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Estimados sefiores

Damos salcance al expediente citado en la referencia, para rervindicar Priondad de la

__~-Pitente sohcrtada, con fundamento juridico en lo establecido en el Articulo 12 de la
Decsion 344 de la comisién del Acuerdo de Cartagena y ¢l Artriculo 4 Lit F del Decreto
117/94 referente a 1a fuente normativa de reciprocidad, esta se basa en

a - El articulo 4 del convenio de Parfs, aprobado mediante Ley 178/94, declarado exequible
por la Corte Constitucional en Sentencia del 18 de Enero/96

b- Ley 170/94 en la cual Colombia aprobd € Acuerdo por el que se establece la
Organizacién Mundial de Comercio (OMC) suscaito en Marrakech (Marruecos) el 15
de Abnl de 1994, y sus Acuerdos multilaterales, ios cuales inchuyen los aspectos de los
Derechos de Propiedad Intelectual relactonados con el Comercio, mejor conocido como
el Tnp" Dicha Ley 170 de 1997 fue declarada exequible por la Corte Constitucional ef
28 de Marzo de 1995

El Articulo 2, Ord 1, del Tnp’s establece que la propiedad en el Mundo seri recpnocida,
que los paises membros cumpliran los articulos] & 12 y el Articulo 19 del convemo de
paris A su vez, e articulo 4 del Convemo de Parfs (es decir, uno de los articulos de
cumphmiento oblhigatono bajo Tnp’s) establece que la pnondad sobre la pnmera
solicrtud en el mundo seré reconocida

Por lo tanto anexamos
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1- Coma de las Pnondad No.60/169,635 de Diciembre 8 de 1999 y la No 60/175.399 de
Enero 11 de 2000 Debidamente Legahzadas por el Mmisteno de Relaciones Exteriores

2 - Traducciones de las ravindicaciones de la primern y segunda solicitudes de Patentes
efectuadas por Traductor Oficial avaladas por el Ministerio de Relaciones Exteniores

. En consecuencia, ruego a ustedes una vez fimquitada esta dihgencia, ordenar lo pertinente
para que el expediente siga su curso normal

CC No 3'7
T.P No 59363delCSJ

Anexo - Lo anunciado
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THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111

APPLICATION NUMBER. 60/169,635
FILING DATE December 08, 1999

By Authonty of the
R COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS

Certifying Officer
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This is a request for flling a PROVISIONAL APPLICATION FOR PATENT under 37 CFR 1.53 (o).

%

PROVISIONAL APPLICATION FOR PATENT COVER SHEET (Large Entity) P{p Fi-’
(=]

INVENTOR(SNAFPLICANTIE)

Ruvkionce (Cly and eliher Stale or Fereign Ce

| Deen Cotings, 3 W. Wickhem R, Baishen C3T SIE, UK
4591 5. Ridgeakie Gircls, A Arbos, Michigan 4398
23 W, 4 &L, Winston-Salam, North Caroline 27101
417 Hop R, Huxmsistown, PA 17838

™
Tolaphorm

ENCLORED APPLICATION PARYS (ufveck aff thaf appiy)
-

s [ o ooty g—- W pages, Alstract on

METHOD OF PAYMENT OF FILING PESS FOR THIS PROVISIONAL APPLICATION FOR PATENT febeck ang)
FLING FEE
AMOUNT

A oheok or manhey order s envcioaad to cover #he fling fess

The Commissicher Is harely suthorizad fo charge filing fose or 22-0485
aradit any cvarpsyment o Ospasll Acoount Numbar $150.00
waniicn v e by on agenoy of the Unlind Stales Guammman) or snder & sonimt with s agewey of the Unlied Sinins Governmenl.

D Yeu, the s of e US, Ooounment sgenoy snd the Govermsant essirc susber we:

soarRe_Yyyadino O Akkwen =~ o= _12 [2/99

TYPED or PRINTED NAME  Michas! J. Alidns ‘n'smminn °"I NO. 35431

TELEPHONE {734) 622-5218

USE ONLY FOR FILING A PROVISIONAL APPLICATION FOR PATENT
SEND TO. Box Provisioncl Application, Assistant Commissioner for Patexts, Washington, DC 20231
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BRANCHED CHAIN AMINO ACID-DEPENDENT AMINOTRANSFERASE
INHIBITORS AND THEIR USE IN THE TREATMENT OF DIABETIC
RETINOPATHY




10

15

30

ZEN
373

-1-

BRANCHED CHAIN AMINO ACID-DEPENDENT AMINOTRANSFERASE
INHIBITORS AND THEIR USE IN THE TREATMENT OF DIABETIC
RETINOPATHY

BACKGROUND OF THE INVENTION

More than 14 million people m the United States have diabetes. All people with
diabetes are at nak of retmal comphications. However, people with type I, Le., msalin-
dependent, diabetes, face a greater nak of severe vason loss than people with type I1, 1 €.,
non-insuhn dependent, diabetes.

Inttially, the high blood glucose level ;n diabetic people causes an incresse 1n
growth factors m their eyes. Tius condstion 13 known as the "pre-diabetic retmopatiry
stage” and can lead to retinopathy, 1f not prophylactically treated.

Retmopathy will affect the majority of disbetic people to some extent dunng thesr
hfetimes (Anonymous, MMWR 42(10) 191-195 (1993)) It 1s the leading canse of
blindness ;n Americans of age 20 to 74 today snd 15 expected to rmpar vision m
approxamately one-third of diabetic people m the United States. Each year in the United
States, a3 many as 40,000 new cases of bhindness occur among diabetic people (CDC,
unpublished data, 1993). Duabetic people are 25 times more Likely than the general
population to become bhind due to retinopathy

Dusbetit retinopathy has two stages-a nonproliferative stags, winch typically
occurs first, and a proliferative stage. The nonproliferative stage, which 1s alao referred to
83 "background diabetic retinopathy,” 18 charactenzed by thickenmg of the basement
membruns, loss of retinal penicytes, microvasculsr abnormalities, intraretinal
nucroancurysms, retiinal hemorrhages (also known as "dot blot" hemorrhages), retioal
edema, 1n particular dmbet:c macular edema, capillary closure assocaated with retinal
uchemua or poor retinal perfusion (i.e., poor vessel development) and soft end hard
exudates. The proliferstive stage, wiich affects an estimated 700,000 Americans (Chen et
al, J Miss, State Med. Assoc. 36(7) 201-208 (1995)), 18 charactenzed by
neovasculanzation end fibrovescular growth (i e., scarnng involving ghal and fibrous
elements) from the retina or optic nerve over the inmer surface of the retina or disc or mto
the vitreous cavity
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The proliferatrve stage can lead to rubeotic or neovascular glaucoma. Macular
edema can occur in esther stago and it, along with complications from retinal
neovasculanzation, are the two major retinal probloms that canse the diabetes-related
vinion loms.

Whle the pathological stages of diabetic retinopathy are well-described, the
molecular events underlying diabetic retmopathy are poorly understood This 15 due, m
part, to the fisct that the disease progresses over ten to thurty yesrs, depending on a given
indivadual

Tight contral of glycem:a and hypertension and ophthalmic screening of disbetics
appears beneficial 1 preventing the dissase. Current treatment conmsts of regular
observation by an ophthalmologst, laser photocoagulation and vitrectomy

Macular edema threaterung or imnvolving the macular center 18 treated wrth focal
macular photocoagulation. Small (S0 mu in diameter), mild-sntensity laser burns are
targeted at areas of leakuge 1n the macula (Murphy, Amer Famuly Phymcian 51(4) 785-
796 (1995)). If the macular edema persists, retreatment may be necessary

Patients with ssvere to very severe nonproliferstive retinopathy and patients, who
are at lugh risk for prohferstive rebinopathy or who already have early or advanced
proliferative retinopathy, are treated with scatter or panretinal photocoagulation.
Panretinal photocoagulation iavolves 1,500-2,000 laser burns, which are 500 mu
diameter, m the mudpenipheral and penpheral portion of the retina (Murphy (1995),

supre)
The best-documented biochemical mechamsm for the development of

macrovasculer complications of disbetes 15 the sarhutol pathway In the sorbitol pathway,
the enzyme aldose rednctase catalyzes the conversion of glucose to sorbitol and galactose
to galactitol Aldose reductase has a low substrate affinity for glucose. Accordingly,
when giucose concentrations are normal, the pathway 13 mective. Dunng hyperglycemia,
the sortutol pathway becomes actrive. Activation of the sorbitol pathrway 18 impartant for
rehinal pencytes, for example, which do not requare insulin for glucose penetration.
Simiiarly, retnal capillary cells appear to contam substantinl amounts of aldose reductase
(Fermus, Hosprtal Practice: 79-89 (May 15, 1993)).
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Given the prevalence of diabetic retinopethy, there remains a need for an
effective prophylactic and therapeutic treatment of disbetic renopathy
Accordingly, 1t 13 a pnincapal obyect of the present mmvention to provide a method
of prophylactically and therapeutically tresting disbetic rebinopathy, mcluding
treatment st the pre-chabetic retinopathy stage, the nonproliferative dinbetic
retinopathy stage, and the prohferative diabetic reinopathy stage. Thus and other
objects of the present invention will become spparent from the detailed
description provided herein.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention 1s directed to a method for the prophylactic and
thempeutic treatment of dusbetic rehnopathy, mchiding trestment at tha pre-
duabetic rehinopathy stage, the nonproliferatrve diabetic retnopathy stage, and the
proliferative disbetic retmopathy stags. The method ixvolves the adoumstration of
an inhibrtor of the branched chain amino acid-dependent anunotransferase
pathway Prefersbly, the mhibstor of the brunched cham amino acid-dependent
amnotransfarase pathway 18 a compound of Formmlas I, II, and/or Il

N




R9 1 H, alkyl, cycloalkyl, substituted atkyl contuming halogen, amine,
alkuxy, cycloalkyl, or hydroxy; allyl, alkynyl, acetyl, sulfonyl, phenyl,
benzyl, or arylalkyl,

m and n are independently an integer of 1-3,

36
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R; — R and Ryo — Ry¢ are independently H, alkyl, or substrituted alkyl, and

X=NR;s, 0,0r8

where there 18 more than one stereoisomer, each chiral center may be
mdependently R or S, or 8 pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or
amude thercof

Prefecred compounds are those of Formula I, IT, or Il whereinm and n
wro 1, X 18 N1y, Ro 18 H, Ry18 methyl, R and Ry are methyl, Rg 18 methyl, R;o 18
methyl, Ry and Ry 2re methyl, R4 and R; are methyl, R;-Rg and Ryo-R;s aro H, By
15 alkyl, Ry 18 benzyt, Ry4 15 alkyl, R, 18 arylalkyl, R9 1s cycloalkyl, R;-Rg are H,
R;-Reand Rye-R;) are H, R;-R; and Ry-Re are H, or Ra 15 methyl.

More prefexred compounds sre those of Farmula II wherein Rs 18 alkyl,
R;-R3 and Re-R;; and Ry4 are hydrogen, and m and n are 1, and X 158 NR;4, R; and
Ry ere akkyl, R;-Ra snd Re-Ryo and Ry are hydrogen, mand nare 1, and X1
NRy4, Ry and R;; are alkyl, R;-R; and Re-Byo and Ry4 are hydrogen, mand nare 1,
Ry 13 alkyl, and X 13 NRy4, and R;-R;; and R4 are hydrogen, m and n are 1, and X
180

Bspemllypreﬁmedmpolmdlmldmdﬁ'oﬁ:
(1-Allylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
(1-Prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
{1-{(2,2,2-Tnflucro-cthylamino)-methyl]-cyclohexyl}-scetc acid,
{14(3,3,3-Tnflucro-propylamino)-methyl)-cyclohexyl}-acetic scd,

1o 36,56~ (1-Allylamnometiryl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
1a,38,5-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
10,3B,5-(3,5-Dumethyl-1-{(2,2,2-nflucro-ethylsmmo)-methyl}-cyclohexyl)-
acetic acd,
1e,38,5p-(3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-tnflucro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl}-
scetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Allylammnomethyl-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methy}-1-prop-2-ynylammnomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
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trans-{(1R,3R)-3-Methyl- 1-{(2,2,2-tnfluoro-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl } -
acetic acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(3,3,3-trflusro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic
acd,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl} -
acetic acid,
1at,3B,5f-(3,5-Dimethyl-1-{(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-
acetic acid,

1a,3B,5p-{ 1-{(Cyclopropyimethyl-amino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl} -
acefic acid,
trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-3-methyl-cyclohexyl }-
acetic acad,

trans-((1R,IR)-3-Methyl-1-methylanunomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((IR,3R)-1-Ethylaminomothyl-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acid,
trens-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
trans((1R,3R)-1-Butylammomethyl-3-methyt-cyclohexyl)-acotic acad,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3p,5p-{ 1-{(Fiydroxymethyl-ammo)-methyi}-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic
acud,

1o, 3B, 5B~{1-Amnomethyl-3,5-dicthyl-cyclobexyl)-acetic acid hydrochlonde;

trans( 1R 3RX1-Ammomethyl-3-methyl-cyclohescyl)-acetic acad hydrochlonde;
(1-Anunomethyl-2-methyl-cyclohexyl)-acetic acsd hydrochlonde;
(1-Amnometiryl-3,3-dimethyl-cyciohexyl)-acetsc acad hydrochlonde;,
(2)-(trans)~(1-Amnomethyl-3,4-dimethyi-cyclopentyl)-acetic acid hydrochlonde;
(cstrans)-(3R)-(1-Aminomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic acd
kydrochlonde,

(+)~(trans)-(1-Amnomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acid hydrochlonde;

(+)-(trans)-(1-Ammomethyl-3, 4-dmmethyl-cydopentyl)-acetic acid hydrochlonde;
1,3, 5p-(1-Aminomethyl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde,
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1,38, 58-(3, 5-Dimethyl-1-propylasminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

1e,3B,58-(1-Bthylemunometiryl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad
hydrochlonde salt,

10,3B, 58-(1-Benzylammo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlorude salt,

1a,3B,5p-(1-Dimethylaminomethyl-3, 5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acd,

hydrochlonde salt,

1a,3B,5p1-Butylsmmometkyl-3,5-imethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt;
1a,3,5B-(1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyl}-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-acetsc
scid, hydrochlonde selt,

1a,3B,58-(3,5-Dimethyl-1-mathylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
kydrochlande salt;
1a,3B,5p-{1-(Acetylamino-methy])-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acd,

1a,3B,5B-(1-(lsobutylammo-methyl)-3,5-dmmethyl-cyclohexyi}-acetic acd
hydrochlonde salt;

1a,38,5p-{3,5-Dimethyl-1-{phencthylanino-methyf)-cyclohexyl]-acetic acad
hydrochlonde salt,

1,3, 58-{3,5-Dumethyl-1-[(3-phenyl-propylammo)-methy{}-cyclohexyl}-acetic
acid hydrochlonde salt,
{1{(Cyelobutylmethy-amno)-methyi]-cyclohexyl)-acetc scid hydrochlonde
salt;

1a,3,58-(1-(Isopropylamino-methy()-3, S-cdimethyl-cyclohexyl}-acetic acad
hydrochlonde salt;

1-Ammomethyl-1-cyclohexane-acetic acid,

1-Aminomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
Sodium salt of 1-amunomethyl-1-cyclopentane-acetic acad,

45~
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Sodnm salt of 1-(hydroxymethyl)cyclobexane-acetic acid,

{1-{(2-Methyl-butylammo)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acad, hydrochlonde salt,
{1-{(4,4,4-Tnfluoro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochlonds
salt,
(1-Ethylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonde salt,
{1-[(Cyclopropylmethyl-ammno)-methyl}-cyclohexyl}-acetsc acid hydrochlonde
salt,
{1-[(2-Hydroxy-1-methyl-sthylammo)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid
hydrochlonde salt;
[1-(Isobutylamino-methyl)-cyclohexyi}-acetic acid hydrochlonds sait,
{1-Propylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonde salt,
[1-(Isopropylammo-methyf)-cyclohmeyl}-acetic acad hydrochlonde salt;
(1-Cyclohexylammnomsthyl-cyclohexyl)-acetic acd hydrochlonde salt; and
[1-(Benzylamno-methyf)-cyclohaxyl}-acetic acid hydrochlonds salt.

Several of the compounds described by Formulas 1, II, and III are known.

Compounds of Fornmla A
(\ 1

A

wheresn R, 18 hydrogen or 8 lower slkyl radical and n 13 4, 5, or 6 are known m

United States Patent Number 4,024,175 and 1ts divisional United States Patent
Number 4,087,544 The uses disclosed are: protective effect against cramp
mnduced by thicsemcarbazide; protective action agmnst cardiazole cramp, the
cerebrul diseases, opilepsy, fumntness attacks, hypokinesia, and cranial trgumas;
and improvement m cerebral functions. The compounds are useful m genatnc
patents. The patents are hereby meorported by reference.
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Compounds of Forrula B
R R
| |
HaNCH-C-CH,COOH
I
Ry B

or s pharmaceutically accepiable salt thereof wharemn R 15 a struight or branched

alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms, phenyl or cycloalkyl having from
3 to 6 caxbon atoms, Ry 18 hydrogen or methyl, and R3 18 hydrogen, or carboxyl
are known 1n United States Patent Number 5,563,175 and ts vanious divisionals.

These patents are bereby incorporated by reference.
‘The present invention also discloses novel compounds of the Formula IV

Ry-R4 are hydrogen or alkyl,

X1 NR;s ar O;

R 18 krydrogen or alkyl,

Ry 18 hydrogen, alkyl, banzyl, scetyl, rylalkyl, alkoxy, cycloalkyl, allyl, alkyicycioalkyl, alkoxy,
cycloalkyl, alkyicycloalkyl, tnsubstituted halogenalkyl, and wherem R1-R4 are each hydrogen
then R is not kydrogen or methyl, or s pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or amude
thereof Like the comounds of Formmlas 1, II, snd ITI, the compounds are useful for the
prophylactic and therapeutic trestment of dinbetic rehnopathy, including treatment at the pre-
dubenic retinopathy stage, the nonproliferattve disbenc retinopethy stage, and the proliferstrve
dubetic retinopathy stage.
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Prefesred compounds are those of Formula IV wherean R; and R, are
hydrogen and R; and R, are akkyl, Ra and R, are hydrogen and R, and R, are
methyl, Ry-R4are hydrogen, R, 18 alkyl and Ry-Ry are hydrogen, R, 15 methyl and
Ra-Ry are hydrogen, R; 18 hydrogen, X 15 NRg, X 13 O, Rg 1 alkyl, R¢ 18 benzyl,
Rg 18 acetyl, Rg 13 phenylalkyl, R¢ 13 cycloalkyl, Re 18 triflucroalkyl, Re 1
alkylcycloalkyl, Re 15 alkoxy; and Re 15 allyl.

Other preferred compounds are those of Formula IV wherein R; and Reare
hydrogen and R, and Ry are methyl, Ri-Ry are hydrogen, R; 18 methy! and Re-Ry
are hydrogen, Rs 13 hydrogen, X 18 NRg, Re 13 alkyl, Re 18 benzyl, Rq 18 acetyl, Rs
1 phenylalkyl, Rq 18 cycloalkyl, Rs 18 tnfluoroalkyl, Re:s alkylcycioalkyl, Re 18
alkoxy, and Rg 18 allyl

Especally prefesred compounds are selected from.
(1-Allylaminomethyl-cyclohexyi)-acetic acd,
(1-Prop-2-ynylssunomethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
{1-{(2,2,2-Trifluoro-ethylamino)-methryf]-cyclohexyl }-acetrc acd,
{1-[(3,3,3-Tnfiuoro-propylamuno)-metryl]-cyclohexyl} -acetic acad,

1, 38,58~ (1-Allylamunomethyi-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
1a,3B,58-(3,5-Dimethy}-1-prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
10,38,58-{3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2-tnfluaro-cthylamino)-methyl]-cyclohexyl} -
acetic acud,

1a,3B,5p-{3,5-Dimethyl-1-{(3,3 3-nfinoro-propylamno)-methyl}-cyclohexyl}-
acetic acid,

trans-((IR,3R)-1-Allylamnomethyl-3-methyi-cyclobaxyl)-acetic s,
trans-((1R,3R)-3-Methy}-1-prop-2-yrylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(2,2,2-tnfiuoro-ctiylamino)-methyl}-cyclobexyl} -
acetic acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-[(3,3,3-tnfluoro-propylanuno)-methyl}-cyclohexyl} -acetic
acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methy]-1-[(4,4,4-influcro-butylanmino)-methyl]-cyclohexyl}-
acehc acid,

1,3P, 5B-{3,5-Dimetiryl-1-{(4,4,4-tnflnoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl} -
acetic acid,
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1,38, 5-( 1{(Cyclopropyimethyl-anuno)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-
acetic acd,
trans-{(1R,3R)-1{(Cyclopropylmethyl-ammo)-methyl}-3-methyl-cyclohexyl}-
acetic acad,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-aoetic acid,
trans~((1R,3R)-1-Ethylammomethyl-3-metiryl-cyclohexyl)-acetwc acad,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Butylaminomethyl-3-methyl-cyclchexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methryl-cyclohexyl)-acetic acd,
1a,3B,58-{1-{(Hydroxymethyl-ammo)-methyl}-3,5-dimethyl-cyclohexy }-acetic
acd,
1a,3B,58-(1-Amnomethyl-3, S-diethyl-cyclohexyl)-acetrc scad hydrochlonds;
1¢¢,3P,5B-(3,5-Dimethyl- 1-propylaminomethyi-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonde salt,
1ct,3B,5p-(1-Ethylaminomethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acad
hydrochlonde ealt,
1ex,3p,5p-(1-Benzylamino-methyf)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acad,
hydrochlonde salt;
1c,3B,5p-(1-Dimethylaminomethyl-3, 5-dumethyl-cyclohexyl)-acetic acud,

hydrochloride salt;

1a,3B,58-(1-Butylammomethyi-3, S-dimethyl-cyclohexyl)-acotic acud,
hydrochlonde aalt,

1,30, 5p-(1{(Benzyl-methyl-aminc)-methyl]-3,5-dimetiry}-cyclohexyl} -acetsc
scud, hydrochlondse salt;

1a,3p,5p-(3,5-Dmnethyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt;
1a,3B8,58-[ 1-(Acetylamino-methyl)-3, S-chmethyl-cyclohexyl]-acetic acd,

1at,3B,5p-(1-(Iscbutylammno-methyl)-3, S-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acd
hydrochlonde salt;
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1a,3B,58-[3,5-Dimethyl-1-(phenethylamno-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid
hydrochlonde salt,
1a,3B,5p-({3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylaminc)-methyil-cyclohexyl}-acetic
acid hydrochlonde salt,
{1{(Cyclobutylmethyl-amno)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acad hydrochlonde
salt,
1a,3f,58-(1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-hmethyl-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochlonde salt,

{1-[(2-Methyl-butylsmno)-methyl}-cyclohexyi}-acetic acd, hydrochlonde salt,
{1-{(4,4,4-Tnfluoro-butylammo)-methyl]-cyclohexyl ) -acetic acid, hydrochlonde
salt,

(1-Ethylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde salt;
{1-{(Cyclopropylmethyl-ammo)-methyl}-cyclohexy!}-acetic ac:d hydrochlonde
salt;

{1-{(2-Hydroxy-1-methyi-ethylammno)-metiryl]-cyclohexyl}-acetic ac:d
hydrochlonde salt,

[1-(Isobutylamuno-methyl)-cyclohexyl}-acetic acd hydrochlonde salt,
(1-Propylamnomethyl-cyclohexyl)-acetsc acad hydrochlonide salt;
[1-(Isopropylammo-methyl)-cyclohexyl]-acetic acd hydrochlonde salt;
(1-Cyclohexylammomethyl-cyclohexyl)-acetzc acad brydrochlonde sait; and

[1-(Benzylanuno-methyl)-cyclohexyl]-acetsc acad hydrochlorde salt.

The present invention 13 also a pharmaceutical composthon comprising &
themmpeutically effective amonnt of one or mare compounds of Fornmla IV and a
pharmaceutically acceptable carner

Compounds of Formmula I, such as gabapentin, are useful for treating
vanous condstsons such as neyrodegenerative disorder (US 5,084,479), depression
(US 5,025,035), anxtety/panic (US 5,792,796), mama/bupolsr disorders (US
5,510,381), ant-mflammatory diseases (WO 98 158641), gastromntestinal damage
(WO 99 108670), glaucoma, end pun. Because the compounds of Fortula IT and
Fornula IV both operate to affect the branch chan ammno scad-dependent
amunotransferase pathway and affect the synthesis of glutamate, winch 1s involved
1n each of the aforementioned indications, the compounds of Formula IV will also
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be useful for the treating the indications. Thus, the present mvent:on 15 also
directed to the use of the compounds of Farmula TV to treat each or more than one
of neurodegenerstive disorders (including but not hmated to ALS, Parkinson’s
discase and Alzhamer’s disease), depression, anxiety/panic, mania/bipolar
dusorders, anti-inflammatory diseases, giaucoms pan, or gastromtestmal damage.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 Schome showing the BCAA sinttls 1n the retina. The shuttis proper 18
mghlighted and shows how branched chain ammo acads 1 the gha can
trangaminate a-ketogiotarate to form ghrtamate, The BCKA product diffuses
across the interstitum (shown as grey) to the neurons where 1t 1s converted back
to the branched chmn amno acid by transamingtion with glutamate via BCATc.
Abbreviations zro as follows. BCAA=branched chamn amino acid,
GLU=glutamate; GLN=giutanune; Gin’ase=glutammase; pyr=pyruvate;
PC=pyruvate carboxylase, aKG=a-ketoglutarate, BCATm=mitochondnal
branched cham amunotransferase; BCATc=cytosche branched cham
ammotransferass; BCKA=branched chamn keto acsd, GDH=glutamate
dehydrogenase.

Figure 2. Effect of pyruvate concentration on mcorporation of H'*COs futo
glutamate plus giutemme (A) and pyruvate plus lactate (B) by &x wivo retinas.
Hem-retinas were incubated at 37°C under standerd condrions with 25 mM
HCO; for 20 minutes. Pyruvate m the medmm was esther 0.2 or 5 mM. Values
shown are mean + SEM (1=4, * p<0.05) Abrevs. gintghi = sum of labeled
glatamme plus glotamate; pyr+act = sum of labeled pyruvate plus lactate.
Figure 3. Expreanion of BCAT isoenzymes in rut retina. Tiasue extraction, SDS-
PAGE, and immunoblotting were performed as described using the ECL detection
iot. Imnmunoaffinity punfied mt anti-BCATc peptide antibody (1 1000) and uman
anti-BCATm antibody (1 1000) were used.

#E"
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Figure 4. The influence of gabapentin (GBP) and branched chain ammno acids on
incorporstion of H**CO; 1nto glutamate plus glutamme by ex vivo retmas. Half

retinas were incubated at 37° C under standard condstions with 25 mM H'CO,

and 0 2 mM pyruvate for 20 mmutes. In some instances gabapentin (1 mM) was

mciuded in the mcubation medium and 1o others GHP (1 mM) plus all three

branched amino acsds (0 2 mM) each were included Values shown are means +

SEM of HCOs incorparated into glutamate phus glutamne 1 20 munutes (n=4, *
p<0 001, ** p<0 01). Abrevs. gintglu = sum of labeled ghitamine plus ghutamate,
Figure 5. Influence of gabapentin (GBP) concentration on moorparation of
H'*COy mto glutamate and ghitamne 1 €x vivo retmas. Conditions were sumlar to
those of Figure 4 except for the concentration of GHP Valnes shown are means +

SEM (1=6-7, * p<0 05). Abrevs. GLN+GLU = sum of glutamine plus glutamate;
LACT + TCA = sum of lactate plus TCA cycle mtermediates,

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present mvention is predicated on the discovery that intreocular
glutamate mnyjection causes ganglion cell loss which 18 reixted to the carly stages of
diabetic retinopatiry (Vorwerk et al. IOVS 37 1618-1624 (1996)) and that an
mhibitor of the branched chan ammno actd-dependent amnotransferase pathway,
specifically gabapentin, is effective i mhibiting the synthess of glutamate (see
example below), thus preventmg duabetic retinopathy Accordingly, the present
mnvention provides a method for the prophylactic and tharapeutic treatment of
disbetic retmopathy, mcluding treatment at the pre-diabehc retinopathy stags, the
nonproliferstrve dizbetic retmopathy stage, and the proliferstrve disbetic
retinopathy stage. By "prophylactic” 1s meant the protechon, 1n whole or mn part,
agamst ciabetic retinopathy, tn particular diabstic mecular edema. By
"therapeutic” 15 meant the amelioration of dsabetic retmopathy, iteelf, and the

protechion, in whole or m part, against further dusbetic retinopathy, 1 particuler
diabetic macular edema.
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The method compnises the admnistration of an inhubitor of the branched
chain ammo actd-dependent amunotransfernse pathway 1n an amount sufficient to
treat the retina for retinopathy prophylactically or therapeutically Any inhibttor of
the branched chan amino acad-dependent smnotransferase pathway can be used
1n the method of the present mveation as long as 1t 13 safe and efficacious. Herein,
"branch cham amino acid-dependent amnotransfarase (BCAT) mhibrtor® wall be
used to refer to such compounds and 13 intended to encompess all compounds that
affect the branch chain amino acad-dependent smmotransferase pathway at any
and all points o the pathway

Prefersbly, the BCAT inhibrtor 18 & compound of Formulas T, 11, and/or IIT,
as described above, or a pharmaceutically acceptable, BCAT pathway-inhibming
analogue or prodrug thareof or a pharmaceutically acceptable salt, ester, or amde
of any of the foregoing.

Unless otherwiso expressly stated, the following defintions are adhered to
thronghout thus disclosure.

“Alkyl” means a strmight or branched hydrocarbon radical having fram
1 to 10 carbon atoms (unless stated otherwise) and mchides, for example, methyl,
ethyl, n-propyl, 1sopropyl, n-butyl, sec-butyl, isobutyl, tert-butyl, n-pentyl, 1s0-
pentyl, n-hexyl, and the like. “Halogen” mcindes fiuaro, chloro, bromo, and sodo.

“Alkenyl” means strmght and branched hydrocarbon radicals having from
2 to 6 carbon atoms and ons double bond and includes ethanyl, 3-buten-1-yl,
2-ethenylbutyl, 3-hexen-1-yl, and the like.

“Alkynyl” means strmight and branched krydrocarbon mdicals having from
2 to 6 carbon stoms and one tnple bond and mcludes ethynyl, 3-butyn-1-yl,
propynyl, 2-butyn-1-yl, 3-peatyn-1-yl, and the like.

“Cycloalkyl” means a monocycic or polycychc hydrocarbyl group sach es
cyclopropyl, cyclobeptyl, cyclooctyl, cyclodecyl, cyclobutyl, adamantyl,
norpinanyl, decalmyl, narbornyl, cyclohexyl, and cyclopentyl Such groups csa be
substituted with groups such a3 hydroxy, keto, and ths fike. Also mcluded are
rmngs 1n which 1 to 3 heteroatoms replace carbons. Such groups are termed
“heterocyciyl”, which means a cycloalkyl group also beaning at least one
heteroatom selected from O, S, or NR2, examples being substrtuted or
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unsubstituted oxaranyl, pymrohdinyl, prpendyl, tetrahydropyran, prperazinyl,
acylpiperazanyl, pymrolidinyl, and morphohne.

“Alkoxy” refers to the slkyl groups mentioned shove bound through
oxygen, examples of winch mchde methoxy, ethoxy, 1sopropoxy, tert-butoxy, and
the like. In addrtion, alkoxy refers to polyethers such as -0-(CH2);-0-CH3, and
the ike.

“Alkanoyl™ groups are alkyl linked through a carbonyl, 1¢, C1-C5-C(0)-
Such groups mcinde formyl, acetyl, propronyl, butyryl, and 1sobutyryl

“Acyl” means an alkyl or aryl (Ar) group bonded through a carbonyl
group, 10, R-C(0)- For example, acyl mcludes a Cy-Cg alkanoyl, mcluding
substituted alkanoyl, wheremn the alkyl portion can be substrtuted by NR4RS or a

carboxylic or heterocyclic group. Typtcal acyl groups mchude acetyl, benzoyl, and
the Like.

The alkyl, atkenyl, alkoxy, and alkynyl groups described above we
optonally subststuted, prefarsbly by 1 to 3 groups selected fiom NR4RS, phenyl,
substrtuted phanyl, thio Cy-Cg alkyl, C1-Cg alkoxy, hydroxy, carboxy, C)-C
alkoxycarboayl, halo, nitrile, cycloalkyl, and a 5- or 6-membered carbocyche rng
or beterocyclic ring having 1 or 2 heteroatoms selected from nitrogen, substituted
nitrogen, axygen, and solfir “Substituted nrtrogen” means nitrogen bearing
C1-Ce alkyl or (CHo)pPh wherenis 1, 2, or 3 Perhalo and polyhalo substitutson
18 also embraced.

Bxamples of substituted alkyl groups include 2-amnoethyl,
pentachloroethyl, tnflzoromethyl, 2-diethylaminoethyl, 2-dimethylanmnopropyl,
ethoxycarbonyimethyl, 3-phenylbutyl, methanylsulfanylmetiryl, methoxymethyl,
3-hydroxypentyl, 2-carboxybutyl, 4-chlarobutyl, 3-cyclopropyipropyl,
pentafluaroethyl, 3-marphohnopropyl, piperaznylmethy], and
2-(4-methylpperaninyl)etiyl.

Examples of substztuted alkynyl groups molude 2-methoxyethynyl,
2-cthylmifanyethynyl, 4-(1-pparszinyl)-3-(butynyl), 3-phenyl-5-hexynyl,

3-diothylamino-3-butynyl, 4-chloro-3-butynyl, 4-cyclobutyl-4-hexenyl, and the
like.
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Typical substituted alkoxy groups include aminomethoxy,
tnfluoromethoxy, 2-diethylamunoethoxy, 2-ethoxycarbonylethoxy,
3-hydroxypropoxy, 6-carboxhexyloxy, and the hke.

Further, examples of substrtuted alkyl, alkenyl, and alkynyl groups mcinde
dunethylammomethyl, carboxymethyl, 4-dimethylamino-3-buten-1-y1,
S-cthylmethylamino-3-pentyn-1-y], 4-morpholinobutyl,
4-tetrahydropyrmidyibutyl, 3-smdazahdin-1-yipropyl, 4-tetrabydrothinzol-3-yi-
butyl, phenylmethryl, 3-chlorophenylmetiryl, end the fike.

The tesms “Ar” and “ary]” refer to ungubstrtuted and substituted aromanc
groups. Heteroaryl groups have from 4 to 9 ning atoma, from 1 to 4 of which are
mdependently selected from the group consisting of O, S, and N Preferred
heteroaryt groups have 1 or 2 heterostoms m 8 S- or 6-membered aromatic ning.
Mono and bicyclic aromatic nng systems are included m the definttion of aryl and
heteroaryl. Typical aryl and heterveryl groups include phenyl, 3-chlorophenyl,
2,6-dibromophenyl, pynidyl, 3-methylpyndyl, benzotienyl, 2,4,6-trbromophanyl,
4-sthylbenzothenyl, faranyl, 3,4-dicthyifiranyl, naphthyl, 4,7-dichloronaphthyl,
pyrrale, pyrazole, mmidazole, thiazole, and the like.

Prefecred Ar groups are phenyl and phenyl subststuted by 1, 2, or 3 groups
mdependently selected from the group conaisting of alkyl, alkaxy, thio, thuoalkyl,
hrydraxy, -COOR?, amino of the formmla -NR4RS, and T(CH)mQR4 or

T(CH);nCO2R4 wheremn m 38 1 to 6, T 15 O, S, NR4, N(O)R4, NR4RSY, or
CR4R3, Q18 Q, §, NRS, N(O)RS, ar NRSRSY wharein B4 and B3 sroas

described sbove, and R7 15 alky! or substituted alkyl, for example, methyl,
trichloroethyl, diphenylmethyl, and the Jike. The alkyl and alkoxy groups can be
substituted as defined above. For example, typical groups are carboxyalkyl,
alkoxycarbonylalkyl, hydroxyalkyl, hydroxyallcoocy, and alkoxcyalkyl.

The symbaol “-” means a bond

The term “patient” means all anmals moluding humans. Fxamples of
patients include lumans, cowa, doga, cats, gosts, sheep, and pigs.

The compounds of the present mnvention can exst 1 unsolvated forms as
well as solvated forms, mchnding hydrated forma, In general, the solvated forms,
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including hydrated forms, are equivalent to unsolvated forms and are intended to
be encompassed withun the scope of the present inventon

Certain of the compounds of the present mvention poasess one ar more
clural centers and each center may exist m the R(D) or S(L) configuration. The
present invention includes all enantiomenc and epimenc forms as well as the
appropnate mixtures thereof.

The compounds of Formulas I, II, and III sre capable of fimther forming
both pharmaceutically acceptable formulstions compnising salts, esters, anudes,
and prodroga. As used herein, the term “pharmaceutically acceptable salts, esters,
amudes, and prodrugs” refers to those carboxylate slts, amino acid addition salts,
esters, amdes, and prodrugs of the compounds of the present 1nvention wiuch are,
within the scope of sound medscal judgment, surtahle for use in contact with the
tusues of patients without undue tocrty, srrtation, allergic response, and the like,
commensurate with a reasonable benefit/nisk ratio, and effectrve for their mtended
use, as well as the zwittenomc forma, where possible, of the compounds of the
avention. The term “salts” refers to the relatively non-toooc, inonganic snd
orgamc acid addstion salts of compounds of the present invent:on. These salts can
be prepared in situ dunng the final isolatson and purificatzon of the compounds or
by seperately reacting the punfied compound 1n its free base form with a suntable
orgamc or morganic acxd and 1solating the salt thus formed and inchudng, but not
hmted to, scd addition and/or base salts, solvents and N-oxides of a compound
of Formmlas [, 11, and IIL. Thus mvention also provides pharmacestical
formulations comprimng a compound of Formmulag 1, 11, or ITI together with a
pharmeceutically acceptable camer, diluent, or excipient therefor All of these
forms are within the present mvention.

Pharmaceutically acceptable acad addition salts of the compounds of
Forrmlas I, 1T end I mclude salts derrved form morganic waids such s
hydrochlanc, antnc, phosphoric, sulfurie, hydrobromrc, hydniodic, phosphorus,
and the hike, as well as tho salts dertved from orgamc acids, such as shphatic
mono- and dicarboxyhc acidy, phenyl-substituted alkanoic acads, hydroxy
alknnoic acids, alkaned:oic acuds, aromatsc acids, aliphatic and aromatic sulforuc
aculs, etc. Such salts thus include sulfate, pyrosulfite, bisulfite, sulfite, busulfite,
nitrate, phosphate, monohydrogenphosphate, dibydrogenphosphate,
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metaphosphate, pyrophosphate, chlonds, bronude, 10dide, acetate, propionste,
caprylate, 1sobutyrate, oxalate, malonate, succinate, suberate, sebacate, fumarute,
meleate, mandelate, benzoate, chlorobenzoate, methylbenzoate, dinttrobenzoats,
phthalate, benzenesulfonate, toluenesulfonate, phenylacetate, citrate, lactate,
malesate, tartrate, methanesulfonate, and the like Also contemplated are the salts
of amino ecids such as arginate, gluconate, galacturonate, and the hike, see, for
example, Berge, et al., “Pharmacentical Salin" J of Pharmaceufical Science,
1977,66 1-19

The acad addition salts of the bamc compounds are prepared by contacting
the free base form with a sufficient amount of the deswred acad to produce the salt
1n the conventional manner The free base form may be regenemated by contactmg
the salt form with a base and 1solating the free base 1n the conventions! manner
The fres base forms differ from thesr respective salt forms somewhat in certain
phyucal properties such as solnbility 1n polar solvents, but otheronise the salts are
equivalent to thesr respectrve free base for purposes of the present mvenbon.

Pharmaceutically acceptable bage addition salis sre formed with metals or
ammes, such as alkah and slkaime carth metal hydrondes, or of orgamuc amines.
Bxamples of metals used as cahons are sodmmn, potassmim, magnesum, calcum,
and the like, Examples of sustable amines are N N"-dibenzylethylenediamine,
chloroprocmine, choline, diethanolamme, ethylenediemme, N-methylgincanne,
and procaine; ses, for example, Bergs, et al, supra.

The base addttion salts of acadic compounds are prepared by contacting the
free acad form with a sufficient amount of the desired base to produce the salt :n
the conventional manner The free acad form may be regenerated by contacting the
salt form with an acid and isolsting the free acid in a conventional manner The
free acad forms differ from their respective salt forms somewhat 1n certam
physical propertios such as solubility 1n polar solvents, but otherwise the salts are
equivalent to thesr respective firee acad for purposes of the present mvention,

Examples of pharmaceutically acceptable, non-toac esters of the
compounds of this mvention mclude Cj-Cgalkyl esters wherein the alkyl group 18

a strught or branched cham. Acceptable esters also mcinde C5-Crcycloalkyl
esters as well as arylatkyl esters such as, but not limited to benzyl. C1-Cqalkyl
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estens are preferred Esters of the compounds of the present invention may bé
prepared according to conventional methods.

Bxamples of pharmaceutically acceptable, non-toxc ermdes of the
compounds of tins mrvention include amdes denved from ammonta, primary
C1-Ceulkyl ammes and secondary Cy-Cgdialkyl amnes wheren the alkyl groups
are straght or branched chuin_ In the case of secondary amines the amne may
also be m the form of a 5- or 6-membered heterocycle contmming one nitrogen
atom, Amudes derrved from ammoma, Cy-C3alkyl pnmary emines, and
C1-Cadialkyl secondary amines are prefirred. Amdes of the compounds of the
mvention mxay be prepared according to conventional methods,

Tha term “prodrug” refers to compounds that are rapadly transformed
in vivo to y1eld the parent compound of the above Fornulae, for ammple, by  ~
hydrolyss 1n blood. A thorough discussion 15 provided sn T Higuchi and V' Stella,
“Pro-drugs as Novel Delivery Systems,” Vol 14 of tho A.C.S Symposmum Senes,
and 1n Bioreversible Carriers in Drug Design, od Edward B Roche, Amencan
Pharmaceutical Associstion end Pergamon Press, 1987, both of which are
mcorporated heremn by reference. In general, a prodrug 15 a drug which has been
chem:cally modified and may be biologically mactive et 1ts ate of action, but
which may be degraded or modified by one ar more enzymatic or other in vivo
processes to the parent bipactive form.

A therspeutically effectrive amount 13 sn amount of & compound of
Formulas I, II, or I, that when admunustered to a pahent, ameliorates a symptom
of the disease.

The BCAT inhibtor, which 13 prefarably a componnd of Fornmlas I, II,
and/or III, a BCAT patirway-inhibiting anslogne of Fornmias I, IT, and/or ITI, &
BCAT pathway-1nhibitmng prodrug of Formmulas 1, IT, and/or I, or &

pharmaceutically acceptable salt of any of the foregomng, can be admnustered m
accordance with the present mventrve method by any suitable routa. Surtsble

routes of ademmstration inchude systemic, such as orally or by myection, topscal,
intraocular, penocular (e.g., subTenon's), subconjunctival, subretmal,
saprachorosdal and retrobulbar The manner in which the BCAT mbhibrtor 15
adnurustered 1 dependent, mn part, upaon whether the treatment of retmopathy 18
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prophylactic or therapeutic. The manner 1n which the BCAT inhibitor 1s
administered for tharapeutic treatment of retmopathy 13 dependent, m part, upon
the canse of the retinopathy

For example, grven that ciabetes 1s the leading cause of retinopathy, the
BCAT mhibitor can be adrmnistered prophylactically as soon as the pre-dubetic
retinopathy state 1s detected For the prophylactic trestment of retinopathy that can
result from dusbetes, the BCAT mhibstor 1s preferably admmnistered systemically,
&.8., orally or by mjection. For the therapeutic treatment of nonprolifershive
dwbetic retinopathy, the BCAT mnhibitor can be admmustered systermcally, e.g.,
orelly or by injection, or mtraocularly Proliferstive disbetic retinopathy can be
therapeutically treated by the admunistration of the BCAT mhtbstor mtraocularly,
topically, subcanjunctivally or penocularly (e.g., subTenon's), for eample. The
BCAT inlubstor 18 preferably sdmimstered straocularly, topcally,
subconjunchivally or penocularly (e.g., subTenon's) for the prophylactic or
therapeutic treatment of retmopathy before, dunng or after surgical removal from
an eye of scar tiusue generated durmg neovascularzation dunng the proliferstive
diabetic stage.

The BCAT nhibitor is preferably admunistered as soon as possible sfter it
has been determuned that an smumal, such ss & mammal, specifically & human, s ot
sk for retmopathy (prophylactic treatment) or has begun to develop retinopathy
(therspeutic treatment) Treatment will depend, 1n part, upon the particular BCAT
mhibrtor used, the amount of the BCAT mhibitor adnumstered, the route of
sdmamatration, and the cause and extent, 1f any, of retinopathy realized,

One sialled in the art wall approciate that sustsble methods of
admimistering a BCAT inhibitor, whuch 1s useful 1n the present mventrve method,
are available. Although more than one routs can be used to adminster a particular
BCAT inhibator, a particular route can provade a more immediate and more
effectrve reaction than another route, Accordingly, the described routes of
admimstration are merely exaemplary and are 1o no way hmiting.

The dose admumistered to an animal, particularly & buman, mn accordance
with the present mvention should be sufficient to effect the desired response m the
emmal over a reasonable time frame. One skilled m the art will recogmze that
dosage will depend upon & vanety of factors, including the strength of the

)
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particular BCAT miubitor employed, the age, species, condrtion or disease state,
and body weight of the amumal, as well as the amount of the retins about to be
affected or achually affected by retinopatiry The mze of the dase also wall be
determined by the route, tmung and frequency of adnunistration as well as the
exstence, nature, and extent of any adverse mde effects that might accompany the
admmstrtion of a particular BCAT mhibitor and the deswed physiological effect.
It will be apprecasted by one of ordinary siall in the art that various condstions or
disease states, m particular, chrame conditions or disease states, may require
pralonged trestment involving muitiple admimistrations.

Sustable doses and dosage regmnens can be determuned by conventional
range-finding techmques known to those of ordinary skill m the art. Generally,
treatment 18 inthated with smaller dosages, which are less than the optimmum dose
of the compound. Thereafier, the dossge 18 increased by small increments until the
optrmum effect under the ctrcumstances is reached. The present inventive method
will typically mmvolve the administration of from sbout 1 mg/kg/day to shout 100
mg/kg/duy, preferably from sbout 15 mg/kg/day to about SO mg/kg/day, if
admumstered systemucally Intraocular adnumstration typacally wnll mnvolve the
admrmstration of from about 0.1 mg total to about 5 mg total, prefirebly from
sbout 0 5 mg total to ebout I mg total. A preferred concentration for topscal
adnunistration is 100 mu M

Compoations for use 1n the present inventive method prefiernbly comprise
a pharmaceutsically acceptable camer and an amount of a BCAT mhibitor
sufficient to treat retmopathy prophylactically or therapeutically The camer can
be any of thase conventionally used and 1s lunited only by chemuco-physical
consuderstions, such as solubility and lsck of reactivity with the compound, and by
the route of admmistration. it will be appreciated by one of ordnary skill 1n the art
that, m sddition to the following described pharmacegtical composstions, the
BCAT mhibitor can be formulated as polymenc composttions, incluson
camplexes, such as cyclodextnn mclusion complexes, hposomes, microspheres,
microcapsiles and the like (see, e.g, US Pat. Nos. 4,997,652, 5,185,152 and
3,718,922)

The BCAT inhibstor can be formulated as a pharmacentically acceptable
aced addition suit. Examples of pharmaceutically accoptable acd addition salts for
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use 1n the pharmaceutical compoartion mclude those dertved from nuneral acids,
such as hydrochloric, hydrobromuc, phosphonc, metsphosphoric, nitnc and
sulfuric acids, and organic acids, mch as tartanc, acetic, citnc, malic, Iactic,
fumaric, benzotc, glycolic, ghicome, succame, and arylsulphonic, for example p-
toluenesulphonic, acads.

The pharmaceutically acceptable extipients described herem, for example,
vehicles, adjuvants, carners or diluents, are well-known to those who are slalled
m the art and are readily available to the pubhc. It 13 prefierred that the
pharmaceutically acceptable camier be one which 15 chemically inert to the BCAT
inhibrtor and one which bas no detnmental mde effects or toocity under the
conditions of use.

The choice of excipient will be deternuned 1n part by the particular BCAT
mhibrtor, as well as by the particular method used to admumster the composthion
Accordingly, there 18 a wide vanety of sutable formulations of the pharmaceutical
componrtion of the present mvention. The following formulations are merely
exemplary and are m no way hiouting.

Ingectable formulations are among those that are preficred i accordance
with the present inventrve method. The reqmrements for effectve
pharmaceutically carniers for mjectshle composstions are well-known to those of
ordinary siall m the art (see Pharmeceuntics and Pharmacy Practice, J B
Lippancott Co., Phuladelphia, Pa., Banker and Chalmaers, eda., pages 238-250
(1982), and ASHP Handbook on Injectable Drugs, Tomsel, 4th ed., pages 622-630
(1986)). It 15 prefesred that such iyjectable composttions be admmustered
mtramuscularly, mtravenously, or satrapenitoneally

Topical formulations are well-known to those of skill m the art, Such
formulations are surtahle 1n the comtext of the present mvention for application to
the skm, The uss of patches, carnesl sinelds (see, e.g, U'S Pat. No 3,185,152),
and ophthslmuc solutions (see, g, US Pat. No 5,710,182) and omiments, e.g.,
eye dropa, 13 also within the siall 1n the art.

Formmlations sustable for oral admunistrstion can conssst of (8) Liquad
solutions, such as an effectrve amount of the compound dissolved m dilnents, such
as water, sahne, or orange nuce; (b) capsules, sachets, tablets, lozenges, and
troches, each contaumng a predeternmned amount of the active ingredient, as solids
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or granules, (¢) powders, (d) suspenmons in an appropnate hquid, and (¢) surtable
emmimons Liquid fornmlations may include diluents, such as water and alcohols,
for example, ethanol, benzyl alcohol, and the palyethylene alcahols, esther with or
without the addrtion of a pharmaceutically acceptahla surfactant, suspending
agent, or emminfying agent. Capsule forms can be of the ordinary hard- or soft-
shelled gelatin type contmmng, for example, surfactants, lubricants, and mert
fillers, such as lactosa, sucrose, calcum phosphate, and comn starch. Tablet forms
can includs one or more of lactose, sucrose, manmtol, cora starch, potato starch,
alpnic acd, mcrocrystalline cellulose, acacia, gelatn, guar gum, colloidal shcon
dioxide, croscarmeliose sodmm, talc, magnesmm stearste, calcsum steamte, anc
stearate, steanc acad, and other excipients, colorants, diluents, buffering agents,
dinntograting agents, moutenng agents, preservatives, flavonng agents, and
pharmacologically compatible excipients. Lozenge forms can comprise the active
mgredient 1n a flavor, usually sucrose and acacia or tragacanth, as well as pastilles
comprnunng the actrve ingredient m an nert base, such as gelatin and glycenn, or
sucrose and acacia, emulsions, gels, and the like contmumng, 1n addihon to the
active ingredient, such excipients as are inown 1n the art.

The effectrvensss of an onlly admimstered drug 15 dependent upon the
drug’s efficient transport scross the mucosal epithelmm and its stability m entero-
hepatic carculstion. Drugs that are effectrve after parenteral admmistration but less
effective crally, ar whose piasma half-life 1s conmdered too short, may be
chemically modified 1nto a prodrug form,

Formmiations sutable for parentersl sdmmmstration include aqueous and
non-aqueocus, wotonic stertle mjection solutions, wiich can contain anti-omdants,
buffers, bactenostats, and solutes that render the formulation 1sotonoc with the
blood of the mtended recapsent, and aquecus snd non-agqueous sterile suspenmions
that can mclude suspendmg agents, solubnlizers, thickemng agents, stabthzers, and
preservatrves, The mhibstor can be administered 1n a physiologically acceptable
diluent 1n a phermaceutical carrier, such as a stenle hquid or moxture of liquids,
including water, sahne, aqueous dextrose and related sugar solutions, an alcohol,
such as ethanol, 1sopropanol, or hexadecyl alcohol, glycols, such as propylens
glycol or polyethylene glycol, dimetirylsulfoxide, glycerol ketals, such as 2,2-
dimethyl-1,3-draxolane-4-methanol, ethers, such as poly(ethylensgiycol) 400, an
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otl, a fatty acad, a fatty acid ester or glycende, or an acetyiated fatty acad
glycende, with or without the addition of a pharmaceutically acceptable
surfactant, such as a soap or a detergent, suspenchng agent, such as pectin,
carbomers, methylceliuiose, hydroxypropylmethyicellulose, or
carboxymethyicelinlose, or emnimfying agents and other pharmaceutical
adjuvants. Onls, which can be used n parenteral formulations mnclude petroleum,
animal, vegetable, or synthetic 01ls. Specific examples of oils include peannt,
soybean, sesame, cottonseed, com, olive, petrolatum, and mineral.

Sustable fistty acids for use m parenteral formulations include olec acd,
steanc acad, and 1sosteanc acud. Ethyl oleate and sopropyl mynistate are examples
of surtable fatty acid esters.

Susttable soaps for use m parenteral formulstions mclude fatty alkalt
metals, ammonrum, and tnethanolamine salts, and sustable detergents melude (g)
catiomic detergents such as, for example, dimethyl dialkyl ammonmm hahdes, and
alkyl pyndinmm balides, (b) amomc detergents such as, for example, alkyl, aryl,
and clefin sulfonates, alkyl, olefin, ether, and monoglycendo sulfates, and
sulfosucanates, (c) nomonic detergents such as, for example, fatty amme cades,
futty acid alkanolamides, and polyoxysthylenepolypropylene copolymers, (d)
amphotenc detergents such as, for example, alkyl-p-amunopropionstes, and 2-
alkyl-imidazoling quaternary ammonmum salts, snd (¢) mixtures thereof

The parenteral formmiations will typcally contain from about 0 5 to about
25% by weight of the active ingredient m solution. Preservatrves and buffers may
be used. In order to mimimize or ehminats iyation at the ste of injection, such
compostions mey contain one or more nomiome surfactanis having a hydropinle-
hpoplule balence (HILB) of fram about 12 to sbout 17

The quantity of surfactant n such formulations will typically range from
sbout 5 to about 15% by wesght. Sustable susfactants melude polyethylene
sorbitan fatty acad esters, such as sorbsinn monooleate and the high molecular
weght adducts of ethylene oxxde with a hydrophobic base, formed by the
condensation of propylene oxide with propylene glycol The parenteral
formulations can be presented 1n unit-dose or multi-dose sealed contaners, such
a8 ampules and vials, and can be stored 1n & freeme-dried (lyophilized) condstion
requiring only the addition of the stertle iquid excipient, for example, water, for
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mjections, immediately prior to use. Extemporaneous injection sohiiions and
suspensions can be prepared from stenle powders, gramules, and tsbiets of the
kind previously described

Such composntions can be formulated as imraocular formulations,
sustained-release formulations or devices (see, a.g., US Pat. No 5,378 475). For
example, gelantin, chondrottin sulfiate, & polyphosphoester, such as bis-2-
hrydroxyethyl-terephthalate (BHET), or 2 polylactic-glycolic acid (in vanous
proportions) can be used to formulate sustmined-release formulations. Implants
(soe, e.g, US Pat Now. 5,443,505, 4,853,224 and 4,997,652), dovices (soe, 0.5 ,
U S Pat. Nos. 5,554,187, 4,863,457, 5,098,443 and 3,725,493), such as un
implantable device, e.g., » mechamcal reservorr, an intraoculsr device or an
extraocular device with an intraocular condurt (e.g , 100 mu -1 mm 1n aameter),
or sn implant ar & device compnsed of & palymenc campostion as described
above, can be used

The present inventrve method also can involve the co-admmistration of
other pharmacentically active compounds. By “co-admmstration® 18 meant
admimstration before, concurrently with, e.g., 1n combination with the BCAT
wnlubrtor in the same formulation or m separate formulations, or after
admmstration of a BCAT 1nhibitor as described sbove. For eocample,
corticosterouds, 6.g., predmusons, methylprednisolons, demmethasone, or
tramcinalons scetinide, or noncorticosterond anti-mflammatary compounds, such
as ibuprofen or flutnproben, can be co-admunistered. Siularly, vitamuns and
mmerals, o.g, znc, anti-oxxdants, e.g, carotenouds (such as a xanthophyil
carotenaid hke zeaxantiun or luten), and mcronutnents can be co-admmstered.
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General synthetic achemes for prepaning compounds of Formula I- IV

EXAMPLE 1 trans-(1R3R)(1-Ammomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid

® HBOLCCHLN, NHyde, 4¢0H, Tauans, 12°C
G0 a. MoK, EOBR(5%) B0, 115°C,b BQ(®

() EOH, HC1 (g), Tolnena
Gv)HC, B0

() Hy EXOHNH 4 RamayNy, 0-50°C
(W)BQ, B0, 140°C

Step & 2-Cyano-((R)-3-methyl-cyclohexylidenc)-acetic acd ethiyl ester

A mmxigre of 3{B)-Methylcyclohexanone (125mmol), Ethyl cyanoacetste
(124mmol), Ammonmm acetate (12.5mmol) and glacial Acetic acid (24mmnol)
were refluxed with a Dean Stark trap for 24 Hours. The nuxture was oooled and
washed wth HoO The H;O washes wero extracted with Toluens, The Tolene
extracts were combined with the onginal organic layer, dnied over MgSO, and the
solvent eveporsted. The crude oil was punfied by Kugelrohr distillation to grve an
oil. (Bpt oven temp 150-160°C). Yicld 86%
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'HNMR (CDCL) 400MHz 8§ 101-10S (3H, m), 1 17-132 (1H, m), 135 (3H, t,
J=THz), 1 42-230 (GH, m), 2.98 (1H, d, }=13Hz), 3 74 (1B, 4, J=13Hx), 4 27
(2, q, F=7Hz)
MS (CT) mv/z- 208 (MH")
Analyms. CiHisNO, Calc C 6954 H 827 N 676,

Found. C 6944 H822 N 676

Step ik trans-(1R,3R)-1-Cyanometiryl-3-methyl-cycdobexanecarbonitrile

To & sokstion of NaCN (40mmol) m 6mL H;0 and 160mL Ethanol (95%) was added
2-Cyano-{(R)-3-methyl-cyclohexylidens)-acetic aad ethyl ester (40mmol) After 22
Hours st refiux the cooled solution was filtered, the filtrate acidified with gaseous
HCl and filtered agmn. The solvent was removed and the crude ol was purfied by
calumn chromatography to give a pals yellow crystalline sohd.  Yaield 88%

'HNMR. (CDCh) 400MHzS 050 (1H, m), 098 (3H, d, J=6Hz), 111 (IH, t,
J=12Hz), 138 (1B, dt, J=~4, 9Hz), 1 60-1 90 (4H, m), 2.07 (ZH, m), 2.68 (2H, 1)
MS (CD) ovz 163 (MH')
Anslynis: CioHyNy Calc: C7404 H870 N 1727
Fouod C 7405 H871 N 172§

Step i trans-2-{(1R,3R)-1-Cyano-3-methyl-cyciohexyl)-acetinidic acid ethyl
ester

To a soluton of trans(IR,3K)-1-Cyanomethyi-3-methyi-cyclohsmnecarbonitrile
(62mmol) in 30mL Ethanol (absolute) was added 30 mL dned Toluene, The
solution was chilled m ice whilst saturatmg with gaseous HCL. The stoppered
solution ‘was then loft to stand st room tempersture for 24 Hours. The solvent was
removed and the solid remdue was triturated with Diethyl Ether to obtan a ppt which
was dnied to givo 8 white crystaliine sobd. Yield 50%.

Mp 118-120°C
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'HNMR (DMSO) 400MHz§ 08-0 89 (1H, m), 091 (3H, 4, J=63Hz), 106-1 12
(1H, m), 124-135 (1H, m), 137 (3H, t, J=7Hz), 1 41-1 95 (§H, m), 3 02 (ZH, ),
449 (28, q, J=THz) M5 (CI) w/z: 195 (MH')
Anglyms CpHaN;0 108MHCI Calx C5319 H 858 N 1131
Found. C5825 H 859 N1159

Step 1v- trans-((1R,3R)-1-Cyano-3-methyl-cyclohexyl)-acetsc aad ethyl ester

trans-2-((1R,3R)-1-Cyano-3-methyl-cyclohexyf)-scettnudic scd  ethyl  ester
(1 1mmal) was dissolved m ice cold HzO (40mL) and the pH adjusted with IN HCl
topH 15 The solution was stured at room temperature for 20 Hours. Ethylacetate
was added (30mL;) and the organuc layer was washed with HyO, dned and the solvent
removed to leave g cleargil.  Yield 82%

HNMR (CDCls) 400MHz5 078-090 (1H, m), 093 (3H, d, J~6Hz), 097-1 00
(18, m), 1.23-1.25 (1H, m), 1.29 3H, t, }=7.2Hz), 1.59-1 80 (4H, m), 2.05-2.08 (2H,
Brt), 2.54 (2H, 5), 4 20 (ZH, q, J~7.27Hz)
MS (CD) oz 210 (MH")
Analyss. CrH;sNO; Gic C6387 HY91S N66

Found C 6887 H911 N 690

Step v trans-(SR, 7R)-7-Methyl-2-axs-spiro[4.Sjdecan-3-one

trans-((1R,3R)-1-Cyano-3-methyl-oyclohexyl)-acetic acud ethyl ester (8.9mmol) was
dusolved m NH/EYOH (7%, 40ml) slong with prewashed Raney Nickel (FO
followed by EtOH) 1n a 250mL Parr flask. The solution was hydrogenared at 30°C,
46pm for 24 Hours, The cooled solotion was filtered through & ped of celite,
washing with Ethyl acetats. The solvent was removed from the filtrate to leave a
whate sohd. Yield 30%.

&
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Mp 92-98°C
'HNMR (DMS0) 400MHz & 0.75-0 82 (1H, m), 0 34 (3H, d, J=6.4Hz), 0 88-0 94
(1H, m), 1 14-1 19 (1H, m), 120-1 50 (ZH, m), 1 50-1 63 (4H, m), 191 (2H, 5), 3 03
(ZH,3), 742(IR, 0)
MS (CI) m/z: 168 (MH)
Analyns CyHpNO Calc. C 7181 H 1025 N 837

Fomd C 7130 H 1029 N 231

Step ve trans-((IR3IR)-1-Aminometiryl-3-methyl-cyclohaxyl}acetic acid
hydrochlorude

trans-(5R, 7R)-7-Methyl-2-azz-spirof4 Sldecan-3-one (2.17mmol) was dissolved 1n a
solution of 10M HCI (5mL) and H2O (SmL) and the muxture was refhreed at approx

140°C for 5 Hours. The cooled solution was diluted with 10 mL. F;O and 10 mL
DCM and the aqueous layer was further washed with 2x15 ml DCM. The aqueous
layer was then reduced to dryness to lexve a white solid. Yield 76%.

Mp 148-155°C. [alp =-2.5 (T=20°C, c=1, McOE). One 1omer (RR).
'HNMR (CDChL) 400MHz3 069079 (1H, m), 0.82 (3H, d, }=6Hz), 087-0 90
(1H, m), 1 12-1.20 (1H, dt, 4.5, 13.3Hz), 1.34-1.50 (3H, m), 160-1 63 (3H, m),

230(2H, 5),3 01 (2H, 5), 793 (3H, Br 3)

MS (CD) m/z 186 (MH')

Amlyns. CyoHNO; 11HCI Qalc CS329 H 89 N 621
Found C5323 HB899 NG6G4S

EXAMPLE 2. (1-Ammometiyl-2-metiyl-cyciohexyl)-acetic acld hrydrochlorsde
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o COHE HE,EQ
_m _® . _m

® EBOLCHLN, NHgie, 4OH, Tanens, LID°C
() a XaCN, EAOH (5%, H,0, 115°C,b HCl(

(i) EAOH, HC1 (g), Toluena
Gv)BC, B0

(m)EC], B, 140°C

Step & 2-Cyano(2-methyl-cyclohexylidene)-acetic acad ethyl ester

() 2-Methy! cyclohexanons (S0mmal), Ethyl cyanoacetats (30nxmol), Ammonmum
acetate (Boumol) and glacial Acetic acsd (16mmol) were reacted as m the General
method (Bxsmple 1) step 1 to give a clesr ool Yield 76%.

'HNMR (CDCh) 400MHz 3 1.23 (3H, dd, J=7, 10Hz), 135 (3H, t, J=~7Hz), 1.55-
182 (SH, m), 193-2.05 (1H, m), 2.17 (1H, dt, }=5, 14Hz), 2.47 (1H, &, }=5, 9Hz),
2.92-2.97 (1H, Br d, J=15Hz), 3 30-335 (1H, m), 3.81-3 86 (1H, Br d, }=15 Hz),
4 064 14 (1H, m), 423430 (3H, dq, J=1, 6Hz)
MS (CT) m/x 208 (MFY)
Analyms. C;sHpNO; Cale. C 6954 H 827 NG6T6

Found C 6926 H 826 N 6.66
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Step L. 1-Cyanomethyl-2-methyl-cyclohexanecarbonitrile

2-Cyano-(2-methyl-cyclohexylidens)-acetic acyd ethyl ester (37mmol), NaCN
(37mmol) were reacted as 1n the General method (Example 1) step n.  The crude
solid was punfied by column chromstography (3 1, Heptane Ethylacetate), to
give a clear oil. Yield 76%

'ENMR (CDCh) 400MFz § 106 (3H, d, J=6 8Hz2), 1 11 (3H, d, J=6 8H&), 1 20-

2.20 (188, m), 2 77 (2H, 44, =16 8Hx), 2 63 (I8, dd, J=16 8Fx)

MS (CI) m/z. 163 (MH")

Analyns CpHidy 01H:0 Calcc C7349 H86 N 1686
Found, CT324 HST N1708

Step 1ti. 2-(1-Cyano-2-methryl-cyclohexyl)-acetimudic acid ethyl ester

1-Cyanomethyl-2-methyl-cyclohexanecarbontinie(7 3mmol) was reacted as in the
Goneral method (Example 1) Step (i) to grve a white solid.  Yield 70%.

Mpt 107-114°C.

HINMR (DMSO) 400MHEz 3 100-106 (3H, 2xt, J=6.4Hz), 1 10-1.38 (ZH, m),

1.38 (3H, t, }=6.8Hz), 1 40-2.10 (TH, m), 2.86, 292, 3 10, 3 28 (2H, 4xd, J=14,14 4,

148, 14¥¥z resp ), 4 48 (2H, q, }-6.8Hz)

MS (CD) w/x 209 (MH')

Amlyms. CpHNa O 106HCI Calc C 5837 H 860 N 1134
Foond. C 5815 H 863 N 1160

Step iv (1-Cyano-2-methyl-cyclobexyl)-acetic and ctiryl ester

e
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2-(1-Cyann-2-methyl-cyclohexyl)-acetimdic acad ethyl ester (4 1mmol) was reacted
as i the General method (Example 1) step (iv) to give a clearoll. Yield 82%

'HNMR (CDCl) 400MFiz5 103, 109 (3H, 2xd, J=7Hz), 1.27-1.30 (3H, m), 1 32-
200 (BH, m) 210220 (1H, m), 2.44, 282 (3H, 2xd, J=14 &Fiz), 2.54 (IH, m),
416-4 22 (ZH, m)

MS (CI) m/z 210 (MH")
Amalysis. CpHisNO; Calc. C 6887 H915 N669
Found C 6384 H913 N675

Step v 6-Methyl-2-azs-sparo[4.5jdecan-3-one

(1-Cyano-2-methyl-cyclohexyl)-acehc acid ethyl ester (3.4mmol) was reacted as m
the General method (Exampls 1) Step (V) for 24 Hours at 10°C, 50 ps. The crude oil
was punfled by column chromatography (Ethylacetste), to give & winte sobd. Yield
34%

Mp: 85-90°C
'HNMR. (CDCly) 400MHz5 088-091 (3H, dd, J=4, 6.8Hz), 141-178 (¥H, m),
2 00-2.30 (2H, m), 3 06-3.23 (2H, m), 7.27 (1B, Brs)
MS (CI) m/z 168 (MH')
Analyms. CyH;NO Cale C7181 H 1024 N 837
Found C 7183 H 1019 N 827

Step vi (1-Aminometiryl-2-methyi-cyclobexyl)-acetic acid hydrochloride

6-Methyl-2-azs-spirof4.S]decan-3-one (2.5mmol) was reacted as m the General
method (Example 1) step v to grve s white solid.  Yield 42%4.

Mp 108-110°C.
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[a)n =0 (T=20 5°C, C=1, MeOH). Two Daastereomers3 1
'HNMR (DMSO + D;0) 400MHz 8. 079, 085 (3H, 2, J=6.8Hz), 1.21-1 65 (9H,
m), 2.22, 2.43 (1H, 2xd, F=15Hz), 2.46, 2.49 (1H, 2, J=15Hz), 2.83-2.92 (1H, 2xd,
J=13 6Hz), 3 05,3 15 (1H, 2xd, J=13 6Fiz).

MS (CD) m/z: 186 (ME)

Analysis CygH;sNO; 13 HCI Cale: C5164 H879 N 602
Found C 5166 H3891 N 616

EXAMPLE 3 (1 ackd

hydrochlonde (PD0167560-9002)

oG &
LB

DO, Mall, MH,CI, W, (3W)
H)MCTE,CT, X3, M, Qi A, s, JOW)
HOMCI, K, B0 (57%)

) T, KO, waa, (BN

) E, ey | EOH, HEy, (59
WET], By (H)

Step L 3,3-Dimetiryl-cycdohexanone:
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Synthesised via the method outlined by Pellsher, S W, Mody, NV, J Org: Chem,
1976, 41, 1069

A solution of lthrom cdimethy]l cuprate was prepared by the addion of methyl
inthium (1 €M 1n ether, 77.25mL, 2.45mol) to copper (I) tocide (8 8g, 0 046mol)
under argon. The solution was cooled to 0°C, and 3-msthyl-cyclohexan-1-one (SmL,
0 044mol) was added dropwise, with sumng, and a deep yellow precipriate was
formed. The suspension was staved at room temperature for ane hour befiore bang
poured 1nto a sohition of aquoous ammoms (100mL) and ammonmm acetate (ca
58). The layers were separsted and the aqueous layer washed with diethyl ether (3x
50mL). The cambrned organics were washed with ssturated brine (3x 100mL), dried
(MgS0Oy), and the solvent removed s vacuo to leave a dark yellow ligand.

'H NMR (400MEE. CDCY) 098 (6H, 1), 1 59 (2H, m), 188 (ZH, m), 2.14 (ZH, m),
2.26 (2H, m).
IR (film) Vieacm™ 2956, 1711 (O=0), 1457, 1368, 1292, 1226, 1076

Step K. 2-Cyano-5,5-dxuethyl-3-propyl-hex-2-enoec acxd ethyl ester

To = solahon of 3,3-dumethylcyclohexanone (4g, 0.032mol) m tohiens (25ml) was
added cthyl cyanoacetate (3.37ml., 0.032mol, 1 oq), ammomum acetste (024g,
0 003mal, 0 leq.), and acetic acd (0 36mL, 0 006mal, 0.2eq ). The yellow saluton
was heated to reflux whilst atiached to a Dean-Stark trap, and hesting was contimed
until 0o more water condensed 1n the trap. After cooling, the now orangs solution
was washed with water (3x 25mL) and the orgame layer dned (MgSO,). Filtration
and removal of the solvent in vacuo gave the crude product as s deep onange hqud.
Punfication was achisved by Kugelrobr disillation to lesve the mixture of cis end

trans products as a pale yellow hiquid, bp 160-170°C, 4 mbar (5 83g, 83%).

'H NMR (400MEez. CDCly) 096 (6H, 8, 2x Me), 099 (6H, s, 2x Me),134 (6H, m,
2x Me of ester), 149 (4H, m), 175 (2H, qun, J 6 4), 1 82 (ZH, qun, J 6.4), 2.46
(2H, 5), 2.60 (2H, t,J=6 4 Hz), 2.80 (2H, 5), 2.93 (2H, 1, J = 6 4 Hz), 4.27 (4H, m)
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MS (CI) z/e 222 (M'"+1)
IR (film) veecm™ 2958, 2870, 2224 (CN), 1731 (C=0), 1606 (C=C), 1277, 1223
Analyus. CiyHiyO;N Qi  C7056 H8.65 N6.32

Found C7035 H879 N625

Step ixe 1-Cyanomethryl-3,3-dimetiryl-cyclohexanecarbonixile

To s solution of the 2-Cyano-5,5-dimethyl-3-propyl-hex-2-enoic acad ethyl ester
(1.26g, 0 006mol) 1n othanol (100mi) and water (4mL) was added sodium cyamde
(0-28g, 0 006mol, 1 eq ). The yeliowish solution was heated to reflux for § bours and
then cooled, during winch time an off-white precipriate was formed.

The sospenmon was filtered under vacuum and the filtrate acidified with HCI gas
until the pH was approxamately 2. The modture was then filterod & second tme and
then the scivent removed in wacwo to lesve the crude product as a pale green solid,
Flash column chromatography, sfter adsorption of the crude product on to silice,
chiing with 0-50% BtOAs 1n hepiane gave the tunttrile as a colourless solid (0 57g,
STH).

'H NMR (400MHz, CDCh) 099 (3H, 5, Me), 113 (1H, td, J 13 2, 42), 1.21 (3H, 3,
Me), 132 (2H, m), 1 54 (1H, m), 1 82 (3H, m), 2.15 (1H, m), 2.65 (2H, 3, CFLCN)
BC NMR (400MHz, CDCls) 19 61, 25 17, 3079, 31 18, 33 77, 34 79, 35.37, 3792,
4626, 115 06, 122.19
MS (CD) z/e 177 (M'™+1)
IR (film) vamcm™ 2988, 2037, 2869, 2237 (2x CN), 1749, 1456, 1423, 1369, 1202,
1180, 1031, 972.
Anslyms. CyHyeNy Calc: C7496 H915 N1539

Foond. C7508 H932 N1580

Step iv* (1-Cyano-3,3-dimethyl-cycobesyl)-acetic acid ethyl ester-

1-Cyanomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexanecarbonitnle (050g 2.84mmol) was
dussolved m absohutc ethanol (20mL) at room temperature and then coaled to 0°C.

g
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Toluene (20mL) was added to the solution and then the resction mixture was
acidrfled by passing FIC| gas through 1t at a gentle rate for ca 45 mins. The flask was
then stoppered and left to stand st room temperature for 24 hours.

The yellow solution was pertitioned between cthyl acetate and water and the Isyers
separsted. The aquecus layer was extracted with ethyl acetate (3x 30mL), and the
combined orgamcs washed with ag sat sodum hydrogen carbonate solution (3x
50mL), bnne (3x 50mlL), dned (MgSQy), and the solvent removed under reduced
preamure to legve a pale yellow iquud (0 59g, 93%).

'H NMR (400MHz, CDCls) 0.94 (3H, 8, Me), 1 16 (3H.m), 1.21 (3H, s, Me), 1.29
(3H, ¢, J72, CH:CHy), 1 50 (IH, m), 1 65 (1H, dt, J 144, 76), 184 (1H, qt, J 133,
3.2),1.96 (1H, dt, 7 13 7, 2.2), 2.16 (1H, m), 248, (1H, d,J 15 6, C-2H), 2.54 (1H, 4,
J156, C-2H), 420 (2H, ¢, J 7.2, CH:CE)
SC NMR (400MHz, CDCh) 14.21, 19 65, 25 42, 31 03, 34 04, 34 14, 36.08, 38 44,
46.14, 46.80, 61 02, 123 67, 169 00
MS (CI) 2o 224 (M"+1).
IR (film) vagcm™ 2998, 2937, 2868, 2234 (CN), 1738 (0=0), 1457, 1372, 1217,
1181, 1154, 1026.
Analyms CpyHinNO, Cae. C@92 H9438 N627

Fomd. C6963 H945 N6.15

Step v 7,7-Dimethyl-2-aze-spiro[4.5]decan-3-one:

(1-Cyano-3 3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid ethyl ester (055 223mmol) was
hydrogenated in ethanolic ammonia (60mL) with Raney mckel as catalyst (o
025g) st 50°C and 50ps: for 48 hours,

The catalyst was then removed by filtration through Celite, and the solvent removed
in varwo to leave a greemush crystalline solid.

Flash column chromstography, elutmg with 0-100% ethyi acetate m heptane, gave
the pure lactam as a colourless sohd (340 mg, 84%4).
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'H NMR. (400MHz, CDCh) 0 89 (3H, s, Me), 092 (3H, s, Me), 1.25 (2H, m), 1 36
(2H, m), 1.51 (3H, m), 168 (1H, s), 2.18 (1H, d, J 16 4, CH;NH), 224 (1H, d, J
16 8, CHaNH), 3 15 (2H, s, CH;CO).
BC NMR (400MHz, CDCl;) 19 16, 29 88, 30.36, 31.28, 36 57, 39 05, 3961, 44 58,
4954,54 79, 177 T2.
MS (CI) z'e 182 (M"+1)
TR (8im) v 3203, 3100 (NH), 2914, 2860, 1698 (C=0), 1486, 1374, 1317,
1289, 1257, 1076.
Aoalyms CyHigNO Calc  C72988 H105 N773

Found C7238 H1047 N756

Step vi (1-Aminomethyl-3,3-dinsethyl-cyclohexyl)-acetic acsd hydrochlonde:

7,7-Dimethyl-2-axa-spiro[4.S]decan-3-one (03g 166mmol) was dissolved m a
muxture of HCI (conc., 5ml) and water (SmlL), and the resultant colouriess solution
heated to reflux for 20 hours. The solutmon was cooled and then partitioned betwoen
water and chchloromethane, and the Iayers separated. The aqueous layer was washed
with dichloromsthane (3x 20mL) and the water/HCl removed by rotary evaparstion
to leave the crude product as an off-winte sohd. Treturation of this solid with ethyl
acetate and filiration of the product gave (1-Amnomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyl)-
scetic acud, hydrochlonde salt as a colouriess solid (140mg, 42%, 64% based on
recovered starting matenal)

'H NMR (400MHz, DMSO0) 0.90 (3H, 5, Me), 092 (3H, 5, M), 1 15-1 49 (8H, m),
245 (2H, 5, CH;CO:H), 2.90 (ZH, br.q J 13 5, CBuNEL), 796 (3H, brs, NH),
1236 (1H, br s, OH).
IR (film) vmecm™ 2930, 1728 (C=0), 1272, 1123
Analyss, Cy FHnNOLCl Cale: C5604 H941 N5%

Found. C5579 H961 N6.23



in
)
j=h
D (]
1
in
1d
i
{=&
U

10
)
']

b

Wi
-39-

EXAMPLE 4. (2)-(trans){1-Aminometiryl-3 4-dimethyl-cyclopentyl)-acetse

acid hydrochlonde
q |
.—’ —ﬁ‘
+/{4n) H-(4D) Hde)
0 1
- o~ / @)
(@v)
0 - Ho{4d)

Reegents. (i) Triethylphosphonoacetate, NaH, (ii) MeNO2,BugN*F; (uii) Hp, Ni,
5 (iv) HICI

Step L synthesis of (1) (trans)-(3,4-Dimethryl-cyclopentylidene)-acetic acld
ethyl ester (4b)
NaH (60% dispermon m oil, 737 mg, 18.42 mmol) was suspended in dry
tetrabydrofuran (S0 mL) and cooled to 0°C Tdethylphosphonoacetate (3 83 mlL,
10 19 30 mmol) was added and the muxture stirred at 0°C for 15 minutes. The
ketone (+/-)-(42) (1 565 g, 17 54 mmol) i THF (10 mL) was then added and the
muxture allowed to warm to room temperature. After 2 hours, the mixture was
parttioned between diethyl ether (200 mL) and water (150 mL) The orgame
phase was separated, washed with brina, dned (MgSO4) and the solvent removed
15 m vacuo The residue was purified by flash chromatography (sthica, ethyt
acetate:heptans 1 9) to give 3 01 g (94%) of (4b) as a coloriess oal.

¢
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ll'II'IMPMOl.'OMl'!z((.T.DClg) 5101(3H,d,J=6Hz2),103(3H,d, J=6Hx), 126

GH, t, J=7Hz), 1 49 (25, m), 2 07 (1H, m), 2.24 (1, m), 2 61 (1H, m), 4 13
(2H, q, T=7Ha), 572 (1H, s).
MS (CH) n/e 183 (M+1)

Step 1. synthems of (1)(trams)~(3,4-Dimethyl-1-nitromethyl-cyclopentyl)-
acetic acid ethyl ester (4¢)

(£)trans)-(3,4-Dimethyl-cyclopentylidene)-acetic acid ethyl ester (4b)
(2.95 g, 16 2 mmol) was dussolved in tetrahydrofuran (10 mL) and sturred at 70°C
with ntromethane (1 9 mL, 35.2 mmol) and tetrsbutylammonmum fluonde (1 0 M
in tetrahydrofiran, 22 ml, 22 0 mmol) After 6 hours, the mixture was cooled to
room temperature, diluted with ethyl acetate (50 mL), and washed with 2N HC]
(30 mL) followed by brine (50 mL) The organic phase was collected, dned
(MgS0y4) sad the solvent removed m vacuo. The resudue was purified by flash
chromatography (mlica, ethyl scetate. heptane 1 9) to give 1 152 g (29%) of a clear
ol

1H NMR 400 MHz (CDCly) § 6 98 (6H, d, J = 6 Hz), 1 10-1.39 (SH, m), 1 47
(28, m), 1 87 (1H, m), 2 03 (1H, m), 2 57 (2H, ABq, ] = 16,38 Hz), 4 14 (2H, g,
J="7Hz), 4 61 (2H, ABq, J= 12, 60 Hz).

MS (ES+) oVe: 244 (M+1)

IR (film) v el 1186, 1376, 1549, 1732, 2956.

Stepni Synthesis of (1)-(trans)-7,8-Dmmethy}-spiro[4.4]nonsn-2-one (4d)

(D)(trana)~(3,4-Dumnothyl-1-nitromethyl-cyclopentyl)-acetsc acad ethyl ester
(4c) (1 14 g, 4 7 mmol) was dissolved m methanol (50 mL) and shaken over
Raney ruckel catalyst under an stmosphere of hydrogen (40 psi) at 30°C. After 5
hours, the catalyst was removed by filtration through cehte. Tho solvent was
removed 1n vacuo to give 746 mg (95%) of n pale yellow ol which sohdified on
standmg

/q:a'
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1H NMR 400 MHz (CDCh;) 5098 (6H, d, J = 6 Hz), 1.32 (ZH, m), 1 46 (2H,
m), § 97 (ZH, m), 227 (ZH, ABq, J = 16, 27 Hz), 3 23 (2H, 3), 5 62 (1H, br s)
MS (BS+)m/e 168 (M+])

IR (flm) v cm1 1451, 1681, 1715, 2948, 3196

Step iv* Synthesis of (+)-{trans)-(1-Ammomethyl-3,4-cimethyl-cyclopentyl)-
acetic acad hydrochlorde (4)

(£)-(trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4 4Inonsn-2-one (4d) (734 mg, 4 40 mmol)
was heated to reflux i a nuxtuore of 1,4-dioxan (5 mlL) and 6N HCI (15 mL) After
4 hours, the mixture was cooled to room tempersture, difuted with water (20 mL),
and washed with dichloromethane (3 x 30 ml) The aqueous phase was collected
and the solvent removed i1n vacuo. The resudue was taturated with ethyl acetate to
give 675 mg (69%) of a white sohd after collection and drying.

1H NMR. 400 MHz (dg-DMSO) 5 091 (6H, d, J= 6 Hz), 1 18 (2H, m), 1 42 (28,

m), 1 72 (18, m), 1 87 (1H, m), 2 42 (ZH, ABq, J = 16, 24Hz), 2.90 (ZH, ABg,
J=12, 34 Hz), 8 00 (3H, br s), 12 34 (1H, br s).
MS (ES+) mve: 136 (M+1 fior the freo bese)

EXAMPLE 5 (ela/trans)-(SR)-(1-Aminomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic
acid hydrochloride (5)
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Reagents (1) Tnethylpbosphonoacetste, NeH, (i) MeNO;, BuN'F, (i) o, N,
(iv) BCl

Step L Synthesis of (R)(3-Methyl-cyclopentylidene)-acetic acid ethyl ester
(5b)

NaH (60% dispermion 1n 01l, 1 86 g, 46.5 mmol) was suspended in dry
tetrahydrofiran (40 mL) and cooled to 0°C Tnethylphosphonoacetats (9 69 mL,
43 8 mmol) was added and the mixture stirred at 0°C for 15 nusntes. (R)-3-
Mothyl-cyclopentanone (Sa) (5 ml, 46 5 mmol) 1n THF (10 mL) was then added
and the mrxture allowed to warm to room temperature. After 2 hours, the mmxture
‘was partioned between diethyl ether (200 mL) and water (150 mL). The organic
phase was soperated, washed with brine, dnied (MgSO4) and the solvent removed
m vacuo The resudue was purified by flash chromatogrephy (uhca, ethyl
ncetate. heptans 1 9) to grve 5 45 g (70%) of (2) as a colorless oil

1H NMR 400 MHz (CDChL) 81 04 (3H, m), 1.27 (3H, t, T = 7Hz), 1 80-2.74
(78, m), 2.90-3 15 (1H, m), 4 13 (2H, q, T=7 Hz), 5 76 (1H, s).

MS (CH+) mve: 169 (M+1).

IR (film) v cor1 1205, 1371, 1653, 1716, 2955



10

15

b

Yi5

~43-
Step u. Synthesss of (cw/trans)~(3R)-(3-Methyl-1-nriromethyl-cyclopentyl)-
acetic acid ethyl ester (5¢)

(R)-(3-Methyl-cyclopentylidenc)-acetsc ncad ethyl ester (Sb) (30 g, 178
mmof) was dissolved 1o tetrabiydrofiran (20 mL) and shured at 70°C with
atromethans (1 92 mL, 35 6 mmol) and tetrabutylsmmanmm fluonde (1 0 M in
tetrahydrofuran, 25 mL, 25 0 mmol) After 18 hours, the mndture was coaled to
room temperature, diluted with ethry] scetate (S0 mL), and washed with 2N HC1
(30 mL) followed by brine (50 mL) The argamc phass was collected, doed
{MgS04), and the solvent removed m vacuo. The remdue was punfied by flash
chromatogmphy (mlica, ethyl scetatecheptans 1 9) to grve 2.00 g (49%) of & clear
al

1H NMR 400 MHz (CDCh) 5102 (3H, d, J= 6 Hz), 1 08-1 37 (5H, m),

159-2.17 (5H, m), 2.64 (2H, m), 4 15 (2H, q, J= 7 Hz), 4.64 (2K, m)
MS (ES+) m/e: 230 (M+1)
TR (Glm) v el 1183, 1377, 1548, 1732, 2956.

Step ilkSynthesls of (cis/trans)-(7R)-7-Methyl-spiro[4.4jnonan-2-ene (Sd)
(can/trans)-(3R)(3-Mathyl-1-nitromethyi-cyclopentyl)-acetic acid ethyl
ester (5c) (1 98 g, 8.66 mmol) was dussolved 1 methanol (50 mL) and shaken
over Raney nicke! catalyst under an atmosphere of hydrogen (40 pai) at 30°C
After 18 hours, the catalyst was removed by filtration throngh celito. The solvent
was removed 1n vacuo sud the remdue punfied by flash chromatography (mhca,
ethyl acetate heptane 1 1) to gsve 1 05 g (79%) of a wiite solid.
1H NMR 400 MEz (CDCly) § 1 03 (3H, m), 1 22 (ZH, m), 1 60-2.15 (5H, m),
2.22 (2H, m), 3.20 and 3 27 (ZH total, 2 x s, cas, and trans), 6 18 (1H, br s).

MS (ES+) m/e. 154 (M+1).
IR (film) v em~l 1695, 2049, 3231

Step rv- Synthesis of (cis/trans)-(3R)-(1-Aminomethyl-3-methyl-cyciopentyl)-
acetic aad hydrochloride (5)
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(can/trans)-(7R)-7-Methyl-spiro[4 4]nonan-2-cone (5d) (746 mg, 4 83
mmol) was heated to reflux in & muxture of 1,4-dioxan (5 mL) and 6N HCI
(15 mL) After 4 hours, the mixture was cooled to room tempersture, dihuted with
water (20 mL), and washed with dichioromethane (3 x 30 mL). The aqueous
phase was collected and the solvent removed 1n vacuo The rendue was tritursted
'with ethyl acetate to grve a white solid which was collected and dned This was
recrystallized from ethyl acetate/methanol to grve 656 mg (65%) of (5) after
collection and drying.
1H NMR 400 MHz (dg-DMSO) 5 096 (3H, m), 1 01-1 24 (2H, m), 1 42-2.10

(5H, m), 2.41 and 2.44 (2H total, 2 x &, a/trans), 2 94 (2H, m), 796 (3H, brs),
1235 (1H, br s).
MS (ES+) m/e 172 (Mi+1 for the free base)

EXAMPLE 6 (+)-(trans)-(l-Ammometiyl-3,4-dmetlryl-cyclopentyl)-acetic
acxd hydrochlonide

e

s ;{ g =

Reagents. (3) Tacthylphosphonoscetate, NaH, (i) MaNOy, BugN*F- (ul) H,
N;i, (iv) HC1
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Step 1. Synthesis of (cus)-(3,4-Dimethyl-cyclopentylidenc)-acetic acid ethyl
ester (6b)

NaH (60% dispersion 1n od, 519 mg, 12 96 mmol) was suspended 1 dry
tetrabrydrofizran (30 mL) and cooled to 0°C. Trethrylphosphonoacetate (2 68 mL,
13 5 mmol) was added and the muxture stured a 0°C for 15 mnntes. (35,4R)-3,4-
Damethyl-cyclopentanone (6a) (1 21 g, 10 80 mmol) in THF (10 mL) was then
added and the mixture allowed to warm to room temperature. After 2 hours, the
mixture was partiioned between diethy] ether (200 mL) and water (150 mL) The
organic phase was scparated, washed with brme, dned (MgSO4) and the solvent
removed 1n vacua. The reaidue was purified by flash chromatography (silics, ethyl
acetate:heptane 5 95) to grve 1 40 g (71%) of (2) as a coloriess ol

1H NMR 400 MHz (CDC1 13) 5084 (3H, d, 7= 6 Hz), 091 (3H, d, } = 6 Hz),
126 (3H, t, J =7 Bz), 2.01-2.95 (6H, m), 4 13 (2H, q, J =7 Hz), 5 76 (1H, s).
MS (CI+) m/e: 183 (MH+1).

IR (film) v em-] 1043, 1125, 1200, 1658, 1715, 2959

Step ii. Syntheais of (trans)-(3,4-Dimetiryl-1-aitromethyl-cyclopeaty)-acetic
acld ethyl ester (6¢c)

(8)-(3,4-Dimethyl-cyclopentylidenc)-acetic acid ethyl ester (6b) (1 384 £
7 60 mmol) was diasolved m tetrahydrofizran (10 mL) and strrred at 70°C with
nitromsthane (0 82 ml, 152 mmol) and tetrabutylammonmum flnonde (1 OM 1n
tetrabydrofursn, 11 4 mL, 11 4 mmol) After 6 hours, the mrxture was cooled to
room tempersture, diluted with ethyl acetats (50 mL) and weaahed with 2N HCI
(30 mL) foliowed by brine (50 mL). The organic phase was collected, dned
(MgS0y), and the solvent removed m vacuo The regidne was purified by fiash
chromatography (mlica, cthyl acetate:heptane 5-95) to give 0 837 g (45%) of'a
clear oul,

1H NMR 400 MHz (CDCl3) &0 91 (6H, d, T = § Hz), 1.21-1 39 (SH, m), 1 98
(2H, m), 2.18 (ZH, m), 2 64 (2H, s), 4 15 (2H, q, J = 7Hz), 4 61 (ZH, s).
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MS (BS+) m/e: 244 (M+1),
IR (film) v -l 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Step m. Synthesw of (trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4.4]nonan-2-one (64)
(trans)-(3,4-Dimethy}-1-nrtromethyl-cyclopentyl)-acetic acsd athyl ester
(6¢) (0 83 g 3 4 mmol) was dusolved 1n methanol (30 mL) and shaken over
Raney nickel catalyst under an atmosphere of kydrogen (40 pai) at 30°C. After 4
hours, the catalyst was removed by filtration through celite. The solvent was
removed 1n vecuo to give 567 mg (99%) of a pale yellow o1l wiich sohdified on
standing
1H NMR 400 MBz (CDCl3) & 0 89 (6H, d, J=6 Hz), 1 38 (2H, m), 191 (2H,

m), 2.10 (2H, m), 2.32 (2H,s), 3 18 (2H, s), 5 61 (1H, brs).
MS (ES+) m/e: 168 (M+1).
IR (film) v carl 1304, 1450, 1699, 2871, 3186

Step v Synthests of (trans)-(1-Aminomethy}-3,é-dimethyl-cyclapentyl)-
acetic acid hydrochloride (6)

(trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4 4]nonan-2-one (6d) (563 mg, 4 40 mmol)
was heated to refiux 1n a mxture of 1,4-cdioxan (5 mL) and 6N HCI (15 mL) After
4 hours, the mixture was cooled to room temperature, diluted with water (20 mL),
and waahed with dichloromethane (3 x 30 mL). The aqueous phase was collected
and the solvent removed m vacuo The resudue was trturated with ethyl acetate to

gve 4 white solid which was collected and dned. Thus was recrystailized from
ethyl acetate/methanol to grve 440 mg (59%6) of (6) sfter collection and drymng.

