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TETRAHYDROSYKLOPENTA[b]JINDOL-ANDROGENRESEPTOR-MODULATORER

Beskrivelse

Endogene steroide androgener (f.eks. testosteron og 5a-dihydrotestosteron
(DHT) har en dyptgripende pavirkning pd en rekke fysiologiske funksjoner.
Klinisk er androgenterapi blitt brukt i behandlingen av hypogonadisme hos
menn. I det vesentlige har androgenerstatningsterapi hos hypogonadale menn
0gsd vist seg & redusere benresorpsjon og gke benmassen. Andre indikasjoner
androgener har veert brukt for klinisk, inkluderer osteoporose og
muskelsvinnsykdommer. I tillegg er androgenerstatningsterapi nylig blitt brukt
hos aldrende menn og for regulering av mannlig fertilitet. Hos kvinner er
androgenterapi blitt brukt klinisk til behandling av seksuell dysfunksjon eller

redusert libido.

Androgenterapi har imidlertid begrensninger. Ugnskede bivirkninger av steroid
androgenterapi inkluderer for eksempel vekststimulering av prostata og seminale
vesikler. I tillegg har stimulering av prostatatumorer og gkning i
prostataspesifikt antigen (PSA) (en indikasjon pa gkt risiko for prostatakreft)
vaert assosiert med androgenbruk. Videre er preparater av steroide androgener
funnet & ha ulempene hurtig nedbrytning i leveren, noe som farer til darlig oral
biotilgjengelighet og kort varighet av aktivitet etter parenteral administrering,
variasjoner i plasmanivaene, hepatotoksisitet, eller kryssreaktivitet med andre
steroide hormonreseptorer (f.eks. glukokortikoidreseptoren (GR),
mineralkortikoidreseptoren (MR) og progesteronreseptoren (PR)). Videre kan
anvendelse av steroide androgener hos kvinner medfgre hirsutisme eller

virilisering.

Det forblir sdledes et behov i teknikken for alternativer til steroid
androgenterapi. Fortrinnsvis viser slike alternativer de fordelaktige
farmakologiske egenskapene ved steroide androgener, men med redusert
sannsynlighet for eller forekomst av de typiske begrensningene knyttet til steroid
androgenterapi. Det er derfor et formdl med den foreliggende oppfinnelsen &
tilveiebringe ikke-steroide AR-ligander som viser androgenagonistaktivitet. Det
er naermere bestemt et formal 8 tilveiebringe ikke-steroide androgenagonister

som binder til AR med stgrre affinitet i forhold til de andre steroide
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hormonreseptorenene. Enda naermere bestemt er det et formal & tilveiebringe
vevsselektive androgenreseptormodulatorer (SARM) som viser
androgenagonistaktivitet i muskel eller ben, men bare delvis agonistaktivitet,
delvis antagonistaktivitet eller antagonistaktivitet i androgene vev som prostata

eller seminal vesikkel.

Det folgende tilveiebringer eksempler pd dagens kjente teknikk: Cadilla et al.,
Cuirr. Top. Med Chem (2006); 6(3): 245-270 gir en gjennomgang av
androgenreseptormodulatorer; Segal et al., Expert Opin. Investig. Drugs (2006);
15(4); 377-387 gir en oversikt over androgenreseptormodulatorer; parallell
internasjonal patentsgknad PCT/US07/83745 beskriver
tetrahydrosyklopenta[b]indolforbindelser som androgenreseptormodulatorer; og
publisert internasjonal patentsgknad WO 2007/002181 beskriver

tetrahydrokarbazoler som androgenreseptormodulatorer.

Den foreliggende oppfinnelsen er rettet mot visse
tetrahydrosyklopenta[b]indolforbindelser, som definert ved formel (I) nedenfor,
som viser scerlige aktivitetsprofiler ved in vitro- og in vivo-testing, hvilket
indikerer at de er nyttige ved behandling av forstyrrelser som reagerer pa
behandling med steroide androgener. Den foreliggende oppfinnelsen

tilveiebringer sdledes en forbindelse med formel (I):

N\\

Formel (1)

hvor

R representerer en substituent valgt fra gruppen bgsté’uende av

< <
. \\NQ‘OH . “‘N\:D-“OH .
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OH F OH OH QH

eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav.

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer den foreliggende oppfinnelsen en
forbindelse med formel (I), eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, for
anvendelse ved behandling eller forebygging av hypogonadisme, redusert
benmasse eller -tetthet, osteoporose, osteopeni, redusert muskelmasse eller
-styrke, mannlig eller kvinnelig seksuell dysfunksjon, erektil dysfunksjon eller
redusert libido. Neermere bestemt tilveiebringer oppfinnelsen en forbindelse med
formel (I), eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, for anvendelse ved
behandling eller forebygging av redusert benmasse eller -tetthet, osteoporose,
osteopeni, redusert muskelmasse eller -styrke eller erektil dysfunksjon. Enda
narmere bestemt tilveiebringer oppfinnelsen en forbindelse med formel (I), eller
et farmasgytisk akseptabelt salt derav, for anvendelse ved behandling eller
forebygging av redusert benmasse eller -tetthet, osteoporose, osteopeni,
redusert muskelmasse eller -styrke indusert av immobilisering, manglende
anvendelse eller traume, eller erektil dysfunksjon. I tillegg tilveiebringer den
foreliggende oppfinnelsen en forbindelse med formel (I), eller et farmasgytisk

akseptabelt salt derav, til anvendelse til behandling.

I en annen utfgrelsesform tilveiebringer den foreliggende oppfinnelsen
anvendelsen av en forbindelse med formel (I), eller et farmasgytisk akseptabelt
salt derav, for fremstilling av et medikament til behandling eller forebygging av
hypogonadisme, redusert benmasse eller -tetthet, osteoporose, osteopeni,
redusert muskelmasse eller -styrke, mannlig eller kvinnelig seksuell dysfunksjon,
erektil dysfunksjon eller redusert libido. Naermere bestemt tilveiebringer den
foreliggende oppfinnelsen anvendelsen av en forbindelse med formel (I) for

fremstillingen av et medikament til behandling eller forebygging av redusert
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benmasse eller -tetthet, osteoporose, osteopeni, redusert muskelmasse eller
-styrke eller erektil dysfunksjon. Enda naermere bestemt tilveiebringer den
foreliggende oppfinnelsen anvendelsen av en forbindelse med formel (I) for
fremstillingen av et medikament til behandling eller forebygging av redusert
benmasse eller -tetthet, osteoporose, osteopeni, redusert muskelmasse eller
-styrke indusert av immobilisering, manglende anvendelse eller traume, eller

erektil dysfunksjon.

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer i tillegg en farmasgytisk
sammensetning omfattende en forbindelse med formel (I), eller et farmasgytisk
akseptabelt salt derav, i kombinasjon med ett av flere farmasgytisk akseptable
baerestoffer, fortynningsmidler eller eksipienter. Naermere bestemt tilveiebringer
den foreliggende oppfinnelsen en farmasgytisk sammensetning til behandling av
redusert benmasse eller -tetthet, osteoporose, osteopeni, redusert muskelmasse
eller -styrke eller erektil dysfunksjon omfattende en forbindelse med formel (I),
eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, i kombinasjon med ett eller flere
farmasgytisk akseptable baerestoffer, fortynningsmidler eller eksipienter. Enda
narmere bestemt tilveiebringer den foreliggende oppfinnelsen en farmasgytisk
sammensetning til behandling av redusert benmasse eller -tetthet, osteoporose,
osteopeni, redusert muskelmasse eller -styrke indusert av immobilisering,

manglende anvendelse eller traume, eller erektil dysfunksjon.

Den foreliggende oppfinnelsen omfatter ogsa hittil ukjente mellomprodukter og

prosesser som er nyttige for syntesen av en forbindelse med formel (I).

Den foreliggende oppfinnelsen vedrgrer ogsa farmasgytisk akseptable salter av
forbindelsen med formel (I). Eksempler pd farmasgytisk akseptable salter og
fremgangsmater for deres fremstilling er godt kjent for fagmannen. I tillegg
vedrgrer den foreliggende oppfinnelsen ogsa solvater av forbindelsen med formel
(I) eller de farmasgytisk akseptable saltene av forbindelser med formel (I). Som
sadan, anvendt heri inkluderer betegnelsen "formel (I)", eller en hvilken som
helst szerlig forbindelse med formel (I), innenfor sin betydning et hvilket som

helst solvat av forbindelsen.

Forbindelsene med formel (I) kan ha ett eller flere kirale sentre og kan derfor

finnes i spesifikke sterecisomere konfigurasjoner. Betegnelsene "R" og "S"
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anvendes heri som de vanligvis anvendes i organisk kjemi til & betegne
spesifikke konfigurasjoner av et kiralt senter. Betegnelsene "(x)" eller "RS" betyr
en konfigurasjon av et kiralt senter omfattende en racemat. En delvis liste over
prioriteringer og en drgftelse av stereokjemi finnes i "Nomenclature of Organic
Compounds: Principles and Practice", (J.H. Fletcher, et al., eds., 1974).

Rgntgenanalyse og korrelasjon med kiral HPLC-retensjonstid.

De spesifikke stereoisomerer og enantiomerer av forbindelser med formel I kan
fremstilles av en fagmann ved hjelp av velkjente teknikker og prosesser, slik
som dem beskrevet av Eliel og Wilen, "Stereochemistry of Organic Compounds",
John Wiley & Sons, Inc., 1994, kapittel 7, Separation of Stereoisomers,
Resolution, Racemization og av Collet og Wilen, "Enantiomers, Racemats, and
Resolutions", John Wiley & Sons, Inc., 1981. For eksempel kan spesifikke
stereoisomerer og enantiomerer fremstilles ved stereospesifikke synteser ved
hjelp av enantiomert og geometrisk rene, eller enantiomert eller geometrisk
anrikede utgangsmaterialer. De spesifikke sterecisomerene og enantiomerene
kan i tillegg opplgses og gjenvinnes ved teknikker slik som kromatografi pa
kirale stasjonzere faser, enzymatisk oppl@gsning eller fraksjonert rekrystallisering
av addisjonssalter i tillegg til teknikkene som er tilveiebrakt i skjemaene og

eksemplene heri.

|
Betegnelsen " " betyr en binding som g&r fremover ut av sidens plan.

el
Betegnelsen " " betyr en binding som gar bakover ut av sidens plan.

“~VM"

Betegnelsen betyr en binding som eksisterer som en blanding av

bindinger som bade gar fremover og bakover ut av sidens plan.

Som anvendt heri betyr betegnelsen "pasient" et humant eller ikke-humant
pattedyr slik som en hund, katt, ku, ape, hest eller sau. Betegnelsen "pasient"
betyr naermere bestemt et menneske. Betegnelsen "behandling" (eller
"behandle") som anvendt heri inkluderer forhindring, begrensning, bremsing,
stopping eller reversering av progresjonen eller alvorlighetsgraden av et
eksisterende symptom eller en eksisterende forstyrrelse. Betegnelsen
"forebygging" (eller "forebygge") betyr som anvendt heri forhindring,
begrensning eller inhibering av insidensen eller forekomsten av et symptom eller

en forstyrrelse. Som en fagmann vil forstd, kan det foreligge fysiologiske
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forstyrrelser som en "kronisk" tilstand, eller som en "akutt" episode.
Behandlingen av forstyrrelser tenkes saledes & omfatte bade akutte hendelser og
kroniske tilstander. I en akutt hendelse administreres forbindelse ved forekomst
av symptomer og seponeres nar symptomene forsvinner, mens en kronisk

tilstand behandles gjennom hele sykdomsforlgpet.

Forbindelser ifglge den foreliggende oppfinnelsen kan formuleres som del av en
farmasgytisk sammensetning. En farmasgytisk sammensetning omfattende en
forbindelse med formel (I), eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, er i
kombinasjon med et farmasgytisk akseptabelt baerestoff, fortynningsmiddel eller
eksipient som sddan en viktig utfgrelsesform ifglge oppfinnelsen. Eksempler pa
farmasgytiske sammensetninger og fremgangsmater for deres fremstilling er
velkjente i teknikken. En forbindelse med formel (I), eller en sammensetning
omfattende en forbindelse med formel (I), kan administreres ved en hvilken som
helst vei som gjgr forbindelsen biotilgjengelig, herunder orale og parenterale

veier.

Betegnelsen "virkningsfull mengde" betyr som anvendt heri mengden eller dosen
av en forbindelse med formel (I) som ved administrering av enkel eller multippel
dose til pasienten tilveiebringer gnsket virkning hos pasienten under diagnose
eller behandling. En virkningsfull mengde kan enkelt bestemmes av behandlende
diagnostiker, som fagmann, ved & ta hensyn til et antall av faktorer slik som
arten av pattedyr, dets stgrrelse, alder og allmennhelse, den spesifikke
involverte sykdommen, sykdommens grad eller alvorlighetsgrad, den individuelle
pasientens respons, den saerlige administrerte forbindelsen,
administreringsmaten, det administrerte preparatets
biotilgjengelighetskarakteristikker, det valgte doseregimet og anvendelsen av

eventuelle samtidige legemidler.

Forbindelsene og sammensetningene ifglge den foreliggende oppfinnelsen kan
administreres eller anvendes i et medikament, enten alene eller i kombinasjon
med alminnelige terapeutiske midler som anvendes til en bestemt forstyrrelse.
Hvis forbindelsene eller sammensetningene ifglge den foreliggende oppfinnelsen
anvendes som del av en kombinasjon, kan forbindelsen eller sammensetningen
omfattende formel (I) administreres enten separat eller som del av en

formulering omfattende det terapeutiske middelet hvormed den skal kombineres.
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Spesielt kan tradisjonelle terapeutiske midler til behandling av erektil
dysfunksjon fordelaktig kombineres med forbindelsene med formel (I) eller
sammensetninger omfattende en forbindelse med formel (I). Tradisjonelle midler
til behandling av erektil dysfunksjon omfatter fosfodiesterase type 5 (PDE5)-
inhibitorer, tadalafil (Cialis™), sildenafilsitrat (Viagra™) og vardenafilhydroklorid
(Levitra™). Sd&ledes tilveiebringer den foreliggende oppfinnelsen o0gsa en
forbindelse med formel (I), eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, for
anvendelse til behandling eller forebygging av erektil dysfunksjon i kombinasjon
med et middel valgt fra gruppen bestdende av tadalafil, sildenafilsitrat og
vardenafilhydroklorid. Naermere bestemt tilveiebringer den foreliggende
oppfinnelsen en forbindelse med formel (I), eller et farmasgytisk akseptabelt salt
derav, for anvendelse til behandling eller forebygging av erektil dysfunksjon i
kombinasjon med et middel valgt fra gruppen bestdende av Cialis™, Viagra™ og

Levitra™.,

Den foreliggende oppfinnelsen tilveiebringer videre en
kombinasjonsterapiformulering som omfatter: (a) en forbindelse med formel (I),
(b) ett eller flere ytterligere virkestoffer som er tradisjonelle til behandling av
erektil dysfunksjon, valgt fra gruppen bestaende av tadalafil, sildenafilsitrat og
vardenafilhydroklorid, og eventuelt (c) et farmasgytisk akseptabelt bzerestoff,
fortynningsmiddel eller eksipient. Nzermere bestemt tilveiebringer den
foreliggende oppfinnelsen en kombinasjonsterapiformel som omfatter: (a) en
forbindelse med formel (I), (b) ett eller flere ytterligere virkestoffer som er
tradisjonelle til behandling av erektil dysfunksjon, valgt fra gruppen bestdende
av Cialis™, Viagra™ og Levitra™, og eventuelt (c) et farmasgytisk akseptabelt

bzerestoff, fortynningsmiddel eller eksipient.

