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REF EXPEDIENTE No 000- 93679 de Diciembre 07 de 2000

PATENTE “INHIBIDORES DE AMINOTRANSFERASA DEPENDIENTE DE
AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA Y SU USO EN EL
TRATAMIENTO DE LA RETINOPATfA DIABETICA"

Estimados sefiores

Damos sicance al expediente citado en la referencia, para resvindicar Priondad de la'
Pateate solicstads, con fundamento juridico en lo establecido en’el Articulo 12 de la

Decisién 344 de la comsion del Acuerdo de Cartagena y el Articulo 4 Lit. F del Decreto
117/94 referente a 1a fuente normativa de reciprocidad, esta se basa en

a-Euﬁaﬂo4ddconvanodePaﬂgaprobadomed1mLeyl78794,deduadoqeqﬁbk

por la Corte Constitucional en Sentencia del 18 de Enero/96

o

b~ Loy 170/94 en la cual Colomina aprobd e Acuerdo por el que se establece Ia

Orgamzacién Mundial de Comercio (OMC) suscnito en Marrakéch (Marruecos) el 15
de Abnl de 1994, y sus Acuerdos multilaterales, los cuales i los aspectos de los
Derechos de Propiedad Intelectual relacionados con el
el Tnp’ Dicha Ley 170 de 1997 fus declarada exequible por la Constitucional el
28 de Marzo de 1995 ‘ /

ElArﬂme,Ordl,ddTnp’seﬁablecequehpmpwdadén;ledom&mdg
que los paises ouembros cumplirin ios articulosl 2 12 y el. 19 del coavenio de
paris. A su vez, el articulo 4 del Convemio de Parfs (es Cir, uno de los articulos dé
amphmauoobhgatonobqomp’s)embleeequehimondadsobrelaptm
solicitud én el mundo seré reconocida.

Por lo tanto ariexamos 4

o-madvodencs@andimet.com * Saninst do PBogots, D G

-
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1- Copia de la Pnondad No 60/230.020 de Septiembre 05 de 2000 Debidamente
Legahzada por el Mimsteno de Relaciones Exteniores

2 - Traducciones de las resvindicaciones de la tercera solicitud de Patente efectuadas por
Traductor Oficaal avaladas por el Mimsteno de Relaciones Extenores

En consecuencta, ruego a ustedes una vez fimquitada esta dibgencia, ordenar lo pertinente
para que ¢l expediente siga su curso normal
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA 920
Miamd, 10 Enero 2001 AUTENTICACION No 161
B Cénsul General CERTIFICA que ei{la) sefior(a) KATHERINE HARRIS ¥4
que autoriza el documento adjunio, ejercia legaimente en ia fecha all expresada
las funciones de SECRETARIO ESTADO y que.ia firma y sello que aparecen
en &l documento como suyos son los que usa y acostumbra en sus actos oficiales
El Consuiado no asume responsablildad alguna peor el contenido del
documento.
Por el Cénsul General,
CIA TAPIAS
DERECHOS TimbreUS$ 700 oL consul
Fondo Rot US$ 15.00
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DEPARTMENT OF STATE
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\E:‘ 5 Notary Commissions and Certification Section
:.\5,; : .f I, Katherine Harris, Secretary of State, do hereby certify ths
" Araceli Matus-Silva

23: was commissioned as a Notary Public in and for the State of Florida

CC973596
October 27, 2000

October 26, 2004

Commassion number:

NS

Term beginning

TR

Term expirmng*

as shown by the records of this office

Legal Qualifications and Authority of a Florida Notary Public

T A Public ractice law tate of Flo
2 not grve legal advice or accept fees for legal advice

Legal Qualifications of a Flonda Notary Public A Florida Notary Public shall be at
least 18 years of age and a legal resident of Florida. A Flonda Notary Public must be able

. to read, write, and understand the Enghsh language
v
; Legal Authority of a Florida Notary Public A Notary Public may administer an oath
: and make a certificate thereof when 1t 13 necessary for the execution of any writing or
> document to be published under the seal of a Notary Public A Notary Public 1s
% authonzed to take the acknowledgments of deeds and other mstruments of wnting for
. record A Notary Public 15 authonzed to solemnize the ntes of matnmony A Notary
> Public may supervise the making of a photocopy of an ongimal document and attest to the
';\f trueness of the copy
4

Given under my hand and the Great Sea] of the
State of Flonda, at Tallahassee, the Caputal, @&

RS2

YA
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Secretary of State
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE N

o United States Patent and Trademark Office

%) 3L
i e
‘ i‘;']{{, December 20, 2000 J}{@
s i
' B8l  THISIS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM [
¥  THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK Y

B  OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
% APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111

B  APPLICATION NUMBER 60/230,020
M|  FILING DATE  September 05, 2000

By Authonty of the
OMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS

‘M. dat

M. LEE
Certifying Officer

T T | T |. T |m
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Naghisncs (Cliy and elther Stute or Povsign Couming
Dusm Coltage 3 W. Wickman Road, Balehwen C51 802
GREAT BRITAN
491 8. Ridgeside Circle, Ann Arbor, Mi 48188
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BRANCHED CHAIN AMINO ACID-DEPENDENT AMINOTRANSFERASE
INHIBITORS AND THEIR USE IN THE TREATMENT OF DIABETIC
RETINOPATHY

BACKGROUND OF THE INVENTION

Mpre than 14 million people 1n the United States have diabetes. All people with
diabetes are at nsk of retmal complications. However, people with type I, Le,, msubn-
dspendent diabetes, face a groater nak of severe vimon loss than people with type I, 1.,
non-msulm dependent dishetes.

Retinopathy 15 any non-inflammatory disease of the retms. Dubetic retnopathy
18 aqy retmopathy associated with any form of disbetes melirtns.

Instially, tha lugh blood gincose level 12 disbetic psople causes sn merease
growth factors in ther eyes. This condition 15 known as the "pre-dmbetic retmopathy
stage” and can lead to full diabetic retinopathy, if not prophylactcally treated.

Retmopathy will affect the majonty of disbetsc people to some extent during theer
hifehmes. B 1 the leading cause of bimdness in Amencans of age 20 to 74 today, and 13
expected t0 mpair viston in approvamately one-therd of disbetic people 1n the United
States. Each year in the United States, as many as 40,000 new cases of bhndness occor
amnng diabetic people (CDC, unpublished dsta, 1993). Dusbotic people are 25 tmes
mare hkely than the general populstion to become bimd due to retinopatity

Disbetic retinopathy has two stages-a nonproliferstive stage, which typacslly
occurs first, and & prohferative stuge. The nonprohfierative stegs, which 15 also refiered to
as "background diabetic retinopathy,” 15 charactered by thickesung of the basement
membrans, loss of retinal pericytes, microvascular sbnormshties, mtraretmal
microancurysms, retinsl bamorrhages (also known as "dot blot® hemorrhages), retioal
edems, 1n particular diabetic maculsr edems, capillary closure assocsated with retmsl
uchemia or poor retmal perfusion (i.e., poor vessel devalopment) and soft and bard
enudstes. The prolferative stags, winch uffiects sn estimated 700,000 Amerscans (Chen et
al,J Miss. State Med Assoc. 36(7) 201-208 (1995)), 13 characterzzed by
neovasculanzation and fibrovascular growth (Le., scamng mvolving glial and fibrous

¢lements) from the retina or optic nerve over the inner surface.of the retina or disc orinto- -
the vitreous cavity

— a——
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The proliferative stage can lead to rubeotic or neovascular glaucoma. Macular
edema can occur in esther stage and 11, along with complications from retmal
neovasculanzation, are the two major retinal problems that cause the diabetes-related
vizion loss,

‘While the pathologtcal stages of diabetic retinopathy are well-described, the
moleculsr events underlying dishetic reinopathy are poorly understood Thus 15 due, 18
pert, to the fict that the disease progresses over ten to thirty years, depending on a given
indrvidual,

Tight control of giycemia and hypertension and ophthalmic scresming of diabetics
sppears beneficial in preventing the disease. Carrent trestment conmsts of regular
observation by an ophthalmologst, Iaser photocoagulation and witrectonyy

Macular edema threatening or mvolving the macnlar center 18 treated with focal
macular photocosguiation. Small (50 o m dsameter), mld-intensity Iaser burns are
targeted at areas of leakage 1n the maculs (Murphy, Amer Famuly Physicmmn 51(4) 785-
796 (1995)). X the macular edema perssts, rotreatment may be necessary

Patents with severe to very severe nonproliferative retmopathy and patients, who
are at high risk for proliferstive retmopathy or who already bave early or advanced
proliferstive retinopathy, are treated with scatter ar panretmal photocoagulstion.
Panretinal photocoagulation mvolves 1,500-2,000 lnser buras, which sre S00 mu m
dmmeter, m the midperipheral and penpheral portion of the retms (Mimphy (1995),
sprs).

‘The best-documented biochem:cal mechamam for the development of
muerovascular comphioations of diabetes i the sorbatol pathway In the sorbutol pathway,
the enzyms sldose reductase catalyzes the convermion of glucose to sorbitol, and of
galactose to galactitol Aldose reductase has & low substrate affinity for ghacose.
Accordingly, when glucose concentrations are normal, the pathway 1s inactive. Dunng
hyperglycemua, the sotbrtol pathway becomes active. Acttvation of the sorbitol pathway
ts important for retinal pencytes, for example, which do not requure insulin for gincose
penetration. Stmmlarly, retmal capillary cells appear to contamn substantial amounts of
aldose reductase (Ferns, Hospital Practice: 79-89 (May 15, 1993))

P
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Given the prevalence of diabetic retnopathy, there remains a need for an effective
prophylactic and therapeutic trestment of the disease. Accordingly, t 1 a princapal object
aof the present mvenhion to provide § method of prophylactically and therapeutically
treating diabetic retinopathy, including treatment at the pre-diabetic retinopathy stage, the
nonproliferative dizbetic reinopathy stage, and the prohferatrve diabetsc retinopathy
stage. This and other objects of the present invention will become apparent from the
detailed description provided heremn.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invenhion 18 directed to a method fixr the prophylactic and therapeatic
trestnent of disbetic retmopathy, including trestment st the pre-diabetic retmopathy
stage, the nomprolsferative diabetic retinopathy stage, and the proliferatrve disbetic
retmopathy stage. The method comprises the admmustration of an inhibttor of the
branched cham armno aczd-dependent aminotransferase pathway Prefarsbly, the mhibitor

of the branched cham amino acid-dependent smnotransfhrase pathway (BCAT) 182
compound of Formmilas X, IT, and/or I

i
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Re.  Hogc
¥\
(Gﬂz)m/ CHy)n
1
Ry Re
Rz
Rs
7 Ry

R9 1w H, alky, oycloalkyl, substitated alkyl containing balogen, amine, alkoxy,

cycloalkyl, or hydraxy; allyl, alkynyi, slkancyl, allaxysiksnoyl, sulfonyl, phenyl,
benzyl, or arylalkyl,

m and p are independently an mieger of 1-3,
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Ri ~ Ry and Ryp - Ry sre mdependently H, alkyl, or substituted alkyl, and

X =NRy, O, or S,

or a pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or anude theroof

The compounds can have one or mare asymmetnc carbon atoms and each
asymmetnic center can be rucemuc (R & S) or chural (R or S)

Preferred compounds are those of Formmuls I I, or IIl wheren m and nare 1, X
18 N4, Ro 18 H, Ry 18 methyl, Ry and Rs are methyl, R 13 methyl, R;9 18 methyl, Ry and
Ra are methyl, By and Ry zre methyl, R;-Ry sud Rie-Rys are H, Ry 18 alkyl, By 18 benzyl,
Ry 18 alkyl, Bo 13 arylalkyl, RS 13 cycloalkyl, Ri-Re are H, Ri-Reand Ryo-Ra sre H, Ry-
Ra and Ry-Rg are H, or Ra 15 methyl.

Mare preferred compounds sre thoge of Formula 1T wherein R; 18 alkyl, Ri-Rs
and Ry-R;; and Ry4 are hydrogen, and m and n are 1, and X 18 NR;4, Rg and R;; are alkyl,
Ry-Rq and Re-Ry and Ry4 are hydrogen, m and n sre 1, and X 18 NRyy, Ry and R); are
alkyl, R;-Rg and Re-R;p and Ry are hydrogen, m and n are 1, Ro 18 alkyl, and X 13 NRy;
and R;-R;; and Ry ure hydrogen mandnae 1, snd X 13 O

Especally prefesred compounds are selected from.
(1-Allylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
(1-Prop-2-ynylammomethyl-oyclohexyl)-acetic acsd,
{1-{(2,2,2-Tnfluoro-cthylammo)-methyl]-cyclobexyl}-acetsc acad,
{1-{(3,3,3-Trifluoro-propylammo)-metiryl}-cyclohexyl-acetic acid,
1a,36,58- (1-Allylammometiyl-3,5-diunethyl-cyclobexyl)-scetsc scd,

10,38, 5B~(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohaxyl)-acctic cid,
1a,3p,5p-{3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2-tnfluaro-etirylammo)-methyl}-cyclohexyl}-acetsc
acd,
11,3B,5B-(3,5-Dimethyl-1-[(3,3,3-tnflucro-propylemino)-methyl]-cyclohexyl)-acetic
acu,

trans-((1R,3R)-1-Allylaminometiyt-3-methyl-cyclobexyl)-scetc acd,
trans-((1R,3R)-3-Methy}-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

trans-{(1R IR)-3-Methyl-1-{(2,2,2-tnfluoro-ethylamno)-methyl]-cyclohexyl } -acetic
lﬂd,
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trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(3,3,3-¢tnfluaro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acad,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-metiryl}- cyclohexyl } -acetic
acud,

1a,38,5-(3,5-Dumathyi-1-{(4,4 4-tnfluaro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl }-aoctic
acd,

1a,3p,5B-{ 1{(Cyclopropylmethyl-amno)-methyl}-3,5-dimethyi-cyclohexyl}-acetc acad,
trans-{(1R,3R)-1{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl }-acetic
acud,

trans((1R,3R)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans~((1R,3R)-1-Ethylsminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acd,
trans-{(1R,3R)-3-Methy}- 1-propylaminomethyl-cyciohexyl)-acet aad;
trane-((1R,IR)-1-Butylammomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acxd,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3B,58-{1-{(Hydroxymethyl-amino)-metiyl}-3, 5-dimethyl-cyclohexyl}-acotic acad,
10,38, 5P-(1-Ammomethryl-3,5-cicthyl-cyclohexyl)-acenc scad, hydrochloride;
trans-(1R 3R)(1~Ammomethyl-3-mathyl-cycloheyl)-acetic acad, hydrochlonde;
(1-Armnometleyl-2-metiyl-cyclohaxyl)-acetic acd, hydrocklondo;
(1-Amnomethyl-3,3-dymethy}-cyclohsxyl)-acetic acd, hydrochlondes
(£)-(trans)(1-Aminomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acad, hydrochlonde;
(cun/trans)-(3R)-(1-Amnomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic acid, hydrochlonde;

(+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3, d-dimethyl-cyclopantyl)-acetic acid, hydrochlonde;
(¥)-(trans)-(1-Ammnomethyl-3,4-dumethyl-cyclopentyl)-acetic acid, hydrochlonde;
1a,38,5p-(1-Anunomethyl-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde;

1a,3p,58-(3,5-Dxmethyl-1-propylmmmomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde
salt;

12,3B,5p-(1-Bthylammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt;
1a,38,5p~(1-Benzylanuno-methyl)-3,5S-dimethyl-cyclobexyl]-acetc scad, hydrochlonde v~ ~- 4=
salt;
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1a,38,5p-(1-Dimethylasunomethyl-3, S-dimethyi-cyclohexyl)-acetic ecid, hydrochlonde
salt;

1a,3p,58-(1-Butylaminomethyi-3,5-dimethyl-cyclobexyl)-acetic acd, bydrochlande salt;
1, 3, 5p-(1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyl}-3,5-chmetiryl-cyclohexyl}-acetic scad,
hydrochlande salt,

1, 3B,5B-(3,5-Dimethyl-1-methylaminomethyl-cyclohaxyl)-acetic acad, hydrochlonde
salt,

1a,3B,5p-1-(Acetylamino-methyf)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acid,
1a,3B,5p-(1-(Isobutylammo-methy)-3,5-dmmethyl-cyclohexyl]-acetic acad, hydrochlonde
salt,

1a,38,5p-{3,5-Dimethyl-1-(phenethylammo-methyl)-cyclohesyl]-acetic acud,
bydrochlonde salt;
1a,3,5P-(3,5-Dimnathyl-1-{(3-phentyl-propylamine)-methyf]-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt;

{1{(Cyclobutyimethyl-smmo)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acd, hydrochlonde salt;
1,38,5p-(1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-dmetiyl-cyclobexyi}-acetic acd,
hydrochlonde salt;

1-Ammomethyl-1-cyclohsxans-acetzc acid,

I-Anunamethyl-1-cyclopentane-acetic acad,

1-Ammomenthyl-1-cyclopentane-aceic acad, sodhom salt;
1-(hydroxymethyl)cyclohexans-acetic acid, sodium salt;
{1-{(2-Methyl-butylammo)-methyl]-cyclohexyl)-acetic acud, hydrochlonde salt; |
{14(4,4,4-Tnfinoro-butylammo)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlonde mit,
(1-Bihylammomeshyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde salt;
{1-[{Cyclopropylmettry}-amino)-methyl}-cyclohexyl) -acetsc acid, hydrochloride salt;
{1-{(2-Bydroxy-1-methyl-etirylamno)-metiyl}-cyclohexyi}-acetsc acid, hydrochlonde
salt;

[1-(Isobutylarmino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acd, kydrochlonde salt,
(1-Propylamunomethyi-cyclohexyl)-acetic acid, hrydrochlonde salt;
[1-(Isopropylamino-methyi)-cyclohexyl]-acetic acd, hydrochlonde salt;
(1-Cyclohexylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt;
{1-(Benzylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acad, hydrochlonde salt;
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((1R,3R)-3-Methy}-1-propylamunomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonds salt,
{1-[Cyclopentylmethyl-ammo)-methyi}-cyclohexyl}-acenc acd, hydrochlons slit,
{(1{(Cyclohexyimethyl-ammo)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlone mit;
[1-(zert-Butoxycarbanylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acud,
[1-(Acetylammno-methyl)-cyclobexyl}-acetic acad,

((3R, 5S)-1-Cyclobutylammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad, kydrochlonde
salt,

{(3R, 58)-3,5-Dimethyl-1-{(2-methyl-butylammno)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acd,
hydrochlonde salt;

{(3R, 55)-1{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyi}-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic
acid, hydrochlonde salt;

{(3R, 55)-1-{(2,2-Dmethcary-ethrylamno)-metiyf]-3, 5-dimethyl-cyclohexyl} -acetic acd,
hydrochlonde salt;

{ 3R, 55)-1-{(Cyclopeatylmethyl-anmmo)-mathyi}-3,5-dmethyl-cyclohecyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt;
{(3R,58)-1-{(Cyclohexyhmethyl-anuno)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acctic acad,
bydrochlonde salt;

(GR, 58)-1-Cyclohexylaminometiyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic scad,
hydrochlonde salt;

{(3R,585)-1-Carboxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohsxyl)-acetic acad,

trans-((3R, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dinethyi-cyciobexyl-acetic acad, hydrochlorsde
falt;

cis-((3R, 58)-1-Hydroxymathyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlofide salt;
(1-Dimethylsmmaomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonds salt;
(1-Butylamnometiryl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochinnde salt;
{1{2,2-Dimethoxy-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic scd, hydrachlonde salt;
(1-methylamnomethyl-cyclohexyl)-acetsc acad, hydrochlonde salt;
{1-{(Benzyl-methyl-amno)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acd, hydrochlonde salt,
[1-(Phenethylamino-methyf)-cyclohexyl]-acetic aad, hydrochlonds salt,
{1-[(3-Phenyl-propylammo)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochlonde salt,

(GR, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclobexyl)-acetic ecid, sodmm salt;

((3R, 5S)-1-Bthylaminomethy}-3,S-ditnethyl-cyclohexyl)-acetic scad, hydrochlonde sali;
(1-Amnomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acotic acad, hydrochionc salt,

3
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(1-Ammomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonc salt;

((3R, 5S)-3,5-Dimethyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde
salt,

[(IR, 3R)-1-(Benzylamino-methyl)-3-methyl-cyclobexyl]-acetic acid, hydrochlonde salt,
{(1R, 3R)-1-[(Benzyl-methyl-smmo)-methyi]-3-methyl-cyclohexyl }-acetic acud,
hydrochloride salt,
and

{(1R, 3R)-3-Methyl-1-methylamnomethyl-cyclohexyf)-acenc acd, hydrochlonde salt,

Sevenl of the compounds described by Formulas I, 1T, and T ere known.
Compounds of Formula A.

HN—CH,—=C-CH;——COOR,
A

wheremn R, 13 hydrogen or 8 lower alkyl radical and nis 4, S, or 6 are known n Unsted

States Patent Number 4,024,175 and its divisional Unried States Patent Number
4,087,544 Tho uses disclosed are: protective effect agamst cramp mduced by
thiosemicarbazzde; protective action agamst cardiazole cramp, the cercbral diseases,
cpilcpay, fhintness sttacks, hypolonessa, and cranal traumas; and improvement 1n
cercbral functions. The compounds sre usefial m genatne patients, The petents are hereby
mecarporated by refirence. °

Compounds of Fornmla B

T
HyNCH-C-CHCOOH

]
R) B
or & pharmaceutically acoeptable salt thereof whereen R 13 a strmght or branched alkyl

group having from 1 to 6 carbon atoms, phenyl or cycloalkyl having from 3 to 6 carbon -
atoms, R2 13 hydrogen or methyl, and R3 18 hydrogen, or carboxy! are known 1n Unsted
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States Patent Number 5,563,175 and its vanous divimonals. These patents are hereby
incorporated by reference.

The present invention also discloses novel compounds of the Formmula IV

Ry-R4 are hydrogen or alkyl,

X1usNRs; or O;

Rs is hydrogen or alkyl,

Rs 18 hydrogen, alkyl, benzyl, alkanoyl, alkoxyalkanoyl, arylalkyl, alkoxy, cycloalkyl,
allyl, alkylcycloalkyl, alioxy, cycloalkyl, alkyicycloslkyl, tnsubstituted halogenalicyl,
and wherein R1-R4 are each hydrogen then Re 13 not hydrogen or methyl, are
pharmaceuhcally acceptable sslt, ester, prodrug, or ammde theyeof Like the cumounds
of Formmlas I, 11, and 111, the compounds are usefll for the prophylactic and therspeatic
treatment of dmbetic retinopatiry, including treatment at the pro-diabetic retmopethy
stagn, the nonprolferstive diabetic retinopathy stage, and the profiferative disbensc
retmopathy stage.

Prefrred compounds sre those of Formula I'V wheren Ry and R4 are hydrogen
and R; and R, are alkyl, By and R, are hydrogen and R, and B, are methyl, R;-R, are
kydrogen, R, 18 alkyl and Rz-Ry are hydrogen, R, is metiryl and Re-Rs sre hydrogen; R;
15 hydrogen, X 18 NR¢, X 13 O; R 13 alkyl, R¢ 13 benzyl, Rs 18 ecetyl, B¢ 15 phanylaikyl,
Ry 18 cycloalkyl, R¢ is tnfiucroalkyl, R is alkylcycloalkyl, Rs 13 alknxy; and R 13 allyl.

Other preferred compounds are those of Formula IV wheresn Ry and Rgare
hydrogen and R; and R; are methyl, Ry-R4 are hydrogen, R, 15 methyl and Re-Ry aro
hydrogea, Rs 18 bydrogea, X 1 NRy; B 18 alkyl, R¢ 13 benzyl Rq w scetyl; Bgis -~

8
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phenylalkyl, R 18 cycloalkyl, R is tnfiuoroalkyl, Rs1s alkyicycloalkyl, Re 1 alkoxy; and
Rs 13 allyl

Especially preferred compounds are selected from,
(1-Allylaminomethyl-cyclohexyl)-scetic acad,
(1-Prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
{1-[(2,2,2-Tnfluoro-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acid,
(1-[(3,3,3-Tnfluoro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acad,
1a, 3,58~ (1-Allylanmnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
1ce,3B,58-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylammnomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
1a,3B,5B-(3,5-Dunsthyl-1-{(2,2,2-tnfluoro-sthylammo)-mathyf}-cyclohexyl }-acetic
acud,
1ot,3B,5B-(3,5-Dmethyl-1-{(3,3,3-influcro-propylanuno)-methyl}-cyclohexyl}-acetic
acid,
trans-((1R,3R)-1-Allylammomethy}-3-methyl-cyclohexyl)-acetsc acid,
trans~((1R,3R)-3-Methyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trams- { (1R, 3R)-3-Methyl-1-{(2,2 2-tnfluoro-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl }-scetic
acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(3,3,3-tnfluoro-propylammo)-methyl]-cyclohexyl }-acetic
acd,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-{(4.4,4-tnflucro-butylamno)-metiryl}-cyclohexyi}-scetic
acd,
101,38, 5B- (3,5 Dumnothy}-1-{(4,4,-trifluoro-butylamuno)-metiyl}-cyclohexyl)-scet
acid,
1a,3B,58-(1{(Cyclopropylmethyl-anmo)-methyl]-3,5-dunethyl-cycloheyl)-acetic acud,
trans-{(1R,3R)-1{(Cyclopropylmethy}-amuno)-methyl}-3-methyl-oyclobexyi)-scetsc
acd,
trans-((1R,3R)-3-Methyl- 1-methylamiomethyt-cyclohexyl)-scetic acad,
trans((1R,3R)-1-Ethylamunomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methy}-1-propylsmmomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Butylanunomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetsc acid,
trune-((1R 3R)-1-Hiydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl-acenc acd,
1a,3p,5p-{1-{(Hydroxymothyl-amino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acad,
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1a,3p, 5f~(1-Aminomethyl-3,5-dicthyl-cyclohexyl)-acetic acud, hydrochlonde,
1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, bydrochlonde
salt;
1a,3B,5p-(1-Bthrylamunomethyl-3,5-dmmethyil-cyclohexyl)-acetic acsd, hydrochlonde salt;
1c1,38,58-(1-Benzylamino-methyl)-3, S-dimethyl-cyclohexyll-acetic acad, hydrochionde
salt,
1c,3f,5p~(1-Dimethylamnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic scid, hydrochlonde
salt,
1a,3p,58-(1-Butylammomethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde sait,
1a,3p,5B-{1-{(Benzyl methy}-amuno)-methyl]-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acsd,
hydrochlonds salt;
1,3p,5B-(3,5-Dimethyl-1-methylsmmomethyl-cyclobexyl)-acetc acid, hydrochlonde
salt;
la,3B,5p-[1-(Acetylamno-metiry])-3,5-dmethyi-cyclohexyl]-acetic acid,
10,38,58-{1-(Isobutylamino-methyf)-3,5-dimetiyl-cyclohexyi}-acetic aced, hydrochlonde
salt;
1,38, 58-[3,5-Dmethyl-1-(phenethylamino-methyl)-cyclohexyl}-acotic acid,
hydrochlonde salt;
10,3p,55-(3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylammo)-methyi}-cyclohexyl)-acetic acud,
hydrochloride salt;
{1-{(Cyclobutylmetiryl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-scetic acxd, hydrochlonde salt;
1a,38,5p-{1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclobexyll-acetic sad, |
hydrochlonde salt;
{1{(2-Methyl-butylaminn)-methyi]-cyclohexyl}-acetic acd, hydrochlonde salt;
{1{(4,4,4-Trrfluaro-butylamino)-methyi}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochionde sait,
(1-Bthylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
{14(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl} -acetic acid, hydrochloride salt,
{1-{(2-Bydroxy-1-methyl-ethylammo)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochlorsde
salt,
[1-(Isobutylamino-methyl)-cyclohexyi]-acetic acad, kydrochlonde salt,
(1-Propylamngmethyi-cyclohexyl)-ecctic acid, kydrochlonds ssit;
[1-(Tsopropylaouno-metiryl)-cyclohexyl]-acetic acd, hydrochionde salt,
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(1-Cyclohexylammomethyl-cyclohexyf)-acetic acsd, hydrochlonde salt,
[1-(Benzylanuno-methyl)-cyclobexyl]-acetic acsd, hydrochlonde salt;
((1R,3R)-3-Msthyl-1-propylammomethryl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
{1-[Cyclopentyimethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonc aslt,
{1-{(Cyclohexyimetiryl-ammo)-methyl]-cyclohoxyl}-acetic acd, hydrachlonc salt,
[1-(terz-Butoxycarbonylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetic acid,
[1<(Acetylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetc acud,
(BR, 55)-1-Cyclobutylaminomethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-scetic acid,
hydrochlonde salt;
{(3R, 58)-3,5-Dimethyl-1-[(2-methyl-butylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt;
((3R, 58)-1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyl}-3,5-dmethyl-cyciohexyl} -acetic
acad, hydrochlonde salt;
{(3R, 55)-1{(2,2-Dmethoxy-cthylsmmno)-methyl]-3,S-dimetiryl-cyclohexyl}-acetic acsd,
hydrochlonde salt;
(3R, 55)-1-{(Cyclopentylmethyl-amino)-methy(}-3,5-dimethyl-cyclahexyl)-acetic acd,
hydrochlonds salt;
{(3R,58)-1{(Cyclohexylmethyl-amuno)-methyl}-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetio acad,
hydrochlonide mult,
(3R, 55)-1-Cyclohexylaminomethyl-3,5-dmethyl-cyclobexyl)-acetic scld,
hydrochlonde salt,
((3R,55)-1-Carboxymethyl-3,5-dimsthyl-cycdlohexyl)-acetic scid;
trans-((3R, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl-acetic acad, hydrochionde
salt;
cis-((3R, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dmethyl-cyclobexyl-acetic acad, hydrochionde salt;
(1-Dimethylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonds salt;
(1-Butylamnomethyi-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt;
{1-{2,2-Dimethoxy-ethylamino)-metiryl}-cyclohexyl)-acetic acid, ydrochloride salt;
(1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt;
{1{(Benzyl-methyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochlonde salt,
[1-(Phenethylamino-mothyl)-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlande salt,
{1-{(3-Phenyl-propylammo)-methyf=cyclobexyl }-aceticwcnd; bydrockdoride sbt,
(3R, 5S)-1-Hydroxymethyi-3, 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd, sodnsm salt,
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((3R, 55)-1-Ethylaminomethy}-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetac acid, hydrochlonde salt;
(1-Amnomethyl-4-sthyl-cyclohexyl)-acetic and, hydrochlonc salt,
(1-Amnomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonc salt;
((3R, 55)-3,5-Dimethyl-1-propylamimomethyl-cyclohexyl)-acetic acsd, hydrochlonde
salt;
[(IR, 3R)-1-(Benzylamno-methyl)-3-methyl-cyclohexyl]-scetic acd, kydrochlonde salt,
{(1R, 3R)-1-[(Benzyl-methyl-ammo)-methyl]-3-methyi-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt,
and
((IR, 3R)-3-Methy}-1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acettc scid, hydrochloride salt;

The present mvention 18 also a pharmeceutical compourtion comprimng &
therapeutically effective amonnt of one or more compounds of Formmia IV and a
pharmaceutscally acceptable camner

Compounds of Formmia 11, such as gabapentin, are useful for tresting vanous
condstions such as noorodegeneratrve disarder (US 5,084,479), depression (US
5,025,035), amnety/panic (US 5,792,796), mama/bipolar dusorders (US 5,510,381), ant-
mflammatory diseases (WO 98 158641), gastromntestinal damage (WO 99 108670),
glancoma, and pain, Because the compounds of Formmla IT and Forzmia IV both operate
to affect the BCAT pathrway and affect the synthenms of giutamate, which 1s mvolved 1n
each of the aforementioned mdications, the compounds of Formula IV will also be useful
for treatmg the indications. Thus, the present invention 1s also directed to the vse of the
compounds of Formmla IV to treat each or more than one of nexrodegeneratrve disorders -
(including but not imated to ALS, Parkanson’s disease and Alzheimer’s disense),”
depression, arxety/pamc, mama/bipolar disorders, anti-mflammatory discases, glmcoms
pam, or gastromtestnal damage.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Figure 1. Scheme showing the BCAT shuttle 1n the retina. The simttle proper is

nghhghted and shows how branched chain anuno acids in the gha can transaminate o~
mhmmmmmmmﬁfME
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(shown as grey) to the neurons whers it 1s converted back to the branched cham ammo
acid by transamination with glutamate via BCATc. Abbroviations are as follows.
BCAA=branched chain ammo acid, GLU=ghitamate; GLN=glutarmne;,
Gin'sso=glutaminase, pyr=pyruvate; PC=pyruvate carboxylase, aKG=u-ketoglutarate,
BCATm=mitochondnal branched cham ammotransferase, BCATc=cytosohc branched
chain anunotransferase; BCKA=branched chain keto acid, GDF=giutamate
dehydrogenase.

Figure 2, Effect of pyruvate concentration on incarparation of H**COy mto giutamata
plus glutanune (A) and pyruvate plus Iactete (B) by ex vivo retinas. Henn-retinas were
mcubated st 37°C under standard conditions with 25 mM H'/CO» for 20 mumtes.
Pyruvate m the medrum was esther 0.2 or 5 mM. Values shown are mean + SEM (o=4, *
p<0 05) Abrevs, gintglu = sum of labeled ghutamune plus gintamate; pyr+act = sum of
labeled pyravate phus lactate.

Figuxe 3. Expression of BCAT sosnzymes in rut retma. Tissus extrection, SDS-PAGE,
snd tmmunoblothng were performed as described usmg the ECL detection kit
Immunoaffinmity punfied rat enti-BCATo peptude antibody {1 1000) and baxman anty-
BCATm antibody (1 1000) were used.

Figure 4. Tho influence of gabapentm (GBP) snd branched chan aming acds on
meorporstion of HCOs into ghitamate pius glutamine by ex who retinas, Half rotinas
were mcubsted at 37° C under standard condsons with 25 mM H#COy and 0.2
pyruvate for 20 minutes. In some mstances gabspentm (1 mM) was :mnciuded 1n the
mcubstion medum and 1n others GBP (1 mM) plus all three branched anuno acids (0.2
mM) each were inchuded. Values shown are means + SEM of HCOs mcorporated mto
glutamate plus glutamme 11 20 mumtes (=4, * p<0 001, ** p<0.01). Abrevs gintgin =
sam of labeled glutamine pius glutamate.

Figure S. Influence of gabapentin (GBP) concentration on sncorporation of B4CO, nto
glutamate and glutamune 1n &x vivo retinas, Condrtions were armlar to those of Figure 4
except for the concantration of GBP Values shown are means + SEM (=6-7, * p<0 05).

-15-
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Abrevs GLN+GLU = sum of giutsmme plus ghrtamate; LACT + TCA = sum of Iactate
plus TCA cycle mtermediates,

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention 18 predicated on the discovery that intraocular glutamate
injection causes ganglion cell loss which 13 related to the ecarly stages of diabetic
retinopathy (Vorwerk et ol. IOVS 37 1618-1624 (1996)) and thet an inhibstor of the
branched cham amino acid-dependent amunotransferase pathway, such as gabapentin for
example, 1 effective m mhibmng the synthess of gintamate, thus preventmg diabetac
retnopathy Accardingly, tha present mnvention provides a method for the prophylactic
and therapeutic treatment of disbetic retinopathy, mcluding treatment at tho pre-disbetic
retinopathy stage, the nonprohferstrve duabetic retinopsthy stage, and the proliferstive
diabetsc retnopathy stage. By "proplrylactic” 18 meant the protection, 1n whole or mn part,
agamst disbetic retmopathy, m particular dmbetic macular edema. By “therapeutic” 13
meant the amehoration of disbetsc retmopathy, stself, and the protection, 10 whole or 1
part, against further diabetic retinopathy, in particular diabetic macular edema

‘The mathod compnses the admuistration of an imnhbrtor of the branched cham
amino acid-dependent amunotransferase pathvay 18 an amount sufficient to treat the
retina for retinopathy prophylactically ar therspeutically Axny mhibrtor of the branched
cham amino acad-dependent aminotransfernse pathway can be used 1n the method of the
present mvention as loag aa 1t 13 safb and efficacious. Herewn, “hranch chain ammno acid-
dependent amunotransferase (BCAT) nhibitor” will be used to refir to such compounds
and 13 miended to encompass all compounds that affiect the brunch chmn ammo aced-
dependent anmnotransferase pathway at sy and all pounts m the pathwey

Preferably, the BCAT inhibitor 1s a compound of Fornmilas I, I, and/or IIT, as
described abovo, or a pharmaceutically acceptable BCAT pathway-inhibiting anslogune or
prodrug thereof, or a pharmacentically acceptable salt, ester, or amide of any of the
foregoing

Unless otherwise expresaly stated, the following defimtions are adhered to
throughout tius disclosure,
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“Alkyl” means a struight or branched hydrocarbon radscal having from 1 to
10 carbon stoms (unleas stated otherwise) and inchudes, fir example, methyl, ethyl,
n-propyl, 1sopropyl, n-butyl, sec-butyl, 1sobutyl, tert-butyl, n-pentyl, 1s0-pentyl, n-hexyi,
and the like.

“Halogen™ includes fluoro, chloro, bromo, and odo.

“Alkeny]l” means strmght and branched hydrocarbon radicals having from 2 to
6 carbon atoms and one double bond and includes ethenyl, 3-buten-1-yl, 2-ethenylbutyl,
3-hexan-1-yl, and tha hiks.

“Alkynyl” means strught and branched hydrocarbon radicals having from 2 to
6 carbon atoms and one taple bond and incindes ethynyl, 3-butyn-1-y1, propynyl,
2-butyn-1-yl, 3-pentyn-1-yl, and the like.

“Cycloalkyl” means s monocyclic or palycyciic hydrocarivyl group sach as
cyclopropyl, cycloheptyl, cyclooctyl, cyclodecyl, cyclobutyl, sdamantyl, norpmanyl,
decalinyl, norbornyl, cyclohexyl, and cyclopentyl. Such groups can be substriuted with
groups such as hydroxy, keto, and the fikn, Also mciuded are nngs 1n which 1 to
3 heteroatoms replace carbons. Such groups are tarmed “heterocyclyl”, which means
cycloalkyl group also beanng at least one heteroatom salected from O, 8, or NR2,
examples being substriuted or unsubstituted cxranyl, pyrroludmyl, pipendyl,
tetrahydropyran, ptperazinyl, acylpperazinyl, pymohdinyl, and marpholine,

“Alkoxy” refers to the alkyl groups mentioned above bound through oxygen,
examples of which include methoxy, ethoxy, isopropoxy, tert-butoxy, and the like. In
addition, allcoxy refers to polyethers such as -O-(CH2)72-0-CHj3, and the like.

“Alkanoyl® groups sre atkyl Iinked through a carboayl, 16, C1-Cs-C(0)- Such
groups mciuds formyl, acetyl, propuonyl, butyryl, and wsobutyryl.

“Acyl” means an alky! or aryl (Ar) gronp bonded through & carbonyl group, 1,
R~-C(O)- For example, acyl includes 2 Cy-Cg alkanoyi, mncluding substituted alkanoyl,

wherein the alkyl portron can be substriuted by NR4RS or a carboxylic or heterocyche
group. Typical acyl groups include acetyl, benzoyl, and the like.
The alkyl, alkenyl, allooxy, and alkymyl groups descibed above are optionally

=1

substrtuted, preferably by 1 to 3 groups selocted from NR4R3, phenyl, substituted phenyl,
thio C1-Cg alkyl, C1-Cg-alkoxy, hydroxy,carbaxy,-C1-Cg alkoxyearbonyi, halo; atnle; -—— -~ —

cycloalkyl, and & 5- or 6~membered carbocyclic g or heterocychc nng having 1 or
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2 beteroatoms salected from mtrogen, sabstituted rutrogen, oxygen, and sulfur
“Substrtuted nitrogea” means nitrogen beanng C1-Cg alkyl or (CHy)pPh wheren1s 1, 2,
or 3 Perhalo and polyhalo substrtution 1s also embraced.

Examples of substrtuted alkyl groups mclude 2-aminoethyl, pentachloroethyl,
tnflucromethyl, 2-diethylaminoethy), 2-dimethylaminopropyl, ethoxycarbonyimethyl,
3-phenylbutyl, metbanylsulfanylmethyl, methoxymethyl, 3-hydroxypentyl,
2-carboxybutyl, 4-chlorobutyl, 3-cyclopropylpropyl, pentafluoroethyl,
3-morpholinopropyl, piperannyimethyl, and 2-(4-methyipiperazinyl)ethyl

Examples of substituted alkynyl groups inclnde 2-methoxyethynyl,
2-ethylsulfanyethynyl, 4-(1-piperazinyf)-3-(butynyf), 3-phenyl-S-hexxynyl,
3-diethylaming-3-butynyl, 4-chloro-3-taxtynyl, 4-cyclobutyl-4-hexrenryl, and the hika,

Typical substituted alkoxy groups mclude ammnomethoxy, tafluoromethoxy,
2~disthylaminoethoxy, 2-ethoxycarborrylethoxy, 3-hydroxypropoxy, 6-carbaxhexyloxy,
and the ke,

Further, examples of substituted alkyl, alkenryl, and alkynyl groups mclude
dimethylammomethyl, carboxymethyl, 4-dimethylmmno-3-buten-1-y1,
S-ethylmethrylamino-3-pentyn-1-yl, 4-morpholinobutyl, 4-tetrahydropynmdyibutyl,
3-umdazohdin-1-yipropyl, 4-tetrahydrotiuazol-3-yi-butyl, phenylmethyl,
3-chlorophenylmethyl, and the hke.

The terms “Ar” and “aryl” refer to unsubstituted and substituted sromatic groups.
Hateroaryl groups have from 4 to 9 nog atoma, from 1 to 4 of which are mdependently
selected from the group consusting of O, 8, snd N Prefirred hetercary! groups have 1 or
2 heteroatoms 1n & 5- or 6-membered sromatic nng Mono and hicyclic aromatic Ting
systoms are mciuded 1n the definttion of aryl and heteroaryl. Typacal aryl and heteroaryl
groups include phenyl, 3-chlorophenyl, 2,6-dibromophenyl, pyndyl, 3-methylpyndyl,
benzothiemyl, 2,4,6-tnbromophenyl, 4-ethytbenzotinenyl, furanyl, 3,4-dsethylforanyl,
naphthyl, 4,7-dichinronaphthyl, pyrrole, pyrezole, imidazole, thuzole, snd the like.

Preferred Ar groups are phenyl and phenyl substituted by 1, 2, ar 3 groups
mdependently selected from the group conmsting of alkyl, alkoxy, thio, thioalkyl,
hydrooy, carbonyl groups, ammo of the formula -NR4R3, and T(CH2)QR* or

T(CH)mCOsR4 wheren m s 1 to 6, T 13 O, S, NR%, N(O)RY, NR4REY, or CR4RS, Q
13 0, 8, NR3, N(O)R3, or NRSRSY wherein R4 and RS are as described above, and R7 18

3

Z
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alkyl or subststuted alkyl, for example, methyi, tnchloroethyl, diphenylmethyl, and the
fike. The alky] and alicoxy groups can be substtuted as defined abowe. For example,
typical groups are carboxyalkyl, alkoxycarbanylalkyl, hydraxyalkyl, hydroxyaikaxy, and
alkoxyalkyl.

The symbol “-" means 2 bond.

The term “patient” means all ammals mciuding humans. BExampies of patients
include tmmans, cows, doga, cats, goats, sheep, and pigs.

The compounds of the present imvention ¢can exist m unsolvated forms as well as
solvated forms, includemg hydrated forma. In general, the solvated forms, ichuding
hydrated forms, are equivalent to unsolvated forms and are intended to be encompassed
‘within the scope of the present mvention.

Certam of the compounds of the present mvention possess one or more chural
ceonters and each center may exst 1 the R(D) or S(L) configrmatuon. The present
mvention inclhudes all enanhomenc and epmmenc fbrms as well as the approprate
muxiures thereof

The compounds of Forrmias I, 11, and III are capable of further formung both
phermaceutically acceptable snalogs comprismg saits, esters, amides, and prodrogs. As
used herem, the term “pharmaceutically acceptable salts, esters, anudes, and prodrugs®
refers to those carboxylate salts, amino acad additson saits, esters, amides, and prodrugs
of the compounds of the present mvention which are, within the scope of sound medical
judgment, saitahle for use 1n contact with the tissues of pataents without undoe toncaty,
iuritation, allergic response, and the like, commensurate with a reasanshle benefit/mk
matio, and effisctyve for their intended vse, as well as the 2wittenonic forms, where
possible, of the compounds of the invention. The term “salts”™ refers to the relattvely non-
toxnc, inorganic and organe acad additson salts of compounds of the present imvent:on.
These salts can be prepared i sitx durng the final 1sclstion snd punficatsan of the
compounds or by separstely reacting the purified compound in its free base fixm with &
sustable orgamc or morgamc acid and isolsting the salt thus fiwmed and mcinding, bot not
Limited to, acid addrtion and/or base salts, solvents snd N-oxides of 3 compound of
Formmias I, II, and IT1. Tius inventyon also provides pharmaceatcal forpmistsons
compnang a compound of Fornmlas I, II, or 111 together with 8 pharmaceutically

acceptable carner, dilyent, or excapient therefor All of these frms are within the present
invention

A8 auy #7
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Pharmaceutically acceptable acid addition salts of the compounds of Fornmlas I,
II and 1T include salts denrved form 1norgamic acids such as hydrochlonc, nitnc,
phosphonc, sulfine, hydrobremc, rydriodic, pbosphorus, and the hke, as well as the
saltz dertved from orgamc acids, such as aliphstic mono- and dicarboxylic scuds, phenyl-
substrtuted alkanoic acids, hydroxy alkanoic acads, alkanediosc acids, sromatic acads,
aliphatic and aromatic sulfonic acads, etc. Such salts thus include sulfate, pyrosulfite,
brsulfate, suifite, bumifite, nitrate, phosphate, monchydrogenphosphate,
dihydrogenphosphats, metaphosphate, pyrophosphate, chionde, bromide, 10dide, acetate,
propuonate, caprylate, wobutyrate, cxalate, malonate, succinate, suberate, sebacate,
fumarate, maleate, mandelate, benzoate, chlorobenzoate, methylbenzoats,
dinitrobenzoate, phthalste, benzenssulfonsts, tolnenesulfonats, phenylacetats, citrate,
lactate, maleste, tartrate, methanesulfonate, and the Fike. Also contempinted are the saits
of amino acids such as arginate, gluconate, galacturonate, and the like; see, for example,
Berge, et al, “Pharmacentical Salta,” J of Pharmaceutical Science, 1977:66 1-19

The acad addstson salts of the bamc compounds are prepared by contactmg the free
base form with a mfficient amont of the desired acid to produce the salt 1n the
conventional manner The free base form may be regenarated by contacting the salt form
'with a base and 1solating the free base in the conventional manner The free base forms
differ from thexr respective salt fbrms somewhat mn certmn physical properties such as
solubility m polar solvents, but otherenss the salts are equivalent to therr respective fres
base for purposes of the present invention.

Pharmaceutically acceptahle base addition salts are formed with metals or smmes,
such as alkal and afkalms earth metal hydroxdes, or of orgame amunes. Examplis of
metals used as cations are sodium, potassmim, magnesmum, calcum, and the ke,
Examples of surtablo emimnes aro NN'-dibenzylothylenediamme, chloroprocane, chohne,
diethanclamine, ethylenediamine, N-methylgiucanmne, and procaine; see, for example,
Derge, et ol, mpra.

The base addition salts of acidic compounds are prepared by contacting the free
acid form with & sufficient amount of the degured base to produce the salt 1n the
convenhonal manner The free acid form may be regenerated by contacting the salt form
with an aciyd and 1s0lating the free ecid 1n a conventional manner The freo acid forms
differ from therr respective saft forms somewhat 1n certain phymcal properties such as
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solubility in polar solvents, but otherwise the salts are equivalent to their respective free
acd for purpases of the present invention,

Examples of pharmacautically acoeptable, non-taxic esters of the compounds of
this mvention include C;-Cgalky] esters wherein the alky] group 1s a strmight or branched

chain, Acceptable esters also mclude C5-Cycycloalkyl esters as well as arylalkyl esters
such as, but not hmrted to benzyl Cy-Cgqalky] esters are preferred. Esters of the

compounss of the present invention may be prepared according to conventional methods.

Bxamples of pharmaceutically acceptable, non-taxic amudes of the compounds of
this mvention include amides desrved from ammomna, pnmary Cy-Cgalkyl amines and
secondary C1-Cgdinlkyl ammes whermn the alkyl groups are strught or branched chain,
In the case of secondary ammes the amme may also be 1n the form of & 5- or 6-membered
heterocycle contaimng ane nitrogen atom, Amides dentved from ammoma, C-Caalkyl
pnmacy amunes, and C1-Codulkyl secondary amines are prefirred. Amides of the
compouads of the invention mxy be prepared according to conventional methods

The torm “prodrug™ refirs to compounds that are rapadly transformed &n who to
yiald the parent compound of the sbove Formulae, for exampla, by hydrolyus mn blood. A
thorough discusmon 1s provided 1n T Higuchi and V Stells, *Pro-drugs as Noval Delivery
Systems,” Vol 14 of the A.C.S Symposmum Series, and m Bioreversible Carriers in Drug
Design, od. Edwerd B. Roche, Amencan Pharmaceutical Associstion and Pergamon
Presa, 1987, both of winch wre moorporsted heremn by reference. In general, s prodmg s
a drug winch has been chamucally modified and may be bunlogically snactrve st its ste of
action, but which may be degraded or modified by one or more enzymatic or other
1n vivo processes to the parent bioactive form,

A therapeutically effiective amount 18 sn amount of 8 compound of Formulas I, IT,
or T, thet when administered to a patent, smeliorates a symptom of the disease.

The BCAT mhibstor, which 15 preferably a compound of Formmulaes 1, II, and/or ITI,
8 BCAT pathway-inhibiting analogue of Fornmlas I, II, and/or I, a BCAT pathwey-
mhbiting prodrug of Formulas I, II, and/or ITI, or a pharmaceutically accepteble salt of
any of the foregaing, can be admintstered 1n accordance with the present inventrve
method by any mutsble routs. Suitable routes of admunstration inchade systemuc, such as

nr

s

orally or by mjection; topical; mtrsocular, penocuiar-(ecg; subTenon's); subconjunctrvat;
subretina), suprachoroidal and retrobulbar The manner m which the BCAT inhibstor 15



- . AUARMIDBOOUDN v aa [ -

26
o P

admimstered 18 dependent, 1n part, upon whether the trestment of retmopathy 18
prophylacho or therapeutic. The manner m wiuch the BCAT inhibrtor 18 adrmmatered for
therapeutic trestruent of retnopathy 13 dependent, 1n part, upon the cause of the
retinopathry

5 For eample, grven that diabetes 18 the leadmg cause of retnopathy, the BCAT
mhibitor can be admmmistered prophylactically as soon as the pre-diabetic retinopathy
state 18 detected. For the propbylactic treatment of retnopathy that can result from
disbetes, the BCAT inhibitor 1 preferably admmstered systemically, e.g., onlty or by
injection. For the therapentic treatment of nonproliferative disbshe retinopathy, the

10 BCAT mhibitor can be administered systemically, e.g., onally or by ijection, or
intraocularly Proliferatrve diabetic retmopathyy can be therapeutically trested by the
admurustration of the BCAT mnhibitor mtraocularly, topically, subconunctivally or
penocularly (e.g., subTenon's), for example, The BCAT mhibtor 1s prefirably
admunistered mtraocularly, topically, sebeonjunctivally or penacularly (e.g., subTenon's)

15 for the prophylactic or therapentic treatment of retmopathy befhre, dunag or after
surgical removal from an cye of scar tissue genemted dunng neovascolanzation dunng
the proliferatrve diabetic stage.

The BCAT mhibitor 18 prefarably admunistered as soon as possible after 1t has
boen determuned that an ammal, such as 3 mammal, specifically a buman, 15 at nsk for

20 rotmopathy (prophylactic treatment) or has begun to develop retmnopathy (therspeutic
trestment) Trestment will depend, m part, upon the particular BCAT mhibitor used, the
amount of the BCAT mhibrtor adoumstered, the routs of admumstration, and the canse
and extent, if anty, of retinopathry realized. -

One sialled 1n the art will appreciate that autable methods of adminutenng a

25 BCAT mhibitor, whach 1s usefiil mn the present mventrve mathod, are available, Although
mare than one routs can be used to admmister a particular BCAT mhibntar, « particalar
route can provide 2 more immediste and more affective reaction than another route.
Accordingly, the described routes of adnmmistration are merely excmplary and are m no
way hmiting.

30 The dose administered to an ammal, particulardy a buman, m accordance with the
present 1nvention should be sufficient to effect the desired response 1n the ammal over a
reasonable time frame. Oneslalied m the art will recogmze timt dossge will dependupon - - - -
8 variety of factors, including the strength of the particular BCAT inhibitor employed, the

00S0&60" O200E209
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age, speciss, condition or cisease state, and body weight of the srumal, as well as the
amount of the retna about to be affected or sctually affected by retnopathy The size of
the dose also will be determunad by the route, trming and frequency of admimsiration as
well as the existence, nature, and extent of any adverse sude effects that might accompany
the adminustration of « particulsr BCAT mhibstor and the desred phymological effect. It
will be apprecaated by one of ordmary sknft i the art that vanous conditions ar disease
states, 1n particular, chromc condrtions or disease stztes, may require prolonged trestment
mvolving multiple adoumstrations.

Surtable doses and dosage regimens can be determined by conventional range-
finding techmques known to those of ordinary skill in the art. Geoerally, treatment 18
mitisted with smaller dosages, wiich are less than the optimum dose of the compound.
Thereafter, the dosage 18 increased by amall increments unti] the opturum effiect under
the circumstances 15 reached. The present inventrve method will typically mvolve the
admunistration of from about 1 mg/kg/dry to shout 100 mg/kg/day, preferably from about
15 mg/kg/day to sbout 50 mg/kg/day, if admmstered systermcslly Intraocular
admunistration typically will mvolve the admunistration of from about 0 1 mg total to
about 5 mg total, preferably from about 0 5 mg total to about I mg total. A preferred
concantrstion for topical admimstration 15 100 mma M.

Compoathions for use in the present mventrve method preferably comprise a
pharmaceutically acceptable camer and an smount of a BCAT mhibitor sufficient to treat
rotmopathy prophylactically or tharspeutically The camer can be any of those
conventionally ased and is kmited only by chemmco-physical considerations, such as
solubiitty and lack of resctsvity with the componnd, and by the route of sdmmsttation.
will bo apprecisted by one of ordinary slall in the art that, m addition to the followmg
described pharmaceutical compomtions, the BCAT inhibitor can be formulsted es
polymenc compositions, inclusion complexes, such as cyclodexinn incluson complexes,
liposomes, microspheres, mucrocapsules and the hike (see, e.g, U S. Pat. Noa. 4,997,652,
5,185,152 and 5,718,922).

The BCAT inhibrtor can be formmlsted as a pharmaceutically acceptable acd
eddition salt. Bxamples of pharmaceutically acceptabls acsd addition salts for use m the
pharmaceutical compomtion incinde those dertved from minerul acads, such as
hydrochlong, brydrobromic, phosphoric, metaphosphonc, mtric nd sulfiric scids, and

- - -MM
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organic acads, such as tartanc, acetis, citric, malic, Iactic, fumane, benzoic, glycohe,
gluconic, saccimc, and arylsulphome, for exasmple p-toluenesalphomic, acds,

The pharmaceutically acceptable excipsents described herein, for example,
vehicles, adjuvants, carriers or diluents, are well-imown to those who are skalled in the art
and are readily available to the public. It 18 prefeared that the pharmaceytically acceptable
camer be one which s chemically inert to the BCAT mhubitor and one which has no
detnmental mde effects or toxacity under the condrtions of use.

The chowce of excipent will be determined 1n part by the particular BCAT
inhibstor, as well as by the particular method used to admumster the composition.
Accortingly, there 18 a wide vanety of suitable formulations of the pharmaceutical
compostiion of the presant invention. The following formulations are merely examplary
and are 1n no way linnting

Injectable fornmistions are smong those that are preferred n accordance with the
preaent inventrve method. The requremnents for effective pharmaceutically camners for
injectable composrtions are well-known to those of ordinary skall sn the art (see
Pharmsceatics and Pharmacy Practice, J B Lippancott Co., Pinladelplus, Pa, Banker and
Chalmers, ods., pages 238-250 (1982), and ASHP Handbook on Injectable Drugs,
Toussel, 4th ed., pages 622-630 (1986)). It 1s preferred that such myectable composibans
be admimstered antramuscularly, mtravenoualy, or mirapertoneally

Topicel fornmiations are well-known to those of siall mn the art. Such
formulations sre saitable 1n the context of the present mvention for application to the
sian. The use of patches, corneal shields (see, o.g..US.P&No.S,MS.HI).md.
ophthalmic solutions (see, e.g., U 8. Pat. No. 5,710,/82) and amtments, a g, eye drops, 18
also withm the skill 1n the art.

Formulations surtabls for oral admumstration can conmist of (s) Equid solutions,
such as sn effectrve amount of the compound dissolved 1n diluents, such as water, salma,
or orange yuice; (b) capsules, sachets, tablets, Jozenges, and troches, each contsimng 8
predatamuned amount of the actrve mgredient, as solids or gramules, (c) powders; (d)
suspenmons 1n an appropnate liqud, and (¢) surtable enwilnons. Liquid formulstions may
inchade diluents, such as water and alcohols, for example, ethanol, benzyi alcobol, and
the polyethylene alcohols, exther with or without the addrtion of & pharmaceutically
acceptable surfactant, suspending agent, or enmlarfying agent. Capsule forms can be af
the orcinary hard- or soft-shelled gelatin type contuming, for eample, surfactants,
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lubncants, and inert fillers, such as lactose, sucrose, calcum phoaphate, and com starch.
Tabist forms can include one or more of lactose, sucrose, manmtol, com starch, potato
starch, algimc acid, microcrystailine cellulose, acacia, galatin, guar gum, collosdal mlicon
dwnnde, croscarmellose sodum, talc, magnesum stearate, calanm gtearute, 2nc stearats,
steanc scid, and other excipients, colorants, diluents, buffenng agents, dismtegrating
agents, maistening agents, preservatives, flavorning agents, end pharmacologcally
compatible excipients. Lozenge forms can comprise the active mgredient in 3 flavor,
usually sucrose and acacia or tragacanth, as well as pastilles compriung the active
mgredient 1n an inext base, such as gelatin and glycann, or sucrose and acacia, amulsions,
grls, and the hike contaiung, 1n addrtion to the achve ingredient, such excipsents as are
known 10 the art.

‘The effectiveness of an arally admumstered drug 13 dependent upon the drug’s
efficient transport across the mucosal epithelium and its stabalty m entero-hepatic
arculstion. Drugs that are effective after parenteral administration but less effactive
onally, or whose plasma halfhife 15 conudered too short, may be chemucally modsfied
iato a prodrug form.

Formulations suitable for parenteral admunisiration include aquoous and non-
aqueocus, 1sotomc sterile injection solutions, which can contain anh-axdants, buffers,
bactenostats, and solutes that render the foromiation 1sotomc with the blood of the
mtended recipient, and aqueous and non-aqueous stenle suspensions that can mciude
suspending ageuta, solubilizers, thickemng agents, stabulixers, and preservatives. The
mhibrtor can be admimistered m u phrymologically acceptable diluent 1n a pharmacextical
camer, such as a stenle hiqund or mmxture of iquids, incinding water, sahne, squeous
daxtross and related sugar solutions, an alcohol, such as ethanol, 1sopropanal, or
hexadecy! aloohol, glycols, such as propylens glycol or polyethylens glycol,
dimethylsalfimds, glycerol ketals, such as 2,2-dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol,
ethers, such as poly(ethylenegiycol) 400, an oil,  fatty acid, a fhity acad ester or
glycende, or an acetylated fatty acad glycenide, with or without the addition of a
pharmaceutically acceptable surfactant, such as a sosp or a detergent, suspending agent,
such as pectin, carbomers, methylcelulose, hydroxypropylmethylceliulose, or

mbmmﬂhyledlubuwmhﬁnngmnﬁoﬂuphumhﬂdmm
which can be used 1 parenteral formulatsons nchnde-petroleum; anmmat;-ve; .
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synthetic oils. Specific examples of oils include peamit, soybean, sesama, cottanseed,
com, alive, petralatum, and mineral

Suitable fatty acids for use 1n parenteral formulstions include oleic acid, steanc
acad, and 1sosteanc acd. Ethyl oleate and 1sopropyl mynstate arc examples of suitable
futty acid esters

Surtable soaps for use in parentaral formulations include fatty alknl metals,
ammonmm, and tnethanolamine salts, and suttable detergents include (2) catiomc
detergents such aa, for example, dimethyl dialky]l ammonram halides, and alkyl
pyrdimmm hahdes, (b) aniomc detergents such as, for example, alkyl, aryl, and olefin
sulfonates, alkyl, olefin, ether, and monogiycende sulfates, and sulfosuccinates, (c)
nonionic detergenta such as, for example, fatty apune oxdes, fatty acid allanclamdes,
and polyoxycthylencpoiypropylens copolymers, (d) amphoteric detergents sach as, for
example, alkkyl-p-ammopropionates, and 2-alkyl-mudazoline quaternary ammonmm salts,
and (¢) muxtures thereof.

Ths parenteral formulations will typically contan from about 0 5 to about 25% by
weaght of the active ingredient in solution, Preservatrves and buffiers may be used. In
order to mmumize or ehimipate nrriation at the mite of injection, such compostions may
contain one or more nomonic surfictants having a hydrophile-ipophnle balance (HLB) of
from sbout 12 to about 17

The quantity of surfactant m such formmlatsons will typcally range from about 5
to about 15% by weight. Surtable surfactants include polyethylene sorbdan fatty acid
esten, such as sorbitan monoaclests and the ngh molecular weight adducts of etrylene
oxuds with a hydrophobuc base, formed by the condensation of propylens oxide wath
propylens glycol. The parenteral formmlations can be presented m unit-dose or mmiti-dose
sealed contamers, such &3 ampules and wials, and can be stored m a freeze-dried
(lyophtlized) condition requmng only the additson of the stenle hiquid excipient, for
example, water, for mjections, :immadistely prior to use. Extemporaneous injection
sohrtions and suspensions can be prepared from sterile powders, gramnles, and tablets of
the kand previcusly described

Such composttions can be formulated as mtraocular formmiations, sustained-
release formulations or devices (see, ag., US Pat. No. 5,378 475). For emmple,

pelantin, chondrostin sulfigte, a polyphosphoester, such as bis-2-bydroxyetihyl- 3 ga

tercphthalate (BHET), or a polylactic-glycolic acid (in vanous proportions) can be used

-
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to formulate sustmmned-relesse fornmlations. Implants (see, e.g, US Pat. Nos. 5,443,505,
4,853,224 and 4,997,652), devices (ses, e.8, U S Pat. Noa. 5,554,187, 4,863,457,
5,098,443 and 5,725,493), such as an mmplantable device, a.g., a mechanical reservorr, an
intraocular device or an extrasocular device with an wtrsocular condust (e.g., 100 mm -1
mm 1n diameter), or an mmplant or a device comprised of & polymeric compostion as
described above, can be used.

