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(57) Sammendrag

Det blir beskrevet en fremgangsmate for behandling av urininkontinens under unngéelse av
ledsagende tendens til negative effekter assosiert med racemisk oksybutynin.
Fremgangsmaten omfatter administrering av en terapeutisk effektiv mengde (S)-
desetyloksybutynin, (S)-desetyloksybutyffin eller et farmaseytisk akseptabelt salt derav,
hovedsakelig fri for den korresponderende R-enantiomeren. Farmaseytiske sammensetninger i
form av tabletter og transdermale anordninger omfattende (S)- oksybutynin eller (S)-
desetyloksybutynin og en akseptabel barer er ogsa beskrevet, siledes er syntesen av

desetyloksybutynin.
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Foreliggende oppfinnelse angér anvendelse av optisk ren (S)-oksybutynin og (S)-
desetyloksybutynin (S-DEO) for fremstilling av et medikament for behandling av
urininkontinens og farmasgytiske sammensetninger inneholdende optisk ren (S)-
oksybutynin eller S-DEO.

Racemisk oksybutynin er benyttet terapeutisk i behandling av intestinal hypermotilitet
og i behandling av urinkontinens som skyldes detrusor instabilitet. Racemisk
oksybutynin har en direkte antispasmodisk effekt pd glatte muskler og hemmer
virkningen av acetylcholin pé glatte muskler. Den har kun en femtedel av den anti-
cholinerge aktiviteten til atropin pa kanin detrusor-muskelen, men fire til ti ganger den
antispasmodiske aktivitet. Den er meget selektiv for muscarinreseptoren i nerveer av
nikotinreseptorer og som et resultat blir ingen blokkerende effekt observert pa skjelett
neuromuskulare forbindelsespunkter eller autonom ganglia.

Racemisk oksybutynin relakserer blarens glatte muskler og hos pasienter med tilstander
kjennetegnet ved ufrivillige blerekontraksjoner, har systometriske studier demonstrert at
racemisk oksybutynin eker vesicle-kapasiteten, reduserer frekvensen av frivillige
kontraksjoner i detrusor-muskelen, og forsinker den initielle urineringstrangen. Det er
derfor nyttig i behandling og forhindring av bdde inkontinens og hyppig frivillig
urinering. Effektiviteten av racemisk oksybutynin i bleeren har blitt tilskrevet en
kombinasjon av antimuscarin, direkte spasmolytisk og lokal anestetisk effekt pa
detrusors glatte muskler. P& grunn av den antimuscarine effekt til det racemiske
medikamentet, er xerostomia (terr munn) og mydriasis (dilaterte pupiller), som omfatter
muscarin cholinerge reseptorer, meget vanlige bieffekter. Faktisk har minst en forsker
referert til de "uunngéelige symptomene pa mydriasis, xerostomia, tachycardia, osv.",
som faler administrasjon av racemisk oksybutynin [Lish et al. Arch. Int. Pharmacodyn.
156, 467-488 (1965), 481]. Den heye hyppigheten av anticholinerge bieffekter (40-80
%) resulterer ofte 1 doseringsreduksjon eller avbrytelse av terapien.

Farmakologiske studier av de individuelle enantiomerene har antydet at R-
enantiomerene er den mest effektive enantiomeren. Noronha-Blob et al. [J. Pharmacol.
Exp. Ther. 256, 562-567 (1991)] konkluderte med at den cholinerge antagonisme av
racemisk oksybutynin (mélt in vitro ved dets affinitet for M1, M3 og M3 reseptor-
subtyper, og in vivo for diverse fysiologiske responser) kan bli tilskrevet hovedsakelig
aktiviteten av R-enantiomeren. For alle responser fant de at rekkefolgen sortert etter
kraft av racemisk oksybutynin og dets enantiomerer, var den samme, nemlig (R)-oksy-
butynin hadde en aktivitet som var sterre eller lik racemisk oksybutynin, som ogsi var
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mye sterre enn (S)-oksybutynin, hvor (S)-oksybutynin er 1 - 2 sterrelsesordener mindre
kraftig enn (R)-oksybutynin.

Det er nd uventet funnet at hovedsakelig ren S-enantiomer av oksybutynin og dets
desetyl-metabolitter gir en overlegen terapi for behandling av urininkontinens.

Optisk ren (S)-oksybutynin (S-OXY) og (S)-desetyloksybutynin (S-DEO) gir denne
behandlingen med betydelig reduksjon av negative effekter som primaert skyldes anti-
cholinerg aktivitet og som er forbundet med administrasjonen av racemisk oksybutynin.
Disse omfatter, men er ikke begrenset til, xerostomia, mydriasis, sevnighet, kvalme,
forstoppelse, hjertebank og tachycardia. Lettingen av cardiovaskulare bieffekter hos
racemisk oksybutynin, slik som tachycardia og hjertebank, ved administrasjoner av (S)-
oksybutynin eller S-DEOQ, er av spesiell terapeutisk verdi.

De aktive forbindelsene i disse sammensetninger er optiske isomerer av oksybutynin og
desetyloksybutynin. Fremstillingen av racemisk oksybutynin er beskrevet i britisk
patent-spesifikajson 940 540. Kjemisk er de aktive forbindelsene (1) S-enantiomeren av
4-(dietylamino)-2-butynyl a-cykloheksyl-a-hydroksybenzenacetat ogsé kjent som 4-
(dietylamino)-2-butynyl-fenylcykloheksylglykolat, og heretter referert til som
oksybutynin; og (2) S-enantiomeren av 4-(etylamino)-2-butynyl-a-cykloheksyl-o-
hydroksybenzenacetat, og heretter referert til som desetyloksybutynin. Det generiske
navnet til hydrokloridsaltet av racemisk oksybutynin gitt av USAN-Council er
oksybutynin-klorid; det er solgt under handelsnavnet "Ditropan”. Isomeren av
oksybutynin som har S-absolutt stereokjemi (reg.nr. 119618-22-2) er dekstrorotatorisk
og er vist i formel I:

.
o =
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S-enantiomeren av desetyloksybutynin er vist i formel II:

II

Syntesen av (S)-oksybutynin er blitt beskrevet Kachur et al. J. Pharmacol. Exp. Ther.
247, 867-872 (1988)], men (S)-oksybutyninet selv er ikke for tiden kommersielt
tilgjengelig. Alle de kliniske resultater som har blitt rapportert er blitt oppnddd med
racemiske l;landinger, selv om farmakologien til de individuelle enantiomerer har blitt
beskrevet i marsvin og rotter [se Kachur et al. J. Pharmacol. Exp. Ther. 247, 867-872
(1988) og Noronha-Blob et al. J. Pharmacol. Exp. Ther. 256, 562-567 (1991)]. (S)-

desetyloksybutynin har ikke tidligere blitt beskrevet; dets syntese blir utfert ifelge
fremgangsmaten beskrevet nedenfor.

