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1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijación en lista de 22 de 

julio de 2014.

2. Con el fin de responder las objeciones expuestas por el Señor Examinador en su 

Concepto Técnico correspondiente al Oficio No. 8 5 0 4 , en relación con las excepciones a la 

patentabilidad, la claridad del capítulo reivindicatorío y el nivel Inventivo de la presente 

solicitud, me permito dirigir su atención a las siguientes modificaciones y argumentos 

técnicos por medio de los cuales no sólo se superan com pletam ente dichas objeciones sino 

que además se establece de manera incontrovertible la patentabilidad de la solicitud en 

estudio.

3. CAPÍTULO R E IV IN D IC A T O R IO .

3 .1 . M O D IF IC A C IO N E S  AL CAPÍTULO R E IV IN D IC A T O R IO .

Inicialm ente, me permito m anifestar que es deseo del solicitante presentar un 

cap ítu lo  re iv in d ica to río  m odificado, que remplaza al actualm ente presentado, esto con 

el fin de superar las objeciones presentadas como parte del concepto técnico realizado por 

ese Despacho.

En conexión con el mencionado capítu lo  re iv in d ica to río  m odificado me permito  

resaltar que este no se constituye de ninguna manera en una ampliación ai alcance de la 

Invención, tal como fue originalmente presentada, toda vez que dicho capítulo define los
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compuestos que son objeto de la presente invención, los cuales están plenannente 

soportados en la descripción, tales modificaciones se exponen a continuación;:

• Reivindicaciones 1 a 5 . Corresponden respectivamente a las reivindicaciones l  

a 5 actualm ente presentadas, sin embargo se ha limitado la definición de alquilo inferior, 

alcoxi inferior, alquenílo inferior y alquinilo inferior especificando la cantidad de carbonos, de 

manera que ahora se hace referencia a alquilo C i.6 , alcoxi Ci-6 , alquenílo C2.6 , y alquinilo C2- 

6 -

Adicionalmente, se ha eliminado el térm ino "opcionalmente sustituido" de la 

reivindicación 4.

• Reivindicaciones 6  a 1 8 . Corresponden respectivamente a las reivindicaciones 

6  a 18 actualm ente presentadas.

I I

• Nueva Reivindicación 19: Hace referencia específicamente al compuesto 

clorhidrato de la [ 3 - ( (R ) - 2 -am ino -5 , 5 -d ifiuor-4 -m eti!‘ 5 ,6 -dihidno-4 H - [ l , 3 ]oxa2 in -4 - Í l ) - 4 -
I

fluor-fenil]-am ida del ácido 5-c¡ano-piridina-2-carboxílico. Sustento en el ejemplo 11 del 

capítulo descriptivo.

Las reivindicaciones 19 a 24  actualmente presentadas se han eliminado del capítulo 

reivindicatorío. 1

De esta forma, el capítu lo  re iv ind icato río  m odificado está constituido por 19  

re iv ind icaciones que se refieren de manera más clara y concisa a las características 

técnicas esenciales de los compuestos que son objeto de la presente solicitud, de acuerdo 

con las enseñanzas de la descripción. '

3 .2 . CLARIDAD DEL CAPÍTULO R E IV IN D IC A T O R IO .

• Ahora bien, el señor Examinador afirma que la reivindicación 4 no es clara 

porque contiene el térm ino "opcionalmente". En este sentido y tal como se señaló en el 

numeral anterior, el término objetado ha sido eliminado de ia reivindicación 4  que se 

presenta como parte del capítulo reivindicatorío modificado. 1

• Asimismo, el señor exam inador ha objetado las reivindicaciones 21 y 23, dado 

que hacen referencia a un uso y a una composición sin definir sus ingredientes y 

proporciones.
I

Al respecto, me permito resaltar que las reivindicaciones 21 y 23 han sido eliminadas 

del capítulo reivindicatorío modificado.
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•  Por otro lado, el señor exam inador señala que las reivindicaciones 1-7  no son 

concisas y sugiere restringir la solicitud al tipo de sustituyentes que han sido probados, es 

decir, que se encuentran debidam ente sustentados.

Tomando en cuenta la sugerencia del señor Examinador, en prim er lugar me permito  

señalar que como bien se detalla en el numeral 3 .1 , el térm ino "inferior" ha sido eliminado, 

y en su lugar se ha especificado el número de carbonos correspondiente a alquilo, alcoxi, 

alquenílo y alquinilo.

En segundo lugar, me permito m anifestar que los compuestos que se reclaman en el 

capítulo reivindicatorío modificado se encuentran plenamente sustentados en la descripción, 

principalmente en la tabla comprendida entre las páginas 61 a 76, y a lo largo de los 

ejemplos de las páginas 86 a 142.

Por lo tanto solicito am ablem ente a ese Despacho sea retirada dicha objeción sobre el 

capítulo reivindicatorío.

En vista de lo anterior, resulta evidente que el capítulo reivindicatorío modificado 

supera com pletam ente las objeciones presentadas por el Señor Examinador y se enmarca 

com pletam ente dentro de lo preceptuado en el Artículo 30 de la Decisión Andina 486 de 

2000 .

4. EXCEPCIÓN A LA P A TE N TA B IL ID A D .

Por otro lado, el Señor Examinador indica que el objeto de las reivindicaciones 22 a 24 

actualm ente presentadas no sería patentadle dado que se encuentran referidas a un método 

de tratam iento.

Sobre este particular me permito señalar que las reivindicaciones 22 a 24 se han 

eliminado, y por lo tanto el capítulo reivindicatoho modificado no está de ninguna manera 

dirigido a m ateria no patentadle.

Por lo tanto me permito señalar que el mencionado capítulo reivindicatorío modificado 

se ajusta com pletam ente a los requerimientos del Artículo 20 de la Decisión Andina 486 de 

2000 .

5. N IV EL IN V E N T IV O .

Finalmente, el Señor Examinador considera que los compuestos reclamados en la 

presente solicitud carecerían de altura inventiva con respecto a las enseñanzas de los 

documentos EP 1942105 (DI) y W O  0125229 (D2).
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A este respecto el Señor Examinador asegura que la persona del oficio normalmente 

versada en la m ateria, Incluiría como sustituyante del grupo carbamoilo al fenilo de acuerdo 

con lo divulgado en el documento D2 dentro del grupo carbamoilo del compuesto revelado 

en el documento D I ,  para llegar así al objeto de las reivindicaciones 1 y 3 de la solicitud.

Así mismo, señala que la persona del oficio normalmente versada en la m ateria, 

incluiría el anillo oxazino de acuerdo con lo divulgado en el documento D I ,  dentro del 

proceso de obtención revelado en el documento D2, para llegar así al objeto de la 

reivindicación 19 de la solicitud.

Respecto a lo an te rio r, m e perm ito  señ a la r que las enseñanzas de los 

m encionados docum entos D I  y D2, de ninguna m anera pueden conducir a las 

estru ctu ras  p articu lares  de los com puestos de la invención, ta l y com o se reclam an  

d en tro  del capítu lo  re iv ind icatorío  m odificado que se presenta ju n to  con este  

m em oria l.

En este sentido, en principio cabe señaiar que el documento D I  reclama compuestos 

que comprenden una porción de su estructura que es similar a ia de los compuestos de la 

presente invención, pero permite la sustitución de la misma de varias maneras que 

conducen a un gran número de compuestos con un patrón de sustitución diferente.

En este sentido, es im portante resaltar que el documento D I  da 1282 ejemplos que 

combinan ios diferentes radicales de la molécula de varias maneras. Particularmente, la 

Tabla 170 en la página 260 de D I ,  muestra distintos valores de IC 50 para ejemplos 

seleccionados, y además en esa misma página del documento D i menciona que otros 

compuestos ejemplificados presentan valores de IC 50 de menos de 100 pM. En este sentido, 

es claro que el experto en la materia se concentraría en aquello ejemplos que presentan 

datos biológicos.

Se tiene entonces que el compuesto con mayor potencia que es divulgado en el 

documento 0 1  es el compuesto 1043, el cual presenta un valor de IC 50 de 0 .027  pM, 

seguido muy de cerca por los compuestos 1199 (IC 5 0 : 0 .032  pM), 1100 (IC 5 0 : 0 ,037  pM) y 

165 (IC 5 0 : 0 .0 3 9 4  pM).

En este orden de ideas, cabe destacar que los 4  ejemplos de 01  mencionados 

anteriorm ente muestran un patrón de sustitución muy similar. Específicamente los 4  

ejemplos presentan  com o p arte  de su estructu ra  un radical tiaz in ilo . Igualm ente, es 

claro que el documento D I  enseña que los derivados de tiaz in ilo  son el grupo  

pre fe rid o  de la invención reve la  en ta l docum ento. Incluso, el mismo título del 

documento D I  apoya la hipótesis de que un experto en la materia con interés en el 

desarrollo de inhibidores de BACEl adecuados debería concentrarse en los compuestos 

derivados de tiazinilo amino-sustituidos.
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En síntesis, ios compuestos reclamados en la presente solicitud difieren de las 

enseñanzas divulgadas en el documento D I en dos aspectos Importantes:

(i) los com puestos de la invención presentan un grupo oxazin llo  (ver círculo 

en rojo), m ientras que los com puestos divulgados en D I  presentan como parte  

fundam ental de su m olécula un grupo tiaz in ilo  (ver círculo en rojo), y

(II) el an illo  oxazin llo  en los com puestos de la invención está disustituidos en 

la posición 5 por flú o r (5,5-difluor, ver flecha verde), mientras que los compuestos de D I 

no presentan tal sustitución.

'Y
R’

H
N

CW
H
N.

O

Compuestos de la presente 

invención

Compuesto 1043 de D I

Lo anterior significa que la persona del oficio medianamente versada en la materia 

tiene que realizar dos tipos diferentes de modificaciones a la molécula de tiazinilo amino- 

sustituido de D I ,  para llegar a los compuestos que se reclaman en la presente solicitud. En 

este sentido, el documento D I no brinda ninguna sugerencia acerca de que estas 

modificaciones deben realizarse con el fin de llegar a obtener compuestos más adecuados.

Cabe agregar que si bien, el documento D I hace referencia a 3 compuestos que 

poseen un resto oxazinllo (compuestos 654, 783, 878) de un total de 1285, es importante 

señalar que en tal documento no se encuentra ninguna información acerca de ia actividad 

de esos compuestos sobre BACEl. Por lo tanto, ia persona experta en la materia 

simplemente deduciría que los compuestos de D I que poseen un resto oxazinllo son menos 

adecuados que aquellos que presentan el grupo tiazinilo.

Asimismo, ninguno de los 1285  com puestos ejem piiricados en D I  presenta una 

disüstitución con flú o r sobre el núcleo central, es más no existe ninguna enseñanza en 

D I que hubiese motivado a la persona experta en la materia enfrentada con el problema 

técnico objetivo, a que modificara o adaptara D I para llegar a la presente invención.
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En este sentido y como un complemento a los argumentos presentados anteriormente, 

me permito referirme al estudio realizado por Hilpert et al., que se adjunta al presente 

memorial, el cual demuestra claramente que (ver cuadro 1 de la página 3984) las 

oxazinas d l-fluoradas son las más adecuadas como inhibidores de BACEl, esto en 

comparación con oxazinas sin fiuoración y con tlazinas con y sin sustitución con flúor:

Table 1. In  \ ^ t r o  aod in  V iv o  P rod es  o f  Oxazínes la  and 14a and Th iaz ínM  t i l  and 113
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Tabla 1, Docum ento H ilpert e t al. !

Ahora bien, cabe resaltar que el documento D2 se refiere a  compuestos 

derivados de amida que poseen una estructura química completamente diferente a la de los 

compuestos aquí reclamados. I

N H C O —
a)

Compuestos divulgados en D2

Adiclonalmente, es de resaltar que los compuestos que eríseña el documento D2 

tienen propiedades como antagonistas de 5HT y de ninguna manera son antagonistas 

BACEl activos.

En vista de todo lo anterior, es evidente que las enseñanzas del documento D2 de 

ninguna manera complementan las enseñanzas de D I para llegar a los compuestos de la 

invención, mucho más si se tiene en cuenta que los compuestos divulgados en D2 son 

antagonistas de 5HT, es decir, están dirigidos a un objetivo diferente al de los 

compuestos de la Invención, los cuales son potentes inhibidores dé BACE.

Sin embargo, el punto no es si un experto en la materia podría haber llegadó a la 

Invención mediante la adaptación o modificación de las enseñanzas del documento D I  

mediante las enseñanzas divulgadas en D2, sino que si lo hubiera Hecho de esa manera, por
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qué el documento D I le motivó a hacerlo con la expectativa de resolver el problema técnico 

objetivo?

Dado que no ex is te  ta i m otivac ión , es ev id en te  que ios com puestos  

reclam ados en la p resente  solicitud son Inventivos fre n te  a la com binación de las 

enseñanzas de los docum entos 0 1  y  D 2.

Por último, muy respetuosamente me permito señalar que la única motivación que 

tendría la persona versada en la materia para llegar a los compuestos aquí reclamados, 

sería la revelación hecha por la presente invención, por lo que el análisis de nivel inventivo 

realizado por el Señor Examinador está enmarcado dentro de lo que en el ámbito de las 

patentes se conoce como "hindslght", o análisis "Ex post facto", toda vez que conociendo de 

antem ano la invención el Señor Examinador está seleccionado partes específicas de las 

enseñanzas contenidas dentro de D I y D2, y modificándolas de manera que permitan  

construir los compuestos reclamados por la presente solicitud, pasos que de ninguna 

manera podrían ser evidentes para la persona versada en la m ateria en el momento en el 

cual se desarrolló la invención.

En este sentido vale la pena resaltar que al tener conocimiento de la invención es de 

esperarse que dichas modificaciones particulares de las enseñanzas de D I  y D2 parezcan 

obvias, toda vez que ya se sabe de antem ano que efectivam ente estas modificaciones 

resuelven el problema planteado; sin embargo, esta Información no era conocida por el 

Inventor en el momento de desarrollar la invención, por lo que no podría tener certeza de la 

utilidad de realizar estos pasos.

Finalmente, dentro del contexto de lo discutido a lo largo del presente memorial me 

permito referirm e al señalamiento que hace el Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina 

con respecto a las definiciones de "obvio" y "evidente" en la evaluación del Nivel Inventivo  

de una solicitud de patente*:

"Resulta p e rtin e n te , a los efectos del artículo  4  de la Decisión 3 4 4 , d efin ir qué se 

entiende p o r "obvio" y  p o r "ev id en te" a fin de d e te rm in a r qué se debe e n te n d e r p o r  

n ive l inventivo.

Lo obvio es aquello  que salta  a  la vista de m an era  clara y  d irecta ; lo "que se  

encuentra  o pone delan te  de los ojos, m u y  claro o que no tien e  dificultad". M ientras  

que lo ev id en te  consiste en la "certeza clara y  m an ifies ta  de la que no se p u ed e  dudar; 

cierto, c laro, p a te n te  y  sin ia m e n o r duda". D e  form a que algo que resu lte  obvio no es 

n ecesariam en te  e v id en te ; em pero  lo que es ev iden te , es tam bién  obvio.

Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina, PROCESO 192-IP-2005
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En este orden de ideas, se puede concluir que una invención goza de n ive i inventivo  

cuando a  los ojos de un experto  m edio  en e l asunto  de que se tra te , se necesita algo  

m ás que ¡a sim ple aplicación de los conocim ientos técnicos en la m a te ria  p ara  lleg ar a 

ella , es decir, que de conform idad con e l estado de la técnica e l invento  no sea  

consecuencia clara y  d irecta de dicho es tad o ."  .

De dicho señalamiento es ciaro que dentro de la Comunidad Andina, para que un 

documento afecte el nivel inventivo de una solicitud de patente el objeto de dicha solicitud 

debe ser derivable de manera evidente a partir de las enseñanzas del arte previo, y dicho 

documento debe brindar una motivación y guía suficientes que conduzcan inevitablem ente a
I

obtener la invención.

I

En vista de lo anterior, dado que a partir de las enseñanzas de los documentos D I y 

D2 no "saltan a la vista de manera clara y directa" los compuestos que son objeto de la 

presente invención, y al no tenerse "certeza clara y manifiesta" a partir de las enseñanzas 

de dichos documentos de que dichos compuestos serían inhibidores adecuados de BACE 1 

y /o  BACE2, es claro que la solicitud en estudio es a todas luces inventiva con respecto al 

estado del arte más próximo.

6 . CO NCLUSIÓ N. ,

Para finalizar me permito reiterar que el capítulo reivindicatorió modificado presentado 

junto  con este memorial es totalm ente claro y conciso al reclamar los compuestos de la
I

Invención sin hacer referencia a excepciones a la patentabilidad cumpliendo así cpn io 

exigido por la mencionada Decisión Andina 486 de 2000. i

Por otro lado, en virtud de los argumentos discutidos con respecto a los documentos 

citados, se estableció de manera incontrovertible que los compuestos que son objeto de la 

solicitud en estudio, de ninguna manera resultarían evidentes para la persona versada en la 

materia a partir de las enseñanzas de los documentos D I y D2, demostrando 

irrefutablem ente la patentabilidad de la presente solicitud.

7. Anexo me permito presentar: ,

i) Copia de las páginas 143  a 1 56  que corresponde al Capítulo re iv ind icatorio

m odificado, tal como se discutió en el presente memorial, constituido por 19

reivindicaciones, y

ii) Artículo: Hilpert et al. pGSecretase (BA C El) Inhibitors with High in Vivo Efficacy

Suitable for Cllnical Evaluation in Alzheimer's Disea'se. Journal of Medicinal

Chemístry, 2013, 56, 3 9 8 0 -3 9 9 5 .

8



LLOREDA CAMACHO & CO.
Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogotá. D.C. Tel; 6069700 Fax 6069701

8. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la solicitud a la 

luz de las modificaciones y los argumentos presentados y conceder el privilegio de patente 

solicitado.

Señor Superintendente,

V K a -
IC IA  LLOREDA R ICAURTE  

T . P. 5 3 .2 1 5

Dirección para Notificaciones: notificacíonespatentes@ííoredacamacho.com
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la fórmula I,

p5
H ,N . . 0 .  /  42 \ /  ,Ĵ 4

en la que

5 se elige entre el grupo formado por

i) arllo,

ii) arllo sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente entre ciano. 

ciano-alquilo Ci-6, halógeno, halógeno-alcoxi Ci-6, halógeno-alquilo Ci-6, 

alcoxi Ci.6, alcoxi Ci.e-alquilo Ci-e y alquilo Ci-e,

10 iii) heteroarilo y

iv) heteroarilo sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente entre

amido, ciano, ciano-alquilo Ci.6, cicloalquilo, cicloalquil-alquenilo C 2-6. 

cicloalquil-alquinilo C 2-6, cicloalquil-alquilo C^.Q, cicloalquil-alcoxi Ci-e, 

halógeno, halógeno-alcoxi Ci.e, halógeno-alquilo Ci-6, alcoxi Ci-6, alcoxi O í.

15 6-alquilo Ci-6, alquenilo C 2.6, alquinilo C 2-6, alquilo Ci-e y nitro;

v) alquilo C 1-6,

vi) alquilo C 1.6 sustituido por 1-5 sustituyentes elegidos individualmente entre

ciano, halógeno, hidroxi y alcoxi Ci.e;

vii) alquenilo C 2.6.

2 0 viii) alquenilo C 2-6 sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente

entre ciano, ciano-alquilo C 1.6, halógeno, halógeno-alcoxi Ci.e, halógeno-

alquilo Ci-6, heteroarilo, alcoxi C 1.6, alcoxi Ci-6-alquilo Ci-e y alquilo C 1.6,

ix) cicloalquilo,

x) cicloalquilo sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente entre

25 ciano, ciano-alquilo Ci.e, halógeno, halógeno-alcoxi Ci-e, halógeno-alquilo

C 1.6, alcoxi C 1.6, alcoxi Ci-e-alquilo Ci-e y alquilo Ci-6, 

se elige entre el grupo formado por
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i) hidrógeno,

ii) halógeno y

iii) alquilo Ci-e; 

es alquilo Ci-e".

5 R"* se elige entre el grupo formado por

i) hidrógeno y

ii) alquilo Ci-e:

R^ se elige entre el grupo formado por

i) hidrógeno y

10 ii) alquilo Ci-e:

n es el número O, 1 ó 2; 

o sus sales farm acéuticam ente aceptables.

2. Un compuesto de la fórmula I según la reivindicación 1, en la que 

R  ̂ se elige entre el grupo formado por 

15 i) heteroarilo y

ii) heteroarilo sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente entre

amido. ciano, ciano-alquilo C i^ , cicloalquilo, cicloalquil-alquenilo C 2-6, 

cicloalquil-alquinilo C 2.6. cicloalquil-alquilo Ci,6, cicloalquil-alcoxi Ci-6, 

halógeno, halógeno-alcoxi C-i-e, halógeno-alquilo Cve, alcoxi Ci-e. alcoxi C i.

20 6-alquilo Ci-6, alquenilo C 2.6. alquinilo C 2.6. alquilo Ci-e y nitro;

iii) alquilo Ci-e,

iv) alquilo C 1.6 sustituido por 1-5 sustituyentes elegidos individualmente entre

ciano, halógeno, hidroxi y alcoxi Ci-ei

v) alquenilo C 2-6,

25 vi) alquenilo C 2.6 sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente 

entre ciano, ciano-alquilo Ci,e, halógeno, halógeno-alcoxi Cve. halógeno- 

alquilo Ci-e, heteroarilo, alcoxi Ci-a, alcoxi Ci.6-alquilo Ci-e y alquilo Ci-e,

vii) cicloalquilo,

viii) cicloalquilo sustituido por 1-4  sustituyentes elegidos individualmente entre

30 ciano, ciano-alquilo Ci-6, halógeno, halógeno-alcoxi Ci-e, halógeno-alquilo

Ci-6, alcoxi Ci-6, alcoxi Ci-e-alquilo Ci-e y alquilo Ci.e,

R^ se elige entre el grupo formado por
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i) hidrógeno,

ii) halógeno y

iii) alquilo Ci-e; 

es alquilo C i^;

5 se elige entre el grupo formado por

i) hidrógeno y

ii) alquilo Ci-e;

R^ se elige entre el grupo formado por

i) hidrógeno y

10 ii) alquilo Ci-6;

n es el número 0 , 1 ó 2; 

o sus sales farm acéuticam ente aceptables.

3. Un compuesto de la fórmula la según la reivindicación 1,

H
•N

la

15 en la que

R  ̂ se elige entre el grupo formado por

i) arilo,

ii) arilo sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente entre ciano, 

ciano-alquilo Ci-e, halógeno, halógeno-alcoxi C i^ , halógeno-alquilo Ci-6,

20 alcoxi C i^ , alcoxi Ci-e-alquilo Ci-e y alquilo C i^ ,

iii) heteroarilo y

iv) heteroarilo sustituido por 1-4 sustituyentes elegidos individualmente entre

ciano, ciano-alquilo Ci.e, halógeno, halógeno-alcoxi Ci.6, halógeno-alquilo

Ci-6, alcoxi Ci-6, alcoxi Ci-e-alquilo Ci_6 y alquilo Ci-e:

25 R^ se elige entre el grupo formado por

i) hidrógeno.

ii) halógeno y
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iii) alquilo Ci-e: 

es alquilo C i^;

R** se elige entre el grupo formado por

i) hidrógeno y

5 ii) alquilo Ci-6;

R^ se elige entre el grupo formado por

i) hidrógeno y

ii) alquilo Ci.e:

o sus sales farm acéuticam ente aceptables.

10 4. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el

que R"* se elige entre el grupo formado por

i) 1H-pirazolilo no sustituido o sustituido por 1-2 sustituyentes elegidos

individualmente entre cicloalquilo, halógeno, halógeno-alquilo Ci.6, alquilo 

Ci-6,

1 5 ü) cicloalquilo no sustituido o sustituido por 1 -2  sustituyentes elegidos

individualmente entre halógeno y halógeno-alquilo Ci-e,

iii) alquenilo C 2-6 no sustituido o sustituido por heteroarilo,

iv) alquilo Ci_6 no sustituido o sustituido por 1-5 sustituyentes elegidos

individualmente entre halógeno y hidroxi,

20  v) furilo no sustituido o sustituido por nitro,

vi) isoxazolilo no sustituido o sustituido por 1-2 alquilo Ci-e,

vii) oxazolilo no sustituido o sustituido por 1-2 sustituyentes elegidos

individualmente entre cicloalquilo, halógeno-alquilo Ci-e y alquilo Ci-e.

viii) pirazinilo no sustituido o sustituido por 1-2 sustituyentes elegidos

25 individualmente entre cicloalquil-alcoxi Ci-e, halógeno, halógeno-alquilo Ci-e

y alquilo C 1.6,

ix) pirazolilo no sustituido o sustituido por 1-2 sustituyentes elegidos

individualmente entre halógeno y alquilo C i^ ,

x) piridazinilo no sustituido o sustituido por 1-2 halógeno,

30 xi) piridinilo no sustituido o sustituido por 1-2 sustituyentes elegidos

individualmente entre amido, ciano, cicloalquil-alcoxi Cve, cicloalquil-
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aiquinilo C 2-6> halógeno, halógeno-alquilo Ci.e, alquilo Ci.e y halógeno- 

alcoxi Ci.6¡ y

xii) pirimidinilo no sustituido o sustituido por 1-2 sustituyentes elegidos  

individuaimente entre halógeno y halógeno-alquilo Ci-e.

5 5. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el

que se elige entre el grupo formado por

i) piridinilo,

ii) pirazolilo,

iii) piraziniio,

10 iv) pirimidinilo, y

v) piridinilo sustituido por 1-2 sustituyentes elegidos individualmente entre  

ciano, halógeno, y halógeno-alquilo Ci-e.

6. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el 

que R  ̂ se elige entre el grupo formado por 

15 (2,2,2-thfluoretoxi)-piridin-2-ilo, (ciclopropilmetoxi)-pirazin-2-ilo, (trifluormetil)-pirazin-

2-ilo, 1-(difiuor-metil)-1H-pirazol-3-ilo, 1-(trifluormetil)cicloprop-1-ilo, 1-furil-etenilo, 1- 

m etil-1H-pirazol-3-ilo, 2-(clorometil)-oxazol-4-ilo. 2-(fluormetil)oxazol-4-ilo, 2 ,2 ,2 - 

trifluor-1-hidroxi-1-metil-2-etilo, 2,2-difluorcicloprop-1-ilo, 2,5-dim etiloxazol-4-ilo, 2- 

etiloxazol-4-ilo, 2-metil-5-(trifluor-metil)oxazol-4-ilo, 2-m etiloxazol-4-ilo, 3 -(2 ,2 ,2 - 

2 0 trifluor-etoxi)-piridin-2-ilo, 3,5-dicloropirazin-2-ilo, 3,5-dlcloro-piridin-2-ílo, 3,5-difluor-

piridin-2-ilo, 3-cloro-5-ciano-piridin-2-ilo, 3-cloro-5-fluor-piridin-2-ilo, 3-cloro-5-tri- 

fluormetil-piridin-2-ilo, 3-cloro-piridin-2-ilo, 3-fluor-piridin-2-i!o, 3-trifluormetil-piridin-2- 

ilo, 4-cloro-1-{2,2,2-trifluoretil)-1H-pirazol-3-ilo, 4-cloro-1-(2,2-di-fluoretil)-1H-pirazol-3- 

ilo, 4-cloro-1-dÍfluormetil-1H-pirazol-3-ilo, 4-cloro-1-etil-1H-pirazol-3-ilo, 4-cloro-1H- 

25 pirazol-5-ilo, 4-cloro-1-m etil-1H-pirazol-3-ilo, 4-cloro-3-ciclopropil-1H-pirazol-5-Ílo, 4- 

m etil-1H-pirazol-5-ilo, 4-m etil-isoxazol-3-ilo, 5-(2,2,2-trifluor-etoxi)-piridin-2-ilo, 5- 

{2,2,3,3,3-pentafluorpropoxi)-piridin-2-ilo, 5-(2,2,3,3-tetrafluorpropoxi)-piridin-2-ilo, 5- 

(2,2-difluoretoxi)-piridin-2-ilo, 5-(ciclopropiletinil)-piridin-2-ilo, 5-(ciclo-

propilmetoxi)pirazin-2-ilo, 5-(difluormetoxi)-piridin-2-ilo, 5-(fluormetoxi)-piridin-2-ilo, 5- 

30 (trifluormetil)-piridin-2-ilo, 5-amido-pÍridin-2-ilo, 5-cloro-3-fluor-piridin-2-ilo, 5-cloro-3-

metil-piridin-2-ilo, 5-cloropirazin-2-ilo, 5-cloro-piridin-2-ilo, 5-cloro-pirimidin-2-ilo, 5- 

ciano-piridin-2-ilo-1-óxido, 5-ciano-piridin-2-ilo, 5-ciclopropil-oxazol-4-llo. 5-etlí-oxazol-



II

-  148 -

4-ilo, 5-fluormetoxi-piridin-2-iio, 5-fIuor-piridin-2-ilo, 5-isopropil-oxazol-4-ilo, 5-metil- 

pirazin-2-ilo, 5-nitro-fur-2-ilo, 5-trifluormetil-pirazin-2-ilo, 5-trifluomnetil-pirimidin-2-ilo, 

6-(ciclopropilmetoxi)-piridin-3-ilo, 6-cloropiridazin-3-ilo, fur-2-ilo, metilo, oxazolilo y 

piridÍn-2-ilo.

5 7. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el

que se elige entre el grupo formado por 5-cloro-piridin-2-ilo, 3-cíoro-5-trifluormetil- 

piridin-2-ilo, 3-cloro-5-fluor-piridin-2-ilo, 3,5-dicloro-pirÍdin-2-ilo, 5-ciano-piridin-2-ilo, 5- 

cloro-3-fluor-piridin-2-ilo, 5-cloro-piridin-2-ilo y 3-cloro-5-trifluormetil-piridin-2-ilo.

8. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 7, 

10 en el que n es el número 1.

9. Un compuesto según una cualquiera de ¡as reivindicaciones de 1 a 8, 

en el que R^ es halógeno.

10. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 9, 

en el que R^ es flúor.

15 11. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 10,

en el que R^ es metilo.

12. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 11, 

en el que R"* es hidrógeno.

13. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 12, 

20 en el que R^ es metilo.

14. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 13, 

en el que R^ es hidrógeno.

15. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 14,

en el que R® es metilo.

2 5 16. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 15,

elegido entre el grupo formado por

[3-({R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-ii)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-cloro-piridina-2-carboxílicp,

[3-((R)-2-am lno-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-ll)-4-fluor-fenil]-am ida  

30 del ácido 5-fluor-piridina-2-carboxílico,

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3-cloro-piridina-2-carboxílico,
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[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihiclro-4H-[1,3]-oxaztn-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3,5-difluor-plridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am lno-5,5-dlfluor-4-m etll-5,6-dlhidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-f0nil]-am ida  

del ácido 3-cloro-5-trifluormetil-piridlna-2-carboxílico,

5 [3-((R)-2-am ino-5,5-d¡fluor-4-m etil-5,6-d¡h¡dro-4H-[1,3]-oxazin-4-lj)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3-trifluormetil-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am lno-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazln-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3-cloro-5-fluor-piridina-2-carboxílico,

[3-{(R )-2-am Íno-5,5-difluor-4-m etií-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazln-4-jl)-4-fíuor-fenil]-am ida  

10 del ácido 3,5-dicloro-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dÍhidro-4H-[1,3]-oxazin-4"il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido piridlna-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dlhldro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-annida  

de! ácido 3-fluor-piridina-2-carboxílico,

15 [3-{(R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]~am ida

del ácido 5-ciano-piridina-2-carboxílico,

clorhidrato de la [3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4- 

fluor-fenil]-amida del ácido 5-ciano-píridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

20 del ácido 5-ciano-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m et¡l-5,6-dihldro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-cIoro-pirimidina-2-carboxílico,

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dÍhidro-4H-[1,3]-oxazin-4-ll)-4-fíuor-fen¡l]-am ida  

del ácido 5-cloro-3-metil-piridina-2-carboxílico,

25 [3-({R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etií-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-iI)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-(2,2,2-tri-fluor-etoxi)-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etÍI-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-cloro-3-fluor-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-aTTiino-5,5-difluor-4-m etÍl-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

30 del ácido 5-trlfluormetil-pirimidina-2-carboxílico,

[3-((R )-2-am ino-5,5-dlfluor-4-m etil-5,6-dlhidro-4H-[1,3]-oxazin-4-¡l)-4-fluor-fenil]-am ida  

de! ácido 5-tnfiuormetil-pirazina-2-carboxilico,
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[3-((R)-2-am ¡no-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 4-cIoro-1-m etil-1H-pirazol-3-carboxíllco,

[3-({R)-2-am ino-5,5-dif!uor-4,6,6-trim etil-5,6-dlhidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-feni!]- 

am ida del ácido 5-cloro-piridina-2-carboxíl¡co,

5 [3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

amida del ácido 3-cloro-5-trifluormetií-piridina-2-carboxílico,

[3-({R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trÍm etil-5,6-dihidro-4H-[1.3]oxazin-4-ií)-4-fluor-fenll]- 

amida del ácido 5-ciano-piridina-2-carboxilico,

clorhidrato de la (R )-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin- 

10 4-ií)-4-fluorfenil)-3-cloro-5-cianopicolinamida,

(R )-N-{3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenií)-

3-cloro-5-cianopicolinamida,

clorhidrato de la (R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-tri-m etil-5,6-dih idro-4H -1,3- 

oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-3,5-dicíoropicolinamida,

15 (R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)- 

3,5-dicloropicolÍnamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

5-cloro-3-fluorpicolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5.6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)- 

20 5-(trifluormetil)picolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

5-(fluormetoxi)picolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

5-(difluormetoxi)picolinamida,

25 (R )-N-(3-{2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trirnetil-5,6-d¡hídro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fIuorfenil)-

5-(2,2-difluoretoxi)-pico!inamida,

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etií-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

amida del ácido 5-(2,2,2-trifluor-etoxi)-piridina-2-carboxílico, 

clorhidrato de la [3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazÍn-4- 

30 il)-4-fluor-fenil]-amida del ácido 5-{2,2,3,3-tetrafluor-propoxi)-piridina-2-carboxílico, 

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dih¡dro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

amida del ácido 5-(2,2,3,3-tetrafluor-propoxi)-piridina-2-carboxílico,
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(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

6-(ciclopropilmetoxi)-nicotinamida,

{R)-N-(3-(2-am ino-5,5-d¡fluor-4,6,6-tr¡m etil-5,6-dihidro-4H-1,3'Oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

5-cloropirimidina-2-carboxamida,

5 [3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-feni(]- 

am ida del ácido 5-trifluor-metil-pirimidina-2-carboxílico,

(R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trlm etií-5,6-díhidro-4H-1,3-oxazln-4-ií)-4-fluorfenií)-

5-m eti!pirazina-2-carboxamida,

(R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenj|)- 

10 5-(trifluormetil)pirazÍna-2-carboxamida,

(R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dlhidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

5-(clcíopropilmetoxi)pirazina-2-carboxamida,

clorhidrato de la (R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-tri-m etil-5,6-dih idro-4H -1,3- 

oxazin-4-il)-4-fluorfenií)-6-cloropiridazina-3-carboxam ida,

15 (R )-N -{3-(2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

6-cloropirÍdazina-3-carboxamida,

{R)-N-(3-{2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-

1-(difluorm etil)-1H-pirazol-3-carboxam ida,

[3-({R )-2-am lno-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

20 del ácido 3-cloro-5-ciano-piridina-2-carboxílico,

(S)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5-

(ciclopropiletinil)picolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5-

(difluormetoxi)picolinamida,

25 (R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihídrc-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5- 

(fluormetoxi)picolinamida,

(R)-N-(3-(2-am inO '5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5-

(2,2,3,3-tetrafluorpropoxi)-picolinamida,

{R )-N -{3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5- 

30 (2,2,3,3,3-pentafluorpropoxi)-picolinam ida,

{R )-N -(3-{2-am ino-5.5-d ifluor-4-m etil-5 ,6-dihidro-4H -1,3-oxazin-4-ilM -fluorfenil)-5-

(2,2-difluoretoxi)picolinamida,
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(S )-N -(3-(2-am ¡no-5,5-difluor-4-m etÍI-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5-

(ciclopropilmetoxi)pirazina-2-carboxamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5-

cloropirazina-2-carboxamida,

5 (R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxaz¡n-4-¡l)-4-fluorfenil)-3,5-

dicloropirazina-2-carboxamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4,5-difluorfenil)-5-

cianopicolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-d¡fluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-clorofenil)-5- 

1 0 cloropicolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-clorofenil)-5-

cianopicolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazln-4-¡l)fenil)-5-

cloropicolinamida,

15 {R)-N-(3-(2-am lno-5,5-difluor-4-m etll-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-i!)fenil)-5- 

cianopicolinamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-3-

(2,2,2-trifluoretoxi)-picolinamlda,

(R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4- 

2 O fluorfenil)oxazol-4-carboxamida,

(R )-N-{3-{2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-2-

etiloxazol-4-carboxamida,

{R )-N -{3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etll-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-2-

(clorometil)oxazol-4-carboxamida,

25 (R)-N-(3-(2-am ino-5.5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-2- 

metiloxazol-4-carboxamída,

(R)-N-(3-(2-am lno-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazln-4-il)-4-fluorfenil)-2,5-

dim etiloxazol-4-carboxamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fIuorfenil)-2- 

30 metil-5-{trifIuormetil)oxazol-4-carboxamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5.6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-II)-4-fluorfenll)-4-

metilisoxazol-3-carboxamida,
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(R )-N -{3-(2-am ¡no-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-5-

isopropiloxazol-4-carboxamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-1- 

metil-1 H-pirazol-3-carboxam ida,

5 (R )-N-(3-(2-am ¡no-5,5-difluor-4-m etÍI-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-1 -

(difluorm etil)-1H-pirazol-3-carboxam ida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-4- 

cloro-1 H-pirazol-5-carboxam ida,

(R )-N -{3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-4- 

1 0 metil-1 H-pirazol-5-carboxam ida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dÍhidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-4-

cloro-3-ciclopropil-1H-p(razol-5-carboxamida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etÍI-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenll)-4-

cíoro-1-(2,2-difíuoretll)-1H-pirazoí-3-carboxam lda,

15 formiato de la (R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazln-4-il)-4- 

fluorfenil)-5-etÍloxazol-4-carboxamida,

formiato de la (R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4- 

fluorfenil)-5-ciclopropil-oxazol-4-carboxamida,

[3-((R )-2-am ino-5,5-dif!uor-4-m etil-5.6-dihidro-4H-[1,3]-oxazln“4-il)-4-fluor-fenil]-amida  

20 del ácido 4-cloro-1-difluormetil-1H-pirazol-3-carboxílico,

(R )-N 2-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-

fluorfenil)piridina-2,5-dicarboxamjda,

N-[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etll-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-j|)-4-fluor-fenil]-

acetam ida,

25 N-(3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etll-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-ll)-4-fluorfenil)-2,2- 

difluorciclopropano-carboxamida,

(R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difíuor-4-m etil“5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-1-

(trifluormetil)ciclopropano-carboxamida,

2,2,2-trifluoracetato de !a (R )-N -(3-{(R )-2-am ino-5,5-d lfluor-4-m etií-5,6-d Íh idro-4H -1,3- 

30 oxazin-4-il)-4-fluor-fenil)-3,3.3-trifluor-2-hidroxi-2-m etilpropanam ida,

(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-jl)-4-fluorfenil)-4- 

cloro-1 -etil-1 H-pirazol-3-carboxam ida,
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(R)-N-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dih¡dro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4-fluorfenil)-4-

cloro-1-{2,2,2-trifluoretil)-1H-pirazol-3-carboxam ida,

formiato de la {R )-N -(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4- 

fluorfenil)-2-(fluormetil)-oxazol-4-carboxamida,

5 [3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido furano-2-carboxílico,

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am jda  

del ácido 5-nitro-furano-2-carboxílico,

(E)-N-[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

10 3-furan-2-il-acrilamida y

(R )-2-(3-(2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-1,3-oxazin-4-il)-4- 

fluorfenilcarbamoil)-5-cianopirldina 1-óxido, 

o una sal farm acéuticam ente aceptable de los mismos.

17. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 16, 

15 elegido entre el grupo formado por

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazln-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-cloro-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-fluor-piridina-2-carboxílico.

20 [3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3-cloro-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3,5-difluor-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

25 del ácido 3-cloro-5-tri-fluormetil-piridina-2-carboxílico,

[3-{(R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3-trifluormetil-piridina-2-carboxilico,

[3-({R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-d¡hidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fÍuor-fenil]-am ida  

del ácido 3-cloro-5-fluor-piridina-2-carboxilico,

3 O [3-{(R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fiuor-fenil]-am ida  

del ácido 3,5-dicloro-piridina-2-carboxílico,
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[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxa2in-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3-fiuor-piridina-2-carboxílico,

5 [3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-ciano-piridina-2-carboxílico,

[3-{(R)-2-am ino-5,5-dlfluor-4-m etÍI-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-cloro-pirimidina-2-carboxíllco,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-nnetil-5,6-dlhldro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

10 del ácido 5-cloro-3-metil-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am lnO“5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-ÍI)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-(2,2,2-tri-fíuor-etoxi)-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-cloro-3-fluor-piridina-2-carboxílico,

1 5 [3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida

del ácido 5-trifluormetil-pirimidina-2-carboxilico,

[3-{{R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenií]-am ida  

del ácido 5-trifluormetll-pirazina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

20 del ácido 4-cloro-1-metil-1 H-pirazol-3-carboxílico,

[3-({R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

amida del ácido 5-cloro-piridina-2-carboxílico y

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

am ida del ácido 3-cloro-5-trifluormetil-piridina-2-carboxílico.

25 18. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 10,

elegido entre el grupo formado por

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 5-cloro-piridina-2-carboxílico,

[3-((R)-2-am ino-5.5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazln-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

30 del ácido 3-cloro-5-tri-fluormetil-piridina-2-carboxílico,

[3-{(R)-2-am ino-5,5-dif!uor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3-cloro-5-fluor-piridina-2-carboxílico,
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[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-d¡hidro-4H-[1,3]-oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]-am ida  

del ácido 3,5-dicíoro-pirldina-2-carboxíllco,

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]-oxazín-4-íl)-4-fIuor-fenil]-am ida  

del ácido 5-ciano-piridina-2-carboxílico,

5 [3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4-m etií-5,6“dihidro-4H-[1,3]-oxazln-4-jl)-4-fluor-fenÍI]-am ida  

del ácido 5-cloro-3-fluor-piridina-2-carboxílico,

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim eíil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

amida del ácido 5-cloro-piridina-2-carboxílico y

[3-((R )-2-am ino-5,5-difluor-4,6,6-trim etil-5,6-dihidro-4H-[1,3]oxazin-4-il)-4-fluor-fenil]- 

10 amida del ácido 3-cloro-5-trifluormetil-piridina-2-carboxilico.

19. Un compuesto según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 18, el 

cual es clorhidrato de la [3-((R)-2-am ino-5,5-difluor-4-m etil-5,6-dÍhidro-4H-[1,3]oxazin- 

4-il)-4-fluor-fenil]-amida del ácido 5-ciano-piridina-2-carboxílico.
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A B S T R A C T :  A n  e x te n s iv c  f lu o r in e  sean  o f  1 ,3 -o x a z in e s  re v e a le d  th e  

p o w e r  o f  f lu o r in c ( s )  t o  lo w e r  th e  p K ,  a n d  th e r e b y  d ra m a t ic a l ly  c h a n g a  

th e  p h a rm a c o lo g ic a l p r o f i le  o f  t h is  c la ss  o f B Á C E l  in h ib i to r s .  T h e  C F j  

s u b s t itu te d  exam ine  8 9 ,  a p o t e n t  a n d  h ig h ly  b ra in  p e n e t r a n t  B A C E l  

ín h ib i t o r ,  w a s  a b le  t o  re d u c e  s ig n i f ic a n t ly  C S F  A ^ 4 0  a n d  4 2  in  ra ts  a t 

o r a l d o s c s  as lo w  as 1 m g /k g .  T h e  e f fe c t  w a s  lo n g  la s t in g ,  s h o w in g  a 

s ig n if ic a n t  r e d u c t io n  o f  A /? 4 0  a n d  4 2  e v e n  a f te r  2 4  h , I n  c o n t r a s t  t o  8 9 , 

c o m p o u n d  I b  la c k in g  th e  C F j  g r o u p  w a s  v i r t u a l l y  in a c t iv c  in  v iv o .

InhlbhtonofCSr Ap40&42 prtxluc(lonlnrat«<1 mgrkg, po)

O í a » *  89
heACEl: IC w U nM  
C«t(A(MO):ICt.« ZnM

a 12 16
T lm *  p o *t.o d m ln l« tra ú a n (h r« ^

■  INTRODUCTION

A lz h e im e r ’s d isease  ( A D )  is  a  p ro g re s s iv e  n e u ro d e g e n e ra t iv e  

d ise a se  a n d  th e  m a jo r  cause  o f  d e m e n t ía  in  th e  e ld e r ly .  T h e  

c l in ic a l s y m p to m s  o f  A D  a re  p ro g re s s iv e  m e m o r y  lo ss , le a rn in g  

im p a ir m e n t ,  a n d  b e h a v io r a l a n d  p s y c h ia t r ic  d is tu rb a n c e s .  T h e  

p r e d o m in a n t  p a th o lo g ic a l h a l lm a r k s  o f  th e  d ise a se  a re  ( i )  

a m y lo id  p la q u e s , i.c ., e x t ra c e llu la r  d e p o s its  o f  p o ly m e r iz e d  

a m y lo id - ^  p e p t id e s  ( A /? ) ,  a n d  ( 2 )  in t r a c e l lu la r  a g g re g a te s  o f  

m is - fo ld e d  ta u  p r o te in .  F o r m a t io n  o f  th e s e  p a th o lo g ie s  ca n  

p re c e d e  t h e . c l in ic a l  d isease  s y m p to m s  b y  ye a rs . T l i e  f in a l 

d ise a se  p a th o lo g y  is  f u r t h e r  c h a ra c te r iz e d  b y  p r o n o u n c e d  

n e u r o in f la m m a t io n  a n d  w id e s p r e a d  n e u ro n a l lo s s . A s  n o  

c a u s a tiv e  t r e a tm e n t  is c u r r e n t ly  a v a ila b le , t h c r e  is  an  u r g e n t  

n e e d  f o r  n e w , e f f ic a c io u s  th e r a p ie s , ’  A m y lo id  a g g re g a te s  a re  

c o n s id e r e d  t o  b e  th e  e a r lie s t  p a th o lo g y  a n d ,  a c c o rd in g  t o  th e  

a m y lo id  C a scade  h y p o th e s is ,  t h e  u l t í m a te  c a u s e  o f  th e  

d is e a s e .^ * *  T h e i r  m a in  c o n s t itu e n ts ,  th e  a m y lo id - /?  p e p t id e s ,  

a re  d e r iv e d  f r o m  th e  ;3 -a m y lo id  p re c u r s o r  p r o te in  ( A P P )  v ía  

p r o t e o ly t ic  p r o c e s s in g  b y  ^ -s e c re ta s e  ( B A C E l )  a n d  y -se c re ta se . 

B o th  A P P  a n d  B A C E l  a re  ty p e -1  m c m b r a n e  p r o te in s  h ig h ly  

e x p re s s e d  i n  th e  b r a in .  B A C E l  is  a n  a s p a rt ic  p ro te a s e  o f  S O I 

a m in o  a c id s  le n g th ,  o r g a n iz e d  i n t o  a n  e x t ra c e llu la r  d o m a in  w i th  

s ig n a l p e p t id e ,  p r o d o m a in  a n d  c a ta ly t ic  d o m a in ,  a tra n s -  

m e m b ra n e  d o m a in  a n d  a s h o r t  c y to p la s m ic  s t re tc h  o f  2 2  

a m in o  a c id s . I t s  p r in c ip a l d e a v a g e  s ite  in  th e  A P P  e x t ra c e llu la r  

d o m a in  fo rm s  th e  N - t c r m in u s  o f  A /?  ( p o s i t io n  D 6 7 2  o f  th e  

lo n g e s t  A P P  is o ty p c ) ;  a s e c o n d a ry  d e a v a g e  s ite  is  lo c a iiz c d  a t

p o s i t io n  E 6 8 2 .  P ro c e s s in g  o f  A P P  o c c u rs  p r e d o m in a n t ly  in  

e n d o s o m a l v e s ic le s ,  in  a g r e e m c n t  w i t h  th e  " a c id ic  p H ”  

o p t im u m "  o f  t h e  e n z y m e .^ ”  T h e  u n iq u e  a n d  e s s e n tia l r o le  o f  

B A C E l  f o r  th e  g e n e ra t io n  o f  A f i  h a s  b e c n  c o n v in d n g ly  s h o w n  

i n  m ic e  w h e re  b o t h  a líe le s  h a v e  b e e n  a b la te d  b y  g e n e t ic  m e a n s . 

T h e s e  m ic e  d o  n o t  f o r m  A f i ,  ñ o r  d o  th e y  c le a v e  A P P  a t th e  

k n o w n  B A C E l- p o s it ío n s .® '*  I t  h a s  f ia r th e rm o r e  b e e n  d e m o n -  

s t ra te d  th a t  u p o n  C ro ss in g  B A C E l  k n o c k o u t  m ic e  a n d  A P P -  

tra n s g e n ic  m ic e ,  th e  f o r m a t io n  o f  b r a in  a m y lo id  is  in h ib i te d .  

In te r e s t in g ly ,  a b la t io n  o f  o n ly  o n e  B A C E l  a líe le  w a s  c n o u g h  to  

re d u c e  a m y io id o s is  s ig n i f ic a n t ly .  T h e s e  d a ta  s u g g e s t th a t  

p h a rm a c o lo g ic a l in h ib i t i o n  o f  B A C E l  s h o u ld  a ls o  re d u c e  

a m y io id o s is  a n d  th a t  p a r t ia l  in h ib i t i o n  s h o u ld  b e  s u f f ic ie n t  to  

a c h ie v e  th e r a p e u t ic  e f f i c a c y . " ' '^  T a k e n  to g e th e r ,  t h is  m a k e s  

B A C E l  a p r im e  t a r g e t  f o r  a n t ia m y lo id  th e r a p y .  P a r t ia l 

in h ib i t io n  o f  B A C E l  m a y  a ls o  b e  th e  p r e fe r r c d  th e ra p e u t ic  

ta rg e t  b e c a u s e  a n u m b e r  o f  a d d it io n a l B A C E l  s u b s tra te s  h a v e  

b e e n  d e s c r ib e d .  O f  s p e c ia l in te r e s t  is  n e u re g u lin  1 ( N R G l )  

P ro c e s s in g  b e ca u se  c ió s e  e x a m in a t io n  o f B A C E l  k n o c k o u t  m ic e  

h a s  re v e a le d  th a t  in  th e s e  a n im a ls  th e  m y e l in a t io n  o f p e r ip h e r a l  

a n d  p o s s ib ly  c e n t r a l n c rv e s  is  s e v e re ly  re d u c e d ,  p r e s u m a b ly  d u c  

t o  th e  a b se n ce  o f  N R G l  p ro c e s s in g . ’ ^ ’ ’ ^ I m p o r t a n t ly ,  th is  

a d v e rs e  e f fe c t  w a s  n o t  o b s e rv e d  in  a n im a ls  th a t  r e ta in e d  o n c  

f i in c t io n a l  a líe le .

