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Verfahren zur verbesserten Bioaktivierung von Arzneistoffen

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der Bioaktivitit von Arz-

neistoffen.

Die Voraussetzung fiir einen therapeutischen Effekt eines Arzneistoffes nach oraler Gabe
stellt dessen Aufnahme aus dem Gastrointestinaltrakt dar. Der wichtigste Mechanismus eines
solchen Effektes ist die passive Diffusion. Der Grad der Resorption auf dem Weg der passi-

ven Diffusion ist unter anderem abhingig von der Lipophilie.

Ein weiteres Problem bei der medikamentdsen Behandlung vieler Krankheiten ist die Not-
wendigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren. Die Blut-Hirn-Schranke stellt eine effektive
Barriere in Bezug auf die Absorption von Substanzen ins Gehim dar. Sie sichert die selektive
Aufnahme und verhindert das Eindringen von Substanzen. Dariiber hinaus fungiert die Blut-
Himn-Schranke nicht nur als physikalische, sondern auch als enzymatische Barriere. An der
Penetration von Substanzen ins Gehirn sind verschiedene Prozesse beteiligt. Im Handel befin-
den sich im Vergleich zu anderen Indikationen nur wenige Arzneimittel, die im zentralen Ner-
vensystem (ZNS) ihre Wirkung entfalten. Davon gelangt der iiberwiegende Teil durch Diffu-
sion ins ZNS. Auf diesem Wege werden Krankheiten wie die Epilepsie, chronische
Schmerzen oder Depressionen behandelt. Andere schwerwiegende Funktionsstérungen wie
beispielsweise Hirntumore oder die Amyotrophe Lateralsklerose kénnen auf diesem Wege

heutzutage nur schwer behandelt werden.

Um Biomembranen durch passive Diffusion iiberwinden zu kénnen, sollte eine Substanz li- |
pophil sein, ein kleineres Molekulargewicht als 500 Da besitzen und sie sollte ungeladen vor-
liegen. Um spezifisch, kleine hochpolare Molekiile wie Aminosduren oder Zucker zu absor-
bieren, sind verschiedene Transporter-Systeme, wie beispielsweise Nucleosid-Transporter,
Influx- und Efflux-Transporter fiir organische Anionen oder Kationen, Glucose-Transporter,
Peptid-Transporter und Aminoséure-Trénsporter an den Biomembranen mit Schrankenfunkti-

on (Gastrointestinaltrakt, Blut-Hirn-Schranke) exprimiert.

BESTATIGUNGSKOPIE
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Zur Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften werden daher verschiedene
Prodrug-Systeme herangezogen. Bei einem Prodrug handelt es sich um einen pharmakolo-
gisch nicht oder nur sehr wenig aktiven Arzneistoff, der erst durch Metabolisierung im Orga-

nismus in einen aktiven Metaboliten Giberfithrt wird.

N-Hydroxyamidine (Amidoxime) und N-Hydroxyguanidine stellen bekannte Prodrug-
Prinzipien zur Erh6hung der oralen Bioverfligbarkeit der Amidine [Clement, B. Methoden zur
Behandlung und Prophylaxe der Pneumocystis carinii Pneumonie (PCP) und anderen Erkran-
kungen sowie Verbindungen und Formulierungen zum Gebrauch bei besagten Methoden. [DE
4321444] und Guanidine dar. Die Stickstoffatome der Amino und der Iminogruppe liegen bei
den Salzen der Amidine und Guanidine im mesomeren Gleichgewicht vor, die Konzepte kon-

nen auf beide Stickstoffatome angewendet werden.

Die Uberfiihrung in einen aktiven Metaboliten verlduft dabei, je nach zu Grunde liegendem
Prodrug-Konzept, iiber unterschiedliche Enzymsysteme. Das in praktisch allen Formen des
Lebens vorkommende Enzymsystem ist das Cytochrom-P450 (CYP450), das unter anderem

folgende Reaktionen katalysiert:

N-Oxidation, S-Oxidation, N-Desalkylierung, O-Desalkylierung, S-Desalkylierung, Desami-

nierung, Dehalogenierung, sowie Hydroxylierung von Aromaten und Aliphaten.

Die Vielseitigkeit des Enzymsystems CYP450 bringt es mit sich, dass verschiedene Substrate
und Arzneimittel bei Ihrem Umsatz um das System konkurrieren. Es kommt zu Interaktionen,
Wechselwirkungen und unerwiinschten gegenseitigen Beeinflussungen. Aus diesem Grund

wird eine CYP450-unabhingige Bioaktivierung in der Prodrug-Entwicklung angestrebt.

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Prodrug-System zur Verfiigung zu stellen, das einen
Weg der Bioaktivierung nutzt, der unabhingig vom Cytochrom P450 (CYP450)-Enzymen ist.
Diese Aufgabe wird durch die in den Anspriichen beschriebenen Gegenstand geldst. Die Un-

teranspriiche geben vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung an.
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Erfindungsgemaf wird die Aufgabe in einem Aspekt durch ein Prodrug umfassend eine die

allgemeine Formel (I} oder (II) aufweisende Teilstruktur

@] @)
O R2 O R?
\N/ >{lj\o/ \N/ >{lj\0/
A=Y R?
() (1N

wobei R! und R* Wasserstoff, Alkyl- oder Arylreste sind geldst
In einer bevorzugten Ausfiilhrungsform der Erfindung bedeutet der Begriff ,,Teilstruktur“‘, wie
hierin verwendet, dass das unter der entsprechenden Formel angegebene ein Strukturelement
Teil der Formel eines Stoffes, bevorzugt eines Prodrugs ist. Beispielsweise stellt die Verbin-
dung O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) ein entsprechendes Prodrug des Arzneistoffes Ben-
zamidin dar, wobei die Teilstruktur eine Teilstruktur der Formel (II) ist und R' und R? jeweils
ein Wasserstoffatom sind. Diese Teilstruktur ist ein Substituent an einem Benzolring und

stellt mit diesem zusammen den Arzneistoff Benzamidin dar.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform der Erfindung bedeutet der Begriff ,,Prodrug®, wie
hierin verwendet, einen selbst inaktiven oder pharmakologisch nur sehr wenig aktiven Stoff,

der erst durch Verstoffwechselung (Metabolisierung) im Organismus in einen Arzneistoff, der

pharmakologisch éktiv ist, tiberfiihrt wird. Das Prodrug kann, muss aber nicht eine verbesser-
te orale Bioverfligbarkeit als der eigentliche wirksame Arzneistoff aufweisen. Alternativ kann
ein Prodrug verwendet werden, weil es im Vergleich zum Arzneistoff eine verbesserte Los-
lichkeit, Bioaktivierung, Blut-Hirn-Schrankengéngigkeit, physikalisch-chemische Stabilitit,
eine geringere Toxizitdt und/oder einen tolerierbaren oder angenehmeren Geschmack auf-
weist. So wird das 2'-Ethyl-Succinat von Erythromycin A wegen des bitteren Geschmackes,
nicht etwa wegen unzureichender Resorption oder Loslichkeit von Erythromycin A, als

Prodrug an Kinder verabreicht (Bhadra et al. (2005), J. Med. Chem.).
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In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird das urspriingliche
Prodrug nicht in einer Einschrittreaktion vom Prodrug zum Arzneistoff metabolisiert, sondern
iiber mehrere Reaktionsschritte, wobei jeder der aus einem Reaktionsschritt hervorgehenden
Metaboliten gegeniiber dem urspriinglichen Prodrug eine oder mehrere gleiche und/oder un-
terschiedliche vorteilhaftere Eigenschaften aufweisen kann. Dabei ist es moglich, dass nicht
alle Metaboliten vorteilhafte Eigenschaften gegeniiber dem Prodrug aufweisen. Beispielswei-
se kann ein erstes Verstoffwechselungsprodukt des Prodrugs eine gegeniiber dem Prodrug
erhohte pharmakologische Aktivitit aufweisen, ein aus dem ersten Verstoffwechselungspro-
dukt abgeleitetes zweites Verstoffwechselungsprodukt kann ebenfalls eine gegeniiber dem
Prodrug erhohte pharmakologische Aktivitdt, und ein vom zweiten Verstoffwechselungspro-
dukt abgeleitetes drittes Verstoffwechselungsprodukt kann eine gegeniiber dem Prodrug er-

hohte Blut-Himschrankengangigkeit und physikalisch-chemische-Stabilitit aufweisen.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung wird unter dem Begriff ,,physikalisch-
chemische Stabilitdt”, wie hierin verwendet, die Eigenschaft eines Stoffes, beispielsweise
eines Prodrugs oder eines Arzneistoffes verstanden, in Form einer relevanten wassrigen Lo-
sung, beispielsweise in Wasser, einem Puffer oder eine physiologischen Kochsalzlosung ge-
16st, ohne chemische Zersetzung, beispielsweise Hydrolyse, gelagert und/oder verwendet
werden zu konnen. In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung bedeutet
der Begriff, wie hierin verwendet, dass der Stoff in stabiler und synthetischer Form syntheti-
siert werden kann. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung bedeutet
der Begriff, wie hierin verwendet, dass bei der Synthese des Stoffes einzelne, relevante Syn-
thesevorstufen gegeniiber analogen Produkten, Vorstufen oder Zwischenprodukte bei anderen
Stoffen, die nach einer analogen oder gleichen Synthesestrategie hergestellt wurden, derart
stabiler sind, dass nachfolgende Syntheseprodukte oder —zwischenprodukte in einer stabileren

Form hergestellt oder iiberhaupt erst hergestellt werden kdnnen.

