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SUSZRIALUSTRIA Y CLAZRCIO

Sefior feicacien : 00031382 00630C01 Felios: 107
Fecha (D)3 2000-07-27 16:07:53

SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COM Tewite : (0P PATENTES D 1 REGISTRD/ 444 RERUESTA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES Togendercias 2020 SIVISICH IE T3S CRERCICIES

E. S. D. |

Re: P1.-GLAXO GROUP LIMITED.-Solicitud de Patente de Invencion
para “UN DERIVADO DE 1,5-BENZODIAZEPINA ENRIQUECIDO
ENANTIOMERICAMENTE, COMPOSICION FARMACEUTICA QUE
LO CONTIENE, PROCESO PARA SU PREPARACION Y
PROCESO MEJORADO PARA LA PREPARACION DE LOS
INTERMEDIARIOS PARA LA SINTESIS DE DICHO DERIVADO” .-

Clase A.61.-Expediente No. 00-031.982.-

1. Me refiero a mi solicitud arriba nombrada de fecha 4 de Mayo de 2000 y al
auto dictado por ese Despacho notificado por Estado el 15 de Junio del mismo
afio.

2. Por medio del presente atentamente manifiesto a usted que, debidamente
autorizado por mi poderdante, modifico el titulo de la solicitud con el objeto de dar
cumplimiento a las exigencias del sefior Examinador, para que quede como sigue:

“ UN DERIVADO DE 1,5-BENZODIAZEPINA ENRIQUECIDO
ENANTIOMERICAMENTE, COMPOSICION FARMACEUTICA QUE LO
CONTIENE, PROCESO PARA SU PREPARACION Y PROCESO MEJORADO
PARA LA PREPARACION DE LOS INTERMEDIARIOS PARA LA SINTESIS DE
DICHO DERIVADO”

3. Anexos me permito presentar a usted:

; (1)  Nueva pagina 1 de la descripcion, que reemplaza la originalmente
presentada, en la cual se ha incluido el nuevo titulo de la solicitud;

(2)  Enoriginal y dos copias, una de ellas de 6 cm x 6 cm, artes finales de
los dibujos caracteristicos de la invencién, para la publicacion en la
Gaceta de |la Propiedad Industrial;

Sobre este particular, atentamente llamo su atencién al hecho
de que aun cuando la reivindicacién 1 no ilustra la férmula estructural




del compuesto quimico alli nombrado, se anexa el arte final de la
formula estructural () que representa dicho compuesto;

Extracto de la solicitud, en sus dos formas, que reemplaza el
originalmente presentado, el cual incluye el nuevo titulo de la
presente invenciéon y la reivindicacion 10 que hace referencia al
proceso de preparacion del compuesto de la reivindicacion 1.

De esta manera, se aclara al sefor Examinador que la
invencién se relaciona con un compuesto enantiomericamente
enriquecido derivado de la 1,5 benzodiazepina y su proceso de
preparacion. Particularmente, la reivindicacion 1 protege el
compuesto especifico correspondiente al acido 3-{3-[1-(isopropil-
fenil-carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[b]
[1,4] diazepin-3-iljlureido}benzoico enantiomericamente enriquecido o
una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, mientras
que la reivindicacion 10 protege el proceso para proteger este
compuesto especifico.

De conformidad con lo anterior, atentamente solicito al sefior
Examinador aceptar el extracto para publicacibn como ha sido
modificado.

/
Copias autenticas (2) de las primeras solicitudes de patente
presentadas para el invento arriba nombrado respecto de las cuales
reclamo prioridad, a saber:

(@) Copia aute/ntica debidamente certificada de la solicitud
britanica numero 9910366.5 de 6 de Mayo de 1999, junto con
la traduccion realizada en México por el perito traductor Lic.
Manuel Martin Soto Gutiérrez, debidamente legalizada hasta
por el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia bajo el
namero 182202 de fecha 14 de Junio de 2000
correspondiente a la totalidad de dicho documento; y

(b)  Copia auténtica debidamente certificada de la solicitud
britanica namero 0008179.4 de 5 de Abril de 1999, junto con la
traduccion realizada en México por el perito traductor Lic.
Manuel Martin Soto Gutiérrez, debidamente legalizada hasta
por el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia bajo el
nimero 182203 de fecha 14 de Junio de 2000
correspondiente a la totalidad de dicho documento.
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4. Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterior y obrar de conformidad.

Sefior Superintendente,

T.P. 10.784
Caodigo 231
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UN DERIVADO DE 1,5-BENZODIAZEPINA ENRIQUECIDO

ENANTIOMERICAMENTE, COMPOSICION FARMACEUTICA QUE LO CONTIENE,

PROCESO PARA SU PREPARACION Y PROCESO MEJORADO PARA LA
PREPARACION DE LOS INTERMEDIARIOS PARA LA SINTESIS DE DICHO
DERIVADO

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencidén se refiere a novedosos
derivados de 1,5-benzodiazeplina, a procesos para
su preparacién, a composiciones farmacéuticas
gque los contienen y a su uso en medicina. Mas
particularmente, se refiere a compuestos que
exhiben una actividad agonista para los

receptores CCK-A.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La colecistocinina: (CCK, por sus siglas

en inglés) es un péptido encontrado en el tracto

gastrointestinal \Y% en el sistema nervioso
central, ver A.J. Prange et al., Ann. Reports
Med. Chem. 17, 31, 33 (1982), J.A. Williams,
Biomed Res. 3, 107 (1982) y V. Mutt,
Gastrointestinal Hormones, G.B.J. Green, Ed.,
Raven Press, N.Y., 169. La CCK ha sido implicada
inter alia como una hormona de saciedad

fisioldgica involucrada en la regulacidn del

apetito, ver Della-Ferra et al, Science, 206,
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Oficina de
Patentes

La Oficina de Patentes
Concept House '
Cardiff Road

Newport

South Wales

NP10 8QQ

Yo, el abajo firmante, un funcionario en ejercicio debidamente
autorizado de acuerdo con la Seccidon 74(1) y (4) del Acta de l
Desregulacidon y Acta de Renuncia por Contrato de 1994 para firmar y

otorgar certificados a nombre del Administrador General, por la presente

certifico que lo anexo a la misma es una copia verdadera de los

documentos que se presentaron originalmente en relacién con la solicitud

de patente identificada en la misma.

De acuerdo con los Reglamentos de Patente 1982 (Registro de
compafiias), si una compaifiia mencionada en este certificado y
cualesquiera documentos anexos, tiene re-registro bajo el Acta de
Compaiiias 1980 con el mismo nombre con el cual se registro
inmediatamente antes del re-registro inmediatamente antes del re-registro,
a excepcion de las sustituciones como, o inclusiones como,:la ultima parte
del nombre de las palabras “compaifiia publica limitada™ o sus equivalentes
en Gales, se refieren al nombre de la compaiiia de este certificado y
cualesquiera documentos adjuntos, deberan ser tratados como referenc1as !
al nombre con el cual se re-registroé.

De acuerdo con los reglélmentos, las pala‘bras “compaifiia
publica limitada” pueden ser reemplazadas por p.l.c., ple. P.L.C., o PLC.

El re-registro bajo el Acta de Compaiiias no constituye una
nueva entidad legal, sino solamente somete a la companla a ciertas leyes
de compaifiia adicionales.

¢

(SELLO)

Perito Traductor
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Firma: (Rubrica) 4’6‘458 ESPP‘QO\’

Fecha: 18 de Abril del 2000

Una Agencia Ejecutiva del Departamento de Comercio e Industria







Forma de Patentes 1/77

presentacion de la solicitud anterior

La
Oficina de
Acta de Patentes de 1977 Patentes
(Regla 16)
Solicitud para el Otorgamiento de una LA OFICINADE PATENTES  La Oficina de Patentes
Patente 6 DE MAYO DE 1999
(Véanse notas en la parte trasera de esta (INEER%IS%(I%I) gg ]l} AC S{I}\%%?N 4 Cardiff Road
forma. También se puede obtener un folleto REGISTRADORA) Newport
explicativo en la oficina de patentes para Gwent NP9 1RH
ayudarle a presentar esta forma)
1. Su referencia MA/PU3611
2. Namero de solicitud de patente 9910366.5
(Esta parte la leerd la oficina de patentes)
3. Nombre completo, direccion y codigo postal del GLAXO GROUP LIMITED
solicitante o de cada uno de los solicitantes GLAXO WELLCOME HOUSE
(Subraye todos los apellidos) BERKELEY AVENUE
GREENFORD
MIDDLESEX
UB6 ONN
GB
Numero de patentes ADP (en caso que lo conozca) 473587003
Si el solicitante es una corporacion, proporcioneel GB
pais/estado de su incorporacion
4. Titulo de la invencion DERIVADOS DE 1,5~
BENZODIAZEPINA
5. Nombre del Agente (en caso de que existauno) MICHAEL ATKINSON
(VER HOJA DE CONTINUACION)
“Direccion para servicio” en el Reino Unido a la
cual debe enviarse la correspondencia (favor de GLAXO WELLCOME PLC
incluir el codigo postal) GLAXO WELLCOME HOUSE, BERKELEY AVE.
GREENFORD, MIDDLESEX
UB6 ONN, GB
Numero ADP de patentes (en caso de conocerse)
6. Si se declara una prioridad a partirdeunaomas  Pais Numero de Solicitudde  Fecha de
solicitudes para patente anteriores, proporcione el Prioridad presentacion
pais y fecha de presentacion de la solicitud o de (si se conoce) (dia/mes/afio)
cada una de las solicitudes anteriores y (en caso de
que se conozca) el nimero de solicitud o de cada
uno de los numeros de solicitud. v
7. St esta solicitud esta dividida o se deriva de Numero de Solicitud Anterior ‘Fecha de
alguna otra manera de una solicitud britanica : presentacion
anterior, proporcione el niimero y la fecha de

(dia/mes/afio)

abl--El B

8. (Existe una declaracion de inventor y de derecho
a cesion de una patente requerida en apoyo a esta
solicitud?

a) cualquier solicitante nombrado en la parte 3 no
sea un inventor, 0

SI
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b) existe un inventor que no haya sido nombrado
como un solicitante, 0

¢) cuando cualquier solicitante mencionado es un
cuerpo corporativo;

9. Introduzca el nimero de hojas para cualquiera de
los capitulos siguientes que le presenten con esta
forma. No incluya las copias del mismo documento
Hojas que siguen a esta forma 1
Descripcion 20
Reivindicacion(es) 3
Resumen 1
Dibujo(s) -
10. Si también se presenta alguno de los siguientes
documentos, por favor indiquese la cantidad en el
lado derecho de cada articulo.

Documento de prioridad

Traduccion de los documentos de prioridad
Declaracion de inventor y derechos de otorgamiento
para una patente (forma de patente 7/77)

Solicitud para examen preliminar y bisqueda
(forma de patentes 9/77)

Solicitud para examen sustantivo

(forma de patentes 10/77)

Cualquier otro documento

(por favor especifique)

11 Yo/nosotros solicitamos el otorgamiento de una
patente en base a esta solicitud
(rabrica)
MICHAEL AKTINSON
MANDATARIO PARA LOS SOLICITANTES
Fecha: 5 de Mayo de 1999

12. Nombre y nitmero telefénico diurno de la Kim Allen
_persona para establecer contacto en el Reino Unido  0181-966 5721

Advertencia

Después de que se ha depositado una solicitud para
una patente, el controlador de la oficina de
patentes considerard si se debe prohibir o
restringir la publicacion o comunicacion de la
invencion, bajo la Seccion 22 del Acta de Patentes
de 1977. En caso necesario, se le informara de
prohibir o restringir su invencion de esta manera.
Ademads, si usted vive en el Reino Unido, la Seccién
23 del Acta de Patentes de 1977 impide que se
apliquen patentes en el extranjero sin solicitar
primero un permiso por escrito a la Oficina de
Patentes, a menos que se haya depositado una
solicitud por lo menos seis semanas anteriores en el
Reino Unido para una patente para la misma
invencion, y si no se ha proporcionado instruccién
para prohibicion de publicacion o cuminicacion, o
se ha recibide una de esas instrucciones.

a) Notas

Si necesita ayuda para llenar esta forma o si tiene







alguna pregunta, favor de contactar a la Oficina de
Patentes al 0645 500505.

b) Escriba sus respuestas en letras maytsculas
usando tinta negra o puede escribirias a maquina.
¢) Si no hay suficiente espacio para todos los
detalles relevantes o cualquier parte de esta forma,
favor de continuar en una hoja separada y escribir
“ver hoja de continuacién” en la(s) parte(s)
relevante(s). Cualquier hoja de continuacién debera
anexarse a esta forma. Si se ha contestado “Si” se
necesitara llenar la Forma de Patentes 7/77.

d) Una vez que llenada la forma debe recordar
firmarla y poner la fecha.

e) Para conocer detalles de los derechos y formas de
pago, favor de ponerse en contacto con la Oficina
de Patentes.







NOMBRE (S)

DIRECCION

Agentes Adicionales
(Ver Pagina 1 No. 5)

Alan HESKETH LlE R
William Michael DADSON, =5, - ¥ "«
Michael ATKINSON R
Karen CRAWLEY

Peter I. DOLTON

Hugh B. DAWSON

Wendy Anne FILLER

Ruth Elizabeth HACKETT
Catriona McLeod HAMMER
Audrey HAMMETT
Graham M.H. LANE
Stephanie Anne LEAROYD
Helen Kaye QUILLIN
Michael A REED

Marion REES

Michael John STOTT
Andrew J. TEUTEN

Rachel M. THORNLEY
Janis Florence VOLCKMAN

Glaxo Wellcome plc
Glaxo Wellcome House
Berkeley Avenue
Greenford

Middlesex

UB6 ONN

Gran Bretafia
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Esta invencidén se refiere a novedosos

derivados de 1,5-benzodiazepina, a procegos para
su preparaciédn, a composiciones farmacéuticas
gque los contienen y a su uso en medicina. Mas
particularmente, se refiere a compuestos que
exhiben una actividad agonista para los
receptores CCK-A.

La colecistocinina (CCK, por sus siglas
en inglés) es un péptido encoﬁtrado en el tracto
gastrointestinal y en el sistema nervioso
central, ver A.J. Prange et al., Ann. Reports
Med. Chem. 17, 31, 33 (1982), J.A. Williams,
Biomed Res. 3, 107 (1982) y V. Mutt,
Gastrointestinal Hormones, G.B.J. Green, Ed.,
Raven Press, N.Y., 169. La CCK ha sido implicada
inter alia como una  hormona de saciedad
fisiolégica involucrada en 1la regulacidén del
apetito, ver Della-Ferra et al, Science, 206,
471 (1979), Saito et al., Nature, 289, 599,

(1981), G.P. Smith, Eating

A.J. Stunkard and E. Stellar,
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New York, 67 (1984), como un reguladof{?ﬂef-léﬁﬁ f;

contraccién de la vesicula biliar 'y d%gf;é?}”

secrecién de enzimas pancreaticas, un inhibidor

del vaciamiento gastrico, y como un
neurotransmisor, ver A.J. Prange, supra, J.A.
Williams, Biomed Res., 3, 107 (1982), J.E.
Morley, Life Sci. 30, 479, (1982). La gastrina

es un péptido involucrado en 1la secrecidén de
dcido gaéstrico y de pepsina en el estdmago, ver
L. Sandvick, et al., American J. Physiology,
260, G295 (1991), C.wW. Lin, et al., American J.
Physiology, 262, G1113, (1992). La CCK y 1la
gastrina comparten homologia estructural en su
tetrapéptido C-terminal: Trp-Met-Asp-Phe.

Se han identificado dos subtipos de
receptores de la CCK, designados como CCK-A vy
CCK-B, y ambos se han encontrado en los sistemas
nerviosos central y periférico. Recientemente se
ha reportado que los receptores CCK-B son
similares al receptor de. la géstrina, ver
Pisegna, J.R., de Weerth, A, Huppi, K, Wank,
S.A., Biochem. Biophys. Res. Commun. 189, 296-
303 (1992). Los receptores CCK-A estén

localizados predominantemente _ tejidos

periféricos que incluyen la

Perito Traductor
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vesicula biliar, el ileon, el esfinter{g@lbﬁico'jj~

s . R s oe
y las fibras del nervio aferente vagal; %l

receptores CCK-A se encuentran en un menor grado

en el cerebro, ver T.H. Moran, et al., Brain
Res., 362, 175-179 (1986), D.R. Hill, et al.,
Brain Res, 4545, 101, (1988), D.R. Hill, et al.,
Neurosci Lett., 89, 133, (1988), R.W. Barret, et
al., Mol. Pharmacol., 36, 285, (1989), D.R.
Hill, et al., J. Neurosci, 10, 1070 (19%0), V.
Daugue et al., Pharmacol Biochem Behac., 33,
637, (1989), mientras gue los receptores CCK-B
se encuentran predominantemente en el cerebro,
ver V.J. Lotti y R.S.L Chang, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 83, 4923 (1986), J.N. Crawley,
Trends Pharm. Sci., 88, 232, (1991).