R e c c iv c d : F c b ru a ry  13, 2013 

P n b lis h c d :  A p r i l  16, 2013
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T h e  a s p a rt)d  p ro te a s e  B A C E 2  is  a  c ió s e  h o m o lo g u e  o f  

B A C E l .  B A C E l ,  h o v íe v e r ,  c le a ve s  A P P  p r e fe r e n t ia l ly  a t a 

p o s i t io n  d o w n s t re a m  o f  th e  B A C E l  d e a v a g e  s ite s  a t F 6 9 1  o f  

A P P ,  v d i ic h  d e e s  n o t  p r o d u c e  a m y lo id o g e n ic  A /?  p e p t id e s .  

B A C E l  is p r im a r i l y  e x p re s s e d  in  p e r ip h e r a l t is s u e , in  p a r t ic u la r  

in  p a n c re a t ic  is le ts .^ ^  I ts  p h y s io lo g ic a J  f u n c t io n  w a s  p o o r ly  

u n d e r s to o d  f o r  s o m e  tin \e ,®  b u t  r e c e n t  e v id e n c e  s u g g e s ts  th a t  i t  

m a y  p la y  a r o le  in  g lu c o s e  h o m e o s ia s is .^ ^

S o o n  a f te r  th e  d is c o v e ry  o f B A C E l  i n  1 9 9 9 ,* * “ ^'^ th e  e n r y m e  

b e c a m e  a p r im e  ta rg e t  o f  b o t h  a c a d e m ic  a n d  in d u s t r ia l  re se a rc h . 

I n i t í a l  Í n h ib i t o r  d c s ig n  fo c u s e d  o n  s ta t in e  ty p e  s tn ic tu re s  

e n g a g in g  w i t h  th e  t w o  a s p a r t ic  a c id s  i n  th e  c a ta ly t ic  s ite .  W h i le  

p o t e n t  in  v i t r o ,  th e  p e p t íd ic  n a tu re  o f  th e s e  in h ib i t o r s  re n d e re d  

th e m  p o o r ly  b r a in  p e n e tr a n t .  T o  o v e re ó m e  th is  s h o r tc o m in g ,  

le ss  p e p t id ic  h y d r o x y e th y la m in c  ( H E A )  is o s te rs  s u b s e q u e n t ly  

b e c a m e  th e  fo c u s  o f  re s e a rc h . G o o d  b r a in  p e n e t r a t io n ,  h o w e v e r ,  

r e m a in e d  th e  e x c e p t io n  r a th e r  t h a n  th e  ru le .  T h is  h a s  b e e n  

a s c r ib c d  t o  th e  f le x í b i l i t y  o f  H E A s  a n d  t h e i r  h ig h  n u m b e r  o f  

h y d r o g e n  b o n d  d o n o r s  a n d  a c c e p to rs ,^ ^

O u r  re s e a rc h  fo c u s e d  o n  c y c lic ,  c o n f o r m a t io n a l ly  r ig id  

s t ru c tu re s  th a t  in te r a c t  w i t h  th e  t w o  a s p a rt ic  a c id s  o f B A C E l .  

A n  H T S  c a m p a ig n  y ie ld e d  a s m a ll f r a g m e n t  o f  a  w e a k ly  a c tiv e  

( I C 50 =  4 1 .1  ; / M )  l * a m in o * 4 H - 5 , 6 * d ih y d r o - [ l , 3 ] t h i a a in e  

d e r iv a t iv e  A  ( F ig u re  l )  w h ic h  c o u ld  b e  c o c ry s ta ll iz e d  w i t h

HCI H.N

BACEl (enzyme); BACE1 (enzym»): 10,,,: 0.137 uM R': heteroeromalíc residue
ICa,:41.2'JM Ceí-bas«l(Ap40),IC,j: 0.010 uM R*: H. CF,; R’ : Fn (n*0-2)

F ig u re  1. L ca d  c o m p o u n d  la  an d  ta rg c te d  ílu o ro -o xa z in e s  B.

B A C E l ,  o f fe r in g  u n iq u e  o p p o r t u n i t ie s  f o r  o p t im iz a t io n .  T h is  

h c te r o c y d e  w a s  f i r s t  s y n th e s iz e d  a t R o c h e  m o re  th a n  3 0  y e a rs  

a g o  i n  a p r o je c t  lo o k in g  f o r  n o v e l a n a lg e s ic s ^^  a n d  h a s  la te r

b e e n  e x p lo r e d  b y  v a r io u s  re s e a rc h  g r o u p s ^ ^ "  as a h e a d g ro u p  

in te r a c t in g  w i t h  ü ie  a s p a rt ic  a d d s  o f B A C E l .

P r e v io u s ly  w e  d e s c r ib e d  th e  Id e n t i f ic a t io n  a n d  c h a ra c te r -  

iz a t io n  o f  a n u m b e r  o f  c y d ic  a n i id ln e s  th a t  w e re  d c v o id  o f  

s u b s ta n t ía l in  v iv o  a c t iv i t y  d u e  t o  lo w  p e n e t r a t io n  in to  th e  

C N S .^ ^  I n  th is  p a p e r  w e  d is d o s e  o u r  e f fo r ts  t o  c o n v e r t  o u r  

in i t i a l  le a d  c o m p o u n d ,  t h e  2 - a m in o - 4 H - 5 , 6 - d ih y d r o - [ l , 3 j -  

o x a z in e  d e r iv a t iv e  l a  in t o  f lu o r in e  c o n ta ín in g i o x a z in e s  B ,  a 

c o m p o u n d  d a s s  c h a ra c te r iz e d  b y  h ig h  in  v iv o  a c t iv i t y  a n d  g o o d  

o v e ra l l  p r o p e r t ie s .

■  CHEMISTRY
T h e  s y n th e s e s  o f  o x a z in e s  l a - b  a n d  d i f lu o r o -o x a z in e s  I 4 a —v  

(S c h e m e  1 )  s ta r te d  w i t h  e le g a n t  w o r k  d e v e lo p e d  b y  E l lm a n .^ °  

C o n d e n s a t io n  o f  th e  c h ira l a u x i l ia ry  ( R ) - f€ r í - b u ta n e s u lf in a m id e  

a n d  a c e to p h e n o n e  2  i n  th e  p re s e n c e  o f  T i ( 0 E t )4 g a ve  th e  

s u l f in y l  im in e  3 . T r a n s m e ta la t io n  o f  t h e  l i t h iu m  e n o la te  o f  e lh y l  

a c é ta te  u s in g  T i C l ( O í P r ) j  g e n e ra te d  th e  t i t a n iu m  e n o la te ,  

w h ic h  re a c te d  w i t h  th e  s u l f in y l  im in e  3  t o  f u m is h  th e  e s te r  4  a£ 

a s in g le  d ia s te r e o is o m e r .  A l t e r n a t i v e ly ,  t h e  R e fo r m a ts k y  

r e a c t io n  o f  th e  s u l f in y l  ¡m in e  3  a n d  e th y l  b r o m o d if lu o ro a c e *  

ta te ^ ” fu m is h e d  th e  a ,« * d i f lu o r o e s té r  S.

T h e  e s te r  g r o u p  in  4  a n d  5  w a s  th e n  re d u c e d  t o  th e  a lc o h o ls  

6  a n d  7  w i t h  L Í B H 4, w h ic h  w a s  fo U o w e d  b y  d e a v a g e  o f  th e  

c h i ra l a u x i l ia ry  u n d e r  a c id ic  c o n d iü o n s  to  g iv e  th e  a m in o  

a lc o h o ls  8 a n d  9 ? ^  C y c l iz a t io n  o f  th e  a m in o  a lc o h o ls  8 a n d  9  

w a s  r e a d i ly  a c c o m p lis h e d  w i t h  c y a n o g e n  b r o m id e  t o  g iv e  th e  

o x a z in e s  10  a n d  11, w h ic h  w e re  re d u c e d  t o  th e  c o r re s p o n d in g  

a n i l in e s  1 2 ^^  a n d  1 3  b y  c a ta ly t ic  h y d r o g e n a t io n .  A m id e  

f o r m a t io n  w a s  a c c o m p lis h e d  w i t h o ü t  p r io r  p r o t e c t io n  o f  th e  

a m id in e  m o ie t y  u s in g  4 * ( 4 ,6 - d im e th o ) y [1 .3 .5 ] t r ia z Ín - 2 - y l) - 4 -  

m e th y lm o r p h o l in iu m  c h lo r id e  h y d r a te ,  f u m is h in g  th e  ta rg e t  

c o m p o u n d s  l a - b  a n d  1 4 a - v  ( T a b le  2 ) .  T h e  a b s o lu te  

c o n f ig u ra t io n s  w e re  a s s ig n e d  b a s e d  o n  X - r a y  s t ru c tu re s  o f  I b  

a n d  1 4 d  c o m p le x e d  t o  B A C E l .

T h e  c o m m e r d a l ly  u n a v a ila b le  a c id s  2 3 —2 6  (S c h e m e  2 ) ,  

r e q u ire d  t o  in t r o d u c e  R ’  re s id u e s  in  d i f iu o r o -o x a z in e  1 4  ( T a b le  

2 ) ,  w e re  m a d e  a v a ila b le  f r o m  p y r id in e  a n d  p y r a z in e  d e r iv a t iv e s

S c h e m e  1 . S y n th e s is  o f  O x a z in e s  l a —b  a n d  D i f lu o r o - o x a z in e s  1 4 a —

O
v\

0,N
H,N

O
0,N

borc
COOEt

0,N

4: R=H
5: R=F

0,N

ÔH

6; R=H
T: R=F

1a: R=H, R'=5-chloro-pyridin-2-yl
ib : R*H. R’=5-cyano-pyrtdin-2-yl

14a: R*F, R’«5-chloro-pyrid¡n-2-yl
14b-v. R=F tR ' see Table 2)

H,N

12: R=H
13: R=F

0,N

10: R=H
11:R=F

•OH

8: R=H 
9; R=F

“ Rcagents an d  c o n d it io n s : (a )  T i ( 0 E t)4, T H F ,  5 0 - 7 0  °C . ( b )  3 - * 4 ;  M e C O O E t, L D A  T iC l ( O iP r ) j ,  T H F ,  - 7 8  “ C . ( c )  3 -» S : B rC F jC O O E t,  Z n , 

C u C l,  T H F ,  35 ®C. ( d )  L iB H ^  T H F ,  O “ C . (e )  H C l/ l ,4 - d io x a n e /M e O H ,  22 ®C, (Q  B rC N , E tO H , 85 “ C . ( g )  H ^ , P d /C ,  E tO H , 22  °C . ( h )  4 -(4 ,6 - 

D im e th o x y [ l.3 .5 ] tr ia z in -2 -y l) -4 -m c th y lm o rp h o lin ¡u m  c h lo rid e  h yd ra te  ( D M T M M ) ,  M e O H , 2 2  ®C.
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S c h e m e  2 . S y n th e s is  o f  C o m m e r c ia l ly  U n a v a i la b le  B u i ld in g  

B lo c k s  2 3 - 2 7  a n d  3 0 "

OMe OH

15: X=CH. R'sOH 
16:X=N, R'sOH 
17:X=N. R'sCI

O
19: X= CH. R’= CF3 
20: X= CH. R»8 CF,CHF, 
21: X* N, Rís CFj 
22: X= N, R’= ethynyí

01 OH

23: X= CH, R»= CFj 
24: X= CH, R?s CFjCHFj 
25: Xs N, Rís CF,
26; x= N, R2= ethynyl

27: Xs N, RJs prop-1-yn-l-yl

F - (
I'» II

OMe
N-N OMe N-N OH

Cl

29

Cl

30

"R ca g e n ts  and c o n d it io n s : (a )  1 S - * I9 :  C F jC H jO T f ,  N a H , D M F ,  22 

° C . 1 5 - 2 0 :  C H F iC P jC H jO T f ,  K ^ C O j,  acetone. 1 7 - 2 1 :  C F 3C H 2O H , 

CS2COJJ D M F .  17—*2 2 : p ro p -2 -y n - I -o l,  (e rt-B u O K , 1,4-d ioxane, 22 

®C. ( b )  L iO H  o r  N a O H , T H F / H jO ,  22  ° C  to  re flux. ( c )  B u t-2 -y n - l-  

0 !, fe rí-B u O K , D M F ,  65  °C . ( d )  N -c h lo ro s u c d n im id c , D M F ,  50  °C .

I S  and 1 7  vía Üie a lk y ia te d  e s te rs  1 9 —2 2 .  A t te m p t e d  alkylation 
o f the hydroxy-pyrazine e s te r  1 6  w ith  3-bromopropyne d id not 
lead to the expected 0-alkylated product 22 but fumished the 
N-alkylated product (S-oxO'4-prop-2-ynyl-4,5-díhydro-pyTa-

z in e -2 *c a rb o x y lic  a c id  m e th y l  e s te r , s t ru c tu r e  n o t  s h o w n ) .  

C o m p o u n d  2 7  w a s  p re p a re d  d i r e c t ly  f r o m  th e  a c id  1 8  w i t h o u t  

p ro c e e d in g  v ia  th e  c o r r e s p o n d in g  e s te r . F in a lly ,  c h io r in a t io n  o f  

th e  p y ra z o le  e s te r  2 8  w i t h  J '/ - c h lo r o s u c c in lm id e  fo l lo w c d  b y  

s a p o n if ic a t ío n  d e ltv e re d  th e  c h lo r o -p y r a z o le  d e r iv a t iv e  3 0 .

T o  a cce ss  f lu o r o - o x a z in e s  6 6 —7 0  (S c h e m e  3 )  h a v in g  

f lu o r in e s  a t ta c h e d  a t p o s i t io n s  R ^ — t h e  s y n th e t íc  s t ra tc g y  

w a s  m o d if ie d .  O c c a s io n a lly  th e  a lc o h o l g r o u p  in  6 - 9  (S c h e m e  

1 ) c a n  u n d e rg o  a n  in t r a m o le c u la r  a ro m a tíc  s u b s t i t u t io n  o f  th e  

f iu o r in e ,  \^ d \ ic h  is  a c t iv a te d  b y  th e  n i t r o  g r o u p ,  t o  g iv e  th e  

c o r r e s p o n d in g  n i t r o - c h r o m a n e  d e r iv a t iv e s  ( s t r u c tu r e s  n o t  

s h o w n ) .  W e  th e r e fo r e  in t r o d u c e d  th e  n i t r o  g r o u p  a t a la te r  

s ta g e  o f  th e  s y n th e s is .  T h e  c o m m e r c ia l ly  u n a v a ila b le  k e to n e s  3 4  

a n d  3 5  (S c h e m e  3 )  w e re  m a d e  a v a ila b le  b y  f lu o r in a t io n  o f  th e  

a lc o h o l 31  o r  b y  a c y la t io n  o f  3 2  u s in g  e th y l  d i f lu o r o a c e ta te .  

S u lf in y l  im in e s  3 6 - 3 8 ,  p re p a re d  as d e s c r ib e d  in  S c h e m e  1, 

w e re  th e n  s u b je c te d  t o  th e  R e fo r m a ts k y  r e a c t io n  t o  a f fo r d  th e  

e s te rs  3 9 —4 3 .  T h e  r e a c t io n  o f  3 6  w i t h  B r C H F C O O E t  y ie ld c d  a 

s e p a ra b le  4 : l * m ix t u r e  o f  th e  e p im e rs  3 9  a n d  4 0 .  C o n v e r s ió n  o f  

3 7  w i t h  B r C H F C O O E t  g a ve  a s e p a ra b le  8 : l - m ix t u r c  o f  4 1  as 

th e  m a jo r  is o m e r  a n d  th e  c o r re s p o n d in g  e p im e r  (R '^  =  H ,  R ^  =  

F ) .  O x a z in e s  4 9 - 5 1  a n d  5 3 - 5 4 ,  p re p a re d  in  a n a lo g y  t o  

S c h e m e  1, w e re  th e n  n i t r a te d  w i th  fu m in g  n i t r ic  a c id , fo ü o w e d  

b y  r e d u c t io n  o f  th e  n i t r o  g r o u p  a n d  a m id e  f o r m a t io n  in  th e  

u s u a l m a n n e r ,  t o  g iv e  th e  ta rg e te d  f lu o r in a te d  o x a z in e s  6 6 —7 0 . 

T h e  r e la t iv e  a n d  a b s o lu te  c o n f ig u ra t io n s  w e re  a s s ig n e d  b a se d  

o n  X - r a y  s t ru c tu re s  o f  6 6 —7 0  c o m p ie x e d  t o  B A C E l .

T h e  s y n th e s is  o f  t r i f l u o r o m e th y l  s u b s t itu te d  o x a z in e s  8 8  a n d  

8 9  (S c h e m e  4 )  r e q u ire d  a d i f f e r e n t  s t ra te g y .  R c a d y  access t o  

C F 3 s u b s t itu te d  3 - a m in o - p r o p a n - l - o l  d e r iv a t iv e s  8 0  a n d  81  is  

a c h ie v e d  u s in g  a d ip o la r  c y c lo a d d i t io n  r e a c t io n  o f  a n i t r i l c  o x id e

S c h e m e  3 .  S y n th e s is  o f  F lu o r o - o x a z in e s  6 6 - 7 0 ' ’

tBu» -O
'S '  COOEt
HN,

H.N
'tBu

e. f
H.N.

32

R'=H, R3=CHj 
R'=H, R2=CH,F 
R'=8r. R»=CHFj

F \ > - F

36 R’=H. Rí =CH3 39 R’=H. RísCH,, R3=F, R*=H 44: R'=H. R2=CH3, RJ=F, r*=h

37 R*=H. R*=CHjF 40 R’ =H, R’ =CHj, R3=H, R^=F 45: R'eH, R2=CHj, R^=H, R‘ =F
38 R'=6r R3=CHFj 41 R’=H, R'=CHjF FP=F, R‘=H 46: R’=H, R2=CH,F. R*=F, R‘ cH

42 R’ =Bf. R2=CHF, Ri=R*=H 47. R'=Br Rí=CHFj, R»*R‘s:H
43 R’=H, R2=CHjF R»=R‘ =F 48: R'*H. RZeCHjF. R5=R*=F

0,N

66 RísCHj, R»=F. R*=H 65 60 R*=CHj, RJ=F. R*sH 55 R»=CH,, R»=F. R*sH
67 R*=CHj. RJaH. R*=F 61 R»=CHj. R3=H. R‘ =F 56 R^=CH3, RJ=H,R‘ sF
68 Rí=CHjF RJ=F, R‘=H 62 R*=CH,F R3=F, R*=H 57 R2=CH,F. R3=F, R‘ =H
69 R2=CHFj Ri=R‘ =H 63 R2=CHFj R3=R‘ =H 58 Rí =CHFj, R3=R'=H
70 R2=CH,F R3=R^=F 64 R2«CHjF R3=R‘ =F 59 R2=CHjF, R»=R'*=F

49: R'=H, R’=CHj. R»«F, R*=H 
50: R’»H, RJ=CHj. R»*H, R*»F 
51; R'=H, Rí=CHjF. R’sF, R*=H 

I—  52: R’=Br. R2=CHFj, R3=R*=H 
L -*- 63: R’=H, RS=CHFj, R3sR*=H 

54: R’ =H, R2=CHjF. R5=R*=F

‘’ Reagents an d  c o n d it io n s : (a )  3 1 -^ 3 4 :  n o n a flu o ro -n -b u ta n s u lfo n y l f lu o r id e , t r ie th y la m in c  t r ih y d ro flu o r id c ,  C H iC l j ,  O to  22  “ C . ( b )  3 2 —*3 5 : L D A , 

F jC H C O O E t ,  T H F ,  - 7 0  to  - 1 0  ° C .  ( c )  T K O E t) ^ ,  T H F ,  7 0  “ C . ( d )  39 . 40 , and 4 1 : B rC H F C O O E t,  4 2 ; B rC H F C O O E t, 4 3 ; B rC F ^ C O O fit ,  Z n , 

C u C I, T H F .  ( e )  L iB H „  E tO H , 2 2  ° C . (O  aq H C I,  T H F ,  22  “ C . ( g )  B rC N , i-P rO H , o r  E tO H , 80  “ C . ( h )  H y  P d /C ,  N a O A c , M e O H , 22  '’C . ( i )  
H N O 3, H jS 04 . T F A , o  °C .  ( j )  H j ,  P d /C ,  E t3N , E tO H ,  22  °C . ( k )  D M T M M ,  M e O H , 0 - 2 2  “ C.
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S c h e m e  4 .  S y n th e s is  o f  T r í f lu o r o m e t h y l - o x a z in e s  88  a n d  8 9 "

O -  ^C F ,OH
N.

EtOOC
^Cl

71 72

N

EtOOC

73

CF,

HO

74

R

76: R=F 

76: R=H

77 78: R=F
79: R=H

HO. .XF,

80: R=F
81: R=H

88: R=F
89: ReK

N C w ^ N
OH

H,N

0-V ..-C F ,

0,N

0 ^ . . 'C F ,

65 86: R=F 
67: R=H

84: RaF 
66: R=H

82: R=F 
63: R=H

"R e a g e n ts  an d  c o n d it io n s : (a )  N a H C O y  E tO A c , - 6S to  22  "C .  ( b )  N a B H *  E tO H , O ' ‘C . ( c )  D e o x o -F lu o r, C H iC ly  - 7 8  to  22  '’ C . ; (d )  7 2 - * 7 6 :  

n itro é th a n e , phenyEsocyanate , É t3N  (ca t.) , E t20 , —78  to  22  ° C .  ( c )  T H F ,  « -B u L i, B F j E t jO ,  —78  to  22  °C . (O  H C O O N H ^  P d /C ,  E tO H , 22  ®C. 

( g )  B rC N , E tO H ,  85 °C .  ( h )  H 2SO+, H N O j ,  O °C . ( i )  H y  P d /C ,  E tO H , E t ,N ,  22  °C .  0) D M T M M ,  M e O H , O to  22  "’C .

S c h e m e  5 . S y n th e s is  o f  F lu o r o - o x a z in e s  1 0 9 — i l l "

0
S:.

N.
"‘tBu COOEt

V ^ F

36

t8 u * .,- ,0 tBUs.,-,0

90: R'=H 
39: R'=F

91: R'aH 
92: R'=F

R'=H, R*=CFj,R>=H 
R’=H,R2aH, R»=CFj 
R'=F, R*=CF,, R»=H 
R'=F. RÍ=H, R’ aCFj

R’=H, RíaCFj.R’aH 
R'aF, R^aCF,, Rí=H 
Ri=F, R2=H, R»=CF,

NC OH
H,N 0,N

109: R’=H, R2=CFj,R»=H 
110:R'=F. ff=CFj, R»=H 
111: R’aF, RSaH, RJ=CF,

65 106
107
108

: R'sH R*=CFj R3=H 103 R =H, R»=CF, R»=H 100:
:R ’=F, R í =CF3 R»=H 104 R =F. RP=CFj R»=H 101:
:R'=F, FF=H, RJ^CF, IOS R =F. F?=H, R5=CFj 102:

R’=H, R»=CFj,R’=H 
R’=F, PP=CF,, R’=H 
R'=F, Ri=H, R»=CF,

‘’ Rcagents and c o n d it io n s : (a )  3 6 —*3 9 : B rC H F C O O E t,  Z n , C u C l,  T H F .  3 6 —*9 0 : B r C H iC O O E t,  Z n , C u C I, T H F .  ( b )  D IB A H ,  to lu e n c i —76  °C . (c )  

T r im e th y i( tr i f lu o ro m e th y l)s i la n e ,  T H F ,  T B A F , O ®C. ( d )  aq H C Í,  T H F ,  2 2  ®C. (e )  B rC N , E tO H , 85 ®C. (O  H jS O * ,  H N O j ,  O ° C . ( g )  H y  P d /C , 
E tO H , E t jN ,  2 2  "C . ( h )  D M T M M ,  M e O H ,  0 - 2 2  X .

a n d  a n  o lc f in ^ ^  as th e  k e y  s te p . U t i l i i i n g  c a r e fu i ly  o p t im iz e d  

c o n d it io n s ,  t h e  n i t r i l e  o x id e  w a s  s lo w ly  g e n e ra te d  in  s itu  f r o m  2 - 

c h lo r o - 2 - h y d r o x y - im in o  e s te r  7 1  in  a h e te ro g e n e o u s  m ix tu r e  o f  

N a H C O j  i n  e t h y l  a c e ta to  in  t h e  p r e s e n c e  o f  3 ,3 ,3 -  

t r i f lu o r o p r o p e n e  ( 7 2 )  t o  g iv e  th e  4 ,5 - d ih y d ro - is o x a z o le  e s te r  

7 3  in  q u a n t i ta t iv e  y ie ld .  R e d u c t io n  o f  th e  e s te r  7 3  fo U o w e d  b y  

f lu o r in a t io n  o f  th e  a lc o h o l 7 4  v t i t h  D e o x o - F lu o r  fu m is h e d  th e  

d e s ire d  ñ u o r o  c o m p o u n d  7 5 ,  3 - M e th y l-4 ,5 - d ih y d r o - is o x a z o le  

d e r iv a t iv e  7 6  w a s  d i r e c t ly  a cce ss ib le  b y  r e a c t in g  n i t r o e th a n e  a n d  

p h e n y l is o c y a n a te  t o  g e n e ra te  th e  n i t r i l e  o x íd e  in  s itu  in  th e  

p re s e n c e  o f  7 2 .  A r y la t io n  o f  th e  im in e s  7 5  a n d  7 6  w i th  1- 

b r o m o - 2 - f lu o ro - b e n z e n e  ( 7 7 )  a n d  n - B u L i o c c u r r e d  f r o m  th e  

s t c r ic a l ly  less h in d e r c d  s id e  t o  g iv e  th e  r a c e m ic  is o x a z o lid in e s  

7 8  a n d  7 9 ,  v d u c h  w e re  s e p a ra te d  b y  c h i ra l H P L C ,  a f fo r d in g  th e

c h ira l c o m p o u n d s  7 8  a n d  7 9 .  T r a n s fe r  h y d r o g e n a t io n  e m p lo y -  

in g  a m m o n iu m  fó rm a te  a n d  P d / C  le d  !to  t h e  a m in o  a lc o h o ls  8 0  

a n d  8 1 ,  w h ic h  w e re  th e n  c o n v e r te d  t o  th e  C F s -s u b s t itu te d  

o x a z in e s  88  a n d  8 9  f o l lo w in g  th e  { ir o c e d u re s  e m p lo y e d  in  

S c h e m e  3 . T h e  r e la t iv e  a n d  a b s o lu te  c o n f ig u ra t io n s  w e re  

a s s ig n e d  b a s e d  o n  X - r a y  s t ru c tu re s  o f |88 a n d  8 9  c o m p ie x e d  to  

B A C E l .