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch ein Prodrug, dadurch gekennzeichnet, dass
die vom Prodrug umfasste Teilstruktur Bestandteil eines Hydroxylamins, eines N-Oxids, eines
Nitrons, eines Diazeniumdiolates (NONOat) oder eines dhnlichen N-O-haltigen Stickstoff-

monoxid-Donors, einer Hydroxamséure, eines Hydroxyharnstoffs, eines Oxims, eines Ami-
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doxims  (N-Hydroxyamidins), eines  N-Hydroxyamidinohydrazons  oder  eines

N-Hydroxyguanidins ist gelost.

Beispielsweise ist die Teilstruktur im Falle des Prodrugs Carboxymethylbenzamidoxim (1)
zum Arzneistoff Benzamidin eine Teilstruktur der Formel (II), R' und R? sind jeweils ein
Wasserstoffatom, und die vom Prodrug umfasste Teilstruktur ist Bestandteil eines Amidoxims

(N-Hydroxyamidins).

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch ein Prodrug, dadurch gekennzeichnet, dass
das Prodrug zu einem Arzneistoff metabolisiert wird, der ein Arzneistoff zur Behandlung von

mit einer Stickstoffmonoxid-Defizienz assoziierten Erkrankungen ist geldst.

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch ein Prodrug, dadurch gekennzeichnet, dass
das Prodfug bzw. der entsprechende Arzneistoff aus der Gruppe ausgewihlt ist, die Protease-
hemmstoffe, der DNA- und RNA-interkalierende Verbindungen, Hemmstoffe viraler Enzyme

und N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten umfasst gelost.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist der Begriff iiberge-
ordnete Teilstruktur, wie hierin verwendet, derart zu verstehen, dass diese iibergeordnete
Teilstruktur einerseits eine Teilstruktur der Formel (I) bzw. (II) umfasst und andererseits Teil
der Gesamtstruktur des betreffenden Stoffes ist. Beispielsweise umfasst im Falle des Prodrugs
Carboxymethylbenzamidoxim (1) zum Arzneistoff Benzamidin (2) die iibergeordnete Teil-
struktur, hier bezeichnet als (1a), die Teilstruktur der Formel (Ila), wobei R' und R? Wasser-
stoff sind, und die Teilstruktur, hier bezeichnet als (1b), ist die Teilstruktur der Formel (I1),

wobei R' und R? ebenfalls Wasserstoff sind geldst.

_O~__COOH !
_O~__COOH |
NH, )y (O~ ~COOH NH,
NH, I
(1 (1a) (Ib) )
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In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch ein Prodrug, dadurch gekennzeichnet, dass

die Teilstruktur die allgemeine Formel 1la oder IIb

aufweist gelOst.

Beispielsweise umfasst im Falle des Prodrugs Carboxymethylbenzamidoxim (1) zum Arznei-

stoff Benzamidin die libergeordnete Teilstruktur die Teilstruktur der Formel (Ila), wobei R'

5

und R? Wasserstoff sind, die Teilstruktur ist die Teilstruktur der Formel (1), wobei R'und R
ebenfalls Wasserstoff sind, und der Arzneistoff weist statt der Teilstruktur der Formel (1la) im

Prodrug die Struktur (Ila-1) auf.

In einer Ausfithrungsform wird die Aufgabe durch ein Prodrug, dadurch gekennzeichnet, dass
das Prodrug ein Prodrug zu einem Arzneistoff ist, wobei die Teilstruktur der allgemeinen

Formel Ila nach Metabolisierung eine die Formel

OH
NH N~
xr, A
NH2 Oder NH 2
IIa-1 I1a-2

und die Teilstruktur der allgemeinen Formel 1Ib nach Metabolisierung eine die Formel

By A
\N N/ \N N/
H H oder H H
IIb-1 IIb-2

aufweisende Struktur besitzt geldst.
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In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe durch die Verwendung einer die

allgemeine Formel (I) oder (II) ausbildende Teilstruktur

o) 0
\N/O%J\O/Fg %N/O%J\O/Rz
H & H R
(1) (I

als Bestandteil der Gesamtstruktur eines Prodrugs, welches ein Prodrug zu einem Arzneistoff

ist, wobei R' und R? Wasserstoff, Alkyl- oder Arylreste sind geldst.

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Prodrugs, wobei die
Teilstruktur die allgemeine Formel (II) aufweist, diese Teil einer ibergeordneten Teilstruktur

1Ia bzw. IIb

(0]
Q /O>/U\ /R2
N A O
O Ry -,
N © | H R
H R, ™~ -
N N
NH, H H
IIa IIb

als Ersatz einer Amidin- bzw. Guanidin-Gruppe eines Arzneistoffes zur Verbesserung der
Loslichkeit, oralen Bioverfiigbarkeit, Blut-Hirn-Schrankengangigkeit, des Geschmacks

und/oder der physikalisch-chemischen Stabilitét geldst.

In einer Ausfithrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eine Prodrugs, wobei das
Prodrug ein Prodrug zu einem Arzneistoff ist, der die gleiche Struktur wie das Prodrug auf-
weist, abgesehen davon, dass er statt der libergeordneten Teilstruktur Ila eine der Teilstruktu-
ren Ila-1 oder Ila-2
'\fH NI/OH
NH2  oder NH,
Ila-1 1a-2
bzw. statt der libergeordneten Teilstruktur IIb eine der Teilstrukturen IIb-1 oder iIb-2
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Aufweist, gelost.

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Prodrugs zur Akti-
vierung des Arzneistoffs durch Peptidylglycin a-Amidierende Monooxygenase (PAM) geldst.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform.der Erfindung bedeutet die Bezeichnung ,,Aktivierung
des Prodrugs durch Peptidylglycin o-Amidierende Monooxygenase (PAM)*, ,, Aktivierung
eines Prodrugs durch den PAM-Aktivierungsweg®, Bioaktivierung oder dergleichen, wie hier-
in verwendet, dass das Prodrug von PAM als Substrat erkannt und verstoffwechselt wird. In
einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung bedeutet die Bezeichnung ,,Einschleusung
eines Arzneistoffes in den PAM-Aktivierungsweg® umfassend Herstellung eines Prodrugs des
Arzneistoffes”, wie hierin verwendet, dass von einem in den PAM-Aktivierungsweg einzu-
schleusenden Arzneistoff eine entsprechende Prodrugform hergestellt wird, die von PAM
erkannt und verstoffwechselt wird. In einer bevorzugten Ausfithrungsform liegt die Affinitdt
des Prodrug zur PAM gegeniiber dem Arzneistoff 1-1000-fach, 2-100-fach, 3-50-fach, 4-40-
fach, 5-20-fach oder 6-15-fach hoher, wie der Fachmann mit Hilfe der Ky-Werte ermitteln

kann.

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eine Prodrugs, dadurch
gekennzeichnet, dass die Teilstruktur Bestandteil eines Hydroxylamins, eines N-Oxids, eines
Nitrons, eines Diazeniumdiolates (NONOat) oder eines dhnlichen N-O-haltigen Stickstoff-
monoxid-Donors, einer Hydroxamséure, eines Hydroxyharnstoffs, eines Oxims, eines Ami-
doxims  (N-Hydroxyamidins), eines  N-Hydroxyamidinohydrazons oder  eines

N-Hydroxyguanidins ist.
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In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe durch ein Verfahren zur Einschleu-
sung eines Arzneistoffes umfassend eine freie Amidin- oder Guanidinfunktion in den PAM-

Aktivierungsweg, umfassend Herstellen eines Prodrugs des Arzneistoffes geldst.

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe durch ein Verfahren zur Behand-

lung eines Patienten, umfassend Verabreichen eines Prodrugs an den Patienten gelost.