Saerlige aspekter ved oppfinnelsen

Den fglgende listen angir flere grupperinger av sarlige substituenter og saerlige
variabler for forbindelser med formel (I). Det skal forstds at forbindelser med
formel (I) med slike szerlige substituenter eller variabler, og fremgangsmater og
anvendelser som anvender slike forbindelser, representerer sarlige aspekter ved

den foreliggende oppfinnelsen.
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Fglgelig er et seerlig aspekt ved den foreliggende oppfinnelsen en forbindelse

med formel I(a) hvor:

(a) R representerer

5
H 5 OH OH
F
OH F (a] OH % :OH
F F F
F
eller
10
eller
(b) R representerer

%,

HNQ,OH ) \N\?OH . \\NOAOH . \N:)...OH )
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eller

(c) R representerer

OH

[é/

eller

(d) R representerer

% :OH 6/0** } ~OH F OH
F F
F F F F

eller

(e) R representerer

&KOH 6/0}{ ) F ”
F F

OH

OH
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10
CH F OH OH
. . . eller
F f F F
F
eller
(f) R representerer
OH OH OH

eller

F F

I tillegg er en seerlig utfgrelsesform ifglge den foreliggende oppfinnelsen
tilveiebrakt av de forbindelsene med formel (I) som er eksemplifisert heri, og
enda nzermere bestemt forbindelsene [(S)-7-cyano-4-((2R,3S)-3-hydroksy-1-
metylpyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-
karbamidsyreisopropylester, [(S)-7-cyano-4-(3-fluor-2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester, [(S)-7-cyano-4-
(2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[blindol-2-yl]-
karbamidsyreisopropylester  og [(S)-7-cyano-4-(5-fluor-2-hydroksybenzyl)-
1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[blindol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester.

Forbindelsene med formel (I) kan fremstilles ved en rekke fremgangsmater som
er kjent i teknikken, og dem beskrevet i skjemaene, preparatene og eksemplene
nedenfor. Men fglgende drgftelse er ikke ment 8 begrense omfanget av den
foreliggende oppfinnelsen pa noen som helst mate. De spesifikke syntetiske
trinnene for hver av de beskrevne veiene kan for eksempel kombineres pa
forskjellige mater, eller i sammenheng med trinn fra forskjellige skjemaer, for &

fremstille ytterligere forbindelser med formel (I).

Substituentene er som tidligere definert, med mindre annet er angitt.
Reagensene og utgangsmaterialene er lett tilgjengelige for en fagmann eller kan
fremstilles ved prosedyrer som er valgt fra standardteknikker for organisk og
heterosyklisk kjemi, teknikker som er analoge med syntesene av Kkjente
strukturelt lignende forbindelser, og prosedyrene beskrevet i eksemplene

nedenfor, herunder hvilke som helst hittil ukjente prosedyrer. Som anvendt heri
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har fglgende betegnelser disse angitte betydningene: "MeOH" betyr metanaol,
"EtOH" betyr etanol, "i-PrOH" betyr isopropanol, "EtOAc" betyr etylacetat, "DMF"
betyr dimetylformamid, "DMSO" betyr metylsulfoksid, "NMP" betyr 1-metyl-2-
pyrrolidinon, "TFA" betyr trifluoreddiksyre, "THF" betyr tetrahydrofuran, "DEAD"
betyr dietylazodikarboksylat, "DIAD" betyr diisopropyldiazodikarboksylat, "NBS"
betyr N-bromsuksinimid, "t-boc" eller "boc" betyr tert-butoksykarbonyl, "TBDMS"
betyr t-butyldimetylsilyl og "PtG" betyr beskyttende gruppe.

Skjema 1
0
o o]
Trinn A Trinn B N Trinn C
2 nnn é o NQ“ rnn
H O N _ O C o -
N & N= NHNH, N
Q 2) H

H
NH NH N o
N 2 & N -
Sor$T e N“\\‘j, - ““\‘j, YT
N O N N
1 1 H
@y @ H (5)

l Trinn F I Trinn H
NHboc g
N Nao .
Trinn G
—ee i
N N
1 11
6) H (7 H

Dannelse av et mellomprodukt med formel (5) kan utfgres i samsvar med

NHboc

reaksjoner som angitt i skjema 1.

I skjema 1, trinn A, er syklopentenon omsatt med ftalimid i en Michael-tilsetning
for @ gi (R,S)-2-(3-oksosyklopentyl)-isoindol-1,3-dion (1). Reaksjonen utfgres i
metanol / 2 N Na,COs i et volumforhold pé’] 10/1 fortrinnsvis ved
omgivelsestemperatur under betingelser som ligner de som er beskrevet av O.
Nowitzki, et. al. i Tetrahedron 1996, 52, 11799-11810. Produktet isoleres ved

tilsetning av vann og (1) oppnas som et hvitt fast stoff.
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I trinn B omsettes (R,S)-2-(3-oksosyklopentyl)-isoindol-1,3-dion (1) med 4-
cyanofenylhydrazin i en typisk Fischer-indolsyntese for 3 gi et
tetrahydrosyklopenta[bJindol med formel (2). En fagmann vil forstd at det er en
rekke sure betingelser som kan pavirke en Fischer-indolsyntese, inkludert bade
proton og Lewis-syrer. De foretrukne betingelsene anvender en blanding av
iseddiksyre med 4 N HCI i dioksan, ved en temperatur pd omtrent 50 °C til
Igsningsmiddelets reflukstemperatur i ca. 4 til 24 timer. Produktet isoleres ved
tilsetning av vann etterfulgt av filtrering av det resulterende faste stoffet. Det
faste stoffet ultralydbehandles i metanol for & gi materiale av tilstrekkelig renhet.
Alternativt utfgres reaksjonen ved hjelp av en Lewis-syre, slik som sinkklorid, i
en mengde pd omkring 2 til 4 ekvivalenter. Andre foretrukne betingelser for
trinn B anvender etanol ved reflukstemperatur i ca. 4 til 24 timer. Produktet
isoleres og kan renses ved filtrering av reaksjonsblandingen, etterfulgt av

silikagelkromatografi av filtratet.

I skjema 1, trinn C, blir ftalimidgruppen til tetrahydrosyklopenta[b]indolet med
formel (2) spaltet med hydrazin eller hydrazinhydrat for & gi et
aminotetrahydrosyklopenta[b]indol med formel (3) ved hjelp av betingelser som
beskrevet av M. Alajarin, et al. (Eur. J. Org. Chem. 2002, 4222-4227).
Reaksjonen forlgper i en lgsningsmiddelblanding av tetrahydrofuran/etanol i et
volumforhold pd ca. 5,5/1 ved en temperatur pa 0 til 50 °C, fortrinnsvis ved
omkring romtemperatur, i 4 til 72 timer. Det resulterende ftalhydrazidet fjernes
ved filtrering, og produktet isoleres ved konsentrering av filtratet. Det kan

renses ved kromatografi under anvendelse av teknikker kjent innen faget.

I skjema 1, trinn D, Igses det racemiske aminotetrahydrosyklopenta[b]indolet
med formel (3) til det kirale (S)-aminotetrahydrosyklopenta[blindolet med
formel (4). Aminet blir opplgst i et passende Igsningsmiddel, slik som etanol, og
rekrystallisert som saltet av D-pyroglutaminsyre. Etter isolering av saltet oppnas
den frie basen med formel (4) ved opplgsning i vann og justering av pH til 9 ved
hjelp av konsentrert vandig ammoniakk. Det resulterende faste stoffet filtreres
for & gi (S)-2-amino-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[blindol-7-karbonitril (4) med
spesifikk rotasjon: [a]p*® -68,3° (MeOH).

I trinn E blir aminet med formel (4) acylert med isopropylklorformiat for & gi et

karbamat med formel (5), ved hjelp av betingelser som er velkjente for
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fagmannen. Aminet kombineres med et overskudd av en organisk aminbase som
trietylamin eller diisopropyletylamin i et inert Igsningsmiddel slik som
tetrahydrofuran, toluen, dikloretan eller diklormetan, N-metylpyrrolidinon eller
N,N-dimetylformamid, eller en blanding derav. Foretrukne betingelser anvender
diisopropyletylamin i diklormetan i naerveer av isopropylklorformiat ved en
temperatur pa ca. 0 til 40 °C i 1 til 72 timer. Produktet isoleres ved tilsetning av
vann og dietyleter, etterfulgt av rgring og oppsamling av det resulterende faste
stoffet. Hvis produktet er tilstrekkelig Igselig i et passende organisk

Igsningsmiddel, kan det isoleres ved hjelp av ekstraksjonsteknikker.

Eventuelt, som vist i trinn F, er det racemiske aminet med formel (3) beskyttet
som det t-butoksykarbonyl(boc)-beskyttede aminet med formel (6) ved hjelp av
betingelser som er vanlige i teknikken. I trinn G Igses deretter den racemiske
blandingen ved anvendelse av kiral kromatografi for & oppnd (S)-enantiomeren
med formel (7). Boc-gruppen blir deretter fjernet ved hjelp av typiske sure

betingelser med HCI eller TFA for @ oppna det kirale aminet med formel (4).
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Skjema 2
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I skjema 2 avbildes det alternative synteser for mellomproduktet med formel

(5).
5
I skjema 2, trinn A, omsettes (R,S)-2-(3-oksosyklopentyl)-isoindol-1,3-dion (1)
med 4-bromfenylhydrazinhydroklorid i en typisk Fischer-indolsyntese. Foretrukne
betingelser anvender iseddiksyre ved ca. 50 til 80 °C i 2 til 24 timer.
10 I trinn B spaltes ftalimidgruppen til tetrahydrosyklopenta[b]indolet med formel

(8) med hydrazin eller hydrazinhydrat for @ tilveiebringe et

aminotetrahydrosyklopenta[b]indol med formel (9). Foretrukne betingelser
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anvender tetrahydrofuran/etanol i en blanding p& omtrent 20/1 basert pa volum
ved en temperatur p3 ca. 40 til 70°C i 1 til 12 timer. Det resulterende
ftalhydrazidet fjernes ved filtrering, og produktet isoleres ved konsentrering av
filtratet.

I skjema 2, trinn C, blir aminet med formel (9) beskyttet med en t-boc-gruppe
for & gi det beskyttede aminet med formel (10). Foretrukne betingelser anvender
di-tert-butyldikarbonat i et inert Igsningsmiddel slik som THF eller dioksan i
narvaer av en uorganisk base slik som NaHCOs. I trinn D lgses det racemiske t-
boc-materialet med formel (10) ved hjelp av kiralt HPLC for & oppnd (S)-

enatiomeren med formel (11).

I trinn E blir (S)-bromkarbamatet med formel (11) omdannet til nitrilet med
formel (5). Reaksjonen kjgres i et inert Igsningsmiddel, slik som N,N'-
dimetylacetamid i neerveer av en blanding av sinkacetat eller sinkformiat,
sinkcyanid og sinkstgv. En palladiumkatalysator anvendes, slik som 1,1'-
bis(difenylfosfino)ferrocen)-palladium-(II)-klorid. Reaksjonsblandingen

oppvarmes ved ca. 80 til 120 °C i ca. 2 til 24 timer.

I trinn F blir boc-gruppen fjernet ved hjelp av typiske sure betingelser slik som
HCl/dioksan eller TFA for & oppna det kirale aminet med formel (4) (se skjema
1), som sa acyleres, som beskrevet i skjema 1, trinn E, med isopropylklorformiat

for @ gi et karbamat med formel (5).

I skjema 2, trinn G, blir eventuelt ftalimidgruppen til
tetrahydrosyklopenta[blindolet med formel (8) spaltet med hydrazin eller
hydrazinhydrat for & tilveiebringe et aminotetrahydrosyklopenta[bJindol med
formel (9) som tidligere beskrevet i trinn B. Deretter konverteres det

resulterende frie aminet til p-toluensulfonsyresalt i etanol.

I trinn H frigjgres det racemiske aminotetrahydrosyklopenta[b]Jindoltosylatsaltet
med formel (13), og det resulterende frie aminet lgses ved hjelp av dibenzyl-D-
vinsyre for & oppnd vinsyresaltet av (S)-aminotetrahydrosyklopenta[bJindolet
med formel (14). Saltdannelsen blir fortrinnsvis gjort i en lgsningsmiddelblanding
av etanol og vann med refluks i ca. 1 til 6 timer, etterfulgt av avkjgling for &

oppna den gnskede enantiomeren.
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I trinn I blir saltet med formel (14) ngytralisert til den frie basen og deretter
acylert for @ oppna et karbamat med formel (15). Saltet ngytraliseres med en
uorganisk base, slik som natriumhydroksidlgsning. Den frie basen oppnas ved
5 ekstraksjon etterfulgt av acylering med isopropylklorformiat i naerveer av et
organisk amin slik som diisopropyletylamin i inert Igsningsmiddel eller

Igsningsmiddelblanding av tetrahydrofuran og metyl-t-butyleter.

I skjema 2, trinn J, blir bromkarbamatet med formel (15) omdannet til nitrilet

10 med formel (5) som tidligere beskrevet for trinn E.
Skjema 3
boc
Ny = NS
( Z \0_%_ AN H
o) . No o
OH 16) A O ' b 7/
+ boc N
A\ ’ N (17)

N gr )/ Trinn B
N ) /
Trinn D

N\\ N
H A\
LI ™ye o
Trinn € O e 8]
boc N 0 7/ }r 7/
1 TrinnD N O
Na_ o (18) H l
T g & e
. 19b) S-OH
O&CI OH
RelS

J Trinn E

Ny (20a) R-OH, R = Me
q (20b) S-OH, R'= = Me
(20c) R-OH, R'e = Et
Ros OH :
el.S

Dannelse av forbindelser ifglge oppfinnelsen med formel (20a, b eller c) kan

utfgres i samsvar med reaksjoner som angitt i skjema 3.



10

15

20

25

30

35

NO/EP2297100

17

I skjema 3, trinn A, alkyleres cyanotetrahydrosyklopenta[b]indolet med formel
(5) med alkylmesylatet med formel (16) for a tilveiebringe det alkylerte
tetrahydrosyklopenta[b]indolet med formel (17). Reaksjonen forlgper i et inert
Igsningsmiddel, slik som DMF, i neerveer av en uorganisk base, slik som
cesiumkarbonat med tilsetning av kaliumjodid. Reaksjonen skjer ved en

temperatur pa ca. 50 til 100 °C i ca. 8 til 72 timer.

