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stellung, dieses enthaltende Arzneimittel sowie dessen Verwendung zur Behandlung von Krankheiten.
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Salz des Embusartans

Die vorliegende Erfindung betrifft das Diethanolamin-Salz des Embusartans, Verfahren zu dessen
Herstellung, dieses enthaltende Arzneimittel sowie dessen Verwendung zur Behandlung von

Krankheiten.

Es ist bekannt, dass Renin ein proteolytisches Enzym, in vivo vom Angiotensinogen das Deka-
peptid Angiotensin I abspaltet, welches wiederum in der Lunge, den Nieren oder anderen Geweben
zu dem blutdrucksteigernden Oktapeptid Angiotensin II abgebaut wird. Die verschiedenen Effekte
des Angiotensin II, wie beispielsweise Vasokostriktion, Na*-Retention in der Niere, Aldosteron-
freisetzung in der Nebenniere und Tonuserhdhung des sympathischen Nervensystems wirken

synergistisch im Sinne einer Blutdruckerh6hung.

Dariiber hinaus besitzt Angiotensin II die Eigenschaft, das Wachstum und die Vermehrung von
Zellen wie beispielsweise von Herzmuskelzellen und glatten Muskelzellen zu férdern, wobei diese
bei verschiedenen Krankheitszustinden (z.B. Hypertonie, Atherosklerose und Herzinsuffizienz)

vermehrt wachsen und proliferieren.

Ein moglicher Ansatz zum Eingriff in das Renin-Angiotensin-System- (RAS) ist neben der Inhi-
bierung der Reninaktivitit die Hemmung der Aktivitat des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE)

sowie die Blockade von Angiotensin II-Rezeptoren.

Embusartan gehort zur Strukturklasse der Pyridonsubstituierten Biphenyle, die in EP 0 542 059
offenbart ist. Embusartan, welches Methyl 6-butyl-1-{[3-fluoro-2'-(1H-tetrazol-5-yl)biphenyl-4-
ylJmethyl}-2-ox0-1,2-dihydropyridine-4-carboxylat entspricht, dessen Herstellung, spezifische
Angiotensin II —a;;gonistische Wirkung und medizinische Verwendung ist in EP 0 594 019 be-

schrieben.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung einer Form von Embusartan mit einem
verbesserten physikochemischen Profil, insbesondere der Loslichkeit, unter Beibehaltung einer

ausreichenden Stabilitit.

Der acide Tetrazolrest des Embusartans bietet sich fiir eine Salzbildung mit Basen beispielsweise
Aminbasen an. Allerdings wird die Methylestergruppe des Embusartans unter basischen Bedin-
gungen leicht gespalten. Verschiedene Salze des Embusartans mit Basen zeigen eine Spaltung des

Methylesters und/oder bilden keine ausreichend stabilen Kristalle.
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Gegenstand der Vorliegenden Erfindung ist das Diethanolamin Salz von Embusartan 2-Hydroxy-
N-(2-hydroxyethyl)ethanaminium  5-(4'-{[6-butyl-4-(methoxycarbonyl)-2-oxopyridin-1(2H)-yl]-
methyl}-3'-fluorobiphenyl-2-yl)tetrazol-1-id und entspricht der Verbindung der Formel (I)

H,C

®.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verbindung der Formel (I) in einer

kristallinen Form mit einem Schmelzpunkt von 136°C,

Uberraschenderweise wird die basenlabile Methylestergruppe der Verbindung der Formel (I) nicht
gespalten. Die Verbindung der Formel (I) zeichnet sich durch eine hohe Léslichkeit und Stabilitit

aus.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der Verbin-

dung der Formel (I). Dazu wird Embusartan mit Diethanolamin, bevorzugt 1 Moliquivalent

" bezogen auf die eingesetzte Molmenge an Embusartan, in einem inerten Losungsmittel beispiels-

weise Dioxan versetzt und die Mischung homogenisiert, bis eine klare Losung entsteht. Die
Mischung wird gegebenenfalls unter reduziertem Druck eingeengt. Die Mischung kann auch unter

reduziertem Druck lyophilisiert werden. Das so isolierte Produkt ist in der Regel amorph. -

Zur Herstellung der kristallinen Form wird die amorphe Verbindung der Formel (I) in einem-
inerten Losungsmittel, bevorzugt eine Mischung aus n-Butanol und Wasser, mehrere Tage,
bevorzugt bis zu 7 Tage geriihrt, die Kristalle isoliert und gegebenenfalls getrocknet. Figur 2 zeigt
das Rontgendiffraktiogramm der kristallinen Form der Verbindung der Formel (I).

