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(72)
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Solicitud Internacional No. PCT/US2010/050328 Fecha Septiembre 27, 2010
Publicacion Internacional No. WO 2011/043942 Fecha Abril 14, 2011

Titulo (54) _TERAPIA DE COMBINACION USANDO UN AGONISTA DEL RECEPTOR
@ ADRENERGICO BETA 3 Y UN AGENTE ANTIMUSCARINICO

Clasificacion Internacional (51) A01N 57/00
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ANEXOS Z
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver expediente No. J0-030. 403

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. Declaraciéon bajo la regla 4.17 (ii)
del PCT.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos).

Traduccidén de la solicitud internacional a! castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material biologico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacidon sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:
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@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: CARLOS R. OLARTE FIRMA: - ZPCe

s

C.C. 79.782.747 Bta T.P. 74.295—




LISTA DE INVENTORES PCT/US2010/050328

NAGABUKURO, Hiroshi

33 Avenue Louis Pasteur,

Boston, Massachusetts 02115-5727
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Japonesa

EDMONDSON, Scott, D.

126 East Lincoln Avenue,
Rahway, New Jersey 07065-0907
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

SINHAROY, Mary, Struthers
126 East Lincoln Avenue,
Rahway, New Jersey 07065-0907
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

DENNEY, William, S.

770 Sumneytown Pike West
Point Pennsylvania 19486
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense

FRENKL, Tara, L.

P.O. Box 1000,

Upper Gwynedd,
Pennsylvania 19454

Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense
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*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No. PAGQ

FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 445217813

21/03/2012 9.410.000.00

*** Conceptos Pagados ***
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Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.
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$590.000.00
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\ijms (46) DEL CIRCULO DE BOGOTA, se otorg6 la escritura

PAGINA 1

.. ESCRITURA PUBLICA NUMERO :(0 0 2 6)

&
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En la ciudad de Bogota, Distrito

<

Enero - - -~ - del afio dos mil diez -~ ~ ~

o

(2010), ante mi M4RTA BUGEN{A ROJAS DE URUETA
__________________ NOTARIA(O) CUARENTA Y

Vﬁ:lica que se consigna en los siguientes términos: -------------

............................................................................

CLASE(S) DE ACKO: PROTOCOLIZACION POR CARLOS
REINALDO OLARTE GARCIA, JAMES IAN RAISBECK
LLINAS, JUAN GUILLERMO MOURE PEREZ, Y NATALIA

CASTRO VELEZ - «oomommsmmm s oo m oo
C.C. Nos. 79.782.747, 79.376.996, 80.412.281 Y 52.008.577.- -

Comparecié6 CARLOS REINALDO OLARTE GARCIA, mayor (g -

edad, vecinc de Bogogé, identificado con la cédula Adﬂ:
ciudadanfa numero 79.7?82.747, de estado civil casado con
sociedad conyugal vigengﬂte, JAMES TAN RAISBECK LLINAS
mayor de edad, vecino fde ésta ciudad, identificado con la
cédula de ciudadania nimero 79.376.996, de estado civil casado
con sociedad conyugal é’igente, JUAN GUILLERMO MOURE
PEREZ, mayor de edad, EVecino de Bogota, identificado con la
cédula de ciudadania m’uréxero 80.412.281, de estado civil casado
con sociedad conyugal vi%gente y NATALIA CASTRO VELEZ,
mayor de edad, vecina de? Bogotd, identificada con la cédula de
ciudadania ndmero 52.0§08.577, de estado civil casada coan
sociedad ‘conyugal vigentge, obrando -en sus propios nombres y

dijeron:~es=--rmoammaans e e e

L

ESTE PAPEL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO

S



PAGINA 2

PRIMERO.- Que presentan para su pfxotocolizacién y custodia

!
en los archivos de ésta notaria, bajo:el nimero y lugar que a

ésta escritura corresponda, en cuatrd (4) folios autenticados,
g i
un poder, y sus traducciones el cual es del siguiente tenor: --

PODER GENERAL .- --o s

El suscrito, MERCK SHARP & DOHME, CORP domiciliado cn
126 East Lincoln, Avenue Rahway, NJ §O7065-0907 United States
of America nombramos por el presenite a Carlos R. Olarte y/o
J. an Raisbeck y/o Juan Guillermo l\/:Ioure y/ o Natalia Castro,
nuestros representantes legales coni facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoéﬂerados judiciales o
extrajudiciales en materia de patente:s, los cuales quedan a su
vez facultados para representarnos iante las autoridades de
cualquier jerarquia de la Republica de Colombia, la republica
de Bolivia, La Republica del Ecuador;, la Republica del Peru y
“Ja Republica Bolivariana de Venezuelaj ya sean administrativas,
judiciales o de policia, para iniciarg ante dichas autoridades
todas las acciones necesarias para; cumplir con el objeto
indicado e intervenir en todas las in:stancias, grados o etapas

procesales; elevar y tramitar soliditudes, declaraciones v

i

x'eclan1oé, para demanda'r, tec011venii, contestar demandas vy
reconvenciones, formi;lar descfripciones, enmiendas,
oposiciones y todo tipo de impugfnaciones y "escritos de
cualquier naturaleza; instaurar canice-laciones .Y amparos
administrativos; abonar todos los iimpuesg[os y. cuotas y
efectuar cualquier otro pago determzinado por Ja ley; recibir
todos los documentos y valores; interévenir como demandantes
o demandados ante los jueces que seaén competentes, pudiendo
solicitar medidas cautelares de cualql,ilier naturaleza, conciliar,

transar, someter a arbitros, desistirsé de la pretension y/o el

i
procedimiento, allanarse a la pretension, percibir, ratificar los

actos juridicos procesales suscritos con anterioridad al

|
|
|
|

;/,..,«O"Q;z




PAGINA 3
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WK 11657663 /)

otorgamiento y/o presentacion del

presente poder, sustituir o delegar la

representacion procesal y los demas

RS
AN
‘\. \\ '\\

R

W

actos que expresa la ley, con todas las

demas facultades que resulten

necesarias; llenar cualesquiera otvas

requisitos y tomar, en fin todas las
medidas que creyeren conducentes al ‘resguardo de nuestros

Tl L@ @G @S- ~ - mmmmm e m o e e s m e oe oo

Firma X (ilegible) Mark R. Daniel, Mané,ging Counsel, Patents.-
&

Fecha November 19 2009 ~--memmmmmmmmmm e m oo SEREELS i
Ciudad Pais: Rahway, NJ,USA . ~ecrmememmrmmmnnmroo oo rmmmonocm o
Céx"tificacié;l‘Notarial- -——; ---------------------------------------------
En esta fecha, November 19 --~—-~~—~—~'—---"-——~-—~—---*~~——-—---—--;--
El notario Publico suscritio Certifica: ~===mmr-mmmmmmmmcianen ,—-v—-‘—-Z'—;’; o
: Vi

:

1. Que Mark R. Daniel u{ayor de edad y domiciliado 126 Egj;"s
Lincoln Avenue, Rahway, NJj 07065, USA- suscribio el

documento que antecede ----=--emmmmmamman oo i
f

2. Que el otorgante ha guscrito el referido documento en cx;lx
cardcter de Managing Ccémnsel, Patents of MERCK SHARP_‘J&J
DOHME CORP, --cevrnmmmes e

3. Que MERCK SHARP & DOHME con sede principal en 126
East Lincoln Avenue Rahgway,'N] 07065-0907, United States of
America esta legalmente iconstituidé, que tiene existencia legal
vigente y que los propésiétos para los cuales se otorga el poder
se encuentra dentro de lois que comprenden el objeto social. --

4. Que el otorgante tien,ie la representaciéon para suscribir el
poder, y que ésta es legiti%ma. ————————————————————————————————————————

5. El fundamento de mis certificaciones contenidas en los
‘punto-s 2,3 y 4 fue 1aéxh§ibicién ‘de los siguientes documentos

auténticos. (Sigue texto sifn traducir) ~meememmme oo

Traduccion oficial de ui‘l documento cuyo original estd en

ESTE PAPEL NO 'jl'lENE COSTO PARA EL USUARIO

<



PAGINA 4 '
inglés. —--——---——~~——~-——-—----—-—--———-—-—-—-% -------------------------------
APOSTILLA
(Convencién 'de la Haye du% 5 octobre 1961)
1. Pafs: Distrito de Columbia Estadongnidos de Ameérica------
El presenté documento pﬁblico--—-----% ...............................
2. ha sido firmado Por: Violet Burges% T T T S

{

3. Actuando en calidad de Notarlo Pubhco de New ]ersey

AN

4. Lleva eI sello/ estampllla de Vtolet Burgess Notario.- ;---
: Cerhf:cadq

5 Bn: -eemmmm e A——-——--——-------% ----- Trenton, New Jersey-

6. Bli e e 25 de noviembre de 2009

7. Por: -~ R. David Rousseaué, Tesorero de New Jersey

8. Bajo el No.: --—-—-—---------~~—-~~~~~~»§ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ A380889

9. Sello/ estampilla: “El Gran Sello dEe_l Estado de New Jersey”

‘10 Firma: ---~—----——---~—---~.~--—~-~———-——§ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~ (Firmado)

; ;

‘Certificacién: __-___-_,”-_--__-..-_---_-_.E.._---_-_-----_--_-____,,--,_-;_

i

Certifico que la presente es una traduccién auténtica y
completa del inglés al espafiol del dofc:umento adjunto, la cual
he elaborado segin mi leal saber y entender.------omeoovomaaoni.

Documento: “Apostilla” T i

'Fecha:11 'de Diciembre de 2009.------sdemmmmmmmm oo

Trad}ictor: Jorge Enrique Sierra Reyes (Sello y firma digital

debidamente registrados ante el Ministerio de Relaciones

Exteriores de Colombia).- -----—-—-—----; ------------------------------
Licencia # 376 de.1993, e'“xpedida por ;el Ministerio de Justicia.
Direcciéon Carrera 15 # 9‘3 13 Of. 411, Bogoté gD C.-mmemmmmnam e
Teléfonos (571) 218 23 08 (571) 623 29 25 .- cmmmee- J
E-mail: treser1@yah00.COm ~==mmmmmmmmsmm oo e
Traduccién # 14-278.- ~——~———~-—-~~----—-; -----------------------------

SEGUNDO.- Que solicita a la sefiora Notaria la incorporacién

de dichos documentos al protocolo de ésta notaria para gue de

j

T
4

O U UV P
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PAGINA 5

(wx 11657664 )

N \‘{Wﬁl!’ A su:tenor se expidan las coplas que mas

N \i\l"’lr"‘l//// i

\ Y //f'//y/ﬁ%
A,/%,A

;'{"‘ ‘\ "m
¢ ?&ﬁ??}}f"'ﬁ
i, (

adelante se soliciten ------=comonooo

La: notaria advierte a los interesados

// ¢ ‘\g‘:‘ \‘
/i': ‘3 '\‘i:g-\' \&S\x‘

que la protocolizacién de documentos

no da mayor fuerza o autenticidad de

la que tienen’'dichos documentos.---+---
et et e e

Esta escritura piblica fue firmada fuera del Despacho Notarial,
de conformidad con el artiiculo 12 del Decreto 2.148 de 1.983. -
Se advirtié a los otorgant;es de esta escritura de la obligacion
que tienen de leer la totah:dad de su texto, a fil{ de verificar la
exactitud de todos los datos en ella consignados, con el fin de

aclarar, modificar o corregir lo pertinente antes de firmarla, la
v

2]
=

firma de la misma demuestra su aprobacién total del texto, en

errores o inexactitudes establecidas con posterioridad a la
firma de (el, los) otorgante(s) y de la notaria, en tal caso, este.
(oé) debe(n) ser corregidos mediante el otorgamiento de una
nueva escritura, suscrita por todos los que intervinieron en la”
inicial- y sufragada por lozs mismos . (articulo 35, decreto ley

i

960 de 1970).- ~-nnmmmmmemme O

?

i

ADVERTENCIA, OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION.- Leido
el presente instrumento por el (los) compareciente (s) vy
advertido (s) sobre las férmalidades legales, lo aprueban vy
firman conmigo y ante mfi la(el) Notaria(o) quién lo autoriza. A
los otorgantes se les advil}tié finalmente que una vez firmado
el presente instrumento_;, La(el) Noitaria(o.) no aceptard

correcciones o .modificaciones sino en la forma y casos

h

consecuencia, la notaria no asume ninguha responsabilidad por’ -

ESTE PAPEL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO



PAGINA 6

LN

peristos peor la Ley ---Se ut111z‘aron las ho;as de papel
V4
Notarial Nos JWx 11657662/ WK 11657663, _mc 11657664 X WK 11657665. -

DERECHOS LEGALES: $ 42.860,00. - 7/~ i A il
RESOLUCIONES 9306 Y 9500 DE 2008 ===-r-===== =~
1VA$1106820000 '-.-/—“?'-"‘“"""’-; —————————————————

/

CARLOS REINATDO OLARTE GARCIA

C.C.No.3q382.393 Bl
TEL: 6oty

% Codad

JAMES IAN RAISBECK LLINAS
C.No.9q, 3% 116 ﬁb;t{ |
TEL: GO0 0 f f

0 ol

JUAN GUILLER MOURE

C.C.No. XDH(Z@(Y
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Tw,miuccién oFicia’ dle un documento cuyo original esta en ingiés

Apostilla:
"APOSTILLA:
(Convention de LaiHaye du 5 octobre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

El presente documento priblico
2. Ha sido firmado por: Vi;olet’ Burgess
3. Actuando en calidad de: Notario Pdblico de New Jersey
4. Lleva el sello/estampitla de: Violet Burgess, Notario

Certificado

5. En: Tr;enton, New Jersey
6. El:. 25 de noviembre de 2009
7. Por: .. R..David Rousseau, Tesorero de New Jerséy
8. Bajo el No.: 3 A380889
9.S8ello / estampilla:  ~ “El Gran Sello del Estado de New ]ei'sey”,
10. Firma: (Firll\ado)
Certificudo No. 115832008
Verifique este certificado por internet en;
hitps:/ /wunvl state.nj.us/ TYTR-
StandingCert/JSP/ Verify_Cert,jsp : :

CLAUj{icuddnxz

emlifiw e fo pacasale wa una Laducddn anbéntica 4 wn?f'zlh. def wui.fa'a of uTaﬁae def dociments ufljmxln, fa
cuad B elaborado w{rf(u mi leal aabon i uubmﬂu.

Dovwmento: * Grootitle”

Focb: 11 de Aiciambae 3o 2009, ,

Braductows Jorge Ensiaue Siena Rogan (Seflo y fiuma Agital dhdamants wiatiados ants of Mlinistario de
Rebuciones Sxlentaren do Colombia) ) N

Liconcian # 976 3e 1993, expolida pos of Dlindateriaide Fuokicia.

Dinsccigni Conssna 15 # 9913 Of. 411, Bogots, D.C.

Sefdfonas; (571) 218 2308, (571) 623 2025, '
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domiciled in

The undersigl@en eral Power
MERCK SHARP & DOHME CORP -

El suserito, Poder Gen eral

domiciliado er

126 East Lincoln, Avenué Rahway, NJ 7()65 0907

United S;ates of America  *

by means of these presents hereby grants to|
Carles R. Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o
Juan Guillerme Moure y/o Natalia'
Castro

extrajudicial agents in patent matters, who at the:
same time have the faculty to represent us before the !

administrative, judiciat or police authorities of any.

hierarchy of the Republic of Colombia, the Republic

of Bolivia, the Republic of Bcuador, the Republic of |
Peru, and the Bolivarian Republic of Venezuela, to
initiate before said authorities all the necessary '

actions to accomplish said purposes and to intervene !
in all instances, grades and procedural levels; ta file
and prasecute apphcanons declarations, complaints, .
to claim, counterclaim, answer claims and
counterclaims; to draw up specifications; to make |

amendments; oppositions and all types of objections |

and writings of any nature; cancellations and '

administrative injunction proceedings; to pay all |

installments and effect all other payments prescribed
by law; to rececive documents and: monies; act as
complainants as well as defendanzs before the !
competent judges,
preliminary injunctions of any nature, settle, make ;

arrangements, to submit to arbitrators, to deﬂst from =
claims or procedures, to accept claims, to collect, to

ratify fegal proceedings subscribed before the

appointment and/or presentation of this Power, :
substitute or delegate the legal representation and :
other acts prescribed by law, in short, with alt such

further powers as may be required; to comply with -

al! other requirements and, to take all those measures '

which they may deem ﬁt for the protection of our °

. demis actos .que exprese la ley, con todas las

_ demds facultades que resulten necesarias; lenar

. cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas

- las medidas que creyeren conducentes al resauardo
de nuestros intereses.

interests,

Signature/Firma: X

, legal representatives with facultics to:
receive notifications and to appoint judicial or' -

with full powers to request :

nombramos por el presente a  Carlos R.
Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Juan

Guillermo Moure y/o Natalia Castro,
nuestros representantes legales con facuitades para
recibir notificaciones y nombrar apoderados
judiciales o extrajudiciales en materia de patentes,
los cuales quedan a su vez facultados para
representarmos ante las autoridades de cualquier
jerarqufa de la Repiblica de Colombia, la
Repitblica de Bolivia, 1a Repiblica del Ecuador, la
Reptiblica del Peni y la Reptblica Bolivariana de
Venezuela, ya sean administrativas, judiciales o de
policia, para iniciar ante dichas autoridades todas
las acciones necesarias para cumplir con el objeto
indicado e intervenir en todas las instancias,
grados o etapas procesales; elevar y tramitar
solicitudes, declaraciones y reclamos, para
demandar, reconvenir, contestar demandas y
reconvenciones; formular descripciones,
enmiendds, oposiciones y ' tode tipo -de
impugnaciones y escritos de cualquier naturaleza;
instaurar cancelaciones y amparos administrativos;
abonar todos los impuestos y cuotas y efectuar
_cualquier otro pago determinado por [a ley; recibir
todos los documentos y valores; intervenir- como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo solicitar medidas
cautelares de cualquier naturaleza, conciliar,
transar, someter a Arbitros, desistirse de la
pretensién y/o ¢l procedimiento, allanarse a la
pretensién, percibir, ratificar los actos jurfdicos
. procesales  suscritos  con'  anterioridad sl
otorgamiento y/o presentacion del presente poder,
sustitir o delegar la representacién procesal y los

Mark R. Daniel, Managing Counsel Patents

Date/Fecha: L NRTYS MR WP AN
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(57) Abstract: Described herein is an improved method of treating overactive bladder, wherein the method comprises administer-
ing to a patient in need thereof a beta 3 adrenergic receptor agonist, an antimuscarinic agent, and an optional selective M, antago-
nist. Such combination therapy provides improved efficacy and/or reduced side effects.
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TITLE OF THE INVENTION
COMBINATION THERAPY USING A BETA 3 ADRENERGIC RECEPTOR AGONIST AND
AN ANTIMUSCARINIC AGENT

BACKGROUND OF THE INVENTION

The function of the lower urinary tract is to store and periodically release urine.
This requires the orchestration of storage and micturition reflexes which involve a variety of
afferent and efferent neural pathways, leading to modulation of central and peripheral
neuroeffector mechanisms, and resultant coordinated regulation of sympathetic and
parasympathetic components of the autonomic nervous system as well as somatic motor
pathways. These proximally regulate the contractile state of bladder (detrusor) and urethral
smooth muscle, and urethral sphincter striated muscle.

Overactive bladder (OAB) is characterized by the symptoms of urinary urgency,
with or without urgency urinary incontinence, usually associated with frequency and nocturia.
The prevalence of OAB in the United States and Europe has been estimated at 16 to 17% in both
women and men over the age of 18 years. Overactive bladder is most often classified as
idiopathic, but can also be secondary to neurological condition, bladder outlet obstruction, and
other causes. From a pathophysiologic perspective, the overactive bladder symptom complex,
especially when associated with urge incontinence, is suggestive of detrusor overactivity.
Urgency with or without incontinence has been shown to negatively impact both social and
medical well-being, and represents a significant burden in terms of annual direct and indirect
healthcare expenditures.

Anti-muscarinic agents have been used for treating incontinence conditions such
as OAB. For example, tolterodine, or (R)-N,N-diisopropyl-3-(2-hydroxy -5-methylphenyl)-3-
phenylpropanamine, has been marketed for the treatment of urge incontinence and other
symptoms of unstable or overactive urinary bladder. Both tolterodine and its major active
metabolite, the 5-hydroxymethyl derivative of tolterodine, are thought to contribute to the
therapeutic effect. However, current medical therapy for OAB using anti-muscarinic agents
often is suboptimal, as many patients either do not demonstrate an adequate response to current
treatments, and/or are unable to tolerate the considerable side effects such as dry mouth with the
current treatments.

Therefore, there is a continuing need for improved therapies that provide more

effective treatment of QAR and/or reduced side effects.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
FIGURE 1 (FIG. 1) is a diagram showing the isobologram analysis.

FIGURE 2 (FIG. 2) is a diagram showing the isobolograms of the inhibition of
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detrusor contraction induced by the combinations of CL316243 with tolterodine (A), oxybutynin
(B) or darifenacin (C).

~ FIGURE 3 (FIG. 3) is a diagram showing the isobolograms of the inhibition of
detrusor contraction induced by the combinations of Compound 12, and tolterodine (A) and
darifenacin (B).

FIGURE 4 (FIG. 4) is a diagram showing CL316243 with or without pre-
treatment of methoctramine.

FIGURE 5 (FIG. 5) is a diagram showing the isobolograms of the inhibition of
detrusor contraction induced by the combinations of CL316243 and darifenacin with (A) or
without (B) a pretreatment of methoctramine.

FIGURE 6 (FIG. 6) is a diagram showing the isobolograms of the inhibition of
detrusor contraction induced by the combinations of CL316243 and oxybutynin at different
ratios.

SUMMARY OF THE INVENTION

It has now surprisingly been found that a combination therapy using a beta 3
adrenergic receptor agonist (hereinafter, "B;-AR agonist"), an antimuscarinic agent, and an
optional selective M, antagonist provides synergistic effect for treating overactive bladder.
Combination compositions comprising a f3-AR agonist, an antimuscarinic agent and an optional
selective M, antagonist are also described.

DESCRIPTION OF THE INVENTION

Described herein is a method of treating overactive bladder, wherein the method
comprises administering to a patient in need thereof a B3-AR agonist, an antimuscarinic agent, -
and an optional selective M, antagonist. Such combination therapy provides synergistic effect
and thus improved efficacy and/or reduced side effects.

It has now surprisingly been found that the M, antagonism of an antimuscarinic
agent may play an important role in providing synergy for treating OAB in a combination
therapy comprising a 83-AR agonist and the antimuscarinic agent. While not wishing to be
bound by theory, it is generally believed that the M3 antagonism of an antimuscarinic agent is
important for OAB efficacy (see, for example, Abrams and Andersson. BJU Int, 100, 987-1006
(2007)). It has now been found that the M, antagonism, working together with the M3
antagonism and a 33-AR agonist, provides synergy.
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In one embodiment, a synergistic effect is obtained in a combination therapy
comprising a 3-AR agonist and an antimuscarinic agent wherein the antimuscarinic agent has an
M,/M; ratio of less than about 40. In another embodiment, the antimuscarinic agent has an
M,/M; ratio of less than about 20.

Additionally, in a case where an antimuscarinic agent has an M,/Mj ratio of
greater than 40, synergy may be obtained by using an additional selective M, antagonist in a
combination therapy comprising a B3-AR agonist and the antimuscarinic agent.

As used herein, the term "synergy" or "synergistic effect” is used to describe a
situation where the combined effect of two or more active agents is greater than the sum of the
individual active agents. In other words, two or more active agents can interact in ways that the
presence of one active agent enhances or magnifies the effects of the second. In contrast, where
the combined effect of two or more active agents substantially equalsto the sum of the
individual active agents, the combined effect is simply additive, but not synergistic. And where
the combined effect of twe or more active agents is less than the sum of the individual active
agents, the combined effect is sub-additive, also not synergistic.

In one embodiment, the combination therapy comprises administering to a patient
in need thereof a B3-AR agonist and an antimuscarinic agent, wherein the antimuscarinic agent
has an My/M3 ratio of less than about 40. In another embodiment, the antimuscarinic agent has
an M3/Mj ratio of less than about 30. In another embodiment, the antimuscarinic agent has an
M,/M; ratio of less than about 20. In another embodiment, the antimuscarinic agent has an
M_;/M; ratio of less than about 15. In yet another embodiment, the antimuscarinic agent has an
M2/M; ratio of less than about 10. In still another embodiment, the antimuscarinic agent has an
Ma/M; ratio of about 1.

In another embodiment, the antimuscarinic agent in the combination therapy has
an My/M; ratio of greater than about 0.1. In another embodiment, the antimuscarinic agent has
an M,/Mj; ratio of greater than about 0.5. In another embodiment, the antimuscarinic agent has
an My/M; ratio of greater than about 0.8.

In another embodiment, the antimuscarinic agent in the combination therapy has
an Mjy/M; ratio of from about 0.1 to about 40. In another embodiment, the antimuscarinic agent
has an M5/M; ratio of from about 0.5 to about 30. In another embodiment, the antimuscarinic
agent has an My/Mj ratio of from about 0.8 to about 20. In another embodiment, the
antimuscarinic agent has an My/Mj ratio of from about 1 to about 20. In yet another
embodiment, the antimuscarinic agent has an M,/M;3 ratio of from about 1 to about 15. In still
another embodiment, the antimuscarinic agent has an M,/M; ratio of from about 1 to about 10.

In one embodiment, the M,/M; ratio is measured using the receptor binding
assays described in Ohtake et al. (Biol. Pharm. Bull. 30, 54 - 58, 2007), which is incorporated
herein by reference in its entirety. In another embodiment, the My/Mj ratio is measured using
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the assays described in Hegde et al. (Curr Opin Invest Drugs. 5, 40-49 (2004), which is
incorporated herein by reference in its entirety.

The M, — My activities of some exemplary antimuscarinic agents reported in
Ohtake et al. (Biol. Pharm. Bull. 30, 54-58 (2007)) are shown in Table 1.

Table 1. M; — My Activities of Some Exemplary Antimuscarinic Agents — Ohtake et al.

Antimuscarinic Ki (aM)

Agent M; M, M3 M, M,/M; ratio
Tolterodine 2.7£0.23 | 4.240.51 | 4.4+0.45 | 6.6£1.7 1
Oxybutynin 6.1+1.5 21+3.6 3.440.65 | 6.6+2.7 6
Darifenacin 31£2.6 10014 | 2.0+0.21 52+15 50
Solifenacin 262 170£37 12444 11045 14
Propiverine 490£110 | 1400+£220 | 350453 | 9004200 [ = 4

Hegde et al. (Curr Opin Invest Drugs. 5, 40-49 (2004)) described M; — My
activities of some antimuscarinic agents and the M; —~ My activities of trospium are shown in
Table 2.

Table 2. M, and M; Activities of Trospium — Hegde et al.

Antimuscarinic Ki (nM
Agent M; M, M; M My/M; ratio
Trospium 0.75 0.65 0.5 1 1

Suitable anti-muscarinic agents for the combination therapy include, but are not
limited to: tolterodine, oxybutynin (including S-oxybutynin), hyoscyamine, propantheline,
propiverine, trospium (including trospium chloride), solifenacin, darifenacin, dicyclomine,
ipratropium, oxytrol, imidafenacin, fesoterodine, temiverine, SVT-40776, 202405 by
GlaxoSmithKline, TD6301, RBX9841, DDP200, and PLD179.

In one embodiment, the anti-muscarinic agent is selected from the group
consisting of: tolterodine, fesoterodine, oxybutynin, solifenacin, propiverin, trospium,
imidafenacin, and TD6301. In one embodiment, the My/Mj ratio of the suitable anti-muscarinic
agent is less than 40. In another embodiment, the M,/M; ratio is less than 30. In another
embodiment, the My/M; ratio is less than 20. In yet another embodiment, the My/Mj ratio is less
than 15. In one embodiment, the M,/M; ratio is measured using the binding assays described in
Ohtake et al.

In another embodiment, the anti-muscarinic agent is selected from the group
consisting of: tolterodine, fesoterodine, oxybutynin, solifenacin, propiverine, and trospium.

In another embodiment, the anti-muscarinic agent is selected from the group
consisting of: tolterodine and oxybutynin.
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In yet another embodiment, the anti-muscarinic agent is tolterodine.
Suitable B3-AR agonists include, but are not limited to, CL316243, and
compounds shown in Table 3.

Table 3. Suitable 33-AR agonists for combination therapy:
Compound # Structure
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Table 4. Suitable B3-AR agonists for combination therapy.

Compound # Structure
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In another embodiment, the [53-AR agomst is selected from the group consisting of

W@»&Q@ oo h

In yet another embodlment, the B3-AR agonist is

5 Compounds in Table 3 can be prepared using procedures as described below.

W

O)v

Throughout the application, the following terms have the indicated meanings
unless otherwise noted:

Term Meanin
Ac Acyl (CH;C(0)-)

10 Aq. Aqueous
Bn Benzyl
BOC (Boc) t-Butyloxycarbonyl
BOP ‘ Benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)phosphonium

hexafluorophosphate
. 15 °C Degree Celsius

Calc. or cale’d Calculated
Celite CeliteTM diatomaceous earth
DCC Dicyclohexylcarbodiimide
DCM Dichloromethane

20 DIEA N N-diisopropyl-ethylamine
DMAP 4-Dimethylaminopyridine
DMF N, N-dimethylformamide
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
Eq. or equiv. Equivalent(s)

25 ES-MS and ESI-MS  Electron spray ion-mass spectroscopy
Et Ethyl
EtOAc Ethyl acetate

-8-
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g Gram(s)
horhr Hour(s)
HATU O-(7-azabenzotriazol-1-y1)-N, N, N', N'-tetramethyluronium
hexafluorophosphate
HOAc Acetic acid
HOAT 1-Hydroxy-7-azabenzotriazole
HOBT 1-Hydroxybenzotriazole
HPLC High performance liquid chromatography
LC/MS or LC-MASS Liquid chromatography mass spectrum
L Liter(s)
M Molar(s)
Me Methyl
MeOH Methanol
MF Molecular formula
min Minute(s)
mg Milligram(s)
mL Milliliter(s)
mmol Millimole(s)
MOZ (Moz) p-Methoxybenzyloxycarbonyl
MP Melting point
MS Mass spectrum
nM Nanomolar
OTf Trifluoromethanesulfonyl
Ph Phenyl
Prep. Preparative
Ref. Reference
rt.orrt Room temperature
Sat. | Saturated
SCF CO, S Super critical fluid carbon dioxide
TBAF Tetrabutylammonium fluoride
TBAI Tetrabutylammonium iodide
TBDPS Tert-butyl diphenylsilyl
TBS, TBDMS Tert-butyl dimethylsilyl
TEA or Et3N Triethylamine
Tf Triflate or trifluoromethanesulfonate
TFA Trifluoroacetic acid
THF Tetrahydrofuran
TLC Thin-layer chromatography

9.
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TMS Trimethylsilyl

INTERMEDIATE 1
Benzy! [3-(2-oxobut-3-en-1-yl)phenyl] carbamate (i-1):

Step A Ethvl (3- enzyloxy)carbonyljJamino }phenyl) acetate

To a solution of methyl (3-aminophenyl) acetate (25g, 140 mmol) in 250 mL
anhydrous DCM was added DIEA (28.5 mL, 155 mmol) and the resulting solution cooled to 0°C
and set under nitrogen atmosphere. To this cooled solution was then added benzyl chloroformate
(21.1 mL, 148 mmol) and the resulting mixture stirred overnight allowing to warm to room
temperature. The reaction was washed with 1 M HC), water, and then brine. The organic layer
was dried over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. No further purification
was necessary and the material (44g, 99%) was used as is for the next step reaction. LC-MS:
m/z (ES) 314 (MH)", 336 (MNa)".

Step B: 3- enzyloxy)carbonyllamino}phenyl) acetic acid

To a solution of 44.0 g (140 mmol) of ethyl (3-
{[(benzyloxy)carbonyl]amino} phenyl) acetate) (from Step A) in THF, ethanol, and water (1:1:1,
1500 mL) was added solid LiOH (16.8 g, 700 mmol) and the resulting solution heated to 60°C
via oil bath for 3 h. The mixture was cooled to room temperature overnight and then 40 mL of
concentrate HCl was slowly added, keeping the temperature below 25°C, until the solution was
about pH of 2-3. Extract with ethyl acetate (3 x 750 mL) and then combine and wash organics
with water and then brine. Dry organics over sodium sulfate, filter and concentrate under
vacuum. The title compound (24.7 g, 87%) was used for the next step reaction without further
purification. LC-MS: m/z (ES) 286 (MH)*, 308 (MNa)".

Step C: Benzyl (3-{2-[methoxy(methyl)amino]-2-oxoethyl } phenyl)carbamate

-10-
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To a suspension of 24.7 g (87 mmol) of (3- {[(benzyloxy)carbonyl]amino} phenyl)
acetic acid in 200 mL of dichloromethane (from Step B) was added triethylamine (30.2 mL, 173
mmol) which resulted in some exotherming (+5°C) and the suspension becoming a solution.
After 10 min cooling, HOBt (13.2 g, 87 mmol), N,O- dimethylhydroxylamine HCI (8.5 g, 87
mmol) was added to the solution followed by EDC (16.6g, 87 mmol) and the resulting mixture
stirred at room temperature overnight under nitrogen atmosphere. The solution was transferred
to a separatory funnel and washed with 1 M HCl which caused an emulsion. Methanol was
added to break up the emulsion and the aqueous was partitioned off. The organics were dried
over sodium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. Recrystallization of the residue
from 1000 mL of 70% hexane in ethyl acetate (heated to reflux and then cooled to room
temperature overnight) afforded the title compound (21 g, 74%) as a white solid. LC-MS: m/z
(ES) 329 (MH)".

Step D: Benzyl | 3»(2—oxobut-3-en-1-vl)phenyl] carbamate (i-1)
To a solution of 15g (45.7 mmol) of benzyl (3-{2-[methoxy(methyl)amino]-2-
oxoethyl}phenyl)carbamate (from Step C) in 1000 mL anhydrous THF under nitrogen

atmosphere cooled to 0°C via ice/water bath was added dropwise via cannula a 1.0 M solution of
vinyl magnesium bromide (100 mL in THF, 100 mmol) and the resulting solution stirred for 1 k
at 0°C. The reaction was quenched by a slow addition of 500 mL 1 M HCI keeping the
temperature below 5°C and stirred for 30 min. The mixture was then extracted with ethyl acetate
and the combined organics washed with water followed by brine. The organics were then dried
over sodium sulfate, filtered, and concentrate under vacuum. The residue was purified by
Biotage 75M flash eluting with 30% ethy! acetate in hexane to afford the title compound (11 g,
78%) as a light yellow solid. LC-MS: m/z (ES) 310 (MH)*, 332 (MNa)*. "HNMR (500 MHz,
CDCl,) 6:7.44-7.36 (m, 7H), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.70 (br s, 1H), 6.44 (dd, J = 10.5, 17.6
Hz, 1H), 6.32 (dd,J = 1.1, 17.6 Hz, 1H), 5.85 (dd, J = 1.1, 10.5 Hz, 1H), 5.22 (5, 2H), 3.86 (5,
2H).

INTERMEDIATE 2
((1R)-1-[(R)-{[tert-butyl(dimethyDsilyvlJoxy)(3-chlorophenyhmethyvl prop-2-en-1-vyl} carbamate

1-2
oTBS
Ci O. /[ ]
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Step A: 1-(3-ChlorophenyDprop-2-en-1-ol
OH

C..W

To a cooled solution of 3-chlorobenzaldehyde (22.5 g, 160 mmol) in 100 mL
anhydrous THF under inert nitrogen atmosphere was added slowly via syringe a 1.6 M solution
of vinyl magnesium chloride in THF (100 mL, 160 mmol) and the solution stirred for three h
allowing to warm to room temperature. The reaction was quenched with saturated solution of
ammonium chloride and the organic layer was separated, extracted with ethyl acetate (2 x 200
mL), and organic layers were combined, dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated
under vacuum. Purification by Horizon MPLC with a 40M+ silica gel column using a gradient
eluent of 0-40% ethyl acetate in hexane afforded the title compound (22.4 g, 44%). m/z (ES) 168,
170 (M, M+2) ¥, 190, 192 (MNa, MNa+2)*. 'HNMR (500 MHz, CDCls) &: 7.38 (s, 1H), 7.35-
7.22 (m, 3H), 5.90 (ddd, J = 7.3, 10.0, 17.4 Hz, 1H), 5.38 (4, J = 17.5 Hz, 1H), 5.18 (d, 1= 7.2
Hz, 1H), 5.15 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 0.96 (s, 9H), 0.18 (s, 3H), 0.08 (s, 3H).

Step B: Tert-butyl {[1-(3-chlorophenylprop-2-en-1-ylloxy}dimethvlsilane

P
O,St\ ~

C'\©)\/
To a solution of 22.4 g (133 mmol) of 1-(3-chlorophenyl)prop-2-en-1-ol in 90 mL

anhydrous DMF (from Step A) was added t-butyldimethylsilyl chloride (20.0 g, 133 mmol) and
imidazole (18.1 g, 266 mmol) and the resulting solution was stirred overnight under nitrogen at

room temperature. Wash with water and extract with ethyl acetate. Separate organics, dry over
magnesium sulfate, filter, and concentrate under vacuum. The residue was purified by flash
silica gel column eluting with a gradient eluent of 0-15% ethyl acetate in hexane to afford the
title compound (16.6 g, 46%). m/z (ES) 282, 284 (M, M+2)"; 151, 153 (M-OTBS, M-OTBS+2)".

Step C.: {[Tert-butyl (dimethyl)silylloxy}(3-chlorophenylacetaldehyde

|
O,Sc\

Cl \©/‘vo

To a solution of 4.0g (14.2 mmol) of tert-butyl {[1-(3-chlorophenyl)prop-2-en-1-
ylJoxy}dimethylsilane in dichloromethane cooled to -78°C via dry ice/acetone bath (from Step
B) was bubbled ozone unti} the solution maintained a slight blue color. Nitrogen gas was then
bubbled into the solution until it turned clear. Methyl sulfide was added to the solution and the
resulting mixture was allowed to stir overnight at room temperature. The material was
concentrated under vacuum and the residue purified via Horizon MPLC with a 40M-+ silica gel
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column, eluting with a gradient eluent of 0-50% ethyl acetate in hexane to afford the product
(3.57 g, 89%).

Step D N-[(1E)-2-{{tert-butyl(dimethyDsilyl]oxy}-2-(3-chlorophenyl)ethvlidene]-2-
methylpropane-2-sulfinamide

|
O,Sl\
ci _ N\s)<
1
o

To a solution of 3.0 g (10.6 mmol) of {[tert-butyl (dimethyl)silylloxy}(3-
chlorophenyl)acetaldehyde (from Step C) and 1.3 g (10.6 mmol) of (R or S)-2-methyl-2-
propanesulfinamide in 50 mL anhydrous dichloromethane was added copper(Il) sulfate (3.4 g,

21.2 mmol) and the resulting mixture was stirred at room temperature under nitrogen atmosphere
for 16 h. Wash reaction with water and extract with dichloromethane. Dry the organics with
magnesium sulfate, filter and concentrate under vacuum. The residue was purified by Horizon
MPLC, with a 40M+ silica gel column, eluting with a gradient eluent system of 0-25% ethyl
acetate in hexane to afford the title compound (3.26 g, 80%). %). m/z (ES) 387, 390 (M, M+2)".

Step E: N-{1-[{[rert-butyl(dimethyDsilyljoxy}(3-chlorophenylmethyl]-prop-2-en-1-v13}2-
methylpropane-2-sulfinamide

P's
O,sx\H
ci N. /l<
it
= O

To a solution of 2.4 g (6.20 mmol) of N-[(1E)-2-{[tert-butyl(dimethyl)silyljoxy}-
2-(3-chlorophenyl)ethylidene]-2-methylpropane-2-sulfinamide in 20 mL anhydrous THF cooled

to 0°C under nitrogen atmosphere (from Step D) was added a 1.6 M solution of vinyl magnesium
chloride in THF (3.90 mL, 6.2 mmol) via syringe and the resulting mixture stirred for 1 h. The
mixture was allowed to warm to room temperate and stirred for an additional hour. The reaction
was quenched with saturated solution of ammonium chloride and extract with ethyl acetate.
Combine organics, dry over magnesium sulfate, filter and concentrate under vacuum. The
residue was purified by Horizon MPLC, with a 40M+ silica gel column, eluting with a gradient
eluent system of 0-35% ethyl acetate in hexane to afford all four diastereomers as single isomers.

By NMR the four products obtained were diastereomers of each other. The
isomers were labeled as they eluted off the silica gel column. The first isomer that eluted off was
named isomer I and then isomers 2, 3 and lastly isomer 4.