T h e  la s t  s e t o f  C F j- s u b s t i t u te d  o x a z in e s  1 0 9 - 1 1 1  (S c h e m e  

S ) ,  n o t  a c c e s s ib le  b y  m e th o d s  h i t h e r t o  d e s c r ib e d ,  a g a in  r e q u ire d  

a d i f f e r e n t  s y n th e t ic  s t ra te g y . E s te rs  9 0  a n d  3 9  w e re  re d u c e d  

w i t h  D I B A H  a t - 7 6  ° C  t o  g iv e  th e  a ld e h y d e s  9 1  a n d  9 2 ,  w h ic h  

w e re  re a c te d  w i t h  t r im e t h ^ ( t r i í lu o r o m e t h y i ) s i la n e  ( R u p p e r t -  

P ra k a s h  re a g e n t) ,  y ie ld ln g  th e  a lc o h o ls  9 3 - 9 6 ,  T h e  r e a c t io n  o f  

9 1  a f fo r d e d  a s e p a ra b le  l : 2 - m ix tu r e  o f  e p im e rs  9 3  a n d  9 4 ,  a n d

3983 C ti.d o l.o rg /1 0 .1 0 2 l/ j(T i4 0 0 2 2 S [r jl/  M rd . C h tm .  20 13 , 56, 3 9 S O -3 99 5
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T a b le  1. I n  V i t r o  a n d  i n  V i v o  P r o ñ le s  o f  O x a z in e s  l a  a n d  1 4 a  a n d  T h ia z in e s  1 1 2  a n d  1 1 3

M N X

IC« O/M)'
hB A C E l hBACE2 Ap40 shift B A C E l cnrytne vs cell- brain A ^ O  reduction in  mlcc at 30 mg/kg**

coiTipd X R enzyme enzyme ccll-based" based (%)

la 0 H 9.8 0.137 0.052 0.010 14 29

14a 0 F 6.3 0.026 0.015 0.017 2 69

112 s H 9.0 0.016 0.009 0.001 16 92

113 s F 6.1 0.014 0.010 0.004 3 0

" IC jo  valúes are m eans o f  at Icast 2  in d e p c n d c n t cxp c rim e n ts . *’ p K ,  d e te rm in e d  b y  ca p illa ry  c lcc tro p h o re s is . "H E K 2 9 3  cc lls  tra n s fe c tcd  w ith  w ild -  

type  h u m a n  A P P . “̂ C o m p o u n d  g iv c n  o r¿ ly ,  n =  3 - 4 ,  4 h  p o s t dose, m ean re d u c tio n  as co m p a rcd  to  veh ic le  c o n tro l.

a ld c h y d e  9 2  g a ve  a s e p a ra b le  2 :1 - m ix tu r e  o f  e p im e rs  9 5  a n d  9 6  

w i th  in v e rs e  s e le c t iv ity .  C o n v e r s ió n  o f  a lc o h o ls  9 3 ,  9 5 ,  a n d  9 6  

t o  th e  ta rg e t  c o m p o u n d s  1 0 9 — 1 1 1  f o l lo w e d  w e ll-e s ta b l is h e d  

p ro c e d u re s  as d e s c r ib e d  in  p r e v io u s  S c h e m e s . T h e  re la t iv e  a n d  

a b s o lu te  c o n f ig u ra t io n s  w e re  a s s ig n e d  b a s e d  o n  X - r a y  s t ru c tu re s  

o f  1 0 9 — 111 c o m p ie x e d  t o  B A C E l .

■  RESULTS AND DISCUSSION
A t  th e  o u ts e t  o f  th e  B A C E  p r o je c t ,  w e  c n v is a g e d  b o t h  B A C E l  

a n d  B A C E 2  as v ia b le  ta rg e ts  f o r  A D  a n d  ty p e  2  d ia b e te s , 

r e s p e c t iv e ly .  T h e  r e c e n t ly  d e s c r ib e d  o x a z in e  ( f o r  o th e r

1 ,3 -o x a z in e  B A C E l  in h ib i t o r s  lo o k e d  p a r t ic u la r ly

s u ite d  f o r  th e  d ia b e te s  ta rg e t ,  w h ic h  is p r im a r i l y  e x p re s s e d  in  

p e r ip h e r a l tis s u e . C o m p o u n d  l a  s h o w e d  a h ig h  e n z y m a t ic  

in h ib i t o r y  a c t iv i t y  a t B A C E 2  ( T a b le  1, IC ^ o  =  0 .0 5 2  ; / M )  a n d  

w a s  h a r d ly  b r a in  p e n e t r a n t  as e v id e n t  f r o m  th e  lo w  b r a in /  

p la s m a  r a t io  in  m ic e  (0 .1 3  a t 3 0  m g / k g ) ,  re s u lt in g  in  a m a rg in a l 

a c t iv i t y  o f  2 9 %  r e d u c t io n  o f  A /5 4 0  a t  3 0  m g / k g  in  o u r  w i ld - t y p e  

m ic e  m o d c l ( v id e  in f r a )  w e  u se  f o r  th e  A D  in d ic a t io n .  A n  

u n d e s ire d  p o te n t ia l  l i a b i l i t y  o f  la ,  h o w e v e r ,  w a s  th e  h ig h  

b a s id t y  (p íC , =  9 .8 ) ,  g iv in g  r is e  t o  p o te n t ia l  p h o s p h o lip id o s is  

a n d  p o ly p h a r m a c o lo g y .^ '  * T o  o v e re ó m e  th e s e  l ia b i l i t ie s ,  w e  

in t r o d u c e d  f lu o r in e s  in t o  th e  h e a d g ro u p ^ *^  as d e p ic te d  in  

d i f lu o r o -o x a z in e  14a."*^ T n d e e d , t h is  m o d if ic a t ío n  re d u c e d  th e  

p i f j  b y  3 ,5  lo g  u n its  c o m p a re d  t o  l a  a n d  im p r o v e d  th e  

e n z y m a t ic  p o te n c y  a t B A C E l  a n d  B A C E 2  5 -  a n d  3 - fo ld ,  

re s p e c t iv e ly .  U n e x p e c te d ly ,  h o w e v e r ,  14 a  r e a d i ly  p e n e tr a te d  th e  

b r a in  ( b r a in /p la s m a  r a t io  in  m ic e  =  2 .3  a t  3 0  m g / k g )  a n d  

th e r e fo r e  s h o w e d  g o o d  in  v iv o  a c t iv i t y  in  m ic e  w i t h  a 6 9 %  

r e d u c t io n  o f  A ^ 4 0  a t 3 0  m g A g .  O b v ío u s ly ,  t h is  s e r e n d ip ito u s ly  

f o u n d  e i fe c t  o f  f lu o r in a te d  o x a z in e s  n o w  r e n d e r e d  th is  

c o m p o u n d  class m u c h  m o re  a p p ro p r ia te  f o r  th e  A D  in d ic a t io n  

th a n  ty p e  2  d ia b e te s .

F o r  c o m p a r is o n ,  th e  th ia z in e  1 1 2 ^  a n d  it s  f iu o r in e  c o n g e n c r  

1 1 3 ,^ ^  b o t h  d e s c r ib e d  b y  S h io n o g i,  w e re  a ls o  p re p a re d .  

I n tc r e s t in g iy ,  th ia z in e  1 1 2  w a s  v e r y  p o t e n t  in  v iv o  (9 2 %  

A /? 4 0  r e d u c t io n  a t 3 0  m g / k g ) ,  w h líe  th e  o x a z in e  l a  w a s  n o t .  

M o s t  s u r p r is in g ly ,  th e  f iu o r in e  c o n g e n e r  1 1 3 ,  e x p e c te d  t o  b e  

e v e n  m o re  p o t e n t  th a n  1 1 2 ,  w a s  in a c t iv e  in  v iv o .  A n o th e r  

re m a rk a b le  d i f fé re n c e  w a s  th e  im p a c t  o f  b a s id t y  o n  th e  s h i f t  

b e tw e e n  e n z y m a t ic  a n d  c e l lu la r  B A C E l  p o te n c y .  C o m p o u n d s  

l a  a n d  1 1 2  w i t h  h ig h  b a s ic it y  ( p í f ,  =  > 9 )  s h o w e d  a s ig n if ic a n t ly  

h ig h e r  c e l lu la r  a c t iv i t y  ( 1 4 -  a n d  l 6 - fo ld ,  r e s p e c t iv e ly ) ,  w h e re a s  

c o m p o u n d s  1 4 a  a n d  1 1 3  w i t h  lo w  b a s ic it y  ( < 6 . 5 )  d id  n o t  ( 2

a n d  3 - fo ld ,  r e s p e c t iv e ly ) .  T h e  o x a z in e  1 4 a  s e rv e d  as a b a s is  f o r  

f o r t h e r  o p t lm iz a t io n  o f  th e  in  v iv o  a c t iv i ty .

S A R  o f  R ’  S u b s t i t u e n t s .  N e x t  w e  e x p lo r e d  v a r io u s  R ' 

a r o m a t ic  re s id u e s  a l l h a v in g  a n i t r o g e n  a to m  in  o r th o  p o s i t io n  t o  

th e  a m id e  g r o u p  ( T a b le  2 )  t o  d i r e c t  th e  a r o m a tíc  re s id u e  in to  

th e  S 3  p o c k c t  ( v id e  in f r a ) .

O u t  o f  a n u m b c r  o f  6 - m e m b e r e d  h e te ro c y c le s  e x p lo re d ,  

p y r id in e s ,  p y r im id in e s ,  a n d  p y ra z in e s  s h o w e d  p r o m is in g  in  v i t r o  

a c t iv i t ie s .  P y r id in e s  1 4 a —k  h a v in g  o n e  s u b s t it u e n t  in  p a ra  

p o s i t io n  t o  th e  a m id e  s h o w e d  e n z y m a t ic  in h ib i t i o n  a t IC jo ,  

v a lú e s  b e lo w  0 .3  p M ,  m o s t  o f  th e m  w i t h  g o o d  c e l lu la r  a c t iv i ty .  

T h e  n i t r i l e  1 4 d  d is p la y e d  a lrc a d y  a n  im p r o v e d  in  v iv o  a c t iv i t y  

c o m p a r e d  t o  th e  c h lo r id e  1 4 a  w i t h  A /7 4 0  r e d u c t io n s  o f  7 8  a n d  

2 8 % , re s p e c t iv e ly ,  a t a  d o s e  o f  1 0  m g /k g .  I n  a d d it io n ,  fa v o ra b le  

m o u s e  P K  d a ta  í b r  1 4 d  ( C l  =  2 2  m L / m in / k g ,  T ¡/2 =  1-8 h , V ss  

=  2 .9  L / k g ,  F  =  5 2 % )  e n c o u ra g e d  u s  t o  e x p lo re  lú r t h e r  

s u b s t i t u t io n  p a t te m s .  T h e  o - a n d  p - d is u b s t i tu te d  p y r id in e s  141 

a n d  I 4 m  w e re  v i r t u a l l y  e q u íp o te n t  t o  th e  m o n o s u b s t i tu te d  

c h lo r id e  1 4 a  b o t h  in  t h e  e n z y m a t ic  as w e l l  as th e  c c ll- b a s c d  

assay, b u t  1 4 m  s h o w e d  a h ig h e r  in  v iv o  a c t iv i t y  c o m p a r e d  to  

1 4 a  (7 7 %  v s  2 8 %  r e d u c t io n  o f  A /? 4 0  a t 10  m g / k g ) .  T h e  

p y r im id in e  1 4 n  w a s  3 - fo ld  Icss a c t iv e  in  te rm s  o f  e n z y m a t ic  

p o te n c y  c o m p a r e d  t o  th e  p y r id in e  1 4 a . P y ra z in e s  1 4 o - l 4 r  

s h o w e d  g o o d  e n z y m a t ic  in h ib i t i o n  a c t iv i t y  ( I C 50 =  0 . 0 2 7 - 0 . 0 0 6  

p M ) ,  a n d  c x a m p le s  1 4 o  a n d  1 4 p  w e re  c le a r ly  m o re  p o t e n t  in  

th e  e n z y m e /c e ll -b a s e d  assays c o m p a re d  t o  t h c i r  c o r re s p o n d in g  

p y r id in e  c o u n te r p a r ts  1 4 g  ( 2 / 3 - f o ld )  a n d  1 4 j ( 4 / 3 - f o id ) ,  

re s p e c t iv e ly ,  I n tc r e s t in g iy ,  th e  p ro p y n y lo x y - p y r a z in e  1 4 q  w a s  

v e r y  p o t e n t  i n  v iv o  ( 9 3 %  r e d u c t io n  o f  A /J 4 0  a t  10  m g / k g ) .  O u t  

o f  a n u m b e r  o f  5 - m e m b e re d  a r o m a t ic  h e te ro c y c le s  e x p lo re d ,  

p y ra z o le s  lo o k e d  p a r t ic u la r ly  p r o m is in g .  A  f ir e t  c x a m p le ,  th e  

m e th y l  p y r a z o le  14s , w a s  o n ly  m o d e r a te ly  a c t iv e  in  th e  

e n z y m e /c e ll - b a s e d  assays ( iC jo  =  0 .4 4 6 / 0 . 1 1 0  p M )  a n d  

s h o w e d  v e r y  lo w  m e ta b o lic  s t a b i l i t y  in  m o u s e  m ic ro s o m e s  

( C l  =  2 0 0  / i L / m i n / m g  p r o t e in ) .  P o te n t ia l la b i le  p o s it io n s ,  i.e., 

th e  m e th y l  g r o u p  a n d  p o s i t io n  4  o f  th e  p y ra z o le ,  w e re  th e re fo re  

b lo c k e d  b y  f lu o r in e s  a n d  a c h lo r in e  s u b s t itu e n t ,  r e s p e c t iv e ly .  A s  

e x p e c te d ,  m e ta b o lic  s t a b i l i t y  in  m o u s e  m ic r o s o m e s  im p r o v e d  

c o n s id e ra b ly  in  1 4 t - v  ( C l  =  9 8 , 5 9 , a n d  9  ; z L / m in / m g  p r o te in ,  

r e s p e c t iv e ly )  a n d  h ig h e r  e n z y m a t ic  p o te n c ie s  w e r e  a ls o  

o b s e rv e d  ( I C jo  =  0 .1 5 1 ,  0 .0 3 6 ,  a n d  0 .0 1 9  p M ,  r e s p e c t iv e ly ) .  

D is a p p o in t in g ly ,  h o w e v e r ,  th e  in  v iv o  a c t iv i t y  o f  I 4 v  r e m a in e d  

ra th e r  m o d e s t ,  w i t h  a 5 7 %  r e d u c t io n  o f  A /? 4 0  a t  3 0  m g /k g .  T h e  

s h i f t  b e tw e e n  e n z y m e  a n d  c e ll-b a s e d  a c t iv i t y  w a s  in  th e  m a jo r i t y  

o f  e x a m p le s  r a th e r  s m a ll ( 6 - fo ld  a n d  less, w i th  th e  c x c c p t io n  o f  

a 1 3 - fo ld  s h i f t  o f  th e  a lk y n e  d e r iv a t iv e  1 4 q )  a n d  in  g e n e ra l in
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T a b le  2 . S A R  o f  R 1  S u b s t i tu e n ts  a n d  i n  V i v o  P r o p e r t ie s  o f  D i f lu o r o 'o x a z in e s  1 4 a —v

Cl F NO

H
N

O

F-
.00 o- o o 01 01

01
14i 141

14g

N

14n

F,0

MeO- N -N N -N N -N
F-^

N -N

Cl Cl

14o 14p 14q 14r 14S 14t 14u 14v

IC ja ( / /M ) “
 ̂■ »

I C „  ( / iM ) “

hB A C E l HBACE2 selectivity BACE A/MO shift B A C E l enzyme vs cell- brain AIMO reduction in  mice at 30 /10  m e/ke*
compd eozyme enzyme 2/1 cell-based based ( « )

14a 0.026 0.015 0.6 0.017 2 69^28

14b 0.294 0.036 0.1 0.230 1
14c 0.066 0.022 0.3 0.013 5

14d 0.023 0.024 1 0.021 1 84/78

14« 0.087 0.030 0.3 0.087 1
14f 0.032 0.047 1 0.024 I 2 7 / -

O.OSl 0.045 1 0.061 1 6 4 ^ -
14h O.OS? 0.245 4 0.054 1 6 4 / -

14i 0.184 0.904 5 0.480 - 3

14) 0.108 7.490 69 0.290 - 3

14k 0.042 9.440 225 0.100 -2
141 0.017 0.010 0.6 0.016 1
I4m 0.026 0.012 0.5 0.013 2 91/77

14n 0.067 0.023 0.3 0.023 3

14o 0.027 0.119 4 0.022 1 95 /66

14p 0.02S 0.943 38 0.110 - 4

14q 0.013 0.175 13 0.001 13 98/93

14r 0.006 0.101 17 0.001 6 94/28

14s 0.446 0.106 0.2 0.110 4
1

141 O .lS l 0.031 0.2 0.131 1
14u 0.036 0.018 0.5 0.017 2
14v 0.019 0.011 0.6 0.013 1 5 7 / -

“ IC jo  valúes are m eans o f  a t Icast tw o  in d e p e n d e n t expe rim en ts . ' ’H E K 2 9 3  cells tra n s fe c tcd  -w ith w ild - ty p e  h u m a n  A P P . ‘^C o m p o u n d  g ivcn  o ra lly , n 
3—4, 4  h  p o s t dose, m ean re d u c t io n  as c o m p a re d  lo  veh ic le  co n tro l.

fa v o r  o f  h ig h e r  c e U u la r  a c t iv i ty .  T h e  ( f lu o r o ) a ik o x y  d e r iv a t iv e s  

1 4 i— 1 4 k  a n d  1 4 p ,  h o w e v e r ,  w e re  fo u n d  t o  h a v e  “ n e g a tiv e ”  

s h i f ts  ( 2 - 4 * f o I d )  in  fa v o r  o f  h ig h e r  e n z y m a t ic  p o te n c ie s ,  c le a r ly  

d e m o n s t r a t in g  th a t  n o t  o n ly  t h e  p í f ,  b u t  a ls o  th e  n a tu re  o f  R '  

s u b s t itu e n ts  h a d  a n  im p a c t  o n  th e  s h if t ,

X-ray Structures and BACE2 Selectivity. T h e  c a ta ly t ic  

a s p a rta te  re s id u e s  D 9 3  a n d  D 2 8 9  f o r m  th e  c e n t r a l r e c o g n i t io n  

m o t i f  in  th e  B A C E l  b in d in g  s ite  ( F ig u r e  2 ) .  T h e  a c t iv e  s ite  is 

p a r t ia l ly  c o v e re d  b y  a f le x ib le  h a i r p in  lo o p  c o m m o n ly  r e fe r re d  

t o  as th e  “ f la p ”  ( Y 1 2 9 —E 1 3 8 ) . ^  I n  a p o  s t ru c tu re s  o f  B A C E l  o r  

i n  c o m p le x e s  w i t h  s m a ll m o le c u le  in h ib i t o r s  c o n ta in in g  an  

a m id in e  b in d in g  m o t i f ,  t h e  f la p  b a c k b o n e  is a p p ro x im a te ly  12 A  

a w a y  f r o m  th e  s id e -c h a in s  o f  D 9 3  a n d  D 2 8 9  ( th e  “ o p e n ”  

p o s i t io n ) .  I n  c o m p le x e s  w í ú t  p e p t id o m im e t ic  t r a n s i t io n  S ta te  

a n a lo g u e s , th e  f la p  m o v e s  a p p ro x im a te ly  4  A  c lo s e r  t o  th e

3985

b in d in g  s ite  ( t h e  “ c lo s e d ”  p o s i t i o n ) . ^  T h e re  is  a n  a d d it io n a l 

f le x ib le  re g ió n ,  th e  “ lO s  l o o p " ^  ( G 6 9 —G 7 4 )^  f o r m in g  o n e  s id e  

o f  th e  S3 p o c k e t .  I n  B A C E l ,  th e  lO s  lo o p  is e i th e r  in  a n  " u p ”  o r  

" d o w n ”  c o n fo r m a t io n ,^ ^  w h e re a s  i n  B A C E 2 |  th e  lO s  lo o p  has 

b e c n  o b s e rv e d  in  a d o w n  c o n fo r m a t io n  b y  Ó s te r m a n n  e t  a i."^  

a n d  b y  o u rs e lv e s  in  th e  c o m p le x  w i t h  1 4 i ( F ig u r e  3 ) .  T h e  S3 

p o c k c t  is  m u c h  la rg e r  in  t h e  u p  c o n fo r m a t io n ,  s o  t h is  d if fe re n c e  

c a n  b e  e x p lo ite d  t o  m o d u la te  B A C E l / 2  s e le c t iv it y  as w e l l  as 

s e le c t iv it y  a g a in s t o th e r  s in g le  c h a in  a s p a rty l p ro te a se s ,'*^ ' T h e  

b in d in g  p o c k e t  in  S I  a n d  th e  r e g ió n  a t th e  c a ta ly t ic  a sp a rta te s  

a re  a lm o s t  id e n t ic a l b e tw e e n  B A C E l  a n d  B A C E 2 .  C o n fo rm a -  

t io n a l v a r ia t io n  a ro u n d  th e  a c t iv e  s ite  o f  B A C E l  h a s  re c e n t ly  

b e e n  d is c u s s e d  in  d e ta i l  b y  X u  e t  a l.;* ’  w e  w i l l  a n a ly z e  B A C E 2  

f le x ib i l i t y  in  d e ta i l se p a ra te ly .*®
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F ig u re  2. I 4 d  b o u n d  to  th e  B A C E l b in d in g  site . T h e  am id in e  

re c o g n itio n  m o t i f  is t ig h t iy  b o u n d  to  th e  c a ta ly tic  aspartates D 2 8 9  and 

D 9 3  (p a r tia lly  h id d e n )  in  th e  b o t to m  o f  th e  po cke t. T h e  f iu o r in e  

a tom s in  th e  hea d g ro u p  an d  th e  e -F  s u b s titu e n t o f  th e  p h e n y l r in g  

(m a rk e d  in  g re e n ) fo rm  a n c tw o rk  o f  v d W  in tc ra c t io n s  to  Y 1 3 2  and to  

F 16 9 . A n  a d d it io n a l H -b o n d  is es tab lished be tw een  th e  N H  o f  the  

am ide  b o n d  o f  th e  lig a n d  and th e  backb one  c a rb o n y l oxygcn  o f  G 291- 

T h e  p a ra  n it r i le  s u b s titu e n t disp laces b o u n d  w a te r m o lecu ics  f ro m  the  
S3 po cke t.

F ig u re  3- I 4 i  b o u n d  to  B A C E l (y e ilo w , b a ll an d  s t ic k  re p re se n ta tio n ) 

an d  B A C E 2  (m ag en ta , s t ic k  re p re se n ta tio n ). T h e  m o le c u la r surface 

has b e cn  genera ted  fo r  B A C E l,  an d  th e  iO s lo o p s  o f  B A C E l and 

B A C E 2  are d e p ic te d  scparate ly. T h e  c th o x y  s ide  cha in  in  I 4 i  p re fc rs  a 
p lana r o r ic n ta t io n  a ro u n d  th e  C —O  b o n d , W h e n  b o u n d  t o  B A C E 2 , 

the  co rre s p o n d in g  to rs ió n  ang le dev ia tcs  s ig n if ic a n tly  f ro m  p la n a r ity  

bccausc th e  S3 p o c k c t Ln B A C E 2  is t ig h tc r  than  in  B A C E l du e  to  the  
" d o w n ”  c o n fo rm a tio n  o f  th e  lO s lo o p  in  B A C E 2 .

l n  F ig u re  2 , th e  to p o lo g y  o f t h e  B A C E l  a c t iv e  s ite  b o u n d  to  

I 4 d  is  h ig h l ig h te d .  T ig h t  h y d r o g e n  b o n d s  a re  f o r m e d  b e tw e e n

th e  p r o to n a te d  a m id in e  m o t i f  in  th e  o x a z in e  h e a d g ro u p  a n d  th e  

c a ta ly t ic  a s p a rta te s . T h e  f iu o r in e  a to m s  in  p o s i t io n  5  a n d  th e  o- 

F  s u b s t itu e n t  o f  th e  p h e n y l r in g  ( S l  p o c k e t )  a re  e n g a g e d  in  a 

n e t w o r k  o f  v a n  d e r  W a a ls  in te r a c t io n s  t o  Y 1 3 2  lo c a te d  in  th e  

f la p  a n d  t o  F 1 6 9  a t  t h e  r im  o f  th e  S l  p o c k e t .  A  h y d r o g e n  b o n d  

is fo r m e d  b e tw e e n  th e  N H  o f  th e  a m id e  b o n d  in  1 4 d  a n d  th e  

b a c k b o n e  c a r b o n y l  o x y g e n  o f  G 2 9 1 ,  T h e  p a r a  n i t r i l e  

s u b s t itu e n t  p r o je c ts  in t o  th e  S 3  p o c k e t  a n d  d is p la c e s  b o u n d  

w a te r  m o le c u le s  s e e n  in  th e  a p o  s t ru c tu r e ,  th e r e b y  e n h a n c in g  

b in d in g  a f f in i t y .  T h e  p r o p e r  o r ic n t a t io n  in  th e  S 3  p o c k c t  is  

s u p p o r t c d  b y  a s ta b il iz a t io n  o f  th e  c o n f o r m a t io n  o f  t h e  p y r id in e  

r in g  v ia  a fa v o ra b le  e le c tr o s ta t ic  in te r a c t io n  b e tw e e n  th e  p y r id y l  

N  a n d  th e  N H  o f  th e  a m id e  b o n d  in  1 4 d .