I skjema 3, trinn B, omdannes kiraliteten til hydroksylgruppen til pyrrolidinet
med formel (17) fra (3S) til (3R). Den kirale omdanningen gjennomfgres ved
anvendelse av en Mitsunobu-reaksjon for & tilveiebringe kloracetoksypyrrolidinet
med formel (18). Fagmannen vil gjenkjenne at det er benyttet forskjellige
Mitsunobu-betingelser i teknikken. For eksempel lgses alkoholet med formel (17)
er i et egnet vannfritt Igsningsmiddel som THF, CH,CI, eller toluen og behandles
med et trialkyl- eller triarylfosfin slik som Mes;P, BusP eller PhsP og et
dialkylazodikarboksylat slik som DEAD eller DIAD.

I trinn C hydrolyseres 3R-kloracetoksypyrrolidinet med formel (18) til 3R-
hydroksypyrrolidinet med formel (19a). Hydrolysen oppnds ved hjelp av en
uorganisk base, slik som litiumhydroksid, i et Igsningsmiddel slik som metanol,
ved O til 50 °C i 4 til 24 timer. I trinn D fjernes den beskyttende boc-gruppen
ved hjelp av sure betingelser slik som TFA eller fortrinnsvis 4 N HCI i dioksan for

3 tilveiebringe 3S-hydroksypyrrolidinet med formel (19b).

I skjema 3, trinn E, alkyleres hydroksypyrrolidinet med formel (19a eller b) ved
anvendelse av reduktive amineringsbetingelser for @ gi et N-alkylpyrrolidin med
formel (20a, b eller c). Reaksjonen finner sted i et inert Igsningsmiddel, slik som
THF, diklormetan eller fortrinnsvis kloroform med et reduserende reagens, slik
som natriumtriacetoksyborhydrid fra ca. 0 til 50 °C i 8 til 24 timer. Aldehydet
som anvendes, kan vare enten formaldehyd eller acetaldehyd for & tilveiebringe

forbindelser med formel (20a, b eller c).

(2R,3S)-3-hydroksy-2-metansulfonyloksymetylpyrrolidin-1-karboksylsyre-tert-
butylester (16) kan lett fremstilles ved fremgangsmater som ligner de som er
beskrevet heri, eller ved anvendelse av prosedyrer som er etablert i teknikken.

o

For eksempel kan 3-hydroksy-L-prolin beskyttes med boc for a gi (25,35)-1-
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(tert-butoksykarbonyl)-3-hydroksypyrrolidin-2-karboksylsyre. Karboksylsyren

blir redusert til alkoholet og omdannes deretter til mesylatet med formel (16).

Skjema 4
Q
(21a &b) (_72/\0 (.S:.'
trans
Trinn A 7,/0 Trmn B
—_—

7f° M,TO
T

H
N (232 & b) (24a &)
trans trans

5 Dannelse av forbindelser ifglge oppfinnelsen med formel (24a og b) kan utfgres i

samsvar med reaksjoner som angitt i skjema 4.

I skjema 4, trinn A, alkyleres cyanotetrahydrosyklopenta[b]indolet med formel
(5) med alkylmesylatet med formel (21a og b) for & tilveiebringe det alkylerte
10 tetrahydrosyklopenta[b]indolet med formel (22a og b). Alkylmesylatet med
formel (21a og b) anvendes som en blanding av de to transenantiomerene.
Alkyleringen utfgres tilsvarende betingelsene beskrevet i skjema 3, trinn A,

ovenfor.

15 I trinn B fjernes den beskyttende boc-gruppen ved anvendelse av sure

betingelser slik som TFA eller fortrinnsvis 4 N HCI i dioksan.

I skjema 4, trinn C, alkyleres hydroksyprolinet med formel (23a eller b) ved
anvendelse av reduktive amineringsbetingelser som tidligere beskrevet for
20 skjema 3, trinn E, for 8 gi en blanding av transenantiomerene som formel (24a

og b). Enantiomerene kan separeres ved hjelp av kiral kromatografi.
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trans-3-hydroksy-2-metansulfonyloksymetyl-3-metylpyrrolidin-1-karboksylsyre-
tert-butylester (21a og b) kan lett fremstilles ved fremgangsmater som ligner de
som er beskrevet heri, eller ved anvendelse av prosedyrer som er etablert i
teknikken. For eksempel kan trans-2-benzyloksymetyl-3-metylpyrrolidin-3-ol
oppnds ved omdannelse i samme beholder av egnet 2,3-aziridin-1-ol (J.
Schomaker og S. Bhattacharjee, J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 1996-2003).
Nitrogenet i pyrrolidinolet blir deretter beskyttet med t-boc, og benzylgruppen
fiernes ved hydrogenering. Det resulterende alkoholet mesyleres for & gi

transenantiomerene med formel (21a og b).

Skjema 5
H
H H 0 N._©
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Hvis A=N,saY' =Y2=H

X =ClellerBr,

Ptg = Me eller TBDMS

Dannelse av forbindelser ifglge oppfinnelsen med formel (27) kan utfgres i

samsvar med reaksjoner som angitt i skjema 5.

I skjema 5, trinn A, alkyleres cyanotetrahydrosyklopenta[b]indolet med formel
(5) med benzylet eller pyridylmetylhalidet med formel (25) for 3 tilveiebringe det
alkylerte tetrahydrosyklopenta[blindolet med formel (26). Fenyl- eller
pyridylringen substitueres med hydroksylfunksjonalitet, som er beskyttet med
beskyttende grupper (Ptg) kjent innen teknikken, for eksempel som metyleteren
eller silyleteren. Alkyleringen utfgres pa lignende mate som betingelsene

beskrevet i skjema 3, trinn A, ovenfor.

I trinn B fjernes den beskyttende gruppen for & tilveiebringe fenolet eller
hydroksypyridinet med formel (27). For eksempel omdannes metyleter til det

frie hydroksylet ved omsetning med bortribromid i et inert Igsningsmiddel slik
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som diklormetan ved en temperatur fra ca. -20 til 25 °C. Eventuelt kan en
beskyttende silylgruppe fjernes med fluoridanion ved anvendelse av reagenser

slik som cesiumfluorid eller fortrinnsvis tetrabutylammoniumfluorid.

Benzylhalidene med formel (25) kan lett fremstilles ved fremgangsmater som
ligner de som er beskrevet heri, eller ved anvendelse av prosedyrer som er
etablert i teknikken. For eksempel kan fluor- eller difluor-2-
hydroksybenzaldehyder alkyleres med jodmetan for & tilveiebringe 2-
metoksybenzaldehydet. Benzaldehydet kan reduseres til den tilsvarende
benzylalkoholen og deretter omdannes til (klormetyl)-2-metoksybenzenet med
formel (25) hvor X = Cl og Ptg = Me. Eventuelt kan fluor- eller difluor-2-
metylfenoler silyleres med t-butyldimetylklorsilan etterfulgt av omsetning med
N-bromsuccinimid for & oppnd benzylbromid med formel (25), hvor X = Br og
Ptg = TBDMS. 2-(klormetyl)-3-metoksypyridin kan oppnds fra 3-metoksy-2-
pikolin ved klorering med POCIs.

Bestemmelse av biologisk aktivitet:

Som vist ved testing in vitro og in vivo har eksemplifiserte forbindelser med
formel (I) aktivitetsprofiler som tyder pa at de kan anvendes til behandling av
forstyrrelser som reagerer pa steroid androgenterapi. Saerlig er
eksempelforbindelser ifglge eksempel 1-10 og 12 med formel (I) potente AR-
ligander som agoniserer androgenreseptoren. I tillegg binder
eksempelforbindelsene ifglge eksemplene 1-10 og 12 med formel (I) selektivt til
AR i forhold til hver av MR, GR og PR.

"Kq" betyr som anvendt heri likevektsdissosiasjonskonstanten for et ligand-
reseptor-kompleks, "K" betyr likevekstsdissosiasjonskonstanten for et
legemiddel-reseptor-kompleks og er en indikasjon pa konsentrasjonen av
legemiddel som vil binde til halvparten av bindingsstedene ved likevekt, "K,"
betyr likevektsdissosiasjonskonstanten for et antagonist-reseptor-kompleks,
"IC50" betyr konsentrasjonen av et middel som produserer 50 % av den stgrste
inhiberende responsen som er mulig for det middelet, eller alternativt
konsentrasjonen av et middel som produserer 50 % fortrengning av
ligandbinding til reseptoren, "EC50" betyr konsentrasjonen av et middel som

produserer 50 % av den stgrste responsen som er mulig for det middelet, og
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"ED50" betyr dosen av et administrert terapeutisk middel som produserer 50 %

av den stgrste responsen for det middelet.

Bindingsanalyse for nukleaere steroidhormonreseptorer:

Cellelysater fra humane embryoniske HEK293-nyreceller som overuttrykker
human MR (mineralkortikoidreseptor), GR (glukokortikoidreseptor), AR
(androgenreseptor) eller PR (progesteronreseptor), anvendes til kompetitive
reseptorligandbindingsanalyser for & bestemme K;-verdier. Typiske prosedyrer er

tilveiebrakt nedenfor

Kompetitive steroidreseptorbindingsanalyser utfgres kort fortalt i en buffer
inneholdende 20 mM HEPES-buffer (pH = 7,6), 0,2 mM EDTA, 75 mM NadCl,
1,5mM MgCl,, 20 % glyserol, 20 mM natriummolybdat, 0,2 mM DTT
(ditiotreitol), 20 pg/ml aprotinin og 20 pug/ml leupeptin (analysebuffer).
Steroidreseptorbindingsanalyser inkluderer typisk radiomerkede ligander, slik
som 0,25 nM [3*H]-aldosteron for MR-binding, 0,3 nM [3H]-deksametason for GR-
binding, 0,36 nM  [*H]-metyltrienolon for AR-binding og 0,29 nM [3H]-
metyltrienolon for PR-binding, og enten 20 pg 293-MR-lysat, 20 pg 293-GR-
lysat, 22 pg 293-AR-lysat eller 40 pg 293-PR-lysat per brgnn. Analysene utfgres
typisk i 96-brgnners format. Konkurrerende testforbindelser tilsettes ved
forskjellige konsentrasjoner fra cirka 0,01 nM til 10 pM. Ikke-spesifikk binding
bestemmes under naerveer av 500 nM aldosteron for MR-binding, 500 nM
deksametason for GR-binding eller 500 nM metyltrienolon for AR- og PR-binding.
Bindingsreaksjonene (140 pl) inkuberes over natten ved 4 °C, deretter tilsettes
70 ul kald trekull-dekstran-buffer (inneholdende per 50 ml analysebuffer, 0,75 g
trekull og 0,25 g dekstran) til hver reaksjon. Plater blandes i 8 minutter pa en
orbitalrister ved 4 °C. Platene sentrifugeres deretter ved 3000 o/min ved 4 °C i
10 minutter. En alikvot p& 120 pl bindingsreaksjonsblanding overfgres deretter
tii en annen 96-brgnners plate, og 175 upl Wallac Optiphase Hisafe 3™-
scintilleringsvaeske tilsettes i hver brgnn. Platene forsegles og ristes omhyggelig
pd en orbitalrister. Etter en inkubering pd 2 timer avleses platene i en Wallac

Microbeta-teller.

Dataene anvendes til & beregne en estimert IC50 og prosentvis inhibering ved
10 uM. Kd for [?H]-aldosteron for MR-binding, [*H]-deksametason for GR-
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binding, [*H]-metyltrienolon for AR-binding eller [*H]-metyltrienolon for PR-
binding bestemmes ved metningsbinding. IC50-verdiene for forbindelser

omdannes til Ki ved hjelp av Cheng-Prusoff-ligningen.

Etter en protokoll i det vesentlige som beskrevet ovenfor viser forbindelsene
ifslge eksempel 1-10 og 12 en K; i AR-bindingsanalysen pd < 500 nM.Naermere
bestemt viste forbindelsene ifglge eksempel 1, 2 ,6 og 9 en Ki i AR-
bindingsanalysen p5 henholdsvis cirka 51 nM, 11 nM, 13 nM og 0,8 nM, hvilket
saledes viser at forbindelser innenfor den foreliggende oppfinnelsens omfang er

potente ligander av human AR.

Funksjonelle analyser for modulasjon av nuklesere

steroidhormonreseptorer:

Androgener gver sine fysiologiske virkninger gjennom interaksjon med
androgenreseptoren. Etter cytoplasmisk binding av et androgen til AR
translokeres ligand-reseptor-komplekset til cellekjernen hvor det binder til
hormonresponsgrunnstoffer pa DNA for & initiere ekspresjon av malgener.
Virkningene av androgener kan karakteriseres som anabole eller androgene av
natur. Androgenenes anabole (dvs. vevsoppbyggende) virkninger omfatter
gkning av muskelmasse og -styrke samt benmasse, mens androgene (dvs.
mannliggjgrende) virkninger inkluderer utvikling av mannlige sekundaere
seksuelle karakteristikker som de interne reproduktive vev (dvs. prostata og
seminal vesikkel), de eksterne genetalia (penis og scrotum), libido og

harvekstmgnstre.

For @ demonstrere evnen som forbindelsene ifglge den foreliggende oppfinnelsen
har til & modulere aktiviteten til steroidhormonreseptorer (dvs. enten agonisere,
delvis agonisere, delvis antagonisere eller antagonisere) utfgres bioanalyser som
detekterer funksjonell modulasjon av malgenekspresjon i celler kortvarig
transfektert med et nukleaert reseptorprotein og en hormonresponselement-
reportergen-konstruksjon. Lgsningsmidlene, reagensene og ligandene benyttet i
den funksjonelle analysen er lett tilgjengelige fra kommersielle kilder eller kan
fremstilles av en fagmann. Det fglgende tilveiebringer typiske prosedyrer for

funksjonelle analyser for nuklesere hormonreseptorer.
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A. Panelscreening for nukleaere hormonreseptorer

Humane embryoniske HEK293-nyreceller transfekteres med
steroidhormonreseptor og reportergenplasmider ved hjelp av et egnet
transfeksjonsreagens slik som Fugene™. Reporterplasmidet inneholdende to
kopier av probasin ARE- og TK-aktivator (TK, tymidinkinase) oppstrgms for
luciferasereporterens cDNA transfekteres til HEK293-celler med et plasmid som
konstitutivt uttrykker human androgenreseptor (AR) ved hjelp av viral CMV-
aktivator (CMV, cytomegalovirus). Reporterplasmidet inneholdende to kopier av
GRE- og TK-aktivator oppstrgms for luciferasereporterens cDNA transfekteres
med et plasmid som konstitutivt uttrykker enten human glukokortikoidreseptor
(GR), human mineralkortikoidreseptor (MR) eller human progesteronreseptor
(PR) ved hjelp av viral CMV-aktivator. Celler transfekteres i T150 cm kolber i
DMEM-medier med 5 % trekullavdrevet fgtalt bovint serum (FBS). Etter en
inkubering over natten trypsiniseres transfekterte celler, plasseres i 96-brgnners
plater i DMEM-medier inneholdende 5 % trekullavdrevet FBS, inkuberes i 4 timer
og eksponeres deretter for forskjellige konsentrasjoner av testforbindelser fra
cirka 0,01 nM til 10 uM. 1 antagonistmodus for analysene tilsettes lave
konsentrasjoner av agonist for hver respektiv reseptor til mediene (0,08 nM
aldosteron for MR, 0,25 nM deksametason for GR, 0,66 nM metyltrienolon for AR
og 0,08 nM promegeston for PR). Etter 24 timers inkubering med
testforbindelser lyseres celler, og luciferaseaktivitet bestemmes ved hjelp av

standardteknikker.