) ! 1<

U)Ya*kc. =:HJ<C.UJFJJ<C|\(DHEJ<
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Isomer 1: miz (ES) 416, 418 (M, M+2)", 438, 440 (MNa, MNa+2)*. 'HNMR (500
MHz, CDCly) 8:7.32 (s, 1H), 7.30 (br d, J = 7.5, 1H), 7.26 (br d, ] = 6.2 Hz, 2H),
7.22-7.18 (m, 1H), 5.60(ddd, J=7.3,10.3,17.4 Hz, 1H), 5.15(d, ] = 10.3 Hz,
1H), 5.00 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 4.57 (d,J = 7.4 Hz, 1H), 3.98-3.94 (m, 2H), 1.64
(brs, 1H), 1.23 (s, 9H), 0.91 (s, 9H), 0.08 (s, 3H), -0.18 (s, 3H).

Isomer 2: mlz (ES) 416, 418 (M, M+2)", 438, 440 (MNa, MNa+2)". '"HNMR (500
MHz, CDCl3) &: 7.33-7.31 (m, 2H), 7.26 (br 4, J = 5.0 Hz, 2H), 7.20-7.16 (m,
1H), 5.44(ddd,J=7.2,10.0,17.4 Hz, 1H), 5.26 (overlapping d, J = 7.3 Hz,
1H), 5.25 (overlapping d, J = 17.3 Hz, 1H), 4.84 (d, J = 4.4Hz, 1H), 4.02(dt, ] =
4.4,7.8 Hz, 1H), 3.80 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 1.20 (s, 9H), 0.94 (s, 9H), 0.14 (s, 3H),
-0.12 (s, 3H).

Isomer 3: m/z (ES) 416, 418 (M, M+2)", 438, 440 (MNa, MNa+2)*. "HNMR (500
MHz, CDCl3) 8: 7.32-7.29 (m, 2H), 7.26~7.24 (m, 2H), 7.22-7.20 (m, 1H), 6.04
(ddd,J=7.1,104, 17.4 Hz, 1H), 540 (d,J = 10.2 Hz, 1H), 5.32 (d, 1 = 17.3 Hz,
1H), 4.80 (d, ] = 4.0 Hz, 1H), 3.88-3.80 (m, 1H), 3.55 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 1.09 (s,
SH), 0.95 (s, 9H), 0.09 (s, 3H), -0.10 (s, 3H).

Isomer 4: miz (ES) 416, 418 (M, M+2)", 438, 440 (MNa, MNa+2)". '"HNMR (500
MHz, CDCl3) 8: 7.32 (s, 1H), 7.30 (br d, J = 7.5, 1H), 7.27-7.25 (m, 2H), 7.21-
7.18 (m, 1H), 5.92 (ddd, J = 7.1, 10.3, 17.4 Hz, 1H), 5.23 (d, ] = 10.4 Hz, 1H),
5.18(d,J=17.4 Hz, 1H), 4.75 (d, ) = 4.2 Hz, 1H), 3.88-3.82 (m, 1H), 3.33 (d, T =
9.4 Hz, 1H), 1.19 (s, 9H), 0.94 (s, 9H), 0.09 (s, 3H), -0.14 (s, 3H).

Step F: ((1R)-1-[(R)-{[rert-butyl(dimethyl)silyl]oxy)(3-chlorophenylimethyllprop-2-en-1-
yl}carbamate (i-2)

To isomer 1 (510 mg, 2.22 mmol) of N-{1-[ {[fert-butyl(dimethyl)silyl]oxy}(3-
chlorophenyl)methyl]-prop-2-en-1-yl}2-methylpropane-2-sulfinamide (from Step E) was added

5 mL anhydrous 4 M HCl in dioxane and the solution stirred for 15 min at room temperature.
The reaction was concentrated to dryness and azeotroped with toluene (2 x 5 mL) to remove
excess HCL. The residue was then taken up in anhydrous dichloromethane, set under nitrogen
atmosphere, cooled to 0°C with ice/water bath and then benzyl chloroformate (0.32 mL, 2.22
mmol) was slowly added via syringe followed by diisopropylethyl amine (1.19 mL, 6.66 mmol)
and the resulting solution stirred for 2 h at 0°C. The solution was concentrated to dryness under
vacuum and the residue was purified via preparative plates (4 x 1000 uM) eluding with 20%
ethyl acetate in hexane to afford the title compound (703 mg, 71%). m/z (ES) 446, 448 (M,
M+2)", 468, 470 (MNa, MNa+2)". "HNMR (500 MHz, CDCls) 8: 7.32 (s, 1H), 7.30 (brd,J =
7.5, 1H), 7.27-7.25 (m, 2H), 7.21-7.18 (m, 1H), 5.92 (ddd, J = 7.1, 10.3, 17.4 Hz, 1H), 5.23 (d, J
=10.4 Hz, 1H), 5.18 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.75 (d, ] = 4.2 Hz, 1H), 3.88-3.82 (m, 1H), 3.33 (d, J
=9.4 Hz, 1H), 1.19 (s, 9H), 0.94 (s, 9H), 0.09 (s, 3H), -0.14 (s, 3H).

Intermediates related to those described above of varying stereoechemistry may
be prepared from the appropriate starting materials using the procedure described above.
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INTERMEDIATE 3

Tert-butyl(5R)-2-(4-aminobenzyD)-5-[(R)-{ [tert-butvi(dimethy])silyl Joxy}
5 (phenyDmethyllpyrrolidine-1-carboxvylate (i-3)

>Li

o
/'\,J_b
Step A: Benzyl{4-[(3E, 5R, 6R)-5-{[(benzvlox carbon Hamino-6-{[tert-butyl

(dimethyDsilylloxy}-6-(3-chlorophenyl)-2-oxohex-3-en-1-vllphenyl }carbamate

oTes \/@
cl _ A~
=ad e e
0
10 To a solution of benzyl [3-(2-oxobut-3-en-1-yl)phenyl] carbamate (i-1) (820 mg,
2.80 mmol) and ((1R)-1-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silyl]oxy)(3-chlorophenyl)methyljprop-2-en-
1-yl}carbamate (i-2) (500 mg; 1.12 mmol) in 7 mL of anhydrous dichloromethane was added the
Zhan I catalyst (740 mg, 1.12 mmol) and the resulting green solution was heated to 40°C
overnight under nitrogen atmosphere. The reaction was concentrated to dryness and the residue
15 purified via preparative plates (4 x 1000 uM) eluting with 40% ethy! acetate in hexane to afford
the title compound (348 mg, 50%). m/z (ES) 713, 715 (M, M+2)*, 735, 737 (MNa, MNa+2)".

Step B: 4-({(5R)-5-[(R)-([tert-butyl(dimethyl)silylJoxy} (phenyDmethyl Jpyrrolidin-2-
13methyDaniline

S{ '\O

20
To a solution of 328 mg (0.46 mmol) of benzyl{4-[(3E, SR, 6R)-5-

{[(benzyloxy)carbonyljamino-6-{[fert-buty! (dimethyl)silyljoxy}-6-(3-chlorophenyl)-2-oxohex-
3-en-1-yl}phenyl}carbamate (from Step A) in 25 mL ethanol was added 10% paltladium on
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carbon and the suspension was set under hydrogen atmosphere via a balloon of hydrogen gas.
The reaction was stirred under hydrogen for 1 h at room temperature. TLC proved that the
reaction was complete. The catalyst was filtered off using a Gilmen 0.45 uM PTFE syringe filter
and washed with ethanol (4 x 5 mL). The filtrate was concentrated to dryness under vacuum and
the residue purified by preparative plate (3 x 1000 uM) eluding with 5% methanol in
dichloromethane to afford the title compound (121 mg, 66%). m/z (ES) 397 (MH)".

Step C: Tert-butyl(SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-

butyl(dimethyl)silyljoxy} (phenyl)methyllpyrrolidine-1-carboxylate (i-3)

To a solution of 121 mg (0.315 mmol) of 4-({(SR)-5-[(R)-([tert-
butyl(dimethyl)silyl]oxy} (phenyl)methyl]pyrrolidin-2-yl}¥methyl)aniline in S mL of anhydrous
THF (from Step B) was added tert-butyl carbonate (69 mg, 0.315 mmol), followed by TEA (44
nL, 0.315 mmol) and the resulting solution stirred at room temperature under nitrogen

atmosphere overnight. The reaction mixture was put directly on a preparative plate (1500 uM)
and eluted with 30% ethyl acetate in hexane to afford the title compound (100 mg, 64%). m/z
(ES) 497 (MH)", 397 (M-Boc)". "HNMR (500 MHz, CDCls) §: 7.40-7.30 (m, 5H), 6.75-6.68
(m, 2H), 6.56-6.51 (m, 2H), 5.52-5.48 (m, 1H), 5.32-5.28 (m, 1H), 4.16-4.06 (m, 2H), 3.88-3.82
(m, 1H), 3.76-3.70 (m, 1H), 3.55-3.48 (m,2H), 2.74 (br d,J = 11.8 Hz, 1H), 2.44 (brd,J=11.8
Hz, 1H), 2.05-1.94 (m, 1H), 1.90-1.82 (m, 1H), 1.60 (s, 9H), 1.50-1.42 (m, 1H), 1.32-1.22 (m,
2H), 1.10-1.02 (m,1H), 0.95 (s, 9H), 0.08 (s, 3H), -0.15 (s, 3H).

SEPARATION OF INTERMEDIATE 4a AND INTERMEDIATE 4b
Tert-butyl (2S. SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl{dimethyl)silyl]
oxy}(phenylymethyl]pyrrolidine-1-carboxylate (i-4a);

Tert-butyl (2R, SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl(dimethy]silyl]
oxy }(phenyl)methyllpyrrolidine-1-carboxylate (i-4b)

>l

_-Si

>y
~0

N >S9 o

i-4b
NH,

Step A: Tert-butyl (28, SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silyl
oxy}(phenyl)methyl]pyrrolidine-1-carboxylate (i-4a) and fert-butyl (2R, 5R)-2-(4-
aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silyl oxy}(phenyDmethyllpyrrolidine-
1-carboxylate (i-4b)
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The intermediate i-3 (ferz-butyl(SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-{(R)-{[tert-
butyl(dimethyl)silyljoxy} (phenyl)methyl]pyrrolidine-1-carboxylate (4:1 mixture of cis and trans)
was taken up in methanol and purified via the Berger Multigram SFC (supercritical) using an
eluent of 30% methanol:60% carbon dioxide to separate the two diastereomers. The first isomer

of the column was labeled minor isomer 1 and the second isomer was labeled major isomer 2.

i-4a:  m/z (ES) 497 (MH)", 397 (M-Boc)*. "HNMR (500 MHz, CDCls) 6: 7.40-7.30
(m, SH), 6.75-6.68 (m, 2H), 6.56-6.51 (m, 2H), 5.52-5.48 (m, 1H), 5.32-5.28 (m, 1H),
4.16-4.06 (m, 2H), 3.88-3.82 (m, 1H), 3.76-3.70 (m, 1H), 3.55-3.48 (m,2H), 2.74 (br d, J
=11.8 Hz, 1H), 2.44 (br d, J = 11.8 Hz, 1H), 2.05-1.94 (m, 1H), 1.90-1.82 (m, 1H), 1.60
(s, 9H), 1.50-1.42 (m, 1H), 1.32-1.22 (m, 2H), 1.10-1.02 (m,1H), 0.95 (s, 9H), 0.92 (d, J
=11.8 Hz, 1H), 0.12 (br d, J = 14.0 Hz, 3H), -0.04 (s, 3H). Eluted 8.70 min on SFC,
isomer 2

i-4b:  m/z (ES) 497 (MH)", 397 (M-Boc)’. 'HNMR (500 MHz, CDCl3) 8: 7.40-7.30 (m, SH),
©6.76-6.68 (m, 2H), 6.56-6.51 (m, 2H), 5.52-5.48 (m, 1H), 5.32-5.28 (m, 1H), 4.16-4.06
(m, 2H), 3.88-3.82 (m, 1H), 3.76-3.70 (m, 1H), 3.60-3.46 (m,2H), 2.72 (br d, J = 12.0 Hz,
1H), 2.44 (brd, J = 12.2 Hz, 1H), 2.05-1.94 (m, 1H), 1.90-1.82 (m, 1H), 1.64 (s, 9H),
1.50-1.42 (m, 1H), 1.32-1.22 (m, 2H), 1.10-1.02 (m,1H), 0.95 (s, 9H), 0.14 (brd, J = 13.8
Hz, 3H), 0.09 (s, 3H). Eluted 7.78 min on SFC, isomer 1.

SYNTHESIS OF INTERMEDIATE 4a AND INTERMEDIATE 4b
Tert-butyl (28, SR)-2-(4-aminobenzyl)-3-[(R)}-{[tert-butyl(dimethvDsilyl]
oxy}(phenyDmethyllpyrrolidine-1-carboxylate (i-4a):

Tert-butyl (2R, 5R)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silyl]
oxy}(phenylmethyl]pyrrolidine-1-carboxylate (i-4b)

Sl

{
~Si 0 Si O
¢ YO% “7o 07L,
Z E / N E
i-4a === i-4b
NH; NH,
Step A: 45)-3-Hex-5-ynovl-4-phenyl-1.3-0xazolidin-2-one
o ©
/

)

To a solution of 69.0 g (615 mmol} of 5-hexynoic acid and 214 mL (1540 mmol)
of triethylamine in 1.0 L of anhydrous tetrahydrofuran at -25°C under an atmosphere of nitrogen
was added 83.0 mL (677 mmol) of trimethylacetyl chloride over 20 min. Upon addition a white
precipitate formed and the resulting suspension was stirred for 2 h. Next, 28.7 g (677 mmo]l) of

anhydrous lithium chloride and 100.0 g (615.0 mmol) of (45)-4-phenyl-1,3-oxazolidin-2-one
were added sequentially and the mixture was allowed to gradually warm to ambient temperature
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over 12 h. All volatiles were removed in vacuo and the residue was diluted with water (1 L) and
extracted with ethyl acetate (3 x 300 mL). The combined organic layers were washed with brine
(250 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated in vacuo. The crude residue
was purified by silica gel chromatography eluting with a 5-50% ethyl acetate in hexanes gradient
to afford the title compound as a colorless solid (135 g, 85.4%). 'H NMR (500 MHz, CDCl): &
7.40-7.37 (m, 2H), 7.36-7.32 (m, 1H), 7.31-7.28 (m, 2H), 5.42 (dd, J= 8.9, 3.7 Hz, 1H), 4.69 (t,
J=89Hz, 1H),4.28 (dd, /= 9.2, 3.7 Hz, 1H), 3.13-3.02 (m, 2H), 2.24-2.21 (m, 2H), 1.94 (t, J =
2.6 Hz, 1H), 1.84 (quintet, J = 7.1 Hz, 2H). LC-MS: m/z (ES) 258.2 (MH)".

Step B: (45)-3-{(2R)-2-[(S)-Hydroxy(pheny)methyl Jhex-5-ynoyl}-4-phenyl-1.3-
oxazolidin-2-one

OH O O
©/k/ll\ N )ko
S W
' I <<
To a stirred solution of 56.8 g (221 mmol) of (4S)-3-hex-5-ynoyl-4-phenyl-1,3-
oxazolidin-2-one from step A above in 265 mL of anhydrous ethy] acetate at ambient
temperature under an atmosphere of nitrogen was added 6.31 g (66.2 mmol) of anhydrous
magnesium chloride, 61.5 mL (442 mmol) of triethylamine, 26.9 mL (265 mmol) of
benzaldehyde and 42.3 mL (331 mmol) of chlorotrimethylsilane and the resulting mixture was
stirred for 72 h. The heterogeneous reaction mixture was filtered through a 300 mL plug of
silica gel eluting with an additional 1L of ethyl acetate. The filtrate was evaporated to dryness in
vacuo and the residue suspended in 265 mL of methanol and 10 mL of trifluoroacetic acid. The
resulting mixture was stirred at ambient temperature under nitrogen for 5 h during which time
the reaction became homogeneous. All volatiles were then removed in vacuo and the residue
was purified by silica gel chromatography eluting with a 5-15% ethyl acetate in hexanes gradient
to afford the title compound as a white solid (65.0 g, 81.2%). 'H NMR (500 MHz, CDCl): 6
7.30-7.28 (m, 8H), 7.09-7.07 (m, 2H), 5.42 (dd, J = 8.7, 3.7 Hz, 1H), 4.76-4.72 (m, 1H), 4.72-
4.67 (m, 1H), 4.65 (t, J= 8.7 Hz, 1H), 4.18 (dd, /= 8.7, 3.7 Hz, 1H), 3.05 (d, /= 7.8 Hz, 1H),
2.24 (td, J=17.1, 2.5 Hz, 2H), 2.00-1.93 (m, 2H), 1.67-1.61 (m, 1H). LC-MS: m/z (ES) 346.1
(MH-H,0)", 386.0 (MNa)".

Step C: 2R)-2-[(S)-Hydroxy(pheny)methyllhex-5-ynoic acid
OH O
OH

1
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To a stirred solution of 65.0 g (179 mmol) of (45)-3-{(2R)-2-[(S)-
hydroxy(phenyl)methylJhex-5-ynoyl}-4-phenyl-1,3-oxazolidin-2-one from Step B above in 1050
mL of a 20 to 1 mixture of anhydrous tetrahydrofuran to water at 0 °C under an atmosphere of
nitrogen was added 77.0 mL (894 mmol) of a 35% aqueous hydrogen peroxide solution at a rate
slow enough to keep the internal temperature below 3°C. Next, 395 mL (395 mmol) of a 1.0 M
aqueous lithium hydroxide solution was added at a rate slow enough to keep the internal
temperature of the reaction below 5°C and the resulting mixture was stirred for 3 h at 0°C. The
reaction was quenched with 755 mL (984 mmol) of a 1.3 M aqueous sodium sulfite solution at a
rate slow enough to keep the internal temperature of the mixture below 5°C. All volatiles were
removed in vacuo and the remaining aqueous phase was extracted with ethyl acetate (3 x 200
mL). The aqueous phase was then cooled to 0°C and acidified with a 6 M aqueous hydrogen
chloride solution uatil a pH of 3 was achieved. The aqueous phase was then extracted with ethyl
acetate (3 x 300 mL) and the combined organics were washed with brine (100 ml), dried over
magnesium sulfate, filtered and evaporated in vacuo. The residue was purified by silica gel
chromatography eluting with a 5-10 % ethyl acetate and 3% acetic acid in hexanes gradient to
afford the title compound as a colorless gum (32.0 g, 82.0%). "H NMR (500 MHz, CDCl3): 6
7.39-7.28 (m, 5H), 4.85 (d, /= 8.2, 1H), 3.03-2.97 (m, 1H), 2.29-2.15 (m, 2H), 1.97 (t, J=2.5
Hz, 1H), 1.93-1.82 (m, 1H), 1.62-1.55 (m, 1H). LC-MS: m/z (ES) 201.0 (MH-H,0)".

Step D: 2R)-2-[(S)-{[Tert-butyl(dimethyl)silvl]oxy} (phenyDmethylJhex-5-ynoic acid
TBSO O

OH

1

To a stirred solution of 32.0 g (147 mmol) of (2R)-2-[(S)-
hydroxy(phenyl)methylhex-5-ynoic acid from Step C above in 500 mL of anhydrous
acetonitrile at ambient temperature under an atmosphere of nitrogen was added 77.0 mL (513
mmol) of 1,8-diazabicyclo[5.4.0}undec-7-ene 22 mL followed by 66.3 g (440 mmol) of fert-
butyldimethylsilyl chloride in three portions over 10 min. The reaction mixture was stirred for 4
h then evaporated in vacuo to remove all volatiles. The residue was diluted with 300 mL of
dichloromethane and 100 mL of water. A 1.0 M aqueous hydrogen chloride solution was added
to the mixture until a pH of 3 was achieved in the aqueous layer. The phases were separated and
the aqueous phase was extracted with dichloromethane (2 x 100 mL). The combined organics
were washed with water (50 mL), brine (50 mL) then dried over magnesium sulfate. After
filtration and evaporation in vacuo the residue was dissolved in 350 mL of methanol and 350 mL
(280 mmol) of a 0.8 M aqueous potassium carbonate solution was added. The resulting mixture
was stirred for 1.5 h then evaporated in vacuo to remove all volatiles. The residue was diluted
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with 300 mL of dichloromethane and the aqueous phase was acidified with a 5.0 M aqueous
hydrogen chloride solution until a pH of 3 was achieved. The phases were separated and the
aqueous phase was extracted with dichloromethane (2 x 100 mL). The combined organics were
washed with water (50 mL), brine (50 mL) then dried over magnesium sulfate, filtered and
evaporated in vacuo. The residue was purified by silica gel chromatography eluting with a 3-
15% ethyl acetate in hexanes gradient to afford the title compound as a colorless solid (42.3 g,
86.6%). 'H NMR (500 MHz, CDCl3): § 7.36-7.27 (m, 5H), 4.78 (d, J = 8.7, 1H), 2.90-2.86 (m,
1H), 2.19-2.11 (m, 1H), 2.10-2.03 (m, 1H), 1.90 (t, J= 2.6 Hz, 1H), 1.75-1.67 (m, 1H), 1.41-1.34
(m, 1H), 0.83 (s, 9H), 0.02 (s, 3H), -0.27 (s, 3H). LC-MS: m/z (ES) 333.2 (MH)".

Step E: 4-Methoxybenzyl {(1R)-1-{(R)-{[tert-
butyl(dimethyDsilylJoxy} (phenylymethyllpent-4-yn-1-yl }carbamate

i o0 LT
~Sisg OYO

To a solution of 40.0 g (120 mmol) of (2R)-2-[(S)-{[tert-
butyl(dimethyl)silyl]oxy}(phenyl)methyl]hex-5-ynoic acid from Step D above and 33.5 mL (241
mmol) of triethylamine in 400 mL of anhydrous toluene at ambient temperature under an
atmosphere of nitrogen was added 37.5 mL (132 mmol) of diphenylphosphory] azide. The
mixture was stirred for 5 h and then 37.5 mL (301 mmol) of 4-methoxybenzyl alcohol was
added. The resulting mixture was heated to 105°C for 16 h, cooled to ambient temperature and
then diluted with 250 mL of a saturated aqueous bicarbonate solution. The phases were
separated and the aqueous phase was extracted with ethyl acetate (2 x 150 mL). The combined
organics were washed with water (100 mL), brine (100 mL) then dried over magnesium sulfate,
filtered and evaporated in vacuo. The crude residue was purified by silica gel chromatography
eluting with 3-10% ethyl acetate in hexanes to afford the title compound as a colorless oil (50.9
g, 90.5%). "H NMR (500 MHz, CDCls): 7.28-7.21 (m, 7H), 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.92 (s,
2H), 4.77-4.59 (m, 2H), 3.89-3.84 (m, 1H), 3.81 (s, 3H), 2.30-2.22 (m, 2H), 1.95 (m, 1H), 1.91-
1.85 (m, 1H), 1.57-1.50 (m, 1H), 0.89 (s, 9H), 0.06 (s, 3H), -0.15 (s, 3H). LC-MS: m/z (ES)
468.1 (MH)", 490.0 (MNa)*.

Step F: 4-methoxybenzyl [(1R)-1-[(R)-{[fert-butyl(dimethy])silylloxy} (phenyl)methyl]-5-
(4-nitrophenyl)pent-4-yn-1-yl]carbamate
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>Ld o

\/©/OM9
o
ps
S
\/\@\NO2

To a solution of acetylene (from Step E, 40g, 80 mmol) and 4-iodonitrobenzene
(21.8 g, 88 mmol) in anhydrous DMF (500 ml) was added triethylamine (111 mL, 797 mmol).
Pd(dppf)Cl; (1.95 g, 2.39 mmol) and copper(I) iodide (910 mg, 4.78 mmol) was added and the
mixture degassed with nitrogen (bubble 15 min) and the resulting solution stirred at room
temperature for 5 h. The mixture was poured into water (1200 m) and extracted with EtOAc (3 x
300 mL). The combined organics were then washed with water (2 x 500 mL), sat. NaCl (200
mL), dried over magnesium sulfate, filtered and evaporated under vacuum. Residue was purified
by MPLC (Horizon Biotage 2x Flash 65i) eluting with a gradient of 0-30% ethyl acetate in .
hexane to give 41g (84%) as a dark red oil. %). '"H NMR (500 MHz, CDCl3): 8.11-8.04 (i, 2H),
7.94-8.01 (m, 1H), 7.38-7.21 (m, 8H), 6.87 (d, /= 8.4 Hz, 2H), 4.98 (s, 2H), 4.77-4.59 (m, 2H),
4.00-3.95 (m, 3H), 3.81 (s, 3H), 2.56 (t, ] = 7.1 Hz, H = 2H), 2.00-1.95 (m, 1H), 1.66-1.61 (mm,
1H), 0.93 (s, 9H), 0.10 (s, 3H), -0.10 (s, 3H). LC-MS: m/z (ES) 589.3 (MH)", 611.2 (MNa)".

Step G: 4-methoxybenzyl [(1R)-1-[(R)-{[fert-butyl(dimethyl)silylJoxy}(phenyl)methyl]-5-
(4-nitrophenvl)-4-oxopentyl]carbamate

{ \/©/OM9
~Stg OYO
@/‘\/NH NO,
m

To a solution of nitropheny! acetylene (from Step F, 41 g, 65.5 mmol) in DMF
(40 ml) was added pyrrolidine (14 mL, 196.5 mmol) and the resulting mixture heated at 80°C for
3 h. The mixture was cooled to room temperature and a 10% solution of acetic acid in water (110

ml) was added, and the resulting solution stirred at room temperature for another 3 h. The
mixture was poured into water (300ml) and extracted with EtOAc (3 x 250 ml); combined
EtOAc layers were washed with water (2 x 250ml), sat. NaCl (100mi), dried over MgSQy,
filtered and evaporated. The residue was purified by Horizon Flash 75 eluting with a gradient
rising from 100% Hexanes to 50% EtOAc in Hexanes to give 34 g (81%) as a dark orange oil.
'H NMR (500 MHz, CDCl;): 8.17-8.14 (m, 2H), 7.32-7.23 (m, 9H), 6.87 (d, /= 8.4 Hz, 2H),
4,96 (d,] =12.2 Hz, 1H), 4.90 (d, ] = 12.1 Hz, 1H), 4.72 (d, ] = 3Hz, 1H), 4.16-4.13 (m, 1H),
3.81 (s, 3H), 3.71-3.77 (m, 2H), 2.65-2.52 (m, 2H), 1.97-1.92 (m, 1H), 1.72-1.60 (m, 1H), 0.93
(s, 9H), 0.05 (s, 3H), -0.13 (s, 3H).
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Step H: (2R, 58)-2-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silylloxy}(phenylmethyl]-5-(4-

nitrobenzypvrrolidine(2R, 5R)-2-[(R)-{[tert-
butyl(dimethyDsilyl]oxy}(phenyl)methyl]-5-(4-nitrobenzyDpyrrolidine

|
Si. .
S ~Shg H
Z N\-j. N
—~ ’:‘\J—D
isomer 1 NO, isomer 2

NO,

To a solution of MOZ protected ketone amine (from Step G, 34 g, 56 mmol) in
DCM (350ml) was added TFA (256ml) and the resulting mixture stirred at room temperature for
1.5 h. The solution was evaporated under vacuum and residue partitioned between DCM and-
sat. NaHCOj3. The organic layer was dried over MgSQy, filtered and evaported. The residue was
dissolved in MeOH (750 ml) and cooled to 0°C via ice/water bath. Sodium cyanobdrohydn'de
(21.2 g, 337 mmol) was then added and the resulting mixture was stirred overnight to allow to
warm to room temperature. The mixture was quenched by addition of water and the organics
removed under vacuum. The aqueous layer was then extracted with EtOAc (x2) and the
combined EtOAc layers washed with sat. NaCl, dried over MgSOy, filtered and evaporated
under vacuum. The residue was purified by column chromatography on silica (eluent: gradient
rising from 100% Hexanes to 35% EtOAc in Hexanes) to give 16.4 g (63.4%) of the first isomer,
(2R, 58)-2-[(R)~{[tert-butyl(dimethyl)silyljoxy} (phenyl)methy!]-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine,
and 3.1 g (12%) of the second isomer (2R, 5R)-2-[(R)-{[tert-
butyl(dimethyl)silyloxy} (phenyl)methyl}-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine.
Isomer 1: LC-MS: m/z (ES) 427.3 (MH)"
Isomer 2: LC-MS: m/z (ES) 427.3 (MH)*

Step I: Tert-butyl (2R, 58)-2-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy}(phenyl)methyl]-5-(4~
nitrobenzylpyrrolidine-1 -carboxvlate

|
/SI\O

Ry

NO,
To a solution of fert-butyl (2R, 55)-2-[(R)-{[tert
butyl(dimethyl)silylJoxy} (phenyl)methyl]-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine-1-carboxylate (12 g, 42.5
mmol) in anhydrous THF was added Boc anhydride (9.3 g, 42.5 mmol) followed by TEA (17.76
mL, 127.4 mmol) and the resulting solution stirred at room temperature under nitrogen
atmosphere for 2 h. The mixture was washed with water (100 mL) and extracted with ethyl
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acetate (2 x 200 mL). The organics were dried over sodium sulfate, filtered, and concentrated
under vacuum. The residue was purified via Horizon Biotage MPLC (65i silica gel column)
eluting with a gradient of 20-75% ethy! acetate in hexane to afford the desired product. LC-MS:

m/z (ES) 527.3 (MH)", 549.2 (MNa)".

Step I Tert-butyl (2R, 5R)-2-[(R)-{[tert-butyl(dimethy])silylloxy} (phenylmethyl]-5-(4-
nitrobenzvpyrrolidine-1-carboxylate

1

~Sig Oz/o#/

NO,

Prepared in the same manner as Step I but replacing the cis pyrrolidine isomer
with the trans isomer, (2R, 5R)-2-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy}(phenyl)methyl]-5-
(nitrobenzyl)pyrrolidine. LC-MS: m/z (ES) 527.3 (MH)", 549.2 (MNa)".

Step K. Tert-butyl (28, 5R)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl(dimethv])silyl
oxy}(phenvl)methvl]pyrrolidine- 1 -carboxvlate (i-4a):

>l

S f_:

i-4a
NH,

A 500 mL pair shaker flask was charged with 10% Pd/c (4.75 g) and to this was
added 100 mL of methanol to cover the catalyst. A solution of the nitro intermediate from Step I
(8.5 g, 18.5 mmol) in methanol (80 mL) was then added to the suspension, followed by 15.4 mL
of 1.0 M hydrogen chloride in methanol solution. The reaction vessel was set under 50 PSI
hydrogen gas and the mixture aggitated overnight. An aliquot was taken and analyzed through
the LC-MS which showed complete reaction.

The catalyst was filtered off using celite and washed with methanol (2 x 100 mL).
The filtrate was concentrated to dryness and the product was purified via Horizon MPLC (65i
silica column) eluting with a gradient rising from 0% to 30% ethyl acetate in hexane to afford the
title compound (6.2g, 72%). m/z (ES) 497 (MH)*, 397 (M-Boc)*. "HNMR (500 MHz, CDCls)
8: 7.38-7.29 (m, 5H), 6.76-6.68 (m, 2H), 6.55-6.50 (m, 2H), 5.52-5.49 (m, 1H), 5.30-5.27 (m,
1H), 4.15-4.05 (m, 2H), 3.86-3.81 (m, 1H), 3.76-3.71 (m, 1H), 3.55-3.47 (m,2H), 2.74 (br d, T =
11.7 Hz, 1H), 2.44 (br d, J = 11.7 Hz, 1H), 2.05-1.93 (m, 1H), 1.90-1.83 (m, 1H), 1.60 (s, 9H),
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1.50-1.42 (m, 1H), 1.31-1.21 (m, 2H), 1.10-1.02 (m,1H), 0.95 (s, 9H), 0.92 (d, J = 11.8 Hz, 1H),
0.13 (br d, J = 14.0 Hz, 3H), -0.05 (s, 3H)

Step L: Tert-butyl (2R, SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-{(R)-{[tert-
5 butyl{dimethyl)silylloxyv}(phenylimethyllpyrrolidine-1-carboxylate (i-4b)
i o
— '\O o)
T

NH,

Prepared in the same manner as Step K but replacing the cis pyrrolidine isomer
with the trans isomer, Terr-butyl (2R, SR)-2-[(R)-{{tert-
butyl(dimethyl)silyljoxy} (phenyl)methyl}-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine-1-carboxylate. m/z (ES)

10 497 (MH)*, 397 (M-Boc)*. 'HNMR (500 MHz, CDCL) 6: 7.41-7.30 (m, 5H), 6.73-6.67 (m,
2H), 6.56-6.50 (m, 2H), 5.52-5.48 (m, 1H), 5.33-5.28 (m, 1H), 4.15-4.06 (m, 2H), 3.86-3.81 (m,
1H), 3.76-3.70 (m, 1H), 3.59-3.46 (m,2H), 2.72 (br d, J = 12.0 Hz, 1H), 2.44 (br d, J = 12.0 Hz,
1H), 2.05-1.93 (m, 1H), 1.90-1.82 {m, 1H), 1.64 (s, 9H), 1.49-1.42 (m, 1H), 1.32-1.20 (m, 2H),

1.10-1.02 (m,1H), 0.95 (s, 9H), 0.14 (br d, J = 13.7 Hz, 3H), 0.10 (s, 3H).

15

The following intermediates were prepared from the appropriate starting materials using the
procedures described above for intermediate i-4a.

>l

Si O
- ~0 Yo%
B
NH,
Intermediate Ar Calc. Mass MS (e/z) (MH)*
£
i-dc \OE’ 51430 515.30
\ -~
i-4d Y 51430 51530
F
. i |
i-de 532.30 533.30
F
F
i-4f FD‘%’ 532.30 533.30

20 The following intermediates were prepared from the appropriate starting materials using the
procedures described above for intermediate i-4b.
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Si 0
— \O Yo%
Ar/'\:h‘)’@
NH,
Intermediate Ar Calc. Mass MS (e/z) (MH)"
F.

i-4g B 514.30 515.30
i-4h AE 514.30 515.30

INTERMEDIATE 5
Tert-butyl(5R)-2-(4-aminobenzyl)-3-[(R)-{[tert-butyl(dimethy])silyl]oxy}
(3-chlorophenyl)methyl]pyrrolidine-1-carboxylate (i-5)

S

NH,

Step A: 4-({(5R)-5-[(R)=([tert-butyl(dimethyl)silylJoxy }(3-
chlorophenyDmethyllpyrrolidin-2-yl }methylaniline

S

/Si\O

C'T@H”J’D

NH,

To a solution of 100 mg (0.15 mmol) of benzyl{4-[(3E, 5R, 6R)-5-
{[(benzyloxy)carbonyl]amino-6-{[fert-butyl (dimethyl)silyl}oxy}-6-(3-chlorophenyl)-2-oxohex-
3-en-1-yl]phenyl}carbamate (from Step A, i-3) in 8 mL ethyl acetate was added 10% palladium
on carbon and the suspension was set under hydrogen atmosphere via a balloon of hydrogen gas.
The reaction was stirred under hydrogen for 8 h at room temperature. The catalyst was filtered
off using a Gilmen 0.45 uM PTFE syringe filter and washed with ethyl acetate (4 x 2 mL). The
filtrate was concentrated to dryness under vacuum and the residue purified by preparative plate
(1000 uM) eluding with 5% methanol in dichloromethane to afford the title compound (33 mg,
51%). m/z (ES) 430, 432 (M, M+2) ",
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Step B: Tert-butyl(5R)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl(dimethyDsilylloxv3(3-

chlorophenyDmethyl]pyrrolidine-carboxylate (i-5)

To a solution of 33 mg (0.07 mmol) of 4-({(5R)-5-[(R)-([¢er?-
butyl(dimethyl)silyl]oxy} (3-chlorophenyl)methylpyrrolidin-2-yl} methyl)aniline in 1 mL of
anhydrous THF (from Step A) was added fert-butyl carbonate (15.3 mg, 0.07 mmol), followed
by TEA (13 uL, 0.07 mmol) and the resulting solution stirred at room temperature under nitrogen

atmosphere overnight. The reaction mixture was put directly on a preparative plate (500 uM)
and eluted with 30% ethyl acetate in hexane to afford the title compound (25 mg, 78%). m/z (ES)
530, 532 (M, M+2)", 430, 432 (M-Boc, M-Boc+2)".

INTERMEDIATE 6
4-{4-[4-(Trifluoromethyl)phenyl]-1,3-thiazol-2-yl} benzenesulfonyl chloride (i-6

CF,

Intermediate 6 can be prepared according to published procedures, for example,
Ikemoto et al., Tetrahedron 2003, 59, 1317-1325.

INTERMEDIATE 7
2-Methyl-5.6-dihydro-4H-cyclopenta [a] [1.3] thiazole-4-carboxvlic acid (i-7)

O

HO N

=

Step A: Ethyl 2-methyl-5,6-dihvdro-4H-cyclopenta [a] [1.3] thiazole-4-carboxylate

To a solution of ethyl 2-oxocyclopentane-2-carboxylate (56 g, 359 mmol) in
chloroform (500 mL) cooled at 0°C was added bromine (18.5 mL, 359 mmol) over ~20 min.
After complete addition mixture allowed to warm to room temperature and stirred overnight.

Nitrogen gas bubbled through mixture for 90 min to remove most of HBr. Washed with water
(500 mL), sat. NaHCO3 (250 mL), sat. NaCl (200 mL), dried over MgSOy, filtered and

evaporated. Residue dissolved in EtOH (500 mL) and thioacetamide (26.9 g, 359 mmol) added,
mixture stirred at room temperature for 1 h then at reflux overnight. The mixture was cooled and
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evaporated, and the residue partitioned between DCM and sat. NaHCO3, organic layer washed
with sat. NaCl, dried over MgSQy, filtered and evaporated. The Residue purified by MPLC

(Biotage Horizon: 2 x FLASH 65i) eluent: 100% Hexanes (450 mL), gradient rising from 100%
Hexanes to 25% EtOAc in Hexanes (1400 mL), then 25% EtOAc in Hexanes to give the title
compound (32 g, 42%) as a dark oil. 'HNMR (500 MHz, CDCls) 6: 4.22 (g, J = 7.0 Hz, 2H),
3.96 (m, 1H), 3.04 (m, 1H), 2.88 (m, 1H), 2.76 (m, 2H), 2.70 (s, 3H), 1.30 (t, ] = 7.0Hz, 3H).

Step B: 2-Methyl-5.6-dihydro-4H-cyclopenta [ ] [1,3] thiazole-4-carboxylic acid (i-7)
To a solution of 31.5 g (149 mmol) of ethyl 2-methyl-5,6-dihydro-4 H-cyclopenta

[a] [1,3] thiazole-4-carboxylate in THF (450 mL) and methanol (100 mL) (from step A) was

added a solution of lithium hydroxide (149 mL of a 1M solution, 149 mmol) and the resulting

mixture stirred at room temperature for 3 h. Organics removed by evaporation and aqueous
residue extracted with Et5O (2 x 250 mL) and acidified to pH 3 by the addition of 1 M HCI

(~170 mL) and saturated with solid NaCl. Extracted with DCM (3 x 250 mL), combined DCM
layers dried over MgSQy, filtered and evaporated. Extracted with DCM (3 x 250 mL),

combined DCM layers dried over MgSQy, filtered and evaporated. Residue triturated with

acetonitrile, filtered and dried to give the title compound (7.1 g, 26%) as an off white solid.
THNMR (500 MHz, CDCls) 8: 11.75 (br s, 1H), 4.02 (m, 1H), 3.00 (m, 1H), 2.90-2.66 (m, 6H).

INTERMEDIATE 8
2-[(Tert-butoxycarbonylamino]-5,6-dihydro-4 H-cyclopenta [ ] [1,3] thiazole-4-carboxylic acid

(-8)

o)
H
HO N N
NN -0
et as
i-8
Step A: Ethyl 2-amino-5.6-dihydro-4H-cyclopenta [e] [1.3] thiazole-4-carboxylate

O
EtO N NH,
o

Prepared in the same manner as intermediate (i-7) replacing the thioacetamide in
Step A with thiourea. "HNMR (500 MHz, CDCly) 8: 5.30 (br s, 2H), 4.21 (q, T = 7.0, 2H), 3.81
(m, 1H), 2.91 (m, 1H), 2.78 (m, 1H), 2.66 (m, 2H), 1.30 (t, ] = 7.0, 3H).