The present mventive method also can mvoive the co-admuinistration of other
pharmaceutically actrve compounds. By "co-adnunistration” 13 meant adnmumstration
before, concurrently with, e.g, in combination with the BCAT inhibror 1n the same
fornmlation or m separate formulations, or sfter admmstration of 8 BCAT mhibstor as
described above. For example, corticostaroads, e.g., prednmsons, methylpredmsolone,
dexamethasone, or tnamcngions acehmde, ar noncorticosteratd anti-inflammatory
compounds, such as ibuprofen or fiubsproben, can be co-admmistered. Sumilarty,
vitamms and mnerals, e.g, zinc, anh-omdants, e.g., carotencds (such as & xanthophyll
carotenosd hke zesxanthn or lntem), snd mucromitnents can be co-admmstered.
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General synthetic schemes for prepanng compounds of Formula I- IV

EXAMPLE 1 trans-(1R 3R)(1-Aminomethyl-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acid
kydrochloride

o 5—-6:—3 IS

PRSI

® DOLCCHLN, NH A, 4OH, Tolnam, 120°C

&) L XCH EOQE(SWM BEL, 115°C,b BCl{D
() EDE, HCl (&), Tdama
GmHCL B0

) Hy EOBNHE,, RowyN:, 30-3°C
(m)HC], B0, 140°C

Step & 2-Cysno-((R)-3-methyl-cycohexylidenc)-acetic acid cthyl ester

A mrxnre of 3-(R)-Methylcycloheanone (125mmol), Ethyl cyancacetste (124mmel),
Ammonmum scetate (12.5mmol) aud glacal Acctic aad (24mmmol) were refhrxed with &
Dean Stark trap for 24 Hours, The mxture was cooled and waahed with 520  The H:O
washes were extracted with Toluene. The Toluens extracts ware combined with the onginal
organic layer, dned over MgSO, and the solvent evaporated. The crude oil was punified by
Kugelrohr dustsllation to grve an oil. (Bpt oven temp 150-160°C) Yield 86%
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‘HNMR (CDCh) 400MHz 5 101-105 (3H, m), 1 17-1 32 (1, m), 1.35 (3, t,
J=THz), 1 42-2.30 (6H, m), 2.98 (IH, 4, J=13Hz), 3 74 (1H, d, }=13H&), 427 (ZH, ¢,
=THz)
MS (CI) m/z 208 (MH")
Anslyns  CpHsNO» Cak. C 6954 H 827 NG676,

Found C 6944 H 822 N 676

Step ii. trans-{1RIR)-1-Cyanomethyl-3-methyl-cyclohexanecarbonitrile

To & solutwn of NaCN (40mmol) 10 &mL FeO and 160l Ethanol (95%) was added 2-
Cyano-((R)-3-methyl-cyclohexyhidens)-acetic acid ethyl ester (40mmol). After 22 Hours at
reflux the cooled solution was filtered, the filtrate acidified with gaseous FCl and filtered
agam. The solvent was removed and the cde oil was punified by column chromatogmplty
to give a pale yellow crystalline sohd. Yield 88%

'HNMR (CDCh) 400MHz 8 0.90 (1H, m), 098 (3H, d, J=6Hz), 1 11 (1H, t, }=12Hz), 138
(1H, dt, J=4, Fz), 1 60-1 90 (4H, m), 2.07 (2H, m), 2.68 (ZH, 5)
MS (CT) m/z 163 (MH")
Amlyns CyHud Calc: C7404 H870 N 1727
Fomd C7405 H871 N 1725

Step i: trans-2-{(1R,5K)-1-Cyano-3-methyl-cyclohexyl)-acstimidic acid atiryl ester

To a solution of trans-(1R IR)-1-Cyanomethyl-3-methyl-cyclohexanecarbomtrile (6 2mmol)
i 30ml. Bthanol (absolute) was added 30 ml, dned Toluone. The solution was clulled m

ico winlst satgrating with gaseous HCL  The stoppered solution was than left to stand st
room tempersture for 24 Hours, Tha solvent was removed and the solid remdue was
tntursted with Diethyl Ether to obtam a ppt which was dned to grve a white crystalhine sohd.
Yield 50%.

Mp 118-120°C



oO0SsO60" 0200209

10

15

30

i

'HNMR (DMSO) 400MHz 5 0 8-0 89 (1H, m), 0 91 (3H, d, J=63Hk), 1 06-1 12 (1H, m),

124-135 (IH, m), 137 (3H, t, J=7Hz), 141-1.95 (6H, m), 302 2K, 1), 449 (ZH, q,

FTHz) MS (C) m/z: 195 (MH")

Auslyss. CpHyMN;O 10SMHCl Calc C5819 H 858 N 1131
Found. C5825 H 859 N1159

Step 1v* trans-{(1R,3R)-1-Cyano-3-methyl-cyclobexyl)-scetic acid ethyl ester

trans-2-((1R IR)-1-Cyano-3-methyl-cyclohexyl)-acettmdic acid ethyl ester (1 1mmol) was
dassolved 1n 100 cold O (40ml) and the pH adjusted with INHCl to pi{ 1.5  The soluhon
was stired at room temperature for 20 Hours, Ethylacetste was added (30mL) and the
organic layer was washed with FO, dried and the solvent removed to leave a clear oil
Yield 82%

'HNMR (CDChL) 400MHz3 0°78-090 (1H, m), 0.93 (3H, d, F=6Hz), 0.97-1 00 (1H, m),
1.23-1 25 (1H, m), 1.29 (35, t, }=7.2Hz), 1.59-1 80 (4H, m), 2.05-2.08 (2H, Brt), 2.54 (2H,
5), 4.20 (ZH, q, J=7.2Hz)
MS (CD) m/z: 210 (MH")
Antlyss. CpHiNO; Calc C 6887 H915 N66&

Foood C 6887 H911 N 650

Step v trans-(SR,7R)-7-Methyl-2-sxa-spiro{4.5]decan-3-one

trens~((1R 3R)-1-Cyuno-3-methyl-cyciohexyl)-acetic acid ethyl ester (8.9mmol) was
dwsaived m NHy/ROH (7%, 40mL) slong with prewashed Raney Nicikel (H2O fhilowed by
EtOH) m g 250mL Parr flask. The solntion was hydrogenated st 30°C, 46pm for 24 Hours
The cooled saluton was filtered through a pad of cehte, washing with Ethyl acetate. The
solvent was removed from the filtrate to leave & white solid Yield 30%,

Mp 92-98°C » run

38

55
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'BNMR (DMSO) 400MEz 5 075-0 82 (1H, m), 0 84 (3K, d, J=6.4Hz), 0.38-0.94 (1H, m),
114-119 (1H, m), 1.20-1.50 (ZH, m), 1 50-1 63 (4EL, m), 151 (2H, s), 303 (2H, s5), 742
(IH,9)
MS (CT) m/z 168 (MH")
Anslyms. CyH;NO Cale C 7181 H 1025 N 837

Found. C 7180 K 1029 N 831

Step i trans-{(1R,3R)-1-Aminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic  acd
hydrechlonde

trans-(5R, 7R)-7-Methyl-2-aza-spmof4 Sidecan-3-one (L17mmol) was dissolved 1 2
solution of 16M HCl (Sml) and B2O (SmL) and the maxture was refluxed at approx 140°C
for 5§ Hours. The oooled soluton was dihuted with 10 mL FyO and 10 ml. DCM and the
aqueous layer was further washed with 2x15 mL. DCM. The aquecus lsyer was then
reduced to dryness to leave a white solid. Yield 76%.

Mp 148-155°C. [a]p =-2.5 (T=20°C, c=1, MeOH). One 1somer (RR).

HNMR (CDCls) 400MHz 5 0.69-0 79 (1H, m), 0 82 (3H, d, J=6Hz), 0 87-0.90 (iH, m),

112-120 (1H, dt, J=4 5, 13.3Hz), 1.34-1.50 (34, m), 1 60-1 63 (G3H, m), 230 (2H, s), 3 01

(ZH, s), 793 (3H, Br 5)

MS (C) m/z 186 (MH")

Amiyss. CyHpNO; 11H0L G CS329 H89 N 621
Found. CS323 HE89 N 645

EXAMPLE 2 (1-Aminometiryl-2-methyl-cyciohexyl)-acetic acid hydrochloride
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(n) HC o
| o CcH
o _@® @

® BOLCHLN, NH ghe, AcOH, Tolnens, 120°C
() 2 FalN, EDH®ESY, HO, 115°C,b HCl(g)

(ai) E30H, HC1 (g), Toknema
Gv)ECL B0

@ B, HIOR/NH ) Runay¥i, 30-3°C
(m)HCL, H.0, 146°C

Step L. 2-Cyano-(2-methyl-cyclohexylidenc)-acetic acid etiryl ester

{(+/-) 2-Methyl cyciohexanone (80mmol), Ethyl cysnoacetate (80mmol), Anumonm scetste
(@mmol) and glacial Acetsic acad (16mmol) were reacted as 1n the General method (Example
) stepitogiveaclearoil Yield 76%. )

HNMR (CDCh) 400MHz 3 1.23 GH, dd, J=7, 10Hz), 1.35 (3H, t, J=7Hz), 1 55-1.82 (SH,
m), 193-2.05 (1H, m), 2.17 (1H, dt, J=5, 14Hz), 247 (1H, dt, J=5, 9Hz), 2.92-2.97 (1H, Br
d, J=15Hz), 3 30-3 35 (1H, m), 3.81-3 86 (1H, Br d, }=15 Hz), 4 064 14 (1H, m), 423430
(B, dq, J=1, &Hy)
MS (CT) m/x 208 (ME+)
Analyss  CisHy:NO: Calc C 6954 HB827 N676

Found C6926 HB26 N 6.66
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Step ik 1-Cyanomethyl-2-mefiryl-cyclohexanecarbonitrile

2-Cyano-(2-methyl-cyclohaxylidens)-acetic acid ethyl ester (37mmol), NaCN (37mmo])
5 were reacted as 1o the General method (Example 1) step . The crude sohid was punfied
by cohumnn chromatography (3 1, Heptane Ethylacetate), to give & clear cal. Yield 76%

'HNMR (CDCh) 400MHz 5 106 (3H, d, J=6 8Hz), 1 11 (3H, 4, =6 &Hz), 1 20-2.20
(18H, m), 2 77 (2H, dd, J=16 §Hz), 2.63 (2H, dd, J=16 8Hz)
10 MS (CI) m/z: 163 (MH")
Amlysan. CigHiNa 0.1 H:0 Calc: C7349 HB86 N 1686
Found. C7B24 HST3 N1708

15
Step i, 2-(1-Cyane-2-methy}-cycloliexyl)-acetimidic acid ethyl eoter

1-Cyanometiryl-2-methyl-cyclohexanacarbonrtrile(7.3mmal) was rescted as 1 the General
method (Bxample 1) Step (itl) to grve a white sobud. Yield 70%

0U0S060° 0200209

Mpt 107-114°C.
'HNMR (DMS0) 400MHz §- 1 00-1.06 (3H, 2xt, J~6.4Hz), 1 10-1.38 (ZH, m), 1.38 3H, ¢,
J=6.8Hz), 1 40-2.10 (7H, m), 2.86, 2.92, 3 10, 3.28 (2H, 4xd, F=14,14.4, 14.8, 14Hz resp),
448 (28, q, J=6 &Hz)
25 MS (CI) m/z 209 (MH")
Amlyus: CpHnN; O 106HCI Calc € 5837 H 860 N 1134
Found C 5815 H 863 N 1160

Step Iv- (1-Cyano-2-methyi-cyciohexyl)-acetic acd ethyl ester
30
2-(1-Cyano-2-methyl-cyclohexyl)-acettmudic acad ethyl ester (4.1mmmol) was reacted as m
the General methdd (Bxample 1) stép (iv) fo give a tedr dil.” Yield 82% - T =
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'"HNMR (CDCls) 400MHz8 103, 109 (3H, 2xd, J=THz), 1.27-1.30 (3H, m), 132-2.00
(%H, m) 210-2.20 (1H, m), 244, 2.82 (3H, 2xd, J=14 §Hz), 2.54 (1H, m), 4 164 22 (2H,

m)

-34-

MS (CD m/z 210 (MH")

Analymis CpH;sNO: Calc. C6887 HY915 N6
Found C688% HS913 N675

Step v 6-Methyl-2-sza-spiro[4.Sjdecan-3-one

(1-Cyano-2-methyl-cyclohexyl)-acetic acad ethyl ester (8.4mmol) was reacted as 1n the
General method (Example 1) Step (v) for 24 Hours at 10°C, S0 pr.  The crude ol way
punfied by column chromatography (Bthylacetate), to grve a white solid. Yield 34%.

Mp 85-90°C
'HNMR (CDCly) 400MHz 5. 0.88-0.91 (3H, dd, J=4, 6.8Hz), 1 41-1 78 (SH, m), 2.00-2.30
(2H, m), 3 06-3.23 (ZH, m), 7.27 (1H, Br s)
MS (CT) m/z 168 (MH')
Analyms. CyHpNO Calc. C 7181 H 1024 N 837
Foun. C 7183 H 1019 N 827

Step vi. (1-Aminometiryl-2-methyl-cyclohexyl)-acetie acld Iydrochloride

6-Methryl-2-aza-spiro[4 5]decan-3-one (2.5mmol) was reacted as m the General method
(Bxample 1) step v1 to grve 8 white solid. Yield 42%.

Mp 108-110°C.
[ap =0(T=20 5°C, C=1, MecOH) Two Disstereomers3 1

(¥ ] wnil

F2
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'HNMR (DMSO + D;0) 400MHz § 079, 085 (3H, 2xd, J=6.8Hz), 1.21-1 65 (5H, m),
222,243 (1H, 2xd, J=15H), 2.46, 2.49 (1H, 2xd, F=15Hz), 2.83-2.92 (1H, 2xd, J=13 &Hx),
305, 3 15 (1H, 2xd, F=13 6Hz)
MS (CI) m/z 186 (MH)
5 Analyss. CyHgNO: 13 HCI Calc: C 5164 HR79 N 602
Fomd. C 5166 H891 N 616

EXAMPLE 3 (1-Aminomstiry}-3,3-dimetiryl-cyciohexyl)-acetic acd hydrochisrade
10

1 Cuf, Mali, MR, 03, My, (S0%)
ICCE,C0,E; WEOAG ALK, titors, (3%)
HOWCW, IO, 0, (799

3 B, KO, toloams, (59)
vy, Reunay 3, EOE, Miy, G419
WECL, 0 ()

Step k 3,3-Dimethyl-cyclohexanone:

15 Synthesised via the method outlined by Pelletier, SW., Mody, NV, J. Org. Chem., 1976,
41, 1069
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A sohition of Isthmm dimethyl cuprate was prepared by the addon of methyl lthum
(1 4M n cther, 77 25mL, 2.45mol) to copper (I) s0dide (8 8g, 0 046mal) under argon. The
sohshion was coaled to 0°C, and 3-methyl-cyclohexen-1-one (Sml, 0 044mol) was added
dropwise, with stiming, and a deep yellow precipitate was formed. The suspenmon was
stured ot room temperature for ona hour before bemg poured into a solution of aqueous
ammonia (100ml) and ammomuym acetste (ca. 5g) The layers were separated and the
aquecus layer washed with diethyl ether (3x 50mL) The combined orgamcs were washed
with satursted brne (3x 100mL), dned (MgS0,), and the solvent removed 1n vacuo to leave
a dark yellow Liquid,

'H NMR (400MBz. CDCh) 0 98 (65, 8), 1.55 (ZH, m), 1 88 (ZH, m), 2.14 (2H, m), 2.26
(25, m).
IR (6lm) weecm™ 2956, 1711 (O~0), 1457, 1368, 1292, 1226, 1076.

Step h. 2-Cyano-5,5-dumethyl-3-propyl-hex-2-enclc acid ethyl ester

To a soluton of 3,3-dumsthylcyclahescanone (4g, 0.032mol) m toluens (25mL) was added
ethyl cyanoacetate (3 37mL, 0 032mol, 1 ¢q ), ammonmm acetate (0.24g, 0.003mo), 0.1eq ),
and acetic aad (0.36ml, 0.006mol, 02eq.) The yellow solution was heated to refiux winlst
attached to a Dean-Stark trap, and heatmg was contmued until no more water condensed n
the trap. After coolmg, the now orange solution was washed with water (3x 25mlL) and the
orgamc Inyer driod (MgSOQ). Filtratson end removal of the solvent in vacso gave the arude
product es a deep orange liqud. Punfication was schieved by Kugeirohr dustillstion to lesve

the muxture of cis and frans products as & pale yellow hquid, bp 160-170°C, 4 mbar (5 83g,
0%N)

TH'NMR (400MEz. CDChL) 0 96 (6H, 3, 2x M&), 0.99 (GH, 8, 2x Ms),1.34 (6H, m, 2x Me of
ester), 1 49 (4H, m), 1 75 (ZH, quin, J 6.4), 1 82 (2H, quin, J 6.4), 2.46 (2H, s), 2.60 (ZH, , J
= 5.4 Bx), 2.80 (28, 5), 2.93 (2H, t, J= 6.4 Hz), 427 (4H, m).

MS (CI) z/e 222 (M*+1)

IR (film) vauscm™ 2958, 2570, 2224 (CN), 1731 (C=0), 1606 (C=C), 1277, 123, . ~, ..
Analyns, CHyyON Cale C7056 H865 N6.32

% 5 FL
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Found. CT7035 H879 N625

Step i 1-Cysnomethyl-3,3-domethyl-cyclohexanecarbomtrile

To a solutwn of the 2-Cyano-S,S5-dimethyl-3-propyl-hex-2-enoic acad ethyl ester (1.26g
0006mol) 1n cthanol (100ml) and water (4mL) was added sodum cysmde (0.28g
0006mol, 1 eq) The yellowash solution was heated to reflux for 8 hours and then cooled,
duning which time an off-white precapstate was formed.

The suspension was filtersd under vacuum and the filtrate acdified with HIC1 gas until the
pH was spproxamately 2. The mixture was then filtered a second tume and thea the solvent
removed in varuo to lesve the crude product as a pale green aclid.

Flash cohunn chromatopraphy, after adsarption of the crude prodoct on to mhica, elubng
with 0-50% EtOAc m heptane gave the binstnle as a colouriess sofid (0.57g, 57%).

H NMR (400MHz, CDCh) 0.99 (3H, s, M), 113 (iH, td, J 132, 42), 1.21 GH, s, Me),
132 (ZH, m), 1.54 (1H, m), 1 82 (3H, m), 2.15 (1H, m), 2.65 (28, s, CH:CN).
C NMR (400MHz, CDCL) 19 61, 25 17, 3079, 31 18, 33 77, 3479, 3537, 3792, 4626,
115 06, 122.19
MS (CI) Zo 177 (M'+1)
IR (film) viamcm™ 2988, 2637, 2869, 2237 (2x CN), 1749, 1456, 1423, 1369, 1202, 1180,
1031, 972.
Analyms CyHiNa CGale C7496 H915 N1589

Fomnd: C7508 H932 N1580 -

Step iv* (1-Cyano-3.3-dunethyl-cyclohexyl)-acetsc acid ethyl estor:

1-Cyanomethyl-3,3-dimethyl-cyclohemnecarbonsinle (0 50g, 2.84mmol) was dmssclved m
abealnts ethanol (20mL) at room temperature and then cooled to 0°C. Toloene (20ml.) was
added to the solution and thea the reaction mmxture was scidified by pasuing HCl gas
through 1t at & gentie mte for cx. 45 nuns, The flask was then stoppered and left to stend at
room temperature for 24 hours.

e ownd
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The yellow solution was partioned between ethyl acetate and water and the layers
soparated. The aqueous layer was exiracted with ethyl acetate (3x 30mL), and the combined
organics washed with aq sat. sodmm hydrogen carbonate solution (3x S0mL), bnne (3x
S0mL), dned (MgS0Oy), and the sofvent removed under reduced pressure to leave a pale
yellow liquid (0 59g, 93%)

'"H NMR (400MHz, CDCl;) 094 (3H, 8, Ms), 1 16 (3H,m), 1 21 (°H, s, Me), 1.29 GH, t, J
7.2, CHyCHh), 1.50 (TH, m), 165 (1H, dt, J 144, 7.6), 1 84 (1H, qt, J 13 3, 3.2),1 96 (1H,
de, J13 7, 22), 2.16 (1H, m), 248, (1H, d, J 15 6, C-2H), 2.54 (1B, d, J 15 6, C-2H), 420
(24, q,J 7 2, CH;CH)
BC NMR (400MHz, CDCly) 1421, 19 65, 25 43, 31 3, 34 04, 34 14, 36.08, 3844, 46,14,
4680, 61 02, 123 67, 169 00
MS (CI) ofe 224 (M"+1).
IR (film) voem™ 2998, 2037, 2868, 2234 (CN), 1738 (O=0), 1457, 1372, 1217, 1181,
1154, 1026.
Analyns. CpHaNO» Calc C692 H948 N&27

Found C6963 H945 N6.15

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

(1-Cyano-3 3-dmethyl-cyclohexyl)}-acctic acld ethyl ester (0.5g 223mmol) was
hydrogenated m ethanohc emmonia (60mL) with Raney mckel as catalyst (oo, 0.25g) at
50°C and 50pm for 48 hours. )

The catalyst was then removed by filtration through Celite, snd the solvent removed in
Wacso to leave & greemsh crystallne solid.

Flash colunm chromatography, elutmg with 0-100% ethyl acetste 10 heptans; gave ths pure
lactam as a colourieas solid (340 mg, 84%).

HNMR (400M¥z, CDCl;) 0 29 (3H, 5, Me), 0.92 (3H, 5, Me), 1.25 (ZH, m), 1 36 (2H, m),
151 3H, m), 1 68 (1H, s), 2 18 (1H, d, J 16 4, CHuNH), 2.24 (1H, d, J 16.8, CH3NH), 3 15
(2H, s, CHCO).
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Bc NMR (400MEz, CDCY) 19 16, 29 88, 30 36, 31.28, 36.57, 39 05, 35 61, 44.58, 49 54,
5479, 177 T2.
MS (CI) z/e 182 (M*+1).
IR (film) veem™ 3203, 3100 (NH), 2914, 2860, 1698 (C=0), 1486, 1374, 1317, 1289,
1257, 1076
Analyus C;HjsNO Calc. C7288 H1056 N773

Found C7238 H1047 N756

Step vi (1-Aminometiryl-3,3-dimethyl-cyclobexyl)-acetic acid kydrochloride:

7.7-Dimethyl-2-aza-spiro[4.5)decan-3-one (0.3g, 1 66mmo]) was dissolved m a mndure of
HCl (conc., 5Sml) and water (SmiL), and the resoitant colouriess sohrhion hested to reflux for
20 hours. The soluton was cooled and then parttwned betoreen water and dichloromethane,
and the layers ssparated. The squecas layer was washed with dichloromethans (3x 20mL)
and the weted/HCl removed by rotary evaporation to leave the crude product as an off-wiite
sohd. Truration of this solid with ethryl acetate and filtrahon of the product gave (1-
Ammomethyl-3,3-cdimethyl-cyclohexyl)-acetic scad, hydrochlonds salt as a colowrless solud
(140mg, 42%, 64% based on recovered atartmg materal).

H NMR (400MHz, DMSO) 0.50 (3H, 5, Mz), 0.92 GH, 5, M), 1 15-1.49 (SH, m), 245
(28, s, CH;CO:H), 2.90 (2H, br.q, J 13.5, CEuNER), 7.96 (3H, br s, NHy), 1236 (IH, br.s,
OH).
IR (film) vagcm™ 2930, 1728 (C~0), 1272, 1123 :
Amlyms. C);HpNO;C1 Calc: C5604 HS41 N5

Found C5579 H96L N63

EXAMPLE 4: (H)-(trans)(1-Aminometiry}-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acid
hydrochlonde



DO0S060" 0D200E209

10

15

Reageats. (7) Tructhylphosphonoacetate, NaH, (i) MeNOo,BugN*F~; (i) By, Ni, )
HCl

Step L. synthesls of (i) (trans)-(3,4-Domethryl-cyclopentylidene)-acetic acid etiyl ester
(4b)

NaH (60% dispersion 1n oil, 737 mg, 18.42 mmo]) was suspended m dry
tetrahydrofiran (S0 mL) and coaled to 0°C. Triethylphosphonoscetate (3 83 mL, 1930
mmol) was added and the mmxture stured at 0°C for 15 mmutes. The ketone (+/-)-(4a)

(1 965 g, 17 54 mmol) 1n THF (10 mL) was then added and the mmture allowed to warm
o room temperature. After 2 hours, the mrxture was partihoned between dietiryl ether
(200 mL) and water (150 mL). The arganic phese was separsted, washed whh beine,
dned (MgSO4) and the solvent removed m vacuo The residue was purified by flash

chromatography (alica, ethyl acetatecheptans 1 9) to give 3 01 g (94%) of (4b) as a
colorless ol

IHMMW(CDCI;;) $101(3H,d,7=6Hz),103 (3H, 4, T=6Hz), 1.26 (3H, ¢,
I=7Hz), 149 (2H, m), 2.07 (1H, m), 2.24 (1H, m), 2 61 (1H, m), 4 13 (2H, q, ] = 7 Hx), -
572(1H, 5)

MS (CI+) m/e 183 (M+1)
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Step 1: synthess of (£)(trans)-(3,¢-Dimetiryl-1-nitromethyl-cyclopentyl)-acetic acid
ethyt ester (4c)

()trans)(3,4-Dimethyl-cyclopentylidene)-acetsc acud ethy] ester (4b) (2 95 &
16 2 mmol) was dissalved in tetrahydrofuran (10 mL) and stirred at 70°C with
nitromethane (1 9 mlL, 35.2 mmol) and tetrabutylammonmum fluonide (1 0 Min
tetrahydrofuran, 22 ml, 22.0 mmol) After 6 hours, the mxture was cooled to room
tempersture, diluted with ethyl acetate (50 mL), and washed with 2N HC] (30 ml)
followed by brine (50 mL). The organic phase was collected, dred (MgSOg4) and the
solvent removed in vacuo The remidue was punified by flash chromatography (silica,
ethyl acetate heptane 1 9) to grve 1 152 g (29%) of a clesr oil.

1H NMR 400 MHz (CDCh) 8 0 98 (6H, d, J = 6 Hz), 1 10-1 39 (SH, m), 1 47 (2H, m),
187 (1H, m), 2.03 (18, m), 2 57 (28, ABq, =16, 38 Hz), 4 14 (2H,q, J = 7Hz), 4 61
(ZH, ABg, J = 12, 60 Hz).

MS (BS+) /e, 244 (M+1)

IR (film) v am~l 1186, 1376, 1549, 1732, 2956.

Step ili. Synthesis of (+)-{trans)-7,8-Dimethyl-spiroj4.4lnonsn-2-one (4d)

(£)(trans)-(3,4-Dimethyl-1-atromethyl-cyciopentyl)-acetic acad ethyl ester (4c)
(1 14 g 47 mmol) was dusolved m methanol (S0 mL) and shaken over Raney mokel
catalyst under an stmospbere of hydrogen (40 pai) at 30°C. After 5 hours, the catalyst
was removed by Sltration fhrough oelite. The solvent was removed m vacuo to give 746
mg (95%) of a pale yellow oil wiich soluhfied on standing.

1H NMR 400 MHz (CDCh) 5 0 98 (6H, d, Y= 6 Hz), 1.32 (ZH, m), 1 46 (2H, m), 1 97

(2H, m), 2.27 (zH, ABq, J =16, 27 Hz), 3.23 (2H, 5), 5 62 (1H, br s)
MS (BS+) m/e: 168 (M+1)
IR (filtm) v c”} 1451, 1681, 1715, 2948, 3196
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Step iv- Synthesls of (1)~(trans)-{1-Ammomethy}-3,4-drmethyl-cyclopenty])-acetic
acud kydrochlonde (4)

(4)(trans)-7,8-Dimethyl-spro[4 4]nonan-2-ane (4d) (734 mg, 4 40 mmol) was
heated to reflux 1n & muxture of 1,4-dwncan (5 mL) and 6N HCI (15 mL). After 4 hours,
the moxture was cooled to room temperature, dihuted with water (20 mlL), and washed
with dichloromethane (3 x 30 mL) The aqueous phase was collected and the solvent
removed 1n vacuo The resudye was trihurated with ethyl acetate to give 675 mg (69%) of
a whrte solid after collection and drying

1H NMR 400 MHz (d5-DMSO)- 8 091 (6H, d, = 6 Bz), 1 18 (ZH, m), 1 42 (2H, m),

172 (1B, m), 1 87 (1H, m), 2.42 (ZH, ABq, J = 16, 24Hx), 2.90 (ZH, ABq, J = 12, 34
Bz), 8 00 (3H, br s), 12.34 (1H, br ).
MS (ES+) m/e 185 (M+1 for the free base).

EXAMFPLE 5 (cis/trans)-(3R)-(1-Aminomatiryl-3-methyl-cyclopeatyl)-acetic acd
hydrochloride (5)

© = oN o =
()
0 | o
—_— —_— o)
o= (] ]
(]
BaE N o = - /(ID
' 0
® < &
Reageats. (7) Tnethylphosphonoacetatn, NaH, (if) MeNO;, BudN'F,, (i) Ha, i, (iv) HCl

Step 1 Synthesis of (R)-(3-Methyl-cyclopentylidenc)-acetic sad ethyl ester (Sb)
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NaH (60% duspermon 1n o1, 1 86 g, 46.5 mmol) was suspended m dry
tetrahydrofuran (40 mL) and cooled to 0°C Toethylpbasphanoacetate (9 69 ml,, 48 8
mmol) was added and the mocure strrred at 0°C for 15 rmmutes. (R)-3-Mathyl-
cyclopentanone (5a) (S ml, 46 S mmof) 1n THF (10 mL) was then added sad the mncture
allowed to warm 10 room temperature. After 2 hours, the mpdure was partthoned
between diethy] ether (200 mL) and weter (150 mL) The organic phase was separated,
washed with brine, dned (MgS0O4) and the solvent removed 1n vacuo The remdue was

punficd by flash chromatography (sihcs, ethyl acetatocheptans 1-9) to give 5 45 g (70%)
of (2) as a colodess ol

1H NMR 400 MHz (CDCh) 5 1 04 (3H, m), 127 (3H, t, ] =7 Hz), 1 80-2.74 (7H, m),
2.90-3 15 (1H, m), 4 13 (2H, q, T = 7Hz), 5 76 (1H, 9).

MS (CH) m/e: 169 (NE+H1)

IR (film) v el 1208, 1371, 1653, 1716, 2955

Step i. Synthesis of (cls/trans)~(IR)-(3-Methryl-1-nitromethyl-cyclopentyl)-acetic
acid ethyl ester (5¢)
(R)-(3-Methyi-cyclopentylidene)-acetic acsd ctiryl ester (5b) (3 0 g, 17 8 mmol)
was dissolved n tetrahydrofuran (20 mL) and stered at 70°C with ntromethans (1 92
mL, 35 6 mmol) and tetrabutylammonium flucride (1 0 M m tetrahydrofizran, 25 mL,
25 0 mmol). After 18 hours, the maxture was cooled to room tempemture, dihited with
ethyl acetate (50 mL), and washed with ZN HCl (30 mL) followed by brine (50 L) The
organic phase was collected, dned (MgS04), and the solvent removed 1n vacuo. The
remduc was punfied by flaah chromatography (ulica, cthyl acetatecheptane 1 9) to give
2.00 g (49%) of a clear ol

IH NMR. 400 MBz (CDCl3) § 1 02 (3H, d, J = 6 Hz), 1 08-1,37 (5B, m), 1 59-2.17 (SH,

m), 2.64 (2H, m), 4 15 (2H, q, J= 7 Hz), 4 64 (2H, m)
MS (BS+) m/e; 230 (M+1)
IR (film) v am~1 1183, 1377, 1548, 1732, 2956.

w e o et m w w mm o= 0N
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Step iu. Synthess of (cia/trans)-(7R)-7-Methyl-spiro[4.4]nonan-2-one (3d)
(can/trens)(3R)(3-Methyl- 1-nitromethyl-cyclopentyl)-scetic acad ethyl ester (Se)

(198 g, 8 66 mmol) was dissolved 11 methanol (50 mL) and shaken over Raney nickl

catalyst under an stmosphere of hydrogen (40 psi) at 30°C After 18 hours, the catalyst

was removed by filtration through celita. The solvent was removed in vagcuo and the

residue punfied by flash chromatography (sihca, ethyl acetate-heptane 1 togive 105 g

(79%) of a whrte salud.

1H NMR 400 MHz (CDCl3) 5 103 (3H, m), 1 22 (2H, m), 1 60-2.15 (SH, m), 2 22 (2H,

m), 3 20 and 3 27 (2H total, 2 x 8, cis, and trans), 6.18 (1H, br 5)

MS (ES+) m/ec 154 (M+1)

IR (film) v enrl 1695, 2949, 3231

Step iv- Synthesis of (cis/trans)-(3R)-(1-Aminometiyyl-3-methyl-cydopentyl)-acetic
acld hydrochlonde (5)

(oos/trang)-(7R)-7-Methyi-spiro[4 4Jnonan-2-one (Sd) (746 mg, 4 88 mmol) was
heated to reflux 1n 8 muxture of 1 4-dioxan (S mL) and 6N HC1 (15 mL) After 4 hours,
the moxture was cooled to room temperature, diluted with water (20 mL), and washed
with dichloromethans (3 x 30 mL). The agueous phase was collected and the solvent
removed 10 vacuo. The resudue was tnturated with ethyl acetate to give a white sohd
which was collected and dned. This was recrystallized from ethyl acetate/methanol to
gve 656 mg (65%) of (5) after collection and drying.

1H NMR 400 MEEz (dg-DMSO0) 8 0 96 (35, m), 1 01-1.24 (2H, m), 1 42-2.10 (SH, m),

2.41 and 2 44 (ZH total, 2 x 8, cia/trans), 2.94 (2H, m), 7 96 (3H, brs), 12.35 (1H, brs)
MS (BS+)m/e 172 (M+] for the freo base)
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EXAMPLE 6. (+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dimethyl-cyclapentyl)-acetic acld
hydrochlorsde

e
-y

Reagents. (7) Trethylphosphonoacetate, NaH, (ii) MeNO, BugN*F; (i) Ha, Ni, ()
HC1

Step L. Synthesls of (cls)-(3,4-Dunethyl-cyclopentylidenc)-acetic acid ethyl ester (6b)
NaH (60% diwspersion 1n c1l, 519 mg, 12.96 mmol) was suspended 1n dry
tetrahydrofuran (30 mL) and cooled to 0°C. Trethylphosphonoacetste (2.68 mL, 13 §
mmol) was added and the mxture stired at 0°C for 15 mumates. (35,4R)-3,4-Dimethyl-
cyclopentanone (6a) (1.21 g 10 80 mmol) m THF (10 mlL) was then added and the
mixture allowed to warm to room temperature. After 2 hours, the mmxture was ptrttioned
between cisthyl ether (200 mL) and water (150 mL). Tho arganic phase was separated,
washed with brme, dned (MgS0O,) and the solvent removed in vacao The remdne was

panfied by flash chromatographry (sihica, etiryl acetatecheptane 5-95) to give 1 40 g (71%)
of (Z) as a colorfess o1l

1H NMR 400 MBz (CDC1 B) 50 84 (3H, d, J = 6 Hz), 091 (3K, d, J =6 Hz), 1 26 (3H,
t, J= 7 Hz), 2.01-2.95 (6GH, m), 4 13 (ZH, q, ) = 7 Hz), 5 76 (1H, s).
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MS (CI+) m/e. 183 (M#1)

IR (film) v em-1 1043, 1125, 1200, 1658, 1715, 2959

Step ii. Synthess of (trans)-(3,4-Dimethyl-1-nitromethyl-cyclopentyl)-acetrc acid
ethyl ester (6¢)

(c19)-(3,4-Drmethyl-cyclopentylidene)-acetic acad ethyl ester (6b) (1384 g, 7 60
mmol) was dissolved 1n tetrahydrofiuran (10 mL) und stired at 70°C with atromethane
(0 82 mL, 15 2 mmol) and tetrabutylammonmm fluoride (1 OM tn tetrahydrofuran, 11 4
mL, 11 4 mmol). After 6 hours, the moxture was cooled to room tempemature, diluted with
othyl acetate (50 mL) and washed with ZN HCI (30 mL) followed by brine (SO mL) The
organic phase was collected, dned (MgSO4), and the solvent removed m vacuo The
residuc was purified by flash chromatography (silica, ethyl acetatecheptans 5 95) to grvo
0 837 g (45%) of a clear ol

1H'NMR 400 MHz (CDCla)* 8 0 91 (6H, d, J = 6 Hz), 1.21-1 39 (SH, m), 1 98 (ZH, m),
218 (2H, m), 2.64 (2H, 5), 4 15 (2H, q, T=7 Hz), 4 61 (2H, 1).

MS (BS+) m/e: 244 (M+1)

IR (film) v cm-l 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Step ih. Synthesn of (trans)-7,8-Dimethryl-spiro{4.4]nonan-2-one (6d)
(trans)-(3,4-Dimethyl-1-mtromethyl-cyclopentyl)-acetic acad ethyl ester (6¢) (0 83

8, 3 4 mmol) was dissolved 1n methanol (30 ml.) and shaken over Reney ickel catalynt

under an atmosphere of hydrogen (40 pai) et 30°C. After 4 hours, the catalyst was

removed by filtrahion through celite. The solvent was removed 1n vacuo to give 567 mg

(99%.) of a pale yellow o1l which schidified on standing.

1 NMR. 400 MHz (CDCl3) & 0 89 (6H, d, J=6 Hz), 1 38 (2H, m), 1 91 (2H, m), 2.10

(24, m), 2.32 (2H,5), 3 18 (ZH, 5), 5 61 (1H, br3).

MS (ES+) m/e 168 (M)

IR (film) v am-l 1304, 1450, 1699, 2871, 3186
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Step rv  Syuthesis of (trans)-(1-Ammomethyl-3.4-dimetiryt-cyclopentyl)-acetic acid
hydrochlonde (6)

(trans)-7,8-Dimethryl-sptrof{4 4]nonan-2-one (6d) (563 mg, 4 40 mmol) was
heated o reflux in a moxture of 1,4-dsoxan (5 mL) and 6N HCI (15 mL) After 4 hours,
the muxture was cooled to room tempersture, diluted with water (20 mL), and washed
with dichinromethane (3 % 30 mL) The aqueous phase was collected and the solvent
removed 1n vacuo. The remdue was tnturated with ethyl acetate to grve s winte sohd

winch was collected and dried. This was recrystallized from etityl acetate/methanol to
gve 440 mg (59%) of (€) after collection and drying.

1H NMR 400 MHz (dg-DMSO) & 0 84 (6H, d, Y= 6 Hx), 1 21 (ZH, m), 1.81 (2H, m),

2.06 (2K, m), 2.47 (2H, s), 2.89 (2H, 5), 794 (3H, br s), 12.30 (1H, brs).
MS (ES+) m/e, 186 (V+1 for the free buse)

EXAMPLE 7 (+)-(trans)(1-Ammomethy}-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acld
hydrochlonde
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Roagents  (9) Trsthylphosphonoscetate, NeH, (if) MeNO2, BugN'F; (i) Ha, Ni, (v)
Hel

(38,48)-3,4Dimethyi-cyclopentanons (7a) 18 known in the Interature and con be
synthesized by the methods outlined therein. Y Kato, Chem. Pharm. Bull,
1966,14 1438-1439 and related references W C. M C Kokke F A, Varkevisser, J
Org Chem , 197439 1535, R Baker, D C. Billington, N Erunayake, JCS Chem.
Commmn , 1981 1234, K. Furuta, K. Iwanaga, H, Yemamoto, Tet. Leit, 1986;27 4507,
G Solladis, O Lohse, Tet. Agwom., 1993.4 1547, A. Rosenquist, L Kvarnstrom,
S C.T Svensson, B Classon, B Sammelsson, Acta Chem. Scand., 1992,46 1127,
BE.J Corey, W Su, Tet Lett,, 1988,29-3423, D W Knmght, B Ojhara, Tet. Lett,
1981;22 5101

Step 1. Synthesis of (trans)-(3,4-Dimethyl-cycdopentylidenc)-acetic acid ethyl ester
(™)

To a suspension of sodium hydnide (1.3 g 32.5 mmol) 1n THF (60 mL) under
nitrogen at 0°C was added tnethylphosphonoscetste (6.5 mL, 32.7 mmol) over 5 minutes.
After stuning for e firther 10 sumstes, a solutron of (38,48)-3,4-Dimethyl-
cyclopentanons (7a) (approx. 2.68 g, approx. 30 mmol) 1n THF (2 x 10 mL) was added to
the now clear salution and the ioe bath removed. After 4 hours the reaction was quenched
by pounng 1nto water (100 mL) and the mmxture extracted with ether (400 mL) The
arganic phase was washed with saturated bone (100 mL), dned and concentrated
mvacuo Column chromatography (10-1 heptans/ethyl acetate) gave the product as an ol
(4 53 g) (approx. 51% yield)

1H NMR 400 MHz (CDCl3) § 101 (3H, d, ] = 6 Hz), 1 03 (3H, d, J = 6 Hz), 1.26 (GH, 1,

=7 Hz), 1 49 (28, m), 2 07 (1A, m), 2.24 (1H, m), 2.61 (1H, m), 4 13 (ZH, q, T=7Hz),
572 (1H, »).
MS (CHH) m/e 183 (V1)
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Step i.. Synthesm of (trans)-(3,4-Dimethyl-1-mitromethyl-cyclopentyl)-acetic acid
ethyl ester (7c)

To a sohition of (trans)-(3,4-Dimethyl-cyclopentyhdenc)-scetic acd ethyl ester
(7b) (4.24 g, 23 3 mmol) m THF (1S miL) was added TBAF (32 mL of a 1 M solubion in
THF, 32 mmol) followed by ntromethane (3 mL) and the reaction heated st 60°C for
8 hours. After coaling, the reaction mixture was diluted with ethy] acetate (150 mL) and
washed with 2N HCl (40 mL) then saturated bnne (50 mL) Column chromatography
(10 1 heptane/ethyl acetate) gave the product as an oil (2.24 g). (40% yield)

15 NMR 400 MBz (CDCly) 80 98 (6H, d, J = 6 Hz), 1 10-1 39 (5H, m), 1 47 (ZH, m),
1 87 (1H, m), 2.03 (1H, m), 2.57 (ZH, ABq, J = 16, 38 Hz), 4 14 (2H, q, 1 = 7 Hz),

4 61 (ZH, ABq, ] = 12, 60 Hz).

MS (BS+) mie: 244 (MH1)

IR (flm) veml 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Step fii; Synthesis of (+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dmmethyl-cyclopestyl)-acetic
acid bydruchloride (7)

A pohrtion of (trans)-(3,4-Dimethyl- 1-ntromethyl-cyclopentyl)-scetic acid ethyl
ester (7¢) (3 5 g 14 4 mmol) 10 methanol (100 mL) m the presence of Ni sponge was
hydrogenated at 30°C and 50 psi for 4 hours. Filtering off the catalyst and concentrating
1n vacuo gave & 2.1 mexture of lactam and aminoester, 2.53 g, caiculated as 96%, which
was used without punfication. Tins mncture (2.53 g, 13.8 mmol) in dioxane (15 mL) and
6N HCI (45 mL) was heated under reflox (il bath = 110°C) for 4 hours. After cooling
end diluting with water (60 mL), the mmxture was washed with dichloromethane
(3 x 50 mL)) and then concentrated 1n vacuo The resulting oil was washed with ethyl
acetate then dichloromethane to give a sticky foam winch was dnad to give the product
as 8 white powder (2.32 g). (763 y1eld)

ap (23°C) (H0) (c = 1 002) =428 2°
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1H NMR 400 MBz (dg-DMS0) 5 0 91 (6H, d, J =6 Hz), 1 18 (ZH, m), 142 (2H, m),
172 (1H, m), 1 87 (1H, m), 2.42 (ZH, ABq, T = 16, 24 Hz), 2.90 (ZH, ABq, T =12,
34 Hz), 8 00 (3H, br s), 12.34 (1H, br s).
MS (ES+) m/e 186 (M+1 for the free basc)

EXAMPLE 8 1a,38,Sp-(1-Ammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd

hydrochlonde

b - B
s

Step 1 Synthesis of 2-Cyano-{(3R,58)-3,5-dimethyl-cyclohexylideac)-acetic acud
ethyl ester (8b) Cis-3,5-dimethylcyclohexanons (8a, 15 78 g, 125 0 mmol) was
dissolved 10 tolzens (150 mL), snd treated with ammonmm acetate (0 96 g, 0 099 mmol),
acetic acad (1 4 mL, 0 195 mmol), and ethyl cyanoacetate (14 04 g 992 mmol) The
reaction was heated to reflux overmght with a Dean-Stark trap, then cooled to room
temperature and washed with HoO (3 x 50 mL). The aqueous layer was backwashed with
toluene (2 x 50 mL) The organic layers were combimed, dned over NesSQy, and
concentrated. The residue was chromatographed on zilica gel aluting with § %
EtOAc/hexane to grve 22,0 g (80%) of the dessred product as & clear oil.
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MS 222.] (M+1 for CyHsN;0,); an o1l, TLC. 5102, Re 0 40 (9 1 hexane/EtOAc),
Analyss (Ci3H)sN;05) (Cal ) C 70 56, H 8.68, N 633 (found) C 7074, H. 8 68, N
633 'HNMR (CDCh)5083-095(m, 1H), 101 (¢, 6, J=61Hz), 132(t,3H,J=

7.3 Hz), 1 48-1 85 (m, 5 H), 297-3 02 (m, 1 H), 392 (dd, 1 H, J = 12.2, 2.2 Hz), 4.24 (q,
2H, J=71Hz)

Step h. Synthesis of 1a,38,58-1-Cyanomethyl-3,5-dmnethyl-cyclohexanecarbomitrile
(8c): The 2-Cysno-((3R,5S)-3,5-dimethyl-cyclohexylidens)-acetic acid ethyl ester (8b,
6 64 g, 30.0 mmol) was dussolved 10 EtOH (60 mL) and added to a suspension of NaCN
(1 47 g 30 0 mmol) n E¢OH /H,O (100 mL / 8 mL). The reaction was heated to reflux
overnight, then cooled to room tempersture, filtered, and concentrated m vacuo to givoa
clear oil which sohdsfied under vacuum. The remdue was chromatographed on miica gel
chuting with 4 1 hexane/BtOAc to give 4 05 g (77%) of the desired product as a white,
sticky solid.

MS no M+1 1on observed (CyyHieNa); an aal, TLC $102, Re031 (4 1 hexana/BtOAs);
Analysis (C1;HidN) (Cal) C 74 96, H 915, N 15 89 (found) C: 74 81, H. 925, N

15 65 '"HNMR (CDCL) 8058 (34, 1 H, I =249, 12.2 B2), 096 (d, 6 H, I = 6.6 Hz),
103 (4, 2H,J=129Hz), 1 75-1 90 (m, 3 H), 2 01 (4, 2H, J=11 § Hz), 2.65 (s, 2 H).

Step lik: Synthesis of 10,38,5p-(1-Aminometiyl-3,5-dimethkyl-cyclohaxyl)-acetic acid
hydrochloride (3d) 1q3gsplws,w
(8¢, 5 51 g 31.26 mmol) was dissalved 1n EtOH (90 mL) and toluens (30 mL), cooled to
0 °C, and satursted with HC1 gas. The sohrtion was stoppered and stirred overmght at
room tempersture, then concentrated in vacuo to give the crude mmmo ester as a white
sohd Tihus crade matenal was tntursted with Bt;0 (150 mL) and dried under vacuum,
then treated with HyO (100 mL) and 1 NHC1 (4 mL) The reaction was stirred overmght
at room temperature, then extracted with EtOAc (3 x 100 ml) The prgsme layers were

—
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combined, washed with brine, dned over NaxSO4, and concentrated. The remdue was

chromatographed on milica gel eluting with 6 1 heane/BtOAs to give 5 78 g (83%) of the
desired product as a clear oL

MS 224 1 (M+1 fior CisHxN;O3), an oil, TLC $10;, Re0 32 (6 1 hexane/EtOAc),
Analyng (Ci3HyN{O;) (Cal) C 6992, H. 948, N 627 (found) C 7003, H. 945, N
630 '"HNMR (CDCh) 5 0 53 (dd, 1 H, J=24 9, 12.0 Hz), 0.91 (d, 6 H, J = 6.6 Hz), 1 27
(,3H,J=71Hz), 170-1 76 (m, 1 H), 180-190(m, 2 H), 2.02(d, 2 H, I=12 9 Hz),
2.51(s,2H),418(q, 2H,J=7 1 Hz)

Step iv- Synthesis of 5, 7P,98-7,9-Dunethyl-2-aze-spiro[4.5]decan-3-ane (Sc):
1c,3B,5p(1-Cymno-3,5-dimethyl-cyclobexyl)-acetsc acad ethyl ester (8d, S 82 g, 26 1
mmol) was dusolved n MeOH (150 mL), trested with 10% Rh / 2% P&/C (1 0 g), and
shaken under an stmosphere of Hx (50 pai) for 28 h. The reaction was filtered and
concentrated in vacuo The residue was chromatographed on silica gel eluting with a
gredient of 2 3 hexane/BtOAc, EtOAc, 5% MeOH/BtOA: to give 2.21 g (47%) of the
destred product.

MS 182 0 (M+1 for C;;HyyN;0,); mp 116-118 °C; TLC §:0;, Re0 36 (6%
MeOB/CH;Cly), Analyms (C1;H;sN:O,) (Cal) C 72.88, H. 10 56, N 7 73 (found) C
72.84,H. 1067, N 763 ‘HNMR (CDCl) 5 049 (43, 1 B, J =24 4, 12.0 Hx), 0 86-0.93
(m, 8 H), 138-148 (m, 2H), 1 60-171 (m, 3 H), 2.09(s, 2H), 316 (s, 2H), 5 79 (br, 1
H)

Step v: Synthesis of 1a,3p,5f-(1-Ammomethyl-3,5-dimethyl-cyciohaxyl)-acetic acid;
kydrochloride salt (8) Sc,7B,98-7,9-Dimethyl-2-aza-sprro{4 5)decan-3-one (3¢,052 g,
2 87 mmol) was treated with 6 N HCI (19 mL) and hested to reflux overnight. The
reacton was cooled to roam temperstitye, upon which a white preciprtate formed. The
solid was filtered away, and the filtrate was cooled to 0 °C to afford a second crop of

crystalp, then filtered agmin. The schds were combined and dried umder vacuum to give
0 46 g (68%) of the desired product.
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MS 200 1 (M+1 for Cy;HaN(O,), mp 179-180 °C, Analyms (CyHayNO; BCI) (Cal) C.
5604, H 941, N 594 (found) C 56 16, H.942, N 573 'HNMR (CD;OD) 5 0 46-
053 (m, 1H),077(t, 1 H,J=12.5Hz), 0 85-0 91 (m, 7 H), 1 55-1 67 (m, SH), 211 (d,
2H,J=13 4Hz2),236(s, 2H), 244 (s, 1 H), 3 14 (a, 2H).

-5-

EXAMPLE 5 1a,38,58-(3,5-Diumethyl-1-propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic
acld, hydrochloride salt:

’)——a .

1a,38,5p-(1-Amnomethyl-3, S-dimethy!-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlorude salt (8,
10 g 4 2 mmol) was dissolved m EtOH (100 mL), treated with sodium hydroxads
solution (1 N, 5 mL), propionaldelryde (0 9 mL, 12 6 mmol), and 10 % Pd/C (03 g), and
shaken under an atmosphere of By (50 psi) for 3 . The reaction was filtered, treated with
HCVERO (1 M, 10 mL), and concentrated m vacuo  The resudue was trested with hot
msopropanal (100 mL), the NaCl was filtered away, and the clear solution was
concentrated ;m vacuo, The crude prodoct was recrystallized from i-
PrOH/acetone/hexane (14 200 225 mL) and dned under vacoum to grve 0 136 g (12%)
of the desrred praduct,

MS 242.1 (M+1 for C1(HxN,0,), mp 178-180 °C, Annlyss (CyHaN;02.HCLO 27
Hz0) (Cal) C 5948, H. 10 18, N 4 95 (found) C 59 53, H. 1021, N 4 78. HNMR
(CD:OD) 5052(dd, 1 H,J=24 2, 12.0 Hz), 083-090(m, 8H), 100, 3H,J=76
Hz), 161-180(m, 7H), 243 (s, 2H),298(t, 2H, J=78Hz),320(5,2H). . . ...,
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EXAMPLE 10 1cx,38,5p-(1-Ethylaminomethy}-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acad
brydrochloride salt

'),a-

“w

Example 10 was synthemzed m accordance with the method of Example 9, except that
acetaldahyde was used instead of proponaldehyde and ethy] acetate/hoptans was used for
the recrystalhizatson (30% yield).

MS 228 (M+] for CysHasN;02); mp 188-190 °C, *H NMR (DMSO0) 5 0 83 (3H, tr d),
124 3H,t,J=71Bz), 160 (6 H, m), 2.38(d, s), 2.98 (2H, m), 3 10 (2H, brs), 8.33 (2
H,brs), 1242(1H, brs).

EXAMPLE 11 1a,38,58-(1-Bensylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]l-acetic
ncid, bydrochloride salf:
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Example 11 was synthesized 1n accordance with the method of Example 9, except that
benzaldehyde was nsed nstead of propionaldehyde and BtzO was used for the
recrystallization (30% yield)

MS 290 1 (M+1 for CysHaN;O5); mp 162-163 °C, Analyas (CisHxN; 03 HCLO 20H,0)
(Cal) C 6562, H.869,N 425 (found) C 65 60, H. 871, N 431 "HNMR (CD:0D) 5
048 (dd, 1 H, J = 12.5 Hz), 079-0 90 (m, 8 H), 146 (br, 2H), 1 64 (d, 3H, J = 13 4 Hz),
242 (s,2H) 3 19(s, 2H), 4.23 (s, 2 H), 7 43-7 50 (m, 5 H).

EXAMPLE 12 1a.3p,5B-(1-Dmsthylammomethyl-3,5-dunetiryl-cyclohexyl)-acetse
acd, hydrachioride salt:

A sohtion of 1a,38,5p-(1-Amnomethy}-3,5-dimethyl-cyclobexyl)-acetic acid,
hydrochionde sakt (B, 0.20 g, 0.59 mmol) m EtOH (15 mL), sodmm hydroxde sclution (1
N, 0 59 mmol), and H20 (1 ml) was treted with 20% Pd/C (50 mg) and shaken nnder an
stmosphere of H; (50 psi) for 15 hours. The reactun was filtered, treated with 1 N
HCVEt,0 (1 mL), and concentrated 1n vacuo. The resufue was dissolved 1n hot 1-PrOH
(4 mL), diluted with acetons (100 mlL) and BtyO (350 mL) and cooled to 0 °C. The sohd
was filtered and driad under vacuum to give 103 mg (70% y1eld) of the desired product.

MS 228 1 (M+1 for C1aHzN;0); mp 195-196 °C; Analymis (CsHzsN; 0, HCLO 41H;0)
(Cal) C 5758, H.997,N 5 16 (found) C. 57 73, EL 9 71, N 491 'H NMR (CD;0D) 3
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0 56 (dd, 1 H, J = 24 4, 12.0 Hz), 0 85-0 92 (m, 8 H), 1 59-1 75 (m, 8 H), 2.51 (s, 2 H),
2.95(s,6H),344(s, 2H)

EXAMPLE 13 10,3p,5p-(1-Butylaminometiryl-3,S-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
brydrochloride salt.

‘),.,

v d “w

Example 13 was synthemized 1n accordance with the method of Example 9, except
butyraldeiryde was used instead of promonaldebyde (48% yield).

MS 256 1 (M+1 for C1sHasN;O5); mp 184-185 °C, Analysis (CsHxN; 02 HCD) (Cal) C.
6173, H 1036, N 4 80 (found) C. 61 71, H 1021, N 4 72. 'HNMR (CD,0D) 8 0.53
(&4, 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),
243(s,2H),302(t, 2H,I=8 1Hz),320(s,2H).

EXAMPIE 14 1ct,38,5p-{1-{(Benxyl-methyl-amine)-methyl]-3,5-dimethyl- -
cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt:
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Example 14 was prepared 1n accordance with the method of Example 9, except that the
N-benzyl analog (11) and formaldehyde were used as the starhing matenal and POz was
used as the catalyst instead of Pd/C (70% yield)

-57-

MS 304 1 (M+1 for CsHasN;0x), mp 209-210 °C, Analysis (C1sHzsN; 02 HCLO 21H,0)
(Cal)C 6640, .8 92, N 4 08 (found) C 6640, H 905, N 406 *HNMR (CD,OD) §
0 51(dd, 1 H, J=24 4, 122 Hz), 079-0 92 (m, 9 H), 1 29 (br, 1 H), 1 56-1 82 (m, 4 H),
251 (dd, 2H, =18 8, 16 3 Hz) 2.85 (s, 2 H), 3 23-3 49 (m, 2 H), 437 (dd, 2H, T =
317, 12 7Hz), 7 45-7 54 (m, 5 H)

EXAMPLE 15 10,38,58-(3,5-Dimethyl-1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetic
acud, hydrochlonde salt:

vl N

Exsmple 14 (0 14 g, 1.21 mmol) was dissolved m 95% EtOH (50 mL), treated with
sodwm hydromde solotion (1 N, 1.21 mmol) as weil as 20% Pd/C (0 1 g), and shaken
under an atmosphere of H; (50 pai) for 45 mmutes. The reaction was filtered, treated
with HCV/EtO (1 M, 1 mL), and concentrated m vacuo The remudue was treated with hot
iPrOH, the NaCl was filtered away, and the solntion was concentrated mn vacuo. The
crude product was recrystallized from iPrOH/acetone/hexene (7 150- 110 mL) and dned
under vacuum to give 0 139 (63%) of the demred product,

MS 214 1 (M+1 for C;HnN,02); mp 182-183 °C; Analysis (C12H3:N;02.HCI) (Cal) C.
5770,H 968, N 561 (found) C 5747,H.9 58 N 535 'HNMR (CD,0D) 50 52 (dd,
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1H,) =24 4, 12.2 Hx), 0 84-0.98 (m, 8 H), 1 57-1 72 (m, 5H), 238 (s, 2H), 272 (s, 3
H),321(s,2H)

EXAMPLE 16 1c,3p,58-[1-(Acetylaminc-methyl)-3,5-dbmethyl-cyclobexyll-acetic

’Lj’“

Example 8 (0 5 g, 2.1 mmol) was treated with H;O (10 mL) and NeOH (0 56 g, 140
mmof), cooled to 0 °C, and trested with acetic anhydnde. The reaction was stirred
overmght at room temperature, then diluted with EtOAc (100 mL) and washed with 1 N
HCI1 (100 mL) The orgamec layer was dned over NagSO, and concentrated 1n vacuo.
The crude matenal was chromatographed on miica gel elutmg with 4% MeOR/CHCl, to
grve 0 138 g (279%) of the desared product as an oil which sohidsfied under vacoum.

MS 242.1 (M+1 for CrsHnNiOs); mp 122-124 °C; Analyms (CrsHnN;Oy) (Cal) C.

64 70, L 961, N 5 80 (found) C- 64 65, H. 9 59,N 563 'HNMR (CDsOD) & 0.46 (dd,
1H,J=237,117Hz), 081-087 (m, 9H), 1 56 (4, 2H, J= 13 4 Hx), 1 65-1 76 (m, 3
H), 198 (s, 3 H),2.18 (s, 2H),330(s, 3 H)

EXAMPLE 17 1a,38,58-(1-(Isobutylamino-metiyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic
acid hydrochloride mlt
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Example 17 was syntheszed (n accordance with the method of Example 9, except
sobutyraldehyde was used mstesd of propionaldehyde (53% yield)

MS 256 M+ for CisHwN;O5), mp 193-194 °C, "H NMR (CD;OD) 5053 (dd, 1 H, J =
24 3, 12 5 Hz), 0 81-0 90 (m, 2 H), 0 89 (d, 6FL, ¥ = 6.4 Hz), 103 (d, 6H, = 6 8 Hz),
1 57-1 71 (m, SH), 2.09 (m, 1H), 2.49 (s, 2H), 2.88 (d, 2H, =7 1 Hz), 3 19 (s, 2 H).

EXAMPLE 18  1a,3p,58-13,5-Dmuethyl-1-(pheaetirylansino-methyl)-
cyclohexyll-acetic acud hydrochloride salt:

Example 18 was synthoszed in accordance with the mathod of Example 9, except
phenylacetaldehyde was used 1nstead of propsonaldehryde (16% yield).

MS 304 (M+1 for CysHzeN|0;); mp 188-189 °C; Analyns (CisHasN; 02 HCI) (Cal) C.
67 14,H. 890, N 4 12 (found) C 66 94, H. 8.91, N 3 98. '"HNMR (CDyOD) & 0 46 (dd,
1 H, J=246, 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, 3H), 7.23-775 (m, 5H) " i
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EXAMYLE 19 10,38,5p-(3,5-Dimethyl-1-[(3-phenyl-propylamino)-methyl]-
cyclohexyl}-acetic acid hydrochioride salt:

j,«

' v

Example 19 was synthemized 1n accordance with the method of Example 9, except
hydrocinnamaldehyde was used mstead of promonaldehyde (50% yield).

MS 318 (M+1 for CaHyN102); mp 171-172 °C; Analyms (CaoHiasN;O2. HCI) (Cal) C
67%7,H 911,N 396 (foond) C- 6713, HL 913, N 3 78 'H'NMR (CDsOD) 5 0 53
(dd, 1 H, J = 24 6, 12.1 Hz), 0 80-0 90 (m, 2 H), 0 90 (d, 6H, ] = 6.0 Hiz), 1 60-1 72 (m, 5
H), 2.03-2.11 (m, 7H), 2.45 (s, 2H), 2.73 (t, ZH, =7 SHz), 3 06 (t, 2H, = 7 THz), 3.3
(s, 2H), 720-7 18 (m, 5H)

EXAMFLE 20 {1-{(Cyclobutyimethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochloride salt:

J

Bxample 20 was-syntheqized m accordance with the method-of Bxemple-26; exoept -
cyclobutanone was used 1nstesd of 2-methylbutyraldehyde (70% y1eld)

k\
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MS 226 (M+1 for CnHesN)02), mp 176-177 °C, Analyms (CrsBnN)02.HC]) (Cal) C.
5964, H.924,N 535 (found) C 5988, H 918, N 519 ‘HNMR (CDyOD) 5 1 16-
1 60 (br., 10H), 180-1 96 (m, 2 H), 2.21-2.40 (m, 4 H), 2.53 (s, 2H), 2.97 (s, 2ZFH), 3 73
(m, 1H)

EXAMFIE 21 1a,3p,58<(1-(Isopropylammo-methyl)-3,5-dumethyl-cyclohexyl)-
acetrc acyd hydrochlonide salt:

N

Example 21 was synthesized 1n accordance with the mathod of Example 9, except
acetone was used instead of propronaldehyde (5034 yield)

MS 242 (M+) for CiHanN,O2); mp 206-207 °C; "H NMR (CDs0D) 0 53 (dd, 1 H, =
24 8, 12 5 Hz), 0 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, SH), 2.45 (s, 2H), 3 18 (s, 2 H), 3.41 (m, 1H) )

EXAMPLE 22 1-Ammomethyl-1-cyclohexane-acefsc acid was previously reported 1n
Satanger et al. US 4087544, May 2, 1978

EXAMPLE 23 1-Aminomethyl-1-cyclopentane-acetic acid wes previously reparted m
Satznger et al. US 4087544, May 2, 1978

-—
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EXAMPLE 24 Sodium sit of l-aminomethyl-l-cyclopentanc-acetic acld was

previously reported 1n Sutznger et al, US 4087544, May 2, 1978

EXAMPLE 25 Sodum mlt of 1-(hydroxymethyl)cyclohexane-acete acxl was
previously reported m Satzinger et al. US 2960441, 1960

EXAMFLE 26 Synthems of {1-[(2-Methyl-butylamno)-methyl]-cyclohexyl}-acetic
acid, hydrochloride salt

'),m

A solution of (1-amunomethryl-cyclohexyl)-acetic acad (Example 22, 2.0 g, 11 7 mmol)
EtOH (100 mL) was treated with 2-methyl-butyraideliyde (4 mL, 35 1 mmol) and PtO;
(0 § g), and shaken under at stmosphere of Ha (50 psi) for 2. The reachion was filtered,
treated with 1 N HCVEt;0 (12 mL), concentrated m vacuo, dusolved m hot +PrOH (10
mL), diluted with acetone (600 mL), coaled to 0 *C, and filtered to grve 1.58 g (49%) of
the desired product.

MS 242 1 (M+] for C;HxN{Oy), mp 162-163 °C; Analyms (C1HaN;05 HCI) (Cal) C.
60 52, HL 10 16, N 5 04 (found) C. 60 41, H. 1026, N 4 95 "HNMBR. (CD,OD) 5 0 95
(,3H,J=73Hz), 102(d,3 B, J=6.6 Hz), 1.20-1 31 (m, 1 H), 1 42-1 56 (m, 11 H),
181-1 89 (m, 1 H), 263 (dd, 2H, J= 183, 16 1 Hz), 2.82 (dd, 1 H, J=12.5, 8.3 Hz),
299 (12.5,6 1 Hz), 3 07 (dd, 2H, ) =25 6, 12.9 Hz)

et —

]

Aag



005060 0200209

10

15

- N——

5441

EXAMPLE 27 {14(4,4/4-Trilnoro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochloride salt was synthesixed in accordance with the method of Example 26,

except that 4-trifluerobutyraldehyde was wsed wmstead of 2-methylbutyraldehyde
(19% yleld)

MS 282 1 (M+1 for CyHzN,O:F3), mp 163-164 °C, Analyss
(C1sH2aNO,F; HCLO 0SH,0) (Cal) C 4900, H. 731, N 4 40 (found) C 48 60, H.
729,N 419 "HNMR (CD;OD) 5 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)

EXAMPLE 28 (1-Ethylmmsomethyl-cyclobexyl)-acetic sad hydrochloride salt

Example 28 was synthosized 1n accordance with the method of Example 26, except that
scetaldehyde was used instead of 2-methylbutyraldehyde (30% yield)

MS 200 1 (M+1 for CiHaNyO4); mp 160-166 “C, Analyss (CiyFayNyO; HCL) (Cal)
C 5604, H. 941, N 554 (found) C 5598, H. 936, N 579 "HNMR (CD,0D) 5 131-
I 54 (m, 13 H), 2.54-2.56 (m, 2 H), 3 06-3 13 (m, 4 H)

EXAMPIE 29 ({1-[(Cydopropyimethyl-ammo)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acd
hydrdchloride sgit: _. - - -
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Example 29 was synthemzed 1n accordance with the method of Exmmple 26, except that
cyclopropanecarboxaldehydo was used mstead of 2-methylbutyraldabyde (62% yield)

MS 226 (M1 for CnHayN,03); mp 177-178 °C; Analysis (CyHxN 0,.HOY) (Cal) C.
5964, H 924, N 535 (found) C: 5972, H. 9 15, N 5.27 '"HNMR (CDs0D) & 0 50-0 56

(m, 2 H), 0.71-0.74 (m, ZH), 1 05-1 30 (m, 1H), 1 42-1 54 (m, 10H), 2.52 (s, 2H), 2.94
(4, 76, T=7 3 Hx), 3 10 (s, 2H)

EXAMPLE 30 {1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic
acid hydrochloride salt:

);.-

Example 30 was synthesized 1n accordance with the method of Example 26, except that
1-hydroxy-2-propanone was used instead of 2-methylbutyraldehyds (60% y1eld)
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MS 230 M+ for CiaHaaN)O); mp 164-165 °C, Analyms (C13HxnN, 05 HCI) (Cal) C
5423, H.910,N 5.27 (found) C- 54 23, H. 9 01, N 5 18 'H NMR (CDyOD) & 1 30-1 32

(m, 3 H), 1 44-1 55 (m, 10H), 2 60 (s, 2H), 3 11 (m, 2H), 3.28 (br, ZH), 3 37 (br-, 1H),
3 57-3 61 (m, 1H), 3 78-3 81 (m, 1H)

EXAMPLE 31 [1-(Tsobutylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetsic acld hydrochloride
salt

Example 31 was synthenized 1n accordance with the method of Example 26, except that
cyclopropanecarboxaldehyde was used mnstead of 2-methylbutyraldehyde (35% yield)

MS 228 (M+1 for CisHasN;Oy); mp 175-176 °C; Analyms (CysEsN;0,.HCT) (Cal) C:
5919, L 993, N 5 51, (found) C- 5928, H. 998, N' 5.24 "H NMR (CDsOD) 8 1 03 (d,
68, T =69 Hz), 1 37-1 60 (m, 108), 2 10-2.17 (m, 1H), 2.63 (s, ZH), 2.87 (d, 25, T=7 4
Hz), 3 07 (s, 2H).

