DENCIA DE INDUSTRIAY COMERClO

SN\M\\“\W\\%\M\\\\\‘i\l\\i\\W\\W\M\M\W\M\N\W\W\W\\\\M\\N\M\%\\%\\\\m

CR
N 2013—05 30 16 4416 Dep. 2020 DEQNI\A%%IQEU
[\’“"’; frech$ 1 PATENTEIYIl Eve; 378 FAS
j } (7 Act. 411 PRESENTACION Folios: 4
‘ e T
, } J——

Industria y C@m@mﬁ@

SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

SOLICITUD DE PATENTE DE
INVENCION

TITULO:COMPUESTOS 3-FENILSULFANILMETIL-BICICLO[3.1.0]HEXANO
4-SUSTITUIDOS COMO ANTAGONISTAS DE mGIuR 2/3

SOLICITANTE: ELI LILLY AND COMPANY

DIRECCION: Lilly Corporate Center, Indianapolis, Indiana 46285

APODERADO: _CARLOS R. OLARTE

BOGOTA 30 de Mayo de 2013

P2013/000070




|

Y ] w7 - §
Industria v ch‘ nerel

OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOClan~s”

SUPERINTEND

AT

s 5-30 16:44.
SUPERINTENDENCIA ‘;echﬂz\;AToNTEm\ 1ON
. 4 PRESEN
PETITORIO - FORMULARIO UN Ac‘»“ DE—

©,

x | Patente de Invencidn.

PATENTE PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

AY COMERC‘O

eF%S?S FA SENAC\ONAU
Fo\\os 4

e

P

P2013/000070 '

SOLICITUD DE:

Patente de Modelo de Utilidad.

x | Capitulo L. Capitulo II.
@ Nombre: ELI LILLY AND COMPANY IDENTIFICACION
Direccion: Lilly Corporate Center,
SOLICITANTE Indle_mapo_lls, Indiana 46285 . C.C. NIT
(71) Nacionalidad o Domicilio: Estadounidense
Lugar de Constitucion: Estados Unidos de C.E. Otro
Ameérica
Cual
Teléfono: Fax:
E-mail: Namero
IDENTIFICACION
Nombre: CARLOS R. OLARTE
C.C.] X NIT
| REPRESENTANTE Direccién: Carrera 5 No. 34-03 Bogota CE otro
APODERAD =
o o o Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799 Cual

E-mail: office@olartemoure.com

Ndmero 79.782.747Bta
TP _74.295

INVENTOR (ES)
(72)

Nombre: VER PAGINA ADJUNTA

Direccion: VER PAGINA ADJUNTA

"Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA

() PeTEs)

Solicitud Internacional No. PCT/US2011/060730 Fecha

Publicacion Internacional No. WO 2012/068067 Al

Fecha

Noviembre 15, 2011

Mayo 24, 2012

COMPUESTOS 3-FENILSULFANILMETIL-BICICLO[3.1.0]HEXANO 4-

Titulo (54)
@ SUSTITUIDOS COMO ANTAGONISTAS DE mGiuR 2/3.

Clasificacién Internacional (51) C07C 323/58: A61K 31/10.

Prioridad

SI| X NO

(33) Pais de Origen | (32) Fecha

i

]

(31) Nimero de Solicitud |

us Noviembre 18, 2010

61/415,121

@ Comprobante de pago No. 13-

Fecha
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso. Ver original expediente No. 08-110.817

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. Bajo la Regla 4.17 (ii) del PCT.

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

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen !

Preliminar (IPEA).
Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por fa IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

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

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

Otros. Busqueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:

9

NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIR

Solicito la concesion de la patente, /%

C.C.779.782.747 Btd T.P. 74.295




LISTA DE INVENTORES

Stephon Cornell SMITH

Eli Lilly & Company

P.O. Box 6288
Indianapolis, IN 46206-6288
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Renhua LI

Eli Lilly & Company

P.O. Box 6288

Indianapolis, IN 46206-6288
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Charles Howard MITCH

Eli Lilly & Company

P.O. Box 6288

Indianapolis, IN 46206-6288
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

Tatiana Natali VETMAN

Eli Lilly & Company

P.O. Box 6288

Indianapolis, IN 46206-6288
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Estadounidense

PCT/US2011/060730
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*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 558492992 29/05/2013 4.910.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT.  RENTISTICO CONCEPTO VL UNDITARIO — V.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

INVENCION

$500.000.00

SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Respon Ie: /\

Recibo de aia_,AAicado al Expediente No.
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' ) Tra. 11 P,
Indicacion que se solicita una patente. Act. 411 PARTEES'\jETf\JE'Il'XQEION Evgoﬁgg § ASENACIONAL

Datos de identificacién del solicitante o de lm—que*prese’nw.mmmmm___

Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos pertinenfes

Comprobante de pago de las tasas establec:das (De ser el caso formato de descuento)
Completa - D ‘ : Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT m MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica -

A
(E

X
NG

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como'fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

' Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa ~ [z] “Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisidn 436/00)

]
]

[
U

Indicacién que se solicita Disefio mdustrxal

Datos de identificacidn del sohc:tante o de la persona que presehta la solicitud

Representacidn gréfica y fotografca del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefio-

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D "~ Incompleta D

- ESQUEMA DE TRAZADO {_] © (Art. 92 Decision 486/00)

o a0

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacion del solicitante o de la persona que presenta fa solicitud-
Representacién grafca de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D o lncorn'pleta D

PI02-F08 (2009-11-18)

Fecha: 2013-05 30 16:44:16 Dep 2020 DlR NUEVASCR —




Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA -
RELACION DE ANEXOS

Dependencia:

Fecha: Z%
AAAA

OSSOy

Recorrido:

Z OZ—O MM DD
Tipo de Radicacion: Entrada: 54 Salida: O Traslado: O Convenio:
Radicador: Planilla:
ID No. Radicacién Consecutivo Item item Unidad de Conservacién
13 - (33036~ |O e
2 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 tem Soporte Documental
8 >Z CD
9 8 Disquete
10 9 DVD
11 10 Folleto
12 11 Foto
13 12 Periodico
14 13 Plano
15 14 Publicacion Periodica
16 15 usB
17 10 Otro

Observaciones:

Ancan

o7

pCt‘ll’tl Y
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En la ciudad de Bogota, Distrito

-,,,‘ Capital, Repiablica de Colombia, a los
, m/t;ff'ﬂg ||f \\ 8

/W!’ l\‘ c’:; Veintiogho = = ( o8 ) dias del mes de
”.t } \\' TS ' ya .-
W\.\\,/“‘ <y Octukre = « -~ del afio dos mii ocho

(2008), ante mi MARIA EUGENIA
ROJAS DE URUETA NOTARIA(O) VEINTISIETE (27) DEL

CIRCULO DE BOGOTA, se otorgd la escritura pﬁlblic}a que se

consigna en lo/s siguientes términos:

CLASE DE ACTO: PROTOCOLIZACION DE PODER.--~eveam-

JAMES IAN RAISBECK LLINAS Y CARLOS REINALDO
OLARTE GARCIA - - R

C.C. No. 79.376.996 Y 79.782. 747 < oo D

Comparecieron JAMES IAN RAISBECK LLINAS, mayor

L:

SRR S it L
s .

vecino de ésta ciudad, identificado con la cédula de ClLIfJI
: |

numero 79.376.996 de estado civil casado con sociedad c3
vigente v CARLOS REINALDO OLARTE GARCIA,
edad, vecino de Bogotad, identificado con Ila

ciudadania ndmero 79.782.747, de estado civil casado\

sociedad conyugal vigente, obrando en sus propios nombre;
dijeron:

PRIMERO.- Que presentan para su protocolizacion y custodia en
los archivos de ésta notaria, bajo el ndmero y lugar que a ésta
escritura corresponda, en cinco (5) folios autenticados, un poder y

sus traducciones.los cuales son del siguiente tenor:

PODER

Bl suscrito ELI LILLY AND COMPANY, domiciliado en Lilly

Corporate Center, Indianapolis, Indiana 46285 US por medio del

MIL DOSCIENTOS VEINTISIETE ‘= = = = = = = ~ =

dad ﬂma:'"-": K

nyuga i 3

ESCRITURA PUBLICA NUMERO ¢ ( 1227)