Die Verbindung der Formel (I) kann auf geeignete Weise appliziert werden, wie z.B. oral, parenteral,
pulmonal, nasal, sublingual, lingual, buccal, rectal, dermal, transdermal, conjunctival, otisch oder als

Implantat bzw. Stent.

Fiir diese Applikationswege kann die Verbindung der Formel (I) in geeigneten Applikationsformen

verabreicht werden.
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Fiir die orale Applikation eignen sich nach dem Stand der Technik funktionierende schnell und/oder
modifiziert die Verbindung der Formel (I) abgebende Applikationsformen, wie z.B. Tabletten (nicht-
iberzogene oder iiberzogene Tabletten, beispielsweise mit magensaftresistenten oder sich verzogert
aufldsenden oder unléslichen Uberziigen, die die Freisetzung der erfindungsgemifien Verbindung
kontrollieren), in der Mundhohle schnell zerfaliende Tabletten oder Filme/Oblaten, Filme/Lyophyli-
sate, Kapseln (beispielsweise Hart- oder Weichgelatinekapseln), Dragees, Granulate, Pellets, Pulver,

Suspensionen oder Aerosole.

Die parenterale Applikation kann unter Umgehung eines Reéorptionsschrittes' geschehen (z.B. intra-
vends, intraarteriell, intrakardial, intraspinal oder intralumbal) oder unter Einschaltung einer
Resorption (z.B. intramuskulér, subcutan, intracutan, percutan oder intraperitoneal). Fiir die paren-
terale Applikation eignen sich als Applikationsformen u.a. Injektions- und Infusionszubereitungen in

Form von Suspensionen, Lyophilisaten oder sterilen Pulver.

Fiir die sonstigen Applikationswege eignen sich z.B. Inhalationsarzneiformen (u.a. Pulverinhalatoren,
Nebulizer), lingual, sublingual oder buccal zu applizierende Tabletten, Filme/Oblaten oder Kapselin,
Suppositorien, Ohren- oder Augenprédparationen, Vaginalkapseln, wiBrige Suspensionen (Lotionen,
Schiittelmixturen), lipophile Suspensionen, Salben, Cremes, transdermale therapeutische Systeme

(wie beispielsweise Pflaster), Pasten, Streupuder, Implantate oder Stents.

Die erfindungsgemiBen Verbindungen konnen in die angefiihrten Applikationsformen iberfiihrt
werden. Dies kann in an sich bekannter Weise durch Mischen mit inerten, nichttoxischen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen gescheheﬁ. Zu diesen Hilfsstoffen zihlen u.a. Trigerstoffe
(beispielsweise mikrokristalline Cellulose, Laktose, Mannitol), Lésungsmittel (z.B. flissige Poly-
ethylenglycole), Emulgatoren und Dispergier- oder Netzmittel (beispielsweise Natriumdodecylsulfat,
Polyoxysorbitanoleat), Bindemittel (beispielsweise Polyvinylpyrrolidon), synthetische und natiirliche
Polymere (beispielsweise Albumin), Stabilisatoren (z.B. Antioxidantien wie beispielsweise Ascorbin-
sdure), Farbstoffe (z.B.A anorganische Pigmente wie beispielsweise Eisenoxide) und Geschmacks-

und/oder Geruchskorrigentien.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel, die mindestens die Verbindung
der Formel (I), iiblicherweise zusammen mit einem oder mehreren inerten, nichttoxischen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen wie beispielsweise Binder, Fiillstoffe, etc. enthalten, sowie

deren Verwendung zu den unten genannten Zwecken.

Die Verbindung der Formel (I) besitzt eine spezifische Angiotensin II-antagonistische Wirkung, da

sie kompetitiv die Bindung von Angiotensin II an die Rezeptoren hemmt. Sie unterdriickt die
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vasokonstriktorischen und Aldosteronsekretionsstimulierenden Effekte des Angiotensin II. Dariiber

hinaus inhibiert sie die Proliferation von glatten Muskelzellen.