EXAMPFLE 32 (1-Propylammomethyl-cyelohexyl)-acetsc acid hydrochloride salt:

i
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Example 32 was synthesized in accardance with the method of Example 26, except that
propionaldehyde was used instead of 2-methylbutyraldehyde.

MS 214 1 (M+1 for CisHnNiO2), mp 174-177 °C; Analyms (C12H2sN; 02 HCI) (Cal)

C 5770,H.969,N 561 (found) C 5755, H 977, N 548 ‘HNMR (CDyOD)5 093
(t 1 H, J=63 Hz), 099-1 03 (m, 4 H), 1 40-1 54 (m, 13 H), 1 72-1 78 (m, 2 H), 2 96-

329 (m,2H).

EXAMPLE 33 {1-(lsopropylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acld Wydrochloride
salt:

'S |

Bxample 33 was synthesized in accordance with the method of Example 26, except that
acetons was used instead of 2-methylbutyraldehyde.

MS 214 1 QM+1 for CisHayN;O4), mp: 193-194 °C, '"HNMR (CD;0D) 8 1 29-1 57 (m,
18 H), 2 59 (s, 2 H), 3 07 (s, 2 H), 3 38-3 42 (m, 1 H).
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EXAMPLE 34 (1-Cycohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochloride
salt:

8%

Examplo 34 was synthomized 1n accordance with the method of Bxample 26, except that
cyclohexanone wes used mstead of 2-methylbutyraldehyde (48% yield)

MS 254 (M+] for CusHxN103), mp 198-199 °C, Analyms (CisHezN:02.HCD) (Cel) C

62.12, H. 974, N 4.83 (found) C. 62.18, H. 9 84, N 4 75 'HNMR (CDyOD) 5 1 20-1 60
(m, 16 H), 1 63-176 (m, 1H), 1 88 (br,, ZH), 2.13 (br, 2H), 2.60 (m., ZH), 3 09 (m., 3H).

EXAMPLE 35 [1-(Beazylammo-methyl)-cyclohexyl}-acetrc acsd hydroehlorde salt:
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BExample 35 was synthesized 1n accordance with the method of Example 26, excapt that
benzaldehyde was used instead of 2-methylbutyraldehyde,

MS 262.0 (M+1 fior C;¢HnN;0z), mp 125-135 °C, 'H NMR (CDsOD) 5 1.38-1 49 (m,
11 H),255(s, 2H), 3 07 (s, 2H), 4 23 (s, 2 H), 7 43-7 49 (m, S H)

EXAMPLE 36. ((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminometiryl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochloride salt

imm
oLt

((IR, 3R)-1-Amnomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-scetic acad, lydrochlonde salt
(Bxample 1, 1 1 g 4.9 mmol) was dissolved 1n ethanol (95 mL) and treated with 1 N
NaOH (5 mL). Propsonaldehyde (4 9 mL) was added followed by10% PA/C (0.5 g), and
the reaction was shaken undec an stmosphere of s (50 pai) for 15 75 b The resction
was filtered, 1 M HCI (20 mlL) 1n ether was added, and the solution was concentrated m
vacuo The romdue was then dusolved 1n hot 1sopropencl (100 mL), filtared, and
concentratad i vacuo  The remidue was thea digsalved 1 1sopropenc! (10 mL) and
recrystallized from acetone. The solid was filtered and the filtrate was cocled overmght
to y1eld a second crop of crystals. The solids were combmed to give the desired prodoct
(078 g 66%).

MS 228 1 (M+] for CpsHasNO2), mp 179-179 5 °C; Analyms (CysHasNO, HCY) (Cal)
C.5919,H.993,N 5 31, (found) C. 5927, HL. 997, N 507 IR (KBr, an’) 2929 (br),
1717, 1188 ‘H NMR (CDyOD) 5 0 84-1 03 (m, 8H), 1 12-1 17 (m, 1H) 1 46-1 79 (m,
8H), 2.43 (s, 2H), 3 00 (t, 2H, J = 7 8 Hz) 3.22 (s, 2H)
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EXAMPLE 37. {1-{Cyclopentylmethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid;
hydrochloric salt

0.

NH
O
Ejﬁ"

(1-Aminomethyl-oyclobexyl)-acetic acid (3.0 g, 17.5 mmmol) was dissolved in ethanol (45
mL). Cyclopentanecarbeidehyde (5 mL, 3 eq) weas added and the reaction was treated
with PtO; (0.25 g). The resction was then shakea uader sn atmoephere of Ha (50 psi) for
16.5 h. The reaction was filtered, IN HCI (20 mL) in ether was added, and the reaction

10 was concentrated in vacuo. The residue was recrystaliized from hot isopropanol and
sostone to give the desired product (2.32 g, 52%).

MS: 254.1 (M+1 for C;sHasNO3); mp 172-173 *C; Analysis (C1sHasNO2.HCI) (Cal) C:
62.16, H: 9.74, N: 4.83; (found) C: 61.92, H: 9.38, N: 4.86. IR (KBr, cm™): 2930, 2854,

15 3509, 1689, 1455, 1211. *HNMR (CD,OD) 8 1.23-1.32 (m, 2H), 1.41-1.73 (m, 16H),
1.90 (m, 1H), 2.63 (s, 2H), 3.01 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 3.09 (s, 2H).

EXAMPLE 38 (I«WMMM acid;
hydrochioric sait

O.
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(1-Ammomethyl-cyclohexyl)-acotic amd (3 0 g 17.5 mmol) was dissolved mn ethanol (45
mL) Cyclohexanecarbaldehyde (5 mL, 3 eq) were added and the reaction was treated
with PtO; (025 g). The reaction was then shaken under an atmosphere of Hz (50 pei) for

5 16 5h. The reaction was filtered, 1IN HCI (20 mL) 1 cther was added, and the reachion
was concentrated in vacuo The resudue was recrystallized from hot isopropanol and
ether to give the desired product (3 57 g, 67%).

MS 268 1 (M1 for CyeHyNO,); mp 167 5-168 °C, Analyms (C;¢HaNO2 HC]) (Cal) C

10 6324,H. 995, N 461, (found) C 63 14,H. 10.01, N 445 IR (KBr, cm) 2926, 2851,
1718, 1684 "HNMR (CD,0D) & 1 03 (m, 1H), 1 20-1 85 (m, 20H), 2.63 (s, 2H), 2.88 (d,
2H, J= 6.8 Hz), 3 07 (3, 2H)

EXAMPLE 39, [1-(fers-Butaxycarboxylamino-methyl)-cyclohexyl)-acetic acid;

ﬂn’é‘w N

(1-Ammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid (10 0 g, 58.4 mmol) was dusolved m THF (280
mL), and 1t was treated with 1 N NaOH (128.5 mL) The reaction was cooled to 0 °C and

20 14 0 g (1 1 eq) of di-tert-butyidicarbonate were added portionwise with vigorous stuning,
The reaction was allowed to warm to room tempernture and str overmght. The THF was

then evaparated, and the aquecus layer was washed with ethyl acetate (3250 mL). The

aquoous layer was acidified with KHaPO, (44 g) and foam wus observed. Gradually the

15

DOSO060° 0200ES09

foam was replaced with a white ppt. The muxtnre was stired for 2h while of KERPO, (1
25 £) was added alowly over tme. The precipitate was filtered off and washed with water to
yield the demired product (15 2 g, 96%)
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MS 272.1 (M+] for C;HasNO), mp 181 °C (dec), Analysis (C1HasNO,) (Cal) C
5952, H.936, N 476, (found) C 59 51, H. 903, N 487 IR (KBr, cm™) 3413, 3054,

-71-

2933 (br), 1709, 1666, 1531, 1248, "H NMR (CDCh) § 1 27-1 58 (m, 19H), 2.29 (s, ZH),
3 12(d, 26, T =6 8 Hz), 4 97 (tr, 1 H)

EXAMPLE 40 [1-(Acetylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid
(o]

)anajm.

(1-Ammnomethyl-cyclohexyl)-acetic acid (2.0 g 11 7 mmol) was dissolved 1n H20 (20
mL), then NaDH (3 1 g, 77.5 mmol, 6 6 eq) and acetsc anhydnde (1 8 mi, 19.3 mmol,
17 eq) were added. The reaction was allowed to stir at room temperahure for 2 days. IN
HCI (125 mL) was added and the reaction extracted with BtOAG (125 mL) The organic
Ixyer was separated, dnied aver NaaSO,, and concentrated in vacuo  The rendue was
dusolved i H;O (100 mL), treated with NaOH (0 12 g), and concentruted m vacuo The
sample was then flash chromatographed with 6% MeOF/ CH2Ch to give the desred
product (031 g, 12 %).

MS 214 1 4+1 C,H,NO,), mp: 107-108°C, Amilyms (C,;H,,NO,) (cal) C 61 95
H. 898N 6.57 (found) C 61 96 H. 903 N 6.54, TLC 0 31 6% MeOH/ CH,C1,, TR
(KBr, cm™) 3286, 3120, 2932, 24401714, 1576, 1419, 1313, 1208 *H NMR (CDCL)
51 25-1 51 (m, 10 B), 2 06 (s, 3H), 2 28 (s, 2H), 3 26-3 29 (m, 2H), 6.32 (br, 1 H)

EXAMPIE 41 (@R, 55)-1-Cycobutylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic
acid, hydrochloride salt
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((3R, 55)-1-Amnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochonde salt (0 76
g, 3 2 mmol) was dissolved in ethanol (45 mL) and treated with IN NaOH (3 2 mL)
Cyclobutanone (1 mL, 6 eq) was added followed by PtO;(0 2 g). The reaction was
shaken under an atmosphere of H; (S0 pei) for 16 b The reaction was then filtered, IN
HCI 1n ether (35 mL) was added, and ths reaction was concentrated 1n vacuo The
remdus was dissolved 1n hot 1sopropanal (150 mL) and filtered. Then acetone (100 mL)
and ether (600 mL) that had been caoled to 0 °C were added to the solutton. The solution
was allowed to sit at 0 °C for 2 h at which time crystals were observed. The crystals
were collected and washed with ether and acetons (038 g 41%).

MS 254 1 (M1 for CysHyNO,); mp 200-201 °C, Analyns (CysHa/NO, HICT) (Cal) C.
62.16,H.974,N 483, (found) C. 62.09,H. 972, N 468 IR (KBr, cml) 2926, 1720,
1189 *H NMR (CD»OD) & 0.48-0 57 (m, 1H), 0 85-0 92 (m, 8H), 1 60-1 73 (m, 5H),
178-1 93 (m, 2H), 2.22-2.38 (m, 4H), 242 (s, 2H), 3 11 (s, 2H), 3 72-3 78 (m, 1H)

EXAMPLE 42 {(OR, 58)3,5-Dmethyl-1-{(2-metiryl-butylamino)-methyl]-

acld, kydrochloride salt .

/hb‘mm

((3R, 58)-1-Ammomethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochonde salt (10 g,
4 4 mmol) was dissolved 1n ethanol (47 mL) and treated with IN NaOH (4 4 mL)
Isobutyraldehyde (1 mL, 3 oq) was added followed by PtO2 (0 17 g). Reaction was
shaken under an atmosphere of Hy (50 psi) for 3 h. The reaction was then filtered, 1N
HC1 (10 mL) mn ether was added, and the reaction was concentrated 1n vacuo The

mimpl
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remdue was dissolved 1n hot 130propanol (100 mL) and filtered. Then 1t was concentrated
1n vacuo and recrystallived from acetone and hesane. The crystals were collected and
washod with hexane to yield the demred product (0 89 g, 75%)

MS 270 1 (MH+1 for CisHyNO,); mp 171-173 °C, Anslyms (CyHNO; HCOI) (Cal) C
62 82, H. 10 54, N 4 58, (found) C. 62.59, H. 1043, N 4 52. IR (KBr, cm’!) 2964 (br),
1721, 1485, 1186, 840 *H NMR (CD>OD) & 0 48-0 57 (m, 1H), 0 81-1 07 (m, 12H),
123-1.27 (m, 1H), 1 45 -1 72 (m, 6H), 1 83-1 91 (m, 1H), 250 (s, 7H), 283 (dd, 1H, I =
83, 12 5Hz), 3 00 (dd, 1H, J = 6.1, 12.5 Hz), 3 13-3 29 (m, 4H)

EXAMPLE 43 (@R, 59)1{(2-Hydroxy-l-methyl-etkylamme)-mecthyl]-3,5-
dimethyl-cyclohexyl}-acetrc acids hydrochloride salt

sl

(3R, 58)-1-Ammomsthyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochonde salt (10 g,
4 3 mmol) was dussolved in ethanol (45 mL) end treated with IN NaOH (4.3 mL) 1-
Hydroxy-propan-2-ons (1 mL, 3 eq) was added followed by PtO3 (0 152) Reaction was
shaken under sn stmosphere of H, (50 pai) for 82 h. PtO; (0 1 g) and 1-Hydroxy-propan-
2-one was added (1 mL), and the reaction was shaken under an H; atmosphere for
another 24h. The reaction was then filtered, IN HC1 m ether (35 mL) was sdded, and the
reaction was concentrated m vacuo. The remidue was dissolved m hot 1sopropanal (150
mL) and filtered. Then 1t was concentrated in vacuo and recrystallized from hot
1sopropanol, acetone, and ethar The crystals were collected, washed with ether as well
as acetone, and dnied. (0 30 g, 1 04 mmol, 24%)

MS 258 1 (M+1 for CyHa;NOs); mp 178-179 °C; Analyais (C1JH2NOs HCI) (Cal) C.
57.23,H.960,N 477, (found) C. 56.77, . 939, N 445 IR (KBr, an). 3349, 2897,
1704, 1419, 1194 "HNMR (CDyOD) & 0.48-0 57 (m, 1H), 0 82-0 90 (m, &H), 1.25-1.32

Wl

¥ Vaag
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(m, 4H), 1 60-1'75 (m, SH), 2.47 (s, 2H), 3 23 (d, 2H, T = § 1 Hz), 3 38 (m, 1H), 3 58 (dd,
1H, J = 12.0, 7 1 Hz), 3 79 (dd, 1H, I = 12.0, 42 Hz)

EXAMPLE 44 {(3R, 5S)-1{(2,2-Dxmethoxy-ethylamino)-methyl}-3,5-dmmethyl-
cydohexyl)-acetic acid; hydrochloride salt

Rt

(3R, 55)-1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acxd, hydrochlonde sakt (1 0
g, 4 3 mmol) was dissolved 1n ethanol (47 mL). Glyoxal 1,1-dimethyl acetal (3 7ml, 3 0
©q) was added and the reaction was treated with PtOa (0.17 g). The reaction was then
shaken under an stmosphere of H; (50 pai) for 3 h. The reacton was filkered, INHCl 1a
ether (10 mL) was added, and the reaction was concentrated m vacuo The remdus was
dussolved m bot wopropanol (100 ml) and filtered, Then, the filtrate was concentrated,
and the resudue was recrystallized from acetons and hexanes to give the desired product
(092 g 75 %).

MS 288 1 (M+1 for C;sHuNO,), mp 125 °C (dec); Anatysis (C;sH2sNOJHCI) (Cal) C
5563, H. 934, N 432, (ound) C 5529, H. 948, N 418 IR (XBr, cm™) 2949, 1715,
1457, 1191, 1134, 1077 'HNMR (CDyOD) & 0.47-0 56 (m, 1H), 0.81-0 90 (m, &H),
159-171 (m, SH), 2.46 (s, 2H), 3 18 (4, 2H, J = 5.1 Hz), 3.26-3 29 (m, 2H), 3 45-3 47
(m, 6H), 4 73 ¢, 1H, J =5 |1 Hx)

EXAMFLE 45: {(OR, 5S)-1-{(Cydopentylmethyl-amine)-methyl}-3,5-dunethyl-
cyclobaxyl}-acetic acld, ydrochioride salt

(3R, 55)-1-Amunomethyl-3,5-dumethyl-cyclohexyl)-acetic acud, hydrochlonds st (10
g 4 1 mmol) was dissolved in cthanol (45 mL) and trested with TN NeOH (4 2 mL)
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Cyclopentanecarbaldehyde (1 5 mL, 3 eq) were added followed by PtO; (0.2 g)
Reaction was shaken under an stmosphere of H; (50 pai) for 12 b. The reaction was then
filtered, 1N HC) 1n other (35 mL) were added, and the reachon was concentrated in
vacuo The resudue was dissolved in bot wopropanal (150 L) and filtered. Then the
solution was concentrated i vacuo and recrystallized from hot 1sopropanal, acetone, and
ether The crystals were collected and washed with ether and acetone. (0 40 g, 27%)

MS 282 1 (M+1 for C17HNO,), mp 187-188 °C, Amalysis (C17H5)NO2.HCI) (Cal ) C
6423, H.1015,N 441, (found) C 6411, H. 1004, N 434 IR (KBr, an™) 2952,
1720, 1452, 1185 'HNMR (CD;0D) 5 0 43-0 57 (m, 1H), 0 81-0 90 (m, &£H), 1.25-1 32
(m, 2H) 1 60-1 71 (m, SH), 1 89-1 93 (m, 2H), 2.25-2.29 (m, 1H), 2.49 (s, 2H), 3 01 (d,
2H, J=7 6 Hz), 320 (s, ZH)

EXAMPFPLE 46 {(3R, 5S)-1-{(Cydobexylmethyl-amino)-methyl]}-3,5-dumethyl-
cyclohexyl}-acetic acud, hydrochlonide salt

O g ™

((3R, 58)-1-Anunomethyi-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-scetic aczd, hydrochlonds salt (1 0
8. 4.2 mmol) was dissolved 1n ethanol (45 mL) and treated with 1N NeOH (4 3 mL).
Cyclohexanecarbeldehyde (1 S mL, 3 eq) were added followed by PtO, (0 15 g)
Reaction was shaken under an atmosphere of Ha (50 psi) for 17 . The reacton was then
filtered, 1N HC1 m other (35 mL) was added, and the reaction was concentrated 1n vacuo.
The resdue was dissolved in hot 1sopropanol (150 ml) and filtered. Then the solufion
‘was conocentrated m vacno and recrystallized from hot wopropancl, acetone, und ether
The crystals were collected and washed with sther und acetone. (0 46 g, 34%)

MS 2962 (M+1 for CieHinNOz); mp 176-177 °C, Analyms (CigHyNOLHCD) (Cal) C _
6513, H. 1032, N 422, (found) C 6489, H. 1036, N 409 IR (KBr, cm’): 2919,
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2851 1721, 1453, 1192. 'HNMR (CD;0D) 3 0 48-0 57 (m, 1H), 0 81-0 90 (m, SH), 1 00-

136 (m, SH), 1 60-1 71 (m, 11H), 2.49 (s, 2H), 2.88 (d, ZH, J = 6.8 Hz), 3 18 (s, ZH).

EXAMPLE 47 ((AR, 55)-1-Cyclohexylaminomethyi-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic
acad, hydrochlonde salt

g

(R, 58)-1-Amunomethyl-3,5-dmmethyl-cyclohmxyl)-acenc acd, rydrochlonds salt (0 99
£ 4.2 mmol) was dissolved 1n ethanol (45 mL) and treated with IN NeOH (4 2 mL).
Cyclohexanone (1 § mL, 3 oq) was added followed by PtO; (0.2 g). Reaction was shaken
under an atmosphere of Ha (50 psi) for 17 h. The reaction was then filtered, 1IN HCl 1n
ether (35 mL) was added, and the reactron was concentrated m vacuo  The remdue was
cdissolved m hot opropanol (150 mL) and filtered Then the solution was concentrated

1n vacuo and recrystallized from hot wopropanal, acetone, and ether The crystals wers
callected and washed with ether and acetone. (0 33 g 25%)

MS 282 1 (M+1 for CiHyyNGa); mp 210 °C; Analymis (C)3H5:NO; HCI) (Cal) C: 64.23, -
H. 1015, N 441, (found) C 6389, H. 998, N 433 IR (KBr, cm?)2921, lﬁ;l. 1452,
1216 'H NMR (CDyOD) 8 047-0 57 (m, 1H), 0 82-0 90 (m, &H), 1.30-1 46 (m, 5Hj,
157-1 63 (m, ZH), 169 (d, 4H, T = 12.9 Hz), 186 (d, 2H, J = 125 Bz) 213 (4, 2H, J =
10 3 Hiz), 2.46 (x, 2H), 3 04-3 10 (m 1H), 3 21 (s, ZH).

EXAMPLE 43 ((3R,55)-1-Carboxymethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-neete acid

[T
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Step 1 Synthesis of (8R,105)-8,10-Dimethyl-2,4-dioxo-3-aza-spiro[S.5jundecane-1,5-
dicarbonitnie; ammonium salt (48a) A solution of absolute ethanol (40 mL) was
cooled to 0 °C and saturated with NH; gas, then treated wath cis-3,5-dimethyl-
cyclohexanone (5 0 g, 39 62 mmol) and ethyl cyanoacetate (8 43 mL, 7924 mmol) The
flask was stoppered, allowed to warm to room temperature, and stirred overmght. The
precapitate was filtered, ninsed with Et;0 and drnied under vacuum to give 6 04 g (59%) of
the desired product as a pale solid

MS 260 1 Qut] for CyHN303), Analymis (C;HiNsO,. NH;.0 88 HO) (Cal) C 5755,
H. 751, N 19 17 (found) C 57 67, L 745, N 19 06, IR (KBr, cm™) 3298, 2954, 2172,
1700, 1575 "H'NMR (CDCl) 5 0 46-0 50 (m, 1 H), 0 82-1 17 (m, 11 H), 1 65-1 98 (m, 3
H),358(dd, 2H,1=139, 6 8 Hz)

Step b, Synthesis of Example 48. (8S, 10R)-8,10-Dimethyi-2,4-dioxo-3-aza-

spirofS Slundecane-1, S-chcarbomtrile (48a, 25 36 g, 97 8 mmol) was treatad with
concentrated HySO4 (102 mL) sad water (30 mL) The reaction was heeted to 150 °C for
5 b, then allowed 1o cool to room temperature and str overmght. The reachon wes
filtered and the solid was collected and dissolved m 1 NNaOH. This solution was
filtered, then the filtrate was acidified with concentrated HC1 (40 mL) The precipstate
'was callected and dned overnight uader high vecoum. The compound was then
dissolved m hot 1sopropanol (100 mL) and recrystallized from water yielding the degred
product (13 21 g, 5996).

MS 229 ) (M+1 for CisHx04), Anslysis (C128204) (Cal) C 63 14, H. 8.83, (found) C
6336, H 892 IR (KBr, cm') 2950, 2913, 1658 '"HNMR (CD»OD) 5 0.40-0 48 (m,
1H), 0 77-0 85 (m, &H) 1 57-1 77 (m, 5H) 2.41 (s, ZH), 2.56 (s, 2H) -
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EXAMPLE 49+ trans-{(3R, 5S)-1-Hydroxymethy}-3,5-dimethyl-cyclobexyl-acetic

Ho %gw e

HOLC “~CO;H & Y

|1|v oy & v

BExample 48

5

ilf—————
«

e

BExample 40

Step 1 & b, Synthesw of (civ/trans)-(78,9K)-7,9-Danethyl-2-oxa-spuroj4.S]decan-3-
one (492).

(i) Tho di-acd (48, 636 g, 27 9 mmol) was suspended 1n H;0 (93 mL), treated with
ammonmm hydroxide (3 5 ml) and silver nitrate (4 73 g, 27 9 mmol), and stured for 20
mnutes at roam temperature. The rpaction was filtered and the salid re-slumed three
tumes with HyO, then dned under vacium in the dark for two days at 50 °Cto give 641 g
of tha sitver di-salt, which was carried on mmmediately (). The silver dir-ealt (1.24 g,

2 §1 mmol) was placed 1n an amber flask, trested with CCL, (50 mL) and 10dme (0 72 g,
2 81 mmol), and heated to 75 °C overmght. The reaction was filtered, concentrated 12
vacuo, and chromatographed on silica gel elnting with 4 1 hexanes/EtOAs to give 0.37 g
{72%) of the desired product as a pale oil (49a)

MS 183 0 (M1 for Cy3HiOsa), Analyais (Cy3Hie01.0.05H;0) (Cal) C 72 13, H. 996

(found) C 7177, HL 9 69; IR (RBr; em) 3298, 2954, 2172, 1700, 1575 1450,1337 ‘"B ————— —~
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NMR (CDCh, ~1 1 mmxture of cis/trans dmstereomers) § 0 49-0 59 (m, 1 H), 0 82-1 02
(m, 10 H), 1 42-1 53 (m, 2 H), 1 58-1 72 (m, 3 H), 2.30 (s, 1 H, for one womer), 239 (s, |

H, for the other 1samer 2), 3 96 (s, 1 H, for one 1somer), 4 10 (s, 1 H, for the other
1somer)

Step 1w Synthens of (cw/trans)-N-Benzyl-2((3R,5S)-1-hydroxymethyi-3,5-dimethyl-
cyclohexyl)-acetamade (49b and 49¢) The lactone (49a, 0 85 g, 4 66 mmol) was
dusolved in THF (18 mL), treated with benzylamine (0 61 ml, S 60 mmol), and heated
to reflux for two days. The reaction was cooled to roam tempereture, diluted with
EtOAc, washed with ssturated sodum bicarbonate soltion and brine, dned over NagSO,,
and concentrated in vacup  Tho resudue was chromatographed on silica gel eluting with
1 1 hexane/EtOAc to give 0 79 g (59%) of the desired product as a clear oil (mixture of
ci3 and trans womers, 49b and 49¢)

MS 290 1 (M+1 for CygHagN1O,), an ail, TLC S103, Re0 16 (2.1 hexane/EtOAc),

Analysis (C;sHzN;05) (Cal) C. 74 70, . 9 40, N' 4 84 (found) C 74 41, H. 935, N
457

Step v Separation of 49b and 49¢. The muxture of cis- and toans-isomers (49b and
49¢) was soparated by preparative HPLC (C18 column ehuting with a gradient of 60%
CHyCN / 40% B0 for 5 mumites, then 45% CHyCN / 55% HO for 35 minutes, all
mobile phases with 0 05% TFA)

The trans-isomer (49b) RT =23 600 mn, 54 mg yeld. *H NMR (CDCh) 5 0 36-0 62
(m, 3 H), 082 (4, 6 H, T=6 3 Hz), 139-1 70 (m, 5 H), 2.14 (a, 2 H), 2 58 (br, 1 H), 3 60
(s, 2H), 443 (4, 2H, Y =5 9Hz), 5 97 (br, 1 H), 7.26-7 37 (m, S H)

The cas-1s0mer (49¢) RT =25 328 mun, 87 mg yreld. 'H NMR (CDCls) 5 0 47-0.56 (m, 1
H),065(,2H J=132Hz), 085 (d, 6 H, =6 3 Hz), 1 47-1 68 (m, 5 H), 2.38 (s, 2 H),
258 (br, 1 H), 340 (s, 2H), 445 (d, 2 H, ) = 5 9 Hz), 6.03 (br, 1 H), 728-7 36 (m, SH).
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Step v The symnthasls of Example 49. The tram momer of N-Benzyl-2-(1-

bydroxymethyl-cyclohexyl)-scetamide (49b, 87 mg, 0 303 mmol) was taken from HFLC,
dissolved 1a 5 mL of water, and treated with 24 mg of NeOH. The reaction was hested to
reflux for 3 d. Then 1t was cooled to room temperature, diluted with 1 N NaOH, and
extracted with EtOAc. The aquecus layer was acidified with conc. HCI (5 mL), and then
diluted with 1 N HCl, and the product was extracted with EtOAc. The orgamc layer was

washed with bnne and dned over NaeSO4. The solution was concentrated to yaeld 23 mg
(61%) of the desired product.

MS 201 (M+1 for C;;HaoOy), 'H NMR (CDyOD) 8 0 48-0 57 (m, 1 H), 0.88-1 00 (m,
£H), 1 40-1 49 (m, 2H), 1 68-1 70 (m, 3H), 2.28 (s, 2H), 4 11 (s, 2H)

EXAMPLE 50 cis{(3R, 59)-1-Hydrexymetiyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetic acid,
hydrochloride salt

ol

The cs womer of N-Benry)-2-1-hydroxymetiyl-oyclobexyl)-acetamde (4, 87 mg,
0303 mmol) was taken from HPLC, dissolved in 5 mL of water, and treated with 24 mg
of NaOH. The reaction was heated to reflux for 3 d, then cooled to room temperature,
diluted with 1 N NaOH, and extracted with EtOAc. The aqueous layer was acudified with
concentrated HCI (S mL), and then diluted with 1 N HCJ, and the product was extracted
with EtOAc. The organic Isyer was washed with brine and dried over NaaSOy. The
solution was concentrated to yield 43 mg (71%) of the deswred product.

- e em = smwdd

1003
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MS 201 1 (M+1 for Cy3FixOs), 'H NMR. (CDsOD) 8 0 48-0 57 (m, 1H), 0.88-0 96 (m,

§H), 1 42-1 50 (m, 2H), 1 59-1 69 (m, 3H), 2.37 (s, 2K), 3 94 (s, ZH)

EXAMPLE 51 (1-Dmethylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic nad; hydrochloride salt

My H

5™
(1-Amunomethyl-cyclobexyl)-acetsc acid (051 g 3 0 mmol) was dissolved i1n ethano),
and formaldehyde (3 mL, 2 eq) was added. 10% Pd/C (1 6 g) was added and the reaction
was shaken at room temperature under & hydrogen atmosphere of 760 Torr for 12 b

Then the reaction was trested with HCl until the pH was about 2, and 1t was recrystalhzed
from acetone and ether to grve 1 62 g (87%) of the deaired product.

MS 200 1 (M+1 for CpyHayNOy), mp 140-142°C, Analysis (C1;HayNO; HCI) (Cal) C

5499, H 944 N 583, (found) C 5490, H 936, N 6.22. "H NMR (CDyOD) & 142-

159 (m, 10H), 2.63 (5, ZH), 2.96 (s, 6H), 3.26-3 29 (m, ZH)

EXAMPLE 52 (1-Butylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd; hydrochloride salt

’\"N'ij ~

(1-Amunomethyl-cyclohexyl)-acenc acid (086 g 50 mmol) was chssolved 1 ethanol
(100 mL), then P&/C (10%, 0 86 g) and butyraldehyde (1 44 g, 3 eq) were added. The
reaction was placed under 760 Torr of hydrogen st room temperature umtil the reaction
was complete. It was then filtered, acdified, and concentrated. The remdue was
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dissolved 10 1sopropanol, filtared, and recrystallized from acetons and cther to yeld the
final product.

MS 228 } (M+] for CysHyNOy); mp 142-154°C, Analyms (CisHasNO: HCY) (Cal) C
5919, H.993,N 531, (found) C 58.85,H. 986, N 505 ‘H NMR (CD;0D) 5098 (t,
3H, J =73 Hz), 139-1 54 (m, 12H), 1 66-1 72 (m, 2H), 2.57 (s, 2H), 301 (t, 2H, 1 =93
Hz), 3 09 (3, 2H).

EXAMPLE 53 (1-[2,2-Dimethaxy-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acd;
hydrochloride salt

P_;—I-!N'é\mu HCl

(1-Aminomethyi-cyclohexyl)-acetic acad (2.0 g, 11 7 mmol) was dissolved 1n ethanol
(100 mL) Giyoxal 1,1-dmmetiryl acetal (3 7 mL, 3 eq) were added and the reaction was
treated with PtO2 (0 Sg) The reactson was then shaken under an stmosphere of H; (S0
pai) for 4 b, The reaction was filtered, IN HCI m ether (15 ml.) was added, and the
reaction was concentrated m vacuo, The resdue was recrystallzed from hot wopropanol
(25 mL) and acotone (700 mL) to give 0 44 g (52%) of the destred product,

MS 260 1 (M+] for CysHayNOy); mp 128-129 °C, Analymis (CysHasNO;.HCY) (Cal) C.
5279, H. 836, N 474, (found) C- 52.84, H. 894, N 467 IR (EBr, cm™) 2926,

1693,1457, 1208, 1087 'H NMR (CDs0D) 5 1 40-1 55 (m, 10H), 2.60 (s, 2H), 3 13 (s,
2H),3 17(d,2H, J=4 9 Hz), 3 45 (s, 6H), 4 72 (t, 1H, J =5 1 Hz)
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EXAMPLE 54 (1-methylamisomethyl-cyclobexyl)-acetic sad, hydrochlorde salt

{1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyi]-cyclohexyl}-acetc  ecid,  hydrochionde  saht
(Example 55, 4 1 g 13.2 mmol) was dissolved in 95% ethanol (250 mL) 10% Pd/C (1 g)
was edded and the reaction was shaken at room temperature under a hydrogen
atmosphere of 760 Tam for 1 b The reacton was fillered and concentrated, then
recrystallized from acetone and ether to yield 2.69 g (92%) of desired product.

MS 186 0 (M+1 for C;oFNO,); mp 158-162°C; Amalyms (C;oHysNOL.HCI) (Cal) C.
5309, H. 913, N 6.19, (found) C 53 14, H. 8.96, N 6.34, 'H NMR (CDyOD) 5 1 42-
1 54 (m, 10H), 2 50-2 53 (m, 2H), 2.71-2.74 (m, 3H), 3 09-3 11 (m, 2H)

EXAMPLE 55  (i-[(Bemyl-methyl-amino)-methyl}-cydohexyl}-acetlc  acud,
hydrochlorsde salt ]

0™

1B acid, hydrochlonds salt (049 g 1 7 mmol)
was dissolved 1n ethano] (45 ml.) and treated with IN NaOH (1 8 mL). Formaldehyde (1
mL, 5 eq) was edded and the reacthion was treated with Pt0; (02 g) Ths reaction was
then shaken under an atmosphere of Hy (S0 pai) for 30 h, The reaction was filtered, IN
HCl 1n ether (10 mlL) was added, and the reaction was concentrated 1n vacuo, To give
031 g (1 14 mmol, 67%) of the degwed product.
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MS 274.1 Q4-1 for CH,.NO,), an oil, IR (KBr, cm®) 3205, 2930, 2261, 1684,
1451, 1198. HRMS (cak) 276.1963 (found) 276.1973 (M-+1 for C,H,NO,), ‘H
NMR (CD,0D) 5 1 33-1 63 (m, 138), 2.28 (s, 2H), 3 06 (s, ZH), 4 40 (s, TH), 7.21-
7 34 (m, 5H)

EXAMPLE 56 [1-(Phenethylammo-methyl)-cyclohexyl]-acete acad, bydrochloride

salt

OG-
(1-Aminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad (2.0 g, 11 7 mmol) was dissolved 1a ethanol
(100 mL) Phenyl-acetaldehyde (4 ml, 3 eq) was added and the reaction was treated
with 10% Pd/C (05 g) The reaction was then shaken under an atmosphare of Hz (S0 psi)
for 3 h. The reaction was filtered, YN HCI 1n ether (20 mL) was added, and the reaction

was concentrated 1n vacio. Tho remdue was recrystallized from hot ssopropancl and
other to grve 0 15 g (4 19) of the desired product.

MS 276.1 M+ for C5HasNO;), mp 182-183 °C, Analyms (C1HesNO,HCY) (Cal) C.
6454, . 846, N 443, (found) C: 64.54, H 835, N 434 IR (EBr, cm™) 2029, 2855,
2813, 1693, 1455, 1220. 'H NMR (CD,OD) & 1.38-1 58 (m, 10H), 2 56 (s, 2H), 3 01-
3 06 (m, 2H), 3 14 (s, Z5), 3 23-3.29 (m, ZH), 7.21-7 34 (m, SH)

EXAMFLE 57: (1-{(3-Phenyl-propylamino}-methyl]-cyclohexyl}-acotle  acid,
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(1-Aminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad (2 00 g, 11 7 mmo]) was dissolved 1n ethanol

(100 mL) 3-Phenyl-propronaldehyde (4 6 mL, 3 eq) were added and the reaction was
treated with 10% Pd/C (0 5g) The reaction was then shaken under an atmogphere of Ha
(50 psi) for 3 h. The reaction was filtared, 1N HCI1 (20 mL) in ether was added, and the
reaction was concontrated m vacuo The residue was recrystallized from hot 1sopropanol
and ether to grve 0 46 g (12%) of the demired product.

MS 290 1 (M+1 for CigHnNO,), mp 168-169 *C, Analysis (C1sHrNOLHCY) (Cal) C.
6634, H. 866, N 4 40; (found) C. 6648, H. 8.65, N 417 IR (KBr, cm™) 2932, 2854,
1686, 1454, 1217 *H NMR. (CD,0D) 5 1 38-1 58 (m, 10H), 2 00-2 04 (m, 2H), 2.56 (s,
2H), 271 (t, 2H, J =7 6 Hz) 3 01-3 08 (o, 4H), 7 21-7 34 (m, SH)

EXAMPLE 58 ((R, 5S)-1-Hydroxymethy}-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-aceic acid,

Hij:co,u . '

(78, 9R)-7,9-Dimethy]-2-cxa-spiro{4.5]decan-3-one (493, 1 04 g, 5 71 mmo]) was
dissolved i water (25 mL) and treated with NaOH (2.5 g). The reaction was heated to
reflux (115°C) for 4h, The solution was then cooled to room temperatare, washed with
Bt20, and the aqueous layer was concentrated i vacuo to give a sohd (8 g) The remdue
was washed with IN acetic acad, and 1t was extracied with EtOAc, which was then
concentrated The romdue was then recrystallized from EtOH, McOH, and hexanes to
yield 0 75 g (3 75 mmal, 66%)
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MS 199 0 (M-1 for Cy3;HaeOs), HRMS (calc) 199 1334 (found) 199 1333 (M-1 for
Ci1HaoOs), mp >250 °C, IR (KBr, om '): 2953, 2910, 1777, 1706, 1458, 1168, 1012

EXAMPYLE 59 ((3R, 55)-1-Ethylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetse acid,
krydrochloride salt

’\Hﬁw Het

((3R, 55)-1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonide sait ($9a,
0418 g, 1 8 mmol, Compound 592 was prepared according to the Iterstors procedure:
Bryans, J Bioorganic & Medicinal Chemustry Letters, 1997, 7(19), 2481 ) was dissolved
1 ethanol (45 mL) and treated with IN'NaOH (1 8 mL). Acetaldebryde (0 5 mL, 3 eq)
was added and the reaction was treated with Pt02 (0.2 g) The reaction was then shaken
under an stmosphere of Hy (S0 psi) for 3 b. The reaction was filtered, IN HC1 (2 mL) m
cther was added, and the reaction was concontrated 1 vacuo. The remdue was dissolved
m hot 1sopropanol (100 mL) and filtered Hexanes (100 mL) was added to the filtrate ot 0
°C, and the precipitate was collected to give 31 mg (0 14 mmol, 8%) of the desired
product.

MS 228 I (M+1 for CnHasNOy), mp 167-168 °C, IR (KBr, con'), 2954 (br), 2502, 168S,
1459, 1223 Aralyus (CrsHasNO2.HCI) (Cal) C. 56.60, H. 9 98, N 5 11, (found) C

56 60, L 985, N 477 'HNMR (CDsOD) § 0 47-0 56 (m, 1H), 0.78-0 89 (m, &H), 1.30-
136 (m, 3H), 1 61-1 79 (m, 5H), 2.58 (s, 2H), 2.99-3 10 (m, 4H)

EXAMPLE 60 (1-Aminomethyl-4-sthyl-cyclohexyl)-acetic acid, kydrochloric salt
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Step 1. Synthesis of 2-Cyano-(4-ethyl-cycdohexylidenc)-acetric acad ethyl ester- (60n)
4-BEthyleyclohexanone (13 0 g, 103 0 mmol) was dissalved 1n toluene (150 mL), and
treated with ammonmum acetate (0 79 g 10 3 mmol), glacial acetic acad (1 2 mL), and
ethyl cyancacetate (11 65 g 103 0 mmol). The reaction was heated to reflux for 56 h
with & Dean-Stark trap, then 1t was cooled room temperatare and washed with H;O
(2x100mL) The aquecus layer was backwashed with toluene (2x150ml) The orgamc
layers were combined and dried over NazSOy, and concentrated n vacuo  The remdue
was chromatographed on silica gel eluting with § 1 hexanes/ethy] acetate to give 19 81 g
(87%4) of the dearred product as a clear yellow cil (60a)

MS 222 1 (M+1 for C1sHisN104); an oil, TLC $10,, Re0 93 (1 1 hexane/ BtOAc), IR

(KBr, cm ') 2931, 2225, 1728, 1602, 1233 "HNMR (CDCh) 5 0 82 (t, 3H, J = 7 4 Hz),
1 11-1 38 (m, 7H), 1 39-1 45 (m, 1H), 1 90-2.09 (m, 3H), 2.20-2.28 (m, 1H), 2.91-2.98

(m, 1H), 3 75-3 79 (m, 1 H)) 4 15-4 20 (m, ZF)

Step Ik Synthesls of cir-1-Cyanomethryl-4-cthyl-cyclohexanecarbonitrile: (60b)- 2-
Cyano-(4-ethyi-cyclohexylidenc)-acetic acad etiryl ester (602, 16.57 g, 74 86 mmol) was
dissolved 1n EtOH (100 mL) and added io 3 sspension of NaCN (3 67 g, 74 86 mmol) in
BtOH / H;0 (300 mL / 16 mL). The reschon was heated to reflux overnght, then cooled
10 room temperature and filtered to remove salt that had precipatated (4 58 g). The filtrate
was concentrated 1n vacuo to yield a clear, highly vascous, yellow oil. The ressdue was
flash chromatographed on silica gel ehating with 16 1 hexanes/FtOActo give 1182 g

(77%) (a muxture of 81% of c1s- and 19% of trans-1somers) of product as a yellow il
(6ac)
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MS no M+1 100 obeerved (C;;H;eN;); an o), TLC. SiO5, Re0 55 (2 1 hexane/BtOAs),
Anatyms (Cy1HieNa) (Cal) C 74 96, H. 9 15, N 1589 (found) C. 74 84, H 897, N
15 74 IR (KBr, cm™): 2934, 2240,1453 'H NMR (CD;0D) 5 090 (t, 3H, J =7 6 Hz),
1 18-1 47 (m, 7H) 1 83-1 87 (m, 2H) 2.07-2.10 (m, ZH), 2.85 (s, 2H)

Step ili. Synthesls of cis-(1-Cyano-4-ethyl-cycohexyf)-acetic ncid etiryl ester ((60c)
c1s-1-Cyanometiryl-4-ethyl-cyclohexanscarbonitnile (60b, 6 16 g, 34 95 mmaf)
was dissolved 1n EtOH (92 mL) and toluene (52 mL), cooled to 0 °C, and
satursted with HCI gas. Ths solution was stoppered and allowed to stir overmight
at roam temperatura, It was then concentrated m vacuo to give a yellowath white
sohid The remdue was tnturated with ethyl ether (200 mL) and dred under
vacuum, then treated with HzO (90 mL) and 1 N HC] (4 mL) was added. The
reaction was allowed to str overnight st room temperature and yellow cil droplets
were observed m solution after 13 h, The compound was extracted with EtOAc
(3 x 100 mL); the argamc layers were combined, washed with tnine, dned over
NagSQy, and concentrated. The remdus was flash chromatographed with 16 1
hexanes/EtOAc to grve 4 40 g (5634) of the desired product (60c).

MS 224 1 (M+1 for C1sEHnNO2), ail, TLC: S10,, Re 0.38 (CHaCh), Analyns
(C13HaNO) (Cal) C- 69 92, H. 948, N 6.27 (found) C. 6997, HL949,N 617 IR
(KBr, am™) 2930, 2236, 1736, 1187 'H NMR (CD;0D) § 0.87-0.90 (m, 3H), L,18-146
(m, 1GH), 1 77-1 80 (m, 2H), 2.05-2.09 (m, ZH), 2.59 (s, ZH), 4 13-4 15 (m, ZH).

Step iv: Synthesis of 3-Ethyl-2-sxa-spiro[4.5]decan-3-one: (60d)* cis-(1-Cyano-4-
ethyl-cyclohecyl)-acetic acid ethyl ester (60e,2.7 g, 12.1 mmol) was dissolved m MeOH
(250 mL) and treated with 10% RN 2% Pd/C (0 5 g) and shaken under an atmosphere of
H; (50 pai) for 3 h. The reaction was thea filtered, concentrated in vacuo, and

chromatographed on silica gel eluting with 3% MeOH/CH,;CL to give 1 13 g (52%) of
the demred product as a winte solid (60d).
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MS 181 0 QM+1 for CyyHuNO1); mp 131-133 °C; TLC. $10;, B20.22 (4%
MoOH/CH,Cla), Analyms (C;yH;sN10y) (Cal) C. 72.28, H. 10 08, N 7 66 (found) C
72.66,H. 1045, N 726 IR (KBr,cm ') 3197, 2918, 1680 'HNMR (CDCh) 5 0 83-
097 (m, 5 H), 106-123 (m, 3 H), 131139 (m, 2H), 1 63-1 67 (m, 4 H), 2.09-2.11 (m,
2H),315317(m, 2H), 573 (br, 1 H)

Step v Synthess of Example 60 8-Ethyl-2-aza-sprro[4 5]decan-3-one (604,38 g
21 1 mmol) was treated with concentrated HCI (141 ml) and heated t0 110°C for24 h

The reaction was then concentrated, and recrystalhzed from hot 1sopropanol (20 mL) and
acetone to yield 3 3 g (16.6 mmol, 79%) of the product.

MS 200 1 (M+] fhr CyHayNO2); Analyms (C1sHayNO2.HCD) (Cal) C. 56.04, H. 941, N
5 94, (found) C. 56.06, H. 946, N 588 IR (KBr, cm™) 2916 (br), 1698, 1526, 1281 'H
NMR (CDyOD) 3 089 (¢, 3H, J = 73 Hz), 102-1 40 (m, SH), 1 68 (¢, 4H, J = 16.1 Hz),
238(s, 2H),3 13 (s, 2H)

acid, kydrochloric salt

o i
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MS 236 1 (M1 for CJHaNO;y), an oul, TLC Si0s, Rr0 57 (8 1 hexane/ EtOAc),
Analysis (C1H3NO2) (Cal ) C 7146, 899, N 595 (found) C 7138, H 892 N

6 10 IR (KBy, cm) 2929, 2225, 1728, 1603, 1227 "HNMR (CDCL) 5083 (t, 3H, J =
7.3 Hz), 1 07-1.30 (m, 9H), 1 51-1 56 (m, 180, 1 91-2.00 (m, 2H), 2.04-2.12 (m, 1H),
2.23-2.30 (m, 1H), 2.95-3 01 (m, 1H), 3 77-3 83 (m, 1H),4.20(q 7B, T=7 1 Hz).

Step il. Synthesls of cis-1-Cyanomethyl-4-propyl-cyclohexanecarbonitrile: (61b). 2-
Cyano-(4-n-propyl-cyclohexylidene)-acetsc acid ethyl ester (61, 19.46 g 82.70 mmol)
was digsolved m EtOH (100 mL) and added to a suspension of NaCN (4 053 g, 2.70
mmol) i BtOH / BaO (340 mL / 20 mL). The reaction was heated to reffux overmght,
then coaled to room temperatare and filtered to remove salt thet had preciprtated. The
filtrate was concentrated 1n vacuo to yield a clear, nghly viscous, yellow ail. Tius o1l
'was redissolved in EtOAc and washed with bnne (2 x 150 mL), dnied over Na;SO,, and
concentrated. The resudue was flash chromatographed on mhica gel eluting with 19-1
hexane/BtOAc to grve 4 69 g of 61b. (74% yeld)

MS no M+] 1on cbsarved (CizHisNo); an cil, TLC S:03, Re0 38 (3 1 hemune/P80AGC);
Analynis (C1aHisNa) (Cal) C. 75 74, H. 9 53, N 14 72 (foand) C: 76 05, H. 9.58 N

14 90 IR (KBr, an®) 2931, 2239, 1453, 758. '"HENMR (CDCL,) 50 86 (4, 3H, I =7 1
Hz), 1 18-1.34 (m, 7TH), 1 42-1 61 (m, 2H), 1 81-1 83 (m, 2H), 2.06-2.09 (m, 2H), 2.65 (s,
2H)

Step . Synthens of cv-(1-Cyano-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid ethyl (61¢): cis-1-
Cyanomethyl-4-propykcyclochaxanecarbonitnle (615,387 £ 2034 mioDway” — -~~~



00sS060" 0200209

15

- [LURVALUFET VRS ]

P2l

dusolved m BtOH (50 mL) and toluene (S0 mL), cocled to 0 °C, and saturated
‘with HCl gas over 20 munutes. The sohitton was stoppered and allowed to str
overmght at room temperature. It was then concentrated m vacuo to give a
yellowish winte solid The residue was triturated with ethyl ether (200 mL) and
dned under vacuum, then dissolved m H;0 (80 mL) 1 N HCI (4 mL) was added
The reaction became clear after 4 hours of shmng and 1t was allowed to continue

to stir avernaght at room temperature  Yellow o1l droplets were observed 1n
solution after 18h  The compound was extracted with BtOAc (4 x 200 mL); the
orgenuc layers were combined, waszhed with brine (2 x 200 mL), dned over
NSOy, and conceatrated. The remdune was flash chromatographed wath 19 1
hexanes/EtOAc and 3.27 g of product (61¢, 68%) was obtaned.

MS 238 1 (M+1 for CisHyNO,); oil, TLC St0;, Rr0 38 (CHyCh); Analys
(CusHaNOz) (Cal) C 7085, H.977, N 590 (found) C. 7065, H.9 72, N 584 IR
(KBr, cm™) 2929, 2236, 1736, 1185 'HNMR (CDCh) 5085 (t, 3H, J=7 1 Hz), 1 19-
1 55 (m, 10H), 1 71-1 74 (m, 2H), 2.08-2.10 (m, 2H), 2 59 (s, ZH), 4 16 (q, 2H, T=7 1
Hz)

Step iv Synthesls of cis-3-propyl-2-aza-spiroj4.Sjdecan-3-one (61d)- cus-(1-Cyano-
4-propyl-cyclohexyl)-acetic acad ethyl ester (61c, 8.27 g, 34 8 mmol) was dissolved
methsnol (90 mL), trested with tnethylasune and 10% Rk / 2% P4/C, and shaken under
an atmosphere of H; (50 psi) for 55 h. The reaction was filtered and concentrated m
vacuo The rendue was chromatographed on silica gel cluting with 5 1 hexanes/EtOAs
1o give 6.41 g (614, 94%) of the desred product.

MS 1961 (M+1 for CiaHiyNO), an ail, TLC 8102, Re 0 38 (hexane/BtOAc), Analyns
(C1aHxNO) (Cal) C 7380, H. 1084, N 717; (found) C 7386, H. 1076, N 711 IR
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(XBr, cm™) 3192, 2924, 1704, 1678. 'H NMR (CDCls) 8 0 83-1 17 (m, 5H), 118-139
(m, 7H), 1 61-1 65 (m, ZH), 1 71-1 74 (m, ZH) 2.11 (s, 2H), 3 16 (s, 2H), 5 85 (br, 1H)

Stepv Synthens of Example 61 (1-Ammemethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonc salt 8-Propyl-2-aza-spiro[4 5}decan-3-one (61d, 5 8 g 29 75 mmol) was
treated with concentrated HCl (150 mL) and heated to 115°C overmght The reaction
was then allowed to cool to mom tempersture and precipitats was obsarved. This was
filtered to obtmn 3 47 g of a white sohd, and the filtrate was cooled and re-filtered to give
a total of 6.24 g (99%) of the demred product.

MS 2141 (M+1 for C;sHnNOa); mp 142-144°C; Analyms (C1aHnNO; HCLO 86H;0)
(Cal) C 5891, H. 983, N 572, (found) C: 5527, H. 960, N 571 ‘HNMR (CDyOD)
5 0 86-0 90 (m, 3H), 097-1 41 (m, 10H), 1 61-1 75 (m, 4H), 2.37 (s, ZH), 3 13 (s, 2H)
IR (KBr, em™) 2919, 1702, 1525, 1461, 1188.

EXAMPLE 6: (G5B, 5S)-3,5-Dimethyl-l-propylaminomethyl-cyclohezyl)-acetic
acid; hydrochloride salt )

\"nifﬂm

((3R, 58)-1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetsc acid, hydrochlonde salt (S9a,
0 50 g 2.12 mmol) was dussalved 1n ethanol (45 mL) and trested with 1 8 mL of IN
NaOH. Propionaldehyde (0 5 mL, 3 eq) was added and the reachon was treated with
Pt0;(02g) Thereaction was then shaken under-an atmesphere-of Hs- (50 pai)-for-3 h-

The reaction was filtered, 1N HCl in ether (5 mL) was added, and the reaction was
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cancentrsted 1n vacuo. The remdue was dusalved 1n hot 1sopropanol (100 ml.) ead
filtered. The filtrate was concentrated and recyystallized from hot 1sopropancl (4 mL),
Et;0 (225 mL), and hexanes (150 mL) to grve 200 mg (0 83 mmal, 39%) of product.

MS 242.1 (M+] for C,HnNO,), IR (KBr, cm ') 2952 (br), 1686, 1457, 1218 Analyms
(C1HzNOyHCI-0 24H,0) (Cal) C 5960, H. 1017, N 4 96, (found) C 59 68, H.
1009, N 4 64 'HNMR (CDyOD) § 0 48-0 57 (m, 1H), 0 78-1 05 (m, 11H), 1 61-1 78
(m, TH), 2.60 (s, 2H), 2.93-3 00 (m, 4H).

EXAMPLE 63. [(1R, 3R)-1-(Bensylamino-metiyl)-3-methyl-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochloride salt

SAls el

{(1R, 3R)-1-Amunomethyl-3-methyi-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde salt
(Example 1, 3 0 g 13 5 mmol) was cissolved 1n ethanol (80 mL) and treated with 1 N
NaOH (14 mlL, 1+ equivalents) Benzaldehyde (4 5 mL) was added followed by 10%
Pd/C (1 0 g), and the reactzon was shaken under an atmosphere of H; (50 pai) for 275 b
The reaction was filtered, 1 M HC1 in ether (20 mL) was added, and the solution was
concentrated 1n vacuo The residue was then dissolved 1n hot wopropanal (100 mL),
filtered, and concentrated 1n vacuo  The remidue was then dissolved in the mmumum
smount of hot sopropanc] necessary and recrystathzed from ether  The solwd was Siltered
and the filtrate was cooled overmght to yield a second crop of crystals. The sohids waro
combined to give 1 35 g (36%) of the deamred product.

MS 276 1 (M for CyFsNOs), HRMS (calc) 276 1963 (found) 276 1962 (Mi+1 for
C7HasNO,), mp 157-158 °C, IR (KBz, am '): 2932 (br), 1691, 1450, 1201, Analynss
(Ci7HsNOHC1 0.24H,0) (Cal) C. 64 58, H. 8.44, N 4 43, (fund) C. 64 57, HL. 8.44,
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N 4.28 'HNMR (CDyOD) 5 0 77-1 69 (m, 12H), 2.42 (s, ZH), 3 21 (s, ZH), 4.25 (s, 2H),
7 43-7 52 (m, SH).

EXAMPLE 64. {(1R, 3R)-1-|(Benzyl-methyl-amino)-metiryl]-3-methyl-cyclohexyl}-
acetic acsd, hydrochloride salt

O™

[(1R, 3R)-1-(Benzylammo-metiryl)-3-methyl-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochlonde sait
(Bxample 63, 1 02 g 3.27 mmol) was dissolved 1n ethanol (40 mL) and treated with 1 N
NaOH (3 3 ml, 1+ eq). Formaldehyde (2.5 mL) was added followed by PtO2 (0 1 g), and
the reaction was shaken under zn stmosphere of Ha (50 pai) for 8 . The reaction was
filtered, 1 M HCl in ether (10 mL) was added, and the solution was concentrated ;n
vacuo. The remdue was then dissolved m hot ssopropanal (100 mL), filkered, and
concentirated m vacuo The remdue was then dissclved m the memmum amount of hot
wopropanct neccssary and recrystallzzed from ether and hexane. The sobid was collected
to grve 0 704 g (2.16 mmol, 66%) of the desred product.

MS 290 1 (CyHNO:), BRMS 290.2128 (CyyHinNOy); mp- 204-208 °C; IR (KBr, cm

") 2926 (br), 1720, 1457, 1387, 1203, "HNMR (CD>0D) 5 0 82-0.98 (m, SH), 124-191
(m, 7H), 2.38-2.58 (m, 2K), 2.91 (d, 38, J = 112 Hz), 3 43-3 54 (m, 2H), 4334 49 (m,

ZH), 7 50-7 56 (m, SH).

EXAMPLE 65; (LR, 3R)-3-Methy}-1-methylaminomethyl-cyciohexyl)-acetic acid,
hydrochloride salt

HaC
N'Ej‘wﬁ )
~ HCl
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{((R,  3R)-1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyl}-3-methyl-cyclohexyl}-acetic  acd,
hydrochlonde salt (Example 64, 0 60 g, 1 84 mmol) was dissolved m ethanol (SO mL).
20% PA/C (0 1 p), and the reaction was shaken under an atmosphere of Ha (50 psi) for 7
mm. The reaction was filtered, 1 M HCI in cther (5 mL) was added, and the solotion
was concentrated 1 vacuo The residue was then dusolved m hot 1sopropanol (100 miL),
filtered, and concentrated 1n vacuo The residue was then disolved 1n the munimum
amount of hot usopropanol necessary and recrystellized from ether and hemns. The
crysials were to give 0 15 g (35%) of the desired product.

MS 200 1 (M+1 for CBayNO,); BRMS (calc) 200 1650, (found) 200 1646 (M+1 for
C1HaiNOs), mp 160-161 °C; IR (KBr, cr™') 2925 (br), 1719, 1457, Analyns
(C1HyNOrHCI0 40 H,0) (Cal) C 5438, H. 946, N S 77; (found) C. 54.27, H. 9.36,
N 565 'HNMR (CD,OD) 5 0 £3-0 97 (m, SH), 1 20-1.28 (m, 1H) 1 42-1 74 (m, H)
2.38 (s, 2H), 2.73 (5, 3H), 323 (s, 2H)

EXAMFLY. 66 Summary

Uning an ex vivo model of freshly dissected rat retmas, the mechanizms by which
brain glutamate levels are mamtamed withon normal limits m neural tusis was
investigated. Anaplerotic gintamate synthes:s may be tmpostant to replonish ghutamate
oxudized 1n the gha following nmrotransmission. Points of rate control through tins ds
novo pathway were identified as pyruvate carboxylstion snd branched chan amino
transammation To test the relationship between ghutamate syntheus and pyruvate
carboxylase activity, synthess of **C-glutamate phs **C-glutamne from H*CO; was
measured as a function of medmm pyruvate. Increasing pyruvate from 0 2 to 5 mM
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increased the *C-anuno acad synthesms by 66+ 15% The specafic radioactrvity of
glutamine relatve to that of H*COy after 20 mmnutes of incubation ndicated that =30%
of ghutamine 1n the retina 13 dentved from bicarbonats fomtion. To test the dependence of
glutamate synthesis on svailability of branched chain amino acids (BCAA) as a source of
nitrogen, the effect of mhibiting the nearonal branched chain ammotransferase (BCATc)
was measured. Gabapentin (GBP) (1 mM), a selective inlubitor of BCAT¢ m negrons,
mhibited synthesis of *C-ghutamate plus C-glutamune from H'‘COy by 31% wathout
alowing B*COy meorporshion wnto Iactate and citnic acad cycle mtermedistes., Inbibmon
of ds novo glutamate synthesis was reversed by additson of 0 6 mM BCAA. The dsta
indicated that pyruvste carboxylase and branched cham amunotransferase share rate
control of de novo glutamats synthems 1n the retina, and that ds novo giutamate synthems
18 quantitetivaly impaortant for memtenance of retnal ghitamate lovela.

Methods

Experiments] snimals

Sprague Dawley rats (200-400g) were used for all expenments. Rats were honsed undera
12 hour hight/dark cycle, and fied and watered ad Bbidum After anaesthetinng the mits
with-nembutal (IF), eyes were emucieatod and retznas dissected 1n sce-cold buffer

CO; fixation

Freshly 1solated half-retmas were preincubated at 37°C for 3 mmutes in buffer A
(pH 7 4) contmmng 118 mM NaCl, 4 7 MM KCl, 2.5 mM CaCl, 1.2 nM KE;RO,, 1 17
mM MgSO,, 20 mM HEPES, 5 mM glucoss, 0 05 mb NFLCl and 25 M NaH"CO;.
Pyruvate (ather 0.2 ar SmM) was also mcluded i the buffer 1 mi buffir as well as the
gas phase withm 20 ml vials were equilibrated with 95% O,, 5% CO,. Incubations were
mutiated by addstion of 10 pC/mi H'“COs The vessels were then immediately closed to



o0sS060" g200£209

10

15

s wwht A

i
- %m?/

the atmosphere. Most meubations continued for 20 mimutes, although 1n some
prelminary stuches, imes were vaned from 10-60 mumutes, Reactions were stopped by
removmg the half retmas from the buffer and placing them m 2% perchlonc sad The
buffer was separstely acidified with perchlonc scid (final concentration 2%) snd
unrescted 4CO, was allowed to diffuse out of the acsdified samples.

The total amount of product (non-volatile carbon 14 metabolites) was dotermined
by measunng the radicactivity m aliquots of the medum and tissus samples. Metabolites
m the extracts were separated by Dowex-] acetate chromatography as previcusly
described. Williamaon, JR., and Corkey, B (1969) "Mathods tn Emymology”, Vol 13,
ed. Lowenstern, JM. (Acadenic Press) pp 434-513, and quantified by santilistion
counting. In most instances, indrvidual metabolite carbon 14 data 15 repoirted as the sum
of the mdicactivity m the medmm plus tissue extracts. Complete quannfication of 4C-
metabokite amounts m both the retina and m the mednim can be found below m Tables I
end IL

Data not shown in the results and discuamon sections where collected 1n the
course of carrymg out the evaluation of the influences of pyruvate on HCOy fixation m
the retsna. Figure 2 shows only the effect of pyruvate on the sum giutamats phus
glutavune and the sum pyruvate plus lactate. Table I provides values for all metsboktes
that becams lsbeled with HYCOy end therr compartmentation.

