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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA PATENTE DE MODELO DE UTILIDAD
La presente lnvenclén se raﬁera aun método para el tratammnto profilactico y terapéutico de la

terapéutlcamente Ia retlnopatla dlabétlca Ia presente |nvenc|6n tamblén 86 reﬁere a vanos

inhibidores novedosos de la via de la BCAT

E

ANEXOS DE LA SOLICITUD
Certificado de Existencia y Representacién Legal cuando e solicitante sea Persona Jurfdica

Los poderes debidamente otorgados, o0 mencién de su protocolizacién antela SIC(Protocolo No
17877 de Octubre 22/97, Los demis

Recibo de 1a tasa respectiva en tramite )

Recibo de ia tasa por concepto de excedente de palabrus en Ia publicacién

5! s¢ reivindica prioridad Andina

Copiadela primerasolicitud

Traduccén oficial

Sise relvindica prioridad Unionista

0 OO0 Okl

Copla certificada primerasolicitud
Nota Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contadaos apartir de la fecha deradicackin de I solicitud posterior
Tradoeciénsimple

Capitulodescriptivo
Dibujas, planos necesarios

Capitulo relvindicatorio

Tarjeta archivo propletarios segdn formato
Tarjeta archivo temdtico segén formato

™  Extracto para publicacién segin formato

Arte final 12x 12 o y 6x6 cms

-
-
L]
O
™
G
]
™
-

Otros Documentos

SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE MODELO DE UTILIDAD Y DECLARO
QUELAINVEN ON ES NUEVA Y DE MI PROPIEDAD

N
NOMBRE amame TP No.

|



AN, DIREC E INVE UDAD

7 - 91 Comhill Place, Nueva York 14608, EE UU,
8 - 2519 Meade Court, Micingan 48105, EE UU,
9 - 37 Tessera, Dnve, Califorma 92612, EE UU,

10 5101 John Holmes Road, Michigan 48103, EE UU

CIUDADES QUE FALTAN EN SU ORDEN
8 - Ann Arbor,

9 - Foothills Ranch,

10 - Ann Arbor
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SEPERTMMETAIA ¥ CHNERCTD .
2010/ Radleacion 3 WEIYE MRIN Feliost
Focha (M3 19T7-11-19 BhiD S
,Temite 1 B13 PROTOCRLS )

Santafé de Bogotd D C , Ngomiecia

Doctor (a) _/

RODRIQUEZ MADRID RODOLFO -~
CRA 7 % 17-64 OF 903
BOGOTA

REF No RADICACION 97 61995’/;000 00
..Tramite 013 PR coLos
Actuacion 024 REﬁ:/;BTA

PODERDANTE WARNER-LAMBERT COMPANY 7
r

FECHA OTORCAMIENTOD 22/10/1997 / /} !
NUMERO PROTOCOLO 178777 i,./

» -

Apreciado(a) doctor(a)

V4
En’ atencién a su solicitud ,de protocolizacién del documento de
podar identificado en la refersncia; me parmito informarle qus éste ha

sido incorporado al protocolo de la entidad bajo e) numeroc arriba
indicado \

! ’ ’
s \

-

Hasta una préxima oportunidad.

Carvera 13 N* 27-00 Pisce §* y 10°
Coonmuindor 334 1221-3-3-4
Fax 281 3125
Sanieid de Bogoté, D.C. - Colombila

L} !
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B 008877044

EOLID 1618.- PRIMER TESTIMONIO. f
(‘
ESCRITURA NUMERD SEISCIENTOS VEINTITRES.- En la Ciudad d

o

Buenos Aires, Capital de la Reptblica Argentina, a diez dé P
HU

octubre de mil novecientos noventa y siete, ante mi, EsT

-
-

'\Mﬂj’ﬁu\tlm\ﬁ:mli,fu'!I’Ll'l;ljun'u\l'tn;\_l'.auml‘\;uw ﬁflmml'lfll‘llll\mlml.l'll'llll'lmuhlm'llmuljlfm

e

10)
cribano Autorirzante, titular del Regiatro Motarial numer'p

1331, COMPARECE el Doctor Panigl S8OYYIA. argentino, casa "('

UGl

do, mayor de edad, L.E. nimero 4.324.9465, domiciliado EHS
H(

Avenida Leandro N.Alem 651, S5p piso, de esta Ciudad; per'(

-

B O B e

sona habil y de mi conocimiento, doy fe, asi como que DI.
‘6
CE: I.- Gue por escritura del 14 de octubre de 1996, pauaf?
#(
da al fTolio 1742 del Protocolo del Registro 15684 de estd d

Cindad, a ctargo del Escribano A. Lhacra Larrory, la que eﬂ(
W
su original tengo a la vista y en fotocopia deb;dament;é
i
autenticada, obra agregada al folioc 1510 del Protocolo cnﬁé
(1
rriente de este Registro, se protocolizd un FPoder otorgaddg ;

por "“WARMER-LAMBERT COMFANY", con domicilio en 201 Tabo.o
'9

Road, PFPMorris Plains, New Jersey 07250, U.B.A.f & &uU fa;p
)

Y

B n

/

vor.— Il.- Gue vienes por la presente a SUSTITUIR el c:tad-? =I5
QJ

mandato, reservaAndose para si las facultades, a favor d,

y -
N C\_, '—‘"-\’Z\QC\,"C\_‘Z\,N_ = C\’JVCC\, N

BODRICUEZ Y ASOCIAROS™ y/9 Redolfo RODRIGUEZ MADRID

Carlos Julio BUITRAGO SARZON y/c HMarina RUDRIGUEZ HBDBIE

con domicilio en Carrera 7a., Mo 17-&4, Of. 9?03, Banta Fdf

de Bogota, D.C., Colombias para actuar en dicho pais, co

las siguientes Tfacultadeas: "..... poder amplio y suficien

mmuu"n'u';‘nnmm ru_i'ij'mtmﬂﬂ fi-m,!mm\r
NG D, E)

B

te para recabar de las autoridades nacionales que carresi
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B 008877044

¢ tencirdn de Patentes, Marcas, FModelos, Dizefios ¥ sus reno—

k ley que mse relacionen y/o emerian y/o0 que sSean Cconsecuen—

ponda, sean éstas administrativas y/o judiciales, la ob—

vaciones Yy realizar todos los tramites conducentes para
proteger 1los derechos de la mandante, a cuyo efecto los|
fTaculta para efectuar ante dichas autaridades nacionales,
administrativas y/o judiciales, todos los tramites necesa-—
rios a los objetos indicadoss presentar solicitudes, ale—
gatos, oposiciones, protestas, apelaciones y demandasj de-—
sistir, arreglar y traneigirg aceptar cesiones y transfe—
renciag) solicitar testimoniosg reciblr documentos y otros
valoraes; justificar explotaciones; cobrar y percibir; fir-
mar instrumentos puiblicos, privados y escrituras publicasj
para renunciar o no a las gestiones judicialesgy ¥y hacer

cuanto fuere necesario ante las autoridades nacionales,

demandado, para proteger las intereses del mandante, con
facultad de substituir este instrumento y revocar tal
substitucidn.- Se deia constancia que las facultades enu-
meradas en este mandato, son meramente eiemplificativas ¥
no limitativas de otras Tacuwltades implicitas, por cuyo|
motivo, los mandatarios quedan autocrizados para elercer

=1n restriccién alguna todos los derechos que acuerde lal

cia del obieto del presente poder y ya spa ello en razdn

de 1la legislacitn que en el futurc se promulgue....” LD|

8 & £ 8 B 2 8 B 8 ¥ 8

1]
~

b Judiciales y/0o adminastrativas, sea como demandante o coma4o

41

43

44

47

49
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TESTIMONIO B 008877045

TRANSCRIPTO ES COPlA FILL, doy fe, de las partes pertinan;g
tes del mandato relacionado.- LEIDA y ratificada, asi 1o
expresd, otorgd, aceptd y firmd el compareciente por antel)

mi, en prueba de conformidad, de lo que doy fe.— SIBUE UNAJ,

FIRMA.- Estd m1 sello.—- Ante mi: ALEJANDRQ M. LIPORACE. "'P

VL))
OFEYO!
CONCUERDA con su matriz que paséd ante mi, ALEJAMDRO MARIE %J ?;
Wi = 198
LIPORACE, titular del Registro 1331 de esta Ciudad, al fo &3 8{
g6l = |
lio 1618 del Frotocolo del affo en curso de este Registro '()j ld:
16 5 6
mi cargo ¥y al que me remito, doy fe.— PARA O3 APODERADOS ’(!é)
I\() To— {)'
= Va
expido este PRIMER JESTIMONIQ =n dos fojas de Actuacidn 8 g ?
I = (b
Notarial ndameros B 008877044 y B 008877040, las que sella ﬁ g (-)3
0O
y firmo en el lugar y fecha de s orgamiento, CONSTE.- .SR
”U = Hn
16 E(N
g E ),
on
\ .() ,E" ()H
' i a9l -=. 90
! ALEJANDRO M L PORACE 0t = I}
‘ MarTmcuLs TRV ! rw(-/) O
SRCMIALS rLsLICe .? é )
!_() D
q
) "
Rl
B
6_2 4 0;
() - I8
t? 'E g)i'
O RO
H
‘H
M - ,
02 ‘E b
o = 1
16| = [4}
i ) X'
10Kl ()
Q9] = [0
1040
) 2



EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Capital Federal, Repiiblica Argentina, § )

en virtud de las facultades que le confieren las Leyes vigentes, LEGALIZA la firma ""--;-:'f
y el sello del escribano don AEINIRO MARIA LIPORACE

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo } ) (
ol N° 002799628 Serie L La presente legalizacién no juzga sobre »:

el contenido y forma del documento

Buanos Alres, .., 14 4y ockire de 1567
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INHIBIDORES DE AMINOTRANSFERASA DEPENDIENTE DE AMINOACID%S DE
CADENA RAMIFICADA Y SU USO EN EL TRATAMIENTO DE LA RETINOPATIA

DIABETICA

ANTCCEDENTES DE LA INVENCION

Més de 14 000 000 de personas en los Estados Unidos padecen
diabetes Todas las personas con diabetes estan en riesgo de
complicaciones retinales Sin embargo, las personas que sufren
la diabelLes de tipo I, es decir insulino dependiente, se
enfrentan a un mayor riesgo de pérdida de la visibn severa que

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

insulinc dependiente

La retinopatia es una enfermedad no i1nflamatoria de la retina

La retinopatia diabética es cualquier retinopatia asociada con

cualquier forma de diabetes mellitus

Inicialmente, el nivel alto de glucosa en sangre en las
personas diabéticas produce un aumento en los factores
crecimiento en sus 03)0s L[siLa condicidn se denomina “etapa de
retinopatia pre-diabética” y puede conducir a la retinopatia

diabélLiga tolal, si1 no se la Lrata profilidcticamente



La retinopatia afecta a la mayor parte de las pefsona
diabeticas en alguna medida durante sus vidas Es la caus:
principal de la ceguera en los estadounidenses de 20 a 74 afio
en la actualidad, y se espera que deteriore la visidén e
aproximadamente un tercio de las personas diabéticas en lo
Estados Unidos Cada afco en los Estados Unidos, ocurren tanto
como 40 000 nuevos casos de ceguera entre las persona
diabéticas (CDC, datos no publicados, 1993) Las persona
diabéticas son 25 veces mas propensas que la poblacién genera:

a quedar clegas debido a la retinopatia

La retainopatia drabética tiene dos etapas una etapa nc
proliferativa, que tipicamente ocurre primero, y una etap.
proliferativa La etapa no proliferativa, que también sc
denomina “retinopatia diabética de fondo”, se caracteriza po:
el engrosamiento de la membrana de base, la pérdida dc
pericitos retinales, las anormalidades microvasculares, lo.
microaneurismas intrarelinales, y las hemorragias retinale.
{también llamadas hemorragias de ™“mancha de punto”), edema
retainal, en parbticular ¢l edema macular diabético, el cierre
de vasos capllares asociado con la isquemia retinal o la mala
perfusién retinal (es decir el mal desarrollo de vasos)
exudados blandos y duros La etapa proliferativa, que afecta a
aproximadamente 700 000 estadounidenses (Chen et al, J Miss

State Med MAssoc 36(7) 201-208 (1995)), se caraclLeriza por
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la neovascularizacién y el crecimiente fibrovascular (es
decir, la cicalrizacién gque involucra a elementos glialc: v
fibrosos) desde la retina o el nervio Optico sobr 1
superficie interior de la retina o el disco o la ca ‘'da

vitrea

La etapa proliferativa puede conducir al glaucoma rubedt o
neovascular [l edema macular puede ocurrir en cualquier tagr
Y. junlLo con las complicaciones surgaidas du ]
neovascularizacidn retinal, son los dos principales prc :rem
retinales que causan la pérdida de la visién relaciona : C

la diabetes

Si1 bien las etapas patolégicas de la retinopatia diabét. a

han descripto bien, los eventos moleculares que subyacc:1 a
retinopatia diabética son pobremente comprendidos E to -
debe, en parte al hecho de que la enfermedad avanza .urant

dlez a treinta afios, sequn cada individuo

el conirel eslricle de la glucemia y la hipertensid vy
examen oftdlmico de 1la diabetes parece beneficior» p
prevenir la enlfermedad [l Lratamiento actual consists en
observacion regular por un oftalmdlogo, la fotocoagula o>n

ladser y la vitreclLomia



//

El edema macular que amenaza o involucra al centro macu%a S
trata con la fotocoagulacion macular focal La.
cauterizaciones por ldser de intensidad moderada, pequefias (d>
50 mu de didmetro), son apuntadas a las Areas de pérdidas e
la mécula (Murphy, Amer Family Physician 51 (4) 7 79

(1995)) S1 el edema macular persiste, puede ser nect ri

volver a tratarlo

Los pacientes con retinopatia no proliferativa severa muy
severa y los pacientes que esldn en riesqo de s ifriu:
retinopatia prplaferativa o que ya sufren retinopatia ter rana
O avanzada, son tratados con fotocoagulacidén difu a ¢
panretinal La [otocoagulacién panretinal consiste en 1 T00
2 000 cauterizaciones con laser, que tienen 500 mu de dii tr,

en la porcidn perirférica media y periférica de la r .in:

(Murphy (1995), citada arriba)

El mecanismo bioquimico mejor documentado para el desar ollo
de las complicaciones microvasculares de la diabetes es 1l via
del sorbitol En la wvia del sorbitol, la enzima de redurtasa
de aldosa cataliza la conversién de la glucosa en sorbitol y
de la galactosa en galactitol La reductasa de aldosa 1icne
baja afinidad con 1la glucosa Por consiguiente, cuando .as
concentraciones de glucosa son normales, la via estd inacti'a

Durante la hiperglucemia, la via del sorbitol se activa La
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acLivacion de 1la via deli sorbilol es importante para 'ou
pericitos retinales, por ejemplo, que no requieren 21insu inr
para Jla penelracion de la glucosa En forma similar, I
células capilares retinales parecen contener cantadide
sustanciales de reductasa de aldosa (Ferrais, He | te

Practice 79-89 (15 de mayo de 1993)

Dada la prevalencia del a retinopatia diabética, adn st
una necesidad de un tratamiento profildctico y terapc iLicu
efectivo de la enfermedad Por consiguiente, el prairzpal
objetivo de la presente invencidn es proporcionar un uizlod.
para tratar profilactica y terapéuticamente la retincuati,
diabética, incluyendo el tratamiento en 1la etapa ¢ 1.
retinopatia prediabéLica, en la etapa de la retinopat i
proliferativa, y en la etapa de la retinopatia dial tic.
proliferativa Este y otros objetivos de la presente inve 16t
se hardn evadentes a partir de la descripcién detallada q1e s¢

ofrece en la presente invencién

RCSUMCN DL LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método par. el
tratamiento profilactico y terapéutico de la retinopalia
diabética, c¢ue aincluye cl Lratamiento en la elapa u la

retinopatia pred:abélica, en la etapa de la retinojacia



. T

diabetica no proliferativa y en la etapa de 1la retino?atlc
diabética proliferataiva El método comprende la administracic
de un ainhaibidor de la via de la aminotransferasa depend.2ant
de aminodcidos de cadena ramificada Preferentemente, ¢
inhibidor de la via de la aminotransferasa dependient: «

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

C6rmulas I, II y/o IIX
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Rﬂ\ HO,G
X
/
(CH)m (CHg)n
R‘I 1 1
Rio Ri n
Ra -
Ry Ry
Ry R,
Rs Rs

11

en donde

Rs @3 H, algquilo, cicloalquilo, alquilo sustituido gque cor .ien
halégeno, amina, alcoxi, cicloalquilo, o hidroxi, alilo
alquanalo, alcanoilo, alcoxiralcanolilo, sulfonilo, feiilo
bencilo, ¢© arilalquilo,

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

Ri-R4 ¥ Rypp~Riua son 1independieniemente H, alquilo, o al uilc

sustituido, y

x = NRI" 0, o] Sf



© una sal, éster, prodrogra, o amida farmacéutica 2n

aceptable de él

Los compuestos pueden tener uno o mas AaAtomos de ca nor
asimétricos y cada centro asimétrico puede ser racémaco R

S) o quiral (R o S)

Los compuestos preferidos son aquellos de la Fdrmula I, I
III en donde m y n son 1, X es NRjy. Rg @es H, Ry es metaile, Ry
Rs son metilo, Ry es melilo, Rjp es metilo, Ry ¥y Rs son mt lo
R ¥ Rg son metilo, Ri;—Rg Y Rip~Ri3 son H, Rg es alquilo, R e
bencile, Ryy es alquilo, Res es arilalguilo, Rs es cicloalra.lc
R;~Rs son H, Ri1~Rs ¥ Rip—R;; son H, R;-Rz ¥y Ry-Rg son H, o R

[

metilo

Compuestos mas preferidos son aquellos de la Férmula 1I e,
donde Rz es alquilo, Ri-Rz ¥y Rq~Ri1 y Ri4 9on hidrégeno, y 1y

son 1, y X es NRyy, R; ¥ Ri1 son alqualo, R;-Ra y Ry-Rjg ¥ R 8o
hidrégeno, m y n son 1, y X es NRy;., R; ¥ Ry; son alquilo, R;-R
¥ Re-Rio ¥ Ry son hadrbdgeno, m y n son 1, Ry es alquilo, y X e

NR1ia, ¥ Ri-R;1 ¥ Ry4 son hidrogeno, m y n son 1, vy X es O

Compucstos espcciralmenLe preferidos se scleccionan de

Acido (l-alilaminometil-cicloheril)=-acético,



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

Acido {1-1(2,2,2-Lr1fluoro-etilamino) -metil] ~crclohexil?
acético,
Acado {1-[(3,3,3-trifluoro~propilamino)-metil]-ciclohexil)
acético,
Acido la, 3, 5f-{1-alilaminomet21-3, 5-dimetil-ciclohexil)
acético,
Acido la, 3B, 5B-(3,5~dimet1l-1-prop-2-inilaminometil

ciclohexil)—acético,
Acido 1la, 33, 5p-(3, 5-damet11l-1-[(2,2,2-tr2fluoro-etilamino)~
metil]~ciclohexil}-acético,

Acido la, 38,5B-{3,5-damet11-1-[(3,3,3-trifluoro~propilamino) -

metil]-ciclohexil}-acetico,

Acido trans~{ (1R, 3R)-1-alilaminometil-3-metil-ciclohex1l)~
acético,
Acado trans- ( (1R, 3R)-3-metil-l-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil) ~acético,

Acado trans-{ (1R, 3R) -3-met11-1~[(2,2,2-trifuoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil)-acetico,

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

Acido trans-{ (1R, 3R)~-3-met1l~1-[{4,4,4-trifluoro-butilamino) -

metil]-ciclohexil}-acetico,
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Acaido la, 3B, 5B-(3, 5-dimet1l-1-((4,4,4-tri{luoro-butilam: 10} -
metil]-caiclohexil}-acélico,

Acido 1la, 3p,5p-11-1(ciclopropailmetil-amino)-metil]-3, 5~-dimetil-
ciclohexil)-acético,

Acado trans~{ (1R, 3R)-1-((ciclopropilmetil-amino)}-metil -3~

metil-ciclohexil)-acético,

Acldo trans-{ (1R, 3R)-3-metil-l-metilaminometil-ciclohe 11)~
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)-1-etilaminometzl-3-metil-caicloh: Jl)-
acétaco,
Acido trans- ({(1R, 3R} -3-metil~-l-propilaminometil-cicloch 11}~
acetico,
Acido Lrans-({1R, 3R} -1-butxlaminometil-3-metil-ciclohr. 1l)-
acético,
Acaido trans-( (1R, 3R)-1-hidroximetil-3-metil-ciclohe {1 )-
acético,

Acado la, 3R, 5f~{1-( (hidroximetLil-l-amino)~metil] -3, 5~-dime.. 1~

ciclohexil}-acético,

Clorhadrato del dcado la, 3}, 5f~(1l~aminomet1l-3, 5-dac ' 11-
ciclohex1il) -acético,
Clorhidrato del dcido trans- (1R, 3R) (1-Aminometil-3-me .1 L~
ciclohexal) -acétaico,
Clorhidrato del dcido {l-aminometil-2-metil-ciclohex 1)~

acético,
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Clorhidrato del Acaido (1—am1nomet11—3,3-d1met11-c1cloh?x11)-
acético,

Clorhidrato del Acido ({t)-{iLrans)-{l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)-acetaico,

Clorhidrato del &cido (cis/trans)-(3R)-{(l-aminometil-3-metil-
clclopentil)-acético,

ClorhidraLo del acado (+)-(trans)-~{(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)-acétaico,

Clorhidrato del A4cido (+)-(trans)-{l-aminometil-3,4-dimet21l-
ciclopentil)-acetico,

Clorhidrato  del acido la, 3, 5f- (1-aminomet11-3, 5-dimet1l-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido la, 3B, 5p- (3, 5-dimetal-1-
propillaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Acido 1l1a,3p,5pf~(i-etilaminometil-3,5~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido 1le,3p,5B-(l1-bencilamino-metil)-
3,5~dimetil-ciclchexill-acétaco,

Sal de clorhadrato del &cido 1la,3fB,5p-(l-dimetilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido 1la,3B,5f~{l-butilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexi1l)-acetico,

Sal de clorhidrato del &cido 1a, 30}, 53-{1-[ (bencil~metil-amino)~

metil] -3, 5-dimetil-ciclohexil)-acetico,
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Sal de clorhidrato del écido 1a,3ﬂ,5p-(3,5—d1me$1
metilamincetil-ciclohexil)-acélico,

Acido 1a,3p,50-[1-(acetilamino-metil)-3,5~dimetil~ciclohex.
acético,

Sal de clorhadralo del acido la, 3, 5p-({1-(1sobutilamino-met

3,5-dimetil~ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del acido la, 3B, 5p-1[3, 5~dimeta

(fenetilamino-metil) -ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del acido lea,3f,5p-{3,5-dimetil-1-[(3-fe!
propilamino)-metil)~ciclohexil)-acétaico,

Sal de clorhidrato del 4&cido {1-[{ciclobutil-amino)-meta
ciclohexil}—acélico,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3fp,5B8-(1-(1sopropilami
metil) -3, 5~-dimetil-ciclohexil] ~acético,

Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodic del &cido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

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

Sal de clorhidrato del acido {l1-[(2-metil-butilamino)-meti

ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[(4,4,4-trifluoro-butilamin:) -

metil]-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrale del &cido (l-elilaminometil-ciclohexi'

acetico,
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Sal de clorhidrato del 4&cido {1—[(ciclopropllmetll-a?1: ‘-
metil]-ciclohexall-acético,

Sal de clorhadrato del dcido (1-[(2-hadroxi~1l-met '
etilamino)-metil]-ciclohexill-acético,

Sal de clorhidrato del acido {1-(isobutilamino-meti
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {l-propilaminometil-ciclohexi
acético,

Sal de clorhidrato del adcado [1-(1sopropilamino-meti:
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del dcado (l-ciclochexilaminomet.
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del acido [1-(bencilamino-metal,
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del acido ({1R, 3R)=-3-met1l-
propilaminometil-ciclohexil)~acétarco,

Sal de <clorhidrato del acide {l-[ciclopentilmetil-amino'
metil)-crclohexail}-acético,

Sal de clorhidrato del acido (1-[(ciclohexilmetil-amino!
metil}-ciclohexil}-acetaco,

Acido [1-(terc-butoxicarbonilamino-metil)-ciclohexil]-acético
Acido [1l-(acetailamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (3R,5S)-l-ciclobutilaminometa

3,5-dimeti1l-ciclohexil)~-acélico,
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Sal de clorhidrato del &cido {(3R,5$)—3,5-d1met11-1-[(Z-Qe .
butilamino)-metil]-ciclohexil}~acético,

Sal de <clorhidrato del ac¢ido ((3R,58)-1-[(2-hidroxi-me '
etllamino)-metil]l-3,5-dimet1r1l-~ciclohexil}-acético,

Sal de <clorhidrato del &cado {(3R,5S8)-1-[(2,2~daimet: .
etilamino) -metail] -3, 5~dametil-caclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acido {(3R,55)-1-[{ciclopentilmetr '~
amino)-metil]-3, 5-dimetil-ciclohexil})-acético,

Sal de clorhidrato del A&cide {(3R,5S)-1-[(ciclohexilmet -
amino)-meti1l] -3, 5-dimetil~ciclohexail)-~acético,

Sal de clorhidrato del acido {(3R,58)-l-ciclohexilaminomet ' -
3,5-dimet1l-ciclohexil)-acético,

Acido ({3R,55)~carboximelLil-3, 5~-dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidralo del acido trans-((3R,5S)-1-hidroximet
3,5-dametil-ciclohexail-acélico,

Sal de clorhidratoc del Acido cis-((3R,5S)-l1-hidroximeti -3,
dimetil-caclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (l~dimetilaminometil-cicloh: .il, -
acétaico,

Sal de clorhidrato del &cido (l-butilaminometil-ciclohc 1l
acético,

S5al de clorhidrato del 4&cido (1-({2,2-dametoxi~ctilan noj
metil]-ciclohexil}-acélico,

Sal de clorhidralo del &cido (l-metilaminometil-ciclohe il

acético,
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Sal de clorhidrato del acido {1-[(bencil-metil-amino)-met -
ciclohexil}-acélico,

Sal de clorhadrato del Acido [1-(fenetilamino-metai ] -
ciclohexil]-acélico,

Sal de clorhidrato del acido {1-[(3-fenil-propilamino)-meti
ciclohexil}-acético,

Sal de sodio del &cido ((3R,5S)-1l-hadroximetil-3,5-dimel
ciclohexil)-acélLico,

Sal de clorhidrato del &cido {(3R,5S)-1-etilaminometil-3,
dimetil-ciclohexil)-acetica,

Sal clorhidrica del Aacido (l-aminometil-4-etil-crclohexil
acético,

Sal clorhidrica del 4&cido (l-aminometil-4-propil-ciclohexil’-
acético,

Sal de clorhadrato del dcido ((3R,58)-3,5-dimet1l- -
propllaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cado [(1R,3R)-1-(bencilamino-metil)-.
metil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &ciado {{1R,3R)-1-[(bencil-metil-amino)
metil]-3-metrl-ciclohexil)~-acético, y

Sal de clorhadrato del acaido ((1R, 3R) -3-met1l-1

metilaminometil-ciclohexil)-acetico

Varios de los compuestos descriptos por las [Dérimulas I, II

III son conocidos
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Los compuestos de la Cormula A P
(CH,)
2/n A

en donde R; es hidrégenc o un radical de algquile inferior y n
es 4, 5 o 6 son conocidos en la Patente Estadounidense Numero
4 024 175 y la Patente Estadounidense divisional Numero
4 087 544 Los usos revelados son efecto protector contra el
calambre inducido por la tiosemicarbazida, accién protectora
contra el calambre de cardiazol, las enfermedades cerebrales,
la epilepsia, los alaques de desvanecimiento, la hipocinesia,
y los traumas craneales, y el mejoramiento de las funciones
cerebrales Los compuestos son ttiles en pacienlies
geriitricos Las patentes se incerporan en la presente

invencién como referencia

Los compuestos de la Fdérmula B

R3 Ry

||
HaNCH-C-CH,COOLI

|
R) B

© una sal farmacéuticamente aceptable de ellos, en donde R; es

un grupco alquilo de cadcna recta o ramificada que Liene de 1 a
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6 atomos de carbono, fenilo o cicloalquilo que tiene de 3 '
Alomos de carbono, R; es hidrégeno o metilo, y R; es hadr 3¢ ,
o carboxilo son conocidos en la Patente Estadounidense un

5 563 175 y sus diversas divisionales Estas patent

incorporan en la presente invencién como referencia

La presente invencién lLambién revela compuestos novedo

[}

la Férmula IV

X COH

Ry

R
R !

R v

Ri;-R4 son hidrégeno o algquilo,

X es NRs; u O,

Rs es hidrégeno o alqurlo,

Rs es hidrogeno, algquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcano lt,
arilalquilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alguilcacloalqu lo

halogenalquilo trisustituido y en donde R;~Rq4 son cada un.
hidrdgeno, entonces Rg no es hidrégeno o metailo, o una al,
éster, prodroga o amida [armacéulicamente aceptable de é1 A

1gual que los compuestos de las [érmulas I, II y III, .o



25

18

compuestos son utiles para el Lratamiento proflléct*co y
terapéutice de la relinopatia diabética, incluyendo el
tratamienlLo en la elapa de la retincpatia prediabética, en la
etapa de la retinopatia diabética no proliferativa y en la

etapa de la retinopatia diabética proliferativa

Los compuestos preferidos son aquellos de la Férmula IV en
donde R y Ry son hidrégeno y R; y R; son alquilo, Rz y R; son
hidrégeno y R, y Rz son metilo, Ri-Rs son hidrégeno, R, es
alquilo y Ry-R4 son hidrégeno, R; es metilo ¥y Rz-Rq son
hidrogeno, Rs es hidrdgeno, X es NRg, X es O, Rg es alguilo, Rg
es bencalo, Rg es acetilo, R¢ es fenialquilo, R¢ es
cicloalquilo, Rg es traifluoroalquilo, Rg alquilcaicloalquilo., Rg

es alcoxi, y Re es alilo

Otros compuestos preferidos son aquellos de la Férmula IV en
donde R, y Ry son hidrégeno y R; y Rz son metilo, R;-R, son
hidrégeno, R; es metilo y Ry-R; son hidrégeno, Rs es hidrégeno,
X es NRg, Rg es alquile, Rg es bencilo, R es acetilo, Rg es
fenilalquilo, Rg es cicloalquilo, Rg es trifluoroalquilo, Rg

alquilcicloalquilo, Rg es alcoxi, y Rg es alilo
Compuestos especilalmenLe preferidos se seleccionan de

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

Acido {1-[(2,2,2-trifluoro-etilamino)-metil]-ciclohexil)~
acético,
Acido {1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino)-metil]-ciclohexil)-
acético,
Acido la, 3B, 5p~-(l-alilaminometil-3, 5-dimetil-ciclohexil) -
acético,
Acido la, 3p, 58- (3, 5~dimetil-1-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)-acetico,

Acaido la, 3B, 5p-(3,5~dimetr1~1-[(2,2,2~trifluoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido la, 3B, 5p-{3,5-damet1l-1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Adcidotrans—-( (1R, 3R)-1-alilaminometil—-3-metil-ciclohexil)-
acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-3-met1l-1-prop-2-inilaminometal-
ciclohexil)-acétzico,

adcido trans-{ (1R, 3R)~-3-met1l-1-[(2,2,2-trrfluoro-etilam o)-
metil]-ciclohexil)-acético,

acldo trans{ (1R, 3R)-3-meta1l-1-[(3,3,3-trifluoro~-propilam »3)-
metill-ciclohexil}i-acéi yco,

Acido trans{ (1R, 3R} -3-meLil-1-[(4,4,4-tr1ifluoro~butilam: »3)~-

metil]-ciclohexil}-acetico,
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Acido la, 3, 58-{3,5-dimetl11-1-[(4,4,4-trifluoro-butilamar
met 11]-ciclohexil}-acétaico,

Acido 1la, 3p,58-(1-{{ciclopropilmetil-amino)-metil]-3,5-dimet
ciclohexil)-acético,

Acado trans-{ (1R, 3R) -1-[ {caclopropilmetil-amino)-metil]

metil-ciclohexil}-acético,

Acado trans-{ (1R, 3R)~3-met1l-1l-metilaminometil~ciclohexi.

acetico,

Acido trans-({1R,3R)-l-etilaminometil-3-metil-cilohexi."
acético,

Acido trans-~( (1R, 3R)~3~metil-l-propilaminometil-ciclohexal'
acetico,

Acido Lrans-{ (1R, 3R)-1-butilaminometil-3-metil-ciclohexil
acetico,

Acido trans-( (1R, 3R} -1-hidroximetil-3-metil-ciclohexil:
acetico,

Acido la, 3, 58~{1-[ (hidroximetil-amino)-metil] -3, 5~dimet1.

ciclohexil}-acético.

Clorhidrato del acido la, 3p, 5f-(1-aminometil-3, 5-dietil
ciclohexil) -acético,

Sal de clorhadrato del &cido 1la,3f,58-(3,5-dimet1l-1
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3[,5h~(l-etalaminometlrl-3,5

dimetil~ciclohexil)-acetico,
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Sal de clorhadrato del acido 1a,3p,58-(1-bencilamino-met.
3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Acido 1la, 3}, 5f~{(l-dimetilaminometil-
dimetil-ciclchexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1a,3p,5B-(l-butilaminometil-"
dimetil-~ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la, 3p3,5p-(1~[(bencil-metil-amin ,
metil]-3, 5-dimetil-ciclohexirl}-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido la, 3B, 5p-(3, 5-dimetal
metilaminometil-caclohexil)-acético,

Acaido 1la,3p,5f-11-(acetilamino-metil}-3,5-dimetil-ciclohex1 |
acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3f,5f-{1-(isobutilamino-meti:')
3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del acido la, 3f,5B-[3,5-dimet1l
{fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadralo del &cido la, 3f,5B-{3,5-dimetrl~1~[(3-feni -
propilamino)-metil]-ciclohexil)-acetico,

Sal de clothidrate del &ciado {l-[{ciclobutilmetil-amino

metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1a,3p,58-{1-(1sopropirlamin.
metil)-3, 5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhaidrato del acido {1-[(2-metil-butilamino)-metil

ciclohexil}-acelico,
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Sal de clorhidrato del &cido (1-{{4,4,4-trifluoro~butilm,
melil]-ciclohexail}-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido (l-etilaminometil-ciclrie °
acético,

Sal de clorhidrato del &acido {1-[(ciclopropilmetil my °
metil]-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidratlo del acido {1-[(2-hidroxi-" me

o

etilamino)-melLil]-caclohexill)l-acético,

Sal de clorhaidrato del acido [l1-(isobutilamino- et
cliclohexil]~acético,

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

Sal de <clorhidrato del acido [1-{1sopropilamino et )
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato  del dcido (l-ciclohexilamit me 1
ciclohex1il)-acético,

Sal de clorhidralo del dcido [1-(bencilamino-1 et )
ciclohexil]~acéLico,

Sal clorhidrica del &cido ((1R,3R)-3-metil-l-propilamir me 1
ciclohexil) -acético,

Sal de clorhidrato del acido {l-[ciclopentilmetil- m

-

metil]l-ciclohexil)-acetico,

Sal clorhidrica del ag¢ido (1l-[{ciclohexilmetil-amino)-ret ]

ciclohexil)}-acético,

Acido ([1-(terc-butoxicarbonilamino-metil)-ciclohexil]-ac .1t
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Acido [1-(acetilamino-metil)-ciclohexil]-acético, p
Sal de clorhidrato del &cido ((3R,5S)-l-ciclobutilaminometil-
3,5-dametil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Acaido ({(3R,5S)-3,5-dimetil-1-{({2-metil-
butilamino)-metil]-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhaidrato del acido {(3R,55)-1-[{(2-hidroxi-l-metil-
etilamino)-met1l)-3,5~dimetil-ciclohexail}~-acético,

Sal de <clorhidrato del 4&cido {(3R,58)-1-{(2,2-dimetoxy-
etilamino)-mel1l]~3,5-dimet1il~ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadrato del &acado {{3R,55)-1-[{ciclopentil-amino)-
met1l]-3,5~dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Aacide {(3R,5S)-1-[{(ciclohexilmetil-~-
amino) -met1l] -3, 5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido ((3R,5S)-l-ciclohexilaminometil-
3,5-dimeti1l-ciclohexil)-acético,

Acido ((3R,5S)~1-carboxi etil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del acido trans-((3R,5S8)-1-hidroximetil~-
3,5-dimetil-ciclohexil-acétaico,

Sal de clorhidralo del dcido cis-((3R,55)-1-hidroximetil-3,5~
dimetil-ciclohexil-acetaco,

Sal de clorhidrato del acido (l-dimetilaminometil-ciclohexail)-
acético,

Sal de clorhidrato del acado (l~butilaminometil-ciclohexil)-

acetico,
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Sal de clorhidrato del A&ciado ({1-[2,2-dimetoxi-etilamino)-
metil]-ciclohexil)}-acético,

Sal de clorhadrate del &cide (l-metilaminometil-caclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del 4&aciado {1-[{bencil-metil-amino)-metil]-
caclohexal)-acétaco,

Sal de clorhadrato del dcido [1-(fenetilamino-metil)-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[{(3-fenil-propilamino)-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de sodio del acido ((3R,5S)-l-hidroximetil-3,5-dimetil-
ciclohexil) -acético,

Sal de clorhaidrato del 4&cido ((3R,5S)-l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido (l-aminometil-4-etil-ciclohexil)-
acético,

Sal clorhidrica del Acido (l-aminometil-~4-propil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhadrato del dcido ((3R, 58)-3,5-dimetil~1-
propilaminometlil-ciclohexil)-acetico,

Sal de clorhidrato del &cido [ (1R,3R)-1-(bencilamino~metil)-3-
metil-ciclohexal]-acétaco,

Sal de clorhadralo del dcido {(1lR,3R)-1-[(bencil-metil-amino)-

metil]~-3-meLlil-ciclochexil}-acetico, ¥y
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5al de clorhidrato del acido ((1R,3R)—3—met}l-1-

metilaminometil-ciclohexil)-acético

La presente invencidén es también una composicién farmacéutica
que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o
mas compuestos de la Cérmula v Y un portador

farmacéuticamente aceptable

los compuestos de la Férmula II, tales como la gabapentina,
son utiles para tratar daversas condiciones tales como un
trastorne neurodegenerativo (US 5 0B4 479), la depresién (US
5 025 035), la ansiedad/panico (us 5 792 796), la
mania/trastornos baipolares (US 5 510 3Bl), las enfermedades
antiinflamatorias (WO 98 158641}, la lesidén gastrointestinal
(WO 99 108670), el glaucoma y el dolor Como los compuestos de
la Férmula II y de la Cérmula IV funcionan ambos para afectar
la via del BCAT y afectar la sintesis del glutamato, que esté
involucrada en cada una de las condiciones mencionadas
anteriormente, los compuestos de la Férmula IV son udtiles para
tratar las condiciones Por lo tLanto, la presente invencién
también se refiere al uso de los compuestos de la Cérmula IV
para tratar cada uno o mas de uno de los trastornos
neurodegenerativos (que incluyen en forma no taxaliva ALS,
enfermedad de DParkinson y enfermedad de Alzheimer), la

depresiédn la ansicdad/panico, la mania/tLrastornos bipolares,
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las enfermedades antiinflamatorias, el glaucoma, el dolor"o la

lesidn gastrointestinal

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 Esquema ¢ue muestra la lanzadera de BCAT en 1la
retina La caracteristica de lanzadera estd resaltada vy
muestra cédme los aminodcidos de cadena ramificada en la glia
pueden transaminar un a-cetoglutarato para formar un
glutamato El producto de BCKA se difunde en el intersticio
(mostrado en gris) hacia las neuronas donde es convertado
nuevamente en el aminoacido de cadena ramificada mediante la
transaminacién c¢on glutamato a través del BCATc Las
abreviaturas son las siguientes BCAA = aminodcido de cadena

ramificada, GLU = glutamato, GLN = glutamina, Gln’asa =

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

= a-cetoglutarato, BCATm = aminotransferasa de cadena
ramificada de la mitocondria, BCATc = aminotransferasa de

cadena ramificada citosdlica, BCKA = cetodcido de cadena

ramificada, GDH = deshidrogenasa de glutamato

Faigura 2 Efeclo de 1la concentracién de piruvato en la
ancorporacién de H!'CO; en glutamato mas glutamina (A) y en el

piruvato mas lactato (B) por retinas ex vivo Se aincubaron
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hemi-retinas a 37°C en condiciones estandar con H!CO; a %5 mM
durante 20 minutos El piruvato en el medio estaba a 0,2 o 5
mM Los valores mostrados son medio * SEM (n= 4, * p<0,05)

Abreviaturas glntglu = suma de dglutamina mads glutamato,

pyr+lact = suma de piruvato etiquetado mas lactato

Fagura 3 Expresion de las 1soenzimas de BCAT en retinas de
ratas La extraccidn de tejidos, SDS-PAGL, e
inmunotransferencla se realizaron como se describié usando el
conjunto de deteccién de ECL Se usaron el anticuerpo de
péptido anti-BEATc de rata purificado por inmunocafinidad

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

Fagura 4 La 1influencia de la gabapentina (GBP) y ‘os
aminoAcidos de cadena ramificada sobre la aincorporacién de
H''CO; en el glutamato mas glutamina por retinas ex vivo BSe
incubaron semiretinas a 37°C en condiciones estindar con H' .0;
a 25 mM y pixruvato a 0,2 mM durante 20 mainutos [n algu os
casos la gabapentina (2 1 mM) se incluyé en el medio de
incubacidédn y en oLros se incluyé GBP (a 1 mM) mias los t cs
aminodcidos de cadena ramificada (a 0,2 mM) Los valc: s
mostrados son medios 1 SCM de HCO; incorporado en glutamato 1.1s

glutamina en 20 minutos (n=4, * p<0,001, ** p<0,01
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Abreviaturas glntglu = suma de glutamina etiguetada méas

glutamato

Figura 5 1Influencia de 1la concentracién de la gabapen .na
{GBP) en la incorporacién de H''CO; en glutamato y glutami~ en
retinas ex vavo Las condiciones fueron simllares a aqu laa
de la Figura 4, salvo por la concentracién de la GBP Los
valores mostrados son medios + SEM (n=6-7, *  p<0, 5)

Abreviaturas GLN+GLU = suma de glutamina mas glutamr to,

LACT+TCA = suma de laclato més intermecdios del ciclo de TCA

DESCRIPCION DETALLADA DLC LA INVENCION

La presente invencidn se refiere al descubrimiento de que la
inyeccién Iintraocular de glutamato produce 1la pérdida de
células ganglionares gque estd relacionada con 1las primerzis
etapas de la retinopatia diabética (Vorwerk et al, IOVS
37 1618-1624 (1996)) y de que un inhibidor de la via de Ja
aminotransferasa dependiente de aminodcidos de cadena
ramificada, tal como la gabapentina por ejemplo, es efectivo
en la inhibicion de la sinlesis del glutamalo, prevainiendo asi
la retinopatia diabética Por consiguiente, la prLesente
invencion propotrciona un método para el tratamient»
profildclLico y terapéutico de la relinopatia diabética, qur

incluye el tratamienlo de la etapa de reLinopali.
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prediabética, la etapa de 1la retlinopatia diabética no
proliferatava y la &etapa de 1la retinopatia diabética
proliferativa Por “profilActico” se entiende la proteccién,
total o parcial, de la retinopatia diabética, en particular el
edema macular diabétic Por “terapéutlico” se entiende el
mejoramiento de la retinopatia diabética, propiamente dicha, y
la proteccién, total o parcial, de otra retinopatia diabética,

en particular el edema macular diabético

El método comprende la adminaistracién de un inhabador de la
via de la aminotransferasa dependiente de aminoacidos de
cadena ramificada, en una cantidad suficiente para tratar la
retinopatia en forma profilactica o terapéutica Cualquier
inhibidor de la via de la aminotransferasa dependiente de
aminoadcidos de cadena ramificada puede ser usado en el método
de la presente invencidn en la medida en gue sea sequxro Yy
eficaz En la presente invencaién, “inhibaidor de la
aminotransferasa dependiente de aminoacidos de cadena
ramificada (BCAT)” se usa para referirse a tales compuestos y
ha de abarcar todos los compuestos que afectan la via de 1la
aminotransferasa dependienie de aminoacidos de cadena

ramirficada en alguno o todos los puntos en la via

Preferentemenie, el 1nhibidor de la BCAT es un compuesto de

las Férmulas I, II y/o III, descriptas anteriormente, o un
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andlogoe que inhibe la via de la BCAT o una prodroga de él, o

una sal, ¢éster, o amida farmaceulicamente aceptable de

cualgquicra de los precedentes

A menos que se i1ndique lo contrario, nos adherimos a las

siguienles definiciones en toda la invencidn

“Alquilo” significa un radical de hidrocarburo recto o
ramirficado que tiene de 1 a 10 Atomos de carbono (a menos que
se 1ndique lo contraria) e incluye, por ejemplo, mel:irlo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, aisobul:ilo,
terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, n-hexilo, y similares
“"Halégeno” aincluye fluor, cloro, bromo y yodo

“Alquenilo” sagnifica radicales de hidrocarburo recto vy
ramificado que Liene de 2 a 6 Alomos de carbono y una 1nibn
doble e incluye etenilo, 3-buten-~-l-ilo, 2-etenilbutilo, 3-

hexen~1-1lo y similares

“Alquinilo” significa radicales de hadrocarburo recto vy
ramificado que tiene de 2 a 6 atomos de carbono y una 1nidn
triple e incluye ctinile, 3-bulin-1l-ilo, propanilo, 2-butia-1-

1lo, 3-pentin-l-1lo0 y s.milares

“Cicloalquilo” signilfica un grupo hidrocarbilo monociLclico o

policiclico Lal como ciclopropilo, cicloheptilo, cicloociilo,
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ciclodecilo, ciclobutilo, adamaniilo, norpinanilo, decalinilo,
norbonilo, caclohexilo, y ciclopentilo Tales grupos pueden
ser sustituidos con grupos Lales como hidroxi, ceto vy
similares Tamblén estdn incluidos los anillos en los cuales 1
a 3 heterocdtomos reemplazan carbonos Tales grupos se
denominan “heterociclo”, que significa un grupo cicloalquilo
gque también lleva al mencs un hetercdtomo selecionado de O, S,
o NR;, cuyos ejemplos son oxiranilo, pirrolidanilo, paiperidilo,
tetrahidropirano, piperazinilo, acilpiperazinilo,

pirroladinilo y morfolina, sustituidos o no sustituardos

“Alcox1” se refiere a los grupos alquilo mencion.dos
anteriormente unides a través de oxigeno, cuyes ejem;los
incluyen metoxi, etoxi, 1sopropoxi, terc-butoxi y similares
AdemAs, alcoxi se reliere a poliéleres tales como -0-{CHz} -0~

CHy y similares

Los grupos alcanoirlo” son algquilo unidos a través de un
carbonilo, es decir C;-Cs-C(0)- Tales grupos incluyen formilo,

acetilo, pripionileo, bulirilo e isobutirilo

“Aci1lo” significa un grupo alquilo o arilo (Ar) unido a través
de un grupo carbonilo, es decir, R-C(0)- Por ejemplo, aciLlo
incluye un alcanocilo de C;-Cg, que incluye alcanoilo

sustituido, en donde 1la porcidén de alquilo puede .er
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sustituida por NR'R’ o un grupo carboxilico o heterociclico
Los g¢grupos acilo tipicos 2incluyen acetilo, benzoilo vy
similares

-
Los grupos alquilo, alquenilo, alcoxi, y algquinilo descriptos
anteriormente son optativamente sustiluidos, preferentemente
por 1 a 3 grupos seleccionados de NR'R}, fenilo, fenilo
sustituido, tio alguilo de C;-C¢, alcoxi de C;-Cg, hidrora,
carboxi, alcoxicarbonilo de C,-Cg, halo, natrilo, cicloalquilo,
¥ un anillo carbociclico de 5 6 6 miembros que tiene 1 6 2
hetercdtomos seleccaionados de nitrdgeno, nitrégenc sustituirdo,
oxigeno y azulre “NalLrdgeno sustaituido” significa un
nilrégeno que lleva alquilo de C;-C¢ o (CH2),Ph en donde n es 1,
2 6 3 La sustitucidédn con perhalo y polihalo también esta

contemplada

Cjemplos de grupos alquilc sustitulidos incluyen 2-aminoetilo,
pentacloroetilo, trifluorometilo, 2-dietilaminoetilo, 2~
dimetilaminopropilo, eloxicarbonilmetilo, 3-fenilbutailo,
metanilsulfanalmetilo, metoxametilo, 3-hidroxipentilo, 2-
carboxibutilo, 1-clorobutilo, 3-ciclopropilpropilo,
pentafluorocetile, 3-morfolainopropilo, piperazinilmelilo, y 2-

(A-metilpiperazinil)ctilo
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Cjemplos de grupos alquinilo sustitluidos incluyen 2-
n

metoxietinllo, 2-etilsulfaniletanilo, 4-(l-piperazinil)~3-

(butinilo), 3-fenil-5-hexinilo, 3-dietailamino-3-butinilo, 4-

cloro-3-bulLinailo, 4-ciclobulLil-4-hexenilo, y saimilares

Los grupos alcoxi suslLilLuidos Lipicos incluyen aminomet ».,
trifluoromeloxli, 2-dietilaminoeloxi, 2-etoxicarboniletoxi, 3-

hidroxipropoxi, 6-carboxihexiloxi, y similares

Ademés, los ejemplos de grupos alquilo, algquenilo y algux lo

sustituidos 1incluyen damelilaminometilo, carboximetllilo, 4-

dimetilamino-3-buten-1-1lo, 5-etilmetilamino-3-pentin-1-.lo,
4-morfolinobutilo, i-telrahadropirinidilbutilo, 3-
imidazoladan-1-ilpropilo, 4-tetrahidrotiazol-3-il-butilo,

fenrlmetilo, 3-clorofenilmetilo y similares

Los términos “Ar” y “arilo” se refieren a grupos aromdticos no
sustituldos y sustituidos Los grupos heteroarilo tienen c= 4
a 9 Atomos de carbono, de 1 a 4 de los cuales se seleccirnan
independientemente del grupo formado por O, S y N Los grupos
heterocarilo Lienen 1 o 2 heteroatomos en un anillo aromatico
de 5 o 6 miembros Los sistemas de anillos aromdticos mon) y
biciclicos estdn incluados en la definicidén de arile y
heterocarilo Los grupos arilo y heterocarilo tipicos incluyen

fenilo, 3-clorofenilo, 2,6-dibromofenilo, piridilo, 3-
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metilpiradilo, benzotienilo, 2,4,6-tribromofenilo, 4-
etilbenzotienilo, [luranilo, 3,4-dietilfuranilo, naftilo, 4,7-

dicloronafiiilo, pirrol, pirazol, imidazol, tiazol, y

similares

Los grupos Ar preferidos son fenilo y fenilo sustitulde poyr 1,
2, o 3 grupos seleccionados independientemente del g upo
formado por grupos alquilo, alcoxi, tio, tiocalquilo, hidrr x1,
carbonilo, amino de la férmula -NR'R}, y T(CH).QR" o
T(CH2)oCO2R' en donde m es de 1 a 6, T es O, S, NR', N(O P,
NR'RSY, o CR'R®, Q es O, S, NR%, N{O)R®*, o NR®R®Y en donde R*' , R®
son los descriptos anteriormente, y R’ es alquilo o alq ilo
sustituido, por ejemplo, metilo, triclorocetile, difenilmet lo,
Y s8similares Los grupes alquilo y alcoxi pueden ser
sustituidos como se definid anteriormente Por ejemplo, los

grupos tipicos son carboxialquilo, alcoxicarbonilalqu lo,

hidroxialquilo, hadroxialcoxi, y alcoxialquilo

El simbolo “-“ signafica una unibn

El término “pacienLe” saignifica todos los animales aincluy. ndo
los humanos Cjemplos de pacientes incluyen humanos, varas,

perros, galos, cabras, ovejas y cerdos
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Los compuestos de la presente invencion pueden existir en

farmies no rolvaladia 1+ 1 como en formac  saelval adas, que
incluyen Jlas formas hidratadas En general, las formas
solvatadas, que incluyen las formas hidratadas, s50n

equivalentes a las formas no solvatadas y han de ser abarcados

dentro del alcance de la presente invencidén

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

ellas

Los compuestos de las Férmulas I, II y III son capaces de
formar ademas analogos farmacéuticamente aceptables que
comprenden sales, ésteres, amidas y prodrogas Como se usa en
la presenLe invencidén, el término “sales, ésteres, amidas y
prodrogas farmacéuticamente aceptables’ se refiere a aquellas
sales de carboxilato, sales de adicién de aminodcidos,
ésteres, amidas y prodrcgas de los compuestos de la presente
invencidn que son, a julcio del médico, adecuados para su uso
en contacto con los tejidos de los pacientes sin toxicadad,
irritacién, respuesta alergaca indebaida, Yy similares,
conmensurable con una relacion riesgo/beneficic razonable y

efeclivos para el uso para el cual estdn destinados, asi como
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las formas zwiteridnicas, cuando son posibles, de“ lo
compuestos de la invencién El termino ™sales” se refierc. .
las sales de adicidn 4Acidas 1inorgdnicas y organicas,
relativamenle no toxicas de los compuestos de la preseate
ianvencién ©D[stas ales pueden prepararse en el lugar durante el
aislamiento y la purificacidén Einales de los compuest.s o
mediante la reaccidn por separado del compuesto puraficac en
su forma de base libre con un acide organico o inorgéilco
adecuado y el aislamiento de la sal asi formada y que inclye,
en forma no Laxativa, las sales de adicidn Acidas y/o basi.as,
solventes, N-4xidos de un compuesto de las Férmulas I, 11 y
111 Esta ainvencaién también proporciona formulaci>nes
farmacéuticas que comprenden un compuesto de las Férmulas I,
II o III junto con un portador, diluyente o exrcipi nte

farmacéuticamente aceptable de ellos La totalidad de e tas

Formas estdn dentro de la piesenLe ainvencidn

Las sales de adicidén dcidas farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de las [ormulas I, II y III incluyen s.les
derivadas de Aacidos i1norgdnicos tales como dacido clorhidrico,
nitraco, fosféraco, sulfurico, bromhidrico, yodhidrico,
fosforoso, y similares, asi como las sales derivadas de Ac.dos
orgdnicos, tales como los 4&cidos mono o dicarboxilicos
alifiticos, A4crdos alcanoicos suslLiturdos con fenilo, &cidos

hidroxi alcanoicos, Acidos alcanodioicos, é&cidos aromaticos,
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dcidos sulfonicos aliféticos y aromdticos, etc Tales sa'es
entonces ancluyen sulfalo, pirosulfato, bisulfato, sulfito,
bisulfaito, nitrato, fosfato, monhidrogenfosfato,
dihidrogenfosfateo, melalosfato, parolfosfato, cloruro, bromuro,
yoduro, acetato, propionato, caprilato, isobutirato, oxalato,
malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato,
mandelato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato,
dinitrobenzoato, frtalato, bencensulfonato, toluensulfonato,
fenilacetato, citrato, lactato, maleato, tartrato,
metanosulfonato, y similares También estén contempladas las
sales de aminodcaidos tales como argainato, glucon: to,
galacturonato, y similares, ver, por ejemplo, Berge et al,
“Sales Farmacéuticas”, J of Pharmaceutical Scie ce,

1977,66 1-19

Las sales de adicién 4&cidas de los compuestos basicos se
preparan poniendo a la forma de base libre en contacto con ina
cantidad suficiente del adcido deseado para producir la sal en
la forma convencional La forma de base 1libre puede ser
regenerada poniendo a la forma de sal en contacto con una base
y aislando a la base libre en la forma convencional Ias
formas de base libre dificren algo de sus respectivas fo mas
de sal c¢on clLertas propiedades fisicas tales como la

solubilidad en solventes polares, pero de lo contrario Jlas
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sales son equivalentes a su respecliva base libre para lo.
)

propésitos de la presente invencaién

Las sales de adicidn béasicas farmacéuticamente aceptables se
forman con metales o aminas, tales como hidrdéxidos de metales
alcalinos y alcalinotérreos, ©o aminas organicas Ejemplos de
los metales usados como cationes son sodio, potasio, magnesio,
calcio y similares Los €)emplos de aminas adecuadas son N,MN’-
dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, N-metilglucamina, y procaina, ver, por ejemplo,

Berge el al, mencionado anteriormente

Las sales de adicidén basicas de compuestos acidos, se prepetran
poniendo en contacto la forma &cida libre con una cantidad
suficiente de la base deseada para producir la sal en la forma
convencaional La forma acida librc puede regenerarse poniendo
a la forma de sal en conlLacto con un 4cido y alslando el acido
libre en una forma convencional Las formas A4cidas libies
difieren algo de sus respectivas formas de sal en cierlLas
propiedades [isicas Lales como la solubalidad en solventes
polares, pero de lo conlrario las sales son equivalentes a sus
respeclLivo Acido libre para los propésilos de la pres:nte

invencidén
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Los ejemplos de esleres no téxicos, farmacéuticament
aceptables de los compueslLos de esta invenciédn incluyer lo
ésteres de alquilo de C;-C¢ en donde el grupo alquilo e un.
cadena recta o ramificada Los ésteres aceptables ta bié&
incluyen Jlos ésteres de cicloalquilo de C;-C; asi como 1lo
ésteres de arilalquilo Lales como, en forma no taxa'.va,
bencilo Los ésteres de alquilo de C,-C4 son preferidos Los
ésteres de los compuestos de la presente invencidédn puaden

prepararse de acuerdo con métodos convencionales

Los ejemplos de amidas no téxicas, farmacéuticar >nte
aceplables de los compuestos de esta invenciédn incluyen aunidas
derivadas de amoniaco, aminas praimarias de alquilo de C;-Cg ¥y
dialguilaminas de C,-C; secundarias en donde los grupos alaullo
son cadenas rectas o ramificadas En el caso de las amLnas
secundarias, la amina Lambién puede estar en la forma d un
heterociclo de 5 o 6 miembros que contiene un Atomc de
nitrdégeno Las amrdas derivadas de amoniaco, aminas praimarias
de alquilo de C;-C; y aminas secundarias de dialquilo de C,-C»
son preferidas Las amidas de los compuestos de la inven-ién

pueden prepararse de acuerdo con métodos convencionales

El térmanc “prodroga” se refiere a compuesLos cue con
transformados rapidamenlLe en vivo para dar el compw slo

parental de 1las [ormulas precedentes, por ejemplo, por
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hidrélisis en sangre Se proporciona una discusidn completa en
I Higuchi y V Stella, “Prodrogas como Sistemas de Suministro
Novedosos’, Vol 14 de 1la ACS Symposium Series, y en
Portadores Biorreversibles en el Diseilo de Drogas, ed Edward
B Roche, American Pharmaceutical Association and Pergamon
Press, 1987, ambas incorporadas en la presente invencidédn como
refercncia Ln gencral, una prodroga es una droga que ha sido
modificada quimicamenle y puede ser biolégicamente 1nactiva en
su lugar de accién, pero que puede ser degradada o modificada
por unc o mas procesos enzlimdlicos u otros procesos en vivo

hacia la forma bigacliva parental en vaivo

Una cantidad terapéulicamente efectiva es una cantidad de un
compuesto de las Cérmulas I, II o III, gque cuando se

adminislra a un paciente, mejora un sintoma de la enfermedad

El inhaibidor de la BCAT, que es preferentemente un compuesto
de las Cérmulas I, II y/o III, un andlogo que inhibe la via de
la BCAT de las [o6imulas I, II y/o III, una prodroga que inhibe
la via de la BCAT de las Férmulas I, II y/o III, o una sal
farmacéulicamente aceplable de cualquiera de los precedentes,
puede administrarse de acuerdo con el método de la presente
invencidn mecdianle cualgquier via Las vias de adminaisiracadn
adecuadas incluyen la via sistémica, tal como oral o de

inyeccién , tépica, intraocular, periocular (por ejemplo,
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subTenon’s}, subconjunlLiva, subretinal, supracoroidal Yy
retrobulbar ILa forma en gue se administra el inhibidor de 1la
BCAT depende, en parte, de si1 el tratamiento de la retinopatia
es profildctico o terapéutico La forma en que se adminisi:ia
el inhaibador de la BCAT para el tratamiento terapéutico de la

retinopatia depende, en parie, de la causa de la retinopatia

Por ejemplo, dado gue la diabetes es la praincipal causa de la
retinopatia, el 1nhibidor de 1la BCAT puede administra se
profilActicamente tan pronto como se detecta el estado de
retinopatia prediabética Para el tratamiento profilactico de
la retinopatia que puede derivar de la diabetes, el inhibaicor
de la BCAT preferenlemente se administra en forma sistémica,
por ejemplo, por via oral o de inyeccidén Para el tratamiento
terapéutico de la retinopatia diabética no proliferativa, el
inhibidor de la BCAT puede administrarse en forma sistémica,
por ejemplo por wvia oral o de inyeccidn, © antraocular La
retinopatia diabética proliferativa puede ser tratada
terapeuticamente mediante Jla administracién del inhibidor ile
la BCAT por via intraocular, tépaca, subconjuntiva o
periocular (por cjemplo subTen’ s), por ejempl >
Preferentemente, el 1inhibidor de 1la BCAT se administra par
via aintraocular, Lopica, subconjunLiva o periocular ({pr
ejemplo, sublenon’s) para el Lratamiento profilactivo, o

terapéutico de la retinopalia, antes, durante o despues de a
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extraccién quirurgica de un tejido cicatrizade de un ojo,
generado durante la neovascularizacidén durante la etapa

diabética proliferativa

El 1inhaibidor de la BCAT preferentemente se administra tan
pronto como es posible después de que se ha determinado que un
animal, tal como un mamifero, especificamente un humano, esté
en riesgo de relinopalia (tratamiento profilactico) o ha
comenzado a desarrollar relLainopalia (tratamiento terapéutico)

El tratamiento depende, en parte, del ainhibidor de la BCAT
particular que se use, de la cantaidad del anhabidor de la BCAT
administrada, de la via de adminastracidén, y de la causa y

medaida, si hubiera, de la retinopatia desarrollada

Un conocedor del arle apreciraréd gue los métodos adecuados para
administrar un anhibidor de la BCAT, que es util en el método
de la presente invencidn, estian disponibles Aunque se puede
utilizar més de una via para administrar un 1inhibidor de 1la
BCAT particular, una via particular puede proporciconar una
reaccién mas inmediata y mas efectiva que otra via Por
consiguiente las vias de administracién descriptas son

simplemente ejemplos y no son de ningun modo taxativas

La dosis administrada a un animal, particularmente un humano,

de acuerdo con la presenle invencidn, debe ser suficiente para
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producir la respuesta deseada en el animal en un marco de
Liempo razonable Un experLo en el arte reconocerid dgue la
dosificacion depende de una variedad de factores, que incluyen
la resistencia del inhibidor de la BCAT particular empleado,
la edad, la especie, 1la condicadén y el estado de la
enfermedad, y el peso corporal del animal, asi como la
cantidad de la relina que estd a punto de ser afectada o cue
estd afectada realmente por la retinopatia El tamafio de la
dosis también serd determinado por la via, el ritmo y la
frecuencia de la administracidn asi como la existencaa,
naturaleza y navel de cualquier efecto colateral adverso gue
pueda acompafiar a la administracién de un inhibidor de la BCAT
particular y el efecto fisioldégico deseado Un experto en el
arte apreciard gque diversas condiciones o estados de
enfermedad, en particular, condiciones o estados de enfermedad
crénicos, pueden requerir un tratamiento prolongade que

consiste en multiples administraciones

Las dosis y los regimenes de dosificacién pueden ser
determinados por tecnicas convencionales que hallan la gama
conocidas para loa expertos en el arte Cn gecneral, el
tratamiento se 1nicla con dosificaciones mas pequefias, gque son
inferiores a la dosis oOptima del compuesto Luego, la
dosificacidn cs aumenlLada en pequefios incrementos hasla quc se

alcanza el efeclo épLimo segun las circunstancias L1 método
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de la presente 21invencidén tipicamente consaste en l&
adiministracién de 1 mg/kg/dia a 100 mg/kg/dia, preferenter :nte
de 15 mg/kg/dia a 50 mg/kg/dia , si1 se administra en Jfoima
sisi.émica La adminisiracidn intraocular tipicamente consiste
en la adminastracién de 0,1 mg a 5 mg en tc al,
preferentemenie de 0,5 mg en total a 1 mg en total VUna
concentracidén preferida para la administracién tépica ec de

100 mu M

Las composiciones para su uso en el método de la pres nte
invencién preferentemente comprenden un port dor
farmacéuticamenle aceplable y una cantidad de un ainhibido: de
la BCAT suficiente para tratar la retainopatia en f.rma
profiladctica o terapéutica El portador puede sger cualqu era
de aquellos que se usan convencionalmente y estd limiiado
solamente por consideracicnes fisicoquimicas, tales como la
solubilidad y la falta de reactividad con el compuesto, y por
la via de administracaién Un conocedor ordinaric del crte
apreciara que, ademds de las siguientes composiciones
farmacéuticas descriptas, el 1inhibidor de la BCAT pu-‘de
formularse como composiciones poliméricas, complejos de
inclusién, Lales como complejos de anclusidén de ciclodextr:a,
liposomas, microesferas, microcapsulas y similares (ver, tor
ejemplo, las Palentse CslLadounidenses Nos 4 997 6.2,

5 185 152 y 5 718 922)
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El inhibaidor de la BCAT puede formularse como una sal de
adicion Carmeeful e amente arepltable leyi ¢ jemplo de rales do
adiciédn farmacéuticamente aceptables para su uso en la cmp
farmacéutica incluyen aquellas derivadas de acidos minerales,
tales como acido clorhidrico, bromhidrico, fosféraico,
metafosfdrico, niiLrico, y sulfuraico, y de los acidos
orgénicos, tales como Acido tartArico, acétaico, citrico,
malico, lactico, f(umarico, benzoico, glicolico, gluconico,
succinico, arilsul fénico, por ejemplo, dcido p-

toluensulfénico

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

condiciones de uso

La eleccién del excipiente serd determinada en parte por el
inhibador de 1la BCAT particular, asi como por el método
particular usado para adminastrar la composicidn Por
consigulente, existe una amplia variedad de formulaciones

adecuadas de la composicion farmacéutica de la presente
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invencién Las siguienles formulaciones sSon simplemente

ejemplos y de ninguna manera son taxativas

Las formulaciones inyeclLables estén entre aquellas preferidas
de acuerdo con el metodo de la presente invencidn Los
requerimientos para los portadores farmacéuticamente efecti ros
para las composiciones .nyectables son conocidos por as
expertos en el arte (ver Pharmaceutics and Pharmacy Practi .z,
J B Lippincott Co , Philadelphia, Pa , Banker and Chalmes,
eds , paginas 238-250 (1982), y Manual de la ASHP sobre Drojas
Inyectables, Toissel, 4" ed , pédginas 622-630 (1986)) Se
prefiere que tales composiciones inyectables se administ en

por via intramuscular, intravenosa o. intraperitoneal

Las formulaciones tépicas son conocidas para los expertos en
el arte Tales formulaciones son adecuadas en el contexto de
la presente invencidn para la aplicacién a la piel El1l uso de
parches, protectores corneales (ver, por ejemplo, la Patente
Istadounidense No 5 185 152) y de solucaiones oftdlmicas (ver,
por ejemplo, la Patente LCstadounidense No 5 7210 182) y de
unglientos, por ejemplo, gotas oculares, estd también dentro de

la pericia del arte

Las formulaciones adecuadas para la adminislracion oral

comprenclen (a) soluciones liquidas, tales como una cantaiclad
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efectiva del compuesto disuellLo en diluyentes, tales como
agua, solucidtn salina, o© jJugo de naranja, {(b) céapsula ,
tabletas, grageas, que contienen cada una canticd
predeterminada del ingrediente aclivo, como sb6lidos o
granulos, (c) polvos, (d) suspensiones en un liquiuoc
apropiado, vy (e) emulsiones adecuadas Las formulacioncs
ligquidas pueden ancluir diluyentes, tales como agua vy
alcoholes, por ejemplo, etanol, alcohol bencilaico y s
alcoholes de polietileno, con o sin el agregado de un ageile
Lensocactavo, agenLe de suspensidén, o© agente emulsiona'sr
farmacéuticamente aceptable Las formas de capsulas pueden e&r
del Lipo ordinario de gelatlna con recubrimiento duro o bla: do
que contienen, por ¢jemplo, agentes tensoactivos, lubricant. s,
rellenos inertes, tales como lactosa, sucrosa, fosfato de
calcio, y almidén de maiz Las formas de tabletas puecen
incluir uno o mis de lactosa, sucrosa, manitol, almidén de
maiz, almiddn de papa, acirdo alginico, celul: sa
microcristalina, acacia, gelatina, goma guar, didbdxido de
silicio coloidal, socdio de croscomelosa, talco, estearato ie
magnesio, esktearato de calcie, estearalo de zinec, 4&c) io
eslidrico, y otros excipientes, colorantes, diluyenles, agent s
tampones, agentes desinlegranlies, agentes humectante ..,
conservantes, agentes saborizanlLes, V4 excipient o
farmaceuticamente compalibles Las formas de gragecas pued n

comprender el 1ingredienlLe acktivo c©n un sabor, generalmen'c
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sucrosa Yy acacia o© Lragacanto asi como pastillas «que
comprenden el ingrediente activo en una base inerte, tal como
gelatina y glicerina, o sucrosa y acacia, emulsiones, geles, y
similares que conlienen, ademds del ingrediente actaveo,

aquellos excipientes que con conocidos en el arte

La efcclividad de una droga administrada oralmente depende izl
transporte eficinete de la droga a través del epitelio de la
mucosa y de su estabilidad en la circulaciédn enterohepdtica

Las drogas que son efectivas después de la administracion
parenteral pecro menos cfeclLivas por la via oral, o cuya
semivida en el plasma se considera demasiado corta, pueden s:r

quimicamente modi frcadas en una [orma de prodroga

La formulacidén adecuada para la administracidén parenteial
incluye soluciones de i1nyeccidédn estériles isotdnicas, acuc as
y no acuosas, gque pueden contener antioxidantes, tamponus,
bacteriostatos, y solutos gque hacen a la formulacifén isotén'ca
con la sangre del receptor al cual estd destinada, vy
suspensiones estériles acuosas y no acuosas gque pueden inclvar
agentes de suspensidn, solubilizadores, agentes espesantrs,
estabilizadores, y conservantes El inhibador pur rie
adminisLrarse en un diluyente fisioldgicamente aceptable en un
portador farmacéutico, tal como un liquido esiléril o uia

mezcla de liquidos, que ancluyen agua, solucidn salaira,
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dextrosa acuosa y soluciones de azucares relacionados, un
alcohol, tal como elLanol, 1i1sopropanol, o alcohol hexadecilico,
glicoles, tales como propilenglicol o polietilenglicol,
sulféxido de dimetrleo, celales de glicerol, tales como 2,2,-
dimetil-1, 3-dioxolano-4-melLanol, éteres, tales umo
poli(etilenglicol) 400, un aceite, un acido graso, un ést. o
glicérido de Acido graso, © un glicérido de A&acido g :so
acetilado, con o0 s1in el agregado de un agente tensoac! i1vo
farmaceuticamente aceplable, tal comc un Jabén o un
detergente, un agenle de suspensién, tal como pectina,
carbdmeros, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, o
carboximetilcelulosa, o agentes enulsionadores y oiros
coadyuvanies farmacéullicos Los aceites, que pueden usarse en
formulacaiones parenterales incluyen petréleo, acejtes
animales, vegetales o saintébLicas Ejemplos especificos de
aceites 1ncluyen aceite de mani, de soja, de sésamo, de

semilla de algodén, de maiz, de oliva, de petrolato y minera.

