenzoyl-
klorid (27, 1,05 mL, 8,57 mmol) ble drapevis tilsatt med sprayte. Reaksjonslgsningen
antok en orange farge som ble opprettholdt i 30 minutter. Reaksjonsblandingen ble
avkjelt med 1N HCI (20 mL). Lagene ble separert og det organiske lag vasket med
saltvann (20 mL). Det organiske lag ble terket (MgSOQ,), filtrert og konsentrert. Det
resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (10:1 heksaner:EtOAC) for
agi 2,16 g (68%) av 28. Undersgkelse av 'H NMR-spekteret viste at 28 kun var
~85% rent, men ingen ytterligere rensing ble foretatt.

En blanding av 28 (2,16 g, 4,9 mmol), K.CO3 (812 mg, 5,86 mmol) og DMF
(24 mL) ble holdt ved 23°C i 1 time. Reaksjonsblandingen ble avkjglt med saltvann
(50 mL) og fortynnet med Et,O (50 mL). Lagene ble separert og det organiske lag
vasket med saltvann (2 x 50 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSO,), filtrert og
konsentrert. Det resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (10:1
heksaner:EtOAc) for a gi 1,25 g (60%) av 29. LRMS (MH) m/z 426,2.
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Eksempel 6
1. i, LHMDS, THF, - T8C
#i,
(o) .
NHBoc NG ~p 3¢ NHBoc
17 2. KoCGDs, OMF 31
80% (2 trinn) Mellomprodukt

Litium-bis(trimetylsilyl)amid (LHMDS, 1,0 M i THF, 47 mL, 3,3 ekv.) ble
langsomt tilsatt med en sprayte til en -78°C lgsning av keton 17 (4,37 g, 14,31 mmol)
og THF (55 mL). Reaksjonslgsningens temperatur ble overvaket med et innvendig
termometer, og tilsetning av basen ble gjort med en hastighet som var tilstrekkelig til
a hindre at temperaturen overskred -50°C. Etter fullfgrt tilsetning ble den
resulterende blanding holdt ved -78°C i 30 minutter. En lgsning av 4-cyano-2-fluor-
benzoylklorid (30, 1,38 mL, 8,6 mmol) og THF (5 mL) ble hurtig tilsatt med en sprayte
(temperaturen steg fra -78 til -50°C). Reaksjonslgsningen antok en markered farge
som ble opprettholdt i 30 minutter. Reaksjonsblandingen ble avkjelt med 1N HCI
(20 mL). Lagene ble separert og det organiske lag vasket med saltvann (20 mL). Det
organiske lag ble terket (MgSOy,), filtrert og konsentrert. Det resulterende residuum
ble benyttet uten videre rensing.

En blanding av raproduktet ovenfor, K,CO; (2,40 g, 17,17 mmol) og DMF
(70 mL) ble holdt ved 23°C i 1 time. Reaksjonsblandingen ble avkjglt ved tilsetning av
Et,O (200 mL) og saltvann (200 mL). Lagene ble separert og det organiske lag
vasket med saltvann (2 x 200 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSO,), filtrert og
konsentrert. Det resulterende residuum ble renset ved hurtigkromatografi (10:1
heksaner:EtOAc), hvilket ga 4,95 g (80% for 2 trinn) av 31. LRMS (MH) m/z 433,2.

Eksempel 7

7-fluor-kromenon 32 (96 mg, 0,19 mmol) ble Igst i 0,5 M natriummetoksyd i
metanol (10 mL) og oppvarmet til 70°C. Temperaturen ble holdt ved 70°C i 12 timer
og blandingen deretter avkjglt til romtemperatur. Lasningsmidlet ble fiernet under

redusert trykk. Det gjenvaerende residuum ble tilsatt EtOAc (20 mL) og vann (20 mL).



330433

42

Lagene ble separert og den vandige fase ekstrahert med ytterligere EtOAc

(3 x 15 mL). De organiske fasene ble kombinert, vasket med saltvann (25 mL) og

terket (Na2SO4). Konsentrasjon i vakuum ga et amorft hvitt faststoff som ble renset

ved hurtigkromatografi (20:1 DCM:MeOH) for a gi 92 mg (94%) av 33. LRMS (MH)
5 m/z 509,3.

Eksempel 8

Mellomprodukt

10
Forbindelse 29 (608 mg, 1,43 mmol) ble Igst i en lasning av 0,5 M
natriummetoksyd i metanol (40 mL). Blandingen ble oppvarmet til kokepunktet i 3
timer (eller til LC-MS viste at det ikke var utgangsmateriale tilbake). Deretter ble
lasningsmidlet fordampet. Residuet ble last i diklormetan (200 mL) og vann (200 mL)
15 tilsatt, hvoretter blandingens pH ble justert til 9 ved tilsetning av 2N HCI-lgsning. De
samlede organiske lag ble terket med nartriumsulfat. Etter fordampning av lgsnings-
midlet ble sluttproduktet 34 (580 mg, 92%) terket under vakuum.