TP arw e

i Pu]
CRR

ESTE PAPEL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO




PAGINA 2

presente otorga a Carlos R. Olarte, ]J. lan Raisbeck y Ana Maria
Frieri, poder especial, amplio vy suficiente para presentar,
tramitar, obtener, defender y hacer respetar todas y cualquiera de
patentes, modelos de Utilidad y Disefios Industriales de la
compaiiia en la Republica de Colombia, a cuyo efecto los faculta
para‘dar todos los pasos necesarios ante éua’lquier autoridad
administrativa o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
flo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones, respuestas y
oposiciones, pagar impuestos y anualidades, solicitar testimonios,
recibir documentos y valores, desis‘fir y percibir. Se concede poder
bastante para recibir notificaciones a nombre -de la compaifiia,
otorgar poderes a quienes vayan a representar a la compaifiia
judicial o extrajudicialmente, responder en juicio a todas las
reclamaciones y demandas que por motivo de encomendado se
presentaren, dandoles asimismo facultades para sustituir el
presente v revocar dichas sustituciones. - ———-mmoomommooe
Firma (ilegible) ~rewoomm oL
Fecha 17 July 2003 T e e
City, Country/ Ciudad,lPais: Indianép_oiis, Indiana, United Status
of Alllel.’_"i'(;ﬂ T T T e e e
Traduccion oficial del Inglés por Marlén Neira Castro resolucion
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia.- —==-=-mmmmmmmmeeece
APOSTILLA EN PODER DE DE REPRESENTACION DE ELI LILLY
AND COMPANY.
Bilingtie 1inglés- espafiol otorgado en Indianapoles, Indiana,
Estados Unides el 17 de julio de 2003 y firmado por Meter G.
Stringer, Director Ejecutivo y patentes Internacionales de Ely
Lilly & Company.~ ==-s=---am- B T r——
Todd Rokita Secretario de Estado ------mommmmmmmm oo
Secretario de Estado de Indiana Estado de Indiana-------oomoeeeoo_
APOSTILLA

{(Convencion de la Haya del 5 octubre 1961)
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9397305

1. Pais: Estados Unidos de América-
este documento pablico —--wmocmmmme .

2. Ha sido firmado por: Catherine Michel

e L,

\

\
D

I ) :
m"i\\\\\\\ﬁy condado Jonsom —=svemmmmooeo

'4 Lleva el sello del Secretario de la Corte

iz i ¢ 3. Quien ejerce funciones de Secretario

7 (’/////?f 6\ O

i .

@@’;ﬁ,’,{f;ﬁ"‘\‘:}l;‘.\‘\\;\\\3\@\‘*@{@ de la Corte del Circuito en y para el
s DRNE -

del Circuito en y:para el estado de Indiana ——«eoccmcoccmmo oo

Certificado

[&;1

- En: Indianapoles, Indiana —-—-ccocommee .

6. El: 22 de julio de 2003 -- oo

7. Por el Secretario de Estado‘ de Indiana 8 No. A2003-1279

O

. Gran Sello del Estado de Indiana

Secretario y de Estado de Indiana tienen el sello iln]f)res:f;'

i g
electronicamente. —------o-omueo . - SL¥
i 1Y

The Statehouse, Indianapoles, Indiana 46204, (307) 232—653;%., fabg,
(317) 233-32883 - —oe e :

CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingiie inglés- espaiiol, el 17 de julio de 2003 el suscrito nd ario

Catherine Miche] certifica que Meter G, Stringer, domiciliadd en

7620 Castleton Faros, West Drive Indianapolis, Indiana- 46

Estados Unidos ejercia funciones de Director Hjecutivo y Patentes

[nternacionales de Ely Lilly & Company, con sede en Indianapolis,
Indiana, Estados Unidos, .- —-eecmoomaaeon R L LT
MARLEN NEIRA CASTRO Traduactor e Intérprete Oficial inglés-

Espafiol- Inglés ——coommmmm e ..
Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987 .« commmmmmen i
Gl otorgante fundamenta sus.certificaciones en este documento:

Delegacion de Autoridad concerniente a Ciertas Materias de

Patentes, suscrito el 20 de enero de 2003: conforme al poder

ESTE PAPEL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO




PAGINA 4

otorgado al Asesor General de la Compafila por el Comité
Bjecutivo de la Junta Directiva de Eli Lilly and Company.----------
Firma del notario puablico Catherine Michel certifica sus funciones
vencen el 21 de octubre de 2008~ residente en el condado Johnson
Sello de notario publico de Indi.ana. —————————————————————————————————————
Fs traduccién fiel de inglés, con copia archivd para confrontaciéon,
Bogotd 28 de julio-2003 - --wwmm oo
MARLEN NEIRA CASTRO Traductor e Intérprete Oficial Inglés-
Espafiol- Inglés ---------- T e
Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987;— ————————————————————————————————————
SEGUNDO.- Que solicita a la sefiora Notaria la incorporacion de
dichos documentos al protocolo de ésta notaria para que de su
tenor se expidan las copias -quefin_zf;_s"_adelanteSe- sLﬂiciten ------------
Se advierte que laplotocohzaclonde 'docum_entos no da mavyor

fuerza o autenticidad de'la que tienen dichos documentos.- ---

‘

a'del Despacho Notarial, de

Esta escritura pablica fue firmada-fuer

Se advirtio a los Otorgantes-de .e.s’ca escritura de la obligacion
que tienen de leer la totalidad de su texto, a fin de verificar la
exactitud de todos los datos en ella consignados, con el fin de
aclarar, modificar o corregir lo pertinente antes de firmarla, la
[irma de la misma demuestra su aprobacion total del texto, en

consecuencia, la notaria no asume ninguna responsabilidad por

errores o inexactitudes establecidas con posterioridad a la

firma de (el, los) otorgante(s) v de la notaria, en tal caso, este
(0s) debe(n) ser corregidos mediante el otorgamiento de una
nueva escritura, suscrita por todos los que intervinieron en la
inicial y sufragada por los mismos (articulo 35, decreto ley

960 de LOTD).m mmmmmmm oo e




Traduccién oficial del Inglés por Marién Neira Castro, resolucidén 2117 del
Ministerio de Justicia de Colombia

: APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACIGN DE
[ " _ -
. ELI LILLY AND COMPANY

Bi1ingﬂe inglés- espafnol otorgado en Indianapoiis, Indiana, Estados Unidos el 17
de julio de 2003 y firmado por Peter G. Stringer, Director Ejecutive y Patentes

Internacionales de Ely Lilly & Company.

Todd Rokita Secretario de Estado
Secretario de Estade de Indiana Estado de Indiana
APOSTILLA
(Convencidn de la Haya del 5 de octubre de ¥
1. Pais: Estados Unidos de América- Este documento Pabl
2. ha sido firmado por Catherine Michel
3. Quien'ejerce funciones de Secretario de Ta Corte del C@

condado Johnson

de Indiana

CERTIFICADD
5. En Indianapolis, Indiana 6. E1 22 de julio de 2003
7. Por el Secretario de Fstado de Indiana 8. No. A2003- 112?& i
9. Gran Sellc del Estado de Indiana ﬁ%;

10. Firma Tegible de Todd Rokita~ Secretario de Estado de hﬁ%:ﬂ:7

# Vigente desde el 1 mayO'de 2003, todas las apostillas del Secr@i
H
de Indiana tienen el sello impreso electrénicamente.

The Statetiouse, Indianapolis, Indiana 46204, (317) 232-6531, fax (317) 233-3283

CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingle inglés- espafiol, el 17 de julio de 2003 el suscrito notaric Catherine
Michel certifica que Peter G. Stringer, domiciliado en 7620 Castieton Farms, West
Drive, Indianapolis, Indiana - 46256 Estados Unidos ejercia funciones de Director

Ejecutivo y Patentes Internacionales de Ely Lilly & Company, con sede en

Indianapolis, Indiana, Estados Unidos. QVQ QA; K@ ‘
o My

MARLEN MEIRA CASTRO
fraductor e Intérprete Oficial
inglés - Espaiol - Inglés

Resclucidn No. 2117 del 7 Oct 1987
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|
El otorgante fundamenta sus certificacicnes en este documento: Delegacion de

Autoridad concerniente a Ciertas Maferias de Paténtes, suscrito el 20 de enero
de 2003: conforme al poder otorgado al Asesor General de la Compafiia por el
Comité ejecuiivo de la Junta_Directiva de E11i-Litly and Company.

Firma del notario piblico Catherine WMichel certifica

Sus funciones vencen el 21 de octubre de 2008 - residente en el condade Johnsan

5ello de notario piblico de Indiana

Es traduccidén Tiel del inglés, con copia archivo para confrontacién. Bogota 28

de julio-2003,

Marlen Neira C

H@/(UA Mm C

MARLEN NEIRA CASTRO
Traductar e intérprete Oficial
Inglés - Espufiol - inglés
Rasolucidn No. 2117 del 7 Oct 1987




JLARTE

AISBECK

OLARTE RAISBECK & Frieri, 1TDA.
LEGAL & PROFESSIOMAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TQRRE C
CALLE 100 MO. 8A-55 Piso 10
BoGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 638-6200
Fax: +57-1 638-6201

www.olarteraisbeck.com

Power of Atfornev

The undersigned,

domiciled in

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Oilarte, J. Ian Raisbeck and Ana

Maria Frieri full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to iake all steps necessary before any
administrative or judicial authority of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, replies
and oppositions, pay taxes and annuities, request
testimonies, receive documents'and securities,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such substitutions.