15 NMR 400 MHz (dg-DMSO) 5 0 84 (6H, d, =6 Hz), 1.21 (2H, m), 1 81 (2H,

), 2.06 (ZH, m), 2.47 (2H, s), 2.89 (2H, 5), 7 94 (35, br s), 12 30 (11, br s)
MS (ES+) m/e: 186 (M+1 for the free base).
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EXAMPLE 7 (+)(trams)-(1-Ammomethyl-34-dimetiryl-cyclopentyl)-acetic
acd hydrochloride

$ - é—-

Reagents. () Tnethyiphosphonoscetate, NaH, (i) MeNO;, BugN'F; (i) Ha,
Ni, (iv) Hel.

(38,48)-3,4-Dmusthyl-cyclopentsnone (7s) 18 known i the hitersture snd
can be synthestzed by the methods cutlined theresn. Y Kato, Chem. Pharm. Bull,
1966;14 1438-1439 and related referances, W C. M. C. Kokke, F A. Varievisser,
J Org. Chem , 1974;39 1535, R. Baker, D C. Billington, N Branayake,

JCS Chem. Comm , 1981 1234, K Furuta, K. Ivanags, H. Yamamoto, Tet. Lett,

1986;27 4507, G Solladie, O Lohse, Tet. Asymum., 1993,4 1547, A. Rosenquust,

L Kvarnstrom, S C. T Svensson, B Classon, B Sammelsson, Actr Chem. Scand ,
199246 1127,E.J Corey, W Su, Tet. Lett, 1988,29-3423, D W Kmght,

B Oghara, Tet. Left, 1981;22 5101

Step & Synthesis of (trans)-(3,4-Dimethyl-cyclopentylidene)-acetic acd ethyl
ester (7b)

To a suspension of sodmm hydnde (1 3 g 32.5 mmol) 1n THF (60 mL)
under mtrogen at 0°C was added tnethylphosphonoacetste (6.5 ml, 32,7 mmol)




n
13

m
g
i

i
o
10
|
]

10

15

427

{22
43-
over 5 minates. After shmng for a further 10 mmutes, a solution of (38,45)-3,4-
Dimethyl-cyclopentanone (7a) (approx. 2.68 g, approx. 30 msuol) in THF
(2 x 10 mL) was added to the now clesr solution and the 1ce bath removed. After
4 hours the reaction was quenched by pounng iato water (100 mL) and the
muxture extracted with ether (400 mL) The organic phase was washed with
saturated bans (100 mL), dned and concentrated m vacuo Columnn
chromatography (10 1 heptane/ethy] acetate) gave the product as an ail (4 53 g).
(spprox. 91% yield)

YH NMR 400 MHz (CDCh) 3101 (GH, d, I =6 Hz), 103 (3H, d, ] =6 Hx),
126 (3H, t, J = 7 Hz), 1 49 (2H, m), 2.07 (1H, m), 2.24 (1H, m), 2 61 (1H, m),

413 (2H, q, 1=7Hz), 572 (1H, s)
MS (CI+) m/e: 183 (M+1).

Step il. Synthesls of (trans)-(3,4-Dimetiryl-1-nitromethyl-cyclopentyl)-seetic
acid ethyl ester (7¢)

To ¢ salution of (trens)-(3,4-Dimethyi-cyclopentyhidene)-acetc acud ethyl
ostex (7b) (4.24 g, 23.3 mmol) in THF (15 mL) was added TBAF (32 mL of a 1M
sohihion 1n THF, 32 mmol) followed by nrtromethane (3 mL) and the reaction
heated at 60°C for 8 hours, After cooling, the reachion mixture was diluted with
ethyi acatate (150 mL) and washed wrth 2N HCI (40 mL) then satursted brine
(50 L) Column chromatography (10 1 heptane/ethyl acetate) gave the product
as an odl (2.24 g). (40% yield)

1H NMR 400 MHz (CDCl3) 5098 (6H, d, ] =6 Hz), 1 10-1.39 (SH, m),

147 (2H, m), 1 87 (1H, m), 2.03 (1E, m), 2.57 (2H, ABq, J = 1, 38 Hz),
414 (2H, g, J = 7 Bz), 4 61 (2H, ABq, ) = 12, 60 Hz)

MS (ES+) m/e: 244 (Mi+1)

IR (film) v cm-} 1186, 1376, 1549, 1732, 2956
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Step u Synthesis of (+)-(trans)-(1-Ammomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-
acetic acd hydrochlonde (7)

A solution of (trans)-(3,4-Dimethyl-1-ntromethyl-cyclopentyl)-acetic acid
ethyl ester (7¢) (3 5 g 14 4 mmol) m methanol (100 mL) 1n the presence of N1
spange was hydrogenated at 30°C and 50 pa for 4 hours, Filtening off the catalyst
and concentrating m vacuo gave a 2 1 mxture of lactam and aminoester, 2.53 g,
calculated as 96%, which was used without punfication. This muxture (2 53 g,

13 8 mmol) 1n dioxane (15 mL) and 6N HCI (45 mL) was heated under reflux (ol
bath = 110°C) for 4 hours. After cooling and diluting with water (60 mL), the
munxture was washed with dichloromethans (3 x 50 mL) and then concentrated

i vacuo The resultng il was washed with etiryl acetate then dichloramethans to
give a sticky foam winch was dnied to give the product as & white powder (2.32 g).
(76% yield)

ap (23°C) (H20) (c = 1 002) = +28.2°
IH NMR 400 MHz (dg-DMSO0) 50 91 (GH, d, J=6 Hy), 1 18 (ZH, m), 1 42 (2H,

m), 172 (16, m), 1 87 (1H, m), 2.42 (ZH, ABq, ] = 16, 24 Hz), 2 90 (ZH, ABq,
J =12, 34 Hz), 8.00 (3H, br s), 1234 (1H, br s).
MS (ES+) m/e: 186 (M+1 for the free base)

EXAMPLE 8 1a,38,58-(1~Aminometizyl-3,5-dimetiryl-cyclohexyl)-acetse ackd
hydrochloride

Yzl
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Step i. Synthesis of 2-Cyano-((3R,S5)-3,5-dimethyl-cyclobesyldene)-acetic
acad ethyl ester (8b): Cis-3,5-dimethyicyclohsxanone (8a, 15 78 g, 125 0 mmol)
'was dissalved m toluene (150 mL), and treated with ammonmum acetate (0 96 g,
0 099 mmol), acetic acad (1 4 mL, 0 195 mmol), and ethyl cyancacetate (1404 g,
99 2 mmol) The reaction was hested to reflux overnight with a Dean-Stark trap,
then cooled to room temperature and washed with H;0 (3 x S0mL) The aqueous
lzyer was backwashed with toluene (2 x SO mL) The organic layers were
combined, dned over NaaSOQ,, and concentrated. The residuc was
chromatographed on mlics gal chitmg with 5 % BtOAc/ hexans to give 22.0 g
(80%) of the desired product as a clear o1l

MS 222 } (\+1 for CisHyN,03), an ail, TLC. $102, Rr040 (9 1
hexane/EtOAC),

Analysis (CryH1sN;02) (Cal.) C: 70 56, H 8 68 N 633 (found) C 7074, HL
868, N 633 'HNMR (CDCh)§083-095(m, 1 H), 101 (t, 6H,1=6 1 Hz),
132(t,3H, J=73Hz), 148-185(m, 5H), 297-302(m, 1 H),352(dd, 1H,J=
122,22H2),424(q. 2H, J=7 1 Ha)

&
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Step ii. Syathess of 12,3,55-1-Cyanomethyl-3,5-dmethyl-
cyclohexanecarbonitrile (3c): The 2-Cyano-((3R,5S)-3,5-dimethyl-
cyclohexylidene)-acetic acid ethyl ester (8b, 6 64 g, 30 0 mmol) was dissolved 1n
EtOH (60 mL) and added to a suspenmon of NaCN (1 47 g, 30 0 mmol) nn EtOH /
B;0 (100 mL / 8 mL). The renchon was heated to reflux overmght, then cooled to
room temperature, fittered, and concentrated 1n vacuo to give a clear oil wiuch
solidified under vacuum, The residus was chromatographed on silica gel eluting
with 4 1 hexane/BtOAc to give 4 05 g (77%) of the desired product as a wiate,
sticky solid.

MS no M+1 10n observed (C; HieN3), an ail, TLC 8:0;, Be031(4 1
heane/BtOAc),

Analyss (C,;H;Na) (Cal) C 74 96, H. 9 15, N 15 89 (found) C 74 81, H. 525,
N 1565 '"HNMR (CDCL) 5058 (dd, 1 H, =249, 12.2Hz), 096 (d, 6H,J =
66Hz), 103 (t,2H,T=129Hz),175-190(m, 3H), 201 (d, 2H,J=11 5 Hz),
265(s,2H)

Step li. Synthesis of 1o,38,58-(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-
acetic acld hydrochloride (FD0178554-0002) (8d) lc,3p,5P-1-Cyanomethyl-
3,5-dimethyl-cyclohexanecarbonrtnle (8¢, 5 51 g 31.26 mmol) was dissolved m
BtOH (30 mL) and toluene (30 mL), cooled to 0 °C, and saturated with HCI gas.
The solution was stoppered and stured overmght at room temperature, then
cancentrated 1n vacuo to grve the crude muno ester as a white sohd This crade
material was triturated with EO (150 ml) and dned under vacuum, then treated
with HzO (100 mL) and 1 N HCI (4 mL) The reaction was stured overmght st
room temperature, then extracted with EtQAc (3 x 100 mL). The organic layers
were combined, washed with brne, dned over NmaSOy, snd concentrated. The
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residue was chromatographed on shica gel ehyting with 6 1 hexane/EtOAc to give
578 g (83%) of the dered product as a clear oil.

MS 224 1 (MH for CuHaN;Oy), an ail, TLC. $10;, R¢032 (6 1
hexane/BtOAc),

Analyss (CisHnNiO2) (Cal) C 6992, H 948, N 6 27 (foond) C 7003, H
945N 630 "HNMR (CDCh) 5053 (dd, 1H, J=249, 12.0Hz), 091 (4,6 H, }
=66Hz), 127(, 38, J=71Hz),170-1 76 (m, 1 H), 1 80-1 90 (m, 2 H), 2.02
(d,2H, J=129Hz), 251 (s, 2H), 418 (g, 2H,J=7 1 Hz)

Step iv- Syntheass of 5c,78,98-7,9-Dimethyl-2-axe-spiro[4.5]decan-3-ome (8¢).
1at,3p,5p-(1-Cyano-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd ethyl ester (84, 5 82 g,
26 1 mmol) was dissolved m MeOH (150 mL), trested with 10% Rh / 2% Pd/C
(1 0 ), and shaken under an atmosphere of Ha (50 psi) for 28 h. The react:on was
filtered and concentrated in vacuo The residue was chrometographed on sihica

gel eluhing with a gradient of 2.3 hexane/EtOAc, BtOAc, 5% MsOH/EtOAc to
give 2.21 g (47%) of the desired product.

MS 182 0 (M+1 for C;;H1sN,0y), mp 116-118 °C, TLC S:0;, Re0 36 (6%
MeOH/CH;Cly); Analyms (Cy HjsN10,) (Cal) C. 7288, H 1056, N 7 73
(found) C 72.34, H. 1067, N 763 'HNMR (CDCl})3049(dd, 15, T =244,
12 0 Hz), 0 86-0 93 (m, 8 H), 1 38-1 48 (m, 2 H), 1 60-1 71 (m, 3 H), 2.09 (s, 2
H), 316 (s, 2H), 5 79 (br, 1 H).

Step v Synthesis of 1,38,5p-(1-Aminometityl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-
acetic acid, hydrochloride salt (8) 5a,7B,98-7,9-Dimethyi-2-aza-

spiro[4 S]decan-3-one (8¢, 0 52 g, 2.87 mmof) was treated with 6 N HC1 (19 mL)
snd hosted to reflux overnight. The reachion wus cooled to room temperature,
upon which a white precipitate formed, The sohd was filtered sway, mnd the
filtrate was cooled to 0 °C to afford a second crop of crystals, then filtered again.
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The solids were combmed and dned under vacuum to gave 0 46 g (68%) of the
deasred product.

MS 200 1 (M+ for C; FHaN;O3), mp 179-180 °C, Analysis (C; 1 HxIN;0: HCI)
(Cal)C 5604, H 941, N 594 (found) C. 56 16, H 942, N 573 '"HNMR
(CD5OD) 5 0 46-0.53 (m, 1 H), 0 77 (¢, 1 H, J=12.5 Hz), 0 85-0 91 (m, 7H),
155-167(m, SH), 211(d, 2H,J =134 Hz), 236(s, 2H), 244 (s, 1 H), 3 14 (s,
2H)

EXAMPLE 9 1a,38.58-(3,5Dmnethyl-1-propylammmomethyl-cyclohexyl)-
acetic acld, hydrochioride salt:

v d N

1a,3B,5p-(1-Ammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde
salt (8, 1 0 g, 42 mmol) was dissolved m EfOH (100 mL), treated with sodinm
hydraxide sohztion (1 N, 5 mL), propionaldelyde (0 9 mL, 12.6 mmol), and 10 %
Pd/C (0 3 g), and sheken under an stmosphere of H; (50 pai) for 3 h. The reaction
was filtered, treated with HCUVEL;O (1 M, 10 ral), and concentrated n vacuo The
resdue was treated with hot 1sopropancl (100 mL), the NaCl was filtered away,
snd the clear solutwon was concentrated i vacuo The crude product was
recrystallized from 1-PrOH/acetone/hexane (14 200 225 ml.) and dned under
vacuum to give 0 136 g (12%) of the desired product

MS 242 1 (M+1 Sor CyFinN)Oy), mp 178-180 °C, Analyms
(CraBN10,. HCLO0.27 H,O) (Cal) C 5948, H_ 10 18, N 4 95 (found) C 59 53,

(

25

&



10

15

H.1021, N 478 "HNMR (CD;0D) 5 0 52(dd, 1 H, J =24 2, 12.0Hz), 0 83-
090 (m, 8H), 100(t,3 H,J=76Hz), 1 61-180(m, 7H), 243 (s,2H), 298 (1, 2
H, J=78 Hz), 3 20(s, 2 H).

EXAMPLE 10 1o,38,5p-(1-Ethylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclobexyl)-
acetic acid hydrochlonde salt

'3

v v

Example 10 was synthenized in accordance with the method of Example 9, except
that acetaldehyde was used mstesd of propronaldelryde and ethyl acetate/beptans
was used for the recrystallization (30% yield).

MS 228 (MiH] for CrsHagN(02); mp 188-190 °C; 'H NMR (DMS0) 5 0 83 (8H,
brd), 124 3H,t, J=71Hz),160(6H, m), 238(d, £),298 2H,m),3 102H,
brs), 8.33 QH, brs), 1242 (1 ©, br).

EXAMPLE 11 1a,3B,5p-(1-Benzylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-
aretic acid, hydrochloride salt:

o
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Bxample 11 was synthesrzed 1n accordance with the method of Example 9, except
that benzaldehyde was used instead of propronaldeiryde and Et70 was used for the
recrystallization (30% yreld).

MS 290 1 (M1 for CygHzN,0y), mp 162-163 °C, Analyns
(C1sHzN, 0, HC1L0.20H,0) (Cal.) C. 65 62, H. 8.69, N 4 25 (found) C- 65 60, H.
871, N 431 ‘HNMR (CD,OD) 5048 (44, 1 H, J=12 5 Hz), 0 79-090 (m, 8
H), 146 (br,2H), 164(d, 3H,J=13 4 Hz), 242 (s, 2H), 3 19(s, 2 H), 423 (s, 2
H), 7 43-750 (m, 5 H)

EXAMPLE 12 1038,58-(1-Dimethylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-
scetic acad, kydrochloride salt:

-

A solotion of 1a,3B,5p-(1-Aminometiryl-3,5-dunethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonido salt (8, 0.20 g, 0 59 mmol) 1n BtOH (15 mL), sodmm hydroxido
solotion (1 N, 0 59 mmol), and B;O (1 mL) was treated with 20% Pd/C (50 mg)
and shaloen under an stmosphere of H; (50 pai) for 15 hours. The reaction was
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filtered, treated with 1 N HCVEt;O (1 mL), and concentrated 1n vacuo 'The
residue was dusolved 1n hot 1-PrOH (4 mlL), diluted with acetone (100 mL) and
Bt20 (350 mL) and cooled to 0 °C The solid was filtered and dned under vacuum

to grve 103 mg (70% yield) of the deamred product.

MS 228 1 (M+1 for CaFzsN)O2), mp 195-196 °C, Analysis

(C1sH2N;0; HCLO 41H,0) (Cal) C 57 58, H. 997, N 5 16 (found) C. 57 73, HL
971, N 491 'HNMR (CD;0D) 50 56 (ad, 1 H, 3 =24 4, 12.0 Hz), 089-092
(m, 8H), 1 59-1 75 (m, 8 H), 2.51 (s, 2 H), 2.95 (s, 6 H), 3 44 (s, 2 H).

EXAMPLE 13  10,38,58-(1-Butylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyciohexyl)-
acetic acid, hydrochloride sslt
HG

'j_a

v Sy

Example 13 was syntheszred 1n accordance with the method of Example 9, except
butyraldelrydo was used imnstead of propuonaldehyde (48% yreld).

MS 256 1 (M+1 for CysHsN,03), mp 184-185 °C; Analysis (CisHpN;0,.HCI)
(Cal)C- 6173, H. 1036, N 480 (found) C. 61 71, H 1021 N 4 72. 'HNMR
(CDs0D) 8 0.53 (dd, 1 H, J =24 4, 12.0 Hz), 0 86-0 99 (m, 11 H), 1.37-1 47 (m, 2
H), 1 60-175 (m, 7H), 243 (s, 2H),3 02 (t, 2 H, T=8 1 Hz), 320 (3, 2 H).

EXAMYFLE 14 1c3p,58-(1-[(Benzyl-methyl-amino)-metiryl)-3,5-dimethyl-
cyclohexyl}-acetic acid, hydrochloride salt*

5
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Example 14 was prepared i sccardance with the method of Example 9, except
that the N-benzyl analog (11) and formaldebyde were used as the starting matenal
and PtO; was used as the catalyst matead of Pd/C (70% yield).

MS 304 1 (M:+1 for CiyHaeN;0,), mp 209-210 °C; Analyss
(C1sHasN;0; HCLO 21H;0) (Cal) C 66 40, HL 892, N 4 08 (found) C 66 40, H
905, N 406 *HNMR (CDsOD)50 51 (dd, 1 H,J =244, 12.2 Hz), 0 79-092
(m, 9H), 129 (br, 1 H), 1 56-1 82 (m, 4 H), 2.51 (dd, 2H,I= 18 8, 163 Hz) 2.85
(s,2H),323-349 (m, 2H), 437 (dd, 2H, J=317, 12.7 Hz), 745-7 54 (m, S H)

EXAMFLE 15 10,3p,58-(3,5-Dimethyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-
acetic acxd, hydrechloride salt:

ujﬂ
-’ vy
Example 14 (0 14 g 121 mmof) was dissotved m 95% EtOH (50 mL), treated

with sodwm hydromde solution (1 N, 1 21 mmol) as well 58 20% Pd/C (0 1 g),
and shaken under an etmosphere of Ha (50 pai) for 45 mumstes. The reaction was
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filtered, treated with HCVELO (1 M, 1 mL), snd concentrated 1n vacuo  The
remdue was treated with bot iPrOH, the NaCl was filtered away, and the sohution
was concentrated n vacuo  The crude product was recrystallized from
iPrOR/acctone/hexane (7 150 110 mL) and dnied under vecuum to grve 0 189
(63%) of the desired product.

MS 214 1 M+ for CaHipN,O3), mp 182-183 °C, Analyus (CiaFinN;0; HCT)
(Cal)C 5770,H 968, N 561 (found) C 5747, B9 58 N 535 'HNMR
(CDyOD) 5052 (dd, L H, J=24 4, 122 Hx), 084-0.98 (m, 8 H), 1 57-1 72(m, §
H), 238(s, 2H), 2.72(s, 3 H), 3.21 (3, 2H).

EXAMPLE 16 1c,38,58-{1-(Acetylamino-metiy!)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-
acetic ackd

' v

Example 8 (0 5 g, 2.1 mmol) was treated with H;O (10 mL) and NaOH (056 g,
14 0 mmol), cooled to 0 °C, and treated with acetic anhydride. The reachon was
stured overmght at room tempersture, then diluted with EtOAc (100 mL) and
washed with 1 NHCI (100 mL). The organic layer was dned over NagSO, and
concentrated in vacno, The crude matenal was chromatographed on mlica gel

eluting with 4% MeOH/CH;Ch: to give 0 138 g (27%) of the desired product as an
o1l which solid:fied under vacuum

MS 242 1 (M+1 for CyHpN1Oy), mp 122-124 °C, Analysis (C1sHzNiOy) (Cal)
C 6470,EL 961, N 5 30 (found) C 64 65, H.9 59, N 563 'HNMR (CD,OD)
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5045(dd, 1 H,J=237, 117 Hz), 081-087 (m, 9 H), 1 56 (d, 2 H, J = 13 4 Hz),
165-176(m, 3 H), 198 (s, 3 H),2 18 (s, 2H), 3 30 (s, 3 F).

EXAMPLE 17 1a,38,5p-(1-(Isobutylamino-methyl)-3,5-dmethyl-cyclohexyl]-
acehic acid hydrochloride salt

j.a

d ™

Example 17 was synthestzed 1n acoordance with the method of Example 9, except
1sobutyraldeltyde was used matead of propronaldehyde (53% yicld)

MS 256 (M+1 for CisHpN;0,), mp 193-194 °C; 'H NMR (CD,0D) § 0 53 (dd, 1
H,J=243, 12 5 Hz), 0 81-0 90 (m, 2 H), 0 89 (d, 6H, J = 6 4 Hz), 1 03 (d, 6H, J
= 6 8 Hz), 157-171 (m, 5H), 2.09 (m, 1H), 2.49 (s, 2H), 2.38 (d, 2H, J= 7 1 Hz),
319(s2H)

EXAMPIE 18 1a,38,55-[3,5-Dmacthyl-1-(phenethylamino-methyl)-
cycdohexyl}-acetic acid ydrochloride salt:

Dy
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BExample 18 was synthesized 1n accordance with the method of Example 9, except
phenylacetaldehyde was used instead of propionaldairyde (16% wield)

-60-

MS 304 (MH] for CisHaeN,;05), mp 188-189 °C, Analyss (C1sHaeN,; 02, HCI)
(Cal) C 6714, H.890, N 4 12 (found) C 66 %4, H. 891, N 3 98 'HNMR
(CD;OD) 5 0 46 (dd, 1 H, T =24 6, 123 Hz), 0 81-091 (m, 8 H), 1 58-1 72 (m, 5
H), 2.50 (s, 2H), 3 04-3 08 (m, 2H), 3 26-3 30 (m, 4H), 7.23-7 75 (m, 5H)

EXAMFPLE. 19 1a,38,58-{3,5-Dimethyl-1-[(3-pheny}-propylamino)-methyf}-
cydohexyl}-acetic acid hydrochloride salt.

‘)A

v

Example 19 was synthesized 1n accordance with the method of Example 9, except
hydroammamaldehyde was nsed instead of promonaldehyde (50% wield)

MS 318 (M+1 for CxgHy N1 03); mp 171-172 °C, Analyms (CzoHaiN,O>.HCD)
(Cal) C 6787, L 911, N 3 96 (found) C 6783, H.913,N 3 78 'HNMR
(CD»>0D) 5 0 53 (dd, 1 H, J=24 6, 12.1 Hz), 0 80-0 90 (m, 2 H), 090 (d, 6H, J =
6 0 Hz), 1 60-1 72 (m, 5 H), 2.03-2.11 (m, 2ZH), 2.45 (3, 7H), 2.73 (L 2ZH, =7 5
Hz), 306 (1, 2H, J =7 7 Hz), 3.3 (s, 2H), 7.20-7 18 (m, 5H)

EXAMPLE, 20 {1-[(Cycobutylmethyl-ammo)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acd
kydrochlonde salt:
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Example 20 was synthemzed 1n accordance with the method of Example 26,
oxcept
cyclobutanone was used instead of 2-methyfbutyraldehyde (70% yeid)

MS 226 (M+1 for CuHinN03), mp 176-177 °C, Anslyus (C1sHxnN;0;.HCI)
(Cal)C 5964, H 924, N 535 (found) C 5988, H. 918 N 519 'HNMR
(CDyOD) § 1 16-1 60 (br, 10 H), 1 80-1 96 (m, 2 H), 2 21-2.40 (m, 4 H), 2.53 (a,
2H), 2.97 (s, 2H), 3 73 (m, 1H)

EXAMPLE 21 1, 38,5-(1-(Isopropylamino-methyf)-3,S-dimethyl-

cyclohexyl]-acetic acid hydrochlorde salt:
)
HO
oy

Bxample 21 was synthesized 1n accordance with the method of Example 9, except
acetone was used mstead of propionaldehyde (50% y1eld)

MS 242 (M1 for CuHinN; 0,); mp 206-207 *C; *H NMR (CD50D) 8 0 53 (dd, 1
H, J=248, 12.5 Hz), 0 80-0 90 (m, 2 H), 099 (d, 6H, J = 6 1 Hz), 135 (4, 6H,J
=6 6 Hz), 1 55-1 78 (m, SH), 2.45 (s, ZH), 3 18 (3, 2 H), 3 41 (m, 1H)
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EXAMFIE 22 1-Aminomethyl-1-cyclohexanc-acetic acid was previously
reported 1 Satzanger et al US 4087544, May 2, 1978

EXAMPLE 1-Anunometiryl-1-cyclopentane-acetic acid was previously
reparted 1n Satznger et al. US 4087544, May 2, 1978

EXAMPLE 24 Sedium salt of 1-aminomethyl-1-cyclopentans-acetic seid was
previously reported m Sutzinger et al. US 4087544, May 2, 1978

EXAMYFLE 25 Sodium salt of 1-(hydroxymethyl)cyclohexane-acet:c acid was
previously reported m Satzinger et al. US 2960441, 1960

EXAMFLE 26 Synthesis of {1-[(2-Methryl-butylamino)-methyl}-cyclohexyf)-
acetic acld, hydrochloride salt -

')4-

A solution of (1-amunomethyl-cyclohexyl)-acetsc ncad (Bxample 22, 2.0g, 11 7
mmol) 1n BtOH (100 mL) was trested with 2-methy}-butyraldehyde (4 mL, 35 1
mmol) and PtO; (0 5 g), and shaken under st atmosphers of H; (50 pai) for 2 h,
The reachion was filtered, treated with 1 N HCVE;O (12 mL), concentrated 1n
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vacuo, dussolved 1n hot +PrOH (10 mL), dilmted with acetone (600 mL), cooled to
0 °C, and filtered to give 1 58 g (49%) of the demred product.

MS 242 1 (MH] for C14HnN03), mp 162-163 *C, Analysis (C,HxN, 02 HCI)
(Cal) C 6052, H.10 16, N 504 (found) C 6041, H 1026, N 495 ‘HNMR
(CDsOD)3095(t, 3H,T=73 Hz), 102(d, 3H, J=6.6 Hz), 1 20-1 31 (m, 1 H),
1 42-1 56 (m, 11 H), 181-1 89 (m, 1 H), 2.63 (dd, 2H, J =183, 16 1 Hz), 2 82
(dd, 1 H, J= 12.5, 8 3 Hz), 2 99 (12.5, 6 1 Hz), 3 07 (dd, 2 H, I = 25 6, 129 Hz)

EXAMPFLE 27 ({1-[(4,44-Trifluoro-butylamino)-methyll-cyclohexyl}-acetre
acid, hydrochloride salt was synthesized 1n accordasnce with the method of
Example 26, sxcept that 4-trifiuorcbutyraldehyde was nsed mnstead of 2-

methylbutyraldehyde (19% yield).

MS 282.1 (M+1 for CiyHuN1OaFy);, mp 163-164 °C, Analyms
(C13HxN103F; HCLO 05H;0) (Cal) C: 45 00, H. 731, N 4 40 (found) C 48 60,
H 729,N 419 '"HNMR (CD,OD) § 1 40-1 54 (m, 11 H), 1 96-2.04 (m, 2 H),
2.26-2.38 (m, 2 H), 2.57 (s, 2H), 3 09-3 13 (m, 4 H)

EXAMPLE 28 (1-Ethylaminametiryl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde
aslt

‘j..a
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BExample 28 was synthemzed in accordance with the method of Example 26,
except that acetaldehyde was used mstead of 2-methylbutyraldehyde (309 yield).

MS 200 1 (M+1 for C;HN1O9), mp 160-166 °C, Analyss (C1yFayN;02. HCL)
(Cal)C 5604, H. 941, N 594 (found) C 5598, H.936,N 579 'HNMR
(CD»OD) 8 1 31-1 54 (m, 13 H), 2.54-2.56 (m, 2 H), 3 06-3 13 (m, 4 H).

EXAMPLE 29 ({1-[(Cyclopropyimethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic
acid hydrechloride salt:

g

Bxample 20 was synthemzed 1n accordance with the method of Example 26,
exoept that cyclopropanscarboualdelyds was used mstead of 2-
methylbutyraldehyds (62% yield)

MS 226 (M+] for CsHnN;Oy), mp 177-178 °C, Analyas (CsHpN;0,.HCY)
(Cal)C 5964, H.924,N 535 (found) C 5972, H 915, N 527 'HNMR
(CDOD) 5 0 50-0 56 (m, 2 H), 0 71-0 74 (m, 2H), 1 05-1 30 (m, 1H), 142-1 54
(m, 10H), 2 52 (s, 2H), 2.94 (4, ZH, J =73 Hz), 3 10 (s, ZH).

EXAMFLE 3% {1-{(3-Hydroxy-1-methyl-ethylaming)-methyl]l-cyclohexyl)-
acetw acld hydrochlonde salt:
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Example 30 was synthesized m accordance with the method of Fsmmple 26,
except that 1-hydroxy-2-propanons was used muteed of 2-methyfbutyraldehyde
(60% yreld)

MS 230 (M+1 for C13HzsN;O5), mp 164-165 °C; Analysts (CialiN:0:.HCI)
(Cal)C. 5423, H 910, N 527 (found) C- 5423, H. 901, N 5 18 'HNMR

(CD;0D) 8 130-1 32 (m, 3 H), 1 44-1 55 (m, 10H), 2.60 (s, ZH), 3 11 (m, 2H),
3 28 (br., ZH), 3 37 (br, 1K), 3 57-3 61 (m, 1H), 3 78-3 B1 (m, 1H)

EXAMPLE 31 [l-(Isobutylammo-methyl)-cyclohexyll-acetic  acud
kydrochloride salt:

88

Example 31 was synthesized m sccordance with the method of Example 26,
except that cyclopropanecarboxaldehyde was used 1nstead of 2-
raethylbutyraldehyde (35% yield)
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MS 228 (M+1 for CrsHasN103), mp 175-176 °C, Analysis (CsHasN;0, HCI)
(Cal)C 5919, H.993, N 5 51, (found) C: 5928, H. 998, N 5.24 '"HNMR
(CDyOD) & 1 03 (d, 6H, J = 6.9 Hz), 1 37-1 60 (m, 10H), 2.10-2 17 (m, 1H), 2 63
(s, 2H), 2.87(d, 2H, J = 7 4 Hz), 3 07 (3, ZH).

EXAMFLE 32 (1-Propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acld bhydrochloride
salt

o8

Example 32 was synthemxed m accordance with the method of Example 26,
except that proponaldehyde was used instead of 2-methylbutyraldehyde.

MS 214 1 (M+1 for CaBnN;05); mp. 174-177 °C, Analysis (CraHxsN,0; HCI)
(Cal) C. 5770, H. 9 69, N 5 61 (found) C. 57.55, L 9 77, N 548 'HNMR
(CDsOD) 5093 (t, 1 H, J =6 3 Hz), 0.99-1 03 (m, 4 H), 1 40-1 54 (m, 13 H),

1 72-1 78 (m, 2 H), 2.96-3 29 (m, 2 H).

EXAMFLE 33 [I-(Isopropylamino-methyl)-cydohexyll-acetic acd
bydrochloride salt:
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Example 33 was synthemzed m accordance with the method of Example 26,
except that acetons was used instead of 2-methylbutyraldehyde.

MS 214 1 (M+] for C1aHnN1Oy); mp 193-194 °C, 'HNMR (CDyOD) & 1.29-
157 (m, 18 M), 2.59 (s, 2H), 3 07(s,2H), 338-342(m, 1 H)

EXAMPFLE 34  (1-Cydohexylaminomethyl-cyclohexyf)-acetic acd
hydrochlorsde salt-

‘j,,au

Example 34 was synthemzed 1n accordance with the method of Example 26,
axcept that cyclohexanone was used matead of 2-methylbutyraldehyde (48%
yield)

MS 254 (M+] for CisHpN;Oa); mp 198-199 °C; Analyms (CysHyN,02.HCD
(Cal)C 6212, H. 974, N 483 (found) C 62.18, H 984, N 475 'HNMR

P
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(CDyOD) 5 1 20-1 60 (m, 16 H), 1 63-1 76 (m, 1H), 1 88 (br , ZH), 2.13 (br., ZH),
2 60 (m., 2H), 3 09 (m., 3H)

EXAMPLE 35 [I-(Beuxylamuno-methyl)cyciohexylj-acetic  acid
hydrochloride salt:

Example 35 was synthesized 1n accordance with the method of Example 26,
except that benzaldehyds was used instead of 2-methylbutyraldehyds. .

MS 262 0 (M+1 for C1¢HnN,05), mp 125-135 °C, 'HNMR (CD;0D) 5 1 38-
149 (m, 11 H), 2.55 (s, 2H), 3 07 (s, 2 H), 4 23 (s, 2 H), 7 43-749 (m, 5 H)

EXAMYLE 36

Summary

Uning an ex vivo mode] of freshly dissected rat retmas, the mechamams by
wiuch bram glutamate lovels are mpmtamed within normal imits m neural tissue
was investgated, Anaplerotic gintamate synthesis may be important to replenigh
glutamate coadized 1n the gha fhllowing neurotranamussion. Points of rate control
through this ds movo pethway were identified as pyruvate carboxylatson and

2o
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branched chain ammo transammation To test the relationalup between glutemate
synthems and pyravate carboxylase actrvity, syntheuss of *C-glitamate plus C-
ghitamme from H'“COs was measured as a function of medmm pyruvate.
Increasmg pyruvate from 0.2 to 5 mM mereased the **C-amno acad synthesia by
66 £ 15%. The specific radioactivity of glutamme relatrve to that of HYCO; after
20 mnutes of meubation mdicated that =30% of glutamme n the retna 15 denved
from bicarbonate fixation. To test the dependence of glutamate synthems on
svarlability of branched chain ammno acds (BCAA) as 2 source of atrogen, the
effect of inhibting the nevwronal branched chain aminotransfernse (BCATc) was
measured Gsbapentin (GBP) (1 mM), & selective inhibrtor of BCAT¢ 1n neurons,
mhibited synthesis of “C-ghitamats plus '*C-glutamune from H**CO; by 31%
without slowing H'‘COy incorporation into lactate and citnic acid cycle
urtermediates, Inhibition of de novo ghutamate gynthesis was reversed by addition
of 0 6 mM BCAA. The data indicated that pyruvate carboxylase and branched
chamn amnotransferase share rate control of de novo glutamats synthesis m the
retica, and that de Rovo glutamate synthems 15 quanhitatrvely important fior
muntenance of retinal glutamate levels.

Methods

Experimental animals

Spragne Dawley rets (200-400g) were used for sll expenments. Rats were housed
under a 12 hour hight/dark cycle, and fed and watered od Bbidion After

ansssthetrzing the rats with-nembutal (IP), eyes were eucieated and retmas
dissected 1n 1ce-cold buffer
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CO; fixation

Freshly 1solated half-retinas were premcubated at 37°C for 3 munutes in
buffer A (pH 7 4) contmimng 118 mM NaCl, 4 7 mM KCl, 2.5 mM CaCl, 1 2 mM
KHaPO,, 1 17 mM MgSO,, 20 mM HEPES, 5 mM ghicose, 0.05 mM NH,C] and
25 mM NaH'‘COs Pyruvate (asther 0 2 or SmM) was also inciuded 1n the buffer
1 mi buffer as well as the gas phase wittun 20 mi wials were equilibrated with 95%
02, 5% CO; Incubstions were intiated by addstion of 10 pCv/ml H*CO; The
vessels were then immedhately closed to the atmosphere. Most incubations
contrmued fior 20 mumutes, although m some prelimmary studies, hmas were vaned
from 10-60 mmutes, Reactions were stopped by ramoving the balf retias from
the buffer and placing them 1n 2% perchlonc acid. The buffer was separetely
acudified with perchloric acid (final concentrabion 2%) and unreacted *4CO; was
allowed to diffise out of the acidified samples.

The total amount of product (non-volstile carbon 14 metabolites) was
determmed by measuring the radioactivity in atiquots of the medmm and tissue
samples. Metshohites m the extracts were separted by Dowex-1 acetate
chromatography as previously described. Withamson, JR., and Corkey, B (1969)
“Methods m Enzymology”, Vol. 13, ed. Lowenstem, JM. (cadenvic Pressy) pp
434-513, and quantified by scinhillation countmg. In most instances, mdividual
metaholits carbon 14 data is reported as the sum of the radioactrvity 1n the
medium plus tssue extracts. Complete quantification of *C-metabolite amounts
in both the retma and m the medum can be found below 1 Tables T and IL
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Data not shown in the results and discussion sections where collected m

the course of carrying out the evaluation of the influences of pyruvate on H4CO,

fixation 1n the retina. Figure 2 shows only the effect of pyruvate on the sum

ghutamate phus gintnrine and the sum pyruvats phus lactate. Table 1 provides
vahies for all metabolrbes that became labeled with H*CO; and their

compartmentation.

el

%EA/HHS

Likewnso additional data, not shown 1n the results and discussion sections,
weve collected 1n evalustmg the mfluence of gabspentn. Thus Tabie I 13 an
expansion of the data shown m Figure 4, and provides values for all metsbolites

Isbeled with H*CO; and therr compartmentation.

Table X

"Condition [ Compart- | Gin Ghn Asp TCA | Toml

o T T 0o
m 059 147 085 016 102 408
(0 2 Pyr) =008 029 |+006 |%006 |+026 |+041
out 061 004 008 055 0 115
4008 %001 001 £003 013
sum 120 151 0.93 071 102 27
£009 1029 11008 006 3026 |+045
OPyr |[m 091 267 108 029 231 726
%013 +0.29 £012 |+£004 (013 |+061
out 096 006 0. 118 6 224
£014 [+001 001 (2011 +021
| sum 187 2 116 147 231 950
£023 |+028 £012 |+013 (4013 [+074
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Table
Condition Giu Asp (Total |
. ___  leyde |
0440 1477 634 0080 (1096 [3715
0032 |+0097 [+0038 [£0008 {+0105 |+0266
0 551 0 00% 0070 0478 [0 T117 |
0036 (20001 [+0003 {+0030 +0075

0991 1485 0 704 0558 [1096 [4832 |
+0054 |+0096 |+x0040 |+0031 |+0105 |+0303
0389 1324 0549 0089 3902
0026 (0025 |+0019 |+0006 0122

|
Bl & ") B & 5]5%’

0024 |+0002 (0003 (0030

1514

%00 | £0006 {40103
0545 0008 |0035 |0516 [0  [1066

0934 [1332 |0584 |0605 [1514

+0 103

1220

£0036 |+0025 |+0022 |+0028 0028
+GBP in 0480 1549 0 605 0086 (3989
+BCAA 0011 |£0070 |x0021 |+0008 |+0116 |+0043
ot 0808 |0009 0093 |0458 |0  [1322 |

+0086 |+0001 [:0008 |=0048 +0076

1286 [1558 0702 05445 |1.220 5311

0082 |+0070 |+0016 |+0040 |+0116 |+0119

The chromatograpiue procedure employed 1n this example separates
glutamine, glutamate, aspertate, and lachc acid. The citric acad cycle intermediates
remain on the Dowex columns and are estimated as the difference between the

total counts in the sample and the counts that are ehuted, Evidence of the vahidity
of this procedure has been reported previously Before subjecting samples to
chromatography, 1C-pyruvic acad 1n the samples was converted
storchiometnically to Iactate by treating the samples with excess NADH and
Inctate dehydrogenase. Therefore the smgle lactate poak reported contams all
carbon 14 in both iactate and pyruvate. To detarmane specific activity of glutamate
and ghitarine in the retinal samples, the mass amount of the glutamate was
measured fluorometncally umng a standard enzymatic procedure: Patel, MLS
(1989) 1n Neuwromethods. Carbohydrate and Energy Metabolism, Vol II, eds.
Boulton, A.A snd Baker GD (The Humana Press, Inc.) pp 309-340 The mass
amount of ghitamne was measured after chromatographic separstion from
glutamate followed by & lummometnc determingtion previously described. ATP
and creatine phosphato were measured fluorometrically using an enzymate assay
Retinal protem was determined uaing the DC proten assay (Bio-Rad,
Richmond, CA, USA) Eeach haif retins contamned about 0 4 mg proten,
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Pyruvate Carboxylase Assay

Pyruvate carboxytase actrvity was assayed 1n fresh samples of whole brun
and excised retinas  The method described by Patel Patel, M.S (1989)m
Neuromethods Carbohydrate and Energy Metabohsm, Vol I, eds. Boulton, A.A
and Beker GD (The Humana Press, Inc.) pp 309-340, was used and mvolves
measaring **CO. foxation under optrmal conditions m somscated tiame.
Western Blot

SDS-PAGE was performed as described Patel, M.S (1989)
Naromethods. Carbokydrate and Energy Metabolism, Vol II, eds. Boulton, A A
and Baker GID (The Humana Press, Inc.) pp 309-340, usmg 10% gels. For
mmmunoblottng, protemn were transfirred to Immobilon P membmanes.
Membranes were blocked with 5% BSA and incubsted with immunoaffintty
punfied rabbet anti-rat BCATc peptide antibody (1 1000 dalutwon) or
immunoxffimty punfied rabbit sat-luman BCATm peptide antibody (1 1000
dilubon) Tho Mmnmnoreactive protemn bands were visualized nsing the BECL
system accarding to mamufacturer’s mstructions (Amersham, Arlington Hesghts,
1L, USA)

Calcnlations and Statistics

Data are reported in text and figures by determimng the dpm/mg n a
particular metabolite and dividmg by the specific actrvity of medrum HCO,
Therefore all dxts are reported as nmoles of B**COy/mg protein for sny grven
metabolite.

Results are reported as the mean + standard error of the mean. Statistical
mgmficance was judged by patred t-test and a p<0 05 Numbers of independent
determnations (n) are provided 1n figure and table legends.
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Pyruvate carboxylase levels are amilar 1n retina and whole brain

Putel demonstrated that pyruvate carboxylase 1s the mayor CO; fang
enzyme 1n the adult rodent bram. To judge whether this muglt also be true m the
reting, the activity of pyruvate carbaxylase st 37°C in sonicates from neocortex
was compared with those from the retina. The neocortex levels (2.9 + 0 1 nmoles
H'“CO» fixed/mm/mg) were similar o those found 1n somcated retinal tissues (3 4

0 4 amoles HCO, fixed/mm/mg), indicating that pyravate carboxylase was just
as achve n retma as whole bran,

Rates of both *CO, fixation and “*C-glutamate appearance are a fimction of
pyruvate levels in the retina

In preliminary expenments retinas were mcubsted with 0 2 mM pyruvate
as described 1n methods fior 10, 20, 40 and 60 nunute periods. Total *CO; was
manttored as well as ATP and crestine phosphate lsvels. ATP and creatine
phosphate lovels remained constant 23 a fanction of tme, demonstratmg that
oxygenstion and pH control were adequate throughout, Total COa fixation (5 50 £
0 14 nmoles/mg protemn) peaked between 20 and 40 rmnutes, tat was already 76%
of maamal (4 2 1 0 1 nmoles/mg) at 10 mmtes. Since ATP (201 0.2

nmoles/mg) and creatine phosphate (16 + 1 1 nmoles/mg) lovels were lugh and
did not change with time, this peak mdicated that the rate of CO; fixation was
constant, but that contmucus breakdown of non-volstile cartbon 14 products to
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CO; +H;0 produced & near steady state level of glutamate and ghitamune specafic
radioactivity by 20 minutes.

To assess the contral of pyruvate carboxylaton over glutamate synthesis,
retmas were incubated with esther 0 2 or 5 mM pynivate n the madrum and

mtracelluler and extracellular metsboirtes analyzed. The total *CO; fixed 1n 20
murtes m the presence of 0 2 mM pyruvate was § 27 & 0 45 nmoles H*COy/mg,
whereas that fixod in the presence of 5 mM pyruvate was 9 50 1 0 74 nmoles
H'“COy/mg Figure 2 shows that increasing ualabelled pyravate from 0 2 to 5 mM
1ncroascs the sum *C-giutamete phus ““C-ghtamme (from I 74 £0 19 102.90 +
0 31 nmolea/mg, p<0 005) Figure 2 also shows that the lngher pyruvate
incubation increases the 1C-lactate plus “C-pyruvate values. Thus, at steady
state, an increase 1 pyruvate concentrabon from 0.2 to 5 mM increased
incorporation of H*COs into glutamete and glutamine by 66% whereas the
increase 1 pyruvate increased H*CO; incarporstion mto pyruvate and lactate by
111%. The carbon 14 cycled into pyruvate and lactate represents ghal recycling
through pyrovate carboxylase, malic enzyme and phosphoenolpyruvate
carboxylanase and for the first time demonstrates active citric acad cycle
decarboxylatwon 1n mtact neural tissus,
nmdmﬁowﬁummumﬂnxth;mmwbmﬂm
induces an increase m de novo synthesis of retinal ghutamate. A somewhat larger

increase in pyruvate recyding occurs simmultansously

A large fractien of total glutamine rynthesis s derived from pyruvate
carboxylation

&5
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The importance of pyruvate carboxylation as a source for replemshing the
glutamate released from retinal nerve endings dunng neurona! transmussion was
assessed by determuning the specific radioactmvity of glutamme m retmal tissue
incubated with medium contsimng H'4COy. A fixed proportion of glutamne
synthess m retina dentves from unlabelled gfiutamate released by neurans and
taken up by Milier glia. The remamnder comes from ghal a-ketoghitarate
synthesized ansplerotically from pyruvate and *CO,. Therefore, the specafic
radioactivity of ghitanune relstve to the specific activity of H*CO; provides a
muntmnal value for the proportion of gltamine derved from snapleroms. The
prodnct of pyravats carboxylase i the glia 13 [1,4-*'C]-oxaloacetste. Both the 1
and 4 posrtions are Iabelled because the carbon 14 mitully mmcorpocated mto the 4-
C postion of cxaloacetats 18 andormzed between the 1 and 4 poathons by
oquilibration of cxalacetate with symmetrical fumarate. The labelled coaloscetate
condenses with pyruvats to form catrate, winch 1s then ssomertzed to 1socitrate.
[1,4-C]-woctrate 13 oxdized and decarboxylated to [5-**C] a-ketoglutarate by
1socitrate dehydrogenase, Therefore the a-ketoghutarate gynthesizad
ansplerotically has spproxumately half of the specific radioactrvity of the oniginal
substrate H*COs, depending on the degreo of randonmzation of the label m
oxaloacetatn. Ths 14 also true of the giutamme syntheszad from the [5-C] a-
ketogiutarate.

The specific activity of glutamne was measured in the retinal tusue
extracty ncubated with 0 2 mM pyruvate and H*COs for 10, 20, 40 and 60
munutes. Only the tissus glutarune (not medmm) 18 reported. Specific
radwactivity of giutamune tn the tissue was constant between 10 and 60 minutes.

After 20 minutes of incubation the mass amount of ghatamine 1n the tissue was

>
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4 50 3 0 44 nmoles/mg, and it specific radioactivity was 1970 + 115 dpm/nmat or
0 158 £ 0 009 dpm/nmol of the bicarbonate specific actrvity This indicates that

about 32% of the glutarmne was produced by anapleroms and pyruvate
carboxylase.

The speafic adicactivity of retinal glutamate (269 + 8 dpm/nmol) was
lower than that of giutannne and also constant as a funchon of time from 10-60
mn, It was only 14% of the specific activity of glutamme. This suggests that
glutamate metabolic tumover in the nearons 15 rapid with respect to ansplerotic
synthems However, nnce nsuronal gliutamate turnover cannot replemsh the
glutamate carbon skeleton lost dunng nearotransmission, the anaplerotic pathway
15 of prime mmpartance m mantyming neuronal ghitamate levels. The present data
show unsqurvocally that the ansplerotic pathway provides a large (~32%)
propartion of the ghitarnmne requred for glutamate replemshment.
Synthesis of retinal giutamate and gintamins is partinlly dependent on
branched chain aming acld tmansamination

Recent studies of giutamate synthesis 1n cultured astrocytes suggested that
the conversion of a-ketoglutarate to glutamate could act as a rate-controlling step
1n anaplerotic synthesis of glutamate. Several groups have mdicated thet the -
anuno group of glutamete cannot be mipplied as ammoma and st therefore be
supplied by transsmmnation of a-ketogiutarate with another amuno acsd Kanamon,
K, Ross, BD,, and Kondrat, RW (1998) J. Newrochem. 70, 1304-1315,
Laemmbh, UK. (1970) Nature 227, 680-835, including our own Haberg, A, Qu,
H., Bakken, LT, Sande, LM., White, LR., Hamldseth, O., Unsgard, G, Assley,
1, Sonnewald, U (1998) Dev. Nexrasce. 20, 389-398 Branched chan amino
acids are likely mirogen contnbutars smce they can cross the blood-bran and
blood-retinal barners efficiently Hutson and cowarkers have proposed that a
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nitrogen shuttle between neurons and gha which mvolves branched chain amno
acads and two BCAT 1soenzymes, one i neuronal cytosol (BCATc) and one 1n
glal mtochondna (BCATm) can also provide the needed nitrogen. Higtson, S M.,
Berkich, D, Down, P, Xu, B, Aschner, M., and LaNoue, KF (1998).J
Neurochem. 71, 863-874 According to this hypothetical shuttle, neuronal BCATc
facalitates ghal BCATm convernion of a-ketoglutarate to giutamate by providing
BCAA regenersted m the neurons (cf Figare I).

18-

As a first step toward investigating the role of the BCAT 1soenzymes m de

novo glutamate synthests in the retina, immunoblottmg with BCATm snd BCATc
specific antibodies was used to determune whather the BCAT 1s0enzymes are

exproessed n rat retma. As shown 1n Fagure 3, both BCATc and BCATm are
expressed m the retina at levels that are comparable to those found m whole bram

homogenates Therefore, freshly dissected rat retine 13 an appropnate mtact neural
system 1n wizch to test the concept of nitrogen shuttiing between neurons and gha

The leucine anslog gabapentin (GBF) 13 8 neuroactive drug which inhibits
BCATqg, but not BCATm. Su, T -Z., Lunney, E., Campbell, G, Oxender, DL.
(1995) X Newrochem. 64, 2125-2131 It was confirmed that GBP mhibits the
synthes:s of lezcine 1n freshly dissected rat retinas (data not shown). The effect of
GEP on the synthoms of *C-glutamate plus *C-ghstamne from H'*COs 1n ex vivo
rat retinas was then measured. As shown in Figure 4, 1| mM GBP reduced
formation of “C-ghrtamate plus *C-giutanune to 71% of control values (2 26 +
0 05 versus 3 18 0 12 amol/mg, p<0 001). Addrtson of 200 uM each of leucine,
1soleucine and vahine reversed the inhibrtion to 89% of control (2.84+1 15
omol/mg, p<0 01 versus GBP alons). There was no effect of GBP on erther ATP
or crestine phosphate indicating that the GBP did not impair retinal bioenergetic
processes. Tho xmall mcrease 1n incorporation of carbon 14 into lactate and ciinic

P
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acid cycle intermediates (from 1 93 + 06 to 2.12 1 0 13) due to the presence of |

mM GBP was not significant. Incorporation of the label into all of the metabolites
18 ghown in Table IL

Further expenments were carmed out to investigate dose/response
propesties of GBP Freshly dissected retinas were mcubated for 20 moutes m
buffer A contammg eher 0, 0.2, 1, or S mM GBP As shown 1n Figure 5,
mcreasing the concentration of GBP over 1 mM did not significantly increase the

extent of 1ts inhibtion of the synthesms of *C-ghutamats phus '*C-gintamine from
H“COs Agam GBP has no influence on formetion of citric acd cycle

mtermechiates, Jactate and pyruvate (Figure 5) This supports the proposal that the
ato of GBP mbibition of glutamate synthems 1s the BCAT mediated convermon of

a~ketoghutarate to glutemate
Discussion

The studies described evaluated mechanisms for mantenance of CNS
ghxtamate lovels. Previous studies showed that glutamine synthetase s required in
rotwnas and lnppocampal shices to maintan levels of neuronal ghutamate Su, T -2,
Lunney, E., Campbell, G., Oxender, D.L. (1995) J Newrochem. 64, 2125-2131
Immunocytochemical measurements mdicate that 50% or more of retmal and
whole brusn glotamats is neuronal and that mubition of giotemine synthetase for
90 mumjtes depletes the neuronal ghitamate poal to neghgible lavels. Ottersen,
O.P, Zhang, N, and Walberg, F (1992) Nesrasct 46, 519-534 This
demonstrated that glutamune synthetase 18 requred for maintenance of neuronal
glutamate. Although ghitamate can be synthesized 1n neurons from a-
ketoghutarste, lack of pyruvate carboxylase or another anaplerotic enzyme
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prevents replenishment of a-ketogiutarate, and this, precludes net giotamate
synthests within the neurons except from ghitemne via glutaminase,

In this example the sources and control of glutarune synthesis was
mvestigated by incubating excised retinas with H**COy and measurmg the
sppearance and specific mdioactivity of 1C-glutemine and *C-glutamete. More
1C-glutamine s synthemzed m the presence of 5 mM pyruvate then mn the
presence of 0 2 mM. This mdicates that pyruvate carboxylase actvity influences
the rate of glutarmne synthesis. However, Inck of sensrtsvity of this control 18
demonstrated by the observation that when pyruvate 1s increased from 0.2 mM to
5 mM the magnstude of the increase 1n pyruvate carbaxylase flux (80 334) 18 not
directly translsted mto an equivalent increase in C-giutamate pius C-gintamine
(69 0%) Flexibility of the control 1 provided by the potential for ctric acad cycle
decatboxylation and pyruvate recycling  The pyruvate dependence of total
H"CO; fixxtion 1n retmal tissue was similar to that seen in cultured 1solated
astrocytes. Gambermo, W C,, Berluch, D.A., Lynch, CJ, Xu, B., and LaNous,
K (1997) J Neurochan. 69,2312-2325 However, 1n astrocytes, whuch have no
way to regenerate endogenous BCAA used to transaminate a-lostogintarste, the
pyruvate-induced mcreases in CO; fixation were not transiated 1nto imncreases m
“C-glutamate and C-giutamine levels. Instead, the carbon 14 accurmuiated solely
1n atne acid cycle intermedhates and into “recycled” pyruvata.

In the retinal studies reparted here, the specific radioactivity of ghrtamine
at steady state was 0 158 of the bicarbonate specific activity Since, approxmmstely
half of the “‘C icorporsted into oxalacetate 18 retmined 1n a-ketoghutarate, the
rosults show that ~ 32% of the ghutamme 15 denved from H'*COy Thus 1a the first
durect estimate of the contribution of anaplerous to glolamms synthesis 1n &
neurcnal tissue. Previous eshmates have been indmect, and involved 1sotopomer
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sanalysis of NMR spectra following infusion of “C glucose (3-5, 11-13) tato meact
brams. Esttmates of the contnbution of pyruvate carboxylation to glutamine
synthests uming thess NMR methods have been lower than the present one, and
range from leas than 1% (3) to 5-10%4 (4,5) to 20-25%. Shank, RP., Bennet, G S.,
Freytag, S O., and Campbell, GL. (1985) Bramn Res. 329, 364-367, Gnffen, J 1.,
Rae, C, Radda, GK., and Matthews, P M. (1999) Biockim. Biophys. Acia 1450,
297-307, depending largely on mitial assumptions of the mathematical modals
employed. The prasent results suggest that ghal pyruvate carboxylation and the
conversion of citnic acid cycle mtermediates to ghitamate and ghrtamune are likaly
to be quantstmtrvely important for retinal fanction and possibly for whole brain
function.

The observation that GBP siows the conversion of citne sad cycle

mtermediates to ghatamme and glutamate strongly suggests that neuronal
synthems of BCAA by BCAT( 18 nacessary for optimal rates of amnation of a-
ketoghutarate to glutamate. A reasonable scheme for thesr mvolvemant 1n this

process 18 ghown 1n Fagure 1

The results, winch demonstrate mhibition of '*C-glutamate and C-
glutamine synthesis from H'“COs by GBP and reversal of the inhibrton by
BCAA, are consustent with the described almttls. The hypothesss also provides a
possible explanation for the antr-epileptic action of GBP Teylor, CP, Gee, NS,
Su, TZ,, Kocas, JD , Welty, D.F , Brown, J.P, Dooley, D.J, Boden, P, Singh,
L. (1998) Epilepsy Res. 29, 233-249 Indeed, decreased ghutamate synthesis 15 a
comman action of GBP and the anti-epileptic carbonic anhydrase mhibitors
Hazen, S.A, Waheed, A., Sly, WS, LaNoue, KF , Lynch, C.J (1997) Dev
Newrasa. 19, 162-171 Also, Maple Syrup Unins Diseasa, the hereditary miiment
caused by a mutation of the gens for branched chan keto acid debydrogenase, f
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untreated mduces gh serum BCAA 1n patients and subsequent neurologreal
abnarmalitsies Cluang, DT and Stub, V.E. (1995) in The Metabolic Basis of
Inherited Disease, eds. Schriver, CR., Besudet, AL., Sly, 5, and Vaile, D
(McGraw-Hill) pp 1239-1277, which may be relsted to abnarmal regulaton of
glutamate synthesis. Finally, the implications of nitrogen shuttling dunng
glutamate synthests must be studied further mn hght of the efficacy of GBP m the
trestment of neuropathic pain  Ottersen, O.P., Zhang, N , and Walberg, F (1992)
Neurasci. 46, 519-534 and neurodegenerstion, Chuang, D .1 and Sinh, V.E. (1995)
in The Metabolic Basis of Inherited Disease, eds. Schniver, CR., Beaudet, AL.,

Sly, S., and Vaile, D (MeGraw-Hill) pp 1239-1277, Rothsetin, J.D and Kuncl,
R.W (1995) J. Neurochem. 65, 643-651

EXAMYLE 37

Enzyme preparahon. Frozen rat brains were thawed on 1ce and minced mto fine
pieces. For each brain § ml of 1sotomc buffer [225 mM mamtol, 75 mM sucrose,
5 mM MOPS (pH 7 1), 1| mM EDTA, 1 mM BGTA, 1 mM DTT contaming
leupeptin, pepstatin and PMSF] was added. The samples were homogemzed in
Potters hamogemzer (B Bran Biotech International) st 500 rpm for ten strokes,
followed by addstional ten strokes at 800 rpm. The homogenates were centnfuged
1n Beckman J2-M]1 centrifiage with rotor JA-20 at 19, 000 rpm fior 1 br The
supemnatant was dialyzed with at least three changes of dualyms buffer (225 mM
manmtol, 75 mM sucrose, 5 mM MOPS pH 7 1, IlmM EDTA, 1 mM EGTA, snd
1 mM DTT) for 24 brs. The resulting enzyme was stored at —80 °C for further
Anays.

Assxy of BCAT- The reaction was done 1n 1 5 ml Eppendorf tubes 1n a volume of
100 pl contaimung 50 mM Tns-HCL (pH 8 3), 25 uM [**C] Ldeucine, 10 mM 2-
oxogiutarate, 15 uM pyndoxal phosphate, 1 mM DTT, and enzyme. The
solutions for the reaction mixture were made m 10-fold concentrations. After 10
mm incubation at room temperature (22 °C), the reaction was stopped by adding
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100 ul of 15 mM p-mtrophenyl hydrazine in 2 M HCL. After a few munites, 1
mL of a toluene-based santillation iqud (4 5 g of FPO und 0 S gof bus-MSB m 1
Ister of toluens) was added, the tube was capped and muxed thoroughly with a
Vortex micer Then the tubes were centnfuged at 13, 500 rpm (Bppendorf
centnifige 5415C) for 10 oun, Six hundreds pl of crgamc Inyer from each tube
was placed mto scantillation vials, followed by adding 10 ml of scantillstion
cocktail for countmg.
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1 A compound of Formula IV

N o

R1-R4 are hydrogen or alkyl,
X1sNRS or O,

RS 18 hydrogen or alkyl,

R6 1 hydrogen, alkyl, benzyl, acetyl, arylalkyl, alkoxy, cycloalkyl, allyl,
alkylcycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkylcycloalkyl, tnsubstrtuted halogenalkyl, and
wherein R;-Ry¢ are cach hydrogen the R is not hydrogen or methyl, or s pharmaceuhcally
scoeptable zalt, ester, prodrug, or amide thereof

2 A compound gccording to Clmm 1 wheresn Ry and R4 are hydrogen end R,
and R are alkyl, Ra and R4 are hydrogen and R; and Rj are muthyl, R;-R4 are
hydrogen, R 1s alkyl and Rz-R4 are hydrogea, R, 1s methyl and Rg-R4 are
hydrogen, R, 18 hydrogen, X 18 NR¢; X 15 O; R 1 alkyl, Rs 13 benzyl, Re 13 acetyl,
Rq 18 phenylalkyl, Rs 15 cycloalkyl, R¢ 18 tnfluoroalkyl, Re 19 alkylcycloalkyl, Ry 18
sikoxy; and R 13 allyl

3 A compound according to Claim 1 wheresn R and Ry are hydrogen and R;
and R3 are methyl, R;-R, are hydrogen; R; 13 methyl and Rz-R4 are
hydrogan, R 15 hydrogen, X 13 NR¢; Re 18 alkyl, Re 18 benzyl, Re 13 acetyl,
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Rs 18 phenylalkyl, Re 15 cycloalkyl, Re 15 trifluoroalkyl, Re 18
alkylcycloalkyl, Re 13 alkoxy; and Ry 18 allyl

4 A compound according to Claim 1 wheresn R; and R4 are hydrogen and R,
and Ry are methyl, R;-R, are hydrogen.

5 A compound according to Claum 1 and selected from.
(1-Altylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
(1-Prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
{1-((2,2,2-Tnfluaro-ethylamno)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid,
{14(3,3,3-Tnfluoro-propylamino)-methyli}-cyclohexyl}-acetsic acad,

10,3, 58- (1-Allylammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
10,38,5p~(3,5-Dimethyl- 1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic scad,
let,3p,5B-(3,5-Dimethyl-1-(2,2,2-tnfluoro-ethylamino)-methy{}-cyclohexyl }-
acetic acud,
1a,38,5B-(3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-tnfluaro-propylammo)-methyl}-cyclohexyl}-
acetic acd,

trans-((1R 3R)-1-Allylsmunomethyl-3-methyi-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-prop-2-ynylammomethyi-cyclohexyl)-acetsc acd;
trens-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(2,2,2-tnfluoro-ethylammno)-methyl]-cyclohexyl} -
acetic acad,
trens-{(1R,3R)-3-Methyi-1-[(3,3,3-tnflucro-propylarmo)-methyl]-cyclohexyl}-acetic
acd,
trens-{(IR,3R)-3-Methyl-1-[(4,4,4-tnflucro-butylammo)-methyi]-cyclohaxy!}-
acetrc acid,
1a,3B,5B-(3,5-Dimethyl-1{(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl} -
acetic acad,
1a,3p,5p-{1-{(Cyclopropylmethryi-ammno)-methyl}-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-
acetic acud,
trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclopropyimethyl-ammo)-methryi]-3-methyl-cyclohexyl}-
acetic acud,

trans-{(1R,3R)-3-Methy!-1-methylamtnometiryl-cyclohexyl)-acetic acid,
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trans-((1R,3R)-1-Ethylammomethyi-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclobexyl)-scetic acd,
trans-((1R,3R)-1-Butylaminomethyl-3-methyi-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyi-cyclohexyl)-acetic acad,

10,38, 5p-{ 1-{(Hydroxymethyl-amino)-methyi]-3,5-dsmethyl-cyclohexyl ) -acetic
acud,

1a,3B,58-(1-Amunomethyl-3,5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonde;
1o,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-propylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
kydrochlonide salt,

1a,3p,5p-(1-Bthylammomethyl-3, S-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd
hydrochlonde sak,

1a,3B, 5p-(1-Benzylammo-methyl)-3,5-dimsthyl-cyclobexyl]-acetic acid,
hydrochlonde salt;

1,38, SB-(1-Dimethylammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyf)-acetic acd,

hydrochlonide salt;
1a,3B,5B-(1-Butylammometiryl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
hydrochloride salt;

1a,3p,5B-{1{(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-3,5-dinethyl-cyclohexyl}-acetic
acid, hydrochlonde salt,
1et,3p,50-(3,5-Dimethyl-1-methylammometiryl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonde salt;

1a,3B,5B-{ 1-(Acetylamino-methyl)-3,5-dmethyl-cyclohexyl]-acetic acad,

1a,3B,5p-(1-(Isobutylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochlonde salt,

1ct,3B,56-[3,5-Dimethyl-1-(phenethylarmno-metiyl)-cyclobexyl}-acetic acid
hydrochlonde salt,

10,,3p,58-(3,5-Dimethyl- 1-{(3-phenyl-propylamsno)-methyl}-cyclohexyl)-acetic
acid hydrochlonde salt,



10

15

4s9

87-
{1-[(Cyclobutylmethyl-amno)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid hydrochlonde
salt,
1a,3B, 58-(1-(Isopropylamino-methyl)-3, 5-drmethyl-cyclobexyl}-acetic acd
hydrochlonde salt;
{ 1-[(2-Methyl-butylamma)-methyl}-cyclohexyl}-acetic actd, bydrochlonde salt;
{1-[(4,4,4-Tnfluoro-butylamino)-methyl}-cycliohexyl}-scetic acsd, hydrochloride
salt;
(1-Ethylamimomethyl-cyclohexyl)-acetsc acid hydrochlonde salt,
{1-(Cyclopropyimethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl }-acetrc and hydrochlonde
salt,
{1-{(2-Bydroxy-1-methyl-stirylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic aand
hydrochlonde salt;
[1-(Isobutylamino-methyl)-cyclohexylj-acetic acsd hydrochlonde salt;
(1-Propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonde salt,
[1-(Isopropylammo-metiryl)-cyclohexyi}-acetic acid hydrochionde salt;
(1-Cyclohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic scid hydrochlonde salt, and

[1-(Benzylammo-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid hydrochlonde salt.

6 A method for tresting disbetic retinopathy compnaing the step of
admmisterng a therapeutically effective amount of & compound of
Fornmlas 1, II, and/or IT[ to a patsent 1n need thereof

N
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Ry s H, slkyl, cycloalkyl, substituted alky! contaimng balogen, anune,
alkoxy, cycloalkyl, or hydraxy; allyl, aliynyl, acetyl, sulfonyl, phenyl,
benzyl, or arylalkyl,

m and n are indepandently an mteger of 1-3,
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Ry —Rq and Rio — Ry4 are independently H, alkyl, or substituted alkyl, and

X=NRys, O,0rS

where there 13 more than one stereoisomer, each clural center may
be independently R or S, or a pharmaceuticaily acceptable salt,
ester, prodrug, or amide thareof

7 The method of Claum 6 wherein m and nare 1, X 13 NRyq, Ry 18 H, Ry 18
methyl, Ry and Rs are methyl, Re 18 methyl, Rig 18 methyl, Ry and R, are
methyl, Ry and R aro methyl, R;-Rs and R;o-Rys are H, Ry 18 alkyl, Ry 18
benzyl, Ry4 15 alkyl, R, 18 arylalkyl, Ry 1 cycloalkyl, R;-Ra ere H, Ri-Re
and R1¢-Ry) are H, Ry-Ra and Ry-Rg are H, ar Rg 18 methyl.

8 The method of Claim 6 wherem Ry 18 alkyl, R;-Rj and ReR;; and Ryq are
hydrogen, and m and n are 1, and X 18 NRy4, Rg and Ry; are alkyl, Ry-Rg
and R-Ryo and R4 a0 hydrogen, m and n are 1, and X 18 NR;4, Ry and Ry
are alkyl, R;-Rgand Re-Ryo and Ry4 are hydrogen, mand nare 1, Ry 18
alkyl, and X 13 NR;4, snd R;-R;3 and R4 are kydrogen, m and n are 1, and
X0

9 The method of Claim 6 wheresn the compound 15 selected from.

{1-Allylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

(1-Prop-2-ynylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic aced,

{1-[(2,2,2-Tnftuoro-ethylammo)-methyl]-cyclohexyl}-acetic scid,

{1-[(3,3,3-Trfinoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad,

1a,3p,58- (1-Allylammomethryl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

1a,3B,5~(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylsmmomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

10,3B,5B-{3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2-tnfluoro-ethylamino)-metiyT}-cyclohexyl)-
acetic acid,
10,3p,5B-(3,5-Dimsthyl-1-{(3,3,3-trflucro-propylammo)-methyl}-cyclohexyl)-
acetic acd,

trans-((1R 3R)-1-Allylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acud,

trans-((1R 3R)-3-Methy}-1-prop-2-ynylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
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trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1{(2,2,2-tnfluoro-ethylammo)-methyi]-cyciohexyl }-
acetic acid,

trans-{ (1R, 3R)-3-Methyl-1-{(3,3,3-tnflucro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl } -acetic
acud,
teans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-[(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl}-
acetic acid,
1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-[(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-metiyl}-cyclohexyl } -
acetic acad,

101,38, 58-(1-{(Cyclopropylmethyl-amuno)-methy!}-3, 5-dmnethyl-cyclobexyl)-
acetic acud,
trans-{(IR,3R)-1{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl ) -
acetic acad,

trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-methylammomethyl-cyclohexyt)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Ethylaminomethyl-3-methyl-cyciohecyl)-acetsc acad,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trane-((1R 3R)-1-Butylsminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethy}-3-methyl-cyclohexyl)-acetsc acid,
1a,38,5p-{1-{(Hydroxymethyl-amino)-methyi}-3,5-dmethyl-cyclohexyl}-aceno
acud

10, 3p,5p-(1-Aminomethyl-3, 5-dsethyl-cyclohexyl)-acetic acd hydrochlonde;

trans-(1R,3R)(1-Amnomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochloride;
(1-Ammomethyl-2-msthyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonde;
(i-Aminomethyl-3,3-dimetiryl-cyclohexyl)-acetic acid kydrochlonde;
(1)-(trans)-(1-Amunomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetc acid hydrochlonde;
(cas/trans)-(3R)-(1-Amnomethyl-3-methyi-cyclopentyl)-acetic acad
hydrochlonde;

(+){trans)-(1-Aounomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acid hydrochlonde,

(+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acad hydrochlorde;
10,38, 58-(1-Ammomethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde;
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1a,3B,5-(3,5-Dimethyl-1-propylaminomethyt-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt,
1a,38,5-(1-Ethylammnomethyl-3, S-dimethyi-cyclohexyl)-acetic acd
hydrochlonude sait,
1a,3B,5p-(1-Benzylamno-methyl)-3, S~dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochlonde salt;
10,38, 58-(1-Dimethylaminomethyi.3, S-dimethyi-cyclohexyl)-acetic scd,

hydrochlonde salt,
1o,3B,58-(1-Butylammometiyl-3, 5-dimethryl-cyclohexyl)-acetic acud,
hydrochlonde salt;

1e,38,5p-(1-{(Benzyl-methyl-amino)-methy{]-3,5-cumethyl-cyclohexyl }-scetic
acd, hydrochlonds salt,

10,3, 58-(3,5-Dimethy}-1-methylamnomethyl-cyclobexyl)-acotic aced,
hydrochloride salt:
1a,3B,5B-{1-(Acetylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acctic acid,

1a,3p,58-(1-(Isobutylammo-methyf)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetsic acad
hydrochlonde salt,

10,38, 583, 5-Dimethyl-1(phenethylamino-methyl)-cyclohexyl}-acenc scxd
hydrochlande salt;
1a,38,5p-(3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylammo)-methyl]-cyclohexyl}-acetic
acud hrydrochlonds sah,
{1-{(Cyclobutyimethyi-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad hydrochlonde
salt;

1a,38,58-(1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid
hydrochlonde salt,

1-Aminomethyl-1-cyclohexane-acetc scd,

1-Aminomethyl-1-cyclopentans-acetic acid,
Sodmum salt of 1-ammomethyl-1-cyclopentane-acetic acad,

A
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Sodmum sakt of 1-(rydroxymethyl)cyclohexans-acetic acid,
{1-[(2-Methyl-butylamino)-methyi]-cyclohexyl}-acetsc acid, hydrochlonde salt,
{1-[(4,4,4-Tnfluoro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlonde
salt:
(1-Bthylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad bydrochlonde salt,
{1{(Cyclopropylmethyl-anuno)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acad hydrochlonde
salt,
{1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acsd
hydrochlonde salt;
[1-(Iscbutylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acad hydrochlonde salt,
(1-Propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad kydrochlonde sait,
[1-(Isopropylxmino-methyl)-cyclohexyl]-acets acid hydrochlonde salt;
(1-Cyclohexylammomethyl-cyclohexyl)-acetsc acid ydrochlonde salt, and

[1-(Benzylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetsic acud hydrochloride salt.

10 A method for nhibiting the branch chain amino acid-dependent
anunotransferase 1n & patient in need thereof comprising the step of
administening & therapeutically effective amount of & compound of
Formulag I, T, and/or IIT
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Re
N "°‘°\

gl \cHan
R R
Ry
Re

' Re

Ry 15 H, alkyl, cycloalkyl, substduted alkyl contammg halogen, amune,
alkarxy, cycloalkyl, or hydroxy; allyl, alkynyl, scetyl, sulfonyl, phenyl,
benzyl, or arylalkyl,

m and n are independently an integer of 1-3,
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R; —Rsand Ryp — Ry4 are independently H, alkyl, or substituted 2ikyl, and

X=NRi,,O,0rS

where there 18 more than one stercoisomer, each chural conter may

bo independently R or S, or a pharmaceutically acceptable salt,
ester, prodrug, or amude thereof

The method of Claim 10 wherein wherem m and nare 1, X18 NRyy, Ro 18
H, R4 1s methyl, Ry and Rs are methyl, Re 18 mothyl, Ry 18 methyl, Ry and
Rg are methyl, R, and Ry are methyl, Ry-Re and Ryo-Rys are H, R, 13 alky),
Ry 13 benzyl, Ryq18 alkyl, R, 18 arylalkyl, Ry 18 cycloalkyl, Ry-Rg are H, Ry~
Rq and Rio-Ry; arc H, Ri-R; and Ry-Rq are H, or R; 18 methyl

The method of Clum 10 wherein Ry 1 alkyl, R;-Ra and Re-R;; and R;4are
hydrogen, and m and n are I, and X 18 NR;4, Ry and R); aro alkyl, Ry-Ra
and Re-Ryp and By4 are hydrogen, m and n are 1, and X 13 NRyy, Ry and Ry
are alkyl, R;-R; and Ry-Ryp and R; ¢ aro hydrogen, mand nare 1, Ry 13
alkyl, and X 13 NR4, and R;-R;; and R34 are hydrogen, mand n are 1, and
Xis0

The method of Claym 10 wheren the compound 18 selected from.

(1-Allylammomethyl-cyclobexyl)-acetic acid,
(1-Prop-2-ynylammomethyl-cyciohexyl)-acetic acd,
{14{(22,2-Tnflaoro-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid,
{14(,3,3-Trfluoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad,

1a,3B,5B- (1-Allylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3p,5p-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylanunomethyl-cyclohexyl)-scetic acid,
1a,3p,58-{3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2-nflucro-ethylamino)-methyf}-cyclohexyl} -
acehc acid,

/he?/
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1c,3B,5B-{3,5-Dimethyl-1-[(3,3,3-tnflucro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl} -
soetic acud,
trans~((1R,3R)-1-Allylammomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acud,
trans-((1R,3R)-3-Mothyl-1-prop-2-ynylamnomethyl-cyclobexyl)-acetic acad,
trans-{(1R,3K)-3-Methyi-1-[(2,2,2-nflucro-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl}-
scetic acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-[(3,3,3-tnfluoro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic
acad,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(4,4,4-triflucro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl}-
acetic acad,

10,3, 58~(3,5-Dmethyl-1-[(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl}-
ecetic acud,
1e.38,58-(1-{(Cyclopropyimethyl-smino)-methyl}-3,5-dumethyl-cyclohexyl)-
acetic acd,
trans-{(1R,3R})-1-{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl}-
scetic acd,

trans-((1R,3R)-3-Methyl- 1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
trans-((1R 3R)-1-Ethylaminomethryl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-{((1R,IR)-3-Methyl- 1-propylarmnometiryl-cyclohexyl)-acetic acud,
trans-((IR,3R)-1-Butylammomethyi-3-methyi-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Hydraxymetiryl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3B,58-{ 1 (Hydraxymethyl-amino)-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-acetic
ecad,

1a,3B,58-(1-Amunometiry]-3,5-dicthyi-cyclohaxyl)-acetic acid hydrochlande;

trans<(1R,3R)(1-Amumnomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acenc acid hydrochlonde;
(1-Ammomethyl-2-methyl-cyclohexyi)-acetic acid hydrochlonds,
(1-Amnomethyl-3,3-dmethyl-cyclohexyl)-acetic aad hydrochlonde;
()~(trans)-(1-Ammomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acid hydrochlonde;
(as/trans)(3R)-(1-Ammomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic acad
hydrochlonde,

(H)-(trans)~(1-Ammomethyl-3, 4-dimethyl-cyclopentyi)-acetic acad krydrochlonde;
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()-(trans)(1-Aminomethy}-3,4-dimethyl-cyclopenty)-scetic acad hydrochlonde,
10,38, 5p-(1-Amnomethy}-3,5-cimethyl-cyclohexyl)-acetic acd hydrochlonde,
lat,38,5B-(3,5-Dimethyl-1-propylamunomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonude sal;
1c,3p,58-(1-Bthylamnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochlonde sat,
1a,3B,58-(1-Benzylammo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetsc acid,
hydrochlonde salt;

1¢;,3B,55-(1-Dimethylammomethyl-3, 5-cimethyl-cyclohexyf)-acetic acud,

hydrochlornde salt,

1a,3pB,5p-(1-Butylaminomethyi-3, 5-dumethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrachlonde sait;

1a,3B,5p-( 1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyf]-3,5-dimethy}-cyclohexyl }-acetic
acul, hydrochlonde salt,

1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt;
1a,3B,5f-{1-{Acetylamarno-methyf)-3, 5-cumethyl-cyclohexyl]-acetic acd,

1c,3p, 5B-(1-(Isobutylammo-methyi)-3,5-dmethyl-cyclohexyi}-acetic acud

hydrochlonde saft,

10,3D,5p-[3,5-Dimethyl-1-(phenethylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochlonde salt;
10,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylamino)-methyi]-cyclohexyl}-acetic
acid hydrochlonde salt,
{14(Cyclobutyimethyl-ammno)-methyl}-cyclohexyl) -scetic scad hydrochlonde
salt;

1a,3p,5p-(1-(Isopropylammno-methy()-3,5-dimethyl-cyclohaxyl]-acetic acad
hydrochlonde salt;

1-Aminomethyl-1-cyclohexane-acetic acxd,

1-Ammomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
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Sodtum salt of 1-amunomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
Sodwum salt of 1-(hydroxymethyl)cyclohexane-acetic acid,

{1-(2-Methyl-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochlonde salt,
{14{(4,4,4-Trfluoro-butylammo)-methyl}-cyclohexyi}-acetic acid, hydrochlonde
salt,

(1-Bthylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonds salt,
{1{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyi]-cyclobexyl }-acetic acad hydrochionde
salt,

{1{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad
hydrochlonde salt;

[1-{lsobutylammo-methyl)-cyciohexyl]-acetic acud hydrochlonde salt;
(1-Propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochloride salt,
[1-(Isopropylamino-methryl)-cyclohexyl]-acetic acad hydrochlonde salt,
{1-Cyclohexylamunomethyl-cyclohaxyl)-acetic acid hydrochlonde salt, and

[1-(Benzylammo-methyl)-cyclohexyl}-scetic acad hydrochlonde salt.

14 A method for treating neurological disorders, depression, anxety, pame,
mama, bipolar cisorders, antiflammatory diseases, glaucoma, pamn or
gastromtestinal damage compneing the step of admmistenng a therapeutically
effective amount of & compound of Formuia IV to patient 1n need thereof.

R1-R4 are hydrogen or alkyl,
X1BNRS or O;

RS 18 hydrogen or alkyl,

R5 18 hydrogen, alkyl, benzyl, acetyl, arylalkyl, alkoxy, cycloalkyl, allyl,
alkylcycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkylcycloalkyl, tnsubstrtuted halogenalkyl, and
wherein R;-R4 are each hydrogen the Re 18 not hydrogen or methyl, or a pharmaceatically
acceptable salt, ester, prodrug, or amide thereof
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ABSTRACT

The present mvention 13 directed to a method for the prophylactic and
therapeutic trestment of diabetic retinopathy The method involves the
admnistration of an inhibitor of the branch chain amino acid-dependent
aminotransferase (BCAT) pathwey to an ammal, such as a mammal, 1n partiular
2 luman, m an amount sufficient to treat the retina for diabetic retmopathy

prophylactically or therspeutically The present invention 15 also directed to
scveral novel inhibitors of the BCAT pathway
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INHIBIDORES DE AMINOTRANSFERASA DEPENDIENTE DE
AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA Y SU USO

EN EL TRATAMIENTO DE LA RETINOPATIA DIABETICA

ANTDCEDENTES DC LA INVENCION

M&s de 14 000 000 de personas en los Estados Unidos padecen
diabetes Todas las personas con diabetes estian en riesgo de
complicaciones retinales Sin embargo, las personas que sufren
la diabetes de tipo I, es decir 2insulino dependiente, se
enfrentan a un mayor riesgo de pérdida de la visiébn severa que
las personas que sufren la diabetes de tipo I1II, es decir no

insulino dependiente

Inicialmente, el nivel alto de glucosa en sangre en las
personas diabéticas produce un aumento en los factores
crecamiento en sus ojos Esta condicidén se denomina “etapa de
retinopatia pre-diabética” y puede conducir a la retinopatia

diabética total, si no se la trata profilacticamente

La retinopatia afecta a la mayor parte de las personas
diabéticas en alguna medida duranLe sus vidas Es la causa
praincipal de la ceguera en los estadcunidenses de 20 a 74 afios

en la actualidad, y se espera que deteriore la visién en

aproximadamente un” tercio de las personas diabeticas en los
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Estados Unidos Cada afio en los Estados Unidos, ocurren tantos
como 40 000 nuevos casos de ceguera entre las personas
diabéticas (CDC, datos no publicados, 1993) Las personas
diabéticas son 25 veces mds propensas que la poblacién general

a quedar ciegas debido a la retinopatia

La retinopatia diabética taiene dos etapas una etapa no
proliferativa, que tipicamente ocurre pramero, y unha etapa
proliferativa La etapa no proliferativa, que también se
denomina “retinopatia diabetica de fondo”, se caracteriza por
el engrosamiento de la membrana de base, la pérdida de
pericitos retinales, las anormalidades microvasculares, los
microaneurismas intraretinales, y las hemorragias retinales
{(también llamadas hemorragias de “mancha de punto”), edema
retinal, en particular el edema macular diabético, el cirerre
de vasos capilares asociado con la isquemia retinal o la mala
perfusibébn retinal (es decir el mal desarrollo de vasos) vy
exudados blandos y duros La etapa proliferativa, que afecta a
aproximadamente 700 000 estadounidenses (Chen et al, J Miss

State Med Assoc 36(7) 201-208 (1995)), se caracteriza por
la neovascylarizacién y el crecimiento fibrovascular (es
decir, la cicatrizacién que 1involucra a elementos gliales vy
fibrosos) desde la retina o el nervio O&ptico sobre la
superficie interior de la retina o el disco o la cavidad

vitrea
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La etapa proliferativa puede conducir al glaucoma rubebdticq ©
neovascular El edema macular puede ocurrir en cualquier etapa
Y junto con las complicaciones surgidas de la
neovascularizaclén retinal, son los dos praincipales problemas
retinales que causan la pérdida de la visidn relacionada con

la diabetes

S1 bien las etapas patoldégicas de la retinopatia diabética se
han descraipto bien, los eventos moleculares que subyacen a la
retinopatia diabética son pobremente comprendidos Esto se
debe, en parte al hecho de que la enfermedad avanza durante

diez a treinta afos, segun cada indivaduo

el control estricto de la glucemia y la hipertensidén y el
examen oftédlmico de 1la diabetes parece beneficioso para
prevenir la enfermedad El1 Lratamiento actual consiste en la
observacién regular por un oftalmélogo, la fotocoagulacion por

ldser y la vitrectomia

El edema macular que amenaza o involucra al centro macular se
trata con la fotocoagulacién macular focal Las
cauterizaciones por léser de intensidad moderada,‘pequeﬁas (de
50 mu de diémetro), son apuntadas a las Areas de pérdidas en

la micula (Murphy, Amer Family Physician 51({4) 785-796
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{1895)) S1 el edema macular persiste, puede ser necesario

volver a Ltratarlo

Los pacientes ceon retinopatia no prolaiferativa severa a muy
severa Yy Jlos pacientes gue estdn en riesgo de sufrir
retinopatia proliferativa o gque ya sufren retinopatia temprana
o avanzada, son Ctratados con fotocoagulacién difusa o
panretinal La fotocoagulacidén panretinal consiste en 1 500~
2 000 cauterizaciones con laser, que tienen 500 mu de diémetr,
en la porcién periferica media y periférica de la retina

(Murphy (1995), citada arriba)

El mecanismo bioquimico mejor documenLado para el desarrollo
de las complicaciones microvasculares de la diabetes es la via
del sorbitocl En la via del sorbitocl, la enzima de reductasa
de aldosa cataliza la conversién de la glucosa en sorbitol y
de la galactosa en galactitol La reductasa de aldosa tiene
baja afinidad con la glucosa Por consiguiente, cuando las
concentraciones de glucosa son normales, la via estid inactiva
Durante la hiperglucemia, la via del sorbitol se activa La
actavacién de la via del sorbitol es importante para los
pericitos retinales, por ejemplo, que no requieren insulina
para la penetracion de la glucosa En forma similar, las

r

células capilares retinales parecen contener cantidades
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sustanclales de reductasa de aldosa {Ferrais, Hospital

Practice 79-89 {15 de mayc de 1993)

Dada la prevalencia del a retinopatia diabética, aun existe
una necesidad de un tratamiento profildctico y terapéutico
efectivo de 1la enfermedad Por consiguiente, el principal
objetivo de la presente invencién es proporcionar un método
para tratar profilActica y terapéuticamente la retinopatia
diabética, incluyendo el tratamiento en la etapa de la
retinopatia prediabética, en la etapa de la retinopatia no
proliferativa, y en la etapa de la retinopatia diabética
proliferativa Este y otros objetivos de la presente invencién
se harin evidentes a partir de la descripcién detallada que se

ofrece en la presente invencidn

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invengién se refiere a un método para el
tratamiento profiladctico y terapéutico de 1la retinopatia
diabética, que incluye el tratamiento en la etapa de la
retinopatia prediabética, en la etapa de 1la retinopatia
diabética no proliferativa y en la etapa de la retinopatica
diabética prolaiferativa El método comprende la administracién

de un ainhibidor de la via de la aminotransferasa dependiente

de aminocacidos de cadena ramificada Preferentemente, el

e
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inhibidor de la via de la aminotransferasa dependiente de
amincdcidos de cadena ramificada (BCAl) es un compuesto de las

Férmulas I, II y/o III
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(CHa)m (CHz)n
Ry1 R
Rig 1
Ry 1]
Ry Ry
Rz Ry
Re Rs
1)1

Rs R, Re

en donde

Ry es H, alquilo, cicloalquile, alguile sustituado que contiene
halégeno, amina, alcoxi, cicloalquilo, o hidroxi, alilo,
alquinile, alcanoilo, alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenilo,
bencilo, o arilalquilo,

m y n son independientemente un numero entero de 1 a 3,

R;-Rqy Y Rjo-Ri4 son independientemente H, algquilo, o© alquilo

sustituido, ¥y

X = NRy, 0, 0 S,
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donde hay mis de un estereoisémero, cada centro quiral puede
ser en forma independiente R o S, o una sal, éster, prodrogra,

o amida farmacéuticamente aceptable de &l

Los compuestos preferidos son aquellos de la Férmula I, II o
III en donde m y n son 1, X es NRy4, Ro €5 H, Ry es metilo, Ry ¥y
Rs son metilo, Ry es metilo, R;p es metilo, R; y Ry son metilo,
Ry ¥y Rg son metilo, R;-Rp ¥ Rio~Ris son H, Rs es alquilo, Ry es
bencllo, R;: es algquilo, Ry es arilalquilo, Ry es cicloalquilo,
Ri1~Ry son H, Ri-Rg Y Rig-Riy son H, Ri-Rz y Ry-Rg son H, o R; es

metilo

Compuestos mas preferados son aquelleos de la Férmula II en
donde Ry es alquilo, R;-Rz y Rs-R;1 ¥y Riq son hidrégeno, y m y n
son 1, y X es NRjs, R3 ¥ Ryy son alquilo, Ri-Rz ¥ Re-Rio ¥ Ris soOn
hidrégeno, m y n son 1, y X es NR;y, R3 y Ri; son alqurlo, R;-R;
y Ri-Rjo ¥ Ri« 30n hidrégeno, m y n son 1, Re es alquilo, y X es

NRis» Y R;-Rj3 ¥ Ris son hidrégeno, m y n son 1, y X es O
Compuestos especialmente preferidos se seleccionan de

Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,
Acido (l-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido {1-7(2,2,2-trifluoro~etilamino)-metil]~ciclohexil}-

acético,

P
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Acido {1-1(3,3,3-Lr1fluoro~propilaminc)-metil]-ciclohexil}-
acético,
Acido ia, 3{3, 5p-(1l-alilaminometil-3, 5-dimetil-ciclohexil) -
acético,
Acido la, 3[}, 5}~ (3, 5~dimelLrl-1-prop~2-1nilaminometil-
ciclohexil)-acético,
Acido la, 3B, 5p-{3, 5-damet1l~1-[(2,2,2-tr1fluoro-etailamino)-

met1l] ~ciclohexil}-acético,
Acido la, 38, 5p-{3,5-damet2l-1-[(3, 3, 3-trifluoro-propilamino}-

metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-1-alilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético, -
Acado trans- ({1R, 3R)~-3-met1l-1-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)-acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-3-met11-1-[(2,2,2-trifuoro-etilamino)-
metil)-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{(1R,3R)-3-met1l-1-((3,3,3-trifluoro-propilaming)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{(1R,3R)-3-metil-1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido 1a, 3B, 5p-{3,5-dimet11l-1-{ (4,4, 4-tr1fluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido 1la, 3B,5B-{1-[{crclopropilmetil-amino)-met1l]-3,5-dimetal-

ciclohexil}-acético,
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Acaido trans—-{ (1R, 3R)-1-[{ciclopropilmetil-amino)-met1l]-3-
metil-ciclohexil}-acétaico,
Acado trans- ( (1R, 3R)-3-met1l-1-metilaminometil-ciclohexil)-
acético,
Acado trans-{ (1R, 3R)~-1l-etalaminometil—-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)-3-metil-l-propilaminometil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-( (1R, 3R} -1~butilaminometil-3-metil-ciclohexil}-
acético,
Acido trans-({(1R,3R}-1-hidroximet1l-3-metil-ciclohexxl)-
acétaco,

Acido la,BD,SB—[l—[(hldroxlmetll—l—amlno)-meE11]-3,5—d1met11—
ciclohexil)-acético,
Clorhidrato del acido la, 38, 58- (1-aminometil-3, 5-diet1l-
ciclohexil)-acético,
Clorhidrato del dcido  trans- (1R, 3R) {1-Aminometil-3-metil-
ciclohexil) —acético,

Clorhidrato del acido (l-aminometil-2-metil-ciclohexil)-

acético,
Clorhidrato del &cido (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-
acético,
Clorhidrato del 4&cado (i)-{(trans)-(l-aminometil-3,4-dimet1l-

ciclopentil)-acético?

e
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Clorhidrato del A&cido ({cis/trans)-{3R)-(l-aminometil~3-metil-
ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del &cido (+)-(Lrans)-(l-aminometil-3,4~dimetil-
ciclopentil)-acetico,

Clorhidrato del &cido (+)-(trans)-({l-aminometil-3,4-dimetal-
ciclopentil)-acétaico,

Clorhidrate del Acido la,3B,5B~(1-aminometi1l-3, 5-dimetil-
ciclohexril)-acético,

Sal de <clorhidrato del 4Acido 1la, 3B,5p-(3,5-dimetal-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la, 3B,5B~{l-etilaminometil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acético, .