Eksempel 9
o o
: | S0Ck : JL .
NG F NG F
1 2
SOCly i
B sS
<l F
20 4
Mellomprodukt

En blanding av 4-cyano-2-fluorbenzoesyre (1, 25 g), DMF (0,1 mL) og
tionylklorid (50 mL) i en 250 mL rundkolbe forsynt med tilbakelgpskj@ler under N-
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atmosfeere, ble kokt under tilbakelgpskjgling i et 90°C oljebad i 30 minutter. Kjaleren
ble erstattet med et destillasjonshode og overskudd av tionylklorid avdestillert fra
reaksjonskolben. Oljebad-temperaturen ble gket til 120°C for a lette destillasjon. Etter
2 timer ble reaksjonskolben avkjglt til 23°C og anbragt under redusert trykk (~25
Torr). Reaksjonskolben ble deretter oppvarmet til 90°C i 20 minutter og deretter til
130°C i 90 minutter for a fijerne eventuelt overskudd av gjenveerende tionylklorid.
Reaksjonskolben ble deretter avkjolt til 23°C og anbragt under h@yvakuum
(~0,2 Torr). Reaksjonskolben ble forsynt med et rent destillasjonshode og en opp-
samlingskolbe. Kolben ble anbragt i et 137°C oljebad og produktet destillert fra
reaksjonsbeholderen (kp. = 107°C ca. 0,2 Torr). Etter avkjeling starknet destillatet og
ga 2 som et hvitt faststoff i tilnsermet kvantitativt utbytte.

En blanding av 4-klor-2-fluorbenzoesyre (3, 25 g), DMF (0,1 mL) og tionylklorid
(50 mL) i en 250 mL rundkolbe forsynt med tilbakelgpskjsler under Np-atmosfaere,
ble kokt under tilbakelgpskjgling i et 90°C oljebad i 30 minutter. Tilbakelapskjaleren
ble erstattet med et destillasjonshode og overskudd av tionylklorid destillert fra
reaksjonsbeholderen. Oljebad-temperaturen ble gket til 120°C for a lette destillasjon.
Etter 2 timer ble reaksjonskolben avkjglt til 23°C og anbragt under redusert trykk
(~25 Torr). Reaksjonskolben ble deretter oppvarmet til 90°C i 20 minutter og deretter
til 120°C i 90 minutter for a fierne eventuelt overskudd av gjenvaerende tionylklorid.
Reaksjonskolben ble deretter avkjelt til 23°C og sa forsynt med et rent
destillasjonshode og en oppsamlingskolbe. Kolben ble anbragt i et 160°C oljebad og
produktet destillert fra reaksjonsbeholderen (kp. = 124°C ca. 25 Torr) og ga 4 som en

fargelgs olje i tilnaermet kvantitativt utbytte.

Eksempel 10
TPAP, 4-metyl
o Morfolin- o
oksyd
o X,m ’ WP
TEA, CH,Cl; CHyCly H
L 45 ming, r.. 1 Hr OL_D
1 ¥

Mellomprodukt

330433



10

15

20

25

30

44

Piperonylklorid (1, 7,8 g, 42 mmol) ble tilsatt til en lasning av 2-amino-2-metyl-
1-propanol (4 mL, 42 mmol), CH,Cl; (200 mL) og trietylamin (11,7 mL, 84 mmol) ved
romtemperatur. Reaksjonslgsningen ble konsentrert etter 45 minutter, og det
resulterende residuum ble fortynnet med EtOAc (40 mL) og vasket med saltvann
(30 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSO,), filtrert og konsentrert for & gi en
lysebrun olje. Ramaterialet (2, 8,8 g) ble benyttet uten videre rensing.

Tetrapropylammonium-perruthenat (TPAP, 638 mg, 1,8 mmol) ble porsjonsvis
tilsatt til en lgsning av 2 (8,6 g, 36,3 mmol), CH2Cl; (73 mL, 2 mL/mmol), 4-metyl-
morfolin-N-oksyd (6,4 g, 54,5 mmol) og molekylsikt, 4A, aktivert pulver (18 g,

500 mg/mmol) ved 0°C under N2. Reaksjonsblandingen fikk oppvarmes til r.t. etter
15 minutter. Etter 1 time var reaksjonen fullfgrt (TLC), og reaksjonsblandingen ble
filtrert gjennom silika og eluert med EtOAc (100 mL) og filtratet konsentrert. Dette ga
7 g hvitaktig faststoff (3). Materialet ble omkrystallisert. EtOAc (30 mL), MeOH

(10 mL) og heksaner (1 mL) ble porsjonsvis tilsatt under oppvarming og ultralyd-
behandling. Det ble anbragt i et oljebad, hvorpa heksan (100 mL) ble tilsatt under
avkjoeling. Det utfeltes umiddelbart krystaller etter som Igsningen ble avkjglt.
Blandingen ble filtrert og krystallene vasket med heksan (10 mL) for 4 gi 4,88 g
(57%) av 3 som hvitaktige luftige krystaller.

Eksempel 11

TPAP, 4-
metyl

Morfolin-N- a
QH 2 ><,,0H oksyd . " N .o
EDG. HOBT CHLCly 3 H
DHEA, CHiCla i Hr

18 Hr, 1L 3

46 %
Mellomprodukt

En blanding av 2-amino-2-metyl-1-propanol (4 mL, 42 mmol), CH,Cl,
(200 mL), 4-acetyl-benzoesyre (1, 6,9 g, 42 mmol), EDC (1-(3-dimetylaminopropyl)-
3-etylkarbodiimid HCI, 12,1 g, 63 mmol), HOBT (N-hydroksybenzotriazol H.O, 6,4 g,
42 mmol) og Hunings base (diisopropyletylamin, 22 mL, 126 mmol) ble omrert ved
romtemperatur i 18 timer. Etter fullfering (TLC, LC/MS) ble reaksjonsblandingen
konsentrert og det resulterende residuum fortynnet med EtOAc (50 mL) og vasket