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe durch die Verwendung eines

Prodrugs zur Herstellung eines Arzneistoffes gelGst.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist der Arzneistoff ein Arzneistoff bzw.
das Prodrug ein Prodrug zur Bekdmpfung viraler Infektionen wie Influenza, zur Bekdmpfung
von HIV-Infektionen, zur Prophylaxe und Behandlung der viszeralen und kutanen Leishma-
niose, zur Prophylaxe der Pneumocystis carinii Pneumonie (PcP), zur Behandlung der Trypa-
nosomiasis (afrikanische Schlafkrankheit), zur Behandlung der Malaria, zur Behandlung der
Babesiose, zur Hemmung der Blutgerinnung, beispielsweise Primdrpravention von vendsen
thromboembolischen Ereignissen, zur Schlaganfallprophylaxe bei Patienten mit Vorhofflim-
mern, zur Blutdrucksenkung, zur Wachstumshemmung maligner Tumore, zur Neuroprotekti-
on, zur Bekdmpfung viraler Infektionen wie Influenza, zur (diurethischen) Ausschwemmung
von Wasser aus dem Korper, z.B. bei Herzinsuffizienz, Lungenédemen, Vergiftungen, Nie-
reninsuffizienz oder Leberzirrhosen, zur Behandlung von Allergien, zur Behandlung von
Asthma, zur Behandlung entziindlicher Erkrankungen, beispielsweise Rheuma oder Pankrea-

titis, zur Prophylaxe der Ischemie (Mangeldurchblutung).

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe durch Verwendung eines Prodrugs
nach einem der Anspriiche 7 bis 11 und Anspruch 14 oder Verfahren nach Anspruch 13, wo-
bei die Verwendung bzw. das Verfahren eine Verwendung bzw. ein Verfahren zur Behand-

lung von mit einer Stickstoffmonoxid-Defizienz assoziierten Erkrankungen ist gelost.

In einer Ausfihrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Prodrugs, dadurch

gekennzeichnet, dass der Arzneistoff bzw. das Prodrug aus der Gruppe der Protease-
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hemmstoffe, der DNA- und RNA-interkalierenden Verbindungen, der Hemmstoffe viraler

Enzyme und der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor- Antagonisten ausgewdihlt ist geldst.

In einer Ausfithrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Prodrugs, wobei die
Verwendung eine Verwendung zur Prophylaxe und/oder Therapie der viszeralen und/oder
kutanen Leishmaniose, der Trypanosomiasis, der 2. Phase der Trypanosomiasis oder der
durch Pneumocystis carinii verursachten Pneumonie, zur Wachstumshemmung maligner Tu-
moren, zur Blutgerinnungshemmung, zur Blutdrucksenkung, zur Neuroprotektion oder zur

Bekdmpfung von viralen Infektionen, einschlieSlich Influenza und HIV-Infektionen ist gelost.

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe durch einen Arzneistoff mit einer

die allgemeine Formel (I) oder (II) aufweisenden Teilstruktur

O (@)
~. O _R2 X O _R2
N o O N o (@)
| H R H RT
(1 (1n

wobei R' und R? Wasserstoff, Alkyl- oder Arylreste sind gelost.

In einer Ausfilhrungsform wird die Aufgabe durch einen Arzneistoff mit einer die allgemeine
Formel (I) oder (II) aufweisenden Teilstruktur, dadurch gekennzeichnet, dass die Teilstruktur
Bestandteil eines Hydroxylamins, eines N-Oxids, eines Nitrons, eines Diazeniumdiolates
(NONOat) oder eines dhnlichen N-O-haltigen Stickstoffmonoxid-Donors, einer Hydroxam-
sdure, eines Hydroxyharnstoffs, eines Oxims, eines Amidoxims (N-Hydroxyamidins), eines

N-Hydroxyamidinohydrazons oder eines N-Hydroxyguanidins ist gelost.

In einer Ausfilhrungsform wird die Aufgabe durch einen Arzneistoff nach einem der vorher-
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Arzneistoff zur Behandlung von mit

einer Stickstoffmonoxid-Defizienz assoziierten Erkrankungen eingerichtet ist gelost.
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In einer Ausfiilhrungsform wird die Aufgabe durch einen Arzneistoff, dadurch gekennzeich-
net, dass der Arzneistoff ausgewihit ist aus der Gruppe der Proteasechemmstoffe, der DNA-
und RNA-interkalierenden Verbindungen, der Hemmstoffe viraler Enzyme und der N-

Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten geldst.

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die Aufgabe durch die Verwendung einer O-
carboxyalkylierten N-O-haltigen Funktionalitit zum Herstellen eines Arzneistoffs mit einer

die allgemeine Formel (I) oder (II) ausbildenden Teilstruktur

O O
~,,-© /R2 X, O /R2
N 4 O N 4 (@)
| W R H R1
(1) (i

wobei R' und R* Wasserstoff, Alkyl- oder Arylreste sind, zur Verbesserung der Ldslichkeit,
Bioverfiigbarkeit, Blut-Hirnschrankengéngigkeit, Bioaktivierung und/oder der physikalisch-

chemischen Stabilitdt des Arzneistoffs gelost.

In einer Ausfithrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Arzneistoffs mit
einer O-carboxyalkylierten N-O-haltigen Funktionalitit zur Aktivierung des Arzneistoffs
durch Peptidylglycin a-Amidierende Monooxygenase (PAM) gelost.

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Arzneistoffs, da-
durch gekennzeichnet, dass die Teilstruktur Bestandteil eines Hydroxylamins, eines N-Oxids,
eines Nitrons, eines Diazeniumdiolates (NONQat) oder eines dhnlichen N-O-haltigen Stick-
stoffmonoxid-Donors, einer Hydroxamséure, eines Hydroxyharnstoffs, eines Oxims, eines
Amidoxims (NV-Hydroxyamidins), eines N-Hydroxyamidinohydrazons oder eines

N-Hydroxyguanidins ist geldst.

In einer Ausfiihrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Arzneistoffs, da-
durch gekennzeichnet, dass der Arzneistoff zur Behandlung von mit einer Stickstoffmonoxid-

Defizienz assoziierten Erkrankungen eingerichtet ist.
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In einer Ausfithrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Arzneistoffs, da-
durch gekennzeichnet, dass der Arzneistoff ausgewdhlt ist aus der Gruppe der Protease-
hemmstoffe, der DNA- und RNA-interkalierenden Verbindungen, der Hemmstoffe viraler

Enzyme und der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten gelost.

In einer Ausfithrungsform wird die Aufgabe durch die Verwendung eines Arzneistoffs, da-
durch gekennzeichnet, dass der Arzneistoff zur Prophylaxe und/oder Therapie der viszeralen
und/oder kutanen Leishmaniose, der Trypanosomiasis, der 2. Phase der Trypanosomiasis oder
der durch Pneumocystis carinii verursachten Pneumonie, zur Wachstumshemmung maligner
Tumoren, zur Blutgerinnungshemmung, zur Blutdrucksenkung, zur Neuroprotektion oder zur
Bekédmpfung von viralen Infektionen, einschlieBlich Influenza und HIV-Infektionen einge-

richtet ist, gelost.

In einem weiteren Aspekt der Erfindung werden pharmazeutische Verbindungen, pharmazeu-
tische Zusammensetzungen und Arzneimittel bereitgestellt, die die erfindungsgemaiflen Ver-
bindungen und/oder ihre Salze umfassen. Vorzugsweise enthalten die pharmazeutischen Zu-
sammensetzungen Trdger und/oder Hilfsstoffe und sind idealer Weise pharmazeutisch ver-
traglich. Derlei Trager und Hilfsstoffe sind dem Fachmann allgemein bekannt. Auch werden

die erfindungsgemaflen Verbindungen zur Verwendung in der Medizin bereitgestellt.

Es ist ausreichend, wenn der Arzneistoff mindestens eine oder mehrere wirksame Amidin-, N-
Hydroxyamidin- (Amidoxim), Guanidin- bzw. N-Hydroxyguanidin-Funktionen in der vorge-
schlagenen Form enthilt. Der Arzneistoff kann demnach z.B. mehrere Amidoxim-Funktionen
(z.B. zwei wie bei dem Pentoximester) bzw. N-Hydroxyguanidin-Funktionen enthalten, wo-
bel dann mindestens eine dieser Gruppen in der vorstehend beschrieben Art modifiziert ist.
Genauso kénnen auch Mischungen von Arzneistoffen eingesetzt werden von denen mindes-

tens einer erfindungsgemal modifiziert ist.