Likewise additional dats, not shown 1n the results and discussion sectiona, were
collected 1n evalusting the mfluence of gabapentin. Thus Table II 13 an expansion of the
data shown 1n Figure 4, and provides values for all metabolstes labeled with H*CO; and
thewr compartmentation.
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Table I
[Condition | Compart- | Gin Asp |[Lact Total |
| ment _ . cycle _
Control | In 059 (147 (085 (016 102 408
(02 Pyr) 2005 {+029 |+006 |+006 {+0 =041
out 061 |004 008 |055 |0 119
+008 |+001 {001 |+003 +013
sum 120 |151 |09 (|07t 102  [527
=009 |+029 |+008 |£006 {£026 |+045
+50Py (i 091 (267 (108 (029 (231 (726
£013 |+029 |+£012 |+004 |£013 |+06)
out 09 |006 |008 [118 0 224
=014 |£001 {£001 {011 =021
um 187 [273 (116 |147 (231 [950
£02 |+028 |2012 {£013 %013 %074
Table 1T
Gin Asp  |Lact Total
440 1477 |0634 [0080 ﬂ_l 096 |3715 |

0032 |+£0097 20038 {30008 |+010S }30.266
0351 |0008 |0070 [0478 |O

+£0036 |+0001 |+0003 |:0030 40075 |
0 991 1485 [0704 |0558 |1096 |4832

+£0054 (40096 |+0040 | 0031 |0108 |+0303
0389 |1324 (0549 [0OOB9 |1514 |3902 |
0026 |+0025 {£0019 |+0006 [+0103 [+0122
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s The chromatographic procedure employed in this example separstes ghitamms,
ghutamats, aspartate, gnd lactic acid, The atne acd cycle intermediates remumn on the
Dowex columns and are estmated as the difference between the total counts 1n the
semple and the counts that are chzted. Bvidence of the vahidity of thus procedure has been
reported previously Before subjecting samples to chromatography, C-pyravic aad 1in

10 the samples was converted stoicinomaetrically to lactate by tresting the samples with
excess NADH and Iactate dehydrogenase. Tharefore the single Iactute peak reported
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contains all carbon 14 m both Iactate and pyruvate. To determine specific activity of
glutamate and glutarmne 1n the retinal gamples, the mass amount of the glutamate was
measured fluorometncally using a standard enzymatic procedure Patel, M_S. (1989) m
Neuromethods Carbohydrate end Enargy Metabolism, Vol II, eds. Boulton, A A and
Baker GID (The Humana Press, Inc.) pp 309-340 The mass amount of giutanune was
measured after chromatographic separation from glutamate followed by & himmometnc
detenrmnation previously descnibed ATP and crestine phosphate wero measured
fluorometneally using an enzymatic assay

Rotinal protemn was determined using the DC protein ansay (Bio-Rad, Richmond,
CA, USA). Bach half retina contained about 0 4 mg protemn.

Pyruvate Carboxylase Assay

Pyruvete cartboxylase sctrvity was assayed m fresh samples of whole bran and
excased retinas. The method described by Patel Patel, M.S (1989) in Nesuromethods.
Carbohydrate and Energy Metabolism, Vol II, eda. Boulton, A A and Baker GD (The
Humana Press, Inc.) pp 309-340, was used and involves measunng 4C0; fixxtion under
optumal condrtrons 1n sonicated tissue.

Western Blot

SDS-PAGE was performed as described Patel, M.S (1989) 1n Nesromeshods.
Carbolydrate and Energy Metabolism, Vol 11, eds. Boulton, A.A and Baker GD (The
‘Homana Press, Inc.) pp 309-340, usmg 10% gels. For immunoblotting, protem were
trenafiared to Immobilon P membranes. Membranes were blocked with 5% BSA and
incubated with imemmoeffintty punfied rabbit ant-rat BCATc peptide antibody (1 1000
ditution) ar impumosffintty punfied rabbrt anti-human BCATm peptide antibody (1 1000
dilution). The immunoreactive protemn bands were visualzed usning the BCL system
accarding to mamufacturer’s instructions (Amersham, Arlington Heights, 1L, USA).
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Data are reported in text and figures by determuning the dpm/mg 1n & particular
metabolite and dviding by the specific activity of medmum HCO»y Therefore all data are
reparted as nmoles of H'“CO,/mg protean for any given metabolite.

Calcuistions and Statistics

Results are reparted as the megn + standard error of the mean. Statistical

sgnificance was judged by paired t-test and a p<0 05 Numbers of mdependent
determunations (r) are provided n figure and table legends.

Pyruvate earboxylase levels are similar in retina and whole brain

Patel demonstrated that pyruvate carboxylase 1s the major CO, fixing enzyme m
the adult rodent brain. To yudge whether ting might also be true m the retma, the activity
aof pyruvate carboxylase at 37°C m sonicates from neocortex was compared with those
from the retina. The neocortex levels (2.9 + 0 1 nmoles H*COy fixed/mm/mg) were
mmular to those found m sonicated retinal tissues (3 4 3 0 4 amoles HCO,

fixed/minfmg), indicating that pyruvate cartboxylazs wes just as active m retina as whole
bran, )

Rates of both *“CO, fixation and “C-giutamate sppearance are & fanction of
pyruvsts levels in the retins

In preliminary expeniments retinas were mcubated with 0.2 mM pyruvets a3
described in methods fiar 10, 20, 40 and 60 mupute peniods. Total 14CO, was monttored as
well as ATP and creatme phosphate levels. ATP and crestine phosphate levels remamed
constant as a function of me, demonstrating that oxygenstion and pH control were
adequate throughout. Total CO; fixation (5 50 + 0 14 nmoles/mg protan) pesked
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between 20 and 40 munutes, but was already 76% of maximal (4.2 + 0 1 amoles/mg) at
10 numutes. Since ATP (20 + 0 2 nmolea/mg) and creatine phosphate (16 +1 1
nmoles/mg) levels were high and did not change with time, tins peak indhcated that the
rate of CO; fixstion was constant, but that contrmuous breakdowm of non-volatile carben
14 products to CO; + H20 produced a near steady stats level of glutamate and ghitarine
specific radicactivity by 20 munutes.

To assess the control of pyruvate carboxylation over glutamate synthema, refinas
were incubated with esther 0 2 or 5 mM pymvate m the medmm and intracellylar and
extracellular metabolites analyzed. The total “'CO; fixed 1n 20 mumstes in the presence of
0.2 mM pyruvate was 5.27 £ 0 45 nmoles H*COy/mg, whereas that fixed in ths presence
of 5 mM pyruvate was 9 50 £ 0 74 nmoles H**COy/mg. Figure 2 shows that ncreasng
unlabelled pyruvate fram 0 2 to 5 mM mcreases the sum C-glutamats plus C-
glutamme (from 1 74 + 0 19 1n2.90 +0 31 nmoles/mg, p<0 005). Figure 2 also shows that
the hugher pyruvate incubstion increases the C-lactate plus *C-pyruvate values. Thus,
at stendy state, sn sncreass in pyruvate concentration from O 2 to 5 mM increased
mcorporstion of H**COs 1nto glutamate and glutamine by 66% whereas the increase 1n
pyruvate mcreased H*COy mcorporstion 1nto pyravate snd lactate by 111%. The carbon
14 cycled into pyruvate and lactate represents ghal recycling through pyruvate
carboxylase, malic enzyme and phosphoenolpyruvate carbaxykanase and for the first tme
demonstrates active citnc acad cycle decarboxylation m intact neural tissue.

These data show that an increase m fux through pyruvate carboxylase mduces m
increase in de rovo syothess of retinal gutamate. A somewhat larger incresse in
pyruvete recycling occurs smultanecusly

——u upses [ R Y |
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A large fraction of total ghutamine synthests is derived from pyruvate carboxylation

The mmportance of pyruvate carboxylation as a source for replemshing the
ghrtamate reloased from retmal nerve endings durmg neuronal transmussion was assessed
by determming the specific radioactrvity of glutamme m retmal tussus moubated with
medmum contmmng H'*COs A fixed proportion of glutannne synthesis m rotna dentves
from uniabelied ghitamats relrased by neurons and taken up by Moller gha The
remander comes from ghal a-ketogiotarate synthemzed anaplerotically from pyruvate
and “CO;. Thercfore, the specific radicactivity of glutanune relative to the specific
activity of H'*CO» provades a minimal valne for the proportion of ghutammine derrved from
anaplerosts, The product of pyruvate curbaxylase m the glia 13 [1,4-"Clomaloacetate.
Both the 1 and 4 pomtions are labelled bocanse the carbon 14 inihally 1ncorporeted mto
the 4-C position of axaloacetsts is randormzed between the 1 and 4 pomtions by
equilibraton of cxalacetate with symmetncal famarate. The labelled cxaloacetate
condenses with pyravate to firm catrate, which 18 then 1someszzed to wocstrate. [1,4-C)-
1ocatrate 1 axdized and decarboxylated to [5-4C] a-ketoghutarate by isocttrate
delrydrogenase. Therefiwro the a-ketoglutarate synthonzed enaplerotically bas
epprommately half of the specific radsoactvity of the angmal substrate H4CO;,
depending on the degree of randomuzstion of the label m oxaloacetate. This 18 also trus of
the giutamme synthenzed from the [5-'*C] a-kxtoghrtarate.

The specafic activity of glutamme was measured 1n the retinal issus extracts
incubated with 0.2 mM pyruvete and H'“CO; for 10, 20, 40 snd 60 mimutes. Only the
tissus glutarne (not medram) 15 reported. Speafic rdicactrvity of ghrtanuna in the
tsue was constant between 10 and 60 mimtes. After 20 minutes of incubation the mass _
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amount of ghitamine m the tissae was 4 50 + 0 44 nmoles/mg, and 1t specafic
radioactivity was 1970 + 115 dpm/nmol or 0 158 0 009 dpm/nmol of the bicarbonate
specific activity Thus inchcates that shout 32% of the ghrtaxmne was produced by
anaplerosis and pyruvate carboxylase

The specific radioactivity of retinal glutamste (269 + 8 dpm/nmol) was lower than
that of ghitamme and also constant as & function of trme fram 10-60 mun, It was only
14% of the specific actrvity of glutamune. This suggests that glutamate metabolic
tumnover in the neurons 15 rapad with respect to anaplerotic synthesis. However, since
neuronal glutamate turnover cannot replenish the glutamate carbon skeleton lost dunng
neyrotransmission, the anaplerotic pethway 18 of pnme importsnce in mantamning
neuronal glutamste levels. The present dats show unequrvocslly that the ansplerotic
pathway provides a large (=32%) proportion of the glutamms required for ghitamate
replemshment.

Synthesls of retinal gintamate and glutamine is partially dependent on branched
chain amine acid transaminstion

Recent stuches of glutamate synthesis 1n cultured astrocytes suggested that the
conversion of a-ketogiutarste to glutamate could act as a rete~controlling step m
anaplerotic synthems of glutamate. Several groups have indicated that the a-amigo group
of gintamats cannot be supphed as emmoma and st therefise be supplied by
transamunation of a-ketoghitarate with another ammno acid. Kanamon K. Ross, B.D.,
and Kondrat, RW (1998)J Nexrochem. 70, 1304-1315, Laammh, UX. (1970) Naturs
227, 680-885, mcluding our own Haberg, A, Qu, H, Bakken, 1.7, Sande, LM, White,
LR, Haraldseth, O, Unsgard, G, Assley, J, Sonnewsnld, U (1998) Dev. Nesrosel, 20,
389-398 Branched chain anuno acids are likely mtrogen contributors since they can
cross the blood-bram and blood-retinal barmers efficiently Hutson and coworkoars have

proposed that & nitrogen shmttie between neurons end glia winch 1avolves branched cham- ~--—-~ - —
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amno acuds and two BCAT uoenzymes, ons in neuronal cytosol (BCATc) and ane n
ghal mitochondna (BCATm) can also provide the needed nitrogen. Hutson, S M.,
Berfach, D, Down, P, Xu, B, Aschner, M., and LaNoue, K.F (1998) J. Newrochem. 71,
863-874 According to this hypothetical shuttle, neurcnal BCATc facirtates glial
BCATm conversion of a-ketoglutarate to glutemate by providing BCAA. regenerated 1n
the neurons (cf Figure 1)

As a first step toward mvesthgahing the role of the BCAT 1soenzymes m de novo
gintamate synthens 1n the retina, imawinoblotting with BCATm and BCATc speaific
antibodiea was used to determine whether the BCAT 1soenzymies are expressed m mt
retma. As shown m Figure 3, both BCATo and BCATm are expressed m the robna ot
levels that xre comparsbie to those found 1n whole brain homogenates. Therefiore, freshly
dissected et retna 18 g0 appropniste wntact neural system 1n which to test the coacept of
ntrogen shuttimg between neurons and gha.

The leocns analog gabapentn (GBP) 13 & neuroactive drug which mhibits
BCATc, but not BCATm. Su, T -Z, Lonaey, E., Campbell, G., Oxender, D.L. (1995).J
Nesrochem, 64, 2125-2131 1t was canfirmed that GBP inhibits the synthems of leucms
m freshly dissected rat retinas (dats not shown). The effect of GBP on the syntheais of
C-giutamate pius C-ghutamine from H*COy tn ex Wio rat retings was then measared.

As shown 1n Figure 4, 1 mM GBP reduced formation of *C-glutamate phus 1C-

ghutamne to 71% of control values (2.26 + 0 05 versus 3 18 + 0 12 nmol/mg, p<0.001).

Addition of 200 pM each of lencine, soleucine and valine reversed the inhibition to §9%

of control (2.8441 15 nmol/mg, p<0 01 versus GBP alone) There was no effect of GBP

on ether ATP or creatine phosphate mdicating thet the GBP cad not impasr retmmal -
bioenergetic processcs. The amall immcrease wn incorporation of carbon 14 1nto lactate and

atnic acud cycle mtermediates (from 1 93-:.0619-2,12-+ 0 13)-dus to the-presesce-of3— ——~~—- —
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mM GBP was not mgnificant Incorporation of the label mto all of the metabolites 18
shown m Table II

-105-

Further experiments were carned out to investigate dosa/response properties of
5 GBP Freshly dussected retinas were incubated for 20 mnutes i buffer A contaumng
ether 0,02, 1, or SmM GBP As shown in Figure 5, increasing the concentration of

GBP over | mM du not sigmficantly merease the extent of 1ts mhibition of the synthesis
of YC-ghutamate phus ‘C-gintamine from H'*COy Agan GBP has no mfluence on
formation of citric acid cycle mtermadiates, lactate and pyruvate (Figire 5) Ths supports

10 the proposal that the aite of GEP mhibition of glutamate synthess 1s the BCAT medmted
convermion of a-ketoghriamate to gintamate.

Discussion

The studies described evaluated mechanisms for mamtenance of CNS glutamate

levels. Previous studies showed that glutanune synthetase 18 required 1n retinas and

15 huppocampal alices to mantain levels of neurcnal glatamate: So, T -Z., Lunnsy, B,
Campbell, G., Oxender, D.1. (1995) J Nesrochem. 64, 2125-2131
Immunocytochemical measurements indicyte that 90% or more of retmal and whole bram
glitamate 15 neuronal and that inhibstion of glutazmne synthetase for 90 minutes depletes
the neuronal gintamate pool to neghgible levels: Ottersen, OP , Zhang, N, and Walberg,

20 F (1992) Newrosci. 46, 519-534 Thlldmnmdthum-ynﬂlm-nur;qmd
for mauntenance of neuronal ghitamate. Although gintamate can be syntheszed 1
neurons from a-ketoglutarate, lack of pyruvate carboxylase or another anaplerotic
enzyms prevents replemshment of a-ketogiutarsts, and thus, preciudes net giutamate
synthess withm the nsurons except from glutamne via glutermnage.
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In this ceample the sources and control of ghitamme synthesss was mvestigated
by incubating excised retinas with H**CO; and measuning the sppearance and specafic
radiactivity of “C-glutamme and ‘C-gintamete. More *C-glutamine 15 synthemzed m
the presence of 5 mM pyruvate than 1n the presence of 0.2 mM. This indscates that
pyruvate carboxylase activity mfluences the rate of glutamine synthesia. However, lack
of senastivity of thus control 15 demonstrated by the observation that when pyravate 1s
increased from 0 2 mM to 5 mM the magnttude of the increass 1n pyravate carbaxylase
fiux (30 3%) 13 not directly translated mto an equivalent mcrease m **C-ghutamate phus
“C-glutarame (69 0%) Flexibsltty of the control is provided by the potentul for citric
acad cycle decarboxyistion and pyruvate recycling. The pyruvate dependence of total
H“CO, fixation in retmal tissus was sumilar to that soen m cultured wolated astrocytes.
Gambenno, W C., Berkich, DA, Lynch, CJ,, X, B., and LaNous, KF (1997) .
Neurochem. 69, 2312-2325 However, m astrocytes, which have no way to regenerate
endogenous BCAA used to transammate a-ketogintarste, the pynivate-nduced mcreases
1n CO; fixation were not translated 1nto increases in *C-ghitamate and “C-gintamme
levels. Instead, the carbon 14 accurmlated solely m citric acid cycle mtermedhates and
into “recycled” pyruvate.

In the retunal studics reported here, the specific radionctrvity of ghitamme st

steady state weas 0 158 of the becarbonste specific activity Since, approxemately half of

the “C incorporated into colacetate 15 retmined m a-ketogiutarate, the results show that

w 32% of the glutamne 15 dertved from B*COs Tins is the first direct estimate of the

contribution of anapleroms to giutanune synthesis m a nsuronsl tissue, Previous estimates

have been indirect, and mvolved wotopomer analysis of NMR spectra following mfusion

of *C glucose (3-5, 11-13) mto miact brana. Estimates of the contnbution of pyravate -
carbaxylation to glutemme synthems usmg thess NMR methods have been lower than

the present ong, and range from less than 1% (3) to 5-10%.(4,5) to 20-25%. Shank, R P, o
Bennet, G S., Freytag, S O, and Campbell, G L. (1985) Brain Res. 329, 364-367,
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Gnffen, JL., Rae, C,, Radda, GK., and Maithews, P M. (1999) Biochim. Biophys. Acta
1450, 297-307, depending largely on 1utial assumptions of the mathematical models
employed. The present results suggest that ghal pyruvate carboxylation and the
converson of citnc acid cycle intermediates to glutamate and ghitamine are likely to be
quantitistively important for retinal function and posaibly for whole brain function.

The observation that GBP slows the conversion of citnic acid cycle mntermadiates
to giutamune and glutamate strongly suggests that neuronal synthesis of BCAA by
BCATc 1s necessary for opbmal rates of amunation of a-ketoghitarate to glutamate. A
reasconsble scheme for thear mvolvement in thus process 18 shown m Figure 1

The results, which demonstrate inhibion of “C-glntamate snd **C-glutarmme
synthesms from H'*COy by GBP and reversal of the mhibwon by BCAA, are conmstent
with the described shuttle. The hypothens also provides & possible explanstion for the
anti-epileptic action of GBP Taylor, C.P, Gee, N S., Su, T.Z., Kocas, JD., Welty, DF,
Brows, JP_, Docley, D.J, Boden, P, Singh, L. (199%) Epilepsy Res. 29, 233-249
Indeed, decreased giutamate synthesis 15 8 common action of GBP and the anti-epileptic
carbomuc anhydmase inbibitors. Hazen, S.A., Waheod, A, Sly, WS, LsiNoue, KX F,
Lynch, C.J (1997) Dev. Nesrascl 19, 162-171 Also, Maple Syrup Urine Disease, the
hereditary ailment caused by a mutation of the gene for branched cham keto acad
deohydrogenase, if untreated induces high seram BCAA 1n patients and subsequent
nsrologicel abnormalities; Chuang, DI and Shih, VE. (1995) in The Metabolic Basis of
Inherited Disease, eds. Schriver, CR., Beaudet, AL, Sly, S., and Vaila, D (McGraw-
Hil) pp 1239-1277, which may be related to abnormal regulsnion of ghitamats synthesis.
Finally, the implications of nitrogen shuttling dunng ghitamate synthesis mnst be studied
further 1n hight of the efficacy of GBP in the treatment of neuropathic pam Ottersen,
OP, Zhang, N, and Walberg, F (1992) Neurasci 46, 519-534 and neurodegeneration,
Chuang, DL and Shih, V.B. (1995) 1n The Metabolic Basis of Inheritad Disease, eds.
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Schnver, CR., Bemdet, AL, Sly, S., and Vaile, D (McGraw-Hill) pp. 1239-1277,
Rothsetin, JD and Kuncl, RW (1995).J Newrochem. 65, 643-651

EXAMPLE 67

Enzyme preparation Frozen rat bramns were thawed on 1ce and minced into fine pieces
For each brain 5 ml of ;aotome buffer [225 mM manmtol, 75 mM sucrose, 5 mM MOPS
(pH 7 1), 1 ;M EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT contamng lespeptin, pepstatm and
PMSF] was added. The samples were homogemzed 1n Polters homogemzer (B Bran
Brwtech International) st S00 rpm for ten strokes, followed by addmional ten strokes st
800 rpm. The homogenates were centrifoged 1n Beckman J12-M1 centnifuge with rotor
JA-20 at 19, 000 rpm for 1 br  The supernatant was dialyzed with at least threo changes
of dialyms buffer (225 mM manmtol, 75 mM suczose, 5 mM MOPS pH 7 1, ImM EDTA,

1 mM EGTA, and 1 mM DTT) for 24 hra. The resultmg enzyme was stored ot -80 °C for
further assays.

Assay of BCAT- The reaction was done m 1 5 ml BEppendorf tubes 1n & volume of 100 ul
contaimng 50 piM Trs-HCL (pH 8.3), 25 pM [“C] Lieucmne, 10 mM 2-oxoghrtarate, 15
UM pyndoxal phosphate, ] mM DT, and eazyms. The sohrtions for the reaction
mxture were made m 10-fold concentrations. After 10 oun incubstion at room
temperature (22 °C), the reaction was stopped by addmg 100 pl of 15 mM p-adrophenyl
hydrazmne 1n 2 M HCL. Aftera few munates, 1 ml of a toluene-based scntillstion Bquad
(4 5 g of PPO and 0 5 g of bus-MSB m 1 Iiter of tohsenc) was added, the tube was capped
and muxed thoroughly with & Vortex auxer  Then the tubes were centrifuged at 13, 500
rpm (Eppendorf cantrifuge 5415C) for 10 mum. Sox lnmdreds pl of organic layer from

esch tube was placed into santiliation vials, followsd by addmg 10 ml of scntillatson
cockinil for countng.

Examplo # BCATe IC50 (uM)

146

1136

1
3
3 1650
r ' 2515
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5 2934
6 2620
7 2165
8 74
9 120
10 121
11 1387
12 1490
13 >10,000
14 8592
15 2
16 1319
17 >10,000
18 —
19 -—
20 469
21 169
22 389
23 2121
24 942
25 170
2% 8592
27 1553
28 181
29 391
30 250
31 908
32 243
KX 1013
34 3218
35 1768
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36 -
37 1193
38 2618
39 933
40 3800
4] 363
42 669
43 2079
44 2728
45 1331
46 1129
47 15580
4 8530
49 4
50 842
51 >10,000
52 2516
3 3340
(7] 217
55 9242
56 -
57 -
[1) 179
59 337

11530

114

4216

Q| | 8 B 28
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CLAIMS
‘What 1 clumed 1.
1 A compound of Formmla IV
H\n COH
Ry
Re v
R1-B4 are hydrogen or alkyl,
X1sNRS or O;
RS 13 hydrogen or alkyl,

R6 is hydrogen, alkyl, benzyl, alkanoyl, slkoxyslkanoyl, arylalkyl, alkoxy, cycloalkyl,
ellyl, alkylcycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkyicycloalkyl, tnsubstituted
halogenalkyl, and wherein R;-R4 are each hydrogen the Re 1 not kydrogen or
methyl, or a pharmaceatically acceptable salt, ester, prodrug, or amude thereof.

2 A compound accordmg to Clamn 1 wherem Ra and R, are bydrogen and R; and By
are alkyl, R and R, are hiydrogen and R, and R; sre mathyl, R;-Ry are hydrogen, R; 1
alkyl and Ry-Ry are hydrogen, R, 15 methyl and Ra-Ry are hydrogen, Rs 18 hydrogen; X 13
NRg; X1 O, R¢ 13 alkyl, R 15 benzyl, R 13 acetyl, R¢ 15 phenylalkyl, R¢ 18 cycloalkyl, Bg
13 tnfluoroalkyl, Re 18 alkylcycloalkyl, Re 15 alkoxy, and Re 18 allyl,

3 A compound sccording to Clamm 1 wherein R; and R are hydrogen and R; and Ry
are methyl, R,-Ry are hydrogen, R; 18 methyl and Ry-R4 are hydrogen, Rs 18
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hydrogen, X 15 NRg, R 18 alkyl, Re 18 benzyl, Re 18 acetyl, Rg is phenylalkyl, Re 13
cycloalkyl, Re 18 trefluoroalkyl, Re 1 alkylcycloalkyl, R 1s alkoxy; and Rg 15 allyl

A compound accarding to Claam 1 wheremn Ra and R4 are hydrogen and R; and Ry
ara methyl, Ry-Ry are hydrogen.

A compound according to Claim 1 and selected from the group consisting oft

(1-Allylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
(1-Prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
{14{(2,2,2-Tnfluoro-ethylammno)-methyll-cyclohsxyl}-acetic acxd,
{11(3,3,3-Tnfivoro-propylammo)-methyi}-cyclohexyl}-acetic acd,

1a,3p,5p- (1-Allylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic scid,
1a,38,5p-(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylamunomethyl-cyciohexyl)-acetic acad,
1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-{(2,2,2-nfiuoro-ethylammo)-methyf)-cycichexyl} -
acetic acd,
1e,38,5p-(3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-tnfluoro-propylammo)-methyl}-cyclohenyl)-
acetic acud,

trans-((1R,3R)-1-Allylammomethy}-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acd,
trans-((1R,3R)-3-Mathyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetsc acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methy}-1{(2,2 2-tnfluoro-etirylammo)-metlry{}-cyclahexyl } -
acetic acad,

trans- {(1R,3R)-3-Methyl-1-{(3,3 3-triftuoro-propylammo)-methyl]-cyclchexyl) -
acotic acad,

trans-{(1K,3R)-3-Methyl-1-{(4,4,4-4nfluoro-butylamino)-methyi}-cyclohexyl)-
acetic scid,
1,3, 5p-(3, 5-Dimethyi-1-{(4,4,4-triflucro-butylammo)-methyl}-cyclohexyl} -
acetic acad,
10,38, 5p-(1-{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-3, 5-drmethyl-cyclohexyl }-
acetic acid,

trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclopropylmethyl-amno)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl}-
acehic acid, B
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trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetic scad,
trans-((1R,3R)-1-Bthylamnomethyl-3-methyl-cyclobexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,IR)-1-Butylammomethyl-3-metiryl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acud,
10,3B,5B-{1{(Hydroxymethyl-amino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic
acud,

1, 3B, 58-(1-Amunomethyl-3,5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acid, kydrochlonde;
1ex,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde sal;
1at,3p,58-(1-Bthylammomethyl-3,5-dumethyl-cyclohexyl)-acetic aced,
hydrochiande salt;
10,38,58~(1-Benzylammo-methyl)-3,5-dmethy}-cyclohexyi]-acetic acid,
hydrochlonde sal;

1,38, 58~(1-Dimethylsmmomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlande salt,

1,38, 5p-(1-Butylammomethyi-3, 5-dimethyl-cyclohexyf)-acetic acid,
hydrochionde salt;
1a,38,58-{1{(Benzyl-methyl-anuno)-methyl}-3,5-dimethyi-cyclohexyl}-acetic
acd, hydrochlonde salt;
1at,3p,5p~(3,5-Dunethyl-1-methylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acud,
hydrochloride salt; -
1a,3B,5p-{1-(Acetylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclobexyl}-acetic acud,
1a,3B,5p-{ 1-(Iscbutylammo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlaride salt,
1a,3B,5p-{3,5-Dmethyl-1-(phenethylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acd,
hydrochlonde salt;
1a,3B,58~(3,5-Dumethyl-1-{(3-phenyl-propylaminc)-methyl]-cyclohexyl}-acetc
scid, hydrochlonde salt;
{1-{(Cyclobutyimethyl-amino)-methyl]-cyciohexyl}-acetic acud, hydrochlonde
salt,

[greemers |
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1,38, 5p-[1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-dumethyl-cyciohexyl}-acetic acd,
hydrochlonde seit,

{1-{(2-Methyl-butylammo)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acsd, hydrochlonde salt;
{1-[(4,4,4-Tnfluoro-butylamno)-methyl}-cyclohexyl}-acetsc acad, bydrochlonde
salt,

(1-Ethylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt;
{14{(Cyclopropyimetiry}-amino)-methryi)-cyciohexyl}-acetic acid, hydrochlande
s,

{1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methyi}-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt;

[1-(Isobutylammo-methyl)-cyclohexyl}-scetic acd, hrydrochlonde salt,
(1-Propylammomethyl-cyciohexyl)-acetic acad, hydrochloride salt,
[1{Tmopropylanmmo-methyl)-cyclobexyl]-acetic scad, hydrochloride salt,
(1-Cyciohexylaminamethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt;
[1-(Benzylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochionde salt;
((1R,3R)-3-Mothyl-1-propylsminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd, hydrochlonde
mlt;

{1{Cyclopentyimethyl-amino)-metiry}-cyclohexyl} -acetic acid, hydrochlons
salt;

{1-{(Cyclohexylmetityl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acud, hydrochlone
salt;

[1-(ssrt-Butoxycarbonylammo-mefiyl)-cyclohexyl}-acenc scxd,
[1<(Acetylammno-methyl)-cyclobexyl}-acotic acad,

((3R, 55)-1-Cyclobutylammomethyl-3,5-dsmethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt;

{(3R, 58)-3,5-Dimethyl-1-{(2-methyl-butylammo)-methyi}-cyclohexyl}-acetic
acud, hydrochlonde salt;

{(3R, 58)-1-{(2-Hydroxy-1-methyl-sthylammo)-methyl}-3, S-dimetiryi-
cyclohexyl}-acetic acad, hydrochloride sait,

{GR, 58)-1-{(2.2-Dimethoxy-ethylsmino)-methyl]-3, 5-dimethryl-cyclohexyl}-
acetic acid, hydrochlonde salt,
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{GR, 58)-1-{(Cyclopentylmethyl-amino) methyl}-3,5-dmethy}-cyclohexyl)-
acetic scid, hydrochlonide salt,
{(3R,55)-1-{(Cyciohexylmethyl-amino)-methyl]-3,S-dimethyl-cyclohexyl}-acetic
acyd, hydrochlonde salt,

{(3R, 58)-1-Cyclohexylaminomethyl-3, S-dimethyl-cyclohexy{)-acetic amd,
hydrochlonde salt,

((3R,55)-1-Carboxymethyl-3,S-dimethyl-cyclohexyl)-acetic scad,
trans-{(3R, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetsc acid,
hydrochlonde sait,
cxs-((3R, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclobaxyl-acetsc scid,
hydrochlondse salt,

(1-Dimethylaminomethyl-cyclohexyl)-zcetic acad, hydrochlonde salt,
(1-Butylammomethyl-cyclobexyl)-acetic acad, kydrochlanide salt,
{1-{2,2-Dunethoxy-ethylaminc)-methyi]-cyclohexyl}-acetc acsd, hydrochlonde
salt;

(1-methylamimomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt;
{1-[(Benzyl-methyl-ammo)-methyl]-cyclohexyl}-acotic acad, hydrochlonde salt;
(1-(Phenethylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetic aad, bydrochlonde salt;
{1-[(3-Phenyl-propylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acsd, hydrochlonde salt;
(GR, 5S)-1-Hydroxymethyl-3, S-dimethyl-cyclobexyl)-acetic acud, sodmm salt,
((3R, 55)-1-Bthylaminomsthyl-3, 5-dimethyl-cyclobexyl)-acetic acid,
hydrochlonde sakt;

(1-Amunomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonc salt,
(1-Amnomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetsc acid, hydrochlone salt,

(GR, 55)-3,5-Dimethyl-1-propylaminomethyl-cyclobhexyl)-scetic acud,
hydrochlonde salt;

[(1R, 3R)-1-(Benzylamuno-methy)-3-metiryl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochlonds salt,

{(IR, 3R)-1-{(Benzyl-methyl-aminc)-methyf}-3-methyl-cyclohexyl }-acetic acad,
hydrochlonde salt;

or

((IR, 3R)-3-Methyl-1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetc acd,
hydrochionde sait,
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A method for treating disbetic retinopathy compnmng the step of adnunistening a
therapeutically effective amount of a compound of Fornmias 1, II, and/or Il to a
patient 1 need thareof
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Rs 18 H, alkyl, cycloalkyl, substituted alkyl contaumng halogen, amune, alkoxy,
cycloalkyl, or lrydroecy; allyl, alicynyl, alkanoyl, alkexyaikanoyl, sulfonyl, phenyl,
benzyl, or arylalkyl,

wheremn

m and n sre independently an integer of 1-3,
R; — Ry and Ry9 — Ry are independently H, alkyi, or substrtuted alkyl, and
X=NRy4, 0,0r S
‘where there 15 more than one stereosomer, each chural center may be mdependently
R ar S, or s pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or anude thereof,

7  The method of Clarm 6 wheren m and nare 1, X 18 NRy+, Rp 18 H, Ry18 methyl,
R4 and Ry are methyl, Ry 18 methyl, Ryp 18 methyl, Ry and Rq are methyl, Ry and
R are methyl, Ry-Re snd Ryo-Rys are H, Ry 15 alkyl, Ry 16 benzyl, Ryq 18 alkyl, Be
18 arylalkyl, R, 15 cycloalkyl, R;-Re are H, R;-Rg and R;0-R); are H, Ry-Ra and
Ry-Rg are H, or Ra 15 methyl.

8.  The method of Claim 6 wheresn R; 13 alkyl, R,-Rg and Ry-Ry; and Ry aro
hydrogen, and m and n are 1, sand X is NR;4, R; and Ry; are alkyl, R;-R; and R,-
Ryg and Ry are hydrogen, m and n are 1, and X 18 NR;4, R; and R;; are alkyl, Ry~
Raand ReRyo and R4 are hydrogen, m and n are 1, Rp 15 alkyl, and X 1s NR;4,
and R;-Rj; and Ry4 sro kydrogen, mand nare 1, and X8 O -

9 The method of Claim 6 wheremn the compound 13 selected from the group

consisting oft

(1-Allylammomethyl-cyclohexyl)-acenc acid,
(1-Prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-scetic acsd,
{1-[(2.2,2-Tnfluoro-ethylamno)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid,
{1-[(3,3,3-Trrfluoro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acad,
1a,38,58- (1-Allylammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acotic acd,
1a,38,58-(3,5-Dimathyl-1-prop-2-ynylasmnomethyl-cyclohexyl)-acetsc acad,
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10,3,5-{3,5-Dumothyl-1-(2,2,2-tnflucro-ethrylammo)-methyl}-cyclohexyl } -

acetic acud,
1e,38,5B-(3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-tnflucro-propylammo)-methyf}-cyclohexyl}-
acetic acud,

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

trans~((1R, 3R)-3-Methyl- 1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
trans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-{(2,2,2-tnfluoro-ethylammo)-methyl}-cyclohexyl} -
acetic acid,
trana-{(1R,3R)-3-Methyi-1-{(3,3,3-tnfluoro-propylammo)-methyl}-cyclohexyl }-acetic
acid,

trans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-{(4,4,4-tnfluoro-butylsrmno)-methyl}-cyclohexyl) -
acetic acd,

10,38, 58-{3,5-Dimethyl-1-{(4,4, 4-triffluoro-butylamino)-methyf}-cyclohexyl } -
acetic acid,
1a,38,5p-{1-{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-3,5-dmethyl-cyclohexyl}-

acetic acad,
trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclapropyimethyl-ammo)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl}-
acetic acad,

trana-{(1R 3R)-3-Mathy}-1-methylaminomethy}-cyclohexyl)-scetsc acid,
trans-((1R,3R)-1-Ethylamnomethyi-3-methyl-cyclohexyl)-acetsc acid,
trans((1R,3R)-3-Methyl-1-propylammomethryl-cyclohexyl)-acetic acad,
trane-(( 1R, 3R)-1-Butylamnomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-scetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Bydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-scetxc scd,
1a,3p,58-{1-{(Hydroxymethyl-amino)-methyil-3,5-drmethyl-oyclahexyl}-acetic
acad,

1a,34,58-(1-Aminomethyl-3, S-chethyl-cyclohexyf)-acetic acad, hrydrochlonde,
trans-(IR,IR)(1-Amnomathyi-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acd, hydrochlorzde;
(1-Aminomethyl-2-methyl-cyclohexyl)-acetsc acid, hydrochlonds;
(1-Aminomethyi-3 3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acud, hydrochlonde;
(@)-{trans)-(1-Amumomethyl-3,4-dmethyi-cyclopentyl)-acetic acsd, hydrochloride;
(cwn/trans)-(3R)-{1-Aminomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic scad,
hydrochlonde;
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(+)-(trans)-(1-Amnomethyl-3,4-dumethyl-cyclopentyl)-acetc acad, hydrochlonde;
(#H)-(trans)-(1-Ammomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acad, hydrochlonde,
1cr,3f,58-(1-Aminomethyl-3 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acad, bydrochlonde,

1a,3p,5B-(3,5-Dimethyl-1-propylamnomethyl-cyclohexyl)-acetsc acd,
hydrochlonde salt;

1a,3f,5p-(1-Ethylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
10,3f,5p-(1-Benzylammo-metlryl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochlonde salt;
1a,3B,58-(1-Dimethylammometiryl-3,5-dmnethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt;
1a,38,50-(1-Butylammomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt;

10,3, 5f~{1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-3,5-cimethyl-cyclohexyl}-acetc
acad, hydrochionide salt;
1a,38,5p-(3,5-Dimethyl-1-methylammomsthyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt;

1a,3B, 5p-{1-(Acetylamino-methy)-3,5-cimethyl-cyclohexyl]-acetic acad,

12,3, 58-(1-(Teobutylammo-methyf)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochlande salt;

10,38, 5B-{3, 5-Dimethyl-1-{phenethylammo-methyl)-cyclohexyl}-acetic acsd,
hydrochlonde salt;
1a,38,58-(3,5-Dunethyl-1-{(3-phenyl-propylamino)-methyf]-cyclohexyl}-acetic
acad, hydrochlonde salt,
{1{(Cyclobutylmethyl-ammo)-msthyl]-cyclohexyl} -acetic acad, hydrochlonde
salt;

1a,3p,5p-(1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acotic acd,
hydrochloride salt;
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1-Aminomethy}-1-cyclohexane-acetic acid,
1-Amunomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
1-Amunomenthyl-1-cyclopentane-acetic acad, sodumm salt,
1-(hydroxymethyl)cyclohexane-acetic acd, sodmm salt;
{1-{(2-Mcthyl-butylamino)-methyf]-cyclohexyl}-acetic acid, ydrochlonde salt,
{1-[(4,4,4-Tnfiuaro-butylamino)-methyi}-cyclohexyl}-acetsc actd, hydrochlonde

salt;

(1-Ethylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochloride salt;
{1-{(Cyclopropyimethyl-amimo)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochlonde

salt;

{1(3-Biydroxy-1-mothyl-othylammno)- methyl}-cyclohaxyl ) -aoetio acad,

hydrochlonde salt;

[1-(Isobutylamno-methry])-cyclohaxyl]-eacetic acd, hydrochlonde salt;
(1-Propylammomethyl-cyclohexyl)-acetsc acud, ydrochlonde salt;
[1-(lsopropylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetsc acd, hydrochlonde salt;
(1-Cyslohexylamsmomethyl-cyclohexy])-aoetic scd, hydrochlonde salt;
[1-(Benzylammo-methyl)-cyclohexyi]-scetic acid, hydrochlonde salt,
((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetsc acid, hydrochlonde
salt,

{1-{Cyclopentylmethyl-ammn) methyi}-cyclohexyl) -acetsc acad, hydrochlonsc
salt;

{1-{(Cyclohexylmethyl-ammo)-methyl}-cyciahexyl)-acetsc scid, hydrochlornic
aalt; .
[1-(rert-Butoxycarbonylamno-methyl)-cyclohexyl}-ecetic acd,
[1{Acetylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acud,

(GR, 58)-1-Cyclobutylanunomethyl-3,5-dimetiryl-cyclohexyl)-acetic acxd,
hydrochlonde salt;

{9, 55)-3,5-Duncthyi-1-{(2-methyl-butylammno)-methyl}-cyclobaxyl)-acetrc
acad, hydrochlonde salt;

(R, 58)-1-{(2-Hydroxy-1-methyl-ethylammo)-methyf}-3,5-dimethyl-
cyclohexyl}-acetic acud, hydrochlonde salt;

{(3R, 55)-1-{(2,2-Dimethoxy-ethylammno)-metiryl}-3.5-dimethyl<cyclohexyt)=
scetzc acd, hydrochlande salt:
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{BR, 58)-1(Cyclopentylmethyl-ammo)-methyl]-3,5-dmethyl-cyclohexyl) -
acetic acud, hydrochlonde salt,
((R,55)-1-{(Cyelohexylmethyl-amin)-methy}-3,5-dinethyl-cyclohexyl)-scetic
scad, hydrochlonde selt,

{(3R, 5S5)-1-Cyclohexylammnomethyl-3,5-dimethyi-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonide salt;

((3R,5S)-1-Carbaxymethyl-3,5-imethyl-cyclohexyf)-acetic acad,

trans-((3R, 58)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclobexyl-acetic acsd,
hydrochloride salt,
cis-((3R, 58)-1-Hydroxymethyl-3,5-dumethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonide salt;

(1-Dimethylammnomethryl-cyciohexyl)-acetic acid, hydrochlonds salt;
(1-Butylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde salt;
{1-12,2-Dunethoxy-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic scad, hydrochlonde
salt;

(1-methylamnomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlorde salt;
{1-{(Benzyl-methyl-ammo)-methyl}-cyclohexyl}-acetc acu, hydrochlonds salt;
[1-(Phencthylamino-methyl)-cyclohaxyl]-acetic scid, kydrochlarido salt;
{1{(3-Fhenyl-propylammac)-methy(}-cyclohexyl}-scenc acd, bydrochlondo salr;
(GR, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, sodium salt,
(GR, 58)-1-Ethylammomethyl-3,5-dmethyl-cyclobexyl)-acetic acxd,
hydrochlonde salt;

(1-Ammomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonc salt; -
(1-Aminomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetsc acid, hydrochlonc salt;

(BR, 58)-3,5-Dimethyl-1-propylammometiryl-cyclohexyl)-acetic scud,
hydrochlonde salt;

[(IR, 3R)-1{(Benxylamino-methyl)-3-metiryl-cyclohexyl]}-acetic acad,
hydrochlonde salt;

{(1R, IR)-1{(Benzyi-metiryl-aminc)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

or

((1R, 3R)-3-Methyl-1-methylamimomethyl-cyclobexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
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wherean,

Ry 13 H, alkyl, cycloalkyl, substituted alkyl contamnng halogen, amune, alkoxy,
cycloalkyl, or hydroxy; allyl, alkynyl, alkanoyl, alkoxyalkanoyl, sulfonyl, phenyl,
5 benzyl, or aryialkyi,
m and n are mdependently an integer of 1-3,
R; —Rqand Ry¢ — Ry4 are independently H, alkyl, or substrtuted alkyl, and
X=NRj4,0,0rS
where thare 13 more than one sterecisomer, each clural center may be mdependently
10 R or S, or a pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or amude thereof

11 The method of Clum 10 wheremn wharainm andname 1, X uNRio, RouH R,
18 mothyl, Ry and Ry are methyl, Ry 1 methyl, Ry 13 methyl, Ry and Rg are
methyl, R¢ and R are methyl, R;-Re and Ryo-Rys are H, Ry 18 alkyl, Ry 13 benzyl,
15 Ryqis alkyl, Rs 15 arylalkyl, R 1s cycloalkyl, Ri-Rs are H, R;-Re and Ryo-Ry; are
H, R;-Rg and Ry-B; 2are H, or Rg 18 methyl.

12.  The method of Claim 10 wheren Ry 18 alkyl, R;-Ra and Ry-R;; and Ry, are
hydrogen, and m and n are 1, and X 18 NR;4, Ryand Ry; are alkyl, Ry-B3 and Re-
20 Ryo and R4 are hydrogen, m and n zre 1, and X 18 NRy4, R; and R;; are alkyl, R;-
Rz and Re-Rye and Ry4 are hydrogen, m and n are 1, Ry 13 alkyl, and X 13 NR;4,
and R;-Ry; and Ry are hydrogen, mand nare 1, and X 13 O

o0s060® g200Ea09

13  The method of Clamm 10 whearen the compound 13 selected from,

25 (1-Allylammaomethyl-cyclohexyl)-acete acad,
(1-Prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acotic scsd,
{1-(2,2,2-Tnfiuoro-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid,
{14(3,3,3-Tnftucro-propylammo)-methyl]-cyclohexyi}-acetic acd,
1a,38,58- (1-Allylamunometiryl-3,5-dimethyl-cyclohaxyl)-acetic acid,

30 1a,3B,5~(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylsrmunomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
1e,38,5p-(3,5-Dimethryl-1-[(2,2,2-tnflvoro-ethylammo)-methyl]-cyclohexyl }-
acetic acud,
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1a,3B,5B-{3,5-Dimethyl-1-{(3,3,3-tnfluoro-propylamunc)-methyl}-cyclohexyl }-
acetic acad,

trans((1R,IR)-1-Allylaminomethy}-3-methyl-cyclohexyl)-acetic aced,
trans((1R,3R)-3-Methy}-1-prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetec acd,
trens-{(1R,3R)-3-Methyi-1-[(2,2,2trflucro-ethylsnuno)-methyl]-cyclohexyl} -
acetic acad,
trans-{(IR,3R)-3-Methyl-1-{(3,3,3-trflucro-propylamino)-metiryl}-cyclohexyl}-scetic
acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methyi-1-{(4 4 4-tnfluoro-butylanunc)-methyl}-cyclohexyl }-
acetic acad,
1a,3p,5p-(3,5-Dimethyl-1{(4,4,4-nflucro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-
acetic acud,

1,3, 5B~{1{(Cyclopropyimethy-aguno)-methyl]-3,5-dmethy}-cyclohaxyl}-
acetic acad,
trans-{(1R,3R)-1-{(Cyclopropylmethyl-amno)-methyl}-3-methyl-cyclohexyl}-
acetic acad,

trans-((IR,3R)-3-Methyl-1-methylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Ethylammomethyl-3-methyi-cyclohexyl)-acatio sad,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylammometiryl-cyclobexyl)-acetic acd,
trans-((1R,3R)-1-Butylanunometiryi-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acad,
trans-((1R,3R)-1-Bydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acctwo acad,
10,3p,5B-{1{(Hydroxymethyl-ammo)-methyl]-3,5-dmethyl-cyclohexyl}-acetic
acad, -
1a,38,5p-(1-Ammomethyl-3,5-disthyl-cyclohexyi)-acetic acd, hydrochlonde;
trans-(1R, IR)(1-Amnomethyl-3-methyl-cyclohenyl)-acetic acad, hydrochlonde;
(1-Ammomethyl-2-methyl-cyclohexyl)-acetsc acd, rydrochloride;
(1-Ammamethryl-3 3-dimethyl-cycohexyl)-acetic aad, ydrochlonde;
(-{trans)-(1-Amnomethyi-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-scetic acad, hydrochlorde;
(ca/trans)-(IR)-(1-Aminometiryl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic acid,
hydrochlonde;

{(H)~(trans)-{1-Ammomethyl-3,4-drmethyl-cyclopentyl)-acetic acad, hydrochlonde,
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()-(trans)(1-Amunomethyl-3,4-dimetiryl-cyclopentyl)-acetic acid, hydrochlonde;
1a,3B,5p-(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclobexyl)-acetic acid, hydrochlonde,

1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1-propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonde salt,

1a,3B,5p-(1-Bthylaminomethyl-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acad,
hydrochlonde salt;

1,38, 5p-(1-Benzylamino-methyl)-3,5-cimethyl-cyclohexyl}-acetic scid,
hydrochlonds salt;

1a,3B, 5B-(1-Dimethylsmmomethyl-3, 5-dmethyl-cyciohexyl)-scetic acad,
hydrochloride salt,

10,3, 58-(1-Butylamnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde salt;
1a,3,5p-{1-{(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-3,5-dmethyl-cyclohexyl}-acetic
acyd, hydrochlonde salt,
1a,3p,58-(3,5-Dumethyl-1-methylaminomethyl-cyclobexyl)-scetsc aczd,
hydrochlorde salt,

161,38, 58-[1-(Acetylammno-methyf)-3,5-dimethyi-cyclohexyl}-acetic acid,
1,3, 58-(1-(Isobutylammo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyi]-acetic acad,
hydrochlonde salt;

10,34, 58-{3,5-Dimethyl-1{phenethylamuno-methyf)-cyclohexy(}-scetsc acu,
hydrochlonde salt;
1a,3p,5p-{3,5-Dimethyl-1-{(3-phenyl-propylammo)-methyl}-cyclohexyl}-scetic
ecd, hydrochionde salt;

{1+{(Cyclobutylmethyl-amino)- methry(}-cyclobexyl}-acetic aced, hydrochlonde
sals;

10,38,58(1-(Iscpropylammo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic scid,
hydrochlonde salt;

1-Aminomethyl-1-cyclohexane-acetic acid,
1-Ammomethyl-1-cyclopentans-acetic acad,
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1-Ammomenthyl-1-cyclopentane-acetic acud, sodrum salt;
1-(hydroxymetiyl)cyclohexane-acetic acad, sodwm salt;
{1-{(2-Methy}-butylamino)-methyl}-cyclohexy! }-acetic acid, hydrochlonde sak,
{1-4(4,4,4-Trfluoro-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acd, hydrochlonde
slt;

(1-Ethylaminometryl-cyclohexyl)-acetsc acid, hydrochlonde selt;
{1{(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hrydrochionde
salt,

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

[1-(Iscbatylamino-methyf)-cyclohexyl]-acetsc acad, hrydrochlonde salt;
(1-Propylammomsthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde selt;
[1-(Isopropylammo-methyl)-cyclohexyi}-acetic sad, hydrochlonde salt;
(1-Cyclohexylammaomethyl-cyclohexyl)-acetic acad, hydrochlonde salt;
{1-(Bexzylammo-metityl)-cyclohexyl}-scotsc acd, hydrochlorude salt;
((IR,3R)-3-Methy!-1-propylammomethyi-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde
mlt;

{1{Cyclopentylmethyl-amno)-methy[}-cyclohexyl}-acetsc acad, hydrochlane
mlt;

{1-{(Cyclohexylmethyl-ammo)-methyl}-cyclohexyl}-acetsc acad, hydrochlonc
mit;

[1tert Butoxycarbonylammno-methyl)-cyclohexyl]-acetic acad,

[1-(Acetylamno-methyT)-cyclohexyl}-acetc acd, -
((38, 58)-1-Cyclobutylammomethyi-3,5-dmethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonde sal;

{(3R, 55)-3,5-Drmethyl-1-[(2-methyl-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic
scud, hydrochlonde salt;

{(3R, 59)-1-{(2-Hydroxy-1-methyl-cthylammo)-methyi]-3,5-dimethyl-
cyclohexyl}-acetsc acud, hydrochlonde selt,

{GR, 58)-1{(2,2-Dimethoxy-ethylanuno)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-
scetic and, hydrochlonde sait;

{(3R, 58)-1-{(Eyclopentylmethylegmmo)methyl}-3; 5 dmethyl-cyctokexyt}—— — —**—~ —
acetic acud, hydrochlonde salt,
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{(3R,58)-1{(Cyclohexyimethyl-aminoc)-metiry(]-3,5-dimethyl-cyclohexyl } -acetic
acud, hydrochlonde salt,

((3R, 58)-1-Cyclohaxylaminomethyi-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlonide salt,

(BGR,58)-1-Carboxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans{(3R, 5S)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetic acad,
hydrochlonde salt;
cis-((3R, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetsc acid,
hydrochlonde salt,

(1-Dimethylsromomethyl-cyclohexyf)-acetic acid, hydrochlonde salt;
(1-Butylaminomethyl-cyclohexyl)-acetsc acid, hydrochlonde salt;
{1-{2,2-Dimethaxy-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acad, hydrochlonde
salt;

(1-methylammomethryl-cyclohexyl)-acetic acsd, hydrochlonide salt;
{1{(Benzyl-methyl-amno)-methy]-cyclohexyl)-acetic acud, hydrochlonde sit;
[1<(Phencthylamno-methyl)-cyclohexyl}-acetic aad, hydrochlonde salt,
{1-{(3-Fhenyl-propylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetsc scid, hydrochlonde slt;
((3R, 58)-1-Hydroxymethyl-3, 5-cimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, sodium salt,
(3R, 58)-1-Ethylammomethyi-3,5-dimethyl-cyclobexyl)-acec acid,
hydrochlonds salt;

(1-Aminomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acetic acd, hydrochlonc salt;
(1-Ammomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonc salt,

(GR, 58)-3,5-Dimethyl-1-propylammomethyl-cyclohexyl)-acetic acsd, *
hydrochlonde salt;

[(IR, 3R)-1-(Benzylammo-methyl)-3-methyl-cyclobexyl}-acetic acd,
kydrochlonde salt;

{(IR, 3R)-1-{(Benzyl-smethy}-emmo)-methyl]-3-methyl-cyclobexyl}-acetic acd,
hydrochlonde salt;

or

((1R, 3R)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexy)-scetic acud,
hydrochlonde salt;

'
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14 A method for treating newrological disorders, depressaon, amnety, panic, mama,
bipolar disarders, anhflammatory diseases, glsucoma, pan or gastrointestinal damage
compnmng the step of sdmimnistenng a thempentically effectsve amount of a
compound of Formula IV to patient m need thereof

Re

N con

R1-R4 are hydrogen or alkyl,
X1aNRS or 0,
RS 18 hydrogen or alkyl,
10
RS 18 hydrogen, alkyl, benzyl, alkanoy, alkoxyalkanoyl, arylalkyi, alkoxy, cycloalkyl,
aliyl, alkyicycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkyicycloalkyl, tnsubstituted
halogenalkyl, and wherem Rs-R,4 are each hydrogen the Re in not hydrogen or

methyl, or a pharmaceutically acceptable galt, ester, prodrug, or amde thereof
15 .
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The present invention 1s directed to & method for the prophylactic and therapeutrc
treatment of disbetic retinopathy The method involves the admintstration of an inhubitor
of the branch chan amuno acid-dependent aminotransferase (BCAT) pathway to an
ammal, such as 8 mammal, in particular a bumsn, m an amount sufficient to trest the
retina for diabetic retinopathy prophylectically or therapeutically The present ivention
18 also directed to several novel inhibitors of the BCAT pathway

k‘\
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INHIBIDORES DE AMINOTRANSFERASA DEPENDIENTE DE AMINOACIDOS DE

CADENA RAMIFICADA ¥ SU USO EN EL TRATAMIENTO DE LA RETINOPATIA

DIABETICA

ANIT'CCDCNTES DC LA INVENCION

M&s de 14 000 000 de pecrsonas en los EslLados Unidos padecen
diabetes Todas las personas con dlabetes estdn en rieago de
complicaciones relinales Sin embargo, las personas que sufren
la diabetes de tipo I, es decir insulino dependiente, se
enfrentan a un mayor riesgo de pérdida de la visidédn severa que

las Sefsonas que sufren la diabetes de tipo II, es decir no

insulino dependiente

La retinopatia es una enfermedad no inflamatoria de la retina

La retinopatia diabética es cualquier retinopatia asociada con

cualquier Fforma de diabetes mellitus

Inicialmente, el nivel alio de glucosa en sangre en las
personas diabéticas produce un aumento en los factores
crecimiento en sus ojos EslLa condicidédn se denomina “etapa de
retinopal a pre-diablllca” y puedce conduclir a la retinopatia

diabética total, si no se la trata prolilacticamente
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‘La recinopatia afecta a la mayor parte de las personas
diabéticas en alguna medida durante sus vidas Es la causa
principal de la cegquera en los estadounidenses de 20 a 74 afios
en la actualidad, y se espera que deteriore la visién en
aproximadamente un tercio de las personas diabéticas en los
Eatades Unidos Cada afio en los Estados Unldos, ocurren tantos
como 40 000 nuevos casos de ceguera entre las personas
diabéticas (CDC, dalLos no publicados, 1993) Las personas
diabéticas son 25 veces mids propensas que la poblacién general
a quedar ciegas debido a la retinopatia
“ 3 =

La retinopatia diabética tiene dos etapas una etapa no
proliferativa, que tipicamente ocurre primero, y una etapa
proliferativa La etapa no proliferativa, que también se

denomina “retinopatia diabélLica de fondo”, se caracteriza por
el engrosamiento de la membrana de base, la pérdida de
pericitos retinales, las anormalidades microvasculares, los
microaneurismas Jintraretinales, y las hemorragias retinales
(también llamadas hemorragids de “mancha de punto”), edema
retinal, en particular el edema macular diabético, el cilerre

de vasos capllares asociado con la isquemia retinal o la mala

perfusién retinal (es decir el mal desarrollo de vasos) Yy
exudados blandos y duros La etapa proliferativa, que afecta a
aproximadamente 700 000 estadounidenses (Chen et al, J Miss

State Med RAssoc 36(/) 201-208 (1995)), se caracteriza por
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la neovasgcularizacién y el crecimiento fibrovascular (es

decir, la cicatrizacidén que involucra a elementos gliales y
fibrosos) desde la retina o el nervio oéptico sobre 1la
superficie interior de la retina o el disco o 1la cavidad

vitrea

La etapa proliferativa puede conducir al glaucoma rubedtico o
neovascular El edema macular puede ocurrir en cualquier etapa
Y juntoe con las complicaciones surgidas de la
neovascularizacién retinal, son los dos principales problemas
retinales gue causan la pérdida de la visidén relacionada con

-~ 1
la diabetes

Si bien las eiapas patoldglcas de la retinopatia dliabética se
han descripto bien, los eveniLos moleculares que subyacen a la
retinopatia diabética son pobremente comprendidos Esto ss
debe, en parte al hecho de que la enfermedad avanza durante

diez a treinta afios, segin cada individuo

el control estricto de la glucemia y la hipertensién y el
examen oftdlmico de 1la diabetes parece beneficioso para
prevenir la enfermedad L1 Lralamliento actual consiste en la
observacidédn regular por un oftalmélogo, la fotocoagulaciédn por

l4aser y la vitrectomia



(O22
1 | 069 Zg’j

fEl edema macular gue amenaza © i1nvolucra al centro macular se
trata con la fotocoagulacién macular focal Las
cauterizaciones por liser de Iintensidad moderada, pequefilas (de
50 mu de diamelro), son apuntadas a las édreas de pérdidas en
la mécula (Murphy, Amer -r'arnily Physician 51 (4) 785-796
{1995)) S1 el edema macular persaiste, puede ser necesarlo

volver a tratarlo

Los pacientes con retinopatia no proliferativa severa a muy
severa Yy los paclentes que estdn en rilesgo de sufrir
retinopatia proliferalaiva o que ya sufren retinopatia temprana
o a;a;zada, s&n Lratados con- [otocoagulacién difusa o
panretinal La fotocoagulacién panretinal consiste en 1 500-

2 000 cauterizaciones con l&ser, que tienen 500 mu de diametr,

en la porclédn periférica media y periférica de la rxetina

{Murphy (1995), citada arriba)

El mecanismo biloquimico mejor documentado para el desarrollo
de las complicacliones microvasculares de la diabetes es la via
del sorbitol En la via del sorbitol, la enzima de reductasa
de aldosa cataliza la conversién de la glucosa en sorbitol y
de la galaciLosa on galaclitol La reduclasa de aldosa tiene
baja afinidad con la glucosa Por consiguiente, tuando las

concentraciones de glucosa son normales, la via estd inactiva

Durante la hlperglucemia, la via de)l sorbitol se activa La
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activacién de la via del sorbitol es importante 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
sustancilales de reduclasa de aldosa (Ferris, Hospital

Practice 79-89 (15 de mayo de 1993)

Dada la prevalencla del a retinopatia diabética, atn exiate
una necesidad de un tratamiento profildctico y terapéutico

efectivo de la enfermedad Por consiguiente, el principal

objetivo de la presente invencién es proporcionar un método
para *t;atar pro;iléctica y terapéuticamente la retinopatia
diabética, incluyendo el tratamiento en 1la etapa de la
retinopatia prediabética, en la eLapa de la retinopatia no
proliferativa, y en la etapa de la retinopatia diabética
proliferativa Lste y otros objetivos de la presente invencién

se harén evidentes a partir de la descripcién detallada que se

ofrece en la presente invencién

RESUMCN DG LA INVECNCION

La presente invencidn se refiere a un método para el
tratamiento profiladctico y terapéutico de la retinopatia
diabética, que incluye el tratamlento en la etapa de 1la

retinopatia prediabética, en la etapa de 1la retipopatia
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Flabétlca ho proliferativa y en la etapa de la retinopatica
diabética proliferativa L[l método comprende la administracién
de un inhibidor de_.la via de la aminotransferasa dependliente
de aminodcidos de cadena ramificada Preferentemente, el
inhibidor de la via de 1la aminotransferasa dependiente de

aminodcidos de cadena ramificada (BCAT) es un compuesto de las

Férmulas I, II y/o IIIX
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. 2
‘\X
(CHz)m/ (CHa)n
Ry
R1° R' - I
Rz -
Ry Ry
Ry Ry
Rg Rs

en donde
Ry es H, alquilo, cicloalguilo, alquilo sustituido gue contiene
halégeno, amina, alcoxi, cicloalquilo, o hidroxi, alilo,

alquinalo, alcanoilo, alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenilo,

bencilo, o arilalquale,
m ¥y n son Independicentemenic un numero cnlero de 1 a 3,

Ri-Ry ¥ %Rj30-Ris son independijentemente H, alquilo, o alquilo

suslituildo, y

X = NRuy, O, 0 S5,
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© una sal, éster, prodrogra, o amida farmacéuticamente

L]

aceptable de &1

Los compuestos pueden tener uno o mas Atomos de carbono
asimétricos y cada centro asimétrico puede ser racémico (R y

$) o quiral (R o S)

Los compuestos preferidos son aguellos de la Férmula I, II o
III en donde m y n son 1, X es NRyy, Ry es H, Ry es metilo, R ¥
Rs son metilo, Ry es metilo, Ry es metilo, Ry y Re son metilo,
Rq ¥ Ry son metilo, R;-Rq y Rjo-Ryz son li, Ry es alquilo, Rg es
bencﬂ’.o,I Rys es alquilo, Rg es arilalquilo, Ry es clcloalqualo,

Ri-Rg son H, R;-Rg y Rip-Ri1 son H. R;-Rz y Ry-Ry son H, o Rz es

metilo

Compuestos mis preferidos son aquellos de la Férmula II en
donde R; es alquilo, Ri1-Rz ¥ Rq—Ruiy ¥ Ry son hidrégeno, y m y n
son 1, y X es NRyy, Ry ¥y Rnn son alquilo, R;~Rz y Ry~Rjo ¥ Riq son
hidrégeno, m y n son 1, y X es NRy, Ry y Ry son alquilo, Ry-Ra
Y Ri~Rig ¥ Riy son hidrégeno, m y n son 1, Ry es alquillo, y X es

NRi«, ¥ Ri~Riy ¥ Rig son hldrdgeno, m y n son 1, y X es O
Compuestos especialmenLe preferidos se seleccionan de

Acaido (J-alilamlnomelil-ciclohexll)-~acélico,
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Acido (l-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

-,

Acido {1-[(2,2,2-trafluoro-etilamino)-metil]-ciclohexil}-
acético,

Acido {1-{(3,3,3-trifluoro-propilamino) ~metil)-ciclohexil)-
acético,

Acido la, 34, 5p-(1l-alilaminomelrl~3, 5-dimetil-ciclohexil) -
acético,

Acido la, 30,508~ (3,5-dimetil-1-prop-2-inilaminometil-
ciclohexil)-acético, -

Acido la, 3, 50-(3,5-dimetil-1-[(2,2,2~trifluoro-etilaminoc) -

metil)~ciclohexil)~acético.,

- ]

Acido la, 30, 5p-{3,5-dimelil-1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino) -

metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans~( (1R, 3R)-1-alilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans—( (1R, 3R)~3-melil-l-prop-2-inilaminometil~

cilclohexil)-~acético,

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

Acido trans-{ (1R, 3R) -3-metil-1~{ (3, 3,3-trifluoro-propilamino)-
metil]l-ciclohexil)-acético,

Acido  trans-{ (1R, 3R)-3-metil-1-[(4,4,4-Lrifluoro-butilamino)-

metil]~ciclohexil)-acéiico.
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Acado 1la, 30, 5p-13,5-dimetal-1-[{4,4,4-trifluoro-butilamino) -
metil)-ciclohexil}-acétaico,

Acido 1a, 3f,5p-{1-[{ciclopropilmetil-amino)-metil)~-3,5-dimetil-
clclohexil)-acético,

Acido trans~{ (1R, 3R)~1-[(ciclopropilmetil-amino)~metil]~3-

meLil-ciclohexil}-acélico,

Acido trans-( (1R, 3R)-3-melLil-1-metilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Acado trans-( (1R, 3R)-1-etilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,

Acldoq trans—((%R,3R)-3—meLil—1-propilaminometil-ciclohexil)-
acético:

Acido trans-( (1R, 3R)=-1-butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético, ]

Acido trans-( (1R, 3R) -1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil)-
acético.