med NaHCO3; (2 x 40 mL) og saltvann (40 mL). Det organiske lag ble tarket (MgSO,),
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filtrert og filiratet konsentrert. Ramaterialet ble renset ved hurtigkromatografi (4:1:1
heksaner:EtOAc:CH.Cly; 1:1:1 heksaner:EtOAc:CH,Cly; 1:1 EtOAc:CH.CI,) for a
fierne bisacylert materiale. Alkohol 2 ble oppnadd i 54% utbytte (5,36 g).
Tetrapropylammonium-perruthenat (TPAP, 387 mg, 1,1 mmol) ble porsjonsvis
tilsatt til en lgsning av 2 (5,36 g, 22,8 mmol), CH,Cl, (46 mL, 2 mL/mmol), 4-metyl-
morfolin-N-oksyd (4 g, 34,2 mmol) og molekylsikt, 4A, aktivert pulver (11,4 g,
500 mg/mmol) ved 0°C under N.. Reaksjonsblandingen fikk oppvarmes til r.t. etter 15
minutter. Etter 1 time var reaksjonen fullfgrt (TLC), og blandingen ble filtrert gjennom
silika, som ble eluert med EtOAc (100 mL), hvorpa filtratet ble konsentrert. Dette
farte til 4,4 g lyst rosa faststoff (3). Materialet ble omkrystallisert: 1:1 heksaner:EtOAc
(5 mL), CH2Cl, (20 mL) og MeOH (10 mL) ble porsjonsvis tilsatt under oppvarming
og ultralydbehandling. Blandingen ble bragt til kokepunktet, hvorpa heksan (100 mL)
ble tilsatt under avkjgling. Det utfeltes umiddelbart krystaller etter som lgsningen ble
avkjelt. Blandingen ble filtrert og krystallene vasket med heksan (10 mL) for a gi
2,46 g (46%) av 3 som hvitaktige luftige krystaller.

Eksempel 12

Mellomprodukt

En lgsning av 4-acetyl-benzoesyre (500 mg) i oksalylklorid (5 mL) ble kokt
under tilbakelgpskjeling i 2 timer. Eventuelt gjenveaerende oksalylklorid ble fordampet
med rotasjonsfordamper og residuet terket i vakuum. Utbyttet av produktet var
kvantitativt.
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Eksempel 13

'N'IF T8Clon

Jl\/n\g/ Y P ugee \.‘yj}roﬁ/

Mellomprodukt

((R)-1-isopropyl-2-okso-but-3-enyl)-karbaminsyre-tert-butylester
Tetrahydrofuran (THF, 100 mL) og en 1,0M Igsning av vinylmagnesiumbromid
i THF (360 mL, 360 mmol, 3,1 ekv.) ble avkjglt til -78°C under omrgring under
nitrogenatmosfaere. Blandingen ble behandlet drapevis med en lgsning av [(R)-
(metoksy-metyl-karbamoyl)metylpropyl}-karbaminsyre-tert-butylester (30,3 g,
116 mmol, 1 ekv.) i THF (50 mL) i 30 minutter. Etter at den resulterende markgule
blandingen var omrert i 30 minutter ved -78°C, ble kjglebadet fiernet og reaksjons-
blandingen langsomt oppvarmet til romtemperatur over natten (15 timer). Reaksjons-
blandingen ble langsomt helt over i en isavkjelt Iasning av 1N vandig saltsyre
(700 mL) og deretter oppvarmet til romtemperatur. De organiske lagene ble
ekstrahert med (3 x 600 mL) etylacetat, terket over natriumsulfat, filtrert og
konsentrert i vakuum. Rensing ved hurtigkromatografi (5-10% etylacetat/heksaner)
farte til produktet som et hvitt faststoff (16,8 g, 64%). ESMS [M+H]": 228,4.

W\EWK

{82%)

Mellomprodukt
[(R)-(E)-1-isopropyl-4-(3-metoksyfenyl)-2-okso-but-3-enyl]-karbaminsyre-tert-
butylester

Til en lgsning av ((R)-1-isopropyl-2-okso-but-3-enyl)-karbaminsyre-tert-
butylester (13,54 g, 59,6 mmol) i terr acetonitril (150 mL) under argon, ble det tilsatt
3-jodanisol (13,96 g, 59,6 mmol), trietylamin (9,1 mL, 65,6 mmol) etterfulgt av
palladium(ll)acetat (335 mg, 1,49 mmol). Den resulterende klare gule lgsningen ble
oppvarmet til 80°C. Etter oppvarming ble reaksjonsblandingen mark og det inntradte
utfelling av palladium-sort. Etter 15 timer fikk reaksjonsblandingen avkjgles til rom-

temperatur, reaksjonen ble avbrutt med vann (150 mL), og reaksjonsblandingen ble
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fortynnet med eter (150 mL). Eterlaget ble vasket med saltvann (100 mL) og de
kombinerte vandige lagene ekstrahert med eter (to 50 mL porsjoner). Ekstraktene ble
terket over magnesiumsulfat, filtrert og konsentrert under redusert trykk. Residuet ble
umiddelbart renset ved silikagel-kromatografi (9:1 heksaner/EtOAc) fora gi 17,6 g
(88%) [(R)~(E )-1-isopropyl-4-(3-metoksy-fenyl)-2-okso-but-3-enyl]-karbaminsyre-tert-
butylester som en gul olje. MS (ES+) m/e 334,0 [M+H]".
[(R)-(Z)-4-(3-cyano-fenyl)-1-isopropyl-2-okso-but-3-enyl]-karbaminysyre-tert-
butylester

Ved a felge fremgangsmaten beskrevet for [(R)-(E)-1-isopropyl-4-(3-metoksy-
fenyl)-2-okso-but-3-enyl}-karbaminsyre-tert-butylester med 3-jodbenzonitril (5,50 g,
24,0 mmol, 1 ekv.) ble tittelforbindelsen oppnadd som et gult faststoff (7,4 g av ~90%
rent materiale). ESMS [M+H]" 329,2.