Los Aacidos grasos adecuados para su uso en formulaciones
parenterales xncluyen acido oleico, &cido estedrico, y dc do
1soestedrico Ll olealo de etilo y el miristato de isoprop:'lo

son ejemplos de ésteres de &cados grasos

Los jabones adecuado s para su uso en formulaciones

parenterales 1ncluyen salecs de melales alcalinos grase s,
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amonio, y trietanolamon:io, y los detergentes adecuados
incluyen (a) detergentes catidénicos Lales como, por ejemplo,
haluros de dimetil dialquil amonio, y haluros de alquirl
piperidinio, (b) cdelLergenles  anadnicos tales como, por
ejemplo, sulfonatos de alquilo, arilo y olefina, sulfatos cle
alquilo, olefina, éter y monoglicérido, y sulfosuccinalos, t)
detergentes no 16nicos Lales como, por ejemplo, &éxados le
amina grasos, alcanolamidas de &cidos grasos, y copolimeros le
polioxietileno polioxipropileno, (d) detergentes anféte us
tales come, por ejemplo, algual-p-aminopropicnatos, y sales Jde
amonio cualernario dc 2-alquil-imidazolina, y (e) mezclas cle

ellos

Las formulaciones parenlerales Lipicamente contienen un 0,5 a
25% en peso del ingredienle activo en solucién Se pueden u ar
conservantes y tampones Para minimizar o eliminar la
irritacién en el sitio de la infeccidn, tales composiciol es
pueden contener uno o mas agenlLes tensocactivos no i16nicos cue

Lienen un balance hidrélile-}ipdlfilo (HLB) de 12 a 17

La cantidad del agente tenscactivo en tales formulacior s
tipicamente esla en la gama del 5% al 15% en peso Los agentes
tensoaclivos adecuados incluyen los ésteres de Aacido graso le
polietilen sorbitan, lales como monooleato de sorbitan y los

agregados de peso molecular alto de o<ido de etileno con u1a
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base hidrdfoba, formados medianlLe la condensacidn de éxido de
propileno con propllenglicol Las formulacliones parenterales
pueden presentarse en recipientes sellados de dosis unitarias
0 de dosis mulliples, tales como ampollas y tubos, y purden
almacenarse en una condicién secada por congela 16n
{(lrofilizada) que requiere solamente el agregado del
excipiente liquido esiéril, por ejemplo, agua, para las
inyecciones, inmediatamente antes del uso Las solucione: y
suspensiones para inyecciones extempordneas pueden prepar rse
a partir de polvos, granulos y tabletas esteriles de la c ase

descrapta anteriormenle

Tales composiciones pueden formularse como formulacirnes
intraoculares, Formulaciones de liberacién sostenada o
dispositives (ver, por ejemplo, la Patente Estadounidense No
5 378 475) Por ejemplo, se puede usar gelatina, sulfato de
condroitina, un polifosfoéster, tal como bis-2-hidroxietil-
tereftalato (BHEl), o wun &cido polilactico-glicdlico (en
diversas proporciones), para formular formulaciones de
liberacidén sostenida Los 1mplanies (ver, por ejemplo las
Patentes Cstadounidenses Nos 5 443 505 5 853 221 Yy
4 997 652), dispositivos (ver, por ejemplo, las Patert:es
Estadounidenses Nos 5 554 187, 4 863 457, 5098 443 vy
5 725 493}, Lales como un disposiitivo implantable, or

ejemplo, un deposilo mecinico, un disposilivo intraocular o un



52

59

dispositivo extraocular con un conducto antraocular (por
ejemplo, de 100 mu a 1 mm de diadmetro), o un implante o un
dispositivo compuesto por una composicibn polimérica como las

descriptas anteriormente

Cl méledo de la presenle invencidédn puede también consistir en
la co-administracién de olros compuestos farmacéuticamenie
activos Por "“co-adminisiracidn” se entiende la administracién
antes, saimultdneamente con, por ejemplo en combinacién con el
inhibaidor de la BCAT en la misma formulacidn o en
formulaciones separadas, o después de la adminastracidn de un
inhibidor de la BCAI' como los descriptos anteriormente Por
ejemplo, los corticosieroides, por ejemplo, prednisona,
metilprednisolona, dexametasona, o triamcinalona acetinida, o
compuestos aniiinflamatorios que no continen
cortaicosteroldes, tales como ibuprofeno o flubiprobeno, pueden
ser asi co-administrados En forma similar, las vitaminas y
minerales, por ejemplo, zinc, anlioxidantes, por ejemplo
carotenoides {cales como zeaxantina o 1luteina) y los

micronutrientes pueden ser co-administrados
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Esquemas sintetlicos generales para preparar compuestos de las

Férmulas I-1IV

EJEMPLO 1 Clorhidrato del maido trans-(1R,3R) (l—-aminometil-3-

metil-ciclohexil) —acético

HN . _OE
o 1 Ot CH T
| L - n, aCN
= O 020
12 ", "r; “ty
D

I NH COH NH,HO

coRt
Ih, CH . l .
Gv) O ) (n) " .

o,
Ir o4 s
f

(1) CtO,CCHCN, NIl4Ac, AcOH, Tolueno, 120°C
{11) a NaCN, LCtH (95%), Hz0, 115°C,b HC1(qg)
(111) EtOH, HCl(g), Tolueno

(1v) HCl, H20

(v) Ha, CtOH/NH3, Ni Raney, 30°C-35°C

(vi) HCl, H0, 140°C

Paso a Etil éster dal acido 2~-ciano-{ (R) -3-matil-

ciclohexiladeno) -~acetico
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Una mezcla de 3-(R)-metilciclohexanona {125 mml),
cirancacetato de elilo (124 mmol), acetato de amonio ( /,5
mmol) y &cido acético glacial (24 mmol) se refluyeron con una
trampa de Dean SiLark durante 24 horas La mezcla se enfrau y
se lavdé con HO0 Los lavados con H.O se extrajeron con toluwno

Los extractos de tolueno se combinaron con la capa orgé! Lca
original, se secaron sobre MgSO, y se evaporaron con un
solvente El aceite crudo se purificd mediante deslilacién de
Kugelrohr para dar un aceite (Temperatura del horno de punto
de ebulliei1dn 150°C-160°C) Rendimiento del 86%

THNMR {CDCly) 400 MHz 8 1,01-1,05 (3H, m), 1,17-1,32 (1H, m),
1,35 (3H, t, J=7 Hz}, 1,42-2,30 (6H, m), 2,98 (1H, d, u=13
Hz), 3,74 (1H, d, J=13 Hz), 4,27 (2H, g, J=T7 Hz)

MS (CI) m/z 208 (MH")

Anadlisis C;3H;7NO; Calculado C 69,54 R B,27 N 6,76

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

Paso 11 trans-(1R,3R)-l1l-Cianometil-3-metil-

ciclohexanocarbonitrilo

A una solucién de NaCN (40 mmeol) en 6 ml de Il v 160 ml de
etanol (95%), se agregd etil éster del Acide 2-ciano((R) -3-
metil-circlochrilideno)-acético (40 mmol) Pasadas 22 horas en
reflujo la solucidén onfriada se filtrd, el £filtrado se

acidificéd con IIC1 gascoso y se filtrd nuevamenle [l solvenlLe
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y el aceite crudeo se purificdé mediante cromatografia de
1
columna para dar un sdlido cristalino de color amarillo

pédlido Rendimiento del B88%

lHNMR (CDCl;) 400 MHz & 0,90 (1H, m), 0,98 (3H, d, J=6 Hz),
1,11 (1H, t, J=12 Hz), 1,38 (1H, dt, J=4, 9 Hz), 1,60-1,90
(4H, m), 2,07 (2H, m), 2,68 (2H, s)

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

Andlisis CyoHsN; Calculado C 74,04 H 8,70 N 17,27

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

Paso 113 Etil ester del acido trans-2-((1iR,3R)-l1l-ciano-3-

metil-ciclohexil) ~acatimidico

A una solucién de trans- (1R, 3R)~1-cianometil-3-metil~
ciclohexanocarbonitrilo (6,2 mmol) en 30 ml, etanol (absolutu)
se agregaron 30 ml de Lolueno seco La solucidén se enfridé en
hielo mientras se la saturaba con HCl gaseoso La solucién
detenida fue dejada en reposoc a temperatura ambiente durante
24 horas El solvente se removid y el residuo sdélidec se
trituré con dietil éter para obtener un precipitado que se
secd para dar un sédlido craistalino Rendimiento 50%

Punto de fusién 118°C-120°C
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'HNMR (DMSO) 400 MHz § 0,8-0,89 (1H, m), 0,91 (3H, d, J=6,3
Hz), 1,06-1,12 (1H, m), 1,24-1,35 (1H, m), 1,37 (3H, t, J=T
Hz), 1,41-1,95 (6H, m), 3,02 (2H, s), 4,49 (2H, q, J=7 Hz)

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

Andlisis CjzHzoN20 1,08M HCl Calculado C 58,19 H 8,58 N 11,31

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

Paso iv Etil éster del acido trans-((1R,3R)-l-ciano-3-metil-

ciclohaexil) ~acétirico

Etil ésier del acido trans-2-( (1R, 3R)-1-ciano-3-metil-
ciclohex1il)-acetimidico (1,1 mmol) se disolvié en H;0 helada
(40 ml) y el pH se ajusié con HCl 1 N a pH 1,5 La solucién se
aglté a temperatura ambiente durante 20 horas Se agregd
acetato de etilo (30 ml) y la capa organica se lavd con H;0, se
secd y el solvente se removid para dejar un aceite claro

Rendimiento 82%

'HNMR {CDCli) 400 MHz & 0,78-0,90 (1H, m), 0,93 (3H, d, J=6
Hz), 0,97-1,0 (l1H, m), 1,23-1,25 (1H, m), 1,29 (3H, t, 7,2
nz), 1,57-1,8d (4H, m), 2,05-2,08 (2H, Br t), 2,54 (2H, s),
4,20 (2H, g, J=7,2 liz)

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

Analisis CialljgNO2 Calculado C 68,87 H 9,15 N 6,69

[lallado C 68,87 H 9,11 N 6,90
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Paso v trans-(5R,7R)-7-Metil-2-aza-aspirol4 5]decan-3-onar

Ct.l ester del dcido Ltrans-({ (1R, 3R)-1-ciano-3-met1l-
ciclohex1l)-acetico (8,9 mmol) se displvid en NH3/EtOH (7%, 40
ml) junto con Niquel Raney prelavado (con H;O seguida por EtOH)
en un matraz de Parr de 250 ml La solucadn se hidrogendé a
30°C, 46 psi durante 24 horas La solucién enfriada se filtréd
a través de un tapén de celila, lavando acetato de etilo Cl
solvente se removibd del filtrado para dejar un solido blanco

Rendimirento 30%

Funto de Ffusién 92°C-98°C

'HNMR (DMSO) 400 MHz 8 0,75-0,82 (1H, m), 0,84 (3H, d, J=6,4
nz), &,88-0,94 (11, m), 1,14-1,19 (1H, m), 1,20-1,50 (2H, m),
1,50~1,63 (44, m), 1,91 (21, s), 3,03 (2H, s), 7,42 (1H, s)

MS (CI) m/z 168 (MI")

Andlisas CyoH;7NO Calculado € 71,81 H 10,25 N 8,37

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

Paso wvi Clorhidrato del acido trans-((l1R,3R)-l1-aminometil-3-

metil-ciclohexal)-acético

trans-(5R, 7R) -7~Metil-2-aza-espiro[4 S]decan-3-ona (2,17 mmol)
se disolvid en una solucidén de HCl a 10 M (5 ml) y H0 (5 ml) y
la mezcla se refluyd a aproximadamenie 140°C durante 5 horas

La solucién enfriada se diluyéd con 10 ml de HzO0 y 10 ml de DCM
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y la capa acuosa se lavo nuevamente con 2x15 ml de DCM La
capa acuosa se redujo luegoe hasla secarse para dejar un sé'ido
blanco Rendimiento 76%

Punto de fusidén 148°C-155°C [alp = -2,5 (T=20°C, c=1, Met i
Un 1sémero (RR)

1HNMR (CDCl;) 400 MHz & 0,65-0,79 (1H, m), 0,82 (3H, d, J=6
Hz), 0,87-0,90 (1H, m), 1,12-1,20 (1H, dt, J=4,5, 13,3 h’),
1,34-1,50 (3H, m), 1,60-1,63 (3H, m), 2,30 (2H, s), 3,01 .2,
s), 7,93 (3H, Br s)

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

Andlisis CypHgNO2 1,1 HCl Calculado C 53,29 H 8,99 N 6,21

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

EJEMPIO 2 Clorhidrato dal Acado (1l-aminometil-2-mat1l-

ciclohexil) ~acético

HN . OR
(=) HC hw:‘l CH
i l () h o -
® @J‘ ()

Q
CO.Et NH
b on

. Y "
uv) ) (n)
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(1) CtO20CII;CN, NH.Ac, AcOH, Tolueno, 120°C
(11) a NaCN, CtOH (95%), H0, 115°C, b HCl(q)
(111) CtOH, HCLl(g), Tolueno

(1v) NC1l, H30

(v) Ha, CLOII/NHy, Niquel Raney, 30°C-50°C

{vi) HCl, H,0, 140°C

Paso a Etil éster deal acido 2~ciano—- (2-metil-

ciclohexilideno) ~acético

(+/-)2-Met1l ciclohexanona {80 mmol), etil cianoacetato (80
mmol), acetato de amonie (B8 mmol) y Acido acético glacial (16
mmol) reaccionaron como en el método general (Cjemplo 1) paso
1 para dar un aceite claro Rendimiento del 76%

'HNMR (CDClis) 400 MHz & 1,23 (34, dd, J=7, 10 Hz), 1,35 (3K,
t, J=7 Hz), 1,55-1,82 (5H, m), 1,93-2,05 (1H, m), 2,17 [(1H,
dt, J=5, 14 Hz), 2,47 (1H, dt, J= 5, 9 Hz), 2,92-2,97 (1lH, Br
d, J= 15 Hz), 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)

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

Andlisis C;aH;yNO2 Calculado C 69,54 H 8,27 N 6,76

Hallado C 69,26 H B,26 N 6,66

Paso 11 l1-Cianometil-2-metil-ciclohexanocarbonitrailo



60

67

Ct1l éster del &cido 2-ciano-{2-metil-ciclohexilidenc)-acético
{37 mmol), NaCN (37 mmol), reaccionaron como en el méiodo
general (Ejemplo 1), paso 11 El sélido crudo se purafico
mediante cromatografia de columna (3 1, heptano acetato de
etllo), para dar un aceite claro Rendimeinto 76%

'HNMR (CDCl3;) 400 Mliz & 1,06 (3H, d, J=6,8 Hz), 1,11 (lH, 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 CygHpeN2 Calculado C 73,49 11 8,69 N 16,86

llallado C 73,24 H 8,73 N 17,08

Paso 111 Etail ester del acido 2-(}l-ciano-2-metil-ciclohex.l)-

acetimidico

1-Cianometil-2-metil-ciclohexanocarbonitrilo (7,3 mrol)
reacciond como en el mélodo general (Cjemplo 1), Paso 111 ara
dar un sélido blanco Rendimiento 70%

Punto de fusién 107°C-114°C

'HNMR (DMSO) 400 MHz & 1,00-1,06 (34, 2xt, J=6,4 Hz), 1 10-
1,38 (2H, m), 1,38 (3nH, t, J=6,8 Hz), 1,40-2,10 (7H, m), 2,86,
2,92, 3,10, 3,28 (2H, 4xd, J=14, 14,4 Hz resp ), 4,18 (2H, q,
J=6,8 Hz)

MS (CI) m/z 209 (MHY)
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Andlisis CjaHaeN20 1,06 HC1 Calculado C 38,37 H 8,60 N 11,347

Hallado C 58,15 H 8,63 N 11, ,0

Paso av Etal ester del acido (l-ciano-2-metil-ciclohex 1)-
acetico

CLal éster del acido 2-(l-ciano-2-metil~-caclohex l)-
acetimidico (4,1 mmol) reacciond como en el método gen ral
(Cjempleo 1) paso (1v) para dar un aceite claro Rendimi nlLo
82%

‘INMR (CDCl3) 400 Mz & 1,03, 1,090 (3H, 2xd, J=7 Hz), 1 27-
1,30 (3H, m), 1,32-2,00 (BH, m), 2,10-2,20 (1H, m), 2,44, ,B82
(3H, 2xd, J=14,8 Hz), 2,54 (1H, m), 4,16-4,22 (2H, m}

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

Analisis C;3H,gNO; Calculado C 68,87 IH 9,15 N 6,69

llallado C 68,B4 H 9,13 N 6,75

Paso v 6~Metil-2-aza-espiro[4 5]decan-3-ona

Eti1l éster del &cido (l-ciano-2-metil-ciclohexil)-acético .8,4
mmol) reaccionédé como en el méLodo general (Ejemplo 1) Paso (v)
durante 24 horas a 10°C, 50 psi El aceite crudo se puri i1cd
mediante cromalografia de columna {(acetato de etilo), para dar
un sbélido blanco RendimienlLo 34%

Punto de fusidén B85°C-90°C
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'HNMR (CDC1l;) 400 MHz & 0,88-0,91 (3H, dd, J=6,8 Hz), 1,41-
1,78 (94, m), 2,00-2,30 (2H, m), 3,06-3,23 (2H, m), 7,07 (1H,
Br, s)

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

Anéalaisais C;pH;7NO Calculado C 71,81 H 10,24 N 8,37

Hallado c 71,83 H 10,19 N 8,27

Paso va Clorhadrato del acado (l-aminometil-2-maeirl-

ciclohexil) ~acetico

6-Meti1l-2-aza-espiro[4 5]decan-3-ona (2,5 mmol) reacciond como
en el metodo general (LCjemplo 1) paso vi para dar un sélido
blanco Rendimiento 42%

PunLo de fusién 108°C-110°C

[@]y= 0(T=20,5°C, C=1, MeOH) Dos diasteredébmeros 3 1

'HNMR (DMSO = D,0) 400 MHz § 0,79, 0,85 (3H, 2xd, J=6,8 Lz},
1l,21-1,65 (94, m), 2,22, 2,43 (1H, 2=xd, J=15 Hz), 2,46, 2,49
(1H, 2xd, J=15 Hz), 2,83-2,92 (1H, 2xd, J=3,6 Hz), 3,05, ?,15
{1H, 2=xd, J=13,6 Hz)

MS {(CI) m/z 186 (M)

AnAdlisis CjgH;9NO21,3HCl Calculade C 51,64 H 8,79 N 6,02

Hallado C 51,66 11 8,91 N 16,16
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EJEMPLO 3 Clorhidrato del acaido (l-aminometil-3,3-dimetil-

ciclohexil) ~acatico

COJt
2 ,/“ HH COH HH HO

1) Cul, MeL1, NH,Cl, Nil3 (928%)

11) NCCHCOEt, NH4OAc, tolueno (83%)
111) NaCN, LCtOH, H,0 (57%)

av) HCl, EtOH, Lolueno (93%)

v) [l2, N1 Raney, LtOH NH; (84%)

vi) HCl, H0 (64%)
Paso 1 3,3-Dametil-caiclohexanona

Sintetizada a través del método descraplLo por Pellelier, S W ,

Mody, NV , J Oxg Chom , 1976, 41, 1069
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Una solucidén de dimetil cuprato de litio se preparé agregando
metil litio (1,4 M en éter 77,25 ml, 2,45 mol) a yoduro de
cobre (I) (8,8 g, 0,046 mol) bajo argén La soluclén se enfriéd
a 0°C, y se agregdé 3-metil-ciclohexen-i-ona (5 ml, 0,044 mol)
gota a gota, con agitacién, y se formédé un precipitado de co’ >r
amarillo profundo La suspensién se agitdé a temperatura
ambienle durante una hora antes de ser verlLida en una soluciun
de amoniaceo acuoso (100 ml) y acetato de amonio (ca 5 g) lLas
capas se separaron y la capa acuosa se lavd con éter dietil.co
(3 x 50 ml) Los orgénicos combinados se lavaron con soluciédn
salina saturada (3 x 100 ml), se secaron (MgSO4) y el solvente
se removid en vacio para dejar un liquido de color amar.llo

oSCuro

1HNMR (400 MHz, CDCl,) 0,98 (6H, s), 1,59 (2H, m), 1,88 {2H,
m), 2,14 (2H, m), 2,26 (20, m)
IR (pelicula) wvacm™* 2956, 1711 (C=0), 1457, 1368, 1292, 1226,

1076

Paso a1 Etil ester del acido 2-ciano-5,5-dimetil-3-propil-

hex-2—-enoico

A una soluciédn de 3,3-dimetilciclohexanona (4 g, 0,032 mol) en
tolueno (25 ml), se agregd ciranoacetato de etilo (3,37 nl,

0,032 mol, 1 eq ), acclalo de amonio (0,24 g, 0,003 mol, 7,1



65 1?15,

eq ), y 4cido acélico (0,36 ml, 0,006 mol, 0,2 eq ) La
solucidn de color amarillo se calenlid a reflujo mientras se .a
unia a una Lrampa de Dean-Stark, y se continud calentando
hasta que ya no hubo agua condensada en la trampa Después d
enfriar, la solucidén de color naranja se lavé con agua (3 x 75
ml} y la capa organica se secd (MgSOQO4) La filtracién y la
remocidn del solvente en vaclio dieron el producto crude cono
un liquido de color naranja profundo La purificaciédn se logréd
mediante destilacidn de Kugelrohr para dejar la mezcla «ae
productos c¢is y trans como un liquido de color amarillo

palido, punto de ebullicién 160°C-170°C, 4 mbar (5,83 g, 83%)

'"H NMR (400 Milz, CDCl;) 0,96, (6H, s, 2x Me), 1,34 (6H, m, 2x
Me de éster)}, 1,49 {4H, w), 1,75 (2H, qgquan , J 6,4), 2,46 (2H,
s), 2,60 (211, L, J = 6,4 Hz), 2,80 {21, s), 2,93 (2H, t, J=6,4
Hz), 4,27 {(4H, m)

MS (CI) z/e 222 (MY1)

IR (pelicula) vpem' 2958, 2870, 2224 (CN), 1731 (C=0), 1u06
(C=C), 1277, 1223

Andlasis Cj3HpgOzN Calculado C 70,56 H 8,65 N 6,32

Hallado C 70,35 H 8,79 N 6,25

Paso 111 1l1-Cianometail-3,3-dimetil-caiclohexanocarbonitrilo
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A una solucldédn del etil éster del Acido 2-ciano-5,5-dimetil 13-
propil-hex-2-enoico {1,26 g, 0,006 mol) en etanol (100 ml) y
agua (4 ml) se agregd cianuro de sodio (0,28 g, 0,006 mol, 1
eq ) La solucién amarillenta se calenté a reflujo durante 8
horas y luego se enfrid, durante cuyo tiempo se formg un
precipitado blancuzco

La suspensidn se filtrd bajo vacio y el filtrado se acidifl &
con gas de IIC1 hasla que e]l] pH fue de aproximadamente 2 Ta
mezcla luego se filtro 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 rapida, después de la adsorcién
del producto crudo sobre silice, eluyendo con 0%-50% de EtOAc
en heptano, dio el bainiatrilo como un sélido incoloro (0,57 g,
57%)

' NMR (400 MHz, CDCl;) 0,99, (3H, s, Me), 1,13 (1H, td, J
13,2, 4,2), 1,21 (3H, s, Me), 1,32 (2H, m), 1,54 (1H, m), 1,82
{(3H, m), 2,15 (1H, m), 2,65 (2H, s, CH,CN)}

B¢ NMR (400 MHZ, CDCla) 19,61, 25,17, 30,79, 31,18, 33,77
34,79, 35,37, 37,92, 46,26, 115,06, 122,19

MS (CI) z/e 177 (M'+1)

IR (pelicula) va,cm™® 2988, 2937, 2237 (2x CN), 1749, 1456,
1423, 1369, 1202, 1180, 1031, 972

Analisis CjH;gN2 Calculado C 74,96 H 9,15 N 15,89

Hallado C 75,08 H 9,32 N 15,80
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Paso iv, Etil ester del acido {1-ciano-3,3~damets .-
ciclohexil) ~acetico

1-Cianometi1l-3, 3-dimetil-ciclohexanocarbonitrilo (0,50 g, 2,84
mmol) se disolvio en etanol absolutq (20 ml) a temperatura
ambiente y luego se enfribé a 0°C Se agregd tolueno (20 ml) a
la solucién y luego la mezcla de la reaccidédn se acirdificd
pasando gas de HCl a través de ella a una velocidad suave
durante ca 45 minutos El matraz fue detenido luego y se lo
dejo en reposo a temperatura ambienle durante 24 horas

La solucidén de color amarillo fue dividida entre el acetato de
etilo vy el agua y las capas sSe separaron La capa acuosa se
extrajo con acetato de etile (3x 30 ml) y los organicos
combinados se lavaron con una solucidn de carbonato de
hidrégeno de sodio salurado acuoso (3x 50 ml), seclucién salna
(3x 50 ml), se secaron (MgSQ4) y el solvenLe se removid bejo
presldén reducida para dejar un liquido de color amarillo
pdlido (0,59 g, 93%)

'H NMR (100 MHz, CDCl;) 0,94, (3H, s, Me}, 1,16 (3H, m), 1,21
(3, s, Me), 1,29 (3%, L, J 7,2, CH,CHa), 1,50 (1H, m), 1,65
(l1H, dL, J 14,4, 7,6G6), 1,84 (1lil, qtL, J 13,3, 3,2), 1,96 (1H,
gat, J 13,7, 2,2), 2,16 (14, m), 2,48 (1H, d, J 15,6, C-2H),
2,54 (1H, d, J 15,6, C-28), 4,20 (211, q, J 7,2, CHaCHj,)

Ic NMR (400 MHZ, CDCly) 14,21, 19,65, 25,42, 31,03, 34,01,
34,14, 36,08, 38,44, 16,14, 46,80, 61,02, 123,67, 169,00

MS (CI) z/e 224 (M'rl)
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1R (pelicula) vauxcm™' 2998, 2937, 2868, 2234 (C=0), 1447,
1372, 1217, 1181, 1154, 1026
Andlaisais C13”21N02 Calculado C 69, g2 1 9'43 N 6, 27

Hallado C 69,63 H 9,45 N 6,15
Paso v 7,7-Dimetil-2-aza-aspiro{4d S5]decan-3-ona,

Ctil éster del &acido (l-ciano-3,3~dimetil-ciclohexil)-acético
(0,5 g, 2,23 mmol) se hadrogend en amoniaco etandlico (60 ml)
con niguel Raney como catalizador (ca 0,25 g) a 50°C y 50 psa
durante 48 horas

El catalizador luego fue removido por filtracién a través de
Celita, y el solvente fue removido en vacio para dejar un
sélido cristalino de color verdoso

La cromatografia de columna rdpida, eluyendo con 0%-100% de
acetato de etilo en heptano, dio la laclLama pura como un

86lido incoloro (340 mg, 84%)

'H NMR (400 Mz, CDClj;) 0,89, (3H, s, Me), 0,92 (3H, s, Me),
1,25 (2H, m), 1,36 (21, m), 1,51 (34, m), 1,68 (1H, s), 2,18
(1H, d, J 16,4, CHzNH), 2,24 (11, d, J 16,8, CHzNH), 3,15 (2R,
s, CH2CO)

3¢ NMR (400 MHZ, cCDCl;) 19,16, 29,88, 30,36, 31,28, 36,57,
39,05, 39,61, 44,58, 49,54, 54,79, 17,72

MS (CI) 7/e 182 (M'11)
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IR (pelicula) vpcm® 3203, 3100 (NH), 2914, 2860, 1698 (C=0),
]

1486, 1374, 1317, 1289, 1257, 1076

Analisis C;1H;gNO Calculado C 72,88 H 10,56 N 7,73

Hallado C 72,38 H 10,47 N 6,7,56

Paso w1 Clorhadrato del acado (l~aminometil-3,3-daimetil-

ciclohexail) ~acetico

7,7-Dametil-2-aza-espiro[4 5S]decan-3-ona (0,3 g, 1,66 mmol) se
disolvié en una mezcla de IICl ({concentrado, 5 ml) y agua (5
ml), y la solucidén incolora resultante se calenté a refl ijo
durante 20 horas La solucién se enfrié y luego fue divid da
entre agua y diclorometano y las capas separaron La c.pa
acuosa se lavo con diclorometano (3x 20 ml) y el agua/HCl se
removlié mediante evaporacién rotativa para dejar el producto
crudo como un sélido blancuzco La trituracidén de este séblido
con acetato de etilo y la filtracidédn del producto dio la sal
de clorhidrato del acido (l1-aminometil-3, 3-dametal-
ciclohexil)-acélrco como un sdlido incoloro (140 mg, 42%, 64%
basado en el material iniciral recuperado]

'Y NMR (400 MHz, DMSO) 0,90, (3H, s, Me), 0,92 (3H, s, Me),
1,15-1,49 (8H, m), 2,45 (2H, s, CHxCO3H), 2,90 (2H, br q, J
13,5, CHzNH;), 7,96 (3H, bxr s, NHi), 12,36 {1H, br s, OH)

IR (pelicula) vacm' 2930, 1728 (C=0), 1272, 1123
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Analisis C; H2aNO,Cl Calculado € 56,04 I 9,41 N 5,94

Hallado C 55,79 11 9,61 N 6,23

EJEMPLO 4 Clorhadrato del acido (Lt)-({trans)-(l-aminometil-3,4~

dimetil-caclopentl) ~acetico

+/-(4n) +/.(4|.) +’-(4l=)
el lJ 0,11 : ,N ('")
(IV)
-4 H-(4d)

Reactivos (1) rIrietllfosfoncacetato, NaH, (11) MeNOz, DBusN‘F-,

Paso Saintesis del Etil éster del acido (1) (trana)-(3,4-

damatil-ciclopehtilideno) ~acetico (4b)

Se suspendid Nall (dispersiébn al 60% en aceite, 737 mg, 18,42
mmol), Letrahidrofurano seco (50 ml) y se enfrid a 0°C Se
agregd LrietLilfosfonocacelato (3,83 ml, 19,30 mmol) y la mezcla

se agitdé a 0°C durante 15 minuLos Se agregd luego la cctonn
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(+/-)-(4a) (1,965 g, 17,54 mmol) en THF (10 ml) y se d.36
calentar la mezcla a la temperatura ambiente Pasadaa 2 horauas,
la mezcla fue dividida entre éter dietilico (200 ml) y agua
(150 ml) La fase orgdnica se separd, se lavé con solucaion
salina, se secd (MgSO4) y el solvente se removid en vacio El

residuo se purificd mediante cromatografia rédpada (silice,

acetato de etilo heptano 1 9) para dar 3,01 g (94%) de (4b)

como un aceite incoloro

Iy NMR 400 MHz, {(CDCla) & 1,01, (3H, d, J=6 Hz), 1,03 (3H, d,
J=6 Hz), 1,26 ({(3H, t, J=7 Hz), 1,49 (24, m), 2,07 (1lH, m),
2,24 (1H, m), 4,13 (2H, g, J= 7 Hz), 5,72 (1lH, s)

MS (CI*) m/e 183 (M+1)

Paso 11 Sintesis del Etil aster del Acido (t) (trans)-(3,4-

daimetil-l~nitrometil-ciclopent1l)-acetico (4c)

EL1l éster del &acado (*) (trans)-(3,4-dimetil-ciclopentilideno)-
acélico (4b) (2,95 d. 16,2 mmol) se disolvid en
tetrahidrofurano (10 ml) y se agitd a 70°C con nitrometano
(1,9 ml, 35,2 mmol) y fluoruro de tetrabutilamonio (1,0 M en
tetrahadrofurano, 22 ml, 22,0 mmol) Pasadas 6 horas, lamezla
se enfrio a temperatura ambiente, se diluyd con acetato de

etilo (50 ml) y se lavé con HClL 2N (30 ml) y 1luego con
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solucién salina (50 ml) La fase organica se recogid, se secd
{(MgS04) y el solvente se removio en vacilo El residuo se
purrficé medianLe cromatografia répida (silaice, acetato e

elilo, heptano 1,9) para dar 1,152 g (29%) de un aceite claro

'H NMR 400 MHz, (CDCl3) & 0,98, (61, d, J=6 Hz), 1,10-1, 33
(54, m), 1,47 (2, m), 1,87 (1H, m), 2,03 (1H, m), 2,57 (2H,
ABq, J = 16,38 Hz), 4,14 (2H, q, J= 7 Hz), 4,61 (2H, ABq, J =
12,60 Hz)

MS (ES*) m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm™* 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Paso 111 Sintesis de la (1) - (trans)-7,8-Dimetil-

espiro[4 5]nonan-2~-ona (4d)

El et1l éster del acido (t)-({trans)-{3,4-dimet1l-"'-
nitrilometil-caiclopentil)-acético (4ec) (1,14 g, 4,7 mmol) -e
disolvié en metanol (50 ml) y se agitd sobre catalizador de
niquel Raney bajo una atmésfera de hidrégeno (40 psi) a 30°C
Pasadas 5 horas, el catalizador se xremovid por filtracidn a
través de celibta ©C1 solvente se removio en vaclio para dar 746
mg (95%) de un aceite de color amarillo palide que .e

solidifico en reposo
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'H NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,98, (6H, d, J=6 Hz), 1,32 (2H, m),
1,46 (2H, m), 1,97 {24, m), 2,27 (2H, MBg, J = 16,27 Hz), 3,23
(2H, s), 5,62 (1H, br s)

MS (CS*) m/e 168 (M+1)

IR (pelicula) v cm™® 1451, 1681, 1715, 2948, 3196

Paso iv, Sintesis del eclorhiadrato del acade (f)-(trans)-{(1l-

aminometil-3,4~dimetil-ciclopentil) ~acetico

La (t)-(trans)-7,8-dimetil-espirco[4 4)nonan-2-on (4d) (734 mg,
4,40 mmol} se calentd a reflujo en una mezcla de 1,4-dioxano
(5 ml) y HCL a 6N (15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla se
enfrid a la temperatura ambiente, se diluyé con agua (20 ml) y
se lavé con diclorometano (3 x 30 ml) La fase acuosa se
recogid y el solvente se removid en vacio El residuo se
trituré con acetato de etilo para dar 675 mg (69%) de un
s6lido blanco despues de la recoleccidédn y el secado

'H NMR 400 MHz, (CDCls) b 0,91, (6H, d, J=6 Hz), 1,1B (2H, m),
1,42 (2H, m), 1,72 (1H, m), 2,42 (2H, ABg, J = 16,24 Hz), 2,90
{(2H, ABq, J= 12,34 Hz), 12,34 (1H, br s)

MS (CS*) m/e 186 (M+l1 para la base libre)

EJEMPLO 5 Cloxhidrato del acido (cas/trans) - (3R)-{(1~

amainometil~-3-metil-ciclopentil)-~acatico (5)

L
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Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (ii) MeNOa, Bu,N'F",

{(111) Ha, Nai, (av) HCl

Paso a1 Sintesis dal Etil aester del Acido (R)-(3-matil-

ciclopentilideno) -acetico

NaH (dispersién al 60% en aceite, 1,86 g, 46,5 mmol) se
suspend1dé en tetrahidrofurano seco (40 ml) y se enfrid a 0°C

Se agregé trietilfosfoncacetato (9,69 ml, 48,8 mmol) y la
mezcla se agité a 0°C durante 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 la temperatura ambiente

Pasadas 2 horas, la mezcla fue dividida entre éter dietilico
(200 ml) y agua (150 ml) La fase organica se separd, se lavd

con solucidn salina, se secd (MgSOs) y el solvente se removid
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en vacio Ll residuo se purificé mediante cromatografia répida
(s1lice, acetatc de etilc heptano 1 9) para dar 5,45 g (70%)
de (2) como un aceite incoloro

'H NMR 400 MHz, (CDCly) & 1,04, (3H, m), 1,27 (3H, t, J= 7
Hz), 1,80-2,74 (7H, m), 2,90-3,15 (1H, m), 4,13 (2H, q, J = 7
Hz), 5,76 (1H, s)

M5 (C1') m/e 169 (M+1)

IR (pelicula) v cm™' 1205, 1371, 1653, 1716, 2955

Paso 11 Saintesis del Etil ester del acido (cis/trans)-(3R)-

{3-metil-1l-caiclopentil)-acatico (5c)

Eti1l ester de &cido (R)-{(3—-metil~ciclopentilideno}-acético
{Sb) (3,0 g, 17,8 mmol) se disolvid en tetrahldrofurano (20
ml) y se agilé a 70°C con nitrometano (1,92 ml, 35,6 mmol) vy
fluoruro de tetrabutailamonio (1,0 M en tetrahidrofurano, 25
ml, 25,0 mmol) Pasadas 18 horas, la mezcla se enfrid a la
temperatura ambiente, se diluydé con acetato de etile (50 ml) ¥y
se lavé con RHCl 2N (30 ml} y luego con solucidén salina (50
ml) La fase organica se recogid, se secd (MgSQ,) y el solvente
se removié en vaclo Ll residuo se purificé medianle
cromalografia rdpida (silicc, acetato de etilo heplanco 1 9)

para dar 2,00 g (49%) de un aceale claro
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'H NMR 400 MMz, (cbCly) § 1,02, (3H, d, J= 6 Hz), 1,08-1,37
(54, m), 1,59-2,17 (5H, m), 2,69 (2H, m), 4,15 (2H, q, J = 7
Hz), 4,64 (2H, s)

MS (ES*) m/e 230 (M+1)

IR (pelicula) v em™ 1183, 1377, 1548, 1732, 2956

Paso 111 Sintesis de la (cis/trans) - (7R) ~7-Met. 1~

@espiro[4 4]nonan-2-ona (5d)

Etil éster del 4&cido (cis/trans)-(3R)-(3-metil-l-nitromet.l-
ciclopentil)-acético (5e¢) (1,98 g, 8,66 mmol) se disuelve en
metanol (50 ml) y se agita sobre catalizador de niquel Raney
bajo una atmosfera de haidrégeno (40 psi) a 30°C Pasadas 18
horas, el catalizador se remueve mediante filtracién a traivés
de celita L[l solvente se remueve en vacio y el residuo se
purifica mediante cromalografia rapida (silice, acetato de
etilo heptano 1 1) para dar 1,05 g (79%) de un sbélide blanco

'H NMR 400 MHz, {(CDCl,) & 1,03, (34, 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 (CS*) m/e 154 (M4l)

IR (pelicula) v cm! 1695, 2949, 3231
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Paso i1v Sintesis del Clorhidrato dal acido (cis/trans)-(3R)-

(l-aminometil-3-metil-ciclopentil)-acético (5)

La (cis/trans)-(7R)-7-melil-espiro[4 4]nonan-2-ona (5d) {746
mg, 4,88 mmol) se calenté a reflujo en una mezcla de 1,4~
dioxano (5 ml) y HCl a 6N {15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla
se enfria a la temperatura ambiente, se diluye con agua (20
ml) y se lava con dicloromelanoc {3 x 30 ml) La fase acuosa se
recoge y el solvente se remueve en vacio El residuo se
tritura con acetato de etilo para dar un sélido blanco que se
recoge Yy Se seca Lsto sc craistaliza desde acetato de
etilo/metanol para dar 656 mg (65%) de (5) después de la
recoleccién y el secado

!4 NMR 400 MHz, (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, cas/trans),
2,94 (2H, m), 7,96 {(3H, br s8), 12,35 (1H, br s)

MS (ES*) m/e 172 (M+l para la base libre)
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EJEMPLO 6 Clorhaidratco del &aczdo (+)-(trans)-(l-amincmetil-

3,4~-damet1rl-ciclopentil) ~acético

CO o.N O B
| 1
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| L
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{6a) ({15}
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Hene N co u lf//;m
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Reactivos (L) lrietilfosFonoacelato, Nall, (i1) MeNOaz, BuN*F-,

(111) Hz, Ni, (av) HCl

Paso i Saintesis del Etil éster del &cilido (cas)-(3,4-dimetail-

ciclopentilidenc) —acetaco (6b)

NaH (dispersién al 60% en aceite, 519 mg, 12,26 mmol) se
suspendié en tetrahidrofurano seco (30 ml) y se enfrid a 0°C

Se agregd traietilfosfonoacelato (2,68 ml, 13,5 mmol) y 1la
mezcla se agité a 0°C durante 15 minutos Luege se agregd
(3S,4R) -3, 1-dimetil-ciclopentanona (6a) (1,21 g, 10,80 mmol)

en THF (10 ml) y la mezcla se dejdé calentar a la temperatura
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ambiente Pasadas 2 horas, la mezcla fue dividida entre éter
dietailico (200 ml) y agua (150 ml) La fase orgé&nica se
separo, se lavé con solucién salina, se secdé (MgSOs) y el
solvente se removid en vacio L1 residuo se purificé mediante
cromatografia rapida (sillice, 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 = € 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, s)

MS (CI*) m/e 183 (M+l)

IR (pelicula) v cm™' 1043, 1125, 1200, 1658, 1715, 2959

Paso 11 Sintesis del Etil éster del &cido (trans)-(3,4-

dimetil~l-nitrometil-ciclopentil)-acetico

Etil éster del 4&cido (cis)-(3,4-dimetil-ciclopentilideno)~
acétrco (6b) {1,384 g, 7,60 mmol) se disolvaié en
tetrahadrofurano (10 ml) y se agitéd a 70°C con nitrometano
(0,82 ml, 15,2 mmol) y fLluoruro de telrabutilamonio (1,0 M en
tetrahidrofurano, 11,4 ml, 11,4 mmol) Pasadas 6 horas, 1la
mezcla se enfrlé a la temperatura ambiente, se diluyd con
acetato de etilo (50 ml) y se lavdé con HCl a 2N (30 ml) y
luego con solucion salina (50 ml) La fase orgdnica se
recoglLd, se secd (MgSO4) y el solvente se removid en vacio El

residuo se purificdé medianle cromatografia rapida (silice,
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acelalo de elilo hepLano b 9b) para dar 0,837 g {(45%) de an
aceile claro

' NMR 400 MHz, (CDCl;) & 0,91, {6H, d, J = 6 Hz), 1,21-1,39
(S5H, m), 1,98 (2H, m), 2,18 (2H, m), 2,64 (21l s), 4,15 (2H, ¢q,
J =7 Hz), 4,61 (?H, s)

MS (CS') m/e 244 (M+1)

IR (pelicula) v cm™ 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Paso 111 Saintesias de la (trans)-7,8-Dimetl-espizc[4 4]nonan-—

2-ona (6d)

Ctil ester del acido {Lrans)=-{(3,4-dimetil-1-nitrometil
ciclopentil)-acético (6e) (0,83 g, 3,4 mmol) se disolvid en
metanol (30 ml) y se agitdé sobre catalizador de nigquel Raney
bajo una almésfera de hidrogeno (40 psi) a 30°C Pasadas 4
horas, el catalizador se removidé medrante filtracién a través
de celita El solvente se removid en vaclo para dar 567 mg
(99%) de un aceite de color amarillo pélido gque solidificé en
reposo

'H NMR 400 MHz, (CDCla) & 0,91, (6ll, d, J = 6 Hz), 1,91 (2H,
m), 2,10 (24, m), 2,32 (211, s), 3,18 {21, =), 5,61 (1lli, br 1)
MS (CS') m/e 168 (Mt1)

IR (pelicula) v cm™ , 1304, 1450, 1699, 2871, 3186
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Paso 1v Santasas del Clorhidrato del acaidoc (trana)-(1-
aminometil-3,4-dimatil-ciclopantil) ~acético (6)

La (trans)-7,8-Dimetil-espiro(4 4]nonan-2-ona (6d&) (563 mg,
4,40 mmol) se calentd a reflujo en una mezcla de 1,4-dioxano
(5 ml) y HCl a 6N (15 ml) Pasadas 4 horas, la mezcla se
enfrié a la temperatura ambiente, se diluyé con agua (20 ml) vy
se lavdé con diclorometano (3 x 30 ml} L fase acuosa se
recogid y el solvente se removid en vacio El residuo se
traturdé con acetato de etilo para dar un sélido blanco que se
recogld y se secd Esato se recristalizd desde acetato de
etilo/metanol para dar 440 mg (59%) de (6) después de la
recoleccidn y el secado

4 NMR 400 MHz, (de-DMSO) & 0,84, (6H, d, J = 6 Hz), 1,21 (2H,
m), 1,81 (2H, m), 2,06 (2H, m), 2,47 (2H, s), 2,89 (2H, as),
7,94 (3H, br s), 12,30 (1lH, br s)

MS (ES') m/e 186 (M+l para la base libre)

EJEMPLO 7 Clorhidrato del acaido (+)-(transa)-{(l-aminometil-

3,4~-dimetil-ciclopantil) -acetico
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Reactivos (1) Trietilfosfonoacetato, NaH, (11) MeNO;, BuN'F-,

(211} Ha, Ni, (1v) HCl

La (35,4S8)~3,4-Dimetil-ciclopentanona (7a) es conocida en la
bibliografia y puede ser sintetizada mediante los métodos
descriptos en ella Y KalLo, Chem Pharm Bull, 1966,14 1438~
1439 y referencias relacionadas W C M C Kokke, F A
Varkevisser, J Org Chem , 1974,39 1535, R Baker, D C
Billangton, Iwanaga, H Yamamoto, Tet Lett , 1986,27 4507, G
Sclladie, 0 Lohse, Tet Asymm , 1993,4 1547, A Rosenquaist,
I Kvarnstrorn, S8 C T Svensson, B Classon, B Samuelsson,
Acta Chem Scand , 1992,46 1127, E J Corey, W Su, Tet
Lett , 1988,2% 3423, D W Knight, B Ojhara, Tet Lelt ,

1981,22 5101
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Paso i Santesis del Etil ester del acado (trans)-(3,4
dimetil-ciclopentilideno) —acetico (7b)

A una suspensiédn de hidruro de sodio (1,3 g, 32,5 mmol) en THI
(60 ml) bajo nitrégeno a 0°C, se agregd trietilfosfonoacetatc
{6,5 ml, 32,7 mmel) durante 5 minutos Después de agita:
durante otros 10 minutos, se agregd una soluciédn de (35,4S)-
3,4-dimet1il-ciclopentanona (7a) (aproximadamente 2,68 g, 3(
mmol} en THF) (2 x 10 ml), a la solucidn que ahora es clara j
se removid el bafio de hielo Pasadas 4 hora, se extinguibd la
reaccidén vertiendo en agua (100 ml) y la mezcla se extrajo cor
éler (400 ml) La fase orgénica se enfrid con socluciédn salina
saturada (100 ml), sc¢ secd y se concentrd en vaclo Le
cromatogralia de columna (10 1 heptano/acetato de etilo) dic
el producto como un aceite (4,53 g) {aproximadamente 91% de
rendimiento)

1 NMR 400 Mz (CDCli) & 1,01 (3H, d, J = 6 Hz), 1,03 (3H, d,
J=6 Iliz), 1,26 (3H, £, J =7 lz), 1,49 (2H, m)}, 2,07 (1H, m),
2,24 (1 H, m), 2,61 (iIt, m), 4,13 (21, g, J = 7 Uz}, 5,72 (1lH,
s)

MS (CI") m/c 183 (M+1)

Paso i1 Etal asterx deal acado (trans)-(3,4-dimetil-1-

nitrometil-ciclopental)-acetico (7c)
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A una solucidn del etil ésler del Acido (trans)-(3,4-dimetil
ciclopentilideno)-acético (7b) (4,24 g 23,3 mmol) en THF (1-
ml), se agregd TBAI (32 ml, de una solucidén a 1 M en THF, 3~
mmel) y luego nitrometano (3 ml) y la reaccidén se calenLéd
60°C durante 8 horas Después de enfriar, la mezcla de 1.
reaccidn se diluyd con acetato de etilo (150 ml) y se lavd co
HCL 2N (40 ml) y luego con solucién salina saturada (50 ml)
La cromatcografia 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), 1,10-1,3¢
(5H, m), 1,47 (20, m), 1,87 (1H, s}, 2,03 (1H, s), 2,57 (2H,
ABq, J= 16,38 Hz), 4,14 (2H, q, J= 7 Hz), 4,61 (2H, ABq, J=
12,60 Hz)

MS (ES*) m/e 244 (M}1)

IR (pelicula) v cm™ , 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Paso 111 Saintesis del Clorhaidrato del acido (+)-(trans)-(1l-

aminometil-3,4-dimetil-ciclopentil) -acetico (7)

Una solucidn de elil ésler del &cido (trans)-(3,4-dimetal-1-
nitrometil-ciclopentil)-acclico (7e) (3,5 g, 11,4 mmol) en
metanol (100 ml) en la presencia de una esponja de Ni se
hidrogend a 30°C y a 50 psi durante 4 horas L[l fillrado del
catalizador y la conceniLracié4n en vacio dio una mezcla de 2?2 1

de lactama y aminoéslLer, 2,53 g, calculado como 96%, que sc
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usé sin purificacién CsLa mezcla (2,53 g, 13,8 mmol) e

dioxano (15 ml) y HC1 a 6N (45 ml) se calentd bajo refluj

(baflo de aceite = 110°C) duranie 24horas Después de enfriac
diluir con agua (60 ml), la mezcla se lavé con diclorometan:
(3 x 50 ml) y luego se concentré en vacio El aceit:
resultante se lavdé con acetato de etile y luego cor
diclorometano para dar una espuma pegajosa gue se secd pare
dar el producto como un polvo blanco (2,32 gq) (Rendaimiente

del 76%)

ap(23°C) (H,0) (c=1,002)=+28,2°

IH NMR 400 MHz (d¢g-DMSO) & 0,91 (6H, d, J = 6 Hz), 1,18 (2H,
m), 1,42 (24, m), 1,72 (1H, m), 1,87 (1H, m), 2,42 (2H, ABqg, J
= 16, 24 lz), 2,90 (2H, ABq, J = 12, 34 Hz), 8,00 (3H, br s),
12,34 (1H, br s)

MS (ES*) m/c 186 (M+1 para la base libre)
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EJEMPLO 8 Clorhidrato del acado 1a,3[},5B~(l-aminometil-3,5-

dimetil-ciclohexil) ~acetico

Ao S =N

(8a) (8h) (8c)
COE °
loz ! HNf HCl NHy COH
NC |
2
d Sy - . -
(8d) (8c) ®)

Paso 1 8Sintesis del Etil éster del #&cido 2-giano-({3R,53)-
3,5~dimetil-caiclohexilidenc) ~acetico (8b) Cis-3,5-
dimetilciclohexanona (Ba, 15,78 g, 125,0 mmol) se disolvid en
tolueno (150 ml) y se tratd con acetato de amonio (0,96 g,
0,099 mmol), é&cido acético (1,4 ml, 0,195 mmol) y etil
ciranoacetato (14,04 g, 99,2 mmol) La reaccidédn se calentd a
reflujo toda la noche con una trampa de Dean-Stark, luego se
enfrié a temperatura ambicnte y se lavd con HO0 (3 x 50 ml) La
capa acuosa se lavdé nuevamente con tolueno (2 x 50 ml) Las
capas organicas, Sse secaron sobre Na.SO, y se concenlraron El

residuo fue sometido a cromaLografia sobre gel de siliace
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eluyendo con 5% de LtOAc/hexano para dar 22,0 g (80%) del

producto deseado como un acelte claro

M5 222,1 (M4l para C;3H;oN;02), un ageite, TLC S10;, Ry 0,40
(9 1 hexano/ELOAC) Analisis (C;3H;sN;02) (Cal ) C 70,56, H
8,68, N 6,33 (hallado) C 70,74, H 8,68, N 6,33 !H NMR
(CDC1l,) & 0,83-0,95 (m, 1 H), 1,01 (t, 6 H, J = 6,1 Hz), 1,32
(¢, 3 H, J=17,3 H?), 1,48-1,85 (m, 5 H), 2,97-3,02 (m, 1 H),

3,92 (dd, 1 H, J =12,2, 2,2 Hz), 4,24 (q, 2 H, J = 1,1 Hz)

Paso a2 Sintesais del 1a,3f},5{i~1-Cianometil-3,5-dimetarl-

ciclohaxanocarbonitrilo (Bc)

El etil ésler del acido 2-crano-{({3R,55)~3,5~-dimetil-
ciclohexilideno)-acético (8b, 6,64 g, 30,0 mmol) se disolwvid
en EtOH (60 ml) y se agrego a una suspensidn de NaCN (1,47 «,
30,0 mmol) en EtOH / H0 (100 ml / 8 ml) La reaccidn se
calento a reflujo Loda la noche, luego se enfrié a la
temperatura ambiente, se filtré y se concentrd en vacio para
dar un aceite claro que se solificé bajo vacio El resaduo
fue sometido a cromatografia scbre gel de silice eluyendo con
4 1 hexano/EtOhAc para dar 4,05 g (77%) del producto deseado

como un sbélido pegajoso, blanco
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MS no se observd ningun 1on de M+l (Cy;HigN2), un aceate, TLC
$102, Re 0,31 (4 1 hexano/LCtOAc). Analisis {CijHigN2) (Cal ) C
74,96, H 9,15, N 15,89 (hallado) C 74,81, H 9,25, N
15,65 'H NMR (CDCli) & 0,58 {dd, 1H,. J= 24,9, 12,2 Hz), 0,96
(d, 6 H, J = 6,6 Hz), 1,03 {(t, 2H, J = 12,9 Hz), 1,75-1,90 {m,

3H’, 2,01 (d; ZH, Jg= 11;5 HZ), 2, 65 (5, ZH)

Paso 111 Sintesis del Clorhidrato del é&cado 1la,3p,5p-(1-

aminometil-3,5-dimetail-ciclohexil)-acetico (Bd) la, 33, 5p-1-~
Cianometil-3,5-dimelil~ciclohexanocarbonitrailcoc (8c, 5,51 g,
31,26 mmol) se <disolvid en LCtOll (80 ml) y tolueno (80 ml), se
enfrid a 0°C y se saturd con gas de (Cl La solucién fue
detenida y agitada Lloda la noche a temperatura ambiente, luego
conentrada en vaclo para dar el imino éster crudo como un
sélido blanco Este material crudo se traiturd con Et0 (150 ml)
y sSe secd bajo vaclo, a temperalura ambiente, luego se
exLrajo con LtOAc (3 x 100 ml) Las capas orgéinicas se
combainaron, se lavaron con solucion salina, se secaron sobre
N2,SO0y Yy se concentraron El residuoc fue sometido a
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 61
hexano/LtOAc para dar 5,/8 g (83%) del produclo descado como

un acceite claro
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MS 224,1 (M+1 para Cji3Hz1N:02), un aceite, TLC Si0;, R 0,3
(6 1 hexano/LCL0OAc), Analisis (C;aHp;™M03) (Cal ) C 69,92, H
9,48, N 6,27 (hallado) C 70,03, K 9,45, N 6,30 'H NM:
(ChCl,) 8 0,53 (dd, 1 H, J = 24,9, 12,0 Hz), 0,91 (d, 6 H, J
6,6 Hz), 1,27 (1, 3 H, J = 7,1 Hz), 1,70-1,76 (m, 1 H), 1,80
1,90 (m, 2 H), 2,02 {(d, 2 H, J = 12,9 Hz), 2,51 (s, 2 H), i,1t

(g, 2 H, J = 7,1 Hz)

Paso v Sintesais de la 5a,7p,90-7,9-Dimatil-2 aza-

espiro[4 5])decan-3-ona (Be)

Et1l éster del acido la, 3}, 58-(l-ciano-3,5-dimetil-cicloher1l)~-
acético (8d, 5,82 g, 26,1 wmnol) se disolvid en MeDH (150 ml),
se traté con 10% Rh/2% Pd/C (1,0 g) y se agitd bajo una
atmbsfera de Hz (50 psi) durante 28 h La reacciédn se filtrd y
se concentrd en vacio El residuo fue sometido a cromatografia
sobre gel de silice con un gradiente de 2 3 hexano/Et)Ac,
EtOAc, 5% MeOH/EtORc para dar 2,21 g (47%) del producto
deseado

MS 182,0 {M+l para C;H;sN,0;), punlLo de fusién 116°C-111i°C,
TLC 5102, Re 0,36 (6% MeOH/CHCl;), Analisis (CiiHi eN;O1) (Cil )
¢ 72,88, 1 10,56, N 7,73 {hallado) C 72,84, I 10,67, N
7,63 'H NMR (CDCl3) & 0,49 (ad, 1H, J = 24,4, 12,0 iz), 0,86~
0,93 (m, 8 H), 1,38-1,48 (m, 2 M), 1,60-1,71 (m, 3 U}, 2,09

(s, 2 H), 3,16 (s, 2 H), 5,79 (br, 1 H)
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Paso v Saintesis de la sal de clorhidrato del acaido la,3p,5p-

{l1-aminoemetil-3,5-dimetil-ciclohexil) -acético (8) La 5a,78,9p-
7,9-dimetil-2-aza-espiro[4 5)ldecan-3-ona {Ba, 0,52 g, 2,8
mmol) se Lraté con HCl a 6N (19 ml}) y se calentdé a refluj:
Loda la noche La reaccidén se enfrid a temperatura ambiente
con lo cual se formé un precipitado blanco El sélido s.
filtré, y el filtrado se enfridé a 0°C para lograr una segund.
cosecha de craistales, luego se filtrd nuevamente Los sélido
se combinaron y se secaron bajo vacio para dar 0,46 g (63%)

del producto deseado

MS 200,1 {(M+l para C;HzN;02), punto de fusiédn 179°C-180°C,
Andalisis (Cp3HN102 HC1l) (Cal ) C 56,04, H 9,41, N 5,94
(hallado) C 56,16, H 9,42, N 5,73 !!H NMR (CDs0OD) & 0,46-
0,53 (m, 1 H), 0,77 (¢, 1 U, J= 12,5 Hz), 0,85-0,91 (m, 7 H),
1,55-1,67 (m, 5 H), 2,11 (d, 2 H, Jd = 13,4 Hz), 2,36 (s, 2 H),

2,44 (s, 1 H), 3,14 (s, 2 1I)
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EJEMPLO 9 Sal de clorhadrato del acado 1la,3p,5B-(3,5~dimetal

l-propilaminometil-ciclohexil) —acético

Sal de clorhidrato del Acido 1a,3B,5p-(l-aminometal-3,5
dimetil-ciclohexil)-acético (B, 1,09, 4,2 mmol) se disolvid e
EtEOH (100 ml), se tratd con una soluclédn de hidrédxido de sodi¢
(1IN, 5 ml), propionaldehido (0,9 ml, 12,6 mmol) y 10% de Pd/(
(0,3g) y se agitd bajo una atmébsfera de Ha (50 psi) durante
h La reaccién se filtrd, se tratd con HCL/Et;0 (1 M, 10 ml)
se concentré en vacio [l residuo se traté con isopropanol
caliente (100 ml), el NaCl se filtrd, y la solucidn clara se
concentr® en vacio El product rudo se recristalizé desde 1-
PrOH/acetona/hexano (14 200 225 ml) y se secé bajo vacio para
dar Q0,136 g {12%) del producto deseado

MS 242,1 (M+1l para CjqH29N,02), punto de fusién 178°C-180°C,
Andlisis (C,4HzsN,0; HCL 0,27H,0) (Cal ) C 59,48, H 10,1B, N