La actividad agonista de la CCK ha sido
asociada a la inhibicidén de la ingestidén de
alimentos en animales, y de esta manera, a su
pérdida de peso, ver Della-Fera, et al. supra,
K.E. Asin, et al, Intl. Conference'on Obesity,
resumen pp.40 (1990). Se ha sugerido que la CCK
actia en la periferia a través de lasi fibras

vagales y no directamente en el cerebro, para

producir @ saciedad, ver Smith, GaPomm. Y Cushin,
B.Jd., Neuroscience Abstr., 4, §® (1 'BUa;Smith,
c\
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G.P., Jerome, C., Cushin, B.J., Eternop

L2

Simansky, K.J., Science, 212, 687-689 (1981):". " "

La patente norteamericana No. 5,646,140
(Sugg, et al.) describe ciertos compuestos de 3-
amino l1,5-benzodiazepina que exhiben una
actividad agonista por el receptor CCK-A,
permitiéndoles por ello modular las hormonas
gastrina y <colecistocinina (CCK) en mamiferos.
Ver en particular, el compuesto del Ejemplo 7.
Ciertos de estos compuestos exhiben también
actividad antagonista en los receptores CCK-B.

De manera breve, en un aspecto, la

~ presente invencién proporciona un compuesto

enantioméricamente enriquecido, de Férmula (I),

© una sal o solvato farmacéuticamente aceptable

del mismo.







10

15

20

25

El compuesto de Férmula (I) es el dcidal.

ST
R .

3—{3—[1-(Isopropil—fenil-carbamoilmetil)—2,5;
dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-

benzo[b][1l, 4]diazepin-3-ilJureido}benzoico. Este
compuesto tiene un carbono quiral en el anillo
de benzodiazepina. Los solicitantes han
encontrado que se prefiere el enantidmero que
hace girar la luz en la direccién positiva, bajo
las condiciones descritas posteriormente. A este
enantiémero se hace referencia posteriormente en
la presente, como el enantidémero (+) . Los
solicitantes han encontrado dque este isémero
tiene propiedades mejoradas respecto a la mezcla
racémica y por lo tanto es mas conveniente dque
la mezcla racémica para el tratamiento de 1la

obesidad y de otras enfermedades o condiciones

mediadas por el CCK-A. Como se usa en la
presente, “enantioméricamente enrigquecido”
significa que hay méds del enantidmero (+) que
del enantidémero (-), lo cual es opuesto al caso
de la mezcla racémica, que tiene iguales

cantidades de cada isdémero. Como se usa en la
presente “el compuesto de esta invencién” o “el

compuesto enantioméricamente enri [=YeX N de esta

invencién”, y expresiones qu

Perito Traductor
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frases o frases similares, incluyen las Sales

T8

solvatos farmacéuticamente aceptables del m?ém%fhi
El “enantidmero (+)” se refiere a la rotacidn
éptica del enantidémero vy no' de las sales vy
solvatos del mismo. Las sales Y solvatos
preferidos serén sales y solvatos del
enantidémero (+) del compuesto de Férmula (I) sin
importar la rotacidén obptica de la sal o solvato.

Preferentemente, el enantidémero (+) es
al menos el 90% de la cantidad total del
compuesto enantioméricamente enriquecido. Méas
preferentemente, el enantidémero (+) es al menos
el 96% de la cantidad total del compuesto. De la
manera mds preferente, el enantidémero (+) es al
menos el 99% de la cantidad total del compuesto.

Eﬁ otro aspecto, la presente invencidn
describe’ una composicién farmacéutica qué
comprende el compuesto enantioméricamente
enriquecido, de esta invencidn.

De acuerdo: con otro aspecto, la
presente invencidén proporciona el uso de un
compuesto enantioméricamente enriquecido, de
esta invenciédn, o de una sal e} solvato

]
farmacéuticamente aceptable del misfHy,““para la
PRI A e

fabricacién de un medicanfapto parad@/ N, el
i1 2\
i

{ Paritc Traductor i
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tratamiento de condiciones en
modificacién de lés efectos de 1la
gastrina es de beneficio terapéutico.
El enantidémero (+) de la presente
invencidén exhibe una actividad agonista del CCK-
A y puede considerarse éomo un agonista fotal de
la colecistocinina, porque se enlaza a los
receptores CCK-A 3% estimula totalmente la
contraccién de la vesicula biliar y reduce la
alimentacidén en modelos animales. Por lo tanto,
en un aspecto adicional de la presente
invencidén, ~se proporciona un método para el
tratamiento, en un mamifero, incluyendo el
hombre, de una enfermedad o condicidén mediada
por el CCK-A, el cual comprende administrar a un
paciente, una cantidad terapéuticamente efectiva
de una composiciédn de esta invenciédn. Por
ejemplo, la composicién de esta invencidén debera
ser Util para el tratamiento de la obesidad, asi
como de patologias relacionadas, tales como 1la
hipertensién, estasis de la vesicula biliar, vy
diabetes, indirectamente a través de la pérdida
de peso, y directamente a través del vaciamiento
gadstrico retardado, mediado por el CCK-A. Ademés

el enantidémero (+) descrito / ‘Bpgente

Perito Traductor
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proporciona nuevos enfoques para indﬁ;;£ fié“’
saciedad, para proporcionar regulacigﬁgfﬁaeif“
apetito y para modificar el consumo de alimentos
en mamiferos, especialmente humanos, para

S regular el apetito, tratar la obesidad y
mantener la pérdida de peso.

El enantidmero >(+) de esta invencidn
puede producirse fabricando primero la mezcla
racémica,.tal como se describe en el Ejemplo 7

10 de la patente norteamericana No. 5,646,140 vy
luego separando los enantidbémeros por
cromatografia quiral.

Alternativamente el enantidmero (+) se
puede preparar mediante la .reaccién del

15 enantidmero apropiado, especialmente el

enantidmero (S) de la amina de la férmula (II);

20
0 0

25
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con un isocianato de férmula (III; en dondggﬁwés

un grupo protector <carboxilo, por ejempr;.{g“;#ﬁ'

butilo), una imidazolida de férmula (IV; en
dohde R es un grupo protector carboxilo, por
ejemplo, t—butiio) © un carbonato de fenilo
opcionalmente substituido, de férmula (Vs en
donde R es un grupo protector <carboxilo, por
ejemplo, t—butilo y Ry es hidrdégeno o) un
substituyente fenilo convencional, por ejemplo,

NO32) seguida de la eliminacién  del grupo

protector carboxilo, R.

I~
Q NN Ny

(i (V)

o
AL,
W)

La reaccidn convenientemente toma lugar

en la presencia de un solvente adecuado tal como

un éter (por ejemplo tetrahidrofurano) O un
hidrocarburo halogenado (por ejemplo

diclorometano) 0 nitrilo
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en el intervalo de 0 a 80 °C.

Convenientemente el enantidmero
requerido de la amina (II) se puede usar en la
forma de una sal del mismo, por ejemplo, una sal
del &acido R-camforsulfénico y en esta modalidad
la reaccibén se puede llevar a <cabo en la
presencia de una base, por ejemplo, de una amina
terciaria tal como la trietilamina.

La hidrdélisis del grupo protector
carboxilo .se puede llevar a cabo usando
procedimientos convencionales. Asi, por ejemplo,

cuando R es un grupo t-butilo, este se puede

remover mediante hidrélisis con dcido
clorhidrico o acido trifluoroacético, usando
procedimientos establecidos. (Protecting groups
in Organic Synthesis T. Greene, Ed., Wiley

'Interscience, New York, pl68, 1981).

El enantidémero requerido, de la amina

de Férmula (II);

.w&NUE[”{}\
’Q§° Q27
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puede prepararse mediante la separacidén de 1la
amina racémica correspondiente, a través de
cromatografia por HPLC quiral, o a través de la
separaciédn asimétrica inducida por
cristalizacién, a través de la sal del acido R-
camforsulfdnico.

La amina racémica II se puede preparar
mediante el método descrito en el Compuesto
Intermedio 11 de 1la patente norteamericana No.
5,646,140.

Los isocianatos de Fdérmula (III) se
pueden comprar o preparar mediante la reaccidn
de la‘amina correspondiente (VI) con fosgeno o

trifosgeno en un solvente adecuado tal como

cloruro de metileno. Las imidg4

Peri';('b Traductor
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(IV) se pueden preparar mediante el trat%@;ehtb%;ﬂ"

de la amina correspondiente (VI) T oeen
carbonildiimidazol en un solvente adecuado
(diclorometano, éter, tetrahidrofurano) a una
temperatura que varie de 0 a 80 °C
(convenientemente a temperatura ambiente). Los

carbamatos de fenilo opcionalmente substituidos
de Férmula (V) se pueden preparar mediante 1la
reaccidén de la amina correspondiente (VI) con el
cloroformiato de fenilo opcionalmente
substituido, en la presencia de una base
(piridina, trietilamina) en un solvente adecuado
(diclorometano) y a una temperatura de 0 a
50 °C. Las aminas de la férmula (VI) son
compuestos ya conocidos o se  pueden preparar
mediante procedimientos analogos a aquéllos
usados para preparar los compuestos conocidos.
Los experimentados - en la técnica
apreciardn que cuando en la presente se hace
referencia a tratamiento, esfe se extiende a la
profilaxis asi como al tratamiento de

enfermedades o sintomas establecidos. Ademés, se

apreciaré gue la cantidad del enantidmero
preferido de la invencidén, requeride—pmwa_el uso
. £ ““\)EL M. S@
en el tratamiento, variara co {)1& natura¥Vgaa de
~ Perito Traductor
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la condicién gque se trate. y con 1la ed;dfﬁﬂila&
condicién del paciente, y finalmente 'esﬁafé a
discrecidén del médico o veterinario que atienda
el caso. Sin embargo, en general, las dosis
empleadas para el tratamiento de humanos adultos
estardn tipicamente en el intervalo de' 0.02 a
5000 mg por dia, por ejemplo, de 1 a 1500 mg por
dia. La dosis deseada se puede presentar
convenientemente en una sola dosis o como dosis
divididas administradas a intervalos apropiados,
por ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas dosis
secundarias por dia.

Aunque es posible que el compuesto
enantioméricamente enriquecido de la presente
invencidén sea administrado terapéuticamente como

el producto gquimico en bruto, es preferible

presentar el ingrediente activo como una
composicién farmacéutica. Por <consiguiente, 1la
presente invencién proporciona ademéas uﬁa
composicién farmacéutica que comprende el
cbmpuesto enantioméricamente enriquecido, de

esta 1invencidén, Jjunto con uno o més portadores
y/o excipientes farmacéuticamente aceptables
para el mismo Y, opcion R ' dqtros

ingredientes terapéuticos ticos.

- Perito Traductor

WY, N~
QES_Eﬁpﬁgh'







10

15

20

25

. Y

El(los) portador(es) y/o excipiente(s, ot
mismo debe (n) de ser “aceptable(s) %;1:.éif
sentido de que sea(n) compatible(s) con Tos

otros ingredientes de la formulacidén y de que no

sea(n) dafiino(s) al que reciba la misma.

Las formulaciones de la presente
invencién incluyen aquellas formuladas
especialmente para la administracidn oral,
bucal, parenteral, implante, o rectal, sin

embargo se prefiere la administracién oral. Para
la administracién bucal, 1la composicién puede
tomar la forma de tabletas o pastillas
formuladas en una manera convencional. Las
tabletas y las cépsulas para la administraciédn
ocral pueden contener excipientes convencionales
tales como agentes aglutinantes (por ejemplo,
jarabe, acacia, gelatina, sorbitol, tragacanto,
mucilago de almidén o polivinilpirrolidona),
materiales de relleno (por ejemplo, lactosa,
azdcar, celulosa microcristalina,' almidén de
maiz, fosfato de calcio o sorbitol), lubricantes
(por ejemplo, estearato de magnesio, acido
esteédrico, talco, polietilenglicol o} silice),

desintegrantes (por ejemplo, almiddén . de papa o

almiddn glicolato de agentes

Perito Traductor
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humectantes, tales como el

sodio. Las tabletas pueden

acuerdo con métodos bien

técnica.
Alternativamente,

preferido, de la

incorporarse en

tales como por ejemplo,

aceitosas, soluciones, emu

10 elixires. Ademéas, las

contienen este enantidmero

presentar como un

constitucidédn con agua u

antes de su uso. Esas

15 pueden contener aditivos

como agentes suspendentes,

sorbitol,

glucosa/azucar, gelatina,

carboximetilcelulosa, gel

20 aluminio o) grasas comest

agentes emulsificantes

el monooleato de sorbitano

no acuosos (que pueden

comestibles) tales como el

25 aceite de

coco fraccionad

presente
preparaciones

suspensiones

producto
otro

preparaciones
convencionales
tales

metilcelulosa,

tales

a
o
2.

lauril sd&f&
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‘ . r

.

ser recubiertds’.

conocidos en

el enantidmero

invenciédn, puede

ligquidas orales

acuosas O

lsiones, jarabes o]

formulaciones que

preferido se pueden

seco para sSu

vehiculo adecuado

ligquidas
tales

como Jjarabe de

jarabe de

hidroxietilcelulosa,

de estearato de

ibles hidrogenadas;

como la lecitina,

o acacila; wvehiculos

incluir aceiltes

acej . almendras,
—\"\N\U EL Mf}é,
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propilenglicol o) alcohol

conservadores tales como los p—hidroxiﬁéhiﬁa;os

~.
"

', »:‘,"‘ iy e -
de metilo o propilo, o el &cido sérbico.” Esas

preparaciones se pueden formular también como
supositorios, por ejemplo, que contengan bases
convencionales para supositorios, tales como 1la
manteca de cacao u otros glicéridos.
Adicionalmente, las composiciones de 1la
presente invencidén se pueden formular para 1la

administracién parenteral por inyeccidén o por

infusién continua. Las formulaciones para
inyeccién pueden tomar formas tales como
suspensiones, soluciones, o) emulsiones en

vehiculos aceitosos o acuosos, y pueden contener
agentes para formulaciones, tales como agentes
suspendentes, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, el 1ingrediente activo puede
estar en formavde polvo para su constitucidén con
un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua estéril
libre de pirdégenos) antes de su uso.

La composicién de conformidad conA la
invencidén se puede formular también como una
preparacidédn para depdésito. Esas formglaciones de

accidén prolongada se pueden admini mediante

implante (por ejemplo,

Perito Traductor
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intramuscularmente) e} mediante

LA
My

‘‘‘‘‘

intramuscular. Por consiguiente, el enanfidémero

L

preferido de la invencidn se puede formulér'con
materiales poliméricos o hidrofébicos, adecuados
(por ejemplo, como una emulsidén en un aceite
aceptable), resinas de intercambio idénico o como
derivados escasamente solubles, éomo por ejemplo
una sal escasamente soluble.

Las composiciones de conformidad con 1la
invencidén pueden contener entre 0.1 y 99% del
ingrediente activo, convenientemente de 30 a 95%
para tabletas y <cépsulas, y de 3 a 50% para
preparaciones liguidas.

Los siguientes ejemplos, gque no son

limitantes, ilustran la invenciédn.