Acido 1e,3[,5p-{1-[(hidroximetil-1-amino)-metil]-3,5-dimetil-

ciclohexil}~-acético,
Clorhidrato del dcido 1le, 3B, 53~ (1-aminometil-3,5~-dietil~
ciclohexil)-acético,

Clorhidrato dal Acaido trans- (1R, 3R} (1-Aminometil-3-metil-

ciclohexll)-acélico,

Clorhidratlo del acido {l-~amlnomelLil-2-metil-ciclohexil) -

acético,
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Clorhidratp del &cido (l~aminomeltil-3,3-dimetil-ciclohexil)-

acético,

Clorhidrato del 4cido (l)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil) -acético,
Clorhidrato del &cido ({(cis/trans)}-(3R)-{(l-aminometil-3-metil-
ciclopentil) -acético,
Clorhidrato del 4acido (+)-(trans)-{i-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)-acético,
Clorhidrato del &cido (+)-(trans)-(l-aminometil~3,4-dimetil-

ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del Acido 1a, 3f,5f~(1-aminometil-3, 5-dimetil-

~ 1 T

ciclohexil)~acético, !

Sal dae clorhidrato del 4cldo la, 38, 5p-(3,5-dimetil~1~
propllaminometil-ciclohexll)-acélico,

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

Sal de clorhidrato del 4acido 1la,3f8,5p-(1-bencilamino-metil)-
3,5-dimel1l-ciclohexil]-acéLico,

Sal de clorhidrato del &cldo lea, 3, 50-(l-dimetilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acétlaico,

Sal de clorhiidraro del dclido 1w, I, SP-(1-bul 1lamindmetil-3, 5-

dimetil-eiclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3f),5}-{1-[{bencil-metil-amino)-

metil]-3,5~-dimelil-ciclohexll}~acetico,
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Sal de clorhidrato del acido la, 33, 58-(3, 5-dimetil-1-~
metilaminoetil-ciclohexil)-acético,

Acido 1la,3p,50-(1-(acetilamino-metil)-3,5~dimetil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del acido le,3p,5p-(1-(iscbutilamino-metil)-
3,5-dimetil~ciclohexil]-acéiico,

Sal de clorhidrato del acido la, 3B, 5p-[3,5-dimetil-1-
(fenetilamino-metil)-ciclohexi1l]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3[0,50-{3,5-dimetil~1~([(3-fenil-
propilamino)-metil]-ciclohexaill-acélico,

Sal <e; clorhidrato del Aacido (1-[(ciclobutil-amino)-metil}-
clclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&acido 1a,3f},58-(1-({isopropilamino-
metil) -3, 5~daimetil-clclohexil]-acétaco,

Acido l-aminometil-l-ciclcohexanoc-acético,

Acido l-aminomaetil-l-ciclopentLanc-acético;

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

Sal de sodio del Acido 1-(hidroximetil)ciclohexano-acético,

Sal de clorhidrato del Acido {1-{(2-metil-butilamino)}-metil]-

clclohexil}-acético.

Sal de clorhidrato del &cido (1-[(4,1,4-triflyocro-butilamino}~-

metll]~clclochexil)-acético,
Sal de clorhidrato del A&cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-

acético,
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Sal de clorhidrato del 4&cido {1-([(ciclopropilmetil-amino)-
metil)-ciclohexil)-acélico,

Sal de clorhidralo del acldo {1-[(2-hidroxi-1-metil-
etilamino)-metil]-ciclohex11)-acélico,

Sal de clorhidrato del dcido [1~({iaobulLilamino-metil) -
ciclohexil])-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-propilaminometil-ciclohexil)-
acétlico,

Sal de <clorhidrato del 4&cilido {1-(isoproplilamino~metil)~
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidralLo del Acido {l-ciclohexilaminometil-
c1cldheill)—acér£co.

Sal de clorhidrato del dcido [1-{bencilamino-metil)-
ciclohexil]-acélLico,

Sal de clorhidrato del acildo ((1R,3R})-3-metil-1-
propllaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &4cido ({1-[ciclopentilmetil-amino)-
metil)-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acgido {1-{{(ciclohexilmetil-amino)-
metil)-caclohexil)-acético,

Acido [1-(rexrc-butoxicarbonilamino-melLil)-ciclohexil]-acético,
Acido [1-(acel lliamino-melLil)-ciclohexil]-acéLico,

Sal de ¢lorhiadrato del &acido (3R,5S)=l-ciclobutilaminometil-

3,5-dametil~ciclohexll) ~acético,
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‘Sal de clorhidrato del &4cido {(3R,5S)-3,5-dimetil-1-[{2-metil-
butilamino)-metilj-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acgido [{({(3R,5S8)-1-{{2-hidroxi-metil-
etilamino) -metil]~-3,5~dimetril-clclohexll)~acético.,

Sal de <clorhidrato del Acido {(3R,58)-1-[{2,2-dimetoxi-
etilamino) -metil]-3,5-dimelLil-ciclohexll)-acético,

Sal de clorhidrato del A4cado ({(3R,5S)-1-[(ciclopentilmetil-
amino)-metil)~3,5-dimetil-ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del 4&acido {(3R,5S)-1-[(ciclohexilmetil-
amino) -meLil] -3, 5-dimelLil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &acido ((3R,58)-l-ciclohexilaminometil-
3,S—dih;til-cxcloﬁexil)—acétiéo,

Acido ((3R,5S8)~carboximetil-3,5-dimelLil-clclohexil)-acético;
Sal de clorhidrato del &clido trans-{(3R,5S)-1-hidroximetil-~
3,5-dimelLil-ciclohexll-acélrco,

Sal de clorhidrato del &Acido cis-{(3R,55)-1-hidroximetil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido (l-dimetilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del A&cido (l-butilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato dcl dcido (1-12,2-dimetoxi-etlilamino)-
metil]~ciélohexil)-acélico,

Sal de clorhidrato del &cido (l-metilaminometil-ciclohexil)-

acético,
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Sal de clorhidralo del acido {1-|(bencil-metil-amino)-metil]-
clclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del dcido [1-({feneti1lamino-metil) -
ciclohex1l]-acélico,

Sal de clorhidrato del 4cido (l1-[(3-fenil-propilamino)}-metil])-
ciclohexil}-~acétaico,

Sal de sodic del &cido ((3R,58)-1-hidroximetil-3, 5-dimetil-
ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del 4&acaido ((3R,5S)-1~etllaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexal)-acétaico,

Sal clorhidrica del &cide {l-aminomelil-4-etil-ciclohexil)-
acét1lo!
Sal clorhidrica del &cido (l-aminometil-4-propil-ciclohexll)-
acético,

Sal de clorhidralo del acido ((3R,58)-3,5-cdimetil-1-
propilaminometil-ciclohex1]))-acético,

Sal de clorhidrato del Acicdo [(1R,3R)-1-(bencilamino-metil}-3-
metll-ciclohexill-acético, -

Sal de clorhidraio del Acado {{1R,3R)-1-[{(bencil-metil-amino)-
metil]-3-metil-ciclohexil)—-acético, y '

Sal de clorhidralLo del &cldo {{1R,3R)-3-metil-1-

metilaminomel 11l-ciclohexl])-acético

Varios de los compuestos descriptos por las Férmulas I, II y

-

TITI son conocidos
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Los compuestos de la Férmula A

H,N—CH, —[—%—cuz-—-coou | :

(C1L,),, R

en donde Ry es hidrégeno o un radical de slquilo inferior y n
es 4, 5 o & son conocldos en la Patente Estadounidense NAGmero
4 024 175 y 1la Patente LCstadounidense divisional Ndamero
4 087 544 Los usos revelados son efecto protector contra el
calambre inducido por la Liosemicarbazida, accién protectora
contra el calambre de cardlazol, las enfermedades cerebrales,
la eleépsia, los ataques de desvanecimiento, la hipocinesia,
Y los traumas craneales, y el mejoramiento de las funciones

cerebrales Los compuestos son ttiles en pacientes

geriAtricos Las patentes se 1incorporan en la presente

invencién como referencia

Los compuestos de la Férmula B

R3 Rz
I 1
112NCH-C-Cli2COO¥I
l
Ry B

o una sal farmacéuticamenlLe aéepLable de ellos, en donde R, es

un grupo alquilo de cadena recta o ramificada que tiene de 1 a
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6 dtomos de carbono, fenilo o cicloalquilo que tiene de 3 a 6
dtomos de carbono, Rz es hidrégeno o metilo, y R; es hidrégeno,
o carboxilo son conocidos en la Patente Estadounidense Nimero

5 563 175 y sus “diversas divisionalas Estas patentes se

incorporan en la presente invancién como referencia

La presente invencién Lambién revela compuestos novedosos de

la Férmula IV

Ry

R,
Ry

Ry v

Ry~-R; son hidrégeno o alquilo,

X es NRs u Q,

Rs es hidrégenoc o alquilo,

R¢ es hidrégeno, alquilo, bencilo, alcanocilo, alcoxialcanoilo,
arilalquilo, alcoxa, cilcloalquilo, alilo, alquilcicloalquilo,
halogenalquilo LraisusLiLuido y en donde R;-R; son cada uno
hidrégeno, entonces Rg no es hidrdégenc o metilo, o una sal,
éster, prodroga o amida farmacéuticamenlLe aceptable de é1 Al

igual que los compucsto. de las érmulas I, II y IIXI, loa
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compuestos son utiles para el Lratamiento profilactico vy
terapéutico de la retinopatia 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 retainopatia diabética proliferativa

Los compuesios preferidos son agusellos de la Férmula IV en
donde Rz y Ry son hidrégeno y R; y Ry son alqullo, Rz y R¢ son
hidrégeno y Ry y Ra son metilo, R;-Rs son hidrégenc; Ry es
alquilo y Rz-Ry 8son hadrégeno, R; es metilo y Rz-Ry 8son
hidrégeno, Rs es hidrdégeno, X es NRg, X @a O, R¢ es alquilo, Rg
es %ehc1lo. R; es ach{;o. R¢ es fenialquilo, R¢ es

cicloalquilo, Rg ¢s lritluorcalqulla, Rg alquilcicloalquilo, Rg

es alcoxl, y R es alilo

Otros compuestos preferldos son aguellos de la Férmula IV en
donde R; y Rs son hidrégeno y R, y Ry son metlilo, R;-Ry son
hidrégeno, R, es metilo y Rz-Rs son hidrégeno, Rs es hidrégeno,
X es NRg, R¢ es alquilo, R¢ es bencllo, R es acetlilo, Rg es
fenilalquilo, Rg es cicloalquilo, R¢ es trifluorcalquilo, Rg

alquilcicloalquilo, Rg @s alcoxi, y Rg¢ es alilo

Compuestos especlalmente preferidos se seleccionan de

Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,
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Acido (1-prop—-2-inilaminometil-~ciclohexil)-acético,

Acido {1-1(2,2,2~Lr1fluoro-etilamino)-metil)-ciclohexil)-
acético,
Acido {1-((3,3,3~trifluoro-propilamino) -metil}-ciclohexil}-
acético,
Acido la, 3p, SPp-(1-alilaminometil-3, 5~-dimetil-ciclohexil) -
acético,
Acido la, 3p,58~(3,5-dimetil-1-prop~2-inilaminometil—

ciclohexil)-acético,

Acido la,3B.55—(3,5—d1me£11-1—[(2,2,2—trif1uoro-etilamino)—
meti%}—ficlohexill-acéLico.
Acido  1a, 3p,57-{3,5-dimetal-1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Adclidotrans-( (1R, 3R}-1-alilaminometil-3-metil-ciclohexil)~-

acético,
Acido trans-( (1R, 3R) -3~metil-1l-prop-2-inilaminometil-~
clclohexil) -acético,

dcido trans-{ (1R, 3R)-3-metil-1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino) -
metil)-clclohexil)-acético,
adcldo trans{ (1R, 3R)~3-metil-1-[ {3, 3, 3-trrfluoro-propilamino)} -
metil]l-ciclohexil}-acélico,

Acido trans{ {1R,3R)~3-metll-1l-[(4,4,4~trifluoro-butilamino) -

metil)-ciclohexil)~acélLico,
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Acido lx, 303, 503-13,5-dimelil~1-{(4,4,4-trifluoro-butilamino)~
metil]}-ciclohexil)-acético,

Acado 1la,3p,5p-11-[(ciclopropilmetil~amino)-metil] -3, 5~dimetil-
ciclohexll}-acético?

Acado trans-[ (1R, 3R} -1-[ (ciclopropilmetlil-amino)-metil]-3-

metil-ciclchexll)-acético,

Acido trans-({{1lR, 3R} ~3-metil~l-metlilaminometil-ciclohexil)~
acético,
Acido trans-~( (1R, 3R)~-1-etilaminometil-3-metil-cilohexil)-
acético,

Acido trans-( (1R, 3R) -3-met1l-l-propilaminometil-ciclohexil) -

acético,
Acido trans-{{1R, 3R)-l-butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-({1R, 3R)~1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil)~
acético,
Acido la, 3}, 5~{1-[ (hidroximetil-amino)~metil]~-3, 5-dimetil-

ciclohexil}-acético,
Clorhidrato del dcildo la, 3B, 5p-{1-aminometil-3, 5-dietil~
ciclohexil) -acético,
Sal de clorhidrato del acirdo 1w, 33, 5p-(3,5-dimetil-1~

propilaminometirl~ciclohexil) -acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1le,3{},5~(1~etilaminometil-3, 5-

-

dimetll-cicloliexil)-acélico,
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.S5al de clorhidrato del A&cido 1la,3p,5}-(1-bencilamino-metil)-
3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cide 1la, 3f, Sf-(1-dimetilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)~acéiaico,

Sal de clorhidrato del &cldo 1, 3[},5p-(1-butilaminometil-3,5~
dimetil-clclohex1l)-acélico,

Sal de clorhidrato del &cido la, 3},5f~(1-[{bencil-metil-amino)-
metil]~3,5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidralo del dcido la, 3B, 5p-(3, 5-dimetil-1~
metilaminometil-ciclohexil)-acélico,

Acide® 1a, 3, 5~ ([1- (acelilamino-metil)~3,5~dimetil-ciclohexil]~-
acético,

Sal de clorhidrato del acido la,3f,503-[1-(isobutilamino~metil)-

3,5~dimeti1l-ciclohexil])-acélico,

-

Sal de clorhidrato del dcldo ic, 3f,5B-[3, 5~dimetil~-1-
(fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Acido la, 3p,5p-{3,5-dimetil-1-[ (3-fenil~
propilamino)-metil]~ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del é&cido (1-[(ciclobutilmetil-amino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato «del &cido 1a,3[},53~[1-(isopropilamino-
melil)-3,5-dimetal-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del é4cido (1-[(2-melLil-butilamino)-metil]-

ciclohexil)-acético,
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'Sal de clorhidrato del &cido {1-{(4,4,4-crifluoro-butilamino)~-
metil]-ciclohexil)~acélLico,

Sal de clorhidrato del A4cido (l-sptilaminometil-ciclohexil)~
acético,

Sal de clorhidrate del 4cido ({1-[({ciclopropilmetil-amino)-
metil]-ciclohexll)-acético,

Sal de clorhidrato del acldo {l1-[(2-hidroxi-1-metil-
etilamino)-metil}-ciclohexil}~acético,

Sal de clorhidrato del dcido [1-({isobutilamino-metil)~-
ciclohexil)-~acétaco,

Sal de clorhidrato del Aclido (}-propiiaminometil-ciclohexil)-
acétiaof

Sal de clorhidrato del Acido [1-(isopropililamino-metil)~
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del acido (l-ciclohexilaminometil-~
ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del écido [1- (bencilamino-metil) -~
ciclohexil]-acético,

Sal clorhidrica del &cldo ((1R,3R)-3-metil-l-propilaminometil-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido ({l-[ciclopentilmetil-amino}-~
metll])-cleclohexil)~acéLlco

Sal clorhidrica del ac¢ido {1-[(ciclohexilmetil-amino)-metil]-

clclohexlll-acético,

Acido [1- (terc-buloxicarbonilamino-metil)-ciclohexil]-acético,
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Acido [1-{acelilamino-metil)~ciclohexil]l-acético,

Sal de clorhidralo del acldo ((3R,5S)-l-ciclobutilaminometil-
3,5~dimetil-ciclohexil)~acélLico,

Sal de clorhidralo del &cado {(3R,5S)-3,5-dimet1l-1~{[(2-metil-
butilamino)-metil}~ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acido ({(3R,58)-1-[(2-hidroxi-l-metil-
etilamino) -metil]) -3, 5-dimetil-ciclohexil}~acético,

Sal de clorhidrato del 4cido {(3R,58)-1-[(2,2-dimetoxi-
etilamino) -melil]-3,5~dimelil-ciclohexil)-acético;

Sal de clorhidrato del Aacide [ (3R, 5S)-1~[(ciclopentil-aminc)-
metil]~-3,5-dimeLil~ciclohexil}-acético,

sal de ' clorhidrato del &cido {+(3R,55)~1-[ (ciclohexilmetil-
amino) -matil]-3,5~dimetil~-ciclohexil)-acétlco,

Sal de clorhidrato del &cido ((3R,5S)-1-ciclohexilaminometil-
3,5~dametil-crclohexil)-acélico,

Acido ((3R,5S)-l~carboxi el1il-3,5-dimetil-ciclohexil)-~acético,
Sal de clorhidrato del &cido trans-((3R,5S)-1-hidroximetil-
3,5-dimetil-ciclohexil-acétaico,

Sal de clorhidrato del Acido cis-((3R,5S8)-1l-hidroximetil-3,5~
dimetil-ciclohexil-acéiico,

Sal de clorhidrato del &cido {l-dimetilaminometil~ciclochexil) -
acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-butilaminometil-ciclohexil)-

acético,
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Sal de g¢lorhidralo del Acido ({1-([2,2-dimetoxi-etilamino)-~-
metil]}-ciclohexil}-acélLico,

Sal de clorhidraiLoe del 4acldo (l-melLilaminometll-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del a&acido ({(1-[(bencil-metil-amino)-metil}-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Acldo [1-(fenetilamino-metil) -
ciclohexil])-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1~ (3-fenil-propilamino)-metil]-
ciclohexil)-acético,

Sal de sodio del A4cido ((3R,58)-l-hidroximetil-3,5-dimetil-
cxclogeiil)—acétiéo,

Sal de clorhidrato del Aclido ((3R,5S}-l-etilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acétlico,

Sal de clorhidrato del &clido (l-aminometil-4-etil-ciclohexil)-
acético,

Sal c¢lorhidrica del &cido (l-aminometil~-4-propil-ciclohexil)-

acético,

Sal de cloxhidrato del Acldo {(3R,58)-3,5-dimetil-1-~
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido [(1R, 3R)-1-{bencilamino-metil)-3-
melil~clclchexll]-acético, .

Sal de clorhidrato del Acldo {(1R,3R)-1-[(bencil-metil-aminoc)-

metil]-3-metrl-ciclohex1l)-acético, y
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Sal de clorhidralo del adcado (({1R, 3R)-3-metil-1-

metilaminometil-ciclohexil)~acético

La presente invencién es también una composicidén farmacéutica
que comprende una cantidad terapéuiicamenLe efectiva de uno o
mas compuestos de la 'érmula Iv Y un portador

farmacéuticamente aceptable

Los compuestos de la [C6rmula II, tales como la gabapentina,
son Utlles para tratar diversas condiclones tales como un
trastorno neurodegenerativo (US 5 084 479), la depresién (US
5 025 035), 1la  ansiedad/padnico  (US 5 792 796), la
mania/trastornos bipolares (US 5 510 381), 1las enfermedades
ayflinflamatorias {WO 98 158641), la lesiédn gastrointestinal
(WO 939 108670), el glaucoma y el dolor Como los compuestos de
la Féxrmula II y de la Férmula IV funcionan ambos para afectar
la via del DBCAT y afectar la sintesis del glutamato, que esté
involucrada en <cada una de las condiciones mencionadas
anteriormente, los compuesitos de la Férmula IV son utiles para
tratar las condiclones Por lo tanto, la presente invencién
Lambién se reflerxre al uso de los compuestoas de la Iérmula IV
para tratar cada uno © miAs de uno de los trastornos
neurodegenerativos (que incluyen en forma no Laxativa ALS,
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer), 1la

depresién la ansiedad/pdanico, la mania/trastornos bipolares,
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las enfermedades antiinflamalorias, el glaucoma, el dolor o la

lesi16n gasirointestinal

BREVEC DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 [Csquema que muestra Jla lanzadera de BCAT en Jla
retina La caracteristica de lanzadera estd resaltada y

muestra cémo los aminodcrdos de cadena ramificada en la glia

pueden transaminar un a-catoglutarato para formar un
glutamato El producto de BCKA se difunde en el intersticio
{mocstrado en gris) hacia las neuronas donde es convertido
nuevéﬁehte en e£ aminocidcido de cadena ramificada mediante la
transaminacién con glulLamato a traveés del BCATcC Las
abreviaturas son las siguientes BCAA = aminoidclidoc de cadena
ramificada, GLU = glutamato, GLN = glutamina, Gln‘asa =

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

= a-cetoglutarato, BCA'm = aminotransferasa de cadena
ramificada de 1la mitocondria, BCAlc = aminotransferasa de

cadena ramificada c¢ilosdlica, BCKA = cetodcido de cadena

ramificada, GDH = deshidrogenasa de glutamato

Figura 2 Llecto de la concentracilén de piruvato en la
r1ncorporacién de i'*CO; en glutamato mas glutamina (A) y en el

piruvato mds laclalo (B) por retinas ex vivo Se incubaron
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hemi-relinas a 37°C en condiciones est&ndar con H!“CO; a 25 mM

durantie 20 minutos Ll piruvato en el medioc estaba a 0,2 o 5
mM Los valores mostrados son medio * SEM (n= 4, * p<0,05)

Abreviaturas glniglu = suma de glutamina m&s glutamato,

pyr+lacL = suma de piruvalo etiquelado més 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 al
conjunto de deteccidén de ECL Se usaron el anticuerpo de
péptido anti-BCAl¢c de rata purificado por Iinmunoafinidad

P L]

(1 1 Odb) y el anlLicuerpo anti-BCATm humano

Fagura 4 La influencia de Jla gabapentina (GBP) y los
anminoédcidos de cadena ramificada sobre la incorporacién de
H*CO; en el glutamato mds glutamina por retinas ex vivo Se
incubaron semiretinas a 37°C en condiciones estindar con H“CO;
a 25 mM y piruvato a 0,2 mM durante 20 minutos En algunos
casos la gabapentina (a 1 mM) se 1incluydé en el medio de
incubacién y en otros se incluyé GBP (a 1 mM) mis los tres

aminodcidos de cadena ramificada (a 0,2 mM) Los valores
mostrados son medios * SCM de HCO3; incorporado en glutamato mas

glutamina en 20 minutos (n=4, * p<0,001, ** p<0,01)
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Abreviaturas gln+glu = suma de glulamina etiquetada més

-

glutamato

Figura 5 Influencia de la concentraclén de la gabapentina
{GBP} en la incorporacidn de H'*co; en glutamato y glutamina en
retinas ex wvivo Las condiciones fueron similares a aquellas

de la Figura 4, salvo por la concentracién de la GBP Los
valores mostrados son mediocos + SEM {n=6-7, * p<0,08)

Abreviaturas GLN+GLU = suma de glutamina més glutamato,

LACT+TCA = suma de lactato més intermedlos del ciclo de TCA

« ¥ DESCRIPCION DEL/ALLADA BC LA INVENCION

La presente 1invencidén se refiere al descubrimiento de que la
inyecciédn ainlraocular de glutamalo produce la pérdida de
células ganglicnares que estd relacionada con las primeras
etapas de la retinopatia diabética (Vorwerk et al, IOVS
37 1618-1624 (1996)) y de gue un inhibldor de la via de 1la
aminotransferasa dependiente - de aminodcidos de cadena
ramificada, tal como la gabapentina por ejemplo, es efectivo
en la inhibicién de la sintesis del glutamato, previniendo asi
lJa retinopalla diab&élLica Por consigulenle, la presente
invencidén proporciona un mélodo para el Lratamiento
profildctico y terapéJLico de la retinopalia diabélica, que

incluye el Lratamiento de la elapa de retinopatia
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prediabélLica, la elLapa de 1la retinopatia diabética no
proliferativa y la etapa de 1la retinopatia dilabética
proliferativa Por "“profllactico” se entiende la proteccién,
total o parcial, de la retinopatia diabética, en particular el
edema macular diabétic Por “terapéutico” se entiende el
mejoramiento de la retinopatia diabética, proplamente dicha, y
la protecciédn, tolal o parcial, de otra retinopatia diabética,

en particular el edema macular diabético

El método comprende la administracién de un inhibidor de la
via de la aminotransferasa dependiente de aminoAcidos de
cadeﬂgiramiflcada, en una cantidad suficiente para tratar la
retinopatia en forma profilactica o terapéutica Cualquier
inhibidor de 1la via 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 En Ja presenie invencién, “inhibidor de la
aminotransferasa dependiente de aminodcidos de cadena
rami{icada (BCAT)” se usa para referirse a tales compuestos y
ha de abarcar todos los compuestos gque afectan la via de la
aminotransferasa dependlentie de aminoicidos de cadena

ramificada en alguno o ltodos los punilos en la via

Preferentemenle, el inhibidor de la BCAT es un compuesto de

las I'érmulas I, JII y/o [IJI, descripLas anteriormeniLe, o un
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andlogo que ainhibe la via de la BCAT o una prodroga de él, o
una sal, éster, o amida farmacéuticamente aceptable de
cualquiera de los precedentes

A menos que se Jindique lo contrario, nos adherimos a las

siguientes definiciones en Loda la invencién

“Alquilo” signifaica un radical de hidrocarburo recto o
ramificado que Liens de 1 a 10 Atomos de carbono (a menos que
se indique 1lo contrario) e incluye, por ejemplo, metllo,
etilo, n-propailo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo,
Lerc-butilo, n-pentilo, 1sopentile, n-hexilo, y similares
“Halégeno” incluye flior, cloro, bromo y yodo

“Alquenilo” significa radicales de hidrocarburo recto y
ramificado que Liene de 2 a 6 Atomos de carbono y una unién

doble e incluye etenilo, 3-buten-1i-ilo, 2-etenilbutilo, 3-

hexen-1l-ilo y similares

“Alquinilo” significa radicales de hidrocarburo recto vy
ramificado que tlene de 2 a 6 &tomos de carbono y una unién
triple e incluye elLinilo, 3-butin-1-ilo, propinilo, 2-butin-1-

1lo, 3-penLin-l-ilo y similares

“Cicloalquilo” significa un grupo hidrocarbilo monociclico o

policiclico tal como ciclopropilo, clicloheptilo, cilclooctilo,
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clclodecilo, clclobulileo, adamanLilo, norpinanilo, decalinilo,
norbonilo, ciclohexilo, y ciclopeniLilo Tales grupos pueden
ser suslLituldos con grupes Lales como hidroxi, ceto vy
similares También esLAn incluidos los anillos en los cuales 1
a 3 heterodtomos reemplazan carbonos Tales drupos se
denominan “heterociclo”, que significa un grupo cicloalquilo
que también lleva al menos un hatercdtomo selecionado de 0O, S,
o NR;, cuyos ejemplos son oxiranilo, pirrolidinileo, piperidilo,
tetrahidropirano, piperazinilo, acilpiperazinilo,

pirrolidinilo y morfolina, sustituidos o no sustituidos

- -

“Alcoxi” se refiere a 1los grupos alquile mencionados
anterliormente unidos a +través de oxigeno, cuyos ejemplos
incluyen metoxi, etoxl, isopropoxil, terc-butoxli y similares

Ademas, alcoxl se reflere a poliéteres tales como =-0-(CH;)2~0-

CHy y similares

Los grupos ‘“alcanoilo” son alquilo unidos a través de un
carbonilo, es decir C;~Cs~C(0)~ Tales grupos incluyen formilo,

acetilo, pripionile, butirilo e isobutarilo

“Acilo” significa un grupo alguilo o arilo (Ar) unido a través
de un gtupo carbonllo, es decir, R-C(O)- Por ejemplo, acilo
incluye un alcanoilo de C;-Cg, que incluye alcanoilo

susliturdo, cn donde la porcidén de alguilo puede ser
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qsust:.tu:.da por NR'R® o un grupo carboxilico o helerociclico

Los grupos acilo tipicos 1incluyen acetilo, benzoilo vy

similares

Los grupos alquileo, alquenile, alcoxi, y alquinilo descriptoa
anteriormenLe son oplLalivamente sustituldos, preferentemente
por 1 a 3 grupos seleccionados de NR'R}, fenilo, fenilo
sustituido, tio alquilo de C;-C¢, alcoxl de C;-Cg, hidroxi,
carboxi, alcoxicarb;nilo de C3~Cg, halo, nitrilo, cicloalquile,
y un anillo carbociclico de 5 6 6 miembros que tiene 1 6 2
heterodtomos selecclonados de niiLrédgeno, nltrégeno sustituldo,
oxige;o' y azufre “NiLrégeno sustituido” significa un
nitrégeno que lleva alquilo de C;-C¢ o (CHz2),Ph en donde n es 1,

2 64 3 La sustituclién con perhalo y polihalo también esté

contemplada

Ejemplos de grupos alquilo sustituidos incluyen 2-aminocetilo,
pentacloroetilo, trifluoroﬁetllo, 2-dietilaminocetilo, 2-
dimetilaminopropilo, etoxicarbonilmetilo, 3-fenilbutilo,
metanilsulfanilmetilo, metoximetilo, 3-hidroxipentilo, 2-
carboxibutilo, 4-clorobutilo, 3-ciclopropilpropilo,
pentafluoroaelLilo, 3-moriollinopropilo, plperazinilmetilo, y 2-

(4-metilpiperazinil)etailo
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Ejemplos - de grupos alquinilo sustituidos incluyen 2-
mektoxietainilo, 2-elilsulfaniletinilo, 4-(l-piperazinil)-3-
{butinilo), 3-fenil-5-hexinilo, 3-dietilamino-3-butinilo, 4-

cloro-3-butinilo, 4-ciclobulil-A1-hexenilo, y similares

Los grupos alcoxli suslituidos tipicos incluyen aminometoxi,
trifluorometoxl, 2~dielailaminoetoxi, 2-etoxicarboniletoxi, 3-

hidroxipropoxl, 6-carboxihexiloxi, y similares

Ademds, los ejemplos de grupos alquilo, alquenilo y alquinilo

sustituidos incluyen dimetilaminometilo, carboximetilo, 4-

-~ 3

dimetilamino-3-buten-l-ilo, b~eiilmetilamino-3-pentin-1-ilo,
4-morfolinobutilo, 4-Letrahadropirinidilbutilo, 3-
imidazolidin-1-ilpropilo, - 4-tetrahidrotiazol-3-il-butilo,

fenilmetilo, 3-clorofenilmeiLilo y similares

Los términos “Ar” y “arilo” se refieren a grupos aromiAticos no
sustituidos y sustituidos Los grupos hetercatilo tienen de 4
a 9 &tomos de carbono, de 1 a 4 de los cuales se seleccionan
independientemente del grupo formado por O, S y N Los grupos
heterocarilo tienen 1 o 2 heterodiomos en un anillo aromitico
de 5 0o 6 miembros Los sistemas de anillos aromiticos mono y
biciclicos estdn incluidoes en la definicién de arilo vy
heteroarilo Los grupos arilo y heteroarilo tiplcos 1incluyen

fenilo, 3-clorofenilo, 2, 6~-dibromofenilo, piridilo, 3-
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met:rlpairadilo, benzolienllo, 2,4, 6-tribromofenilo, 4-
etilbenzotienilo, furanilo, 3,4-dietilfuranilo, naftilo, 4,7-
dicloronaftile, plrrol, plrazol, imidazol, tiazol, y

simllares

Los grupos Ar preferidos son fenilo y fenilo sustituado por 1,
2, o 3 grupeos seleccionadeos Iindependientements del grupo
formado por grupos alquilo, alcoxi, tlo, tiocalquilo, hidroxi,
carbonilo, amino de la férmula -NR'R®, y T(CH2)QR' o
T(CH;)nCO2R* en donde m es de 1 a 6, T es O, S, NR', N(O)R',
NR'R®Y, o CR'R®, Q es O, S, NR®, N(O)R®, o NR’R®Y en donde R* y R?
son 1-.05‘ descripL-os anteriormente,- y R’ es alquilo o alquilo
sustatuido, por ejemplo, metilo, triclorcetilo, difenilmetilo,
y similares Los grupos alquilo vy alcoxi pueden ser

sustituidos como se definlé anteriormente Por ejemplo, los

grupos tipicos son carboxialquilo, alcoxicarbonilalquilo,

hidroxlalquilo, hidroxialcoxl, y alcoxialquilo
El simbolo “-* significa una unién
El término “paciente” significa todos los animales incluyendo

los bhumanos | Jemplos do pacientes lncluyen humanos, vacas,

perros, gatos, cabras, ovejas y cerdos
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Los compueslos de 1la presente invenciédn pueden existir en
formas no solvaladas 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 abarcadoy

dentro del alcance de la presente invencildn

Clertos compuestos de la presenie invencién poseen uno o méas
centros gquirales y «cada centro puede existir en la
configuracién R(D) o S{L) La presente invencidén incluye todas
las formas enanLioméricas asi como las mezclas aprdpladas de

-

ellas ’ -

Los compuestos de las [6rmulas I, II y III son capaces de
formar ademds andlogos farmacéuticamente aceplables que
comprenden sales, ésteres, amidas y prodrogas Como se usa en
la presente invenclidn, el término “sales, ésteres, amidas y
prodrogas farmacéuticamente aceptables’ se reflere a aquellas
sales de carboxilato, sales de adicién de aminoacidos,
ésteres, amidas y prodrogas de los compuestos de la presente
invencidén que son, a jJuiclo del médico, adecuados para su uso
en conlaclo con los Lejidos de los pacientes sin tLoxicidad,
irritacaién, respuesta alérgica indebida, Y similares,
conmensurable con una relacidén riesgo/beneficio razonable y

efecLivos para ¢l uso para el cual esLan deslLinados, asi como
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las formas zwiteridénicas, cuando son posibles, de 1lo

compucstos de la invencién Ll término sales’ se refiere a
las sales de adiclon 4&cidas 3inorganicas y organicas, |
relativamente no Léxicas de los compuestos de la presente:
invencién LCstas ales pueden prepararse en el lugar durante el
aislamiento y la purificacidén {finales de los compuestos o
mediante la reaccién por separado del compuesto purificado en
su forma de base libre con un &cido orgdnico o inorgénico
adecuado y el aislamiento de la sal asi formada y que incluys,
en forma no taxativa, las sales de adicién &cidas y/o bésicas,
solventes, N-6xidos de un compuesto de las Férmulas I, II y
IIT " rsta linvencién también proporciona formulaciones
farmacéuLicas que comprenden un compuesto de las [érmulas I,
II o III junto con un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente acepLable de ellos La totalidad de stas

formas estén dentrxo de la presente invencién

Las sales de adicién Acidas farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de las I'drmulas I, TI y IITI incluyen sal s
derivadas de &cidos inorgénicos tales como 4cido clorhidrico,
nitrico, fosférico, sul furico, bromhidrico, yodhidrico,
fosforoso, y simlilares, ast{ como las sales deravadas de &cidos
organicos, tales como 1los 4&cidos mono o dicarboxilicos
alifdticos, 4cidos alcanoicos sustituidos con fenilo, 4cidos

hidroxi alcanoicos, acidos alcanodioicos, acidos aromdticos,
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&cidos sulfénicos alifalicos y aromdticos, etc Tales sales:
entonces incluyen sulfato, pirosulfato, basulfato, sulfito,
bisulfito, nitrato, fosfato, monhidrogenfosfato,
dihidrogenfosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro,
yoduro, acetato, propionato, caprilato, 1isobutirato, oxalato,
malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato,
mandelato, benzoalo, clorobenzoato, metilb nzoato,
dinitrobenzoato, ftalato, bencensulfonato, toluensulfonato,
fenilacetato, citralo, lactato, maleato, tartrato,
metanosulfonato, y similares También esLan contempladas las
sales de aminoacidos tales como arginato, gluconato,
galacgufonaro, y similaves, ver, por ejemplo, BRerge et al,
“Sales Farmacéuticas”, J of Pharmaceutical Sci nce,

1977,66 1-19

Las sales de adicion &cidas de los compuestos basicos se
preparan poniendo a la forma de base libre en conLacto con una
cantidad suficiente del &cido deseado para produci: la sal en
la forma convencional La forma de base 1libre puede ser

regenerada ponjendo a la forma de sal en contacto con una base

y aislando a la base libre en la forma convencional Las

formas de basc liabre difijcren algo de sus resdpeclLivas formas
de sal en ciertas propiedades fS§sicas tales como la

solubilidad en solventes polares, pero de lo contrario las
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sales son eguivalentes a su respeclLiva base libre para los

L]

propbésitos de la presente invencién

Las sales de adicidn bésicas farmacéuticamente aceptables se
forman con metales o aminas, tales como hidréxidos de metales
alcalinos y alcalinotérreos, o© aminas organicas Ejemplos de
los metales usados como caticnes son scodlo, potasio, magnesio,
calcio y similares Los ejemplos de aminas adecuadas son N,N’-
dibenclletilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, N-metilglucamina, y procaina, ver, por ejemplo,
Berge et al, mencionado anieriormente
“ 3

Las sales de adiciédn béasicas de compuestos dcidos, se preperan
poniendo en contacto la forma 4&clida libre con una cantidad
suficiente de la base deseada para produclr la sal en la forma
convencional La forma &clda libre puede regenerarse poniendo
a la forma da sal en contacto con un Acido y aislando e} dcido
libre en una forma convencional Las formas A4cidas libres
difieren algo de sus respectivas formas de sal en cilertas
propledades fisicas tales como la solubilidad en solventes
polares, pero de lo contrario las sales son equivalenlLes a sus
respectivo écido libre para los propésilos de la presente

invencidn
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Los ejemplos de éslLercs no Léxicos, farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de esta invencidén incluyen los
ésteres de alquilo de C;-C¢ en donde el grupo alquilo es una
cadena reclta o ramificada Los ésteres aceptables también
incluyen los ésteres de cicloalquilo de C;-Cs asil como los
ésteres de arilalquilo tales como, en forma no taxativa,
bencilo Los ésteres de alguilo de C;-Cy son preferidos Los
ésteres de los compuestos de la presente invencién pueden

prepararse de acuerdo con métodos convencionales

Los ejemplos de amidas no téxicas, farmacéuticamenta
acept;bies de los compuestos de eata invencién incluyeq amidas
derivadas de amoniaco, aminas primarias de alquilo de C;-C¢ ¥
dialquilaminas de C;-C¢ secundarias en donde los grupos alquilo
son cadenas rectas o ramificadas Er el caso de las aminas
secundarjas, la amina también puede estar en la forma de un
heterociclo de 5 o 6 miembros que contiene un 4&tomo de
nitrégeno Las amidas derlvadas 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

pueden prepararse de acuerdo con métodos convenclonales

El término “prodroga” se refiere a compuestos qgque seon
transformados rapidamenie en vivo para dar el compuesto

parenLal dJde las L6rmulas pirecedenies, por ejemplo, por
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pidrélisia en sangre Se proporciona una discusidn completa en
T Higuchl y V Stella, “Prodrogas como Sistemas de Suministro
Novedosos’, Vol 14 de la A C S Symposium Series, y en
Portadores Biorreversibles en el Diseflo de Drogas, ed Edward
B Roche, American Pharmaceutical Assoclation and Pergamon
Press, 1987, ambas incorporadas en la presente invencidén como
referencia En general, una prodroga es una droga qua ha sido
modificada quimicamente y puede ser biloldégicamente inactiva en
g1 lugar de acclén, pero que puede ser degradada o modificada
por uno o més procesos cnzimaticos u otros procesos en vivo

hacia la forma bloactiva parental en vivo

-, 1
-

Una cantlidad terapéuLicamenLe efectiva es una cantidad de un
compuesto de las Férmulas I, II o III, gque cuando se

administra a un pacienLe, mejora un sintoma de la enfermedad

El inhibidor de ls BCAT, que es preferentemente un compuesto
de las I'6rmulas I, TI y/o III, un anadlogo 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 [érmulas I, II y/o III, o yna sal
farmacéuticamente aceptable de cualqulera de los precedentes,
puede admintulrarse do acucrdo con ¢l méLodo de la presente
invenclén mediante cualquier via Las vias de administracién
adecuadas incluyen la via sastémica, tal como oral o de

inyecciédn , Lépica, 1intraocular, periocular (por ejemplo,
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subTenon’s), subconjuntaiva, subretinal, supracoroidal Yy
retrobulbar La forma en que se administra el inhibidor de 1la
BCAT depende, en parte, de sl el tratamiento de la retinopatia
es profilactico o Lerapéutico 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 dlabetes es la princlpal causa de la
retinopatia, el inhibidor de la BCAT puede administrarse
profilaciicamente Lan pronté como se detecta el estado de
retinopatia prediabétaica Para el tratamiento profilactico de
la retiﬁoPatia qﬁe puede derivar de la diabetes, el inhibidor
de la BCAT preferentemenlLe se administra en forma sistémica,
por ejemplo, por via orxal o de inyecclén Para el tratamlento
terapéutico de la retinopatia diabética no proliferativa, el
inhiblidor de la BCAT puede administrarse en forma sistémica,
por ejemplo por via oral o de inyeccldn, o intraocular La
retinopatia diabéiLlica proliferativa puede ser tratada
terapéuticamente mediante la administraciédn del inhibidor de
la BCAT por via antraocular, tépica, subconjuntiva o
periocular {por ajemplo subrlen’ 3), por ejemplo

Preferenlemenie, el inhibldor de la BCAT se administra por
via intraocular, tépica, subconjuniiva o perioculaf {por

ejemplo, subTenon’s) para el tratamlento profilactivo, o

terapéulico de la retinopatra, antes, durante o después de la

'
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extracclén, quirurgica de un Lejido clcalrizado de un oijo,

generado durante la neovascularizacién durante la etapa

diabética proliferatiiva

El inhibidor de la BCAl preferentemente se adminastra tan
pronto como es posible después de que se ha determinado que un
animal, tal como un mamifero, especificamente un humano, esté
en rlesgo de retinopatia (tratamiento profildctico) o ha
comenzado a desarrollar retinopatia (tratamlento terapéutico)

El tratamlento depende, en parte, del 1nhibidor de la BCAT
particular que se use, de la canitidad del inhibidor de la BCAT
adminislrada, de la via de adminisLracioén, y de la causa vy

medida, si hublera, de la retinopatia desarrollada

Un conocedor del arte apreclard que los métodos adecuados para
administrar un inhibidor de la BCAT, que es Gtil en el método
de la presente invencién, estdn disponibles Aunque se puede
utilizar mAs de una via para adminisirar un inhibidor de 1la
BCAT particular, una via particular puede proporcionar una
reaccién més inmediata y méAs efectiva que otra via Por

consiguiente las vias de adminlstracién descriptas son

simplemenlLe ejemplos y no son de nlngun modo taxatilvas

L.a dosis administrada a un animal, parlicularmente un humano,

de acueirdo con la prescnle invencldn, debe ser suficiente para
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producir la respueslLa deseada en el animal en un marco de
tiempo razonable Un experto en el arie reconocerd que la
dosificacién depende de una variedad de factores, que incluyen
la resistencia del inhibidor de la BCAT particular empleado,
la edad, 1la especle, 1la condicién y el estado de 1la
enfermedad, y el peso corporal del animal, asi como la
cantidad de la retina gque estd a punto de ser afectada o que
estd afectada realmente por la retinopatia El1 tamafio de 1la
dosis también serd delLerminado por la via, el ritmo y la
frecuencia de 1la ariminisLracién asi como la existencia,
naturaleza y nivel de cualquier efecto colateral adverso que
pueda‘aé;mpaﬂar a la administracié4m de un inhibildor de la BCAT
particular y el efecto fisiocldglco deseado Un experto en el
arte apreclard que diversas condiciones o estados de
enfermedad, en particular, condiciones o estados de enfermedad
crédnicos, pueden requerir un tratamiento prolongado que

consiste en miltiples administraciones

Las dosis y los regimenes de dosificacién pueden ser
determinados por Lécnicas convencionales que hallan la gama
conocldas para los expertos en el arlLe En general, el
tratamienio Jc inrcrLa con dosafllcac ioned mds pequefias, que son
inferiores a 1la dosis éptima del compuesato Luego, 1la

doasificacidén es aumentada en pequeflos incrementos hasta que se

alcanza el efecto 6pLimo segin las circunstancias E)L método
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9e la presente invencidn 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 , 51 se administra en forma
slstémica ILa administraclén intraocular tipicamente consiste
en la administracién de 0,1 mg a 5 mg en total,
preferenilemente de 0,5 mg en total a 1 mg en total Una
concentracién preferida para la administraciédn tépica es de

100 mu M

Las composiciones para su usSo en el método de la presente
invencién preferentemente comprenden un portador
farmaéédtlcamente-acepLable y una cantidad de un inhiblidor de
la BCA1l suficiente para Lralar 1la relinopatia en forma
profiléctica o terapéulLica El porlLador puede ser cualquiera

de aquellos que se usan convenclonalmente y estid limitado
solamente por consideraciones fisicoquimicas, tales como la
solubilidad y la faliLa de jeactividad con el compuesio, y por
la via de administracidn Un conocedor ordinario del arte
apreclard que, ademds de las sigulentes composiciones
farmacéuticas descraiptas, el inhlbidor de 1la BCAT puede
formularse como composlclones poliméricas, complejos de
inclualdn, ltalcy come complojoy oo Incluilon de clclodexlrina,
liposomag, microesferas, microcdpsulas y similares (ver, por
aejemplo, las PatenLse LCstadounidenses Nos 4 997 652,

5 185 152 y 5 718 922)
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Cl ainhibidor de la BCAT puede Fformularse como una sal de
adicién farmacéulLicamenlLe aceptable Los ejemplos de sales de
adicién farmacéulicamente aceptables para su uso en la cmp
farmacéutica incluyen aquellas derivadas de 4cidos minerales,
tales como acido clorhidrico, bromhidrico, fosférico,
metafosférico, nitrico, y sulfiarico, y de loa Acidos
orgédnicos, tales como A&cldo tartarico, acético, citrico,
malico, léctico, fumaraico, _penzoico, glicélico, glucénico,

succinico, arilsulfénico, por ejemplo, adcido p-

toluensulfénico

Los eﬁaiblenLes farmacéuticamenle aceptables descriptos en 1la
presente invencién, por ejemplo, vehiculos, coadyuvantes,
portadores o diluyentes, son conocidos para los expertos en el
arte y el piblico puede conseguirlos faAcllmente Se prefiere
que el porLador [armacéulicameniLe aceplable sea uno que sea
quimicamente inerte para el inhibidor de la BCAT y uno que no
tenga efectos colatLerales perjudiciales o toxicidad en las

condiciones de uso

La elecciédn del exciplente serd determinada en parte por el
Inhibidor de la BCAL porliculur, 4ail como por el método
particular wusado para administrar la composicién Por
consigulente, existe una amplia variedad de formulaciones

adecuadas de 1la composicibédn farmacéutica de la presente
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invencién  Las siguienles [formulaciones son simplemente

ejemplos y de ninguna manera son taxativas

Las formulaciones inyeclLables estdn entre aquellas preferidas
de acuerdo con el méktodo 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 Practice,
J B Lippincott Co , Philladelphia, Pa , Banker and Chalmers,
eds , paginas 238-250 (1982), y Manual de la ASHP sobre Drogas
Inyectables, Tolssel, 4° ed , péginas 622-630 (1986)) Se
prefieEE ’que tales composiciones Jinyectables se administren

por via intramuscular, intravenosa o antraperitoneal

Las formulacliones tdpicas son conocirdas para los expertos en
el arte Tales formulaclones son adecuadas en el contexto de
la presente anvenclidn para la aplicacidén a la pliel El1 uso de
parches, protectores corneales (ver, por ejempio, la Patente
Estadounidense No 5 185 152) y de soluciones oftdlmicas (ver,

per ejemplo, la Patente Cstadounidense No 5 7210 182) y de

unglientes, por ejemplo, gotas oculares, estd también dentro de

lJa pericia dcl arle -

Las formulaclones adecuadas para la administracién oral

comprenden {a) soluciones liguidas, tales como una cantidad
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eFectiva del compuesto disuelto en diluyentes, tales como
agua, solucidn salina, o 3jugo de naranja, (b) cépsulas,
tabletas, grageas, que conlienen cada una cantidad
predeterminada  del ingrediente activo, como sblidos o
granulos, {c) poi;os, (d) suspensiones en un liguido
aproplado, y (e) emulsiones adecuadas Las formulaclones
liquaidas pueden incluir diluyentes, tales como agua vy
alcoholes, por ejemplo, elanol, alcohol bencilico y los
alcoholes de polietileno, con o sin el agregado de un agente
tenscactivo, agente de suspensién, o agente emulsionador
farmacéuticamente aceptable Las formas de capsulas pueden ser
del ti;blordinario de gelalina con recubrimiento duro o blando
que contienen, por ejemplo, agentes tensoactives, lubricantes,
rellenos ilnertes, tales como lactosa, sucrosa, fosfato de
calcio, y almidén de maiz ILas formas de tabletas pueden
inclulr uno o mids de Jactosa, sucrosa, manitol, almidén de
maiz, almidén de papa, dcido alginico, celulosa
microcristalina, acacla, gelatina, goma guar, didéxido de
sllicio coloidal, sodio de croscomelosa, talco, estearato de
magnesio, estearalo de calclo, eslearalo de zinc, Acido
estérico, y otros exclpienles, coloranles, diluyentes, agentes
Lampones, agentes desintegranles, agentes humectantes,
conservantes, agenlLes saborlzantes, y excipientes

farmacéuticamente compatibles Las formas de grageas pueden

comprender el 1ingredienle aclivo en un sabor, generalmente
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sucrosa y . acacia o Lragacanto asi como pastillas que
comprenden el ingrediente activo en una base inerte, tal como
gelatina y glicerina, o sucroBa y acacia, emulsiones, geles, y
similares que contienen, adem&s del ingrediente activo,

aquellos exciplentes que con conocidos en el arte

La efectivadad de una droga administrada oralmente depende del
trangsporle eficinete de la draga a través del epitelio de 1la
mucosa y de su estabilidad en la circulacidn enterohepética

Las drogas que son efeclLivas después de la administracién
parenteral pero menos efeclivas por la via oral, o cuya
semiviggaen el plasma se considera demasiado corta, pueden ser

quimicamente modi ficadas en una forma de prodroga

La formulaclén adecuada para 1la administracién parenteral
incluye soluciones de inyecclédn esLériles isotdnicas, acuosas
y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tLampones,
bacteriostatos, y solutos que hacen a la formulacién 1lsoténica
con la sangre del receptor al cual estd destinada, vy
suspensiones estérliles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspensidn, solubilizadores, agentes espesantes,
estabilizadores, Yy conscrvanles Cl inhibidox puede
administrdarse en un dlluyenlLe fisioldégicamente aceptable en un

portador farmacéutlco, tal como un 1liquido estéril o una

mezcla de 1liquidos,” que incluyen agua, solucién salina,

— e e s
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dextrosa acuosa y soluclones de azucares relacionados, un
alcohol, tal como ektanol, isopropanol, o alcohol hexadecilico,
glicoles, tales como propilenglicel o polletilenglicol,
sulféxido de dimetilo, celLales de glicerol, tales como 2,2,-
dimetil-1, 3-dioxolano~41-melanol, éteres, tales como
poli(etilenglicel) 400, un aceite, un &cido graso, un éster o
glicérido de 4&cido graso, o un glicérido de Acido graso
acetilado, con o sin el agregado de un agente tensocactivo
farmacéuticamente acgeptable, tal como un Jabdn © un
detergente, un agente de suspensidén, tal como pectina,
carbdmeros, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulodsa, o
carboxfhekllceluloéa, o agentes emulsionadores y otros
coadyuvantes farmacéuticos Los aceiles, que pueden usarse en
formulacicnes parenterales incluyen petréleo, aceites
animales, vegetales o sinlLélLicas LCjemplos especificos de
aceltes incluyen aceite de mani, de soja, de saé&samo, de

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

Los é&cidos grasos adecuados para su use en formulaclones
parenterales i1ncluyen &cido oleico, dcido esteadrico, y &acide

iscestedrico El oleato de etilo y el miristato de isopropilo

Jon cjoemplos doe Caberes doe ar1dos graaos

Los Jjabones adecuados para su uso en formulaciones

parenterales 11ncluyen sales de melales alcalinos grasos,
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amonio, y trietanolamonio, y los detergentes adecuados
incluyen (a) detergentes catiénicos tales como, por ejemplo,
haluros de dimelil dialquil amonio, y haluros de alquil
piperidinio, (b) detergentes aniénicos tales como, por
ejemplo, sulfonatos de alquilo, arilo y olefina, sulfatos de
alqullo, olefina, éter y monoglicérirdo, y sulfosuccinatos, (c)
detergentes no idénicos tales como, por ejemplo, 6xidos de
amina grasos, alcanolamidas de Acidos grasos, y copolimeros de
polioxietileno polioxlipropileno, {(d) detergentes anféteros
tales como, por ejemplo, alquil-p-aminopropionatos, y sales de
amonjo cuaternario de 2-alquil-imidazolina, y (e) mazclas de

-
elleos

Las formulaciones parenlLerales tipicamente contienen un 0,5% a
25% en peso del ingredienie activo en solucidén Se pueden usar
conservantes vy tampones Para minimizar o eliminar 1la
irritacién en el sitio de la 1infeccidén, tales composiclones
pueden cenlener uno o mis agentes tensoactivos no 1énicos que
Lienen un balance hidréfilo-lipdfilo (HLB) de 12 a 17

La cantidad del agente 1Lensoactivo en tales formulaciones
Lipicamente esld en la gama del 5% al 1517 en peso Los agentes
tensoactivos adecuados incluyen los ésleres de &acido graso de
polietilen sorbitan, Lales como monoolealo de sorbitan y los

agregados de peso molecular allo de Oxido de elLileno con una
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base hidréfoba, formados mediante la condensaciédn de éxido de
proplleno con propilenglicol Las formulaciones parenterales
pueden presentarse en recipientes sellados de dosis unitarias
o de dosis multiples, tales como ampollas y tubos, y pueden
almacenarse en una condicién secada por congelacidn
(lrofilizada) que requlere solamenlLe el agregado del
excilplente 1liquido estéril, por ejemplo, agua, para las
inyecciones, Jinmediatamente antLes del uso Las soluciones vy
suspensiones para inyecciones extemporineas pueden prepararse
a partir de polvaos, gradnulos y tabletas estériles de la clase

descripta anteriormente

- 3 1

Tales composiciones pueden formularse como formulaciones
intraoculares, Formulaciones de liberacidén sostenida o
dispositivos (ver, por ejemplo, la Patente Estadounidense No

5 378 475) Por ejemplo, se puede usar gelatina, sulfato de
condroitina, un polifosfoéstq;, tal como blas-2-hidroxietil-
terefialato (BHCT), o un &cldo polilactico-glicélico (en
diversas proporciones), para formular formulaciones de
liberacitn sosienida Los Aimplantes (ver, por ejemplo las
Patentes Cstadounidenses Nos 5 443 505 5 853 224 Yy
4 997 652), daisposiLivos (ver, por elemplo, las Patentes
Estadounidenses Nos 5 554 187, 4 863 457, 5 0968 443 Yy
5 725 493), tales como un disposaitivo 1implantable, por

ejemplo, un depésito mecdnico, un dlspositaivo intraocular o un



N

dispositivo extraocular con un conducto intraocular (por
ejemplo, de 100 mu a 1 mm de diametro), o un implante o un

dispositivo compuesto por una composicién polimérica como las

descriptas anteriormente

Cl mélLodo de la presente Lnvencrdn puede también conslistir en
la co-administracidén de otros compuestos farmacéuticamente
activos Por “co-administracién” se entiende la administracién
antes, simulténeamente con, por ejemplo en combinacién con el
inhibidor de 1la DBCAL en la misma formulaclén o en
formulaciones separadas, o después de la adminlstraclidén de un
J.nh.i.b:i.c?orI de 1la B'CAT como los descriplos anteriormente Por
ejemplo, los corticosleroides, por eljemplo, prednisona,
metilprednisolona, d;xametasona, o triamcinalona acetinida, o
compuestos antiinflamatorios que no continen
corticosteroldes, tales como ibuprofeno o flubiprobeno, puaden
ser asi co-~administrados En forma similar, las vitaminas y
minerales, por ejemplo, zinc, antioxidantes, por ejemplo

carotenoides (tales como zeaxantina o© luteina) Yy los

micronutrientes pueden ser co-administrados
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Eaquemas sintéticos generales para preparar compuestos de las
Férmulas I-IV
EJEMPLO 1 Clorhidrato del #écido trans-(1R,3R) (l1-aminometil-3-

matil-ciclohexll) -acatico
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(1) EtO;CCH2CN, NHsAc, AcOH, Tolueno, 120°C
(1i) a NaCN, EtH (95%), H;0, 115°C,b HCl(qg)
{1ii) EtOIll, HClib), Tolueano

(av) [IC1, Ii;0

{(v) Hz, CLOII/NH;, Ni Raney, 30°C-35°C

{(vi) HCl1l, H20, 140°C

Paso i Etil éstax deal &acido 2-clano—-{{R) -3-matil-—~

ciclohexilideno) ~acético
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Una mezgla de 3-(R)-melLilciclohexanona {125 mmol),
cianoacetato de elilo (124 mmol), acetato de amonio (12,5
mmol) y acldo acético glacial (24 mmol) se refluyeron con una
trampa de Dean Stark durante 24 horas La mezcla se enfrié y
se lavd con 20 [Los Tavacdos con H;O se extrajeron con tolueno
Los extraclos de tolueno se combinaron con la capa organica
original, se secaron socbre MgS0, y Se evaporaron con un
solvente El aceite crudco se purificé mediante destilacldén de
Kugelrohr para dar un aceile (Temperatura del horno de punto

de ebulliciédn 150°C-160°C) Rendimiento del 86%

'HNMR (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 (6U, m), 2,98 (1H, d, J=13
Hz), 3,74 (1H, d, J=13 Hz), 4,27 (2H, g, J=7 Hz)
MS (CI) m/z 208 (MH*)
Andlisais Ci3H;9NQ; Calculado C 69,54 H 8,27 N 6,76

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

Paso 1i txans-(1lR,3R)-1-Ciancmetil-3-metil-

cioclohexanocarbonitrilo

A una sgolucién de NaCN (40 mmol) en 6 ml de H; y 160 ml de

eLanol) (954), s agregd ctll éster del acldo 2-clano{{(R)=3-
metil-cicloehxilideno)-acético (40 mmol) Pasadas 22 horas en
reflujo la solucidédn enfriada se filtr6, el filltrado se

acidificé con HCl gaseoso y se filLrdé nuevamente El1 solvente
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y el acelte crudo se purificé mediante cromatografia de
columna para dar un sdlido cristalino de color amarillo
pidlido Rendimiento del 88%

'HNMR (CDC1;) 400 MHz & 0,90 (1H, m), 0,98 (3H, d, J=6 Hz),
1,11 (iH, t, J=12 Hz), 1,38 (1H, dt, J=4, 9 Hz), 1,60-1,90
(4H, m), 2,07 (211, m), 2,68 (2H, s)

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

Andlisis CjolljsN2 Calculado C 74,04 H 8,70 N 17,27

Hallado C 69,44 11 8,71 N 17,25

Paso i1ii Etil dater del &acido trans-2-{((1R,3R)-1-ciano-3-

' |
netil-;iclohele)-aoatim;d;co

A una solucilén de Lrans- (1R, 3R)-1-cianometil-3-metil-—-
ciclohexanocarbonilrilo (6,2 mmol) en 30 ml, etanol {absoluto)
se agregaron 30 ml de tolueno seco La s8soluclidn se enfrié en
hielo mientras se la saturaba con !ICl gaseoso La solucién
detenlda fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante
24 horas El solvente se removiéd y el residuo sblido Bse
triturd con dietil %ter para obtener un precipitado que B&se
secd para dar un sélido crastalino Rendimiento 50%

Punto de fusién 118B°C-120°C
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'HNMR (DMSO) 400 Miz & 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 (61, m), 3,02 (2H, s), 4,49 (2H, g, J=7 Hz)

MS (CI) m/z 195 (Mi*)

Andlisis CjpaHzgN20 1,08M HCLl Calculade C 58,195 H 8,58 N 11,31

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

Paso lv Etil éster del acido trans—((1R,3R)-l-cianc—-3-metil-

cloclohexil) ~acético

Ctil éster del dcido Lrans-2-( (1R, 3R)-1-clano-3-metlil-
ciclohqexgi.l)-acetirr:idico (1,1 mmol) se disolvidé en H;0 helada
(40 ml} y el pH se ajustd con HClL 1 N a pH 1,5 La solucién se
agité a temperatura ambiente durante 20 horas Se agregé
acetato de etilo (30 ml) y la capa orgadnlica se lavd con H;0, se
secd y el solvente se removidé para dejar un aceite claro
Rendimiento 82%

1HNMR (CDClj) 400 Miz & 0,78-0,90 (1H, m), 0,93 (3H, d, Jd=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, wm), 2,05-2,08 (24, Br t), 2,54 (2H, s),
4,20 (2K, q, J=7,2 Hz)

MS (CI) m/z 210 (MU'}

AnAlisis Cj;2H;sNO; Calculado C 68,87 H 9,15 N 6,69

Hallado C 68,87 H 9,11 N 6,90



(OBO

57 1A

Paso v trans-(5R,7R)~-7-Matil-2-aza-espirro[4 S5]decan-3-ona

Etal éster del dcido trans-{ (1R, 3R)~1-ciano-3-metil-
ciclohexil)-acético (8,9 mmol) se diselvié en NH,/EtOH (7%, 40
ml) junto con Niquel Raney prelavado (con H;0 seguida por EtOH)
en un matraz de Parr de 250 ml La solucién se hidrogené a
30°C, 46 psi durante 24 horas La soluciédn enfriada se filtré
a través de un tapén de celita, lavando acetato de etilo E1

solvente se removidé del filtrado para dejar un sélido blanco

Rendaimiento 30%

Punto de fusién 92°C-98°C

'HNMR (BMSO) 400 Mtz 8 0,75-0,82 (1H, m), 0,84 (3H, d, J=6,4
Hz), 0,88-0,94 (iH, 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, s), 7,42 (1H, =8) .
MS (CI) m/z 168 (MHY)

Analisis C;pHiyNO Calculado C 71,81 H 10,25 N 8,37

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

Paso wvi Clorhidrato del Acido trans-{(1R,3R)~l-aminometil-3-

metil-ciclohexil) ~acético

trans-(5R, 7R) -7-Metil-2-aza~espiro[41 5]decan-3-ona (2,17 mmol)
se disolvidé en una solucidén cde HCl1 a 10 M (b ml) vy HaO (5 ml) y
la mezcla se refluyé a aproximadamente 140°C durante 5 horas

L.a solucidén enfriada se diluyé con 10 ml de 110 y 10 ml de DCM

- ———p—
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Yy la capa acuosa se lavd nuevamente con 2x15 ml de DCM La

-

chpa acuosa Sse redujP luego hasta secarse para dejar un sélido
blanco Rendimiento 76%

Punto de fusién 148°C-155°C [a)p = -2,5 (T=20°C, c=1, MeOH)
Un i1sdémeroc {(RR)

'HNMR (CDCls) 400 MHz & 0,69-0,79 (1H, m), 0,82 (3H, d, J=6
nz), o0,87-0,90 (14, 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,
8), 7,93 (3H, Br s)

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

An&lisis C;oHi1sNO2 1,1 HCL Calculado C 53,29 H 8,99 N 6,21

-

Hallado . C 53,23 H 9,99 N 6,45

BEJEMPLO 2 Clorhidrato dal Acido {(l-aminometil~-2-metil-

ciclohexil) ~acetico

HN . OR
NC s CH
D IJI% L CN
* j ot ) Mot (ud
_62_—’- » ——

-———— —
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(1) ELO0OCIHLCN, NilhAc, AcOll, Tolueno, 120°C
(11) ;. NaCN, Ctoll (95%), H0, 115°C, b HCl(g)
(11i) EtoH, HCl{g), Tolueno

(iv) HCLl, Hs0

(v) Hz, ELOIH/NH3;, Niquel Raney, 30°C-50°C

(va) HCl, H,0, 140°C

Paso i Etil éster del dcido 2~aglano—-(2-metil-

clolohexilideno)—acético

{+/-)2~Metil ciclohexanona (80 mmol), etil cilancacetato (80
mmol) , ~agetato de “amonio (B8 mmol) y Acido acético glacial (16
mmol) reaccionaron como en el método general (Ejemplo 1) paso
1l para dar un aceite claro RendimienlLo del 76%

'HNMR (CDCl;) 400 Milz 8 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 1ltz), 2,47 (11, 4., J= 5, 9 Hz), 2,92-2,97 (1H, Br
d, J= 15 uz), 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, 6 Hz)

M5 (CI) m/z 208 (MH')

Andlisis Cyally,NO; Calculado C 69,54 11 8,27 N 6,76

[tallado C 69,26 11 8,26 N 6,66

Paso 11 l-Ciranomatil-2-metil-ciclohexanocarbonitrilo
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Ltal ésler del &acido 2-c1ano-!2-metil-clclohexilideno)-acético
{37 mmol), NaCN (37 mmol), reaccionaron como en el método
general (Ejemplo 1), paso i1i El1 sélido crude se purificé
mediante cromatografia de columna (3 1, heptano acetato de
etilo), para dar un aceite clarc Rendimeinto 76%
'HNMR (CDC1l3) 400 Miz & 1,06 (3H, d, J=6,8 Hz), 1,11 (14, 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")
Andlisis Cjollj4N3 Calculade C 73,49 Il 8,69 N 16,86

llallado € 73,24 H 8,73 N 17,08

< .