Step B: Ethyl 2-[{tert-butoxycarbonylamino]-5.6-dihydro-4 H-cyclopenta [a] [1.3

thiazole~-4-carboxylate

0]
H
EtO NN 0
Re e
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To a solution of 230 mg (1.08 mmol) of ethyl 2-amino-5,6-dihydro-4H-
cyclopenta ] [1,3] thiazole-4-carboxylate in dichloromethane (5 mL) (from step A) was added
di-fert butyldicarbonate (236 mg, 1.08 mmol), triethylamine (0.15 mL, 1.08 mmol) and DMAP
(13 mg, 0.11 mmol) and the resulting mixture stirred at room temperature for 2 h. Mixture
washed with IN HCI (10 mL), sat. NaCl (5 mL), dried over MgSOy, filtered and evaporated.
Residue purfied by MPLC (Biotage Horizon: FLASH 25+8) eluent: 100% Hexanes (100 mL),
gradient 0-15% EtOAc in Hexanes (500 mL) then 15% EtOAc in Hexanes (500 mL) to give the
title compound (160 mg, 47%) as a white foam. 'HNMR (500 MHz, CDCls) 8: 9.23 (br s, 1H),
4.17 (q, T =7.1 Hz, 2H), 3.95 (t, ] = 6.6 Hz, 1H), 3.04 (m, 1H), 2.86 (m, 1H), 2.76 (m, 2H), 1.55
(s, 9H), 1.23 (t, T = 7.1 Hz, 3H).

Step C: 2-[(Tert-butoxycarbonyl)amino]-5.6-dihydro-4 H-cyclopenta [ o] {1.3] thiazole-4-

carboxylic acid (i-8)

v Prepared from ethyl 2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3,6-dihydro-4 H-cyclopenta
[a] [1,3] thiazole-4-carboxylate (from step B) using a procedure analogous to that found in
intermediate (i-7) step B. '"HNMR (500 MHz, CDCl3) 8: 3.96 (m, 1H), 3.06 (m, 1H), 2.88 (m,
2H), 2.71 (m, 1H), 1.55 (s, 9H).

INTERMEDIATE 9
2-(4-Fluorophenyl)-5.6-dihydro-4H-cyclopenta [a] [1.3] thiazole-4-carboxvlic acid (1-9)

Prepared using procedures analogous to those found in intermediate 7 (i-7)
replacing thioacetamide with 4-fluorothiobenzamide in step A. "HNMR (500 MHz, DMSO-d6)
8: 7.90 (m, 2H), 7.29 (t, ] = 8.7, 2H), 3.81 (m, 1H), 2.99 (m, 1H), 2.86 (m, 1H), 2.70-2.58 (m,
2H).

INTERMEDIATE 10
2-Methyl-4.5.6.7-tetrahvdro-1,3-benzothiazole-4-carboxvlic acid (3-10)

HO
~F°

Ty

(i-10)

Step A: Ethyl 2-methyl-4.5,6.7-tetrahydro-1,3-benzothiazole-4-carboxylate
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To a solution of ethyl 2-oxocyclohexanecarboxylate (15 g, 88 mmol) in
anhydrous diethy] ether (40 mL) cooled at 0°C was added bromine (4.5 mL, 88 mmol) dropwise

over 15mins. After complete addition mixture allowed to warm to room temp over 90 min.
Mixture diluted with EtOAc (100 mL) and washed with sat. NaHCO3, sat. NaCl, dried over

MgSOy, filtered and evaporated. Residue taken up in ethanol (100mL) and thioacetamide (6.6 g,
88 mmol) added. Mixture stirred at room temp for 1 h then at reflux overnight. Mixture
evaporated and residue partitioned between sat. NaHCO3 and DCM. Organic layer dried over
MgSQy, filtered and evaporated. Residue purified by MPLC (Biotage Horizon: FLASH 65i)

eluent: 100% Hexanes (500 mL), gradient 0 to 25% EtOAc in Hexanes (1200 mL) then 25%
EtOAc in Hexanes (1200 mL) to give the title compound (6.14 g, 31%) as a pale orange oil.
'HNMR (500 MHz, CDCl3) 8: 4.22 (g, J = 7.1, 2H), 3.84 (1, ] = 5.5, 1H), 2.80 (m, 1H), 2.73 (m,
1H), 2.65 (s, 3H), 2.18 (m, 1H), 2.11-1.95 (m, 2H), 1.85 (m, 1H), 1.29 (t, I = 7.1, 3H).

Step B: 2-Methyl-4.5.6.7-tetrahydro-1.3-benzothiazole-4-carboxylic acid (i-10)

Prepared from ethyl 2-methyl-4,5,6,7-tetrahydro-1,3-benzothiazole-4-carboxylate
(from step A) according to the procedure outlined in intermediate (i-7) step B. "HNMR (500
MHz, CDCls) 8: 9.26 (br s, 1H), 3.81 (q, J =7.3 and 5.9, 1H), 2.75 (m, 2H), 2.68 (s, 3H), 2.24
(m, 1H), 2.18-2.01 (n, 2H), 1.82 (m, 1H).

INTERMEDIATE 11
2-[(Tert-butoxycarbonyllamino]-4,5.6.7-tetrahydro-1.3-benzothiazole-4-carboxvlic acid (i-11)

HO._.O
2
5[}‘“%0

-11)

Step A: Ethyl 2-amino-4.5.6.7-tetrahydro-1.3-benzothiazole-4-carboxylate

EtO.__O
N

{ D>—NH,
S

Prepared according to the procedures outlined in intermediate 10 (i-10) step A
replacing thioacetamide with thiourea. "HNMR (500 MHz, DMSO-d6) &: 9.28 (br s, 2H), 4.11
(q,J=173,2H),3.71 (t,] = 5.0, 1H), 2.57-2.39 (m, 2H), 1.90 (m, 2H), 1.78 (m, 1H), 1.59 (m,
1H), 1.17 (t, J = 7.3, 3H).
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Step B: 2-[(Tert-butoxycarbonyl)amino}-4.5.6.7-tetrahydro-1.3-benzothiazole-4-

carboxylic acid (i-11)

Prepared from ethyl 2-amino-4,5,6,7-tetrahydro-1,3-benzothiazole-4-carboxylate
(from step A) according to the procedures outlined in intermediate 8 (i-8) steps B and C.
'HNMR (500 MHz, CDCl3) 8: 3.70 (t, J = 5.2, 1H), 2.74 (m, 1H), 2.64 (m, 1H), 2.25 (m, 1H),
2.10-1.94 (m, 2H), 1.87 (m, 1H), 1.55 (s, 9H).

INTERMEDIATE 12
Indan-1-carboxvlic acid (i-12)

O

HOW

Prepared according to the literature procedure Journal of Organic Chemistry
(2000), 65(4), 1132-1138.

INTERMEDIATE 13a AND INTERMEDIATE 13b

Tert-butyl (25, 5R)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-hydroxy(phenyl)methyl
pyrrolidine-1-carboxylate (i-132a);

Tert-butyl (2R, SR)-2-(4-aminobenzyl)-3-[(R)-hydroxy(phenyl)methyl]

pyrrolidine-1-carboxylate (i-13b)

o O?—O on Oy-©
> o

NH,

Step A: Tert—-butyl (4R, SR)-2. 2-dimethyl-4-{(1E)-3-0xoprop-1-en-1-y1]-5-phenyl-1. 3-
" oxazolidine-3-carboxvlate

To a solution of tert—butyl (4S, SR)-4-formyl-2, 2-dimethyl-5-phenyl-1,3-
oxazolidine-3-carboxylate (20.9, 89.1 mmol) in CH,Cl; (150 mL) was added
(triphenylphosphoranylidene) acetaldehyde (27.1 g, 89.1 mmol) and the resulting mixture was
stirred at ambient temperature for 40 h. After removal of 1/3 of the solvent, hexanes was

generously added and the resulting solid was filtered off. Flash chromatography on a Biotage
Horizon® system (silica gel, 0 to 20% ethyl acetate in hexanes gradient then 20% ethyl acetate
in hexanes) gave 16.3 g (72%) of the title compound as a yellow oil. LC/MS 354.3 (M+23).

30-
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Step B: Tert=butyl (4R, 5K)-2, 2-dimethvl-4-(3-oxopropyl)-5-phenvl-1. 3-oxazolidine-3-

carboxylate
Y

"\ NH

e !
\\~\~O
To a solution of terr-butyl (4R, 5R)-2,2-dimethyl-4-[(1 E)-3-oxoprop-1-en-1-yl]-

5 5-pbenyl-1,3-oxazolidine-3-carboxylate (19.6 g, 59.1 mmol) (from Step A) in acetone (150 mL)

was added 1.9 g of 10% Pd/C and the resulting suspension was stirred under a hydrogen balloon

at ambient temperature for 24 h. The solid was filtered off on celite and the filtrate concentrated

under vacuum. The residue was purified by flash chromatography on a Biotage Horizon®

system (silica gel, 0 to 20% ethyl acetate in hexanes gradient then 20% ethyl acetate in hexanes)

10 to afford 11.5 g (58%) of the title compound as a colorless oil. LC/MS 356.3 (M+23).

Step C: Tert-butyl (4R, SR)-2, 2-dimethyl-4-[(3F)-4-(4-nitrophenyl)but-3-en-1-y1]-5-
phenvl-1, 3-oxazolidine-3-carboxvlate and tert-butyl (4R. SR)-2. 2-dimethv]-4-
[(32)-4-(4-nitrophenyl)but-3-en-1-v1]-5-phenyi-1, 3-oxazolidine-3-carboxvlate

Q NH
NO
To a solution of tert—butyl (4R, 5R)-2, 2-dimethyl-4-(3-oxopropyl)-5-phenyl-1, 3-
oxazolidine-3-carboxylate (10.0 g, 30.0 mmol) from Step B in CH,Cl; (200 mL) was added (4-

nitrobenzyl)triphenyl-phosphonium bromide (21.5g, 45,0 mmol) followed by Et;N (8.36 mL,
60.0 mmol). The red reaction mixture was stirred at ambient temperature for 48 h. Hexane (200

15

20 mlL) was poured into the reaction mixture and the solid was filtered off. Flash chromatography
on a Biotage Horizon® system (silica gel, 0 to 10% ethy! acetate in hexanes gradient then 10%
ethyl acetate in hexanes) afforded 10.7 g (79%) of the title compounds (cis frans mixture) as pale
yellow foam. LC/MS 475.4 (M+23).

25 StepD: Tert-butyl (2R, 55)-2-[(R)-hydroxy(phenylmethyl]-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine-
1-carboxylate and rert-butyl (2R, SR)-2-I(R)-hydroxy(phenyl)methyl]-5-(4-
nitrobenzyDpyrrolidine-1-carboxylate

OH YO OH YO
b b

231-
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To a solution of the above cis/trans mixture (7.86 g, 17.4 mmol) from Step C in
ethyl acetate (100 mL) was added 50 mL of 2N HCl solution and the resulting mixture was
stirred at ambient temperature for 2 h then heated to 45°C for 3 h. The volatiles were removed
under reduced pressure. The resulting white solid was dissolved in N, N-dimethylformamide
(100 mL) and 15.1 mL (86.7 mmol) of Pr;Net was added. The reaction mixture was stirred at
ambient temperature for 7 h. Di-terz-butyl dicarbonate (4.55 g, 20.8 mmol) was then added and
the reaction mixture was stirred at ambient temperature overnight. Water (200 mL) was added
and it was extracted with ethyl acetate (200 mL x 3). The combined organic layers were dried
over Na;SOy, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
flash chromatography on a Biotage Horizon® system (silica gel, 0 to 30% ethyl acetate in
hexanes gradient) to afford 1.61 g (22%) of the title compounds rert-butyl (2R, 58)-2-[(R)-
hydroxy(phenyl)methyl]-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine- 1 -carboxylate-{cis)-and 3.9 g (54%) of"
tert-butyl (2R, SR)-2-[(R)-hydroxy(phenyl)methyl]-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine-1-carboxylate
(trans). LC/MS 435.4 (M+23).

Step E: Tert-butyl (25, SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-[(R)-
hydroxy(phenyhmethyllpyrrolidine-1-carboxylate (i-13a)

To a solution of the above (cis) fert-butyl (2R, 55)-2-[(R)-
hydroxy(phenyl)methyl]-5-(4-nitrobenzyl)pyrrolidine-1-carboxylate (1.51 g, 3.66 mmol) from
Step D in ethanol (20 mL) was added 0.15 g of 10% Pd/C and the resulting suspension was
stirred under a hydrogen balloon at ambient temperature for 5 h. Filtration through celite and
removal of the solvent gave 1.40 g (100%) of the title compound as white foam which was used
without further purification. LC/MS 405.3 (M+23).

Step E: Tert-butyl (2R, SR)-2-(4-aminobenzyl)-3-[(R)-

hydroxy(phenylymethyl]pyrrolidine-1-carboxylate (i-13b)

To a solution of (#rans) tert-butyl (2R, SR)-2-[(R)-hydroxy(phenyl)methyl]-5-(4-
nitrobenzyl)pyrrolidine-1-carboxylate (3.90 g, 9.46 mmol) from Step D in ethanol (40 mL) was
added 0.4 g of 10% Pd/C and the resulting suspension was stirred under a hydrogen balloon at
ambient temperature for 6 h. The solid was filtered off through celite. After removal of the
solvent, flash chromatography on a Biotage Horizon® system (silica gel, 0 to 30% ethyl acetate
in hexanes gradient then 30% ethyl acetate in hexanes) afforded 2.30 g (64%) of the title
compound as a white foam. LC/MS 405.3 (M+23).

INTERMEDIATE 14
(285)-1-(1.3-benzothiazol-2-y])pyrrolidine-2-carboxvlic acid (i-14):
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COOH

5

To a solution of 28 mg (0.24 mmol) of L-Proline in N, N-dimethylformamide (3
mL) at ambient temperature was added 51 mg (0.24 mmol) of 2-bromobenzothiazole, 100 mg
(0.72 mmol) of potassium carbonate, and 6 mg (0.03 mmol) of copper iodide. The reaction
mixture was stirred at 100°C overnight. It was then filtered and purified by reverse-phase HPLC
(TMC Pro-Pac C18; 0-60% 0.1% trifluoroacetic acid in acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid in
water gradient). The pure fractions were lyophilized overnight to give 35 mg 60% of the title
compound as a light brown solid. "H NMR (DMSO-dq): § 7.78 (4, J = 8.0 Hz, 1 H), 745, J=
8.0Hz, 1 H),7.28 (1, J =78 Hz, 1 H), 7.08 (t,] =7.8 Hz, 1 H), 448 (d,] = 7.3 Hz, I H), 3.52-
3.61 (m, 2 H), 2.37 (m, 1 H), 2.01-2.11 (m, 3 H). LC/MS 249.3 (M+1)

INTERMEDIATE 44
Preparation of [(68)-4-0%0-4,6.7.8-tetrahydropyrrolo| 1.2-1pyrimidine-6-carboxylic acid (i-44)

Ho,c ©
N
|
N
Step A: Methyl [6(S)-4-0x0-4.6.7.8-tetrahydropyrrolo[1.2-Ipyrimidine-6-carboxvlate
o

N
Methyl (2S)-5-methoxy-3,4-dihydro-2 H-pyrrole-2-carboxylate (4.19 g, 26.6
mmol) and 3-azatricyclo{4.2.1 .0.%*Inon-7-en-4-one (2.4 g, 17.8 mmol) was heated at 110°C
overnight. Purification using a Biotage Horizon® system (0-100% ethyl acetate/hexanes

mixture) gave the title compound methyl [6(S)-4-0x0-4,6,7,8-tetrahydropyrrolo[1,2-
*Ipyrimidine-6-carboxylate and intermediate methyl (75)-9-0x0-3,8-
diazatetracyclo[9.2.l.02’10.04’8]tetradeca—3,12-diene~7—carboxylate. The intermediate was heated
at 150°C for 45 min to afford the title compound without further purification. LC/MS 195.2
(M+1).

Step B: imidine-6-carboxvlic acid

Methyl [6(S)-4-0x0-4,6,7 ,8-tetrahydropyrrolo[1,2-*]pyrimidine-6-carboxylate
(9.95 g, 51.2 mmol) in tetrahydrofuran (60 mL), methanol (40 mL) and a solution of lithium
hydroxide (3.32¢g, 77 mmol) in water (40 mL) was stirred at ambient temperature for 1 h. 2N
hydrochloric acid (38.5 mL) was added to neutralize the reaction mixture which was then
directly purified by reverse phase HPLC (TMC Pro-Pac C18; 0-40% 0.1% trifluoroacetic acid in
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acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid in water gradient). The O-alkylation product was eluted
fast. The pure fractions were collected and lyophilized overnight to afford the title compound as
a pale yellow solid. "H NMR (DMSO-dy): § 7.89 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 6.24 (d, ] = 6.6 Hz, 1H),
4.92 (dd, J=10.0, 3.1 Hz, 1H), 3.12-2.99 (m, 2H), 2.52 (m, 1H), 2.11 (m, 1H). LC/MS 181.2
(M+1).

INTERMEDIATE 46
(35)-5-0Ox0-1,2.3.5-tetrahvdroindolizine-3-carboxvlic acid (i-46)

HO oO

N
l

>

Step A: (35.98)-5-Ox%0-1.2.3.5.6.8a-hexahydroindolizine-3-carboxvlic acid methyl ester

O
_0 o

N
=
H

This intermediate was prepared according to the procedures found in: Hanessian,
S.; Sailes, H.; Munro, A.; Therrien, E. J. Org. Chem. 2003, 68, 7219 and Vaswani, R. G.;
Chamberlin, R. J. Org. Chem. 2008, 73, 1661.

Step B: Methyl (35)-5-0x0-1.2,3.5-tetrahydroindolizine-3-carboxylate
o o
N
« |

To a stirred solution of 0.850 g (4.06 mmol) of (35,95)-5-0x0-1,2,3,5,6,8a-
hexahydroindolizine-3-carboxylic acid methyl ester from step A above in 50 mL of
dichloromethane was added 6.30 g (72.5 mmol) of manganese(IV) oxide and the resulting
mixture was stirred for 12 h at reflux. The reaction was cooled to ambient temperature, filtered
through a pad of Celite®, and the solid was then washed with 100 mL of dichloromethane. The
filtrate was evaporated to dryness in vacuo and the residue was purified by silica gel
chromatography eluting with 10-50% ethy! acetate in hexanes gradient to afford the title
compound as a clear gum (0.47 g, 55 % yield). LC-MS: m/z (ES) 194 (MH)".

35)-5-0x0-1.2.3.5-tetrahydroindolizine-3-carboxvlic acid

HO

Stép C:

Yo
™.

To a stirred solution of 0.200 mg (1.00 mmol) of methyl (35)-5-0x0-1,2,3,5-
tetrahydroindolizine-3-carboxylate from step B above in 3 mL of THF was added 1.5 mL (1.5
mmol) of a 1.0 M aqueous LiOH solution. The resulting mixture was stirred for 2 h at ambient
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temperature then quenched with 2.0 mL (2.0 mmol) of a 1.0 M aqueous solution of hydrogen
chloride. All volatiles were evaporated in vacuo and the aqueous phase was extracted with a
30% IPA in chloroform mixture (3 x 5 mL). The combined extract were washed with brine,
dried over magnesium sulfate, filtered, and evaporated in vacuo to afford the title compound as a
white solid (0.17 g, 92%). 'H NMR (500 MHz, CD;0OD): § 7.53 (dd, J= 8.9, 7.1 Hz, 1H), 6.38-
6.35 (m, 2H), 5.11 (dd, J=9.7, 2.7 Hz, 1H), 3.23-3.12 (m, 2H), 2.62-2.53 (m, 1H), 2.35-2.30
(m, 1H). LC-MS: m/z (ES) 180 (MH)".

INTERMEDIATE 56
2-(3-methyi-1H-1.2.4-triazol-1-yDpropanoic acid (i-56)

o n

/
N
Ho/k(Nw

Step A: Tert-butyl 2-(3-methyl-1H-1,2.4-triazol-1-yl)propanoate
N
e J\rh’, N
103

To a solution of 3-methyl-1H-1,2,4-triazole (7.3 g, 88 mmol) in DMF (75 mL)
was added K,CO; (60.7 g, 439 mmol) and 2-bromopropionic acid fert-butyl ester (14.6 mL, 88
mmol). The reaction was stirred at room temperature overnight. The mixture was diluted with
EtOAc (500 mL), washed with water (x 3) then brine. Dried over MgSO4 and concentrated.
The residue was purified by column chromatography on silica gel, eluting with EtOAc/isohexane
(20 to 100%) to give 13 g of crude product as a 3:1 mixture of regioisomers. The mixture was
purified by Chiralcel OD with a gradient from 4% to 30% IPA/Heptane. Then the first two
peaks were separated with Chiracel OD column isocratically eluting with 4% IPA/Heptane. The

second peak was collected as the desired single stereoisomer (R or S) (2-(3-methyl-111-1,2,4-
triazol-1-yl)propanoic acid fert-butyl ester) (3.5 g, 19%). "H-NMR (500 MHz, CDCls) 5 8.05 (s,
1H),490(q,J=7Hz, 1 H), 2.35(s,3 H), 1.72(d, ] =7 Hz, 3 H), 1.40 (s, 9 H). ESI-MS
calculated for Ci10H;7N30,: Exact Mass: 211.13; Found 156.05 (-tBu).

Step B 2-(3-methyl-1H-1.2 4-triazol-1-yl)propanoic acid
o wl
Ho/u\’/ N\/N

Tert-butyl 2-(3-methyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl)propanoate (1.0 g, 4.7 mmol) was
dissolved in 4 M HC! in dioxane (100 mL) and stirred at room temperature overnight. The
product was concentrated under reduced pressure and dried under high vacuum to give (R or §)
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tert-butyl 2-(3 —methyl-'l H-1,2,4-triazol-1-yl)propanoate as the HCl salt (850 mg). ESI-MS
calculated for C¢HgN30O,: Exact Mass: 155.07; Found 156.05.

Compound 1
2-(2-Amino-1.3-thiazol-4-vl

ylimethylphenyllacetamide

H S
HO, N QI >—nw,

Step A: Tert-butyl (5R)-2-(4-{[(2-amino-1.3-thiazol-4-yacetyl]amion} benzyh-5-[(R)-
{[zert-butyl(dimethyl)silyljox henyDmethyl olidine-1-carboxylate

8m M%NH,

To a solution of 10 mg (5:1 mixture cis/trans, 0.02 mmol) of tert-butyl(5R)-2-(4-
aminobenzyl)-5-[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy } (phenylymethyl]pyrrolidine-1-carboxylate
(i-3) and (2-amino-1,3-thiazol-4-yDacetic acid (3.18 mg, 0.02 mmol) in 0.5 mL anhydrous DMF
was added a 0.5 M solution of HOAt in DMF (0.04 mL, 0.02 mmol) followed by EDC (5.8 mg,
0.03 mmol) and DIEA (3.5 uL, 0.02 mmol). The resulting mixture was stirred at room
temperature under nitrogen atmosphere for 16 h. The mixture was washed with water and

extracted with dichloromethane (2 x 2 mL). The organics were combined, dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative TLC plate
(500 uM) eluting with 5% MeOH in dichloromethane to afford the product (10.3 mg, 81%). m/z
(ES) 637 (MH)", 659 (MNa)".

Step B: 2-(2-Amino-1.3-thiazol-4-y1)-N-[4-({(5R)-
[(R)hydroxy(phenyl)methyllpyrrolidinyl }methyl)phenyllacetamide

H S,
- N N
H

‘To a solution of 7 mg (0.01 mmol) of tert-butyl (5R)-2-(4-{[(2-amino-1,3-thiazol-
4-yl)acetyl]lamion}benzyl)-5-[(R)-{[fert-butyl(dimethyl)silyljoxy} (phenyl)methyl]pyrrolidine-1-
carboxylate in 0.20 mL methanol (from Step A) was added 0.20 mL cone. HCI and the reaction

mixture stirred at room temperature for 1 h. Azeotrop with toluene (2x) to remove water. The
residue was taken up in acetonitrile/water/MeOH (9:1:1) and purified on the Gilson HPLC
eluting with a 0-50% gradient of acetonitrile/water with 0.05% TFA buffer. The fractions
containing the product were combined, frozen, and lyophilized to give a white foam (3.3 mg,
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71%). w/z (ES) 423 (MH) ™. (~5:1 mixture) 'HNMR (500 MHz, CD;0D) 6: 7.56 (brd,J =8.2
Hz, 2H), 7.44 (d, 7.8 Hz, 2H), 7.39 (t, } = 7.6 Hz, 2H) 7.35-7.32 (m, 0.8H) 7.32-7.29 (m, 0.2H
minor isomer), 7.26 (d, ] = 8.0 Hz, 1.7H), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 0.3H minor isomer) 6.67 and 6.66
(br s, 0.2/0.8H,totaling 1H). 4.72 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.80-3.70 (m, 4H) 3.14 (dd, ] = 6.1, 13.8
Hz, 1H), 2.95 (dd, ] = 9.1, 13.8 Hz, 1H), 2.08-2.00 (m, 1H), 1.86-1.74 (m, 3H).

Using the Biological Assays described herein, the human B3 functional activity of
Compound 1 was determined to be between 1 to 10 nM.

Compound 2

ylimethvDphenyl]acetamide

Step A: 2-amino-1,3-thiazol-4-yDacetylJamion} benzyl)-5-
[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silyl]oxv}(phenyDmethylipvrrolidine-1-carboxvlate

The title compound was prepared from ters-butyl (285, SR)-2-(4-aminobenzyl)-5-
[(R)-{[tert-butyl(dimethyl)silyl]oxy} (pheny)methyl]pyrrolidine-1-carboxylate (i-4a) and (2-
amino-1,3-thiazol-4-yl)acetic acid according to the procedure of Compound 1, step A. The
crude product was purified by preparative TLC plate eluting with 5% MeOH in dichloromethane
to afford the product (4.1 mg, 21%). m/z (ES) 637 (MH)", 659 (MNa)".

Step B: 2-(2-Amino-1.3-thiazol-4-yD)-N-[4-({(2S, 5R)-
[((hydroxy(phenyDmethylipyrrolidinyl }methyDphenyllacetamide

H S
o f~ gL
i———’ HE N
oy = N
H

The title compound was prepared from 4 mg of tert-butyl (25, 5K)-2-(4-{{(2-
amino-1,3-thiazol-4-yl)acetyl]amion}benzyl)-5-[(R)-{[tert-
butyl(dimethyl)silyl]oxy} (phenyl)methyl]pyrrolidine-1-carboxylate (from Step A) according to

the procedure of Compound 1, step B. The crude product was purified on the Gilson HPLC
eluting with a 0-50% gradient of acetonitrile/water with 0.05% TFA buffer. The fractions
containing the product were combined, frozen, and Iyophilized to give a white foam (3.3 mg,
71%). m/z (ES) 423 (MH)". "HNMR (500 MHz, CD;OD) &: 7.55 (br d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.44
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(d, 7.8 Hz, 2H), 7.39 (t, ] = 7.6 Hz, 2H) 7.35-7.33 (m, 1H), 7.25 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.65 (br
s,1H). 4.72 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 3.80-3.72 (m, 4H) 3.14 (dd, J = 6.1, 13.8 Hz, 1H), 2.96 (dd, T =
9.1, 13.8 Hz, 1H), 2.07-2.00 (m, 1H), 1.85-1.73 (m, 3H).

Using the Biological Assays described herein, the human B3 functional activity of
Compound 2 was determined to be between 1 to 10 nM.

Compound 3
2-Amino-N-[4-{((2S. 5R)-5-[(R)-hydroxv(pheny)methyllpyroolidin-2-yYmethyDphenyl

-5,6-dihydro-4H-cyclopenta [a] [1.3] thiazole-4-carboxamide

OH H
O T R ™
EE = m/u\é\/s

Step A: Tert-butyl-(2S. SR)-2-(4[({2-{(fert-butoxycarbonyl)amino]-5.6-dihydro-4 H-
cyclopenta [o] [1,31 thiazol-4-vl}carbonylaminolbenzyl}-5-{( R)-
hydroxy(phenyDmethyllpyrrolidine-1-carboxvlate

To a solution of 220 mg (0.58 mmol) of fert-butyl (28, 5R)-2-(4-aminobenzyl)-5-
[(R)-hydroxy(phenyl)methyl] pyrrolidine-1-carboxylate (i-13a) and 164 mg (0.58 mmol) of 2-
[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5,6-dihydro-4 H-cyclopenta [a] [1,3] thiazole-4-carboxylic acid (i-
8) in anhydrous DMF (5 mL) was added EDC (165 mg, 0.86 mmL), HOBt (132 mg, 0.86 mmol)
and Hunig's Base (0.3 mL, 1.7 mmol) and the resulting mixture stirred at room temperature
overnight. Poured into water (50 mL) and extracted with EtOAc (3 x 30 mL), combined EtOAc
layers washed with water (2 x 50 mL), sat. NaCl (25 mL), dried over MgSOy, filtered and
evaporated. Residue purified by MPLC (Biotage Horizon: FLASH 25+M) eluent: 100%
Hexanes (100 mL}), gradient 0 to 35% EtOAc in Hexanes (750 mL), then 35% EtOAc in
Hexanes (600 mL). Diastereoisomers separated by chiral HPLC on AD column (eluent:25%
IPA in Heptane) first eluting isomer (134 mg, 36%) second eluting isomer (126 mg, 34%) both
as white foams.

Step B: 2-Amino-N-[4-{((28, 5R)-5-[(R)-hydroxy(phenyhmethyl]pyroolidin-2-
yDmethylphenyl]-5.6-dihydro-4H-cyclopenta [a] [1.3] thiazole-4-carboxamide

oH H
| [ T © N H2
H
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To a solution of 126 mg (0.19 mmol) of tert-butyl-(2S, 5R)-2-(4[({2-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]-5,6-dihydro-4H-cyclopenta [a] [1,3] thiazol-4-
yl}carbonyl)amino]benzyl}-5-[( R)-hydroxy(phenyl)methyl]pyrrolidine-1-carboxylate (from step
A, second eluting isomer) in DCM (3 mL) was added trifluoroacetic acid (3.0 mL, 38mmol) the
resulting mixture stirred at room temperature for 4 h. The mixture was evaporated and passed
through an SCX cartridge eluting with 2 M NH3 in methanol to free up the base. Product

purified by PREP- TLC 2x [20 x 20cm x 1000micron] eluent: 15% MeOH in DCM + 1%
NH4OH and product lyophilized to give the title compound (65 mg, 75%) as a white fluffy solid.

m/z (ES) 449 (MH)*. "HNMR (500 MHz, DMSO-d6) &: 10.00 (s, 1H), 7.51 (d, J = 8.2, 2H),
7.30 (m, 4H), 7.21 (t, 1 = 6.9, 1H), 7.12 (d, ] = 8.2, 2H), 6.86 (s, 1H), 4.23 (d, ] = 7.3, 1H), 3.78

{m, FH), 3.21 (m, 1H), 3.10 (m, 1H) 2.78 (m, 1H), 2.66 (m, 2H), 2.57 (m, 2H), 2.49 (m, 1H),

1.59 (m, 1H), 1.40 (m, 1H), 1.39 (m, 2H).

Product from Step A [first eluting isomer] (134 mg, 0.207 mmol) was deprotected
in similar fashion to give the title compound (44 mg, 48%) as a white fluffy solid. m/z (ES) 449
(MH)".

Using the Biological Assays described herein, the human 3 functional activity of
Compound 3 was determined to be less than 1 nM.

Compounds 4-10
Using procedures similar to those described above, Compounds 4-10 were
prepared from the appropriate starling materials.

Using the Biological Assays described herein, the human 33 functional activity of
each compound was determined and shown in the following table.

HQ, N
>>*—%, : R
“, N
H

Compound R MW MS (ES) HUMAN £33
Number = . (MH)" BINDING
e
4 ‘;"T(\N)‘D 468.56 | 469.50 1-10NM
o
O
5 ﬁ/w*‘ 418.49 | 419.24 1~10NM
8] N§)
O
p Y 43253 | 43350 1-10NM
O
7 “J,AE\ | 468.56 | 469.52 1-10NM
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X
8 N7 N 418.50 419.48 1-10NM
S
(@]
9 \oﬁr«k)j 418.50 419.48 1 - 10NM
N
(0]
10 Y\'@ 417.51 418.50 1—10NM
O S

Compound 11
N-(4-(((28.5R)-5-((R)-hydroxy(phenyDmethylpyrrolidin-2-yDmethyDpheny])-2-(3-methyl-1H-

1.2 .4-triazol-1-ypropanamide

HO M "<
z & N)H/N\//
H

A mixture of i-13a (2.00 g, 5.23 mmol), 2-(3-methyl-1H-1,2 4-triazol-1-
yDpropanoic acid i-56 (1.00 g, 5.23 mmol), HOAt (1.307 mL, 0.784 mmol), and EDC (2.005 g,
10.46 mmol) in DMF (20 mL) was stirred at room temperature for 10 min. The reaction mixture

was quenched with aqueous sodium bicarbonate and extracted with EtOAc. The crude product
was purified by column chromatography (0-3% MeOH (10% NH40OH) in DCM. Afier
evaporation, the product was further purified by chiral HPLC (AD column, 30% IPA/Heptanes)
to give the pure boc protected intermediate, which was dissolved in a minimal volume of
dioxane and 4 M HCl in dioxane was added. After 2 h at room temperature, the reaction mixture
was concentrated under reduced pressure to give the HCI salt of the title compound. Basic
reverse phase HPLC (0.1% NH4OH in H,0, MeCN) yielded the desired free base of the title
compound. 'H-NMR (500 MHz, CD;0D) & 8.51(s, 1 H), 7.49 (d, J = 13 Hz, 2 H) 7.35-7.29
(m,4 H),7.26-7.20 (m ,4 H), 520 (q, J=7.5Hz, 1 H),4.20(d, = 7.5 Hz, 1 H), 3.27-3.22 (m, 2
H), 2.80-2.72 (m, 2 H), 2.34 (s, 3 H), 1.82 (d, = 7.5 Hz, 3 H), 1.79-173 (m, 1 H), 1.52-1.48 (m,
3 H). ESI-MS calculated for Cy4H39N50,: Exact Exact Mass: 419.23, found 420.35.

Using the Biological Assays described herein, the human B3 functional activity of
Compound 11 was determined to be between 1 to 10 nM.

Compounds 12 and 13

(3S)-N-[4-({(28.,5R)-5-[(R)-hydroxy(phenyl)methyl]pyrrolidin-2-y1} methyl)phenyl]-5-0xo-
1.2.3.5-tetrahydroindolizine-3-carboxamide (Compound 12) and (3R)-N-[4-({(25.5R)-5-[(R)-
1}methyl)phenyl]-5-0x0-1,2.3.5-tetrahydroindolizine-3-

carboxamide (Compound 13)
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©/'\/ \/\©\ : j Q N
Compound 12 )KED Compound 13 ﬁ iN)"':
Step A: Tert-butyl (2R.585)-2-[(R)-hydroxv(phenyDmethyl}-5-[4-({[(38)-5-0x0-1.2.3.5-

tetrahydroindolizin-3-yllcarbonyl}amino)benzyvllpyrrolidine-1-carboxylate
(isomer 1) and fert-butyl (2R,59)-2-[(R)-hvdroxy(phenymethyl]-5-[4-({[(3R)-5-
ox0-1,2.3.5-tetrahydroindolizin-3-yljcarbonyl} amino)benzvllpvrrolidine-1-

carboxylate (isomer 2)

OH Boc: O+ Boc

To a solution of 0.610 g (1.60 mmol) of Intermediate i-13a and 0.300 g (1.67
mimol) of Intermediate i-46 in 3.2 mL of anhydrous N, N-dimethylformamide under an
atmosphere of nitrogen was added 0.033 g (0.24 mmol) of 1-hydroxy-7-azabenzotriazole
followed by 0.336 g (1.75 mmol) of 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride. The resulting suspension was stirred at ambient temperature for 30 min,
quenched with water, and extracted with ethyl acetate (3 x 10 mL). The combined organic layers
were washed with brine, dried over magnesium sulfate, filtered and evaporated in vacuo. The
crude residue was purified by silica gel chromatography eluting with a 50-100% gradient of
ethyl acetate in hexanes to afford the title compounds as a mixture of diastereomers-in a 97:3
ratio. The two diastereomers were separated by chiral HPLC employing a Daicel
CHIRALPAK® AD® column (eluent: 40% IPA in Heptane). The first eluting diastereomer was
designated as Isomer 2 and is a colorless solid (0.020 g, 2.3%). LC-MS: m/z (ES) 544.2 (MH)".
The second eluting diastereomer was designated as Isomer 1 and is a colorless solid (0.650 g,
75%). LC-MS: m/z (ES) 544.2 (MH)".

Step B (Compound 12): (3S)y-N-[4-({(25.5R)-5-[(R)-hydroxy(phenyl)methyl ]pyrrolidin-2-
vl methyDphenvil-5-0x0-1.2.3.5-tetrahydroindolizine-3-carboxamide

Q&E&Y\@@

Compound 12

A solution of 0.500 g (0.920 mmol) of Isomer 1 from step A above in 2 mL of
isopropanol under an atmosphere of nitrogen was added 4.0 mL of a 4.0 M solution of anhydrous
hydrogen chloride in 1,4-dioxane. The reaction mixture was stirred for 1 h and then evaporated
to dryness in vacuo. The crude reaction mixture was purified by reverse phase HPLC (TMC
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Pro-Pac C18; 0-75% 0.01% trifluoroacetic acid in acetonitrile/ 0.01% trifluoroacetic acid in
water gradient). The pure fractions were lyophilized overnight then dissolved in a mixture of 10
mL of chloroform and 4 mL of a saturated aqueous bicarbonate solution. The biphasic mixture
was stirred vigorously for 10 min, then the layers were separated. The aqueous phase was
extracted with chloroform (3 x 10 mL) and the combined organic layers were washed with brine,
dried over magnesium sulfate, filtered and evaporated irn vacuo to afford the title compound
(Compound 12) as a white solid (0.39 g, 95%). "H-NMR (500 MHz, CDsOD) & 7.89 (s, 1 H),
7.54 (dd, J = 8.8, 7.2 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.34-7.29 (m, 4H), 7.26-7.23 (m, 1H),
7.20(d, J= 8.2 Hz, 2H), 6.38-3.36 (m, 2H), 5.24 (dd, /= 9.4, 2.8 Hz, 1H), 4.20 (d, /= 7.8 Hz,
1H), 3.35-3.23 (m, 3H), 3.19-3.12 (m, 1H), 2.82-2.71 (m, 2H), 2.60-2.51 (m, 1H), 2.37-2.32 (m,
1H), 1.79-1.72 (m, 1H), 1.52-1.43 (m, 3H). .LC-MS: nw/z (ES) 444.0 (MH)".

Step B (Compound 13): (3R)-N-[4-({(2S.5R)-5-[(R)-hydroxy(phenyDmethyl]pyrrolidin-2-
vl3methyDphenvll-5-0x0-1.2.3,5-tetrahydroindolizine-3-carboxamide

OH
N Q
N
H

* Compound 13

The same procedure was employed for the deprotection of Isomer 2 from Step A
above to afford the title compound (Compound 13) as a single diastereomer. LC-MS: m/z (ES)
444.0 (MH)".

Using the Biological Assays as described herein, the human B3 functional
activities of Compounds 12 and 13 were determined to be between 1 to 10-nM-and less than 1
nM, respectively.

Compound 14
(68)-N-[4-({(2S, SR)-5-[({R)-hydroxy(phenyl)methylipyrrolidin-2-yl}methyl)phenyl]-4-ox0-
4.6.7.8-tetrahydropyrrolo[ 1.2-alpyrimidine-6-carboxamide

OH

Step A: - Tert-butyl(2R, 58)-2-[(R)-hydroxy(phenyl)methyl}-5-[4-({{(6S5)-4-0x0-4.6.7.8-

tetrahydropyrrolof 1.2-aJpyrimidin-6- vl]carbonyl }amino)benzyllpyrrolidine-1-

carboxylate
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To a solution of i-13a (21.4 g, 55.9 mmol) in N,N-dimethylformamide (100 ml) at
0 °C was added [(6S5)-4-0x0-4,6,7.8-tetrahydropyrrolo[1,2-0]pyrimidine-6-carboxylic acid (i-44,
11.1 g, 61.5 mmol), followed by 1-hydroxybenzotriazole (7.55 g, 55.9 mmol), N-(3-
dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (16.1 g, 84.0 mmol) and N,N-
diisopropylethylamine (29.2 ml, 168 mmol). The reaction mixture was stirred from 0 °C to
ambient temperature for 2 h. Water (600 ml) was added and it was extracted with
dichloromethane (600 ml x 2). The combined organic layers were dried over Na;SO;. After
removal of the volatiles, the residue was purified by using a Biotage Horizon® system (0-5%
then 5% methanol with 10% ammonia/dichloromethane mixture) to afford the title compound
which contained 8% of the minor diastereomer. It was further purified by supercritical fluid
chromatography (chiral AS column, 40% methanol) to afford the title compound as a pale yellow
solid (22.0 g, 72%). "H NMR (CDCl;): §-9.61 (s, 1H), 7.93 (d,J = 6.6 Hz, 1H), 749 (d, }=8.4
Hz, 2H), 7.35-7.28 (m, 5H), 7.13 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 6.40 (d, ] = 6.7 Hz, 1H), 5.36 (4, J = 8.6
Hz, 1H), 4.38 (m, 1H), 4.12-4.04 (m, 2H), 3.46 (m,1H), 3.15-3.06 (m, 2H), 2.91 (dd, ] = 13.1,
9.0 Hz, 1H), 2.55 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 1.71-1.49 (m, 13H). LC-MS 567.4 (M+23).