1,95 (hallado) C 59,53, I 10,21, N 4,78 'H NMR (CDi0OD) &

0,52 (dd, 1 H, J

24,2, 12,0 Hz), 0,83-0,90 (m, 8§ H), 1,00
(t, 3 H, J = 7,6 Uz}, 1,61~1,80 {m, 7 H), 2,43 (s, 2 H), 2,98

(t, 2 H, J=7,817), 3,20 (s, 2 1)



o3 +€0
9

EJEMPLO 11 Sal de Clorhidrato del acido 1a,3p,5p~-(1

bencilamino-metil)-3,5-dimetil-ciclohexil-acatico

El Ejemplo 11 se sintetizé de acuerdo con el método de.
Ejemplo 9, salvoc que se usé benzaldehido en lugar dr
propionaldehido y que se uséd Et;0 para la recristalizacid
(rendimiento 30%)

MS 290,1 (M+l para C;gH;7N;102), punto de fusién 162°C-163°C,
Andlisis {CyeH27N;02 HC1 0,20H20) (Cal ) C 65,62, H 8,69, N
4,25 (hallado) € 65,60, H 8,71, N 4,31 H NMR (CDi0D) &
0,48 (dd, 1 H, J = 12,5 Hz), 0,79-0,90 (m, 8 H), 1,46 (br, 2
H), 1,64 (d, 3 H, J = 13,4 Hz), 2,42 (s, 2 H), 3,19 (s, 2 H),

4,23 (s, 2 H), 7,43-7,50 (m, 5 H)
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EJEMPLO 12 Sal de clorhidrato del &cido 1a,3pB,5B-(.

dimetilaminometil-3,5-dimetil-ciclohexil) -acatico

o]

\n/ YOH
HCI
- ™

Una solucidén de la sal de clorhidrato del A&cido 1la, 3B, S5Bp-(1-
aminometil-3, 5~dimetil~-ciclohexil)-acético (8, 0,20 g, 0,59
mmol) en EtOH (15 ml), soluciédn de hidroéxido de sodio (1 M,
0,59 mmol) y H20 (1 ml) se tratd con 20% de Pd/C (50 mg) y =

agité baje una almésfera de Hz (50 psl) durante 15 horas) 1.

n

reaccidén se filtrd, se tratdé con HCL/Et20 a 1 N (1 ml) y
concentrd en vacio El residuc se disolvi$é en 1-PrOH calient
(4 ml), se diluyd con acetona (100 ml) y Ctz0 (350 ml) y s
enfrié a 0°C L[l sélido se [1ltrd y se secd bajo vacio para

dar 103 mg (rendimiento del 70%) del producto cdeseado

MS 228,1 (M+1 para Cj;zH»N102), punto de fusién 195°C-196°C,

Andlisis (CializaN,0; HC1l 0,41H0) (Cal ) € 57,58, Il 9,97, N
5,16 (hallado) C 57,73, fi 9,71, N 4,91 'H NMR (CD30D) &
0,56 (dd, 1 H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0,89-0,92 (m, 8 H), 1,59-

1,75 (m, 8 H), 2,51 (s, 2 H), 2,95 (s, 6 H), 3,44 (s, 2 H)



1o/

EJEMPLO 13 Sal de clorhadrato del aoido 1a,3B,5B-(1

butilaminometil-3,5~-dimetil-ciclohexil) ~acatico

El ejemplo 13 se sintetizé de acuerdo con el método de
Ejemplo 9, salvo gque se uso butiraldehido en 1luga d:
propionaldehido (rendimiento del 4r8%)

MS 256,1 (M+1 para Ci;sHagN102), punto de fusién 184°C-145°C,
Analisis (C;sHzgMN;0, HC1l) (Cal ) € 61,73, H 10,36, N 4,80
(hallade) C 61,71, 11 10,21, N 4,72 'H NMR (CD,0D) & 0,5>
(dd, 1 H, J = 24,4, 12,0 Hz), 0©,86-0,99 (m, 11 H), 1,37 1,47
fm, 2 H), 1,60-1,75 (m, 7 1), 2,43 (s, 2 H), 3,02 (t, 2 H, J =

8,1 Hz), 3,20 (s, 2 H)

EJEMPLO 14 Sal de clorhidrato del acido 1a,3B,5p~{1-[(bercil~

metil-amino)-metil}-3,5-dimetil-ciclohexil}-acético
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El Djemplo 14 se preparo de acuerdo con el método del Ejenpl .
9, salvo que se usaron el analogo de N-bencilo (11) -
formaldehido como los materiales iniciales y gque se usd PtC
como el catalizador en lugar de Pd/C (rendimiento del 70%)

MS 304,1 {(M+1 para C;gHz9N;02), punto de fusién 209°C-21C°C
Analisas (C,gH2eM10; HC1 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, J = 24,4, 12,2 Hz)}, 0,79-0,92 (m, 9 H), 1,2
{br, 1 H), 1,56-1,82 (m, 4 H), 2,51 (dd, 2 H, J = 18,8, 18§,:
Hz) 2,85% (s, 2 H), 3,23-3,49 (m, 2 H), 4,37 (dd, 2 H, J =

31,7, 12,7 Hz), 7,45~7,54 (m, 5 H)

EJEMPLO 15 Sal de clorhidrato del &cido la,3B,5B-(3,5-dametil-

l-metilaminometil-ciclohexil) -acetico

HEGl

£l Kjemple 14 (0,11 g, 1,21 mmol) se disolvid en 95% de [ LOII
(50 ml), se Lratd con solucidn de hidrdxide de sodio (I N,

1,21 mmol) asi comoc 20% de Pd/C (0,1 g), y se agitd bajo una
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atmésfera de Hz (50 psi) durante 45 minutos La reacidn s>
Eiltro, se tratd con [CL/Ct20 (1 M, 1 ml), y se concentro e
vacio El residuo se tratd con iPr/OH caliente, el NaCl s
fi1ltx6é y la solucién se concentré en vacio El producto ctrud
se recrastalizé desde 1PrOH/acetona/hexano (7 150 110 ml) y s
secd bajo vaclio para dar 0,189 (63%) del producto deseado

MS 214,1 (M+1 para CjjHa3N;0;), punto de fusién 182°C-183°C,
Andlisis (Cj2H23N;0, HC1l H,0) (Cal ) ¢ 57,70, H 9,68, N 5,861
(hallado) C 57,47, H 9,58, N 5,35 H NMR (CD;0D) § 0,52
(dd¢, 1 H, J = 24,4, 12,2 Hz), 0,84-0,98 (m, 8 H), 1,57-1,72

{m, 5 H}, 2,38 (s, 2 W), 2,72 (s, 3 H), 3,21 (s, 2 H)

EJEMPLO 16 Acido 1la,30},5(-[1-(acetilamino-metil)~3,5~dametarl~

ciclohexail] ~acético

JL_:),.,“

El Ejemplo 8 (0,5 g, 21, mmol) se traté con HO (10 ml) y NOH
(0,56 g, 14,0 mmol), se enfrid a 0°C y se tratd con anhidrido
acético La reaccion se agitd toda la noche a temperatira

ambiente, luego se diluyd con CtOAc (100 ml) y se lavd con ICl
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IN (100 ml) La capa organica se secd sobre NazS0O, y =
concentré en vacio Cl material crudo fue somet.do
cromalografia sobre gel de silice eluyendo con E
MeOH/CHaCl, para dar 0,138 g (27%) del producto deseado c mo
acexrte que se solidificd bajo vaclo

MS 242,1 (Myl para C;3H2aNi103), punto de £fusidn 122°C-124°C
Analisas (C1aH23N;0;3) (Cal ) C 64,70, H 9,61, N 5,86
(hallado) ¢ 64,65, i 9,59, N 5,63 'H NMR (CDOD) & 0,4
(dd, 1 H, J = 23,7, 11,7 Rz), 0,81-0,87 (m, 9 H), 1,56 (d, °
H, J = 13,4 Hz), 1,65-1,76 (m, 3 H), 1,98 (s, 3 H), 2,18 (s,

H), 3,30 (s, 3 RH)

EJEMPLO 17 Sal de clorhidrate del acade 1a,3B,58-(1

(rsobutilamino-metil)-3,5-dimetil-ciclohexail] ~acético

\r\,,, on

HEl

El Ejemplo 17 se sintetizé de acuerdo con el método del
Ejemple 9, salvo que se usd 1sobutiraldehido en lugar de
propionaldehido (rendimienLo del 53%)

MS 256 (M+l para CisHzeN;02), punto de fusién 193°C-194°C, 'H

NMR (CDi;OD) & 0,53 (dd, 1H, J = 24,3, 12,5 Hz), 0,81-0,90 (m, 2
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M), 0,89 (d, 64, J = 6,4 Hz), 1,03 (d, 6H, J = 6,8 Hz), 1,57
1,71 (m, 51), 2,09 {m, 1 11), 2,49 (s, 2 H), 2,88 (d, 2H, J =

7,1 Hz), 3,19 (s, 2 H)

EJEMPLO 18 Sal de clorhadrato del acaido 1la,3f,58~[3,5-dimetsl-

1-(fenetilamino-metil)-~ciclohexil] ~acetico

HCI

ff

Cl Ejemplo 18 se sintetizé de acuerdo con el métedo del
Cjemplo 9, salvo que se usd fenilacetaldehido en lugar de
propionaldehido (rendaimiento del 16%)

MS 304 (M+1 para C;gH2eN102), punto de fusién 188°C-189°C,
Andlisls (Cj;sHzgN3102 HCLl) (Cal ) C 67,14, H 8,90, N 4,12
(hallado) C 66,94, H 8,91, N 3,98 'H NMR (CD0D) & 0,46
(dd, 1 H, J = 24,6, 12,3 Hz), 0,81-0,91 {(m, 8 H), 1,58-1,72
(m, 5 H), 2,50 (s, 2H), 3,04-3,08 (m, 2H), 3,26-3,30 (m, 4H),

7,23~-7,75 (m, 5H)

EJEMPLO 19 Sal de clorhidrato del acado 1la,3B,508-(3,5-dzmetil-

1-{ (3-fenil-propilamine) -matil]-ciclchexil)-acetico
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El ejemplo 19 se sintetizé de acuerdo con el método dei

Ejemplo 9, salvo que se usé hidrocinamaldehido en lugar dc
propionaldehido (rendimieniLo del 50%)

MS 318 (M+1 para CzoH:Ni02), punto de fusién 171°C-172°C

Anadlisas (CaoHmN;02 HCl) (Cal ) C 67,87, H 9,11, N 3,96
(hallado) C 67,83, H 9,13, N 3,78 !H NMR (CD;0D) & 0,57
(ad, 1 H, T = 24,6, 12,1 Hz), 0,80-0,90 (m, 2 H), 0,90 (d, 6H,
J = 6,0 Hz), 1,60-1,72 {(m, 5 H), 2,03-2,11 (m, 2H), 2,45 (s,
2H), 2,73 (¢, 24, § = 7,5 H2z), 3,06 (t, 2H, J = 7,7 Hz), 3,3

(s, 21}, 7,20-7,18 (m, 5H)

EJEMPLO 20 BSal de clorhadrato del acido {1-[(ciclobutilmetil-

amino) -metil] -ciclohexil}-acético
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El Ejemplo 20 se sintetizd de acuerdo con el Ejemplo 26, sal

porque se uso ciclobutano en lugar de 2-metilbutiraldehi

(rendimienLo del 70%)

MS 226 (M+1 para Cj;3Ha3N;02), punto de fusién 176°C- 77°C
Anadlisis {CjaH23N;02 HCl) (Cal ) € 59,64, H 9,24, N 5,2
(hallado) C 59,88, H 9,18, N 5,19 'H NMR (CD;0D) & 1,16
1,60 {(br, 10 H), 1,80-1,96 (m, 2 H), 2,21-2,40 (m, 4 H), 2,5

(s, 2H), 2,97 (s, 2H), 3,73 (M, 1 H)

EJEMPLO 21 Sal de <clorhidrato del #&cide 1la,3p,5H8-[1

(1sopxopilamino-metil)-3-dimetil-ciclohexil] -acético

N

El Ejemplo 21 se sintetizé de acuerdo con el método del
Cjemplo 9, salvo que se uso acetona en lugar de
propionaldehido {(rendimiento del 50%)

MS 242 (M+1 para CyliayN;02), punto de fusidn 206°C-207°C i
NMR (CD;Op) & 0,53 (dd, 1 1, J = 24,8, 12,5 Hiz), 0,80-0,90 (m,
2 i)y, 0,99 (d, 6H, J = 6,1 Mlz), 1,35 (d, 6H, J = 6,6 h7),

1,55-1,78 (m, o1), 2,45 (s, 20), 3,18 (s, 2 1), 3,41 {m, 1H)
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EJEMPLO 22 El acido 1l-aminometil-l-ciclohexano-acetico sc
describidé anteriormente en Satzinger elL al, US 4 087 544, 2 ds

mayo de 1978

EJEMPLO 23 El &c¢ido l-aminometil-l-ciclopantanc-acetico s
descraibié anteriormente en Satzinger elL al, US 4 087 544, 2

mayo de 1978

EJEMPLO 24 La sal de sodio del &cido l-aminocmetil-1l-
ciclopentano-acetico se describidé anteriormente en Satzinger

et al, US 4 087 544, 2 de mayo de 1578

EJEMPLO 25 La sal de sodio del acido 1~ (1~
hidroxaimetil)ciclohexano~acético se describidé anteriormente en

Satzinger et al, US 2 960 441, 1960

EJEMPLO 28 Saintesis de la sal de clorhidrateo del Acado ([1-

[(2-metail-butailamino)-metil]-ciclohexil}-acetico

L+
0,

/’\T/“\m. oH
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Una solucion del Acido {l-aminometil-ciclohexil)-aceLico
(Ejemplo 22, 2,0 g, 11,7 mmol) en LCtOH (100 ml) se traté con
2-metil-butiraldehido {4 ml, 35,1 mmol) y PtO: (0,5 g} s se
agité bajo una atmésfera de H, (50 psi) durante 2 h La
reaccidén se filtrd, se tratd con HCL/Et0 a 1 N (12 ml), se
concentrd en vacio, se disolvid en 1-PrOH calienie (10 ml}), se
diluyé con acetona (600 ml), se enfrid a 0°C y se filtrd ara

dar 1,58 g (49%) del producto deseado

MS 242,1 (M+1 para CpqHzpN;0z2), punto de fusibn 162°C-16.°C,
An&lisis (CyqHz7M;0; NICl) (Cal ) C 60,52, H 10,16, N *',04
(hallado) C 60,41, H 10,26, N 4,95 !H NMR (CD,0D) & (,95
(¢, 310, 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 clorhadrato del acado (1-[(4,4,4-
trrfluoro-butilamino)-metil] ~ciclohexil)}-acético se sintitrzd
de acuerdo con el método del LCjemplo 26, salvo que se usd 4~
trifluorobutiraldehido e@n lugar de 2-metilbutairald: hido
(rendimiento del 19%)

MS 282,1 (M+1 para CiitizN,0,F3), punto de fusidén 163°C-1¢4°C,

Andlasis (C;aHz2N;0,C3 HC1 O,05I0120) (Cal ) C 49,00, R 17,31, N

4,40 (hallado) C 48,60, H 7,29, N 4,19 'H NMR (CD:0Y) &
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l,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 alorhidrate del &cide (l-etilaminometi®

ciclohexil) ~acetico

NN Yon

El Ejemplo 2B se sintetizdé de acuerdo con el métode del
Cjemplo 26, salvo que se usd acetaldehido en lugar re .
metilbutiraldehido (rendimienio del 30%)

MS 200,1 (M+l para CpnllzN,0z2). punto de Fusién 160°C-1.,6°C
Andlisis (C;H, N0z HCl) (Cal ) C 56,01, H 9,41, N h,9
(hallado) C 55,98, H 9,36, N 5,79 'H NMR (CD;0D) & +,31

1,54 (m, 13 W), 2,54-2,56 (m, 2 M), 3,06-3,13 (m, 4 H)

EJEMPLO 29 Sal de clorhaidrato del acado {1

[ (Crclopropilmetil-amino)-metil]~ciclohexil}-acetico
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El Ejemplo 29 se sinLetizd de acuerdo con el métodec dc'
Ejemplo 26, salvo porque se usd ciclopropanocarboxaldehi io ¢

lugar de 2-metilbutiraldehido {(rendimiento del 62%)

MS 226 (M+1 para Cj3H2aN10z2), punto de fusaidn 177°C-178°C

Andlisis (Cj3Ha3N;02 HCl) (Cal ) C 59,64, H 9,24, N 5,3
{hallado) C 59,72, H 9,15, N 5,27 H NMR (CD,0D) & 0,50

0,56 (m, 2 H), O 71-0 74 (m, 2H), 1 05-1 30 (m, 1 U), 1 42
1 54 (m, 1OH), 2,52 (s, 21), 2,94 (d, 2H, J = 7,3 Hz), 3,1L

{s, 2H)

EJEMPLO 30 Sal de clorhidrato del acido {l-[{(2-~hadroxi-1l

metil-etilamine)-matil]-ciclohexil}-acetico
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El [Ljemplo 30 se sintelLizd de acuerdo con el métodn del
Ejemplo 26, salvo que se uso l-hidroxi-2-propanc en lugar de
2-metilbuliraldehido {(rendimiento del 60%)

MS 230 (M+1 fOr C2Ha3N,039). punto de fusién 164°C-165°C,
Andlisas (CiaHp3N;03 HCl) (Cal ) € 54,23, H 9,10, N 5,27
(hallade) C 54,23, H 9,01, N 5,18 H NMR {(CD;OD) & L,30-
1,32 (m, 3 H), 1,44-1,55 (m, 10H), 2,60 (s, 2H), 3,11 (m, 2H),
3,28 (br, 24), 3,37 (hx, 1H), 3,57-3,61 (m, 1H), 3,78-3,8' (m,

1H)

EJEMPLO 31 83l de clorhadrato del acaido [1-(i1scbutilarano—-

matil) -ciclohexail]l-acetico

HCI

N

El Ejemplo 31 se sintetizd de acuerdo con el método del
Ejemplo 26, salvo gque se uséd ciclopropanocarboxaldehido en
lugar de 2-metilbutiraldehido (rendamiento del 35%)

1

MS 228 (M+l1 para C)jHasN;0z), punto de fusién 175°C-117t°C,
Anadlasis (CjsllasN;02 I1IC1) (Cal ) C 59,19, 1 9,93, N 5,51,

(hallado) C 59,28, II 9,98, N 5,24 11 NMR (CD,0D) & 1,03 (d,
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64, J = 6,9 Hz), 1,37-1,60 {m, 1OH), 2,10-2,17 (m, 1lH), <,(

(s, 2H), 2,87 (d, 2H, J = 7,4 Hz), 3,07 (s, 2H)

EJEMPLO 32 Sal de clorhidrato del acido (l-propilamincmetal

ciclohexil) —acetaco

—_— N YOH

El Ejemplo 32 3se sgintetizdé de acuerdo con el método de?
Ejemplo 26, salvo que se usd propionaldehido en lugar de 2
metilbutiraldehido

MS 214,1 (M+1 para C;»H23N102), punto de fusién 174°C-177°C
Andlisis (Cj;aH23N,0> HC1) (Cal ) C 57,70, H 9,69, N 5,62
(hallado) C 57,55, H 9,77, N 5,48 !H NMR (CD;OD) & 0,93 (t,
1 H, J = 6,3 Hz), 0,99-1,03 (m, 4 H), 1,40-1,54 (m, 13 H),

1,72-1,78 (m, 2 H), 2,96-3,29 (m, 2 1)

EJEMPLO 33 Sal de clorhidrato del Acido [1-(isopropilamino-

matil) -caclohexail] —~acetico
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El Cjemplo 33 se sintetizd de acuerdoe con el método de!
Cjemplo 26, salvo porque se usd acetona en lugar de 2
metilbutiraldehido

b

MS 214,1 (M+l1 para C;3H23N;0z), punto de fusién 193°C-194°C,

NMR (CD,OD) & 1,29-1,57 (m, 18 H), 2,59 (s, 2 H), 3,07 (s, =

EJEMPLO 34 Sal de clorhaidrato del acado {1-

ciclohexilam:nometil-caclohexil)-acético
HGl
0
NH OH

El Ejemplo 34 se sintelizé de acuerdo con el método del
Cyemplo 26, salvo que se¢ usd ciclohexanona en lugar de 2-

metilbutiraldehido {(rendimiento del 48%)
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MS 254 (Ml para Cjsli;M;02), punto de fusiébn 198°C-149°(,
Andlisis (Cygll, N30, HCL) {(Cal ) C 62,12, H 9,74, N 1,01
(hallado) C 62,18, I 9,84, N 4,75 'H NMR (CD30D) 8 1,2(

1,60 (m, 16 H), 1,63-1,76 {(m, 1H), 1,88 (br, 2H), 2,13 !(br,

2H), 2,60 (m, 2H), 3,09 (m, 3H)

EJEMPLO 35 Sal de clorhidrato del acido [l-(bencilaminc

metil) —ciclohexil)-acétaico

HCI

©/\m OYOH

El Ejemplo 35 se sinLelL1zé de acuerdo con el mélode de
Ejemplo 26, salvo que se usé benzaldehido en lugar a 2-
metilbuliraldehido

MS 262,0 (M+1 para CjgHaNi0z), punto de fusién 125°C-135°C, |
NMR (CD,OD) & 1,38-1,49 {(m, 11 I), 2,55 (s, 2 1), 3,07 \s,

Hy, 4,23 (s, 2 11y, 7,43-7,49%9 (m, 5 1)
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EJEMPLO 36 Sal de clorhidrato del acide ((1R,3R)-3-met-1-1

propailaminometil-ciclohexil)~acetico

Y o

NH

'.n\

O
OH

La sal de clorhidrato del &cideo ((1R, 3R)-l-aminometil-3-me..l-
ciclohex1l) -acético (Ejemplo 1, 1,1 g, 4,9 mmol) se diso vid
en etanol (95 ml) y se tratd con NaOH a 1 N (5 ml) Se ag-egd
pripionaldehido (4,9 ml) y luego 10% de Pd/C (0,5 g), y la
reacciébn se agitdé bajo una atmésfera de H; (50 psi) durante
15,75 h La reacciétn se filtrd, se agregd HCl a 1M (20 ml) en
éter y la soluclédn se concentrd en vacio El residuo se
disolvid en isopropanol caliente (100 ml), se filtrdé y se
concentré en vacio El residuo se disolvid en isopropancl (10
ml} y se recrislLalizd desde acetona El sélido se filtrd y el
filtrado se enfridé toda la noche para dar una segunda cosecha
de cristales Los sélidos se combinaron para dar el producto
deseado (0,78 g, 66%)

MS 228,1 (MI1 para CpillasNOz), punLo de fusidon 179°C-179,5°C,
Anadlasis (C;illasNO-~ 1IC1) (Cal ) C 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 'H NMR (CD;0D) & 0,84-1,03 (m, 8H), 1,12-1,17
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(m, 1) 1,46-1,79 (m, BI), 2,43 (s, 2H), 3,00 (t, 2H, J = 7,°

Hz) 3,22 (s, 2H)

EJEMPLO 37 Sal de clorhaidrato del Acido {1

[caclopentilmetil-amine) ~metil]-ciclohexil)}-acético

HCI
NH

OH

Acido (l-aminometil-ciclohexil)-acético (3,0 g, 17,5 mmol) sr
disolvid en etancl (45 ml) Se agregd ciclopentanccarbald: hid.
(5 m 1, 3 eq) Yy la reaccidn se tratd con PtO; (0,25 g) L~
reaccibédn se agitd luego bajo una atmdésfera de H, (50 pszi;
durante 16,5 h La reaccidn se filtrd, se agregd HCl a 1IN (20
ml) y la reaccidn se concentré en vaclo Cl resaiduc s
recristalizéd desde isopropanol caliente y acetona para dar el
producto deseado (2,32 g, 52%)

MS 254,1 (Mrl para CysHzsNO2), punto de fusibén 172°C-173°C,
Analasas (C;sH29NO, HCL) (Cal } C 62,16, H 9,74, N 4,83,
(hallado) C 61,92, n 9,88, N 4,86 IR (KBr, cm' 2930,
2854, 2509, 1689, 1455, 1211 ' NMR (CD;0D} & 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)
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EJEMPLO 38 Sal clorhadraica del acado {1-[(ciclohexilmeti

amino)-metil)]=-ciclohexil}-acetico

HCI
NH

OH

Acido (l-aminometil-ciclchexil)-acético (3,0 g, 17,5 mmol) -e
disolviéd en etanol (45 ml) Se agregd ciclohexanocarbaldehico
(5 ml, 3 eg) y la reaccién se tratd con PtO; (0,25 gq) la
reacciébn se agitd luego bajo una atmdésfera de Hz (50 psa)
durante 16,5 h La reaccibn se filtré, se agregd HCl a 1IN y la
reaccién se concentrdé en vacio El residuo se recristalic)
desde i1sopropanol calienlLe y eter para dar el produclo deseaco
(3,57 g, 67%)

MS 268,1 (M+1 para C),1;,4NO;), punLo de fusién 167,5°C-168°C,
Andlisis (CyeHagNOz; HCl) (Cal ) C 63,24 H 9,95, N 4,61,

(hallado) C 63,14, H 10,01, N 4,45 IR (KBr, cm}) 2926,
2851, 1718, 1684 'H NMR (CDsOD) & 1,03 (m, 1H), 1,20-1,85 (m

20H), 2,63 (s, 2H), 2,88 (d, 2H, J = 6,8 Hz), 3,07 (s, 2H)
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EJEMPLO 39 Acado [1- (terc-butoxicarbonilamino-matal)

caiclohexil] ~acético

)<o’?L N’Ej\cozﬂ e

Acido (l-aminometil-ciclohexil)-acético (10,0 g, 58,4 mmol; s
disolvidé en THF (280 ml) y se lo tratd con NaOH a 1N (128, .
ml) La reaccidén se enfrid a 0°C y se agregaron 14,0 g (1,

eq) de di-terc-butildicarbonato por porciones con agatecid
vigorosa La reaccidn se mantuvo caliente a la temper.tur

ambiente y se agitdé toda la noche Luego se evapord el 1THC
la capa acucsa se lavd con acetato de etilo {3x50 ml) La cap:1
acuosa se acadificd con KHPO, (44 g) y se observd espuma

Gradualmente la espuma fue reemplazada con un precipitada
blanco L[l precipitado se Eiltro y se lavd con agua para dal

el producto deseado (15,2 g, 96%)

MS 272,1 (M+l para CiilasNO4) . punto de fusién 181°C, Andlisi.
(C14H25NOy) (Cal ) C 59,52, H 9,36, N 4,76, f(hallado)} C
59,51, H 9,03, N 4,87 IR (KBr, cml) 3413, 3054, 2933 (br),
1709, 1666, 1531, 1248, 'l NMR (CDCl3) & 1,27-1,58 (m, 19H),

2,29 (s, 211), 3,12 {(d, ?1N1, J = 6,8 Mz), 4,97 (br, 1 1)
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EJEMPLO 40 Acide {1~ ({acetilamino-metil)-&aiclohaxil]-acético

Acido (l-aminomelil-ciclohexil)-acético (2,0 g, 11,7 mmo ) =
disolvidé en HzO0 (20 ml), luego se agregaron NaOH (3,1 g, 17,
mmol, 6,6 eq) y anhidrido acético (1,8 ml, 19,3 mmol, 1,/
eq ) La reaccién fue dejada agitar a temperatura ambient-=

durante 2 dias Se agregd HCl a 1IN (125 ml) y la reaccidn

[

extrajo con LCtOAc (125 ml) La capa orgénica se separv, E£3?
secd sobre NazS0y, y se concentrdé en vacio El residio s2
disolviéd en Hz0 (100 ml) y se tratd con NaoH (0,12 g) y :ze
concentrd en vacio La muestra luego fue someticda 1
cromatografia rapida con 6% de MeOH/CII;Cl, para dar el prcducta
deseado (0,31 g, 172%)

MS 214,1 (M+1 C, H;aND3) puntoc de fusién 107°C-108°C
Andlisis (C;;H3pNO;) (calculado) C 61,95 H 8,98 N 6,57
(hallado) C 61,96 I 9,03 N 6,54, TLC 0,31 6% MeOH/ Cli;Cl:,
IR (KBr, em™f) 3236, 3120, 2932, 2440, 1714, 1576, 1419, 1313
1208 'H NMR (CDCli) 8 1,25-1,51 (m, 10 H), 2,06 (s, 3H), 2,2:

(s, 211), 3,26-3,29 (m, 211), 6,32 (br, 1 H)
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EJEMPLO 41 Sal de clorhadrato del Acado ((3R,58)~1-

ciclobutilaminometil-3,5-dimetil-ciclohexil) -acetico

m}

NH . Mo
ﬁ
oI H
- oy

Sal de clorhidrato del &cido {(3R,5S)~-1l-aminomet1l-3, 5-
dimetil-ciclohexil-acético (0,76 g, 3,2 mmol) se disolvaid en
etanol (45 ml) y se tralé con NaOH a 1IN (3,2 ml) Se agregd
ciclobutanona (1 ml, 6 eq) y luego PtO; (0,2 g) La reaccidn se
agité bajo una atmdésfera de Hz (50 psi) durante 16 h La
reaccidén se fi1ltrd, se agregdé HCl a 1 N en éter (35 ml), y la
reaccién se concentrd en vacio [l residuo se disolvid en
isopropanol caliente (150 ml) y se filtré La acetona (109 ml)
y éter (600 ml) gue se habian enfriado a 0°C se agregaron a la
solucién La solucidn fue dejada en reposo a 0°C durante 2 h,
en cuyo momento se observaron cristales Los cristalcs se
recogreron y se lavaron con éter y acelona (0,38 g, 11%)

MS 254,1 (M+1 C;sH27NO2), punto de fusién 200°¢c-2)1°C,
Andlisis (C;sHa9NO3) {calculado) C 62,16 H 9,71 N 1,83

(hallado) C 62,09 H 9,72 N 4,68, IR (KBr, cm™) 2926, 1720,
1189 !'H NMR (CD,0D) & 0,48-0,57 (m, 1 1), 0,85-0,92 (m, BH),
1,60-1,73 (m, 211), 1,78-1,93 (m, 2H), 2,22-2,38 (m, 4 H), 2,42

{s, 2H), 3,11 (s, 2H), 3,72-3,78 (m, 1H)
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EJEMPLO 42 Sal de clorhadrato del &caido {(3R, 58)-3,t-

daimetil-1-[ (2-metil-butilamino)-metil]-caiclohexil}-acético

—,”\7,,“\:1 ‘“\\Cx)zfl

“I f”

HCI

Sal de clorhidrato del é&cido ((3R,5S)-l-aminometa. -3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,4 mmol) se disolv.d en
etanol (47 ml) y sSe traté con HNaOH a 1IN (4,4 ml) Se ajregn
1sobutiraldehido (1 ml, 3 eqg) y luego PtO; )0,17 gq) L2
reacclé4n se agaito bajo una atmésfera de Hp (50 psi) duraite 3
h La reaccién se filird, se agrego HClL a 1IN (10 ml) en é.exr y
la reaccién se concenLré en vacio El residuo se disolv.6 en
1sgopropanol caliente (100 ml) y se filtré Luego se 1lo
concentrd en vacio y se lo recraistalizd desde acelona y
hexano Los crastales fueron recogidos y lavados con h:xzano
para dar el produclo deseado (0,89 g, 75%)

MS 270,1 (M+1 CygHuNOz), punto de fusién 171°c-113°C

Analisis (Ci;gH:NOz HCl) (calculadeo) € 62,82 H 10,54 N 4,58
(hallade) C 62,59 I 10,43 N 4,52, IR (KBr, cm') '964,
1721, 1485, 1186, 840 'H NMR (CD;OD) & 0,48-0,57 (m, ' H),

0,81-1,07 (m, 12H), 1,23-1,27 {m, 1), 1,45=-1,72 ({(m, GH),
1,83-1,91 {(m, 1 H), 2,50 (s, 211), 2,83 (dd, 1M, J = 8,3, 12,%

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 clorhidrato del #&cado ({ (3R, 5S)-1~[(z~-
hidroxi-l-metil-etilamino)-metil]-3,5-dimetil-caiclohexil}-

acetico

Ho _{ HC!

"co,H

n ot

w’ 7y

La sal de clorhidrato del Acaido ({3R, 5S)-l-aminometil-3,5~
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,3 mmol) se disolv ¢ en
etanol (45 ml) y se tratd con NaOH a 1H (4,3 ml), se agregd 1

hidroxi-propan—-2-ona (1 ml, 3 eq) y luego PtO; (0,15 g' ILn
reacciédn se agitd bajo una atmbésfera de Hz (50 psi) duran'e 82
h Se agregd PtO; (0,1 g) y l-hadroxi-propan-2-ona {1 ml) y la
reaccidn se agitd bajo una atmésfera de Hz durante otras ’4 h

La reaccibébn se filtrd, se agregd HCl a 1N en éter (35 ml) y la
reaccidn se concentrd en vacio L[l residuo se disolvid en
isopropanol caliente (150 ml) y se £failtré Luego s« 1lou
concentré en vacio y se lo recristalizé desde 1soproanol
caliente, acetona y éter Los cristales se recogieron, s:
lavaron con éter asi como acetona y se secaron (0,30 g, 1,04
mmol, 24%)

MS 258,1 (Ml para Cjpilz;N03), punto de fusién 178°C-1 9°C

Anéalisis (Cqi4Hz27NO; HC1l) (calculado) C 57,23 H 9,60 N 4,77
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{hallado) C 56,77 11 9,39 N 4,45, IR (KBr, cm™) 3349, 89,
1704, 1419, 1194 'H NMR (CD,0D) & 0,48-0,57 (m, 1 H), (,8

0,90 (m, 8H), 1,25-1,32 (m, 4H), 1,60-1,75 {(m, SH), 2,47 {s, °
H), 3,23 (d, 24, J = 5,1 Hz), 3,38 (m, 1H), 3,58 (dd, 1lH, J =

12,0, 7,1 Rz}, 3,79 (dd, 1H, J = 12,0, 4,2 Hz)

EJEMPLO 44 S8al de clorhidrato del #&cado ({((3R,58)-1-[(2,"-

dimetoxi-etilamino)-metil]-3,5-dimatil-ciclochexil)~acetico

—~0

—~0 ﬁ \“\COzH
HCI
w “agy

Sal de clorhidrato del acido {(3R,5S)-l-aminometil 3,5~
dimetil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,3 mmol) se disolvaid en
etanol (47 ml) Se agregd glixoal 1,l-dimet:rl acetal (3,7 ml,
3,0 eq) y la reaccidén se tratd con PtO; (0,17 g) La reaccidn
luego se agitd bajo una atmdésfera de H; (50 psi) durante 3 b
La reaccién se filtré, se agregd HCL a 1H en éter (10 ml) v la
reacclon se concentrd en vacio [1 residuo se disolvidé en
isopropanol calaiente (100 ml) y se filtré Luego, el fill rad»>
se concentrdé, y el residuo se recirstalizd desde acetoira
hexanos para dar el produclLo deseaco {0,92 g, 75%)

MS 288,1 (M+l CisHaoNO4), punto de fusidn 125°C, Ana 181

(Cy15H29NO4 HCl) (calculado) € 55,63 H 9,34 N 4,32 (hallado)
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C 55,29 1 9,48 N 4,18, IR (KBxr, cm™) 2949, 1715, 1457
1191, 1134, 1077 'H NMR (CD;OD) & 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,

= 5,1 Hz), 3,26-3,29 (m, 2H), 3,45-3,47 (m, 6H), 4,73 (t, 1H

Jd = 5,1 Hz2)

EJEMPLO 45 Sal de clorhidrato del &cado {(3R,58)-1
[ (ciclopentilmatil~amino)-metil] -3,5-dimetil-ciclohaexil) -

acetico

H’b‘“\cozﬂ
Ll

"y

o
3

La sal de clorhidralo del acido ((3R,5S)-l-aminometal-3,5

dimetil-ciclohex:l)-acético (1,0, g, 4,1 mmol) se disolvid e.
etanol (45 ml) y se Lratd con NaOH a 1N (4,2 ml) Se agregs
ciclopentanocarbaldehido (1,5 ml, 3 eq) y luego PtO; (0,2 gq)

La reaccaédn se agitd bajo una atmébésfera de H; (50 psi) durantc
12 h La reaccién se fillLrd, se agregd HCLl 1N en éter (35 ml),
Y la reaccidén se concentrd en vacio El residuo se disolvid en
1sopropanol caliente (150 ml) y se filtré Luego la soluciér
se concentrd en vacio y se recristalizé desde isopropano!
caliente, aceLona y éter Los crisLales se recogleron y sc

lavaron con éter y acetona (0,40 g, 27%)
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MS 282,1 (M+1 Cy7Hy;NO2), punto de fusiédn 187°C-188°C
Andlisis (Ci7H3NO; HCl) (calculado} C 64,23 H 10,15 N 4,4
(hallado) C 64,11 H 10,04 N 4,34, IR (KBr, cm’') 2952,
1720, 1452, 1185 H NMR (CD;OD) & 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), 1,89-1,9"
(m, 2H), 2,25-2,29 (m, 1H), 2,49 (m, 1H), 2,49 (s, 2H), 3,0

(d, 24, J= 7,6 Hz), 3,20 (s, 2H)

EJEMPLO 46 Sal de clorhidrato del dcado {(3R,58)~-1
[ (ciclohexilmetil~amino) -metil]~3,5-dimetil-ciclohexil}-

acético

HCI
O/\ H’Ej“cozH
r‘

W ey

La sal de clorhidrato del acido ((3R,55)-aminometil-3,5%
dametil-ciclohexil)-acético (1,0 g, 4,2 mmol) se disolvid en
etanol (45 ml) y se Lratdé con NaoH 1IN (4,3 ml) Se agreg
ciclohexanocarbaldehido (1,5 ml, 3 eq) y luego PtO; (0,15 g)
La reaccidén se agité bajo una atmésfera de H; (50 psi) durante
17 h La reaccidn se filtrd, se agregd HCL 1N en éter (35 ml)
Yy la reaccidén se concentrdé en vacio Ll residuo se disolvid er
isopropanol calienlLe (150 ml) y se filtrdé Luego la solucidnu

se concentro c©n vacio y se recraistalizd desde 1i1sopropanol
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caliente, acetona y élLer Los crastales se recogieron Yy
lavaron con éter y acetona (0,46 g, 34%)

MS 296,2 (M+1l para CigH3NO03z), punto de fusidén 176°C-177%
Andlisis (Cj;gH33NO; HCl) ({calculado) C 65,13 H 10,32 N 4,
(hallado) C 64,89 H 10,36 N 4,09, IR (KBr, cm’!) 291
2851, 1721, 1453, 1192 M NMR (CDyOD) & 0,48-0,57 (m, 1 H'
0,81-0,90 (m, BH), 1,00-1,36 (m, 5H), 1,60-1,71 {(m, 11iH), 2,4

(s, 2 R), 2,88 (d, 2H, J = 6,8 Hz), 3,18 (s, 2H)

EJEMPLO 47 Sal de clorhadrato del acido ((3R,58)-2 -

caclohexilamingmetil~3,5~-dimetil~ciclohexil) ~acético

Q HCl
H‘E*j‘cozu
e’ gy

La sal de clorhidrato del &cide ({(3R,5S)-1-aminometil-3,5
dimetil-ciclohexil)~acético (0,99 g, 4,2 mmol) se disolvid o
etanol (45 ml) y se tratdé con NaoH 1N (4,2 ml) Se agregu
ciclohexanona (1,5 ml, 3 eq) y luego PtOz (0,2 g) La reaccién
se agitdé a una atmésfera de H (50 psi) durante 17 h 1la
reaccidn se filtrxd luego, se agregé HCl 1IN en éter (35 ml) y
la reaccién se concentré6 en vacio El residuo se disolvid en
isopropanol caliente (150 ml) y se filtrdé Luego la solucidn

se concenlrd cn vacio y se recrisitalizd desde isopropanol
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caliente, acetona y éter Los cristales se recogieron y
lavaron con éter y acetona (0,33 g, 25%)

MS 282,1 (M+l para CyyH;iNQ2), punto de fusidén 210°C, Andlisis
{C17H31NOs HCl) (calculado) C 64,23 H 10,15 N 4,41 (halladec)
C 63,89 H 9,98 N 4,33, IR (KBr, cm™) 2921, 1691, 1452,
1216 'H NMR (CD0D) 8 0,47-0,57 {(m, 1 H), 0,82-0,90 (m, 8H),
1,30-1,46 {(m, 5H), 1,57-1,63 (m, 2H), 1,69 {d, 2H, J = 12,%
Hz)}, 2,13 (d, 24, J = 10,3 Hz)}, 2,46 (s, 2 H), 3,04-3,10 (m, 1

H), 3,21 (s, 2H)

EJEMPLO 48 Acado ((3R,58)~1l-carboximatil-3,5~dimatil -

ciclochexil) ~acético

48a Ejemplo 48

Paso a1 Sintesis de la sal de amonio del (8R,108)-8,10
dimetil-3-azxa-espairo[5 5]undecano~1,5-dicarbonitxrilo (48a)
Una solucion de elLanol abosoluto (40 ml) se enfrid a 0°C y sc
saturdé ton gas de Nil;, luego se traté6 con c¢is-3,5-dimetil-

ciclohexanona (5,0 g, 39,62 mmol) y etil cianocacetato (8,4°
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ml, 79,24 mmol) LCl matraz fue detenido, se lo dejd calentar
la temperatura ambiente y se agitd toda la noche !
precipitado se filtré, se enjuagd con Et0 y se secd bajo vacy
para dar 6,04 g (59%) del producto deseadoc como un s6lirc
palido

MS 260,1 (M+l1l para Cjsll;7N302), An&lisis (C14H;7N3O2 NHj 0,88 HxC
{(calculado) C 57,55 H 7,51 N 19,17 (hallado) C 57,67 |
7,45 N 19,06, IR (KBr, cm™) 3298, 2954, 2172, 1700, 15/5
NMR (CD;OD) & 0,46-0,50 (m, 1 H), 0,82-1,17 (m, 1l1H), 1,65-1,"

(m, 3H), 3,58 (dd, 2H, J = 13,9, 6,8 Hz)

Paso 11 Sintesis dsl Ejemplo 48 Se tratdé al (8S,10R)-8,1t
dimetil-2, 4-dioxo-3-aza-espirc[5 5]undecano—-1,5-dicarbonitrilu
(48a, 25,36 g, 97,8 mmol) con H;S04 concentrado {102 ml) y agu
{30 ml) La reaccién se calentd a 150°C durante 5 h, luego
la dejd enfriar a Lemperatura ambiente y agitar toda la nocht
La reaccién se filtré y el sélido se recogid y se disolvibd el
NaOH 1 N Esta solucién se failtrd, luego el filtrado .
acidificé con HCl concentrado (40 ml) Ll precaipaitado
recogid y se secd toda la noche bajo alto vacio T[1 compuesl-
luego se disolvadé en 1isopropanol caliente (100 ml) vy .
recrastalizé desde agua y dio el producteo deseado (13,21 «,
59%)

MS 229,1 (M+l1l para CizHze04), Andlaisis {Ciallz004) (calculado) C

63,14 H 8,83 (hallado) C 63,36 I 8,92 IR (KBr, cm™') 2950,
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2913, 1698 H NMR (CDiOD) ® 0,40-0,48 (m, 1 H), 0,77-0,8% {(m

8H), 1,57-1,77 (m, 5H), 2,41 (s, 2 H), 2,56 (s, 2H)

EJEMPLO 49 Sal de clorhadratp de txans-((3R,55) -1

hidroxaimetil-3,5-dimetil-ciclohexil-acetico

odP
HOL,C\_~~CO,H 8 o . \,
—— Setei———
w Ei:]mw b & w W oy -

Ejemplo 418 49a 49b 49c

Cijemplo 49

Pasos i y 11 Saintesis de la (cis/trans)-(75-,9R)-7,9-Dimetal-
2-oxa-aespiro[4 5]decan-3-ona (49a)

(1} ©LCl di-dcido (48, 6,36 g, 27,9 mmol) se suspendid en H0
{93 ml), se tratdé ceon hidréxaido de amonio (3,5 ml) y nitrato
de plata (4,73 g, 27,9 mmol) y se agitdé durante 20 minutos a
temperatura amblente La reaccidn se filtrd y el sdélido se

suspendié nuevamente Lres veces con H0, luego se secd bajo
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vacio en un lugar oscuroc durante dos dias a 50°C para dar ¢,4
g de la di-sal de plata, que fue transportada inmediatamente
(11) La di-sal de plata (1,24 g, 2,81 mmol) fue colocada en
un matraz de ambar, tratada con CCly (50 ml) y yodo (0,72 g,
2,81 mmol) y calentada a 75°C toda la noche La reaccién s«
f1ltr6, se concentrd en vacio y fue sometida a cromatografia
sobre gel de silice elueydndo con 4 1 hexanos/EtOAc para da:
0,37 g (72%) del producto deseado como un aceite palido (49a)

MS 183,0 {M+1 para Cp;iH;e02), Andlisais (C11H1402 0, 05H;0)
{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
(CDC1l3 ~1 1 de mezcla de cis/trans diasteredmeros) & 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 isdmerc 2), 2,39 (s, 1 H, para el otro isémero 2),
3,96 (s, 1lH, para un isbmerc), 4,10 (s, 1 H, para el otro

1s5émero)

Paso 2aia Sintesis de la (cis/trans)-N-Bencail-2-((3R,58)-1-
hidroximetil-~3,5-dimetil~ciclohexil) ~acetamida (49b y 49c) La
lactona (49a, 0,85 g, 4,66 mmol) se disolvidé en THF (18 ml),
se tratd con bencilamina {0,6) ml 5,60 mmol) y se calentd a
reflujo duranie dos dias La reaccién se enfrié a temperatura
ambiente, se diluyd con LtOAc, se lavdé con solucidn de
bicarbonato de sodio saturado y solucién salina, se secd sobre

NazS0s, y se concentrd en vacio L1 residuo fue sometido a
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cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 1
hexano/EtOAc para dar 0,79 g (59%) del producto deseado con
un acetite claro (mezcla de cis y trans isbmeros, 49b y 49:)
MS 290,11 (M+1l para C;pHz7N:0:2), un aceite, TLC Si103, Re 0,1
(2 1 hexano/EtOAc), Andlisis (C;gH27N;02) (calculado) C 1,7

H 9,40, N 4,84 (hallado) C 74,41 H 9,35, N 4,57

Paso aiv Separacion de 45b ¥y 49 La mezcla de los cis-

trans-sémeros (49b y 49e) fue separada por HPLC (columna de C,
eluyendo con un gradiente de 60% de CHiyCN/40% de H;O durante '
minutos, luego 45% de CH3CN/55% de H0 durante 35 minutos,

todas las fases méviles con 0,05% de TFA)

El trans-isémero {49b) TR= 23,600 minutos, 54 mg dc
rendimiento H NMR (CDCl3) & 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, 1lH),

3,60 (s, 2 H), 4,43 (d, 2H, J = 5,9 Hz), 5,97 (br, 1 H), 17,26

7,37 (m, 5 H)

El cis-1sbémero (49a) TR= 25,828 minutos, 87 mg de
rendimiento 'H NMR (CDCl3;) & 0,47-0,56 (m, 1 H), 0,65 (t, 2H,
J = 13,2 Hz), 0,85 (d, 6H, J = 6,3 Hz), 1,47-1,68 (m, 5 i),
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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Pago v La sintesis del Ejemplo 49 El1 trans isémero de N
bencil-2-(l-hidroximetil-ciclohexil)-acetamida {49b, 87 q
0,303 mmol} fue tomado desde HPLC, disuelto en 5 ml de agua,
tratado con 24 mg de NaOH La reaccién se calentd a refluj
durante 3 dias Luego ¢ésta se enfrié a la temperatur:
ambiente, se diluyé con NaOll 1N y se extrajo con EtOAc Lu
capa acuosa se acidificé con HCl concentrade (5 ml) y luego sc
diluyd con HC1l 1 N, y el producto se extrajo con EtOAc Lo
capa orgdnaca se lavd con solucidn salina y se secd sobre
NazS0s La solucién se concentrd para dar 23 mg (61l%) del
producto deseado

MS 201 (M+1 para Ci3H2003), Il NMR (CD,0D) & 0,48-0,57 (m, 1 h),
0,88-1,00 (m, BH), 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 4&cado cas-((3R,5S)-1-

hidroximetil-3,5-dimetil-ciclohaexil-acetico

HO—+ S‘COZH

w ooy
Ll cis 1isémero de N-Bencil-2-(l-hidroxametil-ciclohexil)-
acetamida (49c, 87 mg, 0,303 mmol) fue tomada desde HPLC,
disuelta en 5 ml de agua, y tratada con 24 mg de NaOH La

reacciédn se calentld a reflujo durante 3 dias, luego se enfriéd

a la temperatura ambicnle, se diluydé con NaCH 1N, y se extrajo
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con EtOAc La capa acuosa se acidificd con HCl concentrado ('
ml) y luego se diluyé con HCl 1N y el producto se extrajo con
EtOAc La capa orgdnica se lavd con soluciédn salina y se sect
sobre Na;S0; La solucion se concentrd$ para dar 43 mg (71%) del

producto deseado

MS 201,1 (M+l para CiiHze03). 'H NMR (CD;OD) & 0,48-0,57 (m, 1
h)' O’ BB-O, 96 (m' 8"!)' 1'42—1' 50 (m' 2Hl' 1' 59_1' 69) (m' BH)'

2,37 (s, 2 H), 3,94 (s, 2 H)

EJEMPLO 51 Sal de clorhadrato del acaido (l-dimetrzaminometil-

ciclohexil) —acetico

N

;‘l CO,H
HCI

El acido (l-aminometil-ciclohexil}-acético (0,51 g, 3,0 mmol)
se 180lvid en etanol, y se agregd formaldehido (3 ml, 2 eq)
Se agregd 10% de Pd/C (1,6 h) y la reaccibn se agitd a
temperatura ambiente bajo una atmésfera de hidrégeno de 760
Torr durante 12 horas Luego la reaccidén se tratd con HCl
llasta que el pll fue de 2, y se recraistalizd desde acetona y
éter para dar 1,62 g (87%) del producto deseado

édon 140°C-~142°C, Anélisas (C;;H;1NOz HCl) (Cal ) C 54,99, I

9,44, N 5,83, (hallado) C 54,90, H 9,36, N 6,22 'l NMR



129

)35

(CD;0D) & 1,42-1,59 (m, 1O0H), 2,63 (s, 2H), 2,96 (s, 6H), 3,6 2t-
3,29 {m, 2H)
EJEMPLO 52 Sal de clorhidrato del &acado (l-butilaminom>til

caclohexil) -acetico

.—\\"\

H COH
HCI

El Acido (l-aminometil-cicleohexil)-acético (0,86 g, 5,0 rmol®
se disolvid en etanol (100 ml), luego se agregd Pd/C 0%,
0,86 g) y butiraldechido (1,44 g, 3 eq) La reacciédn fuo
colocada bajo 760 Torr de hidrbgenc a temperatura abmaante
hasta que la reaccidn Ffue completa Esta fue filtrada,
acidificada vy concentrada Cl residuo se disolvid er
1sopropanol, se filtrd y se recraislalizd desde acetona y 4ter

para dar el producto final

MS 228,1 (M+l para C;3Ha;sNOa2}, punto de fusién 142°C-154°C,
An&lisis (Cj;3HzsNO; HCl) (Cal ) € 59,19, H 9,93, N 5,31,
{hallado) C 58,85, H 9,86, N 5,05 'H NMR (CDs0D) & 0,98 (t,
3 H, J=7,3 Hz), 1,39-1,54 (m, 12H), 1,66-1,72 (m, 2H), 2,57

(s, 28), 3,01 (t, 2H, J=9,3 Hz), 3,09 (s, 2H)

EJEMPLO 53 Sal de clorhidrato del acido {1-[2,2-dimetoxi-

etilamaino) -metil] -ciclohexil}-acetico
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HN HCI
o~y
/o
/

El Acido {(l-aminometil-ciclochexil)-acético (2,0 g, 11,7 mmol

se disolvid en etanol (100 ml) Se agregd glioxal 1,l-dimet:

acetal (3,7 ml, 3 eq) y la reaccidn se tratd con PtO; (0,5 g)

La reaccidén se agitd luego bajo una atmésfera de Hz (50 psa:
durante 4 horas La reaccidn se filtrd, se agregd HCl 1IN (1

ml) y la reaccibébn se concentrd en vacio El residuo s
recristalizé desde isopropanol caliente (25 ml) y acetona (7C
ml) para dar 0,44 g (52%) del producto deseado

M5 260,1 (M+1 para Cj3ltasNO;)}, punLo de fusaén 128°C-129°C
Andlisis {(CiaHzsNO2 HCl) (Cal ) C 52,79, H 8,86, N 4,74

(hallado) C 52,84, H 8,94, N 4,67 IR (KBr, cm({ 2926

1693, 1457, 1208, 1087 'H NMR (CD;0D) & 0,40-1,55 (m, 10 H)

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)

EJEMPLO 54 Sal de clorhidrato del &cido (l-metilaminometil-

ciclohexil) -acetico
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\
N CO,H
HCl

La sal de clorhidrato del Acido {1~ (bencil-metil-amino)
metil]l-ciclohexil}~acético (Cymemplo 55, 4,1 g, 13,2 mmol) st
disolvid en 95% de etanol (250 ml) Se agregd 10% de Pd/C (]
g) y la reaccibn se agitd a temperatura amblente bajo una
atmésfera de hidrégenc de 760 Torr durante 1 hora La reaccirér
gse filtrdé y se conceniréd, luego se recristalizé desde acetona
Yy éiLer para dar 12,69 g (92%) del producto deseado

MS 186,0 (Mrl para C;gH;oNOz), punto de fusién 158°C-162°C,
Analisis (CyoH9NO; HC1l) (Cal ) C 53,09, H 9,13, N 6,19,
(hallado) C 53,14, H 8,96, N 6,34 'H NMR (CD;OD) & 1,42-
1,54 (m, 10H), 2,50-2,53 (m, 2H), 2,71-2,74 {(m, 3H), 3,09-3,11

{m, 2H)

EJEMPLO 55 Sal de colorhidrate del acaido {l1-~[{bencil-metil-~

amino) -metil] ~ciclohexil}—-acético

N COH
CH HCI

La sal de clorhidrato del acado {1-{bencilamino-metil) -
cicloheril)-acético (0,49 g, 1,7 mmol) se disolvid en elanol

(A5 ml) y fue tralada con NaOH 1N (1,8 ml) Se agregd
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Eomaldehido (1 ml, 5 eq) y la reaccidén fue tratada con P*
(0,2 g) La reaccitn se agitd luego abajo una atmésfera de
(50 psi) duranLe 30 horas La reaccidn se £filtrd, se agre:
HC1 1N en éter (10 ml) y 1la reaccitdn se concentrd en vac
para dar 0,31 g (1,14 mmol, 67%) del productc deseado

MS 274,1 (M-1 para Ciill2sNO2), un aceite, IR (KBr, cm™) 320¢
2930, 2261, 1684, 14351, 1198 HRMS {calculado) 276,19t
(hallado) 276,1973 (M+1l para Cj7HzsNO;), H NMR (CD;OD) & 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 clorhaidrato dal &cido [1-(Fenetilamino

metil) —aécetaico

OJHﬂb\coz H HCI

El &cido (l-aminometil-caclohexil)-acético (2,0 g, 11,7 mmol)
se disolvid en etanol (100 ml) Se agregd fenil-acetaldehido
(4 ml, 3 eq} y la reaccidn se traté con 10% de Pd/C (0,5 q)
La reacclédn se agirtd luego bajo una atmbésfera de H; (50 psi)
durante 3 horas La reaccién se filtrd, se agregd HCl 1IN en
éter (20 ml) y la reaccidn se concentrdé en vacio El residuo
se recristalizé desde isopropanol caliente y éter para dar

0,15 g (4,1%) del produclLo decseado
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MS 276,1 (M+1 para Cy7HasNOz), punto de fusidén 182°C-3u3°.
Andlisis (Cy7HagNO2 HCl) (Cal ) € 64,54, H 8,46, N 4,4}
(hallado) C 64,54, H 8,35, N 4,34 IR {(KBr, cm™?) 292,
2855, 2813, 1693, 1455, 1220 !H NMR (CDsOD) & 1,38-1,58 (1,
104), 2,56 (s, 2H), 3,01-3,06 (m, 2H), 3,14 (s, 2H), 3,23-3, °

{m, 2H}, 7,21-7,34 (m, 5H)

EJEMPLO 57 Sal de clorhaidrato del acado ({l1l-[(3-fenil-

propilamino)-metil] -ciclohexil)}-acetico

HN 0,H
6\0 ' He

El &cido (l-aminometil-ciclohex:il)=-acético (2,00 g, 11,7 rmol
se disolvié en etanol (100 ml) Se agregé 3I-fcnal
propionaldehido (4,6 ml, 3 eq) y la reaccibén se tratdé cor 10
de Pd/C (0,5 g) La reaccidn luego se agitd bajo una atmésfer.
de Hz (50 psi) duranie 3 horas La reacién se flltré, se aaregc
HCl 1IN (20 ml) en éter, y la reacciédn se concentré en vaclo
El residuo se recristalizd desde isopropanol caliente y éter
para dar 0,46 g (12%) del produclLoc deseado

MS 290,1 (M+1 para Cj;gH»yNOz)}, punto de fusién 168°C~169Y°C,
Analisis (CygHz9NOz; HCl) (Cal ) C 66,34, H 8,66, N 4,40,

(hallado) C 66,48, 0 8,65, N 4,17 IR (KBr, cm™) 2932,

2854, 1686, 1454, 1217 ' NMR (CD,0D) & 1,38-1,58 (m, 1OH),
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2,00-2,04 (m, 2H), 2,56 (s, 2H), 2,71 (t, 2H, J = 7,6 Hz)

3,01-3,08 (m, 4H), 7,21-7,34 (m, S5H)

EJEMPLO 58 Sal de sodio del &acido (3R,58)-1l-hidroximetil-3,%

daimatil-ciclohexil) ~acético

Ho’zj‘cozu
Na.
' ooy

Se disolvidé (75,9R)-7,9~dimetrl~2-oxa-espiro{4 S5)decan-3-on
(49%9a, 1,04 g, 5,71 mmol) en agua (25 ml) y se la tratd co
NaOH (2,5 g) La reaccidén se calentd a reflujo (115°C) durant
4 horas La solucién se enirid luego a temperatura ambiente
se lavdé con Etz), y la capa acuosa se concentrd en vacio par.
dar un sélaido (B g) El residuo se lavd con dcido acético «
1IN, y esto se extrajo con LtOAc, que luege se concentré El
residue se recraistalizo desde EtoH, MeOH y hexanos para dar
0,75 g (3,75 mmol, 66%)

Ms 199,0 {(M-1 para Cj;ll2p03), HRMS (calculado) 199,1334
(hallado) 199,1333 (M-1 para Ci1l12003), punto de fusién >250°C

IR (KBr, cm™?) 2953, 2910, 1777, 1706, 1458, 1168, 1012

EJEMPLO 59 Sal de clorhidrata del #&cado {{3R,58) -1~

etilamincmet1l-3,5-dimetil~-ciclohexil)-acético
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Au’&*co,u

. HCI

o "

La sal de clorhidrato del &cido ((3R,5S)-l1l-aminomet1] 3,¢-
dametil-ciclohexil)-acético (59a, 0,418 g, 1,8 mmol, Comg :est.
59a, se prepard de acuerdo con el procedimiento d la
bibliografia Bryans, J Bioorganic & Medical Chem.vtry
Letters, 1997, 7(19), 2481) se disolvié en etanol (45 ml) y s>
traté con NaOH a 1N (1,8 ml) Se agrgd acetaldehido (0, nl, 3
eq) ¥ la reaccidédn se Lratd con PtO; (0,2 g) La reaccidn luego
se agitd bajo una atmésfera de H; (50 psi) durante 3 horas Lc
reaccidn se filLrd, se agregd HClL a 1IN (2 ml) en éter y la
reaccidén se concentré en vacio El residuo se disolvio en
isopropanol caliente (100 ml) y se £iltré Se agregaron
hexanos (100 ml) al filtrado a 0°C y el precipitado se recagid
para dar 31 mg (0,14 mmol, 8%) del producto deseado

MS 228,1 (M+l para C;jHzsNO;), punto de fusibn 167°C-168°C, IR
(KBr, cm™) 2954 (br), 2502, 1685, 1459, 1223 Andlisas
(C1aHasNOz HCl) (Cal ) C 56,60, H 9,98, N 5,11, (hallado} C
56,60, H 9,85, N 4,77 'H NMR (CD;0D) & 0,47-0,56 (m, 1H),
0,78-0,8% {m, 8H), 1,30-1,36 (m, 3H), 1,61-1,79 (m, S5H), 2,58

(s, 2H), 2,99-3,10 (m, 4H)
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EJEMPLO 60 5al eclorhidrica del acado (l-aminometil-4-atzxl

ciclohexil) -acétaco

0
CN COzEL
| l HN
| "\/ ) J
m ) m ™ [ ™
Ha
(60a) {60b) {60c) (60d) Ejemplo 60

Paso 1 Sintesis del etil éster del ag¢ido 2-ciano-(4-etil
ciclohexilidenc) -acetico (60a)

Se disolvié 4d-etilciclohexanona (13,0 g, 103,0 mmol) e
tolueno (150 ml) y se traté con acetato de amonio (0,79 g,
10,3 mmol), Acido acético glacial (1,2 ml)} y etll cianoacetatc
(11,65 g, 103,0 mmol) La reaccién se calentd a reflujc
durante 56 horas con una trampa de Dean-Stark., luego se la
enfrié a la temperatura ambiente y se la lavéd con H0 (2x100
ml) La capa acuosa se lavé nuevamente con tolueno (2x150 ml)
Las capas orgdnicas se combinaron y se secaron sobre Na;SO, y
se concentraron en vacio Cl residuo fue sometide a
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con 51
hexanos/acetalo de elilo parara dar 19,81 g (87%) del producto
deseado como un aceile amarillo claro (60a)

MS 222,1 (M+1 para CyyH.sN;02), un aceite, TLC Si0,, Rs 0,93

(1 1 hexano/CtOAc), IR (KBr, cm™!y 2931, 2225, 1728, 1602,
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1233 'H NMR (CDCl1l3) & 0,82 (t, 3H, J = 7,4 Hz), 1,11-1,38 (1,
7H), 1,39-1,45 (m, 1H), 1,90-2,09 (m, 3H), 2,20-2,28 (m, 1H,

2191-2198 (m' 1"‘”' 3175"3179 tm' 1H)' 4r15"412° (.l'l'l, ZH)

Paso L1 Santesas del cis-l-Ciranometil-4-ata1l
ciclohexanocarbonitrilo (60b} El etil éster del Acido ciano
{4-2t1l~ciclohexilideno)-acético (60a, 16,57 g, 74,86 mmol) s
disolvid en LtOH (100 ml) y se agregd a una suspensiédn de NaC!
(3,67 g, 74,86 mmol) en ELOH/H0 (300 ml/16 ml) La reaccibén s
calentd a reflujo toda la noche, luego se enfrid6 a 1=
temperatura ambiente y se filtrd para remover la sal que habia
precipitado {4,58qg) El filtrado se concentré en vaclo pars
dar un aceite de color amarillo, altamente viscoso, claro El
residuo fue sometido a cromatografia =raplda sobre gel de
silice eluyendo con 16 1 hexanos/EtOAc para dar 11,82 g (77%)
(una mezcla del B81% del cis- y el 19% de los trans-isbmeros)
del producto como un aceite de color amarillo (60c)

MS no se observo ningun ion de M+l (C;i1HjeN2), un aceite, TLC
5102, Rf 0,55 (2 1 hexano/LCtOAc), AnAlaisis (Ci HigNz2) (Calculado)
cC 74,9, H 9,15, N 15,89 (hallado) C 74,84, H 8,97, N
15,74 IR (KBr, cm™') 2934, 2240, 1453 'H NMR {(CDOD} & 0,90
(¢, 3H, & = 7,6 Hz), 1,18-1,47 (m, 7H), 1,83-1,87 {(m, 2H),

2,07"'2. 10 (m' ZH)' 2,85 (S, ZH)
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Paso 111 Sintesis del etil ester del acido cis-(l-ci.uno-:
etil-ciclohexal) —acético (60c)

Se disolvid cis-l-ciranometil-4-etil-ciclohexanocarbonrtril.
(60b, 6,16 g, 34,95 mmol) en EtoH (92 ml}) y tolueno (92 ml),
se enfrid a 0°C y se saturd con gas de HCL La solucién fue
detenida y se la dejé agitarse toda la noche a temper.turH
ambiente Luego se la concentré en vacio para dar un sslid»
blanco amarillento El residuo se trituré con éter etflico
(200 ml}) y se secd bajo vacio, luegc se lo tratd con HzO (51
ml) y se agregé HCl a 1IN (4 ml) Se dejé que la reaccidn sc
agitara toda la noche a temperatura ambiente y a las 18 hora:
se observaron gotas de aceite de color amarillo en 1r
sulucién El compuesto se extrajo con EtCAc (3 x 100 ml), las
capas organicas se combinaron, se lavaron con solucidn salina,
se secaron 3sobre NazS04 y se concentraron El residuo fue
sometido a cromatografia rapida con 16 1 hexanos/EtOAc para
dar 4,40 g (56%) del producto deseado (60c)