Data tilpasses til en fire parameter-tilpasset logistisk kurve for & bestemme
EC50-verdier. Prosentvis virkning (forbindelser med mettede st@rste responser)
eller prosentvis stgrste stimulering (forbindelser med stgrste responser som ikke
metter) bestemmes i forhold til stgrste stimulering oppnddd med folgende
referanseagonister: 30 nM aldosteron for MR-analyse, 100 nM metyltrienolon for
AR-analyse, 30 nM promegeston for PR-analyse og med 100 nM deksametason
for GR-analyse. IC50-verdier bestemmes likeledes ved hjelp av analysedata i
antagonistmodus. I antagonistmodus bestemmes prosentvise inhiberinger ved
sammenligning av testforbindelsesaktivitet under naerveer av lav konsentrasjon
av agonist (0,08 nM aldosteron for MR, 0,25 nM deksametason for GR, 0,66 nM
metyltrienolon for AR og 0,08 nM promegeston for PR) med responsen produsert

ved samme lave konsentrasjon av agonist under fravaer av testforbindelse.



10

15

20

25

30

NO/EP2297100

24

B. C2C12 AR/ARE-reporteranalyse:

Som en indikator pa agonistaktivitet i muskelvev utfgres C2C12 AR/ARE-
reporteranalysen. Kort fortalt transfekteres myoblast-C2C12-celler fra mus
samtidig ved anvendelse av Fugene™-reagens. Et reporterplasmid inneholdende
GRE/ARE (glukokortikoid responselement / androgenresponselement) og TK-
aktivator oppstrgms for luciferasereporterens cDNA, transfekteres med et
plasmid som konstitutivt uttrykker human androgenreseptor (AR) ved
anvendelse av viral CMV-aktivator. Celler transfekteres i T150 cm? kolber i
DMEM-medier med 4 % trekullavdrevet fgtalt bovint serum (FBS). Etter en 5
timers inkubering trypsiniseres transfekterte celler, plasseres i 96-brgnners
plater i DMEM-medier inneholdende 4 % trekullavdrevet FBS, inkuberes i 2 timer
og eksponeres deretter for forskjellige konsentrasjoner av testforbindelser fra
cirka 0,01 nM til 10 uM. Etter 48 timers inkubering med testforbindelser lyseres
celler, og luciferaseaktivitet bestemmes ved hjelp av alminnelige teknikker. Data
tilpasses en fire parameter-tilpasset logistisk kurve for & bestemme ECS50-
verdier. Virkning i % bestemmes sammenlignet med maksimal stimulering

oppnddd med 10 nM metyltrienolon.

Funksjonelle analyser av nuklezer hormonreseptormodulering av steroidhormon
lignende de som er beskrevet ovenfor kan lett utformes av en fagmann. Etter en
protokoll i det vesentlige som beskrevet ovenfor viser forbindelsene ifglge
eksempel 1-10 og 12 en EC50 i C2C12 AR/ARE-reporteranalysen pa < 2000 nM.
Nzermere bestemt viste forbindelsene i eksempel 1, 2 ,6 og 9 en EC50 i C2C12-
AR/ARE-reporteranalysen pa henholdsvis cirka 20, 1,0, 0,3 og 0,3, hvilket
saledes viser at forbindelser innenfor den foreliggende oppfinnelsens omfang er

agonister for human AR.

Modell av effektivitet og selektivitet:

Sprague Dawley-hannrotter (24 uker gamle) kastreres (ved gonadektomi eller
"GDX") i henhold til godkjente prosedyrer og ble deretter ikke brukt i atte uker.

Sham-opererte mus av samme alder blir ogsa forberedt. Dyrene blir plassert i et
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temperaturkontrollert rom (24 °C) med reversert 12-timers lys-/mgrkesyklus og

vann og mat tilgjengelig ad libitum.

Dyrene blir randomisert basert pa kroppsvekt for de tillegges et testspor.
Forbindelser ifglge den foreliggende oppfinnelsen blir administrert daglig ved oral
tvangsforing til de kastrerte trettito uker gamle rottene (kroppsvekt ca. 450-
500g) ved hjelp av en konvensjonell vehikkel slik som 1%
natriumkarboksymetylcellulose (CMC) + 0,25% Tween 80 + 0,05%
AntiFoam®) i sterilt H,O. Sham-opererte rotter behandlet kun med vehikkel
anvendes som behandlingspositiv kontroll mens kastrerte rotter behandlet kun

med vehikkel anvendes som behandlingsnegativ kontroll.

Testdyr blir dosert daglig over en to- eller atte-ukers tidsramme med for
eksempel 0,3, 1, 2, 3 eller 6 mg/kg/dag av en forbindelse ifglge den foreliggende
oppfinnelsen. Etter behandlingsperioden blir dyrene avlivet, og vatvekten av
levator ani-muskelen (LA) og bulbocavernosus-muskelen i hver testgruppe kan
bestemmes og sammenlignes med vatvekten av levator ani-muskelen og
bulbocavernosus-muskelen fra den kastrerte kontrollgruppen som kun er gitt
vehikkel (etter veiing kan bulbocavernosus-muskelen hurtigfryses i flytende
nitrogen for senere anvendelse til maling av nitrogenoksidsyntase-mRNA, som
beskrevet nedenfor). Som en indikator for vevsselektiv aktivitet kan vatvekten
av prostata fra testdyrene pa en tilsvarende mate sammenlignes med vatvekten

av prostata fra den kastrerte kontrollgruppen som kun er gitt vehikkel.

I trdd med en protokoll vesentlig som beskrevet ovenfor ved anvendelse av en
dtte ukers behandlingsperiode, produserte studier med forbindelsen ifglge
eksempel 2 fglgende resultater: Sham (kun vehikkel) viste en gjennomsnittlig
vatvekt av LA pa ca. 0,255 g, en gjennomsnittlig vatvekt av prostata pa ca.
824,5 mg og en gjennomsnittlig vatvekt av bulbocavernosus pa ca. 0,93 g; de
kastrerte dyrene / kun vehikkel-dyrene viste en gjennomsnittlig vatvekt av LA pa
ca. 0,094 g, en gjennomsnittlig vatvekt av prostata pd ca. 103,8 mg og en
gjennomsnittlig vatvekt av bulbocavernosus pa ca. 0,362 g; studiegruppene med
0,3 mg/kg viste en gjennomsnittlig vatvekt av LA pd ca. 0,137g, en
gjennomsnittlig vatvekt av prostata pa ca. 72,4 mg og en gjennomsnittlig
vatvekt av bulbocavernosus pa ca. 0,476 g; studiegruppene med 1,0 mg/kg

viste en gjennomsnittlig vatvekt av LA pd ca. 0,182 g, en gjennomsnittlig
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vatvekt av prostata pa ca. 102,8 mg og en gjennomsnittlig vatvekt av
bulbocavernosus pa ca. 0,582 g; studiegruppene med 3,0 mg/kg viste en
gjennomsnittlig vatvekt av LA pd ca. 0,205 g, en gjennomsnittlig vatvekt av
prostata pa ca. 147,4 mg og en gjennomsnittlig vatvekt av bulbocavernosus pa
ca. 0,698 g, og studiegruppene med 6,0 mg/kg viste en gjennomsnittlig vatvekt
av LA pd ca. 0,264 g, en gjennomsnittlig vatvekt av prostata pa ca. 271,8 mg og

en gjennomsnittlig vatvekt av bulbocavernosus pa ca. 0,955 g.

Altsd produserte behandling med forbindelsen ifslge eksempel 2 en
doseavhengig gkning i vekten av levator ani og bulbocavernosus sammenlignet

med den kastrerte kontrollgruppen.

In vitro-analyse av erektil aktivitet

Nitrogenoksidsyntase / syklisk guanosinmonofosfat-veien (NOS/cGMP) er
avgjgrende for erektil aktivitet. NOS-ekspresjon fgrer til generering av
nitrogenoksid (NO) som i sin tur fremmer generering av cGMP gjennom
aktivering av guanylylsyklase. cGMP fremmer proteinkinase G-aktivitet (PKG)
som formidler avslapning av svamplegemet for 8 lette ereksjon. Bevis stgtter at
androgener spiller en rolle i regulering av ekspresjon og aktivitet av NOS-
isoformer i corpus cavernosum i eksperimentelle dyremodeller. Traish et al.,
European Urology, 52; 54-70 (2007). Dermed antas
androgenreseptormodulatorer, som er i stand til 8 gke ekspresjonen av NOS-

isoformer, & ha en rolle i regulering av erektil aktivitet i penis.

For a8 bestemme evnen til forbindelsene ifglge den foreliggende oppfinnelsen til a
opp-regulere ekspresjonen av NOS-isoformer, kan fglgende in Vvitro-

fremgangsmater anvendes.

RNA isoleres fra frossent bulbocavernosus-vev og corpus cavernosum-vev som
er oppnddd ved obduksjon fra kastrerte Sprague Dawley-rotter som i det
vesentlige er forberedt og dosert som beskrevet ovenfor under Modell for
effektivitet og selektivitet. cDNA syntetiseres fra 2 ug RNA ved hjelp av et

hgykapasitets cDNA-sett i henhold til produsentens instruksjoner.
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Kvantitativ PCR i sanntid blir deretter utfgrt i henhold til den fluorescerende
TagMan®-metoden (Applied Biosystems). Assays-on-Demand™-sonder (Applied
Biosystems) anvendes til rottens epitelnitrogenoksidsyntasetranskript (eNOS)
mens sonder utformes for rottepenisens spesifikke isoform av nevronal
nitrogenoksidsyntase (pnNOS) ved anvendelse av sondedesignerprogramvare
(Applied Biosystems). Sondene er utformet for & strekke seg over en 102 bp
region av rottens nevronale nitrogenoksidsyntasegen (pnNOS) som er spesifikt
for pnNOS (posisjon 2865-2967). MGB™ Primer-sekvenser er
S'CCGGAACCCTTGCGTTT 3' (SEQ ID NO:1) (fremover) og
5'CAGACTGTGGGCTTCAGAGTCA 3' (SEQ ID NO:2) (bakover), og
sondesekvensen er 5'CCCGTAAAGGGCCT 3' (SEQ ID NO:3) (FAM NFQ). Assays-
on-Demand™-sondesett for PPIB-transkriptet anvendes som internkontroll. PCR
utfores pad et ABI Prism 7700-sekvensdeteksjonssystem med folgende
termosyklerbetingelser: 2 min. ved 50 °C, 10 min. ved 95 °C og 40 sykluser ved

95°Ci 30s, 0og 60 °Ci 1 min. Alle reaksjoner utfgres i triplikat.

Ved anvendelse av prosedyrer i det vesentlige som beskrevet heri, viser
forbindelsen ifglge eksempel 2 en doseavhengig @kning i penisens
nitrogenoksidsyntase-mRNA (pnNOS) i bulbocavernosus-vevene oppnadd fra
kastrerte Sprague Dawley-rotter behandlet over en atte ukers tidsramme.
Neermere bestemt viste studiegruppene med 0,3 mg/kg pnNOS-ekspresjon pa
ca. 97 % av kontroll, studiegruppen med 1,0 mg/kg viste pnNOS-ekspresjon pa
ca. 93 % av kontroll, studiegruppen med 3,0 mg/kg viste pnNOS-ekspresjon pa
ca. 153 % av kontroll, og studiegruppen med 6,0 mg/kg viste pnNOS-ekspresjon

pa ca. 248 % av kontroll.

I en separat kohort viser forbindelsen ifglge eksempel 2 i tillegg en gkning i
epitelnitrogenoksidsyntase-mRNA (eNOS) i corpus cavernosum-vev oppnadd fra
kastrerte Sprague Dawley-rotter behandlet over en to ukers tidsramme med
2 mg/kg/dag. Neermere bestemt var eNOS-ekspresjon i studiegruppen ca.
159 % av kontroll.

Reduksjoner i muskelmasse eller -styrke kan oppstd som et resultat av
immobilisering eller manglende bruk, for eksempel som fglge av benbrudd eller
utskiftning av hofte eller kne. For 8 bestemme evnen som forbindelsene ifglge

den foreliggende oppfinnelsen har til 8 behandle eller forhindre tap av



10

15

20

25

30

NO/EP2297100

28

muskelmasse eller -styrke indusert av immobilisering, manglende anvendelse

eller traumer, kan fglgende dyremodeller anvendes.

Modell for muskeltap indusert av immobilisering

En bakre ekstremitet hos 12 uker gamle ICR-hannmus blir immobilisert i
plantarfleksjonstilling ved at det legges gips pad ekstremiteten. Etter syv dager
med immobilisering blir musene behandlet med en daglig administrering av en
forbindelse ifglge den foreliggende oppfinnelsen i ulike tidsperioder. Kontrolldyr,
med og uten gips, behandles pa samme mate med vehikkel i ulike tidsperioder.
P& slutten av behandlingsprotokollen blir musene avlivet, vatvekten til de
gipsede gastrocnemius bestemmes, og de enkelte behandlingsgruppene blir
sammenlignet med vehikkelkontrollene. Se generelt Am. J. Endocrinol. Metab.
289: 969-980 (2005).

Modell for muskelskader og traumer

ICR-hannmus kastreres ved 8 ukers alder og blir ikke brukt i ytterligere 3tte
uker. Musene plasseres i individuelle bur og holdes pa en 12-timers lys-
/mgrkesyklus ved 22 °C med ad lib tilgang til mat og vann. Mus blir bedgvet
med isofluoran (1-5 %), og den hgyre gastrocnemius-muskelen injiseres
bilateralt med 100 pl av et 10 uM kardiotoksin (naja naja atra, Sigma Aldrich) for
& indusere muskelskade. Dyrene vakner fra anestesi og gjenopptar normal
aktivitet innen 5 minutter. P& dag 5 etter injeksjon behandles dyrene med
forskjellige doser av en forbindelse ifglge den foreliggende oppfinnelsen. Etter
dag 14 etter injeksjon blir de behandlede musene avlivet, veid, og det hgstes
gastrocnemius-muskelvev fra bade ikke-injisert (kontralateral kontroll) og
kardiotoksininjisert ben. Muskelvektene ble sammenlignet med ikke-injisert og

ubehandlet kontroll for a fastsla prosentvis bedring fra traumer.