Sal de clorhidrato del &cido 1la, 3,53~ (1l-bencrlamino-metzl)-
3,5-dimetil-ciclohexil]}-acético,

Sal de clorhidrato del acido 1la, 3§, 5p-(1-dimetilaminomet1il-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acetico,

Sal de clorhidrato del 4cido 1la,3f3,5p-(1-butilaminomet1l-3,5-
dimetil-caiclohexil)-acétaico,

Sal de clorhidrato del &cido 1a,3B,5B-(1-[(bencil-metil-amino)-
met1l]-3,5-dimetil-ciclohex1l}-acetico,

Sal de clorhidrato del dcido 1la, 3f}, 5p-(3,5-dimet1l-1~
metilaminocetil-ciclohexil)~acético,

Acido 1la,3B,5B-[1-(acetilamino-metil)-3, 5-dimetil-ciclohex1l]-

acético,

e
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Sal de clorhidrato del acido 1la, 3|}, 5B-(1-(1sobutilamino-met1l)-
3, 5-dimetil-ciclohexil] -acético,
Sal de clorhidrato del  &cido la, 3B,5B-[3,5-dimet1l-1-
(fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,
Sal de clorhidrato del Acado la, 3B,5Bf-{3,5-dimet1l-1-[{3-fenil-
propilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,
Sal de clorhiadrato del acido {l-[(ciclobutil-amino)-metirl]-

ciclohexil}-—-acético,

Sal de clorhadrato del &cido 1la,3p,5P-(1-(1sopropilamino-
metil)-3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético, )

Sal de sodio del Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido 1-(hidroximé€til)ciclohexano-acético,

Sal de clorhidrato del acido {1-[(2-metil-butilamino)}-metirl]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del Acido (1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido (1-|(ciclopropilmetil-amino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhaidrato del Acido {1-{(2-hidroxi-1-met1l-

etilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,
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Sal de clorhidrato del acado [1-{1s0obutilamino-metil)-

ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-propilaminometil-ciclohexal)-
acético,

Sal de clorhidrato del acaido {1-(1sopropilamino-metil)-
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhaidrato del dcido (1-ciclohexilaminometil-~
ciclohexil)-acético, y

Sal de clorhidrato del adcido [1- (bencilamino-metil) -

ciclohexil]-acético

Varics de los compuestos descraiptos por las Férmulas I, II y

IITI son conocidos

Los compuestos de la Formula A

H,;N—CHy—C—CH,—COOR,
7\

(CHZ)n A

en donde R; es hidrégenc o un radical de alquilo inferior y n
es 4, 5 o 6 aon conocidos en la Patente Estadounidense Numero
4 024 175 y la Patente Estadounidense divisional Namero
4 087 544 Loa usos revelados son efecto protector contra el
calambre inducidoc por la tiosemicarbazida, acc16q protectora
contra el calambre de cardiazol, las enfermedades cerebrales,

la epilepsia, los ataques de desvanecimiento, la hipocinesaia,

A
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y los traumas craneales, y el mejoramiento de las funciocnes
cerebrales Los compuestos son dtiles en pacientes
geridtricos Las patentes se incorporan en la presente

invencién como referencira

Los compuestos de la Formula B

R3 Ry
|
1iaNCH-C-CHCO0H
|
R B

o una sal farmacéuticamente aceptable de ellos, en donde R; es
un grupo alquilo de cadena recta o ramificada que tiene de 1 a
6 Atomos de carbonc, fenilo o cicloalquilo que tiene de 3 a 6
dtomos de carbono, R; es hidrdgeno o metilo, y R; es hadrégeno,
o carboxilo son conocidos en la Patente Estadounidense Numero
5 563 175 y sus diversas divisionales Estas patentes se

rncorporan en la presente invencibén como referencia

La presente invencidén también revela compuestos novedosos de

la Férmula IV
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Ry
X COzH

Ry
Ra

Ry
Ra v
R;~Rq son hadrégeno o alquilo,
X es NRs u O,
Rs es hidrégeno o alquilo,
R¢ es hidrégeno, alquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo,
arilalquilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alquilcicloalquilo,
halogenalquilo traisustituide y en donde Ri-R4 son cada uno
hidrégeno, entonces Rg no es hidrégeno o metilo, o una sal,
éster, prodroga o amida farmacéuticamente aceptable de él1 Al
1gual que los compuestos de las Férmulas I, II y III, los
compuestos son utiles para el tratamiento profilactico vy
terapéutico de la retinopatia diabética, incluyendo el
tratamiento en la etapa de la retinopatia prediabética, en la
etapa de la retinopatia diabetica no proliferativa y en la

etapa de la retinopatia diabética proliferativa

Los compuestos preferidos son aquellos de la Férmula IV en
donde R; y Rq son hidrégeno y R; y R3 son alquilo, ‘R; y Ry son

hidrégeno y Ry y R3 son metilo, R;-R; son hidrégeno, R; es
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alquilo y R,-Rq4 son hidrégeno, R, es metilo y Rz;-Ry son
hidrégeno, Rs es hidrégeno, X es NRg, X es O, Re¢ es alguilo, Rg
es bencilo, Rg es acetilo Rg¢ es fenialqualo, R¢e es
cacloalquilo, Rs es trifluorocalquile, Rg¢ alquilcicloalquilo, Rg

es alcoxl, y Rg es alilo

Otros compuestos preferidos son aquellos de la Férmula IV en
donde R; y Ry son hidrégeno y R; y R; son metilo, Ri-Ry son
hidrégeno, R; es metilo y Rz-R, son hidrdgeno, Rs es hidrégeno,
X es NRg, Rg €3 alquilo, R es bencilo, R es acetilo, Rg es
fenilalqualo, Rg es cicloalguilo, Rs es trafluorocalquilo, Rg
alquilcaicloalquilo, Rg es alcoxi, y Rg es alilo

b |

Compuestos especialmente preferidos se seleccionan de

Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido (1-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido {1-[(2,2,2-tr1fluoro-etilamino) -metil]}-ciclohexil}-
aceético,
Acado {1-[(3,3,3-trifluoro-propilamine)-metil]-caiclohexil}-
acetico,
Acado la,38,5p-(1-alilaminometl~3, 5-dimetil-ciclohexil) -

acético,
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Acado 1a, 3[}, 5(3- (3, 5-dimelrl~-1~-prop~2-inilaminometil-
ciclohexil) —acético,

Acado la,3pB,5p-{3,5-dimet11-1-[(2,2,2-tr1fluoro-etilamino)-
metil]-ciclohexil}-acelico,

Acado  1la,38,5B-{3,5-dimet1l-1-((3,3,3~-trifluoro-propilamino)-

metil]-ciclohexil}-acetico,

Acado trans-((1R,3R)-1-alilaminometil-3—-metil-ciclohex1l)-
acético, -
Acado trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1-prop-2-inilaminometil-

caiclohex1l) -acético,

Acido trans~{{1R,3R)-3-met1l-1-((2,2,2~-trifuoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético, .

Acido trans-{(1R,3R)-3-met1l-1-[(3,3,3-trafluoro-propilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{(1R,3R})-3-metil-1-((4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido la, 3B, 5P-(3, 5-dimet1l-1~[ (4,4, 4-trifluoro-butilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido 1la,3B,5B-{1-[(ciclopropilmetil-amino)-met1l]~3, 5-dametil-
ciclohexil}-acétaico,

Acado trans-{ (1R, 3R)-1-[{ciclopropilmetil-amino) -metil]-3-
metil-ciclohexil}-acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-3-metil-1l-metilaminometil-ciclohexil)-

acetico,
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Acado trans-((1R,3R})-1-etilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acétaico,
Acaido trans-( (1R, 3R)-3-metal-l-propilaminometil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)-1-butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acado trans-( (1R, 3R)-1-hadroximetil-3-metil-ciclohexil)-
acético,

Acido la, 3B, 5B-{1-[ (hadroxametil-l-amino)-metil] -3, 5-dimetil-

ciclohexil}-acético,

Clorhidrato del dcido la, 3P, 5p- {1-aminometi1l-3, 5-diet1l-

ciclohexil)-acético,

"

Clorhaidrato del dcado trans- (1R, 3R) (1-Aminometil-3-met1il-

ciclohexil)-acetico,

Clorhadrato del dcido {l1-aminometil-2-metil-ciclohexil) -~

acético,

Clerhadrato del 4&cado
acético,

Clorhadrato del acido
ciclopentil)-acético,
Clorhidrato del &cido
ciclopentil)-acético,
Clorhidrato del &caido

ciclopentil)-acético,

(l1-aminometil-3, 3~-dimetil-ciclohexil)-

{t})-{trans)-(l-aminometil~-3, 4-dimetil-

(cis/trans)-(3R)-({l-aminometil-3-met1il-

(+)-(trans)-(l-aminometil-3; 4~-dimetil-

po
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Clorhidrato del &cido (+)-(Lrans)-{l-aminometil-3,4-dimetil~
ciclopentil)-acétaico,

Clorhidrato del acido la, 3[}, 58~ (1l-aminomet1l-3, 5-dimet1l-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrate del &cado la, 3B, 5B-(3,5-dimet1l-1-~
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3f,5p-(l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil) -acético,

Sal de clorhadrato del A&cado la,3B,5B-(l1-bencilamino-metil)-
3,5-dametal-ciclohexil] -acético,

Sal de clorhadrato del &cido la, 3B, 50-(l-dimetrlaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético, -

Sal de clorhidrato del A&cido 1la,3f},5f8-(l-butilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del &cido la,3B,5p-{1-[(bencil-metil-amino)-
metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de <clorhidrato del 4&caido 1, 3B,5B-(3,5-dimet11-1-
metilaminocetil-ciclohexil)-acético,

Acido 1la,3B,5B-[1-{acetilamino-met1l}-3,5-dimetil-ciclohexil]-
acético,

Sal de clorhidrato del &cido la, 3B, 5B-(1-(1sobutilamino-metil)-

3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,
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Sal de clorhadrato del &cido la, 3B, 50-(3,5~dimet11-1~
{fenetilamino-metil) -ciclohexil |-acético,

Sal deo clorhudralLo rdel dcido 1w, 38, 5f-{3, 5~dimetil-1-[ (3-fenil-
propilamino)-metil]-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato del acaido {1-[{(ciclobutil-amino)-metal]-
ciclohexil}-acétaico,

Sal de clorhadrato del Acado 1la,3P,5p-(1-{asopropilamino-
met1l) -3, 5-dimetil-ciclohexrl]-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclchexano-acetico,

Acido l-aminometil-l-ciclopenlano-acetico,

Sal de sodio del a&cido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cado 1—(h1droxlmet11)c1clohefano—acético,

Sal de clorhidrato del é&cido (l-[{2-metil-butilamino)-metil]-
ciclohexil}-acétaco,

Sal de clorhidrato del acido {l-|(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato _del A&cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acetico,

Sal de clorhidrato del A&cido {1-{(ciclopropilmetil-amino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhadrato del acaido {l1-[(2-hidroxi-1l-meti1l-
etilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del adcido [1-(1sobutilamino-metil) -

ciclohexil]-acético,
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Sal de clorhidralo del &cido (l-propilaminomelil-ciclohexal)-
acético, )
Sal de clorhadrato del acido [1-(1sopropilamino-metil) -
ciclohexil]-acético,
Sal de clorhidrato del dcido (l-ciclohexilaminometil-
ciclohexil)-acético, y

Sal de clorhaidrato del acido [1- (bencilamino-metil) -

ciclohexil]-acétaco

La presente invencién es también una composaicidn farmacéutica
que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o
mas compuestos de la Férmula IV Y un portador

b

farmacéuticamente aceptable

Los compuestos de la F4drmula II, tales como la gabapentina,
son utiles para tratar diversas condiciones tales como un
trastorno neurodegenerativo (US 5 084 479), la depresién (US
5 025 035), la ansiedad/pénico {US 5 792 796), la
mania/trastornos bipoclares (US 5 510 38l), las enfermedades
antiinflamatorias (WO 98 158641), la lesién gastrointestainal
(WO 99 108670), el glaucoma y el dolor Como los compuestos de
la Férmula II y de la Férmula IV funcionan ambos para afectar
la via del BCAT y afectar la sintesis del glutamato, que estd

involucrada en cada una de las condiciones mencionadas

anteriormente, los compuestos de la Formula IV son Gtiles para

A@h
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tratar las condiciones Por lo tanto, la presente 1invencidn
también se refiere al uso de los compuestos de la Férmula IV
para Lratar cada uno © mids de uno de los trastornos
neurodegenerativos (que 1incluyen en forma no taxativa ALS,
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheamer), 1la
depresién la ansiedad/pénico, la mania/trastornos bipolares,
las enfermedades antiinflamatorias, el glaucoma, el dolor o la

lesi6n gastrointestinal

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 Esquema que muestra la lanzadera de BCAT en la
retaina La caracteristica de lanzadera estd resaltada y
muastra cémo los amincdcidos de cadena ramificada en la glia
pueden transaminar un o-cetoglutarato para formar un
glutamato El producto de BCKA se difunde en el intersticao
{(mostrado en gris) hacia 1las neuronas donde es convertado

nuevamente en el aminodcido de cadena ramificada mediante la

transaminacién con glutamato a través del BCATc Las
abreviaturas son las siguientes BCAAR = aminocAcido de cadena
ramificada, GLU = glutamato, GLN = glutamina, Gln’asa =

glutaminasa, pyr = piruvato, PC = carboxilato de piruvato, aKG

= g-cetoglutarato, BCATm = aminotransferasa , de cadena

ramificada de la mitocondria, BCATc = aminotransferasa de
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cadena ramificada caitosolica, BCKA = cetodcido de cadena

rami1ficada, GDH = deshidrogenasa de glutamato

Fagura 2 Efecto de la concentracién de piruvato en la
incorporaci6én de H'‘CO; en glutamato mis glutamina (A) y en el
piruvato més lactato (B) por retinas ex vavo Se incubaron
hemi-retinas a 37°C en condiciones esténdar con HMCO; a 25 mM

durante 20 minutes El1 piruvato en el medio estaba a 0,2 o 5
mM Los valores mostrados son medio + SEM {(n= 4, * p<0,05)
Abreviaturas gln+glu = 3suma de glutamina m&s glutamato,
pyr+lact = suma de piruvato etiquetado mas lactato

Figura 3 Expresién de las isoenzimas de BCAT en retinas de
ratas La extraccién de tejidos, SDS-PAGE, e
inmunotransferencia se realizaron como se describidé usando el
conjunto de deteccidn de ECL Se usaron el anticuerpo de
péptido anti-BCATc de rata purificado por inmunoafinidad

({1 1 000) y el anticuerpo anti-BCATm humano

Figura 4 La influencia de 1la gabapentina (GBP) y 1los
aminodcidos de cadena ramificada sobre la incorporacién de
H%CO; en el glutamato mis glutamina por retinas ex vive Se
incubaron semiretinas a 37°C en condiciones esténda; con HYCO,3
a 25 mM y paruvateo a 0,2 mM durante 20 minutos En algunos

casos la gabapentina (a 1 mM} se incluyd en el medio de
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incubacién y en otros se 1incluyo GBP (a 1 mM) mias los tres
aminodcidos de cadena ramificada (a 0,2 mM) Los valores
mostrades son medios + SEM de HCO3; incorporado en glutamato més
glutamina en 20 minutos (n=4, * p<0,001, ** p<0,01)

Abreviaturas gln+glu = suma de glutamina etiquetada mas

glutamato

Figura 5 1Influencia de la concentracién de la gabapentaina
(GBP) en la incorporacién de H''CO; en glutamato y glutamina en
retinas ex vive Las condiciones fueron similares a aquellas

de la Figura 4, salvo por 1la concentracaén de la GBP Los
valores mostrades son medios * SEM (n=6-7, * p<0,05)

Abreviaturas GLN+GLU = suma de glutamina mA&s glutamato,

LACT4+TCA = suma de lactato m&s intermedios del ciclo de TCA

DESCRIPC1ON DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al descubrimiento de que la
inyeccidédn intraocular de glutamato produce 1la pérdida de
células ganglionares que estd relacionada con las primeras
etapas de la retinopatia diabética (Vorwerk et al, TIOVS
37 1618-1624 (1996)) y de que un inhibidor de la via de 1la
aminotransferasa dependiente de aminodcidos ,de cadena

ramificada, tal como la gabapentina por ejemplo, es efectivo
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en la inhibicién de la sintesis del glutamato, previniendo asx
la retinopatia diabética Por consiguiente, la presente
invencién proporciona un método para el tratamiento
profil&ctico y terapéutico de la retinopatia diabética, que
incluye el tratamiento de la etapa de retinopatia
prediabética, la etapa de 1la retinopatia diabética no
proliferativa y la etapa de 1la retinopatia diabética
proliferativa Por “profildctico” se entiende la proteccién,
total o parcial, de la retinopatia diabética, en particular el
edema macular diabétic Por “terapeutico” se entiende el
mejoramiento de la retinopatia diabética, propiamente dicha, y
la proteccidn, total o parcial, de otra retinopatia diabética,

"~

en particular el edema macular diabético

El método comprende la administracidn de un inhibidor de la
via de 1la aminotransferasa dependiente de aminodcidos de
cadena ramificada, en una cantidad suficiente para tratar la
retinopatia en forma profildctica o terapéutica Cualquier
inhibidor de la via de la aminotransferasa dependiente de
aminoicidos de cadena ramificada puede ser usado en el método
de la presente 1invencién en la medida en gque sSea seguro Yy
eficaz En la presente invenciébn, “inhibador de la
amanotransferasa dependiente de  aminoécidos de cadena
ramificada (BCAT)” se usa para referirse a tales compuestos y

ha de abarcar todes los compuestos que afectan la via de la

g
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aminotransferasa dependiente de aminodcidos de cadena

ramificada en alguno o todos los puntos en la via

Preferentemente, el ainhibaidor de la BCAT es un compuesto de
las Férmulas I, II y/o III, descriptas anteriormente, o un
anilogo que 1inhibe la via de la BCAT o una preodroga de él, o©
una sal, éster, o amida farmacéuticamente aceptable de

cualquiera de los precedentes

A menos que se 1indigque lo contrarioc, nos adherimos a las

siguientes definiciones en toda la invencion

“Alquileo” significa un radical de hldroé;rburo recto o
ramificado que tiene de 1 a 10 atomes de carbono (a menos que
se indique 1lio contrario) e 1incluye, por ejemplo, metilo,
etilo, n-propilo, i1sopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo,
terc-butilo, n-pentileo, i1sopentilo, n-hexilo, y similares
“Halégeno” incluye fluor, cloro, bromo y yodo

"Alquenilo” significa radicales de hidrocarburo recto vy
ramificado que tiene de 2 a 6 &tomos de carbono y una unién
doble e inc}uye etenilo, 3-buten-l1l-ilo, 2-etenilbutilo, 3-

hexen-1-1lo y similares

“Alquinilo” significa radicales de hidrocarburo recto vy

ramificado que tiene de 2 a 6 Atomos de carbono y una unién

}P‘L
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triple e incluye etinilo, 3-butin-1l-ilo, propinilo, 2-butin-1-

1lo, 3-pentin~l-ilo y similares

“Cicloalquilo” significa un grupo hidrocarbilo monociclico o
policiclico tal come ciclopropileo, caicloheptilo, ciclooctilo,
ciclodecilo, ciclobutilo, adamantilo, norpinanilo, decalinilo,
norbonilo, ciclohexilo, y ciclopentilo Tales grupos pueden
ger sustituados con grupos tales como hiadroxi, ceto vy
similares También eéhén incluidos los anillos en los cuales 1
a 3 heterodtomos reemplazan carxbonos Tales grupos se
denominan “heterociclo”, que significa un grupo cicloalgquilo
que también lleva al menos un heterodtomo selecionado de O, S,
o NRz, cuyos ejemplos son oxiranilo, plrrolldlﬁllo, piperadilo,
tetrahidroparano, piperazinilo, acilpiperazinilo,

pirrolidinilo y morfolina, sustituidos o no sustituidos

“Alcox1” se refiere a 1los grupos alquilo mencionados
anteriormente unidos a través de oxigeno, cuyos ejemplos
lncluyen metoxi, etoxi, 1isopropoxi, terc-butoxi y similares

Ademés, alcoxl se refiere a poliéteres tales como ~0-(CHz)2-O-

CH; y similares

Los grupos ‘“alcanoilo” son alquilo unidos a través de un

o+

carbonilo, es decir C;-Cs-C(0)- Tales grupos incluyen formilo,

acetilo, pripionilo, butirilo e 1isobutirilo
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“Acilo” significa un grupo alquilo o arilo (Ar) unido a través
de un grupo carbonilo, es decir, R-C{O)- Por ejemplo, acilo
incluye un alcanoilo de C;-Cg, que 1ncluye alcanoilo
sustituido, en donde la porcién de alquilo puede ser
sustituida por NR‘R®* o un grupo carboxilico o heterociclaco
Los grupoes acilo tipicos incluyen acetilo, benzoilo ¥y

similares

Los grupos alquilo, alquenailo, alcoxi, y alquinilo descriptos
anteriormente son optativamente sustituidos, preferentemente
por 1 a 3 grupos scleccionados de NR'R®, fenilo, fenilo
sustituide, tio alquilo de C;-Cg, alcoxi de” C1-Cg¢, hadroxa,
carboxi, alcoxicarbonilo de C,-Cs, halo, nitrilo, cicloalquilo,
y un anillo carbociclico de 5 6 6 miembros que tiene 1 o 2
heterocdtomos seleccionados de nitrédgeno, nitrégeno sustituado,
oxigeno y azufre “Nitrégeno sustituido” significa un
nitrégeno que lleva alguilo de C;-C¢ o (CH;),Ph en donde n es 1,
2 64 3 La sustitucién con perhalo y polihalo también estd

contemplada

Ejemplos de grupos alquilo sustituidos incluyen 2-aminoetilo,
pentacloroetilo, trifluocrometilo, 2-dietilaminoetilo, 2-

dimetilaminopropilo, etoxicarbonilmetilo, 3-fenilbutailo,

metanilsulfanilmetilo, metoximetile, 3~hidroxipentilo, 2-
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carboxibutilo, 4-clorobutilo, 3-ciclopropilpropilo,
pentafluorocetilo, 3-morfolinopropilo, piperazinilmetilo, y 2-

{4-metilpiperaziniljetilo

Ejemplos de grupes alquinilo suslLiturdos incluyen 2-
metoxietinilo, 2-etilsulfaniletinilo, 4-(l-piperazinil)-3-
(butinilo), 3I-fenrl-5-hexainilo, 3-dietilamine-3-butinile, 4-

cloro-3-butainilo, 4-cicleobutil-4-hexenilo, y similares

Los grupos alcoxi sustituidos tipicos incluyen aminometoxi,
trifluorometoxl, 2-dietilaminoetoxi, 2-etoxicarboniletoxai, 3-
hidroxipropoxi, 6-carboxihexiloxi, y similares

AdemAs, los ejemplos de grupos alqualo, alquenilo y alquinilo

sustituidos incluyen daimetilaminometile, carboximetale, ¢-

dimetilamino-3-buten-1-ilo, 5-etilmetilamino-3-pentin-l1-ilo,
4-morfolinobutilo, 4-tetrahidropirinidilbutilo, 3-
imidazolidin-l1l-i1lpropilo, 4~tetrahidrotiazol-3~-1l-butilo,

fenilmetilo, 3-clorofenilmetilo y similares

Los términos “Ar” y “arilo” se refieren a grupos aromiticos no
sustituidos y sustituidos Los grupos heterocarilo tienen de 4
a 9 Atomos de carbono, de 1 a 4 de los cuales se ?elecc10nan
independientemente del grupo formado por O, S y N Los grupos

hetercarilo tienen 1 o 2 hetercatomos en un anillo aromitico

_pAE
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de 5 o 6 miembros Los sistemas de anillos aromidticos mono Yy
biciclicos estan incluidos en la definicidén de arilo y
hetercarilo Los qrupos arilo y hetercarilo tipicos aincluyen
fenilo, 3-clorofenilo, 2,6-dibromofenilo, piraidilo, 3-
metilpiridilo, benzotienilo, 2,4,6-tribromofenilo, 4-
etilbenzotienilo, furanilo, 3,4-dietalfuranilo, naftailo, 4,7-
dicloronaftilo, pirrol, pirazol, imidazol, tiazol, Yy

similares

Los grupos Ar preferidos son fenilo y fenilo sustaituido por 1,
2, o 3 grupos seleccionadeos independientemente del grupo
formado por grupos alquilo, alcoxi, tio, tiocalguilo, hidroxa,
carbonilo, amino de la férmula ~NR°RS, ‘y T(CH2)aQR*' ©
T (CH2) uCO.R' en donde m es de 1 a 6, T es 0, S, NR', N(O)R%,
NR'R6Y, o CR'R®, Q es 0, S, NR3, N{O)R%, o NR°R®Y en donde R' y R®
son los descriptos anteriormente, y R’ es alquilo o alquilo
sustituido, por ejemplo, metilo, triclorocetilo, difenilmetilo,
Y samilares Los grupos alquale y alcoxi pueden ser
sustituidos como se definid anteriormente Por ejemplo, los
grupos tipicos son carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo,

hidroxialquilo, hidroxialcoxi, y alcoxialqualo

El simbolo “-" significa una unién

i

o
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El término “paciente” significa todos los animales incluyendo
los humanos Ejemplos de pacientes incluyen humanos, vacas,

perros, gatos, cabras, ovejas y cerdos

Los compuestos de la presente invencidn pueden existir en
formas no solvatadas asi como en formas solvatadas, que
incluyen las formas hidratadas En general, las formas
solvatadas, que incluyen las formas hidratadas, son
equivalentes a las formas no solvatadas y han de ser abarcados

dentro del alcance de la presente invencidn

Ciertos compuestos de la presente invencion poseen uno © mas
centros quairales y cada centro puede existir en la
configuracién R(D) o S(L) La presente invencién incluye todas
las formas enantioméricas asi como las mezclas apropiadas de

ellas

Los compuestos de las Férmulas I, II y III son capaces de
formar ademds andlogos farmacéuticamente aceptables que
comprenden sales, ésteres, amidas y prodrogas Como se usa en
la presente }nvenclén, el término “sales, ésteres, amidas y
prodrogas farmacéuticamente aceptables’ se refiere a aquellas
sales de carboxilato, sales de adicién de aminoAcidos,

ésteres, amidas y prodrogas de los compuestos de la presente

invencién que son, a juicio del médico, adecuados para su uso



38

S

en contacto con los tejidos de los pacientes sin toxaicidad,
irritacién, respuesta alérgica indebida, y similaresy,
conmensurable con una relacién riesgo/beneficio razonable y
efectivos para el usc para el cual estian destinados, asi como
las formas zwiteridbdnicas, cuando son posibles, de los
compuestos de la ainvencién El término “sales” se refiere a
las sales de adicién 4Acidas 1norgénicas y organicas,
relativamente no téxicas de los compuestos de la presente
invenciédn Estas ales pueden prepararse en el lugar durante el
aislamiento y la purificacidédn finales de los compuestos o
mediante la reaccidn por separado del compuesto purificado en
su forma de base libre con un é&cido orgdnico © 1nOrganico
adecuado y el aislamiento de la sal asi formad; y que incluye,
en forma no taxativa, las sales de adicién &cidas y/o basaicas,
solventes, N-6xidos de un compuesto de las Férmulas I, II y
III Esta invencion también proporciona formulaciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto de las Formulas I,
II o III 3junto con un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable de ellos La totalidad de estas

formas estdn dentro de la presente invencién

Las sales de adicibén &cidas farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de las Férmulas I, II y III ancluyen sales
derivadas de &cidos 1inorgdnicos tales como Acido clorhidraco,

nitraco, fosférico, sulfurico, bromhidraco, yodhidraico,

P
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fosforoso, y similares, asi como las sales derivadas de acidos
organicos, tales como los &cidos mono o dicarboxilicos
alrfAtrcos, &cidos alcanoicos sustituidos con fenilo, Acidos
hidrox:i: alcancicos, &cidos alcancdioiceos, &acidos aromaticos,
Aci1dos sulfénicos alifaticos y arométicos, etc Tales sales
entonces incluyen sulfato, pairosulfato, bisulfato, sulfito,
bisulfito, nitrato, fosfato, monhidrogenfosfato,
dihidrogenfosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro,
yodure, acetato, propionato, caprilato, i1sobutirato, oxalato,
malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato,
mandelato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato,
dinitrobenzoato, ftalato, bencensulfonato, toluensulfonato,
fenilacetato, citrato, lactato, malegko, tartrato,
metanosulfonato, y similares También estidn contempladas las
sales de amino&cidos tales come arganato, gluconato,
galacturonato, y similares, ver, bpor ejemplo, Berge et al,
“Sales Farmaceuticas”, J of Pharmaceutical Science,

1977,66 1-19

Las sales de adicién &cidas de 1los compuestos bésicos se
preparan poniendo a la forma de base libre en contacto con una
cantidad suficiente del Acido deseado para producir la sal en
la forma convencional La forma de base llbre.'puede ser
regenerada poniendo g la forma de sal en contacto con una base

y aislando a la base libre en la forma convencional Las
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formas de base libre difieren algo de sus respectivas formas
de sal en ciertas propiedades fisicas tales como 1la
sclubilidad en solventes polares, pero de lo contrario las
sales son equivalentes a su respectiva base libre para los

propésitos de la presente invencién

Las sales de adiciédn bésicas farmacéuticamente aceptables se
forman con metales o aminas, tales como hidréxidos de metales
alcalinos y alcalinotérreos, o aminas orgédnicas Ejemplos de
los metales usados como cationes son scdic, potasic, magneslio,
calcio y similaxes Los ejemplos de aminas adecuadas son N,N’'-
dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanclamina,

etilendiamina, N-metilglucamina, y procaina, ver, por ejemplo,

Berge et al, mencionado anteriormente

Las sales de adicién basicas de compuestos Acidos, se preperan
poniendo en contacto la forma A&cida libre con una cantidad
suficiente de la base deseada para producir la sal en la forma
convencional La forma dcida libre puede regenerarse poniendo
a la forma de sal en contacto con un acido y aislando el Acido
libre en una forma convencional Las formas A4cidas libres
difieren algo de sus respectivas formas de sal en ciertas
propliedades fisicas tales como la solubilidad en solventes

p

polares, pero de lo contrario las sales son equivalentes a sus

p5%
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respectivo &cado libre para los propésitos de la presente

invencidn

Los ejemplos de ésteres no téxicos, farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de esta invenciédn incluyen los
ésteres de alguilo de C;-Cs en donde el grupo alguilo es una
cadena recta o ramificada Los eésteres aceptables también
incluyen los ésteres de cicloalquilo de C;-Cs asi como los
ésteres de arilalquilo tales como, en forma no taxativa,
bencilo Los ésteres de alquilo de C;-C4 son preferidos Los
esteres de los compuestos de la presente anvencidn pueden
prepararse de acuerdo con métodos convencionales
e

Los ejemplos de amidas no téxicas, farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de esta invenciédn incluyen amidas
derivadas de amoniaco, aminas praimarias de alquilo de C;-Cg y
dialquilaminas de C;-C¢ secundarias en donde los grupos alquilo
son cadenas rectas o ramificadas En el caso de las amainas
secundarias, la amina también puede estar en la forma de un
heterociclo de 5 o 6 miembros que contiene un 4tomo de
nitrégeno Las amidas derivadas de amoniaco, aminas primarias
de alquilo de Ci~C3 y.aminas secundarias de dialquilo de C,~C;
son preferidas Las amidas de los compuestos de la invencadn

-

pueden prepararse de acuerdo con métodos convencionales

A5
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El término “prodroga®” se refiere a compuestos que seon
transformados ripidamente en vivo para dar el compuesto
parental de las Formulas precedentes, por ejemplo, por
hidrélisis en sangre Se proporciona una discusién completa en
T Higuchar y V Stella, “Prodrogas como Sistemas de Suministro
Novedosos’, Vol l4 de 1la ACS Symposium Series, Yy en
Portadores Biorreverspbles en el Diseflo de Drogas, ed Edward
B Roche, American Pharmaceutical Association and Pergamon
Press, 1987 ambas incorporadas en la presente invencaidn como
referencia En general, una prodroga es una droga que ha sido
modificada quimicamente y puede ser biloldgicamente inactaiva en
su lugar de accidén, pero que puede ser degradada o modificada

por uno o mAs procesos enzimidtlicos u otros procesos en vivo

hacia la forma bioactiva parental en wvivo

Una cantidad terapéduticamente efectiva es una cantidad de un
compuesto de las Férmulas I, II o III, que cuando se

administra a un paciente, mejora un sintoma de la enfermedad

El inhibidor de la BCAT, que es preferentemente un compuesto
de las Férmulas I, II y/o III, un andlogo que 1inhibe la via de
la BCAT de las Formulas I, II y/o III, una prodroga que inhibe
la via de la BCAT de las Férmulas I, II y/o I1I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los precedentes,

puede administrarse de acuerdc con el metodo de la presente

A
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invencién mediante cualquier via Las vias de administracién
adecuadas 2incluyen la via sistémica, tal como oral o de
inyecciédn , tépica, intraocular, periocular (por ejemplo,
subTenon’s), subconjuntava, subretinal, supracoroidal y
retrobulbar La forma en que se administra el 1inhabidor de la
BCAT depende, en parte, de s1 el tratamiento de la retinopataia
es profiléctico o terapéutico La forma en que se administra
el inhibidor de la BCAT para el tratamiento terapéutico de la

retinopatia depende, en parte, de la causa de la retinopatia

Por ejemplo, dado que la diabetes es la principal causa de la
retinopatia, el 1inhibidor de 1la BCAT puede administrarse
profiladcticamente tan pronto como se detecﬁg el estado de
retinopatia prediabética Para el tratamiento profilactico de
la retinopatia que puede derivar de la diabetes, el anhabador
de la BCAT preferentemente se administra en forma saistémica,
por ejemplo, por via oral o de inyeccidén Para el tratamiento
terapéutico de la retinopatia diabética no proliferativa, el
inhibidor de la BCAT puede administrarse en forma sistémica,
por ejemplo por via oral o de inyeccidén, o intraocular La
retinopatia diabética proliferativa puede ser tratada
terapéuticamente mediante la administracién del inhibador de
la BCAT por via Iintraocular, tépica, subcoqjuntlva -]
periocular (por ejemplo subTen’ s), por ejemplo

Preferentemente, el inhibidor de la BCAT se administra por

5
—
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via intraocular, Lépica, subconjuntiva o periocular (por
ejemplo, subTenon’s) para el tratamiento profilactive, o
terapéutico de la retinopatia, antes, durante o después de la
extraccidn qulrurglc; de un tejido cicatrizado de un ojo,

generado durante la neovascularizacién durante la etapa

diabética proliferativa

El ainhibidor de la BCAT preferentemente se administra tan
pronto como es posible despues de que se ha determinado que un
animal, tal como un mamifero, especificamente un humano, esta
en riesgo de retinopatia (tratamiento profiléctico) o ha
comenzado a desarrollar retinopatia {tratamiento terapéutico)

El tratamiento depende, en parte, del 1nﬂ;b;dor de la BCAT
particular que se use, de la cantidad del inhibidor de la BCAT
administrada, de la via de administracién, y de la causa y

medida, si1 hubiera, de la retinopatia desarrollada

Un conocedor del arte apreciard que los métodos adecuados para
administrar un inhibidor de la BCAT, que es util en el método
de la presente invencién, estidn disponibles Aungue se puede
utilizar maés de una via para adminaistrar un inhibidor de la
BCAT particular, una via particular puede proporcionar una
reaccién mas 1inmediata y més efectiva que otrg' via Por

consiguiente las vias de administracién descraiptas son

simplemente ejemplos y no son de ningén modo taxativas
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La dosis administrada a un animal, particularmente un humano,
de acuerdo con la presente ainvencién, debe ser suficiente para
producir la respuesta deseada en el animal en un marco de
tiempo razonable Un experto en el arte reconoceri que la
dosificacién depende de una variedad de factores, que incluyen
la resistencia del inhabador de la BCAT particular empleado,
la edad, la especie, la condicién y el estado de la
enfermedad, y el peso corporal del animal; asi como la
cantidad de la retina que est& a punto de ser afectada o que
estd afectada realmente por la retinopatia El1 tamaflo de la
dosis también serd determinado por la wvia, el ritmo y la
frecuencia de la administraciédn asi como ‘la existencia,
naturaleza y nivel de cualquier efecto colateral adversoc que
pueda acompafar a la-administracién de un inhibidor de la BCAT
particular y el efecto fisioldédgico deseado Un experto en el
arte apreciard que diversas condiciones o estados de
enfermedad, en particular, condiciones o estados de enfermedad
crénicos, pueden requerir un tratamiento prolongado que

consiste en miltiples administraciones

Las dosis y 1los regimenes de dosificacién pueden ser
determinados por técnicas convencionales que hallan la gama
conocidas para los expertos en el arte En general, el

tratamiento se inicia con dosificaciones més pequefias, que son

o
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inferiores a la dosis ©éptima del compuesto Luego, 1la
dosificacié4n es aumentada en pequefios aincrementos hasta que se
alcanza el efecto éptimo segun las circunstancias El método
de la presente 1invencidn tipicamente consiste en 1la
administracién de 1 mg/kg/dia a 100 mg/kg/dia, preferentemente
de 15 mg/kg/dia a 50 mg/kg/dia , 31 se administra en forma
si1stémica La administracidn intraocular tipicamente consiste
en la administracién de 0,1 mg a 5 mg en total,
preferentemente de 0,5 mg en total a 1 mg en total Una
concentraciédn preferida para la administracidn tdépica es de

100 mu M

Las composiciones para su uso en el método de la presente
invencién preferentemente comprenden un portador
farmaceuticamente aceptable y una cantidad de un inhibidor de
la BCAT suficiente para tratar la retinopatia en forma
profiladctica o terapéutica El portador puede ser cualquiera
de aquellos gque se usan convencionalmente y estd limitado
solamente por consideraciones fisicoquimicas, tales como 1la
solubilidad y la falta de reactividad con el compuesto, y por
la via de administracién Un conocedor ordinario del arte
apreciara que, ademas de las siguientes composiciones
farmacéuticas descriptas, el 1inhibidor de 1la BCAT puede
formularse come composiciones poliméraicas, complejos de

inclugaién, tales como complejos de inclusidén de ciclodextraina,

1
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liposomas, microesferas, microcépsulas y simllares (ver, por
ejemplo, las Patentse Estadounidenses Nos 4 997 652,
5 185 152 y 5 718 922)

El inhibidor de 1la BCAT puede formularse comec una sal de
adicién farmacéuticamente aceptable Los ejemplos de sales de
adicién farmacéuticamente aceptables para su uso en la cmp
farmacéutica incluyen aquellas derivadas de &cidos minerales,
tales como 4acido clorhadrico, bromhidraco, fosférico,
metafosfédrico, nitrico, y sulfidraco, y de los 4cildos
orgénicos, tales como 4&cido tartdrico, acético, citraico,
malico, lActico, fumarico, benzoico, glacédlaco, glucédnico,
succinico, arllsuifbnlco, por ejemplo, acido p-

n

toluensulféniceo

Los excipientes farmacéuticamente aceptables descriptos en la
presente 1invencién, por ejemplo, vehiculos, coadyuvantes,
portadores o diluyentes, son conocidos para los expertos en el
arte y el publico puede conseguirlos facilmente Se prefiere
que el portador farmacéuticamente aceptable sea uno que sea
quimicamente inerte para el inhibidor de la BCAT 'y uno que no
tenga efectos colaterales perjudiciales o toxicidad en las
condiciones de uso

La eleccidén del excipiente serd determinada en parte por el

inhibidor de la BCAT particular, asi como por el método



) 425°
particular usado para administrar la composicilén Por

consigulente, existe una amplia variedad de formulaciones
adecvadas de la composicidn farmacéutaica de la presente
invencién Las sigquientes formulaciones son simplemente

ejemplos y de ninguna manera son taxativas

Las formulaciones ainyectables estén entre aquellas preferidas
de acuerdo con el método de 1la presente invencién Los
requerimientos para los portadores farmacéuticamente efectivos
para las composiciones 1nyectables son conocidos por los
expertos en el arte (ver Pharmaceutics and Pharmacy Practice,
J B Lippincott Co , Philadelphia, Pa , Banker and Chalmers,
eds , paginas 238-250 (1982), y Manual de la RSHP sobre Drogas
Inyectables, Toissel, 4" ed , pAganas 622-630 (1986)) Se
prefiere que tales composiciones inyectables se administren

por via intramuscular, intravenosa o intraperitoneal

Las formulaciones tépicas son conocidas para los expertos en
el arte Tales formulaciones son adecuadas en el contexto de
la presente invencidn para la aplicacidn a la piel E1 uso de
parches, protectores corneales (ver, por ejemplo, la Patente
Estadounidense No 5 185 152) y de soluciones oftdlmicas (ver,
por ejemplo, la Patente Estadounidense No 5 7210 182) y de
ungilentes, por ejemplo, gotas oculares, est&4d también dentro de

la pericia del arte

e
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Las formulaciones adecuadas para la administracidén oral
comprenden ({(a) soluciones liquidas, tales como una cantidad
efectiva del compuesto disuelto en diluyentes, tales como

agua, solucibén salina, o Jjugo de naranja, (b) cépsulas,

tabletas, grageas, que contienen cada una cantidad
predeterminada del 1ingrediente actavo, como sélidos o
granulos, {c) polvos, {d) suspensiones en un liquido

apropiado, y (e) emulsiones adecuadas Las formulaciones
liquidas pueden incluair diluyentes, tales como agua ¥y
alcoholes, por ejemplo, etanol, alcohel bencllico y los
alcoholes de polietilenc, con o sin el agregado de un agente
tensoactivo, agente de suspensién, o ageﬁke emulsionador
farmacéuticamente aceptable Las formas de cépsulas pueden ser
del tipo ordinario de gelatina con recubrimiento duro o blando
que contienen, por ejemplo, agentes tensoactivos, lubricantes,
rellenos 1inertes, tales como lactosa, sucrosa, fosfato de
calcio, y almidén de maiz Las formas de tabletas pueden
incluir uno o miés de lactosa, Ssucrosa, manitol, almidén de
maiz, almidén de papa, acido alginico, celulosa
microcraistalina, acacia, gelatina, goma guar, diéxido de
si1licio coloidal, sodio de croscomelosa, talco, estearato de
magnesio, estearato de calcio, estearato de zinc, 4&cido
estarico, y otros excipientes, colorantes, diluyentes, agentes

tampones, agentes desintegrantes, agentes humectantes,

e
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conservantes, agentes saborizantes, y excipientes

farmacéuticamente compatibles Las formas de grageas pueden
comprender el aingrediente activo en un sabor, generalmente
sucrosa Yy acacia o tragacanto asi como pastillas que
comprenden el ingrediente activo en una base inerte, tal como
gelatina y glicerina, o sucrosa y acacia, emulspiones, geles, y
similares que contlienen, ademds del ingrediente activo,

aquellos excipientes que con conocidos en el arte

La efectividad de una droga administrada oralmente depende del
transporte eficinete de la droga a través del epitelio de la
mucosa y de su estabilidad en la circulacidn enterchepética
Las drogas que son efectivas después de l; administracidén
parenteral pero mencs efectivas per la via oral, o cuya
semivida en el plasma se considera demasiado corta, pueden ser

quimicamente modificadas en una forma de prodroga

La formulacién adecuada para la administracién parenteral
ancluye soluciones de inyeccidn estériles 1isotdnicas, acuosas
Y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostatos, y solutos que hacen a la formulaciédn isotédnica
con la sangre del receptor al cual estd destinada, vy
suspensiones estériles acuosas y no acucsas que pueden incluir
agentes de suspensidn, solubilizadores, agentes espesantes,

estabilizadores, Yy conservantes El ainhibidor puede

-
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administrarse en un diluyente fisioldédgicamente aceptable en un
portador farmacéutaco, tal como un 1liquido esteril o© una
mezcla de ligquidos, que 2incluyen agua, solucion salina,
dextrosa acuosa Yy soluciones de azucares relacionados, un
alcohol, tal como etanol, 1isopropanol, o alcohol hexadecilico,
glicoles, tales coiho propilenglicol o polietilenglicol,
sulféxido de dimetilo, cetales de glicerol, tales como 2,2,-
dimetil-1, 3-dioxolano-4-metanol, éteres, tales Ccomo
poli(etilenglicol) 400, un aceite, un &cido graso, un éster o
glicérido de acido graso, o un glicérido de 4&cido graso
acetilado, con o sin el agregado de un agente tenscactivo
farmacéuticamente aceplLable, tal como wun Jabén o un
detergente, un agente de suspensién, talﬁ como pectina,
carbémeros, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, o
carboximetilcelulosa, o agentes emulsionadores y  otros
coadyuvantes farmacéuticos Los aceites, que pueden usarse en
formulaciones parenterales incluyen petréleo, aceites
animales, vegetales o sintéticas Ejemplos especificos de

aceites 1incluyen aceile de mani, de soja, de sesamo, de

semilla de algodén, de maiz, de oliva, de petrolato y mineral

Los A&cidos grasos adecuados para su uso en formulaciones
parenterales incluyen &cado oleico, &cido estedrico, y &cido
isoestedrico El oleato de etilo y el miristato de isopropilo

son ejemplos de ésteres de 4cidos grasos

A
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Loa jabones adecuados para su uso en formulaciones
parenterales incluyen sales de metales alcalinos g¢grasos,
amonio, y trietanolamonio, Yy los detergentes adecuados
incluyen (a) detergentes catidnicos tales como, por ejemplo,
haluros de dimetil dialquil amonio, y haluros de alqual
piperidinio, (b) detergentes anibnicos tales como, por
ejemplo, sulfonatos de algquilo, arilo y olefina, sulfatos de
alquilo, olefina, éter y monoglicéride, y sulfosuccinatos, (c}
detergentes no 1énicos tales como, por ejemplo, Oxidos de
amina grasos, alcanolamidas de Acidos grasos, y copolimeros de
polioxietileno polioxipropileno, (d) detergentes anféteros
tales como, por ejemplo, alquil-p-aminopropionatos, y sales de
amonio cuaternario de 2-alquil-imidazolina, y (e) mezclas de

ellos

Las formulaciones parenterales tipicamente contaienen un 0,5% a
25% en peso del ingreédiente activo en solucidn Se pueden usar
conservantes y tampones Para minimizar o© eliminar la
irritacidén en el sitio de la infeccidén, tales composiciones
pueden contqur uno o mis agentes tensoactivos no ionicos que
tienen un balance hidréfilo-lipéfilo (HLB) de 12 a 17

La cantidad del agente tensocactivo en tales formulaciones

tipicamente est&d en la gama del 5% al 15% en peso Los agentes
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tensoactivos adecuados incluyen los ésteres de Acido graso de
polietilen sorbilan, tales como monocoleato de sorbitan y los
agregados de peso molecular alto de 6xidoe de etileno con una
base hidréfoba, formados mediante la condensacidén de éxido de
propileno con propilenglicol Las formulaciones parenterales
pueden presentarse en recipientes sellados de dosis unitarias
o de dosis miltaples, tales como ampollas y tubos, y pueden
almacenarse en una condicidn secada por  congelaciédn
{liofilizada) que regulere solamente el agregado del
exciplente 1liquido estéril, por ejemplo, agua, para las
inyecciones, inmediatamente antes del uso Las soluciones ¥y
suspensiones para inyecciones extempordneas pueden prepararse
a partir de polvos, grénulos y tabletas estériles de la clase

descripta anteriormente

Tales composiciones pueden formularse como formulaciones
intraoculares, formulaciones de liberacién sostenida o
dispositivos (ver, por ejemplo, la Patente Estadounidense No
5 378 475) Por ejemplo, se puede usar gelatina, sulfato de
condrolitina, un polifosfodster, tal como bis-2-hidroxietil-
tereftalato (BHET), o wun &cido polilactico-glicédlico (en
diversas proporciones), para formular formulaciones de
liberacién sostenida Los implantes (ver, por ejemplo las
Patentes Estadounidenses Nos 5 443 505 5 B53 224 Y

4 997 652), dispositivos (ver, por ejemplo, las Patentes

A
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Estadounidenses Nos 5 554 187, 4 863 457, 5 098 443 ¥y
5 725 493), tales como un dispositivo implantable, pox
ejemplo, un depésito mecénico, un dispositivo intraocular o un
dispositivo extraocular con un conducto 1intraocular (por
ejemplo, de 100 mu a 1 mm de di&metro), o un 1mplante o un
dispositivo compuesto por una composiciédn polimérica como las

descriptas anteriormente

El método de la presente invencidn puede también consistir en
la co-administracién de oiros compuestos farmacéuticamente
activos Por “co-administracion” se entiende la administracién
antes, simultidneamente con, por ejemplo en combinacidn con el
inhibidor de la ™BCAT en la misma formulacién o en
formulaciones separadas, o después de la administracidn de un
inhaibidor de la BCAT como los descriptos anteriormente Por
ejemplo, los corticosteroides, por ejemplo, prednisona,
metilprednisolona, dexametasona, © triamcinalona acetinida, o
compuestos antlinflamatorios que no continen
corticosteroides, tales como ibuprofeno o flubiprobeno, pueden
ser asi co-administrados En forma simizlar, las vitaminas y
minerales, por eJemplo, zinc, antioxidantes, por ejemplo
carotenoides (tales como zeaxantina o luteina) y los

micronutrientes pueden ser co-administrados

¥
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Esquemas sintéticos generales para preparar compuestos de las

Férmulas I-IV

EJEMPLO 1 Clorhidrato del &ocado trans- (1R, 3R} (l1-aminometil-3-

matil-ciclohexil) ~acédtico

OR
0 > CH QT’
I L" ”, CN
o @ ()
e ", . %
(m)

iy

NH
o l COH NH,BQ

(v) ) ()

S|
a‘%

(1) EtO2CCH2CN, NHsAc, AcOH, Tolueno, 120°C
(r1) a NaCN, EtH (95%), H,0, 115°C,b HCl(g)
(r112) EtOH, HClig), Tolueno

{1v) HCl, H20

(v) Hz, EtOH/NH;, N1 Raney, 30°C-35°C

{(vi}) HCl, H20, 140°C

Paso i Etal éatar del dcaido 2—-ciano-{ {R) -3-met1l-

ciclohaxilideno) —acetico
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Una mezcla de 3~ {R)-metllciclochexanona {125 mmol),

cianoacetato de etilo (124 mmol), acetato de amonio (12,5
mmol) y &cido acético glacral {24 mmol) se refluyeron con una
trampa de Dean Stark durante 24 horas La mezcla se enfrid y
se lavd con HzO Leos lavados con Ha0 se extrajeron con tolueno
Los extractos de tolueno se combinaron con la capa organica
original, se secaron sobre MgSO, y se evaporaron con un
solvente El aceite crudo se purificé mediante destilacién de
Kugelrohr para dar un aceite (lemperatura del horno de punto
de ebullicién 150°C-i60'C) Rendimiento del B86%

lHNMR (CDCl;) 400 MHz & 1,01-1,05 (3H, m), 1,17-1,32 (1H, m),
1,35 (3H, t, J=7 Hz), 1,42-2,30 (6H, m), 2,98 (1H, d, J=13
Hz), 3,74 (1H, d, J=13 Hz), 4,27 (2H, q, J="7 ﬁk)

MS (CI) m/z 208 (MRH')

Andlisis C;3H;7NO, Calculado C 69,54 H 8,27 N 6,76

Hallado C 69,44 H 8,22 N 6,76

Paso i1 trans-(1R,3R)-1-Cianomotil-3-netil-

ciclohexanocarbonatrilo

A una solucaén de NaCN (40 mmol) en 6 ml de Hz y 160 ml de
etanol (95%), se agregdé etil éster del Aacido 2~ciano((R)-3-
metil-cicloehxilideno)-acético (40 mmol) Pasadas 22 horas en

reflujo la solucidén enfriada se filtro, el filtrado se

acidificéd con HC1l gaseoso y se filtrd nuevamente El1 solvente
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y el aceite crudo se purificdéd mediante cromatografia de
columna para dar un sbélido crastalino de color amarillo
padlido Rendimiento del 88%

'HNMR (CDC1l;) 400 MHz & 0,90 (1H, m), 0,98 (3H, d, J=6 Hz),
1,11 (1R, t, J=12 Hz), 1,38 (1H, dt, J=4, 9 Hz}, 1,60-1,90
(4H, m), 2,07 (2H, m), 2,68 (2H, s)

MS (CI) m/z 163 (Mi')

An&lisis CjoHjNz Calculado C 74,04 H 8,70 N 17,27

Hallado C 69,44 H 8,71 N 17,25

Paso 111 Etil éster del Acido trans-2-((1lR,3R)-l-aciano-3-~

matil-ciclohaexil) ~acetimidico

A una solucion de trans- (1R, 3R)-1-cianometil-3-metil-
ciclohexanocarbonitrilo (6,2 mmol) en 30 ml, etanol {absoluto)
se agregaron 30 ml de tolueno seco La solucidn se enfrio en
hielo mientras se la saturaba con HCl gaseoso La solucidn
detenida fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante
24 horas El1 solvente se removio y el residuo sélido se
triturd con dietil éter para obtener un precipitado que se
secéd para dar un sélido cristalino Rendimiento 50%

Punto de fusién 118°C-120°C
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1YNMR (DMSO) 400 MHz & 0,8-0,89 (1H, m), 0,91 (3H, d, J=6,3
Hz), 1,06-1,12 (1H, m), 1,24-1,35 (1H, m), 1,37 {3H, t, J=7
Hz), 1,41-1,95 (6H, m), 3,02 (2H, s), 4,49 (2H, q, J=7 Hz)

MS (CI) m/z 195 (MH")

Andlisis C;2HyeNzO 1,08M HCl Calculade € 58,19 H 8,58 N 11,31

Hallado 58,25 H 8,59 N 11,59

Paso iv Etil éster dael dcido trans-((1R,3R)-1-ciano-3-metil-

ciolohexil) -acético

Etil éster del acido trans-2-({1R, 3R)-1l-ciano-3-metil-
ciclohexil)-acetimidico (1,1 mmol} se disolvid en H;0 helada
(40 ml) y el pH se ajustd con HCl 1 N a pH 1,‘5 La solucién se
agrtd a temperatura ambaiente durante 20 horas Se agregd
acetato de etilo (30 ml) y la capa organica se lavd con HyQ, se
secd y el sclvente se removid para dejar un acerte claro
Rendimiento 82%

'HNMR (CDCl;) 400 MHz & 0,78-0,90 (l1H, m), 0,93 (3H, d, J=6
Hz), 0,97-1,0 (1H, m), 1,23-1,25 (1H, m), 1,29 (3H, ¢, 7,2
Hz), 1,57-1,80 (4H, m), 2,05-2,08 (2H, Br t), 2,54 (2R, s},
4,20 (2H, q, J=7,2 Hz)

MS (CI) m/z 210 (MH")

Anédlisis C;zH;yNO; Calculado C 68,87 H 9,15 N 6,69

Hallado C 68,87 H 9,11 N 6,50

o
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Paso v trans-({5R,7R)-7-Metil-2-aza-espiro[4 5)decan-3-ona

Etal éster del dcido trans-( (1R, 3R)-l-ciano-3-met1il-
ciclohex1il)-acético (8,9 mmol) se disolvié en NH;/EtOH (7%, 40
ml) junto con Nigquel Raney prelavade {con H;0 seguida por EtOH)
en un matraz de Parr de 250 ml La solucidn se hidrogené a
30°C, 46 psi durante 24 horas La solucibdn enfriada se filtrd
a través de un tapdén de celita, lavando acetato de etilo E1
solvente se removio del filtrado para dejyar un sélido blanco
Rendimiento 30%

Punto de fusién 92°C-98°C

1HNMR (DMSO) 400 MHz § 0,75-0,82 (1R, m), 0,84 (3H, d, J=6,4
Hz), 0,88-0,94 (1H, m), 1,14-1,19 (1H, m), 1:20-1,50 (2H, m),
1,50-1,63 (4H, m), 1,91 (2H, s), 3,03 (2H, s8), 7,42 (1lH, s)

MS (CI) m/z 168 (MH')

Andlisis CioH;NO Calculade C 71,81 H 10,25 N 8,37

Hallado cC 71,80 H 10,29 N 8,31

Paso vi Clorhidratd del acido trans-{{1R,3R)-l-aminometil-3-

metil-ciclohaxil) ~acétaico

trans- (5R, 7R) ~7-Met1l-2-aza-espiro{4 S5]decan-3-ona (2,17 mmol)
se disolvid en una solucién de HCl a 10 M (5 ml) y HO (5 ml) y
la mezcla se refluyo a aproximadamente 140°C durante 5 horas

La solucién enfriada se diluyd con 10 ml de Hp0 y 10 ml de DCM

=
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y la capa acuosa se lavd nuevamente con 2x15 ml de DCM ILa
capa acuosa se redujo luego hasta secarse para dejar un sélido
blanto Rendimiento 76%
Punto de fusién 148°C-155°C [a)p = -2,5 (T=20°C, c=1, MeOH)
Un 1sémero (RR}
IHNMR (CDCl;) 400 MHz 8 0,69-0,79 (1H, m), 0,82 (3H, d, J=6
Hz), 0,87-0,90 (1H, m), 1,12-1,20 (1H, dt, J=4,5, 13,3 Hz),
1,34-1,50 (3H, m), 1,60-1,63 (3H, m), 2,30 (2H, s), 3,01 (2H,
s), 7,93 (3H, Br s)
MS (CI) m/z 186 (MH')
Andlaisis CjpHigNO2 1,1 HCl Calculado C 53,29 H 8,99 N 6,21

Hallado C 53,23 H 8,99 N 6,45

-

EJEMPLO 2 Clorhidrato del #écido (l-aminometil-2-metil-

cialohexil) —~acético

ben n S5
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{1) EtO;OCHCN, NHsAc, AcOH, Tolueno, 120°C
(11) a NaCN, EtOH (95%), HzO, 115°C, b HCl(g)
(111) EtOH, HCl{g), Tolueno

(1v) HCL, H.0

(v) Ha, EtOH/NH;, Niquel Raney, 30°C-50°C

(vi) HCl, H,O, 140°C

Paso 3 Etild aster del &cido 2-ciano- {2-matil-

oxsclohexilideno) ~acético

{+/~)2~-Met1l ciclohexanona {80 mmol), etil cianocacetato (80
mmol), acetato de amonio (B mmol) y Acido acékico glacial (16
mmol) reaccionaron como en el método general-(EJemplo 1) paso
1 para dar un aceite claro Rendiruento del 76%
'HNMR (CDC13) 400 MHz & 1,23 (3H, dd, J=7, 10 Hz), 1,35 (3H,
t, J=7 Hz), 1,55-1,82 (5H, m), 1,93-2,05 (1H, m), 2,17 (1A,
dt, J=5, 14 Hz), 2,47 (1H, dt, J= 5, 9 Hz), 2,92-2,97 (1R, Br
d, J= 15 Hz}, 3,30-3,35 (1H m), 3,81i-3,86 (1H, Br d, J=15 Hz),
4,06-4,14 (1H, m), 4,23~4,30 (3H, dq, J= 1, 6 Hz)
M5 (CI) m/z 208 (MH’)
Anélisis Cj;3H;sNO; Calculado C 69,54 H 8,27 N 6,76

Hallado C 69,26 H 8,26 N 6,66

o

Paso ii 1l1-Cianometil-2~metil-ociclochexanocarbonitrilo
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Et1l éster del ac1do‘2-c1ano-(2-met11—c1clohex111deno)-acétlco
(37 mmol), NaCN (37 mmol}, reaccionaron como en el método
general (Ejemplo 1), pasc 11 El sélido crudo se purificéd
mediante cromatografia de columna (3 1, heptano acetato de
etilo)}, para dar un aceite claro Rendimeinto 76%

'HNMR (CDCl3) 400 MHz & 1,06 (3H, d, J=6,8 Hz), 1,11 (1R, d,
J=6,8 Hz), 1,20-2,20 (18H, m}), 2,77 (2H, dd, J=16,8 Hz}, 2,63
{(2H, dd, J=16,8 Hz)

MS (CI) m/z 163 (MH')

Anélisils C;oH;4N2 Calculade C 73,49 H 8,69 N 16,86

Hallado C 73,24 H B,73 N 17,08

Paso 1ii Etil ester del #cido 2-(l-ciano-2-metil-ociclohexil) -

acetimidico

l1-Cianometil~2-metil-ciclohexanocarbonitrile {7,3 mmol)
reacciond como en el método general (Ejemplo 1), Paso 111 paxa
dar un sélido blanco Rendimiento 70%

Punto de fusién 107°C-114°C

'HNMR (DMSO) 400 MHz 8 1,00-1,06 (3H, 2xt, J=6,4 Hz), 1,10-
1,38 (2H, m}, 1,38 (3H, t, J=6,0 Hz), 1,40-2,10 (7H, m), 2,86,
2,92, 3,10, 3,28 (2H, 4xd, J=14, 14,4 Hz resp ), 4,48 (2H, q,
Job,8 Hz)

MS (CI) m/z 209 (MH*)
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AnAlisis C;zHoN2O 1,06 HCl Calculado <€ 58,37 H 8,60 N 11,347

Hallado C 58,15 H 8,63 N 11,60

Paso iv Etil éster del #&cide (l-cianoc-2-metil-ciclohexil)-
acético

Eti1l éster del dcido 2~{l-ciano-2-metil-ciclohex1l) -
acetimidico (4,1 mmol) reaccioné comoc en el método general
(Ejemplo 1) paso (iv) para dar un aceite claro Rendimiento
82%

lHNMR (CDClj) 400 MHz & 1,03, 1,090 (3H, 2xd, J=7 Hz), 1,27-
1,30 (3H, m), 1,32-2,00 (8H, m), 2,10-2,20 (1H, m), 2,44, 2,82
(3H, 2xd, J=14,8 Hz), 2,54 (1H, m), 4,16-4,22 (2H, m)

MS (CI) m/z 210 (MH') ’

An&lisis CizHisNO; Calculade C 68,87 H 9,15 N 6,69

Hallado C 68,84 H 9,13 N 6,75

Paso v 6-Metil-2-aza-aespiro(4 5]decan-3-ona

Et1l éster del acido (l-ciano-2-metil-ciclohexil)-acético (8,1
mmol) reacciond como en el metodo general (Ejemplo 1) Paso (v)
durante 24 horas a 10°C, 50 psi El aceite crudo se puraficéd
mediante cromatografia de columna {acetato de etilo), para dar
un sdélido blanco Rendimiento 34%

Punto de fusién B5°C-90°C

Vi

g
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yNMR (CDCl,) 400 MHz & 0,88-0,91 (3H, dd, J=6,8 Hz), 1,41-
1,78 (94, m), 2,00-2,30 (2H, m), 3,06-3,23 (2H, m), 7,07 (1H,
Br, s)

MS (CI) m/z 168 (MH')

Andlasls C;pHy7NO Calculade C 71,81 H 10,24 N 8,37

Hallado C 71,83 H 10,19 N B,27

Paso vi Clorhadrato del dairdo (l-aminometil-2-metil-

oi1clohexil) -acético

6-Met1l-2-aza-esprro[4 S5)decan-3-ana (2,5 mmol) reacciond como
en el método general (Ejemplo 1} paso vi para dar un sélido
5

blanco Rendimiento 42%

Punto de fusién 108°C-110°C
[alg= 0(T=20,5°"C, C=1, MeOH) Dos diasteredtmeros 3 1

IHNMR (DMSO = D;0) 400 MHz & 0,79, 0,85 (3H, 2xd, J=6,8 Hz),
1,21-1,65 (94, m), 2,22, 2,43 (1H, 2xd, J=15 Hz), 2,46, 2,49
(1H, 2xd, J=15 Hz), 2,83-2,92 (1H, 2xd, J=3,6 Hz), 3,05, 3,15
(1H, 2xd, J=13,6 Hz)

MS (CI) m/z 186 (MH')

An&lisis CygH;9NOz1, 3HC1l Calculade C 51,64 H B,79 N 6,02

Hallado C 51,66 H B,91 N 16,16
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EJEMPLO 3 Clorhidrato del acido (l-aminometil-3,3-dimetil-

65

ciclohexil)-acético

1) Cul, Meli, NHCl, NH3 (92%)

11) NCCH,COzEt, NH,OAc, tolueno (B3%)
111) NaCN, EtOH, Hz0 (57%)

1v) HCl, EtOH, tolueno (93%)

v) Hz, N1 Raney, EtOH NHi (84%)

vi} HCl, HzO (64%)

Pago 1 3,3-Dimetil-ciclohexanona

Sintetizada a través del método descripto por Pelletier, S W ,

Mody, NV , J Org Chem , 1976, 41, 1069
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Una solucidén de dimetil cuprato de litio se prepard agregando
metal litic (1,4 M en éter 77,25 ml, 2,45 mol} a yoduro de
cobre (I) (8,8 g, 0,046 mol) bajo argén La solucién se enfrid
a 0°C, y se agregd 3-metil-ciclohexen-l-ona (5 ml, 0,044 mol)
gota a gota, con agitacién, y se formd un precipitado de color
amarillo profundo La suspensidén se agitdé a temperatura
ambliente durante una hora antes de ser vertida en una solucién
de amoniaco acuoso (100 ml) y acetato de amonio (ca 5 g) Las
capas se separaron y la capa acuosa se lavd con éter dietilaico
{3 x 50 ml) Los orgdnicos combinados se lavaron con solucaidn
salina saturada (3 x 100 ml), se secaron (MgS04) y el solvente
se removié en vacio para dejar un liquido de color amarillo

-

oscuro

lHNMR (400 MHz, CDCl3) 0,98 (6H, s), 1,59 (2H, m), 1,88 (2H,
m), 2,14 (2H, m), 2,26 (2H, m)
IR (pelicula) vmxcm® 2956, 1711 (C=0), 1457, 1368, 1292, 1226,

1076

Paso 11 Etil éster del acido 2-ciano-5,5-dimetil-3-propil-

hex-2-anoico

A una solucidén de 3,3-dimetilciclohexanona (4 g, 0,032 mol) en

-

tolueno (25 ml)}, se agregd cianoacetato de etile (3,37 ml,

0,032 mol, 1 egq ), acetato de amonio (0,24 g, 0,003 mol, 0,1

Eﬁ’

Y\
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eq ), y A4&cido acético (0,36 ml, 0,006 mol, 0,2 eq) La
solucién de color amarillo se calentd a reflujo mientras se la
unia a una trampa de Dean-Stark, y se continué calentando
hasta que ya no hubo agua condensada en la trampa Después d
enfriar, la sclucién de color naranja se lavdé con agua (3 x 25
ml) y la capa orgamica se secd (MgSOy) La filtracidén y la
remocidn del solvente en vacio dieron el producto crudo como
un liquido de color naranja profundo La purificacién se logréd
mediante destilacion de Kugelrohr para dejar la mezcla de
productos c¢is y trans como un liquido de color amarillo

pé&lido, punto de ebullicién 160°C-170°C, 4 mbar (5,83 g, B3%)

1H NMR (400 MHz, CDCly) 0,96, (6H, s, 2x Me), 1,34 (6H, m, 2x
Me de ester)}, 1,49 (4H, m), 1,75 (2H, quin , J 6,4), 2,46 (2H,
s), 2,60 (2H, t, J = 6,4 Hz), 2,80 (2H, s), 2,93 (2H, t, J=6,4
Hz), 4,27 (4H, m)

MS (CI) z/e 222 (M'+1)

IR (pelicula) vg,cm™' 2958, 2870, 2224 (CN), 1731 (C=0), 1606
(C=C), 1277, 1223

Anédlisis C;3H;90;N Calculade C 70,56 H 8,65 N 6,32

Hallado C 70,35 H B,79 N 6,25

Paso iii 1-Cianometil-3,3-dimetil-ociclchexanocarbonitrilo
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A una soluciaén del etil ester del Acido 2-ciano-5,5-dimetil-3-
propil-hex-2-enoico (1,26 g, 0,006 mol) en etanol (100 ml) ¥y
agua (4 ml) se agregé cianuro de sodio (0,28 g, 0,006 mol, 1
eq ) La solucibédn amarillenta se calenté a reflujo durante 8
horas y luego se enfrid, durante cuyo tiempo se formé un
precipitado blancuzco

La suspensidn se filtrd bajo vacio y el filtrado se acidificéd
con gas de HCl hasta que el pH fue de aproximadamente 2 La
mezcla luego se filtré una segunda vez y luego el solvente se
removi® en vacio para dejar el producto crudo como un solido
de color verde pilido

La cromatografia de columna rapida, después de la adsorcidn
del producto crudo scbre silice, eluyendo coﬁ 0%-50% de EtOAc
en heptano, dio el binitrailo como un sélide incoloro (0,57 g,
57%)

'H NMR (400 MHz, CDCl;) 0,99, (3H, s, Me), 1,13 (1H, td, J
13,2, 4,2), 1,21 (3H, s, Me), 1,32 {(2H, m), 1,54 (1H, m), 1,82
(3H, m), 2,15 (1H, m), 2,65 (2H, s, CHCN}

3¢ NMR (400 MHZ, cDCl;) 18,61, 25,17, 30,79, 31,18, 33,77
34,79, 35,37, 37,92,-46,26, 115,06, 122,19

MS (CI) z/e 177 (M'+1)

IR {pelicula) vascm™' 2988, 2937, 2237 (2x CN), 1749, 1456,
1423, 1369, 1202, 1180, 1031, 972 .

Andlisis C;HygN; Calculado C 74,96 H 9,15 N 15,89

Hallado C 75,08 H 9,32 N 15,80
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Paso v, Btil éater del dcado (l-ciano-3, 3-dametil-
orclohexil) -~acétaico

1-Cianometil-3, 3-dimetil-ciclohexanocarbonitrile (0,50 g, 2,84
mmol) se disolvidé en etanol absolute {20 ml) a temperatura
ambiente y luego se enfrié a 0°C Se agregd tolueno (20 ml) a
la solucién y luego la mezcla de la reaccién se acidifico
pasando gas de HCl a través de ella a una velocidad suave
durante ca 45 minutos El matraz fue detenido luego y se lo
dejé en reposo a temperatura ambiente durante 24 horas

La solucidén de color amarillo fue dividida entre el acetato de
etilo y el agua y las capas se separaron La capa acuosa se
extrajo con acetate de etilo (3x 30 ml) y los organicos
combinados se lavaron con una solucidn ae carbonato de
hidrégeno de sodio saturado acuoso ¢3x 50 ml), solucién salina
(3x 50 ml), se secaron {MgS04] y el solvente se removidé bajo
presién reducida para dejar un 1liquiado de color amarillo
palado (0,59 g, 93%)

4 NMR (400 MHz, CDCl;) 0,94, (3H, s, Me), 1,16 (3H, m), 1,21
(3H, s, Me), 1,29 {(3H, t, J 7,2, CHCH;), 1,50 (1H, m), 1,65
(14, dt, J 14,4, 7,6), 1,84 (1H, qt, J 13,3, 3,2), 1,96 (1H,
dc, J 13,7, 2,2), 2,16 (1H, m), 2,48 (1H, d, J 15,6, C-2H),
2,54 (1H, d, J 15,6, C~2H), 4,20 (2H, g, J 7,2, CHzCHj)

c NMR (400 MHZ, CDCl;) 14,21, 19,65, 25,42, 31,03, 34,04,
34,14, 36,08, 38,44, 46,14, 46,80, 61,02, 123,67, 169,00

MS (CI) z/e 224 (M'+1)
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IR (pelicula) vaxcm™ 2998, 2937, 2868, 2234 (C=0), 1457,
1372, 1217, 1181, 1154, 1026
AnAlisis Cj33Ha1NOs Calculade C 69,92 H 9,48 N 6,27

Hallado C 69,63 H 9,45 N 6,15
Paso v 7,7-Dimetil-2-aza-espiro[4 5]decan-3-ona,

Et1il éster del &cido (l-ciano-3,3-dimetil-ciclohexil)-acético
(0,5 g, 2,23 mmol) se hidrogend en amoniaco etandélico (60 ml)
con niguel Raney como catalizador (ca 0,25 g) a 50°C y 50 psa
durante 48 horas

El catalizador luego fue removido por filtracidén a través de
Celita, y el solvente fue removido en vacio para dejar un
sélido cristalino de color verdoso

La cromatografia de columna ripida, eluyendo con 0%-100% de
acetato de etilo en heptano, dio la lactama pura como un

sélido incoloro {340 mg, B84%)

'H NMR (400 MHz, CDCl,} 0,89, (3H, s, Me), 0,392 (3H, s, Me),
1,25 (2H, m), 1,36 (2H, m), 1,51 (3H, m), 1,68 (1H, s), 2,18
(1H, d, J 16,4, CH;NH), 2,24 (1H, d, J 16,8, CH;NH), 3,15 (2H,
s, CH;CO)

3¢ NMR (400 MH2Z, CDCly) 19,16, 29,88, 30,36, 31,28, 36,657,
39,05, 39,61, 44,58, 49,54, 54,79, 17,72

MS (CI) z/e 182 (M'+1)
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IR (pelicula) vaaxem U 3203, 3100 (NH), 2914, 2860, 1698 (C=0),
1486, 1374, 1317, 1289, 1257, 1076
Analisis C;;H;sNO Calculado C 72,88 H 10,56 N 7,73

Hallado C 72,38 H 10,47 N 6,7,56

Paso vi Clorhrdrato del &cido (l-aminometil-3,3-dimetil-

ocirclohexil) —acetico

7,7-Dimetil-2-aza-esprro[4 5]decan-3-ona (0,3 g, 1,66 mmol) se
disolvié en una mezcla de HCl (concentrado, 5 ml} y agua ({5
ml), y la solucién incolora resultante se calenté a reflujo
durante 20 horas La solucién se enfrid y luego fue dividida
entre agua y diclorometano y las capas separaron La capa
acuosa se lavd con diclorometano (3x 20 ml) y el agua/HCl se
removié mediante evaporacidén rotativa para dejar el producto
crudo como un sélido blancuzco La trituracién de este sélido
con acetato de etilo y la filtraciédn del producto dio la sal
de clorhidrato del écido (1-aminometil-3, 3-dimetil-
ciclohexil) -acético como un sélido incoloro (140 mg, 42%, 64%
basado en el material 1inicial recuperado)

'H NMR (400 MHz, DMSO) 0,90, (3H, s, Me), 0,92 (3H, s, Me),
1,15-1,49 (BH, m), 2,45 (2H, s, CHCO3H), 2,90 (2H, br g, J
13,5, CHzNH3), 7,96 (3H, br s, NH3), 12,36 (1H, br S, OH)

IR (pelicula) vaxcm™' 2930, 1728 (C=0}, 1272, 1123
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Andlisas CjiH22NO;Cl Calculado C 56,04 H 9,41 N 5,94

Hallado C 55,79 H 9,61 N 6,23

EJEMPLO 4 Clorhidrato dal acido (i)-(trans)-(l-aminometil-3,4-

dametil-ciclopentl) -acético

CO,Et 0, O,Et
0 , L
ﬁ - ﬁi -
—> —

+/-(48) +/-(4b) +-(4c)
Ty u, Oyt , ‘/ (my
(l") T
+/-(4) +-(4d)

Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (11) MeNOz, Bu.N'F-,

{111) Hz, Ni, (av)} HCl

Paso i Sintesis dal Etil éater del 4Aocido (1) (trana)-(3,4-

dimetil-caclopentilideno) -acético (4b)

Se suspendié NaH (dispersién al 60% en aceite, 737 mg, 18,42

mmol), tetrahidrofurano seco (50 ml) y se enfrid,a 0°C Se
agregd traietilfosfonoacetato (3,83 ml, 19,30 mmol) y la mezcla

se agitd a 0°C durante 15 minutos Se agregd luego la cetona
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(+/-}-(4a) (1,965 g, 17,54 mmol) en THF (10 ml) y se dejé
calentar la mezcla a la temperatura ambiente Pasadas 2 hords,
la mezcla fue davidida entre éter dietilico (200 ml) y agua
(150 ml) La fase orgdnica se separd, se lavé con solucidn
salina, se secd (MgS0O4) y el solvente se removidéd en vacio El
residuc se purifico mediante cromatografia rapida (silice,
acetato de etilo heptano 1 9) para dar 3,01 g (94%) de (4b)

como un acelte incoloro

14 NMR 400 MHz, (CDCl;) & 1,01, (3H, d, J=6 Hz}, 1,03 (3H, d,
J=6 Hz), 1,26 (3H, t, J=7 Hz), 1,49 (2H, m), 2,07 (lH, m),
2,24 (14, m), 4,13 {(2H, q, J= 7 Hz), 5,72 (1H, s3)

e

MS (CI') m/e 183 (M+1)

Paso 11 Sintesis del Etil éster del #&cido (t) (trans)-(3,4-

dimetil-l-nitrometil-ciclopentil) ~acetico {(4c)

Etil éster del acido (1) (trans)-(3,4-dimetil-ciclopentilideno)-
acético {4b) (2,95 g, le,2 mmol) se disolvid en
tetrahidrofurano (10 ml) y se agité a 70°C con nitrometano
(1,9 ml, 35,2 mmol) y fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en
tetrahidrofurano, 22 ml, 22,0 mmol) Pasadas 6 horas, lamezla
se enfrié a temperatura ambiente, se diluyd con -acetato de

etilo (50 ml) y se lavdé con HCl 2N (30 ml) y luego con
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solucién salina (50 ml) La fase orgénica se recogid, se secd
(MgS0O4) y el solvente se removid en vacio El residuo se
purificé mediante cromatografia rédpida (silice, acetato de

etilo, heptano 1,9) para dar 1,152 g (29%) de un aceite claro

l4 NMR 400 MHz, (CDCly) & 0,98, (6H, d, J=6 Hz), 1,10-1,39
(SH, m), 1,47 (2H, m), 1,87 (1H, m), 2,03 (1H, m), 2,57 (2H,
ABq, J = 16,38 Hz), 4,14 (2H, q, J= 7 Hz), 4,61 (2H, ABq, J =
12,60 Hz)

MS (ES*) m/e 244 (M+1l)

IR (pelicula) v cm! 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Paso 111 Sintesis de la (1) - (trans)-7,8-Dimatil-

eapiro[4 5]nonan-2-ona (4d)

ELl etil éster del écido (f)-(trans)-(3,4-daimet1l-1-
nitrilometil-ciclopentil)-acetico (4e) (1,14 g, 4,7 mmol) se
disolvié en metanol (50 ml) y se agité sobre catalizador de
niquel Raney bajo una atmésfera de hidrogeno (40 psi) a 30°C

Pasadas 5 horas, el catalizador se removidé por filtracién a
través de celita El solvente se removidé en vacio para dar 746
mg (95%) de un aceite de color amarillo palide que se

solidificd en reposo "

46t

wh
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4 NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,98, (6H, d, J=6 Hz), 1,32 (2H, m),
1,46 (2H, m), 1,97 (2H, m), 2,27 (2H, ABq, J = 16,27 Hz), 3,23
(2H, s), 5,62 (1H, br s)

MS (ES') m/e 168 (M+1)

IR (pelicula) v cm' 1451, 1681, 1715, 2948, 3196

Paso iv, 8intesis del glorhidrato del #Acido (tf)-(trans)-(l1-

saminomatil-3,4-dimetil-ciclopentil) ~acético

La (t)}-(trans)-7,B-dimetil-esparo(4 4]nonan-2-on {(4d) (734 mg,
4,40 mmol) se calenté a reflujo en una mezcla de 1,4-dioxano
(5 ml) y HClL a 6N (15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla se
enfrid a la temperatura ambiente, se diluyd con agua (20 ml) y
se lavdé con diclorometano (3 x 30 ml) La fase acuosa de
recogidé y el solvente se removié en vacio El residuo se
trituré con acetato de etilo para dar 675 mg (69%) de un
sélido blanco después de la reccleccién y el secado

'H NMR 400 MHz, (CDCli) & 0,91, (6H, d, J=6 Hz), 1,18 (2H, m),
1,42 (24, m), 1,72 (1H, m), 2,42 (2H, ABqg, J = 16,24 Hz), 2,90
(2H, ABq, J= 12,34 Hz), 12,34 (1lH, br s)

MS (ES’) m/e 186 (M+l para la base libre)

EJEMPLO 5 Clorhidrato del acido {(cas/trans)-(3R) - (1~

aminometil-3-metil-ciclopentil) -acético (5)

.o
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(5n) (%b)

N A
g%

Reactivos (i) Trietilfosfonoacetato, NaH, (11) MeNO2, BuyN*F,

(111) Hz, Ni, (1iv) HC1

Paso 1 Sintesia del Etil éstgr del é&caido (R)-(3-metal-

oiclopentilideno) —acético

NaH (dispersién al 60% en aceite, 1,86 g, 46,5 mmol) se
suspend1d en tetrahidrofurano seco (40 ml) y se enfrié a 0°C

Se agregdé trietilfosfonoacetato (9,69 ml, 48,8 mmol) y la
mezcla se agité a 0°C durante 15 minutos Luego se agregé{R)-
3-metil-ciclqpentanona (5a) (5 ml, 46,5 mmol) en THF {10 ml) y
la mezcla fue dejada calentar a la temperatura ambiente

Pasadas 2 horas, la mezcla fue dividida entre éter dietilico
(200 ml) y agua (150 ml) La fase organica se separd, se lavd

con solucidn salina, se secdé (MgSQ4) y el solvente se removid
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en vacio El residuo se purificd mediante cromatografia répida
(silice, acetato de etilo heptano 1 9} para dar 5,45 g (70%)
de (2) como un aceite incoloro

1H{ NMR 400 MHz, (CDCls) & 1,04, (3H, m), 1,27 (3H, t, J= 7
Hz), 1,80-2,74 (7H, m), 2,90-3,15 (1H, m), 4,13 (2H, q, J = 7
Hz), 5,76 (1H, s)

MS (CI*) m/e 169 (M+1)

IR (pelicula) v cm™ 1205, 1371, 1653, 1716, 2955

Paso 11 #Sintesas del Etil ester del #écido (cis/trans)-(3R)-
(3-metil-l-ciclopentil)—acético (5¢c)

BEtil éster de acado (R)—(3—met11—c1clopen;:111deno}-acét:.co
{5b) (3,0 g, 17,8 mmol) se disolvid en tetrahidrofurano (20
ml) y se agité a 70°C con nitrometano (1,92 ml, 35,6 mmol) y
fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en tetrahidrofurano, 25
ml, 25,0 mmol) Pasadas 18 horas, la mezcla se enfrid a la
temperatura amb:.ente: se diluydé con acetato de etilo (50 ml) y
se lavdé con HCl1 2N (30 ml) y luego con solucidn salina (50
ml) La fase organica se recogid, se secd (MgSQ,) y el solvente
se removid en vacio El residuo se purificd mediante

cromatografia répida (silice, acetato de etilo heptano 1 9)

para dar 2,00 g (49%) de un aceite claro
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!4 NMR 400 MHz, (CDCl;) & 1,02, (3H, d, J= 6 Hz), 1,08-1,37
(54, m), 1,59-2,17 (5H, m), 2,69 (2H, m), 4,15 (2H, q, J = 7
Hz), 4,64 (2H, s) -
MS (ES*) m/e 230 (M+1)

IR (pelicula) v cm™! 1183, 1377, 1548, 1732, 2956

Paso aai Sintesis de la {cis/trans)-(7TR) -7-Matail-

espiro[4 4]nonan-2-ona (5d)

Eti1l éster del é&caido (cis/trans)-(3R)-(3-metail-l-nitrometil-
ciclopentil)-acético (5a¢) (1,98 g, 8,66 mmol) se disuelve en
metanol (50 ml) y se agita sobre catalizador de niquel Raney
bajo una atmésfera de hidrédgeno (40 psi) a 30“0 Pasadas 18
horas, el catalizador se remueve mediante filtracidédn a través
de celita El1 solvente se remueve en vacio y el residuo se
purifica mediante cromatografia répida (silice, acetato de
etilo heptano 1 1) para dar 1,05 g (79%) de un sélido blanco

'H NMR 400 MHz, (CDCl3) & 1,03, (3H, m), 1,22 (2H, m), 1,60-
2,15 (5H, m), 2,22 (2H, m), 3,20 y 3,27 (2H total, 2 x s, cis
y trans), 6,18 (1H, br s)

MS (ES') m/e 154 (M+1)

IR (pelicula) v cm™! 1695, 2949, 3231

~#P—
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Paso 1v Sintesia del Clorhidrato del &cido (cis/trans)-(3R)-

(1-aminometil-3-metil-ciclopentil) -acetico (5)

La (cis/trans)-(7R)-T7T-metil-espiro[4 4]nonan-2-ona (5d) (746
mg, 4,88 mmol) se calenté a reflujo en una mezcla de 1,4-
dioxano (5 ml) y HCl a 6N {15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla
se enfria a la temperatura ambiente, se diluye con agua (20
ml) y se lava con diclorometanoc (3 x 30 ml) La fase acuosa se
recoge y el solvente se remueve en vacio El residuo se
tritura con acetato de etilo para dar un sélido blanco que se
recoge y Se Seca Esto se crastaliza desde acetato de
eti1lo/metanol para dar 656 mg (65%) de (5) después de la

)

recolecciédn y el secado

'H NMR 400 MHz, (d;-?MSO) 6 0,96, (3H, m), 1,01-1,24 (2H, m),
1,42-2,10 (5H, m), 2,41 y 2,44 (2H total, 2 x s, cis/trans}),
2,94 (24, m), 7,96 (3H, br s), 12,35 (1lH, br s)

MS (ES*) m/e 172 (M+1 para la base libre)

-
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EJEMPLO 6 Clorhidrato del acade (+)-(trans)-(l-aminocmetil-

80

3,4~-dimetil-caiclopentil) —acetaco

B O.N oo.a

co
[ ] 1
@
(in
ol ;5\ =
(Ga)

{6m)

o 0w

.lgijfi{ ' - Lm

Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (11) MeNOz, BusN‘F",

{111) Ha, N1, (aiv) HCl

Paso i Saintesis del Etil éaster del Acido (cis)-(3,4-dazmetil-

ciclopentilaidenoc) -acético (6b)

NaH (dispersidén al 60% en aceite, 519 mg, 12,96 mmol) se
suspendié en tetrahadrofurano seco (30 ml) y se enfridé a 0°C
Se agregé trietilfosfonoacetato (2,68 ml, 13,5 mmol) y la
mezcla se agitdé a 0°C durante 15 minutos Luego* se agregd
(3S,4R) -3, 4-dimetil-ciclopentanona (6a) (1,21 g, 10,80 mmol)

en THF (10 ml) y la mezcla se dejé calentar a la temperatura
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ambiente Pasadas 2 horas, la mezcla fue dividida entre éter
dietilico (200 ml) y agua (150 ml) La fase organica se
separé, se lavé con soluciébn salina, se secd (MgSOs) y el
solvente se removid en vacio El residuo se purificé mediante
cromatografia répida (silice, acetato de etilo heptano 5 95)
para dar 1,40 g {71%) de (2) como un aceite incQloro

!4 NMR 400 MHz, (CDCl,) & 0,84, ({(3H, d, J = 6 Hz), 0,91 (3H,
d, J= 6 Hz), 1,26 (3H, t, J = 7 Hz), 2,01-2,95 (6H, m), 4,13
(2H, q, J = 7 Hz), 5276 (1H, s)

MS (CI') m/e 183 (M+1)

IR (pelicula) v cm™* 1043, 1125, 1200, 1658, 1715, 2959

Paso 11 Bintesis del Etil éater del acido (trans)-(3,4-

dimetil-l-nitrometil-~ciclopental)-acdtico

Etil éster del 4&cido (cis)-(3,4~dimetil-ciclopentilideno)-
acético (6b) (1,384 g, 7,60 mmol) se disolvaib en
tetrahidrofurano (10 ml) y se agitdé a 70°C con naitrometano
(0,82 ml, 15,2 mmol) y fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en
tetrahidrofurane, 11,4 ml, 11,4 mmol) Pasadas 6 horas, la
mezcla se enfrid a la temperatura ambiente, se diluyo con
acetato de etilo (50 ml) y se lavd con HCl a 2N (30 ml) ¥y
luego con solucion salina (50 ml) La fase organica se
recogib, se seco (MgSQOy) y el solvente se removid en vacio E1

residuo se purificdé mediante cromatografia répida ({silice,

o
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acetato de etilo heptano 5 95) para dar 0,837 g (45%) de un
aceite claro

!4 NMR 400 MHz, (CcDCly) & 0,91, (6H, d, J = 6 Hz), 1,21-1,39
(54, m), 1,98 (2H, m), 2,18 (2H, m), 2,64 (2H s), 4,15 (2H, q,
J =7 Hz), 4,61 (2H, s)

MS (ES*) m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm™! 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Paso iia, Sintesis de la (trans)-7,8-Dimetl-espiro[4 4])nonan-

2-ona (6d)

Etil éster del Acado (trans)-{(3,4-dimetil-1l-nitrometil-
ciclopentil)-acético (6e) (0,83 g, 3,4 mmol; se disolvié en
metanol (30 ml}) y se agitd sobre catalizador de niquel Raney
bajo una atmdésfera de hidrédgeno (40 psi) a 30°C Pasadas 4
horas, el catalizador se removid mediante filtracidn a través
de celita El solvente se removio en vacio para dar 567 mg
(99%) de un aceite de color amarillo palido que solidificé en
reposo

'H NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,91, (6H, d, J = 6 Hz), 1,91 (2H,
m), 2,10 (2H. m), 2,32 (24, s), 3,18 (2H, s), 5,61 (1H, br s)
MS (ES') m/e 168 (M+13

IR (pelicula) v cm™ , 1304, 1450, 1699, 2871, 3186 .
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Paso iv Santesis del Clorhidrate del &cido (trans)-(l-
aminometil-3,4-dimetil-ciclopentil)-acético (6)

La (trans)-7,8-Dimetil-espiro{4 4)nonan-2-ona (6d) {563 mg,
4,40 mmol) se calentd a reflujo en una mezcla de 1,4-dioxano
(5 ml} y HCl a 6N (15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla 3se
enfr1é a la temperatura ambiente, se diluyé con agua (20 ml) y
se lavdé con diclorometano (3 x 30 ml) La fase acuosa se
recogié y el solvente se removié en vacio El residuo se
traturdé con acetato de etilo para dar un sélido blanco gque se
recogié y se secd Esto se recrastalizdé desde acetato de
etilo/metanol para dar 440 mg (59%) de (6) después de 1la
recoleccién y el secado

'H NMR 400 MHz, (de-DMSO) © 0,84, (6H, d, J = 6 Hz), 1,21 (2H,
m), 1,81 (2H, m}, 2,06 (2H, m), 2,47 (2H, s), 2,89 (2H, s),
7,94 (3H, br s), 12,30 (1H, br s)

MS (ES*) m/e 186 (M+l1 para la base libre)

EJEMPLO 7 Clorhidrato del #cido (+)-(trans)-{l-aminometil-

3,4-diametil-ciclopentil) —acetico
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Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (11) MeNO;, BuyN‘E",
{(111) Hz, Ni, (iv) HC1

La {3S,4S5)-3,4-Dametil-ciclopentanona (7a) e; conocida en la
bibliografia y puede ser santetizada mediante los métodos
descriptos en ella Y Kato, Chem Pharm Bull, 1966,14 1438-
1439 y referencias relacionadas W C M C Kokke, F A
varkevisser, J OCrg Chem , 18974,3% 1535, R Baker, D C
Billington, Iwanaga,.H Yamamoto, Tet Lett , 1986,27 4507, G
Solladie, 0 Lohse, Tet Asymm , 1993,4 1547, A Rosenquist,
I Kvarnatrorn, S C T Svensson, B Classon, B Samuelsson,
Acta Chem Scand , 1992,46 1127, E J Corey, W Su, Tet
Lett , 1988,29 3423, D W Knight, B Ojhara, Tet Lett ,

1981,22 5101
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Paso 1 Sintesis del Etil éster del &Aoido (trans)-(3,4-
d:n.t:l-o;clopent;l;q,no)—ncét;co {'7b)