Signature/Firma

Date/Fecha: ]7Ju1y 200 w

ELTLILLY AND

Lilly Corborate Center, Indian

Poder

El suscrito,

COMPANY

domiciliado en

apolis, Indiana 46285 US :
por medio del presente otorga a Carlos R,
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frieri poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramitar, obtener, defender y hacer

respetar tedas y cualquiera de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Industriales de la

- compafiia en la Repuibiica de Colombia, a cuyo

efecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
respuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compaifiia, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a la compafiia judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dandoles
asimismo facultad para sustitoir el presente y
revocar dichas sustituciones.

e

i v

¥
H

City,Country/Ciudad,Pafs: Indianapolis, Indiana, United States of America




SECRETARY OF STATE
STATE OF INDIANA

Todd Rokita

Secretary of State

APOSTILLE
(Conventibn de la Hayedu 5 0ct0bre 1961)
Country: United States of America
This public document has been signed by Catheriiée Michel
acting in the capacity of circuit court clefk in & foir Johnson County
and bears the seal/stamp of circuit court clerk in & for the State of Indiana

_ Certified
at Indianapolis, Indiana

this Twenty-second day of July, 2003
by Secretary of State of Indiana

No. A2003- 11279

Seal/Stamp: 10. Signature:

Indiana Secretary of State

*Effective May 1, 2003 all apostilles from the Indiana'Sécretary of State will have an electronically printed seal.

The Statehouse, Indianapolis, Indiana 46204, (317) 232-6531, Fax (317) 233-3283
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OiarTE RAISBECK & FRIERI, LTDA,
{ EcAL & PROFESSIONAL SERVICES
WORLD TRADE CENTER — TORRE c
CALLE 100 No. BA-55 P1so 10
BogoTA, COLOMBLIA
. TeLepHONE: +57-1 636-6200
i Fax +57-1 638-6201
www.olarteraisbeck.com
Notarial Certification Certificacién Notarial
On this date, En esta fecha,
/77 Tuly 2003
The undersigned Notary Public certifies: el Notario Piblico suscrito certifica:
1. That 1. Que
Peter G. Stringer
of legal age and domiciled in mayor de edad y domiciliade
1620 Castleton Farms, West Drive, Indianapolis, Indiana 46256 US
signed the foregoing document. suscribio el documento que antecede.
g
2 That the grantor has executed the foregoing 2. Que el otorgante ha suscrito el referido % ;

Jocument as Bxecutive Direcior, International
Patents _
of ELI LILLY AND COMPANY

3. That BLILILLY AND COMPANY

having its principal place of business located in
[ndianapolis, Indiana, United States of
America

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney is
granted are within the scope of its corporate
purposes.

4. That the-grantor has the authority to execute the
Power of Attomey and that his/her rep_resentation is
legal.

5. The foundation for my certifications contained in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following
authentic document(s):
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4-SUBSTITUTED-3-PHENYLSULFANYLMETHYL-BICYCLOJ[3.1.0|HEXANE
COMPOUNDS AS mGluR 2/3 ANTAGONISTS

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the brain and is involved in
a wide variety of physiological processes mediated through no less than 11 distinct
receptors, each with its own pharmacology. Metabotropic Glutamate
Receptor subtypes 2 and 3 (known as mGlu2 and mGlu3) are often grouped together as
Group II mGlu receptors based on their sequence homology, similar second messenger
coupling, and similar pharmacological characteristics. Antagonists of mGlu2/3 receptors
have exhibited significant pharmacological effects in animal models for depressive
disorders and disorders of excessive sleepiness. As such, mGlu2/3 antagonists are
deemed to be useful in the treatment of depressive disorders such as major depressive
disorder (MDD), unipolar depression, dysthymia, and/or cyclothymia, and/or useful in the
treatment of disorders of excessive sleepiness, such as excessive daytime sleepiness
(EDS), hypersomnia associated with obstructive sleep apnea or narcolepsy, circadian
rhythm sleep disorders (including, but not limited to shift work sleep disorder, jet lag
disorder, delayed sleep phase disorder, advanced phase sleep disorder, and non-24 hour
sleep-wake syndrome), idiopathic hypersomnolance and/or excessive sleepiness
associated with non-restorative sleep (NRS).

US 5,916,920 describes certain 3-monosubstituted bicyclo[3.1.0]hexane
compounds as metabotropic glutamate receptor modulators useful for treating a variety of
disorders including as antidepressant agents. US 7,157,594 describes various 3-
monosubstituted bicyclo[3.1.0]hexane compounds as Group II mGlu receptor antagonists
for use in treating various disorders including depressive symptoms. US 2007/0021394
Al describes various 3-monosubstituted bicyclo[3.1.0]hexane compounds as Group II
mGlu receptor antagonists and prodrugs thereof for use in treating various disorders
including depression.

The present invention provides a family of 4-substituted-3-phenylsulfanylmethyl-
bicyclo[3.1.0]Thexane compounds with high antagonist potency for the mGlu2 and mGlu3
receptors. The compounds of the present invention are also selective for the mGlu2 and
mGlu3 receptors, particular as against other mGlu receptors. Certain compounds have

also demonstrated through animal models that the compounds of the present invention
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may be useful for the treatment of depressive disorders (which may include major
depressive disorder (MDD), unipolar depression, dysthymia, and/or cyclothymia) and
disorders of excessive sleepiness (which may include excessive daytime sleepiness
(EDS), hypersomnia associated with obstructive sleep apnea or narcolepsy, circadian
rhythm sleep disorders (including, but not limited to shift work sleep disorder, jet lag
disorder, delayed sleep phase disorder, advanced phase sleep disorder, and non-24 hour
sleep-wake syndrome), idiopathic hypersomnolance and/or excessive sleepiness
associated with non-restorative sleep (NRS)). The antidepressant-like and wake-
promoting effects of this mechanism also predict impact on symptoms of depressive
disorders such as fatigue that are otherwise difficult to treat with existing antidepressants.

The present invention provides compounds of Formula I:

4 3
S (R,

R

where R' and R? are each independently hydrogen, C;-C; alkoxycarbonyloxymethyl, C-
Cs alkylcarbonyloxymethyl, or C;. cycloalkylcarbonyloxymethyl;

R® isindependently at cach occurance methyl, fluoro, or chloro;

R*is hydroxyl, amino, methylcarbonylamino, or 1,2,4-triazolylthio; and

nis 1 or2;

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

It is a feature of the present invention that compounds of Formula I wherein R’
and R? are both hydrogen (the di-acid compounds) are the therapeutically active
compounds in vivo, whereas compounds where R' or R* or both are other than hydrogen
are prodrugs of their therapeutically active di-acid analogs. The compounds where R or
R? or both are other than hydrogen are hydrolyzed in vivo to provide the therapeutically
active di-acid analog. The prodrug compounds when administered orally, particularly di-

ester prodrugs, provide improved bioavailability of the di-acid metabolite compared to
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oral administration of the di-acid compounds (R' and R? both hydrogen), but the di-acid
compounds provide better activities when administered intravenously, intramuscularly or

subcutaneously.

In another aspect of the invention there is provided a pharmaceutical composition
comprising a compound of Formula I or a pharmaceutically acceptable salt thereof, in
combination with at least one pharmaceutically acceptable carrier, diluent, or excipient.
Furthermore, this aspect of the invention provides a pharmaceutical composition adapted
for the treatment of depressive disorders, as for example major depressive disorder,
unipolar depression, dysthymia, and/or cyclothymia, comprising a compound of Formula
I or a pharmaceutically acceptable salt thereof, in combination with one or more
pharmaceutically acceptable excipients, carriers, or diluents thereof.

A further embodiment of this aspect of the invention provides a pharmaceutical
composition comprising a compound according to Formula I, or pharmaceutically
acceptable salt thereof, in combination with at least one pharmaceutically acceptable
carrier, exciepient or diluents, and optionally other therapeutic ingredients. In a yet
further embodiment of this aspect of the invention, the pharmaceutical composition
further comprises a second therapeutic agent which is a drug useful in the treatment of
depressive disorders, as for example a serotonin reuptake inhibitor, as for example
fluoxetine and/or citalopram.