Pago iii Etil éster del &acido 2-(l-oiano~2-metil-ocioclohexil)~-

acetimidico

l1-Cianometil-2-metil-ciclohexanocarbonitrilo (7,3 mmol)
reaccloné como en el método general (Ejemplo 1), Paso 11i para
dar un sélido blanco Rendimiento 70%

Punto de fusién 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 }i1z resp ), 4,48 (2H, q,
J=6,8 Hz)

MS (CI) m/z 209 (Mi*)

— = Emm-
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Andlisis Cj;zHzoN20 1,06 IIC1l Calculado € 58,37 H 8,60 N 11,347

Hallado C 58,15 H 8,63 N 11,60

Paso iv Etil éster del &cido (l-ciano-2-matil-oiclohexil)-~
acético

Ctil ésier del dcldo 2-(l-clano-2-metil-ciclohexil) -
acetimidico (4,1 mmol) reaccioné como en el método general
(Ejemplo 1) paso (iv) para dar un aceite claro Rendimiento
B2%

'HNMR (CDCli) 400 MHz & 1,03, 1,090 (3H, 2xd, J=7 Hz), 1,27~
1,30 (3H, m), I,32-2,00 (B, m), 2,10-2,20 (1H, m), 2,44, 2,82
(34, Zxd, J=14,8 Hz), 2,54 (1H, m), 4,16-4,22 (2H, m)

MS (CI) m/z 210 (Mil*)

Andlisis Cj3l1;4NO; Calculado € 68,87 H 9,15 N 6,69

lHallado C 68,84 H 9,13 N 6,75
Paso v 6-Metil-2-aza-espiro[4 5]decan-3-ona

Etll éster del &cido ({(l~clano-2-metil-ciclohexil)-acético (8,4
mmol) reacclioné como en el método general (Ejemplo 1) Paso (v)
durante 24 horas a 10°C, 50 psi Tl aceite crudo se purificéd
mediante cromatografia de columna (acetalo de etilo), para dar
un sélide blanco Rendimienlo 31%

Punto de [fusién 85°C-90°C

—— -
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THNMR (CDC1;) 400 Miz & 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*)

Andlisis C,oH,;sNO Calculado C 71,81 1 10,24 N 8,37

Hallado c 71,83 H 10,19 N 8,27

Paso vi Clorhidrato del doido (l-aminometil-2-metil-

ciclohexil) ~acético

6~-Metil-2-aza-espiro[4 5]ldecan-3-ona (2,5 mmol) reacciond como
en el 'método general (Ejemplo 1) pasoc vl para dar un sélido
blanco Rendimlienio 42%

Punto de fusién 108°C-110°C

[@¢]pg~ 0(T=20,5°C, C=1, MeOIll) Dos dlasteredémeros 3 1

'HNMR (DMSO = D,0) 400 MiHz & 0,79, 0,85 (3H, 2xd, J=6,8 Hz),
1,21-1,65 (911, m), 2,22, 2,43 (1H, 2xd, J=15 Hz), 2,46, 2,49
(1H, 2xd, J=15 Hz), 2,83-2,92 (1M, 2xd, J=3,6 Hz), 3,05, 3,15
(1H, 2xd, J=13,6 Hz)

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

Andlisis CygH;sNO21, 3HCl Calculado C 51,64 H 68,79 N 6,02

Hallado C 51,66 H 8,91 N 16,16

- ———— W
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EJEMPLO 3 Clorhidrato del 4#écido (l-aminometil-3,3-dimetil-

-

ciclochexil) -acético

N
. “:‘\“hl cam 1 e
QO Q=
o 0
F//“ _m COH NH HC
S —L- 4y

1) dul, MeLi, NHC1, NHy (92%)

21) NCCH2COLt, NHOAc, tolueno (83%)
iii) NaCN, EtOH, HO (57%)

iv) HCl, EtOH, toluenc (93%)

v) Hz, Ni Raney, EtOil Nfl; {84%)

vil) HCl, H20 (64%)

Pagso 1 3,3-Dimetil-cicolohexanona

Sintetizada a través del método descripto por Pelletier, S W ,

Mody, NV , J Org Chem , 1976, 41, 1069

—— ———— -
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Una solucién de dimelil cupralo de litio se prepard agregando
metil litic (1,4 M en &ter 77,25 ml, 2,45 mol) a yoduro de
cobre (I) (8,8 g, 0,046 mol) bajo argébn La solucién se enfrid
a 0°C, y se agregdé 3-metil-ciclohexen-l-ona (5 ml, 0,044 mol)
gota a gota, con agitacidn, y se formé un precipitado de color
amarillo profundo La suspensién se agitdé a temperatura
amblente durante una hora antes de ser vertida en una solucién
de amoniaco acuoso (100 ml) y acetato de amonlo {(ca 5 ¢g) Las
capas se separaron y la capa acuosa se lavé con éter dietilico
(3 x 50 ml) Los orgénicos combinados se lavaron con soluciébn
salina saturada (3 x 100 ml), se secaron (MgSO,) y el solvente

se removid en vacio para dejar un liquido de color amarillo

osSCurxo -

HNMR (400 MHz, CDCls;) 0,98 (6H, s), 1,59 (2H, m), 1,88 (2H,
m), 2,14 (2H, m}, 2,26 (21, m)
IR (pelicula) vemem™* 2956, 1711 (C=0), 1457, 1368, 1292, 1226,

1076

Paso 1i Etil éster del écido 2-ciano-5,5-dimetil-3-propil-

hex-2-enoico

A una solucién de 3,3-dimetilciclohexanona (4 g, 0,032 mol) en
tolueno (25 ml), se agregd cirancacetato de etilo (3,37 ml,

0,032 mol, 1 ecq )}, acclelo de amonio (0,24 g, 0,003 mol, O,1

.
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eq ), y éacido acético (0,36 ml, 0,006 mol, 0,2 eq ) La
solucién de-color amarillo se calenté a reflujo mientras se la
unia a una trampa de Dean-Stark, y se continud calentando
hasta que ya no hubo agua condensada en la trampa Después d
enfriar, la solucién de color naranja se lavé con agua {3 x 25
ml) y la capa orgdnica se secdé (MgS0O,) La filtracién y 1la
remoclén del solvente en vacioc dieron el producto crudo como
un liquido de color naranja profundo La purificacién se logrd
mediante destilacién de Kugelrohr para dejar la mezcla de
productos c¢is y trans como un liguido de color amarillo
palido, punto de ebullicién 160°C-170°C, 4 mbar (5,83 g, 83%)

~ 1
lH NMR (400 Miiz, CDCla) 0,96, (6H, s, 2x Me), 1,34 (6H, m, 2x
Me de é4ster), 1,49 (4H, m), 1,75 (2H, quin , J 6,4), 2,46 (24,
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) B
MS (CI) z/e 222 (M'+1)
IR (pelicula) vaxcm™' 2958, 2870, 2224 (CN)}, 1731 (C=0), 1606
(C=C), 1277, 1223
An&lisis C;3H;s03N Calculado C 70,56 H 8,65 N 6,32

Hallado C 70,35 H 8,79 N 6,25

Paso 1ii 1-Cianomatil-3,3-dimetil-ciclohexanocarbonitrilo

— v m e e ——————
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A una solucidén del etil éster del &cido 2-ciano-5,5-dimetil-3-
propil-hex-2-enoico (1,26 g, 0,006 mol) en etanol (100 ml) vy
agua (4 ml) se agregdé clanuro de sodio (0,28 g, 0,006 mol, 1
eq ) La solucidn amarillenta se calentd a reflujo durante B
horas y luego se enfris, durante cuyo tiempo se formdé un
precipitado blancuzco

La suspensién se filtré bajo vacio y el filtrado se acidificd
con gas de HCl1l hasta que el pH fue de aproximadamente 2 La
mezcla luego se filtré una segunda vez y luego el solvente se
removié en vacio para dejar el producto crudo como un sélido
de color verde palido

La cromatografia de columna réapida, después de la adsorcién
del producto crudo sobre silice, eluyendo con 0%-50% de EtOAc
en heptano, dio el binitrilo como un sélido incoloro (0,57 g,
57%)

'H NMR (400 MHz, CDCls) 0,99, (3H, a, Me), 1,13 (lH, td, J
13,2, 4,2), 1,21 (3H, s, Me), 1,32 (24, m), 1,54 (1H, m), 1,82
(3H, m), 2,15 (1H, m), 2,65 (2H, s, CH)CN) :
13 NMR (400 MHZ, CDCls) 19,61, 25,17, 30,79, 31,18, 33,77
34,79, 35,37, 37,92, 46,26, 115,06, 122,19

MS (CY) z/e 177 (M'+1) t
IR (pelicula) vaxcm™' 2988, 2937, 2237 (2x CN), 1749, 1456,
1423, 1369, 1202, 1180, 1031, 972

Andlisis CjlligN2 Calculado C 74,96 I 9,15 N 15,89

flallado cC 75,08 11 9,32 N 15,80

- p— - —
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Paso v, Btil éster del dcado {(1~-ciano-3,3-dimetil~

ciclohaxil) -acético

l-Cianometil-3, 3-dimetil-ciclohexanocarbonitrilo (0,50 g, 2,84
mmol) se disolvid en etanol absoluto (20 ml) a temperatura
ambiente y luego se enfrié a 0°C Se agregd tolueno (20 ml) a
la solucién y luege la mezcla de la reacclén se acidificé
pasando gas de HCl a través de ella a una velocldad suave
durante ca 45 minutos TI'] matraz Fue detenido luego y se lo
dejd en reposo a temperalura 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« cpn acetato de etilo (3x 30 ml) y los orgénicos
combinados se lavaron con una solucidén de carbonato de
hidrégeno de sodio saturado acuoso (3x 50 ml), solucién salina
(3x 50 ml), se secaron (MgSO4} y el solvente se removid bajo
presién reducida para dejar un liqulido de color amarillo
palido (0,59 g, 93%)

!4 NMR {400 MHz, CDCli) 0,94, (3H, s, Me), 1,16 {(3H, m), 1,21
(3H, s, Me), 1,29 (3H, t, J 7,2, CHCHy), 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,
dt, J 13,7, 2,2), 2,16 (1H, m}, 2,48 (1H, d, J 15,6, C-2H),
2,54 (1N, d, J 15,6, c;én), 4,20 (20, q, J 7,2, CHaCHj)

BPBe NMR (400 MHZ, CDCli) 14,21, 19,68, 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'11)

—————— iy e g T S ———
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IR (pelicula) vmxcm™ 2998, 2937, 2868, 2234 (C=0), 1457,
1372, 1217, 1181, 1154, 1026
AnAlisis C;aHz1NOz Calculado 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-axza-espiro[4 5]decan-3-ona,

Etil éster del &cido (l-ciano-3,3-dimetil-ciclohexil)-acético
(0,5 g, 2,23 mmol) se hidrogendé en amoniaco etanéblico (60 ml)
con niquel Raney como catalizador (ca 0,25 g) a 50°C y 50 psi
durante 48 horas

Ll catalpyzador luego fue removido por filtracién a través de
Celita, y el solvente fue removido en vacio para dejar un
s6lido cristalino de color verdoso

La cromatografia de columna rapida, eluyendo con 0%-100% de
acetato de etilo en heptano, dio la lactama pura como un

s6lido incoloro (340 mg, 84%)

'H NMR (400 Milz, CDCly) 0,89, (31, 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, CHzNU), 2,24 (11, d, J 16,8, CH;NH), 3,15 (2H,
s, CHCO) _

3¢ NMR (400 MHZ, CDCly) 19,16, 29,88, 30,36, 231,28, 36,57,
39,05, 39,61, 44,58, 49,54, 54,79, 17,72

MS (CI) z/e 182 (M'H1)
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IR (pelicula) wvu,cm™ 3203, 3100 (NH), 2914, 2860, 1698 (C=0),
1486, 1374, 1317, 1289, 1257, 1076
Analisis C;HigNO Calculado C 72,88 (1 10,56 N 7,73

Hallado C 72,38 H 10,47 N 6,7,56

Paso wvi Clorhidrate del #cido (l-aminometil-3,3-dimetil-

cioloheaexll) —acétaico

7,7-Dimetil~-2-aza-espiro[4 5)decan-3-ona (0,3 g, 1,66 mmol) se
disolvié en una mezcla de I1ICl (concentrado, 5 ml) y agua (5
ml), y la solucidén incolora resultante se calenté a reflujo
durante. 20 horas -La solucidn se enfrié y luego fue dividida
entre agua y diclorometano y las capas separaron La capa
acuosa se lavé con diclorometanco (3x 20 ml) y el agua/HCl se
removidé mediante evaporacidn rotativa para dejar el producto
crudo como un sbdlido blancuzco La trituracién de este sélido
con acetato de etilo y la filtracién del producto dic la sal
de clorhadrato del adcido (1-aminometil-3, 3~-dimetil-
ciclohexil)-acético como un s6lido incoloro (140 mg, 42%, 64%
basado en el material inicral recuperado)

14 NMR (400 MHz, DMSO} 0,90, (3H, s, Me), 0,92 (3H, s, Me),
1,15-1,49 (8}, m), 2,45 (211, s, CHCO3l}), 2,90 (2H, br q, J
13,5, CHzNHy), 7,96 (34, br s, NM3), 12,36 (1H, br s, OH)

IR (pelicula) va,cm™® 2930, 1728 (C=0), 1272, 1123

St
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Analisis C;;H;NO;Cl Calculado C 56,04 H 9,41 N 5,94

Hallado C 55,79 H 9,61 N 6,23

EJEMPLO 4 Clorhidrato del &aido (i)~ (trans)-(l-aminometil-3,4-

dimetil-ciclopantl) —acético

o | CO,Lt 0, O,Et
jal e IE

+-(4n) *+/-(4h) +i-(4c)

ey, " ; / ()
S

(v)

Reactivos (1) Irietilfosfonoacelato, WNall, (il) MeNO;, Bu(N‘F.,

(11i) Hz, Ni, (iv) HCl

Paso 1 Sintaesis del Etil éster del Acido (i) (trana)-(3,4-

dimatil-clialopantilidenc)~acético (4b)

Se suspendid Nall (dispersién al 60% en aceite, 737 mg, 18,42
mmol), tetrahidrofurano seco (50 ml) y se enfrié a 0°C Se
agregd trietilfosfonoacetalo (3,83 ml, 19,30 mmol) y la mezcla

se agitd a 0°C durante 15 minutos Se agregd luego la cetona

——— - — i — ———
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(+/-)~(4a) (1,965 g, 17,54 mmol) en THF (10 ml) y se dejd
cdlentar la -mezcla a la temperatura ambiente Pasadas 2 horas,
la mezcla fue dividida entre éter dietilico (200 ml) Yy agua
{150 ml) La fase orginica se separd, se lavé con solucidn
salina, se secd (MgSO4) ¥y el solvente se removiéd en vacio E1
residuc se purificé mediante cromatografia rapida (silice,

acetato de etailo heptano 1 9) para dar 3,01 g (94%) de (4b)

como un aceite incoloro

4 NMR 400 MHZ, (CDCl;) & 1,01, (310, d, J=6 Hz), 1,03 (3H, d,
J=6 Hz), 1,26 (3H, t, J=7 uz}, 1,49 (2H, m), 2,07 (1iH, wm),
2,24 (1#y m), 4,13 (2H, q, J= 7 Hz), 5,72 (1H, s)

MS (CI*) m/e 1B3 (M+1)

Pago 1ii Bintesis del Etil éstexr del é&clido (i) (trans)-{3,4-

dimetil-l-nitrometil-oioclopentil)-acético (4¢c)

Btil éster del Acido (%) (trans)-(3,4-dimetil-ciclopentilideno)-
acético (4b) (2,95 g, 16,2 mmol) se disolvid en
tetrahidrofuranc (10 ml) y se agitd a 70°C con nitrometano
(1,9 ml, 35,2 mmol) y fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en
teLrahldrofurano, 22 ml, 22,0 mmol) Pasadas 6 horas, lamezla
se enfrié a temperatura ambilente, se diluyd con acelato de

etilo (50 ml) y se lavé con HC1 2N (30 ml) y luego con

D ——— ] - —

 —
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solucaién salina (50 ml) La fase orgidnica se recogid, se sectd
(MgsOs) y el solvenLe se removid en vacio El1 residuo se
purificé mediante cromatografla rapida (silice, acetato de

etilo, heptano 1,9) para dar 1,152 g {29%) de un aceite claro

"M NMR 400 MHz, (CDCly) & 0,98, (6H, d, J=6 Hz), 1,10-1,39
(5H, m), 1,47 (2H, m), 1,87 (1H, m), 2,03 (1H, m), 2,57 (2H,
ABq, J = 16,38 llz), 4,14 (214, q, J= 7 Hz), 4,61 (2H, RBq, J =
12,60 Hz)
MS (ES*) m/e 244 (Mr1)
IR (pelicula) v cm™ 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

-« 3

Paso i Sintesis de la (1) - (txans)-7,8-Dimatil-

espirol4 5]nonan-2-ona (4d)

El etil éster del Acido {(t)-(trans)~-{3,4-dimetil~-1-
nitrilometil-ciclopentil)-~acético (4e) (1,14 g, 4,7 mmol) se
disolvid en metanol (50 ml) y se agité sobre catalizador de
niquel Raney bajo una atmésfera de hidrégeno (40 psi) a 30°C
Pasadas 5 horas, el cata11zado; se removié por filtracién a
través de celita El solvenlLe se removid en vaclo para dar 746

mg (95%) de un aceite de color amarillo palido que »se

solidificé en reposo

-

————— - ———
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'H NMR 400 Mnz, (cpcly) & 0,98, (6H, d, J=6 Hz), 1,32 (2H, m),
1,46 (2H, m),— 1,97 (211, m), 2,27 (21, ABg, 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, Sintesis del olorhidrato del #&cido {i)~(trans)-(1-

aminometil-3,4~dimetil-ciclopentil)-acético

La (*)-(trans)-7,8-dimetil-espirol[4 4)nonan-2-on (4d) (734 mgqg,
4,40 mmol) se calenté a reflujo en una mezcla de 1,4-dioxano
{5 ml) '§ ‘mc1 a 6N {15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla se
enfridé a la temperatura ambiente, se diluyé con agua (20 nml) y
se lavé con diclorometano (3 x 30 ml) La fase acuosa se
recoglié y el solvente se removié en vacio El residuo se
trituré con aceLato de etilo para dar 675 mg (69%) de un
sélido blanco después de la reco}eccién y el secado

4 NMR 400 MIlzZ, (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 (1ll, br s)

MS (ES*) m/e 186 (M+l para la base libre)

EJEMPLO 5 Cloxhidrato del acido (cia/txrans)-(3R)~(1-

aminometil-3-metil-ciclopentil) —acético (5)
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Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (il1) MeNO;, BusN'fF",

(111) Hzy Ni, (iv) HCL

Paso 1 Binteasis del Etil éster del dacido (R)-(3-matil-

olclopentilideno) -acético

NaH (dispersidén al 60% en aceite, 1,86 g, 46,5 mmol) se
suspendi6é en teirahidrofurano seco (40 ml) y se enfrid a 0°C

Se agregd trietilfosfonoacetalo (9,69 ml, 48,8 mmol) y 1la
mezcla se agilLé a 0°C duranLe 15 minutos Luego se agregd(R)-
3-metil-ciclopentanona (5a) (5 ml, 46,5 mmol) en THF (10 ml) y
la mezcla fue dejada calenLar a 1la Lemperatura ambiente

Pasadas 2 horas, la mescla [ue dividida entre éter dietilico
(200 ml) y agua (150 ml} La fase orgdnica se separd, se lavd

con soluclén salina, se secd (MgSO,) y el solvente se removid

—
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en vacic El residuo se purificéd mediante cromatografia réapida
(4ilice, acelato de etilo heptano 1 9) para dar 5,45 g (70%)

de (2) como un aceite incoloro

1 NMR 400 Mz, (CDCly) & 1,04, (3u, m), 1,27 (3H, t, J= 7
Hz), 1,80-2,74 (71, m), 2,90-3,15 (1li, m), 4,13 (2H, q, T = 7
Hz), 5,76 (1H, s)

MS (CI") m/e 169 (M+l)

IR (pelicula) v cm™' 1205, 1371, 1653, 1716, 2955

Pago 11 Sintesis del Etil éster del #&cido (cis/trans)-(3R)-
(3-metil-l-cioclopental)-acético (50)
- 7 -

Etil éster de 4cldo (R)-(3-metil-ciclopentilideno)-acético
{(5b) (3,0 g, 17,8 mmol) se disolvié 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) Pasad?9 18 horas, la mezcla se enfrid a la
temperatura ambiente, se diluydé con acetato de etilo (50 ml) y
se lavé con HCl 2N (30 ml) y luego con soluclién salina (50
ml) La fase orgidnica se recogid, se secéd (MgSO,) y el solvente
se removidé en vacio El resliduo se purificé mediante
cromatografia rapida (silice, acetato de etilo heptano 19)

para dar 2,00 g (19%) de un aceite claro

-
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' NMR 400 MHz, (CDCl;) & 1,02, (3H, d, J= & Hz), 1,08-1,37
(SH, m), 1,59-2,17 (SH, 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 em™ 1183, 1377, 1548, 1732, 2956

Paso iad S8intesis de la (cas/trans) - (7R) ~7-Matil-

espiro[4 4]nonan-2-ona (5d)

Etll éster del 4cido (cis/trans)-(3R)-(3-metil-l-nitrometil-
circlopentil)-acético (5¢) (1,98 g, B,66 mmol) se disuelve en
metanol *{50 ml) y sSe agilLa sobre catalizador de niquel Raney
bajo una atmésfera de hidrégeno (40 psi) a 30°C Pasadas 18
horas, el catalizador se remueve mediante filltraclién a través
de celita El solvente se remueve en vaclo y el residuo se
purifica medlante 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 (MF1)

IR (pelicula) v cm™* 1695, 2949, 3231

-
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Paso 1v Sintesis del Clorhidrato del &ocido (cis/trans)-(3R)-

(1~aminometil-3-metil-ciclopentil)-acético (5)

La (cis/trans)-(7R)-7-metil-espirof4 4}nonan-2-ona (5d) (746
mg, 4,88 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
se enfria a la temperatura ambiente, se diluye con agua (20
ml) y se lava con dicloromelano (3 x 30 ml). La fase acuosa se
recoge y el solvenle sc remueve en vacio El residuo se
tritura con acetato de eliloc para dar un sélido blanco que se
recoge y Se seéca Esto se cristaliza deade acetato de

etilo/mesanol para dar 656 mg ({65%) de (5) después de 1la
recoleccidn y el secado

‘H NMR 400 Mllz, (de~DMSO) & 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 (2H, m), 7,96 (3H, br s), 12,35 (1H, br s)

MS (ES*) m/e 172 (M+l1 para la base libre)

—— e ———

w7 2 Jn et ey =)

ko ke ety




po=
78 ] L,}

EJEMPLO 6 Clorhidrato del &cido (+4)-(trans)-(l-aminometil-

3, 4-dimetil-ciclopentil) ~acético

o co i - o.N 0 u
() ' .
)]
— —_— (e
{6a)

(6b)

o &
noH N co n A/m

® - “

Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, ({ii) MeNO;, Bu N‘F";

(111) Hz, N2, (av) HCl

Paso 1 8Sintasis del Etil é&ster del Acido (cias)=(3,4-dimetil-

alolopentilideno) ~acético (6b)

NaH (dispersién al 60% en acelte, 519 mg, 12,96 mmol) se
suspendid en tetrahidrofurano seco (30 ml) y se enfrié a 0°C
Se agregd trieLilfosfonoacelato (2,68 ml, 13,5 mmol) y 1la
mezcla se agitd a 0°C durante 15 minutos Luego se agregd
(35,4R)-3,4-dimetil-ciclopentanona (6a) (1,21 g, 10,80 mmol)

en THF (10 ml) y la mezcla sc dejd calenlar a la temperatura

» - —_— -
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ambiente Pasadas 2 horas, la mezcla fue dividida entre éter
diet{lico (2—00 ml) y agqua (150 ml) La fase organica se
separd, se lavd con solucidén salina, se secd (MgS0,) y el
solvente se removid en vacio El residuo se purificé mediante

cromatografia rdpida (silice, acetato de etilo heptano 5 95)
para dar 1,40 g (71%) de (2) como un aceite incoloro
'H 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 (1H, 3)
MS (CI%) m/e 183 (M+1)
IR (pelicula) v dm™' 1043, 1125, 1200, 1658, 1715, 2959

<

Paso 11 S8intesis del Etil éster del &cido (trans)-(3,4-

dimetil-1-nitrometil-ciclopentil)-acético

Etil éster del Acido (cis)-(3,4-dimetil-ciclopentilideno)-
acético (6b) (1, 384 g, 7,60 mmol) ge disolvié en
tetrahidrofurano (10 ml) y se agité a 70°C con nitrometano
(0,82 ml, 15,2 mmol) y fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en
tetrahidrofurano, 11,1 ml, 11,4 mmol) Pasadas 6 horas, 1la
mezcla se enfridé a la Lomperatura ambilente, se diluyéd con
acetato de elilo (50 ml) y ge lavé con HCl a 2N (30 ml) y
luego con soluclé4n salina (50 ml) I.a [fase orgdnica se
recogld, se secd (MgSO,;) y el solvente se removid en vacio El1

residuo se purificd medranLe cromalografia répida (silice,

[ P A ————
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acetato de elLilo heptano 5 95) para dar 0,837 g (45%) de un

aceite claro

'H NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,91, (6H, d, J = 6 Hz), 1,21-1,39

(511, m}, 1,98 (2it, m), 2,18 (21, m), Z,64 (24 s), 4,15 (2H, q,

J = 7 Hz), 4,61 {2H, s)
MS (ES') m/e 244 (M41)

IR {pelicula) v cm! 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Paso 1il Sintesis de la (trans)-7,8-Dimetl-aespiro[4 4]lnonan-
2-ona (6d)

Etil éater del "~ Acido (trans)-(3,4-dimetil-l-nitrometil-

ciclopentil)-acético (6¢) (0,83 g, 3,1 mmol) se disolvid en

metanol (30 ml} y se agitd sobre catalizador de nigquel Raney

bajo una atmésfera de hidrégeno (40 psi) a 30°C Pasadas 4

horas, el catalizador se removi§ mediante filtracién a través

de celita El solvente se removidé en vacio para dar 567 mg
(99%) de un aceite de color amarillo pélido que solidificéd en
reposo

14 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 em™' , 1304, 1450, 1699, 2871, 31B6
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Paso iv Sintesis dal Clorhidrato dal A&cido (trans)-(1-
aminometil-3,4-dimetil-ciclopantil) -acético (6)

La (trans)-7,8-Dimetil-espiro[4 4]nonan-2-ona (6d) (563 mg,
4,40 mmol) se calenté a reflujo en una mezcla de lld—dioxano
{5 ml) y IICl a 6N (15 ml) Pasadas 4 horasa, la mezcla se
enfrid a la temperatura ambiente, se diluyé con agua (20 ml) y
se lavé con diclorometanc (3 x 30 ml) La fase acuosa ae
recoglid y el solvente se removid en vacio El1 residuo se
triturdé con acetato de etilo para dar un sélido blanco que se
recogié y se sgecé LCsto se recristalizdé desde acetato de
etilo/metanol para dar 440 mg (59%) de (6) después de 1la
recoleccién y el secado

1H 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 (1li, bx s)

MS (ES*) m/e 186 (M+1 para la base libre)

EJEMPLO 7 Clorhadratoc del &cido (+)-({(trans)-(l-aminometil-

3,4-dimetil-ciclopentil)-acético

r———



02 7

- S ;5
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Reactivoa (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (1i) MeNOz, BusN‘EF",

Pl

(ii1) Ha, Ni, (iv) HCl

< 1

La (3S,48)-3,4-Dimetil-ciclopenianona {(7a) es conocida en 1la
bibliografia y puedes ser sintetizada mediante los métodoa
descriptos en ella Y Kato, Chem Pharm Bull, 1966,14 1438-
1439 y referencias relacionadas W ¢ 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 Rosenquist,

I Kvarnstrorn, S8 C€ T Svensson, B Classon, B Samuelsson,
Acta Chem Scand , 1992,46 1127, ©T 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 ?intasis del Etil éster del &cido (trans)-(3,4-
dimetil~ciclopantilideno) —acético (7b)

A una suspensién de hidruro de sodio (1,3 g, 32,5 mmol) en THF
(60 ml) bajo nitrégeno a 0°C, se agregd trietilfosfonoacetato
{6,5 ml, 32,7 wmol) durante 5 mainutos Después de agitar
durante otros 10 minutos, se agregd una solucién de (38,48)-
3,4-dametil-ciclopentanona (7a) (aproximadamente 2,68 g, 30
mmol) en THF) (2 x 10 ml), a la solucidén que ahora es clara y
se removidé el bafio de hielo Pasadas 4 hora, se extinguld la
reacciédn vertiendo en agua (100 ml) y la mezcla se extrajo con
éter (400 ml) La fase orgédnica se enfrid con solucibdn salina
saturfdd (100 ml), se secd6 y se concentré en vacio La
cromatografia de columna (10 1 heptano/acetato de etilo) dio
el producto come un aceite (4,53 g) (aproximadamente 91% de

rendimiento)

lH NMR 400 MHz (CDCl;) & 1,01 (3H, d, J = 6 Hz), 1,03 (3H, d,
J = 6 Hz), 1,26 (3H, t, J = 7 liz), 1,49 (2H, m), 2,07 (1H, m),
2,24 (1L H, m), 2,61 (10, m), 4,13 (2H, q, J = T Hz), 5,72 (1K,
s)

MS (CI*) m/c 183 (M+1)

Paso id Etal édater del Acido (trans)~(3,4~dimetil-1~-

nitrometil-ciclopentil) -acético (7c)

——
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A una soluclén del eli]l éster del Acido {trans)=-(3,4-dimetil-
Eiclopentiiideno)—acétlco {(7Tb) (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 reaccldn se calentd a
60°C durante 8 horas Después de enfriar, la mezcla de la
reaccidn se diluyd con acetato de etilo (150 ml) y se lavé con
HC1l 2N (40 ml) y luego con soluclién 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)
'H NMR 400 MHz, (CDCl) & 0,98, (6H, d, J = 6 Hz), 1,10-1,39
(5H, m), 1,47 -(ZIh m), 1,87 (1H, s), 2,03 (1H, s), 2,57 (2H,
ABq, U=t 16,38 Iz}, 4,14 (2H, q, J= 7 Hz), 4,61 (2H, ABq, J=
12,60 Hz)

MS (ES*) m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm™ , 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Paso il Sintesis del Clorhidrato del #écido (+)~-~(trans)-(1-

aminomatil-3,4~-damatil-ciclopantal) —acético (7)

Una solucidn de etll ésier del Aclido {(trans)-{3,4-dimetil-1-
nitrometil-ciclopenilil)-acélico (7c) (3,5 g, 14,1 mmol) en
metanol (100 ml) en la presencia de una esponja de N1 se
hidrogend a 30°C y a 50 psi durante 4 horas El filtrado del
catalizador y la concenlLraciédn en vacio dio una mezcla de 2 1

de lactama y aminoéster, 2,53 g, calculado como 96%, que se
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usé sin purificacidén [Csta mezcla (2,53 g, 13,8 mmol) en
‘dioxano (£5 ml) y JIClL a 6N (45 ml) se calentdé bajo reflujo
(bafio de aceite = 110°C) duranle 24horas Después de enfriar y
diluir con agua (60 ml), la mezcla -se lavdé con diclorometano
(3 2 50 ml) y 1luego se concentré en vacio El acelte
resultante se lavd con acetato de etilo y luego con
diclorometano para dar una espuma pegajosa que se secd para
dar el produclLo como un polvo blanco (2,32 gq) (Rendimiento

del 76%)

ap{23°C) (Hz0) (c=1,002)=+28,2° ~

IR NMR 400 Milz (de-DMSO) & 0,91 (6H, d, J = 6 Hz), 1,18 (2H,
m), 1,42 (2H, m), 1,72 (14, m), 1,87 (1H, m), 2,42 (2H, ABq, J
w 16, 24 Hz), 2,90 (2H, ABg, 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)

-y
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EJEMPLO 8 Clorhadrato del &cido la,3f,5(-(l-~aminomatil-3,5-

-

‘dimetil-ciclohexil)-acético

Jo B ﬁi——-—

(8b)
(o]
CO,EL HN Hel NH,
5 '
v Ty
(8c)

Paso i SBintasis del Etil éstar dal #foido 2-giano-((3R,658)-
3,5~dimetil-ciclohexzilidenoc) -~acético (8b) Cis-3,5~
dimetilciclohexanona (8a, 15,78 g, 125,0 mmol) se disolvié en
toluene (150 ml) y se tratd con acetato de amonio (0,96 g,
0,099 mmol), &cido acéticoe (1,4 ml, 0,195 mmol) y etil
clanoacetato (14,04 g, 99,2 mmol) La reacclén se calentd a
reflujo toda la noche con una trampa de Dean-Stark, luego se
enfrié a temperatura ambiente y se lavé con H0 (3 x 50 ml) La
capa acuosa se lavd nuevamente con tolueno (2 x 50 ml) Las
capas organicas, se secaron sobre Na:S04y y se concentraron El

residuo fue sometido a cromatografia sobre gel de silice

—— o —
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eluyendo con 5% de LEtOAc/hexano para dar 22,0 g (80%) del

producto deseado como un aceite clarc

MS 222,1 (M+1 para Cj)H;pN;02), un aceite, TLC $10;, R¢ 0,40
(2 1 hexano/CtOAc), Analisis (Ci3HeN102) (Cal ) C 70,56, H
B,68, N 6,33 (hallado) C 70,74, H 8,68, N 6,33 !H NMR
{cbCl,;) & 0,83-0,95 (m, 1 H), 1,01 (t, 6 H, J = 6,1 Hz), 1,32
(t, 3 H, J = 7,3 Hz}), 1,48-1,85 (m, 5 H), 2,97-3,02 (m, 1 H),

3,92 (dd, 1 0, J = 12,2, 2,2 Hz), 4,24 (q, 2 H, I = 7,1 Hz)

Paso ii 8inteais del 1la,3f,5}-1-Ciancmetil-3,5~dimetil-

aialol;‘ex‘anocarbon:l.tzilo {8c)

El etll éster del 4cido 2~-clano-((3R,58)-3,5-dimetil-
clclohexilideno)-acético (8b, 6,64 g, 30,0 mmol) se disolvid
en EtOH (60 ml) y se agregd a una suspensidén de NaCN (1,47 g,
30,0 mmol) en EtOH / H:O0 (100 ml / 8 ml) La reacclén se
calenté a reflujo toda la noche, luego se enfrié a la
temperatura ambiente, se filtré y se concentré en vacio para
dar un aceite claro que se solificé bajo vacio El residuo
fue sometido a cromatografia sobre gel de silice eluyendo con
4 1 hexano/LCLOAc para dar 4.65 g (773%) del producto deseado

como un sélido pegajoso, blanco

T Ty T

———— o — i



A
1S3

MS no se observé ningun ion de MFl (C;;HigNz), un aceite, TLC
510z, Rg 0:31 (4 1 hexano/CtOAc), RAndlisis (CyHigM2) (Cal ) C
74,96, 1 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 Hiz), 21,03 (t, 2H, J = 12,9 hz), 1,75-1,90 (m,

3H), 2,01 (d, 2H, J= 11,5 Bz), 2,65 (s, 2H)

Paso 1ii Sintesis del Clorhidrato del &cido 1«x,3p,5p-(1-

aminometil-3,5-dimetil~ciclohexil) -acétice (84) la, 38, 5p=-1~

Cianometil-3, 5-dimelL1l-ciclohexanocarbonitrilo (8e, 5,51 g,
31,26 mmol) se disolvidé en LCtOH (80 ml) y tolueno (B0 ml), se
enfrié a 0°C y se saturé con gas de HCl La solucién fue
detenida y agitada toda la noche a temperatura ambiente, luego
conentrada en vacio para dar el imino éster crudo como un
sdlido blanco Este materiral crudo se triturd con Et0 (150 ml)
y se secéd bajo vacio, a temperatura ambiente, luego se
extrajo con LCLOAc (3 x 100 ml) Las capas orgédnicas se
combinaron, se lavaron con solucién salina, se sacaron sobre
NaS804 Yy 8se concentraron L1l residuo fue sometido a
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 6.1
hexano/EtOAc para dar 5,78 g (83%) del producto deseado como

un aceite claro

- g

- e ey s sl



89 \\SL{

MS 224,1 (MI1l para C;3H2)N;03), un aceite, TLC S10;, R: 0,32
(6 1 hexano/CtOAc), Andlisis (C;3H;N;02) (Cal ) € 69,92, H

9,48, N 6,27 (hallado) C 70,03, H 9,45, N 6,30 !H NMR

6,6 Hz), 1,27 (1, 3 1, §J = 7,1 Hz), 1,70-1,76 {m, 1 H), 1,80-
1,90 (m, 2 1), 2,02 (d, 2 I, J = 12,9 Hz), 2,51 (s, 2 H), 4,18

(qr 2 Hr J = 7,1 Hz)

Paso av Sintesins da 1a 5a,7p,9p-7,9-Dimatil-2-aza-
aspiro{4 S]ldecan-3-ona (Be)

Etil éster del acido la, 3P, 5p-{l-clano-3,5-dimetil-ciclohexil)-
acétigo'tﬂd, 5,82 g, 26,1 mmol) se disolvié en MeOH (150 ml),
se tratd con 10% Rh/2% Pd/C (1,0 g) y =se agitdé bajo una
atmésfera de Hy (50 psi) durante 28 h La reaccidn se £filtxd y
se concentrdé en vacio LCl residuo 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+1l para C;ilhigN10;}, punto de fusién 116°C-118°C,
TLC Si0;, Re 0,36 (6% MeOIl/CH2Clz), Analisis (C;i1HieN104) (Cal )
¢ 72,88, I 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 1}, 1,60-1,71 {(m, 3 H), 2,09

(s, 2 H), 3,16 (s, 2 11}, 5,79 (br, 1 1)

———— - ———
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Paso v Sintesis de la sal de clorhidrato del acido 1a,3f,5p-

-

‘(i—nminumatzl-B,5—dimat11-ciclohax11)-acético {8) La 5a,7p,9p-
7,9-dimet1l-2-aza-espirof{4 5ldecan~-3-ona (8e, 0,52 g, 2,87
mmol} se traté con HClL a 6N (19 ml) y se calentd a reflujo
toda la noche La reacciétn se enfridé a temperatura ambiente,
con lo cual se formd un precipitado blanco El1 sélido se
filtré, y el failtrado se enfrié a 0°C para lograr una segunda
cosecha de cristales, luego se filtrd nuevamente Los sdélidos
se combinaron y se secaron bajo vaclio para dar 0,46 g (68%)

del producto deseado

Ms 2B0l1 (M1l para Cnill21N102), punto de fusién 179°C-180°C,
Anadlisis (Cj;H2 N0, 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) 5 0,46~
0,53 (m, 1 H), 0,77 (£, 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 &cido 1a,3f,5p8-(3,5-dimetil-

l-propilaminometil~ciclohexil) -acético

Sal de clorhidrato del 4cido 1a,3B,5p-(l-aminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acétice (B, 1,0g, 4,2 mmol) se disolvid en
EtoH (100 ml), se tratd con una solucién de hidrédxido de sodio
(1N, 3 Tl), proplonaldehido (0,9 ml, 12,6 mmcl) y 10% de Pd/C
(0,3g) y se agiidé bajo una atmdsfera de H {50 psl) durante 3
h La reacciédn se filtrd, se tratd con HCL/Eta0 (1 M, 10 ml) y
se concentrd en vacio El residuo se tratd con 1sopropanol
caliente (100 ml), el NaCl se filtré, y la soluciédn clara se
concentrd en vacio [l productL rudo se recristalizd desde 1i-
PrOH/acetona/hexano (14 200 225 ml) y se secdé bajo vaclo para
dar 0,136 g (12%) del producto deseado

MS 242,1 (M11 para Cjliz7N)02), punto de fusién 178°C-180°C,
Andlisis (CjiqH2oN;102 HCL 0,2'7“;0-) (Cal ) ¢ 59,48, H 10,18, N

4,95 {hallado) C 5953, W 10,21, N 4,78 'H NMR (CD3;0D) &
0,52 (dd, 1 li, J = 24,2, 12,0 Hz), 0,83-0,50 (m, & H), 1,00
{t, 31, §J=17,6 Hz), 1,61-1,80 (m, 7 H), 2,43 (s, 2 H), 2,98

(t, 2 H, J=17,8HzZ), 3,20 (5, 2 1I)

-
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EJEMPLO 10 Sal de clorhidrato del &cido 1a,3p},5p-(1-

-
4

aetilaminometil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético

El Ejemplo 10 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usdé acetaldehido en lugar de
propionaldehido y se usdé acetetalo de etilo/heptano para la

< 3
recristalizacién (rendimiento 30%)

MS (Mrl para CislizsN10z2), punto de fusién 188°C-190°C, H NMR
(DMSO) & 0,83 (8H, br d), 1,24 (3 K, 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 a}, 12,42 (1 i, br s)

T —— —
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EJEMPLO 11 Sal de Clorhadrato del 4&cido 1la,3B,5p-(1-

‘bencilamino-metil) -3, 5~dimetil-ciclohexil-acético

El EjJemplo 11 se sinletizé de acuerdo con el método del
Eiemplo 9, salvo que se us6 benzaldehide en lugar de
proplonaldehido y que se usd EBEt,0 para la recristalizacién
(rendj;mi;ento 30%)

MS 290,1 (M+1l para Cj;gHa7N;102), punto de fusién 162°C-163°C,
Analisis (CjigH27N102 HCl 0,20I11,0) (Cal ) C 65,62, H 8,69, N
4,25 (hallado) C 65,60, H 8,71, N 4,31 *H NMR (CD0D) 8§
0,48 (dd, 1 1I, J =~ 12,5 Hz), 0,79-0,90 (m, B 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)

— — e ——— W oy S e e
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EJEMPIO 12 Sal da clorhidrato del &cido 1a,3p,5p~(1-

dimetilaminometil-3,5-dimatil-ciclohaxil)-acético

\N/"

Una solucién de la sal de clorhidrato del &cido 1la,3B,5B-(1-
aminometil-3, S~dimetil-ciclohexil)-acético (8, 0,20 g, 0,59
mmol) en CEOH (15 ml), solucidn de hidrbéxido de sodio {1 N,
« -
0,59 mmgl) y 130 {1 ml) se tralLé con 20% de Pd/C (50 mg) y se
aglté bajo una atmésfera de i3 (50 psi) durante 15 horas) La
reacciédn se filtré, se tratd con HCL/Eta0 a 1 N (1 ml) y se
concentrd en vacio El residuo se disolvié en 1-PrOH caliente
(4 ml), se diluyd con acetona (100 ml) y Etz;0 (350 ml) y se

enfrié a 0°C El séliado se filtrxd y se secd bajo vaclio para

dar 103 mg (rendimienlo del 70%) del producto deseado

MS 228B,1 (M+1 para CjzHz3N;02), punto de fusién 195°C-196°C,
Andlials {CyoHaaN302 HC1 0,41H30) (Cal Y C 57,58, H 9,97, N

5,16 (hallado}) C 57,73, 1 9,71, N 4,91 1H NMR {CDyOD) &
0,56 (dd, 1 1, J = 24,414, 12,0 Hz), 0,89-0,92 (m, 8 H)}, 1,59~

1,75 (m, 8 1), 2,51 (s, 2 H), 2,95 (s, 6 H), 3,44 (s, 2 H)

-y
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EJEMPLO 13 Sal de clorhidrato del #&cide 1a,3p,5p-(1-

-

butilaminometil-3,5~-dimetil-ciclohexil) -acético

HCY
N N oH

El ejemplo 13 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usd butiraldehido en lugar de
propionaldehido (rendaimiento del 48%)

MS 256,1 (M+]l Para CisHaoN;0;), punto de fusién 184°C-185°C,
Anélisls (CysHaeN;021ICl) (Cal ) C 61,73, H 10,36, N 4,80

-

(halladc;) c 61,71, # 10,21, N 4,72 !H NMR (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 1), 2,43 (s, 2 H), 3,02 (£, 2 H, I =
8,1 Hz), 3,20 (s, 2 1I)

EJEMPLO 14 Sal de clorhidrato del Acido 1la,3p,5p-{1-[ (bencil-

metil-amino)-metil]-3,5-dimetil-ciclohaxil}-acético

oAV
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El Ejemplo 14 se prepard de acuerdo con el método del Ejemplo

9, salvo que se usaron el andlogo de N-bencilo (11) vy
formaldehido como los materiales iniclales y que se usd PtO;
como el catalizador en lugar de Pd/C (rendimiento del 70%).

MS 304,1 (M+1l para C;sHaeN;02), punto de fusién 209°C-210°C;
Andlisis (CyglizgN1 02 HC1l 0,21H,0) (Cal ) C 66,40, H 8,92, N
4,08 (hallado) C 66,40, H 9,05, N 4,06 'H NMR (CD;OD) &
0,51 (dd, 1 H, T = 24,4, 12,2 NHz), 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, I =
31,7, 12,7 Hz), 7,45-7,54 (m, 5 H)

“ 3 -
EJEMPLO 15 Sal de olorhidrato del Acido ia,3p,5p~(3,5-dimetil-~

i-metilaminometil-ciclohexil)~acético

v’

El Ejemplo 14 (0,14 g, 1,21 mmol) se disolvidé en 95% da EtOH
(50 ml), se traté con solucién de hidréxido de sodio (1 N,

1,21 mmol) asi como 20% de Pd/C (0,1 g), y se agitd bajo una

——
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atmésfera de Hz (50 psil) durante 45 minutos La reacién se

filtréd, se tratd con ICL/Ct0 (1 M, 1 ml), y se concentrd en
vacio Ll residuo sae tratéﬂccn iPr/OH caliente, el NaCl se
filtrd y la solucidédn se concentrd en vaclo El producto crudo
se recristalizé desde 1PrOH/acetona/hexano (7 150 110 ml) y se
secd bajo vacio para dar 0,189 (63%) del producto deseado

MS 214,1 (M+l para Ciall33N102), punto de fusién 182°C-183°C,
Analisis (C,2li2aN;02 HC1 1120) (Cal ) € 57,70, H 9,68, N 5,61
(hallade) ¢ 57,47,”H 9,58, N 5,35 'H NMR (CDOD) 8 0,52
(dd, 1 H, J = 24,4, 12,2 Hz), 0,84-0,98 (m, 8 H), 1,57-1,72
(m, 5 HY, 2,38 (s, 2 H), 2,72 (8, 3 H), 3,21 (s, 2 H)

< ¥ -

EJEMPLO 16 Acido 1la,3p,5f~[1-(acetilamino-metil)-3,5-dimetil~

oliclohexil]-acético
P Y
" oH

El Ejemplo 8 (0,5 g, 21, mmol) se tratdé con Hz0 (10 ml) y NaOH
(0,56 g, 14,0 mmol), se enfrid a 0°C y se traté con anhidrido
acético La reaccidén se agitd toda la noche a temperatura

ambienle, luego sc diluyd con LLOAc (100 ml) y se lavd con HCL

- v ———
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IN ({100 ml) La capa organica se secd sobre NazS0, y se
‘concentré —en vacio El material crudo fue sometido a
tromatografia sobre gel de silice eluyendo con 4% de
MeOH/CH2Cl; para dar 0,138 g (27%) del producto deseado como un
acelte que se solidificéd bajo vacio

MS 242,1 (M+1 para Cji3H3N;03), punto de fusién 122°C-124°C,
AnAlisis {C13H23N103) (Cal } C 64,70, H 9,61, N 5,80
(hallado) C 64,65, H 9,59, N 5,63 H NMR (CDOD) & 0,46
(dd, 1 H, J = 23,7, 11,7 Hz), 0©0,81-0,87 (m, 9 H), 1,56 (d, 2
H, J = 13,4 1iz), 1,65-1,76 (m, 3 H), 1,90 (s, 3 H), 2,18 (s, 2
H), 3,30 (s, 3 H)

“ 3 -
EJEMPLO 17 Sal de clorhidrato del é&ocido 1a,3f,5p-(1-

{(isobutilsmino-metil)-3,5-dimatil-ciclochexil]-acético

Y\m :

El Ejemplo 17 se sinlelizd de acuerdo con el método del
Cjemplo 9, salvo que se usd ilsobuliraldehido en lugar de
propionaldehido (rendimiento del 53%)

MS 256 (M+1l para CisllasNiOz), punto de fusién 193°C-194°C, M

NMR (CD0D) & 0,53 {dd, 11, J0 = 24,3, 12,5 hHz), 0,81-0,90 (m, 2
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H), 0,89 (d, 6H, J = 6,4 11z), 1,03 (d, 64, J = 6,8 Hz), 1,57-
41,'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 clorhadrato del &cido la,3p,5B~[3,5~-dimetil-

l1-({fenetilamino-metil)-aiclohexil]-acético

G SN

< 1
El EjJemplo 18 se sintelLizéd de acuerdo con el método del

Ejemplc 9, salvo que se usé fenllacetaldehido en lugar de
propionaldehido (rendimiento del 16%)

MS 304 (M+l para C,ellzgN;02), punto de fusién 188°C-189°C,
Andlisis (CygH2eN 02 HCl) (Cal ) C 67,14, H 8,90, N 4,12
(hallado) C 66,94, H 8,91, N 3,98 'H NMR (CD;OD) & 0,46
(ad, 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, 201), 3,04-3,08 (m, 2H), 3,26-3,30 (m, 4H),

7,23-7,75 (m, 5H)

EJEMPLO 19 Sal de clorhidrato dal &cido 1a,3B,5p-(3,5-dimetil~-

1-[(3-fenil-propilamino)-metil]-ciclohexil)}-acético

—— e g — ——
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El ejemplo 19 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que se usé hidrocinamaldehido en 1lugar de
propaonaldehido (rendimieniLo del 50%)

MS 318 (MKl para CzoH3;N;02), punto de fusién 171°C-172°C,
Analisis (CzoH)nNyO HCl) (Cal ) C 67,87, H 9,11, N 3,96
(hallado) C 67,83, H 9,13, N 3,78 !H NMR (CD,OD) & 0,53
(dd, 1 H, J = 24,6, 12,1 {iz), 0,80-0,90 (m, 2 H), 0,90 (d, 6H,
J = &0 Hz), 1,60-1,72 (m, 5 H), ?,03—2,11 (m, 2H), 2,45 (s,
2H), 2,73 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 3,06 (t, 2H, O = 7,7 Hz), 3,3

‘5' ZH)' 7,20—7' 18 (I'I'I, SH)

EJEMPLO 20 Sal de clorhidrato del &cido {1-[(ciclobutilmetil-

amino) -metil)-ociolohexil)-acético

SN
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El Ejemplo 20 se sintelizdé de acuerde con el Ejemplo 26, salvo

porque se usdé cilclobutano en Jlugar de 2-metilbutiraldehido

(rendimiento del 70%)

MS 226 (M+1l para C;3HzsN102), punte de fusién 176°C-177°C,
Andlisis (Cy3H23N;02 HCLl) (Cal ) C 59,64, H 9,24, N 5,35
(hallado) C 59,88, H 9,18, N 5,19 'H NMR (CDsOD) & 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 (3, 2H), 3,73 (M, 1 H)

EJEMPLO 21 Bal de clorhadrato del &oidoe 1la,3p,5p-[1-

{isocpropilamino-metil)-3-dimetil-ciclohexil]~-acético

A

Sy

El Ejemplo 21 se sintetiz6 de acuerdo con el método del
Ejemplo 9, salvo que sSe usd acetona en lugar de
propionaldehido (rendimiento del 50%)

MS 242 (M+1l para Ciliz7Ni02), punto de fusién 206°C~207°C, H
NMR (CDyoD) & 0,53 (dd, 1 1, J = 24,8, 12,5 Hz), 0,80-0,90 {m,
2 H), 0,99 (d, 64, J = 6,1 Hz), 1,35 (d, 6H, J = 6,6 Hz),

1,55-1,78 (m, 5II), 2,45 (s, 2I1), 3,18 (s, 2 H}, 3,41 (m, 1lH)

—— o ma =
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EJEMPLO 22 El acido l-aminometil-l~ociclchexano-acético se
describidé anteriormente en Satzinger et al, US 4 087 544, 2 de

mayo de 1978

EJEMPLO 23 El écido l-aminometil-l-ciclopentano-acético se
describié anteriormente en Satzainger et al, US 4 087 544, 2 de

mayo de 1978

EJEMPLO 24 la sal da scdico del #&cido l-aminometil-1-
clclopantano-acético se describié anteriormente en Satzinger

et al~UB 4 087 S44, 2 de mayo de 1978

EJEMPLO 25 La sal da sodio del acido 1-(1-
hidroximatil)oiclohaxano-acético se describié anteriormente en

Satzinger et al, US 2 960 441, 1960

EJEMPLO 26 Sintesis de la sal da clorhidrate del #&ocido {1-

[ (Z-metil-butilamino) -metil] -cralochaxil)-acético

A~

o - Sm——— ——
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Una sgolucidén del Acido (1-aminometil-ciclochexil) -acético
‘ (Bjemplo 52, 2,0 g, 11,7 mmol) en CtOH (100 ml) se tratd con
2-metil-butiraldehido (4 ml, 35,1 mmol) y PtO; (0,5 g) y se
agité bajo una atmésfera de H; (50 psl) durante 2 h La
reaccidon se filtré, se tratd con HCL/Ety0 a 1 N (12 ml), se
concentrd en vacio, se disolvidé en i-PrOH caliente (10 ml), se
diluyé con acetona (600 ml), se enfridé a 0°C y se filtrd para

dar 1,58 g (49%) del producto deseado

MS 242,1 (M+1 para CpnllsN;03}, punto de fusién 162°C-163°C,
An&lisis (Cpull;yN;0; HCl) (Cal ) € 60,52, H 10,16, N 5,04
(hallsdoe) C 60,41, H 10,26, N 4,95 !H NMR (CD;0D) 8 0,95
(t, 3 H, J= 7,3 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 &cido ({1-[(4,4,4-
trxifluoro-butilamino) -metil]-ciclohexil}-acético se sintetizd
de acuerdo con el método del Ejemplo 26, salvo que se usd 4~
triflucrobutiraldehido en lugar de 2-metilbutiraldehido
{rendimiento del 19%)

MS 282,1 (M+1l para Ciill2;N;02F3), punto de fusién 163°C-164°C,
Analisis (CiaHaaN;0,Fy 1ICY O,05H0) (Cal ) C 49,00, H 7,31, N

4,40 (hallado) C 48,60, H 7,29, N 4,19 M 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 de clorhidrato delr acido (l-etilaminometil~-

ciclohexil) -acético

< 3
El Ejemplo 28 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usdé acetaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehido (rendimiento del 30%)
MS 200,1 (M+1l para C;HaMi02), punto de fusién 160°C-166°C,
An4dlisis (C; H2;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 (l'l'l, 2 H)' 3'06—3' 13 (I'II, 4 H)

EJIEMPLO 29 Sal da olorhadrato dal acido {1-

[ (Ciclopropilmatil—amino) -metil] -ciclohexil)-acético
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Cl Ejemplo 29 se 51nteLizq_ de acuerdo con el método del
Cjemplo 26, salvo porque se usd ciclopropanocarboxaldehido en
lugar de 2-metilbutiraldehido (rendimiento del 62%)

MS 226 (M+1 para C;ill2aN;0z), punto de fusién 177°C-178°C,
Analisils (Cj3la3N302 HCL) (Cal ) ¢ 59,64, H 9,24, N 5,35
(hallado) C 59,72, H 9,15, N 5,27 1 NMR (CDyOD) & 0,50~
0,56 “(m! 2 HYy, O 71-0 74 (m, 2H), 1 05-1 30 (m, 1 U}, 1 42-
1 54 {(m, 10H), 2,52 (s, 21), 2,94 (d, 2H, J = 7,3 Hz), 3,10

(s, 2H)

EJEMPLO 30 Sal de clorhidrato del #Acido ({1-[(2~-hidroxi-1-

matil-etilamino) -maetil]~ociclohexil)-acético
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El Ejemplo 30 se asaintetizd de acuerdo con el método del
'l:jemplo Zé, salvo que se usd l-hidroxi-2-propanoc en lugar de
2-metilbutiraldehido (rendimiento del 60%)

M3 230 (M+1 f£Or Cj;3Ha3N;03), punto de fusién 164°C-165°C,
Andlisis (CyaH23N;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, 1OH), 2,60 (s, 2H), 3,11 (m, 2H),
3,28 (br, 2H), 3,37 (hzr, 1H), 3,57-3,61 (m, 1lH), 3,78-3,81 (m,

1H) .