A una suspensidn de hidruro de sodio (1,3 g, 32,5 mmol) en THF
(60 ml) bajo nitrdgeno a 0°C, se agregd trietilfosfonoacetato
(6,5 ml, 32,7 mmol} durante 5 minutos Después de agitar
durante otros 10 minutos, Se agrego una solucidn de (3S,45)-
3,4-dimetil-ciclopentanona (7a) (aproximadamente 2,68 g, 30
mmol) en THF) (2 x 10 ml), a la solucidédn que ahora es clara y
se removid el bafio de hielo Pasadas 4 hora, se extinguid la
reaccidn vertiendo en agua (100 ml) y la mezcla se extrajo con
éter (400 ml) La fase orgdnica se enfrid con solucidn salina
saturada (100 ml), se secd y se concentrdé en vacio La
cromatografia de columna (10 1 heptano/acetdio de etilo) dio
el producto como un aceite (4,53 g) (aproximadamente 91% de
rendimiento)

'H NMR 400 MHz (CDCly) & 1,01 (3H, d, J = 6 Hz), 1,03 (3H, d,
J=6 Hz), 1,26 (3H, t, J = 7 Hz), 1,49 (2H, m), 2,07 (1H, m),

2,24 (1 H, m), 2,61 (1H, m), 4,13 (2H, q, J 7 Hz), 5,72 (1K,

s)

MS (CI') m/c 183 (M+l)

Paso 11 Etil éster del acado (trans)-(3,4-dimatil-1-

nrtrometil-ciclopentil) -acético (7c)



86

»r

S6)

A una solucién del etil éster del acido (trans)-(3,4-dametil-
ciclopentalideno)-acético (7b) (4,24 g 23,3 mmol) en THF (15
ml)}, se agregd TBAF (32 ml, de una solucidén a 1 M en THF, 32
mmol) y luego nitrometano (3 ml) y la reaccién se calentd a
60°C durante 8 horas Después de enfriar, la mezcla de 1la
reacciédn se diluydé con acetato de etilo (150 ml) y se lavd con
HC1 2N (40 ml) y luego con solucidn salina saturada (50 ml)

La cromatografia de c¢olumna (10 1 heptano/acetato de etilo)

dio el productoc como un aceaite {2,24 g) (40% de rendimiento)

14 NMR 400 MHz, (CDCls) & 0,98, (6H, d, J

6 Hz), 1,10-1,39
(5, m), 1,47 (2H, m), 1,B7 (1H, s), 2,03 (1H, s), 2,57 (2H,
ABq, J= 16,38 Hz), 4,14 (2H, q, J= 7 Hz), 4,61 (2H, ABg, J=
12,60 Hz)

MS (ES') m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm™ y 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Pasc 111 Sintesis del Clorhidrato del &ocido (+)-(trans)-(1-

aminometil-3,4-dimetil-ciclopentil) -acetico (7)

Una solucidn de etil éster del Aacido (trans)-(3,4-dimetil-1-
nitrometil-ciclopentil)~acético (7e¢} (3,5 g, 14,4 mmol) en
metanol (100 ml) en la presencia de una esponja de Ni se
hidrogené a 30°C y a 50 psi durante 4 horas El filtrado del
catalizador y la concentracidédn en vacio dio una mezcla de 2 1

de lactama y aminoester, 2,53 g, calculado como 968, que se

o
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usdé sin purificacion Esta mezcla (2,53 g, 13,8 mmol) en
dioxano (15 ml) y HCl a 6N (45 ml) se calentd bajo refldjo
(bafic de aceite = 110°C) durante 24horas Después de enfriar y
diluir con agua (60 ml), la mezcla se lavé con diclorometano
(3 x 50 ml) y luego se concentrdé en vacio El aceite
resultante se lavdé con acetato de etilo y 1luego con
diclorometano para dar una espuma pegajosa que se secd para
dar el productoe como un polvo blanco (2,32 gq) {(Rendimiento

del 76%)

op(23°C) (Hz0) (c=1,002)=+28,2"°

H NMR 400 MHz (d¢-DMSO) & 0,91 (6H, d, J = 6 Hz), 1,18 (2H,
m), 1,42 (24, m), 1,72 (l1H, m), 1,87 (1H, m), 2,42 (2H, ABq, J
- 16, 24 Hz), 2,90 (2H, ABq, J = 12, 34 Hz), 8,00 (3H, br s),
12,34 (1H, br s)

MS (ES*) m/c 186 (M+l para la base libre)
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EJEMPLO 8 Clorhadrate del acido 1la,3p,5p-(l-amincmetil-3,5-

dimetil-ciclochaxil) -acetico

CO4Et CN
o)
N
______,_ in
ey >
(8a) (8b) (8c)
okt HCI NHa To.n
N
iv
——h ___-.
- Sy /
(8d)

Paso 3 Sintasis del Etil éster-del #cido 2-clano-({(3R,58)-
3,5-dametil-caclohexilideno) —~acetico (Bb) Cis-3,5-
dimetilciclohexanona (8a, 15,78 g, 125,0 mmol) se disolvid en
tolueno (150 ml) y se traté con acetato de amonio (0,96 g,
0,099 rrbmoll, dcido acétice (1,4 ml, 0,195 mmol) y etal
cianoacetato (14,04 g, 99,2 mmol) La reaccidn se calentd a
reflujo toda la noche con una trampa de Dean-Stark, luego se
enfrié a temperatura ambiente y se lavé con HO (3 x 50 ml}) ILa
capa acuosa se lavd nuevamente con tolueno (2 x 50 ml) Las
capas organicas, Se secaron sobre Na;SO; y se concentraron E1

residuo fue sometido a cromatografia sobre gel de silice
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eluyendo con 5% de EtOAc/hexano para dar 22,0 g (80%) del

producto deseado como un aceite claro

MS 222,1 (M+l para C;jH;sN;10z), un aceate, TLC Si10a2, Re 0,40
(9 1 hexano/EtOAc), AnAlisis (Ci3H;eN,02) (Cal ) C 70,56, H
8,68, N 6,33 (hallado) C 70,74, H 8,68, N 6,33 'H NMR
(CDC1,y) & 0,83-0,95 (m, 1 H), 1,01 (¢, 6 H, J = 6,1 Hz), 1,32
(t, 3 H, J = 17,3 Hz), 1,48-1,85 (m, 5 H), 2,97-3,02 (m, 1 H),

3,92 (dd, 1 H, J = 12,2, 2,2 Hz), 4,24 (q, 2 H, J = 7,1 Hz)

Paso i1 8intesis del 1e,3B,5p-1-Ciancmetil-3,5~dametil-

ciclohexanocarbonitrilo (8¢)

El etil éater del édcido 2-ciano-( (3R, 55)~3, 5-dimetil-
ciclohexilideno)-acético (Bb, 6,64 g, 30,0 mmol) se disolvid
en EtOH (60 ml) y se agregd a una suspensidn de NaCN (1,47 g,
30,0 mmol) en EtOH / HO (100 ml / 8 ml) La reacclidn se
calentd a reflujo toda 1l1la noche, luegoe 8se enfrid a la
temperatura ambiente, se filtré y se concentrdé en vacio para
dar un aceite claro gue se solificé bajo vacio El residuo
fue sometido a cromatografia sobre gel de silice eluyendo con
4 1 hexano/EtOAc para dar 4,05 g (77%) del producto deseado

como un sélido pegajoso, blanco »
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MS no se observd ningun ion de M+l (C;HigNz), un aceate, TLC
8102, Ry 0,31 (4 1 hexano/EtOAc), Anélisis (Cp;;HigN2) (Cal ) C
74,96, H 9,15, N 15,89 (hallado) C 74,81, H 9,25, N
15,65 'H NMR (CDCl,) & 0,58 (dd, 1H, J= 24,9, 12,2 Hz), 0,96
(d, 6 H, J = 6,6 Hz), 1,03 (t, 2H, J = 12,9 Hz), 1,75-1,90 {(m,

3H), 2,01 (d, 2H, J= 11,5 Hz), 2,65 (s, 2H)

Paso 111 S8intesis del Clorhidrato del é&cado 1a,3p,5p~-(1-

aminometil-3,5-dimetil-ciolohexil) -acético (Bd) la, 3B, 5p-1-
Cianometil-3, 5-dametil-caclohexanocarbonitrailo (8q, 5,51 g,
31,26 mmol) se disolvid en EtOH (B0 ml) y tolueno (B0 ml), se
enfrié a 0°C y se saturd con gas de HCl La solucién fue
detenida y agitada toda la noche a temperatura ambiente, luego
conentrada en vacio para dar el 1imino éster crudo como un
sdlido blanco Este material crudo se triturdé con Et;0 (150 ml)
y se secd bajo vacio, a temperatura ambiente, luego se
extrajo con EtOAc (3 x 100 ml) Las capas organicas se
combinaron, se lavaron con solucién salina, se secaron sobre
NazS504 Yy se concentraron El residuo fue sometido a
cromatografia sobre gel de silice eluyende con 6 1
hexano/EtOAc para dar 5,78 g (83%) del producto deseado como

un acelite claro

'
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MS 224,1 (M+1 para Cj3Hz;N102), un aceite, TLC Si0;, Rs 0,32
(6 1 hexano/EtOAc), Analisis (Cj;3H;)N;0;) (Cal ) € 69,92, H
9,48, N 6,27 (hallado) C 70,03, H 9,45, N 6,30 'H NMR
(CDC1,) & 0,53 (dd, 1 H, J = 24,9, 12,0 Hz), 0,91 (d, 6 H, J =
6,6 Hz), 1,27 (1, 3 H, J = 7,1 Hz), 1,70-1,76 {m, 1 H), 1,80-
1,90 (m, 2 H), 2,02 (d, 2 H, J = 12,9 Hz), 2,51 (s, 2 H), 4,18

(@, 2 H, J = 7,1 Hz)

Paso av Sintesis de la 5a,7B,9p-7,9-Daimetil-2-aza~-
espiro[4 5]decan-3-cna (B8e)

Eti1l éster del &cido la,3PB,5p-(l-clanc-3,5-dimetil-ciclchexil)-
acético (Bd, 5,82 g, 26,1 mmol) se disolvio en MeOH (150 ml},
se traté con 10% Rh/2% Pd/C (1,0 g) y se agitd bajo una
atmosfera de Hz (50 psi) durante 28 h La reaccién se filtrd y
se concentrd en vacio El residuc fue sometido a cromatografia
sobre gel de silice con un gradiente de 2 3 hexano/EtOAc,
EtOAc, 5% MeOH/EtOAc para dar 2,21 g (47%) del producto
deseado

MS 182,0 (M+1 para CiHigN101), punto de fusién 116°C-11B°C,
TLC S102, Re 0,36 (6% MeOH/CHpClz), Analisis (C;;H;sN;0;,) (Cal )
c 72,88, H 10,56, N 7,73 (hallado) C 72,84, H 10,67, N
7,63 'H NMR (CDCl3) & 0,49 (dd, 1H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0,86-
0,93 (m, 8 H), 1,38-1,48 (m, 2 H), 1,60-1,71 {(m, *3 H), 2,09

(s, 2 H), 3,16 (s, 2 H), 5,79 (br, 1 H)
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Paso v Sintesis de la sal de clorhidrato del &ocido 1a,3B,5B-
(l1-aminomaetil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acetico (8) La 5a, 7B, 9B-
7,9-dimet1l-2-aza-espiro[4 S]decan~3-ona (8e, 0,52 g, 2,87
mmol) se tratd con HCl a 6N (19 ml) y se calenté a reflujo
toda la noche La reaccién se enfrid a temperatura ambiente,
con lo cual se formd un precipitado blancoe El sélido se
filtrd, y el filtrado se enfrié a 0°C para lograr una segunda
cosecha de cristales, luego se filtrd nuevamente Los sélidos

se combinaron y se secaron bajo vacio para dar 0,46 g (68%)

del producto deseado

MS 200,1 (M+l1 para C;;H;;N;0z), punto de fuia.én 179°C-180°C,
Analisis (C;31H2i1N102 HC1l) (Cal ) C 56,04, H 9,41, N 5,94
{hallado) C 56,16, H 9,42, N §,73 4 NMR (CD;0D) & O0,46-
0,53 (m, 1 H), 0,77 {(t, 1 H, J = 12,5 Hz), 0,85-0,91 (m, 7 H},
1,55-1,67 {m, 5 H), 2,11 (d, 2 H, J = 13,4 Hz), 2,36 (s, 2 H),

2,44 (s, 1 H), 3,14 (s, 2 H)
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EJEMPLO 9 Sal de clorhidrato del écido la,3B,5B-(3,5-dimetal-

l-propalaminometil-ciclohexal) —acatico

Sal de clorhidrato del 4&cado la,3B,5p-(i-aminometal-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético (8, 1,0g, 4,2 mmol) se disolvibd en
EtOH (100 ml), se traté con una solucidn de hadréxido de sodao
(1IN, 5 ml), propionaldehido (0,9 ml, 12,6 mmol) y 10% de Pd/C
(0,3g) y se agitd bajo una atmésfera de H. (50 psi) durante 3
h La reaccién se filtrd, se traté con HCL/Et20 (1 M, 10 ml) y
se concentré en vacio El residuo se traté con isopropanol
caliente (100 ml), el NaCl se filtrd, y la solucidn clara se
concentrd en vacio -El product rudo se recristalizdé desde 1-
PrOH/acetona/hexano (14 200 225 ml) y se secd bajo vacio para
dar 0,136 g (12%) del producte deseado

MS 242,1 (M+l paxa CieH27Ni02), punto de fusién 178°C-180°C,
Andlisis (Cp4Hz7N;102 HC1 0,27H;0) (Cal ) C 59,48, B 10,18, N

4,95 (hallado) C 59,53, H 10,21, N 4,78 'H NMR (CDs0D) &
0,52 (dd, 1 H, J = 24,2, 12,0 Hz), 0,83-0,90 (m, ® H}, 1,00
(¢, 3 H, J = 17,6 HZ}, 1,61-1,80 (m, 7 H), 2,43 (s: 2 H), 2,98

(t, 2H, J=17,8 Hz), 3,20 (s, 2 H)

2
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EJEMPLO 10 Sal de clorhidrato del 4&cido 1x,3B,5B-(1-

etilaminometil-3,5-dimatil-ciolchexil)-acético

AN °),ou

El Ejemplo 10 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que 8se usd acetaldehide en Ilugar de
propionaldehido y se usd acetetato de etilo/heptano para la
recristalizacidén (rendimiento 30%) -

MS (M+1 para C)sHzeN;0z), punto de fusién 188°C-190°C, 'H NMR
(DMSO) & 0,83 (8H, br d}, 1,24 {3 H, £, J=17,1 Hz), 1,60 (6 H,
m), 2,38 (d, s), 2,98 (2 H, m), 3,10 (2 H, br s), 8,33 (2 H,

br s), 12,42 {1 H, br s)
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EJEMPLO 11 S8al des Clorhidrato del é&cado 1la,3p,5p-(1-

bancilamino-metil)-3,5-dimatil-caclohexil-acetico

HG
0,

O/\.... o

o

El Ejemplo 11 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usé benzaldehido en 1lugar de
propionaldehido y que se usé Et;0 para la recristalizacién
(rendimiento 30%)

MS 290,1 (M+1 para C;gHz7N;02), punto de fusidén 162°C-163°C,
Analisis (CygH29N 0, HC1l 0,20H,0) (Cal ) C 65,62, H 8,69, N
4,25 (hallado) C 65,60, H 8,71, N 4,31 H NMR (CD;0D) &
0,48 {dd, 1 H, J = 12,5 Hz), 0,79-0,90 (m, 8 H), 1,46 (br, 2
H), 1,64 (4, 3 R, J = 13,4 Hz), 2,42 (s, 2 H), 3,19 (s, 2 H),

4,23 (s, 2 H), 7,43-7,50 (m, 5 RH)
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EJEMPLO 12 Sal de clorhidrate del écido 1la,3B,5p-(1-

dimetilaminometil~3,5-dimetil-ciclchexil) —acético

\N/o OH

Una solucién de la sal de clorhidrato del &cido 1la, 3B, 5B-(1-
aminometil-3, 5-dametil-caclohexll)-acético (8, 0,20 g, 0,59
mmol) en EtOH (15 ml), solucién de hidréxido de sodio (1 N,
0,59 mmol) y HO0 (1 ml) se traté con 20% de Pd/C (50 mg) y se
agitd bajo una atmésfera de Hz (50 psi) durante 15 horas) La
reacciédn se filtrd, se tratdé con HCl/Et;0 a 1 N (1 ml) y se
concentrxd en vacio El residuo se disolvidé en 1-PrOH caliente
(4 ml), se diluydé con acetona (100 ml) y Et20 (350 ml) y se
enfrié6 a 0°C El sélido se filtré y se secd bajo vacio para

dar 103 mg (rendimiento del 70%) del producto deseado

MS 228,1 (M+1l para C;zH;3N;0;), punto de fusion 195°C-196°C,
An&lisis (CjoHz3N 0, HC1 0,41H0) (Cal ) C 57,58, H 9,97, N
5,16 (hallado) C 57,73, H 9,71, N 4,91 H NMR (CDyOD) §
0,56 (dd, 1 H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0,89-0,92 (m, [ H), 1,59-

1,75 (m, B8 H), 2,51 (s, 2 H), 2,95 (s, 6 H), 3,44 (s, 2 H}
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EJEMPLO 13 Sal de clorhidrato del acido 1«,3B,5p-(1-

butilaminometil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético

NN OH

v

El ejemplo 13 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo gque se usdé butiraldehido en lugar de
propionaldehado {rendimiento del 48%)

MS 256,1 (M+l para C;sHzpN102), punto de fusién 1B4°C-185°C,
AnAlisis (C;sHpgN,0; HC1) (Cal ) € 61,73, H 10,36, N 4,80
(hallado) C 61,71, H 10,21, N 4,72 'H NMR (CD30D) & 0,53
(dd, 1 H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0,86-0,99 (m, 11 H), 1,37-1,47
(m, 2 H), 1,60-1,75 (m, 7 H), 2,43 (s, 2 H), 3,02 (t, 2 H, J =

8,1 Hz), 3,20 (s, 2 H)

EJEMPLO 14 Sal de clorhidrato del &cado 1la,3B,5B-{1-[(bencil-

metil-amino)-metil]-3,5-dimetil-ciclochexil)~aaético

oig*
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El Ejemplo 14 se preparé de acuerdo con el método del Ejemplo
8, salvo que se usaron el anélogo de N-bencilo ({il) ¥y
formaldehido como los materiales 1niciales y que se usd PtO;
como el catalizador en lugar de Pd/C (rendimiento del 70%)

MS 304,1 (M+1 para CjsHzsN102), punto de fusién 209°Cc-210°C,
An&lisis (C,gHzeN;02 HC1l 0,21H20) (Cal ) C 66,40, H 8,92, N
4,08 (hallado) C 66,40, H 9,05, N 4,06 'H NMR (CDyOD) &
0,51 (dd, 1 H, J = 24,4, 12,2 Hz), 0,79-0,92 (m, 9 H), 1,29
(br, 1 H), 1,56-1,82 (m, 4 H), 2,51 (dd, 2 H, J = 18,8, 16,3
Hz) 2,85 (s, 2 H), 3,23-3,49 {(m, 2 H), 4,37 (dd, 2 H, J =
31,7, 12,7 Hz), 7,45-7,54 (m, 5 H)

EJEMPLO 15 8al de clorhidrato del écido 1n,3‘.|3,5B—(3,5—d.1.net11-

l-metilaminometil-ciclohaxil) -acaetico

El Ejemplo 14 (0,14 g, 1,21 mmol) se disolvié en 95% de EtOH
(50 ml}), se tratd con solucidn de hidrdédxido de sodio (1 N,

1,21 mmol) asi como 20% de Pd/C (0,1 g), y se agito bajo una

2
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atmésfera de H; (50 psi) durante 45 minutos La reacion se
f1ltrbd, se trato con HCLl/Et;0 (1 M, 1 ml), y se concentré en
vacio El residuo se traté con 1Pr/OH caliente, el NaCl se
filtrdé y la solucidén se concentrdé en vaclo El producto crudo
se recrastalizé desde 1PrOH/acetona/hexano (7 150 110 ml) y se
secé bajo vacio para dar 0,189 (63%) del producto deseado

MS 214,1 (M+}l para C;;Hz3N;:0z), punto de fusién 182°C-183°C,
An&lisis (CpaH2aN;02 HCl H0) (Cal }) C 57,70, H 9,68, N 5,61
(hallado) C 57,47, H 9,58, N 5,35 H NMR (CDjoD) & 0,52
(dd, 1 H, J = 24,4, 12,2 Hz), 0,84-0,98 {m, 8 H), 1,57-1,72
(m, 5 H), 2,38 (s, 2 H), 2,72 (s, 3 H), 3,21 (s, 2 H)

BEJEMPLO 16 Acido 1a.3D,59-[1—(acet;11n;no—m;t111—3,5-d;nnt11-

clclohex1l] -acetico
A,
NH )ﬂm

El Ejemplo 8 (0,5 g, 21, mmol) se tratd con H0 (10 ml) y NaCH
(0,56 g, 14,0 mmol), se enfridé a 0°C y se tratd con anhidrido

acético La reaccidén se agitdé toda la noche a temperatura

ambiente, luego se diluyd con EtOAc (100 ml) y se lavé con HCl

oy
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IN (100 ml) La capa orgdnica se secd sobre Na;SOs y se
concentré en vaclo El1 material crudo fue sometido a
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 4% de
MeOH/CH,Cl; para dar 0,138 g (27%) del producto deseado como un
acerte que se solidificd bajo vacio

MS 242,1 (M+1 para C;3H2iN;103)., punto de fusién 122°C-124°C,
Andlisrs {CizHa3N;D3) (Cal ) C 64,70, H 9,61, N 5,80
(hallado) C 64,65, H 9,59, N 5,63 'H NMR (CDy0D) & 0,46
(dd, 1 H, J = 23,7, 11,7 Hz), 0,81-0,87 (m, 9 H}, 1,56 (d, 2
4 J = 13,4 Hz), 1,65-1,76 (m, 3 H), 1,98 (s, 3 H), 2,18 (&, 2

H), 3130 {3, 3 H)

EJEMPLO 17 Sal de clorhidrato del @&cido 1la,38,5B8-(1-

{i1scbutilamino-metil)}-3,5-dimatii~ciclohaxil]-acético

\'/\,,, on

El Ejemplo 17 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usdé isobutiraldehido en 1lugar de
propionaldehido (rendimiento del 53%&)

-

MS 256 (M+l para C;sHzgN;0;), punto de fusién 193°C-194°C, H

NMR (CDy0D) & 0,53 (dd, 1H, J = 24,3, 12,5 Hz), 0,81-0,90 (m, 2
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H)' 0'89 (d' GH' J = 6'4 HZ)' 1,03 (d, GH, J - 6;8 HZ), 1'51-
1,71 (m, 5H), 2,09 (m, 1 H), 2,49 (s, 2 H), 2,88 (d, 2H, U =

7,1 Hz), 3,19 (s, 2 H)

EJEMPLO 18 Sal da clorhadrato del éocido 1la,3p,5p-[3,5-dimetal-

1- (fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético

O

El Ejemplo 1B se sintetizdé de acuerde con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usd fenilacetaldehido en lugar de
propionaldehido (rendimiento del 16%)

MS 304 (Mtl para Cj;gHaeN)0;), punto de fusibén 188°C-189°C,
Analisis (CjpHasN;02 HC1l) (Cal )} C 67,14, H 8,90, N 4,12

(hallado) C 66,94, H 8,91, N 3,98 H NMR (CDOD) & 0,46

(dd, 1 H, J 24,6, 12,3 Hz), 0,81-0,91 (m, 8 H), 1,58-1,72
(m, 5 H), 2,50 (s, 2H), 3,04-3,08 (m, 2H), 3,26-3,30 (m, 4H),

7,23-7,75 (m, 5H)

EJEMPLO 19 B8al de clorhidrato del écido 1la,3p,5p-{3,5-dimetil-

»

1-[(3-fenil-propilamino)-matil] -ciclohaxil}-acético
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El ejemplo 19 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usé hadrocinamaldehido en lugar de
propicnaldehido (rendimiento del 50%)

MS 318 (M+1 para CzoH3;IN102), punto de fusiébn 171°C-172°C,
Analisis (CzoH3N;0, HCl) (Cal ) C 67,87, H 9,11, N 3,96
(hallado) C 67,83, H 9,13, N 3,78 'H NMR (CD0D) & 0,53
(dd, 1 H, J = 24,6, 12,1 HZz), 0,80-0,90 (m, 2 H), 0,90 (d, 6H,
J = 6,0 Hz), 1,60-1,72 (m, 5 B), 2,03-2,11 (m, 2H), 2,45 (s,
2H), 2,73 (t, 2H, ¥ = 7,5 Hz), 3,06 (t, ZH: J=17,7 Hz), 3,3

(s, 2H), 7,20-7,18 {(m, 5H)

EJEMPLO 20 Sal de .clorhidrato del #écido {1-[(ciclobutilmetil-

amino) -metil] ~ciclochexil)-acético

2y
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El Ejemplo 20 se sintetizd de acuerdo con el Ejemplo 26, salvo

porque se usd ciclobutano en lugar de 2-metilbutiraldehido

{rendimiento del 70%)

MS 226 (M+l1 para C;3Hz3N;02), punto de fusién 176°C-177°C,
Anélisis (C;3H23N;02 HC1l) (Cal }) C 59,64, H 9,24, N 5,35
(hallado) C 59,88, H 9,18, N 5,19 H NMR (CD;0D) & 1,16~
1,60 (br, 10 H), 1,80~1,96 (m, 2 H), 2,21-2,40 (m, 4 H), 2,53

(s, 2H), 2,97 (s, 2H), 3,73 (M, 1 H)

EJEMPLO 21 BSal de oclorhidrato del dcado 1a,3B,5p-[1-

(1sopropilamino-matil)-3-dimetil-ciclohaxil] -acético

208

\

El Ejemplo 21 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usdé acetona en lugar de
propionaldehido {rendimiento del 50%)

MS 242 (M+1 para CyHz7N10;), punto de fusién 206°C-207°C, M
NMR (CD;OD} & 0,53 (dd, 1 H, J = 24,8, 12,5 Hz), (,80-0,90 (m,
2 H)}, 0,99 (d, 6H, J = 6,1 Hz), 1,35 (d, 6H, J = 6,6 Hz),

1,55-1,78 (m, 5H), 2,45 (s, 2H), 3,18 (s, 2 H), 3,41 (m, 1lH)
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EJEMPLO 22 El #&cido l-aminometil-~l-ociclohexanoc-acético se
describié anteriormente en Satzinger et al, US 4 087 544, 2 de

mayo de 1978

EJEMPLO 23 El écido l-aminomatil-l-ciclopentano-acetico se
describid anteriormente en Satzinger et al, US 4 087 544, 2 de

mayo de 1978

EJEMPLO 24 La 8sal de sodio del écido l-aminometil-l-
ciclopentano-acético se describié anteriormente en Satzinger

et al, US 4 087 544, 2 de mayo de 1978

EJEMPLO 25 La sal de sodio del écido 1-{1-
hidroxaimatil)ciclohexano-acético se describiéd anteriormente en

Satzinger et al, US 2 960 441, 1960

EJEMPLO 26 8Sintesis de la sal de clorhidrato del &cido {1-

[{(2-metil-butilamineo) -metil] -ciclohaxil}-acético

/’\1/*\“.
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Una solucidén del 4&cado (1-aminometil-ciclohexal)-acético
(Ejemplo 22, 2,0 g, 11,7 mmol) en EtOH (100 ml) se tratdé con
2-metil-butiraldehido (4 ml, 35,1 mmol) y PtOz (0,5 g) y se
agité bajo una atmésfera de Hy (50 ps1i) durante 2 h La
reaccién se filtrd, se tratdé con HC1/Etz0 a 1 N (12 ml), se
concentrd en vacio, se disolvid en 1-PrOH calpiente (10 ml), se
diluyé con acetona (600 ml), se enfrié a 0°C y se filtrd para

dar 1,58 g (49%) del producto deseado

MS 242,1 (M+l para Cj4Hz9N;02), punto de fusién 162°C-163°C,
AnAlisis (C;4Hs7N;0; HCl) (Cal ) € 60,52, H 10,16, N 5,04
(hallado) C 60,41, H 10,26, N 4,95 H NMR (CD;0D) & 0,95
(t, 3H, J=17,3 Hz), 1,02 (d, 3 H, J = 6,6 Hz)}, 1,20-1,31 (m,
1 H), 1,42-1,56 {(m, 11 H), 1,81-1,89 (m, 1 H), 2,63 (dd, 2 H,
J = 18,3, 16,1 Hz), 2,82 (dd, 1 H, J = 12,5, 8,3 Hz), 2,99

(12,5, 6,1 Hz), 3,07 {(dd, 2 H, J = 25,6, 12,9 Hz)

EJEMPLO 27 La sal de clorhidrato del acado ({1-[(4,4,4-
trifluoro-butilaming) -matil]-ciclohexil}-acetice se sintetizd
de acuerdo con el método del Ejemploc 26, salvo que se uséd 4-
trifluorobutiraldehido en lugar de 2-metilbutiraldehido
(rendimiento del 19%)

MS 282,1 (M+1 para C;jHzzN:0;F3;}, punto de fusién ‘_163'(:-164'0.

Andlisis (Ci;3H22N10,F; HC1 O,05H20) (Cal ) ¢ 49,00, H 7,31, N

4,40 (hallado) C 48,60, H 7,29, N 4,19 !H NMR (CD;0D) &
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1,40-1 ,4 (m, 11 H), 1,96-2,04 {(m, 2 H), 2,26-2,38 (m, 2 H),

2,57 (s, 2H), 3,09-3,13 (m, 4 H)

EJEMPLO 28 Sal da clorhidrato del #&cido (l-etilaminometil-

ciclohexil) -acétaco

™

El Ejemplo 28 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que 8se usd acetaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehido (rendimientc del 30%)

MS 200,1 (M+l1 para C;H;N;0;), punto de fusién 160°C-166°C,
Andlisis (C;yHa;N;02 HCl) (Cal ) C 56,04, H 9,41, N 5,94
(hallado) C 55,98, H 9,36, N 5,79 'H NMR (CD;0D) § 1,31-

1,54 {(m, 13 H), 2,54-2,56 (m, 2 H), 3,06-3,13 (m, 4 H)

EJEMPLO 29 Sal de clorhadrato dal &cado {1-

[(Ciclopropalmetil-aminoc)-metil]~ciclohexil)}-acético



107 sy

af

El Ejemplo 29 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo porque se usd ciclopropanocarboxaldehido en
lugar de 2-metilbutiraldehido (rendimiento del 62%)

MS 226 (M+1 para C;3HzaN;02), punto de fusaién 177°C-178°C,
Analisis {Cj;3HasN ;02 HC1l) (Cal ) C 59,64, H 9,24, N 5,35
(hallado) C 59,72, H 9,15, N 5,27 'H NMR (CD3;0D) 8 0,50-
0,56 (m, 2 H), 0 71-0 74 (m, 2H), 1 05-1 30 (m, 1 U), 1 42-
1 54 (m, 1O0H), 2,52 (s, 2H), 2,94 (d, 2H, J = 7,3 Hz), 3,10

(s, 2H)

EJEMPLO 30 Sal de clozhidrato del #&ocide {1-[{2-hidroxi-1-

metil-etilaminec) -matil]-cioclchexil}-acatico
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El Ejemplo 30 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usd l-hidroxi-2-propano en lugatr de
2-metilbutiraldehido (rendimiento del 60%)

MS 230 (M+1 fOr Cj;3Ha3N103), punto de fusidébn 164°C-165°C,
Andlisis (CjaHa3N;03 HCl) (Cal ) C 54,23, H 9,10, N 5,217
(hallado) C 54,23, H 9,01, N 5,18 H NMR (CDsOD) & 1,30-
1,32 (m, 3 H), 1,44-1,55 {m, 10H), 2,60 (s, 2H), 3,11 (m, 2H),
3,28 (br, 2H), 3,37 (hr, 1H), 3,57-3,61 (m, 1H), 3,78-3,81 (m,

1H)

EJEMPLO 31 Sal de clorhidrato del asocido [l-{asobutilamino-~-

matil)-caiclohexil]-acético

HGL

N

El Ejemplo 31 se sintetiz6 de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que 3se usé ciclopropanocarboxaldehido en
lugar de 2-metilbutiraldehido (rendimiento del 35%)

1

MS 228 (M+1 para C;sHzsN10;), punto de fusién *175°C—176'C.

Andlisirs (Cj3HpsN;0; HCl) (Cal ) C 59,19, H 9,93, N 5,51,

(hallado) C 59,28, H 9,98, N 5,24 'H NMR (CD;OD) & 1,03 (d,
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6H, J = 6,9 Hz), 1,37-1,60 (m, 1OH), 2,10-2,17 {(m, 1lH), 2,63

(s, 2H), 2,87 (d, 24, J = 7,4 Hz), 3,07 (s, 2H)

EJEMPLO 32 Bal da clorhidrato del &cido {l-propilaminomatil-

ciclochaxil) —acetico

El Ejemplo 32 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salve que se usé propicnaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehido

MS 214,1 (M+1 para Cj;zH33N102)., punto de fusidén 174°C-177°C,
Andlisis (CyzHzaN;0, HC1l) (Cal ) C 57,70, H 9,69, N 5,61
(hallado) € 57,55, H 9,77, N 5,48 !H NMR (CD;0D) 5 0,93 (t,
1 H J = 6,3 Hz), 0,99-1,03 (m, 4 H), 1,40-1,54 (m, 13 H),

1,72-1,78 (m, 2 H), 2,96-3,29 (m, 2 H)

EJEMPLO 33 Sal de clorhidrato del é&cido [l1-(isopropilamino-

matil)-~ciclohaxil]-acetico
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El Ejemplo 33 se sintetlzd de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo porque se usé acetona en lugar de 2-
metilbutiraldehido

MS 214,1 (M+l para Cj;;H»3N:02), punto de fusién 193°C-194°C, 'H
NMR (CDoD) & 1,29-1,57 (m, 18 H), 2,59 (s, 2 H), 3,07 (s, 2

H}, 3,38-3,42 (m, 1lH)

EJEMPLO 34 Sal de clorhidrato del dcido (1-

oiclohexilaminometil-ciclohaxil) —acético

El Ejemplo 34 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usdé ciclohexanona en “lugar de 2-

metilbutiraldehido (rendimiento del 48%)
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MS 254 (M+1 para C;sHz9N;02), punto de fusién 198°C-199°C,
An&lasis (CigHa2N,0; HCl) (Cal ) C 62,12, H 9,74, N 1,83
(hallado) C 62,18, H 9,84, N 4,75 'H NMR (CD30D) 8 1,20-
1,60 (m, 16 H), 1,63-1,76 (m, 1H), 1,88 (br, 2H), 2,13 (br,

2H), 2,60 (m, 2H), 3,09 (m, 3H)

EJEMPLO 35 Sal da eclorhidrato del acido [l1-(bencilamino-

matil)-cialohexil) -acético

HCI

e E

El Ejemplo 35 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usd benzaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehido

MS 262,0 (M+1 para CjsHy3N,02), punto de fusiébn 125°C-135°C, 'H
NMR (CD30D) 8 1,38-1,49 (m, 11 H), 2,55 (s, 2 H), 3,07 (s, 2

H), 4,23 (s, 2 H), 7,43-7,49 (m, 5 H)
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EJEMPLO 36 Raesumen

Usando un modelo fuera del cuerpe vivo de retinas de ratas
recién disecadas, se 1nvestigaron los mecanismos por los
cuales los niveles de glutamato en el cerebro son mantenidos
dentro de los limites normales La sintesis de glutamato
anaplerdético puede ser importante para reabastecer de
glutamato oxidado en la glia después de una neurotransmisidn

Los puntos de control de velocidad a través de esta via de
renovaciédn se identificaron como carboxilacién de piruvato y
transaminacién de cadena de amino ramificada Para ensayar la
relaciédn entre la sintesis del glutamato y la actividad de la
carboxilasa de piruvato, la sintesis del 1"(.'::gil.utamato mas Y¢c-

glutamina desde H'CO; se midié6 eh funcién del piruvato del

medio El incremento del piruvato de 0,2 mM a 5 mM incremento

la sintesis de los !YC-amino&cidos en un 66% + 15% La
radiocactividad especifica de la glutamina en relacibé4n con 1la
de H'%C0O; pasados 20 minutos de incubacién indicé que un =30% de
glutamina en la retina deriva de la fijacién de bicarbonato

Para ensayar la dependencia de la sintesis del glutamatec con
respecto a los aminodacidos de cadena ramificada (BCAA) como
una fuente de nitrégeno, se midié el efecto de la inhibicién
de la aminotransferasa de cadena ramificada neuronal (BCATc)

La gabapentina (GBP)} (1 mM), un inhibador selectivo de 1la
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BCATc en las meuronas, inhibié la sintesis del '‘C-glutamato
mas !4C-glutamina desde H!CO; en un 31% sin hacer més lenta la
incorporacién de H!CO; en los intermedios de ciclo de lactato
y @&cido citrico -La inhibicién de 1la nueva sintesis del
glutamato fue 1nvertida por el agregado de BCAA a 0,6 mM Los
datos 1ndicaron que la carboxilasa de piruvato y la
aminotransferasa de cadena ramificada comparten el control de
la velocidad de la nueva sintesis del glutamato en la retina,

Y que la nueva sintesis del glutamato es cuantitativamente

importante para mantener los niveles de glutamato retinal

Métodos

Animales experimentalas

Se usaron ratas Sprague Dawley (200 g - 400 g) para todos los
experimentos Las ratas fueron alojadas en un ciclo de luz y
sombra de 12 horas, y provistas de alimento y agua sin limite
Después de anestesiar las ratas con nembutal
(intraperitoneal), se les extirparon los ojos y se disecaron
las retinas en un tampédn helado

Fijacién del CO;

-

Las medias retinas recién aisladas se preincubaron a 37°C

durante 3 minutos en el tampén A (pH 7,4) que contenia NaCl a
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118 mM, KC1 a 4,7 mM, CaCl a 2,5 mM, KH;PO4, a 1,2 mM, MgSO, a
1,17 mM, HEPES a 20 mM, glucosa a 5 mM, NH«Cl a 0,05 mM y
NaH!'CO; a 25 mM También se incluyé piruvato (a 0,2 mM o 5 mM)
en el tampon 1 ml del tampén al iqual que la fase de gas
dentro de los tubos de 20 ml se equilibraron con 95% de 0Oz, 5%

/
de CO; Las incubaciones se 1iniclarion con el agregado de 10

uCi/ml de H“CO; Los recipientes fueron cerrados inmediatamente
a la atmésfera La mayor parte de la incubacién continué
durante 20 minutos, aunque en algunos estudios preliminares,
se variaron los tiempos de 10 a 60 minuteos Las reaciones
fueron detenidas removiendo las medias retinas del tampén y
colocdndolas en 2% de &cido perclérico El1 tampédn se acidificéd
-
por separado con &cido perclérico (concentracién final del 2%)

y se dejé que el !'CO; sin reacionar se difundrera fuera de las

muestras acidificadas

La cantadad total del producto {metabolitos de carbono 14 no
volatiles) se determindé midiende la radiocactividad en
alicuotas del medio y muestras de tejido Los metabolitos en
los extractos fueron separados mediante cromatografia de
acetato de .Dowex-1 como se describié previamente Williamson,
JR, y Corkey, B (1969) "“Métodos en Enzimologia”, Volumen
13, ed Lowenstein, J M (Academic Press) paginas 434-513, y
fueron cuantificados mediante el recuento por centelleo En la

mayor parte de los casos, los datos de carbono 14 de cada
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metabolito se informan como la suma de la radioactividad en el

medio mi&s los extractos de tejidos La cuantificacién completa
de las cantidades de !‘C-metabolitos en la retina y en el medio

pueden hallarse en las Tablas I y II

Los datos que no se muestran en los resultados y en las
secciones de discusibn se recogieron en el transcurso de la
realizacion de la evaluacidédn de la 1influencia del piruvato
sobre la fijacién del H'YCO; en la retina Ld Figura 2 muestra
solamente el efecto del piruvato scobre la suma del glutamato
mas la glutamina y sobre la suma del piruvato mas el lactato

La Tabla I proporciona los valores para todos los metabolitos

-

que se etiquetaron con H!CO; y su compartimentacién

De 1gual manera, los datos adicionales, que no se muestran en
los resultados y las secciones de discusibn, se recogieron
durante la evaluacidén de la influencia de la gabapentina Por
lc tanto, la Tabla II es una expansién de los datos mostrados
en la Figura 4, y proporciona valores para todos los

metabolitos etiquetados con H!'CO; y su compartimentacién
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Tabla I
Condicién | Compar- |Gln Glu Asp Lact [Caiclo |Total
timiento | de TCA
Control interno | 0,59 1,47 0,85 0,16 1,02 4,08
(0,2 Pyr) 0,05 |%0,29 |+0,06 |x0,06 |x0,26 10, 41
externo |0,61 0,04 0,08 0,55 |0 1,19
+0,08 |+0,01 |%0,01 |+0,03 +0,13
suma 1,20 1,51 0,93 Q,71 1,02 5,27
0,09 |+0,29 |+0,08 |+0,06 |10,26 10,45
+5,0 Pyr |ainterno |0,91 0,91 1,08 0,29 |2,31 7,26
10,13 |+0,29 |+0,12 |+0,04 |+0,13 10, 61
externo | 0,96 0,06 0,08 1,8 0 2,24
+0,14 |+0,01 |40,01 |%0,11 10,21
suma 1,87 2,73 1,16 1,47 2,31 9,50
+0,23 |+0,28 |+0,12 |+0,13 | 40,13 0,74
Tabla II
Condicién | Compar- ]Gln Glu Asp Lact Ciclo |Total
timiento de TCA
Control interno | 0,440 |1,477 |0,634 |0,080 |1,096 3,715
+0,032 | £0,097 | 0,038 | +0,08 |10,105 |+0,266
externo | 0,551 | 0,08 0,070 | 0,478 (O 1,117
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10,036 | 0, 001 | £0, 003 | 0, 030 +0,075
suma 0,991 |1,485 (0,704 |0,558 1,096 4,832

+0,054 | 0,096 | £0, 040 | 0,031 | £0,105 |+0,303

+GBP interno [0,389 |1,324 |0,549 |0,089 |1,514 3,902

+0,026 | +0, 025 | +0, 019 ( 0, 006 | £0,103 |10,122

externo |0,545 |0,008 |0,035 0,516 |0 1,066
+0,024 | 0,003} +£0,003 | £0,030 10,028
suma 0,934 |1,332 (0,584 [0,605 {1,514 4,968

0,036 | £0, 025 | +0, 022 | 0, 028 | +0, 103 |+0,028

+GBP interno |0,480 |1,549 |0,609 |0,086 |1,220 3,989
+BCAA 0,011} +0,070 | £0,021 | 0,008 | £0, 116 | 40,043
externo |0,806 [0,009 |0,093 |O, 458 |0 1,322
+0,086 | 0,001 | £0,008 | £0, 048 10,076
suma 1,286 |1,558 (0,702 |0,5445|1,220 5,311

0,082 | 0,070 | +0, 016 | +0, 040 | +0,116 |+0,119

El procedimiento cromatografico empleado en este ejemplo
separa la glutamina, el glutamato, el aspartato y el Acado
lactico Los 1intermedios del ciclo del 4&cado citrico
permanecen -en las columnas de Dowex y se estiman como la
diferencia entre los recuentos totales en la muestra y los
recuentos que son eluidos La prueba de la validez de este
procedimiento se han informado previamente Antes de someter

las muestras & la cromatografia, el !%C-acido piruvico en las
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muestras fue convertido en forma estequiométrica en lactato
tratande las muestras con exceso de NADH y deshidrogenasa de
lactato En consecuencia, se 1informa que el unico pico de
lactato contiene todos los carbonos 14 en el lactato y el
piruvato Para determinar la actividad especifica del
glutamato y la glutamina en las muestras retinales, se midid
fluorometricamente la cantidad de masa del glutamato usando un
procedimiento enzimatico Patel, M S (1989) en Neurométodos

Metabolismo de los Carbohidratos y la Enertgia, Volumen II,
eds Boulton, A A y Baker G D (The Humana Press, Inc )
padginas 309-340 La cantidad de masa de la glutamina se madid
después de la separaci6én cromatogrdfica del glutamato seguida
por la determinacién luminométrica descripta anteriormente

ATP y el fosfate de creatina se midieron fluorométricamente

usando un ensayo de enzimas

La proteina retinal se determino usando el ensayo de proteina
DC (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) Cada media retina contenia

0,4 mg de proteina
Ensayo da la Carboxilasa de Piruvato
La actividad de la carboxilasa de piruvato se ensayé en

muestras nuevas de cerebro completo y de retinas extirpadas

Se usé6 el método descripto por Patel, M S (1989) en
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Neurométodos Metabolismo de los Carbohidratos y de la
Energia, Volumen II, eds Boulton, A A y Baker G D {The
Humana Press), péaginas 309-340, que consiste en medir la

fijacién del %CO; en condiciones é4ptimas en tejido

Inmunotransfaraencia

Se realizdé SDS~PAGE como lo describid en Patel, M S (1989) en
Neurametodos Metabolismo de .Jos Carbohidratos y de la
Energia, Volumen 1II, eds Boulton, A Ay Baker G D (The
Humana Press, Inc ), pagina 309-340, usando 10% de gel Para
la ainmunotransferencia, se transfirieron proteinas a las
membranas de Immobilon P Las membranas fueron bloqueadas con
5% de BSA e incubadas con el anticuerpo de péptido de BCATc
antiratas de conejo purificade por inmunoafinidad (1 1 00 de
dilucidén) o el anticuerpo de péptido de BCATm antihumano de
conejo purificado por ainmunocafinidad {1 1 000 de dilucién)
Las bandas de 1la proteina inmunoreactiva se visualizaron
usando el sistema de ECL de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (Amershqp, Arlington Heights, IL, USA)

Caloulos y Estadiasticas

-

Los datos se informan en el texto y las figuras determinando

los dpm/mg en un metabolito particular y dividiendo por 1la

4
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actividad especifica del HCO; del medio En consecuencia, todos
los datos se informan como nmoles de H''CO3;/mg de proteina bara

cualquier metabolito dado

Los resultados se dan como el medio * error estédndar del medio
La significacidén estadistica se Juzgé cen el ensayo +t
emparejado y un p<0,05 Los nimeros de las determinacicnes
independientes (n) se proporcionan en leyendas en las figuras

Yy en las tablas

RESULTADOS

Los niveles de ocarboxilasa de piruvato son asimilares en 1la

-

retina y en el cerebro completo

Patel demostrdé que la carboxilasa de paruvato es la praincipal
enzima fijadora del COz; en el cerebro de roedores adultos Para
juzgar 81 esto también puede ser cierto en la retina, la
actavidad de la carboxilasa de paruvato a 37°C en sonicatos de
la neocorteza fue comparada con aquellos de la retina Los
niveles de 1la neocorteza (2,9 + 0,1 nmoles de H"CO;
fijado/min/mg) fueron similares a aquellos hallados en los
tejidos retinales (3,4 * 0,4 nmoles de H!*CO; fijado/min/mg, lo
cual indica que la-carboxilasa de piruvato fue casi tan activa

en la retina como en el cerebro completo
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Velocidades de la fijacién de 'CO, y de la apariencia dal l4c-

glutamato en funciédn de los niveles de piruvato en la retina

En los experimentcs preliminares las retinas se incubaron con
piruvato a 0,2 mM como se describio en los métodos para
periodos de 10, 20, 40 y 60 minutos Se monitoredé tanto el
1co, total como los niveles de ATP y de fosfato de creatina

Los niveles de ATP y de fosfato de creatina permanecieron
constantes en funcion del tiempo, lo cual demostro que la
oxigenacion y el control del pH fueron adecuados durante todo
el experimento La fijacién del CO; total (5,50 £ 0,14
nmoles/mg de proteina) tuvo picos entre los 20 y los 40

bl

minutos, pero ya era un 76% del maximo (4,2 + 0,1 nmoles/mg) a
los 10 minutos Como los naveles de ATP (20 + 0,2 nmoles/mg) y

de fosfato de creatina (16 + 1,1 nmoles/mg) fueron altos y no
camblaron con el tiempo, este pico i1ndicd que la velociridad de
fijacién del CO; fue constante, pero que la rotura continua de
los productos de carbono 14 no voldtiles a CO;+H20 produjo un
nivel de estado casi estacionarioc de la radiocactividad
especifica del glutamato y la glutamina a los 20 minutos

Para estimar el control de la carboxilacién de piruvato sobre
la sintesis del glutamato, las retinas se 1hcubaron con

piruvato a 0,2 mM o 5 mM en el medio y se analizaron los
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metabolitos aintracelulares y extacelulares El1 %C0; total
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fijado a los 20 minutos en la presencia del piruvato a 0,2 mM
fue 5,27 * 0,45 nmoles de H'*CO3/mg, mientras que aquel fijado

en la presencia de piruvato a 5 mM fue 9,50 + 0,74 nmoles de
HCO3/mg La Figura 2 muestra que el incremento en el piruvato
no etiquetado desde 0,2 mM hasta 5 mM aumenta la suma de 4c-
glutamato més !C-glutamina (de 1,74 + 0,19 a 2,90 % 0,31
nmoles/mg, p<0,005) La Figura 2 también muestra que la
incubacién de piruvato mias elevada aumenta los valores de '‘C-
lactato més 'C-piruvatoe Por lo tanto, en estado estacionario,
un aumento en la concentracién del piruvato de 0,2 mM a 5 mM
aumenté la incorporacién de H'CO; en el glutamato y la
glutamaina en un 60%, mientras que el aumento en el pairuvato
aumenté la incorporacién de H¥CO; en el piruvato y e el
lactato un 111% El1 carbono 14 ciclado en el piruvato y en el
lactato representa el reciclado glial a través de la
carboxilasa de piruvato, la enzima maAlica y la carboxicinasa
de fosfoenolpiruvato y por primera vez demuestra la
descarboxilacién del ciclo del 4&cido citrico activo en el

tejido neural intacto

Estos datos muestran que un aumento en el flujo a través de la

carboxilasa de piruvato induce un aumento en la nueva sintesis
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del glutamato retinal Simulténeamente, ocurre un aumento algo
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mayor en el recaiclado del piruvato

Una fraccion importante de la sintesis de la glutamina dariva

de la carboxilacion dal paruvato

La importancia de la carboxilacién del piruvato como una
fuente para reabastecer del glutamato liberado desde las
terminaciones nerviosas retinales durante la transmisién
neuronal se estimé determinando la radiocactividad especifaica
de la glutamina en el tejido retinal incubado con el medio que
contiene H!%CO; Una proporcién fija de la sintesis de 1la
glutamina en la retina deriva del glutam;to no etiquetado

liberado por las neuronas y recogido por la glia de Mdller El

resto proviene del a-cetoglutarato glial sintetizado
anapleroticamente desde el piruvato Yy el o, En
consecuencia, la radicactividad especifica de la glutamina
comparada con la actividad especifica del HYCO; proporciona un
valor minamo para la proporciédn de la glutamina derivada de la
anaplerosis El producto de la carboxilasa de pairuvato en la
glia es [],4-''Cl-oxaloacetato Las posiciones 1 y 4 se
etiquetan porque el carbono 14 1inicialmente incorpora en la
posicién 4-C del oxaloacetato se reparte al azar entre las
posiciones 1 y 4 mediante el equilibrio del oxaloacetato con

fumarato asimétrico El oxaloacetato etiquetado se condensa
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con piruvato para formar citrato, que luego se isomeriza hacia

isocatrato E1 [1,4-'"C)-isocitrato es oxidado y descarboxilado
hacia el [5-!"C] a-cetoglutarato por la deshidrogenasa de

isocitrato En consecuencia, el a-cetoglutarato sintetizado
anaplerdéticamente tiene aproximdamente la maitad de 1la
radioactividad especifica del HYCO; del sustrato original,
segin el grado de seleccidn al azar de la etigqueta en el

oxaloacetato Esto también es cierto para 1la glutamina

sintetizada desde el [5-''C] a-cetoglutarato

La actividad especifica de la glutamina se midid en los
extractos de tejido retinal incubados con piruvato a 0,2 mM y
H'%C0, para los 10, 20, 40 y 60 minutos Solamente se informa
la glutamina del tejido (no del medio La radioactivaidad
especifica de la glutamina en el tejido fue constante entre

los 10 y los 60 minutos Después de 20 minutos de incubaciédn
la cantidad de masa de glutamina en el tejido fue de 4,50 %
0,44 nmoles/mg, y su radioactividad especifica fue de 1 970 *

115 dpm/nmol o de 0,158 + 0,009 dpm/nmol de la actividad
especifica del bicarbonato Esto 1indica que un 32% de 1la
glutamina fue producida por la anaplerosis y la carboxilasa de

piruvato

L

La radioactividad espcifica del glutamato retinal (269 + 8

dpm/nmel} fue menor que la de la glutamina y también constante
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en funcién del tiempo desde los 10 a los 60 minutos Fue sélo
del 14% de 1la actividad espcifica de la glutamina Esto
sugiere que la devolucidédn metabélica del glutamato en las
neuronas es rapida con respecto a la sintesis anaplerobtica
Sin embargo, como la devoluciédn de glutamato neuronal no puede
reabastecer del esqueleto de carbono de glutamato perdido
durante la neurotransmisién, la via anaplerbdtica es de
fundamental importancia en el mantenimiento de los niveles de
glutamato Los presentes datos muestran inequivocamente gue la
via anaplerética proporciona una importante proporcién (m32%)
de 1la glutamina requerida para el reabastecimiento de

glutamato

La sintesis del glutamato ¥ la Hlutamina retinales depende
parcialmente da 1la transaminacion de los aminodcidos de

cadena ramificada

Estudios recientes de la sintesis del glutamato en astrocitos
cultivados sugirieron que la conversién del a-cetoglutarato al
glutamato puede actuar como un paso de control de la velocidad
en la sintesis anaplerética del glutamato Varios grupos han
indicado que el grupo a-amino del glutamato no puede ser
suministrado como amoniaco y debe en consecuencia ser

suministradc por 1la transaminacién del a-cetoglutarato con
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otro aminoacido Kanamori, K , Ross, B D, y Kondrat, R W
(1998) J Neurochem 70, 1304-1315, Laermli, Reino Unado (1970)
Nature 227, 680-885, que aincluye Haberg, A , Qu, H , Bakken,
I J, Sande, L M, White, L R, Haraldseth, O , Unsgard, G ,
Assley, J , Sonnewald, U (1998), de nuestra autoria,
Dev Neurosc:, 20, 389-398 Los aminoacidos de cadena
ramificada contribuyen con hidrégeno igualmente ya que pueden
atravesar las barreras sangre-cerebrales y sangre-retinales
eficientemente Hutson y sus colaboradores han propuesto que
una lanzadera de nitrégeno entre las neuronas y la glia que
consiste en aminoacidos de cadena ramificada y dos isoenzimas
de BCAT, una en 91 citosol neuronal (BCATc) y una en la
mitocondria glial (BCATm), tambien puede pr:Jporcz.onar también
el naitrdégeno necesario Hutson, S M , Berkich, D, Down, P,

Xu, B , Aschner, M, y LaNoue, K F (1998) J Neurochem 171,

863-874 De acuerdo con esta lanzadera hipotética, la BCATc

neuronal facilita la conversién por la BCATm glial del a-

cetoglutarato en el glutamato proporcionando BCAA regenerado

en las neuronas (cf Figura 1)

Como un primer paso hacia la investigacién del rol de las
isoenzimas de BCAT en la nueva sintesis del glutamato en la
retina, se uso la 1imunotransferencia con , anticuerpos

especificos de BCATm y BCATc para determinar s1 las isoenzimas

de BCAT se expresan en la retina de las ratas Como se muestra

¢;5
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en la Figura 3, tanto la BCATc como la BCATm se expresan en la
retina a niveles que son comparables con aguellos halladod en
homogenatos de cerebro completo En consecuencia, la retina de
rata recién disecada es un sistema neural intacto apropiado en

para ensayar el concepto del lanzamiento de nitrdégeno entre

las neuronas y la glia

La gabapentina anéleoga de leucina (GBP) es una droga
neuroactiva que inhibe la BCATc, pero no la BCATm Su, T -2 ,
Lunney, E , Campbell, G , Oxender, D L {(1995) J Neurochem
64, 2125=-2131 Se confirmdé que la GBP inhibe la sintesis de la
leucina en 1las retinas de rata recién disecadas (no se
muestran datos) Se midid entonces el efecéb de la GBP sobre
la sintesis de %C-glutamato més !%C-glutamina desde H!CO; en
retinas de rata fuera del cuerpo vive Como se muestra en la

Figura 4, la GBP a 1 mM redujo la formacién de !'C-glutamato
mis *‘C-glutamina al 71% de los valores de control (2,26 + 0,05
contra 3,18 % 0,12 nmol/mg, p<0,001) El agregado de 200 uM
cada uno de leucina, 1soleucina y valina ainvartié la
inhibicién al 89% del control (2,84 % 1,15 nmol/mg, p<0,01
comparada con la GBP sola) La GBP no tuvo ningun efecto sobre
ATP ni1 sobre el fosfato de creatina, lo cual indica que la GBP
no deteriord los procesos bioenergéticos retinales El pequefio

aumento en la incorporacion de carbono 14 en los intermedios
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del ciclo del lactato y del acido citrico (de 1,93 £ 0,06 a

2,12 £+ 0,13} debado a que la presencia de GBP a 1 mM no era
sagnificativa La incorporacibén de la etiqueta en todos los

metabolitos se muestra en la Tabla IT

Se realizaron otros experimentos para investigar las
propiedades de respuesta a la dosis de la GBP Las retinas
recien disecadas s€ incubaron durante 20 minutos en el tampén
A que contenia GBP a 0, 0,2, 1 o 5 mM Como se muestra en la
Figura 5, el aumento de la concentracién de la GBP en 1 mM no
aumenté sagnificativamente el grado de esta inhibicién de la
sintesis de !Cc-glutamato mas *C-glutamina desde H'"CO,3
Nuevamente la GBP no tuvo ninguna ainfluencia scbre la
formaci6n de intermedios de ciclo de &cido citrico, lactato y

piruvato (Figura 5) Esto apoya la propuesta de que el sitio

de 1inhibicion de GBP de la sintesis del glutamato es 1la

conversidén mediada por BCAT del a-cetoglutarato al glutamato
DISCUSION

Los estudios descriptos evaluaron los mecanismos para mantener
los niveles de glutamato en el sistema nervioso central Los
estudios previos mostraron que la sintetasa de ‘glutamina es

requerida en las retinas y los cortes del hipocampo para
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mantener los niveles de glutamato neuronal 5Su, T -Z , Lunney,

E Campbell, G , Oxender, D L (1995) J Neurochem 64, 2125-

2131

Las mediciones inmunocitoquimicas indacan que el 90% o mas del
glutamato retinal y del cerebro completo es neuronal y que la
inhibicién de la sintetasa de glutamina para los 90 minutos
agota la fuente de glutamato neuronal a niveles despreciables

Ottersen, O P , Zhang, N , y Walberg, F (1992) Neurosci 46,
519-5314 Esto demostrd que la sintetasa de glutamina es

requerida para mantener el glutamato neuronal Aunque el

glutamato se puede sintetaizar en las neurcnas desde el a-

cetoglutarato, la falta de carboxilasa de piruvato u otra

enzima anaplerdtica impide el reabastecimiento de a-
cetoglutarato, y por lo tanto, aimpide la sintesis de glutamato
neto dentro de las neuronas, salvo desde la glutamina a través

de la glutaminasa

En este ejemplo, las fuentes y el control de la sintesis de la
glutamina se investigd incubando retinas extirpadas con H‘CO;
y midiendo la apariencia y la radiocactividad especifica de la
Uc-glutamina y el 'Mc-glutamato Se sintetiza més 1%C-glutamina
en presencia de piruvato a 5 mM que en presencia de 0,2 mM

Esto indica que la actividad de la carboxilasa de piruvato
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anfluye en la velocidad de la sintesis de la glutamina Sain
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embargo, la sensibilidad de este control es demostrada por la
observacion de que cuando el piruvato se incrementa de 0,2 mM
a 5 mM, la magnitud del incremento en el flujo de la
carboxilasa de piruvato (80,3%) no se traduce directamente en
un aumento equivalente en el !‘C-glutamato mas !'‘C-glutamina
(69, 0%) La flexaibilidad del control es provista por el
potencial de descarboxilacidén del ciclo del 4cido citrico y
el reciclado del paruvato La dependencia del pairuvato de la
fijaci6én total de H!CC; en el tejido retinal fue samilar a
la observada en los astrocitos aislados cultivados

Gambexrano, W C , Berkich, DA , Lynch, C J , Xu, B, y LaNoue,
K F (1997) J Neurochem 69, 2312-2325 Sin embargo, en los
astrocitos, que no tienen ningun modo de regenerar BCAA
endégena usada para transaminar el a-cetoglutarato, los
aumentos inducidos por el piruvatc en la fijacidén del CO; no se
tradujeron en aumentos en los niveles de !*C-glutamato y *c-
glutamina En cambio, el carbono 14 se acumuld exclusivamente
en los intermedios del ciclo de &cido citrico y en el piruvato

“reciclado”

En los estudios retinales informados aqui, la radiocactividad
especifica de la glutamina en el estado estacionaxio fue 0,158
de la actividad especifica del bicarbonato Como

aproximadamente la mitad del !¥C incorporadec en el oxalacetato
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es retenida en el a-cetoglutarato, los resultados muestran que

~32% de la glutamina deriva de H!YCO; Esta es la pramera
estimacién directa de la contribucién de la anplerosis a la
sintesis de la glutamina en un tejido neuronal Las
estimaciones anteriores han sido i1ndirectas, y consistieron en
el andlisis 1sotopomérico de los espectros dé NMR posteriores
a la infusién de 13C glucosa (3-5, 11-13) en cerebros intactos
Las estaimaciones de la contraibucidén de la carboxilacidn del
piruvato a la sintesis de la glutamina usando estos métodos de
NMR han sido menores gue la presente, y estdn en la gama de
menos del 1% (3) al 5%-10% (4,3} al 20%-25% Shank, R P,
Bennet, G § , Freytag, 8 O y Campbell, G L” (1985) Brain Res
329, 364-367, Griffen, J L , Rae, C , Radda, G K , y Matthews,
PM (1999) Biochim Biophys Acta 1450, 297-307, 1lo cual
depende en gran medida de las suposiciones 1niclales de los
modelos matemdticos usados Los presentes resultados sugieren
que la carboxilacién del piruvato glial y la conversién de
los intermedios del ciclo del acado citrico al glutamato y la
glutamina probablemente sean cuantitativamente 1importantes
para la funcidn retinal y posiblemente para la funcién

cerebral completa

La observacidn de que la GBP hace mis lenta 1la conversién de

los intermedios del ciclo del acido citrico en glutamina y
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glutamato sugiere que la sintesis neuronal de la BCAA por la

BCATc es necesaria para las velocidades o6ptimas de la
aminacién del a-cetoglutarato al glutamato Un esaquema
razonable para su participacién en este proceso se muestra en

la Fagura 1

Los resultados, que demuestran la ainhibiaicién de la sintesis
del !%C-glutamato y la 14C-glutamina desde H'CO; por la GBP y
la invers.én de la inhibicién por la BCAAR son conslistentes con
la lanzadera descapta La hipétesis también da una explicacién
para la accién antiepirléptica de la GBP Taylor, C P , Gee,
NS, Welty, DF, Brown, J P, Dooley, DJ, Boden, P,
Singh, L (1998) Epilepsy Res 29, 233—2;9 De hecho, la
sintesis del glutamato disminuiga es una accion comun de la
GBP y los inhibidores de la anhirasa carbdénica antiepiléptica

Hazen, S A , Waheed, A , Sly, WS , LaNoue, K F , Lynch, CJ

(1997) Dev Neurosci 19, 162-171 También, la Enfermedad de
la Orina de Jarabe de Arce, la enfermedad hereditaria causada
por una mutacién del gen para la deshidrogenasa del cetodcido
de cadena ramificada, si1 no es tratada induce una alta BCAA en
suerc en pacientes y consecuentes anormalidades neurolégicas

Chuang, DI , y Shth, VE (1995) en La Base Metabolica de la
Enfermedad Hereditaria, eds Schraver, C R, Beaudet, A L,
Sly, 8, y Vaile, D (McGraw-Hi1ll) péaginas 1239-1277, que

puede estar relacionada con la regulacién anormal de la
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sintesis del glutamato Finalmente la amplicacibén del
lanzamiento del naitrégeno durante la sintesis del glutamato
debe ser estudiada mas profundamente a la luz de la eficacia
de la GBP en el tratamiento de la enfermedad neuropidtica
Ottersen, O P , Zhang, N y Walberg, F (1992) Neurosci 46,
519-534 y la neurodegeneracidén, Chuang, DI y Shih, V E
(1995) en La Base Metabolica de la Enfermedad Hereditaria,
eds Schriver, C R, Beaudet, A L, Sly, S y Vaile, D
(McGraw-Hill), péginas 1239-1277, Rothsetin J D y Kunel, R W

(1995) J Neurochem 65, 643-651

EJEMPLO 67

Preparacién de Enzimas Cerebros de rata congelados fueron
fundidos en hielo y desmenuzados en trozos finos Para cada
cerebro se agregargn 5 ml de un tampén i1soténico [manitol a
225 mM sucrosa a 75 mM, MOPS a 5 mM (pH 7,1), EDTA a 1 mM,
EGTA a 1 mM, DIT a 1 mM, que contenia leupeptina, pepstatina y
PMSF] Las muestras se homogeneizaron en un homogenelzador de
Potters (B Bran Biotech 1International) a 500 rpm durante
diez pulsaciones, y luego diez pulsaciones adicionales a 800

rpm Los homogenatos se centrifugaron en el centrifugador

Beckman J2-M1 con rotor JA-20 a 19 000 rpm durante 1 hora El
-
sobrenadante se dializdé con al menos tres cambiros del tampén

de diAdisis (manitol a 225 mM, sucrosa a 75 mM, MOPS a 5 mM a
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pH 7,1, EDTA a 1 mM, EGTA a 1 mM, y DTT a 1 mM) durante 24
horas La enzima resultante se almacend a -80°C para otros

ensayos

Ensayo de la BCAT La reaccién se realizdé en tubos de
Eppendorf de 1,5 ml en un volumen de 100 pul gue contenia Tras-
HC1l a 50 mM (pH 8,3), [!C]L-leucina a 25 pM, 2-oxcglutarato a
10 uM, fosfato de piridoxal a 15 uM, DTT a 1 mM, y enzima Las
soluciones para la mezcla de la reacciédn se hicieron en diez
veces las concentraciones Pasados 10 minutos de incubacién a
temperatura ambiente (22°C), la reaccién fua detenada
agregando 100 pl de p-nitrofenil hidrazina 4 15 mM en HCl a 2
M Pasados unos minutos se agregd 1 ml de un 1liquido de
centelleo basado en tolueno (4,5 g de PPO y 0,5 g de bis-MSB
en 1 litro de tolueno), se tapd el tubo y se mezcld
completamente con un mezclador de Vortex Luego los tubos se
centrifugaron a 13 500 rpm {centrifugador de Eppendorf 5415C)
durante 10 minutos _Se colocaron 600 pl de la capa orgénica de
cada tubo en tubos de centelleo, y luego se agregaron 10 ml de

coctel de centelleo para el recuento



REIVINDICACIONES

1 Un compuesto de la Férmula IV

X COH

Ry
Rs

Ry
Rz v
R;-Rqs son hidrégenoc o alquilo,
X es NRs; u 0O, -
Rs es hidrégeno o alquilo,
R¢ es hidrégeno, alquilo, bencile, alcanoilo, alcoxialcanollo,
arilalquilo, alcoxi, ciclealquilo, alialo, algquilcicloalquilo,
halogenalquilo trasustituido y en donde R;-Ry son cada uno
hidrégeno, entonces Rg no es hidrégeno o metilo, o una sal,

éster, prodroga o amida farmaceuticamente aceptable de él

2 Un compuesto de acuerdo con la reivaindicacién 1,

caracterizado porque R; y R(¢ son hidrdégeno y Ry y R3 son

alquilo, Rz y Rs son hadrégeno y R; y R; son metilo, R;-Ry son

-

hidrégeno, R; es alquilo y R;-Rq son hidrégeno, R, es metilo y

Rz-R; son hidrégeno, Rs es hidrégenoc, X es NRg, X es O, Rs es

o CATORRE MENDOZA
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alquilo, R¢ es bencilo, Rg es acetilo, R es fenialquilo, Rg es
cicloalquilo, Rg¢ es trifluorocalquilo, Rg alquilcicloalquirlo, Rg

es alcoxi, y Rg es alilo

3 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque Rz y Ry son hidrégeno y R; y Rz son metilo,
R1-Rq son hidrégeno, R; es metilo y R-Rq son hidrégeno, Rs es
hidrégeno, X es NRs, Rg¢ e3 alquilo, Rg es bencilo, Rg es
acetilo, Rs e3 fenilalquilo, Rg es cicloalgquilo, Rg ea
trifluorocalquilo, Rg¢ alquilcicloalquilo, Rg es alcoxl, y Rg¢ es

alilo

4 Un compuesto de acuerdo con la ;e1v1ndicac16n 1,
caracterizado porque Rz y Ry son hidrégeno y R, y R; son metilo,
Ri1-R! son hadrégeno

5 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidbn 1,
caracterizado porque se selecciona del grupo formado por

Acido (l1-alilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido (1-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acétito,

Acido {1-{(2,2,2-tr1fluoro-etilamino)-metil]-ciclohexil}-
acetico,
Acaido {1-[(3,3,3—tr1f1uoro-prop11am1no)—metil]:c1clohex11}—
acético,

LATORRE MENDOZA
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Acido la, 3B, 5p~ (1-alilaminometil-3, 5-dametil-ciclohexil) -
acético,
Acido la, 38, 5P-(3,5~dimet1l-1-prop-2-1nilaminometil-
ciclohexil)-acétaco,
Acido la, 38, 5B-{3,5~-dimet11-1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino) -

metil)-ciclohexil}-acético,
Acido 1la,3B,5B-{3,5-dimet1l-1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino)-

metil]-ciclohexil}-acétaico,

Acido trans-((ER,3R)-1-a111am1nomet11—3—met11-c1clohex11)—
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)~-3-met1l-1-prop-2-inilaminometil-~

ciclohexil)-acético,

-

Acido trans-{ (1R, 3R) -3-meti1l1-1-[(2,2,2-tri1fuoro-etilamino)-
metil]~-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{(1R,3R)-3-metil-1-[(3,3,3-tr1fluoro-propilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{(1R,3R)-3-metil-1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido la, 3p,5p-(3,5-dimet11-1-[(4,4,4-traifluoro-butilamino) -
metil)-ciclohexil}-acético,

Acido 1la,3B,5B-{1-~[(ciclopropilmetil-amino)-met1l]-3, S5-dimetil-
ciclohexil)}-acétaico,

Acido trans—{(1R,3R)—1-[(c1cloprop11met11—amiho)-met11]-3-

metil-ciclchexil}-acético,

O LATORRE MENDOZA
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Acado trans-( (1R, 3R)-3-met1l-1l-metilaminometil-ciclohexil)-
acéticoe,
Acido trans-( (1R, 3R)~1~et1laminometil-3-metil-ciclohexil)-
acetico,
Acido trans-( (1R, 3R) -3-meti1l-l-propirlaminometil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-({1R,3R)-1l-butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acetico,
Acido trans-( (1R, 3R)-1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil)-
acético,

Acido la, 3B, 5P-{1-[ (hidroximetil-1-amino) ~metal]-3, 5-dimetil-
ciclohexil}~acético,

Clorhadrato del &cido la,3ﬂ,5B—(l-amlésmetll—B,5-d1et11—
ciclohex1l) -acético,

Clorhidrato del dcido trans- (1R, 3R) {1-Amanometil-3-metil-
ciclohexil) -acético,

Clerhadrato del dcido (l-aminometil-2-metil-ciclohexil)-
acético,

Clorhidrato del &cado (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-
acético,

Clorhadrato del Aacido (f)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del &cido (cis/trans)-(3R)-(l-aminometil-3-metil-

ciclopentil)-acetico,

LATORRE MENDOZA
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Clorhidrato del &cido (+)-{(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetail-

ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del &cido (+)-{trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del dcido la, 3B, 58- (1-aminometil-3, 5-dametil-
ciclohexil) -acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido 1la,3p,58-(3,5-dimetil-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1a,3fB,5B-(l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido 1la,3f,5Bf-(l-bencilamino-metil)-
3,5-dametail-ciclohexil] -acetaico,

Sal de clorhidrato del &Acido la, 3B, 5p-(1-dimetilaminometil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Aacido 1la,3p,5B-{(l-butilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Acido la, 3P, 58~-{1-[(bencil-metil-amino)-
metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato del Acido la, 3P, 5p-(3,5-dimet1l-1-
metilaminoetil-ciclochexil)-acético,

Acido 1la,3B,5p-[1-({acetilamino-metil)-3,5-dimetil~ciclohexil]-
acétaco, ,

Sal de clorhidrato del Acido 1la, 3B,5P-(1-(1scbutilamino-metil)-

3,5-dimet1l-ciclohexil] -acético,

ERIO LATORRE MENDOZA
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Sal de <clorhidrato del &cido 1la,3B,5p-[3,5-dimetal-~1-
{fenetilamino~metil)}-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cado la,3B,5B-{3,5-dimet1l-1-[(3~fenil-
propilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido ({l1l-[(ciclobutil-amino)-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&acido 1a,3B,5B~(1-(isopropilamino-
metil)-3,5-dimetil-ciclohexil]-acétaico,

Acido l-aminometal-l-ciclohexano-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del dcido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido 1l-{hidroximetil)ciclohexano-acético,

Sal de clorhidrato del écaido {l1l-[(2-metil-butilamino)-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[{4,4,4-triflucro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del é&cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del &cido {l1-[(ciclopropilmetil-amino)-
metil]-caclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido {1-[(2-hidroxi-l-metil-
etllamino)-metil]-ciclohexil}~acético,

Sal de <clorhidrato del A4cido [l-(1sobutilamino-metil)-

ciclohexil] -acético,
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Sal de clorhidrato del Acide (l-propilaminometil-ciclohexil)-

141

acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido [1- (1sopropilamino-metail) -
ciclohex1l] -acético,

Sal de clorhidrato del dcido (l1-ciclohexilaminometal-
ciclochexil)-acético, y

Sal de clorhidrato del &cido [1-(bencilamino-met1l) -

ciclohexil]-acético

6 Un método para tratar la retinopatia diabética,
caracterizado porque comprende el paso de administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de las

Férmulas I, I[I y/o III, a un paciente que lo necesita
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ucior @ Intérprete Oficsal
No 2839 Minjushea 1999



142

326]61?

Ry HOLC
\/x
(CHa)m (CHz)n
Ry R
Ria !
Rz L
Ry Rs
Ry R,

en donde

Rg es H, alquailo, cicloalgquilo, alquilo sustituido que contiene

L

haldégeno, amina, alcoxi, cicloalquilo, o hidroxi, alilo,

1ATORRE MENDOZA
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alquinilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenalo,

bencilo, o arilalquilo,

m y n son independientemente un nimero entero de 1 a 3,

Ri-Rqy ¥y Rje-Ris son independientemente H, alquilo, o alquilo
sustituido, y

X = NR;,, O, 0 S,

cuando hay més de un estereoisémero, cada centro quiral puede
ser independientemente R o S, o una sal, é&ster, prodrogra, o

amida farmacéuticamente aceptable de él

7 El método de la reivindicacién 6, caracterizado porgque m y
n son 1, X es NRyy, "Ry es H, Ry es metilo, Ry y R; son metilo, Rj
es metilo, Rip es metilo, Ry y Rg son meEJ.lo, Ry ¥ Ry son
metilo, R;~Rg y Rio—R;3 son H, Ry es alquilo Ry es bencilo, Ry,

es alquilo, Ry es arilalquilo, Ry es cicloalquilo, R;-Ry son H,

Ri-Rg ¥ Rio~Ri; son H, R;-R; ¥y R;-Ry son H, o R; es metilo

B El método de la reaivindicacidn 6, caracterizado porque R; es
alquilo, Ri;-Rz ¥ Rq-Ry; ¥y Riq 8on hidrégeno, y m y n son 1, y X
es NRys, Ry y Ry son alquilo, Ri~R2 y Ry~Rig ¥ Ry4 son hidrégeno,
mynsonl, y X es NRiy, R; ¥ Ri; son alquilo, R;-R» Y Re~Rio ¥
Ris son hidrogeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es NRy, Yy

Ri=Ri1 ¥ Riq son hadrégeno, m y n son 1, v X es 0

2
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9 El método de la reivindicacidédn 6, caracterizado porque el
compuesto se selecciona del grupo formado por
Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido (l-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido {1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino)-metil]-ciclohex1l}-
acético,
Acido {1-[(3,3,3-trifluoro-propilaming)-metil]-ciclohexil}-
acético,
Acado la,3B,5B-(1-alilaminomet1l-3, 5-dimetil-ciclohexil) -
acético,
Acido la, 38, 5B- (3, 5-dimetil-l-prop-2-inilaminometil-

ciclohex1l)-acético,
Acido la, 3B, 5B-{3,5-dimetal-1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acetico,

Acido la, 38, 5B-{3,5-dimet1l-1-[(3,3,3-trifluoro~propilamino) -

metil]-ciclohexil}-acético,

Acado trans-( (1R, 3R)-l-alilaminometil-3-metirl-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-( (1R, 3JR)-3-metil~l-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)-acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met11-1-({2,2,2-tr1fuoro-etilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1-{(3,3,3-trifluoro-propilamino) -

metil]-ciclohexil}-acético,

LATORRE MENNOZA
raductol » Intémeair iy 1
Resot No 2839 Minjustica « ¥t



145

oz

610

Acido trans-{{(1R,3R)-3-metll-1-[(4,4,4-trifluoro-butalamino)-
metil)-ciclohexil}-acético,
Acado 1a, 3p,5B-{3,5-dimet11-1-[ (4,4, 4-trifluoro-butilamino)-
metil]~-ciclohexil}-acético,
Acido 1a, 3p,5B-{1-[(ciclopropilmetil-amino)-metil]-3,5-dimetil-

ciclohexil}-acético,
Acido trans—-{ (1R, 3R)-1~[ (ciclopropilmetil-amino)-metil]-3-

metil-ciclohexil)-acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1l-metilaminometil-ciclohex1l)-
acético,

Acado trans-( (1R, 3R)-l-etilaminometrl-3-metrl-ciclohexil)-
acético, :

Acado trans-((1R,3R)-3-metil-l-propilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-1-butilaminometil-3-metil-ciclohexil) -
acético,

Acado trans-( (1R, 3R)-1-hidroximet1l-3-metil-ciclohexil) -
acético,

Acado la, 3B,5B-{1-[(hidroximetil~1-amino) -metil]=-3, 5-dimetil-
ciclohexil}-acético,
Clorhadrato del &dcido la, 3B, 5p-{1-aminomet11-3, 5-diet1l-
ciclohexil)-acético,
Clorhidrato del acido  trans-{(1R,3R) (1-Aminométil-3-metil-

ciclohexil)-acético,

TORRE MENDOZA
uctor @ Intérprate Oficial
No 2833 Minusucia 1 991

#°



146 H2!

525

Clorhadrato del acaido {l-aminometil-2-metil-ciclohexil) -

acético,

Clorhidrato del 4&cido (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-
acético,

Clorhidrato del &cido (i)-(trans)-{l-aminometil-3,4-dimetarl-
ciclopentil)-acétaco,

Clorhidrato del A&cido (cis/trans)-{3R)-(l-aminometil-3-metil-
ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del A4&cido (+)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil) -acético,

Clorhidrato del &cido (+)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
¢iclopentil) -acético,

Clorhidrato del  &acado la, 3B3,5p-(1~aminomet1l-3, 5-dimet1l-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido la, 3B, 5B- (3, 5-dimet1l-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrate del &cido 1la,38,5B-(l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acétaco,

Sal de clorhidrato del é&cido 1la,3p,5p-{(l-bencilamino-metil)-
3,5-dimet1l-ciclohex1l]-acético,

Sal de clorhidrato del &acido 1la, 3B, 5p-(1-dimetilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido la,BB,SB-(1—but11aﬁ1nomet11—3,5—

dimetil-ciclohex1l)-acético,
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Sal de clorhidrato del &cido la,3p,5p-{1-[(bencil-metil-aminoc)-
metil]-3, 5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato del acldo la, 3B,5p-(3,5-dimet11-1-
metilaminoetil-ciclohexil)-acético,

Acido 1la,3B,5B-[1-(acetilamino-metil)-3,5~dimetil-ciclohexil]-
acético,

Sal de clorhidrato Pel 4cido 1la, 3B, 5p-(1-(isobutilamino-metil) -
3,5-dimetil-ciclohexil] -~acético,

Sal de clorhadrato del Acido la, 38,5B-[3,5-dimetil-1-
(fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido la,3B,5B-{3,5-dimetil-1-[(3-fenil-
propilamino)-metil] -ciclohexil}-acético, *

Sal de clorhidratce del Acido (l-[(caiclobutil-amino)-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido 1le,3B,5B8~(1~(1s0propilamino-
metil) -3, 5~-dimetail-ciclohexil]-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acetico,

Acido l-aminometil-1l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del acido l1-(hidroxaimetil)ciclohexano-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[(2-metil-butilamino)-metal]-

ciclohexil}-acético,
ol

Sal de clorhadrato del Acido {1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-

metil)-ciclohexil}-acético,

LATORRE MENDOZA

raduclor 8 Intérprete Oficial
Rosol No 2539 Minpuscla 1981



2
205422

Sal de clorhidrato del &cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-

148

acético,
Sal de clorhidrato del &cido {1-[(ciclopropilmetil-amino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhaidrato del acido {1-{{2-hidroxi-l-metil-

etilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhadrato del Acido [1- (1scobutilamino-metil) -

ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido (l-propilaminometil-ciclohexil)-

acético,

Sal de <clorhidrato del Acado [1-(1sopropilamino-metil) -

ciclohexil] ~acético,

Sal de clorhidrato del &cido (1"c1;10hexilam1nometil—

ciclohexil)-acético, y

Sal de clorhidrato del Acido [1-{benclilamino~metil)-

ciclohexil] -acéticao

10 Un método para ainhibir la aminotransferasa dependiente de
aminocAcidos de cadena ramificada en un paciente gque lo
necesita, caracterizado  porque comprende el paso de
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un

compuesto de las Férmulas I, II y/o III
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R,
Ry
\X HO;C\
“HﬂJ {CHa)n
Ry, R
Ry !
n
Ry
Re Ry

en donde

Ry es H, alquilo, cicloalquilo, alquilo sustituido que contiene
halégeno, amina, alcoxi, cicloalqualo, o hidroxi, alilo,
alquinilo, alcancilo, alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenilo,
bencilo, o arilalquilo,

m ¥y n son independientemente un numero entero de 1 a 3,

Ri-Ry ¥ Rip-Ri4 son independientemente H, alquilo, o alquilo

sustituido, vy
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X = NR;j4, O, 0 S,
cuando hay mas de un estereoisomero, cada centro quiral puede
ser independientemente R o S, o una sal, éster, prodrogra, o

amida farmacéuticamente aceptable de &1

11 El método de la reivindicaciédn 10, caracterizado porque m
y n son 1, X es NRj3, Rg es H, Ry es metilo, Ry y Rs son metilo,
Ry es metilo, R;p es metilo, R; y Ry son metilo, Ry y Rg son
metilo, Ri-Rg Yy Rjp-Ria son H, Rg es alquilo, Rs es3 bencilo, Rig
es alquilo, Ry es arilalquilo, Ry es cicloalquilo, R;-Rs son H,

Ri1-Rg ¥ Rip~R;1 son H, R;-Rz ¥ Ry-Ry son H, o R; es metilo

12 El1 método de la reivaindicacidédn 10, caragterizado porque Rj
es alquilo, R;-Rz ¥ Ry-R;1 ¥ Riq son hadrégeno, y m y n soen 1, y
X es NRyy, R3 y Rz son alquile, Ri-R2 y R¢-Rip y Ry« soOn
hidrégeno, m y n son 1, y X es NRy:, Ry y R;; son alquilo, Ri-Rz
¥ Rq—Rio ¥ Riq son hadrégeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es

NRya» ¥ Ri-Ri1 ¥ Ryq son hadrégeno, m y n son 1, y X es O

13 El método de la reavindicacidn 10, caracterizado porque el
compuesto se selecciona del grupo formado por

Acido {(l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido (1-prop-2-1n1lam1nomet11-c1clohex11)—acétlco:

Acido {1-[{2,2,2-tr1fluoro-etilamino) -metil]-ciclochexil}~-

acético,
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Acado {1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino) -metil]-caiclohexil}-
acético,

Acido la,3B,5p-(l-alilaminometil-3, 5-dimetil-ciclohexil) -
acético,

Acido la,3pB,5p-(3,5-dimet1l-1-prop-2-inilaminometil-
ciclohexil)-acético,

Acado la,3B,5B-{3,5-dimet1l1-1-{(2,2,2-tr1fluoro-etilamino) -

metil)-ciclohexil}-acético,
Acido la, 3B, 5p-{3,5-daimet1rl-1-[(3,3,3-tr1fluoro-propilamino)-

metil]-caiclohexil}-acético,

Acado trans-({1R,3R)-1-alilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético, .
Acido trans-( (1R, 3R)-3-metil-l1~prop-2-inilaminometil-~

ciclohexil)-acetico,

Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1-[(2,2,2-trifuoro-etilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Acado trans-{(1R,3R)-3-metil-1-{(3,3,3-trifluoro-propilamino)-
metil]-ciclohexal}-acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}~acético,

Acado la, 3B,5p-{3,5-dimet11-1-[ (4,4, 4-trifluoro-butilamino) -
metil]-ciclcohexail}~acético,

Acido 1a,3B,5P-{1-[{ciclopropilmetil-amino)-met1l]-3,5-dimet1l-

ciclchexil}-acético,

0 LATORRE MENDOZA
ucior @ Intérpree Oficial
Resol No 2839 Mnustaia | 481
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Acado trans-{ (1R, 3R)-1-{ (ciclopropilmetil-amino) -metil]-3-

melil-ciclohexil}-acélico,

Acado trans-{ (1R, 3R)-3-metil-1-metilaminometil~ciclohexil)-
acético,
Acido trans- ( (1R, 3R) -l-etilaminometi1l-3-met1l-ciclohex1l)-
acético,

Acado trans-{ (1R, 3R)-3-metil~l-propilaminometil-ciclchexil) -

acético,
Acido trans-( (1R, 3R)-1-butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acado trans-{ (1R, 3R)-1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil) -
acético,

Acido 1u,3B,SB—{1—[(h;drox;metil—l—amino)-éet11]-3,5-d1met11—
ciclohexil}-acétaico,

Clorhidrato del acido la, 3B, 5B- (1-aminomet1l-3, 5-diet1l-
ciclohexil)-acétaico,

Clorhaidrato del acido trans- (1R, 3R) (1-Aminometil-3-metil-
ciclohexil) -acético,

Clorhaidratoe del dcido (l-aminometil-2-metil-caclchexil)-
acético,

Clorhidrato. del A&cido (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-
acético,

Clorhidrato del Acido (i)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimet1l-

ciclopentil)-acético,

2639 Minjusticia 1 991
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Clorhidrato del A&cido (cis/trans)-(3R)-(l-aminometil-3-metil-

ciclopentil)-acético,

Clorhadrato del A&cido (+)-({trans)-(l-aminometil-3,4-dimet1il-

ciclopentil}-acético,

Clorhidrato del 4cido (+)}-(trans)-{l-aminometil-3,4-dametil-
ciclopentail)-acético,

Cloxhadrato del acido la, 3B, 5B-(1-aminomet1l-3, S-dimet1l-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Aacade 1la,3pB,5B-(3,5-dimetal-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del é&cado 1la,3B,5B-(l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético, )

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3p,5B~{(l-bencilamino-metil}-
3,5-dimet1l-ciclohex1l]}-acético,

Sal de clorhidrato del &acido 1l¢, 3B, 5B-(l1-dimetilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido 1la,3B,5p-(l-butilamincmetil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrate del &cido 1la, 3B,5B-{1-[ (bencil-metil-amino)~-
met1l]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhadrato del Acido 1la,3B,5B-(3,5-dimetil-1-
metilaminoetil-ciclohexil)-acético,

Acido 1a,3B,5B-[1-(acetilamino-met1l)-3,5-dimetal-ciclohex1l]-

acético,

UTERIO LATORRE MENDOZA
o Intérprete Oficial
Rasol No 2838 Minyustica 1 891
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Sal de clorhidrato del &cido 1la, 3B, 5p-(1-(1sobutilamino-metil)-
3, 5-dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de <clorhidrato del &cido 1, 3B,5B-(3,5-dimet1l-1-
(feneti1lamino-metil)-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido la, 3B, 5B-{3,5-dimetil-1-[(3-fenil-~
propilamino)-metil}-ciclohexil}-acétaco,

Sal de clorhidrato del &cido ({1-[{(ciclobutil-amino)-metil])-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3B,5p-(1-(1sopropilamino-
metil)-3,5-dimetil-caclohexil]-acétaico,
Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acético,
Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético, .
Sal de sodio del Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido 1-{hidroximetil)ciclohexano-acetico,

Sal de clorhidrato del 4cido {1l-[(2-metil-but:ilamino)-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &acido (1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil)])-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clbrhidrato del &cido {1-[(ciclopropilmetil-amino)-
metil)-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del dcido {1-[{2-hidfox1i-1-met1l~

etilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,

UATORRE MENDOZA
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Sal de clorhidrato del acldo [1-(1sobutilamino-metil) -
ciclohexil]-acetico,

Sal de clorhidrato del é&cido (l-propilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de —clorhidrato del dcado [1-(1sopropilamino-metil) -
ciclohexil] -acético,

Sal de clorhadrato del acido (1-ciclohexilaminometil-
ciclohexil)-acético, y

Sal de clorhaidrato del acido [1-(bencilamino-metal) -

ciclohexil]-acético

l4 Un método para tratar trastornos neurolégicos, depresidn,
ansiedad, pédnico, manlilas, trastornos blpol;res, enfermedades
antiinflamatorias, glaucoma, dolor o lesion gastrointestinal,
caracterizado porque comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la Férmula IV a
un paciente que lo necesita

R;-R4 son hidrégenc o alquilo,

X es NR; u 0O,

Rs es hidrégeno ¢ alquilo,

R¢ es hidrégeno, alquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo,
arilalquilo, alcoxi, cicloalquile, alilo, alquilcicloalquilo,
halogenalquilo trisustituido y en donde R;-R, %on cada uno
hidrégeno, entonces R¢ no es hidrégeno o metilo, o una sal,

éster, prodroga o amida farmacéuticamente aceptable de &1

TORRE MENDOZA
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente 1invencidén sa refiere a un método para el
tratamiento profildctico y terapéutico de la retinopatia
dirabética El método consiste en la administracién de un
inhibidor de la via de la aminotransferasa dependiente de
amincacidos de cadena ramificada (BCAT), a un animal, tal como
un mamifero, en particular un humano, en una cantidad
suficiente para tratar profildctica o terapéuticamente 1la
retinopatia diabetica La presente invencidén también 3e

refiere a varios inhadores novedosos de la via de la BCAT ----
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BRANCHED CHAIN AMINO ACID-DEPENDENT AMINOTRANSFERASE
INHIBITORS AND THEIR USE IN THE TREATMENT OF DIABETIC
RETINOPATHY

BACKGROUND OF THE INVENTION

More than 14 mmllion people m the United States have ciabetes. All people with
diabetes are at nak of retinal complications However, people with type 1, 1e,, insulhn-
dependent, disbetes, face a greater nisk of severe vision loss than people with type IT, Le.,
noo-1nsuhin dependent, diabetos.

Inutially, the lugh blood ghicose level 1n disbetic people causes an increass 1n
growth factors m their eyes. This condrtion 18 known as the “pre-diabetic retmopathy
stage" and can lead to retinopathy, 1f not prophylactically treated.

Retinopatiry will affect the majority of diabetic people to same extent durmg ther
hifetimes (Anonymous, MMWR 42(10) 191-195 (1993)) It us the leading cause of
blindness i Americans of age 20 to 74 today and 13 expected to impair vimon m
spproximately one-third of diabetic people 1n ths United States. Bach year 1n the United
States, as many as 40,000 new cases of blindness occur among diabetic people (CDC,
unpubhshed dutn, 1993). Diabetic people are 25 tnnes more hikely than the general
population to became bhnd due to retmopathy

Disbetic retmopathy has two stages-2 nonprohiferstrve stage, winch typscally
occurs first, and a proliferatrve stage. The nonprohferative stage, which 1s also refierred to
as "background diabetic retnopathy,® 13 charactenzed by thickenmg of the basament
membrane, loss of retinal pencytes, microvasculsr abnormalshes, intraretinal
microaneurysms, reanal hemorrhages (also known as “dot blot" hamorthages), rotmal
edema, m particular disbetic macular edema, capillary closure associated with retmal
uchenua or poor retinal perfusion (Lo., poor vessal development) and soft and hard
exudates. The profiferative staga, which affects an esthmated 700,000 Amencans (Chen et
al, J Misa. State Med. Assoc. 36(7) 201-208 (1995)), 15 charactenzed by
neovasculanzation and fibrovascular growth (i.e., scamng imvolving ghal and fibrous
elements) from the retina or optic nerve over the inner surface of the retina or disc or into
the vitreous cavity
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The probiferatrve stage can lead 1o rubeotsc or neovascular glaucoma, Maculer
edema can occur i esther stage and 1t, along with complications from retinal
neovasculanzahon, are the two major retinal probiems that canse the diabetes-related
vizion loss.