Ifelge et aspekt angdr oppfinnelsen anvendelse av en forbindelse valgt blant gruppene
omfattende (S)-oksybutynin, (S)-desetyloksybutynin og farmaseytisk akseptable salter
derav, hvor forbindelsen inneholder minst 90 vekt-% (S)-oksybutynin eller (S)-
desetyloksybutynin, og 10 vekt-% eller mindre av (R)-oksybutynin eller (R)-
desetyloksybutynin, for fremstilling av et medikament for behandling av
urininkontinens.

I en mer foretrukket utferelsesform inneholder sammensetningene minst 99 vekt-% av
S-enantiomeren og 1 % eller mindre av R-enantiomeren. Det hovedsakelig optisk rene
(S)-oksybutynin eller (S)-desetyloksybutynin kan bli administrert parentalt, rektalt,
intravesikalt, transdermalt, oralt eller ved aerosol, oralt eller transdermalt, er foretrukket,
i en mengde pd omkring 1 mg til omtrent 100 mg/dag.

Ifolge et annet aspekt angdr foreliggende oppfinnelse en farmasgytisk enhets-
doseringsform i form av en tablett eller kapsel, kjennetegnet ved at den omfatter en
terapeutisk effektiv mengde av en forbindelse valgt blant gruppen (S)-oksybutynin og
(S)-desetyloksybutynin eller et farmaseytisk akseptabelt salt derav, hvor forbindelsen



10

20

25

30

35

4

inneholder minst 90 vekt-%, fortrinnsvis minst 99 vekt-%, (S)-oksybutynin eller (S)-
desetyloksybutynin og 10 vekt-% eller mindre, fortrinnsvis 1 vekt-% eller mindre, (R)-
oksybutynin eller (R)-desetyloksybutynin og en farmasgytisk akseptabel beerer.

Tabletten eller kapselen inneholder fortrinnsvis fra 0,5 til 25 mg (S)-oksybutynin eller
(S)-desetyloksybutynin, og blir fremstilt ved konvensjonelle fremgangsmaéter som er
velkjente i teknikken.

Oppfinnelsen angir ogsé en doseringsform i form av en transdermal anordning. Den
transdermale administrasjonen blir forbedret ved innlemmelse av en permabilitetseker i
den transdermale leveringsanordning, f.eks. som beskrevet i PCT-seknad WO 92/20377.

S-enantiomeren av oksybutynin og DEO kan bli oppnédd ved opplesning av den
intermediate mandelsyren fulgt av esterifisering. Esterifiseringen kan bli utfart som
beskrevet av Kachur et al. (tidligere sitert) for OXY eller ved den forbedrede metoden
angitt i skjema A nedenfor for S-DEQO.
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De grafiske representasjoner av racemiske, ambiscalemiske og scalemiske eller
enantiomert rene forbindelser benyttet heri er tatt fra Maehr J. Chem. Ed. 62, 114-120
(1985). Heltrukne og stiplede kiler (slik som vist i formel I) ble anvendt for & angi den
absolutte konfigurasjon av et chiralt element; kile-konturer og prikkede eller brutte
linjer (slik som vist i formel IIT) angir enantiomert rene forbindelser av ubestemmelig
absolutt konfigurasjon.

Totalprosessen for DEO omfatter:
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(a)  reaksjon av N-etyl-4-metoksybenzenmetanaminer med 2-propyn-1-ol og
paraformaldehyd i et inert opplesningsmiddel i nervar av kobber(I)-klorid for & gi 4-
[N-etyl-(4-metoksyfenyl)metylamino]-2-butyn-1-ol (V);

(b)  reagere en enkel enantiomer av metyl-a-cykloheksyl-a-hydroksybenzeenacetat
(IV) med 4-[N-etyl-(4-metoksyfenyl)metylamino]-2-butyn-1-ol (V) i n&rver av en
katalytisk mengde natriummetoksyd i toluen for 4 gi en enkel enantiomer av 4-[N-etyl-
(4-metoksyfenyl)metylamino]-2-butynyl-a-cykloheksyl-a-hydroksybenzeenacetat (VI);
og

(¢)  reagere 4-[N-etyl-(4-metoksyfenyl)metylamino]-2-butynyl-a-cykloheksyl-o-
hydroksybenzeenacetat (VI) i rekkefolge med a-kloretylkarbonkloridat i dikloretan fulgt
av metanol for 4 gi en enkel enantiomer av DEO (VII).

Prosessen er klart anvendelig ogsa for fremstilling av racemisk DEO fra racemisk metyl-
a-cykloheksyl-a-hydroksybenzeenacetat. Paraformaldehyd ble benyttet som en
passende kilde for formaldehyd, men den kan bli erstattet av en hvilken som helst kilde
for formaldehyd, som kjent i teknikken. Tilsvarende blir a-kloretylkarbonkloridat
benyttet for dealkyleringen, men andre karbonkloridater (f.eks. vinyl) kan ogsé bli
benyttet.