Die Verabreichung der erfindungsgemifien Verbindungen kann einmalig, als Bolus-

Verabreichung, jeden Tag, wochentlich oder monatlich erfolgen. Der Weg der Verabreichung
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ist ebenfalls leicht zu bestimmen. Grundsétzlich kommt eine orale, rektale, parenterale wie
intravendse, intramuskuldre, subkutane, transdermale Gabe, intrapulmonale Verabreichung
sowie Gabe als Aerosol, intravesikale Instillation, intraperitoneale oder intrakardiale Injekti-
on, Aufnahme iiber Schleimhéiute oder intravaginale Applikation zum Beispiel iiber Supposi-
torien in Betracht. Die orale Darreichungsform kann als fliissige, halbfeste oder feste Zuberei-
tung, insbesondere als Tablette, Dragee, Pellet oder Mikrokapsel aufgemacht sein. Hierbei
werden fiir solche Ausflihrungsformen, bei denen fliissige Zubereitungen eingesetzt werden,
der Wirkstoff bzw. das Wirkstoffgemisch in einem geeigneten, nicht toxischen Losungsmittel,
wie zum Beispiel Wasser, einwertige Alkohole, insbesondere Ethanole, mehrwertige Alkoho-
le, insbesondere Glycerin und/oder Propandiol, Polyglykole, insbesondere Polyethylenglykole
und/oder Miglyol, Glycerinformal, Dimethylisosorbit, natiirliche oder synthetische Ole, auf-
genommen. Fiir die Herstellung von halbfesten oder festen Zubereitungen gelangen die iibli-
chen Grundmassen, wie beispielsweise Bentonit, Veegum, Guarmehl und/oder Cellulosederi-
vate, insbesondere Methylcellulose und/oder Carboxymethylcellulose, sowie Polymere aus
Vinylalkoholen und/oder Vinylpyrrolidonen, Alginate, Pektine, Polyacrylate, feste und/oder
fliissige Polyethylenglykole, Paraffine, Fettalkohole, Vaseline und/oder Wachse, Fettsduren

und/oder Fettsdureester zur Anwendung.

Des Weiteren konnen in festen Zubereitungen die an sich bekannten Streckmittel, wie bei-
spielsweise kolloidale Kieselsaure, Talkum, Milchzucker, Stirkepulver, Zucker, Gelatine,
Metalloxide und/oder Metallsalze enthalten sein. Als weitere Zusatzstoffe bieten sich Stabili-

satoren, Emulgatoren, Dispergatoren sowie Konservierungsstoffe an.
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Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass O-carboxyalkylierte N-O-haltige Funktionalititen
der allgemeinen Formel (I) oder (1I), die iiber die Bindungen am Stickstoff (N) an ein Arznei-

stoffmolekiil gebunden sind,

O 0]
~ /O /R2 % /O /R2
N 7 O N - 0
| H R H R
() ()

wobei (I) und (II) beispielsweise Bestandteil eines Hydroxylamins, eines N-Oxids, eines
Nitrons, eines Diazeniumdiolates (NONOat) oder dhnlichen N-O-haltigen Stickstoffmonoxid-
Donoren, einer Hydroxamsadure, eines Oxims, eines Amidoxims (N-Hydroxyamidins), eines
N-Hydroxyamidinohydrazons oder eines N-Hydroxyguanidins sein kénnen, und R' (welcher
pro-R-konfiguriert sein muss) und R* Wasserstoff, Alkyl- oder Arylreste sein konnen, einen
Weg der Bioaktivierung auszunutzen, der unabhingig von Cytochrom P450 (CYP450)-
Enzymen ist. Dieses stellt ein unerwartetes Ergebnis dar, da bekannt ist, dass CYP450-
Enzyme im Allgemeinen oxidative O-Desalkylierungen katalysieren, die im Falle des hier
vorgeschlagenen Prodrug-Prinzips auch erforderlich wéren, um den eigentlichen Arzneistoff

freizusetzen.

Die vorgeschlagene Veretherung von N-O-haltigen Funktionalititen mit Carboxyalkyl-Resten
erbringt den besonderen Vorteil, dass ein anderes Enzym als die CYP450-Enzyme fiir eine
Bioaktivierung ausgenutzt werden kann: die Peptidylglycin o-Amidierende Monooxygenase
(PAM). Dadurch kénnen beispielsweise Nebenwirkungen und die oben angesprochenen In-

teraktionen mit anderen gleichzeitig verabreichten Arzneistoffen vermieden werden.

Die Peptidylglycin a-Amidierende Monooxygenase (PAM) stellt in héheren Organismen
(Wirbeltieren) ein bifunktionelles Enzym dar, welches aus einer Monooxygenase-Doméne
(PHM, Peptidylglycin a-Hydroxylierende Monooxygenase, EC 1.14.17.3) und einer Lyase-
Domaine (PAL, Peptidyl-a-hydroxyglycin a-Amidierende Lyase, EC 4.3.2.5) besteht. Insge-
samt ist PAM einer stark gewebespezifischen und entwicklungsabhéngigen Regulation durch

Splicing und Expression unterworfen. Im Sinne einer posttranslationalen Modifikation ver-
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mag PAM diverse physiologisch vorkommende Peptidhormone, Neurotransmitter und
Wachstumsfaktoren (z.B. Substanz P, Neuropeptid Y, Oxytocin, Vasopressin, Calcitonin) zu
aktivieren. Dabei werden die Peptide C-terminal amidiert, indem ein endstdndiges Glycin

mittels oxidativer N-Desalkylierung in einer Monooxygenase-Reaktion abgespalten wird.

Ein besonderer Vorteil der erfindungsgemall vorgeschlagenen Veretherung der N-O-haltigen
Funktionalititen mit Carboxyalkyl-Resten ist die Verbesserung der Loslichkeit durch das Ein-

fithren einer unter physiologischen Bedingungen (pH 6-8) negativ geladenen Carbonsiure.

Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass durch die erfindungsgemal} vorgeschlagene Veretherung
der N-O-haltigen Funktionalitdten - unter Verwendung von (Alkoxycarbonyl)alkyl-Ethern
bzw. (Aryloxycarbonyl)alkyl-Ethern - die Lipophilie soweit erhdht wird, dass eine passive
Diffusion ermoéglicht wird und damit die Bioverfiigbarkeit und/oder Blut-

Himschrankengingikeit verbessert wird.

Ebenfalls von Vorteil ist dabei die Mdglichkeit, einen vergleichsweise kleinen Rest - im ein-
fachsten Fall einen Carboxymethyl-Rest - als Prodrug-Gruppe zu verwenden, so dass die Gro-

Be des Arzneistoffmolekiils nur geringfiigig steigt.

Wand et al. [Metabolism 1985, 34, 11, 1044] haben PAM-Aktivititen in verschiedenen hu-
manen Geweben untersucht und die hochste Aktivitit in Geweben des ZNS (v.a. in der Hypo-
physe) detektiert. Keine Aktivitdt konnte hingegen in den klassischen Fremdstoff-
metabolisierenden Organen Leber und Niere festgestellt werden. In Plasma, Herz und Lunge
wurden ebenfalls Aktivititen nachgewiesen, die fiir das angedachte Prodrug-Konzept ausge-

nutzt werden kénnten.

Insbesondere die hohen Aktivititen dieses Enzyms im ZNS kann ausgenutzt werden, um
O-Carboxyalkylierte Prodrugs iiber die Blut-Himschranke zu transportieren, die dann umge-
wandelt werden kdnnen. Aber auch eine Bioaktivierung im kardiovaskuldren System nach

peroraler Applikation und Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt ist moglich.
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Das erfindungsgeméifle Prodrug-System ldsst sich dabei auf verschiedene Arzneistoffe an-
wenden, welche liber eine Amidin oder Guanidin-Funktion verfiigen. Besonders bevorzugt

handelt es sich hierbei um die folgenden Arzneistoffe:

Pentamidin, Dabigatran, BSF 411693 (Abbott), Idazoxanhydrochlorid, Irbesartan, Linogliri-
de, Lofexidinehydrochloride, Tetrahydrozolinhydrochlorid, Tolazolin, Xylometazolin-
hydrochlorid, Pentamidinisethionat, Taribavirin, Thiamin (Vitamin Bl), Bosentan,
Dibrompropamidinisetionat, Hydroxystilbamidinisethionate, Sibrafiban, Orbofiban, Xemilo-
fiban, Argatroban, Ximelagatran, Melagatran, 2-Piperidinsdure, Orbofibanazetat, Epinastin
(Relestat), RO 43-8857, AB1 (Chlorambucil , Analoga), AMG-126737, AY-0068, B-623,
BABIM, BIBT-986 (Boehringer Ingelheim), CI-1031 (Firma: Biosciences)), CJ-1332 (Firma:
Curacyte), CJ-463 (Firma: Curacyte), CJ-672 (Firma: Curacyte), CT50728 (Portolla Pharma-
ceuticals), CVS-3983, DX-9065a, Lamifiban (Roche), LB-30870 (Firma: LG LifeSciences
Ltd), LY-178550 (Firma: Lilly), PHA-927F und Analoga, RO-44-3888 (Roche), Sepimostat,
FUT-187 (Torii), Viramidin (Ribapharm), WX-FX4 (Wilex), YM-60828 (Yamanouchi Phar-
maceutical Co. Ltd), ZK-807191 (Berlex Biosciences), NAPAP (SR 25477), BIIL 315 (Boeh-
ringer Ingelheim), BIIL 260 (Boehringer Ingelheim), BIIL 284/260 (Boehringer Ingelheim),
Tanogitran, Moxilubant, Stilbamidine, Panamidine, Fradafiban, Diminazene, Roxifiban, Fu-
ramidine, PD0313052, PHA 927F, PHA 798, Fidexabane, Otamixaban, Thromstop
(Thrombstop), Zanamivir, Amiloridhydrochlorid, Anagrelidhydrochlorid, Proguanil, Cimeti-
din, Clonidinhydrochlorid, Guanoxa, Peramivir, Romifidine, Tirapazamine, Tizanidine, Tolo-
nidinnitrat, Metformine, Diminazen, Debrisoquin, Sulfamethazine, Eptifibatide, Famotidine,
Bayer-Arzneistoff, Streptomycin, Nafamostat, FUT-175, Inogatran, Guanethidin (Thilodi-
gon), 3DP-10017, APC -366, CVS-1123, Diphenyphosphonat-derivat, E-64, FOY-305,
MBGB, MIBG, RW]J-422521, Synthalin, WX-293, WX-340, BMS-189090, JTV-803, (Japan
Tabacco), Napsagatran, Ismelin, Tan 1057A, Hydikal, Phenformix (Retardo), Netropsin (Si-
nanomycin), BIIB 722 (Sabiporide), Guanadrel, Deoxyspergualin, BMS 262084, Siamformet
(Orabet), PPACK (Pebac), MERGETPA (Plummer’s Carboxypeptidase Inhibitor), Peramivir,