Compuesto Intermedio 1

Sal del acido (+)-2-(3-Amino-2,4-dioxo~-5-fenil-

D S

2,3,4,5-tetrahidrobenzo-[b][l1,4]ldiazepin-1-il)-N-

isopropil-N-fenilacetamida camforsulfdénico

Se agitaron (+/—)—2—(3—Amino—2,4-dioxo—

5-fenil-2,3,4,5-tetrahidrobenzo-[b][1l,4]diazepin-

1-il)-N-isopropil-N-fenilacetamid

N

ZWMUEL 73
equivalente) y 4&cido R-camfo <§i énico &%ﬁ%? g,

Perito Traductor /
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0.95 equivalentes), en tetrahidrofuraﬂé¥lf}g_7"*'

y tolueno (65 ml) para dar una soldéiﬁﬁf*fié“

solucidén se calenté a 70 °C con la formacidén de
una suspensién. Se adiciona agua (0.4 ml)
seguida de una solucidn de 2-
piridincarboxaldehido (0.24 g, 0.1 equivalentes)
en tolueno (5 ml). La mezcla se calenté a 70 °C
durante 3 horas y luego se enfrié hasta 25 °C
por 5 horas y se agitdé a 25 °C durante 16 horas.
la suspensidédn se enfridé subitamente hasta una

temperatura de 0 a 5 °C por un tiempo de 1.5

horas. El1 sélido se recolectdé por filtraciédn
lavando con tolueno/tetrahidrofurano (2:1) (10
ml). E1 secado in vacuo a 50 °C produjo el

compuesto del titulo como un sélido blanco (12.6

g). Andlisis cromatogrédfico: Eluyente: 30 % de

o

alcohol isopropilico) 70 % de heptano + 0.05
de dietilamina; Columna: 25 cm x 4.6 mm de
didmetro interno., Chiralpak AD; Flujo:
1 ml/minuto; Temperatura: 40 grados centigrados;

Deteccidén: UV 230 nm; Volumen de Inyeccidédn: 10

o°

pL; Solucidn muestra: 0.1 mg/ml; muestra en 30
de alcohol isopropilico, 70% de heptano. Las

soluciones muestra fueron inyectadas
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Tiempos de retencién: enantidmero (+y,f{§&é£'
minutos. El enantiémero (-) no deseado (127.7°
minutos) estuvo por debajo de 1los limites de

detecciédn.

Compuesto Intermedio 2

Ester t-butilico del acido 3-Nitrobenzoico

Se adiciondé t-butdéxido de potasio (3.82

g, 32.30 mmol) a una solucién de cloruro de 3-

nitrobenzoilo (5.00 g, 26.94 mmol) en
tretrahidrofurano anhidro (70 ml) y se agitéd
bajo nitrégeno por 2 horas. La mezcla de

reaccién se concentré 1in vacuo y se dividiod
entre diclorometano y agua. Después de separar
las fases, la capa acuosa se volvidé a extraer
con acetato de etilo. Las capas organicas se
combinaron, se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro, se filtraron y luego se concentraron in
vacuo. Bl producto crudo se purificdé sobre gel
de silice grado de evaporacidn instantanea,
usando un gradiente de 0 a 5% de acetato de

etilo en n-hexano. Las fracciones que contenian

el producto se combinaron, se c ,traron in

Z WANUEL
‘\Fa to v c%?\para

. 6\
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aceite (3.82 g, 17.1 mmol). RMN 'H (300 MHz,
cpCls) & = 1.63 (s, 9H); 7.62 (t, J = 7.9 Hz,
1H); 8.29-8.41 (m, 2H); 8.78-8.80 (m, 1H). MS

(Cl): [M+H]® = 224.

Compuesto Intermedio 3

Ester t-butilico del acido 3-Amino-benzoico

proporcionar el <compuesto del titulo’iﬁoﬁdngn”'"

Una solucidén de éster t-butilico del |
dcido 3-nitro-benzoico (3.77 g, 16.9 mmol), en
etanol absoluto (50 ml) se combindé con paladio
sobre carbén (10 % en peso, 0.30 g) y se agitd
bajo hidrdégeno atmosférico durante
aproximadamente 3 horas. La mezcla de reaccidén se
filtrdé a través de una almohadilla de tierras
diatomdceas y luego se concentrdé 1in vacuo hasta
un aceite que <cristalizé cuando se secd Dbajo

alto vacio proporcionando el compuesto del

titulo como un sélido color canela (3.28 g, 16.9
mmol). RMN 'H (30 MHz, CDCl3) & = 1.58 (s, 9H);
6.79-6.87 (m, 1H), 7.19 (t, J=8.5 Hz, 1H); 7.24-
7.34 (m, 1H); 7.38 (d, J=8.0 Hz, 1H). MS (Cl):
[M+H]" = 194.
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Compuesto Intermedio 4

Ester t-butilico del acido 3—Isocianobenzsic6lfAV‘

Se adiciondé trifosgeno (13.428 g, 45.25

mmol) a wuna solucidén del éster t-butilico del
dcido 3-aminobenzoico (26.50 g, 137.13 mmol) vy
trietilamina (38.23 ml, 274.28 mmol) en
tetrahidrofurano anhidro (600 ml) a una

temperatura de 0 a 5 °C. La mezcla de reacciédn
se agitdé a una temperatura de 0 a 5 °C durante 2
horas, luego se <concentrdé in vacuo hasta un
sélido blanco. El1 producto crudo se incorpord
como una pasta liquida en hexano (500 ml), se
filtrdé, y el filtrado se concentrdé in vacuo para

producir el compuesto del titulo como un aceite

(21.54 g, 71.6 %). E1l 1isocianato crudo se usd
sin purificacién adicional. RMN 'H (300 MHz,
CDClz) o6 = 1.59 (s, 9H); 7.23 (sefial amplia,
J=7.8 Hz, 1H) ; 7.36 (t, J=7.8 Hz, 1H) ; 7.69

(sefial amplia, 1H); 7.81 (d, J=7.8 Hz, 1H).

Compuesto Intermedio 5

Ester t-butilico del &acido (+)3-{3-[1-(Isopropil-

fenil-carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1H-benzo[b][1, 4]diazep_mMiiMj}b} d
[,

Perito Traductor
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ureidol}benzoico

El compuesto intermedio (I; 66.30 g,
98.25 mmol) se adicioné lentamente a una
solucidn de éster t-butilico del acido 3-
Isociano-benzoico (21.54 g, 98.25 mmol) en
tetrahidrofurano anhidro (750 ml). A 1la meicla
de reaccidén se adiciond trietilamina (13.70 ml,
98.29 mmol) gota a gota. La mezcla de reaccidn
resultante se agité é temperatura ambiente
durante toda la noche. La mezcla de reaccién se
vertidé en agua (3000 ml) para producir un sélido
blanco. El1 sdélido se recolectd por filtraciédn
lavéndo con agua (3 X 500 ml). E1 secado por

filtracidén con vacio produjo el compuesto del

titulo como un sélido blanco (65.01 g, 100%). E1

compuesto del titulo crudo se usod sin
purificacién adicional. Caracterizacidn
cromatografica: Eluyente: Alcohol isopropilico

30%, Heptano 70% + Dietilamina 0.05%. Columna:
25 cm x 4.6 mm de didmetro interno, Chiralpak
AD; Flujo: 1 ml/minuto; Temperatura: 40 grados

C; Deteccidén: UV 230 nm; volumen de inyecciédn:

\
10 pL; Solucidn de muestra: mues ~N mg/ml

en 30% de alcohol isopropilic
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Las soluciones de muestra fueron ‘inyectadas’

inmediatamente después de la préééﬁadidhv’
Tiempos de retencién: enantidémero (+): 15.6
minutos. El1 enantidémero (-) no deseado: (13.3

minutos) estuvo por debajo de los 1limites de

deteccidn.

Ejemplo 1

Separacién Cromatogradfica de Enantidmeros

Acido (+) v (-)-3-{3-[1-(Isopropil-fenil-

carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1H-benzo[b][l,4]diazepin-3-il]j-ureido}

benzoico

Se prepardé 4&cido 3-{3-[1-(Isopropil-
fenil-carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1H-benzo[b][l,4]diazepin-3-il]~ureido}
benzoico racémico como se describidé para el
ejemplo 7 en la patente norteamericana No.
5,646,140 y se separd por HPLC gquiral bajo 1las
siguientes condiciones: columna de 250 X 4.0 um
(didmetro interno), Diacel Chiracel OD-R 5 um;
el eluyente fue de 80:20:071:1, 80 partes, de

acetonitrilo, 20 partes de

a _UQ\N‘\U@L ﬂf:}&a‘rte de
FA\d o

{Micido acétily; 1la
Perito Traductor
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longitud de onda de deteccién UV es dé1235ﬁhm;“

la temperatura fue la ambiente; el flujoﬂfﬁéidé:t
1 ml/minuto; y el volumen de inyeccidén fue de 20
ul. Bajo estas condiciones ei enantidémero (+)

tuvo un tiempo de retencidén de 6.50 minutos y el

isbmero (-) tuvo un tiempo de retencidén de 3.89
minutos.

Ejemplo 2

Acido (+)-3{3~-[1-(Isopropil-fenil-carbamoil-

metil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-

benzol[b][l,4]diazepin-3-il]-ureido}benzoico

Se agitdé éster t-butilico del 4&cido
(+)—3{3—[1-(Isopropil—fenil—carbamoilmetil)—2,4—
dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-
benzo[b“i,4]diazepin?3—il]—ureido}benzoico (65.01
g, 98.24 mmol) en acido clorhidrico 4N en
dioxano (280 ml) a temperatura ambiente durante
6 horas. La mezcla de reaccidén se concentrd in
vacuo y el sélido/aceite resultante se triturd
en agua para producir un sélido blanco. El
s6lido blanco se recolectdé por filtracidn y se

tro crudo se

NNYEL 55

lavdé con agua (2 X 500 ml). El1 p
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adiciondé agua (275 ml) hasta que la séiﬁﬁiéﬁfﬁé&f
volvidé turbia. Se adicioné acetona adic}ghalfx4bf
ml) y la solucién se calentd hasta que se obtuvo
una solucidén <clara. La solucién se dejdé a un
lado y se le dejé enfriar. El1 sdélido blanco
resultante se recolecté por filtracién,.se lavd
con agua (3 X 100 ml) y se secd bajo una campana
de vacio (50.8-63.5 cm de Hg (20-25 plg de Hg))
a una temperatura de 40 a 50 °c, para

proporcionar el compuesto del titulo como un

sbélido Dblanco (40.496 g, 68%). Se analizdé su
pureza mediante cromatografia .quiral (ver el
protocolo de separacidn cromatografica).
Rotacidén o6ptica (0.721 g en 100 mL de acetona)
[]lp = +84.3. RMN 'H (300 MHz, DMSO) &= 0.95 (d,
J=7.5 Hz, 3H); 0.97 (4, J=7.2 Hz, 3H); 4.18 (d,
J=16.7 Hz, 1H); 4.48 (d, J=16.7 Hz, 1H); 4.78
(m,.1H); 5.02 (d, J=7.8 Hz, 1H); 6.91 (d, J=7.8
Hz, 1H) ; 6.95 (sefilal amplia, J=8.1 Hz, 1H) ;
7.22-7.57 (m, 19H); 8.00 (s, 1H); 9.34 (s, 1H);.
12.78 (s, 1H). MS (ES): [M+1] = 606.1; [M+Na] =
628.1; [M-1] = 604.1.
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ENSAYOS BIOLOGICOS

Los enantidbémeros (+) y (-) y la mezcla
racémica se caracterizaron en los siguientes
ensayos. Los resultados de estos ensayos se

resumen en la tabla posterior.

Preparacién del Tejido de Vesicula Biliar de

Cobayo

Se retiraron vesiculas biliares de
cobayos Hartley machos, sacrificados con
atmésfera de CO,. A las vesiculas biliares se 1les
eliminé el tejido conectivo adherente Y se
cortaron en dos anillos de cada animal (de 2 a 4
mm de longitud). Los anillos se suspendieron en
camaras para o6rganos que contenian una soluciédn
salina fisiolégica (NaCl 118.4 mM, KC1l 4.7 mM,
MgS0O,; 1.2 mM, CaCl, 2.5 mM, KH,PO3 1.2 mM, NaHCO;
25 mM, dextrosa 11.1 mM). La soluéién del Dbano
se mantuvo a 37 °C y se aired con 95% de 0,/5% de
CO2 para mantener un pH = 7.4. Los tejidos se

conectaron mediante cadenas de oro y alambres de

montaje, de acero 1inoxidable,

W ductones
o < WANUEL
isométricos de desplazamient ~e&§ fuerzaé&;;ass,
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Modelo FTO03 D). Las respuestas se regiépggfbn;énig
un poligrafo (Grass, Modelo 7E). Un '£é§€é@ﬂfdé"
cada animal sirviéd como un control | de
tiempo/solvenfe y no recibié el compuesto de
prueba. Los anillos se estiraron gradualmente

(por un periodo de 120 minutos) hasta una

tensién basal de reposo de 1 g 1la cual se

mantuvo a través del experimento. Durante el
periodo de ajuste de la tensidén Dbasal, los

anillos se expusieron a acetilcolina (1078 M)

cuatro veces, para verificar la contractibilidad

del tejido. Los tejidos se expusieron 1luego a
una dosis por debajo de la dosis méxima, de CCK-
8 sulfatada (Sigma, 3 X 107° M) .

Después de obtener una respuesta
estable, los tejidos se lavaron 3 veces
rapidamente y después de 5 a 10 minutos, por 1

hora, para reestablecer una linea base estable.
Valores de EC50 del Agonista.

Los compuestos se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO) 1luego se diluyeron con
agua Yy se ensayaron a través de una curvai de

concentracidén-respuesta, acu el
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/ .
& s

) ‘.l‘..,- ] N
- espr

————







10

15

20

25

28

compuesto de prueba (de 10°'' a 3 X JfOféf{Mii.
seguida de una curva de concentracién—reébuegté
para CCK-8 sulfatado (de 107!° a 10°° M) en la
presencia de la concentracidédn mas alta del

compuesto de prueba. Como una prueba final, se

adiciondé acetilcolina (1 mM) para inducir 1la
contracciébn maxima. Para cada compuesto de
prueba se realizaron un minimo de tres

determinaciones de actividad.
PA2 del Antagonista

Se incubaron tejidos de vesicula
biliar, de al menos tres animales diferentes,
durante 60 minutos, con una concentracidén dada
(de 3 a 5 concentraciones por andlogo) del
antagonista, seguido de wuna curva de respuesta
de la concentracién, acumulativa, con CCK-8 o el
compuesto 1. Un tejido apareado de cada animal
no recibié el antagonista y sirvidé como el
control de tiempo/solvente usado para calcular
la relacidn de concentraciones para el
desplazamiento hacia la derecha en la respuesta
OB ES
fueron determinados por anélTQ?E de SChlﬁ& para

~ F’e‘r\to Traductor /}
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a la concentracidn del CCK-8. Lg=' re&>de pAZ2
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un numero dado de observaciones®’. Los Llimites: de

confidencia al 95%, superior e inferior,”

EN

pendientes de la curva de Schild,‘ ﬁ$e

proporcionan para cada pA2.

Evaluacién de lineas celulares gque contenian el

receptor CCK estable.

Los clones de c¢cDNA para los receptores
CCK-A'® o CCK-B!® humanos, se ligaron en el
vector pcDNAl-Neo de Invitrogen Corp (San Diego,
CA) para la transfeccidén directa. E1 DNA se
prepardé a través del método de lisis alcalina y
se transfectd a células CHO-K1 (ATCC, Rockville,
MD) usando el reactivo Lipofectin?? (Gibco BRL,
Gaithersberg, MD). Los transfectantes estables
se seleccionaron inicialmente mediante el uso de
Geneticin (Gibco BRL) y las células resistentes
que contenian el receptor se enriquecieron

mediante clasificacién de células activada por

fluorescencia, en base al enlazamiento de
Fluoresceina-Gly-[(Nle28,31]-CCK-8. Las lineas
clonales se establecieron Subsecuentemente

mediante el método de diluciédn

Perito Traductor
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Preparacién de membranas celulares.

Se cultivaron células égg}ki
transfectadas establemente coﬂ cDNA del recéptor
CCK-A o CCK-B, a 37 °C bajo wuna atmdésfera
humidificada (95 % de 0,/5% de CO,;) en medio F12
de Ham complementado con 5% de suero de bovino
fetal inactivado térmicamente. Las células se
subcultivaron vdos veces semanalmente y se
cultivaron hasta una densidad de 2 a 4 millones
de células/mL. Las células se recolectaron por
centrifugacién (600 X g, 15 minutos, 4 °C) y se
volvieron a suspender en amortiguador (20 mL, pH
7.4) gue contenia TrisHCl (25 mM), EDTA (5 mM),
EGTA (5 mM), fluoruro de feniisulfonilo (0.1 mM)
e inhibidor de tripsina de soya (100 pg/mL). Las
células se rompierdn con un homogeneizador de
tefldn y vidrio motorizado (25 veces) VY% el
homogenato se centrifugd a baja velocidad (600 X
g, 10 minutos, 4 - °CH. .El sobrenadante se
recolectéd y centrifugbd a elevada velocidad
(500,000 X ‘g, 15 minutos, 4 °C) para formar
pelotillas de 1la frabcién en particulas. Las

pelotillas a baja velocidad se procesaron tres

veces adicionales. Las fracci éculas
\S

5“&
N
Perito Traductor ‘7







a alta velocidad se combinaron y se voiviéﬁéniéf;”
suspender en amortiguador (1-5 mg tif&é.
proteina/mL) y se congelaron a -80 °C. La
concentracidn de proteinas se determind de
acuerdo con las instrucciones del fabricante,
usando reactivo BioRad y albumina de suero de

bovino como un estandar.
Ensayos de Enlazamiento al Receptor.