For & demonstrere at forbindelsene ifslge den foreliggende oppfinnelsen har
kapasitet til & behandle forstyrrelser forbundet med bentap, slik som
osteoporose eller osteopeni, kan andre dyremodeller som er velkjente for
fagmannen, anvendes. Eksempler pa slike modeller er tilveiebrakt i Y. L. Ma et

al., Japanese Journal of Bone og Mineral Metabolism 23 (suppl.).: 62-68 (2005);
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Y.L. Ma et al., Endocrinology 144: 2008-2015 (2003) og K. Hanada et al., Biol.
Pharm. Bull. 26(11): 1563-1569 (2003). Spesielt nevnes hunnrottemodellen for
gstrogenmangelosteopeni indusert av ovariektomi, og hannrottemodellen for

androgenmangelosteopeni indusert av orkidektomi.

Modell for gstrogenmangelosteopeni indusert av ovariektomi:

Seks maneder gamle, jomfru Sprague Dawley-hunnrotter som veier ca. 220 g,
plasseres med ad libitum tilgang pa mat og vann. Bilaterale ovariektomier (Ovx)
blir utfert pa@ dyrene (unntatt sham-opererte kontroller) og de blir deretter
randomisert i behandlingsgrupper p& 7-8 rotter per gruppe. Hver analyse
inneholder typisk minst 2 sett kontroller, inkludert sham-ovariektomi (Sham) og
ovariektomiserte kontroller (Ovx) behandlet med vehikkel. Ovx-rotter tillates &
miste ben i 1 maned for & fastsla osteopeni fgr behandling med testforbindelse.
Testforbindelser administreres oralt ved tvangsforing til Ovx-dyr i 8 uker. Som
en positiv kontroll kan rekombinant humant PTH (1-38) (omtrent 10 ug/kg/d,
subkutant) gis til en undergruppe av Ovx-dyr. Etter gjennomfgring av
testprotokollen anvendes kvantitativ computertomografi (QCT) til & analysere
den volumetriske benmineraltettheten (BMD, mg/cc) av lumbalvirvel L-5 og
femur. Biomekaniske analyser av trepunktsbgying pa midtre del av femurskaft
og belastning til svikt pd den proksimale femur utfgres ved hjelp av en
materialmekanisk testmaskin og analyseres ved hjelp av TestWorks 4®-

programvare.

Modell for androgenmangelosteopeni indusert av orkidektomi:

Seks maneder gamle Sprague Dawley-hannrotter som veier ca. 485 g, plasseres
med ad libitum tilgang pa mat og vann. Bilateral orkidektomi (Orx) blir utfert pa
dyrene (unntatt sham-opererte kontroller) og de blir deretter randomisert i
behandlingsgrupper pa 7-8 rotter per gruppe. Hver analyse inneholder typisk
minst 2 sett kontroller, inkludert sham-orkidektomiserte (Sham) og
orkidektomiserte kontroller (Orx) behandlet med vehikkel. Orx-rotter tillates a
miste ben i 2 maneder for & fastsla osteopeni fgr behandling med
testforbindelsen. Testforbindelsene administreres oralt ved tvangsforing til Orx-

dyr i 8 uker. Som en positiv kontroll kan rekombinant humant PTH (1-38)
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(omtrent 10 pg/kg/d, subkutant) gis til en undergruppe av Orx-dyr. Etter
gjennomfgring av testprotokollen kan det utfgres BMD av vertebrae og femur,
samt biomekaniske analyser av femur som beskrevet ovenfor for den
ovariektomiserte hunnrotte-modellen.

(Se generelt Ma et al., JBMR 17:2256-2264 (2002) og Turner et al., Bone
[Review] 14:595-608 (1993)).

Som det vil forstds av en fagmann kan dyremodellprotokollene beskrevet
ovenfor lett tilpasses for anvendelse i kombinasjon med forbindelsene og

fremgangsmatene ifglge den foreliggende oppfinnelsen.

Fglgende preparater og eksempler illustrerer oppfinnelsen vytterligere og
representerer typisk syntese av forbindelsene med formel (I), inkludert
eventuelle nye forbindelser, som beskrevet generelt ovenfor. Reagensene og
utgangsmaterialene er lett tilgjengelige for, eller kan lett syntetiseres av en
fagmann. Det skal forstds at preparatene og eksemplene er anfgrt som
illustrasjon og ikke som begrensning, og at forskjellige modifikasjoner kan bli

gjort av en fagmann.

R- eller S-konfigurasjonen av forbindelsene ifglge oppfinnelsen kan bestemmes
ved standardteknikker som rgntgenanalyse og korrelasjon med kiral HPLC-
retensjonstid. Navnene pa forbindelsene ifslge den foreliggende oppfinnelsen er

generelt tilveiebrakt av Autonom 2000 for ISIS Draw add-in.

Preparat 1

(R,S)-2-(3-oksosyklopentyl)-isoindol-1,3-dion

Under kraftig omrgring med et mekanisk rgreapparat tilsettes 2 M vandig Na,CO;
(79 ml, 0,158 mol) i en oppslemming av syklopentenon (100 g, 1,22 mol) og
ftalimid (180 g, 1,22 mol) i MeOH (886 ml). Etter ca. 2 timer dannes det et tykt

hvitt presipitat. Blandingen omrgres ved romtemperatur i 24 timer. Det hvite
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faste stoffet samles ved vakuumfiltrering og renses med metanol (1 I). Det faste
stoffet suspenderes i vann (1 1) og omrgres i 3 timer. Det faste stoffet samles og
torkes i en vakuumovn ved 40 °C natten over for 8 gi 198 g (71 %) av
tittelforbindelsen som et hvitt fast stoff. 1H NMR (DMSO-d6) 6 7,85-7,77 (m,
4H), 4,90 (m, 1H), 2,67 (ddd, 1H, J=18,5, 6,2, 1,3 Hz), 2,54 (dd, 1H, J=18,5,
9,2 Hz), 2,45 (m, 1H), 2,32-2,21 (m, 3H), ES/MS m/z 230 (M+1, svak). MERK:
Produktet vil lett gjennomga retro-Michael-reaksjon ved behandling med vandig
base.

Preparat 2

(R,S)-2-(7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-isoindol-
1,3-dion

I en 51 kolbe blandes (R,S)-2-(3-oksosyklopentyl)-isoindol-1,3-dion (295,3 g,
1,29 mol), 4-bromfenylhydrazin-HCI (287,9 g, 1,29 mol) og iseddiksyre (3 1)
med mekanisk omrgring. Reaksjonen reflukseres i 5 timer og avkjgles deretter
til romtemperatur. Reaksjonen helles i vann (4 1) med hurtig omrgring. Det faste
stoffet samles ved vakuumfiltrering, vaskes med vann (4 1) og lufttgrkes i 30
min. Det faste stoffet slemmes med MeOH (700 ml), samles ved
vakuumfiltrering og renses med MeOH (100 ml). Det gra faste stoffet lufttgrkes i
2 timer, torkes deretter natten over i en 50 °C vakuumovn for 8 oppnd 414,67 g
(84 %) av tittelforbindelsen som et mgrkt fast stoff. ES/MS m/z (’°Br/%Br)
381/383 [M+H]".

Preparat 3

(R,S)-7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylamin

6. ® ”H e
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I en lIgsning av (R,S)-2-(7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[blindol-2-yl)-
isoindol-1,3-dion (150 g, 393 mmol) i THF (1000 ml) og EtOH (150 ml) tilsettes
det hydrazinmonohydrat (35,0 g, 34,0 ml, 699 mmol). Reaksjonsblandingen
omrgres med mekanisk omrgring ved romtemperatur i 18 timer og deretter i 2
timer ved 55 °C, hvorved reaksjonen blir sveert viskgs, og THF (425 ml) og EtOH
(75 ml) tilsettes. Oppvarming ved 55 °C fortsetter i ytterligere 2 timer.
Reaksjonen avkjgles til romtemperatur, filtreres gjennom kiselgur, renses med
THF og konsentreres til tgrrhet. Resten blandes med toluen og EtOH og
konsentreres pa nytt til tgrrhet. Produktet plasseres under hgyvakuum i 3 timer
for & gi 94 g (95 %) av tittelforbindelsen som et fast stoff. LC-ES/MS m/z
("°Br/%'Br,) 251/253 [M+H]", Tr = 1,14 min.

Preparat 4

((R,S)-7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-

karbamidsyre-tert-butylester
N
o rtye
v 8N
H

En blanding av (R,S)-7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylamin
(81,5g, 325 mmol) i THF (800 ml) og mettet vandig NaHCOs; (200 ml)
behandles med di-tert-butyldikarbonat (80,3 g, 357 mmol) i porsjoner og
omrgres ved romtemperatur i en time. Reaksjonen fortynnes med EtOAc
(300 ml) og saltlgsning (100 ml). Sjiktene separeres og det organiske sjiktet
tgrkes over MgSQ,, filtreres og konsentreres til et magrkt, oljeaktig fast stoff. Det
faste stoffet blandes med CH,CIl, (400 ml), avkjgles i et isbad og filtreres. Det
faste stoffet renses med CH,Cl, og heksaner for & gi 28,1g (34 %) av
tittelforbindelsen som et fast stoff. Ytterligere 78,8 g (60 %) av tittelforbindelsen
oppnas ved konsentrasjon av filtratet og rensing ved kromatografi (1 | silikagel,
pafgrt som en konsentrert CH,Cl,-Igsning og eluert med 30 % heksaner/CH,Cl>,
100 % CH,Cl,, deretter 3 % EtOAc/CH,Cl,). 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,98-
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7,91 (m, 1H), 7,54 (s, 1H), 7,25 (s, 2H), 7,20-7,15 (m, 2H), 5,05-5,02 (m, 2H),
3,37-3,29 (m, 2H), 2,77-2,70 (m, 1H), 2,62-2,57 (m, 1H), 1,46 (s, 9H).

Preparat 5

((S)-7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-karbamidsyre-
tert-butylester

Br'"ng’or

((R,S)-7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-karbamidsyre-tert-

butylester (635 g, 1810 mmol) tritureres fgrst med kald Et,O og renses deretter
ved kiralt HPLC (kolonne: Chiralcel O] 8 x 32 cm; eluent: 100 % MeOH) for & gi
310 g av tittelforbindelsen (andre eluerende isomer) som et brunt fast stoff.
Kiralt HPLC OJ-H, 100 % MeOH, UV-deteksjon ved 250 nm Tg = 7,6 min, 97,8 %

ee.

Preparat 6

((S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-karbamidsyre-
tert-butylester

N

%

De fglgende reagenser omrgres sammen i DMF (250 ml) ved 100 °C i 18 timer:
((S)-7-brom-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[bJindol-2-yl)-karbamidsyre-tert-

butylester (50,0 g, 142 mmol), sinkcyanid (11,9 g, 99,7 mmol), sinkacetat
(5,22 g, 28,5 mmol), 1,1'-bis(difenylfosfino)ferrocen)-palladium-(1I)-klorid
(Pd(dppf),Cl,) (1,74 g, 2,14 mmol) og sink (3,72 g, 56,9 mmol). Reaksjonen
konsentreres til tgrrhet og fordeles mellom vann og etylacetat. De organiske

fasene vaskes med vann og saltlgsning og konsentreres deretter for & gi et fast



10

15

20

25

30

NO/EP2297100

34

stoff. Det faste stoffet kromatograferes i to like porsjoner pa silikagel (1600 ml)
som fglger: last som en Igsning i CH,Cl, og eluer med 2 % EtOAc i CH,Cl, (3 1),
deretter 5 % EtOAc i CH,Cl,. Produktet utvinnes fra de to kolonnene for & gi29g
(69 %) av tittelforbindelsen som et hvitt fast stoff. *H-NMR (400 MHz, CDCl;) &
8,39 (s, 1H), 7,74 (s, 1H), 7,34 (d, J= 1,8 Hz, 2H), 5,05-4,96 (m, 2H), 3,37-
3,25 (m, 2H), 2,80-2,63 (m, 2H), 1,46 (s, 9H).

Preparat 7

((S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-

karbamidsyreisopropylester

Mg O N I "‘H\ngY

((S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-karbamidsyre-tert-
butylester (10 g, 33,63 mmol) lgses i 1,4-dioksan (102 ml) og behandles med
4 M HCl/dioksan (102 ml) ved romtemperatur. Etter 18 timer filtreres et fast

stoff bort og vaskes med Et,0 (50 ml) og tgrkes deretter in vacuo.

Det faste stoffet slemmes i diklormetan (168 ml) og behandles med
diisopropyletylamin (9,13 g, 12,3 ml, 70,1 mmol) og isopropylklorformiat (1,0 M
i toluen, 34,0 ml, 34,0 mmol) ved romtemperatur. Etter 4 timer behandles
reaksjonen med vann (50 ml) og konsentreres for @ gi en vandig oppslemming
av produktet. Reaksjonen fortynnes vytterligere med vann (500 ml) og
ultralydbehandles i 15 min. i et ultralydbad. Et brunt fast stoff filtreres bort og
torkes in vacuo ved 40 °C. Det faste stoffet slemmes i Et;O (100 ml),
ultralydbehandles i 10 min. i et ultralydbad, filtreres, vaskes med Et,O (50 ml)
og terkes deretter in vacuo for & gi 8,20 g (86 % utbytte) av tittelforbindelsen
som et brunt fast stoff. LC-ES/MS m/z 284 [M+H]*, 282 [M-H], Tr = 2,20 min;
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 11,44 (s, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,52 (d, J= 7,5 Hz,
1H), 7,39 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,28 (dd, J= 1,8, 8,4 Hz, 1H), 4,77-4,63 (m, 2H),
3,18-3,04 (m, 2H), 2,70 (dd, J= 6,2, 15,8 Hz, 1H), 2,58 (dd, J= 6,2, 14,5 Hz,
1H), 1,13 (d, J= 6,2 Hz, 6H).



10

15

20

NO/EP2297100

35

Preparat 8

(2S,3S)-1-(tert-butoksykarbonyl)-3-hydroksypyrrolidin-2-karboksylsyre

Yo
O\f o

(_Z"“lOH

OH

En suspensjon av trans-3-hydroksy-L-proline (5g, 37,56 mmol) i metanol
(100 ml) behandles med diisopropyletylamin (6,55 ml, 37,56 mmol) og deretter
di-t-butyldikarbonat (8,87 g, 39,44 mmol) ved romtemperatur. Den resulterende
suspensjonen omrgres i 2 timer ved romtemperatur mens den blir til en
homogen lgsning. Lgsningsmiddelet fjernes in vacuo, og resten lgses i etylacetat
(120 ml). Den organiske Igsningen vaskes med 1 N vandig hydrogenklorid. Det
vandige sjiktet kasseres, og det organiske sjiktet vaskes med saltlgsning, tgrkes
over natriumsulfat, konsentreres og tgrkes under vakuum for & gi 8,0 g (90 %)
av tittelforbindelsen. *H NMR (300 MHz, CDCls) & 12,60 (s, br, 1H), 5,40 (s, br,
1H), 4,20-4,12 (m, 1H), 3,87 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 3,25-3,42 (m, 2H), 1,90-1,75
(s, br, 1H), 1,74-1,65 (s, br, 1H), 1,30 (d, J = 7,1 Hz, 9H).