Mellomprodukt

[(R)-(E)-1-isopropyl-4-(3-metoksy-fenyl)-2-okso-butyl]-karbaminsyre-tert-butyl-
ester

Til en lgsning av [(R)-(E)-1-isopropyl-4-(3-metoksy-fenyl)-2-okso-but-3-enyl]-
karbaminsyre-tert-butylester (17,6 g, 52,9 mmol) i etylacetat (450 mL) under nitrogen,
ble det tilsatt 10 vekt% palladium pa kull (300 mg). Nitrogenet ble erstattet med
hydrogen og kolben spylt. Etter 3 timer ble reaksjonskolben spylt med nitrogen og
filtrert giennom et lag Celite (rensing med etylacetat). Filtratet ble konsentrert under
redusert trykk og residuet renset ved silikagel-kromatografi (9:1 heksaner/EtOAc) for
a gi 16,2 g (91%) [(R)-(E)-1-isopropyl-4-(3-metoksy-fenyl)-2-okso-butyl}-
karbaminsyre-tert-butylester som en fargelgs olje. MS (ES+) m/e 336,4 [M+H]".
[a]o?°= +19,1 (c =0,755, MeOH). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 7,21 (m, 1H), 6,80-
6,77 (m, 2H), 6,75 (s, 1H), 5,13 (d, J=8,4Hz, 1H), 4,28 (dd, J=8,8, 4,4Hz, 1H), 3,81
(s, 3H), 2,93-2,88 (m, 2H), 2,85-2,76 (m, 2H), 2,14 (m, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,00 (d,
J=6,8Hz, 3H), 0,75 d, J=6,8Hz, 3H).
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Mellomprodukt

[(R)-4-(3-cyano-fenyl)-1-isopropyl-2-okso-butyl]-karbaminsyre-tert-butylester
Palladium pa kull (740 mg, av 10 veki% Pd/C) ble tilsatt til en avgasset l@sning
av [(R)-(Z2)-4-(3-cyano-fenyl)-1-isopropyl-2-okso-but-3-enyl]-karbaminsyre-tert-
butylester (7,4 g, 22,5 mmol, 1 ekv.) i metanol (200 mL) ved romtemperatur.
Reaksjonsblandingen ble grundig avgasset og fylt tilbake med hydrogengass fra en
ballong. Hydrogenering fortsatte ved atmosfaeretrykk i 2,5 timer. Den (avgassede)
reaksjonsblandingen ble deretter fortynnet med dietyleter (300 mL), filtrert gjennom
Celite og vasket med mer eter (2 x 100 mL). Etter konsentrering i vakuum ble
residuet renset ved hurtigkromatografi (20% etylacetat-heksaner) for a gi keton-
produktet som et hvitt faststoff (5,9 g, 79%). ESMS [M+H]": 331,2.
'"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,51 (m, 2H), 7,46 (m, 1H), 7,41 (m, 1H), 5,07 (m, 1H),
4,24 (m, 1H), 2,98 (m, 2H), 2,86 (m, 2H), 2,11 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 0,98 (d, 3H,
J=6,76Hz), 0,74 (d, 3H, J=6,78Hz). [a]p=+24,74 (c=0,95, CH30H).

Eksempel 14
Ved a felge fremgangsmater analoge med de angitt ovenfor, ble felgende
forbindelser fremstilt:
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R; Ry R; [M+H]"
F  3-MeO-Ph-CH,- 4-Me-Ph- 531
CN  3-MeO-Ph-CH,- 4-Me-Ph- 538

Cl  3-MeO-ph-CH, 4-Me-Ph- 547
MeO- 3-MeO-Ph-CH;- 4-Me-Ph- 543

Eksempel 15

En farmasg@ytisk blanding for intravengs administrering fremstilles pa felgende
mate.

1 mg/mL (fri base) IV-l@sning hvor baereren var 50 mM natriumacetatbuffer,
pH 5,0, inneholdende 3,5% (vekt/vol) mannitol:
Sammensetning* Enhetsformulering (mg/mL)
Forbindelse ifglge Eksempel 2

(fri base) 1,000
Iseddik 1,081
Natriumacetat-trihydrat 4,355
Mannitol, pyrogenfritt 35,000
Vann for injeksjon (WFI) g.s. til 1 mL

* alle komponenter utenom virkestoffet er USP eller Ph. Eur.