Se disolvié '??I-Bolton Hunter CCK-8
(Amersham, 2000 Ci/mmol) en amortiguador para
enlazamiento (pH 7.4, 100,000 cpm/25 pL) Qque
contenia HEPES (20 mM), NaCl (118 mM), KC1 (5
mM), MgCl, (5 mM) y EGTA (1 mM). El enlazamiento
no especifico se determindé con MK-3292° (10 uM,
CCK-A) o L-365,260%" (10  uM, CCK-B) . Los
compuestos de prueba se disolvieron en DMSO a
una concentracidén concentrada de 100 veces 1la
concentracidén del ensayo final y se diluyeron a
éoncentraciones apropiadas con amortiguador para
enlazamiento. Los ensayos de =enlazamiento se

realizaron por triplicado wusando placas de 96

- 0, Ly X "‘)_ .
secuencialmente: compuesto P é92§¢ uL) ,
PN
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'2°71-Bolton Hunter CCK-8 (25 pulL), amdgﬁiguadof_
(pH 7.4, 150 pL) y preparacién del receptor (50
pL) . La concentracidén final de DMSO fuevde 1%
en todos los pozos de ensayo. Después de 3 horas

5 a 30 °C la incubacién se termindé por filtracién
répidé_ de la mezcla sobre filtros de vidrio

(Whatman GF/B) con lavado subsecuente para

eliminar el ligéndo no enlazado. La
radiactividad de enlazamiento fue <cuantificada

10 por conteo gamma.

Mediciones del Calcio Intracelular:

Se cultivaron células CHO-K1

15 transfectadas establemente con receptores hCCK-A
o hCCK-B, sobre cubreobjetos de vidrio, hasta
una confluencia de 75-90%. Las células se
cargaron por 50 minutos en medio de cultivo sin
suero, que contenia FURA2-AM 5 mM y probenecid

20 2.5 mM. Se usé un analizador de balcio, JASCO
CAF-102, para medir los cambios en la
concentracién del calcio intracelular, mediante
técnicas radiométricas estéandares, usando

-longitudes de onda de excitacién de 340 nm y 380

25 nm. Las células se con

Perito Traductor
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concentraciones crecientes de CCK-8 .Kh =1 2) o
compuestos (n = 2) hasta que se obtqu;unfvalOr
en la relacién de 340/380. Se permitid . un |

periodo de layado/recuperacién de al menos 10

5 minutos entre estimulaciones sucesivas. La
respuesta médxima se normalizdé hasta la respuesta
‘méxima inducida por el CCK-8. Las ECso se
calcularon a la concentraciédn requerida para
inducir la respuesta semimdxima. Ademéds de las

10 curvas de concetracidén-respuesta del agonista,
las células CHO-K1 que expresaban el CCK-B
humano, se perfundieron por 1 hora <con tres
concentraciones de los <compuestos (104, '10'ﬂ
10°® M, n = 2), luego se obtuvieron curvas de

15 respuesta a la concentracién, para el CCK-8 (de :

1072 a2 10°°% M).

Ensayos de Anorexia:

20 | Ratas Long-Evans Macho (225-300 g) se
condicionaron por dos semanas a consumir una
dieta liquida apetitosa (Bio—Server Fle657,
Frenchtown, NJ) después de un ayuno de 2 horas.

El dia del pretratamiento las ratas se

sometieron a ayuno (100 min ectaron






o 3

v K U

IP con el vehiculo dei fédrmaco (propi&éﬁéiicg%}'ﬂ, 3
PG, 1 mL/kg) y una precarga oral dé%;églﬁéién‘ﬁ‘
salina (NaCl al 0.9%, 8 mL/kg). Se perrﬁ’i“tié el”
acceso a la dieta liquida por 20 minutos después
5 y se midié el consumo a los 30, 90 y 180
minutos. Para calificar el estudio de
tratamiento con el farmaco las ratas tenian que
consumir al menos 8 mL de dieta liquida dentro
de los primeros 30 minutos el dia del
10 pretratamiento. El1 dia siguiente, seguido de la
privacién de 100 minutos, las ratas (de 8 a 10
animales por dosis) se trataron IP o PO con el
vehiculo (PG, 1 mL/kg) o varias dosis (de 0.01 a
10 pmol/kg) del compuesto de prueba disuelto en
15 PG (1 mL/kg), inmediatamente seguido de la
precarga oral de solucidédn salina. Se permitid
nuevamente el acceso al alimento, 20 minutos
después, y se mididé el consumo de alimento a los
30, 90 y 180 minutos. Todos los datos de consumo
20 de alimento se normalizaron para cada rata, a
los respectivos valores del dia del
pretratamiento. La potencia se determindé a 1los
30 minutos y la eficacia a los 30 minutos, dosis
de 1 pumol/kg.
25
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w o

Ensayo de vaciamiento de vesicula biliar -en

Y

ratén:

Makovec, F.; Bani, M. ; Cereda, R

Chiste, R.; Paccini, M. A.; Revel, L.; Rovati,
L. C. Antispasmodic Activity on the Gallbladder
of the Mouse of CR1409 (Lorglumide), a Potent

Antagonist of Peripheral Cholecystokinin.

Pharmacol. Res. Commun. 1987, 19, 41-51.

ZEANEL M N
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Comparacién Farmacolégica de Enantiémeros y Racematos .~

36

Ensayo Enantidmero Enantidmero Racemato
(+) (=)

In vitro

GPGB ECsp (nM) 9.3 63 40

hCCK-A ICsy (nM) 148 191 123

hCCK-A ECso (nM) 150 298 252

hCCK-B K; (nM) 3.2 22.3 10

hCCK-B ECso (nM) Antagonista Antagonista |Antagonista

Relacidén de 46 8.6 12.3

Selectividad®

pApp (x 107 cm/s) |1.6 0.7

in vivo

Anorexia en Rata

EDso IP (umol/kg) [0.034 0.48 0.06

EDsg PO (umol/kg) 1.1 2.0

Vesicula Biliar de

Ratén

Ensayo de

Vaciamiento

EDsg IP (umol/kg) 0.002 0.012 0.007

EDsy PO (umol/kg) |0.007 Inactivo? 0.055

1. Relacidén de Selectividad = IC50 (hCCK-A)

2. inactivo hasta 10 umol/kg

/IC50 (hCCK-B)

. O~
) D
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Tres actividades biolégicas‘iﬁégpégédés:
distinguen el enantiémero (+) del eﬁﬁntiéﬁé#b
(-) y el racemato. Dos de estas actividéaes se
refieren a la eficacia mejorada del CCK-A, que

hubiese mejorado la actividad benéfica de este

enantidmero. La tercera se refiere a la
actividad antagonista hacia el CCK-B, del
enantidémero  (+), que hubiese probado ser

benéfica por su menor toxicidad.

El enantidémero (+) fue cuatro veces méas
potente que el racemato en la prueba de vesicula
biliar de cobayo aislada, in vitro, (“GPGB”, por
sus siglas en 1inglés). El1 enantidémero (+) fue
ocho veces mas potente gque el racemato en el
ensayo de vaciamiento de vesicula biliar de
ratén (dosificacién oral). Se espera que esta
potencia incrementada sea benéfica en el
tratamiento de la estasis de la vesicula biliar
y en el tratamiento de la obesidad, dado que la‘
estasis de la vesicula biliar es un problema
éritico con la pérdida rapida de peso.

Los agentes anorécticos se usan
crénicamente y por lo tanto es esencial _que
posean minimo riesgo de toxicidiﬁfiﬁggggficidad

R A o A
primaria asocilada con e ‘ﬁ”‘uso ™
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colecistocinina es concomitante con la écﬁ?v&dad'f
agonista del receptor CCK-B. La acti?éqiéﬁnaei
receptor CCK-B estd asociada principalmenﬁéﬂébn
la ansiedad incrementada y <con la secreciédn
incrementada de 4&4cido géstrico. La wutilidad de
antagonistas del CCK-B ha sido explorada, tanto
para el desarrollo de agentes ansioliticos como
de agentes antiulcerosos. Ver, por ejemplo,
Lowe, J, “Cholecystokinin-B Receptor
Antagonists” en Exp. Opin. Ther. Patents, 5(3),
pp 231-237 (1995).

El subtipo del recepetor CCK,
predominante, en el péancreas de roedores, es el
subtipo CCK-A, y la activacidén de este subtipo
induce 1la hiperestimulacién' pancreatica vy 1la
hipertrofia en roedores. Ambas de estas
actividades se consideran indeseables.
Recientemente se ha reportado la distribucién en
el tejido, de los receptores CCK, en tejidos
humanos. Sorprendentemente, el | subtipo de

receptor, predominante, en el pancreas humano,

es el subtipo de receptor CCK-B. Ver, por

ejemplo, Wank, S. A., “Cholecystokinin
, , 1

Receptors” en American Journal hysiology -
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G628-G646, (1995).  Asi, en  humanos,’ la‘
activacién del receptor CCK-B (act1v1dadf"
agonista CCK-B) podria inducir 1la ansiedad vy

secrecién de épido gédstrico, incrementados, asi
como la hiperestimulacidn e hipertrofia
pancredtica con el uso prolongado.

Para disminuir el riesgo de la
actividad agonista del CCK-B, no deseable, in
vivo, el compuesto preferido debera tener
afinidad pof el receptor CCK-B y tener una

actividad antagonista por el CCK-B, mensurable,

en ensayos in vitro. Ambos enantidmeros y el
racemato son antagonistas del CCK-B. Aunque

todas 1las tres composiciones tienen afinidades

(IC50) \Y% eficacias (EC50) similares por el
receptor CCK-A , el enantidémero (+) tiene 1la
afinidad (IC50) y selectividad (46 veces) méas

altas por el receptor CCK-B. Asi, se prefiere el
enantidémero (+) ténto en términos de potencia vy
eficacia del CCK-A, como en términos de la
potencia minima respecto a los efectos

secundarios téxicos inducidos por el CCK—B

(& v B

- Perito Traducter /)

i

m\ /

%,
\\@(\&i% :iii)' s

i S






REIVINDICACIONES

1. El acido 3-{3-[1-(Isopropil-fenil-

carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-
benzo[b][1, 4]diazepin-3-iljureido}benzoico enantioméricamente
enriquecido, o una sal o solvato farmacéuticamente

aceptable del mismo.

2. El compuesto enantioméricamente
enriquecido de conformidad con la reivindicaciédn
1, en donde el enantidbmero (+), o una sél o}
solvato farmacéuticamente aceptable del mismo,

es al menos el 90% de ese compuesto.

3. El compuesto enantioméricamente
enriquecido, de conformidad con la
reivindicacién 1 en donde el enantidémero (+), o
una sal o solvato farmacéuticamente aceptable

del mismo, es al menos el 99% de ese compuesto.

4. Una composicidn farmacéutica que
comprende el compuesto enantioméricamente

enriquecido de conformidad con la reivindicacién 1.
ARRNUEL 3>
S 2

Marmacéutica
Perito Traductor

5. Una composiciédn
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comprende el compuesto enantioméricamente

RS
enriquecido de conformidad con la reivindicacidn 2. ..7

6. Una composicidén farmacéutica que
comprende el compuesto enantioméricamente

enriquecido de conformidad con la reivindicacién 3.

7. Un método para el tratamiento de una
enfermedad o condicién mediada por el CCK-A, el
cual comprende la administraciédn de la
composicidén farmacéutica de conformidad con 1la

reivindicacién 4.

8. Un método para el tratamiento de una
enfermedad o condicidén mediada por el CCK-A, el
cual comprende la administraciédn de la
composicidén farmacéutica de conformidad con 1la

reivindicacién 5.

9. Un método para el tratamiento de una
enfermedad o condicidén mediada por el CCK-A, el
cual comprende la administracién de la
composicién farmacéutica de conforﬂ}dad con la

",
reivindicacidén 6.
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10. E1 método de conforﬁidéélfcon 

reivindicacién 7, en donde la enfermedad.

condicidén es la obesidad, la estasis de. -

vesicula biliar, o la diabetes.

11. El1 método de conformidad con
reivindicacién 8, en donde la enfermedad
condicidén es la obesidad, la estasis de

vesicula biliar, o la diabetes.

12. E1 método de conformidad con
reivindicacidén 9, en donde la enfermedad
condicién es la obesidad, la estasis de

vesicula biliar, o la diabetes.

13. El1 método de conformidad con
reivindicacién 7, ‘en donde la enfermedad

condicidédn es la obesidad.

14. E1 método de conformidad con
reivindicaciédn 8, en donde la enfermedad
condicidén es la obesidad.

15. E1 método de confoEnIIdz%d\ con

reivindicacién 9, en dondF\,la enfermgﬁad
%\ Pe”t"ﬁ TrnCLNLA,

G, %
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condicién es la obesidad.
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16. Un proceso para la preparacién de

un compuesto de conformidad con la
reivindicacidn 1, caracterizado porgque
comprende:

(a) la separacién del 3-[3-[1-(isopropil-
fenil-carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1H-benzo|b][l, 4]diazepin-3-illbenzoico racémico, por
cromatografia de liquidos de alta resolucién, quiral;

(b) la reaccidn del enantidmero

apropiado de la amina de férmula (II).

SOGIN

Con el isocianato de férmula (III), imidazolida

de férmula (IV) o carbamato de fenilo

(V) .,
s Sy
\\/%’rupo proé?'é\;t

3 Perito T actor

opcionalmente substituido de g{mﬁla\\
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seguido de 1la eliminacién de or

W v
L5 - gsoriSS







-

carboxi,

10

CCK-A.

20

25

R.

O0=C=N

(1)

17.

conformidad

15 tratamiento de
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reivindicaciones de la 1 a la 3,

enfermedades mediadas

AGNOEL 13
A 50,
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RESUMEN DE LA INVENCION i/

Se deécribe un cbﬁbu§s€§jf
eﬁantioméricamente enriquecido, de Férmula (If.
Este compuesto és un agonista del CCK-A y por 1lo
tanto es atil para el tratamiento de
enfermedades o condiciones mediadas por el CCK-

A, tales como la obesidad.
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INVESTOR IN PEOPLE

The Patent Office
Concept House
Cardiff Road
Newport

South Wales
NP10 8QQ

I, the undersigned, being an officer duly authorised in accordance with Section 74(1) and (4)
of the Deregulation & Contracting Out Act 1994, to sign and issue certificates on behalf of the
Comptroller-General, hereby certify that annexed hereto is a true copy of the documents as
originally filed in connection with the patent application identified therein.

In accordance with the Patents (Companies Re-registration) Rules 1982, if a company named
in this certificate and any accompanying documents has re-registered under the Companies Act
1980 with the same name as that with which it was registered immediately before re-
registration save for the substitution as, or inclusion as, the last part of the name of the words -
"public limited company" or their equivalents in Welsh, references to the name of the company

in this certificate and any accompanying documents shall be treated as references to the name

with which it is so re-registered.

In accordance with the rules, the words "public limited company" may be replaced by p.l.c.,
plc, P.L.C. or PLC.

Re-registration under the Companies Act does not constitute a new legal entity but merely
subjects the company to certain additional company law rules.

\

Signed % .

Dated 18 April 2

An Executive Agency of the Department of Trade and Industry
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1,56-Benzodiazepine Derivatives

This invention relates to novel 1,5-benzodiazepine derivatives, to processes for
their preparation, to pharmaceutical compositions containing them and to their
use in medicine. More particularly, it relates to compounds which exhibit agonist

activity for CCK-A receptors.