Preparat 9

(2R,3S)-tert-butyl-3-hydroksy-2-(hydroksymetyl)-pyrrolidin-1-
karboksylat

Y,

o

{ Z"'"\OH

OH

En Igsning av  3-hydroksypyrrolidin-1,2-dikarboksylsyre-1-tert-butylester
(13,299, 57,47 mmol) i tetrahydrofuran (130 ml) behandles med
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boranmetylsulfidkompleks (16,06 ml, 172,41 mmol) drapevis og omrgres natten
over ved romtemperatur. Blandingen avkjgles til 5°C i et vannisbad og
behandles med 3 N vandig hydrogenkloridigsning (5 ml) drapevis inntil
gassutviklingen har opphgrt. Den resulterende suspensjonen omrgres ytterligere
i 30 min og fortynnes med 5 N vandig natriumhydroksidlgsning inntil et hvitt fast
stoff opplgses. Dette ekstraheres med etylacetat (3 x 100 ml). Det organiske
sjiktet vaskes med vann (2 x 100 ml) og saltlgsning, tgrkes over natriumsulfat,
filtreres og konsentreres til tgrrhet. Den resulterende oljen tgrkes under vakuum
for & gi 10,03 g (80 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 457,2 [2M+Na]*, T
=1,59 min.

Preparat 10

(2R,3S)-3-hydroksy-2-metansulfonyloksymetylpyrrolidin-1-
karboksylsyre-tert-butylester

En suspensjon av (2R,3S)-tert-butyl-3-hydroksy-2-(hydroksymetyl)-pyrrolidin-1-
karboksylat (5,04 g, 23,20 mmol) og dibutyloksostannan (7,07 g, 27,84 mmol) i
toluen (50 ml) reflukseres i et 130 °C oljebad i 2 timer. Blandingen avkjgles til
0°C i et isbad i 30 min. og behandles med metansulfonylklorid (2,15 ml,
27,84 mmol) umiddelbart. Reaksjonen omrgres i 30 min. ved 0 °C, og deretter
tillates blandingen & oppvarmes gradvis til omgivelsestemperatur natten over.
Lgsningen  konsentreres, og den resulterende resten renses ved
mellomtrykksvaeskekromatografi, eluering med etylacetat : heksan (8 : 2).
Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres og konsentreres for a gi
6,14 g (96 %) av tett olje som tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 318,2 [M+Na]",
Tr = 2,34 min.

Preparat 11
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(2R,3S)-2-((S)-7-cyano-2-isopropoksykarbonylamino-2,3-dihydro-1H-
syklopenta[b]indol-4-yimetyl)-3-hydroksypyrrolidin-1-karboksylsyre-
tert-butylester

Ng . "\H\IOI/O\(
& LA
.
<4

En blanding av  ((S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-
karbamidsyreisopropylester (1,50 g, 5,29 mmol), (2R,3S)-3-hydroksy-2-
metansulfonyloksymetylpyrrolidin-1-karboksylsyre-tert-butylester (3,13 g,
10,59 mmol), cesiumkarbonat (3,45 g, 10,59 mmol) og kaliumjodid (88 mg,
529 ymol) i dimetylformamid (50 ml) oppvarmes i et 60 °C oljebad i to dager.
Etter avkjgling til omgivelsestemperatur fortynnes reaksjonen med etylacetat
(120 ml) og vaskes med vann (3 x 100 ml) og saltlgsning. Den organiske
porsjonen tgrkes over natriumsulfat, filtreres og konsentreres til tgrrhet. Den
resulterende resten renses ved mellomtrykksvaeskekromatografi etter eluering
med etylacetat : kloroform (2 : 8). Fraksjoner inneholdende rent produkt
kombineres og konsentreres for @ gi 1,59 g (62 %) av tittelforbindelsen. LC-
ES/MS m/z 505,2 [M+Na]*, Tz = 3,97 min.

Preparat 12

(2R,3R)-3-(2-klor-acetoksy)-2-((S)-7-cyano-2-
isopropoksykarbonylamino-2,3-dihydro-1H-syklopenta[b]indol-4-
yimetyl)-pyrrolidin-1-karboksylsyre-tert-butylester



10

15

20

25

NO/EP2297100

38

En blanding av (2R,3S5)-2-((S)-7-cyano-2-isopropoksykarbonylamino-2,3-
dihydro-1H-syklopenta[b]indol-4-ylmetyl)-3-hydroksypyrrolidin-1-karboksylsyre-
tert-butylester (950 mg, 1,97 mmol), kloreddiksyre (227 mg, 2,36 mmol) og
trifenylfosfin (626 mg, 2,36 mmol) i tetrahydrofuran (20 ml) behandles drapevis
med dietylazodikarboksylat (374 ul, 2,36 mmol) ved romtemperatur.
Reaksjonsblandingen omrgres natten over. Reaksjonen fortynnes med etylacetat
(50 ml) og vaskes deretter med vann og saltlgsning. Den organiske porsjonen
torkes over natriumsulfat og konsentreres. Den resulterende resten renses ved
mellomtrykksvaeskekromatografi etter eluering med etylacetat : heksan (1 : 1).
Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres og konsentreres for & gi
0,59 g (54 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 581,0 [M+Na]*, Tr = 4,46

min.

Preparat 13

[(S)-7-cyano-4-((2R,3R)-3-hydroksypyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-

karbamidsyreisopropylesterhydroklorid
[Fat
o)

N;: N
N

\ HC!

HN N
o

En Igsning av (2R,3R)-3-(2-kloracetoksy)-2-((S)-7-cyano-2-
isopropoksykarbonylamino-2,3-dihydro-1H-syklopenta[b]indol-4-ylmetyl)-

pyrrolidin-1-karboksylsyre-tert-butylester (500 mg, 894,4 umol) i MeOH (2 ml)
behandles med 2 N LiOH-lgsning (2 ml) og suspensjonen omrgres i 4 timer ved
romtemperatur. Suspensjonen fortynnes med etylacetat (60 ml) og vaskes med
vann og saltlgsning. Den organiske porsjonen tgrkes over natriumsulfat, filtreres
og konsentreres. Resten (0,39 g) Igses i 10 ml MeOH (10 ml) og behandles med
4N HCI i 1,4-dioksanlgsning (10 ml). Lgsningen omrgres i 2 timer og
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konsentreres in vacuo for a gi 0,37 g (92 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z
383,2 [M+H]*, Tr = 1,86 min.

Preparat 14

trans-2-benzyloksymetyl-3-hydroksy-3-metylpyrrolidin-1-
karboksylsyre-tert-butylester

o o o) e}
\f OBn Y OBn
CT“/ . Cf

QH OH

En Igsning av trans-1-benzensulfonyl-2-benzyloksymetyl-3-metylpyrrolidin-3-ol
(13,42 g, 35,74 mmol) (J. Schomaker og S. Bhattacharjee, J. Am. Chem. Soc.,
2007, 129, 1996-2003) i vannfritt metanol (100 ml) behandles med
magnesiumspon (5,26 g, 214,4 mmol) og ultralydbehandles i 45 min. i et
vannbad. Den resulterende blakkede suspensjonen omrgres i 40 °C oljebad i 20
timer. Silikagel (30 ml) tilsettes i reaksjonsblandingen og fortynnes med metanol
(50 ml) inntil suspensjonen er blandbar. Suspensjonen omrgres i 30 min. og
konsentreres. Resten tgrkes under vakuum natten over. Silikaresten ble lagt pa
en DASI®65-kassett, eluering med kloroform : metanol : vandig ammoniakk
(90:9:1). Startmaterialet trans-1-benzensulfonyl-2-benzyloksymetyl-3-
metylpyrrolidin-3-ol (4,0 g) oppnds, sa vel som det gnskede avbeskyttede
materialet (5,47 g). Opplgs det avbeskyttede materialet i tetrahydrofuran
(20 ml) og behandle med di-t-butyldikarbonat (5,7 g, 26,1 mmol). L@sningen
omrgres i én time og konsentreres. Resten fortynnes med etylacetat (100 ml) og
vaskes med 0,5N vandig natriumhydroksid (50 ml) og saltlgsning. Den
organiske porsjonen tgrkes over natriumsulfat, filtreres og konsentreres. Den
resulterende resten renses ved mellomtrykksvaeskekromatografi, eluering med
etylacetat : heksan (1 : 1). Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres og
konsentreres for & gi 8,15 g (71 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 344,2
[M+Na]*, Tr = 3,71 min.
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Preparat 15

trans-3-hydroksy-2-hydroksymetyl-3-metylpyrrolidin-1-karboksylsyre-
tert-butylester

~

O o] o] (0]
CH OH
N Cf
q‘”" H
OH OH

En Igsning av trans-3-hydroksy-2-hydroksymetyl-3-metylpyrrolidin-1-
karboksylsyre-tert-butylester (8,12 g, 25,26 mmol) i metanol (100 ml)
behandles med 5 % palladium over trekull (50 % fuktet, 3 g, 28,19 mmol) og
hydrogeneres ved 350 kPa natten over. Katalysatoren fjernes ved filtrering, og
filtratet konsentreres. Den resulterende oljen tgrkes under vakuum for & gi 5,8 g
(99 %) av tittelforbindelsen. GC-MS m/z 231 [M]".

Preparat 16

trans-3-hydroksy-2-metansulfonyloksymetyl-3-metylpyrrolidin-1-
karboksylsyre-tert-butylester

\|/

0.0 o
DO S SN

1l Il
N ul\\/ Q + (f (0]
Yy h

OH OH

En blanding av trans-3-hydroksy-2-metansulfonyloksymetyl-3-metylpyrrolidin-1-
karboksylsyre-tert-butylester (2,69 g, 11,63 mmol) og trietylamin (1,78 ml,
12,79 mmol) i diklormetan (100 ml) avkjgles i et acetonitril-/tgrrisbad (-40 °C) i
30 min. og behandles med metansulfonylklorid (945,21 ul, 12,21 mmol)
umiddelbart. Lgsningen omrgres i én time ved -40°C og helles i en
separasjonstrakt inneholdende diklormetan (50 ml) og vann (100 ml). Den

organiske lgsningen vaskes med vann og saltlgsning, tgrkes over natriumsulfat,
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filtreres og konsentreres. Resten renses ved mellomtrykksvaeskekromatografi,
eluering med etylacetat : heksan (8 : 2). Fraksjoner inneholdende rent produkt
kombineres og konsentreres for & gi 3,30 g (91 %) av tittelforbindelsen. LC-
ES/MS m/z 640,6 [2M+Na]*, Tr =2,27 min.

Preparat 17

trans-2-((S)-7-cyano-2-isopropoksykarbonylamino-2,3-dihydro-1H-
syklopenta[b]indol-4-ylmetyl)-3-hydroksy-3-metylpyrrolidin-1-
karboksylsyre-tert-butylester

En blanding av  ((S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-
karbamidsyreisopropylester (2,00 g, 7,06 mmol), trans-3-hydroksy-2-
metansulfonyloksymetyl-3-metylpyrrolidin-1-karboksylsyre-tert-butylester

(3,28 g, 10,59 mmol), cesiumkarbonat (5,11 g, 15,53 mmol) og kaliumjodid
(118 mg, 705,9 pmol) i dimetylformamid (40 ml) omrgres under en
argonatmosfaere i et 60 °C oljebad i 48 timer. Den resulterende suspensjonen
avkjgles til romtemperatur og fortynnes med etylacetat (120 ml), og vaskes
deretter med vann (3 x 100 ml) og saltlgsning. Den organiske porsjonen tgrkes
over natriumsulfat, filtreres og konsentreres til tgrrhet. Den resulterende resten
renses ved mellomtrykksvaeskekromatografi, eluering med etylacetat : heksan
(1 : 1). Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres og konsentreres for a
gi 2,549 (71 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 519,2 [M+Na]*, Tz = 3,77,
3,81 min.

Preparat 18

3-fluor-2-metoksybenzaldehyd
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En blanding av 3-fluorsalicylaldehyd (3,52 g, 25,12 mmol) og cesiumkarbonat
(20,46 g, 62,81 mmol) i N,N-dimetylformamid (30 ml) behandles med jodmetan
(3,13 ml, 50,2 mmol) og omrgres ved romtemperatur under nitrogen i 2 timer.
Reaksjonsblandingen fortynnes med dietyleter (150 ml) og vaskes med 0,5 M
saltsyre (2 x 150 ml). Den organiske porsjonen tgrkes over vannfritt
natriumsulfat, filtreres og konsentreres for & gi 3,429 (88 %) av
tittelforbindelsen som en klar olje. 'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7,59 (d, 1H),
7,32 (dd, 1H), 7,04 (m, 1H), 4,04 (s, 3H).

Preparat 19

(3-fluor-2-metoksyfenyl)metanol

s

F

I en Igsning av 3-fluor-2-metoksybenzaldehyd (3,41 g, 22,1 mmol) i metanol
(20 ml) tilsettes det natriumborhydrid (1,00g, 26,6 mmol) Ilangsomt
porsjonsvis. Reaksjonen omrgres ved romtemperatur under nitrogen natten
over. Reaksjonen fortynnes med dietyleter, vaskes med vann to ganger, tgrkes
over vannfritt natriumsulfat, filtreres og konsentreres for & gi 3,02 g (87 %) av
tittelforbindelsen som en klar, fargelgs olje. *H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7,09-
6,92 (m, 3H), 4,65 (d, 2H), 3,97 (s, 3H), 2,14 (t, 1H, OH).

Preparat 20

1-(klormetyl)-3-fluor-2-metoksybenzen
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En Igsning av (3-fluor-2-metoksyfenyl)metanol (3,02 g, 19,3 mmol) og
trietylamin (6,74 ml, 48,4 mmol) i diklormetan (20 ml) behandles med
metansulfonylklorid (2,99 ml, 38,7 mmol) langsomt ved romtemperatur og
omrgres under nitrogen i 3 timer. Reaksjonen fortynnes med dietyleter, vaskes
med 0,5 M saltsyre to ganger, tgrkes over vannfritt natriumsulfat, filtreres og
konsentreres for & gi tittelforbindelsen som en gul olje (2,71 g, 80 %). *H NMR
(400 MHz, CDCI3) 6 7,15-6,93 (m, 3H), 4,61 (s, 2H), 4,00 (s, 3H).