Whule the pathological stages of diabetic retinopatiry are well-described, the
moleculsr events underlying diabetic retropathy are poorly anderstood. Thas 18 due, 1n
part, to the fact that the disease progresses over ten to thirty years, depending on a grven
mdrvidual,

Tight control of glycemsa ead hypertension and ophthalmic screoming of disbetics
sppears beneficial 1n proventing the disegse. Current treatment consists of regular
observation by an ophthalmologist, laser photocoagulanon and viirectamy

Macular edema threatenmg or mvolving the maculsr center 13 trested with focal
macular photocoagulstion. Small (50 mu in diameter), mild-intensity laser buma are
targeted at aveas of leakngs 1n the macula (Mnsphy, Amer Family Physician 51(4) 785-
796 (1995)) I the macular edema permists, retrextment may be necessary

Petients with severe to very severe nonproliferative retinopathy and patients, who
are at high nsk for profiferative retmopathy or who siready have eardy or advanced
prohferatrve retinopathy, are treated with scatter ar panretmal photocoagulation,
Panretinal photocoagulation involves 1,500-2,000 laser bams, winch are 500 mu m
dumeter, 1n the mdpenpheral end penphersl portion of the retina (Murphy (1995),
supra).

The best-documented hrochemical mechanism for the development of
microvascular complications of diabetes 15 the sorbitol pathway In the sarbitol pathway,
the enzyme aldose reductase catalyzes the conversion of gincose to sorbriol and galactose
to galactital. Aldoze reductase has & low substrats affinity for gincoss. Accordmaly,
when glucose concentrations are normal, the pathway 18 mactive. Dunng hypergiycemia,
the sorbatol pathway becomes actrve. Actrvation of the sorbitol pathway 1s rmportant for
retinal penicytes, for example, which do not require insalin for glucose penetration.
Siumiiarly, retnal capillary cells appear to contain substantial amounts of aldose reductase
(Ferna, Hospital Practice: 79-89 (May 15, 1993))
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Given the prevalence of dishetic retinopathy, there remains a nasd
for an effectrve prophylactic and therapeutic treatment of diabetic
retnopathy Accordingly, it 13 & pnincapal object of the present invention to
provide a method of prophylsctically and therapeutically treating disbetic
retinopathy, meluding treatment at the pre-diabetic retinopathy stage, the
nonproliferstrve diabetic retinopathy stage, and the prohiferative diabetic
retinopathy stage. Thus and other objects of the present mvention wall
become apparent from the detailed descniption provided heremn.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention 18 drrected to a method for the prophylactic
and therapeutic treatment of diabetsc retmopathy, including trestment at
the pre-diabetic retnopatity stage, the nonproliferative duabetic retinopathy
stage, and the proliferstrve disbetic retmopathy stage. The method
involves the admmmstration of an mhibstor of the branched cham amino
acad-dependent ammotransferase pathway Preferubly, the mhibstor of the
branched cham amuno acid-dependent ammotransferase pathway 1sa
compound of Formulas T, I, and/or I

N R

Ry Fa



R9 1 H, akky], cycloalkyl, substituted alkyl contamng halogen,
amne, alkexy, cycloalkyl, or kydroxy; allyl, alkynyl, acetyl, sulfonyl,
pheayl, benzyl, or arylalkyl,

m and n are mdependently an integer of 1-3,
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R; ~Rq and Ry - R4 gre mdependently H, alkyl, or substrtuted alkyl,
and

X=NR),, 0,0rS

where there 13 more than one sterecisomer, each chiral center may be
independently R or S, or a pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug,
or amude thereof

Preferred compounds are those of Fornmla 1, 11, or Il wharein m
and n are 1, X 15 Np14, Rp 13 H, Ry 18 methyl, R and Rs are methyl, Rs 18
methyl, Ryo 15 methyl, Ry and Rq are methyl, R4 and Ry are methyl, R;-Rg
and Ryo-Rys aro H, Re18 alkyl, Ry 13 benzyl, Ry4 18 alkyl, Rp 18 arylalkyl, RS
13 cycloalkyl, R;-Rg are H, R;-Reand Ryo-R1) are H, R;-Ra and R-Rg are
H, or Rq1s methyl

Mare preferred compounds are those af Formula IT wherem R; 15

alkyl, Ry-Ra and Re-Ry1 and Ry sro hydrogen, and m and n are 1, and X 13
NRy4, Ra and R are alkyl, R;-Rg and Ry-Rio and Ry are hydrogen, m and
nsre 1, and X 18 NRyg, Ry and Ry, are alkyl, Ri-Rq and Re-Ryo and Ryq are
bydrogen, m and n are 1, Ry 15 alkyl, and X 15 NR;4, and Ry-R;; and Ry4
are hydrogen mandnare 1, and X180

Bapecizlly prefarred compounds are selected from.
(1-Allylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
(1-Prop-2-ynylanunomethyl-cyclohexyl)-acotic acud,
{14(2.2,2-Tfluoro-ethylamino)-methyl)-cyclohexyl)-acetic acid,
{14(3,3,3-Tnflucro-propylamino)-methyf}-cyclohexyl}-acetic acid,
1a,3p,58- (1-Allyleminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
1a,3p,58-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic
acud,
1a,38,58-{3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2+nftuoro-ethylammno)-methyT}-
cyclohexyl}-acetic acid,
1a,3B,58-(3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-tnftuoro-propylaminc)-methyl]-
cyclohexyl}-acetic acud,
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trans-((1R,3R)-1-Allylammomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic
acd,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(2,2,2-tnflucro-ethylamino)-metiyl]-
cyclohexyl}-acetic acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(3,3,3-tnflucro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl}-
acetic acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-{(4,4,4-tnfluoro-butylaming)-metiryf}-
cyclohexyl}-acetic acad,
10,3B,5B~(3, 5-Dmmethyl-1-{(4,4,4-tnflucro-butylamino)-methyl}-
cyclohexyl}-acetic acud,
1a,3,5p-{1-(Cyclopropylmethyl-anuno)-methyl}-3,5-dimethy}-
cyclohexyl)-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclopropyimethy}-ammo)-methyi}-3-methyl-
cyclohaxyl}-acetic acid,
trana-{(IR,IR)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
trans-((1R,3R)-1-Ethylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylanunomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-1-Butylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetsic acd,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acid,
1a 38,5p-{1-{(Hydroxymethyl-amino)-methyl]-3,5-dimethryl-cyclohexyl}-
acetic acad,

1a,38,5p-(1-Ammomethyl-3, S-thethyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochlonde;

trans-(1R 3R)(1-Arumomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochlonde;

(1-Amunomethyi-2-methyl-cyclohexyf)-acetic amd hydrochlonds;
(1-Anunomstiy}-3 3-dimethyl-cyclohexyl)-acenc acud hydrochlonde;
(#)-(trans)-(1-Ammnomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetsc acad
hydrochlonde,
(can/trang)-(3K)-(1-Ammomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic acad
hydrochlonde,
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(+)-(trans)<(1-Amnomethyl-3 4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acad
hydrochlonde,

(+)-(trans)-(1-Ammomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetsic actd
hydrochlonds,

1,38, 5p-(1-Ammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad
hydrochlonde;
10,38,58<(3,5-Dimethy!-1-propylsminomethyl-cyclohexyl)-acetsc acad,
hydrochlonde salt;

1a,3p,5p-(1-Ethylammomethyl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad
hydrochlonde salt;
1a,3p,58-(1-Benzylamno-methyl)-3,5-dimethyl-cycloberyl]-acetic saud,
hydrochlonde salt;

1a,3p,5p-(1-Dmethylarmnomethyl-3, 5-dhmethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

hydrochlonde salt;
1e,3p,5p-(1-Butylamnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonide salt,

10,3, 5P-{1-{(Benzyl-msthyl-amno)-methyl]-3,5-dmethyi-cyclohexyl}-
acetc scad, hydrochionde sait,
10,34,5p-(3,5-Dimethyl-1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
bydrochioride salt;

101,3B, 5B-{1-{Acetylammo-methyl)-3, 5-dimethyl-cyclohaxyll-ecetic acid,

1,38, SB-(1-(Tsobutylarmno-methyl)-3, 5-dimethyl-cyclohexylj-acetrc acid
hiydrochlonde salt,

1a,3p,5p-[3,5-Dimethy}-1-(phenethylammo-methyl)-cyciohexyl}-acetic
acid hydrochlonde salt,
1,38,56-(3,5-Dimethyl-1-{(3-phentyl-propylammo)-mothyl}-cyclobexyl)-
acetic acid hydrochlorxde sakt,
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{1-{(Cyclobutylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl} -acetic acad
hydrochlonde salt,
1a,3B, 5p-(1-(Isopropylamino-methyl)-3, S-dumethyl-cyclohexyl}-acetic
aced hydrochlonde malt,
1-Aminomethyl-1-cyclohexane-acetic acd,

1-Anunomethyl-1-cyclopentane-acetic acad,
Sodmum salt of 1-aminomethyl-1-cyclopentane-acetic acad,
Sodium salt of 1-(hydroxymethyl)cyclohexane-acetic acad,

{1-{(2-Methy!-butylamino)-methryl}-cyclohexyl }-acetic scd,
hydrochlonde salt,
{14(4,4,4-Triflucro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid,
hydrochlonde salt,

(1-Bthylammomethyl-cyclohexy!)-acetic acrd hydrochlonde salt,
{1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyf}-cyclohexyl} -acetic acid
hydrochlonde salt,
{1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyl}-cyclohaxyl }-acetic acid
hydrochlonde salt,

(1-(lsobutylamno-methyf)-cyclohexyi]-acetic acid hydrochlorude salt;
(1-Propylaminomethyl-cyclohaxyl)-scetic acad hydrochlonds sait;
[1-(Isopropylamino-methryl)-cyclohexyl}-acetic scad hrydrochlonde salt;
(1-Cyclohexylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonde salt,

and

[1-{Benzylanuno-methyl)-cyclohexyl}-acetic acad hydrochionde saft.
Several of the compounds described by Formulas L, II, and III are
known, Campounds of Formmla A.

HN——CH,—=C~CH,—COOR,
@

A

4
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whu'unkluhydmgmnulowunlkyl radical and 1 18 4, S, or 6 aro
known 1n Unted States Patent Number 4,024,175 and its divisional Unted
States Patent Number 4,087,544 The uses disclosed are: protective effect
agmnst aremp induced by thiosermcarbande;, protective achon agamst
cardiazole cramp, the cercbral diseases, epilepsy, faminess attecks,
hypokineaia, and cramal treumas, and improvement i cerebral functona.
The compounds are usefii! 1n genatnc patients, The patents are hereby
incorparated by reference.

Compounds of Formula B

(s
HyNCH-C-CH,COOH
I

Ry B

or a pharmaceutically acceptuble salt thereof wherean Ry 19 & straight or
branched alkyl group having from 1 to 6 carbon atoms, pheny! or
cycloelkyl having from 3 to 6 carbon atoms, R3 13 hydrogen or methyl,
and Rj 18 hydrogen, or catboxyl are known 1n Unrted States Patent
Number 5,563,175 and 1ts various divimonals These patents are hereby

mearporated by reference.
The present iavention also discloses novel compounds of the

Formmla IV
N oon
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R;-Ry are hydrogen or alkyl,

X1 NRsorQ,

Rs 18 hydrogen or alkyl,

Rg 18 iydrogen, alkyl, beazyl, scetyl, arylalkyi, alkoxy, cycloalkyl, allyl,
alkylcycloalkyl, alkmxy, cycloalkyl, alkylcycloalkyl, trisubstituted
balogenalkyl, and wheremn R1-R4 are each hydrogen then Rg 18 not
hydrogen or methyl, or a pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug,
ar anude thereof Like the comounds of Formulas I, II, and IIT, the
campounds are useful for the prophylactic and therspeutic trestment of
diabetic retinopathy, meinding treatment at the pre-diabetic retinopatiry
stage, the nonproliferative diabetic retinopathy stage, and the proliferative
dubetic retmopathy stage.

Preforred compounds are those of Fornwla TV wherem R, and Ry
are hydrogen and R; and R; are alkyl, Rz and R¢ are hydrogen and Ry and
Rs are mathyl, R;-R4are hydrogen; R, 1 alkyl and Ro-Ry are hydrogen,
R, 18 methyl and Ra-Rg are hydrogen, Ry 18 hydrogen; X 15 NRg, X 18 O,
Rg is alkyl, Rs 13 benzyl, R 15 acetyl, R¢ s phenylalkyl, Re 18 cycloalkyl,
Rs 15 mfluocroalkyl, Re 1s alkyicycloalkyl, R 15 alkoxy;, and Re 15 allyl

Other prefiesred compounds are those of Formuia IV wherem Ra and
Rearc hydrogen and R; and Ry are methyl, Ry-Ry are hydrogen, R; 18
methyl and Ry-R, are lrydrogen, Rs 1s hydrogen, X s NR; Re 19 alkyl, Rg 13
benzyl, Re 18 acetyl, Re1s phenylalkyl, Rg 18 cycloelkyl, Re 1s triflucroalkyl,
Re1s alkylcycloalkyl, Re 1 alkoxy; and Rg 18 allyl.

Especanlly prefierred compounds are selected from.
(1-Allylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
(1-Prop-2-ynylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
{14(2,2,2-Tnfluoro-ethylarmno)-methy{}-cyclohexyl}-acctic acd,
{14(3,3.3-Trifluoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl)-acetic acd,

10, 3p,5p- (1-Allylaomnomethyl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
1a,38,58-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylammomethryl-cyclohexyf)-acetic
acid,
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1c,3B,5B-(3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2-trifluoro-ethylsmino)-methyl}-
cyclohexyl}-acetic acad,
1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-influoro-propylammo)-methyl}-
cyclohexyl}-acetic acd,
trans-((1R,3R)-1-Allylamunomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methy}-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic
acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(2,2,2-tnflucro-ethylemmo)-methyl]-
cyclohexyl}-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(3,3,3-tnflucro-propylammo)-methy]]-
cyclohexyl}-acetic acud,
trans-{(IR,3R)-3-Methyl-1-{(4,4,4-tnflucro-butylammo)-metiryl}-
cyclohexyl}-acetic acad,
1a,3B,5B-(3,5-Dimethyl-1(4,4, 4-triftuoro-butylamino)-methyl)-
cyclohexyl}-acetic acad,

10,38, 58-{1-{(Cyclopropyimethyl-amino)-methyl}-3,5-dimettryl-
cyclohexyl}-acetic acad,
trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclopropyimethyl-ammo)-methyl}-3-methyl-
cyclobexyi}-acetic acad,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Bthylammometityl-3-methyl-cyclohexyl)-acetc acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyi-cyclohexyl)-acet:c acd,
trans-((IR,3R)-1-Butylaminomethryl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acd,
trans((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acd,
1e,3,5p-(1-{ (Hydroxymethyl-ammo)-methyi}-3,5-dimethyl-cyclohexyi)-
acetic scud,

1,38, 5p~(1-Amunometbyl-3, S-ciethyl-cyclohexyl)-scetic acid
hydrochionde;
12,38,5p-(3,5-Dimethy!-1-propylanunomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

1a,38,5p-(1-Ethylsnunomethyl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic scid
hydrochloride salt,
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1a,3p,5p(1-Benzylamino-methyl)-3,5-dmethyl-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt,
1a,38,58-(1-Dimethylammomethyl-3,5-cimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

hydrochlonde salt;
1a,38,5p-(1-Butylaminomethyl-3, S-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
hydrochlonde salt;

10,38,58-{1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyi}-3,5-dimethyl-cyclohexyl } -
acetic acid, kydrochlonde salt,
1e,3B,56-(3,5-Dimethyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonde salt,
1a,3B,5p-{1-(Acetylamuno-methyl)-3,5-dimethyl-cyclahexyll-acetic acid,

1a,3B,5B8-(1-(1scbutylamino-methyi)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-aceic acad
hydrochlonde salt,

12,3B,54-{3,5-Dimethyl-1-(phenethylsmmo-methyl)-cyclohexyl]-acetic
acid hydrochlonde salt,
1o,3B,5B-{3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylanunc)-methyl}-cyclohexyi} -
acetic acad hydrochlonde salt,
{1{(Cyclobutyimethyl-amino)-metiryl}-cyclahexyl}-acetic acid
hydrochlonde salt,
10,38,5p-(1-(Isopropylammo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic
acad hydrochlorsde salt,
{1-{(2-Methyl-butylamno)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid,
hrydrochlonde salt;
{1-{(4,4,4-Tnfluoro-butylamino)-methyl}-cyciohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt,

(1-Bthylaminomethyl-cyclohexyf)-acetic scad hydrochlonde salt;
{1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochlonde salt;
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{1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid
hydrochlonde sait,

[1-(Tsobutylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetic acd hydrochlonde salt;
(1-Propylamimnomethyl-cyclohexyl)-acetic acd hydrochlande salt;
[1-{Isopropylamino-methyl)-cyclohexyl}-acahc acid hydrochlonde salt,
(1-Cyclohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acotic acad hydrochlonde salt,

and

(1-(Benzylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid hydrochlonde salt.

The present mvention 15 also a pharmacexrtical composition
compnung a therapeutically effective smount of one or more compounds
of Forznula IV and & pharmaceutically acceptable carrier

Compounds of Formmla IT, such as gabapentm, are useful for
treating vanous conditons such as nearodegenerative disorder (US
5,084,479), depresmon (US 5,025,035), emety/panic (UB 5,792,796),
mama/bipoliar disorders (US 5,510,331), anh-inflammatory diseases (WO
98 158641), gastromntestinal damage (WO 99 108670), gisucoma, and
paun. Becauss the compounds of Formuila II and Formula IV both operate
to affect the branch chain ammo acid-dependent aminotransfierase pathrway
and affect the synthems of ghitsmats, which 1s mvolved m each of the
afbrementioned mdications, the compounds of Formmia TV will also be
usefuil for the treating the indications. Thua, the present mvention 13 also
directed tn the use of the compounds of Formmla TV to treat each or mare
than ome of neurodegenerative duorders (including but not lemted to ALS,
Parionpon’s disease and Alzheimer’s discase), depresmon, amxiety/panic,
manis/bpolar disorders, anti-mflammatory diseases, glsucomsa pam, or
gastrointestral damage.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure L. Scheme showing the BCAA shuttio mn the retina. The shuttle
proper 18 lughlighted and shows how branched chmn amno acids in the
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glia can transanunate a-kegogiutarate to form ghitamate The BCKA
product diffuses across the intershitmm (shown as grey) to the neurons
where 1t 18 converted back to the branched chain amino acid by
transamination with glutamate via BCATe. Abbroviations are as follows.
BCAA=branched chain amino acad, GLU=ghitamate; GLN=glutanune;
Gin"ase=glutaminase; pyr=pyruvate; PO=pyruvate carboxylase, cKG-u-
ketogiutarats, BCATm—mitochondnal branched chain amunotransferase,
BCATc=cytosolic branched cham aminotransforsse; BCKA=branched
chain keto acyd, GDH=glutamate dehydroganase.

Figure 2. Effect of pyruvate concentration on meorporation of H'4CO,
100 ghutamste plus ghutamme (A) and pyruvate plus lactate (B) by ex wivo
retmas. Hemi-retinas were mcubated at 37°C under standard condstions
with 25 mM H*CO, for 20 mimutes. Pyruvate in the medmm was egther
02 or 5 mM. Valnes shown are mean + SEM (=4, * p<0.05). Abrevs
glotgin = sum of lebeled giutemme phus ghutamate; pyr-+iact = sum of
labeled pyruvate plus Inctate.

Figure 3. Bxpreasion of BCAT uoenzymes 1n rat retma. Tissus extracton,
SDS-PAGH, and smmminoblotting were performed as described unng the
ECL detectron kit Imomunoaffimty purtfied rat ant-BCATc peptide
antibody (1 1000) and lmman snt-BCATm antibody (1 1000) were used.
Figure 4. The mfluence of gabapentin (GBP) and branched chain amino
acids an incorporation of H'YCOy mto gintamate plus glutanune by ex vivo
retinas. Half retinas were imncubated at 37° C under standard conditions
with 25 mM H*CO; and 0 2 mM pyruvate for 20 minutes. In some
mstances gabapentm (1 mM) was included in the mcubstion medmm and
in others GBP (1 mM) plus all three branched amino acids (0.2 mM) each
were inclnded Values shown are means + SEM of HCOs mcorporsted mto
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glutamate plus glhuitamine 1 20 minutes (=4, * p<0 001, ** p<0 01)
Abrevs giniglu = sum of labeled glutarmine plus glutamate

Figore 5. Influencs of gabapentin (GBP) concentrstion on incorporation of
HCOs mto glutamate and glutamine m ex Wvo retinas. Condriions were
simular to those of Figure 4 except for the concentration of GBP Values
shown are means + SEM (1=6-7, * p<0 05) Abrevs. GLNHGLU = sum of

glutammne plus ghitamate; LACT + TCA = sum of lactate plus TCA cycle
intermedhates.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention 1s predicated on the discovery that
mtraocular glutamate mmjection canses ganglion cell loss which 1s reiated to
the carly stages of diabetsc retinopathry (Varwerk et al IOVS 37 1618-
1624 (1996)) and that an mhibrtor of the branched chain amno acid-

dependent aminotransfernse pathway, specifically gabapentin, 18 effective
m mhibring the synthems of ghutamate (see example below), thus
proventng disbetic rettnopathy Accordingly, the present irvention
provides a method for the prophylactic and therapeutic treatment of
dunbetic retinopathy, mcluding trestment st the pre-disbetic retnopathy
stage, the nonproliferatrve diabetic retmnopathy stage, and the proliferative
diabetic retinopathy stage. By "prophrylactic” 18 meant the protection, 1n
whole or m part, against diabetic retsnopathty, 1n particular diabetic
macular edemna. By “therspoutic” 18 meant the amehoration of diabetic
retnopathy, itself, and the protection, in whole or 1n part, agminst finther
disbetic retinopathy, 1n particnlar dinsbetie macular edema.

The method comprises the adnumistration of an mhubitor of the
branched chain ammo scid-dependent ammotransferase pathway mn an
amount sufficaent to treat the retina for retinopathy prophylactically or

therapeutically Any inhibrtor of the branched chein amino acid-dependent
ammotransferase pathway can be used 1n the method of the present

A
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mvention as long as 1t 18 safe and efficacions. Herein, "branch chain ammo
scid-dependent amunotransferase (BCAT) mnhibitor” will be used to refer
to such compounds and 1s mtended to encompass all compounds that affect
the branch cham amino acid-dependent amnotransferase pathway at any
and all ponts 1n the pathway

Preferably, the BCAT inhibrtor 15 a compound of Formulas I, IT,
and/or ITI, as described above, or a pharmacentically acceptable, BCAT
pathway-minbsting analogue or prodrug thereof or & pharmaceutically
scceptable salt, ester, ar amide of any of the faregoing.

Unlozss otherwise expressly stated, the followang definttions are
adhered to throughout ting disclosure.

“Alkyl” means a straight or branched hydrocarbon radical kaving
from 1 to 10 carbon atoms (unless stated otherwiso) and includes, for
cample, methyl, ethyl, n-propyl, sopropyl, o-butyl, sec-butyl, 1sobuty,
text-butyl, n-pentyl, 1s0-pentyl, n-hexyl, and the like. “Halogen™ mcludes
fiuoro, chioro, bromo, and 10do

“Alkenyl” means strmight and branched hydrocarbon radicals
havmg from 2 to 6 carbon atoms and one double bond and mcindes
ethenyl, 3-buten-1-yi, 2-ethenyibutyl, 3-hexen-1-y], and the hike.

“Alkynyl” moens struight and branched hydrocarbon radicals
having from 2 to 6 carbon stoms and ons trpie bond and includes ethymyl,
3-butyn-1-yl, propynyl, 2-butyn-1-yi, 3-pentyn-1-yl, and the like.

“Cycloalkyl” means a monocychic ar polycyclic hydrocarbyl group
such s oyclopropyl, cycloheptyl, cyclooctyi, cyciodecyl, cyclobutyl,
adamantyl, norpmanyl, decalmyl, norbomnyl, cyclohexyl, and cyclopentyl.
Such groups can be snbsttuted with groups such as hydroxy, keto, and the
like. Also mciuded are rmgs 1n which 1 to 3 hatarostoms replace carbons
Such groups are termed “heterocyclyl”, which means a cycloalkyl group
also bearing at least ono heteroatom selected from O, S, or NRy, examples
beng substrtuted or unsubstituted coarany], pyrrolidinyl, pipendyl,

tetrahydropyran, piperunnyl, acyipiperazinyl, pyrrolidinyl, and
morpholine.
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“Alkoxy” refers to the alky] groups mentioned above bound
through oxygen, examples of which include methoxy, ethaxy, sopropoxy,

text-butoxy, and the like. In addshon, alkoxy refers to polyethers such as
-0-(CH3)2-0-CH3, and the like,

“Allanoyl” groups are alkyl inked through a carbonyl, e,
C1-C5-C(0)- Such groups include formyl, acetyl, propionyl, butyryl, and
1sobutyryl.

“Acyl” means an alkyl or aryl (Ar) group bonded through a
carbonyl group, 16, R-C(O)- For example, acyl inciudes a C1-Cg alkanoyl,
mcluding substrtuted alkanoyl, wherein the alkyl portion can be substbtuted

by NR4RS or a carboxyhic or heterocyciic group. Typical scyl groups
mclude acetyl, benzoyl, and the hke.

The alkyl, alkenyi, alkoxy, and alkynyi groups described sbove are
optionally substrtuted, preferably by 1 to 3 groups selected from NRRS,
phenyl, substrtuted phenyl, thio C1-Cg alkyl, C1-Cg alkoxy, hydroxy,
carboxy, C1-Cg alkaxycarbonyl, halo, ninle, cycloalkyl, and a 5- or
6-membered carbocychic ning or heterocyclic nng having 1 or
2 heteroatoms selected from nitrogen, substituted mtrogen, oxygen, and
mifur “Subststuted nitrogen”™ means nttrogen bearmg C1-Cg alkyl or
(CHy)pPh wherenis 1, 2, or 3 Perhalo and polyhalo substrtution 15 also
embraced.

BExamples of substituted alkyl groups mclude 2-aminoethyl,
pentachloroethyl, tnfinoromethyl, 2-disthylammoethyi,
2-dimethylaminopropyl, ethoxycarbonyimethyl, 3-phenylbutyl,
methanylsulfanylmothyl, methoxymetiryl, 3-hydroxypentyl,
2-carboxybutyl, 4-chlarobutyt, 3-cyclopropylpropyl, pentafiuoroetityl,
3-morphohnopropyl, piperaznyimetlryl, and 2-(4-methyipiperazinyl)ethyl.

Bxamples of substituted alkynyl groups incinde 2-methoxyethynyl,
2-ethyisnlfanyethynyl, 4-(1-piperazinyl)-3-(butynyl), 3-pheayl-5-hexynyl,

3.diethylamuno-3-butynyl, 4-chloro-3-butynyl, 4-cyclobutyl-4-hexenyl,
and the hike.
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Typical substituted alkoxy groups inchide amunomethoxy,
tnfluoromethoxy, 2-dicthylammoethooy, 2-ethoxycarbonylethoxy,
3-hydroxypropoxy, 6-carboxhexyloxy, and the like.

Further, examples of substrtuted alky), alkenyl, and alkynyl groups
mclude dimethylammnomethyl, carboxymethyl, 4-dmethylanuno-3-buten-
1-yl, S-etitylmethylamino-3-pentyn-1-yl, 4-morpholmobutyl,
4-tetrahydropyrmudylbutyl, 3-tmidazolidin-1-yipropyl, 4-tetmhydrothazol-
3-yi-butyi, phenylmethy), 3-chlorophenyimethy, and the like.

The terms “Ar” and “sryl” refer to unsubstsituted and substituted
aromstic groups. Heteroaryl groups have from 4 to 9 rmg atomas, from
1 to 4 of which are mdependently selected from the group conmsting of O,
S, md N Prefirred hetercaryl groups have 1 or 2 heteroatoms 1 a 5- ar
6-membered sromstic nng. Mono and bicyclic aromatic ning systcms are
included 1n the defintion of aryl and hetoroaryl. Tymcal aryl and
heteroaryl groups inciude phenyl, 3-chlorophenyl, 2,6-dibromophenyl,
pyridyl, 3-methylpyndyl, benzothenyl, 2,4,6-tsibromophenyl,
4-cthylbenzothicnyl, furanyl, 3,4-dscthylftranyl, naphthyl,
4,7-dichloronaphthyl, pyrrole, pyrazole, rmidazols, thiszole, and the hke.

Prefesred Ar groups are phenyl and phenyl substituted by 1, 2, or
3 groups independently selected from the group consisting of alkyl,
alkoxy, thio, thioalkyl, hydroxy, -COOR?, smuno of the formula -NR4RS,
end T(CH2)mQR* or T(CH2)nCOsR* wherean m 15 110 6, T3 O, 8,
NR4, N(O)R4, NRIRSY, or CRIRS, Q8 0, S, NRS, N(O)RS, or
NRIRSY whercin R4 and RS are as described above, and R7 13 alkyl or
substriuted alkyl, for example, methyl, trichloroethyl, diphenylmethyl, and
the like. The alkyl and alkoxy groups can be substituted as defined sbove.

For example, typical groups are carboxyalkyl, alkoxycarbonylalkyi,
hydroxyalkyl, hydroxyalkoxy, and alkoxyalkyl

The sy “-" means & bond.

The term “patient™ means all animals including humans. Examploes
of patients mciude Immans, cows, dogs, cats, goats, sheop, and pigs.
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The compounds of the present mvenhon can cast m unsolvated
forms as well as solvated forms, mncluding hydrated forms. In general, the
solvated forms, mcluding hydrated firma, are equivalent to unsolvated
forms and are intended to be encompassed within the scope of the present
invention

Cartan of the compounds of the present invention poasess one or
more chiral centers and each center may exnst m the R(D) or S(L)
configuration. The present invention mcludes all enantsiomenc and
epimeric forms as well as the approposte mixtures thereof,

The campounds of Formmlas I, II, and II are capable of further
formmg both pharmaceutically acceptable forrmilshons compnmng salts,
estans, armdes, and prodruga. As used herein, the term “pbarmaceutically
acceptable salts, esters, amudes, and prodrugs” reflrs to those carboxylate
salts, ammo acid addstion salts, esters, anndes, and prodrugs of the
compounds of the present mvention whnch are, within the scope of sound
medical judgment, suitable for use 1n contact with the tissues of patients
without undue toxicaty, tentation, allergic response, and the like,
commensurate with a reasonabis benefit/nsk ratio, and effective for therr
mntended use, as well as the zwittenomc forms, where posmble, of the
compounds of the inventson. The tarm “gaits” refers to the relatively non-
toxic, inorgamc and orgamc acid addstion salts of compounds of the
present mveation. These mits can be prepared in ity durmg the final
1solation and punfication of the compourds or by separstely reacting the
purifiad compound 1n 1ts free base form with a suttable organic or
morganic acad and 1solsting the salt thus formed and snchahing, but not
hmsted to, acad addstion and/or base salts, solvents snd N-oxides of a
compound of Foromias I, 11, and IIL. This mvention also provides
pharmaceutical formulations compnsing a compound of Formulas 1, I, or
III together with a pharmaceutically acceptable cammier, diluent, or
excipient therefor All of these forms are within the present invention.

Pharmaceutically acceptable acid addtion salts of the compounds
of Formulas I, I and I mclude saits denrved form inorgamic acids such as

hydrachlone, mtnc, phosphonc, sulfunc, hydrobromic, hydnodic,

Py
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phosphorus, and the hike, as well as the salts denved from orgamic acads,
such as aliphatic mono- and dicarboxylic acads, phenyl-substiuted
alkanoic acida, hydroxy alkanoic acida, alkanediosc acida, aromatic acids,
aliphatic and aromatic sulfome scads, ete. Such salts thus include sulfits,
pyrosulfiste, bisuifite, sulfite, bisulfite, nitrate, phosphate,
monohydrogenphosphate, dihydrogenpbosphate, metaphosphate,
pyrophosphate, chlorde, bromids, 1odide, acetate, propionate, caprylats,
wobutyrate, oxalate, malonate, succinste, suberate, schacate, fumarate,
maleats, mandelate, benzoate, chlorobenzoate, methylbenzoats,
dimtrobenzoate, phthalate, benzencsulfonate, tohsenesalfonate,
phenylacetate, citrate, lactate, maleste, tartrate, methanesulfonate, and the
hike. Also contemplated are the salts of armno acids such as arginate,
ghiconate, galacturonats, and the like; see, for example, Berge, ot al,
“Pharmaceutical Salte," J of Pharmaceutical Scisnce, 1977,66 1-19

The acad addition salts of the bamc compounds are prepared by
contactmg the free base form with a sufficent amount of the desired acd
to produce the salt 1 the conventional manner The free base form may be
regenerated by contacting the salt form with & base and solating the free
base m tho conventional manner The free base forma differ from thesr
respective salt forms somewhat 1 certan physical propertios such as
solubility m polar solvents, but otherwise the salts are equivalent to therr
respective freo base for purposes of the present mvention.

Pharmaceutically soceptable base addthion salts are formed with
matals or anunes, such as alkal) and alkalms earth metal hydroxsdes, or of
organic amunes. Examples of metals used as cations are godmm,
potassmm, magnesum, calcum, and the like. Examples of rutable amines
are N,N'-dibenzylethylonediamine, chloroprocams, choline,
diethanolamins, ethylenediammne, N-methyighicamne, and procaine; see,
for cemmple, Berge, et al,, supm.

The base addition salts of acudic compounds are prepared by
contacting the free acid form with a sufficient amount of the desmred base
to produce the salt 1n the conventional manner The free acid form may be

6%
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regenerated by contacting the salt form with an acad and isolatmg the free
acad 1n a conventional manner The free acid forms differ from thesr
respechve salt forms somewhat in certain phymical properties such as
solubility m polar solvents, but otherwase the salts are equivalent to thesr
respective free acad for purposes of the present invention.

Examples of pharmaceutically acceptable, non-toxic esters of the
compounds of thus invenhon include Cy-Cgalkyl esters wheren the alkyl
group 13 a straight or branched chain. Acceptable esters also include
Cs-Croycloalkyl esters as well as arylalkyl esters such as, but not hmited

to benzyl C1-Cgqalkyl esters arc prefermed. Esters of the compounds of the
prosent invention may be prepared according to conventional methods.

Examples of pharmaceutically acoeptable, non-toxic amides of the
compounds of this invention include amides dertved from ammoma,
prinuary C1-Cgalkyl amines and secondary C1-Cgdialkyl ammes wherenn
the alkyl groups are straight or branched chamn_ In the case of secondary
amincs the amune may also be m the form of a 5- or 6-membered
heterocycle containing one mtrogen stom. Amides denrved from ammonia,
C1-Cialkyl pnmary emines, and Cy-Cpdialkyl secondary amines are
preferred. Ammdes of the compounds of the invention may be prepared
sccording to conventional methods.

The term “prodrug”™ refiers to compounds that are rapadly
transformed i1 vivo to yield the parent compound of the sbove Formulae,
for eample, by hydrolyais 1n blood A thorough discussion 1s provided m
T Higucht and V Stella, “Pro-drugs as Novel Delivexy Systerna,” Vol 14
ofthe AC.S Symposmm Senies, and 1n Bioreversible Carriers in Drug
Design, od BEdward B Roche, Amencan Pharmaceutical Association and
Pergamon Press, 1987, both of which are mcorporated heremn by refirence.
In general, a prodrug 1s a drug which has been chenmcally modsfied and
may be biologically inactive at its mite of action, but which may be
degraded or modified by ane or more enzymatsc or other 1n vivo processes
to the parent biwactive form
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A therapeutically effectrve amount 18 an amount of & compound of
Formulas 1, II, or III, that when admimstered to a pationt, ameliorates a
sympiom of the disease.

The BCAT mhibtor, which 1s preferably a compound of Fornmlas
L II, and/or III, a BCAT pathway-mhibiting analogue of Formulas I, I,
and/or TII, a BCAT pathway-inhibrting prodrug of Formmulas I, 11, and/or
III, or a pharmacentically acceptable salt of any of the foregoing, can be
admimistered in accordance with the present mventive method by any
surtable route. Surtable routes of sdmmustrethon molude systemic, such as
onally or by injection, topcal, miraocular, penocular (e.g, subTenon's),
subconjunctival, subretinal, suprachoroudal and retrobulber The manner in
which the BCAT mhibitor 18 administered is dependent, m part, upon
whether the treatment of retinopathy 1s prophylactic or therapeutic. The
mannar 1n which the BCAT mhibstor 15 admmstered for therapeutic
treatment of retmopathy 18 dependent, 1n part, upon the cause of the
retmopathy

For example, given that diabetes 18 the leadmg cause of
retmopathy, the BCAT mhibitor can be adnumistered prophylactxcally as
soon as the pre-dubetic retmopathy state 1s datected. For the prophylactic
treatment of retinopathy that can result from cdiabetes, the BCAT inhibstor
18 preferably admmistered systenucally, o.g., orully or by injection. For the
therapeatic treatment of nonprohiferstrve diabetic retmopathy, the BCAT
mhibitor can be administered systenmeally, a.g., orally ar by mjection, or
mirocularly Prohferstive diabetsc retinopathy can be therapeutically
treated by the adnmstration of the BCAT mhibrtor intraocularly,
topically, subconyunctivally or penocularly (e.g., subTenon's), for
example, The BCAT mhibitor is prefirably administered intraocularly,
topscally, subcomjunctivally or penocularly (e.g., subTenon's) for the
prophylactic or therapeutic treatment of retnopathy before, duning or after
surgical removal from an oye of scar tissue generated dunng
neovasculanzation duning the prohferstive diabetic stage.

The BCAT mhibitor 18 preferably admmmstered as soon as possible
after 1t has boen determined thet an amimal, such as & mammal, specifically

of
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8 buman, 1s at nsk for reinopathy (prophylachc treatment) or has begun to
develop retinopathy (therapeutic treatment) Treatment will depend, 1n
part, upon the particular BCAT inhibitor used, the amount of the BCAT
mhibrior admimstered, the route of admunistration, and the cause and
extent, if any, of retnopathy realized.

One skilled 1n the art will appreciate that surtable methods of
admmstening a BCAT inhibator, which 15 useful in the present mnventive
method, are available. Although more than one route can be used to
sdmumister a particular BCAT wmhibrtor, a particular route can provide a
more immediaie and more affective reaction than another route.
Accordingly, the described routes of admmstration sre morely axemplary
xnd are m no way linnting.

The dose admimstered to an smmal, particularly a hopman, 1in
accordance with the present invention should be sufficient to effect the
dastred response 1 the smimal over a reasonable time frama. One slalled 1in
the art will recogmze that dosage will depend upon a vanety of factors,
mecluding the strength of the particular BCAT mhibrtor employed, the age,
specans, condrtion or disease state, and body weight of the antmal, as well
as the amount of the retina about to be affected or actuslly affected by
retmopathy The size of the dose also will be determined by the route,
tinmung snd frequency of adnuniatration as well as the existance, nature,
and extent of any adverse arde effacts that might accompany the
admimistration of & particular BCAT mhibrtor and the desred
phymological effect. |t wall be apprecasted by one of ordinary siall in the
art that vanous conditions or disease states, m particular, chromic
conditions or disease states, may requare prolonged treatment involving
multiple admmnistrations.

Suttable doses and dosage regunens can be deterrruned by
conventional range-finding techmques known to those of ordmary akill 1n
the art. Generally, treatment 18 imtiated with smaller dosages, which are
less than the optmum dose of the compound. Thereafter, the dosage 13
mcreased by amall merements until the optrmum effect under the
crcumstances 1s reachod. The present inventive method will typically
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mvolve the admunistration of from about 1 mg/kg/day to about 100
mg/kg/day, preferably from about 15 mg/kg/day to about 50 mg/kg/day, if
admmnistered systermcally Intraocular admumstration typically wall
mvolve the admmistration of from about 0 1 mg total to shout 5 mg total,
preferably from about 0 5 mg total to about I mg total. A preferred
concentration for topical admnistration 19 100 mu M.

Compositions for use m the present mventive method preferably
compnse a pharmaceutically acceptable camier and an amount of s BCAT
mhibrtor sufficient to treat retmopathy prophylactically or therapeutically
The camer can be any of those conventioually used and 18 imtted only by
chemico-phymical considerationa, mich as solubility and lack of resctivity
with the compound, and by the route of admumstration. It will be
appreciated by one of ordinary skl 1n the art that, 1n addstion to the
followmg described phermacentical compostions, the BCAT minbitor cant
be formulated as polymenc compostions, inclusion complexes, such as
cyclodextrin mchision complexes, liposomes, microspheres, microcapsules
and the like (see, e.g., U S. Pat. Nos. 4,997,652, 5,185,152 and 5,718,922).

The BCAT miubstor can be formmulated as a pharmaceutically
acceptable acad addrhon salt. Examples of pharmaceutically acceptable
acud addition salts for use m the pharmacentical compomihion mchude those
derived from mineral acads, such as hydrochloric, hydrobromie,
phosphonic, metaphosphons, nitnic and sulfunc acids, end orgamc acids,
such as tartanc, acetic, citric, malic, lactic, fiumanic, benzoic, glycolic,
glucome, sucamec, and aryisulphons, for eample p-tolnenesulphonse,
acds,

The pharmaceutically acceptable excipionts described herem, for
example, velucles, adjuvants, carmers or diluents, are well-known to those
who are skilled in the art and are readily svailable to the public. i
prefested that the pharmaceutically acceptable camer be one which 18
chemically mert to the BCAT mnhibitor and one wiich has no detnmental
mde effects or toxxcity under the condrtions of use.

The choice of excipient will be determned in part by the parhcular
BCAT 1nhibrtor, as well as by the particular mathod used to adoumister the
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compostian. Acecordingly, there is a wide vanety of surtable formulations
of the phanmaceutical compomtion of the present mvention. The following
formulations are merely exemplary and are in no way hmiing.

Injectable formulations are among those that are preferred 1n
accordance with the present inventrve method. The requirements for
effective pharmaceutically carners for mjectable composttions are well-
imovm to those of ordinary siall mn the art (see Phermaceutics and
Pharmacy Practice, J B. Lippincott Co,, Phuladelpine, Pa., Banker and
Chalmers, eds , pages 238-250 (1982), and ASHP Handbook on Injectable
Drugn, Tousel, 4th ed., pages 622-630 (1986)). It 1s preferred that such
ijectable composrtions be admimstered mtranmscularly, intravencualy, or
mntrapartoneslly

Topical formuiations are well-known to those of skill m the art.
Such formmistions are surtable m the context of the present mvention for
application to the akin. The use of patches, comeal shields (see, e.g, U S
Pat. No. 5,185,152), and ophthalmic solutions (see, e.g., U S. Pat No
5,710,182) and omtments, e.g., eye drops, 18 also within the siall in the art.

Formulstions surtable for oral administration can consst of ()
Lhqund solutions, such as an effectve amount of the compound dissalved m
dilueats, such as water, saline, or orange juice; (b) capsules, sachets,
teblets, lozenges, and troches, each contumng & predetermmed amount of
the active ingredient, as sclids or gramules, (c) powders, (d) suspensions in
an spproprate hqusd, and (o) sutable exmlnons. Liquid formmulations may
mclude diluents, such as water and alcohols, for exumple, ethanol, benzyl
slcohol, and the polyethylene alcohols, eithar with or without the addihion
of a pharmaceutically acceptable surfactant, suspending agent, or
emignfyning agent. Capsule forms can be of the ordinary hard- or saft-
shelled gelatin type contaiming, for example, surfactants, lubncants, and
inert fillers, such as lactose, sucrose, calcrum phosphate, and corn starch,
Tablet forms can include one or more of lactose, sucrose, mamantol, com
sterch, potato starch, alginic acad, microcrystallne celhulose, acacia,
gelatin, guar gum, colloidal silicon duende, croscarmellose sodmim, talc,
magnesium stearate, calcium stearate, zinc stearate, steanc acid, and other

(%4
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excipients, colomats, diluents, tuffening agents, duintegrating agents,
moistening agents, preservatives, flsvonng agents, and pharmacologcally
compatiblo excipients. Lozenge forms can compnse the active ingredient
m a flavor, usually sucrose and acacia or tragacanth, as well as pastilles
compriaing the actrve ingredient 1n an mert base, such as gelatn and
glycenn, or suczose and acacia, emulsions, gels, and the like containing, 1n
addition to the active mgredient, such excipients as are known 1n the art,

The effectivencss of an orally admmmstered drug 1s dependent upon
the drug’s efficient transport across the rmucosal epithelmum and rtg stability
1n entero-hepatic arculation. Drugs that sre effectrve after parenteral
admmmstration but less effectrve arally, or whose plsema half-hfe 15
conmdered too short, may be chemucally modified into a prodrug form,

Formulations suitable for parenteral admmustration mchude aqueous
and non-aqueous, 1sotonc stenje iyjection sohitons, which can contmn
anth-oxadants, buffers, bacteriostats, and solutes that render the formmiation
isotomic with the blood of the mtended recapsent, and aqueous and non-
aqueous sterile suspensions that can inciude suspending agents,
solubilizers, thickenmg agents, stabilizars, and preservatives. The mhibmor
can be admmstered 1n a physiologically sccoptable diluent 1 2
pharmaceutical carrier, such as a stenle liquad or moxture of hquads,
including water, sahne, aqueous dextrose and related sugar sohtions, an
alcohol, such as ethanol, 1sopropancl, or hexadecyl alcobol, glycols, such
as propylene giycol or palyethylens glycol, dumethylsulfbxide, glycerol
ketals, much as 2,2-dimethyl-1,3-dinxoiane~4-methanol, ethers, such as
poly(sthyleneglycol) 400, an odl, & fatty aced, a fatty acd ester or
glycenide, or an acetylated fatty acid glycends, with or without the
addrtion of a pharmaceutically acceptable surfactant, such as & sosp ora
detergent, suspencing agent, such as peotn, carbomers, methylcellulose,
hydroxypropylmethylcellulose, or carboxymethyloelluloss, or emulsifying
agents and other pharmaceutical adjuvants. Oils, which can be used 1n
parenteral formmlations inciude petroleum, antmal, vegetable, ar synthetic
cils. Specific examples of cis include peamut, soybean, sesame,
cottonseed, corn, olive, petrolatum, and muneral
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Surtable fiatty acids for use m parenteral formmulations include oleic
acad, stearic acid, and 1sosteanc acid. Ethyl oleate and 1sopropyl mynstate
are examples of suitable fatty acid esters.

Suitable soaps for use 1 parenteral formulations include fatty
alkah metals, ammonum, and tnethanolamine salts, and sustable
detergents mchude (a) catiomc detergents such as, for eample, dimethyl
dialkyl ammonmm halides, and alkyl pyridmmm halides, (b) anomec
detergents such as, for example, alkyl, aryl, and olefin sulfonstes, alkyl,
olefin, ether, and monngliycende sulfates, and sulfosuccinates, (c) nomome
detergents such as, for example, fitty amme ondes, futty acd
alksnolanmides, and polyoxyethylenepolypropylene copolymers, (d)
amphotenc detergents such as, for eample, alkyl-p-aminopropionates, and
2-alkyl-smidazoline qusternery ammonmm salts, and (e) moxtures thereof

The parenteral formmistions will typically contaun from about 0 5 to
about 25% by weight of the active ingredient m solution. Preservatives and
buffers may be used. In order to mummize or eliminste uTiiation at the arte
of injection, such compomtions may contain one or more nomomc
sarfactants having a hydrophile-hpophile balance (FILB) of from about 12
to sbout 17

The quantity of surfactant m such formulstions will typically range
from about 5 to about 15% by weight. Suitable surfactants inchude
polyethylene sorbitan futty acad esters, such a5 sorbitan monooleate and
the lngh molecular wesght adducts of ethylene oxide with a hydrophobic
base, formed by the condensstion of propylene axide with propylens
glyco! The parenteral formulations can be presanted 1n umt-dose or mmit-
doss sealed containers, such as ampules and vials, and can be stored na
freeze-dned (lyophihized) condition requinng oaly the addibion of the
stenle liqud excciprent, for example, water, for ipyections, mmmediately
prior to use. Extamporaneous mjechon solutions and suspensions can be
prepared from sterile powders, gramiles, and tablets of the kind previously
descnibed.

Such composttions can be formulated as mtraocular formulations,
sustained-release formulations or devices (see, 6.5, US Pat. No
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5,378,475). For example, gelantin, chondrottin sulfate, a polyphosphoester,
such as bis-2-hydroxyethyl-terephthalate (BHET), or a potylactic-glycolic
acad (in vanocus proportions) can be used to formmiate sustained-release
formulations. Implants (see, e.g, US Put. Nos. 5,443,505, 4,853,224 and
4,997,652), devices (see, e g, U S Pat. Nos. 5,554,187, 4,863,457,
5,098,443 and 5,725,493), such as an implantable device, 0.g., 8
mechanical reservorr, an intraocular device or an extraocular device with
an mtraocular condutt (e.g., 100 mu -1 mm m diameter), or an implant ora
device compnised of a polymenc composttion as described above, can be
used.

The present inventive method also can mvolve the co-
adminisiration of other pharmaceutically active compounds. By "co-
admmstration® 15 meant admnistretion before, concurrently with, e.g., 1n
combination with the BCAT mhibitor i the same fornulation or m
separute formulations, or after adommstration of s BCAT inhibttor as
described above. For example, corticosterosds, e.g., predmsone,
methylpredmsolons, dexamethasons, or tnamcnalone acetiide, or
noncorticostergd anti-inflammatory compounds, such as ibuprofen or
flubiproben, can be co-admmistered Simlarly, vitapuns and mmerals,

o.§., ;nc, anti-axdanty, e.g , carotencuds (such as a xanthophyll carotencad
like zezxantinn or lutesn), and micromatrients can be co-administered,

£ 70
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Genenal synthetic schemes for prepanng compounds of Formula I- IV

EXAMFLE 1 trans-(1R,3R)(1-Aminonethy)-3-metiryl-cyclehexyl)-
acetic acid hydrochloride

® BOCCHLN, NH jhe, AcOH, Tolass, 127°C
() aNaCH, EOH®S%), B, 115°C,b. HA
Gn) E10B, HCI(g), Tohan

GEC, B0

™ Ey EOENH,, Ranaylty, 1-3°C

(m)EC, B, 140°C

10 Step L. 2-Cyano-((R)-3-methyl-cyclobhaxylidane)-acetic acd ethiyl ester

A mxture of 3-(R)-Methylcyclohexanone (125mmol), Ethyl cyanoacetste
(124mmol), Ammonum sceiate (12.5mmol) and glacal Acetic acd
(24mmnol) were refluxed with a Dean Stark trap for 24 Hours. The maxture
15 was cooled and washed with HoO The H;O washes were extracted with
Tolene. The Toluene extracts were combined with the angmal organic
layer, dned over MgSO,4 and the solvent evaporsted. The crude oil was

%
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purified by Kugelrohr distillahon to grve an ol (Bpt oven temp 150-160"C).
Yield 86%

'HNMR. (CDCh) 400MHz 8 101-105 (3H, m), 1 17-132 (1H, m), 135

(3H, t, I=7Hz), 1 42-2.30 (6H, m), 2.98 (1H, d, J=13Hz), 3 74 (1H, 4,

}=13Hz), 4 27 (2H, q, F-7Hz)

MS (CD nv/z 208 (MH')

Analyms CpH;NO: Calc: C 6954 H 827 N 676,
Found: C 6944 H822 N 676

Step n. trans-(1R3R)-1-Cyanometisyl-3-methyl-cyclohexanecarbomtrile

To a solution of NaCN (40mmol) m 6mL H;O and 160ml Ethanol (95%)
was added 2-Cyano-((R)-3-methyl-cyclobexylidenc)-acetic acid ethyl ester
(40mmaol). After 22 Hours st refhx the cooled soluton was filtered, the
fittrate acachfied with gaseous HCl and filtered agun. The solvent was
removed and the crude oil was punfied by colunn chromatography to givo a

pale yellow crystalhne sohd. Yield 88%

INMR (CDCh) 400MHz 8 0.90 (1H, m), 0 98 (3H, d, J=6Hz), 111 (1H, t,

J=12Hz), 138 (1H, dt, J=4, 9Fz), 1 60-1.90 (4H, m), 2.07 (ZH, m), 2.68 (ZH,

5)

MS (C) m/z 163 (MH')

Anelysis CigHudNe Cale C 7404 HS70 N 1727
Fond C 7405 HS8J1 N 1725

Step fil. trans-2-((1R,3K)-1-Cyano-3-methyl-cyclohexyl)-acetimidic
acid ethyl ester

To a sohion of tram(IR3R)-1-Cyanomethyl-3-methyl-
cyclohexanecarbontrile (6.2mmol) m 30ml Ethanol (sbsolute) was added
30 mL dned Toluene, The sohuton was chifled in 1ce whilst saturatmg with
gasecus HCL. The stoppered salution was then left to stand at room
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temperature for 24 Hours. The solvent was removed and the solid remdue
was triturated with Drethyl Ether to obtan a ppt whuch was dned to give a
winte crystalline solid. Yield 50%.

Mp 118-120°C

'HNMR (DMSQ) 400MHz 5. 0 8-0.89 (1H, m), 091 (3H, d, J~6.3Hz), 1 06-
112 (18, m), 1.24-135 (I8, m), 137 (3H, t, J=THz), 1 41-1 95 (6H, m),
3 02 (2H, 5), 4 49 (2H, q, J=THz) MS (CT) vz 195 (MH")

Analyss CpHipN;O 108MHCQ Calc: C 5819 H 858
N 1131

Found. C5825 H 859 N
1159

Step v trans-((1R,3R)-1-Cyano-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acid ethyl

trans-2-((1R,3R)-1-Cyano-3-methyl-cyclohexyl)-acetimidic acud ethyl ester
(1 1mmol) was dissolved m ico cold HzO (40mL) and the pH adjusted with
INHCltopH 15 The solution was stared at room tempeswture for 20
Houm. Ethyiacetate was added (30mL) and the organic Ixyer was washad
with Hz0, dned and the solvent removed to leave a clear oll. Yield 82%

HINMR. (CDCh) 400MHz 5 0.78-0 90 (1H, m), 0.93 (3H, d, J=~6Hz), 0.97-

100 (1H, m), 1.23-125 (1H, m), 129 (3H, t, }=7 2Hz), 1.59-1 80 (4H, m),

2.05-2.08 (2H, Brt), 2.54 (2H, s), 420 (2H, q, J=7.2Hz)

MS (C1) m/z 210 (MH")

Analysss. CpHisNO, Calcc C6887 H91S N 669
Found. C 6887 H911 N 690

Step v trans-(5R, 7R)-7-Methyl-2-aza-spiro[4.5]decan-3-one

£713



10

15

30

-32-

trans-((1R 3R)-1-Cyuno-3-methyl-cyclohexyl)-acetic  acid ethyl ester
(8.9mmol) was dissolved m NHyBEOH (7%, 40mL) slong with prewashed
Ranecy Nickel (H;O fbllowed by BtOH) m s 250mL Parr flask. The solution
was hydrogenated at 30°C, 46pm for 24 Hourm. The cooled solution was
filtered through a pad of celite, washing with Ethyl acetate. The salvent was
removed from the filtrate to leave a white solid. Yield 30%.

Mp 9298°C

HNMR (DMSO) 400MHz 5 0.75-0.82 (1H, m), 084 (3H, d, J=6 4Hz),

0.88-0 94 (1H, m), 1 14-1 19 (1H, m), 1.20-1 50 (ZH, m), 1 50-1 63 (4H, m),

191 (26, ), 3 03 (2H, 5), 742 (1H, s)

MS (CT) m/z: 168 (MH")

Amlyns. CyuHpiNO Cal: C 7181 H1025 N 837
Fund C 7130 H 1029 N 831

Btep vi: trans-{(IR,3R)-1-Aminomethy}-3-metiryl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochloride

trans-(SR,7R)-7-Maethyl-2-axs-spiro[4 S}decan-3-0n0  (217mmol) was
dissalved m a solution of 10M HCI (Sml.) and HzO (SmL) and the mmxture
'was refluxed at spprox 140°C for 5 Hours. The cooled solution was dihuted
with 10 mL H;O and 10 mL DCM and the aqueous lsyer was further washad
with 2x15 mL DCM. The agueous lxyer was then reduced to drynees to
legve a white salid. Yield 76%.

Mp 148-155°C. [o]o =-2.5 (T=20°C, o=1, MeOH). One 1s0mer (BR).
'HNMR (CDCh) 400MHz 8 0 65-0 79 (1H, m), 0 82 (3H, d, J=6Hz), 0 87-
090 (1H, m), 1 12-1.20 (1H, dt, J=4 5, 133Hz), 1 34-1 50 (3H, m), 160-
163 (3H, m), 230 (2H, s), 3 01 (ZH, 5), 793 (3H, Brs)

MS (CI) m/z 186 (MH")
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Analyss CyH»NO, 11 HCI Calc. C5329 H 39
N 621

Found C 533 H 899
N 645

EXAMPLE 2. (1-Aminomethyl-2-methyi-cydohexyl)-acetic acid
hydrochlorde

&’L HE'[;._@_. X “;..

® BOLCCHLN, XH e, AcOH, Tolums, 120°C
(o) a. FaCN, ENOE(9534), H,0, 115°C,b BCl(g
(@) E10H, HC1 (g), Tolrara

) BQ, H D

() Ey E1OHNE , Bamay iy, 30-2°C

(m)HC, B, 140°C

Step L. 2-Cyano-(2-metiryl-cydohexyhdeme)-acetse acid ethyl ester
() 2-Methyl cyclohoxanone (80mmol), Ethyl cysnoacetste (S0mmaol),

Ammonmm acetate (3mmol) and glacal Acetic acid (16mmol) were reacted
as m the Geneml method (Example 1) step 1 to pivo a clearoil.  Yield 76%.



COTFTLU" BBESLTOS

10

15

30

-

-34-

'HNMR (CDCh) 400MHz 3 123 (3H, dd, }=7, 1GHz), 135 (3H, t, =7Hz),

1 55-1 82 (SH, m), 193-2.05 (IH, m), 2.17 (1H, dt, J=5, 14Hz), 2 47 (1H, dt,

¥=5, 9Hz), 2.92-2.97 (1H, Br d, J=15Hz), 3 30-3 35 (1H, m), 3 81-3 86 (1H,

Br d, J=15 Hz), 4 06-4.14 (1H, m), 4 23-4.30 (3H, dq, J=1, 6Hz)

MS (CI) m/z 208 (MH+)

Analysis C;3H;7NO; Calc C6954 HB827 NG676
Found C 6926 H826 N 666

Step fi. 1-Cyanomethyl-2-methyl-cycichexanecarbonitnle

2-Cyano<(2-methyl-cyclobexylideno)-acetic acid ethyl ester (37mmol),
NaCN (37mmol) were reacted as m the General method (Exnmple 1) step
1. The crude sohd was punfied by column chromstography (3 1, Heptane

Ethylacetate), to give a clear il  Yield 76%

'HNMR (CDCl;) 400MHz & 106 (3H, d, J=6 &Iz), 1 11 GH, d,

J=6 8Hz), 1.20-2.20 (18H, m), 2.77 (2H, dd, F=16 &Hz), 2 63 (2H, dd,
J=16 8Hz)

MS (CD m/z: 163 (MH')
Analyms. CyHidy 01H0 Calc: C B4 H 88
N 1686

Found. C B24 H 87
N 1708

Step fli: 2-(1-Cyano-2-metiryl-cycichexyl)-acetimidic acld ethyl ester

676
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1-Cysnomethyl-2-methyl-cyclohexanecarbonitnle(7 3mmol) was reacted as
n the General method (Example 1) Step (ju) to give & white sohd. Yield
70%.

Mpt 107-114°C.
'HNMR (DMSO0) 400MHz 3- 1 00-1 06 (3H, 2xt, J=6.4Hz), 1 10-1.38 (2H,
m), 138 (3H, t, J=6.8Hz), 1 40-2.10 (7H, m), 2.86, 2.92, 3 10, 3.28 (ZH, 4xil,
J=14,14 4, 14 8, 14Hz resp.), 4 48 (7H, q J=6.8Hz)
MS (CT) m/z 209 (MH")
Analyms. CHgN; O 106HCI Calc C 5837 H 860 N
1134

Fund C 5815 H 86 N
1160

Step v (1-Cyano-2-methyl-cyclobexyl)-acetic acd ethyl ester

2-(1-Cyano-2-methyl-cyclohexyl)-acetmudic acid ethyl ester (4 1 mmol) was
reacted as 1n the General method (Example 1) step (iv) to give a clear ol
Yield 82%

JHNMR. (CDCh) 400MHz$ 103, 109 (3H, 2xd, J=7Hz), 1.27-1 30 (3H,
m), 1.32-2.00 (8E, m) 2.10-220 (1H, m), 2.44, 2.32 (3H, 2xd, J=14 &Hz),
2.54 (1H, m), 4 164.22 (7H, m)

MS (CD) oV 210 (MH")
Analyms CHi;sNO, Calce C 6887 H915 N6
Found C 6884 H913 N 675

Step v 6-Meihyl-2-axa-spire[4.5]decan-3-one

(1-Cyeno-2-methyl-cyclohexyl)-acetsic amed ethyl ester (8 4mmol) was
reacted as 1n the General method (Example 1) Step (v) for 24 Hours at 10°C,

6

17

P
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50 pua The aude ol was punfied by column clmomatography
(Ethylacetate), to give a white sohd. Yield 34%

Mp 8590°C

JHNMR (CDCL) 400MHz 5 0.88-0 91 (3H, dd, J=4, 6 8FEz), 1 41-1 78 (9H,

m), 2.00-2.30 (2H, m), 3 06-3.23 (2H, m), 7 27 (1H, Br s)

MS (CT) m/z 168 (MH')

Analysis  CyoHsNO Cale C 7181 H 1024 N 837
Found. C 7183 H 1019 N 827

Step vi (1-Aminomethyl-2-methyl-cyclohexyl)-acetic  acid
kydrochloride

6-Mcethyl-2-azs-sparof4 S}decan-3-on0 (2.5mmol) was reacted as m the
General method (Bxample 1) step v1 to give a white sohd.  Yield 42%,

Mp: 108-11¢°C.

[odo =0 (T=20 5°C, O=1, MeOH). Two Disstereomers 3 1

‘HNMR (DMSO + D;0) 400MHz 5 0.79, 0.85 (3H, 2xd, J=6.8Hz), 1.21-
165 (95, m), 222, 243 (1H, 2xd, J=15Hz), 2.46, 249 (1H, 2xd, J=15Hz),
2.83-2.92 (1H, 2xd, F=13 6Hz), 3 05, 3 15 (1H, 2xd, J=13 GHz).

MS (C) m/z 186 (MH')
Amalymz: CygHipNO, 13 HCI Cale. C 5164 H 87
N 602

Foud C 5166 H 891
N 616

EXAMPLE 3 (I-Aminomethyl-3,3-dmethyl-cyclohexyl)-acetic ackd
hydrochloride (PD0167560-0002)

72
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1 Cul, Mal, HE,C, HEy, (RW)
IDNCCH,C0,Ks, M, OA AT, tlum, (2%)
HOMCR, EOR, B0, (570

) HC, ICE, tkue, GBY)

)T, Bazay B, 1O, KHy, (M40
WICL Byl (W9

Step i 3,3-Dimethyl-cyclochexanome:

Synthesised via the method outimed by Pellstier, SW, Mody, NV, J. Org:
Chem., 1976, 41, 1069

A solution of Ithwim dimethyl cuprate was prepared by the addition of
methyl Ithum (1 4M 1n ether, 77.25mL, 2.45mol) to copper (I) 10dide (8.8g,
0.046mol) under argon. The solution was cooled to 0°C, and 3-methyl-
cyclohzxen-1-one (Sml, 0 044mol) was added dropwise, with stuning, and &
deep yellow precipitate was formed. The suspensmon was stirred st room
tempersture for one hour before being poured mto a solution of aqueous
ammonia (I00mL) and ammonwmim acetate (ca 5g). The lsyers were
separated and the aquecus layer washed with diethyl ether (3x 50mL). The
combined orgamics were washed with ssturated brnine (3x 100mL), dried
(MgSOy), and the solvent removed 1n vacuo to leave a dark yellow hiquad.
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'H NMR (400MEz. CDCh) 098 (6H, 8), 1 59 (2H, m), 188 (ZH, m), 214
(2H, m), 2.26 (2H, m)
IR (film) vamcm ! 2956, 1711 (C=0), 1457, 1368, 1292, 1226, 1076

Step ik: 2-Cyano-5;5-dimetiry}-3-propy-hex-2-enolc acid ethyl ester

To & solntion of 33-dimethyicyclohexanons (4g 0032mol) m tolens
(25mL) was added ethyl cyanoacetate (337mL, 0032mol, 1 eq),
ammonmm acetate (024g, 0003mol, 0 leq), and acehc acd (D36mL,
0006mol, 02¢q) The yellow solution was heated to reftux whilst attached
to a Dean-Stark trap, and heahng was contisued until no more water
condensed m the trap. After cooling, the now orange solution was washed
with water (3x 25mlL) and the orgame layer dned (MgSO,) Filtration and
removal of the solvent iz vacso gave the crude product as a deep orangs
hqud. Punfication was aclueved by Kugelrohr distilishon to leave the
mxture of cis and zrans products as a pale yellow hqud, bp 160-170°C, 4
mbar (S 83g, 83%).

H NMR. (400MHz. CDCh) 0.96 (6H, 8, 2x Me), 099 (6H, 1, 2x Me),1 34
(6H, m, 2x Mo of ester), 1 49 (4H, m), 1 75 (ZH, qum, J 6.4), 1 82 (2H, quin,
J64),2.46 (1H, 5), 2.60 (2H, t, J= 6.4 Hz), 2.80 (ZH, 5), 2.93 (2H, 1, /=64
Hz), 427 (4H, m).

MS (CT) 2/e 222 (M*+1)

IR (film) vemyom ! 2958, 2870, 2224 (CN), 1731 (C~0), 1606 (C=C), 1277,
1223

Analyns. CiyHisOaN Cale: C7056 H865 N632
Found C7035 H8.79 N625

Step fik: 1-Cyanomethyl-3,3-dimethyl-cyclchexanecarbonitrile
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To a soluhon of the 2-Cyano-5,5-dimethyl-3-propyl-hex-2-enoic acad ethyl
ester (1.26g, 0 006mol) in ethanol (100ml) and water (4ml) was added
sodium cyanide (0 28g, 0 006mol, 1 eq ). The yellowish solution was heated
to refho for 8 hours and then cooled, dunng wiuch tme an off-winte
precapitate was formed.
The suspenson was filtered under vacoum and the filtrate acud:ified with HCl
gasunti the pH was approximately 2 The modure was then filtered a second
tune and then the solvent removed i vacuo 10 leave the crude product as a
pale green solid
Flash column chromatogrephy after adsorphon of the crude product on to
silica, eluting with 0-50% EtOAc in haptane gave the binttrile as a colourless
solud (0 57g 57%).

'H NMR (400MHz, CDCls) 099 (3H, 8, Me), 1 13 (1H, td, J 13 2, 4.2), 1.21
(3H, s, Me), 1.32 (ZH, m), 1 54 (1H, m), 1 82 (3H, m), 2.15 (1H, m), 2.65

(ZH, s, CILCN).
"CNMR(«!OGMH:, CDCly) 19.61,2517,3079,3118,3377,3479,3537,

3792, 46.26, 115 06, 122.19

MS (CI) zle 177 (M"+1)

IR (fitm) voucm™ 2988, 2937, 2869, 2237 (2x CN), 1749, 1456, 1423, 1365,

1202, 1180, 1031, 972.

Analyms. Cy3HyN, Cale C7496 H915 N1589
Found C7508 H932 N1580

Step iv* (1-Cyano-3,3-dmethyl-cyclohexyl)-acehe acid ethyl ester

1-Cyanomethyl-3,3-cimethyl-cyclohamnecarbonitrile (0 50g, 2.84mmal)
was dissolved m sbsolute othano] (20ml) st room temperature and then
coolad to 0°C. Toluens (20mlL) was added to the soluhion and then the
reaction muxture was acadsfied by passing HCI gas through it at a gentle mte
fior ca. 45 mms The flask was then stoppered and Jeft to stend st room

tempereture for 24 hours.
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The yellow solution was partihoned between ethyl acetate and water and the
Inyers separated. The squeous layer was extracted with othyl acetats (3x
30mL), and the combmed organcs washed with aq sat. sodmm hydrogen
carbanate soluhon (3x SOmL), brme (3x SOmL), dned (MgSQ,), and the
solvent removed under reduced pressure to leave a pale yellow haqud (0 598,
93%)

'H NMR (400MHz, CDCl) 0 94 (3H, 5, Me), 1 16 3H,m), 1 21 (3H, 5, Me),
129 GH, t, J 72, CH;CHy), 150 (IH, m), 165 (1H, dt, J 144, 76), 1 84
(1H, qt, J 133, 3.2),1 96 (1H, dt, J 13 7, 22), 2.16 (1H, m), 248, (1H, d, J
15 6, C-7H), 2.54 (1H, d, J 15 6, C-ZH), 420 (28, g J 72, CH,CHy).
BCNMR (400MEz, CDCh) 14.21, 19 65, 25 42, 31 03, 34 04, 34 14, 36.08,
38 44, 46.14, 46.80, 61 02, 123 67, 169 00
MS (CI) z/e 224 (M"+1).
IR (film) vagcm™ 2998, 2937, 2868, 2234 (CN), 1738 (C=0), 1457, 1372,
1217, 1181, 1154, 1026.
Analyms. CsHNO» Gl C6992 H948 N6.27

Foud C6963 H945 N6.15

Step v 7,7-Dumetiryl-2-axs-spiro[4.5]decan-3-one:

(1-Cyano-3 3-dmmethyl-cyclohaxyl)-acetic acd ethryl ester (0 5g. 223mmol)
was hydrogensted in ethanohc ammonm (60mL) with Raney nickel as
catalyst (ca. 0.25g) at 50°C and 50pm fixr 48 houra.

The catalyst was then removed by filirstion through Celite, and the solvent
removed in vacuo to leave & greensh crystalline sohd.

Flash colomm chromatography, eluting with 0-100% ethyl acetste 1n heptans,
gxve the pure lactam as a colourless sohd (340 mg, 84%).

'H NMR (400MHz, CDCl) 0.89 (3H, s, Ms), 0.92 (3H, s, Me), 1.25 (25,
m), 136 (ZH, m), 1 51 °H, m), 1 68 (1H, s), 2.18 (IH, d, J 16.4, CH:NH),
224 (1H, d,J16 8, CHaNH), 3 15 (2H, s, CH.CO).

(&
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B¢ NMR (400MHz, CDCl) 19 16, 29 88, 30 36, 31.28, 36 57, 39 0S, 3961,
44.58,4954,5479, 177 72.
MS (CI) z/o 182 (M"+1).
IR (film) vamcr™ 3203, 3100 (NH), 2914, 2860, 1698 (C=0), 1486, 1374,
1317, 1289, 1257, 1076.
Anmalyms. C;HNO Calz  C7288 H1056 N773

Found C7238 H1047 N756

Skep v (1-Aminemethyl-3,3-dmethylcyclohexyl}acetic  aad
bydrechloride:

7,7-Dimethyl-2-aza-spiro[4 Sjdecan-3-one (03g, 1.66mmol) was dissolved
in a mxture of HCl (conc, SmL) and water (SmL), and the resuitant
colourieas soluiion heated to refhx for 20 hours. The soluthion was cooled
and then partthoned between water and dichloromethano, and the layers
separuted. The aquecus layer was washed with dichloromethane (3x 20mL)
and the wate/HCl removed by rotary evaporaticn to lesve the crude product
a3 an ofF-white sol:d. Trrturation of this solxd with ethyl acetate and filtration
of the product gave (1-Aminomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlorude salt as a colouriess sold (140mg 42%, 64% based on
recovered starting material).

'H NMR (400MHz, DMSO) 0 90 (3H, 5, Me), 092 (3H, &, Me), 1 15-149
(8H, m), 245 (2H, s, CH,;CO;H), 2.90 (2H, brq, J 13 5, CH;NH), 796
(3H, br s, NE), 12.36 (1H, br 5, OH).
IR (film) vaecm ! 2930, 1728 (C=0), 1272, 1123
Amlyns C;HnNO;Cl Calc: C56.04 H941 N5

Found C5579 H961 N6

EXAMPLE 4. (D)-(trans)-(1-Ammomethyl-3,4-dmmethyl-cyclopeatyl)-
acetic acd kydrochloride

3
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Reagents. () Triethylphosphonoacetate, NaH, (i) MeNO2,BugN'F-, (i)
Hp, Ni, (iv) HC1

Step & synthesis of (1) (trans)-(3,4-Dimethyl-cydopentyhdene)-acetic
acid etiryl ester (4b)

NaH (60% disparmion 1n o1, 737 mg, 18 42 mmol) was suspended
in dry tetrahydrofirran (S0 mL) and cooled to 0°C.

Trethylphosphonoacetate (3 83 mL, 19 30 mmol) was sdded and the
mixture stirred at 0°C fior 15 mumtes. The ketone (+/-)-(4a) (1 965 &

17 54 mmol) m THF (10 mL) was then added and the muxture allowed to
‘warm to room temperature. After 2 hours, the modure was partiboned
between diethyl ether (200 mL) and water (150 mL) Tho organic phase
'wap scparsted, washed with brine, dned (MgSO4) and the solvent removed

in vacuo. The remdue was punified by flash chromatography (mlica, ethyl
acetatecheptans 1 9) to grve 3 01 g (54%) of (4b) as a coloriess ol

1H NMR 400 MHz (CDCl;) 5101 (3H, d,J=6Hz), 1 03 OH, d, J =6
Hz), 1.26 (3H, t, ] = 7 Hz), 149 (2H, m), 2 07 (1H, m), 2.24 (1H, m), 2.61

(1H, m), 4 13 (2H, ¢, = THz), S 72 (1K, 9).
MS (CI+) m/e: 183 (Mi+1)
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Step H syuthesis of (H){trams)-(34-Dimethyl-1-artromethyl-

eyclopentyl)-acetic acid ethyl ester (4c)

(){(trans)-(3,4-Dimethyl-cyclopentylidene)-acetic acid ethyl ester
{4b) (2 95 g, 16.2 mmol) was dissolved 1 tetrhydrofiran (10 mL) and
stired at 70°C wnth nitromethans (1 9 mL, 35 2 mmol) and
tetrabutylammonmm finonde (1 0 M 1n tetrahydrofuran, 22 ml.,
22 0 mmol) After 6 hours, the mxture was cooled to room tempersture,
dihsted with ethyl acetate (50 mL), and washed with ZN HCl (30 mL)
followed by brine (S0 mL) The arganic phase was collected, dned
(MaSQy4) and the solvent removed in vacuo The residue was purified by
fiash chromatography (slica, ethyl acetatecheptans 1 S)togve 1 152 g
(29%) of a clear ail.

1H NMR 400 MHz (CDCly) & 0 98 (6H, d, J = 6 Hz), 1 10-1 39 (SH, m),

147 (ZH, m), 1 87 (1H, m), 2 03 (1H, m), 2.57 (ZH, ABq, ] = 16, 38 Hz),
4 14 (2H, q, T~ 7 Hz), 4 61 (ZH, ABq, 1 = 12, 60 Hz)

MS (BS+) m/e: 244 (MH1)

IR (film) v ecm-1 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Step lil, Synthesis of (1)-(trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4.4]nonan-2-one
“d)

(2Xtrans)~(3,4-Dmethyl-1-mtromethyl-cyclopentyl)-acetic acud
ethyl ester (4¢) (1 14 g 4 7 mmol) was dussolved m methano! (50 mL) and
shaken over Raney nickel catalyst under an stmosphere of hydrogen (40
psi) at 30°C After 5 hours, the catalyst was removed by filtration through
celite. The solvent was removed 1n vacuo to grve 746 mg (95%) of a pale
yellow ol which solidified on standing.

1H NMR 400 MHz (CDCl3) 8 0 98 (6K, d, J= 6 Hz), 1 32 (2H, m), 1 46

(2H, m), 197 (2H, m), 2.27 (2H, ABq, I = 16, 27 Hz), 3 23 (2H, g, 5 62
(1H, br s)

63

P4
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MS (ES+) m/e: 168 (M+1).
IR (film) v el 1451, 1681, 1715, 2948, 3196

Step iv- Synthesis of ()-(trams)-(1-Aminomethyl-3,4-dimethyl-
cyclopeatyl)-acetic acid hydrochloride (4)
(1)-(trans)-7,8-Dnmethyl-spiro[4 4]nonan-2-one (4d) (734 mg, 4 40
mmol) was heated to reflux 1n a mixture of 1,4-dioxan (5 mL) and 6N HCI
(15 mL) After 4 hours, the mndture was cooled to room temperature,
diluted with water (20 mL), and washed with dschloromethane
(3 x30mL) The aquoous phase was collected and the solvent removed
mvacuo The remudue was triurated with ethyl acetate to give 675 mg
(69%) of & white sohid after collection and drying.

I NMR 400 MHz (45-DMSO) 3 091 (6H, d, 7= 6 Hz), 1 18 (2H, m),

142 (2H, m), 1 72 (1€, m), 1 87 (1H, m), 2 42 (2H, ABq, J = 16, 24Hz),
2.90 (2H, ABq, J = 12, 34 Hz), 8 00 (3K, br 5), 12.34 (1H, br s)
MS (ES+) m/e. 186 (M+1 for the free base)

EXAMPLE 5 (cls/trans)-(3R)-(1-Aminomethy}-3-metkyl-cyclopentyl)-
acetic acld hydrochloride (5)
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Reagents. (f) Tncthyiphosphonoacetste, NaH, (if) MeNO;, BuN'F; (i)
Ha, Ni, Gv) HCl

Step L Synthesis of (R)-(3-Methyl-cyclopentylidene)-acetic acid cthyl
ester (5b)

NaH (60% duspermion 1n odl, 1 86 g, 46.5 mmol) was suspended m
dry tetrahydrofuran (40 mL) and cocled to 0°C. Tnethylphosphonoacetate
(9 69 mL,, 48.8 mmoal) was added and the mnxture strred at 0°C for 15
minutes. (R)-3-Methyl-cyclopentanons ($a) (5 ml, 46 S mmol) in THF
(10 ml.) was then added and the mnxture allowed to warm to room
tempersture. After 2 hours, the mixture was partitioned between dicthyl
ether (200 mL) and water (150 mL) The orgamic phase was separated,
washed writh bnae, dned (MgSO4) and the solvent removed in vacuo. The

residue was punfied by flash chromatography (mlica, ethyl acetate:hoptane
1 9) to give 5 45 g (70%) of (2) as a eoloriess o1l

I NMR 400 MHz (CDCl) 5 104 (3H, m), 1.27 (3H, t, J= 7 Hz), 1 80-

2.74 (TH, m), 2.90-3 15 (1H, m), 4 13 (2H, q, 3 =7 Hz), 5 76 (1H, s)
MS (CH) m/e: 169 (M+1)

IR (film) v em] 1205, 1371, 1653, 1716, 2955
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Step iz Symthesis of (ca/trans)-(3R)-(3-Methyl-1-nstromethyl-
cyclopentyl)-acetic acld ety ester (Sc)

(R)-(3-Methyl-cyclopentyhdene)-acetic acad ethyl ester (SH) 308
17 8 mmol) was dissolved 1 totrahydrofuran (20 mL) and staved at 70°C
with nitromethans (1 92 ml, 35 6 mmol) and tetrabutylammonmum
finorxde (1 0 M 1n tetrahydroforan, 25 mL, 25 0 mmol) After 18 hours, the
muxture was cooled to room temperature, diluted with ethyl acetato
(50 mL), and washad with 2N HCI (30 mL) followed by bnas (50 mL)
The argamc phase was collected, doed (MgS04), and the solvent removed

mvacuo The remdue was punfied by flash chromatography (sihca, ethyl
acstate heptane 1 9) to grve 2 00 g (49%) of a clear oil.

1H NMR 400 MHz (CDCly)- 5 1 02 (3H, d, J = 6 Hz), 1 08-1 37 (SH, m),

1 59-2.17 (SH, m), 2 64 (ZH, m), 4 15 (2H, ¢, T =7 Hz), 4 64 (2H, m)
MS (ES+) m/e: 230 (M+1).
IR (film) v cor]l 1183, 1377, 1548, 1732, 2956.

Step tik: Synthesis of (clatrans)-(7R)-7-Methkyl-sprro[4.4]uonan-2-one
(5d)

(cutrans)-(3R)-(3-Methyl-1-nitromethryl-cyclopentyl)-scetic acid
ethyl ester (S¢) (1 98 g 8 66 mmol) was dissolved 1n methanol (50 mL)
and shaken over Raney mckl catalyst under an stmosphere of hydrogen
(40 pai) at 30°C. After 18 houra, the catalyst was removed by filtration
through celite. The solvent was removed n vacoo and the remidue punified
by flash chromatography (mlica, ethyl scotatecheptano 1 1)togive 105 g
(79%) of a white solid.
1H NMR 400 MHz (CDCl3) § 1 03 (3H, m), 1 22 (ZH, m), 1 60-2.15 (SH,
m), 2 22 (ZH, m), 3 20 and 3.27 (ZH total, 2 x 8, cia, and trans), 6 18 (1H,
br 5)
MS (ES+) m/e: 154 (MH1)
IR (film) vem-! 1695, 2949, 3231
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Step v Synthesis of (ca/trans)-(3R)-(1-Aminomethyl-3-metiryl-
cyciopeatyl)-acetic acid hydrochloride (5)

(caa/trans)-(7R)-7-Mthyl-spro[#4 4lnonan-2-one (Sd) (746 mg,
4 88 mmol) was hesated to refhux 1n 8 modure of 1,4-dioxan (5 mL) and 6N
HC1(15mL) After 4 hours, the mixture was cooled to room temperatnre,
diluted with water (20 mlL.), and washed with dichloromethane
(3 x30 mL) The aqueous phase was collected and the solvent removed 1n
vacuo. The remdus was triturated wrth ethiyl acetate to grve a white sohid
which was collected and dried. This was recrystallized from ethyl
acetate/methanol to give 656 mg (65%) of (5) after collection and drymg.
IH NMR 400 MHz (dg-DMSQ)- 3 0 96 (3H, m), 1 01-1 24 (2H, m), 1 42-
2 10 (5H, m), 2.41 and 2.44 (ZH total, 2 x a, cis/irans), 2.94 (2H, m), 7 96
(3H, br 5), 12.35 (1H, brs).
MS (BS+) nve: 172 (M+1 for the free base)

EXAMPLE 6 (+)-(trans)-(1-Aminometiryl-3,4-dimetiryl-cyclopentyl)-
acctic acd hydrochloride

mﬁ@_ g\ :

Reagents (i) Tnethylphosphonoscetatn, NeH, (i) MeNO2, BugN*F=; (i)
Ha, N5, (iv) HC

ra
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Step i. Synthesis of (cis)-(3,4-Dunethyl-cyclopentylidens)-acetse acld
ethyl ester (6b)

NaH (60% duspermion 1n o1, 519 mg, 12 96 mmol) was suspended
1n dry tetrahydrofiran (30 mL) and cooled to 0°C
Tnethylphosphonoacetate (2.68 mL, 13 5 mmol) was added and the
moxture stirred st 0°C for 15 numites. (38,4R)-3,4-Dimethyl-
cyclopentanone (6a) (1 21 g, 10 80 mmol) m THF (10 mL) was then added
and the mixture allowed to warm to room temperature. After 2 hours, the
moxture was partitioned between disthy] ether (200 mL) and water
(150 mL) The orgamc phase was separated, washed with brme, dned
(MgSO4) and the solvent removed 1n vacuo. The residus was punfied by
flash chromatography (slica, ethyl ecetatecheptans 5 95)to grve 140 g
(7194) of (2) as a coloriess ail.

1H NMR 400 MHz (CDCI13) 5084 (3H,d,J=6Hz), 091 (3H,d, I=6
Hz), 126 (3H, t, ] =7 Hz), 2.01-2.95 (6H, m), 4 13 (2H, g, J =7 Hz), 576
(1H, s).

MS (CH) m/e; 183 (M+1).

IR (6lm) v el 1043, 1125, 1200, 1658, 1715, 2959

Step 1L Synthesis of (trans)~(3,4-Dimetiyl-1-nitromethyl-cyclopentyl)-
acetic acld ethyl ester (6¢)

(cu)-(3,4-Dimethyl-cyclopentylidene)-acetic acid ethyl ester (6b)
(1 334 g, 7 60 mmol) was dissolved 1n tetrahydrofiran (10 mL) and strred
et 70°C with nitromethane (0 82 mL, 15 2 mmol) and tetrabutylammonmam
fluonde (1 OM m tetrahydrofixan, 11 4 mL, 11 4 mmol) After 6 hours, the
muxture was cooled to room temperature, diluted with ethyl acetate
(50 mL) and washed with 2N HCI (30 mL) followed by brne (50 mL)
The organic phase was collected, dned (MgSO4), and the solvent removed
mvacuo The residne was punfied by flash chromatography (mlica, ethyl
acetatecheptans 5 95) to give 0 837 g (45%) of a clear ol
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1H NMR 400 MHz (CDCly) 5091 (6H, d, J = 6 Hz), 1 21-1 39 (5H, m),

198 (2H, m), 2 18 (2H, m), 2 64 (ZH, s), 4 15 (ZH, g, J = 7 Bz), 4 61 (2H,
8) .

MS (ES+) m/e: 244 (MEH])

IR (film) vem~1 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Step 1il: Synthesis of (rans)-7,8-Dmnethyl-spiro[4.4]nonan-2-one (6d)

(trans)~(3,4-Dimethyi-1-nitromethyl-cyciopentyl)-scetic acud ethyl
ester (6¢) (0 83 g, 3 4 mmol) was dissolved 1n methanol (30 mL) and
shaken over Ranecy nickel catalyst under an atmosphere of hydrogen (40
psi) at 30°C After 4 hours, the catalyst was removed by filtration through
celtte. The solvent was removed 1n vacuo to grve 567 mg (99%) of a pale
yellow oul which solidified on standing.

17 NMR 400 MBz (CDCl3) 5089 (6H, 4, J = 6 Hz), 1 38 (ZH, m), 1 91
(2H, m), 2 10 (2H, m), 2 32 (ZH,3), 3 18 (2H, »), 5 61 (1H, br )

MS (BES+) m/e; 168 (M+1)

IR (film) v cm-! 1304, 1450, 1699, 2871, 3186

Step v Synthesls of (trans)-(1-Aminometiyl-3,4-dimethyl-
cyclopentyl)-acetic acid kydrochloride (6)
(trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4 4uoaan-2-one (6d) (563 mg, 4 40
mmol) was heated to reflux 1n a mixtore of 1,4-dioxan (5 mL) and 6N HC1
(15 mL) After 4 hours, the mmxture was cooled to room temperature,
diluted with water (20 mL), and washed with dichloromethane
(3 x30 mL) The aqusous phase was collected and the solvent removed 1n
vacuo The residue was triturated with ethry] acetate to grve a whate solid
wiich was collected and dned. This was recrystallized from ethyl
acetate/methanol to give 440 mg (59%) of (6) after collection and drying.
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1H NMR 400 MHz (dg-DMSO) 8 0 84 (GH, d, J = 6 Hz), 1 21 (2H, m),

181 (2H, m), 2.06 (ZH, m), 2.47 (ZH, 5), 2 89 (2H, 5), 7 94 (3H, br 5),
12 30 (1H, br s). :
MS (ES+) m/e 186 (M+1 for the free base)

EXAMPLE 7 (+)-(trans)-(l-Ammomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-
acetic scad hydrochlorde

Reagents (i) Tnethylphosphonoacetate, NaH, (i) MeNO2, BugN*F-; (i)
Hp, Nj, (iv) Hel

(35,45)-3,4-Dimethyl-cyclopentanone (7a) 15 known 1n the
Iiterature and can be synthesmzed by the methods outhned therein. Y Kato,
Chem. Pharm. Bull, 1966,14 1438-1439 and related references.

W C.M. C Kokke, ¥ A Varkewvimser, J Org. Chem., 1974;39 1535,

R. Baker, D C. Bilington, N Eranayake, JCS Chem. Comm , 1981 1234,
K Furuta, K. Iwanagn, H. Yemamoto, Tet. Lett., 1986;27 4507,

G Solladie, O Lohse, Taz Apmm , 19934 1547, A. Rosenquist,

L Kvarnstrom, S C. T Svensson, B Classon, B Sammelsson, Acia Chem.

697

/,,,g?
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Scand , 1992,46 1127, E. J Corey, W Su, Tet Latt, 1988,20 3423,
D W Kmght, B Ojhara, Tet. Lets, 1981,22 5101

Step 1. Synthesus of (trans)-(3,4-Dunethyl-cydopentyludenc)-acetic acid
ethyl ester (7b)

To a suspension of sodmm hydnde (1 3 g, 32.5 mmol) in THF
(60 mL) under nitrogen at 0°C was added triethylphosphonoacotate
(6 5 mL, 32.7 mmol) over 5 mumtes. After stmng for a further
10 mumites, a sohition of (35,4S)-3,4-Dimethyl-cyclopentanons (7a)
(approx, 2.68 g approx. 30 mmol) m THF (2 x 10 mL) was added to the
now clear solution and the ice bath removed. After 4 hours the reachon
wias quenched by pounng 1nto water (100 mL) and the mocturs extracted
with ether (400 mL) The organic phase was washed with saturated brine
(100 mL), dned and concentrated m vacuo Column chromatography
(10 1 heptane/ethyl acetate) gave the product as an oil (4 53 g). (approx.
91% yzeld)

1H NMR 400 MHz (CDCh) §101 (3H,d, T=6Hz), 103 0H, 4,

J=6Hz), 1.26 (3H, 1, J = 7 Hz), 1 49 (2H, m), 2.07 (1H, m), 2.24 (1K, m),
261 (1H, m), 4 13 (2B, q, T =7Hz), 5 72 (1H, ).
MS (CE+) m/e: 183 (A1)

Step i1, Synthesls of (trans)-(3,4-Dimethyl-1-nitrometiryl-cyclopeatyl)-
acetic acd etiryl ester (7c)

To a solution of (trans)-(3,4-Dimethyl-cyclopentylidene)-acetic
acad ethyl ester (7b) (4.24 g 23 3 mmol) 1n THF (15 mL) was added
TBAF (32 mL of a 1 M solution 1 THF, 32 mmol) followed by
mtromethane (3 mL) and the reaction heated st 60°C for 8 hours. After
cooling, the reaction mixture was diluted with ethyl acetate (150 mL) and
washed with ZN HCI (40 mL) then satursted bnne (50 mL). Column
chromatography (10 1 heptane/ethry] acetate) gave the product as an ail
(224 g). (40% y1eld)
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1H NMR 400 MHz (CDCh;) 8 098 (6H, d, ] =6 Hz), 1 10-1 39 (5H, m),
147 (2H, m), 1 87 (1H, m), 2.03 (1H, m), 2 57 (2ZH, ABq, J = 16, 38 Hz),
414 (2H, q, ] = 7 Hz), 4 61 (ZH, ABq, J = 12, 60 Hz)

MS (ESt) m/e- 244 (M+1)

IR (6lm) v cor] 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Step iil. Synthesis of (+)-(trams){(l-Aminomethyl-3,4-dimethyl-
cydopentyl)-acetrc acsd hydrochlonde (7)

A solution of (trans)-(3,4-Dimethyl-1-atromethyl-cyclopentyl)-
acetic acad ethyl ester (7¢) (3 5 g 14 4 mmol) 1n methanol (100 mL) 1n the
presence of Ni sponge was hydrogenated at 30°C and 50 pm for 4 hours,
Filtening off the catalyst and concentrating m vacuo gave a 2 1 muxture of
Iactam and ammoester, 2.53 g, calculated as 96%, which was used without
punfication. This muxture (2.53 g 13 8 mmol) in dioxane (15 mL) and 6N
HCl (45 mL) was heated under reflux (ail bath = 1109C) for 4 hours. After
cooling and diloting with water (60 mL), the mixture was washed with
dichloromathane (3 x SO mL) and then concentrated 1n vacuo The
resulting o1l was washed with ethyl acetate then dichloromethane to give a
stcky foam which was dned to give the product as a white powder
(232 g). (76% y1eld)

ap (23°C) (H20) (o= 1 002) = +282°
1H NMR 400 MHz (dg-DMSO0)- & 091 (6H, d, J = 6 Hz), 1 18 (2H, m),
142 (2H, m), 1 72 (1H, m), 1 87 (1H, m), 242 (2H, ABq, J = 16, 24 Hz),

2 90 (ZH, ABq, J = 12, 34 Hz), 8 00 (3H, br ), 12 34 (1H, br s)
MS (ES+) m/e’ 186 (M+1 fior the free base).

p)go
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EXAMPLE 8 1a,3p,5p-(1-Ammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-

acefic acxd hydrochloride

B R
2. g 2

Step 1. Synthesls of 2-Cyano-((3R,58)-3,5-dimethyl-cyclohexylidene)-
acetic acid ethryl ester (8b) Cis-3,5-dumsthylcyclohmmnone (8a, 1578 g,

10 125 0 mmol) was dissolved in toluene (150 mL), and treated with
ammonium scetate (0 96 g, 0 099 mmol), acetic acid (1 4 mL, 0 195
mmol), and ethy! cyanocacetate (14 04 g 992 mmol) The reachon was
heated to reflux overmght with & Dean-Stark trap, then cooled to room
temperature and washed with H;O (3 x 50 mL) The aqueous layer was

15 backwashed with toluens (2 x 50 mL) The organic layers were combined,
dned over Na;SO,, and concentrated. The residue was chromatographed
on mlica gel eluting with 5 % EtOAc/hexane to give 22 0 g (80%) of the
deswred product as a clear ol

20 MS 222.1 (Mt for CiaHysN)03); an oil, TLC S102, Re040(9 1
hexane/EtOAc),
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Analyns (C1sH;sN03) (Cal ) C 70 56, H. 8 68, N 6 33 (found) C 70 74,
H 863, N 633 'HNMR (CDCh)5083-095(m, 1 H), 101 (1, 6H,J=
6 1Hz), 132, 3 H,J =73 Hz), 1 48-1 85 (m, 5 H), 2 97-3 02(m, 1 H),
392(dd, 1H,1=122,22Hz),424(q, 2H,J=7 1 Hz)

Step il. Synthesis of 10,33, 58-1-Cyancmethyl-3,5-metiyl-
cyclohexamecsrbonitrile (8¢) The 2-Cyano-((3R,55)-3,5-dmethyl-
cyclohexylidene)-acetic acid ethyl ester (8b, 6 64 g, 30 0 mmol) was
dissolved in BtOH (60 mL) and added to a suspenmon of NaCN (1 47 g,
30 0 mmol) m EtOH /B0 (100 mL./ 8 mL). The reaction was heated to
reflux overmght, then cocled to room temperature, filtered, and
concentrated 1n vacuo to give a clear 01l which sohdified under vacuum.
The residue was chromatographed on mlics gel eloting with 4 1
hexane/BtOAc to give 4 05 g (77%6) of the destred product as & white,
sticky solid.