En passende blandebeholder fylles til ca. 75% av volumet av hovedmengden
lgsning med WFI. Iseddikken (1,081 g), natriumacetat-trihydrat (4,355 g), mannitol
(35,000 g) og virkestoff (1,000 g) veies og tilsettes hver for seg til beholderen. Etter
tilsetningene lgses ingrediensene i blandingen ved omrgring med en mikser. pH av
hovedlgsningen males og justeres til 5,0 med 5N NaOH eller 5N eddiksyre.
Le@sningen bringes il et sluttvolum (1 liter) med WFI. Nar den virksomme forbindelse
er et farmasgytisk akseptabelt salt, hydrat eller salt av et hydrat, f.eks. et monoklorid-
salt eller et hydrat av et monokloridsalt, tilsettes den mengde virkestoff som tilsvarer
den frie base.
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Eksempel 16
Fremstilling av et hydrokloridsalt av N-(3-aminopropyl)-N-[(R)-1-3-benzyl-7-klor-
4-0kso-4H-kromen-2-yl)-2-metylpropyl]-4-metyl-benzamid
| én utfgrelsesform dannes et hydrokloridsalt av N-(3-aminopropyl)-N-[(R)-1-3-
benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl)-2-metylpropyl}-4-metyl-benzamid, som fremstilt
i henhold til Eksempel 2, pa felgende mate. Et HCl-salt fremstilles hensiktsmessig
ved a omsette den frie base (f.eks. lgst i et egnet lgsningsmiddel, sa som én eller
flere av TBME, THF og etylacetat) med saltsyre, passende vandig saltsyre eller pa
annen mate i nzerveer av vann. Blandingen podes med HCl-salt for a bidra il
krystallisasjon. Det resulterende salt kan isoleres ved bruk av konvensjonelle
teknikker, sa som filtrering og terking (passende vasking av saltet med et lasnings-
middel, sa som ett eller flere av TBME, THF og etylacetat).
| en seerlig utferelsesform fremstilles saltet som folger:
1. l@s den frie base i 10 volumer TBME og 5 volumer THF, oppl@sningen foretas
hensiktsmessig ved romtemperatur;
2. tilsett vandig HCI, f.eks. 6,0M eller 12,0M, hensiktsmessig 1,1 ekv., f.eks.
drapevis;
3. pod lgsningen med krystaller av HCI-salt, f.eks. fremstilt i henhold til
Tilberedning B nedenfor;
4. omrer inntil krystalldannelse;
5. isoler krystallene, hensiktsmessig ved filtrering, under vasking med et passende
lasningsmiddel, sd som TBME, og terking.
| en mer spesiell utfarelsesform fremstilles et salt som felger:

Tilberedning A

Tilsett til et glass forsynt med en rgrestav, 500 mg N-(3-aminopropyl)-N-[(R)-1-
(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl)-2-metylpropyl]-4-metyl-benzamid og 3 mL
TBME og lgs den frie base i TBME ved romtemperatur. Boble HCI-gass inn i ca. 30
sekunder inntil et hvitt faststoff dannes. Filtrer og rens faststoffet to ganger med
500 uL TBME. Overfar faststoffet til et reagensrar, tilsett 4 mL TBME og en rgrestav,
og rer om ved romtemperatur (saltet laser seg ikke). Anbring reagensrgret som inne-
holder blandingen i en Argonaut RS10 varmeblokk (Argonaut Technologies, Foster
City, California) eller tilsvarende, og foreta temperatursyklisering som fglger:

1. 30 min ved romtemperatur,
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. ok til 40°C i lgpet av 30 min og hold ved 40°C i 30 min,
. returner til romtemperatur i Iapet av 30 min og hold ved romtemperatur i 30 min,
. senk til 10°C i lgpet av 30 min og hold ved 10°C i 30 min,

. ok til romtemperatur i lgpet av 30 min og hold ved romtemperatur i 30 min,

o O A WDN

. gjenta 2 til 5 etter behov.

Etter 20 timers syklisering fordamper noe lgsningsmddel, det dannes et hvitt
pulver pa sidene og et smeltelignende faststoff dannes i bunnen av reagensraret.
Tilsett 2 mL TBME. Etter 15 dager, frafiltrer det lysegule faststoff og vask to ganger
med ca. 0,5 mL TBME og deretter to ganger med 1 mL heksan. Terk i en vakuum-
ovn ved romtemperatur i 12-24 timer for a4 oppna ca. 440 mg HCl-salt.

Figur 1 og 2 representerer henholdsvis et XRPD- og MDSC-opptak av et salt
fremstilt i henhold til Tilberedning A.

Tilberedning B

Las opp 4,23 g N-(3-aminopropyl)-N-[(R)-1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-
kromen-2-yl)-2-metylpropyl]-4-metyl-benzamid i 5 volumer (21 mL) THF. Tilsett 10
volumer (42 mL) TBME (tert-butyl-metyleter), deretter 1,1 ekv. 12N HCI (750 pL) i én
porsjon. Pod med HCl-salt, f.eks. det fremstilt under Tilberedning A (f.eks. i tre til-
setninger pa ca. 10 mg hver fordelt over ca. 10 minutter). Omrar blandingen over
natten, f.eks. i ca. 12-24 timer. Filtrer blandingen, vask faststoffet med TBME og terk
faststoffet i en vakuumovn ved romtemperatur over natten, f.eks. i ca. 12-24 timer, for
a oppna ca. 4,3 g HCl-salt.

Figur 3 representerer et XRPD-opptak av et salt fremstilt i henhold til
Tilberedning B.