Step B: (6S)-N-[4-({(2S, SR)-5-[(R)-hydroxy(phenyDmethyllpyrrolidin-2-
yl}methyvlphenyl]-4-0x0-4.6.7.8-tetrahydropyrrolo[1.2-alpyrimidine-6-
carboxamide

OH}:}
e N/U\EN)
. H ==N

To a solution of the intermediate from Step A (2.50 g, 4.59 mmol) in
dichloromethane (40 ml) was added trifluoroacetic acid (15 ml). The reaction mixture was
stirred at ambient temperature for 1.5 h. After removal of the volatiles, saturated NaHCO; was
added to make the PH value to 8-9. The mixture was then extracted with dichloromethane. The
combined organic layers were dried over Na;SO4. After concentration, crystallization from
methanol/acetonitrile afforded the title compound as a white solid (1.23g, 60%). 'H NMR
(DMSO-ds): 6 10.40 (s, 1H), 7.91 (d, ] = 6.7 Hz, 1H), 7.49 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.32-7.26 (m,
4H), 7.21 (m, 1H), 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.23 (d, } = 6.7 Hz, 1H), 5.11 (dd, ] = 9.6, 2.9 Hz,
1H), 5.10 (br, 1H), 4.21 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 3.20-3.00 (m, 4H), 2.66-2.51 (m, 3H), 2.16 (m, 1H),
1.57 (m, 1H), 1.38 (m, 1H), 1.29-1.23 (m, 2H). LC-MS 445.3 (M+1).

Using the Biological Assays as described herein, the human 3 functional activity
of Compound 14 was determined to be between 11 to 100 nM.

Compounds 15 — 29 were prepared using procedures similar to those described
above from the appropriate starting materials.
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Biological Assays for B3 Functional Activities: The following in vitro assays are suitable for

screening compounds that have selective B3 agonist activity:

Functional Assay: ¢cAMP production in response to ligand is measured according
to Barton, ef al. (1991, Agonist-induced desensitization of D2 dopamine receptors in human Y-
79 retinoblastoma cells. Mol. Pharmacol. v3229:650-658) modified as follows. cAMP
production is measured using a homogenous time-resolved fluorescence resonance energy

transfer immunoassay (LANCE™, Perkin Elmer) according to the manufacture's instructions.
Chinese hamster ovary (CHO) cells, stably transfected with the cloned B-adrenergic receptor (81,
32 or $3) are harvested after 3 days of subculturing. Harvesting of cells is done with Enzyme-
free Dissociation Media (Specialty Media). Cells are then counted and resuspended in assay
buffer (Hank's Balanced salt solution supplemented with SmM HEPES, 0.1% BSA) centaining a
phosphodiesterase inhibitor (IBMX, 0.6mM). The reactien is initiated by mixing 6,500 cells in 6
pL with 6 pl. Alexa Fluor labeled cAMP antibody (LANCE™ kit) which is then added to an
assay well containing 12 BL of compound (diluted in assay buffer to 2X final concentration).
The reaction proceeds for 30 min at room temperature and is terminated by the addition of 24 pL
detection buffer LANCE™ kit). The assay plate is then incubated for 1 h at room temperature
and time-resolved fluorescence measured on a Perkin Elmer Envision reader or equivalent. The
unknown cAMP level is determined by comparing fluorescence levels to a cAMP standard
curve.

The non-selective, full agonist $-adrenergic ligand isoproterenol is used at all
three receptors to determine maximal stimulation. The human B3 adrenergic receptor (AR}
selective ligand (S)-N-{4-[2-[[2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenoxy)propylJamino]ethyl]-phenyl}-4-
iodobenzenesulfonamide is used as a control in all assays. Isoproterenol is titrated at a final
concentration in the assay of 10-10 M to 10-5 and the selective ligand (S)-N-[4-[2-[[2-hydroxy-
3-(4-hydroxyphenoxy)propyl]amino] ethyl]phenyl]-4-iodobenzenesulfonamide is titrated at the
133 receptor at concentration of 10-10 M to 10-5 M. Unknown ligands are titrated at all 3 8-
adrenergic receptor subtypes at a final concentration in the assay of 10-10 M to 10-5 M to
determine the ECso. The ECs, is defined as the concentration of compound that gives 50%
activation of its own maximum. Data are analyzed using Microsoft Excel and Graphpad Prism
or an internally developed data analysis software package.

Binding Assay: Compounds are also assayed at the 1 and B2 receptors to
determine selectivity. All binding assays are run using membranes prepared from CHO cells
recombinantly expressing B1 or B2 receptors. Cells are grown for 3-4 days post splitting; the
attached cells are washed with PBS and then lysed in 1mM Tris, pH 7.2 for 10 min on ice. The
flasks are scraped to remove the cells and the cells then homogenized using a Teflon/glass
homogenizer. Membranes are collected by centrifuging at 38,000 x g for 15 min at 4°C. The
pelleted membranes are resuspended in TME buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 5 mM MgCl,, 2 mM
EDTA) at a concentration of 1 mg protein/mL. Large batches of membranes can be prepared,
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aliquoted and stored at -70°C for up to a year without loss of potency. The binding assay is
performed by incubating together membranes (2-5 pg of protein), the radiolabelled tracer 2°]-
cyanopindolol (‘**I-CYP, 45pM), 200 pg of WGA-PVT SPA beads (GE Healthcare) and the test
compounds at final concentrations ranging from 10-10 M to 10-5 M in a final volume of 200 puL
of TME buffer containing 0.1% BSA. The assay plate is incubated for 1 h with shaking at room
temperature and then placed in a Perkin Elmer Trilux scintillation counter. The plates are
allowed to rest in the Trilux counter for approximately 10 h in the dark prior to counting. Data
are analyzed using a standard 4-parameter non-linear regression analysis using either Graphpad
Prism software or an internally developed data analysis package. The ICs is defined as the
concentration of the compound capable of inhibiting 50% of the binding of the radiolabelled
tracer ("**I-CYP). A compound’s selectivity for the B3 receptor may be determined by
calculating the ratio (ICsp 1 AR, 32 AR)/(ECso 83 AR).

The p3-AR agonist and the antimuscarinic agent can be administered to the patient at .
a weight ratio of 500:1 to 1:50. In one embodiment, the weight ratio of the B3-AR agonist and the
antimuscarinic agent is 300:1 to 1:10. In another embodiment, the weight ratio is 300:1 to 1:1. In
another embodiment, the weight ratio is 150:1 to 1:1. In another embodiment, the weight ratio is
100:1 to 1:1. In yet another embodiment, the weight ratio is 150:1. In still another embodiment,
the weight ratio is 100:1.

The combination therapy may further comprise a selective M, antagonist in
addition to a 3-AR agonist and an antimuscarinic agent.

As used herein, the phrase "selective M, antagonist” is a compound which
antagonizes muscarinic M, subtype at greater than 10-fold selectivity as compared to another
muscarinic subtype, for example, M3 subtype. See Delmendo, Br J Pharmacol. 1989 Feb; 96(2)

: 457-64, which is incorporated herein by reference in its entirety, for discussions of selective
antagonists. ‘
In one embodiment, the selective M, antagonist is methoctramine.

Methoctramine is a polymethylene tetramine derivative having the following structure:

-~ ' —
S &
H
CHa

OCH,

+4HO! » H0

K.
N\/\H

fe ~2

In one embodiment, a method of treating OAB comprises administering to a patient
in need thereof a $3-AR agonist, an antimuscarinic agent, and a selective M, antagonist. In one
embodiment, the antimuscarinic agent has an My/Mj ratio of greater than about 40. In another
embodiment, the antimuscarinic agent has an M,/Mj ratio of greater than about 50. In one
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embodiment, the antimuscarinic agent is darifenacin. In one embodiment, the My/M; ratio is
measured using the receptor binding assays described in Ohtake-et al.

In one embodiment, a method of treating OAB comprises administering to a patient
in need thereof a $3-AR agonist, darifenacin, and methoctramine. In another embodiment, the 33-
AR agonist is selected from the compounds shown in Table 3. In another embodiment, the $3-AR

agonist is selected from the compounds shown in Table 4. In yet another embodiment, the $3-AR
OH

H
kA N 3 O O
— N)\Lb
agonist is selected from the group consisting of H ~ and

OH
2 \
e N

In a method wherein a $3-AR agonist, an antimuscarinic agent, and a selective M,
antagonist are administered to a patient, the $3-AR agonist can be pre-treated with the selective
M; antagonist. In one embodiment, the selective M; antagonist is methoctramine. In another
embodiment, the antimuscarinic agent is darifenacin. In another embodiment, the B3-AR agonist

Tin, ;

e
It

is pre-treated with methoctramine. In yet another embodiment, the pre-treated $3-AR agonist
with methoctramine is co~administered with darifenacin.

In one embodiment, the concentration of methoctramine for the pre-treatment is
0.1 - 10 uM. In another embodiment, the concentration of methoctramine for the pre-treatment
is 1 pM.

In the combination therapies described above, the B3-AR agonist, the antimuscarinic
agent, and the optional selective M, antagonist can be administered to a patient simultaneously,
sequentially or separately.

In one embodiment, the B3-AR agonist, the antimuscarinic agent, and the optional
selective M, antagonist are administered to the patient simultaneously. In another embodiment,
the B3-AR agonist, the antimuscarinic agent, and the optional selective M, antagonist are
administered to the patient separately. In yet another embodiment, B3-AR agonist, the
antimuscarinic agent, and the optional selective M, antagonist are administered to the patient
sequentially.

Suitable patients include, but are not limited to, people with overactive bladder or
lower urinary tract symptoms (LUTS). In one embodiment, the patient is a woman with OAB
conditions. In another embodiment, the patient is a menopausal woman with OAB conditions.

Another aspect of the present invention provides a combination pharmaceutical
composition comprising a f3-AR agonist, an antimuscarinic agent, and an optional selective M,
antagonist. Suitable B3-AR agonists, antimuscarinic agents, and selective M, antagonists are as
described above.
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Suitable amount of the B3-AR agonist in the combination composition is from
about 0.01 mg to abut 500 mg. In one embodiment, the amount of the B3-AR agonist is from
about 0.05 mg to abut 250 mg. In another embodiment, the amount is from about 0.1 mg to
about 150 mg. In another embodiment, the amount is from about 1 to about 100 mg. In yet
another embodiment, the amount is from about 1 to about 50 mg.

Suitable amount of the antimuscarinic agent in the combination composition is
from about 0.01 mg to abut 50 mg. In one embodiment, the amount of the antimuscarinic agent
is from about 0.05 mg to abut 12 mg. In another embodiment, the amount is from about 0.1 mg
to about 6 mg. In another embodiment, the amount is from about 0.2 to about 5 mg. In yet
another embodiment, the amount is from about 0.2 to about 3 mg.

Suitable amount of the selective M, antagonist is from about 0.01 mg to abut 50
mg. In one embodiment, the amount of the selective M, antagonist is from about 0.05 mg to
abut 15 mg.

In practical use, the B3-AR agonist, the antimuscarinic agent, and the optional
selective M, antagonist can be combined as the active ingredients in intimate admixture with a
pharmaceutical carrier according to conventional pharmaceutical compounding techniques. The
carrier may take a wide variety of forms depending on the form of preparation desired for
administration, e.g., oral or parenteral (including intravenous). In preparing the compositions for
ora} dosage form, any of the usual pharmaceutical media may be employed, such as, for
example, water, glycols, oils, alcohols, flavoring agents, preservatives, coloring agents and the
like in the case of oral liquid preparations, such as, for example, suspensions, elixirs and
solutions; or carriers such as starches, sugars, microcrystalline cellulose, diluents, granulating
agents, lubricants, binders, disintegrating agents and the like in the case of oral solid preparations
such as, for example, powders, hard and soft capsules and tablets, with the solid oral preparations
being preferred over the liquid preparations.

Because of their ease of administration, tablets and capsules represent the most
advantageous oral dosage unit form in which case solid pharmaceutical carriers are employed. If
desired, tablets may be coated by standard aqueous or non-aqueous techniques. Such
combination compositions and preparations can contain 0.1 - 20 percent of each active
ingredient. The percentage of active ingredients in these combination compositions may, of
course, be varied and the amount of active ingredients in such compositions is such that an
effective dosage will be obtained.

The active ingredients can also be administered intranasally as, for example,
liquid drops or spray.

The tablets, pills, capsules, and the like may also contain a binder such as gum
tragacanth, acacia, corn starch or gelatin; excipients such as dicalcium phosphate; a
disintegrating agent such as comn starch, potato starch, alginic acid; a lubricant such as
magnesium stearate; and a sweetening agent such as sucrose, lactose or saccharin. When a
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dosage unit form is a capsule, it may contain, in addition to materials of the above type, a liquid
carrier such as a fatty oil.

Various other materials may be present as coatings or to modify the physical form
of the dosage unit. For instance, tablets may be coated with shellac, sugar or both. A syrup or
elixir may contain, in addition to the active ingredient, sucrose as a sweetening agent, methyl and
propylparabens as preservatives, a dye and a flavoring such as cherry or orange flavor.

The active ingredients may also be administered parenterally. Solutions or
suspensions of these active ingredients can be prepared in water suitably mixed with a surfactant
such as hydroxy-propylcellulose. Dispersions can also be prepared in glycerol, liquid
polyethylene glycols and mixtures thereof in oils. Under ordinary conditions of storage and use,
these preparations contain a preservative to prevent the growth of microorganisms.

The combination compositions suitable for injectable use-include sterile aqueous
solutions or dispersions and sterile powders for the extemporaneous preparation of sterile
injectable solutions or dispersions. In all cases, the form must be sterile and must be fluid to the
extent that easy syringability exists. [t must be stable under the conditions of manufacture and
storage and must be preserved against the contaminating action of microorganisms such as
bacteria and fungi. The carrier can be a solvent or dispersion medium containing, for example,
water, ethanol, polyol (e.g. glycerol, propylene glycol and liquid polyethylene glycol), suitable
mixtures thereof, and vegetable oils.

In one embodiment, the combination composition is an oral composition. In
another embodiment, the oral composition in a capsule gel. In yet another embodiment, the
combination composition is an oral tablet composition. In still another embodiment, the
combination composition is an oral bead composition.

In one embodiment, the combination composition is a controlled release
composition wherein the antimuscarinic agent is released over 24 hours upon the administration
of the composition. In another embodiment, the antimuscarinic agent is released over 10 hours.
In yet another embodiment, the antimuscarinic agent is released over 8 hours. In still another
embodiment, the antimuscarinic agent is released over 6 hours.

Disclosed herein also include use of a $3-AR agonist, an antimuscarinic agent,
and an optional selective M, antagonist in the manufacture of a medicament for the treatment or
prevention of overactive bladder.

EXAMPLES

The effects of co-administration of a B3-AR agonist, an antimuscarinic agent, and
an optional M, antagonist are illustrated in the following examples.

CL 316243, or disodium (R,R)-5-(2-((2-(3-chlorophenyl)-2-hydroxyethyl)-
amino)propyl)-1,3-benzodioxole-2,3-dicarboxylate, is a B3-AR agonist. CL 316243 is described
in more detail in J. Med. Chem. 1992 Aug 7;35(16):3081-4.
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Tolterodine, or 2-[(15)-3-(diisopropylamino)-1-phenylpropyl]-4-methylphenol, is
an antimuscarinic agent used to treat overactive bladder. Tolterodine is described in more detail
in US Patent Nos. 5,382,600, 6,630,162, 6,770,295, and 6,911,217.

Oxybutynin, or 4-diethylaminobut-2-ynyl2- cyclohexyl-2- hydroxy-2-phenyl-
ethanoate, is an antimuscarinic agent used to relieve urinary and bladder difficulties, including
frequent urination and inability to control urination (urge incontinence), by decreasing muscle
spasms of the bladder.

Darifenacin, or (S)-2-{1-[2-(2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)ethyl] pyrrolidin-3-y1] -
2,2-diphenyl-acetamide, is an antimuscarinic agent used to treat urinary incontinence.
Darifenacin is described in more detail in US Patent No. 5,096,890.

EXAMPLES 1-3
Materials and Methods
The following materials and methods were used for Examples 1-3. Male adult

Sprague-Dawley rats were used. After euthanizing using CO, gas, a whole bladder was
removed. Longitudinal strips (about 6 mm * 3 mm) of the extratrigonal portion of the detrusor
muscle were prepared. Each strip was placed in a warmed (37°C) organ bath (25 mL) containing
oxygenated (95% O2 + 5% CO2) Krebs solution. The strips were tied at one end to the organ
bath, and connected at the other end to an isometric transducer (AD Instruments) under a resting
tension of 10 mN. The responses of the preparations were recorded at a sampling rate of 10 Hz
by a multiple channel data acquisition system (PowerLab, AD Instruments), and measured with
an analysis software (Chart, AD Instruments). After the equilibration period for at Jeast 60 min,
each tissue strip was challenged to electrical field stimulation (EFS) at 60 Hz; duration, 0.3 ms; 3
sec; 90 V to induce contractions. Upon obtaining stable contractions with EFS, compound
solution (25 pl) was applied into organ bath in a cumulative manner. After 15 min of each
compound treatment, EFS was applied.

Isobologram Analysis

Isobologram Analysis was used to evaluate the synergic effect of a combination
therapy. Isobologram Analysis provides a visual assessment of the interaction of two different
agents using independent statistical analysis. The statistical analysis can be accomplished from
calculations of certain potency indices from single treatment of each compound and fixed-ratio
combinations for the same effect. Isobologram Ahalysis is described in more detail in JPET
298:865-872, 2001, which is incorporated herein by reference in its entirety.

An illustrative diagram of Isobologram Analysis is shown in FIG. 1. In FIG. 1,
Isobologram for some particular effect (e.g., 50% of the maximum) in which the dose of active
agent A alone is A = 20 and active agent B alone is B = 100. The straight line connecting these
intercept points (additivity line) is the locus of all dose pairs that, based on these potencies,
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should give the same effect. An actual dose pair such as point Q attains this effect with lesser
quantities and is synergistic (or super-additive), while the dose pair denoted by point R means
greater quantities are required and is therefore sub-additive. A point such as P that appears close
to the A-B line 1s simply additive. A suitable statistical analysis is often used to demonstrate the
nature of the interaction.

EXAMPLE 2
Combination Therapy of B3-AR Agonist C1.316243 with an Antimuscarinic Agent Selected from
Tolterodine, Oxybutynin, and Darifenacin

When administered individually, each of CL316243, tolterodine, oxybutynin and
darifenacin inhibited the EFS-induced isolated detrusor muscle contractions. Table 5 shows the
concentration of each compound which induced 25% inhibition. These values were used for the

following isobologram analyses.

Table 5. Inhibition of detrusor contraction with CL316243, tolterodine, oxybutynin and
darifenacin

Compound ICys5 (nM)
B3-AR agonist

CL316,243 2.86
Antimuscarinic

Tolterodine 4.71

Oxybutynin 22.28

Darifenacin 5.84

In the combination therapy, CL316243 was co-administered with tolterodine,
oxybutynin or darifenacin at fixed weight ratios and the results from isobologram analyses are
shown in Figure 2. Figure 2 indicates that combinations of CL316243 with tolterodine (1:2,
Figure 2A) or oxybutynin (1:10, Figure 2B) showed synergistic effects. On the other hand, the
combination of CL316243 with darifenacin (1:2, Figure 2C) appears to be simply additive (i.e.,
no synergistic effect).

While not wishing to be bound by theory, it is generally believed that M3
antagonistic activity of an antimuscarinic agent is important for OAB efficacy (see, for example,
Abrams and Andersson. BJU Int, 100, 987-1006 (2007)). It has now surprisingly been found
that the relative selectivity of M,/Mj3 of the antimuscarinic agent may play an important role for
the OAB efficacy and/or reduced side effects in the combination therapy using the
antimuscarinic agent and a $3-AR agonist.
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As can be seen from the results above, antimuscarinic agent tolterodine has about
equal selectivity on Mz and M3 subtypes of the muscarinic receptors (Ma/M3 = 1), and the
combination of tolterodine and CL316243, a $3-AR agonist, at 2:1 ratio provided synergistic
effect. Another antimuscarinic agent oxybutynin, which has Ma/Mj ratio of about 6, also
provided synergistic effect when combined with CL316243 at 10:1 ratio.

On the other hand, darifenacin which has much higher selectivity for M; than M,
(My/M3 = 50), did not provide synergy when combined with CL316243 at 2:1 ratio.

In summary, the combination of CL316243 with tolterodine or oxybutynin, each
of which has My/M3 ratio of less than 40, provided synergy in the inhibition of detrusor
contraction. On the other hand, the combination of CL316243 with darifenacin, which has
M,/M; ratio of greater than 40, did not provide synergy.

EXAMPLE 3
B3-AR Agonist Compound 12 in combination with Tolterodine or Darifenacin

In this example, a different $3-AR Agonist was used to study the synergistic
effect of the combination therapy of a B3-AR Agonist and an antimuscarinic agent.

The B3-AR agonist Compound 12 described above in Table 3 inhibited the EFS-
induced isolated detrusor muscle contractions with an IC;s value of 275 nM. Thus Compound
12 is nearly 100 times less potent than CL316243 (ICys 2.86 nM, see Table 5) in inhibiting the
EFS-induced contraction of rat bladder strips. This is consistent with less potent activity of
Compound 12 at rat 33-AR.

In the combination study, Compound 12 was co-administered with tolterodine or
darifenacin at a fixed weight ratio of 50:1. The isobologram analyses results are shown in FIG.
3. FIG. 3 indicates that the combination of Compound 12 with tolterodine, which has My/Mj; of
about 1, at 50:1 ratio (FIG. 3A), provided synergistic effect.

On the other hand, the combination of Compound 12 with darifenacin, which has
M,/M; of about 50, at 50:1 ratio (FIG. 3B), did not provide synergistic effect (sub-additive).

The above results are consistent with the results observed in Example 1, where a
different B3-AR agonist (CL316243) was used in the studies. These results suggest that when the
antimuscarinic agent has M/Mj ratio of less than 40, its combination with a 33-AR agonist
provided synergy in the inhibition of detrusor contraction. On the other hand, when the
antimuscarinic agent has M,/Mj ratio of greater than 40, its combination with a B3-AR agonist
provided no synergy.

EXAMPLE 4
Effect of Selective M, Antagonist on the Synergistic Effect of the Combination Therapy

-51-




10

15

20

‘25

30

35

WO 2011/043942 PCT/US2010/050328

In this example, the effect of a selective M, antagonist on the combination
therapy of a $3-AR agonist and an antimuscarinic agent having My/M; ratio of greater than 40 is
studied.

First, CL 316243, a B3-AR agonist, was either un-treated or pre-treated with ‘
methoctramine (1 pM) and the results are shown in FIG. 4. FIG. 4 shows that pretreatment of
CL316243 with methoctramine did not significantly affect the potency of C1.316243 with regard
to inhibiting the EFS-induced bladder contraction. This result is consistent with the general
belief that a selective M antagonist alone does not relax pre-contracted rat bladder strips as do
B3-AR agonists and antimuscarinics with Mj antagonism. This suggests thaf “he combination of
a selective M, antagonist and CL.316243, and without the presence of M3 antagonism, did not
provide synergism.

Next, each-of the un-treated (A) and pre-treated CL316243 (B) was combined
with darifenacin, respectively, at a ratio of 1:2 and the results are shown in FIG. 5. FIG. 5
indicates that the combination of pre-treated CL.316243 (with 1 uM methoctramine) and
darifenacin at 1:2 ratio provided synergistic effect. As discussed above, darifenacin is a selective
M, antagonist and has Ma/M; ratio of about 50.

On the other hand, the combination of the un-treated CL316243 and darifenacin at
the same ratio (1:2) was simply additive (i.e., no synergistic effect).

These results are consistent with the observations in Examples 1 and 2 that the
synergistic effect of the combination between a B3-AR agonist and an antimuscarinic agent may
require the presence of both M; and M; antagonism.

While not wishing to be bound by theory, it is believed that M, receptors may
play a role in mediating an indirect contractile response by reversing adrenoceptor-mediated
relaxation through a cAMP-dependent mechanism. M, antagonism may potentiate $3-AR
agonist induced cAMP increase and BK channel opening, resulting in-further relaxation of
detrusor muscle.

EXAMPLE 5
Effect of Combination Ratios on the Synergistic Effect

Materials and Methods
Animals: female SD rats (200-250 g BW) (Seven groups in total).

Anesthesia: urethane (1.0 g/kg, ip).

Parameter: amplitude of distention-induced rhythmic bladder contraction.
Compounds: oxybutynin (OXY), CL 316243 (CL).
Analysis: isobologram using ID20 values (doses decreasing amplitude by 20%).
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First, single dosing study was conducted to calculate ID20 values of oxybutynin
(OXY) and CL316243 (CL) at the following conditions and the ID20 values obtained are shown
in Table 6:
Vehicle (saline);
5 0XY, 0.01, 0.03, 0.1 mg/kg, iv;
CL, 0.003, 0,01, 0.03 mg/kg, iv.

Table 6. ID20 values of CL316243 and Oxybutynin.

10 D20
Compound '
(MPK, iv).
Oxybutynin. 0.057
CL316243 0.024
15 Results in Table 6 show that both oxybutynin and CL316243 decreased the

amplitude of distention-induced rhythmic bladder contraction in anesthetized female rats.
Next, combination dosing regimens shown below in Table 7 were conducted to
compose an isobologram. There were 9 groups in total. ID20 values of OXY and CL was calculated

in each combination rate.

20 Table 7. Dosing Regimens (mg/kg).
OXY: CL 11 10:1 3:1
Regimen I 0.003:0.003 0.03:0.603 0.01:0.003
Regimen 2 0.01:0.01 0.1:0.01 0.03:0.01
Regimen 3 0.03:0.03 0.3:0.03 0.1:0.03

FIG. 6 indicates that synergistic effects were observed for combinations of CL
and OXY at 1:1 and 1:10 ratios. On the other hand, the combination of CL and OXY at 1:3 only
provided a simple additive, but not synergistic, effect.

25 These results suggest that the synergistic effect between the 33-AR agonist CL.
and the antimuscarinic agent OXY also depends on the particular combination ratio in the

combination.

Example 6
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Combination Composition Comprising 33-AR Agonist and Antimuscarinic Agent
An exemplary combination composition comprising a $3-AR agonist and an
antimuscarinic agent is shown in Table 8:

5 Table 8. Combination Composition of a f3-AR agonist and an antimuscarinic Agent
Ingredient ID Composition, wt%
CR formulation
Antimuscarinic agent 0.01-5
33-AR agonist : 0.1-10
Filler 10-95
Binder 0.1-10
() Lubricant 0.1-5
CR coating 0.5-20
Coloring agent 0.1-10

Note: The weight percentage (wt%) in table 8 is based on the total weight of the combination

composition.

In one embodiment, the $3-AR agonist is selected from the compounds listed in
10 Table 3. In another embodiment, the antimuscarinic agent is selected from tolterodine,
fesoterodine, oxybutynin, solifenacin, propiverin, frospium, imidafenacin, and TD6301.
In one embodiment, the above combination composition is a controlled release
(CR) formulation. In another embodiment, the combination composition is in a capsule gel for
oral administration.

15
®

Example 7 .
Combination Composition Comprising CR Antimuscarinic Agent and IR B3-AR Agonist

An exemplary combination composition comprising an antimuscarinic agent in a
controlled release (CR) portion and a B3-AR agonist in an immediate release (CR) portion is
20 shownin Table 9:

Table 9. Combination Composition of a B3-AR agonist and an antimuscarinic Agent

Ingredient ID Composition, wt%
CR Beads of antimuscarinic agent
Antimuscarinic agent | 0.01 -5
Filler 1-95
Binder 0.1-10
Lubricant 0.1-5
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CR coating 0.5-20
Coloring agent 0.1-10

IR Beads of 3-AR agonist

B3-AR agonist 0.1-10
Filler 1-95
Binder 0.1-10
Lubricant 0.1-5
IR coating 0.5-20
Coloring agent 0.1-10

Note: The weight percentage (wt%) in table 9 is based on the total weight of each respective
portion of the combination composition.
In one emboediment, the B3-AR agonist is selected from the compounds listed in
Table 3. In another embodiment, the antimuscarinic agent is selected from tolterodine,
fesoterodine, oxybutynin, solifenacin, propiverin, trospium, imidafenacin, and TD6301.
In one embodiment, the above composition is in a capsule gel for oral
administration.

Example 8
Effect of Combination Therapy on Bladder Capacity in Rhesus Monkevs

Materials and Methods
Adult female rhesus monkeys (Macaca mulatta) weighed 5.3-6.2 kg (4-7 year-

old) were used. The subjects were either paired or individually housed on a 12-h light/12-h dark
cycle (lights on at 7:00 AM). Their diet consisted of 2050 Teklad (Harlan Laboratories,
Indianapolis, IN) and fresh fruit or vegetable. Water was freely available. All animals were
observed daily by a veterinary technician and caretakers for signs of ill health. Subjects were
repeatedly used with >13-day resting period. Monkeys were anesthetized with an intramuscular
injection of either Telazol (3-5 mg/kg) or ketamine (10-20 mg/kg) followed by intravenous
constant rate infusion with ketamine (0.2-0.8 mg/kg/min) using a syringe pump (552222,
Harvard Apparatus, Holliston, MA). Animals were placed in a supine position and a triple
lumen balloon transurethral catheter (7.4 Fr, Cook Medical, Bloomington, IN) was inserted into
the bladder and the balloon was inflated with 1 mL of water to secure the tip of catheter at the
bladder base. The catheter was connected with an infusion pump (Gemini PC-2TX, ALARIS
Medical Systems, San Diego, CA) for bladder filling and a pressure transducer for intravesical

pressure monitoring. Intravesical pressure was continuously recorded using a multiple channel
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data acquisition system (Power lab, AD Instruments, Biopac systems, Colorado Springs, CO) at
a sampling rate of 20 Hz. After confirming bladder emptiness by an ultrasonography (Logiq e
vet, GE Medical Systems, Waukesha, WI, Fig. 1A), saline was intravesipally infused at 15
mL/min. When the steep rise in pressure indicative of the micturition reflex was observed,

5  intravesical infusion was stopped and the bladder was manually emptied with a 60 m] syringe.
After two baseline cystometry readings, drug was intravenously administered three times using a
rising dose paradigm with a cystometry performed 10 min after each dose. Bladder cépacity was
measured for each cystometry and % change from the baseline capacity was calculated. As used
herein, the term "baseline capacity" or "baseline" means the average bladder capacity from two

10 pre-dose measurements.
Mono-therapies using either tolterodine ("TOL"), darifenacin (DAR") or
Compound 14 (Cpd 14") at various doses and combination therapies of TOL:Cpd 14 and
DAR:Cpd 14 at different doses and dose ratios as shown in Table 10 were tested in thesus
monkeys.
15

Table 10. Doses and Dose Ratios of Mono-therapies and Combination Therapies

Dose Ratio

Compound 14 (mg/kg)

Dose 0 (vehicle) | 0.003 | 0.01 0.03 0.1 0.3 1
0 (vehicle) | Vehicle | Mono | Mono | Mono | Mono | Mono | Mono
Tolterodine 0.01 Mono 3.3:1 1:1
(mg/kg) 0.03 Mono 10:1 3:1 1:1
0.1 Mono 3.3:1 1:1 ' 1:10
0.01 Mono 1:1 1:3
Darifenacin
0.03 Mono 1:1 1:3.3
(mg/kg)
0.1 Mono 1:1 13

Using the above mono-therapies and combination therapies, the bladder capacity
results in rhesus monkeys are summarized in Table 11. The reported results are mean values

20 of % change from baseline in 4-6 animals.
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Table 11. Bladder Capacity Results Using Mono-therapies and Combination Therapies in Rhesus
Monkeys

Bladder Capacity as Measured in % Change from Baseline
Compound 14 (mg/kg)
0 (vehicle) | 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1
0
(vehicle) -0.13% 41% | 18.0% | 27.3% | 33.9% 31% 55.9%
TOL
(mg/ke) 0.01 8.6% 282% | 31.0%
mMg/Kg
0.03 16.8% 35.5% | 36.4% | 43.5%
0.1 40.3% 62.9% | 56.8% 69.6%
0.01 8.9% 13.7% | 23.7%
DAR
0.03 18.3% 37.1% | 43.3%
(mg/kg) :
0.1 29.4%, 58.0% | 68.7%

10

15

20

It can be seen from Table 11 that all combinations of Compound 14 and
tolterodine tested showed greater bladder capacity as compared to each respective mono-therapy.
It is to be noted that at the lowest dose of compound 14 (0.003 mg/kg), the synergistic effects of
the combinations were much larger. Specifically, the combination of Cpd 14:TOL at 0.003
mg/kg:0.01 mg/kg showed bladder capacity increase of 28.2% as compared to 4.1% and 8.6%
for the respective mono-therapies. Similarly, the combination of Cpd 14:TOL at 0.003
mg/kg:0.03 mg/kg showed bladder capacity increase of 35.5% as compared to 4.1% and 16.8%
for the respective mono-therapies.

For combination therapies of Compound 14 and darifenacin, combinations
showed superior bladder capacity effect at higher doses of darifenacin (0.03, 0.1 mg/kg).

Tolterodine, a non-selective muscarinic antagonist, clearly demonstrated
improved efficacy with Compound 14 at the examined combinations, while additional efficacy
with darifenacin, a selective M3 antagonist, and Compound 14 combinations was limited only at
higher doses. These results suggest that both M2 and M3 antagonism of an antimuscarinic agent
may be important for improved efficacy when combined with a $3-AR agonist.

While the invention has been described and illustrated with reference to certain

particular embodiments thereof, those skilled in the art will appreciate that various changes,
modifications and substitutions can be made therein without departing from the spirit and scope
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of the invention. For example, effective dosages other than the particular dosages as set forth
herein above-may be applicable as a consequence of variations in the responsiveness of the
mammal being treated for any of the indications for the active agents used in the instant
invention as indicated above. Likewise, the specific pharmacological responses observed may
vary according to and depending upon the particular active compound selected or whether there
are present pharmaceutical carriers, as well as the type of formulation employed, and such
expected variations or differences in the results are contemplated in accordance with the objects
and practices of the present invention. It is intended, therefore, that the invention be defined by
the scope of the claims which follow and that such claims be interpreted as broadly as is
reasonable.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A method of treating overactive bladder, wherein the method comprises
administering to a patient in need thereof:
a B3-AR agonist,
an antimuscarinic agent, and
an optional selective M, antagonist;
wherein the $3-AR agonist is selected from the group consisting of:

Compound # Structure
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and
2. The method of Claim 1, wherein the antimuscarinic agent has an My/M;3;
ratio of less than 40.
3. The method of Claim 2, wherein the antimuscarinic agent has an M,/M;
ratio of less than 20.
4, The method of Claim 2, wherein the antimuscarinic agent is selected from

the group consisting of: tolterodine, fesoterodine, oxybutynin, solifenacin, propiverin, trospium,
imidafenacin, and TD6301.

5. The method of Claim 4, wherein the antimuscarinic agent is tolterodine or

oxybutynin.
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6. The method of Claim 1, wherein the B3-AR agonist is selected from the
group consisting of:

Compound # Structure
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7. The method of Claim 6, wherein the B3-AR agonist and the
antimuscarinic agent are administered to the patient at a weight ratio of 300:1 to 1:10.

8. The method of Claim 6, wherein the antimuscarinic agent is tolterodine,
and wherein the B3-AR agonist and tolterodine are administered to the patient at a weight ratio
of 300:1 to 1:1.

9. The method of claim 1, wherein the method comprises administering to
the patient:
a 33-AR agonist,
an antimuscarinic agent, and
a selective M, antagonist.

10.  The method of Claim 9, wherein the antimuscarinic agent has an Ma/M;
ratio of greater than 40.
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11. The method of Claim 10, wherein the antimuscarinic agent is darifenacin
and the selective M, antagonist is methoctramine.

12. A method of treating overactive bladder, wherein the method comprises
administering to a patient in need thereof:
CL316243, and
oxybutynin;
wherein CL.316243 and oxybutynin are administered to the patient at a weight
ratio of 1:1 or 1:10.

13; The method of Claim 1, wherein the 33-AR agonist, the antimuscarinic
agent, and the optional selective M, antagonist are administered simultaneously, separately or
sequentially.

14, The method of Claim 1, wherein the 33-AR agonist, the antimuscarinic
agent, and the optional selective M, antagonist are administered orally.

15. A pharmaceutical composition comprising:
a PB3-AR agonist,
an antimuscarinic agent, and
an optional selective M, antagonist;
wherein the B3-AR agonist is selected from the group consisting of:

Compound # Structure
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16.  The pharmaceutical composition of claim 15, wherein the composition
comprises:
a 33-AR agonist, and
5 an antimuscarinic agent; and
wherein the antimuscarinic agent has an My/Mj3 ratio of less than 40.

17.  The pharmaceutical-composition of claim 16, wherein the antimuscarinic
‘ agent is selected from the group consisting of: tolterodine, oxybutynin, fesoterodine, solifenacin,
10 propiverine, and trospium.

18.  The pharmaceutical composition of claim 15, wherein the composition
comprises:;
a B3-AR agonist,
15 an antimuscarinic agent, and
a selective M, antagonist;
wherein the antimuscarinic agent is darifenacin, and
wherein the selective M, antagonist is methoctramine.

20 19.  The pharmaceutical composition of claim 15, wherein the composition is a
. tablet or capsule for oral administration.

20.  The pharmaceutical composition of claim 15, wherein the composition
provides controlled release of the antimuscarinic agent.

-64-



WO 2011/043942 PCT/US2010/050328

Isobologram Analysis diagram 1/3
B

1002 —_—

80 < , simply additive
D e P° N Re | Q, synergistic
8 10 \\ R, subadditive
S 1 Qe N

20 ~

0 4

0 5 10 15 20

Dose A F|G1

Isobolograms of the inhibition of detrusor contraction induced
by the combinations of CL316243 with tolterodine.

. CL:Tol (1:2)

o T 1 T T -

N T REEEE FIG.2A
CL316,243, IC25 (nM)

Isobolograms of the inhibition of detrusor contraction induced
by the combinations of CL316245 with oxybutynin.

=
201

S 154

—_
(e
i

Oxybutynin

57 CL0xy (1:10)
005 115 3 25 FIG.2B
CL316,243, IC25 (nM)

Isobolograms of the inhibition of detrusor contraction induced
by the combinations of CL316243 with darifenacin.

1 al

ACL:Dar (1:2)

005115225335 FIG.2C

CL316,243, 1C25 (nM)

Darifenacin, 1C25 (nM




HS

WO 2011/043942 PCT/US2010/050328

2/3

Isobolograms of the inhibition of detrusor contraction induced by the combinations
of Compound 12 and tolterodine.

Tolterodine, IC25 (nM)
91

Com?)ound
1 12:Tol (50:1)

0 100 200 300
Compound 12, 1C25 (nM) FIG.3A

O - N N

Isobolograms of the inhibition of detrusor contraction induced by the combinations
of Compound 12 and darifenacin.

Darifenacin, 1C25 (nM)

61
5.
H Compoand 12:Dar (50:1)
3.
2.
1.
O o
Compound 12, 1625 (nM) FIG.3B

Un-treated CL316243 (Circle) and Pre—treated CL316243 (Dot) with Methoctramine.

1251 CL316243
100,
'?Z; [ ] S W\
: 201 ~o- (~Metho)
251 - (+Metho)
0

LR
NS

|
——t ]
—

|
—
o

|
(Y]

g o) FIG.4



WO 2011/043942 PCT/US2010/050328

3/3

Isobolograms of the inhibition of detrusor contraction induced by the combinations
of darifenacin and un—treated CL316243.

- methoctramine

CL:Dar (1:2)

Darifenacin, IC25 n

= 61
5
4]
3
21
11
0

0051152253 35

CL316243, 1C25 (M) FIGBA @

Isobolograms of the inhibition of detrusor contraction induced by the combinations
of pre—treated CL316243 with methoctramine.

+ methoctramine

=12

o o

Darifenacin, 125 (n

o N D

1 CL:Dar (1:2)

TS FIG.5R ®
CL316243, €25 (nM) . 5

Effect of combination ratios on the synergistic effect of the combination therapy.
— 0.05;

>

s 0.025;
0.02:
= 0.015
2 00y .
o00s] (1) (3:1)
) N
" ghutyo (o, W) FIG.