MS 224,1 (M+1 para Ci13H2iNO2), un aceite, TLC S10;, Rf 0,38
(CH2Cl2), Apalisis (Ci3H2NO2) (Calculado) C 69,92, H 9,48, N
6,27 (hallade) C 69,97, H 9,49, N 6,17 IR {KBr, cm™)
2930, 2236, 1736, 1187 'H NMR (CD;OoD) & 0,87~0,90 (m, 3H),
1,18-1,46 {(m, 10H4), 1,77-1,80 (m, 2H), 2,05-2,09 {m, 2H), 2,59

(s, 2H), 4,13-4,15 (m, 2H)
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Paso aiv Sintesis de la 8-Etil-2-aza-aspirol4 S5]decan 3-on-
(60d) El et1l éster del dacido cis-(l-ciano-4-etil-
ciclohexil)-acélico (60ec, 2,7 g, 12,1 mmol) se disolvid e

MeoH (250 ml) y se tratdé con 10% de Rh/2% de Pd/C (0,5g) y sc
agitdé bajo una atmdésfera de Hz (50 psi) durante 3 horas: La
reaccién luego se filtrd, se concentrd en vacio y fue somctaida
a cromalografia sobre gel de silice eluyendo con 3. dr
MeQH/CH,Cl, para dar 1,13 g (52%) del producto deseado collo un

sbdlido blanco {(60d)

MS 181,0 {(M+l para CjlijgN;0;), punto de fusidn 131°C-133°C,
TLC 8102, Ry 0,22 (4% de MeOH/CH.Cl:), An&lisis (C;1H;aN101)
{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 (CDCl;)
6 0,83-0,97 (m, 5H), 1,06-1,23 {m, 3 H), 1,31-1,39 (m, 2H),
1,63-1,67 (m, 4H), 2,09-2,11 (m, 2H), 3,15-3,17 {(m, 2H), 5,73

(br, 1H)

Paso v Sinteis del Ejemplo 60 La g8-etil-2-aza-
espirof{4 5])decan-3-ona (60d, 3,8 g, 21,1 mmol} se tratd con
HCl concentrado (141 ml) vy se calentéd a 110°C durante 24
horas La reaccidn se concentrd y se recristalizéd desde
isopropanol caliente (20 ml)} y acetona para dar 3,3 g (16,6

mmol, 79%) del producte
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MS 200,1 (M4l para C;il121NO2) . Andlisis (C;iH;iNO;) ({(Calculacd
C 56,04, H 9,41, N 5,94 (hallado) C 56,06, H 9,46,
5,88 IR (KBr, cm’™') 2916 (br), 1698, 1526, 1281 ‘H N
(CD,OD) & 0,89 (t, 3H, J= 7,3 Hz), 1,02-1,40 (m, BH), 1,68 (

4 H, J=16,1 H2), 2,38 (s, 2H), 3,13 (s, 2H)

EJEMPLO 61 Sal clorhidrica del acido (l-aminometil-4-propil

clclohexail) —acetico

NG COB CN flﬂ i
X | / _
(1] o ) ™) ]
) HCGl

{6la) (61b) (6lc) (61d) Ejemplo 61

Paso 1 Sintesis del etil ester del acido 2-ciano-{4-propil-
ciclchexilideno)-acético (6l1la)

Se disolvié 4-n-propilciclohexanona (14,0 g, 99,8 mmol) en
tolueno (145 ml) y se tralLdé con acetato de amonio (0,77 gq,
9,98 mmol}, Acido acético glacial (1,1 ml) y etil cianocacetato
(11,3 g, 99,8 mmol) La reaccidén se calentd a reflujo toda la
noche con una trampa de Dean-SLark, luego se la enfrid a
temperatura ambiente y se la lavo con Hx0 (2 x 200 ml) La capa

acuosa se lavo nuevamenkte con tolueno (3 x 200 ml) Las capas
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orgdnicas se combinaron y se secaron sSobre NazS0p ¥y
concentraron en vacio L1 residuo fue sometido a cromatografh
sobre gel de silice eluyendo con 8 1 hexano/acetato de etal.
para dar 21,58 g (92%) del producto deseado como un aceite ¢
color amarillo, transparente (6la)

MS 236,1 (M+1l para C)4H2;NO2), un acerte, TLC SiO;, Rf 0,5
(8 1 hexano/LtOAc). Andlisas (Cj4Hz;NO2) {Calculado) C 71,46,
H 8,99, N 5,95 (hallado) C 71,38, H 8,92, N 6,10 I’
(kBr, ecm™') 2929, 2225, 1728, 1603, 1227 H NMR (CD,0D) & 0,8
(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, 1lH), 2,23-2,30 (m, 1H), 2,95

3;01 (ln, 1H)’ 3' 17_3; 83 (m' 1H), 4'20 (q’ 2H' J -7'1 HZ)

Paso iz Sintasis del crg-ciancmetil-4-~propil-l1-
ciclohexanocarxbonitxilo (61b) El etil éster del Acido ciano-
(4-n-propil-ciclohexilideno)~acético (61la, 19,46 g, 82,70
mmol) se disolvid en EtOH (100 ml) y se agregd a una
suspensi6én de NaCN (4,053 g, 82,70 mmol) en EtOH/H,O (340 ml /
20 ml) La reaccién se calentd a reflujo toda la noche, luego
se enfrié a la temperatura ambiente y se filtré para remover
la sal que habla precaipitado L1 filtrado se concentrd en
vacio para dar un aceile de color amarillo, altamente viscoso,
transparente [L[ste acelte se disolvidé nuevamente en EtODAc y se
lavé con solucibén salina (2 x 150 ml), se secd sobre Na,S0; y

se concentrd Ll residuo fue sometido a cromatografia réapida
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sobre gel de silice eluyendo con 19 1 hexano/EtOAc para dar
4,69 g de 61b (74% de rendimiento)

MS no se observo ningun 1on de M+l {C;2H;gN2), un aceite, TLC
S103, Re 0,38 (3 1 hexano/EtOAc), Andlisas (CyzHisN2) (Calculado)
c 75,74, H 9,53, N 14,72 (hallado} C 76,05, H 9,58, N
14,90 IR (XBr, cm™') 2931, 2239, 1453, 758 'H NMR (CDCl;) &
0,86 (t, 3H, J = 7,1 Hz), 1,18-1,34 {(m, 7H), 1,42-1,61 (m,

2H), 1,81-1,83 {(m, 2H), 2,06-2,09 (m, 2H), 2,65 (s, 2H)

Paso 111 Sintesis del etil eater del #&cido cis-(l-ciano-4-
propal-ciclohexil) -acetico (6lc) Ll cis-l-cianometil-4-n-
propil-ciclohexanocarbonitrilc ({61b, 3,87 g, 20,34 mmol) se
disolvié en EtOH (50 ml) y tLolueno (50 ml), se enfrid a 0°C y
se saturdé con gas de HCl durante 20 minutos La solucién fue
detenida y se la agitd toda la noche a temperatura ambiente
Luego se la concentrdé en vacio para dar un sélido de colo:
blanco amarillento El residuo se Lrituré con eter etilicc
(200 ml) y se secé bajo vacio, luego se disolvié en HO (8(
ml) Se agregdé HC1 1N (4 ml) La reaccidén se volvic
transparente pasadas 4 horas de agitacién y se dejé qur
continuara agitdndose toda la noche a temperatura ambiente
Pasadas 18 horas se observaron gotas de aceite de colo
amarillo en la solucién El1 compuesto se extrajo con LLOAc (.
x 200 ml), las capas organicas se combinaron, se lavaron co

solucién salina (2 x 200 ml), se secaron sobre NasS0O, y sr
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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
(6lc, 68%)

MS 238,1 (M+l para C)3H;;NO2), un acepte, TLC Si0,, R 0,38
(CH2Cla), Anélisis (Ci3H21NO2) (Calculado) € 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 (CDCly) & 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 (g, 2H, J =7,1 Hz)

Paso 1v Saintesis de la cis-8-propil-2-aza-espirol[4 5]decan-3-
ona (61d) El etil éster del Aacaido cis-(l-ciano~-4-propil-
ciclohexil)=acético (6le, 8,27 g, 34,8 mmol) se disolvié en
metanol (90 ml), se tratd con trietilamina y 10% de Rh/2% de
Pd/C y se agitd bajo una atmésfera de Hz (50 psi) durante 55
horas La reaccidn se filtré y se concentrdé en vacio El
residuo fue sometido a cromatografia sobre gel de silice
eluyendo con 5 1 hexanos/ELOAc para dar 6,4) g (61d, 94%) del

producto deseado

MS 196,1 (M+1l para Cj;2H2NO), un aceite, TLC Si0;, R¢ 0,38
(hexano/EtOAc), AnAlisas (Cj;aH2;NO) (Calculado) € 73,80, H

10,84, N. 7,17 (hallado) C 73,86, H 10,76, N 7,11 IR (KDr,

em™) 3192, 2924, 1704, 1678 'H NMR (CD;OD} & 0,83-1,17 ({m,
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5H), 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, 1H)

Paso v, Sintesis del Ejemplo 61 Sal clorhidrica del &cido 11—~
aminometil-4-propil-caclohexil) -acético La B8-propil-2-azu-
espiro[4 5])decan-3-ona (61d, 5,8 g, 29,75 mmol) se tratd con
HCl concentrado (150 ml) y se calentd a 115°C toda la nocle.
Luego se dejdé enfriar la reaccidén a la temperatura ambiente y
se observé un precipitado Este se filtré para obtener 3,47 g
de un sélido blanco, y el {filtrado se enfrad y se £iltrd
nuevamente para dar un total de 6,24 g (99%) del producto

deseado

M3 214,1 (Mrl para Cjiil;3NO2), punto de fusién 142°C-144°C,
Andlisis (Cj2H23NO; HC1l 0, B6i1;0) {(Calculado) € 58,91, H 9,83,
N 5,72 (hallado) C 59,27, H 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, 14351,

1188
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EJEMPLO 62 Sal de clorhidrato del acido (3R, 5S)-3,5-dimetil-

l-propilaminometil-ciclohexil)-acetico

\/\” —a, co,H
HC!
w oy

La sal de clorhidrato del A4cido ((3R,58)-l-aminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético 59a, 0,50 g, 2,12 mmol} se
disolvidé en etanol (45 ml) y se tratdé con 1,8 ml de NaOH 1N
Se agregd propionaldehido (0,5 ml, 3 eq) y la reaccibn se
traté con Pt0O; (0,2 g) La reacciébn se agité luego bajo .na
atmésfera de Hz (50 psi) durante 23horas La reaccldédn se
filtrd, se agregé HC1 1N en éter (5 ml) y la reaccidén se
concentrd en vacio L[l residuo se disolviéd en isopropanol
caliente (100 ml) y se filtré ELl filtrado se concentrdé y se
recristalizé desde isopropanol caliente (4 ml), Et20 (225 ml) ¥y
hexanos (150 ml) para dar 200 mg (0,83 mmol, 39%) del
producto

MS 242,1 (M+1 para C;4H2sNOz), IR (KBr, cm™) 2952 (br), 1686,
1457, 1218 Analaisis (Cji4Hz7NO2 HC1l 0, 24H»0) (Calculado) C
59,60, H 10,17, N 4,96 (hallado) C 59,68, H 10,09, N
4,64 H NMR (CDyOD) & 0,48-0,57 (m, 1H), 0,78-1,05 (m, 1 H),

1,61-1,78 (m, 711), 2,60 (s, 2H), 2,93-3,00 (m, 4H)
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EJEMPLO 63 Sal de clorhidrato del Acado [(1R,3R)-1-

(bencailamino-metil)-3-metrl-circlohexil] -acético

RN
"y HCI

La sal de clorhadrato del ag¢ido ((1lR,3R)-1l-aminometil-3-metil-
ciclohexil)-~acético(Ejemplo 1, 3,0 g, 13,5 mmol)} se disolviéd
en etanol (B0 ml) y se tratd con NaCH 1N (14 ml, 1+
equivalentes) Se agregé benzaldehido (4,5 ml) y luego 10% de
Pd/C (1,0 g) y la reaccién se agitd bajo una atmdésfera de Hz
(50 psi) durante 2,75 horas La reaccibdn es filtrd, se agregd
HCl a 1M en éter (20 ml), y la solucidn se concentrd en vaclo

El residuo se disolvidé luego en isopropanol caliente (100 ml}),
se filtré y se concentrd en vacio El residuo se disolvid
luego en la cantidad minima necesria de 1sopropanocl y se
recristalizé desde &ter Ll sédlido se filtrd y el filtrado se
enfrié toda la noche para dar una segunda cosecha de
cristales Los sdélidos se combinaron para dar 1,35 g (36%) del
producto deseado

MS 276,1 (M+1l para Cj;;HasNOz), HRMS (calculado) 276,1963
(hallado) 276,1962 (Mil para C;7H2sNOz). punto de fusidébn 157°C-
158°C, IR (KBr, cm™') 2932 (br), 1691, 1450, 1201, AnAlisis

(C17H25NO2 HC1 0, 241150) (Calculado) C 64,58, H 8,44, N 4,43

(hallade) C 64,47, I 8,44, N 4,28 'H NMR (CDOD) & 0,77-
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1,69 (m, 12H), 2,42 (s, 2H), 3,21 (s, 2H), 4,25 (s, 2H),

1,43-7,52 (m, 5H)

EJEMPLO 64 Sal de clorhidrato del &cido {(1R,3R)-1-[(bencil-

metil-amino) -metil]~3-metil-ciclohexil}-acético

SAloN
. HCl
g

La sal de clorhidrato del 4&cido [(1R,3R)-1l-(bencilamino-
metil)-3-metil-ciclohexil]-acético (Cjemplo 63, 1,02 g, 3,27
mmol) sc disolvid en etanol (40 ml} y se tratd con NaOH a 1IN
(3,3 ml, 1+ eq) Se agregd formaldehido (2,5 ml) y luego PLO:
(0,1 g) ¥y la reaccidén se agité bajo una atmésfera de Ha (50
ps1i) durante 8 horas La reaccidén se filtrd, se agregd HCl a 1
M (10 ml) en éter y la solucidén se concentrd en vacio El
residuo se disolvidé luege en la cantidad minima necesaria de
lsopropanol y se recristalizé desde éter y hexano El1 sélido
se recogid para dar 0,704 g (2,16 mmol, 66%) del producto
deseado

MS 290,1 (M+1 para Cj;gH27NOz), HRMS 290,2128 C;sHz7NO2), punto
de fusién 204°C-205°C, IR (KBr, cm™') 2926 (br), 1720, 1457,
1201, 'H NMR (CD;OD) & 0,82-0,98 (m, 5 H), 1,24-1,91 (m, 7H),
2,38-2,58 (m, 2H), 2,91 (d, 3H, J=11,2 Hz), 3,43-3,54 (m, 21),

4,33-4,49 (m, 21}, 7,50-7,56 ({(m, 5II)
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EJEMPLO 65 Sal de clorhidrato del &acido ((1R,3R)~3-metil-1-

metilaminometil-ciclohexil) -acetico

HaC-x
N D co;H
- HCI

Sal de clorhidrato del 4caido ((lR, 3R)-1-((bencil-metil-
amino) -meti1l]-3-metil-ciclohexil}-acético (Ejemplo 64, 0,60 g,
1,84 mmol) se disolvidé en etanol (50 ml), 20% Pd/C (0,1 g) ¥y
la reaccidédn se agitd bajo una atmésfera de Hz (50 psi) durante
7 minutos La reaccibdn se filtrd, se agregd HCl a 1 M en éter
(5 ml) y la solucién se concentré en vacio El1 residuo se
disolvié entonces en 1sopropanol calienLe (100 ml), se filtréd
y se concentro en vacio [l residuo luego se disolvid en la
cantidad minima necesaria de isopropanol caliente y se
recristalizé desde éter y hexano Los cristales debian dar
0,15 g (35%) del producto deseado

MS 200,1 (M+1 para C;;Hz1NO;}), HRMS {calculado) 200,1650,
(hallado) 200,1646 (M+1 para C;;H;1NO3), punto de fusién 160°C-
161°C, IR (KBr, cm™) 2925 (br), 1719, 1457, Analisis (C1H21NO;
HC1 0,40 H;O (Calculado) C 54,38, H 9,46, N 5,77, (hallado)
c 54,27, # 9,36, N 5,65 'H NMR (CD0D) & 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, 2H)



1SS~

EJEMLO 66 Resumen

Usando un modelo fuerxra del cuerpo vivo de retinas de ratas
recién disecadas, se investigaron 1los mecanismos por los
cuales los niveles de glutamato en el cerebro son mantenidos
dentro de los limites normales La sintesis de glutamato
anaplerético puede ser importante 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 identificaron como carboxilacidén de piruvato y
transaminacidén de cadena de amino ramificada Para ensayar la
relacién entre la sintesis del glutamato y la actividad de la
carboxilasa de piruvato, la sintesis del C-glutamato mas lc-
glutamina desde H!*CO; se midié en funcién del piruvato del

medio El1l 1incremento del piruvato de 0,2 mM a 5 mM incrementéd

la sintesis de los !C-aminodcidos en un 66% * 15% La

radiocactividad especifica de la glutamina en relacién con la

de H!CO; pasados 20 minutos de incubacién indicé que un =30% de
glutamina en la relina deriva de la fijacidén de bicarbonato
Para ensayar la dependencia de la sintesis del glutamato con
respecto a los aminoicidos de cadena ramificada (BCAA) como
una fuente de nitrdgeno, se midid el efecto de la inhibiciédn
de la aminotransferasa de cadena ramificada neuronal (BCATc)

La gabapentina (GBP)} (1 mM), un 2inhibador seleclLivo de la
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BCATc en las meuronas, 1inhibié la sintesis del !'C-glutamato
m&s *C-glutamina desde HCO; en un 31% sin hacer mAs lenta la
incorporacién de H!*CO; en los intermedios de ciclo de lactato
y é&cido citrico La 1inhibicién de 1la nueva sintesis del
glutamato fue invertida por el agregado de BCAR a 0,6 mM Los
datos aindicaren que la carboxilasa de piruvato y 1la
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 aqua sin limite

Después de anestesiar las ratas con nembutal
(intraperitoneal), se les extirparon los o03jos y se disecaron

las retinas en un tampdn helado
Fajacion del CO,

Las medias relLinas recién aisladas se preincubaron a 37°C

durante 3 minutos en el Lampé4n A (pHl 7,4) que contenia NaCl a
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118 mM, KC1 a 4,7 mM, CaCl a 2,5 mM, KHPO, a 1,2 mM, MgSO, a
1,17 mM, HEPES a 20 mM, glucosa a 5 mM, NH,Cl a 0,05 mi{ y
NaH'‘CO; a 25 mM También se incluydé piruvato (a 0,2 mM o 5 M)
en el tampén 1 ml del tampén al i1gpal que la fase de gas
dentro de los tubos de 20 ml se equilibraron con 95% de 0,, 5%
de CO:; Las incubaciones se iniciarion coh el agregado de 10
HCi/ml de H''CO, Los recipientes fueron cerrados inmediatamence
a la atmésfera La mayor parte de la incubacién continué
durante 20 minutos, aungque en algunos estudios preliminares,
se variaron los tiempos de 10 a 60 minutos Las reaciones
fueron detenidas removiendo las medias retinas del tampédn ¥y
colocidndolas en 2% de Acado perclédérico E1 tampdn se acidificéd
por separado con &cido perclérico (concentraciédn final del 2%)
y se dejd que el ''CO; sin reacionar se difundiera fuera de las

muestras acidificadas

La cantaidad total del producto {metabolites de carbono 14 no
volatiles) se determind midiendo la radioactividad en
alicuotas del medio y muestras de tejido Los metabolitos en
los extractos fueron separados mediante cromatografia de
acetalo de Dowex-1l como se describidé previamente Williamson,
J R, y Corkey, B (1969) “Métodos en Cnzimologia“, Volumen
13, ed Lgwenstein, I M (Academic Press) péginas 4341-513, vy
fueron cuantificados medianlLe el recuento por centelleo En la

mayor parte de los casos, los datos de carbono 14 de cada
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metabolito se informan como la suma de la radioactividad en el
medio mas los extractos de tejidos La cuantificacién completa

de las cantidades de !°C-metabolitos en la retina y en el medio

pueden hallarse en las Tablas I y IIX

Los datos que no se muestran en los resultados y en las
secciones de discusidén se recogireron en el transcurso de la
realizacién de la evaluacién de la influencia del piruvato
sobre la fijacién del R*CO; en la retina La Figura 2 muestra
solamente el efecto del paruvato sobre la suma del glutamato
mas la glutamina y sobre la suma del piruvato mas el lactato

La rrabla I proporciona los valores para todos los metabolitos

que se etiquetaron con H!*CO; y su compartimentacién

De 1qual manera, los datos adicionales, que no se muestran en
los resultados y las secciones de discusién, se recogleron
durante la evaluacidén de la anfluencia de la gabapentina Por
lo tanto, la Tabla XI es una expansién de los datos mostrados
en la Figura 4, y proporciona valores para todos los

metabolitos etiquetados con H!CO; y su compartimentacién
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Tabla I
Condaciédn { 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 10, 41
externo ] 0,61 0,04 0,08 0,55 0 1,19
0,08 |+0,01 |%0,01 |%0,03 +0,13
suma 1,20 1,51 0,93 0,71 1,02 5,27
+0,09 |+0,29 |+0,08 [%0,06 |%0,26 0,45
+5,0 Pyr |ainterno |0,91 0,91 1,08 0,29 2,31 7,26
+0,13 |+0,29 |%0,12 |+0,04 |10,13 10, 61
externo | 0,96 0,06 0,08 1,18 | O 2,24
0,14 | 10,01 |+0,01 |%0,11 10,21
suma 1,87 2,713 1,16 1,47 12,31 9,50
+0,23 |+0,28 (40,12 |+0,13 |%0,13 0,71
Tabla II
Condiciédn | Compar—- | Gln Glu Asp Lact Ciclo Total
timiento de TCA
Control anterno |0,440 |1,477 |0,634 |0,080 |21,096 3,715
+0,032 | +0,097 [ +0,038 | 0,08 |+0,105 | 0,266
externo |0,551 |D,08 0,070 |0,478 |0 1,117
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+0,036 | 0,001 | £0, 003 | £0,030 *0, 775

suma 0,991 |1,485 |0,704 |0,558 |1,096 4,632

10,054 | +0,056 | £0, 040 | 0, 031 | £0,105 |10, 303

+GBP interno |0,389 |1,324 |0,549 |0,089 |1,514 |[3,902

10,026 | +0,025} 10,019 | +0,006 | £0,103 |0, 122

externo |0,545 |0,008 (0,035 {0,516 |0 1,066
40,024 | £0,003 | +0, 003 | £0, 030 +0, 028
suma 0,934 (1,332 (0,584 |0,605 |1,514 |4,968

+0,036 | +0, 025 | 0, 022 [ £0, 028 | 0,103 {X0,028

1GBP 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 |0,083 |(C,458 |0 1,322
10,086 | £0, 001 | 0,008 | £0,048 10,076
suma 1,286 |1,558 |[0,702 {0,5445|1,220 5,211

+0,082 | +0,070|+0,016 | £0,040 | 0,116 | 10,115

El procedimiente cromatogrdfico empleade en este ejemplo
separa la glutamina, el glutamato, el aspartato y el &cido
lactico Los 1intermcdios del cuclo del &cido citrico
permanecen en las columnas de Dowex Yy se estiman como la
diferencia entre los recuentos totales en la muestra y los
recuentos que son eluidos La prueba de la validez de este
procedimiento se han informado previamente Antes de someler

las muestras a la cromatografia, el '‘C-acido piruvico 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, ge informa que el unico pico de
lactato contiene todos los carbonos 14 en el lactato y el
piruvato Para determinar la actividad especifica del
glutamato y la glutamina en las muestras retinales, se milié
fluorometricamente la cantidad de masa del glutamatoe usando un
procedimiento enzimatico Patel, M S (1989) en Neurométods

Metabolismo de los Carbohidratos y la Energia, Volumen II,
eds Boulton, A A y Baker G D {The Humana Press, Inc )
padginas 309-340 La cantidad de masa de la glutamina se midié
después de la separacidn 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 determindé usando el ensayo de proteina
DC (Bio-Rad, Rachmond, CA, USA) Cada media retina contenia

0,4 mg de proteina
Ensayo de la Carboxilasa de Piruvato
La actividad de 1la carboxilasa de piruvato se ensayd en

muestras nuevas de ceiebro completo y de relinas extirpadas

Se usé el método descraiplo por Patel, M S {1989) en
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Neurométodos Metabolismo de los Carbohidratos y de la
Energfa, Volumen II, eds Boulton, A A y Baker G D {lhe
Humana Press), paginas 309-340, que consiste en medir 1la

EFijacién del 'CO; en condiciones éptimas en tejido

Inmunotransferencia

Se realizp SDS-PAGE como lo describié en Patel, M 5 (1989) en
Neurométodos Metabolismo de los Carbohidratos y de la
Energia, Volumen 1I, eds Boulton, A A y Baker G D {The
Humana Press, Inc ), pagina 309-340, usando 10% de gel Para
la 1inmunotransferencia, se transfirieron 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 inmunoafinidad (1 1 00 de
dilucidén) o el anticuerpo de péptido de BCATm antihumano de
conejo purificado por inmunoafinidad (1 1 000 de dilucaiédn)

Las bandas de la proteina 1nmunoreactiva se visualizaron
usando el sistema de ECL de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (Amersham, Arlington Heights, IL, USA)

Célculos y Estadisticaa

lLos datos se i1informan en el texto y las figuras determinando

los dpm/mg en un metabolito particular y dividiendo por 1la
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actividad especifica del HCO; del medio En consecuencia, tc.los
los datos se informan como nmoles de }F‘CO;/mg de proteina para

cualquier metabeclito dado

Los resultados se dan como el medio I error esténdar del medio
La saignificacidédn estadistica se 3Juzgé con el ensayo +t
emparejadc y un p<0,05 Los numeros de las determinacioc-es
independientes (n) se proporcionan en leyendas en las figu as

Yy en las tablas

RESULTADOS
Los naveles de carboxilasa de pairuvato son similaxes en la

retina y en el cerebro completo

Patel demostrdé que la carboxilasa de piruvato es la principal
enzima fijadora del CO; en el cerebro de roedores adultos Para
juzgar s1 esto también puede ser cierto en la retina, la
actividad de la carboxilasa de piruvato a 37°C en sonicatos de
la neocorteza fue comparada con aquellos de la retina Los
niveles de Jla neocorteza (2,9 = 0,1 nmoles de HCO,
fijado/min/mg) fueron similares a aquellos hallados en los
tejirdos retinales (3,4 £ 0,4 nmoles de H'CO; fijado/min/mg, lo
cual indica que la carboxilasa de piruvato fue casi tan activa

en la retina como en el cerebro completo
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Velocidades de la fijacion de '‘CO; y de la apariencia del *c-

glutamato en funcién de los niveles de piruvato en la retina

En los experimentos preliminares las retinas se aincubaron con
piruvato a 0,2 mM como se describié en los métodos para
periodos de 10, 20, 40 y 60 minutos Se monitoreé tanto el
400, total como los niveles de ATP y de fosfato de creatina

Los niveles de ATP y de fosfato de creatina permanecieron
constantes en funcidédn del tiempo, lo cual demostrd que 1la
oxigenacidén y el control del pH fueron adecuados durante todo
el experimento La fijacion del CO; total (5,50 * 0,14
nmoles/mg de proteina) tuvo picos entre los 20 y los 40

minutos, pero ya era un 76% del maximo (4,2 + 0,1 nmoles/mg) a
los 10 minutos Como los niveles de ATP (20 * 0,2 nmoles/mg) y

de fosfato de creatina (16 £ 1,1 nmoles/mg) fueron altos y no
cambiaron con el tiempo, este pico indicd que la velocidad de
fijacién del CO. fue constante, pero que la rotura continua de
los productos de carbono 14 no volatiles a CO2+H0 produjo un
nivel de estado casi estacionario de la radioactividad

especifica del glutamato y la glutamina a los 20 minutos

Para estaimar el control de la carboxilacién de piruvato sobre
la sintesis del glutamato, las retinas se incubaron con

piruvato a 0,2 mM o 5 mM en el medio y se analizaron los
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metabolitos antracelulares y extacelulares El !co; total
fijado a los 20 minutos en la presencia del piruvato a 0,2 mM
fuea 5,27 * 0,45 nmoles de H!COi/mg, mientras que aquel fijado

en la presencia de piruvatoc a 5 mM fue 9,50 * 0,74 nmoles de
H'c03/mg La I'igura 2 mueslLra que el incremento en el piruvato
no etiquetado desde 0,2 mM hasta 5 mM aumenta la suma de -
glutamato mas C-glutamina (de 1,74 + 0,19 a 2,90 * 0,31
nmoles/mg, p<0,005) La Tigura 2 también muestra que la
incubacién de piruvato mis elevada aumenta los valores de !‘C-
lactato m&s 'C-piruvato Por lo tanto, en estado estacionario,
un aumento en la concenlracién del piruvato de 0,2 mM a 5 mM
aumentd la incorporacidén de HY¥CO; en el glutamato y la
glutamina en un 60%, mientras que el aumento en el piruvato
aumenté la ancorporacién de H¥CO, en el piruvato y e el
lactato un 111% El carbono 14 ciclado en el piruvato y en el
lactato representa el reciclado glial a través de 1la
carboxilasa de piruvato, la enzima malica y la carboxicinasa
de fosfoenolpirruvato y por pramera vez demuestra 1la
descarboxilacién del ciclo del acido citrico activo en el

tejido neural aintacto

Estos datos muestran que un aumento en el flujo a través de la

carboxilasa de piruvato induce un aumento en la nueva sintesis
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del glutamato retinal Simultaneamente, ocurre un aumento algo

mayor en el reciclado del pairuvato

Una fraccion aimportante de la sintesis de la glutamina deriva

de la carboxilacion del paruvato

La importancia de la carboxilacidén del piruvato como una
fuente para reabastecer del glutamato liberado desde las
terminaciones nerviosas retinales durante la transmisidn
neuronal se estim® determinando la radicactividad especifica
de la glutamina en el Lejido retinal incubado con el medio que
contiene HWCO, Una proporcidén fija de la sintesis de la
glutamina en la retina deriva del glutamato no etiquetado

liberado por las neuronas y recogido por la glia de Miller EI1

resto proviene del a-cetoglutarato glial sintetizado
anaplerdéticamente desde el piruvato Yy el “COz En
consecuencia, Jla radicaclividad especifica de la glutamina
comparada con la actavidad especifica del H'CO; proporciona un
valor minimo para la proporciédn de la glutamina derivada de la
anaplerosis El producto de la carboxilasa de piruvato en 1la
glia es [1,4-'"C)-oxaloacetato 1Las posiciones 1 y 4 se
etiquetan porque el carbono 14 inicialmente incorpora en la
posicién 4-C del oxaloacetato se reparte al azar entre las
posiciones 1 y 41 mediante el equilibrio del oxaloacetato con

fumarato asimélrico L1 oxaloacelalo etiquetado sc¢ condensa
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con paruvato para formar citrato, que luego se isomeriza hacla
1socitrato El (1,4-'C]-i1socitrato es oxidado y descarboxilado
hacia el ([5-'"C] a-cetoglutarato por 1la deshidrogenasa de
1socitrato L[Cn consecuencla, el o-cetoglutarate sintetizado
anaplerdticamente tiene aproximdamente la mitad de la
radioactividad especifica del K!'CO; del sustrato original,
segin el grado de seleccidén al azar de la etiqueta en el
oxaloacetateo Estoe también es cilerto para la glutamina

sintetizada desde el [5-''C] a-cetoglutarato

La actividad especifica de la glutamina se midié en los
extractos de tejido retinal aincubados con piruvato a 0,2 mM y
H'%CO, para los 10, 20, 40 y 60 minutos Solamente se informa
la glutamina del 1Llejide (no del medio La radioactividad
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/nmol o de 0,158 * 0,009 dpm/nmol de la actividad
especifica del bicarbonalo Estoe aindica que un 32% de la
glutamina fue producida por la anaplerosis y la carboxilasa de
piruvato

Ia radiocaclLividad espcifica del glutamato retinal (269 * 8

dpm/nmol} fue menor que la de la glutamina y también constante
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en funcién del tiempo desde los 10 a los 60 minutos Fue sbélo
del 14% de 1la actividad espcifica de 1la glutamina Esto
sugiere que la devolucidn metabdlica del glutamato en las
neuronas es ripida con respecto a la sintesis anaplerética

Sin embargo, como la devolucidén de glutamato neuronal no puede
reabastecer del esqueleto de carbono de glutamato perdido
durante la neurotransmisidédn, la via anaplerética es de
fundamental importancia en el mantenimiento de los niveles de
glutamato Los presentes datos muestran inequivocamente que la
via anaplerética proporciona una importante proporcidén (=32%)
de 1la glutamina requerida para el reabastecimiento de

glutamato

La saintesis del glutamato y la glutamina retinales depende
parcialmante de Ila transaminacién de los aminofécidos de

cadena ramificada

Estudios recientes de la sintesis del glutamato en astrocitos

cultivados sugirieron que la conversidn del a-cetoglutarato al
glutamato puede actuar como un paso de control de la velocadad

en la sintesis anaplerdética del glutamalo Varios grupos han
indicado que el grupo a-amino del glutamato no puede ser
suministrado como amoniaco y debe en consecuencia ser

suministrade por la transaminacidén del a-cetoglutarato con



163 %
169

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 , Whate, L R , Haraldseth, ©O , Unsgard, G ,
Assley, J , Sonnewald, U {1998), de nuestra autoriu,
Dev Neurosci, 20, 389-3918 Los aminodcidos de cadena
ramificada contribuyen con hidrégeno igualmente ya que pueden
atravesar las barreras sangre-cerebrales y sangre-retinales
eficientemente Hutson y sus colaboradores han propuesto que
una lanzadera de nitrégeno entre las neuronas y la glia que
consiste en aminodcidos de cadena ramificada y dos isoenzimas
de BCAT, una en el citosol neuronal {(BCAT¢c) y una en la
mitocondria glial (BCATm), también puede proporcionar también
el nitrégeno necesario Hutson, S M , Berkich, D, Down, P,
Xu, B, Aschner, M , y LaNoue, K[ (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 BCAAR regenerado

en las neuronas {cf Caigura 1)

Como un primer paso hacia la investigacién del rol de las
1soenzimas de BCAT en la nueva sintesis del glutamato en la
retina, 5e uséd la imunotransferencia con anticuerpos
especificos de BCA1m y BCAlc para determinar si1 las 1soenzimas

de BCAT se expresan en la retina de las ratas Como se muestra
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en la Figura 3, tanto la BCATc como la BCATm se expresan en la
retina a niveles que son comparables con aguellos hallados en
homogenatos de cerebro completoc En consecuenclra, la retina de
rata recién disecada es un sistema neural intacto apropiado en
para ensayar el concepto del lanzamiento de nitrdgeno entre

las neuronas y la glia

La gabapentina andloga de leucina (GBP) es una droga
neurcactiva que inhibe la BCATc, pero no la BCATm Su, T -%Z ,
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 1las retinas de rata recién disecadas (no se
muestran dates) Se midid entonces el efecto de la GBP sobre
la sintesis de '“C-glutamatoc mas !'C-glutamina desde HCO; en
retinas de rata fuera del cuerpo vivoe Como se muestra 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 uM
cada uno de leucina, isoleucina vy valina ainvirtié la
inhibicién al 89% del control (2,84 * 1,15 nmol/mg, p<0,01
comparada con la GBP sola) La GBP no tuve ningun efecto sobre
ATP n1 sobre el [osfato de creatina, lo cual indica que la GBP
no deteriord los procesos biocenergéticos retinales El pequefio

aumento en la incorporacidn de carbono 14 en los intermedios
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del ciclo 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 xncorporacién de la etiqueta en todos los

metabolitos se muestra en la Tabla II

Se realizaron otros experimentos para investigar las
propiedades de respuesta a la dosis de la GBP Las retinas
recién disecadas se incubaron durante 20 minutos en el tampdn
A que contenia GBP a 0, 0,2, 1 o 5 mM Como se muestra en la
Figura 5, el aumento de la concentracidén de la GBP en 1 mM no
aumenté significativamente el grado de esta inhibicién de la
sintesis de !"C-glutamato mas 'C-glutamina desde ¥'CO;
Nuevamente la GBP no Luvo ninguna influencia sobre 1la
formacién de i1ntermedios de ciclec de acide citrico, lactato y
piruvato (Figura 5) Esto apoya la propuesta de que el sitio

de inhibicién de GBP de la sintesis del glutamato es la

conversiédn 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

requerlida 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 Neurcchem 64, 212,-

2131

Las mediciones inmunocitoquimicas i1ndican que el 90% o mas d-1
glutamato retinal y del cerebro completo es neurocnal y que Ja
inhibicién de la sintetasa de glutamina para los 90 minutos
agota la fuente de glutamato neuronal a niveles despreciable=

Cttersen, O P , 2Zhang, N , y Walberg, F (1992) Neuroscia 46,
519-534 Esto demostré gque la sintetasa de glutamina es
requerida para mantener el glutamato neuronal Aunque el
glutamato se puede sintetizar en las neuronas desde el a-
cetoglutarato, la falta de carboxilasa de piruvato u otra
enzima anaplerdtica i1mpide el —reabastecimiento de o~
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 investigd incubando retinas extirpadas con H*CO,
y midiende la apariencia y la radiocaclividad especifica de Ja
Hc-glutamina y el '"C-glutamato Se sintetiza mas '*C-glutamina
en presenoia de piruvate a 5 mM que en presencia de 0,2 mM

Dsto 1indica que la actividad de la carboxilasa de piruvato
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influye en la velocidad de la sintesis de la glutamina £ n
embargo, la sensibilidad de este control es demostrada por la
observacion de que cuando el piruvato se incrementa de 0,2 mM
a 5 mM, la magnitud del aincremento en el flujo de La
carboxilasa de pairuvate (B0,3%) no se traduce directamente ¢n
un aumento equivaleniLe en el ‘C-glutamato mas "C-glutami:a
(69,0%) La flexabilidad del control es provista por .1
potencial de descarboxilacién del ciclo del 4Acido citrico y
el reciclado del paruvato La dependencia del pairuvato de Ta
fijacién total de H"CO; en el tejido retinal fue similar a
la observada en los astrocitos aaslados cultavados
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 ningin modo de regenerar BCAA
endégena wusada para transaminar el a-cetoglutarato, los
aumentos 1nducidos por el piruvato en la fijacidédn del CO: no se
tradujeron en aumentos en los niveles de '‘*C-glutamato y 'C-
glutamina En camblo, el carbono 14 se acumuld exclusivamente
en los intermed:ios del ciclo de &cado citrico y en el piruvato

“reciclado”

En los estudios retinales informados aqui, la radiocactaividad
especifica de la glutamina en el estado estacionario fue 0,158
de la actividad especifica del bicarbonato Como

aproximadamente la mitad del 'C incorporado en el oxalacetato
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es retenida en el a-cetoglularato, los resultados muestran que

~32% de la glutamina deriva de H!CO; EBsta es la primera
estimaciédn directa de la contribuciédn de la anplerosis a la
sintesis de 1la glutamina en un tejido neuronal Las
estimaciones anteriores han sido i1ndirectas, y consistieron en
el anAlisis 1sotopomérico de los espectros de NMR posteriores
a la 1nfusién de ’C glucosa (3-5, 11-13) en cerebros intactos

Las estaimaciones de la contribucié4n de la carboxilacién del
piruvato a la sintesis de la glutamina usando estos métodos de
NMR han sido menores que la presente, y estan en la gama de
menos del 1% (3) al 5%-10% (4,5) al 20%-25% Shank, R P,
Bennet, G S , Creytag, S O y Campbell, G L (1985) Brain Res

329, 364-367, Griffen, J L , Rae, C , Radda, G K , y Matthews,
PM {(1999) Biochim Biophys Acta 1450, 297-307, lo cual
depende en gran medida de las suposiciones iniciales de los
modelos matemdticos usados Los presentes resultados sugleren
gque la carboxilacién del paruvato glial y la conversidn de
los intermedios del ciclo del &cido citrico al glutamato y la
glutamina probablemente sean cuantitativamente importantes
para la funcidédn retinal y posiblemente para la funcaén

cerebral completa

La observacidén de que la GBP hace mds lenta la conversidn de

los aintermedios del ciclo del dcado citrico en glutamina y
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glutamato sugiere que la sintesis neuronal de la BCAR por la
BCATc es necesaria para las velocidades ©Optimas de 1la
aminacidén del a-cetoglutarato al glutamato Un esquema
razonable para su participacibn en este proceso se muestra en

la Figura 1

Los resultados, que demuestran la ainhibacidén de la sintesis
del !"c-glutamato y la l4C-glutamina desde H!?CO, por la GBP y
la inversién de la inhibicidn por la BCAA son conslstentes con
la lanzadera descipta La hipbétesis también da una explicacién
para la accién antiepiléptica de la GBP Taylor, C P , Gee,
NS, Welty, DT, Brown, J P, Dooley, DJ, Boden, P,
Singh, L (1998) Epilepsy Res 29, 233-249 De hecho, la
sintesis del glutamato disminuada es una accidén comun de la
GBP y los inhibidores de la anhirasa carbdnica antiepiléptica

Hazen, S A , Waheed, A, Sly, WS , LaNoue, K F , Lynch, CJ

{1997) Dev Neurosci 19, 162-171 También, la Enfermedad de
la Orina de Jarabe de Arce, la enfermedad heredaitarlia causada
por una mutacién del gen para la deshidrogenasa del cetodcido
de cadena ramificada, s1 no es Lratada induce una alta BCAA en
suero en pacienles y consecuentes anormalidades neurolégicas

Chuang, DI , y Shih, VL (1995) en La Base Metabolica de la
Enfermedad Hereditaria, eds Schriver, C R, Beaudet, A L ,
Sly, S, y Vaile, D (McGraw-Hill) pégainas 1239-1277, que

puede estar relacionada con la regulacidén anormal de la
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sintesis del glutamato Finalmente la implicacién del
lanzamiento del nitrégeno durante la sintesis del glutamate
debe ser estudiada mds profundamente a la luz de la eficacia
de la GBP en el tratamiento de la enfermedad neuropitica
Ottersen, O P, Zhang, N y Walberg, F (1992) Neurosci 46,
519-534 y 1la neurodegeneracién, Chuang, DI y Shih, V E
(1995) en La Base Metabdlica de 1la Enfermedad Hereditaria,
eds Schraiver, C R , Beaudet, A L , Sly, S Yy Vaile, D
(McGraw-Hill), pdganas 1239-1277, Rothsetin J D y Kunel, R W

(1995) J Neurochem 65, 643-651
EJEMPLO 67

Preparacién de Enzamas Cerebros de rata congelados fueron
fundidos en hielo y desmenuzados en trozos £ines Para cada
cerebro se agregaron 5 ml de un tampdn isoténico [manitol a
225 mM sucrosa a 75 mM, MOPS a 5 mM {(pH 7,1), EDTA a 1 mM,
EGTA a 1 mM, DIT a 1 mM, que contenia leupeptina, pepstatina y
PMSF] Las muestras se homogeneizaron en un homogeneizador de
Potters (B Bran Biotech International) a 500 rpm durante
diez pulsaciones, y luego diez pulsaciones adicionales a 800
rpm Loes homogenatos se centrifugaron en el centraifugador
Beckman J2-M1 con rotor JA-20 a 19 000 rpm durante 1 hora Ll
sobrenadante se dial:izdé con al menos Lires cambios del tampdn

de didisis (manitol a 225 mM, sucrosa a 75 mM, MOPS a 5 mM a
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pH 7,1, CDIA a 1 mM, EGTA a 1 mM, y DTT a 1 mM) durante 24

horas La enzima resultante se almacené a -B0°C para otros

ensayos

Ensayo de la BCAT La reaccién se realizd en tubos de
Eppendorf de 1,5 ml en un volumen de 100 pul que contenia Tris-
HCl a 50 mM (pH 8,3), ['C]L-leucina a 25 pM, 2-oxoglutarsto a
10 pM, fosfato de piridoxal a 15 puM, DIT a 1 mM, y enzima lLas
soluciones para la mezcla de la reaccidn se hicieron en diez
veces las concentraciones Pasados 10 minutos de incubacién a
temperatura anmblente (22°C), la reaccién fue detenida
agregando 100 pl de p-nitrofenil hidrazina a 15 mM en HCl a 2
M Pasados unos minutos se agregd 1 ml de un 1liguido de
centelleo basado en tolueno (4,5 g de PPO vy 0,5 g de bis-MSB
en 1 1litro de toluenc), se tapé 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 jpl de la capa orgdnica de
cada tubo en tubos de centelleo, y luego se agregaron 10 ml de

cébctel de centellec para el recuenLo

Ejemplo Numero rBCAlc IC50 (pM)

1 146
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2 1136 I
3 1660 |
2 2515 :
5 2934 ;
6 2620 |
7 2165 |
3 T |
9 120

10 121

11 1387

12 1490

13 >10 000

14 8592

15 82

16 1319

17 >10 000

18 p—

19 —

20 169

21 169

22 389

23 2121

24 942

25 170
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26 8592
27 1553
28 181
29 391
30 2250
31 908
32 243
33 1018
34 3218
35 1768
36 -
37 1193
38 2618
39 933
40 3 800
11 363
42 669
43 2079
44 2728
45 1331
46 1129
47 15 580
48 8530
4195 84




ol

174
140

50 842
51 >10 000
52 2516
53 3340
54 217
55 9242
56 —-———
57 -
58 179
59 3370
60 11 530
61 114
62 4216
63 ——
64 ———
65 —_——
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REIVINDICACTIONES
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 préictica, se declara que lo que reivindica coao

invencidn y de propiedad exclusiva es

1 Un compuesto de la Férmula IV

X COH

Ry

R,
R3

Ry v

R1-R4 son hidrégeno o alqualo,

X es NRs u 0O,

Rs es hidrdégeno o alquilo,

R¢ es hidrégeno, alquilo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo,
arilalquilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alquilcicloalquilo,
halogenalquilo trisustituido y en donde R;-Ry son cada uno
hidrégeno, entonces Rg no es hidrdgeno o metilo, o una sal,

éster, prodroga o amida farmacéuticamente aceptable de é)
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2 Un compuesto de acuerdo con la reivandicacidn 1,
caracterizado porque R, y Ry son hidrégeno y R; y Ry son
alquilo, Rz y Rq son hidrégeno y R; y R; son metilo, R;~-Ry son
hidrégeno, R; es alquilo y R2-R4 son hidrégeno, R, es metilo y
R2~-R; son hidrdgeno, Rs es hidrégeno, X es NRg, X es O, Rg es
alquilo, R¢ es bencilo, R¢ es acetilo. Rg es fenialquilo, Rg es
cicloalquilo, Rg es trifluorocalquilo, Rg alquilcicloalquilo, Rg

es alcoxia, ¥y Rg es alilo

3 Un compuesto de acuerdo c¢on la reivandicacién 1,
caracterizado porgue Rz vy Ry son hidrégeno y R; ¥ R3 son metilo,
Ri1-Rq son hidrégeno, R; es metilo y R2—-Ry son hidrégeno, Rs es
hidrégeno, X es NRs, Rg es alquile, Rg es bencilo, Rg es
acetilo, R¢ es fenilalquilo, R¢ es cacloalquilo, R¢ es
trifluoroalquilo, Rg alquilcicloalquilo, R¢ es alcoxl, y Rg es

alilo

4 Un compuesto de acuerdo con la relvindicacién 1,
caracterizado porgque Rz y Ry son hidrégeno y R; ¥ R; son metilo,

Ri-R' son hadrégeno

5 Un compuesto de acuerdo con la reavaindicacibdn 1,
caracterizado porque se selecciona del grupo formado por
Acido {l-alilaminomelLal-ciclohexil)-acctico,

Acido (l-prop-2-inilaminomelil-ciclohexil)-acélico,
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Acido {1-((2,2,2-Lrrfluoro-etilamino)-metil]-ciclohexil}-
acético,
Acaido {1-1{3,3,3-trifluoro-propailamino)~metil]-ciclohexil}-
acético,
Acido la, 38, 5p-(1-alilaminomet1l-3, 5-dimetil-ciclohexil)~
acétaco,
Acido la, 3B, 5p-(3,5-dimet1l-1-prop-2-inilaminometsl-

ciclohexil)-acético,

Acido la, 3B, 5B~{3, 5~dimet11~-1~[{2, 2, 2~trafluoro~etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido la, 38, 50-{3, 5-damet1l-1~[ (3,3, 3-trifluoro~propilamin !} -
metil]-ciclohexil}-acélico,

adcidotrans-{ (1R, 3R)-1-alilaminometil-3-metil-ciclohex1il)-
acético,

Acido trans-({1R, 3R)-3-metil-l-prop-2-inilaminometil-
ciclohexil)-acético,

acado trans-{ (1R, 3R} -3-met1l-1~[ (2,2, 2-trifluoro-etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

acido trans{ (1R, 3R)-3-met1l-1-{(3,3,3-trifluoro-propilamino} -
metil]-ciclohexil}-acetico.

Acaido trans( (1R, 3R)-3-met1l1-1~[(4,4,4-tr1fluoro-butilamino) -
metill-ciclohexil)}-acétrco,

Acido la, 3B, 5p~{3, 5~dimet11-1-[ (4, 4,4-trrfluoro~butilamino)-

metil]-ciclohexil}-acético,
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Acado la, 3p,5p-{1-[(ciclopropilmetil-amino)-met1l]-3, S-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) -1-etilaminometil-3-metil-cilohaxil)-
acético,
Acido trans-((1R,3R}-3-metil-1-propilaminometil-ciclohexil)~
acético,
Acado trans-( (1R, 3R) -1-butilaminometil-3-metil-ciclohexil) -
acético,
Acado trans—-{{1R, 3R)~1-hidroxametil-3-metil-ciclohexil) -
acético,
Acido le, 3B, 5p-11-[ (hadroximetil-amino) -metil] -3, 5-dimetil-

ciclohexil}-acétirco,

Clorhadrato del acido le, 3B, 5f-(1~aminomet1l-3, S-dietal-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acaido la, 3B, 5p-(3,5~dimet11-1-
prepilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido 1le,3p,5p-(l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del 4&caido 1la,3B,5B-(l-bencilamino-met1l)-

3,5-daimetil-ciclohexil]-acético,
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Sal de clorhidrato del &cido la, 3p,5B-(1-dimetilaminometil-3,5-

dimetil-ciclohexil)-acétrco,

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

Sal de clorhidrato del Acido la, 3B, 5B-{1-[{(bencil-metil~amin: )~
metil)-3,5-dimetril-ciclohexil)-acetico,

Sal de clorhadrato del acido la, 3B, 5p~- (3, 5-dimetil-1~
metilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido 1la,3f3,5p-[1-(acetrlamino-metil)-3,5-dimetil-clclohexil]~
acético,

Sal de clorhidrato del &acido la, 3f,5p-[1-(1scbutilamino-metil)~-
3,5-dimetil-ciclohexil]}-acético,

Sal de clorhidrato del acido la, 3p,5p-([3,5~-dimet1l-1~
{fenetilamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadrato del &cido la,3[p,5p-{3,5-dimetil-1-[(3-fenil-
propilamino)-metil]-~ciclohexil}-acético,

Sal de clorhadrato del acido ({1l-[{ciclobutilmetil=-amino)-
metil)-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acido 1la,3f},5p~{1-(1sopropilamino-
met1l) -3, 5-dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidralo del &cido {1-[(2-metil~-butilamino)-metil]-

ciclohexi]}-acético,

Sal de clorhidralo del acido [(l1-[(4,4,4-trifluaro-buLlilaminoc)-

metil]-ciclohexil)-acel 1co,
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Sal de clorhidrato del #&écido (l-etilaminometil-ciclohexail)-
aceético,

Sal de clorhidrato del 4&cido ({l-[{ciclopropilmetil-amino)-
meiil] -~ciclohexill}-acético,

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

Sal de clorhidrato del &cado [1-(1sobutilamino-metil)~-
ciclohexll] ~acético,

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

Sal de clorhidrato del 4cado [1-{isopropilamino-metil) -
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido (l1~ciclohexilaminometil-
ciclohexi1l) -acético,

Sal de clorhidrato del dcido [1-(bencilamino-metil) -
ciclohexil]-acético,

Sal clorhidrica del &cido ((1R,3R)-3-metil-l-propilaminometil-
ciclohexil)-acétaco,

Sal de clorhidrato del 4&cido {l-[ciclopentilmetil-amino)-
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal clorhidrica del agido {l-{(ciclohexilmetil-amino)-metil]-
ciclohexil)-acético,

Acido [l-(terc-butoxicarbonilamino-metil)-ciclohexil]-acélaico,

Acaido {l1-{(acelLilamino-mel1l)-ciclohexil)-acélico,
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Sal de clorhidrato del &cado ((3R,5S)-1-ciclobutilaminometil-
3,5-dimetrl-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {((3R,5S)-3,5-dimetil-1-{(2-metal-
butilamino)-metil]-ciclohexil}-acéticaq,

Sal de clorhidrato del A&cido ({(3R,5S)-1-({(2~hidroxi-l-metil-
etilamino)-met1rl]-3,5-dimeiLrl~-ciclohex1l)-acético,

Sal de <clorhidrato del 4cido {{(3R,55)-1-[(2,2-dimetox1~-
etilamino)-metil]-3, 5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {(3R,5S8)-1-[(clclopentil-amino}-
met1l]-3,5-dimetil-ciclohexil}~acético,

Sal de clorhidrato del &cido {{3R,55}-1-[(ciclohexilmetil-
amino)}-metil]-3, 5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &acido ((3R,5S)-l-ciclchexilaminometail-
3,5-dimetil-ciclehexail)-acétaco,

Acido ((3R,5S)-1l-carboxi et1l-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del Acido trans-{(3R,58)-l1l-hidroximetil-
3,5-dimetil-ciclohexil-acético,

Sal de clorhidrato del acido cis-{{(3R,5S)~-1-hidroximetal-3,5-
dimetil-ciclohexil-acetico,

Sal de clorhidralo del &cido (l-dimetilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del acido (l-butilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del &cido ({1-[2,2-dimetoxli-etilamino)-

metil)-ciclohexill-acético,
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Sal de clorhidrato del 4cido (l-metilaminometil-ciclohexil)
acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1l-{(bencil-metil-amino)}-metil)-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido [1-(fenetilamino-metil) -
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadrato del &acido {1l-[(3~fenil-propilamino)-metil]-
ciclohexill-acético,

Sal de sodico del &acado ({3R,5S)-1-hidroximetil-3,5-dimetil-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &acado ((3R,5S)-l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-~acético,

Sal de clorhiadrato del &acido (l-aminometil-4-etil-ciclohexil)-
acétaico,

Sal clorhidrica del &cido (l-aminometil-4-propil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del acildo ((3R, 58)~-3,5-dimetil-1~-
propilaminometil-ciclohexail)-acético,

Sal de clorhidrato del &acido [(1R,3R)-1-(bencilamino-metil)-3-
metil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cado { (1R, 3R)-1-[(bencil-metil-amino)-
met1l]-3-metil-ciclohexil)}-acético, o

Sal de clorhadrato del acido ((1R, 3R)-3-met1l-1-

metilaminometil~-ciclohexil)~acético



|&9

6 Un método para tratar la retinopatia diabétaica,
caracterizado porque comprende el paso de administrar una

cantidad terapéuticamenie efectiva de un compuesto de las

Férmulas I, II y/o III, a un paciente gque lo necesita

Ry
\x '“hi\cmm

U
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en donde

Ry es H, alquilo, cicloalquilo, alquilo sustituido que contienc
halégeno, amina, alcoxi, cicloalquilo, o hidroxi, alilo,
alguinilo, alcanoilo, alcoxialcanoalo, sulfonile, fenilo,
bencilo, o arilalquilo,

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

Ry-Ry ¥y Rip-Ris son independientemente H, alquilo, o alquilo
sustituido, ¥y

X = NRjs, O, 0 S,

cuando hay mas de un estereoisdmero, cada centro quiral pucde
ser 1independientemente R o S, o una sal, éster, prodreogra, o

amida farmacéulLicamente aceptable de &l

7 El método de la reivindicacidn 6, caracterizado porque m y
n son 1, X es NRyjy,» Rg es H, Ry es metilo, Ry ¥ Rs son metilo, Rg
es metileo, Ryp es metilo, Ry y Ry son metilo, R; y Rg son
metilo, Ri—-Rs ¥ Rip~Ri3 son H, Rs es alquilo, Rs e3 bencilo, Ri
es alguilo, Ry es arilalgquilo, Ry es cicloalgquilo, R;-Ry; son H,

Ri-Rg ¥ Rie—-Riy son H, R;-Rz y Ry-Rp son H, © Rz es metilo

8 Ll mélodo de la reavindicacidn 6, caracterirzado porque Ry cs
alquilo, Ri;-Rz y Rs-Rjyy ¥ Riq son hidrdégeno, vy m y n son 1, y X
es NRyjy, Ry y Ry; son alquilo, R;-R2 vy R4—Rijg ¥ Riq son hadrégeno,

mynsonl, y X es NRjs, R y Rin son alqualo, Ri-Rz ¥ Rs~Rio ¥
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R;4 son hidrégeno, m y n son 1, Ry es alquile, y X es NRy, ¥y

Ri-R11 ¥ Ris son hidrégeno, m y n son 1, vy X es O

9 El método de la reivindicaciédn 6, caracterizade porque el
compuesto se selecciona del grupo formado por
Acido (l-alilaminometil-ciclohexil)-acético,

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

Acido {1-{(2,2,2-tr1fluoro-etilamino)-metil}~ciclchexil}-
acético,
Acido {1-[{3,3,3-trrflucro-propilamino)-metil]-ciclohexil}-
acético,
Acido la, 3P, 5p-(1-alilaminomet1l-3, 5~dimetil-ciclohex1il)-
acético,
Acido 1a, 303, 5P~ (3, 5~dimet1l-1-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)-acético,

Acaido le, 38, 58~(3,5-dimet1l-1-({(2,2,2-trrfluoro-etilamino) -
metil]-circlohexil]-acético,

Acido la, 3B, 5p~{3, 5-dametal-1-[(3,3,3-tr1fluoro-propilamino) -

metil]-ciclohexil}-acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-1-alzlaminomet1l-3-met2l-ciclohexil) -
acético,
Acado trans-( (1R, 3R} -3-met1l-~1l-prop-2-inilaminometil-

ciclohex1l) ~acético,
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Acido trans-{ (1R, 3R) ~3-met1l-1-[(2,2,2-trifuoro-etilamino) -
metil]~ciclohexill}-acético,
Acido trans-{(1R,3R)-3-metil-1~-[(3,3,3-trifluoro-propilamino}-
metil] -ciclohexil}-acético, .
Acido trans-{ (1R, 3R)-3-metil-1-([({4,4,4-trr1fluoro-butilamino) -
metil]~ciclohexil)-acético,

Acido la,38,58-{3,5-dimet11l-1-({({4,4,4~-trifluoro-butilamino) -
metil]-ciclohexill-acético,

Acido 1la, 3B, 5p-{1-[(ciclopropilmetil-amino)-met1l]-3,5~dimet1l-
ciclohexil)-acético,

Acado trans-{ (1R, 3R)-1-[ (caclopropilmetail-amino) -met1l]-3-

metil-ciclohexil}-acético,

Acido trans-( (1R, 3R)-3-metil-~l1-metilaminometil-ciclohexil) -
acético,
Acado trans-((1R, 3R)-1l~etilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)-3-met21l-1-propilaminometil-ciclohexil)~
acético,
Acido trans-( (1R, 3R)-1-butilaminometil-3~metil-ciclohexil)-
acetico,
Acido trans-( (1R, 3R)-1-hidroxaimetil-3-meti1l-ciclohex1l) -
acetico,

Acado la, 303, 58-{1-[ (hadroximetil-1-amino) -met1l]~3, S-dameL1il-

ciclohexil}-acético,
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Clorhadrato del scado la, 3B, 5p- (1-aminomet1l-3, 5-dietal-
ciclohexil)-acético,
Clorhidrato del acido trans- (1R, 3R) {(1-Aminometil-3-metil-
ciclohexil) -acétaico,

Clorhaidrato del acido (l1-aminometil-2-metil-ciclohexil) -

4
acético,

Clorhidrato del acado (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexa )ia'
acético,

Clorhidrato del A&cido (%)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimet.l-_~-
ciclopentil)-acético,

Clorhadrato del. &4cido (cis/trans)-(3R)-(l-aminometil-3-metirl-
ciclopentail)-acético,

Clorhidrato del A4cido (+)-(trans)-{l-aminometil-~3,4-dimet1l-
ciclopentil)-acético,

Clorhadrato del 4dacido (+)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetail-
ciclopentil)-acétaico,

Clorhadrato del dcido la, 3B, 5p-(1-aminometil-3, 5-dimetil-
ciclohex1l) -acétaico,

Sal de clorhidrato del dcido la, 38,58~ (3,5~-dimetil-1-
propilaminometil-ciclohexil)~acético,

Sal de clorhidrato del acido 1a,3B,5B-(l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del &cido la,3pB,5B-{(l-bencilamino-metil)-

3,5-dimetil-ciclohexil]-acétaico,
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Sal de clorhidrato del &cido 1«a, 3f3, 5p-(l-dimetilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acetico,

Sal de clorhidrato del 4&cado 1le,3B,5p-(l-butilaminometil-3,5-
daimetil-ciclohexil)-acélico,

Sal de clorhidrato del &cido 1la, 3B, 5B-{1-[(bencil-metil-amino)-
metal]-3, 5~dametil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clorhidrato del acado la,3p,58~(3,5-dimet11-1-
metilaminoetil~ciclohexal)-acético,

Acado 1, 3p,5B8-[1-(acetilamino-meti1l)-3,5~dimetil-ciclohexil)~
acético,

Sal de clorhadrato del Acido 1la, 3f},504-(1-(isobutilamino-metil)-
3,5-dimetil-ciclohexil] -acético,

Sal de clorhaidrato del dcido la, 38, 5p-(3, 5~dimetil-1-
(fenetilamino—metil)-ciclohexil] -acético,

Sal de clorhidrato del acado la, 3B,5p-{3,5-dimet1l-1-[(3~fenil~
propilamino)-metil]-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadrato del A4cido ({1-[(ciclobutil-amino)-metil]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido 1la,3f,5p-(1-(lsopropilamino-
met1l) -3, 5-dimetil-ciclohexil]-acetico,

Acido l-aminometil-1l-ciclohexano-acético,

Acido l-aminometil-l-ciclopentano-acético,

Sal de sodio del Acido l-aminemelil-l-circlopenkano-acético,

Sal de sodio del &cido 1-(hidroxaimelll)ciclohexano-acelLlco,
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Sal de clorhidrato del acido ([1-[(2-metil-butilamino)-metrl]-
ciclohexil}-acético,

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

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

Sal de clorhidrato del a&acido ({1-[(ciclopropilmetil-amino!}-
metil]-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del dcido {1-[(2-hidroxi-1-metil-
etrlamino)-metil]l-ciclohexil}-~acético,

Sal de clorhadrato del acido {1-{(1iscbutilamino-metil) -
ciclohexail]-acétaco,

Sal de clorhadrate del Aacido (l-propilaminometil-ciclohexil)-
acetico,

Sal de clorhidrato del 4cido ({l-{(isopropilamino-metil)-
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadrato del dcido (1-ciclohexilaminometil-
clclohexil) -acético,

Sal de clorhidrato del acado [1~ (bencilamino-metil) -
ciclohexil]=-acético,

Sal de clorhidrato del dcido {({1R, 3R)-3-met1l-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido ([l-{ciclopentilmetil~amino)-

metil]-ciclohexil)-acético,
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Sal de clorhadrato del acgado (1l-[(ciclohexilmetil-amino)-
metil]-ciclohexill-acetico,

Acido (1~ (terc-buloxacarbonilamino-metil}-ciclohexil]-acético,
Acado [1-{acetilamino-melll)-ciclohexil]~acético,

Sal de clorhidrato del &cido ({3R,5S)-1-ciclobutilaminometil-
3,5-dimet1l-ciclohex1l)-acético,

Sal de clorhidrato del acado {(3R,5S)-3,5-dimet1l-1-[(2-met1l-
butilamino)-metil]l-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del agido ({(3R,5S5)-1-[(2-hidroxi-metil-
etilamino)-metil] -3, 5~-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del Acado {(3R,58)-1-[{2,2-dimetox1~-
etllamino}-metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cado [((3R,5S)-1-[{ciclopentilmetil-
amino)-metil]-3,5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido ((3R,5S)-1-[(ciclohexilmetil-
amino)-metil}-3,5-dimet2l-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cidoe ((3R,5S)-l-ciclohexilaminometil-
3,5-dimet1l-ciclohex1l)}-acético,

Acido ((3R,5S5)-carboximetil-3,5-dimetil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del 4&cido trans-{({3R,5S)-1-hidroximetil-
3,5-daimetil-ciclohexil-acético,

Sal de clorhidrato del 4cido cas-((3R,5S)-1-hidroximetil-3,5-
dimetil~ciclohexil)~acélLico,

Sal de c¢lorhidralo del 4dcido (l-dimelilaminomeiil-ciclohexail)-

acético,
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Sal de clorhidrato del &cado (l-butilaminometil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del Acido ({1-[2,2-dimetoxi-etilamina)-
metil]-ciclohexil}-acétaico,