In yet another embodiment of this aspect of the invention there is provided a
pharmaceutical composition adapted for the treatment of disorders of excessive
sleepiness, as for example, excessive daytime sleepiness (EDS), hypersomnia associated
with obstructive sleep apnea or narcolepsy, circadian rhythm sleep disorders (including,
but not limited to shift work sleep disorder, jet lag disorder, delayed sleep phase disorder,
advanced phase sleep disorder, and non-24 hour sleep-wake syndrome), idiopathic
hypersomnolance and/or excessive sleepiness associated with non-restorative sleep
(NRS), comprising a compound of Formula I or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, in combination with one or more pharmaceutically acceptable excipients,
carriers, or diluents thercof.

The present invention also provides a method of treating depressive disorders, as

for example major depressive disorder (MDD), unipolar depression, dysthymia, and/or
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cyclothymia, in a mammal comprising administering to a mammal in need of such
treatment an effective amount of a compound of Formula I or a pharmaceutically
acceptable salt thereof. In another embodiment of this aspect of the invention, the method
further comprises administering in simultaneous, separate or sequential combination, a
second therapeutic agent which is a drug useful in the treatment of depressive disorders,
as for example a serotonin reuptake inhibitor, as for example fluoxetine and/or
citalopram.

Other embodiments of the invention provide methods of treating disorders of
excessive sleepiness comprising administering to a mammal in need of such treatment an
effective amount of a compound of Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt
thereof. In other embodiments of this aspect of the invention, the excessive sleepiness is
due to any one or more of the following: excessive daytime sleepiness (EDS),
hypersomnia associated with obstructive sleep apnea or narcolepsy, circadian rhythm
sleep disorders (including, but not limited to shift work sleep disorder, jet lag disorder,
delayed sleep phase disorder, advanced phase sleep disorder, and non-24 hour sleep-wake
syndrome), idiopathic hypersomnolance or excessive sleepiness associated with non-
restorative sleep (NRS).

In one particular embodiment of these methods of treatment, the mammal is a
human.

This invention also provides a compound of Formula I or a pharmaceutically
acceptable salt thereof for use in therapy. Within this aspect, the invention provides a
compound of Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, for use in the
treatment of depressive disorders. In further embodiments, the depressive disorder is any
one of major depressive disorder (MDD), unipolar depression, dysthymia, and/or
cyclothymia. In another embodiment of this aspect of the invention, the invention
provides a compound according to Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, for use in simultaneous, separate or sequential combination with a serotonin
reuptake inhibitor, as for example fluoxetine and/or citalopram, in the treatment of
depressive disorders.

Further, this aspect of the invention includes a compound of Formula I, or a
pharmaceutically acceptable salt thereof, for use in the treatment of disorders of excessive

sleepiness. In particular embodiments of this aspect of the invention, the excessive
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sleepiness is due to any one or more of the following: excessive daytime sleepiness
(EDS), hypersomnia associated with obstructive sleep apnea or narcolepsy, circadian
rhythm sleep disorders (including, but not limited to shift work sleep disorder, jet lag
disorder, delayed sleep phase disorder, advanced phase sleep disorder, and non-24 hour
sleep-wake syndrome), idiopathic hypersomnolance or excessive sleepiness associated
with non-restorative sleep (NRS).

One particular embodiment of this aspect of the inventions, the uses are in
mammals, particular humans.

Another aspect of this invention provides the use of a compound of Formula I, or
a pharmaceutically acceptable salt thereof, in the manufacture of a medicament for the
treatment of depressive disorders, as for example major depressive disorder (MDD),
unipolar depression, dysthymia, and/or cyclothymia. Another embodiment of this aspect
of the invention provides the use of a compound of Formula I, or a pharmaceutically
acceptable salt thereof, and a second therapeutic agent useful in the treatment of
depressive disorders, as for example a serotonin reuptake inhibitor, as for example
fluoxetine and/or citalopram, in the manufacture of a medicament for the treatment of
depressive disorders. Another embodiment of the invention provides the use of a
compound of Formula I, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, in the manufacture
of a medicament for the treatment of disorders of excessive sleepiness. In particular
embodiments of this aspect of the invention, the medicament is for the treatment of any
one or more of the following: excessive daytime sleepiness (EDS), hypersomnia
associated with obstructive sleep apnea or narcolepsy, circadian rhythm sleep disorders
(including, but not limited to shift work sleep disorder, jet lag disorder, delayed sleep
phase disorder, advanced phase sleep disorder, and non-24 hour sleep-wake syndrome),

idiopathic hypersomnolance or excessive sleepiness associated with non-restorative sleep

(NRS).

Compounds of this invention have basic and acidic moieties, and accordingly
react with a number of organic and inorganic acids and bases to form pharmaceutically
acceptable salts. Pharmaceutically acceptable salts of each of the compounds of the
present invention are contemplated within the scope of the present application. The term

"pharmaceutically acceptable salt” as used herein, refers to any salt of a compound of the
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invention that is substantially non-toxic to living organisms. Such salts include those

listed in Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2-19 (1977), which are known to the

skilled artisan.

Preferred classes of compounds of the present invention are compounds wherein:

1) R' and R? are both hydrogen;

2) R' or R? or both are other than hydrogen;

3) R' and R” are both other than hydrogen;

4) R'and R? are the same and are other than hydrogen;

5) R'and R? are each isopropoxycarbonyloxymethyl;

6) nis2;

7) R? is independently at each occurance fluoro or chloro;

8) nis 2 and the R’ groups are at the phenyl 3- and 4-positions.

9) nis 2 and the R® groups each independently fluoro or chloro and are at the

phenyl 3- and 4-positions.

10) nis 2, both R? groups are fluoro, and the fluoro groups are at the phenyl 3-

and 4-positions;

11) n is 2, and the R? groups together with the phenyl moiety to which they are

attached form 3-chloro-4-fluorophenyl;

12) R*is hydroxyl.

It will be understood that further preferred compounds are those combining the
above preferred selections for a given substituents with preferred selections of other
substituents. Examples of such combinations include, but are not limited to the following
preferred classes of compounds:

13) preferred compounds of any one of paragraphs 1-5 (preferred selections for
R' and R?) wherein n is 2, both R* groups are fluoro, and the fluoro groups are at the
phenyl 3- and 4-positions (paragraph 10);

14) preferred compounds of any one of paragraphs 1-5 (preferred selections for R'
and R”) wherein n is 2, and the R’ groups together with the phenyl moiety to which they
are attached form 3-chloro-4-fluorophenyl (paragraph 11);

15) preferred compounds of any one of paragraphs 1-5 (preferred selections for R'

and R?) wherein R* is hydroxyl (paragraph 12);
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16) preferred compounds of any one of paragraphs 13-14 where R* is hydroxyl

(paragraph 12).

Specific preferred compounds are those described in the Examples including their

freebases and pharmaceutically acceptable salts thereof.

Certain preferred compounds are:

(1S,2R,3S,4S,5R,6R )-2-amino-3- {[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl |methyl} -4-
hydroxybicyclo[3.1.0] hexane-2,6-dicarboxylic acid or a pharmaceutically
acceptable salt thereof;

(1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-Amino-3- {[(3-chloro-4-fluorophenyl)sulfanyl]methyl} -4-
hydroxybicyclo[3.1.0] hexane-2,6-dicarboxylic acid, or a pharmaceutically
acceptable salt thereof;

bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy} methyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate; or a pharmaceutically acceptable salt thereof; and
bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy} methyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(3-chloro-4-fluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate, or a pharmaceutically acceptable salt thereof

(i.e. the compounds of Examples 1, 2, 12, 22 and 32, and alternative

pharmaceutically acceptable salts thereof).

Abbreviations used herein are defined as follows:

“BSA” means bovine serum albumin.

“DCG IV” means (2S,2’R,3’R)-2-(2’,3’-dicarboxycyclopropyl)glycine.
“DMEM means Dulbecco’s Minimum Eagle’s Medium.

“DMSO” means dimethyl sulfoxide.

“DPBS” means Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline.

“EDTA” means ethylene diamine tetraacetic acid.

“GTP” means guanosine triphosphate.

“HBSS” means Hank’s Buffered Salt Solution.

“HEPES” means 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid.
“HPLC” means high-pressure liquid chromatography.
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“IBMX” means 3-isobutyl-1-methylxanthine

“ICs0” means the concentration at which 50% of the maximum inhibition is
achieved.

“.v.” means intravenous or intravenously.

“i.p.” means intraperitoneal.

“L-AP-4” means L-(+)-2-amino-4-phosphonobutyric acid.

“LC/MS” means liquid chromatography followed by mass spectroscopy.

“mFST” means mouse forced swim test; an animal model for antidepressant
activity.

“MS” means mass spectroscopy.

“MS (ES+)” means mass spectroscopy using electrospray ionization.

“NMR” means nuclear magnetic resonance.

“p.0.” means per os, by mouth.

“fBu” means a tertiary-butyl moiety.