Die Verbindung der Formel (I) kann deshalb in Arzneimittel zur Behandlung und/oder Prophylaxe
der arteriellen Hypertonie und Atherosklerose eingesetzt werden. Dariiber hinaus kann sie zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von coronaren Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz, Stérungen der
Himnleistung, ischimischen = Gehirnerkrankungen,  peripheren = Durchblutungsstérungen,
Funktionsstérungen der Niere und Nebenniere, bronchospastischen und vaskuldr bedingten

Erkrankungen der Atemwege, Natriumretention und Odemen eingesetzt werden.

Da die Verbindung der Formel (I) iiberraschenderweise PPAR vy Aktivitit aufweist, kann die
Verbindung der Formel (I) deshalb verwendet werden in Arzneimittel, die den Blutzuckerspiegel
kontrollieren, zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Diabetes Mellitus oder zur Behandlung von

Patienten mit abnormaler PPAR vy Funktion.

Aufgrund der PPAR vy Aktivitit kann die Verbindung der Formel (I) nicht nur zur Kontrolle des
Blutzuckerspiegels bei Patienten mit Diabetes Mellitus oder bei pré-diabetischen Patienten eingesetzt
werden, sondern auch zur Verbesserung des Lipidmetabolismus oder zur Behandlung von

Arteriosklerose.

Ebenso kénnen Patienten mit metabolischem Syndrom, Syndrom X, beeintrichtigter Glukosetoleranz
(impaired glucose tolerance (IGT)), Insulin Resistenz oder beeintrachtigtem Niichternglucosewert
(impaired fasting glucose (IFG)). Diese Patienten konnen einen erhohten Blutzuckerspiegel besitzen
von 110 mg/dL oder hoher.Beispiele einer abnormalen PPAR y Aktivitit kdnnen proliferative,

autoimmunologische, immunomodulatorische oder entziindliche Erkrankungen sein.

Ausfiihrungsbeispiele

NMR, LC-MS- und HPLC-Methoden:

Methode 1 (Standardbedingungen fiir die analytische HPLC):

Sédule: XTerra 3.9 x 150 WAT 186000478; Temperatur: RT; Flul: 1 ml/min;

Eluent A: 10 ml 70% Perchlorséure in 2.5 1 Wasser, Eluent B: Acetonitril, Gradient: 0.0 min 20%B
— 1 min 20%B — 4 min 90%B — 9 min 90%B— 10 min 20%B.
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Methode 2 (Standardbedingungen fiir LC-MS; MHZ-Z1-HYD-1):

Geritetyp MS: Micromass ZQ; Geritetyp HPLC: Waters Alliance 2795; Siule: Phenomenex
Synergi 2p Hydro-RP Mercury 20 mm x 4mm; Eluent A: 1 | Wasser + 0.5 ml 50%ige
Ameisensdure, Eluent B: 1 1 Acetonitril + 0.5 ml 50%ige Ameisensdure; Gradient: 0.0 min 90%A
= 2.5 min 30%A - 3.0 min 5%A -> 4.5 min 5%A; Fluss: 0.0 min 1 mI/min, 2'.5 min/3.0 min/4.5
min 2 ml/min; Ofen: 50°C; UV-Detektion: 210 nm.

NMR:

NMR-Messungen wurden an einem Bruker DMX500 mit einer Protonenfrequenz von 500,13 MHz

durchgefiihrt. Proben wurden in DMSO-d¢ geldst und bei einer Temperatur von 302K gemessen.

Beispiel 1:

2-hydroxy-N-(2-hydroxyethyl)ethanaminium 5-(4'-{[6-butyl-4-(methoxycarbonyl)-2-oxo pyridin-
1(2H)-yl]methyl}-3'-fluorobiphenyl-2-yl)tetrazol-1-id

o
o) o)
| X
R,C N o) N=N
/N
Nyl N
HZ
F

- a) amorphe Form:

5 g (10,83 mmol) Methyl 6-butyl-1-{[3-fluoro-2'-(1H-tetrazol-5-yl)biphenyl-4-ylJmethyl}-2-oxo-
1,2-dihydropyridine-4-carboxylate (Embusartan) werden in 50 ml Dioxan und 5 ml Methanol
aufgenommen und mit 1,14 g (10,83 mmol) Diethanolamin versetzt. Nach 2 min Behandlung im
Ultraschallbad entsteht eine kiare Losung. Die Mischung wird im Hoch-vakuum bei. Raum-
temperatur eingeengt, wobei das Dioxan gefriert. Der Kolbeninhalt wird anschlielend lyophi-
lisiert. Das Lyophilisat wird nochmals in Dioxan aufgenommen und erneut lyophilisiert. Man

erhidlt das Salz in quantitativer Ausbeute.