Sal de clorhidrato del &cido (l-metilaminometil-cicloehexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del acido (1-[ (bencil-metil-amino)-metill)-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del acido [1-{fenetilamino-metil) -
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Acideo {l-[(3-fenil-propilamino)-metil]-
ciclohexil}-aceético,

Sal de so0dio del 4&cido ((3R,55)-l-hidroximetil-3,5~dimetail-
ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cado ((3R,5S8)-l-etilaminometil-3,5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal clorhidrica del A&cido (l-aminometil-4-etil-ciclohexil)-
acético,

Sal clorhidrica del &cido (l-aminometil-4-propil-ciclchexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del Acido {{3R,58)-3,5-dimet1l-1~
propirlaminometil-ciclohexil)-acético, o

Sal de clorhidrato del &acido [{1R, 3R)-1-(bencilamino-metil)-3-

metil-ciclohexil]-acélico,
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Sal de clorhidrato del adcido {(1lR,3R)-1-[{(bencil-metil-amino)-
metil]-3-metil-ciclohexil}~acético, o©
Sal de clorhidrato del acido {(l1R,3R)~-3-meti1l-1-

metilaminometil-ciclohexlil)-acético

10 Un método para inhibir la aminotransferasa dependiente de
aminoacidos de cadena ramificada en un paciente que lo
necesita, caracterizado porque comprende el paso de
admainistrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un

compuesto de las [érmulas I, II y/o III

Ra
D Thin

{CH,
My
Ry 1
R' &
Ry
R, e
Re  nog
\lx
(CHyym {CHzln
Ry
Ryo Ry : I
Ry
Ry Ry

m
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en donde

Re es H, alquilo, cicloalguilo, alquilo sustituido que conticne
halégeno, amina, alcoxi, cacloalquailo, o hidroxi, alilo,
algquinilo, alcanoilo, alcoxialcanoilo, sulfonilo, fenalo,
bencilo, ¢ arilalquilo,

m y n son independienLemente un numerc entero de 1 a 3,

R;-Ry ¥ Rjo~Rix son independientemente H, algquilo, o alqu.lo
sustituido, y

X = NRyiy, O, 0 S,

cuando hay mas de un estereoisdmero, cada centro quiral pucde
ser i1independientemente R o S, o una sal, éster, prodrogra, o

amida farmacéuticamente aceptable de él

11 E)l métocde de la reivindicacaidn 10, caracterizado porque m
Yy n son 1, X es NRyy, Rg es H, Ry es metilo, R; ¥y Rs son metilo,
Re es metilo, Rip es metilo, R; y Ry son metailo, R; y Rs son
metilo, Ri1-Re ¥ Rig~Ria son H, Rg es alquilo, Re es bencilo, Rj,
es alquilo, Ry es arilalquilo, Rg es cicloalquilo, R;-Rs son H,

Ri~-Rg ¥ Rig~R11 son H, Rij-R2 Yy R7-Rg son H, o R; es metilo

12 El método de la reivindicacidén 10, caracterizado porque R,
es alquilo, Ri-Rz ¥y R«~Ri1 y Risa son hidrégeno, y m y n son 1, y
X es NRiy, R y R;p son alquilo, Rj-Rz y Re«Rip ¥y Rjq son

hidrégeno, m vy n son 1, y X es NRiy, Rz y Ry son alquilo, R;-R;
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Y Rs-Rig ¥ Ris son hidrégenc, m y n son 1, Ry es alquilo, y X es

NRi4» ¥ Ri-Ri1 y Riq son hidrogeno, m y n son 1, y X es O

13 El método de la reavandicacién 10, caracterizado porque el
compuesto se selecciona del grupo formado por
Acido (l~alilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acado {(l-prop-2-inilaminometil-ciclohexil)-acético,

Acido {1-{(2,2,2-tr2fluoro-etilamino) -metil]-ciclohexil}-
acético,
Acido {1-[(3,3,3-trifluoro-propilamino) -metil]-ciclohexil}-
acético,
Acado la, 3B, 5f-(1-alilaminomet1l~-3, 5~-dimetil-ciclohex1l) -
acetico,
Acido la, 3B, 5p- (3, 5-dimet1il-1-prop-2-inilaminometil-

ciclohexil)-acético,

Acado la, 3B, 5B~{3,5-dimet1l-1~[(2,2,2~-trifluoro~etilamino) -
metil]-ciclohexil}-acético,

Acido 1la,3B,5B-(3,5-dimet1l-1-{(3, 3, 3-trifluoro-propilamino) -

metil]-ciclohexil)-acético,

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

ciclohexil) -acético,
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Acido trans-{ (1R, 3R)-3-met11~1-{{2,2,2-trifuoro-etilamino)~
metil]=-crclohexil }-acético,

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

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

Acido la, 3B, 5Bp-({3,5-dimet1l-1-[ (4,4, 4-trifluoro-butilamino) -
met1il)~ciclohexil)-acético,

Acido la, 3P, 5p-(1-[{ciclopropilmetil-amino)-met1l]-3,5~dimetil—
ciclohexil}-acético,

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

metil-ciclohexil}-~acético,

Acido trans-{ (1R, 3R)-3-metail-l-metilaminometil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans-({1R, 3R)-l-etilaminometil-3-metil-ciclohexil)-
acétaico,
Acaido trans-( (1R, 3R)-3-metail-l-propilamincmetil-ciclohexil)-
acético,
Acido trans- { (1R, 3R)-1-butilaminometil-3-metil-ciclohexil}~
acético,
Acado trans-( (1R, 3R) -1-hidroximetil-3-metil-ciclohex1l) -
acético,

Acido 1la,3p,5p-({1-[(hidroximetil-l-amino)-met1l]l-3,5~dimetisl-

ciclohexil)-acético,
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Clorhadrato del acido 1la, 3, 5p~(1~-aminometil-3, 5-dietil-
ciclohexil)}-acético,

Clorhidrato del adcado trans- (1R, 3R) (1-Aminometil-3-metil-
ciclohexil)-acético,

Clorhidrato del dcido (1-aminometil-2-metil-ciclohexil) -
acético,

Clorhidrato del A&acaido (l-aminometil-3,3-dimetil-ciclohexil)-
acético,

Clorhidrato del &caido (t)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
crclopentil) -acético,

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

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

Clorhaidrato del 4&cido (+4)-(trans)-(l-aminometil-3,4-dimetil-
ciclopentil)-acético,

Clorhidrato del acldo 1la, 3, 5Sp-(1-aminomet1l-3, S~dimetil-

ciclohex1il)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido a,3p,5B-(3,5-dimet1l-1~-
propirlaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4acido 1la,3p,58-(l-etilaminomet1l-3,5-~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido 1a,3f},50-(1l-bencilamino-met1l)-

3,5-dimetil-ciclochexil]-acético,
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Sal de clorhidrato del &cido la, 3, 5p-(l-dimetilaminometil-3, 5-
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del A&cido 1la,3p,58~(l-butilaminometil-3, 5~
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del Acido 1la,3f8,5f-(1-[(bencil-metil-amino)-
metil] -3, 5-dimetil-ciclohexil}-acetico,

Sal de clerhadralo del 4cido la, 3B, 58-(3, 5-dimet1l-1-
metilaminoetil-ciclohexil)-acético,

Acido la,3p,5B-(1-(acetilamino-metil)-3,5-dametil-caclohexil]-
acético,

Sal de clorhidrato del acado 1la, 3B, 5p-{(1-(1sobutilamino-metil)-
3,5-dimetil-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhadrato del acado la, 3B, 5B8-[3,5-dimetil-1-
{feneti1lamino-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido le,3(p,5B-(3,5-dimet1l-1-{(3~fenil-
propilamino)-metil]-ciclchexil}-acético,

Sal de clorhidrate del 4&cido {1-[(ciclobutil-amino)-metal]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del A&cido 1a,3(B,5p~(1-(isopropilamino-
metil)-3,5-dimet1il-ciclohexil]-acético.,

Acido l-aminometil-l-ciclohexano-acético,

Acido l-aminomeiil-l-ciclopentano-acetico, a

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

Sal de sodio del acido l-{hidroxaimeiLil)ciclohexano-acetico,

——

- =
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Sal de clorhidrato del &cido {(l-[{2-metil-butilamino)- tal]
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {1-[{4,4,4-trifluorc-butil .. Llno)
metil]-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acido (l-etilaminometil-ciclol <1il)
acético,

Sal de clorhidrato del A&cido {l-[{ciclopropilmetil-z no)-
metil]~caiclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del adcido {1-[(2-hadroxi-1- til-
etilamino)-metil]-~ciclohexil}~acético,

Sal de <clorhadrato del acado {1-(1sobutilamino-m. il)-
ciclohexil)-acétaco,

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

Sal de clorhidrato del &cido [(1-(isopropilamino-metil)-
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del acido (l-ci1clohexilaminometil-
ciclohexil)-~acético,

Sal de clorhidrato del acido [1-(bencilamino-metal) -
clclohexil}-~acético,

Sal de clorhadrato del dcado { (1R, 3R} ~-3-meta1l-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhadrato del 4&cado ([l~[ciclopentilmetil-amino)-

metil]-ciclohexil]-acético,
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Sal de <clorhidrato del acgido {1-][(czclohexilmetil-am »3)-
metil)-ciclohexil)-~acético,

Acido [l1-(terc-butoxicarbonilamino-metil)-ciclohexil)]-acéta »,
Acido [l-(acetilaminc-metil)-ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del &cido (3R,58)-l-ciclobutilaminome: 1-
3,5-dimetzl-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido {(3R,55)-3,5-dimetil-1-[{2-me 11~
butilamino)-metil}-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del A&cide {(3R,5S)-1-[(2-hidroxi-imnei:l-
etilamino)-met1l] -3, 5-dimetil-ciclohexil}-acético,

Sal de <clorhidrato del &cido {(3R,5S8)-1-](2,2-dimetc -
eti1lamino)-met1l])-3, 5~dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del &cido ({(3R,5S)-1-[{ciclcpentilmet:l-
amino)-met1l}-3, 5-dimetil~-ciclohexirl}-acético,

Sal de clorhidrato del 4&cido {(3R,5S)-1-[(ciclohexilmet:l-
amino)-meti1l]-3, 5~dimetil-ciclchexil}-acético,

Sal de clorhadrato del &cido ({3R,5S)-1-ciclohexilaminomet:l-
3,5-dimeti1l-ciclohex1l) -acélico,

Acido ((3R,5S)-carboximetil-3, 5~-dametil-ciclohexil)-acético,
Sal de clorhidrato del acido trans-((3R,5S)-1-hidroximeiL1'-
3,5-dimetil-ciclohexil-acetico,

S5al de clorhidrato del acido cis-{{(3R,55)-1l-hidroximetril-3, -
dimetil-ciclohexil)-acético,

Sal de clorhidrato del acido {(l-dimetilaminometil-ciclohexil)-

acetico,
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Sal de clorhidrato del &cido (l-butilaminometil-ciclcheril)-
acétaco,

Sal de clorhidrato del &cado (1-{2,2-dimetoxi-etilamino)-
metil)-ciclohexil}-acético,

Sal de clorhadrato del dcido (l-metilaminometil-cicloehexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del &cado {1-[(bencil-metil-amino)-met.l]-
ciclohexil}-acético,

Sal de clorhidrato del acido [1-(fenetilamino-metil, -
ciclohexil]-acético,

Sal de clorhidrato del Acido (1-[(3~fenil-propilamino)-metil}-
ciclohexil)-acético,

Sal de sodio del &cido {(3R,5S)-}-hidroximetll-3,5-dimeti)-
ciclohexil) -acético,

Sal de clorhidrato del acado ((3R,5S8)-l-etilaminometil-3, 5~
dimetail-ciclohexil)~acético,

Sal clorhidrica del &cido (l-aminometil-4-etil-caclohexil)-
acético,

Sal clorhidrica del 4cido (l-aminometil-4-propil-ciclohexil)-
acético,

Sal de clorhidrato del dcido {(3R,5S5)-3,5-dimetil-1-
propilaminometil-ciclohexil)-acético, o

Sal de clorhidrato del &cido [(1R, 3R)-1-(bencilamino-metil)-3-

metil-ciclohexil]-acético,
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Sal de clorhidralo del acido {(1R,3R)-1-{{(bencil-metil-aniac)-
metil]-3-metil-ciclohexill-acético, o
Sal de clorhidrato del acido {{(1R,3R)-3-met L!-1-

metilaminometil-ciclohexil)-acético

14 Un método para tratar trastornos neuroldgrcos, depre 6 ,
ansiedad, péanice, manias, trastornos bipolares, enfermede i s
antiinflamatorias, glaucoma, dolor o lesién gastrointest.:al,
caracterizade porque comprende administrar una cantuidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la Férmula IV a

un paciente que lo necesita

X CO,H

Ry
Ry

Ry
Rz v
R1-Ry son hidrégeno o alquailo,
X es NRs u O,
Rs es hadrdgeno o alquilo,
Rg es hidrégeno, alqurlo, bencilo, alcanoilo, alcoxialcanoil)d,
arilalquilo, alcoxi, cicloalquilo, alilo, alquilcicloalguilo,

halogenalquilo trisustituide y en donde R;-R4 son cada uno
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hidrégeno, entonces Rg no es hidrégeno o metilo., o una sal,

éster, prodroga o amida farmacéuticamente aceptable de él
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente 1invencién se refiere a un métode para el
tratamiento profilactico y terapéutico de 1la retinopatia
diabética El método consiste en Jla 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 profilactica o terapéuticamente la

retinopatia diabética La presente invencidén también se

refiere a varios inhidores novedososz de la via de la BCAT
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BRANCIILCD CIHIAIN AMINO ACID-DCPINDIN I AMINO I RANSI LRASL
INLIIBIIORS AND I1ILCIR USE IN THIE TREATMENI Ol DIABLTIC
REIINOPAILHY

BACKGROUND OF THE INVCNTION

More than 14 milhion people 1n the United States have diabutes All people with
diabetes are at nisk of retinal complications Howcver, pcople with type | 1 ¢, insulin-
dependent diabetes face a preater nisk of severe vision loss than people with type 11 1 e
non-insulin dupendent diabcles

Retinopathy 1s any non-inflammatory discase of the retina  Diabetic retinopathy
1s any rcunopathy assocated with any form of diubetes mellitus

Imtially, the hugh blood glucosc level in diabetic people causes an increase in
growth factors in their eycs  This condition 1s known as the "pre-diabetic retinopathy
stage” and can lcad to full diabetic reinopathy, 1l not prophylactically treated

Retinopathy will aliect the majonty of diabetic people to some extent during their
hieumes It 13 the lcading cause of blindness in Americans of age 20 to 74 today, and 14
expecied 1o impair vision 1n approximately vne-third ol diabetic people i the United
States Each ycar in the United States, as many as 40,000 ncw cascs of blindness occur
among diabetic pevple (CDC, unpublished data, 1993) Diabetic people ar 25 imes
more hikely than the general population to become blind duc (o retinopathy

Diabetic reunopathy has two stages-a nonproliferative stage, which typically
occurs first, and a proliferative stage The nonprolilerauive stage, which 1s also referred 1o
as "background diabetic retinopathy,” 1s characlerized by thickening of the basument
mcembrane, loss of retinal pericyies, microvascuiar abnormalities, intrarctinal
microancurysms, retinal humorrhages (also known as "dot blot" hemorthages) retnal
cdema, 1n particular diabetic macular edema, capillary closure associated with retinal
1schemua or poor retinal perfusion (i € , poor vesse! development) and sofl and hard
exudates The proliferutive stage, which affects an esumated 700,000 Americans (Chen ct
al , ] Miss State Med Assoc 36(7) 201-208 (1995)), 1s characterized by
ncovasculanzation and fibrovascular growth (1 e, scarming involving ghal and fibrous

cluements) from the reting or oplic nerve over the inner surface of the retina or dise or mto
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The prolifcrative stage can luad to rubeotic or neovascular glavcoma Macular
edema can occur 1n either stage and 1t, along with complications {rom retinal
ncovasculanizauon, are thc two major retmal problums that cause the diabetes-related
vision loss

While the pathological stages of diabetic retinopathy are well-described, the
molecular events underlymg diabetic reuinopathy are poorly undorstood This 18 due 1n
part, to the fact that the discase progresses over ten to thirty years, depending on a given
individual

Tight control of glycemia and hypertension and ophthalmic screening of diabetic
appears beneficial in preventing the discase Current treatment consists of regular
observation by an ophthalmologist, laser photocoagulation and vitrectomy

Macular edcma threatiening or involving the macular center 1s treated with focal
macular photocoagulation Small (50 mu i1n diamecter), mild-intensity laser burns are
targeted at arcas of leakage in the macula (Murphy, Amer I'amily Physician 51(4) 785-
796 (1995)) Il the macular edema persists, retreatment may bu nccessary

Patients with scvere to very severe nonproliferative retinopathy and patients who
arc at high nsk for prolifcrative retinopathy or who alrcady have early or advanced
proliferative retinopathy, arc treated with seatler or panretinal photocoagulation
Panretinal photocoagulation involves 1,500-2,000 laser bums, which are 500 mu n
diameter, i the mudpenipheral and peripheral portion of the retina (Murphy (1995),
supra)

The best-documented biochemical mechamsm for the development of
microvascular complications of diabetes 1s the sorbitol pathway In the sorbitol pathway,
the enzyme aldose reductase catalyzes the conversion of glucose to sorbitol, and of
galactose to galactitol Aldose reductase has a low substrate affimity for glucose
Accordingly, when glucose concentrations arc nonnal, the pathway 1s inacuve During
hyperglycemua, the sorbilo] pathway becomes active Activation of the sorbitol pathway
15 important for reinal pericytes, for cxample, which do not require insulin for glucosc
penetration Simularly, retinal capillary cells appear to contain substantial amounts of
aldose reductase (Ferns, Hospital Practice 79-89 (May 15 1993)

Given the prevalence of diabetic retinopathy, there remains 4 need for an efTective
prophylactic and therapeutic treatment of the disease Accordingly, 1t 1s a principel object

of the present invention to provide a method of prophylactically and therapeutically
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treating diabetic retmnopathy, meluding treatment at the pre-diabetic retinopathy stage the
nonprohlerative diabetic retinopathy stage, und the prohferative diabetic riimopathy
stage Ilus and other objecis of the present invention will become apparent from the

detailed deseniplion provided herein

SUMMARY OF TIIE INVENI1ION

The present invention 18 directed 1o a method for the prophylactic and therapeutre
treatment of diubetic retinopathy, including treatment at the pre-diabetic retinopathy
stape, the nonprohferative diabeuc rcuinopathy stage, and the prohferative diabetic
rctinopathy stuge The mcthod comprises the administration of an mhibitor ol the
branched chain amino acid-dependent aminotransfcrusc pathway Preferably the mhibitor

ol the branched chain amino acid-dupendent aminotransfurase pathway (BCA N 154

compound ol Formulas 1 11, and/or 111

Rn\x HOZ\
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The compounds can have one or morc asymimetric carbon atoms and cach
asymmetric coenter can be racumnic (R & 8) or chiral (R or S)

Preterred compounds arc those of Lormula 1 1, or HI wheriin m andnare 1, X
1% Nrigs Ro1s 1, Ry1s methyl, R, and Ry are methyl, Ry 1s methyl, R,y 18 methyl, Ry and

5 Rg arc methyl, Ry and g are methyl, Ri-Rg and Rig-Ryy are 1T Re1s alkyf, Ry s bonsyl

Ru4 15 alkyl, Ry 1s arylalkyl R9 s cycloalkyl, R(-Ry are H, Ri-Ryand Ryg-Ry; arc 1, R;-
Ra and R3-Rg are [1, or R; 1s methyl

Morc prefernad compounds are those of Formula H wheran Ry s alkyl Ry-Ra w ¢

R‘-R" and Rl 4 are hydrogen and m wnd nare | and X 15 NRy4 Rj and Ry, arc alkyl,

10 Ri-Rz and R4-Ryg and Ry are hydrogen, m and nare 1, and X 1s NR 4, Rs and Ry are
alkyl, Ry-Rz and R4-Rg and R4 arc hydrogen, m and nare 1 Ry 1s alkyl, and X s NRyy
and R;-R,, and R4 are hydrogen, mand nare 1, and X15s O
Especially prelerred compounds are selected {rom
(1-Allylaiminomethyl-<yclohexyl)-acctic acid,
15 (1-Prop-2-ynylamimomethyl-vyclohexyl)-acetic acid
{ 1-[(2,2,2- | nfluoro-cthylaminoe)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid
{1-[(3,3,3-1nfluoro-propylamno)-methyl j-cyclohexyl~acetic acid,
T - nisin g 2,0 dimiday -y clohexylacctic acid,
_1a,3B,58-(3,5-Dipethyl- 1 -props2-ynylaminomethyl-cyclohuxyl)-acctic acid,
20 10,3B,5P-{3,5-Dimethyl-1-{(2 2,2-tri{luoro-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-ucctic
acid,

12,3B,5B-{3,5-Dimethyi-1-[(3.3.3-tufluoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl }-acetic
acid, - \

25 W R,3R}-3-Methyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic ac:d,/
trans-{{TR;3R)-3-Methyl-1-[(2,2,2-irilluoro-ethylamino)-methyl}-cyclohexyl} -nceuc

acid,
trans-{(1R,3R)-3-Mcthyl-1-{(3,3,3-tnf{luoro-propylamsno)-muthyl}-cyclohiuxyl} -acetic acid
trans-{(1R,3R)-3-Mclhyl-1-[(4,4.4-tnfluoro-butylamino)-methyl]-cyciohexyl}-acitic

30 auid,
1¢,38,5B-{3,5-Dimethyl-1-((4,4,4-tr1 fluoro-butylamino)-methyl]cyclohexyl }-acctic

acd,
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1w 3B SP-{1-|(Cyclopropylmethyl-amino)}-mcthyl |-3,5-dimcthyl-cyclohexyl } - wetic aud,
trans-{(1R,3R)-1-[(Cyclopropylmcthyl-amino)-methyl |-3-methyl-cyclohexyl }-accuic
acid,

trans-(( 1 R,3R)-3-Mcthyl-1-mcthylaminomethyl-cyclohexyl)-acctic acid
trans-{(1R,3R)-1-Ethylamtnomethyl-3-mcthyl-cyclohexyl)-acct acid,
trans-{(1R,3R)-3-Mcthyl-1-propylanunomethyl-cyclohcxyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Butylaminomethyl-3-mecthyl-cyclohexyl)-acelic acid,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymcthyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3B,5B-{1-[(Hydroxymethyl-amino)-methyl}-3 5-dimethyl-cyclohexyl }-acctic acid,
1a,3B,5B-(1-Aminomethyl-3,5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochloride,
trans-(1R,3R)( 1 -Amimomethyl-3-methylcyclohuxyl)-acctic avid hydrochloride,
(1-Amiomethyl-2-methyl-cyclohexyl)-acetic aud, hydrochlonde

(1-Ammnomecthyl-3 3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde,
()-(trans)~(1-Aminomethy}-3,4-dinethyl-cyclopentyl)-acetic acid, hydrochlonde,
(c19/trans)-(3R)-(1-Ammomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acetic acid, hydrochlonde,
(+)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dimethyl-cyclopuntyl)-acetic acid, hydrochlonde,
(+)~(trans)-( 1 -Aminomethyl-3,4-dimethyl-cyclopentyl)-acetic acid hydrochlonde,
1e,3B,58-(1-Amunomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochlondec,
1a,3B,5B-(3,5-Dimethyl- 1-propylaminomcthyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochloride
salt,

1a,38,58-(1-Ethylaminomethyl-3,5-duncthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt
1a,3p,5B-(1-Benzylamino-methyl)-3,5-dumcthyl-cyclohoxyl]-acetic acid, hydrochlonde
salt,

1a,3B,5p-(1-Dumcthylamunomethyl-3 5-dimethyi-cy clohuxyl)-acetic auid hydrochlonde
salt,

1a,3B,5B-(1-Butylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic auid hydrochlonde salt,
1a,3B,58-{1-[(Benzyl-methyl-amino)-methy!]-3,5-«hmethyl-cyclohexyl }-acetic acd,
hydrochlonde salt,

1,33,58~(3,5-Dimethyl- 1 -methylammomethyl-cyclohexyl)-acctic avid, hydrochlorde

salt,

1a,3B,5B-[1-(Acetylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohcxyl]-acetic acid,
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ta 3,5B-(1-(Isobutyl imimo-methyl)-3 S-dimcthyl-cyclohoxyl-acetic acid, bydrochlonde
salt,
1a,38,5p-[3 5-Damethyl-1-(phuncthylamino-methyl)-cyclohexyl J-acctic acid
hydrochlondc salt,
1ee 3P,58-{3,5-Dimcthyl-1-[(3-phenyl-propylamino)-mcthyl|-cyclohexyl} -ucetic acid,
hydrochloridc salt,
{1-[(Cyclobutylmcthyl-amino)-methyl]-cy clohexyl } -acetic acid, hydrochlonide salt
la 3B,58-(1-(1sopropylamino-methyl)-3 S-dimethyl-cvelohexyl]-acctic acd
hydrochloride salt,
1-Aminomethyl-i-cyciohexanc-acelic auid,
1-Aminomethyl- 1-cyclopentiane-acetic acid,
1-Aminomenthyl-1-cyclopentane-acetic acid sodium salt,
1-(hydroxymethyl)cyclohexanc-acetic acid, sodium salt,
{1-}(2-Methy-butylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlondc salt,
{ 1-](4,4,4-Tnilluoro-butylamino)}-methyl}-cyclohcxyi} -acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Cthylaminomethyl-cyclohexyl)-accuc acid, hydrochloride salt,
{1-|{(Cyclopropylmethyl-amino)-mcihyl}-cyclohexyl}-aceti. acid, hydrochlonde salt,
{1-[(2-Hydroxy- 1-methyl-ethylamino)-mecthyl]-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlonde
sult,
[1-(Isobutylarmino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochloride salt,
{1-Propylamimomethyl-cyclohexyl}-acctic acid, hydrochloride salt,
[1-(Isopropylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Cyclohexylammomcthyi-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt,
[1-(Benzylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochlonde salt,
((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt,
{ 1-[Cyclopentylmcthyl-amino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochloric salt,
{ 1-[(Cyclohcxylimethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlonc salt
[ 1-(tert-Butoxycarbonylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetc acid,
[1-(Acetylarmno-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid,
((3R, 58)-1-Cyclobutylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohcxyl)-acetic acid, hydrochlonde
salt,
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{(3R, 58)-3,5-Dimethyl-1-[(2-mcthyl-butylamino)-methyl]-cyclohcxyl }-accic aud,
hydrochlonde salt,

{(3R, 58)-1-](2-I1ydroxy-1-mcthyl-cthylamino)-imncthyl]-3,5-dimethyl-cyclohoxyl }-acctic
actd, hydrochlondc «alt,

{(3R 58)-1-](2,2-Dimcthoxy-cthylamno)-mcthyl]-3 S-dimethyl-cyclohexyl}-acctic acid
hydrochlonde salt,

{(3R, 5S)-1-|(Cyclopentylincthyl-anuno)-methyi]-3,5-dimethyl-cyclohcxyl}-acctic acd,
hydrochloride salt,
{(3R,58)-1-[(Cyclohexylmethyl-amino)}-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-ucctic acid,
hydrochlonde salt,

((3R, 5S)-1-Cyclohexylammomethyl-3 5-duncthy l-cyclohexyl)-aceuc acid, hydrochlonde
salt,

((3R,5S)-1-Carboxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

trans{(3R, 58)-1-Hydroxymcthyl-3 S-dimethyl-cyclohuxyl-acctic acid, hydrochlonde
salt,

cis-((3R, 55)-1-1lydroxymcthyl-3,5-dimcthyl-cyclohuxyl)-acctic acid hydrochlonde sali
(1-Dimcthylaminomcthyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochlonde  alt,
(1-Butylamnomethyl-cyclohcxyD-acctic acid, hydrochlonde sali,
11-[2,2-Dimcthoxy-cthylanmo il gl -cyclohexyl - wehie acd, hydioctdorede W,
(1-methvlaminomcth 1o clohey B)-seone sead, by onde ah,
{1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-cyclohexyt }-acetic auid, hydrochlonde salt,
[1-(Phenethylamino-methyl)-cyclohexylj-acetic acid, hydrochlorde salt,
{1-1(3-Phenyl-propylarmino)-mcthytj-cyclohexyl j-acetie ucid, hydrochlonde sait,

((3R, SS)-l-Hydroxymclhyl-3,5-dunelhyl-cyclohexyl)—.lcclm acid, sodium salt,

((3R, 55)-1-T'thylaninomethg1-3 S-ehaneth,d e s dlalez 21y e v il Ligebroa e el
{1-Atmnamahyl-a-uthyl-cseloberyl) secie d, hydiochlone wilt,
(1-Aminomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloric salt,

(B3R, 58)-3,5-Dimethyl-1-propylammnomethyl-cyclohexyl)-acelic acid, hydrochlonde
salt,

[(IR, 3R)-1-(Benzylamino-methyl)-3-methyl-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochloride salt,
{(1R, 3R)-1-[(Benzyl-mcthyl-ammo)-melhyl]-3-methyl-cyclohc.xyl}-acctu. daeid,
hydrochlonde salt, and

((IR, 3R)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-aceuc acid, hydrochloride salt,
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Scveral of the compounds described by Formulas T 11 and T are known

(Clly),

Compounds of lormula A

wherein R, 1s hydrogen or a lower alkyl radicul and n1s 4, 5, or 6 arc known 1n United

States Patent Number 4,024,175 and 11s divisional United States Patent Number
4,087,544 The uses disclosed are prolective effect against cramp induced by
thiosemicarbazide, protcctive aclion apainst cardiazole cramp, the cerebral discascs,
epilepsy, faintness attacks, hypokincsia, and crunial traumas, and improvernent in
cerebral functions [he compounds are useful 1in genatne patiems The patents are her by

incorporated by relercnce

Compounds of I'ormula B
R3 Ry

| |
HoNCH-C-CH>COOH

|
R) B

or a pharmaccutically acceplable salt thereof wherun Ry 1s a straght or branched alky!

group having from 1 to 6 carbon atoms, phenyl or cycloalkyl having irom 3 to 6 carbon
Jtoms, R7 15 hydrogen or methyl, and R3 1s hydrogen or carboxy! are known in United

States Patent Number 5,563,175 and 1ts various divisionals These patents arc horeby

mcorporated by refercnce

The present invention &lso discloses novel compounds ol the Formula 1V
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X CO,H

R Rz v

K,-R4 are hydrogen or alkyl,
X15sNRsor O,
Rs 15 hydrogen or alkyl,
Rs 1s hydrogen, alkyl benzyl, alkanoyl, alkoxyalkanoy! arylalkyl alkoxy cycloalkyl
allyl, alkylcycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkylcycloalkyl, trisubstituted halogenalkyl
and wherern R1-R4 are cach hydrogen then Ry 1s not hydrogen or methyl, or a
pharmaccutically acceplable salt, ester, prodrug, or amude thercol  Like the comounds
of Formulas I, I1, and 111, the compounds arc uscful lor the propliylactic and therapoutic
treatment of diabetic retinopathy, including treatiment at the pre-diabetic retinopathy
stage, the nonproliferative diabetic retinopathy stage, and the proliferative drabetic
retinopathy stage

Prefcrred compounds arc those of Formula 1V wherein Ra and Ry are hydrogen
and R, and R; are alkyl, R; and Ry arc hydrogen and R and R; arc methyl, R~-R; are
hydrogen, R, 1s alkyl and R-R, are hydrogen, R, 1s methy! and R,-R, are hydrogen, Rs
1s hydrogen, X 1s NRs, X 15 O, Rg 18 alkyl, Rg 15 benzyl, Rg 15 acetyl, Rg 1s phenylalkyl,
Rg¢ 18 cycloalkyl, Rg 1s influcroalkyl, R 1s alkylcycloalkyl, Rs 1s alkoxy, and Re 15 allyl

Othcr preferred compounds aru those of Formula 1V wherein R; and R, are
hydrogen and R, and R; are methyl, R;-R, are hydrogen, R; 1s mcthyl and Ry-R, are
hydrogen, Rs 1s hydrogen, X 13 NRs Rg 1s alkyl, Re 15 benzyl, Re 1s acetyl, Rq1s
phenylalkyl, Rs 15 cycloalkyl, Rg 1s tnfluoroathyl, Re1s alkyluycloalkyl, Rg 1s alkoxy, and
Rs 15 allyl

Especially preferred compounds are selected from
(1-Allylaminomethyl-cyclohexyl)-acctic acid,
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(1-Prop-2-ynylaminomethylcyclohoxyl)- wctic acid,

{1-[(2,2,2-1 rifluoro-cthylamimo)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acid,

{1-1(3,3,3- I'nifluoro-propylanuno)-methyl J-cyclohexyl } -acctic acid,

1a,3B,503- (1-Allylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-ucetic acid,
1e,33,5B-(3,5-Dinicthyl- 1-prop-2-yanylaminomcthyl<yclohexvl}-acetic actd
1a,38,58-{3,5-Dunethyl-1-J(2 2,2-tnfluoro-uthyluinino)-methyl]-cyclohexyl} -acetic
acud,

let,3[3,5B-{3,5-Duncthyl-1-(3,3,3-tnfluoro-propylamino)-mcthvl]-cyclohexyl } -acetic.
acid,

trans-((1R,3R)-1-Allylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acctic acid,

trans-((1 R,3R)-3-Mcthyl-1-prop-2-ynylaminomcthyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-3-Mcthyl-1-[(2,2,2-tri[luoro-cthylarnino)-mcthyl]-cyclohexyl } -acetic
acid,
trans-{(1R,3R})-3-Mcthyl-1-[{(3,3,3-influoro-propylamino)-mecthyl |-cyclohexyl }-ucitic
acid,

trans-{(I R,3R)-3-Mecthyi-1-{(4,4.4-tn fluoro-butylamino)-muthyl}-cyclohuxyl }-acctic
Jacid,

1a,3f3,58-{3,5-Dimcthyl-1-[(4,4 4-irifluoro-butylamino)-mcthylj-cyclohexyl } -acetic
aud,

1,3B,5B-{ 1-{(Cyclopropylmethyl-amino)-ethyl]-3,5-duncthyl-cyclohcxyl }-acetic auid,
truns-{(1R,3R)-1-[(Cyclopropylmcihyl-aminv)-methyl J-3-methyl-cyclohexyl }-actic
acid,

trans-{(1R,3R)-3-Mcthyl-1-mcthylanunomethyl-cyclohoxyl)-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-1-Ethylammomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acctic acid,
trans-((1R,3R)-3-Mcthyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acctic acid,
trans-((1R,3R})-1-Butylanminomcthyl-3-methyl-cyclohexyl)-awtic acad,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohcxy [)-acetic acid,

1a,3B,5p-( 1-[(Hydroxymethyl-amino)-methyl]-3,5«<imethyl-cyclohexyl }-acetie acid
10,38,5B-(1-Ammomethyl-3,5-dicthyl-cyclohexyl)-acetie acid, hvdrochlornde,

la 38,5B-(3,5-Dimcthyl-1-propylaninomethyl-cyclohexyl)-aceti. acid, hydrochlonde

salt,

1a,3B,5p-(1-Lthylanunomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlorde salt,
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la 3 53-(1-Bensylanuno-incthyl)-3 S-dimcthyl-cyclohexylj-acelic acid  hydrochloride
salt,

la 3B 5p-(1-Diuncthylaminomethyl-3,5-duncthyl-cyclohexyl)-acetic acid  hydrochlornide
salt,

1a,38,5B-(1-Butylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-aceuc acid, hydrochlonde sali
1a,3p 5B-{ 1-1(Benzyl-mcthyl-amino)mcthyl|-3,5-dimethylcycloheny [) -accic acid
hydrochlonde salt,

1e,3P,5p-(3,5-Dmmcthyi- 1 -methylamunomcthyl-cyclohuxyl)-acetic ncid, hydrochlonde
salt,

lot,3B,58-[1-(Acetylamino-methyl)-3,5-dimcthyl-cyclohexyl J-accluic acid,
1a,3B,58-[1-(Isobutylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyi]-acctic acid, hydrochlonde
salt,

1,38 58-[3,5-Dimethyl- -(phenethylumino-methyl)-cyclohexyl}-acetic acrd
hydrochlonde salt,

10,38,58- {3,5-Dimethyl-1-[(3-phenyl-propylaniino)-methyl)-cyclohexyl } -acetic acid,
hydrochloride salt,

{1-[(Cyclobutylmethyl-amiwo)-methyl]-cyclohcxyl }-acetic acid, hydrochlonde salt,

1o, 3B,5B-[ 1 -(Isopropylammo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochioride salt,

{1-[(2-Methyl-butylamino)-methyl]-cyclohexyl] -acetic acid, hydrochlonide salt,
{1-[(4,4,4-Trifluoro-butylarmnino)methyl|-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochloride salt,
(1-Ethylaminomethyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochloride salt,

{ 1-[(Cyclopropyimethyl-amino)-methy!}-cyclohuxyl }-acetic acid hydrochlonde salt,
{1-[(2-Hydroxy-|-methyl-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acitic acid hydrochlonde
salt,

[1-(Isobutylamino-methyl)-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochionide salt,
[1-(Isopropylamino-methyl)-cyclohexyl|-acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Cyclohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlondc salt,
[1-(Benzylamino-methyl)-cyclohuxyl}-acetic acid, hydrochlonide salt,
((1R,3R)-3-Methyl- 1 -propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt,
{1-{Cyclopentylmethyl-amino)-methyl]cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonc salt
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{ 1-j(Cyclohexylmcthyl-ammo)-muthyl j-eyclohexyl §-avctic acad, hydrochlonc salt
[1-{tert-Butoxycarbonylamimo-methyl)-cyclohuxyl}-acclic auid,

| 1-(Acctylamuno-methyl)cyclohexyl J-acclic acd,

((3R, 5S)-1-Cyclobutylamumomecthyl-3 5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochlonde salt,

{(BR, 58)-3,5-Dimethyl-1-|(2-methyl-butylammo)-methyl]cyclohxyl}-acetie acid
hydrochlondc salt,

{(3R, 55)-1-|(2-11ydroxy-1-mcthyl-cthylammo)methyl]-3,5-dimcthyl-cyclohexyl y-acctic
acid, hydrochlonde salt,

{(3R, 58)-1-[(2,2-Duncthoxy-cthylamino)-tnethyl|-3 5-dimcthyl-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochloride salt

{(3R, 58)-1-[(Cyclopentylmethyl-amino)-incthyt]-3 5-dimcthyl-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochlondec sait,
{(3R,55)-1-](Cyclohexylmethyl-amino)-mcthyl]-3,5-dimethyl-cyclohuxyl }-acctic acad,
hydrochlonde salt,

((3R, 58)-1-Cyclohuxylammomcthyl-3 5-dimcthyl-cyclohexyl)-acitic acd
hydrochloride salt,

((3R,58)-1-Carboxymcthyl-3,5-dimcthyl-cyclohexylacetic acid,
trans-((3R, 58)-1-lHydroxymcthyl-3,5-duncthyl-cyclohexyl-acetie acid, hydrochloride
salt,
cis-((3R, 58)-1-11ydroxymecthyl-3,5-dimuthyl-cyclohecyl-nccuc acd, hydrochlonde salt,
(1-Dimethylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Butylamimomecthyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochlonde salt,
{1-[2,2-Dimcthoxy-cthylamino)-methyl]-cyclohexyl -acetic acid, hydrochlond. sali,
(1-methylaminomcthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonide sali,
{1-[(Benzyl-mcthyl-amino)-methyl]-cyclohexvl}-acetic acid hydrochloride sal,
[1-(Phencthylamino-methyl)-cyclohexyl]-accuc acid, hydrochlonide salt,
{1-[(3-Phenyl-propylamino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonde salt,

(3R, 55)-1-Hydroxymethyi-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic acid, sodium salt,

(B3R, 55)-1-Ethylarmnomethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Aminomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlone salt,
(1-Aminomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloric salt,
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((3R, 5%)-3,5-Dimcthyl-1-propylasmnomcihyi-cyclohuxyl)-accic acid, hydrochlonde
salt,

[(IR, 3R)-1-(Bunzylanuno-methyl)-3-methyl-cyclohexyl J-acctic acid, hydrochiorkde s
{(IR, 3R)-1-[(Bunzyl-mcthyl-aimino)-methyl]-3-methy I-cyclohexyl} -acetie acid,
hydrochlonde salt,
and
((1R, 3R)-3-Mcthyl- | -methylamimmomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt

The present invention 1s also a pharmaceutical composition comprising a
therapeutically effective amount of one or more compounds of Formula IV and a
pharmaceutically acceplable carner

Compounds of Monnula 11, such as gabapunuin, are uscful {or treating vanous
conditions such as ncurodegencrative disorder (US 5,084 479), depression (US
5,025,035), anxicty/panic (US 5,792,796), mania/polar disorders (US 5,510,381), anti
inflammatory diseascs (WO 98 158641), pastroiniestinal damage (WO 99 108670),
glaucoma, and pain  Because the compounds of Formula 11 and Fonnula IV both operat
10 afftet the BCA | pathway and affect the synthesis ol glutamate, which 1s involved 1n
cach of the aforcinentioned indications, the compounds of Formula 1V will also be usef .
for treating the indications  Thus, the prusent invention 18 also directed to the use of the
compounds of Formula IV to treat each or more than onc ol neurodegencrative disorder
(including but not limted 1o ALS, Parkinson’s discase and Alcheimer's discase),
depression, anxiety/panic, maniw/bipolar disorders, antt-inflammatory diseases, glaucon: «
patn, or gastrointestinal damage

BRIEI' DCSCRIPTION OI' THE DRAWINGS

Figure 1 Scheme showing the BCAT shuttle 1n the reina The shuttle proper 1s
highlighted and shows how branched chain amino acids in the gha can transamunate o-
ketoglutarate to form glutamate The BCKA product diftuses across the interstitium
(shown as grey) to the ncurons where 1t 1s converted back to the branched chain ammo
acid by transaminauon with glutamate via BCATc Abbreviations are as follows

BCAA=branched chain amino acid, GLU=glutamate, GLN=glutamine,
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Gln ase=glutaminasc, pyr=py ruvate, PC=pyruvate carboxylase aKG=a-keloglutarate
BCA | m=mitochondrial branched cham sminotransierase, BCA | e=cytosoliv branched
cham aminotransferase, BCKA=branched chain heto acid, GDH=glutamate
dehydrogenasc

Figure 2 Effect of pyruvate concentration on incorporation of H'*CO; nto gluiamate
plus glutamine (A) ind pyruvate plus lactate (B) by ex vrve retinas Tlemi-rutinas were
incubated at 37°C under standard condiuons with 25 mM HYCO; for 20 minutes
Pyruvate in the mcdium was cither 0 2 or 5 mM  Values shown are mean + SCM (n=4 *
p<0 05) Abrevs gln+glu= sum ol labeled glutamme plus glutamate, pyr+lact = sum of
labeled pyruvate plus lactale

Figure 3 Exprussion of BCAI 1socnzymes 1n rat retina  lissuc extraction, SDS-PAGL,
and immunoblotung were performed as described using the ECL detection kit
ImmunoaiTinity punfied rat anu-BCA I'¢ peptide anubody (1 1000) and human anti-
BCA I m antibody (1 1000) were used

Figurc 4 The influence of gabapenuin (GBI*) and branched chain amino acids on
incorporation of 11'*CO; mio glutamate plus glutmnine by ex vivo runas Halt retinas
were incubated at 37° C undcr standard conditions with 25 mM H'"CO; and 0 2 mM
pyruvate for 20 minutes In some nstances gabapentin (1 mM) was included in the
incubation medium and 1n others GBP (1 mM) plus all three branched amino ncids (0 2
mM) each were included Values shown are mecans + SEM of HCO; 1ncorporated nto
glutamate plus glutamune i 20 minutes (n=4, * p<0 001, ** p<0 01) Abrevs plitglu =
sumn of labeled glutamine plus glutamate

Figure 5 [nflucnce of gabapunun (GBP) concentration on incorporation of 11''CO; mto
glutamate and glutamune in cx vivo retinas Conditions were simular to those of Figure 4
except for the concentration of GBP Values shown arc means + SEM (n=6-7, * p<0 05)
Abrevs GLN+GLU = sum of glutamine plus glutamate, LACT + 'CA = suin of lactate

plus TCA cycle mtermedrates
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DEITAILI D DESCRIFTION OF 1L INVLNIION

The present mvention 1s predicated on the discovery that intraocular glutamate
myjection causes ganghon cell loss which is related to the carly stages of diabetic
reunopathy (Vorwerhk ct al 10VS 37 1618-1624 (1996)) and that an ihubitor of the
branched chain amino acid-dependent aminotransferase pathway such as gabapenun tor
cxample, 18 eflcctive in inhibiting the synthesis of glutamate, thus preventing diabetic
retinopathy Accordingly, the present invention provides a method for the prophylactic
and therapeutic treatment of diabetic retinopathy, including treatment at the pre-diabetic
rutinopathy stage, the nonprolifurative diabutic reinopathy stage, and the prolifcrative
diabetic retinopathy stage By "prophylactic” 1s meant the protection in wholc or in part
aganst diabetic retinopathy, in particular diabetic macular udema By "therapeuti” 1s
mecant the amchoration of diabetic retinopathy, itself, and the protection in whole or n
part, against further diabetic retinopathy, 1n particular diabetic macular edema

1he muthod compnises the adnunistration ot an inhibitor of the branched chan
amino acid-dcpendent aminotransferase pathway 1n an amount suflicient to treat the
rctina jor rcunopathy prophylacucally or therapeutically Any inhibitor of the branched
¢hain amino acid-dopendent aminotransferase pathway can be used 1n the method of the
prusent invention as long as it 1s safc and cllicacious Herem “"branch chain anuno acid-
dupendent aminotransicrase (BCA ) inhubior” wall be used to refer 1o such compounds
and 15 intended to encompass all compounds that afTcet the branch chain amino auid-
dependent aminotransferase pathway at any and all ponts in the pathway

Preferably, the BCAT inhibitor 1s a compound ol F'ormulas 1, I, and/or 111, as
described above, or a pharmaceutically acceptable BCA [ pathway-inhibiting analogue. or
prodrug thereol or a pharmaccutically acceptable salt, ester or amide of any of the
foregoing

Unless othcrwise expressly stalcd, the following defimtions are adhered 1o
throughout this disclosure

“Alkyl” means a strmght or branched hydrocarbon radical having irom ! to
10 carbon atoms (unless stated otherwise) and includes, for example, methyl, tthyl
n-propyl, 1sopropyl, n-butyl, sec-butyl, 1sobutyl, teri-butyl, n-pentyl, 1so-pentyl, n-hexyl,
and the like

“Halogen” mcludes fluoro, chloro, bromo, and 10do
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“Alkenyl™ means siraught and branched hydrocarbon radicals having trom 2 to
6 carbon atoms and onc double bond and includes cthenyl 3-buten-1-yl 2-ethunylbutyl
3-hexen-1-yl, und the hike

*Alkyny!™ mcans straight and branched hydrocarbon radicals having trom 2 to
6 carbon atoms and one triplc bond and includes cthynyl 3-butyn-1-yl, propynyl
2-butyn-1-yl, 3-pentyn-1-yl, and the hke

“Cytloalkyl” mcans « monocyclic or polycychic hydrocarbyl group such as
cyclopropyl, cycloheptyl, cyclooctyl, cyclodecyl, cyclobutyl, adamantyl norpinanyl
decalinyl, norbornyl cyclohuxyl, and cyclopentyl Such groups can be substituted with
groups such as hydroxy, kcto, and the hke Also included arc rings 1n which [ to
3 heteroatoms replace carbons Such groups are turmed “heteroyclyl”, which means o

cycloalkyl group also buaring at least one heteroatom sclected trom O, S, or NR»,

cxainples being substituted or unsubsututed oxiranyl, pyrrolidiny! pipunidyl,
tetrahydropyran pipcraziny] acylpiperazinyl pyrrolidinyl, and morpholine

‘Alkoxy” refurs Lo the alkyl groups mentioned above bound through oxy gen,
«xamples of which include methoxy, cthoxy isopropoxy, tert-buloxy, and the like In
addition, alkoxy reters to polycthers such as -O-(CH2)»-O-Clli3, and the like

“Alkanoyl” groups arc alkyl linked through a carbonyl, s, C)-C5-C(O) Such
groups include formyl, acctyl, propionyl, butyryl, and 1sobutyryl

“Acyl” means an alkyl or aryl (Ar) group bonded through a carbonyl group, ic,
R-C(Q)- For example, ucyl includes a C)-Cg alkanoyl, including substituted alkanoyl,

wheremn the alkyl portion can be substituted by NR4R3 or a carboxyhc or heterocyclic
group Typical acyl groups include acetyl, benzoyl, and the like

The alkyl, alkenyl, alkoxy, and alkynyl groups described above are optionally
substituted, prefcrably by 1 1o 3 groups selected from NR4RS, phenyl, substituted phenyl
thio Cy-Cg alkyl, C+-Cg alkoxy, hydroxy, carboxy, C1-Cg alkoxycarbonyl, halo, nitnle,
cycloalkyl, and a 5- or 6-mcmbered carbocyclic nng or helerocyclic ring having 1 or
2 hetcroatoms selected {rom nitrogen, substituted nitrogen, oxygen and suliur

“Subsututed mitrogen* means nitrogen bearing C1-Cg alkyl or (CH2),Ph where n1s 1, 2,
or 3 Perhalo and polyhalo substitution 1s also embraced
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Lxampics ol substituted alhyl groups include 2-aminocthyl, puntachiorocthyl,
trifluoromethyl, 2-dicthylaminocthyl, 2-duncthylaminopropyl, ethoxycarbonylmethyl
3-phenylbutyl, mcthanylsultanylmcthyl, methoxymthyl, 3-hydroxypentyl
2-carboxybutyl, 4-chlorobutyl, 3-cyclopropylpropyl, pentafluoroethyl,
3-morpholinopropyl, pipcruzanylmethyl, and 2-(4-methy!piperazinyl)ethyl

Examples of substtuted alkyny! groups include 2-methoxyethynyl,
2-ethylsulfanyethynyl, 4-(1-pipcrazinyl)-3-(butynyl), 3-phenyl-5-hexynyl
J-diethylamino-3-butynyl, 4-chloro-3-butynyl, 4-cyclobutyl-4-hexcnyl and the Like

Typical substituted alkoxy groups melude aminomcthoxy, tnfluoromcethoxy
2-diethylammocthoxy, 2-thoxycarbonyicthoxy, 3-hydroxypropoxy, 6-carboxhexyloxy
and the like

T'urther, cxamples of subsututed alkyl, alkenyl, and alkynyl groups include
dimethylaminomcthyl carboxymethyl, 4-dimethylamino-3-buten-1-yl,
5-cthylmethylamimo-3-pentyn-1-yl, 4-morpholinobutyl, 4-tcirahydropynmdyibuiyl,
3-1midazolidin-1-ylpropyl, 4-ictrahydrothiazol-3-yl-butyl phunylincthyl
3chlorophenylmethyl, and the hke

The terms * Ar** and “aryl” refor to unsubsistuted and substituled aromalic group
Heteroaryl groups have from 4 10 9 ring aloms, from 1 to 4 of which are independently
sclected from the group consisung of O, S and N Prefurred heteroaryl groups have 1 o
2 heteroatoms in a 5- or 6-mumbered aromatic nng Mono and bicyclic aromatic ring
systems are included in the dulimtion of aryl and heteroaryl Typical ary] and heteroaryl
groups include phenyl 3-chlorophenyl, 2 6-dibromophenyl pyndyl, 3-mcthylpyndyl,
benzothicnyl, 2,4,6-tnbromophunyl, 4-cthylbenzothienyl {uranyl, 3,4-dicthyliuranyl
naphthyl, 4,7-dichloronaphthyl, pyrrole, pyrazole tmudasole, thuazole, and the like

Preferred Ar groups arc phenyl and phenyl substituted by 1, 2, or 3 groups
indcpendently selected from the group consisting of alkyl, alkoxy, thio, thioalkyl,

hydroxy, carbonyl groups, amino of the formula -NR4R3, and T(CI 1)mQR* or
H(CHY)MCO2RY wherein m1s 1 t0 6, T18 0, S NR4, N(O)R4 NRARSY or CRRS Q

18 0, S, NR3, N(O)R3, or NR3ROY wheremn R4 and R are as described above and R7 1
alkyl or substituted alkyl, for cxample, methyl, inchloroethyl, diphenylmcthyl and the
like The alkyl and alkoxy groups can be subsututed as defincd above Ior uxample,
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typical groups re carboxyalkyl, atkoxyc irbonylalhyl hydroxyalkyl hydroxyalkoxy and
alkoxyalkyl

I he symbol *-" means a bond

The term “paticnt™ means all amimals including humans  Examples of paticnts
mclude humans, cows, dops, cats poals, sheup and pigs

1 he compounds of the present invention can oXxi1st 1n unsolvated forms as well as
solvated lorms, including hydrakd lorms In gencral, the solvated lorms, includimg
hydrated lorms are equivalent o unsolvated lorms and are miended to be uncompasscd
within the scope of the present invention

Certain of the compounds of the present invention possess onc or more chiral
ceniers and cach cunter may exist in the R(D) or S(L) configuration The present
invention mcludes all enantiomeric and epimernic lorms as well as the appropriate
muxtures thereof

| he compounds ol Formulas I, (1 and 111 arc capable of further forming both
pharmaccutically acceptable analogs comprising salts esters amudcs, and prodrugs As
used huren, the term “pharmaccutically acceptable salts, esters, amides, and prodrugs™
refers to those carboxylate salts, ammo acid addition salts, csters, amides, and prodrugs
of the compounds of the present invenuon which are, within the scope of sound medical
Judgment, suitable for usc in contact with the tissues ol patients without undue toxicity,
imtation, allerpic response, and the like commensurate with a rcasonable benefit/rnisk
ratio, and cflective for their intendud usc, as well as the zwitterionic forms, where
possible, of the compounds of the invention [he term “salis” refers to the relatively non-
toxic, 1norganic and orgamic acid addition salts of compounds of the present invention
T'hese salts can be preparcd 1 sitie during the final 1solution and punfication of the
compounds or by scparately reucting the purificd compound 1n its Irec base form with &
suitable organic or inorganic acid and 1solating the salt thus formed and including, but no
limited to, acid addition and/or basc salts, solvents and N-oxides of a compound of
Formulas I, 11, and [1I This invention also provides pharmaceutical formulations
compnsing a compound of Formulas 1, 11, or I1f together with a phannaccutically
acceptable carrier, dilucnt, or excipient therefor All of these forms are within the present
mvention

Pharmaceutically acceptable acid addition salts of the compounds of | ormulas 1

1l and 111 include salts dertved form mnorganic acids such as hydrochlonie mitric
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phosphoric, sulfunc, hydrobromic, hydriodic, phosphorus, and the hike, as well as the
salts derived from organic acids, such as aliphatic mono- and dicarboxylic acids phenyl-
substituted alkanoi. acids, hydroxy alkanoic acids, alkanedioic acids, aromatic acids
aliphatic and aromatic sulfonic acids ctc Such salis thus include sullate pyrosullate
bisulfate, sulfite, bisulfite, mtratc, phosphatc, monohydrogenphosphate,
dihydrogenphosphate, metaphosphate, pyrophosphate, chlonde, bromide, 10dide, acetate
propionate, caprylatc, 1sobutyrate, oxalale, maionate, suctinate, suberate, sebacate,
fumarate, malcate, mandclate, benzoate, chlorobenzoate, methylbenzoate,
dimitrobenzoale, phthalate, benzenesulfonate, toluenesultonate, phenylacetate citrate
lactate, maleate, tarirate, methancsulfonate, and the like Also contemplated are the salts
of amino acids such as arginate, gluconate, galacturonate, and the like, sec, lor example,
Berge, ct al , “Pharmaceutical Salts,” 7 of Pharmaceutical Science, 1977,66 1-19

The acid addition salts of the basic compounds arc preparced by contacting the [ree
basc form with a sufficicnt amount ol the desired acid 1o producc the salt in the
conventional manner e (rec buse form may be regenerated by contacting the salt form
with 4 base and 1solaung the free basc 1n the conventional manner The [ree base fonns
differ from their respective salt forms somewhat in cortun physical proportses such »
solubility i polar solvents, but othawi ¢ the salts e cquivatent to thar iespactive free
base for purposes of the present invention

Pharmaceutically aceuptable base addition salts are formed with metals or amines,
such as alkali and alkaline carth metal hydroxides, or of organic amines Lxamples of

metals used as cattons dre sodium, pota s, i agne s, ¢ domn md the b e

Examples of suitable amincs are N,N'<dibensyluthyluncdiamme chloroprocane choling
dicthanolamine, ethylenediamine, N-mcthylglucamine, and procaine, see, for cxample,
Berge, et al , supra

The basc addition salts of acidic compounds arc prepared by contacting the free
acid form with a sufficicnt amount of the desired basc to producc the salt in the
conventional manner The free acid fonn may be regencrated by contacting the salt form
with an acid and 1solaling the frec acid 1n a conventional manner The free auid forms
differ from their respective sult forms somewhat 1n certain physical propertics such as
solubility 1n polar solvents, but otherwise the salts arc equivaient to their respoctive free

acid for purposes of the prescnt invention



10

15

20

25

30

24 ¥
6

Cxamples of pharmaceutionlly weeptible non-toxic wsters of the compounds ol

this invention melude Cp-Cgalkyl csters wheren the alkyl group 1s a strught or branched
cham Acweplable csters also melude Cs-Ceycloalkyl esters as well as arylilkyl esters
such as, but not limited to bensyl C(-Cgalkyl cstors are predorred Csters ol the

compounds of the prusent invention may be prepared according to conventional methods
Cxamples of pharmaccutically acceptable non-toxic anudes of the compounds ot

this tnvention include amides derived from ammonia, primary C1-Cgalkyl amines and
secondary C-Cgdialkyl aminus wherun the alkyl groups aru straight or branched chain

In the case ol sccondary amines the amune may also be 1n the form of a 5- or 6-membered

heterocycle contaiming one nirogen atom Anudes derived from ammonia, C-Caalkyl
pnimary amncs, and C|-Cadialkyl sceondary amines are prelerred Amides of the

compounds of the mvenuion may be prepared according to convenuional methods

The term “prodrug” refers to compounds that are rapidly transformed 2 vivo to
yield the purent compound of the above Formulae, for cxample by hydrolysis in blood A
thorough discussion 1s provided in | Higuchi and V Stella *Pro-drugs as Novdl Delivery
Systems,” Vol 14 of thc A C S bymposium Scrics, and 1 Broreves sible Carriers i Drug
Design ed Edward B Roche, Amuncan Pharmaccutical Assouiation and Purgamon
Press, 1987, both of which are incorporated hercin by reference  In gencral, a prodrug 1s
a drug which has been chernically modified and may be biologically inactive at its site of
action, but which may be dugradud or modified by one or more enzymauc or other
1n vivo processes Lo the parent broactive form

A therapeutically cffective amount 1s an amount of a compound of Fonnulas |, 11,
or II1, that when administered 1o a patient, amcliorates a symptom of the discase

The BCAT inhibitor, which 1s prefcrably a compound of Formulas 1, 11 and/or 111
a BCA1 pathway-mhibiting analogue ol Formulas 1, 11, and/or 111, a BCAT pathway-
mhibiting prodrug of Mormulas 1, 11 and/or 111, or a pharmaccutically accuplable salt of
any of the foregoing, can be adminisicred in accordance with the present inventive
method by any suitable roulc Swuitablc routes of admnstraton include systemic, such as
orally or by injection, topical, intraocular, periocular (e g , subTenon's), subconjuncuival,
subretinal, suprachoroidal and retrobulbar The manner in which the BCA | inhibitor 1s
admimstered 15 dependent, 1n part, upon whether the treatment of reunopathy 1s
prophylactic or therapeutic The manner in which the BCAT inhibttor 1s admuistered for
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therapeutic treatment of retmopathy s dependent 1n part, upon the cause of the
rctinopathy

! or example, given that diabetes 18 the lunding cause of rcunopathy, the BCA1
mmhibitor can be admumstered prophylactically as soon as the pre-chabetic retinopathy
state 1s detected [or the prophylactic treatment of retinopathy that can result from
diabetes, the BCAT mhibitor 1s preferably administered systemically, © g, orally or by
injection For the therapeutic treatment of nonproliferative diabetic retinopathy, the
BCAT mnhibitor can be adminstered systumically ¢ g orally or by injection, or
intruocularly Proliferative diabutic retinopathy can be therapeutically treated by the
administration of the BCAT mhibitor intraocularly, topieally, subconjunctivally or
pertocularly (e ¢ sublcnon's), for example The BCA [ inhibitor 1s pretcerably
administered intraocularly, topically, subconjunclivally or periocularly (v 3 sub'enon's)
for the prophylactic or therapcutic treatment of reunopathy belore, during or afier
surgical removal {fom an cyu ol scar tissuc pencrated during neovascularization during
the prohiierative diabetic stage

T'he BCAT mhubitor 1s prelerably admimistered as soon as possible alter 1t has
been detenmined that an amimal, such as 8 mammal specifically a human 1s at nisk for
relinopathy (prophylacuc treatment) or has begun to develop retinopathy (therapeutic
treatment) Treatment will depend, wn part, upon the particular BCA I' inhibitor uscd, the
amount of thc BCA'1 inhibitor administered, the route of admimstration, and the cause
and cxtent, 1 any, of rctinopathy rcalized

One skilled in the art will appreciate that switable muthods of adnumstening a
BCA T inlubitor, which 1s useful n the present inventive method arc available Althoug!
morc than onc route can be used to administer a particular BCA 1 inhubitor, a particular
route can provide a more immediate and more ¢lfecive reaction than another route
Accordingly, the described routus of administration are mercly exemplary and are 1n no
way limuting

The dosc admimistered to an anumal, particularly a human 1n accordance with the
present mvention should be suflicient to effect the desired response 1n the amimal over a
reasonable time frame Onc skilled 1n the art will recognize that dosage will depend upor
a variety of factors, including the strength of the particular BCAT inhibitor cmploved, th.
age, species, condition or diseasc stale, and body weight of the animal, as well as the

amount of the retina about to be affected or actually affected by reunopathy 1he size of
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the dose also will be duermined by the route timing and frequency ol admimstration as
well as the uxistence, nature  and oxtent of any adverse side ¢flects that might accompany
the admimistration ol a particular BCAT mhibitor and the desired physiological olfect 1t
will be appreciated by o of ordinary skill 1n the art that various conditions or discase
slales, 1n particular chronic conditions or disease stales may require prolonged treatinent
involving multiple admimistrations

Suitable doses nd dosage regnmens can be determined by conventional range-
finding techmques known 1o thosc ol ordinany skill in the art Generally, treatment 18
intiated with smaller dosages, which are less than the optunum dosc of the compound
Thereafter, the dosage 1s incrcased by small increments until the optimum effect under
the circumstances 1s rcached The present inventive method wall typically involve the
administration of from about 1 mg/kg/day to about 100 mg/kg/day, preferably Irom about
15 mg/kg/day 1o about 50 mg/kg/day, 1f admimstered systemically Intraocular
administration typically will invelve the admimsiration of from about 0 | mg total to
about 5 mg total, preferably from about 0 5 mg total to about I mg 101al A preferred
concentration for topical admimstration 1s 100 mu M

Compositions for usc 1n the present inventive method preferably compnse a
pharmaceutically accepiable carrier and an amount of a BCA ] inhibitor sufliciunt to treat
rctinopathy prophylacuczlly or therapeutically The carrier can be any of those
conventionally used and s hmited only by chemico-physical considerations such as
solubility and lack of rcuctivity with the compound, and by the route of admrustration It
will be appreciated by onc of ordinary skill 1n the art that, 1n addition 1o the following
described pharmaceutical compositions, the BCAT mhibitor can be formulated as
polymeric compositions, inclusion complexcs, such as cyclodextrin inclusion complexes,
liposomes, microsphcres, microcapsules and the like (see, ¢ g, U S Pat Nos 4 997 652,
J 185 152and 5 718 922)

The BCAT inlubitor can be formulated as a pharmaceutically acceptable acid
addition salt Examples of pharmaceutically acceptable acid addition salts for use m the
pharmaceutical composition include those derived from muneral acids, such as
hydrochlonc, hydrobromic, phosphoric, metaphosphoric, nitric and sulfuric acids, and
organic acids, such as rtanc acetic, citric, malic, lactic, fumanic benzoie, glycolic,

gluconic, succinic, and arylsulphonic, lor example p-tolucnesulphonic, acids
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T'he pharmaceutically aceeptable cxcipients descnibed herein, for example
vechiclus, adjuvants, carriers or diluents, are well-known to those who are skilled n the art
and arc readily available 1o the public 1t 1s preferred that the pharmaccutically aceoptable
carner bc one which 1s chenmcally inert to the BCA | inhibitor and one which has no
detrimental side effects or toxicity under the conditions o! usc

Ehe chowee of exciprent will be dutermined 1n part by the particular BCA 1
inhibitor, as well as by the particular method used to adminssier the composiion
Accordingly, there 18 a wide variety of suitable formulations of the pharmaceutical
composiiion of the present mvention The lollowing formulations are mercly exemplary
and arc 1n no way honting

Inyectible tormulons e unong those that are preterred in accordance with the
present inventive method The requirements tor effecuive phanmaceutically carriers for
mnjcclable compositions arc well-known to those of ordinary skill in the art (sve
Pharmaceutics and Pharmacy Practice, J B Lippincott Co , Phuladelplun, Pa, Banker and
Chalmers, eds , pages 238-250 (1982), and ASHP Handbook on Injuctable Drugs,
Toisse, 4th ed , pages 622-630 (1986)) It 1s prefcrred that such iyectable compositions
be admimsterud intramuscularly miravenously, or intrapentoncally

lopical formulations arc well-known o thosc of skill in the art Such
formulations are suitable 1n the context of the prescnt invention for application to the
skin The usc of patches, comeal shields (sec,eg,US Pat No 5 /85 152) and
ophthalmic solutions (sec,e g, US Pat No 5 7/0 /82) and ointments, e g cyc drops 1s
also within the skill 1n the art

Formulations suitable for oral adnunustration can consist of (a) liquid solutions,
such as an eflective amount of the compound dissolved 1n diluents, such as watcr, saline,
or orange juice, (b) capsules, sachets, tablets, lozenges, and troches, esch containing a
predetermined amount ol the active ingredicnt, as solids or granules, (c) powders, (d)
suspensions 1n an appropnate liquid, and (¢) suitable emulsions Liquid formulations ma
include diluents, such as water and alcohols, for cxample, ethanol, benzyl aleohol, and
the polyethylene alcohols, either with or without the addition of a pharmaceutically
atceptable surfactant, suspending agent, or emulsiiying agent Capsule forms can be of
the ordinary hard- or sofi-shelled gelatin type contaiming, for example, sur{actants,
lubnicants, and mert fillers, such as lactose, sucrose, calcium phosphate, and corn starch

Tablet forms can include one or more of lactose sucrose, mannitol, corn starch, potato
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dioxide, croscarmellose sodium, tale magnesium siearale, calcium stearate ane sicarate
stearic acid, and other excipiunts, colorants, dilucnts, buffering agents, disintegrating
agunts, moistening agents, preservalives, flavonng agents, and pharmacologically
compatible excipients Lozenge forms can comprise the acuve ingredient in a llavor,
usually sucrose and acacia or tragacanth, as well as pastilles comprising the acuve
ingredient 1n an nert base, such as gelatin and glycenn, or sucrose and acacia, ctnulsions,
gels, and the like contaiming, 1in addition to the ecuve imgredient, such excipients as are
known 1n the art

[he cffectivencss of an orally administered drug 1s dependent upon the drug’s
efTicient transport across the mucosal cpithelium and its stability 1n entero-hepatic
circulation Drugs that are cflective afler parenteral adnunistration but less eflective
orally, or whose plasma hali-lilc 1s considered oo short may be chemically modificd
into a prodrup form

Formulauons suitable {or parcnteral admimstration include agqucous and non-
aqucous, 1sotonic sterile mjection solutions which can contain anu-oxidants, buflers,
bacteriostats, and solutes that render the formulation 1sotonic with the blood of the
intended recipient, and aqueous and non-aqucous sterile suspensions that can include
suspending agents, solubilizers, thickeming agents, stabilizers, and preservatives The
inhibitor can be administered 1n a physsologically acceptable diluent 1n a pharmaceutical
carrier, such as a sterile liquid or mixture of liquids, including water, salinc aqueous
dextrose and related sugar solutions, an alcohol, such as ethanol, 1sopropanol, or
hexadccyl alcohol, glycols, such as propylene glycol or polyethylene glycol,
dimethylsulfoxide, glycerol ketals, such as 2,2-dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol,
ethers, such as poly(ethylcneglycol) 400, an oil, a latly acid, a faty acid ester or
glycende, or an acetylated fatty acid glyceride, with or without the addition of a
pharmaccuucally acceptable surlactant, such as a soap or a detergent, suspunding agent,
such as pectin, carbomers, methyleellulose, hydroxypropylmethylcellulose or
carboxymethylcellulose, or umulsilying agents and other pharmaceutical adjuvants Ouls
which can be uscd mn parenicr il formulations include petroleum, animal, vegetable, or
synthetic oils Specific examples of oils include peanul soybean, sesamc, cottonsced,

corn, olive, petrolatum, and nuncral
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Suitable fatty acids tor use i parcnteral formul wons include oleie actd steanie
Jcid, and 1sostearic aud Cihyl oleate and 1vopropyl mynrisi e arc ¢xamples of swilable
fatty acid csters

Suntable soaps lor usc in parcenteral fonmulations include fatty alkali metals,
ammomnium, and trivthanolaming salts, and suttable detergents include (n) cationic
detergents such ay for example, dimethyl dialkyl ammonium halides, and alkyl
pyrnidimium halides (b) antontic detergents such as for example alkyl wyl, and olclin
sulfonates, alkyl, olefin, cther, and monoglycende sullates and sulfosuccinates (c)
nonionic delerpents such as, lor cxample, fatty amine oxides, fatty acid alkanolamides,
«nd polyoxycthylenepolypropylene copolyiners, (d) amphotenc delergents such as, for
example alkyl-p-anunopropionates, and 2-alkyl-imidazoline quaternary ammonium salts
and (€) mixtures thercofl

The parcnteral formulations will typically contain from 1bout 0 5 to about 25% by
weight of the active ingredient in solution Prescrvatives and butfers may be used In
order to minimize or clininate writation at the site of injection such compositions may
contain one or morc. nomomnic surfaciunts having a hydrophile-hpophile balance (1ILB) of
from about 12 1o about 17

The quantity ot surfactunt in such formulations will typically runge from about 5
Lo about 15% by weight Suitable surfactants include polyethylene sorbitan fatty acid
usters, such as sorbitan monooleate and the high molecular weight adducts of cthylene
oxide with a hydrophobic basc, formed by the condunsation of propylene oxide with
propylenc glycol The parcnteral formulations can be prusented 1n umit-dose or multi-do
scaled containers, such as ampulcs and vials, and can be stored 1n a frecze-dned
(lyophilized) condition requining only the addition of the stenile Liquid excipient for
example, waler, for injections, immediately prior to use Extemporaneous injection
solutions and suspensions can be prepared from stenile powders, granules, and tablets of
the kind previously described

Such compositions can be formulated as intraocular formulations, sustained-
release formulations or devices (see,e g, US Pat No 5 378 475) lor example,
gelantin, chondroit:n sulfate, a polyphosphoester, such as bis-2-hydroxyethyl-
terephthalate (BHET), or a polylactic-glycolic atid (in vanous proportions) can be used
to formulate sustained-release formulations Implants (see,eg, U S Pat Nos 5 443 505
4853 224 and 4 997 652), duvices (see, o g, US Pat Nos 5554 187, 4 863 457,
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5,098 443 and 5 725 493), such as an implantable duvice e g a mechanical resernvorr an
intraccular device or an «xtraocular duvice wath an intraocular conduit (e g , 100 mu -1
mm 1n diameter), or an implant or a device comprised of 4 polymenc composition as
described above, can be used

The prescut inventtve method also can ivolve the co-admimistration of other
pharmaccutically active compounds By "co-admunistration” 1s meant admuinistration
belore, concurrently with, e g , in combunation with the BCAT inlubitor in the same
formulation or 1n scparatc fonmulations, or alter admuustration of a BCA'T ibhibitor as
desunbed above For example, corticosteroids, « g , prediusone, methylprednsolone,
dexamcthasone, or tnamcinalone acetimde, or noncorticosteroid anti-inflammatory
compounds, such as 1buprofcn or flubiproben, can be co-administered Symularly,
vitamins and minerals, ¢ g , Zinc, anti-oxidants, ¢ g , carotenoids (such as a xanthophyll

carolenoid like zeaxanthin or lutein), and micronutrients can be co-admimstered
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Genceral syntheuie schemes tor prepanng compounds ol T ormul 1- [V

EXAMPLE 1 trs-(1R3R)}1-Ammomethvi3-methyl-wyclohuxyl)-acctic acud
hydrochloride

HN OEi
CN
_w _tm
oy
TD*E' COH NH,HC1
h CH
) e g

'0'.’