Preparat 21

(S)-7-cyano-4-(3-fluor-2-metoksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylkarbamidsyreisopropylester

Ng O l H\[gox(
e

° %

En Igsning av (S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-
ylkarbamidsyreisopropylester (1,50 g, 5,29 mmol) og 1-(klormetyl)-3-fluor-2-
metoksybenzen (1,11 g, 6,35 mmol) i N, N-dimetylformamid (10 ml) behandles
med cesiumkarbonat (2,59 g, 7,94 mmol) ved romtemperatur og omrgres natten
over under nitrogen. Reaksjonsblandingen fortynnes med vann og
eter/heksaner. De hvite faste stoffene som bryter ut av Igsningen, filtreres,
renses med vann, eter, heksaner og tgrkes under vakuum ved 50 °C i 48 timer
for & oppna tittelforbindelsen som et hvitt fast stoff (2,18 g, 98 %). LC-ES/MS
m/z 422,2 [M+H]*, Tr = 4,57 min.

Preparat 22
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[(S)-7-cyano-4-(2-metoksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester

N O N l H\g’OW/
v

En blanding av  ((S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-
karbamidsyreisopropylester (2,0 g, 7,06 mmol) og cesiumkarbonat (3,22 g,
9,88 mmol) i DMF (40 ml) behandles med 2-metoksybenzylklorid (1,16 g,
7,41 mmol). Reaksjonen oppvarmes ved 50 °C i 18 timer. Reaksjonen avkjgles
til romtemperatur og fortynnes med vann (300 ml). Det hvite faste stoffet
samles og vaskes med vann. Det faste stoffet tgrkes i en 40 °C vakuumovn.
Etter torking oppnas 2,80 g (98 %) produkt som et hvitt fast stoff. LC-ES/MS
m/z 404 [M+H]*, Tz = 2,83 min.

Preparat 23

tert-butyl-(4-fluor-2-metylfenoksy)-dimetylsilan,
o. 7
Si
/
‘ T

t-butyldimetylklorsilan (14,34 g, 93,24 mmol) kombineres med 4-fluor-2-
metylfenol (10,00 g, 77,70 mmol) og 1H-imidazol (13,32 g, 194,24 mmol) i
dimetylformamid (100 ml) og omrgres ved romtemperatur natten over.
Reaksjonen fortynnes med eter (200 ml) og vaskes med vann (2 x 100 ml) og
saltlgsning. Den organiske porsjonen tgrkes med natriumsulfat, filtreres og
konsentreres for a8 gi 18,9 g (100 %) av tittelforbindelsen. GC-ES m/z 240 [M]",
Tr = 4,06 min.

Preparat 24
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(2-brommetyl-4-fluorfenoksy)-tert-butyldimetylsilan

Br

o._.7

Si
/1<
F

En blanding av tert-butyl-(4-fluor-2-metylbenzyl)-dimetylsilan (6,20 g,
25,79 mmol) og N-bromsuksinimid (4,75 g, 26,31 mmol) i karbontetraklorid
(50 ml) reflukseres i et 90 °C oljebad i 10 min. og behandles med
benzoylperoksid (64 mg, 258 umol). Den resulterende suspensjonen reflukseres
i 2 timer og avkjgles til romtemperatur. Det faste stoffet fjernes ved filtrering, og
filtratet konsentreres in vacuo. Den resulterende resten legges pa en
ReadySep®-kassett (25 g) og elueres med heksan (300 ml) for 8 gi 6,4 g
(78 %) av tittelforbindelsen som en klar olje. GC-ES m/z (’°Br) 318 [M]*, Tr =

5,06 min.

Preparat 25

(S)-4-((3-brompyridin-4-yl)metyl)-7-cyano-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylkarbamidsyreisopropylester

e Al

En blanding av 3-brom-4-(klormetyl)pyridin (3,16 g, 11,5 mmol), ((S)-7-cyano-
1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-karbamidsyreisopropylester (2,50 g,
8,82 mmol) og cesiumkarbonat (4,31 g, 13,2 mmol) i dimetylformamid (20 ml)
omrgres ved romtemperatur under nitrogen natten over. Reaksjonsblandingen
fortynnes deretter med etylacetat, diklormetan og vann. Den organiske fasen
separeres, vaskes med vann to ganger, tgrkes over vannfritt natriumsulfat,
filtreres og konsentreres in vacuo for & oppnd en brun olje (~4,75 g). Oljen

tritureres med heksaner to ganger, deretter med eter to ganger. Den renses
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deretter ved flashkromatografi etter eluering med 30 til 60 %
etylacetat/heksaner for a oppna et offwhite fast stoff (3,23 g, 81 %). LC-ES/MS
m/z ("°Br/®'Br) 453,0/455,0 [M+H]*.

Preparat 26

(S)-4-((4-klor-3-metoksypyridin-2-yl)metyl)-7-cyano-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylkarbamidsyreisopropylester

N O . HEO\(
Crs
N

\_/~0o”

Ci

I en lIgsning av (S)-isopropyl-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-
ylkarbamat (680 mg, 2,40 mmol) og 4-klor-2-(klormetyl)-3-metoksypyridin
(553 mg, 2,88 mmol) i dimetylformamid (5 ml) tilsettes cesiumkarbonat (1,17 g,
3,60 mmol), og blandingen omrgres ved romtemperatur natten over.
Reaksjonsblandingen fortynnes med vann og det beige faste stoffet filtreres. Det
renses med vann og tgrkes deretter i en vakuumovn ved 50 °C i 48 timer for &
oppna et gratt fast stoff (970 mg, 92 %). LC-ES/MS m/z 439,0 [M+H]".

Preparat 27

(S)-4-((3-metoksypyridin-2-yl)metyl)-7-cyano-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylkarbamidsyreisopropylester

H
N ©
N 'T\(
() °
N
Nz

\ /-0
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En blanding av (S)-isopropyl 4-((4-klor-3-metoksypyridin-2-yl)metyl)-7-cyano-
1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[blindol-2-ylkarbamat (12,53 g, 28,55 mmol) og
10 % palladium p& karbon (1,00 g) i metanol (150 ml) hydrogeneres ved 50 psi
ved romtemperatur natten over. En fersk batch av 10 % palladium pd karbon
(1,2g) slemmes i vann (~2 ml) og tilsettes i reaksjonsblandingen, som
hydrogeneres (50 psi) ved romtemperatur natten over. Katalysatoren filtreres
bort og Igsningen konsentreres under redusert trykk for 8 oppnd et blekgult fast
stoff. Det faste stoffet tritureres med eter to ganger og tgrkes under hgyvakuum
for & gi et gult fast stoff (10,80 g, 94 %). LC-ES/MS m/z 405,2 [M+H]*

Eksempel 1

[(S)-7-cyano-4-((2R,3S)-3-hydroksy-pyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester

H
N “.N\n,o\(
\..
O

H

En Igsning av (2R,3S)-2-((S)-7-cyano-2-isopropoksykarbonylamino-2,3-dihydro-
1H-syklopenta[b]indol-4-ylmetyl)-3-hydroksypyrrolidin-1-karboksylsyre-tert-
butylester (0,50g, 1,04 mmol) i metanol (20 ml) behandles med 4N
hydrogenklorid i 1,4-dioksan (20 ml), omrgres ved romtemperatur i 3 timer og
konsentreres. Resten suspenderes i etylacetat (200 ml) og behandles med 2 N
vandig natriumhydroksidlgsning (20 ml). Det organiske sjiktet vaskes med
saltlgsning, tgrkes over natriumsulfat og konsentreres. Den resulterende resten
renses ved mellomtrykksvaeskekromatografi, eluering med metanol : kloroform
(5 : 95). Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres og konsentreres for &
gi 0,38 g (96 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS/MS m/z 383,2 [M+H]", Tg =
1,86 min.

Eksempel 2

[(S)-7-cyano-4-((2R,3S)-3-hydroksy-1-metylpyrrolidin-2-ylmetyl)-
1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester,
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En Igsning av (2R,3S)-2-((S)-7-cyano-2-isopropoksykarbonylamino-2,3-dihydro-
1H-syklopenta[blindol-4-yImetyl)-3-hydroksypyrrolidin-1-karboksylsyre-tert-
butylester (3,10g, 6,42 mmol) i etanol (20 ml) behandles med 4N
hydrogenklorid i 1,4-dioksan (20 ml) og omrgres ved romtemperatur i 3 timer.
Den resulterende lgsningen konsentreres in vacuo og suspenderes i etylacetat
(200 ml) og behandles med 2 N vandig natriumhydroksid (70 ml). Det organiske
sjiktet vaskes med saltlgsning, terkes over natriumsulfat og konsentreres. Den
resulterende resten lgses i kloroform (100 ml) og behandles med formaldehyd
(1,45 ml, 19,27 mmol) og natriumtriacetoksyborhydrid (4,25 g, 19,27 mmol).
Den resulterende suspensjonen omrgres natten over ved romtemperatur.
Suspensjonen behandles med mettet natriumbikarbonatigsning (40 ml) og
omrgres i 30 min. Den resulterende suspensjonen fortynnes med diklormetan
(100 ml) og vaskes med vann (3 x 100 ml) og saltlgsning. Den organiske
porsjonen tgrkes over natriumsulfat, filtreres og konsentreres til tgrrhet. Den
resulterende resten renses ved mellomtrykksvaeskekromatografi, eluering med
metanol : kloroform (5 : 95). Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres
og konsentreres for & gi 1,6 g (63 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 397,2
[M+H]*, TR = 1,78 min.

Eksempel 3

[(S)-7-cyano-4-((2R,3S)-3-hydroksy-1-etylpyrrolidin-2-ylmetyl)-
1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester

ol
N\‘"'é

—
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En Igsning av [(S)-7-cyano-4-((2R,3S)-3-hydroksypyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester (300 mg,
784,4 pmol) i acetonitril (20 ml) behandles med acetaldehyd (1,0 ml,
17,80 mmol) og natriumtriacetoksyborhydrid (520 mg, 2,35 mmol) og omrgres
ved romtemperatur natten over. Suspensjonen behandles med mettet
natriumbikarbonatigsning (40 ml) og omrgres i 30 min. Den resulterende
suspensjonen fortynnes med diklormetan (100 ml) og vaskes med vann (3 X
100 ml) og saltlgsning. Den organiske porsjonen tgrkes over natriumsulfat,
filtreres og konsentreres til tgrrhet. Den resulterende resten renses ved
mellomtrykksvaeskekromatografi, eluering med metanol : kloroform (5 : 95).
Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres og konsentreres for & gi 0,1 g
(31 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 144,2 [M+H]*, Tz = 1,94 min.

Eksempel 4

[(S)-7-cyano-4-((2R,3R)-3-hydroksy-1-metylpyrrolidin-2-ylmetyl)-
1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester

H
WN__O
ST
(Lo’
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En lgsning av [(S)-7-cyano-4-((2R,3R)-3-hydroksypyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylesterhydrokloridsalt
(380 mg, 907,1 umol) i acetonitril (50 ml) behandles med metanol (5 ml) inntil
det meste av det faste stoffet er opplgst og behandles deretter med formaldehyd
(136,3 pl, 1,81 mmol) og natriumtriacetoksyborhydrid (400,5 mg, 1,81 mmol).
Reaksjonen omrgres ved romtemperatur natten over. Mettet vandig
natriumbikarbonatlgsning (50 ml) tilsettes og omrgres i 30 min. Blandingen
fortynnes med etylacetat (120 ml) og den resulterende suspensjonen vaskes
med vann (3 x 100 ml) og saltlgsning. Den organiske porsjonen tgrkes over
natriumsulfat, filtreres og konsentreres til tgrrhet. Resten renses ved
mellomtrykksvaeskekromatografi, eluering med metanol : kloroform (5 : 95).
Fraksjoner inneholdende rent produkt kombineres og konsentreres for @ gi 0,2 g
(61 %) av tittelforbindelsen. LC-ES/MS m/z 397,2 [M+H]*, Tx = 1,87 min.
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Eksempel 5

[(S)-7-cyano-4-(trans-3-hydroksy-1-metyl-3-metylpyrrolidin-2-
yimetyl)-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-
karbamidsyreisopropylester (racemisk)

Mg @H\‘(O\( N o\{jjfo\(
: °
+ N

N—"
O‘—;OH it OH

En blanding av trans-2-((S)-7-cyano-2-isopropoksykarbonylamino-2,3-dihydro-
1H-syklopenta[b]indol-4-ylmetyl)-3-hydroksy-3-metylpyrrolidin-1-
karboksylsyre-tert-butylester (2,50 g, 5,03 mmol) i 1,4-dioksan (15 ml) og
metanol (2 ml) behandles med 4 N hydrogenklorid i 1,4-dioksan (15 ml) og
omrgres ved romtemperatur i 3 timer. Reaksjonen blir en hvit faststoff-
suspensjon med en rgdaktig lgsning. Suspensjonen konsentreres og resten
suspenderes i acetonitrii (30 ml) og behandles med 30 % vandig
formaldehydlgsning (1,13 ml, 15,10 mmol) og natriumtriacetoksyborhydrid
(3,33 g, 15,10 mmol). Den resulterende suspensjonen omrgres natten over.
Behandle suspensjonen med mettet vandig natriumbikarbonat og omrgr i 30
min. Fortynn suspensjonen med etylacetat (120 ml) og vask den med vann (3 X
100 ml) og saltlgsning. Tgrk den organiske porsjonen over natriumsulfat, filtrer
og konsentrer til tgrrhet. Rens resten ved mellomtrykksvaeskekromatografi,
eluering med etylacetat : heksan (1 : 1). Fraksjoner inneholdende rent produkt
kombineres og konsentreres for & gi 1,759 (84 %) av tittelforbindelsen. LC-
ES/MS m/z 411,2 [M+H]", Tz = 1,96 min.

Eksempel 6 og 7

Isomer 1 og isomer 2 av [(S)-7-cyano-4-(trans-3-hydroksy-1-metyl-3-
metylpyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-

karbamidsyreisopropylester

[(S)-7-cyano-4-(trans-3-hydroksy-1-metyl-3-metylpyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester (racemisk)



10

15

20

25

NO/EP2297100

51

(2,15 g, 5,24 mmol) separeres med chiralpak® AD-H, 4,6 x 150 mm kolonne,
eluering 1 ml/min med acetonitril : metanol : dimetyletylamin (30 : 70 : 0,2),
pavist ved 225 nm. Samle topp nr. 1 fra 2,0 minutt til 2,5 minutt og topp nr. 2
fra 4,0 minutter til 7,0 minutter. Fraksjoner inneholdende rent produkt
kombineres og konsentreres for & gi 0,926 g (43 %) av isomer 1 og 0,822 g

(38 %) av isomer 2.
Eksempel 8

[(S)-7-cyano-4-(3-fluor-2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-y]-karbamidsyreisopropylester

Ng O l H\gox(

HO

I en lgsning av (S)-isopropyl-7-cyano-4-(3-fluor-2-metoksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylkarbamat (1,88 g, 4,46 mmol) i diklormetan
(50 ml) tilsettes 1 M bortribromid i diklormetan (13,4 ml, 13,4 mmol) ved 0 °C
og omrgres natten over. Reaksjonen stanses med lett fuktet acetonitril. De
flyktige stoffene fjernes under redusert trykk og resten tgrkes under
hgyvakuum. Det renses deretter ved kolonnekromatografi med 5 % etylacetat i
kloroform for & oppnd et gult fast stoff. Det faste stoffet suspenderes i en
minimumsmengde av diklormetan og tillates & std ved romtemperatur. Hvite
faste stoffer bryter ut. De filtreres og renses kortvarig med diklormetan.
Modervaesken konsentreres og fremgangsmaten gjentas med resten tre ganger.
De hvite faste stoffene kombineres for & gi tittelforbindelsen (1,17 g, 64 %). LC-
ES m/z 408,2 [M+H]", Tz = 4,08 min.