Cholecystokinin (CCK) is a peptide found in the gastrointestinal tract and the
central nervous system. see A.J. Prange ef al., Ann. Reports Med. Chem. 17,
31, 33 (1982), J. A. Wiliams, Biomed Res. 3, 107 (1982) and V. Mutt,
Gastrointestinal Hormones, G.B.J. Green, Ed., Raven Press, N.Y., 169. CCK
has been implicated infer alia as a physiological satiety hormone involved in
appetite regulation, see Della-Ferra ef al, Science, 206, 471 (1979), Saito ef al.,
Nature, 289, 599, (1981), G.P. Smith, Eating and lts Disorders, A.J. Stunkard and
E. Stellar, Eds, Raven Press, New York, 67 (1984), as a regulator of gallbladder
contraction and pancreatic enzyme secretion, an inhibitor of gastric emptying,

and as a neurotransmitter, see A.J. Prange, supra, J.A. Williams, Biomed Res., 3,

107 (1982), J.E. Morley, Life Sci. 30, 479, (1982). Gastrin is a peptide involved in

gastric acid and pepsin secretion in the stomach, see L. Sandvik, ef al., American
J. Physiology, 260, G925 (1991), C.W. Lin, et al., American J. Physiology, 262,
G1113, (1992). CCK and gastrin share structural homology in their C-terminal
tetrapeptide: Trp-Met-Asp-Phe.

Two subtypes of CCK receptors have been identified, designated as CCK-A and
CCK-B, and both have been found in the periphery and central nervous systems.
It has recently been reported that CCK-B receptors are similar to the gastrin
receptor, see Pisegna, J.R., de Weerth, A, Huppi, K, Wank, S.A., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 189, 296-303 (1992). CCK-A receptors are located
predominantly in peripheral tissues including the pancreas, gallbladder, ileum,
pyloric sphincter and vagal afferent nerve fibers; CCK-A receptors are found to a

lesser extent in the brain, see T.H. Moran, et al., Brain Res., 362, 175-179
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(1986), D.R. Hill, et al., Brain Res, 4545, 101, (1988), D.R. Hill, et al., Neurosci
Lett.,, 89, 133, (1988), R.W. Barret, et al., Mol. Pharmacol., 36, 285, (1989), D.R.
Hill, et al., J. Neurosci, 10, 1070 (1990), V. Dauge et al., Pharmacol Biochem
Behac., 33, 637, (1989), while CCK-B receptors are found predominantly in the
brain, see V.J. Lotti and R.S.L Chang, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 83, 4923
(1986), J.N. Crawley, Trends Pharm. Sci., 88, 232, (1991).

CCK agonist activity has been linked to inhibition of food intake in animals and
thus weight losss, see Della-Fera, et al, supra, K.E. Asin, et al, Intl. Conference on
Obesity, abstract pp.40 (1990). It has been suggested that CCK acts in the
periphery through vagal fibers and not directly on the brain to produce satiety,
see Smith, G.P. and Cushin, B.J., Neuroscience Abstr., 4, 180 (1978), Smith,
G.P., Jerome, C., Cushin, B.J., Eterno, R., and Simansky, K.J., Science, 212,
687-689, (1981).

U.S. Patent No. 5,646,140 (Sugg, et al) discloses certain 3-amino 1,5-
benzodiazepine compounds which exhibit agonist activity for the CCK-A receptor
thereby enabling them to modulate the hormones gastrin and cholecystokinin
(CCK) in mammals. See in particular, the compound of Example 7. Certain of

these compounds also exhibit antagonist activity at CCK-B receptors.

Briefly, in one aspect, the present invention provides an enantiomerically

enriched compound of Formula () or a pharmaceutically acceptable salt or

e

B
oo
3

solvate thereof.

)
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The compound of Formula (1) is 3-{3-[1-(Isopropyl-phenyl-carbamoylmethyl)-2,4-
dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-yl]-ureido}

benzoic acid. This compound has a chiral carbon on the benzodiazepine ring.
Applicants have found that the enantiomer which rotates light in the positive
direction, under the conditions described below, is preferred. This enantiomer is
hereinafter referred to as the (+) enantiomer. Applicants have found that this
isomer has improved properties over the racemic mixture and is therefore more
suitable than the racemic mixture for the treatment of obesity and other CCK-A
mediated diseases or conditions. As used herein, "enantiomerically enriched"
means that there is more of the (+) enantiomer than the (-) enantiomer as
opposed to the racemic mixture which has equal amounts of each isomer. As
used herein " the compound of this invention" or "the enantiomerically enriched
compound of this invention", and expressions containing these or similar phrases,
include pharmaceutically acceptable salts and solvates thereof. The "(+)
enantiomer" refers to the optical rotation of the enantiomer and not to salts and
solvates thereof. Preferred salts and solvates will be salts and solvates of the (+)
enantiomer of the compound of Formula () regardless of the optical rotation of

the salt or solvate.

Preferably, the (+) enantiomer is at least %90 of the total amount of the
enantiomerically enriched compound. More preferably, the (+) enantiomer is at
least %96 of the total amount of the compound. Most preferably, the (+)

enantiomer is at least %99 of the total amount of the compound.

In another aspect, the present invention discloses a pharmaceutical composition

comprising the enantiomerically enriched compound of this invention.

According to another aspect, the present invention provides the use of the
enantiomerically enriched compound of this invention or a pharmaceutically

acceptable salt or solvate thereof for the manufacture of a medicament for the
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treatment of conditions where modification of the effects of CCK and/or gastrin is

of therapeutic benefit.

The (+) enantiomer of the present invention exhibits CCK-A agonist activity and
can be considered a full cholecystokinin agonist in that it binds to CCK-A
receptors and fully stimulates gallbladder contraction and reduces feeding in
animal paradigms. Therefore, in a further aspect of the present invention, there
is provided herein a method for the treatment, in a mammal, including man, of a
CCK-A mediated disease or condition comprising administering to the patient a
therapeutically effective amount of a composition of this invention. For example,
the composition of this invention should be useful for the treatment of obesity as
well as related pathologies, such as hypertension, gallbladder stasis, and
diabetes, indirectly through weight loss and directly through CCK-A mediated
delayed gastric emptying. Moreover, the (+) enantiomer disclosed herein
provides for new approaches for inducing satiety, providing for appetite regulation
and modifying food intake in mammals, especially humans, to regulate appetite,

treat obesity and maintain weight loss.

The (+) enantiomer of this invention can made by first making the racemic
mixture as described in Example 7 in U.S. Patent No. 5,646,140 and then
separating the enantiomers by chiral chromatography.

Alternatively the (+) enantiomer may be prepared by reaction of the appropriate

enantiomer of the amine of formula (l1);
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with an isocyanate of formula (lll; wherein R is a carboxy!l protecting group e.g. t-

butyl), an imidazolide of formula (IV; wherein R is a carboxyl protecting group e.g.

t-buty!) or an optionally substituted phenyl carbonate of formula (V; wherein R is a

~ carboxyl protecting group e.g. t-butyl and Ry is hydrogen or a conventional phenyl

substituent e.g. NO,) followed by removal of the carboxyl protecting group R.

0
0=C=N Né\NJ\H
\—/
CO,R - COR
(D) ' (v)

0
< @\O/U\H/Q\COZR
M)

The reaction conveniently takes place in the presence of a suitable solvent such
as an ether (e.g. tetrahydrofuran) or a halohydrocarbon (e.g. dichloromethane) or
nitrile (e.g. acetonitrile) at a temperature in the range of 0-80°C.

Conveniently the required enantiomer of the amine (II) may be used in the form
of a salt thereof e.g. R-camphorsulphonic acid salt and in this embodiment the
reaction is carried out in the presence of a base e.g. of a tertiary amine such as

triethylamine.
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The hydrolysis of the carboxyl protecting group may be carried out using
conventional procedures. Thus for example when R is a t-butyl group this may
be removed by hydrolysis with hydrochloric acid or trifluoroacetic acid using
established procedures. (Protecting groups in Organic Synthesis T. Greene, Ed,
Wiley Interscience, New York, p168, 1981).

The required enantiomer of the amine of Formula (11);

A

A
0

can be prepared by resolution of the corresponding racemic amine via chiral
HPLC chromatdgraphy or through crystallization-induced assymmetric resolution
via the R-camphorsulfonic acid salt.

The racemic amine Il can be prepared by the method described in Intermediate
11 of US Patent No. 5,646,140.

Isocyanates of Formula (lll) may be purchased or prepared by the reaction of the
corresponding amine (V1) with phosgene or triphosgene in a suitable solvent such
as methylene chloride. Imidazolides of Formula (IV) can be prepared by
treatment of the corresponding amine (V1) with carbonyl diimidazole in a suitable

solvent (dichloromethane, ether, tetrahydrofuran) at a temperature ranging from 0

- 800 C (conveniently at room temperature). The optionally substituted phenyl

carbamates of Formula (V) can be prepared by the reaction of the corresponding
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amine (VI) with the optionally substituted phenyl chloroformate in the presence of

a base (pyridine, triethylamine) in a suitable solvent (dichloromethane) and at a

temperature of 0 - 500 C. The amines of formula (VI) are either known
compounds and can be prepared by procedures analogous to those used to

prepare the known compounds.

It will be appreciated by those skilled in the art that reference herein to treatment
extends to prophylaxis as well as the treatment of established diseases or
symptoms. Moreover, it will be appreciated that the amount of the preferred
enantiomer of the invention required for use in treatment will vary with the nature
of the condition being treated and the age and the condition of the patient and will
be ultimately at the discretion of the attendant physician or veterinarian. In
general, however, doses employed for adult human treatment will typically be in
the range of 0.02 - 5000 mg per day, e.g., 1-1500 mg per day. The desired dose
may conveniently be presented in a single dose or as divided doses administered
at appropriate intervals, for example as two, three, four or more sub-doses per

day.

While it is possible that the preferred enantiomer of the present invention may be
therapeutically administered as the raw chemical, it is preferable to present the
active ingredient as a pharmaceutical composition. Acco.rdingly, the present
invention further provides for a pharmaceutical composition comprising the
enantiomerically enriched compound of this invention together with one or more

pharmaceutically acceptable carriers therefore and, optionally, other therapeutic

and/or prophylactic ingredients. The carrier(s) must be “acceptable” in the sense

of being compatible with the other ingredients of the formulation and not

deleterious to the recipient thereof.

Formulations of the present invention include those especially formulated for oral,
buccal, parenteral, implant, or rectal administration, however, ora! administration

is preferred. For buccal administration, the composition may take the form of
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tablets or lozenges formulated in conventional manner. Tablets and capsules for
oral administration may contain conventional excipients such as binding agents,
(for example, syrup, acacia, gelatin, sorbitol, tragacanth, mucilage of starch or
polyvinylpyrrolidone), fillers (for example, lactose, sugar, microcrystalline
cellulose, maize-starch, calcium phosphate or sorbitol), lubricants (for example,
magnesiurm stearate, stearic acid, talc, polyethylene glycol or silica), disintegrants
(for examgle, potato starch or sodium starch glycollate) or wetting agents, such
as sodium lauryl sulphate. The tablets may be coated according to methods well-
known in the art.

Alternatively, the preferred enantiomer of the present invention may be
incorporated into oral liquid preparations such as aqueous or oily suspensions,
solutions, =mulsions, syrups or elixirs, for example. Moreover, formulations
containing these the preferred enantiomer may be presented as a dry product for
constitutior with water or other suitable vehicle before use. Such liquid

preparatiors may contain conventional additives such as suspending agents

such as sorbitol syrup, methyl cellulose, glucose/sugar syrup, gelatin,

hydroxyethylcellulose, carboxymethyl cellulose, aluminum stearate gel or
hydrogenated edible fats; emulsifying agents such as lecithin, sorbitan mono-
oleate or acacia; non-aqueous vehicles (which may include edible oils) such as
almond oil, fractionated coconut oil, oily esters, propylene glycol or ethyl alcohol;
and preservatives such as methyl or propyl p-hydroxybenzoates or sorbic acid.
Such preparations may also be formulated as suppositories, e.g., containing

conventional suppository bases such as cocoa butter or other glycerides.

Additionally, compositions the present invention may be formulated for parenteral
administration by injection or continuous infusion. Formulations for injection may
take such forms as suspensions, solutions, or emulsions in oily or aqueous
vehicles, and may contain formulatory agents such as suspending, stabilizing

and/or disparsing agents. Alternatively, the active ingredient may be in powder
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form  for constitution with a suitable vehicle (e.g., sterile, pyrogen-free water)

before use.

The composition according to the invention may also be formulated as a depot
preparation. Such long acting formulations may be administered by implantation
(for example, subcutaneously or intramuscularly) or by intramuscular injection.
Accordingly, the preferred enantiomer of the invention may be formulated with
suitable polymeric or hydrophobic materials (as an emulsion in an acceptable oil,
for example), ion exchange resins or as sparingly soluble derivatives as a

sparingly soluble salt, for example.

The compositions according to the invention may contain between 0.1 - 99% of
the active ingredient, conveniently from 30 - 95% for tablets and capsules, and 3

- 50% for liquid preparations.

The following examples which are non-limiting illustrate the invention.

Intermediate 1
(+)-2-(3-Amino-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-tetrahydrobenzo-[b][1,4]diazepin-
1-yl)-N-isopropyl-N-phenylacetamide camphorsulfonic acid salt
(+/-)-2-(3-Amino-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-tetrahydrobenzo-[b][1,4]diazepin-1-
yl)-N-isopropyl-N-phenylacetamide (10g, 1equiv) and R-camphorsulfonic acid

(4.98g, 0.95equiv) were stirred in tetrahydrofuran (35ml) and toluene (65ml) to
give a solution. The solution was heated to 70°C with formation of a suspension.
Water (0.4ml) was added followed by a solution of 2-pyridinecarboxaldehyde
(0.244, 0.1equiv) in toluene (5ml). The mixture was heated at 70°C for 3h and

then cooled to 25°C over 5h and stirred at 25°C for 16h. The suspension was
chilled to 0-5°C for 1.5h. The solid was collected by filtration washing with
toluene/tetrahydrofuran (2:1) (10ml). Drying in vacuo at 50°C yielded the title
compound as a white solid (12.6g, 83%). Chromatographic analysis: Eluent:
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30%lIsopropyl Alcohol, 70% Heptane + 0.05% Diethylamine; Column: 25cm
x4.6mm i.d., Chiralpak AD; Flow rate: 1mlL/minute; Temperature: 40 degrees C;
Detection: UV 230nm; Injection volume: 10 pul; Sample solution: 0.1mg/mL;
sample in 30% Isopropyl alcohol, 70% Heptane. Sample solutions were injected
immediately after preparation. Retention times: (+) enantiomer, 8.2 minutes. The

unwanted (-) Enantiomer (12.7minutes) was below limits of detection.

Intermediate 2

3-Nitrobenzoic acid t-butyl ester

Potassium t-butoxide (3.82 g, 32.30 mmol) was added to a solution of 3
nitrobenzoyl chloride (5.00 g, 26.94 mmol) in anhydrous tetrahydrofuran (70 ml)
and stirred under nitrogen for 2 hrs. The reaction mixture was concentrated in
vacuo and partitioned between dichloromethane and water. After separating the
phases, the aqueous layer is back-extracted with ethyl acetate. The organic
layers were: combined, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and then
concentrated in vacuo. The crude product was purified on flash grade silica gel
using 0-5% gradient of ethyl acetate in n-hexane. Fractions containing the

product were combined, concentrated in vacuo, and then dried under high

vacuum to provide the title compound as an oil (3.82 g, 17.1 mmol). TH NMR
(300 MHz, CDCI3) 6= 1.63 (s, 9H); 7.62 (t, J=7.9 Hz, 1H); 8.29-8.41 (m, 2H);

8.78-8.80 (m, 1H). MS (Cl): [M+H]* = 224,

Intermediate 3

3-Amino-benzoic acid t-butyl ester

A solution of 3-nitro-benzoic acid t-butyl ester (3.77 g, 16.9 mmol), in absolute
ethanol (50 ml) was combined with palladium on carbon (10 wt%, 0.30 g) and
stirred under atmospheric hydrogen for approximately 3 hrs. The reaction
mixture was filtered through a pad of diatomaceous earth and then concentrated

in vacuo to an oil which crystallized when dried under high vacuum providing the

title compound as a tan solid (3.28 g, 16.9 mmol). TH NMR (300 MHz, CDCI3) &=
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1.58 (s, 9H); 6.79-6.87 (m, 1H), 7.19 (¢, J=8.5 Hz, 1H); 7.24-7.34 (m, 1H); 7.38 (d,
J=8.0 Hz, 1H). MS (CI): [M+H]* = 194.