HPLC (Methode 1): R, = 5,28 min;
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LC-MS (Methode 2): R, = 2,21 min; m/z = 462 (M+H)"

'H-NMR (500MHz, DMSO-dg): & = 0.88 (t, 3H), 1.32 (m, 2H), 1.52 (m, 2H), 2.66 (t, 2H), 3.0 (t,

4H), 3.63 (t, 4H), 3.88 (s, 3H), 5.3 (s, 2H), 6.53 (s, 1H), 6.66 (t, 1H), 6.84 (s, 1H), 6.89 (d, 1H),
6.93 (d, 1H), 7.32 (m, 1H), 7.4 (m, 2H), 7.6 (m, 1H). : '

b) kristalline Form:

6,1 g (10,9 mmol) des unter a) hergestellten Salzes werden in 3 ml einer Mischung aus 85% n-
Butanol und 15% Wasser bei RT geriihrt. Nach 7 Tagen wird iiber eine Fritte abgesaugt und 1h mit
Luft trockengesaugt. Man trocknet weitere 5 Tage an der Luft. Man erhilt 3,94 g (64%) einer

kristallinen Substanz.

TLC: Acetonitril/Wasser (20/1); Rr= 0.26

HPLC (Methode 1): R, = 5,28 min;

LC-MS (Methode 2): R, = 2,21 min; m/z = 462 (M+I—AI)+

Das NMR-Spektrum ist identisgh mit dem vor der Verrithrung gemessenen NMR-Spektrum.

Kristallinitit und varoékopizitﬁt:

Die hohe Schmelzenthalpie (108 J/g) von Beispiel 1 b), die mit einem Differential Scanning
Calorimeter (DSC, Abb. 1) bestimmt wurde, und das Rontgendiffraktogramm (Abb. 2) zeigen, dass
Beispiel 1 b) als kristallines Salz vorliegt. Das Schmelzverhalten (DSC-Schmelzpunkt 136°C, Abb.
1, rote Kurve) zeigt; dass das untersuchte Salz eine hohe Reinheit hat. Beispiel 1 b) ist nicht hygro-
skopisch. Das TGA-Thermogramm (Thermogravimetric Analysis, Abb. 1, schwarze Kurve) zeigt
keinen Masseverlust zwischen Raumtemperatur und 100°C. Wihrend Lagerung bei hoher relativer

Feuchte (85 % r. h. bei 25°C, eine Woche) nimmt der TGA-Masseverlust nur um 0,1 % zu.

Die DSC- und TGA-Thermogramme wurden mit einem DSC 7 und TGA 7 Analysen- System von
Perkin Elmer aufgenommen. Das Rontgendiffraktogramm wurde mit einem Stoe-Transmissions-

diffraktometer registriert.

Stabilititsuntersuchungen

pH-Stabilitit:

0,3 mg des Beispiels 1 b) werden in einem 2 ml HPLC-Vial eingewogen und mit 0,5 ml Acetonitril

versetzt. Zum Losen der Substanz wird das Probengefdf fiir ca. 10 Sekunden ins Ultraschallbad
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getaucht. AnschlieBend werden 0,5 ml der jeweiligen Pufferldsung zugefiigt und die Probe erneut

im Ultraschallbad behandelt.
Eingesetzte Pufferlosungen:

pH 2: 0,03 M Citronensiure; 0,061 M Natriumchlorid; 0,0082 M Salzsiure

pH 4: 0,056 M Citronenséaure; 0,044 M Natriumchlorid; 0,068 M Natronlauge
pH 6: 0,06 M Citronensidure; 0,160 M Natronlauge
pH 6,5: (6,186 g Natriumchlorid + 3,954 g Natriumdihydrogenphosphat) / I mit 1N NaOH

auf pH 6,5 eingestellt

pH 7,5: (1,23 g Citronensdure wasserfrei + 22,65 g Dinatriumhydrogenphosphat) /1 -

pH 8: 0,013 M Borax; 0,021 M Salzsdure
f)H 9: 0,013 M Borax; 0,0046 M Salzsdure

Uber einen Zeitraum von 24 h bei 37°C werden stiindlich jeweils 5 pl der Probenldsung per HPLC
beziiglich ihres Gehalts an Wirkstoff analysiert. Quantifiziert wird iiber die Flichenprozente der
Peaks.