T T ie  r o le  o f  th e  lO s  lo o p  in  m o d u la t in g  B A C E l / 2  s e le c t iv it y  

c a n  b e  se e n  in  th e  ra b o s  o f  in h ib i t io n  c o n s ta n ts  o f  th e  

c o m p o u n d s  1 4 g - k  ( T a b le  2 ) .  A s  is e v id e n t  in  F ig u re  3 , th e  S3 

p o c k e t  in  B A C E 2  is  s m a lle r  th a n  in  B A C E l  b e ca u se  th e  lO s 

lo o p  in  B A C E 2  is  o b s e rv e d  h c r c  in  a d o w n  c o n fo r m a t io n .  T h e  

IC ^ o  r a t io  b e tw e e n  B A C E 2  a n d  B A C E l  in c re a s e s  w i t h  th e  

g r o w in g  c h a in  le n g th  o f  th e  S 3  a lk y l s u b s t itu e n t .  L o n g e r  c h a in  

le n g th s  c a n  o n ly  b e  a c c o m m o d a te d  in  th e  B A C E 2  S 3  p o c k e t  b y  

a d o p t in g  a n  u n fá v o ra b le  l ig a n d  c o n f o r m a t io n  as d e p ic te d  in  

F ig u r e  3 . T h e  e th o x y  s id e  c h a in  in  I 4 i  p r e fe rs  a p la n a r  

o r ic n t a t io n  a r o u n d  th e  C —O  b o n d .  W h e n  b o u n d  t o  B A C E 2 ,  

th e  c o r re s p o n d in g  to r s ió n  a n g le  d e v ia te s  s ig n i f ic a n t ly  ( ro m  

p la n a r it y ,  a n d  th is  c o n fo r m a t io n a l s t ra in  tra n s ia te s  in t o  a 

re d u c e d  in h ib i t i o n  o f  B A C E 2 .  A  s im i la r  r a t ío n a le  a p p lie s  f o r  th e  

in c re a s e  i n  s e le c t iv i t y  w i t h  a n  in c re a s in g  n u m b e r  o f  F  

s u b s t itu e n ts .  T o  a v o id  re p u ls iv e  c o n ta c ts  b e tw e e n  F - s u b s t itu -  

e n ts  a n d  c a r b o n y l o x y g e n  a to m s  o f  th e  p r o te in ,  th e  t ig h t e r  S3 

p o c k e t  in  B A C E 2  r e q u ire s  m o r e  s t ra in e d  c o n fo r m a t io n s  o f  th e  

S 3  s u b s t itu e n t  t h a n  th e  m o r e  s p a c io u s  p o c k e t  in  B A C E l .

Fiuorine Sean o f Oxazines. F r o m  v a r io u s  R 1  a r o m a t ic  

re s id u e s  e x p lo re d ,  w e  s e le c te d  th e  n i t r i l e  1 4 d  f o r  f u r t h e r  

o p t im iz a t io n  b a s e d  o n  its  b a la n c e d  p r o f i le ,  i.e ., g o o d  in  v i t r o  

a c t iv it ie s ,  n o  s h i f t  b e tw e e n  e n z y m a t ic  a n d  c e l l-b a s e d  assay, a n d  

a fa v o ra b le  in  v iv o  a c t iv i ty .  T h e  c ru c ia l r o le  o f  th e  p K ,  o n  th e  

p h a rm a c o ló g ic a l p r o f i le  as f o u n d  in  th e  d i f lu o r o - o x a z in e  1 4 a  

p r o m p te d  u s  t o  in v e s tíg a te  e x te n s ív e ly  t h e  im p a c t  o f  f lu o r in e s  

o n  v a r io u s  p a ra m e te rs .  O x a z in e s  w i t h  f lu o r in e s  a p p e n d e d  a t 

d i f f e r e n t  p o s i t io n s  in  th e  h e a d g r o u p  ( T a b le  3 )  w e re  p re p a re d  

s p a n n in g  a p í ^  ra n g e  o f  a lm o s t  f iv e  lo g  u n its .  T h e  h e a d  g ro u p s  

in  T a b le  3  a re  o r d e r e d  a c c o r d in g  t o  d e c re a s in g  p fC , v a lú e s . 

B e lo w  w e  d is c u s s  th e  im p a c t  o f  f lu o r in e s  o n  th e  p íC „  th e  

l i p o p h i l i c i t y ,  th e  e n z y m a t ic  p o te n c y ,  t h e  s h i f t  o f  e n z y m e  vs  c e ll-  

b a s e d  a c t iv i ty ,  P -g p  e f f lu x ,  a n d  h E R G  in h ib i t i o n ,  m o s t  o f  th e s e  

p a ra m e te rs  e v e n tu a l ly  a f fe c t in g  in  v iv o  a c t iv i ty .

T T ie  c o n f ig u r a t io n  o f  a f iu o r in e  a to m  a t ta c h e d  d i r e c t ly  t o  th e  

o x a z in e  r in g  h a s  a s t r o n g  im p a c t  o n  th e  p K , .  T h u s ,  th e  " d o w n "  

c o n f ig u re d  f iu o r in e  in  6 6  s h o w e d  a p fQ  d e c r e m e n t  o f  1 .6  ( A p í ^ j  

o f  I b  a n d  6 6 ) ,  w h e re a s  th e  " u p "  c o n f ig u re d  f iu o r in e  in  6 7  

in d u c e d  a la rg e r  pJtTj d e c r e m e n t  o f  2 .3 . S im i la r  c f fc c ts  w e re  a lso  

o b s e rv e d  in  f lu o r o - p ip e r id in e s ,^ ’ '^ °  T h e  d i f lu o r o  o x a z in e  1 4 d  

s h o w e d  e x a c t ly  t h e  s u m  o f  b o t h  c o n t r ib u t io n s ,  i.e ., a p K ¡  

d e c r e m e n t  o f  3 .9 . T h e  t w o  f lu o r in e s  in  c o m p o u n d  6 9 ,  

a ls o  lo c a te d  a t th e  ^ - p o s i t io n  t o  th e  r in g  n i t r o g e n ,  in d u c e d  a 

lo w e r  p íQ  d e c r e m e n t  o f  2 .4  c o m p a re d  t o  th o s c  o f  d i f lu o r o  

o x a z in e  1 4 d .  I t  a p p e a rs  th a t  f lu o r in e s  w i t h  l im i t e d  c o n fo r m a -  

t io n a l  f l e x ib i l i t y  as p r e s e n t  i n  I 4 d  in d u c e d  a la rg e r  p K ,  

d e c r e m e n t  c o m p a re d  t o  th o s e  in  6 9  h a v in g  m o re  f le x ib i l i t y .  

T h e  C F j  g r o u p  in  c o m p o u n d s  1 0 9  a n d  8 9  s t i i l  s h o w e d  a 

re m a rk a b ly  la rg e  pfC , d e c re m e n t  o f  2 .4  a n d  2 ,7 , r e s p e c t iv e ly ,  

d e s p ite  th e  lo n g e r  d is ta n c e s  t h r o u g h  w h ic h  th e  f lu o r in e s  e x e r t

3986 dx.dol.org/10.1021/]rna0022Sfni;. Med. Chem. 20)3 . 56. 3980-399S
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T a b le  3 . H e a d  G r o u p  F iu o r in e  S e a n  a n d  i n  V i t r o / i n  V i v o  P r o p e r t ie s  o f  F lu o r in a t e d  O x a z in e s

H j N ^ O  H j N ^ O .  H j N ^ O ,  H j N ^ O ^ C F ,  H j N ^ O .  . X F ,  H , N ^ O
\\ \ 1 1  l l  I T  T í

H .N -  . 0

F
66 67 69 109 89 66

.C F 3 H j N ^ O  .C F , H j N . ^ 0 ^ C F 3  H jN s . ^ 0T I 1 ] }  ] 1

88

IC jo

111

(pM )**

110 14d 70

compd pX.*-
A p K . 
to  Ib log D ‘ lo g P A log  D /lo g  P

hB A C E l
enzyme

A fiW  ^  
cell-based

shift B A C E l 
enzyme vs cdJ- 

based E ^
hERG Inhib ition 

a( 10 / /M  (%)
brain reduction in  mice 

at 10 /3 /1  m g /tg ^  (%)

Ib 9.7 0 0.0 2.3 2.3 0.051 0.014 4 14.8 88 '  1 3 / - / -

66 8.1 - 1.6 1.1 0.8 0.028 0.001 28 4.9 85 8 9 /4 3 / -

67 7.4 -2 .3 1.3 0.3 0.435 0.027 16 2.1 91 2/ - / -

69 7.3 -2 ,4 1.7 0.2 0.054 0.009 6 1.7 85 6 8 /3 4 / -

109 7 J -2 .4 2.8 3.1 0.3 0.776 0.230 3

89 7.0 -2 .7 2.8 2.9 0.1 0.012 0.002 6 1.9 75 95 /88 /78

68 6.7 -3 .0 1.6 1.7 0.1 0.077 0.025 3 2.6 65 ' 5 5 /2 6 / -

88 6.3 -3 .4 3.0 0 0.019 0.013 1 1.6 39 8 8 /6 4 /1 I

111 5.9 -3 .8 3.1 3.1 0 0.013 0.010 1 1.5 48 93/71/41

UO 5.8 -3 .9 3.1 3.1 Q 0.040 O.ISO - 4 1.5

14d 5.8 -3 .9 2.5 2.5 0 0.023 0.021 1 1.5 43 78 /3 9 /4

70 5.1 -4 .6 2J 2J 0 0.049 0.400 -8 1.6 14

" I C jo  va lúes are m eans o f  at least tw o  in d e p e n d e n t expe rim en ts . * 'p K , d e te rm in e d  b y  ca p illa ry  c lcc tro p h o re s is . H og D  d e te rm in e d  in  1 -o c ta n o l/ 

pho spha te  b u líe r, p H  =  7.4. ‘*H E K 2 9 3  cells tra n s fe c te d  w i th  w ild - ty p e  h u m a n  A P P . “E R  =  e fflu x  ra tio  in  L L C -P K lc e lls  s ta b ly  expressing h u m a n  

M D R l. -^ C o m p o u n d  g ive n  o ra lly , n =  3 - 4 ,  4  h  p o s t dose, m ean  re d u c t io n  as co m pared  to  ve h ic le  c o n tro l.

66 67

F ig u re  4. X -ra y  s truc tu res  (y e ilo w )  o f  f lu o r in a te d  head g roups w ith  the  S l  p h e n y l r in g  w e re  cn e rg y  m in im iz e d  in  ^ e  u n b o u n d  sta tc  b y  a 

s c m ie m p ir ic a l g e o m e try  o p t im iz a tio n  w i t l i  th e  P M 3  H a m ilto n ia n  (m a g e n ta ). T h e  co o rd ina tes  o f  66  and  89  re m a in  a lm ost unchanged as co m pared  

to  th e  b o u n d  c o n fo rm a tio n . T h e re fo re , th e  o x a iin e  rings  are w ith o u t  co n fo rm a tio n a l s tra in . T h e  g e o m e try  o p t im iz a tio n  o f  u n b o u n d  10 9  and 110 

re su lte d  in  d ifF c ien t r in g  pucke rs , in d ic a t in g  th a t th o se  lig a n d s  a re  n o t  in  th e ir  lo w c s t cne rgy  c o n fo rm a tio n s . F o r  6 7 , th e  p o s it io n  o í  th e  m a riie d  C - 
a to m  ca n n o t be  c le a rly  assigned because o f  w ca k  e le c tró n  dens ity . T h is  ind ica tes  th e  presence o f  m ú lt ip le  r in g  c o n fo rm a tio n s .

t h e i r  im p a c t  o n  th e  n i t r o g e n s .  T h is  o b s e rv a t io n  c a n  be  

r a t io n a i iz e d  b a s e d  o n  th e  e q u id is tá n c e  o f  th e  f lu o r in e s  to  

b o t h  n i t r o g e n s  i n  th e  ¿ - p o s i t io n  h a v in g  a n  im p a c t  n o t  ju s t  o n  

o n e  b u t  o n  b o t h  n i t r o g e n s  o f  th e  a m id in e  m o ie ty .  F lu o r in e s  

lo c a te d  a t m o re  th a n  o n e  p o s i t io n  (a s  in  68 , 88 , 111, 110, a n d  

7 0 ^ ’ )  s h o w e d  a m o r e  c o m p le x  p ic tu r e ,  w i t h  p X ,  d e c re m e n ts  

n o t  b e in g  a d d ic iv e .

T h e  l i p o p h i l i c i t y  o f  c o m p o u n d s  h a v in g  1 —3  f lu o r in e s  

a t ta c h e d  t o  th e  h e a d g r o u p  is  re d u c e d  o r  s im i la r  ( lo g  P  =

1 .6 —2 .5  in  6 6 —7 0  a n d  1 4 d )  c o m p a r e d  t o  th e  n o n ñ u o r in a te d  

o x a z in e  h e a d g ro u p  I b  ( lo g  P  =  2 .3 ) .  C o m p o u n d s  s u b s t itu te d  b y  

a C F 3 g r o u p  s h o w e d  in c re a s c d  l i p o p h i l i c i t y  ( lo g  P  =  2 .9 —3.1  ¡n  

88 , 8 9 ; 1 0 9 - i l l )  c o m p a r e d  t o  I b .  A s  e x p e c te d ,  th e  A lo g  P / D  

a p p ro a c h e s  a v a lu é  o f  O a t a p X ,  o f  6 .3 .

T T ie  e n z y m a t ic  p o te n c y  w a s  s t r o n g ly  a f fe c te d  b y  f lu o r in e s  

in t r o d u c e d  in t o  th e  o x a z in e  h e a d g ro u p .  A  d o w n  c o n f ig u re d  C F 3

g r o u p  in  8 9  im p r o v e d  th e  b in d in g  a f f in i t y  c o n s id e r a b ly  ( I C 30 =  

0 .0 1 2  ;¿ M )  c o m p a re d  t o  u n s u b s t i tu te d  I b  ( iC jg  =  0 .0 5 1  ; í M ) .  

A c c o rd in g  t o  th e  X - r a y  s t ru c tu r e ,  th e  C F 3 g r o u p  d o e s  n o t  

in te r a c t  w i t h  B A C E l  b u t  p o in t s  to w a r d  t h e  s o lv e n t .  A  p o s s ib le  

r a t io n a le  f o r  t h is  u n e x p e c te d  in c re a s e  in  b in d in g  a fh n i t ) '  m ig h t  

b e  th e  p X ,  o f  8 9 ,  w h ic h  is  2 .7  lo g  u n i ts  lo w e r  th a n  f o r  ib .  

T h e re fo r e ,  I b  s h o u ld  b e  m o re  s t r o n g ly  s o iv a te d  th a n  8 9  d u e  to  

i t s  h ig h e r  b a s ic ity .  T h e  lo w e r  b in d in g  a f f in i t y  o f  I b  c o m p a re d  to  

8 9  c o u ld  b e  r a t io n a i iz e d  b y  th e  h ig h e r  d e s o lv a t io n  e n th a lp y  

u p o n  b in d in g  t o  th e  a c t iv e  s ite . T h e  c o n f ig u ra t io n s  o f  th e  

f iu o r in e  in  66  a n d  th e  C F 3 g r o u p  in  8 9  s t r o n g ly  a f fe c te d  th e  

b in d in g  a f f in i t y ,  w h ic h  in c re a s e d  1 6 - fo ld  a n d  6 5 - fo id  c o m p a re d  

t o  t h e i r  e p im e rs  6 7  a n d  1 0 9 , re s p e c t iv e ly .  T h is  e f fe c t  c a n  b e  

r a t io n a i iz e d  b y  c o n fo r m a t io n a l s t ra in  o f i t h e  h e a d  g ro u p s .  T h e  

h e a d  g ro u p s  o f  th e  X - r a y  s t ru c tu re s  w e re  s u b m it te d  t o  a 

s e m ie m p ir ic a l g e o m e t r y  o p t im iz a t io n ^ ^  ( P M 3  H a m i l t o n ia n )

d x .d (X x )rg /1 0 .1 0 Z < ^ m 4 0 0 2 2 S m l.l. M ff j .  O ir m .  2013 , 56 . 3 9 8 0 -3 9 9 S
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D o s e  r e s p o n s e  in  m ic e  (p o ) K in e t ic s  ln  r a ts  ( p o )

3500

2000 ¿

1500 f r

pla&mtne/mlbrain Ab40

120

IDO

u.

S 20

brain n g /{ •iMOpWhWí

8  12 16 

Tim e pos t*adm ln ls tra tlon  (hrs)

-Ab40, 1 tn j/lq i — AMJ, w#hl f l í  —4

(b)

30

-Ab43, I rtig/kg

F ig u re  S. (a )  D ose  d cp c n d e n t in h ib i l io n  o f  b ra in  A /Í4 0  p ro d u c t io n  in  m ice  b y  c o m p o u n d  8 9  d e te rm in e d  4  h  o ra l pos t dose, n  =  3 —4 j m ean 

re d u c t io n  as co m pared  to  veh ic le  c o n tro l,  ( b )  T im e  de p e n d e n t in h ib it io n  o f  C S F  A ^ 4 0 /4 2  p ro d u c t io n  in  ra ts  a fte r an o ra l dose o f  1 m g /k g  o f  
c o m p o u n d  89 , n =  2 —3. C S F  was sam p lcd  at — 1 an d  O h  to  deñ ne  an average A ^ 4 0 /4 2  leve! fo r  each in d iv id u a l ra tj a ll p o s t- tre a tm e n t A /J-ievcls w e re  

expressed as pcrcen tage  o f  th is  p re tre a tm e n t average.

o u ts id e  th e  b in d in g  p o c k e t  ( u n b o u n d  g e o m e t r y ) .  A s  s h o w n  in  

F ig u r e  4 , th e  c o o r d in a te s  o f  b o u n d  as w e l l  as u n b o u n d  66  a n d  

8 9  r e m a in  a lm o s t  u n c h a n g e d , th e r e fo r e ,  th e  o x a z in e  r in g s  a re  

w i t h o u t  c o n fo r m a t io n a l s t ra in .  T h e  g e o m e t r y  o p t im iz a t io n  o f  

1 0 9  r e s u lte d  in  a  d i f f e r e n t  r in g  p u c k e r ,  in d ic a t in g  th a t  th e  

b o u n d  lig a n d  is  n o t  in  its  lo w e s t  e n e rg y  c o n fo r m a t io n .  T h is  

c o n fo r m a t io n a l s t ra in  re s u lts  in  a  r e d u c e d  b in d in g  a f f in it y .  T h e  

g e o m e t r y  o p t im iz a t i o n  o f  110  a ls o  y ie ld s  a s t r a in e d  

c o n f o r m a t io n  in  th e  b o u n d  S ta te . H o w e v e r ,  th e  e f fe c t  o n  

b in d in g  a f f in i t y  is  m u c h  lo w e r  th a n  e x p e c te d . A  re a s o n  f o r  th is  

r e s u lt  m ig h t  b e  th e  in v o ív e m e n t  o f  th e  F - s u b s t itu e n t  in  th e  

n e t w o r k  o f  v a n  d e r  W a a ls  in te r a c t io n s  in v o lv in g  Y 1 3 2 ,  v d i ic h  

c o u ld  o v e rc o m p e n s a te  th e  c o n fo r m a t io n a l e n e rg y  p e n a lty .  F o r  

6 7 ,  th e  p o s i t io n  o f  th e  m e th y le n c  c a r b ó n  n e x t  t o  th e  o x a z in e  

o x y g e n  a to m  c a n n o t  b e  c le a r ly  a s s ig n e d  b e c a u s e  o f  w e a k  

e le c t r ó n  d e n s ity .  T T iis  is  p r o b a b ly  d u e  t o  th e  p re s e n c e  o f  

m ú l t ip le  r in g  c o n fo r m a t io n s ,  in d ic a t in g  th a t  6 7  is  n o t  w e ll 

b o u n d  in  th e  a c t iv e  s ite .

T h e  s h i f t  o f  c e l lu la r  v s  e n z y m a t ic  a c t iv i t y  d e p e n d s  o n  th e  

p í f , ;  b a s ic  c o m p o u n d s  w i t h  a p K j  >  7  s h o w  a t r e n d  f o r  h ig h e r  

a c t iv i t y  in  th e  c e l l-b a s e d  assay, \^ ffie re a s  o x a z in e s  w i th  a p íC , <  7  

a re  m o r e  b a la n c e d  o r  ca n  e v e n  re v e r t  t o  h a v e  a h ig h e r  p o te n c y  

in  t h e  e n z y m a t ic  assay.^^ B A C E l  in h ib i t o r s  w i t h  e n h a n c e d  

b a s ic it y  h a v e  b e e n  a s s o c ia te d  w i t h  in c re a s e d  c e l lu la r  p o te n c y  b y  

fa v o r in g  th e  a c id ic  in t r a c e l lu la r  c o m p a i tm e n t  w h e re  B A C E l  is 

lo c a te d .^ ^

P -g p  m e d ia te d  e f f lu x  is  c le a r ly  c o r re la te d  w i t h  th e  

L o w e r in g  o f  th e  p K ,  f r o m  9 .7  t o  8 .1  t o  7 .4  in  c o m p o u n d s  I b ,  

66 ,  a n d  6 7  r e s u lte d  i n  a c o n t in u o u s  r e d u c t io n  o f  th e  e f f lu x  r a t io  

f r o m  15  t o  5  t o  2, r e s p e c t iv e ly ,  w h ic h  r e m a in e d  lo w  a t a p fC , <  

7 .4 . T h e r e  w a s  in  g e n e ra l n o  s p e d e s  d i f fe re n c e s  b e tw e e n  h u m a n  

a n d  m o u s e  P -g p  e f f lu x ,  e .g ., f o r  c o m p o u n d  8 9  ( e f f lu x  r a t io  =  

1 .9 /1 .9 ,  re s p e c t iv e ly )  a n d  c o m p o u n d  1 4 d  ( e f f lu x  r a t io  =  1 .5 /  

2 .3 , r e s p e c t iv e ly ) .

h E R G  in h ib i t io n  is  s t r o n g ly  a f fe c te d  b y  th e  p fC ,.^^  R e d u c t io n  

o f  th e  pfC , f r o m  9 .7  t o  5 .1  c o r re la te d  w e l l  w i th  h E R G  in h ib i t i o n ,  

w h ic h  d e c b n e d  f r o m  88%  t o  1 4 %  a t 10  f iM .

T h e  lo w  in  v iv o  a c t iv i t y  o f  c o m p o u n d  I b  ( 1 3 %  r e d u c t io n  o f  

A ^ 4 0  a t 10 m g / k g )  is  n o w  b c t te r  u n d e rs to o d  b e c a u s e  o f  th e  

h ig h  P -g p  e f f lu x  r a t io  o f  15 . A t ta c h m e n t  o f  o n e  f lu o r in e  in  th e

re la x c d  d o w n  c o n f ig u r a t io n  in  c o m p o u n d  66  b o o s te d  th e  

c e l lu la r  a c t iv i t y  1 4 - fo Id  a n d  r e d u c e d  P -g p  e f f lu x  3 - fo ld  as 

c o m p a r e d  t o  I b ,  r e s u lt in g  in  g o o d  in  v iv o  a c t iv i t y  ( 4 3 %  

r e d u c t io n  o f  A y9 40  a t  a lo w e r  d o s e  o f  3  m g / k g ) .  T h e  c e l lu la r  

a c t iv i t y  o f  c o m p o u n d s  88  a n d  I I I  ( I C jo  -  0 .0 1 3  a n d  0.010 
f i M )  w a s  lo w e r  c o m p a r e d  t o  66  ( I C jo  =  0 .0 0 1  /¿ M )  b u t  th e  3 - 

f o ld  lo w e r  P -g p  e f f lu x  o f  1 .6 /1 .5  m a y  a c c o u n t  f o r  th e  h ig h e r  in  

v iv o  a c t iv i t y  ( 6 4  a n d  7 1 %  r e d u c t io n  o f  A /3 4 0  a t  3  m g / k g )  

c o m p a r e d  t o  6 6 . M o s t  g r a t i f y in g ly ,  t h e  C F 3 s u b s t itu te d  03cazine 

8 9  w i t h  c o m b in e d  fa v o ra b le  p r o p e r t ie s  ( c e l lu la r  IC ^ q  =  0 .0 0 2  

/v M ,  P -g p  e f f lu x  o f  1.9 )  w a s  m o s t  p o t e n t  s h o w in g  a r e d u c t io n  o f  

A /5 4 0  o f  7 8 %  a t a d o s e  as lo w  as 1 m g /k g .

ln V ivo  Pharm acokinetics (PK) and Pharm acodynam - 
Ics (PD) o f Oxazine 89. T h e  o x a z in e  8 9  w a s  s e le c te d  f o r  

f u r t h e r  in v e s t ig a t io n  o f  p h a rm a c o k in e t ic  a n d  d y n a m ic  p a ra m ­

e te rs . A /5 4 0  lo w e r in g  w a s  d e te r m in e d  a f te r  o r a l a d m in is t r a t io n  

in  w i ld - t y p e  m ic e  ( C 5 7 B 1 /6 J  m ic e ,  n  =  3 ~ 4 )  4  h  p o s t  d o s in g . 