Intermediate 4

3-Isocyano-benzoic acid t-butyl ester

Triphosgene (13.428 g, 45.25 mmol) was added to a solution of 3-amino-benzoic
acid t-butyl ester (26.50 g, 137.13 mmol) and triethylamine (38.23 mL, 274.28
mmol) in anhydrous tetrahydrofuran (600 ml) at 0-5 °C. The reaction mixture was
stirred at 0-5 °C for 2h, then concentrated in vacuo to a white solid. The crude
product was slurried in hexane (500 ml), filtered, and the filtrate was concentrated
in vacuo to afford the title compound as an oil (21.54 g, 71.6%). The crude
isocyanate was used without further purification. '"H NMR (300 MHz, CDCls) 8=
1.59 (s, 9H); 7.23 (bd, J=7.8 Hz, 1H); 7.36 (t, J=7.8 Hz, 1H); 7.69 (bs, 1H); 7.81
(d, J=7.8 Hz, 1H).

Intermediate 5

(+)3-{3-[1-(Isopropyl-phenyl-carbamoylmethyl)-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-

tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-yl]-ureido} benzoic acid t-butyl ester

Intefmediate (I; 66.30 g, 98.25 mmol) was slowly added to a solution of 3-
Isocyano-benzoic acid t-butyl ester (21.54 g, 98.25 mmol) in anhydrous
tetrahydrofuran (750 ml). Triethylamine (13.70 ml, 98.29 mmol) was added
dropwise to the reaction mixture. The resulting reaction mixture was stirred at
ambient temperature overnight. The reaction mixture was poured into water
(3006 ml) to afford a white solid. The solid was collected by filtration washing

with water (3 X 500 ml). Drying by vacuum filtration yielded the title compound as

a white solid (65.01 g, 100%). The crude title compound was used without
further purification. Chromatographic characterization: Eluent: 30%lsopropyl
Alcohol, 70% Heptane + 0.05% Diethylamine. Column: 25cm x4.6mm id.,
Chiralpak AD; Flow rate: 1mL/minute; Temperature: 40 degrees C; Detection: UV

230nm; Injection volume: 10 plL; Sample solution: 0.1mg/mL sample in 30%
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Isopropyl alcohol, 70% Heptane. Sample solutions were injected immediately
after preparation. Retention times: (+) enantiomer : 15.6 minutes. The unwanted

(-) enantiomer: (13.3 minutes) was below the limits of detection.

Example 1

Chromatographic Resolution of Enantiomers

(+) and (-)-3-{3-[1-(Isopropyl-phenyl-carbamoylmethyl)-2,4-dioxo-5-phenyl-
2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-yl]-ureido} benzoic acid.

Racemic 3-{3-[1-(Isopropyl-phenyl-carbamoylmethyl)-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-
tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-yl]-ureido} benzoic acid was prepared as
described for example 7 in U.S. Patent No. 5,646,140 and resolved by chiral
HPLC under the following conditions: a 250 x 4.0 um (id) column, 5um Diacel
Chiracel OD-R; the eluent was 80:20:0.1:1, 80 parts acetonitrile, 20 parts water,
0.1 part triethyamine, and 1 part acetic acid; the UV detection wavelength was
230nm; the temperature was ambient; the flow rate was 1ml/min; and the
injection velume was 20ul. Under these conditions the (+) enantiomer had a
retention time of 6.50 minutes and the (-) isomer had a retention time of 3.89

minutes.

Example 2
(+)-3-{3-[1-(Isopropyl-phenyl-carbamoylmethyl)-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-

tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-yi]-ureido} benzoic acid

(+)-3-{3-[1-(Isopropyl-phenyl-carbamoylmethyl)-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-

tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-yl}-ureido} benzoic acid t-butyl ester
(65.01 g, 98.24 mmol) was stirred in 4N hydrochloric acid in dioxane (280 ml) at
ambient temperature for 6h. The reaction mixture was concentrated in vacuo and
the resulting solid/oil was triturated in water to afford a white solid. The white
solid was collected by filtration and washed with water (2 X 500 ml). The crude
product was dissolved in hot acetone (250 ml) and water (275 ml) was added

until the solution became cloudy. Additional acetone (40 ml) was added and the

solution was heated until a clear solution was obtained. The solution was set

R R,

el
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aside and allowed to cool. The resulting white solid was collected by filtration
washed with water (3 X 100 ml) and dried under house vacuum (20-25 in Hg) at
40-50 °C to providé the title compound as a white solid (40.496 g, 68%).

Analyzed for purity by chiral chromatography (see chromatographic resolution
protocol). Optical rotation (0.712g in 100mL acetone) [a]o = +84.3. "H NMR (300
MHz, DMSO) &= 0.95 (d, J=7.5 Hz, 3H); 0.97 (d, J=7.2 Hz, 3H); 4.18 (d, J=16.7
Hz, 1H); 4.48 (d, J=16.7 Hz, 1H); 4.78 (m, 1H); 5.02 (d, J=7.8 Hz, 1H); 6.91 (d,
J=7.8 Hz, 1H); 6.95 (bd, J=8.1 Hz, 1H); 7.22-7.57 (m, 19H); 8.00 (s, 1H); 9.34 (s,
1H); 12.78 (s, 1H). MS (ES): [M+1] = 606.1; [M+Na] = 628.1; [M-1] = 604.1.

BIOLOGICAL ASSAYS

The (+) and (-)-enantiomers and the racemic mixture were characterized in the

following assays. The results of these assays are summarized in the table below.

Guinea Pig Gallbladder Tissue Preparation. Gallbladders were removed from
male Hartley guinea pigs sacrificed with CO2 atmosphere. The isolated

gallbladders were cleaned of adherent connective tissue and cut into two rings
from each animal (2-4 mm in length). The rings were suspended in organ
chambers containing a physiological salt solution (118.4 mM NaCl, 4.7 mM KCI,
1.2 mM MgSO0g4, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO3, 25 mM NaHCO3 , 11.1 mM
dextrose). The bathing solution was maintained at 37°C and aerated with 95%

02/5% CO2 to maintain pH = 7.4. Tissues were connected via gold chains and

stainless steel mounting wires to isometric force displacement transducers
(Grass, Model FT03 D). Responses were then recorded on a polygraph (Grass,
Model 7E). One tissue from each animal served as a time/solvent control and did
not receive test compound. Rings were gradually stretched (over a 120-min.
period) to a basal resting tension of 1 gm which was maintained throughout the

experiment. During the basal tension adjustment period, the rings were exposed
to acetylcholine (10-6 M) four times to verify tissue contractility. The tissues were

then exposed to a submaximal dose of sulfated CCK-8 (Sigma, 3 X 10-9 M).
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After obtaining a stable response, the tissues were washed out 3 times rapidly

and every 5 to 10 minutes for 1 hour to reestablish a stable baseline.

Agonist EC50's. Compounds were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) then

diluted with water and assayed via a cumulative concentration-response curve to
test compound (10-11to 3 X 10-9 M) followed by a concentration-response curve

to sulfated CCK-8 (10-10 to 10-6 M) in the presence of the highest concentration
of the test compound. As a final test, acetylcholine (1 mM) was added to induce
maximal contraction. A minimum of three determinations of activity were made

for each test compound.

Antagonist pA2's. Gallbladder tissues from at least three different animals were
incubated for 60 min with a given concentration (3 - 5 concentrations per analog)
of the antagonist followed by a cumulative concentration responsé curve with
CCK-8 or compound 1. One paired tissue from each animal did not receive the
antagonist and served as the time/solvent control used to calculate the

concentration ratio for the rightward shift in the CCK-8 concentration response.
pA2's were determined by Schild analysis for a given number of observations?23,

Upper and lower 95% confidence limits and slopes of the Schild plot are given for

each pA2.

Establishment of stable CCK receptor bearing cell lines. The cDNA clones

for the human CCK-A18 or CCK-B19 receptors were ligated into pcDNA1-Neo
vector from Invitrogen Corp (San Diego, CA) for direct transfection. DNA was
prepared by the alkaline lysis method and transfected into CHO-K1 cells (ATCC,

Rockville, MD) using the Lipofectin reagent24 (Gibco BRL, Gaithersberg, MD).
Stable transfectants were initially selected by the use of Geneticin (Gibco BRL)
and receptor bearing resistant cells were enriched by fluorescence-activated cell
sorting based on binding of Fluorescein-Gly-[(Nle28,31]-CCK-8. Clonal lines
were subsequently established by the limiting dilution method.
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Cell Membrane Preparation. CHO-K1 cells stably transfected with human
CCK-A or CCK-B receptor cDNA were grown at 37°C under a humidified
atmosphere (95% 02/5% CO2) in Ham's F12 medium supplemented with 5%
heat inactivated fetal bovine serum. The cells were passaged twice weekly and
grown to a density of 2-4 million cells/mL. The cells were collected by
centrifugation (600 X g, 15 min, 40C) and resuspended in buffer (20 mL, pH 7.4)
containing TrisHCI (25 mM), EDTA (56 mM), EGTA (5 mM), phenyl sulfonyl
fluoride (0.1 mM) and soybean trypsin inhibitor ( 100 pg/mL). Cells were
disrupted with a rﬁotorized glass teflon homogenizer (25 strokes) and the
homogenate was centrifuged at low speed (600 X g, 10 min, 49C). The
supernatent was collected and centrifuged at high speed (500,000 X g, 15 min
40C) to pellet the particulate fraction. The low speed pellet was processed three

additional times. High-speed particulate fractions were combined and

resuspended in buffer (1-5 mg protein/mL) and frozen at -80°C. Protein
concentration was determined according to manufacturer's directions using

BioRad reagent and bovine serum albumin as standard.

Receptor Binding Assays. 125.Bolton Hunter CCK-8 (Amersham, 2000
Ci/mmol) was dissolved in binding buffer (pH 7.4, 100,000 cpm/25 pl) containing
HEPES (20 mM), NaCl (118 mM), KCi (6 mM), MgCi2 (6 mM) and EGTA (1 mM).
Nonspecific binding was determined with MK-32920 (10 pM, CCK-A) or L-
365,26021 (10 uM, CCK-B). Test compounds were dissolved in DMSO at a
stock concentration of 100 times the final assay concentration and diluted to

appropriate concentrations with binding buffer. Binding assays were performed

in triplicate using 96-well plates to which the following were added sequentially:
test compound (25 uL), 1251-Bolton Hunter CCK-8 (25 uL), buffer (pH 7.4, 150
ul) and receptor preparation (50 ul). The final concentration of DMSO was 1%

in all assay wells. After 3 hours at 300C, the incubation was terminated by rapid

3
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filtration of the mixture onto glass filters (Whatman GF/B) with subsequent
washing to remove unbound ligand. Bound radioactivity was quantified by

gamma counting.

Intracellular Calcium Measurements: CHO-K1 cells stably transfected with

hCCK-A or hCCK-B receptors were grown on glass coverslips to 75-90%
confluency. The cells were loaded for 50 minutes in serum-free culture medium
containing 5 mM FURA2-AM and 2.5 mM probenecid. A JASCO CAF-102
calcium analyzer was used to measure changes in intracellular calcium
concentration by standard ratiometric techniques using excitation wavelengths of
340 nm and 380 nm. Cells were perfused with increasing concentrations of CCK-
8 (n = 2) or compounds (n = 2) until a plateau in the 340/380 ratio was achieved.
A washout/recovery period of at least 10 minutes was allowed between
successive stimulations. The maximal response was normalized to the maximal
response induced by CCK-8. ECs5(Q's were calculated at the concentration
required to induce half-maximal response. In addition to the agonist
concentration-response curves, the CHO-K1 cells expressing the human CCK-B
receptor were perfused for 1 hour with three concentrations of compounds (10,

107, 10° M, n = 2), then a concentration response curves were acquired for
CCK-8 (1072 to 10°°M).

Anorexia Assays: Male Long-Evans rats (225-300 g) were conditioned for two

weeks to consume a palatable liquid diet (Bio-Serve F1657, Frenchtown, NJ)

after a 2 hr fast. On pretreatment day, rats were fasted (100 min) and injected IP
with drug vehicle (propylene glycol, PG, 1 mL/kg) and an oral preload of saline
(0.9% NaCl, 8 mL/kg). Liquid diet access was provided 20 min later and
consumption was measured at 30, 90 and 180 min. To qualify for the drug
treatment study, rats had to consume at least 8 mL of liquid diet within the first 30
minutes on the pretreatment day. The next day, following the 100 min

deprivation rats (8 - 10 animals per dose) were treated IP or PO with vehicle

(PG, 1 mL/kg) or various doses (0.01 to 10 pumol/kg) of test compound dissolved
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in PG (1 mL/kg), immediately followed by the saline oral preload. Food access
was again provided 20 min later and food intake was measured at 30, 90 and 180
min. All food intake data were normalized for each rat to the respective values
from the pretreatment day. Potency was determined at 30 min and efficacy at the

30 min, 1 umol/kg dose.

Mouse gallbladder emptying assay: Makovec, F.; Bani, M.; Cereda, R;
Chiste, R.; Pacini, M. A.; Revel, L.; Rovati, L. C. Antispasmodic Activity on the
Gallbladder of the Mouse of CR1409 (Lorglumide), a Potent Antagonist of
Peripheral Chlolecystokinin. Pharmacol. Res. Commun. 1987, 19, 41-51.
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Pharmacological Comparison of Enantiomers & Racemate

Assay (+) (-) Racemate

Enantiomer | Enantiomer

in vitro

GPGB EC,, (nM) 9.3 63 40
hCCR-AIC,, (nV) 148 191 123
hCCK-A EC,; (nM) 150 298 252
hCCK-B K. (nM) 3.2 223 10
hCCK-B EC,,(nM) Antagonist | Antagonist | Antagonist
Selectivity Ratio? 46 8.6 12.3
pApp (x 10" cm/sec) | 1.6 0.7

in vivo

Rat Anorexia

ED., IP (“mollkg) 0.034 0.48 0.06
ED,, PO (,mol/kg) 1.1 2.0

Mouse Gallbladder
Emptying Assay

ED,, IP (umol/kg). 0.002 0.012 0.007
ED, PO (ymol/kg) 0.007 Inactive? 0.055

1. Selectivity ratio = IC50 (hCCK-A)/IC50 (hCCK-B)
5 2. Inactive up to 10 ;mol/kg

Three unexpected biological activities distinguish the (+) enantiomer from the (-)

enantiomer and the racemate. Two of these activities relate to enhanced CCK-A
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efficacy, which should improve the beneficial activity of this enantiomer. The third
relates to the CCK-B antagonist activity of the (+) enantiomer which should prove

beneficial through decreased toxicity.

The (+) enantiomer was four-fold more potent than the racemate in the in vitro
isolated guinea pig gallbladder test ("GPGB"). The (+) enantiomer was eight-fold
more potent than the racemate in the mouse gallbladder emptying assay (oral
dosing). This increased potency is expected to be beneficial in the treatment of
gallbladder stasis and in the treatment of obesity, since gallbladder stasis is a

critical problem with rapid weight loss.

Anorectic agents are intended for chronic use and thus it is essential that they
possess minimal risk for toxicity. The primary toxicity associated with the use of
cholecystokinin is concomitant CCK-B receptor agonist activity. Activation of the
CCK-B receptor is primarily associated with increased anxiety and increased
gastric acid secretion. The utility of CCK-B antagonists have been explored for
both the development of anxiolytic agents and anti-ulcer agents. See, for
example, Lowe, J, “Cholecystokinin-B Réceptor Antagohists” in Exp. Opin. Ther.
Patents, 5(3), pp 231-237 (1995).

The predominant CCK receptor subtype in the rodent pancreas is the CCK-A

subtype and activation of this subtype induces pancreatic hyperstimulation and

hypertrophy in rodents. Both of these activities are considered to be undesirable.

Recently, the tissue distribution of CCK receptors in human tissues has been
reported. Surprisingly, the predominate receptor subtype in human pancreas is
the CCK-B receptor subtype. See, for example, Warik, S. A., “Cholecystokinin
Receptors” in American Journal of Physiology - Gastrointestinal & Liver
Physiology, 32(5):, pp G628-G646, (1995). Thus, in humans, activation of the
CCK-B receptor (CCK-B agonist activity) could induce increased anxiety and
gastric acid secretion, as well as pancreatic hyperstimulation and hypertrophy

with long term use.
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In order to decrease the risk of undesirable in vivo CCK-B agonist activity, the
preferred compound should have affinity for the CCK-B receptor and have
measurable CCK-B antagonist activity in in vitro assays. Both enantiomers and
the racemate are CCK-B antagonists. Although all three compositions have
similar human CCK-A receptor affinities (IC50) and efficacies (EC50), the (+)
enantiomer has the highest CCK-B receptor affinity (IC50) and selectivity (46-
fold). Thus, the (+) enantiomer is preferred both in terms of CCK-A potency and
efficacy, as well as in terms of the minimal potential for CCK-B induced toxic side

effects.
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What is Claimed is:

1. Enantiomerically enriched 3-{3-[1-(Isopropyl-phenyl-carbamoylmethyl)-2,4-
dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-yl]-ureido}

benzoic acid, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof.