Famotidine, Zaltidine.
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Im Anhang befindet sich eine Tabelle mit den Chemischen Formel, den CAS-Nummern und

den Indikationen der Arzneistoffe.

Im folgenden sind exemplarisch 4 erfindungsgemaife Prodrugs gezeigt:

5
OH
HO |
S COOEt
HN
10
HO )J\———k
Carboxymethoxy-Prodrug des Zanamivirs

15

HOCT. L Cn L0 ZCH

N :
N I

. A
" N 3

S AR
g T o
&

HN

20  Bis(carboxymethoxy)-Prodrug des Pentamidins
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N,-(Jxv,uOL.cE'l

II”"\”T"}I‘”NHF

Carboxymethylbenzamidoxim

Die tiberaschende Entdeckung, dass auch nicht-peptidische O-carboxyalkylierte N-O-haltige
Funktionalititen als Substrate von PAM akzeptiert werden, wird in den Ausfiihrungsbeispie-
len anhand von Amidoxim- und N-Hydroxyguanidin-basierten Modellverbindungen demonst-

riert.

Als Modellverbindung fiir Amidoxime wurde O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) auf seine
PAM-Substrateigenschaften getestet. O-Carboxymethylbenzamidoxim ist ein mogliches
Prodrug des Arzneistoffs Benzamidin. Die PAM-katalysierte Bioaktivierung von
O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) zu Benzamidoxim (2) verlduft unter gleichzeitiger Frei-

setzung von Glyoxalsaure.

COOH

¢

O N,OH
| PAM | + o7 COOH
NH, —_— NH;
Glyoxalsaure
2

Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse der kolorimetrischen Bestimmung der Glyoxalat-Bildung.
Die ermittelten Glyoxylat-Konzentrationen sind Mittelwerte + Standardabweichungen aus
zwei Inkubationen, die jeweils doppelt vermessen wurden. Es kann die Bildung von Glyoxy-
lat als Spaltprodukt der PAM-Katalyse von 1 in einer konzentrationsabhdngigen Weise nach-
gewiesen werden. Die Inkubationen bei dem pH-Optimum von PAM (pH 6,0) resultierten, im
Vergleich zur Inkubation bei pH 7,4, in deutlich hdheren Umsetzungen. Im kolorimetrischen
Assay erfolgte eine 5-Punkt-Kalibrierung von Glyoxylat parallel zur Testung von 1. Die Ka-

librierung war in dem ermittelten Konzentrationsbereich linear (r* = 1,000).



10

15

20

25

WO 2010/078867 PCT/DE2010/000009

-19 -

Da O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) diesen Ergebnissen nach als Substrat von PAM ak-
zeptiert wird, wurde die Reaktion durch Bestimmung der Ky- und Vi,.«-Werte genauer cha-

rakterisiert.

Fir diesen Zweck wurde eine HPLC-Analytik entwickelt. Die Kalibriergerade fiir Benzami-
doxim war in dem ermittelten Konzentrationsbereich linear (r* = 1,000) und die Wiederfin-
dungsrate betrug 130,6 % (1 = 0,999). Aus zwei unabhingigen Experimenten (n =2) ergab
sich ein Ky-Wert von 307 = 80 uM und ein V,,,-Wert von 393 £ 40 nmol min”' mg" PAM.

In Abbildung 2 ist eine solche Bestimmung reprisentativ dargestellt.

Fir CYP450-Substratstudien wurde die oben angesprochene HPLC-Analytik so abgeandert,
dass zusitzlich die Detektion des denkbaren Metaboliten Benzamidin, als Produkt aus der
N-Reduktion von Benzamidoxim (2), moglich ist. Bei pH 6,0 sowie pH 7,4 konnten mit allen
verwendeten CYP450-Enzymquellen weder Benzamidoxim (ein mégliches Prodrug des Ben-

zamidins), noch Benzamidin nachgewiesen werden.

Auf Basis der Benzamidoxim-Modellverbindung 1 wird die O-Carboxymethyl-Funktion nur
von PAM, nicht jedoch von Cytochrom P450 im Sinne einer Monooxygenase-Reaktion ent-

fernt.

Als Modellverbindung fiir Hydroxyguanidine wurde N-Carboxymethoxy-
N, N"-diphenylguanidin (3) auf seine PAM-Substrateigenschaften getestet.

COOH

¢ OoH
N N
PAM
P . ©\ .+ 0P >cooH
N7 NH N~ NH
H H

Glyoxalsaure
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Die PAM-katalysterte Bioaktivierung von N-Carboxymethoxy-N',N"-diphenylguanidin (3) zu
N,N'-Diphenyl-N"-hydroxyguanidin (4) verlduft unter gleichzeitiger Freisetzung von Glyoxal-

saure.

Die Ergebnisse im kolorimetrischen Assay mit 3 waren vergleichbar mit denen der Amido-
xim-Modellverbindung 1. Somit wurde zur Bestimmung der Ky- und V..-Werte eine HPLC-
Analytik entwickelt, die das Prodrug 3 und das Hydroxyguanidin 4 innerhalb von 15 Minuten
auf einer RP-Sdule zu trennen vermag. Die Kalibriergeradé fiir N,N'-Diphenyl-N"-
hydroxyguanidin (4) war in dem ermittelten Konzentrationsbereich linear (r* = 0,999) und die
Wiederfindungsrate betrug 111,7 % (r2 = 0,999). Aus zwei unabhéngigen Experimenten (n =
2) ergab sich ein Ky-Wert von 37 £ 5 pM und ein Vpa-Wert von 373 £ 53 pmol min”' mg™
PAM. In Abbildung 3 ist eine solche Bestimmung reprisentativ dargestellt.

Aus dem ermittelten Ky-Wert ldsst sich eine ca. 8-fach hohere Affinitit zu PAM im Vergleich

zum Amidoxim-Prodrug 1 ableiten, wihrend die Umsetzungsrate vergleichbar ist.

Fiir die CYP450-Substratstudien wurde die fur die PAM-Substratstudien entwickeite HPLC-
Analytik so abgeidndert, dass zusétzlich die Detektion des denkbaren Metaboliten N AV'-
Diphenylguanidin, als Produkt aus der N-Reduktion vom Hydroxyguanidin 4, moglich ist. Bei
pH 6,0 sowie pH 7,4 konnten mit allen verwendeten CYP450-Enzymquellen nach 180 Minu-

ten Inkubationszeit weder 4, noch N,N'-Diphenylguanidin nachgewiesen werden.

In Analogie zu O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) wird auch auf Basis der Hydroxyguani-
din-Modellverbindung 3 die O-Carboxymethyl-Funktion nur von PAM, nicht jedoch von Cy-

tochrom P450 im Sinne einer Monooxygenase-Reaktion entfernt.

Material und Methoden

Natriumsalz des O-Carboxymethylbenzamidoxims Monohydrat (1)

Modifizierte Vorschrift nach Koch [Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1889, 22, 3161]:
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o
N7 O Na'
I
NH, H,0

Eine Losung von 681 mg Benzamidoxim (5,0 mmol), 1,04 g Bromessigsiure (7,5 mmol) und
500 mg Natronlauge-Pldtzchen (12,5 mmol) in 5 mL Ethanol wird fiir 5 Stunden unter Riick-
fluss gekocht. Anschlielend wird das Losungsmittel so lange 1. Vak. entfernt, bis sich ein
Niederschlag anfingt zu bilden. Dieser wird zur vollstandigen Fallung stehen gelassen, abfilt-
riert und getrocknet. Das Produkt wird aus Ethanol (96 %)/Wasser (95:5) umkristallisiert.
Ausbeute: 937 mg weille, feinfilzige Kristalle (80 %)

Schmp.: 226 °C (dec.)