Eksempel 9

[(S)-7-cyano-4-(2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester
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I en 0 °C Igsning av [(S)-7-cyano-4-(2-metoksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester (1,50 g,
3,72 mmol) i diklormetan (37 ml) tilsettes BBr; (1,0 M i diklormetan, 11,2 ml,
11,2 mmol). Reaksjonen tillates & oppvarmes til romtemperatur og omrgres i 18
timer. Reaksjonen stanses med mettet vandig NH4Cl. Vann (70 ml) tilsettes og
det ubearbeidede produktet ekstraheres med diklormetan (75 ml) og EtOAc (2 x
75 ml). De kombinerte organiske fasene tgrkes over Na,SO,, filtreres og
konsentreres. Det ubearbeidede produktet renses pad silikagel (40 g, 30 %
EtOAc/heksaner) og renses deretter pa silikagel (40 g, 5 %

acetonitril/diklormetan) for & gi 1,00 g av produkt som er ca. 90 % rent.

Reaksjonen gjentas pd 1,77 g (4,38 mmol) og bearbeides pa samme mate. Det
ubearbeidede produktet kombineres med det 90 % rene produktet fra den
forrige runden, og det kombinerte produktet renses pa silikagel (240 g,
2 : 33 : 65 MeOH/diklormetan/heksaner) for & gi 991 mg (37 % kombinert
utbytte for de to reaksjonene) av tittelforbindelsen som et hvitt fast stoff. 'H-
NMR (400 MHz, CDCIs) 6 7,70 (s, 1H), 7,33 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 7,27-7,23 (m,
i1H), 7,12-7,08 (m, 1H), 6,79-6,71 (m, 3H), 6,14-6,11 (m, 1H), 5,19 (s, 2H),
5,05-4,97 (m, 1H), 4,93-4,80 (m, 2H), 3,30-3,23 (m, 2H), 2,69-2,62 (m, 2H),
1,21 (t, J= 5,9 Hz, 6H).

Eksempel 10

[(S)-7-cyano-4-(5-fluor-2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester
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En blanding av  ((S)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-
karbamidsyreisopropylester (1,15 g, 4,06 mmol) og cesiumkarbonat (1,60 g,
4,87 mmol) i dimetylformamid (15 ml) omrgres ved -40 °C (tgrrisbad) i 30 min.
og behandles med (2-brommetyl-4-fluorfenoksy)-tert-butyldimetylsilan (1,56 g,
4,87 mmol). Reaksjonen omrgres ved -40 °C (tgrrisbad) i 5 timer og oppvarmes
til romtemperatur i 6 timer. Den resulterende suspensjonen fortynnes med
etylacetat (120 ml) og vaskes med vann (3 x 100 ml) og saltlgsning. Den
organiske porsjonen tgrkes over natriumsulfat, filtreres og konsentreres til
tarrhet. Den resulterende resten renses ved mellomtrykksvaeskekromatografi,
eluering med etylacetat : heksan (1 : 1). Fraksjoner inneholdende rent produkt
kombineres og konsentreres for & gi 0,6 g av det silylbeskyttede materialet.
Opplgs det i tetrahydrofuran (10 ml) og tilsett tetrabutylammoniumfluoridigsning
(1 M, 5ml) ved romtemperatur. Omrgr blandingen i én time og konsentrer.
Resten fortynnes med etylacetat (100 ml) og vaskes med vann og saltlgsning.
Den organiske porsjonen tgrkes over natriumsulfat og konsentreres. Den
resulterende resten renses ved mellomtrykksveeskekromatografi, eluering med
acetonitril : diklormetan (8 : 92). Fraksjoner inneholdende rent produkt
kombineres og konsentreres. Et hvitt fast stoff oppnas og rekrystalliseres med
acetonitril for @ gi 0,35 g (21 %) av tittelforbindelsen. LC-ES m/z 408,2 [M+H]",
Tr = 4,09 min.

Eksempel 12

(S)-7-cyano-4-((3-hydroksypyridin-2-yl)metyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylkarbamidsyreisopropylester
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(5)-4-((3-metoksypyridin-2-yl)metyl)-7-cyano-1,2,3,4-

tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-ylkarbamidsyreisopropylester (4,59 g,
11,4 mmol) og pyridinhydroklorid (21,0 g, 182 mmol) blandes med en
magnetisk omrgrer i en 75 ml Ilukket beholder som nedsenkes i et
forhdndsoppvarmet oljebad (170 °C). De faste stoffene smelter innen ca. 30 sek.
og omrgres i 60 min. Blandingen avkjgles til romtemperatur, overfgres til en
annen kolbe og Igses i tetrahydrofuran (100 ml) og vann (100 ml).
Kaliumkarbonat (40 g) tilsettes langsomt porsjonsvis, og etter omrgring i 5 min.
tilsettes en 1 M lIgsning av isopropylklorformiat i toluen (34,0 ml, 34,0 mmol)
ved romtemperatur. En porsjon av Igsningsmiddelet fjernes under redusert trykk
og resten fortynnes med diklormetan og etylacetat. Den brune ulgselige resten
filtreres bort og fasene separeres. Den organiske fasen vaskes med 10 %
kaliumkarbonat én gang, tgrkes over vannfritt natriumsulfat, filtreres og
konsentreres in vacuo for @ oppnd et brunt skum. Skummet Igses i metanol
(20 ml), 2 M natriumhydroksid (10 ml) tilsettes og reaksjonen omrgres ved
romtemperatur i 1 time. Lgsningsmiddelet fjernes under redusert trykk. Resten
Igses i 0,5 M HCI/EtOAc/CHCI; og det andre sjiktet filtreres. Det surgjgres
deretter til pH 7-8 med 5 % kaliumkarbonat. Fasene separeres og den organiske
fasen vaskes med 5 % kaliumkarbonat én gang, tgrkes over vannfritt
natriumsulfat, filtreres og konsentreres in vacuo for & oppnd et oransje skum.
Skummet renses ved silikaflashkromatografi eluering med 10 til 40 %
etylacetat/kloroform for & oppnd et rgdt fast stoff (3,33 g). Det faste stoffet
Igses i 0,5 M natriumhydroksid (30 ml). Det vandige sjiktet vaskes med
diklormetan to ganger, og de organiske sjiktene kastes. Det vandige sjiktet
justeres til pH 4-5 med 5 M saltsyre. Et offwhite/gult fast stoff bryter ut av
Igsningen. pH justeres til 8-9 med kaliumkarbonat, det gule faste stoffet samles
ved filtrering og Iufttgrkes i én time. Det suspenderes deretter i en
minimumsmengde av acetonitril, filtreres og renses med en minimumsmengde
av acetonitril. Modervaesken konsentreres og fremgangsmaten gjentas to ganger

for & gi et hvitt pulver, som tgrkes under hgyvakuum natten over for & oppna
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tittelforbindelsen som et hvitt fast stoff (1,45 g, 33 %). LC-ES/MS m/z 391,2
[M+H]*, Tk = 3,32 min.

Alternativ syntese til eksempel 12:
Preparat 27
(3-allyloksypyridin-2-yl)-metanol

\o\/‘\\

-

N
OH

Hydroksy-2-(hydroksymetyl)-pyridinhydroklorid (50 g, 339,6 mmol) og metanol
(250 ml) kombineres under nitrogen og avkjgles til 22 °C. Under kraftig
omrgring tilsettes blandingen 4,5 M natriummetoksid i MeOH (170,8 ml,
747,2 mmol). Blandingen omrgres ved romtemperatur i 2 timer og deretter
avdampes Igsningsmiddelet. Det resulterende materialet lgses i DMSO (250 ml),
allylbromid (41 g, 339,6 mmol) tilsettes og blandingen omrgres i 18 timer ved
romtemperatur. Reaksjonsblandingen tilsettes i vann (800 ml) og ekstraheres
med metylenklorid (3 x 80 ml). De organiske porsjonene kombineres og tgrkes
over natriumsulfat, filtreres og Igsningsmiddelet avdampes for & gi
tittelforbindelsen (34,4 g, 62 %). LC-ES/MS m/z 166,1 [M+H]".

Preparat 28
3-allyloksy-2-klormetylpyridin

\0\/\

o

N
Cl

(3-allyloksypyridin-2-yl)-metanol (34 g, 205,8 mmol) Igses i diklormetan
(340 ml) under nitrogen, og trietylamin (34,4 ml, 247 mmol) tilsettes ved 22 °C.
Blandingen varmes opp til romtemperatur i et vannbad og metansulfonylklorid
(16,7 ml, 216 mmol) tilsettes mens temperaturen holdes under 30 °C.

Reaksjonen tillates 8 omrgres natten over ved romtemperatur. Vann (500 ml)
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tilsettes og blandingen omrgres i 10 min. Den organiske porsjonen separeres og
vaskes med en Igsning av mettet NaHCO; (100 ml). Den organiske porsjonen
torkes over natriumsulfat, filtreres og Igsningsmiddelet avdampes. Den
resulterende resten tgrkes under vakuum til konstant vekt for & gi
tittelforbindelsen (29 g, 79 %). LC-ES/MS m/z: 184,6 [M+H]".

Preparat 29

[(S)-4-(3-allyloksypyridin-2-ylmetyl)-7-cyano-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester

N .\ Njo(o\(
Cr-
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((8)-7-cyano-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl)-
karbamidsyreisopropylester (25 g, 88,2 mmol) Igses i dimetylformamid (150 ml)
under nitrogen. Cesiumkarbonat (57,5g, 176,5 mmol) og 3-allyloksy-2-
klormetylpyridin (16,2 g, 88,2 mmol) tilsettes i rekkefglge. Reaksjonsblandingen
omrgres ved 40 °C i 16 timer. Reaksjonen avkjgles til romtemperatur og tilsettes
i vann (1250 ml). Etter én times omrgring filtreres et blekt kremfarget fast stoff.
Ramaterialet renses ved rekrystallisering fra i-PrOH og tgrkes deretter under
vakuum til konstant vekt for @ gi tittelforbindelsen (32 g, 84 %). LC-ES/MS m/z:
431,2 [M+H]*.

Eksempel 12a

[(S)-7-cyano-4-(3-hydroksypyridin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester
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[(S)-4-(3-allyloksypyridin-2-ylmetyl)-7-cyano-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester (40 g,
87,3 mmol) og 1,4-dioksan (400 ml) kombineres, og blandingen avgasses ved
gjennombobling i nitrogen i én time. Deretter tilsettes trietylamin (24,4 ml,
174,7 mmol) og maursyre (6,60 ml, 174,7), og blandingen oppvarmes under
nitrogen ved 80 °C. Tetrakis(trifenylfosfin)palladium (1,02 g, 0,87 mmol)
tilsettes mens nitrogenatmosfaeren opprettholdes. Reaksjonen oppvarmes ved
80 °C i 3 timer og avkjgles deretter til romtemperatur. Reaksjonen filtreres
gjennom en pute av kiselgur. Filtratet inndampes og ramaterialet tgrkes under
vakuum for & gi et brunt fast stoff. Det faste stoffet Igses i NMP (100 ml) og
tilsettes deretter i vann (1,2 I). Et blekt kremfarget fast stoff samles ved
filtrering og terkes natten over under vakuum for & gi 41 g av r@materialet.
Materialet renses ved rekrystallisering fra acetonitril og tgrkes deretter under
vakuum til konstant vekt for a8 gi tittelforbindelsen (29,5 g, 86 %). LC-ES/MS
m/z: 391,1 [M+H]".
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Patentkrayv

1. Forbindelse med formel (I):
A\
O
w o
|
B

5 Formel {I)

hvori

R representerer en substituent valgt fra gruppen bestdende av

N N

> L
O TS S T B

CH OH
-1 OH
10 F
OH F OH OH OM
F F F
F
15 eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav.

2. Forbindelsen eller saltet ifglge krav 1 hvori R representerer
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5
N
10 4. Forbindelsen eller saltet ifglge krav 1 hvori R representerer
OH
F
15

5. Forbindelsen eller saltet ifglge krav 4 hvori R representerer

CH OH OH
eller
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6. Forbindelse ifglge krav 1 valgt fra gruppen bestdende av [(S)-7-cyano-4-
((2R,3S)-3-hydroksy-1-metylpyrrolidin-2-ylmetyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester, [(S)-7-cyano-4-
(3-fluor-2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-y]-
karbamidsyreisopropylester, [(S)-7-cyano-4-(2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-
tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-karbamidsyreisopropylester og [(S)-7-cyano-
4-(5-fluor-2-hydroksybenzyl)-1,2,3,4-tetrahydrosyklopenta[b]indol-2-yl]-

karbamidsyreisopropylester eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav.

7. Forbindelse eller salt ifglge hvilket som helst av krav 1-6 til anvendelse ved

behandling.

8. Forbindelse eller salt ifglge hvilket som helst av krav 1-6 for anvendelse ved
behandling eller forebygging av redusert benmasse eller -tetthet, osteoporose,

osteopeni, redusert muskelmasse eller -styrke eller erektil dysfunksjon.

9. Forbindelsen eller saltet for anvendelse ifglge krav 8 til behandling eller

forbygging av erektil dysfunksjon.

10. Farmasgytisk sammensetning omfattende en forbindelse eller et salt ifglge
hvilket som helst av krav 1-6 i kombinasjon med ett eller flere farmasgytisk

akseptable baerestoffer, fortynningsmidler eller eksipienter.

11. Sammensetningen ifglge krav 10 videre omfattende en forbindelse valgt fra

gruppen bestdende av tadalafil, sildenafilsitrat og vardenafilhydroklorid.
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<110> Eli Lilly and Company

<120> TETRAHYDROCYCLOPENTA[b]JINDOLE ANDROGEN RECEPTOR
MODULATORS

<130> X-17700

<160> 3

<170> PatentlIn version 3,5

<210>1

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic Construct

<400> 1

ccggaaccct tgegttt 17

<210> 2

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic Construct
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<400> 2
cagactgtgg gcttcagagt ca 22
<210> 3
<211> 14
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthetic Construct

<400> 3

cccgtaaagg gect 14