Dose ratio
(Oxybutynin:CL316243)

MPK,

0

CL3162




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intemational application No.
PCT/US 10/50328

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(8) - AO1N 57/00 (2010.01)
USPC - 514/79

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and 1PC

B.  FIELDS SEARCHED

USPC: 514/79

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched
USPC: 514/71, 49, 273, 773, 457, 256, 257, 255.01 (text search) Find search terms belolw

Electronic data base consulted during the intemational search (name of

data base and, where practicable, search terms used)

PubWEST (PGPB,USPT,EPAB,JPAB), Google Scholar, Patentscope, SureChem
beta 3 adrenergic agonist, beta-adrenergic, modulat$, stimulat$, antimuscarinic, hyrdroxymethyl, pyrrolidine, 2-pyrrolidinemethanol,
amide, benzamide, overactive bladder, urinary incontinence, tolterodine, oxybutynin, CL316243, methoctramine

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

X US 2004/0248979 A1 (BRETTMAN et al.) 09 December 2004 (09.12.2004) para {0017], [0020], 12
[0227)-[0228), [0262), {0272]

Y US 6,291,491 B1 (WEBER et al.) 18 September 2001 (18.09.2001) col 21, In 25-35; col 12, In 1-11, 13-20
39-64

Y US 6,413,984 B1 (PHILIPPO et al.) 02 July 2002 (02.07.2002) col 9-10, Table 1; col 18, In 63 to 1-11, 13-20
col 19,In 6
OHTAKE et al. 'Pharmacological Characterization of a New Antimuscarinic Agent, Solifenacin

Y Succinate, in Comparison with Other Antimuscarinic Agents', Biol. Pharm. Bull. 2007, Vo! 30(1) 1-14, 13-20
pages 54-58. pg 56, Table 1, para 2-3; pg 57, Table 2; pg 57, para 1 to pg 58, para 1; pg 58,
para 3-4
US 2004/0122014 A1 (MAMMEN et at.) 24 June 2004 (24.06.2004) para [0009], [0070}, {0208)- 9-11, 14,18, 20

Y [0208], [0218], [0259), [0265]

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

[

* Special categories of cited documents:

“A”  document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

“E” earlier application or patent but published on or after the international
filing date

“L”  document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

“0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

“P”  document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

“T"  later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

“X” document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve 'an inventive
step when the document is taken alone

“Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

“&” document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

07 November 2010 (07.11.2010)

Date of mailing of the international search report

18 NOV 2010

Name and mailing address of the ISA/US

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US, Commissioner for Patents
P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimile No. 571-273-3201

Authorized officer:
Lee W. Young

PCT Helpdesk: 571-272-4300
PCT OSP: 571-272-7774

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2009)

H6



10

15

20

‘25

30

SE

TITULO DE LA INVENCION
TERAPIA DE COMBINACION USANDO UN AGONISTA DEL RECEPTOR
ADRENERGICO BETA 3 Y UN AGENTE ANTIMUSCARINICO

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La funcidn del tracto urinario inferior es almacenar y liberar periédicamente la orina. Esto
requiere la orquestacion de los reflejos de la miccién y almacenamiento lo cual involucra una
variedad de vias neuronales aferentes y eferentes, lo que lleva a la modulacion de los mecanismos
neuroefectores central y periférico, y la regulacion resultante coordinada de los componentes
simpatico y parasimpatico del sistema nervioso autonomo, asi como las vias motoras somaticas.
Estos regulan de manera proximal el estado contractil de la vejiga (detrusor) y el musculo liso
uretral y el musculo estriado del esfinter uretral.

La hiperreflexia vesical (HV) se caracteriza por los sintomas de urgencia miccional,
con o sin incontinencia urinaria de urgencia, por lo general asociada con la frecuencia y nicturia. La
prevalencia de hiperreflexia vesical en los Estados Unidos y Europa se ha estimado en 16 a 17% en
hombres y mujeres mayores de 18 aflos. La hiperreflexia vesical es mas a menudo clasificada como
idiopatica, pero también puede ser secundaria a la afeccion neurolédgica, la obstruccion del tracto
urinario inferior, y otras causas. Desde el punto de vista fisiopatologico, el complejo sintomético de
hiperreflexia vesical, especialmente cuando se asocia con la incontinencia de urgencia, es
sugestivo de la hiperactividad del detrusor. La urgencia con o sin incontinencia ha demostrado
tener un impacto negativo, tanto social como médico, y representa una carga importante en
términos de gastos anuales directos ¢ indirectos de atencion médica.

Los agentes anti-muscarinicos se han utilizado para el tratamiento de condiciones
de incontinencia tales como la HV. Por ejemplo, tolterodina, o (R)-N,
N-diisopropil-3-(2-hidroxi-5-metilfenil)-3-fenilpropanamina, ha sido comercializado para el
tratamiento de la incontinencia urgente y otros sintomas de la vejiga urinaria inestable o
hiperactiva. Tanto la tolterodina como su principal metabolito activo, el derivado 5-hidroximetilo
de tolterodina, se cree que contribuyen al efecto terapéutico. Sin embargo, la terapia médica actual
para HV con agentes anti-muscarinicos a menudo no es 6ptima, ya que muchos pacientes, o bien no
muestran una respuesta adecuada a los tratamientos actuales, y/o son incapaces de tolerar los

efectos secundarios considerables, tales como sequedad en la boca con los tratamientos actuales.
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Por lo tanto, existe una continua necesidad de terapias mejoradas que proporcionen

un tratamiento mas eficaz de la HV y/o efectos secundarios reducidos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES

La figura 1 (fig. 1) es un diagrama que muestra el analisis isobolografico.

La figura 2 (fig. 2) es un diagrama que muestra los isobologramas de la inhibicién de la
contraccion del detrusor inducida por las combinaciones de CL316243 con tolterodina (A),

oxibutinina (B) o darifenacina (C).

La figura 3 (fig. 3) es un diagrama que muestra los isobologramas de la inhibicion de la
contraccion del detrusor inducida por las combinaciones del Compuesto 12 y tolterodina (A) y

darifenacina (B).

La figura 4 (Fig. 4) es un diagrama que muestra CL316243 con o sin pre-tratamiento

de metoctramina.

La figura 5 (Fig. 5) es un diagrama que muestra los isobologramas de la inhibicion de la
contraccion del detrusor inducida por las combinaciones de CL316243 y darifenacina con (A) o sin

(B) un pretratamiento de metoctramina.

La figura 6 (Fig. 6) es un diagrama que muestra los isobologramas de la inhibicion de la
contraccion del detrusor inducida por las combinaciones de CL316243 y oxibutinina en diferentes

proporciones.

RESUMEN DE LA INVENCION
Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que una terapia de combinacién con un

agonista del receptor adrenérgico beta 3 (en adelante, "agonista $3-AR"), un agente
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antimuscarinico, y un antagonista M, selectivo opcional proporciona un efecto sinérgico para el
tratamiento de la hiperreflexia vesical. Composiciones de combinacién que comprenden un
agonista B3-AR, un agente antimuscarinico y un antagonista M,selectivo opcional también se

describen.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se describe en la presente un método para tratamiento de la hiperreflexia vesical, en
donde el método comprende administrar a un paciente que lo necesite un agonista 3-AR, un
agente antimuscarinico, y un antagonista Mjselectivo opcional. Tal terapia de combinacién
proporciona un efecto sinérgico y por lo tanto mejora la eficacia y/o efectos secundarios reducidos.

Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que el antagonismo M, de un agente
antimuscarinico puede jugar un papel importante en la provision de sinergia para el tratamiento de
la HV en una terapia de combinacion que comprende un agonista B3-AR y el agente
antimuscarinico. Sin desear ser limitado por la teoria, se cree generalmente que el antagonismo M3
de un agente antimuscarinico es importante para la eficacia de HV (véase, por ejemplo, Abrams y
Andersson. BJU Int., 100, 987 a 1006 (2007)). Ahora se ha encontrado que el antagonismo M,,
trabajando conjuntamente con el antagonismo M3 y un agonista 3-AR, proporciona la sinergia.

En una realizacidn, un efecto sinérgico se obtiene en una terapia de combinacion
que comprende un agonista 33-AR y un agente antimuscarinico en donde el agente antimuscarinico
tiene una relacion My/M; de menos de aproximadamente 40. En otra realizacion, el agente
antimuscarinico tiene una relaciéon M,/M3; de menos de aproximadamente 20.

Ademas, en un caso donde un agente antimuscarinico tiene una relacién M,/M; de
mas de 40, la sinergia se puede obtener mediante el uso de un antagonista M,adicional selectivo en
una terapia de combinacién que comprende un agonista B3-AR y el agente antimuscarinico.

Tal como se usa en la presente, el término "sinergia" o "efecto sinérgico" se utiliza
para describir una situacion en la que el efecto combinado de dos o mas agentes activos es mayor
que la suma de los agentes activos individuales. En otras palabras, dos o mas agentes activos
pueden interactuar de forma que la presencia de un agente activo aumenta o magnifica los efectos
del segundo. En contraste, cuando el efecto combinado de dos o més agentes activos
sustancialmente es igual a la suma de los agentes activos individuales, el efecto combinado es

simplemente aditivo, pero no sinérgico. Y cuando el efecto combinado de dos o mas agentes
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activos es menor que la suma de los agentes activos individuales, el efecto combinado es
sub-aditivo, también no sinérgico.

En una realizacion, la terapia de combinacién comprende administrar a un paciente
que lo necesite unagonista B3-AR y un agente antimuscarinico, donde el agente antimuscarinico
tiene una relacién M»/M3 de menos de aproximadamente 40. En otra realizacion, el agente
antimuscarinico tiene una relacién M,/M; de menos de aproximadamente 30. En otra realizacion,
el agente antimuscarinico tiene una relacion M,/M3 de menos de aproximadamente 20. En otra
realizacion, el agente antimuscarinico tiene una relacion M,/M; de menos de aproximadamente 15.
En atn en otra realizacidn, el agente antimuscarinico tiene una relacion My/M; de menos de
aproximadamente 10. En otra realizacion, el agente antimuscarinico tiene una relacién My/M; de
aproximadamente 1.

En otra realizacion, el agente antimuscarinico en la terapia de combinacidn tiene
una relacion M,/M3 mayorde aproximadamente 0.1. En otra realizacion, el agente antimuscarinico
tiene una relacion M»/M; mayor de aproximadamente 0.5. En otra realizacion, el agente
antimuscarinico tiene una relacion M,/Mjmayor de aproximadamente 0.8.

En otra realizacion, el agente antimuscarinico en la terapia de combinacién tiene
una relacién M,/M3 de aproximadamente 0.1 a 40. En otra realizacion, el agente antimuscarinico
tiene una relaciéon M,/M3 de aproximadamente 0.5 a aproximadamente 30. En otra realizacion, el
agente antimuscarinico tiene una relaciéon M,/M; de aproximadamente 0.8 a aproximadamente 20.
En otra realizacion, el agente antimuscarinico tiene una relacion M,/M3; de aproximadamente 1 a
20. En otra realizacion, el agente antimuscarinico tiene una relaciéon M,/M3; de aproximadamente 1
a 15. En otra realizacion, el agente antimuscarinico tiene una relacion My/Ms de 1 a
aproximadamente 10.

En una realizacion, la relacién M,/M3 se mide utilizando los ensayos de fijacion de
receptores descritos en Ohtake (Biol. Bull Pharm 30, 54 -. 58,2007), que se incorporanen la
presente por referencia en su totalidad. En otra realizacion, la relacion M,/M; se mide utilizando
los ensayos descritos en Hegde (Curr Opin Invest Drugs. 5,40-49 (2004), los cuales se
incorporanen la presente como referencia en su totalidad.

Las actividades M - Myde algunos agentes antimuscarinicos de ejemplo reportados
en Ohtake (Biol. Pharm. Bull. 30, 54-58 (2007)) se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Actividades M1 -M4 de Algunos Agentes Antimuscarinicos de Ejemplo - Ohtake en la

presente.
Agente
Antimuscarinico Ki (nM)
M, M, M; M4 ProporcionM,/

M3

Tolterodina 2,7+023| 42+0,51 |44+045] 6,6=+1,7 1

Oxibutinina 6,1£1,5| 2136 [34+0,65]| 66+27 6

Darifenacina 31+2,6 100+14 [2,0+£0,21| 52+15 50

Solifenacina 26+2 170 £ 37 12+4,4 | 110+45 14

Propiverina | 490+ 110 | 1400 +220 | 350+ 53 | 900 + 200 4

Hegde (Curr Opin Invertir Drogas 5,40-49 (2004)) describi$ actividades M; - My

de algunos agentes antimuscarinicos y las actividades M; - My de trospio se muestran en la Tabla 2.

Agente Ki (nM)
Antimuscarinico M1 M2 M3 M4 Relacion
M2/M3
Trospio 0.75 0.65 0.5 1 1

Agentes anti-muscarinicos adecuados para la terapia de combinacion incluyen, pero
no se limitan a: tolterodina, oxibutinina (incluyendo S-oxibutinina), hiosciamina, propantelina,
propiverina, trospio (incluyendo cloruro de trospio), solifenacina, darifenacina, diciclomina,
ipratropio, oxitrol, imidafenacina, fesoterodina, temiverina, SVT-40776, 202405 por
GlaxoSmithKline, TD6301, RBX9841, DDP200 y PLD179.

En una realizacion, el agente anti-muscarinico se selecciona del grupo que consta
de: tolterodina, fesoterodina, oxibutinina, solifenacina, propiverina, trospio, imidafenacina, y
TD6301. En una realizacion, la relacion M»/Mj3 del agente anti-muscarinico adecuadoes menor de
40. En otra realizacion, la relacion M,/Mj3 es menor de 30. En otra realizacion, la relacion My/M; es
menor de 20. En otra realizacion, la relacion My/M; es menor de 15. En una realizacion, la relacion

M>/M; se mide utilizando los ensayos de fijacion descritos en Ohtake.

5



En otra realizacion, el agente anti-muscarinico se selecciona del grupo que consta
de: tolterodina, fesoterodina, oxibutinina, solifenacina, propiverina, y trospio.
En otra realizacion, el agente anti-muscarinico se selecciona del grupo que consta
de: tolterodina y oxibutinina.
En otra realizacion, el agente anti-muscarinico es tolterodina. Agonistas f3-AR adecuados

incluyen, pero no se limitan a, CL316243, y compuestos mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Agonistas B3-AR adecuados de la terapia de combinacién
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En otra realizacion el agonista 33-AR se selecciona de los compuestos listados en la Tabla

Tabla 4. Agonistas f$3-AR apropiados para terapia de combinacion.

Compuesto

No.

Estructura
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D2

En otra realizacion, el agonista f3-AR se selecciona del grupo formado por

CH M OH H
e \]/1\{ N\;x"x ;,-’-3\»\:; O (%& PN /‘\_; N N (‘t} o) Q
o LA N Eyl g \gj\ A ‘ Y
H o STy H LN

En atn otra realizacion, el agonista B3-AR es

OH

N Q
SRS

Los compuestos de la Tabla 3 se pueden preparar usando procedimientos como se

Ptn,

describe a continuacion.
Alo largo de la solicitud, los siguientes términos tienen los significados indicados a

menos que se indique lo contrario:

Término Significado

Ac Acilo (CH;C (O-)

Aq. Acuoso

Bn Bencilo

BOC (Boc) t-butiloxicarbonilo

BOP Hexafluorofosfato de Benzotriazol-1-iloxitris

(dimetilamino) fosfonio

°C Grado Celsius

Calc.o Calc Calculado

Celite Tierra diatomécea Celite ™
DCC Diciclohexilcarbodiimida
DCM Diclorometano

DIEA N, N-diisopropil-etilamina
DMAP 4-Dimetilaminopiridina
DMF N, N-dimetilformamida

11



EDC
Eq. o equiv
ES-MS y ESI-MS

Et
EtOAc
g.
H o hr
HATU

HOAc
HOAT
HOBT
HPLC
LC/MS o LC-MASS

ml

Mmol

MOZ (MOZ)
MP

MS

nM

OTf

Ph

Prep.

1-Etil-3- (3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Equivalente (s)

Ionizacidn por electrospray en espectroscopia
de masas

Etilo

Acetato de etilo

Gramo (s)

Hora(s)

Hexafluorofosfato de O- (7-azabenzotriazol-1-il)-N,
N, N', N’,-tetrametiluronio

Acido acético

1-hidroxi-7-azabenzotriazol
1-hidroxibenzotriazol

Cromatografia liquida de alto desempefio
Cromatografia liquida- espectro de masas
Litro (s)

Molar (s)

Metilo

metanol

Férmula molecular

Minuto (s)

Miligramo (s)

Mililitro (s)

Milimol (s)

p-metoxibenciloxicarbonilo

Punto de fusién

Espectro de masas

Nanomolar

Trifluorometanosulfonilo

Fenilo

Preparativo

12




10

Ref.

rt.ort

Sat.

SCF C02S
TBAF

TBAI
TBDPS
TBS, TBDMS
TEA orEt3N
Tf

TFA

THF

TLC

TMS

INTERMEDIOQ 1

Referencia

Temperatura ambiente

Saturado

Diéxido de carbono de Fluido supercritico
Fluoruro de tetrabutilamonio
Yoduro de tetrabutilamonio
Terc-butildifenilsililo

Terc-butil dimetilsililo
Trietilamina

Triflato o trifluorometanosulfonato
Acido trifluoroacético
Tetrahidrofurano

Cromatografia en capa fina

Trimetilsililo

[3- (2- oxobut- 3- en- I- il) fenil] carbamato de bencilo (i- 1):

0o N o
li
A F N)l\ 0/\©
H
i1
Etapa A: (3- {[(benciloxi) carboniljamino?} acetato de etilo

S ) %
/\..'O )'\\'//\ P ﬁ AN O/\’ij
o

A una solucién de (3- aminofenil) acetato de metilo (25 g, 140 mmol) en 250 ml de DCM

anhidro se agregé DIEA (28.5 ml, 155 mmol) y la solucién resultante se enfrié a 0 °C y se colocd

bajo una atmésfera de nitrogeno. Luego a esta solucion enfriada se agregd cloroformiato de bencilo

(21.1 ml, 148 mmol) y la mezcla resultante se agitd durante la noche permitiendo calentar a

temperatura ambiente. La reaccion se lavo con HCI 1 M, agua, y después con salmuera. La capa

13
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organica se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré al vacio. No se necesito purificacion
adicional y el material (44 g, 99%) se utilizé como tal para el siguiente paso de la reaccién. LC-

MS: m/ z (ES) 314 (MH) +, 336 (MNa)+.

Etapa B: acido (3- ([(benciloxi) carbonil]amino} fenil) acético

0]
HO N J ~o \@
s
A una solucion de 44.0 g (140 mmol) de (3- {[(benciloxi) carbonil] amino} fenil) acetato)
de etilo (a partir del Paso A) en THF, etanol y agua (1:1:1, 1500 ml) se agregé so6lido LiOH (16.8 g,
700 mmol) y la solucién resultante se calentd a 60 ° C a través de un bafio de aceite durante 3 h. La
mezcla se enfrid a temperatura ambiente durante la noche y luego se agregd lentamente 40 ml de
HC1 concentrado, manteniendo la temperatura por debajo de 25 © C, hasta que tuvo un pH de 2- 3
aproximadamente. Los extractos organicos se extréjeron con acetato de etilo (3 x 750 ml) y luego
se combinaron y lavaron con agua y luego con salmuera. Los extractos organicos se secaron sobre
sulfato sodico, se filtraron y concentraron al vacio. El compucsto del titulo (24.7 g, 87%) se utilizo
para el siguiente paso de la reaccién sin purificacién adicional. LC- MS: m / z (ES) 286 (MH)", 308
(MNa)".

Paso C: (3- {2- [metoxi (metil) amino]- 2- oxoetil} fenil) carbamato de bencilo

)U@ 0

A una suspension de 24.7 g (87 mmol) de acido (3- {[(benciloxi) carbonil] amino} fenil)
acético en 200 ml de diclorometano (a partir del Paso B) se agregé trietilamina (30.2 ml, 173
mmol) lo cual resultd en ciertos procesos exotérmicos (+5 °C) y la suspension se convirtio en una
solucién. Después de 10 minutos de enfriamiento, se agregé HOBt (13.2 g, 87 mmol), HC1 de N,
O- dimetilhidroxilamina (8.5 g, 87 mmol) a la solucién, seguido por EDC (16.6 g, 87 mmol) y la
mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante la noche bajo una atmoésfera de
nitrégeno. La solucion se transfirié a un embudo de separacién y se lavo con HC1 1 M, lo cual

produjo una emulsion. Se agregd metanol para deshacer la emulsién y la capa acuosa se particiono.

14




10

15

20

25

Los extractos organicos se secaron sobre sulfato sédico, se filtraron y se concentraron al vacio. La
recristalizacion del residuo a partir de 1000 ml de hexano al 70% en acetato de etilo (calentado a

reflujo y luego enfriado a temperatura ambiente durante la noche) proporcioné el compuesto del

titulo (21 g, 74%) como un sélido blanco. LC- MS: m /z (ES) 329 (MH)".

Paso D: bencilo [3- (2- oxobut- 3- en- - i) fenil] carbamato de (i- 1)

A una solucion de 15 g (45.7 mmol) de bencilo (3- {2- [metoxi (metil) amino]- 2- oxoetil}
fenil) carbamato (a partir del paso C) en 1000 ml de THF anhidro en atmésfera de nitrgeno se
enfrid a 0 °C a través de un bafio de hielo/agua se agregd por goteo mediante una cdnula una
solucién de bromuro de vinil magnesio 1.0 M (100 ml en THF, 100 mmol) y la solucion resultante
se agitd durante 1 horaa 0 ° C. La reaccidn se apagd por una adicion lenta de 500 ml  de HCI1 M
manteniendo la temperatura por debajo de 5 °C y se agit6 durante 30 min. Luego la mezcla se
extrajo con acetato de etilo y los extractos organicos combinados se lavaron con agua, seguida de
salmuera. Luego los extractos organicos se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron al vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia flash Biotage 75M eluyendo
con acetato de etilo al 30% en hexano para rendir el compuesto del titulo (11 g, 78%) como un
sélido amarillo claro. LC- MS: m / z (ES) 310 (MH)*, 332 (MNa) +. 'RMN (500 MHz, CDCl3)
6:7.44-7.36 (m, 7H), 7,18 (d, ] = 8,4 Hz, 2H), 6,70 (br. s, 1H), 6,44 (dd, J = 10.5,17.6 Hz, 1H), 6,32
(dd, J=1,1, 17,6 Hz, 1H), 5,85 (dd, J = 1.1,10.5 Hz, 1H), 5,22 (s, 2H), 3,86 (s, 2H).

INTERMEDIO 2

((1R)- 1- [(R)- (terc- butilo {(dimetil) silil] oxi) (3- clorofenil) metil] prop- 2- en- 1- il} carbamato
(i-2)

< = “ O\J\/ﬂ
(T LT
= x O
i=2
Paso A: 1- (3- clorofenil) prop- 2- en- 1- ol

15

>4



10

15

20

25

C1\©/\/
A una solucidn enfriada de 3- clorobenzaldehido (22.5 g, 160 mmol) en 100 ml de THF
anhidro, bajo una atmdsfera inerte de nitrégeno se agregé lentamente a través jeringa una solucién

1.6 M de cloruro de vinil magnesio en THF (100 ml, 160 mmol) y la solucién se agit6 durante tres

horas permitiendo calentar a temperatura ambiente. La reaccion se apag6 con una solucion saturada

de cloruro de amonio y la capa orgénica se separo, se extrajo con acetato de etilo (2 x 200 ml), y las .
capas organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron

al vacio. La purificacion mediante MPLC Horizon con una columna de gel de silice de 40M +

utilizando un eluyente gradiente de 0- 40% acetato de etilo en hexano proporciond el compuesto

del titulo (22,4 g, 44%). m / z (ES) 168, 170 (M, M +2) +, 190 192 (MNa, MNa +2)+. 'RMN (500

MHz, CDC13) S: 7,38 (s, 1H), 7.357.22 (m, 3H), 5,90 (ddd, J 7,3, 10,0, 17,4 Hz, 1H), 5,38 (d,J =

17,5Hz, 1H), 5,18 (d, J- 7.2 Hz, 1H), 5,15 (d, J- 10,1 Hz, 1H), 0,96 (s, 9H), 0,18 (s, 3H), 0,08 (s,

3H).

Paso B: {[1- (3- clorofenil) prop- 2- en- 1- i} oxi} dimetilsilano de terc- butilo
| e
O,Sl\
C'%\ Pt e, ,::,'.5”

‘& \j h
£

A una solucién de 22.4 g (133 mmol) de 1- (3- clorofenil) prop- 2- en- I- ol en 90 mL de
DMF anhidra (a partir del paso A) se agregé cloruro de t- butildimetilsililo (20.0 g, 133 mmol) e
imidazol (18.1 g, 266 mmol) y la solucion resultante se agit6 durante la noche bajo nitrégeno a
temperatura ambiente. Se lavo con agua y se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos
se separaron, se secaron sobre sulfato magnésico, se filtraron y concentraron al vacio. El residuo se
purifico mediante columna flash de gel de silice eluyendo con un eluyente de gradiente de 0- 15%
acetato de etilo en hexano para rendir el compuesto del titulo (16.6 g, 46%). m/z (ES) 282, 284 (M,
M +2)"; 151 153 (M- OTBS, M- OTBS +2) "

Paso C: {[Terc- butilo (dimetil) SililJoxi} (3- clorofenil) acetaldehido
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A una solucién de 4.0 g (14.2 mmol) de terc- butilo {[1- (3- clorofenil) prop- 2- en- I- il]
oxi1} dimetilsilano en diclorometano se enfri6 a- 78 © C a través de hielo seco/acetona (a partir del
paso B) Se burbujed ozono hasta que la soluciéon mantuvo un color azul claro. Luego se burbujeo
gas nitrégeno hasta que la solucion se tornd clara. Se agreg6 sulfuro de metilo a la solucion y la
mezcla resultante se dejo en agitacion durante la noche a temperatura ambiente. El material se
concentrd al vacio y el residuo se purific6 mediante MPLC Horizon con una columna de gel de
silice 40M +, eluyendo con un eluyente de gradiente de 0- 50% de acetato de etilo en hexano para

rendir el producto (3.57 g, 89%).

Paso D: N- [(1E)- 2- ([terc- butil(dimetil)silil]Joxi- 2- (3- clorofenil)etilideno]- 2-

metilpropano- 2- sulfinamida

A una solucion de 3.0 g (10.6 mmol) de {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (3- clorofenil)
acetaldehido (a partir del paso C) y 1.3 g (10.6 mmol) de (R o S)- 2- metil- 2- propanosulfinamida
en 50 ml de diclorometano anhidro se agregd cobre (II) sulfato (3.4 g, 21.2 mmol) y la mezcla
resultante se agitd a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno durante 16 h. La
reaccion se lavé con agua y se extrajo con diclorometano. Los extractos organicos se secaron con
sulfato de magnesio, se filtraron y concentraron al vacio. El residuo se purificd mediante MPLC
Horizon, con un columna de gel de silice 40M +, eluyendo con un sistema eluyente de gradiente de
0- 25% acetato de etilo en hexano para rendir el compuesto del titulo (3.26 g, 80%). %). m/z (ES)
387,390 (M, M+2)".

Paso E: N- {- 1- [{[terc- butil(dimetil)silil]Joxi}(3- clorofenil)metil]- prop- 2- en- 1- il}2-

metilpropano- 2- sulfinamida

17
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A una solucion de 2.4 g (6.20 mmol) de N- [(1E)- 2- {[terc- butilo (dimetil) silil]
oxi}- 2- (3- clorofenil) etilideno]- 2- metilpropano- 2- sulfinamida en 20 m! de THF anhidro se
enfrio a 0 °C bajo una atmésfera de nitrogeno (a partir del paso D) se agregé una solucion 1,6 M de
cloruro de vinil magnesio en THF (3.90 ml, 6.2 mmol) mediante una jeringa y la mezcla
resultante se agit6 durante 1 h. La mezcla se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité
durante una hora adicional. La reaccion se apag6 con una solucion saturada de cloruro de amonio y
se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos se combinaron, se secaron sobre sulfato
magnésico, se filtraron y concentraron al vacio. El residuo se purificé mediante MPLC Horizon,
con un columna de gel de silice 40M +, eluyendo con un sistema eluyente de gradiente de 0- 35%
acetato de etilo en hexano para rendir los cuatro diastereoisémeros como isémeros individuales.

Por RMN los cuatro productos obtenidos fueron diasteredémeros unos de otros. Los
isomeros fueron rotuladostan pronto eran eluidos de la columna de gel de silice. El primer isémero

eluido se denomind isémero 1 y, a continuacion isémeros 2, 3 y por altimo isémero 4,
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[somero 1:

‘Isomero 2:

Isomero 3:

Isdmero 4:

m/z (ES) 416, 418 (M, M +2) +, 438, 440 (MNa, MNa+2) *. 'HRMN (500 MHz,
CDCl3) 5:7.32 (s, 1H), 7,30 (brd, J = 7,5, 1H), 7,26 (br d, J = 6,2 Hz, 2H), 7.22 a
7.18 (m, 1H), 5,60 (ddd, J=7.3,10.3,17.4 Hz, 1H), 5,15 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 5,00 (d,
J=173Hz 1H), 4,57 (d, J-7.4 Hz, 1H ), 3,98-3.94 (m, 2H), 1,64 (br s, 1H), 1,23 (5,
9H), 0,91 (s, 9H), 0,08 (s, 3H),- 0,18 (s, 3H).

m/z (ES) 416 418 (M, M+2) +, 438 440 (MNa, MNa+2)". ' HRMN (500 MHz, CDCl3)
S:7.33-7.31 (m, 2H), 7,26 (brd, J 5,0 Hz, 2H), 7.20- 7.16 (m, 1H), 5,44 (ddd, J = 7,2,
10,0, 17,4 Hz, 1H), 5,26 (superposiciond, J = 7,3 Hz, 1H), 5,25 (superposicion d, J-
17,3 Hz, 1H), 4,84 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 4,02 (dt, J = 4,4, 7.8 Hz, 1H), 3,80 (d, J = 4,4
Hz, 1H), 1,20 (s, 9H), 0,94 (s, 9H), 0,14 (s, 3H),- 0,12 (s, 3H).

m/z (ES) 416 418 (M, M +2) +, 438 440 (MNa, MNa+2)*. 'HRMN (500 MHz,
CDCl3) 6:7,32a 7,29 (m, 2H), 7.26- 7.24 (m, 2H), 7.22- 7.20 (m, 1H), 6,04 (ddd, J =
7,1,10.4,17.4 Hz, IH ), 5,40 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 5,32 (d, J = 17,3 Hz, 1H), 4,80 (d,
J=4,0Hz IH), 3,88- 3,80 (m, 1H), 3,55 (d,J = 9,4 Hz, 1H), 1,09 (s, 9H), 0,95 (s,
9H), 0,09 (s, 3H),- 0,10 (s, 3H).

m/z (ES) 416 418 (M, M +2)*, 438 440 (MNa, MNa +2) *. 'HNMR (500 MHz,
CDCl3) 6: 7,32 (s, 1H), 7,30 (brd, J =751 H), 7.27 a 7.25 (m, 2H), 7.217.18 (m,
1H), 5,92 (ddd, J = 7.1,10.3,17.4 Hz, 1H), 5,23 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 5,18 (d, J- 17,4
Hz, 1H), 4,75 (d, J- 4.2 Hz, 1H), 3,88- 3,82 (m, 1H), 3,33 (d, J= 9,4 Hz, 1H), 1,19 (5,
9H), 0,94 (s, 9H), 0,09 (s, 3H),- 0,14 (s, 3H).

Paso F: ((IR)- 1- [(R)- {[([terc- butilo (dimetil) silil] oxi) (3- clorofenil) metil] prop- 2- en- 1-

i1} carbamato (i- 2)

Al isémero 1 (510 mg, 2.22 mmol) de N- {I- [{[terc- butil(dimetil)silil]oxi}(3-

clorofenil)metil]- prop- 2- en- I- il}2- metilpropano- 2- sulfinamida (a partir del paso E) se agregd 5

ml de HC1 anhidro 4 M en dioxano y la solucién se agitd durante 15 min a temperatura ambiente.

La reaccion se concentro a sequedad y se azeotropicd con tolueno (2 x 5 ml) para eliminar el exceso

de HCI. Luego el residuo se absorbi6 en diclorometano anhidro, se coloc bajo una atmdsfera de

nitroégeno, se enfrié a 0 °C con un bafio de hielo/agua y luego se agregd lentamente cloroformiato

de bencilo (0.32 ml, 2.22 mmol) mediante una jeringa seguido por diisopropiletilamina (1.19 ml,

6.66 mmol) y la solucidn resultante se agito durante 2 horas a 0 °C. La solucién se concentrd a
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sequedad al vacio y el residuo se purificé mediante placas preparativas (4 x 1000 uM) eluyendo
con 20% acetato de etilo en hexano para rendir el compuesto del titulo (703 mg, 71%). m/z (ES)
446 448 (M, M +2) +, 468 470 (MNa, MNa +2) +. "HRMN (500 MHz, CDC15) §: 7,32 (s, 1H),
7,30 (brd,J=7.5,1 H), 7.27 a 7.25 (m, 2H), 7.21 a 7.18 (m, 1H), 5,92 (ddd, J- 7.1,10.3, 17,4 Hz,
1H), 5,23 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 5,18 (d, J = 17,4 Hz, 1H), 4,75 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 3,88- 3,82 (m,
1H), 3,33 (d, } = 9,4 Hz, 1H), 1,19 (s, 9H), 0,94 (s, 9H), 0,09 (s, 3H),- 0,14 (s, 3H).

Los intermedios relacionados con aquellos descritos anteriormente de estereoquimica
variable se pueden preparar a partir de los materiales de inicio apropiados utilizando el

procedimiento descrito anteriormente.

O,SI\ O/ O, l\
ci “__N__oBn ol N__oBn ¢ L __N_.OBn
2 T Y
=~ O & o A o
i-2b i-2¢ i-2d
INTERMEDIO 3

(5 R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- ([ter- butil (dimetilsiloloxi}(fenil) metil] pirrolidin- I-
carboxilato de terc- butilo (i- 3)

>
~Si__ O ;
? VN

= ; \

Y

Nt
k3 “NH,
Paso A: {4- [(BAE, 5R, 6R)- 5- {[benciloxi) carbonil]amino- 6- {{terc- butilo (dimetil) silil]
oxi}- 6- (3- clorofenil)- 2- oxohex- 3- en- 1-il] fenil} carbamato
OTBS Z |
H
C1 N O S
COUr
o . o

A una solucién de [3- (2- oxobut- 3- en- 1- il) fenil] carbamato de bencilo (i- 1) (820 mg,
2.80 mmol) y ((IR)- 1- [(R)- { [terc- butilo (dimetil) silil] oxi) (3- clorofenil) metil] prop- 2- en- 1-

il} carbamato (i- 2) (500 mg, 1.12 mmol) en 7 ml de diclorometano anhidro se agreg6 el catalizador
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Zhan 1 (740 mg, 1.12 mmol) y la solucion verde resultante se calent6 a 40 °C durante la noche bajo
una atmosfera de nitrégeno. La reaccion se concentro6 a sequedad y el residuo se purifico a través de
placas preparativas (4 x 1000 uM) eluyendo con 40% acetato de etilo en hexano para rendir el
compuesto del titulo (348 mg, 50%). m/z (ES) 713, 715 (M, M +2)", 735, 737 (MNa, MNa +2)".

Paso B: 4- ({(5R)- 5- [(R)- ([terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil] pirrolidin- 2- il}
metil) anilina

>
O

Saeou

NH,

A una solucion de 328 mg (0.46 mmol) de {4- [(3E, SR, 6R)- 5- {[(benciloxi)
carbonil] amino- 6- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi}- 6- (3- clorofenil)- 2- oxohex- 3- en- I- il]
fenil} carbamato de bencillo (a partir del paso A) en 25 ml de etanol se agreg6 paladio al 10%
sobre carbdn y la suspension se coloc bajo una atmésfera de hidrégeno a través de un globo de gas
de hidrogeno. La reaccion se agitd bajo hidrégeno durante 1 hora a temperatura ambiente. TLC
indic6 que la reaccién se completd. El catalizador se filtr6 utilizando un filtro de jeringa PTFE
Gilmen 0.45 pM y se lavo con etanol (4x5 ml). El filtrado se concentr6 a sequedad al vacio y el
residuo se purificé mediante placa preparativa (3 x 1000 uM) eluyendo con metanol al 5% en

diclorometano para rendir el compuesto del titulo (121 mg, 66%). m/z (ES) 397 (MH)+.

Paso C: (5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi (fenil) metil]

pirrolidin- 1- carboxilato de terc- butilo (i- 3)
A una solucion de 121 mg (0.315 mmol) de 4- ({(SR)- 5- {(R)- ([terc- butilo (dimetil) silil]
oxi} (fenil) metil] pirrolidin- 2- iI} metil ) anilina en 5 ml de THF anhidro (a partir del paso B) se

agrego carbonato de terc- butilo (69 mg, 0.315 mmol), seguido por TEA (44 pL, 0.315 mmol) y la
solucién resultante se agitd a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrogeno durante la

noche. La mezcla de reaccion se coloco directamente sobre una placa preparativa (1500 uM) y se
eluyd con 30% acetato de etilo en hexano para rendir el compuesto del titulo (100 mg, 64%). m/z

(ES) 497 (MH)+ 397, (M- Boc) 'H RMN (500 MHz, CDC13) 8: 7,40- 7,30 (m, SH), 6.75- 6.68 (m,
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2H), 6.56- 6.51 (m, 2H), 5,52- 5,48 (m, 1H ), 5,32- 5,28 (m, 1H), 04.16- 04.06 (m, 2H), 3.88- 3.82
(m, 1H), 3,76- 3,70 (m, 1H), 3.55- 3.48 (m, 2H), 2,74 (brd, J- 11,8 Hz, 1H), 2,44 (brd, ] = 11,8 Hz,
1H), 2,05- 1,94 (m, 1H), 1.90- 1.82 (m, 1H), 1,60 (s, 9H), 1,50- 1,42 (m, 1H), 1,32 a 1,22 (m, 2H),
1.10a 1.2 (m, LH), 0,95 (s, 9H), 0,08 (s, 3H),- 0,15 (s, 3H).

SEPARACION DEL INTERMEDIO 4a Y DEL INTERMEDIO 4b

(2S, 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} fenil) metil] pirrolidina-

1- carboxilato de terc- butilo (i- 4a) , v (2R, 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc- butilo

(dimetil) silil] oxi} (fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato de terc- butilo (i- 4b)
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Paso A: (2S. 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {]{terc- butilo (dimetil) silil]

oxi} fenil) metil] pirrolidina- 1- carboxilato de terc- butilo (i- 4a) v (2R, SR)- 2- (4- aminobencil)-

S5- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil] pirrolidina- I- carboxilato de terc- butilo (i-
4b)

El intermedio i- 3 (terc- butilo (5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc- butilo (dimetil)

sili]] oxi} (fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato (Mezcla 4:1 cis y trans) se absorbié en metanol y

se purificd a través de SFC Berger Multigram (supercritico) utilizando un eluyente de metanol al

30%: de diéxido de carbono al 60% para separar los dos diastereoisomeros El primer isémero de

la columna se etiqueté isémero menor 1 y el segundo isdmero se etiquetd isémero principal 2.

i-4a: m/z (ES) 497 (MH)+, 397 (M- Boc)+. ' RMN (500 MHz, CDCl3) & 7,40- 7,30 (m, 5H), 6,75-
6,68 (m, 2H), 6,56- 6.51 (m, 2H), 5.52 a 5.48 (m, 1H), 5,32- 5,28 (m, 1H), 4.16 a 4.6 (m, 2H),
3,88- 3,82 (m, 1H), 3,76- 3,70 (m, 1H), 3,55- 3,48 (m, 2H), 2,74 (br d, J = 11,8 Hz, 1H), 2,44
(brd J=11,8 Hz, 1H), 2.05- 1.94 (m, 1H), 1.90- 1.82 (m, 1H), 1,60 (s, 9H), 1.50- 1.42 (m, 1H)
,1,32a 1,22 (m, 2H), 1.10a 1.2 (m, LH), 0,95 (s, 9H), 0,92 (d, J= 11,8 Hz, 1H), 0,12 (br d, J =
14,0 Hz, 3H) ,- 0,04 (s, 3H). Eluido 8.70 minutos en SFC, isémero 2

i- 4b:  m/z (ES) 497 (MH)+, 397 (M- Boc) +. 'H RMN (500 MHz, CDC13) 5: 7,40- 7,30 (m, 5H), *
6.76 a 6.68 (m, 2H), 6,56- 6,51 (m, 2H), 5,52- 5,48 (m, 1H), 5.32- 5.28 (m, 1H), 4.16- 4.6 (m,
2H), 3.88-3.82 (m, 1H), 3.76- 3.70 (m, 1H), 3.60- 3.46 (m, 2H), 2,72 (br d, J = 12,0 Hz, 1H),
2,44 (brd, J=12,2 Hz, 1H), 2.05- 1.94 (m, 1H), 1,90- 1,82 (m, 1H), 1,64 (s, 9H), 1,50- 1,42 (m,
1H), 1,32- 1,22 (m, 2H), 01.10- 01.02 (m, LH), 0,95 (s, 9H), 0,14 (br d, J 13,8 Hz, 3H), 0,09 (s,
3H). Eluido 7.78 minutos en SFC, isémero 1.