General Chemistry

The compounds of the present invention can be prepared according to the
following synthetic schemes by methods well known and appreciated in the art. Suitable
reaction conditions for the steps of these schemes are well known in the art and
appropriate substitutions of solvents and co-reagents are within the skill of the art.
Likewise, it will be appreciated by those skilled in the art that synthetic intermediates
may be isolated and/or purified by various well known techniques as needed or desired,
and that frequently, it will be possible to use various intermediates directly in subsequent
synthetic steps with little or no purification. Furthermore, the skilled artisan will
appreciate that in some circumstances, the order in which moieties are introduced is not
critical. The particular order of steps required to produce the compounds of of the present
invention is dependent upon the particular compound being synthesized, the starting
compound, and the relative liability of the substituted moieties, as is well appreciated by
the skilled chemist. All substituents, unless otherwise indicated, are as previously

defined, and all reagents are well known and appreciated in the art.

Prodrug compound 1 may be prepared as illustrated in Scheme I where R', R% R,

RA, and n are as previously defined, and R' and R?are not both hydrogen.
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COOH COOH
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4
5 Compound 4 is reacted with an amino protecting reagent such as di-tert-

butyldicarbonate under conditions well known to the skilled artisan to provide the
compound 3. When R" and R? group are identical in the compound 2, the compound 3 is
reacted with sufficient amount of proper chloromethyl alkyl carbonate and appropriate
reagents such as sodium iodide and cesium carbonate in a suitable solvent such as

10  dimethylformamide to give the desired di-ester compound 2 with same R' and R?>. When
R' and R? are different in the compound 2, by controlling the amount of first
chloromethyl alkyl carbonate to about one equivalent, the carboxylic acid on the five-
membered ring can be converted to a R* mono ester first. The R* mono ester compound
can further react with one equivalent of different chloromethyl alkyl carbonate. The free

15 carboxylic acid group on the three-membered ring can then be converted to a R ester to
provide the desired di-ester with different R' and R®. To make a R?> mono ester on the
five membered ring of the compound 2, the compound 3 is reacted with about one
equivalent of proper chloromethyl alkyl carbonate and appropriate reagents such as
sodium iodide and cesium carbonate in a suitable solvent such as dimethylformamide to

20  give the desired R* mono ester compound 2, in which R' is hydrogen. To make a R’
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mono ester on the three-membered ring, the carboxylic acid group on the five-membered
ring should be protected first since it is more reactive under basic conditions. More
specifically, the carboxylic acid group on the five-membered ring in compound 3 can
react with alpha-chloro-4-methoxytoluene, sodium iodide and sodium bicarbonate in a
suitable solvent such as dimethylformamide to provide a 4-methoxylbenzyl mono ester.
The free carboxylic acid group on the three-membered ring of the protected 4-
methoxylbenzyl mono ester compound is then reacted with a proper chloromethyl alkyl
carbonate to afford a desired R ester on the three-membered ring. The di-ester is treated
with a proper acid such as trifluroacetic acid to de-protect the 4-methoxylbenzyl and N-
tert-butoxycarbonyl group to afford the desired R' mono ester compound 1, in which R is
hydrogen. The compound 2, including R? mono ester and di-ester with same or different
R' and R?, is then de-protected with a proper acid such as hydrochloric acid in dioxane to

give the desired compound 1 or a pharmaceutically acceptable salt.

Scheme 11
3
S@(R n
-
H S
BocN  COOzBu
4 5

S or N nucleophile

tBuOOC
tBuOOC
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Active parent compound 4 in which R” is not a hydroxyl group may be prepared
as illustrated in Scheme I1.

The compound 7 is reacted with methanesulfonyl chloride and a proper base such
as pyridine to give the mesylate compound 6. Compound 6 can react with thiol

5 heterocycle such as 1H-1,2,4-triazole-3-thiol, and a suitable base such as cesium
carbonate in a solvent such as dimethylformamide to give the desired compound 5, in
which R* is a desired thio linked heterocycle. Compound 6 can also react with sodium
azide to give an azide intermediate, which is then reduced with reducing reagent such as
1,3-propanedithiol in a suitable solvent such as methanol to provide compound 5 in which
10 R*is an amino group. The resulted amine can further form an amide with methods well

known to skilled artisans to give compound 5, in which R* is a desired amide. The
compound 5 is then de-protected with proper acid such as hydrochloric acid or acetic acid

to give the compound 4.

15 Scheme 111

®),

1. R-(+)-2-Methyl-CBS-

oxazaborolidine,

BHs-MeS )

2.HCl (R),
-

BuOOC

S-(-)-2-Methyl-CBS-
oxazaborolidine,
BH:-Me;S
- 9

BuOOC

BuOOC BuOOC

12
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Active parent compound 8 in which R* is hydroxyl group and the key intermediate
compound 7 in which R* is group other than hydroxyl group may be prepared as
illustrated in Scheme III.

Compound 12 (See W0O03/104217/A2 for synthesis details) is reacted with fert-

butoxybis(dimethylamino)methane in toluene to provide compound 11. Compound 11 in
a suitable solvent such as tetrahydrofuran is treated with a proper base such as
tricthylamine and a proper reducing reagent such as diisobutylaluminium hydride under
lowered temperature to afford the compound 10. Compound 10 is then reacted with
tricthylamine and a proper substituted benzenethiol such as 3,4-difluorobenzenethiol in a
suitable solvent such as toluene to afford compound 9. The ketone group of compound 9
can be selectively reduced to desired (S) hydroxyl or (R) hydroxyl compound by using
(R)-methyl oxazaborolidine or (S)-methyl oxazaborolidine, respectively. The (S)
hydroxyl intermediate is de-protected with a proper acid such as hydrochloric acid in a
solvent such as dioxane to provide the desired active parent compound 8 in which R* is a
(S) hydroxyl group. The (R) hydroxyl intermediate 7 can be converted to the desired
product with the method illustrated in Scheme II.

Preparation 1: Di-tert-butyl (1S,2R,5R,6R)-2-(fert-butoxycarbonylamino)-3-
(dimethylaminomethylene)-4-oxo-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

To a solution of di-fert-butyl (1S,2S,5R,6R)-2-[(fert-butoxycarbonyl)amino]-4-
oxobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (15.15 g, 36.82 mmol, See WO03/104217/A2
for synthesis details) in toluene ( 90.90 mL) is added zert-

butoxybis(dimethylamino)methane (12.83 g, 73.63 mmol). This mixture is then heated
to 80°C for 1 hour and then allowed to cool to ambient temperature. The solvent volume
is reduced to about 35 ml. The mixture is stirred while diethyl ether and hexane are

added to cause a precipitate to form. The solids are collected by filtration, washed with
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hexanes, and air dried to obtain the title compound (16.7 g, 35.79 mmol, 97.2% yield).
MS (m/z): 467.2 (M+H).

Preparation 2: Di-tert-butyl (1S,2R,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-
methylidene-4oxobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

H z

;}Tﬂ o\é

To a solution of di-fert-butyl (1S,2R,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-
(dimethylaminomethylene)-4-oxo-bicyclo[3.1.0]Thexane-2,6-dicarboxylate (15.7 g, 33.8
mmol) in tetrahydrofuran (340 ml) is added triethylamine (6.6 mL, 47.32 mmol). The
mixture is cooled to -78 °C. Diisobutylaluminium hydride (IN in toluene, 50 mL, 50
mmol) is added over one hour. The mixture is stirred for two additional hours. Then add
30 mL of saturated aqueous ammonium chloride. The mixture is allowed to warm to
ambient temperature. The mixture is transferred to a separatory funnel and washed with
brine. The organic layer is dried over MgSO,, filtered, and concentrated under reduced
pressure to give a residue. The residue is purified by flash chromatography (0 to 50%
ethyl acetate/hexanes) to give the title compound (12 g, 33.34 mmol, 83.8% yield). MS
(m/z): 422 (M-H).