'H-NMR (DMSO-dg):

d/ppm = 4.13 (s, 2H, O-CH,), 6.09 (br s, 2H, NH,), 7.37 (m, 3H, 3',4',5'-CH), 7.67 (m,
2H, 2',6'-CH).

BC-NMR (CDCL):

o/ppm = 73.6 (0O-CH,), 125.7, 128.0, 129.0 (ArCH), 132.8 (ArC), 151.4 (C=N), 173.2 (CO).
MS (ESI):

m/z =217 [M +Na]", 195 [M + H]", 119 [M — C4H, — C;H, +H]", 105 [C¢HsN,]".
CyHgN,;NaO;-1,0 H,O (234.18)

Ber., C46.16 H4.73 N 11.96

Gef. C46.43H4.44N 11.65

N-Carboxymethoxy-/N',N''-diphenylguanidin (3)
OTOH
O
g
AL O
oy
H H
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546 mg Aminooxyessigsdure Semichlorid (5 mmol) und 697 pl Triethylamin (5 mmol) wer-
den fir 30 min in 10 mL trockenem DMF geriihrt. Das Prézipitat wird abfiltriert und zum
Filtrat werden 970 mg N,N'-Diphenylcarbodiimid (5 mmol) zugegeben. Der Ansatz wird fiir
vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, mit Ethylacetat ausgeschiittelt und das Produkt aus
Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 285 mg eines weillen Feststoffes (20 %)

Schmp.: 176 °C

DC: Rf= 0,29 (Dichlormethan/Methanol, 9:1)

"H-NMR (DMSO-d):

O/ppm = 4.37 (s, 2H, O-CH,), 6.75-6.87 (m, 2H, ArH), 7.03-7.20 (m, 8H, ArH), 8.02, 8.21 (2
x brs, 1H, NH), 12.05 (br s, 1H, COOH).

BC-NMR (DMSO-dq):

&/ppm = 70.0 (O-CH>), 116.7, 118.7, 119.8, 121.0, 128.5 (ArCH), 140.7, 142.3 (ArC), 147.5
(C=N), 171.8 (CO).

MS (ESI):

m/z =308 [M + Na]*, 286 [M + H]", 210 [M — C;H,40s]".

MS (ED:

m/z (%) =209 (38), 208 (37), 119 (20), 118 (38), 93 (100), 91 (47), 77 (43), 66 (31), 51 (30).
CisHsN305-0,3 H,0 (290.71)

Ber. C61.97H5.41N 14.45

Gef. C62.18 H5.72 N 14.57

HPLC-System:

Waters Breeze HPLC-System mit Waters 1525 Pumpen, Waters 2487 Absorptions-detektor,
Waters 717 Plus Autosampler und Breeze Aufnahme- und Auswertesoftware (Version 3.30),
Gynkotek STH 585 Saulenofen.

HPLC-Siulen:
Synergi Max-RP 80 A (250 x 4.6 mm, 4 pm) mit Vorsdule C-18 (4 x 3 mm)

(Fa. Phenomenex);
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LiChroCART, LiChrospher 100, RP-8 (125 x 4 mm, 5 pm) mit Vorsdule LiChrospher 60,
RP-select B (4 x 4 mm, 5 pm) (Fa. Merck);
LiChroCART, LiChrospher RP-select B (250 x 4.6 mm, 5 um) mit Vorsdule LiChrospher 60,
RP-select B (4 x 4 mm, 5 pm) (Fa. Merck).

Weitere Gerite und Materialien:

Cary 50 UV-Vis Photometer (Fa. Varian); 96-well Platten (Fa. Greiner); Schiittelwasserbad
GFL-1083 (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel); Mikroliter-Zentrifuge (Fa. Hettich®
GmbH); pH-Messgerit InoLab pH Level 1 (Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH,
Weilheim) mit einer pH-Elektrode LiQ Plast (Fa. Hamilton); Vortexer VF2 (Janke und Kun-
kel GmbH & Co. KG, Staufen); Reaktionsgefiflie 1,5 mL (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht).

Enzymquellen:

Die verwendete rekombinante Peptidylglycin-a-Amidierende Monooxygenase (PAM, Ratte,
EC 1.14.17.3) wurde von der Firma Unigene Laboratories, Inc. (New Jersey, USA) zur Ver-
fiigung gestellt (spezifische Aktivitit = 5,8 10 U/mg Protein); Bovine Leber-Katalase (EC
1.11.1.6), spezifische Aktivitdt = 12600 U/mg Feststoff (Fa. Aldrich).

Die Gewinnung der verwendeten Cytochrom P450-Enzymquellen erfolgte im Arbeitskreis

Clement von Griinewald nach folgenden Vorschriften;

Porcine Lebermikrosomen und 9000 g Uberstinde:

Die Schweinelebern wurden von einem lokalen Schlachter (Bordesholm) bezogen und die
Organe direkt nach der Schlachtung in einem eisgekiihlten 20 mM Phosphatpuffer (1 mM
Na,-EDTA, pH 7,4) transportiert. Zur Weiterverarbeitung wurden die Leberlappen zunichst
mit 50 mM Phosphatpuffer (1 mM Na,-EDTA, pH 7,4) perfundiert und gewaschen. Das Ge-
webe wurde in Stiicke geschnitten und durch einen handelsiiblichen Fleischwolf gegeben. Die
Suspension wurde mit dem gleichen Volumen Phosphatpuffer verdiinnt und mit einem Durch-
flusshomogenisator homogenisiert. Die weitere Gewinnung der Mikrosomen und 9000 g U-
berstinde erfolgte durch differentielle Ultrazentrifugation. Zur Lagerung wurden die erhalte-

nen Préparationen aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.
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Humane Lebermikrosomen und 9000 g Uberstéinde:
Zur Gewinnung humaner Mikrosomen wurde humanes Lebergewebe von Karzinom-Patienten
der Chirurgie des Uni-Klinikums der Christian-Albrechts-Universitit erhalten, die sich einer

Hemihepatektomie unterziehen mussten.

Die Lebergewebestiicke wurden in einem Saccharose-haltigen Phosphatpuffer (10 mM
K2HPO4, 10 mM KH2PO4, 250 mM Saccharose, | mM Na2-EDTA, pH 7,4, 4 °C) schockge-
froren. Sobald eine ausreichende Anzahl an Organteilen (> 3) vorhanden war, wurden die
entsprechenden Stiicke aufgetaut und gepoolt, um Unterschiede durch interindividuelle
Schwankungen auszugleichen. Die Gewebestiicke wurden bei 4 °C in kleinere Teile geschnit-
ten, mehrfach mit Puffer-Losung (ohne EDTA) gewaschen und mit einem Homogenisator zu
einer Suspension verarbeitet. Die Gewinnung der Mikrosomen und 9000 g Uberstinde erfolg-
te aus dieser Suspension durch differentielle Ultrazentrifugation. Zur Lagerung wurden die

erhaltenen Priparationen aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

PAM-Assay: Inkubationsbedingungen

Ein typischer Inkubationsansatz von 300 pL (Totalvolumen) enthielt 25000 U/mL Pepti-
dylglycin-o-Amidierende Monooxygenase (PAM, Firma: Unigene Laboratories), 250 U/mL
Katalase, 1 uM Kupfer(Il) (eingesetzt als Acetat/Monohydrat), 2 mM Natriumascorbat, 5 mM
Kaliumiodid und das jeweilige Substrat in 0,1 mM oder | mM Konzentration, in Puffer unter-
schiedlichen pH-Werts. Als Puffersystem wurden 30 mM MES fiir die Inkubation bei pH 6,0
und 50 mM HEPES fiir die Inkubation bei pH 7,4 verwendet. Der pH-Wert wurde jeweils mit
verdiinnter Natronlauge eingestellt. Es wurde bei 37 °C im Schiittelwasserbad 60 min inku-
biert, 100 pL abgenommen und die Reaktion mit 50 pL 10 %-iger TFAq/Acetonitril (2:3)
abgestoppt. Der restliche Ansatz wurde weitere 180 min bei 37 °C inkubiert und mit 100 pL
10 %-iger TFA (aq/Acetonitril (2:3) abgestoppt.

Die abgestoppten Proben wurden 5 min geschiittelt (Vortexer) und bei -80 °C eingefroren.

Zur Analyse der Proben wurden diese aufgetaut, 5 min geschiittelt und das gefallte Protein bei
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10000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die kolorimetrische Glyoxylat-

Bestimmung und/oder HPLC-Vermessung verwendet.