@ EOCCHLN, NH he, AcOH, Tolene, 120°C

G a NaCHN, EtOH (95%), HL, 115°C,b HCl(g)
() EOH, HC (g), Toluene
Gv)HCL, HO

(v) H, E1xOB/NH,, RaneyNy, 30-0°C
(m) HC], H,0, 140°C

Step1 2-Cyano~((R)-3-mcthyl-cyclohexylidene)-acctic acid ethyl ester

A muxture of 3-(R)}-Mcthylcyclohexanone (125mmol), Lthyl cyanvacetate (124mmol)
Ammonium acetate (12 5mmol) and glactal Acetic acid (24mmnol) were refluxed with
Dean Stark trap for 24 Hours The muxture was cooled and washed with H;O  The HaG
washes were extracted with Toluene  The Tolucne extracts were combined with the ongina
organic layer, dned over MgSOy and the solvent evaporated The crude o1l was punfied by
Kugeirohr distillation to give an 011 (Bpl oven temp 150-160°C) Yild 86%
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'1IINMR (CDCl5) 400MI11/ 3 101-1 05 (311 m) 1 17-1 32 (11, m), 135 (311 ¢,
J=711z), 1 42-2 30 (611, m), 298 (111 d, I=131lz) 3 74 (111, d, J=1311z),4 27 (2H q
=THZ)
MS (CI) m/r 208 (MIT)
Anmplysis CpHj;NO; Culce C 6954 1] 827 N 676,

Found C 6944 Il 822 N 676

Step n truns-(1R,3R)-1-Cyanomethyl-3-methyl-cyclohexanecarbonitnle

10 a solution of NaCN (40mmol) in 6mL H,0 and 160mL Cthanol (95%) was added 2-
Cyano-({(R)-3-methyl-cyclohexylidene)-acctic aud ethyl ester (40mmol) Afier 22 Hours ot
rcflux the cooled solution was hillered the filtrate acidified with gascous 1ICl and filtcred
again  [he solvent was removed and the crude o1l was punfied by column chromatography

to grve a pale ycllow crystalline solid  Yield 88%

'HNMR (CDCl3) 400MH£S 090 (1H] m), 098 (3H, d J=6i12) 1 11 (111 ¢, J=12Hz) 1 38
(1H, di, J=4, 911z), 1 60-1 Y0 (411, m}), 2 07 (2H, m), 2 68 (211, 5)
MS (CI) m/z 163 (MH")
Analysis CjoH N2 Cule C7404 H870 N 1727
Found C7405 H871 N 1725

Step m trans-2<((1R,3R)-1-Cyano-3-mecthyl-cyclohexyl)-acetimidic acid ethyl cstur

To a solution of trans-(1R,3R)-1-Cyanomethyl-3-methyl-cyclohexanecarbonitnle (6 2mmol)
in 30mL Ethanol (absolute) was added 30 mL dncd loluene | he soluton was chilled n
1ice whulst saturating with gaseous 11Cl I'he stoppcered solution was then lelt to star« al
room temperaturé for 24 llounn lhe solvent was removed and the solid residuc vas
triturated with Drethy! Liher to obtun a ppt which was dnied to give a white crystalline « hid
Yield 50%

Mp 118-120°C
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'TINMR {(DM50) 400Mtiz 8 075-0 82 (111 m), 0 84 (311, d J=6 41iz), 0 88-094 (111 1 )
1 14-1 19 (1H m) 120-1 50 (211 m) 150-1 63 (4H, m), 191 (2HI s),303 (2[1,5) 7 ?
(1H,s)
MS (CD) 'z 168 (ML)
Analysis Cigl [i7NO Calc C 7181 111025 N 837
Found C 7180 111029 N 831

Step vl trans~{(I R3R)-1-Ammnomcthyl-3-mcthyl-cyclohexyl)-acctic Ic
hydrochlonde

trans-(5R,7R)-7-Mcthyl-2-aza-spiro[4 5|decan-3-onc (2 17mmol) was dissolved m
solution of 10M HCI (SmL} and 11,0 (5mL) and the mixture was rcfluxed at approx 140°
for 5 Houns |he cooled solution was dituted with 10 mi 110 and 10 ml. DCM and ti
aqueous layer was further washed with 2x15 mL DCM  The aqucous layer was the t
reduced 1o dryncss to leave a while sohd  Yield 76%

-30-
'lINMR (DMSO) 400MH2d 0 8-089 (111 m) 091 (311 d J=63Hz) 106-1 12 (IH n )
1 24-135 (IH, m), 137 31, t, J=Tllz) 141-195 (611, m), 302 (211, s) 449 (21 |
=7Hz) MS (Cl) m/z 195 (MII*)
Analysis Cj;l1xN;0 108MIICI Cale C5819 H 858 N 1131
'ound C5825 H 859 N1159

Step iv trans<((1R,3R)- 1-Cyano-3-mcthyl-cyclohexyl)-acetic acul ethyl cster

trans-2~(1R,3R)- 1-Cyano-3-methyl-yclohexyl)-acetimdic acid cthyl ester (I Immol) wa
dissolved in 1ce cold HyO (40mL) and the pH adjusted with 1IN HCl 10 pH 15 The solution
was stirred at room temperature for 20 Hours  Ethylacelate was addud (30mL) and (he
organic layer was washed with 11,0, dned and the solvent removed 1o lcave a clear ol
Yicld 82%
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HN, _OFt
o NC_ _COE CN
I e CN
® @) (1)

COFt 1; NIH COH NH,HO
CH

() EtO,CCH,CN, NH4ic, AcOH, Talnene, 120°C

() a. NaCN, EtOH (95%), H,0, 115°C,b HCl(
(1) E1OH, HCI (g), Tohene
() HCL HPO

() H, EXOB/NH , RaneyHy, 30-0°C
(m) HCL, B0, 140°C

Step1 2-Cyano-(2-methylcyclohexylhdenc)-acetic acid cthyl ester

(+/~) 2-Methyl cyclohexanonc (80mmol) Ethyl cyanoacetaie (80mmol), Ammonium accl: ¢
(8mmol) and glacial Acetic acid (16mmol) were reacted as 1n the General method (Example
1)step1togiveaclarol Yield 76%

'HNMR. (CDCLy) 400Mllzd 123 (3H, dd, J=7, 1011z), 1 35 (3H, L. J=7H), | 55-1 82 (5'1
m), 1 93-2 05 (1H, m), 2 17 (IH, dt, J=5, 1411z), 2 47 (111, d, J=5, 9Hz), 2 92-2 97 (111, [ir
d, J=15Hz), 3 30-3 35 (1H, m), 3 81-3 86 (1H, Brd J=1511),406-4 14 (I1fl, m), 4234 D
(3H, dq, J=1, 6H.)
MS (Cl) m/z 208 (MH+)
Analysis CyaHyaNQOy Calc C6954 H 827 NG6T76

flound C 6926 H 826 N 666
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Step n 1-Cyanomethy 1-2-methyl-cy clohexanec wrbomtnile

2-Cyano-(2-mcthyl-cyclohwxylidenc)-autic aeid ethyl ester (37mimol), NaCN 37mn 1)
were reacted as m the General method {Cxample 1) step 1 The crude sohd was purs

by column chromatography (3 I, Hoptane  Ethyl icctate) to give aclear o1} Yidld 76°

'IINMR (CDCl3) 400MI1, & 106 (311, d, J=6 811z | 1} (3H d J=6 8i1g), 1 20-2 2

(18H, m), 2 77 (2H, dd, J=16 8Hz), 2 63 (2H, dd, J=16 8H)

MS (C1) /z 163 (MH")

Andlysis CioHulN2 01 HO Calc C7349 H 869 N 1686
Found C7324 HE73 N 1708

Step i1 2<(1-Cyano-2-mcethyl-cyclohcxyl)acetinndic acd ethyl ester

1-Cyanomethyl-2-methyl-cyclohuxanecurbomtrile(7 3mmol) was reacted as in the Genes |
method (Cxample 1) Step (1) to give a white sold  Yield 70%

Mpt 107-114°C
'"HNMR (DMSO) 400MHz § 1 00-I 06 (3H, 2xt, J=6 4Hz), 1 10-1 38 (211, m), 1 38 (3H, .
J=6 8Hz), 140-2 10 (7H, m), 2 86, 2 92, 3 10, 3 28 (2H, 4xd, J=14,144, 14 8, 14} resp
4 48 (2H, q, J=6 8Hz)
MS (CI) m/z 209 (MII")
Analysis CpllpN, O 1061ICI Calkk  C 5837 Il 860 N 1134
Found C 5815 11 863 N 1160

Step v (1-Cyano-2-methylcyclohexyl)-acetic aud ethy I ester

2~(1-Cyano-2-mcthyl-cyclohexyl)-acetunidic acid othyl cster (4 Immol) was reacted o8

the Gencral method (Cxample 1) step (1v) to give aclear ol Yield 82%
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HINMR (CDCl;) 400MElz5 103 109 (3H, 2xd J=7Hz), 127-130 G311 m), 132200
(811, m) 210-220 (IH, m), 244 282 (311, 2xd J=14 8112), 2 54 (111 m) 4 16422 (2l
m)
MS (CI) m/z 210 (MH")
Analysis C2HioNO; Cale C 6887 H915 N 669

Found C 6884 H 913 N 675

Step v 6-Mcthyl-2-aza-spirv|4 5]decan-3-one

(1-Cyano-2-methyl-cyclohexyl}-acctic acid cthy! ester (8 4mmol) was ruacled as in the
General method (Example 1) Step (v) for 24 Hours at 10°C, 50 pst  1he crude ol was
punified by column chromatography (Ethylacetate), to give a white solid  Yild 34%

Mp 85-90°C
*HNMR (CDCls) 400MliIz & 0 88-091 (3H, dd, J=4, 6 8Hz), 1 41-1 78 (9H m) 2 00-2 30
(2H, m), 3 06-3 23 (2H, m), 727 (111, Brs)
MS (Cl) m/z 168 (MH")
Amalysis C;oH;sNO Calc C 7181 H 1024 N 837
Tound C 7183 111019 N 827

Step v1 (1-Ammomethyl-2-methylcyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde

6-Methyl-2-aza-spiro[4 5]decan-3-one (2 Smmol) was reacted as in the General meth d
(Example 1) step vi to give a white sohid  Yield 42%

Mp 108-110°C
lalp =0(T=205°C, C=1, MeOIl) 1wo Diastcrcomers 3 |
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"1INMR (DMS0 1 DO) 400MIL/d 079 085 (311, 2xd J=6811/), 1 21-1 65 (Vi1 m)
222,243 (1H, 2xd, J=15Hz), 2 46, 2 49 (1 H, 2xd, J=15H2), 2 83-2 92 (111 2xd J=13 6li,)
305,3 15111 2xd, J=13 6Hz)
MS (CI) m/z 186 (M1I")
5 Analysis Cjpl11yNO; 1 3 HCI Cale C5164 11879 N 602
I ound C5166 11891 NGI6

EXAMPLE 3 (1-Anunomethyl-3,3-dimethyl-cyclohcxyl)-acetic aud hydrochloride

A ey S Ei
B8

) Cul, Mals, NH, (3, NH;, (92%)
1) NOCH,O0, E2, NH, O, AdOH, toluam, (83%)
U HACH, EoCH, K0, (57%)

™) HC), EXCIH, whmra (09%)
Y H,, Raxay Ny, EOH, NH;, (34%%)

W) HE), Ky, (64%%)

10

Step1 3,3-Dimethyl-cyclohexanone

15 Synthesised via the imethod outhned by Pelletier, S W, Mody, NV, J Org Chem , 1976,
41, 1069
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A soluton of hithium dimethyl cuprite was prepared by the addition o methyl hithaun
(1 4M 1n cther, 77 25ml 2 45mol) 1o copper ([} 10dide (8 8g, 0 046mol) under argon [he
solution was cooled to 0°C, ind 3-mcthyl-cyclohexen-1-one (SmL, 0 0d4mol) was added
dropwise, with sumng and a deup yullow precipitatc was formed The suspension was
stirred at room temperature for one hour belore bemng pourcd mto a solution of agueous
ammonta (100mL) and ammonium acclate (ca 5g) The layers wore soparated and the
aqucous layer washed with dicthyl cihoer (3x S0mL) The combmed orgamcs were washed
with saturated brine (3x 100mL) dried (MgSO,) and the solvent removed 1n vacuo to Jeave
& dark ycllow hquid

"1 NMR (400MHz CDCl;) 098 (611 s), 1 59 (2H, m), 1 88 (2H, m), 2 14 (2H, m), 2 2
(2H, m)
IR (film) Vmaxcm ' 2956, 1711 (C=0) 1457 1368, 1292 1226, 1076

Step 1 2-Cyano-5,5<himethy I-3-propyl-hex-2-enoic acid ethyl ester

l'o a solution ol 3,3-dimcthylcyclohuxanonce (4g, 0 032mol) in tolucne (25mL) was add !
ethyl cyanoacciate (3 37mL, 0 032mol, 1 eq ), ammonium aculate (0 24g, 0 003mol 0 1eq
and aceuc acid (0 36mL, 0 006mol, 0 2vq ) The ycllow solution wus heated to reflux whit «
aitached to a Dean-Stark trap, and heating was continued unul no more water condensed 1.
the trap Afler cooling, the now orange solution was washed with water (3x 25mL) and tl
organic layer dned (MgSQ,) | iltration and removal ol the solvent iz vacto gave the crud
product as a decp orange liquid Purification was achieved by Kugelrohr disullation 10 Jeas
the mixture of ¢is and frans products as a pale yellow hiquid, bp 160-170°C, 4 mbar (5 83,
83%)

'H NMR (400MHz CDCl;) 0 96 (611, s, 2x Me), 0 99 (611, s, 2x Me),]1 34 (GH m, 2x Me o
cster), 1 49 (4H, m), 1 75 (2H, quin, /6 4), 1 82 (2H, quin, /6 4),2 46 (2H, 5), 2 60 (2H, 1, *
=64 Hz), 2 80 (2H, s), 293 (211,1, /=64 Hz),4 27 (4H, m)

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

IR (film) v,ucm ' 2958, 2870, 2224 (CN), 1731 (C=0), 1606 (C=C), 1277, 1223

Analysis Cj3HygON Calc C7056 H865 N632
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IF'ound C7035 879 N625

Stcp m  1-Cyanomcthyl-3,3-dimcthyl-cyclohexunecarbomtnle

To a solution of the 2-Cyono-5,5-dinthyl-3-propyl-hex-2-cnose acid ethyl cster (1 26
0006mol) 1in cthanol  (100ml) and water (4mL) was added sodium cyamde (0 28,
0006mol, 1 cq) The ycllowish solution was heated 1o reflux for 8 hours and then coolud
during which time an off-white precipitatc was formed

The suspension was filtcred under vacuum and the filtrale acidified wath HCI gas unnl the
pH was approximately 2 The mixture was then filtercd a sceond time and then the solvent
removed 7 vacio o luave the crude product as a pale green solid

Flash column chromatography, aller adsorption ol the crude product on to sihca, cluting
with 0-50% EtOAc in heptane gave the binitnle as a colourless solid (0 57g, 57%)

'H NMR (400MH¢ CDCl3) 099 (311 s Mc), 1 13 (1H td, /132,42), 121 BH s My,
132 (2H, m), 1 54 (1H, m), 1 82 (311 m), 2 15(1H m), 2 65 (21, 5, CILCN)
3C NMR (400MHz, CDCl3) 1961, 2517, 3079, 31 18, 33 77, 34 79 3537 3792 4626
11506, 122 19
MS (CI) zfe 177 (M"+1)
IR (film) viaxcm | 2988, 2937, 2869, 2237 (2x CN), 1749, 1456, 1423, 1369, 1202, 1180,
1031, 972
Analysis C 111N Cale C7496 11915 N1589

Tound C7508 11932 N 1580

Step v (1-Cyano-3,3-dimethyl-cyclohexyl)- icetic acid ethyl ester

1-Cyanomethyl-3,3-dunethyl-cyclobexanccarbontrile (0 50g, 2 84mmol) was dissolved 1
absolute ethanol (20ml ) at room temperature and then cooled 10 0°C Toluene (20ml.) w
added to the solution and then the reascuon muxture was acidified by passig HCl g
through 1t at a gentle rate for ca 45 mins The [lask was then stoppered and lefl to stand

room temperaturc for 24 hours
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Ihe ycllow soluton was pariioned  butween othyl acclate and water and the laycs
suparated  Lhe aqueous layer was extructed with ethyl acctate (3x 30mL), and the combined
organits washed with g sat sodium hydrogen carbonate solution (3x 50ml ) brnce (3x
50mL), dnied (MgSO,) and the solvent removed under reduced prossure 10 leave a paic
yellow hiquid (0 593, 93%)

'H NMR (400MH2 CDCl3) 094 (311, s Mc) 116 3H,m), 121 (311, s, Me), 1 29(3H ., /
72, CHCHy) 150 (1H, m), 1 65 (11} dt, /14 4,76), 1 84 (1H q1,J 133, 32),1 96 (111
dy, J137,22),216 (111, m) 248 (111 d 7156, C-2H), 254 (1H d,J 156, C-21I) 420
(2H, q,/ 7 2, CHCll3)
3C NMR (400MHz CDCly) 14 21, 1965 2542 31 03, 34 04 34 14, 36 08, 38 44, 46 14
46 80, 61 02, 123 67, 169 00
MS (CI) /v 224 (M*+1)
IR (film) vamcm ' 2098, 2937, 2868 2234 (CN), 1738 (C=0), 1457, 1372, 1217, 1181,
1154, 1026
Analysis Cy3HaiNO: Calc C6992 11948 N627

Found C6963 11945 N615

Step v 7,7-Dimcthyl-2-aza-spiro|4 S]decan-3-one

(1-Cyano-3,3-dimethyl-cyclohuxyl)-acctic aud  ohyl cster (05g, 223mmol) was
hydrogenated n ethanohic ammoma (60mL) with Raney mickel as catalyst (ca 0 25g) at
50°C and 50ps: for 48 hours

I'he catalyst was thun removed by hitration through Cilite, and the solvent removed
vaciio to leave a grecnish crystalline solid

T'lash column chromatography, cluting with 0-100% ethyl acetatc 1n heptane, gave the pure
lactam as a colouricss solid (340 mg, 84%)

'H NMR (400MHz, CDCL;) 0 89 (3H, s, Mc), 092 (3H, s, Mc), 1 25 (2H, m), 1 36 (2H, m’
L S1(3H, m), 1 68 (1H, 8),2 18 (111, d, J 16 4, CIi;NH), 2 24 (1H, d, J 16 8, CH;NH), 3 |
(2H, s, CH,CO)
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"C NMR (400MI1z CDCl3) 1916 29 88 3036 3128 3657 3905 1061 44 58 495}
54 79,177 72
MS (CI) z/c 182 (M*+1)
IR (film) Vamaem ' 3203 3100 (NII), 2914 2860, 1698 (C=0), 1486, 1374 1317 1289
1257, 1076
Analysis C;jH | ysNO Calc C7288 H1056 N773
Found C7238 111047 N756

Step vi (1-Aminomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyl)-acctic acid hydrochlondd

7,7-Dimethyl-2-aza-spiro[4 S]decan-3-onc (0 3g, 1 66mmol) was dissolved in a mixture of
HCI (conc, SmL) and water (SmL), and the resultant colourless solution heated to reflux for
20 hours The solution was cooled and then partiioned between water and dichloromethane,
and the layers scparated Fhe aqueous layor was washed with dichloromethane (3x 20inL)
and the water/HC] removed by rotary evaporation to leave the crude product as an off-wlute
solid Tnturation of this sohd with ethyl acclate and filtration of the product gave (1-
Aminomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde salt as a colourless solid
(140mg, 42%, 64% basced on recovered starting maltcnal)

'H NMR (400MHz, DMSO) 090 (311 s, Mc), 092 (311, s, Mc), 1 15-1 49 (8H, m), Z 15
(211, s, CH,CO2H), 290 (2H brgq, / 13 5, ClI;NH3), 796 (311, brs, Nl13), 1236 (111, + »
OH)
IR (film) vaacem ' 2930, 1728 (C=0) 1272, 1123
Analysis Cj1HxNOCI Calc C5604 H941 N59%4

Found C5579 H961 N623

EXAMPLE 4 (i)-(trans)-(I-Ammomethyl-3,4-dimcthyl-cyclopentyl)-acetic 1 d

hydrochleride
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CO,Lt 0, 0.t
O l '1
()] (n) p
—> —
*, g i
+/-(4n) +/-(4b) )
O / (1)
HCI Hzl\L 0,11 1IN
[
> () -
b < +/-(4d)
A ™,

Reagents (1) Tnethylphosphonoacctate, NaH, (1) MUNO2,BugN*F-, (1)) Hy Ni, (1v)
HCI

Step 1 synthcesis of (1) (trans)<(3,4-Dimethyl-cyclepentylidene)-acetic aead ethyl ester
(4b)

NaH (60% dispersion i o1l, 737 mg, 18 42 mmol) was suspended in dry
tetrahydrofuran (50 mL) and cooled to 0°C  [ricthylphosphonoacetate (3 83 mL 19 30
mmol) was added and the mixture stirred at 0°C for 15 minutes 1he ketone (+/-){4a)

(1 965 g, 17 54 mmol) in 111" (10 mL) was then added and the mixture allowed to wan.
to room temperature Afler 2 hours, the mixture was parutioned betwecn dicthyl wiher
(200 mL) and water (150 ml ) The orgame phase was scparaled, washed with brine,
dned (MgSOg4) and the solvent removed 1n vacuo The residue was purified by flash
chromatography (silica, ethyl acetate heptane | 9) to give 3 01 g (94%) of (db) as a

colorless o1l

JH NMR 400 MHz (CDCl3) 5101 (311,d,J =6112) 103 (3H, d, J =6 Hz), 1 26 (3H,
J=7Hz), 1 49 (2H,m), 207 (1H, m), 2 24 (1H, m), 261 (11, m), 4 13 (21, q S =7 He
572 (1H, 5)

MS (CI+) m/c 183 (M4 1)
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Step n synthesis of (£)(trans)-(3,4-Dimethyl-1-mtromethyl-cyclopentyl)-acetic acid

-4 -

cthyl ester (de)

(3)(trans)-(3 4-Dimethyl-cyclopentylidene)-acetic acid ethyl ester (4b) (2 95 g,
16 2 mmol) was dissolved in tetrahydrofuran (10 mL) and stirred at 70°C with
nmitromethane (1 9 mL 35 2 mmol) and tetrabutylammonium (luonde (1 0 M in
tetrahydrofuran, 22 mL 22 0 mmol) Afler 6 hours, the mixture was coolud to room
temperaturc diluted with ethyl acclate (50 inL), and washed with 2N FICI (30 ml)
followed by bnine (50 mL) The organic phase was collected, dned (MgSOg4) and the
solvent removed 1n vacuo The residuc was puniied by flash chromatography (silica

ethyl acctate heptane 1 9) to give 1 152 g (29%) of a clear ol

IH NMR 400 MHz (CDCl3) 3098 (611 d J=6Hz) 1 10-1 39 (5H m) 147 (21 m)
1 87 (1H, m), 2 03 (1H, m), 2 57 (2H, ABq, ] = 16 38 112), 4 14 (2H, q J =7 Hz), 4 61
(2H, ABq, J = 12, 60 H.)

MS (ES+) m/e 244 (M+1)

IR (film) vum-t 1186, 1376 1549, 1732, 2956

Step m Synthesis of (£)(trans)-7,8-Dimcthyl-spiro[4 4|nonan-2-one (4d)
(£)(trans)-(3,4-Dimethyl- 1 -nitromethyl-vyclopentyi)-acetic acid ethyl ester (d¢)

(1 14 g, 4 7 mmol) was dissolved 1n methanol (50 mL) and shaken over Raney nickel

catalyst under an aimosphere of hydrogen (40 pst) at 30°C After 5 hours, the catalyst

was removed by {iltration through celite Lhe solvent was removed 1n vacuo to give 746

mg (95%) of a pale ycllow oul which sohdified on stunding

1H NMR 400 MHz(CDCl3) 5098 (6H,d J =6 Hz), 1 32 (2H, m), 1 46 (2H, m), 1 97

(2H, m), 227 (2H, ABq, J = 16,27 Hz), 323 (211, 5), 5 62 (111, br 5)
MS (ES+) m/e 168 (M-+1)

IR (film) v cm-! 1451, 1681, 1715,2948, 3196
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Step v Synthosis of (B)-(fr is)-(1-Ammomcihyi-3,4-dimcthyl-cyclopuntyl)-acetic
acid hydrochloride (4)
(2)-(trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4 4]nonan-2-one (4d) (734 mg, 4 40 mmol) was
hwated to reflux m a mixture ol 1,4-dioxan (5 mL) and 6N 11CI (15 mL) Aficr 4 hours
5 the nuxture was cooled Lo room temperature diluted with water (20 mL), and washed
with dichloromcthane (3 x 30 mL) The agucous phase was collected and the solvent

removed 1n vacuo lhe residuc was triturated with ethyl acctate to give 675 mg (69%) of

a white solid aficr collecction and drying

10 I H NMR 400 MHz (dg-DMSO) 3091 (6H,d J = 6 Hz), 1 18 (211, m), 1 42 (211 m)

172 (1H, m), | 87 (1H m) 242 (2H, ABg, =16 2411z),2 90 (2H, ABq, J =12 34
Hz) 8 00 (3H, brs), 1234 (111, brs)
MS (ES+) m/c 186 (M+1 {for the rce base)

15
EXAMPLE 5 (cis/trans)-(3R)-(1-Anunomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-ncetic  acul

hydrochlonde (5)
Co 1 ON cO ki
o 1 H L ]
) - -
—_— > —_— (Sc)
Y
s %
(%3) (5m)
o / {m)
HCINL N co u N
L""-. (v) l"'--.
< {5d)
5
-L'ﬁ' \-'.‘

Reagents (1) 1niethylphosphonoacetate, NaH, (1) MeNO, BuN'T™, (1) Ha, Ni, () HCI

20 Step1 Synthesis of (R)«(3-Methyl-cyclopunty idene)-acetic acid ethyl ester (5h)
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Nall (60% dispersion m oil 1 86 g 46 5 mmol) was suspunded in dry

tetrahydrofuran (40 mL) and cooled to 0°C I ncthylphosphonoacetate (9 69 mL 48 8
mmol) was added and the mixture stirred at 0°C for 15 minutes (R)-3-Mclhyl-
vyclopentanonc (5a) (5 ml 46 5 mmol) in 111F (10 mL) was then added and the nmuxture
allowed to warm to room temperature After 2 hours the mixture was partitioned
betwecn diethyl ether (200 mL) and water (150 mL) The orgamic phasc was scpurated,
washed with brine, dned (MgSO4) and the solvent removed in vacuo The residuc was
purificd by flash chromatography (silica, cthyl acctate heptine 1 9) 1o give § 45 g (70%)

of (2) as a colorless o1l

IH NMR 400 MHz (CDCl3) & 1 04 (3H, m), t 27 (3H, 1, ) =7 Hz), 1 80-2 74 (TH m)
290-3 15 (1H, m), 4 13 2H,q J=7112), 5 76 (111, 5)

MS (CI+) m/e 169 (M+1)

IR (film) v cm™1 1205, 1371, 1653, 1716, 2955

Step u  Synthesis of (c1s/trans)-(3R)-(3-Mcthyl-1-mitromethyl-cyclopentyl)-acetie
acid ethyl ester (Sc)

(R)-(3-Methyl-cyclopuntylidenc)-acctic acid ethyl cster (Sh) (3 0 ¢ 17 8 minol)
was dissolved n tetrahydrofuran (20 mL) and stirred at 70°C with mitromethanc (1 92
mL, 35 6 mmol) and tctrubutylammonium fluoride (1 0 M n tetrahydrofuran 25 mL,
25 0 mmol) After 18 hours, the mixture was cooled to room temperature diluted with
ethyl acctate (50 mL), and washed with 2N HCI (30 mL) tollowed by brine (50 mL) 1h
organic phase was collected, dned (MgSO4) and the solvent removed n vacuo Lhe
residue was purified by flash chromatography (silica, ethyl acetate heptane 1 9) to give
2 00 g (49%) of a clear o1l

1H NMR 400 Mliz(CDCl3) 5102 (311,d,J =6 Hz), 1 08-1 37 (511, m) 159-2 17 (511
m), 2 64 (2H, m), 4 15 (2H, q, ) = 7 Hz), 4 64 (2H, m)

MS (ES+) m/e 230 (M+1)

IR (film) v cm~1 1183, 1377, 1548, 1732, 2956
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Step mm Synthesis of (Gs/tr ins)-(7R)-7-Mcthyl-spiroj4 4]nonan-2-onc (54d)
(c1s/trans)}-(3 R)-(3-Methyl- l-nutromcthylcyclopontyl}-acctic acd cthyl ester (5¢)
(1 98 g, 8 66 mmol) was dissolved in methanol (50 mL) and shaken over Raney miched
catalyst under an atinosphere of hydrogen (40 psit) at 30°C Afler 18 hours the catalyst
was removed by [iltration through celite  Fhe solvent was removed m vacuo and the
residue purified by flash chromatography (silica, ethyl acctate heptane 1 1) to pive 1 05 g
(79%) of a white solid
1H NMR 400 MHz (CDCl3) 5103 (3H,m) 122 (211 m) 160-2 15 (51 m),2 22 (2!

m), 3 20 and 3 27 (211 total, 2 x s, c18, und trans), 6 18 (1H, br s)
MS (ES+) m/e 154 (M+])
IR (film) v cm-1 1695, 2049, 3231

Step 1iv  Synthesis of (cis/trans)-(3R)-(1-Aminomethyl-3-methyl-cyclopontyl)-acetic
acid hydrochlonde (5)

(cis/trans)-(7R)-7-Mcthyl-spiro[4 4]nonan-2-one (5d) (746 mg, 4 88 mmol) was
heated to reflux 1n a muxture of 1,4-dioxan (5 mL) and 6N HCI (15 mL) Aller 4 hours,
the mixture was cooled 10 room tempcerature, diluted with water (20 mL), and washcd
with dichloromcthane (3 x 30 mL) T'he aqueous phase was collicted and the solvent
removed in vacuo | he residue was tniturated with ethyl acetate to give a white solid
whuch was collecled and dned This was recrystallized trom ethyl acetaw/methanol to
give 656 mg (65%) of (5) afler collection and drying

1H NMR 400 MHz (dg-DMSO) 5 096 (3H, m), 1 01-1 24 (2H, m), | 42-2 10 (S5H, m

2 4] and 2 44 (211 total, 2 x s, cis/trans), 2 94 (211, m), 7 96 (311 brs), 1235 (111 br <
MS (CS+) m/e 172 (M+1 for the free basc)
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EXAMPLE 6 (D-(trans)}-(1-Amnonicthy -3, 4-dumethyl-cyclopenty J-acetic  wi

hydrochlonde
co L O N CO T
0 ! ' L ’
' ",
n w
—_ —— (6r)
(ca) (ob)
o / {m)
HCIH !N Co IIl HN
l\ (iv) l‘\‘u
(6d)

1)

Rengents (1) Tricthylphosphonoacctate, NaH (1) MUNO2, BugN*F=, (1) [z, Nu, (1v)
HCI

Step 1 Synthesis of (us)-(3,4-Dimethyl-cy clopcntyhdone)-acctic acid ethyl cster (6b)
Nall (60% dispersion in o1l, 519 mg, 12 96 mmol) was suspended 1n dry
tetrahydrofuran (30 mL) und cooled to 0°C Tnethyiphosphonoacetate (2 68 mL, 13 5
mmol) was added and the mixture stured at 0°C for 15 munutes (35,4R)-3,4-Dimcthyl-
cyclopentanone (6a) (1 21 g, 10 80 mmol) in THI" (10 mL) was then added and the
muxture allowed to warm to room temperature After 2 hours, the mixture was partiioned
between diethyl ether (200 mL) and water (150 mL) The organic phase was separated,
washcd with brine, dricd (MgSQOy4) and the solvent removed 1n vacuo The residuc was
punified by flash chromatography (silica, ethyl acciate heplane S 95) to give 1 40 g (71° )

ol (2) as a colorless o1l

1H NMR 400 MHz (CDC! 13) 50 84 (3H, d, J =6 Hz), 091 (3H, d, J = 6 11, 1 26 (31!
t, 1 =7 Hs), 2 01-2 95 (6H, m), 4 13 2H, g, } =7 112), 5 76 (1H, 5)
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MS (CH) mic 183 (M4 1)
IR (film) v eml 1043, 1125, 1200, 1658, 1715 2959

Step n Synthesss of (trans)-(3,4-Dimethyl-1-mitromethyl-cyclopentyl)-acetic acid
ethyl ester (6¢c)
(c18)-(3,4-Duncthyl-cyclopentylidenc)-acetic acid cthyl ester (6b) (1 384 g, 7 60

mmo!) was dissolved in tetrahydrofuran (10 mL) and stirred at 70°C wath nitromethane
(0 82 mL 152 mmol) and tetrabutylammonium fluonde (1 OM 1n tetrahydrofuran, 11 4
mL, 11 4 mmol) Afier 6 hours, the mixture was cooled to room temperuture, diluted witn
cthyl acctate (50 mL) and washed with 2N HCI (30 mL) followed by bnnc (50 mL) Ihe
orgamc phase was collected, dnied (MgSOg4), and the solvent removed 1n vacuo The
residuc was purified by flash chromatography (silica, ethyl acetate heptane 5 95) to give
0 837 g (45%) of a clear o1l

1H NMR 400 MH (CDCl3) 8091 (61, d,J =6 Hz), 1 21-1 39 (5H, m), 1 98 (211 m)
218(2H, m) 2 64 (2H,s),4 15(2H, q4,) =7 Hz), 4 61 (2H, s)

MS (ES+) m/e 244 (M+1)

IR (film) v cm~1 1184, 1377, 1548, 1732, 2961

Step mm Synthesis of (trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4 4|nonan-2-one (6d)
(trans)-(3,4-Dimecthyl-1-ntromethyl-cyclopentyl)-aceuc acid ethyl ester (6¢) (0 83
g, 3 4 mmol) was dissolved in methanol (30 mL) and shaken over Rancy nickel catalyst
under an atmosphere of hydrogen (40 ps1) at 30°C Afier 4 hours, the catalyst was
removed by filtration through celite The solvent was removed 1n vacuo to give 567 my;

(99%) of a pale yellow o1l which solidified on standing
111 NMR 400 MI 1z (CDCl3) 50 89 (6H,d, J =6 ), ] 38 (2H, m), 1 91 2H, m),2 )

(2H, m), 2 32 (2K;s), 3 18 (2H, ), 5 61 (1H, br »)
MS (ES+) m/e 168 (M+1)

IR (film) v cm~1 1304, 1450, 1699, 2871, 3186
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Step 1v  Synthesis of (trans)-(1-Ammomcthyl-3 4-dumethyl-cyclopentyl)-acetic acn

hydrochloride (6)

(trans)-7,8-Dimethyl-spiro[4 4]nonan-2-one (6d) (563 mg, 4 40 mmol) was
heated to reflux in a mixture of |,4-toxan (5 mL) and 6N HCI (15 mL) Aficr 4 hours
the mixture was cooled to room temperature, diluted with waicr (20 mL.) and washed
with dichloromethane (3 x 30 mL) lhe squeous phase was collucted and the solvent
removed 1n vacuo The residue was tnturated with ethyl acetale to gtve a white solid
which was collected and dned 'his was recrystallized [rom cthyl acelate/methanol to
give 440 mg (59%) of (6) alicr collcction and drying

1H NMR 400 MHz (dg-DMSO) 86084 (6H,d, J =6 Hz) 121 (2H, m), 1 81 (2H, m)

2 06 (2H, m), 2 47 (2H, s), 2 89 (2H{ s), 794 (3H, brs), 12 30 (1H, br )
MS (ES+) m/e 186 (M+1 for the Irec basc)

EXAMPLE 7 (+)-(trans)-(1-Ammomecthyl-3 4-dimcthyl-cyclopentyl)-uncetic 1 1w

hydrochloride
co 2 E1 QO 2 N co 2 | 4]
° |
4] w
—_— —_— (7c}
) om)
[{0))
HC1 H 2N, CO 2ll HIN c01|_| 0
l l HN
{v) l
—— + q)

™
(7e)
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Resgents (1) Iricthylphosphonoacutate NaH, (1) MeNOg BugNtl -, (m) Ha Ni, (1v)
il

(35,4S)-3 4-Dimcthyl-cyclopentanonc (7a) 1s known 1n the Intcroture and can be
synthesized by the methods outhned therein Y Kato, Chem Pharm Bull ,
1966,14 1438-1439 and related refercnces W C M C Kokke ' A Varkevisser, J
Oig Chem , 1974,39 1535, R Baker D C Billington, N Cranayake, JCS Chem
Comm , 1981 1234, K luruta, K Iwanaga, H Yamamoto, fetr Leit 1986,27 4507,
G Solladie, O Lohse, Tet Asymm , 19934 1547, A Rosengust, I Kvarnsirom,
S C T Svensson, B Classon, B Samucisson, Acta Chem Scand , 199246 1127,
E J Corcy, W Su, Ter Letr, 1988,29 3423, D W Kmght B Ojhara, Ter Lenr,
1981,22 5101

Step 1 Synthesis of (trans)(3,4-Dimethyl-cyclopentyhdenc)-acctic acid cthyl ester
(7b)

To a suspcnsion of sodium hydnde (1 3 g, 32 5 mmol) tn THF (60 mL) under
nitrogen at 0°C was addud tnethylphosphonoacetai (6 5 mL, 32 7 mmol) over 5 minute
Aller surning for a turther 10 minutes, a solution of (35,4S)-3,4-Dunethyl-
cyclopentanone (7a) (approx 2 68 g, approx 30 mmol) in THI (2 x 10 mL) was added 1
the now clear solution and the 1ce bath ruinoved Alfler 4 hours the reaction was quenche:
by pouring into water (100 mL) and the mixture extracted with cther (400 tul) The
organic phase was washed with saturated brine (100 mL), dricd and concentrated
in vacuo Column chromatography (10 1 lplane/cthyl acetatc) gave the product as an o1l
(4 53 g) (approx 91% yield)

IH NMR 400 MHz (CDCI3) 8101 (3H,d,J=6Hz),103(3H d,)J=611z), 1 26 (3H, 1
J=7Hz), 149 (2H m), 207 (111, 1m), 2 24 (1il,m) 2 61 (111, m),4 13 (2H,q, ) =7 115
572 (1H, s)

MS (CI+) m/c 183 (M+1)
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Step i Synthesis of (trans)-(3,4-Dimethy I-1-nitromethyl-cyctopentyl)-acetic acid
cthyl ester (7¢)

To a solution of (trans)-(3,4-Dunethylcyclopentylidenc)-acetic acid ethyl ester
(7b) (4 24 g, 23 3 mmol) in THI (15 mL}) was added BAL (32 mL of a | M solution in
THF, 32 mmol) followed by mtromethane (3 mL) and the reaction heated at 60°C for
8 hours After cooling, the raction mixture was dilutcd with ethyl acetate (150 mL) av
washed with 2N HCl (40 mL)} then saturated brine (50 mL) Column chromatography
(10 1 heptanc/cthyl acetate) gave the product as an ol (2 24 g) (40% yield)

1H NMR 400 MHz (CDCl3) 5098 (611 d,J=6Hz), ! 10-139(5H, m) 147 (2H m
187 (14, m), 203 (1H m), 257 (2H, ABq, J= 16,38 Hiz), 4 14 (2H,q J =7 Hz)
461 (2H, ABq, J = 12, 60 Hz)

MS (ES+) m/e 244 (M+1)

IR (film) vemn~! 1186, 1376, 1549, 1732, 2956

Step m  Synthesis of (+)~(trans)-(1-Aminomethy}-3,4-dimcthyl-cyclopentyl)-ace ¢
acid hydrochloride (7)

A solution of (truns)-(3 4-Dimethyl-1-mtromethyl-cyclopentyl)-acetic acid cthy
ester (7¢) (3 5 g, 14 4 mmol) 1n methanol (100 mL) m the presence of N1 sponge was
hydrogenated at 30°C and 50 psi for 4 hours Filiering ofT the catalyst and concentrating
mn vacuo gave a 2 1 mixture ol lactam and aminocster, 2 53 g, calculated as 96%, which
was uscd without punfication I'us muxture (2 53 g, 13 8 mmol) in dioxane (15 L) anc
6N HCI (45 mL) was heated under reflux (o1l bath = 1109C) for 4 hours Afler cooling
and diluting with waler (60 mL), the mixture was washed with dichloromethane
(3 x 50 mL) and then concentrated 1n vacuo The resulting o1l was washed with ethyl
acetatc then dichloromethanc to give a sticky foam which was dried to give the product
as a white powder (2 32 g) (76% y1eld)

ap (23°C) (H20) (c =1 002) =+28 2°
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1H NMR 400 Mii/ (d-DMS0) 6091 (61! d J=61lz) 118 (211, m) 142 (211, m)
172 (1H, m), | 87 (1H, m), 2 42 (2H, ABq, J= 16,24 M), 290 (2H, ABg J =12

34 Hz), 8 00 (3H brs), 1234 (1H, brs)
MS (CS+) m/e 186 (M+1 lor the free busc)

EXAMPLE 8 1a,33,58« 1-Amnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic  acid

hydrochlonde
NC CO,E! CN
I [ NC, l
é | n -
* “ay " ™ -
(8a) (8D) 8¢c)
0
TOIE‘ HN HC! NH; COH
NG, l
_,..._,_’ —
Ty e oy - “,
(8d) (8¢c) 8)

Step 1 Synthesis of 2-Cyano-((3R,58)-3,5-duncthyl-cyclohexylidene)-acetic acid
ethyl ester (8b) Cis-3,5-dimcthylcyclohexanone (8a, 15 78 g, [25 0 mmol) was
dissolved in tolucne (150 mL), and treated with ammonum acctate (0 96 g, 0 099 mmol}
acetic acid (1 4 mL, 0 195 mmol) and ethyl cyanoacetate (14 04 g, 99 2 mmol) lhe
reaction was heated to rellux overmight with a Dean-Stark trap, then cooled 10 room
tempernture and washed with H;0 (3 x 50 mL) 1he aqueous layer was backwashed with
toluecne (2 x 50 mL) The organic layers were combined, dried over NaySO,, and
concentrated  The residuc was chromatographed on silica gel eluting with 5 %
LC1OAc/hexane to give 22 0 g (80%) of the dusired product as a clear o1l
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MS 222 1 (M+1 for Ci3H 9N O3), an oil, ILC Si102 R0 40 (9 1 hexane/LIOAc),
Analysis (C3Hi9N;02) (Cal ) C 70 56,11 868, N 633 (lound) C 7074 11 868 N
633 '"HNMR (CDCL)5083-095(m 11I) 101 (, 6 H,J=61Hz) 132(,311,J=
73 Hz),148-185(m,5H),297-302(m, [ H),392(dd 1H,J=122 22H/,) 424 (4
2H,)=71Hz)

Step n Synthests of 1, 33,53-1-Cyanomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexanccarbonitrlc
{8c) The 2-Cyano-((3R,55)-3,5-dimethyl-cyclohuxyhdone)-acetice acid ethvl csicr (8b
6 64 g, 30 0 mmol) was dissolved in EtOl1 (60 mL) and addcd to a suspension ot NaCN
(1 47 g, 30 0 mmol) m T1OH /11,0 (100 mL /8 mL) The reaction was heated 1o reflux
overmght, then cooled to room temperature, filtered, and concentrated 1n vacuo to give a
clear o1l which sohidificd under vacuum  The residuc was chromatographed on silica pel
eluting with 4 1 hexanc/EtOAc to give 4 05 g (77%) ol the destred product as a wiute
sticky solid

MS no M+1 10n observed (C;HigN2), an o1l, TLC 5102, R;0 31 (4 1 hexane/CIOAC)
Analysis (C1H1aNz) (Cal ) C 74 96,11 915, N 15 89 (lound) C 74 81, H 925,N
1565 'HNMR (CDCl3) 3058 (dd, t II,J=249, 122 Hz), 096 (d, 6 H, )= 6 6 Hz)
103(4,2H,J=1291l2),175-190 (m 31I1),201 (d,2H,)=115Hz2),265(s,2 H)

Step m  Synthesis of 10,3B,58-(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic a¢ :1
hydrochloride (8d) 1w, 3B,5B-1-Cyanomcthyl-3 5-dimethyl-cyclohexancecarbomitrs o
(8¢, 551 g, 31 26 mmol) was dissolved 1in CtOH (80 mL) and toluenc (80 mL), cooled w
0 °C, and saturated with HCI gas 1he solution was stoppered and stirred overmght ¢t
room lemperature, then concentrated 1n vacuo to give the crude imino ester as a whit.
solid This crude matcnal was triturated with Et,0 (150 mL) and dned under vacuun

then treated with 10 (100 mL) and 1 N HCI (4 mL) lhe reaction was surmud overmig! |

at room temperature, then extracted with EtOAc (3 x 100 mL) The orgamc laycrs wet
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combined, washed with brime, drivd over NSOy, and concentrited 1he nusidul was
chromatographed on silica gel cluting with 6 1 hexand/IC10Ac to give 5 78 g (83%) of 1w

desired product as a clear oil

MS 224 | (M+1 {or Ci3112iN,03) anail, 11 C 8105 R, 032 (6 | huxane/T10AC),
Analysis (C311;;N,02) (Cal )C 6992, H 948, N 627 (lound) C 7003, i1 945,N
630 '"HNMR (CDCl3) 5053 (dd, | H,1=249, 120H),091 (d,6H,1=66 Hz), 1 27
GL31,J=711z),170-1 76 (m, 1 1), 1 80-1 90 (m,2 H),202(d 21I,J=129 Hz),
251(s,2H),418(q,2H,J=7111z)

Step 1y Synthesis of 5¢,7P,93-7,9-Dimethyl-2-aza-spiro[4 5|decan-3-one (8¢)

la 3B,5p-(1-Cyano-3 5-dimethyl-cyclohexyl)-acitic acid ethyl ester (8d 5 82 g, 26 1
mmol) was dissolved 1n MeOH (150 mL), treated with 10% Rh /2% Pd/C (1 0 g), and
shaken under an atmospherc of Ha (50 ps1) for 28 h  The reaction was filtered and
concentrated in vacuo Tl residuc was chromatographed on silica gol cluting with a

gradient of 2 3 hexanu/CtOAc, CtOAc, 5% MeOH/EIOAC to give 2 21 g (47%) of the
desired product

MS 182 0 (M+1 for C;;H;9N,0;), mp 116-118 °C, 1LC S10,, Rr0 36 (6%
MeOH/CH;Ch), Analysis (Cy,HigN,0;) (Cal ) C 72 88,11 10 56,N 7 73 (found) C
7284, H 1067,N 763 'HNMR (CDCL) 5049 (dd, 1 11, =244, 120 Hz), 0860 &
(m, 8 H), 1.38-1 48 (m, 2 H), 1 60-1 71 (m, 3 H), 2 09 (s, 2 H), 3 16 (s, 2 H), 5 79 (br, |
1)

Step v Synthesis of 10,3p,58~(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochloride salt (8) 5a,7,98-7,9-Dimethyl-2-aza-spiro|4 5]decan-3-one (8¢, 0 52 ¢
2 87 mmol) was treated with 6 N HCI (19 mL) and heated 1o reflux overmght The
rcaction was cooled 10 room temperature, upon wiuch a wlite precipitate formed The
solid was filtered away, and the filtrate was cooled to 0 °C to afford a second crop of
crystals, then filicred again  The sohds were combined and dried under vacuum 10 give
0 46 g (68%) of the desired product
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MS 200 | (M+1 for C) 112N, O2) mp 179-180 °C, Analysis (CiillaNyOz HCI) (Cal ) ¢
5604, 1 941, N 594 (lound)C 56 16,11 942 N 573 "1 NMR (CD;OD) b 0 46-
053(m 1H),077(¢, 111 1=12511z) 085-091 (m 71I) 1 55-167(m S1II) 211 (d
2H,1=1341lz) 236(s,211) 244 (s 111),3 14 (5,2 I)

EXAMPLE 9 1a,33,503-(3,3-Dimethyl-1-propyl immonic thyl-cyclohexy l)-a¢ e

acid, hydrechlonde salt

HCI
NN o),o"
i Sy

1a,3B,5B-(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohcxyl)-acetic acid hydrochloride salt (8
10 g, 4 2 mmol) was dissolved 1n E(OH (100 mL), trcated with sodium hydroxide
solution (1 N, 5 mL), propionaldechydc (0 9 mL, 12 6 mmol), and 10 % Pd/C (0 3 g), ar ol
shaken under an atmospherc of Ha (50 psi) lor 3 h  The recaction was [iltered, treated w th
HCVEO (1 M, 10 mL), and concentrated in vacuo ['he residue was treated with hot
1sopropanol (100 mL), the NaCl was filicred away, and the clear solution was
concentrated 1n vacuo The crude product was recrystallized from -
PrOH/acetonc/hexane (14 200 225 mL) and dnied under vacuum to give 0 136 g (12%)
of the desired product

MS 242 1 (M+1 for CyqllyN,02), mp 178-180 °C, Analysis (C41123N,0; HCI 0 27
H20) (Cal )C 5948 1 1018, N 495 (found) C 59 53, H 1021, N 478 "IINMR
(CD;0D) 50 52 (dd, 1 H, J =242, 120 Hz), 0 83-090 (m, 8 H), 1 00 (1, 311,J =76
Hz), 1 61-1 80 (m, 7 H), 243 (5,2 H),298 (1, 211 J=7 8 Hz),3 20 (s, 2 H)
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EXAMPLE 10 1a3p,5B-(1-Ethyl ymmomethyl-3,5-dimethy }-cyclohexyl)-acehie acil

hydrochloride salt

Examplc 10 was synthesized in accordance with the method ol Lxample 9, except that
acelaldchyde was used instead of propionaldchyde and ethyl 1cut we/heptane was used for
the recrystallization (30% yicld)

MS 228 (M+1 for CisHzoN|O3), mp 188-190 °C 'H NMR (DMSO0) & 0 83 (811, br d)

124 (3H,,J=71Hz), 1 60 (611, m),238(d,s),298 (2H m) 3 10(2H,brs),83" 2
H, brs), 1242 (1 11, brs)

EXAMPLE 11 1a,33,58-(1-Benzylamimo-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-a¢ 1

acid, hydrochlonde sait

O/\m j,ou

vd



15

20

25

-55-
Cxample 11 was synthusized i accordance wath the method of Example 9 exeupt that
bunzaldchyde was uscd instead of propionaldehyde and Ct;0 was uscd for the

reerystallization (30% yicld)

MS 290 1 (M+1 lor CigHxN,O2) mp 162-163 °C, Anlysts (CiaHaaN.O2 11C1 0 20H:03)
(Cal)C 6562, 11 869, N 425 (found) C 6560,11 871 N 431 'HNMR (CD;0D) &
048 (dd, | H,J =125 Hz), 079-0 90 (m, 8 H), 1 46(br, 2 H) 1 64 (d 3 11 J =134 1iz)
242(s,211),3 19 (s, 210),4 23 (s 211) 743-7 50 (m, 5 H)

EXAMPLE 12 1a,30,5p<(1-Dumethylanunomethyl-3,5-dimethyl-cyclohuxyl)-ace

acid, hydrochlonde salt

S

e

" ™y

A solution of 1a,3p,5p-(1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-ucetic acid,
hydrochlonde salt (8, 0 20 g, 0 59 mmol) 1n CtOLI (15 mL), sodium hydroxide solution (|
N, 0 59 mmol), and H,0 (1 mL) was treatcd with 20% 1Pd/C (50 my) and shaken under « 1
atmosphere of Hj (50 pst) for 15 hours The reaction was filtered treated with 1 N
HCVEt, 0 (1 mL), and concentrated in vacuo Thc residuc was dissolved 1n hot 1-PrOH
(4 mL), diluted with acetone (100 mL) and E4,0 (350 mL) and cooled 10 0 °C  1he soliu
was filtercd and dnied under vacuum to give 103 mg (70% yield) of the desired product

MS 228 1 (M+1 for Cy;Hz3N,0;), mp 195-196 °C, Analysis (C12l133N,0; HCI 0 41H,0"
(Cal)C 5758,H 997,N 516 (found) C 5773,H 971,N 491 'H NMR (CD;OD).
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056 (dd 111,5=244,12011/) 089-092 (m, 811) 159-175 (m, 8 11),2 51 (s 211)
295 (s, 6 H), 3 44 (s, 2 H)

EXAMPLE 13 1,3B,50<(1-Butylammnomethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acctic ac 1

hydrochlonde salt

HCI
[+

~y

-

Example 13 was synthesized in accordance with the method of Example 9, except
butyraldehydc was used instcad of propionaldehyde (48% yicld)

MS 256 1 (M+1 lor Cy5112sN;0;), mp 184-185 °C, Analysis (CysHzsN,0; HCI) (Cal ) ¢
61 73, H 1036,N 4 80 (found) C 61 71,H 1021,N 472 'H NMR (CD;OD) 6 0 53
(dd, 1 H,)=24 4, 12 0 Hz), 0 86-0 99 (m, 11 H), 1 37-1 47 (m, 2 1), 1 60-1 75 (m, 7 H,,
243(s,2H),302(1,2H,J=81Hz),320(s,2 H)

EXAMPLE U4 1a,3(3,5p-{1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-3,5-dimeth) I-

cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonde salt
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LCxample 14 was prepared 1in accordance with the method of Example 9 except that the
N-bunzyl analog (11) and formaldehyde wore used as the staring matenal and PLlO; was
used as the catalyst instead ol Pd/C (70% yicld)

MS 304 1 (M+1 for CioHayN,02), mp 209-210 °C, Analysis (Crol lzyN; Oz 11C1 0 2111,0)
(Cal)C 6640, H 892, N 408 (lound) C 6640,11 905 N 406 'Ll NMR (CD;0D) &
0 51(dd, | H,J=244, 122 Hz) 079-092 (m,9 H), 1 29 (br, | H), | 56-1 82 (m, 4 1)
251(dd,2H, =188, 163 11z)285(s,2 H), 3 23-349(m 211) 437 (dd, 2 1, =
317, 12 7 Hz), 7 45-7 54 (m, 5 I1)

EXAMPLE 15  1e,3B,58-(3,5-Dimethyl-1-methylammomcthyl-cyclohexyl)-ace «

acid, hydrochloride salt

HCI
0

\NH YOH

i
v’ T

Examplc 14 (0 14 g, 1 21 mmol) was dissolved in 95% LCtOH (50 mL), treated with
sodium hydroxide solution (1 N, 1 21 mmol) as well as 20% P&/C (0 1 g) and shaken
under an atmosphere of Hj (50 psi) for 45 nunutes The reaction was filtered, treated
with HCV/E;O (1 M, 1 mL), and concentraied n vacuo The residuc was treated wath he t
1PrOH, the NaCl was filicred away, and the solution was concentrated in vacuo The
crude product was recrystallizud from (PrOH/acctone/hexane (7 150 110 mL) and deed!
under vacuum to give 0 189 (63%) of the desired product

MS 2141 (M‘H for C|2H23N|02), mp 182-183 °C, An-ﬂ)fSIS (C|;H:JN|02 HCl) (Cﬂl ) C
5770,H 968,N 56! (lound)C 5747,H 958, N 535 'HNMR (CD;0D) 8 0 52 (dd
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PH,J=244,122112) 084-098 (m % 11) 1 57-1 72(m, 5 11) 238(s,211),2 72 (s, 3
11,321 (s, 2 H)

EXAMPLE 16 1a3(3,50-{1-(Acctylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic

aud

/L,,,,lj,aﬂ

™

Cxample 8 (0 5 g, 2 1 mmeol) was treatcd with 11;0 (10 mL) and NaOH (0 56 g, 140
mmol), cooled to 0 °C, and trealed with acelic anhydnde 1he reaction was stirred
overnight at room temperature, then diluted with EtOA¢ (100 mL) and washed wath | N
HCI (100 mL) The orgamc layer was dricd over NaxSO, and concentrated 1n vacuo

Ihe crude matenal was chromatographed on silica gel cluting with 4% MeOH/CH,CI; to
pive 0 138 g (27%) of the desired product as an 011 which solidified under vacuum

MS 242 | (M+1 for C)31123N,03), mp 122-124 °C, Analysis (Cy3Hz3N,04) (Cal ) C
6470, 961, N 580 (tound) C 6465,H 959,N 563 'HNMR (CD;0D) & 0 46 (dd,
1H,J=237,11711,),081-087(m,911),1 56(d,211,J =134 Hz),165-1 76 (m, 3
i, 198(s,3H),218(s,2H),330(s,31D)

EXAMPLE 17 1,3B,5B-(1-(1sobutylamino-methy 1)-3,5-dimethyl-yclohexyl]-acetic

acid hydrochloride salt
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\]/\m. j,ou

HG

Example 17 was synthcsized in accordance with the method of Example 9, except
1sobutyraldchyde was used instead of propionaldchyde (53% yicld)

MS 256 (M+1 tor CisllzgN,03), mp 193-194 °C, 'I1 NMR (CD;0D) 8053 (dd 1 H 1
243,12 5 Hz), 0 81-090 (m,2 H) 089(d 6H, J =64 Hz), 1 03 (d, 6H, ] = 6 8 Hz),
157-1 71 (m, 5H), 209 (m, 111),249(s,2H),288 (d,2H,) =71 Hz),319(s 2 H)

EXAMPLE 18 1a,33,5B-]3,5-Dimcthyl-1-(phenethylamimo-methyl)-

cyclohexyl]-acetic acid hydrochlonde salt

LCxample 18 was synthesized in nccordance with the method of Example 9, except

phenylacetaldehydc was used instead of propionaldchyde (16% yicld)

MS 304 (M+1 for CisksN;03), mp 188-189 °C, Analysis (C19H26N102 HCI) (Cal ) ¢

67 14,H 890,N 4 12 (found) C 66 94,1 891,N 398 'H NMR (CD,0D) 5046 Id,
1H,J=246,123 Hz),081-091 (im, 8 H), 1 58-1 72 (m, 5 H), 2 50 (s, 2H), 3 04-3 0X
(m, 2H), 3 26-3 30 (m, 4H), 7 23-7 75 (n, 5H)
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FXAMPLE 19 1a,33,5B-13,5-Dimcthyl-1-](3-phenyl-propylamino)-methy 1)~

cyclohexyl}-acetac acid hydrochlonide salt
o
SRAvE
Hel S\
- k-/l\

Example 19 was synthesized 1n accordance with the method of Example 9, except
hydrocinnamaldchyde was used instead of propionaldehyde (50% yicld)

MS 318 (M+1 for CapH31N;O2), mp 171-172 °C, Analysis (CagH3iN,O2 HCI) (Cal ) C
6787,H 911,N 396 (found) C 6783, H 913,N 3 78 "HNMR (CD;0D) 50 53
(dd, 1 11, J=24 6, 12 1 11z), 0 80-0 90 (m, 2 If), 0 90 (d, 6H, J = 6 0 Hz), 1 60-1 72 (m, <
H), 2 03-2 11 (m, 2H), 245 (s, 2H), 2 73 (t, 2H, ) =7 5 H2), 3 06 (t, 2H, J =7 7 112), 3 3
(s, 2H), 7 20-7 18 (m, 5H)

EXAMPLE 20 ({1-{(Cyclobutylmcthyl-amino)-mecthyl]-cyclohexyl}-acetse  acai

hydrochioride salt

Example 20 was synthesized in accordance with the method of Example 26, cxcept
cyclobutanonc was used instead of 2-methylbutyraldehyde (70% yicld)
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MS 226 (M+1 for Cj3l13N;03), mp 176-177 °C Analysts (Cy3t33NOz HCI) (Cal ) C
5064 11 924, N 535 (lound)C 5988 H 918 N 519 'l NMR (CD;OD) d | 16-
160(br, 10H),180-196(m,211) 221-240(m,4 H),253(~ 2H),297(s 211),3 73
(m, 1H)

EXAMPLE 21 1¢,3p3,5p-(1-(Isopropylamino-mcthyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-

acelic acid hydrochloride salt

- v

Lxample 21 was synthesized i accordance with the method of Cxample 9 except

acetony was uscd 1nstead of propronaldehyde (50% yicld)

MS 242 (M+1 for Cy4ilzsN,02), mp 206-207 °C, 'H NMR (CD;0D) 5053 (dd 1 H, J =
24 8,12 5 Hz), 0 80-0 90 (m, 2 11) 099 (d, 6H,1=6111z), 1 35(d, 611, J = 6 6 |1z),
1 55-1 78 (m, 511), 2 45 (s, 2H), 3 18 (s, 2 H), 3 41 (m, 111)

EXAMPLE 22 1-Ammomcthvl-1-cvclohexane-acetic acid was previous!s reported 1y

Satzinger et al US 4087544 May 2, 1978

EXAMPLE 23 1-Aminomethyl-1-cyclopenlanc-acetic aud was previously reported 1n

Satzinger et al US 4087544, May 2, 1978
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EXAMPLL 24 Sodium salt of l-ammomcthyl-1-cyclopentane-acetic acid s

previously reporicd in Satzinger el al US 4087544, May 2 1978

EXAMPLE 25 Sodwm salt of I{(hydroxymethyl)cyclohexanc-acetic acid * 15

previously reporicd in Satzinger et al US 2960441, 1960

EXAMPLE 26 Synthesis of {1-[(2-Methyl-butylanuno)-methyl]-cyclohexyl}-ac L

acid, hydrochloride salt

A solution of (1-ammomethyl-cyclohexyl)-acetic acid (Example 22,2 0 g, 11 7 mmol) in
EtOH (100 mL) was trcatcd with 2-methyl-butyraldehyde (4 mL, 35 1 mmol) and P1O-
(0 5 g), and shaken under at atmospherc of 11 (50 pst) lor2 h 1hc reaction was filter J,
treated with ! N HCVEWLO (12 mL), concentrated m vacuo, dissolved in hot 1-PrOH (1 !
mL), diluted with acetone (600 mL}), cooled to 0 °C, and [filicred 1o give 1 58 g (49%) ¢ !
the desired product

MS 242 I (M+1 for C1all2sN;03), mp 162-163 °C, Analysis (Cyal l1sN, 02 HCl) (Cal )/
6052, H 1016, N 5 04 (found) C 6041,11 1026,N 495 "lI NMR (CD;OD) § 0 9*
(L,3H,J=73Hz),102(d,3 H,)=66Hz), 120-1 31 (m, 1 H), 1 42-1 56 (m, 11 H),
181-189(m, 1 H),263(dd,211,J=183,16 1 Hz),282(dd, 1 H,J=125,8 3 Hz)
299 (125,61 Hz),307 (dd, 2 H, J=256, 129 11z)
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EXAMPLE 27 {1-](3,4,4-1 nftuoro-buiylamno)-methylj-cyclohexy lj-ncetic acid,
hydrochlorde salt was synthusized m accordance with the method of Examplc 26,
except that 4-influorobutyraldehyde was uscd insicad of 2-methylbutyralddl: de

(19% yicld)

MS 282 1 (M+1 lor C;3H2aN,02I3), mp 163-164 °C, Analysts

(Ci3H22N 021 3 HC1 0 05H20) (Cal )C 4900 H 731, N 440 (found) C 48 G0 H
729, N 419 '1II NMR (CDsOD) & 1 40-1 54 (m 1111), 1 96-2 04 (m 2 H) 2 26-2 38
(m, 2 11), 2 57 (s, 2H), 3 09-3 13 (m, 4 1)

EXAMPLE 28 (1-Ethylanunomcthyl-cyclohexyl)-acctic acid hydrochloride salt

HCl

/\NH OH

LCxamplc 28 was synthesized in accordance with the muthod of Example 26, except th .t
acetaldchydc was used instcad of 2-incthylbutyraldchyde (30% yield)

MS 200 1 (M+1 for Cj3112iN,Q7) mip 160-166 °C, Analysis (Cyy112/N;0; HCI ) (Cal »
C 5604,H 941,N 594 (found) C 5598,11 93G6,N 579 'HNMR (CD;,OD)&1 1-
154 (m, 13 H), 2 54-2 56 (in, 2 H), 3 06-3 13 (m, 4 11)

EXAMPLE 29 {I-|(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic a+1d

hydrochlonde salt
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Example 29 was synthesized 1 accordance wath the method of Example 26, except that

cyclopropanecarboxaldehyde was used insicad of 2-methylbutyraldehyde (62% yield)

MS 226 (M+1 tor C,3H23N,03), mp 177-178 °C, Analysis (Ci3H2;N 0> HCI) (Cal ) C
5964,11 924 N 535 (found) C 5972, H 915, N 527 'HNMR (CD;0D) § 050-0 6
(mm, 2 H), 0 71-0 74 (m, 2H), 1 05-1 30 (m, 111), 1 42-1 54 (m, 10H), 2 52 (s, 211),2 94
(d,2H, J =73 l1z), 3 10 (s, 2H)

EXAMPLE 30 {1-|(Z2-Hydroxy-1-methyl-ethylamino)-methylj-cyclohexyl}-acetic

acid hydrochlonde salt

HCH
Q
OH
H°/7\NH }/
!