Alternativt kan S-enantiomerene av OXY og DEO bli oppnédd ved opplesning av
racemisk oksybutynin eller DEO ved anvendelse av konvensjonelle midler slik som
fraksjonell krystallisering av diastereomere salter med chiralsyrer. Andre standard-
metoder for opplesning kjent for fagmannen omfatter, men er ikke begrenset til, enkel
krystallisering og kromatografi p4 chirale substrater, kan ogsi bli benyttet.

Sterrelsen av en profylaktisk eller terapeutisk dose av (S)-oksybutynin eller S-DEO i
den akutte eller kroniske behandlingen av en sykdom vil variere med alvoret og naturen
til tilstanden som skal behandles og administrasjonsveien. Dosen og kanskje dose-
frekvensen vil ogsd variere ifalge alder, kroppsvekt og respons, til den individuelle
pasient. Generelt er den totale daglige dose i omrédet for (S)-oksybutynin eller S-DEO
for tilstander beskrevet heri, fra omkring 1 mg til omkring 100 mg i en enkel eller i
oppdelte doser, fortrinnsvis i oppdelte doser. I behandling av pasienten skal terapien bli
initiert med en lavere dose, kanskje omkring 0.25 mg til omkring 25 mg, og oket til
omkring 100 mg avhengig av pasientens totale respons. Det er videre anbefalt at
pasienter over 65 ar og de som har svekket renal eller hepatisk funksjon, initielt mottar
lave doser, og at de kan bli titrert basert p& individuell respons og blodnivéet. Det kan
veere nedvendig & benytte doseringer utenfor disse omradene i noen tilfeller, slik det vil
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veere tydelig for fagmannen. Videre mé det noteres at klinikeren eller den behandlende
lege vil vite hvordan og ndr 4 avbryte, justere eller terminere terapi i samsvar med den
individuelle pasientrespons. Uttrykkene "terapeutisk effektive mengder" og "en mengde
tilstrekkelig for 4 behandle inkontinens, men utilstrekkelig for 4 gi negative effekter”, er
omfattet i de ovenfor beskrevne doseringsmengdene og dosefrekvensskisser.

En hvilken som helst passende vei for administrasjon kan bli benyttet for & gi pasienten
en effektiv dosering av (S)-oksybutynin eller S-DEO. For eksempel kan oral, rektal,
parenteral (subkutan, intramuskuleer, intravengs), transdermal, aerosol og lignende
former for administrering bli benyttet. I tillegg kan medikamentet bli administrert
direkte inn i bleren gjennom urethra som beskrevet for racemisk oksybutynin av
Massad et al. [J. Urol. 148, 595-597 (1992)]. Doseringsformer omfatter tabletter,
trosjeer, dispersjoner, suspensjoner, opplasninger, kapsler, transdermale leverings-
systemer og lignende.

De farmaspytiske sammensetninger ifolge foreliggende oppfinnelse omfatter (S)-
oksybutynin eller S-DEO som aktiv ingrediens, ¢ller farmaseytisk akseptable salter
derav, og kan ogsd inneholde en farmaseytisk akseptabel baerer og eventuelt andre
terapeutiske ingredienser.

Uttrykkene "farmasaytisk akseptable salter” eller "et farmasaytisk akseptabelt salt
derav" refererer til salter fremstilt fra farmasgytisk akseptable ikke toksiske salter.
Passende farmasgytisk akseptable syreaddisjonssalter for forbindelsen ifelge
foreliggende oppfinnelse omfatter acetat, benzensulfonat (bensylat), bensoat, kamfer-
sulfonat, citrat, etansulfonat, fumarat, gluconat, glutamat, hydrobromat, hydroklorat,
glukonat, glutamat, hydrobromat, hydroklorat, isetionat, laktat, maleat, malat, mandelat,
metansulfonat, mucat, nitrat, pamoat, pantotenat, fosforat, succinat, sulfat, og lignende.
Hydrokloridet har spesiell anvendelse, og det er faktisk det saltet som er benyttet i
studiene vist nedenfor.

Sammensetningene ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter suspensjoner,
opplesninger, eliksirer eller faste doseringsformer. Berere slik som stivelser, sukkere
og mikrokrystallinsk cellulose, fortynnere, granuleringsmidler, smeremidler, binde-
midler, disintegreringsmidler o.1. passer for orale faste preparater (som pulvere, kapsler
og tabletter), og faste orale preparater er foretrukket over orale flytende preparater.



10

15

20

25

30

35

8

P4 grunn av deres enkle administrasjon representerer tabletter og kapsler en av mer
fordelaktige orale doseringsenhets-former, i hvilket tilfelle faste farmaseytiske barere
blir benyttet. Hvis enskelig kan tabletter bli belagt ved standard vandige eller ikke-
vandige teknikker.

I tillegg til vanlige doseringsformer angitt ovenfor kan forbindelsene ifolge oppfinnelsen
ogsa bli administrert ved midler for kontrollert frigivning og leverings-anordninger som
de som beskrives i US patenter nr. 3 845 770, 3 916 899, 3 536 809, 3 598 123, og 4
008 719, og PCT-segknad WO 92/20377, hvis beskrivelser herved er innlemmet som
referanser.

Farmaseytiske sammensetninger ifelge foreliggende oppfinnelse for oral administrasjon
kan vere tilstede som diskrete enhets-doseringsformer slik som kapsler, kasjeer eller
tabletter, hver inneholdende forhdndsbestemte mengder av aktiv ingrediens, som et
pulver, et korn eller som en opplesning eller suspensjon i en vandig veeske, ikke-vandig
veeske, en olje-i-vann-emulsjon eller en vann-i-olje flytende emulsjon. Slike sammen-
setninger kan bli fremstilt ved en hvilken som helst fremgangsméte innen farmasi, men
alle fremgangsmater omfatter trinnet med 4 bringe det aktive middel sammen med
bereren som omfatter en eller flere nedvendige ingredienser. Generelt blir sammen-
setningene fremstilt ved enhetlig og grundig sammenblanding av aktive ingredienser
med flytende barere eller findelte faste baerere, eller begge deler, og sé, hvis nedvendig,
formgiving av produktet til den enskede form, slik det er kjent for den racemiske
blandingen.

For eksempel kan en tablett bli fremstilt ved pressing eller stoping, eventuelt med en
eller flere ytterligere ingredienser. Sammenpressede tabletter kan bli fremstilt ved
sammenpressing i en passende maskin av den aktive ingrediensen i en frittflytende form
slik som pulver eller korn, eventuelt blandet med bindemiddel, smeremiddel, inert
fortynner, overflateaktivt middel eller dispergeringsmiddel. Stepte tabletter kan bli
fremstilt ved stoping i en passende maskin, en blanding av den pulveriserte forbindelse
fuktet med en inert flytende fortynner. Alle de foregiende teknikker er velkjent for
fagmannen innen farmasi. Hver tablett kan inneholde fra omkring 0.5 til omkring 25
mg aktiv ingrediens.
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EKSEMPLER

Eksempel 1
ORAL ENHETS-DOSERINGSFORMULERING

Tabletter:

Ingredienser per tablett per porsjon pa 10 000 tabletter
(S)-oksybutynin eller

(S)-desetyloksybutynin 5 mg S0g
Mikrokrystallinsk cellulose 30 mg 300 g

Laktose 70 mg 700 g
Kalsiumstearat 2 mg 20g

FD&C Blue #1 Lake 0.03mg 300 mg

(S)-oksybutyninet eller desetyloksybutyninet ble blandet med laktose og cellulose inntil
en enhetlig blanding ble dannet. Laken ble tilsatt og ytterligere blandet. Til sist ble
kalsiumstearatet blandet inn og den resulterende blandingen ble presset til tabletter ved
anvendelse av en 7 mm grunn, konkav kjemer. Tabletter p& andrestyrker kan bli
fremstilt ved & endre forholdet av aktiv ingrediens til hjelpestoffene eller den endelige
vekten til tabletten.

Den overraskende anvendeligheten til S-enantiomeren av bdde OXY og DEO har blitt
bekreftet ved de folgende studier.

ENANTIOMERER AV OXYBUTYNIN

Binding av (R)- og (S)oxybutynin til humane M 1. ._M_,Mg og My muscarin-reseptor-
subtyper

MATERIALER OG METODER

Eksperimentene ble utfert pd membraner fremstilt fra SF9-celler infisert med baculo-
virus for 4 uttrykke de humane rekombinante M1, M3, M3 og M4 muscarin reseptor-
subtypene.



10

15

20

25

10

Bindingsanalyse

Tabell 1
Reseptor | Radioligand Konsentrasjon | Ikke-spesifik | Inkubasjon |Referanse-
forbindelse

Mig [3H]pirenzepin |2nM atropin 60 min. pirenzepin
(1 pM) 27°C

Moy [3H]AF-DX 384 |2nM atropin 60 min. metroktra-
(1 pM) 27°C min

M3y [3HJ4-DAMP [0.8nM atropin 60 min. 5-DAMP
(1 pM) 27°C

Mg [3H4-DAMP (0.3 nM atropin 60 min. 4-DAMP
(1 uM) 27°C

Etter inkubering ble analysene hurtig filtrert under vakuum gjennom GF/B-glassfiber-
filter (Whatman) og vasket med iskald buffer ved anvendelse av en Brandel Cell
Harvester. Bundet radioaktivitet ble bestemt med en vaske-scintillasjonsteller (LS
6000, Beckman) ved anvendelse av en vaske-scintillasjonsblanding (Formula 99,
DuPont NEN).

Eksperiment-protokoll
Forbindelsene ble testet pa hver reseptor ved 10 konsentrasjoner i duplikat for & oppna

konkurransekurver. I'hvert eksperiment ble referanseforbindelsen for reseptoren under
undersgkelse samtidig testet ved 8 konsentrasjoner i duplikat for & gi en konkurranse-
kurve for 8 validere eksperimentet.

Analyse og angivelse av resultater

Den spesifke radioligande binding til hver reseptor ble definert som forskjellen mellom
total binding og ikke-spesifik binding bestemt i n&ervar av et overskudd av ikke-merket
ligand. IC5q-verdier (konsentrasjoner nedvendig for 8 hemme 50 % spesifik binding)
ble bestemt ved ikke-linear regresjonsanalyse av konkurransekurvene. Disse
parametere ble oppnadd ved kurvetilpassing ved hjelp av "Sigmaplot” programvare.
IC50 for R- og S-OXY er gitt i tabell 2.
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Tabell 2

Binding av R-oksybutynin og S-oksybutynin til humane muscarin subtyper M1 - Mg

Reseptor |R-OXY ICs5¢0 (nM) (S-OXY ICs0 (nM) |Referanseforbindelse
IC50 (nM)

M1 0.99 47.6 pirenzepin 11.9

M» 9.9 178 metoktramin 14.6

M3 1.8 149 4-DAMP 1.6

My 1.2 100 4-DAMP 0.87

Disse resultatene indikerer at S-OXY har lavere affinitet for muscarin-reseptor-subtyper

enn R-OXY.

Binding av (R)- og (S)-oksybutynin til kalsium-kanaler

MATERIALER OG METODER

Bindingsanalyse

Bindingsanalyser ble utfert ved anvendelse av de folgende fremgangsméter:

Tabell 3
Reseptorer Membraner Referanseforbindelser | Referanser
Ca-kanal (T + L, cerebral cortex fra Schoemaker og
diltiazem-sete) rotte diltiazem Langer (1985)
Ca-kanal (T +L, cerebral cortex fra Reynolds et al
verapamil-sete) rotte D600 (1986)
De eksperimentelle betingelsene var:

Tabell 4
Reseptorer Ligander Konsentrasjoner |Ikke-spesifik |Inkubering |
Ca-kanal (T + L, dilitiazem 120 min.
diltiazem-sete  |[3H] diltiazem |5nM (10 pM) 25°C
Ca-kanal (T + L, D600 60 min.
verapimil-sete) | [3H]D 888 0.5 nM (10 uM) 22°C
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Etter inkubering ble analysen hurtig filtrert under vakuum gjenom GF/B eller GF/C
glassfiberfilter (Whatman) og vasket med iskald buffer under anvendelse av en Brandel
Cell Harvester. Bundet radioaktivitet ble bestemt med en vaeske-scintillasjonsteller
(LS6000, Beckman) ved anvendelse av en vaske-scintillasjonsblanding (Formula 989,
DuPont NEN).

Eksperimentellprotokoll
Forbindelsene ble testet i duplikat p& hver reseptor i en konsentrasjon p& 10-5M. I hvert

eksperiment ble referenseforbindelsen for reseptoren under undersgkelse samtidig testet
ved 8 konsentrasjoner i duplikt for & oppné en konkurransekurve for & validere
eksperimentet.

Analyse og angivelse av resultater
Den spesifike radioligand-binding for hver reseptor ble definert som forskjellen mellom

total binding og ikke-spesifik binding bestemt i nzrver av overskuddet av det ikke-
merkede ligand. Gjennomsnittlige verdier, uttrykt som en prosent av inhiberingen av
spesifik binding, er angitt i tabell 5. IC5p-verdier (konsentrasjoner nedvendig for &
hemme 50 % av spesifik binding) ble bestemt ved ikke-lineger regresjonsanalyse av
deres konkurransekurver. Disse parametrene ble oppnddd ved kurvetilpassing ved
anvendelse av "Sigmaplot" programvare.

Tabell 5
Binding av R-oksybutynin og S-oksybutynin til kalsiumkanaler
(Hemming (i %) av diltiazem og verapamil-binding til kalsiumkanal-reseptorer).

Reseptor R-OXY (10-5M) [S-OXY (10-5M) |Referanseforbindelse
__|1C50 (nM)

Kalsium (diltiazem) |86 59 diltiazem  55.8

Kalsium (verapamil) | 86 68 D600 36.4

Disse resultater indikerer at S-OXY har blokkerende aktivitet for kalsiuminnstremning
tilsvarende til R-OXY.
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ENANTIOMERER AV DESETYLOKSYBUTYNIN

Hovedmetabolitten av racemisk oksybutynin er RS-desetyl-oksybutynin (DEO). R og
S-enantiomeren av DEO har ikke blitt beskrevet og de antispasmodiske og kalsium-
innstremmende blokkeringsaktiviteter til de individuelle enantiomerene, R- og S-DEO,
var for foreliggende studier ukjente. Disse enantiomerene ble syntetisert og deres
antimuscarine, spasmolytiske og kalsiuminnstremmingsblokkerende effekter i modeller
for reseptorbinding og blerefunksjon ble studert. Det er funet at hver enantiomer av
metabolitten opprettholder den relative farmakologiske profil til dets "opphav"
oksybutynin-enantiomer.

Binding av muscarine reseptor-subtyper

Prosent hemming av spesifik radioligand binding indusert ved tre konsentrasjoner av
hver forbindelse (R-, S- og RS-DEO) ble testet p& klonede humane muscarin-reseptor-
subtyper (M1-M4), som beskrevet ovenfor, for enantiomerene av oksybutynin.
Tabellene nedenfor (tabell 6 og 7) gir prosent hemming for hver subtype. I tillegg ble

IC5p-verdiene bestemt for M1 og M) humane reseptor-subtyper og er angitt i tabell 6.

Tabell 6
M1y Moy
10-5M | 10-7M [10-3M |ICsq (nM) | 10-M | 10-7M [10-5M |IC50 (aM)
R-DEO | 63 100 | 100 1.2 21 97 | 102 14.7
S-DEO - 82 101 25.4 - 36 | 101 177
RS-DEO| 43 100 | 100 1.8 - 94 99 7.0
Tabell 7
M3 Mn
10-°M [ 1007M| 10-5M | 10-9M [10-7"M | 10-5M
R-DEO 58 100 100 58 100 | 99
S-DEO -- 63 99 - 43 99
RS-DEO 36 99 101 34 99 95

Disse resultater indikerer at S-DEO har lavere affinitet for muscarin reseptor-subtyper
enn bade R- og racemisk DEO.
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Binding til kalsiumkanaler
Prosent hemming av spesifik radioligand-binding indusert av hver forbindelse (R-, S- og

RS-DEOQ) ble testet ved diltiazem og verapamil-setene av L-type kalsiumkanal.
Resultatene er vist i tabell 8.

Tabell 8
Reseptor R-DEO 10-5M S-DEO 10-5M RS-DEO 10-5M
Kalsium (diltiazem) 86 72 88
Kalsium (verapamil) 96 76 89

Disse resultater indikerer at S-DEO har kalsium-innstremningsblokkerende aktivitet
tilsvarende den til R- og racemisk DEO.

Funksjonelle karakteristikker av antimuscarinsk/antispasmodisk aktivitet

Effekten av R-, S- og RS-oksybutynin (OXY) og til R-, S- og RS-DEO ble studert i en
in vitro modell av bleerefunksjonen. Som beskrevet nedenfor ble isolerte striper av
marsvin-blere glattmuskel montert i et vevsbad og kontraktert enten med den muscarine
agonists karbachol eller med gkende konsentrasjoner av ekstern kalium.

MATERIALER OG METODER

Blzrestriper. Eksperimenter ble utfert ved anvendelse av metoder tilsvarende de som
er beskrevet av Kachur et al, 1988, og Noronha-Blob og Kachur, 1991. Vevsstriper
(omkring 10 mm lange og 1.5 mm brede) ble fjernet fra urinbleeren til hankjenns Hartley
marsvin med vekt pd 400-600 g. (Elm Hill Breeding Laboratories, Chelmsford, MA).
Vevene ble suspendert i en oksygenert buffer med den folgende sammensetning, i nM:
NaCl, 133; KCl, 4.7; CaCly, 2.5; MgS0Og4, 0.6; NaH3POy, 1.3; NaHCO3, 16.3; og
glukose, 7.7. De ble holdt ved 37.5°C . Kontraksjoner ble mélt med en isometrisk
transduser (modell FT-10) og en blekk-skrivepolygraf (model 7) (Astro-Med, Inc.,

Grass Instrument Div., West Warwick, RI). En hvilespenning p4 0.5 g ble holdt pé alle

vevene ved alle tider.

I'hvert eksperiment ble opp til syv striper fjernet fra en enkel blare, suspendert i
individuelle vevskammere og ekvilibrert med badsopplesningen i 1 time for fortsettelse
av eksperimentet.
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Karbakol-induserte kontraksjoner. En serie eksperimenter fokuserte pa den anti-
cholinerge virkningen av oksybutynin. I disse eksperimenter ble, for 4 sikre levedyktig-
heten til hvert vev og for & tjene som referanseramme, kontraksjonene til hver vevsstripe
registrert initielt som respons pé eksponering for vevsmedium i hvilket NaCl var
erstattet med KCI for & gi en konsentrasjon pd 137.7 mM KCl i mediet. Dette ble fulgt
av returnering til standard medium og sé, ved eksponering for progressivt skende
konsentrasjoner av karbakol med separate eksponeringer til hver konsentrasjon kun
inntil toppresponsen hadde blitt registrert. S& ble en stripe etterlatt ubehandlet og/eller
en stripe eksponert for 17 mM etanol for & tjene som kontrollvev, de gjenvaerende
striper ble hver eksponert i 1 time for en konsentrasjon av en antagonist. Etanol-
kontrollene ble benyttet nér, pa grunn av darlig oppleselighet, stamopplasninger av
testforbindelsene métte bli preparert i etanol, som resultat av hvilket vevsbadene
oppnédde en effektiv konsentrasjon pa 17 mM etanol. Til sist ble responsen for ekende
konsentrasjon av carbakol fulgt av eksponering til 137.7 mM KCl, registrert en andre

gang.

Kalium-induserte kontraksjoner. En andre serie eksperimenter fokusert pa den
spasmolytiske virkningen til de studerte stoffene. Kontraksjoner ble registrert som
respons pa sekvensielle gkninger av konsentrasjoner av kalium i mediet.

Dataanalyse. For 4 bestemme om antagonistene reduserer toppresponsen overfor
agonister, ble topptensjonen utviklet ved hver stripe i lopet av det andre settet
bestemmelser uttrykt som en prosent av topptensjon utviklet under den forste
konsentrasjonseffckt-bestemmelsen. Sa ble for hver antagonist de resulterende data
analysert for behandlingsrelaterte forskjeller ved en-veis varians-analyse (ANOVA). Da
kun en konsentrasjon av antagonist ble studert i hver blerestripe, ble prosedyren til
Arunlakshana og Schild (1959) benyttet i modifisert form for & estimere pA2 og
hellingen av Schild-regresjonen. Forst ble konsentrasjonene av agonist som gir halv
maksimal respons (EC50) estimert for hver stripe, fra det andre settet av konsentrasjons-
effekt-data. ECs() ble oppnadd fra linezr regresjonsanalyse-tilpasning til logaritmen av
konsentrasjonen av medikament, og responsen som understetter det maksimale
responsnivd. For hver medikamentbehandlet stripe ble et "konsentrasjons-forhold" (CR)
beregnet som forholdet av EC5) i det behandlede vevet, dividert med ECs5 til det ikke-
behandlede vevet. For hvert eksperiment ble to eller flere striper eksponert for det
samme kjemikaliet, men ved forskjellige konsentrasjoner, logaritmen til dette forholdet
minus 1 (dvs. logaritme (CR-1)) ble plottet mot logaritmen av konsentrasjonen av
antagonist, til hvilke stripen hadde blitt eksponert for & produsere "Schild-plot". En
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regresjonsanalyse vedrerende log (CR-1) til logaritmen til konsentrasjonen av
antagonist, ble benyttet for & estimere pA2 og hellingen til regresjonslinjen. Til sist ble
eksperimentene gruppert kjemisk og gjennomsnittet + S.E. til pA2 og hellingen ble
beregnet. 95 % sikkerhetsgrenser (CL) for hellingen ble estimert fra dets S.E. ved
anvendelse av standardmetoder. For eksperimenter i hvilke kun en stripe var eksponert
for et gitt kjemikalium, ble en pKD beregnet som (konsentrasjon av antagonist)/(CR-1)
og den negative logaritmen til KD ble s slitt sammen med pA2-verdiene for 4 gi et
ekspandert sett pA2-verdier.

Resultaer

Effektene av racemisk oksybutynin og DEO og deres respektive enantiomerer pa
karbakol-indusert kontraksjon er oppsummert i tabell 9 nedenfor. Verdier gitt som sum
av Schild-analyser som gir pA2-verdier (gjennomsnitt + SE) og helling (gjennomsnitt +
SE).

Tabell 9

Antagonist | Antall eksperimenter [pA2 Helling

R-OXY 4 8.80 + 0.27 1.28 +0.26
S-OXY 4 7.09+ 0.13 1.13+0.17
RS-OXY 5 8.81+ 0.29 1.34 + 0.15
R-DEO 4 9.04+ 0.32 1.16 +0.11
S-DEO 4 7.31+ 0.35 0.87 +0.11
RS-DEO 4 8.55+ 0.32 1.35 + 0.25

Disse resultater indikerer at bdde S-OXY og S-DEQ er mindre kraftige antagonister for
blzre-muscarin-reseptorer enn R- og racemisk OXY og R- og racemisk DEO.

Effekten av racemisk oksybutynin og dets enantiomerer pa kalium-induserte kontraksjon
er oppsummert i tabell 10 nedenfor. (Verdier er gitt i sterrelsesorden kontraksjon
indusert av 137.7 mM K+ -buffer etter 60 min. eksponering fra forbindelser, dividert
med storrelsen av kontraksjon indusert for eksponering fra medikamentet).
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Tabell 10
Antagonist Gjennomsnitt % behandling + SE (n=3)
R-OXY 32 + 8*
S-OXY 26 + 9*
RS-DEO 20 +-1*
R-DEO 36 + 5*
S-DEO 42 + 5*
RS-DEO 47 + 8*

* Siginifikant forskjecll fra tilsvarende data for ikkebehandlet vev (p<0.01).

Disse resultater indikerer at oksybutynin og dets enantiomerer og desetylokxybutynin og
dets enantiomerer er like kraftige som plasmolytica for blerens glatte muskler.

KONKLUSJON

Mens det er velkjent at normal temming av bleren er mediert gjennom cholinerge
mekanismer, synes blareustabiliteten som blir sett hos pasienter som lider av
inkontinens & vaere relatert til ikke-cholinerge kontraksjoner i blaeren. Andersen et al.

[Neurourol Urodyn 5 , 579-586 (1986)] har vist i dyr at den atropin-resistente

detrusormuskelen er meget folsom for kalsium-antagonister.

Studiene av reseptor-bindings-affiniteter av (R)- og (S)-oksybutynin til reseptor-setene
for kalsiumkanalblokkerne diltiazem og verapamil, beskrevet ovenfor, tillater en 4
konkludere med at S-oksybutynin og (S)-desetyloksybutynin har terapeutiske effekter pa
ufrivillig vannlating, mens, i motsetning til R-isomerene og racematene, har meget liten
effekt p& normale temmingsmekanismer. Begge viser ogsa signifikant reduserte anti-
cholinerge bieffekter sammenlignet med de tilsvarende R-isomerene og med
racematene. Unngéelsen av cardiovaskulare bieffekter som opptrer fra den
anticholinerge virkningen av racemisk oksybutynin, skal spesielt noteres. Det
konkluderes sdledes med at S-oksybutynin og S-desetyloksybutynin er effektive
medikamenter for behandling av urin inkontinens i mennesker med meget reduserte
bieffekter i forhold til racemater eller rene R-enantiomerer.
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Metyl (R)-o-cykloheksyl-o-hydroksybenzenacetat (IV)

Til en blanding av (R)-a-cykloheksyl-o-hydroksybenzeneddiksyre (IIT) (12.2 g, 52.1
mmol) og KoCO3 (10.8 g, 78.1 mmol) i 100 ml aceton ble tilsatt drapevis metyljodid
(MeI) (13.0 ml, 208 mmol) drdpevis ved 0°C i isbad. Etter tilsetning (ca. 1 time) av
Mel ble reaksjonsblandingen omrert ved romtemperatur over natten. Blandingen ble
filtrert gjennom en pute celitt og renset med aceton to ganger. Filtratet ble konsentrert
for & gi en hvit oppslemming som ble fortynnet med vann og ekstrahert med heptan. De
sammenslatte ekstraktene ble vasket med vann, saltvann, terket og konsentrert for & gi
produtet (R)-IV (11.9 g, 92% utbytte) som et hvitt faststoff.

Metyl (S)-a-cykloheksyl-o-hydroksybenzenacetat (IV):
Ved 4 folge samme prosedyre som ovenfor ble (S)-IV (11.2 g, 100% utbytte) oppnédd
som et hvitt faststoff fra (S)-III (10.6 g, 45.3 mmol).

4-[N-etyl-(4-metoksyfenyl)metylamino}-2-butynyl-(R)-c-cykloheksyl-o-hydroksy-
benzenacetat (VI):

Til en opplesning av (R)-IV (11.9 g, 47.7 mmol) og 4-[N-etyl-(4-
metoksyfenyl)metylamino]-2-butyn-1-ol (V) (9.30 g, 39.9 mmol) i 120 ml toluen ble
det tilsatt NaOMe (0.222 g, 4.11 mmol). Reaksjonsblandingen ble omrart ved
tilbakelopskjoling i 5 timer og totalt 6 ml opplesningsmiddel ble fjernet med Dean-
Stark-apparat. Reaksjonsblandingen ble avkjolt til romtemperatur, fortynnet med
etylacetat, vasket med vann, saltvann, terket og konsentrert. Resten ble kromatografert
pé silikagel (eluering med 1 %, 2.5 % og sd 5 % MeOH i CH»Clp) for 4 gi produktet
(R)-VI (14.1 2,79 % utbytte) som en olje.

4-[N-etyl-(4-metoksyfenyl)metylamino]-2-bytynyl-(S)-a-cykloheksyl-o-
hydroksybenzenacetat (VI):

Ved at man folger samme prosedyre som ovenfor ble (S)-VI (4.24 g, 58 % utbytte)
oppnédd som en olje fra (S)-IV (4.07 g, 16.4 mmol) og V (4.24 g, 18.2 mmol).

Racemisk 4-[N-etyl-(4-metoksyfenyl)metylamino]-2-butynyl-(S)-o-cykloheksyl-o-
hydroksybenzen-acetat:

Ved & folge samme prosedyre som ovenfor, ble den racemiske forleper for DEO (2.05 g,
43 % utbytte) oppnddd som en olje fra racemisk IV (2.98 g, 12.0 mmol) og V (2.48 g,
10.6 mmol).
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4-(etylamino)-2-butynyl-(R)-a-cykloheksyl-a-hydroksybenzenacetat-hydroklorid-
salt (VI)-HCI:

En opplesning av (R)-VI (14.0 g, 31.2 mmol) og a-kloretyl-karbonkloridat (4.0 ml,
37.4 mmol) i 1,2-dikloretan ble omrert under tilbakelepskjoling i 1 time. Etter
avkjeling ble reaksjonsblandingen konsentrert og 200 ml MeOH tilsatt til resten.
Reaksjonsblandingen ble s omrert ved tilbakelepskjeling i 20 min. og avkjelt til
romtemperatur. Blandingen ble konsentrert og resten ble kromatografert p4 silikagel
(eluert med 1 % og s 50 % MeOH i CH7Clp) og sé triturert med eter for & gi produktet
(R)-VII-HCI (8.93 g, 87 % utbytte) som et brunt faststoff. Dette brune faststoffet ble
ytterligere renset ved rekrystallisering fra EtOH/EtpO og ved sekvensiell behandling
med 10 % vandig K7CO3 og EtOAc, aktivt karbon og en opplesning av IN HCl i eter
for & gi (R)-DEO-HCI1 (6.44 g) som et nar hvitt faststoff.

4-(etylamino)-2-butynyl-(S)-a-cykloheksyl-a-hydroksybenzenacetat-hydroklorid-
salt (VII)-HCI:

Ved 3 folge den samme prosedyren som ovenfor ble (S)-DEO-HCI (5.27 g, 57 %
utbytte) oppnidd som et ner hvitt faststoff fra (S)-VI(11.4 g, 25.4 mmol).

Racemisk 4-(etylamino)-2-butynyl-a-cykloheksyl-o-hydroksybenzenacetat-
hydrokloridsalt:

Ved & folge den samme prosedyren som ovenfor ble (+)-DEO-HCI (0.63 g) oppnédd
som et neer hvitt faststoff fra (+)-forleperen (2.28 g, 5.08 mmol).

S-oksybutynin kan ogsa bli fremstilt den samme vei ved & benytte 4-(dietylamino)-2-
butynyn-1-ol i stedet for det beskyttede mellomproduktet V.

4-[N-etyl-4-(metoksyfenyl)metylamino]-2-butyn-1-ol (V) benyttet som et
mellomprodukt ble syntetisert som folger:

N-etyl-4-metoksybenzenmetanamin:

Til en blanding av anisaldehyd (15.6 g, 115 mmol) og etylamin (2.0 M i THF, 87 m],
174 mmol) i 1,2-dikloretan (450 ml) ble tilsatt iseddik (10.0 ml, 174 mmol) under
nitrogenatmosfare. Reaksjonsblandingen ble omrert ved romtemperatur i 30 min. og si
avkjelt til 0°C med isbad. NaBH(OAc)3 (36.9 g, 174 mmol) ble tilsatt porsjonsvis og
reaksjonsblandingen ble omrort ved romtemperatur over natten. Blandingen ble
konsentrert og resten ble fortynnet med en basisk opplesning (10 g NaOH i 100 ml
vann) for 4 gjere opplosningen svakt basisk. Dette vandige laget ble ekstrahert med
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eter. De sammenslitte ekstraktene ble vasket med vann, saltvann, terket og konsentrert.
Resten ble kromatografert pé silikagel (eluert med 5 % MeOH i CH7Cly og sd 50 %
MeOH i CH5Cly inneholdende 4 % Et3N) for & gi produktet (11.2 g, 59 % utbytte)
som en olje.

N-[N-etyl-(4-metoksyfenyl)metylamino]-2-butyn-1-ol (V):

En blanding av N-etyl-4-metoksybenzenmetanamin (13.3 g, 80.6 mmol), paraform-
aldehyd (3.63 g) propargylalkohol (6.33 g, 113 mmol) og CuCl (0.311 g) i 350 ml 1,4-
dioksan ble omrert ved tilbakelapskjeling i 30 min. Reaksjonsblandingen ble avkjelt til
romtemperatur og konsentrert. Resten ble fortynnet med 200 ml 50 % NH4OH og
ekstrahert med EtOAc. De sammenslétte ekstraktene ble vasket med vann, saltvann,
terket og konsentrert. Resten ble kromatografert pé silikagel (eluering med 2.5 %
MeOH i CH)Cly ogsd 5 % MeOHi CH)Clp) for & gi produktet V (15.1 g, 81 %
utbytte) som en olje.
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Patentktrayv

1.

Anvendelse av en forbindelse valgt blant gruppene omfattende (S)-oksybutynin, (S)-
desetyloksybutynin og farmasaytisk akseptable salter derav, hvor forbindelsen
inneholder minst 90 vekt-% (S)-oksybutynin eller (S)-desetyloksybutynin, og 10 vekt-
% cller mindre av (R)-oksybutynin eller (R)-desetyloksybutynin, for fremstilling av et
medikament for behandling av urininkontinens.

2.

Anvendelse ifalge krav 1, hvor forbindelsen inneholder minst 99 vekt-% (S)-
oksybutynin eller (S)-desetyloksybutynin og 1 vekt-% eller mindre (R)-oksybutynin
eller (R)-desetyloksybutynin, for fremstilling av et medikament for behandling av
urininkontinens.

3.
Anvendelse ifalge krav 1 eller 2 for fremstilling av et medikament for administrering
ved inhalering eller for administrasjon parenteralt, transdermalt, rektalt eller oralt.

4.

Farmasgytisk enhets-doseringsform i form av en tablett eller kapsel, k a r -
akterisert v e d atdenomfatter en terapeutisk effektiv mengde
av en forbindelse valgt blant gruppen (S)-oksybutynin og (S)-desetyloksybutynin eller et
farmasaytisk akseptabelt salt derav, hvor forbindelsen inneholder minst 90 vekt-%,
fortrinnsvis minst 99 vekt-%, (S)-oksybutynin eller (S)-desetyloksybutynin og 10 vekt-
% eller mindre, fortrinnsvis 1 vekt-% eller mindre, (R)-oksybutynin eller (R)-
desetyloksybutynin og en farmaseytisk akseptabel baerer.

5.
Farmaseytisk enhets-doseringsform ifolgekrav4, k a r a k t e r i -
s ert v e d atdenomfatter0.5til 100 mg (S)-oksybutynin eller (S)-

desetyloksybutynin.

6.

Farmasgytisk doseringsform i form av en transdermal leveringsanordning,
karakterisert v e d atdenomfatter en terapeutisk effektiv
mengde av en forbindelse valgt blant gruppen (S)-oksybutynin og (S)-
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desetyloksybutynin eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, hvor forbindelsen
inneholder minst 90 vekt-%, fortrinnsvis minst 99 vekt-%, (S)-oksybutynin eller (S)-
desetyloksybutynin og 10 vekt-% eller mindre, fortrinnsvis 1 vekt-% eller mindre, (R)-
oksybutynin eller (R)-desetyloksybutynin og en farmaseytisk akseptabel barer. hvor
den farmaspytisk akseptable barer eventuelt omfatter en permeabilitetseker. |
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