HPLC Methode: Agilent 1100 mit DAD (G1314A), bindrer Pumpe (G1312A), Autosarhpler
(G1329A), Saulenofen (G1316A); Thermostat (G1330A)

Sdule: Kromasil 100 C18 60 x 2,1 3,5u;
Séiuléntemperatur: 37°C;

Eluent A: Wasser + 5 ml Perchlorsdure/l
Eluent B: Acetonitril;

Gradient: 0-1,0 min 98% A, 2% B; 1,0-9,0 min 2%, A 98% B; 9,0-13,0 min 2% A, 98% B; 13,0-
13,5 min 98% A, 2% B; 13,5-15,0 98% A, 2% B.

Flussrate: 0,75 ml/min;

Detektion: 210 nm.

Ergebnisse:
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Die Stabilitit des Beispiels 1 b) wird wie folgt charakterisiert:

Puffer pH Gehalt in %

nach 24 h bei 37°C 2,0 100,0
nach 24 h bet 37°C 4,0 100,0
nach 24 h bei 37°C 6,0 100,0
nach 24 h bei 37°C 6,5 100,0
nach 24 h bei 37°C 7,5 97,0
nach 24 h bei 37°C 8,0 83,0
nach 24 h bei 37°C 9,0 4,0

Thermische Stabilitét:

10 mg des Beispiels 1 b) werden in eine 10 ml Braunglasflasche tiberfiihrt und mit einem Gummi-
stopfen inklusive Bordelkappe fest verschlossen. Die Flasche wird fiir eine Woche im Trocken-
schrank von WTB binder(VD23) bei 90°C gelagert. Nach dieser Zéit werden 0,3 mg entnommen
und in 1,0 ml Wasser/Acetonitril 1:1 geldst. Diese Probe wird per HPLC unter den oben beschrie-

benen Bedingungen analysiert.
Als Vergleich dient das Chromatogramm der Testverbindung zum Zeitpunkt t, vor Einlagerung.

Ergebnisse:

Fiir das Beispiel 1 b) ergibt sich nach Lagerung von 7 Tagen bei 90°C ein Gehalt von 93,6% Wirk-
stoff bezogen auf'dén Ausgangswert von 100%. .

Im Vergleich dazu ergibt sich fiir das bekannte Embusartan-Kalium-Salz, beschrieben.in EP
0594 019, nach Lagerung von 7 Tagen bei 90°C ein Gehalt von 33 % Wirkstoff bezogen auf den

Ausgangswertes von 97%.

Bestimmung der Lislichkeit:

Die Testverbindung wird in Wasser oder wissrigem Puffer (spezifiziert bei den Loslichkeits-
ergebnissen) geldst. Diese Losung wird 24h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Ultra-Zentri-
fugation bei 224 000g fiir 30 min. wird der Uberstand mit DMSO verdiinnt und per HPLC analy-
siert. Quantifiziert wird iiber eine Zwei-Punkt Kalibrationskurve der Testverbindung in DMSO.

Die Loslichkeit wird in mg/l ausgedriickt.
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HPLC Methode: Agilent 1100 mit DAD (G1315A), quat. Pumpe (G1311A), Autosampler CTC
HTS PAL, Degaser (G1322A) and Saulenthermostat (G1316A); Sédule: Zorbax Extend-C18 3.5u;
Temperatur: 40°C; Eluent A: Wasser/Phosphorsdure pH2; Eluent B: Acetonitril; Flussrate:
0.7 mL/min; Gradient: 0—0.5 min 85% A, 15% B; Rampe: 0.5-3 min 10%, A 90% B; 3-3.5 min
10% A, 90% B; Rampe: 3.5-4 min 85% A, 15% B; 4-5 min 85% A, 15% B.

Ergebnisse:
Beipiel 1 b) wird fur die Loslichkeit wie folgt charakterisiert:

pH SOL [mg/l]
6,6 420

Ein Abbau wird nicht beobachtet.