Foreliggende oppfinnelse inkluderer krystallinsk N-(3-aminopropyl)-N-[(R)-1-
(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl)-2-metylpropyl}-4-metyl-benzamid-
hydrokloridsalt som har karakteristiske rentgendiffraksjonstopper ved ca. 4,8, 9,7,
14,7, 17,9 18,3, 20,1, 20,9, 22,5, 23,2, 23,8, 26,1 og 26,9 grader 2-theta.

Eksempel 17
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Inhibering av cellelevedyktighet i tumorcellelinjer behandlet med KSP-

inhibitorer.

Materialer og lgsninger:

- Celler: SKOV3, ovariecancer (human)

- Medium: fenolrgdt-fritt RPMI + 5% fetalt bovint serum + 2 mM L-glutamin.

- Kolorimetrisk middel for bestemmelse av cellelevedyktighet: Promega MTS
tetrazoliumforbindelse.

- Kontrollforbindelse for maksimal celleded: Topotecan, 1 pM.

Fremgangsmate: Dag 1 - Utplating av celler:

Adherente SKOV3-celler vaskes med 10 mL PBS og tilsettes deretter 2 mL
0,25% trypsin og inkuberes i 5 minutter ved 37°C. Cellene renses fra flasken ved a
benytte 8 mL medium (fenolrgdt-fritt RPMI + 5% FBS) og overfares til en ny flaske.
Cellekonsentrasjon bestemmes ved a benytte en Coulter Counter, og det passende
volum av celler for @ oppna 1000 celler/100 pL beregnes. 100 uL medium-celle-
suspensjon (justert til 1000 celler/100 pL) tilsettes til alle branner i 96-branns plater,
etterfulgt av inkubering i 18 til 24 timer ved 37°C, 100% luftfuktighet og 5% CO;, slik

at cellene kleber til platene.

Fremgangsmate: Dag 2 - Tilsetning av forbindelse

Til en kolonne av brgnnene i en autoklavert testblokk tilsettes ferst 2,5 L test-
forbindelser ved 400X den hgyest gnskede konsentrasjon. 1,25 uL 400X (400 uM)
Topotecan tilsettes til andre brenner (optisk tetthet fra disse brannene benyttes til a
subtrahere bakgrunnsabsorbansen av dede celler og baerer). 500 uL medium uten
DMSO tilsettes til de brennene som inneholder testforbindelse og 250 pL il
Topotecan-brgnnene. 250 uL. medium + 0,5% DMSO tilsettes til alle gvrige brenner
som testforbindelsene rekkefortynnes i. Radvis, er forbindelsesholdig medium
gjentak (i to paralleller) fra testblokken til de tilsvarende celleplater. Celleplatene
inkuberes i 72 timer ved 37°C, 100% luftfuktighet og 5% CO..

Fremgangsmate: Dag 4 - MTS-tilsetning og OD-avlesning:
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Platene uttas fra inkubatoren og hver brgnn tilsettes 40 uyL MTS/PMS. Plater
inkuberes deretter i 120 minutter ved 37°C, 100% luftfuktighet, 5% CO,, etterfulgt av
avlesning av OD-verdiene ved 490 nm etter en 5 sekunders ristesyklus i et 96-branns

spektrofotometer.

Data-analyse

Den normaliserte %-verdi av kontroll (absorbans - bakgrunn) beregnes og en
XL-tilpasning benyttes til & utvikle en dose-responskurve, hvorfra den konsentrasjon
av forbindelse som trengs for a inhibere levedyktighet med 50% beregnes. For-
bindelsene ifalge foreliggende oppfinnelse oppviser aktivitet nar de testes etter

denne metode, som beskrevet ovenfor.

Eksempel 18
Enantiomer-separasjon

En anriket 3:1 R:S-blanding av kromenon-enantiomerer ble separert i deres
rene enantiomerer ved kiral kromatografi under felgende betingelser:
kolonne - Chiralpak AD, 250 x 4,6 mm (Diacel Inc.). Prgve - 22,5 mg/mL i 1:1
i-PrOH:heksaner. Betingelser - 40 min isokratisk 50% i-PrOH i heksaner, (S)-
enantiomer elueres ved 18,35 min, (R)-enantiomer elueres ved 26,87 min. (R)-
enantiomeren var signifikant mer potent enn (S)-enantiomeren av forbindelsen fra

Eksempel 2.

Eksempel 19
Monopolar spindel-dannelse etter anvendelse av en KSP-inhibitor
Humane tumorceller Skov-3 (ovarie) ble utplatet i 96-brgnns plater i tettheter
pa 4000 celler per brann, hvor de fikk klebe i 24 timer og ble behandlet med for-
skjellige konsentrasjoner av kromenonforbindelsene i 24 timer. Celler ble fiksert i 4%
formaldehyd og farget med antitubulin antistoffer (senere gjenkjent ved a benytte
fluorescensmerket sekundeert antistoff) og Hoechst fargestoff (som farger DNA).
Visuell inspeksjon viste at forbindelsene forarsaket cellesyklusstans i pro-
metafasetrinnet av mitosen. DNA ble kondensert og spindel-dannelse hadde startet,
men stansede celler oppviste jevnt over monopolare spindler, hvilket indikerer at det
skjedde en inhibering av separasjon av spindelpol-legemet. Mikroinjeksjon av anti-
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KSP-antistoffer forarsaker ogsa mitosestans, hvor stansede celler oppviser mono-
polare spindler.