Exumple 30 was synthesized i accordance with the method of Examplc 26, excopt that

1-hydroxy-2-propanone was uscd instcad of 2-methylbutyraldehyde (60% yreld)
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MS 230 (M+1 for Cj2113N,04), mp 164-165 °C Analysis (C2l 13N, O3 JICD) (Cal ) C
5423 H 910,N 527 (found)C 5423 H 901,N 518 'Hl NMR (CD;0OD) b 1 30-1 32
(m, 3 H), 1 44-1 55 (m, 10H), 2 60 (s, 2H), 3 11 {m 2l1) 3 28 (br 2H) 3 37 (br, 11I)
3 57-3 61 (m, 11I), 3 78-3 81 (m, 1)

EXAMPLE 31 [I-(Isobutylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acd hydrochlorude

HCI

7/\NH °ﬁ,ou

A

Example 31 was synthesizud 1n accordance with the method of Example 26, excupt that

cyclopropanccarboxaldehyde was used instead of 2-methylbutyraldehyde (35% yicld)

MS 228 (M+1 for C;3H2sN,0z), mp 175-176 °C, Analysis (C1yHzsN;Oz 11C1) (Cal )
5919,H-993,N 551, (found) C 5928, H 998, N 524 'H NMR (CD;OD) 103 (d,
611 J =69 Hz), 1 37-1 60 (m, 10H), 2 10-2 17 (m, 1H), 2 63 (s, 2H), 287 (d 2H,) =74
Hz), 3 07 (s, 2H)

EXAMPLE 32 (1-Propylammomcthyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde salt
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Example 32 was synthesized in accordance with the method of Example 26, except that
propionaldehyde was used nstead of 2-methylbutyraldehyde

MS 214 1 (M+1 for CjaHzsN;O3), mp 174-177 °C, Analysis (Ci2Ha3sN, 0, HCI) (Cal )
C 5770,H 969, N 56l (found) C 5755,H 977,N 548 'H NMR (CD;OD) 5 0 93
(t, 1 H, J =6 3 Hz), 0 99-1 03 (m, 4 H), 1 40-1 54 (m, 13 H), | 72-1 78 (m, 2 H), 2 96-
329 (m, 2 H)

EXAMPLE 33 |l1-<{Isopropylammo-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid hydrochloride

sult
HCI
/l\ °
NH YOH

Example 33 was synthesized in accordance with the method of Example 26, except that
acetone was used instead of 2-mcthylbutyraldehyde

MS 214 1 (M+1 for 2l 13NyO;), mp 193-194 °C, 'H NMR (CD;0D) b 1 29-1 57 (m,
18 H), 2 59 (s, 2 H), 3 07 (s, 2 H), 3 38-342 (m, 1 H)
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LXAMPLL 34 (1-Cyclohexylammmomethyl-oyclohexyl)-ncctic acid  hydrochlorde

sall

Example 34 wus synthcsized in accordance with the method of Example 26 cxcept that

cyclohuxanone was used instead of 2-methylbulyraldehyde (48% yicld)

MS 254 (M+| for C|s| |21N|02), mp 198-199 °C, !\MlySIS ((.“Hz';NlOz “Cl) (Clll ) C
6212,H 974,N 483 (lound) C 62 18, H 984, N 475 '11 NMR (CD;OD) § | 20-1 60
(m, 16 H), 1 63-1 76 {m, 1H), 1 88 (br, 2H), 2 13 (br, 211), 2 60 (m , 2H), 3 09 (m , 31I)

EXAMPLE 35 [1{(Benzylamino-mcthyl)-cyclohexyl]-acetic ncid hydrochlonde salt

O/\NH YW
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Lxample 35 wis synthesized m accordance with the method ol Example 26, uxcept that

benzaldchyde was usced instead ol 2-methylbutyraldchyde

MS 2620 (M1 1 lor Ciel123N;O03), mp 1254135 °C, 'I1 NMR (CD;OD) § 1 38-1 49 (m,
11 H) 255(s,210),3 07 (s, 211), 423 (5,2 H), 7 43-7 49 (n 5 H)

EXAMPLE 36 ((1R,3R)-3-Mcthyi-1-propylammomcthyl-cyelohexyl)-ucctic acad,

hydrochloride salt

Y w

NH
0
[\Y
OH

r

((1R, 3R)-1-Aminomcthyl-3-methyl-cyclohuxyl)-acetic acid, hydrochlonide salt
(Cxample 1, 1 1 g, 4 9 mmol) was dissolved n ethanol (95 mL) and treated with | N
NaOH (5 mL) Propionaldehyde (4 9 mL) was added lollowed by10% Pd/C (0 § g), and
the reaction was shaken under an atmosphere of Hz (50 psi) for 15 75 h The reaction
was filtered, 1 M IICI (20 mL}) in cther was added, and the solution was concentrated 1n
vacuo The residue was then dissolved 1n hot tsopropanol (100 mL), filtercd, and
woncentrated 1n vacuo The residuc was then dissolved 1n 1sopropanol (10 mL) and
recrystallized from acetone The solid was filtcred and the hitratc was cooled overmight
1o yield a second crop of crystals | he solids were combined 1o give the desired product
(0 78 g, 66%)

MS 228 1 (M+1 for C;3HzsNO3), mp 179-179 5 °C, Analysis (C)3t1,sNO; 1ICl) (Cal )
C 5919,H 993,N 531, (tound) C 5927,11 997,N 507 IR (KBr,cm ') 2929 (b ),
1717, 1188 'H NMR (CD;0D) 8 0 84-1 03 (m, 8H), I 12-1 17 (m, 111) 1 46-1 79 (m
8H), 2 43 (s, 2H), 300 (1, 2H, J =7 8 Hz) 3 22 (s, 2H)
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EXAMPLE 37 ({1-|Cyclopuntylmithyl-anino)-mothyl]-cyclohexyl}-acetic  acud,

hydrochloric salt

0.

NH
o

OH

(1-Aminomcthyl-cyclohexyl)-acctic acid (3 0 g, 17 5 mmol) was dissolved 1n ethanol (45
mL) Cyclopentanccarbaldehyde (5 mL, 3 cq) was added and the reaction was treated
with PtO; (0 25 g) he reaction was then shaken under an atmosphere of Ha (50 psi) for
16 5h The reaction was filtered, IN HCI (20 mL) 1n ether was added, and the reaction
was concentrated 1n vacuo The residue was recrystallized from hot 1sopropanol and
acelone Lo give the desired product (2 32 g, 52%)

MS 254 1 (M+] for CysHyNO2), mp 172-173 °C, Analysis (CisHz7NO; HCI) (Cal ) C
6216,H 974, N 483, (found) C 6192, H 988, N 486 IR(KBr,cm') 2930 2854,
2509, 1689, 1455, 1211 'H NMR (CD;0D) 5 1 23-1 32 (m, 2H), 1 41-1 73 (m 16H),
190 (m, 1H), 2 63 (s, 211), 3 01 (d, 2H, J = 7 6 Hz), 3 09 (s, 2H)

EXAMPLE 38 ({1-|[(Cyclohexylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid,

hydrochloric salt

HCl
NH

OH
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(1-Aminomethyl-cyclohexyl)-acctic acid (3 0 g, 17 5 mmol) was dissolved in ethanol (45
mL) Cyclohexanccarbaldchyde (S mL 3 eq) were added and the reaction was treated
with PtO, (0 25 g) The reaction was then shaken under an atmosphere of 113 (50 psi) for
16 5h The reaction was filivred, 1N 1ICI (20 mL) 1n ether way added and the reaction
was concentrated in vacuo | he residue was recrystallized from hot 1sopropanol and

ether to give the desired product (3 57 g, 67%)

MS 268 1 (M+1 for CsH2oNO3), mp 167 5-168 °C, Analysis (C;6H20NO; 1ICI) (Cal ) (
6324,11 995, N 461, (lound) C 63 14,11 1001, N 445 IR (KBr,cm') 2926, 285"
1718, 1684 '11 NMR (CD;0D) & 1 03 (m, L1I), 1 20-1 85 (m, 20H), 2 63 (s, 211), 2 88 (d,
2H,1 =68 112),3 07 (s, 2H)

EXAMPLE 39 |1-(tert-Butexycarbonylammo-mcthyl)-cyclohexyl]-acetic aud,

o
/ko’lLN’Ej\cozH .
H Na

(1-Aminomethyl-cyclohexyl)-acetic auid (10 0 g, 58 4 mmol) was dissolved 1n THI (280
mL), and 1t was treated with | N NaOH (128 SmL) |he reaction was cooled to 0 °C wnd
140 g (1 1 eq) of di-tert-butyldicarbonate were added porlionwise with vigorous surmng
The reacuion was allowed to warm fo room temperature and str overmught  The THF was
then evaporated, and the aqueous layer was washed with ethyl acetate (3x50 mL) The
aqueous layer was acidificd with KH,PO, (44 g) and foam was obscrved Gradually the
fonm was replaced with a whitc ppt  The muxturc was stured for 2h while of KIL,PO, (1
g) was added slowly over ttme  The precipitule was filicred ofl and washed with watur 10

yield the desired product (15 2 g, 96%)
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MS 2721 (M+1 for CliasNOy) mp 181 °C (due), Analysis (CializsNOy) (Cal ) ¢
5952,11 936, N 476, (found) C 5951, H 903 N 487 IR (KBr, um I) 3413, 3054,
2933 (br) 1709, 1666 1531 1248 'l NMR (CDCly) b 1 27-1 58 (m, 1911) 229 (s, 2H)

312(d, 2H, J=68112),4 97 (br 1 H)

EXAMPLE 40 |1-(Acctylamino-mcthyl)-cyclohexy H-acctic acrd

0
)LN/Ej\co,H
H

(1-Ammomethyl-cyclohexyl)-acetic auid (2 0 g, 11 7 mmol) was dissolved i 11,0 (20
mL), then NaOH (3 1 g 77 5 mmol, 6 6 cq) and accuc. anhydnde (1 8 mL. 19 3 mmol

1 7 eq) were added The reaction was allowed to stir at room temperature for 2 days 1N
HCI (125 mL) was added and the rcaction vxtracted with CIOA¢ (125 mL) The organic
layer was separated, dried over Na; SOy and concentrated 1n vacuo  [he residue was
dissolved 1n H;O (100 mL), treated with NaOH (0 12 g) and concentrated in vacuo The
sample was then [lash chromatographed with 6% MJOIL I/ CH,Cls 1o give the desired
product (0 31 g, 12 %)

MS 214 1 (M+1 C,,;H,,NO,), mp 107-108°C, Analysis (C, [1,;NO,) (cal) C 61 95 H
898N 657 (found)C 6196 H 903 N 654, TLC 0 31 6% MeOH/ CI1,Cl,, IR (KBr
cm') 3286, 3120, 2932, 24401714, 1576, 1419, 1313, 1208 'H NMR (CDCl,) 5 1 25-
151 (m, 10 H), 2 06 (3, 311), 2 28 (s 211), 3 26-3 29 (m, 2H), 6 32 (br 1 11)

EXAMPLE 41 ((3R, 59)-1-Cyclobuty lamimomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acctic

acid, hydrochlonde salt
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m}

NH HCI
.\YO
OH

((3R, 5S)-1-Amnomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acLlic acid, hydrochonde =alt (0 76
£, 3 2 mmol) was dissolved n ethanol (45 mL) and treated with IN NaOH (3 2 mL)
Cyclobutanone (1 mL, 6 eq) was added followed by PtO; (02 g) The reaction was
shaken under an atmosphere of Ha (50 psi) for 16 h  The rcaction was then filtered, IN
IICl 1n cther (35 mL) was added, and the reaction was concuntrated in vacuo  The
residuc was dissolved 1n hot 1sopropanol (150 mL) and filtcred Then acetone (100 mL)
and ether (600 mL) that had been cooled 10 0 °C were added 10 the solulion The solution
was allowed to sit at ¢ °C for 2 h at which time crystals were observed The crystals
were collccted and washed with ether and acetone (0 38 g, 41%)

MS 254 1 (M+1 for C;sHy;NO;), mp 200-201 °C, Analysis (CysHasNO; 1IC1) (Cal ) C
6216,H 974, N 483, (found) C 6209, H 972,N,468 IR (KBr,em') 2926, 1720,
1189 'H NMR (CD;OD) 5 0 48-0 57 (m, 1H), 0 85-0 92 (m, 811), 1 60-1 73 (m, 511),

1 78-1 93 (m, 2H), 2 22-2 38 (m, 411) 242 (s, 2H), 3 11 (s, 2H) 3 72-3 78 (m, 1H)

EXAMPLE 42 {BR, 58)-3,5-Dimethyl-1-|(2-methyl-butylammo)-methyl]-

cyclohexyl}-acetic acid, hydrochloride salt

HCI

’Y\ﬂ 6\002H

w %%

(3R, 55)-1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochonide salt (1 0 g,
4 4 mmol) was dissolved 1n ethanol (47 mL) and trcated with IN NaOH (4 4 mL)
Isobutyraldehyde (1 mL, 3 eq) was added followed by P10, (0 17 g) Reaction was
shaken under an atmosphere of H; (50 ps1) for 3h  [he reaction was then filtered, IN

HCI (10 mL) 1n ether was added, and the reaction was concentrated in vacuo The
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residue was dissolved i hotisopropanol (100 ml ) and filtered  Then 1t was concentratud
in vacuo and recrystallized {rom acctone and hexane  1he crystals were collucted and
washed with hexane 10 yicld the desired product (0 89 g 75%)

MS 270 1 (M+1 for C;oH3NOy), mp 171-173 °C, Analysis (CisH3NOz HCI) (Cat ) C
6282, H 1054, N 4 58, (found) C 6259, H 1043, N 452 IR (KBr,cm ') 2964 (br)
1721, 1485, 1186, 840 'H NMR (CD;0D) 5 0 48-0 57 (m, 1H), 0 81-1 07 (m, 12i1),

1 23-1 27 (m, TH), 145 -1 72 {m, 611), 1 83-1 91 (m, 1H), 2 50 (s, 2H),2 83 (dd 1H ) =
83,125 Hz),300(dd, 1H,J=61,125Hz) 313-329 (m 41})

EXAMPLE 43. {(3R, 5S)-1-{(2-Ilydroxy-1-methyl-ethylamino)-mecthyl}-3,5-

dimcthyl-cyclohexyl)-acetic aesd, hydrochlorxde salt

Hov( HC!

t't',’Ej“co,H
- %

(3R, 58)-1-Aminomethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochonde sali (10 g
4 3 mmol) was dissolved in ethanol (45 mL) and trcated with IN NaOH (4 3 mL) 1-
11ydroxy-propan-2-one (1 mL, 3 eq) was added followed by P1O; (0 15 g) Rcaction was
shaken under an atmosphere of Hz (50 psi) for 82 h PtO; (0 1 g) and 1-Hydroxy-propan-
2-one was added (1 mL}), and the reaction was shakcn under an [1; atmosphere for
another 24h The reacuon was then filtcred, IN HCI in cther (35 mL) was sdded and the
reaction was concentrated m vacuo  The residue was dissalved in hot 1sopropanol (150
mL) and filtered Then 1t was concentrated 1n vacuo and reerystallized trom hot
1sopropanol, acetone, and cther The crystals were collected, washed with ether as well
as aceione, and dried (0 30 g, ! 04 mmol, 24%)

MS 258 1 (M+1 for Ci4HNO;), mp 178-179 °C, Analysis (C14l 1zyNO3 HCY) (Cal ) C
5723,H 960,N 477, (found) C 5677, H 939,N 445 IR (KBr,cm') 3349, 2897,
1704, 1419, 1194 'L NMR (CD;OD) b 0 48-0 57 (m, 1H), 0 82-0 90 (m, 8H), | 25-1 32
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(m, 4H), 1 60-1 75 (m, 511), 247 (s, 211) 323 (d 2i1,J=511lz) 338 (m 111), 3 58 (dd
HLI=120 7112),379(dd, 111,)J=120 421l/)

EXAMPLE 44 [(3R, 5S)-1-|(2,2-Dmmcthoxy-cthylamino)-methyl]-3,5-dimethyl-
cyclohexyl}-acetu acid, hydrochloride salt
~—0

,g/\ N I~co,H
HCI
" ”»

(3R, 5S)-1-Aminomcthyl-3 5-dimethyl-cyclohuxyl)-acetic acid, hydrochlonde salt (1 0
g. 4 3 mmol) was dissolved 1n ethanol (47 mL) Glyoxal 1,1-dimethyl acetal (3 7mL, 30
eq) was added and the reuction was treated with PtO2 (0 17 g)  1he reaction was then
shaken under an atmosphere of Ha (50 pa1) for 3 b The reaction was filtered IN HCHin
ether (10 mL) was added, and the reaction was concentrated in vacuo  he nesiduc was
dissolved 1n hot 1sopropanol (100 mL) and [iltered Then, the filtrate was concentrated
and the residue was reerystathized Irom acctone and hexanes lo give the desired product
(092 g, 75 %)

MS 288 1 (M+1 for C,sH2sNO), mp 125 °C (dec), Analysis (CysllzsNOy HCI) (Cal ) C
5563, H 934,N 432, (found) C 5529, H 948,N 4 18 IR (KBr,cm®’) 2949, 1715,
1457, 1191, 1134, 1077 *H NMR (CD;0D) 5 0 47-0 56 (m, 1H), 0 81-0 90 (m, 8H),

1 59-1 71 (m, 5H), 2 46 (s, 2H), 3 18 (d, 2, J = 5 1 Hz), 3 26-3 29 (m, 2H), 3 45-3 47
(m, 6H), 473 (1, 1H, 1 =51 Ho)

EXAMPLE 45 {(3R, 55)-1-|(Cyclopintyimethyl-amino)-methyl]-3,5-dim thyl-
cyclohexyl)-acetic ncid, hydrochloride salt

ﬁ’é‘cczu

W L

((3R, 55)-1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonide salt (1 0
g, 4 | mmol) was dissolved 1n ethanol (45 mL) and treated with 1IN NaOH (4 2 mL)
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Cyclopentancearbaldchyde (1 5 mL 3 o) wore added lollowed by MO, (0 2 g)
Reaction was shaken undur an atmospherc ol I1; (50 psi) for 12h  The reaction was then
filtered, 1N HCI n cther (35 mL) were added, and the reaction was concentrated n
vacuo The residuc was dissolved wn hot 1sopropanol (150 mL) and filtered Then the
solution was concentraicd mn vacuo and reerystallized irom hol 1sopropanol, acetone, and

cther The crystals were collected und washed with cthur and acetone (0 40 g 27%)

MS 282 1 (M+1 for Ci7115NO;) mp 187-188 °C, Analysis (C,7H5NO; HCI) (Cal ) C
6423, H 1015,N 441, (lound)C 64 11,11 1004 N 434 IR (KBr,cm') 2952
1720, 1452, 1185 11 NMR (CD;0D) 5 0 48-0 57 {(m 111) 081-090(m 8II) 125-132
(m, 2H) 1 60-1 71 (m, 9H), 1 89-1 93 (m, 211), 2 25-2 29 (m, 1H), 2 49 (s 21)), 3 01 (d
2H, J =76 Hz), 3 20 (s, 2H)

EXAMPLE 46 {(3R, 5S)-1-[(Cyclohexylmethyl-nmno)-methyl]-3,5-dimethy]-
cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlondd salt

HCI

O’*utj‘\co,a

((3R, 58)-1-Aminomethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic ucid, hydrochlonde salt (1 0
g, 4 2 mmol) was dissolved 1n cthanol (45 mL) and treated with IN NaOH (4 3 mL)
Cyclohexanccarbaldehyde (1 5 mL, 3 eq) were added followed by P10, (0 15 g)
Rcaction was shaken under an atmosphere of H; (50 psi1) for 17 h  The reaction was then
filtered, IN HCI in ether (35 mL) was added, and the reaction was concentrated in vacuo
The residue was dissolved 1n hot 1sopropanol (150 mL) and filtered Then the solution
was concentrated 1n vacuo and rcerystallized irom hot 1sopropanol, acetone, and cther

The crystals were collected and washed with cther and acetone (0 46 g, 34%)
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MS 2962 (M+1 for Cisl1;NO,), mp 176-177 °C, Analysts (Cially3NO; HCI) (Cal ) C

6513, 11 1032, N 422, (lound) C 6489 11 1036 N 409 IR (KBr um') 2919
2851 1721, 1453, 1192 'H NMR (CD,OD) 5 0 48-0 57 (im, 1H), 0 81-0 90 (m, 8H), 1 00-

136 (m, SH), 1 60-1 71 (m, 111), 249 (s, 211), 2 88 (d, 211 1 =6 8 Hz), 3 18 (s, 2H)

EXAMPLE 47 ((3R, 59)-1-Cyclohexy Inminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohcxyl)-acctic

acul, hydrochloride salt

Q HCI
ﬁ’é\cozﬂ
" ”

((3R, 58)-1-Aminomcthyl-3,5-dimethyl-cyclohexy!)-acetic acid, hydrochlonde salt (0 99
g2, 4 2 mmol) was dissolved in cthanol (45 mL) and trecated with 1N NaOH (4 2 inL)
Cyclohexanone (1 5 mL, 3 ¢q) was added [ollowed by PtO, (0 2 g) Reaction was shakun
under an atmosphcre of Hz (50 ps1) for 17 h  The reaction was then filtered, IN HCl in
ether (35 mL) was added, and the reaction was concuentrated in vacuo  The residue was
dissolved 1n hot 1sopropanol (150 mL) and filtecred Then the solution was concentrated
in vacuo and recrystallized from hot 1sopropanol, acctone, and ether The crystals were
collected and washed with ether and acetone (0 33 g, 25%)

MS 282 1 (M+1 tor C7113NO3), mp 210 °C, Anulysis (C,7£1;;NO; HCI) (Cal ) C 64 23
H 1015, N 441, (found) C 6389, H 998, N 433 IR (KBr, cm ') 2921, 1691, 1452,
1216 'H NMR (CD;OD) 5 047-0 57 (m, 1H), 0 82-0 90 (m, 8H), 130-1 46 (m SH)
157-1 63 (m, 2H), 169 (d, 414, J = 129 Hz), 1 86 (d, 2H, J = 125 Hz) 2 13 (d, 2H, J =

10 3 Hz), 2 46 (s, 2H), 3 04-3 10 (m 1H), 3 21 (s, 2I1)
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LXAMPLF 48 ((3R,5S)-1-Carboxymcihyl-3,5-dimcthyl-cyclohexy I)- icetic aud

HO
O N0 OH )
o 0]
. N7 ™
NH,
48a Example 43

Step @ Synthess of (8R,108)-8,10-Dimcthyl-2,4-diwxo-3-aza-spiro]S Slundccane-1,5-
dicarbomtnle, ummonium salt (48a) A solution of absoluic cthanol (40 mL) was
cooled to 0 °C and saturated with NH; gas then treated with cis-3,5-dimcthyl-
cyclohexanone (5 0 g, 39 62 mmol) and cthyl cyanoacetate (8 43 mL, 79 24 nunol) The
flask was stoppered allowed to warm to room temperature, and stirred overmght  1he
precipilate was [iltered, rimscd with Et;0 and dned under vacuum to give 6 04 g (59%) ol
the desired product as a pale sohid

MS 260 | (M+1 for Cyql1;7N304), Analysis (C,sH 7N;02 NiI; 0 88 H,0) (Cal ) C 57 55
H 751,N 1917 (found) C 5767, H 745 N 19 06, IR (KBr, cm ') 3298, 2954, 2172,

1700, 1575 "H NMR (CDCl;) 5 0 46-0 50 (m, 1 IT), 0 82-1 17 (m, 11 H), 1 65-1 98 (m, 3
H), 3 58 (dd, 211, J = 139, 6 8 Hz)

Stcp u Synthesis of Example 48 (85, 10R)-8,10-Dimcthyl-2,4-dioxo-3-aza-

spiro[5 5]Jundecane-1,5-dicarbonitrile (484, 25 36 g, 97 8 mmol) was treated with
concentrated H,SO,4 (102 mL) and water (30 mL) The reaction was heated to 150 °C for
5 h, then allowed to cool to room temperature and stir overnight  The reaction was
filtcred and the solid was collected and dissolved 1n 1 N NaOH This solution was
filtered, then the filirate was acidified with concentrated 1IC1 (40 mL) 71he precipitate
was collected and dried overmght under high vacuum  I'he compound waus then
dissolved 1n hot 1sopropanol (100 mL) and recrystalhized from water yielding the desired
product {13 21 g, 59%)
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MS 229 1 (M+1 tor Cj2112004), Analysis (C211004) (Cal ) C 63 14,11 8 83 (flound) C
6336,11 892 IR (KBr,cm') 2950, 2913 1698 'I1 NMR (CD;0D) 6 0 40-0 48 (m
110), 0 77-0 85 (m 8II) 1 57-1 77 (in S11)2 41 (s 2I1) 256 (s, 2i1)

EXAMPLE 49 trans-((3R, 55)-1-1lydroxymethy}-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetic

acid, hydrochlonde salt
N
go HO OYH\/Q HO 0 Hv‘k/l'
HO,C v~CO,H v .
\,b-. R in @ :TT; - b “

Example 48 49a 49b 49c

] v
HO OYOH

[/
-~ (4

Example 49

Step1 & u  Synthesis of (c1s/trans)-(7S,9R)-7,9-Dimcthyl-2-0xa-spiro|4 5]decan-3-
one (49a)

(1) The di-acid (48, 6 36 g, 27 9 mmol) was suspended 1n H;0 (93 mL), treated with
ammonium hydroxide (3 5 mL) and silver mitrate (4 73 g, 27 9 mmol), and stirred for 20
munutes at room temperature  The reaction was filtered and the solid re-slurried threc
times with Hz0, then dned under vacuum in the dark for two days at 50 °C to pive 6 41 g
of the silver di-salt, which was carricd on immediately (n) 7The silver di-salt (1 24 g,

2 81 mmol) was placed 1n an amber flash, treated with CCl,; (50 mL) and 10dine (0 72 g,
2 81 mmol), and heated to 75 °C overmight The reaction was filtered, concentrated in
vacuo, and chromatographed on silica gel eluting with 4 1 hexancs/EtOAc to give 037 g
(72%) of the desired product as a pale o1l (49a)
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MS 183 0 (M+1 for C; H401), Analysis (Cy 111402 0 05H0) (Cal )C 7213 11 996
(found) C 7177, H 969, IR (KBr, cm ') 3298, 2954, 2172 1700, 1575 1450, 1337 'l
NMR (CDCly, ~1 | mixture of cis/irans diastereomers) 8 0 49-0 59 (m, 1 H) 0 82-1 02
(m, 10 11), 1 42-1 53 (m, 2 H), 1 58-1 72 (in 3 ), 230 (s, t H, for one 1somer), 2 39 (s, |
11, for the other 1somer 2), 3 96 (s, 1 H, for onc isomer), 4 10 (s, | 11, for the other

1somer)

Step in  Synthesis of (us/trans)-N-Benzy 1-2-((3R,58)-1-hydroxymethyl-3,5-dimethyl-
cyclohexyl)-acctamide (49b and 49¢) T'he lactone (49a, 0 85 g, 4 66 mmol) was
dissolved in 11T (18 mL) trcated with bengylamine (0 61 mL, 5 60 mmol) and heated
to reflux for iwo days [he rcaction was cooled to room temperature, diluted with
EtOAc, washed with saturated sodium bicarbonate solution and brine, dried over Na;SQ4
and concentraled mn vacuo | he residuc was chromatographed on silica gel cluting with

1 1 hexanc/E1QAc to give 0 79 g (59%) of the desired product as a clear o1 (mixture of

cis and trans i1somers, 49b and 49c)

MS 290 1 (M+1 for CjsHz:N,O2), an oil, TLC Si03, R¢0 16 (2 1 hexane/CtOAL),
Analysis (C1yl1z7N;03) (Cal ) C 74 70, H 940, N 4 84 (found) C 74 41,11 935, N
457

Stepiv Separation of 49b and 49¢ The mixture of c1s- and trans-1somers (49b and
49c) was separated by preparative HPLC (C18 column eluting with a gradient of 60%
CH;3CN / 40% H,0 for 5 minutes then 45% CH;CN / 55% H,O for 35 minutes all
mobile phases with 0 05% TC A)

The truns-1somer (49b) RT =23 600 mn, 54 mg yield 'H NMR (CDCl,) & 0 36-0 62
(m,3H),082(d,6H,J=631lz),139-170(m,5H),2 14 (s, 2 H), 2 58 (br, 1 11),3 60
(s,2H),443(d,2H,J=59 H/), 597 (b1, | H), 726-7 37 (m, 5 H)
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I he cis-1somer (49¢) R1 =25 828 mmn 87 mg yicld 11 NMR (CDCILy) 6 0 47-0 56 (m |
N, 065(,2H,J=132H,),085(d 611 J=6311/),147-1 68 (m,5H) 238(s,2l,
258(br,111),340(s,2R),445(d,211,J=59112),603 (br I I1),728-7 36 (i, 511)

Step v The synthusis of Example 49 lhe trans somer ol N-Benzyl-2-(1-
hydroxymethyl-cyclohuxyl)-acetamide (49b, 87 mg 0 303 mmol) was 1aken trom HPLC
dhssolved 1n 5 mL of water, and treated with 24 mg of NaOH  The reaction was heated to
rcflux for 3 d. Then it was cooled t0 room temperature, diluted wath 1 N NaOH, and
cxtracted with E1OAc | he aqueous layer was acidified with conc HCI (5 mL), and then
diluted with 1 N HCI, and the product was extracted with EtOAc lhe organic layer wis
washed with brine and dned over Na>SQOs  The solution was concentrated to yicld 23 mg

(61%) of the desired product

MS 201 (M+1 for C11112003), "H NMR (CD;0D) 5 ¢ 48-0 57 (m, 1 H) 0 88-1 00 (m,
BH), 1 40-1 49 (i, 2H), 1 68-1 70 (m, 3H), 2 28 (s, 2H), 4 11 (s, 2H)

EXAMPLE 50 cs{(3R, 5S)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetic acid,

hydrochloride salt
HO— §COZH

The cis 1somer of N-Bencyl-2-(1-hydroxymethyl-cyclohexyl)-acctamide (49¢c, 87 mg
0 303 mmol) was taken from HPLC, dissolved in 5 mL of water, and treated with 24 mg
of NaOH The reaction was heated to ruflux for 3 d then cooled to room temperature

diluted with 1 N NaOH, and extracted with EtOA¢ 1 he aqucous layer was acidificd with
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conwntrated HCH (5 ml) and then diluted with | N HCL and the product was uxtracted

with CIOAc  The organic laycr was washed with brine and dried over Na,SO;  The

solution was concentrated to yicld 43 mg (71%) of the desired product

MS 201 | (M+1 for Cj Hz03), 'H NMR (CD,0D) & 048-0 57 (m 1H), 0 88-0 96 (in

8H), 1 42-1 50 (m, 211), 1 59-1 69 (m, 3H), 237 (s 2H), 3 94 (s 211)

EAXAMPLE 51 (1-Dimethylaminomcthyl-cyelohexyl)-ncetic acid, hydrochloride salt

N\
;\' CO,H
HCl

(1-Aminomethyl-cyclohexyl)-acetic actd (0 51 g 3 0 mmol) was dissolved 1n cthanol
and formaldchyde (3 mL, 2 cq) was added 10% Pd/C (1 6 g) was added and the roaction
was shaken at room temperature under a hydrogen atinosphere of 760 Torr for 12 h
Then the reaction was treated with HCI until the pH was about 2, and 1t was recrystallis d

from acctone and ether to give 1 62 g (87%) of the desired product

MS 200 I (M+1 for C;H1z2iNO,), mp 140-142°C, Analysis (C;11;NO; HCI) (Cal ) ¢
5499, H 944 N 583, (found) C 5490 H 936 N 622 'll NMR (CD;0D) b 1 42-

159 (m, 10H), 2 63 (s, 211) 2 96 (s, 61, 3 26-3 29 (m, 211)

EXAMPLE 52 (1-Butylammomethyl-cyclohexyl)accta aad, hydrochloride sait

/\/\

N CO,H
HCI
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(1-Ammomethyl-cyclohuxyl)-acctie acul (0 86 g, 50 mmol) was dissolved n cthanol

(100 mL), then PA/C (10%, 0 86 g) and butyraldihyde (1 44 g 3 eq) were added The
reaction was placed under 760 lorr ol hydrogen at room temperature unul the reaction
was complcte It was then [iltered, acidified, and concenirated The residue was
<hssolved 1n 1sopropanol, liltered, and reerystallized irom acetone and ether to yield the

{inal product

MS 228 1 (M+1 Tor Cy311asNO3), mp 142-154°C, Analysis (C,3H25NO; 1ICI) (Cal ) C
5919,H 993, N 531 (lound)C 5885,H 986 N 505 '"HNMR (CD\OD) & 0 98 (t,
3H,J=73 Hz), 1 39-1 54 (m 12H), 1 66-1 72 (m, 2{{),257 (s 2H),301 (1 211,J=93

He), 3 09 (5, 2H)

EXAMPLE 53 {1-]2,.2-Dimcthoxy-cthylammno)-methyl]-cyclohexyl}-ucetic acid,

hydrochlonde salt

HN Cco,H HCI
o~ :
/0

/

(1-Ammomethyl-cyclohexyl)-acutic acid (2 0 g, 11 7 mmol) was dissolved 1n cthanol
(100 mL) Glyoxal 1,1-dimethyl acetal (3 7 mL., 3 vg) were added and the reaclion was
treated with PtO, (0 5 g) The reaction was then shaken under an atmosphere of 14, (50
ps1) for4 h The reaction was filtered, IN HCI in cther (15 mL) was addud, and the
reaction was concentrated 1n vacuo The residue was recrystallized from hot 1sopropanol
(25 mL) and acetone (700 mL) to give 0 44 g (52%) of the desired product
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MS 260 1 (M+1 lor Cy3tI2sNO,), mp 128-129 °C, Analysis (Cy3H2sNO; HCI) (Cal ) C

5279, 11 886, N 474, (found) C 5284, 11 894 N 467 IR (KBr cm') 2926
1693,1457, 1208, 1087 'H NMR (CD;0D) & 1 40-1 55 (m, 10H), 2 60 (s, 2H), 3 13 (s,

2H),3 17 (4,211 J=491lz) 345(s,611),472(1, 1H,J=51 Hz)

EXAMPLE 54 (i-mcthylanminomcthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlorde salt

N

ﬂ CO,H
HCI

{ 1-[(Benzyl-methyl-amino)}-methyl]-cyclohexyl}-accue  aud, hydrochlonde  sall
(Example 55, 4 1 g, 13 2 mmol) was dissolved in 95% ethanol (250 mL) 10% P&/C (1 )
was «dded and the reacuon was shaken at room tcmperature under a hydrogen
atmosphere of 760 Torr for 1 h  Ihe reaction was filiered and concentrated, thun

recrystallized from acetone and cther to yicld 2 69 g (92%) of desired product

MS 186 0 (M+1 tor Cioll;sNO3), mp 158-162°C Analysis (Coll;eNO; [ICI) (Cal ) ¢
5309, H 913, N 619, (found) C 5314, H 896, N 634, Il NMR (CD;OD) § | 4. -

1 54 (m, 10H), 2 50-2 53 (m, 2H), 2 71-2 74 (i, 3H), 3 09-3 11 (m, 2H)

EXAMPLE 55 {1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl|-cyclohexyl}-acctic  aud,

hydrochlonde salt

l:l COzH
CH, HCI
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| 1-(Benzylamino-mcthyl)}-cyclohexylj-acetic acid hydrochlornide salt (0 49 g, 1| 7 mmol)
was dissolved in oth inol (45 mi ) and trated with IN NaOIl (1 8 mL) ormaldchyde (1
mL, 5 ¢q) was added and the rcaction was treated with PtO,(0 2 g) The reaction was
then shaken under an aimosphere of Hz (50 psi) for 30 b The reaction was filtered, IN
HCI 1n ether (10 :nL) was added, and the reaction was concentrated i vacuo [o give
031 g (1 14 mmol, 67%) of the desired product

MS 274 1 (M-1 for C,;H,,NO,), an oil, IR (KBr, cm?) 3205, 2930, 2261, 1684, 1451,
1198 HRMS (calc) 276 1963 (found) 276 1973 (M+1 for C,;H,,NO,), '"H NMR
(CD,OD) 5 1 33-1 63 (m, 13H), 2 28 (s, 2H), 3 06 (s, 2H), 4 40 (s, 2H), 7 21-7 34 (m
5H)

EXAMPLE 56 [1-(Phenethylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic auid, hydrochlor: ¢

salt

(1-Aminomcthyl-cyclohexyl)-acctic acid (2 0 g, 11 7 mmol) was dissolved 1n ethanol
(100 mL) Phenyl-acclaldehyde (4 mL., 3 Lq) was added and the reaction was treated
with 10% Pd/C (0 5 g) The reaction was then shaken under an atmosphere of H; (50 psi)
for 3 h The reaction was filtered, IN HCI n ether (20 mL) was added, and the. reaction
was concentrated in vacuo  The residue was recrystallized from hot 1sopropanol and
cther to give 0 15 g (4 1%) of the desired product

MS 276 | (M+1 lor C,7H2sNO2), mp 182-183 °C, Analysis (Ci7HzsNO, HCI) (Cal ) C
6454, H 846, N 443, (found) C 6454, H 835, N 434 IR (KBr, cm ') 2929, 2855,

2813, 1693, 1455, 1220 'H NMR (CD;OD) 6 1 38-1 58 (m, 10H), 2 56 (s, 2H), 3 0I-

3 06 (m, 2H), 3 14 (s, 2H), 3 23-3 29 (m, 211), 7 21-7 34 (m, 5H)
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EXAMPLE §7 {1-|(3-Phenyl-propylanino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acud,

hydrochloride <alt

Hu‘é\cozH
HCI

(1-Ammomethyl-cyclohexyl}-acctic acid (2 00 g, 11 7 mmol) was dissolved in ethanol
(100 mL) 3-Phenyl-propionaldchydc (4 6 mL, 3 cq) were added and the reaction was
treated with 10% Pd/C (0 5 g) 1he reaction was then shaken under an atmospher. of 15
(50 ps1) lor 3 h [ he reaction was filtered, 1N HCI (20 mL) 1n ether was added, and the
reaction was concentrated in vacuo he residuc was reerystallized from hot 1sopropanol

and cther to give 0 46 g (12%) of the desired product

MS 290 1 (M+1 for Cyzl1;3NO3), mp 168-169 °C Analysis (CisH22NO2 HCI) (Cal ) C
6634, H 866, N 440, (found) C 6648,1 865 N 417 IR (KBr cm') 2932 2854
1686, 1454, 1217 'l1 NMR (CD;0D) & 1 38-1 58 (m, 1011), 2 00-2 04 (m 2H) 2 56 (s

2H),2 71 (1, 211, J=7 6 Hz) 3 01-3 08 (m, 4H), 7 21-7 34 (m, 511)

EXAMPLE 58 ((3R, 5S)-1-Hydroxvmethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,

sodium salt

HO COzH
[ ]
\ , Na

(78, 9R)-7,9-Dimethyl-2-oxa-spirof4 S]dccan-3-one (49a, 1 04 g, 5 71 mmol) was
dissolved in water (25 mL) and treated with NaOH (2 5 g) The reaction was heated to
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rcflux (115°C) for 4h  The solution was then cooled to room temperature, washed with
Etz0, and the aqucous laycr was concentrated in vacuo to give a sohd (8 g) The remd o
was washed with IN acctic acid, and it was extracted with CtOAc, which was then
concentrated The residuc was then recrystallized from CtOH MeOH and hexancs to
yield 0 75 g (3 75 mmol, 66%)

MS 199 0 (M-1 for Ci1H3003), HRMS (calc) 199 1334 (found) 159 1333 (M-1 for
CiiHx03), mp >250 °C, IR (KBr um ') 2953,2910 1777 1706 1458 1168, 1012

EXAMPLE 59 ((3R, 58)-1-Ethylammomethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic ac d,
hydrochloride salt

~\
N—% /~CO.H
H
HCI
W #

((3R, 5S)-1-Ammomeclthyl-3,5-dimcthylcyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt (591,
0418 g, 1 8 mmol, Compound 59a was prepared according to the hiteraturc procedurc
Bryans, J Bioorganic & Medicinal Chemustry Letters, 1997, 7(19), 2481 ) was dissolved
in ethanol (45 mL) and treated wath IN NaOH (1 8 mL) Acetaldehyde (0 5 mL 3 eq)
was added and the reaction was treated with PtO. (0 2 g) The reaction was then shaker
under an atmosphere of H; (50 psi1) tor 3 h  The reaction was filtered, IN HCI (2 mL) 1in
ether was added, and the reaction was concentrated in vacuo The residue was dissolved
in hot tsopropanol (100 mL} and filiured ilexanes (100 mlL) was added to the filtrate at 0
°C, and the precipitate was collected to give 31 mg (0 14 mmol, 8%) of the desired
product

MS 228 1 (M+1 for C;3HzsNO;), mp 167-168 °C, IR (KBr, cm ') 2954 (br), 2502, 1685,
1459, 1223 Analysis (C;3H,sNO, [ICI) (Cat ) C 56 60,11 998, N 5 11, (found) C

56 60, H 985,N 477 'H NMR (CD;0D) & 0 47-0 56 (m, 1H), 0 78-0 89 (m, 8H), 1 30-
1 36 (m, 3H), 1 61-1 79 (m, 5tI), 2 58 (s, 2H), 2 99-3 10 (m, 4H)
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EXAMPLE 60 (1-Ammomcthyl-4-cthyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochlonc salt
o 0
=
NG, HaN ]

$EGE

(60b) (506) 0d) Exomole 60

Step 1 Synthesss of 2-Cyano-(4-ethyl-cyclohexyhdenc)-acetic acid cthyl ester (601,
4-Ethylcyclohexanone (13 0 g, 103 0 mmol) was dissolved in toluenc (150 mL) and
trcated with ammonium acetie (0 79 g 10 3 mmol) glacial acetic acid (1 2 mL) and
cthyl cyanoacetate (11 65 g, 103 0 mmol) 1he reaction was heated to reflux for 56 h
with a Dean-Stark trap, then it was cooled room temperature and washed with H;0
(2x100mL) The aqucous layer was backwashued with toluene (2x150mL) The organic
layers were combined and dricd over Na; SOy, and concentrated in vacuo [ he eesidue
was chromatographed on silica gel cluting with 5 1 hexanes/ethyl acetate to gave 19 81 «
(87%) of the desircd product as a clear yellow o1l (60a)

MS 222 1 (M+1 for C;3H;5N;0), an o1l, TLC $104, R0 93 (1 1 hexane/ CiOAc), IR
(KBr,cm ') 2931, 2225, 1728, 1602, 1233 'H NMR (CDCls) 5 0 82 (t, 3H, J = 7 4 Hz)
1 11-1 38 (m, TH), 1 39-1 45 (m, 1H) 190-2 09 (m, 3H), 2 20-2 28 (m, 111), 2 91-2 98
(m, 1H), 3 75-3 79 (m, 111)) 4 15-4 20 (m, 2H)

Step n Synthesis of cis-1-Cyanomcthyl-4-cthyl-cyclohexanecarbomtnle (60b) 2-
Cyano-(4-ethyl-cyclohexylidenc)-acetic acid ethyl cster (60a, 16 57 g, 74 86 mmol) was
dissolved 1n EtOl1 (100 mL) and added to a suspension of NaCN (3 67 g 74 86 mmol) i
EtOH/H;0 (300 mL / 16 mL) 1he rcacuon was hcated 1o rellux overmight, then cooled
to room temperature and {iltered lo remove salt that had precipitated (4 58 g) The filtrate
was concentrajed 1n vacuo to yield a clear, highly viscous, yellow o1l The residuc was

flash chromatographed on stlica gel eluung with 16 1 hexanes/EtOAc to give 11 82 ¢
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(77%) (2 nuxture of 81% of cis- und 19% ol (rens-1somers) of product as a ycllow ol
(60c)

MS no M+1 1001 obscrved (Cyifi6N2), an o1l, ILC S102, Rr0 55 (2 | hexan/CtOAL)
Analysis (Ci11igN2) (Cal YC 7496 11 915 N 1589 (lound) C 74 84 11 §97 N
1574 IR (KBr,cm ) 2934, 2240,1453 '"H NMR (CDyOD) 5090 (1, 3H J=76 Hz)
1 18-147 (m, 7H) 1 83-1 87 (in, 2H) 2 07-2 10 (m, 2H) 2 85 (s 2H)

Step . Synthesis of cis-(1-Cyanv-4-ethyl-cy clohexyl)-acctic acad ethvl cster ((60c)
cis-1-Cyanomethyl-4-cthyl-cyclohuxanecarbonttrile (GOb, 6 16 g, 34 95 mmol)
was dissolved i EtOH (92 mL) and toluenc (92 mL), cooled to 0 °C and
saturated with HCI gas  The solution was stoppered and allowed to stir overmight
at room temperature 1t was then concentrated i vacuo to give a yellowish wiite
solid The residue was triturated wath cthyl ether (200 mL) and dnied under
vacuum, then treated with H;O (90 mL) and | N IICI (4 mL) was added The
reaction was allowud (o sur overmght at room temperature and yellow oil droplets
were observed 1n solution aficr 18 h  [he compound was extructed with EtOAc
(3 x 100 mL), the orgamec layors were combined, washed with bnne dried over
NazSO,, and concentrated | he residue was [fash chromatographed wath 16 1
hexanes/EtOAc to give 4 40 g (56%) of the desired product (600)

MS 224 1 (M+1 for C;3H2NOy) oil, TLC Si10;,, Ry 0 38 (CH;Cl,), Analysis
(C13H2INO,) (Cal ) C 6992, H 948 N 627 (found) C 6997,H 949,N 617 IR
(KBr, cm ') 2930, 2236, 1736, 1187 '"HNMR (CD;OD) 5 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, 2H) 4 13-4 15 (m, 2H)

Step iv  Synthesis of 8-Ethyl-2-aza-spiro[4 5|decan-3-one (60d) cts-(1-Cyano-4-
ethyl-cyclohexyl)-acctic acid ethyl ester (60¢,2 7 g, 12 1 mmol) was dissolved in McOf1
(250 mL) and treated with 10% RV 2% Pd/C (0 5 g) and shakcn under an atmosphere of

Haz (50 ps1) for 3 h 1he reaction was then filtered, concentrated 1n vacuo, and
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chromatographed on sihua gt cluting with 3% McOH/C HaCla to give 113 g (52%) of
the desired product as a white sohid (60d)

MS 181 0 (M+1 for C;|HgNQy) mp 131-133°C TLC $10; R0 22 (4%
MeOH/C11-Clp), Analysis (C; H;aN1O;) (Cal )C 7228 H 1008 N 7 66 (found) C
7266, 11 1045, N 726 IR (KBr, um I) 3197,2918 1680 '11 NMR (CDCl;) 5 0 83-
097 (m, 5 H), 1 06-1 23 (m, 3 H) 1 31-1 39 (m, 2 H), 1 63-1 67 (m, 4 H),209-2 11 (m
2H),315317(m,2H),573 (br, 11I)

Step v Synthesis of Example 60  $-Ethyl-2-aza-spiro[4 5]dccan-3-one (60d,3 8 g

21 1 mmol) was treatcd with concuntrated HCl (141 mL) and heated 10 110 °C for24 h
The reaction was then concentrated, and recrystatlized from hot 1sopropanol (20 mL) an |
acetone to yield 3 3 g (16 6 mmol, 79%) of the product

MS 200 1 (M+1 for C;,H2:NO3), Analysis (C;;Ha)NOz 1ICl) (Cal ) C 56 04, H 941, N
594, (lound) C 56 06, H 946, N 588 IR (KBr,cm ') 2916 (br), 1698, 1526, 1281 'H
NMR (CD;0D) 5 089 (1, 3H, J = 73 Hz), 1 02-1 40 (m, 8H), 1 68 (1, 4H, J = 16 1 H/),

238(s, 2H), 3 13 (s, 2H)

EXAMPLE 61 (I-Ammomcthyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloric sali

CN COoEt HN
N, COs! | | ]

Lo sl U

LN Ny K- N PR DU
{ 1 ) Y
| | | | | |

{81a) (61b) (61c} 814) Exampia 61
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Step 1 Synthess of 2-Cyano-(4-propvl-cyclohexyvludenc)-nceti acid cthyl ester

612y 4-n-Propyl-cyclohexanone (14 0 g, 99 8 mmol) was dissolved in tolucne (145

ml.) and treated with ammonium acciate (0 77 ¢ 9 98 mmol), glacial acelie. acid (1 1

mL), and ethy] cyanoacctate (11 3 g, 99 8 mmol) The reaction was heated 1o reflux
overmght with a Dean-Stark trap, then 1L was cooled room temperalure and washed with
H,0 (2 x 200 mL) T'he aqueous layer was backwashed with toluene (3 x 200 mL) [1.e
organic layers werc combined and dried over Na;SQ,, and concentrated in vacuo  The
residuc was chromatographed on silica gel eluting with 8 1 hexanc/ethyl acetate to gin
21 58 g (92%) of the desired product s a clearyellow il (61a)

MS 236 1 (M+1 for C3H2NGOy), an ail, ILC S103, R0 57 (8 1 huxane/ LtOAc),
Analysis (Ci4Ha)NOy) (Cal ) C 71 46,11 899, N 595 (found) C 71 38, FH 892, N

6 10 IR (KBr, cm ')y 2929, 2225, 1728, 1603, 1227 'H NMR (CDCl;) 50 83 (t 3H, ! =
73 Hz), 1 07-1 30 (m, 9H), 1 51-1 56 (m, 1H), I 91-2 00 (m, 2H) 2 04-2 12 (m, IH),

2 23-2 30 (m, 1H), 2 95-3 01 (m, 1H), 3 77-3 83 (m, 111), 420 (q,2H, J=7 1 Hz)

Step n Synthesis of cis-1-Cyanomethyl-4-propyl-cyclohexanecarbomitrile (61b) 2-
Cyano-(4-n-propyl-cyclohcxylidene)-acetic acid cthyl ester (61a, 19 46 g, 82 70 mmol)
was dissolved in EtOIH (100 mL) and added to a suspension of NaCN (4 053 g, 82 70
mmol) in EtOH / H,0 (340 mL /20 L) The reaction was heated to reflux overmight
then cooled to room temperature and filtcred to remove salt that had precipitated The
filtrate was concentrated 1n vacuo to yield a clear, lughly viscous, yellow o1l  This o1l
was redissolved 1n EtOAc and washud with bnne (2 x 150 mL), dried over NazSO,, an |
concentrated The residuc was flash chromatographed on silica gel eluting with 19 |
hexane/EtOAc to give 4 69 g of 61b (74% yield)

MS no M+1 1on observed (C2H;gN2), an o1l, TLC $10,, Ry 038 (3 1 hexane/C10Ac),
Analysis (C;2H,gNz) (Cal ) C 7574, H 953,N 14 72 (found) C 7605, H 9 58, N
1490 IR (KBr,cm ") 2931, 2239, 1453, 758 'H NMR (CDCL)5086(1,3H,J="71
Hz), 1 18-1 34 (m, 711), 1 42-1 61 (m, 2H), 1 81-1 83 (m, 2H), 2 06-2 09 (m, 2H) 2 65 (s,
2H)
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Step in Synthesis of ¢rs-(1-Cyano-4-propy l-cyclohexyl)-acctic acid cthyl (61¢) cin-1-
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Cyanomethyl-4-n-propyl-cyclohcxanccarbonitrile (61b, 3 87 g, 20 34 mmol) w
dissolved m £tOH (50 mL) and tolucne (50 mL) cooled to 0 °C and saturated
with HCI pas over 20 mmutes  The solution was stoppered and allowed to sur
overnight at room tumperature 1t was then concentrated in vacuo to give a
yullowssh white solid  The residuc was triturated with cthyl ether (200 mL) and
dned under vacuum, then dissolved m HxO (80 L) | N HCI (4 mL) was addc !
The reaction became clear afier 4 hours of stuming and 1t was allowed to contim
1o stir overmight at room temperature.  Yellow o1l droplets werc observed in
solution afice 18 h  'he compound was extracted with EtOAc (4 x 200 mL), the
organic layers wernw combined, washed with bnine (2 x 200 mL), dried over
Na;SO,, and concentrated 1 he residuc was flash chromatographed with 19 1
hexanes/EtOAc and 3 27 g of product (61c, 68%) was obtained

MS 238 1 (M+] for Cj3Hz;NOy), oul, TLC $10;, Rr 0 38 (CH;Cly), Analysis
(Ci3HziNO7) (Cal ) C 7085,H 977 N 590 (found)C 7065, H 972, N 584 |R
(KBr, cm ') 2929, 2236, 1736 1185 'HINMR (CDC1;) 3085 (t,3H, =7 1112),1 19
{ 55 (m, 10H), 1 71-1 74 (m, 2H), 2 08-2 10 (m, 2H), 2 59 (s, 2H), 4 16 (¢, 2H,J=7 |
Hz)

Step v Synthesis of cis-8-propyl-2-aza-spiro[4 S]dccan-3-one (61d) crs«(1-Cyann-
4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid cthyl cster (61c, 8 27 g, 34 8 mmol) was dissolved n
methanol (90 mL), treated wvath tnethylanunc and 10% Rh / 2% Pd/C, and shaken und.r
an atmosphere of Ha (50 psi) for 55 h  lhe rcaction was [ilicred and concentrated
vacuo The residuc was chromatographed on silica gel cluting with 5 1 hexanes/CtOAc

to give 6 41 g (61d, 94%) of the desired product

MS 196 1 (M+1 for C;3HzNO), an ail, TLC $10, Ry 038 (hexane/LtOAc), Analys s

(CizHzsNO) (Cal) C 7380, 11 1084, N 717, (found) C 7386, H 1076, N 711 IR
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(KBr um') 3192 2924 17(d, 1678 "11 NMR (CDCL)Y b 0 83-1 17 (m, SH) 1 18-1 W0

(m, 711) 161-165(m,2I1) 1 71-1 74 (in 2H)2 11 (s 211),3 16 (s, 2H), 5 85 (br 111)

Step v Synthesis of Example 61 (J-Aminomcthyl-d-propyl-cyclohexyl)-aceti aead,
hydrochlonic salt  8-Propyl-2-aza-spiro[4 5]decan-3-one (61d, 5 8 g, 29 75 mmol) was
treated with concentrated HCI (150 mL) and heated o 115°C overmight  The reaction
was then allowed 1o cool 10 room tumperature and precipstate was observed  is was
filtered to obtain 3 47 g of a while solid, and the filtratc was cooled and re-filtcred to giv

a totel of 6 24 g (99%) of the desired product

MS 214 1 (M+1 for CizHNO;) mp 142-144°C, Analysis (Ci2HasNO; HCL 0 86H,0,
(Cal)C 5891, H 983, N 572, (lound) C 5927,11 960, N 57! 'H NMR (CD;OD,
5 0 86-0 90 (m, 3H), 0 97-1 41 (m, 1011), 1 61-175 (m, 411), 237 (s, 2H), 3 13 (s, 2H)

IR (KBr, cm ') 2919, 1702, 1525, 1461, 1188

EXAMPLE 62 ((3R, 58)-3,5-Dimcthyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acctic

acid, hydrochlonde salt

N £ ~COH
HCI

((3R, 58)-1-Aminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlondc salt (59a,
0 50 g, 2 12 mmol) was dissolved 1n cthanol (45 mL) and trcated with 1 8 mL of IN
NaOH Propionaldehyde (0 5 mL, 3 ¢q) was added and the reaction was treated with
PtO;(02 g) The reaction was thun shaken under an atmosphere ot Hz (50 psi) tor 3 h
The reaction was filtered, 1N HCI in cther (5 mL) was added, and the reaction was
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concentrated in vacuo  T'he residuc was disselved n hot isopropanol (100 mL) and

filtcred 1he filtrate was concentrated and recrystallized irom hot 1sopropanol (4 mL),
C120 (225 mL), and hexancs (150 mL) to give 200 mg (0 83 mmol, 39%) of product

MS 242 1 (M| for Cisl1;;NOy), IR (KBr, um ') 2952 (br), 1686, 1457, 1218 Analyst
(C14H27NO; HC1 0 2411,0) (Cal ) C 5960,11 10 17 N 4 96, (found) C 59 68, H
1009,N 464 'H NMR (CD;OD) & 0 48-0 57 (m, 1H) 0 78-1 05 (m, 11H), 1 61-1 78
(m, 7H), 2 60 (s, 2H), 2 93-3 00 (m 4H)

EXAMPLE 63 [(1R, 3R)-14{Benzylamino-methyl)-3-methyl-cyclohexyl}-acetic acar’,

hydrochlondc salt

o HCI

((1R, 3R)-1-Amimomcthyl-3-mcthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt
(Example 1, 3 0 g, 13 5 mmol) was dissolved 1n ethanol (80 mL) and trcated with 1 N
NaOH (14 mL, 1+ equivalents) Bcenzaldehyde (4 5 mL) was added followed by 10%
Pd/C (1 0 g), and the reaction was shaken undcr an atmosphere of Hz (50 pst) lor2 75 h
The reaction was filtered, 1 M HCI 1 ether (20 mL) was added, and the soluiton was
concentrated in vacuo The residuc was then dissolved in hot isopropanol (100 L),
filtcred, and concentrated 1n vacuo  The residuc was then dissolved in the mimimum
amount of hot 1sopropanol necessary and recrystallized from ether T'he solid was filtered
and the filtrate was gooled overmight to yield a sccond crop of crystals The solids were
combined 1o give 1 35 g (36%;) of the desired product

MS 276 1 (M+1 for C(7H2sNO,), 1LIRMS (calc) 276 1963 (found) 276 1962 (M+1 for
Ci17HsNOy), mp 157-158 °C, IR (KBr, cm l) 2932 (bn), 1691, 1450, 1201 Analysis
(Ci7HzsNO; HCI1 0 24H,0) (Cal ) C 64 58, H 844, N 4 43, (found) C 64 57,11 8 44,
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N 428 'H NMR (CD;OD) d 0 77-1 69 (m, 12H) 2 42 (s, 211) 3 21 (s, 2H), 4 25 (s, 2,
7 43-7 52 (im, SU1)