EJEMPLO 31 S4l de clorhidrato dal #aido [l1-={iscbutilamino-

metil)y-diclohexil]~acético

HO

7/\“H oH

El Ejemplo 31 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usé cilclopropanocarboxaldehido en
lugar de 2-metilbutiraldehido “(rendimiento del 35%)

1

MS 228 (M4l para CiallasN;03), punto de fusién 175°C-176°C,

{hallado) C 59,28, i 9,98, N 5,24 'l NMR (CDOD) & 1,03 (d,

—
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64, J = 6,9 Hz), 1,37-1,60 (m, 1OH), 2,10-2,17 (m, 1H), 2,63

(s, 2H), 2,87 (d, 24, T = 7,4 Hz), 3,07 (s, 2H)

EJEMPLO 32 8al de clorhidrato del &cido (l-propilaminometil-

olclohaexil)-acatico

—/\NH YOH

- 1

El Ejemplo 32 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que sea usd propiocnaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehido

MS 214,1 (M+l para CjiaHaaN;0;), punte de fusién 174°C-177°C,
Andlisls (Ci2Hz3N;02 HC1l) (Cal ) C 57,70, H 9,69, N 5,61
(hallade) ¢ 57,55, H 9,77, N 5,48 'H NMR (CD;OD) & 0,93 (t,

l1 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 da clorhidrato del #&cido [l-{isopropilamino~-

metlil) -ciclohaxil] —acatico

— e —
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El Cjemplo 33 se sintelizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salve porque se uadé acetona en lugar de 2-
metilbutiraldehido

MS 214,1 (M+1 para Cyll;3M102), punto de fusién 193°C-194°C, H
NMR (CD;OD) & 1,29-1,57 (m, 18 M), 2,59 (s, 2 H), 3,07 (s, 2

H), 3;38-3,42 (m,” 1H)

EJEMPLO 34 8al de alorhidxato del dcido {1-

cgliclohexilaminometil-ciclohaexil) -acético
HC)
o
NH OH

El Ejemple 34 se sinlet12z6 de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usd cilclohexanona en lugar de 2-

metilbutiraldehido {(rendimiento del 48%)
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MS 254 (M+l1 para Cj;sHzN;02), punto de fusibén 198°C-199°C,
Andlisis (C,sllz7N;02 1IC1}) (Cal ) C 62,12, H 9,74, N 4,83
thallado) C 62,18, H 9,84, N 4,75 'H NMR (CD30D) 8 1,20~
1,60 {(m, 16 1), 1,63-1,76 (m, 1H), 1,88 (br, 2H), 2,13 (br,

2H), 2,60 (m, 2H), 3,09 {m, 3IH)

BEJEMPLO 35 Sal de clorhidrato del #&cido [l1l-(bencilamino-

metil)~cialochexil)-acético

HC)
Q

NH OH
T

El Ejemplo 35 se sintelizé de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo que se usdé benzaldehido en lugar de 2-
metilbutiraldehido

MS 262,0 (M+i para Cisli3N:10z) . punto de fusién 125°C-135°C, *H
NMR (CD;OD) & 1,38~1,49 (m, 11 H), 2,55 (s, 2 R), 3,07 (s, 2

H), 4,23 (s, 2 H), 7,43-7,49 (m, 5 H)
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EJEMPLO 36 Sal de clorhadrato del &cide ((1R,3R)-3-metil-1l-

propilamincmetil-ciclchexil) ~acético

\Z HCl
oL
e’

La sal de clorhidrato del &acldo ((1R,3R)-l-aminometil-3-metil-
ciclohexil)-acético (Ejemplo 1, 1,1 g, 4,9 mmol) se disolvié
en etanol (95 mly y se tratdé con NaOH a 1 N (5 ml) Se agregd
pripionaldehido (4,9 wml) y luego 10% de Pd/C (0,5 g), y 1la
J:eacc::.t‘.inl se agité bajo una atmésfera de Hz (50 psi) durante
15,75 h La reacclén se filtrxd, se agregd HCl a 1M (20 ml) en
éter y la soluciétn se concentré en vacio El residuo se
disolvié en isopropanol caliente (100 ml), se filtrd y se
concentrd en vacio El residuo se disolvid en isopropanol (10
ml) y se recristalizé desde acetona El sdlido se filtré y el
filtrado se enfrié toda la noche para dar una sequnda cosecha
de cristales Los sdlidos se combinaron para dar el preducto
deseado (0,78 g, 66%)

MS 228,1 (M+l para Ciill2sNO2), punto de fusién 179°C-179,5°C,
An&lisis (C;3HsNO; HCl) (Cal ) € 59,19, H 9,93, N 5,31,
(hallado) C 59,27, H 9,97, N 5,07 IR (KBr, cm™) 2929

(br), 1717, 1188 I NMR (CDs0D) & 0,84-1,03 (m, BH), 1,12-1,17

— — ———— — — ———

———
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(m, 1H) 1,46-1,79 (m, 8H), 2,43 (s, 2H), 3,00 (t, 2H, J = 7,8

Hz) 3,22 (s, 2H)

EJEMPLO 37 Sal da clorhidrato del &aldo {1~

[ciclopentilmetil-amino) -metil]-ciclohexil}-acético

O

NH
O -

Acido {(l-aminometil-ciclohexil)-acético (3,0 g, 17,5 mmol) se
disolyiq en etanol (45 ml) Se agregd cilclopentanocarbaldehido
(5 m1l1l, 3 eq) y la reaccién se tratd con PtO2 (0,25 g) La
reaccidén sz agité luego bajo una atmésfera de Hz (50 psi)
cdurante 16,5 h La reaccldn se filtrd, se agregd HCl a 1IN (20
ml) y la reaccién se concentrd en vaclo El1 residuo se
recristalizé desde isopropanol caliente y acetona para dar el
producto deseado (2,32 g, 52%)

MS 254,1 (M+1 para C;sH2»yNO;), punto de fusién 172°C-173°C,
Anidlisis (CysHz7NO2 HC1l) (Cal ) C 62,16, H 9,74, N 4,83,
{hallado) € 61,92, 11 9,88, N 4,86 IR (KBr, cm™ 2930,
2854, 2509, 1689, 1455, 1211 H NMR (CDiOD) & 1,23-1,32 (m,
2H), 1,41-1,73 (m, 16H), 1,90 (m, 1H), 2,63 (s, 2H), 3,01 (d,

2H, 0 = 7,6 Hz), 3,09 (s, 2II)

- ——————— e o B

———
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EJEMPLO 38 Sal oclorhidrica del &cido ({1-[(ocigclohaxilmetil-~

‘amino) -metil]-ciclohexil}-acético

HCt
NH

OH

Acido (l-aminometil-ciclohexil)-acético (3,0 g, 17,5 mmol) se
disolvié en etanol {45 ml) Se agregd ciclohexanocarbaldehido
{5 ml_! I3 eq) y la reaccién se tratdé con PtO; (0,25 gq) La
reaccidédn se agitd luego bajo una atmbésfera de Hz (50 psi)
durante 16,5 h La reaccién se flltrd, se agregd HCl a 1IN y la
reaccién se concentré en vacio Ll residuo se recristalizé
desde isopropanol caliente y éter para dar el prodycto deseado
(3,57 g, 67%)

MS 268,1 (M+l para C;sHsNOz), punto de fusién 167,5°C-168°C;
Andlisis (C;gilaoNO2 HCl1l) (Cal ) C 63,24 H 9,95, N 4,61,
(hallado) C 63,14, H 10,01, N 4,45 IR (KBr, (;m"‘) 2926,
2851, 1718, 1684 !H NMR (CD.OD) & 1,03 {m, 1H), 1,20-1,85 (m,

20H), 2,63 (s, 2H), 2,88 (d, 21, J = 6,8 Hz), 3,07 (s, 2H)

- g ———

- — - ———— -

- ————

i
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EJEMPILO 39 Acado [1- (tero-butoxicarbonilamino-metil) -

-

oiclohaexil] —acético -

/%in’aj\cozu 5

Acido (l-aminometil-ciclohexil)-acético (10,0 g, 58,4 mmol) se
disolvié en THF (280 ml) y se lo tratd con NaOH a 1N (128,5
ml) La reaccidén se enfridé a 0°C y se agregaron 14,0 g (1,1
eq) de di-terc-butildicarbonatc por porclones con agitacién
vigor::s‘a La reaccién se mantuvo. caliente a la temperatura
ambiente y se agitb_ toda la noche Luego se evapord el THF y
la capa acuosa se lavd con acetato de etilo (3x50 ml) La capa
acuosa se acldificdé con KilPO, (44 ¢) y se observd espuma
Gradualmente la espuma [fue reemplazada con un precipitado

blanco El preclpitado se filtré y se lavé con agua para dar

el producto deseado (15,2 g, 96%)

MS 272,1 {M+1 para Cj;HasNO,), punto de fusién 181°C, Analisis
{C14H25NOg) (Cal ) C 59,52, H 9,36, N 4,76, (hallado) C

59,51, H 9,03, N 4,87 IR (KBr, cm™') 3413, 3054, 2933 (br),
1709, 1666, 1531, 1248, 'H NMR (CPCl,) & 1,27-1,58 (m, 19H),

2,29 (s, 2M), 3,12 (d, 24, J = 6,8 Mz), 4,97 (br, 1 H)



-

X7
114 H?ﬁ

BEJEMPLO 40 BAcldo [l1-(acetilamino-metil)-oiclohexil]-acético

Acido (l-aminomelLil-ciclohexil)-acétice (2,0 g, 11,7 mmol) se

Ay

disolvié en M0 (20 ml), luego se agregaron NaOH (3,1 g, 77,5
mmo)l, 6,6 eq) y anhidrido acético (1,8 mli, 19,3 mmol, 1,7
eq ) La reaccién fue dejada agitar a temperatura amblente
durante 2 dias Se agregd HCl a 1IN (125 ml) vy la reacciédn se
extrajo con EtOAc (125 ml) La capa organica se separd, Bse
secd “sbbre NazSO4 y se concentré en vacio El residuo se
disolvid en Hz0 (100 ml) y se traté con NaoH (0,12 g) y se
concentré en vacio La muestra luego fue sometida a
cromatografia réapida con 6% de MeOH/CHzCl:z para dar el producto
deseado (0,31 g, 12%)

MS  214,1 (M+1 CiHysNO3), punto de fusién 107°C-108°C,
Andlisis (Cj3;H19NO3) (calculado) C 61,95 H 8,98 N 6,57
(hallado) C 61,96 H 9,03 N 6,54, TLC 0,31 6% MeOH/ CHzCl,,
IR (KBr, cm™!) 3236, 3120, 2932, 2440, 1714, 1576, 1419, 1313,
1208 'H NMR (CDCls) & 1,25-1,51 (m, 10 H), 2,06 (s, 3H), 2,28

{s, 2H), 3,26-3,29 (m, 2H), 6,32 (br, 1 H)
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EJEMPLO 41 Sal de clorhidrato del @&cido ({(3R,58) -1~

clclobutilaminomatil~3,5-dimetil-ciaclohexil) ~acético

EL"" HC!
4

ol
S5al de clorhidrato del 4cido ((3R,5S)-l1-aminometil-3,5-
dimetil-cilclohexil-acético (0,76 g, 3,2 mmol) se disolvié en
etanol (45 ml) y se traté con NaOH a 1N (3,2 ml) Se agregd
ciclobutanona (1 ml, 6 eq) y luego PtOz (0,2 g) La reacclén se
agitd, I::ajo una atmésfera de Hz (50 psil) durante 16 h La
reaccidn se filltrd, se agregdéd HCl a 1 N en éter (35 ml), y la
reacclén se concentré en vacio El1 residuo se disolvié en
isopropanol caliente (150 ml)— y se filtré La acetona (100 ml)
y éter (600 ml) que se habian enfriado a 0°C se agregaron a la
solucién La solucién fue dejada en reposo a 0°C durante 2 h,
en cuyo momento se observaron cristales Los cristales se
recogleron y se lavaron con éter y acetona (0,38 g, 41%)
MS 254,1 (M+1 C15H31N01). punto de fusién 200*c-201°c,
Andlisis (CisH27NO2) (calculado) C 62,16 H 9,74 N 4,83
(hallado) C 62,0911 9,72 N 4,68, IR (KBr, cm™) 2926, 1720,
1189 H NMR (CDsOD) & 0,48-0,57 (m, 1 H), 0,85-0,92 {(m, B8H),
1,60-1,73 (m, 2H), 1,78-1,93 (m, 2H), 2,22-2,38 (m, 4 H), 2,42

(s, 2H), 3,11 (s, 21}, 3,72-3,78 (m, 1H)
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EJEMPLO 42 S8al de clorhadrato del 4écido ((3R, 658)-3,65-

dimetil-1-[ (2-metil-butilamino)-metil] -ciclohexil}-acético

/7/\” ™CoH

\\\' Ty

HCI

Sal de clorhidrato del Acldo ((3R,58)~1-aminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,4 mmol) se disolvié en
etanol (47 ml) y se traté con NaOH a 1N (4,4 ml) Se agregd
isobutiraldehido (1 ml, 3 eq} y luego PtO2 )0,17 g) La
reacq}é? se agitd bajo una atmbésfera de Ha (50 psi) durante 3
h La reacclén se filtxd, se agregd HClL a 1IN (10 ml) en éter y
la reacclén se concentré en vacio El residuo se disolvié en
isopropanol caliente (100 ml) y se filtrd Luego se lo
concentrd en vacio y se lo recristalizé desde acetona y
hexano Los cristales fueron recogidos y lavados con hexano
para dar el producto deseado (0,89 g, 75%)

MS 270,1 (M+l C;gHmNO2), punto de fusiébdn 171°C-173°C,
Andlisis (CygHaiNO; NIICl) (calculado) C 62,82 H 10,54 N 4,58
(hallado) C 62,59 H 10,43 N 4,52, IR (KBr, cm™) 2964,
1721, 1485, 1186, 840 'H NMR (CDsOD) & 0,48-0,57 (m, 1 H),
0,81-1,07 (m, 12H), 1,23-1,27 {(m, 1H), 1,45-1,72 (m, 6H),
1,83-1,91 (m, 1 H), 2,50 (s, 2I), 2,83 (dd, 1H, J = 8,3, 12,5

Hz), 3,00 {(dd, 1H, J = 6,1, 12,5 Hz), 3,13-3,29 (m, 4 H)
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EJEMPLO 43 Sal de olorhidrato del Acido ({(3R, 58)-1-[(2~
hidroxi-l-metil-etilamino)-metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-

acético

Ho__{ 1e

E’Ej“"cozﬂ
o 'y

La sal de clorhidrato del &cido ((3R, 5S)-1-aminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,3 mmol) se disolvié en
etano]l {45 ml) y se traté con NaOll a 1H (4,3 ml), se agregd 1-
hidroxi-propan-2-ona (1 ml, 3 eq) y luego PtO; (0,15 g) La
reacciédn se mglitdé bajo wna atmébsfera de Hz (50 psl) durante 82
h Se agregd PtO2 (0,1 g) y l-hidroxi-propan-2-ona (1 ml) y la
reaccliédn se aglitéd bajo una atmésfera de Hz durante otras 24 h
La reacclén se filtréd, se agregdé HCl a 1N en éter (35 ml) y la
reaccidn se concentré en vacio El residuo se disolvié en
isopropanol caliente (150 ml) y se filtré Luego se 1lo
concentrd en vacio y se lo recristalizé deasde isopropanol
caliente, acelona y éter Loa cristales se recogieron, Bse
lavaron con éter asi como acetona y se secaron (0,30 g, 1,04
mmol, 24%)

MS 258,1 (M+1 para Ci4llz;NO3), punto de fusiébn 178°C-179°C,

Andlasis (Cy4ll29NO; HHC1) (calcnwlado) € 57,23 11 9,60 N 4,77

— o m— ==
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(hallado)'c 56,77 H 9,39 N 4,45, IR (KBr, cm™}) 3349, 2897,
1704, 1419, 1194 It NMR (CDy0D) & 0,48-0,57 (m, 1 H), 0,84-
0,90 (m, 8H), 1,25-1,32 (m, 4H), 1,60-1,75 (m, S5H), 2,47 (s, 2
H), 3,23 (d, 24, J = 5,1 tz), 3,38 (m, 1H), 3,58 (dd, 1H, T =

12,0, 7,1 Hz), 3,79 (dd, 1H, J = 12,0, 4,2 Hz)

ESEMPLO 44 Sal de clorhidrato del Acido ({(3R,58)-1-[(2,2-

dimetoxi-etilamino)-metil]-3,5~dimaetil-ciclohexil)-acétiaco

—~0,

,f\nEj-*co,H
HCI
“ ol oy

Sal de <clorhidrato del acido {(3R,5S)~1-aminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,3 mmol) se disolvié en
etanol (47 ml) Se agregdé glixocal 1,1-dimetil acetal (3,7 ml,
3,0 eq) y la reacciédn se traté con PtO2 (0,17 g) La reacciédn
luego se agitd bajo una atmdésfera de Hz (50 psi) durante 3 h
La reaccidén se filtrd, se agregé HCl a 1H en éter (10 ml) y la
reacciédn se concentré en vacio Dl residuo se disolvié en
isopropanol caliente (100 ml) y se fi1ltrdé Luego, el filtrado
se concentrd, y el resicduo se recirstallizé desde acetona y
hexanos para dar el produclo deseado (0,92 g, 75%)

MS 2B8,1 (MFl CisllagNO4), punto de fusién 125°C, Analisis

{C1sH20NOy HCl) (calculado) C 55,63 W 9,34 N 4,32 (hallado)
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C 55,23 H 9,48 N 4,18, IR (KBr, em™?) 2949, 1715, 1457,
1191, 1134, 1077 'H NMR (CbOD) & 0,47-0,56 (m, 1 H), 0,81~
0,90 (m, 8H), 1,59-1,71 (m, SH), 2,46 (s, 2 H), 3,18 (d, 2H, J
- 5,1 Hz), 3,26-3,29 (m, 20), 3,45-3,47 (m, 6H), 4,73 (t, 1H,

J = 5,1 Hz)

EJEMPLO 45 Sal de clorhidrato del doldo ({(3R,58)-1-
[ (ciclopentilmetil-amino) -matil]-3,5-dimetil-crolohexil)-

acético

Q’:\H‘Eﬁ\cozu He -

"y

»

La sal de clorhidrato del A&cido ((3R,5S)-l-aminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0, g, 4,1 mmol) se disolvié en
etanol (45 ml) y se traté con NaOH a 1IN (4,2 ml) Se agregd
clclopentanocarbaldehido (1,5 ml, 3 eq) y luego PtO: (0,2 g)

La reaccidén se agité bajo una atmésfera de Ha (50 psl) durante
12 h La reaccidédn se filtrd, se agregd HCL 1IN en éter (35 ml),
y la reaccitn se concentrd en vacioc El1l residuo se disolvid en
isopropanol calliente (150 ml) y se filtré Luego la solucién
se concentr6 en vacio y se recristalizé desde 1sopropanol
caliente, acetona y éter Los cristales se recogieron y se

lavaron con éter y acelona (0,40 g, 27%)
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MS 282,} (M+1 Cy7li;NO2), punto de fusién 187°c-188°C,
"An&lisis (C;yHyNO; HCl) ({calculado) C 64,23 H 10,15 N 4,41
(hallado) C 64,11 H 10,04 N 4,34, IR (KBr, cm™) 2952,
1720, 1452, 1185 'H NMR (CD,OoD) 8§ ©0,48-0,57 (m, 1 H), 0,81-
0,90 (m, 8H), 1,25-1,32 (m, 2H), 1,60-1,71 (m, 9 H), 1,89-1,93

(m, 2H), 2,25-2,29 (m, 1H), 2,49 (m, 1H), 2,49 (s, 2H), 3,01

(d, 2H, J= 7,6 Hz), 3,20 (s, 2H)

EJEMPLO 46 Sal da olorhidrato del #&oido {(3R,58) -1~
[ (ciclohexilmetil-amino)-metil]-3,5~dimetil-ciclohexil}-

acético

- ‘ -

O’\ H’Ej‘co,ﬂ ne

vy

!

La sal de clorhidrato del &cido ((3R,5S)-aminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,2 mmol) se disolvid en
etanol (45 ml) y se tratd con NaoH 1IN (4,3 ml) Se agregd
clclohexanocarbaldehido (1,5 ml, 3 eq) y luego PtO; (0,15 g)

La reaccién se agitd bajo una atmésfera de Hz; (50 psi) durante
17 h La reacciédn se filiLrd, se agregd HCl 1IN en éter (35 ml)
y la reaccién se concenilrd en vacio El residdo se disolvié en
isopropanol caliente (150 ml) y se filtré Luego la solucién

se concentrd en vacio y se recristalizé desde isopropanol
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caliente, acetona y éter Los cristales se recogieron y se
" lavaron cc;n éter y acetona (0,46 g, 34%)

MS 296,2 (M+l para C;gHi3NOz). punto de fusidn 176°C-177°C,
Andlisis (C;gH33NO2 HCl) (calculado) C 65,13 H 10,32 N 4,22
(hallado) C 64,89 1t 10,36 N 4,09, IR (KBr, cm™') 2919,
2851, 1721, 1453, 1192 ' NMR (CDsOD) 8 0,48-0,57 (m, 1 H),
0,81-0,90 (m, 8H), 1,00-1,36 (m, S5H), 1,60-1,71 {(m, 11H), 2,49

(s, 2 H), 2,88 (d, 2H, J = 6,8 Hz), 3,18 (s, 2H)

EJEMPLO 47 8al da clorhidrato del &aido ((3R,58) -1~

clclohexilaminometil-3,5-dimatil~ciclohexil)-aocético

- 3

Q '

N **“co,H
- e

La sal de clorhidrato del Acido ((3R,58)-1l-aminometil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acético (0,99 g, 4,2 mmol) se disolvié en
etanol (45 ml) y se traté con NaoH 1IN (4,2 ml) Se agregd
ciclohexancna (1,5 ml, 3 eq) y luego PtO; (0,2 g} La reacclén
se agitd a una atmésfera de H: (50 psi) durante 17 h 1la
reacci6tn se flltré luego, se agregé HCl 1IN en éter (35 ml) y
la reacclén se concentrd en vacio El residue se disolviéd en
1sopropanol caliente (150 ml) y se filtré Luego la solucién

se concentr® en vacio y se recristalizdé desde 1isopropanol
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caliente, acelona y éter Los cristales se recogieron y se
lavaron con éter y acetona (0,33 g, 25%)

MS 282,1 (M1l para Cj7l1;:)ND2), punto de fusién 210°C, Analisis
(C17H31NO2 HCl) (calculado) C 64,23 H 10,15 N 4,41 (hallado)
C 63,89 H 9,98 N 4,33, IR (KBr, cm™') 2921, 1691, 1452,
1216 'H NMR (CDoD) & 0,47-0,57 (m, 1 H), 0,82-0,90 (m, BH),
1,30-1,46 (m, 5H), 1,57-1,63 (m, 2H), 1,69 (d, 2H, J = 12,5
Hz), 2,13 (d, 2H, J = 10,3 Hz), 2,46 (s, 2 H), 3,04-3,10 (m, 1}

EJEMPLO 48 Acido ((3R,59) -1-caxboximetil-3,5-dimatil~

ciclohdxil) —acético

48a Ejemplo 46

Paso 1 8intesis de la sal de amonio del (8R,108)-B,10-
dimetil-3-aza-espirc[5 S]undecano-l,5-dicarbonitrilo (48a)

Una solucién de etanol abosoluio (40 ml) se enfrié a 0°C y se
saturé con gas de Nii;3, luego se traté con cils-3,5-dimetil-

ciclohexanona (5,0 g, 39,62 mmol) y etill cilanocacetato (8,43
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ml, 79,24 mmol) El matraz fue detenido, se lo dejé calentar a
la tempe;atura ambiente y se aglité toda 1la noche El
precipitado se filtrd, se enjuagd con Et2:0 y se secé bajo vacio
para dar 6,04 g (59%) del producto deseado como un sélido
pédlido

MS 260,1 (M+l1l para C;4H;;N30z), An&lisils (Cy1qH37N302 NHy 0,88 H,0)
(calculado) € 57,55 H 7,51 N 19,17 (hallado) C 57,67 #H

7,45 N 19,06, IR (KBr, cm™) 3298, 2954, 2172, 1700, 1575 *H
NMR {CDyOD) & 0,46-0,50 (m, 1 H), 0,82-1,17 {(m, 11H), 1,65-1,98

{m, 3H), 3,58 (dd, 2H, J = 13,9, 6,8 Hz)

Paso*i1i Sintesis del Ejemplo 48 Se traté al (8S,10R)-8,10-
dimetil-2, 4-dioxo-3~aza-espiro([5 5)}undecano-1,5-dicarbonitrilo
(48a, 25,36 g, 97,8 mmol) con HzS80, concentrado (102 ml) y agua
(30 ml) La reaccidén se calenld a 150°C durante 5 h, luego se
la dejd enfriar a temperatura ambiente y agitar toda la noche
La reaccilidn se flltrd y el sélido se recogld y se disolvid en
NaOH 1 N Esta soluciétn se £iltré, luego el filtrado se
aclidificé con HCL concentrado (40 ml) El precipitado se
recoglé y se secd toda la noche bajo alto vacio El compuesto
Juego se disolvidé en isopropanol caliente (100 ml) y se
recristalizé desde agua y dio el producto deseado (13,21 gq,
59%)

MS 229,1 (M+1l para Ci2ll2004) » Andlisis (CyaH2004) (calculado) C

63,14 H 8,83 (hallado) C 63,36 II 8,92 IR (KBr, cm?) 2950,
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2913, 1698 !H NMR (CD;0D) & 0,40-0,48 (m, 1 H), 0,77-0,85 (m,

8Hd), 1,57-1,77 (m, 5K), 2,41 (s, 2 H), 2,56 (s, 2H)

EJEMPLO 49 Sal dea clorhidrato de trans-((3R,58)~1-

hidroximetil~3,5-dinatil~-aclclchaxil-acético

EKhC'Ef#P‘CChH
- o 1

go HO o\’n\/O Ho © HVO
< "

Wiv - PN,
Ejemplo 48 49a 49b 49¢c
.« : lv
HO OTOH
& ey
Ejemplo 49

Pasos 1 y ii Bintesis de la (cis/trans)-({78-,5R)-7,9-Dimetil-
2-oxa—-eapiro[4 5]dacan-3-ona (49a)

(1) El1 di-é4cido (48, 6,36 g, 27,9 mmol) se suspendié en Hz0
(93 ml), se traté con hidréxido de amonioc (3,5 ml) y nitrato
de plata (4,73 g, 27,9 mmol) y se agitd durante 20 minutos a
temperatura ambiente La reaccién se filtré y el sélido se

suspendid nuevamenie tres veces con H;0, luego se secd bajo
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vacio en un lugar oscuro durante dos dias a 50°C para dar 6,41
g de la di-sal de plata, que fue transportada inmediatamente
(1) La di-sal de plata (1,24 g, 2,81 mmol) fue colocada en
un matraz de ambar, tratada con CCk (50 ml) y yodo (0,72 g,
2,81 mmol) y calentada a 75°C toda la noche La reaccién se
filtrd, se concentré en vacio y fue sometida a cromatografia
sobre gel de silice elueydndo con 4 1 hexanos/EtOAc para dar
0,37 g (72%) del producto deseado como un acaite palido (49a)

MS 183,0 (M+l para CuyHie02), Andlisis (CyH1g02 0, 05H0)
{calculado) C 72,13 H 9,96 (hallado) C 71,77 H 9,69 IR
(KBr, cm™!) 3298, 2954, 2172, 170, 1575, 1450, 1337 !H NMR
(CDCI; ~1 1 de mezcla de cis/trans dlasteredmeros) 8 0,49-0,59
{m, 10 H), 1,42-1,53 (m, 2H), 1,58-1,72 (m, 3H), 2,30 (s, 1 H,
para un 1isémero 2), 2,39 (s, 1 H, para el otro i1sébmero 2),
3,96 (s, 1H, para un isdémero), 4,10 (s, 1 H, para el otro

1sémero)

Paso iii S8intesis de 1la (cis/trans)-N-Benoll-2-((3R,58)-1-
hidroximetil-3,5-dimetil-ciclohexil) -acatamida (49b y 49c) La
lactona (49a, 0,85 g, 4,66 mmol) se disolvié en THF (18 ml),
se tratdé con bencllamina (0,61 ml 5,60 mmol) y se calentd a
reflujo durante dos dias L; reaccidén se enfradé a temperatura
ambiente, sSe diluyé con LtOAc, se lavé con solucibén de

bicarbonato de sodio saturado y soluclén salina, se secd sobre

NaSO4, y se concentré en vacio El residuo fue sometido a
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cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 1 1
'hexano/EtO-Ac para dar 0,79 g (59%) del producto deseado como
un acetite claro (mezcla de cis y trans isémeros, 49b y 49a)

MS 290,1 (M+l para C;gHz9N102), un aceite, TLC S10z, Re 0,16
(2 1 hexano/FtOAc), Andlisis (C;gHz7N102) (calculado) C 74,70

H 9,40, N 4,84 (hallado) C 74,41 H 9,35, N 4,57

Paso iv Separacion de 49 y 49c La mezcla de los cis- y
trans-sémeros (49b y 49c) fue separada por HPLC (columna de Cip
eluyendo con un gradiente de 60% de CH3CN/40% de Hz0 durante 5
minutos, luego 45% de CHiCN755% de H30 durante 35 minutos,

todas.las fases méSviles con 0,05% de TFA)

El trans-isfémero (49b) TR= 23,600 minutos, 54 mg de
rendimiento H NMR (CDCl,) 8 0,36-0,62 (m, 3 H), 0,82 (d, 6H,
J = 6,3 Hz), 1,39-1,70 (m, 5 H), 2,14 (s, 2 H), 2,58 (br, 1H),
3,60 (s, 2 H), 4,43 (d, 24, J = 5,9 Hz), 5,97 (br, 1 H), 7,26~

7,37 (m, 5 1)

El cis-isémero {49¢c) TR= 25,828 minutos, 87 mg de
rendimiento 'H NMR (CDCly) & 0,47-0,56 (m, 1 H), 0,65 (t, 2H,
Jg = 13,2 Hz), 0,85 (d, 61, J = 6,3 Hz), 1,47+1,68 (m, 5 H),
2,38 (s, 2 H), 2,58 (br, 1H), 3,40 (s, 2 H), 4,45 (d, 2H, J =

5,9 Hz), 6,03 (br, 1 H), 7,28-7,36 (m, 5 H)

———
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Pasc v La santasisa del BEjemple 49 Ll trans isémero gle N-
bencil-2- (1_-hidroximetil—ciclohexll) —acetamida (49b, 87 g,
0,303 mmol) fue tomado desde HPLC, disuelto en 5 ml de agua, y
tratado con 24 mg de NaOH La reacclén se calentd a reflujo
durante 3 dias Luego ésta se anfrié a la Ltemperatura
amblente, se diluyé  con NaOll 1N y se extrajo con EtOAc La
capa acuosa se acirdificé con HCl concentrado (5 ml) y luego se
diluyé con HCl 1 N, y el producto se extrajo con EtOAc La
capa orgdnica se lavé con solucién salina y se secd sobre
Naz50, La solucién se concentrdé para dar 23 mg (61%) del
producto deseado

MS 201 (M+l1 para CiillagOs), It NMR (CD;OD) 8 0,48-0,57 (m, 1 h),
0,688-1,00 (m, 8H), 1,40-1,49 (m, 2H), 1,68~1,70) {(m, 3H), 2,28

(s, 2 H), 4,11 (s, 2 H)

EJEMPLO 50 Sal de clorhidrato del éacido cis-((3R,58)-1-

hidroximatil-3, 5~dumetil-ciclohexil-acético

HO"é‘CO;H
- oy

El cls isémero de N-Bencll-2- (l-hidroximetil~-ciclohexil)~-

acetamida (49a, 87 mg, 0,303 mmol) fue tomada desde HPLC,
disuelia en 5 ml de agua, y tratada con 24 mg de NaOH La
reacclén se calenld a reflujo durante 3 dias, luego se enfrié

2 la temperatura ambienlLe, se diluyé con NaOH 1IN, y se extrajo

-

AT

S ——————

. e
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con EtOAc La capa acuosa se acidificd con HCl concentrado (5
ml) y luego se diluyd con HCl 1IN y el producto se extrajo con
EtOAc La capa organica se lavé con solucién salina y se secé
sobre Na;SO4 La solucidén se concentrd para dar 43 mg (71%) del

producto deseado

MS 201,1 (M+l para Cj;;Hz0y). 'H NMR (CDOD) 8§ 0,48-0,57 (m, 1
h), 0,88-0,96 (m, 8H), 1,42-1,50 (m, 2H), 1,59-1,69) (m, 3H),

2,37 (3, Z‘H)' 3, 94 (3, 2 H)

EJEMPIO 51 BSal de olorhidrato del &clide (l-dimetiasinometil-

cicldhexil)—-acético

N\

,N CO,H
HCI

El 4cido (l-aminometil-ciclohexil)-acético (0,51 g, 3,0 mmol)
se 1s0lvidé en etanol, y se agregd formaldehido (3 ml, 2 eq)

Se agregé 10% de Pd/C (1,6 h) y la reaccién se agité a
temperatura ambiente bajo una atmésfera de hidrégeno de 760
Torr durante 12 horas Luego la reaccldn se tratd con HCL
Hasta que el pill fue de 2, y se recristalizd desde acetona y
éter para dar 1,62 g (87%) del producto deseado

6on 140°C-142°C, Analisis (Cy;jH23NO; HC1l) (Cal } C 54,99, H

9,44, N 5,83, (hallado) C 54,90, H 9,36, N 6,22 H NMR
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3,29 (m, 2H)

EJEMPLO 52 Sal de clorhidrato del Acide (1-butilaminometil-

oliclohaxil) —acético

“N—

"6\0():“ HCI

El &4cido (l-aminometil-clclohexil)-acético (0,86 g, 5,0 mmol)
se disolvidé en etanol (100 ml), luego se agregd Pd/C (10%,
0,86 g) y butiraldehido (1,44 g, 3 eq) La reaccldn fue
colocada bajo 760 Torr de hidrégeno a temperatura abmiente
hasta* 4que la reaccién fue completa Esta fue filtrada,
acidificada y concentrada El residuvo se disolvié en
isopropanol, se filtré y se recristalizd desde acetona y éterx

para dar el producto final

MS 228,1 (M+1 para C;3HasNOa2}, punto de fusién 142°C-154°C;
Anélisls (Cjy3HasNO, HCl) (Cal ) € 59,19, H 9,93, N 5,31,
(hallado) C 58,85, H 9,86, N 5,05 H NMR (CD;OD) & 0,98 (t,
3 4, J=7,3 Hz), 1,39-1,54 (m, 12H), 1,66-1,72 (m, 2H), 2,57

{s, 2H), 3,01 (t, 2H, J=9,3 Hz), 3,09 (s, 2H)

EJEMPLO 53 Sal de clorhadrato del écido (1-[2,2-dimetoxi-

etilamino) -metil]-caiclohexil)-acético

— e A W=
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El &cido (l-aminometll-ciclohexil)-acético (2,0 g, 11,7 mmol)
se disolvié en etanbl (100 ml) Se agregd glioxal 1,1-dimetil
acetal (3,7 ml, 3 eq) y la reaccidén se tratd con PtO; (0,5 g)
La reacciétn se aglité luego bajo una atmésfera de H; (50 psi)
durante 4 horas La reaccién se filtréd, se agregd HCl 1IN (15
ml) y la reaceién se concentré en vacio El residuo se
racristalizé desde isopropanol caliente (25 ml) y acetona (700
ml) p‘ar; dar 0,44 g (52%) del producto deseado

MS 260,1 (M+l para C;3HzsNO4)}, punto de fusién 128°C-129°C,
Andlisis (C;3HasNOz HCl) (Cal ) € 52,79, H 8,86, N 4,74,

(hallado) € 52,84, H 8,94, N 4,67 IR (KBr, cm™( 2926,
1693, 1457, 1208, 1087 'H NMR (CD;OD) 8 0,40-1,55 {(m, 10 H),

2,60 (s, 2H), 3,13 (s, 2n), 3,17 (d, 2H, J =~ 4,9 Hz), 3,45 (s,

6H), 4,72 (t, 1H, J=5,1 Hz)

EJEMPLO 54 Sal de olorhidrato del &aido (l-matilaminocmetil-

clclohaxil)-acético
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HCI

La sal de clorhidrato del &cido ({1-{(bencil-metil-amino)-
metil]-ciclohexil}-acético (Ejmemploe 55, 4,1 g, 13,2 mmol) se
disolvié en 95% de etanol (250 ml) Se agregd 10% de Pd/C (1
g) y la reaccidn se agitdé a temperatura amblente bajo una
atmésfera de hidrégeno de 760 Torr durante 1 hora La reaccién
se filtré y se concentrd, luego se recristalizdé desde acetona
y éter para dar 12,69 g (92%) del producto deseado

MS 186,0 (Mrl para C;oll;gNOz), punto de fusién 158°C-162°C,
An&li§is (Cjoll1sNO; HCl) (Cal ) € .53,09, H 9,13, N 6,19,
(hallado) € 53,14, H 8,96, N 6,34 *H NMR (CD;0D) 8§ 1,42-
1,54 {m, 10H), 2,50-2,53 (m, 2H), 2,71-2,74 (m, 3H), 3,09-3,11

(m, 2H)

EJEMPIO 55 Sal da colorhidrato del écido {1-[ (bencil-metil-

amino) -metil] ~ciclohexil}-acético

l:l CO,H
HC!}
de

La sal clorhidrato del Acido {1-(bencilamino-metil}-
clclohexil]-acético (0,49 g, 1,7 mmol) se disolvié en etanol

{45 ml) y fue tralLada con NaOll 1IN (1,8 ml) Se agregd
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fomaldehido (1 ml, 5 eq) y la reaccién fue tratada con PtO;
(0,2 g) ia reaccién se agitdé luego abajo una atmdSsfera de Hj
{50 psal) durante 30 horas La reaccidén se filtré, se agregd
HCl 1N en éter (10 ml) y la reaccidn se concentré en vacio
para dar 0,31 g (1,11 mmol, 67%) del producto deseado
MS 274,1 (M-1 para CijHasNOz), un aceite, IR (KBr, cm™) 3205,
2930, 2261, 1684, 1451, 1198 HRMS (calculado) 276,1963
(hallado) 276,1973 (M+l para C;7HasNO;), 'H NMR (CDsOD) 8 1,33-
1,63 (m, 13H), 2,28 (s, 2H), 3,06 (s, 2H), 4,40 (s, 2H), 7,21~

7.34 (m, 5H)

EJEMPLO ; 56 Sal de clorhidrato del #&cido [l1-(Fenetilamino-

metil) —adcético

El &cido (l-aminometil-ciclohexil)-acético (2,0 g, 11,7 mmol)
se disolvié en etanol (100 ml) Se agregéd fenil-acetaldehido
(4 ml, 3 eq) vy la reaccldn se tratd con 10% de Pd/C (0,5 g)

La reacciédn se agitd luego bajo una atmésfera de Hp; (50 psi)
durante 3 horas La reaccidén se filtré, se agregd HCL 1N en
éter (20 ml) y la reaccié4n se concentrd en vacio L[l residuo
se recristalizé desde i1sopropanol caliente y éter para dar

0,15 g {4,1%) del produclo decseaco
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MS 276,1 (M+l para C;jHaaNO2), punto de fusidén 182°C-183°C,
- Anilisais ‘(Cr;"z_r,NOz HCl) (Cal ) C 64,54, H 8,46, N 4,43,
(hallado) C 64,54, H 8,35, N 4,34 IR (KBr, cm™) 2929,
2855, 2813, 1693, 1455, 1220 'H NMR (CD,OD) & 1,38-1,58 (m,
10H), 2,56 (s, 2H), 3,01-3,06 (m, 2H), 3,14 (s, 2H), 3,23-3,29

(m, 2H), 7,21-7,34 (m, 5H)

EJEMPLO 57 Sal de clorhidrato del A&cide {1-[(3-fenil-

proplilamino) ~-metil] ~ciclochexil)}-acético

HN
ot
i

El Acido (l-aminometil-ciclohexil)-acético (2,00 g, 11,7 mmol)
se disolvidé en elanol (100 ml) Se agregd 3-fenil-
propionaldehido (4,6 ml, 3 eq) y la reaccién se traté con 10%
de Pd/C (0,5 g} La reaccién luego se agitd bajo una atmbésfera
de Hz (50 psi) durante 3 horas La reacidn se filtrd, se agregd
HC1 1N (20 ml) en éter, y la reaccibébn se concentrd en vaclo
El residuo se recristalizé desde i1sopropanol caliente y é&ter
para dar 0,46 g (12%) del producto deseado

MS 290,1 (M+l para CygliaNO2}), punto de fusién 168°C-169°C,
An&lisis (CypHyNOz 1IC1) (Cal ) C 66,34, H 8,66, N 4,40,
(hallado) C 66,48, H 8,65~ N 4,17 IR (KBr, cm™) 2932,

2854, 1686, 1454, 12.7 ' NMR (CDyop) & 1,38-1,58 (m, 10H),
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2,00-2,04 (m, 2H), 2,56 (s, 2H), 2,71 (t, 2H, J = 7,6 Hz)),

EJEMPLO 58 Sal de sodio del #&aido ¢3R,58)~l-hidroximetil-3,5-

dimetil-ciclohexil) ~acético

Hofij‘co,u
-
S, Na

Se disolvid {78, 9R}~7, 9-dimetil-2-oxa-espiro[4 5]decan-3-ona
{(49a, 1,04 g, 5,71 mmol) en agua (25 ml) y se la traté con
NaOH (2,5 g) La reaccidén se calentd a reflujo (115°C) durante
4 ho::asr Ia solucidén se enfrié luego a temperatura ambilente,
se lavé con Eta), y la capa acuosa se concentrd en vacio para
dar un sélido (8 g) El residuo se lavd con Aclido acético a
1IN, y esto se extrajo con EtOAc, que luego se concentré EL
reaiduo se recristalizé desde EtoH, MeOH y hexanos para dar
0,75 g (3,75 mmol, 66%)

MS 199,0 (M-1 para CjHzo02), HRMS (calculado) 199,1334
(hallado) 199,1333 (M-1 para Cj;iH2001), punto de fusidébn >250°C
IR (KBr, cm™) 2953, 2910, 1777, 1706, 1458, 1168, 1012

BRJEMPLO 59 Sal de clo:i::.d:ato del acido {(3R,58)-1-

etilaminogetlil~3,5-dimatil~ciclohexil) ~acético
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La sal de clorhidrato del 4&cido ((3R,5S)~-l-aminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético (59a, 0,418 g, 1,8 mmol, Compuesto
59a, se preparé de acuerdo con el procedimiento de la
bibliografia Bryans, J Bioorganic & Medical Chemistry
Letters, 1997, 7(19), 2481) se disolvié en etanol (45 ml) y se
tratd con NaOll a 1IN (1,8 ml) Se agrgd acetaldehido (0, ml, 3
eq) y la reacclé4n se tratd c;n PtO; (0,2 g) La reaccién luego
se agitd bajo una atmésfera de Hz (50 psi) durante 3 horas La
reacclédn se filtrd, se agregd HCL a 1IN (2 ml) en éter y la
reaccién se concentré en vacio El1 residuo se disolviéd en
isopropanol caliente (100 ml) y se £filtré Se agregaron
hexanos (100 ml) al filtrado a 0°C y el precipitado se recogiéd
para dar 31 mg (0,14 _mmol, 8%) del producto deseado

MS 228,1 (M+1 para C;illysNO;), punto de fusidén 167°C-168°C, IR
(KBr, em™') 2954 (br), 2502, 1685, 1459, 1223 Andlisis
(CiaHa2sNO2 HC1l) (Cal ) C 56,60, H 9,98, N 5,11, (hallado) C
56,60, H 9,85, N 4,77 1 NMR (CD;0OD) & 0,47-0,56 (m, 1H),
o,78-0,89 (m, 8H), 1,30-1,36 (m, 3H), 1,61-1,79 {(m, 5H), 2,58

(s, 2H), 2,99-3,10 (m, 4h)
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EJEMPIO 60 Sal clorhidrica del Acido (l-aminometil~4-etil-

* c¢iaclohexil) ~acético

[ m S "’" J
o_ . - LI R
HE
(60a) (60b) - {60c) {60d) Ejemplo 60

Paso 1 Sintesis dal etil éster del agido 2-ciano-(4-etil-

uiclohexil:l.denq) -acético (60a)

Se d‘:.l..soilvié 4-etilciclohexanona (13,0 g, 103,0 mmol) en
tolueno (150 ml} y se tratd con acetato de amonio (0,79 gq,
10,3 mmol), &cido acético glacial (1,2 ml) y etil cianoacetato
(11,65 g, 103,0 mmol) La reaccién se calenté a reflujo
durante 56 horas con una trampa de Dean-Stark, luego se la
enfrié a la temperatura ambiente y se la lavé con HO0 (2x100
ml) La capa acuosa se lavé nuevamenie con tolueno {(2x150 ml)
Las capas orgdnicas se combinaron y se secaron sobre Na;SO4 y
se concentraron en vaclo El residuo fue sometido a
cromatografia sobre gel de silice eluyendo <con 51

hexanos/acetato de etilo parara dar 19,81 g (87%) del producto

deseadeo como un aceite amarillo claro (60a)
MS 222,1 (MFl para CiillisN;02), un aceiie, TLC Si10;, Rf 0,83

{1 1 hexano/EtOAc), IR (KBr, cm™) 2931, 2225, 1728, 1602,
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1233 'H NMR (CDCli) & 0,82 (t, 31, J = 7,4 Hz), 1,11-1,38 (m,

7“), 1’39_1'45 (m, 1“)' 1,90_2,09 (m, 3“)' 2'20“2'23 (m' IH)'

2'91_2'99 (m' lH), 3,75—3,79 (m, 1H)' 4'15"4'20 (m' ZH)

Paso ia Sintasis del cis-1-Ciancmetil-4-etil-
ciclohexanocarbonitrilo (60b) El1 etil éster del &clido clano-
(4-etil~-ciclohexilideno)-acético (60a, 16,57 g, 74,66 mmol) se
disolvié en EtOH (100 ml) y se agregd a una suspensidédn de NaCN
(3,67 g, 74,86 mmol) en EtOH/H;O (300 ml/16 ml) La reaccién se
calenté a reflujo toda la noche, luego se enfrid a la
temperatura amblente y se f£iltré para remover la sal que habia
precipitado (4,584) El filtrado se concentrdé en vacio para
dar un acelte de color amarillo, altamente viscoso, claro El
residuo fue sometido a cromatografia ripida sobre gel de
silice eluyendo con 16 1 hexanos/EtOAc para dar 11,82 g (77%)
{una mezcla del 81% del cis- y el 19% de los trans-isdmeros)
del producto como un aceite de color amarillo (60ac)

MS no se observd ningun ion de M+l (C;;HeNz), un aceite, TLC
5102, Re 0,55 (2 1 hexano/EtOAc), Analisis (C;1HieN2) (Calculado)
C 74,96, H 9,15, N 15,89 {hallado) C 74,84, H 8,97, N
15,74 IR (KBr, cm"l)_ 2934, 2240, 1453 'H NMR (CD,OD} § 0,90
(t, 3H, J = 7,6 Hz), 1,18—1,-47 (m, 7H), 1,83-1,87 (m, 2H),

— — - —
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Pasc i1y Santesis del etil aster del #Acido ecis-(l-ciano-4-
etil—cicl;hex:l.l) ~acético (60q)

Se disolvid cis-l-cianometil-4-etil-ciclohexanocarbonitrilo
{(60b, 6,16 g, 34,595 mmol) en EtoH (92 ml) y tolueno (92 ml),
s8e enfrié a 0°C y se saturd con gas de HCL La solucién fue
detenida y se 1la dejdé agitarse toda la noche a temperatura
ambiente Luego se la concentrd en vacio para dar un sdélido
blanco amarillento El residuo se trituré con éter etilico
(200 ml) y se secd bajo vacio, luego se lo tratdé con HzO (90
ml) y se agregd HCl a 1N (4 ml) Se dejd que la reaccidn se
agitara toda la noche a temperatura ambiente y a las 18 horas
se observaron gotas de aceite de color amarille en 1la
sulucién Ll compuesto se extrajo con EtOAc (3 x 100 ml), las
capas orgénicas se combinaron, se lavaron con solucién salina,
se secarcn sobre Naz50, y se concentraron El residuo fue
sometido a cromatografia réapida con 16 1 hexanos/EtOAc para
dar 4,40 g (56%) del producto deseado (60c)

MS 224,1 (M+l para Ciil2)NOz), un aceite, TLC. SiOz, Rf 0,38
{CHCl;), Analisis (CiliziNO2) ({Calculado) C 69,92, H 9,48, N
6,27 (hallado) C 69,97, H 9,49, N 6,17 IR (KBr, cm™)
2930, 2236, 1736, 1187 'H NMR (CD,0D) & 0,87-0,90 (m, 3H),
1,18-1,46 {(m, 10H), 1,77-1,80 (m, 2H), 2,05-2,09 (m, 2H), 2,59

(S, 2")’ 4' 13—4,15 (ln, 2")
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Paso iv Sintesis de la 8-Etil-2-aza-espiro[4 5]decan-3-ona
(60d)  El  etil é&ster del 4cado cls-(l-clano-d-etil-
ciclohexil)-acético (60c, 2,7 g, 12,1 mmol) se disolviéd en
MeoH (250 ml) y se tratdé con 10% de Rh/2% de Pd/C (0,5g) y se
agitdé bajo una atmésfera de Hz; (50 psl) durante 3 horas La
reacclén luego se Filtréd, se‘ concentrd en vaclo y fue sometida
a cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 3% de

MeOH/CH2Cl, para dar 1,13 g {52%) del producto deseado como un

sélido blanco (60d)

MS 181,0 (M+l para C;H;sNiQ;), punte de fusién 131°C-133°C,
TLC <5103, Re 0,22 (4% de MeQOH/CHClz), Anadlisis (CyH;9N;0:)
{Calculado) C 72,28, H 10,08, N 7,66 (hallado) C 72,66, H
10,45, N 7,26 IR (KBr, cm™') 3197, 2918, 1680 'H NMR (CDCls)
8§ 0,83-0,97 {(m, 5H), 1,06-1,23 {m, 3 H), 1,31-1,39 (m, 2RH),
1,63-1,67 (m, 4H), 2,09-2,11 (m, 2H), 3,15-3,17 (m, 2H), 5,73

(br, 1H)

Paso v Sintein dal Ejemplo 60 La g8-etll-2-aza~
espiro{4 5]decan-3-ona (60d, 3,8 g, 21,1 mmol) se tratd con
HCl concentrado (141 ml) y se calentd a 110°C durante 24
horas La reacclédn se concentrd y se recristalizé desde
isopropanel calliente (20 ml) y acetona para dar 3,3 g (16,6

mmol, 79%) del producto
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MS 200,11 (M+l para C;HzNO2), Andlisis (Cj;;Hz;NO»} (Calculado)
C 56,04, H 9,41, N 5,94 (hallado) C 56,06, H 9,46, N
5,88 IR (KBr, cm™') 2916 (br), 1698, 1526, 1281 'H NMR
(cD;0D) 3 0,89 (t, 3H, J= 7,3 Hz), 1,02-1,40 (m, 8H), 1,68 (t,

4 H, J = 16,1 Hz), 2,38 (s, 2H), 3,13 (s, 2H)

EJEMPLO 61 Sal clorhidrica del #&cido (l-aminometil-4-propil-

ciclohexil)~acético

™~

—— ] eee———

-
&
1]
[N \|
i
<
- |

(6la} {61b) {6lc) {61d) Ejemplo 61

Paso i Sintesis del etil éster del écido 2-ciano-(4-propil-
oiaclohaexilidaeno) ~acético (6la)

Se disolvié 4-n-propilciclohexanona (14,0 g, 99,8 mmol) en
tolueno (145 ml) y se traté con acetato de amonlo (0,77 g,
9,98 mmol), Acido acético glacial (1,1 ml) y etil cilanoacetato
(11,3 g, 99,8 mmol) _I.a reaccidén se calentd a reflujo toda la
noche con una trampa dc Dean-Stark, luego se la enfrié a

temperatura amblente y se la lavd con 120 (2 x 200 ml) La capa

acuosa se lavd nuevamenlLe con tolueno (3 x 200 ml) Las capas
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organicas se combinaron y se secaron sobre Nay$0, y se
concentra;on en vacio L1l residuo fue sometido a cromatografia
scbre gel de silice eluyendo con 8 1 hexano/acetato de etilo
para dar 21,58 g (92%) del producto deseado como un aceite de
color amarillo, transparente (6la)

MS 236,11 (Mtl para Cy4Hz1NOz)}, un acelte, TLC Si0;, Rf 0,57
(8 1 hexano/EtOAc), Analisis (C;4H21NO2) (Calculado) C 71,46,
H 8,99, N 5,95 (hallado) C 71,38, B 8,92, N 6,10 IR
(KBr, cm™) 2929, 2225, 1728, 1603, 1227 H NMR (CD,OD) & 0,83
{t, 34, J =~ 7,3 Hz), 1,07-1,30 {(m, 9 H), 1,51-1,56 (m, 1H),
1,91-2,00 (m, 2H), 2,04-2,12 (m, 1H), 2,23-2,30 (m, 1H), 2,95-

3,01 {m, 1MW), 3,77-3,83 (m, 1H), 4,20 (q, 2H, J =7,1 Hz)

Paso ii S8intesis dal clis-cianocmetil-4-propil-1-
ciclohexanocarbonitrilo (61b) E1l etil é&ster del &acido ciano-
{4-n-propil-ciclohexilideno)-acético (61a, 19,46 g, 82,70
mmol) se disolvid en LCtOH (100 ml) y se agregd a una
suspensidn de NaCN (4,053 g, 62,70 mmol) en EtOR/H20 (340 ml /
20 ml) La reaccitn se calentdé a reflujo toda la noche, luego
se enfrid® a la temperatura ambiente y se filtré para remover
la sal que habila precipitado El filtrado se concentrd en
vaclo para dar un acerte de color amarillo, altamente viscoso,
transparente [ste aceite se disolvid nuevamente en EtOAc y se
lavé con solucién salina (2 x 150 ml), se secé sobre NasSO; ¥

se concenlirdé Fl residuo fue somellido a cromatografia répida
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sobre gel d’e silice eluyendo con 19 1 hexano/EtORc para dar
4,69 g de 61b (74% de rendimiento)

MS no se observd ningin lon de M+1 (Cj;2Hi;gN2), un aceite, TLC
$102, Ry 0,38 (3 1 hexano/EtOAc), Andlisis (CjzH;gN3z) (Calculado)
c 75,74, H 9,53, N 14,72 (hallado) C 76,05, H 9,58, N
14,90 IR (KBr, cm™') 2931, 2239, 1453, 758 H NMR (CDCls) &
0,86 (t, 34, J = 7,1 Hz), 1,18-1,34 {(m, 7H), 1,42-1,61 (m,

ZH)' 1’81-1' 63 (m' 2'{)' 2' 06_2'09 (m, 2“)' 2, 65 (S, 2H)

Paso iii 8Sintesis del etil ester del #&cido ois-(l-ciano-4-
propil-ciclohexil)~aacético (6lc) El cis-l-cianometil-4-n-
propil-ciclohexanocarbonitrilo (6lb, 3,87 g, 20,34 mmol) se
disolvié en EtOH (50 ml) y tolueno (50 ml), se enfrid a 0°C y
se saturd con gas de HCl durante 20 minutos La solucién fue
detenida y se la agitd toda la noche a temperatura ambiente
Luego se la concentré en vacio para dar un sélido de color
blanco amarillento Ll residuo se trituré con éter etilico
(200 ml) y se secd bajo vacio, luego se disolvid en HO0 (80
ml) Se agregé HC1 1IN (4 ml) La reacclén se volvid
transparente pasadas 4 horas de agitacién y se dejdé que
continuara agltAdndose toda la noche a temperatura ambiente
Pasadas 18 horas se observaron gotas de aceite de color
amarillo en la solucién El compuesto se extrajo con EtOAc (4
x 200 ml), las capas organicas se combinaron, se lavaron con

solucién salina (2 x 200 ml), se secaron sobre NazS0, y se
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concentraron El residuo fue sometido a cromatografia répida
con 19 1 hexanos/EtOAc y se obtuvieron 3,27 g del producto
(61lc, 68%)

M5 238,1 (M+l1 para Cj;3H21NO2), un aceite, TLC Si0O;, R; 0,38
(CH2Clz2), Analisis (C;3HzNOz) (Calculado) C 70,85, H 9,77, N
5,90 (hallado) C 70,65, H 9,72, N 5,84 IR (KBr, cm™)
2929, 2236, 1736, 1185 'H NMR (CDCl3) & 0,85 (t, 3H, J = 7,1
Hz), 1,19-1,55 (m, 10H), 1,71-1,74 (m, 2H), 2,08-2,10 (m, 2H),

2,59 (s, 2H), 4,16 {(q, 2H, J =7,1 Hz)

Paso iv Sintesis de la cis-8-propil—-2-aza-espiro[4 5]1decan-3-
ona (ald) El etil éster del 4&cido cis-{l-ciano~-4-propil-
cliclohexil)=~acético (6lo, 8,27 g, 34,8 mmol) se disolvié en
metanol (90 ml), Be tratdé con trietilamina y 10% de Rh/2% de
Pd/C y se agitdé bajo una atmésfera de H; (50 psi) durante 55
horas La reaccién se filtré y se concentré en vacio El
residuo fue sometido a cromalografia sobre gel de silice
eluyendo con 5 1 hexanos/EtOAc para dar 6,41 g (61d, 94%) del
producto deseado

MS 196,1 (M+1l para C;3H;NO), un aceite, TLC Si0;, R 0,38
{(hexano/LtOAc), Analisis (Cj;32H21NO) (Calculado) € 73,80, H

10,84, N 7,17 (hallado)}) C 73,86, H 10,76, N 7,11 IR (KBr,

em™) 3192, 2924, 1704, 1678 'H NMR {(CDs0D) & 0,83-1,17 (m,
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SH), 1,18-1,39 (m, 7 H), 1,61-1,65 (m, 2H), 1,71-1,74 (m, 2H),

2,11 (s, 2H), 3,16 sm, 2H), 5,85 (br, 1lH)

Paso v, Sintesis del Ejemplo 61 Sal clorhidrica del &clido (1-
anmninomaetil-4-propil-aclalohexlil) ~acético La 8-propil-2-aza-
esplrof4 5]decan—3—orfa (61d, 5,8 g, 29,75 mmol) se tratd con
HC1l concentrado (150 ml) y se calenté a 115°C toda la noche
Luego se dejé enfriar la reaccién a la temperatura ambiente y
se observd un preclpitado Este se filtrd para obtener 3,47 g
de un sélido blanco, y el filltrado se enfrié6 y se f£filtrd
nuevamente para dar un total de 6,24 g (99%) del producto

deseado *

MS 214,1 (M+1 para C;2li23NO2), punto de fusién 142°C-144°C;
Andlisis (CjaH23NO2 HC1l 0, B6H20) (Calculado) C 58,91, H 9,83,
N 5,72 (hallado) C 59,27, R 9,60, N 5,71 H NMR (CD.OD) &
0,86-0,90 {(m, 3H), 0,97-1,41 (m, 10H), 1,61-1,75 (m, 4H), 2,37
(s, 2H), 3,13 (s, 2H) IR (KBr, cm™) 2919, 1702, 1525, 1461,

1188
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EJEMPLO 62 Sal de clorhidrato del #cido (3R, 58)-3,5-dimetil-

l-propilaminometil-ciclohexil) -acético

N
N 6co,n
HC!
- "oy

La sal de clorhidrato del 4&cido ((3R,5S)-l-aminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético 5%a, 0,50 g, 2,12 mmol) se
disolvid en etanol (45 ml) y se tratd con 1,8 ml de NaOH 1N

Se agregé proplonaldehido (0,5 ml, 3 eq) y la reaccién se

tratéd con PLO2 (0,2 g) La reaccidn se agitd luego bajo una

T

atmésfera de H; (50 psi) durante 23horas La reaccién se
filtrd, se agregdé HC1 1N en éter (5 ml) y la reacclédn se
concentrd en vacio L[l residuo se disolvié en isopropanol
caliente (100 ml) y se filtré E1 filtrado se concentrd y se
recristalizé desde isopropanol caliente (4 ml), EtzO (225 ml) y
hexanos (150 ml) para dar 200 mg (0,83 mmol, 39%) del
producto

MS 242,1 (M+l1 para C;4H2;NOz), IR (KBr, cm™) 2952 (br), 1686,
1457, 1218 Andlisis (C;4H27NOz HC1l 0, 24Hz0) (Calculado) C

59,60, H 10,17, N 4,96 (hallado) C 59,68, H 10,09, N

4,64 'H NMR (CD0D) & 0,48-0,57 (m, 11), 0,78-1,05 (m, 1 H),

1,61-1,78 (m, 7H), 2,60 (s, 21), 2,93-3,00 (m, 4H)
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EJEMPLO 63 Sal de olorhidrato del Aaido [(1R,3R)~1=-

-

(beancilamino-metil) -3-metil~ciclohexil]~acético

HCt

SRS
"oy
La sal de clorhidrato del ag¢ido ((1lR,3R)-1-aminometil-3-metil-
clclohexll)-acético(Ejemplo 1, 3,0 g, 13,5 mmol) se disolvié
en etanol (80 ml) y se traté con NaOH 1IN (14 ml, 1+
equivalentes) Se agregd benzaldehido (4,5 ml) y luego 10% de
Pd/C (1,0 g) y la reaccién se agitd bajo una atmésfera de H;
(50 psd),; durante 2,75 horas La reaccldén es filtrd, se agregd
HC1l a 1M en éter (20 ml), y la soluciédn se concentrd en vaclo
El residuo se diseclvidé luego en isopropancl caliente (100 ml},
se filtré y se concentrdé en vacio El residuo se disolviéd
luego en la cantidad minima necesria de isopropanol y se
recristaliz® desde éter El1 sdlido se filtré y el filtrado se
enfrié toda 1la noche para dar una segunda cosecha de
cristales Los sdlidos se combinaron para dar 1,35 g (36%) del
producto deseado

MS 276,1 (M+1l para C;jlzsNOs), HRMS {calculado) 276,1963
(hallado) 276,1962 (MFl para C;;HsNOz), punto de fusién 157°C-
158°C, IR (KBr, cm™!) 2932 (br), 1691, 1450, 1201, Analisis

(Ci7H2sNOz HC1 0, 2411,0) (Calculado) C 64,58, H B,44, N 4,43

(hallado) C 64,47, Il 8,44, N 4,28 I NMR (CD,OD) & 0,77-
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1,69 (m, I?H), 2,42 (s, 21}, 3,21 (s, 2H), 4,25 (s, 2H),

7,43-7,52 (m, 5H)

EJEMPLO 64 Sal de clorhidrato del é&oldo {(1R,3R)-1-~[ (bencil-

matil-amino)-metil]~3-matil-cliclchexil)-acético

s
oy HCI

La sal de clorhidrato del 4&cido [(1R,3R})~-1-{bencilamino-
metil)-3-metil-ciclohexil]-aceético (Ejemplo 63, 1,02 g, 3,27
mmol) se,disolvidé en etanocl {40 ml) y se traté con NaOH a 1IN
(3,3 ml, 1+ eq) Se agregdé formaldehido (2,5 ml) y luego PtO;
(0,1 g) y la reaccién se agitdé bajo una atmésfera de Hz (50
psl) durante 8 horas ILa reacclén se flltrd, se agreqgd HCl a 1
M (10 ml) en éter y la sgo0olucién se concentré en vacio El
reslduo se disolvié luego en la cantidad minima necesaria de
isopropanol y se recristalizé desde éter y hexano El sdélido
se recoglé para dar 0,704 g (2,16 mmol, 66%) del producto
deseado

MS 290,1 (M+1 para CypHz2NO2), HRMS 290,2128 C,gHz7NOz), punto
de fusiébn 204°C-205°C, IR (KBr, cm’!) 2926 (br), 1720, 1457,
1201, H NMR (CDOD) & 0,82-0,98 (m, 5 H), 1,24-1,91 (m, TH),
2,38-2,58 (m, 2H), 2,91 (d, 34, J=11,2 Hz), 3,43-3,54 (m, 2H),

4,33-4,49 (m, 2?Nl), 7,50-7,56 (m, 5H)
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EJEMPLO 65 Sal de clorhidrato del é&cideo ((1R,3R)~3-metil-~-l1l-

matilaminometil~ciclchaxil) ~acetico

H:C-.u@\cozH
- HC

Sal de clorhidrato del &cido [(1R, 3R)-1-([(bencil-metil-
amino)-metll}~3-metil-caclohexil)-acético (Ejemplo 64, 0,60 g,
1,84 mmol) se disolvidé en elanol (50 ml), 20% Pd/C (0,1 g) ¥y
la reaccib6tn se agitd bajo una atmbsfera de Hz (50 psi) durante
7 minutos La reaccién se filtrd, se agqregd HCl a 1 M en éter
(5 ml) y la soclucién se concentrd en vacio El residuo se
disoleé‘entonces en lsopropanol caliente (100 ml), se filtré
y se concentrd® en vaclo El residuo luego se disolvidé en la
cantidad minima necesaria de isopropanol caliente y se
recristalizé desde éter y hexano Loy cristales debian dar
0,15 g (35%) del producto deseado

MS 200,1 (M+1 para C;Hz231NO2), HRMS {calculado) 200,1650,
(hallado) 200,1646 (MFl para C;;Hz;NO2), punto de fusién 160°C-
161°C, IR (KBr, cm™l) 2925 (br), 1719, 1457, Andlisis (C;jH23NO2
HCl 0,40 H,O (Calculado) C 54,38, H 9,46, N 5,77, (hallado)
C 54,27, H 9,36, N 5,65 'H NMR (CDsOD) 8 0,83-0,97 (m, 5

H), 1,20-1,28 (m, 1H), 1,42-1,74 (m, 6H), 2,38 (s, 2H), 2,73

(s, 3H), 3,23 (s, 2H1)
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EJEMLO 66 Rasumen

Usando un modelo fuera del cuerpo vivo de retinas de ratas
recién disecadas, se investigaron los mecanismos por los
cuales los niveles de glutamato en el cerebro son mantenidos
dentro de los 1limites normales La sintesis de glutamato
anaplerdtico puede sSer 1mportante para reabastecer de
glutamato oxidado en la glia después de una neurotransmisién
Los puntos de control de velocidad a través de esta via de
renovacién se ldentificaron como carboxilacién de piruvato y
transaminacién de cadena de amino ramificada Para ensayar la
relacidn lentre la sintesis de]..' glutamato y la actividad de la
carboxilasa de piruvato, la sintesis del '‘C-glutamato mas '‘c-
glutamina desde H'YCO; se midié en funcién del piruvato del
medio El incremento del piruvato de 0,2 mM a 5 mM incrementd
la sintesis de 1los !C-aminoicidos en un 66% + 15% 1la
radiocactividad especifica de la glutamina en relacién con 1la
de H'“CO; pasados 20 minutos de incubacién indicd que un =~30% de
glutamina en la retina deriva de la fijaclén de bicarbonato
Para ensayar la dependencia de la sintesis del glutamato con
respecto a los aminodcidos de cadena ramificada (BCAA) como
una fuente de nitrégeno, se midid el efecto de la inhiblcidn
de la aminoiLransferasa de cadena ramificada neuronal (BCATc)

La gabapentina (GBP} (1 mM), un 1inhibidor selectivo de la
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BCATc en las meuronas, inhibié la sintesis del !*C-glutamato
mas 1"C-glul':amina desde H'CO; en un 31% sin hacer mas lenta la
incorporacién de H'CO; en los intermedios de ciclo de lactato
y 4&acido citraico La inhibicién de- la nueva sintesis del
glutamato fue invertida por el agregado de BCAA a 0,6 mM Los
datos indicaron que la carboxilasa de piruvate 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 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 tampdn helado
Fijacién del CO;

Las medias retinas reclén alsladas se preincubaron a 37°C

durante 3 minutos en ¢l Lampdn A (pil 7,4) gue contenia NaCl a

p—
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118 mM, KCl a 4,7 mM, CaCl a 2,5 mM, KHPO4 a 1,2 mM, MgSO, a
1:1‘7 mM, HEPES a 20 mM, glucosa a 5 mM, NH,Cl a 0,05 mM vy
NaH!*CO; a 25 mM También se incluyé piruvato (a 0,2 mM o 5 mM)
en el tampén 1 ml del tampén al 1gual que la fase de gas
dentro de los tubos de 20 ml se equilibraron con 95% de Qa, 5%
de CO; Las incubaciones se iniciarion con el agregado de 10
pci/ml de H!'CO; Los recipientes fueron cerrados inmediatamente
a la atmbésfera La mayor parie de la incubacién continué
durante 20 minutos, aunque en algunos estudios preliminares,
se varlaron los tiempos de 10 a 60 minutos Las reaclones
fueron detenldas removiendo las medias retinas del tampén vy
colocantolas en 2% de Acido perclérico El tampdn se acidificéd
por separado con aclido perclérico (concentracién final del 2%)

y se dejé que el *CO; sin reacionar se difundiera fuera de las

muestras acldificadas

La cantidad total del producto {(metabolitos de carbono 14 no
volitiles) se determind midiendo la radioactividad en
alicuotas del medio y muestras de tejido ILos metabolitos en
los extractos fueron separados mediante cromatografia de
acetato de Dowex-1 como se describlé previamente Williamson,
JR, y Corkey, B (1969) “Métodos en Enzimolegia”, Volumen
13, ed Lowenstein, J M (Academic Press) paginas 434-513, y
fueron cuanLificados mediante el recuento por centelleo En la

mayor parte de los casos, los dalos de carbono 14 de cada
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metabolito se informan como la suma de la radioactividad en el
medio mds los extractos de tejidos La cuantaificacién 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 discusidn se recogieron en el transcurso de la
realizacién de la evaluacién de la influencia del piruvato
sobre la fijacién del H'“CO; en la retina La Figura 2 muestra
solamente el efecto del piruvato sobre la suma del glutamato
mids la glutamlna y sobre la suma del piruvato mds el lactato

La Tab}a 1I proporciona los valores para todos los metabolitos

que se etiquetaron con H!“CO; y su compartimentacién

De igual manera, los datos adicionales, que no se muestran en
los resultados y las secciones de dascusidn, se recogleron
durante la evaluacién de la influencia de la gabapentina Por
lo tanto, la Tabla II es una expansién de los datos mostradoa
en la Figura 4, y proporciona valores para todos los

metabolitos etiquetados con H!CO; y su compartimentacién
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Tabla I i
C:mdicién Compar- |Gln Glu Asp Lact Ciclo 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 |+0,06 |+0,26 |40,41
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 0,71 |1,02 5,27
0,09 10,59 *0,08 |*0,06 |*0,26 £0, 45
+5,0 Pyr |internc |0,91 0,91 1,08 0,29 2,31 7,26
. _|+0,13 [+0,29 |+0,12 |=0,04 40,13 +0, 61
externo 10,96 0,06 0,08 1,18 0 2,24
+0,14 |+0,01 |+0,01 [Z0,11 10,21
suma 1,87 2,713 1,16 1,47 12,31 9,50
40,23 |+0,28 |#0,12 {%0,13 |+0,13 [+0,74
Tabla II
Condicién | Compar- | Gln Glu Asp Lact Ciclo Total
timiento de TCA
Control interno |0,440 |1,477 10,634 |0,080 }1,096 3,715
+Q,032 | +0,097 | +0,038 | 0,08 |+0,105 |1x0,266
externo | 0,551 |0,08 0,070 {0,478 |0 1,117
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+0,036 | 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 | x0, 303

+GBP internc | 0,389 |1,324 |0,549 |0,089 |1,514 |3,902

+0,026 | £0,025 | +0,019 | £0, 006 { £0,103 | +0,122

externo [0,545 |0,008 0,035 |0,516 |O 1,066
+0,024 | £0,003 | +£0,003 | +£0,030 10,028
suma 05934 |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 {10,043
externo 0,806 0,009 |0,093 (0,458 | 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 | £0,016 | 0,040 | +0,116 }10,119

El procedimiento cromatogréfico empleado en este e’jemplo
gsepara la glutamina, el glutamatc, el aspartato y el acido
lactico Los aintermedios del ciclo del A&cido c.!.trico
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 informadoe previamente Antes de someter

las muestras a la cromalografia, el '“C-&cido pirfivico en las
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muestras fue convertido en forma estequiométrica en lactato
tratando las muestras con exceso de NADH y deshidrogenasa de
lactato En consecuencia, se informa que el tnico pilco de
lactato contiene todos los carbonos 14 en el lactato y el
piruvato Para delerminar 1la actividad especifica del
glutamato y la glutamina en las muestras retinales, se midié
fluorométricamente la cantidad de masa del glutamato usando un
procedimiento enzimético Patel, M S (1989) en Neurométodos

Metabolismo de los Carbohidratos y la Energia, Volumen 1I1I,
eds Boulton, A A y Baker G D {The Humana Press, Inc )
péginas 309—340. La caniidad de masa de la glutamina se midié
después de la separacliédn cromatogrdfica del glutamato seguida
por la determinacién luminométrica descripta 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 contenla