Eksempel 20
Inhibering av cellulaer proliferasjon i tumorcellelinjer behandlet med KSP-
inhibitorer

Celler ble utplatet i 96-br@nns plater i tettheter fra 1000 til 2500 celler/brgnn i
en 96-brenns plate, hvor de fikk klebe/vokse i 24 timer. De ble deretter behandlet
med forskjellige konsentrasjoner av medikament i 48 timer. Tidspunktet hvor for-
bindelsene tilsettes ansees som Ty. En tetrazolium-basert test ved bruk av reagenset
3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboksymetoksyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium
(MTS) (patent nr. 5.185.450) (se Promega produktkatalog nr. G3580, CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay) ble benyttet til & bestemme antallet
levedyktige celler ved T, og antall gjenveerende celler etter 48 timers eksponering for
forbindelse. Antallet av gjenvaerende celler etter 48 timer ble sammenlignet med
antallet levedyktige celler ved tidspunktet for medikamenttilsetning, som muliggjer
beregning av vekstinhibering.

Veksten i lgpet av 48 timer av celler i kontrollbreanner som var blitt behandlet
kun med baerer (0,25% DMSO) ansees som 100% vekst og veksten av celler i
brenner med forbindelser sammenlignes med denne.

En Glsp-verdi ble beregnet ved a plotte konsentrasjonen av forbindelse i uM
vs. prosentandelen av cellevekst i behandlede brgnner. Glso-verdien beregnet for
forbindelsene er den anslatte konsentrasjon ved hvilken veksten inhiberes med 50%
sammenlignet med kontroll, dvs. den konsentrasjon hvor:

100 x [(Treatedss - To)/(Controlys - To)] = 50
hvor Treated,s er verdien ved 48 timer for de behandlede celler og Controlsg er
verdien ved 48 timer for kontrollpopulasjonen.

Alle konsentrasjoner av forbindelser testes i to paralleller og for kontroller tas
gjennomsnittet for 12 brgnner. Et meget likt 96-brenns plate-layout- og Glso-
beregningsskjema benyttes av National Cancer Institute (se Monks, et al., J. Natl.
Cancer Inst. 83:757-766 (1991)). Den fremgangsmate som the National Cancer
Institute beregner celleantall etter, benytter ikke MTS, men anvender i stedet

alternative metoder.
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Forbindelser ifelge Eksempel 1-11 ovenfor inhiberte celleproliferasjon i

humane ovarietumorcellelinjer (SKOV-3).

Eksempel 21
Beregning av ICs,:

Maling av en forbindelses ICs, for KSP-aktivitet gjer bruk av en ATPase-test.
Felgende lgsninger benyttes: Lesning 1 bestar av 3 mM fosfoenolpyruvat-kaliumsalt
(Sigma P-7127), 2 mM ATP (Sigma A-3377), 1 mM IDTT (Sigma D-9779), 5 uM
paklitaxel (Sigma T-7402), 10 ppm antiskum 289 (Sigma A-8436), 25 mM Pipes/KOH
pH 6,8 (Sigma P6757), 2 mM MgCl, (VWR JT400301) og 1 mM EGTA
(Sigma E3889). Lesning 2 bestar av 1 mM NADH (Sigma N8129), 0,2 mg/mL BSA
(Sigma A7906), pyruvat-kinase 7U/mL, L-laktat-dehydrogenase 10 U/mL
(Sigma P0294), 100 nM KSP motor-domene, 50 pg/mL mikrotubuli, 1 mM DTT
(Sigma D9779), 5 uM paklitaxel (Sigma T-7402), 10 ppm antiskum 289
(Sigma A-8436), 25 mM Pipes/KOH pH 6,8 (Sigma P6757), 2 mM MgCl;

(VWR JT4003-01) og 1 mM EGTA (Sigma E3889). Rekkefortynninger (8-12 to
gangers fortynninger) av forbindelsen fremstilles i en 96-brenns mikrotiter plate
(Corning Costar 3695) ved a benytte Lasning 1. Etter rekkefortynning har hver brgnn
50 uL av Lesning 1. Reaksjonen startes ved a tilsette 50 uL av Lasning 2 til hver
brann. Dette kan fortas med en flerkanalspipette, enten manuelt eller med
automatisert veeskehandteringsutstyr. Mikrotiterplatene overfares deretter til en
mikroplate absorbansleser, og multiple absorbansavlesninger ved 340 nm foretas for
hver brgnn i kinetisk modus. Den observerte hastighet av endring, som er
proporsjonal med ATPase-hastigheten, plottes deretter som funksjon av
konsentrasjonen av forbindelse. For en standard ICso-bestemmelse tilpasses de
avleste data etter den folgende fire-parameters ligning under bruk av et ulineaert

tilpasningsprogram (f.eks. Grafit 4):

Omrade

— +Bakgrunn
ICso)

y= s
1+ (—L

hvor y er den observerte hastighet og x konsentrasjon av forbindelsen.
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Figur 1 — Tilberedning A
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PATENTKRAV
1. Forbindelse, karakterisert ved at den har strukturen:
(o] Rs
Ry Rg
Rz
Ry
o Ry
Rq2 Rs
hvor:

R1 er benzyl, halogenbenzyl, metoksybenzyl eller cyanobenzyl;
Rz er isopropyl;

Rz er hydrogen;

Rs er hydrogen;

Re er hydrogen:

R; er halogen, cyano eller metoksy;

Rs er hydrogen; og

R12 er -N(R4)(COR3) hvor R; er tolyl og R4 er aminopropyl;
eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav; eller

et farmasgytisk akseptabelt solvat derav;

eller et farmaspytisk akseptabelt solvat av et farmasegytisk akseptabelt salt

derav.