Fir die Km- und Viac-Bestimmung wurden 100 pL-Ansétze bei pH 6,0 unter den oben be-
schriebenen Bedingungen durchgefiihrt, jedoch mit dem Unterschied einer Inkubationszeit

von 30 min.

Kolorimetrische Bestimmung von Glyoxylat

200 pL des vom Protein befreiten Inkubationsansatzes wurden mit 20 pL einer Phenylhydra-
zin-Losung (20 mg in 2 mL Aqua bidest.) versetzt und 5 min im Schiittelwasserbad bei 37 °C
geschiittelt. Anschliefend wurde fiir 15 min auf 0 °C gekiihlt, 100 pL eiskalte 6 N HCI zuge-
geben und weitere 5 min bei 0 °C stehen gelassen. Abschlieend erfoigte die Zugabe von 20
pL einer Kaliumhexacyanoferrat(Ill)-Losung (100 mg in 2 mL Aqua bidest.). Der Ansatz
wurde fiir 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und 200 pL fiir die Vermessung mit
einem Plattenreader (Cary 50 UV-Vis Photometer, 520 nm) entnommen.

Kalibrierung:

Fiir eine 5-Punkt-Kalibrierung wurde Glyoxalsdure in Konzentrationen von 2, 5, 10, 50 und
100 uM in einem 2:1-Gemisch von Assay-Puffer (pH 6,0):10 %-iger TFA(aq)/Acetonitril
(2:3) wie oben beschrieben vermessen. Diese Kalibrierung erfolgte parallel bei jedem durch-

gefiihrten Assay einer Testverbindung.

HPLC-Analytik zur Trennung von O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) und Benzami-
doxim (2)

Séule: Synergi Max-RP 80 A (250 x 4.6 mm, 4 pm)

Saulentemperatur: 20 °C

Mobile Phase: 79 % (v/v) 10 mM Octylsulfonat, pH 2,5 (H3;PO,)
21 % (v/v) Acetonitril

Flussrate : 1,0 mL/min

Laufzeit: 20 min

Detektion: Absorptionsmessung bei 229 nm
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Injektionsvolumen: 20 uL
Retentionszeiten:
O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) 8,9 min + 0,2 min
Benzamidoxim (2) 14,4 min £ 0,2 min

Kalibrierung und Wiederfindung:

Zur Kalibrierung wurde Benzamidoxim in acht Konzentrationen von 0,1-500 uM, geldst in
Assay-Puffer (30 mM MES, 1 pM Kupfer(Il)-acetat, 2 mM Natriumascorbat, 5 mM Kaliumi-
odid, pH 6,0), mit der oben beschriebenen HPLC-Methode vermessen.

Fiir die Bestimmung der Wiederfindung wurden die gleichen Konzentrationen in Assay-
Puffer hergestellt (Endvolumen = 100 pL). Weiterhin wurde O-Carboxymethylbenzamidoxim
(0,5 mM) und 250 U/mL Katalase zugegeben sowie abschlieBend 50 pL 10 %-iger
TFA (ay/Acetonitril (2:3). Die Proben wurden mit dem Vortexer geschiittelt und ber -80 °C
eingefroren. Zur Vermessung wurden die Proben aufgetaut, 5 min am Vortexer geschiittelt

und 5 min bei 10000 U/min zentrifugiert.

HPLC-Analytik zur Trennung von N-Carboxymethoxy-V',/V''-diphenylguanidin (3) und
N-Hydroxy-N',N'"-diphenylguanidin (4)

Séule: LiChrospher RP-select B (250 x 4.6 mm, 5 pm)

Sdulentemperatur: 20 °C

Mobile Phase: 70 % (v/v) 40 mM Ammoniumacetat, pH 5,2
30 % (v/v) Acetonitril

Flussrate : 1,0 mL/min

Laufzeit: 15 min

Detektion: Absorptionsmessung bei 229 nm

Injektionsvolumen: 20 pL

Retentionszeiten:

N-Carboxymethoxy-N',N"-diphenylguanidin (3) 5,2 min £ 0,1 min
N-Hydroxy-N',N"-diphenylguanidin (4) 9,0 min + 0,2 min
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Kalibrierung und Wiederfindung:

Zur Kalibrierung wurde N-Hydroxy-N,N"-diphenylguanidin (4) in acht Konzentrationen von
0,1-500 uM, geldst in Assay-Puffer (30 mM MES, 1 pM Kupfer(Il)acetat, 2 mM Natriumas-
corbat, 5 mM Kaliumiodid, pH 6,0), mit der oben beschriebenen HPLC-Methode vermessen.
Fiir die Bestimmung der Wiederfindung wurden die gleichen Konzentrationen in Assay-
Puffer hergestellt (Endvolumen = 100 pL). Weiterhin wurde N-Carboxymethoxy-
N',N'-diphenylguanidin (3) (0,5 mM) und 250 U/mL Katalase zugegeben sowie abschlieflend
50 uL 10 %-iger TFAaq/Acetonitril (2:3). Die Proben wurden mit dem Vortexer geschiittelt
und bei -80 °C eingefroren. Zur Vermessung wurden die Proben aufgetaut, 5 min am Vortexer

geschiittelt und 5 min bei 10000 U/min zentrifugiert.

CYP450-Assay: Inkubationsbedingungen

Ein typischer Inkubationsansatz von 500 pL (Totalvolumen) enthielt 0,3 mg Protein (Schwei-
ne- oder Humanleberenzymquelle), 0,1 mM (oder 1 mM) Testverbindung in 100 mM Phos-
phatpuffer (pH 6,0 oder pH 7,4) und 1 mM NADH (oder NADPH). Die Inkubation wurde
nach einer S-miniitigen Vorinkubation von Enzym und Testverbindung in Puffer durch den
Zusatz von NADH (bzw. NADPH) gestartet und 60 min bzw. 180 min bei 37 °C im Schiit-
telwasserbad geschiittelt. Die Ansdtze wurden durch Zusatz des gleichen Volumens Aceto-

nitril gestoppt, auf dem Vortexer geschiittelt und bei -80 °C eingefroren.

Zur Analyse wurden die Proben aufgetaut, 5 min auf dem Vortexer geschiittelt und das Prote-
in durch 5-miniitige Zentrifugation bei 10000 U/min abgetrennt. Der Uberstand wurde fiir die
HPLC-Analytik verwendet.

HPLC-Analytik zur Trennung ven O-Carboxymethylbenzamidoxim (1), Benzamidoxim

(2) und Benzamidin

Sédule: Synergi Max-RP 80 A (250 x 4.6 mm, 4 pm)
Siulentemperatur: 20 °C
Mobile Phase: 82,5 % (v/v) 10 mM Octylsulfonat, pH 2,5 (H;PO4)

17,5 % (v/v) Acetonitril
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Flussrate : 1,0 mL/min
Laufzeit: 35 min
Detektion: Absorptionsmessung bei 229 nm
Injektionsvolumen: 20 uL
Retentionszeiten:
O-Carboxymethylbenzamidoxim (1) 13,6 min + 0,1 min
Benzamidoxim (2) 22,8 min £+ 0,3 min
Benzamidin 26,0 min £ 0,3 min

HPLC-Analytik zur Trennung von N-Carboxymethoxy-N‘,N"-diphenylguanidin 3),
N-Hydroxy-N',N''-diphenylguanidin (4) und N,/V'-Diphenylguanidin

Séule: LiChrospher RP-select B (250 x 4.6 mm, 5 pm)
Saulentemperatur: 20 °C
Mobile Phase: 80 % 20 mM Ammoniumacetat, pH 4,3

20 % Acetonitril

Flussrate : 1,25 mL/min

Laufzeit: 15 min

Detektion: Absorptionsmessung bei 205 nm
Injektionsvolumen: 30l

Retentionszeiten:

N,N'-Diphenylguanidin 6,7 min + 0,2 min

N-Carboxymethoxy-N',N"-diphenylguanidin (3) 7,8 min + 0,2 min
N-Hydroxy-N',N"-diphenylguanidin (4) 10,7 min = 0,3 min

Es folgt eine Tabelle der Arzneistoffe, auf die das erfindungsgeméfle Prodrug-System bevor-

zugt angewendet werden kann:
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Struktur Substanzname CAS Wirkung/ Indikation

selektiver a2 adrenerger Rezeptor
Antagonist und Antagonist des

(¢ It
e >
- tHH Idazoxan . 79944-58-4 Imidazolinrezeptors. Zunéchst als
Hydrochlorid . X N
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- Schizophrenie in Untersuchung
HLE
N
S o “ Angiotensin-lI-Rezeptor-Antagonist.
=M “ irbesartan 138402-11-6 wie die meisten Sartane gegen
™ -
(=3

O Btuthochdruck

<l_®

Linogliride 75358-37-1 gegen Hypergiykdmie

B -.u‘. -~’> a2 adrenerger Rezeptor Antagonist,
° \|/‘\~ [ Lofexidine 21498-08-8 frither als Blutdrucksenker, heute
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el
Ho—
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S N
o
Tetrahydrozoline 522.48-5 in Augentropfen und Nasenspray,
hydrochloride alpha-Antagonist
L D}
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adrenerger Rezeptor Antagonist. Wirkt
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genutzt
, Xylometazolin
Ml - -
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anti-infektios
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isethionat trypanosomiasis, leishmaniasis. and
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Thiamin
“ -43- Vitamin-B1- |
(Vitamin B1) 59-43-8 itamin-B1-Mange!