2. The enantiomerically enriched compound of Claim 1 wherein the (+)
enantiomer, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof, is at

least 90% of said compound.

3. The enantiomerically enriched compound of Claim 1 wherein the (+)
enantiomer, or a pharmaceutically acceptable salt or solvate thereof, is at

least 99% of said compound.

4. A pharmaceutical composition comprising the enantiomerically enriched

compound of Claim 1.

5. A pharmaceutical composition comprising the enantiomerically enriched

compound of Claim 2.

6. A pharmaceutical composition comprising the enantiomerically enriched

compound of Claim 3.

7. A method for treating a CCK-A mediated disease or condition comprising

administration of the pharmaceutical composition of Claim 4.

8. A method for treating a CCK-A mediated disease or condition comprising

administration of the pharmaceutical composition of Claim 5.

9. A method for treating a CCK-A mediated disease or condition comprising

administration of the pharmaceutical composition of Claim 6.
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The method of Claim 7 wherein said disease or condition is obesity,

gallbladder stasis, or diabetes.

The method of Claim 8 wherein said disease or condition is obesity,

gallbladder stasis, or diabetes.

The method of Claim 9 wherein said disease or condition is obesity,

gallbladder stasis, or diabetes.

The method of Claim 7 wherein said disease or condition is obesity.

The method of Claim 8 wherein said disease or condition is obesity.

The method of Claim 9 wherein said disease or condition is obesity.

A process for the preparation of a compound as claimed in claim 1 which

comprises:

(@) resolution of racemic 3-[3-[1-(isopropyl-phenyl-carbamoylimethyl)-
2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[b][1,4]diazepine-3-

yllbenzoic acid by chiral hplc;

(b) reaction of the appropriate enantiomer of the amine of formula (I1).

e

A
O
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With the isocyanate of formula (lil), imidazolide of formula (IV) or optionally
substituted phenyl carbamate of formula (V) followed by removal of the

carboxy protecting group R.

5
0
0=C=N Né\N/lLN
\=—/
) CO,R
(1 (V)

17.  The use of a compound as claimed in any of claims 1 to 3 in the
manufacture of a medicament for use in the treatment of CCK-A mediated

10 diseases.

=

=
-
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ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

An erantiomerically enriched compound of Formula (1) is disclosed. This
compound is a CCK-A agonist and is therefore useful for the treatment of CCK-A

mediated diseases or conditions, such as obesity.
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autorizado de acuerdo con la Seccidon 74(1) y (4) del Acta de
Desregulacion y Acta de Renuncia por Contrato de 1994 para firmar y
otorgar certificados a nombre del Administrador General, por la presente
certifico que lo anexo a la misma es una copia verdadera de los
documentos que se presentaron originalmente en relacion con la solicitud
de patente identificada en la misma.

De acuerdo con los Reglamentos de Patente 1982 (Registro de
compaiiias), si una compaifiia mencionada en este certificado y
cualesquiera documentos anexos, tiene re-registro bajo el Acta de
Compaifiias 1980 con el mismo nombre con el cual se registré
inmediatamente antes del re-registro inmediatamente antes del re-registro,
a excepcion de las sustituciones como, o inclusiones como, la dltima parte
del nombre de las palabras “compaifiia publica limitada” o sus equivalentes
en Gales, se refieren al nombre de la compaiiia de este certificado y.
cualesquiera documentos adjuntos, deberan ser tratados como referencxas
al nombre con el cual se re-registré.

De acuerdo con los reglamentos, las palabras “compaiiia
publica limitada” pueden ser reemplazadas por p.l.c., ple. P.L.C., o PLC.

El re-registro bajo el Acta de Compaiiias no constituye una
nueva entidad legal, sino solamente somete a la compaifiia a ciertas leyes
de compaiiia adicionales.
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2. Numero de solicitud de patente 0008179.4
(Esta parte la leera la oficina de patentes)
3. Nombre completo, direccion y codigo postal del GLAXO GROUP LIMITED
solicitante o de cada uno de los solicitantes GLAXO WELLCOME HOUSE
(Subraye todos los apellidos) BERKELEY AVENUE
GREENFORD
MIDDLESEX ‘
UB6 ONN %
GB |
Numero de patentes ADP (en caso que lo conozca) 473587003
Si el solicitante es una corporacion, proporcioneel GB

pais/estado de su incorporacion

4, Titulo de la invencion

PROCESO QUIMICO

5. Nombre del Agente (en caso de que exista uno)

“Direccion para servicio” en el Reino Unido a la
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incluir el codigo postal)

Nimero ADP de patentes (en caso de conocerse)
6. Si se declara una prioridad a partir de una o mas
solicitudes para patente anteriores, proporcione el
pais y fecha de presentacion de la solicitud o de
cada una de las solicitudes anteriores y (en caso de
que se conozca) el nimero de solicitud o de cada
uno de los nimeros de solicitud.

7. Si esta solicitud esta dividida o se deriva de
alguna otra manera de una solicitud britanica
anterior, proporcione el nimero y la fecha de
_presentacion de la solicitud anterior

MICHAEL ATKINSON .
(VER HOJA DE CONTINUACION)
GLAXO WELLCOME PLC
GLAXO WELLCOME HOUSE, BERKELEY AVE.
GREENFORD, MIDDLESEX
UB6 ONN, GB
6990527001 . :
Pais Numero de Solicitud de Fecha de
Prioridad presentacion
(si se conoce) (dia/mes/afio)
s
Numero de Solicitud Anterior Fecha de
presentacion
(dia/mes/afio)

8. (Existe una declaracion de inventor y de derecho  SI

a cesion de una patente requerida en apoyo a esta
solicitud?

a) cualquier solicitante nombrado en la parte 3 no
sea un inventor, 0
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b) existe un inventor que no haya sido nombrado
como un solicitante, o

¢) cuando cualquier solicitante mencionado es un
CUerpo Corporativo,

9. Introduzca el nimero de hojas para cualquiera de
los capitulos siguientes que le presenten con esta
forma. No incluya las copias del mismo documento
Hojas que siguen a esta forma
Descripcion
Reivindicacion(es)
Resumen
Dibujo(s)
10. Si también se presenta alguno de los siguientes
documentos, por favor indiquese la cantidad en el
lado derecho de cada articulo.
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Documento de prioridad

Traduccién de los documentos de prioridad
Declaracion de inventor y derechos de otorgamiento
para una patente (forma de patente 7/77)

Solicitud para examen preliminar y biisqueda
(forma de patentes 9/77)

Solicitud para examen sustantivo

(forma de patentes 10/77)

Cualquier otro documento

{por favor especifique)

1.

Yo/nosotros solicitamos el otorgamiento de una
patente en base a esta solicitud
(ribrica)
MICHAEL AKTINSON
MANDATARIO PARA LOS SOLICITANTES
Fecha: 4 de Abril del 2000

12. Nombre y nimero telefonico diurno de la
_persona para establecer contacto en el Reino Unido

Kim Allen

Advertencia ,

Después de que se ha depositado una solicitud para
una patente, el controlador de la oficina de
patentes considerard si se debe prohibir o
restringir la publicacion o comunicacion de la
invencion, bajo la Seccion 22 del Acta de Patentes
de 1977. En caso necesario, se le informara de
prohibir o restringir su invencion de esta manera.
Ademds, si usted vive en el Reino Unido, la Seccion
23 del Acta de Patentes de 1977 impide que se
apliquen patentes en el extranjero sin solicitar
primero un permiso por escrito a la QOficina de
Patentes, a menos que se haya depositado una
solicitud por lo menos seis semanas anteriores en el
Reino Unido para una patente para la misma
invencion, y si no se ha proporcionado instruccion
para prohibicion de publicacion o cuminicacion, o
se ha recibido una de esas instrucciones.

a) Notas

Si necesita ayuda para llenar esta forma o si tiene
alguna pregunta, favor de contactar a la Oficina de
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relevante(s). Cualquier hoja de continuacion debera
anexarse a esta forma. Si se ha contestado “Si” se
necesitara llenar la Forma de Patentes 7/77.

d) Una vez que llenada la forma debe recordar
firmarla y poner la fecha.

€) Para conocer detalles de los derechos y formas de
pago, favor de ponerse en contacto con la Oficina
de Patentes.
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PROCESO QUiMICO

La presente invencidén se refiere a un
proceso mejorado para preparar un compuesto
intermedio para el uso en la sintesis de 1los

agonistas de 1la Colecistocinina (CCK, por sus

.siglas en inglés).

La Publicacidn Internacional WO
94/24149 describe una clase de derivados de 1,5-
benzodiazepina gque tienen una accién agonista en
el receptor CCK-A.

Un grupo interesante, particular; de
los derivados de 1la 1;5—benzodiazepina, descrito
en la presente, puede ser representado por la

férmula general (A)
C')H(CHs)z

CH,CONPh
0

@ NHCOR

’]‘ o)
Ph (A)

=

Los compuestos de férmula A se preparan

convenientemente a partir del AVada oamino

(I).
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La ‘Publicacién Internacional WO
94/24149 describe que esos derivados de 3-amino—
l1,5-benzodiazepina pueden ser prepafédos
mediante la reduécién de la fenilhidrazona
correspondiente y la preparacién del compuesto
de fdérmula (I) mediante la reduccién de 1la
fenilhidrazona correspondiente (B), Yy
especificamente se describe en el compuesto

intermedio (II) de la misma

(IZH(CH3)2

CH,CONPHh
0
N
@ NNHPh

N

o
| B
Ph B
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La reduccién de 1la hidrazo&af;zgffpéfé7ﬁ
dar la amina (I) da por resultado ‘tambiéﬁéiyé”
formaciédn de anilina. Este es un pféduéfo
altamente téxico, la generacién del cual debera
evitarse del todo, si es posible, en un proceso
comercial, y por lo tanto existe la necesidad de
encontrar una sintesis alternativa para la amina
primaria (I) que evite la generacidén de 1la
anilina y gque proporcione el producto requerido,
con un buen rendimiento.

Se ha encontrado que la amina requerida
(I) se puede preparar con alto rendimiento y sin
la generacidén de productos secundarios téxicos,
mediante la reduccién y la hidrogendlisis
concomitantes, de la oxima correspondiente (II),
en donde R es un grupo bencilo opcionalmente

substituido.
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De esta manera, la presente :;nvenbign,ﬁ.

proporciona un proceso para preparar la -amina

(I) mediante la reduccién e hidrogendélisis
concomitantes, de la oxima (fI), seguida, si se
desea, del aislamiento del compuesto, como una
sal de adicién de &cido, del mismo.

- La reduccién e hidrogendlisis
concomitante, se lleva a cabo convenientemente
usando un catalizador de paladio, por ejemplo
catalizador de paladio sobre carbén, en la
presencia de hidrégeno o formiato de amonio, en
un solvente tal como un alcanol, por ejemplo
etanol o isopropanol, o un etanol acuoso, por

ejemplo etanol acuoso, o tetrahidrofurano.

Para la reacciédn el grupo R es

convenientemente bencilo o un grupo bencilo
substituido, por ejemplo el p-metoxibencilo o
benzhidrilo.

La oxima (II) se puede preparar
convenientemente mediante la reacciédn del

derivado de orto-fenilendiamina (III)

2

\
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CH(CH,), W

CI:HZCOLL—Ph
NH
(i)
h

con un derivado activado del diadcido (IV), en
donde R es un grupo bencilo opcionalmente

substituido.

—OR
N

NP
OH
0 0

- (V)

Convenientemente, el derivado activado
del didcido (IV) es el haluro de diacilo
correspondiente, por ejemplo el cloruro, y este
se prepara in situ, mediante la reaccién del
diacido (IV) con un haluro de oxalilo, por
ejemplo cloruro de oxalilo. La reaccién se lleva

a cabo convenientemente en un solvente aprético

tal como éster, por ejemplo, acetg

ewfilo
y ““ M' j.\, !
diclorometano, tolueno, o Q§etoxiéter,Q€,o

Perito Traductor

ﬁ@ . @ﬁv
i
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mezclas de los mismos, y en 1la pre$§ﬁ¢%é§f&é7*
dimetilformamida. L
El diadcido (IV) se prepara
convenientemente mediante la reacciédn de un
5 <cetomalonato de dialquilo, por ejemplo
cetomalonato de dietilo, éon el derivado de
hidroxilamina correspondiente, RONH2, en un

solvente tal como un alcanol o) compuestos

volatiles metilados, industriales, y en la

10 presencia de wuna base, por ejemplo, piridina,

seguido de la reaccidén con solucidén acuosa de
hidréxido de sodio.
Los siguientes ejemplos, gque son no

limitantes, ilustran la invencidn.

15 En los ejemplos, las abreviaturas EtOAc.
= acetato de etilo; MeOH = metanol, DMF = N,N-
dimetilformamida; IPA = alcohol isopropilico;
IMS o= compuestos volatiles metilados;

industriales.
20

Compuesto Intermedio 1

2-[(benciloxi)imino]malonato de dietilo

25 gramos) a 20 °C, a una suspen 5h agiégéé}oe 0-

Perito Traductor
¥/

A
3 — esprtS
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no

bencilhidroxilamina (57.8 gramos) en fﬁgy
ml) que contenian piridina (30 ml). La régﬁégéyﬁx
se calentdé a 75 °C durante 4 horas. La reaccién
se enfrié y los solventes se eliminaron bajo
presién reducida. El1 residuo se divididé entre

EtOAc (500 ml) y agua (300 ml) y la capa

-orgdnica se separd, se lavd con agua (250 ml) vy

se secd sobre MgSOs. Los solventes se evaporaron

para dar el compuesto del titulo 95.3 g, como un

aceite incoloro (99%, aprox. 3% p/p de EtOAc
residual) el cual se uséd sin purificacién

adicional.

RMN 'H (300 MHz, CDCls), 7.4 (m, 5H), 5.35 (s,

2H), 4.35 (m, 4H), 1.3 (m, 6H).