SINTESIS DEL INTERMEDIO 4a v EL INTERMEDIO 4b
(28, 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil] pirrolidin- 1-

carboxilato de terc- butilo (i- 4a);

(2R. 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R) {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metill- pirrolidina-
1- carboxilato de terc- butilo (i- 4b )
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Paso A: (4S)- 3- hex- 5- inoil- 4- fenil- 1 ,3- oxazolidin- 2- ona

B NP W N

A una solucién de 69.0 g (615 mmol) de 4cido 5- hexinodico y 214 ml (1540 mmol) de
trietilamina en 1.0 L de tetrahidrofurano anhidro a- 25 °C bajo una atmdsfera de nitrogeno, se
agregd 83.0 mL (677 mmol) de cloruro de trimetilacetilo durante 20 min. Tras la adiciéon se formo
un precipitado blanco y la suspensidn resultante se agité durante 2 h. A continuacion, se agregd
secuencialmente 28.7 g (677 mmol) de cloruro de litio anhidro y 100.0 g (615.0 mmol) de (45)- 4-
fenil- 1,3- oxazolidin- 2- ona y la mezcla se dejo calentar gradualmente a temperatura ambiente
durante12 h. Todos los materiales volatiles se eliminaron al vacio y el residuo se diluyo6 con agua (1
L) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 300 ml). Las capas orgéanicas combinadas se¢ lavaron con
salmuera (250 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentro al vacio. El
residuo crudo se purific6 mediante cromatografia de gel de silice eluyendo con un 5- 50% acetato
de etilo en gradiente de hexanos para rendir el compuesto del titulo como un sélido incoloro (135 g,
85.4%). 'H RMN (500 MHz, CDC13): & 7,40- 7,37 (m, 2H), 7,36- 7,32 (m, 1H), 7.31- 7.28 (m, 2H),
5,42 (dd,J=8,9,3,7 Hz, 1H), 4,69 (t,J=8,9 Hz, 1H), 4,28 (dd, 9,2, 3,7 Hz, 1H), 3.13- 3.2 (m, 2H),
2.24 2221 (m, 2H), 1,94 (t,J = 2,6 Hz, 1H), 1,84 (quinteto, J- 7.1 Hz, 2H). LC- MS: m/z (ES)
258,2 (MH)+.

Paso B:

(4S)- 3- {(2R)- 2- [(S)- hidroxi (fenil) metil] hex- 5- inoil}- 4- fenil- 1,3~ oxazolidin- 2- ona
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A una solucion agitada de 56.8 g (221 mmol) de (45)- 3- hex- 5- inoil- 4- fenil- 1, 3-
oxazolidin- 2- ona a partir del paso A anterior en 265 ml de acetato de etilo anhidro a temperatura
ambiente bajo una atmosfera de nitrégeno, se agregd 6.31 g (66.2 mmol) de cloruro de magnesio
anhidro, 61.5 ml (442 mmol) de trietilamina, 26.9 mL (265 mmol) de benzaldehido y 42.3 ml (331
mmol) de clorotrimetilsilano y la mezcla resultante se agité durante 72 horas. La mezcla de
reaccion heterogénea se filtr6 a través de un tapdn de gel de silice de 300 mL eluyendo con un 1L
de acetato de etilo adicional. El filtrado se evapord a sequedad al vacio y el residuo se suspendi6 en
265 ml de metanol y 10 mL de 4cido trifluoroacetico. La mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente bajo nitrogeno durante 5 horas, tiempo durante el cual la reaccién se volvié homogénea.
Todos los materiales volatiles se eliminaron al vacio y el residuo se purificé por cromatografia en
gel de silice eluyendo con un 5- 15% acetato de etilo en gradiente de hexanos para rendir el
compuesto del titulo como un sélido blanco (65.0 g, 81.2%). "H RMN (500 MHz, CDCl5): 6
7.30-7.28 (m, 8H), 07.09- 07.07 (m, 2H), 5,42 (dd, J = 8,7, 3,7 Hz, 1H), 4,76- 4,72 (m, 1H),
4.724.67 (m, 1H), 4,65 (t,J = 8,7 Hz, 1H), 4,18 (dd, ] = 8,7, 3,7 Hz, 1H), 3,05 (d, ] = 7,8 Hz, 1H),
2,24 (td, J = 7.1,2.5 Hz, 2H), 2,00- 1,93 (m, 2H), 1,67- 1,61 (m, 1H). LC- MS: m/z (ES) 346,1
(MH- H20) +, 386,0 (MNa) +.

Paso C:Acido (2R)- 2- [(5)- hidroxi (fenil) metil] hex- 5- indico

0

aal
1
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A una solucién agitada de 65.0 g (179 mmol) de (4S)- 3- {(2R)- 2- [(S)- hidroxi
(fenil)]metil] hex- 5- inoil}- 4- fenil- 13- oxazolidin- 2- ona del paso B anterior en 1050 ml de una
mezcla 20 al de tetrahidrofuran anhidro a agua a 0 © C bajo una atmoésfera de nitrogeno, se agregd
77.0 ml (894 mmol) de una solucién acuosa de peréxido de hidrogeno al 35% a una tasa
suficientemente lenta para mantener la temperatura interna por debajo de 3 °C. A continuacién, se
agregd 395 mL(395 mmol) de una soluciéon acuosa de 1.0 M de hidréxido de litio a una tasa
suficientemente lenta para mantener la temperatura interna de la reaccién por debajo de 5 °C y la
mezcla resultante se agit6 durante 3 horas a 0 °C. La reaccién se apagd con 755 mL (984 mmol) de
una solucion acuosa 1.3 M de sulfito de sodio a una velocidad suficientemente lenta para
mantener la temperatura interna de la mezcla por debajo de 5 © C. Todas los materias volatiles sc
separaron al vacio y la fase acuosa restante se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 ml). La fase
acuosa se enfrid a 0 °C y se acidificé con una solucion acuosa 6 M de cloruro de hidrogeno hasta
lograr un pH de 3. Luego la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 300 ml) y los extiractos
organicos combinados se lavaron con salmuera (100 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio, se
filtraron y se evaporaron al vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia en gel de silice
eluyendo con un 5- 10% acetato de etilo y 3% &cido acético en gradiente de hexanos para rendir el
compuesto del titulo como una goma incolora (32,0 g, 82,0%). 'H RMN (500 MHz, CDCl3): 6
7,39- 7,28 (m, 5H), 4,85 (d, J = 8.2,1 H), 3,03- 2,97 (m, 1 H), 2.29-2.15 (m, 2H), 1,97 (t,J =2,5
Hz, 1H), 1,93- 1,82 (m, 1H), 1,62- 1,55 (m, 1H). LC- MS: M/Z (ES) 201,0 (MH- H20) +.

Paso D: Acido (2R)- 2- [(S)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil] hex- 5- indico
TBSO o
= - OH

f

A una solucién agitada de 32.0 g (147 mmol) de (2R)- 2- [(S)- hidroxi (fenil) metil] hex- 5-
indico a partir del paso C anterior de 500 ml de acetonitrilo anhidro a temperatura ambiente bajo
una atmdsfera de nitrogeno, se agregd 77.0 mi (513 mmol) de 1 ,8- diazabiciclo [5.4.0] undec- 7-
eno 22 ml seguido por 66.3 g (440 mmol) de cloruro de terc butildimetilsililo en tres porciones
durante 10 min. La mezcla de reaccién se agit6é durante 4 horas y después se evaporaron al vacio

para eliminar todos los materiales volatiles. El residuo se diluyé con 300 ml de diclorometano y
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100 ml de agua. Se agrego6 una solucién acuosa 1.0 M de cloruro de hidrogeno a la mezcla hasta
que se logré un pH de 3 en la capa acuosa. Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con
diclorometano (2 x 100 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con agua (50 ml),
salmuera (50 ml) y luego se secaron sobre sulfato de magnesio. Después de la filtracién y
evaporacion al vacio el residuo se disolvié en 350 ml de metanol y se agregé 350 ml (280 mmol) de
una solﬁcién acuosa 0.8 M de carbonato de potasio. LLa mezcla resultante se agité durante 1.5 h,
luego se evapord al vacio para eliminar todos los materiales volatiles. El residuo se diluyé con 300
ml de diclorometano y la fase acuosa se acidificd con una solucion acuosa 5.0 M de cloruro de
hidrégeno hasta que se logré un pH de 3. Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con
diclorometano (2 x 100 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con agua (50 ml),
salmuera (50 ml) y luego se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron al
vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia en gel de silice eluyendo con un acetato de
ctilo 315% en gradiente de hexanos para rendir el compuesto del titulo como un sélido incoloro
(42.3 g, 86.6%). 'RMN (500 MHz, CDC15): 8 7,36- 7,27 (m, 5H), 4,78 (d, ] = 8,7, 1H), 2,90- 2,86
(m, 1H), 2.19- 2.11 (m, 1H), 2,10- 2,03 (m, 1H), 1,90 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 1,75- 1,67 (m, 1H), 1.41-
1.34 (m, 1H), 0,83 (s, 9H), 0,02 (s, 3H) ,- 0,27 (s, 3H). LC- MS: m/z (ES) 333.2 (MH)+.

Paso E: 4- metoxibencil {(1R)- 1- {[(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]
pent- 4- in- 1- il} carbamato

- OMe

Py o0 LT

- NH

il _ z

I'i

A una solucion de 40.0 g (120 mmol) de 4cido (2R)- 2- [(S)- {[terc- butilo (dimetil)
silil] oxi} (fenil) metil] hex- 5- indico del paso D anterior y 33.5 ml (241 mmol) de trietilamina en
400 ml de tolueno anhidro a temperatura ambiente bajo una atmésfera de nitrégeno, luego se
agregd 37.5 ml (132 mmol) de difenilfosforilazida. La mezcla se agité durante 5 horas y luego se
agregd 37.5 ml (301 mmol) de alcohol 4- metoxibencilo. La mezcla resultante se calentd hasta 105
°C durante 16 h, se enfri6 a temperatura ambiente y después se diluyeron con 250 mL de una
solucién acuosa saturada de bicarbonato. Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con

acetato de etilo (2 x 150 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con agua (100 ml),
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salmuera (100 ml) y luego se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron al
vacio. El residuo crudo se purificé mediante cromatografia de gel de silice eluyendo con 3- 10%
acetato de etilo en hexanos para rendir el compuesto del titulo como un aceite incoloro (50.9 g,
90.5%). '"H RMN (500 MHz, CDC13): 7.28- 7.21 (m, 7H), 6,87 (d, ] = 8,4 Hz, 2H), 4,92 (s, 2H),
4,77- 4,59 (m, 2H), 3,89- 3,84 (m, 1H), 3,81 (s, 3H), 2.30- 2.22 (m, 2H), 1,95 (m, 1H), 1,911,85
(m, 1H), 1,57- 1,50 (m, 1H), 0,89 (s, 9H), 0,06 (s, 3H),- 0,15 (s, 3H). LC- MS: m/z (ES) 468,1
(MH)+, 490,0 (MNa) +.

Paso F:4- metoxibencilo [(1R)- 1- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil}- 5- (4-

nitrofenil) pent- 4- in- 1- il] carbamato

A una solucion de acetileno (a partir del paso E, 40 g, 80 mmol) y 4- yodonitrobenceno
(21.8 g, 88 mmol) en DMF anhidra (500 ml) se agregé trietilamina (111 mL, 797 mmol).
Pd(dppf)Cl, (1.95 g, 2.39 mmol) y cobre (I) de yoduro de (910 mg, 4.78 mmol) y la mezcla se
degasifico con nitrogeno (burbuja 15 min) y la solucién resultante se agito a temperatura ambiente
durante 5 h. La mezcla se verti6 en agua (1200 m) y se extrajo con EtOAc (3 x 300 ml). Luego los
extractos organicos combinados se lavaron con agua (2 x 500 ml), NaCl saturado (200 ml), se
secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron al vacio. El residuo se purifico
mediante MPLC (Horizon Biotage 2x flash 65 i) eluyendo con un gradiente de 0- 30% acctato de
etilo en hexano para rendir 41 g (84%) como un aceite de color rojo oscuro. 'H RMN (500 MHz,
CDC13): 08.11- 08.04 (m, 2H), 7,94- 8,01 (m, 1H), 7.38- 7.21 (m, 8H), 6,87 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
4,98 (s, 2H), 4,77- 4,59 (m, 2H), 4.00 a 3.95 (m, 3H), 3,81 (s, 3H), 2,56 (1, J = 7,1 Hz, H = 2H),
2,00- 1,95 (m, 1H), 1,66- 1,61 (m, 1H), 0,93 (s, 9H), 0,10 (s, 3H),- 0,10 (s, 3H). LC- MS: m/z (ES)
589,3 (MH)+, 611,2 (MNa) +.

Paso G: 4- metoxibencilo [(1R)- 1- [(R)- {[terc butil- (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5-

(4- nitrofenil)- 4- oxopentil] carbamato
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A una solucion de acetileno nitrofenilo (a partir del paso F, 41 g, 65.5 mmol) en DMF

(40 ml) se agregd pirrolidina (14 ml, 196.5 mmol) y la mezcla resultante se calentd a 80 °C durante
3 h. La mezcla se enfrid a temperatura ambiente y se agregd una solucion de acido acético al 10%
en agua (110 ml), y la solucidn resultante se agité a temperatura ambiente durante otras 3 horas. La
mezcla se verti6 en agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 250 ml); las capas combinadas de
EtOAc se lavaron con agua (2 x 250 ml), con NaCl saturado (100 ml), se secaron sobre MgSQOy se
filtraron y se evaporaron. El residuo se purificé mediante Horizon Flash 75 eluyendo con gradiente
incrementandose a partir de 100% en hexanos a 50% EtOAc en hexanos para rendir 34 g (81%)
como un aceite de color naranja oscuro. 'H RMN (500 MHz, CDCl15): 8.17- 8.14 (m, 2H), 7,32-
7,23 (m, 9H), 6,87 (d, ] = 8,4 Hz, 2H), 4,96 (d, ] = 12,2 Hz, 1H ), 4,90 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,72 (d,
I=3Hz, 1H), 4.16- 4.13 (m, 1H), 3,81 (s, 3H), 3,71- 3,77 (m, 2H), 2,65- 2,52 (m, 2H), 1.97- 1.92
(m, 1H), 1,72- 1,60 (m, 1H), 0,93 (s, 9H), 0,05 (s, 3H),- 0,13 (s, 3H).
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Paso H: (2R, 5S)- 2- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} fenil) metil]- 5- (4- nitrobencil)
pirrolidina (2R, 5S)- 2- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5- (4-

| )

nitrobencil)pirrolidina

Ny
o H Sty
\-/L\,—N\“ ) H
D AR
D =N B ) N
Q¥ 70D
Isdmero 1 ‘NO, Isdmero 2 =
NO,

A una solucidén de cetona amina MOZ protegido (a partir del paso G, 34 g, 56 mmol) en
DCM (350 ml) se agreg6 TFA (256ml) y la mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente
durante 1.5 h. La solucion se evapor6 al vacio y el residuo se particion6 entre DCM- y NaHCO;
saturado. La capa orgéanica se seco sobre MgSO, se filtré y se evapor6 El residuo se disolvio en
MeOH (750 ml) y se enfrid a 0 °C a través de un bafio de hielo/agua. Luego se agrego
cianoborohidruro de sodio (21.2 g, 337 mmol) y la mezcla resultante se agit6 durante la noche para
permitir calentar a temperatura ambiente. La mezcla se apagé por adicion de agua y los extractos
organicos se eliminaron al vacio. Luego la capa acuosa se extrajo con EtOAc (x2) y las capas
combinadas de EtOAc se lavaron con NaCl saturado, se secaron sobre MgSQy, se filtraron y se
evaporaron al vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna sobre silice
(eluyente: gradiente creciente de hexanos 100% a 35% EtOAc en hexanos) para rendir 16.4 g
(63.4%) del isdmero primero, (2R, 5S)- 2- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5-
(4- nitrobencil) pirrolidina, y 3.1 g (12%) del isomero segundo (2R, 5R)- 2- [(R )- {[terc- butilo
(dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5- (4- nitro) pirrolidina.
Isémero 1: LC- MS: m/z (ES) 427.3 (MH)+
[sémero 2: LC- MS: m/z (ES) 427.3 (MH)+

Paso I: (2R, 58)- 2- I (R)- {[terc- butil(dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5- (4-

nitrobencil) pirrolidina- 1- carboxilato de terc- butilo
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A una solucién de (2R, 5S)- 2- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5- (4-
nitrobencil) pirrolidina- 1- carboxilato de terc- butilo ( 12 g, 42.5 mmol) en THF anhidro se agregd
anhidrido Boc (9.3 g, 42.5 mmol) seguido por TEA (17.76 ml, 127.4 mmol) y la solucién resultante
se agito a temperatura ambiente bajo una atmosfera de nitrogeno durante 2 h. La mezcla se lavo con
agua (100 ml) y se extrajo con acetato de etilo (2 x 200 ml). Los extractos organicos se secaron
sobre sulfato sodico, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se purificé mediante MPLC
Horizon Biotage (columna de gel de silice 651) eluyendo con un gradiente de 20- 75% acetato de

etilo en hexano para proporcionar el producto deseado. LC- MS: m/z (ES) 527.3 (MH)+, 549.2
(MNa)".

Paso J: (2R, SR)- 2- [(R) {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5- (4- nitrobencil)

pirrolidina- 1- carboxilato de terc- butilo

~1

NO,

Se prepar6 de la misma manera como el Paso I, pero reemplazando el isémero pirrolidina
cis por ¢l isdmero trans, (2R, SR)- 2- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5-
(ﬁitrobencil) pirrolidina. LC- MS: m/z (ES) 527.3 (MH)+, 549.2 (MNa)".

Paso K: (2S. 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]

pirrolidin— 1- carboxilato de terc- butilo (i- 4a )
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Un matraz con agitador Parr de 500 ml se cargé con  10% Pd/C (4.75 g) y a éste sc agregd
100 ml] de metanol para cubrir el catalizador. Una solucién de] intermedio nitro a partir del paso |
(8.5 g, 18.5 mmol) en metanol (80 ml) se agregd luego a la suspension, seguido por 15.4 ml de
cloruro de hidrégeno 1.0 M en solucién de metanol. El recipiente de reaccion se coloco bajo gas de
hidrégeno a 50 PSI y la mezcla se agité durante la noche. Una alicuota fue tomada y analizada a
través de LC- MS, lo cual mostr6 una reaccion completa.
El catalizador se separ6 por filtracién utilizando Celite y se lavo con metanol (2 x 100 ml).
El filtrado se concentr6 a sequedad y el producto se purificé mediante MPLC Horizon (65i
columna de silice) eluyendo con gradiente incrementandose a partir de 0% a 30% de acetato de
etilo en hexano para rendir el compuesto del titulo (6.2 g, 72%). m/z (ES) 497 (MH)+, 397 (M-
Boc) +. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) 8: 7,38- 7,29 (m, 5H), 6,76- 6,68 (m, 2H), 6.55- 6.50 (m, 2H),
5,52- 5,49 (m, 1H), 5.30- 5.27 (m, 1H), 4.15- 4.5 (m, 2H), 3,86- 3,81 (m, 1H), 3.76- 3.71 (m, 1H),

3,55-3,47 (m, 2H), 2,74 (br d, J = 11,7 Hz , 1H), 2,44 (br d, J = 11,7 Hz, 1H), 2,05- 1,93 (m, 1H),

1,90- 1,83 (m, 1H), 1,60 (s, 9H), 1,50- 1,42 (m, 1H), 1.31- 1.21 (m, 2H), 1.10- 1.2 (m, LH), 0,95

(s, 9H), 0,92 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 0.13 (br d , J 14,0 Hz, 3H),- 0,05 (s, 3H)

(2R, 2R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc-

Paso L:
butilo (dimetil) silil] ox1} (fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato de terc- butilo (i- 4b)

= .

Se prepar6 de la misma manera como el Paso K, pero reemplazando el isomero pirrolidina
cis por el isémero trans, (2R, SR)- 2- [(R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]- 5- (4-
nitrobencil) pirrolidina- 1- carboxilato de terc- butilo. m/z (ES) 497 (MH)+, 397 (M- Boc) +. 'H
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RMN (500 MHz, CDCl3) §: 7.41- 7.30 (m, SH), 6.73- 6.67 (m, 2H), 6,56- 6,50 (m, 2H), 5.52- 5.48
(m, 1H), 5,33- 5,28 (m, 1H), 4.15- 4.6 (m, 2H), 3,86~ 3,81 (m, 1H), 3,76- 3,70 (m, 1H), 3,59- 3,46
(m, 2H), 2,72 (br d, J 12,0 Hz , 1H), 2,44 (br d, ] = 12,0 Hz, 1H), 2,05- 1,93 (m, 1H), 1.90- 1.82 (m,
1H), 1,64 (s, 9H), 1,49- 1,42 (m, 1H), 1.32- 1.20 (m, 2H), 1.10a 1.2 (m, LH), 0,95 (s, 9H), 0,14 (br
d, J 13,7 Hz, 3H), 0,10 (s, 3H).

Los siguientes intermedios se prepararon a partir de los materiales de inicio apropiados

segun los procedimientos descritos anteriormente para el intermedio i- 4a.
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Intermedio Ar Calc. Masa EM (E/Z) (MH)+
i- 4¢ S 514.30 515.30
TN
1{\{’(’
i- 4d ﬁ"“\&;.;.‘z,; 514.30 515.30
'f e b
RN
i- 4e A 532.30 533.30
7 e
\f-;:!
F
N )
I- 4f 7 ”"\ff"_ 532.30 533.30
AN

Los siguientes intermedios se prepararon a partir de los materiales de inicio apropiados

segun los procedimientos descritos anteriormente para el intermedio i- 4b.
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Intermedio Ar Calc. Masa EM (E/ Z) (MH)+
i- 4 N , 514.30 515.30
g ;?’Ns’;-_
o

i- 4h [y

- S 514. .

i A 14.30 515.30

INTERMEDIO 5

(5 R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (3- clorofenilmetil]

pirrolidina- 1- carboxilato (1- 5)

- ,Si.\' Q?"JO‘%/
Cl T o~ N
| l_:- p—
J i 2_ \
NH,
Paso A: 4- ({(5R)- 5- [(R)- ([ter- butil (dimetil) silil] oxi} (3- clorofenil) metil] pirrolidin- il}
metil) anilina
>y
N
o)
Cf\@*injfb
NH,

A una solucion de 100 mg (0.15 mmol) de bencilo {4- [(3E, SR , 6R)- 5- {[(benciloxi)
carbonil] amino- 6- {[terc- butil (dimetil) silil} oxi }- 6- (3- clorofenil)- 2- oxohex- 3- en- I- 1]

fenil} carbamato de bencilo (a partir del paso A, i- 3) en 8 ml de acetato de etilo se agrego paladio
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al 10% sobre carbdn y la suspension se coloco bajo una atmosfera de hidrogeno a través de un
globo de gas de hidrogeno. La reaccion se agit6 bajo hidrogeno durante 8 horas a temperatura
ambiente. El catalizador se separ6 por filtracion utilizando un filtro de jeringa Gilmen 0.45 uM
PTFE y se lavé con acetato de etilo (4x2 ml). El filtrado se concentré a sequedad al vacio y el
residuo se purificé mediante una placa preparativa (1000 pM) eluyendo con metanol al 5% en

diclorometano para rendir el compuesto del titulo (33 mg, 51%). m/z (ES) 430, 432 (M, M +2)".

Paso B: _(5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R){[terc- butil(dimetil)silil]oxi}(3-

clorofenil)metil]pirrolidina-carboxilato (I- 5)

A una solucion de 33 mg (0.07 mmol) de 4- ({(5R)- 5- [(R)- ([terc-
butil(dimetil)sililjoxi} (3- clorofenil)metil]pirrolidin- 2- il}metil)anilina en 1 ml de THF anhidro (a

partir del paso A) Se agregé carbonato de terc- butilo (15.3 mg, 0.07 mmol), seguido por TEA (13

ul, 0.07 mmol) y la solucién resultante se agité a temperatura ambiente bajo una atmoésfera de

. nitrégeno durante la noche. La mezcla de regecion se colocd directamente sobre una placa
preparativa (500 uM) y se eluyd con 30% acetato de etilo en hexano para rendir el compuesto del

titulo (25 mg, 78%). m/z (ES) 530, 532 (M, M +2)*, 430, 432 (M- Boc, H- Boc +2)".

INTERMEDIO 6

cloruro de 4- {4- [4- (trifluorometil) fenil]- 1.3- tiazol- 2- i1} bencenosulfonilo (i- 6)

W
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' El Intermedio 6 puede prepararse segtin los procedimientos publicados, por ejemplo,
Ikemoto, Tetrahedron 2003,59,1317- 1325.

INTERMEDIO 7

Acido 2- metil- 5.,6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1,3] tiazol- 4- carboxilico (i- 7)
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Paso A: 2- metil- 5 .,6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1,3] tiazol- 4- carboxilato de etilo

A una solucion de 2- oxociclopentano- 2- carboxilato de etilo (56 g, 359 mmol) en

cloroformo (500 ml) enfriada a 0 °C se agregd bromo (18.5 ml, 359 mmol) durante ~ 20 minutos.
Después de completar la adicidn, la mezcla se dejo calentar a temperatura ambiente y s¢ agito
durante la noche. El gas de nitrogeno se burbujeé a través de la mezcla durante 90 minutos para
eliminar la mayor parte de HBr. Se lavo con agua (500 mL), con NaHCO03 (250 ml), NaCl saturado
(200 ml), se secod sobre MgSOQy, se filtro y se evapor6. El residuo disolvié en EtOH (500 ml) y
tioacetamida (26.9 g 359 mmol), la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 h, luego a
reflyjo durante la noche. La mezcla se enfrié y se evapord, y el residuo se particiono entre DCM y
NaHCOs saturado, la capa organica se lavo con NaCl saturado, se secd sobre MgSOy, se filtrd y se
evaporo. El residuo se purifico mediante MPLC (Biotage Horizon: 2 x FLASH 651) cluyentc:
hexanos 100% (450 ml), gradiente incrementandose desde 100% en hexanos al 25%, EtOAc cn
hexanos (1400 ml), luego EtOAc al 25% en hexanos para rendir el compuesto del titulo (32 g, 42%)
como un aceite oscuro. 'HNMR (500 MHz, CDCls) 8: 4,22 (q, J- 7.0 Hz, 2H), 3,96 (m, 1H), 3,04
(m, 1H), 2,88 (m, 1H), 2,76 (m, 2H), 2,70 (s, 3H), 1,30 (t, J- 7,0 Hz, 3H).

Pasos B: Acido 2- metil- 5, 6 dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1.3] tiazol- 4- carboxilico (i- 7)
A una solucion de 31.5 g (149 mmol) 2- metil- 5 ,6- dihidro- 4H- ciclopenta
[a] [1,3] tiazol- 4- carboxilato de etilo en THF (450 ml) y metanol (100 ml) (a partir del paso A) se

agregd una solucion de hidroxido de litio (149 ml de una solucién 1M, 149 mmol) y la mezcla
resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 3 h. Los extractos organicos se eliminaron por
evaporacion y el residuo acuoso se extrajo con ET,0 (2 x 250 ml) y se acidificé a pH 3 mediante la
adicion de 1 M HC1(~170 M) y se saturé con NaCl sélido. Se extrajo con DCM (3 x 250 ml), las
capas DCM se combinaron se secaron sobre MgSO; se filtraron y evaporaron. Se extrajeron con

DCM (3 x 250 ml), las capas combinadas DCM sesecaron sobre MgSOy se filtraron y se
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evaporaron. El residuo se triturd conacetonitrilo, se filtrd y se seco para rendir el compuesto del
titulo (7.1 g, 26%) como un sélido blancuzco. "HRMN (500 MHz, CDCl3) 8: 11,75 (brs, 1H), 4,02
(m, 1H), 3,00 (m, 1H), 2,90- 2,66 (m, 6H).

INTERMEDIO 8
Acido 2- [(terc- butoxicarbonil) amino]- 5,6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1,3] tiazol- 4- carboxilico

(i- 8)

HO‘{_ o )
- \_/N O
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Paso A: 2- amino- 5,6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1,3] tiazol- 4- carboxilato de etilo
O

EtO— z \ Nz'".NHZ

Se prepard de la misma manera que el intermedio (i- 7) reemplazando la tioacetamida en el
Paso A por tiourea. 'HRMN (500 MHz, CDC13) &: 5,30 (brs, 2H), 4,21 (q, J = 7.0,2 H), 3,81 (m,
1H), 2,91 (m, 1H), 2,78 (m, 1H), 2,66 (m, 2H), 1,30 (t, I- 7.0, 3H).

Paso B: 2- [(terc- butoxicarbonil) amino]- 5.6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1.3] tiazol- 4-

carboxilato de etilo

0
Eto NeN. o
Reraas

A una solucion de 230 mg (1.08 mmol) de 2- amino- 5 ,6- dihidro- 4H-
ciclopenta [a] [1,3] tiazol- 4- carboxilato de etilo en diclorometano (5 ml) (a partir del paso A) se
agrego di-terc- butildicarbonato(236 mg, 1.08 mmol), trietilamina (0.15 ml, 1.08 mmol) y DMAP
(13 mg, 0.11 mmol) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla
se lavo con HC11N (10 ml), NaCl saturado (5 ml), se seco sobre MgSQy, se filtrd y se evaporo.

El residuo se purifico mediante MPLC (Horizon Biotage: FLASH 25 + S) eluyente: 100
Hexanos% (100 ml), EtOAc gradiente 0- 15% en hexanos (900 ml) y luego EtOAc 15% en hexanos
(500 ml) para rendir el compuesto del titulo (160 mg, 47%) como una espuma blanca. 'HRMN
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(500 MHz, CDC13) 8: 9,23 (brs, 1H), 4,17 (q,J = 7,1 Hz, 2H), 3,95 (t, J- 6.6 Hz, 1H), 3,04 (m, 1H),
2,86 (m, 1H), 2,76 (m, 2H), 1,55

Paso C: Acido 2- [(terc- butoxicarbonil) amino]- 5,6- dihidro- 4H- ciclopenta [al [1.3]

tiazol- 4- carboxilico (i- 8)

Se preparo a partir de 2- [(terc- butoxicarbonil) amino]- 5,6- dihidro- 4H- ciclopenta [a]
[1,3] tiazol- 4- carboxilato de etilo (del paso B) utilizando un procedimiento analogo al que se
encuentra en el intermedio (i- 7) el paso B. 'HRMN (500 MHz, CDCl13) 6: 3,96 (m, 1H), 3,06 (m,
1H), 2,88 (m, 2H), 2,71 (m, 1H), 1,55 (s, 9H ).

INTERMEDIO 9
Acido 2- (4- fluorofenil- 5 .6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1.3] tiazol- 4- carboxilico (i- 9)

© == ) ~F
HO- N .
jora
S
i9

Se preparé utilizando procedimientos andlogos a aquellos empleados en ¢l intermedio 7 (i-
7) reemplazando tioacetamida por 4- fluorotiobenzamida en el paso A. 'HRMN (500 MHz,
DMSO- dé6) 6: 7.90 (m, 2H), 7,29 (t, J- 8,7 , 2H), 3,81 (m, 1H), 2,99 (m, 1H), 2,86 (m, 1H), 2.70-
2.58 (m, 2H).

INTERMEDIO 10
Acido 2- metil- 4 ,5,6,7- tetrahidro- 1 ,3- benzotiazol- 4- carboxilico (I- 10)

Paso A: 2- metil- 4 .5.6,7- tetrahidro- 1 .3- benzotiazol- 4- carboxilato de etilo
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A una solucidén de 2- oxociclohexanocarboxilato de etilo (15 g, 88 mmol) en
éter dietilico anhidro (40 ml) enfriada a 0 °C se agregd bromo (4.5 ml, 88 mmol) por goteo
durante 15 minutos. Después de completar la adicion la mezcla se dejé calentar a temperatura
ambiente durante 90 min. La mezcla se diluyé con EtOAc (100 ml) y se lavé con NaHCOs,
saturado. NaCl, se seco sobre MgSO4, se filtr6 y se evapord. El residuo se absorbi6 en etanol
(100mL) y tioacetamida (6,6 g, 88 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h,
luego se sometio a reflujo durante la noche. La mezcla se evapor6 y el residuo se particiond entre
NaHCOj3; saturado y DCM. La capa orgénica se seco sobre MgSQy, se filtr6é y se evaporo. El
residuo se purificé mediante MPLC (Biotage Horizon: FLASH 65i)
eluyente: 100 Hexanos% (500 ml), gradiente- 0 a 25% EtOAc en hexanos (1200 ml) después
EtOAc 25% en hexanos (1200 ml) para rendir el compuesto del titulo (6.14 g, 31%) como un aceite
de color naranja pélido . 'HRMN (500 MHz, CDC13) 6: 4,22 (q, J =7,1,2H), 3,84 (t, ] =5.5,1 H),
2,80 (m, 1H), 2,73 (m, 1H), 2,65 (s, 3H ), 2,18 (m, tH), 2.11- 1.95 (m, 2H), 1,85 (m, 1H), 1,29 (t, J-
7,1, 3H).

Paso B:4cido 2- metil- 4 ,5.6.7- tetrahidro- 1 ,.3- benzotiazol- 4- carboxilico (i- 10)

Se prepar¢ a partir de 2- metil- 4 ,5,6,7- tetrahidro- 1 ,3- benzotiazol- 4- carboxilato
de etilo (a partir del paso A) de acuerdo con el procedimiento descrito en el intermedio (i- 7) el paso
B. 'HRMN (500 MHz , CDC13) §: 9,26 (brs, 1H), 3,81 (q, I =7,3y 5.9, 1H), 2,75 (m, 2H), 2,68 (s,
3H), 2,24 (m, 1H), 2.18- 2.01 (m, 2H), 1,82 (m, 1H).

INTERMEDIO 11

Acido 2- [(terc- butoxicarbonil) amino] 4,5.6,7- tetrahidro- 1 .3- benzotiazol- 4- carboxilico (I- 11)
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Paso A: 2- amino- 4 .5.6,7- tetrahidro- 1 ,3- benzotiazol- 4- carboxilato de etilo

EtO. O
./L -N
(Lo
s
Se prepard seglin los procedimientos descritos en el intermedio 10 (i- 10) reemplazando

tioacetamida por tiourea en el paso A. "THRMN (500 MHz, DMSO- d6) &: 9,28 (brs, 2H), 4,11 (g,
= 7,3, 2H), 3,71 (t, J- 5,0, 1H), 2,57- 2,39 (m, 2H), 1,90 (m, 2H), 1,78 (m, 1H), 1,59 (m, 1H), 1,17
(t,J=173,3H).

Paso B: Acido 2- [(terc- butoxicarbonil)aminol- 4 ,5.6,7- tetrahidro- 13- benzotiazol- 4-

carboxilico (i- 11)

Se prepar¢ a partir de 2- amino- 4 ,5,6,7- tetrahidro- 1 ,3- benzotiazol- 4- carboxilato de etilo
(a partir del paso A) de acuerdo con los procedimientos descritos en el intermedio 8 (i- 8) los pasos
By C. '"HRMN (500 MHz, CDC13) 8: 3,70 (t, J = 5,2, 1H), 2,74 (m, 1H), 2,64 (m, 1H), 2,25 (m,
1H), 2,10 a 1,94 (m, 2H), 1,87 (m, 1H), 1,55 (s, 9H).

INTERMEDIO 12

Acido indan- 1- carboxilico (i- 12)

O
Y
Se prepar6 segun con el procedimiento de la literatura (Journal of Organic Chemistry)

(2000), 65 (4), 1132- 1138.

INTERMEDIO 13a e INTERMEDIO 13b
(25, 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato de terc-
butilo (I- 13 a);
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(2R, 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato de terc-
butilo (I- 13 b)

O Q
OH N "'O\ — Q ~Q .-
LT ey
l\ /[ S 2—\ I\/\i i_)’ -27-—\
i~13a = k130 o
NHZ NHZ
Paso A: (4R, 5R)- 2, 2- dimetil- 4- (1 E)- 3- oxoprop- - en- 1- il]- 5- fenil- 1, 3- oxazolidina-
3 — carboxilato de terc- butilo
O‘WX\____,.,
X

A una solucién de (4S, 5R)- 4- formil- 2 ,2- dimetil- 5- fenil- [ ,3- oxazolidina- 3-
carboxilato de terc- butilo (20.9, 89.1 mmol) en CH,C1,(150 ml) se agregd
(trifenilfosforanilideno) acetaldehido (27,1 g 89.1 mmol) y la mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante 40 h. Después de la eliminacién de 1/3 del disolvente, se agregd
generosamente hexanos y el s6lido resultante se separ6 por filtraciéon. La cromatografia flash sobre
un Biotage horizon ® (gel de silice, 0 a 20% acetato de etilo en gradiente de hexanos, luego acetato

de etilo al 20% en hexanos) proporciono 16.3 g (72%) del compuesto del titulo como un aceite

amarillo. LC/MS 354.3 (M +23).
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Paso B: (4R. 5R)- 2.2- dimetil- 4- (3- oxopropil)- 5- fenil- 1, 3- oxazolidina- 3- carboxilato

de terc- butilo

A una solucién de (4R, 5R)- 2,2- dimetil- 4- [(1E)- 3- oxoprop- I- en- I- il]- 5- fenil-1,3-

oxazolidina- 3 —carboxtilato de terc- butilo (19.6 g, 59.1 mmol) (a partir del paso A) en acetona (150
mL) se agrego 1.9 g de 10% Pd/C y la suspensidn resultante se agitd bajo un globo de hidrogeno a
temperatura ambiente durante 24 h. El solido se filtr6 sobre Celite y el filtrado se concentr6 al

vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia flash sobre un sistema Biotage Horizon ® (gel
de silice, gradiente 0 a 20% acetato de etilo en hexanos luego acetato de etilo al 20% en hexanos)

para rendir 11.5 g (58%) del compuesto del titulo como un aceite incoloro. LC /MS 356.3 (M+23).

Paso C: (4R. 5R)- 2. 2- dimetil- 4- [(BE)- 4- (4- nitrofenil) but- 3- en- I- il]- 5- fenil- 1. 3-
oxazolidina- 3- carboxilato de terc- butilo y- (4R, 5R)- 2. 2- dimetil- 4- [(32)- 4- (4- nitrofenil) but-

3- en- I- il]- 5- fenil- 1, 3- oxazolidina- 3- carboxilato de terc- butilo

I
! B
\\f‘-"")\.

NO,

s
VN
NH
Q, -
; N, a5 .
& TS
./

A una solucion de (4R, 5R)- 2,2- dimetil- 4- (3- oxopropil)- 5- fenil- 1, 3- oxazolidina- 3-
carboxilato de terc- butilo (10.0 g, 30.0 mmol) a partir del paso B en CH,C1, (200 ml) se agregé (4-
nitrobencil) trifenil- fosfonio (21.5 g, 45.0 mmol) seguido por Et3N (8.36 ml, 60.0 mmol). La
mezcla de reaccion roja se agitd a temperatura ambiente durante 48 h. Se verti6 hexano (200 ml) en
la mezcla de reaccion y el solido se separd por filtracion. La cromatografia flash sobre un sistema
Biotage Horizon ® (gel de silice, gradiente 0 a 10% acetato de etilo en hexanos, luego acetato de
etilo al 10% en hexanos) proporcioné 10.7 g (79%) de los compuestos del titulo (mezcla cis

trans) como una espuma de color amarillo palido. LC/MS 475.4 (M +23).
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Paso D: (2R, 58)- 2- [(R)- hidroxi (fenil) metil]- 5- (4- nitrobencil) pirrolidina- 1-

carboxilato de terc- butilo y- (2R, 5R)- 2- : [(R)- hidroxifenil) metil]- 5- (4- nitrobencil) pirrolidina-

1- carboxilato de terc butilo

NO,

A una solucién de la mezcla cis/trans anterior (7.86 g, 17.4 mmol) a partir del paso C en
acctato de ctilo (100 mL) se agregd 50 ml de solucion HCI 2N y la mezcla resultante se agit6 a
temperatura ambiente durante 2 horas y luego se calenté a 45 © C durante 3 h. Los materiales

“volatiles se eliminaron bajo presion reducida. El s6lido blanco resultante se disolvié en N, N-
dimetilformamida (100 ml) y se agregd 15.1 ml (86.7 mmol) de *pr, puro. La mezcla de reaccion
sc agitd a temperatura ambiente durante 7 h. Luego se agregd Di- terc- butilo (4.55 g, 20.8 mmol) y
la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante la noche. Se agrego agua (200 ml)
y se extrajo con acetato de etilo (200 m! x 3). Las capas organicas combinadas se secaron sobre
Na,SOy; se filtraron y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se purificé mediante
cromatografia flash sobre un sistema horizonte Biotage ® (gel de silice, de 0 a 30% acetato de etilo
en gradiente de hexanos) para rendir 1.61 g (22%) de los compuestos del titulo (2R, 5S)- 2- [(R)-
hidroxi (fenil) metil]- 5- (4- nitrobencil) pirrolidina- 1- carboxilato(cis) de terc- butilo y 3.9 g
(54%) de (ZR, 5R)- 2- [( R)- hidroxi (fenil) metil]- 5- (4- nitro)- 1- pirrolidina carboxilato- (cis) de
tere- butilo. LC /MS 435.4 (M +23).