Endothelin-Rezeptorantagonist
Bosentan 147536-97-8 | zur Behandlung pulmonaler arterieller
Hypertonie
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NH NH
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Isethionate 495-99-8 treating various fungal infections
S — T
o o, OIQJLOAD“
& \r/©)Lu"\;r” Sibrafiban 172927-65-0 GPItb/lila Inhibitor
1 e
A
LSO S
o © Orbofiban 163250-90-6 Antiplatelet drug
.CH,COH
a i s
T e e, Xemilofiban 4. Glykoprotein lIb/lla Antagonist als
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H
N
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Tolonidin nitrat 57524-15-9
Metformin 657-24-9 Diabetes mellitus Typ 2
Diminazene 536-71-0 Antiprotozoikum, Antiinfektivum
Debrisoquin 1131-64-2 Antihypertensivum
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ANSPRUCHE

1. Prodrug umfassend eine die allgemeine Formel (1) oder (1) aufweisende Teilstruktur

O O
\N/O%O/Rz %N/O%O/RZ
| H R H R
(1 (1)

wobei R! und R? Wasserstoff, Alkyl- oder Arylreste sind.

2. Prodrug nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die vom Prodrug umfasste

Teilstruktur Bestandteil eines Hydroxylamins, eines N-Oxids, eines Nitrons, eines Di-
azeniumdiolates (NONOat) oder eines #hnlichen N-O-haltigen Stickstoffmonoxid-
Donors, einer Hydroxamséure, eines Hydroxyharnstoffs, eines Oxims, eines Amido-
xims (N-Hydroxyamidins), eines N-Hydroxyamidinohydrazons oder eines

N-Hydroxyguanidins ist.

3. Prodrug nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

das Prodrug zu einem Arzneistoff metabolisiert wird, der ein Arzneistoff zur Behand-

lung von mit einer Stickstoffmonoxid-Defizienz assoziierten Erkrankungen ist.

4. Prodrug nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

das Prodrug bzw. der entsprechende Arzneistoff aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die
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Proteasechemmstoffe, der DNA- und RNA-interkalierende Verbindungen, Hemmstoffe

viraler Enzyme und N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten umfasst.

. Prodrug nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Teil-

struktur die allgemeine Formel 1la oder 1ib

Ila IIb

aufweist.

. Prodrug nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Prodrug ein Prodrug zu

einem Arzneistoff ist, wobei die Teilstruktur der allgemeinen Formel lla nach Meta-

bolisierung eine die Formel

OH
NH N~
| |
NHz  oder NH,
Ia-1 [la-2

und die Teilstruktur der allgemeinen Formel IIb nach Metabolisierung eine die Formel

ro X
7~ ~
\N N \N N
H H oder H H

IIb-1 IIb-2

aufweisende Struktur besitzt.
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7. Verwendung einer die allgemeine Formel (I) oder (II) ausbildende Teilstruktur

O O
2 2
-~ 0O R X O R
N~ >-:)I\O/ \N/ . o~
| H & H R
(1) (1)
5 als Bestandte1l der Gesamtstruktur eines Prodrugs, welches ein Prodrug zu einem Arz-

neistoff ist, wobei R' und R? Wasserstoff, Alkyl- oder Arylreste sind.

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei die Teilstruktur die allgemeine Formel (II) auf-
10 weist, diese Teil einer libergeordneten Teilstruktur Ila bzw. IIb’
(0]

Q /O%J\ /R2
A0 ~R; N - ©
W% ° A

H R4 ~ -~

N N
NH, H H
Ila 1Ib

als Ersatz einer Amidin- bzw. Guanidin-Gruppe eines Arzneistoffes zur Verbesserung
der Loslichkeit, oralen Bioverfligbarkeit, Blut-Him-Schrankengingigkeit, des Ge-
15 schmacks und/oder der physikalisch-chemischen Stabilitit.

9. Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, wobei das Prodrug ein Prodrug zu einem Arznei-

stoff ist, der die gleiche Struktur wie das Prodrug aufweist, abgesehen davon, dass er

20 statt der iibergeordneten Teilstruktur [{a eine der Teilstrukturen Ila-1 oder la-2
OH
NH N~
l l
NHz  oder NH,

IIa-1 [la-2
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bzw. statt der libergeordneten Teilstruktur IIb eine der Teilstrukturen IIb-1 oder 1Ib-2

_OH
P .
\N N/ \N N/
H H oder H H
IIb-1 IIb-2

aufweist.

10.  Verwendung nach Anspruch 8 oder 9 zur Aktivierung des Arzneistoffs durch Pep-

tidylglycin a-Amidierende Monooxygenase (PAM).

11.  Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass
die Teilstruktur Bestandteil eines Hydroxylamins, eines N-Oxids, eines Nitrons,
eines Diazeniumdiolates (NONOat) oder eines dhnlichen N-O-haltigen Stickstoff-
monoxid-Donors, einer Hydroxamsdure, eines Hydroxyharnstoffs, eines Oxims,
eines Amidoxims (N-Hydroxyamidins), eines N-Hydroxyamidinohydrazons oder

eines N-Hydroxyguanidins ist.

12.  Verfahren zur Einschleusung eines Arzneistoffes umfassend eine freie Amidin-
oder Guanidinfunktion in den PAM-Aktivierungsweg, umfassend Herstellen eines

Prodrugs des Arzneistoffes nach einem der Anspriiche 1 bis 6.

13.  Verfahren zur Behandlung eines Patienten, umfassend Verabreichen eines

Prodrugs nach einem der Anspriiche 1 bis 6 an den Patienten.
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15.

16.

17.

18.
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Verwendung eines Prodrugs nach einem der Anspriiche | bis 6 zur Herstellung ei-

nes Arzneistoffes.

Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 11 und Anspruch 13 oder Verfahren
nach Anspruch 14, wobei die Verwendung bzw. das Verfahren eine Verwendung
bzw. ein Verfahren zur Behandlung von mit einer Stickstoffmonoxid-Defizienz as-

soziierten Erkrankungen ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 11 und 15, dadurch gekennzeichnet,
dass der Arzneistoff bzw. das Prodrug aus der Gruppe der Proteasehemmstoffe,
der DNA- und RNA-interkalierenden Verbindungen, der Hemmstoffe viraler En-
zyme und der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten ausgewdhlt ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 11 und 15 bis 17, wobei die Ver-
wendung eine Verwendung zur Prophylaxe und/oder Therapie der viszeralen
und/oder kutanen Leishmaniose, der Trypanosomiasis, der 2. Phase der Trypano-
somiasis oder der durch Pneumocystis carinii verursachten Pneumonie, zur Wachs-
tumshemmung maligner Tumoren, zur Blutgerinnungshemmung, zur Blutdruck-
senkung, zur Neuroprotektion oder zur Bekdmpfung von viralen Infektionen, ein-

schlieBlich Influenza und HIV-Infektionen ist.

Verfahren zur Herstellung eines N-Alkoxyguanidins der Formel
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umfassend Umsetzen eines Carbodiimids der Formel R¢-N=C=N-R; mit einer A-
minooxyverbindung der Formel H,N-O-Rg oder einem Salz davon, wobel die Um-
setzung im Falle der Verwendung eines Salzes der Aminooxyverbindung in An-
wesenheit einer Base erfolgt, wobei R1, R2, R3 und R4, R6 und R7 unabhingig
voneinander aus der Gruppe ausgewéhlt sind, die ein H, optional substituiertes Al-
kyl, optional substituiertes Aryl, optional su’bstituiertes Heteroaryl, optional substi-
tuiertes Aryloxycarbonyl, optional substituiertes Aminoacyl, optionals substituier-
tes Alkoxycarbonyl, optional substituiertes Alkoxycarbonylalkoxy, ein optional
substituiertes Heteroalkyl, ein optional substituiertes Alkylcycloalkyl, ein optional
substituiertes Heteroalkylcycloalkyl, ein optional substitutiertes Aralkyl, und ein

optional substituiertes Cycloalkyl umfasst

und RS aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die Alkoxycarbonyl, (Alkoxycarbo-
nyl)alkoxy und Carboxyalkoxy umfasst.

Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Umsetzung in Anwesenheit einer Base er-
folgt, die bevorzugterweise aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die aus Diisopropyla-

min und Triethylamin besteht.
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