0,4 mg de proteina
Ensayo de la Carboxilasa de Pixuvato
La actividad de la carboxilasa de piruvato se ensayd en

muestras nuevas de cerebro completo y de retinas extirpadas

Se usdé el método descripto por Patel, M S (1989) en
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Neurométodos Metabolismo de los Carbohidratos y de la
ﬁhergia, Volumen II, eds Boulton, A A y Baker G D (The
Humana Press), paginas 309-340, que consiste en medir la

fijacién del '*CO; en condiciones 6ptimas en tejido
Inmunotransferencia

Se reallizdé SDS-PAGE como lo describild en Patel, M 8 {1989) en
Neurométodos Metabolismo de los Carbohidratos y de la
Energfa, Volumen II, eds Boulton, A Ay Baker G D (The
Humana Press, Iﬁc ), pdgina 309-340, usando 10% de gel Para
la inmunotransferencia, se transfirleron proteinas a las
membranas de Immobilon P Las membranas fueron blogueadas con
5% de BSA e incubadas con el anticuerpo de péptido de BCATc
antiratas de conejo purificado por inmunocafinidad (1 1 00 de
dilucién} o el anticuerpo de péptido de BCATm antihumano de
conejo purificado por inmuncafinidad (1 1 000 de diluciédn}

Las bandas de la proteina inmunoreactiva se visualizaron

usando el sistema de ECL de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (Amersham, Arlington Heights, IL, USA)

Célculos y Estadisticas

Los datos se informan en el texto y las figuras determinando

los dpm/mg en un metabollio particular y dividiendo por la
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actividad especifica del HCO; del medio En consecuencia, todos
los datos se informan como nmoles de HC0:/mg de proteina para

cualquler metabolito dado

Los resultados se dan como el medio % error estAndar del medio
La significacién estadistica se Juzgé con el ensayo ¢

emparejado y un p<0,05 Los “nimeros de las determinaciones
independientes (n} se proporcionan en leyendas en las figuras

y en las tablas

RESULTADOS
Ios niveles da carboxilasa de piruvato son pimilares en la

retina y en el cerebro completo

Patel demostré que la carboxilasa de piruvato es la principal
enzima fi)adora del CO; en el cerebro de roedores adultos Para
juzgar gl esto también puede ser clerto en la retina, 1la
actividad de la carboxilasa de piruvato a 37°C en sonicatos de
la neocorteza fue comparada con aquellos de la retina Los
niveles de la neocorteza (2,9 % 0,1 nmoles de H"*CO,
fijado/min/mg) fueron similares a aquellos hallados en los
tejidos retinales (3,4 * 0,1 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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Velocidadaes da la fijacién de YCO; ¥y de la apariencaia del c-

-

giutanato en funcién de los niveles de piruvato en la retina

En los experimentos prellminaﬁga las retinas se incubaron con
piruvato a 0,2 mM como se dascribié en los métodos para
periodos de 10, 20, 40 y 60 minutos Se monitored tanto el
14¢c0; total como los niveles de ATP y de fosfato de creatina

Los nilveles de ATP y de fosfato de creatina permanecieron
constantes en funcién del tiempo, lo cual demostrd que la
oxlgenacién y el control del pH fueron adecuados durante todo
el experimento La _fijacién del CO; total (5,50 + 0,14
nmoles/ing* de proteina) tuvo picos entre los 20 y los 40
minutos, pero ya era un 76% del méximo (4,2 % 0,1 nmoles/mg) a

los 10 minutos Como los niveles de ATP (20 £ 0,2 nmolea/mg) y

de fosfato de creatina (16 * 1,1 nmoles/mg) fueron altos ¥y no
camblaron con el tiempo, este pico indlcd que la veloclidad de
fijacién del CO; fue conatante, pero que la rotura continua de
los productos de carbono 14 no volatiles a CO;+H20 produjo un
nivel de estado casl estacionario de la radioactividad

especifica del glutamato y la glutamina a los 20 minutos

Para estimar el conirol de la carboxilaciédn de piruvato sobre
la sintesis del glutamato, las retinas se incubaron con

plruvato 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
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fljado a los 20 minutos en la presencia del piruvato a 0,2 mM
fue 5,27 * 0,45 nmoles de H!'COy/mg, mientras que aquel fijado
en la presencla de piruvato a 5 mM fie 9,50 * 0,74 nmoles de
H“CO;/mg La Figura 2 muestra gue el incrementa en &l pilruvato
no etiguetado desde 0,2 mM hasta 5 mM aumenta la suma de Y¢-
glutamato mas !Cc-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 mids elevada aumenta los valores de ‘C-
lactato mas *C-piruvato Por lo tanto, en estado estacionario,
un aumento en la concentraclén del piruvato de 0,2 mM a 5 mM
aumenté 1a incorporacién de H'YWCO; en el glutamato y la
glutamina en un 60%, mientras que el aumento en el piruvato
aumentd la incorporacién de HCO: 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 piliruvato, la enzima mdlica y la carboxicinasa
de fosfoenolpiruvato y porx primera vez demuestra la
descarboxilacién del ciclo del 4cido ciltrico activo en el

tejido neural intacto

Estos datos muestran que un aumento en el flujo a través de la

carboxilasa de piruvalo induce un aumento en la nueva sintesis
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del glutamato retinal Simultaneamente, ocurre un aumento algo

-

mayor en el reciclado del prruvato

Una fracoién importante de la sintesis de la glutamina deriva

de la carboxilacién del piruvato

La 1importancia d<de 1la carboxilacién del paruvato como una
fuente para reabastecer del glutamato liberado desde las
terminaciones nerviosas retinales durante la transmisién
neuronal se estimdé determinando la radiocactividad especifica
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 glutamato no etiquetado
liberado por las neurcnas y recogido por la glia de Miller El
resto proviene del a-cetoglutarato glial sintetizado
anapleréticamente desde el piruvato Yy el Hco, En
consecuencia, la radiocactividad especifica de 1la glutamina
comparada con la actividad especifica del H'CO; proporciona un
valor minimo para la proporcién de la glutamina derivada de la
anaplerosls El1 producto de la carboxilasa de piruvato en la
glia es ({1,4~'C)}~oxaloacetato Las posiciones 1 y 4 sge
etiquetan porque el carbono 14 inicialmente incorpora en 1la
posicién 34-C del oxaloacetato” se reparte al azar entre las
posiciones 1 y 4 mediante el equilibrio del oxaloacetato con

fumarato asaimétrico Lkl oxaloacetalo etiquetado se condensa
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con piruvato para formar citrato, que luego se lsomeriza hacia

-

1socitrato El [1,4-'"C]l-isocitrato es oxidado y descarboxilado
hacia el [5-'"C] a-cetoglutarato por 1la deshidrogenasa de
isocitrato En consecuencia, el a-cetoglutaratc sintetizado
anapleréticamente tilene aproximdamente la mitad de 1a
radiocactividad especifica del H!CO; del sustrato original,
segin el grado de seleccién al azar de la etiqueta en el
oxaloacetato Esto también es clerto para la glutamina

sintetizada desde el [5-''C] a~cetoglutarato

-

La actividad especifica de la glutamina se midié en los
extracgbg de tejldo retinal incubades con piruvato a 0,2 mM y
HCOy para los 10, 20, 40 y 60 minutos Solamente se informa
la glutamina del tejido (no del medio La radicactividad
especifica de la glutamina en el tejido fue constante entre
los 10 y los 60 minutos Después de 20 minutos de incubacién
la cantidad de masa de glutamina en el tejido fue de 4,50 %
0,44 nmoles/mg, y su radiocactividad especifica fue de 1 970 =*
115 dpm/nmo}l o de 0,158 * 0,009 dpm/nmol de la actividad
especifica del bicarbonato Esto indica que un 32% de la
glutamina fue producida por la anaplerosis y la carboxilasa de
piruvato

La radiocactividad espcifica del glutamato retinal (269 + 8

dpm/nmol) fue menor que la de la gluLamina y también constante
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en funcidn del tiempo desde los 10 a los 60 minutos Fue sélo
del 14% de 1la actividad espcifica de la glutamina Esto
suglere que la devolucién metabdlica del glutamato en las
neuronas es réapida con respecto a la sintesis anaplerética

Sin embargo, como la devolucién de glutamato neuronal no puede
reabastecer del esqueleto de carbono de glutamato perdido
durante la neurotransmisién, la via anaplerdética es de
fundamental importancia en el mantenimiento de los niveles de
glutamato Los presentes datos muestran lnequivocamente que la

via anaplerética proporciona una importante proporcién (=32%)

de 1la glutamina requerida para el reabastecimiento de

glutamd'to*

La sinteasis del glutamato y la glutamina retinales depanda
parcialmente de la transaminacién de los aminoAcidos da

cadena ramificada

Estudios recientes de la sintesis del glutamato en astreccitos
cultivados sugirieron que la conversidn del a-cetoglutarato al

glutamato puede actuar como un paso de control de la velocidad

en la sintesis anaplerébética del glutamato Varios grupos han
indicado que el grupo oa-amino del glutamato no puede ser
suministrado como amoniaco y debe en consecuencla ser

suministrado por 1la transaminacién del a-cetoglutarato con
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otro aminodcido Kanamori, K , Ross, B D

-

+ Y Kondrat, R W
(1998) J Neurochem 70, 1304-1315, Laemmli, Reino Unido (1970)
Nature 227, 680-885, que incluye Haberg, A , Qu, H , Bakken,
I J, Sande, L M, White, L R, Haraldseth, O , Unsgaxrd, G,
Assley, J ., Sonnewald, u {1998), de nuestra autoria,
Dev Neurosc:i, 20, 389-398 Los aminodcidos de cadena
ramificada contribuyen con hidrégeno igualmente ya que pueden
atravesar las barreras sangre-cerebrales y sangre-retinales
eficlentemente Hutson y sus colaboradores han propuesto que
una lanzadera de nitrbdgeno entre las neuronas y la glia que
consiste en aminodcidos de cadena ramificada y dos isoenzimas
de BCAT,) una en el citosol neuronal (BCATc) y una en la
mitocondria glial (BCATm), Lambién puede proporcionar también
el nitrégeno necesario Hutson, S M , Berkich, D, Down, P ,
Xu, B, Aschner, M , y LaNoue, K F (1998) J Neurochem 71,
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 igura 1)

Como un primer paso hacia la investigacién del rol de 1las
isoenzimas de BCAT en la nueva sintesis del glutamato en la
retina, se usdé la imunotransferencia con anticuerpos
especificos de BCATm y BCATc para determinar sl las isoenzimas

de BCAT se expresan en la retina de las ratas Como se muestra



|19

164

en la Figura 3, tanto la BCATc como la BCATm se expresan en la
retina a niveles que son comparables con aquellos 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 andloga de leucina (GBP) es wuna droga
neuroactiva que inhibe la BCATc, pero no la BCATm Su, T -2 v
Lunney, E , Campbell, G , Oxender, D L (1995) J Neurochem
64, 2125-2131 Se confirmé que la GBP inhibe la sintesis de la
leucina en las retinas de rata recién disecadas (no se
muestran datos) Se midid entonces el efecto de la GBP sobre
la sintesis de ''C-glutamato més !*C~-glutamina desde H“CO; en
retinas de rata fuera del cuerpo vivo Como se mueatra en la
Figura 4, la GBP a 1 mM redujo la formacién de *'C-glutamato

mas !*C-glutamina al 71% de los valores de control (2,26 * 0,05

contra 3,18 * 0,12 nmol/mg, p<0,001) El1 agregado de 200 M
cada uno de leucina, 1isoleucina y valina invirtié 1la
inhibicién al 89% del control (2,84 * 1,15 nmol/mg, p<0,01
comparada con la GBP sola) LadGBP no tuvo ningin efecto sobre
ATP ni sobre el fosfato de creatina, lo cual indica que la GBP
no deteriordé los procesos bioenergéticos retinales LCl pequeflo

aumento en la incorporacién de carbono 14 en los intermedios
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del cilclo del lactato y del &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 IT

Se realizaron otros experimentos para investigar 1las
propledades 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 Comc se muestra en la
Figura 5, el aumento de la concentracién de la GBP en 1 mM no
aumentd significativamente el grado de esta inhlbicién de 1la
sintesis ' de '‘C-glutamato mas ''C-glutamina desde HCO,
Nuevamente la GBP no tuvo ninguna influencia sobre Jla
formacién de intermedios de ciclo de &clido citrico, lactato y
piruvato (Figura 5) FEsto apoya la propuesta de que el sitio

de 1inhibicién de GBP de la sintesis del glutamato es 1la

conversién 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 Su, T -Z , Lunney,

E Campbell, G , Oxender, D L (1995) J Neurochem 64, 2125-
2131

Las mediciones inmunocitoquimicas indican que el 950% o mis del
glutamato retinal y del cerebro completo es neuronal Yy 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 ﬁalberg, F (1992) Neurosci 46,
519-534 Esto demostré que la sintetasa de glutamina es
requerida para mantener el glutamato neuronal Aunque el
glutamato' se puedé sintetizar en las neuronas desde el a-
cetoglutarato, 1la falta de carboxilasa de piruvato u otra

enzima anaplerética impide 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 este ejemplo, las fuentes y el control de la sintesis de la
glutamina se investigé incubando retinas extirpadas con H'*Co,
y midiendo la apariencia y la radiloactividad especifica de la
Mo-glutamina y el '"C-glutamato Se sintetiza mas *‘C-glutamina
en presencia de piruvato a 5 mM que en presencia de 0,2 mwM

Esto 1indica que la actividad de la carboxilasa de piruvato
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influye en la velocidad de la sintesis de la glutamina Sin
embargo, la sensibilidad de este control €8s demostrada por la
observacion de que cuande el piruvato se incrementa de 0,2 mM
a 5 mM, la magnitud del incremento en el flujo de 1la
carboxilasa de piruvato (80,3%) no se traduce directamente en
un aumento equivalente en el '“C-glutamato m&s *‘C-glutamina
(69,0%) La flexibilidad del control es provista por el
potencial de descarboxilacién del ciclo del 4cido citrico y
el reciclado del piruvato La dependenclia del piruvato de 1la
fijacién total de H!%CO; en el tejido retinal fue similar a
la observada en los astrocitos aislados cultivados

Gamberino, W C , Berkich, DA , Lynch, C J , Xu, B , y LaNoue,
KF (1997) J Neurochem 69, 2312-2325 Sin embargo, en los
astrocitos, que no tienen ningdn modo de regenerar BCAA
enddgena usada para transaminar el a-cetoglutarato, los
aumentos inducidos por el piruvato en la fijacién del CO; no se
tradujeron en aumentos en los niveles de !*C-glutamato y *cC-
glutamina En cambio, el carbono 14 se acumuldé exclusivamente
en los intermedios del ciclo de Acido citrico y en el piruvato
“reciclado”

EFn los estudios retinales jinformados aqui, la radiocactividad
especifica de la glutamina en el estado estacionario fue 0,158
de la actividad especi fica del bicarbonato Como

aproximadamenLe la milad del ''C Incorporado en el oxalacetato
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es retenida en el a-cetoglutarato, los resultados muestran que

-r

~32% de la glutamina deriva de H“CO; E£sta es la primera
estimacién directa de la contribucién de 1a anplerosis a la
sintesis de 1la glutamina en un tejide neuronal Las
estimaciones anteriores han sido indirectas, y consistieron en
el andlisis isotopomérico de los espectros de NMR posteriores
a la infusién de '*C glucosa (3-5, 11-13) en cerebros intactos

Las estimaciones de 1la contribucién de la carboxilacién del
plruvato a la sintesis de la glutamina usando estos métodos de
NMR han sido menores que la presente, y estidn en la gama de
menos del 1% (3) al 5%-10% (4,5) al 20%-25% Shank, R P,
Bennet: @s , Freytag, S O y Campbell, G L (1985) Brain Res

329, 364-367, Griffen, J L , Rae, C , Radda, G K , y Matthews,
P M {1999) Biochim Blophys Acta 1450, 297-307, lo cual
depende en gran medida de las suposiciones iniclales de los
modelos matemidticos usados Los presentes resultados sugleren
que la carboxilacién del piruvato glial y la conversién de
los intermedios del cicloc del Acido citrico al glutamato y la
glutamina probablemente sean cuantitativamente importantes
para la funcién retinal y posiblemente para la funcién

cerebral completa

La observacién de que la GBP hace mds lenta la conversién de

los 1intermedios del ciclo del A&cido citrico en glutamina y



&

|7

169

glutamato sugiere que la sintesis neuronal de la BCAA por la
BCATC es necesaria para las velocidades éptimas de 1a
aminacién del a-cetoglutarato al glutamato Un eaquema

razonable para su participacién 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 HCO; por la GBP y
la inversién de la inhibacién por la BCAA son consistentes con
la lanzadera descipta La hipdétesis también da una explicacién
para la accién antiepiléptica de la GBP Taylor, C P , Gae,
NS, 'Welty, DF, Brown, J P, Dooley, D J, Boden, P,
Singh, L (1998) Epilepsy Res 29, 233-249 Pe hecho, 1la
sintesis del glutamato disminuida es una acciédn comin de la
GBP y los inhibldores de la anhirasa carbénica antiepiléptica

Hazen, S A , Waheed, A , Sly,_w S, LaNoue, K F, Lynch, C J

(1997) Dev Neuroscl 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 cetoacido
de cadena ramificada, si no es tratada induce una alta BCAA en
sueroc en pacientes y consecuentes anormalidades neurolégicas

Chuang, DI , y Shih, VC (1995) en La Base Metabdlica de la
Enfermedad Hereditaria, eds Schriver, C R, Beaudet, A L ,
Sly, S, y Vaile, D (McGraw-Hill) paginas 1239-1277, que

puede estar relacionada con la regulacién anormal de la
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sintesis del glutamato Finalmente 1la implicacién del
lanzamiento del nitrdgeno durante la sintesis del glytamato
debe ser estudiada m&s profundamente a la luz de la eficacia
de la GBP en el tratamiento de 1a. enfermedad neuropatica
Ottersen, O P, Zhang, N y Walberg, F (1992) Neurosci 46,
519-534 y 1la neurodegeneraci;n, Chuang, DI y Shih, V E
(1995) en ILa Base Metabdlica de la Enfermedad Hereditarlia,
eds Schraver, C R, Beaudet, AL, Sly, S y Valle, D
(McGraw-Hill), péginas 1239-1277, Rothsetin J D y Kunel, R W

(1995) J Neurochem 65, 643-651
EJEMPLO 67

Preparaciédn de Enximas Cerebros de rata congelados fueron
fundidos en hielo y desmenuzados en trozos finos Para cada
cerebro se agregaron 5 ml de un tampédn isotédnico ([manitol a
225 mM sucrosa a 75 mM, MOPS a 5 mM (pH 7,1), EDTA a 1 mM,
EGTA a 1 mM, DTT 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 pulsacienes 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 dializé con al menos tres cambios del tampébn

de di&isis (manilLol a 225 wM,, 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 DITT a 1 mM) durante 24
horas La enzima resultante se almacend a -80°C para otros

ensayos

Ensayo de la BCAT La reacciédn se realizé en tubos de
Eppendorf de 1,5 ml en un volumen de 100 pl que contenia Tria-
HC1 a 50 mM (pH 8,3), ('*C]L-leucina a 25 puM, 2-oxoglutarato a

10 uM, fosfato de piridoxal a 15 puM, DTT a 1 mM, y enzima Las
soluclones para la mezcla de la reacciédn se hicieron en diez
veces las concentraciones Pasados 10 minutos de incubacién a
temperatura ambilente (22°C), la reaccién fue detenida
agregando 100 pl de p-nitrofenil hidrazina a 15 mM en HClL a 2
M Pasados unos minutos se agregdé 1 ml de un liquido de
centelleo basado en tolueno (4,5 g de PPO y 0,5 g de bis-MSB
en 1 1litro de tolueno), sa 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 orgidnica de
cada tubo en tubos de centelleo, y luego se agregaron 10 ml de

céctel de centelleo para el recuento

Ejemplo Numero rBCATc IC50 {(pM)

1 146
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_ REIVINDICACIONES
Habiendo descripto y determinado la naturaleza y alcance de la
presente invencién y la manera en que la misma ha de ser

llevada a la préctica, se declara que lo que reivindica como

invencién y de propiedad exclusiva es

1 Un compuesto de la Férmula IV

X CO,H

Ry
Ry

Ry
Ra v
Ri~Ry son hadrédgeno o alquilo,
X es NRs u O,
Rs e€s hidrégeno o alquilo,
R¢ es hidrégeno, alquilo, bencilo, alcancileo, alcoxialcanoilo,
arilalquilo, alcoxi, cicloalqullo, alilo, algquilcicloalquilo,
halogenalquilo trisustituido y en donde R;-Ry son cada uno
hidrégeno, enlonces R¢ no es hidrdgeno o metilo, o una sal,

éster, predroga o amida farmacéuticamente aceptable da &l

No 2839 Mingusticia 1991
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2 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracter:l.zado' porque Rz y Ry son hidrégeno y R; y Ry son
alquilo, Rz y Ry son hadrégeno y R, ¥y Ri3 son metilo, Ri-Ry son
hidrégeno, R; es alquilo y Rz-Rqy son hidrégeno, R; es metilo y
Rz=Rq son hidrégeno, Rs es hidrégeno, X es NRg, X es O, Rg es
alquilo, Rg¢ es bencilo, Rg es acetilo, R¢ es fenlalquilo, Rg es

clcloalquilo, Re¢ &8s trifluoroalquilo, Rg alquilcicloalquilo, Rg

es alcoxi, y R¢ es alilo

3 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque Rz ¥y Rq son hadrégeno y Ry y Rs son metilo,
Ri1-R¢y son hidrégeno, Ry es metilo y Rz-R; son hidrégeno, rRs es
hidrégeno, X es NRg, Rg es alqullo, R¢ es bencilo, R¢ es
acetilo, R¢ es fenilalquilo, R¢ es cicloalquilo, Rs es
trifluorcalquilo, Rg alquilcicloalquarlo, R es alcoxi, Yy Rg es

alilo

4 Un compuesto de acuerdo con 1la reivindicacién 1,

caracterizado porque R; y Ry son hidrégeno y R, y R; son metilo,

Ri-R* son hidrégeno

5 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterigzado porque se selecciona del grupo formado por
Acido (1—a1ilaminometil—c:.clohexil)-acét:.co.

Acido (1—prop—2—inilaminomatil—ciclohexil) -~acético,

r @ Intérprata Ofical
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Acido lI-[(2,2,2—tr1fluoro-etilamino)—met11]-c1clohe§}l}-
acético,

Acido {1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino)-metil]-ciclohexil)-
acético,

Acido la, 3}, 5~ (1-alllaminomel11l~3, 5~dimelLil~ciclohexil) -
acético,

Acido la, 30, 5P~ (3, 5~dimetil~1l-prop-2-inilaminometil-
ciclohexll)-acéLico,

Acido la, 3P, 5p-(3, 5~dlmel ll=-1-[(2,/,2-Lriflucro-elLillamino) -

melLil]-ciclohexil)}-acélico,

Acido 1o, 30, L=t 3, 5-dlmel 11-1-] (3, 3, 3-t rilTuoro~propl lamino) -
melLil]-ciclohexil}-acélLico,
dcidotrans~-((1R,3R)-1l-~alilaminometil-3-metil-ciclohexil)~
acélico,

Acido trang~( (1R, JR)-3-mulll~1-prop-2-initaminometil-
ciclohexll)-acéLico,

dcido trans—-{ (1R, 3R} -3-metil-1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

dcldo trans{(1R,3R)—3-maL11—1-[(3,3,3—Lri£1uoro—propilamino)-
metil]-ciclohexilj-acético,

Acido trans{ (1R, 3R)-3-metil-1-[ (4,4, 4-trifluoro-butilamino)-

metil]-ciclohexil}-acéLico,

Acido la,BB,53-{3,5-d1met11-1—[(4,4,4-tr1f1uoro—but11am1no)—

metil]—ciclohexil}-acético.

SOFCIU a““mm orm'
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Acido la, 3B, 5p-(1-{ (ciclopropilmetil-amino)-met11]-3, 5-dimetil-

ciclohexil}-acético,

Acido trans-{ (1R,3R)-1-[(ciclopropilmetil-amino)-metil]-3-

metil-ciclohexil}—~acético,

Acido trans-( (1R, 3R) -3-metil-l-metilaminometil-ciclohexil)-
acético,
Acldo trans-( (1R, 3R)~1-etilaminometil-3-metil-cilohexil)-
acético,

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

acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-1~butilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,

Acido trans-( (1R, 3R) ~1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil)-
acético,

Acido la, 3B, 5p-{1~[ (hidroxametil-amino)-metil]-3, 5-dimetil-

ciclohexil}-acético,

Clorhidrato del dcido la, 3B, 5p~ (1-aminometil-3, 5-dietil-
clclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del acido la, 3B, 5p-(3, 5-dimetil~1-

propilaminometi1—ciclohex11)—acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1a,3ﬂ,Sﬂ-(1—etilaminometil-3,5-

dimetil—ciclohexil)—acéLico,

Sal de clorhidrato del &cido la,3ﬂ,59-(1—bencilam1no—metil)-

3,5—dimetil-ciclohex11]-acético.

TORRE MENDOZ »
r @ intérprete Ohes ol
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Sal de clorhidrato del &acido la, 3B, 5Bp-(l-dimetllaminometil-3,5-
dimetil—cicl&hexil)—acétlco,

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

Sal de clorhidrato del &acido 1le, 3]}, 58-(1~[ (bencil-metil-amino)-
metil]-3,5~-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cildo la, 3B, 5p=-(3,5~dimetil-~1-
metilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido 1a,3p,5p-[1-(acetilamino-metil)-3,5-dimetil-ciclohexil]-
acético,

Sal de clorhidrato del &cido la, 3f,5p-[1-(iscbutilamino-metil)-
3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido 1la,3p,5p-[3,5-dimetil-1-
{(fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &acido 1a,3f,5p-{3,5-dimetil-1-[(3-fenil-
propilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,

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

Sal de clorhidratec del Acido la, 3B, 5p-[1- (isopropilamino-
metil)-3, 5-dimetil~ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del 4acido {1~[(2-me! i1l-butilamino)-metil]-
clclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[(4,4,4~trifluoro-butilamino) -

metil)-ciclohexil}-acético,

R .‘ 2839 Mustlda 199
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Sal de clorhidrato del &cido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acético, )

Sal de clorhidrato del acido ({l1-[(ciclopropilmetil-amino)-
metil]~ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido {l1-[(2-hidroxi-1-metlil-
etilamino)-metil]-caiclohexil)-acético,

Sal de <clorhidrato del &cido [1-(isocbutilamino-metil) -
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhldrato déi dcido (l-propilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de <clorhidrato del Acido {l-{isopropilamino-metil) -
ciclohexil]}-acético,

Sal de clorhidrato del acido {(l-ciclohexilaminometil-
ciclohexil) ~acético,

Sal de clorhidrato del acido [1-(bencilamino-metil)-
clclohexil)-acético,

Sal clorhidrica del &cado { (1R, 3R) -3-metil-1-propilaminometil-
ciclohexil)-acétaco,

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

Sal clorhidrica del acido {l1-[{(ciclohexilmetil~amino)-metil]-

ciclohexil)-acétirco,
Acido [1-(terc—buLoxicarbonilamlno—meL11)-clclohexil]—acético.

Acido (1-(acetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Ntdrprete Oficial
No 2839 Minpustiaa 1 991
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Sal de clorhidrato del é&cido ((3R,5S)-l-ciclobutilaminometil-
3,5-dimetil-ciclohex1l)-acético,

Sal de clorhidrato del Acido { (3R,55)-3,5-dimetil-1-[(2-met1l-
butilamino) -metil]-ciclohexil)-acétirco,

Sal de clorhadrato del é&cido ((3R,5S)-1-[(2-hidroxi-l-metil-
etilamino)-metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido {({3R,58)-1-[(2,2~-dimetoxi-
etilamino)-metil]-3, 5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &4cido {(3R,58)-1-[(ciclopentil-amino)-~
metil]~3,5~dimetarl-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido {{3R,5S)-1-[{(ciclohexilmetil-
amino)-metil]-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido ((3R,5S)-l-ciclohexilaminometil-
3, 5~dimetil-ciclohexil)-acético,

Acido ((3R,5S)-1-carboxi etil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del 4&cido trans-((3R,5S)-1-hidroximetil-
3,5-dimetil-ciclohexil-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido cis~((3R,5S8)-1-hidroximetil-3,5-
dimetil-ciclohexil-acético,

Sal de clorhidrato del Acido (1-dlmetilaminometil-ciclohexil)-

acético.

Sal de clorhidrato del &cido (1~butilaminometil-ciclohexil) -

acético,

Sal de clorhidrato del &cido (1-[2,2—dimetoxi-etilamino)-

metil]-ciclohexil}-acético,
.mﬂ‘qlhu."

B
i? d
N *

-

— =



A

F

182 \(ZJQ{iT'

Sal de clorhidrato del é&cido (l-melLilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-[{benclil-metil-amino)-metil]-~
clclohexil)}-acético,

Sal de clorhidrato del acido [1-{fenetilamino-metil) -
clclohexil]-~acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1l-[(3-fenil-propilamino)-metil]-
ciclohexil)-acético,

Sal de sodlio del Aacido ((3R,55)-l1~hidroximetil-3,5-dimetil-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del A4clido ({(3R,5S)~1l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)~acético.

Sal de clorhidrato del 4cido {(l-aminometil—~4-etil-ciclohexil)-
acético,

Sal clorhidrica del &cido (l-aminometil-4-propil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del aclde {(3R,58)-3,5-dimetil-1-
proplilaminometil-ciclohexil)-~acético,

Sal de clorhidrato del Aacido [{1R, 3R)-1-(bencilamino-metil) -3~
metil-ciclohexil])-acético,

Sal de clorhidrato del &cido { (1R, 3R)-1-[ (bencil-metil-amino)-
metil]-3-metil-ciclohexil)-acélLico, o

Sal de clorhidrato del acido { (1R, 3R) -3-metil-1-

metilaminometil-ciclohexil)-acético

ORRE MENDOZA
8 Intdrprete Oficial
No 2839 Minyustica 1 981
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retinopatia diabética,

caracterizado porque comprende el paso de administrar una

cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de las

Férmulas I,

&

Ry HO,
N\ “\
Cligin
(CHa)
Ry

Ry
Ry

R
'\ HO.C

II y/o III, a un paciente que lo necesita
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en donde

Ry es H, aléuilo, cicloalquilo, alquilo sustituido que contiene
halégeno, amina, alcoxi, cicloalquilo, o hidroxi, alilo,
alquinilo, alcanolilo, alcoxlalcanollo, sulfonllo; fenilo;
bencilo, o arilalqualo,

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

Ri-Ry ¥ Rypo-Ri4 son independientemente H, alquilo, o alquilo
sustituido, y

X = NRyjq, O, 0 S,

cuando hay mAs de un estereoisdémero, cada centro quiral puede

ser independientemente R © S, o una sal, éster, prodrogra, o

amida farmacéuticamente aceptable de &l

7 El método de la reivindicacidn 6, caracterizado porque m y
n son 1, X es NRyy, Ry es H, Ry es metilo, Ry, y Ry son metilc; Rs
es metilo, R;p es metilo, Ry y Rs son metilo, R¢ y Rg 8on
metilo, R;-Rg ¥y Rio~Ria scon H, Ry es alquilo, Ry es bencilo, Ri,
es alquilo, Ry es arilalquilo, Ry es cicloalquilo, R;~Rg son H,
Ri~Rs ¥ Rio-Rjix son H, Ri1-Rz ¥ Ry-Rg son H, o R; es metilo

8 El método de la reivindicacién 6, caracterizado porque Ry es
alquilo, Ry-Rz ¥y Rsq-Ri1 ¥ Ryq son hadrégeno, y m y n son 1, y X
es NRu, Ry y Ry son alqualo, Ry-Rz ¥ Rq~Rip ¥ Riq son hidrégeno,

myn son l, y X es NRis,» Ry Y Ry son alquilo, R;—-Rz; y Ry—Rjg Y
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Ris son hidrégeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es NRy, V¥

Ri-Ri1 ¥ Riq son hidrdégeno, m y n son 1, y X es O

9 El método de la reivindicacién 6, caracterizado porque el
compuesto se selecclona del grupo formado por
Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético.

Acido (l1-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido {1-[{(2,2,2~-trifluoro~etilamino)-metil]-ciclohexil}-
acético,
Acido {1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino) -metrl]~ciclohexil}-
acético,
Acido la, 3p,5f-(1-alilaminometil-3, 5-dimetil-caclohexil)~-
acético,
Acido la, 3B, 5p- (3, 5-dimetil~1-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil) -acético,

Acido la, 3p,5B~(3,5-dimetil~1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino)~
metil]-ciclohexil)}-acétice,

Acido  1a,38,5p-{3,5~dimetil-1- (3,3, 3-trifluoro-propilamino) -

metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-((1R,3R)-1-alilaminometil-3-metil-ciclohexil) -
acético,

Acido Lrano- ( (1R, JR) ~3-molll-l-prop-2-inilaminometil-
ciclohexil)}~acético,
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Acido trans-{ (1R, 3R) -3-metil-1-[ (2,2, 2-trifuoro—-etilamino) -
metil]—cicldhexil}-acético,

Acido trans-{(1lR,3R)=3-metil~1-[(3,3,3~trifluoro-propilamino)-
metil]-ciclohexil}-acético.

Acido trans-{(l1R,3R)-3-metil-1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-~
metil]-clclohexil}-acético.,

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

Acido 1la,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-metil~-1-meiLilaminometil-ciclohexil)~
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)~1l-etilaminometil-3-metil-ciclohaexil) -
acético,

Acido trans-((1R,3R)~-3-metil-l-propilaminometil-clclohexil)-

acético,
Acido trans-( (1R, 3R} -1l-butilaminometil-3-metil-ciclohexil) -
acético,
Acido trans-( (1R, 3R) ~1l-hidroximetil-3-metil-ciclohexil) -
acélico,

Acido  1la,3pB,5B-{1-[(hidroximetil-l-amino)-met11]~-3, 5~dimetil-

ciclohexil}-acético,

ucior @ Intérprete Oficl
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Clorhadrato del acado lx, 33, 5)-(1-aminometil-3, 5~dietil-
ciclohexil)-;cético,

Clorhidrato del  4&cido Lrans- (1R, 3R) (1-Aminometil-~3-metil-
ciclohexil)-acético,

Clorhaidrato del acido (l-aminometil-2-metil~-ciclohexil) -
acético,

Clorhidrato del 4cidoe (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-

acético,

Clorhidrato del 4&cildo (f)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)~acético,
Clorhidrato del &cido ({cis/trans)-(3R)-(l-aminometil-3-metil-
ciclopentil)-acético,
Clorhidrato del A4cido (+)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)-acético,
Clorhidrato del &cido (+)~(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil) -acético,
Clorhidrato del Acido la, 3P, 5~ (1-aminometil~-3, 5~dimetil-

clclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del dcido la, 38, 5B~ (3, 5-dimetil-1-
propilaminometil-ciclchexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Aacido la, 3B, 5B~ (l-etilaminometil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido 1a,3f,5B~(1-bencilamino-metil)-

3,5-dimetil~-ciclohexil])-acético,
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Sal de clorhidrato del Acido 1la, 3f}, 5f-(l-dimetilaminometil-3,5-
dimetil—cicl;hexil)—acétlco.

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

Sal de clorhidrato del &acado la,3}},5B8-({1-( (bencil-metil~amino) -
metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato del dcido le, 3B, 5p- (3, 5-dimetil-1-
metilaminoetil-caclohex1l)-acético,

Acido 1la,3p,5p-[1-(acetilamino-metil)-3,5-dimetil-ciclohexil] -
acético,

Sal dea clorhidrato del Acido 1, 3P, 5p-(1~-(iscbutilamino-metil)-
3,5~-dimetil~ciclohexil]~acético,

Sal de clorhidrato del acido la, 3B, 5p-13,5-dimetil-1-
(fenetilamino~metl)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Acido 1la,3B,58-(3,5-dimetil-1-[(3-fenil-

propilamino)-meLil]~ciclohexil)-acético;

Sal de clorhidrato del 4&cildo {(1-[(ciclobutil-~amino)-metil]-

clclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Acido la, 3B, 5B~ (1~ (1sopropilamino~
metil)-3, 5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Acido l-aminomel 11-1-clclohrxano-acGl 1c1n,
Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,
Sal de sodio del &cado l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del &cido 1-(hidroxametil)ciclohexano-acético,
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Sal de clorhidrato del &cido (1-[(2-metil-butilamino)-metil]-
ciclohexll}-acético,

Sal de clorhidrato del &cado {1-[(4,4,4-trifluoro-butilamino)-~
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acido (l-etilaminometil-ciclohexil)~
acético,

Sal de clorhidrato del Acido {1~[(ciclopropilmetil—amino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhadrato del dcido {1-[(2-hidroxi-l-metil-
atilamino)-metil]-cliclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del A4caido [1~(isobutilamino-metil) -
cliclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Acido (l-propilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrate del &cido [1-(isopropilamino-metil)-
ciclohexil]-acético,

Bal de clorhidrato dol &aildo (l~ciclohexilaminomatil-~

ciclohexil) -acético,

Sal de clorhidrato del dcido [l1-(bencilamino-metil) -
clclohexil]-acétaico,

Sal de clorhadrato del dcido ((1R,3R)-3-metil~-1-
propilaminometil-ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del Acido {l1-[ciclopentilmetil-aminog) -

metil]-ciclohexil)-acético,
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Sal de clorhidrato del acido ({1l-{[({ciclohexilmetil-amino)-
metil)~ciclohexil)-acético,

Acldo [1-{(terc-butoxicarbonilamino-metal)-ciclohexil]-acético;s
Acido [1-{acetilamino-met1l)-ciclohexirl]-acético,

Sal de clorhidraLo del &cido (3R,5S)-l-ciclobutilaminometil-
3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidralo del &Acido [ (3R,5S8)-3,5-dimetil-1-[(2-metil-
butilamino)-metil]-~caclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del agido ({(3R,5S)-1-[(2-hidroxi-metil-
etilamino)-metil] -3, 5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cado ({(3R,5S)-1-{(2,2-dimetoxi-
etilamino)-metil] -3, 5-dimetil-ciclohexil}~acético,

Sal de clorhidrato del &cido {(3R,5S)-1-{(ciclopentilmetil-
amino)-metil] -3, 5-dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido {(3R,5S)-1~[(ciclohexilmetil-
amino) -metil}-3, 5-dimetil-ciclohexil}-acético,

8al de clorhidrato del &cido ((3R,53)~1-ciclohexilaminometil-
3,5~-dimetil-ciclohexil)-acético,

Acido ((3R,5S)-carboximetil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del A&cldo trans-((3R,5S)-1-hidroximetil-
3,5-dimetil-ciclohexil-acético,

Sal de clorhidrato del &cido cis-((3R,5S)~1-hidroximetil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-dimetilaminometil-ciclohexil)-

acético,
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Sal de clorhidrato del dacuido (1-butilam1nometil-cicloheﬁil)—
acético,

Sal de clorxhidrato del Acado (1-[2,2~-dimetoxi-etilamino)-~
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-metilaminometil-cicloehexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del 4cido (1-[(bencil-metil-amino}-metil]-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorxhidrato del Acido il-(fenetilamino-metil) -
ciclohexil]-acético;

Sal de clorhidrato del &cido {1-[{3-fenil-propilamino)-metil]-
clclohexil}-acético,

Sal de sodioc del &acido ({({3R,5S)-l~hidroximetil-3,5-dimetil~
ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del &cido ((3R,5S)-l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal clorhidrica del #dcido (il-~aminometil-4-etil-ciclohexil)-
acético,

Sal clorhidrica del &cido ({(l-aminometil~-4-propil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del acido {(3R, 58)-3,5~-dimetil-1~-
propilaminometil—-ciclohexil)-acélaico, o

5al de clorhidrato del &cido [(1R,3R)-1-(bencilamino-metil)-3-

metil-ciclohexil]-acético,
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Sal de clorhidrato del &cido (({1R,3R)-1-[{(bencil-metil-amino)-
metil] -3-metil-ciclohexil)-acético, o
Sal de clorhidrato del adcido {(1R, 3R)=-3-metil-1~-

metilaminometil-ciclohexil)-acético

10 Un método para inhibir la aminotransferasa dependiente de
aminocdcidos de cadena ramificada en un paciente gque lo
necesita, caracterizado porgque comprende el paso de
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un

compuesto de las Férmulas I, II y/o III

e R
Hin

CHy|
Re ) I
Ry Re
Ry
R woc
\lx
{CHy)m {CH3)n
Ryy R
Ruo ' f
Ry T |
Re Ry
Rse R,
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en donde

Res €3 H, alqu‘:l.lo. cicloalquilo, alquilo susiitulido que contiene
halédgeno, amina, alcoxi, cicloalquilo, o hidroxi, alilo,
algquinailo, alcanollo., alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenilo;
bencilo, o arilalquilo,

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

Ri;~Ry ¥ Rip~Riq 8son independientemente H, alquilo, o alquilo
sustituido, ¥y

X = NRyq, O, 0 S,

cuando hay miés de un estereoiadémero, cada centro quiral puede

ser independientemente R o S, o una sal, éster, prodrogra, o

amida farmacéuticamente aceptable de él

11 El método de la relvindicacién 10, caracterizade porque m
y n son 1, X es NRyy, Ry es H, Ry es metilo, Ry ¥y Rs son metilo,
Re es metlilo, Ry es metilo, Ry y Ry son metilo, Ry y Ry son
metilo) Ry;~Ry ¥y Rio—-Ris mson H;y Ry ea alquilo; Rp; es bencilo; Ry,
es alguilo, Rs es arilalquilo, Ry es cicloalquilo, R;~Rg son H,

Ri-Rs ¥ Rio—Ri1 son H, R;-Rz ¥y R~Rg son H, o Rz es metilo

12 El método de la reavindicacién 10, caracterizado porque Rs
es alquilo, Ry-Rz y Rq—Riy ¥ Ry son hidrégeno, y m y n sen 1, y
X es NRyy,. Ry y Rz son alquilo, R;-R; Y RsRig ¥y Riq son

hidrégeno, m y n son 1, y X es NRy,, Ry y Ru son alquilo, R;-R:

\mérprews Oficil
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Y Rs~Rip ¥ Ri4 son hidrégeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es

NRi4, ¥ Ri-Ri1 ¥ Riq son hidrégeno, m y n son 1, y X es O

13 El método de la reivindicacién 10, caracterizado porgue 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-tri1fluoro-etilamino)-metil]-ciclohexil}-
acético,

Acado {1-{(3,3,3-trifluoro-propilamine)-metil]-ciclohaxil}-
acético, _

Acido la, 3B, 5p-(1-alilaminometil-3, 5~-dimetil-ciclohexil) -
acético,

Acido la, 3B, 5B~ (3, 5-dimetil-1~-prop-2-inilaminometil~

ciclohexil)-acético,

Acido la, 30, 3p-{3,83~dlmatil~1~[ (2,2, 2-trifluoro-atilamino)~
metil]-ciclohexil}-acéLico,

Acido lax, 3B, 5p-{3, 5~dimetil-1~[(3, 3, 3-trifluoro-propilamino) -

metil]-ciclohexill-acético,

Acido Lrans-{ (1R, 3R)-1-alilaminomelLlil-3-metil~ciclohexil)-
acclirn,
Acido trans-( (1R, 3R} -3-metil-1-prop-2-inilaminometil-~

ciclohexlil)-acético,
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Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met11-1-[ (2,2, 2-trifuoro-etilamino) -

metil]-ciclohexll}-acético,

Acido trans-{(1lR,3R)-3-metil-1i-[(3,3,3-trifluoro-propilamino)~

metil]-clclohexil}-acético,

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

Acido la,3p,5p~(3,5~dimetil-1-] (4,4, 4-trifluocro~butilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido 1a,3B,5p-{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-metil-l-metilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Acido trans-({{1R,3R)-1l-etilaminometil-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-hidroximetil-3-metil-ciclohexil) -
acético,

Acido 1a, 3B, 5p-{1-[ (hidroximetil-l~-amino) -metil] -3, 5-dimetil-

ciclohexil}-~acético,
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Clorhidrato del acido la, 3f3, 5~ (1~aminomet il -3, 5~dietil-
‘;1clohexil)-acético.

Clorhidrato del dcido trans- (1R, 3R) (1-Aminometil-3-metil-
ciclohexil)-acético,

Clorhidrato del acldo (l-aminometil-2-matil-ciclohexil)-
acético,

Clorhidrato del Acido (l-aminometil-3,3-dimetill-ciclohexil)-
acético,

Clorhidrato del A&cido (f)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil) —-acético.

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

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

Clorhidrato del 4&cido (+)-(trans)-(l-aminometil-3,4{-dimetil~
ciclopentil)-acético,

Clorhidrato dael dcido 1, 303, 5p=-(1~aminometil-3, 5-dimetil~
ciclohexal)-acético,

Sal de clorhidrato del dcildo la, 3, 5p- (3, 5-dimetil-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidralo del A&acido 1a, 3[),5p-(1l~-etrlaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)~-acético,

Sal de clorhidrato del A4cido 1la,3p3,5p-(l-bencilamino-metil)-

3,5-dimetil-ciclohexil]-~aceético,
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Sal de clorhidrato del &cido 1a, 3, 53-(l-dimetilaminometil-3,5-

1

dimetil-ciclohexil)-acético,

-

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3f}, 5p-(l~butilaminometil~3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del &cido 1la,3f,50-({1~[ (bencil-metil-amino)~

metil]-3,5-dimetil~ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato del &cido let, 3B, 5p-(3,5-dimetil~1-

metilaminoetil-ciclohexil)-acético,

Acido 1la,3B,50-[1l-(acetilamino-metil)-3,5-dimetil-ciclohexil}-~
acétzirco,

Sal de clorhidrato del &écido la, 3}, 5)-(1-(isobutilamino-metil)~-
3,5-dimetarl-ciclohexil] -acétlco,

Sal de clorhidrato del 4cido la, 33,5p-(3,5-dimetil-1~
(fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cide le,3p,5p-{3,5-dimetil-1-[ (3-fenil-
propilamino)-metil]-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido ({l-[{ciclobutil-amino)-metil]-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido 1la,3f,5B-(1-(isopropilamino-
metil)-3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Acido l-amlnomelLil-l1-clelohiexano-acélrco,

Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodlo del acido l—-aminometil-l-ciclopentano-acético:

Sal de sodio del &cido 1-(hidroximetil)c1clohexano—EC>
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Sal de clorhidralo del &cido (1-{(2-metil-butilamino)-metil]-
ciclohexil}-acétaco,

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

Sal de clorhidrato del acido (l-etilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del Acido {1-[ (ciclopropllmetil-amino)~
metil]-ciclohexil)}-acético,

Sal de clorhidrato del dcido {l1-f(2-hidroxi-l1-metil-
etilamino)—met{l]—ciclohexil}—acético,

Sal de clorhidrato del Acido [1-{iscbutilamino-metil)-
cicloﬁexil]—acético.

Sal de clorhidrato del Acido (l-propilaminometil-ciclchexil)-~
acético,

Sal de clorhidrato del Acido [1-{isopropilamino-metil) -
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido {l1-ciclohexilaminometil-
ciclohexil)~acético.,

Sal de clorhidrato del acldo [1-(bencilamino-metil)~
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del acido ( (1R, 3R) -3-metil-1-
propilaminometil-c1cl;hexll)—acético,

Sal de clorhidrato del Acido ({l1-[cliclopentilmetil-amino)-

metil]-clclohexll}-acético,

o Intdsprete Oficial
Resal N¢ 2839 Minjushaia 1 431
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Sal de Qlorhidrato del agido (1-[{clclohexilmetil-amino)-

r

metil]-ciclohexil}-acétaico,

Acido [1~ (terc-butoxicarbonilamino-metil)-ciclochexil]-acético;
Acido {1-{acetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Acido (3R,5S8)-l-ciclobutilaminometil-
3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidratc del &cido [ (3R,55)-3,5-dimetil-1-[(2-metil~
butilamino)-metil]-ciclohexil}-acético,

S5al de clorhidrato del 4&cido ({(3R,58)=-1-[(2-hidroxi-metil~-
etilamino)-metilj-3,5~-dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido {{3R,58})~1-[(2,2-dimetoxi-
etilamino)-metil] -3, S-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cldo {(3R,5S8)-1-[{ciclopentilmetil-
amino)-metil] -3, 5~-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {[(3R,5S)-1-[(ciclohexilimetil-
amino)-metill!-3,5-dimetil~circlohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acide ((3R,5S)-l-ciclohexilaminometil-
3,5~dimetil-ciclohexil)-acético,

Acido ((3R,5S)-carboximetil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del 4&clido trans-((3R,5S8)-1-hidroximetil-
3, 5~-dimetil-ciclohexil-acético>

Sal de clorhidralo del acirdo cis-(({JR,55)~1-hildroximetil-3,5-

dimetil-cieclohexil)}~acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l-dimetilaminometil-ciclohexil)-

acético, - HRE MENDOZA
1 © Intdrprete Oficial
fiogol No 2839 Minpustica 4 831
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Sal de clgrhidrato del A4cido (l-butilaminometil-ciclohexil)-

L)

acético,

Sal de clorhidrato del A4cido ({1-([2,2-dimetoxi-etilamino)-
metil]-ciclohexil)~acético,

Sal de cleorhidrato del &cido {l-metilaminometil-cicloehexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del Acido (1-[(bencil-metil-amino)-metil]-
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del dcido [1- (fenetilamino~metil)~-
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {l1l~[{3-fenil-propilamino)-metil]-
cliclohexil}-acético,

Sal de sodio del &cido ((3R,5S)-1-hidroximetil-3,5~dimetil-
ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del A4cido ({(3R,58)-1l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal clorhidrica del A4cido (l-aminometil-~4-etil-ciclohexil)-
acético,

Sal clorhidrica del &cido (1:am1nomet11—4—propil—ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del adcido ((3R,5S8)-3,5~dimetil-1~
propilaminometil-ciclohexil)-acético, o

Sal de clorhidrato del &cido [(1R,3R)-1-{bencilamino-metil)-3-

metil-ciclohexil]-acético,

LATORRE MEND(**A
ctor & intérprete Ohcum
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Sal de clorhidrato del &cido {(1R,3R)-1-{(bencil-metil-amino)-

~r

metil}-3-melLil-ciclcochexlil}-acético, o

Sal de clorhidrato del Acaido {(1R, 3R) ~3-metil-1-

metlilaminometil-cliclohex1l)-acético

14 Un métode para tratar trastornos neurolégicos, depresién,
ansiedad, péanico, manias, trastornos bipolares, enfermedades
antiinflamatorias, glaucoma, dolor o lesaién gastrointestinal,
caracterizado porque comprende administrar wuna cantidad
terapéulicamente efectiva de un compuesto de la Férmula IV a

un paciente que lo necesita

X CO,H

Ry

Ry
R

Ry v

Ri~R¢ son hidrdégeno o alguilo,

X es NRs u O,

Rs es hidrbégeno o alqullo,

R¢ es hidrégeno, alquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo,
arilalguilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alquilcicloalquilo,

halogenalquilo trisustituido y en donde R;~Ry son cada uno

g
RGO EEED !
‘o p——lyy
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omerd, No 2839 Minyusticla 1 991
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éster, Prodroga o amida |

farmacéuticamente aceptable da &1

EL SUSCRITO TRADUCTOR OFICIAL HA REVISADO LA TRADUECION DE LAS
REIVINDICACIONES DE ESTE DOCUMENTO Y ESTA CORRECTA

ESTE DOCUMENTO FUE LEGALIZADO BAJO EL No. 102911 DE ENERC 24 DEL
2081 ANTE EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencidn se reflere a un méktodo para el
tratamiento- profilactico y terapéutico de 1la retinopatia
diabética El método consiste en la administracién de un
inhibidor de la via de la aminotransferasa dependiente de
aminodcidos de cadena ramificada (BCAT), a un animal, tal como
un mamifero, en particular un humano, en una cantidad
suficiente para tratar profil&ctica o terapéuticamente la

retinopatia diabética L.a presente 1invenciédn también se

refiere a varios inhidores novedosos de la via de la BCAT ----
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SUPERINTENDENC)

2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION

Folio 1232

Radicacén no 00 - 83679

Concepto Técnico No 1641
Clasificacén Intemnacional de Patentes, A 81 K 31/185

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de la Decisién 486 se
determind que esta soficitud de Patents de Invencién.

SI[¥] NO[] Contlene un resumen de la invencién (Art26-e)

SI[¥] NO[] Conhene el tituio 0 nombre de la Invencidn (Art.27-d)

SI[VY] NO[] Contlene ladescriprdn de la nvencidn (Art.26-b)

SI[¥] NO[] NO ES APLICABLE [ ] Contiene los dibujos necesarios para

SI[Y 1 NOT ]
SI{ 1 NO[ ]
SI[] NO[]
SI[ 1 NO[Y]

comprender la mvenciin (Art.26-d)
Contene una 0 més reivindicaciones. {Ait.28-c)

NO ES APLICABLE [¥] Han aido desarrallados los productos y/o
procedimientos a partir de recursos genéticos o de sus productos
derivados de los que cualquiera de ke Palses Miembros es pals de
origen (Art. 26- h)

NO ES APLICABLE {¥ ]Los productos yio procedimientos han sido
obtenidos o desarrollados a partir de los conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas, afroamericanas, o locales de los palses
miembros, de acuerdo a lo establecido en la Decisién 391 y sus
modificaciones y reglamentaciones vigentes. (Art.26-)

La mvenciin se refiere a un producio relativo a un material biolégico.
(Art.26-)

SI[¥] NO[ ) Laproridad coincide con la materia rervindicada.

SI[V] NO[]

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS. SII ¥ ] NO [ ] ver hoja(s) anexa(s)
Anexan poderes otorgados segdn sofictud, documento de cesién de derecho

EXAMINADOR TECNICO

202048

Bogotd D C,
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SUPERINTENDENCIA

VY5

Folio 1233

2020
Bogoti DC

Doctor
CARLOS MAYA RODRIGUEZ

Apoderado

REFERENCIA. , Radicacion No 00 - 83679

Tréimite 002
Evento 001
Actuacdn 416
Oficio No 0178
Folos 001

Tenwendo en cuenta que la solicitud de priviegio de patents que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, redine los requisiios de forma establecidos en los
articulos 28 y 27 de la Decisin 486 de la Comisién de la Comumidad Andina, y en las
demds disposiones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la solicitud a la
Oficina de Comunicaciones para efecto de su publicacidri en la Gaceta de Propiedad
Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la rmama Declalén

¢ w21
202048
Carrorn 13 No  27-00 Also 5 ¥ 10
Conmutador 334 12 21-2-34

Fax: 281 31 25 e-mail info@de.gov.eo
Santa Fe de Bogots D C. - Colombia



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

2020 N
Bogotéd, D C, Abril 12 de 2008

Doctor

CARLOS MAYA RODRIGUEZ

ASUNTO Radicacién No 00 093679
Trémrte 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No w
Folios 0 4 38 1'

Como resultado del examen de patentabilidad de la solicitud de patente de
invencion, realizado segun lo establece el articulo 45 de la Decisidn 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, se notrfica el siguiente concepto técnico

1 Documentos estudlados

Para el presente estudio se tuwieron en cuenta el capltulo descnptivo
comprendido en los follos 8 - 181 y el capltulo reivindicatono de los folios 182 —
209 de |a solicitud en estudio

2 Objeto de la Invencién

El objeto de la presente solicitud de patente de invencién consiste en

Las rewvindicaciones 1 — 5 se refieren a compuestos de férmula IV

(W)

Las relvindicaciones 6 - 14 se refieren a un método para tratamiento de
retinopatia dlabética, trastomos neurolégicos, depresién, panico, ansiedad,
manlas, trastornos bipolares, enfermedades Inflamatonas, glaucoma, dolor o
leslén gastrointestinal que consiste en administrar un compuesto

E! problema planteado en esta solictud es la necesidad de proporclonar
compuestos para tratamiento de retinopatia diabética, trastomos neurolégicos,
depresidn, panico, ansiedad, manias, trastomos bipolares, enfermedades
inflamatonas, glaucoma, dolor o lesidén gastrointestinal

Para resolver este problema técnico la solictud en estudio proporciona
compuestos de férmuia IV
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El objeto de la nvencién definido anteriormente se clasificd de acuerdo con la
IPC A61 K 31/185 // 31119

También se remvndica pnoridad de las Solicitudes de Patente de los Estados
Unidos US 60 169 835, US 60 175 3089, US 80 230 020 de diciembre 8 de 1898,
enero 11 de 2000, septembre 5 de 2000, respectivamente con respecto a las
cuales la fecha de presentacién de la actual solicitud cumple el plazo méaximo
permitido

3 Excepciones a la Patentabllidad

El articulo 20 de la Decisibn 488 establece "No serdn patentables d) los mélodos
terapéuticos o quirdrgicos para el tratamiento humano o animal, asf como los métodos
de dlagnéstico aplicados & los seres humanos o a animales”

Las rewvindicaclones 8 - 14 se refieren a un método para tratamiento de
retinopatia diabética, trastomos neurolégicos, depresion, panico, ansiedad,
manlas, trastomos bipolares, enfermedades inflamatonas, glaucoma, dolor o
lesién gastrointestinal que consiste en administrar un compuesto

Se observa que el método de tratamiento de las remvindicaciones 6 — 14, que
comprende administrar un compuesto, no es patentable de acuerdo con la
normma citada, que especifica que los métodos terapéuticos para el tratamiento
humano o anmnal no son patentables

En conclusién, el método de tratamiento de las rewindicaciones 6 — 14, que
comprende administrar un compuesto, no s patentable de acuerdo con el Art
20, literal d), de la decisibn 486

4 Determinacién del Estado de la Técnica

El articulo 16 de la decision 486 de la comisién de la Comunidad Andina que establece
que "E/ estado de la técnica comprenderd todo lo que haya sido acceslble al publico por
una descripcién escria u oral, utllizacion, comercialzacién o cualquier ofro medio antes
de la fecha de presentacidn de la solicitud de patente o, en su caso, de la pnondad
reconocida

Solo para el efecto de la determinacién de la novedad, también se consideraré dentro
del estado de /a técnica, el contenido de una solicitud de patente en trémrte ante la
oficina nacional competente, cuya fecha de presentacién o de prioridad fuese antenor a
la facha de presentacién o de pnioridad de la solicitud de patente que se estuviese
examinando, siempre que dicho contenido esté incluido en la soiicitud de fecha antenor
cuando ella se publique o hubiese transcurrido el plazo previsio en el articulo 40"

Considerando que la fecha de presentacién de la pnmera solicitud de patente
de la cual se remvindica prioridad es diciembre 8 de 1999, se consultaron las
bases de datos y los archivos con que cuenta la entidad con fecha de
publicacién antenor y se encontraron los siguientes documentos que anticipan
el objeto de esta solicitud

No | Documento Titulo Fecha de
Publicacién
D1 | WO 87 33858 | Nuevos aminoéicidos ciclicos sustituidos | Sept 18, 1897
| como agentes farmacéuticos
D2 | US5510381 | Método de tratamiento de mandias y | Abr 23, 1966
desorden bipolar
D3 |US5782788 | Métodos para tratar ansiedad y pénico Ago 11, 1988
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5 Evaluaclén de los requisitos de Patentabllidad ]1—?%

El articulo 14 de la Decisién 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina establece que
“Los Pafses Miemnbros otorgarén patenies para las invenciones, sean de producto o de

procedimiento, en todos los campos de la lecnologla, slempre que sean nuevas, tengan
nivel inventivo y sean suscephbles de aplicacion industrial®

En cumplimlento del articulo 14 de la Decisién 486, se procedid a evaluar el
cumplimiento de los requisitos de novedad, nivel inventivo y aplicacién
industnal, con el fin de establecer la patentabilidad de la Invencién reivindicada
en la solicitud en estudio

Evaluaclén de la Novedad

El Art 16 de la Decisién 4386 de la Comisién de la Comunidad Andina establece “Una
mnvencion se considerard nueva cuando no astd comprendida en el estado de la técnica
El estado de la técrica comprenderé todo lo que haya sido accesible al publico por una
descnpcion escriia u oral, utilizacion comerclalizacion o cualquier otro medio antes de la
fecha de presentacion de la solicitud de patente, o, en su caso, de /a pnondad
reconocida

Solo para el efecto de la deferrninacion de la novedad, también se considerard dentiro
del estado de la técnica, el contenido de una solicitud de patente en irdmie ante la
oficina nacional competente, cuya fecha de presentacién o de pnondad fuese antenor a
la focha de preseniacién o de prioridad de la solicltud de patente que se estuviese
examinando, siempre que dicho contenido esté incluido en la solicitud de fecha anterior
cuando ella se publique o hubiese transcurndo el plazo previsio en el Art 40"

Las rewvindicaciones 1 — 5 se refieren a compuestos de férmula IV

(V)

D1 ensefia (ver follos 1235 - 1237) compuestos de férmula

2 OB
R !
R

Ry

‘1,‘ .5‘4

para tratamiento de trastomos neurolégicos, depresién, panico, ansiedad, entre
los cuales menciona compuestos que se relvindican nuevamente en la solicitud
en estudio, como p e} acido~{1-aminometil-3,3-dimeti-ciciohexl)-acético

D2 ensefia (ver folios 1239 — 1241) compuestos aminoacidos ciclicos, como los
de esta solcitud, para tratamiento de trastomnos neurolégicos, depresion,
desorden bipolar

D3 ensefia (ver follos 1242 - 1243) compuestos aminoécidos ciclicos, como los
de esta solictud, para tratamiento de ansiedad y en el tratamlento y/o
prevencién de ataques de pénico

Se observa que los elementos constitutivos de los compuestos de férmula IV las
relvindicaciones 1 - 5, ya se mencionaban en D1, D2 y D3, por lo cual no
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pueden considerarse nuevos

Evaluaclén del Nivel Inventivo
El articulo 18 de la Decisién 488 de la Comisién de la Comunidad Andina establece que
Se considerard que una invencion trene nivel inventivo, sf pera una persona del oficio

normalmente versada en la matena técnica cormespondiente, esa invencidn no hubwese
resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica

Las reivindicaclones 1 — 5 se refleren a compuestos de férmula IV

D1 enseiia {ver follos 1235 - 1237) compuestos de férmula

3 B

By Ry
]

Ry

'1" ,3'4

para tratamiento de trastomnos neuroléglicos, depresién, panico, ansledad, entre
los cuales menclona compuestos que se relvindican nuevamente en la solicitud
en estudio, como p e} acido<{1-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil}-acético

D2 ensefia (ver folios 1239 ~ 1241) compuestos aminoécidos ciclicos, como los
de esta solicitud, para tratamiento de trastomos neuroldgicos, depresion,
desorden bipolar

D3 enseiia (ver folios 1242 - 1243) compuestos aminodcidos ciclicos, como los
de esta solicitud, para tratamiento de ansiedad y en el tratamiento y/o
prevencidn de ataques de panico

Se observa que

(a) la estructura de los compuestos de férmula IV reivindicados, caracterizada
porque tiene los grupos amino y acido, era evidente para una persona
conocedora de la matena, considerando que los compuestos de las
antenondades ya inclulan estos grupos, era evidente el elaborar estos
compuestos de manera similar, teniendo en cuenta los compuestos de las
antenondades,

(b) las remvindicaciones de esta solicitud no mencionan una caracteristica que
conceda un efecto diferente o espacial a los compuestos m1 a las
composiciones, que pueda considerarse como un aporte a la técnica, asl
que son obwvias para una psrsona versada en la materia,

(c) el problema planteado en esta solictud que era la necesidad de
proporcionar la necesidad de compuestos para tratamiento de retinopatia
diabética, trastornos neurclégicos, depresién, panico, ansiedad, manlas,
trastomos bipolares, enfermedades inflamatonas, glaucoma, dolor o lesién
gastrointestinal se resuelve proporcionando compuestos de férmuias |, i,
i, IV, es decir de manera similar a como se resolvia en las antanondades,
las remindicaciones son obvias y evidentes para una persona versadaen la
materia

(d) el resultado obtenido compuestos aminodcidos ciclicos de férmulas |, I, i,



IV, no es inesperado
(e) no parece haberse superado un prejuiclo técnico antenor, con los
compuestos propuestos
Por todo lo antenor se observa que los compuestos relvindicados no tienen
nivel Inventivo

6 Conclusién

En conclusién, los requisitos de patentabilidad de la presente solicltud estdn
afectados asl(

item Documento Rewindicaciones Requisito que afecta
afectadas

D1 WO 97 33858 1-5 Novedad y Nivel Inventivo

D2 US 5510 381 1-5 Novedad y Nivel Inventivo

D3 US 5 782 706 1-5 Novedad y Nivel inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 488 de la Comisién de la
Comunidad Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del tdrmino de
sesenta dias contados a partir de la fecha de la notficacién de la presente
comunicacidn En caso de no dar respuesta al presente requerimiento o sl a
pesar de la respuesta subsistieran los impedimentos para la concesion, se
denegara la patente

Notfiquese el pressnte oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5 2, literal
8), del capltulo quinto del titulo pnmero de la Circular Unica No 10 de 2001

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la DivisidrYde Nuevas Creaciones

El antenor requenmiento fue notficado por fijacién en lista, de fecha
00§

CONCEPTO TECNICO EXAMINADOR TECNICO
No 614 Cédigo 202007