Preparation 3: Di-tert-butyl (1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-[(fert-butoxycarbonyl)amino]-3-
{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl|methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate
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Di-tert-butyl (1S5,2R,5R,6R)-2-[(fert-butoxycarbonyl)amino]-3-methylidene-4-
oxobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (1.03 g, 2.43 mmol ) in diethyl ether (100
mL) is bubbled with nitrogen gas for 10 minutes. Add 3,4-difluorobenzenethiol (0.36 g,
2.43 mmol ) and tricthylamine (0.01 mL, 0.05 pmol). The mixture is warmed to 40°C
and stirred for 15 minutes. The mixture is then allowed to cool to ambient temperature,
transferred to a separatory funnel, diluted with hexane (40 mL), washed with of 2N
aqueous KOH (1 x 30 mL), dried over magnesium sulfate, filtered, and concentrated
under reduced pressure giving di-tert-butyl (1S,2R,3S,5R,6R)-2-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanylmethyl} -4-
oxobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (1.35 g, 2.37 mmol ): MS (m/z): 567.8 (M-
H). This material is taken up in 120 mL of diethyl ether and added slowly over 2 hours to
a 200 mL ether solution at -10°C which contains R-(+)-2-methyl-CBS-oxazaborolidine
(981.72 mg, 3.54 mmol ) and borane-methyl sulfide complex (2M in tetrahydrofuran,
5.02 mL, 10.04 mmol). The mixture is stirred for an additional hour after final addition
of di-tert-butyl (1S,2R,3S,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-oxobicyclo[3.1.0Thexane-2,6-dicarboxylate. Silica gel
(30g) is added over 30 minutes and the reaction mixture is gradually warmed to ambient
temperature. The suspension is filtered, and washed with 300 mL of diethyl ether. The
solvent is concentrated under reduced pressure giving a residue. The residue is purified
by flash chromatography, eluting with (0 to 15% ethyl acetate /hexanes) to give the title
compound (0.844 g, 1.48 mmol, 60.7% yield): MS (m/z): 569.8 (M-H).

The following compounds are prepared essentially by the method of Preparation 3:

Physical
Prep. Yield
Chemical Name Structure Data
No. (%)
MS(m/z)

Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-
[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3- o GF

phenyl)sulfanyl]methyl}-4- %oﬁ 7<
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

\ (M+H):
4 | chloro-4-fluoro- AVO R ) 84.0 5858
\\ NHO .
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dicarboxylate

Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-

(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-

fluoro-3-methyl- )(;% 73.5 (MNa):
phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy- %?NH 07< 5900
bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

Di-tert-butyl (1S,2R,35,4S,5R,6R)-2-

(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(3,4- o M oH dm (MNa):
dichlorophenyl)sulfanylmethyl]-4- )(ot% 75.2 6258
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- Jes A

dicarboxylate

Di-tert-butyl (1,2R,3S,4S,5R,6R)-2-

(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(3- 0 o {; (M.ED:
chlorophenyl)sulfanylmethyl]-4- %o}%% 82.6 5678
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- %0 e

dicarboxylate

Di-tert-butyl (18,2R,3S,4S,5R,6R)-2-

(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4- o " " SQF (MNa):
fluorophenyl)sulfanylmethyl]-4- A( O>_f_3%§; 50.3
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- AT ° O% 3760
dicarboxylate

Di-tert-butyl (1S,2R,35,4S,5R,6R)-2-

(tert-butoxycarbonylamino)-4-hydroxy- o " 7 s@ (MNa):
3-(p- - - 70 s

tolylsulfanylmethyl)bicyclo[3.1.0]hexan
¢-2,6-dicarboxylate
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Preparation 10: Di-fert-butyl (1S,2R,3S,4R,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-
{[(4-fluoro-3-methyl-phenyl)sulfanyl]methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

Di-tert-butyl (1S,2R,5R ,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-methylene-4-oxo-
bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (8 g, 18.9 mmol ) in diethyl ether (80 mL) is
bubbled with nitrogen gas for 10 minutes. 4-fluoro-3-methyl-benzenethiol (2.7 g, 18.9
mmol) and triethylamine (0.26 mL, 1.89 mmol ) are added. The mixture is warmed to
40°C and stirred for 15 minutes. The mixture is then allowed to cool to ambient
temperature, transferred to addition funnel and added slowly over 2 hours to a 200 ml
ether solution at -10°C which contains S-(-)-2-methyl-CBS-oxazaborolidine (1M in
tetrahydrofuran) (5.67 mL, 5.67 mmol) and borane-methyl sulfide complex (2M in
tetrahydrofuran, 8.5 mL, 17 mmol). The mixture is stirred for an additional hour after
final addition. Silica gel (40g) is added over 30 minutes and the reaction mixture is
gradually warmed to ambient temperature. The suspension is filtered, and washed with
300 ml of diethyl ether. The solvent is concentrated under reduced pressure giving a
residue. The residue is purified by flash chromatography, eluting with (0 to 25% ethyl
acetate /hexanes) to give the title compound (9.8 g, 17.3 mmol, 91.5% yield). MS (m/z):
565.8 (M-H).

Preparation 11: Di-fert-butyl (1S,2R,3S,4R,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-
fluoro-3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-methylsulfonyloxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

PCT/US2011/060730
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Di-fert-butyl (1S,2R,3S,4R,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-3-
methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (4.6 g,
8.10 mmol ) in pyridine (60 mL) is cooled to 0°C. To this mixture is added
5 methanesulfonyl chloride (1.88 ml, 24.31 mmol ). The mixture is warmed to 40°C and

stirred for 1 hour, and cooled to ambient temperature and allowed to stir for 18 hours.
The mixture is concentrated under reduced pressure to give a residue. The residue is
partitioned between ethyl acetate and 1N aqueous HCI (2 x 50 mL). The organic layer is
separated, dried over magnesium sulfate, filtered, and concentrated under reduced

10 pressure to give the title compound (5.2 g, 8.05 mmol , 99.4% yicld): MS (m/z): 643.6
(M-H).

Preparation 12: Di-fert-butyl (1R,2R,3R,4S,5R,6R)-2-(fert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-
fluoro-3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-(1H-1,2,4-triazol-3-
15  ylsulfanyl)bicyclo[3.1.0]Thexane-2,6-dicarboxylate

Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4R,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-3-
methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-methylsulfonyloxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate (5.3 g, 8.21 mmol) is dissolved in dimethylformamide (100 mL). To this

20  mixture is added cesium carbonate (5.40 g, 16.41 mmol), 1H-1,2,4-triazole-3-thiol (3.42
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g, 32.83 mmol), and sodium triacetoxyborohydride (906 mg, 4.10 mmol). The mixture
is stirred at 40°C for 72 hours. The reaction is cooled and quenched with water and
aqueous NH4CIL. The mixture is transferred to a separatory funnel and extracted with
diethyl ether, dried over magnesium sulfate, filtered, and concentrated under reduced
pressure to give a residue. The residue is purified by flash chromatography (0 to 50%
ethyl acetate/hexanes) to give the title compound (0.88 g, 1.35 mmol, 16.5% yield). MS
(m/z): 651 (M+H).

Preparation 13: Di-tert-butyl (1S,2R,3R,4S,5R,6S)-4-azido-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-3-methyl-
phenyl)sulfanylmethyl]bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4R,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-3-
methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-methylsulfonyloxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate (5.9 g, 9.14 mmol) is dissolved in dimethyl sulfoxide (30 mL). To this
mixture is added sodium azide (2.5 g, 38.37 mmol). The mixture is stirred at 100°C for 18
hours. The solvent was removed under reduced pressure to give a residue. The residue is
suspended in diethyl ether(100 ml) and filtered. The organic layer is transferred to a
seperatory funnel and washed with water and brine, dried over magnesium sulfate,
filtered, and concentrated under reduced pressure to give a residue. The residue is
purified by flash chromatography (0 to 15% ethyl acetate/hexanes) to give the title
compound (3.14 g, 5.30 mmol, 58% yield). MS (m/z): 591 (M-H).

Preparation 14: Di-tert-butyl (1S,2R,3R,4S,5R,6S)-4-amino-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-3-methyl-
phenyl)sulfanylmethyl]bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate
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Di-tert-butyl (1S,2R,3R ,4S,5R,6S)-4-azido-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-
fluoro-3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]bicyclo[3.1.0]Thexane-2,6-dicarboxylate (1.88 g,
3.17 mmol) is dissolved in methanol (15.86 mL). To this mixture is added tricthylamine
(1.77 mL, 12.7 mmol ) and 1,3-propanedithiol (1.28 mL, 12.69 mmol). The mixture is
stirred at ambient temperature for 18 hours. The mixture is poured into water and
extracted with ethyl acetate, dried over soduim sulfate, filtered, and concentrated under
reduced pressure to give a residue. The residue is purified by flash chromatography (50
to 100% ethyl acetate/hexanes) to give the title compound (1.2 g, 2.12 mmol , 66.76%
yield). MS (m/z): 567.2 (M+1).