MS no M+1 10n observed (C1iHigNz); an od, TLC 8103, R031 (4 1
hexane/BtOAc),

Analyss (C1sHysNa) (Cal) C 74 96, H. 9 15, N 15 89 (found) C. 74 81,
H 925N 1565 'HNMR (CDCL) 50 58 (44, 1 H, T=24 9, 122 Hz),
096(d, 6H,J=6.6Hz), 103 (t,2H, J=12.9 Hz), 1 75-1 90 (m, 3 H),
201(d, 2H,J=115Hz), 265 (s, 2 H).

Step i Synthesis of 1c,34,58-(1-Anunomethyi-3,5-dimethyl-
cyclohexyl)-acetic acid hydrochloride (PDO0178554-0002) (8d):
1a,3f8,5p-1-Cyanomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexanccarbomtrile (8¢, 5 51
g, 3126 mmol) was dissolved in BtOH (80 mL) and toluene (80 mL),
coaled to 0 °C, and saturated wrth HCl gas. The solution was stoppered
and stirred overmight at room temperature, then concentrated 1n vacuo to
give the crude ymno ester as a white sohd. This crude matenal was
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trturated with Bt2O (150 mL) and dned under vacuum, then treated with

H,0 (100 mL) and 1 NHCI (4 mL) The reaction was stuved overmgt at
room temperature, then extracted with EtOAc (3 x 100 mL) The organic
layers were combined, washed with bnne, dried over NaSOs, and
concentrated. The resudue was chromatographed on silica gal elutmg with
6 1 hexane/BtOAc to give 5 78 g (83%) of the desired product as a clear
oil

MS 224 1 (M+1 for CysHxN;05); an ail, TLC 8105, Re032 (6 1
hexane/BtOAs),

Analyss (C1sB21N;0z) (Cal) C 6992, H 948, N 6.27 (found) C: 70 03,
H 945,N 630 '"HNMR (CDCh) 5 0 53 (dd, 1 H, J= 24 9, 12.0 Hz),
091 (d, 6H, T=6.6Hz), 127 (t, 3 H, J =7 1 Hz), 1 70-1 76 (m, 1 H),
180-1 90 (m, 2H), 202 (d, 2H, T= 12.9 Hz), 251 (s, 2H), 4 18 (g 2H,J
=7 1 Ha).

Step iv* Synthesls of 5a,70,98-7,9-Dimetiyl-2-axa-spiro[4.5]decan-3-
one (8¢) 1a,3B,5p-(1-Cyano-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad ethyl
ester (84, 5 82 g 26 1 mmol) was dissolved m MeOH (150 mL), treated
with 10% Rh /2% Pd/C (1 0 g), and shaken under an atmosphere of H; (50
psi) for 28 h. The reaction was filtered and concentrated in vacuo  The
resudus was chromatographed on mlica gel eluting with a gradient of 2.3
hexane/EtOAc, EtOAc, 5% MeOH/EtOAs to give 2.21 g (47%) of the
desired product.

MS 182.0 (M+1 for CH)sN1Oy), mp 116-118 °C, TLC S10,, Re0 36
(6% MeQH/CH;CL,), Analyms (C1/H1sN;04) (CaL) C. 72.88, H 10 56, N
7 73 (found) C 72 84, H. 1067, N 763 '"HNMR (CDCly) 5 0 49 (dd, 1
H, J=24 4, 12 0 Hz), 0 86-0 93 (m, 8 H), 1 38-1 48 (m, 2 H), 1 60-1 71
(m, 3 H), 209 (s, 2H), 3 16 (s, 2H), 5 79 (br, 1 H)
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Step v- Syntheshs of 1,3p,50-(1-Ammomethyl-3,5-dunethryl-
cyclobexyl)-acetic acad, hydrochioride salt (8): Sa,7B,9f-7,9-Dimethyl-
2-azn-spiro[4 S]decan-3-one (3¢, 0 52 g, 2.87 mmol) was treated with 6 N
HCI (19 mL) and heated to reflux overmight The reachon was cooled to
room temperature, upon which a white preciprtate formed. The sohd was
filtered away, and the filtrate was cooled to 0 °C to afford a second crop of
crystals, then filtered agun. The solids were combined and dned under
vacuum to give 0 46 g (68%) of the demired product.

MS 200 1 (M+1 for CiyHaN;05); mp 179-180 °C; Amalymis
(CuH21N 02 HCT) (Cal) C 5604, H. 941, N 5 94 (found) C 56 16, H.
942, N 573 'HNMR (CDsOD) 8 046-053 (m, 1H),077(t, 1H,J=
12 5 Hz), 085-0 91 (m, 7H), 155-1 67 (m, 5H), 211 (d,2H,J=13 4
Hz), 236 (s, 2H), 2.44 (s, 1 H), 3 14 (s, 2H).

EXAMFLE 9 1a,38,58-(3,5-Dumethyl-1-propylaminometiryl-
cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride mit:

j,«

v t

10,38, 5p-(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonds salt (8, 1 0 g, 4 2 mmot) was dissolved m EtOH (100 mL),

trested with sodium hydroxde solution (1 N, 5 mL), propionaldohyde (0.9
mL, 12 6 mmol), sod 10 % P&/C (0 3 g), and shaken under an stmosphere
of Hy (50 pai) for 3h. The reachon was filtered, treated with HCUE£:0 (1
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M, 10 mL), and concentrated in vacuo The residue was treated with hot
1sopropanol (100 mL), the NaCl was filtered away, and the clear solution
was concentrated in vacuo The crude product was recrystallized from 1-
PrOH/acetone/hexane (14 200 225 mL) and dned under vacuum to give
0 136 g (12%) of the deswred product.

MS 242 1 (M+1 for C1HpN03), mp 178-180 °C; Analymus
(C1BxN,02 HC10 27 Ha0) (Cal ) C 5948, H 1018 N 495 (found) C
5953,H. 1021, N 478 'HNMR (CD;OD)5052(dd, 1 H, T=242,
12.0 Hz), 0 83-0 90 (m, 8 H), 1 00(¢t, 3 H, J=7 6 Hz), 1 61-1 80 (m, 7 H),
243(s,2H),298(t,2H,J= 7 8 Hz), 3 20 (s, 2 H).

v S

BExample 10 was synthemized m accordance with the method of Example 9,
except that acetaldehyde was used instead of propzonaldehyde and ethyl
acetate/heptane was used for the recrystallization (309 yield)

MS 228 (M+1 for CysHyN;O;), mp 188-190 °C, 'H NMR (DMSO0) 8
083 (8H, brd), 124 3H, t, J=7 1Hz), 160 (6 H, m), 238 (d, 5), 298 2
H,m),310(2H, brs),833 (2H, brs), 1242 (1 H, brs)
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EXAMFLE 11  1a,3p,5B-(1-Benxylamino-methyl)-3,5-dimethyl-

cyclohexyll-acetic acsd, hydrochloride salt:

'),o«

- o

Example 11 was synthesized m accordance with the method of Example 9,
except that benzaldehyde was used mstead of propionaldehyde and Et:O
'was used for the recrystallizatron (30% yeld),

MS 290 1 (M+1 for CisHyN;0y), mp 162-163 °C, Analynis
(C1sHa7N; 02 HCI 0 20H;0) (Cal) C 65 62, H 869, N 4 25 (found) C.
65 60,HL 8 71, N 431 'HNMR (CD;0D) 5048 (dd, 1 H, J=12.5 Hz),
0 79-0.90 (m, 8 H), 146 (br, 2H), 164(d, 3H, J =13 4 Hz), 242 (s, 2 H),
319(s,2H), 423 (s, 2 H), 7 43-7 50 (m, 5 H).

EXAMPLE 12 1a,3p,5p-(1-Dimethylaminomethyl-3,S-domethyl-
cydohexyl)-acetic acid, hydrochlorde salt
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A solution of 10,38, 58-(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyf)-acetic
acid, hydrochlonude salt (8, 0.20 g, 0 59 mmol) m EtOH (15 mL), sodmm
hydroxde solution (1 N, 0 59 mmol), and 4O (1 mL) was treated with
20% Pd/C (50 mg) and shaken under an stmosphere of I (50 pai) for 15
hours. The reacton was filtered, treated with 1 N HICV/Et;0 (1 mL), and
concentrated m vacuo The regdue was dussolved 1n hot +PrOH (4 mL),
dihrted with acetons (100 mL) snd Et,O (350 mL) and cooled to 0 °C. The
solid was filtered and dried under vaconm to grve 103 mg (70% yield) of
the desed product.

MS 228 1 (M+1 far C13HnN,0y), mp 195-196 °C, Anslyms
(CzHnN102. BCLO 41H,0) (Cal) C 5758, H 997, N § 16 (found) C.
5773, H.971,N 491 'HNMR (CDOD) 5056 (dd, 1 H, T =24 4, 12.0
Hz), 0 89-0 92 (m, 8 H), 1 59-1 75 (m, 8 H), 2.51 (s, 2 H), 2 95 (3, 6 H),
344(a,2H).

EXAMPFLE 13 1a,3p,5B-(1-Butylaminometiryl-3,5-dimetkyl-
cyclobexyl)-acetic acid, hydrochloride salt:

4 Sy

Example 13 was synthesized m accordance with the method of Example 9,
except
butyraldehydo was used mstead of propionaldehyde (48% yield)
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MS 256 1 (M1 for CrsHasN102), mp 184-185 °C, Analysis
(C1sHasN10,.HCI) (Cal) C 61 73, H. 1036, N 4 80 (found) C 61 71, H
1021, N 472 'HNMR (CD,0D) 5 053 (dd, 1 H, ] = 24 4, 12.0 Hz),

0 86-0 99 (m, 11 H), 137-1 47 (m, 2 H), 1 60-1 75 (m, 7 H), 243 (s, 2 H),
302t 2H,Y=8.1 Hz), 320 (s, 2 H)

EXAMFIE 14  1a,38,5p-{1-[(Benzyl-methyl-ammo)-methyl]-3,5-
domethyl-cyclohexyl}-acetsc acxd; kydrochloride salt:

v “y

Example 14 was prepared m accordance with the method of Example 9,
excopt that the N-benzyl analog (11) and formaldehyde were used as the
starting material and PtOx was used as the catalyst instead of Pd/C (70%
yleld)

MS 304 1 (M+] for CisHyN,03), mp 209-210 °C, Analyms
(C1sBasN:103 HCL0.21H,0) (Cal) C. 66 40, H. 8 52, N 4 08 (found) C
6640, EL 905, N 406 'HNMR (CD;OD) 50 51 (dd, 1 H,J=24 4, 12.2
Hz), 0 79-0 92 (m, 9 H), 129 (b, 1 H), 1 56-1 82 (m, 4 H), 2.51 (dd, 2 H,
J=18.8, 163 Fiz) 2.85 (s, 2 H), 3.23-3 49 (m, 2 H), 437 (dd, 2 H, T =
317, 12.7Hz), 7 45-7 54 (m, 5 H)

EXAMPLE 15  1a3p,58-(3,5-Dimethyl-1-methylaminomethyl-
cyciohexyl)-acetic acld, hydrochleride salt.
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Example 14 (0 14 g, 1 21 mmol) was dissolved 1 95% BtOH (S0 mL),
treated with sodium hydroxide solution (1 N, 1 21 mmol) as well as 20°%
Pd/C (0 1 g), and shaken under an atmosphere of Hz (50 pai) for 45
minutes. The reaction was filtered, treated with HCU/Et2O (1 M, 1 mL),
and concentrated m vacuo The remdue was treated with hot iPrOH, the
NaCl was filtered away, and the solution was concentrated m vacuo. The
crude product was recrystallized from iPrOH/acetone/bexans (7 150 110
mL) and dried under vacuum to grve 0 189 (63%) of the deswred product.

MS 214 1 (M+1 for Ci2HaN;0,); mp 182-183 °C; Analyms
(C12HnN; 0, HCY) (Cal) C. 57 70, . 968, N 5 61 (found) C 57 47, HL
958, N 535 'HNMR (CD,OD) 5 052 (dd, 1 H, J =24 4, 12.2 Hz), 0 84-
098 (m, 8 H), 157-172 (m, SH), 238 (s, 2H), 2.72 (s, 3 H), 3.21 (5, 2
H)

EXAMPIE 16  1a,3p,5p-[1{Acetylamine-methyi)-3,5-dimetiryl-
cyclohexyl}-acetic acid

s



10

15

N

o 1o\

Bxample 8 (0 5 g, 2.1 mmol) was treated with H2O (10 mL) and NaOH

(0 56 g, 14 0 mmol), cooled to 0 "C, and treated with acetic anhydnde.
The reaction was stirred overnight at room tempersture, then diluted with
EtOAc (100 mL) and washed with 1 N HCI (100 mL). Tho orgamc layer
was dnied over Na:SO, and concentrated 1n vacuo The crude matenal was
chromatographed on silica gel cluting with 4% MeOH/CHACl: to give

0 138 g (27%) of the dewrred product as an cil which sohdified under
vacuum.

MS 242.1 (M+1 for CisHaNiOy), mp 122-124 *C, Analysis (CrsHxN:Oy)
(Cal)C 6470,H. 961, N 580 (found) C 6465,H.959,N 563 'H

NMR.(CDs0D)5046(dd, 1 H, J=23 7, 11 7Hz), 0 81-0 87 (m, 9 H),
156(d,2H,J=134Hz), 165-1 76 (m, 3 H), 198 (s, 3H), 2.18 (s, 2 H),
330(s,3H).

EXAMPLE 17 1a,38,58-(1-(Iscbutylamino-methyl)-3,5-dimethyl-
cyclohexyl]-acetic acid hydrochloride salt

j,«

- v

Example 17 was synthemzed 1n accordance with the method of Example 9,

except
1sobutyraldelryde was used 1nstead of propionaldehyde (53% yield).

5
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MS 256 (M+1 for CysHaN;0;), mp 193-194 °C; 'H NMR (CD;OD) &
053 (dd, 1 H,) =243, 12 5 Hz), 0 81-0 90 (m, 2 H), 089 (d, 6H, = 6.4
Hz), 103 (d, 6H, J =6 8 Hz), 1 57-1 71 (m, 5H), 2 09 (m, 1H), 2.49 (s, 2
H),2.88(d, 2ZH,T=71Hz),3 19(s, 2 H)

EXAMPLE 18 1c,36,55-[3,5-Dimethyl-1-(phenethylamino-
methyl)-cyclohexyl}-acetic acid kydrochlorsde salt;

).,«

4 o

Example 18 was synthesized 1n accordance with the method of Example 9,
exoopt
phenylacetaldalyde was used instead of propsonaldehyde (16% yield)

MS 304 (M+] for CpHN,0;); mp 188-189 °C; Analyms
(CiHasN;0,. HCI) (Cal ) C 67 14, H. 8.90, N 4 12 (found) C 66 94, H.
891, N 398 'HNMR (CD,0OD) § 0 46 (dd, 1 H, J = 24 6, 12.3 Hz), 0 81-
091 (m, 8 H), 1 58-1 72 (m, 5 H), 2.50 (s, ZH), 3 04-3 08 (m, 2H), 3 26-
3 30 (m, 4H), 7 23-7 75 (m, 5H).

EXAMPLE 19 1a,38,5p-{3,5-Dimetiryl-1-[(3-phenyl-propylamino)-
methyl]-cyclohexyl}-acetic acid hydrochloride salt:
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Example 19 was synthemzed 1n accordance with the method of Example 9,
except
hydrocinnamaldehyde was used instead of propionaldehyde (50% yield)

MS 318 (M+1 for CpllyN;0y), mp 171172 *C, Analyms
(CaoHssN10..HCI) (Cal) C 6787, H. 9 11, N 3 96 (found) C. 67 83, HL
913, N 3 78 'HNMR (CD;0D) 5053 (44, 1 B, J= 24 6, 12 1 Hz),

0 80-0 90 (m, 2 H), 090 (d, 6H, J = 6 0 Hz), 1 60-1 72 (m, 5 H), 2 03-2.11
(m, 2F1), 2.45(s, 2H), 2.73 (, 2H, =7 5 Hz), 306 (t, 2H, =7 7Hz), 33
(s, 2H), 7 20-7 18 (m, 5H).

EXAMPLE 20 ({1-[(Cyclobutylmethyl-amino)-methyfj-cyclohexyl}-
acetic aeid hydrochloride salt:

‘),,m

Example 20 was synthemized 1n accordance with the method of Example
26, excopt
cyclobutanone was used instead of 2-methylbutyraldebyde (70% yield)

MS 226 (M+] for CryHysN; Os), mp 176-177 °C, Analyma
(C1sHaaN; O3 HCT) (Cal) C. 59 64, H. 924, N 5 35 (found) C 59 88, H.
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918, N 519 "HNMR (CDyOD) 3 1 16-1 60 (br, 10 H), 1 80-1 96 (m, 2
H), 221-2.40 (m, 4 H), 2.53 (s, 2H), 2.97 (8, 2H), 3 73 (m, 1H).

EXAMPLE 21 1o,38,5p-(1<(Isopropylamino-metiryl)-3,5-dmethyl-
cyclohexyl]-acetic acd hydrochloride salt:

‘),a

' d S

Example 21 was synthesized 1n accordance with the method of Example 9,

except
zcetons was used instead of propionaldehyds (50% yield)

MS 242 (M:+1 for CyHxN)03); mp 206-207 °C, *H NMR (CD»0D) 3
053(dd, 1H,7=248, 12 5 Hz), 0 80-0 90 (m, 2 ), 099 (d, 6H, T=61
Hz), 135 (d, 6H, J=6 6 Hz), 1.55-1 78 (m, SH), 2.45 (s, 2H), 3 18 (s, 2
H), 3 41 (m, 1H)

EXAMPLE 22  l-Aminomethyl-1-cyclohexsne-acetic acid was
previously reported m Satznger et el. US 4087544, May 2, 1978

EXAMPLE 23 1-Aminomethyl-1-cycopentane-acetic acld was
previously reported m Satznger et al. US 4087544, May 2, 1978

3

W
1 d



10

15

25

e

o2
« ki
EXAMPLE 24 Sodium salt of 1-ammomethyl-1-cyclopentane-acetic

acd was previously reported 1n Satzmnger et al. US 4087544, May 2, 1978

EXAMFLE 25 Sodinm salt of 1-(hydroxymethyl)cyclohexane-acetic
acd was previcusly reported m Satzinger et al, US 2960441, 1960

EXAMPLE 26 Synthesy of (1-[(2-Methyl-butylaminc)-metiryl]-
cyclohexyl}-acetsc acxd, kydrochloride salt

‘j..a

A solution of (1-amunomethyl-cyclohaxyl)-acetic acd (Example 22,20 g,
11 7 mmol) 1n EtOH (100 mL) was trested with 2-methyl-butyraldehyde
(4 mL, 35 1 mmol) and PtO: (0 5 g), and shaken under at atmosphere of Ha
(50psi) for2h Tho reaction was filtered, troated wath 1 N HCVEL;0 (12
mL), cancentrated 10 vacuo, dissolved 11 hot +PrOH (10 mL), dilated
with acetone (600 mL), cooled to 0 *C, and filterad to give 1 58 g (49%) of
the demred product.

MS 242.1 Q4+1 for CHnN;O;); mp 162-163 °C, Analysis
(C1H23N;0;. HCI) (Cal) C. 60 52, H. 10 16, N 5 04 (found) C 60 41, H.
1026, N 495 "HNMR (CDsOD)5095(t,3H,J=73Hz), 102(d, 3 H,
J=66Hz), 120131 (m, 1 H), 1 42-1 56 (m, 11 H), 1 81-1 89 (m, 1 H),
263(dd, 2H,J=183, 16,1 Hz),282(dd, 1 H,J=12 5, 83 Hz), 2.99
(12 5,6 1 Hx), 3 07 (dd, 2H, J =25 6, 12.9 Hx)
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EXAMPLE 27 {1-[(4/4,4-Triflnoro-butylamino)-methyi}-cyclohexyl)-
acetic acid, rydrochlorsde salt was synthesized in sccordance with the

67-

method of Example 26, except that 4-triflnorebutyraldelryde was used
mstead of 2-methylbutyraldehyde (19% vield).

MS 282 1 (M+1 for C;sHaN,05Fs), mp 163-164 °C, Analynis
(C1sHaaN, OoFs HCLO 05H;0) (Cal) C 49 00, H. 731, N 4 40 (found) C
48 60, H. 729, N 4 19 "HNMR (CD;0D) § 1 40-1 54 (m, 11 H), 1 96-

2 04 (m, 2 H), 2.26-2.38 (m, 2 H), 2.57 (s, ZH), 3 09-3 13 (m, 4 H)

EXAMPIE 28  (1-Ethylaminomethyl-cyclohexyl)y-acetle  ackd
hydrochloride salt

j,m«

Example 28 was synthesized 1n accordance with the method of Example
26, except that acetaldehyde was used mstead of 2-methyfbutyraldehryde
(30% yield).

MS 200 1 (M1 for C;HaN103), mp 160-166 °C; Analyms
(CuHnN; 02 HCL) (Cal) C. 56 04, H. 9 41, N 5 94 (found) C. 55 98, H.
936,N 579 'HNMR (CDyOD) 5 1 31-1 54 (m, 13 H), 2 54-2.56 (m, 2
H), 3 06-3 13 (m, 4 H)
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EXAMPLE 29 ({1-[(Cyclopropylmetiryl-amins)-methyl]-cyclohexyl)-
acetic acld hydrochloride salt:

Y

Example 29 was synthemzed 1n accordance with the method of Example

26, except that cyclopropanecarboxaldehyde was used instead of 2-
methylbutyraldehyde (62% yreld)

MS 226 (M+1 for CsHxsN,0,); mp 177-178 °C, Analysis
(CisHxsN;0;.HCI) (Cal) C 59 64, H. 924, N 535 (found) C. 5972, H.
915, N 5.27 '"HNMR (CDsOD) 8 0 50-0 56 (m, 2 H), 0 71-0 74 (m, 2H),
1 05-1 30 (m, 1H), 1 42-1 54 (m, 10K), 2.52 (s, 2H), 294 (d, 2H, T = 73
Hz), 3 10 (s, 2H).

EXAMPLE 30 {1-[(2-Hydrexy-1-methy}-ethylamino)-methyl]-
cyclohexyl)-acese acid kydrochloride salt:
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Example 30 was synthesized 1n accordance with the method of Example
26, except that 1-hydroxy-2-propanone was used mnatead of 2-
methylbutyraldehyde (60% yeld)

MS 230 (M+] for C;aHnN:Os), mp 164-165 °C, Analyms
(CrsHizN103.HCI) (Cal) C 5423, H. 910, N 527 (found) C 54.23, H.
901, N 518 '"HNMR (CD;OD) & 1 30-1 32 (m, 3 H), 1 44-1 55 (m,
10HD), 2.60 (s, 2H), 3 11 (m, 2H), 3 28 (br, 2H), 3 37 (br, 1H), 3 57-3 61
(m, 1H), 3 78-3 81 (m, 1H)

EXAMPLE 31 [I-(Tscbuiylamino-methyl)-cyclohexylj-acetic acid
hydrochloride salt:

7

Example 31 was synthesized 1 accordance with the method of Example

26, except that cyclopropanecarboxaldelryde was used instead of 2-
methylbutyraldehyde (35% yield)
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MS 228 (M+1 for CythasN)03); mp 175-176 °C, Analyms
(CisHasNi02.HCT) (Cal) C 59 19, H. 993, N 5 51, (found) C 59.28, H.

998, N 524 '"HNMR (CD>OD) & 103 (d, 6H, I = 6 9 Hz), 1.37-1 60 (m,
10H), 2 10-2.17 (m, 1H), 2.63 (s, 2H), 2.87 (d, 2H, J=7 4 Hz), 3 07 (s,
2H)

EXAMPLE 32 (1-Propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochlonde salt.

g

Example 32 was synthemzed m accordance with the method of Example
26, except that propionaldehyde was used instead of 2-
methylbutyraldehyde.

MS 214 1 (M+1 for CisHaN;O2), mp 174-177 °C; Analyns
(C1aHasN;0: HCY) (Cal) C 57 70,H. 969, N 5 61 (found) C. 57 55, HL
977,N 548 '"HNMR (CD;0D) 5 093 (t, 1 H, J= 6.3 Hz), 0 99-1 03 (m,
4 H), 1 40-1 54 (m, 13 H), 1 72-1 78 (m, 2 H), 2.96-3.29 (m, 2 H).

EXAMPLE 33 [1-(Isopropylamino-methyl)-cyclohexyll-acetic acid
brydrochloride aalt:
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BExample 33 was synthemzed 1n accordance with the method of Example
26, except that acetone was used mstead of 2-methylbutyraldelryde.

MS 214 1 (M+1 for CuHnN;O;), mp 193-194 °C, *H NMR (CDsOD) &
129-1 57 (m, 18 H), 2.59 (s, 2H), 3 07 (s, 2 H), 3 38-3 42 (m, 1 H)

EXAMPLE 34 (1-Cydohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrechloride salt:

Of',.jﬂ

Example 34 was synthesized 1n accordance with the method of Example
26, except that cyclohexanone was used instead of 2-methylbutyraldehyde
(48% y1eld)

MS 254 (M+1 for CysHpN;0;), mp 198-199 °C, Analyms
(C1sHayN;O,.HCI) (Cal) C. 62.12, H 974, N 4 83 (found) C 6218, HL.
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984, N 475 'HNMR (CD,0D) & 1.20-1 60 (m, 16 H), 1 63-1 76 (m,
1H), 1 88 (br, 2H), 2 13 (br , 2H), 2.60 (m., 2H), 3 09 (m., 3H).

EXAMPLE 35 [i-(Bemaylamino-methyl)-cyclobexyll-scetic acd
hydrochlorade salt;

Example 35 was synthes:zed m accordance with the method of Bxample
26, except that benzaldehyds was used instead of 2-methylbutyraldebyde.

MS 262.0 (M+1 for CyeHnN;On), mp 125-135 °C; "H NMR (CD»0D) 8
1.38-1 49 (m, 11 H), 2.55 (s, 2H), 3 07 (8, 2 H), 4 23 (s, 2 H), 7 43-7 49
(m, 5 H).

EXAMFLE 3§

Summary

Using an ex ynv model of freshly dissected rat retinas, the
mechanuams by winch brmn glutamate levels are maintained withun normal
linmts 1 neural tissuo was investigated. Anaplerotic glutamate synthems
may be important to replenush ghitamate cxxdized m the gha followng

&
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neurotransmsaion. Ponts of rate control through this de novo pathway

were udenhified as pyruvate carboxylation and branched cham amino

transaminstion. To test the relahonsing between glutamate synthesis and
pyruvate carboxylese activity, synthems of “C-glutamate plus 1C-
glutanune from H*COy was measured as & function of medum pyruvate.
Increasing pyruvate from 0 2 to $ mM ncreased the “C-amino acad
synthesis by 66 & 15%. The specafic radioactivity of ghutanmne relatrve to
that of H'CO; after 20 ounutes of incubation mdicated that =30% of
gintamme in the retina 13 denrved from bicarbonate fixation. To test the
dependence of glutamate synthems on availability of branched cham asuno
scuds (BCAA) as a source of nitrogen, the effect of inhibrting the nearonal
branched cham aminotransferase (BCATc) was measured Gabapentin
(GBP) (1 mM), a selective miubstor of BCAT¢ 1n neurons, inhibited
synthesis of '‘C-glutsmate plus 'C-glutammo from H''CO; by 31%
without slowing H'“COs incorporation 1nto lactate and atnc acid cycle
intermediates. Infubrhion of de novo ghitamste synthems was reversed by
addition of 0 6 mM BCAA. The data indicated that pyruvate carboxylase
and branched chein aminotransferase share rate control of de novo

siotamate syntheas 1n the retioe, and that de novo ghutamate synthesis 1s
quantitatively important for mamntenance of retinal ghrinmate levels.
Methods

Expenmentsal animals

Sprague Dawley rats (200-400g) were used for all expeniments. Rats were
housed under a 12 hour hght/dark cycle, and fod and watered ad libidum
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retinas dissected 1n 1ce-cold buffer
CO; fixation

Freshly 1s0iated half-retinas wese presncubated st 37°C for 3
nunutes 1n buffer A (pH 7 4) contmming 118 mM NeCl, 4 7TmM KCL, 2 §
mM CaCl, 1.2 mM KHaPOq, 1 17 mM MgSO,, 20 mM HEFES, 5 mM
glucose, 0 05 mM NH,(Cl and 25 mM NaH'¥COy Pyruvate (asther 0.2 or
SmM) was also included m the buffer 1 ml buffer as well as the gas phase
within 20 mi vials were equbbrated with 95% O,, 5% CO; Incubshons
were imrhated by addition of 10 pCy/mi H'*COs The vessels were then
immediately closed to the atmosphere. Most imncubstions contined for 20
mnutes, although 1n some prehmmary studies, tmes were vaned from [0-
60 minutes. Reactions were stopped by ramoving the half retinas from the
buffer and placing them m 2% perchioric acid The buffer was scparately
acudified with perchlonc aad (final concentration 23%) and unreacted
CO; was allowed to diffuse out of the scadified samples.

The total amount of product (non-volatile carbon 14 metaboltes)
was determmed by measunng the radioactivity m aliquots of the medmm
and tissue samples. Metsbolites 1n the axtracts were separated by Dowex-1
acetate chrometography ss previously described Willizmsoa, JR., and
Corkey, B (1969) “Methods 1n Enzymology”, Vol. 13, ed. Lowensten,
JM. (Academic Press) pp 434-513, and quantified by scintillatron
counting. Tn most mnstances, indrvidual metaboiste carbon 14 data 1a
reported as the sum of the radicactivity in the medmm plus tissue extracts.
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5. HnT
Completo quanhficanon of “C-metabolite amounts m both the retins and
m the medium can be found below m Tables I and IL

Data not shown m the results and discussion sechons where
collected 1n the course of carrying out the evaluation of the influences of
pyruvate on H*CO; fixation in the retina. Figure 2 shows only the effect
of pyruvate on the sum giutamate phus ghrtamine and the sum pyruvate
plus Iactats, Tablo I provides values for all metabolites that became Iabeled
with H**COy and their compartmentation.

Likewise additonal dats, not shown mn the results and discussion
sections, were collected 1n evaluating the influence of gsbapentin. Thus
Table II 1 an expansion of the data shown 1n Figure 4, and provides values
for all metabolites labeled with H!*COjy and their compartmentation.

Table I
Condition [Compart- [Gln |Glu  [Asp [Lact TCA Total
| ment cycle
Control |m 059 (147 (085 [016 102 408
(0.2 Pyr) £005 1029 |+006 {006 1026 =041
out 061 04 ]00B |[0SS 0 119
£008 |+001 [+001 |+003 | +013
sum 120 [151 [093 |[O71 102 527
+009 |+029 |+008 [£006 [£026 +045
+50Pyr |[m 091 267 108 029 231 726
£013 1]+029 14012 {4004 |4£013 + 061
out 096 |0 0 118 0 2.24
%014 |£001 |£001 |£011 | 021
aun 187 273 |116 |147 231 9 50
4023 }+028 |+012 {£013 |+013 =074
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Table 1 -

ition | Compart- G [Asp Tact Total
m A ——— _*m_

;ul in 0440 1477 (0634 |0080 |1096 |3 715
+0032 |+0097 |+0038 [+0008 | 0105 | +0266 |

out 03551 0008 (0070 (0478 |0 1117
+£0036 {0001 |+0003 |+0030 + 0.075
mm 0991 1485 (0704 [OS58 |1096 |48B32 |
%0054 |+0096 |+0040 |£0031 |+0105 [+0303
+GBP | 0389 1324 |0349 |0089 {1514 (3902
0026 [+0025 |+0019 |+0006 |+0103 [£0122

out 034s | 0035 (0516 [0 1066
£0024 |:0002 | 20003 |£0030 + 0028

sam 0934 [1332Z |0584 |0605 [1514 |

0036 |+0025 |+0022 |+0028 [+0103 | 0028
+GBP | 0 480 1549 |0609 |0086 |1220 |3989
+BCAA 20011 120070 |+0021 |+0008 |+0116 | +0043
out 0 0009 | ﬁogs 0458 (0 (1322 |

+0086 |+0001 | 30008 | £0048 +0 076

m 1.28 58 (0702 |05445 |1220 |5311
+0082 |+0070 |+£0016 |+0040 |+0116 |+0119

The chromatographic procedure employed 1n this eample
separates glutamme, glutamate, aspartats, and lactsc acd. The ciino acid
cyclo imtermediates remam on the Dowex columns and are estimated es the

difference between the total counts 1 the sample and the counts that are
cluted. Bvidence of the vahidity of thas procedure has been reposted
previously Before subjecting samples to chromatography, 'C-pyruvic
acud in the samples was converted stoichiometrically to lactate by treating
the saraples with excess NADH and Inctate dehydrogenase. Therefors the
single lnctate peak reparted contams all carben 14 m both Iactate and
pyruvate. To determme specific actvity of ghitsmate and ghitamsns 1n the
retinal samples, the mass amount of the glutamate was measured
fluoromstnically using a standerd enzymatic proceire Putel, M § (1989)
1n Neuromethods. Carbohydrate and Energy Metaboham, Vol II, eds.
Boulton, A.A and Baker GD (The Humana Press, Inc,) pp 309-340 The
mass amount of glutarmne was measured after chromatogrephuc separstion
from glutamate followed by & ununometnc detecmination previousty
described. ATP and crestine phosphate were measured fluorometnically
using an enzymatic assay

V3
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Retinal protesn was determuned unng the DC protemn assay (Bio-
Rad, Richmond, CA, USA) Each half retina contaned about 0 4 mg
protem.

Pyruvate Carboxylase Assay

Pyruvate carbaxylase activity was assayed in fresh samples of
whole brain and excised retinas. The method described by Patel Patel,
M.S (1989) in Newromethods. Carbohydrate and Energy Mstabolism, Vol
IL, eds. Boulton, A.A and Baker G.D (The Humana Press, Inc.) pp 309-
340, was used and mvolves measunng '*CO; fixation under optioul
conditions 1n somcated tuusue.
Western Blot

SDS-PAGE was perfarmed as described Patel, M.S (1989) m
Neuromethods. Carbolydrate and Energy Metabolism, Vol I, eds.
Boulton, AA and Baker GD (The Humana Press, Inc ) pp 309-340, umng
10% gels. For mmumoblothing, protein were tranafierred to Immobilon P
membranes. Membranes were blocked with 5% BSA and mcubated with
mmunoaffinity punified rabbit anti-rat BCATc peptide antibody (1 1000
dihahon) or immunoaffinity punfied rabbat anti-ingman BCATm peptsde
antibody (1 1000 dilution). The immmunoreactive protesn bands were
visualized umng the ECL system according to mamufacturer’s instructions
(Amersham, Arlington Heights, IL, USA).

Calculations and] Statisticy

Data sre reported i text and figures by determuning the dpovmg 1n
a particular metabolite and dividing by the specific actrvity of medum
HCO; Therefore all data are reparted as nmoles of H'“COy/mg protesn for
any gven metabolrte.
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Ragults are reported as the mean + standard error of the mean.

Statistical sigmificance was judged by paired t-test and a p<0 05 Numbers
of independent deternunations (n) are provided in figure and table legends.

Results

FPyruvate carboxylase levels are similar m retina and whole brain

Patel demonstrated that pyruvate carboxylase 15 the major CO,
foang enryme 1n the adult rodent bramn. To judge whether tins might also
be true m tho retma, the actrvity of pyruvate carboxylase at 37°C ;n
somcates from neocortax was compuared with those from the retina. The
neocortex lovels (2.9 0 1 pmoles H'*CO; fixed/min/mg) were sumilar to
those found 1n sonjcated retmal tissues (3 4 0 4 nmoles HCOy

fixed/nun/mg), mdicating that pyruvete carboxylase was just as active 1n
retina as whole bran.

Rates of beth 1*CO, fixatson and *C-glatamate appearance are a
function of pyruvate levels in the reting

In prelininary expenmentsa repnas were incubated with 0.2 mM
pyruvate as described 1n methods for 10, 20, 40 and 60 munute penoda.
Total '%CO; was monitored as well as ATP and creatine phosphate levels.
ATP and crestine phosphate levels remained constant as & function of
time, demonstrating that oxygenation and pH contro] were adequate
throughout. Total CO; fixation (5 50 + 0 14 nmoles/mg protesn) peaked
between 20 and 40 munutes, but was elready 76% of meamal (4230 1
nmoles/mg) at 10 mumtes. Since ATP (20 + 0 2 nmoles/mg) and creatine

Wﬁ“’
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phosphate (16 1 1 1 nmoles/mg) levels were lugh and did not changs with
time, thus peak indicated that the rate of CO, thxation was constant, but that
contimuous breakdown of non-volatile carbon 14 products to CO; + HoO
produced a near steady state lovel of glutamate and glutanune specific
radioactrvity by 20 mumutes.

To assess the conirol of pyravate carboxylation over glhitamate
synthesia, retmnas were incubated with erther 0.2 or S mM pyruvate in the

medium snd intraceliular and extracellular metabolrtes analyzed. The total
“4C0, fixed 10 20 munmtes m the presence of 0.2 mM pyruvate was 5.27 +
0 45 nmoles H*COs/mg, whereas that fixed m the presence of § mM
pyruvate was 9 50 + 0 74 nmoles H'*COy/mg. Figure 2 shows that
sncreasmg unlabelled pyruvete from 0.2 to $ mM moreases the sum C-
ghatamate plus C-ghitamne (from 1 74 0 19 tn2 90 + 0.31 nmoles/mg,
p<D 005) Figure 2 also shows that the lgher pyravate incubation
mcreases the “C-lactate plus “C-pyruvate values. Thus, at steady state, an
Increase in pyruvate concentration from 0 2 to 5 mM mcreasad
incorparstion of R*“CO» mto glutamate and ghutamine by 66% whereas the
increass 10 pyruvate mncreased H'“COs meorporstion mto pyruvate and
lactate by 111%. The carban 14 cycled mto pyruvate and Iactate represents
ghal recycling through pyruvate carboxylase, malic enzyme and
phosphoenolpyruvate carbaxykmase snd for the first trms demonstrates
sctive aitric acid cycle decarboxylation in intact neural tssue.
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These data show that an 1ncrease 1n flux through pyruvate

carboxylase induces an increase in de novo synthesis of retinal glutamate.
A somewhat larger incroase 1n pyruvate recyclmg occurs mmmultansously

A large fraction of total glutamme syuathesis 15 dersved from pyruvate
earboxylation

The mportance of pyruvats carboxylation as a source for
replemshing the glutamate released from retinal nerve endings dunng
neuronal transmission was assessed by determuning the specfic
radioectrvity of glotamine in retmal tissus mncubated with medmum
contmming H'CO3 A fixed proportion of glutanune synthesis 1n retina
denves from unisbelled ghitamate released by nenrons and taken up by
Miller gha. The remander comes from glial a-ketoghutarate synthesized
enaplerotically from pyruvate and “CO,. Therefore, the specific
radioactrvity of glutsmne relative to the specafic actvity of H'COy
provides a minimal value for the proportion of glutamine derrved from
anapleroms. The product of pyravate carboxylase m the gha 13 [1,4-1*C]-
cxaloacetate. Both the 1 and 4 pomtions are labelled because the carbon 14
wttially incorporeted into the 4-C posthon of oxaloacetate 18 randomazed
between the 1 and 4 pomtions by equlibration of oxalacetate with
symmetncal fumarste. The labelled axaloacetate condenses with pyruvete
to form citrate, which 13 then womenzed to 1socatrate. [1,4-"Clsocatrate
18 coadized and decarboxylated to [5-C) a-ketoglutarate by 1socitrate
dehydrogenase. Therefore the a-ketoghutarate synthesizod snaplerotically
has approximately half of the specafic radioactivity of the ongmal substrate
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HCO,, depending on the degree of randomization of the label 1n

oxnloacetate. Thus 13 also true of the glutamme synthesized from the [S-
C] aketoglutarate.

The specific activity of ghitarmune was measured in the retinal
tissue extracts meubated with 0 2 mM pynuvate and H'“CO, for 10, 20, 40
and 60 mnutes. Only the tissue gintarmne (not medmum) 13 reported.
Specific radioactivity of glutaoune 1n the tissue was constant between 10
and 60 mnutes. After 20 nunutes of mncubation the mass amount of
glutsmune in the tissue was 4 50 + 0 44 pmoles/mg, and 1ts specafic
mdicactivity was 1970 + 115 dpm/nmol or 0 158 + 0 009 dpm/nmol of the
bacarbonate specific sctvity This mdicates that about 32% of the
plutamine was produced by anaplerosis and pyruvate carboxylase.

The specific radioactrvity of retinal ghitamate (265 + 8 dpm/nmol)
'was lower than that of giotamme and also constant a3 a function of time
from 10-60 . It was only 14% of the specific actrvity of glatamne.
This suggests that glutamate metabolic turnover m the neurons 1s rapd
with respect to ansplerotic synthesis. However, since neuronal ghitamate
tumover cannot replemsh the glutamate carbon skeleton lost dunng
neurotransmiasion, the anaplerotc pathway 13 of pnme importance
maintsmng neuronal glutamate levels. The present data show
uncquivocally thet the snaplerotic pathway provides a large (<32%)
propartion of the ghutammne required for ghutamate replenishment.
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Synthesss of retinal giutamste and glutamme » partally dependent on
branched cham ammo acid transamination

Recent studies of glutamate synthess m cultured astrocytes
suggested that the convermon of a-ketoghitarate to ghutamate could act as
a rate-controlling step m anaplerotic synthesis of glutamate. Several
groups have mndicated that the a-anuno group of glutamate cannot be
supphed as ammonia and st therefore be supphed by transamination of
a~ketogiutarate with another anuno acid Kaoaman, K., Ross, BD , and
Kondret, RW (1998).J Neurochem. 70, 1304-1315, Laemmli, UK.
(1970) Nafure 227, 680-885, including our own Haberg, A, Qu, H,,
Bakken, LY, Sande, LM, White, LR, Haraldseth, O , Unagard, G,
Asley, T, Sonnewald, U (1998) Dev Nexrasci. 20, 389-398. Branched
chain anuno acads are likely nitrogen contributors since they can cross the
blood-brain and blood-retinal barmers efficiently Hutson and coworkers
have proposed that a mirogen shuttie between nourons and gha which
mnvolves branched chmn amino acids and two BCAT wmoenzymes, ons m
neuranal cytosol (BCATc) and one m glial metochondna (BCATm) can
also provade the needed nitrogen. Hutson, S.M., Berkuch, D, Down, P,
Xu, B., Aschner, M., end LaNous, KF (1998) J Newrochem. 71, 863-874
According to thus hypothetical shuttle, neuronal BCATc facilitates ghal
BCATm convermon of a-ketoglutarate to ghitamate by providing BCAA
regenerated 1n the neurons (c¢f Figure 1)

As & first step towanrd mvestigating the role of the BCAT
isoenzymes 1n de novo giutamats synthesis 1n the retina, immmnoblotting
with BCATm and BCAT¢ specafic antibodies was used to determine
whether the BCAT 1soenzymes are expreased 1n rat retina. As shown 1n
Figure 3, both BCATc and BCATm are expressed 1n the retma at lovels
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that are comparsble to those found in whole brain homogenates. Therefore,
froshly dissected rat retina is an appropriste intact noural system in which
to test the concept of nitrogen shuttling between neurons and glia.

The leucine snalog gabapentin (GBP) is a aeuroactive drug which
inhibits BCAT¢, but not BCATm: Su, T.-Z., Luaney, E., Campbell, G,,
Oxender, D.L. (1995) J. Newrochem. 64, 2125-2131. It was confirmed that
GBP inhibits the synthesis of leucine in freshly dissected rat retinas (data
not shown). The eflisct of GBP on the synthesis of *C-glutamate plus ‘C-
glutamine from H'*COy in ax Wro rat retinas was then measured. As
shown in Figure 4, 1 mM GBP reduced formation of '“C-glutamate plus
1Cgiutamine to 71% of control values (2.26 + 0.05 versus 3.18 +£0.12
nmol/mg, p<0.001). Addition of 200 uM each of leucine, isoleucine and
valine reversed the inhibition to 89% of control (2.84<1.15 nmol/mg,
p<0.01 versas GBP alons). There was no effect of GBP on either ATP or
creatine phosphate indicating that the GBP did sot impair retinal
biocenexgetic processes. The small increass in incorporation of carbon 14
into lactete and citric acid cycle intermediates (fom 1.93 + .06 t0 2,12+

0.13) due to the presence of | mM GBP wes not significant. Incorporation
of the label into all of the metabolites is shown in Table II.

Further experiments were oarried out 10 investigate dose/response
propesties of GBP. Preshly dissected retinas were incubated for 20 minutes
in buffer A coteining either 0, 0.2, 1, or S mM GBP. As shown in Figure
S,»Mhmﬁmdemlmﬁdmmiﬂumly
inorease the extest of its inhibition of the symthesis of !‘C-glutamate plus
“C-ghotamine from H'COs. Again GBP has 50 influeace on formation of
cltric acid cycle intermediates, Inotate and pyravate (Figure S). This

1S



aaTITTO

10

15

2

-84-
supports the proposal that the site of GBP inhibition of glutamate synthesis

is the BCAT medisted conversion of a-ketoghutarate to glutamate.
Discussion

The studies described evaluated mechanisms for maintenance of
CNS giutamate levels. Previous studies showed that glutamine synthetase
is required in retinas and hippocampal slices to maintain levels of neuronal
glutamate: Su, T.-Z., Lunney, B., Campbell, G., Oxender, D.L. (1995) J.
Newrochem. 64, 2125-2131. Immunocytochemical measurements indicate
that 90% or more of retinal and whole brain ghutamate is neuronal and that
inkibition of glutamine synthetase for 90 minutes depletes the neuronal
glutamate pool 10 negligible levels: Ottersen, OP., Zhang, N., and
Walberg, F. (1992) Neurosci. 46, $19-534. This demonstrated that
glutamine synthetase is required for maintenance of neuronal glutamate.
Although giutamate cen be synthesized in aevrons from a-ketogiutarate,
Inck of pyruvate carboxylase or another snaplerotic enzyme prevents
replenishment of a-ketoglutarsts, and thus, preckides net glutamate
synthesis withia the asurons exospt from ghatamine via glutaminase.

In this example the sources and comtrol of ghatamine synthesis was
investigated by inoubeting excised retinas with H™CO) and moasuring the
appearance and specific radioactivity of 'C-ghutemine and '*C-glutamate.
mWhmhhmﬁsmem
mmmdozmmmummylm
sotivity influences the rate of glutamine synthesis. However, lack of
sensitivity of this control is demonstrated by the observation that when
pyruvate is increased from 0.2 mM to S mM the magnitude of the increase
in pyruvate carboxylase flux (80.3%) is not directly transiated into an

126

b
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equrvalent increase m *C-glutamate plus **C-glutamne (69 0%).
Flexibihty of the control 1s provided by the potental for citric acd cycle
decarboxylation and pyruvate recycling. The pyruvate dependenca of total
H'*CO, fixation i retinal tissue was similar to that seen m cultured
1solated astrocytes. Gambermo, W C , Berknch, DA, Lynch, CJ, Xu, B,
and LaNoue, K.F (1997)J Newrochem. 69, 2312-2325 However, 1n
astrocytes, which have no way to regenerate endogenous BCAA used to
transammate o-ketoglutarats, the pyruvate-mduced increases m COz
fixation were not transisted mto increases n '‘C-ghitamate and *C-
ghrtamine levels. Instead, the carbon 14 sccumulated solely 1n citnc scad
cycle intermed:ates and into “recycled” pyruvate,

In tho retinal studies reported here, the specific mdioactvity of
glutanune at steady state was 0 158 of the bicarbonate specific activity

Stnce, approxamately half of the C incorporated mto cxalacetato 18
retamned 1n a~ketoghitarate, the resuits show that ~ 32% of the ghutamine

13 dertved from H!“CO; Tius 15 the first direct estrmate of the contribation
of enapleroms to glutamine synthesis 1n a neuronal hssue. Previous
esumetes have been indirect, and mvolved 1sotopomer analymis of NMR
spocirs following ifumon of “C giucose (3-5, 11-13) mto intact brauns.
Est:imates of the contribution of pyruvate carboxylstion to glutamme
synthems uning these NMR methods have been lower than the present one,
and range from less than 1% (3) to 5-10% (4,5) to 20-25%. Shank RP,
Bennet, G.S_, Freytag, 8.0, and Campbell, G.1.. (1985) Brair Ras. 329,
364-367, Gnffen, J1., Ras, C,, Radds, GK_, and Matthews, P M. (1999)
Biockim. Biophys. Acta 1450, 297-307, depending largely on tnstial
assumptions of the mathematical models employed. The present results
suggest that ghal pyruvate carboxylation and the conversion of citric acad

25
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cycle imtermediates to glutamate and glutamins are hikely to be
quanthatively important for retinal fimction and possibly for whole bram
function.

The observation that GBP slows the conversion of citnc acid cycle
intermedsates to ghutamne and ghitamate strongly suggests that neuronal
synthess of BCAA by BCAT¢ s nocessary for optimal retes of smunation
of a-ketoghutarate to glutamate. A reasonable scheme for thesr
mvolvement s this process 1s shown 1n Figure 1

The resalts, which demonstrate inhibion of *“C-glutamate and
UC-gintamine synthess from H*CO5 by GBP and reversal of the
mhibrtion by BCAA, are conmstent with the described shuttle. The
hypothems also provides a possible explanation for the anti-epileptic action
of GBP Taylor, C.P, Gee, N S, Su, T.Z., Kocus, ].D, Welty, DF,,
Brown, ].P., Dooley, D.J, Boden, P, Singh, L. (1998) Epilepsy Res. 29,
233-249 Indeed, decreased giutamate synthems 15 & common action of
GBP and the anti-epileptic carbonic anhydrase mhibrtors. Hazen, S.A,
Waheed, A, Sly, WS, LaNoue, KF , Lynch, CJ (1997) Dev. Nexrosci.
19, 162-171 Also, Maple Syrup Unne Disease, the heredstary miiment
caused by a mutation of the gene for branched chan keto acid
dehydrogenase, if untreated induces ugh serum BCAA 1n pstisnts and
subsequent neurclogical abnormalies Chuang, D I and Shih, V.E. (1995)
in The Metabolic Bans of Inherrted Disease, eds. Schnver, CR., Beaudet,
AL, Sly, S, and Vaile, D (McGraw-Hill) pp 1239-1277, which may be
related to abnormal regulation of ghtamate synthems, Finally, the

implications of nitrogen shuttling durimg glutamate synthesis must be
studied further in Light of the efficacy of GBP m the treatment of
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neuropathic pain. Ottersen, O.P, Zhang, N, and Walberg, F (1992)
Newrosci, 46, 515-534 end neurodegenemation, Clmang, D1 and Shih, VB,
(1995) in The Metabolic Basis of Inherted Dasease, eds. Schriver, CR.,

Beaudet, AL, Sly, S, and Vaile, D (McGraw-Hill) pp 1239-1277,
Rothsetin, JD and Kuncl, RW (1995)./ Nexrochem. 65, 643-651

EXAMPFLE 37

Enzyme preparation. Frozen rat brains were thawed on 1ce and minced
mto fine pieces. For each bruin 5 ml of 1sotonic buffer [225 mM mannstol,
7S mM sncrose, 5 mM MOPS (pH 7 1), | mM EDTA, 1 mMBGTA, 1
mM DTT contmming leupeptin, pepstatin and PMSF] was added. The
samples were homogemred m Potters homogemzer (B Bran Biotech
International) at 500 rpm for ten strokes, followed by additional ten strokes
at 800 rpm. The homogenates were centnifuged 1 Beckman J2-M1
centrifuge with rotor JA-20 at 19, 000 rpm for 1 hr  The supernatant was
dialyzed with at least three changes of dialysis buffer (225 mM mannttol,
75 mM sucrose, 5 mM MOPS pH 7 1, ImM EDTA, 1 mM EGTA, and 1
mM DTT) for 24 hr. The resultng enzymas was stored at -80 °C for
fimther assays.

Assay of BCAT- The reaction was done m 1 S ml Eppendorf tubes m a
volume of 100 pl contmmng 50 mM Trs-HCL (pH 8.3), 25 uM [“C] L-
lencine, 10 mM 2-oxogiutarate, 15 uM pyndoxal phosphate, 1 mM DTT,
and enzyme. The solotions for the reachion mixinre were made in 10-fold
concentratons. After 10 mm 1ncubstion at room temparature (22 °C), the
reaction was stopped by adding 100 pl of 15 mM p-mtrophenyl hydrazine
m2MHCL. Afier a few munutes, 1 mL of a toluene-based scinhillation
lqud (4 5 g of PPO and 0 S g of bis-MSB m 1 lrter of toluene) was added,
the tube was capped and mxed thoroughly with a Vortex mxxer  Then the

tubes were centrifuged at 13, 500 rpm (Eppendorf centnfuge 5415C) for
10 mun, Six hundreds pl of organic layer from each tube was piaced into

25
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scintriiation vaals, followed by adding 10 ml of scuntillstion cocktmil for
counting.

Example # RBCATc IC50 (uM)
1 146
2 1136
3 1660
4 2515
5 2934
3 2620
7 2165
8 74
9 120
10 121
1 .
12 .
3 .
14 -
15 -
16 -
17 .
18 -
19 .
20 -

21 .
2 389
2 2121
2 542
25 170
26

27

oF®
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28 181
29 391
30 2250
31 908
32 243
33 1018
34 -
35 1768
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CLAIMS
1 A compound of Formula IV
H'\x COH
Ry
Ra v
R1-R4 are bydrogen or alkkyl,
X 13 NRS ox O;
RS 18 hydrogen or alky],

R6 18 hydrogen, alkyi, benzyl, acetyl, arylalkyl, alkoxy, cycloalky, allyl,
alkylcycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkylcycloalkyl, tnsubstituted
halogenalkyl, and wheremn Ry-R4 are each hydrogen the Re 15 not
hydrogen or methyl, or a pharmaceutically acceptablo salt, ester,
prodrug, or amde thereof,

2 A compound according to Clamm 1 wheremn Ry and R, are hydrogen
and R; and R are alkyl, R; and R are hydrogen and R; and R are methyl,
Ri-R4 are hydrogen, R; 18 alkyl and Ra-R4 are hydrogen, R; 18 methyl and
Ra-R4 are hydrogen, Rs 13 hydrogen, X 18 NR¢, X 13 O, Rg 18 alkyl, Rg 18
benzyl, Re 15 acetyl, Rg 1s pheaylalkyl, R 1s cyclostkyl, R¢ s
tnflnoroalkyl, Rs 1s alkylcycloalkyl, Re 15 alkoxy; and Rg 18 allyl

3 A compound according to Claim 1 wherem R; and R, are hydirogen
and R; and Ry are methyl, R,-Ry are hydrogen, R; 15 methyl and
Ra-R4 are hydrogen, R; 18 hydrogen, X 18 NRe, Rq 13 alkyl, Rs Is
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benzyl, Re 1s acetyl, Rs 18 phenylalkyl, R¢ 18 cycloalkyl, Rg 18

tnfluoroalkyl, Re 18 alkylcycloalkyl, Rs 18 alkoxy; and Re 13 allyl

4 A compound according to Clum 1 wherein R; and R, are hydrogen
and R, and R, are methyl, R,-R, are hydrogen.

5 A compound according to Cla:m 1 and selected from.
(1-Allylammnomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
(1-Prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
{14(2,2,2-Trifluoro-ethylamno)-methyl}-cyclobexyl}-acetic ecud,
{1-{(3,3,3-Tnfluoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetsc acd,
1a,3,58- (1-Altylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
1a,30,58-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic
acud,

1a,3B,5p~(3,5-Dimethyl-1-[(2,2,2-tnflucro-ethylamino)-methyl]-
cyclohexyl }-acetic acud,
10,3p,58-{3,5-Dimethy}-1-[(3,3,3-tniflucro-propylammo)-methyl]-
cyclohexyl}-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Allylarunomethyi-3-methyl-cyclohexyl)-acotic acd,
trans-((1R,3R)-3-Methyi-1-prop-2-ynylamumomethyl-cyclobexyl)-scetic
acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(2,2,2-tnflucro-ethylamino)-methyl}-
cyclohexyl}-acenc acud,
trans~{(1R,3R)-3-Methyi-1-{(3,3,3-tnfluoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl }-
acetic acid,

trans-{ (1R, 3R)-3-Methyl-1-{(4,4,4-tflvoro-butylammo)-methyl}-
cyclohexyi}-acetic acud,
1a,3B,58-(3,5-Dimethyl-1-{(4,4,4-tnfluoro-butylaounoc)-metiryl]}-
cyclohexyl}-acetic acid,
1a,3B,5p-{1{(Cyclopropylmethyl-ammno)-methyi}-3,5-dimethyl-
cyclohexyl}-acetic acid,
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trans-{(1R,3R)-14{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyi]-3-methyl-
cyclohexyl }-acetic scud,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetric acid,
trans-((1R,3R)-1-Bthylammomethy}-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans<((1R,3R)-1-Butylaminometiryl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R 3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,

10,3, 5p-{1-{(Hydroxymethyl-amino)-methyl}-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-
acetic acud,

1a,3B,5p-(1-Amunomethyl-3,5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acad
hydrochlonde,

1at,3B,5-(3, 5-Dimethyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acehc acad,
hydrochlonde salt;

10,38, 5p~(1-Ethylaminomethyl-3, S-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad
hydrochlonde salt;
10,3p,5p«(1-Benzylamino-metkyl)-3,5-dmethyi-cyclobexyl]-acetic acid,
hydrochlonde salt,

1, 3p,58~(1-Dimethylsmmomethyl-3,5-dinathyl-cyclohexyl)-acetic acd,

hydrochloride salt,
1a,3B,5p-(1-Butylsmunomethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt,

1a,3p,5-{1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyi]-3,5-dimethyl-cyclohexyl )-
acetic acd, hydrochlonde salt;
1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt;
10,38,5B-[1-(Acetylemmno-methy)-3,S-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acd,

10.,38,58~(1-(Isobutylamuno-methy[)-3,5-dimethyl-cyclohexyll-acetic acd
hydrochlonde salt;
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1a,38,58{3,5-Dimethyl- 1{phenethylamno-methyl)-cyclohexyl]-acetic
acud hydrochlonde salt,
10,3B,5p-{3,5-Dimethyi-1-{(3-pheny!-propylamino)-methyl]-cyclohexyl}-
acetic acud hydrochlonide salt,
{14(Cyclobutylmethyl-amno)-methyf}-cyclohexyl }-acetic acid
hydrochlonds salt,

1a,38,5p-(1-(1sopropylamino-methyl)-3, S-dimethyl-cyclohexyl]-acetic
acid bydrochlonds salt;
{1{(2-Methyi-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde sak,
{1-{(4,4,4-Tafluoro-butylarmino)-methyl] -cyclohexyl } -acetic acid,
hydrochlonde salt,

(1-Bthylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acrd hydrochlonde salt,
{1-{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetsc acd
hydrochlonde salt,
{1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylsmino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic scad
hydrochlonde sakt,

[1-(Tsobutylammo-methyi)-cyclohexyl}-acstic acid bydrochlondo salt,
(1-Propylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde salt,
[1-(Tsopropylammo-methyl)-cyclohexyl]-acetic scad hydrochlonde salt,
(1-Cyclobexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlorsde salt,

and
[1(Benxylammo-methyl)-cyclohexyl-acetsc acad hydrochloride salt.

6. A method for tresting disbetic retinopathy compnsing the step of
admimstening a therapeutically effective amount of & compound of
Formnlas 1, II, and/or I1T to a patient in need thereof
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R 13 H, alkyl, cycloslkyl, substriuted akyl containing halogen,
amne, alkoxy, cycloalkyl, or hydroxy; allyl, atkynyl, acetyl, mifonyl,
phenyl, benzyl, or arylalkyl,

m and n are mdependently an integer of 1-3,

R; ~Rs and R0 —Ry4 &re independently H, alkyl, or substxtuted afkyl,
and

X=NRy4, O, or

‘where there 18 more than one sterecasomer, exch chiral
center may be independently R or 8, or & pharmaceutically
acceptable salt, ester, prodrug, or smide thereof.
7 The method of Claim 6 whersin m and ngre 1, X s NRy4, R 5 H,
R41s methyl, Ry and Ry are methyl, Rq 13 methyl, R0 18 methyl, Ry
and Ry are methyl, Ry and Ry are methyl, Ri-Rg and Ryo-R;s ere H,
Ry 13 alkyl, R, 18 benzyl, R 18 alkyl, Ry 13 arylalkyl, Ry 18
cycloalkyl, B;-R; are H, R;-Rs and Rio-R;) are H, Ry-Rz and Ry-Ry
are H, or Ra 13 methyl.
8 The method of Claim 6 wherein R; 18 alkyl, R;-R; and R¢-R;) and
Ry4 are hydrogen, and m and n are 1, and X 18 NR;4, R; and R;; are
alkyl, R;-Ra and Re-Ryo and Ry¢ are hydrogen, m and n are 1, and X
18 NRy4, Ry and R;; aro elkyl, Ry-Reand Re-Ryo and R4 are
hydrogen, m and n are 1, Ry 15 alkyl, and X 18 NR;«, and R;-R;; snd
Ry are hydrogen, mandnare 1, and X150
9 The method of Cimm 6 wherein the compound 15 selected from.
(1-Allylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
(1-Prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-scetic acsd,
{1{(2,2,2-Tafluaro-ethylaming)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid,
{14(3,3,3-Tnflucro-propylammo)-methyl}-cyclohexyl )} -acetic acid,
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1a,3B,58- (1-Allylanunomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1t,38,58~(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic
acud,
1a,3B,58~(3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2-nfluoro-ethylammo)-methyl]-
cyclohexyl)-acetic acid,
le,3B,58-{3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-tnifluoro-propylammo)-methyl]-
cyclohexyl}-acettc acid,
trans-((1R,3R)-1-Allylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic sad,
trang~((IR,3K)-3-Methyl-1-prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic
acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(2,2,2-tnflucro-ethylamino)-methyl}-
cyclohexyl}-acetic acd,
trans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-{(3,3,3-tnfluoro-propyiasunc)-methyl}-cyclohexyl}-
acetic acud,
trans-((1R,IR)-3-Methyl-1-{(4,4,4-tnflucro-butylamino)-methyl}-
cyclohexyl)-acetic acad,
1¢1,3B, 5p~{3,5-Dimethyl-1-[(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl]-
cyclohexyl}-acetic acad,
10,3p,5B-{1-{(Cyclopropylmethryl-amino)-methyl}-3,5-dimethyl-
cyclohexyl}-acetic acd,
trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclopropyimethyl-amma)-methyl}-3-methyl-
cyclohexyl}-acetic acad,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-methylamnomethyl-cyclohexyl)-acetsc acad,
trens-((1R,3R)-1-Ethylammometityl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((IR,3R)-3-Methyl-1-propylanunomethyl-cyclohexyf)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Butylammomethyi-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acad,
1a,3p,5p-{1-{(Hydroxymethyl-amno)-methyi}-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-
acetic acid,

10,38, 5-(1-Aminomethyl-3,5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acd
hydrochlonde,
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trans-(1R, 3R)(1-Ammnomethy}-3-methyl-cyclohexyl)-acetic scad
hydrochlorsde;
(1-Ammomethyl-2-methyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde,
(1-Ammomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acsd hydrochlonde;
(-(trans)-(1-Ammomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acid
hydrochlonde;
(c1a/trans)-(3R)(1-Ammomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic acad
hydrochloride;

(+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acid
hydrochlonde;

(+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dumethyl-cyclopentyl)-acetic acid
hydrochlanide;

1a,3p,5B~(1-Amnomethryl-3, S-dimethyl-cyclobexyl)-acetic acid
hydrochlonde;
1a,38,5p-(3,5-Dimethyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt;

1a,38,5p-(1-Ethylammomethyi-3, 5-dimethyi-cyclohexyl)-acetic acid
Irydrochlonde salt;

1, 3B,5B-(1-Benzylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohoxyll-acetsc acid,
hydrochlonide salt,

1a,3B,5p(1-Dimethylaminomethyl-3, 5-dimethyl-cyclohaxyl)-acetic aczd,

hydrochlonde salt;
1,38, 58-(1-Butylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclobexyD-acetic  acad,
hydrochlonde salt;

1a,3B,5p-{1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-3,5-dimethyi-cyclohexyl)-
acetic scd, hydrochlonde salt,
1a,3B,58-(3,5-Dimethyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyf)-acetic scd,
hydrochionde salt;

1a,3p,58-{ 1-(Acetylammo-methyl)-3, 5~dimethyl-cyclobexyi}-acetic acad,
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12,3B,5B-(1<(Isobutylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyf]-acetic acid

bydrochlordo sal,

1a,38,5B-13,5-Duncthyl-1-(phenethylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetic
acud hydrochlonde salt,
12,3B,58-{3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylammno)-methyl]-cyclohexyl}-
acetic acud hydrochlonde salt,
{1-(Cyclobutylmethyl-ammo)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acud
hydrochlionds salt;

1a,3B,5p-(1-(Isopropylammo-methyl)-3, S-cimethyl-cyclohexyl]-acetic
acud hydrochlonde salt,

1-Aminomethyl-1-cyclohexane-acetic acid,

1-Aminomethyl-1-cyclopentane-acetic acad,
Sodium selt of 1-amnomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
Sodmm saft of 1-(hydroxymethyl)cyclohaxans-acetic acd,

{1{(2-Methyl-butylammo)-methyll-cyclohexyl} -acetic acad,
hydrochlonde salt;
{1{(4,4,4-Tnfluoro-butylamno)-methyl}-cyclohexyl }-acetsc acad,
hydrochlonde salt;

(1-Ethylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde salt,
{1-[(Cyclopropyimethyl-amino)-methyi]-cyclohexyl)-acetrc scad
hydrochlonde salt;
{1-[(2-Hiydroxy-1-methyl-ethylammo)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acad
hkydrochlonde salt;

[1-(Isobutylamuno-methyl)-cyclohaxyl]-acetic acad hydrochlonde salt;
(1-Propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid rydrochlonde salt,
[1-(Esopropylamino-methy!)-cyclohexyl]-acetic acid hydrochlonde salt,
(1-Cyclohexylamunomethyl-cyclohexyl)-acetic scd hydrochlonde salt,

and
[1<(Benzylammo-methyl)-cyclohexyl]-acetic acad hydrochloride salt.
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A method for inlubiting the branch chan amino acad-dependent
aminotransferase in a patient in nesd thereof comprising the step of
edmnistening a therapeutically affectrve amount of a compound of
Formulas [, 11, and/or Il
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wherein

Ry 18 H, alkyl, cycloalkyl, substituted alkyl contaimng halogen,
amme, alkoxy, cycloalkyl, or hydroxy, allyl, alkynyl, acetyl, sulfonyl,
phenyl, benzyl, or arylalkyl,

m and n are independently an integer of 1-3,

R; ~Rgand R0~ Ry4 are independently H, afkyl, or substrtuted alkyl,
and

X=NRy, 0,0r8

where there 13 more than one sterecusomer, each cloral
center may be mdependently R or S, or » pharmaceutically
accoptable salt, ester, prodrug, or amide thereof

11  The method of Claim 10 wherein whereinm andnare 1, X 1s
NRy4, Ry 15 H, R4 13 methyl, Ryand Rsare methyl, Rq 13 methyl, Ry
15 methyl, Ry and Rq are methyl, Ry and Ry are methyl, R;-Rs and
Rye-R;s are H, Rp 15 alkyl, Rs 18 benzyl, Riq18 alkyl, Ry 18 arylalkyl,
Ry 18 cycloalkyl, R;-Rg are H, Ry-Re and Ryo-R,3 are H, R;-Ra and
Ra-Rs are H, or Ry 18 methyl.

12  The mathod of Clum 10 wherein Ry is alkyl, R;-Ra and Re-Ry; and
Ry4are hydrogen, and m and n are 1, and X 13 NR;, Rz and R;; are
alkyl, R;-R; and Rs-Ryo and Ry4 are hydrogen, m and n are 1, and X
18 NRy4, Ry and Ry are alicyt, R;-R; and Re-Ryp and Ry are
hydrogen, m and n are 1, Ry 18 alkyl, and X 13 NR;¢, and R;-R;; and
Ry¢ are hydrogen, mand nare 1, and X193 0
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13  The method of Claim 10 wherein the compound 18 selected from.
(1-Allylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
(1-Prop-2-ynylamunomathyl-cyclohexyl)-acetic acsd,
{1-[(2,2,2-Tnfluoro-ethylamno)-methyl}-cyclohexyl}-acetsc acid,
{1-((3,3,3-Tnfluoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl }-scetic acid,
1a,3p,58- (1-Allylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
10,38,58-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetsc
acd,

1a,3B,5B-(3,5-Dimethy!-1-[(2,2,2-tnfluoro-ethylamino)-methyl]-
cyclohexyl }-acetic acid,
1a,3B,5B-{3,5-Dumaethyl-1-{(3,3,3-tnfluoro-propylamuno)-methyi]-
cyclohexyl}-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Allylaminomethyl-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-prop-2-yuylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic
acud,

trans-{(1R,3R)-3-Metiryi-1-[(2,2,2-tnflucro-ethylemino)-methyl}-
cyclohexyl)-acetic acd,

trans-{(1R 3R)-3-Methyi-1-{(3,3,3-tnfluoro-propylamino)-metiyl}-cyclohexyl} -
acetic acad,

trans-{ (1R, 3R)-3-Methyl-1-[(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl]}-
cyclohexyl}-acetic actd,
1a,3P,5p~{3,5-Dumnethyl-1-{(4,4,4-tnfluoro-butylammo)-methyl}-
cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3p,5p-{1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-3, 5-dmethyl-
cyclohexyl}-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-1{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-3-methyi-
cyclohexyl}-acetic acad,

trans-((1R,3R)-3-Methyl- 1-methylamnomethyl-cycloexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Ethylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acd,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Butylammomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetsc acrd,



QOUFFTO" 5ESLTOS

10

15

e
T

-102-
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acad,

1,38, 5p-{1-{(Hydroxymethyl-amno)-metiryi]-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-
acetic acud,

1ct,3p,58-(1-Ammomethy}-3, 5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acad

hydrochiorde;

trens-(IR 3R)(1-Anunomethyl-3-methyl-oyclohexyl)-acetic sad
hydrochlonde;
(1-Amnomethyi-2-methyl-cyclohexyl)-acanc acsd hydrochlonde;
(1-Ammomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyf)-acetic acid hydrochlonde;
()-(trans)~(1-Ammomethyl-3,4-camethyl-cyciopentyl)-acetic acad
bydrochlorde;
(cu/trans)-(3R)-(1-Ammomethyl-3-methy}-cyclopentyl)-acetic acd
hydrochlorde;

(+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acatic acad
hydrochlonde;

(+)-(trans){(1-Ammomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acd
hydrochionde;
1a,3P,Sp-(1-Ammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetsc acid
hydrochlonde,
1,38,58-(3,5-Dimethyl-1-propylsminomethyl-cyclobexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt,

1a,3f,58-(1-Ethylammomethyl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd
hydrochionde salt;

1ex,3p,5B-(1-Benzylammo-methryf)-3, 5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acd,
bydrochlonde salt,
1a,3B,5p-(1-Dimethylaminomethyi-3,5-dmmethyl-cyclohexyl)-acetic acad,

hydrochlonds salt,
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1a,3B,58-(1-Butylammomethyi-3,5-dsmmethyl-cyclohexyl)-acetic acad,

hydrochlonde salt;

1a,38,5p-{ 1-(Benzyl-methyl-amino)-methyi}-3,5-dimethyl-cyclohexyl) -
acetic acad, hydrochlonde salt;
1a,3B,58-(3,5-Dmethyl-1-methylsminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

1a,38,5-[1-(Acetylamino-methyl)-3, 5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic amd,

1a,38, 5p-(1-(Tscbutylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acd
hydrochlonde salt;

1ct,38,58-{3,5-Dimethyl-1-(phenethylammo-metiyl)-cyclohexyl]-acetic
acd hydrochlonids salt,
1a,3B,58-(3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylsmino)-methyl]-cyclohexyl} -
acettc acud hydrochlonde salt,
{1-{(Cyclobutylmetiryl-smmo)-methy]-cyclohexyl} -acetic acad
hydrochlonde salt,

1et, 3B, 5B~(1-(Isopropylanmuno-methy])-3,5-dimethyl-cyclobexyl]-acetic
acud hydrochloride salt,

1-Aminomethyl- 1-cyclohexane-acetic acid,

1-Amunomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
Sodium salt of 1-amnomethyl-1-cyclopentans-acetic acad,
Sodmm salt of 1-(hydraxymethyl)cyclohexans-acetic acid,

{1-{(2-Methyl-butylsmino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde sait;
{1-{(4,4,4-Tnflupro-butylamino)-methyi]-cyclohexyl}-acetic acad,
hydrochlonde selt;

(1-Ethylammomethyl-cyclohexyl)-acotic acid hydrochlonde salt,
{1-[(Cyclopropylmethy}-ammo)-methyl]-cyclohexyl }-acetc acid
hydrochlonds salt;

TS
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{1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamuno)-methyl}-cyclohexyl}-acetic actd
hydrochlonde sal,

[1-(Tsobutylammo-methyl)-cyclobexyl}acctic acid hydrochlnnide sakt
(1-Propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad hydrochlonde salt,
[1-(Isopropylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetsic acid hydrochlarude salt,
(1-Cyclohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic scad hydrochlonde salt,

and
[1(Benxylammo-methyl)-cyclohexyl]-acetic acad hydrochlonde mit,

14 A method for treating neurological disorders, depression, anxiety,
pamic, mamis, bipolar disorders, aptifismmstory diseases, glaucoma,
pain or gastrointestinal damage comprising the step of admnistenng a
therapeutically effective amount of a compound of Forrmla IV to
patient in need thereof -

RI-MII'!WOI'I&YL
X1 NRS or O;

RS5 18 hydrogen or alkyl,

R6 is hydrogen, slkyi, benzy], acetyl, arylalkyl, alkoxy, cycloalkyl, allyl,
alkyicycioalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkyicycloalkyl, tnsubstituted
halogenalkyl, and wheremn R;-Ry are cach hydrogen the R¢ 18 not
hydrogen or methyl, or a pharmaceutscally acceptable salt, ester,
prodrug, or anmude thereof.
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ABSTRACT

The present invention 18 directed to a method for the prophylactc
and therapeutic trestment of disbetic retinopathy The method invalves the
admumistration of an mhibitor of the branch chamn snno acsd-dependent
ammotransferase (BCAT) pathway to an anrmal, such ss 2 mammal, 1n
particulsr & human, 1n an amount sufficient to treat the retma for disbetic
retinopathy prophylactically or therapeatically The present mvention 18
elso directed to several novel inhibitors of the BCAT pathromy
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INHIBIDORES DE AMINOTRANSFERASA DEPENDIENTE DE AMINOACIDOS DE
CADENA RAMIFICADA Y SU USO EN EL TRATAMIENTO DE LA RETINOPATIA

DIABETICA

AN1ECEDENTES DE LA INVENCION

Mas de 14 000 000 de personas en los Estados Unidos padecen
diabetes Todas las personas con diabetes estd4n en riesgo de
complicaciones retanales Sin embargo, las personas gque sufren
la diabetes de tipo I, es decir insulino dependiente, se
enfrentan a un mayoE riesgo de pérdida de la visién severa gque

las perscnas que sufren la diaberes de tipo II, es decir no

|
LA

insulino dependiente

Inicialmente, el nivel alto de glucosa en sangre en las
personas diabéticas produce un aumento en los factores
creciamiento en sus o0jos Esta condicidén se denomina “etapa de
retinopatia pre-diabética” y puede conducir a la retinopatia

diabética total, s1i no se la trata profildcticamente

La retlnopaFia afecta a la mayor parte de las personas
diabéticas en alguna medida durante sus vidas Es la causa
principal de la cequera en los estadounidenses de 30 a 74 afos
en la actualidad, y se espera que deteriore 14 visién en

aproximaddamente un tercio de las personas diabéticas en los
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Estados Unidos Cada afio en los Estados Unaidos, ocurren tantos

como 40 000 nuevos casos de cequera entre las personas
i

diabéticas (CDC, datos no publicados, 1993) Las personas

diabéticas son 25 veces mas propensas que la poblacidén general

a quedar ciegas debido a la retinopatia

La retinopatia diabética tiene dos etapas una etapa no
proliferativa, que tipicamente ocurre primero, y una etapa
prolaferativa La etapa no proliferativa, gque también se
dencmina “retinopatia diabética de fondo”, se caracteriza por
el engrosamiento de la membrana de base, la pérdida de
pericitos retinales, las anormalidades microvasculares, los
microaneurismas intraretinales, y las héhéiraglas retinales
(también llamadas hemorragias de ™“mancha de punto”), edema
retinal, en particular el edema macular diabético, el cierre
de vasos capilares asociado con la 1squemia retinal o la mala
perfusién retinal (es decir el mal desarrollo de vasos) y
exudados blandos y duros La etapa proliferativa, que afecta a
aproximadamente 700 000 eaestadounidenses {(Chen et al, J Miss

State Med Assoc 36(7) 201-208 (1995)), wse caracteriza por
la neovascularizacién y el crecamiento fibrovascular (es
decir, la cicatrizacién que ainvolucra a elementos gliales y
fibrosos) desde la retina o el nervio &ptico sobre la
superficie interior de la retina o el disco o‘Fla cavidad

vitrea
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La etapa proliferativa puede conducir al glaucoma rubeédtico o
neovascular El edema macular puede ocurrir en cualquier ethpa
Y, junto con las complicaciones surgidas de la
neovascularizacién retinal, son los dos principales problemas
retinales que causan la pérdida de la visidn relacionada con

la diabetes

S1 bien las etapas Patoléglcas da la retinopatia diabética se
han descripto bien, los eventos moleculares que subyacen a la
retinopatia dlabética son pobramente compraendidos Esto Bse
debe, en parte al hecho de que la enfermedad avanza durante

1
diez a treinta afos, segqun cada i1ndividuo ~

el control estricto de 1la glud&mla y la haipertensién y el
examen oftdlmico de 1la diabetes parece beneficioso para
prevenir la enfermedad El tratamiento actual consiste en la
observacién regular por un oftalmélogo, la fotocoagulacién por

ldser y la vitrectomia

El edema macular que amenaza o involucra al centro macular se
trata con la fotocoagulacién macular focal Las
cauterizaciones por liser de intensidad moderada, pequedas (de

->

50 mu de didmetro), son apuntadas a las Areas de#pérdidas en

la mécula (Murphy, Amer Family Physician 51(4) 785-796
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(1995)) Si el edema macular persisle, puede ser necesario
volver a tratarlo '

‘
Los pacientes con retinopatia no proliferativa severa a muy
severa y los pacienles que eslLidn en riesgo de sufrir
retinopatia proliferativa o que ya sufren retinopatia temprana
o avanzada, son tratados con fotocoagulacién difusa o
panretinal La fotocoagulacién panretinal consiste en 1 500-
2 000 cauterizaciones con laser, que tienen 500 mu de didmetr,
en la porcién periférica media y periférica de la retina

(Murphy (1995), catada arriba)

El mecanismo bioquimico mejor documentadd!p;ra el desarrollo
de las complicaciones microvasculares de la diabetes es la via
del sorbitol En la via del sorbitol, la enzima de reductasa
de aldosa cataliza la conversibébn de la glucosa en sorbitol y
de la galactosa en galactitol La reductasa de aldosa tiene
baja afinidad con la glucosa Por consiguiente, cuando las
concentraciones de glucosa son normales, la via estd i1nactiva

Durante 1la hlpergluaemla, la via del sorbitol se activa La
activacaén de la via del sorbitol es aimportante para los
pericitos retinales, por ejemplo, que no requieren insulina
para la penetracién de la glucosa En forma similar, las

células capilares retinales parecen contener< cantidades
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sustanciales de reduclLasa de aldosa (Ferris, Hospital
Practice 79-89 (15 de mayo de 1993}

Dada la prevalencia del a retinopatia diabética, aun existe
una necesidad de un tratamiento profiléctico y terapéutico
efectivo de la enfermedad Por consiguiente, el praincipal
objetivo de la presente 1invenciébn es proporcionar un método
para tratar profiléctica y terapéuticamente la retinopatia
diabética, 1ncluyendo el tratamiento en la etapa de la
retinopatia prediabética, en la etapa de la retinopatia no
proliferativa, y en la etapa de la retinopatia diabética
proliferativa Este y otros objetivos de la presente invencidn
se hara&n evidentes a partir de la desc:r:.pcg.bl; detallada que se

ofrece en la presente i1nvencién

RESUMEN DE LA INVENCION

lLa presente invencién se refiere a un método para el
tratamiento profilédclico y terapéutico de la retinopatia
diabética, que incluye el tratamiento en la etapa de la
retinopatia prediabética, en la etapa de la retinopatia
diabética no proliferativa y en la etapa de la retinopatica
diabética proliferativa El1 método comprende la administraciédn

de un inhibador de la via de la aminotransferasa' dependiente

de aminocdcidos de cadena ramificada Preferentemente, el
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inhibidor de la via de la aminotransferasa dependiente de

aminodcidos de cadena ramilicada (BCA1) es un compuesto de'las

Férmulas I, II y/o IIIX

-

k14

Y Y
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en donde

Re es H, alquilo, cicloalquilo, alquilo sustituido que contiene
halégeno, amina, alcoxi, cicloalquile, o hadroxi, alilo,
alguanilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenilo,
bencilo, ¢ arilalquilo,

my n son ir:depend:l.entemente un numero entero de 1 a 3,

Ri1-R¢ ¥ Rio-Riq4 son independientemente H, alquilo, o alquilo

sustituido, y o

X = NRjy, 0, 0 S,
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donde hay mé&s de un eslerco.sdmero, cada centro quiral puede
ser en forma independiente R o S, o una sal, ester, prodregra,

¢ amida farmacéuticamente aceptable de &)

Los compuestos preferidos son aquellos de la Fdérmula I, II ©
I1I en donde m ¥y n son 1, X es NRyy, Ry es H, Ry es metilo, Re ¥
Rs son metilo, Ry es metilo, R;p es metilo, R; y Rg son metilo,
R ¥ Rs %on metilo, Ri-Ry y Rjp-Riy son H, Rs es algquilo, Re es
bencilo, R;q es alquilo, Ry es arilalquilo, Ry es cicloalquilo,
Ri-Rp 2on H, Ri-Rs ¥ Rio-Ri1 son H, Ri-Rz ¥ R/i~Rg son H, © Rz es

metilo

Compuestos mds preferidos son aquellos dta ;1a Férmula II en
donde R3 es alqu:.lo,_ Ri-Rz ¥y R4~Rj1 ¥ Rjs son hidrégeno, y m y n
son 1, y X es NRyy, Ry ¥ R;; son alquilo, R;-Rz y R¢-Rip ¥ Riq4 Son
hidrégeno, m y n son 1, y X es NR;y, Ry y Ry; son alquilo, R;-R;
Y Ri-Rjo0 ¥ Riq 80n hidrégeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es

NR:i4, Y Ri~R11 ¥ Riq son hidrégeno, m y n son 1, y X es O
Compuestos especialmente preferidos se seleccionan de

Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,
Acido (1-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Aclido {1-[(2,2,2~tr1fluoro-etilamino) -metil] fciclohex1l}-

acético,
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Acido {1-[(3,3,3-Lrifluoro-propilamino) -melLrl]~circlohexil})~
acético, '
Acado la, 3B, 5B-(1-alilaminomatil-3, 5-dimetil-ciclohex1il) -
acético,
Acido la, 38,5p-(3,5~-dimetlil-1-prop-2-inilaminometil-
ciclohexil)-acético,
Acido la, 3B, 5p-(3, 5~dametil-1-[(2,2,2-trafluoro-etilamino) -

metil}~ciclohexil}-acélico,

-

Acido la, 3B, 5B-{3,5-dimet11-1-[(3, 3, 3-trafluoro-propilamino) -

metil]-ciclohexll)}-acético,

Acido trans- ( (1R, 3R) ~1-alilaminometdl~3-metil-ciclohexil)-
acético,

I w
Acido trans—( (1R, 3R)-3-metil-1-prop-2-inilaminometil-

clclohexil)-acético, .

Acido trans-{ (1R, 3R) -3-met1l-1-[(2,2,2-tr1fuoro-etilamino)~
metil]~ciclohexil}-acético,

Acido trans-{(1R,3R)-3-met1l-1-[(3,3,3-tr1fluoro-propilamino)-
metil]~ciclohexil}-acético,

Acido trans-{(1R,3R)-3-metil-1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil)-acétaco,

Acldo la, 3B,5B-{3,5-dimet11-1-[(4,4,4-tri1fluoro-butilamino)}~

metil]-ciclohexil}-acético,

Acido 1a,3ﬂ,50—{1-[(clclopropllmetll-amlno)-met;l]:?,s-dlmetll-

ciclohexil)-acético,
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Acado trans-{ (1R, 3R)-1-[ (caclopropilmetil-amino)-metal]-3-
metil-ciclohexil}~acético, ’
Acido trans—((1R,3R)-3—met11—1—met11am1nomet11—c1c10hex£l)—
acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-1l-etilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,

Acado trans-((1R, 3R)-3-metil-l-propailaminometil~ciclohexil) -
acético,

Acido trans-{ (1R, 3R} -1-butllaminometil-3-metil-ciclohaxil)-
acético,

Acido Lrans-((1R, 3R)-1-hidroximetil-3-met2l-ciclohexil)-
acético,

Acido 1a,3D,5B-{1—[(h1drox1met11—1-am1noiLmEt11]—3,5—d1met11—
ciclohexil}-acético,
Clorhidrato del aAcido 1w, 33, 5B~ (1-aminomet11-3, 5-diet1l-
ciclohex1l)-acétaico,

Clorhidrato del acido Ltrans-{1R, 3R) (1-Aminomet1il-3-metil-

ciclohexil)-acético,
Clorhidrato del acido (l-aminometil-2-metil-ciclohexil) -
acético,

Clorhidrato del A4cido (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-

acético,

Clorhadrato del &cado () -(trans)-(l-aminometil-3, 4-dimetil-

+
ciclopentil)-acétaico,

e
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Cloxrhidrato del &cido (cis/Lrans)-(3R)-(l-aminometil-3-metil-

ciclopentil) -acético,
]

Clorhidrato del 4&cido (+)-{trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-

ciclopentil)~-acético,

Clorhidrato del A&cido (4)-{(trans)-{(l-aminomet:l-3,4-dimet1il-
ciclopentil}-acético,

Clorhidrato del dcido la, 30, 5p- (1-aminomet1l-3, 5-dimetil-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del dcido la, 3B, 5B~ (3, 5-dimet1l-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3B,5B8-(l-etilaminometil-3,5-

dimetil~circlohexil)-acéLico, .
[ ]

»w

Sal de clorhidrato del &cido 1«,3[},5B-(1-bencilamino-metil})-
3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Acido 1la, 3p,5f-(l-dimetilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &caido 1la,3p,5B-(l-butilaminometil-3,S5-
dimetil-ciclohexil)-acélico,

Sal de clorhidrato del acido la,3p},5B-{1-[ (bencil-metil-amina)-
metil)-3,5-dametil-ciclohex1il}-acetico,

Sal de clorhidrato del dcado  1la, 3P, 50-(3,5-dimetlil-1-
metilaminoetil-ciclohexil)-acético,

Acido lu,BB,5B-[1-(acet11am1no-met11)—3,5-d1met11—51clohex11]-

acético!
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Sal de clorhidrato del &cido 1la,3[},5p-{(1-(1sobutilamino-metil)-

3,5~dimetil-ciclohexil]-acético,
1

Sal de clorhaidzalo del acido la, 3p3,5p-(3,5-dimetil-1-
(fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del acido la, 3B,5(-(3,5-dimet1l-1-[(3-fenil-
propilamino) -metil]-ciclohexil}-acético

Sal de clorhidrato_ del &cido ([l1l-[(ciclobutil-amino)-metil]-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido 1le,3p,5p~(1-(isopropilamino-
metil)~3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acéiico, .
Sal de sodio del Acado 1-am1nometil-l—cxclspe;tano-acético,

Sal de sodic del acido l1-(hidroximetal)ciclohexano-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido {1-[(2-metil-butilamino)-metil]-~
ciclohexill-acético,

Sal de clorhadrato del &cido {1-[{4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metll]-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido ({(l-etilaminometil-ciclchexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[(ciclopropilmetil-amino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del dcido {1-{(2~-hidrexi-l-metil-

t
etilamino)-metil]-ciclohex1l}-acético,
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Sal de <clorhidralo del acido [1- (1sobutilamino-met1l) -
ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del &cado (1-prop11am1nomet11-ciclohexli)-
acético,

Sal de <clorhidrato del d&cido [1-(1sopropilamino-metal) -
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (1-ciclohexilaminometil~
ciclohexil) ~acético, y

Sal de clorhaidrato del dcido [1- (bencilamino~met1l) ~

ciclohexi1l]-acético

Varios de los compuestos descriptos por las Férmulas I, II y
III son conocidos -

Los compuestos de la Férmula A

u,,w—cuz—[-C-\-cHz——cooal

(CHZ):I A

en donde R; es hidrégeno o un radical de alquilo inferior y n
es 4, 5 0 6 son conocidos en la Patente Estadounidense Numero
4 024 175 y la Patente Estadounidense divisional NGmero
4 087 544 Los usos revelados son efecto protector contra el
calambre inducido por Jla tiosemicarbazida, acc;éﬁhprotectora
contra el calambre de cardiazol, las enfermedadeSAZerebrales,

la epirlepsia, los ataques de desvanecimiento, la hipocinesaa,
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y los Lraumas craneales, y el mejoramienio de las funciones

cerebrales Los compuestos son utiles en pacientes
]

geridtricos Las patenles se incorporan en la presente

invencidn como referencia

Los compuestos de la Férmula B

R3 Ry
| |
113NCH-C-CHyCOOH
|
R) B

o una sal farmacéuticamente aceptable de ellos, en donde R, es
un grupo alquilo de cadena recta o ram;f;c&da;que tiene de 1 a
6 Atomos de carbono, fenilo o cicloalquilo que tiene de 3 a 6
dtomos de carbono, R; es hadrégeno o met:ilo, y Ry es hadrégeno,
0 carboxilo son conocidos en la Patente Estadounidense Numero
5 563 175 y sus diversas divisionales Estas patentes se

incorporan en la presente i1nvencibn como referencia

La presente invenciédn también revela compuestos novedosos de

la Férmula 1V
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Re
X CO,H

Ry
Ry

Ry
R v

R;~R; son hidrégeno o alquilo,

X es NRs u O, )

Rs es hidrégeno o alquilo,

R¢ es hadrégeno, alquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxielcanoilo,
arilalguilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alquilcicleoalquilo,
halogenalgquilo trisustituado y en donde !R;ER. son cada uno
hidrégeno, entonces Rg no es h:.drbgeno o metilo, o una sal,
éster, prodroga o amida [armacéuE:.;amente aceptable de é1 Al
igual que los compuestos de las Formulas I, II y III, los
compuestos son utliles para el tratamienlio profiléctico vy
terapéutico de la retinopalia diabética, incluyendo el
tratamiento en la etapa de la retinopatia prediabética, en la
etapa de la retinopatia diabética no proliferativa y en la
etapa de la retinopatia diabética proliferativa

Los compuestos preferidos son aquellos de la Férmula IV en

donde R; y Ry son hidrégeno y R; y Ry son alquilo,.#R; y R, son

hidrégeno y R, y Ry son metilo, R;~R¢ son hidrégeno, R, es
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alquilo y R,~Rq4 soun hidrogeno, R; es metilo y R;-Ry 3on
hadrégeno, Rs; es hidrégeno, X es NRg, X es O, Rg es alquiloy Rg
es bencilo, Rg es acetilo, Rg es fenialquilo, Rg es
cicloalquale, Rg es traifluorocalquilo, Rg alquilcicloalquilo, Rs

es alcoxi, y R es alilo

Otros compuestos preferidos son aquellos de la Férmula IV en
donde R; y Ry son hadrégenoc y R; y Ry son metilo, R;-Ry son
hidrogeno, R; es metilo y R:-Rq son hidrégeno, Rs es hidrégeno,
X es NRg, R es alquilo, Rg e€s bencilo, Re¢ €3 acetilo, Rg ea
fenilalquilo, Rg @3 cicloalguilo, R es traifluorcalquilo, Rg

alquilcicloalquilo, Rg €3 alcoxi, ¥y Rg es alilo
1

-
-

Compuestos especialmenle preferidos ge seleccionan de

Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido (l-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acado {1-[(2,2,2~tr1fluoro-etilamino}-metil]-ciclohexil}-
acético,
Acido {1-[(3,3,3rtr1fluoro-propilamino) -metil)-ciclohexil)-
acético,
Acildo la,3p,5B~-(1-alilaminometil-3, 5-dimetil-ciclohexil) -
acético,
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Acado la, 33, 5}= ({3, 5-dimet1il-1-prop-2-inilaminometil-
clclohexil)-acélLico,

Acido 1w, 303, 50-{3,5-dimetrl-1-((2,2,2-trifluoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil)-acelico,

Acido la, 3P,5P-1 3,:‘3—d.|.me t1l-1-[(3,3,3-tri1fluocro-propilamino)~

metil]~-ciclohexil)-acético,

Acaido trans-({{1iR,3R)-1-alilaminometil-3-metil~ciclochexil) -
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)~-3-metil-l-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)-acétaico,

Acido trans-{ (1R, 3R} -3-metrl-1-[(2, 2, 2-trifuoro—-etilamino)~
metil]-crclohexil)-acélico, .