Im Vergleich dazu wird Embusartan fiir die Loslichkeit wie folgt charakterisiert:

pH SOL [mg/I]
2 4

4 11

6 240

Oberhalb pH 6 wird ein signifikanter Abbau des Methylesters zur Carbonsdure beobachtet.

Im weiteren Vergleich dazu wird das Embusartan-Kaliumsalz fiir die Loslichkeit wie folgt

charakterisiert:

pH SOL [mg/1]
2,0 4,6

Oberhalb pH 2 wird bereits ein Abbau des Methylester zur Carbonséure beobachtet.
Methode

A) Radiotelemetrische Blutdruckmessung an wachen Ratten

Fir die im Folgenden beschriebene Blutdruckmessung an wachen Ratten wird ein im Handel
erhiltliches Telemetriesystem der Firma DATA SCIENCES INTERNATIONAL DSI, USA

eingesetzt.
Das System besteht aus 3 Hauptkomponenten:

1. Implantierbare Sender
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2. Empfinger, die iiber einen Multiplexer mit einem
3. Datenakquisitionscomputer verbunden sind.

Die Telemetrieanlage ermdglicht eine kontinuierliche Erfassung von Blutdruck Herzfrequenz und

Korperbewegung an wachen Tieren in ihrem gewohnten Lebensraum.
Tiermaterial

Die Untersuchungen werden an ausgewachsenen weiblichen Ratten mit einem Koérpergewicht von
>200 g durchgefiihrt. Die Versuchstiere werden nach Senderimplantation einzeln in Makrolon -

Kifigen Typ 3 gehalten. Sie haben freien Zugang zu Standartfutter und Wasser.

Der Tag — Nacht — Rhythmus im Versuchslabor wird per Raumbeleuchtung um 6:00 Uhr morgens
und um 19:00 Uhr abends gewechselt.

Senderimplantation

Die eingesetzten Telemetriesender Ratte(TAM PA — C40, DS ) werden den Versuchstieren
mindestens 14 Tage vor dem ersten Versuchseinsatz unter aseptischen Bedingungen chirurgisch
implantiert. Die so instrumentierten Tiere sind nach Abheilen der Wunde und Einwachsen des

Implantats wiederholt Einsetzbar.

Zur Implantation werden die niichternen Tiere mit Pentobabital (Nembutal, Sanofi: 50mg/kg i.p. )
narkotisiert und an der Bauchseite weitrdumig rasiert und desinfiziert. Nach Eréffnung des
Bauchraumes entlang der Linea alba wird der fliissigkeitsgefiillte MefBkatheter des Systems
oberhalb der Bifurcation nach cranial in die Aorta descendens eingesetzt und mit Gewebekleber
(VetBonD TM, 3M) befestigt. Das Sendergehduse wird intraperitoneal an der

Bauchwandmuskulatur fixiert und die Wunde wird schichtweise verschlossen.

Postoperativ wird zur Infektionsprophylaxe ein Antibiotikum verabreicht (Tardomyocel COMP

Bayer 1ml/kgs.c.)

Substanzen und Lésungen

Wenn nicht anders beschrieben werden die zu untersuchenden Substanzen jeweils einer Gruppe
von Tieren (n = 6 ) per Schlundsonde oral verabreicht. Entsprechend einem Applikationsvolumen
von 5 ml/kg Korpergewicht werden die Testsubstanzen in geeigneten L&sungsmittelgemischen

gelost oder in 0,5% iger Tylose suspendiert.

Eine Losungsmittel- behandelte Gruppe von Tieren wird als Kontrolle eingesetzt.
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Versuchsablauf

Die vorhandene Telemetrie — MefBeinrichtung ist fiir 24 Tiere konfiguriert. Jeder Versuch wird

unter einer Versuchsnummer registiert (VJahr Monat Tag).

Den in der Anlage lebenden instrumentierten Ratten ist jeweils eine eigene Empfangsantenne

zugeordnet (1010 Receiver, DSI ).

Die implantierten Sender sind iiber einen eingebauten Magnetschalter von auflen aktivierbar. Sie
werden bei Versuchsvorlauf auf Sendung geschaltet. Die ausgestrahlten Signale kénnen durch ein
Datenakquisitionssystem (Dataquest TM A.R.T. for WINDOWS, DSI ) online erfasst und
entsprechend aufgearbeitet werden. Die Ablage der Daten erfolgt jeweils in einem hierfiir

erdffneten Ordner der die Versuchsnummer trégt.