W i ld - t y p e  m ic e  w e re  u s e d  as th e y  h a v e  a n o r m a l p h y s io lo g ic a l 

Ic v e l o f  A P P  e x p re s s io n  a n d  a re  th u s  e x p e c te d  t o  p r o v id e  a 

b e t te r  p h y s io lo g ic a l m o d e l f o r  A /5 - p e p t id e  p r o d u c t io n  d ia n  

A P P - tr a n s g e n ic  o rg a n is m s . C o m p o u n d  8 9  s h o w e d  a d o s e - 

d e p e n d e n t  in h ib i t i o n  o f  A /5 4 0  p r o d u c t io n  i n  th e  b r a in  o f  m ic e  

( F ig u r e  5 a )  w i t h  a b r a in /p la s m a  r a t io  o f  1 - 1 . 5  b e tw e e n  0 .3  a n d  

3  m g /k g ,  g r a d u a lly  in c re a s in g  t o  2 .3  a n d  3 .4  a t th e  h ig h e r  d o se s  

o f  1 0  a n d  3 0  m g /k g .  I n  a r a t  P K  e x p e r im e n t  ( T a b le  4 ) ,  o x a z in e  

8 9  s h o w e d  a lo w  t o  m o d é r a te  s y s te m ic  p la s m a  c le a ra n c e  (1 6 .8  

m L / m in / k g ) ,  a h ig h  v o lu m e  o f  d is t r ib u t io n  (1 1 .5  L / k g ) ,  a n d  a 

lo n g  te r m in a l h a l f - l i fe  t im e  ( 9 — 11 h ) .  T h is ,  t o g e th c r  w i t h  a 

g o o d  o ra l b io a v a i la b i l i t y  ( 6 8 % )  a n d  a m o d e r a te ly  h ig h  f ra c t io n

T a b le  4 .  P h a r m a c o k in e t ic  P r o p e r t ie s  o f  O x a z in e  8 9  i n  R a ts '’

dose
(m g /kg )

1.2 mg iv*’

5.2 mg po^

A U C w
(n g -h /m L )

1195

3520

C l
(m L /m in /1 ^ )

16.8

Vdss
( L A g )

11.5

(«
8.9

10.9

F
(%)

Fu''
(96)

68 20.5

“ A l!  va lúes p v e n  are m eans o f  tw o  expe rim en ts . *’ p o ; m ic ro-suspcnsion 

o f  8 9  in  g e ia tin /a q u c o u s  N a C I. iv ;  s o lu tio n  o f  8 9  in  aqucous N a C i/N -  

m e th y l-2 -p y rid o n c . =  fra c tio n  u n b o u n d .

3988 d>Ldo lJtg /10.10H /¡m 400225m lJ. Med. Chem. 2013, 56, 3980-3995
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u n b o u n d  ( 2 0 ,5 %  in  p la s m a ) ,  w o u ld  p r e d ic t  a  fa v o ra b le  P D  

e f fe c t  in  ra ts .

W i ld - t y p e  W is t a r  ra ts  w e re  u s e d  w i t h  a c a n n u la  in s e r te d  in to  

t h e  c is te rn a  m a g n a , a n d  th e  k in e t ic s  o f  c h a n g e s  in  t h e  C S F  

A /5 4 0 /4 2  in  a n  a c u te  t r e a tm e n t  s tu d y  w a s  fo l lo w e d .^ ^  A n  o ra l 

d o s e  as lo w  as 1 m g / k g  ( F ig u r e  S b )  w a s  s u f f ic ie n t  t o  in d u c e  a 

lo n g  la s t in g  e f fe c t ,  w i th  C S F  le v e ls  r e m a in ín g  m o s t  in h ib i t e d  4  h  

p o s t  d o s in g  a n d  s t i l l  s h o w in g  a s ig n if ic a n t  r e d u c t io n  o f  A /5 4 0 /  

4 2  a f te r  2 4  h  as a r e s u lt  o f  fa v o ra b le  P K  p ro p e r t ie s .

T h e  c h a n g e s  in  p la s m a  A ^ 4 0 / 4 2  ( F ig u r e  S b )  w e re  a n a ly z e d  

in  r e la t io n  t o  th e  m e a s u re d  p la s m a  e x p o s u re  in  ra ts  ( T a b le  4 ) .  

F o r  th e  m o d e l in g  o f  t h e  p la s m a  e x p o s u re  d a ta , a o n e -  

c o m p a r tm e n t  m o d e l w i t h  f i r s t - o r d e r  d r u g  a b s o rp t io n  a n d  

e l im in a t io n  w a s  c o n s id e re d .  F o r  th e  m o d e l in g  o f  A ^ 4 0 / 4 2  

c h a n g e s  in  p la s m a , a n  in d ir e c t  re s p o n s e  m o d e l w a s  c o n s id e re d  

w i t h  th e  z e r o - o rd e r  p r o d u c t io n  ra te  b e in g  m o d u la te d  b y  th e  

p h a rm a c o lo g ic a l e f fc c ts  o f  th e  o x a z in e  8 9 .  T h e  p r o p o s e d  m o d e l 

f i t te d  th e  d a ta  w e ll,  a n d  th e  in  v iv o  p o te n c y  w a s  c s t ím a te d  t o  be  

0.020  /2M  f fe e ,  v d i ic h  c o m p a re s  fa v o r a b ly  t o  th e  in  v i t r o  

m e a s u re m e n t  o f  I C jo  =  O .O Í2  p M  in  th e  h B A C E l  e n z y m e  

a ssay. T h u s ,  i t  c a n  b e  c o n c lu d e d  t h a t  th e  f re e  p la s m a  

c o n c e n t r a t io n  o f  8 9  e q u a ls  th e  f re e  b r a in  c o n c e n tra t io n , ' 

w h ic h  c a n  b e  c o n s id e re d  as th e  p h a rm a c o lo g ic a l re le v a n t  

c o n c e n t r a t io n .

I n  te rm s  o f  its  in  v i t r o  to x ic o lo g ic a l p r o f i le ,  c o m p o u n d  8 9  d id  

n o t  in h ib i t  C Y P ^ jq  3 A 4 , 2 D 6 ,  a n d  2 C 9  ( iC jo  >  2 5  / i M )  ñ o r  w a s 

th e re  a t im e -d c p e n d e n t  in h ib i t i o n  o f  C Y P 4J0 3 A 4 .  F u r th e r m o r e ,  

8 9  w a s  v e r y  s c le c t iv e  a g a in s t o t h e r  a s p a r ty l p ro te a s c s  s u c h  as 

h u m a n  c a th e p s in  D / E  a n d  th e  p e p tid a s e s  r e n in  a n d  p e p s in  

( I C jo  >  2 0 0  f i M ) .

m SUMMARY AND CONCLUSION
S ta r t in g  f r o m  a v e r y  b a s ic , in  v iv o  m a r g in a l ly  a c t iv e  1 ,3 -o x a z in e  

la ,  t h e  í n t r o d u c t io n  o f  t w o  f lu o r in e  a to m s  in t o  th e  h e a d g ro u p  

re d u c e d  th e  p K ,  c o n s id e r a b ly  a n d  le d  u n e x p e c te d ly  t o  g o o d  in  

v iv o  a c t iv i ty ,  as f o u n d  i n  c o m p o u n d  I 4 a .  E n c o u ra g e d  b y  th is  

ñ n d in g ,  w e  p e r fo rm e d  a n  e i te n s iv e  f lu o r in e  sean  t o  s tu d y  th e  

im p a c t  o f  f lu o r in e ( s )  o n  th e  p K ,  a n d  a  n u m b e r  o f  o th e r  

p a ra m e te rs .  L o w e r in g  th e  p K ,  h a d  a p r o f o u n d  e f fe c t  o n  

e n z y m a t ic  a n d  c e l lu la r  a c t iv i ty ,  h E R G  a c t iv i ty ,  P -g p  e f f lu x ,  a n d  

e v e n tu a l ly  o n  i n  v iv o  a c t iv i t y .  T h e  k n o w le d g e  a c q u ir c d  b y  th e  

f lu o r in e  h e a d g ro u p  s e a n  d e l iv e re d  c r u c ia l I n fo r m a t io n  o n  h o w  

to  im p r o v e  in  v iv o  e f f ic a c y  a n d  re d u c e  in  v i t r o  to x ic o lo g ic a l 

l ia b i l i t ie s .  T h e  C F 3* s u b s t itu te d  o x a z in e  8 9  w a s  f o u n d  t o  b e  an  

o r a l ly  a c t iv e  B A C E l  in h ib i t o r  w i th  a n  e x c e lle n t  P D  p r o f i le  in  

m ic e  a n d  a lo n g  la s t in g  A /7 4 0 /4 2  r e d u c t io n  in  th e  C S F  o f  ra ts  a t 

a d o s e  as lo w  as 1 m g /k g .  A  c o m p o u n d  f t o m  th is  c h e m ic a l c lass 

is  c u r r e n t ly  u n d e r g o in g  c l in íc a l e v a lu a t io n  f o r  t h e  t r e a tm e n t  o f  

A lz h e im c r ’s D ise a se .

■  EXPERIMENTAL SECTION
General. A l l  so lven ts  an d  reagents w e re  o b ta in e d  f io m  co tn m e rc ia l 

sources and w e re  used as rcce ived . A l l  rca c lio n s  w ere fo llo w e d  by  T L C  
( T L C  p lates F2S 4, M e rc k )  o r  L C M S  ( liq u id  c h ro m a to g ra p h y —mass 

s p e c t r o m c tr y )  a n a lys is . S ilic a  g c l c h ro m a to g ra p h y  was e i lh e r  
p e rfo rm e d  u-sing ca rtr id ges packe d  w ith  s ilica  ge l ( IS O L U T E  C o lum ns , 
T E L O S  F lash  C o lu m n s )  o r  s i l ic a -N H i ge l (T E L O S  F la sh  N H j  
C o lu m n s )  o n  IS C O  C o m b i F lash C c m p a n io n  o r  o n  glass co lum n s  
o n  s ilica  ge l 60  (3 2 —60  m esh , 60  A ) .  P ro to n  N M R  spectra  w ere  

o b ta in e d  o n  B ru k e r A va nce  300 , 400 , o r  6 0 0  M H z  sp e c tro m e te r v rith  
Chem ical sh ifts  (6  in  p p m )  re p o n e d  re la tive  to  te tra m e th y lsü a n e  o r  the  

res idua l so lve n t pea k as th e  in te rn a l re fe ren cc  (i.e ., C D C I3 =  7.26 p p m , 
D M S O - d j =  2 .50  p p m )  as th e  in te rn a l re fe rencc. 'H  rcsonanccs are 
re p o rte d  to  the  ncarest 0.01 p p m . N M R  ab b rev ia tions  are as foUows: s,

s in g le t; d, d o u b le t j t ,  I r ip le t i q, q u a d ru p le t; q u in t,  q u in tu p le t;  sext, 

scx tu p le t; m , m u lt ip le t¡  b r ,  b roade ned . C o u p lin g  cons tan ts  ( / )  are 

re p o rte d  to  th e  nearest 0.1 H z . P u r ity  was ana lyzed b y  reverse phase 

H P L C  and  fo r  s p e d fic  c o m p o u n d s  b y  e lem e n ta l analysis. H P L C  was 

p e rfo rm e d  o n  F in n ig a n  L T Q .  (T h e rm o  F ishe r S c ie n tif ic ) and A g ile n t 
R R L C  1200 e q u ip m e n t. C o lu m n : A g ile n t  X D B  C lS ,  3 0  m m  X  4.6 
m m , 3.5 f im .  A n a ly tic a l c o n d it io n s : g ra d ie n t used, 5 - 9 5 %  a ce to n itr ile  

in  w a te r c o n ta iiú n g  0 .1%  tr if lu o ro a c c t ic  ac id  in  3 m in .  F lo w : 4.5 m L /  
m in . U V -d c tc c to r :  D A D  190—4 0 0  n m . Sam ple so lven t: in  w a te r /  

a c e to n itr ile  ( 8 /2 ) .  T h e  U V  d e te c tio n  was a n . averaged s igna l fro m  

w a ve lcng ths  o f  1 9 0 -4 0 0  nm . E lem en ta ! analyses w e re  p e rfo rm e d  b y  

So lv ias A G  (M attenstrasse , Postfach, C H -4 0 0 2  Basel, S w itw r ia n d ) .  

M ass spectra w e re  re co rd e d  on  an SSQ. 7 0 0 0  (F in n ig a n -M A T )  

sp e c tro m e te r fo r  e le c tró n  im p a c t io n iz a tio n . T h e  p u rit ie s  o f  fin a l test 

c o m p o u n d s  as m easured b y  H P L C  w e re  fo u n d  to  be above 95%. 

M e lt in g  p o in ts  w e re  d e te rm in e d  o n  a B ü c h i m e lt in g  p o in t  B-S40: 

hea tin g  ra te  1 ® C /m in  s ta rt in g  15 “ C  b e lo w  m e lt in g  p o in t.  L C -H R M S  
spectra w e re  re co rd e d  w ith  an A g ile n t  LC-s>*stem cons is tirtg  o f  an 

A g ile n t 1290 h ig h  pressure  system , a C T C  P A L  au to  sam p le f, and an 

A g ile n t 6 5 2 0  Q T O F . T h e  sepa ra tion  was ach ieved o n  a Z o rb a x  Eclipse 

P lus C 1 8  1.7 f im  2.1 m m  x  30  m m  c o lu m n  at 55  “ C ; e lu e n t A  =  0 .01%  

fo rm ic  ac id  in  w a te r; B  =  0.01%  fo rm ic  ac id  in  a cc to n itr ile ;2 -p co p a n o l 

(8 :2 ) ;  f lo w , 1 m L /m in .  G ra d ie n t: O m in  5%  o f B ,  0 .3  m in  5% o f B ,  4.5 

m in  99%  o f  B, 5 m in  99%  o f  B. T h e  in jc c t io n  v o lu m e  was 2 f¡L .  A l l  

assay c o m p o u n d s  had a p u r it y  o f  >95% . L G -M S  (E S I, p o s itive  o r  

negative  io n )  data  w e re  re co rd e d  o n  W a te rs  U P L C -M S  Systems 
cq u ip p e d  w i th  W a te rs  A c q u ity ,  a C T C  P A L  au to  sam p le r, an d  a 

W a te rs  S Q D  s ing le  q u a d ru p o le  mass s p e c tro m e te r u s in g  ES io n iz a t io n  

m odes (p o s it iv e  a n d /o r  neg a tive ). T h e  sepa ra tion  was achieved o n  a 

Z o rb a x  Ec lipse  P lus C lS  1.7 f icn  2.1 tru n  X  3 0 'm m  c o lu m n  at 50  ° C ; A  
=  0 .01%  fo rn ú c  ac id  in  w a te r, B  =  a c e to n itr ile  at f lo w  1; ^ d i e n t :  O 

m in  3% B, 0 .2  m in  3% B, 2  m in  97% B , 1.7 m m  97% B , 2.0 m in  97% B . 

T h e  in je c t io n  v o lu m e  was 2  f th .  M S  (E S I, p o s itive  o r  nega tive  io n ) :  

F I A  ( f lo w  in je c t io n  a n a lys is )-M S  w e re  re co rd e d  o n  a A p p lie d  

B iosys tem  A P U S O  mass spec trom e te r. Sam ple ín tro d u c t io n  was 

m ade w ith  a C T C  P A L  a u to  sam p le r and a S h im adzu  L C -IO A D V P  

p u m p . T h e  sam plcs w ere  d ire c tíy  flu sh cd  to  the  ES I source o f  th e  mass 
s p e c tro m e te r w ith  a f lo w  50  / /L /m ín  o f  3 m ix tu re  o f  a c e to n itr ile  an d  10 

m M  a m m o n iu m  acétate ( l : l )  w ith o u t  a c o lu m n . T h e  in je c t io n  vo lu m e  

was 2 f jL .
(R)-2-Methyt>propane-2-sulfink Acid [l*(2-FluorD-5-nitro- 

phenyl)-{£)-€thylldene]-amide (3 ).*^  T o  a s o lu tio n  o f  th e  (K )-  

(+ )-C e rt-b u ty lsu lfin a in id e  (1 0 .8 8  g, 89 .8  m m o l)  in  T H F  (4 0 0  m L )  was 

added subse quen tly  l- (2 - f lu o ro -5 -n itro -p h e n )d ) -e th a n o n e  ( 2 )  (16 .45  

g  89.8  m m o l)  and t ita n iu m ( IV )e th o x id e  (4 0 .7 0  g  178.4 m m o l) ,  and 
th e  s o lu tio n  was s tir re d  at re flu x  te m p e ra tu re  fo r  5 h. T h e  m ix tu re  was 

c o o le d  to  2 2  " C  an d  trea ted  w ith  b r in e  (4 0 0  m L ) ,  n d  th e  suspensión 
was s tir re d  fo r  10 m in  an d  f ilte re d  o ve r D ic a lite . T h e  layers w ere  

separated, th e  aqueous la ye r was e x t ra c té  w ith  E tO A c , and  the  
c o m b in e d  o rg a n ic  layers  w e re  w ashed w ith  w a te r, d r ie d , and 

evapora ted. T h e  res idue was p u r if ie d  b y  flash c o lu m n  chrc im a tog raphy 

o n  s ilica  ge l us ing  a m ix tu re  o f  c y c lo h e ia n é /E tO A c  (2 :1 )  to  g ive  the  

t it le  c o m p o u n d  3 (2 1 .5 6  g  84 % ) as a p a le -ye llo w  so lid : m p  8 3 - 8 5  ®C. 

'H  N M R  (6 0 0  M H z ,  C D C I3)  6  p p m  8.57 (d d ,  /  =  6.3, 2 ,9  H z , 1 H ) ,  

8.33 ( d d d , ;  =  9.0, 3.2, 3.1 H z , 1 H ) ,  7 .30  ( t ,  /  =  9.5 H z , 1 H ) ,  2 .82 (d , 
/  =  3.5 H z , 3  H ) ,  1.34 (s , 9  H ) .  M S  ( IS P j:  m /z  =  287 .0  [ M  +  H ] L  

A n a l. ( C i iH i jF N iO jS )  C a led : C  50.34% , H  5.28% , N  9 .78% , S 

11.20% . F o u n d : C  50.49% , H  5.02% , N  9.94% , S 11.31% .

(P)*2,2-Olfluoro-3-(2-fluoro-5-nltro--i3henyl)-3-({ff)-2-methy!- 
propane-2-sulfinylamlno)-butyric Acid Ethyl Ester (5).’ * l n  a 
d ry  appara tus, a suspensión o f  f rc s h ly  ac tiva ted  z in c  p o w d e r  (37 .5  g  

5 7 4  m m o l)  and C u C I (5 .9 9  g  60.5  m m o l)  in  d ry  T H F  (1 0 0  m L )  was 
hea ted u n d e r an in e rt  a tm o sphe re  to  re flu x 'fo r  30 m in . T l ie  suspensión 
was co o le d  lo  22 “ C  and tre a te d  w ith  a s o lu tio n  o f  e th y l 2 -b ro m o -2,2- 
d iflu o ro a ce ta tc  (3 0 .7  g  151 m m o l)  Ln d ry  T H F  (5 0  m L )  o v c r 1 h, and 

s t ir r in g  was c o n tin u c d  fo r  3 0  m in . T h e  b la ck  m ix tu re  was trea ted  w ith  

a s o lu tio n  o f  (K )-2 -m e th y l-p ro p a n e -2 -s u lf in ic  ac id  [ l- (2 - f lu o ro -S -n it ro -  
p h e n )d )- (£ )-e th y lid e n e ]-a m id e  ( 3 )  (1 7 .5  g  60.5  m m o l)  in  T H F  (5 0  

m L ) ,  a n d  s t ir r in g  was c o n t ln u e d  a t 22  ° C  fo r  2 h . T h e  s u s p e t^ io n  was 

f ilte re d  th ro u g h  D ic a lite  and washed w ith  f -b u ty l m e th y l c th c r. T h e
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c o m b in e d  f iltra te s  w e re  sub se q u e n tiy  w ashed w ith  aqueous c it r ic  ac id  

(S % ) and aqucous sa tu ra ted  N a H C 03  s o lu tio n , th e  o rg a n ic  la yer was 

d r ie d  o ve r N a jS 04  and filte re d , and  th e  f íltra te  w as evapora ted. T h e  

residue w as p u r if ie d  b y  flash c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  o n  s ilica  gel 

u s in g  a m ix tu re  o f  n -h e p ta n e /E tO A c  (2 :1 )  to  g ive  th e  t i t lc  co m p o u n d  

5  (1 7 .2 4  g  6 9 % ) as a y e ilo w  o il.  'H  N M R  (3 0 0  M H z ,  C D C I j)  8  p p m  

8.51 (d d , ;  =  6.6, 2 .7  H z , 1 H ) ,  8 .29  (d d d , /  =  9.1, 3.8, 3 .0  H z , 1 H ) ,  

7 .26  (d d , /  =  11.3, 9.1 H z , I  H ) ,  4 .72  (s , 1 H ) ,  4 .34  (q d , /  =  7.2, 1.5 

H z , 2  H ) ,  2 .0 9 -2 .1 7  (m , 3 H ) ,  1.32 ( t ,  /  =  7.3 H z , 3 H ) ,  1.32 (s, 9  H ) .  

M S  ( IS P ) ; m /z  =  41 1 .2  ( M  +  H ] * .  A n a l. ( C i í H j iF jN jO jS )  C a led ; C  

46.82% , H  5.16% , N  6.83% , S 7 .81% . F o u n d : C  46.73% , H  4.89% , N  

6.81% , S 7.66% . T h e  c o n fig u ra tio n  o f  the  n c w ly  in tro d u c e d  ste reogen ic  

c c n tc r  w as c o n firm e d  b y  X -ra y  c rys ta llo g ra p h ic  analysis o f  th e  ta rge t 

c o m p o u n d  1 4 d  co m p ie xe d  w ith  B A C E l (3 Z M G ) .

(ff)-2-Methyl-propane-2*sulfinic Acid [(R}-2,2-Dlfluoro-l-(2- 
fluoro-5-nitro-phenyl)-3*hydroxy-1-m ethyl-propyl]-am lde
(7 ) . * *  T o  a s o lu tio n  o f  (R ) -2 ,2 -d if lu o ro -3 - (2 - f lu o ro -5 -n itro -p h e n y l) -3 -  

( ( R )-2 -m e th y l-p ro p a n e -2 -s u lf in )d a m in o )-b u ty r ic  ac id  e th y l ester ( 5 )  
(3 .7 8  g  9 .2  m m o l)  in  d ry  T H F  (2 4  m L )  was added a t O ° C  lith iu m  

b o ro h y d rid e  (9 .0  m m o l) ,  an d  .s tirr ing  was c o n tin u e d  at O ° C  fo r  1.5 h. 

T h e  re a c tio n  m ix tu re  was que nched  b y  a d d it io n  o f  acc tic  acid  (1  m L )  

and w a te r, th e  m ix tu re  was extracted  w ith  E tO A c , and  th e  o rgan ic  

layers w e re  w ashed w ith  b r in e , d r ie d  o v e r  N a jS O ^, and evapora ted. 

T h e  res idue was p u r if ie d  b y  flash c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  o n  s ilica  gel 

u s in g  a m ix tu re  o f  n -h e p ta n e /E tO A c  (3 :2 )  to  g ive  th e  t i t lc  co m p o u n d  

7  (2 .9 0  g  86% ) as a p a le -y e llo w  so lid . 'H  N M R  (6 0 0  M H z ,  C D C I3)  8 

p p m  8 .46  (dd, J =  6.8, 2 .8  H z ,  1 H ) ,  8 .25 (ddd, ]  =  9.0, 3.7, 2 .9  H z ,  1 

H ) ,  7.25 ( d d , ; =  11.7, 9 .0  H z , 1 H ) ,  5-36 ( b r  s, 1 H ) ,  4 .5 1 -5 .0 3  (b rs ,  

1 H ) ,  4.21 (ddd,;  =  25.0, 13.4, 2 .7  H z , 1 H ) ,  3 .84  ( td ,  /  =  12.8, 7 ,9  H z , 

1 H ) ,  2 .19 (s, 3 H ) ,  1.31 (s, 9  H ) .  M S  ( iS P ) ;  m /z  *  369 .0  [ M  H ] * .  A  

sm a ll sam ple was recrys ta llize d  f ro m  E tO A c /« -h e p ta n c : m p  154—155 

“ C . A n a l. ( C ^ H is F jN iO ^ S )  C a led : C  45.65% , H  5.20% , N  7.60% , S 

8.70% . F o u n d : C  45.60% , H  5.07% , N  7 .79% , S 8.78%.

(/?)-3*Amlno-2,2-dlfluoro-3-(2-f]uoro-5-nitro-phenyl)-butan- 
I - 0 I (9 ).^ ^  A  s o lu tio n  o f  ( R ) -2  •m e th y l-p ro p a n e -2-s u lf in ic  ac id  [ (R ) -

2 ,2 -d if lu o ro - l- (2 - f lu o ro -5 -n i t ro -p h e n y l) -3 -h y d ro x y - l-m e th y l-p ro p y l] -  

am id e  ( 7 )  (3 .7 9  g  10.3 m m o l)  in  M e O H  (5 0  m L )  was tre a te d  w ith  a 

s o lu tio n  o f  H C l in  1 ,4 -d ioxanc (4  M ,  13 m L ) ,  and s t ir r in g  was 

c o n tin u e d  at 2 2  ° C  fo r  1 h. T h e  m ix tu re  was evapora ted , th e  residue 

was p a r t it io n c d  be tw een E tO A c  and  aqucous N a ^ C O j s o lu tio n  ( 2  M ) ,  

an d  th e  o rg a n ic  layers w e re  washed w ith  b r in e , d r ie d  o ve r N a jS 04 , 

f ilte re d , a n d  evapora ted to  g ive  th e  c ru d c  t it le  c o m p o u n d  9  (2 .5 0  g  

9 2 % ) as a p a le -y e llo w  so lid , w h ic h  w as used w ith o u t  fu r th e r  

p u r if ic a tio n . 'H  N M R  (6 0 0  M H z ,  C D C I3)  8  p p m  8 .49  (d d , /  =  7.0,

2.8 H z , 1 H ) ,  8.25 (d d d , J  =  9.0, 3.8, 2 .9  H z , 1 H ) ,  7 ,25  (d d , /  =  i 1.5, 

9.0  H z ,  1 H ) ,  4 .02  ( d d d , / =  19.7, 12.7, 8.6 H z , 1 H ) ,  3.86 (d d , 7 = 2 3 .5 ,

11.8 H z , 1 H ) ,  2 .0 1 -3 .6 3  (3  H ) ,  1.85 (d , 7 =  0 .9  H z , 3 H ) .  M S  ( IS P ) : 

m /z  =  265.1 [ M  -t- H ] ‘ . A  sm a ll sam ple  was tr itu ra te d  w ith  2 -p ro p a n o l: 

m p  1 1 0 -1 1 1  °C . A n a l. ( C m H n F jN iO j )  C a led : C  45.46% , H  4.20% , 

N  10.60% . F o u n d : C  45.67% , H  4.20% , N  11.03% .

{ft)-5,5-Oifluoro-4-(2-fluoro-5-nltro-phenyl)-4-methyl-S,6»di* 
hydro-4H-[1,3]oxazin-2-ylamine (11). T o  a s o lu tio n  o f  (R )-3 -  

a m in o -2 ,2 -d if lu o ro -3 - (2 - f lu o ro -S -n itro -p h c n y l) -b u ta n - l-o i ( 9 )  (1 .5  g  

5.7 m m o l)  in  E tO H  (3 0  m L )  a t 22  ®C was added  u n d e r a rgón  

cyanogen b ro m id e  (0 .91 g  8.6 m m o l) ,  an d  th e  lig h t-y e ilo w  s o lu tio n  

was s tir re d  in  a sealed tube  at 85  ° C  fo r  24  h . T h e  m ix tu re  was c o o lcd  

to  22  °C ,  evapora ted, and  th e  res idu e  p a r t it io n c d  be tw e en  E tO A c  and 

sa tu ra ted  aqucous N a ^ C O j s o lu tio n . T h e  o rg a n ic  layers w e re  d r ie d  

ove r N a 2S04 , filte re d , and evapora ted, an d  th e  res idue was p u r if ie d  b y  

flash c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  o n  s ilica  g c l u s in g  a m ix tu re  o f  n- 

h e p ta n e /E tO A c  (5 :2 )  to  a ffo rd  th e  t it le  c o m p o u n d  11 ( U O  g  79% ) 

as a p a le -y e llo w  so lid , 'H  N M R  (6 0 0  M H z ,  C D C I3)  8  p p m  8.59 (d d , J 

=  6.6, 2 .9  H z , 1 H ) ,  8.21 (d d d , }  =  9.0, 3.8, 3 .0  H z , 1 H ) ,  7 .20  (d d , /  =

10.6, 8.9 H z , 1 H ) ,  4 .2 5 -4 .4 5  ( 2  H ) ,  4 .27  (d d d , J  =  23.2, 11.8, 3 .8  H z , 

1 H ) ,4 .0 6  (d d d ,  7 =  11.7, 10.4, 8 .2  H z ,  1 H ) ,  1.79 ( t , 7  =  2.3 H z , 3 H ) .  

M S  ( IS P ) :  m /z  =  290 .2  [ M  +  H ] * .  A  sm a ll sam p le  was recrys ta llized  

fro m  E tO A c /n -h e p ta n e : m p  1 3 4 -1 3 5  “ C . A iia l.  ( C | ,H ,o F 3N 303) 

C a led : C  45.68% , H  3.49% , N  14.53% . F o u n d : C  45.63% , H  3.41% , N  

14.65%.

{ f f ) - 4 - { 5 * A m ln o - 2 - f lu o r o - p h e n y l ) - 5 , 5 - d l f lu o r o - 4 - m e th y l - 5 ,6 *  
d lh y d r o - 4 H - [ l ,3 ]o x a z ln - 2 - y la r T i ln e  (1 3 ) .* ^  T o  a s o lu tio n  o f  (R )-
5 .5 - d if lu o ro - 4 - (2 - f lu o ro -S -n i t r o -p h e n y l) - 4 - m e th y l-5 ,6 - d ih y d ro -4 H -  

[ l,3 ]o x a z in -2 -y la m in e  I I  (1 .2 9  g  4.47 m m o l)  in  E tO H  (3 5  m L )  was 

added  at 22  ®C u n d e r an in e r t  a tm o sphe re  p a lla d iu m  o n  ca rbón  (10%  

P d, 23 8  m g ), and th e  m ix tu re  was s tir re d  u n d e r  a hyd ro g e n  

a tm o sphe re  (b a llo o n )  a l 22  ®C fo r  1 h . T h e  cata lyst was f ilte re d  o f f  
and w ashed tw ic c  w ith  E tO H , and the  s o lve n t was re m o ve d  u n d e r 

re duced  pressure  to  give th e  c ru d e  t it le  c o m p o u n d  15 (1 .1 4  g, 98 % ) as 

a co lo rlcss  foam  w h ic h  was used w ith o u t  fu r th e r  p u r if ic a tio n . 'H  N M R  
(6 0 0  M H z , C D C I3)  5  p p m  6 .85  (d d , J =  11.7, 8.6 H z , 1 H ) ,  6 .79  (d d ,  J 

=  6.5, 3 .0  H z , 1 H ) ,  6 .58 (d d d , 7 =  8.6, 3-2, 3.1 H z . 1 H ) ,  4 .1 0 -4 .9 0  ( b r  

s, 2 H ) ,  4 .10  (d d d , /  =  13.2, 11.5, 7.5 H z , 1 H ) ,  3 .99 (d d d , J  =  18.2,

11.6, 5 .9  H z ,  1 H ) ,  3.55 ( b r  s, 2 H ) ,  1.75 ( t ,  J  =  2,3 H z , 3 H ) .  M S  

( iS P ) :  m /z  =  260.1 [ M  +  H ] * .  A  s m a ll sam ple  w as p u r if ie d  b y  flash 
c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  on  s ilica  gel us ing  a m ix tu re  o f  d ic h lo ro -  

m e th a n e /m e th a n o l (1 9 :1 )  c o n ta in in g  1% o f  a m m o n iu m  h yd ro x id e , 

fo llo w e d  b y  c rys ta lliza tio n  fro m  íe rt-b u ty lm c th y l e th c r: m p  122—123 

°C .  A n a l. ( C i iH j iF j N j O )  C a led : C  50.97% , H  4 .67% , N  16.21%. 

F o u n d : C  51.03% , H  4.52% , N  16.34%.

General Procedure for the Synthesis o f the Amides 14a and 
14d. T o  a .so lu tion  o f  th e  ca rb o xy lic  a d d  (0 .2 3  m m o l)  in  M e O H  (5  

m L )  a t O ®C was added  4 - (4 ,6 -d im e th o x y [ l.3 .5 ]t r ia z in -2 -  y ] ) -4 -  

m e th y lm o rp h o lin iu m  c h lo r id e  h yd ra tc  ( D M T M M )  (8 0  m g  0.27 

m m o l) .  T h e  co lo rless  s o lu tio n  was s tir re d  a t O ®C fo r  30  m in ,  th e n  a 

s o lu tio n  o f  (R ) -4 - (5 -a m in o -2 - f lu o ro -p h e n )d ) -5 ,S -d if lu o ro -4 -m e th y l-

5 .6 -d ih y d ro -4 H -[ l,3 )o x a z in -2 -y la m in c  ( 1 3 )  (5 4  m g  O . l l  m m o l)  in  

M e O H  (5  m L )  was added  d ro p w ise  at O ®C and th e  m ix tu re  was 

s tir re d  at 22 ®C fo r  20 h. T h e  m ix tu re  was p a r t it io n c d  betw een 

aqueous N a ^ C O j s o lu tio n  ( i  M )  and d ic h io ro m c th a n c , and the 
o rg a n ic  layers w e re  w ashed w ith  b r in e , d r ie d  o ve r N a 2S04 , and 

evapora ted. T h e  res idue was p u r if ie d  b y  flash c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  

o n  s ilica  ge l us ing  a m ix tu re  o f  m e th a n o l/m e th y le n e  c h lo r id e  ( 0 - 10% ) 

to  g ive  th e  p u ré  am ides 14a and 14d .

5 -C h lo ro -p y r id ¡n e -2 -c a rb o x y lic  A c id  [3 '( (R ) '2 'A m in o ^ 5 ,5 -d if íu o ro -  
4 -m € th y ^ -5 ,6 •d ih y d ro ^ 4 H • [^ ,3 ]o x a z in • 4 -y l) -4 - f íu o ro -p h e n y l]^ a m id e  
(1 4 a ).^  T h e  cond e n sa tío n  o f  13 (1 1 0  m g  0 .42  m m o l)  an d  5 -ch Io ro - 

py rid ine -2 -ca rfaoxy lic  ac id  (6 7  m g  0 .42  m m o l)  y ic id e d  th e  t i t lc  

c o m p o u n d  14a (1 2 2  m g  7 2 % ) as a co lo rless so lid . 'H  N M R  (3 0 0  

M H z , D M S O -d g )  8  p p m  10.70 (s, 1 H ) ,  8 .79  (d ,  J  =  2 .0  H z , 1 H ) ,

8 . 1 3 -  8.22 (m , 2 H ) ,  7 .95  (d d , J =  7.1, 2 .6  H z , 1 H ) ,  7 .8 3 -7 .9 1  (m , 1

H ) ,  7.15 (d d ,7  =  1 1 .8 ,8.8 H z , 1 H ) ,  4 .29  ( d d d ,7  =  17.8, 12.0, 5 .8  H z , 1 
H ) ,  4 .02  (d d d , /  =  1 7 .8 ,1 1 .8 , 5.8 H z ,  1 H ) ,  3 T 0  (s , 2  H ) ,  1.64 (s , 3 H ) .  

L C -H R M S : m /z  399 -08 39  [ ( M  +  H ) *  caled fo r  C n H ijC lF jN ^ O j* ,  

39 9 ,0 8 3 0 ], M S  ( iS P ) :  m /z  =  399 .2  [ M  -f H ] \
5 -C y a n o -p y r id in e ‘ 2 < a r b o x y l ic  A d d  {3 -((R )-2 -A m in o -S ,S -d if lu o ro -  

4 -m e th v l~ 5 ,6 -d ih y d ro - 4 H - [ l,3 ]o x a z in -4 - y l) - 4 - fJ u o r o - p h e n y l] -a m id e  
(1 4 d ) .*  T h e  cond e n sa tío n  o f  13 (8 0  m g  0.31 m m o l)  a n d  5-cyano- 

p yT id in e -2 -ca rboxy lic  ac id  (5 0  m g, 0 .34  m m o l)  y ie ld e d  th e  t it le  

co m p o u n d  1 4 d  (7 8  m g  65 % ) as a co lo rless  so lid . 'H  N M R  (6 0 0

M H z ,  D M S O -d g )  8  p p m  10.86 (s , 1 H ) ,  9.20 (d d , J  =  2.1, 0 .9  H z , 1

H ) ,  8 .58 (d d , 7 =  8 .2 ,1 1  H z , 1 H ) ,8 .2 8  (d d ,7  =  8 .2 ,0 .8  H z , 1 H ) ,7 .9 8  

(d d , 7 =  7.2, 2 .8  H z , 1 H ) ,  7.88 (d d d , /  =  8.8, 3.8, 2 .9  H z , 1 H ) ,  7.17 

(d d , 7 =  11.8, 8.8 H z ,  1 H ) ,  5.91 ( b r  s, 2  H ) .  4 .30  (d d d , }  =  18.5, 11.9, 
5 .4  H z , 1 H ) ,  4 .03  (d d d , )  =  17.4, 11.8, 5 .7  H z ,  1 H ) ,  1.65 (s , 3 H ) .  

L C -H R M S : m /z  390 .118 3  [ ( M  -t H ) *  ca led fo r  C ig H i^ F jN jO j* ,  

3 9 0 .1 1 7 2 ]. M S  O S P ): m /z  =  390 .2  { M  +  H ] * .  X - ra y  P D B  accession 
code: 3 Z M G .

3-Methyl-5-(trlfluoromethyí)-4,5-dlhydroÍsoxazoie (7 6 ) .  T o

d ie th y l c th e r (6 4 0  m L )  was added sub se q u e n tly  at - 7 8  ° C  3,3,3- 

t r i f lu o ro p ro p - l-e n e  (6 5 .3  g, 68 0  m m o l) ,  n itro e th a n e  (3 0 .0  g  40 0  
m m o l) ,  E t jN  (4 0 5  m g  4  m m o l) ,  and p h e n y l isocyanate  (9 7 .2  g  8 I 6 
m m o l) ,  th e  s o lu tio n  was w a rm e d  to  22  ®C, a n d  s t ir r in g  was c o n tin u e d  

fo r  74  h . T h e  suspens ión  was f ilte re d  and th e  f íltra te  d is t i l lc d  f ro m  b u lb  

to  b u lb  at 5 0 - 6 0  ® C /1 .0  m b a r to  g ive  a 9:1 m ix tu re  o f  th e  t it le  

co m p o u n d  7 6  and its  co rre s p o n d in g  p o s it io n  is o m e r (3 7 .3  g  61 % ) a.s 

3 p a le -y e llo w  L q u id . 'H  N M R  ( 6OO M H z ,  C D C I j)  8  p p m  4 .8 0 —4.87 

(m , 1 H ) ,  3 .24  (d d q , J =  17.8, 11.5, 1.0, 1.0, 1.0 H z , 1 H ) ,  3 .08  (d d q , /  

=  17.8, 5.8, 0.9, 0.9, 0 .9  H z , 1 H ) ,  2 .04  ( t ,  }  =  1.1 H z , 3 H ) .  'H  N M R  

signáis o f  p o s it io n  iso m e r 3 -m c th y l-4 - ( tr if lu o ro m e th y l) -4 ,5 -d ih y d ro l-
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soxazo le: 4 .4 4 -4 .5 3  (m , 2 H ) ,  3 -8 3 -3 .9 1  (m , 1 H ) ,  2 .12  ( t,  J  =  0 .9  H z, 

3 H ) .  M S : m /z  =  153 [ M ] \  A n a l, ( C jH é F jN O )  C a led: C  39.22% , H  

3 .95% , N  9 .15% . F o u n d : C  39-27% , H  3.60% , N  9.34% .

(3S,5S)-3-{2'Fluoro-phenyl)*3-methyl'5-trifluoromethyl-lso- 
xazolidine (79)- T o  a s tir re d  s o lu tio n  o f  l-b ro m o -2 -flu o ro -b c n z e n e  

( 7 7 )  (1 1 ,2  g  64  m m o l)  in  T H F  (5 0  m L )  and to lu e n e  (1 4 0  m L )  was 
added at —78  ®C n -B u L i (1 .6  M  in  liexane , 38  m L , 61 m m o l) ,  keep ing  

th e  te m p e ra tu re  b e lo w  —7 0  °C , a n d  s t ir r in g  was c o n t in u e d  at —78  ®C 

fo r  1 h . T o  a s o lu t io n  o f  3 -m e th y i - 5 - ( t r i f lu o r o m e th y l ) - 4 ,5 -  

d ih yd ro iso xa zo le  ( 7 6 )  (4 .6 8  g  30.6  m m o l)  in  to lu e n e  (3 3 0  m L )  

was added at —78  ®C B F j-E t iO  ( 8.68 g  61.1  m m o l) ,  w h ic h  was 
fo L o w c d  b y  th e  a d d it io n  o f  th e  p h e n y l l i th iu m  reagen t p repared  above 

u s in g  an in su la te d  cannu la  o ve r 10 m in  keep ing  th e  te m p e ra tu re  b e lo w  

- 7 0  ®C. T h e  m ix tu re  was s tir re d  at —78  ° C  fo r  1 h, q u e nched  w ith  

sa tu ra ted  aqueous N H ^ C l,  and ex tra c ted  w ith  E tO A c . T h e  o rgan ic  

layers w e re  w ashed w ith  b r in e , d r ie d , and  evapora ted , a n d  the  residue 
was p u r if ie d  b y  ílash c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  on  s ilica  gc l u s in g  a 

m ix tu re  o f  n -h c p ta n e /E tO A c  (5 0 :1 )  to  g ive  th e  racem ic  t i t le  

c o m p o u n d  7 9  (4 .2 7 5  g  56 % ) as a p a le -y e llo w  liq u id . T h e  racem ate 

w as reso lved  o n  a ch ira l H P L C  c o lu m n  (C h ira lp a c k  A D )  u s in g  n- 

h c p ta n e /E tO H  (9 5 :5 )  to  g ive  th e  des ire d  (3 S ,S S )-3 -(2 - f lu o ro -p h e n y l) -

3-m c lh y l-5- tr if lu o ro m e th y l- is o x a 2o lid in e  ( 7 9 )  (1 .7 1 9  g  23 % ) as the  

s lo w c r  e lu tin g  e n a n tio m e r w ith  p o s itiv e  o p tic a l ro ta tio n  and an ee > 

99.5% . 'H N M R ( 3 0 0 M H z ,  C D C l j ) 6 p p m  7.78 ( t d , /  =  8 .0 ,1 ,3  H z , 1 

H ) ,  7 .2 2 -7 .3 1  (m , 1 H ) ,  7 .14  ( td , J  =  7.7, 1.2 H z , 1 H ) ,  7 .05 (d d d , /  =

12.0, 8.1, 1.1 H z , 1 H ) ,  5.67 (s, 1 H ) ,  4 .27 (sx t, /  =  7.4 H z , 1 H ) ,  3.10 

(d d d , y =  13.4, 8.2, 1.0 H z , 1 H ) ,  2 .37 (dd,y =  13-3, 7.5 H z , 1 H ) ,  1.62 

(s, 3 H ) .  M S : m /z  =  25 0 .4  [ M  -i-  H ]* .  T h e  re la tive  and abso lu te  
c o n f ig u ra tio n  o f  th e  n c w ly  in tro d u c e d  ste re ogen ic  centers w e re  

c o n f irm e d  b y  X -ra y  c rys ta llo g ra p h ic  analysis o f  th e  ta rg e t co m p o u n d  

8 9  co m p ie xe d  w ith  B A C E l (4 J1 F ). (3 R ,5 R )-3 -(2 -F lu o ro -p h e n y l) -3 -  

m e th y l-S -tr if lu o ro m e th y l- is o x a z o lid in e  (1 .7 3 8  g  23 % ) was o b ta in e d  as 
th e  faster e lu tin g  e n a n tio m e r w ith  nega tive  o p tic a l ro ta t io n  and an ce >

99.5% .
{25,4S)-4-Afnlno-l,l,l-trifluoro-4-(2-fluorophenyl)pentan-2- 

Ol (81). T o  a s o lu tio n  o f  (3 S ,5 S )-3 -(2 - flu o ro -p h e n y l)-3 -m e th y l-5 -  

t r i f lu o ro m e th y l- is o x a z o lid in e  ( 7 9 )  ( l . 5 0  g  6 .02  m m o l)  in  E tO H  (3 5  

m L )  was added  22  ®C a m m o n iu m  fó rm a te  (3 .0 4  g. 48.2  m m o l)  and 
P d /C  (10% , 32 0  m g ),  and s t ir r in g  o f  th e  m ix tu re  was c o n tin u e d  at 22  

®C fo r  4  h . T h e  suspens ión  was f ilte re d , th e  f íltra te  was evapora ted, 

a n d  th e  re s id u e  was p a r t it io n c d  be tw een  E tO A c  and satura ted aqueous 

N a H C O j s o lu tio n . T h e  o rg a n ic  la yer was d r ie d  an d  evapora ted  to  give 

th e  c ru d c  t it le  c o m p o u n d  (1 .5 0  g  99 % ) as a co lo rlcss s o lid  w h ic h  was 

used w ith o u t  fu r th e r  p u r if ic a tio n . ‘ H  N M R  (3 0 0  M H z ,  C D C l j)  S p p m  

7.45 ( td ,  y  =  8.1 , 1.8 H z , 1 H ) ,  7 .2 8 - 7  J 7  (m , 1 H ) ,  7 .19  ( td , )  =  7.5,
I .2  H z , 1 H ) ,  7.09 (d d d , /  =  12.6, 8 .1 , 1.3 H z , 1 H ) ,  3.61 (d q d , }  =

I I . 4 ,6 .7 ,  6.7, 6.7, 2 .0  H z , 1 H ) ,  2 .50  ( d t , }  =  14.3, 1.6 H z , 1 H ) ,  1 .7 5 -
2.75 (b r ,  2 H ) ,  1.82 (dd ,y =  14.3, 11.5 H z , 1 H ) ,  1.69 (d ,y  =  1.2 H z , 3 

H )  ( O H  n o t  d e tec tab le ). M S : m /z  =  252 .2  [ M  +  H ] * .  A  s m a ll sam ple 
was p u r if ie d  b y  flash c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  o n  s ilica  gel us ing  a 

m ix tu re  o f  n -h e p ta n c /E tO A c : m p  113—115 °C - A n a l. ( C n H i jF ^ N O )  

C a led : C  52.59% , H  5.22% , N  5-58%. F o u n d : C  52.49% , H  5.24% , N  

5.73% .

(4S,6S}-4-(2*Fluorophenyl)-4-methy!-6-(tr¡fluoromethyl)-5,6- 
dihydro-4H-1,3-oxa2in-2-amlne (83). T o  a s o lu tio n  o f  (2S ,4S )-4- 
a m in o - l , l , l - t r i f lu o ro - 4 - (2 - f lu o ro p h c n y l) p e n ta n - 2 - o l ( 8 1 )  (1 .8 3 4  g  

7 .30  m m o l)  in  E tO H  (3 8  m L )  was added  a s o lu tio n  o f  B r -C N  (5  
M  in  C H jC N ,  2 .2  m L , 11.0 m m o l) ,  a n d  th e  m ix tu re  was s t in e d  in  a 

sealcd tu b e  at 85  ®C fo r  15 h . T h e  m ix tu re  was evapora ted  and th e  
res idue p a r t it io n c d  be tw een  E tO A c  and sa tu ra ted  aqueous N a jC O j 
s o lu tio n , a n d  th e  o rg a n ic  la yer was d r ie d  and evapora ted, and  th e  

res idue was p u r if ie d  b y  c h ro m a to g ra p h y  ( s i l ic a - N H i)  us ing  a m ix tu re  
o fn -h e p ta n e /E tO A c  (5 :1  to  0 :1 )  to  sdford th e  t it le  co m p o u n d  8 3  (8 1 7  

m g  4 1 % ) as a co lo rless  o il.  ‘ H  N M R  (6 0 0  M H z ,  C D C I3)  6  p p m  7.38 

( td , y  =  8.1, 1.9 H z ,  1 H ) ,  7 .2 4 -7 ,2 9  (m , 1 H), 7 .13  ( td , y  =  7 .6 ,1 ,3  H z, 
1 H ) ,  7 .04  (d d d , }  =  12.4, 8,1, 1.3 H z ,  l  H), 4 ,35  ( b r  s, 2 H), 3.97 

(d q d , y =  12.4, 6.0, 6.0, 6.0, 2.8 H z , 1 H ) ,  2 .77  (d d , /  =  13.6, 2 .8  H z , 1 

H ) ,  1.86 (d d , y =  13.6, 12.6 H z , 1 H). 1.63 (d . /  =  1.3 H z , 3 H ) .  M S : 
m /z  =  277.1 [ M  +  H ] * .  A  sm a ll sam ple  was sub jected  again to  flash 
c o lu m n  c h ro m a to g ra p h y  o n  s il ic a -N H j ge l u s in g  a m ix tu re  o f  n-

h e p ta n e /E tO A c : A n a l. ( C i iH u F ^ N jO )  C a led  C  52.18% , H  4.38% , N  

10.14% . F o u n d : C  52.04% , H  4 .14% , N  10.05%.

(45.65)-4-(2-Fluoro-5*nitrophenyl)-4-methyl*6*(trifluoro* 
methy!)-5,6-dihydro-4H-1,3-oxa2in'2-amine (85). T o  concen- 
tra te d  s u lfu r ic  a d d  ( l l  m L )  was add ed  p o r t io n  w isc  (4S ,6S )-4 -(2 - 

f lu o ro p h e n y l) -4 -m c th y l-6 - ( l r i f lu o ro m e th ) j l) -5 ,6 -d ih y d ro -4 H - l ,3 -o x a -  
iin -2 -a m in e  ( 8 3 )  (7 6 0  m g  2.75 m m o l)  at 22 ®C, th e  s o lu tio n  o b ta in e d  

was c o o le d  to  O ®C and tre a te d  w ith  re d  fu m in g  H N 03  (0 .1 7  m L , 3.85 

m m o l)  ove r 2 0  m in ,  an d  s t ir r in g  was c o n tin u e d  at O ®C fo r  3 0  m in . 

T h e  re a c tio n  m bcture was s lo w ly  added  to  c rushed  íc e /w a te r  (1 5 0  
m L ) ,  th e  p H  was ad jus ted  to  10 us ing  N a O H , th e  aquepus la yer was 

ex tra c ted  w ith  E tO A c , th e  o rg a n ic  la yer was d r ie d  and evapora ted, and 
th e  res idu e  was c h ro m a to g ia p h e d  o n  s ilica  gel us ing  a m ix tu re  o f  n- 

h e p ta n e /E tO A c  (3 :1 )  to  a ffo rd  th e  t it le  c o m p o u n d  8 5  (8 0 0  m g  91% ) 
as a p a le -ye llo w  o il.  * H  N M R  (3 0 0  M H z ,  C D C I3)  <5 p p m  8 .37  (d d , }  =

7.0, 2 .9  H z , 1 H ) ,  8.19 (d d d , }  =  8.9, 4.0 , 3 .0  H z , 1 H ) ,  7.21 (d d , )  =

10.7, 8 .9  H z ,  1 H ) ,  4.31 ( b r  s, 2  H ) ,  3 .8 7 -4 .0 1  (m , 1 H ) ,  2.78 (d d , J =

13.8, 2.7 H z , 1 H ) ,  1.95 (d d , }  =  13.8, 12.8 H z , 1 H ) ,  1.64 (d , )  =  1.2 

H z , 3 H ) ,  M S : m /z  =  322 .5  ( M  +  H ] * .

(45.65)-4-(5-Amlno-2-fluorophenyl)-4-methyl-6-(tr¡fluoro- 
methyl)-5,6-dÍhydro-4H-1,3-oxa2Ín-2-amÍne (87). A  suspensión 

o f  (4 S ,6 5 ) -4 -(2 - f lu o ro -5 -n itro p h e n y l) -4 -m e th y l-6 - ( t r if lu o ro m e th y l) -

S ,6 -d ih y d ro -4 H -l,3 -o x a z in -2 -a m in e  (8 5 )  (7 6 5  m g  2 .38  m m o l)  in 

É tO H  (45 m L )  and  E t jN  (0 .3 3  m L , 2.38 m m o l)  was tre a te d  w ith  P d /  

C  ( 10%, 127 m g ), and th e  m ix tu re  was h yd roge na te d  at a tm o sphe ric  

pressure and 22  ®C fo r  3 h. T h e  m ix tu re  was filte re d  an d  th e  fíltra te  

evapora ted  to  g ive  th e  c ru d e  t it le  co m p o u n d  8 7  (6 8 0  m g  9 8 % ) as a 
co lo rless  fo a m  w h ic h  was used w ith o u t  fu r th e r  p u r if ic a tio n . ‘ H  N M R  

(3 0 0  M H z ,  C D C l j )  5  p p m  6.83 (d d , y =  11(7, 8 .5  H z , 1 H ) ,  6.67 ( d d ,y  

=  6.9, 2.8 H z , 1 H ) ,  6 .52  (d d d , J  =  8.5, 3.0, 3.0 H z , 1 H ) ,  4 .04  (d q d , y  =

12.3.6 .0 .6 .0 .6 .0 ,  2.8 H z , 1 H ) ,  3 .9 0 -4 .6 0  ( b r  s, 2  H ) ,  3 .57  ( b r  s, 2  H ) ,
2 .76  (d d ,y=  13.5, 2 .8  H z , 1 H ) ,  1.81 (dd,y =  1 3 .4 ,1 2 .6  H z , 1 H ) ,  1.60 

(d, y =  U  H z , 3 H ) .  M S : m /z  =  292 .5  [ M  +  H ] L  A n a l. 
( C i iH i jF ^ N jO )  C a led: C  49.49% , H  4.50% , N  14.43% . F o u n d : C  

49.25% , H  4.51% , N  14.15% .

A/-(3-((4S,65)-2-Amíno-4-methyl-6-(trlfluoromethyl)-5,6-di- 
hydro-4H-l,3-oxa2¡n-4-yl)-4-fluorophenyl)-S-cyariop¡colina- 
mide (89). T h e  c o u p lin g  o f  (4 S ,6 S )-4 -(S -a m in o -2 -flu o ro p h e n y l)-4 - 
m e lh y l-6 - ( lr 'ií \u o ro m e th y l) -5 ,6 -d ih y d ro -4 H -  l,3 -o x a z in '2 -a m in e  ( 8 7 )  

and 5 -cya n o -p y rid in e -2 -ca rb o xy iic  acid (6 5 ) ,  ca rried  o u t a c c o rd in g  to  

th e  genera l p ro ce d u re  fo r  14a and I4 d ,  y ie ld e d  a c rude  m a te ria l w h ich  

was p u r if ie d  b y  c h ro m a to g ra p h y  (s il ic a -N H 2)  u s in g  a m ix tu re  o f  n- 
h e p ta n e /E tO A c  (1 :1 )  to  g ive  th e  t it le  c o m p o u n d  8 9  (6 9 %  y ie ld )  as a 

co lorless so lid . ’ H  N M R  (3 0 0  M H z ,  C D C I3)  5  p p m  9 .84  (s, I  H ) ,  8.89 

(d d , y =  2.0, 0.8 H z , 1 H ) ,  8 .43 (dd,y =  8.1, 0 .8  H z , 1 H ) ,  8 .20  (d d , )  = 

8.3, 2 .0  H z , 1 H ) ,  7 ,99  (d d d , )  =  8.7, 4.1 , 2 .9  H z , 1 H ) ,  7 .48 ( d d , )  = 
7.1, 2.8 H z , 1 H ) ,  7.11 (d d , )  =  11.4, 8.8 H z , 1 H ) ,  4 .24  ( b r  s, 2  H ) ,
4.03 (d q d , y =  12.2, 6.0, 6.0, 6.0, 2.6 H z, 1 H ) ,  2.81 (d d , J  =  13.7, 2.6 

H z , 1 H ) ,  1.89 (d d , J  =  13.6, 12.8 H z , 1 H ) ,  1.64 (d , }  =  1.0 H z , 3 H ) .  

L C -H R M S  m /z  422 .124 3  [ ( M  +  H ) ’  caled fo r  C is H i^ F ^ N s O i* ,  
4 2 2 .1 2 3 5 ]. M S : m /z  =  422 .5  [ M  +  H ] L  X -ra y  P D B  accession code: 
4J1F.

BACEl a r td  BACE2 Enzyme Assay. E n zym e  in h ib it io n  assays 

w e re  p e rfo rm e d  ln  3 8 4 -w e ll m ic ro t i tc r  plateS (b la c k  w ith  d e a r b o tto m , 

n o n b in d in g  surface f ro m  C o rn in g  cat. n o . 3 6 5 5 ) in  a fin a l v o lu m e  o f  

51 / í L  T e s t c o m p o u n d s  d isso lved  in  D M S O  at a co n ce n tra tio n  o f  10 

m M  w e re  se ria ily  d ilu te d  in  D M S O  (1 5  c o n ce n tra tio n s , i / 3  d i lu t io n  

steps, f in a l c o n c e n tra tio n  range : 2 0 0 -0 .0 0 0 4  / íM ) .  T h e n  1 o f  

d ilu te d  co m p o u n d s  w e re  m ixe d  w ith  4 0  f i L  o f  enzym e o n  an H S tP  
T e leshake r fo r  4  m in . A f te r  a d d it io n  o f  th e  M R 1 2 1 -la b c lc d  substrato, 
th e  p lates w e re  again s tro n g ly  shaken fo r  2 m in . T h e  e nzym a tic  
re a c tio n  was foU ow ed b y  re a d in g  the  fluo rescencc e m iss ion  o n  a p íate : 

v is ió n  re a d e r ( P e rk in -E lm c r )  ( e x c ita t io n  w a ve le n g th , 6 3 0  n m ; 

em iss ion , 695 n m )  fo r  at least 30  m in  in  a k in e tic  m easurem ent 

d e te c tin g  an increase o f  M R 1 2 1  fluo rescencc fo llo w in g  th e  c u ttin g  o f  

th e  q u e nched  substra te . T h e  s lope  in  th e  lin e a r  range  o f  th e  k in e tic  

was ca lcu la ted  and th e  IC 50 o f  th e  tes t c o ip p o u n d s  w e re  d e te rm in e d  
u s in g  a fo u r  p a ra m c lc r  H i l l  e q u a tio a  fo r  cu rve  f i t t in g  o n  th e  ca lcu la ted  

% in h ib it io n  valúes re fe renced to  w e lls  w ith o u t  enzym e a n d  w e lls  w ith  

enzym e b u t  n o  test c o m p o u n d , respective ly . B A C E l enzym e used in
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th e  assay was p repa red  and p u r if ie d  as described.*® T h e  p re p a ra tio n  o f  

B A C E l was ca rried  o u t  fo llo w in g  exactly  the  k n o w n  p r o to c o l. ^  
B A C E l/ 2  assay: T h e  f in a l enzym e co n ce n tra tio n  in  th e  assay w as 30  

and  125 n M , respective ly . T h e  assay b u ffe r  was 100 m M  so d iu m  
acétate, 20  m M  E D T A ,  0 ,05%  BS A, p H  4.0. T h e  substra to  p cp tid e  was 

o f  s c q u e n c e  W S E V N L D A E F R C -M R 1 2 1  a n d  used  a t a f in a l 

c o n c e n tra tio n  o f  30 0  n M .
Cathepsin D  Enzyme Assay. C a the ps in  D  f ro m  h u m a n  liv c r  was 

purchascd  f ro m  C a lb io ch e m  (ca t. no . 2 1 9 4 0 !)  and used at a fina l 

c o n c e n tra tio n  o f  2 0 0  n M . T h e  assay b u ffe r  was 100 m M  so d iu m  

acétate at p H  5.5 w ith  0 .05%  BSA. T h e  la bc led  substra to  p c p tid e  was 

o f  sequ cncc W T S V L M A A P C -M R 1 2 1  (m ea su re m en t t im e  > 6 0  m in ) .
Cathepsin E Enzyme Assay. R e co m b in a n t h u m a n  ca theps in  E 

was pu rchascd  f ro m  R & D  System s (ca t. no . 1 29 4 -A S ) and used a t a 

fin a l c o n c e n tra tio n  o f  0.01 n M . T h e  assay b u ffe r  was 100 m M  so d iu m  
acétate at p H  4 .5  w ith  0 .05%  B S A. la b c le d  substra te  was o f  
sequcnce M R 1 2 1 -C K L V F F A E D W .

Renln Enzyme Assay. R e n in  was purchascd  fro m  A n aspcc (cat. 

n o . 7 2 0 4 1 ) an d  used  a t a f in a l c o n c e n tra t io n  o f  S n M .  T h e  assay b u ffe r 

w as 50  m M  M E S  at p H 6 .2  w ith  0 .5%  B S A  an d  2 m M  E D T A . T h e  

substra te  p e p tid e  was o f  sequencc W IP H P F H L V 1 H T C -M R 1 2 1 .

Pepsin Enzyme Assay. Pepsin f ro m  p o rc ín e  s tom a ch  m ucosa was 
purchascd  fro m  C a lb io ch e m  (ca t. n o . 5 1 6 3 6 0 ) and used at a fina l 

c o n c e n tra tio n  o f  8 n M . T h e  assay b u ffe r  was 100 m M  s o d iu m  acetato 

at p H  4 .0  w ith  0 .05%  B S A , and th e  substra te  was th e  same as fo r  
ca theps in  D . A l l  substra te  p ep tides  w e re  p repa red  an d  p u r if ie d  by  

B iosyn tan , B e rlín , G e rm any , a n d  purchascd as lyo p h ü ize d  pow ders. 
A f te r  re c o n s t itu tio n  in  D M S O  s m a ll a liq u o ts  w e re  k e p t at —20  °C .

Cell'Based Assdy. H E K 2 9 3  ce lls  trans fec ted  w ith  w ild - ty p e  h u m a n  

A P P  c D N A  w e re  seeded in  96 -w e Il M ic r o t i tc r  p lates in  ce ll cu ltu re  
m é d iu m  ( Isco ve ’s, p lu s  10% ( v / v )  fe ta l b o v in o  serum , p e n id l l in /  

s tre p to m y c in )  to  a b o u t 90%  con flu ency , an d  th e  co m p o u n d s  w e re  
added  at a 3 x  c o n c e n tra tio n  in  1 /3  v o lu m e  o f  cu ltu re  m é d iu m  ( f in a l 

D M S O  c o n c e n tra tio n  was k e p t at 1% v / v ) .  A f te r  18—20  h  in c u b a tio n  

at 37  ° C  and 5% C O j in  a h u m id if ic d  in cu b a to r, the  cu ltu re  
s u p e rn a la n ls  w e re  h a rv e s tc d  fo r  th e  d e te rm in a t io n  o f  A ^ 4 0  
c o n ce n tra tio n s  b y  A lp h a U S A  tc c h n iq u e  u s in g  P e rk in E lm e r H u m a n  

A m y lo id  /? 1 - 4 0  k i t  ( A / y i - 4 0 ,  h ig h  s p c c if id ty ,  c a t  no . A L 2 7 5  C /F ) .  
In  a P e rk in E lm e r O p tiP la te  —38 4  (ca t. n o . 6 0 0 7 2 9 0 ), 6  f iL  o f  cu ltu re  

supe m a tan ts  w e re  added  to  2 f i L  o f  A lp h a L IS A  A n t i h u  A f l  a ccep to r 

beads (5 0  / í g /m L ) ,  5 n M  B io t in y la te d  A n tib o d y  A n t i  A / /1 - 4 0 ,  IX  

A lp h a L IS A  H IB lo c k  b u ffe r  s o lu tio n  and in cu b a te d  fo r  1 h  a t ro o m  

te m p e ra tu re . T h e n  16 p L  o f  a S tre p ta v id in  D o n o r  beads (2 5 0  n g /m L  

in  IX  A lp h a L IS A  s o lu t io n )  w e re  added, an d  th e  p ía te  was in cuba ted  

fo r  30  m m  at ro o m  te m p e ra tu re . L ig h t  e m iss ion  at 615 n m  was th e n  
re co rd e d  on  an E n \f ls io n -2 1 0 4  m u lt ila b e l reader. Levé is o f  A ^ 4 0  in  the  

c u ltu re  supem atan ts  w e re  ca lcu la ted  as pcrcen tage  o f  m á x im u m  signal 
(ce lls  trea ted  w ith  1% D M S O  w ith o u t  in h ib i to r ) .  T h e  IC jo  valúes w ere  

ca lcu la ted  u s in g  th e  Excel X L f i t  so ftw are .
P*gp Assay. B id irc c t io n a l tra n s p o rt was exam ined  in  L L C -P K l 

ce lls  (L e w is - lu n g  cáncer p o rc in e  k id n e y  1 1, A T C C  C l ^ l O l )  s tab ly  
express ing h u m a n  M D R l.  T h e  ce ll Unes w e re  o b ta in e d  f ro m  D r . A lfrc d  
S c h in k c l, T h e  N e th c r la n d s  C á n c e r In s t i tu to  (A m s tc rd a m , T h e  

N e th e rla n d s ) and used u n d e r a license agreem ent. B o th  ce ll lines 
w e re  c u ltu re d  on  sem ipe rm eab le  in s e rt p la tes (Co.star, surface arca 

0 .33  c m ^  p o re  size 3 .0  / tm ) ,  and tra n s p o rt e xp e rim e n ts  w ere 
p e rfo rm e d  o n  day 4  a fte r seed ing u s in g  m é d iu m  w ith o u t  p h e n o l red. 

B id ire c t io n a l tra n s p o rt was assessed in  tr ip líc a te  inserts  w ith  o r  w ith o u t  
in h ib i to r  (e lac rid a r, 1 ; íM ) ,  and th e  ce ll m o n o la y e r in te g r ity  was 

asse.sscd v ia  th e  p e rm e a b ility  o f  lu c ife r  y e i lo w  (1 0  p M ) .  B c fo rc  each 

assay, th e  cu ltu re  m é d iu m  in  th e  rccc ive r c o m p a rtm e n t w as rcp la ccd  

w ith  fresh m é d iu m . B id irc c t io n a l tra n s p o rt was th e n  in it ia te d  b y  the  
a d d it io n  o f  m é d iu m  cons ís ting  o f  tes t c o m p o u n d  ( l  p M )  and lu c ife r  
y e i lo w  to  th e  d o n o r  co m p a rtm cn ts . T h e  p la tes w e re  in cu b a te d  fo r  3.5 

h at 37  ®C, 5%  C O j,  and a ir-sa tu ra ted  h u m id ity .  A t  th e  c n d  o f  

in c u b a tio n , sam ples w e re  taken  f ro m  th e  d o n o r  a n d  th e  recc ive r 

co m p a rtm e n ts , and th e  levels o f  each c o m p o u n d  w e re  d e te rm in e d  

e ith e r b y  L C -M S /M S  o r  s c in ti lla t io n  co u n tin g . L u c ife r  y e i lo w  in  the  
rece ive r sam ples was q u a n tifie d  us ing  a fluorescence-based p ía te  reader 

set a t e xc ita tio n  and em iss ion  w ave leng ths o f  43 0  an d  535 run ,

respective ly . E xp e rim e n ts  sh o w in g  lu d fe r  y c llo w  p e rm c a tio n  su p e rio r 

to  1 % /h  w ere re jec ted . T h e  a p p a rcn t p e rm e a b ility  c o e ff id c n t (P,pp) 

w as ca lcu la ted  u s in g  th e  fo llo w in g  e q u a tio n : P,pp =  1/ ( A - C o) . ( d Q /d f ) ,  
w h e re  d Q /d t  is th e  a m o u n t o f  c o m p o u n d  tra n s p o n e d  o ve r t im e , A  is 

th e  surface area o f  th e  tran sw e ll, and Q  is th e  in it ia l co n ce n tra tio n  o f  

th e  test c o m p o u n d . M e a n  P ^ p  va lué  an d  s tanda rd  d c v ia tio n  w ere 

ca lcu la ted  fro m  tr ip líc a te  inserts . A c tiv e  e fflu x  b y  M D R l was assessed 

b y  d e te rm in in g  th e  v e c to r ia l tra n s p o rt o r  e fflu x  ra tio  (E R ), ca lcu la ted 
fro m  th e  baso la te ra l-to -ap ica l P,pp d iv id e d  b y  th e  ap ica l-to -baso la te ra l 

P D ig o x in  was in c lu d e d  in  each e xp e rim e n t as a p o s itive  c o n tro l.

HERG Inhibition. H E R G  in h ib it io n  was tested as described.*^
Protein Crystallography. X -ra y  c rys ta l s truc tu res  o f  B A C E l and 

B A C E 2  w e re  d e te rm in e d  as described  b y  K u g ls ta ttc r  et al.*® and R u f  et 

al."'®
Pharmacokinetic Experiments ln Mice and Rats. Animáis 

and Housing Conditions. A n im á is  w e re  m a in ta in e d  in  a 1 2 /1 2  h 

lig h t /d a rk  cycle, w ith  lig h ts  s ta rt in g  at 6 a.m., and  expe rim en ts  w e re  
c o n d u c te d  d u r in g  th e  lig h t  phase. A n im a l h o u s in g  and e xpe rim en ta l 

p ro ce d u re s  w e re  in  l in c  w ith  e th ica l an d  lega l g u idc lines  a n d  w ere 

a u th o r iz c d  b y  lo ca l v e te r in a ry  au th o ritie s .
E x p e rim e n t.  C o m p o u n d  8 9  was a d m ln is te re d  to  fem a le  C 5 7 B I/6 N J  

m ice . A t  in d ica te d  t im e  p o in ts  p lasm a an d  b ra in  sam ples w ere  

quenched  w ith  o rg a n ic  .solvent. (1  v o l o f  sam ple  +  3 v o l o f  

a c e to n itr ile /m c th a n o l,  1:1 ( v / V )  c o n ta in in g  an in te m a l s ta n d a rd ). 

A f te r  c c n tr ifu g a tio n  fo r  m in  at 4000g, th e  su p e m a ta n t was d ilu te d  w ith  

one v o lu m e  o f  aqueous 10 m M  a m m o n iu m  acétate at p H  3. Sam ples 
w e re  th e n  d ire c t ly  in je c tc d  o n to  an L C -M S /M S  .system to  q u a n tify  

c o m p o u n d  c o n ce n tra tio n s  aga inst a c a lib ra tio n  cu rve  a s in g  ana lyte 

spec ific  tra n s it io n s . P h a rm a co k in e tic  s tu d ics  in  rats w e re  c o n d u c tcd  
a c c o rd in g ly  u s in g  th e  fo llo w in g  fo rm u la tio n s : P O  m ic ro su sp e n s io n  in  

g e la t ín /N a C l (7 .5 % /0 .6 2 %  in  w a te r )  a t 1.25 m g  8 9 /m L ;  IV  0 .5  m g  

8 9 /m L  0 .9%  N a C l in  w a te r /N M P  ( 3 0 /7 0 ) .

Inhibition of A/J40 (n Brain o f Wild-Type Mice. Animáis and 
Housing Conditions. A n im á is  w e re  m a in ta in e d  in  a 1 2 /1 2  h  l ig h t /  

da rk  cycle , w ith  lig h ts  s ta rt in g  at 6  a.m., and e xp e rim e n ts  w ere 
c o n d u c te d  d u r in g  th e  lig h t  phase. A n im a l h o u s in g  and e xp e rim e n ta l 

p rocedu res  w e re  in  lin e  w ith  e th ica l and  lega l g u id c lin e s  and w ere 

a u th o r iz c d  b y  lo ca l v e te r in a ry  au th o ritie s .

E x p e rim e n t.  F em a le  C 57B 1/6J m ice  w e re  tre a te d  w i th  d iffe re n t 

doses o f  th e  co m p o u n d s , 3 - 4  an im a ls  p e r tre a tm e n t g ro u p . T h e  test 

c o m p o u n d  was d isso lved  in  5%  E tO H , 10%  S o lu to l, a n d  was a p p licd  

p e r  os a t 10 m L A g .  A f te r  4  h , th e  an im a ls  w e re  sacrificed  and b ra in  

a n d  p lasm a  w e re  coUected. T h e  b ra in  was c u t in to  halves and 

im m e d ia te ly  fro z c n  o n  d ry  ice. B ra in  was used fo r  m easu rem en t o f  

A / Í4 0  a n d  p lasm a was used fo r  d e te rm in a t io n  o f  c o m p o u n d  exposure . 

T h e  m e th o d  fo r  A ^ 4 0  d e te rm in a t io n  in  b ra in  ly.satcs fo llo w e d  the  

k n o w n  p ro ce d u re .**  B ra in  tissue was h o m o g e n izcd  in  2%  D E A  b u ffe r 

in  a R oche  M a g n a L yse r (2 0 " ,  4 0 0 0  rp m )  and  subse q u e n tly  c c n tr ift ig c d  

fo r  1 h  at lOOOOOg. D E A  was reduced  to  0 .2%  in  50  m M  N a C l and 
o n e -h a lf o f  th e  D E A  lysate was passed o ve r an O asis S o lid  phase 

e x tra c tio n  p ía te  (W a te rs ; cat. n o . 1 8 6 0 0 0 6 7 9 ), w h ic h  h a d  b e cn  

ac tiva ted  w ith  M e O H  and e q u ilib ra te d  in  d H jO  (1  m L  each ). A f te r  
washcs in  10%  and 30%  M e O H  ( l  m L  each ), th e  A ^ -p c p t id c s  w ere  

e lu te d  in  0 .8  m L  o f  2%  N H « O H  in  90%  M e O H . T h e  e lua te  w as d r ie d  

o ve r a f lo w , and th e  d r ie d  sam ple was rc c o n s t itu te d  in  30  p L  o f  

A lp h a L IS A  assay b u ffe r. A /340 was d e te rm in e d  b y  an A lp h a L IS A  assay 

(P e rk in -E Im e r) .  In  a w h ite  9 6 -w e ll, h a l f  arca m ic ro p la te  (P e rk in -E Im e r 

cat. no . 6 0 0 5 5 6 1 ), 20  p L  o f  th e  rc c o n s t itu te d  sam ple w e re  m ixed  w ith  

5 p L  o f  b io tin y la te d  B A P -2 4  (s p e d fic  fo r  C - te rm in u s  o f  A /?40*^), s tock  

=  4 .4  m g /m L ,  f.c.5.5 p g /m L ) ,  an d  5 p L  2 S 2 Q 6  accep to r beads 
(2 S 2 Q 6  a n t ib o d y , In v it ro g e n  A M B 0 0 6 2 )  h a d  b e e n  p rc v io u s ly  

co n ju g a te d  w i th  A lp h a L IS A  A c c e p to r  beads (P c rk in -E b n c r  caL no . 

6 7 7 2 0 0 2 ); fin a l d i lu t io n  1 :5 0 0 ). T h e  m ix  was in c u b a te d  fo r  1 h  a t R T  

in  th e  dark. T h e n  20  p L  o f  S trcp ta v in -co a tcd  D o n o r  Beads (P e rk in -  
E Im e r cat. no . 676 0002 , fin a l d i lu t io n  1 :1 2 5 ) w e re  added and th is  fina l 

m ix  was in cu b a te d  in  th e  d a rk  fo r  a n o th e r 3 0  m in  at R T  b e fo re  R F U  

w as m easured in  an A lp h a S c rccn  R eader (P e rk in -E lm c r  E n v is io n  
2 1 0 4 ).

Inhibition of CSF A^40 ln Wlld-Type Rats. Animáis and 
Housing Conditions. A n im á is  w e re  m a in ta in e d  in  a 12 :12  h
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lig h t:d a rk  cycle , w ith  lig h ts  s ta rt in g  at 6  a.m., an d  « q )e r im e n ts  w e re  

c o n d u c te d  d u r in g  th e  lig h t  phase. A n im a l h o u s in g  and e xpe rim en ta l 

p rocedu res  w e re  in  l in c  w ith  e th ica l and lega l gu idc lines , and w ere  
a u th o ríze d  b y  lo ca l v e te r in a ry  au th o ritie s .

E x p e rim e n t.  ln  th is  in  v iv o  m o d c l, w e  fo L o w e d  th e  k in e tic s  o f  

changes in  ra t C S F AflA O  in  an acute tre a tm e n t s tudy. F o r th is  
pu rp o se , m a le  rats (W is ta r)  w e re  p re p a re d  w ith  a cannu la  in se rte d  in to  

th e  C is te rn a  m agna .*’  A p p ro x im a te ly  1 w eek a fte r su rgcry , 2 - 3  

an im a ls  w e re  tre a te d  w ith  o n e  dose o f  th e  test c o m p o u n d  b y  gavage 

(c o m p o u n d  p re p a re d  in  10% s o lu to l, 5%  e thano l, and 85%  w a te r, 4 

m L /k g ) .  C S F  was d ra w n  at 2 and 1 h  b e fo re  c o m p o u n d  a p p lica tio n  

and  th e n  at d iffe re n t t im e  p o in ts  p o s ta p p lica tio n , th e  v o lu m e  o f  CSF 

w ith d ra w n  at each t im e -p o in t  w as a b o u t 10 p L .  F o r  th e  d e te rm in a tio n  
o f  A ^ -p e p lid e  in  th e  ra t C S F  a com m ercda l E L IS A  k it  spec ilic  fo r  AfiAO  

was used a cco rd ing  to  th e  p ro to c o l o f  th e  m a n u fa c tu re r (W A K O , cat. 

no . 2 9 4 -6 4 7 0 1 ,  h u m a n /ra t  ^ -a m y lo id  4 0 ) .  Because o f  in te ra n im a l 

d iflé rences  in  base line  A ^ 4 0  le vc l in  C S F th e  p re tre a tm e n t sam ples 
w e re  used to  de fin e  th e  100%  A /H O  le ve l fo r  each in d iv id u a l an im a l 

an d  th e  su b s e q u e n t p o s t- tre a tm e n t va lúes  w e re  expressed as 

pcrcen tage  o f  th is  c o n tro l valué.
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