Acado trans—{(1R,3R)-3—met11—1—[(3,3,3—tr1f1;oro—propilam1no)-
metil]}-ciclohexil)-acético, -

Acido trans-{(1R,3R)-3-metil-1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acetico,

Acido le, 3P, 5p-{3,5-dimet11~1-1 (4,4, 4-trifluoro~butilamino)-
metil]-caclohexil}-acétaico,

Acido la,3pB,5B-{1-[(ciclopropilmetil-amino)-metil]-3,5-dimat1l-
ciclohexil)}-acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-1-[(ciclopropilmetil~amino)-met1l] -3~
metil-ciclohexil}-acétaico,

Acado trans-((1R,3R)—3-met11—1—metllamlnometll—élclohexz1)—

acético,
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Acido trans-({1R, 3R)-l-eLilaminometil-3-metil-ciclohexil)-

-

acético,

1
Acido trans~{ (1R, 3R} -3-met1l-1-propilaminometil-ciclohexil)-

acético,
Acido trans-( (1R, 3R) -1~butilaminometil-3-metil~ciclohex1il)-
acético,
Acide trans-( (1R, 3R) -1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil) -
acético,

Acido 1la,3B,5B-(1-[(hidroximetil-l-amino)-metil]-3,5~-dimetil-
ciclohexil)-acético,

Clorhidrato del acido la, 3P0, 5P~ (1-aminomet11-3, 5-dietal-
ciclohexil)~acético,

Clorhidrato  del dcado trans-(lR,BR)(1:Aéinomet11—3—metil—
ciclohexil) -acético,

Clorhidrato del acido {l-aminometil-2-metil-ciclochexil)-
acético,

Clorhidrate del Acido (l-aminometil-3,3~dimetil-ciclohexil)-

acético,

Clorhidrato del &cido ({f)-{trans)-{l-aminometil-3,4-dimetil-

ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del é&écido (cis/trans)-(3R)-(l-aminometil-3-metil-

ciclopentil)}-acético,

Clorhidrato del &cido (+)-(Lrans)-(l-aminometil-3,4-dimetili-
FJ

ciclopentil)-acético,
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ClorhidraLo del acido (1)=-{Li1anas)-{l-aminomeiil-3,4-dimetrl-
c1clopent11)—acet1co:

Clorhadrato del acado lu,3ﬂ,50-tl-amlnomet11-3,5-dimetil-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acado la, 3B,5p-(3,5~-dimet11-1~-
propilaminometil-ciclchexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1ua,3B,5p-(l-etailaminometil-3, 5~

dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del acade 1la,3p,5B~-(1-bencilamino-metil)-
3,5-dimetlil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del Acido 1la, 3fB,50-(l-dametilaminometil-~3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acetico, P »

~
Sal de clorhidrato del &cido 1la, 33, 5B-(1-butilaminometil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acétaco, i
Sal de clorhidrato del &acido le,3pB,5B8-{1-[(bencil-metil-amino)-
metil] -3, 5~-dimetil-ciclohexil}-acetico,
Sal de clorhidrato del dcido lw, 3p3,5p-(3,5-dimet1l-1-
metilaminoetil-ciclohexil)-acético,
Acado 1a,3p,50—[1-(acetllamlno-metll)—a.5-d1met11—c1clohexlll-
acético,

Sal de clorhidrato del acido la, 33, 5P~ (1~ (isobutilamino~-metil)~-

3, 5-dimetail-ciclohexil]-acétaco,
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Sal de clorhadrato del dcado la, 3B, 5P~[3,5-dimetil-1-

{fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético, '

1
Sal de clorhidrato del Acado 1u, 33, 58-{3,5-dimet1il-1-((3-fenil-
propilamino)-metil)-ciclohexil}~acético,

Sal de c¢lorhidrato del &cido {l-{{(ciclobutil-amino)-metil]-

ciclochexil}-acético,

Sal de clorhadrato del 4&cido 1la,3p,5B-(1-{1sopropilamino-
metil) -3, 5~-dimetil-ciclohexil]-acético,

Acido l1-aminometil-l-ciclohexano-acétaico,

Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético

Sal de sodio del dcido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido 1—(hldroxlmetll)cicl?hffano—acético.

Sal de clorhidrato del &cido ll-[(Z—metxl—bskllamlno)—met;l]-
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Aaclido (1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-
metil)-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhiadrato del &cido (l-etilaminometil-ciclohexal)-
acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[(ciclopropilmetil-amino)-
met11]-clclohexll}—afétxco,

Sal de Gglorhidratoe del dcido {l1-[(2-hidroxi~1-metil-
etilamino}-metil]~ciclohexil}-acético,

Sal de clorhadrato del dcido [1-{1sobutilamino-metail) -

-
ciclohexal]-acético,
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sal de clorhidrato del 4&cido (l-propilaminometil-ciclohexil)-

acétlico,

Sal de <clorhidrato del acado [1—(1soprop1lamino—met1i)-
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadrato del acido (l-ciclohexilaminometil-
ciclohexil)-acético, y

Sal de clorhidrato del acido {1~ {bencilamino-metail} -

clclohexil]-acético

La presente invencién es también una composicidébn farmacéutaica
que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o

mas compuestos de la Férmula Iv Yy un portador

ey

farmacéuticamente aceptable

Los compuestos de la I'é6rmula I1I, tales como la gabapentina,
son utiles para tratar daversas condiciones tales como un
trastorno neurodegeneratavo (US 5 084 479), la depresidn (US
5 025 035), la ansiedad/péanico {us 5 792 796}, la
mania/trastornos baipolares (US 5 510 381), las enfermedades
antiinflamatorias (WO 98 158641), la lesién gastrointestainal
(WO 99 108670), el glaucoma y el dolor Como los compuestos de
la Férmula II y de la Férmula IV funcionan ambos para afectar
la via del BCAl y afectar la sintesis del glutamato, que esté

involucrada en cada una de las condicicnes “mencionadas

anteriormente, los compuestos de la Férimula IV son utiles para
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tratar las condiciones Por lo tanto, la presente invencién
tambien se refiere al uso de los compuestos de la Férmula IV
para tratar cada unc o miAs de uno de los trastorl:nos
neurodegenerativos (que 1incluyen en forma no taxativa ALS,
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer), la
depresién la ansiedad/piénico, la mania/trastornos bipolares,

las enfermedades antiinflamatorias, el glaucoma, el dolor o la

lesi6n gastroantestinal

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 Esquema que mueslra la lanzadera de BCAIl en la
retina La caracteristica de lanzan:lera'L “ast4 resaltada Yy
muestra cémo los aminodcidos de cadena ramificada en la glia
pueden transaminar un u-cetoglutarato para formar un
glutamato El1 producto de BCKA se difunde en el intersticiro
{mostrado en gris) hacia las neuronas donde es convertido
nuevamente en el amincdcido de cadena ramificada mediante la
transaminacién c¢on glutamato a través del BCATc Las
abreviaturas son las siguientes BCAA = amino&cido de cadena

ramrficada, GLU = glutamato, GLN = glutamina, Gln’asa =
glutaminasa, pyr = piruvato, PC = carboxilato de piruvate, akG

= da-cetoglutarato, BCATm = aminotransferasa, de cadena
-

ramifaicada de la milLocondria, BCAIc = aminotransferasa de



¥

731

cadena ramificada c¢i1lusolaca, BLCKA = cetodcado de cadena

,

ramificada, GDH = deshidiogenasa de glutamato

Figura 2 Efecto de 1la concentracidén de paruvato en la
incorporacidn de H''CO: en glutamato mas glutamana (A) y en el
piruvato mas lactato (B) por retinas ex vivo Se incubaron
hemi-retinas a 37°C en condiciones est&ndar con HCO; a 25 mM

durante 20 minutos El piruvato en el medio eataba a 0,2 o 5

mM Los valores mostrados son medio ¥ SEM {(n= 4, * p<0,05)
Abreviaturas gln+glu = suma de glutamina més glutamato,

pyr+lact = suma de paruvato etiquetado mds lactato

I »
Figura 3 Expresién de las 1soenzimas de BCAT en retinas de

ratas La extracciédn de tejidos, SDS-PAGE, e
inmunotransferencia se realizaron como se descrabié usando el
conjunto de deteccién de ECL Se usaron el anticuerpo de
péptido anti-BCAIlc de rata purificado por ainmunoafinidad

(1 1 000) y el anticuerpo anLi-BCATm humano

Figura 4 La influencia de 1la gabapentina (GBP) y los
aminodcidos de cadena ramificada sobre la incorporacién de
HYCO; en el glutamato mds glutamina por retinas ex vivo Se
incubaron semiretinas a 37°C en condiciones estdndar con H!'CO,

a 25 mM y piruvato a 0,2 mM durante 20 minutos’ En algunos

casos la gabapentina (a 1 mM) se incluyd en el medio de
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incubacién y en olros se aincluyé GBP (a 1 mM) mas los tres

aminoidcidos de cadena ramificada (a 0,2 mM) Los valores
[}
mostrados son medios  SEM de HCO; incorporado en glutamato mas

glutamina en 20 minutos (nm4, * p<0,001, **  p<Q,01)
Abreviaturas gln+glu = suma de glutamina etiquetada mas

glutamato

Figura 5 1Influenclia de la concentracién de la gabapentina
{GBP) en la incorporacion de H'‘CO; en glutamato y glutamina en
retinas ex vivo Las condiciones fueron similares a aquellas

de la Figura 4, salvo por la concentracidén de la GBP Los

valores mostrados son medios % SEM (n=6-7, * p<0,05)
I »
Abreviaturas GLN+GLU = suma de glutamlﬁh mas glutamato,

LACT+TCA = suma de lactalo mAs inteymedios del ciclo de TCA

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al descubrimiento de que la
inyeccién aintraocular de glutamato produce 1la pérdida de
células ganglionares que estd relacionada con las prameras
etapas de 1la retinopatia diabédtica (Vorwerk et al, IOVS
37 1618-1624 (1996)} y de que un inhibidor de la via de 1la
aminotransferasa dependiente de aminocacidos , de cadena

d’
ramificada, tal como la gabapentina por ejemplo, es efectivo
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en la inhibicidén de la sintesis del glutamato, previniendo asi
la retinopalia diabetlirca lPor consiguiente, la presente
invenciédn proporciona un método para el tratamL;nto
profilactico y terapeutico de la retinopatia diabética, gque
incluye el tratamiento de la etapa de retinopatia
prediabética, la -etapa de la retinopatia diabética no
proliferativa y la etapa de la retinopatia diabética
proliferativa Por “profiladctico” se entiende la protecclén,
total o parcial, de la retinopatia diabética, en particular el
edema macular diabétaic Por *“terapéutico” se entiende el
mejoramiento de la retinopatia diabética, propiamente dicha, y

la proteccién, total o parcial, de otra retinopatia diabética,

en particular el edema macular diabético s

El método comprende la administracidn de un inhibidor de la
via de la aminotranaferasa dependiente de aminoAcidos de
cadena ramificada, en una cantidad suficiente para tratar la
retinopatia en foyma profildctica o terapéutica Cualquier
inhibidor de la wvia de la aminotransferasa dependiente de
aminodcidos de cadena ramificada puede ser usado en el método
de la presente invencién en la medida en que sea seguro y
eficaz Ef la presente invencaidn, “anhibidor de la
aminotransferasa dependiente de aminodcidos de cadena
ram:ficada (BCAT)” se usa para referirse a tales “compuestos Yy

ha de abarcar todos los compuestos que afectan la via de la
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aminotransferasa dependiente de aminodcidos de cadena
ramlificada en alguno o Lodos los puntos en la via )

Preferentemente, el inhibidor de la BCATIl es un compuesio de
las Férmulas I, II y/o III, descriptas anteriormente, o un
andlogo que inhibe la via de la BCAI o una prodroga de él, o
una 8sal, ester, o amida farmacéuticamente aceptable de

cualquiera de los precedentes

A menos que se 1indiqgue lo contrario, nos adherimos a las

siguientes definiciones en toda la invencién

“Alquilo” significa un radical de hfﬂrscarburo recto o
ramificado que tiene de 1 a 10 A&tamos de carbono (a menos que
se indique lo contrariec) e 2incluye, por ejemplo, metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo,
terc-butilo, n-peniilo, isopenLilo, n-hexilo, y similares
“"Halégeno” incluye fluor, cloro, brome y yodo

“Alquenilo” s;gnlflca radicales de hidrocarburo recto vy
ramificado que tiene de 2 a 6 a4tomos de carbono y una unabdn
doble e incluye etenilo, 3-buten-l1-ilo, 2-etenilbutilo, 3-
hexen-l-1lo y similares

“Alquinilo” significa radicales de hidrocarbufo recto Y

ramificado que tiene de 2 a 6 Atomos de carbono Y una unién
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triple e incluye etinilo, 3-bulin-l-ilo, propinilo, 2-butin-l1-
1lo, 3-pentin-]l-1lo y 9imilares

“Cicloalquilo” sagnifica un grupe hidrocarbilo monociclico o
policiclico tal como ciclopropilo, cicloheptilo, caclooctilo,
ciclodecilo, ciclobutilo, adamantilo, norpinanilo, decalinilo,
norbonilo, ciclohexilo, y ciclopentilo Tales grupos pueden
ser austituidos con grupos tales como hidroxa, ceto ¥y
similares También estan incluidos los anillos en los cuales 1
a 3 heterodtomos reemplazan carbonos Tales grupos se
denominan “heterociclo”, que significa un grupo cicloalquilo
gue también lleva al menos un hetercdtomo selecionado de O, S,
o NR;, cuyos ejemplos son oxiranilo, plrroilalnllo, piperadilo,
tetrahaidropiranco, plperazaniloa, acilpiperazinilo,

pirrolidinilo y morfolana, sustituidos o no sustituidos

“"Alcoxi” se refiere a los grupos alquilo mencionados
anteriormente unidos a través de oxigeno, cuyos ejemplos
incluyen metoxi, etoxi, isopropoxi, terc-butoxi y similares
Ademds, alcoxi se refiere a polieteres tales como -0-{CH;} 2-0-

CH; y s1milares

Los grupos ™“alcanoilo” son alqualo unidos a través de un
carbonilo, es decir C,-Cs5-C(0)- Tales grupos incld}en formalo,

acetilo, pripionilo, butirilo e isobutirile
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“Acilo” significa un grupo alquilo o arilo {Ar) unido a través
de un grupo carbonilo, es decir, R-C{0)- Por ejemplo, aéllo
incluye un alcanoilo de CC;-Cg, gque a1ncluye alcanoilo
sustituido, en donde la porcién de alquilo puede ser
sustituida por NR'‘R® o un grupo carboxilico o heterociclico

Los grupos acilo tipicos ancluyen acetilo, benzoilo vy

similares

Los grupos alquilo, alquenilo, alcoxa, y alguanilo descriptos
anterliormente son optativamente sustituidos, preferentemente
por 1 a 3 grupos seleccionados de NR'R®, fenilo, fenilo
sustituido, tio alquilo de C;-Cg, alcoxi J:ie C1-C¢, haidroxa,
carboxi, alcoxicarbonilo de C,-Cq, halo, nitrilo, cicloalquilo,
y un anillo carbociclico de 5'3 6 miembros que tiene 1 o 2
heterodtomos seleccionados de nitrégeno, nitrégeno sustituido,
oxigeno y azufre “Naitrégeno sustituido” significa un
nitrégeno que lleva alguilo de C;-C; o (CHz),Ph en donde n es 1,
2 6 3 La sustituciédn con perhalo y polihalo también esta

contemplada

Ejemplos de grupos alquilo sustituidos ancluyen 2-aminoetilo,
pentacloroetilo, trifluorometalo, 2-dietilaminoetilo, 2-
dimetilaminopropilo, etoxicarbonilmetilo, 3ffen11but110,

metanilsulfanilmetilo, metoximetilo, 3-hidroxipentilo, 2-
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carboxibulilo, 4-clorobutllo, 3-ciclopropilpropilo,
pentafluoroetilo, 3-morfolinopropilo, piperazinilmetilo, y 2-

(4—metilpiperazinil)etilo

Ejemplos de grupos alquainilo sustituados iancluyen 2-
metoxietinalo, 2-etilsulfaniletinilo, 4-(l-prperazinil)-3-
(butinilo}, 3-fenil-5-hexanilo, 3-dietilamino-3-butinilo, 4-

cloro-3-butinilo, 4-ciclobutil-4-hexenilo, y similares

Los grupos alcoxi sustituidos tiplcos aincluyen aminometoxi,
trifluorometoxi, 2-dietilaminoetoxi, 2-etoxicarboniletoxi, 3-
hidroxipropoxi, 6-carboxihexiloxi, y similares

(-

Ademas, los ejemplos de grupos alquilo, alquenilo y alquinilo

sustituidos aincluyen daimetilaminometilo, carboximetilo, 4-

dimetilamino-3-buten-1-1lo, S5-etilmetilaemino-3-pentin-1-1lo,
4-morfolainobutilo, 4-tetrahidropirinaidalbutilo, 3-
imidazolidin-1-1lpropailo, 4-tetrahadrotiazol-3-i1l-butilo,

fenilmetilo, 3-clorofenilmetile y similares

Los términos “Ar” y “arilo” se refieren a grupos aromaticos no
sustituidos y sustituidos Los grupos heterearilo tienen de 4
a 9 &tomos de carbono, de 1 a 4 de los cuales se seleccionan

independientemente del grupo formado por O, § Y N Los grupos

heteroarilo tienen 1 o 2 heterodtomos en un anillo aromatico
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de 5 o 6 miembros Los sistemas de anillos aromiticos mono y
biciclicos estdn aincluidos en 1la definicién de arilo vy
hetercarilo Los grupos arilo y heterocarilo tipicos J.ncl;.lyen
fenilo, 3-cloxolenilo, 2,6-dibromofenilo, piraidilo, 3-
metilpiridilo, benzotienilo, 2,4,6-tribromofenilo, 4-
etilbenzotienilo, furanilo, 3,4-dietilfuranilo, naftilo, 4,7-
dicloronaftalo, pirrcol, pirazol, imidazol, tiazol, Y

similares

Los grupos Ar preferidos son fenilo y fenillo sustituido por 1,
2, o 3 grupecs seleccionados independientamente del grupo
formado por grupos-alqullo, alcoxi, tio, tiocalquilo, hidroxi,
carbonilo, amino de la férmula -NR'R®;~ y TI(CH)aQR' o
T(CHz)=COzR* en donde m es de 1 a 6, T es O, S, NRY, N(O)RY,
NR*RSY, o CR'R®, Q es O, S, NR®, N{(O)R%’, o NR®°R®Y en donde R' y R®
son los descriptos anteriormente, y R’ es alquilo o alquilo
sustituido, por ejemplo, metilo, tricloroetilo, difenilmetilo,
Y similares Los g¢rupos alquilo y alcoxi pueden ser
sustituidos como se definid anteriormente Por ejemplo, los

grupos tipicos son <carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo,

hidroxialquilo, hadroxialcoxi, y alcoxialquilo

El simbolo “-* significa una unién

-+
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El término “paciente” significa todos los animales aincluyendo
les humanos Ejemplos de pacientes aincluyen humanos, vacas,

perros, gatos, cabras, ovejas y cerdos

Los compuestos de la piesente invencidé4n pueden existir en
formas no solvatadas asi como en formas solvatadas, que
incluyen 1las formas hidratadas En general, las formas
solvaladas, que incluyen las formas hidratadas, son
equivalentes a las formas no solvatadas y han de ser abarcados

dentro del alcance de la presente invencaén

Ciertos compuestos de la presente invencidén poseen uno o mis
centros gquirales y «cada centro puéhe; existir en la
configuracién R(D) © S(1) La presente invenciédn incluye todas
las formas enantioméricas asi como las mezclas apropiadas de

ellas

Los compuestos de las Foérmulas I, II y III son capaces de
formar ademids analogos farmacéuticamente aceptables que
comprenden sales, ésteres, amidas y prodrogas Como se usa en
la presente invencién, el termino “sales, ésteres, amidas V4
prodrogas Ffarmacéuticamente aceptables’ se refiere a aquellas
sales de carboxliato, sales de adicién de amino&cidos,

ésteres, amidas y prodrogas de los compuestos de’ la presente

invencién que son, a juicio del médico, adecuados para su uso
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en contacto con los Lejidos de los pacientes sin toxicidad,
irraitacién, respuesta alérgica indebida, Yy similares,
conmensurable con una relacién riesgo/beneficio razonablé Yy
efectivos para el uso para el cual estén destinados, asi como
las formas zwiteridénicas, cuando son posibles, de los
compuestos de la invencion El término “sales” se refiere a
las sales de adicion Acidas 1inorgdnicas y organicas,
relativamente no téxicas de los compuestos de la presente
anvencién Estas ales pueden prepararse en el lugar durante el
aislamiento y la purificacién finales de los compuestos o
mediante la reaccién por separado del compuesto purificado en
su forma de base libre con un 4cido orgénico o inorgdnico
adecuado y el aislamiento de la sal asi fo}m;da y que 1incluye,
en forma no taxativa, las sales de .adicién acidas y/o béasicas,
solventes, N-6xados de un compuesto de las Férmulas I, II y
ITI Esta ainvencién también proporciona formulaciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto de las Férmulas I,
II o III 3junto con un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable de ellos La totalidad de estas
formas eatidn dentro de la presenle invencidn

Las sales de adicidén &cidas farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de las Férmulas I, II y III incluyen sales
derivadas de &cidos inorganicos tales como &cido &lorhidrico,

nitrico, fosforico, sulfuraico, bromhidrico, yodhidrico,

X
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foaforoso, y similares, asa como las sales derivadas de acidoa
organicos, tales como los Acados wmono o dicarboxilicos
alifidticos, Acidos alcanoicos sustituidos con fenllo, &cidos
hidroxi alcanoicos, acidos alcanodiolicos, &cidos aroméaticos,
dcidos sulfénicos alifadlLicos y aromdticos, etc Tales sales
entonces incluyen sulfalo, pirosulfato, bisulfato, sulfito,
bisulfito, nitrato, fosfato, monhadrogenfosfato,
dihidrogenfosfato, metafosfato, parofosfato, cloruro, bromuro,
yoduro, acetato, propionato, caprilato, iscbutirato, oxalato,
malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato,
mandelato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato,
dinitrobenzoato, ftalato, bencensulfonato, toluensulfonato,
fenilacetato, citirato, lactato, mzlsato, tartrato,
metanosulfonato, y similares Tamblén estdn contempladas las
sales de aminoicidos tales como arginato, gluconato,
galacturonato, y similares, ver, por ejemplo, Berge et al,
“Sales Farmacéuticas”, J of Pharmaceutical Science,

1977,66 1-19

Las sales de adicién d&cidas de los compuestos bésicos se
preparan poniendo a la forma de base libre en contacto con una
cantidad suficiente del Acido deseado para producir la sal en
la forma convencional La forma de base 1libre puede ser

regenerada poniendo a la forma de sal en contacto &on una base

y aislando a la base libre en la forma convencional Las
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formas de base libre difieren algo de sus respectivas formas
de sal en cierLas propiedades £fisicas tales como la
solubilidad en solventes polares, pero de lo contrario las

sales son equivalentes a su respeclLiva base libre para los

propbsitos de la presente invencidn

Las sales de adicién béAsicas farmacéuticamente aceptables 3e
forman con metales o aminas, tales como hidréxidos de metales
alcalinos y alcalinotérreos, o aminas orgdnicas Ejemplos de
los metales usados como caliones son sodio, potasio, magnesio,
calcio y similares Los ejemplos de aminas adecuadas son N,N’ -
dibenciletilendiamina, cloreoprocaina, colana, dietanoclamina,
etilendiamina, N-metilglucamina, y procaxné.ﬁVer, por ejemplo,
Berge et al, mencionado anteriormente

Las sales de ad1c169 bésicas de compuestos &cidos, se preperan
ponliendo en contacte la forma &cida libre con una cantidad
suficaente de la base deseada para producir la sal en la forma
convencional La forma &cida libre puede regenerarse poniendo
a la forma de sal en contacto con un Acido y aislando el Acido
libre en una forma convencional Las formas &cidas libres
difieren algo de sus respectivas formas de sal en clertas
propiedades fisicas tales como la solubilidad en solventes

L

polares, pero de lo contrario las sales son equzvaf@ntes a sus
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respectivo acido libre para los propdésitos de la presente

invencLén

Los ejemplos de ésteres no toxicos, farmacéuticamente
aceptables de los compuesLos de esta invencién incluyen los
ésteres de alquilo de C~C¢s en donde el grupo alquilo es una
cadena recta o ramificada Los ésteres aceptablea también
incluyen los esteres de cicloalquilo de C;-Cs asi como los
ésteres de arailalgquilo tales como, en forma no taxativa,
bencilo Los ésteres de alquilo de C;-Cy son preferidos Los
ésteres de los compuestos de la presente invencidn pueden

prepararse de acuerdo con métodos convencionales
I

e

Los ejemplos de amlidas no tdxicas, farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de é;ta ianvenciédn incluyen amidas
derivadas de amoniaco, aminas primarias de alquilo de C;-Cs y
dialquilaminas de C;-C¢ secundarias en donde los grupos alquile
son cadenas rectas o ramificadas En el caso de las aminas
secundarias, la amina Lambién puede estar en la forma de un
heterociclo de 5 o 6 miembros que contiene un 4tomo de
nitrégeno Las amidas derivadas de amoniaco, aminas primarias
de alquilo de C;-C; y aminas secundarias de dialquilo de C;-C;
son preferidas Las amidas de los compuestos de la invenciédn

Fd

pueden prepararse de acuerdo con métodos convencioniles
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El término ‘“prodroga” se refiere a compuestos que Seon
transformados rapidamente en vivo para dar el compudsto
parental de las Férmulas precedentes, por ejemplo, éor
hidrélisis en sangre Se preporciona una discusidén completa en
T Higuchyr y V Stella, “Prodrogas como Sistemas de Suministro
Novedosos’, Vol 14 de la ACS Symposium Series, y en
Portadores Biorreversibles en el Diseflo de Drogas, ed Edward
B Roche, MAmerican Pharmaceutical Association and Pergamon
Press, 1987, ambas incorporadas en la presente invencidén como
referencia En general, una prodroga es una droga que ha sido
modificada guimicamente y puede ser blolégicamante lnactiva en
su lugar de accidén, pero que puede ser degradada o modaficada

I w»
por unoc © més procesos enzimiticos u otrds vprocesos en vivo

hacia la forma biocackiva parental en vivo

Una cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad de un
compuesto de las Férmulas I, II o III, que cuando se

administra a un paciente, mejora un sintoma de la enfermedad

El inhibidor de 1la BCAI, que es preferentemente un compueato
de las Férmulas I, II y/o III, un andlogo que inhibe la via de
la BCAT de las Férmulas I, II y/o III, una prodroga que inhibe
la via de la BCAT de las Férmulas I, II y/o III, o una sal
farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los ;}ecedentes,

puede administrarse de acuerdo con el método de la presente
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invencion mediante cualquier via Las vias de administracién
adecuadas incluyen la via sistémica, tal como oral o de
inyeccion , tépica, intraocular, periocular (por ejempio,
subTenon’s), subconjuntiva, subretinal, supracoroidal Y
retrobulbar La forma en que se administra el inhibidor de la
BCAT depende, en parte, de s1 el tratamiento de la retinopatia
es profilactico o terapéutico La forma en que se administra
el inhlbidor de la BCAT para el tratamiento terapéutico de la

retinopatia depende, en parte, de la causa de la retinopatia

Por ejemplo, dado que la diabetes es la prancipal causa de la
retinopatia, el inhibidor de 1la BCAT puede administrarse
profilécticamente tan pronto como se deéeéka el estado de
retinopatia prediabética Para el tratamiento profilactico de
la retinopatia que puede derivar de la diabetes, el inhibador
de la BCAT preferentemente se administra en forma sistémica,
por ejemplo, por via oral o de inyeccién Para el tratamiento
terapéutico de la relLinopatia diabética no proliferativa, el
inhibidor de la BCAT puede administrarse en forma sistémaica,
por ejemplo por via oral o de inyeccidén, o aintraocular La
retinopatia diabética proliferativa puede ser tratada
terapéuticamente mediante la administracion del inhibidor de
la BCAT por via aintraocular, tépica, subconjuntaiva o

periocular {por ejemplo subTen’s), por#¥ ejemplo

Preferehtemente, el- inhibidor de 1la BCATl se administra por
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via i1ntraocular, tépica, subconjuniLiva o' periocular (por
ejemplo, subTenon’s) para el tratamiento profilactaivo, o
terapeutico de la relinopatia, antes, durante o después de|1a
extraccién gquairtirgica de un tejido cicatrizado de un ojo,
generado durante la neovascularizacidn durante Jla etapa

diabética proliferativa

El inhibidor de la BCAT preferentemente se administrs tan
pronto como es posible después de que se ha determinado gue un
animal, tal comoc un mamifero, especificamente un humano, esté
en riesgo de retihopatia (tratamiento profilldctico) o ha
comenzado a desarrollar retainopatia {(tratamiento terapéutico)

El tratamiento depende, en parte, del Léhﬁgldor de la BCAT
particular que se use, de la cantidad del inhibidor de la BCAT
administrada, de la via de admi‘ﬁ:.stracién, y de la causa Yy

medida, si1 hubiera, de la retinopatia desarrollada

Un conocedor del arte aprecirard que los métodos adecuados para
administrar un inhibidor de la BCAT, que es Gtil en el método
de la presente invencidn, estin disponibles Aunque se puede
utilizar mds de una via para administrar un inhibidor de la
BCAT particdlar, una via particular puede proporcionar una
reaccaién mAs ainmediata y mas efectiva que otra via Por

consiguiente las vias de administracién desdriptas son

simpleménte ejemplos y no son de ningin modo taxativas
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La dosis administrada a un animal, particularmente un humano,
de acuerdo con la presente invencién, debe ser suficiente p;ra
producir la respuesta deseada en el animal en un marco de
tiempo razonable Un experto en el arte reconocerd que la
dosificaciédn depende de una variedad de factores, gque incluyen
la resistencia del ainhibidor de la BCAT particular empleado,
la edad, la especie, la condicién y el estado de la
enfermedad, y el peso corporal del animal, asi como la
cantidad de la retina que estéd a punto de ser afectada o que
estd afectada realmente por la retinopatia El tamafio de la
dosls también sera determinado por la wvia, el ritmo y la
frecuencia de 1la administracidén asi éém& la existencaa,
naturaleza y nivel de cualquier efeclLo c¢olateral adverso que
pueda acompafar a la administracién de un ainhibidor de la BCAT
particular y el efecto fisiolégico deseado Un experto en el
arte apreciard gque diversas condiciones o estados de
enfermedad, en particular, condiciones o estados de enfermedad
crénicos, pueden requerir un tratamiento prolongado que
consiste en multiples administracirones

Las dosis "y los - regimenes de dosificacion pueden ser
determinados por técnicas convencionales gque hallan la gama

conocidas para los expertos en el arte En Qgeneral, el

tratamiénto se inicia con dosificaciones mis pequeidas, que son
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inferiores a la dosis optima del compuesto Luego, la
dosificaciédn es aumentada en pequefios incrementos hasta que se
alcanza el efecto éptimo segun las caircunstancaas El método
de la presente ainvenciédn tipicamente consiste en la
administracion de 1 mg/kg/dia a 100 mg/kg/dia, preferentemente
de 15 mg/kg/dia a 50 mg/kg/dia , s1 se administra en forma
sistémica La admimistracion aintraocular tipicamente consiste
en la administracién de 0,1 mg a 5 mg en total,
preferentemente de 0,5 mg en total a 1 mg en total Una
concentracion preferida para la administracaidn tépica es de

100 mu M

Las composiciones para su uso en el mégods de la presente
invencidn preferentemente coTprenden un portador
farmacéuticamente aceptable y un; cantidad de un inhibador de
la BCAT suficiente para tratar la retinopatia en forma
profildctica o terapéutica L[l portador puede ser cualquiera
de aquellos gque se usan convencionalmente y estd limitado
solamente por consideraciones fisicoquimicas, tales como la
solubilidad y la falla de reactividad con el compuesto, y por
la via de administracién Un conocedor ordinario del arte
apreciara que, ademds de las siguientes composiciones
farmacéuticas descriptas, el inhibidor de 1la BCAT puede
formularse como composiciones poliméricas, cdﬂplejos de

inclusibn, tales como complejos de inclusidn de ciclodextraina,
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liposomas, microesferas, microcédpsulas y similares (ver, por
ejemplo, las Patenise Lstadounidenses Nos 4 997 652,
5 185 152 y 5 718 922)

El inhibidor de la BCAl puede formularse como una Ssal de
adicién farmacéuticamente aceptable Los ejemplos de sales de
adicién farmacéuticamente aceptables para su uso en la cmp
farmacéutica incluyen aquellas derivadas de &cidos minerales,
tales como dcado clorhidrico, bromhidrico, fosféraco,
metafosfdédrico, nitrice, y sulfurico, y de 1los &caidos
orgénicos, tales como 4&cido tartérico, acético, citrico,
malico, lactico, Fumdrico, benzoico, glicédliceo, g¢glucdnico,
succinico, arilsulfénico, por ejemplo, acido P-

I =
"

toluensul fénico

Los exciplentes farmacéuticamente aceptables descraiptos en la
presente ainvencidn, por ejemplo, vehiculos, coadyuvantes,
portadores o diluyentes, son conocidos para los expertos en el
arte y el publico puede consequirlos facilmente Se prefiere
que el portador farmacéuticamente aceptable sea uno que sea
quimicamente lnerte para el inhibidor de la BCAT y uno que no
tenga efectos colaterales perjudiciales o toxicidad en las
condiciones de uso

La eleccién del excipiente serid determinada en ;grte por el

inhibidbr de la BCAT parlicular, asy como por el método
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particular wusado para admipistrar la composicién Por
consiguiente, exaste una amplia variedad de formilaciones
adecuadas de 1la composicién farmaceutica de la preseﬁte
invencién Las siguientes formulaciones son simplemente

ejemplos y de nainguna manera son taxativas

Las formulacliones inyectables estén entre aquellas preferidas
de acuerdo con el método de 1la presente invencidn Los
requerimientos para los portadores farmacéuticamente efectivos
para las composiciones inyectables son conocidos por los
expertos en el arte (ver Pharmaceutics and Pharmacy Practaice,
J B Lippincott Co , Philadelphia, Pa , Banker and Chalmers,
eds , paginas 238-250 (1982), y Manual de ia:ASHP sobre Dxogas
Inyectables, Toissel, 4®* ed , paginas 622-630 (1986)) Se
prefiere que tales comp031c10ne;' inyectables se administren

por via intramuscular, intravenosa o intraperitoneal

Las formulaciones tépicas son conocidas para los expertos en
el arte Tales formulaciones son adecuadas en el contexto de
la presente invencién para la aplicacién a la piel El uso de
parches, protectores corneales (ver, per ejemplc, la Patente
Estadouniden3e No 5 i85 152) y de soluclones oftilmicas (ver,
por ejemplo, la Patente Estadounidense No 5 7210 182) y de

unglentos, por ejemplo, gotas oculares, estid tambi€n dentro de

la peritia del arte
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Las formulaciones adecuadas para la administracién oral
comprenden (a) soluciones liquidas, tales como una cant1&ad
efectiva del compuesto disuelto en diluyentes, tales como
agua, solucidén salina, o 3Jjugo de naranja, (b) cépsulas,
tabletas, grageas, que centienen cada una cantidad
predeterminada del angrediente activo, como sblidos o)
grénulos, (c) polvos, (d} suspensiones en un liquido
apropiado, y (e) emulsiones adecuadas las formulaciones
liquidas pueden incluir diluyentes, tales como agua vy
alcoholes, por ejemplo, etanol, alcohol bencilico y los
alcoholes de polietileno, con o sin el agregado de un agente
tensoactivo, agente de suspensién, o gg;nte emulsionador
farmacéuticamente aceplable Las formas de cépsulas pueden ser
del tipo ordinario de gelatina con recubrimiento duro o blando
que contienen, por ejemplo, agentes tensocactivos, lubricantes,
rellenos inertes, tales como lactosa, sucrosa, fosfato de
calcio, y almidén de maiz Las formas de tabletas pueden
incluir uno o mis de lactosa, sucrosa, manitol, almidon de
maiz, almidén de papa, acido alginico, celulosa
microcristalina, acacaa, gelalina, goma guar, diéxido de
silicio coloidal, sodio de croscomelosa, talco, estearato de
magnesaio, estearato de calcio, estearato de zainc, &cido

estdrico, y otros excipientes, colorantes, dlluyenfés. agentes

tampones, agentes desintegrantes, agentes humectantes,
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conservantes, agentes saborizantes, y excipientas
farmacéuticamente compatibles Las formas de grageas pueden
comprender el ingrediente activo en un sabor, generalmeﬁte
sucrosa Yy acacia o tragacanto asi como pastillas que
comprenden el ingredienlLe activo en una base inerte, tal como
gelatina y glicerina, o sucrosa y acaclia, emulsiones, geles, y
similares que contienen, ademds del ingrediente activo,

aquellos excipientes que con conocidos en el arte

La efectividad de una droga admanistrada oralmente depende del
transporte eficinete de la droga a través del epitelio de la
mucosa y de su estabilidad en la circulacidén enterchepética
Las drogas que son efectlvas después d; ia administracién
parenteral pero menos efectivas por la via oral, o cuya
semivida en el plasﬁh se considera demasiado corta, pueden ser

quimicamente modificadas en una forma de prodroga

La formulacién adecuada para la adminastracién parenteral
incluye soluciones de inyeccidn estériles isotdnicas, acuosas
Y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostatos, y solutos que hacen a la formulacién 1soténica
con la sangre del receptor al cual estd destinada, Yy
suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspensién, solubilizadores, agentes *espesantes,

estabilizadores, y conservantes El rnhibidor puede
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admninisirarse en un diluyenle fisiolégicamenie aceptable en un
portador farmacéutico, tal como un liquido esté&éril o una
mezcla de 1liquidos, gque 1incluyen agua, solucidn sallha,
dextrosa acuosa y soluciones de azucares relacionados, un
alcohol, tal como etanol, Lisopropanol, o alcohol hexadecilico,
glicoles, tales como propilenglicol o polietilenglicol,
sulféxido de dimetilo, cetales de glicerol, tales como 2,2,-
dametil~l, 3-dioxolano-4-metanol, éteres, tales como
poli(etilenglaicol) 400, un aceaite, un &cido graso, un éster o
glicérido de 4&cido graso, o un glicérido de &cido graso
acetilado, con o© s.n el agregado de un agente tensoactivo
farmacéuticamente aceptable, tal como wun 3jabén o un
detergente, un agente de suspensidn, ltéﬁ como pectina,
carbémeros, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, o
carboximetilcelulosa, o agent;s emulsionadores y otros
coadyuvantes farmaceuticos Los aceites, que pueden usarse en
formulaciones parenterales incluyen petréleo, acelites
animalesa, vegetales o sintéticas Ejemplos especificos de

aceites incluyen aceite de mani, de soja, de sésamo, de

semilla de algoddén, de maiz, de oliva, de petrolato y mineral

Los &cidos grasos adecuados para su uso en formulaciones

parenterales incluyen &cido oleico, &Acido esteédrico, y éacido
S

1soestearico El oleato de etilo y el miristato de 1sopropilo

son ejeiplos de ésteres de acidos grasos
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Los jabones  adecuados para su uso en formulaciones
parenterales 1incluyen sales de metales alcalinos grasbs,
amonio, y trietanolamonio, y los detergentes adecuados
incluyen (a} detergentes catidnicos tales como, por ejemplo,
haluros de dimetil dialqutl amonio, y haluros de alquil
piperidanio, (b) detergenies anibnicos tales como, por
ejemplo, sulfonatos de alquilo, arilo y olefina, sulfatos de
alquilo, olefina, éter y monoglicérido, y sulfosuccinatos, lc)
detergentes no iénicos tales como, por ejemplo, éxidos de
amina grasos, alcanclamidas de Acidos grasos, y copolimeros de
polioxietileno polioxipropaleno, (d) detergentes anféteros
tales como, por ejemplo, alqu1l-p-amlnoproglanatos, y sales de

amonio cuaternario de 2-alquil-imidazolina, y (e) mezclas de

ellos

Las formulaciones parenterales tipicamente contienen un 0,5% a
25% en peso del ingrediente activo en solucidn Se pueden usar
conservantes y tampones Para minimizar o eliminar la
irritacién en el sitio de la infeccién, tales composiciones
pueden contener unc ¢ més agentes tensoactivos no i1énicos que
tienen un balance hidréfilo-lipéfilo (HLB) de 12 a 17

La cantidad del agente tensoactivo en tales fgrmulaciones

tipicamente estd en la gama del 5% al 15% en peso Los agentes



tensoactivos adecuados 1ncluyen los ésteres de Acldo graso de
polietilen sorbitan, Lales como monooleato de sorbitan y los
agregados de peso molecular alto de 6xido de etileno con Lna
base hidréfoba, formados mediante la condensacidn de Oxido de
propileno con propilenglicol Las formulaciones parenterales
pueden presentarse en recipientes sellados de dosis unitarias
o de dosis miltaiples, tales como ampollas y tubos, y pueden
almacenarse en una ceondicién secada por congelacién
{(liofilizada) que regquiere solamente el agregado del
excipiente liquido estéril, por ejemplo, agua, para las
inyecciones, inmediatamente antes del uso Las soluciones Yy
suspensiones para lnhyecciones extemporaneas pueden prepararse
a partir de polvos, grdnulos y tabletas e;téilles de la clase

descripta anteriormentLe

Tales compoaiciones pueden formularse como formulaciones
antraoculares, formulaciones de liberacién sostenida o
dispositivos (ver, por ejemplo, la Patente Estadounidense No

5 378 475) Por ejemplo, se puede usar gelatina, sulfato de
condroitina, un polifosfoéster, tal como bis-2-hidroxietil-
tereftalato (BHET), o un 4&caido polilactico-glicélico (en
diversas proporcionas), para formular formulaciones de
liberacién sostenida Los implantes (ver, por ejemplo las

Patentes Cstadounidenses Nos 5 443 505 5’553 224 y

4 997 652), dispositivos (ver, por ejemplo, las Patentes
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Eastadounidenses Nos 5 454 18/, 41 863 457, 5 098 443 Y
5 725 493), tales como un dispositaivoe amplantable, por
ejemplo, un depdsito mecdnico, un dispositivo intraocular olun
dispositivo extraocular con un conducto intraocular (por
ejemplo, de 100 mu a 1 mn de diamelro), o un implante o un
dispositivo compuesto por una composicion polamérica como las
descriptas anteriormente

El método de la presente invencién puede también consaistir en
la co-administracién de otros compuestos farmacéuticamente
activos Por “co-administracidn” se entiende la administracién
antes, simult&neamente con, por ejemplo en combinacién con el
inhibidor de la BCAT en la misma ‘ f;rmulacibn o en
formulaciones separadas, o después de la administracién de un
inhibador de la BCA1 como los descriptos anteriormente Por
ejemplo, los cortlcosLer0£Fea, por ejemplo, prednisona,
metilprednisolona, dexametasona, o triamcinalona acetinida, o
compuestos antiinflamatorios que no continen
corticosteroades, teles como ibuprofeno o flubaiprobeno, pueden
ser asi co~administrados En forma similar, las vitaminas y
minerales, por ejemplo, zinc, antioxidantes, por ejemplo
carctenolrdes (tales como zeaxantina o luteina) y los

micronutrientes pueden ser co-administrados
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Esquemas sintéticos generales para preparar compuestos de las

Férmulas I-IV '

EJEMPLO 1 Clorhidrato del Acido trxans-(lR,3R) (l1-aminocmetil-3-

metil-ciclohexil) —-acetico

HN ., _om
S S PR
' L‘ s, CN
o, @, 6" e,
e e, ) "o
COXs ©
NH
L, Lew | T e
) () (1) o .
oy “y, -

(1) EtO2CCH,CN, NH4Ac, AcOH, Tolueno, 120°C
(1i) a NaCN, EtH (95%), H20, 115°C,b HCl(qg)
(111) EtOH, HCl{g), Tolueno

(1v) HCl1l, H0

(v) Ha, EtOH/NH;_, N1 Raney, 30°C-35°C

(vi}) HCl1l, Hz0, 140°C

Paso i Etal éster del doido 2-acrano-{((R) -3-motil-

clclohexilideno) —acético

T
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Una mercla de 3-(R}-metilciclohexanona {125 mmol},
clanocacetato de etilo (174 mmol), acetato de amonio (12,5
mmol) y é&cido acético glacial (24 mmol) se refluyeron con Gna
trampa de Dean Stark durante 24 horas La mezcla se enfrié y
se lavd con Hz0 Los lavados con H;O se extrajeron con tolueno

Los extractos de tolueno se combinaron con la capa orgdnica
original, se secaron sobre MgSO, y sSe evaporaron con un
solvente El aceite crudo se purificd mediante destilacidén de

Kugelrohr para dax un aceite (Temperatura del horno de punto

de ebullicion 150°C-160°C) Rendimiento del B6%

IHNMR (CDC1l,;) 400 MHz & 1,01-1,05 (3H, m), 1,17-1,32 (1lH, m),
1,35 (3H, t, J=7 Hz), 1,42-2,30 (6H, m), 2,98 (1H, d, J=13
Hz), 3,74 (1H, d, J=13 Hz), 4,27 (2H, q, J=; ﬁh)

MS (CI) m/z 208 (MH')

Analisis C;2H;sNO; Calculade C 69:54 HB,27T N G6,76

Hallado C 69,44 H 8,22 N 6,76

Paso i1i trans-(1R,3R)-1-Cirancmetil-3-metil-

oirclohexanocarbonitrilo

A una solucidén de NaCN {40 mmol) en 6 ml de Ha Y 160 ml de
etanol (95%), se agregd etil éster del &cido 2-clano((R)-3-
metil-cicloehxilideno)-acético (40 mmol) Pasadas 22 horas en

reflujo la solucién enfriada se Ffiltrd, el f&ltrado se

acidificd con HCl gaseoso y se filtré nuevamente E1 solvente
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y el aceirte crudo se purificd mediante cromatografia de
columna para dar un sélido cristalino de color amarillo
palido Rendimiento del B88% '
'HNMR (CDCl;) 400 MHz & 0,90 (1H, m), 0,98 (3H, d, J=6 Hz),
1,11 (1H, t, J=12 Hz), L.,38 (14, dt, J=4, 9 1iz), 1,60-~1,90
(4H, m), 2,07 (2H, m), 2,68 (2H, s)

MS (CI) m/z 163 (MH")

Andlisis CjpHj4N3 Calculado C 74,04 H B,70 N 17,27

Hallado C 69,44 H 8,71 N 17,25

Paso 1ii Etil &éster del &cido trans-2-((l1R,3R)-l-ciano-3-

matil-ciclohexil) -acetimidico

4

>

A una solucidn de trans- (IR, 3R)~l-cianometil-3-metil-~
ciclohexanocarbonaitrylo (6,2 mmol) en 30 ml, etanol {absoluto)
se agregaron 30 ml de tcdlueno seco La solucién se enfrid en
hielo mientras se la saturaba con HCl gaseoso La solucién
detenida fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante
24 horas El solvente se removid y el residuo sélidc se
triturd con dietil éter para obtener un precipitado que se
secd para dar un sdélido crastalino Rendimiento 50%

Punto de fusién 118°C-120°C
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'HNMR (DMSO) 400 Muz & 0,8-0,89 (li, m), 0,91 (3H, d, J=6,3
Hz), 1,06-1,12 (1H, m), 1,24-1,35 (1H, m}, 1,37 (3H, t, J=7
Hz), 1,41-1,95 (6H, m), 3,02 (?H, s}, 4,49 (20, q, J=7 Hz) '
MS (CI) m/z 195 (M%)

Anflisis Cj2HzgNzO0 1,08M IICl Calculado C 58,19 H 8,58 N 11,31

Hallado 58,25 H 8,59 N 11,59

Paso iv Etil éstar del aocado tranas-({((1R,3R)-l~ciano-3-metil-

ciclohexil) -acético

Etil déster del dcido trans~-2-((1R,3R)-1-clano-3-metal-
crclohexil)-acetaimidico (1,1 mmol} se disolvidé en H;0 helada
(40 ml) y el pH se aju;té con HCL 1 N a pH 155 :La solucién se
agitd a temperatura ambiente durante 20 horas Se agregd
acetato de etilo (30 ml) y la capa organica se lavé con Hz0, se

secd y el solvente se removid para dejar un aceite claro

Rendimiento 82%

'HNMR (CDCl3) 400 MHz & 0,78-0,90 (1H, m), 0,93 (3H, d, J=6
Hz), 0,97-1,0 (1H, m), 1,23-1,25 ({(1H, wm), 1,29 (3H, t, 7,2
Hz), 1,57-1,80 (4H, m), 2,05-2,08 (2H, Br t), 2,54 (2H, s),
4,20 (2H, q, J=7,2 Hz)

MS (CI) m/z 210 (MH')

Anélisis Cj;zH;9NO; Calculado C 68,87 H 9,15 N 6,69

Hallado C 68,87 H 9,11 N 6,90

ey



4y ‘3?155\53\\

Paso v trans-(5R,7R)-7-Matil-2-aza-espixo[4 5]decan-3-ona

'
Etal éster del écido tmns—((1R,3!?.)—1-<:'.:|.am:b-3-met:|.1--l
ciclohexil)~acético (B,9 mmol) se disolvid en NH3/EtOH (7%, 40
ml) junto con Nigquel Raney prelavado (con H:0 seguida por EtOH)
en un matraz de Parr de 250 ml La solucion se hidrogend a
30°C, 46 psi durante 24 horas La solucién enfriada se filtréd
a través de un tapén de celita, lavando acetato de etilo El
solvente se removid del filtrado para dejar un sdlido blanco
Rendimienteo 30%
Punto de fusién 92°C-98°C
'HNMR (DMSO) 400 Milz é. 0,75-0,82 (1H, m), 0,84 (3H, d, J=6,4
Hz), 0,88-0,94 (1H, m), 1,14-1,19 (1H, m), i:25-1,50 {2H, m),
1,50~-1,63 (4H, m), 1,91 {21, s}, 3,03 {2H, s), 7,42 (1H, s)
MS (CI) m/z 168 (MH")
Anélisis CjoH;7NO Calculado C 71,81 H 10,25 N 8,37

Hallado C 71,80 H 10,29 N 8,31

Paso vi Clorhidrato del #&cido trans-((1R,3R)-l-~amincmetil-3-

matil-alalohexil) ~acético

trans-(5R, 7R} -7-Met11-2-aza-espiro[4 5]decan-3-ona {2,17 mmol)
se disolvid en una solucién de HCL a 10 M (5 ml) Y H0 (5 ml) ¥y
la mezcla se refluyo a aproximadamente 140°C durantéfs horas

La solucién enfriada se diluyd con 10 ml de H,0 Yy 10 ml de DCM
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y la capa acuosa se lavo nuevamente con 2x15 ml de DCM La
capa acuosa se redujo luego hasta secarse para dejar un sélide
blancoe Rendimiento 76%
Punto de fusién 148°C-155°C [a]p = -2,5 (T=20°C, c=1, MeOH)
Un 1sémero (RR}
lHNMR (CDCls) 400 MHz & 0,69-0,79 (1H, m), 0,82 (3H, d, J=6
Hz), 0,87-0,90 (1H, m), 1,12-1,20 (1H, dt, J=4,5, 13,3 Hz),
1,34-1,50 (3H, m), 1,60-1,63 (3H, m), 2,30 (2H, s), 3,01 (2H,
s), 7,93 (3H, Br s) -
MS (CI) m/z 186 (MH')
Anélisis CjoH1sNO2 1,1 KCl Calculado C 53,29 H 8,99 N 6,21

Hallado C 53,23 H 8,99 N 6,45

"

EJEMPLO 2 Clorhidrato del #éoidq (l-aminometil-2-metil-

cliolohexil)-acético

HN OFLt
O RC CH
| CN CN
0 LN (o)
COgis o NH —
G " - (v) )
o
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(1) EtO,OCH.CN, NH;Ac, AcOH, lolueno, 120°C
(11) a NaCN, CEOH (95%), H»0, 115°C, b HCl (g} B
(111) EtOH, HCl(g), 1olueno

{iv) HC1l, H0

(v) Hz, EtOH/NH), Niquel Raney, 30°C-50°C

Paso L3 Etal éster dal dcado -clano-(2-metil-
oiclohaxilideno) ~acético

(+/-)2-Met1l caclohexanona (80 mmol}, etll ciancacetato (80

mmol), acetato de amonio (8 mmol) y Acido acético glacial (16
1 w

mmol) reaccionaron comc en el método general {(Ejemplo 1} paso

1l para dar un aceite claro Rendimiento del 76%

lHNMR (CDCl,;) 400 MHz & 1,23 (3H, dd, J=7, 10 Hz), 1,35 (3H,
t, J=7 Hz), 1,55-1,82 (5H, m), 1,93-2,05 (1H, m), 2,17 (1H,
dt, J=5, 14 Hz), 2,47 (1H, dt, J= 5, 9 Hz), 2,92-2,97 (1H, Br
d, J= 15 Hz), 3,30-3,35 (l1H m), 3,81-3,86 (1H, Br d, J=15 Hz),
4,06-4,14 (1H, m), 4,23-4,30 (3H, dq, J= 1, 6 Hz)

MS (CI) m/z 208 (MH')

Andlisis CjaH1sNO; Calculado C 69,54 H 8,27 N 6,76

Hallado C 69,26 H 8,26 N 6,66

Paso 11 1-c:.anomstz.l—z-mat:l.1-c:.ulohexanocubon:.t::.1°.*

25°
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Etil éster del &cido 2-ciano-(2-metil-ciclohexilideno)-acético
(37 mmol), NaCN (37 mmol), reaccionaron como en el método
general {Ejemplo 1), paso 11 El sélado crudoe se purificéd
mediante cromatografia de columna (3 1, heptano acetato de
etilo), para dar un aceile claro Rendimeinto 76%

'HNMR (CDCly) 400 MHz & 1,06 (34, d, J=6,8 Hz), 1,11 (1H, d,
J=6,8 Hz), 1,20-2,20 (184, m), 2,77 (2H, dd, J=16,8 Hz), 2,63
(2H, dd, J=16,8 Hz)

MS (CI) m/z 163 (MH)

Anélaisis C1gHi14N2 Calculado C 73,49 H B,69 N 16,86

Hallado C 73,24 H 8,73 N 17,08

I =
Paso 11l Etal éster dal &oido 2-(l-clano-2-mefil-ciclohexil)-

acetimidico

1-Cianometil-2-metil-ciclohexanocarbonitrilo (7,3 mmol)
reaccioné como en el metodo general (Ejemplo 1), Paso 111 para
dar un sélido blancce Rendimiento 70%

Punto de fusidén 107°C-114°C

'HNMR (DMSO) 400 MHz & 1,00-1,06 (3H, 2xt, J=6,4 Hz), 1,10-
1,38 (2H, m), 1,38 (3H, t, J=6,8 Hz), 1,40-2,10 (7H, m), 2,86,
2,92, 3,10, 3,28 (2H, 4xd, J=14, 14,4 Hz resp ), 4,48 (2H, q,

J=6,8 Hz)

¥

MS (CI) m/z 209 (MH')

Y. 4
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Andlisis C,3H20N20 1,06 HCLl Calculado C 58,37 H 8,60 N 11,347

Hallado C 58,15 H 8,63 N 11,60

Paso iv Etil éster del é&cido (l-cliano-2-metil-c¢icloheaxil)-
acético

Etil Gster del . &cado 2-{l-cirano-2-metil-ciclohexil)~-
acetamidico (4,1 mmol) reacciondé como en el método general
(Ejemplo 1) paso (iv) para dar un aceite claro Rendimiento
82%

IHNMR (CDCl,;) 400 MHz & 1,03, 1,090 (3H, 2xd, J=7 Hz), 1,27-
1,30 {(3H, m), 1,32-2,00 (8H, m), 2,10-2,20 (l1H, m), 2,44, 2,82
(3H, 2xd, J=14,8 Hz), 2,54 (1lH, m), 4,16-4,22 (2H, m)

MS (CI) m/z 210 (MH') Sl

Anélisis Cj;zH;9NO; Calculado C 68,87 H 9,15 N 6,69

Hallado C 68,B4 H 9,13 N 6,75
Paso v 6-Metil-2-aza-espiro[4 5]dacan-3-ona

Etil éster del Acido (l-ciano-2-metil=-ciclohexal)-acético (8,4
mmol) reacciond como en el metodo general (Ejemplo 1) Paso (v)
durante 24 horas a 10°C, 50 psi El aceite crudo se purificd
mediante crom;tografia de columna (acetato de etilo), para dar

un 88lido blance Rendimiento 34%

L3

Punto de fusién 85°C-90°C +
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"INMR (CDCl,) 400 MHz 8 0,88-0,91 (3H, dd, J=6,8 Hz), 1,41-
1,78 (94, m), 2,00-2,30 (24, m}, 3,06-3,23 (24, m), 7,07 (1H,
Br, =)

MS (CI) m/z 168 (MH')

Anéalisis Cyll;7;NO Calculado C 71,81 H 10,24 N 8,37

Hallado € 71,83 H 10,19 N 8,27

Paso vl Clorhadrato del daldo (l-aminometil-2-metil-

ciolohexil) -acético

6-Meti1l-2-aza-espiro[4 5)decan-3-ona (2,5 mmol) reaccioné como
en el método general (Ejemplo 1) paso vi para dar un sbdlido
1 -

blanco Rendimiento 42% ¥

Punto de fusién 108°C-110°C

(alp= 0(T=20,5°C, C=1, MeOH) Dos diastereébmeros 3 1

'HNMR (DMSO = D;O) 400 MHz & 0,79, 0,85 (3H, 2xd, J=6,8 Hz),
1,21-1,65 (94, m), 2,22, 2,43 (1H, 2xd, JI=15 Hz), 2,46, 2,649
(1H, 2xd, J=15 Hz), 2,83-2,92 (14, 2xd, J=3,6 Hz), 3,05, 3,15
(1H, 2xd, J=13,6 Hz)

MS (CI) m/z 186 (MH)

Andlisis C;oH;yNOz1,3HC1l Calculado C 51,64 H 8,79 N 6,02

Hallado C 51,66 H 8,91 N 16,16

¥

¥
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EJEMPLO 3 Clorhidrato dal écado (l-aminometal-3,3-dametil-

ocaclohexil) -acetico

COEs N

1) Cul, MeLi, NH4.Cl, NHj; {92%)

11} NCCHzCO;Et, NH.0Ac, tolueno {B3%)
111) NacCN, EEtOH, H20 (57%)

iv) HCl, EtOH, Lolueno (93%)

v) Ha, N1 Raney, EtOH NH; (B84%)

vi) HCl, H,O (64%)
Paso 1 3,3-Daimstil-ciclohexancna

Sintetizada a través del metodo descripto por Pelletier, S W ,

Mody, N V , J Org Chem , 1976, 41, 1069

-F
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Una soluciédn de dimeiil cuprato de litio se prepard agregando
metil litio (1,14 M en élLer /7,25 ml, 2,45 mel) a yoduro de
cobre {I) (8,8 g, 0,046 mol) bajo argén La solucién se enfrid
a 0°C, y se agregd 3-metil-ciclohexen-l-ona (5 ml, 0,044 mol)
gota a gota, con agitacién, y se formé un precipitado de color
amarillo profundo La suspensién se agitd a temperatura
ambiente durante una hora antes de ser vertida en una solucidn
de amoniaco acuoso (100 ml) y acetato de amonio (ca S5 g) Las
capas se separaron y la capa acuosa se lavé con éter dietilico
(3 x 50 ml) Los orgénicos combinados se lavaron con solucién
salipna saturada (3 x 100 ml), se secaron (MgSQ4)}) y el solvente
se removid en vaclo para dejar un liquido de color amarillo

»
-

oscuro
1HNMR (400 MHz, CDCl,) 0,98 (6H, s), 1,59 (2H, m), 1,88 (2H,
mj, 2,14 (24, m), 2,26 (2H, m)

IR {(pelicula) \nu,cm'l 2956, 1711 (C=0), 1457, 1368, 1292, 1226,

1076

Paso 11 Etlil éaster del édecido 2-aiano-5,5-dametil-3-pxopil-

hex-2-enoico

A una solucién de 3,3-dimetilciclohexanona (4 g, 0,032 mol) en
tolueno (25 ml), se agregd cianoacetato de etilo *(3,37 ml,

0,032 mol, 1 eq ), acetato de amonio (0,24 g, 0,003 mol, 0,1
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eq ), y #écido acético (0,36 ml, 0,006 mol, D,2 eq ) La
solucidn de color amarillo se calenid a reflujo mientras se la
unia a una trampa de Dean-Stark, y se continub c:alem:andol
hasta que ya no hubo agua condensada en la trampa Después d
enfriar, la soluciébn de color naranja se lavé con agua {3 x 25
ml) y la capa organica se secd (MgSO4) La failtracién y la
remoc16n del solvente en vacio dieron el producto crudo como
un liquido de colorx na_ranja profunde La purificacidén se logréd
mediante destilacion de Kugelrohr para dejar la mezcla de
productos c¢i1s y trans como un Jligquido de color amarallo

padlido, punto de ebullicién 160°C-170°C, 4 mbar (5,83 g, 83%)

'H NMR (400 MHz, CDCly) 0,96, (6H, s, 2x Me), ¥,34 (6H, m, 2x
Me de éster), 1,49 (4H, m), 1,75 (2H, quan , J 6,4), 2,46 (2H,
8), 2,60 (2H, t, J = 6,4 Hz), 2,80 (2H, s), 2,93 (2H, t, J=6,4
Hz), 4,27 {4H, m}

MS (CI) z/e 222 (M'+1)

IR (pelicula) vmu.cm! 2958, 2870, 2224 (CN), 1731 ({C=0), 1606
(C=C), 1277, 1223

Analisis Cj;3H;90;N Calculado C 70,56 H 8,65 N 6,32

Hallado C 70,35 H 8,79 N 6,25

Paso 11l 1—C:.a.nmt.:.1-3,3-d:|.met.:|.1-c:.oloha::anocarbon.1.t.r:l.lo

o+

i
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A una soluciédn del etil ésler del 4cido 2-ciano-5,5-dimetil-3-
propil-hex-2-enoico (1,26 g, 0,006 mol) en etanol (100 ml) ¥
agua (4 ml) se agregd cianuro de sodio (0,28 g, 0,006 mol, 1
eq ) La solucién amarillenta se calenté a reflujo durante 8
horas y luego se enfrid, durante cuyo tiempo se formdé un
precipitado blancuzco

La suspensién se filtré bajo vaclo y el filtrado se acidificd
con gas de HCl hasta que el pH fue de aproximadamente 2 La
mezcla luego se filtré una segunda vez y luego el solvente se
removlié en vacio para dejar el producto crudo como un sélido
de color verde palido

La cromatografia de columna rapida, después de la adsorcidn
del producto c¢rude sobre silice, eluyendo anJb%—SOQ de EtOAc
en heptano, dio el banitrilo como un sélido aincoloro (0,57 g,
57%)

1H NMR (400 MHz, CDCl13) 0,99, (3H, s, Me), 1,13 (1H, td, J
13,2, 4,2), 1,21 (3H, s, Me), 1,32 (2H, m), 1,54 (1H, m), 1,82
(3H, m), 2,15 (1H, m), 2,65 (2H, s, CHCN)

c NMR (400 mMHZ, CDCly) 19,61, 25,17, 30,79, 31,18, 33,77
34,79, 35,37, 37,92, 46,26, 115,06, 122,19

MS (CI) z/e 177 (M'+1)

IR (pel:.cula)'v.‘.cm". 2988, 2937, 2237 (2x CN), 1749, 1456,
1423, 1369, 1202, 1180, 1031, 972

Andlisis C;;H;gN2 Calculado C 74,96 H 9,15 N 15,89 -~

Hallado C 75,08 H 9,32 N 15,80

e
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Paso v, Etil ester del acido (1-crano-3,3-dimatil-
ciclohexil) -acetaico

1~-Cianomet:l-3, 3-dimetil-ciclohexanocarbonitrilo (0,50 g, 2,84
mmol) se disolvio en elanol absolulo (20 ml) a temperatura
ambiente y luego se enfrié a 0°C Se agregd tolueno (20 ml) a
la solucién y luego la mezcla de la reaccion se acidificéd
pasando gas de lClL a través de ella a una velocidad suave
durante ca 45 minutos El matraz fue detenido luege y se lo
dejd en reposo a temperatura ambiente durante 24 horas

La solucidén de color amarillo fue dividida entre el acetato de
eti1lo y el agua y las capas se separaron La capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo (3x 30 ml) y los orgdnicos
combinados se lavaron con una solucién ‘da: carbonato de
hidrbgeno de sodio saturado acuoso (3x 50 ml), solucién salina
{(3x 50 ml), se secaron (MgSO,) y el solvente se removio bajo
presibén reducida para dejar un 1liquido de color amarillo
palido (0,59 g, 93%)

'H NMR (400 MHz, CDCly) 0,94, (3H, s, Me), 1,16 (3H, m), 1,21
(34, s, Me), 1,29 (3H, t, T 7,2, CHzCH3), 1,50 (1H, m), 1,65
(lH, dt, J 14,4, 7,6), 1,84 (1H, qt, J 13,3, 3,2), 1,96 (1H,
dt, J 13,7, 2,2), 2,16 (lH, m), 2,48 (1iH, d, J 15,6, C-2H),
2,54 (1H, d, J 15,6, C-2H), 4,20 (2H, q, J 7,2, CHzCHj;)

Jc NMR (400 MHZ, cDCly) 14,21, 19,65, 25,42, 31,03, 34,04,
34,14, 36,08, 398,44, 46,14, 46,80, 61,02, 123,67, 169;"00

MS (CI) z/e 224 (M'+1)

42
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IR (pelicula) vasecw™' 2998, 2937, 2868, 2234 (C=0), 1457,
1372, 1217, 1181, 1154, 1026
Andlisas CjjHzjNO; Calculado C 69,92 H 9,48 N 6,27

Hallado C 69,63 11 9,45 N 6,15
Paso v 7,7-Dimatal-2-aza-espiro[4 5]deocan-3-ona,

Et1l éster del &cido (l1-ciano-3,3-dimetil-ciclohexil)-~acético
(0,5 g, 2,23 mmol) se hidrogené en amoniaco etandlico (60 ml)
con niquel Raney como catalizador {ca 0,25 g) a 50°C y 50 psa
durante 48 horas

El catalizador luego fue removido por filtracién a través de
Celita, y el solvente fue removido en vac‘io;para dejar un
sdélido cristalino de color verdoso

La cromatografia de columna Iépld;, eluyendo con 0%-100% de
acetato de etilo en heptano, dio la lactama pura como un

s8é6lido i1incoloro (340 m-g, 84%)

'H NMR (400 MHz, CDCly} 0,89, (3H, s, Me), 0,92 (3H, s, Me),
1,25 (24, m), 1,36 (2H, m), 1,51 (3H, m), 1,68 (1H, s), 2,18
(1H, d, J 16,4, CH;NH), 2,24 (1H, d, J 16,8, CH;NH), 3,15 (2H,
s, CH;CO) -

¢ NMR (400 MHZ, CDCl;) 19,16, 29,88, 30,36, 31,28, 36,57,
39,05, 39,61, 44,58, 49,54, 54,79, 17,72 v

MS (CI) z/e 182 (M'+1)
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IR (pelicula) vaxcm™' 3203, 3100 (NH), 2914, 2860, 1698 (C=0),
1486, 1374, 1317, 1289, 1257, 1076 '

Andlisas C;H;yNO Calculado C 72,88 H 10,56 N 7,73

Hallado Cc 72,38 H 10,47 N 6,7,5¢6

Paso vi Clorhidrato del Acido (l-aminometil-3,3-dimetil-

ciclohexil) —acético

7,71-Dimetil-2-aza-espiro{4 5)decan-3-ona (0,3 g, 1,66 mmol) se
disolvié en una mezcla de HCl (concentrado, 5 ml) y agua (5
ml), y la solucién incolora resultante se calenté a reflujo
durante 20 horas La solucién se enfridé y luego fue dividida
entre agua y diclorometano y las capas sépé&aron La capa
acuosa se lavdé con diclorometano {3x 20 ml) y el agua/HCl se
removid mediante evaporacién rotat;va para dejar el producto
crudo como un sélido blancuzco La trituracién de este sdlido
con acetato de etilo y la filtracién del producto dio la sal
de clorhidrato del dcado (1-aminometil-3, 3-dimet1l-
ciclohexil) -acético como un s8élido incoloro (140 mg, 42%, 64%
basado en el material inicial recuperado)

'H NMR (400 MHz, DMSO) 0,90, (3H, s, Me), 0,92 (3H, s, Me),
1,15-1,49 (BH, m), 2,45 (2H, s, CH;COsH), 2,90 (2H, br q, J
13,5, CHzNH;), 7,96 (3H, br s, NH;3), 12,36 (1H, br s, OH}

IR (pelicula) vgscm™ 2930, 1728 (C=0), 1272, 1123 =
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An&lisis C;1HzaNO2Cl Calculado C 56,04 H 9,41 N 5,94

Hallado C 55,79 H 9,61 N 6,23 '

EJEMPLO 4 Clorhidrato del é&aide (i)~ (txrans)-(l-aminometil-3,4-

dimetil-ciclopentl)-acético

CO,Lt 0, O,Et
O
|
0 (u)
—> —_—

+-(4n) +/-(4b) +-(4c)

)
el 1, / (1)

IL 0,11 N
(v) l\ >
+44) < +/-(4d)

Reactivos (i} Trietilfosfonoacetato, NaH, {(11) MeNOz, Bu,N'F,

{iii) Ha, N1, {av) RC1

Paso 31 8Sintesis del Etil éster del #&cido (i) (trans)-(3,4-

dimetil-caiclopentilideno) ~acétaico (4b)

Se suapendid NaH (dispersidn al 60% en aceite, 737 mg, 18,42

mmol), tetrahidrofurano seco (50 ml) y se enfrié a 0°C Se

-
agregd trietilfosfonoacetato (3,83 ml, 19,30 mmol) y la mezcla

se agitd a 0°C durante 15 minutos Se agregé luego la cetona

>



; o

QLIS

(+/-)-(4a) (1,965 g, -17,54 mnol) en 1HF (10 ml) y se dejd
calentar la mezcla a la temperatura ambiente Pasadas 2 horas,
1a mezcla fue dividida entre éter dietilico (200 ml) y agua
(150 ml) La fase orgédnica se separo, se lavd con solucién
salina, se secé (MgSOs) y el solvente se removid en vacio El1
residuo se purificé mediante cromatografia rapida (silaice,
acetato de etilo hepLano 1 9) para dar 3,01 g (94%) de (4b)

como un aceite incoloro

l1H NMR 400 MHz, (CDCly) & 1,01, (3H, d4, J=6 Hz), 1,03 (3H, d,
J-G Hz’, 1,26 (BH, t, J--] Hz,; 1'49 (ZH, I'I'I), 2'07 (IHp m)'

2,24 (1H, m), 4,13 (2H, g, J= 7 Hz}, 5,72 (1H, s}

]
’ L4

MS (CI') m/e 183 (M+1)
Paso 11 EBintesis del Etil ester del aocido (i) (trans)-(3,4-

dimetil-l-nitrometil-ciclopantil)-acético (4c)

Etil éster del Acado (i) (trans)-(3,4~dimetail-ciclopentilideno)-
acético (4b) {2,95 g, 16,2 mmol) se disolvaid en
tetrahidrofurano (10 ml) y se agité a 70°C con nitrometano
(1,9 ml, 35,2 mmol) y fluoruro de tetrabutailamonio (1,0 M en
tetrahidrofurano, 22 ml, 22,0 mmol) Pasadas 6 horas, lamezla
se enfridé a temperatura ambiente, se diluyé con acetato de

o
etilo (50 ml) y se lavé con HC1l 2N (30 ml) y 1luego con
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solucién salaina (50 ml) La fase organica se recogid, se secd
(MgS0y) y el solvente se removid en vacio El residuo se
purificé mediante cromatografia rdpida (silice, acetato de

etilo, heptano 1,9) para dar 1,152 g (29%) de un aceite claro

lH{ NMR 400 MHz, (CDCl,) & 0,98, (6H, d, J=6 Hz), 1,10-1,39
(5, m), 1,47 (2H, m), 1,87 (1H, m), 2,03 (1H, m}, 2,57 (2H,
ABq, J = 16,38 Hz), 4,14 (2H, q, J= 7 Hz), 4,6l (2H, ABg, J =
12,60 Hz)

MS (ES*) m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm! 1186, 1376, 1549, 1732, 2956
t X
Paso aid Saintesis de la (1) - (trane)-7,8-Damet1il-

espirro[4 Sinonan-2-ona (4d)

El etil éster del acido (x)-(trans)-(3,4-dimetil-1-
nitrilometil-ciclopentil)-acético (4e) (1,14 g, 4,7 mmol) se
disolvié en metanol (50 ml) y se agitdé sobre catalizador de
niquel Raney bajo una atmésfera de hadrogeno (40 psi) a 30°C

Pasadas 5 horas, el catalizador se removid por filtracién a
través de celita El solvente se removié en vacio para dar 746

mg (95%) de un aceite de color amarillo palido que se

solidificé en reposo
o+
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14y NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,98, (6H, d, J=6 Hz), 1,32 (2H, m),
1,46 (2H, m), 1,97 (2H, m), 2,27 (2H, ABg, J = 16,27 Hz), 3,23
{2H, 8}, 5,62 (lH, br s)

MS (ES') m/e 168 (M+l).

IR (pelicula) v em™! 1451, 1681, 1715, 2948, 3196

Paso av, B8antesis del oclorhidrato del #hordo (t)-(trans)-{(1-

aminomatil-3,4-dimetil-ciclopentil) -acétice

La (+)-(trans)-7,8-dimetil-espiro[4 4}lnonan-2-on (4d) (734 mg,
4,40 mmol) se calentd a reflujo en una mezcla de 1,4-dioxanc
(5 ml) y HCl a 6N (15 ml) Pasadas 4 hortas: la mezcla se
enfrié a la temperatura amblente, se diluyé con* agua (20 ml) y
se lavdé con diclorometano (3 x 3“0 ml) La fase acuosa se
recogié y el solvente se removid en vacio El residuo se
triturd con acetato de etllo para dar 675 mg (69%) de un
sélido blanco después de la recoleccibén y el secado

'H NMR 400 MHz, (CDCl;) § 0,91, (6H, d, J=6 Hz), 1,18 (2H, m),
1,42 (2H, m), 1,72 (1H, m), 2,42 (2H, ABq, J = 16,24 Hz), 2,90
(2H, ABq, J= 12,34 Hz), 12,34 (lH, br s)

MS (ES’) m/e 186 (M+1l para la base libre)

EJEMPLO 5 Clorhidrato desl doido {caa/trans) - (3R) - (1-
-,

aminocmetil-3-metil-ciclopentil)-acatico (5)

#x
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Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (11) MeNOz, Bu(N*'F-,

(111) Hs, Ni, (1v) HC1

Paso 21 Sintesis del Etil ester ‘del &cido (R)-(3-metil-
alolopentilidenc) —acético

NaH (daspersidn al 60% en aceite, 1,86 g, 46,5 mmol) se
suspendié en tetrahidrofurano seco {40 ml) y se enfrié a 0°C

Se agregd trietilfosfonoacetato (9,69 ml, 48,8 mmol) y 1la
mezcla se agitd a 0°C durante 15 minutos Luego 3e agregd(R)-
3-metil-ciclopentanona (5a) (5 ml, 46,5 mmol) en THF (10 ml) y
la mezcla fué dejada calentar a la temperatura ambiente

Pasadas 2 horas, la mezcla fue dividida entre éter dietilico

F

(200 ml) y agua (150 ml) La fase organica se separd, se lavo

con solucidén salina, se secd (MgSO4) y el solvente se removid

)
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en vacio El residuc se purilicd mediante cromatografia répida
{(sfilice, acetato de etilo hepLano 1 9) para dar 5,45 g (70%)
de (2) como un aceite incoloro

4 NMR 400 MHz, (CDCl;) & 1,04, (3H, m), 1,27 (3H, t, J= 7
Hz), 1,80-2,74 (7H, m), 2,90-3,15 (1H, m), 4,13 (2H, q, J = 17
Hz), 5,76 (1K, s8)

MS (CI') m/e 169 (M+1)

IR (pelicula) v cm™! 1205, 1371, 1653, 1716, 2955

Pasc ii Sintesis del Etil édster del #&cido (cis/trans)-(3R)-
{3-matil-l-ciclopantil)-acetice (5c)

Etil éster de #&cido (R)—(3—metLl-c;clop;néilideno)—acétlco
(5b) (3,0 g, 17,8 mmol) se disolvié en tetrahidrofurano (20
ml) y se agitdé a 70°C con nltrome;ano (1,92 ml, 35,6 mmol) ¥y
fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en tetrahidrofurano, 25
ml, 25,0 mmol) Pasadas 18 horas, la mezcla se enfrié a la
temperatura ambiente, se diluyd con acetato de etilo (50 ml) y
se lavdé con HCl 2N (30 ml} y luego con solucidn salina (50
ml} La fase orgénica se recogid, se secé (MgSO,) y el solvente
se removid en vacio El residuc se purificé mediante

cromatografia répida (silice, acetato de etilo heptano 19)

para dar 2,00 g (49%) de un aceite claro

13
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‘4 NMR 400 MHz, (CDCls} & 1,02, (3, d, J= 6 Hz), 1,08-1,37
(5H, m), 1,59-2,17 (51, m), 2,69 (2H, m), 4,15 (2B, q, J = 7
H2), 4,64 (2H, s)

MS (ES*) m/e 230 (M+1)

IR (pelicula) v em™* 1143, 137/, 1548, 1732, 2956

Paso i1l Sintesas de la (cis/trens) - {7R) -7-Metil-

eapiro[4 4)nonan-2-ona (5d)

Etil éster del A&cido (cis/trans)-(3R)-{3-metil-l-nitrometil-
clclopentlil)-acético (50) (1,98 g, 8,66 mmol) se disuelve en

metanol {50 ml) y se agita sobre catalizador de niquel Raney

-
I =

bajo una atmésfera de hidrégeno (40 psi) a 3FV°C Pasadas 18
horas, el catalizador se remueve mediante filtracién a través
de celita El solvente se remueve en vacio y el residuo se
purifica mediante cromatografia répida (silice, acetato de
etilo heptano 1 1) para dar 1,05 g (79%) de un sélido blanco

'H NMR 400 MHz, (cDCly;) & 1,03, (3H, m), 1,22 (2H, m), 1,60-
2,15 (5H, m), 2,22 (2H, m), 3,20 y 3,27 (2H total, 2 x s, cis
y trans), 6,18 (1H, br s)

MS (ES") m/e 154 (M+1)

IR (pelicula) v cm! 1695, 2949, 3231
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Paso av Santesas del Clorhidrato del &Acado (cais/trans)-(3R)-

(l-aminometil-3-metil-ciclopentil)-acético (5) '

La (cis/trans)-(7R)~7-metirl-espiro[4 4]nonan-2-ona {5d) (746
mg, 4,88 mmol) se calentdé a reflujo en una mezcla de 1,4-
dioxano (5 ml) y HCl a 6N (15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla
se enfria a la temperatura ambiente, se diluye con agua (20
ml) y se lava con diclorometana {3 » 30 ml) La fase acuosa se
recoge y el solvente se remueve en vacio El residuo se
traitura con acetato de etilc para dar un sélido blanco que se
recoge y se geca Esto se cristaliza desde acetato de
etilo/metanol para dar 656 mg (65%) de (5) después de la
recoleccién y el secado ~

'H NMR 400 MHz, (de-DMSO) 5 0,96, (3H, m), 1,01-1,24 (2H, m),
1,42-2,10 (SH, m), 2,41 y 2,44 {(2H total, 2 x s, cas/trans),
2,94 (2H, m), 7,96 (3H, br s), 12,35 (1H, br s)

MS (ES*) m/e 172 (M+l1 para la base libre)
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EJEMPLO 6 Clorhidrato del acido (+)-(trans)- {(l-amanometil-

3,4-dimetil-ociclopentil) -acetico

L O N o 'E

co
o |
L0)) - W
—_— e (6e)
162)

'ki' wL

Reactivos (1) Trietrlfosfoncacetato, NaH, (ii) MeNO,, Bu,N*F~,

L
-

(1r1i) Ha, N1, (av) HCl

Paso 1 8intesas del Etil éster del acido (ois)-(3,4-dimatil-

orclopentilideno)-acétaico (6b)

NaH (dispersién al 60% en aceite, 519 mg, 12,96 mmol) se
suspendidé en .tetraha.drofurano seco (30 ml) y se enfribé a 0°C
Se agregd trietilfosfonoacetato (2,68 ml, 13,5 mmol) y la
mezcla se agitdé a 0°C durante 15 minutos Luego se agregd
{35, 4R)-3,4-dimet1l-ciclopentancna (6a) (1,21 gq, 10,80 mmol)

en THF (10 ml) y la mezcla se dejé calentar a la temperatura
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ambiente Pasadas 2 horas, la mezcla fue dividida entre éter
dietilico (200 ml) y agua (150 ml) La fase orgdhica se
separd, se lavé con solucién salina, se secd (MgSO4) y el
solvente se removid en vaclo El residuo se purificd mediante
cromatografia répida (silice, acetato de etilo heptano 5 95)
para dar 1,40 g (71%) de (2) como un aceite incoloro

14 NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,84, (3H, d, J = 6 Hz), 0,91 (3H,
d, J= 6 Hz), 1,26 (3H, t, J = 7 Hz), 2,01-2,95 (6H, m), 4,13
(2H, q, J = 7 Hz), 5,76 (1lH, s)

MS (CI*) m/e 183 (M+1)

IR (pelicula) v em ! 1043, 1125, 1200, 1658, 1715, 2959

Paso 1i 8intesis del Etil éster del a&cido (trans)-(3,4-

dimatil-l-nitrometil-oiclopentil) -acetaco

Etll éster del Acido (cis)-(3,4-dimetil-ciclopentilideno)-
acético {6b) (1,384 g, 7,60 mmol) se disolvio en
tetrahidrofurano (10 ml) y se agitd a 70°C con nitrometano
{0,82 ml, 15,2 mmol) y fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en
tetrahidrofurano, 11,4 ml, 11,4 mmol) Pasadas 6 horas, 1la
mezcla se enfrié a”la temperatura ambiente, se diluyo con
acetato de e.tllo (50 ml) y se lavé con HCl a 2N (30 ml} y
luego con soluclén salina (50 ml) La fase orgénica se
recogld, se secd (MgSO4) y el solvente se removid e'; vacio El

residuc se purificé mediante cromatografia rapida (silice,

G
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acetalo de elLilo heplLano 5 95) para dar 0,837 g (45%) de un
aceite claro )

!4 NMR 400 MHz, (CDCly) & 0,91, (6H, d, J = 6 Hz), 1,21-1,39
(5H, m), 1,98 (2H, m), 2,18 (2H, m), 2,64 (2H s), 4,15 (2H, q,
J = 7 Hz), 4,61 (2H, s)

MS (ES') m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm™! 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Paso 113 Sintesis de la (trans)-7,8-Dimetl-espiro{4 4)nonan-

2-ona (6d)

Etil aster del dcido (trans)-(3,4-dimetil-l-nitrometil~
ciclopentil)-acético (6¢c) (0,83 g, 3,4 mmo?ll.);se disolvié en
metanol (30 ml) y se agitd sobre catalizador de niquel Raney
bajo una atmdésfera de hidrédgeno (40 psi) a 30°C Pasadas 4
horas, el catalizador se removié mediante filtracién a través
de celita El solvente se removidé en vacio para dar 567 mg
(99%) de un aceite de color amarillo pdlido que solidificd en
reposo -

'H NMR 400 MHz, (cDCl;) & 0,91, (6H, d, J = 6 Hz), 1,91 (2H,
m), 2,10 (2H, m), 2,32 (2H, s), 3,18 (2H, s), 5,61 (1H, br s)
MS (ES') m/e 168 (M+1)

IR (pelicula) v cm™ , 1304, 1450, 1699, 2871, 3186

4



C

4

235

Paso aiv S8intesisa del Clorhidrateo del &cido (trans)-{1-
aminometil-3,4-dimetil-cialopaentil) -acético (6)

La (trans)-T,B—Dlmetfl—esplrold 4]nonan-2-ona (6d) (563 mg,
4,40 mmol) se calenté a reflujo en una mezcla de 1,4-dioxano
{5 ml) y HClL a 6N (15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla se
enfrirbé a la temperatura ambiente, se diluyd con aguna (20 ml} y
se lavd con diaclorometano (3 x 30 ml} La £fase acuosa se
recogid y el solvente se removié en vaclo El residuo se
traturd con acetato de etilo para dar un sdélido blanco que se
recogié y se secd Esto se recristalizé desde acetato de
etilo/metancl para dar 440 mg (59%) de (6) después de la

I =
recoleccidén y el secado -

14 NMR 400 MHz, (d¢-DMSO) & 0,84, (6H, d, J = 6 Hz), 1,21 (2H,
m), 1,81 (2H, m), 2,06 (2H, m), 2,47 (2H, s), 2,89 (2H, s),
7,94 {3H, br s), 12,30 (1H, br s}

MS (ES*) m/e 186 (M+1 para la base libre)

EJEMPLO 7 Clorhidrato del é&ocado (+)-(trans)-(l-amincmetal-

3,4-dimetll-ciclopentil) -acético
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Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (11) MeNO;, Bu,N'F,

(iii) Ha, N1, (1v) HCL

La (35,4S)-3,4-Dimetil-caiclopentanona (7a) ;s;conocn.da en la
bibliografia y puede ser sintetizada mediante los métodos
descriptos en ella Y Kato, Chem il Pharm Bull, 1966,14 1438-
1439 y referencias r-elacn.onadas W C M C Kokke, F A
Varkevisser, J Org Chem , 1974,39 1535, R Baker, D C
Billington, Iwanaga, H Yamamoto, Tet Lett , 1986,27 4507, G
Solladie, 0 Lohse, Tet Asymm , 1993,4 1547, A Rosenquast,
I Kvarnstrorn, S C T Svensson, B Classon, B Samuelsson,
Acta Chem Scand , 1992,46 1127, E J Corey, W Su, Tet
Lett , 1988,29 3423, D W Knight, B Ojhara, Tet Lett ,

1981,22 5101

1Y
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Paso 1 8intesis del Etil éater del #&cido (trans)-(3,4-
dimetil-ciclopentilideno) -acético (7b) '

A una sugpensidn de hidruro de sodio (1,3 g, 32,5 mmol) en TI-;F
(60 ml) bajo nitrdgeno a 0°C, se agregd trietilfosfonocacetato
{6,5 ml, 32,7 mmol) durante 5 minutos Después de agitar
durante otros 10 minutos, se agregdé una solucién de (3S,4S)-
3,4-dimetil~ciclopentanona (7a} (aproximadamente 2,68 g, 30
mmol} en THF) (2 x 10 ml), a la solucién que ahora es clara y
sa removié el bafio de hielo Pasadas 4 hora, se extinguid la
reaccidn vertiendo en agua (100 ml) y la mezcla se extrajo con
éter (400 ml) La fase orgénica se enfrid con solucldén salina
saturada (100 ml), se secdé y se concentrdé en vacio La
cromatografia de columna (10 1 heptano/aceiaao de etilo} dio
el producto como un aceite (4,53 g). (aproximadamente 91% de

rendimiento)

!H NMR 400 MHz (CDC13) & 1,01 (3H, d, J = 6 Hz), 1,03 (3H, d,
J = 6 Hz), 1,26 (3H, t, J = 7 Hz), 1,49 (2H, m), 2,07 (1H, m),
2,24 (1 H, m), 2,61 (1H, m), 4,13 (2H, q, J = 7 Hz), 5,72 (1H,
s)

MS (CI') m/c 183 (M+1)

Paso ii Etal ester del daido (trans) ~(3,4~dimetil-1-

nitrometil-cioclopaentil)-acético (7c)

o
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A una solucidén del elil esLer del acido (trans)-(3,4-dimetrl-
ciclopentilideno)-acético (7b) (4,24 g 23,3 mmol} en THF (15
ml), se agregé TBAF (32 ml, de una solucién a 1 M en THF, 32
mmol) y luego nitrometano (3 ml) y la reaccidn se calentd a
60°C durante 8 horas Después de enfriar, la mezcla de la
reaccidén se diluyd con acetato de etilo (150 ml) y se lavd con
HC1 2N (40 ml) y luego con solucidn salina saturada (50 ml)

La cromatografia de columna (10 1 heptano/acetato de etilo)

dio el producto como un aceite (2,24 g) (40% de rendimiento)

!4 NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,98, (6H, d, J = 6 Hz), 1,10-1,39
(SH, m), 1,47 (2H, m), 1,87 (1H, s), 2,03 (1H, s), 2,57 (2H,
ABq, J= 16,38 Hz), 4,14 (2H, q, J= 7 Hz}, 4,61 (2H, ABgq, J=
12,60 Hz) >

MS (ES’) m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm™ , 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Paso 111 8Sintesis del Clorhidrato dael &cado (+)-(trans)-(1-

aminomatil-3,4-dimetil-ciclopentil)-acético (7)

Una solucién de etil éster del &cado (trans)-(3,4-dimetil-1-
nitrometil-ciclopentil)-acético (7e) (3,5 g, 14,4 mmol) en
metanol (100 ml) en la presencia de una esponja de N1 se
hidrogené a 30°C y a 50 psi durante 4 horas El filtrado del
catalizador y la concentracién en vacio dio una melea de 2 1

de lactama y aminoésler, 2,53 g, calculado comc 96%, que se

>
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usd sin purificaclén Lsta mezcla (2,53 g, 13,8 mmol) en
dioxano (15 ml) y HCl a 6N {45 ml) se calentdé bajo reflujo
(bafio de aceite = 110°C) durante 24horas Después de enfriar y
diluir con agua (60 ml), la mezcla se lavé con diclorometano
(3 x 50 ml) y 1luego se concentrdé en vacio El aceite
resultante se lavé con acetato de etilo y luego con
diclorometano para dar una espuma pegajosa que se secd para
dar el preducto como un polvo blanco (2,32 g) (Rendimiento

del 76%)