Preparation 15: Di-tert-butyl (1S,2R,3R,4S,5R,6S)-4-acetamido-2-(fert-
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-3-methyl-
phenyl)sulfanylmethyl]bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

Di-tert-butyl (1S,2R,3R,4S,5R,65)-4-amino-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-
fluoro-3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (0.15 g,
264.67 umol) is dissolved in dichloromethane (10 mL). To this mixture is added
tricthylamine (55.34 pL, 397.01 umol) and acetyl chloride (28.25 uL, 397.01 umol). The
mixture is stirred at ambient temperature for 10 minutes. The solvent is removed under

reduced pressure to give a residue. The residue is purified by flash chromatography (10%
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to 100% ethyl acetate/ hexanes) to give the title compound (100 mg, 164.27 umol,
62.06% yield); 'H NMR (CD3CI) & 1.44 (t, 27H), 1.95 (s, 3H), 2.16 (m, 1H), 2.22 (s,
3H), 2.60 (dd, 1H), 2.78 (bs, 1H), 3.10 (dd, 1H), 4.59 (m, 1H), 5.50 (d, 1H), 6.92 (t, 1H),
7.06 (m, 1H), 7.11 (d, 1H).

Preparation 16: (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3- {[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0] hexane-2,6-dicarboxylic acid

Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3- {[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyljmethyl} -4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (4.11
g, 7.19 mmol) is weighed into a one liter round bottom with a stirring bar. Hydrogen
chloride (4N in dioxane, 120 mL, 480.0 mmol) is added. The mixture is warmed to 70°C
for 2 hours and then allowed to cool to ambient temperature. The solvent is removed
under reduced pressure to give a residue. The residue is dissolve in dichloromethane (200
mL) and the solvent is removed under reduced pressure to give a residue. This is
repeated two more times to give (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-[(3,4-
difluorophenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid
hydrochloride. This material is taken up in tetrahydrofuran (100 mL) as a suspension. To
this suspension is added triethylamine (40.08 mL, 287.57 mmol). The suspension is
stirred for 10 minutes and then methanol (50 ml) is added. To the reaction is added di-#-
butyldicarbonate (4.71 g, 21.57 mmol) and the mixture is heated to 80 °C for 2 hours.

The mixture is allowed to come to ambient temperature and the solvent is removed under
reduced pressure to give a residue. The residue is dissolved in acetonitrile (50 ml),
transferred to a separatory funnel and washed with hexanes. The acetonitrile layer is
separated and removed under reduced pressure to give a residue. The residue is

suspended in diethyl ether, transferred to a separatory funnel, washed with 1 N aqueous
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HCI, dried over magnesium sulfate, filtered, and concentrated under reduced pressure
giving the title compound (3 g, 6.53 mmol, 90.82% yield). MS (m/z): 457.8 (M-H).

The following compounds are prepared essentially by the method of Preparation 16:

Physical
Prep. Yield
Chemical Name Structure Data
No. (%)
MS(m/z)

(1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-(tert-
Butoxycarbonylamino)-3-[(3- . on SC'

chloro-4-fluoro- A NS ’ (M+H):
17 Ho' KT 0 76.2
phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy- yN‘H L 476.0
bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- AV °

dicarboxylic acid

(1S,2R,35,4S,5R,6R)-2-(tert-

Butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro- % Wi s@F (M-H)
18 | 3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4- | o OHi :Z ;o 94.6 453 8.
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- )(\\// o '

dicarboxylic acid

(1S,2R,3S,4S,5R 6R)-2-(tert-

Butoxycarbonylamino)-3-[(3,4- o i 5467
\ (M+H):
19 | dimethylphenyl)sulfanylmethyl]-4- WO T 92.3 4502
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- )(?/ o '

dicarboxylic acid

Di-tert-butyl (1S,2R,35,4S,5R,6R)-

Cl
OH
2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(3- | o "\ < s@
( y y )-3-[( 3 (M-H).
20 | chlorophenyl)sulfanylmethyl]-4- ACN i NG 95.6
YI\IH 440.0
hydroxy-bicyclo[3.1.0]Thexane-2,6- A(O oF

dicarboxylate
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Preparation 21: Bis(chloromethyl) (1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-
[(4-fluoro-3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

5 To a stirring mixture of (15,2R,38S,4S,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-
[(4-fluoro-3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylic acid (2.4 g, 5.27 mmol), tetra(n-butyl)ammonium bisulfate (178.90 mg,
526.89 umoles), and sodium bicarbonate (3.54 g, 42.15 mmol ) in dichloromethane (13.2
mL) and water (13.2 mL) is added chloromethyl chlorosulfate (1.20 mL, 11.59 mmol ).

10 The mixture is stirred at ambient temperature for 18 hours. The reaction is poured over
water and extracted with dichloromethane. The combined organics are dried over
magnesium sulfate, filtered and concentrated to give a residue. The residue is purified by
flash chromatography (20-35% ethyl acetate/hexane) to give the title compound (1.37g,
2.48 mmol, 47% yield). MS (m/z): 574.0 (M+Na).

15
The following compound is prepared essentially by the method of Preparation 21:
Physical
Prep. Yield Data
Chemical Name Structure
No. (%) | MS(m/z) or
NMR
(Bis(chloromethyl)

(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert-

butoxycarbonylamino)-3-[(3- wo of
yearbonylamino)-3-{( A @ (M+Na):

22 | chloro-4-fluoro- { o 31.2
. N Y 593.97

phenyl)sulfanylmethyl]-4- ><O\\( O
hydroxy-bicyclo[3.1.0]Thexane- °
2,6-dicarboxylate
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23

"H NMR
(CD3C) &
o 1.17 (d, 6H),
958 | 2.58 (m,
ﬁ 1H), 2.48 (d,

Cl 1H), 5.67 (s,
2H)

Chloromethyl 2- =

methylpropanoate o

10

15

Preparation 24: Bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy}methyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-
[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanylmethyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

;Tor%o?w oy
e

Add potassium carbonate (668.43 mg, 4.79 mmol), sodium iodide (75.03 mg,
500.58 umol) to (1S,2R,3S,4S,5R ,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(3,4-
difluorophenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid
(1g, 2.18 mmol ) in dimethylformamide (13.06 mL). The mixture is stirred for 10
minutes at ambient temperature. Chloromethyl isopropyl carbonate (1 g, 6.53 mmol) is
added. The mixture is stirred at ambient temperature for 18 hours. Acetic acid (4 ml) is
added and the mixture is stirred for 10 minutes. The solvent volume is reduced by about
10 ml under reduced pressure to give a viscous residue. The residue is diluted with
diethyl ether and stirred for 10 minutes. The solution is passed through a filter and the
solvent is removed under reduced pressure to give a residue. The residue is left under
high vacuum for 1 hour. The residue is purified by flash chromatography, eluted with (0
to 35% tetrahydrofuran /hexanes) to give the title compound (0.88 g, 1.27 mmol, 58.5%
yield). MS (m/z): 714.2 (M+Na).
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The following compounds are prepared essentially by the method of Preparation 24:

Physical
Prep. ) Yield
Chemical Name Structure Data
No. (%)
MS(m/z)
(Bis(isopropoxycarbonyloxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert- ox ;C‘
butoxycarbonylamino)-3-[(3- A ’ '
C R (M+Na):
25 | chloro-4-fluoro- oo \ I o 52.9
T 730.2
phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy- | hd
bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- Y
dicarboxylate
Bis(isopropoxycarbonyloxymethyl)
(1S,2R,3S,4S,5R, 6R)-2-(tert- 5 " @
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro- ° 5 NS M+Na):
26 yearbonylamino)-3-{( o b 35 | N
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4- T EYO 709.8
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- T 0\(
dicarboxylate
Bis(ethoxycarbonyloxymethyl) )
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert- 2 @
butoxycarbonylamino)-3-[(3,4- ° 5 :t/o M-+Na):
27 yearbonylamino)-3-{( I o7 | M
difluorophenyl)sulfanylmethyl]-4- T % I 686.2
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- r 1
dicarboxylate
Bis(ethoxycarbonyloxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert- o j
butoxycarbonylamino)-3-[(3- 3 i F
N (M+Na):
28 | chloro-4-fluoro- oo | [ o 44.9
T, 702.2
phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy- ro 7
bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate
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Bis(ethoxycarbonyloxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert- Q" @
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro- ° 5 2:/0 M-+Na):
29 yearbonylamino)-3-{( o b T 307 | M
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4- ! )(O 1 . 682.0
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- f j)
dicarboxylate
Bis(ethoxycarbonyloxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert- Q" @
butoxycarbonylamino)-3-[(3,4- ° 5 NS M+Na):
30 yearbonylamino)-3-{( ) 3.4 | VN
dimethylphenyl)sulfanylmethyl]-4- T A(O 1 . 677.8
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- f 1
dicarboxylate
Bis(ethoxycarbonyloxymethyl)
(1S,2R 38,4, 5R,6R)-2-(‘er- } 33 s s
butoxycarbonylamino)-3-[(4- . ° 3 e M-+Na):
3 y y )-3-[( - s o | )
fluorophenyl)sulfanylmethyl]-4- ro AT o 668.2
hydroxy-bicyclo[3.1.0Thexane-2,6- OW
dicarboxylate
Bis(acetoxymethyl)
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert- Lo :<
1 butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro- O\% 03 (M+Na):
[ % ) .
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4- OYO %O\Y ™ 622.00
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- OTO
dicarboxylate
Bis(acetoxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert- o
butoxycarbonylamino)-3-[(3- o N\ S@F
Y Y I ;Fﬁ >Yd (M+Na):
33 | chloro-4-fluoro- [ o Y 51.2
o0\ I N 642.00
phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy- I A( oj _o
bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate
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Bis(2-methylpropanoyloxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-[(3,4-
difluorophenyl)sulfanylmethyl]-4-
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

29.5

(M+Na):
682.00

Preparation 35: Bis {[(2-methylpropanoyl)oxy]methyl} (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-

butoxycarbonyl)amino]-3-{[(4-fluoro-3-methylphenyl)sulfanyl]methyl} -4-

5 hydroxybicyclo[3.1.0] hexane-2,6-dicarboxylate

Isobutyric acid (0.21 g, 2.42 mmol ) is dissolved in dimethylformamide (10 mL).