Paso E: (25, 5R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil]l pirrolidin- 1-

carboxiléto de terc- butilo (i- 13a)

A una solucién de la anterior (2R, 5S)- 2- [(R)- hidroxi (fenil) metil]- 5- (4- nitrobencil)
pirrolidina- 1- carboxilato de (cis) de terc- butilo (1.51 g, 3.66 mmol ) a partir del paso D en etanol
(20 ml) se agrego6 0.15 g de 10% Pd/C y la suspension resultante se agité bajo un globo de
hidrégeno a temperatura ambiente durante 5 h. La filtracion a través de Celite y la eliminacion del
disolvente proporciono 1.40 g (100%) del compuesto del titulo como espuma blanca que se utilizd

sin purificacion adicional. LC/MS 405.3 (M 23).
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Paso F: (2R. 5R)- (4- aminobencil)- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato de
terc- butilo (i- 13b)
A una solucion de (2R, 5SR)- 2- [(R)- hidroxi (fenil) metil]- 5- (4- nitro) pirrolidina- 1-

carboxilato de (trans) de terc- butilo (3.90 g, 9.46 mmol) del paso D en etanol (40 ml) se agregd
0.4 g de 10%Pd/C y la suspension resultante se agit6 bajo un globo de hidrégeno a temperatura
ambiente durante 6 h. El s6lido se separé por filtracion a través de Celite. Después de la
eliminacién del solvente, la cromatografia flash sobre un sistema Biotage horizon® (gel de silice,
acetato de 0 a 30% de etilo en gradiente de hexano a con, 30% acetato de etilo en hexanos)
proporcion6 2.30 g (64%) del compuesto del titulo como una espuma blanca . LC/MS 405.3 (M
23).

INTERMEDIO 14
Acido (28)- 1- (1 ,3- benzotiazol- 2- il) pirrolidina- 2- carboxilico (i- 14):

COOH

___-N S
Seae

A una solucion de 28 mg (0.24 mmol) de L- prolina en N, N- dimetilformamida (3 ml) a
temperatura ambiente se agregé 51 mg (0.24 mmol) de 2- bromobenzotiazol, 100 mg (0.72 mmol)
de carbonato de potasio, y 6 mg (0.03 mmol) de yoduro de cobre. La mezcla de reaccion se agito a
100 °C durante la noche. Después se filtro y se purificé mediante HPLC de fase inversa (TMC Pro-
Pac C18; 0- 60% de acido trifluoroacético al 0.1% en acetonitrilo/acido trifiuoroacético al 0.1% cn
gradiente de agua). Las fracciones puras se liofilizaron durante la noche para rendir 35 mg de 60%
del compuesto del titulo como un s6lido marrén claro 'H RMN. (DMSO-d6): 67,78 (d, J=8,0 Hz,
1 H),7,45(d,J=8,0Hz, 1 H),728(t,J-7,8Hz, 1 H), 7,08 (t,J = 7,8 Hz, 1 H), 4,48 (d, J- 7,3 Hz,
R H), 3.523.61 (m, 2 H), 2,37 (m, 1 H), 2.1-2.11 (m, 3 H). LC/MS 249.3 (M + 1)

INTERMEDIO 44

Preparacion del acido [(6S)- 4- oxo- 4 ,6.7.8- tetrahidropirrolo [1,2- ] pirimidina- 6- carboxilico (i-

44)
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Paso A: [6 (S)- 4- oxo- 4 .6,7.8- tetrahidropirrolo [, 2- ] pirimidina- 6- carboxilato de

metilo

O

/O‘ _ J(l)_\
CA D
‘N

(25)- 5- metoxi- 3 ,4- dihidro- 2H- pirrol- 2- carboxilato de metilo (4.19 g, 26.6 mmol) y 3-
azatriciclo [4.2.1.0.>°] non- 7- en- 4- ona (2.4 g, 17.8 mmol) se calent6 a 110 ° C durante la noche.
La purificaciéon mediante un sistema de Horizon Biotage ® (0- 100% acetato de etilo/mezcla
hexanos) proporciond el compuesto del titulo de {6 (S)- 4- oxo- 4 ,6,7,8- tetrahidropirrolo [1 ,2- o]
pirimidina- 6- carboxilato de metilo y el intermedio (7S)- 9- oxo- 3 ,8- diazatetraciclo
[9.2.1.0%'°.0*¥] tetradeca- 3 ,12- dieno- 7- carboxilato de metilo. El intermedio se calenté a 150 °C

durante 45 minutos para rendir el compuesto del titulo sin purificacion adicional. LC/MS 195.2 (M
+1).

Paso B: Acido [(6S)- 4- 0x0- 4 ,6,7.8- tetrahidropirrolo [1,2- 1 pirimidina- 6- carboxilico

HO,C ©
N
N
Se agit6 [6 (5)- 4- oxo- 4 ,6,7,8- tetrahidropirrolo [l ,2- a] pirimidina- 6- carboxilato de
metilo (9.95 g, 51.2 mmol) en tetrahidrofurano (60 ml), metanol (40 ml ) y una solucién de
hidréxido de litio (3.32 g, 77 mmol) en agua (40 ml) a temperatura ambiente durante 1 h. Se
agregd acido clorhidrico 2N (38.5 ml) para neutralizar la mezcla de reaccion luego la cual se
purific6 directamente mediante HPLC de fase inversa (TMC Pro- Pac C18; 0- 40% 0.1% de 4cido
trifluoroacetico en acetonitrilo 0.1% de &cido trifiuoroacetico en gradiente de agua) . El producto
de O- alquilacién se eluy6 rapidamente. Las fracciones puras se recogieron y se liofilizaron durante
la noche para rendir el compuesto del titulo como un s6lido amarillo palido. "H RMN (DMSO- d6):
87,89 (d, ] =6,6 Hz, 1H), 6,24 (d, J- 6,6 Hz, 1H), 4,92 (dd, ] = 10,0, 3,1 Hz, 1H), 3.12- 2.99 (m,
2H), 2,52 (m, 1H), 2,11 (m, 1H). LC/MS 181.2 (M + ).

INTERMEDIO 46
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Acido (3S)- 5- oxo- 1 .,2.3.5- tetrahidroindolizina- 3- carboxilico (i- 46)

Paso A: Ester metilico del acido (38, 9S)- 5- oxo- 1, 2.3.5.6.8 a- hexahidroindolizina- 3-
carboxilico
o o
A
=
H

Este intermedio se prepard segun los procedimientos encontrados en: Hanessian, S.; Sailes,
H.; Munro, A.; Therrien, E.J. Org. Chem.. 2003, de 68, 7219 y Vaswani, R.G.; Chamberlin, R.J.
Org. Chem. 2008, 73,1661.

Paso B: (3S)- 5- oxo- 1 ,2.3.5- tetrahidroindolizina- 3- carboxilato de metilo

O o o]
&5

A una solucion agitada de 0.850 g (4.06 mmol) de éster metilico del acido (3S, 9S)- 5- oxo-
1,2,3,5,6,8 a- hexahidroindolizina- 3- carboxilico a partir del paso A anterior en 50 ml de
diclorometano se agregd 6.30 g (72.5 mmol) de manganeso (IV) o0xido y la mezcla resultante se
agito durante 12 horas a reflujo. La reaccion se enfrié a temperatura ambiente, sc filtré a través de
un lecho de Celite ®, y luego el solido se lavo con 100 mL de diclorometano. El filtrado se evapord
a sequedad al vacio y el residuo se purificé mediante cromatografia en gel de silice eluyendo con
10- 50% de acetato de etilo en gradiente de hexanos para rendir el compuesto del titulo como una

goma transparente (0.47 g, 55% de rendimiento). LC- MS: m/z (ES) 194 (MH)+.

Paso C: Acido (38)- 5- oxo- 1 ,2,3,5- tetrahidroindolizina- 3- carboxilico

HO~ o

A
CI)
A una solucion agitada de 0.200 mg (1.00 mmol) de (3S)- 5- oxo- 1,2,3,5-

tetrahidroindolizina- 3- carboxilato de metilo a partir del paso B anterior en 3 ml de THF sc agregd

1.5 mL (1.5 mmol ) de una solucién acuosa LiOH 1.0 M. La mezcla resultante se agité durante 2
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horas a ambiente temperatura después se apagd con 2.0 ml (2.0 mmol) de una solucién acuosa de
cloruro de hidrégeno 1.0 M. Todos los materiales volatiles se evapor6 al vacio y la fase acuosa se
extrajo con un IPA al 30% en mezcla de cloroformo (3x5 ml). El extracto combinado se lavé con
salmuera, se secé sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se evapor6 al vacio para rendir el
compuesto del titulo como un sélido blanco (0.17 g, 92%). 'H RMN (500 MHz, CD;0D): 6 7,53
(dd, J =8,9, 7,1 Hz, 1H), 6.38- 6.35 (m, 2H), 5,11 (dd,, 7 = 9.7,2.7 Hz, 1H), 3,23- 3,12 (m, 2H),
2,62- 2,53 (m, 1H), 2,35- 2,30 (m, 1H). LC- MS: m/z (ES) 180 (MH)+.

INTERMEDIO 56
Acido- 2 (3- metil- 1H- 1 2.4- triazol- 1- il) propandico (i- 56)

_—

Paso A: 2- (3- metil- 1H- 1 .2.4- triazol- 1- il) propanoato de terc- butilo

@] r/\I :=(
/‘(O,J-H_, NN

A una solucidn de 3- metil- 1H-1,2,4- triazol (7.3 g, 88 mmol) en DMF (75 ml) se agregd

K, C03(60.7 g, mmol 439) y éster terc- butilico del 4cido 2- bromopropidnico (14.6 ml, 88 mmol).
La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla se diluyo con EtOAc (500
ml), se lav6 con agua (x 3) y luego con salmuera. Se seco sobre MgSQy y se concentrd. El residuo
se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc/isohexano
(20 a100%) para rendir 13 g del producto crudo como una mezcla 3:1 de regioisdmeros. La mezcla
se purificé mediante Chiracel OD con un gradiente de 4% a 30% de IP A/heptano. Luego, los dos
primeros picos fucron separados con una columna Chiracel OD eluyendo isocraticamente con de
IP A/heptano al 4%. El segundo pico se recolectd como el inico estereoisdmero deseado éster terc-
butilico del acido (R o S) (2- (3- metil- 1H- 1 ,2,4- triazol- I- il) propanéico (3.5 g, 19% ). 'H-
RMN (500 MHz, CDC13) 8 8,05 (s, 1 H), 4,90 (q, J- 7Hz, 1 H), 2,35(s,3 H), 1,72(d, J=7 Hz, 3H
), 1,40 (s, 9 H). ESI- MS calculado para C;oH;7N30,: masa exacta: 211,13 Encontrado 156.05 (-
tBu).

Paso B: Acido 2- (3- metil- 1H- 1 2.4- triazol- 1- il) propandico
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Se disolvié 2- (3- metil- 1H- 1 ,2,4- triazol- I- il) propanoato de terc- butilo (1.0 g, 4.7
mmol) en HC1 4 M en dioxano (100 ml) y se agito a temperatura ambiente durante la noche . El
producto se concentrd bajo presion reducida y se seco a alto vacio para rendir 2- (3- metil- 1- H- 1
,2,4- triazol- 1- il) propanoato de (R o S) terc- butilo como la sal de HC1 (850 mg). ESI- MS
calculado para CgHoN30,: masa exacta: 155.07 Encontrado 156.05.

COMPUESTO 1
2- (2- amino- 1 ,3- tiazol- 4- i1)- N- [4- ({(5R)- [(R)- hidroxi (fenil) metil] pirrolidinil} metil) fenil]

acetamida
HO HM]/M/%] o i S/>—NH2
M>—/,/ “\\/'l ‘ﬁ)* "N
\_7/
Paso A: (5R)- 2- (4- {[(2- amino- 1,3- tiazol- 4- il)acetil]amion }bencil)- 5- [(R)- {[terc-

butil(dimetil)sililJoxi} (fenil)metil Jpirrolidina- 1-carboxilato de terc- butilo

A una solucién de 10 mg (5:1 mezcla cis/trans, 0.02 mmol) de (SR)- 2- (4- aminobencil)- 5-
[(R)- {[terc- butil(dimetil)silil]oxi}(fenil)metil]pirrolidina- 1-carboxilato de terc- butilo (I- 3) y
acido (2- amino- 1 ,3- tiazol- 4- il) acético (3.18 mg, 0.02 mmol) en 0.5 ml de DMF anhidra se
agregd una solucion 0.5 M de HOAt en DMF (0.04 m}, 0.02 mmol) seguido por EDC (5.8 mg, 0.03
mmol) y DIEA (3.5 uL, 0.02 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente bajo una
atmosfera de nitrogeno durante 16 h. La mezcla se lavé con agua y se extrajo con diclorometano
(2x2 ml). Los extractos organicos se combinaron, se secaron sobre sulfato sédico, se filtraron y se
concentraron al vacio. El residuo se purificé mediante placa TLC preparativa (500 uM) eluyendo

con MeOH al 5% en diclorometano para proporcionar el producto (10.3 mg, 81%). m/z (ES) 637
(MH)+, 659 (MNa) +.
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Paso B: 2- (2- Amino- 1.3- tiazol- 4- iD)- N- [4- ({(5R)-

[(R)hidroxi(fenil)metil]pirrolidinil} metil)fenillacetamida

H S,
- N 3]
= H
\.__7

A una solucién de 7 mg (0.01 mmol) de (SR)- 2- (4- {[(2- amino- 1 ,3- tiazol- 4- il) acetil]
amino} bencil)- 5- [(R)- {[terc- butilo (dimetil L) silil] oxi} (fenil) metil pirrolidina- 1- carboxilato

de terc- butilo en metanol ml 0.20 (a partir del paso A) se agregd 0.20 ml de HCI concentrado y la
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h. se Azeotropicd con tolueno (2x)
para eliminar el agua. El residuo se absorbié en acetonitrilo/ agua / metanol (9:1:1) y se purificd
sobre HPLC Gilson eluyendo con un gradiente de 0- 50% de acetonitrilo/agua con 0.05% de buffer
de TFA. Las fracciones que contenian el producto se combinaron, se congelaron y se liofilizaron
para rendir una espuma blanca (3.3 mg, 71%). m/z (ES) 423 (MH)+. (- 5:1 Mezcla) "HRMN (500
MHz, CD3;0D) &: 7,56 (br d, J- 8,2 Hz, 2H), 7,44 (d, 7,8 Hz, 2H), 7,39 (t, ] = 7,6 Hz, 2H) 7,35- 7,32
(m, 0,8 H) 7,32 27,29 (m, 0.2 H isémero menor), 7,26 (d, J- 8,0 Hz, 1.7H), 7,14 (d, ] - 8.1 Hz, 0.3
H isémero menor) y 6.67 6.66 (br s, 0.2/0.8H, totalizando 1H). 4,72 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,80- 3,70
(m, 4H) 3,14 (dd, ] = 6.1, 13.8 Hz, 1H), 2,95 (dd, J- 9.1,13.8 Hz, 1H), 2,08- 2,00 (m, 1H), 1,86-
1,74 (m, 3H).

Utilizando los ensayos biologicos descritos en la presente, la actividad funcional de $3

humano del Compuesto 1 se determind que estaba entre 1 y 10 nM.

COMPUESTO 2
2- (2- amino- 1 ,3- tiazol- 4- iD)- N- [4- ({(28, 5R)- [(R)- hidroxi (fenil) metil] pirrolidinil} metil)

fenil] acetamida

H S

" z N

e N
6 )

Paso A : (25,5R)- 2- (4- {[(2- amino- 1,3- tiazol- 4- iD)acetil]amion}bencil)- 5- [(R)- {[ter-

butiI(dimetil)sili1loxi(fenil)metil]pirrolidina— l-carboxilato de terc- butilo

49



El compuesto del titulo se prepar6 a partir de (25, SR)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(R)- {[terc-
butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil] pirrolidin- I- carboxilato de terc- butilo (i- 4a) y 4cido (2-
amino- 1 ,3- tiazol- 4- il) acético segun el procedimiento del Compuesto 1, paso A. El producto
crudo se purificé mediante una placa de TLC preparativa eluyendo con MeOH al 5% en

diclorometano para proporcionar el producto (4.1 mg, 21%). m/z (ES) 637 (MH)+, 659 (MNa) +.

Paso B: 2- (2- amino- 1 ,3- tiazol- 4- 1l)- N- [4- ({(2S, 5R)- [(R) hidroxi ({fenil) metil)

pirrolidinil} metil) fenil] acetamida

H -3
oy N~ & P NH

C>__/ DR NP S
o i H
W

El compuesto del titulo se prepar a partir de 4 mg de (28, SR)- 2- (4- {[(2- amino- 1 ,3-
tiazol- 4- il) acetil] Amion} bencil)- 5- [ (R)- {[terc- butilo (dimetil) silil] oxi} (fenil) metil]
pirrolidin- 1- carboxilato de terc- butilo (a partir del paso A) de segtin el procedimiento del
Compuesto 1, paso B. El producto crudo se purificé mediante HPLC Gilson eluyendo con un
gradiente de 0- 50% de acetonitrilo/agua con buffer de TFA al 0.05% . Las fracciones que
contenian el producto se combinaron, se congelaron y se liofilizaron para rendir una espuma blanca
(3.3 mg, 71%). m/z (ES) 423 (MH)+. ] "H RMN (500 MHz, CD;0D) &: 7,55 (br d, J- 8,2 Hz, 2H),
7,44 (d, 7,8 Hz, 2H), 7,39 (1, J- 7,6 Hz, 2H) 7,35- 7,33 (m, 1H), 7,25 (d, J- 8,0 Hz, 2H), 6,65 (br s,
LH).4.72 (4 J- 8,5 Hz, 1H), 3,80- 3,72 (m, 4H) 3,14 (dd, J- 6,1, 13,8 Hz, 1H), 2,96 (dd, J =9.1,13.8
Hz, 1H), 2.07- 2.00 (m, 1H), 1.85- 1.73 (m, 3H).

Utilizando los ensayos bioldgicos descritos en la presente, la actividad funcional de B3

humano del Compuesto 2 se determiné que estaba entre 1 y 10 nM.

COMPUESTO 3
2- Amino- N- [4- {((2S 5R)- 5- [(R) hidroxi (fenil) metil] pirrolidin- 2- il) metil) fenil]- 5,6-

dihidro- 4H- ciclopenta [ a] [1.3] tiazol- 4- carboxamida
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Paso A: (28, SR)- 2- (4 [(42- [(terc- butoxicarbonil) amino]- 5.6- dihidro- 4H- cicloventa
[a] [1,31 tiazol- 4- il} carbonil) amino] bencil}- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil] pirrolidin- 1-

carboxilato de terc- butilo

A una solucién de 220 mg (0.58 mmol) de (25,5 R)- 2- (4- aminobencil)- 5- [(22)- hidroxi
(fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato de terc- butilo (i- 13a) y 164 mg (0.58 mmol) de 4cido 2-
[(terc- butoxicarbonil) amino]- 5,6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1,3] tiazol- 4- carboxilico (i- 8) en
DMEF anhidra (5 ml) se agregé EDC (165 mg, 0.86 mml), HOBt (132 mg, 0.86 mmol) y la base de
Hunig (0.3 ml, 1.7 mmol) y la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante la noche.
Se verti¢ en agua (50 ml) y se extrajo con EtOAc (3x30 ml), las capas combinadas de EtOAc se
lavaron con agua (2 x 50 ml), NaCl saturado (25 ml), se secaron sobre MgSQ, , se filtraron y se
evaporaron. El residuo se purifico mediante MPLC (Biotage Horizon: FLASH 25 + M)
eluyente: 100 Hexanos% (100 ml), gradiente de 0 a 35% de EtOAc en hexanos (750 ml), luego
EtOAc al 35% en hexanos (600 ml). Los diastereoisomeros separados mediante HPLC quiral sobre
una columna AD (eluyente: IPA al 25% en heptano) primer isémero de elucién (134 mg, 36%)

segundo isomero de elucién (126 mg, 34%) ambos como espumas blancas.

Paso B: 2- amino- N- [4- {((25,5 R)- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil]- 2- pirrolidin
il) metil) fenil}- 5,6- dihidro- 4H- ciclopenta [a] [1.3] tiazol- 4- carboxamida

OH

R
©/'\/ : g =

A una solucion de 126 mg (0.19 mmol) de (28, 5R)- 2- (4 [({2- [(terc- butoxicarbonil)
amino]- 5,6- dihidro- 4H- ciclopenta {a ] [1,3] tiazol- 4-

5
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11} carbonil) amino} bencil}- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil] pirrolidin- 1- carboxilato de terc- butilo
(del paso A, segundo isémero de elucion) en DCM (3 mL) se agregé acido trifiuoroacetico (3.0 ml,
38mmol) la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla se evapor6 y
se pasoé a través de un cartucho SCX eluyendo con NH3z 2 M en metanol para liberar la base. [l
producto se purifico) mediante TLC PREP- 2x [20 x 20cm x 1000 micras] eluyente: MeOH al 15%
en DCM + dNH,OH al 1% vy el producto se liofilizé para rendir el compuesto del titulo (65 mg,
75%) como un sélido blanco esponjoso.

m/z (ES) 449 (MH)+. '"HNMR (500 MHz, DMSO- d6) &: 10,00 (s, 1H), 7,51 (d, J- 8,2, 2H), 7,30

(m "4H), 7,21 (t,J- 6,9, 1H), 7,12 (d , J- 8,2, 2H), 6,86 (s, 1H), 4,23 (d, J = 7.3,1 H), 3,78- (m, 1H),
3,21 (m, 1H), 3,10 (m, 1H) 2,78 (m , 1H), 2,66 (m, 2H), 2,57 (m, 2H), 2,49 (m, 1H), 1,59 (m, 11),
1,40 (m, 1H), 1,39 (m, 2H).

El producto del paso A [primer isomero de elucién] (134 mg, 0.207 mmol) se desprotegiod
de forma similar para rendir el compuesto del titulo (44 mg, 48%) como un sélido esponjoso
blanco, m/z (ES) 449 (MH)+.

Utilizando los ensayos bioldgicos descritos en la presente, la actividad funcional de 33

humano del Compuesto 3 se determind como menor que 1 nM.

Compuestos 4- 10

Utilizando procedimientos similares a los descritos anteriormente, los compuestos 4- 10 se
prepararon a partir de los materiales de inicié apropiados.
Utilizando los ensayos bioldgicos descritos en la presente, la actividad funcional de f33

humano de cada compuesto se determin6é y se mostr6 en la siguiente tabla.

H -
HO N-.. /\/ Sy
P G NN
/=< H
Vi

N/
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Numero de

Ndmero de R o | MS(ES) | UNIONDE 3
Compuesto = - MHY HUMANO
Compuesto | " ] (MH) HUMANO
4 A n”ﬂ‘j?’%"] 468.56 | 469.50 1-10NM
O ‘\";:N e
i
S T 41849 | 41924 1 - 10 NM
O Ni A
. ~ 5 e
| i Ve 432.53 | 433.50 1~ 10NM
6 SN ,_\V,,L_\
9 1]
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8 \R/\U\J 418.50 41948 1 ~10NM
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N
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O
9 \g/\'i‘\)ﬁ 418.50 419.48 1-10NM

10 \ﬂ’/\N/uj 41751 | 41850 | 1-10NM
o
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COMPUESTO 11
N- (4- (((28.5R)- 5- ((R)- hidroxi(fenil)metil)pirrolidin- 2- il)metifenil)- 2- (3- metil- 111- 1.2.4-

triazol- 1- i)propanamida

HO H
PN ye r;nﬁ(
z 3 N/U\rN\//N
H

Una mezcla de i- 13a (2.00 g, 5.23 mmol), acido 2- (3- metil- 1H- 1 ,2,4- triazol- 1- il)
propanoico i- 56 (1.00 g, 5.23 mmol), HOAT en (1.307 ml, 0.784 mmol), y EDC (2.005 g, 10.46
mmol) en DMF (20 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 10 min. La mezcla de reaccion se
apago con bicarbonato de sodio acuoso y se extrajo con EtOAc. El producto crudo se purifico
mediante cromatografia en columna (0- 3% de MeOH (NH4OH al 10%) en DCM. Después de la
evaporacion, el producto se purific6 adicionalmente mediante HPLC quiral (columna AC, 30%
IPA/heptanos) para rendir el intermedio boc protegido puro, el cual se disolvi6 cn un volumen
minimo de dioxano y se agregé HCl 4 M en dioxano. Después de 2 horas a temperatura ambientc,
la mezcla de reaccion se concentro bajo presion reducida para rendir la sal de HCI del compuesto
del titulo. HPLC de fase inversa basica ( 0.1% en H,O NH4OH, MeCN) proporcion¢ la base libre
deseada del compuesto del titulo. "H- RMN (500 MHz, CD;0D) & 8,51 (s, 1 H), 7,49 (d,J = 13 Hz,
2 H) 7,35- 7,29 (m, 4 H), 7.26- 7.20 (m, 4 H), 5,20 (9, J = 7,5 Hz, 1 H), 4,20 (d,J =7,5 Hz, 1 H),
3.27 a3.22 (m, 2 H), 2.80- 2.72 (m, 2 H), 2,34 (s, 3 H), 1,82 (d, J = 7,5 Hz, 3 H), 1,792 173 (m, 1
H), 1,52- 1,48 (m, 3 H) ESI- MS calculado para Cy4Hy9NsO,:. Masa exacta: 419.23, 420.35
encontrado.

Utilizando los ensayos biolégicos descritos en la presente, la actividad funcional de B3

humano del Compuestol1 se determind que estaba entre 1 y 10 nM.
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COMPUESTOS 12y 13
(3S- N- [4- ({(2S.5R)- 5- [(R)- hidroxi(fenil)metil]|pirrolidin- 2- il)metil)fenil] 1- 5- oxo- 1,2.3.5-
tetrahidroindolizina- 3- carboxamida (Compuesto 12) y (3R)- N- [4- ({(2S,5R)- 5- [(R)-

hidroxi(fenil)metil}pirrolidin- 2- il} metil)fenil]- 5- oxo- 1,2,3,5- tetrahidroindolizina- 3-

carboxamida (Compuesto [3)

O OM “
- L“\._/‘ m\f" \_“f'?:;.e (@) — ":’-‘; TN fq\/"’""- ,-’1_\ ~ 6]
L =7 L By LT T8 3=
Compuesto12 1 [:J‘F‘: Compuesto13 ~  J ;__) =
Paso A: (2R, 58)- 2- [(R)- hidroxi (fenil) metill- 5- [4- (J(3S)- 5- oxo0- 1, 2.3.5-

tetrahidroindolizin- 3- il] carbonil} amino) bencil] pirrolidin- 1- carboxilato de terc- butilo
(isémero 1) v (2R.58)- 2- [(R)- hidroxi(fenil)metil}l- 5- [4- ({oxo- 1,2.3.5- tetrahidroindolizin- 3-

il]carbonil }amino)bencil]pirrolidina- 1-carboxilato de terc- butilo (Isémero 2)

Ot Boco O+ Boc

B - = O,
té{';j ‘ J':___; ‘\4“1~ N"i N?““‘:\ l/\/'\/ \/ﬁ/’j\ fu Lb

Isomero 1 H [ /‘” Isdmera 2

A una solucién de 0.610 g (1.60 mmol) del Intermedio I- 13a 'y 0.300 g (1.67 mmol) del
Intermedio I- 46 en 3.2 ml de N, N- dimetilformamida bajo una atmdsfera de nitrogeno, se agregd
0.033 g (0.24 mmol) de I- hidroxi- 7- azabenzotriazol seguido por 0.336 g (1.75 mmol) de
hidrocloruro de 1- (3- dimetilaminopropil)- 3- etilcarbodiimida. La suspensidn resultante se agité a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se apagd con agua y se extrajo con acetato de etilo (3x10
ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de
magnesio, se filtraron y se evaporaron al vacio. El residuo crudo se purificé mediante
cromatografia de gel de silice eluyendo con un gradiente de 50- 100% acetato de etilo en hexanos
para rendir los compuestos del titulo como una mezcla de diastereoisdmeros en una relacion 97:3.
Los dos diasteredmeros se separaron mediante HPLC quiral empleando una columna Daicel
CHIRALPAK ®AD® (eluyente: 40% IP A en heptano). El primer diastereoisémero de elucion se
designd como isémerb 2y es un sélido incoloro (0.020 g, 2.3%). LC- MS: m/z (ES) 544.2 (MH)+.
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El segundo diastereoisomero de elucién se designo como isémero 1 y es un sélido incoloro (0.650

g, 75%). LC- MS: m/z (ES) 544.2 (MH)+.

Paso B (Compuesto 12): (3S)- N- [4- ({(2S, 5R)- 5- [(R)- hidroxi (fenil) metil]- 2-

pirrolidinil} metil) fenil]- 5- oxo- 1- tetrahidroindolizina ,2.3.5- 3- carboxamida

j’\«/ N omy

P

{ L ‘ B o

\"’\a-g"o] Arvmmonnt '\5¢>}\N~ )'h{ "'"\\)
Compuesto 12 N P

Una solucién de 0.500 g (0.920 mmol) de isémero 1 a partir del paso A anterior 2 mL de

isopropanol bajo una atmésfera de nitrdgeno, se agregd 4.0 mL de una solucion de cloruro de
hidrégeno anhidro 4.0 M en 1.4- dioxano. La mezcla de reaccion se agité durante 1 h. y luego se
evapor6 a sequedad al vacio. La mezcla de reaccion cruda se purificé mediante HPL.C de fase
inversa (TMC Proc- Pac; 0- 75% de acido trifluoroacetico en acetonitrilo 0.01% &cido
trifiuoroacetico en un gradiente de agua). Las fracciones puras se liofilizaron durante la noche
después se disolvieron en una mezcla de 10 ml de cloroformo y 4 ml de una solucion acuosa
saturada de bicarbonato. La mezcla bifasica se agité vigorosamente durante 10 min, luego las capas
se separaron. La fase acuosa se extrajo con cloroformo (3x10 ml) y las capas organicas combinadas
se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron al vacio
para rendir el compuesto del titulo (Compuesto 12) como un sélido blanco (0,39 g, 95% ). "H-
RMN (500 MHz, CD30D) & 7,89 (s, 1 H), 7,54 (dd, J = 8.8,7.2 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 8,2 Hz, 2H),
7,34- 7,29 (m, 4H), 7.26- 7.23 (m, 1H), 7,20 (d, J- 8,2 Hz, 2}H), 6.38- 3.36 (m, 2H), 5,24 (dd, J =
9.4,2.8 Hz, 1H), 4,20 (d , J = 7,8 Hz, 1H), 3.35- 3.23 (m, 3H), 3.19 2 3.12 (m, 1H), 2,82- 2,71 (m,
2H), 2.60-2.51 (m, 1H), 2,37- 2,32 (m, 1H), 1,79- 1,72 (m, 1H), 1,52- 1,43 (m, 3H). . LC- MS: m/z
(ES) 444.0 (MH)+.

Paso B (Compuesto 13): (3R)- N- [4- ({(2S.5R)- 5- [(R)- hidroxi(fenilYmetil |pirrolidin- 2-

ilimetiDfenill- 5- oxo- 1.2.3.5- tetrahidroindolizina- 3- carboxamida
?H
\/ \.’/\«.
L\/ L= L,

© Compound ‘I 3
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El mismo procedimiento se empled para la desproteccion de isdmero 2 a partir del paso A
anterior para rendir el compuesto del titulo (Compuesto 13) como un diastereémero individual.

LC- MS: m/z (ES) 444.0 (MH)+.

Utilizando los ensayos bioldgicos descritos en la presente, la actividad funcional de 33

humano de los Compuestos 12 y 13 se determind que estaba entre 1 y 10 nM.

COMPUESTO 14
(6S)- N- [4- ({(2S.5R)- 5- [(R)- hidroxi(feniD)metil|pirrolidin- 2- il}metil)fenil]- 4- oxo- 4.6,7.8-

tetrahidropirrolo[1.2- a]pirimidina- 6- carboxamida

N
DR S et
Paso A: (2R, 5R)- 5- [(R)- hidroxi(fenil)metil]pirrolidin- 2- il}metiD)fenil}- 4- oxo- 4.6.7.8-

tetrahidropirrolo[1,2- a]pirimidin- 6-il]carbonil }amino)bencillpirrolidina- 1-carboxilato de terc-

butilo

R
S

A una solucién de i- 13a (21.4 g, 55.9 mmol) en N,N- dimetilformamida (100 ml)a 0 ° C se

Ry < e
l\,fJ' ’:"_'# Il\ /1\ j »
HoT

agrego acido [(65)- 4- oxo- 4 ,6,7,8- tetrahidropirrolo [1, 2- o] pirimidina- 6- carboxilico (I- 44,
11.1g, 61.5 mmol), seguido de 1- hidroxibenzotriazol (7.55 g, 55.9 mmol), hidrocloruro de N- (3-
dimetilaminopropil)- N'- etilcarbodiimida (16.1 g , 84.0 mmol) y N, N- diisopropiletilamina (29.2
ml, 168 mmol). La mezcla de reaccion se agito a partir de 0 °C a temperatura ambiente durante 2 h.
Se agrego agua (600 ml) y se extrajo con diclorometano (600 ml x 2). Las capas orgéanicas
combinadas se secaron sobre Na,SOj,. Después de la eliminacién de los materiales volatiles, el
residuo se purifico mediante un sistema de Biotage Horizon ® (0- 5% después metanol al 5% con
10% de amoniaco/mezcla diclorometano) para rendir el compuesto del titulo que contenia 8% del
diastereoisémero menor. Este se purificé adicionalmente mediante cromatografia de fluidos
supereriticos (columna AS quiral, metanol  al 40%) para rendir el compuesto del titulo, como un

sélido amarillo palido (22.0 g, 72%). 'H RMN (CDCl3): § 9,61 (s, 1H), 7,93 (d, t- 6,6 Hz, 1H),
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7,49 (d,] = 8,4 Hz, 2H), 7.35-7.28 (m, SH) S 7,13 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,40 (d, J = 6,7 Hz, 1H),
5,36 (d, J- 8,6 Hz, 1H), 4,38 (m, 1H), 4.12- 4.4 (m, 2H), 3,46 (m, 1H), 3.15- 3.6 (m, 2H), 2,91 (dd,
J- 13,1, 9,0 Hz, 1H), 2,55 (m, 1H), 2,38 (m, 1H), 1.71- 1.49 (m, 13H ). 567.4 LC- MS (M 23).

Paso B: (65)- N- [4- ({(2S, 5R)- 5- [(R) hidroxi (fenil) metil] pirrolidin- 2-

i1} metil) fenill- 4- oxo- 4 .6,7.8- tetrahidropirrolo [1.2- a] pirimidina- 6- carboxamida

OH
[ ; | {
P _F N/KEN)’\/
H =N

A una solucidn del intermedio a partir del paso A (2.50 g, 4.59 mmol) en diclorometano (40
ml) se agregd acido trifiuoroacetico (15 ml). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambicnte
durante 1.5 h. Después de la eliminacion de los materiales volatiles, se agregé NaHCOs3 saturado
para llevar el valor del pH a 8- 9. La mezcla se extrajo luego con diclorometano. Las capas
organicas combinadas se secaron sobre Na; S O4.Después de la concentracion, la cristalizacion a
partir de metanol/acetonitrilo proporcioné el compuesto del titulo como un sélido blanco (1.23 g,
60%). 'H RMN (DMSO- dg): 5 10,40 (s, 1H), 7,91 (d, J- 6,7 Hz, 1H), 7,49 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7.32-
7.26 (m, 4H), 7,21 (m, 1H), 7,15 (d, J- 8,4 Hz, 2H), 6,23 (d, J- 6,7 Hz, 1H), 5,11 (dd, J- 9.6,2.9 Hz,
1H), 5,10 (br, 1H) , 4,21 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 3,20- 3,00 (m, 4H), 2.66- 2.51 (m, 3H), 2,16 (m, 1H),
1,57 (m, 1H), 1,38 (m, 1H ), 1.29 a 1.23 (m, 2H). LC- MS 4453 (M +1).

Utilizando los ensayos biologicos descritos en la presente, la actividad funcional 33 del
Compuesto 14 se determin6 que era entre 11 a 100 nM.

Los compuestos 15-29 se prepararon utilizando procedimientos similares a los descritos
anteriormente a partir de materiales de inicio apropiados.

Ensayos biolégicos para actividades funcionales de [3: Los siguientes ensayos in vitro son

adecuados para seleccionar compuestos que tienen actividad agonista B3 selectiva:

Ensayo Funcional: La produccién de AMPc en respuesta a ligando se mide de acuerdo con

Barton,(1991, desensibilizacién inducida por agonistas de los receptores de dopamina D2 en
células humanas de retinoblastoma Y-79. Mol. Pharmacol. V3229 :650-658) modificada como

sigue. La produccion de AMPc se mide utilizando un inmunoensayo de transferencia de encrgia
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porresonancia fluorescenteresuelta en el tiempo (Lance ™, Perkin Elmer) segun las instrucciones
del fabricante. Células de ovario de hamster chino (CHO), transfectadas establemente con el
receptor 6-adrenérgico clonado (Bl, B2 o $3) se cosechan después de 3 dias de subcultivo. La
recoleccion de las células se hace con el mediode disociacion libre de enzimas (Specialty Media).
Luego las células son contadas y resuspendidasen buffer de ensayo (solucién salina balanceadade
Hank suplementada con HEPES 5 mM, BSA al 0.1%) que contiene un inhibidor de la
fosfodiesterasa (IBMX, 0.6 mM). La feaccién se inicia mediante la mezcla de 6.000 células en 6
nL de anticuerpo AMPc rotulado con Alexa Fluor (Lance ™ Kit) el cual se afiade a un pozo de
ensayo que contiene 12 pl. del compuesto (diluido en buffer de ensayo a concentracion final 2X).
La reaccidn transcurre durante 30 min a temperatura ambiente y se termina mediante la adicion de
24 uL de buffer de deteccién (Kit Lance ™). Luego la placa de ensayo se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente y la fluorescencia resuelta por tiempo se mide en un lector Perkin Elmer
Envision o equivalente. El nivel de AMPc desconocido se determina mediante la comparacion de
niveles de fluorescencia con una curva estandar de AMPc.

El ligando (-adrenérgico agonista completo isoproterenol se utiliza en los tres receptores
para determinar la estimulacién maxima. El ligando selectivo del receptor adrenérgico (AR) 3
humano (S)-N-{4 - {2 - [[2-hidroxi-3-(4-hidroxifenoxi) propil]
amino]etil]-fenil]-4-yodobenzenosulfonamida se utiliza como un control en todos los ensayos. El
isoproterenol es tituladoa una concentracién final en el ensayo de 10-10 M a 10-5 y el ligando
selectivo (S)-N-{4 - {2 - [[2-hidroxi-3-(4-hidroxifenoxi) propil] amino] etil]
fenil]-4-yodobencenosulfonamida se titula en el receptor B3 a una concentraciéon de 10-10 M a
10-5 M. Ligandos desconocidos son titulados en los 3 subtipos de receptores B-adrenérgicos a una
concentracidn final en el ensayo de 10 -10 M a 10-5 M para determinar elEC50. El ECso se define
como la concentracién de compuesto que proporcionaactivacion del 50% de su propio méaximo.
Los datos se analizaron con Microsoft Excel y Graphpad Prism o un paquete de software de

analisis de datos desarrollado internamente.