2. Forbindelse ifalge krav 1, eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat, eller
solvat av et farmas@ytisk akseptabelt salt derav,

karakterisert ved at Rz og Rz er hver koblet til et stereogent senter som
har en R-konfigurasjon.

3. Forbindelse ifalge krav 1, eller et farmasaytisk akseptabelt salt, solvat, eller
solvat av et farmasgytisk akseptabelt salt derav,

karakterisert ved at R;og Rz er hver koblet til et stereogent senter som
har en S-konfigurasjon.
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4. Forbindelse ifalge krav 1, eller et farmasaytisk akseptabelt salt, solvat, eller
solvat av et farmasgytisk akseptabelt salt derav,
karakterisert ved at det er et hydroklorid-, fosforsyre- eller oksalsyresalt.

5. Forbindelse ifelge krav1, karakterisert ved at denerN-(3-
aminopropyl)-N-[1-(3-benzyl-7-klor-4-oks0-4H-kromen-2-yl}-2-metyl-propyl}-4-mety|-
benzamid, eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat, eller solvat av et
farmasgytisk akseptabelt salt derav.

6. Forbindelse ifelge krav1,karakterisert ved at denerN-(3-
aminopropyl)-N-[1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl}-2-metyl-propyl]-4-metyI-
benzamidhydrokloridhydrat.

7. Forbindelse ifelge krav 1, karakterisert ved at dener N-(3-
aminopropyl)-N-[(R)-1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl)-2-metyl-propyl]-4-
metyl-benzamid, eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat, eller solvat av et
farmasaytisk akseptabelt salt derav.

8. Forbindelse ifelge krav 1, karakterisert ved at dener N-(3-
aminopropyl)-N-[(R)-1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl)-2-metyl-propyl}-4-
metyl-benzamidhydrokloridhydrat.

9. Forbindelse ifelge krav 1, karakterisert ved at dener N-(3-
aminopropyl)-N-[(R)-1-(3-benzyl-7-klor-4-okso-4H-kromen-2-yl)-2-metyl-propyl]-4-
metyl-benzamidhydrokloridhydrat med pulver XRPD topper (20) valgt fra de som har
omtrent felgende verdier: 4.8, 9.7, 20.1 og 23.8.

10. Sammensetning, karakterisert ved at denomfatter en
farmasgytisk eksipient og en forbindelse ifalge et hvilket som helst av kravene 1-9
eller et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat eller solvat av et farmas@ytisk
akseptabelt salt derav.

11.  Anvendelse av en forbindelse ifglge et hvilket som helst av kravene 1-9, eller

et farmasgytisk akseptabelt salt, solvat, eller solvat av et farmasgytisk akseptabelt
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salt derav, for fremstilling av et farmaseaytisk preparat for behandling av en cellulaer
proliferativ sykdom.

12. Anvendelse ifglge krav 11, hvor nevnte cellulzere proliferative sykdom er vaigt
fra cancer, hyperplasier, restenose, kardial hypertrofi, immunforstyrrelser og
inflammasjon.



330433

1/3

k]

P
2-theta-skala

Figur 1 - Tilberedning A
g
. r 8
\A] ‘
Il
1 . *
20

coz's'
T —F
‘.—l—rlu|||||||||||r|ﬁ[|||t|||||l]||l|||-|1|l|l|l|||||||l|||g|l|||l|.|||.‘\--l.'. ~
o o o . o o o =] -] o o
§EB333FEEERERRERpTERc2g8¢gaasgg8888-



330433

' Jmesedwd
SILAWIISUL Y, 85 CA [RSAMUN GL .u wel dnoxg
_oge oot 0s2 oz 05t 0oL ] 05-
v °l . S Y ra N PP | Al PUY 1 " Fa— - " " V.Q-
1
£0-1¢ 2.6v'ems e
2.E°96 :
L
=
g 1. 8
.A 20-+Z0 M A DA-
8 T 5 f 3
i 4 g
2 . 8
] 5 3
3 Voo 3 Lo 2
2 | 3 SrzLoz =
= [ & D.lb'etl -
00400 L o0
10 10
47T Pling 64°9A 000LD 28Q uswnnsu| @uMEA UNY - DSUW :9POJON

v BulupasaqL -z anByy



3/3
e R
. ¥5°97 —\Ar
e ———
<2097 %
l\ -
P
usztz
Glgp T ——
i 4
18] o
2 R —
IE
= b .
L) .- * 160 -1
: o ——— |
]
=
1 L'y
L -; -
| =
-
2
i ———
. STpp == -
.
\_‘ E
069'67
e —— l
L|[||l|l|'l'|'|'|'|l||;'ji‘|"]|'|'|'I'|'|'|T"l'|'|'l'T1"l'l""'l']'l‘l'l'
‘8888828238388 88888888¢888s8 e coooa
888853838 ¢ ¢85 8838z azsgeqsc

(1eBujjia L) ur

330433

10

2-theta-skala



	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - DESCRIPTION
	Page 55 - DESCRIPTION
	Page 56 - DESCRIPTION
	Page 57 - DESCRIPTION
	Page 58 - CLAIMS
	Page 59 - CLAIMS
	Page 60 - CLAIMS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS

