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Piperazinderivater, fremstilling av disse, mellomprodukter for fremstilling av slike,
farmasgytisk preparat omfattende slike samt anvendelse av slike for behandling av
sykdom

WO 0076521 A
WO 0162255 A
WO 0204440 A1
WO 02062423 A1

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer prodrug Forbindelser |, farmasaytiske
preparater derav og anvendelse av dem ved behandling av HIV-infeksjon.
Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa mellomprodukt-forbindelser Il nyttige for
fremstilling av prodrug-forbindelser 1.
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KRYSS-REFERANSE TIL BESLEKTEDE SOKNADER

Denne sgknaden krever prioritet fra U.S. Provisional seknad nr. 60/635,231

innlevert 10. desember 2004 og 60/553,320 innlevert 15. mars 2004.

OPPFINNELSENS OMRADE

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer forbindelser som har medikament- og
bio-pavirkende egenskaper, farmaseytiske preparater derav og anvendelse av slike.
Spesielt beskrives nye prodrug-derivater med antiviral aktivitet. Mer spesielt angar

foreliggende oppfinnelse forbindelser anvendelige for behandling av HIV og AIDS.
KJENT TEKNIKK

HIV-1- (humant immunsvikt-virus -1) infeksjon er fortsatt et stort medisinsk
problem, med beregnet 42 millioner mennesker infisert verden over ved slutten av
2002. Antallet tilfeller av HIV og AIDS (ervervet immundefekt syndrom) har steget
raskt. 12002 ble ~5,0 millioner nye infeksjoner rapportert og 3,1 millioner
mennesker dede av AIDS. For tiden tilgjengelige medikamenter for behandling av
HIV omfatter ti nukleoside revers transkriptase- (RT) inhibitorer eller godkjente
enkelpille-kombinasjoner (zidovudin eller AZT (eller Retrovir®), didanosin (eller
Videx®), stavudin (eller Zerit®), lamivudin (eller 3TC eller Epivir®), zalcitabin (eller
DDC eller Hivid®), abacavir-succinat (eller Ziagen®), Tenofovir-disoproxil-
fumaratsalt (eller Viread®), Combivir® (inneholder -3TC pluss AZT), Trizivir®
(inneholder abacavir, lamivudin og zidovudin) og Emtriva® (emtricitabin); tre ikke-
nukleoside revers transkriptase-inhibitorer: nevirapin (eller Viramune®), delavirdin
(eller Rescriptor®) og efavirenz (eller Sustiva®), ni peptidomimetiske
proteaseinhibitorer eller godkjente formuleringer: saquinavir, indinavir, ritonavir,

nelfinavir, amprenavir, lopinavir, Kaletra®(lopinavir og Ritonavir), Atazanavir
(Reyataz®), Fosamprenavir® og én fusjons-inhibitor som mélseker viral gp41 T-20

(FUZEON®). Hvert av disse medikamenter kan bare forbigdende hindre viral
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replikasjon hvis anvendt alene. Imidlertid, nar anvendt i kombinasjon, har disse
medikamenter en sterk effekt pa viremi og sykdomsprogresjon. Faktisk er betydelige
reduksjoner 1 dedsfall blant AIDS-pasienter nylig dokumentert som en konsekvens av
omfattende anvendelse av kombinasjonsterapi. Imidlertid, til tross for disse
imponerende resultater svikter til slutt kombinerte medikamentterapier 30 til 50% av
pasientene. Utilstrekkelig medikamentstyrke, uoverensstemmelse, begrenset vev-
penetrering og medikament-spesifikke begrensninger innen visse celletyper (f.eks.
kan de fleste nukleosid-analoger ikke fosforyleres i hvilende celler) kan vere drsak til
ufullstendig undertrykking av sensitive virus. Videre forer hoy replikasjonshastighet
og rask sirkulasjon av HIV-1 kombinert med hyppig innfering av mutasjoner, til
fremkomst av medikament-resistente varianter og behandlingssvikt nar sub-optimale
medikamentkonsentrasjoner er til stede (Larder og Kemp; Gulick; Kuritzkes; Morris-
Jones et al; Schinazi et al; Vacca og Condra; Flexner; Berkhout og Ren et al; (Ref. 6-
14)). Derfor er nye anti-HIV-midler som har distinkte resistensmenstere og
fordelaktig farmakokinetikk sé& vel som sikkerhetsprofiler nodvendige for a gi flere
behandlingsalternativer.

For tiden markedsforte HIV-1-medikamenter er dominert av enten nukleoside
revers transkriptase-inhibitorer eller peptidomimetiske proteaseinhibitorer. Ikke-
nukleoside revers transkriptase-inhibitorer (NNRTI) har nylig fitt en ekende viktig
rolle i terapien av HIV-infeksjoner (Pedersen & Pedersen, Ref 15). Minst 30
forskjellige klasser av NNRTT er beskrevet i litteraturen (De Clercq, Ref. 16) og
mange NNRTI er evaluert i kliniske forsek. Dipyridodiazepinon (nevirapin),
benzoksazinon (efavirenz) og bis(heteroaryl) piperazin-derivater (delavirdin) er
godkjent for klinisk anvendelse. Imidlertid er den store ulempe ved utvikling og
anvendelse av NNRTI tilbayeligheten til rask fremkomst av medikament-resistente
stammer, bade i1 vevcellekultur og hos behandlede individer, spesielt de underkastet
monoterapi. Som en konsekvens er det betraktelig interesse for identifikasjon av
NNRTI mindre tilbeyelige til utvikling av resistens (Pedersen & Pedersen, Ref 15).
En nyere oversikt over ikke-nukleoside revers transkriptase-inhibitorer: “Perspectives
on novel therapeutic compounds and stategies for the treatment of HIV infection”. er
presentert (Buckheit , referanse 99). En oversikt som dekker bade NRTI og NNRTI
er presentert (De Clercq, referanse 100). En oversikt over teknikkens stand for HIV-

medikamenter er publisert (De Clercq, referanse 101).
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Mange indolderivater omfattende indol-3-sulfoner, piperazino-indoler,
pyrazino-indoler og SH-indolo[3,2-b][1,5]benzotiazepin-derivater er rapportert som
HIV-1 revers transkriptase-inhibitorer (Greenlee et al, Ref. 1; Williams et al, Ref. 2;
Romero et al, Ref. 3; Font et al, Ref. 17; Romero et al, Ref. 18; Young et al, Ref. 19;
Genin et al, Ref. 20; Silvestri et al, Ref. 21). Indol 2-karboksamider er ogsa
beskrevet som inhibitorer av celleadhesjon og HIV-infeksjon (Boschelli et al, US
5,424,329, Ref. 4). 3-substituerte indol naturlige produkter (Semicochliodinol A og
B, didemetylasterrikinon og isocochliodinol) er beskrevet som inhibitorer av HIV-1
protease (Fredenhagen et al, Ref. 22).

Strukturelt beslektede aza-indol-amid-derivater er beskrevet tidligere (Kato et
al, Ref. 23(a); Levacher et al, Ref. 23(b); Dompe Spa, W0O-09504742, Ref. 5(a);
SmithKline Beecham PLC, WO-09611929, Ref. 5(b); Schering Corp., US-05023265,
Ref. 5(c)). Imidlertid skiller disse strukturer seg fra de krevet her ved at de er
monoaza-indol-mono-amid heller enn oksoacetamid-derivater og det er ingen
angivelse av at disse forbindelser er anvendelige for behandling av virale infeksjoner,
spesielt HIV.

Nye medikamenter for behandling av HIV er nedvendige for behandling av
pasienter som er resistente mot for tiden godkjente medikamenter beskrevet ovenfor
som malseker revers transkriptase eller protease. En metode for 4 oppna disse
medikamenter er & finne molekyler som hemmer nye og forskjellige mal i viruset. En
generell klasse av inhibitorer som er under aktiv studie er HIV-entry-inhibitorer.
Denne generelle klassifisering omfatter medikamenter rettet mot mange mal som
omfatter kjemokinreseptor- (CCRS eller CXCR4) inhibitorer, fusjonsinhibitorer som
malretter viral gp41 og inhibitorer som forhindrer binding av den virale kappe,
gp120, dens humane celluleere mal CD4. Flere oversikter eller generelle artikler om

virale entry-inhibitorer er nylig fremkommet og noen valgte referanser er:

Chemokine receptor antagonists as HIV entry inhibitors. Expert Opinion on
Therapeutic Patents (2004), 14(2), 251-255.

Inhibitors of the entry of HIV into host cells. Meanwell, Nicholas A.; Kadow, John F.
Current Opinion in Drug Discovery & Development (2003), 6(4), 451-461.
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Virus entry as a target for anti-HIV intervention. Este, Jose A. Retrovirology
Laboratory irsiCaixa, Hospital Universitari Germans Trias 1 Pujol, Universitat
Autonoma de Barcelona, Badalona, Spania. Current Medicinal Chemistry (2003),
10(17), 1617-1632.

New antiretroviral agents. Rachline, A.; Joly, V. Service de Maladies Infectieuses et
Tropicales A, Hopital Bichat-Claude Bernard, Paris, Fr. Antibiotiques (2003),
5(2), 77-82.

New antiretroviral drugs. Gulick, R. M. Cornell HIV Clinical Trials Unit, Division
of International Medicine and Infectious Diseases, Weill Medical College of Cornell
University, New York, NY, USA. Clinical Microbiology and Infection (2003),
9(3), 186-193.

Sensitivity of HIV-1 to entry inhibitors correlates with envelope/coreceptor affinity,
receptor density, and fusion kinetics. Reeves, Jacqueline D.; Gallo, Stephen A.;
Ahmad, Navid; Miamidian, John L.; Harvey, Phoebe E.; Sharron, Matthew;
Pohlmann, Stefan; Sfakianos, Jeffrey N.; Derdeyn, Cynthia A.; Blumenthal, Robert;
Hunter, Eric; Doms, Robert W. Department of Microbiology, University of
Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America (2002), 99(25), 16249-16254. CODEN:
PNASA6 ISSN: 0027-8424.

Opportunities and challenges in targeting HIV entry. Biscone, Mark J.; Pierson,
Theodore C.; Doms, Robert W. Department of Microbiology, University of
Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA. Current Opinion in Pharmacology (2002),
2(5), 529-533.

HIV entry inhibitors in clinical development. O'Hara, Bryan M.; Olson, William C.
Progenics Pharmaceuticals, Inc., Tarrytown, NY, USA. Current Opinion in

Pharmacology (2002), 2(5), 523-528.

Resistance mutation in HIV entry inhibitors. Hanna, Sheri L.; Yang, Chunfu; Owen,
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Sherry M.; Lal, Renu B. HIV Immunology and Diagnostics Branch, Division of
AIDS, STD, Atlanta, GA, USA. AIDS (London, United Kingdom) (2002),
16(12), 1603-1608.

HIV entry: are all receptors created equal? Goldsmith, Mark A.; Doms, Robert W.
Genencor International, Inc., Palo Alto, CA, USA. Nature Immunology (2002),
3(8), 709-710. CODEN: NIAMCZ ISSN: 1529-2908.

Peptide and non-peptide HIV fusion inhibitors. Jiang, Shibo; Zhao, Qian; Debnath,
Asim K. The New York Blood Center, Lindsley F. Kimball Research Institute, New
York, NY, USA. Current Pharmaceutical Design (2002), 8(8), 563-580.

Det er to generelle metoder for forhindring av den innledende binding av viral
membran, gp120, til celluleer CD4 som er a) inhibitorer som binder til human CD4 og
blokkerer binding av viral kappe (gp120) og b) inhibitorer som binder til viral gp120
og forhindrer binding av celluleer CD4. Den andre metoden har fordelen at den
hemmer et viral malt og, hvis selektiv, minimaliserer sjanser for forstyrrelse av
normal human fysiologi eller forarsaker bivirkninger. Ved denne metoden er det, for
a overvinne et spekter av mottagelighet for medikament forarsaket av variabilitet i
sekvensene av viral kappe og undertrykke utvikling av resistens, viktig & oppné
plasma-nivaer av medikament som er sa mange ganger mulig over EC50 eller andre
mal for konsentrasjon av medikament som er nedvendig for & drepe virus. Som
beskrevet senere, ma disse inhibitorer for & vere sikre for bred utnyttelse for
mennesker, derfor vare i stand til & oppnd eksponeringsnivéer tilstrekkelige til &
frembringe virus-undertrykkelse. Jo heyere multippel av medikamentnivier over
nivéet som er nedvendig for & & hemme viral vekst, jo mer effektiv og fullstendig er
undertrykkelse av viral replikasjon og jo lavere sjansen for viral mutasjon og
pafelgende utvikling av resistens mot behandling. Saledes omfatter viktige aspekter
som bidrar til effektiviteten av virale bindingsinhibitorer ikke bare iboende potens og
sikkerhet, men ogsd farmakokinetikk og farmaseytiske egenskaper som tillater
oppnéelse av hoy plasma-eksponering ved fysisk mulig dose og et akseptabelt,
fortrinnsvis hensiktsmessig, administreringsregime. Foreliggende oppfinnelse

beskriver en prodrug-metode som sterkt forbedrer maksimal eksponering og evne til &

336742
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oke eksponeringsmultippel (dvs. multipler av medikament-eksponering sterre enn
ECso eller ECoo) ved dose-eskalering av effektive medlemmer av en tidligere
beskrevet klasse av HIV-binding-inhibitorer.

En rekke nyere publikasjoner og beskrivelser karakteriserer og beskriver en
forbindelse merket som BMS-806, et innledende medlem av en klasse av virale entry-

inhibitorer som mélseker viral gp-120 og forhindrer binding av virus til vert CD4.

A small molecule HIV-1 inhibitor that targets the HIV-1 envelope and inhibits CD4
receptor binding. Lin, Pin-Fang; Blair, Wade; Wang, Tao; Spicer, Timothy; Guo, Qi;
Zhou, Nannan; Gong, Yi-Fei; Wang, H. -G. Heidi; Rose, Ronald; Yamanaka,
Gregory; Robinson, Brett; Li, Chang-Ben; Fridell, Robert; Deminie, Carol; Demers,
Gwendeline; Yang, Zheng; Zadjura, Lisa; Meanwell, Nicholas; Colonno, Richard.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America

(2003), 100(19), 11013-11018.

Biochemical and genetic characterizations of a novel human immunodeficiency virus
type 1 inhibitor that blocks gp120-CD4 interactions. Guo, Qi; Ho, Hsu-Tso; Dicker,
Ira; Fan, Li; Zhou, Nannan; Friborg, Jacques; Wang, Tao; McAuliffe, Brian V.;
Wang, Hwei-gene Heidi; Rose, Ronald E.; Fang, Hua; Scarnati, Helen T.; Langley,
David R.; Meanwell, Nicholas A.; Abraham, Ralph; Colonno, Richard J.; Lin, Pin-
fang. Journal of Virology (2003), 77(19), 10528-10536.

Method using small heterocyclic compounds for treating HIV infection by preventing
interaction of CD4 and gp120. Ho, Hsu-Tso; Dalterio, Richard A.; Guo, Qi; Lin,
Pin-Fang. PCT Int. sekn. (2003), WO 2003072028 A2.

Discovery of 4-benzoyl-1-[(4-methoxy-1H- pyrrolo[2,3-b] pyridin-3-yl)oxoacetyl]-2-
(R)-methylpiperazine (BMS-378806): A Novel HIV-1 Attachment Inhibitor That
Interferes with CD4-gp120 Interactions. Wang, Tao; Zhang, Zhongxing; Wallace,
Owen B.; Deshpande, Milind; Fang, Haiquan; Yang, Zheng; Zadjura, Lisa M.;
Tweedie, Donald L.; Huang, Stella; Zhao, Fang; Ranadive, Sunanda; Robinson, Brett
S.; Gong, Yi-Fei; Ricarrdi, Keith; Spicer, Timothy P.; Deminie, Carol; Rose, Ronald;
Wang, Hwei-Gene Heidi; Blair, Wade S.; Shi, Pei-Yong; Lin, Pin-fang; Colonno,
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Richard J.; Meanwell, Nicholas A. Journal of Medicinal Chemistry (2003), 46(20),
4236-4239.

o
OMe o ﬁNJ\©
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N” N o
T N-1 nitrogen

BMS-806

Indol, azaindol og andre okso-amid-inneholdende derivater fra denne klassen
er beskrevet i flere forskjellige PCT- og bevilgede U.S. patentseknader (Referanse
93-95, 106, 108, 109, 110, 111 og 112) og disse referanser angar direkte
forbindelsene i denne patentseknad. Ingen av forbindelsene i disse referanser fra
kjent teknikk inneholder en metyl-dihydrogenfosfat- (eller salt eller mono- eller
diester av fosfat- gruppen) gruppe bundet til N-1 nitrogen og saledes representerer
forbindelsene ifolge foreliggende oppfinnelse nye sammensetninger. Denne gruppen
oker dramatisk nytten av stamforbindelsene ved & fungere som en prodrug-
modifikasjon som dramatisk eker maksimal systemisk eksponering av de parentale
molekyler i prekliniske modeller av human eksponering. Vi mener ingenting i
tidligere teknikk referanser kan betraktes a beskrive eller foresla de nye forbindelsene
ifolge foreliggende oppfinnelse og anvendelse av dem for & hemme HIV-infeksjon.

Foreliggende oppfinnelse beskriver prodrug av spesifikke indol og azaindol-
ketopiperazin-amider som er ekstremt effektive til & forbedre oral nytte av de
parentale molekyler som antivirale midler, spesielt som anti-HIV-medikamenter. De
parentale molekyler er relativt uoppleselige og lider av opplesning-begrenset eller
solubilitet- begrenset absorpsjon som betyr at nir dosen gkes over et maksimumsniva,
oppleses mindre og mindre av medikamentet i tide til & bli absorbert i sirkulasjonen
og det blir istedet fort gjennom kroppen for a bli fjernet som svinn. Forbedringene
tilveiebragt ved prodrug er nedvendig, for de tillater at medikamentnivéer i kroppen
blir gket betydelig, hvilket gir storre effektivitet mot HIV-virus og spesielt mot
mindre sensitive eller mer resistente stammer. Prodrug er spesielt viktig for denne

klassen av medikamenter siden medikamentene malseker kappen av HIV-virus, et
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mal som varierer fra stamme til stamme og saledes hvor maksimale eksponerings-
multipler er ensket. Fordi med et prodrug, mer av medikamentet vil bli absorbert og
nd mélet, kan pille-byrden, kostnadene for pasienten og doseringsintervaller
reduseres. Identifikasjon av prodrug med disse egenskaper er vanskelig og hverken
en enkel eller en klar metode for vellykket prodrug-design er beskrevet i litteraturen.
Det er ingen klar beskrivelse i tidligere teknikk av hvilken prodrug-kjemi som skal
anvendes eller som vil vaere mest effektiv. Den folgende omtale og data vil vise at
prodrug beskrevet for foreliggende oppfinnelse virker overraskende godt. Det frigjor
parentalt medikament ekstremt raskt og effektivt og forbedrer eksponering for nivaer
som er hegyere enn angitt for mange prodrug.

Anvendelse av prodrug-strategier eller metoder for markert & forbedre
egenskapene til et medikament eller & overvinne en iboende mangel i de
farmaseytiske eller farmakokinetiske egenskaper til et medikament kan anvendes
under visse omstendigheter for markert & forbedre nytten av et medikament. Prodrug
skiller seg fra formuleringer ved at kjemiske modifikasjoner forer til en fullstendig ny
kjemisk enhet som ved administrering til pasienten, regenererer det parentale molekyl
i kroppen. En myriade av prodrug-strategier eksisterer som gir valg for modulering
av betingelsene for regenerering av stam-medikamentet, de fysiske, farmasoytiske
eller farmakokinetiske egenskaper til prodrug-forbindelsen og funksjonaliteten til
hvilken prodrug-modifikasjoner kan vere tilknyttet. Imidlertid beskriver ingen av
disse publikasjoner hvilken metode som kan anvendes som resulterer i det spesifikke
prodrug oppfunnet her. Flere oversikter eller beskrivelser av prodrug-strategier er

publisert og en ikke fullstendig liste er gitt nedenfor:

Hydrolysis in Drug and prodrug Metabolism. Richard Testa and Joachim Mayer,
2003 Wiley-VCH publisher, ISBN 3-906390-25-x.

Design of Prodrugs, Bundgard, H. Editor, Elsevier, Amsterdam, 1985.
Pharmacokinetics of drug targeting: specific implications for targeting via prodrugs.
Stella, V. J.; Kearney, A. S. Dep. Pharm. Chem., Univ. Kansas, Lawrence, KS,
USA. Handbook of Experimental Pharmacology (1991), 100(Targeted Drug
Delivery), 71-103. CODEN: HEPHD2 ISSN: 0171-2004. Journal; General Review
written in English. CAN 116:158649 AN 1992:158649 CAPLUS (Copyright 2004
ACS on SciFinder (R)).
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Prodrugs. Do they have advantages in clinical practice? Stella, V. J.; Charman, W.
N. A.; Naringrekar, V. H. Dep. Pharm. Chem., Univ. Kansas, Lawrence, KS,
USA. Drugs (1985), 29(5), 455-73. CODEN: DRUGAY ISSN: 0012-6667.
Journal; General Review written in English. CAN 103:115407 AN 1985:515407
CAPLUS (Copyright 2004 ACS on SciFinder (R)).

Trends in prodrug research. Stella, V. J.; Naringrekar, V. H.; Charman, W. N. A.
Dep. Pharm. Chem., Univ. Kansas, Lawrence, KS, USA. Pharmacy International
(1984), 5(11), 276-9. CODEN: PHINDQ ISSN: 0167-3157. Journal; General
Review written in English. CAN 102:72143 AN 1985:72143 CAPLUS (Copyright
2004 ACS on SciFinder (R)).

Mens noen teknologier er kjent a ha spesifikke anvendelser, dvs. for &
forbedre oppleselighet eller absorpsjon er for eksempel utvikling av prodrug, i stor
grad, fortsatt en empirisk ovelse. Saledes ma flere strategier eller kjemiske
modifikasjoner vanligvis utforskes og de resulterende forbindelsene evalueres i
biologiske modeller for & sikre og male suksessen av prodrug strategier.

En vellykket prodrug-strategi krever at et kjemisk reaktivt sete i et molekyl
blir modifisert via tilsetning av prodrug-gruppen og at senere under de enskede
betingelser hos pasientene prodrug-gruppen vil avmaskeres og frigjere det parentale
medikament. Prodrug-molekylet mé ha egnet stabilitet i en akseptabel doseform for
dosering. Itillegg mé frigjeringsmekanismen tillate at prodrug-forbindelsen
regenererer det parentale medikament effektivt og med kinetikk som gir terapeutiske
nivaer av parentalt medikament ved sykdomsmalet. [ vare molekyler representerer
indol- eller azaindol-nitrogenet et akseptabelt bindingspunkt for en prodrug-gruppe.

Forslaget at en fosfatgruppe bundet ved en passende kjemi eller linker kan
forbedre oral eksponering av et parentalt medikament er et konsept kjent pa omradet.
Imidlertid, som det vil bli beskrevet nedenfor, er det uforutsigbart a vite om
anvendelse av en fosfatgruppe for a skape et prodrug vil virke med en gitt
medikament-substans. Fosfatgruppen endrer midlertidig de fysiske egenskaper til
medikamentet og er sdledes et prodrug som gker den vandige oppleselighet av det

resulterende molekyl, inntil det blir spaltet av alkalisk fosfatase i kroppen eller annen
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kjemisk reaksjon av en rasjonelt utformet linker. I for eksempel den folgende
referanse konkluderer forfatterne med at fosfater kan forbedre oral effektivitet. 1
denne referanse viste et fosfatderivat av en alkoholgruppe i et darlig vannoppleselig,
lipofilt medikament bedre oral biotilgjengelighet enn to andre prodrug og syntes a

vare fordelaktig fremfor det parentale molekyl som hadde lav oral biotilgjengelighet.

Evaluation of a targeted prodrug strategy to enhance oral absorption of poorly
water-soluble compounds. Chan, O. Helen; Schmid, Heidi L.; Stilgenbauer, Linda
A.; Howson, William; Horwell, David C.; Stewart, Barbra H. Pharmaceutical

Research (1998), 15(7), 1012-1018.

To meget relevante og nyere artikler er publisert som beskriver
vanskelighetene med identifisering av fosfat-prodrug med betydelige fordeler fremfor
det parentale molekyl for oral anvendelse.

En artikkel betegnet “Absorption Rate Limit Considerations for Oral
Phosphate Prodrugs” av Tycho Heimbach et. al. i Pharmaceutical Research 2003,
Vol 20, nr. 6 sider 848-856 angir “The surprising inability to use phosphate prodrugs
by the oral route prompted a study in a system being used to screen drug candidates
for absorption potential.” Denne artikkel gir ogsa oversikt over grunnene til at mange
fosfat-prodrug var uegnet for oral anvendelse og beskriver mange potensielle
hastighets-begrensende faktorer i medikamentet-absorpsjons-prosessen. Artikkelen
identifiserer ogsa de fa vellykkede anvendelser. Artikkelen forsgker & identifisere
egenskaper som kan gjere noen medikamenter egnet for oral levering som fosfat-
prodrug, men budskapet er klart at dette fortsatt er en empirisk vitenskap. Dette er
fremhevet av konklusjonene i en andre artikkel av samme forfattere betegnet
“Enzyme mediated precipitation of parent drugs from their phosphate prodrugs” av
Tycho Heimbach et. al i International Journal of Pharmaceutics 2003, 261, 81-92.
Forfatterne angir i sammendraget at mange orale fosfat-prodrug har mislykkes i a
forbedre hastigheten eller graden av absorpsjon sammenlignet med deres
uoppleselige parentale medikamenter. Rask parental medikament-dannelse via
intestinal alkalisk fosfatase kan resultere i supermettede lasninger, hvilket forer til
parental medikament-utfelling. Dette ville begrense nytten av orale fosfater.

Konklusjonene i denne artikkel angir (sitat) “In summary, precipitation of parent
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drugs from phosphate prodrugs can be enzyme mediated. Precipitation of certain
drugs can also be observed for certain drugs in the Caco-2 model. Since induction
times decrease and nucleation times increase with high supersaturation ratios, parent
drugs can precipitate when targeted prodrugs concentration are much higher than than
the parent drug’s solubility ie for parent drugs with high supersaturation ratios. The
extent to which a parent drug precipitates during conversion of the prodrug is
dependent on the prodrug to parent conversion rates, prodrug effect on the
precipitation of parent drug, and the solubilization of the parent drug.” Som det kan
sees av forfatterens konklusjon, er prosessen kompleks og er avhengig av mange
faktorer som er umulig & forutsi pa forhand sa som supermetningsforhold, hastighet
av prodrug-omdannelser in vivo og evne til det intestinale milje til & solubilisere
parentale og prodrug blandinger.

De to referanser av Heimbach beskriver den kliniske status av fosfat-prodrug
og beskriver de mange mislykkede og fa vellykkede eksempler. Ett eksempel pa
klinisk svikt og ett eksempel pd suksess er gitt nedenfor:

Etoposid® er et anticancer-medikament som blir administrert enten via iv eller
orale ruter. Etoposidfosfat-prodrug blir anvendt klinisk, men disse strukturer skiller
seg fra derivatene ifelge foreliggende soknad ettersom dette prodrug inneholder et
fosfat dannet ved direkte binding til en fenolgruppe 1 stam-medikamentet.
Hovedgrunnene for fremstilling av et fosfat-prodrug av medikamentet etoposid var
for 4 forbedre intravenes anvendelse via gket oppleselighet og reduksjon av
tilsetningsmidler. Selv om fosfat-prodrugforbindelsen ble evaluert oralt bade

preklinisk og klinisk er den bare anvendt klinisk for iv-administrering.

Synthesis of etoposide phosphate, BMY-40481: a water-soluble clinically active
prodrug of etoposide. Saulnier, Mark G.; Langley, David R.; Kadow, John F.;
Senter, Peter D.; Knipe, Jay O.; Tun, Min Min; Vyas, Dolatrai M.; Doyle, Terrence
W. Bristol-Myers Squibb Co., Wallingford, CT, USA. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters (1994), 4(21), 2567-72 og referanser deri.

Som det kan sees fra de folgende to referanser, var fordelene med fosfat-

gruppe for oral dosering ikke klar.
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Randomized comparison of etoposide pharmacokinetics after oral etoposide
phosphate and oral etoposide. De Jong, R. S.; Mulder, N. H.; Uges, D. R. A.; Kaul,
S.; Winograd, B.; Sleijfer, D.Th.; Groen, H. J. M.; Willemse, P. H. B.; van der Graaf,
W.T. A.; de Vries, E. G. E. Department of Medical Oncology, University Hospital
Groningen, Groningen, Neth. British Journal of Cancer (1997), 75(11), 1660-
1666. Denne artikkel sammenlignet parentalt medikament og prodrug direkte og
konkluderte med at oral etoposid-fosfat ikke gir en klinisk relevant fordel fremfor

oral etoposid.

Etoposide bioavailability after oral administration of the prodrug etoposide
phosphate in cancer patients during a phase | study. Chabot, G. G.; Armand, J.-P.;
Terref, C.; De Forni, M.; Abigerges, D.; Winograd, B.; I[gwemezie, L.; Schacter, L.;
Kaul, S.; et al. Department Medicine, Gustave-Roussy Institute, Villejuif, Fr.
Journal of Clinical Oncology (1996), 14(7), 2020-2030.

Denne tidligere artikkel fant at sammenlignet med litteraturdata, hadde oral
EP 19% hayere F-verdi sammenlignet med oral E bade ved lave og haye doser. De
konkluderte med at denne hoyere F 1 E fra orale prodrug EP syntes & vare en
farmakologisk fordel som kunne vare av potensiell farmakodynamisk betydning for
dette medikament. Imidlertid ble den tidligere nevnte studie som nddde motsatte
konklusjoner utfert senere og det syntes at de direkte sammenligningsdata var mer
gyldige. Saledes er tilsetning av en fosfat-gruppe for & forbedre oppleselighet ikke en
garanti for forbedret oral effektivitet.

Et fosfat-prodrug av HIV-proteaseinhibitoren Amprenavir ble fremstilt og er
den aktive bestanddel i det som né er et forbedret medikament for oral anvendelse.
Dette er et eksempel pé en sjelden suksess av denne metoden. Fosfatet er direkte
bundet til en hydroksygruppe og tjener til & forbedre oppleselighet. Fosamprenavir
alene eller i kombinasjon med en annen proteaseinhibitor ritonavir, som tjener til &
hemme Cytochrome P450 3A4-mediert metabolsk deaktivering, tillater at pasienter
kan motta feerre piller, mindre piller (pa grunn av behovet for mindre
tilsetningsmidler) og 4 anvende et mindre hyppig doseringsregime. Klart er
strukturen av Amprenavir betydelig forskjellig fra molekylene ifelge foreliggende
oppfinnelse og forutsier ikke suksess med andre klasser av medikamenter eller fosfat-

linker kjemi. To referanser til Fosamprenavir er inkludert nedenfor men de nyeste
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data kan finnes ved seking i en database velkjent pa omradet sa som IDDB (En
kommersiell database betegnet Investigational Drugs Database produsert av Current

Drugs Ltd.).
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Fosamprenavir vertex Pharmaceuticals/GlaxoSmithKline. [Erratum to document
cited in CA138:130388]. Corbett, Amanda H.; Kashuba, Angela D. M. School of
Pharmacy, The University of North Carolina Hospitals, Chapel Hill, NC, USA.
Current Opinion in Investigational Drugs (PharmaPress Ltd.) (2002), 3(5), 824.

Fosamprenavir Vertex Pharmaceuticals/GlaxoSmithKline. Corbett, Amanda H.;
Kashuba, Angela D. M. School of Pharmacy, The University of North Carolina
Hospitals, Chapel Hill, NC, USA. Current Opinion in Investigational Drugs
(PharmaPress Ltd.) (2002), 3(3), 384-390.

Seking i litteraturen for eksempler som kan finnes listet opp under
nekkelordene “prodrug av indoler” eller “prodrug av azaindoler” identifiserer flere
referanser som er beskrevet. Vi er ikke kjent med noen referanser hvor azaindol-
prodrug ble fremstilt via anvendelse av en metyl-dihydrogenfosfat- (eller salt eller
mono- eller diester av fosfatgruppen) gruppe bundet til N-1.

Nar det gjelder indol-fosfat-prodrug beskriver publikasjon av Zhu et. al. en
undersekelse for & finne et effektivt fosfat-prodrug av PD 154075. I dette molekyl
var enten det direkte indol-fosfat eller et metyl-dihydrogen-fosfat- eller salt-prodrug
av indol-nitrogenet uegnet prodrug pa grunn av langsom regenereringshastighet av
det parentale molekyl. Séledes ble den nye og komplekse linker vist nedenfor

utviklet for & innfere et solubiliserende fosfat.

Phosphate prodrugs of PD 154075. Zhu, Zhijian; Chen, Huai-Gu; Goel, Om P.;
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Chan, O. Helen; Stilgenbauer, Linda A.; Stewart, Barbra H. Division of Warner-
Lambert Company, Chemical Development, Parke-Davis Pharmaceutical Research,
Ann Arbor, MI, USA. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (2000), 10(10),
1121-1124.

Mange av referansene beskriver utforming av prodrug for formal forskjellige
fra 4 overvinne opplesning-begrenset absorpsjon. Flere av prodrug-forbindelsene er
ikke bundet til indol- eller azaindol-nitrogenet eller er utformet for a frigjore radikal-
mellomprodukter heller enn stam-medikamentet. Prodrug beskrevet pa dette
omradet og deres egenskaper gir ikke opplagte lasninger for & forbedre egenskapene
til de parentale HIV-binding-inhibitorer.

Det er na funnet at nye metyl-dihydrogen-fosfat-produg og farmaseytisk
akseptable salter med den generelle struktur vist nedenfor er anvendelige som anti-
HIV-midler med en ny mekanisme som for tiden ikke er anvendt for eksisterende
medikamenter. Behovet for medikamenter med nye mekanismer er stort siden
pasienter ikke har noen alternativer hvis de blir resistente mot de aktuelle
medikament-klasser. I tillegg kan medikamenter med nye mekanismer anvendes i
kombinasjon med kjente klasser av inhibitorer for & dekke fremkomst av resistens
mot disse medikamenter siden stammer av resistente virus sannsynlig fortsatt er

mottagelige for medikamenter med en alternativ mekanisme.
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Vi har funnet at disse prodrug er mer vannoppleselige enn de parentale
molekyler og raskt omdannes til de parentale etter oral dosering til gnagere eller i in
vitro forsek med humane enzymer eller vev. I tillegg, i én oral dose-
eskaleringsstudie, ga et prodrug overraskende forbedringer i medikament-eksponering
(AUC) og maksimum konsentrasjon (Cmaks) ettersom dosen eket. Disse prediktive

undersekelser indikerer at disse prodrug gir fordeler i hunder og mennesker.

OMe

IVa

Stamforbindelsen I'Va er undersgkt i humane kliniske forsek. Forbindelsen
ble dosert til friske humane frivillige. En kurve av eksponering vs dose er vist i Figur
1.

Som det kan sees er enkle doser av en kapselformulering (rede triangler)
rangert 1 storrelse fra 200-2400 mg med 200 mg ekninger. Det er ogsa lett klart fra
orale AUC, at gkninger i medikament-eksponering eket meget langsommere og
mindre enn proporsjonalt med dosen. Forskjellene eller ekning i eksponering over
800 mg er faktisk minimal. Med doseforhold pé 1:2:4:6:9:12 for kapsel-behandling
under fastede betingelser er forholdene av gjennomsnittlige Cmaks- og AUC-verdier
henholdsvis 1:1,3:2,4:2,3:2,1:2,7 og 1:1,5:2,3:2,0:1,9:2,4. Mellom 200-800 mg
doseomrade er gkningene i systemisk eksponering dose-relatert selv om mindre enn
dose-proporsjonal, mens slik eksponering er dose-uavhengig over en dose pa 800 mg.

Dette fenomen indikerer at absorpsjonen av forbindelse IVa med kapsel-
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formuleringen anvendt kan mettes under fastede betingelser.

Dose-proporsjonalitet ved systemisk eksponering synes & vaere meget bedre
presentert under matede betingelser (hoyfett méltid) ettersom forhold av Cmaks og
AUC er henholdsvis 1,6 og 1,5, nar doseforholdet er 1:2,3 (800 mg vs. 1800 mg).
Som det kan sees ved & sammenligne den enkle 200 mg dose av en lgsning av [Va
(merkerade kvadrater) med den for 200 mg kapseldose, var eksponering fra losningen
hoyere. Dosering med en losning eket Forbindelse IVa eksponering. Cmaks og
AUC av lgsningen var henholdsvis omtrent 8- og 3-ganger de til kapselen (200 mg).
Den relative biotilgjengelighet (32%) av kapselen til lesningsformuleringen indikerer
at absorpsjon er opplesningshastighet-begrenset, hvilket indikerer et potensiale for &
forbedre systemisk eksponering ved & forbedre formuleringen.

Et hayfett méltid hadde en positiv mat-effekt pa forbindelsen. Cmaks etter
matet behandling var omtrent 2,6 og 4,6 ganger for henholdsvis 800 og 1800 mg
doser, til de med fastet behandling. AUC etter matet behandling var omtrent 2,5 og
4,7 ganger for henholdsvis 800 og 1800 mg doser, i forhold til de med fastet
behandling. De relative biotilgjengelighets- (matet vs. fastet) verdier var 293% og
509% for henholdsvis 800 mg og 1800 mg doser. Median Tmaks ble endret fra 1,25
eller 2 (fastet) til 4 (matet) timer.

For 800 mg kapsel med mat er gjennomsnittlig plasmakonsentrasjon 1001 og
218 ng/ml henholdsvis 8 og 12 timer etter dosering. Resultatene stottet et q12 timer
eller g8 timer doseringsregime for en mélrettet Cmin-verdi pa minst 200 ng/ml etter
multiple doser. Denne verdien ble valgt basert pa prekliniske data. En ytterligere
oppsummering av noen av disse data presentert som et stolpediagram er vist 1 det

andre stolpediagram i Figur 2B.

MULTIPPEL DOSESTUDIE I FRISKE MENNESKER

En placebo-kontrollert, stigende multippel-dose studie for & bedemme
sikkerhet, tolerabilitet og farmakokinetikk av forbindelse IVa hos friske mennesker
ble utfort. Dosering ble fortsatt med 12 timers intervaller i 14 dager. Som
oppsummering viste de preliminare PK-resultater at, etter enkle og multiple Q12H

doser av forbindelse I'Va, er eksponeringen generelt dose-proporsjonal over
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doseomrader pa 400 til 1200 mg og 400 til 800 mg med henholdsvis hayfett maltid
og lett maltid, idet eksponeringen synes a vare dose-uavhengig over disse dosenivaer
med de forskjellige méltidtyper, akkumuleringen er lav til moderat (opptil ~1,5
ganger) og at det er en degnvariasjon i eksponering ved at eksponeringen er hoyere
etter en kveldsdose enn etter en morgendose. Saledes ble eksponeringen bedre nar
dosering ble kombinert med et hoyfett-maltid og eksponeringsekning med dose ble
hoyere med et hoyfett-maltid.

Dette er lignende resultatene oppnadd i enkel-dose-studien ovenfor.

MULTIPPEL DOSESTUDIE I HIV-PASIENTER

Basert pa eksponeringsdata fra undersekelsene i normale frivillige, ble en
effektivitetsstudie utfort for HIV-pasienter. En innledende beskrivelse av disse data
er gjort i et foredrag og publisert sammendrag. “Antiviral Activity, Safety and
Tolerability of a Novel, Oral Small-Molecule HIV-1 Attachment Inhibitor, [Va, in
HIV-1-Infected Subjects” G. Hanna, J. Lalezari, J. Hellinger, D. Wohl, T. Masterson,
W. Fiske, J. Kadow, P-F. Lin, M. Giordano, R. Colonno, D. Grasela. Abstract J-32,
02/11/2004, 11th Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI),
San Francisco, CA. Studieutformingen omfattet HIV+ voksne som enten var
antiretroviral terapi-naive eller av antiretroviral terapi i > 16 uker. Deres CD4-
tellinger matte vaere > 250 celler/mm? og plasma HIV-1 RNA matte vare i omradet
5,000-500,000 c/ml. Det var 15 individer for hver dose og forholdet av pasienter som
mottok medikament:placebo var 4:1.

Den placebo-kontrollerte, sekvensielle undersgkelse av IVa anvendte en
innledende dose pa 800 mg PO hver 12 timer fulgt av en andre dose pa 1800 mg PO
administrert hver 12 timer. Det er viktig 4 bemerke at medikamentet ble administrert
1 en kapsel og 1 kombinasjon med et hoyfett-maltid for & eke eksponering og plasma-
nivéer. Studiemedikament ble administrert i 7 dager og om morgenen pa dag 8.

Individene ble fulgt i 14 dager.

Studieresultater (for 18 av de 24 pasienter som mottok Medikament [Va)
Forbindelse [Va | Placebo
Dag 8 forandring i HIV RNA | Gj.snitt -0,72 (0,51) -0,02 (0,40)
over 14 dager, logl0 ¢/ml (SD)
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Omrade +0,34 til -1,37 | +0,45 til -0,26
Maksimal forandring i HIV Gj.snitt -1,00 (0,50) -0,30 (0,08)
RNA over 14days, logl0 ¢/ml | (SD)

Omrade -0,32 til -1,60 -,22 til -0,38
Dag 8 forandring i CD4, Gj.snitt 106 (151) 6 (57)
celler/mm? (SD)

Omrade -214 til +272 -35 til +47

336742

Studieresultater (for 18 av de 24 pasienter som mottok medikament [Va)

Forbindelse [Va Placebo
Maksimal >(0,5 log10 c/ml 8(67%) 0
forandring 1 HIV
RNA over 14 dager >1,0 log10 ¢/ml 7 (58%) 0
n (%)
>1,5 log10 c/ml 3 (25%)
1. Som det kan sees av dataene for 800 mg doseringsnivaet i kombinasjon med et

hayfett-maltid, ble betydelig antiviral aktivitet observert. Imidlertid hadde bare 58%
av pasientene >1,0 log fall 1 viral belastning. En mer robust antiviral respons ble sett
med 1800 mg doseringsregimet med et hoyfett-maltid hvor den gjennomsnittlige
respons var -,96 log10 fall i viral belastning. Disse data viser at dette medikament
har betydelig antiviral aktivitet i doser pa 800 mg og 1800 mg (og saledes de mellom)
hver 12 timer 1 kombinasjon med et hoyfett-maltid og derfor kan spille en betydelig
rolle i kombinasjonsterapi. En oppdatert oppsummering av resultatene med BMS-
043 hos mennesker kan oppnas ved & se ssmmendraget eller slides fra den muntlige
presentasjon: “Antiviral Activity, Safety, and Tolerability of a Novel, Oral Small-
Molecule HIV-1 Attachment Inhibitor, BMS-488043, in HIV-1-Infected Subjects” G.
Hanna, J. Lalezari, J. Hellinger, D. Wohl, T. Masterson, W. Fiske, J. Kadow, P-F.
Lin, M. Giordano, R. Colonno, D. Grasela. Abstract J-32, 02/11/2004, 11th
Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI), San Francisco, CA.
Uheldigvis vil det vaere utenkelig a levere dette medikamentet kronisk over
mange méneder som involverer administrering av totalt 9 kapsler pd 200 mg hver, to

ganger pr. dag i kombinasjon med et hoyfett-maltid av opplagte helsegrunner sa en ny
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formulering vil vere nedvendig som gir oket eksponering fra en lavere dose og som
eliminerer behovet for et hayfett-maltid.

Séledes viser kliniske data at en metode for & forbedre eksponering av dette
medikament fra lavere doser og 1 fravar av et hoyfett-maltid er nedvendig.

Saledes forutsier de innledende data for prodrug ifelge foreliggende
oppfinnelse overraskende at de vil forbedre eksponering av molekyler sa som IVa og
levere stam-medikamentet i konsentrasjoner som vil tillate at medikamentene
anvendes i fraver av heyfett-maltider, med lavere kapsel-byrde og kronisk som en
komponent i antiretroviral terapi.

Innledende data oppnédd fra dosering av faststoff kapsler av enten prodrug
Iab (lysinsalt) eller faststoff parentalt molekyl (IVa) til hunder er oppsummert i det
forste stolpediagram Figur 2A 1 Figur 2. Som det kan sees, etter dosering av prodrug
Iab (mono-lysinsalt) enten til fastede eller hunder matet med heyfett-méltid, er
eksponeringen overraskende hoy sammenlignet med dosering av parentalt molekyl.
Effekten av matet vs fastet tilstand er ogsd minimal om noen som helst for prodrug
som allikevel har en opplagt effekt pa eksponeringen etter dosering av det faste
parentale molekyl. Séledes viser eksponering av det parentale molekyl etter dosering
av prodrug, overraskende ingen avhengighet av et hoyfett-maltid, hvilket forutsier
mer konsistente eksponeringsnivéer etter dosering enn de fra parentalt molekyl.
Stolpediagrammet i Figur 2B oppsummerer de tidligere beskrevne humane data for
parentalt molekyl IVa og viser avhengigheten av eksponering for molekylet for
heyfett-maltid, de ikke-proporsjonale gkninger i eksponering vs dose og den bedre
eksponering fra dosering av en lgsning heller enn en fast formulering. Som beskrevet
nedenfor, viser denne opplesnings- eller absorpsjons-hastighet begrenset eksponering
som 1 preklinisk modeller synes & vaere overraskende forbedret ved anvendelse av
fosfat-prodrug-forbindelsen. Anvendelse av fosfat-prodrug eket ogsa eksponering
hos fastede hunder vs parentalt for to andre prodrug. Detaljer om disse forsek er
inneholdt i den eksperimentelle seksjon. I tillegg demonstrerer detaljer fra
forskjellige undersokelser i rotter, hunder og aper for to ytterligere prodrug-eksempler
og i rotter for ytterligere to prodrug den overraskende nytte av disse prodrug for & oke
eksponering over den oppnadd med parentalt molekyl i doser som korrelerer med de

sannsynlige & vare nyttige for behandling og hemning av HIV viral replikasjon.
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OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN

Foreliggende oppfinnelse omfatter forbindelser med formel I, deres
farmaseytiske formuleringer og anvendelse av dem for pasienter som lider av eller er
mottagelige for et virus sa som HIV. Forbindelsene med formel I, som omfatter ikke-
toksiske farmasgytisk akseptable salter derav, har formelen og betydningen som

beskrevet nedenfor.

Foreliggende oppfinnelse omfatter en forbindelse med formel I,
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hvor:

X er C eller N med det forbehold at ndr X er N, eksisterer R! ikke;

W er C eller N med det forbehold at ndr W er N, eksisterer R? ikke;

VerC;

R! er hydrogen, metoksy eller halogen;

R? er hydrogen;

R? er metoksy eller heteroaryl, som hver uavhengig kan veere eventuelt substituert

med én substituent valgt fra G; hvor heteroaryl er triazolyl, pyrazolyl eller

oksadiazolyl;

E er hydrogen eller et farmaseytisk akseptabelt mono- eller bis-salt derav;

Y er valgt fra gruppen bestdende av

oR i R R R” R
R \> R \> \ D
SN N-R™®  og N )=
R4\ RY R14 R7 A
R15 116 R1® 16

R0, R' RI2Z RI3 R RI5 R!6 R!7 er hver uavhengig H eller metyl, med det

forbehold at ikke mer enn to av R!%-R!7 er metyl;
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R'8 er valgt fra gruppen bestdende av C(O)-fenyl, C(O)-pyridinyl, pyridinyl,
pyrimidinyl, kinolinyl, isokinolinyl, kinazolinyl, kinoksalinyl, naftyridinyl, ftalazinyl,
azabenzofuryl og azaindolyl, som hver uavhengig kan vare eventuelt substituert med
fra én til to grupper valgt fra gruppen bestdende av metyl, -amino, -NHMe, -NMe;,
metoksy, hydroksymetyl og halogen;

D er valgt fra gruppen bestdende av cyano, S(O)2R?*, halogen, C(O)NR?'R??, fenyl og
heteroaryl; hvor nevnte fenyl eller heteroaryl uavhengig er eventuelt substituert med
ett til tre like eller forskjellige halogenatomer eller fra én til tre like eller forskjellige
substituenter valgt fra G; hvor heteroaryl er valgt fra gruppen bestaende av pyridinyl
og oksadiazolyl;

A er valgt fra gruppen bestaende av fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og
oksazolyl hvor nevnte fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og oksazolyl
uavhengig er eventuelt substituert med ett til tre like eller forskjellige halogenatomer
eller fra én til tre like eller forskjellige substituenter valgt fra G;

G er valgt fra gruppen bestaende av (Ci.¢)alkyl, (Ci¢)alkenyl, fenyl, hydroksy,
metoksy, halogen, -NR?*C(0O)-(Ci.¢)alkyl, -NR?*R?*, -S(0),NR?**R?>, COOR?¢ og
-CONR?*R?3; hvor nevnte (Ci.¢)alkyl eventuelt er substituert med hydroksy,
dimetylamino eller ett til tre like eller forskjellige halogenatomer;

R?6 er valgt fra gruppen bestiende av hydrogen og (Ci.¢)alkyl;

R0, R?!, R?2, R?3, R?* R? er uavhengig valgt fra gruppen bestiende av hydrogen,
(Ci-)alkyl og -(CH2)aNR?"R?8;

n er 0-6; og

R?7 og R?8 er hver uavhengig H eller metyl.

En mer foretrukket utferelsesform er forbindelser ovenfor hvor:
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X og W hver er N;

eller forbindelser ovenfor hvor:

XerC;og

W er N.

En annen foretrukket utferelsesform er forbindelser som beskrevet ovenfor

hvor:

R!3 er -C(O)-Ph; og

Y er

En annen foretrukket utforelsesform er forbindelser som beskrevet ovenfor
hvor:
R? er metoksy eller triazolyl; hvor nevnte triazolyl eventuelt er substituert med én

substituent valgt fra G;
R!0-R!7 er hver H; og
G er metyl.
En annen foretrukket utforelsesform er forbindelser som beskrevet ovenfor

hvor:

R!er F og R3 er 1,2, 3-triazolyl tilknyttet i stilling N-1.
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En annen foretrukket utferelsesform er forbindelser som beskrevet ovenfor
hvor:

R! er OMe og R? er 3-metyl-1,2,4-triazolyl tilknyttet i stilling N-1.

En annen foretrukket utferelsesform er forbindelser som beskrevet ovenfor
hvor:

R! og R? hver er metoksy.

En annen foretrukket utferelsesform er forbindelser som beskrevet ovenfor

hvor saltet er natrium, lysin eller trometamin.

En annen foretrukket utferelsesform ifelge oppfinnelsen er et farmasaytisk
preparat som omfatter en antiviralt effektiv mengde av en forbindelse med formel I,
omfattende farmaseytisk akseptable salter derav og én eller flere farmaseytisk

akseptable berere, tilsetningsmidler eller fortynningsmidler.

En annen foretrukket utforelsesform er det farmaseytiske preparatet ovenfor,
anvendelig for behandling av infeksjon med HIV, som i tillegg omfatter en antiviralt
effektiv mengde av et AIDS behandlingsmiddel valgt fra gruppen bestdende av:

(a) et AIDS antiviralt middel;
(b) et anti-infektivt middel;
(c) en immunomodulator; og

(d) HIV-entry-inhibitorer.

Ogsa omfattet av utforelsesformene er anvendelse for fremstilling av
medikament for behandling av et pattedyr infisert med HIV-virus av en forbindelse
med formel I, omfattende farmaseytisk akseptable salter derav og én eller flere

farmaseytisk akseptable baerere, tilsetningsmidler eller fortynningsmidler.

En annen utferelsesform er en anvendelse beskrevet ovenfor, hvor
medikamentet er for anvendelse, 1 kombinasjon med en antiviralt effektiv mengde av
et AIDS-behandlingsmiddel valgt fra gruppen bestadende av et AIDS antiviralt middel;

et anti-infektivt middel; en immunomodulator; og en HIV-entry-inhibitor.
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En annen utferelsesform er mellomprodukt-forbindelser med formel I,

anvendelige for fremstilling av forbindelser I,

o”P(OL)(OM)
II O

hvor:

X er C eller N med det forbehold at nar X er N eksisterer R! ikke;

W er C eller N med det forbehold at ndr W er N eksisterer R? ikke;

VerC;

R! er hydrogen, metoksy eller halogen;

R? er hydrogen;

R? er metoksy eller heteroaryl, som hver uavhengig kan veere eventuelt substituert
med én substituent valgt fra G; hvor heteroaryl er triazolyl, pyrazolyl eller
oksadiazolyl;

L og M er uavhengig valgt fra gruppen bestaende av hydrogen,

Ci1-Cs alkyl, fenyl, benzyl, trialkylsilyl, -2,2,2-trikloretoksy og 2-trimetylsilyletoksy

med det forbehold at ikke mer enn én av L og M kan vare hydrogen;

Y er valgt fra gruppen bestdende av
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R10A11 R™ R™ R1oi11j1jR13
}N/ N-R™®  og %N/ —
RM/\‘I\LRW R R17 A
RS R16 RS 16

RO, R! R2, R13, R R R, R er hver uavhengig H eller metyl, med det

forbehold at ikke mer enn to av R'%-R!7 er metyl;

R!8 er valgt fra gruppen bestiende av C(O)-fenyl, C(O)-pyridinyl, pyridinyl,
pyrimidinyl, kinolinyl, isokinolinyl, kinazolinyl, kinoksalinyl, naftyridinyl, ftalazinyl,
azabenzofuryl og azaindolyl, som hver uavhengig kan vare eventuelt substituert med
fra én til to grupper valgt fra gruppen bestdende av metyl, -amino, -NHMe, -NMe,
metoksy, hydroksymetyl og halogen;

D er valgt fra gruppen bestdende av cyano, S(O)R?*, halogen, C(O)NR?'R??, fenyl og
heteroaryl; hvor nevnte fenyl eller heteroaryl uavhengig er eventuelt substituert med
ett til tre like eller forskjellige halogenatomer eller fra én til tre like eller forskjellige
substituenter valgt fra G; hvor heteroaryl er valgt fra gruppen bestdende av pyridinyl
og oksadiazolyl;

A er valgt fra gruppen bestaende av fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og
oksazolyl hvor nevnte fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og oksazolyl
uavhengig er eventuelt substituert med ett til tre like eller forskjellig halogenatomer

eller fra én til tre like eller forskjellig substituenter valgt fra G;

G er valgt fra gruppen bestaende av (Ci-g)alkyl, (Ci-¢)alkenyl, fenyl, hydroksy,
metoksy, halogen, -NR?*C(0O)-(Cj.¢)alkyl, -NR?*R?°, -S(0),NR?**R?>, COOR?¢ og
-CONR?R?; hvor nevnte (Cj.¢)alkyl eventuelt er substituert med hydroksy,

dimetylamino eller ett til tre like eller forskjellige halogenatomer;

R26 er valgt fra gruppen bestiende av hydrogen og (Ci.¢)alkyl;
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R0, R, R?22 R?3, R, R® er uavhengig valgt fra gruppen bestdende av hydrogen,
(Ci-6)alkyl og -(CH2)nNR?'R?8;

R?7 og R?® er hver uavhengig H eller metyl; og

n er 0-6.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

Figur 1 illustrerer AUC (omrade under kurven) versus dose i humane kliniske
forsek for Forbindelse IVa.

Figur 2 illustrerer AUC for Forbindelse IVa og Prodrug Iab under fastede og
matede betingelser 1 hund- og menneske-undersokelser

Figur 3 illustrerer IVc oral AUC i rotter versus dose plot

Figur 4 illustrerer IVc oral Cmaks 1 rotter versus dose plot

Figur 5 illustrerer plasmaprofiler av IVc i rotter etter oral dosering av Ic

Figur 6 illustrerer ssmmenligning av [IVa Cmaks og AUC 1 hannrotter gitt
enten [Va eller Iab

Figur 7 illustrerer sammenligning av IVa Cmaks og AUC 1 hunder gitt enten
IVaeller Iab

Figur 8 illustrerer hydrolyse av Iab 1 humane placentale ALP-lgsninger og
dannelse av [Va

Figur 9 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Iab og [Va etter
IV og oral administrering av Iab i Rotter og fra de historiske data av IVa i rotter

Figur 10 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Iab og [Va etter
IV og oral administrering av Iab i Hunder og fra de historiske data av I[Va 1 hunder

Figur 11 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Iab og [Va etter
IV og oral administrering av Iab i aper og fra de historiske data av IVa i aper

Figur 12 illustrerer ssmmenligning av [IVb Cmaks og AUC i hannrotter gitt
enten Vb eller Ibb

Figur 13 illustrerer sammenligning av [Vb Cmaks og AUC i hunder gitt enten
IVb eller Ibb
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Figur 14 illustrerer hydrolyse av Ibb i humane placentale ALP-lgsninger og
dannelse av IVb

Figur 15 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Ibb og IVb etter
IV og oral administrering av Ibb 1 rotte og de historiske data av IVb 1 rotte

Figur 16 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Ibb og IVb etter
IV og oral administrering av Ibb 1 Hund og de historiske data av IVb 1 hund

Figur 17 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Ibb og IVb etter
IV og oral administrering av Ibb 1 ape og de historiske data av IVb 1 ape

Figur 18 illustrerer Sammenligning av IVc Cmaks og AUC 1 hannrotter gitt
enten [Vc eller Icb

Figur 19 illustrerer sammenligning av IVc Cmaks og AUC i hunder gitt enten
IVc eller Icb

Figur 20 illustrerer hydrolyse av Icb i humane placentale ALP-lgsninger og
dannelse av IVc

Figur 21 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Icb og IVc etter
IV og oral administrering av Icb i rotte og de historiske data av [Vc i rotte

Figur 22 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Icb og IVc etter
IV og oral administrering av Icb i hund og de historiske data av IVc 1 hund

Figur 23 illustrerer plasmakonsentrasjon versus tid profiler av Icb og [Vc etter

IV og oral administrering av Icb i ape og de historiske data av [Vc i ape

DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Ettersom forbindelsene ifelge foreliggende oppfinnelse kan ha asymmetriske
sentere og derfor foreckomme som blandinger av diastereomerer og enantiomerer,
omfatter foreliggende oppfinnelse de individuelle diastereoisomere og enantiomere

former av forbindelsene med formel 1 i tillegg til blandingene derav.

DEFINISJONER
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Betegnelsen "C, 4 alkyl" som anvendt her og i kravene (hvis ikke spesifisert pd

annen mate) betyr lineere eller forgrenede alkylgrupper sd som metyl, etyl, propyl,
isopropyl, butyl, isobutyl, t-butyl, amyl og heksyl.

“Halogen” angir klor, brom, jod eller fluor.

En “aryl” gruppe angir en karbon monocyklisk eller kondensert ring
polycyklisk (dvs. ringer som deler nabostilte par av karbonatomer) gruppe som har et
fullstendig konjugert pi-elektron-system. Eksempler, pa arylgrupper er fenyl,
naftalenyl og antracenyl. Arylgruppen kan vare substituert eller usubstituert. Nar
substituert er den (de) substituerte gruppe(r) fortrinnsvis én eller flere valgt fra alkyl,
cykloalkyl, aryl, heteroaryl, heteroalicyklisk, hydroksy, alkoksy, aryloksy,
heteroaryloksy, heteroalicykloksy, tiohydroksy, tioaryloksy, tioheteroaryloksy,
tioheteroalicykloksy, cyano, halogen, nitro, karbonyl, O-karbamyl, N-karbamyl, C-
amido, N-amido, C-karboksy, O-karboksy, sulfinyl, sulfonyl, sulfonamido,
trihalogenmetyl, ureido, amino og -NR*RY, hvor R* og RY uavhengig er valgt fra
gruppen bestaende av hydrogen, alkyl, cykloalkyl, aryl, karbonyl,

C-karboksy, sulfonyl, trihalogenmetyl og kombinert, en fem- eller seks-leddet
heteroalicyklisk ring.

Som anvendt her angir en “heteroaryl” gruppe en monocyklisk eller
kondensert ring- (dvs. ringer som deler et nabostilt par av atomer) gruppe som har i
ringen(e) ett eller flere atomer valgt fra gruppen bestdende av nitrogen, oksygen og
svovel og, 1 tillegg, har et fullstendig konjugert pi-elektron-system. Hvis ikke annet
er angitt kan heteroarylgruppen vere tilknyttet ved enten et karbon- eller
nitrogenatom i heteroarylgruppen. Det skal bemerkes at betegnelsen heteroaryl skal
omfatte et N-oksyd av det parentale heteroaryl hvis et slikt N-oksyd er kjemisk mulig,
som er kjent pd omradet. Eksempler pa heteroarylgrupper er furyl, tienyl,
benzotienyl, tiazolyl, imidazolyl, oksazolyl, oksadiazolyl, tiadiazolyl, benzotiazolyl,
triazolyl, tetrazolyl, isoksazolyl, isotiazolyl, pyrrolyl, pyranyl, tetrahydropyranyl,
pyrazolyl, pyridyl, pyrimidinyl, kinolinyl, isokinolinyl, purinyl, karbazolyl,
benzoksazolyl, benzimidazolyl, indolyl, isoindolyl, pyrazinyl. diazinyl, pyrazin,
triazinyltriazin, tetrazinyl og tetrazolyl. Nar substituert er den (de) substituerte
gruppe(r) fortrinnsvis én eller flere valgt fra alkyl, cykloalkyl, aryl, heteroaryl,
heteroalicyklyl, hydroksy, alkoksy, aryloksy, heteroaryloksy, heteroalicykloksy,
tiohydroksy, tioaryloksy, tioheteroaryloksy, tioheteroalicykloksy, cyano, halogen,
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nitro, karbonyl, O-karbamyl, N-karbamyl, C-amido, N-amido, C-karboksy, O-
karboksy, sulfinyl, sulfonyl, sulfonamido, trihalogenmetyl, ureido, amino og -NR*RY,
hvor R*og RY er som definert ovenfor.

Som anvendt her angir “heteroalicyklisk” gruppe en monocyklisk eller
kondensert ringgruppe som i ringen(e) har ett eller flere atomer valgt fra gruppen
bestdende av nitrogen, oksygen og svovel. Ringer er valgt fra de som gir stabile
arrangementer av bindinger og er ikke ment & omfatte systemer som ikke kan
eksistere. Ringene kan ogsa ha ¢én eller flere dobbeltbindinger. Imidlertid har ringene
ikke et fullstendig konjugert pi-elektron-system. Eksempler pd heteroalicykliske
grupper er azetidinyl, piperidyl, piperazinyl, imidazolinyl, tiazolidinyl, 3-pyrrolidin-1-
yl, morfolinyl, tiomorfolinyl og tetrahydropyranyl. Nar substituert er den (de)
substituerte gruppe(r) fortrinnsvis én eller flere valgt fra alkyl, cykloalkyl, aryl,
heteroaryl, heteroalicyklyl, hydroksy, alkoksy, aryloksy, heteroaryloksy,
heteroalicykloksy, tiohydroksy, tioalkoksy, tioaryloksy, tioheteroaryloksy,
tioheteroalicykloksy, cyano, halogen, nitro, karbonyl, tiokarbonyl, O-karbamyl, N-
karbamyl, O-tiokarbamyl, N-tiokarbamyl, C-amido, C-tioamido, N-amido, C-
karboksy, O-karboksy, sulfinyl, sulfonyl, sulfonamido, trihalogenmetansulfonamido,
trihalogenmetansulfonyl, silyl, guanyl, guanidino, ureido, fosfonyl, amino og -NR*RY,
hvor R* og RY er som definert ovenfor.

En “alkyl” gruppe angir et mettet alifatisk hydrokarbon omfattende linezre og
forgrenede grupper. Fortrinnsvis har alkylgruppen 1 til 20 karbonatomer (nér et
nummerisk omrade; f.eks. “1-20”, er angitt her, betyr det at gruppen, i dette tilfellet
alkylgruppen kan inneholde 1 karbonatom, 2 karbonatomer, 3 karbonatomer, etc.
opptil og omfattende 20 karbonatomer). Mer foretrukket er den alkyl med medium
storrelse som har 1 til 10 karbonatomer. Mest foretrukket er den en lavere alkyl som
har 1 til 4 karbonatomer. Alkylgruppen kan vere substituert eller usubstituert. Nar
substituert er substituentgruppe(r) fortrinnsvis én eller flere individuelt valgt fra
trihalogenalkyl, cykloalkyl, aryl, heteroaryl, heteroalicyklisk, hydroksy, alkoksy,
aryloksy, heteroaryloksy, heteroalicykloksy, tiohydroksy, tioalkoksy, tioaryloksy,
tioheteroaryloksy, tioheteroalicykloksy, cyano, halogen, nitro, karbonyl, tiokarbonyl,
O-karbamyl, N-karbamyl, O-tiokarbamyl, N-tiokarbamyl, C-amido, C-tioamido, N-
amido, C-karboksy, O-karboksy, sulfinyl, sulfonyl, sulfonamido,
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trihalogenmetansulfonamido, trihalogenmetansulfonyl og kombinert, en fem- eller
seks-leddet heteroalicyklisk ring.
En “cykloalkyl” gruppe angir en karbon monocyklisk eller kondensert ring

(dvs. ringer som deler nabostilte par av karbonatomer) hvor én eller flere ringer ikke

har et fullstendig konjugert pi-elektron-system. Eksempler, pé cykloalkylgrupper er

cyklopropan, cyklobutan, cyklopentan, cyklopenten, cykloheksan, cykloheksadien,
cykloheptan, cykloheptatrien og adamantan. En cykloalkylgruppe kan vere
substituert eller usubstituert. Nar substituert, er substituentgruppe(r) fortrinnsvis én
eller flere individuelt valgt fra alkyl, aryl, heteroaryl, heteroalicyklyl, hydroksy,
alkoksy, aryloksy, heteroaryloksy, heteroalicykloksy, tiohydroksy, tioalkoksy,
tioaryloksy, tioheteroaryloksy, tioheteroalicykloksy, cyano, halogen, nitro, karbonyl,
tiokarbonyl, O-karbamyl, N-karbamyl, O-tiokarbamyl, N-tiokarbamyl, C-amido, C-
tioamido, N-amido,
C-karboksy, O-karboksy, sulfinyl, sulfonyl, sulfonamido, trihalogen-
metansulfonamido, trihalogenmetansulfonyl, silyl, guanyl, guanidino, ureido,
fosfonyl, amino og -NR*RY med R* og RY som definert ovenfor.

En “alkenyl” gruppe angir en alkylgruppe, som definert her, bestdende av
minst to karbonatomer og minst én karbon-karbon dobbeltbinding.

En “alkynyl” gruppe angir en alkylgruppe, som definert her, bestdende av
minst to karbonatomer og minst én karbon-karbon trippelbinding.

En “hydroksy” gruppe angir en -OH gruppe.

En “alkoksy” gruppe angir bade en -O-alkyl- og en -O-cykloalkylgruppe som
definert her.

En “aryloksy” gruppe angir bade en -O-aryl- og en -O-heteroarylgruppe, som
definert her.

En “heteroaryloksy” gruppe angir en heteroaryl-O-gruppe med heteroaryl som

definert her.

En “heteroalicykloksy” gruppe angir en heteroalicyklisk-O-gruppe med
heteroalicyklisk som definert her.

En “tiohydroksy” gruppe angir en -SH-gruppe.

En “tioalkoksy” gruppe angir bade en S-alkyl- og en -S-cykloalkylgruppe,

som definert her.
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En “tioaryloksy” gruppe angir bade en -S-aryl- og en -S-heteroarylgruppe,
som definert her.

En “tioheteroaryloksy” gruppe angir en heteroaryl-S-gruppe med heteroaryl
som definert her.

En “tioheteroalicykloksy” gruppe angir en heteroalicyklyl-S-gruppe med
heteroalicyklyl som definert her.

En “karbonyl” gruppe angir en -C(=0)-R” gruppe, hvor R” er valgt fra
gruppen bestaende av hydrogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, aryl, heteroaryl
(bundet gjennom et ringkarbon) og heteroalicyklyl (bundet gjennom et ringkarbon),
som hver er definert her.

En “aldehyd” gruppe angir en karbonylgruppe hvor R” er hydrogen.

En “tiokarbonyl” gruppe angir en -C(=S)-R”-gruppe, med R” som definert
her.

En “keto” gruppe angir en -CC(=0)C- gruppe hvor karbonet pa en eller begge
sider av C=0 kan vere alkyl, cykloalkyl, aryl eller et karbon i en heteroaryl- eller
heteroaliacyklisk gruppe.

En “trihalogenmetankarbonyl” gruppe angir en Z3CC(=0)-gruppe hvor nevnte

Z er halogen.

En “C-karboksy” gruppe angir en -C(=0)O-R”-gruppe, med R” som definert
her.

En “O-karboksy” gruppe angir en R”C(=0)O-gruppe, med R” som definert
her.

En “karboksylsyre” gruppe angir en C-karboksygruppe hvor R” er hydrogen.

En “trihalogenmetyl” gruppe angir en -CZs-gruppe hvor Z er halogen som
definert her.

En “trihalogenmetansulfonyl” gruppe angir en Z3CS(=0)2-gruppe med Z som
definert ovenfor.

En “trihalogenmetansulfonamido” gruppe angir en Z3CS(=0),NR*-gruppe
med Z og RX som definert her.

En “sulfinyl” gruppe angir en -S(=0)-R”-gruppe, med R” som definert her og,
1 tillegg, som bare en binding; dvs. -S(O)-.

En “sulfonyl” gruppe angir en -S(=0)2R”-gruppe med R” som definert her og,
1 tillegg som bare en binding; dvs. -S(O)»-.
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En “S-sulfonamido” gruppe angir -S(=0)NR*RY, med RX og RY som
definert her.

En “N-sulfonamido” gruppe angir en R”S(=0)>NRx- gruppe med Rx som
definert her.

En “O-karbamyl” gruppe angir -OC(=O)NR*RY som definert her.

En “N-karbamyl” gruppe angir en R*OC(=O)NRY gruppe, med R* og RY som
definert her.

En “O-tiokarbamyl” gruppe angir en -OC(=S)NR*RY-gruppe med R* og RY
som definert her.

En “N-tiokarbamyl” gruppe angir en R*OC(=S)NRY-gruppe med R* og RY
som definert her.

En “amino” gruppe angir en -NH»-gruppe.

En “C-amido” gruppe angir en -C(=O)NR*RY gruppe med R* og RY som
definert her.

En “C-tioamido” gruppe angir en -C(=S)NR*RY gruppe, med R* og RY som
definert her.

En “N-amido” gruppe angir en R*C(=O)NRY-gruppe, med R* og RY som
definert her.

En “ureido” gruppe angir en -NR*C(=O)NRYRY? -gruppe med R* og RY som
definert her og R¥? definert lik R* og RY.

En “tioureido” gruppe angir en -NR*C(=S)NRYRY? -gruppe med R* og RY som
definert her og R¥? definert lik RX og RY.

En “guanidino” gruppe angir en -R*NC(=N)NRYRY2-gruppe, med R, RY og
R¥? som definert her.

En “guanyl” gruppe angir en R’\RYNC(=N)-gruppe, med R* og RY som
definert her.

En “cyano” gruppe angir en -CN-gruppe.

En “silyl” gruppe angir -Si(R”’)3, med R” som definert her.

En “fosfonyl” gruppe angir P(=0)(OR*), med R* som definert her.

En “hydrazino” gruppe angir en -NR*NRYR¥?-gruppe med R¥, RY og R¥? som
definert her.
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Hvilke som helst to nabostilte R-grupper kan vere kombinert for & danne en
ytterligere aryl-, cykloalkyl-, heteroaryl- eller heterocyklyl-ring kondensert til ringen
som initielt baerer de R-grupper.

Det er kjent pa omradet at nitogenatomer 1 heteroarylsystemer kan “delta i en
heteroarylring-dobbeltbinding” og dette angir formen av dobbeltbindinger i de to
tautomere strukturer som omfatter de fem-leddede ring-heteroarylgrupper. Dette
dikterer hvorvidt nitrogener kan vere substituert som er velkjent av kjemikere pa
omradet. Beskrivelsen og kravene for foreliggende oppfinnelse er basert pa de kjente
generelle prinsipper for kjemisk binding. Det skal forstds at kravene ikke omfatter
strukturer kjent & veere ustabile eller ikke i stand til a eksistere basert pa litteraturen.

Fysiologisk akseptable salter av prodrug-forbindelsene beskrevet her er
innenfor omfanget av foreliggende oppfinnelse. Betegnelsen “farmasegytisk
akseptabelt salt” som anvendt her og i kravene skal omfatte ikke-toksiske base-
addisjonssalter. Betegnelsen "farmasgytisk akseptabelt salt" som anvendt her er ogsa
ment & omfatte salter av sure grupper, sa som et karboksylat eller fosfat eller fosfat-
monoester, med slike motioner som ammonium, alkalimetallsalter, spesielt natrium
eller kalium, jordalkalimetallsalter, spesielt kalsium eller magnesium,
overgangsmetallsalter s& som sink og salter med egnede organiske baser sa som lavere
alkylaminer (metylamin, etylamin, cykloheksylamin og lignende) eller med
substituerte lavere alkylaminer (f.eks. hydroksyl-substituerte alkylaminer s& som
dietanolamin, trietanolamin eller mono-trometamin (ogsa betegnet TRIS eller 2-
amino-2-(hydroksymetyl)propan-1,3-diol) tris(hydroksymetyl)-aminometan), lysin,
arginin, histidin, N-metylglukamin eller med baser s& som piperidin eller morfolin.
Det skal forstas at farmaseytisk akseptable salter, nar isolert i fast eller krystallinsk
form ogsd omfatter hydrater eller vann-molekyler fanget i den resulterende
forbindelse I substans. Stekiometri-muligheter er velkjent for fagfolk pd omradet.
Beskrivelser av farmasgytisk akseptable salter og lister over mulige salter er inneholdt

1 de folgende referanser:

Preparation of water-soluble compounds through salt formation. Stahl, P. Heinrich.
Cosmas Consult, Freiburg im Breisgau, Tyskland. Ed.: Wermuth, Camille Georges.
Practice of Medicinal Chemistry (2. Ed.) (2003), 601-615. Publisher: Elsevier,
London, UK CODEN: 69EOEZ.
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Handbook of pharmaceutical salts: properties, selection, and use av Stahl, P.
Heinrich, Wermuth , Camille G., International Union of Pure and Applied Chemistry.
Weinheim; New York: VHCA ; Wiley-VCH, 2002.

I et annet aspekt ved oppfinnelsen er nye fosfatester-mellomprodukt

Forbindelser II beskrevet.

O|I|3(OL)(OM)
II O

[ tilfellet av fosfatestere eksisterer muligheten for mono eller bis og begge er
dekket av foreliggende oppfinnelse.

Som anvendt her betyr betegnelsen "antiviralt effektiv mengde" den totale
mengden av hver aktive komponent av metoden som er tilstrekkelig til & oppvise en
meningsfull pasient-fordel, dvs. helbreding av akutte lidelser karakterisert ved
hemning av HIV-infeksjon. Nar anvendt for en individuell aktiv bestanddel,
administrert alene, angir betegnelsen den bestanddel alene. Nar anvendt for en
kombinasjon, angir betegnelsen kombinerte mengder av de aktive bestanddelene som
resulterer 1 den terapeutiske effekt, hvorvidt administrert i kombinasjon, serielt eller
samtidig. Betegnelsene "behandle, behandling av, behandling" som anvendt her og i
kravene betyr forhindring eller forbedring av sykdommer forbundet med HIV-
infeksjon.

Foreliggende oppfinnelse angar ogséd kombinasjoner av forbindelsene med ett
eller flere midler anvendelige ved behandling av AIDS. For eksempel kan
forbindelsene ifolge foreliggende oppfinnelse effektivt administreres, hvorvidt i en
periode med pre-eksponering og/eller post-eksponering, i kombinasjon med effektive
mengder av AIDS antivirale midler, immunomodulatorer, antiinfektive midler eller

vaksiner, s som de i den folgende tabell.

ANTIVIRALE MIDLER
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Medikament-navn

097

Amprenavir
141 W94
GW 141

Abacavir (1592U89)
GW 1592

Acemannan

Acyklovir

AD-439

AD-519

Adefovir dipivoxil
AL-721

Alfa Interferon

Ansamycin
LM 427

Antistoff som

48

Produsent

Hoechst/Bayer

Glaxo Wellcome

Glaxo Wellcome

Carrington Labs
(Irving, TX)

Burroughs Wellcome

Tanox Biosystems

Tanox Biosystems

Gilead Sciences
Ethigen
(Los Angeles, CA)

Glaxo Wellcome

Adria Laboratories
(Dublin, OH)
Erbamont
(Stamford, CT)

Advanced Biotherapy

Indikasjon

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(ikke-nukleosid
revers trans-
kriptase (RT)
inhibitor)
HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(RT-inhibitor)

ARC

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC, 1 kombinasjon
med AZT

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC

HIV-infeksjon
ARC, PGL
HIV-positive, AIDS

Kaposi's sarkom,
HIV i kombinasjon
m/Retrovir

ARC

AIDS, ARC
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neytraliserer pH
labilt alfa-avvikende
interferon

AR177

Beta-fluor-ddA

BMS-232623
(CGP-73547)

BMS-234475
(CGP-61755)

CI-1012

Cidofovir

Curdlan-sulfat

Cytomegalovirus
immunglobin

Cytoven

Ganciclovir

Delaviridin

Dekstran-sulfat

49

Concepts
(Rockville, MD)

Aronex Pharm

Nat'l Cancer institute

Bristol-Myers Squibb/
Novartis

Bristol-Myers Squibb/
Novartis

Warner-Lambert

Gilead Science

AJI Pharma USA

MedImmune

Syntex

Pharmacia-Upjohn

Ueno Fine Chem.
Ind. Ltd. (Osaka,
Japan)

336742

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC

AlIDS-assosierte
sykdommer
HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-1-infeksjon

CMYV retinitt,
herpes, papillomavirus

HIV-infeksjon

CMYV retinitt

Synstruing

CMV
perifer CMV
retinitt

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(RT-inhibitor)

AIDS, ARC, HIV-
positive
asymptomatiske
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ddC
Dideoksycytidin

ddI
Dideoksyinosin

DMP-450

Efavirenz

(DMP 266)
(-)6-klor-4-(S)-
cyklopropyletynyl-
4(S)-trifluor-
metyl-1,4-dihydro-
2H-3,1-benzoksazin-
2-on, STOCRINE

EL10

Famciclovir

FTC

GS 840

HBY097

Hypericin

50

Hoffman-La Roche

Bristol-Myers Squibb

AVID
(Camden, NJ)

DuPont Merck

Elan Corp, PLC
(Gainesville, GA)

Smith Kline

Emory University

Gilead

Hoechst Marion
Roussel

VIMRx Pharm.

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC; kombinasjon
med AZT/d4T

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(ikke-nukleosid RT-
inhibitor)

HIV-infeksjon

herpes zoster,
herpes simplex

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC

(revers transkriptase-
inhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC

(revers transkriptase-
inhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(ikke-nukleosid
revers transkriptase-
inhibitor)

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC

336742
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Rekombinant human
interferon beta

Interferon alfa-n3

Indinavir

ISIS 2922

KNI-272

Lamivudin, 3TC

Lobucavir

Nelfinavir

Nevirapin

Novapren

Peptid T
Oktapeptid-
sekvens

Trinatrium-
fosfonoformiat

51

Triton Biosciences
(Almeda, CA)

Interferon Sciences

Merck

ISIS Pharmaceuticals

Nat'l Cancer Institute

Glaxo Wellcome

Bristol-Myers Squibb

Agouron
Pharmaceuticals

Boeheringer
Ingleheim

Novaferon Labs, Inc.
(Akron, OH)

Peninsula Labs
(Belmont, CA)

Astra Pharm.
Products, Inc.

336742

AIDS, Kaposi's
sarkom, ARC

ARC, AIDS

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC, asymptomatisk
HIV positiv ogsa 1
kombinasjon med
AZT/ddl/ddC

CMYV retinititt

HIV-assos. sykdommer

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(revers
transkriptase-
inhibitor); ogsé
med AZT

CMV-infeksjon

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(RT-inhibitor)

HIV-inhibitor

AIDS

CMYV retinitt, HIV-
infeksjon, andre CMV-
infeksjoner
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PNU-140690

Probucol

RBC-CD4

Ritonavir

Saquinavir

Stavudin; d4T
Didehydrodeoksy-
tymidin

Valaciclovir
Virazol
Ribavirin
VX-478

Zalcitabin

Zidovudin; AZT

Tenofovir disoproxil,
fumaratsalt (Viread®)

52

Pharmacia Upjohn

Vyrex

Sheffield Med.
Tech (Houston, TX)

Abbott

Hoffmann-
LaRoche

Bristol-Myers Squibb

Glaxo Wellcome

Viratek/ICN

(Costa Mesa, CA)

Vertex

Hoffmann-LaRoche

Glaxo Wellcome

Gilead

336742

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-infeksjon, AIDS

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS, ARC
(proteaseinhibitor)

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC

Genitale HSV- & CMV-
infeksjoner

asymptomatisk HIV
positiv, LAS, ARC

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC, med AZT

HIV-infeksjon, AIDS,
ARC, Kaposi's

sarkom, 1 kombinasjon med
andre terapier

HIV-infeksjon,
AIDS,
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Emtriva® (Emtricitabin)

Combivir®

Abacavir succinat
(eller Ziagen®)

Reyataz®
(eller atazanavir)

Fuzeon®
(eller T-20)

Lexiva®

53

Gilead

GSK

GSK

Bristol-Myers Squibb

Roche / Trimeris

GSK/Vertex

(eller Fosamprenavir kalsium)

Medikament-navn

AS-101

Bropirimin

Acemannan

IMMUNOMODULATORER

Produsent

Wyeth-Ayerst

Pharmacia Upjohn

Carrington Labs, Inc.

(Irving, TX)

336742

(revers transkriptase-
inhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS,

(revers transkriptase-
inhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS,

(revers transkriptase-
inhibitor)

HIV-infeksjon,
AIDS,

(revers transkriptase-
inhibitor)

HIV-infeksjon
AIDS, protease-
inhibitor

HIV-infeksjon
AIDS, viral fusjons-
inhibitor

HIV-infeksjon

AIDS, viral protease-

inhibitor

Indikasjon

AIDS

Fremskreden AIDS

AIDS, ARC
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CL246,738

FP-21399

Gamma Interferon

Granulocytt
Makrofag koloni-
stimulerende faktor

Granulocytt
Makrofag koloni-
stimulerende faktor

Granulocytt
Makrofag koloni-
stimulerende faktor

HIV Kjernepartikkel
immunostimulant

IL-2
Interleukin-2

1L-2
Interleukin-2

IL-2
Interleukin-2
(aldeslukin)

Immunglobulin
Intravenos
(human)

IMREG-1

54

American Cyanamid

Lederle Labs

Fuki ImmunoPharm

Genentech

Genetics Institute
Sandoz

Hoechst-Roussel
Immunex

Schering-Plough

Rorer

Cetus

Hoffman-LaRoche

Immunex

Chiron

Cutter Biological
(Berkeley, CA)

Imreg
(New Orleans, LA)

AIDS, Kaposi's

sarkom

Blokkerer HIV-fusjon
med CD4+ celler

ARC, 1 kombinasjon
m/TNF (tumor-
nekrose-faktor)

AIDS

AIDS

AIDS,
kombinasjon
m/AZT

Seropositiv HIV

AIDS, i kombinasjon
m/AZT

AIDS, ARC, HIV, i
kombinasjon m/AZT

AIDS, gkning 1
CD4-celletellinger

Pediatrisk AIDS, i
kombinasjon m/AZT

AIDS, Kaposi's
sarkom, ARC, PGL
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IMREG-2

Imutiol-dietyl-
ditiokarbamat

Alfa-2
Interferon

Metionin-
enkefalin

MTP-PE
Muramyl-tripeptid

Granulocytt
koloni-stimulerende
faktor

Remune

rCD4
Rekombinant
oppleselig human CD4

rCD4-1gG-
hybrider

Rekombinant
oppleselig human CD4

Interferon
alfa 2a

SK&F106528
Oppleselig T4

Tymopentin

55

Imreg
(New Orleans, LA)

Merieux Institute

Schering Plough

TNI Pharmaceutical
(Chicago, IL)

Ciba-Geigy Corp.

Amgen

Immune Response
Corp.

Genentech

Biogen

Hoffman-La Roche

Smith Kline

Immunobiology

336742

AIDS, Kaposi's
sarkom, ARC, PGL

AIDS, ARC

Kaposi's sarkom
m/AZT, AIDS

AIDS, ARC

Kaposi's sarkom

AIDS, i kombinasjon
m/AZT

Immunoterapeutisk

AIDS, ARC

AIDS, ARC

AIDS, ARC

Kaposi's sarkom
AIDS, ARC,
i kombinasjon m/AZT

HIV-infeksjon

HIV-infeksjon
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faktor; TNF

Medikament-navn

Clindamycin med
Primaquin

Fluconazol

Pastille
Nystatin Pastille

Ornidyl
Eflornithin

Pentamidin
Isetionat (IM & 1V)

Trimethoprim

Trimethoprim/sulfa

Piritrexim

Pentamidin
1setionat for
inhalering

Spiramycin

56

Research Institute
(Annandale, NJ)

Genentech

ANTI-INFEKTIVE MIDLER

Produsent

Pharmacia Upjohn

Pfizer

Squibb Corp.

Merrell Dow

LyphoMed
(Rosemont, IL)

Burroughs Wellcome

Fisons Corporation

Rhone-Poulenc

336742

ARC, 1 kombinasjon
m/gamma interferon

Indikasjon

PCP

Kryptokokk-
meningitt,
candidiasis

Forebygging av
oral candidiasis

PCP

PCP-behandling

Antibakteriell

Antibakteriell

PCP-behandling

PCP-forebygging

Cryptosporidial
diaré
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Intrakonazol-
R51211

Trimetrexat

Daunorubicin

Rekombinant human
erytropoetin

Rekombinant humant
veksthormon

Megestrol-acetat

Testosteron

Total enteral
ernaring

57

Janssen-Pharm.

Warner-Lambert

NeXstar, Sequus

Ortho Pharm. Corp.

Serono

Bristol-Myers Squibb

Alza, Smith Kline

Norwich Eaton
Pharmaceuticals

336742

Histoplasmose;
kryptokokk-
meningitt

PCP

Kaposi's sarkom

Alvorlig anemi
assos. med AZT-
terapi

AIDS-relatert
magring, kakeksi

Behandling av
anoreksi assos.
m/AIDS

AIDS-relatert magring

Diar¢ og
malabsorpsjon
relatert til AIDS

I tillegg kan forbindelsene ifelge oppfinnelsen her anvendes 1 kombinasjon

med en annen klasse av midler for behandling av AIDS som er betegnet HIV-entry-
inhibitorer. Eksempler pa slike HIV-entry-inhibitorer er beskrevet i DRUGS OF
THE FUTURE 1999, 24(12), s. 1355-1362; CELL, Vol. 9, s. 243-246, 29. okt. 29,
1999; og DRUG DISCOVERY TODAY, Vol. 5, nr. 5, mai 2000, s. 183-194 og
Inhibitors of the entry of HIV into host cells. Meanwell, Nicholas A.; Kadow, John F.
Current Opinion in Drug Discovery & Development (2003), 6(4), 451-461.

Spesifikt kan forbindelsene anvendes i kombinasjon med andre bindingsinhibitorer,

fusjonsinhibitorer og kjemokinreseptorantagonister rettet mot enten CCR5- eller

CXCR4-koreseptor.

Det vil forstas at omfanget av kombinasjoner av forbindelsene ifolge

foreliggende oppfinnelse med AIDS antivirale midler, immunomodulatorer, anti-
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infektive midler, HIV-entry-inhibitorer eller vaksiner ikke er begrenset til listen 1
tabellen ovenfor, men omfatter i prinsippet hvilken som helst kombinasjon med
hvilket som helst farmasoytisk preparat anvendelig for behandling av AIDS.

Foretrukne kombinasjoner er samtidig eller alternerende behandlinger med en
forbindelse ifolge foreliggende oppfinnelse og en inhibitor for HIV-protease og/eller
en ikke-nukleosid inhibitor av HIV revers transkriptase. En eventuell fjerde
komponent i kombinasjonen er en nukleosid inhibitor av HIV revers transkriptase, sa
som AZT, 3TC, ddC eller ddI. En foretrukket inhibitor av HIV protease er Reyataz®
(aktiv bestanddel Atazanavir). Typisk blir en dose pa 300 til 600 mg administrert én
gang pr. dag. Denne kan vare samadministrert med en lav dose av Ritonavir (50 til
500 mg). En annen foretrukket inhibitor av HIV-protease er Kaletra®. En annen
anvendelig inhibitor av HIV-protease er indinavir, som er sulfatsaltet av N-(2(R)-
hydroksy-1-(S)-indanyl)-2(R)-fenylmetyl-4-(S)-hydroksy-5-(1-(4-(3-pyridyl-metyl)-
2(S)-N'-(t-butylkarboksamido)-piperazinyl))-pentanamid-etanolat og blir syntetisert i
henhold til U.S. 5,413,999. Indinavir blir generelt administrert 1 en dose pa 800 mg
tre ganger pr. dag. Andre foretrukne proteaseinhibitorer er nelfinavir og ritonavir. En
annen foretrukket inhibitor av HIV-protease er saquinavir som blir administrert i en
dose pa 600 eller 1200 mg tid. Foretrukne ikke-nukleoside inhibitorer av HIV revers
transkriptase omfatter efavirenz. Fremstilling av ddC, ddI og AZT er ogsa beskrevet i
EPO 0,484,071. Disse kombinasjoner kan ha uventede effekter pa a begrense
spredning og grad av infeksjon av HIV. Foretrukne kombinasjoner omfatter de med
de folgende (1) indinavir med efavirenz og, eventuelt, AZT og/eller 3TC og/eller ddI
og/eller ddC; (2) indinavir og hvilken som helst av AZT og/eller ddI og/eller ddC
og/eller 3TC, spesielt, indinavir og AZT og 3TC; (3) stavudin og 3TC og/eller
zidovudin; (4) zidovudin og lamivudin og 141W94 og 1592U89; (5) zidovudin og
lamivudin.

I slike kombinasjoner kan forbindelsen ifelge foreliggende oppfinnelse og
andre aktive midler administreres separat eller ssmmen. I tillegg kan administrering

av ett element skje for, samtidig med eller pafelgende administrering av andre midler.

FORKORTELSER

336742
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De folgende forkortelser, som mesteparten er konvensjonelle forkortelser

velkjent for fagfolk pd omradet, blir anvendt gjennom hele beskrivelsen av

oppfinnelsen og eksemplene. Noen av forkortelsene anvendt er som folger:

r.t. =
mol =

mmol =

mg =
ml =
TFA =
DCE =
CH2Cl>

TPAP =
THF =
DEPBT =
DMAP =
P-EDC =

EDC =
DMF =
Hunig’s Base =
MCPBA =
azaindol =
4-azaindol =
5-azaindol =
6-azaindol =
7-azaindol =
4,6-diazaindol =
5,6-diazaindol =

5,7-diazaindol =

time(r)
romtemperatur

mol

millimol

gram

milligram

milliliter
Trifluoreddiksyre
1,2-dikloretan

= diklormetan
tetrapropylammonium-perruthenat

Tetrahydofuran

3-(dietoksyfosforyloksy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on

4-dimetylaminopyridin

Polymer-béaret 1-(3-dimetylaminopropyl)-3-
etylkarbodiimid
1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylkarbodiimid
N,N-dimetylformamid
N,N-diisopropyletylamin
meta-klorperbenzosyre

1H-pyrrolo-pyridin
1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin
1H-pyrrolo[3,2-C]pyridin
1H-pyrrolo[2,3-C]pyridin
1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin
SH-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin
1H-pyrrolo[2,3-d]pyridazin
7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

336742
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DDQ
OTf
NMM
PIP-COPh
NaHMDS
EDAC
TMS
DCM
DCE
MeOH
THF
EtOAc
LDA
TMP-Li
DME
DIBALH
HOBT
CBZ
PCC
TRIS

KJEMI
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4-metoksybenzyl

2, 3-diklor-5, 6-dicyano-1, 4-benzokinon
Trifluormetansulfonoksy
4-metylmorfolin

1-benzoylpiperazin
Natrium-heksametyldisilazid
1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylkarbodiimid
Trimetylsilyl

Diklormetan

Dikloretan

Metanol

Tetrahydrofuran

Etylacetat

Litium-diisopropylamid
2,2,6,6-tetrametylpiperidinyllitium
Dimetoksyetan
Diisobutylaluminium-hydrid
1-hydroksybenzotriazol
Benzyloksykarbonyl
Pyridinium-klorkromat

Trometamin eller 2-amino-2-(hydroksymetyl)propan-

1,3-diol

Foreliggende oppfinnelse omfatter forbindelser med formel I, deres

farmaseytiske formuleringer og anvendelse av dem for pasienter som lider av eller er

mottagelige for HIV-infeksjon.

Skjema A viser en oversikt over fremgangsmaten for fremstilling av prodrug |

ifolge oppfinnelsen fra de parentale molekyler IV.

336742
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Skjema A
Trinn A: R’ 0
R’ o) ‘
x v 1IIL CICH,0P(0)(OPr), fx\\ Y
S ‘ |
\ . . L o2 W 2 o
RZ/W\V/ N 0] Base/l@sningsmiddel/additiv R \( N
3
| : . R
R3 H Trinn B: OP(O)(OPr),
2) Avbeskyttelse
v (Fjerning av Pr) I
Beskyttede mellomprodukter
Pr = beskyttelsesgruppe
R0
X Y
~N
Trinn C: W w
S W o)
- > R \( N
1) Saltdannelse og RS
isolering eller OP(O)(OE),

isolering av fri syre I

Forbindelser ifolge krav 1

E = hydrogen, eller som definert for & danne et farmasegytisk
akseptabelt mono- eller bis-salt

Skjema B ]
E\’1 ) Trinn A, foretrukket: R Q
z Y 7N Y
7S | 1) CICH,OP(O)(OtBu), M |
X, = 0]
3. N
REVTON © RV N
4 H NaH / THF, I, R k
R OP(O)(OtBu),
" Trinn B, foretrukket I
2) TFA / CH,Cl, tBu = Pr = beskyttelsesgruppe
R0
X Y
Trinn C: W w
—_— RV ©
1) Saltdannelse og isolering F‘{s k
eller OP(O)(CE),
isolering av fri syre
I

Forbindelse ifolge krav 1

E = hydrogen, eller som definert for a danne et farmasgytisk
akseptabelt mono- eller bis-salt

For 4 utarbeide metoden, som vist 1 Skjema A, blir den antivirale parentale

forbindelse av interesse, IV, omdannet til fosfat-mellomprodukt II, ved N-alkylering

336742
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med klorid-mellomprodukt III, i naervaer av en egnet base s& som natriumhydrid,
kaliumhydrid, natriumamid, natrium-t-butoksyd, natrium-(bis-trimetylsilyl)-amid,
kalium-(bis-trimetylsilyl)-amid eller kombinasjoner derav sa som natriumhydrid pluss
natrium-bis-(trimetylsilyl)amid. Fremstilling av reagens III og metodologien for
anvendelse for fremstilling av prodrug ved alkylering av hydroksygrupper er
beskrevet1Y. Ueda et.al. U.S. Patent 6,362,172B2. Alkyleringsbetingelser,
beskyttelsesgrupper, beskyttelsesgruppe-fjerning og betingelser for saltdannelse er
generelt anvendbare for var seknad til tross for det faktum at vi alkylerer en azaindol i
indolringen istedenfor en hydroksygruppe. I foreliggende soknad kan fra 1,1 til 5,0
ekvivalenter av base anvendes, idet mellom 2 og 4 ekvivalenter er foretrukket. Fra
1,1 opptil 12 ekvivalenter av reagens III kan anvendes, idet 5 til 10 er foretrukket
avhengig av substratet. Reagenset kan tilsettes 1 én porsjon eller inkrementelt 1
mange porsjoner over tid. En kilde for jodid-ion blir vanligvis satt til reaksjonen for
a gi okede utbytter. Elementer jod er for tiden foretrukket som kilden for jodid. 0,1
til 1,5 ekvivalenter av jod blir vanligyvis tilsatt pr. azaindol/indol NH som blir alkylert,
idet 1,0 til 1,2 ekvivalenter av jod er foretrukket siden utbytter er hoyest. Alternative
kilder for jodid omfatter for eksempel natriumjodid, litiumjodid, cesiumjodid,
kobberjodid eller tetrabutyl-ammoniumjodid. Funksjonen av jod er antagelig for &
danne det tilsvarende jodmetyl-reagens Illa in situ fra klormetyl-reagenset III. Jod-
eller brom-reagensene svarende til III kunne sannsynlig anvendes direkte i reaksjonen
istedenfor kloridet III. Alkylerings-reaksjonen i trinn A blir vanligvis utfert i et inert,

organisk lesningsmiddel si som tetrahydrofuran ved en temperatur fra ca. 0°C til

50°C, mer foretrukket mellom 20° og 40°C. Andre vannfrie organiske
lgsningsmidler s som metyl-tetrahydrofuran, metyl-t-butyleter, dioksan,
etylenglykol-dimetyleter, dimetylacetamid eller N,N-dimetylformamid kan ogsé vare
nyttige. Ester-mellomprodukt II blir deretter underkastet et konvensjonelt
avbeskyttelsestrinn for a fjerne beskyttelsesgruppene Pr. Reagensene anvendt i slike
trinn vil avhenge av beskyttelsesgruppen anvendt, men vil vere velkjent for fagfolk
pa omradet. Den mest foretrukne beskyttelsesgruppe er t-butylgruppen som kan
fjernes med trifluoreddiksyre, saltsyre eller maursyre i et passende inert organisk
losningsmiddel. Det inerte losningsmiddel kan vaere diklormetan eller muligens, for
eksempel dikloretan, toluen eller trifluormetyl-benzen. I metylenklorid kan

trifluoreddiksyre-avbeskyttelse utfores ved anvendelse av fra 1 til 15 ekvivalenter av
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syre (eller syren kan males forskjellig som for eksempel en 5% losning i
losningsmiddel etter volum) og temperaturer pd mellom 0° og 40°. Generelt, jo sterre
overskudd av TFA anvendt, desto lavere er temperaturen anvendt. Noyaktige
betingelser varierer med substratet. Trinn 3 beskriver isolering av den frie syren eller
salter som kan dannes via mange standard metoder som er velkjent pa omradet.
Generelt, etter TFA-avbeskyttelse, blir en vandig opparbeiding anvendt hvor
overskudd av syre blir noytralisert med en base og de organiske urenheter fjernet via
ekstraksjon med et organisk lesningsmiddel sa som etylacetat eller diklormetan. For
eksempel kan overskudd av vandig NaOH anvendes for & gjere reaksjonsblandingen
basisk. Dette er velkjent for en fagmann pd omradet. Surgjering pany av den
vandige fasen til pH 2,5 med vandig 1N HCl og deretter ekstraksjon med et organisk
losningsmiddel vil gi, etter fjerning av lesningsmiddel i vakuum, den frie syren. Den
frie syren kan omdannes til uorganiske salter ved tilsetning av passende baser i
lgsningsmidler s som vann, metanol, etanol, etc. For eksempel tilveiebringer
tilsetning av natriumkarbonat til en vandig lesning av fosfat-prodrug og justering av
pH til omtrent 7,6, en losning som ved fjerning av vann via lyofilisering gir
dinatriumsaltet av prodrug-forbindelsen. Kaliumkarbonat kan anvendes tilsvarende.
Vandige losninger av natriumbikarbonat eller kaliumbikarbonat kan anvendes
tilsvarende. Mono-kalium- eller mono-natriumsalter kan dannes ved forsiktig
titrering av fosfat-syrelosninger med kalium- eller natrium-2-etyl-heksanoat.
Aminsalter kan dannes ved opplesning av den frie syren i organiske lgsningsmidler s
som etylacetat eller acetonitril eller lavmolekylere alkoholer eller blandinger av disse
losningsmidler, eventuelt inneholdende vann. Noen aminer potensielt anvendelige
for saltdannelse omfatter: lavere alkylaminer (metylamin, etylamin, cykloheksylamin
og lignende) eller substituerte lavere alkylaminer (f.eks. hydroksyl-substituerte
alkylaminer s som dietanolamin, trietanolamin eller tris(hydroksymetyl)-
aminometan), lysin, arginin, histidin, N-metylglukamin eller baser sa som piperidin
eller morfolin. Langsom tilsetning av et amin til en omrert losning ved lav
temperatur kan gi enten mono- eller bis-aminsaltet avhengig av stokiometrien.
Aminsalter kan ogsé oppnas ved omrering av lgsningen og fjerning av lesningsmidlet
1 vakuum istedenfor krystallisering eller utfelling. Omkrystalliseringsprosedyrer vil

variere med forbindelse og salt men er tilgjengelig for fagfolk péd omrédet. Skjema B
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viser en foretrukket sekvens og sett av reagenser og betingelser for & utfore den
generelle sekvens vist 1 Skjema A.

En alternativ og i mange tilfeller den foretrukne metode for & utfore sekvensen i trinn
C som omfatter avbeskyttelse av diesteren for & gi mellomprodukt-syre in situ fulgt
av saltdannelse i reaksjonsmediet kan anvendes. For eksempel kan oppvarmning av
diester I 1 en blanding av vann og et vannblandbart medlesningsmiddel sa som for
eksempel aceton, metanol, etanol eller isopropanol, produsere den frie syren av [ i
reaksjonsmediet (in situ). Et foretrukket losningsmiddel er aceton og isopropanol.
Temperaturer mellom omgivelse og kokepunktet av lasningsmidlene kan anvendes.
Typisk er 40° til 60° C i det foretrukne omrade. Tilsetning av en base eller mer
foretrukket et amin som beskrevet ovenfor til reaksjonsblandingen inneholdende den
frie syren i vannet og medlesningsmidlet kan produsere saltet direkte. Hvis de
passende betingelser blir valgt kan saltet krystallisere eller presipitere direkte fra
reaksjonsmediet og isoleres ved filtrering og terking. Spesifikke eksempler er
inneholdt 1 den eksperimentelle seksjon.

Den foretrukne metode for fremstilling av mellomprodukter Ila, IIb og Ilc og
syrene lac, Ibc og Ic gir flere betydelige fordeler fremfor metodene anvendt initielt for
fremstilling av Ila, IIb og Ilc under forskningsforsek. De innledende
oppdagelsesruter for fremstilling av alle tre mellomprodukter II anvendte fremstilling
av di-tertbutylklormetylfosfat som krevet anvendelse av relativt dyrt
tetrabutylammonium-di-tert-butylfosfat som ble omsatt med et 10 ganger overskudd
av dyrt og potensielt risikabelt klorjodmetan. Overskudd av flyktige stoffer og
jodmetan ble fjernet i vakuum for & gi det ra reagens som ble anvendt uten ytterligere
rensning. Minst et 5 ganger overskudd av dette reagens ble anvendt for a reagere med
forbindelser IV, hvilket betyr at minst 5 ekvivalenter av tetrabutylammonium-fosfat
og 50 ekvivalenter av klorjodmetan ble anvendt sammenlignet med mengder av enten
IVa, b eller c. Itillegg ble alkylering av forbindelser IV med dette reagens oppnadd
ved anvendelse av NaH som base og jod som et additiv for & fremme alkylering.
Disse betingelser produserte en reaksjonsblanding inneholdende den enskede
forbindelse II som et hovedprodukt og biprodukter som ble fjernet ved anvendelse av
silikagel-kromatografi, en omstendelig, tidkrevende og dyr operasjon spesielt for
reaksjoner i okende skala . Svikt i a fjerne biprodukter, resulterte i produkter I fra

neste trinn, ved fjerning av beskyttelsesgruppene, som inneholdt urenheter som var
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meget vanskelige 4 fjerne pd en tilfredsstillende mate i enten et rimelig utbytte eller
tidsramme.

Den forbedrede fremstilling av di-tertbutylklormetylfosfat anvender mindre
dyrt ditertbutyl-kaliumfosfat og bare omtrentlig 2 ganger overskudd av dette reagens
sammenlignet med den andre reaktant klormetylsulfonylklorid. Di-terbutylklor-
metylfosfatet fremstilt ved denne metoden blir isolert i ren form ved hensiktsmessig
destillering.

For omdannelsen av [Va til Ila ble bare 1,2 ekvivalenter av dette reagens
anvendt for 4 alkylere forbindelser IV. I tillegg ble en mindre reaktiv og ekonomisk
base, kaliumkarbonat, anvendt sammen med DMSO for & oppné en alkylering hvor
forbindelsene II produsert er tilstrekkelig fri for biprodukter til at de kan anvendes
uten kromatografisk rensning som inntak for avbeskyttelsesreaksjonen. Den frie
syren lac eller salter sd som lab kan for eksempel oppnds i ren form fra Ila fremstilt
pa denne méten uten kromatografi.

For syntesen av forbindelser IIb og Ilc som er langsommere til & reagere enn
IVa, ble 2 til 2,5 ekvivalenter av di-terbutylklormetylfosfat anvendt og modifiserte
betingelser (cesiumkarbonat som base med KI i lesningsmidlet, NMP) ble anvendt
for & alkylere enten IVb og IVc og realisere hoy omdannelse til henholdsvis IIb og Ilc.

Igjen ga de nye betingelser forbindelser II med tilstrekkelig renhet til 4 tillate
at de kan anvendes for & produsere forbindelser I uten behov for kromatografisk
rensning. Saledes reduserer de nye betingelser mengdene og stekiometri av reagenser
nedvendig for & fremstille forbindelsen I ifelge foreliggende oppfinnelse og unngér
behovet for kromatografisk rensning av mellomprodukter II. Utgangsmaterialene
anvendt for & fremstille di-tertbutylklormetylfosfat er mer ekonomiske og mindre
risikable og sluttproduktet blir produsert med hoyere renhet. Endelig eliminerer
betingelsene utviklet for alkylering av IVa, IVb og IVc behovet for den reaktive,
brennbare natriumhydrid-base som var anvendt i overskudd og anvender enten
kalium- eller cesiumkarbonat.

I alkyleringstrinnet kan en egnet base anvendes s& som M>CO3 (M er litium,
natrium, kalium, rubidium eller cesium). For omdannelse av IVa til Ila, er KoCOs
foretrukket (1-5 molekvivalenter, fortrinnsvis 2 molekvivalenter pr. mol av IVa). For

omdannelse av IVb til IIb eller I'Vc til Ilc, er cesiumkarbonat foretrukket.
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Ogsa et egnet losningsmiddel er nedvendig, s& som dimetylsulfoksyd, N-
dimetylformamid, aceton, acetonitril, N-metylpyrrolidinon, formamid,
tetrahydrofuran, etc. (2-50 ml/gram av IV, med 5 ml/gram foretrukket);
dimetylsulfoksyd er foretrukket for omdannelse av [Va til Ila; N-metylpyrrolidinon er
foretrukket for omdannelse av IVb til IIb eller [Vc til Ilc.

En egnet losningsmiddel jodkilde omfatter, men er ikke begrenset til, MI (M
er for eksempel litium, natrium, kalium, jod, tetrabutylammonium, etc.); med
kaliumjodid foretrukket (0,1-5 molekvivalenter/mol av forbindelse IV; 2 ekvivalenter
foretrukket).

Alkyleringsmidlet, di-tert-butylklormetylfosfat, kan anvendes 1 1-10
molekvivalenter pr. mol av IV; men ca. 1,2 molekvivalenter er foretrukket.

Reaksjonstemperaturen kan veere 10-60°C (30°C foretrukket).

I avbeskyttelsestrinnet, nar de to tert-butylgrupper fjernes fra Ila for & danne
Iac, blir dette utfort i nerver av et egnet losningsmiddel s& som diklormetan
(foretrukket), dikloretan, kloroform, karbontetraklorid, toluen, benzen, etc. (2-50
ml/gram av 1V, fortrinnsvis 10 ml/gram)

For avbeskyttelse av IIb og Ilc for & oppna henholdsvis Ibc og Ic, blir dette
utfort 1 aceton/vann ved en temperatur pé ca. 40°C.

I tillegg, under avbeskyttelse av Ila, er det foretrukket & ha en syre til stede sd
som trifluoreddiksyre (foretrukket), saltsyre, svovelsyre, salpetersyre, etc. (2-100

molekvivalenter basert pa IVa, med 15 molekvivalenter foretrukket).

KJEMI

Generelt:

Ytterligere fremstillinger av utgangsmaterialer og forlepere er omfattet i
Wang et. al. U.S. Patent 6,476,034 bevilget 5. november 2002.

Alle veeskekromatografi- (LC) data ble registrert pa en Shimadzu LC-10AS
vaeskekromatograf ved anvendelse av en SPD-10AV UV-Vis detektor med
massespektrometri- (MS) data bestemt ved anvendelse av en Micromass Platform for

LC i elektrospray modus.
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LC/MS-METODE (DVS. FORBINDELSE-IDENTIFIKASJON)

Kolonne A:

Kolonne B:

Kolonne C:

Kolonne D:

Kolonne E:

Kolonne F:

Kolonne G:

Kolonne H:

Kolonne I:

Kolonne J:

Kolonne K:

Kolonne L:

Kolonne M:

YMC ODS-A S7 3,0x50 mm kolonne

PHX-LUNA C18 4,6x30 mm kolonne

XTERRA ms C18 4,6x30 mm kolonne

YMC ODS-A C18 4,6x30 mm kolonne

YMC ODS-A C18 4,6x33 mm kolonne

YMC C18 S5 4,6x50 mm kolonne

XTERRA C18 S7 3,0x50 mm kolonne

YMC C18 S5 4,6x33 mm kolonne

YMC ODS-A C18 S7 3,0x50 mm kolonne

XTERRA C-18 S5 4,6x50mm kolonne

YMC ODS-A C18 4,6x33mm kolonne

Xterra MS C18 5uM 4,6x30mm kolonne

YMC ODS-A C18 S3 4,6x33mm kolonne

STANDARD LC-KJOREBETINGELSER (ANVENDT HVIS IKKE PA ANNEN

MATE ANGITT):

Gradient:

100% Lesningsmiddel A / 0% Lesningsmiddel B til 0%
Losningsmiddel A / 100% Lesningsmiddel B



15

20

25

30

336742

68

Losningsmiddel A = 10% MeOH - 90% H>O - 0,1% TFA, Lesningsmiddel B = 90%
MeOH - 10% H>O - 0,1% TFA; og R¢1 min.

Gradient-tid: 2 minutter

Holdetid 1 minutt

Stremningshastighet: 5 ml/min

Detektor-belgelengde: 220 nm

Losningsmiddel A: 10% MeOH / 90% H>0 / 0,1% trifluoreddiksyre
Losningsmiddel B: 10% H20 / 90% MeOH / 0,1% trifluoreddiksyre

ALTERNATIVE LC KJOREBETINGELSER B:

Gradient: 100% Lesningsmiddel A / 0% Lesningsmiddel B til 0%
Losningsmiddel A / 100% Lesningsmiddel B

Losningsmiddel A = 10% MeOH - 90% H>O - 0,1% TFA, Lesningsmiddel B = 90%

MeOH - 10% H20 - 0,1% TFA; og R¢i min.

Gradient-tid: 4 minutter

Holdetid 1 minutt

Stremningshastighet: 4 ml/min

Detektorbelgelengde: 220 nm

Losningsmiddel A:  10% MeOH / 90% H>O / 0,1% trifluoreddiksyre

Losningsmiddel B:  10% H20 / 90% MeOH / 0,1% trifluoreddiksyre

Forbindelser renset ved preparativ HPLC ble fortynnet i MeOH (1,2 ml) og
renset ved anvendelse av de folgende metoder pa et Shimadzu LC-10A automatisert
preparativ HPLC-system eller pa et Shimadzu LC-8A automatisert preparativ HPLC-
system med detektor (SPD-10AV UV-VIS) belgelengde og lesningsmiddelsystemer

(A og B) samme som ovenfor.

PREPARATIV HPLC-METODE (DVS. FORBINDELSE-RENSNING)

Rensningsmetode: Innledende gradient (40% B, 60% A) stigning til endelig

gradient (100% B, 0% A) over 20 minutter, hold i 3 minutter (100% B, 0% A)
Losningsmiddel A: 10% MeOH / 90% H>O / 0,1% trifluoreddiksyre
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Losningsmiddel B: 10% H20 / 90% MeOH / 0,1% trifluoreddiksyre
Kolonne: YMC C18 S5 20x100 mm kolonne

Detektor-belgelengde: 220 nm

For de eksperimentelle prosedyrer nedenfor ble de folgende HPLC-betingelser
eller modifikasjoner av standardprosedyrene anvendt:
HPLC betingelser for rutine LC renhet:
Deteksjon ved 254 nm; Gradient 0-100% B/A; A 10% CH3CN-90% H>0-0,1%
TFA, B 90% CH3CN-10% H20-0,1% TFA; Gradient-tid 4 min; Kolonne YMC
ODS-AQ eller ORD-A 4,6x50mm 3 mikron.
HPLC-betingelser for LC/MS-analyse:
Kolonne J: XTERRA C-18 S5 4,6x50mm kolonne, Gradient: 100% lgsningsmiddel
A/0% leosningsmiddel B til 0% lesningsmiddel A / 100% lesningsmiddel B
Losningsmiddel A = 10% MeOH - 90% H>O - 0,1% TFA, Lesningsmiddel B = 90%
MeOH -10% H2O - 0,1% TFA; og Rt i min; Gradient-tid: 3 minutter;
Stremningshastighet: 4 ml/min; Detektor-belgelengde: 220 nm

Utgangsmaterialer kan anskaffes fra kommersielle kilder eller fremstilles ved

anvendelse av litteratur-prosedyrer.

FREMSTILLING AV PARENTALE FORBINDELSER 1V:
Fremstilling av parentale Forbindelser IV er beskrevet tidligere 1 de folgende,

referanser:

U.S. Patent 6,469,006 bevilget 22. oktober 2002 til W. S. Blair et al;

U.S. Patent 6,476,034 bevilget 5. november 2002 til Wang et al;

U.S. Patent 6,573,262 bevilget 3. juni 2003 til Meanwell et al;

U.S. nummer 10/630,278 innlevert 30. juli 2003 til J. Kadow et al; som er en CIP av
U.S. nummer 10/214,982 innlevert 7. august 2002, som er en CIP av U.S. nummer
10/038,306 innlevert 2. januar 2002, som svarer til PCT WO 02/062423, innlevert 2.
januar 2002, publisert 15. august 2002;

U.S. nummer 10/871,931 innlevert 18. juni 2004 til Yeung et al;

U.S. nummer 10/762,108 innlevert 21. january 2004 til Wang et al, svarende til PCT
WO 2004/043337 publisert 27. mai 2004.

336742
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Utvalgte detaljerte prosedyrer er gitt nedenfor:

TYPISK PROSEDYRE FOR FREMSTILLING AV MELLOMPRODUKTER FOR
FREMSTILLING AV DE PARENTALE FORBINDELSER 1V

1) Fremstilling av azaindol 1
X
J C?Q\MgBr | NN
= NO, D N _~~N
cl THF H
fo) fo) (o]

Fremstilling av azaindol, Metode A: Fremstilling av 7-klor-6-
azaindol 1e: 2-klor-3-nitropyridin 22e (5,0 g) ble opplest i terr THF (200 ml). Etter
at lesningen var avkjelt til -78°C ble et overskudd av vinyl-magnesiumbromid (1,0 M
i THF, 100 ml) tilsatt. Deretter fikk reaksjonsblandingen std ved -20°C i atte timer
for den ble behandlet med 20% NH4Cl1 (150 ml). Den vandige fasen ble ekstrahert
med EtOAc (3 x 150 ml). De samlede organiske lag ble tarket over MgSOs. Etter
filtrering og konsentrasjon ble rdproduktet renset ved silikagel-kolonnekromatografi,

hvilket ga 1,5 g 7-klor-6-azaindol 1e i 31% utbytte.

Forbindelser San, IVa og Sap er beskrevet nedenfor.

Br Br
MgBr
N 7N N
N N
7 TNO, THF - N
Cl Cl
1am

Forbindelse 1am, 4-brom-7-klor-6-azaindol (gult fast stoff) ble fremstilt ved
samme metode som anvendt for azaindol 1e, men utgangsmaterialet anvendt var 5-

brom-2-klor-3-nitropyridin. (tilgjengelig fra Aldrich, Co.). MS m/z: (M+H)" beregnet
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for C7H5BrCIN»: 230,93; funnet 231,15. HPLC-retensjonstid: 1,62 minutter (kolonne

B).
Br OMe OMe
| NN NaOMe | N . | NN
N # N Cul (kat.) N~ N N~ N
(o] Cl OMe
1am 1an 130

Forbindelse 1an (4-metoksy-7-klor-6-azaindol) og forbindelse 1ao (4,7-dimetoksy-6-
azaindol): En blanding av 4-brom-7-klor-6-azaindol (1 g), Cul (0,65 g) og NaOMe (4
ml, 25%) i MeOH (16 ml) ble oppvarmet ved 110 - 120°C i 16 timer i et lukket ror.
Etter avkjoeling til omgivelsestemperatur ble reaksjonsblandingen neytralisert med 1N
10 HCI for & oppné pH 7. Den vandige lesningen ble ekstrahert med EtOAc (3 x 30 ml).
Deretter ble de samlede organiske lag torket over MgSO4 og konsentrert i vakuum,
hvilket ga en rest, som ble renset ved silikagel- (50 g) kromatografi ved anvendelse
av 1:7 EtOAc : heksan som elueringsmiddel. (Kolonne-dimensjon: 20mm x 30 cm),
hvilket ga 0,3 g 4-metoksy-7-klor-6-azaindol (hvitt fast stoff) og 0,1 g 4,7-dimetoksy-
15 6-azaindol (hvitt fast stoff).
Forbindelse 1an (4-metoksy-7-klor-6-azaindol). MS m/z: (M+H)" beregnet
for CsHsCIN>O: 183,03; funnet 183,09. HPLC retensjonstid: 1,02 minutter (kolonne
B).
Forbindelse 1ao (4,7-dimetoksy-6-azaindol). "H NMR (500 MHz, CDCl3) &
20 7,28 (m, 2H), 6,63 (m, 1H), 4,14 (s, 3H), 3,95 (s, 3H). MS m/z: (M+H)" beregnet for
CoH11N202: 179,08; funnet 179,05. HPLC retensjonstid: 1,36 minutter (kolonne B).

N AICI,
PN
N CICOCOOMe
1b CH,Cl,

25 Acylering av azaindol, metode B: Fremstilling av metyl-(5-azaindol-3-yl)-
oksoacetat 2b: 5-azaindol (1b) (0,5 g, 4,2 mmol) ble satt til en suspensjon av AICl3
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(2,8 g, 21,0 mmol) i CH2Cl> (100 ml). Omrering ble fortsatt ved romtemperatur i 1
time for metylkloroksoacetat (2,5 g, 21,0 mmol) ble tilsatt drapevis.
Reaksjonsblandingen ble omrert i 8 timer. Etter at 20 ml MeOH var tilsatt forsiktig
for a stanse reaksjonen, ble lgsningsmidler fjernet under vakuum. Det faste residuet
ble renset ved silikagel-kolonnekromatografi (EtOAc/MeOH = 10 : 1), hvilket ga 0,6
g (70%) av det acylerte produkt 2b.

Karakterisering av forbindelser 2:

OMe

2,
]
Iz

o

2b

Forbindelse 2b (Metyl-(5-azaindol-3-yl)-oksoacetat): 'H NMR (500 MHz,
CD;0D) 6 9,61 (s, 1H), 9,02 (s, 1H), 8,59 (d, 1H, J = 6,63 Hz), 8,15 (d, 1H, J = 6,60
Hz), 4,00 (s, 3H); *C NMR (125 MHz, CD30D) 4 178.9, 163,0, 145,6, 144,2, 138,3,
135,0, 124,7, 116,3, 112,1, 53,8. MS m/z: (M+H)" beregnet for Ci1oHoN20O3: 205,06;
funnet 205,04. HPLC retensjonstid: 0,32 minutter (kolonne A).

OMe
| XX N CICOCOOEt
N _~
N AICI,
OMe
1ao 2a0

Forbindelse 2ao (etyl-(4,7-dimetoksy-6-azaindol-3-yl)-oksoacetat) ble
fremstilt ved samme metode som anvendt for forbindelse 2b, men utgangsmaterialet
anvendt var 4,7-dimetoksy-6-azaindol. Forbindelsen ble renset ved silikagel-
kromatografi ved anvendelse av 2 : 3 EtOAc : heksan som elueringsmiddel, hvilket
ga en gul olje: "H NMR (500 MHz, CDCl3) 8 9,50 (s, 1H), 8,21 (s, 1H), 7,47 (s, 1H),
4,39 (q, 2H, d = 7,05 Hz), 4,13 (s, 3H), 3,93 (s, 3H), 1,40 (t, 3H, d = 7,2 Hz). MS
m/z: (M+H)" beregnet for C13H5N20s: 279,10; funnet 279,16. HPLC retensjonstid:
1,28 minutter (kolonne B).
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K,CO,4
MeOH
2) Fremstilling av kalium-azaindol-3-glyoksylat 3
OMe
o o OK
R ° K2CO3 o]
| A\ —_ S\
~ MeOH |
N N —
H N H
2a 3a

Fremstilling av kalium-(7-azaindol-3-yl)-oksoacetat 3a: Forbindelse 2a (43
g, 0,21 mol) og KoCOs (56,9 g, 0,41 mol) ble opplest i MeOH (200 ml) og H>O (200
ml). Etter 8 timer ble produkt 3a utfelt fra losningen. Filtrering ga 43 g av
forbindelse 3a som et hvitt, fast stoff i 90,4% utbytte.

Karakterisering av forbindelser 3:

Forbindelse 3a, Kalium-(7-azaindol-3-yl)-oksoacetat: 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg) 6 8,42 (d, 1H, J=7,86 Hz), 8,26 (d, 1H, J=4,71 Hz), 8,14 (s, 1H), 7,18
(dd, 1H, J = 7,86, 4,71Hz); *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 169,4, 148.9, 143,6,
135,1,129.,3, 118,2, 117,5, 112,9. MS m/z: (M+H)"* av den tilsvarende syre av
forbindelse 3a (3a-K+H) beregnet for CoH7N>0Os: 191,05; funnet 190,97. HPLC
retensjonstid: 0,48 minutter (kolonne A).

Forbindelse 3ao (kalium-(4,7-dimetoksy-6-azaindol-3-yl)-oksoacetat) ble
fremstilt (som et gult, fast stoff), ved samme metode som anvendt for & fremstille
forbindelse 3a, bortsett fra at etyl-(4,7-dimetoksy-6-azaindol-3-yl)-oksoacetat ble
anvendt som utgangsmateriale. MS m/z: (M+H)" av den tilsvarende syre av
forbindelse 3a0 (M-K+H)" beregnet for C11H11N2Os: 251,07; funnet 251,09. HPLC

retensjonstid: 0,69 minutter (kolonne B).
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Eksempelprosedyre for fremstilling av 5a

o
o N
S N DEPBT (
‘ _ + HN B — o N
NN Hunig's Base
3a 4a 0
DA
I\ 5a
H

Fremstilling av (R)-N-(benzoyl)-3-metyl-N'-[(7-azaindol-3-yl)-oksoacetyl]-
piperazin 5a: Kalium-7-azaindol-3-glyoksylat 3a (25,4 g, 0,111 mol), (R)-3-metyl-N-
benzoylpiperazin 4a (22,7 g, 0,111 mol), 3-(dietoksyfosforyloksy)-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-on (DEPBT) (33,3 g, 0,111 mol) og Hunig’s Base (28,6 g, 0,222 mol) ble
samlet i 500 ml DMF. Blandingen ble omrert ved romtemperatur i 8 timer.

DMF ble fjernet ved inndampning ved redusert trykk og residuet ble fordelt
mellom etylacetat (2000 ml) og 5% Na>COs3 vandig lesning (2 x 400 ml). Det
vandige laget ble ekstrahert med etylacetat (3 x 300 ml). De organiske faser ble
kombinert og terket over vannfri MgSO4. Konsentrasjon i vakuum ga et raprodukt
som ble renset ved silikagel-kolonnekromatografi med EtOAc/MeOH (50:1), hvilket
ga 33 g av produkt 5a i 81% utbytte.

Karakterisering av forbindelser 5 med den felgende sub-struktur:

Forbindelse 5a, n =2, R7.13 = H, R14 = (R)-Me, (R)-N-(benzoyl)-3-metyl-N'-
[(7-azaindol-3-yl)-oksoacetyl]-piperazin: 'H NMR (300 MHz, CDs0OD) & (18,57 (d,
1H, J =5,97 Hz), 8,38 (d, 1H, J = 4,20 Hz), 8,27 (m, 1H), 7,47 (s, 5H), 7,35 (t, 1H, J
= 5,13 Hz), 4,75-2,87 (m, 7H), 1,31 (b, 3H); 13C NMR (75 MHz, CD30D) & 185,6,
172,0, 166,3, 148,9, 144.,6, 137,0, 134,8, 130,2, 129,9, 128,4, 126,6, 118,6, 118,0,
112,2, 61,3, 50,3, 45,1, 35,5, 14,9, 13,7. MS m/z: (M+H)" beregnet for C21H21N4O3:

336742



336742

75

377,16; funnet 377,18. HPLC retensjonstid: 1,21 minutter (kolonne A). Anal.
Beregnet for C21H20N403: C, 67,01; H, 5,36; N, 14,88. Funnet: C, 66,01; H, 5,35; N,
14,61.

o ©
OMe
DEBPT
LS SR,
iPr,NEt N / >]/®
DMF
5 IVa

Forbindelse IVa, N-(benzoyl)-N’-[(4,7-dimetoksy-6-azaindol-3-yl)-
oksoacetyl]piperazin, ble fremstilt ved samme metode som anvendt for & fremstille
forbindelse Sa, men utgangsmaterialet var kalium-(4,7-dimetoksy-6-azaindol-3-yl)-

10  oksoacetat. Forbindelsen ble renset ved silikagel-kromatografi ved anvendelse av
EtOAc som eluerings-lgsningsmiddel, hvilket ga et hvitt, fast stoff. "TH NMR (500
MHz, DMSO-ds) 6 13,0 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 7,40 (m, 6H), 4,00 (s, 3H), 3,83 (s,
3H), 3,63-3,34 (m, 8H); '*C NMR (125 MHz, DMSO-ds) (15 185,5, 169,3, 1665,
146,2, 145,7, 136,6, 135,3, 129,6, 128,4, 126,9, 122,2, 122,1, 119,2, 114,4, 56,8,

15 52,9,45.5,39,9. MS m/z: (M+H)" beregnet for C20H23N40s: 423,17; funnet 423,19.
HPLC retensjonstid: 1,33 minutter (kolonne B). Anal. Beregnet. For C22H21N4Os: C,
62,7; H, 5,02; N, 13,29. Funnet: C, 61,92; H, 5,41; 13,01. Smeltepunkt: 229,5 -
2320C.

20 PROSEDYRER FOR FREMSTILLING AV PARENTAL FORBINDELSE IVC

Fremstilling av 3-metyl-1,2,4-triazol (2-81)

H
(0] S o N
150°C ~
JJ\ _NH, + _ > « N
HOoN 2 H3C)J\NH2 N—K
CH4N,0O CoH5NS 2-81
Mol. vt.: 60.06 Mol. vt.: 75.13 C3H5N3
Mol. vt.: 83.09

25
Prosedyre: En fast blanding av maursyrehydrazid (68 g, 1,13 mol) og tioacetamid

(85 g, 1,13 mol) i en 500 ml rundbunnet kolbe ble oppvarmet med omrering ved
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150°C (oljebad temp.) i 1,5 timer med en svak strom av nitrogen, med fjerning av
H>S og vann (ca. 18 ml vaeske oppsamlet) dannet under reaksjonen.
Reaksjonsblandingen ble destillert under redusert trykk, med oppsamling av 60,3 g
(0,726 mol, Y. 63,3%) av tittelforbindelsen ved 102°C / 0,35 1 mmHg som et hvitt,
fast stoff etter fjerning av et vaeske-forlep. : '"H NMR (CDCl3) & ppm 2,51 (3H, s, 3-
Me), 8,03 (1H, s, 5-H), 9,5 (1H, br, NH); TLC Rf (10% MeOH/CH,Cl,) = 0,3
(fosfomolybdat-brenning, hvit flekk).

Referanse: Vanek, T.; Velkova, V.; Gut, Jiri Coll. Czech. Chem. Comm. 1985, 49,
2492.

Fremstilling av 3-81

H 0 AN RN
‘ p N\N > N‘ﬂ l\kﬂ
o - -
N N K,COs LoH I
% e o N N
2e 2-81 / Y,
N{ 3-81 N 481
CgH/CIN,O C3HsN3
Mol. vt.: 182.61 Mol. vt.: 83.09 C14H44N50 C11H41N50O
Mol. vt.: 229.24 Mol. vt.: 229.24

Prosedyre: En 500 ml rundbunnet kolbe ble fylt med 4-metoksy-7-klor-6-azaindol 2e
(9,1 g, 50 mmol; terket i vakuum), kaliumkarbonat (13,8 g, 100 mmol, 2 ekv.),
kobberpulver (6,35 g, 100 mmol, 2 ekv.) og 3-metyl-1,2,4-triazol (83 g, 1,0 mol, 20
ekv.). Den faste blandingen ble oppvarmet til smelting ved 170-175°C (ytre oljebad-
temperatur) under en svak strom av vannfri nitrogen 1 12 timer, pa hvilket tidspunkt
HPLC-analyse viste at mengden av toppen for utgangsmaterialet var 5-30% og den
enskede produkt-topp var ca. 45% med isomer biprodukt-topp 15%. Ettersom
reaksjonsblandingen ble avkjelt, ble MeOH (150 ml) langsomt satt til den varme,
omrorte blanding. Etter avkjeling ble det uoppleselige materialet (kobber-pulver)
filtrert gjennom et Celite-sjikt og skyllet med metanol. Filtratet ble konsentrert i
vakuum til en tykk pasta som ble fortynnet med vann (1 L) og ekstrahert med EtOAc
(3x150 ml). EtOAc-ekstraktene ble torket (MgSOs), filtrert og konsentrert for &
oppnd ca. 8 g ritt residuum som ble krystallisert ved opplesning i varm CH3CN (50

ml), fulgt av fortynning med vann (100 ml) og avkjeling ved 0°C for a oppsamle 1,45
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g (12,7%) av tittelforbindelsen som hvitt fast stoff. Filtratet ble renset ved C-18
revers fase silikagel (YMC ODS-A 75 um) eluert med 15-30% CH3CN/H>O.
Passende fraksjoner ble samlet og den vandige losningen etter fjerning av CH3;CN
ved rotasjonsinndamper ble lyofilisert, hvilket ga ytterligere 1,15 g av
tittelforbindelsen 3-81. Det rd vandige lag ble videre ekstrahert med EtOAc mange
ganger. Etylacetat-ekstraktene ble tarket (MgSO4), filtrert, konsentrert og
krystallisert fra MeOH, hvilket ga ytterligere 200 mg av tittelforbindelsen 3-81. Det
totale utbytte: 2,8 g (12,2 mmol, Y. 24,5%); MS m/z 230 (MH), HRMS (ESI) m/z
beregnet for C11Hi2NsO (M+H), 230,1042, funnet 230,1038 (A -1,7 ppm); 'H NMR
(CDCl3) & ppm 2,54 (3H, s, CH3), 4,05 (3H, s, OCH3), 6,73 (1H, s, H-3), 7,40 (1H, s,
H-2), 7,56 (1H, s, H-5), 9,15 (1H, s, triazol-H-5); 3C NMR (CDCls, 125,7 MHz) 6
ppm 14,2 (triazol-Me), 56,3 (OMe), 100,5 (C-3), 116,9 (C-5), 123,5, 127,2, 127,5 (C-
2), 129,5 (C-7), 141,2 (C-5), 149,5 (C-4), 161,8 (C-3’); Anal. Beregnet for
C11H11NsO: C 57,63, H 4,83, N 30,55, funnet C 57,37, H 4,64, N 30,68.

Strukturen ble bekreftet ved en enkel rentgenkrystallografisk analyse ved
anvendelse av krystaller oppnddd fra C-18 kolonne-fraksjoner. En porsjon av C-18
kolonne-fraksjoner inneholdende en blanding av den enskede 3-metyl-1,2,4-triazolyl-
analog 3-81 og isomer 5-metyl-1,2,4-triazolyl-analog 4-81 ble ytterligere renset ved
C-18 revers fase kolonne under eluering med 8-10% CH3CN/H20. Passende
fraksjoner ble ekstrahert med CH>Cl, og langsom avdampning av lgsningsmidlet ga
krystallinsk materiale av den isomere 7-(5-metyl-1,2,4-triazolyl)-4-metoksy-6-
azaindol (4-81): MS m/z 230 (MH), '"H NMR (CDCls) & ppm 3,05 (3H, s, CH3), 4,07
(3H, s, OCHa3), 6,74 (1H, q, J=2,4, H-2), 7,37 (1H, t, J=2,4, H-3), 7,65 (1H, s, H-5),
8,07 (1H, s, triazol-H-3). Strukturen ble bekreftet ved en enkel
rontgenkrystallografisk analyse.

Fremstilling av 5-81

~o ~o o) ~o o)
N 0 AlCIy N Ochy | N ‘ or
N__~ + o, —————— N__ o} + [N~ o}
N CI)S( ™ 1:4 nitrometan / N N
N, H o) diklormetan N, H N, H
W 3-81 € W
N N 581 N 681
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Prosedyre: AICl; (40 g, 0,3 mol, 15 ekv.) ble opplest i en lgsning av CH>Cl» (100
ml) og nitrometan (20 ml) under torr nitrogen. Til denne losningen ble satt
forbindelse 3-81 (4,58 g, 0,02 mol) under omrering og under N, fulgt av
metylkloroksoacetat (9,8 g, 0,08 mol, 4 ekv.). Blandingen ble omrert under N> ved
romtemperatur i 1,5 timer. Blandingen ble tilsatt drapevis til en kald og omrert
losning av 20% vandig ammoniumacetat-lasning (750 ml). Blandingen ble omrort 1
20 min og det resulterende, utfelte stoff ble filtrert, vasket grundig med vann og
torket 1 vakuum for & oppna 4,7 g (0,015 mol, Y. 75%) av tittelforbindelsen 5-81 som
hvitt fast stoff: MS m/z 316 (MH); HRMS (ESI) m/z beregnet for C14H14N504
(M+H), 316,1046; funnet 316,1041 (A -1,6 ppm); '"H NMR (CDCl3, 500 MHz) 8ppm
2,58 (3H, s, CHs), 3,96 (3H, s, OCH3), 4,05 (3H, s, OCH3), 7,76 (1H, s, H-5), 8,34
(1H, d, J=3Hz, H-2), 9,15 (1H, s, triazol-H-5), 11,0 (1H, brs, NH). Mer
tittelforbindelse 5-81 og hydrolysert syre 6-81 kan oppnas fra filtratet ved syre-base

ekstraksjon med EtOAc.
Fremstilling av 6-81
~o o) ~o o)
| N | N 0.25M vandig NaOH | N | OH
N__— N 0] N~ N (@]
N\ H MeOH N\ H
« N ¢ N
N‘Q 5-81 N‘Q 6-81

Prosedyre: Til en suspensjon av metylesteren 5-81 (2,2 g, 7,0 mmol) i MeOH (50
ml) ble satt 0,25M NaOH-lgsning i vann (56 ml, 14 mmol, 2 ekv.) ved romtemperatur
og blandingen ble omrert 1 15 min pd hvilket tidspunkt HPLC viste at hydrolysen var
fullstendig. Blandingen ble raskt konsentrert i vakuum for a fjerne MeOH og til den
gjenvarende lasning ble tilsatt vann (100 ml) og 1N HCI (14 ml) med omrering for &
noeytralisere blandingen. Det resulterende fine presipitat ble filtrert, vasket med vann
og terket 1 vakuum for & oppnd 1,98 g ( 6,58 mmol, U. 94%) av tittelforbindelsen 6-
81 som grahvitt fast stoff: MS m/z 302 (MH); '"H NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm
2,50 (3H, s, overlappet med DMSO-topper), 3,98 (3H, s, CH30), 7,87 (1H, s, H-5),
8,29 (1H, d, J=3,5Hz, H-2), 9,25 (1H, s, triazol-H-5), 12,37 (1H, s, NH).
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Alternativ prosedyre: Til en suspensjon av metylesteren 5-81 (10,7 g, 34 mmol) 1
MeOH (150 ml) ble satt 0,25M NaOH-lgsning i vann (272 ml, 68 mmol, 2 ekv.) ved
romtemperatur og blandingen ble omrert 1 20 min pé hvilket tidspunkt HPLC viste at
hydrolysen var fullstendig. Blandingen ble raskt konsentrert i vakuum for & fjerne
MeOH og den gjenvarende losning ble ekstrahert med EtOAc for & fjerne eventuelle
neytrale urenheter. Til den vandige fasen ble satt IN HCI (68 ml, 68 mmol) for &
neytralisere produktet. Den resulterende blandingen ble frosset og lyofilisert for &
oppnd 14,1 g ( 33,7 mmol, U. 99,2%) av tittelforbindelsen 6-81, inneholdende 2 mol-
ekvivalenter av NaCl som grahvitt fast stoff. Dette materialet ble anvendt i den
pafolgende reaksjon uten ytterligere rensning. Dinatriumsaltet av tittelforbindelsen 6-
81 ble oppnéadd ved C-18 revers fase kolonnekromatografi etter natriumbikarbonat-
behandling: HPLC >97% (AP, uv ved 254 nm); HRMS (Na-salt, ESI ") m/z beregnet
for C13H10NsO4 (M-H), 300,0733; funnet 300,0724 (A -3 ppm); 'H NMR (Na-salt,
DMSO-ds, 500 MHz) & ppm 2,37 (3H, s, Me), 3,83 (3H, s, CH30), 7,56 (1H, s, H-5),
8,03 (1H, s, H-2), 9,32 (1H, s, triazol-H-5); *C NMR (Na salt, DMSO-de, 125,7
MHz) 6 ppm 13,8 (triazol-Me), 57,2 (OMe), 114,8 (C-3), 120,0 (C-5), 125,1, 143,5
(C-57), 149,8 (C-4), 160,0 (C-3), 171,7, 191,3.

Fremstilling av Forbindelse 1Vc

o 0 i
o Hsc\o o ﬁN
N OH )
| | (\NJ\© § N
N~ 0 HN_/ | |
N TS
«N\N EDC / TEA Lo
/ DMF .
N § N
/\ 6-81 N_& IVc

Prosedyre: Til en lgsning av syren 6-81 (3,01 g, 10 mmol) og benzoylpiperazin-
hydroklorid (3,39 g, 15 mmol) i DMF (50 ml) ble satt trietylamin (10,1 g, 100 mmol,
10 ekv.), fulgt av 1-[3-(dimetylamino)propyl]-3-etylkarbodiimid-hydroklorid (EDC;
5,75 g, 30 mmol) under N> og blandingen ble omrort ved romtemperatur i 22 timer

etter ultralydbehandling og ved 40°C 1 2 timer. Blandingen ble konsentrert i vakuum

336742
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for & fjerne DMF og TEA og til den gjenvarende losning ble satt vann (200 ml) under
omroring og ultralydbehandling. Fellingene dannet ble oppsamlet, vasket med vann
og terket i vakuum for & oppné 2,8 g (5,9 mmol, U. 59%) av tittelforbindelsen I'Ve
som grahvitt fast stoff. Filtratet ble ekstrahert med CH>Cl> (x2). CH2Clz-ekstrakter
ble tarket (Na2SOs), filtrert og konsentrert til gummi som ble utgnidd med Et>O for &
oppna et fast stoff. Dette faste stoffet ble suspendert og utgnidd med MeOH for &
oppnd 400 mg av tittelforbindelsen IVe som grahvitt fast stoff. Totalt utbytte: 3,2 g
(6,8 mmol, U. 68%): MS m/z 474 (MH); HRMS (ESI) m/z beregnet for C24H24N704
(M+H) 474,1890, funnet 474,1884 (A -1,2 ppm); 'H NMR (DMSO-d6) & ppm 2,50
(3H, s, overlappet med DMSO-topper), 3,43 (4H, br, CH2N), 3,68 (4H, br, CH2N),
3,99 (3H, s, CH30), 7,46 (5H, br. s, Ar-Hs), 7,88 (1H, s, indol-H-5), 8,25 (1H, s,
indol-H-2), 9,25 (1H, s, triazol-H-5), 12,40 (1H, s, NH); 3*C-NMR (DMSO-d6) &
ppm 13,78, 40,58, 45,11, 56,78, 114,11, 120,95, 122,71, 123,60, 126,98, 128,34,
129,6, 135,43, 138,52, 142,10, 149,15, 161,29, 166,17, 169,22, 185,42; UV (MeOH)
Amaks 233,6 nm (g 3,43x10%), 314,9 nm (¢ 1,73x10%); Anal: Beregnet for
C24H24N704,1/5H20; C 60,42, H 4,94, N 20,55, Funnet; C 60,42, H 5,03, N 20,65;
KF (H20) 0,75%.

Denne reaksjonen kan ogsd utferes ved anvendelse av HATU og DMAP for & gi mer
konsistent utbytte av tittelforbindelsen: Til en suspensjon av syren 6-81 (15,6 mmol)
og HATU [O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetrametyluronium-
heksafluorfosfonat] (8,90 g, 23,4 mmol; 1,5 ekv.) i DMF (60 ml) og CH2Cl> (60 ml)
ble satt en blanding av DMAP (5,72 g, 46,8 mmol, 3 ekv.) og benzoylpiperazin-
hydroklorid (5,30 g, 23,4 mmol; 1,5 ekv.) i DMF (60 ml) ved romtemperatur og
blandingen ble omrert under nitrogen-atmosfare i 4 timer. Blandingen ble
konsentrert i vakuum for a fjerne CH>Cl, og mesteparten av DMF og til den
gjenvarende losning ble satt vann under omrering og ultralydbehandling. Fellingene
dannet ble oppsamlet, vasket med vann og terket i vakuum for & oppné 5,38 g (11,4
mmol, U. 72,8%) av tittelforbindelsen IVe som grihvitt fast stoff: HPLC >95% (AP,
uv ved 254 nm).



10

15

20

336742

81

Forbindelse IVb

Syntetiske eksperimentelle prosedyrer for beste fremstilling av Forbindelse 1Vb

= NH, HBF _ N2+BF4'
| NaNO, -
7 N ~99% 0" N
1-80 | 2-80
FV = 223

5-amino-2-metoksypyridin (50 g, 0,4 mol ) ble satt til en omrert blanding av absolutt
etanol (280 ml) og HBF4 (48% 1 vann, 172 ml) og avkjelt til 0°C. Natriumnitritt (129
g) ble opplest 1 vann (52 ml) og tilsatt porsjonsvis over 1 time). Omreringen ble
fortsatt ved 0°C 1 2 timer. Reaksjonsblandingen ble fortynnet med eter (1L). Det
faste produktet ble oppsamlet ved filtrering og vasket med 500 ml 50:50 EtOH/eter
og deretter mange ganger med eter inntil produktet ble svakt rosa av farge. Det

blekrosa faste stoff 90 g (~100% utbytte) ble holdt i en eksikator over P20Os.

Samme prosedyre ble fulgt for a utfore reaksjonen i storre skala:
(1) (200 g, 1,6 mol); HBF4 (688 ml); NaNO> (116 g); EtOH (1,12 L); H20 (208 ml)

Reaksjonen ble kjort 4 ganger (totalt 800 gram (1-80)). Produktet ble torket over

P20s 1 48 timer (bare 24 timer for forste porsjon).

Totalt 1,293 g (2-80) ble oppnédd, (91% utbytte).

Ref: J. Heterocyclic Chem., 10, 779, 1973 (for reaksjonene ovenfor, omfattende

analytiske data)
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Toluen
_ ‘ N,*BF4,  100°C Ffj
(‘) \N (Sett fast stoff N/ ?
til toluen)
2-80 Meget
ren
3-80

Dekomponering av diazoniumsaltet ble kjort i 3 porsjoner:

206 g, 219 g og 231 g ved anvendelse av henholdsvis 1,3L, 1,4L og 1,6L vannfri
toluen.

Toluenet ble foroppvarmet under nitrogen til 100°C (indre temperatur) i en 2L
3-halset rundbunnet kolbe utstyrt med en mekanisk rerer. Det faste stoffet ble tilsatt
porsjonsvis via en gse giennom en pulvertrakt som var festet til et adapter med svakt
utgdende positiv nitrogenstrom. Under tilsetningen ble temperaturen holdt mellom
99-102°C (satt ved 100°C) og omrert kraftig. Total tilsetningstid var 60 min. for de
mindre to porsjoner og 70 min. for den siste. Etter at tilsetningen var avsluttet, ble
hver omrort reaksjon oppvarmet ved 110°C i 1 time. Oppvarmningskappen ble fjernet
og omroring ble stanset. Reaksjonsblandingene fikk std i 2 timer (omgivelse temp
oppnadd). Sikkerhetsbemerkning: Reaksjonen inneholder BF3 slik at arbeid med
reaksjonsblandingen varm eksponerer damper som forarsaket hudirritasjon hos noen
mennesker. Ingen tilfeller ble registrert ved omgivelsestemperatur (6 forskjellige
mennesker). Den varme toluen fra reaksjonsblandingen ble hellet i en 4L
Erlenmeyer (en merkebrun olje og residuum forble i kolben). Residuet ble vasket

med 50 ml toluen og hellet i de opprinnelige toluen-ekstrakter.

Tilsett 1,5L av 1N NaOH til toluenlaget, ekstraher og vask med ~100 ml mettet
vandig NaCl.

Kombinerer NaCl med NaOH-laget, re-ekstraher med 150 ml toluen, vask med 50 ml
mettet NaCl.

Kombinerer toluenlag.
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Tilsett 1L av 1N NaOH til residuet i reaksjonskolbe og virvle for & opplese s meget

residuum som mulig, tilsett deretter 500 ml Et;O og hell 1 Erlenmeyer.
Tilsett ~500 ml til av 1N NaOH til reaksjonskolben og virvle ~500 ml Et;O.
Kombiner mork Et20 og NaOH vaskevasker 1 Erlenmeyer-kolben.

Et2O/NaOH-blandingen ble hellet gjennom pulvertrakt inneholdende plugg av
glassull for & oppsamle meorkt viskest fast stoff. (Tilsett ~500 ml mer eter for vask) 1

6L sep. trakt.
Ekstraher. Vask eterlaget med ~200 ml H>O og deretter 100 ml mettet NaCl.

Kombiner alle vaskevasker med opprinnelig NaOH vandig lag og re-ekstraher med

500 ml eter. Vask med 100 ml H20 og 100 ml NaCl.

Kombinerer eter-ekstrakter. Toluen og eter ekstrakter ble kontrollert ved LC/MS rent
produkt.

Eteren ble konsentrert pd en rotovap og residuet ble kombinert med toluenekstraktene

for & fremstille en homogen lgsning som blir anvendt for neste trinn som den er.
De andre to kjeringer ble samlet og opparbeidet pd samme mate.
Alle vandige lag ble kontrollert ved LC/MS = intet produkt.

Ref: J. Heterocyclic Chem., 10, 779, 1973 (forreaksjonene ovenfor, omfattende

analytiske data)

F ‘ X HCI(35%) F ‘ N
“~o 140 grader, N/ OH
‘ lukkede kar, 4-80
1 time B
3-80

Totalt 4,6L av toluenlgsning inneholdende 3-80 ble plassert i flere lukkede ror og
behandlet med 900 ml 35% HCI ved 145°C i 2 timer. LC/MS viste intet

utgangsmateriale, bare 4. Toluenlesningen ble dekantert og kastet. Den vandige
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fasen ble vasket med EtOAc og konsentrert for & fjerne flyktig stoff, hvilket ga et
brunt, fast stoff inneholdende det enskede fluor-hydroksypyridin 4-80.

Totalt 244 g av dette faste stoffet ble oppsamlet og anvendt for neste trinn som det

var (det var ikke fullstendig tert).

Merk: Vi har deretter kjort dette ved dekantering av toluenlaget forst for
oppvarmning for & redusere volumer. Samme reaksjon ble utfort ved anvendelse av
HBr (48% 1 H2O) ved 100°C 1 6 timer med lignende resultat til litteratur-prosedyren
49% utbytte.

Ref: J. Heterocyclic Chem., 10, 779, 1973 (for reaksjonene ovenfor, omfattende

analytiske data)

Rykende HNO;

F ‘ N H,SO, F ‘ N NO2
—>
N~ “OH N~ “OH
4-80 Utbytte: 30% 5-80 o
fra diazoniumsalt 1. Presipitat (vanligvis)

2. Ekstrahert med EtOAc,
utgnidd med eter

Det faste stoffet ovenfor inneholdende (4-80) ble delt i 4 porsjoner og
behandlet med H2SO4 og rykende HNO3 som vist nedenfor. Mengdene anvendt var:

porsjon 1 porsjon 2 porsjon 3 porsjon 4
(N 25¢ S4¢g 75 ¢ 9 g
rykende HNO; 20,8 ml 45 ml 62,4 ml 75 ml
H2SO0y4 (for addisjon) 5,6 ml+ 12 ml+ 16,8 ml+ 20 ml+
(for losn.) 56 ml 120 ml 168 ml 200 ml

Forbindelse 4-80 ble opplest 1 svovelsyre (de sterre mengder angitt ovenfor) ved
romtemperatur og deretter oppvarmet til 65°C. En forhdndsdannet lgsning av
rykende salpetersyre og svovelsyre (den mindre mengde angitt ovenfor) ble tilsatt
drapevis. Temperaturen ble holdt mellom 65°C og 80°C (reaksjonen er eksoterm og

selv om bad er ved 65°C, gar temperaturen hayere, vanligvis 75, noen ganger 80°C).
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Etter at tilsetningen var fullstendig ble reaksjonsblandingen oppvarmet ved 65°C i
ytterligere en time. Reaksjonsblandingen ble deretter avkjelt til romtemperatur og
hellet i en kolbe inneholdende is ) (20 g is/g forbindelse, utvikling av gass skjedde).
Et fast stoff ble utfelt og det ble oppsamlet ved filtrering (‘HNM” viste 4-80 og noe
annet (kastet)).

Det vandige laget ble ekstrahert med AcOEt mange ganger (3-5) og konsentrert pa en
rotasjonsinndamper under vakuum, hvilket ga et fast stoff som ble utgnidd med eter,
hvilket ga 5-80 som et klart gult fast stoff. Totalt 117 g av ensket produkt ble
oppsamlet i den forste porsjon (27% utbytte fra diazoniumsalt). En porsjon
krystalliserte ikke: denne oljen ble utgnidd med MeOH og Et;0, hvilket ga 3,6 g av
5-80; en andre utfelling fra moderluten ga ytterligere 6,23 g av det enskede produkt
5-80.

Totalt: 117,0+3,6+6,23 = 126,83. 30,4%). Utbytte i 3 trinn (dekomponering av

diazoniumsalt; avbeskyttelse og nitrering).

Analytiske data fra Notebook: 53877-115: '"H NMR(8, MeOD): 8,56-8,27 (dd, J=7,5,
3,3 Hz, 1H), 8,01 (d, J=3,3 Hz, 1H); LC/MS(M+1)"=158,9; rt=0,15 min.

Merk: En porsjon av den vandige sure lgsning ble tatt og neytralisert med NaxCO3
inntil brusing stanset og deretter ble den ekstrahert med AcOEt = Et forskjellig
produkt ble oppnédd. Intet ensket produkt i disse ekstrakter.

N POBr;
F - NO2 110°C F N0z
| — > |
N~ OH 070 N~ Br
5.80 77-97%
Anvendt uten
rensing
6-80

Totalt 117 g av 5-80 ble delt i 4 porsjoner pd 30 g x 3 0og 27 g x 1 og behandlet med
POBr3; (3 ekv.; 163 gx 3 og 155 g x 1) og en katalytisk mengde av DMF (15 ml) ved

romtemperatur (DMF ble tilsatt forsiktig = gass-utvikling). Etter 5 min. ved
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romtemperatur ble lasningene oppvarmet ved 110°C i 3 timer. LC/MS viste at
utgangsmateriale var forbrukt. Reaksjonsblandingene fikk avkjeles til
romtemperatur. Reaksjonskolbene ble plassert i et isbad; og deretter ble is tilsatt
meget langsomt og forsiktig porsjonsvis til kolben, gass-utvikling skjedde pa grunn
av HBr-dannelse; veasken og det sorte fast stoff som ble dannet ble hellet i et beger
med is. EtOAc ble tilsatt og blandingen ble deretter ekstrahert mange ganger med
EtOAc. Det organiske laget ble vasket med mettet vandig NaHCOs; H20 og
saltvann; terket over NaxSOq og filtrert. Produktet ble torket i pumpen natten over

for & gi 123 g 6-80 som et brunt, fast stoff (77% utbytte).
Merk: Reaksjonen er fullfert i lapet av 1 time.

'H NMR (8, CDCls):8,52 (m, 1H), 7,93 (m, 1H).

F ‘ SN NO,
1
/" MgBr ) N~ Br F
Vinylmagnesiumbromid 6-80 = A
i THF (Alfa, 0.8 til 1.0M) \
N N
H
2) NH4cCI Br
forleper 2i
23-33%
C7H4BrFN2
Eksakt masse: 213.95
Mol. vt.: 215.02
C, 39.10; H, 1.88; Br, 37.16;
F, 8.84; N, 13.03

800 ml vinylmagnesiumbromid (1M i THF, Aldrich) ble avkjelt under -60°C med
kraftig omrering under N». 2-brom-5-fluor-3-nitro-pyridin (43,3 g, 0,196 mol) 1 200
ml THF ble tilsatt drapevis via tilsetningstrakt med en slik hastighet at temperaturen
ble holdt under -60°C. Dette tok ~ 1,25 timer. Reaksjonsblandingen ble oppvarmet
til -40 til -50°C og omrert i 1 time til. Deretter ble 1L mettet vandig NH4Cl tilsatt
langsomt og forsiktig. Ferst forekom skumming og betraktelig fast stoff var til stede,
men dette ble 1 det vesentlige opplest ettersom tilsetningen ble fullfert og materialet
oppvarmet til romtemperatur. Lagene ble separert og det vandige laget ekstrahert 3
ganger med etylacetat. De organiske ekstrakter ble vasket med saltvann, terket over

NaxSOq, filtrert og konsentrert, hvilket ga ~ 50 g av et sort gummiaktig fast stoff.
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HPLC viste 57-58% produkt. Til dette ble satt CH>Cl> og det faste stoffet ble
oppsamlet ved filtrering og vasket med CH2Cly, hvilket ga 12,5 g produkt som et
brunt, fast stoff. Reaksjonen ble gjentatt i noyaktig samme skala og opparbeidet pa
samme maite. Fra CH2Cl; utgnidning ble oppnadd 12,4 g av Forleper 2i (HPLC
~97% ren). Det rd materialet ble gjenvunnet og fikk st i diklormetan. Ved henstand

separerte 3,6 g ytterligere produkt og ble gjenvunnet ved filtrering.
Totalt utbytte = 29,5 g (35%).

"H NMR(S, CDCl3): 8,69(bs, 1H), 7,92 (d, J= 1,8 Hz, 1H), 7,41 (m, 1H), 6,77
(m,1H); LC/MS(M+1)"=216.-217,9; rt = 1,43 min.

triazol, F
Cu(0) ‘ N
X N K2C03,160 C N
N H
N
H 25-35% N
Br ~2-8 timer &ﬁ/
forlgper 2i
7-80
Kromatografert,

~1:1 isomer-forhold

Reaksjonen ble utfort i en 250 ml kolbe (skumming skjedde ved oppvarmning og en
kolbe med stor storrelse er mer hensiktsmessig). En blanding av forleper 2i (3 g,
13,95 mmol), 1,2,3-triazol (15 g, 217,6 mmol, 15 ekv.), KoCOs3 (1,9 g, 13,95 mmol, 1
ekv.) og Cu(0)(0,9 g, 13,9 mmol, 1 ekv.) ble oppvarmet ved 160°C i 7 timer (fra
romtemperatur til 160°C 1 totalt 7 timer) under N> (avhengig av Cu(0)-porsjonen, kan
reaksjonstiden variere fra 2 timer til 7 timer). Den resulterende blandingen ble
fortynnet med MeOH, filtrert gjennom filterpapir (for a fjerne kobberet). Vasket med
MeOH (20 ml) og vann (30 ml).

Filtratet ble konsentrert (losningsmiddel fjernet 1 rotovap) og fortynnet med
etylacetat. Det vandige laget ble ekstrahert med etylacetat. De samlede organiske lag
ble torket over natriumsulfat, filtrert og konsentrert. Residuet ble opplest i MeOH
(20 ml), 7-80 (750 mg) krystalliserte fra metanolen som et hvitt, fast stoff og ble
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oppsamlet ved filtrering. (Langsom gradient-volum, silikagel heks /AcOEt (0—18%)

av moderlutene gir vanligvis 5-10% mer av 7-80.

'HNMR (8, CDCls): 10,47 (bs, 1H), 8,76 (s, 1H), 7,94 (s, 1H), 7,89 (s, 1H), 7,53 (m,
1 H), 6,78 (m, 1H); LCMS(M+1)"= 204; rt = 1,29 min.

F /\N o
\=N+ cl
—>
N__— N
H AICI,
N, CICOCOOEt
®
N
7-80
Kromatografert,

~1:1 isomer-forhold

Etyl-metylimidazoliumklorid (4,3 g, 29,6 mmol, 3 ekv.) ble plassert i en 250 ml
kolbe. AICI; (11,8 g, 88,6 mmol, 9 ekv.) ble tilsatt kolben i én porsjon. En flytende
suspensjon ble dannet (noe av AICl; forble som fast stoff). Etter omrering i 5-10
min. ble forbindelse (1) (2,0 g, 9,85 mmol) tilsatt i én porsjon fulgt av langsom
tilsetning (via en sproyte) av etylkloroksalacetat (3,3 ml, 29,6 mmol, 3 ekv.).
Reaksjonsblandingen ble omrert ved romtemperatur i 20 timer. LCMS viste
forbindelse 8-80:forbindelse 7-80 = 6:2. (Forbindelse I har sterk UV-absorpsjon).
Reaksjonen ble stanset ved forsiktig tilsetning av isvann (~75 ml) ved 0°C. Et gult,
fast stoff ble utfelt pa dette tidspunkt. Den resulterende suspensjonen ble filtrert og
det faste stoffet ble vasket med vann. MeOH og etylacetat (for & fjerne uomsatt SM)
og det faste stoffet ble torket 1 luft. (LCMS renhet 70% ~ 80%) 2 g av fast stoff
inneholdende 8-80 ble oppnadd og anvendt i neste trinn uten ytterligere rensning.

LCMS(M+1)*= 276; rt =0,97 min.
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0 : ) L@
@ 8a-80 Q

HATU, DMF
40-50%, for siste

h N
E&/N to trinn [ N

(Acylering og kobling) N

En blanding av forbindelse 8-80 (4,9 g, 17,8 mmol) og N-benzoylpiperazin-
hydroklorid 8a-80 (HCl-salt; 6,0 g, 26,7 mmol, 1,5 ekv.) i DMF (30 ml) ble omrort
ved romtemperatur natten over (16 timer). En oppslemning ble dannet. Ytterligere
20 ml DMF ble satt til oppslemningen. Deretter ble HATU (12,2 g, 26,7 mmol, 1,5
ekv.) tilsatt fulgt av DMAP (4,3 g, 35,6 mmol, 2 ekv.). Reaksjonsblandingen ble
omrort 1 30 min. LCMS viste at utgangsmaterialet 8-80 var fullstendig omdannet til
produkt (EKSEMPEL 216). Den resulterende blandingen ble filtrert og det faste
stoffet vasket med vann. Filtratet ble konsentrert i vakuum. Vann ble satt til residuet
og det faste stoffet ble oppsamlet ved filtrering. De faste stoffene ble samlet og
vasket med vann, MeOH og EtOAc. Deretter ble det faste stoffet torket i luft. LCMS
og HPLC viste IVb, >99% rent. Det faste produktet ble ytterligere renset ved
utfelling og krystallisering 1 5~10% CH3OH/CHCl;.

Rensning av 1Vb

R4 forbindelse IVb oppnddd som ovenfor (15,3 g) ble opplest i 10% MeOH/CHCl3
(600 ml). En lysebrun suspensjon ble dannet, filtrert gjennom filterpapir og vasket
med MeOH to ganger. Det brunaktige faste stoff ble kastet (~1,2 g). Forbindelse
IVDb ble krystallisert i filtratet, det faste stoffet ble oppsamlet ved filtrering og det
hvite, faste stoffet ble torket i luft. Filtratet ble anvendt for & gjenta krystalliseringen
flere ganger. Det faste stoffet oppnadd fra hver filtrering ble analysert ved HPLC.
Alle de rene fraksjoner ble samlet. De ikke sé rene fraksjoner ble krystallisering
pany med MeOH og CHCIl;. Totalt 12,7 g av forbindelse IVb ble oppnadd fra
omkrystallisering og utfelling. Moderluten ble konsentrert og renset pa silikagel-
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kolonne (EtOAc, deretter CHClz/MeOH (0-2%)) for & gi 506 mg av produkt) som et
hvitt, fast stoff.

'HNMR (d, DMSO) 13,1 (bs, 1H), 9,0 (s, 1H), 8,4 (s, 1H), 8,3 (s, 1H), 8,2 (s, 1H),
7,4 (bs, SH), 3,7 (bs, 4H), 3,5 (bs, 4H); MS m/z 448 (MH). Anal: Calc for
C2H1sFN703; C 59,05, H 4,05, N 21,91, F 4,24. Funnet; C 57,28, H 4,14, N 21,22; F
4,07%.

Eksempler 1-4:
Fremstilling av Prodrug | fra parentale Forbindelser IV

Synteseskjema for Eksempler 1-4



OMe 0 ﬁNkPh
N— N 1) CICH,0P(0)(OtBu),
N o)
Z SN NaH / THF
omMe H 2) TFA / CH,Cly
IVa 3) vann, NaHCO3,
kromatografi
o)
F o) K\N)LPh
S N
N__~ N O
H
o
N Ivb
1
OMe o) ﬁ Ph
T N
PZ N (0]
H
Noy
\
N
IVe
o)
OMe o) H\NkPh

Ivd

91

N
N

OP(O)(ONa),

OMe

Ia

N.

Ib

Ic

No,

w OP(O)(OH),

Id
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Eksempel 1
Fremstilling av la
9 hit
OMe o NP OMe O [N ph
§ N 1) CICH,OP(O)OB),  (~— N
| |
N~ (0]
N~ N © NaH / THF '\t
OMe 2) TFA / CH,Cl, OMe ' op(0)(ONa),
IVa Ia

Prosedyre: En suspensjon av IVa (211 mg, 0,5 mmol) i THF (2 ml; Sure Seal) under
vannfri Na>-atmosfere ble behandlet med NaH (86 mg, 2,2 mmol; 4,4 ekv.; 60% olje-
dispersjon). Etter noen fa minutters omroring ved romtemperatur ble di-tert-
butylklormetylfosfat (782 mg, 3,0 mmol; fremstilling, se US Patent 6,362,172) tilsatt
og blandingen omrert i 1-5 dager, med overvikning for fullferelse av reaksjonen ved
HPLC (ytterligere 1-2 ekv. av hver av NaH og fosfat kan vaere nedvendig for & bringe
reaksjonen til ner fullforelse). Etter at utgangsmaterialet var oppbrukt ble blandingen
konsentrert i vakuum til terrhet og residuet, som syntes & vaere en blanding av N-
alkylert indol-mono- og bis-t-butylfosfat, opplest i CH2Cl, (5 ml) ble behandlet med
TFA (5 ml) ved romtemperatur i 2 timer. Blandingen ble konsentrert i vakuum og
residuet ble renset ved C-18 revers fase silikagel, under eluering med 5-10% CH3;CN
i vann inneholdende NaHCO3, for & oppna 75 mg ( 0,13 mmol; U. 26 %) av
tittelforbindelsen Ia som et grahvitt pulver (dinatriumsalt): HPLC >99% (AP ved 254
nm); LC/MS (ESI+) m/z 533 (M+H minus 2Na)*; HRMS (ESI) m/z beregnet for
C23H26N4O9P (M+H minus 2Na)" 533,1437, funnet 533,1426 (A -2,1 ppm); '"H NMR
(D20, 500 MHz) 6ppm 3,51 (2H, m), 3,67 (2H, m), 3,73-3,79 (2H, m), 3,89-3,95
(2H, m), 3,94, 3,95 (3H, 2s), 4,05, 4,07 (3H, 2s), 6,02-6,04-6,05-6,07 (2H, ABq.),
7,43, 7,44 (1H, 2s), 7,45-7,56 (5H, m), 8,49, 8,52 (1H, 2s).

Ved anvendelse av en lignende prosedyre og betingelser ble Ib fremstilt fra IVb. I¢
og Id ble fremstilt fra henholdsvis IVe og IVd, men vann istedenfor

natriumbikarbonat-lesning ble anvendt for rensingen.

Eksempel 2
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Ib: Utbytte 13 % (dinatriumsalt); HPLC >96% (AP ved 254 nm); LC/MS (ESI+) m/z
558 (M+H minus 2Na)"; '"H NMR (D-0, 500 MHz) éppm 3,59 (2H, m), 3,70-3,84
(4H, m), 3,93-3,95 (2H, m), 5,28-5,29-5,30-5,32 (2H, ABq.), 7,4-7,6 (5H, m), 8,09,
8,10 (1H, 2s), 8,34, 8,36 (1H, 2s), 8,59, 8,61 (1H, 2s), 8,72, 8,75 (1H, 2s).

Eksempel 3
o
OMe O N)kPh
o N
N~ N‘ 9]
<\N\/N LOP(O)(OH)2
e

Ic: Utbytte 37% (syreform. Vann ble anvendt istedenfor vandig natriumbikarbonat
under rensingen; HPLC >98% (AP ved 254 nm); LC/MS (ESI+) m/z 584 (M+H); 'H
NMR (DMSO-d6, 500 MHz) dppm 2,40 (3H, s), 3,44 (4H, br.s), 3,66 (4H, brs), 4,04
(3H, s), 5,79 (1H, s), 5,82 (1H, s), 7,46 (S5H, brs), 8,07 (1H, s), 8,41 (1H, s), 8,88 (1H,
S).

Eksempel 4
o}
OMe 0 (LNJLPh
o v
N~ N | (0]
N L

w OP(O)(OH),

Id
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Id: Utbytte 7% (syreform). Vann ble anvendt istedenfor vandig natriumbikarbonat
under rensingen; LC/MS (ESI+) m/z 597 (M+H); 'H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) &
ppm 1,16, 1,21 (3H, 2d, J = 6,5 Hz), 2,29 (3H, s), 2,3-4,5 (7TH, m), 4,00, 4,01 (3H,
2s), 5,79-5,85 (2H, m), 6,36 (1H, t, ] =2 Hz), 7,42-7,47 (5H, m), 7,99 (1H, s), 8,08,
8,09 (1H, 2s), 8,34, 8,44 (1H, 2s).

Eksempel 5
Fremstilling av Ica, (dinatriumsalt)

o) o)
o o) N ~o 0 ﬁN
P N 1.NaH /1, / THF P N
|
N NS N O 2 ‘BUO\(“) /N N~ ‘ N ‘ O
H Ty _P-O CI 0
N. BuO "L
¢ N ( N TO-P-OR
Y/ / |
N NJ\ OR
IVe
R =Bu
j TFA/ CH,Cl,
Iec, R=H

] NaH003
Ica, R=N

Generell prosedyre: En suspensjon av IVe (0,24 g, 0,5 mmol) i vannfri THF (4 ml)
under nitrogen-atmosfere ble behandlet med natriumhydrid (60% oljedispersjon, 0,08
g, 2,0 mmol) og omrert inntil gass-utvikling oppherte (omtrent 5 minutter).
Reaksjonsblandingen ble behandlet med jod (0,13 g, 0,5 mmol) og omrert i 2-3
minutter fulgt av tilsetning av di-tert-butylklormetylfosfat (1,6 g, 6,0 mmol, rd). En
strom av nitrogen fikk passere over reaksjonen for 4 lette fjerning av meget eller alt
THF. Reaksjonsblandingen ble omrort natten over. HPLC-analyse av rdmateriale

viste utgangs I'Ve (ca. 56%) og ensket addukt (ca. 32%).

Mange ra reaksjonsblandinger (totalt 6,7 mmol basert pa utgangsmateriale I'Vc) ble
gjenopplest 1 diklormetan, kombinert, konsentrert i vakuum for & fjerne eventuelt
gjienvaerende THF. Residuet ble suspendert i diklormetan og TFA (1:1, omtrent 40
ml totalt volum). Blandingen ble omrerti 1,5 - 2 timer og deretter ble losningsmiddel
fjernet 1 vakuum. Residuet ble suspendert i diklormetan og ekstrahert inn 1 vann

(omtrent 60 ml) og gjort svakt basisk med fast eller vandig natriumbikarbonat. Det
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vandige laget ble redusert i volum ved rotasjonsinndamping hvis nedvendig og
losningen ble fylt pd en C-18 revers fase kolonne (omtrent 80 g C-18, YMC ODS-
AQ, 50 mikron) og eluert med vann, fulgt av vann inneholdende 2,5% acetonitril.
Fraksjoner inneholdende rent produkt ble samlet og organisk lesningsmiddel ble
fjernet med rotasjonsinndamper. Renset produkt ble gjenvunnet etter lyofilisering,
hvilket ga 1,00 g (1,30 mmol, 19% over 2 trinn) av tittelforbindelsen Ica
(dinatriumsalt) som et grahvitt pulver: HPLC renhet >99% AP ved 254 nm (gradient
0-100% B/A; A 10% CH3CN-90% H20-0,1% TFA, B 90% CH3CN-10% H>0-0,1%
TFA, gradient-tid 4 min, kolonne YMC ODS-AQ 4,6x50mm 3 mikron); MS-ESI-
m/z 482 (M-H minus 2Na); HRMS (ESI) m/z beregnet for C2sH27N70sP (M+H
minus 2Na)* 584,1659, funnet 584,1651 (A -1,3 ppm); '"H NMR (D>0, 500 MHz) &
ppm 2,53, 2,54 (3H, 2s), 3,56 (2H, s, CH2N), 3,72 (2H, br.s, CH2N), 3,78, 3,83 (2H,
2br.s, CH2N), 3,94, 3,96 (2H, 2br.s, CH2N), 4,14 (3H, s, CH30), 5,38, 5,40 (2H, 2d,
J=11Hz), 7,45-7,59 (5H, m, Ar-Hs), 8,07, 8,09 (1H, 2s, indol-H-5), 8,64, 8,67 (1H,
2s, indol-H-2), 8,87, 8,89 (1H, 2s, triazol-H-5); 3C-NMR (125,7MHz, D>0) & ppm
15,43 (N-Me), 44,03, 44,47, 44,66, 45,05, 48,20, 48,82, 49,60, 50,23, 59,78 (OMe),
75,81 (NCH20), 115,6, 126,0, 127,2, 129,6, 131,0, 131,7, 132,1, 133,5, 136,8, 147,6,
150,1, 154,2, 164,8, 170,4, 175,8, 189,2; UV (H20) A maks 220 nm (g 3,91x10%), 249
nm (g 2,00x10%), 303 nm (g 1,60x10%); Anal: Beregnet for
C25H24N70s8PNa».8H>0.0,2NaHCO3; C 38,39, H 5,14, N 12,44, P 3,93, Na 6,42
Funnet; C 38,16, H 4,81, N 12,43, P 3,72, Na 6,05; KF (H20) 17,3%.

En mindre ren fraksjon ble oppsamlet for & oppna 0,22 g (0,29 mmol, U. 4%) av
tittelforbindelsen Ica (dinatriumsalt): HPLC-renhet >95% (AP ved 254nm).

Eksempel 6
Fremstilling av lab (Hydratisert lysinsalt)

Trinn én
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I 10 ekv. 0
N o—P-0O [l
(\ © 0 T cl”™o-P-0O
/|< + CI _— > O
CH,CII benzen(100ml) )<
Mol. vt.: 176.38 rt, 4 timer Mol. vt.: 258.68
CZ4H54NO4PJr (200g, 1.14mol) under N,
Mol. vt.: 451.66 269, 100% utbytte
(45.1g, 0.1mol) B bis-t-butyl-klormetyl- fosfat
A

lll, Z=tBu

Fosfat-ester A (45,1 g, 0,1 mol) og klorjodmetan B (200 g, 1,14 mol) ble
samlet i 100 ml benzen og blandingen ble omrort ved romtemperatur i fire timer for
benzen ble fjernet under vakuum. Deretter ble 500 ml etyleter satt til residuet og
uoppleselig fast stoff ble filtrert bort. Konsentrasjon av filtratet ga di-tert-

butylklormetylfosfat, som ble anvendt i neste trinn uten noen rensning.

Trinn to
o}
0 ~o o ﬁNKQ
2 CY 8w e
N / an, Iz N o)
N AL o * CIAO/gio N Nk
N THF (120ml) o
N P Crat ~ 9 Ca1Ha1N,OgP
O -1, natten over O*P’O\k Eksakt masse: 644.26
under Ny 8 Mol. vt.: 644.65
Mol. vt.: 422.43 Mol. vt.: 258.68 —
26g
A4g, 20. |
(849, 20.0mmol) NaH : 2.4g, 3 ekv.. (60%)
C: 264, 5 ekv. Ia
IVa I,:5.0g, 1.0 ekv.

NaH (2,4 g, 60% 1 olje) ble satt langsomt til en suspensjon av IVa i terr THF
(120 ml) og blandingen ble omrert i en time ved romtemperatur. Jod (5 g) opplest i
torr THF (10 ml) ble tilsatt langsomt til den omrerte lgsningen. Etter fullfering av
tilsetningen ble den resulterende blandingen omrert ved omgivelsestemperatur 1
ytterligere 15 minutter og deretter ble forbindelsen di-tert-butylklormetylfosfat,
oppnadd fra trinn én, tilsatt. Etter omrering 1 16 timer ble reaksjonsblandingen hellet
iisvann (120 ml), fulgt av ekstraksjon med EtOAc (3 x 300 ml). De samlede
organiske ekstrakter ble vasket med vann (100 ml) og deretter saltvann (100 ml),

torket over Na;SO4 og konsentrert under vakuum, hvilket ga en rest, som ble renset



10

15

20

25

336742

97

ved silikagel-kromatografi (eluering med EtOAc/Et;N (100/1) og deretter
EtOAc/MeOH (100/1)), hvilket ga diester Ila i utbytter pa 70 - 80%.

Trinn tre
¢ o]

"o 0 @N)b \? o pNJK@
/‘ ‘ 10% TFA (=> 10 ekv.) = {S{NJ
Nﬁ Ng o i CH,Cl, N« ‘N‘ o]
RN O Ila SN ko Iac

o:g—o% 0=P-OH

OH
A
N\

En blandet losning av TFA (50 ml) og diklormetan (450 ml) ble satt til en
rundbunnet kolbe inneholdende 43,3 g av diester IIa. Etter omrering ved
romtemperatur i 16 timer ble reaksjonsblandingen konsentrert under vakuum for a gi

et residuum av Iac som ble anvendt i neste trinn uten noen rensning.

Trinn fire

~o o N - 9
N/\ INI ON\))KQ L-lysin <\O/“\ )?}(O“J\Q

\—|
(©)

N
O\ kQ Iac Nk Iab
0=P-OH Ol ™o
OH 0=P-OH: Lysin - H,0
OH

Det ovenfor 55 g raprodukt Iac ble satt til en vandig lgsning av L-lysin
(1,36M, 70 ml) ved romtemperatur. Den resulterende suspensjonen (pH=1,83) ble
satt til en lysin-lesning (1,36 M, ~40 ml) til pH 4,88. Den resulterende suspensjonen
ble filtrert gjennom et sjikt av Celite. Det klare lysegule filtrat (~200 ml) ble blandet
med aceton (200 ml) og oppvarmet til 45°C. Aceton (1400 ml) ble tilsatt over 2 timer
ved 45°C. Den klare losningen ble podet og omrert ved 45 °C i 2 timer og langsomt
avkjelt til romtemperatur (5 timer) og suspensjonen omrert natten over. Det hvite,
faste stoffet ble oppsamlet ved filtrering og terket under husvakuum ved 50°C over

24 timer, hvilket ga 41,2 g Iab som et grahvitt, fast stoff.
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Det faste stoffet ovenfor ble opplest i 1:1 vann-aceton (560 ml) ved 45°C.
Aceton (700 ml) ble tilsatt over en periode pa 1 time ved 45°C. Den klare losningen
ble podet og omrert ved 45°C 1 2 timer. Langsomt avkjelt til romtemperatur (5 timer)
og suspensjonen omrert ved romtemperatur natten over. Det hvite, faste stoffet ble
oppsamlet ved filtrering og terket under husvakuum ved 50°C over 36 timer, hvilket

ga 33 g Iab som et grahvitt, fast stoff. AP var >99% ved HPLC.

"H NMR (500 MHz, D;0) 68,42 (s, 1/2H), 8,39 (s, 1/2H), 7,52 (m, 6H), 6,12 (m,
2H), 4,07 (s, 3H), 3,93 (m, 5H), 3,72 (m, 3H), 3,67 (m, 2H), 3,52 (m, 2H), 3,05 (m,
2H), 1,93 (m, 2H), 1,74 (m, 2H), 1,50 (m, 2H); MS m/z: (M+H-lysin)* beregnet for
C23H26N4O9P 533,14, funnet 533,03. SM.P. 166,7 til 172,2 grader. Ved anvendelse
av komparativ 'H NMR integrering av mange forskjellige topper, blir forholdet av
lysin til IVa beregnet til et omréde fra 1,05 : 1 til 1,2 : 1 ekvivalenter av lysin til
parentalt prodrug. Saltformen ble funnet & vere et hydrat. Basert pdA DSC
(diffraksjon scannings-kalorimetri) og TGA (termisk gravitet-analyse), var det
observerte vann-innhold 2,80%. Teoretisk beregning for et monohydrat er 2,58%.

Saledes kan forholdet av vann til parentalt molekyl i hydratet vaere i omrddet 1 : 1 til

~1,5: 1.

Eksempel 7

Fremstilling av krystallinsk Ic ( fri syre mono-hydrat)

o} o)
N N
P — NJ 1.NaH /1, / THF P — NJ
NaAy 0 N tBuo\gio g Na Ay 0
H BuO” N9
ﬁ / ¢ N O*‘OPEOR
IVe N
R ="'Bu
T TFA / CH,Cl,
I, R=H =

l Krystallisasjon

Krystallinsk Ie¢ monohydrat
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Til en blanding av I'Ve (600 mg, 1,27 mmol) i vannfri THF (10 ml) i en
ovnsterket rundbunnet kolbe under nitrogen ved romtemperatur ble satt NaH (153
mg, 6,38 mmol, tert pulver, 95%) og den hvite suspensjonen ble omrert inntil ingen
gass- utvikling ble observert. Blandingen ble deretter tilsatt I (375 mg, 1,48 mmol)
og omrort ved romtemperatur i 3 timer. Til reaksjonsblandingen ble satt NaH (153
mg, 6,38 mmol, tert pulver, 95%) og blandingen omrert i ca. 5 til 10 min. Det rd
klormetyl-di-tert-butylfosfat (2,0 g, ca. 1,6 ml, 7,79 mmol) ble satt til blandingen,
som deretter ble omrort ved romtemperatur 1 15 timer. LCMS-analyse av reaksjonen
viste >97% omdannelse av utgangsmaterialet. Etter inndampning av de flyktige
stoffene ble residuet tilsatt CH>Cl (10 ml), avkjelt 1 et is-vann-bad, langsomt tilsatt
TFA (10 ml) og omrert ved romtemperatur i 3 timer. Reaksjonsblandingen ble
deretter inndampet og residuet fordelt mellom CH>Clz (50 ml) og H2O (50 ml).
CH>Cl»-laget ble hellet i reaksjonskolben som inneholdt noe uopplest brunaktig fast
stoff og denne blandingen ble ekstrahert med en fortynnet vandig NaHCOs-lgsning
(50 ml). Den vandige blandingen ble renset ved revers fase preparativ HPLC
(lesningsmiddel A: 10% MeOH-90% H20-0,1%TFA; lesningsmiddel B: 90%
MeOH-10% H>0-0,1%TFA; start %B = 0, endelig %B = 100; gradient-tid = 6 min;
stromningshastighet = 45 ml/min; kolonne: Phenomenex-Luna 30 x 50 mm, S5;
fraksjon oppsamlet: 3,65 til 4,05 min). Fraksjonene oppsamlet ble inndampet til
torrhet og residuet torket under hayvakuum for & oppna syren Ic som et blekgult, fast
stoff (356,6 mg); 'H NMR: (500 MHz, CD30D) 8 9,05 (s, 1H), 8,46 (s, 1H,), 8,04 (s,
1H), 7,47 (b s, SH), 5,93 (d, J =12, 2H), 4,10 (s, 3H), 4,00-3,40 (b s, 8H), 2,53 (s,
3H); 'F NMR analyse viste at materialet inneholdt gjenvarende TFA (prosentdelen
ble ikke kvantifisert); Analytisk HPLC metode: Start %B = 0, Endelig %B = 100,
Gradienttid = 2min, Stromningshastighet = 5 ml/min, Kolonne: Xterra MS C18 7u
3,0x50mm, LC/MS: (ES+) m/z (M+H)* = 584, HPLC R = 0,983.

172,2 mg av den rensede syre Ic ble opplest 1 1 ml H2O og deretter ble ca. 0,3
ml absolutt EtOH (200 proof) tilsatt. Blandingen fikk sta i kjeleskap (temperatur ca.
3°C) natten over, etter hvilken tid, krystallinsk materiale ble observert. Blandingen
ble deretter oppvarmet til omgivelsestemperatur, fortynnet med H>O til et volumn pa
3 ml og deretter ble 20 ml MeCN tilsatt langsomt. Etter fullforelse av tilsetningen
ble blandingen omrert ved romtemperatur i 2 timer og deretter filtrert. Det faste

stoffet oppsamlet (90 mg) ble torket 1 vakuum og deretter under hoyvakuum. Dette



336742

100

materialet ble vist ved pulver-rentgen-undersokelser & vaere krystallinsk; Element-
analyse beregnet for C2sHsN70sP-H2O: C 49,92; H 4,69; N 16,30; observert: C
49,66; H 4,62; N 15,99; Sm.p. = 205°C (mélt ved differensiell scanningskalorimetri).
"H NMR menster for krystallinsk materiale ble sammenlignet med det fra den

5  rensede syre og begge var i samsvar med strukturen.

Eksempel 8

Fremstilling av lab (mono L-lysinsalt): {3-[(4-benzoylpiperazin-1-yl)(okso)acetyl]-

4,7-dimetoksy-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-yl}metyl-dihydrogen-fosfat, L-lysinsalt
10 (1:1). Sekvensen av reaksjoner er beskrevet i Skjema for Eksempel 8.

Skjema for Eksempel 8
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Fremstilling av di-tert-butylklormetylfosfat

\ ﬁ
0
® g-Po~4- I

N © 0 N benzen cl”o-P-O
/< + (M " . o
10 ekv. r.t, 4 timer )<

1 ekv. under N,

Tetrabutylammoniumsalt av bis-tert-butylfosfat (45,1 g, 0,1 mol) og
klorjodmetan (200 g, 1,14 mol) ble samlet i 100 ml benzen og blandingen ble omrort
ved romtemperatur i fire timer og deretter ble benzen fjernet under vakuum. En
porsjon av 500 ml etyleter ble satt til residuet og uoppleselig fast stoff ble filtrert
vekk. Konsentrasjon av filtratet i vakuum og fjerning av flyktig stoff pd en
vakuumpumpe ga di-tert-butylklormetylfosfat, som en lysegul eller lysebrun olje som

ble anvendt i neste trinn uten ytterligere rensning.

Fremstilling av lla: (3-(2-(4-benzoylpiperazin-1-yl)-2-oksoacetyl)-4,7-dimetoksy-1H-
pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-yl)metyl-di-tert-butylfosfat

(0]
Vs
= N\)

N~ | | (0]
N
ONQ ko lla

NaH (2,4 g, 60 mmol, 60% i olje) ble langsomt satt til en suspensjon av (8,4
g, 20 mmol) [Va i terr THF (120 ml) og blandingen ble omrert i en time ved
romtemperatur. Jod (5 g, 20 mmol) opplest i terr THF (10 ml) ble tilsatt langsomt og
forsiktig til den omrerte losningen med en hastighet som holdt skumming under

kontroll. Etter fullforing av tilsetningen ble den resulterende blandingen omrort ved

336742



15

20

102

omgivelsestemperatur i ytterligere 15 minutter og deretter ble ~0,1 mol di-tert-
butylklormetylfosfat, oppnadd som beskrevet 1 trinn én, tilsatt. Etter omrering i 16
timer ble reaksjonsblandingen hellet i iset NH4OAc (30%) (120 ml), fulgt av
ekstraksjon med EtOAc (3 x 300 ml). De samlede organiske ekstrakter ble vasket
med vann (100 ml) og deretter saltvann (100 ml), terket over Na;SO4 og konsentrert
in vakuum, hvilket ga et residuum, som ble renset ved silikagel kromatografi
(eluering med EtOAc/EtsN (100/1) og deretter EtOAc/MeOH (100/1), hvilket ga
diester Ila (9,0-10,3 gs, AP ~75%) som et lysegult, fast stoff i utbytter pa 70 - 80%

over mange kjoringer.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) 68,09 (s, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,40 (b, 5H), 6,15 (d, 2H, J
= 11,5 Hz), 4,05 (s, 3H), 3,90 (s, 3H), 3,90 - 3,30 (b, 8H), 1,39 (s, 18H); '3C NMR
(125 MHz, CDCl3) 6 185,5, 170,7, 166,5, 146,9, 146,2, 139.6, 135,3, 130,2, 128,7,
128,4, 127,2, 124,5, 122,0, 120,8, 115,8, 83,8, 73,2, 57,3, 53,5, 46,1, 41,7, 29,8; MS
m/z: (M+H)" beregnet for C31H42N4O9P 645,27, funnet 645,10.

Fremstilling av lab: {3-[(4-benzoylpiperazin-1-yl)(okso)acetyl]-4,7-dimetoksy-1H-
pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-yl}metyl-dihydrogenfosfat, L-lysinsalt (1:1)

1) Lysin

N

——— Ns Ny O
2) Aceton kry. L
oL ~o

Iab

_Q % Iac 0=P-OH: L-lysin
0=P-0 0=P-OH OH
O o}
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500 mg av diester Ila ble opplest i en blanding av vann (3 ml) og aceton (3
ml). Den resulterende blandingen ble omrort ved 40°C i 16 timer for 4 tillate at
solvolyse ble fullfort. Til denne reaksjonsblandingen (~69 AP) ble satt 4M vandig
lysin-lgsning for & regulere pH til 4,83. Aceton (35 ml) ble langsomt tilsatt til
reaksjonsblandingen i 30 min ved 45 - 50°C. Ved 45°C ble den klare lgsningen
podet med krystallinsk Iab og holdt omrert ved denne temperatur i 45 min. Etter
fullstendig tilsetning av aceton ble lgsningen avkjelt til romtemperatur i 4 timer og
krystallisering av lab fullfert natten over. Det faste stoffet ble oppsamlet ved
filtrering og sug under nitrogen 1 2 timer. Det hvite krystallinske fast stoff ble terket
under husvakuum ved 50 - 55°C i 24 timer, hvilket ga 343 mg Iab.

Tab oppnadd ved operasjonen ovenfor: 'H NMR (500 MHz, CD30D) & 8,38
(s, 1H), 7,49 (m, 6H), 6,13 (d, 2H, J = 10,5 Hz), 4,06 (s, 3H), 3,92 (s, 3H), 4,00 - 3,40
(m, 8H), 3,58 (t, 1H, J = 6 Hz), 2,92 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 1,90 - 1,40 (m, 6H); '*C
NMR (125 MHz, CDs;0D) 6186,1, 173,2, 171,8, 167,8, 147,4, 146,4, 141,0, 1354,
130,4, 128,8, 127. 2, 124,6, 122,3, 120,2, 114,6, 73,2, 56,6, 54,7, 53,1, 46,0, 41,6,
39,2, 30,5, 27,0, 22,0. HRMS m/z: (M-lysin+H)" beregnet for C23H26N4O9P
533,1437, funnet 533,1437. Anal. Beregnet. C, 51,32; H, 5,79; N, 12,38; P, 4,56;
funnet: C, 48,54; H, 5,32; N, 11,76; P, 4,04. Smeltepunkt 170°C.

Oppnadd ved annen prosess (hydrolyse med TFA i metylenklorid) var Iab et
1,70 molar hydrat og 1,14 molar lysinsalt. "H NMR (500 MHz, D,0O, 60°C) & 8,72
(s, 1H), 7,84 (m, 6H), 6,44 (d, 2H, J = 10Hz), 4,41 (s, 3H), 4,27 (s, 3H), 4,3 - 3,7 (m,
8H), 4,10 (t, 1H, J = 5Hz), 3,39 (t, 2H, J = 5Hz), 2,30 - 1,80 (m, 6H); '3C NMR (125
MHz, D>0, 27°C) 6186,7, 174,9, 173,2, 167,9, 147,7, 145,7, 142,6, 134,3, 131,1,
129,2, 127,1, 124,3, 122.,4, 120,1, 113,8, 73,5, 57,1, 54,9, 54,4, 47,7, 47,1, 46,3, 45,7,
42,6,42,1,42,0, 41,5, 39,5, 30,2, 26,8, 21,8 . HRMS m/z: (M-lysin+H)" beregnet for
C23H26N4O9P 533,1437, funnet 533,1425. Anal. Beregnet. C, 49,11; H 6,13; N,
12,05; funnet: C, 48,93; H 6,26; N 12,07. SM.P. 168 - 172°C.

Eksempel 9

Fremstilling av Ibb (mono-L-lysinsalt): [3-[(4-benzoylpiperazin-1-yl)(okso)acetyl]-4-
fluor-7-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c] pyridin-1-yl]metyl-dihydrogen-
fosfat, L-lysinsalt (1:1). Sekvensen av reaksjoner er beskrevet i skjemaet for

Eksempel 9.
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Tetrabutylammoniumsalt av bis-tert-butylfosfat (57 g, 0,126 mol, Digital
Specialty Chemicals) og klorjodmetan (221 g, 1,26 mol) ble omrert ved
romtemperatur i fire timer og deretter ble de flyktige stoffene fjernet i vakuum. 500
ml etyleter ble satt til residuet og uoppleselig fast stoff ble filtrert vekk.
Konsentrasjon av filtratet og endelig fjerning av flyktige stoffer ved anvendelse av en
vakuumpumpe ga di-tert-butylklormetylfosfat (112 g), typisk som en lys gul eller

brun olje, som ble anvendt 1 neste trinn uten noen ytterligere rensning.

Fremstilling av 1lb: (3-(2-(4-benzoylpiperazin-1-yl)-2-oksoacetyl)-4-fluor-7-(1H-
1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c] pyridin-1-yl)metyl-di-tert-butylfosfat

b

NaH (5,65 g, 95% dispersjon i mineralolje, 0,224 mol) ble satt langsomt til en
suspensjon av Vb (20 g, 44,7 mmol) i terr THF (400 ml) og blandingen ble omrort i
0,5 time ved romtemperatur. En lesning av jod (11,3 g, 44,5 mmol) opplest i terr
THF (20 ml) ble tilsatt langsomt til den omrerte lgsningen med en hastighet som
holdt reaksjonen fra 4 bli voldsom. Den resulterende blandingen ble omrort i
ytterligere 3 timer for en andre porsjon av 95% NaH (5,65 g, 0,224 mol) ble innfert.
Etter 15 minutter ved omgivelsestemperatur ble di-tert-butylklormetylfosfat, (112 g),
oppndadd fra trinn én, tilsatt i én porsjon. Etter omrering i 16 timer ved
omgivelsestemperatur ble reaksjonsblandingen hellet 1 iset NH4OAc (30%) (200 ml)
og deretter ekstrahert med EtOAc (3 x 500 ml). De samlede organiske ekstrakter ble
vasket med vann (200 ml) og deretter saltvann (200 ml), terket over Na;SO4 og

konsentrert under vakuum, hvilket ga et residuum, som ble renset ved silikagel-
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kromatografi (eluering med EtOAc/MeOH/Et;N (100/1/1), hvilket ga 15,0 g (43%
utbytte korrigert 1 85% AP) av diester IIb som et lysegult, fast stoff.

"H NMR (500 MHz, CDCl3) 88,36 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 8,21 (s, 1H), 7,88 (s, 1H),
7,41 (b, 5H), 5,90 (d, 2H, J = 14,5Hz), 3,90 - 3,40 (b, 8H), 1,23 (s, 18H); '*C NMR
(125 MHz, CDCl) 6182,9, 170,7, 165,1, 154,6, 152,5, 144,1, 135,1, 134,0, 131,9,

130,3, 128,7, 128,3, 127,2, 125,9, 124,3, 114,0, 84,1, 74,1, 46,2, 41,9, 29,6; HRMS
m/z: (M+H)" beregnet for C31H33FN7O7P 670,26, funnet 670,34.

Fremstilling av Ibb (mono-L-lysinsalt): [3-[(4-benzoylpiperazin-1-yl)(okso)acetyl]-4-
fluor-7-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c] pyridin-1-yl]metyl-dihydrogen-
fosfat, L-lysinsalt (1:1)

Diester IIb (27 g) ble opplest 1 en blanding av vann (55 ml) og aceton (55 ml).
Den resulterende blandingen (pH: ikke bestemt) ble omrort ved 40°C i 16 timer for &
fullfere solvolysen. Til denne reaksjonsblandingen ble satt 4M vandig lysin-lgsning
for & regulere pH til 3,51. EtOH (500 ml) ble tilsatt til lasningen og kolbeveggen ble
belagt med noe produkt etter henstand natten over. Den klare losningen ble deretter
overfort til en annen kolbe og EtOH (1500 ml) ble langsomt satt til
reaksjonsblandingen 1 ~3 timer. Etter fullstendig tilsetning av etanol ble losningen
omrort ved romtemperatur i 48 timer og det resulterende faste stoffet (Ibb) ble
oppsamlet ved filtrering og skyllet med etanol. Det hvite krystallinske faste stoff ble
torket under husvakuum ved 55°C i 24 timer, hvilket ga 10,92 g Ibb (98 AP).

336742
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Dette faste stoffet ble videre blandet med 12,5 g salt oppnadd fra andre
operasjoner i 70 ml vann. EtOH (1000 ml) ble deretter tilsatt og den resulterende
losning ble omrert ved romtemperatur i over 20 timer. Det faste stoffet ble oppsamlet
ved filtrering, skyllet med EtOH (2 x 80 ml) og terket under husvakuum ved 50°C
under nitrogenatmosfzare 1 44 timer, hvilket ga 21,5 g Ibb 1 AP pé 98,7.

Ibb oppnddd ved prosedyren ovenfor var ~1 molar lysinsalt med 1,12% av
vann, 0,8% av TFA og 0,05% av etanol. '"H NMR (500 MHz, CD30D, 50°C) 6§ 8,94
(s, 1H), 8,87 (s, 1H), 8,69 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 7,83 (m, 5H), 5,81 (d, 2H, J =
12,5Hz), 4,30 - 3,70 (m, 8H), 4,08 (t, 1H, J = 6,5Hz), 3,67 (t, 2H, J = 10Hz), 2,26 (m,
2H), 2,07 (m, 2H), 1,88 (m, 2H); *C NMR (125 MHz, D,0, 30°C) §185,2, 174,9,
173,3, 166,8, 153,1, 146,8, 134,8, 134,3, 131,3, 131,1, 130,3, 129,3, 128.9, 128,7,
128,5, 127,2, 124,2, 112,6, 74,0, 54,9, 47,9, 47,2, 46,4, 45,9, 42,7, 42,2, 42,0, 41,7,
39,5, 30,3, 26,8, 21,8. MS m/z: (M-lysin+H)" beregnet for C23H22FN7O7P 558,1302,
funnet 558,1293. Anal. Beregnet. C, 48,75; H, 5,07; N, 17,63; P, 4,33; funnet: C,
49,02; H4,90; N, 17,90; P, 4,37. SM.P. 193°C. pKa (potensiometrisk) 6,1, 9,1.

Eksempel 10

Fremstilling av Icb (mono-trometaminsalt): [3-[(4-benzoylpiperazin-1-
yl)(okso)acetyl]-4-metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-
c]pyridin-1-yl]metyl-dihydrogenfosfat, 2-amino-2-(hydroksymetyl)propan-1,3-diol

salt (1:1). Sekvensen av reaksjonene er beskrevet i Skjema for Eksempel 10.
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Skjema for Eksempel 10
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En blanding av tetrabutylammonium-di-tert-butylfosfat (57 g, 0,126 mol,
Digital Specialty Chemicals) og klorjodmetan (221 g, 1,26 mol) ble omrert ved
romtemperatur i fire timer for de flyktige stoffene ble fjernet under vakuum. 500 ml
etyleter ble satt til residuet og uoppleselig fast stoff ble filtrert vekk. Konsentrasjon
av filtratet 1 vakuum og fjerning av gjenvarende flyktige stoffer ved anvendelse av en
vakuumpumpe ga di-tert-butylklormetylfosfat som en lys brun eller gul olje, som ble

anvendt 1 neste trinn uten ytterligere rensning.

Fremstilling av llc: (3-(2-(4-benzoylpiperazin-1-yl)-2-oksoacetyl)-4-metoksy-7-(3-
metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c] pyridin-1-yl)metyl-di-tert-butylfosfat

o o]
1) NaH (5 ekv.) THFt OMe o) N
QN*@ 2) 1, (1 ekv.) _ N [ j
3) NaH (5 ekv.) v A g

4)6 ekv. O

\ N, ko
CI/\O/ZO% (N N OZI}Z’*O
A

j N

NaH (2,6 g, 10,3 mmol, 95% i olje, 5 ekv.) ble satt langsomt til en suspensjon
av IVe (10,0 g, 21,1 mmol) i terr THF (100 ml) og blandingen ble omrert i 0,5 time
ved romtemperatur. En lgsning av jod (5,27 g, 20,8 mmol) opplest i terr THF (10
ml) ble satt langsomt til den omrerte lesningen med en hastighet som forhindret
skumming eller en voldsom reaksjon. Den resulterende blandingen ble omrort i
ytterligere 3 timer for en andre 2,6 g porsjon av NaH ble innfert. Etter 15 minutter
ved omgivelsestemperatur ble di-tert-butylklormetylfosfat, hele porsjonen av di-tert-
butylklormetylfosfat, oppnadd fra trinn én, tilsatt. Etter omrering i 16 timer ble
reaksjonsblandingen hellet i iset NH4OAc (30%) (120 ml), fulgt av ekstraksjon med
EtOAc (3 x 300 ml). De samlede organiske ekstrakter ble vasket med vann (100 ml)
og deretter saltvann (100 ml), terket over Na,SO4 og konsentrert under vakuum,
hvilket ga et residuum, som ble renset ved silikagel-kromatografi (eluering med
EtOACc/Et3N (50/1) og deretter EtOAc/MeOH (100/1)), hvilket ga 8,0 g (~75% AP,
~41% utbytte) av diester Ilc som et lysegult, fast stoff.
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"H NMR (500 MHz, CD30D) 68,82 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,04 (s, 1H), 7,47 (b, 5H),
6,00 (d, 2H, J = 14,5Hz), 4,10 (s, 3H), 4,00 - 3,40 (b, 8H), 2,49 (s, 3H), 1,28 (s, 18H);
BC NMR (125 MHz, CD3;0D) 618,6, 176,4, 172,9, 168,0, 162,6, 152,6, 147,5, 144,0,
136,5, 131,5, 130,8, 129,9, 129,1, 128,3, 126,1, 124,0, 116,2, 85,8, 75,4, 61,6, 57,7,
30,1, 22,2, 13,7, HRMS m/z: (M+H)" beregnet for C33H43N703P 696,29, funnet
696,34.

Fremstilling av Icb (mono-L-trometaminsalt): [3-[(4-benzoylpiperazin-1-
yl)(okso)acetyl]-4-metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-
c]pyridin-1-yl]metyl-dihydrogenfosfat, 2-amino-2-(hydroksymetyl)propan-1,3-diol
salt (1:1)

500 mg (~75 AP, 0,54 mmol) av diester IIc ble opplest i en blanding av vann (2,5 ml)
og aceton (2,5 ml). Den resulterende blandingen ble omrort ved 40°C i 16 timer for &
fullfere solvolyse. Til denne reaksjonsblandingen ble satt 3,0M vandig TRIS- (mono-
trometamin) lesning for & regulere pH til 3,32. Aceton (30 ml) ble langsomt satt til
reaksjonsblandingen i 1 time.* Etter fullstendig tilsetning av aceton, ble lgsningen
omrort natten over for a fullfere krystallisering av Icb. Det faste stoffet ble oppsamlet
ved filtrering og skyllet med 20:1 aceton-vann (2 x 5 ml). Det hvite krystallinske
faste stoff ble torket under hus-vakuum under nitrogenatmosfare ved 50°C 1 24 timer,

hvilket ga 290 mg Icb (>98,5 AP).

*Etter tilsetning av ca. 15 og 20 ml aceton, ble reaksjonsblandingen podet med

krystallinsk Icb.
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Icb oppnadd ved operasjonen ovenfor: "H NMR (500 MHz, CDsOD) 6 8,83 (s, 1H),
8,52 (s, 1H), 8,02 (s, 1H) 7,49 (b, 5H), 5,469 (d, 2H, J =13 Hz), 4,11 (s, 3H), 4,00 -
3,40 (m, 8H), 3,66 (s, 6H), 2,50 (s, 3H); '3*C NMR (125 MHz, CD;0D) & 185.6,
1719, 167,4, 161.,4, 151,7, 146,9, 143.8, 135,4, 130,3, 129,7, 128.8, 127,2, 1249,
122,6, 114,3, 73,5, 61,8, 59,9, 56,5, 46,0, 41,7, 12,6. HRMS m/z: (M-trisamin+H)"
beregnet for CosH27N70sP 584,1659, funnet 584,1664. Anal. Beregnet. C, 49,43; H,
5,29; N, 15,90, P, 4,39; funnet: C, 49,18; H, 5,38; N, 15,59; P, 4,26. Smeltepunkt
203°C.

Oppnédd ved andre prosess (hydrolyse med TFA i metylenklorid), er salt Icb ~1
molar mono-trometaminsalt med 0,47% av vann, 0,1% av aceton og 0,05% av
metanol. '"H NMR (500 MHz, ds-DMSO, 30°C) 68,77 (s, 1H), 8,48 (s, 1H), 8,00 (s,
1H) 7,44 (b, 5H), 5,42 (d, 2H, J = 15Hz), 4,02 (s, 3H), 3,70 - 3,30 (m, 8H), 3,41 (s,
6H), 2,38 (s, 3H); '*C NMR (125 MHz, CDCls, 30°C) & 184,8, 169,0, 165.8, 160.3,
150,4, 146,2, 143,2, 135,4, 129,4, 128,9, 128,2, 127,7, 126,9, 123,2, 122,2, 1129,
72,3, 60,7, 59,0, 56,7, 13,4. MS m/z: (M-trisamin+H)" beregnet for C25sH27N703P
584,2, funnet 584,0. Anal. Beregnet. C, 49,11; H, 5,37; N, 15,76; P, 4,32; funnet: C,
48,88; H 5,28; N, 15,71; P, 4,16. SM.P. 201 - 205°C.

Generell prosedyre for & danne ytterligere salter av lac

(0]

2 L0

Prosedyre A:

1,2 ekv. av metallalkoksyd ble satt til en losning av fosforsyre i THF og

presipitat ble oppsamlet som saltform.

Prosedyre B:
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2,2 ekv. (for Na, K) eller 1,2 ekv. (for Mg) av metallalkoksyd ble satt til en
losning av fosforsyre i THF. Etter 2 timer ble lasningsmiddel inndampet og MeOH
ble tilsatt for & gi en klar lesning. EtOH eller iPrOH ble deretter satt til lesningen
inntil den ble uklar. Deretter ble MeOH tilsatt forsiktig for a la lesningen akkurat bli
klar igjen. Den blandede losningen fikk std &pen for luft i 16 timer og resulterende

presipitat ble oppsamlet som saltformen.

Prosedyre C:

2,2 ekv. amin ble satt til en lesning av fosforsyre 1 THF. Etter 2 timer ble
losningsmidlet inndampet og MeOH ble tilsatt for & gi en klar losning. EtOH eller
1PrOH ble deretter satt til losningen inntil den ble uklar. Deretter ble MeOH tilsatt
forsiktig for & la lesningen akkurat bli klar igjen. Den blandede losning fikk sté apen

for luft 1 16 timer og resulterende presipitat ble oppsamlet som saltform.

Forbindelse Stammolekyl Element - Element-analyse Prosedyre
analyse (Observert anvendt
(Teoretisk sammensetn. %)
sammenset.)
Iac C51,88%
H4,73%
N 10,52%
P 5,82%
Element - Element -analyse
analyse (Observert
(Teoretisk sammensetn. %)
sammenset.)
Blanding av Mono-Na- C47,43% Prosedyre B
Tad med liten salt H 4,59%
mengde av la N 9,24% NaOMe
C 49,83% P 572% anvendt
H 4,36% Na 4,48%
N 10,11%
P 5,59% Hovedsakelig
Na 4,15% mono-Na-salt
Di Na salt
O,P\o xNa C 47,93%
H H 4,02%
OH N 9,72%
P 5,37%
Na 7,89%
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Blanding av Mono-K-salt | C49,36% Prosedyre B
Tae o H 5,25%
og OMe C 48,42% N 9,56% KOMe
lac N H 4,24% P 4,25% (4,33%) anvendt
X N\ K/ N 9,82% K 3,31% (3,18%)
P 5,43%
= N N K 6,85% Blanding av K-
salt og fri syre
OMe ) Di K salt
(0]
\ C 45,39%
,P\to xK H3.81%
HO OH N 9,21%
P 5,09%
K 12,85%
~1:1 0,5 Ca-salt C 46,77% Prosedyre A
blanding av 0o H 4,22%
Iaf og lag OMe C 50,09% N 9,33% Ca(OMe):2
N H 4,39% P 5,52% (5,70%) anvendt
X \ N 10,16% Ca 4,95%
N P 5,62% (5,30%)
4 N Ca 3,63%
Blanding av 0,5
OMe ) o) Mono Ca- Ca-salt og mono-
lo) salt Ca-salt (~1:1)
\
R0 xCa C 48.42%
HO OH H 4,06%
N 9,82%
P 5,43%
Ca 7,03%
Iaj 0,5 Zn-salt C 44,87% Prosedyre A
(0] H 4,08%
OMe C 48,97% N 9,00% Zn(O-tBu)a
N H 4,29% P 5,54% (5,45%) | anvendt
X \ N 9,93% Zn 9,18%
N P 5,49% (9,47%)
4 N 7n 5,80%
Hovedsakelig
OMe ) Mono-Zn- mono- Zn- salt
lo) salt
\
=0 xZn C 46,36%
HO OH H 3,89%
N 9,40%
P 5,20%
Zn 10,97%
Hovedsakelig 0,5 Mg salt C 46,22% Prosedyre B
Tak o H 4,48%
OMe C 50,82% N 8,90% Mg(OEt)
N H 4,45% P 3,88% anvendt
AN N\ K/ N10,31% Mg 3,60%
P 5,70%
= N N Mg 2,24% Hovedsakelig
mono-Mg-salt
OMe ) Mono Mg
0\ salt
,P\to xMg C 49,80%
HO OH H 4,18%
N 10,10%
P 5,58%

Mg 4,38%
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Blanding av Mono -Tris- C 45,30% Prosedyre C
Jam og lan salt H 5,60%
N 9,59% Trometamin
C 49,62% P 2,98% anvendt
H 5,55%
N 10,72% Hovedsakelig di-
P 4,74% Tris-salt blandet
med Tris
Di Tris salt
C 48,06%
\ H6,11%
HO X H.N OH | N 10.85%
OH 2 P 4,00%
OH
Eksempel 11

Fremstilling av Forbindelse I1’a fra lla

10% TFA i THF

r.t., 4 timer

II'a
IIa

Di-fosfat-ester Ila (500 mg) ble opplest i 5 ml 10% TFA 1 THF.

Reaksjonsblandingen ble omrert ved romtemperatur i 4 timer for den ble behandlet
med 10% vandig Na;COs-lgsning (30 ml). Etter vasking med EtOAc (50 ml) ble den
vandige fasen konsentrert under vakuum for & gi et residuum som ble renset ved
anvendelse av Shimadzu automatisert preparativ HPLC System, hvilket ga det
onskede mono-fosfat II’a (26,5 mg) ). 'H NMR (500 MHz, CDCl3) d 8,13 (s, 1H),
7,40 (b, 6H), 6,13 (d, 2H, J = 11,5Hz), 4,05 (s, 3H), 3,88 (s, 3H), 3,90 - 3,40 (m, 8H),
1,39 (s, 9H); MS m/z: (M+H)" beregnet for C27H34N409P 589,21, funnet 589,13;
LC retensjonstid 1,32min (kolonne: Xterra 4,6x50mmC18 Sum).

Alternativ fremstilling av di-tert-butylklormetylfosfat

o o o
K 87570% N /g\c| 4 ekv. Na;C0s CI/\OJFLO% +1.0 ekv. KCI
5 + CIoog 0.5 ekv. C1H3gNO,S o +1.0 ekv. SO;

2 ekv. DCM/vann

A
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Reaksjon

Til reaktoren som var gjort inert ble satt di-tert-butyl-kaliumfosfat (1,69 kg),
4,0 ekv. natriumkarbonat og 0,05 ekv. tetrabutyl-ammonium-hydrogensulfat gjennom
en smal passasje ("manway"). Metylenklorid (7,7 L/kg) ble deretter pumpet gjennom
"sprayball" for & vaske ned reaktorveggene. Med manteltemperatur under 10°C, ble
eksoterm vann-tilsetning tilsatt i lepet av ti minutter (7,6 L/kg). Den assosierte
eksoterm ble mindre med en batch-temperatur som steg fra 11,1 til 16,2°C over
forlopet av tilsetningen. Med mantel- og batch-temperatur nar henholdsvis 7 og
15°C, ble 2,0 ekv. av klormetylsulfonylklorid (CMCS) tilsatt via tilsetningstrakt.
Tilsetningen fortsatte 1 2 timer mens manteltemperaturen langsomt ble hevet til 20°C
under tilsetningen. Maksimum batch-temperatur under CMCS-tilsetningen var
25,3°C. Manteltemperaturen ble langsomt hevet under tilsetningen for & sikre at
eksotermen startet ettersom preliminzre laboratorie-data indikerte at eksotermen kan
sinkes ved lavere batch-temperaturer. Reaksjonsblandingen ble omrort og etter 3,5
timer viste en NMR-prove at reaksjonen var utviklet til 72%. Reaksjonen fikk lope
natten over med en batch-temperatur mellom 19,7 og 23,6°C (Delta V historian). En
NMR-prove tatt etter 16 timer viste en reaksjonsomdannelse pa 76%. Laboratorie-

batcher var 1 omradet omdannelse fra 60 til 80%.

Opparbeidelse

Etter at reaksjonen var ansett fullstendig ble ytterligere vann med 9,3 L/kg satt
til batchen for & bevirke fase-separering. Produktrik lavere fase ble overfort til en
glassballong og den gvre vandige fase ble sendt til avfall. Et lite avfallslag ble holdt
med produktrikt organisk materiale. Den organiske fasen ble returnert til R-1A og
ytterligere vann med 5,1 L/kg ble tilsatt som vask. Fasene ble spaltet, med det
produktrike organiske materiale, omtrent 18,5 kg, sendt til en glassballong mens den
ovre vandige fase ble sendt som avfall. Intet avfallslag eller faste stoffer ble
observert i den andre separeringen. Det er imidlertid anbefalt a polere filter-

produktrikt organisk materiale for & fjerne utfelte salter.

Metylenklorid-destillering
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Produktrikt organisk materiale ble overfort til rotovap-bollen av EVAPO-1A.
Destillering av metylenkloridet ble initiert med en manteltemperatur pa omtrent 22°C.
Destilleringshastigheten avtok etter 4,5 timer og en batch-prove ble tatt for &
analysere metylenklorid-innholdet. NMR-analyse viste et 4:1 forhold av di-tert-
butylklormetylfosfat til metylenklorid. Typisk vil laboratorie-resultater av denne
strom indikere et 10:1 forhold, s& destillering ble fortsatt med en ekning i rotovap-
mantel-temperatur. Etter ytterligere 2,5 timer stanset destilleringen. En NMR-prove
av batchen viste at forholdet hadde oket til 5:1 di-tert-butylklormetylfosfat til

metylenklorid. Maksimum rotovap-manteltemperatur var 28,4°C.
Renhet av di-tert-butylklormetylfosfat-olje

NMR-analyse av di-tert-butylklormetylfosfat-oljen viste at potensen var sterre
enn 100%. Utviklingsarbeid produserte typisk materiale med en potens pa 100 +
10%. Karl-Fischer-analyse malte vanninnhold pa 0,02 vekt% og GC-analyse malte
metylenklorid pa 10,69 vekt%. Saledes er den angitte potens 89,29 vekt% som gjor

rede for metylenklorid- og vann-tilskudd i oljen.

Lagring av di-tert-butylklormetylfosfat

Di-tert-butylklormetylfosfat-olje ble plassert i et kaldt rom og temperaturen
ble overvaket med en Stripchart registrator. Laboratorie-batcher ble typisk holdt
mellom 0 til 5°C. NMR av produktet etter 104 timer henstand i det kalde rom viste at
materialet ikke hadde mistet styrke.

(Sikkerhetstesting utfert under kampanjen indikerer at ved henstand selvopphetes

oljen med en péfelgende trykk-oppbygning).
NMR standard prep and pragve prep
Fremstilling av trimetylfosfat (TMPOa) standard Igsning:
En standard lesning av TMPO4 mé fremstilles basert pd et 100 M% teoretisk

utbytte. For eksempel: 10 g innfering av di-t-butyl-kaliumfosfat salt mé gi 10,41 g
(0,402 mol) av di-tert-butylklormetylfosfat. Volumet av diklormetan 1
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reaksjonsblandingen vil vaere 75 ml. Molariteten av lesningen er 0,536. En TMPOa.
losning ma fremstilles med den molaritet og 0,5 ml av den lesningen m& kombineres
med 0,5 ml av diklormetanlaget fra reaksjonen. Integralene funnet ved *'P NMR kan

sammenlignes direkte og vil gi % omdannelse av di-tert-butylklormetylfosfat.

Bestemmelse av % uomsatt utgangsmateriale i den vandige fase i reaksjonen:
Etter registrering av volumet av vandig fase 1 reaksjonen, overfor noyaktig

0,500 ml 1 et 1-dram medisinglass inneholdende en kjent vekt av indre standard

TMPOs. Tilsett omtrent 0,24 ml D,O. Rist for & blande grundig. Oppné 3'P-kvant.
spektra.

Beregning av % uomsatt utgangsmateriale:

sp. 31
vand mg %\28’30 . P NMR 10 % uomsatt
. v st. integrering st.
ig TMPO4 mat nat 0 utgangs-
vol. x X ] X ] X = materiale 1
G vol. prave 140,08 3IP NMR 10 | reaksjonen.
akt. © ' 5pm1) Mv integrering 00 vandig
inpt. ’ TMPO, TMPO,
Eksempel:
212 13,4 mg 248,30 Mv 10 o
ml TMPO, st. mat. 2,617 0 3,26%
10 x X X 10 = uomsatt
’ 140,08 Mv utgangs-
lg(gt 0,500 ml TMPO, 270,392 00 materiale
akt.

Bestemmelse av % potens av produktoljen:

Etter registrering av netto vekt av den destillerte produktolje, tarer et 1-dram,
skrukork medisinglass inneholdende en kjent vekt av indre standard TMPOa.
Overfor omtrent 0,02 ml produktolje til medisinglasset og registrer netto vekt av
produkt-oljen. Tilsett omtrent 0,7 ml CDCls. Rist for & blande grundig. Oppné 3'P-

kvant. spektra. Inspiser 'H NMR-spektra for tilstedeverelsen av gjenvarende fase-
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overferingskatalysator (tetra-n-butyl-ammonium-bisulfat) og metylenklorid.

Rapporter disse som mol% 1 forhold til produkt.

Beregning av % potens:

mg 258,68 Mv 3P NMR
TMPO4 produkt integreringsprodukt
31
mg prove ’ 140,08 Mv ’ intel;rlji\i/r[ll;s-
TMPO4 TMPO
Eksempel:

13,7 mg 258,68 Mv

TMPO4 « produkt « 44,744

22,3 mg 140,08 Mv 55956

prove TMPO4 ’

NMR-data for di-tert-butylklormetylfosfat

% potens
x 100 =| (vekt/vekt) av
produkt-oljen

91,9% potens
(vekt/vekt)
av produkt-
oljen

x 100

'H NMR (300,13 MHz, CDCls): & 1,52 (s, 18H), 8 5,67 (d, J= 15,5, 2H)
13C NMR (75,47 MHz, CDCL3): & 29,77 (d, J= 4,5, 6C), § 73,34 (d, J=7.5, 1C), &

84,16 (d, J= 1,5, 2C)

3IP NMR (121,49 MHz, CDCL): § -10,51 (s, 1P)

Eksempel 12: Alternativ fremstilling av lab (prodrug for 1Va)

IVa
Mol. vt. = 422.43

di-tert-butyl-klorometyl-fosfat

Mol. vt. = 258.68

K,COj, DMSO, 30°C
2. TFA, CH,Cl,, RT

lac
Mol. vt. =532.44

En 500 ml 4-halset rundbunnet kolbe utstyrt med en overhengende rerer,

termoelement, tilsetningstrakt, et nitrogen-innlep og septa ble tilsatt [Va (20,01 g,

47,37 mmol), KoCO3 (13,13 g, 95,00 mmol) og DMSO (100 ml, 1,41 mol) og
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reaksjonsblandingen ble omrort ved romtemperatur, hvilket resulterte i en lysebrun
heterogen suspensjon. Di-tert-butylklormetylfosfat (14,83 g, 57,32 mmol) ble tilsatt
via tilsetningstrakt og reaksjonsblandingen ble oppvarmet til 30°C 1 16-24 timer etter
hvilken tid reaksjonsblandingen ble avkjelt til 10°C. Til reaksjonen ble satt DCM
(200 ml) deretter langsomt behandlet med vann (200 ml) som opprettholder
reaksjonstemperaturen under 20°C hvilket resulterte 1 en bifasisk blanding. Det
produktrike bunnlaget lag ble separert, vasket med vann (200 ml), deretter overfort til
en 500 ml 4-halset rundbunnet kolbe utstyrt med en overhengende rorer,
termoelement, tilsetningstrakt og nitrogeninnlep. Trifluoreddiksyre (53,0 ml, 700,94
mmol) ble tilsatt via tilsetningstrakt hvilket resulterte i en svak eksoterm.
Reaksjonsblandingen ble omrert 1 1-3 timer og deretter avkjelt til 0°C. Metanol (300
ml) ble tilsatt mens reaksjonstemperaturen ble holdt under 20°C og deretter avkjelt til
0°C. Reaksjonskolben ble utstyrt med et destilleringsapparat og konsentrert under
vakuum til et volum pé 200 ml (200 Torr, < 30°C). Reaksjonen ble podet med lac
(0,200 g), deretter omrort natten over ved romtemperatur, hvilket resulterte 1 en
oppslemning. Oppslemningen ble filtrert og deretter ble den vate kaken vasket med
THF (300 ml) og deretter torket i en vakuumovn ved 50°C natten over, hvilket
resulterte i et blekgult til hvitt pulver (23,94 g, 95%). '"H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) 6 8,30 (s, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,44 (s, SH), 6,12 (d, J = 10,6 Hz, 2H), 3,97 (s, 3H),
3,85 (s, 3H), 3,80-3,22 (m, 8H); '3*C NMR (100 MHz, DMSO-d6) & 185,49, 169,26,
166,06, 146,20, 145,60, 140,64, 135,50, 129,68, 128,41, 127,04, 123,46, 121,17,
120,08, 114,32, 72,43, 56,92, 53,32, 45,22, 40,50; ES™ MS m/z (rel. intensitet)
533(MH*, 100), 453(MH" - H3PO4, 15).

lysin, H,0, RT

lac lab
Mol. vt. = 532.44 Mol. vt. = 678.64

Til en 10L 4-halset reaktor utstyrt med et termoelement, overhengende rorer,

kjeler og nitrogen-innlep ble satt lac (611 g, 1,15 mol) og vann (3875 ml). Til den
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resulterende suspensjonen ble satt lysin (168 g, 1,15 mol). Reaksjonsblandingen ble
omrert 1 én time ved romtemperatur, oppvarmet til 50°C og deretter holdt ved 50°C
med omrering i en ytterligere time. Den resulterende uklare losning (pH = 4,55) ble
filtrert gjennom et 10 mikron Cuno-filter til en 20L 4-halset reaktor utstyrt med
termoelement, overhengende rorer, kjoler og nitrogen-innlep. Reaksjonsblandingen
ble oppvarmet til 50°C og deretter ble aceton (8 L) tilsatt raskt. Reaksjonen fikk
oppvarmes til 50°C og deretter ble aceton (4 L) tilsatt med en moderat hastighet for &
holde reaksjonstemperaturen over 45°C. Reaksjonen ble podet med Iab (0,200 g) og
deretter avkjelt til romtemperatur over 5 timer, hvilket resulterte i en oppslemning.
Oppslemningen ble omrert natten over ved romtemperatur og deretter filtrert. Den
vate kaken ble vasket med aceton (4 L) og deretter torket i en vakuumovn ved 25°C
natten over med en lufting av fuktig luft, hvilket resulterte i et dunaktig hvitt pulver

(751 g, 96%).

Eksempel 13: Alternativ fremstilling av Icb (Prodrug for 1Vc)

Di-tert-butylklormetyl-fosfat

\
NK Ve Mol. vt. = 258.68 lle
Mol. vt. = 473.48 Mol. vt. = 695.70

Cs,CO03, K1, NMP, 30°C

Til en 10 L reaktor utstyrt med en overhengende rorer, termoelement,
destilleringsapparat og nitrogen-innlep ble satt IVc (200,00 g, 422,39 mmol), Cs2CO3
(344,06 g, 1,06 mol), KI (140,24 g, 844,81 mmol) og NMP (1,00 L, 10,38 mol).
Reaksjonsblandingen ble omrort ved romtemperatur, hvilket resulterte 1 en lysebrun
heterogen suspensjon. Di-tert-butylklormetylfosfat (273,16 g, 1,06 mol) ble tilsatt via
tilsetningstrakt og reaksjonsblandingen ble oppvarmet til 30°C 1 16-24 timer med
omrering etter hvilken tid reaksjonsblandingen ble avkjelt til 5°C. Til reaksjonen ble
satt DCM (1,5 L) og deretter ble reaksjonsblandingen langsomt behandlet med vann
(3,5 L) mens reaksjonstemperaturen holdes under 20°C, hvilket resulterer i en

bifasisk blanding. Det produktrike bunnlaget ble separert, vasket med vann (3,5 L x
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3), deretter overfort tilbake til reaktoren. Lesningen ble konsentrert under vakuum til
et volum pd 1 L mens temperaturen ble holdt under 25°C. IPA ble tilsatt (2 L) og
deretter ble reaksjonsblandingen konsentrert under vakuum til et volum pa 2L mens
temperaturen ble holdt under 25°C. Reaksjonen ble deretter podet med Ilc (0,200 g),
omrert natten over ved romtemperatur hvilket resulterte i en oppslemning.
Oppslemningen ble filtrert og den véte kaken ble vasket med MTBE (1 L) og terket i
en vakuumovn ved 50°C natten over, hvilket resulterte 1 et gult/hvitt pulver (207,1 g,
70%). 'H NMR (400 MHz, CDCI3) 6 8,54 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,42 (s,
5H), 5,95 (d, J = 14,2 Hz, 2H), 4,06 (s, 3H), 3,97-3,36 (m, 8H), 2,50 (s, 3H), 1,27 (s,
18H); '3C NMR (100 MHz, CDCls) & 184,64, 170,65, 165,91, 161,60, 150,82,
145,38, 141,89, 134,96, 130,20, 129,59, 128,68, 127,58, 127,10, 124,77, 122,64,
115,22, 83,90, 83,83, 73,69, 73,63, 56,95, 46,04, 41,66, 29,61, 29,56, 13,90; ES* MS
m/z (rel. intensitet) 696 (MH*,10), 640 (MH* - isobutylen, 30), 584 (MH* - 2
isobutylen, 100).

i. Aceton/vann
40°C
" ii. NH; =
- H\AOH )
N
llc OH OH Icb
Mol. vt. = 695.70 Mol. vt. =704.62 OH OH

Til en 10L 4-halset reaktor utstyrt med termoelement, overhengende rorer,
kjeler og nitrogeninnlep ble satt Ilc (200,24 g, 287,82 mmol), aceton (800,00 ml,
10,88 mol) og vann (800,00 ml, 44,41 mol). Reaksjonsblandingen ble oppvarmet til
40°C og omrort i 18-24 timer. Reaksjonsblandingen ble avkjelt til 20°C og deretter
ble trometamin (33,62 g, 277,54 mmol) tilsatt. Reaksjonsblandingen ble oppvarmet
til 40°C og deretter omrert i en ytterligere time inntil alle faste stoffer var opplest.
Reaksjonsblandingen ble avkjelt til 20°C og deretter filtrert gjennom et 10 mikron
Cuno-filter til en 10L 4-halset reaktor utstyrt med termoelement, overhengende rorer
og nitrogeninnlep. Aceton (3 L) ble tilsatt raskt, fulgt av poding med Icb (0,500 g),
deretter ble ytterligere aceton (3 L) tilsatt. Reaksjonsblandingen ble omrort ved

romtemperatur natten over, hvilket resulterte i en oppslemning og deretter filtrert.
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Den vate kaken ble vasket med aceton (800 ml), deretter torket i en vakuumovn ved

50°C natten over, hvilket resulterte 1 et dunaktig hvitt pulver (165,91 g, 82%).

Supplerende informasjon:

Isolering av det fri syre mellomprodukt Ic:

Acetone/Water
40 °C

lic Ic
Mol. Wt. = 695.70 Mol. Wt. =583.49

I en 250 ml 3-halset reaktor utstyrt med termoelement, overhengende rorer,

kjeler og nitrogeninnlep ble tilsatt IIc (10,0 g, 14,37 mmol), aceton (40,00 ml, 544,15

mmol) og vann (40,00 ml, 2,22 mol). Reaksjonsblandingen ble oppvarmet til 40°C

og omrort 1 14-24 timer. Reaksjonsblandingen ble avkjelt til 20°C og deretter omrort

1 tre timer, hvilket resulterte i en oppslemning. Oppslemningen ble filtrert, deretter
ble den vate kaken vasket med aceton (40,00 ml) og deretter torket i en vakuumovn
ved 50°C natten over, hvilket resulterte i et dunaktig hvitt pulver (7,00 g, 83%).
NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 8,84 (s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,06 (s, 1H), 7,45 (s, SH),
5,81 (d, J = 12,3 Hz, 2H), 4,03 (s, 3H), 3,91-3,19 (m, 8H), 2,39 (s, 3H); '*C NMR
(500 MHz, DMSO-d6) & 185,20, 169,32, 165,85, 160,75, 150,51, 146,30, 143,24,
135,53, 129,74, 129,22, 128,46, 127,34, 127,09, 123,67, 122,73, 113,94, 72,90 (d,
2Jcp=5Hz), 57,01, 45,2 (bs), 40,8 (bs), 13,66. ES* MS m/z (rel. intensitet) 486
(MH" - H3PO4, 100).

Eksempel 14: Alternativ fremstilling av Ibb (prodrug av 1Vb)

336742
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Di-tert-butyl-klorometyl-fosfat
N ve Mol. vt. = 258.68 llb

_ Mol. vt. = 669.64
Mol. vt. = 447.42 Cs,CO; K, NMP, 30°C

Til en 10 L reaktor utstyrt med en overhengende rorer, termoelement og
nitrogeninnlep ble satt IVb (400,00 g, 894,73 mmol), Cs2CO3 (873,70 g, 2,68 mol),
KI(297,70 g, 1,79 mol) og NMP (1,00 L, 10,38 mol). Reaksjonsblandingen ble
omrort ved romtemperatur, hvilket resulterte 1 en lysebrun heterogen suspensjon. Di-
tert-butylklormetylfosfat (460,50 g, 1,78 mol) ble tilsatt via tilsetningstrakt og
reaksjonsblandingen ble oppvarmet til 30°C 1 16-24 timer pa hvilket tidspunkt
reaksjonsblandingen ble avkjelt til 5°C. Til reaksjonen ble satt n-BuOAc (2,4 L) og
deretter ble reaksjonsblandingen langsomt behandlet med vann (4 L) mens
reaksjonstemperaturen holdes under 20°C hvilket resulterte i en bifasisk blanding.
Det vandige bunnlag ble fjernet fra reaktoren, deretter ble det produktrike topplag
podet med Ilc (0,40 g) og deretter omrort i 3 timer ved romtemperatur, hvilket
resulterte i en oppslemning. Oppslemningen ble filtrert og deretter ble den vate
kaken vasket med MTBE (1,6 L) og deretter torket i en vakuumovn ved 50°C natten
over, hvilket resulterte i et gult/hvitt pulver (483,2 g, 81%). 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8,35 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,42, (s, 5SH), 5,92, (d,
J=14,9 Hz, 2H), 4,02-3,40 (m, 8H), 1,24 (s, 18H); '3C NMR (100 MHz, CDCl3) §
182,75, 170,64, 152,07, 144,03, 134,91, 133,96, 131,82, 130,21, 128,68, 128,27,
128,00, 127,07, 125,81, 124,01, 113,82, 84,00, 83,93, 73,97, 46,12, 41,90, 29,57,
29,53; ES*MS m/z (rel. intensitet) S58(MH", 100).
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i. IPA/vann
40°C
ii. Lysin
lib Ibb
Mol. vt. = 669.64 Mol. vt. =703.62

Til en 300 ml 4-halset reaktor utstyrt med termoelement, overhengende rorer,
kjeler og nitrogen-innlep ble satt IIb (18,0 g, 26,87 mmol), IPA (36,00 ml, 470,92
mol) og vann (36,00 ml, 2,0 mol). Reaksjonsblandingen ble oppvarmet til 40°C og
omrert 1 18-24 timer. Reaksjonsblandingen ble avkjelt til 20°C og deretter ble lysin
(3,73, 25,54 mmol) tilsatt. Reaksjonsblandingen ble omrert i 1 time inntil alle faste
stoffer var opplest. IPA (54 ml) ble tilsatt over 30 minutter fulgt av poding med Ibb
(0,180 g) og omroring i ytterligere 30 minutter. IPA ble tilsatt (18 ml) over 1 time og
deretter ble reaksjonsblandingen oppvarmet til 50°C, hvilket resulterte i en tynn
oppslemning. Reaksjonsblandingen ble podet med Ibb (0,180 g) og deretter ble [IPA
(36 ml) tilsatt over 2 timer og deretter omrort i 12 timer, hvilket resulterte 1 en
oppslemning. Reaksjonsblandingen ble oppvarmet til 70-80°C 1 2 til 3 timer og
deretter avkjelt til 50°C. IPA (59 ml) ble tilsatt over 1 time og deretter ble ytterligere
IPA (121 ml) tilsatt over 1 time. Reaksjonsblandingen ble avkjelt til 20°C over 2
timer og deretter omrort i ytterligere 2 timer og deretter filtrert. Den vate kaken ble
vasket med IPA (180 ml), deretter torket i en vakuumovn ved 50°C natten over,

hvilket resulterte 1 et hvitt pulver (15,43 g, 82%).

Supplerende informasjon:

Prosedyre for isolering av fri syre mellomprodukt Ibc:
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Aceton/vann
40 °C
b Ibc
Mol. vt. = 669.64 Mol. vt. =557.43

I en 500 ml 3-halset kolbe utstyrt med termoelement, overhengende rorer,
kjeler og nitrogen innlep ble tilsatt IIb (50,00 g, 74,76 mmol), aceton (100,00 ml,
1,36 mol) og vann (100,00 ml, 5,55 mol). Reaksjonsblandingen ble oppvarmet til
40°C og omrort 1 18-24 timer.

I en 250 ml 3-halset kolbe utstyrt med en pH-probe, magnetisk rorestav og
nitrogeninnlep ble tilsatt 150 ml av Ibc-lgsningen ovenfor, deretter ble pH regulert til
pH = 6,2 med 10N NaOH. Lesningen ble overfort til en separasjonstrakt, deretter
vasket med EtOAc (100 ml), deretter DCM (100 ml), og deretter overfort tilbake til
den 250 ml 3-halsede kolben. pH ble regulert til pH = 1,3 med 2N HCI fulgt av
omrering i tre timer, hvilket resulterte i en oppslemning som ble filtrert. Den vate
kaken ble gjenoppslemmet i MTBE (150 ml) og deretter filtrert, fulgt av
gjenoppslemning i THF/vann (100:1, 130 ml) i 45 minutter, deretter filtrert og terket i
en vakuumovn ved 50°C natten over, hvilket resulterte i et hvitt pulver (10,0 g, 33%).
NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 8,69 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 7,98 (s, 1H),
7,41 (s, 5H), 5,47 (d, J = 13,3 Hz, 2H), 3,99-3,18 (m, 8H); '3C NMR (100 MHz,
DMSO-d6) 6 183,97, 169,23, 165,20, 151,69, 145,91, 135,48, 133,83, 131,59,
129,65, 129,11, 129,03, 128,42, 127,77, 127,49, 127,03, 122,62, 112,08, 72,57. ES*
MS m/z (rel. intensitet) 558 (MH", 100).

Eksempel 15: Fremstilling av Prodrug le

Trinn én
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= | X
CN N~
NS DEBPT
N~ iPr,NEt
HCI DMF

Fremstilling av 2-(1-(2-(4-metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-
pyrrolo[2,3-c]pyridin-3-yl)-2-oksoacetyl)piperidin-4-yliden)-2-(pyridin-2-
ylhacetonitril (IVe): 2-(4-metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-
c]pyridin-3-yl)-2-oksoeddiksyre (1,5 g), 2-(piperidin-4-yliden)-2-(pyridin-2-
yl)acetonitril-hydroklorid (1,5 g), 3-(dietoksyfosforyloksy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-
on (DEPBT) (2,1 g) og Hunig’s Base (2 ml) ble samlet i 20 ml DMF. Blandingen ble
omrort ved romtemperatur i 16 timer.

DMF ble fjernet ved inndampning ved redusert trykk og residuet ble fordelt med
MeOH (80 ml). Fellingen ble oppsamlet ved filtrering for a gi 0,85 g av produktet, 2-
(1-(2-(4-metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-3-yl)-2-
oksoacetyl)piperidin-4-yliden)-2-(pyridin-2-yl)acetonitril (IVe). 'H NMR (500 MHz,
DMSO-d6) 612,42 (s, 1H), 9,23 (m, 1H), 8,69 (m, 1H), 8,27 (m, 1H), 7,89 (m, 2H),
7,58 (m, 1H), 7,52 (m, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,99 - 2,70 (m, 8H), 2,60 (m, 3H). MS m/z:
(M+H)" beregnet for C2sH23NgO3 483,19, funnet 483,18.

Trinn to
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Fosfat-ester (45,1 g, 0,1 mol) og klorjodmetan (200 g, 1,14 mol) ble samlet i
100 ml benzen og blandingen ble omrert ved romtemperatur i fire timer for benzen

ble fjernet under vakuum. Deretter ble 500 ml etyleter satt til residuet og uoppleselig
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fast stoff ble filtrert vekk. Konsentrasjon av filtratet ga di-tert-butylklormetylfosfat,

som ble anvendt 1 neste trinn uten noen ytterligere rensning.

Trinn tre
cN
- CN
(o] o] = X
| ~

P N N~ 0 Q 7Y
i | 5 ﬁ = — N NF
NS

N NaH, |

H + CI/\O/F‘FO% /72, Ny N °
\ NN ° THF N ko lle
N/ °N

IVe XK i / o:éfo\%/
\ o

NaH (0,2 g, 95%) ble satt langsomt til en suspensjon av 2-(1-(2-(4-metoksy-7-
(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-3-yl)-2-
oksoacetyl)piperidin-4-yliden)-2-(pyridin-2-yl)acetonitril (IVe) i terr THF (20 ml) og
blandingen ble omrert i en time ved romtemperatur. Jod (0,4 g) opplest i terr THF (2
ml) ble tilsatt langsomt til den omrorte losningen. Blandingen ble omrert i ytterligere
3 timer for 0,2 g av NaH ble tilsatt. Etter fullfering av tilsetningen ble den
resulterende blandingen omrert ved omgivelsestemperatur i ytterligere 15 minutter og
deretter ble di-tert-butylklormetylfosfat, oppnadd fra trinn to, tilsatt. Etter omrering i
16 timer ble reaksjonsblandingen hellet i iset NH4OAc (30%) (50 ml), fulgt av
ekstraksjon med EtOAc (3 x 100 ml). De samlede organiske ekstrakter ble vasket
med vann (50 ml) og deretter saltvann (50 ml), terket over Na>SO4 og konsentrert
under vakuum, hvilket ga et residuum, som ble renset ved silikagel-kromatografi
(eluering med EtOAc/EtzN (100/1)), hvilket ga 330 mg av di-tert-butyl-(3-(2-(4-
(cyano(pyridin-2-yl)metylen)piperidin-1-yl)-2-oksoacetyl)-4-metoksy-7-(3-metyl-1H-
1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-yl)metylfosfat (Ile). '"H NMR (500
MHz, CD;0D) 6 8,85 (m, 1H), 8,66 (m, 1H), 8,45 (m, 1H), 8,06 (m,1H), 7,92 (m,
1H), 7,60 (m, 1H), 7,43 (m, 1H), 6,05 (m, 2H), 4,11 (s, 3H), 4,00 (m, 1H), 3,82 (m,
1H), 3,76 (m, 1H), 3,60 (m, 1H), 3,04 (m, 1H), 2,95 (m, 1H), 2,85 (m, 1H), 2,80 (m,
1H), 2,52 (s, 3H), 1,30 (m, 18H). MS m/z: (M+H)" beregnet for C34H42NgO7P
705,29, funnet 605,30.

Trinn fire
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Di-tert-butyl-(3-(2-(4-(cyano(pyridin-2-yl)metylen)piperidin-1-yl)-2-
oksoacetyl)-4-metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-
yl)metylfosfat (Ile) ble opplest i 8 ml av en blandet lesning av TFA og diklormetan
(10% TFA/CH2CI2) og blandingen ble omrort i tre timer. Alle losningsmidlene ble
fjernet under vakuum og residuet ble renset ved anvendelse av et Shimadzu
automatisert preparativt HPLC-system, hvilket ga 25 mg av tert-butyl-(3-(2-(4-
(cyano(pyridin-2-yl)metylen)piperidin-1-yl)-2-oksoacetyl)-4-metoksy-7-(3-metyl-1H-
1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-yl)metyl-hydrogenfosfat (II’e) og 33
mg av (3-(2-(4-(cyano(pyridin-2-yl)metylen)piperidin-1-yl)-2-oksoacetyl)-4-metoksy-
7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[ 2,3-c]pyridin-1-yl)metyl-dihydrogen-
fosfat (Ie).

tert-butyl-(3-(2-(4-(cyano(pyridin-2-yl)metylen)piperidin- 1-yl)-2-oksoacetyl)-
4-metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-yl)metyl-
hydrogenfosfat (II’¢): '"H NMR (500 MHz, CD30D) 68,83 (m, 1H), 8,55 (m, 1H),
8,35 (m, 1H), 7,92 (m, 2H), 7,54 (m, 1H), 7,41 (m, 1H), 5,86 (m, 2H), 3,98 (s, 3H),
3,96 (m, 1H), 3,72 (m, 1H), 3,65 (m, 1H), 3,47 (m, 1H), 2,92 (m, 1H), 2,85 (m, 1H),
2,71 (m, 1H), 2,65 (m, 1H), 2,40 (s, 3H), 1,15 (m, 9H). MS m/z: (M+H)* beregnet
for C3oH34NsO7P 649,23, funnet 649,22.

(3-(2-(4-(cyano(pyridin-2-yl)metylen)piperidin-1-yl)-2-oksoacetyl)-4-
metoksy-7-(3-metyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-1-yl)metyl-
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dihydrogen-fosfat (Ie): '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 58,88 (m, 1H), 8,65 (m, 1H),
8,50 (m, 1H), 8,06 (m, 1H), 7,90 (m, 1H), 7,49 (m, 2H), 5,82 (m, 2H), 4,04 (s, 3H),
3,96 (m, 1H), 3,88 (m, 1H), 3,72 (m, 1H), 3,46 (m, 1H), 2,94 (m, 1H), 2,82 (m, 2H),
2,73 (m, 1H), 2,40 (m, 3H); *C NMR (125 MHz, DMSO-d6) §185,2, 165,6, 160,6,
159,1, 151,0, 150,4, 149,5, 146,2, 143,1, 137,4, 129,1, 127,2, 124,4, 123,6, 122,6,
117,4,116,3,113,9, 110,0, 72,8, 56,9, 48,4, 44,4, 36,4, 34,0, 13,6. MS m/z: (M+H)"
beregnet for C26H26NsO7P 593,17, funnet 593,14.

Eksempel 16: Fremstilling av Prodrug If

Né\‘N NA‘N
o]
F o (\N X 0 F o (\N X
72\ NJ CI/\O,P\fotBu 7\ N\)
N OtBu N
= I 3 = ¥ 3
N N KI, Cs,CO3, NMP N N
\ \
[ /N 30-40°C [ N K
N IVf N (o]
/ Iif
O;Q\omu
OtBu

|

F o (\NJ\Q
NN \ NQ
N N °

Low

R

OiF:\OH If

OH

Til en blanding av IVf (99,5 mg, 0,21 mmol) i 1-metyl-2-pyrrolidinon (1,0
ml) ved romtemperatur i et medisinglass med kork ble satt KI (144 mg, 0,87 mmol)
og Cs2CO3 (416 mg, 1,28 mmol)) og blandingen ble omrert i ca. 5 min. Di-
tertbutylklormetylfosfat-reagens (218 mg, 0,84 mmol) ble deretter tilsatt dripevis.
Den resulterende blandingen ble deretter omrert ved 35 til 40°C 1 20 timer.
Blandingen ble deretter fortynnet med H>O (ca. 8 ml) og ekstrahert med EtOAc (ca. 8
ml). Den organiske ekstrakten ble separert og inndampet, hvilket ga di-t-
butylklormetylfosfat; Analytisk HPLC-metode: Losningsmiddel A 10% MeOH-90%
H>0-0,1% TFA; Lesningsmiddel B 90% MeOH-10% H>0-0,1%TFA; Start %B =0,
Endelig %B = 100, Gradient-tid = 2min, Stremningshastighet = 5 ml/min, Kolonne:
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Xterra MS C18 S7 3,0x50mm; LC/MS: (ES[)) m/z (M+H)" = 694,22, HPLC R =
1,243.

En blanding av Mellomprodukt ITf i H>O/isopropanol (1,0 ml/1,0 ml) i en
korket rundbunnet kolbe ble omrert ved 40°C 19,5 timer. Blandingen ble deretter
avkjolt til romtemperatur og lesningen overfort til et medisinglass ved anvendelse av
en pipette. MeCN (1,0 ml) ble satt til denne losningen, som deretter ble tilsatt
isopropanol langsomt og med periodisk omrering ved anvendelse av en spatel. De
grahvite presipitater ble deretter filtrert, vasket med isopropanol (2 x 1,0 ml) og
deretter torket under hoyvakuum, hvilket ga prodrug If; '"H NMR (500 MHz):
(DMSO-ds) 6 8,76 (s,1H), 8,71 (s, 1H), 8,69 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,09 (d, J =8, 1H),
8,06 (s, 1H), 7,89 (d,J =7, 1H), 7,85 (app t, 1H), 7,59 (app t, 1H), 5,68 (d, J =13,
2H), 4,00 (b m, 2H), 3,90 (b m, 2H), 3,85 (b m, 2H), 3,65 (b m, 2H); Analytisk HPLC
metode: Losningsmiddel A 10% MeOH-90% H20-0,1%TFA; Losningsmiddel B 90%
MeOH-10% H>0-0,1%TFA; Start %B = 0, Endelig %B = 100, Gradient-tid = 2 min,
Streomningshastighet = 5 ml/min, Kolonne: Xterra MS C18 S7 3,0x50mm; LC/MS:
(ES[1) m/z (M+H)" = 582,00, HPLC R, = 1,797.

For & bli vellykket ma omdannelsen av prodrug til parental forbindelse
initieres ved alkaliske fosfataser i mennesker. Kvalitativ in vitro undersekelser ved
anvendelse av human placental alkalisk fosfatase og in vivo undersekelser i rotter
viste at omdannelse av prodrug var rask bade in vitro med humane enzymer og in
vivo i rotter. Ideelt vil omdannelseshastigheten vare rask slik at bare begrenset
eksponering for prodrug forekommer og maksimum eksponering for aktiv parentalt
antiviralt middel vil resultere. Data fra underseokelser (nedenfor) viser at i alle tre
prodrug-eksempler evaluert i rotter, blir prodrug raskt omdannet til aktivt parentalt
medikament og at plasma-nivaer av prodrug er meget lave sammenlignet med
parentalt medikament ved alle datapunkter. Disse underseokelser ble utfort med doser
hvor doser av parentalt medikament og dosen ekvivalent fra fosfat-prodrug var lav og
omtrent lik, ~5 mg/kg. Siden fordelene med prodrug er & overvinne opplesnings-
begrenset absorpsjon, vil i lave doser fordelene med prodrug fremfor mindre
oppleselige parentale molekyler for klinisk anvendelse hos pasienter ikke vaere
apenbare. Lav-dose in vivo undersgkelser ble anvendt for & bestemme hvorvidt
prodrug genererte det parentale molekyl. Oppleseligheten av de parentale molekyler

IV, er avhengig av krystallinsk form. En krystallinsk form er foretrukket for
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medikament-utvikling. Dataene for alle de parentale molekyler kan oppsummeres
ved & angi at den vandige oppleselighet av krystallinsk materiale for alle parentale
molekyler IV er < 50ug/ml og i noen tilfeller meget mindre. Saledes er den iboende
vandige oppleselighet av de parentale molekyler lav og spiller en vesentlig rolle 1 &

fordrsake opplesnings-begrenset absorpsjon i heyere doser.

Tabell 1 - Biologiske og farmaseytiske egenskaper
av N-metyl-dihydrogen-fosfat (eller salter) azaindoloksoeddiksyre-piperazin-

derivater

Forbindelse la

Forbindelse Ib

Forbindelse Ic

(dinatriumsalt) (dinatriumsalt) (syreform)
Oppleselighet >18 >8 1
(mg/ml), pH 6,5
In vitro omdannelse | Fullstendig og rask Fullstendig og rask Fullstendig og rask

i alkalisk fosfatase

(fotnote 1)

omdannelse til
parentalt uten noen
mellomprodukt-
dannelse

omdannelse til
parentalt uten noen
mellomprodukt-
dannelse

omdannelse til parentalt

uten noen

mellomprodukt-dannelse

In vivo omdannelse
i rotte-oral

(fotnote 2) MAP
studie

Rask dannelse av
parental i plasma

Rask dannelse av
parental i plasma

Rask dannelse av
parental i plasma

In vivo omdannelse
1 rotter-iv

Rask dannelse av
parental i plasma

Rask dannelse av
parental i plasma

Rask dannelse av
parental i plasma

(fotnote 2) MAP

studie

Fotnote 1: Prodrug-derivatet (kons. ~0,2 mM) ble inkubert med alkalisk fosfatase
(human placenta, Sigma, ~1,4 enhet) i pH 8 Tris buffer (kons. ~0,03M, 1 ml) og
forsvinning av prodrug og dannelse av den parentale forbindelse ble overvaket ved
HPLC og LC/MS. I de fleste tilfeller forsvant prodrug-forbindelsen fullstendig,
svarende til dannelse av den parentale forbindelse innen en time eller to og ingen

andre mellomprodukter ble detektert.

Fotnote 2: Prodrug-forbindelsen ble administrert til rotter ved oral (i dosen ekv. med
5 mg/kg av den parentale) eller ved intravengs rute (i dosen ekv. med 1 mg/kg av den
parentale). Plasmanivéene indikerer rask omdannelse til den parentale forbindelse

med ingen detekterbar mengde av prodrug (po).
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I tabellene nedenfor betyr betegnelsen “LLQ" nedre grense for kvantifisering

(dvs. ikke detektert).

Tabell 2: MAP Studie A: Oppsummering av PK etter PO and IV administrering av
prodrug la til rotter. Sammenligning med historisk PO av forbindelse 1Va i rotter

Ia IVa Historisk IVa
PK (5 mg/kg po) Etter prodrug Etter prodrug Etter dosering av
dosering dosering parental [Va (Studie

Al

3 Lo LG L G0

W . oS @gg )

dinatriumsalt h h

Dose PO (mpk) 6,3 mpk ekvivalent med 5 5 mpk
mpk av [Va)
Cmaks (uM) LLQ 1,4+0,6 45 +1,5

Tmaks (timer) LLQ 1,7 2

AUC 0-24 timer LLQ 59+1 14,9 £6,2
(uM*timer)
Cp@ 2‘(4 lur)ner p.o. LLQ 35,2 (n=1) 9,2 (n=1)
n

Dose IV (mpk) 1,26 mpk ekvivalent til 1 1

mpk of ‘IVa)
CLi.v. 16 £0,95 - 13+£4,6
(ml/min/kg)

Vss i.v. (L/kg) 0,095 + 0,001 - 14404
T1/2i.v. (timer) 0,14+ 0,02 2,8+1,5 4+26
T1/2 p.o. (timer) 33+£22 1,9+0,8
AUCO tot forhold 0,534

etter 1V
administrering™
AUCtot forhold etter 0,39

PO administrering**

Tabell 3: MAP Studie B: Oppsummering av PK etter PO og IV administrering av
Prodrug Ib til rotter. Sammenligning med historisk PO av forbindelse 1Vb i rotter

PK Ib IVb Historisk IVb
(5 g/kg po) Etter prodrug dosering Etter prodrug Etter dosering av
dosering parental IVD (Studie
B1)
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1000 L OO
QN kwf ° Q
dinatriumsalt
Dose PO 7 mpk ekvivalent med 5 5
(mpk) mpk av [Vb)

Cmaks (uM) LLQ 3940,8 9,5+2,8
Tmaks LLQ 1,1 4,6
(timer)

AUC LLQ 13,7+2,6 86 + 33

0-24 timer

(uM*timer)

Cp @ 24 LLQ 7,5 (n=1) 161

timer p.o.

(nM)

Dose IV 1,4 ekvivalent til 1 mpk 1
(mpk) av ‘IVa)
CLiv. 46 £ 10 - 1,6 £0,2
(ml/min/kg)
Vss i.v. 0,97 + 0,47 - 0,49 + 0,26
(L/kg)
T1/2 iv. 1,8+1,2 1,5+0,2 59+49
(timer)
T1/2 p.o. 24405 3,7£0,9
(timer)

AUCO tot 0,10

forhold etter

IV adminis-

trering*

AUCtot 0,14

forhold etter

PO

adminis-

trering**

Tabell 4: MAP Studie C: Oppsummering av PK etter PO og IV administrering av
Prodrug Ic til rotter. Sammenligning med historisk PO av forbindelse IVc i rotter

Ic Ve Historisk IVc
PK (5 Etter prodrug dosering Etter prodrug dosering Etter dosering av parental
mg/kg po) IVc (Studie C1)
puBVeas W@*@
T s )
\<
Dose PO 6,5 mpk ekvivalent med 5 mpk 5
(mpk) av IV¢)
Cmaks LLQ 10,2 £2,1 134 £3,6
(um)
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Tmaks LLQ

(timer)
AUC 0-24 LLQ
timer
(uM*timer)
Ch@24 LLQ
timer p.o.
(nM)

Dose IV 1,3
(mpk)
CLi.v.

(ml/min/kg)

0,8+0,1 4

56+7,5 110 £25

84,3 (n=2) 61

ekvivalent med 1 mpk 1
av ‘IVa)
77,9 £44.3 -

1,3£0,2

Vss i.v.
(L/kg)
T1/2i.v.
(timer)
T1/2 p.o.
(timer)
AUCO tot 0,54
forhold etter
1V adminis-
trering*

0,4 £0,09

43+ 1,1

3,0£0,3

AUCtot 0,43
forhold
etter PO
adminis-
trering**

Nokkel for alle tre tabeller 2, 3 og 4:

* AUCtot forhold =

Total AUC av parental etter IV administrering av prodrug

Total AUC av parental etter [V administrering av parental (historiske data)

** AUCtot forhold =

Total AUC av parental etter PO administrering av prodrug

Total AUC av parental etter PO administrering av parental (historiske data)

En dose-eskaleringsstudie D av én av prodrug-forbindelsene (Ica) ble utfort i
rotter for & demonstrere de betydelige fordeler av prodrug fremfor den parentale for
potensiell anvendelse ved behandling av HIV-1 pasienter etter oral dosering.
Eksponeringsdata og malte parametere fra prodrug-doseeskaleringsstudien ble
sammenlignet med lignende data fra historiske undersekelser utfort med parentale
molekyler.

Figurer 3 og 4 sammenligner AUC (omradet under kurven, et mal for

eksponering for medikament i rotten) av IVc etter oral dosering av prodrug Ica (studie
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D) med det oppnadd etter dosering av parentalt molekyl IVc (Studie E) og en rotte
toksikokinetisk studie (TK). Detaljer for historisk IVc doseeskalering (Studie E) og
rotte TK studie (F) er vist i disse figurer.

Som det kan sees fra Figurer 3 og 4, er AUC og Cmaks for parentalt molekyl
etter oral administrering av prodrug-forbindelsen (triangler) storre enn de som
resulterte fra administrering av stam-medikamentet 1 to separate underseokelser.
Dataene viser klart at for & maksimere eksponeringsmultipler av medikament i
plasma, gir prodrug-forbindelsen overraskende en fordel. Siden de kjemiske
strukturene til denne klassen av molekyler er lignende, er prodrug av klassen
forventet & vise ekning i eksponering etter administrering av prodrug istedenfor det
parentale. Gitt usikkerheten om forbedret oral eksponering med fosfat-prodrug og
nyheten av de nye forbindelsene, er dette resultat ikke opplagt og er overraskende 1

starrelse.

Tabell 5. Rotte TK-studie; Studie F; Historisk undersgkelse av PO IVc i rotter ved
tre doser

Forbindelse 1Vc
(Historical Data)
15 75 200
Dose (mg/kg) (Igsn.) (susp) (susp)
. 80/10/10 PEG-400/Etanol/
Konstituent 0.1N NaOH
Gjennomsnitt
Cmaks (uM) 42 65 76
Gjennomsnitt AUC
0-24 timer 418 792 1077
(uM*timer)
Doseforhold 1:5:13
Cmaks forhold 1:15:1,8
AUC forhold 1:1,9:2,6

IV og oral rotte PK studieprotokoll av fosfat-prodrug-undersgkelser A, B og C
Forbindelser Ic (fosfat-prodrug av IVc), Ib (fosfatprodrug av IVb) og Ia
(fosfatprodrug av IVa) ble administrert separat til grupper av tre Sprague-Dawley
hannrotter ved IV bolus (1 mg/kg; alle doser listet opp 1 dette dokument var parental
forbindelse-ekvivalent) eller oral mating (5 mg/kg). Rottene for orale doserings-
undersokelser ble fastet natten over. Forbindelse Ic ble administrert som fri syre,

mens de andre to var som natriumsalter. Doseringslesningene av alle tre prodrug for
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bade IV og oral administrering ble fremstilt i 100% normal saltlesning med 1 mg/ml
(doseringslesnings-konsentrasjoner var parental forbindelse-ekvivalent). Plasma-
prover ble oppsamlet i EDTA vacutainere over 24 timer og analysert ved LC/MS/MS
for bade prodrug og parentale molekyler. Farmakokinetisk analyse ble utfort pa
Kinetica™.

Prosedyrer for LC/MS/MS-analyse er vist 1 protokollene nedenfor.

Resultatene av denne undersekelsen er vist 1 Tabeller 2-4, midtre to kolonner.

Oral dose-eskalering studieprotokoll for Ica i rotter (studie D)

Grupper pa tre fastede Sprague-Dawley hannrotter ble oralt administrert
forbindelse Ica (dinatriumsalt) med 4,5, 21 og 163 mg/kg (doser var IVc ekvivalente).
Doseringslesninger ble fremstilt i vann med 1, 5 og 20 mg (forbindelse Ic (fri syre)
ekvivalent)/ml for dosene pa henholdsvis 4,5, 21 og 163 mg (forbindelse [Vc
ekvivalent)/kg. Plasmaprever ble oppsamlet i EDTA vacutainere over 24 timer og
analysert ved LC/MS/MS for bade Ic og IVc. Farmakokinetisk analyse ble utfort pa
Kinetica™.

Resultatene av denne undersegkelsen er vist i Tabell 46 og Figurer 3-5.

Tabell 46. Oral rottedose eskaleringsstudie

Dosering av Ica Ve (n = 2)
I\Vc etter fosfat prodrug Ica ( Na-salt) SR
(alle doser er IVc ekvivalente) (n = 3) Historiske data
5 25 200 25 75 200
Dose (mg/kg) (lesn.) (lgsn.) (lgsn.) (lzsn.) (susp) (susp)
Konstituent Vann 80/10/18 f'\lliﬁ-:gg/EtanoI/
Partikkelstorrelse Losn. Lasn. Losn. Lasn. 27 31
(nm)
Gjennomsnitt
Crmaks (uM) 29+ 14 98 + 21 281+ 55 46 86 42
C24timer (M) | %0255 | 0352013 [ 5836 0,61 5,2 10 (n=1)
Gjennomsnitt . N
AUCtot (uM*timer) 109 £ 15 586 + 53 2925 + 304 458 1071 518
Gjennomsnitt
Tmaks (timer) 0,50 + 0,25 1,7+2,0 1,1+0,80 4,0 5,0 4,0
Gjennomsnitt T1/2
(timer) 2,3+0,07 25+0,15 13+7,5 3.4 6,8 20
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Doseforhold 1:5:40 1:3:8
Avg. Cmaks . . . .
forhold 1:3,4:97 1:1,9:0,91
Avg. AUC Forhold 1:54:27 1:2,6:1,1*

1. * AUC var fra 0-24 timer siden AUC (24 timer-uendelig) var minst sterre enn
35% av den totale AUC (0-uendelig). Denne del var for stor til & fa neyaktig mél
for total AUC.

2. AUC omdannelsesforhold med 5 mg/kg av [Vc fra Ica, beregnet som forholdet av
IVc AUC etter Ica dosering dividert med IVc AUC etter direkte dosering av IVe,
var 0,99.

3. Prodrug Ica ble bare detektert ved ~20-40 nM 1 én til to prever 1 hver rotte 1 200
mg/kg dosegruppen.

In vivo metoder

Prosedyre for studie AL: PO and IV administrering av IVa til rotter; PO dose var 5
mg/kg

Forbindelse [Va ble administrert i en polyetylenglykol 400 (PEG400)/etanol-
(EtOH) lgsning (90/10, volum/volum) hvis ikke angitt pa annen mate. Plasma- og
vev-prover ble oppsamlet og lagret ved -20°C inntil analyse. Sprague-Dawley
hannrotter (300 - 350 g, Hilltop Lab Animals, Inc., Scottdale, PA 15683) med kanyler
implantert i jugular-venen og/eller gallegangen ble anvendt i de farmakokinetiske
undersekelser av forbindelse IVa. Rotter ble fastet natten over ved PO-undersokelser.
Blodprever (0,3 ml) ble oppsamlet fra jugular-venen i EDTA-inneholdende
mikrotainer ror (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ 07147) for & oppna plasma.
Ved IV-undersegkelser ble en dose pa 1 mg/kg administrert til 3 rotter over 0,5 min og
serielle plasmaprever ble oppsamlet for dosering og 2, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240,
360, 480 og 1440 min etter dosering. Ved PO-undersegkelsene mottok rotter (n = 3)
PO-doser pd 5 og 100 mg/kg. Serielle plasmapraver ble tatt for dosering og 15, 30,
45, 60, 120, 240, 360, 480 og 1440 min etter dosering.

De orale (PO) resultater av denne undersgkelsen er vist i kolonnen lengst til
hoyre 1 Tabell 2.

Parenalt medikament studie B1

For IV og PO farmakokinetiske undersgkelser av forbindelse IVb 1 rotter ble
FORBINDELSE IVb opplest i PEG-400/etanol (90/10) som en lesning. For IV og
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PO farmakokinetiske undersgkelser av forbindelse IVB 1 hunder ble FORBINDELSE
IVb opplest i PEG-400/etanol (90/10) med pH-justering med 0,1 N NaOH. Detaljer

for formuleringene er gitt 1 Tabell 6.

Rotte. Sprague-Dawley hannrotter (300-350 g, Hilltop Lab Animals, Inc., Scottdale,
PA) med kanyler implantert i jugular-venen og/eller gallegangen ble anvendt.

Rottene ble fastet natten over ved de PO farmakokinetiske undersekelser. Blodprever
pa 0,3 ml ble oppsamlet fra jugular-venen i EDTA-inneholdende mikrotainer-ror

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) og sentrifugert for & separere plasma.

Ved IV-studien ble FORBINDELSE IVb levert med 1 mg/kg som bolus over
0,5 min (n = 3). Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 2, 10, 15, 30, 45,
60, 120, 240, 360, 480 og 1440 min etter dosering.

I PO-studien av forbindelse IVb mottok rottene (n = 3) en oral dose pa 5
mg/kg av forbindelse [Vb. Serielle blodpraver ble oppsamlet for dosering og 15, 30,
45, 60, 120, 240, 360, 480 og 1440 min etter dosering.

Resultatene av denne orale (PO) studie er vist i Tabell 3, hoyre kolonne.

Tabell 6: Formuleringer av Vb for in vivo undersgkelser

Forbindelse Kons.
Vb Form Konstituent Partikkelstarrelse
Undersgkelser (mg/ml)
Rotte PK

) 90:10, PEG400/EtOH
(Studie B1) amorf o 3 NA (losn.)
adj. til pH 8,6-9,0

Bioanalytiske metoder for in vivo undersgkelse analysering for 1Vb

Dette angir en metode for analysering av konsentrasjonsnivaer av IVb i rotte
plasmaprever (anvendt for undersgkelser B og B1).

Kvantifisering av forbindelse 1Vb ved LC/MS/MS i plasma. Aliquoter av plasma-
prover fra rotte-, hund-, ape- eller sjimpanse-undersekelser ble fremstilt for analyse
ved utfelling av plasma-proteiner med to volumer av acetonitril inneholdende den
indre standard, FORBINDELSE IVa. De resulterende supernatanter ble separert fra

de utfelte proteiner ved sentrifugering i 10 minutter og overfort til autosampler glass.
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Prover ble enten fremstilt manuelt eller ved anvendelse av Tomtec automatisert

vaeske-handterer. En aliquot pa 5 uL ble injisert for analyse.

HPLC-systemet besto av to Shimadzu LC10AD pumper (Columbia, MD), en
Shimadzu SIL-HTC autosampler (Columbia, MD) og et Hewlett Packard Series 1100
kolonne-kammer (Palo Alto, CA). Kolonnen var YMC Pro C18 (2,0 x 50 mm, 3 um
partikler, Waters Co., Milford, MA), holdt ved 60°C og en streomningshastighet pa
0,3 ml/min. Den mobile fasen besto av 10 mM ammonium-formiat og 0,1%
maursyre 1 vann (A) og 100% 10 mM ammonium-formiat og 0,1% maursyre 1
metanol (B). Den innledende mobile fase-sammensetning var 95% A. Etter
proveinjeksjon ble den mobile fasen endret til 15% A/85% B over 2 minutter og holdt
med den sammensetningen 1 ytterligere 1 minutt. Den mobile fasen ble deretter
returnert til de innledende betingelser og kolonnen reekvilibrert i 1 minutt. Total

analysetid var 4 minutter.

HPLC ble tilpasset til Micromass Quattro LC. Ultra heyrenhet nitrogen ble
anvendt som forstevende og desolvaterende gass med stremningshastigheter pa 100
L/timer for forstevning og 1100 L/timer for desolvatering. Desolvateringstemperatur
var 300°C og kildetemperatur var 150°C. Dataoppsamling anvendte selektert
reaksjonsovervakning (SRM). Ioner som representerer (M+H)" arter for [IVb og den
indre standard ble valgt i MS1 og kollisjons-dissosiert med argon ved et trykk pa 2 x
1073 Torr for & danne spesifikke produkt-ioner som deretter ble overviket ved MS2.

Omdannelser, spenninger og retensjonstider er oppsummert i Tabell 7.

Tabell 7: Parametere for MS/MS analyse av FORBINDELSE 1VB og

FORBINDELSE IVa (IS)

FORBINDELSE IVB FORBINDELSE IVa

SRM omdannelse mz 448 >105 423> 205
Konus-spenning (V) 22 30
Kollisjonsenergi (V) 16 30

Retensjonstid (minutter) 2,6 2,4
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Plasma standardkurve var i omradet fra 4 til 8000 ng/ml, hjernekurve fra 1-
1000 ng/ml. Kurvene ble tilpasset kvadratisk regresjon vektet ved resiprok
konsentrasjon (1/x). Standarder ble analysert in duplo. Kvalitetskontroll- (QC)
prover, fremstilt 1 blankt plasma, 1 tre konsentrasjoner innen omradet av kalibrerings-
kurven ble ogsa analysert in triplo med hvert plasma analytiske sett. For denne
forbindelsen var de antatte konsentrasjoner pa 90% av plasma QC innen 20% av

nominell konsentrasjon, som indikerer akseptabel forseksytelse.

Konstituenter og formuleringer. Med henvisning til Tabell 8, nar konstituenten
anvendt inneholder NaOH, ble Forbindelse IVc lgsningsformuleringer pH-regulert
ved anvendelse av NaOH for & oppné en pH pa 8,6-9,0, hvor forbindelsen er delvis

ionisert, basert pa dens pKa ved 8,4.
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Tabell 8: Formuleringer av forbindelse 1Vc for in vivo undersgkelser

Forbindelse K
Form- |.. . ons. )
Ve arti Tilstand Konstituent Partikkelstarrelse
Undersokelser| P (mg/ml)
Rotte PK  [02-001 . 90:10, PEG400/EtOH
. ukjent . 3 NA
(Studie C1) (92-003 adj. til pH 8,6-9,0
2,5 |NA
7,5 |gjennomsnitt = 27,22 um
esiflje";‘de 80:10:10 20 [(95% <84,4 um)
dose 02-004 |krystallinsk |PEG400/EtOH/0,1N Multi-modal distribusjon, 3
(Studie E) NaOH topper
udie Totalt gjennomsnitt =
31,07 m(95% <157,7 pm)
3 NA
15  |Multi-modal distribusjon, 2
topper
Il{)rft_EgN 80:10:10 40 Totalt gjennomsnitt =
ote “OX 102-005  |ukjent PEG400/EtOH/0, 1N 19,251 m(95% <52,3pm)
(Rotte TK ) . .
. NaOH Multi-modal distribusjon, 2
(Studie F)
topper
Totalt gjennomsnitt =
21,78um (95% <57,5um)

Kvantifisering av forbindelse 1Vc ved LC/MS/MS i plasma (anvendt i undersgkelser
C, Cland D). Aliquoter av plasmaprever fra rotte-, hund-, ape- og sjimpanse-
undersekelser ble produsert for analyse ved utfelling av plasmaproteiner med to
volumer av acetonitril inneholdende den indre standard, forbindelse IVa. De
resulterende supernatanter ble separert fra de utfelte proteiner ved sentrifugering i 10
minutter og overfort til autosampler glass. Prover ble enten fremstilt manuelt eller
ved anvendelse av Tomtec automatisert vaske-hdndterer. HPLC-systemet besto av to
Shimadzu LC10AD pumper (Columbia, MD), en Shimadzu SIL-HTC autosampler
Columbia, MD) og et Hewlett Packard Series 1100 kolonne-kammer (Palo Alto, CA).
Kolonnen var YMC Pro C18 (2,0 x 50 mm, 3 um partikler, Waters Co., Milford,
MA), holdt ved 60°C og en stremningshastighet pa 0,3 ml/min. Den mobile fasen
besto av 10 mM ammoniumformiat og 0,1% maursyre 1 vann (A) og 100% 10 mM
ammonium-formiat og 0,1% maursyre i metanol (B). Den innledende mobile fase-
sammensetning var 95% A. Etter proveinjeksjon ble den mobile fasen endret til 15%
A/85% B over 2 minutter og holdt ved den sammensetning i ytterligere 1 minutt.

Den mobile fasen ble deretter returnert til innledende betingelser og kolonnen

reekvilibrert i 1 minutt. Total analyse-tid var 4 minutter.
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HPLC ble tilpasset Micromass Quattro LC. Ultra hgyrenhet nitrogen ble
anvendt som forstevende og desolvaterende gass med stremningshastigheter pa 100
L/time for forstevning og 1100 L/time for desolvatering. Desolvateringstemperatur
var 300°C og kildetemperatur var 150°C. Data-oppsamling anvendte selektert
reaksjons- overvakning (SRM). Ioner som representerer (M+H)" arter for IVc og den
indre standard ble selektert i MS1 og kollisjons-dissosiert med argon ved et trykk pa
2 x 1073 Torr for 4 danne spesifikke produkt-ioner som deretter ble overvaket ved

MS2. Omdannelser, spenninger og retensjonstider er oppsummert i Tabell 9.

Tabell 9: Parametere for MS/MS analyse av IVc og 1Va (IS)

IVe IVa
SRM omdannelse mz 474 >256 m/z 423 > 205
Konusspenning (V) 22 30
Kollisjonsenergi (V) 22 30
Retensjonstid (minutter) 2,5 2.4

Plasma standardkurve var i omradet fra 4 til 8000 ng/ml, hjernekurve fra 1-
1000 ng/ml. Kurvene ble tilpasset kvadratisk regresjon vektet ved resiprok
konsentrasjon (1/x). Standarder ble analysert in duplo. Kvalitetskontroll- (QC)
prover, fremstilt i blankt plasma, ved tre konsentrasjoner innen omradet av
kalibreringskurvem ble ogsa analysert in triplo med hvert plasma analytiske sett. For
denne forbindelsen var de antatte konsentrasjoner av 90% av plasmaet QC innen 20%

av nominell konsentrasjon, hvilket indikerer akseptabel forseksytelse.

Kvantifisering av tre prodrug-forbindelser og deres parentale forbindelser ved
LC/MS/MS i biologiske matrikser

Dette LC/MS/MS-forsegk ble utviklet for 4 underseoke tre prodrug-forbindelser
og deres respektive parentale molekyler i biologiske matrikser. De tre prodrug-
forbindelser var: Forbindelser Ia, Ic og Ib og deres andre respektive salter eller fri
syrer. Merk at dette forseket blir anvendt for den frie syren og saltformer av de tre
prodrug som molekylar-ion detektert uavhengig av salt-motion. Deres respektive

parentale forbindelser var: IVa, IVe og IVb.
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HPLC-systemet besto av Shimadzu LC10ADvp pumper (Columbia, MD) og
HTC PAL autosampler (Leap Technologies, Cary, NC) bundet til en Synergi Hydro-
RP analytisk kolonne (2,0 x 50 mm, Phenomenex, Torrance, CA). Mobil fase A
besto av 0,1% maursyre i vann; mobil fase B var 0,1% maursyre i acetonitril. LC
stromningshastighet var 0,4 ml/min i massespektrometeret. Den innledende mobile
fase-sammensetning var 10% B med ekning til 75% B over 1,75 min, holdt ved den
sammensetning i1 0,25 min, med ekning til 100% B over 0,1 min, holdt i 0,6 min,
returnert til innledende betingelser over neste 0,1 minutt og deretter reekvilibrert.
Total analysetid var 4 min. Retensjonstider for alle analytter var mellom 1,5 og 2,6

min.

HPLC-systemet ble tilpasset Sciex API3000 trippel kvadrupolt
massespektrometer (Toronto, Canada) utstyrt med Turboionspray kilde satt til 450°C
og ionespray-spenning satt til 4,5 kV. UHP nitrogen ble anvendt som forstever- og
hjelpe-gass med trykk pa henholdsvis 5,6 kg/cm? og 7L/min. Analysen ble utfort i
positiv ione-modus. Omdannelsene overvéket for alle forbindelser og deres
kollisjons-energier (CE) var: m/z 533,41 > 435,24 for 1a (CE=19); m/z 584,46 >
486,29 for Ic (CE=23); m/z 558,31 > 432,13 for Ib (CE=19); 423,39 > 204,96 for
IVa (CE=31); 474,36 > 255,97 for IVe (CE=29); 448,35 > 105,20 for IVb (CE=35).

For & tilpasse en rekke biologiske provematrikser, ble acetonitril-utfelling
anvendt for prove-preparering. Testprever og standarder ble overfort til en 96-brenn
plate ved anvendelse av Packard Multiprobe Il (Packard Instruments, Downers
Grove, IL). 200 uL av acetonitril inneholdende den indre standard (BMS-647257,
500 nM) ble satt til 100 uL aliquoter av bide testprover og standarder i 96-brenn
platen ved anvendelse av Tomtec Quadra 96. Platen ble deretter virvlet i omtrent 3
minutter og sentrifugert ved 3000 rpm i 15 minutter. Ved anvendelse av Tomtec
Quadra 96, ble 150 uL supernatant overfort fra platen til en ren 96 dyp brennplate.
150 pL av 0,2% maursyre 1 vann ble deretter satt til hver brenn ved anvendelse av

Tomtec Quadra 96 og platen ble virvlet for analyse.

Standard kurver ved atte konsentrasjoner fra 5 nM til 10 uM ble fremstilt fra
lagerlosninger 1 acetonitril og serielt fortynnet i matriks for bade prodrug og parentale

forbindelser. Standardkurver ble overfort 1 duplikate 100 uL aliquoter til en 96-brenn
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plate inneholdende testprover, ekstrahert med testprover som beskrevet ovenfor og
injisert 1 begynnelsen, midten og enden av den analytiske sekvens. Standardkurver
ble tilpasset en linear regresjon vektet 1/x2. Data og kromatografiske topper ble
prosessert og konsentrasjoner av standarder og ukjente ble kvantifisert ved

anvendelse av PEBiosystems Analyst™ 1.1.
In vivo metoder

Betingelser for Studie C1, E og F (Rotte PK, MAP og TK undersgkelser)

For IV og PO farmakokinetiske undersekelser av forbindelse [Vc i rotter, ble
forbindelse IVc opplest 1 PEG-400/etanol (90/10) som en lgsning. Referanse til
Tabell 8.

Rotte. Sprague-Dawley hannrotter (300-350 g, Hilltop Lab Animals, Inc., Scottdale,
PA) med kanyler implantert i jugular-venen og/eller gallegangen ble anvendt.

Rottene ble fastet natten over ved de PO farmakokinetiske undersekelser. Blodprever
pa 0,3 ml ble oppsamlet fra jugular-venen i EDTA-inneholdende mikrotainerror

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) og sentrifugert for & separere plasma.

I en IV-studie ble forbindelse IVc levert med 1 mg/kg som bolus over 0,5 min
(n=3). Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 2, 10, 15, 30, 45, 60, 120,
240, 360, 480 og 1440 min etter dosering.

PO Enkeldose studie C1

I PO studie C1 av forbindelse IVc, mottok rottene (n = 3) en oral dose pa 5
mg/kg av forbindelse IVc. Serielle blodpraver ble oppsamlet for dosering og 15, 30,
45, 60, 120, 240, 360, 480 og 1440 min etter dosering. De orale (PO) resultater fra
underseokelse C1 er i Tabell 4, hoyre kolonne.

Oral (PO) dose-eskaleringsstudie E
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I den orale doseeskalerings-studie E av forbindelse IVc, mottok grupper av
rotter (n = 2 pr. gruppe) orale doser pa 25, 75 og 200 mg/kg. Ved 25 mg/kg var
doseringslesningen i lesning; ved de hoyere doser var doseringslesningene
suspensjoner. Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 15, 30, 45, 60, 120,
240, 360, 480 og 1440 min etter dosering. Hjerneprover ble oppsamlet ved 1440 min
for a bedemme hjernepenetrering. Hjerneprover ble trykket torre og vat-vekter ble

registrert. De orale (PO) resultater fra undersekelse E er 1 Tabell 46.
2-uker oral dose rotte toksikologi studie F

I den 2-ukers orale rotte-studie F (n=seks/kjonn/gruppe) ble Forbindelse [Vc
administrert 1 daglige doser pd 15, 75 eller 200 mg/kg. Toksikokinetiske evalueringer
pa dager 1 og 14 viste at systemisk eksponering (AUCo-24 timer) av forbindelse IVc var
generelt doserelatert men var ikke dose-proporsjonal (se Tabell 5), med intet bevis pa
autoinduksjon eller akkumulering. Pa dag 14 var AUCo-24 timer Verdier litt hayere hos
hunner (<644 pg*timer/ml) sammenlignet med hanner (526,88 pg*timer/ml) ved

doser <200 mg/kg/dag. De orale (PO) resultater fra undersekelse F er i Tabell 5.

Map studie G: PO and IV doseringsundersgkelse av diester lla i rotter

Struktur av forbindelse lla

o

o o NJ\@
P N

Metoden for den orale doseringsdel av MAP studie A1 ble fulgt, bortsett fra at
diester Ila ble anvendt istedenfor forbindelse IVa. Analyse av forbindelse IVa viste at

dosering av diesteren Ila ved oral rute produserte vesentlig IVa. Dataene er angitt i

Tabell 10 nedenfor:
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Data malt for IVa etter PO-dosering av diester
lla (di-tert-butylester prodrug av I\Va)

Dose og rute:

PO 5 mg/kg
Cmaks p.o. (nM) 1123 + 270
(‘IVa kons.)
Tmaks p.o. (timer) 2,7+1,2(IVa)
F (%) 33 (IVa)
AUC p.o. (uM*timer) 4,0+ 1,0 (IVa)
Ikke detektert

Cp @ 24 timer p.o. (nM)

T1/2 p.o. (timer)

1,31 0,26 (IVa)

MAP-studie H: PO and IV doseringsundersgkelse av monoester Il’a i rotter
Struktur av forbindelse 1I’a

Metoden for den orale doseringsdel av MAP studie A1 ble fulgt, bortsett fra at

monoester II’a ble anvendt istedenfor forbindelse IVa. Analyse for forbindelse [Va

10

beskrevet 1 tabellen nedenfor:

Tabell 11 for MAP studie H

viste at dosering av monoester II’a ved oral rute produserte vesentlig [IVa. Dataene er

Data malt for IVa etter PO-dosering av
monester II'a (mono-tert-butylester prodrug av
IVa)

Dose og rute:

PO 5 mg/kg
Cmaks p.o. (M) 1586 + 615 (IVa kons.)
Tmaks p.o. (timer) 2,0+1,7 (IVa)
F (%) 44 (av IVa)
AUC p.o. (uM*timer) 59+22(IVa)
Cp @ 24 timer p.o. (nM) 3,61 (n=2/3)
T1/2 p.o. (timer) 2,8+1,6 (IVa)

15
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Et betydelig antall av undersekelser ble utfort for & demonstrere og
karakterisere den overraskende nytte av prodrug I. Doseeskalering eksponerings-
forsek som sammenligner eksponering av parentale molekyler etter dosering av
prodrug og parentalt ble utfert i rotter og hunder for prodrug I av parentale molekyler
IVa, IVb og IVc. Effekten av mat og dose pa eksponering av [Va etter dosering av
prodrug lab eller parental IVa ble sammenlignet 1 hunder. Prodrug-forbindelsen viste
overraskende evne til 4 forbedre eksponering og unnga effekter av mat sammenlignet
med den parentale. Lavdose fulle farmakokinetisk undersekelser (oral og IV
dosering) ble utfert i rotter, hunder og aper for prodrug Iab, Ibb og Icb for a vise
omdannelse til henholdsvis parentale forbindelser IVa, IVb, og IVc. Orale doserings-
undersekelser 1 rotter ble utfort for prodrug Ie (fri syre) og for parental forbindelse
IVTf for & demonstrere omdannelse og systemisk eksponering av henholdsvis parentale

IVe og IVf. Data er vist ovenfor eller nedenfor i denne seknaden.

Ytterligere profilering av seksjon 1

Ytterligere undersgkelser med lab:

Iac er den frie syre fosfat-prodrug av N-hydroksymetyl-addukt av IVa og blir
hydrolysert ved alkalisk fosfatase (ALP) for & danne IVa. lab, et mono-lysinsalt av

Iac, ble anvendt for alle de folgende undersokelser.

IV og PO farmakokinetiske undersekelser av Iab ble utfert i rotter, hunder og
aper. I alle tilfeller ble blodprever oppsamlet i nervaer av EDTA. Tilstedeverelse av
EDTA, en kjent ALP-inhibitor, minimaliserte betydelig ex vivo omdannelse av lab
under prove-prosessering. [Va ble raskt dannet etter [V-administrering av lab. Gode
orale biotilgjengeligheter (62-94%) av [Va ble observert etter administrering av lab 1
rotter, hunder og aper med meget liten eller ingen Iab til stede i plasma. Siden det er
hoye nivder av ALP-ekspresjon i tarmen, er det sannsynlig at etter oral administrering
av lab, blir Iab hydrolysert av ALP til stede ved "brush border" membraner av
tarmlumen for & danne IVa, som raskt blir absorbert pa grunn av dens hoye

permeabilitet.

In vitro inkuberingsundersekelser ble utfort for en kvalitativ bedemmelse av

ALP-avhengig hydrolyse av Iab i forskjellig vev. Iab ble hydrolysert i nerver av
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serum og hepatocytter fra rotte, hund, ape og menneske, s& vel som human placenta-
ALP. I de tilfellene hvor Iab og IVa ble méilt, var omdannelsen av lab til IVa ner
stokiometrisk. P& grunn av hydrolyse i serum, kunne proteinbinding av Iab ikke
bestemmes. Basert pa in vitro data er det antatt at Iab vil bli hydrolysert av human

ALP og at IVa vil bli dannet etter oral administrering av Iab til mennesker.

Den krystallinske oppleselighet av Iab ved romtemperatur gker fra 0,22
mg/ml ved pH 1,4 til >12 mg/ml ved pH 5,4 og pH 8,9; vandige losninger
inneholdende >100 mg/ml blir fremstilt for in vivo toksikologiske undersekelser.
Som sammenligning ble den vandige oppleselighet av stamforbindelsen, IVa, ved
romtemperatur som krystallinsk materiale, funnet & vere 0,04 - 0,9 mg/ml (pH-

omrdde 1,5 - 10). Iab oppviser akseptable losnings- og faststoff-stabiliteter.

Den hayere vandige oppleselighet av Iab tilveiebringer en metode for &
overvinne den opplesningsgrad-begrensede absorpsjon av I[Va under visse doser og
oker derved eksponering for IVa ved orale dose-eskalerings- og toksikokinetiske
undersekelser. Iab, ndr dosert oralt med ~200 mg/kg av [Va ekvivalent, ga 2-ganger
heoyere AUC av IVa i rotter og hunder, uten betydelig plasma-eksponering for
prodrug-forbindelsen, sammenlignet med AUC fra historiske IVa suspensjons-
undersekelser med lignende dose. Videre var AUC- og Cmaks-verdier av [Vai
fastede hunder som mottar lab terr-fylte kapsler (200 mg/hund av [Va ekvivalent)
henholdsvis 38 og 58 ganger de oppnadd i fastede hunder gitt IVa klinisk kapsel-
formulering og henholdsvis 4 og 6 ganger de oppnadd i matede hunder gitt [Va

klinisk kapselformulering.

Ingen betydelige forskjeller i AUC og Cmaks av IVa ble observert mellom
fastede og matede hunder som mottar Iab, mens en 9-ganger forbedring ble observert
for matede hunder sammenlignet med fastede hunder som mottar [Va. Disse data
indikerer at effektive blodnivéer av IVa kan oppnas hos HIV-infiserte pasienter uten
krav til et hoyfett maltid. Den sprayterkede form av IVa ga opphav til lignende

eksponeringsnivaer av I[Va som de observert fra lab i hunder.
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Enkel-dose toksikokinetisk tolerabilitetsstudie i CD-rotter

En 1-dag oral toksikokinetisk studie i rotter ble utfort ved anvendelse av
prodrug lab (monolysinsalt). Iab ble administrert 1 doser pa 16, 72 og 267 mg/kg (fri
syre) ved oral mating til tre hannrotter/gruppe ved anvendelse av vann som
konstituent (lesningsformulering). Dosene av prodrug fri syre svarer til [Va
(parental) molekvivalente doser pa henholdsvis 13, 57 og 211 mg/kg. Sluttpunkt
evaluert var plasma-toksikokinetikk av lab og IVa i1 de individuelle rotter.

Gjennomsnittlige toksikokinetiske verdier er gitt i Tabell 12.

Tabell 12: Gjennomsnittlige toksikokinetiske verdier for lab and IVa i
hannrotter gitt <267 mg/kg av lab som en enkel oral dose
Doser (mg/kg)

Tab 16 72 267
IVa 13 57 211
molar ekv.

ITab IVa lab IVa Iab IVa
Cmaks (M) 0,068 26 0,095 104 0,11 214
Costimer (UM)  <LLQ! 0,090 <LLQ 0,027 <LLQ 1,9
AUC

_ 0,020° 673 0,049>  261° 0,057% 11613

(uMetimer)
T1/2 (timer) 0,64 32 0,37 2,3 0,045 3.4

Verdier representerer gjennomsnitt fra 1-3 rotter/gruppe for lab-data og 3 rotter/gruppe for [Va-data.

1
Under nedre grense for kvantifisering.

2 AUC fra null il tid for siste kvantifiscrbare prove
3 AUC fra null il o

Gjennomsnittlig maksimum plasmakonsentrasjon (Cmaks) for bade Iab
(prodrug) og IVa (parental) ble oppnadd innen 1,1 time etter dosering.
Plasmaomradet under plasmakonsentrasjon-tid-kurven (AUC) for prodrug var
<0,03% til den for den parentale. (I rotter gitt <267 mg/kg av lab, gket AUC for [Va
proporsjonalt med lab-dose og Cmaks eket pa en mindre enn dose-proporsjonal méte

mellom 72 og 267 mg/kg av lab.
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En sammenligning av IVa AUC oppnadd i rotter gitt enten IVa (2) eller lab, er

vist 1 Figur 6.

Oppleselighet i1 prekliniske formuleringer er et spersmél. AUC av [Va er
ekvivalent for bade parental forbindelse og prodrug ved lavere doser (f.eks. <50
mg/kg) fordi begge ble formulert som lgsninger (PEG-400 for parental og vann for
prodrug) men ved en hay dose (f.eks. 200 mg/kg) ble den neytrale parentale
forbindelse formulert som en suspensjon mens prodrug-saltet ble formulert som en

vandig losning.

En 2-ukers rotte toksisitetsstudie ved anvendelse av doser pa 5, 50 eller 500
mg/kg BID for & stette IND er pagdende (3). I live fasen av undersekelsen er fullfort

og det var ingen bemerkelsesverdige i live observasjoner.
Enkel-dose toksikokinetisk og tolerabilitetsstudie i hunder

En multi-fase studie ble utfert for 8 bedemme tolerabiliteten til prodrug-
forbindelsen Iab (monolysinsalt) 1 doser pé 24, 90 eller 240 mg/kg (fri syre,
molekvivalent til henholdsvis 19, 71 eller 190 mg/kg av parental IVa) og
toksikokinetikk av Iab og IVa (4). Iab ble administrert til to hunnhunder/gruppe én
gang daglig enten som en vandig lesning (24 eller 90 mg/kg) eller torr-fylte kapsler
(24, 90 [én gang og to ganger daglig] eller 240 mg/kg). Sluttpunktet var: kliniske
tegn, kroppsvekt, matkonsum og plasma toksikokinetikk av Iab og IVa. T alle tilfeller
ble en 1-ukes utvaskingsperiode anvendt mellom doser for alle faser av

undersokelsen.

Plasma toksikokinetiske verdier fra den innledende fase av undersokelsen er

vist 1 Tabell 13.
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Tabell 13: Toksikokinetiske verdier for IVa i hunnhunder gitt <90 mg/kg
av lab som en enkel oral dose
Doser (mg/kg)

Ibb 24 90 24
IVa molar ekv. 19 71 19
Formulering Losning Losning Torr-fylt kapsel

Hund Hund =) ndaor  Tund b ey lund

#1201 #1202 #3202 #4202
Cmaks (M) 72,3 66,5 124 125 79,7 85,6
Ca4 timer (LM) 0,61 0,33 32 2,2 1,4 0,87
AUCo-o0 465 330 844 838 486 514
(uMetimer)
T1/2 (timer) 3.2 3,1 4.4 3.9 4,2 3.4

Iab ble ikke detektert i plasmaprevene. Gjennomsnittlig maksimum

plasmakonsentrasjon (Cmaks) av I[Va ble oppnadd mellom 1-2 timer etter dosering.

Naér Iab ble gitt som en lgsning, gket bdde Cmaks og AUC pa mindre enn dose-

proporsjonal mate mellom 24 og 90 mg/kg. Brekning ble observert ca. 30 minutter

etter dosering hos begge hunder gitt 90 mg/kg. Cmaks og AUC for [Va var

ekvivalente etter lab administrering med 24 mg/kg ved anvendelse av enten torr-fylte

kapsler eller en vandig losning.

Annet enn brekning var det ingen kliniske tegn observert og det var ingen

effekter pa kroppsvekt og matkonsum.

For a bestemme hvorvidt brekning kunne elimineres/reduseres ved

administrering av Iab som terr-fylte kapsler, ble neste fase av undersokelsen utfort

ved anvendelse av doser pa 90 eller 240 mg/kg og 90 mg/kg gitt to ganger 4 timer fra
hverandre (BID). De toksikokinetiske verdier er vist i Tabell 14.
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Tabell 14: Toksikokinetiske verdier for 1Va hos hunnhunder gitt
<240 mg/kg av lab som en enkel oral dose eller to ganger
daglig dosering (BID)

Doser (mg/kg)

Ibb 90 240 180 ( 90 BID)

IVa molar ekv. 71 190 142 (71 BID)

Formulering Losning Losning Terr-fylt kapsel

Hund Hund Hund Hund Hund Hund
#1201 #1202 #2201 #2202 #3201 #3202
Cmaks (uM) 214 152 172 189 311 248
Caa timer (UM) 4,6 0,89 2,8 6,6 34 50
AUCo-0 1749 960 1186 1584 3305! 2485
(uMetimer)
T1/2 (timer) 3,6 2,9 3,7 4,5 6,1 13

1AUC fra null til 24 timer

Det var ingen forskjell i Cmaks eller AUC mellom hunder gitt 90 eller 240
mg/kg av lab administrert ved torr-fylte kapsler. Brekning ble observert hos Hunder
#1201, #2201 og #2202 ca. 1 time etter dosering. Oppkastet ble oppsamlet og
undersekt for Iab-innhold for & bedemme mengden av den totale dose som ble tapt;
prosentdelen av beregnet total dose tapt var <1% for #1201, =90% for #2201, 9%
for #2202. Selv om estimatene av “dose tapt” ikke syntes a vaere kvantitativt 1
overensstemmelse med plasma AUC data, indikerer det at testproven kan finnes i
oppkast kort tid etter dosering. Iab ble detektert i plasma til hundene, 0,005-0,049
uM 1 time etter dosering og 0,005-0,006 uM 2 timer etter dosering; idet prodrug

ikke var detekterbart pa senere tidspunkter.

En sammenligning av IVa AUC oppnadd i hunder gitt enten IVa (5, 6) eller
Iab, er vist 1 Figur 7.

Konstituenter og formuleringer
Oppsummering av formuleringer anvendt for ngkkel PKog sikkerhets-undersgkelser

Alle in vivo PK-undersekelser i rotter, hunder og aper ble utfort ved

anvendelse av vandige losninger for PO- og IV-dosering. Toksikologi og



15

20

25

30

336742

153

eksponerings-undersokelser i hunder ble utfort med vandige lesninger med doser pa
24 og 90 mg/kg og medikament 1 kapselformuleringer med doser pa 24, 90 og 240

mg/kg av lab, mono-lysinsalt.

I rotte oral dose eskaleringsstudien, ble lab dosert som vandige losninger 1
konsentrasjoner pé 4,5, 20,0 og 73,5 mg/ml (mono-lysinsaltform av prodrug). En
betydelig forbedring i AUC og Cmaks av [Va, parental, etter oral dosering av lab,

prodrug, ble observert sammenlignet med de historiske data for [Va oral dosering.

Medikament i kapselformuleringer av lab med doser pa 20 mg/kg av [Va
ekvivalent ble anvendt for mat-effekt-undersekelser 1 hunder. Prodrug-forbindelsen
ble sammenlignet med den kliniske kapselformulering av stamforbindelsen, [Va, ved
20 mg/kg. Nér IVa klinisk kapsel ble dosert, ble 9-ganger ekning i eksponering sett
hos hunder matet et hoy-fett méltid sammenlignet med fastede hunder. Ved dosering
av prodrug Iab, var eksponering av IVa betydelig hoyere og som forventet, var

eksponeringen ikke betydelig forskjellig mellom fastede og matede hunder.

Metabolisme og farmakokinetikk oppsummering

Oppsummering av funn og tolkning

Iab er fosfat-prodrug av N-hydroksymetyl-addukt av IVa og blir hydrolysert
ved alkalisk fosfatase (ALP) for a danne IVa. Etter administrering av Iab til dyr, ble
derfor plasmaprever fremstilt fra blod oppsamlet i naerveer av EDTA, en kjent ALP-
inhibitor. Omdannelse av Iab til IVa var minimal (< 2%) i rotte-, ape- og humant
blod inneholdende EDTA og omtrent 6% i hundeblod inneholdende EDTA. Ingen
betydelig ex vivo omdannelse av Iab er forventet under provelagring (-20°C) og

analyse av lab.

Hydrolyse av Iab ble studert i dyr og menneske in vitro systemer. Siden
multiple ALP-isoformer er bredt fordelt i forskjellige vev, ble kvantitative in vitro til
in vivo korrelasjoner ikke forsekt (Fishman et al., 1968; Komoda et al., 1981; Moss,
1983; Yora og Sakagishi, 1986; Sumikawa et al., 1990). Derfor ble undersekelsene
begrenset til en kvalitativ bedemmelse av ALP-avhengig hydrolyse i1 forskjellig vev.
Iab ble hydrolysert i neervar av serum og hepatocytter fra rotte, hund, ape og

menneske, sd vel som 1 human placenta ALP. [ tilfeller hvor Iab og [Va ble malt, var
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omdannelsen av lab til IVa ner stekiometrisk. Pa grunn av hydrolyse i serum kunne

proteinbinding av lab ikke bestemmes.

Ingen eller meget lave nivéer av lab ble detektert i rotte-, hund- og ape-plasma
etter oral administrering av Iab. [Va ble raskt dannet etter [V-administrering av lab til
rotter, hunder og aper. IV AUC omdannelsesforhold var 1,5 i rotter, 0,80 i hunder og
0,70 1 aper, hvilket indikerte god omdannelse fra lab til [Va.

Gode orale biotilgjengeligheter (62-94%) av IVa ble observert etter
administrering av lab til rotter, hunder og aper. Mer betydningsfullt, minket hoyere
vandig oppleselighet av Iab den opplesningsgrad-begrensede absorpsjon av IVa under
visse doser og oket derved eksponering av [Va ved orale doseeskalerings- og
toksikokinetiske undersekelser (Tabeller 12-14 og Fig. 6-7). AUC-nivéer av [Va for
fastede hunder som mottok Iab-kapsler var ca. 40 ganger nivéene til fastede hunder
gitt IVa i klinisk form kapsler. Selv om en 40-ganger forskjell sannsynligvis er en
overprediksjon av den kliniske situasjon, basert pa utviklings-erfaring med IVa,
demonstrerte Iab klart potensiale for & forbedre den opplesningsgrad-begrensede

absorpsjon sett med parental [Va.

For 4 undersoke effekten av mat pa oral absorpsjon av IVa i hunder, ble Iab og
IVa administrert i kapsler under fastende og matede betingelser. Ingen betydelige
forskjeller i AUC og Cmaks ble observert med Iab, mens en 9-ganger forbedring ble
observert med [Va etter mating. Disse data indikerer potensielle kliniske fordeler for
HIV-infiserte pasienter, for hvilke effektive blodnivaer av IVa kan oppnas uten krav

til et hoyfett méltid.

Metoder

Undersgkelsene beskrevet 1 denne rapport anvendte mono-lysinsalt av Iab,

hvis ikke angitt pd annen mate.

Kvantifisering av lab og I1Va ved LC/MS/MS

En LC/MS/MS-metode ble utviklet for analyse av lab og IVa i plasmaprever

fra farmakokinetiske undersekelser i dyr sa vel som i acetonitrilsupernatant fra in
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vitro inkuberingsundersekelser. For analyse i plasma ble et Packard Multiprobe
instrument anvendt for overforing av 50 puL av hver standard, QC og plasmaprove til
en ren 96-brenn plate for protein-utfellingsekstraksjon. Etter tilsetning av 200 uL av
acetonitril inneholdende den indre standard IVc, ble prevene ble virvlet blandet og
den resulterende supernatant ble separert fra de utfelte proteiner ved sentrifugering i
10 min. For analyse i supernatanten dannet fra in vitro undersekelsene, ble et likt
volum av supernatanten og acetonitril inneholdende den indre standard blandet. En
aliquot av supernatanten ovenfor ble overfort ved anvendelse av en Tomtec
automatisert vaeske-handterer til en andre ren 96-brenn plate. Et likt volum av vann

ble tilsatt og platen ble lukket og virvleblandet.

HPLC-systemet besto av Shimadzu LC10ADvp pumper (Columbia, MD) og
en HTC PAL autosampler (Leap Technologies, Cary, NC) bundet til en Phenomenex
Synergi Fusion-RP analytisk kolonne (2,0 x 50 mm, 5 p; Torrance, CA). Mobil fase
A besto av 5 mM ammonium-formiat i vann; mobil fase B var 100% acetonitril. LC
stromningshastighet var 0,38 ml/min. Den innledende mobile fase-sammensetning
var 3% B, eket til 60% B over 1,75 min og holdt i 0,25 min, eket til 100% B over 0,1
min og holdt i 0,8 min, returnert til de innledende betingelser over neste 0,1 min og
re-ekvilibrert. Total analysetid var 4,0 min. Retensjonstiden for lab, [Va og IVc var

henholdsvis 1,50, 1,67 og 1,73 min.

HPLC-systemet ble tilpasset et Sciex API4000 trippel kvadrupol
massespektrometer (Toronto, Canada) utstyrt med Turboionspray kilde satt til 550°C
og ionespray-spenning satt til 4,5 kV. UHP nitrogen ble anvendt som forstever- og
hjelpe-gass med trykk pa henholdsvis 5,6 kg/cm? og 7 L/min. Kollisjonsenergier for
Iab, IVa og IVc var henholdsvis 21, 29 og 31 volt. Data-oppsamling anvendte
selektert reaksjonsovervakning (SRM). Ioner som representerer positiv ionemodus
(M+H)" arter for Iab, IVa og den indre standard ble selektert i MS1 og kollisjons-
dissosiert med nitrogen og optimaliserte kollisjonsenergier for & danne spesifikke
produktioner deretter overvaket ved MS2. SRM-omdannelser for lab, [Va og IVc var
henholdsvis m/z 533—435, 423—205 og 474—256.

Standard kurver i omrddet fra 5 nM til 10 uM ble produsert fra lagerlesninger
og serielt fortynnet i matriks for bade lab og [Va. Standardkurver ble aliquotert in
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duplo, ekstrahert med provene og injisert i begynnelsen, midten og enden av den
analytiske sekvens. Standardkurver ble tilpasset linear regresjon vektet ved resiprok
konsentrasjon 1/x2. Data og kromatografiske topper ble prosessert og

konsentrasjoner av standarder og ukjente ble kvantifisert ved anvendelse av

PEBiosystems Analyst™ 1.1.
In vitro metoder

(1) Stabilitet av lab i EDTA Blod, Serum and Tris-HCI-buffer

Stabiliteten til Iab ble studert i friskt blod og serum fra rotte, hund, ape og
menneske (n =2). Blodet ble oppsamlet i vacutainere inneholdende K;EDTA
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Serum ble oppsamlet 1 vacutainere
inneholdende intet antikoagulant. Iab ble inkubert med en startkonsentrasjon pa
omtrent 10 uM i1 60-90 min ved 37°C. Serielle prover ble tatt pa forhandsbestemte
tider. Aliquoter av blodprever (200 uL) ble forst blandet med 100 pL vann fulgt av
400 pL acetonitril. Serumsprevene (50 uL) ble tilsatt til mikrotainere inneholdende
K2EDTA (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) fulgt av tilsetning av 100 pL.
acetonitril. Supernatanten ble analysert for bade Iab og IVa ved LC/MS/MS.

Stabiliteten til Iab ble ogsé evaluert, som beskrevet ovenfor, 1 Tris-HCl-buffer
(0,1 M, pH 7.5).

(2) Hydrolyse av lab i nerveer av human placenta-ALP

Faststoff human placenta-ALP ble oppnédd fra Sigma (P-3895, St. Louis,
MO). En lesning av 1000 enheter/L ble fremstilt i Tris-HClI-buffer (0,1 M, pH 7,5).
Losninger av 100 og 10 enheter/L ble oppnddd ved seriefortynning. Iab ble inkubert i
10, 100 og 1000 enheter/L losninger (n =2) ved 37°C 1 2 timer. Utgangs-
konsentrasjon av lab i inkuberingen var 10 uM. Aliquoter av 100 pL prover ble tatt
pa forhandsbestemte tider og tilsatt til K-EDTA mikrotainere fulgt av tilsetning av
200 puL acetonitril. Supernatanten ble analysert for bade lab og IVa ved LC/MS/MS.
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In vivo undersgkelser

Alle blodprever (0,3 ml) ble oppsamlet i mikrotainere inneholdende K- EDTA
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) og plassert pa knust is. Etter sentrifugering
ble plasma separert og lagret ved -20°C inntil analyse. Mono-lysinsaltet av lab (Form
3, parti 1) ble anvendt for de farmakokinetiske undersekelser. Doseringslosninger av
[ab ble fremstilt 1 enten sterilt vann (for IV-administrering 1 hunder og aper) eller

destillert vann (for all annen doseadministrering).

(1) In vivo undersgkelser i rotte

Sprague-Dawley hannrotter (300-350 g, Hilltop Lab Animals, Inc.,
Scottsdale, PA) med kanyler implantert i jugular-venen ble anvendt. Rottene ble
fastet natten over ved de PO farmakokinetiske undersokelser. Blodprever ble

oppsamlet fra jugular-venen.

Ved IV-studien ble Iab levert med 1,4 mg/kg (fri syre eller 1,1 mg/kg av [Va
ekvivalent) som bolus over 0,5 min (n = 3). Konsentrasjonen av doseringslgsningen
var 1,4 mg/ml og doseringsvolumet var 1 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet

for dosering og 2, 10, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble Iab administrert med 7,9 mg/kg (fri syre eller 6,3 mg/kg
av IVa ekvivalent) ved oral mating (n = 3). Konsentrasjonen av doseringslesningen
var 4,0 mg/ml og doseringsvolumet var 2 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet

for dosering og 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.
(2) In vivo undersgkelser i hund

IV- og PO-undersgkelser av lab ble utfort i en kryssundersgkelse i tre beagle
hannhunder (11 % 1,1 kg, Marshall Farms USA Inc., North Rose, NY). Det var en to-

ukers utvaskingsperiode mellom IV- og PO-undersokelsene.

Ved IV-studien ble Iab infusert via kefal-venen med 1,2 mg/kg (fri syre eller
0,95 mg/kg av IVa ekvivalent) over 5 min med en konstant hastighet pa 0,1

ml/kg/min. Konsentrasjonen av doseringslgsningen var 2,4 mg/ml og
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doseringsvolumet var 0,5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet fra femoral-

arterien for dosering og 5, 10, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble hundene fastet natten over for dosering. Iab ble
administrert ved oral mating med 6,6 mg/kg (fri syre eller 5,2 mg/kg av [Va
ekvivalent). Konsentrasjonen av doseringslgsningen var 13,2 mg/ml og doserings-
volumet var 0,5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 15, 30, 45

min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

For & studere effekten av mat pa oral absorpsjon av [Va etter administrering
av lab og IVa, ble disse to forbindelser administrert i kapsler som fast stoff til en
gruppe pa tre hunder i en kryss-undersegkelse av fasting natten over og matede
tilstander. Det var en én-ukes utvaskingsperiode mellom hver studie. Iab ble
administrert med 200 mg pr. hund (ca 20 mg/kg) av [Va ekvivalent; [Va ble
administrert i en klinisk kapsel-formulering med 200 mg pr. hund (ca 20 mg/kg). 1
undersegkelsene hvor hundene ble matet, ble det felgende méltid produsert: 2 skiver
bacon, 2 egg, 2 skiver toast med smor og syltetay, 113 g.kroketter ("hash browns") og
237 ml helmelk. Etter homogenisering ved anvendelse av en laboratorieblander, ble
maltidet delt opp 1 fem like porsjoner og holdt frosset. For undersgkelsen ble

maltidene tint og hver hund ble matet én porsjon.

Ytterligere formuleringsundersegkelser av I[Va ble utfert i fastede hunder (n = 2
pr. dosegruppe). Hundene ble administrert enten den kliniske form eller sprayterket
form av IVa i kapsler. Den kliniske kapselform av IVa ble administrert i en enkel
dose pa 20 mg/kg. Den sprayterkede form av [Va ble administrert med 20, 75 og
200 mg/kg.

3) In vivo undersgkelser i ape

IV- og PO-undersekelser av lab ble utfert i en kryssundersekelse 1 tre
cynomolgus hannaper (11 + 1,2 kg, Charles River Biomedical Research Foundation,
Houston, TX). Det var en to-ukers utvaskingsperiode mellom IV- og PO-

undersokelsene.
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Ved IV-studien ble Iab infusert via femoral-venen med 1,3 mg/kg (fri syre
eller 1,1 mg/kg av [Va ekvivalent) over 5 min med en konstant hastighet pa 0,1
ml/kg/min. Konsentrasjonen av doseringslesningen var 2,6 mg/ml og
doseringsvolumet var 0,5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet fra femoral-

arterien for dosering og 5, 10, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble apene fastet natten over for dosering. Iab ble administrert
ved oral mating av 7,1 mg/kg (fri syre eller 5,6 mg/kg av IVa ekvivalent).
Konsentrasjonen av doseringslosningen var 14,2 mg/ml og doseringsvolumet var 0,5
ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8

og 24 timer etter dosering.
4) Dataanalyse

Alle resultater er uttrykt som gjennomsnitt = SD, hvis ikke spesifisert pa

annen mate.

De farmakokinetiske parametere av lab og IVa ble beregnet ved non-
compartmental analyse ved anvendelse av KINETICA™ programvare (versjon 4.0.2,
InnaPhase Co., Philadelphia, PA). Cmaks og Tmaks verdier ble registrert direkte fra
eksperimentelle observasjoner. AUCO-n og AUCtot verdier ble beregnet ved
anvendelse av blandede log-line@re trapezoide summasjoner. Den totale
kroppsutskilling (Cl), gjennomsnittlig oppholdstid (MRT) og stasjonart volum av
distribusjon (Vss) ble ogsé beregnet etter intravenes administrering. Den absolutte
orale biotilgjengelighet (uttrykt som %) ble beregnet ved & beregne forholdet av dose-

normaliserte AUC-verdier etter orale doser til disse etter intravengse doser.

Hepatisk utskilling Cly ble beregnet fra den folgende ligning ved anvendelse

av vel-regrt modell:

Qh X Clint.in vivo
Qh + C:Iint.in vivo

Cly (ml/min/kg) =

hvor Qh er lever-blodstrem pé 55, 31, 44 og 21 ml/min/kg for henholdsvis rotte,
hund, ape og menneske (Davis og Morris, 1993).
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Hepatisk ekstraksjonsgrad (ER) ble beregnet som folger:
ER = Cly/ Qh

Student’s t-test ble anvendt for statistisk analyse (Microsoft® Excel, Redmond, WA).
Forskjeller ble betraktet statistisk signifikante ved nivéet P <0,05.

In vitro undersgkelser
Stabilitet av lab i EDTA blod, serum og Tris-HCI-buffer

Som del av analytisk forseksvalidering, ble stabiliteten til lab studert 1 blod
inneholdende EDTA, som er kjent & vere en inhibitor for alkaliske fosfataser
(Bowers, Jr. og McComb, 1966; Yora og Sakagishi, 1986). Etter inkubering ved
37°C 1 60 min, var det 1,2% omdannelse fra den innledende konsentrasjon av Iab til
IVairotteblod (Tabell 15) og mindre enn 1% omdannelse i ape- og humant blod
(Tabeller 15 og 16). Det var omtrent 6% omdannelse i hundeblod og prosentdelene
av omdannelse var lignende mellom to forskjellige hunder, si vel som i samme hund
ved to forskjellig test-tilfeller (Tabeller 15 og 16). Under provelagringsbetingelsene
pa -20°C, er de ovenfor sma prosentdeler av omdannelse observert ved 37°C ikke
forventet a innfere noen som helst betydelig ex vivo omdannelse under analysen av

Iab.

Iab var stabil i1 Tris-HCl-buffer ved 37°C under 60 min studieperioden (Tabell

17).
Tabell 15: Stabilitet av lab i friskt EDTA blod fra rotte, hund og ape
Tid Rotteblod (n = 2) Hund A blod (n = 2) Apeblod (n = 2)
(min) ™ 2p IVa %Iva | lab IVa %Iva | lab Va | %‘Va
(uM) Dannet | Dannet™ | (uM) Dannet | Dannet™ | (uM) Dannet | Dannet
(uM) (uM) (uM) *
0 8,0 0,019 0,24 12 0,036 0,30 8,5 0,011 0,13
20 8,8 0,056 0,70 12 0,29 2,4 9,2 0,024 0,28
40 10 0,072 0,90 11 0,49 4,1 9,2 0,041 0,48
60 10 0,093 1,2 11 0,74 6,2 8,7 0,048 0,56
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* Prosentdel dannet som start-konsentrasjon av lab.
Tabell 16: Stabilitet av lab i friskt EDTA blod fra hund (repetisjon) og
menneske
Ti_d Hund A blod (n = 2) Hund B blod (n = 2) Humant blod (n = 2)
(min) lab IVa % IVa lab IVa % IVa lab IVa % IVa
(uM) Dannet Dannet (uM) Dannet Dannet (uM) Dannet | Dannet
(uM) * (uM) * (uM) *
0 11 0,069 0,63 12 0,084 0,68 11 0,061 0,55
15 11 0,25 2,3 11 0,25 2,0 11 0,067 0,59
30 11 0,37 3.4 11 0,43 3,5 7,1 0,057 0,50
45 11 0,53 4,8 13 0,56 4,5 9,8 0,073 0,65
60 10 0,67 6,1 14 0,72 5,8 9,8 0,084 0,75
* Prosentdel dannet som startkonsentrasjon av lab.
Tabell 17: Stabilitet av lab i Tris-HCI-buffer
Tid (min) Tris-HCI (n = 2)
lab (uM) IVa Dannet (uM) % IVa Dannet *
0 10 0,011 0,11
20 10 0,008 0,081
40 7,6 0,008 0,076
60 10 0,009 0,088

* Prosentdel dannet som start-konsentrasjon av lab.

For & undersgke hydrolyse av lab i systemetisk sirkulasjon, ble Iab inkubert 1
friskt serum (rotte, hund, ape og menneske) ved 37°C 1 90 min. Graden av hydrolyse
var raskest i rotteserum, fulgt av hund-, ape- og humane sera (Tabell 18).

Omdannelsen av lab til [Va var nar stekiometrisk.

Serum inneholder lavere ALP-aktiviteter ssmmenlignet med vev (McComb et
al., 1979a). I tillegg inneholder serum ogsa ALP-isoformer fra vevkilder sa som ben,
lever og tarm, som blir tilskrevet lekkasje gjennom blodkar (Moss, 1983). Derfor ble

hydrolyse av Iab i serum sannsynligvis mediert av multiple isoformer av ALP.
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Tabell 18: Stabilitet av lab i friskt serum fra rotte, hund, ape og menneske
ﬁd Rotteserum (n = 2) Hundeserum (n = 2) Apeserum Humant serum
(min) n=2) (n=2)
lab (uM) IVa lab (uM) IVa lab (uM) IVa lab (uM) | IVa
Dannet Dannet Dannet Dannet
(uM) (uM) (uM) (uM)
0 6,8 0,25 9,2 0,066 9,0 0,20 9,5 0,10
15 5,8 1,1 9,0 0,85 7,3 0,48 9,2 0,10
30 54 1,8 7,8 1,6 6,8 0,75 9,0 0,15
45 4,9 2,8 7,8 2,5 6,5 1,2 9,6 0,20
60 4,3 3,7 7,1 3,2 6,3 1,5 9,1 0,24
90 3,3 5,4 6,7 4,4 6,3 2,0 9,4 0,32
i 80 182%* 365%* >2000
(min)*

* Beregnet som forsvinning av lab. ** Halveringstidene er storre enn inkuberingsperioden.

Hydrolyse av lab i nerveaer av human placenta ALP

For & studere hydrolysen av lab i en renset form av human ALP, ble lab
inkubert i human placenta ALP-lgsninger med 10, 100 og 1000 enheter/L ved 37°C 1
2 timer. Forsvinning ti2 av Iab ble bestemt og angitt 1 Tabell 19. Som forventet var
graden av hydrolyse raskere i losningene med hoyere ALP-aktiviteter. IVa ble ogsa
dannet tilsvarende (Fig. 8). Dette indikerer at Iab blir hydrolysert av ALP avledet fra

mennesker for 4 danne [Va.

Tabell 19: Hydrolyse av lab i human placenta ALP-lgsninger
ALP-aktivitet (Enheter/L) (n = 2)
10 100 1000
t1/2 (min) 186 14 1,4

Merk: Iab ble inkubert ved en start-konsentrasjon pa ~10 uM ved 37°C i 120 min.

In vivo undersgkelser
In vivo undersgkelser i rotte

De farmakokinetiske parametere av lab og [Va i rotter etter [V og oral

administrering av lab er oppsummert i Tabell 20. Plasmakonsentrasjon versus tid
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profiler er vist 1 Figur 9. For sammenligning er historiske data fra de

farmakokinetiske undersgkelser av IVa i rotter ogsa vist.

Den totale kropp-utskilling (Cl) av Iab etter [V-administrering var 14
ml/min/kg, hvilket indikerer at lab er en forbindelse med lav utskilling 1 rotter.
Eliminerings-halveringstid (t12) og gjennomsnittlig oppholdstid (MRT) etter IV-
administrering var henholdsvis 0,16 timer og 0,14 timer. lab ble ikke detektert etter 2
timer. Volumet av distribusjon av lab ved likevekt (Vss) var 0,12 L/kg, hvilket
indikerer meget begrenset vevdistribusjon. Dannelse av IVa fra lab etter [V-
administrering var rask; IVa ble detektert pd forste provetagnings-tidspunkt 2 min
(data ikke vist). IV AUC-forhold av IVa dannet fra lab vs. historisk [Va
undersekelse var 1,5 (teoretisk verdi for fullstendig omdannelse = 1), hvilket

indikerer fullstendig omdannelse av Iab til [Va.

Med unntak av én preve (5 nM; Tabell 20) ble Iab ikke detektert i noen prover
etter oral administrering. Tmaks av [Va etter oral administrering av Iab var 0,83
timer, som er kortere enn historisk Tmaks av [Va pa 2,0 timer, som indikerer raskere
absorpsjon av IVa etter oral administrering av prodrug-forbindelsen. Den raskere
absorpsjon av IVa fra prodrug er sannsynligvis resultatet av bedre vandig
oppleselighet av lab si vel som rask hydrolyse av lab for & danne IVa i tarmen. Selv
om den absolutte orale biotilgjengelighet av [Va fra lab var 62%, lavere enn de
historiske IVa data, var eksponering av [Va fra lab rotte oral dose eskaleringsstudien

overlegen sammenlignet med de historiske data for IVa (Tabell 16 og Fig. 8).

De terminale plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av [Va dannet fra lab er

lignende de historiske IVa profiler.

Tabell 20: Farmakokinetiske parametere av lab og IVa etter IV og oral
administrering av lab i rotter (gjennomsnitt +SD, n = 3)

PK-parametere lab IVa dannet Historisk IVa
etter dosering med
lab

v
Dose (mg/kg) 1,4 fri syre 1

eller 1,1 av IVa ekvivalent

AUCot (uMetimer) | 3,3+ 1,0 544093 33+1,1
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CLot (ml/min/kg) 14+42 NA 13+4,0
ti/2 (timer) 0,16 £ 0,052 44+1,9 2,4£0,32
MRT (timer) 0,14 £ 0,020 NA 22£15
Vdss (L/kg) 0,120,019 NA 1,5+0,25
IV AUC forhold av NA 1,5% NA
IVa
PO
Dose (mg/kg) 7,9 fri syre 5
eller 6,3 of IVa ekvivalent

Tmaks (timer) ND 0,83 £ 0,29 2,0
Cmaks (uM) ND** 3,9+0,98 45+1,5
C-24 timer (UM) ND ND 9(m=1)
AUCo (M etimer) ND 13+14 15+6,3
ti (timer) ND 1,5+0,24 1,7+0,92
Biotilgjengelighet ND 62 Hk* 90
(%0)
f\(/) AUC forhold av NA 0,69 * NA

a

NA - ikke anvendbar; ND - ikke detektert (<5 nM).
043 AUC etter prodrug dos.erlng for henholdsvis
'043 AUC etter '043 dosering

* Forholdene ble beregnet fra IV og PO.

** Jab ble detektert bare i én rotte ved 15 min (5 nM).

**% Beregnet fra historiske IV-data for [Va.

31. In vivo undersgkelser i hund

De farmakokinetiske parametere for lab og IVa i1 hunder etter IV og oral
administrering av Iab er oppsummert i Tabell 21. Plasmakonsentrasjon versus tid
profiler er vist i Figur 10. For sammenligning, er historiske data fra de

farmakokinetiske undersekelser av [Va i hunder ogsa vist.

Cl av Iab etter IV-administrering var 70 ml/min/kg, som er betydelig hoyere
enn leverblodstreommen pd 31 ml/min/kg 1 hunder, hvilket indikerer potensiell
involvering av ekstrahepatisk hydrolyse og/eller andre bane(r) for eliminering (f.eks.
nyre-ekskresjon). Ti» og MRT etter [V-administrering var henholdsvis 0,15 timer og
0,07 timer. Iab ble ikke detektert etter 45 min. Vss av Iab var 0,30 L/kg, hvilket
indikerer lavt potensiale for vevdistribusjon. Dannelse av [Va fra lab etter [V-

administrering var rask; IVa ble detektert pd det forste provetagningspunkt pa 5 min
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(data ikke vist). IV AUC-forhold av IVa dannet fra Iab vs. historisk IVa

undersgkelse var 0,80, hvilket indikerer god omdannelse av Iab til [Va.

Iab ble detektert med 5 nM (LLQ) bare 15 min og 30 min i én hund etter oral
administrering. Tmaks av [Va etter oral administrering av lab var 0,25 time, som er
kortere enn historisk Tmaks av IVa pa 2,9 timer, hvilket indikerer raskere absorpsjon
av [Va etter oral administrering av prodrug. Den absolutte orale biotilgjengelighet av
IVa fra lab var 94%, heyere enn de historiske IVa data pd 57%. De terminale

plasmakonsentrasjon vs. tid profiler for [Va dannet fra lab er lignende de historiske

[Va profiler.
Tabell 21: Farmakokinetiske parametere av lab og IVa etter IV og oral
administrering av lab i hunder (gjennomsnitt £SD, n = 3)
PK Parametere lab IVa dannet Historisk IVa
etter dosering med
lab
v
Dose (mg/kg) 1,2 fri syre 1
eller 0,95 IVa ekvivalent
AUCt (uMetimer) 0,56 + 0,12 13422 17£3,5
CLiot (ml/min/kg) 70+ 16 NA 2,4+0,43
ti2 (timer) 0,15+ 0,010 5,2+1,0 2,6+1,2
MRT (timer) 0,07 + 0,006 NA 3,3+0,71
Vdss (L/kg) 0,30 +£ 0,094 NA 0,45+ 0,083
IV AUC forhold av NA 0,80 NA
IVa
PO
Dose (mg/kg) 6,6 fri syre 5
eller 5,2 av IVa ekvivalent
Tmaks (timer) ND 0,25 29+1,9
Cmaks (uM) ND* 14+13 6,5+1,2
C-24 timer (M) ND 0,26 + 0,12 0,15+ 0,093
AUCiot (uMetimer) ND 83+ 16 47+72
t1/2 (timer) ND 4,1 +0,52 3,8+ 0,81
Biotilgjengelighet (%) | ND 94 57+17
PO AUC-forhold av NA 1,7 NA
IVa
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* Jab ble detektert ved 5 nM (LLQ) bare ved 15 min og 30 min i én hund.

For 4 studere effekten av mat pa oral absorpsjon av [Va etter administrering
av lab og IVa, ble hundene administrert enten Iab eller IVa i kapsler under fastede og
matede tilstander. Undersekelsen ble utfort 1 en kryss-undersekelse, med en én-ukes
utvaskingsperiode mellom hver studie. Ingen betydelige forskjeller i AUC og Cmaks
ble observert mellom fastet og matet tilstand etter administrering av lab (Tabell 22),
mens en 9-ganger forbedring i AUC og Cmaks ble observert etter administrering av
IVa med mating (Tabell 23). Totalt var effekten av mating mer fremtredende 1
hunder (Tabell 23) enn i mennesker (Tabell 24) som mottar [Va. Dette indikerer

kvantitative arts-forskjeller i effekten av mat pé oral absorpsjon av [Va.

Oral absorpsjon av IVa ble vist & vere opplesningsgrad-begrenset hos
mennesker og dyrearter. Forbedring av IVa eksponering hos mennesker etter mating
med et hoyfett maltid var antagelig pd grunn av eket sekresjon av gallesyresalter som
lettet opplosning av IVa. I hunder indikerer mangelen pa effekt av mat pé oral
absorpsjon av IVa etter lab administrering potensielle fordeler for mennesker, for

hvilke diett-modifikasjon ikke blir nedvendig.

Tabell 22: Effekt av mat pa oral eksponering av 1Va i hunder etter oral
administrering av lab i tarr-fylte kapsler (20 mg/kg av 1Va
ekvivalent) (gjennomsnitt +SD, n = 3)

Parametere Fastet Matet
AUC o (LMetimer) 414 +70 422 +57

Cmaks (uM) 70+ 12 130 + 102
Tmaks (timer) 2,0 1,5+0,87

ti/2 (timer) 4,2+0,42 32+1,0

Merk: lab ble detektert med <200 nM i noen fa prover pa tidlige tidspunkter.
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Tabell 23: Effekt av mat pa oral eksponering av 1Va i hunder etter oral

administrering av IVa i klinisk form kapsler (20 mg/kg)
(gjennomsnitt +SD, n = 3)

Parametere Fastet Matet Matet/Fastet

forhold

AUC ot (UM etimer) 11+1,4 96 + 10* 9,0+2,2

Cmaks (uUM) 1,2+0,22 11 +0,99* 9,1+0,92

Tmaks (timer) 33+£1,2 4,0

t12 (timer) 53+2)7 8,0+£3,1

* Betydelig forskjellig fra verdiene i fastet tilstand.

Tabell 24: Effekt av mat pa oral eksponering av IVa i den farste-i-human
studie (gjennomsnitt +SD, n = 6)
800 mg 1800 mg
Fastet Matet Matet/fastet Fastet Matet Matet/fastet
forhold forhold
AUCotal 22+ 12 53+ 10 24 19+58 82+16 |43
(uMetimer)
Cmaks 3,7+1,1 9,8+ 1,3 2,6 33+0,84 | 15+50 |45
(uM)

Ytterligere kapselformulerings-undersekelser ble utfort i samme fastede

hunder med kliniske og sprayterkede former av IVa for & sammenligne med Iab. Som

vist 1 Tabell 25, ble ved 20 mg/kg av [Va ekvivalent, lignende eksponering av [Va

observert etter administrering av Iab og den sprayterkede form av [Va. Imidlertid ga

[ab betydelig hoyere eksponering av [Va sammenlignet med den kliniske form av

IVa. AUC og Cmaks av IVa fra prodrug var henholdsvis 37 ganger og 45 ganger

hgyere enn verdiene fra den kliniske form av IVa. Ganger ekning i hunder er

sannsynligvis en over-prediksjon av den kliniske situasjon basert pad erfaring med IVa

1 utvikling (data ikke vist).

I doseeskaleringsundersekelsen av den spray-terkede form av IVa i hunder,

336742

var gkningene av AUC og Cmaks fra 20 mg/kg til 75 mg/kg mindre enn proporsjonal
med dosegkning (Tabell 26). Ingen betydelige ytterligere ekninger i eksponering ble
observert fra 75 mg/kg til 200 mg/kg.
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Tabell 25: Oral eksponering av IVa i hunder etter oral administrering av
lab og forskjellige formuleringer av 1Va i kapsler (kryss-
undersgkelser)

Parametere | Hund#4201 | Hund#4202 | Hund#4201 | Hund#4202 | Hund#4201 | Hund#4202
Formu- Iab lab IVaspray- | IVa spray- ‘IVaklinisk | ‘IVa klinisk
lering torket torket form form
Dose 19 19 20 20 20 20
(mg/kg;

‘IVa ekv.)

AUCiot 486 514 303* 338 11 16
(uMetimer)

Cmaks 80 86 46 81 1,3 2,4

(uM)

Tmaks 1,0 1,0 2,0 1,0 1,0 4,0
(timer)

tin (timer) | 4,2 3.4 57 4,2 7,1 4,5

* AUC var 0-24 timer.

Tabell 26:

Oral eksponering av IVa i hunder etter oral administrering av
spray-tgrket form av IVa i kapsler

Parametere

Hund
#4201*

Hund
#4202*

Hund
#1201

Hund
#1202

Hund
#2201

Hund
#2202

Dose
(mg/kg)

20

20

75

75

200

200

AUCtot
(uMetimer)

303%*

338

759

923

935%*

1209

Cmaks
(M)

46

81

156

192

178

210

Tmaks
(timer)

2,0

1,0

1,0

1,0

1,0

2,0

ti2 (timer)

57

4,2

2.1

1,9

3,0

2,3

Doseforhold

1:3,8:10

Gj.snitt
AUC
forhold

1:2,6:3,4

Gj.snitt
Cmaks
forhold

1:2,7:3,0

** Som i Tabell 25. ** AUC var 0-24 timer.
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In vivo undersgkelser i ape

De farmakokinetiske parametere av Iab og IVa 1 aper etter IV og oral
administrering av lab er oppsummert 1 Tabell 27. Plasmakonsentrasjon versus tid
profiler er vist i Figur 11. For sammenligning er historiske data fra de

farmakokinetiske undersgkelser av [Va i aper ogsa vist.

Cl av Iab etter IV-administrering var 4,4 ml/min/kg, hvilket indikerer at Iab er
en forbindelse med lav utskilling 1 aper. Ti2 og MRT etter IV-administrering var
henholdsvis 1,0 timer og 0,18 timer. MRT reflekterte et mer realistisk estimat av
varigheten av lab i plasmaet siden plasmakonsentrasjoner av lab 1 den terminale fase
var lav (Fig. 11). Iab ble ikke detektert etter 6 timer. Vss av Iab var 0,048 L/kg,
hvilket indikerer meget begrenset vevdistribusjon. Dannelse av [Va fra lab etter [V-
administrering var rask; IVa ble detektert pd forste provetagnings-tidspunkt pd 5 min
(data ikke vist). IV AUC-forhold av IVa dannet fra Iab vs. historisk IVa undersegkelse
var 0,70, hvilket indikerer god omdannelse av Iab til [Va.

Iab ble detektert i en konsentrasjon pa 18 nM ved 15 min i bare én ape etter
oral administrering. Tmaks av [Va etter oral administrering av lab var 0,83 timer,
som er kortere enn historisk Tmaks av [Va pa 2,7 timer, som indikerer raskere
absorpsjon av IVa etter oral administrering av prodrug-forbindelsen. Den absolutte

orale biotilgjengelighet av IVa fra Iab var 66%, lignende historiske IVa data pa 60%.

Den terminale plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av IVa dannet fra lab er

lignende historiske IVa profiler.

Tabell 27: Farmakokinetiske parametere av lab og IVa etter IV og oral
administrering av lab i aper (gjennomsnitt +SD, n = 3)

PK-parametere lab IVa dannet Historisk IVa

etter dosering med

lab
\%
Dose (mg/kg) 1,3 fri syre 1
eller 1,1 av IVa ekv.
AUCt (uMetimer) | 9,5+ 0,38 7,1 £1,0 9,2+0,53

CLi (m/minkg) | 4,4 +0,18 NA 434026
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ti/2 (timer) 1,0 £0,78 4,8£1,9 4,7+0,31
MRT (timer) 0,18 £ 0,059 NA 2,4£0,15
Vdss (L/kg) 0,048 £ 0,017 NA 0,63 £0,39
IV AUC-forhold av | NA 0,70 NA
IVa
PO
Dose (mg/kg) 7,1 fri syre 5

eller 5,6 av IVa ekv.
Tmaks (timer) ND 0,83 +0,14 27112
Cmaks (UM) ND* 16 + 6,4 5,8+1,2
C-24 timer (uM) ND 0,067 £ 0,039 0,074 £ 0,032
AUC;ot (uMetimer) | ND 34+2)7 27429
ti2 (timer) ND 4,8+1,3 4,2 +£0,64
Biotilgjengelighet | ND 66 60+4
(%)
PO AUC-forhold NA 1,1 NA
avIVa

* Jab ble detektert ved 18 nM ved 15 min i bare én ape.

Ytterligere profilering Seksjon 2
Ytterligere undersgkelser med prodrug Ibb

IV og PO farmakokinetiske undersekelser av Ibb ble utfert i rotter, hunder og
aper. I alle tilfeller ble blodprever oppsamlet i nervaer av EDTA. Tilstedeverelse av
EDTA, en kjent ALP-inhibitor, minimaliserte betydelig ex vivo omdannelse av Ibb
under prove-prosessering. IVb ble raskt dannet etter [V-administrering av Ibb. God
oral biotilgjengelighet av IVb (50-310%:; beregnet ved anvendelse av historisk IV
AUC av IVb) ble observert etter administrering av Ibb til rotter, hunder og aper med
meget lave nivéer av Ibb til stede 1 plasma. Siden det er hoye nivéer av ALP-
ekspresjon i tarmen, er det sannsynlig at etter oral administrering av Ibb, blir Ibb
hydrolysert av ALP til stede pé "brush border" membraner i tarm-lumen for & danne

IVb, som raskt blir absorbert pa grunn av dens heye permeabilitet.

In vitro inkuberingsundersgkelser ble utfort for en kvalitativ bedemmelse av
ALP-avhengig hydrolyse av Ibb i forskjellige vev. Ibb ble hydrolysert i nervaer av

serum og hepatocytter fra rotte, hund, ape og menneske, sa vel som human placenta
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ALP. Ttilfeller hvor Ibb og IVDb ble mélt, var omdannelsen av Ibb til IVb nar
stokiometrisk. P& grunn av hydrolyse i1 serum kunne protein-binding av Ibb ikke
bestemmes. Basert pa in vitro data, er det antatt at Ibb vil bli hydrolysert av human

ALP og at IVD vil bli dannet etter oral administrering av Ibb til mennesker.

Den krystallinske oppleselighet av Ibb-03 ved romtemperatur er >11 mg/ml i
pH-omrédet 1,5 til 8,7; vandige losninger inneholdende >75 mg/ml blir fremstilt for
in vivo toksikologi-undersekelser. Som sammenligning ble den vandige
oppleselighet av stamforbindelsen, IVb, ved romtemperatur som krystallinsk
materiale, funnet a veere 0,007 — 0,19 mg/ml (pH-omréde 1,0 - 9,6). Ibb-03 oppviser
akseptable lgsnings- og faststoff-stabiliteter.

Den heyere vandige oppleselighet av Ibb tilveiebringer en metode for &
overvinne opplesningsgrad-begrenset absorpsjon av I[Vb under visse doser og gker
derved eksponering av IVb ved orale doseeskalerings- og toksikokinetiske
undersekelser. Ibb, nar dosert oralt opptil 200 mg/kg av IVb bmsekvivalent, ga
henholdsvis 11- og 2,6-ganger (BID) hoyere AUC for IVb i rotter og hunder, , med
relativt lav plasmaeksponering for prodrug-forbindelsen (<0,9 uM), sammenlignet

med AUC fra historiske IVb suspensjonsundersokelser med lignende dose.
Enkel-dose toksikokinetisk studie i Sprague Dawley rotter

En 1-dag oral toksikokinetisk studie i rotter ble utfort ved anvendelse av
prodrug Ibb (monolysinsalt). Ibb ble administrert i doser pa 19, 64 og 236 mg/kg (fri
syre) ved oral mating til tre hannrotter/gruppe ved anvendelse av vann som
konstituent (losnings-formulering). Dosene av prodrug fri syre svarer til IVb
(parental) molekvivalente doser pd henholdsvis 15, 51 og 190 mg/kg. Sluttpunktet
evaluert var plasma toksikokinetikk av Ibb og IVb i de individuelle rotter.

Gjennomsnittlige toksikokinetiske verdier er gitt i Tabell 28.
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Tabell 28: Gjennomsnittlige toksikokinetiske verdier for Ibb og IVb i
hannrotter gitt <200 mg/kg av Ibb som en enkel oral dose
Doser (mg/kg)
Ibb 19 64 236
IVb molar 15 51 190
ekv.
Ibb IVb Ibb IVb Ibb IVb
Cmaks (uM) 0,027 58 0,14 135 0,25 290
Cas timer (UM) <LLQ 0,048 <LLQ 0,29 <LLQ 29
AUC
. 0,030' | 2832 0,180 | 997 0,49 | 3700°
(uMetimer)
T1/2 (timer) 1,3 2,1 4,6 2,1 3,6 5,8

Verdier representerer gjennomsnittet av én til tre rotter/gruppe for Ibb data og 3 rotter/gruppe for [IVb data. LLQ
er den nedre grense for kvantifisering.
1 S

AUC franull til siste tidspunkt.

2AUC fra null til oo

Gjennomsnittlig maksimum plasmakonsentrasjon (Cmaks) av IVb (parental)
ble oppnadd innen ~1-3 timer etter dosering. I rotter gitt <236 mg/kg av Ibb, var
okningen 1 AUC for IVb nesten proporsjonal med Ibb-dose og Cmaks eket pd en
mindre enn dose-proporsjonal mate mellom 19 og 236 mg/kg av Ibb. Ibb ble
detektert i plasma til rotter gitt >19 mg/kg av Ibb, men i meget lave konsentrasjoner i

forhold til de for IVb.

En sammenligning av IVb Cmaks og AUC oppnadd i rotter gitt enten IVb
eller Ibb er vist i Figur 12.

Eksponering for IVb blir vesentlig gket etter administrering av Ibb

sammenlignet med den oppnadd etter dosering av [Vb.
Enkel-dose toksikokinetisk og tolerabilitet-studie i hunder

En to-fase studie ble utfert for & bedemme tolerabiliteten av prodrug, Ibb
(monolysinsalt) i doser pa 25, 92 eller 250 mg/kg (fri syre, molekvivalent til
henholdsvis 20, 74 eller 201 mg/kg av parental IVb) og toksikokinetikken for Ibb og
IVb (1). P4 dag 1 ble Ibb administrert til én hund/kjenn/gruppe én gang daglig i torr-
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fylte kapsler i dosene ovenfor. En 1-ukes utvaskingsperiode ble anvendt mellom

doser 1 undersgkelsen. Pa dag 8 ble Ibb administrert til én hund/kjenn/gruppe én

gang daglig som en vandig lesning med 25 mg/kg eller to ganger daglig i terr-fylte

kapsler med 46 eller 125 mg/kg BID. Sluttpunktene var: kliniske tegn, kroppsvekt,

mat-konsum, serumkjemi, hematologi og plasma-toksikokinetikk for Ibb og IVb.

Plasma toksikokinetiske verdier fra individuelle hunder er vist 1 Tabell 29.

Tabell 29: Toksikokinetiske verdier for Vb i hunder gitt <250 mg/kg av
Ibb
Doser (mg/kg)
Tbb 25! 922 2503
IVb molar ekv. 20 75 203
Dyr  210IM 2201F 3101M 3201F 4101M 4201F

Cmaks (uM)

dag 1 72 34 28* 66* 614 934

dag 8 56 33 744 108° 158° 8843
Ca4 timer (LM)

dag 1 0,008 0,688 1,90 0,202 2,61 0,704

dag 8 0,547 0,107 10,6 0,307 54,2 1,96
AUC(-00 (UMeh)

dag 1 259 136 1114 3294 334% 7454

dag 8 324 139 478* 10533 13933 97845
T1/2 (h)

dag 1 1,5 4,5 3,6 2,3 4,1 32

dag 8 33 3,4 52 2,4 8,0 33

1 . . . .
Formulert som terr-fylte kapsler pa dag 1 og som en vandig lesning pa dag 8 formulert (QD dosering pé begge

dager)

2
Som 92 mg/kg QD pa dag 1 og som 46 mg/kg BID pa dag 8; formulert som terr-fylte kapsler pa begge dager

3 Som 250 mg/kg QD pa dag 1 og som 125 mg/kg BID pa dag 8; formulert som terr-fylte kapsler pa begge dager

4 . . . . .
Brekning observert innen 2 timer av dosering med kapselrester til stede

5 . . . . .
Brekning observert innen 2 timer av dosering med ingen kapselrester
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Lave nivaer (£ 0,9 uM) av Ibb ble detektert i noen plasmaprever pa dager 1 og
8. Gjennomsnittlig maksimum plasmakonsentrasjon (Cmaks) av IVb ble oppnadd
mellom 1-4 timer etter dosering for QD-dosering og 1-2 timer etter andre dosering for
BID dosering. Med 25 mg/kg QD, ble ekvivalent Cmaks og AUC av IVb observert
nér Ibb ble administrert som enten torr-fylte kapsler eller en vandig lesning. Pa dag 1
ble oppkast (hvitt, stripet med redt som inneholdt kapselrester) observert ca. 0,5-1,25
timer etter dosering hos alle hunder gitt 292 mg/kg QD (3101M, 3201F, 4101M og
4201F), som sannsynligvis bidro til den flate eksponering mellom 92 og 250 mg/kg.
Pa dag 8 ble oppkast (hvitt eller brunt) observert innen 2 timer etter dosering hos alle
hunder gitt 246 mg/kg BID; kapselrester ble bare observert 1 oppkast til to hunder
(3101M post-forste dose og 4201F post-andre dose). To ganger daglig dosering ga

storre eksponering for IVb i hunder enn én gang daglig dosering.

Annet enn brekning ble ingen kliniske tegn observert og det var ingen effekter

pa kroppsvekt og matkonsum.

Til tross for brekningen observert 1 hunder, er en hoyere [IVb AUC observert i
hunder gitt Ibb enn den i hunder gitt IVb. En sammenligning av IVb AUC oppnadd i
hunder gitt enten Ibb eller IVb (2) er vist i Figur 13.

Den absolutte orale biotilgjengelighet av IVb, parental forbindelse, etter
administrering av vandige lgsninger av Ibb-03, fosfat-prodrug, var i omradet fra 50%
til 310% 1 rotter, hunder og aper. Disse beregninger er basert pa historiske IV-data.
Eksponering av [Vb, etter oral administrering av vandige lgsninger av prodrug, er
Ibb-03, dosert opptil 190 mg/kg av IVb ekvivalent 3-10 ganger heyere i rotte oral
doseeskalerings-studie sammenlignet med de historisk data for IVb. Nér Ibb-03 blir
dosert BID som medikament i kapsel til hunder, blir 2-3 ganger forbedring i
eksponering oppnadd sammenlignet med historiske data fra pre-ECN toksikologi-
undersekelser med BID-dosering av [Vb som suspensjoner. In vivo eksponeringsdata
for medikament i kapselformuleringer indikerer at oral eksponering av IVb hos
mennesker kan bli betydelig forbedret ved administrering av tradisjonelle faststoff

orale doseformer av Ibb.
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Ibb er fosfat-prodrug av N-hydroksymetyl-addukt av IVb og blir hydrolysert
ved alkalisk fosfatase (ALP) for & danne IVb. Etter administrering av Ibb til dyr, ble
derfor plasmaprever fremstilt fra blod oppsamlet i nervar av EDTA, en kjent ALP
inhibitor. Omdannelse av Ibb til IVb var minimal (< 2%) 1 blodet inneholdende
EDTA (rotte, hund, ape og menneske). Ingen betydelig ex vivo omdannelse av Ibb er

forventet under provelagring (-20°C) og analyse av Ibb.

Hydrolysen av Ibb ble studert i dyr og humane in vitro systemer. Siden
multiple ALP-isoformer er bredt fordelt i forskjellige vev, ble kvantitative in vitro til
in vivo korrelasjoner ikke forsekt (Fishman et al., 1968; Komoda et al., 1981; Moss,
1983; Yora og Sakagishi, 1986; Sumikawa et al., 1990). Derfor ble undersokelsene
begrenset til en kvalitativ bedemmelse av ALP-avhengig hydrolyse i forskjellige vev.
Ibb ble hydrolysert i nervar av serum (rotte, hund, ape og menneske), hepatocytter
(rotte, hund og menneske) sé vel som 1 human placenta ALP. Ingen omsetning ble
observert i ape-hepatocytter. Omdannelsen av Ibb til I[Vb var ner stekiometrisk. Pa

grunn av hydrolyse i serum kunne proteinbinding av Ibb ikke bestemmes.

Ibb ble fullstendig hydrolysert for & danne IVb 1 Caco-2 celler og, som
forventet, ble meget lave nivaer av Ibb detektert i rotte-, hund- og ape-plasma etter
oral administrering av Ibb. Disse data er i overensstemmelse med rapporter som
beskriver de heye nivaer av ALP-ekspresjon i tarmen (McComb et al., 1979a;
Butterworth, 1983). Det membran-bundede ALP er for det meste lokalisert i "brush
border" membraner av mikrovilli som dekker tarmen-lumen (Butterworth, 1983;
Testa og Mayer, 2003). Det er sannsynlig at etter oral administrering av Ibb, blir Ibb
hydrolysert av ALP til stede ved "brush border" membraner av tarm-lumen for &

danne IVb, som raskt blir absorbert pa grunn av dens heye permeabilitet.

Selv om forskjellige isoformer av ALP eksisterer i forskjellige vev og arter, er
substratspesifisiteten for ALP relativt bred (Heimbach et al., 2003), som er i

overensstemmelse med funnene ovenfor for Ibb.

IVb ble raskt dannet etter [V-administrering av Ibb i rotter, hunder og aper.
IV AUC omdannelsesforhold var 0,62 1 rotter, 1,6 1 hunder og 1,7 i aper, hvilket
indikerer tilfredsstillende til god omdannelse fra Ibb til IVDb.
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Gode orale biotilgjengeligheter (50-310%; beregnet ved anvendelse av
historisk IV AUC for IVb) for IVb ble observert etter administrering av Ibb 1 rotter,
hunder og aper. Mer betydningsfullt minket den heoyere vandige oppleselighet av Ibb 1
den opplesningsgrad-begrensede absorpsjon av IVb og gket derved eket eksponering
for IVb ved orale doseeskalerings- og toksikokinetiske undersgkelser sammenlignet
med eksponering fra historiske [Vb-undersekelser (Fremlegging av toksikologi

seksjon Tabeller 28-29 og Fig. 12-13).
Metoder

Undersekelsene beskrevet 1 denne rapport anvendte mono-lysinsalt av Ibb.

Kvantifisering av Ibb og 1Vb ved LC/MS/MS

En LC/MS/MS-metode ble utviklet for analyse av Ibb og IVb i plasmaprever
fra farmakokinetiske undersekelser i dyr sa vel som i acetonitril-supernatant fra in
vitro inkuberingsundersgkelser. For analyse i plasma ble et Packard Multiprobe

instrument anvendt for overfering av 50 pL av hver standard, QC og plasmapreve til

en ren 96-brenn plate for proteinutfelling-ekstraksjon. Etter tilsetning av 200 pL av
acetonitril inneholdende den indre standard IVc, ble provene virvlet blandet og den
resulterende supernatant ble separert fra de utfelte proteiner ved sentrifugering i 10
min. For analyse i supernatanten dannet fra in vitro undersekelsene, ble et likt volum
av supernatanten og acetonitril inneholdende den indre standard, blandet. En aliquot
av supernatanten ovenfor ble overfort ved anvendelse av en Tomtec automatisert
vaeskehdndterer til en andre ren 96-brenn plate. Et likt volum av vann ble tilsatt og

platen ble lukket og virvleblandet.

HPLC-systemet besto av Shimadzu LC10ADvp pumper (Columbia, MD) og
en HTC PAL autosampler (Leap Technologies, Cary, NC) bundet til en Phenomenex
Synergi Fusion-RP analytisk kolonne (2,0 x 50 mm, 5 p; Torrance, CA). Mobil fase
A besto av 5 mM ammoniumformiat i vann; mobil fase B var 100% acetonitril. LC
stromningshastighet var 0,38 ml/min. Det innledende mobil fase-preparat var 2% B,
oket til 50% B over 1,8 min og holdt i 0,5 min, gket til 100% B over 0,1 min og holdt

10,5 min, returnert til innledende betingelser over neste 0,1 min og reekvilibrert.
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Total analysetid var 4,0 min. Retensjonstiden for Ibb, IVb og IVc var henholdsvis
1,42,2,21 og 1,73 min.

HPLC-systemet ble tilpasset til et Sciex API4000 trippel kvadrupol
massespektrometer (Toronto, Canada) utstyrt med Turboionspray-kilde satt til 550°C
og ionspray-spenning satt til 4,5 kV. UHP nitrogen ble anvendt som forstever- og
hjelpe-gass henholdsvis med trykk pa 5,6 kg/cm? og 7 L/min. Kollisjonsenergier for
Ibb, IVb og IVc var henholdsvis 19, 25 og 29 volt. Data-oppsamling anvendte
selektert reaksjonsovervakning (SRM). Ioner som representerer positiv ionemodus
(M+H)" arter for Ibb, IVb og den indre standard ble valgt i MS1 og kollisjons-
dissosiert med nitrogen og optimaliserte kollisjonsenergier for & danne spesifikke
produktioner deretter overvaket ved MS2. SRM-omdannelser for Ibb, IVb og IVc var
henholdsvis m/z 558—432, 448—202 og 474—256.

Standardkurver 1 omradet fra 5 nM til 10 uM ble fremstilt fra lagerlosninger
og serielt fortynnet i matriks for bade Ibb og IVb. Standardkurver ble aliquotert in
duplo, ekstrahert med provene og injisert i begynnelsen, midten og enden av den
analytiske sekvens. Standardkurvene ble tilpasset en linear regresjon vektet av
resiprok konsentrasjon 1/x2. Data og kromatografiske topper ble prosessert og
konsentrasjoner av standarder og ukjente ble kvantifisert ved anvendelse av

PEBiosystems Analyst™ 1.1.

In vitro metoder
(1) Stabilitet av Ibb i EDTA blod, serum og Tris-HCI buffer

Stabiliteten til Ibb ble studert i friskt blod og serum fra rotte, hund, ape og
menneske (n =2). Blodet ble oppsamlet i vacutainere inneholdende Ko;EDTA
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Serum ble oppsamlet i vacutainere
inneholdende ingen antikoagulant. Ibb ble inkubert ved utgangskonsentrasjon pa
omtrent 15 uM 1 90 min ved 37°C. Serielle prover ble tatt pa forhdndsbestemte tider.
Aliquoter av blodpraver (200 uL) ble forst blandet med 100 pL vann fulgt av 400 L.

acetonitril. Serumsprovene (50 uL) ble tilsatt til mikrotainere inneholdende
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K2EDTA (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) fulgt av tilsetning av 100 uL av
acetonitril. Supernatanten ble analysert for bade Ibb og IVb ved LC/MS/MS.

Stabiliteten til Ibb ble ogsa evaluert, som beskrevet ovenfor, i Tris-HCI buffer
(0,1 M, pH 7,5).

(2) Hydrolyse av Ibb i nervaer av human placenta ALP

Faststoff human placenta ALP ble oppnadd fra Sigma (P-3895, St. Louis,
MO). En lesning av 1000 enheter/L ble fremstilt i Tris-HClI-buffer (0,1 M, pH 7,5).
Losninger av 100 og 10 enheter/L ble oppnadd ved seriefortynning. Ibb ble inkubert i
10, 100 og 1000 enheter/L lgsninger (n =2) ved 37°C i 2 timer. Utgangs-
konsentrasjonen av Ibb ved inkuberingen var 10 uM. Aliquoter pa 100 pL prever ble
tatt pd forhands-bestemte tider og tilsatt til K;2EDTA mikrotainere fulgt av tilsetning
av 200 pL acetonitril. Supernatanten ble analysert for bade Ibb og IVb ved
LC/MS/MS.

In vivo undersgkelser

Alle blodprever (0,3 ml) ble oppsamlet i mikrotainere inneholdende KoEDTA
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) og plassert pa knust is. Etter sentrifugering
ble plasma separert og lagret ved -20°C inntil analyse. Mono-lysinsaltet av Ibb (Form
3) ble anvendt for de farmakokinetiske undersekelsene. Doseringslasninger av Ibb
ble fremstilt i enten sterilt vann (for [V-administrering til hunder og aper) eller

destillert vann (for all annen doseadministrering).

(1) In vivo undersgkelser i rotte

Sprague-Dawley hannrotter (300-350 g, Hilltop Lab Animals, Inc.,
Scottsdale, PA) med kanyler implantert i jugular-venen ble anvendt. Rottene ble
fastet natten over ved de PO farmakokinetiske undersgkelser. Blodpraver ble

oppsamlet fra jugular-venen.

Ved IV-studien ble Ibb gitt med 1,3 mg/kg (fr1 syre eller 1,0 mg/kg av IVb
ekvivalent) som bolus over 0,5 min (n = 3). Konsentrasjonen av doseringslgsningen
var 1,3 mg/ml og doseringsvolumet var 1 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet

for dosering og 2, 10, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.
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Ved PO-studien ble Ibb administrert med 6,6 mg/kg (fri syre eller 5,2 mg/kg
av IVb ekvivalent) ved oral mating (n = 3). Konsentrasjonen av doseringslosningen
var 1,3 mg/ml og doseringsvolumet var 5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet

for dosering og 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

() In vivo undersgkelser i hund

IV- og PO-undersgkelser av Ibb ble utfert i beagle hannhunder (10 + 0,78 kg,
Marshall Farms USA Inc., North Rose, NY). Tre hunder ble anvendt i hver studie.
Av de tre hunder, ble samme to hunder anvendt for bade IV- og PO-undersgkelser.

Det var en to-ukers utvaskingsperiode mellom IV- og PO-undersokelser.

Ved IV-studien ble Ibb infusert via kefal-venen med 1,3 mg/kg (fri syre eller
1,0 mg/kg av IVb ekvivalent) over 5 min med en konstant hastighet pa 0,1 ml/kg/min.
Konsentrasjonen av doseringslosningen var 2,6 mg/ml og doseringsvolumet var 0,5
ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet fra femoral-arterien for dosering og 5, 10,

15, 30,45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble hundene fastet natten over for dosering. Ibb ble
administrert ved oral mating med 7,0 mg/kg (fri syre eller 5,6 mg/kg av IVb
ekvivalent). Konsentrasjonen av doseringslgsningen var 7,0 mg/ml og doserings-
volumet var 1 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 15, 30, 45

min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

3) In vivo undersgkelser i ape

IV- og PO-undersgkelser av Ibb ble utfert i en kryss-undersekelse av tre
cynomolgus hannaper (9,9 £ 2.4 kg, Charles River Biomedical Research Foundation,
Houston, TX). Det var en to-ukers utvaskingsperiode mellom IV- og PO-

undersokelser.

Ved IV-studien ble Ibb infusert via femoral-venen med 1,3 mg/kg (fri syre
eller 1,1 mg/kg av IVb ekvivalent) over 5 min med en konstant hastighet pa 0,1

ml/kg/min. Konsentrasjonen av doseringslesningen var 2,7 mg/ml og
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doseringsvolumet var 0,5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet fra femoral-

arterien for dosering og 5, 10, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble apene fastet natten over for dosering. Ibb ble administrert
ved oral mating med 5,8 mg/kg (fri syre eller 4,7 mg/kg av IVb ekvivalent).
Konsentrasjonen av doseringslosningen var 5,8 mg/ml og doseringsvolumet var 1
ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 15, 30, 45 min, 1, 2,4, 6, 8

og 24 timer etter dosering.

4) Dataanalyse

Alle resultater er uttrykt som gjennomsnitt = SD, hvis ikke spesifisert pa

annen mate.

De farmakokinetiske parametere for Ibb og IVb ble beregnet ved non-
compartmental analyse ved anvendelse av KINETICA™ programvare (versjon 4.0.2,
InnaPhase Co., Philadelphia, PA). Cmaks og Tmaks verdier ble registrert direkte fra
eksperimentelle observasjoner. AUCo., 0og AUCqo verdier ble beregnet ved
anvendelse av blandet log-linezr trapezoide summasjoner. Den totale
kroppsutskilling (Cl), gjennomsnittlig oppholdstid (MRT) og likevekt volum av
distribusjon (Vss) ble ogsé beregnet etter intravenegs administrering. Den absolutte
orale biotilgjengelighet (uttrykt som %) ble beregnet ved 4 ta forholdet av dose-

normaliserte AUC-verdier etter orale doser til de etter intravenose doser.

In vitro naturlig utskilling av Ibb i hepatocytter (Clin) ble beregnet som

folger:

Clint (LL/min/million celler) = Rate / Cg

hvor Rate er graden av metabolisme i hepatocytter (pmol/min/million celler) og Cg er

konsentrasjonen av Ibb i inkuberingen.

In vivo naturlig hepatisk utskilling av Ibb (Clint,in vivo) ble beregnet som folger:

120 (million celler) . X9 lever g 1
g lever kg kroppsvekt 1000

Clintin vivo (ml/min/kg) = Cliy %
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hvor y er 40, 32, 30 og 26 g lever/kg kroppsvekt for henholdsvis rotte, hund, ape og

menneske (Davis og Morris, 1993).

Den hepatiske utskilling Cly ble beregnet fra den folgende ligning ved

anvendelse av vel-rert modell:

QhxCl
Qh+Cl

int.in vivo

Cly (ml/min/kg) =

int.in vivo

hvor Qh er lever-blodstrem pé henholdsvis 55, 31, 44 og 21 ml/min/kg for rotte,
hund, ape og menneske (Davis og Morris, 1993).

Den hepatiske ekstraksjonsrasjon (ER) ble beregnet som folger:
ER =Cly/ Qh

Student’s t-test ble anvendt for statistisk analyse (Microsoft® Excel, Redmond, WA).

Forskjeller ble betraktet statistisk signifikante ved nivdet av P < 0,05.
In vitro undersgkelser
Stabilitet av Ibb i EDTA blod, serum og Tris-HCI-buffer

Som del av den analytiske forseksvalidering, ble stabiliteten til Ibb studert i
blod inneholdende EDTA, som er kjent & veere en inhibitor for ALP (Bowers, Jr. og
McComb, 1966; Yora og Sakagishi, 1986). Etter inkubering ved 37°C 1 90 min, var
det mindre enn 2% omdannelse av Ibb til IVb 1 blod inneholdende EDTA og i narver
av Tris-HCl-buffer (Tabeller 30 og 31). De smé prosentdeler ovenfor for omdannelse
observert ved 37°C indikerer at omdannelse under prove-lagringsbetingelser (-20°C)
er usannsynlig. Derfor er relativt minimal ex vivo omdannelse til [Vb forventet under

analysen av Ibb.
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Tabell 30: Stabilitet av Ibb i friskt EDTA blod fra rotte, hund og ape
Tid Rotteblod (n = 2) Hundeblod (n = 2) Apeblod (n = 2)
M b b %IvVb  Ibb Vb %IVb  Ibb Vb %IVb
(uM) Dannet Dannet (uM) Dannet Dannet (uM) Dannet Dannet
(uM) * (uM) * (uM) *
0 15 0,23 1,6 13 0,089 0,68 16 0,075 047
15 15 0,22 1,5 12 0,079 0,60 19 0,12 0,76
30 18 0,26 1,7 15 0,085 0,65 18 0,13 0,80
45 15 0,29 1,9 16 0,095 0,73 18 0,13 0,82
60 16 0,31 2,0 13 0,088 0,67 19 0,14 0,86
90 17 0,32 2,1 16 0,11 0,82 17 0,14 0,89
* Prosentdel dannet som startkonsentrasjon av Ibb.
Tabell 31: Stabilitet av Ibb i friskt EDTA-blod fra menneske og Tris-HCI-
buffer
Tid Humant blod (n = 2) Tris-HCl-buffer (n = 2)
MiN) lbb (M) Vb Dannet % IVb Ibb (uM)  IVb Dannet % IVb Dannet
(uM) Dannet * (uM) *
0 16 0,099 0,62 14 0,30 2,2
15 15 0,093 0,58 12 0,30 2,1
30 16 0,097 0,60 13 0,33 2,3
45 16 0,11 0,67 12 0,41 2,9
60 16 0,10 0,65 13 0,51 3,7
90 18 0,12 0,73 12 0,51 3,6

* Prosentdel dannet som startkonsentrasjon av Ibb.

For & undersgke hydrolyse av Ibb i systemisk sirkulasjon, ble Ibb inkubert i
friskt serum (rotte, hund, ape og menneske) ved 37°C 1 90 min. Hastigheten av
hydrolyse var raskest i apeserum, fulgt av humane, hund- og rotte-sera (Tabell 3).

Omdannelsen av Ibb til IVb var ner stekiometrisk.

Serum inneholder lavere ALP-aktiviteter ssmmenlignet med vev (McComb et
al., 1979a). I tillegg inneholder serum ogsa ALP-isoformer fra vevkilder sa som ben,
lever og tarm, som et resultat av enzym-lekkasje gjennom blodkar (Moss, 1983).
Derfor ble hydrolyse av Ibb i serum sannsynligvis mediert av multiple isoformer av

ALP.
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Tabell 32: Stabilitet av Ibb i friskt serum fra rotte, hund, ape og menneske
Tid Rotteserum (n =2)  Hundeserum (n = 2) Apeserum Humant serum
(min) (h=2) (h=2)
Ibb Vb Ibb IVb Ibb IVb Ibb IVb
(uM) Dannet (uM) Dannet (uM) Dannet (uM) Dannet
(M) (1M) (uM) (1M)
0 12 0095 13 0,13 14 0,34 13 0,14
13 94 0,33 12 0,66 6,6 6,5 9,0 0,96
30 9,2 0,60 11 1.2 3,1 8,5 10 2,0
45 9,4 0,92 10 1,7 1,7 10 10 3,1
60 9,3 13 10 2.4 0,85 11 8,0 3,6
%0 9,0 2,2 8,9 3,6 0,22 13 6,5 5,0
ti 704%* 167#%* 15 75
(min)*

* Beregnet som forsvinning av Ibb. ** Halveringstidener er storre enn inkuberingsperioden.

Hydrolyse av Ibb i nervaer av human placenta ALP

For & studere hydrolysen av Ibb i en renset form av human ALP, ble Ibb
inkubert ved 37°C (2 timer) med lgsninger inneholdende human placenta ALP (10,
100 og 1000 enheter/L). Forsvinning ti» av Ibb ble bestemt (Tabell 4). Som
forventet var hydrolysehastigheten raskere i losningene med hoyere ALP-aktiviteter.
IVb ble ogsé dannet tilsvarende (Fig. 14). Dette indikerer at Ibb blir hydrolysert av

ALP avledet fra mennesker for a4 danne IVDb.

Tabell 33: Hydrolyse av Ibb i human placenta ALP-lgsninger
ALP-aktivitet (Enheter/L) (n = 2)
10 100 1000
t1/2 (min) 198 16 2.0

Merk: Ibb ble inkubert med en startkonsentrasjon p 10 uM ved 37°C i 120 min.

In vivo undersgkelser
In vivo undersgkelser i rotte

De farmakokinetiske parametere av Ibb og IVb i rotter etter IV og oral

administrering av Ibb er oppsummert i Tabell 34. Plasmakonsentrasjon versus tid
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profiler er vist 1 Figur 15. For sammenligning er historiske data fra de

farmakokinetiske undersgkelser av IVb 1 rotter ogsé vist.

Den totale kroppsutskilling (Cl) av Ibb etter [V-administrering var 19
ml/min/kg, hvilket indikerer at Ibb er en forbindelse med lav til moderat utskilling 1
rotter. Eliminerings-halveringstid (t12) og gjennomsnittlig oppholdstid (MRT) etter
IV-administrering var henholdsvis 0,18 timer og 0,079 timer. Iab ble ikke detektert
etter 2 timer. Volumet av distribusjon av Ibb ved likevekt (Vss) var 0,10 L/kg,
hvilket indikerer meget begrenset vevdistribusjon. Dannelse av IVb fra Ibb etter [V-
administrering var rask; IVb ble detektert ved det forste provetagnings-tidspunkt pé 2
min (data ikke vist). IV AUC-forhold av IVb dannet fra Ibb vs. historisk [Vb-studie
var 0,62 (teoretisk verdi for fullstendig omdannelse = 1), som indikerer

tilfredsstillende omdannelse av Ibb til IVD i rotter etter [V-dosering.

Ibb ble detektert (< 10 nM) i plasmaet (0,25 og 0,5 time) etter oral
administrering. Tmaks for IVb etter oral administrering av Ibb var 0,83 timer, som er
kortere enn historisk Tmaks for IVb pa 4,7 timer, som indikerer raskere absorpsjon av
IVb etter oral administrering av prodrug-forbindelsen. Den raskere absorpsjon av
IVb fra prodrug er sannsynligvis resultatet av bedre vandig oppleselighet av Ibb s
vel som rask hydrolyse av Ibb for & danne IVb i tarmen. Den absolutte orale
biotilgjengelighet av IVb fra Ibb var 50%, lignende den historiske IVb verdi pa 60%
(Tabell 34). Videre var eksponering av IVb fra Ibb rotte oral doseeskaleringsstudie
overlegen sammenlignet med historiske data for IVb (Tabell 31 og Fig. 14).

Tabell 34: Farmakokinetiske parametere for Ibb and IVb etter IV og oral
administrering av Ibb til rotte (gjennomsnitt +SD, n = 3)
PK-parametere Ibb IVb dannet Historisk 1Vb
(03-002) etter dosering med
Ibb
v
Dose (mg/kg) 1,3 fri syre 1

eller 1,0 av IVb ekv.

AUCiot 25+14 15+54 24 +£32
(uM*timer)
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CLiot (ml/min/kg) 19+8,9 NA 1,6 £ 0,20
Ti,2 (timer) 0,18 + 0,050 3,0+£1,8 59+49
MRT (timer) 0,079 + 0,041 NA 5,6 £3,6
Vdss (L/kg) 0,10 + 0,093 NA 0,49 £ 0,26
IVIVb AUC NA 0,62 * NA
forhold
PO
Dose (mg/kg) 6,6 fri syre 5

eller 5,2 av IVb ekv.
Tmaks (timer) 0,25 0,83 +0,14 4,7+ 1,2
Cmaks (UM) 0,008 £ 0,003 19+1,8 9,5+£2,8
C-24 timer (uM) | ND 0,009 + 0,004 0,16 (n=2)
AUC ND 62+33 86+ 33
(uM*timer)
Ti,, (timer) ND 2,2+0,11 3,7+0,86
Biotilgjengelighet | ND 50 ** 60
(%)
PO IVb AUC NA 0,69 * NA
forhold

NA - ikke anvendbar; ND - ikke detektert (<5 nM).

* Forholdene ble beregnet fra IVb AUC etter prodrug dosering / [IVb AUC etter IVb dosering for henholdsvis IV
og PO.

** Beregnet fra historiske IV data for IVb.

In vivo undersgkelser i hund

De farmakokinetiske parametere for Ibb og IVb 1 hunder etter IV og oral
administrering av Ibb er oppsummert i Tabell 35. Plasmakonsentrasjon versus tid
profiler er vist i Figur 16. For sammenligning er historiske data fra de

farmakokinetiske undersgkelser av IVb i hunder ogsa vist.

Cl av Ibb etter [V-administrering var 27 ml/min/kg, lignende lever-
blodstremmen pd 31 ml/min/kg i hunder, hvilket indikerer at Ibb er en forbindelse
med hoy utskilling 1 hunder. T2 og MRT etter [V-administrering var henholdsvis
0,83 time og 0,21 time. MRT reflekterte et mer realistisk estimat av varigheten av
Ibb i plasmaet siden plasmakonsentrasjonene av Ibb 1 den terminale fase var lave

(Fig. 3). Ibb ble ikke detektert etter 4 timer. Vss av Ibb var 0,35 L/kg, hvilket
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indikerer begrenset vevdistribusjon. Dannelse av IVb fra Ibb etter [V-administrering
var rask; IVDb ble detektert ved forste provetagnings-tidspunkt ved 5 min (data ikke
vist). IV AUC-forhold av IVb dannet fra Ibb vs. historisk IVb-studie var 1,6, hvilket

indikerer fullstendig omdannelse av Ibb til IVb 1 hunder etter [V-administrering.

Ibb ble detektert (Cmaks = 0,034 nM) 1 plasmaprever pa tidlige tidspunkter
(opptil 2 timer 1 én hund) etter oral administrering. Tmaks for IVDb etter oral
administrering av Ibb var 0,40 time, lignende historisk Tmaks for IVb pd 0,50 time.
Den absolutte orale biotilgjengelighet av IVb fra Ibb var 310%, lignende historisk
IVb data pd 179%. Videre var eksponering av IVb fra Ibb hund tolerabilitetsstudie
(dose-eskalering) storre sammenlignet med de historiske data for [Vb (Tabell 31 og

Fig. 15).

De terminale plasmakonsentrasjon vs. tid profiler for IVb dannet fra Ibb er

lignende de historiske [Vb-profiler (Fig. 16).
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Farmakokinetiske parametere av Ibb og IVb etter IV og oral
administrering av Ibb til hund (gjennomsnitt +#SD, n = 3)

PK-parametere Ibb IVb dannet Historisk 1Vb
etter dosering med
Ibb
\%
Dose (mg/kg) 1,3 fri syre (03-001) 1(n=2)
eller 1,0 av IVb ekv.
AUC o 1,4+0,18 6,2+ 0,80 3,8
(uM*timer)
CLjot (ml/min/kg) 27432 NA 9,8
Ty (timer) 0,83 £0,58 2,0+0,21 1,6
MRT (timer) 0,21 + 0,043 NA 1.8
Vdss (L/kg) 0,35 + 0,091 NA 1,1
IV IVb AUC NA 1,6* NA
forhold
PO
Dose (mg/kg) 7,0 fri syre (03-002) 5(n=3)
eller 5,6 av IVD ekv.
Tmaks (timer) 033 +0,14 0,40 0,13 0,50 + 0,25
Cmaks (UM) 0,034 £0,018 20+2,4 7,7+0,71
C-24 timer (uUM) ND 0,037 £ 0,026 0,034 (n=2)
AUCuo 0,059 (n=1) 66 £ 17 30+ 11
(UM *timer)
T2 (timer) NA 2,6 £0,21 2,7+0,40
Biotilgjengelighet | NA 310%* 179 £ 56
(%)
PO IVb AUC NA 2,2% NA
forhold

* Forholdene ble beregnet fra IVb AUC etter prodrug dosering/IVb etter IVb dosering for henholdsvis IV og

PO.

** Beregnet fra historiske IV data for IVb

In vivo undersgkelser i ape

De farmakokinetiske parametere av Ibb og IVb i aper etter IV og oral

administrering av Ibb er oppsummert i Tabell 36. Plasmakonsentrasjon versus tid
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profiler er vist i Figur 17. For sammenligning er historiske data fra de

farmakokinetiske undersgkelser av IVb 1 aper ogsa vist.

Cl av Ibb etter [V-administrering var 28 ml/min/kg, hvilket indikerer at Ibb er
en forbindelse med moderat til hoy utskilling 1 aper. Ti» og MRT etter IV-
administrering var henholdsvis 0,10 time og 0,093 time. Vss av Ibb var 0,15 L/kg,
hvilket indikerer meget begrenset vevdistribusjon. Dannelse av [Vb fra Ibb etter IV-
administrering var rask; IVb ble detektert ved forste provetagnings-tidspunkt pa 5
min (data ikke vist). IV AUC-forhold for IVb dannet fra Ibb vs. historisk IVb-studie
var 1,7, hvilket indikerer fullstendig omdannelse av Ibb til IVb 1 aper etter IV-

dosering.

Ibb ble ikke detektert (LLQ = 5 nM) i noen plasmaprever etter oral
administrering. Tmaks for IVb etter oral administrering av Ibb var 1,5 timer,
lignende historisk Tmaks for IVb pa 2,5 timer. Den absolutte orale biotilgjengelighet
av IVb fra Ibb var 187%, som er hoyere enn de historiske IVb data pa 49% (Tabell
36).

De terminale plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av IVb dannet fra Ibb er

lignende de historiske [Vb-profiler (Fig. 17).

Tabell 36: Farmakokinetiske parametere for Ibb og IVb etter 1V og oral
administrering av Ibb til ape (gjennomsnitt +SD, n = 3)
PK-prametere Ibb IVb dnnet Historisk IVb
etter dsering med
Ibb
1\
Dose (mg/kg) 1,3 fri syre I (n=3)
eller 1,1 avVb ekv.

AUCqot 1,5+ 0,40 19+1,8 10+1,2
(uM*timer)
CLiot 28+ 6,8 NA 3,7£0,43
(ml/min/kg)
T\ (timer) 0,10 + 0,042 6,5 +2,4 19 +20
MRT (timer) 0,093 + 0,00076 NA 5,6+6,3
Vdss (L/kg) 0,15 + 0,039 NA 12+ 1,4
IV IVb AUC NA 1,7% NA
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forhold
PO
Dose (mg/kg) 5,8 fri syre 5(n=2)

eller 4,7 av IVb ekv.
Tmaks (timer) | NA 1,5+0,87 2,5
Cmaks (UM) ND 31+11 42
C-24 timer (uM) | ND 0,11 +0,075 0,24
AUC ot ND 88+4,6 24
(uM*timer)
Ty (timer) NA 41+1,1 11
Biotilgjengelig- | NA 187%* 49
het (%)
PO IVb AUC NA 3,4% NA
forhold

* Forholdene ble beregnet fra IVb AUC etter prodrug dosering / [IVb for AUC etter IVb dosering henholdsvis IV

og PO.

** Beregnet fra historiske IV data for IVb

Profilering seksjon 3:

Ytterligere undersgkelser med prodrug Icb

Enkel-dose toksikokinetisk tolerabilitetsstudie i CD-rotter

En 1-dag oral toksikokinetisk studie i rotter ble utfort ved anvendelse av
prodrug Icb (dinatriumsalt). Icb ble administrert i doser pa 5, 25 og 200 mg/kg (fri
syre) ved oral mating til tre hannrotter/gruppe ved anvendelse av vann som
konstituent (losningsformulering). Dosene av prodrug fri syre svarer til [Vc
(parental) molekvivalente doser pd henholdsvis 4,5, 21 og 163 mg/kg. Sluttpunktet

evaluert var plasma-toksikokinetikk av Icb og IVc i de individuelle rotter.

Gjennomsnittlige toksikokinetiske verdier er gitt i Tabell 37.
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Tabell 37: Gjennomsnittlige toksikokinetiske verdier for Icb og IVc i
hannrotter gitt <200 mg/kg av Icb som en enkel oral dose

Doser (mg/kg)
Icb 5 25 200
IVc molar 4.5 21 163
ekv. ’
IVc IVc IVc
Cmaks (M) 29 98 281
C imer
2“ 0,029 0,35 58
(uM)
. 109 586 2925
(uMetimer)
T1/2 (timer) 32 2.3 3,4

Verdier representerer gjennomsnitt fra tre rotter/gruppe for Icb-data og 3 rotter/gruppe for [Vc-data.

1AUC fra null til oo

2AUC fra null til 24 timer

Gjennomsnittlig maksimum plasmakonsentrasjon (Cmaks) av IVc (parental)
ble oppnadd innen ~1,7 time post-dose. I rotter gitt <267 mg/kg av Icb, var ekningen
1 AUC for IVc nesten proporsjonal med Icb-dosen og Cmaks gket pa en mindre enn
dose-proporsjonal méate mellom 25 og 200 mg/kg av Icb. Icb ble ikke detektert i
plasma til rotter gitt <25 mg/kg av Icb og meget lave konsentrasjoner (=0,02-0,04
uM) ble detektert i plasma til rotter gitt 200 mg/kg av Icb ved noen fa tidspunkter.

En sammenligning av [Vc AUC oppnadd i rotter gitt enten IVc (1) eller Icb, er
vist 1 Figur 18.

AUC for IVc er lignende etter administrering av enten parental eller prodrug i
lavere doser (f.eks. <25 mg/kg) fordi begge kan formuleres som lgsninger (PEG-
400/etanol/0,1N NaOH for parental og vann for prodrug) men ved en hey dose (f.eks.
200 mg/kg) kan den neytrale parentale bare formuleres som en suspensjon mens
prodrug-saltet kan formuleres som en vandig lesning, som gir overlegen eksponering

av IVc.
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Enkel-dose toksikokinetisk og tolerabilitetsstudie i hunder

En to-fase studie ble utfert for & bedemme tolerabilitet av prodrug, Icb
(monotrometaminsalt) ved doser pé 25, 92 eller 250 mg/kg (fri syre, molekvivalent til
henholdsvis 20, 75 eller 203 mg/kg av parental IVc) og toksikokinetikk av Icb og IVc
(2). Padag 1 ble Icb administrert til én hund/kjenn/gruppe én gang daglig 1 terr-fylte
kapsler i dosene ovenfor. En 1-ukes utvaskingsperiode ble anvendt mellom doser 1
undersokelsen. Pa dag 8 ble Icb ble administrert til én hund/kjenn/gruppe én gang
daglig som en vandig lesning med 25 mg/kg eller to ganger daglig i terr-fylte kapsler
med 46 eller 125 mg/kg BID. Sluttpunktene var: kliniske tegn, kroppsvekt,

matkonsum, serumkjemi, hematologi og plasma-toksikokinetikk av Icb og IVc.

Plasma toksikokinetiske verdier fra individuelle hunder er vist i Tabell 38.

Tabell 38: Toksikokinetiske verdier for 1Vc i hunder gitt <250 mg/kg
av Icb
Doser (mg/kg)
Icb 25! 922 250°
IVc molar ekv. 20 75 203
Dyr  210IM  2201F 310IM  3201F 4101IM  4201F

Cmaks (uM)

dag 1 65,1 24.6 1174 157 92,64 88,94

dag 8 59,4 46,8 121 104 226° 96,9%

C24 timer (HM)

dagl 0,008 0,688 1,90 0202 | 2,61 0,704
dag8 0,547 0,107 10,6 0,307 | 54,2 1,96
AUCO-oo
(uMetimer)
dagl 365 122 820% 730 7394 5234
dag8 362 173 1137 490 3783° 596
T1/2 (timer)
dag 1 1,5 45 3,6 2,3 41 3.2

dag 8 3,3 3,4 52 2,4 8,0 33
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1Formuler‘[ som torr-fylte kapsler pa dag 1 og som en vandig lesning pa dag 8 formulert (QD dosering pa begge
dager)

2 Som 92 mg/kg QD pé dag 1 og som 46 mg/kg BID pa dag 8; formulert som terr-fylte kapsler pa begge dager

3 Som 250 mg/kg QD pa dag 1 og som 125 mg/kg BID pa dag 8; formulert som terr-fylte kapsler pa begge dager
4 Oppkast observert innen 2 timer av dosering med kapsel-rest til stede

5 . . .
Oppkast observert innen 2 timer av dosering med ingen kapsel-rest

Lave nivéaer (£ 0,1 uM) av Icb ble detektert i noen plasmaprever pa dager 1 og
8. Gjennomsnittlig maksimum plasmakonsentrasjon (Cmaks) av IVc ble oppnadd
mellom 1-2 timer post-dose for QD dosering og 1-2 timer post-andre dose for BID
dosering. Med 25 mg/kg QD, ble ekvivalente Cmaks og AUC for [Vc observert nar
Icb ble administrert som enten torr-fylte kapsler eller en vandig lesning. Pa dag 1 ble
oppkast (hvitt eller brunt, stripet med redt som inneholdt kapselrester) observert ca.
1-1,25 timer etter dosering i hunder gitt >92 mg/kg QD (3101M, 4101M og 4201F),
som sannsynligvis bidro til den flate eksponering mellom 92 og 250 mg/kg. Pa dag 8
ble oppkast observert innen 2 timer etter dosering hos begge hunder gitt 125 mg/kg
BID men med forskjellige resultater. Dyr 4101M hadde vesentlig eksponering til

tross for oppkast, i overensstemmelse med fraver av kapselrest i oppkastet.

Bare lave nivaer (<0,1 M) av Icb ble detektert i noen plasmaprever pa dag 1

og 8.

Annet enn brekning, ble ingen kliniske tegn observert og det var ingen

effekter pa kroppsvekt og matkonsum.

Til tross for brekningen observert 1 hunder, blir en heyere IVc AUC observert
1 hunder gitt Icb enn i hunder gitt IVc. En sammenligning av IVc AUC oppnadd i
hunder gitt enten Icb eller IVc (3, 4) er vist 1 Figur 19.
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Konstituenter og formuleringer
Oppsummering av formuleringer anvendt for ngkkel PK- og sikkerhetsundersgkelser

Alle in vivo PK-undersekelser i rotter, hunder og aper ble utfert ved
anvendelse av vandige lgsninger for PO- og [V-dosering. Pre-ECN toksikologi-
undersokelser i hunder ble utfort med vandige losninger fremstilt med 20 mg/kg IVc
ekvivalent dose og som medikament i1 kapselformuleringer 1 doser pd 20, 75 og 203

mg/kg av [Vc-ekvivalenter.

I rotte oral dose-eskaleringsstudie, ble Icb-03 dosert som vandige losninger 1
doser pa 4,5, 21 og 163 mg/kg av [Vc-ekvivalenter. Betydelige forbedringer i AUC
og Cmaks av IVc, parental forbindelse, etter oral dosering av Icb, prodrug-
forbindelsen, ble observert sammenlignet med de historiske data etter [Vc oral

dosering.
Metabolisme og farmakokinetikk oppsummering
Oppsummering av funn og tolkning

Icb er fosfat-prodrug av N-hydroksymetyl-addukt av [Vc og blir hydrolysert
av alkalisk fosfatase (ALP) for & danne IVc. Etter administrering av Icb til dyr, ble
derfor plasmaprever fremstilt fra blod oppsamlet i nerveer av EDTA, en kjent ALP-
inhibitor. Omdannelse av Icb til IVc var minimal (< 2%) i blodet inneholdende
EDTA (rotte, hund, ape og menneske). Ingen betydelig ex vivo omdannelse av Icb er

forventet under prevelagring (-20°C) og analyse av Icb.

Hydrolyse av Icb ble studert i dyr og humane in vitro systemer. Siden
multiple ALP-isoformer er bredt fordelt i forskjellige vev, ble kvantitativ in vitro til
in vivo korrelasjoner ikke forsekt (Fishman et al., 1968; Komoda et al., 1981; Moss,
1983; Yora og Sakagishi, 1986; Sumikawa et al., 1990). Derfor ble undersekelsene
begrenset til en kvalitativ bedemmelse av ALP-avhengig hydrolyse 1 forskjellige vev.
Icb ble hydrolysert i nervaer av serum (rotte, hund, ape og menneske), hepatocytter
(rotte, hund og menneske) sa vel som 1 human placenta ALP. Ingen omsetning ble
observert i ape-hepatocytter. Omdannelsen av Icb til IVc var ner stekiometrisk. Pa

grunn av hydrolyse i serum, kunne proteinbinding av Icb ikke bestemmes.



15

20

25

336742

194

IVc ble raskt dannet etter IV administrering av Icb i rotter, hunder og aper. IV
AUC-omdannelse-forhold var 1,0 i rotter, 0,67 1 hunder og 0,90 i aper, hvilket

indikerer god omdannelse fra Icb til IVc.

Gode orale biotilgjengeligheter (80-122%) av IVc ble observert etter
administrering av Icb til rotter, hunder og aper. Mer betydningsfullt minket hoyere
vandig oppleselighet av Icb den opplesningsgrad-begrensede absorpsjon av IVc under
visse doser og gket derved gket eksponering av [Vc ved orale doseeskalerings- og
toksikokinetiske undersgkelser sammenlignet med eksponering fra historiske [Vc-

undersgkelser.
Metoder

Undersgkelsene beskrevet i denne rapport anvendte monotrometaminsalt av

Icb, hvis ikke angitt pa annen mate.
Kvantifisering av Icb og IVc ved LC/MS/MS

En LC/MS/MS metode ble utviklet for analyse av Icb og IVc i plasmaprever
fra farmakokinetiske undersekelser i dyr sa vel som i acetonitril-supernatant fra in
vitro inkuberingsundersekelser. For analyse i plasma ble Packard Multiprobe
instrument anvendt for overfering av 50 uL av hver standard, QC og plasmapreve til
en ren 96-brenn plate for proteinutfellings-ekstraksjon. Etter tilsetning av 200 pL av
acetonitril inneholdende den indre standard Forbindelse X nedenfor, ble provene
virvle-blandet og den resulterende supernatant ble separert fra de utfelte proteiner ved
sentrifugering i 10 min. For analyse av supernatanten dannet fra in vitro
undersokelser, ble et likt volum av supernatanten og acetonitril inneholdende den
indre standard blandet. En aliquot av supernatanten ovenfor ble overfort ved
anvendelse av en Tomtec automatisert vaeske-handterer til en andre ren 96-brenn

plate. Etlikt volum av vann ble tilsatt og platen ble lukket og virvleblandet.
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Forbindelse X

4-metoksy-3-(2-okso-2-(4-(kinazolin-4-yl)piperazin-1-yl)acetyl)-1H-
pyrrolo[2,3-c]pyridin-7-karboksamid

HPLC-systemet besto av Shimadzu LC10ADvp pumper (Columbia, MD) og
en HTC PAL autosampler (Leap Technologies, Cary, NC) bundet til en Phenomenex
Synergi Fusion-RP analytisk kolonne (2,0 x 50 mm, 5 p; Torrance, CA). Mobil fase
A besto av 5 mM ammoniumformiat i vann; mobil fase B var 100% acetonitril. LC
stromningshastighet var 0,4 ml/min. Den innledende mobil fase-sammensetning var
3% B, eket til 60% B over 1,75 min og holdt 1 0,5 min, eket til 100% B over 0,1 min
og holdt i 0,5 min, returnert til innledende betingelser over neste 0,1 min og re-
ekvilibrert. Total analysetid var 4,0 min. Retensjonstiden for Icb, IVc og Forbindelse

X var henholdsvis 1,2, 1,7 og 1,6 min.

HPLC-systemet ble tilpasset et Sciex API4000 trippel kvadrupol
massespektrometer (Toronto, Canada) utstyrt med Turboionspray-kilde satt til 550°C
og ionesprayspenning satt til 4,5 kV. UHP nitrogen ble anvendt som forstever og
hjelpe-gass med henholdsvis trykk pa 5,6 kg/cm? og 7 L/min. Kollisjonsenergier for
Icb, IVc og Forbindelse X var henholdsvis 23, 29 og 37 volt. Data-oppsamling
anvendte selektert reaksjonsovervakning (SRM). Ioner som representerer positiv
ionemodus (M+H)" arter for Icb, IVc og den indre standard ble selektert i MS1 og
kollisjons-dissosiert med nitrogen og optimaliserte kollisjonsenergier for a danne
spesifikke produktioner deretter overvaket ved MS2. SRM-omdannelser for Icb, [Vc
og Forbindelse X var henholdsvis m/z 584—486, 474—256 og 460—218.
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Standardkurver i omradet fra 5 nM til 10 uM ble fremstilt fra lagerlosninger
og serielt fortynnet 1 matriks for bade Icb og [Vc. Standardkurver ble aliquotert in
duplo, ekstrahert med provene og injisert i begynnelsen, midten og enden av den
analytiske sekvens. Standardkurvene ble tilpasset en linear regresjon vektet ved
resiprok konsentrasjon 1/x2. Data og kromatografiske topper ble prosessert og
konsentrasjoner av standarder og ukjente ble kvantifisert ved anvendelse av

PEBiosystems Analyst™ 1.1.

In vitro metoder

(1)  Stabilitet av Icb i EDTA blod, serum og Tris-HCI-buffer

Stabiliteten til Icb ble studert 1 friskt blod og serum fra rotte, hund, ape og
menneske (n = 2). Blod ble oppsamlet i vacutainere inneholdende K;EDTA (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Serum ble oppsamlet i vacutainere inneholdende
ingen antikoagulant. Icb ble inkubert med en startkonsentrasjon pa omtrent 10 uM i
90 min ved 37°C. Serielle prover ble tatt pd forhdndsbestemte tider. Aliquoter av
blodprever (200 uL) ble forst blandet med 100 puL av vann fulgt av 400 pL av
acetonitril. Serumsprovene (50 pL) ble satt til mikrotainere inneholdende K;EDTA
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) fulgt av tilsetning av 100 puL av acetonitril.
Supernatanten ble analysert for bade Icb og IVc ved LC/MS/MS.

Stabiliteten til Icb ble ogsé evaluert, som beskrevet ovenfor, i Tris-HCl-buffer
(0,1 M, pH 7,5).

(2) Hydrolyse av Icb i ngervaer av human placenta ALP

Faststoff human placenta ALP ble oppnadd fra Sigma (P-3895, St. Louis,
MO). En lgsning av 1000 enheter/L ble fremstilt i Tris-HCI-buffer (0,1 M, pH 7,5).
Lasninger av 100 og 10 enheter/L ble oppnédd ved seriefortynning. Icb ble inkubert 1
10, 100 og 1000 enheter/L lgsninger (n = 2) ved 37°C i 2 timer. Utgangs-
konsentrasjon av Icb 1 inkuberingen var 10 uM. Aliquoter av 100 uL prover ble tatt
pa forhdnds-bestemte tider og tilsatt til KzEDTA mikrotainere fulgt av tilsetning av
200 pL av acetonitril. Supernatanten ble analysert for bade Icb og IVc ved
LC/MS/MS.
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(1) In vivo undersgkelser i rotte

Sprague-Dawley hannrotter (300-350 g, Hilltop Lab Animals, Inc.,
Scottsdale, PA) med kanyler implantert i jugular-venen ble anvendt. Rottene ble
fastet natten over ved de PO farmakokinetiske undersekelser. Blodpraver ble

oppsamlet fra jugular-venen.

Ved IV-studien ble Icb gitt med 1,4 mg/kg (fri syre eller 1,1 mg/kg av Ve
ekvivalent) som bolus over 0,5 min (n = 3). Konsentrasjonen av doseringslgsningen
var 1,4 mg/ml og doseringsvolumet var 1 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet

for dosering og 2, 10, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble Icb administrert med 6,9 mg/kg (fr1 syre eller 5,6 mg/kg
av IVc ekvivalent) ved oral mating (n = 3). Konsentrasjonen av doseringslosningen
var 1,4 mg/ml og doseringsvolumet var 5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet

for dosering og 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

() In vivo undersgkelser i hund

IV- og PO-undersekelser av Icb ble utfort i en kryssundersekelse i tre beagle
hannhunder (12 + 2,8 kg, Marshall Farms USA Inc., North Rose, NY). Det var en to-

ukers utvaskingsperiode mellom IV- og PO-undersokelsene.

Ved IV-studie ble Icb infusert via kefalvenen med 1,3 mg/kg (fri syre eller 1,0
mg/kg av IVc ekvivalent) over 5 min med en konstant hastighet pa 0,1 ml/kg/min.
Konsentrasjonen av doseringslgsningen var 2,6 mg/ml og doseringsvolumet var 0,5
ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet fra femoral-arterien for dosering og 5, 10,

15, 30,45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble hundene fastet natten over for dosering. Icb ble
administrert ved oral mating med 6,0 mg/kg (fri syre eller 4,9 mg/kg av [Vc
ekvivalent). Konsentrasjonen av doseringslesningen var 12 mg/ml og doserings-
volumet var 0,5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 15, 30, 45

min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

3) In vivo undersgkelser i ape
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IV- og PO-undersokelser av Icb ble utfort i en kryssundersekelse i tre
cynomolgus hannaper (10 £ 1,6 kg, Charles River Biomedical Research Foundation,
Houston, TX). Det var en to-ukers utvaskingsperiode mellom IV- og PO-

undersekelsene.

Ved IV-studien ble Icb infusert via femoral-venen med 1,4 mg/kg (fri syre
eller 1,1 mg/kg av [Vc ekvivalent) over 5 min med en konstant hastighet pa 0,1
ml/kg/min. Konsentrasjonen av doseringslesningen var 2,8 mg/ml og
doseringsvolumet var 0,5 ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet fra femoral-

arterien for dosering og 5, 10, 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8 og 24 timer etter dosering.

Ved PO-studien ble apene fastet natten over for dosering. Icb ble administrert
ved oral mating med 4,9 mg/kg (fri syre eller 4,0 mg/kg av IVc ekvivalent).
Konsentrasjonen av doseringslgsningen var 9,8 mg/ml og doseringsvolumet var 0,5
ml/kg. Serielle blodprever ble oppsamlet for dosering og 15, 30, 45 min, 1, 2, 4, 6, 8

og 24 timer etter dosering.

4) Dataanalyse

Alle resultater er uttrykt som gjennomsnitt = SD, hvis ikke spesifisert pa

annen mate.

De farmakokinetiske parametere for Icb og IVc ble beregnet ved non-
compartmental analyse ved anvendelse av KINETICA™ programvare (versjon 4.0.2,
InnaPhase Co., Philadelphia, PA). Cmaks og Tmaks verdier ble registrert direkte fra
eksperimentelle observasjoner. AUCo.n og AUCqo verdier ble beregnet ved
anvendelse av blandede log-line@re trapezoide summasjoner. Den totale
kroppsutskilling (Cl), gjennomsnittlig oppholdstid (MRT) og likevekt volum-
distribusjon (Vss) ble ogsé beregnet etter intravenes administrering. Den absolutte
orale biotilgjengelighet (uttrykt som %) ble beregnet ved & beregne forholdet av dose-

normaliserte AUC-verdier etter orale doser med de etter intravengse doser.

In vitro naturlig utskilling av Icb i hepatocytter (Cliy) ble beregnet som folger:

Clint (LL/min/million celler) = Rate / Cg
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hvor Rate er graden av metabolisme i hepatocytter (pmol/min/million celler) og Cg er

konsentrasjonen av Icb i inkuberingen.

In vivo naturlig hepatisk utskilling av Icb (Clint in vivo) ble beregnet som folger:

120 (million celler)>< x 9 lever y 1

- in/kg) = Cliy X
Clintinvivo (ml/min/kg) = *Vint g lever kg kroppsvekt 1000

hvor y er 40, 32, 30 og 26 g lever/kg kroppsvekt for henholdsvis rotte, hund, ape og

menneske (Davis og Morris, 1993).

Hepatisk utskilling Cly ble beregnet fra den folgende ligning ved anvendelse av vel-

rort modell:

Qh x Clint.in Vvivo
Qh + CIint.in vivo

Clg (ml/min/kg) =

hvor Qh er lever-blodstremmen pé 55, 31, 44 og 21 ml/min/kg for henholdsvis rotte,
hund, ape og menneske (Davis og Morris, 1993).

Hepatisk ekstraksjonsforhold (ER) ble beregnet som folger:
ER =Cly/ Qh

Student’s t-test ble anvendt for statistisk analyse (Microsoft® Excel, Redmond, WA).

Forskjeller ble betraktet statistisk signifikante pa nivaet av P < 0,05.
In vitro undersgkelser
Stabilitet av Icb i EDTA blod, serum og Tris-HCI-buffer

Som del av den analytiske forseksvalidering ble stabiliteten til Icb studert 1
blod inneholdende EDTA, som er kjent & vare en inhibitor for alkaliske fosfataser
(Bowers, Jr. og McComb, 1966; Yora og Sakagishi, 1986). Etter inkubering ved
37°C 1 90 min, var det mindre enn 2% omdannelse av Icb til IVc 1 blod inneholdende
EDTA og i narver av Tris-HCl-buffer (Tabeller 39 og 40). Under provelagrings-

betingelser pa -20°C, er de sma prosentdeler ovenfor av omdannelse observert ved

336742
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37°C ikke forventet & innfore noen som helst betydelig ex vivo omdannelse under

analysen av Icb.

Tabell 39: Stabilitet av Icb i friskt EDTA blod fra rotte, hund og ape
Tid Rotteblod (n = 2) Hundeblod (n = 2) Apeblod (n =2)
min) ™ ch Ve | %IVc | Icb Ve | %Ive | Icb | Ve | %Ive
(uM) | Dannet | Dannet | (uM) | Dannet | Dannet | (uM) | Dannet | Dannet
(M) * (uM) * (uM) *
0 12 0,21 1,7 10 0,087 0,72 12 0,26 2,2
15 11 0,26 2,2 10 0,087 0,72 12 0,17 1,4
30 15 0,37 3,1 9,4 0,087 0,72 11 0,16 1,4
45 14 0,38 3,2 11 0,10 0,86 12 0,19 1,6
60 14 0,41 3.4 11 0,10 0,84 11 0,19 1,6
90 12 0,39 33 11 0,11 0,91 11 0,19 1,5

* Prosentdel dannet som start-konsentrasjon av Icb

5 Tabell 40: Stabilitet av Icb i friskt EDTA blod fra menneske og Tris-HCI-
buffer
Tid Humant blod (n = 2) Tris-HCl-buffer (n = 2)

(min) Ich (uM) | IVc Dannet % IVc Ich (uM) IVc Dannet | % IVc Dannet
(uM) Dannet * (uM) "

0 11 0,083 0,69 11 0,17 1,5

15 11 0,088 0,74 11 0,18 1,5

30 13 0,091 0,76 11 0,23 1,9

45 12 0,10 0,80 11 0,24 2,0

60 11 0,092 0,76 10 0,26 2,2

90 11 0,091 0,76 11 0,30 2,5

* Prosentdel dannet som start-konsentrasjon av Icb

For & undersgke hydrolyse av Icb 1 systemisk sirkulasjon, ble Icb inkubert 1

friskt serum (rotte, hund, ape og menneske) ved 37°C i 90 min. Hastigheten av

10 hydrolyse var raskest i apeserum, fulgt av rotte-, menneske- og hunde-sera (Tabell

41). Omdannelse av Icb til IVc var ner stekiometrisk.

Serum inneholder lavere ALP-aktiviteter ssmmenlignet med vev (McComb et

al., 1979a). Itillegg inneholder serum ogsa ALP-isoformer fra vevkilder sd som ben,

lever og tarm, som et resultat av enzymlekkasje gjennom blodkar (Moss, 1983).

336742



10

Derfor ble hydrolyse av Icb i serum sannsynligvis mediert av multiple isoformer av

201

ALP.
Tabell 41: Stabilitet av Icb i friskt serum fra rotte, hund, ape og menneske
Tid Rotteserum (n = 2) Hundeserum Apeserum Humant serum
(min) n=2) (n=2) (n=2)
Ich IVc Ich IVc Ich Ve Ich Ve
(uM) Dannet (uM) Dannet (uM) Dannet (uM) Dannet
(uM) (uM) (uM) (uM)
0 7,6 0,23 10 0,046 9,3 0,15 10 0,087
15 6,5 1,4 9,7 0,52 7,1 2,4 8,8 1,2
30 4,9 34 9,1 1,5 4,5 4,8 7,7 2,7
45 4,4 5,6 8,5 2,3 33 7,2 6,6 3,9
60 34 7,1 8,1 3,0 2,3 8,4 5,9 4,6
90 2,1 8,7 6,9 4,0 1,1 9,6 4,7 6,1
tin 42 156** 30 89
(min)*

* Beregnet som forsvinning av Icb. ** Halveringstidene er storre enn inkuberingsperioden.

Hydrolyse av Icb i naerveer av human placenta ALP

For & studere hydrolyse av Icb i en renset form av human ALP, ble Icb

inkubert ved 37°C (2 timer) med lgsninger inneholdende human placenta ALP (10,

100 og 1000 enheter/L). Forsvinning ti» av Icb ble bestemt (Tabell 42). Som

forventet var hastigheten av hydrolyse raskere i lasningene med hoyere ALP-

aktiviteter. IVc ble ogsa dannet tilsvarende (Fig. 20). Dette indikerer at Icb blir

hydrolysert av ALP avledet fra mennesker for & danne [Vc.

Tabell 42: Hydrolyse av Icb i humane placenta ALP-lgsninger
ALP-aktivitet (Enheter/L) (n = 2)

10 100 1000
ti/2 (min) 250 29 2,4

Merk: Icb ble inkubert ved en start-konsentrasjon pa 10 uM ved 37°C i 120 min.
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In vivo undersgkelser
In vivo undersgkelser i rotte

De farmakokinetiske parametere for Icb og IVc i rotter etter IV og oral
administrering av Icb er oppsummert 1 Tabell 43. Plasmakonsentrasjon versus tid
profiler er vist 1 Figur 21. For sammenligning er historiske data fra de

farmakokinetiske undersgkelser av IVc 1 rotter ogsa vist.

Den totale kroppsutskilling (Cl) av Icb etter [V-administrering var 49
ml/min/kg, hvilket indikerer at Icb er en forbindelse med hey utskilling 1 rotter.
Eliminerings-halveringstid (t12) og gjennomsnittlig oppholdstid (MRT) etter IV-
administrering var henholdsvis 0,084 time og 0,072 time. Volumet av distribusjon av
Icb ved likevekt (Vss) var 0,21 L/kg, hvilket indikerer meget begrenset
vevdistribusjon. Dannelse av [Vc fra Icb etter [V-administrering var rask; [Vc ble
detektert ved forste provetagningstidspunkt pa 2 min (data ikke vist). IV AUC-
forhold for IVc dannet fra Icb vs. fra historisk [Vc-studie var 1,0 (teoretisk verdi for

fullstendig omdannelse = 1), hvilket indikerer fullstendig omdannelse av Icb til IVe.

Icb ble ikke detektert (LLQ = 5 nM) i noen plasmaprever etter oral
administrering. Tmaks av [Vc etter oral administrering av Icb var 0,80 time, som er
kortere enn historisk Tmaks for IVc pé 4,0 timer, som indikerer raskere absorpsjon av
IVc etter oral administrering av prodrug-forbindelsen. Den raskere absorpsjon av
IVc fra prodrug er sannsynligvis resultatet av bedre vandig oppleselighet av Icb sé vel
som rask hydrolyse av Icb for & danne IVc i tarmen. Den absolutte orale
biotilgjengelighet av IVc fra Icb var 80%, lignende den historiske [Vc-verdi pa 82%
(Tabell 43). Videre var eksponering av [Vc fra Icb rotte oral doseeskalerings-studie

overlegen sammenlignet med de historiske data for I[Vc (Tabell 37 og Fig. 18).

De terminale plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av IVc dannet fra Icb er

lignende de historiske IVc profiler (Fig. 21).
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Tabell 43: Farmakokinetiske parametere for Icb og IVc etter 1V og oral
administrering av Icb i rotte (gjennomsnitt +SD, n = 3)
PK-parametere Ich IVc dannet Historisk IVc
(03-002) etter dosering med
Ich
v
Dose (mg/kg) 1,4 fri syre 1
eller 1,1 av IVc ekv.
AUCot 0,84 + 0,24 30+4,1 27+4,0
(uM*timer)
CLiot (ml/min/kg) | 49 + 12 NA 1,3+0,19
T12 (timer) 0,084 + 0,012 2,9+0,14 43+1,1
MRT (timer) 0,072 £ 0,008 NA 45+0.77
Vdss (L/kg) 0,21 £ 0,033 NA 0,36 + 0,098
IV IVe AUC- NA 1,0%* NA
forhold
PO
Dose (mg/kg) 6,9 fri syre 5
eller 5,6 av IVc ekv.
Tmaks (timer) ND 0,80 + 0,30 4,0
Cmaks (uM) ND 23+ 0,60 13+3,6
C-24 timer (uM) | ND 0,14 + 0,063 0,19 £ 0,048
AUC ot ND 122+ 17 111 £25
(UM *timer)
T2 (timer) ND 3,1+£0,42 3,0£0,28
Biotilgjengelighet | ND 80** 82
(%)
PO IVe AUC- NA 0,98%* NA
forhold

NA - ikke anvendbar; ND - ikke detektert (<5 nM).
* Forholdene ble beregnet fra IVc AUC etter prodrug-dosering / IVc AUC etter [Vc dosering for henholdsvis IV

og PO.

** Beregnet fra historiske IV data for IVc

In vivo undersgkelser i hund

De farmakokinetiske parametere for Icb og IVc 1 hunder etter IV og oral

administrering av Icb er oppsummert i Tabell 44. Plasmakonsentrasjon versus tid
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profiler er vist 1 Figur 22. For sammenligning er de historiske data fra de

farmakokinetiske undersgkelser av IVc 1 hunder ogsa vist.

Cl av Icb etter IV administrering var 64 ml/min/kg, betydelig hoyere enn
lever-blodstrommen pd 31 ml/min/kg 1 hunder og indikerer involvering av
ekstrahepatisk hydrolyse og/eller andre ruter for eliminering (f.eks. nyre-ekskresjon).
T12 og MRT etter [V-administrering var henholdsvis 0,25 time og 0,14 time. Icb ble
ikke detektert etter 2 timer. Vss av Icb var 0,50 L/kg, hvilket indikerer lavt potensiale
for vevdistribusjon. Dannelse av [Vc fra Icb etter [V-administrering var rask; IVc ble
detektert ved forste provetagningstidspunkt pa 5 min (data ikke vist). IV AUC-
forhold for IVc dannet fra Icb vs. fra historisk IVc-studie var 0,67, hvilket indikerer

moderat omdannelse av Icb til IVc i hunder etter [V-administrering.

Icb ble ikke detektert (LLQ = 5 nM) i noen plasmaprever etter oral
administrering. Tmaks av IVc etter oral administrering av Icb var 0,58 time, som er
kortere enn historisk Tmaks for IVc pé 1,3 timer, som indikerer raskere absorpsjon av
[Vc etter oral administrering av prodrug-forbindelsen. Den absolutte orale
biotilgjengelighet av IVc fra Icb var 104%, lignende de historiske IVc-data pa 89%.
Videre var eksponering av [Vc fra Icb hund tolerabilitetsstudie (doseeskalering) bedre

sammenlignet med historiske data for IVc (Tabell 41 og Fig. 21).

De terminale plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av IVc dannet fra Icb er

lignende de historiske [Vc-profiler (Fig. 22).

Tabell 44: Farmakokinetiske parametere for Icb og IVc etter IV og oral
administrering av Icb i hund (gjennomsnittlig +SD, n = 3)
PK-parametere Ich IVc dannet Historisk 1Vc
(03-002) etter dosering med
Ich
1\
Dose (mg/kg) 1,28 fri syre 1
eller 1,04 av IVc ekv.
AUCot 0,61 +0,20 9,8 +3,6 14425
(uM*timer)
CLio (ml/min/kg) | 64 + 18 NA 2,6 +0,46
Ti2 (timer) 0,25+ 0,10 4,1+0,54 4,6 +1,7
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MRT (timer) 0,14 + 0,021 NA 63+1,9
Vdss (L/kg) 0,50 + 0,088 NA 0,93 +0,14
IV IVc AUC- NA 0,67* NA
forhold
PO
Dose (mg/kg) 6,05 fri syre 5

eller 4,92 av IVc ekv.
Tmaks (timer) ND 0,58 £ 0,38 1,3£0,58
Cmaks (uM) ND 16 +3.9 9,6 + 0,87
C-24 timer (uM) | ND 0,22 £0,16 0,15+ 0,027
AUCo ND 72 +27 63+24
(uM*timer)
T\, (timer) ND 4,2+0,58 3,6 £0,042
Biotilgjengelig- ND 104%* 89+ 12
het (%)
PO IVc AUC- NA 1,2* NA
forhold

* Forholdene ble beregnet fra IVc AUC etter prodrug-dosering / [IVc AUC etter [Ve dosering for henholdsvis IV
og PO.
** Beregnet fra historiske I'V data for [Vc

In vivo undersgkelser i ape

De farmakokinetiske parametere for Icb og IVc i aper etter [V og oral
administrering av Icb er oppsummert i Tabell 45. Plasmakonsentrasjon versus tid
profiler er vist i Figur 23. For sammenligning er de historiske data fra de

farmakokinetiske undersekelser av [Vc 1 aper ogsé vist.

Cl av Icb etter IV-administrering var 47 ml/min/kg, lignende lever-
blodstremmen pa 44 ml/min/kg i aper, hvilket indikerer at Icb er en forbindelse med
hoy utskilling i aper. Ti2 og MRT etter [V-administrering var henholdsvis 0,089
time og 0,097 time. Vss for Icb var 0,27 L/kg, hvilket indikerer begrenset
vevdistribusjon. Dannelse av IVc fra Icb etter IV-administrering var rask; [Vc ble
detektert ved provetagningstidpunkt pd 5 min (data ikke vist). IV AUC-forhold for
IVc dannet fra Icb vs. fra historisk I[Ve-studie var 0,90, hvilket indikerer god

omdannelse av Icb til IVc.
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Icb ble ikke detektert (LLQ =5 nM) i noen plasmaprever etter oral

administrering. Tmaks av [Vc etter oral administrering av Icb var 0,92 time, som er

kortere enn historisk Tmaks for IVc pé 2,3 timer, hvilket indikerer raskere absorpsjon

av [Vc etter oral administrering av prodrug-forbindelsen. Den absolutte orale

biotilgjengelighet av IVc fra Icb var 122%, som er hegyere enn historiske IVc data pé

64% (Tabell 45).

De terminale plasmakonsentrasjon vs. tid profiler for IVc dannet fra Icb er

lignende de historiske [Vc-profiler (Fig. 23).

Tabell 45: Farmakokinetiske parametere for Icb og IVc etter 1V og oral
administrering av Icb i ape (gjennomsnitt +#SD, n = 3)
PK-parametere Ich IVc dannet Historisk 1Vc
(03-002) etter dosering med
Icb
v
Dose (mg/kg) 1,4 fri syre 1
eller 1,1 av IVc ekv.
AUCot (uM*timer) | 0,87 £ 0,14 5,0+0,57 50+1,0
CLiot (ml/minvkg) | 47+ 8,1 NA 75+1,5
T12 (timer) 0,089 + 0,031 1,2 + 0,063 0,92 +0,30
MRT (timer) 0,097 + 0,003 NA 0,87 + 0,085
Vdss (L/kg) 0,27 + 0,043 NA 0,40 + 0,097
IV IVc AUC- NA 0,90% NA
forhold
PO
Dose (mg/kg) 4.9 fri syre 5
eller 4,0 of IVc ekv.
Tmaks (timer) ND 0,92 + 0,14 23+1,5
Cmaks (uM) ND 95+1,2 42+26
C-24 timer (uM) | ND 0,007 + 0,002 0,017 0,011
AUC ot (uM*timer) | ND 24 + 4,6 14+4,0
T2 (timer) ND 3,2+0,37 3,3+0,53
Biotilgjengelighet | ND 122%* 64 +29
(%)
PO IVc AUC- NA 2,1% NA

forhold
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* Forholdene ble beregnet fra IVc AUC etter prodrug dosering / [IVe AUC etter oral dosering for henholdsvis IV

og PO.

** Beregnet fra historiske IV data for [Vc

Ytterligere profilering seksjon 4:

Ytterligere undersgkelser med prodrug le

Prodrug le ble dosert oralt til rotter ved anvendelse av metodikk lignende den

beskrevet ovenfor for de andre prodrug. Etter PO-dosering ble parentalt molekyl IVe
detektert 1 plasma.

Ytterligere profiling seksjon 5:

Ytterligere undersgkelser med prodrug If

Prodrug If ble dosert oralt til rotter ved anvendelse av metodikk lignende den

beskrevet ovenfor for andre prodrug. Etter PO-dosering ble parentalt molekyl IVf

detektert i plasma.

Den folgende Tabell 47 viser dataene omfattet av orale doseringsundersekelser i

rotter som beskrevet i ytterligere profileringsseksjoner 4 og 5.

Forbindelse dosert

If

le

I"e

lle

Detaljer og Fosfat prodrug av IVf | Fosfat-prodrug av Monoester prodrug av [Ve | Diester prodrug av
struktur av PO 1,3 mg/kg (IVf Ve PO 6,0 mg/kg (IVe ekv) IVe PO 7,0 mg/kg
forbindelse d ekv) PK av bare IVf | PO 6,0 mg/kg (IVe PK av bare [Ve (IVe ekv)
orbindelse dosert ‘e ekv) PK av bare I[Ve i PK av bare IVe
b I D il 7Y i
. © <:> o o m Ni | Nk IS o 0 7 I :
s YWl M Crry
v NLO\VOH W «N_{i [
=<
Cmaks p.o. (nM) 2960 + 859 10058 + 2755 4678 + 3295 1545 + 332
Tmaks p.o. (timer) 1,3 £0,66 0,58 £0,14 0,92 +£0,95 33+1,2
F (%) (ber. for 91 28 11 7,7
historiske IV data
for parental)
AUC p.o. 12,5+5,1 22+6,3 8,7+2,7 6,9+1,8
(uM*timer)
Cp @ 24 timer p.o. Ikke detektert 53,9 (1/3 rotter) Ikke detektert 8,17 (1/3 rotter)
(nM)
CL i.v. (ml/min/kg) Ingen IV Ingen IV Ingen IV Ingen IV
Vss i.v. (L/kg) Ingen IV Ingen IV Ingen IV Ingen IV
T1/2 p.o. (timer) 1,9 + 0,66
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T1/2 i.v. (timer) Ingen IV Ingen IV Ingen IV Ingen IV

Notat om deteksjon av prodrug i plasma og annet vev. Nar en saltform av et prodrug
blir administrert, er det forstatt at omkasting i kroppen av saltet kan forekomme.
Imidlertid detekterer forsgkene anvendt for & kvantifisere prodrug i de aktuelle
dyremodeller ved analyse den frie syren av fosfatet. Denne analysering av for
eksempel et lysinsalt lab eller en fri syre lac er antatt & vaere analyserende av samme
arter og er ikke ment & implisere at artene detektert faktisk var lysinsaltet. Ved denne
anvendelse, gjelder denne konvensjon prever oppnadd bare fra in vivo undersgkelser

0g praver

Biologi

e “uM" betyr mikromolar;
e “ml" betyr milliliter;

e “ul" betyr mikroliter;

e “mg" betyr milligram;

e “DMSO" betyr dimetylsulfoksyd

Materialene og eksperimentelle prosedyrer anvendt for & bedemme anti-HIV-
aktivitet til stamforbindelsene som er dannet fra prodrug-forbindelsen in vivo er

beskrevet nedenfor:

Celler:

e Den humane T-cellelinje MT-2 og PM1 (AIDS Research and Reference Reagent
Program, National Institutes of Health) ble holdt og propagert i medium RPMI-
1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA), inneholdende 10% fotalt bovint serum. (FBS,
Sigma, St. Louis, MO).

Virus:
e Laboratoriestammer av HIV-1 - den T-tropiske stamme LAI ble oppnadd

gjennom AIDS Research and Reference Reagent Program, National Institutes of



10

15

20

25

30

209

Health. De ble amplifisert i MT-2 celler og titrert ved anvendelse av et virus
utbytte forsek (2). Deteksjon ble oppnadd gjennom anvendelse av et revers
transkriptase forsek (3), tilpasset for anvendelse med en Scintillation Proximity

deteksjonsprotokoll (1) (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

Forsgk

1. Forbindelse-lagere ble fremstilt ved opplesning i DMSO til 30 mM. For
fortynningsplater, ble forbindelser serielt fortynnet 3 ganger 1 DMSO, ved
anvendelse av 96-brenn polypropylen-plater, slik at konsentrasjonene var 100
ganger storre enn den endelige forsegkskonsentrasjon. For antivirale og
cytotoksisitetsforsek, ble 2 pl tilsatt pr. brenn (1% endelig DMSO-
konsentrasjon).

2. Forbindelser ble tilsatt fra fortynningsplater til 96-brenn vevkulturplater
inneholdende 100 pl medium RPMI-1640, inneholdende 10 % fotalt bovint serum
1 en konsentrasjon pa <20 uM.

3. For antivirale forsgk ble celler infisert med en infeksjonsmultiplisitet pa 0,005.
Etter 1 time ved 37°C ble infiserte celler fortynnet til 200.000 celler pr. ml i
medium RPMI-1640, inneholdende 10% fotalt bovint serum. 100 pl av denne
losningen ble tilsatt pr. bronn, hvilket ga et endelig volum pa 200 pl.

4. Plater ble inkubert ved 37°C i en fuktet CO» inkubator og hestet etter 5 dager.

5. Virale infeksjoner ble overvaket ved & male revers transkriptase-aktivitet i
supernatantene av infiserte brenner som beskrevet ovenfor. Prosent hemning for
hver forbindelse ble beregnet ved kvantifisering av utlesningsniva i celler infisert
i nerver av hver forbindelse som en prosentdel av den observert for celler infisert
1 fraveer av forbindelse og subtraksjon av en slik bestemt verdi fra 100.

6. ECstilveiebringer en metode for sammenligning av antiviral potens av
forbindelsene ifolge foreliggende oppfinnelse. Den effektive konsentrasjon for
50% hemning (ECso) ble beregnet med Microsoft Excel XIfit kurvetilpasnings-
programvare. For hver forbindelse ble kurver dannet fra prosent hemning
beregnet ved 8 forskjellige konsentrasjoner ved anvendelse av en fire paramenter

logistisk modell (modell 205). ECso-data for forbindelsene er vist i Tabell 48.
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Forbindelser Forbindelser | Forbindelser Forbindelser med
med ECso med ECso>1 | med ECso EC50 <1 uM
>5uM UM men >50nM men
<5uM ennu ikke testet
ved hoyere
konsentrasjoner
Gruppe C Gruppe B Gruppe A’ Gruppe A

Tabell 48. Antiviral aktivitet av forbindelser 1V (parentale molekyler)

Forbindelse Forbindelse Forbindelse Forbindelse
IVa IVb Ve Ivd
(natriumsalt) | (syreform) (syreform)
ECso-LAI A A A A

Anti-HIV-aktivitet til prodrug-forbindelsen selv er ikke relevant siden de
parentale molekyler, som vist ved undersekelsene nedenfor, blir dannet fra prodrug in
vivo og er den aktive bestanddel og ogsa de vesentlige arter i plasma. I tillegg kan
prodrug langsomt omdannes til parentale i in vitro forseket i det minste i en begrenset

grad og saledes komplisere tolkning av de antivirale data.

Cytotoksisitet

1. Cytotoksisitet-forsek ble utfort med samme MT-2-celler ved anvendelse av
metodikk velkjent pd omrddet. Denne metoden er beskrevet i litteraturen (4).
Kort angitt ble celler inkubert 1 nervaer av medikament 1 seks dager, hvoretter
celle-levedyktighet ble mélt ved anvendelse av et redoks-aktivt farge-reduksjons-
forsegk. 50 pl av XTT-reagens (1 mg/ml 2,3-bis[2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenyl]-
2H-tetrazolium-5-karboksanilid, 10 pg/ml fenazin-metosulfat opplest i
fosfatbufret saltlosning) ble satt til hver brenn og inkubert i 3 timer. Farge-
dannelse av aktivt respirerende celler ble kvantifisert 1 en plateleser ved 450 nm
og anvendt for & bestemme CCso. CC50 for [Va, IVb, IVc og IVd parentale

molekyler var storre enn 10 uM ndr méalt ved denne metoden. Cytotoksisitetsdata
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er en sekundar screening som viser at forbindelsene ikke ikke-spesifikt dreper
cellene som ble anvendt i det antivirale forsek og gir ytterligere stotte for
pastanden at forbindelsene har antiviral aktivitet.

Saledes, 1 henhold til foreliggende oppfinnelse tilveiebringes videre en metode
for behandling og et farmaseytisk preparat for behandling av virale infeksjoner s&
som HIV-infeksjon og AIDS. Behandlingen involverer administrering til en pasient
med behov for slik behandling av et farmaseytisk preparat omfattende en
farmaseytisk barer og en terapeutisk effektiv mengde av en forbindelse ifolge
foreliggende oppfinnelse.

Det farmaseytiske preparatet kan vare 1 form av oralt administrerbare
suspensjoner eller tabletter; nesespray-preparater, sterile injiserbare preparater, for
eksempel som sterile injiserbare vandige eller oljeaktige suspensjoner eller
suppositorier.

Nar administrert oralt som en suspensjon blir disse preparater fremstilt i
henhold til teknikker velkjent pa omradet farmaseytisk formulering og kan inneholde
mikrokrystallinsk cellulose for & gi volum, alginsyre eller natriumalginat som et
suspenderingsmiddel, metylcellulose som en viskositetsforbedrer og
sptnings/smaksgivende midler kjent pd omradet. Som tabletter for umiddelbar
frigjoring kan disse preparater inneholde mikrokrystallinsk cellulose, dikalsiumfosfat,
stivelse, magnesiumstearat og laktose og/eller andre tilsetningsmidler, bindemidler,
fyllmidler, desintegreringsmidler, fortynningsmidler og glattemidler kjent pa omradet.

De injiserbare lgsninger eller suspensjoner kan formuleres i1 henhold til kjent
teknikk, ved anvendelse av egnede ikke-toksiske, parenteralt akseptable
fortynningsmidler eller lgsningsmidler, s som mannitol, 1,3-butandiol, vann,
Ringer’s losning eller isotonisk natriumklorid-lesning eller egnede dispergerings-
eller fukte- og suspenderingsmidler, sa som sterile, milde, fikserte oljer, omfattende
syntetiske mono- eller diglycerider og fettsyrer, omfattende oleinsyre.

Forbindelsene ifolge foreliggende oppfinnelse kan administreres oralt til
mennesker 1 et doseomrade pa 1 til 100 mg/kg kroppsvekt 1 oppdelte doser. Ett
foretrukket doseomréde er 1 til 10 mg/kg kroppsvekt oralt i oppdelte doser. Andre
foretrukne doseomrader er 1 til 20 mg/kg og 1 til 30 mg/kg kroppsvekt oralt 1
oppdelte doser. Det vil imidlertid forstés at det spesifikke dosenivd og hyppighet av

dosering for hvilken som helst spesiell pasient kan variere og vil avhenge av en rekke
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faktorer omfattende aktiviteten til den spesifikke forbindelse som anvendes, den
metabolske stabilitet og virkningsvarighet av forbindelsen, alderen, kroppsvekten,
den generelle helse, kjonn, diett, modus og tid for administrering,
utskillingshastighet, medikament-kombinasjon, alvorlighetsgraden av den spesielle

lidelsen og verten som gjennomgar terapi.
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PATENTKRAV

1. Forbindelse, karakterisert ved formel I,

hvor:

X er C eller N med det forbehold at ndr X er N, eksisterer R! ikke ;

W er C eller N med det forbehold at ndr W er N, eksisterer R? ikke ;

VerC;

R! er hydrogen, metoksy eller halogen;

R? er hydrogen;

R? er metoksy eller heteroaryl, som hver uavhengig kan veere eventuelt substituert

med én substituent valgt fra G; hvor heteroaryl er triazolyl, pyrazolyl eller

oksadiazolyl;

E er hydrogen eller et farmaseytisk akseptabelt mono- eller bis-salt derav;

Y er valgt fra gruppen bestdende av

R R12 13 R R12
R10A R R1OAJ/R

/ 18 / /D
SN N-R™®  og 5N =,
R14-] \\R17 R14-] \\R17

R'® R16 R'® R16
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R0, R! R2 R13 R R!5 R!6 R!7 hver uavhengig er H eller metyl, med det

forbehold at ikke mer enn to av R!%-R!7 er metyl;

R'8 er valgt fra gruppen bestdende av C(O)-fenyl, C(O)-pyridinyl, pyridinyl,

pyrimidinyl, kinolinyl, isokinolinyl, kinazolinyl, kinoksalinyl, naftyridinyl, ftalazinyl,
azabenzofuryl og azaindolyl, som hver uavhengig kan vare eventuelt substituert med
fra ett til to elementer valgt fra gruppen bestdende av metyl, -amino, -NHMe, -NMex,

metoksy, hydroksymetyl og halogen;

D er valgt fra gruppen bestdende av cyano, S(O)2R?*, halogen, C(O)NR?'R?2, fenyl og
heteroaryl; hvor nevnte fenyl eller heteroaryl uavhengig eventuelt er substituert med
ett til tre like eller forskjellige halogenatomer eller fra én til tre like eller forskjellige
substituenter valgt fra G; hvor heteroaryl er valgt fra gruppen bestdende av pyridinyl
og oksadiazolyl;

A er valgt fra gruppen bestaende av fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og
oksazolyl hvor nevnte fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og oksazolyl
uavhengig eventuelt er substituert med ett til tre like eller forskjellige halogenatomer

eller fra én til tre like eller forskjellige substituenter valgt fra G;

G er valgt fra gruppen bestaende av (Ci.¢)alkyl, (Ci¢)alkenyl, fenyl, hydroksy,
metoksy, halogen, -NR?3C(0O)-(Cj.¢)alkyl, -NR?*R??, -S(0),NR*R?’, COOR?¢ og
-CONRZ?*R?3; hvor nevnte (Ci.¢)alkyl eventuelt er substituert med hydroksy,
dimetylamino eller ett til tre like eller forskjellige halogenatomer;

R?6 er valgt fra gruppen bestiende av hydrogen og (Ci.¢)alkyl;

R0, R?!, R?2, R?3, R?* R? er uavhengig valgt fra gruppen bestiende av hydrogen,
(Ci6)alkyl og -(CH2),NR?"R?8;

n er 0-6; og
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R?7 og R?8 er hver uavhengig H eller metyl.

2. Forbindelse ifolge krav 1, karakterisert ved at:

R! er metoksy eller fluor;

R!'8 er valgt fra gruppen bestdende av C(O)-fenyl, C(O)-pyridinyl, isokinolinyl,
kinazolinyl og ftalazinyl; hvor nevnte isokinolinyl, kinazolinyl eller ftalazinyl
eventuelt uavhengig kan vere substituert med fra ett til to elementer valgt fra gruppen

bestaende av metyl, -amino, -NHMe, -NMe», metoksy, hydroksymetyl og halogen;

D er valgt fra gruppen bestaende av cyano, fenyl og heteroaryl; hvor nevnte heteroaryl
er pyridinyl eller oksadiazolyl; hvor nevnte fenyl eller heteroaryl uavhengig er
eventuelt substituert med ¢én til tre like eller forskjellige substituenter valgt fra

gruppen bestdende av Ci¢ alkyl, trifluormetyl, metoksy og halogen;

A er valgt fra gruppen bestaende av fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl eller
oksazolyl hvor nevnte fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl eller oksazolyl
uavhengig er eventuelt substituert med ett til tre like eller forskjellige halogenatomer
eller fra én til tre like eller forskjellige substituenter valgt fra gruppen bestaende av

metyl, halogen, metoksy og -NHb»; og

R0, R' RI2Z RI3 R R!5 R16 R!7 er hver uavhengig H eller metyl med det

forbehold at et maksimum pé én av R!°-R!7 er metyl.

3. Forbindelse ifolge krav 2, karakterisert ved at:
X og W hver er N.
4. Forbindelse ifolge krav 2, karakterisert ved at:

XerC;og
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W er N.
5. Forbindelse ifolge krav 4, karakterisert ved at:
R!8 er -C(O)-Ph; og
Yer

Rﬁ)“ R R™

-N N—R™

R™ s R1§17
6. Forbindelse ifolge krav 5, karakterisert ved at:

R? er metoksy eller triazolyl; hvor nevnte triazolyl eventuelt er substituert med én

substituent valgt fra G;

R!-R!'7 er hver H; og

G er metyl.

7. Forbindelse ifolge krav 6, karakterisert ved at

R!er F og R? er 1,2,3-triazolyl tilknyttet i stilling N-1.

8. Forbindelse ifolge krav 6, karakterisert ved at:

R! er metoksy; og

R? er 3-metyl-1,2,4-triazolyl tilknyttet i stilling N-1.

9. Forbindelse ifolge krav 6, karakterisert ved at:
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R! og R? er hver metoksy.

10.  Forbindelse ifolge krav 6, karakterisert ved atsaltet er natrium,

lysin eller trometamin.

11.  Forbindelse ifolge krav 7, karakterisert ved atsalteter lysin.

12. Forbindelse ifolge krav 8, karakterisert ved atsaltet er trometamin.
13.  Forbindelse ifolge krav 9, karakterisert ved atsalteter lysin.

14.  Forbindelse ifolge krav 1, karakterisert ved at:

Y er

%—N — i 0g

A
R14 R
R15 R16

R0, R! R2 R13 R R R!6, R!7 er hver uavhengig H eller metyl, med det

forbehold at ikke mer enn to av R'°-R!7 er metyl;

15. Forbindelse ifolge krav 14, karakterisert ved at:

R! er metoksy eller fluor;

D er valgt fra gruppen bestdende av cyano, fenyl og pyridinyl, hvor nevnte fenyl eller

pyridinyl uavhengig er eventuelt substituert med én substituent valgt fra gruppen

bestdende av metyl og halogen; og
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A er valgt fra gruppen bestaende av fenyl, pyridinyl, hvor nevnte fenyl eller pyridinyl
uavhengig er eventuelt substituert med én substituent valgt fra gruppen bestdende av
metyl og halogen.

16.  Forbindelse ifolge krav 15, karakterisert ved at:

D er cyano;

A er valgt fra gruppen bestdende av fenyl eller pyridinyl;

XerC;

W er N;

G er metyl;

R? er metoksy eller triazolyl hvor nevnte triazolyl uavhengig eventuelt kan veare

substituert med én substituent valgt fra G; og

RIO, RII, R12’ R13, RM, RIS, R16, R17 er hver H.

17.  Forbindelse ifolge krav 15, karakterisert ved at:

R! er metoksy; og

R? er triazolyl hvor nevnte triazolyl uavhengig eventuelt kan veere substituert med én

substituent valgt fra G.

18. Forbindelse ifolge krav 1, karakterisert ved at:

Y er

336742
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11 R12
Rﬁo R™
°-N N—R™® ;og
R14 R17

R15 R16

R!8 er valgt fra gruppen bestdende av kinolinyl, isokinolinyl, kinazolinyl,
kinoksalinyl, naftyridinyl eller ftalazinyl, som hver uavhengig eventuelt kan vare
substituert med fra ett til to elementer valgt fra gruppen bestdende av metyl, -amino,
-NHMe, -NMe», metoksy, hydroksymetyl og halogen.

19.  Forbindelse ifolge krav 18, karakterisert ved at

R! er metoksy eller fluor;

R!'8 er valgt fra gruppen bestdende av isokinolinyl, kinazolinyl og ftalazinyl; hvor
nevnte isokinolinyl, kinazolinyl eller ftalazinyl eventuelt uavhengig kan vaere
substituert med én gruppe fra enten metyl eller halogen; og

R0, R!" R2, R13, R, R R, R! er hver uavhengig H.

20. Forbindelse ifolge krav 19, karakterisert vedat:

XerC;

WerN;

G er metyl; og

R3 er metoksy eller triazolyl hvor nevnte triazolyl uavhengig kan vere eventuelt

substituert med én substituent valgt fra G.

21 Forbindelse ifolge krav 20, karakterisert ved at:
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R! er metoksy;

R? er triazolyl hvor nevnte triazolyl uavhengig eventuelt kan veere substituert med én

substituent valgt fra G; og

R'3 er kinazolinyl.

22.  Forbindelse ifolge krav 1, karakterisert ved at:

R! er metoksy eller fluor;

R!8 er C(O)-fenyl;

R0, R, R'2, R'3, R, R!S, R'6, R'7 er hver H; og

G er metyl.

23.  Forbindelse ifolge krav 22, karakterisert ved at

XerC;og

W er N.

24.  Farmaseytisk preparat, karakterisert ved atdet omfatter en antiviral
effektiv mengde av en forbindelse med formel I ifolge krav 1 og én eller flere
farmaseytisk akseptable baerere, tilsetningsmidler eller fortynningsmidler.

25.  Farmaseytisk preparat ifolge krav 24, anvendelig for behandling av infeksjon
avHIV,karakterisert ved atdetitillegg omfatter en antiviral effektiv

mengde av et AIDS behandlingsmiddel valgt fra gruppen bestdende av:

(a) et AIDS antiviralt middel;
(b) et anti-infektivt middel,
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(c) en immunomodulator; og

(d) HIV-entry-inhibitorer.

26.  Forbindelse med formel I ifolge krav 1 og én eller flere farmasoytisk
akseptable barere, tilsetningsmidler eller fortynningsmidler for behandling av et

pattedyr infisert med HIV virus.

27. Forbindelse ifelge krav 26, omfattende administrering til nevnte pattedyr av
en antiviral effektiv mengde av en forbindelse med formel I, i kombinasjon med en
antiviral effektiv mengde av et AIDS-behandlingsmiddel valgt fra gruppen bestaende
av et AIDS antiviralt middel; et anti-infektivt middel; en immunomodulator; og en

HIV-entry-inhibitor.

28. Forbindelse, karakterisert vedformelll
R0
YT Y
' |
reVoy7onT O
3
R ko”F>(0|_)(0|v|)
II O
hvor:

X er C eller N med det forbehold at nar X er N, eksisterer R! ikke;

W er C eller N med det forbehold at ndr W er N, eksisterer R? ikke;

VerC;

R! er hydrogen, metoksy eller halogen;

R? er hydrogen;
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R3 er metoksy eller heteroaryl, som hver uavhengig eventuelt kan veere substituert
med én substituent valgt fra G; hvor heteroaryl er triazolyl, pyrazolyl eller

oksadiazolyl;

L og M er uavhengig valgt fra gruppen bestdende av hydrogen,
C1-Cs alkyl, fenyl, benzyl, trialkylsilyl, -2,2,2-trikloretoksy og 2-trimetylsilyletoksy

med det forbehold at ikke mer enn én av L og M kan vere hydrogen;

Y er valgt fra gruppen bestaende av

11 R12 R11 12

R10;%R13 R10§R R'3
SN =

SN N-R™®  og —

N/
14T \—R" 14 R17 A
R R
R'® R16 R'® R16

R0, R! R2 R13 R RI5 R!6 R!7 er hver uavhengig H eller metyl, med det

forbehold at ikke mer enn to av R'°-R!7 er metyl;

R!'8 er valgt fra gruppen bestdende av C(O)-fenyl, C(O)-pyridinyl, pyridinyl,

pyrimidinyl, kinolinyl, isokinolinyl, kinazolinyl, kinoksalinyl, naftyridinyl, ftalazinyl,
azabenzofuryl og azaindolyl, som hver uavhengig eventuelt kan vere substituert med
fra ett til to elementer valgt fra gruppen bestdende av metyl, -amino, -NHMe, -NMex,

metoksy, hydroksymetyl og halogen;

D er valgt fra gruppen bestdende av cyano, S(O)2R?*, halogen, C(O)NR?'R??, fenyl og
heteroaryl; hvor nevnte fenyl eller heteroaryl uavhengig er eventuelt substituert med
ett til tre like eller forskjellige halogenatomer eller fra én til tre like eller forskjellige
substituenter valgt fra G; hvor heteroaryl er valgt fra gruppen bestdende av pyridinyl
og oksadiazolyl;

A er valgt fra gruppen bestdende av fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og
oksazolyl hvor nevnte fenyl, pyridinyl, furyl, tienyl, isoksazolyl og oksazolyl
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uavhengig er eventuelt substituert med ett til tre like eller forskjellige halogenatomer

eller fra én til tre like eller forskjellige substituenter valgt fra G;

G er valgt fra gruppen bestaende av (Ci.g)alkyl, (Ci-¢)alkenyl, fenyl, hydroksy,
metoksy, halogen, -NR?*C(O)-(Ci.¢)alkyl, -NR?*R?°, -S(0),NR?**R?>, COOR?¢ og
-CONR?R?3; hvor nevnte (Ci.¢)alkyl eventuelt er substituert med hydroksy,
dimetylamino eller ett til tre like eller forskjellige halogenatomer;

R2% er valgt fra gruppen bestidende av hydrogen og (Ci.¢)alkyl;

R0, R R?22 R?, R, R® er uavhengig valgt fra gruppen bestidende av hydrogen,
(Ci6)alkyl og -(CH,),NR?"R?8;

R?7 og R?® er hver uavhengig H eller metyl; og

n er 0-6.

29.  Fremgangsmate for fremstilling av Forbindelse lac som har strukturen

karakterisert ved atdenomfatter:

(a)  alkylering av Forbindelse IVa som har strukturen
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med ca. 1,2 molekvivalenter av di-tert-butylklormetylfosfat pr. mol av I[Va, som har

strukturen Z

2

i nerver av ca. 2 molekvivalenter av KoCO3 som en base, pr. mol av forbindelse [Va
og ca. 5-10 ml N-metylpyrrolidinon som et lgsningsmiddel pr. gram av IVa, ved en

10  reaksjonstemperatur pd ca. 30°C, for 4 danne Forbindelse R som har strukturen

OC(CH3);3

(R)

(b) avbeskyttelse ved romtemperatur av forbindelse R av begge tert-butylgrupper
15 ved tilsetning til den resulterende reaksjonsblanding fra trinn (a), av ca. 10 ml
diklormetan-lesningsmiddel pr. gram av [Va og ca. 15 molekvivalenter av

trifluoreddiksyre pr. mol av [Va; og

336742
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() gjenvinning av Forbindelse lac.

30. Fremgangsmate for fremstilling av Forbindelse Ic som har strukturen

karakterisert ved atdenomfatter:

(a) alkylering av Forbindelse IVc som har strukturen

med ca. 2,5 molekvivalenter av di-tert butylklormetylfosfat pr. mol av IVc som har

strukturen Z

(2)
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i nerver av ca. 2,5 molekvivalenter av Cs2CO3 som en base pr. mol av [Vc, ca. 2
molekvivalenter av KI pr. mol av IVc og ca. 5-10 ml N-metyl-pyrrolidinon pr. gram
av IVc, ved en reaksjonstemperatur pé ca. 25-30°C, for & danne en forbindelse Ilc

som har strukturen

(b) avbeskyttelse ved en temperatur pa ca. 40°C av Forbindelse Ilc av begge tert-

butylgrupper i et overskudd av aceton og vann; og

(c) gjenvinning av Forbindelse Ic.

31.  Fremgangsmate for fremstilling av Forbindelse Ibc som har strukturen

(Ibc)

karakterisert ved atdenomfatter:

(a) alkylering av Forbindelse IVb som har strukturen
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med ca. 2 molekvivalenter av di-tert-butylklormetylfosfat pr. mol av IVb som har

strukturen Z

(2)

i nerver av ca. 2 molekvivalenter av Cs2CO3 som base pr. mol av Vb, ca. 2
molekvivalenter av KI pr. mol av IVB og ca. 2,5 ml N-metyl-pyrrolidinon pr. gram av
10 IVDb, ved en reaksjonstemperatur pa ca. 30°C, for & danne en forbindelse IIb som har

strukturen

(b) avbeskyttelse ved en temperatur pé ca. 40°C av Forbindelse IIb av begge tert-

15 butylgrupper i et overskudd av aceton og vann; og

(c) gjenvinning av Forbindelse Ibc.
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‘Sammenligning av IVa Cmaks og AUC i rotter
gitt enten 1Va eller lab
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enten |Va eller lab

Cmaks
—a—hab

- Na

i P/J-—-

3001

s 200 -
3
g
CQ
©

2 100-

0

0

20007

1500
-
&
=

Y 1000
S
L4
n
2

500 4

0

50 100 150 200
Dose (mg/kg)

AUC

—d— lab
—=-Na

T T T 1

50 100 150 200
Dose (mg/kg)

Data for lab er fra en enkel-dose toksikokinetisk og tolerabilitet-studie, og data for IVa er

fra dag 1-av enten en 10 dager undersgkende oral dose toksisitetstudie i doser pa 20 og 100 mg/kg
eller en 2-uker oral dose-toksisitet-studie med en dose pa 200 mg/kg. Doser av lab er presentert
som IVa molare ekvivalenter

FIG. 7

336742



(nM)

Konsentrasjon

8/23

Hydrolyse av lab i humane placentale ALP-lpsninger

og dannelse av IVa

15

lab med 10 U/L
lab med 100 U/L

lab med 1000 U/L
IVa dannet med 10 U/L

IVa dannet med 100 U/L
IVa dannet med 1000 U/L

ERERRS

g

—

0 T T T T -
0 20 60 80 100 120

Tid (min.)

FIG. 8

336742



9/23

Pasmakonsentrasjon vs. tid profiler av lab og IVa etter
IV og oral administrering av lab i rotter og fra

historiske data for IVa i rotter
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Plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av lab og Va
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Plasmakohsentrasjon vs. tid profiler av lab og IVa etter
IV og oral administrering av lab i aper og fra historiske
data for IVa i aper
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Plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av Ibb og IVb
etter IV og oral administrering av Ibb til rotte, og
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Plasmakonsentrasjon vs. tid profiler av Ibb og IVb
etter IV og oral administrering av Ibb til hund, og
historiske data for IVb i hund

Gjennomsnittlig plasmakonsentrasjon (nM)

Ibb IV

Vb fra IV Ibb
Vb fra PO Ibb
Historisk Vb IV

Historisk IVb PO
Ibb PO

SERRE

1 ¥ ¥ T T =

0 4 8 12 16 20 24
' Tid (timer)

¥ n

FIG. 16

336742



Gjennomsnittlig plasmakonsentrasjon (nM)

17 /23

Plasmakonsentrasjon vs. tid profiler for Ibb og Vb
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Sammenligning av IVc Cmaks og AUC i hunder gitt
enten IVc eller Icb
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Plasmakaonsentrasjon vs. tid profiler for Icb og IVc etter
IV og oral administrering av Icb i rotte, og
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