Compuesto Intermedio 2

Acido 2-[(benciloxi)imino]malénico

A una solucidbn del compuesto intermedio
1 (40 g) en MeOH (80 ml) se adiciondé NaOH 2M
(200 ml) durante 20 minutos. La reaccidén se
agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. E1l
MeOH se elimindé bajo presién

solucidn residual se acidificé
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la adiciédn, gota a gota, de HC1

(aprox. 30 ml) mientras se manténig‘wf
temperatura por -debajo de 35 °C con
enfriamiento. Se formd una pasta liquida,
espesa, de color blanco, 1la cual se diluydé con
agua (50 ml) para auxiliar en la movilidad. Los
s6lidos se recolectaron mediante filtraciédén, se
lavafon con agua enfriada (25 ml) y se secaron
in vacuo a 55 °C para dar el compuesto del
titulo como un sélido blanco (17 g) el cual se
encontrdé que contenia aproximadamente 10 %. p/p
de sales inorgédnicas residuales. 'El rendimiento
corregido fue de 45%. Se usdé sin purificacién
adicional.
RMN 'H (300 MHz, D;0), 7.4 (m, 5H), 5.2 (s, 2H)
Compuesto Intermedio 3
2-[-3-[benciloxi)imino]-2,4-dioxo-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1H-1,5~-benzodiazepinil)-N-
isopropil-N-fenilacetamida

Se adicioné cloruro de oxalilo (38.3
gramos) gota a gota (aprox., Q&“Qégéhgb:l una
suspensidén agitada del comp ékéo intermegi\ 2

K Perito Traductor
\ /
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(40 gramos, corregldos por el contenldo deasai j;f

en 31.4 gramos) en EtOAc (200 ml) gque cont;;
DMF (0.5 ml, 5 % en mol). La mezcla se agi£5 a
25 °C durante 0.5 horas vy luego se filtrd a
través de una almoha%illa de Dicalite, se 1lavd
con EtOAc (40 ml) para dar una solucidén de color
amarillo <claro. La solucién se adiciond (en
aproximadamente 5 minutos) a una pasta 1liguida
agitada de N~isopropil-N-fenil-2-(2-
fenilaminofenilamino)-acetamida (50 g) en EtOAc
(120 ml) a 25 °C. La mezcla se calenté a 60 °C vy
se formé una solucidén de color purpura obscuro.
Después de 1 hora, se elimindé el EtOAc (200 ml)
mediante destilacidén atmosférica. Se adicionaron
IPA (120 ml) y agua (40 ml) y la mezcla se
destild adicionalmente para eliminar mas
solvente (80 ml). Se adicionaron IPA (40 ml) vy
agua (40 ml) y se destilé una cantidad adicional
del solvente (80 ml). La mezcla de reaccién se
enfrié hasta 25 °C durante 1.5 horas vy los
s6lidos se reunieron por filtracidén. Los sélidos
se lavaron con IPA (2 x 120 ml), agua (1 x 120
ml) y finalmente con IPA nuevamente (1 x 40 ml)

y luego se secaron in vacuo a 55 'Ta. dar 1
’ *\M& REWSNT ©

compuesto del titulo como un p Lvo de colow”mosa







10

15

20

25
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salmén (56.6 gramos). 4»;”-f§gn‘;:é

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) mezcla 2:1 de isdémeros
aproximadamente la oxima 7.6;6.95 (m, 18H), 6.9
(¢, 1H), 5.3 (m, 2H), 4.95 {(m, H), 4.65 (d, 0.33
H), 4.4 (d, 0.67 H), 4.1 (d, 0.67 H), 4.0 (d,

0.33 H), 0.95 (m, 6H).

Ejemplo 1

(i)-2-(3—Amino-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,55

tetrahidrobenzo-[{b][1l,4]diazepen-1-il) -N-

isopropil-N-fenilacetamida

A una suspensidén agitada del compuesto
intermedio 3 (3 gramos) vy- formiato de amonio
(2.08 gramos) en IMS (30 ml) y agua (3 ml) se
adicioné Pd al 5%/C (50 % p/p de agua) (0.25
gramos). La mezcla se calentdé bajo atmésfera de
nitrégeno a 60 °C durante toda la noche. La
mezcla de reaccién caliente se filtré a través
de Dicalite para eliminar el catalizador. E1
catalizador se lavdé con IMS caliente (60 ml) vy

se filtrdé. E1 filtrado se concentrdé bajo presién

reducida para dar el compuesto dggéﬁﬁﬁdig?somo
Z4NASh ry X
. . . ™~ . vt ,v./)”". .
un sdélido blanco (2.34 gramos). i~5’ 2N\
i
K Parity Tranusior i
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REIVINDICACIONES

del

1. Un proceso para 1la preparacioéon
compuesto de férmula (I)
i)ki((:fis)z
CH,CONPh
O
N -
s@x
N o
Ph '
el cual

0o una sal de adicidén de adcido del mismo,

comprende

férmula

(I1)

en donde R

substituido,

hacer

reaccionar un

CH(CH,),
CH,CONPh
0
N
s@m
f‘* o
Ph
es un grupo bencilo /Q?Wgﬁlabﬁns‘ te
0
bajo. condiciones de}31drogenolls@~
\ Perito "Traductor
4, ey
Les - Espjﬁ‘?/

compuesto de
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reductora, seguido, si se requiere, ‘por-.el:
aislamiento del compuesto, como una sal-..ide"

adicidén de &dcido del mismo.

5 2. Un proceso de conformidad con la
reivindicacién 1, en donde la hidrogendlisis
reductora se lleva a cabo usando catalizador de

paladio.

10 3. Un proceso de conformidad con 1la
reivindicacién 1 o 2, en donde el compuesto de
férmula (II) ha sido preparado mediante 1la
reacciédn del derivado de ortofenilendiamina

(ITI) con un derivado activado del diacido (1IV),

15
CH(CH,),
CI:HzCOL‘—Ph N/OR
NH HO
y (i) \([)]/“\g‘o** |
20
h (V)
en donde R es un grupo bencilo opcionalmente
substituido. : _ '
25 |

Perito Traductor
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4. Un proceso de conformidad: con:ila. . .
reivindicacién 3, en donde el derivado activado:

del diadcido (IV) es el cloruro de diacilo.

5. Un proceso de conformidad con

cualesquiera de 1las reivindicaciones de la 1 a

la 4, en donde R es bencilo

SN A

't ‘5-.‘, "T‘)‘,\.
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CHEMICAL PROCESS

The present invention relates to an improved process for preparing an
intermediate for use in the synthesis of Cholecystokinin (CCK) agonists.

W094/24149 describes a class of 1,5-benzodiazepine derivatives having an
agonist action at the CCK-A receptor.

A particular interesting group of 1,5-benzodiazepine derivatives described
10 therein may be represented by the general formula (A)
CH(CH,),
CH,CONPh

o
N
©( NHCOR
']1 o)
by @

The compounds of formula A are conveniently prepared from the 3-amino
derivative (1).

CH(CH,),

CH,CONPh

o
N
©( NH,

. N
L 9 0

Ph
15 WQ094/24149 teaches that such 3-amino-1,5- benzodiazepine derivatives may
be prepared by reduction of the corresponding phenylhydrazone and the

preparation of the compound of formula (l) by the reduction of the corresponding
phenylhydrazone (B), is specifically described in intermediate (Il) therein



PG3974

9

CH(CH,),

CH,CONPh
0

@( NNHPh

Reduction of the hydrazone (B) to give the amine (1) also results in the formation
of aniline. This is a highly toxic product, the generation of which should be i
avoided if at all possible in a commercial process and thus there is a need to find

P

an alternative synthesis to the primary amine (l) which avoids the generation of
aniline and provides the required product in good yield.

We have now found that the required amine (1) can be prepared in high yield and
without the generation of toxic side products by concomitant reduction and
hydrogenolysis of the corresponding oxime (llI), wherein R is an optionally
substituted benzyl group.

(If)

Thus the present invention provides for a process for preparing the amine (1) by
concomitant reduction and hydrogenolysis of the oxime (II) followed, if desired,
by isolation of the compound as an acid addition salt thereof.
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The concomitant reduction and hydrogenolysis is conveniently carried out using
a Palladium catalyst e.g. Palladium on charcoal catalyst in the presence of
hydrogen or ammonium formate in a solvent such as an alkanol e.g. ethanol,
isopropanol or an agueous ethanol, e.g. aqueous ethanol, or tetrahydrofuran

For the reaction the group R is conveniently benzyl or a substituted benzyl group
e.g. p-methoxybenzyl or benzhydryl.

The oxime (II) may conveniently be prepared by reaction of the ortho-phenylene
diamine derivative (lll)

CH(CH,),
?HZCO Ph
NH

()
h

with an activated derivative of the di-acid (IV), wherein R is an optionally
substituted benzyl group.

_~OR
N

HO
OH

O O
(V)

Conveniently, the activated derivative of the di acid (IV) is the corresponding
diacylhalide e.g. chloride and this is prepared in situ by reaction of the di-acid
(IV) with an oxalyl halide e.g. oxalyl chloride. The reaction is conveniently
carried out in an aprotic solvent such as an ester e.g. ethyl acetate,
dichloromethane, toluene, or dimethoxyether or mixtures thereof, and in the
presence of dimethylformamide.
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4

The di acid (IV) is cdnveniently prepared by reaction of a dialkyl ketomalonate
e.g. diethyl ketomalonate with the coresponding hydroxylamine derivative
RONHs: in a solvent such as an alkanol or industrial methylated spirits and in the
presence of a base e.g. pyridine, followed by reaction with aqueous sodium
hydroxide.

The following exémples, which are non-limiting, illustrate the invention.
In the Examples the abbreviations EtOAc = ethyl acetate; MeOH = methanol,
DMF = N, N-dimethylformamide; IPA = isopropyl alcohol; IMS = industrial

methylated spirits.

Intermediate 1

Diethyl 2-[(benzyloxy)imino]malonate

Di-ethylketomalonate (60g) was added at 20°C to a stirred suspension of O-

benzylhydroxylamine (57.8g) in IMS (500ml) containing pyridine (30ml). The -

reaction was heated at 75°C for 4hr. The reaction was cooled and solvents
removed under reduced pressure. The residue was partitioned between EtOAc
(500ml) and water (300ml) and the organic layer separated, washed with water
(250ml) and dried over MgSOs4. Solvents were evaporated to give the title

compound 95.3g, as a colourless oil (99%th, ca 3%w/w residual EtOAc) which

was used without further purification.

1H NMR (300MHz, CDCly) 7.4 (m, 5H), 5.35 (s, 2H), 4.35 (m, 4H), 1.3 (m, 6H).

Intermediate 2

2-[(benzyloxy)imino]malonic acid
To a solution of Intermediate 1 (40g) in MeOH (80ml) was added 2M NaOH

(200ml) over 20 mins. The reaction was stirred at room temperature for 2hr.

MeOH was removed under reduced pressure and the residual solution was

acidified to pH 2 by dropwise addition of conc.HCI (~30ml) while cooling to
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5

maintain the temperature below 35°C. A thick white slurry was formed which
was diluted with water (50ml) to aid mobility. The solids were collected by
filtration, washed with chilled water (25ml) and dried in vacuo at 55°C to give the

title compound as a white solid (17g) found to contain ca.10%w/w residual

inorganic salts. Corrected yield ~ 45%th. Used without further purification.
1H NMR (300MHz, D,O) 7.4 (m, 5H), 5.2 (s, 2H)

Intermediate 3
2-[-3-[(Benzyloxy)imino]-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-1,5-
benzodiazepinyl)-N-isopropyl-N-phenylacetamide

Oxalyl chloride (38.3g) was added dropwise (~1hr) to a stirred suspension of
Intermediate 2 (40g, corrected for salt content to 31.4g) in EtOAc (200ml)
containing DMF (0.5ml, 5 mol%). The mixture was stirred at 25°C for 0.5 hour
then filtered through a pad of Dicalite, washing with EtOAc (40ml) to give a clear
yellow solution. The solution was added (~5mins) to a stirred slurry of N-
isopropyl-N-phenyl-2-(2-phenylaminophenylamino)-acetamide (50g) in EtOAc
(120ml) at 25°C. The mixture was warmed to 60°C and a dark purple solution
formed. After 1hr, EtOAc (200ml) was removed by atmospheric distillation. IPA
(120ml) and water (40ml) were added and the mixture distilled further to remove
more solvent (80ml). IPA (40ml) and water (40ml) were added and a further
amount of solvent was distilled out (80ml). The reaction mixture was cooled to
25 °C over 1.5hr and the solids collected by filtration. The solids were washed
with IPA (2 x 120 mi), water (1 x 120ml) and finally IPA again (1 x 40ml) then
dried in vacuo at 55°C to give the title compound as a salmon pink powder
(56.69).

1H NMR (300MHz, CDCl3) 2:1 mixture of isomers about the oxime 7.6-6.95 (m.
18H), 6.9 (t 1H), 5.3 (m, 2H), 4.95 (m, H), 4.65 (d, 0.33H), 4.4 (d, 0.67H), 4.1
(d, 0.67H), 4.0 (d, 0.33H), 0.95 (m, 6H)

25y
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Example 1
()-2-(3-Amino-2,4-dioxo-5-phenyl-2,3,4,5-tetrahydrobenzo-
[b][1,4]diazepen-1-yl)-N-isopropyl-N-phenylacetamide

To a stirred suspension of Intermediate 3 (3g) and ammonium formate (2.08g) in
IMS (30ml) and water (3ml) was added 5% Pd/C (50% w/w water) (0.25g). The
mixture was heated under a nitrogen atmosphere at 60°C overnight. The hot
reaction mixture was filtered through Dicalite to remove the catalyst. The catalyst
was washed with hot IMS (60ml) and filtered. The filtrates were concentrated
under reduced pressure to give the title compound as a white solid (2.34g).
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Claims
5
1. A process for the preparation of the compound of formula (1)
CI)H(CH3)2
CH,CONPh
o
N
s
N™ o
Ph
or an acid addition salt thereof which comprises reacting a compound of formula
(1)
(IZH(CH3)2
CH,CONPh
O
N
@( NOR
"o
Ph
wherein R is an optionally substituted benzyl group under reductive

10 hydrogenolysis conditions, followed, if required, by isolation of the compound as

an acid addition salt thereof.

2. A process as claimed in claim 1 wherein the reductive hydrogenolysis is carried
out using a palladium catalyst.




“
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3. A process as claimed in claim 1 or claim 2 wherein the compound of formula (1)
has been prepared by reaction of the ortho phenylene diamine derivative (l1l) with
an activated derivative of the di-acid (IV),

CH(CH;),
C|)HZCO Ph N/OR
NH HO
OH
(i
~NH O O
h (IV)

wherein R is an optionally substituted benzyl group.
4. A process as claimed in claim 3 wherein the activated derivative of the di-acid
(IV) is the di-acylchloride.

10 5. A process as claimed in any of claims 1 to 4 wherein R is benzyl.
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YR AT FORMATO DE DIGITALIZACION ﬁ roya ,
RELACION DE ANEXOS el
_NodeFolio |
Expediente No g )Q(B\qx a -
Item ¥
1 |CD
2 |DVD
3 |REVISTA
4 |LIBRO
5 |PERIODICO
6 |DISQUETES
7 |SOBRE DE MANILA -
8 |SOBRE BLANCO TAMANO CARTA .
9 [SOBRE BLANCO TAMANO OFICIO
10 |OTROS:

Observaciones: b{ "\C “;\nce \
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2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION
Folio _ﬁ(@_
Radicacion no oty -3V\ABTL
Concepto Técnico no _SOY Clasificacion Internacional de Patentes, AGLK 31 /SS .

f’r'acticado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de la Decision 486 se determind que
esta solicitud de Patente de Invencion:

S [><] NO[]  Contiene un resumen de la invencion (Art.26-e).
SIP] NO[]  Contiene el titulo 0 nombre de la invencion (Art.27-d).
S [)(] NO[] Contiene la descripcion de la invencion (Art.26-b).

S| [><] NO[ ] NO ES APLICABLE [ ] Contiene los dibujos necesarios para comprender la invencion
~ (Art26-d)

S [)ﬁ NO[ ] Contiene una o mas reivindicaciones. (Art.26-c).

SIf ] NOI[ ] NO ES APLICABLE [’ Han sido desarrollados los productos ylo procedimientos a partir
de recursos genéticos o de sus productos derivados de los que cualquiera de los Paises
Miembros es pais de origen. (Art. 26- h).

SI[T] NOI[ ] NO ES. APLICABLE [X]Los productos y/o procedimientos han sido obtenidos o
desarrollados a partir de 10s conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afroamericanas, 0 locales de los paises miembros, de acuerdo a lo establecido en la
Decisién 391 y sus modificaciones y reglamentaciones vigentes. (Art.26-i).

St ] .NO ] La invencion se refiere a un producto relativo a un material biolbgico. (Art.26-J).
SI[x] NOJ[ ] La prioridad coincide con la materia reivindicada.
SI[X]1 NO[ ] CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI[X] NO [ ] ver ho;a(s) anexa(s)ak NuoNo -\‘ \'0\0 de_\a

Teeon) Folo I3 /% pregenkon uesor oo, A_de \a basev\?c,\&r\
Qoo Seexng\ono. o Qﬁ\&\%.\t\\qm\e- ST \,\Q ?:} K Se. anoexo )
nueNos Toxielons 3 QvO PN o ?o\:»o Vg, ¥ éq, oo Aemalicy

oo v 7 Noeto CJ“ VA0 Powd- QVWToLLON golo I ; FAN LYY ?\\i\cx,\
Cvax\vtY 3 (ex6ex).

EXAMINADOR TECNICO

207034 -

BogotaD.C., 1 Reox~o [ 2007

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5y 10
Conmutador: 334 12 21-2-34
Fax: 281-31 25 e-mail: info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogota D.C. - Colombia
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Folio 1817
/

2020
Bogota, D.C.
Doctor(a)
JOSE ANTONIO LLOREDA
Apoderado(a)
REFERENCIA: Radicacion No. 00-31982

Tramite 002

Evento 001

Actuacion 416

Oficio No. 680

Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el expediente
indicado en la referencia, retine los requisitos de forma establecidos en los articulos 26 y 27 de la
Decision 486 de la Comisién de la comunidad andina, y en las demas disposiciones vigentes sobre
la materia, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de comunicaciones para efecto de su
publicacion en la Gaceta de Propiedad Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la misma
Decision.

Cumplase 5 m gm
Dado en Bogota, D.C., §'-|03/] Ll 200

A
ALIX CESPE ES DE VERGEL
Jefe de Ia,Dwusuon de Nuevas Creaciones

e

Bogoté, D.C.; A8-05-2005 El extracto de esta sollcungue publicado en el nimero O17 dela
Gaceta de Prople ad Industrial, de fecha 23-0 . El término habil sefialado por la ley
expiré e 24-0 1002 ySI___NO___se presentaron oposiciones por parte de terceros.
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