EXAMPLE 64 {(IR, 3R)1-{(Bensyl-methyl-amine)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl}-

acetic acid, hydrochlonide salt
O o
" HCI

[(1R, 3R)-1-(Benzylamino-methyl)-3-methylcyclohexyl]-acelic acid hydrochlonde salt
(Example 63, 1 02 g, 3 27 mmol) was dissolved in ethanol (40 mL) and trcated with I N
NaOH (3 3 mL, 1+ eq) I'ormaldehyde (2 5 ml.) was added followed by PtO; (0 1 g), and
the reaction was shaken under an atmosphere of H; (50 psi) for 8 h  The reaction wus
filtcred, | M HCI 1n cther (10 mL) was added, and the solution was concentrated 1n
vacuo The residue was then dissolved in hot 1sopropanol {100 mL), filtered, and
concentraied i victo  The iesidue was then dissolved in the mmmum amount of hot
isopropanol nucessary and rcerystallized (rom cther and hexane  The solid was collected
to give 0 704 g (2 16 mmol, 66%) of the desired product

MS 290 1| (CsH27NOz), HRMS 290 2128 (C,sH2;NO,), mp 204-205 °C, IR (KBr, cm
') 2926 (br), 1720, 1457, 1387, 1203, "1l NMR (CD;OD) & 0 82-0 98 (m, 511), 1 24-1 91
(m, 71I), 2 38-2 58 (m, 211), 2 91 (d, 311, J = 11 2 Hz), 3 43-3 54 (m, 2H), 4 334 49 (m,
2H), 7 50-7 56 (m, 5H)

EXAMPLE 65 ((1R, 3R)-3-Methyl-1-mcthylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochloride salt

HyC. o~
N CO,H
HCI
”
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{(IR, 3R)-1-[(Bcnzyl-methyl-amine)-methyl|-3-methyl-cyclohexyl}-acetic acid
hydrochlonde salt (Example 64, 0 60 g, 1 84 mmol) was dissolved n cthano! (50 mi )
20% Pd/C (0 | g), and the reaction was shaken under an atmosphere of 11, (50 psi) io 7
min The reaction was f[iltered, 1 M HCI 1n ether (5 mL) was added, and the soluhen
was concentraied 1in vacuo The restduc was then dissolved n hot 1sopropanol (100 ml )
filtered, and concentrated 1n vacuo The residue was then dissolved in the minimum
amount of hot isopropanol neccssary and recrystallized from cther and hexane  1lc

crystals were 1o give 0 15 g (35%) of the desired product

MS 200 1 (M+1 for C;)H21NO;), HRMS (calc) 200 1650, (found) 200 1646 (M+] for
Ci1Hz:NO;) mp 160-161 °C, IR (KBr, cm l) 2925 (br), 1719, 1457, Analysis
(C11Hz2)NO; HC1 0 40 11,0)(Cal ) C 54 38,11 946,N 577, (lound) C 54 27,11 936
N 565 "HNMR (CD,OD) 5 0 83-0 97 (m, SH) 120-1 28 (m, 1H) 1 42-1 74 (m, 6H)
2 38 (s, 2H), 2 73 (s, 3H), 3 23 (s, 211)

EXAMPLE 66 Summary

Using an ex vivo model of (reshly dissected rut retinas the mechamisms by whacl,
brain glutamate levels are mantained withun normal lunits i neural tissue was
investigaied Anaplerotic glutamate synthesis may be important 1o replemish glulamate
oxidized 1n the glia following neurotransmission Points of rate control through this de
novo pathway wure 1dentified as pyruvate carboxylation and branched chain amino
transamination 7o test the relationship between glutamate synthesis and pyruvate
carboxylase activity, synthesis of "*C-glutamate plus "C-glutanmune from H*CO; was

measured as a function of medium pyruvate Increastng pyruvate from 0 2 to 3 mM
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increased the YC-amino avid synthusis by 66 = 15% The specitic radioactivity of
glutamine relattve 1o that ol IIMCO_; after 20 minutes ol ncubation indicated that =30%
of giutamine n the retina 15 denved from bicarbonate fixation 1o tust the dependence of
glutamate synthesis on avaslubility ol branched chamn winino sods (BCAA) as a sourue of
nitrogen, the effect of inhibiting the neuronal branched chain aminotransferase (BCATL)
was mcasured Gabapentin (GBP) (1 mM), a sclective ithibitor ol BCA'lc 1n ncurons,
wnhibited synthesis of "C-glutamate plus "*C-glutamine from 11'*CO; by 31% without
slowing H"*CO; incorporation into lactale and citnc acid cycle intcrmediates Inhibition
of de novo glutamate synthesis was reversed by addition of 0 6 mM BCAA The data
indicated that pyruvate carboxylasc and branched chain aminotransforase share rate
control of de novo glutamate synthests 1n the rctina, and that de nove glutamate synthesss

1s quantitaively important for maintenance ol retinal glutamate levels

Methods

Experimental animals

Sprague Dawley rats (200-400g) wcre uscd for all expennments Rals were housed under a
12 hour light/dark cycle, and fed and watered ud libichim  Afler unacsthetizang the rats
with-nembutal (IP), cycs were cnucloated and rettnas dissected n 1ce-cold bufTer

CO; fixation

Freshly isolated hall-rctinas were preincubated at 37°C for 3 minutes in buffer A
(pH 7 4) containing 118 mM NaCl, 4 7 mM KCl, 2 5 mM CaCl, 1 2 mM KH,P0,, 117
mM MgSO4, 20 mM HLPES, 5 mM glucose, 0 05 mM NH,Cl and 25 mM NaH"CO;
Pyruvate (either 0 2 or SmM) was also included 1n the buffer 1 ml buffer as well as the
gas phase within 20 ml vials were equihibrated with 95% O, 5% CO; Incubations were

mitiated by addition of 10 puCt/ml 11'*CO;  I'he vessels were then immeduatily closed to




10

IS5

20

25

32|

the almosphere Most mcubations continued for 20 minutcs, although 1n some
proimunary studies, tumes were varicd from 10-60 minutes Reactions were stopped by
removing the half retinas from the butler and placing them it 2% perchlonic acid The
buller was separutcly acidifind with porchloric acid (final concentration 2%) and
unreacted ""CO; was allowed to diftuse out of the audificd samples

The total amount of product (non-volatile carbon 14 metabohites) was determined
by measunng the radioacuvity 1n aliquots of the medium and tissuc samples Metabolites
in the extracts were separated by Dowex-1 acetate chromatography as previously
described Willlamson, J R and Corkey, B (1969) “Methods 1n Enzymology™ Vol 13
ed Lowenstemn, J M (dcadumc Press) pp 434-513, and quantfied by scintillation
counung In most instances, individual metabolite carbon 14 data 1s reported us the sum
of the radioactivity 1n the medium plus uissuc extracts Complele quantfication of C-
metabohiic amounts 1n both the retina and 1n the mediumn can be found below 1n 1ables |

and II

Data not shown 1 the results and discussion sections where collected in the
course of carrying out the evaluation of the influences of pyruvate on H'CO; fixation 1n
the reuna Figure 2 shows only the effect of pyruvate on the sum glutamate plus
glutamine and the sum pyruvalc plus luctate Table I provides values for all metabolites

that became labeled with H"*CO; and their compartmentation

Likewisc additsonal data, not shown 1n the results and discussion sections, were
collected in evaluating the influence of gabapentin Thus Table I1 1s an expansion of the
data shown 1n Figure 4, and providus values for all metabolites labeled with 11"*CO; and
their compartmentation
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Table |
Condiuon | Compurt- | Gin Glu Asp Lact ICA lotal
ment _ vycle
Control | n 059 (147 (08 016 102 408
(02 Pyr) +005 [+020 |:006 [+006 [x026 |=041
oul ool 004 008 055 0 119
008 12001 }+001 |+003 _ 013
sum 120 151 093 [07] 102 527
+009 :l:_0_29 008 [£006 |+026 + (045
+5 0 Pyr mn 091 2 67 1 08 029 231 726
£013 |+£029 [£012 |+004 [£013  |+061
out 096 0006 008 118 0 224
£014 | %001 |=001 |+011 £021
suin | 87 273 116 |147 231 950
+023 |+£028 | 012 |£013 |+013 +074
Table 11
fCondition | Compart- | Gln Glu Asp Lact TCA Total
ment _ _ cycle
Control|m 0440 [ 1477 0634 0080 1096 [3715
+0032 |+0097 [+£0038 |+0008 [+0105 [+ 0266
out 0 551 0 008 0070 0478 0 17
0036 [£0001 0003 [+0030 0075 |
sum 0991 | 485 0704 0 558 1 096 4 §32
+£0054 |+:0096 {+0040 | £0031 |£0105 | +0303
+GBP n 0389 1324 0 549 0 D8Y 1514 3902
0026 |£0025 |+£0019 |+0006 {20103 |£0122
out 0 545 0008 0035 0516 0 1 066
+0024 |+0002 | 0003 |+0030 [ + 0 028
sum 0934 1332 0 584 0 605 1514 4 968
0036 0025 |£0022 ) £0028 (0103 | 0028
+GBP n 0480 1 549 0609 0 086 1220 3989
+BCAA £0011 (0070 |+0021 |+0008 [+0116 [+0043
out 0 806 0009 (0093 [0458 |0 1322 |
+£0086_|+0001 |+0008 |+0048 + 0 076
sum 1286 1 558 0702 05445 (1220 5311
(0082 |+£0070 |£0016 [£0040 |£0116 |£0119

The chromatographic procedurc employed 1n this example separates glutamune,

glutamate, aspartate, and lactic acid The citnc acid cycle intermediates remain on the

Dowex columns and arc estimaled as the differcnce between the total counts in the
sample and the counts that are cluted Evidence of the validity of this procedure has been

reported previously Before subjectng samples to chromatography, *C-pyruvic acid in

the samples was converted stoichiometrically to lactate by treating the samples with

excess NADH and lactate dehydrogenase Therefore the single lactate peak reported
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contains il carbon 14 10 both lactate nd pyruvite 1o doelermine specific activity of
glutamate and glutamine 1n the retinal samples, the mass amount ol the glutamate was
mcasured [uorometrically using a standard cnzymatic procedure Patcl, M S (1989) in
Neuromethods Carbohydrate and Cnurgy Mctabolism, Vol I, eds Boulton, A A and
Bakuer G D (7he Humana Press Ine ) pp 309-340  The mass amount of glutamine was
measured after chromatographic suparauon from glutamate followed by a luminometnc
dotermination previously described A 1P and creatine phosphate were mmcasured
fluorometrically using an cnzymatic assay

Retinal protcin was determined using the DC protein assay (Bio-Rad, Richmond,
CA, USA) Each half reina contained about 0 4 mg protein

Pyruvate Carboxylase Assay

Pyruvate carboxylase nctivity was assayed 1n {resh samplcs ol whole brain and
exciscd retinas  [he incthod described by Patel Patel M S (1989) in Newromethods
Carbohydrate and Lnergy Metabolism, Vol 11, cds Boulton A A and Baker G D (Ihe
Humana Press, Inc ) pp 309-340, was uscd and mvolves mcasuring '*CO, fixation under

optimal vonditions 1n sonicated ussuc

Western Blot

SDS-PAGE was pcriormed as described Patcl, M S (1989) in Neuromethods
Carbohydrate and Lnergy Metabolism, Vol 11, eds Boulton, A A and Baker G D (The
Humana Press, Inc ) pp 309-340, using 10% geis For immunoblotting, protein were
transferred to Immobilon P membruncs Membranes were blocked with 5% BSA and
incubated with immunoaffinty punficd rabbit anti-rat BCA I'c pepude antibody (1 1000
dilution) or immunoaifinity purilicd rabbit anti-human BCATm pepude antibody (1 1000
dilution) |he immuroreactive protemn bands were visualized using the ECL systum

according to manufacturer’s instructions (Amersham, Arlington Heights, IL, USA)
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Caleulations and Statistics
Dala arc repoited m text and ligures by determiming the dpm/img m a particular
metabolite and dividing by the speuilic activity of medium HCO3 Thercfore all data are
reporied as nmolcs of H*COs/mg proten lor any given metabolite
Rcsults are reported as the mean £ standard error of the mean Staustical
significance was judgcd by paired t-lest and a p<0 05 Numbcrs of independent

determmnations {n) are provided mn figure and table legends

RESULIS

Pyruvate carboxylasc lovels are similar in retina and whole bram

Patel demonstruted that pyruvatc carboxylase 13 the mujor CO; fixing cnzyme in
the adult rodent brain 1o judge whether this might also be truc 1n the retina, the acuvity
of pyruvate carboxylase at 37°C in sonicatcs irom neocortex was compared with those
from the retina. Lhe neocortex levels (29 + 0 1 nmoles H''CO; fixed/min/myg) were
similar to those found 1n sonicated rotimal ussues (3 4 % 0 4 nmoles H*CO;4
fixed/minv/mg), indicating that pyruvate carboxylase was just as active 1n retina as wholo

brain

Rates of both "CO, fixation and "C-glutamate appecarance arc a function of
pyruvate levels 1n the retina

In preliminary experiments retinas wers incubated with 0 2 mM pyruvate as

described 1n methods for 10, 20, 40 and 60 minute periods Total *CO, was monitored as
well as ATP and creatine phosphate levels AP and creatine phosphate Ievels remained
constant as a function of ume, demonstrating that oxygenation and pH control were

adequate throughout Total CO; fixation (5 50 1 0 14 nmolus/mg protein) peaked
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butween 20 and 40 mmutes but was alrcady 76% of maximal (4 2 + 0 1 nmoles/mg) at
10 minutes Sinee ATP (20 £ 0 2 nmoles/mp) and creatine phosphate (16 £ 1 1
nmoles/mg) lcvels were high and did not change with time, this peak indicated that the
rate of CO; fixation was constant, but that continuous breakdown of non-volatile carbon
14 products to CO; + H20 produccd a near steady state level of glulamate and glutamine
specific radioactivily by 20 minutes

1o asscss the control of pyruvalc carboxylation over glutamale synthesis, retinay
were incubated with either 0 2 or 5 mM pyruvate 1n the medium and intracellular #nd
cxtracellular metabolites analyzed The total *CO; fixed 1n 20 minutes i the presence ot
0 2 mM pyruvate was 5 27 + 0 45 nmoles H'*COy/mg whercas that fixed 1n the presence
of 5 mM pyruvate was 9 50 + 0 74 nmolcs H*COs/mg Figurc 2 shows that increasimg
unlabelled pyruvate from 0 2 to 5 mM increases the sum 'C-glutamate plus "C-
glutamine (from 1 74 £ 0 19 102 90 % 0 31 nmoles/mg, p<0 005) Tigure 2 also shows that
the higher pyruvatc incubation increases the “*C-lactate plus *C-pyruvate values Thus
at steady state, an increase in pyruvate concentration irom ¢ 2 10 5 mM increased
incorporation of 11"*CO; nto glutamate and glutamine by 66% whereas the increasc m
pyruvate increased H'*CO; mcorporation into pyruvate and lactate by 111% 1he carbon
14 cycled into pyruvate and lactate represents ghal recycling through pyruvale
carboxylase, malic enzyme and phosphocnolpyruvate carboxykinase and for the first time
demonstrates active citric acid cycle decarboxylation in 1nlact neural tussue

These data show that an increasc n flux through pyruvate carboxylast induces an
increase 1n de novo synthesis of retinal glutamate A somewhat larger increase in

pyruvate reeyching occurs sunullancously
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A large fraction of (otal glutamne synthesis s donved from pyruvate carboxylation

The importance ol pyruvate carboxylation as a source for replemshing the
glutamate releascd [rom retinal nerve endings duning neuronal transmission was asscssed
by dutermuning the specific radioactivity of glutamine 1n retinal tissue incubated with
medium contauning H"“CO, A fixed proporiion o} glutaimine synthesis 1n retina denves
from unlabelled glutun ite released by neurons and tiken up by Muller gha The
remuinder comes fromn ghal a-ketoglutaraie synthesized anaplerotically from pyruvate
and “CO, Therefore, Lhe specific radioactivity of glutamine relative to the specific
acuwvity ot H'*CO; provides a muinimal value for the proportion of glutamine derived irom
anaplerosis The product of pyruvate carboxylase in the gha 1s [1,4-'*CJ-oxaloacetate
Both the | and 4 positions arc Jabelled becausc the carbon 14 imtially incorporated 1nto
the 4-C position of oxalvacetate ts randomized beiween the 1 and 4 positions by
cquilibration of oxalucitate with symmetnical fumarate 1he labelled oxaloacctate
vondenses with pyruvate to form citrate, which 1s then 1somenzed to 1socurate [1,4-*CJ-
1socitrate 15 oxidized and decarboxylated to [5-'*C] «-ketoglutaratc. by isocitrate
dehydrogenase Therefore the a-ketoglutarate synthesized anaplerolically has
approximately half of the specific radioactivity of the onginal substrate H'*CO;,
depending on the degree of randomuzation of the label 1n oxaloacetate This 1s also true of
the glutamine synthcsized from the [5-*C] a-ketoglutarate

The specific activity ot glutamine was measured 1n the retinal tissue extracts
incubated with 0 2 mM pyruvate and H"CO; for 10, 20, 40 and 60 minutes Only the
ussuc glutamine (not medium) 1s reported  Specilic radioactivity ol glutamine m the

ussue was constant between 10 and 60 minutes Afler 20 munutes ol incubation the mass
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amount of glutamune m the tissue was 4 50 £ 0 44 nmoles/mg and ats specific
radioactivity was 1970 £ 115 dpm/nmol or 0 158 £ 0 009 dpmv/nmol of the bicarbono ¢
spectfic acuvity Thus indicates that about 32% of the glulamine was producced by
anaplerosis and pyruvate carboxylasc

The specific radroactivily of retinal glutamate (269 + 8 dpm/nmol) was lower 1han
that of glutamine and also constant as a lunction of ime from 10-60 nun It was only
14% of the specific actuvity of glutanmune |his suggests that glutamale metabolic
turnover 1n the neurons 1s rapid with respect to anaplerotic synthesis However, since
ncuronal glutamate tumover cannot replenish the glutamate carbon skeleton lost during
ncurotransimission the tnaplerotic pathway 1s of prime tmportance In muntaining
neuronal glutamate levels The present data show unequivocally that the anaplerotic
puthway provides a large (=32%) proportion of the glutamine required for glutamate
replemishment

Synthesis of retmal glutamatc and glutanmune 1 partially depundent on branched
chain ammno acid transammnation

Recent studies of glutamate synthesis in cultured astrocyies suggested that the
conversion of a-ketoglutaruie to glutamate could act as a rate-controlling step n
anaplerotic synthesis of glutamate Several groups have indicated that the a-amino group
of glutamate cannot be supplied as ammonia and must thercfore be supplicd by
transamination of a-ketoglutarate with another amuino acid Kanamon, K, Ross, BD,
and Kondrat R W (1998) J Newrochem 70, 1304-1315, Laemml, U K (1970) Natu .
227, 680-885, including our own Haberg A , Qu, H, Bakken, 1J, Sande, L M , White,
L R, Haraldseth, O , Unsgard, G, Assley, J, Sonnewald, U (1998) Dev Nenroser 20,
389-398 Branched chain amino acids are likely nitrogen contributors since they can
cross the blood-brain and blood-retinal barniers efficiently Hutson and coworkers have

proposed that a mtrogun shuttle between nourons and glia which involves branched chain
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amno acids and two BCAL sounzymes vne in ncuronal cytosol (BCAT¢) und one in
ghal mitochondria {BCAlm) can also provide the nueded mtrogen Hutson, SM ,
Berkich, D, Down, P, Xu, B, Aschnur, M and LaNoue, KT (1998) J New ochem 71,
863-874 According to this hypothctical shuttle ncuronal BCATe facilitates glial

BCA I m convcrsion of a-keloglutarate to glutamate by providing BCAA regencrated in

the neurons (cf Figure 1)

As a first step toward investigating the role of the BCA L 1soenzymes in de novo
glutamate synthesis n the reuna, immunoblotung with BCA I'm and BCA le spucific
antibodies was used to determine whether the BCAT 1soenzvmcs an. expressed in rat
retina As shown in Figurc 3 both BCA I'c and BCATm are expressed in the reting at
levels that arc comparable 10 those found in whole brain homogenaics 1hercfore, freshly
dissected rat rctina 1s an appropnate intact neural system in which to test the concepl of

mitrogen shuttling between neurons and gha

The leucine analoy gabapentin (GBP) 13 a neuroactive drug which mhibits
BCATc, but not BCAI'm Su, T -Z, Lunney, E, Campbell, G, Oxender, DL (1995).J/
Neurochem 64, 2125-2131 It was confirmed that GBP 1nhtbits the synthesis of leucine
n freshly dissected rat reunas (data not shown) The eflect of GBP on the synthesis of
“C-glutamatc plus “C-glutamme from H''CO; in ex vivo mt retinas was then measured
As shown i Figure 4, 1 mM GBP reduced formation of “*C-glutamate plus *C-
glutamine 10 71% of control values (2 26 + 0 05 versus 3 18 + 0 12 nmol/mg, p<0 001)
Addition of 200 uM each of leucine 1solcucine and valine reversed the inhibition to 89%
of control (2 84+1 15 nmol/ing, p<0 01 versus GBP alone) There was no effect of GBP
on cither ATP or creatine phosphate indicating that the GBP did not mpair retinal
bioenergetic processes The small increase in incorporation of carbon 14 mto lactate and

citric acd cycle intermediates (from [ 93 £ 06 to 2 12 + 0 13) duc to the presence of |
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mM GBP was not signtficani Incorporation of the label mto all of the metaboliles 1s

shown 1n [uble 1]

Further experiments were carnied out to investigate dosc/response properties of
GBP Freshly dissccled retinas were incubated for 20 minutes in buffer A contaiming
cither 0,02, 1, or 5 mM GBP As shown 1n INgurc 5, increasing the concentraton of
GBP over 1 mM did nol significantly increase the extent of 1ts inhubstion of the synthesis
of “C-glutamate plus '*C-glutamine from H"CO; Agamm GBP has no influence on
formation of citric acid cycle miermediates, lactale and pyruvate (Tigure 5) his supports
the proposal that the site of GBP inhibiion of glutamate synthesis 1s the BCAT mediated

conversion ol a-ketoglutarate to glutamate

Discussion

The studies desunbed evaluated mechanismg for mantenance of CNS glutamate
lcvels Previous studics showed that glulamine synthetasc 1s required in retinas and
hippocampal slices to maintain levels of neuronal glutamate Su T-Z, Lunncy, C,
Campbell, G, Oxcnder, D L (1995) J Newrochem 64, 2125-2131
Immunocytochemical measurements indtcate that 90% or more of retinal and whole brain
glutamate 15 neuronal and that inhibition of glutamine synthetase for 90 minutes depletes
the neuronal glutamate pool to negligible levels Ottersen, O P, Zhang, N, and Walberg,
I (1992) Neurosct 46, 519-534 TI'his demonstrated that glutamine synthetase 1s required
for maintenance oL neuronal glutamate Although glutamate can be synthesized in
neurons from a-kctoglutarate, lack of pyruvate carboxylase or another anaplcrotic
enzyme prevents replenishment of a-ketoglutarate, and thus, precludes net glutamate

synthesis within the neurons except from glutamine via glutaminase
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In this example the sources and control of glutamme synthicsis was investigated
by incubating cxcised retinas with H 4CO; and measuring the appuarance and specific
radioactivity of "'C-glutamine and “*C-glutamate Morc “C-glutamine 1s synthesized in
the presence ol 5 mM pyruvate than in the presence ol 02 mM [ us indicates that
pyruvate carboxylase activity influcnces the rate of glutamine synthesis However, lack
of sensitivity of this control 15 demonstraled by the observation that when pvruvate 1s
increased from 0 2 mM to 5 mM the magmitude of the mercase i pyruvate carboxylase
flux (80 3%) 1 not drrectly trunslated 1nlo an equivalent increasc in “C-glutamate plus
"C-glutamine (69 0%) Flexibility of the control 15 provided by the potential lor citric
acid cycle decarboxylation and pyruvate recyching 1he pyruvate depundence of total
H'CO; fixation 1n rclinal tissue was simular to that seen 1n cultured 1solated aslrocytes
Gamberino, W C, Berhich, D A, Lynch, CJ, Xu, B, and LaNoue, K I (1997) J
Neurochem 69,2312-2325 Howwver, in astrocyies, which have no way 10 regencrate
endogcnous BCAA usced to transamninate a-ketoglutarate, the pyruvate-induced increases
1n CO; fixation were not translated nto increases i C-glutamate and "*C-glutamine
levels Instead, the carbon 14 accumulated solely 1n citnie acid cycle intermediates and

1nto “recycled” pyruvale

In the retinal studies reported here, the specific radioactivity of glutamine at
steady state was 0 158 of the bicarbonatc specific activity Since, approximately half of
the C incorporated into oxalacetate 15 retmned 1n a-ketoglutarate, the results show that
= 32% of the glutamunc 15 denved from H'*CO; Tus 1s the first direct estimale of the
contribution of anaplerosis to glutamine synthesis tn a neuronal tissuc Previous estimates
have been indirect, and involved 1sotopomer analysis ot NMR spectra following infusion
of "’C glucose (3-5, 11-13) into intact brains Estimates of the contribution of pyruvate
carboxylation to glutamine synthesis using these NMR methods have been lower than
the prescnt one, and range from less than 1% (3) 1o 5-10% (4,5) to 20-25% Shank, R P,
Bennet, G S, Freylag, S O, and Campbell, G L (1985) Brain Res 329, 364-367,
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Gnflen JL,Rac, C, Radda G K and Matthews, P M (1999) Bioctum Biophys Acta
1450, 297-307, depunding largcely on wmitial assumplions ol the mathematical modcls
employcd The present results suggest that glial pyruvate carboxylation and the
convursion of citnc auid cycle intennediates to glutamate and glutamne are hikely to be

quantiiatively imporiant for retinal function and possibly for whole brain function

I'he obscrvation that GBI® slows the conversion ol citnie acid cycle intermediates
to glutamine and glutainate strongly suggests that neuronal synthesis of BCAA by
BCA I'c 1s necessary for optimal rates of amination of a-hetoglutarate to glutamatc A

reasonable scheme for their involvement 1n this process 13 shown 1n Figure 1

The resuits, which demonstrate inhibition of *C-glutamate and "“C-glutamine
synthesis rom H'*CO, by GBP and reversal of the inhibition by BCAA, are consistent
with the described shuttle The hypothesis also provides a possible explanation for the
anti-epileptic action of GBP Taylor CP,Gee NS Su 1 Z,Kocsis, J D, Welty, DT,
Brown, ] P, Doolcy, D J, Boden, P, Singh, L (1998) Epilepsy Res 29, 233-249
Indeed, decreased glutamate synthesis 1s a common action of GBP and the anti-epileptic
carbonic anhydrasc mhibitors Hazen, S A, Waheed, A, Sly, WS, LaNoue, K I
Lynch, CJ (1997) Dev Neurosc: 19, 162-171 Also, Maple Syrup Urinc Discase, the
hereditary axlment caused by o mutation of the pene for branched chain keto acid
dehydrogenase, 1f untreated induces high serum BCAA 1n patients and subsequent
neurological abnormalhiies Chuang, D1 and Shih, V C (1995) in The Metabolic Basis of
Inherited Disease, eds Schriver, CR , Beaudil, A L, Sly, $, and Vaile, D (McGraw-
Hill) pp 1239-1277, which may be related to abnormal regulation of glutamate synthesis
Finally, the implications of mirogen shuttling dunng glutamate synthesis must be studied
further in light of the efficacy of GBP in the treatment of ncuropathic pain Ottersen,

O P, Zhang, N, and Walberg, I' (1992) Neurosci 46, 519-534 and neurodegencration,
Chuang, D1 and Shub, V E (1995) 1n The Metabolic Basis of Inhertted Disease, eds
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Schniver, CR, Beaudul A1 Sly  and Vale D (McGraw-11ill) pp 1239-1277
Rothscun, J D and Kuncl R W (1995)J Nenrochem 65, 643-651

EXAMPLE 67

Ensyme preparation [rozen rat brains were thawed on 1we and minced 1nto fine picces
For cach brain 5 m! of 1sotonic bufler [225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 5 mM MOPS
(pH 7 1), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DIl containing leupeplin, pepstatin and
PMSI'] was added 1he samples were homogeiuzed in Potters homogenizer (B Bran
Biotech International) at 500 rpm for ton strokes, followed by additional ten strokes at
800 rpm The homogenales werce centrifuged 1in Beckman J2-M1 centrifuge with rotor
JA-20 at 19, 000 rpm for 1 hr  The supemnatant was dialyzed with at least three changes
of dialysis bufler (225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 5 mM MOPS pH 7 1, 1mM ED1A,
1 mM EGTA, and 1 mM DIT) for 24 hrs The resulung enzyme was stored at —80 °C for
further assays

Assay of BCAT The rcaction was done 1 1 5 ml Eppendorf tubes 1n a volume of 100 pl
contaiming 50 mM Tris-HCL (pH 8 3), 25 uM ["'C] L-leuctne, 10 mM 2-oxoglutarate, 15
pM pynidoxal phosphate, ] mM DIT, and enzyme Ihe solutions for the reaction
mixture were made 1n 10-fold concentrations  After 10 mun incubation at room
temperature (22 °C), the reacion was stopped by adding 100 pl of 15 mM p-mtrophenyl
hydrazine in2 M HCL.  Afler a few minutes, 1 mL of a tolucne-based scintillation hqud
(45gof PPO and 0 5 g of bis-MSB 1n 1 liter of toluene) was added, the tube was capped
and mixed thoroughly with a Vortex mixer Then the tubes were centnifuged at 13, 500
rpm (Eppendorf centrifuge 5415C) for 10 min Six hundreds pl of organic layer irom
each tube was placed into scintillation wials, followed by adding 10 ml of scintillation
cocktail for counting

Example # rBCATc 1C50 (uM)
1 146

2 1136

3 1660

4 2515
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5 2034
6 2620
7 2165
8 74
9 120
10 21
11 1387
12 1490
13 >10 000
14 8592
15 82
16 1319
(17 >10 000
18
19
20 469
21 169
22 389
(23" 2121
24 942
25 170
26 8592
27 1553
28 181
(29 391
30 2250
31 908
32 243
33 1018
34 3218
35 1768

333
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[36 -—
37 1193
38 2618
39 933
30 3800
4] 363
(42 669
43 2079
r7) 2728
45 1331
46 1129
(47 15580
48 8530
49 84
50 842
51 >10,000
52 2516
53 3340
(54 217
S5 9242
56
58 179
59 3370
60 11530
61 114
62 4216
63
64 —

65

334
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CLAIMS
What 1s claimed 15
l A compound of lormula [V
Re
\x CO,H
Ry R,
R Rq v

R1-R4 are hydrogen or alkyl,
Xi1sNR5orQ,
RS 1s hydrogen or alkyl,

R6 1s hydrogen, alkyl, bunsyl alkanoyl, alkoxyalkanoyl, arylalkyl, alkoxy, cycloalkyl,
allyl, alkylcycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl, alkylcycloalkyl, trisubstituted
halogenalkyl, and wheremn R-R, are cach hydrogen the Rg 1s not hydrogen or
methyl, or a pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or anmde thereof

2 A compound according to Claim 1 whercin R, and R, are hydrogen and R, and R,
are alkyl, Rz and R, are hydrogen and R, and R; arc methyl, R)-R, are hydrogen, R, 1s
alkyl and R;-R; are hydrogen, R, 1s methyl and Ra-R4 are hydrogen, R 1s hydrogen, X 1s
NRg, X 1s O, Re 15 alkyl, R 18 benzyl, Rg 15 acetyl, R 1s phenylalkyl, Rg 13 cycloalkyl, Rg
1s tnfluoroalkyl, Rg 15 alkyleycloatkyl, Re 1s alkoxy, and R 15 allyl

3 A compound according to Claim 1 wherein R; and R, arc hydrogen and R, and R,
are methyl, R;-R, arc hydrogen, R 1s methyl and R2-R4 are hydrogen, R 1s
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hydrogun, X 18 NRg, Rg 1s alkyl, Rg 15 buneyl, Rs 15 acetyl, Re is phenylalkyl, Rg 18
cycloalkyl, R¢ 1s tnfluoroatkyl, Re 18 alkyicycloalky! Rg 1s alkoxy, and R 1s allyl

A compound according to Claim 1 wherein Rz and R, are hydrogen and R, and R;
arc methyl, R,-Ry are hydrogen

A compound according to Claun 1 and sclected trom the group consisting of

(1-Allylaminomcthyl-cyclohexyl)-ucetic aeid,
(1-Prop-2-ynylaminomecthyl-cyclohcxyl)-acetic acid,
{1-[(2,2,2-Trfluoro-cthylamino)-mcthyl]-cyclohexyl }-acetic acid,

{1-[(3.3,3- I nfluoro-propylamino)-methyl]}-cyclohexyl}-accuc acid,

1e,3B,5p- (1-Allylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
la,33,58-(3,5-Dimethyi-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl}-aciiic acid,
1a,3B,5B-{3,5-Dimethyl-1-[(2,2,2-tn1flucro-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl } -
acetic acid,
1a,38,5B-{3.5-Dimethyl-1-[(3,3,3-tnuoro-propylamino)-methylj-cyclohexyl } -
acetic acid,

trans-({1R,3R)-1-Allylaminomethyl-3-mcthyl-cyclohexy )-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl- 1-prop-2-ynylammomethyl-cyclohex) | )}-acetic acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(2,2,2-tnfluoro-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-
acetic acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(3,3,3-tn{luoro-propylamino)-methyl]cyclohexyl} -
acctic acud,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(4,4,4-tr1fluoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl }-
acetic acid,
1a,3f,58-{3,5-Dimethyl-1-1(4,4,4-tnfluoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyi }-
acellc acid,
la,3B,58-{1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl} -
acelc acid,

trans- (1R, 3R)-1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-3-methyl-cyclohcxyl} -
acetic acid,
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trans-((1R,3R)-3-Mcthyl-1-melhylammomcthyl-cyclohexyl)-acetic aud,
trans-((1R,3R)-1-Cthyluminomethyl-3-methylcyclohexyl)-acetic acid
trans<{(1R,3R)-3-Methy!- 1-propylaminomethyl-cyclohuxyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Butylammomcthyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-(( 1 R,3R)- 1 -Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,33,58-{ 1-|(Hydroxymethyl-amino)-methyl]-3 5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic
acid,
1a,3B,5B-(1-Ammomethyl-3,5-dicthyl-cyclohcxyl)-acctic acid, hydrochloride,
1o,3B,5B-(3,5-Dimethyl-1-propylaminomethyi-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlorde salt,
10,3B,5B-(1-Cthylammmomethyl-3,5-dimethyl-cyclohcxyl)-acetic acid
hydrochloride salt,
1a,3B,5p-(1-Benzylamino-methyl)-3 5-dimcthyl-cyclohexyl]-aceue acid,
hydrochlonde salt,
1a,313,5B~(1-Dimethylamimomecthyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic ucid,
hydrochlonde salt,
la,3B,5p<(1-Butylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
la,3p,5B-{1-[(Benzyl-methyl-amino)-mcthyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl } -acetic
acid, hydrochlonde salt,
1a,3B,5B-(3,5-Dimethyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
la,3P,58-| 1-(Acetylamino-methyt)-3,5-dimcthyl-cyclohexyl]-acetc acid,
1¢,3B,5B-[1-(Isobutylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochlonde salt,
1a,3(3,5B-[3,5-Dimethyl-1 {phencthylamino-mcthyl)-cyclohexyl -accuic acid,
hydrochlonde salt,
1a,3(3,58-{3,5-Dimethyl- 1-{(3-phenyl-propylamine)-methylj-cyclohuxyl }-acetic
acid, hydrochloride salt,
{1-[(Cyclobutylmethyl-ammo)-methyl]-cyclohexyl}-acetie acid, hydrochlonde
salt,
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ta,3B,58- ! -(Isopropylamino-methyl)-3,5-dumcthy I-cyclohexyl j-acetic acd,
hydrochloride salt,

{1-[(2-Mcthyl-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-uccuc acid, hydrochloride salt,
{1-[(4,4,4-1 nfluoro-butylamino)-mcthyl}-cyclohuxyl} -acetic aud, hydrochloride
salt,
(1-Ethylaminomecthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
{1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochloride
salt,

{1-[(2-Hydroxy-1-methyl-cthylamino)-mothylj-cyclohexyl }-acetic aud
hydrochlonde salt,

[1-(Isobutylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acud, hydrochloride salt,
(1-Propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt
[1-(Isopropylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochloride salt
(1-Cyclohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlorde salt,
[1-(Benzylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochlonide salt,
((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde
salt,

{1-[Cyclopcntylmethyl-amino)-mcthyl]-cyclohexyl } -acetic acid, hydrochlonic
salt,

{1-[(Cyclohexylmethyl-amino)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochloric
salt,

[1-(tert-Butoxycarbonylamino-muthyl)-cyclohexyl J-acctic acid,
[1-(Acetylamino-methyl)-cyclohexyl -acetie acd,

((3R, 5S)-1-Cyclobutylammomethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

{(3R, 58)-3,5-Dimcthyl-]-[(2-mcthyl-butylamino)}-methyl]-cyclohexyl}-aceuc
acid, hydrochlonde salt,

{(3R, 58)-1-[(2-Hydroxy- l-melhyl-ethylamino)-methyl}-3,5-dimcthyl-
cyclohexyl}-acctic acid, hydrochlorde salt,

{(3R, 58)-1-[(2,2-Dimethoxy-cthylamino)-methy[]-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-

acetic acid, hydrochlonde salit,
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{(3R, 58)-1-[(Cyclopentylmethyl-amino)-methyl]-3 5<dimcthyl-cyclohexyl}-
Jcctic aud, hydrochlonde salt,
{(3R,5S)-1-[(Cyclohuxylmcthyl-amino)-methyl]-3,5-dimecthyl-cyclohexyl }-actic
acid, hydrochlondc salt,
((3R, 55)-1-Cyclohexylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic auid,
hydrochlondec salt,
((3R,5S)-1-Carboxymethyl-3 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic ucid,
trans-((3R, 5S)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetic acid,
hydrochlonde salt,
cis-{(3R, 58)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acctic acid,
hydrochlonde salt,
(1-Dimethylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Butylaminomethyl-cyclohexyl}-acctic acid, hydrochloride salt,
{ 1-[2,2-Dimethoxy-thylamino)}-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonde
salt,
(1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt,
{1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonde salt,
[1-{Phencthylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochlonde salt,
{ 1-[(3-Phenyl-propylamino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlonde salt,
((3R, 58)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, sodium salt,
(3R 58)-1-Lthylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-accuic acid
hydrochlonde salt,
(1-Aminomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochloric salt,
(1-Ammnomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlorne salt,
((3R, 58)-3,5-Dunethyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochloride sall,
[(IR, 3R)-1-(Benzylammo-methyl)-3-methyl-cyclohexyl]-acetic acid,
bydrochlorde salt,
{(1R, 3R)-1-|(Benzyl-mcthyl-amino)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl}-acctic acid,
hydrochlonde salt,
or
((1R, 3R)-3-Mcthyl--methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde satt,
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6 A muthod lor treating diabetic retinopathy comprising the siep of admisiering a

therapcuticatly clTective amount of a compound of F'ormulas | 1l and/or 1l 10 a

patent 1n neud thereol

1
Re  Ho,c
\x
/
(CHz)m (CHz)n
Ry4 R
Ry !
Rz
Rg Ry
Rg Ry T

1
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wheruin

Ry 15 H, alkyl, cycloalkyl, substuituied alkyl contaiming halogen, anune, alkoxy,
cycloalkyl, or hydroxy, allyl, alkynyl, alkanoy!, alkoxyalkanoyl, sulfonyl, phenyl,
bunegyl, or arylalhyl,

m and n are independently an integer of 1-3,
R; — Rg and R,g — Ry4 are independently H, alkyl, or substiuted alkyl, and
X=NRy, 0O,0rS
where therc 1s more than one stereoisomer, each chiral center may be independenily

R or S, or a pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or amide thereof

7 The method of Claim 6 wherein m ond n arc 1, X 15 NRy4, Ry 18 H, Ry 15 methyl,
R4 and Ry are mcthyl, Rg 1s methyl, Ry 15 methyl, R; and Ry ure methyl, R, and
Rs are methyl, R|-Rg and R g-Ry3 are H, Ry 15 alkyl, R; 1s benzyl, R4 1s alkyl, Ry
15 arylalkyl, Ry 13 cycloalkyl, Ry-Ry are H, Ri-Rg and R;o-R;; are H, R;-R; and
R4-Rg are H, or R; 1s methyl

8 The method of Claim 6 whercuin R; 15 alkyl, R\-R; and R4-R;; and R, aru
hydrogen, and m and n are 1, and X 1s NRyy, R; and R, are alkyl, R;-R; and R;-
Rio and R;4 are hydrogen, m and n are 1, and X 15s NRy4, R; and R, arc alkyl, R,-
Rz and Re¢-Ryp and Ry4 arc hydrogen, m and n are 1, Ry 1s alkyl, and X 1s NR4,
and R;-R,; and R4 are hydrogen, mandnare 1, and X 1s O

9 '1he method of Clmim 6 wherein the compound 1s selected from the group
consisting of.
(1-Allylaminomcthyl-cyclohcxyl)-aceuc acid,
(1-Prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)}-acctic acid,
{1-[(2,2,2-Tnfluoro-ethylamino}-methyl]-cyclohexyl}-acctic acid,
{1-[(3,3,3-Tnfluoro-propylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid,
1a,3B,5B- (1-Allylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3p,53-(3,5-Dimethyl- 1-prop-2-ynylaminoiethyl-cyclohexyl)-aceie acid,
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Lo 3B 5B-{3,5-Dimcthyl-1-](2.2 2-iniiluoro-cthylamino)-methyl]-cyclohexyl } -
acetic acid,
1a,3B,503-{3,5-Dtmcthyl-1-{(3,3,3-trilluoro-propylamino)-methyl}-cyclohuxyl } -
acclic acid,
trans<{(1R,3R)-1-Allylaminomelthyl-3-mcthyl-cyclohexy!l)-acetic ucid,
trans-((1R,3R)-3-Mcthyl-1-prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-accuic acid,
trans-{{1R,3R)-3-Methyl-1-[(2,2,2-tr(luoro-cthylamino)-methyl}-cyclohexyl } -
acctic acid,
trans-{(1 R,3R)-3-Methyl-1-[(3,3,3-tnfluoro-propylamino)-methyl{]-cyclohexyl} -ncetic
acid,
trans-{(1R,3R)-3-Mcthyl-1-|(4,4,4-influoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl } -
acetic acid,
1a,3,58-{3,5-Dimethyl-1-[(4,4,4-trifluoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl } -
acetic acid,
1a,,3B,58-{ 1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl } -
acetic acid,
trans-{(IR,3R)-1-[(Cyclopropylmcthyl-amino)-methyl]-3-methyl-cyclohuxyl} -
acctic acid,
trans<{(1R,3R)-3-Methyl-1-methylaminomecthyl-cyclohexyl)-acetic ncid,
trans-((1R,3R)-1-Cthylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-aceuc acid,
trans-((1 R,3R)-3-Mcthyl- 1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans~((1R,3R)-1-Butylaminomethyi-3-mclhyl-cyclohexyl)-acctic acid,
trans-((1R,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
la,3p 5B-{1-[(Hydroxymethyl-amino)-methyl]-3 5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic
acid,
la,3B,5B-(1-Aminomethyl-3,5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde,
trans-(1R,3R)(1-Aminomethyl-3-methyl-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonde,
(1-Ammomecthyl-2-incthyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochlonde,
(1-Aminomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde,
(%)-(trans)-( 1 -Aminomethyl-3,4-dmmethyl-cyclopuntyl)-acetic acid, hydrochlonde
(c1s/trans)-(3R ) 1-Ammomethyl-3-methyl-cyclopentyi)-acetic acid,
hydrochlonde,
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(H)-(trans)<{ 1-Ammomcthyl-3 4-dimethyl-cyclopuntyl)-acctic acid, hydrochlonde,
(+)>(trans)-(1-Ammomecthyl-3 4-dimcthyl-cyclopentyl)}-acetic acid hydrochloride,
1a,3B,5B-(1-Aminomcthyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde,

1a,3B,58-(3.5-Dimethyl-1 -propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochloride salt,

1a,3p,5p-(1-Ethylaminomcthyl-3,5-dimethyl-cyclohexyf)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
1e,3B,5B-(1-Benzylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt,
1a,3B,5B-(1-Dimethylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acctic acid,
hydrochlonde salt,
lec,3B,5B-(1-Butylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochlonde salt,

1c,308,58-{ 1-[(Benzyl-mcthyl-amino)-methyl}-3,5-dimethyl-cyclohexyl } -acetic
acid, hydrochlornide salt,

1a,3B,5p-(3,5-Dimethyl-1 -mcthylanunomethyl-cyclohexyl)-acetic acd,
hydrochlondc salt,

10,3B,5B-[ 1 {Acctylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid,

1 e,3B,5B-(1-(Isobutylamino-mcthyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochlonde sait,
la,3,5p-[3,5-Dimethyl-1-(phenethylamino-methyl)-cyclohexyl]-acctic acid,
hydrochlonde salt,
1e,3B,5p-{3,5-Dimethyl-1-[(3-phenyl-propylamino)-methylj-cyclohexyl }-acetic
acid, hydrochlonde salt,

{ 1-[(Cyclobutylmcthyl-amino)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonde
salt,

1a,3B,5B-(1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl |-acetic acid,
hydrochlonde sall,
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1-Ammomcthyl-1-cyclohuxane-acclic acid,
|-Amunomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
1-Ammomenthyl-1<yclopuntanc-acelic acid, sodium salt,
1-(hydroxymcthyl)cyclohexanc-acetic avid sodium salt,
{1-[(2-Mcthyl-butylamino)-methyl}-cyclohexyl}-aceclic actd, hydrochlonde salt
{ 1-[(4,4,4-1 rifluoro-butylamino)}-mcthyl}-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlonde
salt,
(1-Cihylaminomcthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,

{ 1-[(Cyclopropylimcthyl- immo)-methyl]-cyclohexyl}-acttic acid, hy drochionde
salt,

{ 1-[(2-Hydroxy-1-methyl-ethylamimo)-methyl}-cyclohexyl}-acetic acid,
hydrochlonde salt,

[1-(1sobutylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrachloride salt,
(1-Propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
[1-(tsopropylumino-methyl)-cyclohexyll-aceuc acid, hydrochlonde sali,
(1-Cyclohexylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt,
[1Bcnzylamino-mcthyl)-cyclohexyl]-acetic acid, hydrochlonde salt,
((1R,3R)-3-Mclthyl- | -propylaminomcthyl-cyclohuxyl)-aceuc nuid, hydrochlonde
salt,

{1-[Cyclopentylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonc
salt,

{ 1-[(Cyclohexylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochloric
salt,

[1-(tert-Butoxycarbonylamino-methyl)-cyclohexyl}-acetic acid,

[1-(Acetylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid,

((3R, 58)-1-Cyclobutylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acitic acid,
hydrochlonde salt,

{(3R, 58)-3,5-Dunethyl-1-f(2-methyl-butylamino)-methyl]-cyclohexyl } -acetic
acid, hydrochlorde salt,

{(3R, 58)-1-|(2-Hydroxy-1-mncthyl-cthylamino)-mcthyl}-3,5-dimcthy!-
cyclohexyl}-accuic acid, hydrochloride salt,

{(3R, 58)-1-[(2,2-Dimethoxy-ethylamino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl } -

acetic acid, hydrochlonde salt,
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{(BR, 58)-1-|(Cyclopeatylmithyl-amimo)-methyl J-3,5-thmethyl-cyclohexyl } -
acetic acud, hydrochlonde sait,
{(3R,58)-1-[(Cyclohexylmethyl-amino)-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-ucctic
acid, hydrochlonde salt,
((3R, 5S)-1-Cyclohexylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochloride sait,
((3R,5S)-1-Carboxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((3R, 58)-1-Hydroxymecthyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetic acud,
hydrochlonde salt,
c1s{(3R, 58)-1-Hydroxymethyl-3 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
(1-Dimethylammomethyl-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochloride salt
(1-Butylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid hydrochlonde salt,
{ 1-[2,2-Dincthoxy-cthylamino)-methyl]cyclohexyl} -acetic acid, hydrochlonde
salt,
(1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride salt,
{ 1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-aceuic acid, hydrochlonde sali,
[1-(Phenethylamino-methyl)-cyclohexylJ-acetic acid, hydrochloride salt,
{ 1-[(3-Phcnyl-propylamino)-methyl}-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochloride salt,
((3R, 58)-1-Hydroxymethyi-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acctic acid, sodium salt,
((3R, 5S)-1-Ethylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acctic acid,
hydrochlonde salt,
{i-Aminomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloric salt,
(1-Aminomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonc salt,
((3R, 58)-3,5-Dimethyi-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetc acid,
bydrochlonde salt,
[(1R, 3R)-1{Benzylamino-methyl)-3-methyi-cyclohexyli}-acehic nuid,
hydrochlonde salt,
{(IR, 3R)-1-|(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-3-methyl-cyclohexyl}-acctic acid,
hydrochlonde salt,
or
((IR, 3R)-3-Methyi-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
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10 A method for inhibiting the brinch chain amino acid-dependent aminotransferase

in a paticnt 1n necd thercof compnsing the step of admimistening a therapcutically

elfective amount of a compound of T'onmnulas 1, 11, and/or 111

Rg

\T Ho,c\

R"\ HO,C
X
/
(CH)m (CHz)n
Ry, R
Ry !
Ry
R
) RS
Ry Re
Ra Rs l l

I
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wherein

Rg 1s 11, alkyl, cycloalkyl, substituted alkyl containing halogen, amine, alkoxy,
cycloalkyl, or hydroxy, allyl, alkynyl, alkanoyl, alkoxyalkanoyl, sulfonyl, phunyl,
benzyl, or arylalkyl,

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

11

12

13

R — Rgand Rjp — Ry4 arc imndupendently H alkyl, or substituted alkyl, and
X= NRN, 0, orS

where there 18 more than one stereoisomer cach chiral center may be independently

R or S, or 2 pharmaceutically acceptable salt, ester, prodrug, or amudc thereof

The method of Claim 10 wherein whereinm and nare 1, X1s NR 4, Ry1s H, R,
1s methyl, R, and Rs arc methyl, Ry 18 methyl, R;o 1s methyl, R; and Ry are
methyl, R4 and Rg art methyl, R)-Rg and Ro-R,s are I1, Ry 15 alkyl, Rg 15 benzyl,
Ri41s alkyl, Ry 18 arylalkyl, Ry 1s cycloalkyl R-Rg are H, R,-R; and R¢~R,; are
H, R;-Rz and Rs-Ry are H, or R; 1s methyl

The mcthod of Claim [0 wherein Rj 15 alkyl, R;-R3 and Ry-R; and R4 arc
hydrogen, and m and n are |, and X 1s NR,4, Ryand R, are alkyl, R;-R; and R,-
R0 and R4 are hydrogen, m and n arc 1, and X 13 NRyy, R; and R,; are alkyl, R;-
Rz and R4-R g and R4 are hydrogen, m und n are 1, Ry 1s alkyl, and X 1s NR 4,

and R;-R; and Ry, arc hydrogen, m and n are 1, and X1s O

The method of Claim 10 wherein the compound 15 selected from
(1-Allylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
(1-Prop-2-ynylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
{1-[(2,2,2-Trr{luoro-cthylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid,
{1-[(3,3,3-Trilluoro-propylamino)-methyl]-cyclohuxyl }-acetic acid,
1a,,3P,5B- (1-Allylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3p3,58~(3,5-Dimethyl-1-prop-2-ynylammomethyl-cyclohexyl)-acetic auid,
10,3B,58-{3,5-Dunethyl-1-[(2,2,2-tnfluoro-cthylamino)-methyll-cyclohexyl) -

acetic acid,
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1&,38.5p-13,5-Duncthyl-1-[(3,3,3-tnlluoro-propylamino)-muthyl}-cyclohexyl } -
acelic acid,

trans-((1 R,3R)-1-Allylamnomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R 3R)-3-Mcthyl-1-prop-2-ynylaminomecthyl-cyclohexyl)-aceuc acid
trans-{(1 R 3R)-3-Mcthyl-1-}(2,2,2-ir{luoro-cthylamino)-methyl]-cyclohexyl }-

acetic acd,

trans-{ (1 R,3R)-3-Mcthyl-1-[(3,3 3-trifluoro-propylamino)-methyl}-cyclohexyl }-acetic

acid,
trans-{(1R,3R)-3-Methyl-1-[(4.4,4-tr1fluoro-butylamino)-methyl]-cyclohexyl } -
acclic acid,

1o, 3B,5B-{3,5-Dimethyl-]-[(4,4,4-tr1fluoro-butylumino)-methyl}-cyclohexyl } -
acetic acid,
1a,3P.5B-{1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-3,5-dimcthyl-cyclohexyl} -
acetic acid,
trans-{(1R,3R)-1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl}-3-methyl-cyclohexyl } -
acetic acid,

trans<(1R,3R)-3-Methyl-1-mcthylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-({1 R,3R)-1-Ethylaminomethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-3-Methyl-1-propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((1R,3R)-1-Butylaminomethyl-3-methylcyclohexyl)-acetic acid,

trans-(( LR,3R)-1-Hydroxymethyl-3-methyl-cyclohexyl)-acetic acid,
1a,3B,5B-{ 1-[(Hydroxymethyl-amino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl } -acetic
acid,

1a,3B,5B-(1-Ammomcthyl-3,5-diethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde,
trans-( 1 R, 3R)(1-Aminomethy!l-3-methyl-cyclohexyl)}-acetic acid, hydrochlonde,
(1-Aminomethyl-2-methyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochloride,
(1-Amnomethyl-3,3-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde,
(1)-(trans)-(1-Aminomethyl-3,4-dimethvi-cyclopentyl)-acetic acid, hydrochloride,
(c1s/trans)(3R)~(1-Aminomethyl-3-methyl-cyclopentyl)-acctic acid,
hydrochlonide,

(+)-(trans)-(1 -Ammomcthyl-3,4-dimethyl-cyclopuntyl)-acetic actd, hydrochlonde,
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() (trans)-(1-Amunomcthyl-3 4-dimcthyl-cyclopentyl}-actic auid, hydrochlonde
1a,3P,5B-(1-Ammomcthyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde

1e,3B.5p-(3,5-Dimcthyl-1-propyliminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

1a,3B.53-(1-Cthylaminomethyi-3,5-duncthyl-cyclohexyl)-acetie acid,
hydrochloride salt,
1a,303,5p-(1-Benzylamino-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl}-acetic actd,
hydrochloride salt,

1e,3B,5B-(1-Dimethylaminomethyl-3 5-dimethyl-cyclohexyl)-acetie acid,
hydrochlonde salt,

1a,38,5B8-(1-Butylamimomethyl-3 5-dimethyi-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlondec sall,

1e,3B,5B-{ 1-[(Bunzyl-methyl-amino)-mcthyl]-3,5-dimethyl-cyclohexyl }-acetic
acid, hydrochlondc salt,
1¢,3f3,58-(3,5-Dinethyl-1-mcthylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,
1a,3P,5B-[1-(Acctylamuno-methyl)-3,5-dimethyl-cyclohexyl]-aceuc acid,
1e,3p,58-(1-(Isobutylarmino-methyl)-3,5-duncthyl-cyclohexyl}-acetic acud,
hydrochlonde salt,
1a,3(,5B-[3,5-Dunethyl-1-(phenethylamino-methyl)-cyclohexyl]-acetuic acid,
hydrochlonde salt,
1c,3B,5p-{3,5-Dimethyl-1-[(3-phenyl-propylamino)-methyl]-cyclohexyl }-acctic
acid, hydrochlonde salt,

{ 1-[(Cyclobutylmethyl-amino)-mcthyl]-cyclohexyl}-aceuc acid, hydrochlonde
salt,

1a,3B.5B-(1-(Isopropylamino-methyl)-3,5-dimcthyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochlondc salt,

I-Ammomethyl-1-cyclohexane-acetic acid,

1-Aminomethyl-1-cyclopentane-acetic acid,
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I-Anunomenthy!l-1-cyclopuntanc-acetic actd, sodium salt

1 -(hydroxymethyl)cyclohexane-acetic acid, sedium salt,
{1-[(2-Mcthyl-butylamno)-methyl]-cyclohuxyl } -acetic acid, hydrochlonde sait
{1-[(4,4,4- I'rtNluoro-butylumino)-methyl}-cyclohexyl }-aceuc acid, hydrochlonde
salt,
(1-Ethylamimomcthyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde salt,
{ 1-[(Cyclopropylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlorde
salt,

{ 1-[(2-llydroxy-1-mcthyl-cthylamino)-methyl]-cyclohcxyl }-acetic auid,
hydrochlonde sult,
[ 1-(Isobutylanuno-methyl)-cyclohexyl]-acctic auid hydrochlonde salt
(1-Propylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlorwde salt,
[1-(Isopropylamimo-methyl)-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonde salt,
(1-Cyclohexylaminomethyl-cyclohexyl)-accuc acid, hydrochlonde salt,
[1-(Benzylamino-mcthyl)-cyclohexyl]-ucetiv acid, hydrochloride salt,
((1R,3R)-3-Mcthyl-1-propylammomcthyl-vyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonde
salt,

{1-[Cyclopentylmethyl-amino}-methyl}-cyclohexyl}-ucctic acid, hydrochlone
salt,

{ 1-[(Cyclohcxylmethyl-amino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlonc
salt,

[1-(tert-Butoxycarbonylammo-methyl)-cyclohexyl]-acetic acid,

[1-(Acetylarmino-methyl}-cyclohexyl]-acctic acid,
((3R, 58)-1-Cyclobutylammomclhyl-3 5-dimethyl-cyclohexyl)-ncctic acid,
hydrochlonde salt,

{(3R, 58)-3,5-Dimethyl-1-[(2-methyl-butylamino)-methyl]-cyclohexyl }-acctic
acid, hydrochionide salt,

{(3R, 58)-1-[(2-Hydroxy-1-mcthyl-cthylanuno)-methyl]-3,5-dimcthyl-
cyclohexyl}-acetic acid, hydrochloride salt,

{(3R, 55)-1-[(2,2-Dimethoxy-ethylamino)-methyl]-3,5-dimethyl-cyclohcxyl } -
acetic acid, hydrochlonde salt,

{(3R, 5S)-1-[(Cyclopentylmethyl-amino)-methyl}-3,5-dimethyl-cyclohexyl -
acetic acid, hydrochlonde salt,
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{(3R,58)-1-|(Cyclohexylmcthyl-ammno)}-mecthyl}-3,5-dimethyl-cyclohexyl ) -accliv
acid, hydrochionde salt,

((3R 58)-1-Cyclohexylammomethyl-3 S-duncthyl-cyclohuxyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

((3R,58)-1-Carboxymethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic acid,
trans-((3R, 58)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl-acetic acid
hydrochlonde salt,
crs-((3R, 5S)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimcthyl-cyclohexyl)-acetic acid
hydrochlonide salt,

(1-Dimethylaminomethyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochlonde salt
(1-Butylaminomethyl-cyclohexyl)-acctic acid, hydrochloride salt,
{1-[2,2-Dimethoxy-ethylamino)-methyl]-cyclohexyl}-acetic acid, hydrochlond.
salt,

(1-mcthylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochionde salt,
{1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-cyclohexyl } -aceuc acid, hydrochionde salt,
[1-(Phenethylamino-methyl)-cyclohexyl]-acctic acid, hydrochloride salt,
{1-1(3-Phenyl-propylamino)-mecthyl]-cyclohexyl }-acetic acid, hydrochlonide salt,
((3R, 55)-1-Hydroxymethyl-3,5-dimecthyl-cyclohexyl)-acetic acid, sodium salt,
((3R, 58)-1-Ethylaminomethyl-3,5-dimethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlondec salt,

(1-Amuinomethyl-4-ethyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonc salt,
(1-Aminomethyl-4-propyl-cyclohexyl)-acetic acid, hydrochlonc salt,

((3R, 58)-3,5-Dimethyl-1-propylamimomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochlonde salt,

[(1R, 3R)-1<(Benzylamino-methyl)-3-methyl-cyclohexyl]-acetic acid,
hydrochloride salt,

{(1R, 3R)-1-[(Benzyl-methyl-amino)-methyl]-3-mecthyl-cyclohexyl }-acetic acid,
hydrochlonde salt,

or

((1R, 3R)-3-Methyl-1-methylaminomethyl-cyclohexyl)-acetic acid,
hydrochloride salt,
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14 A mcthod for treating ncurological disorders depression anxicly, panic mama,
bipolar disorders, anuiflammatory discases, glaucoma, pain or gastrointestinal damage
compnsing the step of admimistering a therapeutically effective amount of a

compound of Fonnula IV to patient in need thereof

"\

X CO.H

v

R1-R4 are hydrogen or alkyl,
Xi1sNR5or O,
R5 1s hydrogen or alkyl,

R6 15 hydrogen, alkyl, benzyl, alkanoyl, alkoxyalkanoyl, arylatkyl, alkoxy, cycloalkyl,
alkyl, alkylcycloalkyl, alkoxy, cycloalkyl alhylcycloalkyl, tnsubstituted
halogenalkyl, and wherein R-R, are cach hydrogen the Rg 1 not hydrogen or
methyl, or a pharmacecutically acceptable salt, ester, prodrug, or amide thereof



55

-129- 5%

ABSIRACI

"The present invention 1s dirceled lo 2 method lor the prophylactic and therapeutic
tncatment of diabetic retinopathy  The mcthod mmvolves the adminustration of an inhibitor
ol the branch cham amuino acid-dependent aminotransforase (BCA [) pathway 1o an
anmmal, such as a mammal 1n particular a human, 1n an amount sufficient to treat the
rutina lor diabetic retinopathy prophylactically or therapeutically The present invention

15 also dirccled to scveral novel inhibitors ol the BCAT pathway
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e Indicacsdn de que se solicita la concesion de una patente H
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e Dibujos de ser estos perbnentes
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INFORME DE PROTOCOLO
Expediente __00-93679
Fecha _13 de Marzg del 2001

Se certifica que
Desde fecha____22 de octubre de 1997 p

del folio __94.235 _ al folio _94.238 del
libro de Protocolo N°___323 @, obra el

documento N° 17.877 conferido por
WARNER-LAMBERT COMPANY

domiciliado(a) en __Morris Plaing, New Jersey.
E.U.A,

al doctor_DANIEL GOYTIA , quien a su vez
sustituye a *RODRIGUEZ Y ASOCIADOS" _Y/O
RODOLFO RODRIGUEZ MADRID Y/O CARLOS JULIO
BUITRAGO GARZON Y/O MARINA RODRIUEZ MADRID

OBSERVACIONES En el libro se encuentra protocolizada la
la sustitucién, pero no el poder concedido al abogado
DANIEL GOYTIA por la socledad arriba mencionada Tampoco
conata dentro del mismo la existencia y representancién
lagal de la sociedad (8 de Agosto del 2000)

Camrera 13 No 27-00 Pisos5 7y 10
Conmutador 382 0840
Fax 382 2695
E-mal! Info@slc.govco
Bogotd D C, Colombla
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2020

Bogota, DC

Doctor

RODOLFO RODRIGUEZ MADRID

REFERENCIA Radicacién No 00-93879
Tramite 002
Evento 001
Actuacidn 430
Oficio No 0716
Follos 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisidn
486 de |la Comislén de la Comunidad Andina, se le comunica que

- Con el fin de reconocer como apoderado de Wamer Lambert Company al abogado que preaenta la solicsiud,
debe allegarse el poder concedido ai abogado que realiza la susttucién, debrxdo a qus dentro del protocolo
17877 dnicaments reposa la sustitucién que del poder hace el doctor Danlel Goytla Adicionaiments, debe
presentarse el documento que acredia la existencia y representacidn legal de esta sociedad solicitante

- Adicionaiments, deben allegarse los poderes otorgados por The Penn State Research Foundation y Wake
Forest University al abogado que aparece en la soliciiud como apoderado, con el lleno de los requisitos
exigidos en el Cadigo de Procedimiento Clvil, junto con los documentos que aecrediten la existenclay
representacién legal de éstos sohcitantes

- Debe allegar copla del documento en que consta la ¢cesion del derecho a |a patente otorgado por el inventar
al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000)

- Debe indicarss &l lugar de constitucién de las sociedades solicitantes (Art. 27-c, D 486/00)

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del tdérmino de dos (2) meses sigulentes a la fecha de notificacién del
prasente oficlo, complete los requistos antenormente enunciados En caso de no dar
cumplimiento al presente requenmiento, la solicitud se considerard abandonada y perderd su
prelacidn

Notifiquese el prasente oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucidn
Reglamentana No 210 del 15 de enero del 2001

ESPEDES DE VERGEL
816n de Nuevas Creaciones

ALIX CARM
Jefe de la

22 R %08¢
El anterior requenmiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

Se recuerda al intsresacdo que dabe presantar dentro de low dieciséls mesas sigulentss contedos a parilr de la fecha de presentacidn
de lae soliciixies cuya prioridad se Invoca copla de las mismas cartificadas por la autoridad que las epidid y en los casos en que
haya lugar Ia traduccién simple del capituio relvindicatorio  El incumplimientn de date plazs ecarresnd in péndikia de la prioridad
Irvocada

Carrera 13 No 27-00 Plsos 5, 7y 10
Conmutador 382 0840
Fax 382 2695
E-mall info@sic gov co
Bogota D C, Colombia
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