- Im Standartablauf werden iiber je 10 Sekunden Dauer gemessen

e Systolischer Blutdruck (SBP)

e Diastolischer Blutdruck (DBP)

e Arterieller Mitteldruck (MAP)

e Herzfrequenz' (HR)

o  Aktivitdt (ACT)

Die Messwerterfassung wird rechnergesteuert in 5 Minuten Abstinden wiederholt. Die als
Absolutwert erhobenen Quelldaten werden im Diagramm mit dem aktuell gemessenen
Barometerdruck korrigiert und in Einzeldaten abgelegt. Weitere technische Details sind der

umfangreichen Dokumentation der Herstellerfirma (DSI) zu entnehmen.

Wenn nicht anders beschrieben erfolgt die Verabreichung der Priifsubstanzen am Versuchstag um
9.00 Uhr. Im Anschluss an die Applikation werden die oben beschriebenen Parameter 24 Stunden

gemessen.

Auswertung

Nach Versuchsende werden die erhobenen Einzeldaten mit der Analysis-Software (DATAQUEST
TM A. RT. TM ANALYSIS) sortiert. Als Leerwert werden hier 2 Stunden vor Applikation
angenommen, so das der selectierte Datensatz den Zeitraum von 7:00 Uhr am Versuchstag bis 9:00

Uhr am Folgetag umfasst.
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Die Daten werden iiber eine voreinstellbare Zeit durch Mittelwertbestimmung geglittet (15
Minuten Average, 30 Minuten Average ) und als Textdatei auf einen Datentréger ibertragen. Die
so vorsortierten und komprimierten Messwerte werden in Excel-Vorlagen iibertragen und
tabellarisch dargestellt. Die Ablage der erhobenen Daten erfolgt pro Versuchstag in einem eigenen
Ordner, der die Versuchsnummer tragt. Ergebnisse und Versuchsprotokolle werden in Papierform

nach Nummern sortiert in Ordnern abgelegt.
Ergebnis

Nach Applikation von 30 mg/kg p.o. der Verbindung der Formel (I) wird die Maximalwirkung im
Vergleich zu Embusartan (30 mg/kg p.o.) um 50% verstidrkt. Die Wirkdauer wird tendenziell

verldngert, wobei die reflektorische Tachykardie nicht verstirkt wird.

B) Zelluliirer Transaktivierungs-Assay:

Testprinzip:
Ein zelluldrer Assay wird eingesetzt zur Identifizierung von Aktivatoren des Peroxisom-

Proliferator-aktivierten Rezeptors gamma (PPAR-gamma).

Da Siugetierzellen verschiedene endogene nukledre Rezeptoren enthalten, die eine eindeutige
Interpretation der Ergebnisse komplizieren konnten, wird ein etabliertes Chimérensystem
eingesetzt, in dem die Liganden-Bindungsdoméne des humanen PPARy-Rezeptors an die DNA-
Bindungsdoméne. des Hefe-Transkriptionsfaktors GAL4 fusioniert wird. Die so entstehende
GALA4-PPARy-Chimire wird in CHO- Zellen mit einem Reporterkonstrukt co-transfiziert und

stabil exprimiert.

Klonierung:

Das GALA4-PPARy-Expressions-Konstrukt enthdlt die Ligandenbindungsdomidne von PPARy
(Aminosduren 203-506), welche PCR-amplifiziert wird und in den Vektor pcDNA3.1
hineinkloniert wird. Dieser Vektor enthdlt bereits die GAL4- DNA-Bindungsdoméne
(Aminosiduren 1-147) des Vektors pFC2-dbd (Stratagene). Das Reporterkonstrukt, welches fiinf
Kopien der GAL4-Bindestelle, vorgeschaltet vor einem Thymidinkinasepromoter enthélt, fiihrt zur
Expression der Firefly-Luciferase (Photinus pyralis) nach Aktivierung und Bindung von GAL4-
PPARYy.
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Transaktivierungs-Assay: Luciferase-Reporter