Ensayo de Unién: Los compuestos también se ensayan en los receptores B1 y B2 para
determinar la selectividad. Todos los ensayos de unién se ejecutan utilizando membranas
preparadas a partir de células CHO que expresan de manera recombinante receptores f1 o 2. Las
células se cultivan durante 3-4 diasposterior a la division; las células adheridas se lavan con PBS y

luego se son lisadas en 1mM Tris, pH 7.2 durante 10 minutos en hielo. Los matraces se raspan para
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eliminar las células y las células se homogeneizaron utilizando un homogeneizador de
teflon/vidrio. Las membranas se recogieron por centrifugacion a 38.000 x g durante 15 min a 4 °C.
Las membranas peletizadas son resuspendidas en buffer TME (50 mM Tris, pH 7,4, 5 mM MgCl2,
2 mM EDTA) a una concentracién de 1 mg de proteina/ml. Lotes grandes de membranas se pueden
preparar, alicuotar y almacenar a -70 °C hasta un afio sin pérdida de potencia. El ensayo de union se
lleva a cabo mediante la incubacidn de las membranas en conjunto (2-5 pg de proteina), el trazador
radiomarcado '**1-cianopindolol (‘*’I-CYP,45pM), 200 pg de perlas SPA WGA-PVT (GE
Healthcare) y los compuestos de prueba a concentraciones finales que van desde 10-10 M hasta
10-5 M en un volumen final de 200 pL de buffer TME que contiene BSA al 0.1%. La placa de
ensayo se incuba durante 1 h con agitacion a temperatura ambiente y luego se coloca en un
contador de centelleo Trilux Perkin Elmer. Las placas se dejan en reposo en el contador Trilux
durante aproximadamente 10 h en la oscuridad antes del contco. Los datos son analizados
utilizando un analisis de regresion no lineal estdndar de 4 pardmetros utilizando software GraphPad
Prism o un paquete de analisis de datos desarrollado internamente. El ICsg se define como la
concentracion del compuesto capaz de inhibir el 50% de la unidn del trazador radiomarcado
('P’I-CYP). Laselectividad del compuesto para el receptor B3 puede determinarse mediante el
calculo de la relacion (ICso Bl AR, B2 AR)/(ECsoB3 AR).

Elagonista B3-AR y el agente antimuscarinico pueden ser administrados al paciente en una
relacion por peso de 500:1 a 1:50. En una realizacion, la relacion por peso del agonista $3-AR y el
agente antimuscarinico es 300:1 a 1:10. En otra realizacion, la relacién por peso es 300:1 a 1:1. En
otra realizacion, la relacion por peso es 150:1 a 1:1. En otra realizacion, la relacién por peso
es100:1 a 1:1. En otra realizacion, la relacion en peso es 150:1. En atn otra realizacion, la relacion
por peso es de 100:1.

La terapia de combinacion puede comprender ademas un antagonistaMsselectivo ademas
de un agonista f3-AR y un agente antimuscarinico.

Como se utiliza en la presente, la frase "antagonistaM,selectivo”es un compuesto que
antagoniza el subtipo M, muscarinicoa selectividad mayor de 10 veces en comparacion con otro
subtipo muscarinico, por ejemplo,el subtipoM3. Ver Delmendo, Br J Pharmacol. 1989 Feb; 96 (2):

457-64, el cual se incorpora en la presente por referencia en su totalidad, para discusiones de los

antagonistas selectivos.
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En una realizacidn, el antagonista Mjselectivo es metoctramina. LLa metoctramina es un

derivado de tetramina de polimetileno que tiene la estructura siguiente:

H
2= } N"\/\/\/'N
T OCH,
*« 4HCI « H0
o l OCH,
2 “\/\/’\/\N
L 2 I P

En una realizacion, un método de tratamiento de HV comprende administrar a un paciente
que lo necesite una agonista f3-AR, un agente antimuscarinico, y unantagonista M, selectivo. En
una realizacion, el agente antimuscarinico tiene una relacién M,/Msmayor de aproximadamente
40. En otra realizacion, el agente antimuscarinico tiene una relacién My/M3 de més de
aproximadamente 50. En una realizacion, el agente antimuscarinico es darifenacina. En una
realizacion, la relacion M,/M; se mide utilizando los ensayos de union a receptores descritos en
Ohtake

En una realizacién, un método de tratamiento de HV comprende administrar a un paciente
que lo necesite un agonista 33-AR, darifenacina, y metoctramina. En otra realizacion, el agonista
B3-AR se selecciona de los compuestos que se muestran en la Tabla 3. En otra realizacién, el
agonista B3-AR se selecciona de los compuestos que se muestran en la Tabla 4. En otra realizacion,
el agonista f3-AR

OH 1
e, /[‘-,_/ N\/"\. s

s Q
S‘z Y E })._-
O LU A
H L)

se selecciona del grupo formado por
OH W

SNy o §
©, = T\%Nm
H- .

En un método en el que un agonista 3-AR, un agente antimuscarinico, y un
antagonistaM;selectivo se administran a un paciente, el agonista p3-AR puede ser pre-tratado con
el antagonista Mjselectivo. En una realizacidn, el antagonistaM,selectivo es metoctramina. En otra

realizacion, el agente antimuscarinico es darifenacina. En otra realizacion, el agonista B3-AR es
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pre-tratado con metoctramina. En otra realizacion, el agonista B3-ARpre-tratado con metoctramina

se administra conjuntamente con darifenacina.
En una realizacion, la concentracion de metoctramina para el pre-tratamiento es 0.1 a 10
uM. En otra realizacion, la concentracion de metoctramina para el pre-tratamiento cs de 1 pM.

En las terapias de combinacion descritas anteriormente, el agonista B3-AR, el agente

antimuscarinico, y €l antagonista M, selectivoopcionalpueden ser administrados a un paciente de

forma simultanea, secuencial o por separado.
En una realizacion, el agonista B3-AR, el agente antimuscarinico, y cl antagonista M,

selectivo opcional se administran al paciente de forma simultanea. En otra realizacion, el agonista
B3-AR, el agente antimuscarinico, y el antagonista M, selectivo opcional se administran al paciente
por separado. En aun otra realizacion, el agonista f3-AR, el agente antimuscarinico, y el

antagonista M, selectivo opcional se administran al paciente de forma secuencial.

Los pacientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, personas con hiperreflexia vesical o
los sintomas del tracto urinario inferior (LUTS por su sigla en inglés). En una realizacion, ¢l

paciente es una mujer con condiciones de HV. En otra realizacion, el paciente es una mujer

menopausica con las condiciones de HV.
Otro aspecto de la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica de

combinacién que comprende un agonista 33-AR, un agente antimuscarinico, y un antagonista
Mjselectivo opcional. Agonistasf3-AR adecuados, agentes antimuscarinicos y

antagonistasMjselectivos son como se describieron anteriormente.
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A

La cantidad adecuada del agonista 33-AR en la composicién de combinacion es desde
aproximadamente 0.01 mg a 500 mg. En una realizacion, la cantidad del agonista f3-AR estdentre
0.05 mg y 250 mg. En otra realizacién, la cantidad estdentre 0.1 mg y 150 mg aproximadamente.
En otra realizacion, la cantidad estdentre 1 y 100 mg aproximadamente. En otra realizacidn, la
cantidad esta entrel y 50 mg aproximadamente.

La cantidad adecuada del agente antimuscarinico en la composicién de combinacion esta
entre0,01 mg y 50 mg aproximadamente. En una realizacion, la cantidad del agente
antimuscarinico estaentre 0.05 mg y 12 mg de aproximadamente. En otra realizacion, la cantidad
estd entrc0.1 mg y 6 mg aproximadamente. En otra realizacidn, la cantidad esta entre 0.2 y 5 mg
aproximadamente. En otra realizacidn, la cantidad estd entre 0,2 y 3 mg aproximadamente.

La cantidad adecuada del antagonista Mjselectivo esta entre 0.01 mg y 50 mg
aproximadamente. En una realizacion, la cantidad de antagonista M, selectivo esta entre0.05 mgy
15 mg aproximadamente.

En el uso préctico, el agonista B3-AR, el agente antimuscarinico, y el antagonista M,
selectivo opcional pueden combinarse como los ingredientes activos en mezcla intima con un
vehiculo farmacéutico segun las técnicas convencionales de formacion de composiciones
farmacéuticas. El vehiculo puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de
preparacion deseada para administracion, por ejemplo, por via oral o parenteral (incluyendo
intravenosa). En la preparacidn de las composiciones para forma de dosificacion oral, cualquiera
dc los medios farmacéuticos habituales pueden ser empleados, tales como, por ejemplo, agua,
glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes, agentes colorantes y similares en
el caso de preparaciones liquidas orales, tal como, por ejemplo, suspensiones, elixires y soluciones;
o vehiculos tales como almidones, azicares, celulosa microcristalina, diluyentes, agentes de
granulacion, lubricantes, aglutinantes, agentes desintegrantes y similares, en el caso de
preparaciones solidas orales tales como, por ejemplo , polvos, capsulas duras y blandas y tabletas,
con las preparaciones sélidas orales siendo preferidas sobre las preparaciones liquidas.

Debido a su facilidad de administracidn, las tabletas y cdpsulas representan la forma
unitaria de dosificacion oral mas ventajosa en cuyo caso se emplean vehiculos farmacéuticos
sélidos. Si se desea, los comprimidos pueden ser recubiertos por técnicas estandar acuosas o
técnicas no acuosas. Tales composiciones y preparaciones de combinacién pueden contener 0.1 a

20 por ciento de cada ingrediente activo. El porcentaje de ingredientes activos en estas
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composiciones de combinacién puede, por supuesto, ser variado y la cantidad de ingredientes
activos en tales composiciones es tal que una dosis efectiva sera obtenida.

Los ingredientes activos se pueden administrar también por via intranasal como, por
ejemplo, las gotas de liquido o aerosol.

Las tabletas, pildoras, capsulas y similares pueden contener también un aglutinante tal
como goma de tragacanto, acacia, almidon de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato
dicalcico; un agente desintegrante tal como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico; un
lubricante tal como estearato de magnesio, y un agente edulcorante tal como sacarosa, lactosa o
sacarina. Cuando una forma de dosificacion unitaria es una capsula, ésta puede contener, ademas
de materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido tal como un aceite graso.

Varios otros materiales pueden estar presentes como revestimientos o para modificar la
forma fisica de la unidad de dosificacion. Por ejemplo, las tabletas pueden ser recubiertas con goma
laca, azucar o ambos. Un jarabe o elixir puede contener, ademas del ingrediente activo, sacarosa
como agente edulcorante, metilo y propilparabenos como conservantes, un colorante y un
aromatizante tal como aroma de cereza o naranja.

Los ingredientes activos también se pueden administrar por via parenteral. Las soluciones o
suspensiones de estos ingredientes activos se pueden preparar en agua adecuadamente mezclada
con un surfactante tal como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden prepararse en
glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos en aceites. Bajo condiciones normales
de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento
de microorganismos.

Las composiciones de combinacion adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanca de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida
hasta el punto de administrarse facilmente con jeringa. Debe ser estable bajo las condiciones de
fabricacién y almacenamiento y debe ser preservada contra la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un solvente o medio de
dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales.

En una realizacion, la composicion de combinacién es una composicion oral. En otra

realizacion, la composicion oral es un gel de capsula. En otra realizacion, la composicion de
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combinacién es una composicion de tableta oral. En atn otra reaiizacién, la composicion de
combinacion es una composicion oraldeperlas.

En una realizacion, la composicion de combinacion es una composicion de liberacion
controlada en donde el agente antimuscarinico se libera durante 24 horas después de la
administracion de la composicidn. En otra realizacion, el agente antimuscarinico se libera durante
10 horas. En otra realizacion, el agente antimuscarinico se libera durante 8 horas. En otra
realizacion, el agente antimuscarinico se libera durante 6 horas.

También se divulga en la presente el uso de un agonista f3-AR, un agente antimuscarinico,
y unantagonista M, selectivoopcionalen la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la

prevencién de la hiperreflexia vesical.

EJEMPLOS

Los efectos ‘de la co-administracion de ﬁn agonista B3-AR, un agente antimuscarinico, y un
antagonista M, opcional se ilustran en los siguientes ejemplos.

CL 316243, 0 (R, R) -5 - (2 - ((2 - (3-clorofenil)-2-hidroxietil)-amino) propil)-1
,3-benzodioxol-2 ,3-dicarboxilato de disodio, es un agonista B3-AR. CL 316243 se describe con
mds detalle en J. Med.. Chem.. 1992 07 de agosto, 35 (16) :3081-4.

Tolterodina, o 2 - [(1S) -3 - (diisopropilamino)-1-fenilpropil]-4-metilfenol, es un agente
antimuscarinico utilizado para tratar la hiperreflexia vesical. La tolterodina se describe con mas
detalle en la Patente de EE.UU. No. 5.382.600, 6.630.162, 6.770.295,y 6.911.217.

Oxibutinina, o 4-dietilaminobut-2-inil2-ciclohexil-2-hidroxi-2-fenil-
etanoato, es un agente antimuscarinico utilizado para aliviar las dificultades urinarias y de vejiga,
incluyendo necesidad frecuente de orinar y la incapacidad para controlar la orina (incontinencia de
urgencia), al disminuir los espasmos musculares de la vejiga.

Darifenacina, o (S) -2- [1-[2 - (2,3-dihidrobenzofuran-5-il) etil] pirrolidin-3-il]
-2,2-difenﬂ-acctamida, es un agente antimuscarinico utilizado para tratar la incontinencia urinaria.

La darifenacina se describe con mas detalle en la Patente de EE.UU. N ° 5.096.890.

Ejemplos 1 - 3

Materiales v Métodos
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Los siguientes materiales y métodos se utilizaron para los Ejemplos 1-3. Sc utilizaron ratas
macho adultas Sprague-Dawley. Después de la eutanasia con gas COy, se retiré la vejiga entera. Sc
prepararon tiras longitudinales (aproximadamente 6 mm x 3 mm) de la porcién extratrigonal del
musculo detrusor. Cada tira se colocé en un bafio de 6rganos (25 ml) calentado que contiene
solucion de Krebs oxigenada (95% O2 + 5% CO2). Las tiras fueron atadas en un extremo al bafio
de 6rganos, y conectadas en el otro extremo a un transductor isométrico (AD Instruments) bajo una
tension de reposo de 10 mN. Las respuestas de las preparaciones se registraron a una tasa de
muestreo de 10 Hz mediante un sistema de adquisicion de datos de canal multiple (PowerLab, AD
Instruments), y se midieron con un software de analisis (Chart, AD Instruments). Después del
periodo de balanceo durante al menos 60 minutos, cada tira de tejido se expuso a estimulacion de
campo eléctrico (EFS) a 60 Hz; duracion, 0.3 ms; 3 seg; 90 V para inducir las contracciones. Tras la
obtencion de las contracciones estables con EFS, la solucion de compuesto (25 pL) se aplico en el
bafio de 6rganos de manera acumulativa. Después de 15 minutos de cada tratamiento con el

compuesto, se aplico EFS.

Analisis Isobolografico

El analisis 1sobolografico se utilizd para evaluar el efecto sinérgico de una terapia de
combinacion. El andlisis isobologréafico proporciona una evaluacién visual de la interaccion de dos
agentes diferentes que utilizan el analisis estadistico independiente. El andlisis estadistico se puede
lograr a partir de calculos de ciertos indices potencia del tratamiento individual de cada compuesto
y combinaciones de relacion fija para el mismo efecto. El analisis isobolografico se describe con
mas detalle en JPET 298:865-872, 2001, que se incorpora en la presente como referencia en su
totalidad.

Un diagrama ilustrativo de analisis isobolografico se muestra en la figura. 1. En la figura. 1,
el isobolograma por algin efecto particular (por ejemplo, 50% del maximo) en el cual la dosis de
agente activo A solo es A =20 y agente activo B solo es B = 100. La linea recta que une estos
puntos de interseccion (linea de aditividad) es el lugar geométrico de todos los pares de dosis que,
sobre la base de estas potencias, debe dar el mismo efecto. Un par de dosis real, tal como el punto Q
alcanza este efecto con cantidades menores y es sinérgica (o super-aditiva), mientras que el par de

dosis indicado por el punto R significa que mayores cantidades se requieren y es por lo tanto
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sub-aditiva. Un punto tal como P que aparece cerca de la linea AB es simplemente aditivo. Un

analisis estadistico adecuado se utiliza a menudo para demostrar la naturaleza de la interaccion.

Ejemplo 2

Terapia de Combinacidn del agonista 3-ARCL.316243 con un Antimuscarinico Seleccionado de

Tolterodina, Oxibutinina y Darifenacina

Cuando se administré de forma individual, cada uno de CLL316243, tolterodina, oxibutinina
y darifenacina inhibid las contracciones del musculo detrusor aislado inducido por EFS. La Tabla 5
muestra la concentracion de cada compuesto que indujo inhibicidon del 25%. Estos valores se

utilizaron para los siguientes analisis isobolograficos.

Tabla 5. Inhibicién de la contraccion del detrusor con CL316243, tolterodina, oxibutinina y

darifenacina

Compuesto IC24 (nM)
Agonista $3-AR

CL316.243 2.86
Antimuscarinicos
Tolterodina 4.71
Oxibutinina 22.28
Darifenacina 5.84

En la terapia de combinacion, CL316243 se administra conjuntamente con tolterodina,
oxibutinina o darifenacina en relaciones de peso fijos y los resultados de los andlisis
isobologréficos se muestran en la Figura 2. La figura 2 indica que las combinaciones de CL316243
con tolterodina (1:2, la Figura 2A) o oxibutinina (1:10, la Figura 2B) mostraron efectos sinérgicos.
Por otro lado, la combinacion de CL316243 con darifenacina (1:2, la Figura 2C) parece ser
simplemente aditiva (es decir, ninglin efecto sinérgico).

Si bien no se desea estar limitado por la teoria, se cree generalmente que la actividad
antagonista M3 de un agente antimuscarinico es importante para la eficacia HV (véase, por

cjemplo, Abrams y Andersson. BJU Int., 100, 987-1006 (2007)). Sorprendentemente, ahora se ha
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encontrado que la selectividad relativa de My/M;del agente antimuscarinico puede jugar un papel
importante para la eficacia de HV y/o efectos secundarios reducidos en la terapia de combinacién
con el agente antimuscarinico y un agonista 3-AR.

Como puede verse a partir de los resultados anteriores, el agente antimuscarinico
tolterodina tiene selectividad aproximadamente igual sobre los subtiposM,y M3 de los receptores
muscarinicos (My/Ms=~ 1), y la combinacion de tolterodina y CL316243, un agonista f3-AR, en
relacion 2:1 proporcionéel efecto sinérgico. Otro agente antimuscarinico oxibutinina, que tiene una
relacionM»/M;de aproximadamente 6, también proporciono efecto sinérgico cuando se combiné
con CL316243 en una proporcion 10:1.

Por otro lado la darifenacina que tiene una selectividad mucho mayor para MsqueM;
(M/M3~ 50), no proporciono la sinergia cuando se combiné con CL316243 en una proporcion 2:1.

En resumen, la combinacion de CL316243 con tolterodina o oxibutinina, cada una de éstas
con unarelacion My/Msmenor de 40, proporciono sinergia en la inhibicion de la contraccién del
detrusor. Por otro lado, la combinacion de CL316243 con darifenacina, que tiene una proporcion

May/Msmayor de 40, no proporciond sinergia.

Ejemplo 3

Compuesto 12Agonistade B3-ARen combinacion con Tolterodina o Darifenacina

En este ejemplo, unagonista B3-ARdiferentese utiliz6 para estudiar el efecto sinérgico de la
terapia de combinacion de un agonista B3-AR y un agente antimuscarinico.

El compuesto 12 de agonista f3-AR descrito anteriormente en la Tabla 3 inhibi6 las
contracciones del detrusor aislado inducido por EFS con un valorlCys de 275 nm. Asi, el
compuesto 12 es casi 100 veces menos potente que CL.316243 (1C,52.86 nM, ver Tabla S) en la
inhibicion de la contraccion inducida por EFS de tiras de vejiga de rata. Esto es coherente con la
actividad menos potente del Compuesto 12 en f3-AR de rata.

En el estudio de combinacién, el Compuesto 12 se co-administrd con tolterodina o
darifenacina en una relacion por peso fijo de 50:1. Los resultados de los analisis isobolograficos sc
muestran en la figura. 3. La figura. 3 indica que la combinacién del Compuesto 12 con tolterodina,
que tiene My/Msde aproximadamente 1, en relacion 50:1 (figura 3A), proporcioné efecto sinérgico.

Por otro lado, la combinacion del Compuesto 12 con darifenacina, que tiene My/M;zde

aproximadamente 50, en relacion 50:1 (Fig. 3B), no proporciono efecto sinérgico (sub-aditivo).
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Los resultados anteriores son consistentes con los resultados observados en el
Ejemplo 1, donde unagonista B3-ARdiferente (CL316243) se utilizd en los estudios. Estos
resultados sugieren que cuando el antimuscarinico tiene relacionM,/Msde menos de 40, su
combinacion con un agonista $3-ARproporciond la sinergia en la inhibicion de la contraccion del
detrusor. Por otro lado, cuando el agente antimuscarinico tiene relacionM,/M3 superior a 40, su

- combinacién con un agonista $3-ARno proporciond ninguna sinergia.

Ejemplo 4

Efecto del Antagonista M, Selectivo en el Efecto Sinérgico de la Terapia de Combinacion

En este ejemplo, se estudia el efecto de un antagonista Mjselectivo en la terapia de
combinacion de un agonista $3-AR y un agente antimuscarinicoque tiene relaciénM,/M; superior a
40.

En primer lugar, CL 316243, un agonista B3-AR, fue no tratado o pre-tratado con
metoctramina (1 uM) y los resultados se muestran en la figura. 4. La figura 4 muestra que el
pretratamiento de CL316243 con metoctramina no afectd significativamente la potencia de
CL316243 en lo que respecta a la inhibicion de la contraccion de la vejiga inducida EFS. Este
resultado es consistente con la creencia general de que un antagonistaMyselectivo por si solo no
relaja las tiras de vejiga de rata pre-contraidas al igual que los agonistas $3-AR y antimuscarinicos
con antagonismoM3. Esto sugiere que la combinacién de un antagonistaMyselectivo y CL316243,
y sin la presencia de antagonismo M3, no proporciond la sinergia.

A continuacidn, cada uno del CL.316243sin tratar (A) y pre-tratado (B) se combiné con
darifenacina, respectivamente, en una proporcion de 1:2 y los resultados se muestran en la figura.
5. La figura 5 indica que la combinaciéon de CL316243 pre-tratado (con metoctramina 1 uM) y
darifenacina en proporcion 1:2 proporcionéun efecto sinérgico. Como se discuti6 anteriormente,
darifenacina es un antagonista Msselectivo y tiene proporcion My/M; de aproximadamente 50.

Por otro lado, la combinacién de CL316243 sin tratar y darifenacina en la misma
proporcidn (1:2) fue simplemente aditiva (es decir, ningun efecto sinérgico).

Estos resultados son consistentes con las observaciones en los Ejemplos 1 y 2 que el efecto
sinérgico de la combinacion entre un agonista f3-AR y un agente antimuscarinico puede requerir la

presenciade antagonismo de M, yMs.
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Mientras no se desea ser limitado por la teoria, se cree que los receptores M; pueden jugar
un papel en la mediacién de una respuesta contractil indirecta mediante la inversion de la relajaciéon
mediada por receptores adrenérgicos a través de un mecanismo dependiente de AMPc. El
antagonismo de Mpuede potenciar el aumento de AMPc inducido por el agonista 33-ARy la

apertura de canales BK, resultando en una mayor relajacion del musculo detrusor.

Ejemplo 5
Efecto de Proporciones de Combinacién sobre el Efecto Sinérgico

Materiales y Métodos

Animales: ratas hembra SD (200-250 g de peso corporal) (siete grupos en total).
Anestesia: uretano (1,0 g/kg, por via intraperitoneat).

Pardametro: amplitud de la contraccion de la vejiga ritmica inducida por distension.
Compuestos: oxibutinina (Oxy), CL 316243 (CL).

Analisis: isobolograma utilizando los valores ID20 (dosis decrecientes de amplitud en un

20%).

Primero,se realizé un estudio de dosificacion tnica para calcular los valores 1D20 de
oxibutinina (OXY) y CL316243 (CL) en las siguientes condiciones y los valores ID20 obtenidos se
muestran en la Tabla 6:

Vehiculo (solucién salina);

0XY, 0.01, 0.03, 0.1 mg/kg, por via intravenosa;

CL, 0.003, 0.01, 0.03 mg/kg, por via intravenosa.

Tabla 6. Valores ID20 de CL.316243 y oxibutinina.

ID20
Compuesto (MPK, 1v).
Oxibutinina 0.057

Los resultados de la Tabla 6 muestran que tanto la oxibutinina como CL316243

disminuyeron la amplitud de la contraccion de la vejiga ritmica inducida por distencion en ratas

hembra anestesiadas.
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A continuacién, los regimenes de dosificacion de combinacidnmostrados en la Tabla 7 se

realizaron para componer un isobolograma. Hubo 9 grupos en total. Los valores ID20 de OXY y

CL se calcularon en cada tasa de combinacion.

Tabla 7. Regimenes de dosificacion (mg/kg).

OXY: CL 01:01 10:01 03:01
gimen | 0.003:0.003 0.03:0.003 0.01:0.003
gimen 2 0.01:0.01 0.1:0.01 0.03:0.01
Régimen 3 0.03:0.03 0,3: 0,03 0.1:0.03

La figura. 6 indica que los efectos sinérgicos se observaron para las combinaciones de CL y
OXY en proporciones 1:1 y 1:10. Por otro lado, la combinacion de CL y OXY a 1:3 sdlo
proporciond un efecto aditivo simple, pero no sinérgico.

Estos resultados sugieren que el efecto sinérgico entre el agonista B3-ARCL y el agente

antimuscarinico OXY también depende de la tasa de combinacion particular en la combinacion.

Ejemplo 6

Composicion de Combinacidén de un Agonista 33-AR v un Agente Antimuscarinico

Una composicidn de combinacion de ejemplo que comprende unagonista 3-AR y un

agente antimuscarinico se muestra en la Tabla 8:

Tabla 8. Composiciéon de Combinacién de un Agonista 33-AR y un Agente Antimuscarinico

Ingrediente ID Composicion,% por peso

Formulacion CR

Antimuscarinico 0.01-5
Agonista $3-AR 0.1-10
Relleno 10-95
Aglutinante 0.1 -10
Lubricante 0.1-5

Recubrimiento CR 0,5a20
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Colorante 0.1-10

Nota: El porcentaje por peso en la tabla § se basa en el peso total de la composicion de
combinacion.

En una realizacion, el agonista B3-AR se selecciona de los compuestos listados en la Tabla
3. En otra realizacion, el agente antimuscarinico se selecciona entre tolterodina, fesoterodina,
oxibutinina, solifenacina, propiverina, trospio, imidafenacina, y TD6301.

En una realizacién, la composicion de combinacion anterior es una formulacion de
liberacion controlada (LC). En otra realizacion, la composicion de combinacién es en forma de un

gel de capsula para administracion oral.

Ejemplo 7
Composicion de Combinaciéon que Comprende Agente Antimuscarinico CR y Agonista B3-AR IR

Una composicién de combinacién de ejemplo que comprende un agente antimuscarinico ¢n
una porcion de liberacion controlada (CR) y un agonista B3-AR en una porcidn de liberacion

inmediata (IR) se muestra en la Tabla 9:

Tabla 9. Composicion de Combinacién de un Agonista B3-AR y un Agente Antimuscarinico

Ingrediente ID Composicion, % por peso

Perlas CR de Agente Antimuscarinico

Antimuscarinico 0.01-5
B3-AR agonista 0.1-10
Relleno 10-95
Carpeta 0.1-10
Lubricante 0.1-5
CR recubrimiento 0,5a20
Colorante 0.1-10
Ingrediente ID Composicién,% en peso

CR gotas de antimuscarinico

Antimuscarinico 0.01-5

Relleno 1-95
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Aglutinante 0.1-10

Lubricante 0.1 -5
Recubrimiento CR 0,5-20
Colorante 0.1-10

Perlas IR de Agonista $3-AR

Agonista B3-AR 0.1a10
Relleno 1-95
Aglutinante 0.1-10
Lubricante 0.1-5
Recubrimiento IR 0.5-20
Colorante 0,1a10

Nota: El porcentaje por peso (% por peso) en la tabla 9 se basa en el peso total de cada porcion
respectiva de la composicidon de combinacion.

En una realizacion, el agonista $3-AR se selecciona a partir de los compuestos listados en la
Tabla 3. En otra realizacion, el agente antimuscarinico se selecciona de tolterodina, fesoterodina,
oxibutinina, solifenacina, propiverina, trospio, imidafenacina, y TD6301.

En una realizacién, la composicién anterior se encuentra en un gel de cépsula para

administracién oral.

Ejemplo 8

Efecto de la Terapia Combinada en la Capacidad de la Vejiga en los Monos Rhesus

Materiales v Métodos

Se utilizaron monos rhesus hembra (Macaca mulatta) con pesos de 5.3-6.2 kg (4-7 afios de
edad). Los sujetos fueron alojados por parejas o de manera individual en un ciclo de 12 h de luz/12h
de oscuridad (la luz se encendi6 a las 7:00 AM). Su dieta consistio en 2050 Teklad (Harlan
Laboratories, Indianapolis, IN) y frutas frescas o vegetales. El agua estaba libremente disponible.
Todos los animales fueron observados diariamente por un técnico de veterinaria y cuidadores para
detectar signos de mala salud. Los sujetos fueron utilizados en varias ocasiones con> 13 dias de

periodo de descanso. Los monos fueron anestesiados con una inyeccién intramuscular de bien sea
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Telazol (3-5 mg/kg) o ketamina (10-20 mg/kg) seguida de una infusion intravenosa de tasa
constante con ketamina (0.2 a 0.8 mg/kg/min) usando una bomba de jeringa (552222, Harvard
Apparatus, Holliston, MA). Los animales fueron colocados en una posicion supina y se introdujo
un catéter transuretral de balon de triple luz (7,4 Fr, Cook Medical, Bloomington, IN) en la vejiga y
el globo se inflé con 1 ml de agua para asegurar la punta del catéter en la base de la vejiga. El
catéter se conect6 a una bomba de infusién (Gemini PC-2TX, Alaris Medical Systems, San Diego,
CA) para el llenado de la vejiga y un transductor de presion para control de la presién intravesical.
La presion intravesical se registrd continuamente utilizando un sistema de adquisicion de datos
multicanal (Power lab, AD Instruments, Biopac systems, Colorado Springs, CO) a una tasa de
muestreo de 20 Hz. Después de confirmar el vaciado la vejiga por ultrasonografia (LLogiq e vet, GE
Medical Systems, Waukesha, W1, Fig. 1 A), solucidn salina fue infundida por via intravesical a 15
ml/min. Cuando se observé un aumento brusco de la presion indicativo del reflejo de la miccidn, la
infusion intravesical se detuvo y la vejiga se vacié manualmente con una jeringa de 60 ml. Después
de dos lecturas de cistometria de referencia, el farmaco se administro por via intravenosa tres veces
usando un paradigma de dosis crecientes con una cistometria realizada 10 minutos después de cada
dosis. La capacidad vesical se midio para cada cistometria y el porcentaje de cambio desde la
capacidad de referencia se calculd. Tal como se usa en la presente, el término "capacidad basica" o
"referencia", se refiere a la capacidad promedio de la vejiga a partir de dos mediciones pre-dosis.
Mono-terapias ya sea utilizando la tolterodina ("TOL"), darifenacina (DAR ") o el
compuesto 14 (Cdp 14") con varias dosis y terapias de combinacién de TOL: Compuesto 14 y
DAR: Compuesto 14 en diferentes dosis y proporciones de dosts como se muestra en Tabla 10

fueron probadas en monos rhesus.

Tabla 10. Dosis y Proporciones de Dosis de Mono-Terapias y Terapias Combinadas

Proporcion de Dosis

Compuesto 14 (mg/kg)
Dosis 0 0.003 |0.01 |0.03 0.1 0.3 1

(vehiculo)

Tolterodina |0( vehiculo)|Vehiculo {Mono {lono [Mono |Mono |Mono [(Mono

(mg/kg) 0.01 Mono 3.3:1 |1:1
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0,03 Mono 10:1 03:1 |(I1:1
Mono 3.3:1 1:1 1:10
Darifenacina [0.01 Mono 1:1 1:3
(mg/kg) 0.03 Mono 1:1 1:3.3
Mono 1:1 1:3

Usando las mono-terapias y terapias de combinacién anteriores, los resultados de la

&

capacidad de la vejiga en los monos rhesus se resumen en la Tabla 11. Los resultados reportados

son valores promedio del cambio porcentual a partir del punto de referencia en 4-6 animales.

Tabla 11. Resultados de la Capacidad de la Vejiga usando Mono-Terapias y Terapias Combinadas

en Monos Rhesus

La capacidad vesical Medida en Cambio Porcentual a Partir del Punto de

Referencia
Compuesto 14 (mg/kg)
O(vehiculo) | 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3 1
TOL 0
-0,13% 4,1% 18,0% 27,3% 33,9% 31% 55,9%
(mg/kg) [(Vehiculo)
0,01 8,6% 28,2% | 31,0%
0,03 16,8% 35,5% | 36,4% 43,5%
0.1 40,3% 62,9% 56,8% 69,6%
DAR 0,01 8,9% 13,7% 23,7%
(mg/kg)
0,03 18,3% 37,1% 43,3%
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0.1 29,4% 58,0% | 68,7%

Se puede ver en la Tabla 11 que todas las combinaciones del Compuesto 14 y tolterodina
probadas mostraron una mayor capacidad de la vejiga, en comparacion con cada mono-terapia
respectiva. Es de sefialar que con la dosis mas baja de compucsto 14 (0,003 mg/kg), los efectos
sinérgicos de las combinaciones fueron mucho més grandes. En concreto, la combinacién del
Compuesto 14: TOL a 0.003 mg/kg: 0.01 mg/kg, mostrd aumento de la capacidad de la vejiga del
28,2% en comparacion con el 4,1% y 8,6% para las respectivas mono-terapias. De manera similar,
la combinacién del Compuesto 14: TOL a 0,003 mg/kg: 0.03 mg/kg, mostré aumento de la
capacidad de la vejiga de 35.5% en comparacién con 4,1% y 16,8% para las respectivas
mono-terapias.

Para terapias de combinacion del Compuesto 14 y darifenacina, las combinaciones
mostraron efecto superior de capacidad de la vejiga con dosis mas altas de darifenacina (0.03, 0.1
mg/kg).

Tolterodina, un antagonista muscarinico no selectivo, claramente demostr6 eficacia
mejorada con el Compuesto 14 en las combinaciones examinadas, mientras que la eficacia
adicional con combinaciones de darifenacina, un antagonista Msselectivo, y el Compuesto 14 s¢
limité sélo a dosis mas altas. Estos resultados sugieren que tanto el antagonismo M; y M3 de un
agente antimuscarinico puede ser importante para la eficacia mejorada cuando sc combina con un
agonista f3-AR.

Mientras la invencion ha sido descrita e ilustrada con referencia a ciertas realizaciones
particulares de la misma, los expertos en la técnica apreciaran que diversos cambios,
modificaciones y sustituciones se pueden hacer en ella sin apartarse del espiritu y alcance de la
invencién. Por ejemplo, las dosificaciones eficaces distintas de las dosificaciones particulares que
se mencionan anteriormente en la presente pueden ser aplicables como una consecuencia de
variaciones en la capacidad de respuesta del mamifero en tratamiento para cualquiera de las
indicaciones de los agentes activos utilizados en la presente invencién como se indico
anteriormente. Asimismo, las respuestas farmacoldgicas especificas observadas pueden variar de

acuerdo con y dependiendo del compuesto activo particular seleccionado o si hay presentes
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vehiculos farmacéuticos, asi como el tipo de formulacidn empleada, y tales variaciones o
diferencias esperadas en los resultados se contemplan de acuerdo con los objetivos y précticas de la
presente invencion. Se pretende, por tanto, que la invencion sea definida por el alcance de las
reivindicaciones que siguen y que tales reivindicaciones se interpreten tan ampliamente como sea

razonable.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de tratamiento de la hiperreflexia vesical, donde el método comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo:
un agonista $3-AR,
un agente antimuscarinico, y

un antagonista M; selectivo opcional,

en donde el agonista $3-AR se selecciona del grupo constituido por:
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oxibutinina.

relacion My/M; de menos de 40.

relaciéon My/M; menor de 20.

El método de la reivindicacion 1, donde el agente antimuscarinico tiene una

El método de la reivindicacion 2, en donde el agente antimuscarinico tiene una

El método de la reivindicacion 2, en donde el agente antimuscarinico se selccciona
del grupo que consiste en: tolterodina, fesoterodina, oxibutinina, solifenacina, propiverina, trospio,

imidafenacina, y TD6301.

El método de la reivindicacion 4, donde el agente antimuscarinico es tolterodina u
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6. El método de la reivindicacion 1, en donde el agonista 3-AR se selecciona del

grupo que consiste de:
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7. El método de la reivindicacion 6, en donde el agonista f3-AR y el agente

antimuscarinico se administran al paciente en una proporcion por peso de 300:1 a 1:10.

8. El método de la reivindicacion 6, en donde el agente antimuscarinico es tolterodina,

y en donde el agonista f3-AR y tolterodina se administran al paciente en una proporcién por peso

de 300:1 a 1:1.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde el método comprende administrar al

paciente:

un agonista f3-AR,

un agente antimuscarinico, y

un antagonista Mjselectivo.

10.  El método de la reivindicacién 9, en donde el agente antimuscarinico tiene una

proporcion M,/M; mayor de 40.
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11.  El método de la reivindicacion 10, donde el agente antimuscarinico es darifenacina
y el antagonista Mjselectivo es metoctramina.
12.  Un método de tratamiento de la hiperreflexia vesical, en donde el método
comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo:
CL316243,y
oxibutinina;
en donde C1.316243 y oxibutinina se administran al paciente en una rclacion por

peso de 1:1 0 1:10.

13.  El método de la reivindicacion 1, en donde el agonista B3-AR, el agente
antimuscarinico, y el antagonista M; selectivo opcional se administran de manera simultanea,

separada o secuencial.

14. El método de la reivindicacion 1, en donde el agonista B3-AR, el agente

antimuscarinico, y el antagonista M, selectivo opcional se administran por via oral.

15.  Una composiciéon farmacéutica que comprende:
un agonista 3-AR,
un agente antimuscarinico, y
unantagonista M, selectivo opcional;

en donde el agonista B3-AR se selecciona del grupo constituido por:
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16.  La composicion farmacéutica de la reivindicacion 15, en donde la composicién

comprende:
un agonista f3-AR, y

un agente antimuscarinico; y
en donde el agente antimuscarinico tiene una relaciéon M,/M3 menor de 40.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 16, en donde el agente

17.
antimuscarinico se selecciona del grupo que consiste en: tolterodina, oxibutinina, fesoterodina,

solifenacina, propiverina, y trospio.

18.  La composicion farmacéutica de la reivindicacién 15, donde la composicion

comprende:
un agonista $3-AR,
un agente antimuscarinico, y

un antagonista Mpselectivo;
I
en donde el agente antimuscarinico es darifenacina, y

en donde el antagonista Mjselectivo es metoctramina.

19.  La composicion farmacéutica de la reivindicacion 15, donde la composicion es un

comprimido o capsula para administracion oral.

20.  La composicion farmacéutica de la reivindicacion 15, en donde la composicion

proporciona una liberacion controlada del agente antimuscarinico.
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Isobologramas de la Inhibicién de la Contraccion del Detrusor Inducida por las

Combinaciones de CL316243 con Darifenacina

=

- 5

S 4

o3

g 27CLDar (1:2)

S 11

5 O0 05 115 2 25 3 35 FIG.2C

CL316,243, 1025 (nM)

Isobologramas de la Inhibicion de la Contraccion del Detrusor Inducida por las

Combinaciones del Compuesto 12 y Tolterodina

Tolterodina | |C25 (nM)

.
Compuesto

1 12Tl (30:1)

0 100 200 300

Compuesta 2 {025 (nM) FlG .3A

86



Isobologramas de la Inhibicion de la Contraccion del Detrusor Inducida por las

Combinaciones del Compuesto 12 y Darifenacina
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Isobologramas de la Inhibicion de la Contraccion del Detrusor Inducida por las

Combinaciones de darifenacina y CL316243 sin tratar

metactramina
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Isobologramas de la Inhibicion de la Contraccion del Detrusor Inducida por las

Combinaciones de CL316243 pre-tratado con metoctramina
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Efecto de Proporciones de Combinacion sobre el Efecto Sinérgico de la Terapia de
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