®p{23°C) (H20) (c=1,002)=+28,2°

'H NMR 400 MHz (d¢-DMSO) & 0,91 (6H, d, J = 6 Hz), 1,18 (2H,
m), 1,42 (24, m), 1,72 (1H, m), 1,87 (1lH, m:, %,42 (2H, ABq, J
= 16, 24 Hz), 2,90 (2H, ABqg, J = {?,.34 Hz), 8,00 (3H, br s),
12,34 (1H, br s)

MS (ES*) m/c 186 (M+l para la base libre)

=
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EJEMPLO 8 Clorhidrato del A&cadeo ia,3p,5p~- (1~aminometal~-3,5-

dimatil-ociclohexil) —acético

NC CO,E! CN
o |
I NC,
] 1] 6\ i
g vy -
(8a) (8b) (8c)
o
COgEt - HN HCl NH; COH
NC,
,15 — —
oy Ty "
(84) (8e) @)

| -
2

Paso 1 Sintesis del Etal esatar _-dail. acido 2-cliano-((3R,58)-
3,5-dimetil-ociclohexilideno) ~acético {(8b) Cis-3,5-
dimetilciclohexanona (8a, 15,78 g, 125,0 mmol) se disolvid en
tolueno (150 ml) y se traté con acetato de amonio (0,96 g,
0,099 mmol), A&cido acetico (1,4 ml, 0,195 mmol}) y etil
cianoacetato (14,04 g, 99,2 mmol) La reaccién se calentd a
reflujo toda la noche con una trampa de Dean-Stark, luego se
enfrié a temperatura ambiente y se lavd con H:O (3 x 50 ml) La
capa acuosa se lavé nuevamente con tolueno (2 x 50 ml) Las
capas orgénicas, se secaron sobre Na,504 y se concentraron EIl

P
residuo fue sometido a cromatografia sobre gel de silice
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eluyendo con 5% de EtOAc/hexano para dar 22,0 g (80%) del

producto deseado como un aceite claro

MS 222,1 (M+l1 para CjiH;sN;02), un aceite, TLC S10z, Re 0,40
(9 1 hexano/EtOAc), Andlisas (CjaH;eN,02) (Cal ) C 70,56, H
8,68, N 6,33 (hallade) C 70,74, H 8,68, N 6,33 'H NMR
(cocly) & 0,83-0,95 (m, 1 H), 1,01 (t, 6 H, J = 6,1 Hz), 1,32
(¢, 3 H, J = 7,3 Hz), 1,48-1,85 (m, 5 H), 2,97-3,02 (m, 1 H),

3,92 (dd, 1 H, J = 12,2, 2,2 Hz), 4,24 (q, 2 H, J = 7,1 Hz)

Paso ii Sintesazs del 1a,3p,5p~1-Cimnometil-3,5-dimetil-

oiclohexanocarbonaitrilo (8c¢)

El etil éster del Acido 2-ciano-{(3R,55)-3, 5-dimetil~
ciclohexilideno)-acético (8b, 6,64 g, 30,0 mmol) se disolvid
en EtOH (60 wml) y se agregd a una suspensidn de NaCN (1,47 g,
30,0 mmol) en EtOH / H,0 (100 ml / 8 ml) La reacciétn se
calenté a reflujo toda la noche, luego se enfrio a la
temperatura ambiente, se filtrd y se concentrd en vacio para
dar un aceite claro _que se solificd bajo vacio El residuo
fue sometido A cromatografia sobre gel de silice eluyendo con
4 1 hexano/EtOAc para dar 4,05 g (77%) del producto deseado

como un sdélido pegajoso, blanco N
-
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MS no se observé naingun Lon de M4l (CjH;¢Nz), un aceite, TLC
Si03, Re 0,31 {4 1 hexano/EtOAc), Andlaisis (C;;H;eNz) (Cal ) €
74,96, H 9,15, N 15,89 (hallado) C 74,81, H 9,25, N
15,65 'H NMR (CDCl3;) & 0,58 (dd, 1H, J= 24,9, 12,2 Hz), 0,96
(d, 6 H, J = 6,6 Hz), 1,03 {(t, 2H, J = 12,9 Hz), 1,75-1,90 (m,

3H), 2,01 (d, 2H, J= 11,5 Hz), 2,65 (s, 2H)

Paso 1iaa Bintesis del Clorhadrato del &cado 1la,3B,5p-(1-
aminometil-3,5-dimetil-ciclohexil) -acético (Bd) la, 3B, 58-1-
Cianometil=-3, 5-dametil-ciclohexanocarbonitriloe {8a, 551 g,
31,26 mmol) se disolvaid en EtOH (80 ml) y tolueno (80 ml), se

enfrié a 0°C y se saturd con gas de HClI La solucién fue

detenida y agitada toda la noche a temperatura ambiente, luego
conentrada en vacio -para dar el aimino éster crudo como un
s6lido blanco Este material crudo se triturd con EtzO (150 ml)
y se secd bajo vacio, a temperatura ambiente, luego se
extrajo con EtOAc (3 x 100 ml) Las capas orgdnicas se
combanaron, se lavarcn con solucidén salina, se secaron sobre
Na3;S50, Yy se concentraron Cl residuo fue sometido a
cromatografia sobre gel de si1lice eluyendo con 61
hexano/EtOAc para dar 5,78 g (83%) del producto deseado como

un aceite claro

&0
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MS 224,1 (M+1 para C;3lizN;0.), un aceite, I1LC 8102, R 0,32
(6 1 hexano/EtOAc), AnAlisis (C,sHzN,02) (Cal ) C 69,92, H
9,48, N 6,27 (hallado) C 70,03, 1 9,45, N 6,30 ‘H NMR
(cDcl;) & 0,53 (dd, 1 H, J = 24,9, 12,0 Hz), 0,91 (d, 6 H, J =
6,6 Hz), 1,27 (1, 3 H, J = 7,1 Hz), 1,70-1,76 (m, 1 H), 1,80-
1,90 (m, 2 H), 2,02 (d, 2 H, J = 12,9 Hz)}, 2,51 (s, 2 H), 4,18

(g 2 H, J = 7,1 Hz)

Paso iv Bantesia de la Sa,7},9Bp-7,9-Damatal-2-aza-
espiro[4 5]decan-3-ona (Be)

Etil éster del é&cido 1la, 3[},5p-(l-¢cirano-3, 5-dimetil-ciclohexil)-
acético (Bd, 5,82 g, 26,1 mmol) se disolvid en MeOH (150 ml),
se traté con 10% Rh/2% Pd/C (1,0 g) y se Jag:.té bajo una
atmbésfera de H; (50 psi) durante 28 h La reaccidn se filtrbd y
se concentrd en vacio El residuo fue sometido a cromatografia
sobre gel de silice con un gradiente de 2 3 hexano/EtOAc,
EtOAc, 5% MeOH/ELOAE para dar 2,21 g (47%) del producto
deseado

MS 182,0 (M+1l para C;;HisN;0,), punto de fusién 116°C-118°C,
TLC 810, Rf 0,36 {6% MeOH/CHpCly), An&lisis {C; H;pN;0i) (Cal )
c 72,88, H 10,56, N 7,73 {(hallado) C 72,84, H 10,67, N
7,63 'H NMR (CDCly) 3 0,49 (dd, 1H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0,86-
0,93 (m, 8 H), 1,38-1,48 (m, 2 H), 1,60-1,71 (m, .}H). 2,09

fs, 2 H), 3,16 {s, 2 H)}, 5,79 {(br, 1 H)
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Paso v B8intesis de la sal de clorhidrato del &cido 1l1la,3f},S5p-

(l-amanametzl-B,5—d1m;t11-c1cloh0311)—acet;co (8) La 5a,7P,9B-
7,9-dimetil-2-aza-espirol4 5)decan-3-ona (Be, 0,52 g, 2,87
mmol) se tratd con HC1 a 6N (19 ml) y se calentd a reflujo
toda la noche La reaccidn se enlri$é a temperatura ambiente,
con lo cual se formo un precipitado blanco El sélido se
£1ltrd, y el filtrado se enfrid a 0°C para lograr una segunda
cosecha de cristales,. luego se filtré nuevamente Los sélidos
se combinaron y se secaron bajo vacio para dar 0,46 g (68%)

del producto deseado

MS 200,1 (M+1 para C;jHaN;03), punto de f:xs:.on 179°c-180°C,
Anadlisis (Cj;HaN,02 HCl) (Cal ) C 56,04, H: 9,41, N 5,94
(hallado} C 56,16, H 9,42, N 5,73 'H NMR (CD,0D) § O, 46-
0,53 (m, 1 H), 0,77 (t, 1 H, J = 12,5 Hz), 0,85-0,91 (m, 7 H),
1,55-1,67 (m, 5 H), 2,11 (d, 2 H, J = 13,4 Bz), 2,36 (s, 2 H),

2,44 (s, 1 H), 3,14 (s, 2 H)
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EJEMPLO 9 Sal de clorhidrato del acido 1lu,3[},5p-(3,5-dametil-

l-propilaminometil-ciclohexil) -acético

S

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3B,5B-(l-aminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético (8, 1,0g, 4,2 mmol) se disolvid en
EtOH (100 ml}, se traté con una solucién de hidréxido de sodio
(1IN, S ml), propionaldehido (0,9 ml, 12,6 mmol) y 10% de Pd/C
(0,3q9) y se agité bajo una atmésfera de H: :(59 psi) durante 3
h La reaccidn se filtrd, se tratdé con HCL/Et20 (1 M, 10 ml) y
se concentro en vaclio El residuo se traté con isopropanol
caliente {100 ml), el NaCl se filtrd, y la solucidn clara se
concentrd en vacio El product rudo se recristalizdé desde 1-
PrOH/acetona/hexano (14 200 225 ml) y se secd bajo vaclo para
dar 0,136 g (12%) del producto deseado

MS 242,1 (M+1 para C|(Hz7N10:2), punto de fusiédn 178°C-180°C,
Analisis (C,Hz27N¥:02 HCl 0,27H0) (Cal ) C 59,48, H 10,18, N
4,95 (hallado) C 59,53, H 10,21, N 4,78 'H NMR (CD;0D) &
0,52 (dd, 1 H, J = 24,2, 12,0 Hz), 0,83-0,90 (m, 8 H), 1,00
(¢, 3 H, J=7,6 Hz), 1,61-1,80 (m, 7 H), 2,43 (s, =2 H), 2,99

(¢, 2H, J=17,8 Rz), 3,20 (s, 2 H)

<4
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EJEMPLO 10 Sal de clorhidratoe del #&cado 1la,3p,5p-(1-

etilaminometil-3,5-dimetil-caiclohexil) —acético

El Ejemplo 10 se sintetiz6 de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usé acetaldehido en 1lugar de
propionaldehido y se uso aceletalo de etilo/heptano para la

recrastalizacién {(rendimiento 30%) _—
2

MS (M+1l para C;sHzsN;0z), punto de fusién 188°C-190°C, 'H NMR
(DMSC) & 0,83 (8H, br d}, 1,24 (3 Hy t, J = 7,1 Hz), 1,60 (6 H,

m), 2,38 (d, s), 2,98 (2 H, m), 3,10 (2 H, br s), 8,33 (2 H,

br s), 12,42 (1 H, br s)

h
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EJEMPLO 11 Sal de Clorhadrato del écado 1a,3p,5p-(1-

bencilamino-metil) -3,5-dimetil-ciclohexil-acético

S

Sy

El Ejemplo 11 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemple 9, salvoc que se usd benzaldehido en lugar de
propionaldehido y que se usé Et;0 para la recristalizacién
{rendimiento 30%)

MS 290,1 (M+1 para CieHz7N102), punto de fusién 162°C-163°C,
Andlisis (C,g¢HzsN;0; HCL 0,20H;0) (Cal ) C 65,62, H 8,69, N

4,25 (hallado) C 65,60, H 8,71, N 4,31 !H NMR (CD;0D) &
0,48 (dd, 1 H, J = 12,5 Hz), 0,79-0,90 (m, 8 H), 1,46 (br, 2
H), 1,64 (d, 3 H, J = 13,4 Hz), 2,42 (s, 2 H), 3,19 (s, 2 H),

4,23 (s, 2 H), 7,43-7,50 (m, 5 H)

L]

1
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EJEMPLO 12 Sal de clorhidrato del écide 1la,3p,5B-(1-

dimetailaminomatil-3,5-dimetil-ciclohaxil) -acetico

Una solucién de la sal de clorhidrate del &cado la,3B,5B-(1-
amanometil-3, 5-dametil-caclohexil)-acético (B, 0,20 g, 0,59
mmol) en EtOH (15 ml), solucién de hidrédxido de sodio (1 N,
0,59 mmol) y H20 {1 ml) se tratd con 20% de; P%/C (50 mg) y se
agatd bajo una atmésfera de Hz (50 psi) durante 15 horas) La
reaccidn se filtr6, se tratd con HC1l/Et;0 a 1 N (1 ml) y se
concentro en vacio El residuo se disolvid en 1-PrOH caliente
(4 ml), se diluyé con acetona (100 ml) y Etz0 (350 ml) y se
enfrié a 0°C El sélido se filtrd y se secd bajo vacio para

dar 103 mg (rendimiento del 70%) del producto deseado

MS 228,1 (M+1 para Cj;3H3N;02), punto de fusion 195°C-196°C,
Andlisis (Cjz2H23N;0z IICL 0,41H0) (Cal ) € 57,58, H 9,97, N
5,16 (hallado) C 57,73, H 9,71, N 4,91 H NMR (CD,0D) &
0,56 (dd, 1 H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0,89-0,92 (m, 8,H), 1,59-

1,75 (m, 8 H), 2,51 (s, 2 U), 2,95 (s, 6 H), 3,44 (s, 2 H)
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EJEMPLO 13 Sal de clorhidrato del &cido 1la,3p,5p0-(1-

butilaminometil-3,5-dimatil-caiclohexil)—-acético

NN OH

> v

El ejemplo 13 se sintelizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usd buliraldehido en 1lugar de
propionaldehido (rendimiento del 48%)

MS 256,1 (M+1l para C;5HzpN,02) punto de fusion 184°C-185°C,
Andlisis (C;sHagN;0; HCl) (Cal ) C 61,73, H 10,36, N 4,80
{(hallado) C 61,71, H 10,21, N 4,72 'H !NME {CD;0D) & 0,53
(dd, 1 H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0,86-0,99 {(m, 11 H), 1,37-1,47
(m, 2 H}), 1,60-1,75 (m, 7 H), 2,43 (s, 2 H), 3,02 (¢, 2 H, I =

8,1 Hz), 3,20 (s, 2 H)

EJEMPLO 14 Sal de clorhaidrato del #écide 1la,3B,5P-{1-f(bencil-

metil-amino)-maetil]-3,5-dimetil-crclohexil}-acetico

SavN

\\ +

»
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El Ejemplo l4 se prepard de acuerdo con el rnétodo del Ejemplo
9, salvo gque se usaron el andlogo de N-bencilo (11) vy
formaldehido como los materiales inicrales y que se usd PtO;
como el catalizador en lugar de Pd/C (rendimiento del 70%)

MS 304,1 (M+1l para CjgHasN;02), punto de fusion 209°C-210°C,
Andalisis (CpeHasN;0; HCL 0,21H;0) {Cal ) € 66,40, H 8,92, N
4,08 (hallade) C 66,40, H 9,05, N 4,06 H NMR (CDsOD} &

0,51 {(dd, 1 H, J

24,4, 12,2 Hz)}, 0,79-0,92 (m, 9 H), 1,29
{bx, 1 H), 1,56-1,82 (m, 4 H), 2,51 (dd, 2 H, J = 18,8, 16,3
Hz) 2,85 (s, 2 H), 3,23-3,49 (m, 2 H), 4,37 (dd, 2 H, J =
31,7, 12,7 Hz), 7,45-7,54 (m, 5 H)

box
EJEMPLO 15 8Sal de clorhidrato del &aido 1la,3[},5B-(3,5-dimetil-

l-metilaminometil-~carclohexail) ~acetico

El Ejemplo 14 (0,14 g, 1,21 mmol) se disolvié en 95% de EtOH
(50 ml), se tratd con solucién de hidréxido de sedio (1 N,
-

1,21 mmol) asi como 20% de Pd/C (0,1 g), Yy se agitd bajo una
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atmésfera de Hs (50 psi) duranle 45 minutos La reacadn se
filtrbd, se Lratd con HCL/EtzO (1 M, 1 ml), y se concentr® en
vacio El residuo se tratdé con 1Pr/OH caliente, el NaCl se
filtrd y la solucaién se concenlrd en vacio El1l producto crudeo
se recristalizé desde 1PrOH/acelona/hexano (7 150 110 ml) y se
seco bajo vacio para dar 0,189 (63%) del producto deseado

MS 214,1 (M+l para C;zll;3N0z), punto de fusién 182°C-183°C,
Analisis (C,»Hz3N,0; HCl Hp0) (Cal ) ¢ 57,70, H 9,68, N 5,61
(hallado} C 57,47, H 9,58, N 5,35 !H NMR (CD0D) & 0,52
(dd, 1 H, J ~ 24,4, 12,2 Hz), 0,84-0,98 (m, B H), 1,57-1,72
(m, 5 H), 2,38 (s, 2 H), 2,72 (s, 3 H), 3,21 (s, 2 H)

EJEMPLO 16 Acaido 1a,3ﬂ,5ﬂ—[1-(acetxlam;no—mnéil)-3,5—dzmat11—

ciclohexil)] -acético

)'\_f),...

El Ejemplo 8 10,5 g, 21, mmol) se tratd con HzO {10 ml) y NaOH
(0,56 g, 14,0 mmol), se enfrio a 0°C y se traté con anhidrido

acético La reaccién se agitd toda la noche a tYemperatura

ambiente, luego se diluyo con ELOAc (100 ml) y se lavd con HCl
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IN (100 ml) La capa orgénica se 3eco sobre NaxS0Oy y se
concentré en vaclo El material crudo fue sometado a
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 4% de
MeQOH/CH2Cl; para dar 0,138 g (27%) del producto deseado como un
aceite que se solidifico bajo vacio

MS 242,1 (M+l para C;3Hz3N;03), punto de fusaidn 122°C-124°C,
AndAlisis  {Cp3Hz23N,;03) (Cal ) C 64,70, H 9,61, N 5,80
{hallado) C 64,65, H 9,59, N 5,63 H NMR (CD;0D) 3 0,46
(dd, 1 H, J = 23,7, 11,7 Hz), 0,81-0,87 (m, 9 H), 1,56 (d, 2
H, J = 13,4 Hz), 1,65-1,76 (m, 3 RH), 1,98 (s, 3 H), 2,18 (s, 2
H), 3,30 (s, 3 H)

box
EJEMPLO 17 Sal de olorhidrato del acido 1a,3p,5p-(1-

(iscbutilamino-matil) -3, 5~-dimetil-ciclohexil]-acético

N

El Ejemplo 17 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, =salvo que se usdé isobutiraldehido en lugar de

propionaldehido (rendimiento del 53%)
MS 256 (M+1 para C;sHzeN;0;), punto de fusién 193°C-194°C, M

NMR (CDiOD} & 0,53 {dd, 1H, J = 24,3, 12,5 Hz), 0,81-0,90 (m, 2
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H)y, 0,89 (d, 6, J = 6,4 Nz}, 1,03 (d, 61, J = 6,8 HzZ), 1,57-
1,71 (m, 5H), 2,09 (m, 1 H), 2,49 (s, 2 H), 2,88 (d, 2H, J =

7,1 Hz), 3,19 (s, 2 H)

EJEMPLO 18 Sal de clorhidrato del acido la,3[},53-[3,5~dimetal-

1-(fenetilamino-matil)}-ciclohexil]~acétice

El Ejemplo 18 se sinletisd de acuerde cpny el mélodo del
Ejemplo 9, salvo que se usdé fenilacetaldehido en lugar de
propicnaldehido (rendimiento del 16%)

MS 304 (M+1 para C;gHz¢N;0;), punto de fusién 188°C-189°C,
Analasis (CyeHzsN;02 HCl) (Cal ) C 67,14, H 8,90, N 4,12
(hallado) € 66,94, H 8,91, N 3,98 !H NMR (CD;OD) 5 @,46
(dd, 1 H, J = 24,6, 12,3 Hz), 0,81-0,91 (m, 8 H), 1,58-~1,72
(m, 5 H), 2,50 (s, 2H), 3,04-3,08 (m, 2H), 3,26-3,30 (m, 4H),

7,23-7,75 (m, 5H)

EJEMPLO 19 Sal de clorhidrato del #&cado lu,3[},5p-{3,5-dimetil-

1-[(3-fenil-propilamino) -metil] —-ciclohexail)}-acatico *
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El ejemplo 19 se sintetizdé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usdé hidrocinamaldehidc en lugar de
propionaldehido (rendimiento del 50%)

MS 318 (M+1l para CzoH3N;02), punto de fusiébn 171°C-172°C,
Andlisais (CapHyN;0; HC1l) (Cal ) C 67,87, H 9,11, N 3,96
(hallado) C 67,83, H 9,13, N 3,78 !H NMR (CD,0D) & 0,53
(dd, 1 H, J = 24,6, 12,1 Hz), 0,B0-0,90 (m, 2 H), 0,90 (d, 6H,
J = 6,0 Hz), 1,60-1,72 (m, 5 R), 2,03-2,11 (m, 2H), 2,45 (s,
2H), 2,73 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 3,06 (t, 2H, & = 7,7 Hz), 3,3

(s, 2H), 7,20-7,18 (m, 5H)

EJEMPLO 20 Sal de clorhidrato del acido {1-[(caclobutilmetil-

amino) -metil] -ciclohexil}-acética

BN
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Cl Ejemplo 20 se sinletizo de acuerdo con el Ljemplo 26, salvo
porque se usd ciclobutano en lugar de 2-metilbutiraldehido

(rendimiento del 70%)

MS 226 (M+1 para C;3HzaN;0;) punto de fusaidén 176°C-177°C,
Andlisis (Ci3Ha3N:0z HC1l) (Cal ) C 59,64, H 9,24, N 5,35
(hallado} ¢ 59,88, H 9,18, N 5,19 H NMR (CD;0D) § 1,16-
1,60 {(br, 10 H), 1,80-1,96 (m, 2 H), 2,21-2,40 (m, 4 H), 2,53

(s, 2H), 2,97 (s, 2H), 3,73 (M, 1 H)

EJEMPIO 21 Sal de clorhidrato del &agido 1la,3p,5B-[1-

(1sopropilamino-matil)-3-dimetil-ciclohexil]-acético

aos

El Ejemplo 21 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usé acetona en lugar de
proplonaldehido (rendimiento del 50%)

MS 242 (M+1 para Cj;HzN10z), punto de fusién 206°C-207°C, H

)

2 H), 0,99 (d, 6H, J = 6,1 Hz), 1,35 (d, 6H, J = 6,6 Hz),

1,55-1,78, (m, 5H), 2,45 (s, 2H), 3,18 (s, 2 H), 3,41 (m, 1H)
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EJEMPLO 22 El acado l-aminomatil-l-ciclohexano-acétaico se
describid anteriormenle en Satzinger et al, US 4 087 544, 2 de

mayo de 1978

EJEMPLO 23 El acado l-aminometil-l-ciclopentanco—-acético se
deacribié anteriormente en Satzinger et al, US 4 087 544, 2 de

mayo de 1978

EJEMPLO 24 La sal da sodio del acidoe l-aminomatil-l-
ciclopentano-acético se describié anteriormente en Satzinger

et al, US 4 087 544, 2 de mayo de 1978

EJEMPLO 25 La sal de sodio dal acido 1-{1-
hadroximetil) caclohexano-acético se describid anteriormente en

Satzainger et al, US 2 960 441, 1960

EJEMPLO 26 Sintesis de la sal de oloxrhidrato del #cido {1-

[ (2-maetil-butilaminoc)-metil]-ciclohexil)-acetico

Y

H
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Una soluciédn del dcido (1-aminomelil-ciclohexil)-acético
(Ejemplo 22, 2,0 g, 11,7 mmol) en EtOH (100 ml) se traté con
2-metil-butiraldehido (4 ml, 35,1 mmol) y PtO; (0,5 g) y se
agitd bajo una almbdsfera de H; (50 psi) durante 2 h La
reaccibén se filtrd, se trald con HCl/Eta0 a 1 N (12 ml), se
concentrd en vacio, se disolvid en 1-PrOH caliente (10 ml), se
diluydé con acetona (600 ml), se enfrié a 0°C y se filtrd para
dar 1,58 g (49%) del producto deseado

MS 242,1 (M+l1 para C;(Ha7N:0z), punto de fusién 162°C-163°C,
Andlisis (Cj4HzsN;02 HCl) (cal ) € 60,52, H 10,16, N 5,04
(hallado) C 60,41, H 10,26, N 4,95 'H NMR (CD;OD) & 0,95
(¢, 3 H, J=17,3 Hz), 1,02 (d, 3 H, T = 6,6‘H;3, 1,20-1,31 (m,
1 H), 1,42-1,56 (m, 11 H), 1,81-1,89 (m, 1 H), 2,63 (dd, 2 H,
J = 18,3, 16,1 Hz), 2,82 (dd, 1 H, J = 12,5, 8,3 Hz), 2,99

(12,5, 6,1 Hz), 3,07 (dd, 2 H, J = 25,6, 12,9 Hz)

EJEMPLO 27 La »sal de clorhadrato del &cido {1-[(4,4,4-
trafluoro-butilamine)-metil]-ciclohexil}-acetico se sintetizd
de acuerdo con el método del Ejemplo 26, salvo que se usbd 4-
trifluorobutiraldehido en lugar de 2-metilbutiraldehido
(rendaimiento del 19%)

M5 282,1 (M+1 para C;3H;3N,0,F3), punto de Ffusién 193'C-164'C,

Andlisis (C;3H22N102F3 HCL O,05H;0) (Cal ) C 49,00, H.,"L 7,31, N

4,40 (hallado) C 48,60, H 7,29, N 4,19 'H NMR (CD;0D) &
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2,57 (s, 2H), 3,09-3,13 (m, 4 H)

EJEMPLO 28 8al da clorhadrato dal #&cido (l-etilaminometil-

oiclohexil) -acético

El Ejemplo 28 se santeti1izé6 de acuerdo conl el método del
Ejemplo 26, salvo que se usdé acetaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehido (réndimiento del 30%)

MS 200,1 (M+1 para CyHz;1N10;2), punto de fusién 160°C-166°C,
Andlisis (Cy)H2)N;0z HCl) (Cal ) C 56,04, H 9,41, N 5,94
(hallado) C 55,98, H 9,36, N 5,79 'H NMR (CD,0D) & 1,31-

1,54 (m, 13 H), 2,54-2,56 (m, 2 H), 3,06-3,13 (m, 4 H)

EJEMPLO 29 Sal de clorhidrato dal dcido {1-

[ (Ciclopropilmetil-amino)-metil] -caclohexil}-acético
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El Ejemplo 29 se sintetizdé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo porque se usé ciclopropanocarboxaldehido en
lugar de 2-metilbutiraldehido (rendimiento del 62%)

MS 226 (M+l1 para Cj3HzN,;02). punto de fusadn 177°C-178°C,
Andlisas (Cj;3Ha3N20; HCl) (Cal ) C 59,64, H 9,24, N 5,35
(hallado) C 59,72, H 9,15, N 5,27 H NMR (CDy0OD) & 0,50-
0,56 (m, 2 H), 0 71-0 74 (m, 2H), 1 05-1 30 (m, 1 U), 1 42-

L -

1 54 (m, 10H), 2,52 (s, 2H), 2,94 {(d, 2H, J = 7,3 Hz), 3,10

{s, 2H)

EJEMPLO 30 Bal de clorhidrato del é&cado {l1l-[(2-hadroxi-1-

maetil-atilamino)-metil]~ciclohexil}-acético
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El LCjemplo 30 se s9inteLizo de acuerdo con el mélodo del
Ejemple 26, salvo que se uso l-hidroxi-2-propano en lugar de
2-metilbutiraldehido (rencimiento del 60%)

MS 230 (M+l £Or CjzHz3N,0;), punto de fusion 164°C-165°C,
Andlisis (Ci2HaaN;0; HC1l) (Cal )} C 54,23, H 9,10, N 5,27
(hallado) C 54,23, H 9,01, N 5,18 'H NMR (CD;0D) & 1,30-
1,32 (m, 3 H), 1,44-1,55 (m, 10H), 2,60 (s, 2H), 3,11 (m, 2H),
3,28 (br, 2H4), 3,37 (hr, 1H), 3,57-3,61 (m, 1H), 3,78-3,81 (m,

1H)

EJEMFLO 31 8al de Glorhidrato del édeido [l1-({(iscbutilaminc-

metil) -ciclohaxil]l-acético

(o]

f\m oH

El Ejemple 31 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo gque se usd ciclopropanocarboxaldehido en
lugar de 2-metilbutiraldehido (rendimiento del 35%)

1

MS 228 (M+1 para Cj3HzsN,02) punto de fusién 175°C-176°C,

An&lisis (Cp3HasNy02 HCL) (Cal ) C 59,19, u 9,93, N 5,51,

(hallado) C 59,28, H 9,98, N 5,24 'H NMR (CD;0D} & 1,03 {(d,
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611, J = 6,9 llz), 1,3/-1,60 (m, 1lOHW), 2,10-2,17 (m, 1H), 2,63

(s, 2H), 2,87 (d, 24, J = 7,4 Hz), 3,07 (s, 2H)

EJEMPLO 32 BSal de oclorhidrato del Aoido (l-propilaminometil-

ciclohexil) ~acético

I -~

El Ejemplo 32 se sintetizdé de acuerdo con- el método del
Ejemplo 26, salvo gque se usd propionaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehidc

MS 214,1 (M+l para C;2Hz3N,02}, punto de fusion 174°C-177°C,
Andlasis (C;aHy3N02 HCl) (Cal ) C 57,70, H 9,69, N 5,61
(hallado) ¢ 57,55, H 9,77, N 5,48 !'H NMR (CD;OD) & 0,93 (t,
1 H J = 6,3 Hz), 0,99-1,03 (m, 4 H), 1,40-1,54 (m, 13 H),

1'72-1'78 (m' 2 H)' 2' 96"’"3,29 (m, 2 H)

EJEMPLO 33 Sal de clorhadrato del écido [1-(isopropilamino-

matil)-oaclohexil] -acetico

+&
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El Ejemplo 33 se sintet:zé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo porque se usd acetona en lugar de 2-
metilbutiraldehido

MS 214,1 (M+1 para C;2Hz3N,0z), punto de fusién 193°C-194°C, 14
NMR (CD;OD) & 1,29-1,57 {(m, 18 H), 2,59 (s, 2 H), 3,07 (s, 2

H), 3' 38-3' 42 (m, lH)

—u
°f

EJEMPLO 34 Bal de clorhidrato dal dcrdo (1-

ciaclchaxilaminometil-ciclohexil) ~acético

El Ejemplo 34 se saintetizé de acuerdo con el método del

Ejemplo 26, salvo qUue se usd ciclohexanona en lugar de 2-
F

metilbutiraldehido (rendimiento del 48%)
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MS 254 (M+1 para Ciliz/N;0z) punLo de Fusién 198°C-199°C,
Andlisis (Cjsll7N;02 HCl) (Cal ) C 62,12, H 9,74, N 4,83
{hallado) C 62,18, H 9,84, N 4,75 'H NMR (CD30D) 8 1,20~
1,60 {m, 16 H), 1,63-1,76 (m, 1H), 1,88 (br, 2H), 2,13 (br,

2H)}, 2,60 (m, 2H), 3,09 (m, 3H)

EJEMPLO 35 8al de clorhidrato del édoide ([1-(bencilamino-

maetil)-ciclohexil) ~acetico

o¢

El Ejemplo 35 se sintetizdé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usd benzaldehido en lugar de 2~
metilbutiraldehido

MS 262,0 (M+1 para CjslizaN102) punto de fusidn 125°C-135°C, H
NMR {(CD,0D) & 1,38-1,49 (m, 11 H), 2,55 (s, 2 H), 3,07 (s, 2

H), 4’23 ‘s' 2 H,' 7’43_7,49 (m' 5 I'i)



ll2

EJEMPLO 36 Reasuman

Usando un modele fuera del cuerpo vivo de retinas de ratas
recién disecadas, se investigaron los mecaniamos por los
cuales los niveles de glutamato en el cerebro son mantenidos
dentro de 1los limites normales La sintesis de glutamato
anaplerético puede  ser importante para reabastecer de
glutamato oxldado en la glia después de una neurotransmisidn
Los puntos de control de velocidad a través de esta via de
renovaclén se i1dentificaron como carboxilacidédn de piruvato y
transaminacién de cadena de amino ramificada Para ensayar la
relacidn entre la sintesis del glutamato y la actaivadad de la
carboxilasa de piruvato, la sintesis del d-glutamato mas ic-
glutamina desde H!'CO; se midi6 en funcién del paruvato del

medio El incremento del piruvato de 0,2 mM a 5 mM incrementd
la sintesis de los !'C-aminodcidos en un 66% + 15% La
radioactividad especifica de la glutamina en relacién con la
de H'CO; pasados 20 minutos de incubacién indicé que un ~30% de
glutamina en la retina deriva de la fijacidn de bicarbonato
Para ensayar la dependencia de la sintesis del glutamato con
respecto a -os aminodcidos de cadena ramificada (BCAA) como

una fuente de nitrdgeno, se midié el efecto de la inhibiciédn

de la aminotransferasa de cadena ramificada neuronal (BCATc)

La gabapentina (GBP) (1 mM), un inhibidor seleétlvo de la
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BCAIc en las meuronas, inhibié la sintesis del 'MCc-glutamato
mas '‘C~gluLamina desde H''CO, en un 31% sin hacer més lenta la
incorporacion de H''CO3 en los anLermedios de ciclo de lactato
y &cido citrico La ainhabicién de la nueva sintesis del
glutamato fue invertida por el agregadoe de BCAA a 0,6 mM Los
datos indicaron que la carboxilasa de piruvato y la
aminotransferasa de cadena ramificada comparten el control de
la velocidad de la nueva sintesis del glutamato en la retina,
y que la nueva sintesis del glutamato es cuantitativamente

importante para mantener los niveles de gilutamato retinal

Métodon

[ ¢

Animales experimentales

Se usaron ratas Sprague Dawley (200 g - 400 g) para todos los
experimentos Las ratas fueron alojadas en un ciclo de luz y
sombra de 12 horas, y provistas de alimento y agua sin limite
Después de anestesiar las ratas con nembutal
(intraperitoneal), se les extirparon los ojos y se disecaron

las retinas en un tampén helado

Fijacién dal CO,

Las medias retinas recién aisladas se preincubaron a 37°C

durante 3 minutos en el tampén A (pH 7,4) que contenia NaCl a
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118 wM, KCl a 4,7 M, CaCl a 2,5 mM, KlzP0O4 a 1,2 mM, MgS04 a
1,17 mM, HEPES a 20 M, glucosa a 5 mM, NH 1l a 0,05 mM y
NaH!'CO; a2 25 mM También se incluyd piruvato (a 0,2 mM o 5 mM)}
en el tampédn 1 ml del Lampén al i1gual que la fase de gas
dentro de los tubos de 20 ml se equilibraron con 95% de Oz, 5%

de CO; Las incubaciones se 1iniciarion con el agregado de 10
pCi/ml de H!CO; Los recipientes fueron cerrados inmediatamente

a la atmésfera La mayor parte de la incubacirén continud
durante 20 minutos, aungue en algunos estudios prelaiminares,

se varliaron los tiempos de 10 a 60 minutos Las reaciones
fueron detenidas removiendo las medias retinas del tampédn y
colocéndolas en 2% de &cido perclérico El1 tampén se acidificd
por separado con Acado perclbrico (concentr'lacf"bn final del 2%)

Yy se dejdé que el !%CO; sin reacionar se difundiera fuera de las

muestras acidalicadas

La cantidad total del producto (metabolitos de carbono 14 no
volatiles) se determinc midiendo la radicactividad en
alicuotas del medio y muestras de tejido Los metabolitos en
los extractos fueron separados mediante cromatografia de
acetato de Dowex-l como se describidé previamente Williamson,
J R, y Corkey, B _ (1969} “Métodos en Enzimologia®”, Volumen
13, ed Lowenstein, J M (Academic Press) Paginas 434-513, y
fueron cuantificados mediante el recuento por centelleo En la

mayor parte de los casos, los datos de carbono 14 de cada
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metabolito se informan como la suma de la radioactividad en el
medio mids los extractos de tejidos La cuantificacidén completa
de las cantidades de ¥C-metabolitos en la retina y en el medio

pueden hallarse en las lablas I y II

Los datos que no se muestran en los resultados y en las
secciones de discusidn se recogieron en el transcurso de la
realizacién de la evaluacién de la influencia del piruvato
sobre la fijacién del H'YCO; en la retina La Figura 2 muestra
solamente el efecto del piruvato sobre la suma del glutamato
més la glutamina y sobre la suma del piruvato mis el lactato
La Tabla I proporciona los valores para todos los metabolitos

que se etiquetaron con H'COy y su compartimenticién

De igual manera, los daios adicionales, que no se muestran en
los resultados y las secciones de discusién, Se recogieron
durante la evaluacién de la influencia de la gabapentina Por
lo tanto, la Tabla IXI es una expansidn de los datos mostrados
en la Figura 4, y properciona valores para todos los

metabolitos etiquetados con HCO; y su compartimentacién
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Tabla I
Condacidn | Compar— | Gln Glu Asp Lact Ciclo Total
tamiento de TCA '
Control interno |0,59 1,47 0,85 0,16 1,02 4,08
(0,2 Pyr) +0,05 |40,29 |[+0,06 [+0,06 |+0,26 |[0,41
externo | 0,461 0,04 0,08 0,55 |0 1,19
+0,08 |#0,01 |+0,01 |+0,03 0,13
suma 1,20 1,51 0,93 0,71 1,02 5,27
+0,09 |x0,29 |(x0,08 10,06 |X0,26 |X0,45
+5,0 Pyr | interno | 0,91 0,91 1,00 0,29 2,31 7,26
*0,13 |(%0,29 |+0,12 |%0,04 [£0,13 |0,61
axterno |0, 96 0,086 0,08 1,18: 0 2,24
10,14 |+0,01 |+0,01 |10,11 0,21
suma 1,87 2,73 1,16 1,47 2,31 9,50
0,23 |[+0,28 (10,12 |%0,13 [$0,13 30,74
Tabla II
Condicién | Compar- |Gln Glu Asp Lact Ciclo Total
timiento de TCA
Control |interno |0,440 |1,477 |0,634 |0,080 [1,086 |3,715
10,032 110,097 | +0,038 | +0,08 |+0,105 |+0,266
externo |0,551 (0,08 0,070 {0,478 |0~ 1,117
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6%

+0, 036 | 40,001 | +£0, 003 | +0, 030 40,075

suma 0,992 |1,485 0,704 } 0,558 |1,096 4,832

+0, 054 |40, 096 | £0, 040 | 10,031 | £0,105 |+0,303

+GBP interno |0,389 (1,324 {0,545 {0,089 11,514 3,902

+0,026 | £0,025 | £0, 019 | +0, 006 | 0,103 |£0,122

externo 10,545 (0,008 |0,0635 0,516 |O 1,066
+0,024 | £0, 003 | £0, 003 | 0, 030 0,028
suma 0,934 1,332 g, 584 0, 605 1,514 4,968

0,036 ) £0,025 | +0, 022 | £0, 028 | 0,103 |£0,028

+GBP interno |0,480 (1,549 |0,609 (0,086 |1,220 3,989
+BCAA 40,011} 40,070 | 10,021 | £0,008 ) +0,116 | 10,043
externo |0,806 |0,009 |0,093 |C,M58 |O 1,322
+0,086 ) +0, 001 ! +0, 008 | £0,048 +0,076
suma 1,286 |1,558 |0,702 |0,5445|1,220 5,311

+0,082 { £0,070 | £0, 026 | 20,040 | +0,116 | 10,119

El procedimiento cromatografico empleado en este ejemplo
separa la glutamina, el glutamato, el aspartato y el A&cado
lactico Los 1intermedios del ciclo del Acido citraco
permanecen en las columnas de Dowex y Se estiman como la
diferencia entre los recuentos totales en la muestra y los
recuentes que son eluidos La prueba de 1la vallflez de este
proccedimiento se han informado previamente Anl:e; de someter

las muedStras a la cromatografia, el YC-4cido pirtivico en las
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muesiLras f[ue converLido en f{orma eslequiométrica en lactato
tratande las muestras. con exceso de NADH y deshidrogenasa de
lactato ©[n consecuencia, se 1nforma que el unico pico de
lactato contiene todos los carbonos 14 en el lactato y el
piruvato Para determinar la actividad especifica del
glutamato y la glutamina en las muestras retinales, se midid
fluorométricamente la cantidad de masa del glutamato usando un
procedimiento enzimdtico Patel, M S (1989) en Neurométodos

Metabolismo de 1los Carbohadratos y la Energaa, Volumen 1II,
eds Boulton, A A y Baker G D (The Humana Press, Inc )
pAginas 309-340 La cantidad de masa de la glutamina se midid
después de la separacidn cromatogriafica del glutamato seguida
por la determinacidn luminométrica descrﬁpﬁi anteriormente

ATP y el fosfato de creatina se midieron fluorométricamente

usando un ensayo de enzimas

La proteina retinal se determiné usando el ensayo de proteina
DC (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) Cada media retina contenia

0,4 mg de proteina

Ensayc de la Carboxilasa de Piruvato

La actividad de la carboxilasa de pairuvato se ensayé en

L

muestras nuevas de cerebro completo y de retinas”™ extirpadas

Se usé el método descripto por Patel, M S (1989) en

cd
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Neurométodos Metabolismo «de los Carbohidratos y de 1la
Energia, Volumen 1T, erls Boulton, A A y Baker G D (lhe
Humana Press}, paginas 309-340, que consiste en medir la

f1jaci6n del '“CO; en condiciones optimas en tejido
Innunotransferencia

Se realizd® SDS-PAGE como lo describié en Patel, M S (1989) en
Neuroamétodos Metabolismo de los Carbohidratos y de la
Energia, Volumen II, eds Boulton, A Ay Baker G D {The
Humana Press, Inc ), pagina 309-340, usando 10% de gel Para
la inmunotransferencia, se transfirieron proteinas a las
membranas de Immobilon P Las membranas fueran bloqueadas con
5% de BSA e incubadas con el anticuerpo de péptido de BCATc
antiratas de conejo purificado [;or inmunoafinidad (1 1 00 de
diluciédn) o el anticuerpo de péptido de BCATm antihumano de
conejo purificado por inmunocafinidad (1 1 000 de diluciédn)
Las bandas de 1la proteaina inmunoreacliva se visualizaron
usando el sistema de ECL de acuerdo con las ainstrucciones del

fabricante (Amersham, Arlington Heights, IL, USA)

CAlculos y Estadisticas

Los datos se 1nforman en el texto y las figuras *determinando

los dpm/mg en un metabolito particular y dividiendo por la
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actividad especifica del lICO; del medio En consecuencia, todos
los datos se informan como nmoles de H'°COi/mg de proteina para

cualquier metabolito dado

Los resultados se dan comoc el medio * error estandar del medio
La significacidn estadistica se Jjuzgdé con el ensayo ¢t
emparejade y un p<0,05 Lo9 numexos de las determinaciones
independientes (n) se proporcionan en leyendas en las figuras

y en las tablas

RESULTADOB
Los niveles de oarboxilasa de piruvato son similares en 1la

retina y en el cerebro completo v

Patel demostrd que la carboxilasa de piruvato es la principal
enzima fijadora del CO; en el cerebro de roedores adultos Para
juzgar 81 esto también puede ser cierto en la retina, la
actividad de la carboxilasa de piruvato a 37°C en sonicatos de
la neocorteza fue comparada con aquellos de la retina Los
niveles de 1la neocorteza (2,9 % 0,1 nmoles de HYCO;
fijado/min/mg) fueren similares a aquellos hallados en los
tejidos retinales (3,4 1+ 0,4 nmoles de H'"CO, fijado/min/mg, lo
cual indica que la carboxilasa de piruvato fue casgi tan activa

o
en la retina como en el cerebro completo
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Velocidades de la fijacion de '‘CO, y de la apariencia del '‘c-

glutamato en funcién da los niveles de paruvato en la retina

En los experimentos preliminares las retinas se incubaron con
pirruvato a 0,2 mM como se describi® en Jlos métodos para
periocdes de 10, 20, 40 y 60 minutos Se monitored tanto el
14c0, total como los niveles de AIP y de fosfato de creatina

Los naveles de ATP y de fosfato de creatina permanecieron
constantes en funcidn del taiempo, lo cual demostré que la
oxigenacién y el control del pH fueron adecuados durante todo
el experimento La fijacidn del COz total (5,50 £ 0,14
nmoles/mg de proteina) tuvo picos entre los 20 y los 40

-

1
minutos, pero ya era un 76% del maximo (4,2 +70,1 nmoles/mg) a
los 10 minutos Como los niveles de -AIP (20 % 0,2 nmoles/mg) ¥y

de fosfato de creatina (16 1+ 1,1 nmoles/mg) fueron altos y no
cambiaron con el tiempo, este pico 1ndicd que la velocidad de
fijacién del CO; fue constante, pero qQue la rotura continua de
los productos de carbono 14 no voldtiles a COzFH0 produjo un
nivel de estado casi estacionario de la radioactividad

especifica del glutamateo y la glutamina a los 20 minutos

Para estimar el control de la carboxilaciédn de pairuvato sobre
la sintesis del glutamato, las retinas se aincubaron con

piruvato a 0,2 mM o 5 mM en el medio y se analizaron los
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metabolitos intracelulares y extacelulares El 'co; total

fijado a los 20 minutos en la presencisda del piruvato a 0,2 mM
fue 5,27 % 0,45 nmoles de H!’COy/mg, mientras que aquel fijado

en la presencia de piruvato a 5 mM fue 9,50 = 0,74 nmoles de
H'4CO3/Ing La Cigura 2 mueslLra que el incremento en el piruvato
no etiquetado desde 0,2 mM hasta 5 mM aumenta la suma de ‘C-
glutamato més !‘C-glutamina (de 1,74 * 0,19 a 2,90 % 0,31
nmoles/mg, p<0,005) La Figura 2 también muestra que la
incubacién de piruvato mas elevada aumenta los valores de !‘c-
lactato més 1"C—pzl.ruwen:o Por lo tanto, en estado estacionarlo,
un aumento en la concentracidn del piruvato de 0,2 mM a 5 mM
aumentdé la ancorporacidn de H''CO; en el ‘glutamato y la
glutamina en un 60%, mientras que el aument; en el piruvato
aumentd la incorporacién de H'CO; en el piruvato y e el
lactato un 111% El carbono 14 ciclado en el piruvato y en el
lactato representa " el reciclado glial a través de la
carboxilasa de piruvato, la enzima mdlica y la carboxicinasa
de fosfoenoclpiruvate y por primera vez demuestra 1la
descarboxilacién del ciclo del acido citrico activo en el

tejido neural intacto

Estos datos muestran que un aumento en el flujo a través de la

carboxilasa de piruvato induce un aumento en la nueva sintesis
+*



123 99

s

del glutamato retinal Sumulténeamente, ocurre un aumento algo

mayor en el reciclado del piruvato

Una fraccion importante de la sintesis de la glutamina derava

de la carboxilacion del paruvato

La 1importancia de la carboxilacién del piruvato como una
fuente para reabastecer del glutamato liberado desde las
terminaciones nerviovsas retinales durante la transmision
neuronal se estimé determinando la radiocactividad especifica
de la glutamina en el tejido retinal incubado con el medio que
contiene H!'CO; Una proporcién Ffija de la sintesis de la
glutamina en la retina derava del glutaman no etiquetado

liberado por las neuronas y recogida por la glia de Miller El
resto proviene del a-cetoglutarato glial saintetizado
anapleréticamente desde el piruvato y el Hco, En
consecuencia, la radiocactividad especifica de la glutamina
comparada con la actividad especifica del H“CO, proporciona un
valor minimo para la proporcion de la glutamina derivada de la
anaplerosis El producto de la carboxilasa de piruvato en la
glia es [1,4-!"Cl-oxaloacetato Las posicliones 1 y 4 se
etiquetan p;rque el carbono 14 1inicialmente aincorpora en la
posicién 4-C del oxaloacetato se reparte al azar entre las

posiciones 1 y 4 mediante el equilibrioc del oxalBacetato con

fumarato asimétrico El oxaloacetato etiquetado se condensa
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con piruvato para formar citralo, que luego se isomeriza hacia

i1socitrato E1l [1,4-'"C]-1socitrato es oxidado y descarboxilado
hacia el [5-'*C] u-cetoglutarato por 1la deshidrogenasa de

isocitrato En consecuenc.a, el a-cetoglutarato sintetizado
anapleréticamente tiene aproximdamente la mitad de la
radioactividad especifica del H'%COs del sustrato original,
segin el grado de seleccién al arzar de la etiqueta en el

oxaloacetato Esto también es cierto para la glutamina

sintetizada desde el [5-!'C] a-cetoglutarato

La actividad especifica de la glutamina se midié en los
extractos de tejido retinal incubados con plfuvato a 0,2 mM y
HCO; para los 10, 20, 40 y 60 minutos Sol;mente se informa
la glutamina del tejido {no del medio La radiocactavidad
especifica de la glutamina en el tejido fue constante entre
los 10 y los 60 minutos Después de 20 minulos de incubacidn
la cantidad de masa de glutaimina en el tejido fue de 4,50 %
0,44 nmoles/mg, y su radiocactividad especifica fue de 1 970 %
115 dpm/nmol o de 0,158 % 0,009 dpm/nmol de la actividad
especifica del bicarbonato Esto 1ndica que un 32% de la
glutamina fue producida por la anaplerosis y la carboxilasa de
piruvato

La radioactividad espcifica del glutamato retinal (269 + 8

dpm/nmgl) fue menor que la de la glutamina y también constante
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en funcién del tiempo desde los 10 a los 60 minutos Fue sdlo
del 14% de la actividad espcifica de la glutamina Esto
suglere que la devolucidn metabdlica del glutamato en fas
neuronas es rapida con respecto a la sintesis anaplerética

Sin embargo, come la devolucién de gluiamato neuronal no puede
reabasLecer del esqueleto de carbonc de glutamato perdido
durante 1la neurotransmisién, la via anaplerb6tica es de
fundamental importancia en el mantenimientc de los niveles de
glutamato Los presentes datos muestran inequivocamente que la
via anaplerética proporciona una 1mportante proporcidén (m32%)
de 1la glulLamina requerida para el reabastecimiento de

glutamato

L)

La sintesis del glutamato y la glutamina retinales dspende
parcialmenta de la transaminacion de los aminohcidos de
ocadena ramificada

Estudios recientes de la sintesis del glutamato en astrocitos
cultivados sugirieron que la conversidén del a-cetoglutarate al
glutamato puede actuar como un paso de control de la velocidad
en la sintesis anaplerb6tica del glutamato Varios grupos han
indicado que el grupo a-amino del glutamato no puede ser

suministrado como amoniaco y debe en consecuencia ser

-

suministrado por la transaminacion del a-cetoglutarato con
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otro aminodcido Kamamori, K , Ross, B D, y Kondrat, R W
(1998) J Neurochem 70, 1304-1315, Laemmli, Reino Unidd (1970)
Nature 2217, 680-885, gue incluye Haberg, A , Qu, H , Bakkeh,
I J, Sande, L M, Whiie, L R, Haraldseth, O , Unsgard, G,
Assley, J , Sonnewald, U (1998), de nuestra autoria,
Dev Neurosci, 20, 389-398 Los aminodcidos de cadena
ramificada contribuyen con hadrégeno igualmente ya que pueden
atravesar las barreras sangre-cerebrales y sangre-retinales
eficientemente Hutson y sus colaboradores han propuesto que
una lanzadera de nitrégeno entre las neuronas y la glia que
consiste en aminodcidos de cadena ramificada y dos iscenzimas
de BCAT, una en el caitosol neurcnal (BCATc) y una en la
mitocondria glial (BCA1lm), también puede ﬁroi)orc:.onar también
el naitrédgeno necesario Hutson, S M , Berkich, D, Down, P,
Xu, B , Aschner, M , y LaNoue, K F (1998) J Neurochem 171,

863-874 De acuerdo con esta lanzadera hipotética, la BCATc
neuronal facilita la conversién por la BCATm glial del a-

cetoglutarato en el glutamato proporcionando BCAA regenerado

en las neuronas (cf Figura 1)

Como un praimer paso hacia la investigacié4n del rol de las
1soenzimas de BCAT en la nueva sintesis del glutamato en la
retaina, se usd la imunotransferencia con anticuerxpos
especificos de BCAMm y BCAIc para delerminar si la; 1s0enzimas

de BCAT se expresan en la retina de las ratas Como se muestra
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en la lUigura 3, tanLlo 171 HtAlc como la BCATm se expresan en la
retina a niveles que son comparables con aguellos hallados en
homogenatos de cerebro completo En consecuencia, la retina de
rata recién disecada es un sistema neural intacto apropiado en
para ensayar el concepto del lanzamiento de nitrégeno entre

las neuronas y la glia

La gabapentina analoga de leucina (GBP) ea una droga
neurocactaiva que inhibe la BCATc, pero no la BCATm Su, T -2 ,
Lunney, E , Campbell, G, Oxender, DL {1995) J Neurochem
64, 2125-2131 Se confarmd que la GBP inhabe la sintesis de la
leucina en las retinas de rata recién disecadas (no se
muestran datos}) Se midio entonces el efecto de la GBP sobre
la sintesis de ''C-glutamato més *C-glutamina desde H'“CO; en
retinas de rata fusya del cuerpc vivoe Como se muestra en la

Figura 4, la GBP a 1 mM redujo la formacién de !'‘C-glutamato

mas !YC-glutamina al 71% de los valores de control (2,26 % 0,05

contra 3,18 f 0,12 nmol/mg, p<0,001) El1 agregado de 200 pM
cada uno de leucana, 18oleucina y valina ainvirtié la
inhibicién al B89% del control (2,84 + 1,15 nmol/mg, p<0,01
comparada con la GBP sola) La GBP no Luvo nangun efecto sobre
ATP n1 sobre el fosfato de creatina, lo cual indica que la GBP
no deterioro los procesos bioenergéticos retinales. El pequefio

-
aumento en la incorporacién de carbono 14 en los intermedios

S
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del ciclo del laclato y del A&cido citrico {(de 1,93 = 0,06 a

2,12 %+ 0,13) debido a que la presencia de GBP a 1 mM no era

significativa La incorporacién de la etiqueta en todos los

metabolitos se muestra en la Tabla II

Se realizaron otros experimentos para investigar las
propiedades de respuesta a la dosis de la GBP Las retinas
recién disecadas se incubaron durante 20 minutos en el tampén
A que contenia GBP a 0, 0,2, 1 o 5 mM Como se muestra en la
Figura 5, el aumento de la concentracién de la GBP en 1 mM no
aumenté significativamente el grade de esta ainhibicién de 1la
sintesis de ‘'“C-gluLamato mas '“C-glulamina desde HYCO;
-

Nuevamente la GBP no Luvo ninguna Lnflaencla sobre 1la
formacién de intermedios de ciclo de &cido citraico, lactato y

pirruvato ({(Figura 5) Esto apoya la propuesta de que el sitaio

de inhibicién de GBP de la sintesis del glutamato es la

conversidén mediada por BCAT del u-cetoglutarato al glutamato
DISCUSION

Los estudios descriptos evaluaron los mecanismos para mantener
los niveles de glutamato en el sistema nervioso central Los
estudios previos mostraron que la sintelasa de glutamina es

L]

requerida en las retinas y los cortes del hipocampo para

aéﬁgL
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mantener los niveles de ygluLamalo neuronal Su, I -Z , Lunney,
E Campbell, G , Oxender, D L (1995) J Neurochem 64, 2125-

2131

Las mediciones inmunocitoquimicas indican que el 90% o mas del
glutamato retinal y del cerebro completo s neuronal y que la
inhibicién de la sintetasa de glutamina para los 90 manutos
agota la fuente de glutamato neuronal a niveles despreciables

OtLersen, O P , Zhang, N , y Walberg, ' (1992) Neurosci 46,
519-534 Esto demostro que la sintetasa de glutamina es
requerida para mantener el glutamatoc neuronal Aunque el
glutamato se puede sintetizar en las neuronas desde el a-
cetoglutarato, la falta de carboxilasa de piruvato u otra
enzima anaplerética 1mpide el reabastecimiento de a-
cetoglutarato, y por lo tanto, impide la sintesis de glutamato
neto dentro de las neuronas, salvo desde la glutamina a través

de la glutaminasa

En esle ejemplo, las fuentes y el conlrol de la sinlesis de la
glutamina se investigo incubando retinas extirpadas con H‘CO,
y midiendo Jla apariencia y la radiocacktividad especifica de la
Yc-glutamina y el !*C-glutamato Se sintetiza més *C-glutamina
en presencia de piruvato a 5 mM que en presencia de 0,2 mM

o
Esto indica que la actividad de la carboxilasa de piruvato

P2
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anfluye en la velocidad de la sintesis de la glutamina Sain
embargo, la sensibilidad de este control es demestrada por la
observacion de que cuando el piruvato se incremenlLa de 0,2'mM
a 5 mM, la magnitud del incremento en el flujo de la
carboxilasa de pairuvato (80,3%) no se traduce directamente en
un aumento equivalente en el '‘C-glutamato mas !*C-glutamina
(69,0%) La flexibilidad del control es provista por el
potencial de descarboxilacidédn del cicle del 4Acido citrico y
el reciclade del pairuvato La dependencia del piruvato de la
fijacién total de H''%CO; en el tejido retinal fue similar a
la observada en los astrocitos aislados cultavados

Gamberaino, W C , Berkach, DA, Lynch, CJ , Xu, B, y LaNoue,
KF {1997) J Neurochem 69, 2312-2325 Shn: embargo, en los
astrocaitos, que no tienen ningun modo de regenerar BCAA
endégena usada para Lransaminar el a-cetoglutarato, los
aumentos inducidos por el piruvato en la fijacion del CO; no se
tradujeron en aumentos en los niveles de '‘C-glutamato y *‘c-
glutamina En cambiv, el carbono 14 se acumuldéd exclusivamente

en los intermedios del cicleo de dciado citrico y en el paruvato

“reciclado”

En los estudios retinales informados aqui, la radiocactividad
especifica de la glutamina en el estado estacionario fue 0,158

de la actividad especifica del bicarbonato Como

aproximadamente la mitad del !%C incorporado en el oxalacetato
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es retenida en el wu-celoygluLarato, los resultados muestran que

~32% de la glulamina deriva de H''CcO; Esta es la primera

estimacidén directa de la contribucién de la anplerosis a la
sintesis de la glutamina en un tejido neuronal Las
estimaciones anteriores han sido indarectas, y consaistieron en
el analisis isotopomérico de los espectros de NMR posteriores
a la infusién de '3C glucosa (3-5, 11~13) en cerebros intactos
Las estimaciones de la contribucidén de la carboxilacidn del
piruvato a la sintesis de la glutamina usando estos métodos de
NMR han sido menores que la preasente, y estédn en la gama de
menos del 1% (3) al 5%-10% (4,5) al 20%-25% Shank, R P,
Bennet, G S , Freytag, S 0 y Campbell, G L (1985) Brain Res
-
329, 364-367, Griffen, J L , Rae, C , Radda,"'G K , y Matthews,
P M (1999) Biochaim Biophys Acta 1450, 297-307, lo cual
depende en gran medida de las suposiciones 1niciales de los
modelos matemidticos usados Los presentes resultados sugieren
que la carboxilaciédn del piruvato glial y la conversién de
los intermedios del ciclo del &cido citrico al glutamato y la
glutamina probablemente sean cuantitativamente 1importantes
para la funcién retinal y posiblemente para la funcién

cerebral completa

La observacién de que la GBP hace mAs lenta la conversién de

-~

los intermedios del ciclo del acido citrico en glutamina Yy
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glutamato sugiere que la santesis neuronal de la BCAA por la

132

BCATc es necesaria para las velocidades Oéptimas de la

aminacién del «-cetoglutarato al glutamato Un esquema
razonable para su participacidn en este proceso se muestra en

la Figura 1

Los resultados, que demuestran la inhibicién de la sintesis
del *c-glutamato y la 14C-glutamina desde H'CO; por la GBP y
la ainversidn de la ainhibicidn por la BCAA son consistentes con
la lanzadera descipta La hipbétesis también da una explicacidn
para la accién antiepiléptica de la GBP Taylor, C P , Gee,
NS, Welty, DF, Brown, J P, Dooley, DJ, Boden, P,
Singh, L (1998) Epilepsy Res 29, 233—2&5 De hecho, la
sintesis del glutamato disminuida es una acciébn comun de la
GBP y los 1nh1b1dorés de la anhirasa carbdnica antiepiléptica

Hazen, S A , Waheed, A , Sly, WS , LaNoue, K F, Lynch, CJ

{1997) Dev Neurosci 19, 162~171 Tambien, la Enfermedad de
la Orina de Jarabe de Arce, la enfermedad hereditaria causada
por una mutacidn del gen para la deshidrogenasa del cetodcado
de cadena ramificada, s1 no es tratada induce una alta BCAA en
suero en paclientes y consecuentes anormalidades neurolégicas

Chuang, DI , y Shih, VE (1995) en La Base Metabdlica de la
Enfermedad Hereditaria, eds Schraver, C R, Beeudet, AL,
Sly, S, y Vaile, D (McGraw~H:11l) péginas 1255-1277, que

puede estar relacionada con 1la requlacién anormal de la
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sainLtesis del glulamalo linalmenLe la implicaciron del
lanzamiento del nitrégeno durante la sintesis del glutamato
debe ser estudiada més profundamente a la luz de la ef1calc.'|.a
de la GBP en el LratamienLo de la enfermedad neuropética
Ottersen, O P , Zhang, N y Walbery, F (1992) Neurosci 46,
519~534 y la neurodegeneracién, Chuang, DI y Shih, V E
(1995) en La Base Metabdlica de la Enfermedad Hereditaria,
eds Schriver, C R, BeaudeL, AL , Sly, S y Vaile, D
{McGraw~Hill), paginas 1239-1277, Rothsetin J D y Kunel, R W

(1995) J Neurochem 65, 643-651

EJEMPLO 67

- -
L

Preparacién de Enzimas Cerebros de rata congelados fueron
fundidos en hielo y desmenuzados en trozos finocs Para cada
cerebro se agregaron 5 ml de un tampdn i1soténico [manitol a
225 mM sucrosa a 75 mM, MOPS a 5 mM (pH 7,1), EDTA a 1 mM,
EGTA a 1 mM, DIT a 1 mM, que contenia leupeptina, pepstatina y
PMSF] Las muestras se homogeneizaron en un homogeneizador de
Potters (B Bran Biotech International) a 500 rpm durante
diez pulsaciones, y luego diez pulsaciones adicionales a 800
rpm Los homogenatos se centrifugaron en el centrifugador
Beckman J2-M1 con rotor JA-20 a 19 000 rpm durante 1 hora El
sobrenadante se dializd con al menos tres cambiod del tampén

de didisis (manitol a 225 mM, sucrosa a 75 mM, MOPS a 5 mM a
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pH 7,1, EDIA a 1 nmM, LGIA a ] mM, y DIl a 1 mM) durante 24
horas La enzima resultanLe se almaceno a -809°C para otros

ensayos

Ensayco de la BCAT La reaccidn se realizé en tubos de
Eppendorf de 1,5 ml en un volumen de 100 pl que contenia Tris-
HCl a 50 mM (pH B,3), ['C]L-leucina a 25 uM, 2-oxoglutarato a

10 pM, fosfato de paridoxal a 15 uM, DTT a 1 mM, y enzima Las
soluciones para la mezcla de la reacciédn se hicieron en diez
veces las concentraciones Pasados 10 minutos de incubacién a

temperatura ambienlLe (22°C), la reaccaidn fue detenida

agregando 100 ul de p-nitrofenil hadrazaina a‘15 mM en HCl a 2
M Pasados unos minutos se agrego 1 ml ;e un liquido de
centelleo basado en tolueno (4,5 g de PPO y 0,5 g de bis-MSB
en 1 1litro de tolueno), se tapd el tubo y se mezcléd

completamente con un mezclador de Vortex Luego los tubos se
centrifugaron a 13 500 rpm (centrifugador de Eppendorf 5415C)
durante 10 minutos Se colocaron 600 ul de la capa organica de

cada tubo en tubos de centelleo, y luego se agregaron 10 ml de

céctel de centelleo para el recuento

Ejemplo Numero rBCATc ICS0 {(uM)

1l 146 -
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2 1136
3 1660
3 2515
5 2934
6 2620
7 2165
8 74

9 120
10 121
11 -

12 =

13 =

14 =

15 -

16 =

17 =

18 m

19 -

20 =

71 =

22 389
23 2121
24 942
25 170
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27 -
28 181 l
29 391
30 2250
31 208
32 243
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35 1768
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REIVINDICACIONES
1 Un compuesto de la Férmula IV

Ry
X CO,H

R,
Ry

Ry
Ry v

R;-Ry son hadrbdgeno o alquilo,

X es NR; u O,

T

Rs es hidrégenoc o alguilo,

R¢ es hidrégeno, alquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcanollo,
arilalquilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alquilcicloalquilo,
halogenalquilo trisustituido y en donde R,-Ry son cada uno
hidrégeno, entonces R¢ no es hidrégeno o metilo, o una sal,

éster, prodroga ¢ amida farmacéuticamente aceptable de &1

2 Un compuesto de acuerdo con 1la reavindicacién 1,
caracterizado porque R y Rgs son hidrégeno y R; y Ry son
alquilo, Rz y Ry son hadrégenc y R; y R3 son metilo, R,-Ry son

hidrégeno, R; es alquilo y R»-R4 son hidrégeno, R;+es metilo y

Rz-R;s son hidrégeno, Rs es hidrégeno, X es NRg, X es O, Rg es

RIO LATORRE MENDOZA
raductor & intirprets Oficsal
Resol No 2839 Minjustica 1 891
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algquilo Rg es bencilo, Rs es acetilo Rg es fenialquilo, Rg es
ciclocalguilo, Rg es trifluoroalquilo, Re alquilcicloalquilo, Rg
es alcoxi, y R es alilo

3 Un compuesito de acuerdo con Jla reavindicacion 1,
caracterizado porque R; y Ry son hadrégeno y Ry y Ry son metilo,
R;-Ry son hidrégeno, R; es metilo y Rz-Rs son hidrégeno, Rs es

1

hidrdégeno, X es NRg, Rs es alquilo, Rs e&s bencilo, R es
acetilo, Rg es [fenilalquilo, Rg es caicloalquilo, Rs es

trifluoroalquilo, R¢ algquilcicloalqurlo Rg es alcoxa, y R¢ es

alilo

L")
4 Un compuesto de acuerdo con la FPeivindicacibébn 1,
caracterizado porque Rz ¥ Ry son hadrogeno y R; y Ry son metilo,

R;-R' son hidrégeno

5 Un compuesilo de acuerdo con la reavaindicacion 1,
caracterizado porque se selecciona del grupo formado por
Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido (l-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido {1-[(2,2,2-tr1fluoro-etilamino)-metil]-ciclochexil}-
acético,

Acado {1-[(3,3,3-triLlluorc-propilamino)-metil]~ciclohexil}-
acético, "

"‘E'-m-emﬂmmw
2638l No 2839 Minjusica 1 831
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Acido 1w, 308, 5P}~ (L-alilaminometlrl-3, 5-dimetal-ciclohexal) -
acético,
Acaido 1w, 3V, 5P- (3, 5-dimels L-i-prop-2-anilaminometil-

ciclohexil) -acélico,

Acido la, 3P, 5)-(3, 5-dimel1rl-1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino) -
metil]-caclchexil}-acetico,

Acado la, 3B,5P3-{3,5-dimet1l-1-[(3,3,3~trifluoro-propilamino) -

metil]-ciclchexil}-acético,

Acado trans-((1R,3R)-1-alilaminomeiil-3-metil~-ciclohexil) -
acético, -
Acido trans-((JR, 3R)-3-meti]l-l-prop-~2-inilaminometil-

ciclohexil)-acético,

-
-

Acido trans-{( {1R, 3R)-3-met11-1-[(2,2,2-tr1fuoro-etilaminoc)-
metil]-ciclchexil}-acetico,

Acido trans-{(1R,3R)-3-mel1l-1-((3,3,3-Lrifluoro~propilamino)~
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{ {1R, 3R)-3~-melLil-1-|(4,4,4~-Lr1fluoro-butilamino) -
metil)-ciclohexil}-acetico,

Acido la, 3B, 5P-{3,5-dimel1l-1-1(4,4,4-trifluoro-butilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido la,3p,5B~{1-[(ciclopropilmetil-amino) -met1l] -3, 5-dimet1l-
ciclohexil}-acetico,

Acado Lrans—{ (1R, 3R) -1~ [ (ciclopropilmetil-amino) -melrl | -3~

metil-ciclohexil}-acetico,

LATORRE MENDOZA
raductor & intérprete Oficral
Resol No 2839 Minjusuca 1 991
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Acado trans={ (JIf, 3R)-3-nel tl-1l-meLilaminometil-ciclohexal)-
acélLico,
Acido trans-{{(1R,3R)~1-elLilaminometil-3-metil-ciclohexil)~-
acético,
Acado trans-({1R,3R)~3~metil-l-propilaminometil-ciclohexil) -
acético,
Acido trans—( (1R, 3R)-l-butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-{ (1R, 3R})~1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil)-
acétaico,

Acido la, 3P, 58-{1-[ (hadroxametil-l-amaino)-metil] -3, 5-dimetil-
ciclohexil}-acético,

Clorhidrato del  4&cado  Ja,3[, 50~ (1-aminometil-3, 5-dietal~
ciclohexil)-acélico,

Clorhidrato del dcido trans- (1R, 3R) (1-Aminometil-3-met1l-
ciclohexail) -acético,

Clorhaidrato del dcido (L-~aminometil-2-metil-ciclohexal)-
acético,

Clorhidrato del 4&cido (l-aminomet1l-3,3-dimetil-ciclohexil)-
acético,

Clorhidrato del acaido (t)-(trans)-(l~aminomet1l-3, 4-dimetil-
ciclopentil}-acética,

Clorhadrato del acido (cis/trans)-(3R)-(l-aminomet1il-3-met1l-

-

ciclopentil)-acético,

8 LATORRE MENDOZA
ctor 8 Intdrpreie Oficial
Resol No 2839 Minjusbaa 1 591
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Clorhadralo del 4caido (F)-{trana)-{l-amirnometil-3, 4-dimektil-

ciclopentil)-acélico,

Clorhaidrato del 4&cido (+)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetarl-
ciclopentil)-acético,

Clorhadrato del adcido 1la, 38, 5B- {1-aminometil-3, 5S-dimet1l-
ciclohex.l)-acético,

Sal de <clorhadralo del dcido 1la, 3_,5Pp-(3,5-dimet1l-1~
propilaminometil-ciclohexil) -acetico,

Sal de clorhadrato del &cado 1a,3f3,5)-(l-etilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)}-acético,

Sal de clorhadrato del &cide 1la,3B,5-(l-bencilamino-metail)-
3,5-dimetil-ciclohexil])=-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1lu, 3|}, 5P-(l1-dimetilaminometarl-3, 5-
dimetil-caiclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido 1la,3f,5p-(1-butilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1lu,3fB,5B-({1-[({bencil-metil-amino)-
metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato del dcado la, 33,5p0-(3, 5-d1imet1l-1-
metilaminoetil-ciclohexil)-acetico,

Acido la, 3, 53~ [1-(acelLrlamino-metil) -3, 5-dimetil-ciclohex1l] -
acético,

Sal de clorhidrato del &cido la,3B,SB—(l-(1sobut11a;1no—met11)-

3,5-dimet1l-ciclohexil] -acético,

LATORRE MENDOZA
@ Intérprete Oficial
Resol No 2839 Minjusticia 1 991
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Sal de clorhidrato del 4cido la,3B,50-({3,5-dimet1l-1-

(fenetilamino-metil)-ciclohexil]~acético,

L]

Sal de clorhidrato del 4cido la,3f,58-(3,5-dimetil-1-[{(3-fenil-
propilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {l1l-[(ciclobutil-amino}-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del A&cado 1la,3B,5B-(1-(1sopropilamino-
met1l)-3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acético,

Acido l-aminometil-l-caiclopentano-acético,

Sal de sodio del acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido 1-(hidroximetil)ciclohexano-acético,

Sal de clorhidrato del acido {l1-[(2-metil-butilamino)-metil]-
ciclohexlil}-~-acetico,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[(4,4,4-trifluoro~butilamino)-
metil]-ciclohexil}-acélico,

Sal de clorhidrato del &cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhldrat; del 4&cido {l-[{ciclopropilmetil-amino)-~
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de <lorhadrato del acido {1-[(2-hidroxi-1-metil-
etrlamino)-metil]-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhadrato del acado [1-(1sobutilaminco-metil) -

L |

ciclohexal]-acélico,
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$al de clorhadzato del Aacido {(l-propilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de <clorhidrato del acido [l-(1sopropilamino-metil) -
ciclohexil]-acetico?

Sal de clorhadrato del adcido (l1-ciclohexilaminometil-
ciclohexil)-acetico, y

Sal de clorhadrato del écido [1-(bencilamino-metil}-

ciclohexil)-acético

6 Un método para tratar la retincopatia diabética,
caracterizade porgue comprende el paseo de adminastrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de las

Férmulas I, II y/o III, a un paciente que lo mecesita

No 2839 Minusticra 1 891
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R
N, HO,C
(CH,)m/ (CHz)n
Ryy R
Ryo !
Rz
Ry R;
Rz R,
Re Rs
HOLC
AN

en donde

Ry @8 H, alquilo, cicloalquilo, alquile sustituido que contaiene

halégeno, amina, alcoxi, cacloalqguilo,

-,

¢ hidroxi, alilo,
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alquanilo, alcanoiLlo, alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenilo,
bencilo, o arilalquilo.

m y n son 1ndependienlLemente un numerc entero de 1 a 3,

Ri~Ry ¥ Rjo-Ri4 son 1independientemente H, alquilo, o alguilo
sustaituido, y

X = NRy4, 0, 0 S,

cuando hay ma&s de un estereoisdmero, cada centro quiaral puedse
ser independientemente R © S, o0 una sal, éster, prodrogra, o

amida farmacéuticamente aceptable de é1

7 El método de la reiwvindlcaclédn 6, caracterizado porque m y
n son 1, X es NRjy, Rg es H, Ry €5 metilo, Ry ¥ Rs son metilo, Rg
es metilo, R;p es melilo, Ry y Rs son metilo, Ry Yy Ry son
metilo, Ri-Ry ¥ Rjp~Rj3 son H Rg es alquilo, Ry es bencilo, Ri,
es alquilo, Ry es arilalquilo, Ry es cicloalquilo, R;-Ry son H,

Ri-Rs ¥ Rip~Ri; son H R;~R; ¥y Ry—-Ry son H, o Ry es metilo

8 El método de la reivindicacidn 6, caracterizado porque R; es
alquilo, R;~Rz ¥ Rq-Riy y Riq son hidrégeno, y m y n son 1, y X
es NRyy, Ry y Rix son alquilo, Ri-Rz ¥ Ry-Rjp ¥ Rys son hidrégeno,
m y n son :E, Y X es NRyy, Rs y Ry;) son alquilo, R;-Ra y Re¢-Rjp ¥
Ris son hidrdgeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es NRy, ¥y

Ri-Ri1 ¥ R4 son hidrogeno, m y n son 1, y X es O

UTERIO LATORRE MENDOZA
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9 LI wélLodo doe la reivindicacion 6, caracterizado porque el
compuesto se selecciona del grupe formado por
Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acetico,

Acido {l-prop-2~inilaminometil-ciclohex:il)-acético,

Acido {1-[(2,2,2-tr1fluvoro-etilamino) -metil]-ciclohexil)-
acético,
Acaido {1-[(3,3,3-trifluoro-propilaminc) -metal)-ciclohexil}-
acético,
Acado la, 3B, 5= (1-alilaminomet1l-3, 5-dametil-ciclohexail) -
acético,
Acido la, 3}, 5B-(3,5-dimet1l1-1-prop-2~anilaminomet1l-

ciclohexil)-acético

Acido 10,3H,SBﬁj3,5-d1met1]—1-[(2,2,2—tr;fluoro—et11am1no)—
metil]-ciclohexil}-acetico,

Acardo la, 38, 5B-{3, 5~-damet1l~1-[(3, 3, 3-trifluoro-propilamino) -

metil)-ciclohexil}-acétaico,

-

Acido trans-{ (1R, 3dR)~1-alilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acado trans-( (1R, 3R)-3-metil-1-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)~acético,

Acado trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1~[(2,2,2-tr1fuoro-etilamino)-
metil]-ciclohexil}-acetico,

Acado trans-illR,3R)-3—meL¢l-1-[(3,3,3—tr1fluo:o—E;opilam1no)-

metil]-ciclohexil}-acético,

radhicior @ intiprew Oficial
Rescl No 2839 Minpustics 1 961



. g *

gaq

Acido trana={ (1R, 3R) -3-melL11-1-](4,4,4-tr1fluoro-butilamino) -
metil]-ciclohexil}-acélLico,
Acado la, 33, 5B-13, 5-daimet1l-1-[ (4,4, 4~tr1fluoro-butilamino) -
metil}-caclohexil}-acétaico,
Acido 1la, 3f,58-{1-{(ciclopropilmetil-amino)-metil}-3,5-dimetrl-

ciclohexil)-acético,
Acido trans-{ (1R, 3R)-1-| (ciclopropilmetil-amino)-metail] -3~

metil-ciclohexil}-acetico.

Acido trans-{ (1R, 3R)~3-metil-1-metilaminometil-ciclohexil)~-
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)~1l-elLilaminometil~3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acaido trans—((1R,3R)—3—metll—l—propllamln;metil—cxclohex;l)-
acético,
Acido trans-( (1R, 3R}~l-butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acado trans-( (1R, 3R)-l~hidroximetil-3-metil-caiclohexil)-
acético,

Acido la, 30, 5p-{1-[ (hadroximetil~1-amino) -met1l)~3, 5-dimetal-
ciclchexil}-acético,
Clorhidrato del dcido la, 3B, 5~ (1-aminomet1l-3, 5-diet1l-
ciclohexil)-acético,

Clorhadrato del Acido trans-{lR,SR)(1—Am1nom§t11—3—met11—

ciclohexil)-acético,

-
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Clorhidrato dal acitlo {(l1-aminomellLl-2-metil-ciclohexil) -~

acético,

Clorhidrato del &cido (l-aminometil~3,3-dimetil-ciclohexil)-
acético,
Clorhidrato del &cideo (t)-{tLrans)-{i-aminometal-3,4-dimetil-

caiclopentil)-acético,

Clorhidrato del &cideo (cas/trans)-(3R)-(l-aminometail-3-metil-

ciclopentil)~acético,
Clorhidrato del Aciaide (+)-{trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-

ciclopentil)-acétaico,

Clorhidrato del &acado {+)~(trans)-{(l-aminometil-3,4-dametil~
ciclopentil)-acéticeo,

Clorhadrato del dcido lu,39,50—(1-am1n6met11—3,5—d1met11-
ciclohexil)-acético, .

Sal de clorhidrato del acido la, 3B, 5p-(3,5-dimet11-1-
propilaminometil-ciclohexil)~acetico,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3[},5B-(l-etilaminometil-3,5-
dametil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acado 1o, 3B, 5B-(l1-bencilamino-metil)-
3,5-dimetil-ciclohexil]-~acético,

Sal de clorhidrato del dcido la, 3B, 5B~ (l1-dimetilaminometil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)~acético

Sal de clorhidrato del acido 1la,3p,53-(l-butilamrnometil-3, 5~

dimetil-ciclohexil)-acetico,

No 2839 Minusticia 1 681
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Sal de clorhidrato del 4cido 1w, 3[},5p-{1-[(bencil-metil-amino)-
met:l]-3,5-dimetrl-ciclohexil}-acetico

Sal de clorhidralo del acido 1c, 3}, 5B~ (3, 5-damet1l-1-
metilaminoetail-ciclohexil)-acético,

Acido 1«,3B,58-({1-(acetilamino-metil)-3,5-dimetrl-caclohexil}-
acetico,

Sal de clorhidrato del dcido la, 3P, 5B~ (1l-{isobulilamino-metasl)-
3,5-dimetal-ciclohexil]-acélico,

Sal de clorhidrato del acido la, 303, 5B-(3,5-dimet1l~1-
(fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del 4caido 1la, 3P}, 53-{3,5-dimetal~1-[(3-fenil-
propilamino)-metil)-ciclohexil)-acético, >
Sal de clorhadrato del acido ([l-[{caclobutil-amino}-metil}-
clclohexil)}-acétzico,

Sal de clorhidrato del A&cido 1a,3B,5B~(1-(1sopropilamino-
metil)-3, 5~dimetil-ciclohexil]-acelico,

Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acético,

Acado l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido l-aminometil-l-caiclopentano-acético,

Sal de sodio del Acido 1-(hidroximetil)ciclohexano-acético,

Sal de clorhidrato del &cido ({1-((2-metil-butilamino)-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del Acido {1—[(4,4,4-Lr1f1uorojbut11am1no)—

metil]-ciclohexil)}-acético,

_ q@' UTERIO LATORRE MENDOZA
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Sal de clorhidrato del &cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-

acétaico,

Sal de clorhidrato del A&cado Il-[(c1010prop11met11—am1;o)-
metill-ciclohexill-acetico

Sal de clorhidrato del dcido {l1-[ (2-hidroxi-l~metil~-
etilamino)-metil]-caclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del Acido [l-(isobutilamino-metil)-
clclohexilj-acetico

Sal de clorhadrato del &4caido (l-propilaminometil-clclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del 4Acido [1-(isopropilamino-metal) -
caiclohexil)])-acetico,

Sal de clorhidrato del dcldo {l-ciclohexilaminometil~

caclohexil)-acético, y

Sal de clorhadrato del &cido [1- (bencilamino-metil) -

ciclohexil]-acético

10 Un método para inhibir la aminotransferasa dependiente de
aminodcidos de cadena ramificada en un paciente que lo
necesita, caracterizado porque comprende el pasa de
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un

compuesto de las Formulas I, II y/o IlI
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g

ny [
Ry

Ry
N

(cn.pn/ {CHz)n

Ry
n

en donde

Ry es H, alquile, cicloalquilo, alquilo sustituido que contiene
halogeno, amina, alcoxi, cacloalquile, o hidroxi, alile,
alguinilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo, sulfonailo, fenilo,
bencile, o arilalquilo,

m y n son independiéntemente un numero entero de 1 a 3,

Ri-Rs ¥ Ryp-Ryy son 1independientemente H, alquild, o alquilo

sustituido, y

RIO LATORRE MENDOZA
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x = NR]Q, o' o] S'
cuando hay mis de un eslereoisdémero, cada centro quiral puede
ser independientemente R o S, © una sal, éster, prodrogra, o

amida farmacéulLicamente aceptable de é1

11 El método de la reivindicacidn 10, caracteraizado porque m
y nson 1, X es NR;_., Ry es H, Ry es metilo, Ry ¥ Rs son metilo,
Rg es metilo, Ry es metilo, Ry y Ry son metilo, Ry ¥ Rg son
metilo, R;-Rp ¥y Rip—R;3 son H, Ry es algquilo, Ry 83 bencilo, R,
es alquilo, Ry es arilalquilo, Ry es cicloalquilo, Ri-Rg son H,
Ri1=Rs ¥ Rip—~R;1 son H, Ri~Rz ¥ Rs~Ry son H, o Rz es metilao
i

12 El1 método de la reavandicacién 10, caratterizado porque Ry
es alquilo, R;-Rz ¥ Rs~Rj; ¥ Ria Son hadrégeno, ymy o son 1, y
X es NRy,, Ry ¥y R;; son alquile, Ri-R; y R¢-Rjp ¥y Rjy son
hidrégeno, m y n son 1, y X es NRy,, Rsy y R;, son alquilo, R;-Rz
Y Ri-Ryo ¥ Riq son hadrdgeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es

NRj4, ¥ Ri~Ri1 ¥ Ri¢ son hidrogeno, m y n son 1, vy X es O

13 El método de la reivindicacién 10, caracterizado porque el
compuesto se selecciona del grupo formado por

Acido (1l-alllaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido (1~prop-2-inilaminometil-ciclohex1l)-acético,

Acaido {1—[(2,2,2—tr1fluoro—et11am1no)-metlll:c1clohex11}—

acéticd,

LEUTERIO LATORRE MENDOZA
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Acido {1-1¢(3,3,3-L1 .l luoro-proprlamino) ~-metil]-ciclohexal)-
acético,
Acado 1a, 3f, SP- (1-Al112minomet11-3, 5~dimetil-ciclohexail) -
acélico,
Acido 1w, 3P, 5B- (3, 5-dimetil-1-prop-2-i1nilaminometil-

ciclohexil)-acetico,

Acido la, 3p,5B-{3,5-dimet11-1-[(2,2,2-tr1fluoro-etilamino} -~
mektil)-ciclchexil)-acético,

Acado la,3B,5B-{3,5-dimet11-1-[(3,3,3~-triflucro-propilamino) -

metall-ciclohexil)-acético,

Acido trans-{{1R,3R)-1l-alilaminometil-3-matil-ciclohaxil) -
acético, .
Acado trans-((1lR, 3R)-3-met1l-1-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)-acético,

Acaido trans-{ (IR, 3R)-3-met1l-1-[ (2,2, 2-trifuoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1~[(3,3,3-tr1fluoro-propilamino) -
metil]-ciclchexil}-acético,

Acado trans-{ (1R, 3R)-3-met1l-1-{(4,4,4-trifluoro-butilamino)~
metil] -ciclohexil}-acetico,

Acado la, 3B, 5B-{3, 5-dimet1l-1-( {4, 4, 4~tr1fluoro-butilamina) -
metil]-ciclohexil)-acelico,

Acido la, 3B, 5B~ {1~ [(ciclopropilmetil-amino) -met1l] 23, S-dimetl—

ciclohexil)-acetico,

noL
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Acado trans-{ {(1R,3R)-1~[ (ciclopropilmelil-amino) -metarl]-3-

metil-ciclohexill-acéLrco,

Acado trans-( (1R, 3R)-3-metil-1-metilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-l~-etilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acétuico, -

Acado trans-( (1R, 3R)-3-met1l-l1-propilaminometil-ciclohexil)~-
acético,

Acido trans-( (1R, 3R)~1l-butilaminometil~3-metil-ciclohexil) -
acético,

Acido trans-( (1R, 3R} -l-hidroximatil~3-metil-ciclchexal)-
acético,

Acado 1a,3B,50—{1—[(hLdroxlmetll-l—amlnd)-£;t11]—3,5—d1met11—
ciclohexil}-acétaco,

Clorhidrato del dcado 1la,30,53-{1-aminometil~3, 5-dietil~
clclohexil)-acétaico,

Clorhidrato del dcido trans- (1R, 3R) (1-Aminometil-3-met1l~-
ciclohexil)-acético,

Clorhidrato del dcido {l-aminometail-~-2-metil-ciclohexil) -
acético,

Clorhidrato del A&cido (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-

acético,

Clorhidrato del &caido {(£)-(trans)-(l-aminometil-3, 4-dimetil-

-

ciclopentil)-acético,

- =R 210 LATORRE MENDOZA
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Clorhadralo del &cide (crs/trans)-(3R)-{l-aminometil-3-metrl-

ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del &cido (+)-(trans)-{(l-aminometil-3,4-dimetil-

ciclopental)-acético,

Clorhidrato del Aacado (+)-(trans)-(l-aminometil-3,4~-dimetil-
ciclopent.il) -acetico,

Clorhadrato del Acido la, 3}, 5p~(l-amrnomet1rl-3, 5-dimetal-
ciclohexi1l)-acético,

Sal de clorhidrato del Acado la, 3B, 5B- (3, 5-dametil~1~
propilamincimelil-ctclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3f,58-(l-etilaminometil-3,5-
dimetil-caiclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido 1la,3p,53~(l-bencilamino-metil)-
3,5-dimetil-caclohexil] -acético,

Sal de clorhadrato del &acido le, 3B, 5P)-{l-dimetilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato” del Acido la,3P,5B-(l-butilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del Aacide la, 3p,5p-{1-](bencil-metil-amino)-
metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clarhidrato del acido la, 38, 58-(3,5-dimet11~1-
metilaminoetil-ciclohex.il)-acético,

Acido la,3ﬂ,55-[1-(aceLllamlno—metllj—3,5-d1met11:c1clohexll]—

acétaico,

ARE MENDOZA
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Sal do clorhidealo doel avido Juw, 3, 5= (L-{(Lsobutilamino-melrl) -
3,5-dimelrl-crclohexs) | ~acdlaco,

Sal de clorhidrato del acido lax, 33,5B-(3,5-dimetal-1~
(fenetilamino-metil)-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido 1la,3(,50-(3,5~-dimet1l-1-[(3-fenil-
propilamine)-metil]-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato -del acado {l1l-[(ciclobutil-aminc)-metil]-

ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acido 1a,3B,5(-(1l-{i1sopropirlamino-
metil)-3,5-dimetil-ciclohexil])-acétaco,

Acido l1-aminometil-l-ciclohexano~acético,

Acido l-aminometil-1l-ciclopentano-acético, ;

Sal de sodio del 4cido l-aminomelil-l-ciclopenlLano-acético,

Sal de sodio del &cido 1l-(hidroximetil})ciclohexano-acetico,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[(2-metil~butilamino)-metil]-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido {1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-~
metil)-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del &cado {l1-[(ciclopropilmetil-amino) -
metil]-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhaidrato del acido {1~[(2-hrdfoxi-1-metil~

etilamano)-metil]-ciclohexil}-acético,

RID v} LN T E"DCM
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Sal de clorhidrato del Acudo {1-(1sebutilamino-metal)-
ciclohexil])-acético

Sal de clorhidrato del acide {l-prepilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de <clorhidrato del 4&cado {1-(asopropilamino~metail)-
ciclohexilj~1cot 1cw,

Sal de clorhidraLe del dcido (l1-ciclohexilaminometal-
ciclohexil)-acético, ¥y

Sal de clorhadrato del acado [1-{bencilaminoc~metil) -~

ciclohexil)-acético

14 Un método para LriLar traslornos neuroldgicos, depresidn,
ansiedad, pdnico, manias, trasiornos bipolares, enfermedades
antiinflamatorias, _glaucoma, dolor o lesidén gastrointestinal,
caracterizado porque comprende administrar una cantadad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la Férmula IV a
un paciente que lo necesita

R;-R4 son hidrégeno o alquilo,

X es NRs; u 0O,

Rs es hidrégeno o alquilo,

R¢ es hadrogeno, alquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo,
arilalquilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alquilcicloalquailo,
halogenalquilo trisustituide y en donde R;~R, son cada uno
hidrégeno, entonces Rg no es hidrdgeno o nmtllo: © una sal,

éster, prodroga o amida farmacéuticamente aceptable de &1
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente 1invencidn se refiere a un método para el
tratamiento profiléctico y terapeutico de la retinopatia
diabética El métode consaiste en la administracidn de un
inhibidor de la wvia de la aminotransferasa dependiente de
aminoacldos de cadenud ramilicada (IICAL), a un animal, Lal como
un mamifero, en particular un humano, en una cantidad
guficiente para tratar profilactica o terapduticamente la
retinopatia daiabética La presente invencion +también ase

rafiere a varios inhidores novedosos de la via de la BCAT --—--
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| CONSULTA RADICACION TRAMITES DIAS ANTERIORES |

I I
[No radicacion 0 93679 0 Sec_ eve 0 Sec act 8 |
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[Tramite 2 PATENTES DE INVENCION

I
|Bvento 1 REGISTRO/DEPOSITO/CONCESION/DEPOSITO |
|Actuacion 538 PETICION DE EXAMEN |
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|
[Dep Destino 2020 DIVISION DE NUEVAS CREACIONES |
|Solicat/Destinat MAYA RODRIGUEZ CARLOS |
[Tipo Documento 1 CARTA Fecha 10/10/2003 |
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|Pecha radicacion 2003-10-10 11 38 53 Tipo Radicacion EN |
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| Encontrados (10/10) registro(s) |
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Industria y Comerci

SUPERINTENDENC,

41y

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No 00- 03679

EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 528, DE

FECHA 30 DE MAYO DE 2003, EL. TERMINO HABIL SENALADO POR LA LEY

EXPIRA EL 20 DE AGOSTO DE 2003

NOTA Dentro del plazo de los sets (8) meses sigulentes a partir de |a facha de
publicacién en la gaceta de Propledad Industrial, debera solicitar y cancelar el
examen de patentabilidad so pena de que la solicitud caiga en abandono, de
acuerdo con lo establecido en el Articulo 44 de ia Decisién 486/2000

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCEROS

Sl NO X
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