CHO (chinese hamster ovary)-Zellen werden in DMEM/F12-Medium (BioWhittaker),
supplementiert mit 10% fotalem Kalberserum, 1% Penicillin/ Streptomycin (GIBCO), mit einer
Zelldichte von 2 x 10° Zellen pro well in einer 384 well-Platte (Greiner) ausgesit. Nach
. Kultivierung iiber 48 h bei 37°C werden die Zellen stimuliert. Dazu werden die zu priifenden
Substanzen in CHO-A-SFM- Medium (GIBCO), supplementiert mit 2,5% fotalem Kilberserum,
1% Penicillin/Streptomycin (GIBCO) aufgenommen und zu den Zellen dazu gegeben. Nach einer
Stimulationszeit von 24 Stunden wird die Luciferaseaktivitit mit Hilfe einer Videokamera
gemessen. Die gemessenen relativen Lichteinheiten ergeben in Abhéngigkeit von der
Substanzkonzentration eine sigmoide Stimulationskurve. Die Berechnung der ECso-Werte erfolgt

" mit Hilfe des Computerprogramms GraphPad PRISM (Version 3.02).

Ergebnis:

Die Verbindung der Formel (I) zeigt einen ECso von 17 pM.
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Patentanspriiche:
1. 2-Hydroxy-N-(2-hydroxyethyl)ethanaminium 5-(4'-{[6-butyl-4-(methoxycarbonyl)-2-oxo-
pyridin-1(2H)-yljmethyl}-3'-fluorobiphenyl-2-yl)tetrazol-1-id entsprechend der Verbin-
dung der Formel (I)
.
o) 0]
| X
C N~ o N=N
[\ -
Nao N
H2
T O
.
2. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel (I), dadurch gekennzeichnet, dass

Embusartan mit Diethanolamin in einem inerten Losungsmittel umgesetzt wird.

3. Arzneimittel enthaltend mindestens die Verbindung der Formel (I) ein oder mehrere inerte,

nichttoxische, pharmazeutisch geeignete Hilfsstoffe.

4. Arzneimittel gemifl Anspruch 3 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von arterieller
Hypertonie, Atherosklerose, coronaren Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz, Stérungen der
Hirnleistung, ischdmischen Gehimnerkrankungen, peripheren Durchblutungsstdrungen,
Funktions;t-irungen der Niere und Nebenniere, bronchospastischen und vaskulédr bedingten

Erkrankungen der Atemwege, Natriumretention und Odemen.

5. Verwendung der Verbindung der Formel (I) zur Herstellung eines Arzneimittel zur
Behandlung und/oder Prophylaxe von arterieller Hypertonie, Atherosklerose, coronaren
Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz, Stérungen der Hirnleistung, ischdmischen Gehirn-
erkrankungen, peripheren Durchblutungsstérungen, Funktionsstorungen der Niere und
Nebenniere, bronchospastischen und vaskuldr bedingten Erkrankungen der Atemwege,

Natriumretention und Odemen.

6. Verfahren zur Behandlung und/oder Prophylaxe von arterieller Hypertonie, Atherosklerose,
coronaren Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz, Stérungen der Hirnleistung, ischdmischen
Gehirnerkrankungen, peripheren Durchblutungsstérungen, Funktionsstdrungen der Niere und

Nebenniere, bronchospastischen und vaskulir bedingten Erkrankungen der Atemwege,
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Natriumretention und Odemen durch Verabreichung einer pharmazeutisch wirksamen

Menge an der Verbindung der Formel (I).

7. Verwendung der Verbindung der Formel (I) zur Herstellung eines Arzneimittel zur
Kontrolle des Blutzuckerspiegels, zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Diabetes

Mellitus oder zur Behandlung von Patienten mit abnormaler PPAR vy Funktion.
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Feld I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Biatt 1

Geman Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstelit:

1. Anspriiche Nr.

weil sle sich auf Gegenstinde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, ndmlich

Obwoh1 Anspruch 6 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Kérpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und
griindete sich auf die angefilihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. ]_—_l Anspriiche Nr.
weill sie sich auf Teile der interationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daf eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefithrt werden kann, namlich

3. ]—___l Ansprliche Nr.
weil es sich dabei um abhéingige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld lil Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebihren rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alie recherchierbaren Anspriiche.

—_

2. D Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusétzliche Recherchengebtihr gerechtfertigt hétte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Geblihr aufgefordert.

8. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fiir die Gebtihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4. D Der Anmeider hat die erforderlichen zusétziichen Recherchengebhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher-
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er—

fast:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusétzlichen Gebtihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

l:! Die Zahlung zusétzlicher Recherchengeblihren erfolgte ohne Widerspruch.
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