To this solution is added the potassium carbonate (0.54 g, 3.87 mmol). The mixture is

stirred at 50 °C for 3 hours and then cooled to room temperature. To the mixture is added
10 bis(chloromethyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-3-

methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (535

mg, 0.97 mmol). The mixture is stirred at ambient temperature for 18 hours. The mixture

is diluted with ethyl acetate, transferred to a separatory funnel, washed with brine, dried

over magnesium sulfate, and concentrated under reduced pressure to give a residue. The

15  residue is purified by flash chromatography (10-40% ethyl acetate/hexanes) to give the
title compound (230 mg, 0.36 mmol, 37%). MS (m/z): 678.2 (M+Na).

The following compounds are prepared essentially by the method of Preparation 35:
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27-
Prep. Yield Fhysical

No. Chemical Name Structure %) Data

MS(m/z)
(Bis(2-methylpropanoyloxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert- . o SdF

36 butoxycarbonylamino)-3-[(3-chloro- (}—3?/,%:; 3170 (M+Na):
4-fluoro-phenyl)sulfanylmethyl]-4- (i) )Vor Ojo . 698.0
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- I
dicarboxylate
Bis[[(2S)-2-
methylbutanoyl]oxymethyl] L on @

(1S.2R 3S 4S,5R,6R)-2-(ert- \% F ‘

37 | butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro- o o( A;\:ﬁ“:” o; 52.0 (l\;[;?;)'
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4- ;k ° '
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6- WT
dicarboxylate
Bis(2-ethylbutanoyloxymethyl)

(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert- 3 " @

38 butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro- ) 0(0 E;X/N? 30 (M+Na):
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4- ;% )(0 j) o 733.8
hydroxy-bicyclo[3.1.0]Thexane-2,6- g%
dicarboxylate
Bis(3-methylbutanoyloxymethyl)

(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert- 3 " @

3 butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro- ) f°>_§i~§: 20 1 (M+Na):
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4- ﬁj )( ° o 706.2
hydroxy-bicyclo[3.1.0]Thexane-2,6-
dicarboxylate
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Bis(cyclopropanecarbonyloxymethyl)
(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

OH
H B
[} S F
3 <:§
[} H s}
[ %o
o o 7o
Xy o
) X,
I

40.6

(M+Na):
674.0

41

Bis(cyclopentanecarbonyloxymethyl)
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

é%

OH :<
H H
¢} s F
\
o H . ¢}
r 0\ NH -
\// o
o
o._o©

51.8

(M+Na):
730.2

42

Bis(propanoyloxymethyl)
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-[(4-fluoro-
3-methyl-phenyl)sulfanylmethyl]-4-
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

\1%

e

1

19.8

(M+Na):
650.0

43

Bis(propanoyloxymethyl)
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-[(3-chloro-
4-fluoro-phenyl)sulfanylmethyl]-4-
hydroxy-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate

\1%

*%?s@

1

28.0

(M+Na):
670.0

Example 1: (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-Amino-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl|methyl}-4-

hydroxybicyclo[3.1.0] hexane-2,6-dicarboxylic acid hydrochloride
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Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3- {[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (0.58
g, 7.19 mmol ) is weighed into a 100 mL round bottom with a stir bar. Hydrogen
chloride (4N in dioxane, 33 mL, 132.0 mmol) is added. The mixture is warmed to 70°C
for 2 hours and then allowed to cool to ambient temperature. The solvent is removed
under reduced pressure to give a residue. The residue is dissolve in dichloromethane (50
mL) and the solvent is removed under reduced pressure to give a residue. This is done
three more times to give the title compound (567 mg, 1.43 mmol, 97% yield). MS (m/z):
360.0 (M+1).

The following compounds are prepared essentially by the method of Example 1:
Physical
Ex. Yield
Chemical Name Structure Data
No. (%)
MS(m/z)
(1S,2R,3S5,4S,5R,6R)-2-Amino-
3-{[(3-chloro-4- cl
OH
5 fluorophenyl)sulfanyljmethyl}-4- % R s@p 71 (M+H):
hydroxybicyclo[3.1.0] hexane- o w0 ' 376.0
2,6-dicarboxylic acid N o
hydrochloride
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-Amino-
3-{[(4-fluoro-3- o
H
; methylphenyl)sulfanyl]methyl}- 2 "\ SGF 934 (M+H):
4-hydroxybicyclo[3.1.0] hexane- HO W N we ' 356.0
2,6-dicarboxylic acid N on
hydrochloride
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-Amino-
Cl
3-{[(3,4- OH
e o "\ I SGCI (M+H):
4 | dichlorophenyl)sulfanylmethyl}- ) 1014
. HO H :~' /O HCI 3 92.0
4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane- HN  OH
2,6-dicarboxylic acid




WO 2012/068067

-30-

PCT/US2011/060730

hydrochloride

(1S,2R,38,4S,5R ,6R)-2-Amino-
~I1(3- ci
3-{13 o
chlorophenyl)sulfanyl]methyl} - o) I s
4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane- HO  H” ~XKU.°
2,6-dicarboxylic acid H,N  OH

hydrochloride

(M+H):
358.0

82.6

(1S,2R,38,4S,5R ,6R)-2-Amino-
3-{[(4- oH
fluorophenyDsulfanylJmethyl}4- | S S s~ )
hydroxybicyclo[3.1.0] hexane- SN Hel
2,6-dicarboxylic acid
hydrochloride

(M+H):
341.8

1104

(1R,2R,3R,4S,5R,6R)-2-Amino-
3-{[(4-fluoro-3- H

methylphenyl)sulfanyl]methyl} - N
S
7 | 4«(1H-1,2,4-triazol-3- o M_f SGF
ylsulfanyl)bicyclo[3.1.0]hexane- o w~__o

2,6-dicarboxylic acid
hydrochloride

(M+H):
438.8

93.0

Example 8: (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-Amino-4-hydroxy-3-{[(4-

methylphenyl)sulfanyl]methyl}bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid

Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-4-hydroxy-3-(p-
tolylsulfanylmethyl)bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (300 mg, 545.73 umol) is

placed in a microwave vial. To the vial is added water (2 mL, 110 mmol), and acetic acid

(2 mL, 34.9 mmol ). The mixture is heated in the microwave to 140°C for 20 minutes.
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The solvent is removed under reduced pressure to give the title compound (165 mg,
489.04 pmol, 89.6%). MS (m/z): 338.0 (M+H).

The following compounds are prepared essentially by the method of Example 8:

Ex.
No.

Chemical Name

Structure

Yield
(%)

Physical Data
MS(m/z)

(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-
Amino-3-{[(3,4-
dimethylphenyl)sulfanyl]m
cthyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexa

ne-2,6-dicarboxylic acid

OH
H =
o] S S
A\
(o]
HO  HT N
H,N  OH

96.3

(M+H): 352.0

10

(1S,2R,3R,48S,5R,6S)-4-
(Acetylamino)-2-amino-3-
{[(4-fluoro-3-
methylphenyl)sulfanylJmet
hyl}bicyclo[3.1.0]hexane-
2,6-dicarboxylic acid

i
LN
o 3 s F
A\
HO  H” [}
N ca
HaN OH

93.2

(M+H): 397.0

11

(1S,2R,3R,4S,5R,6S)-2,4-
Diamino-3- {[(4-fluoro-3-
methylphenyl)sulfanylJmet
hyl}bicyclo[3.1.0]hexane-
2,6-dicarboxylic acid

NH,
H =
(o] N S F
N
HO H X [¢]
H,N T
7 oH

34.6

(M+H): 355.2

Example 12: Bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy}methyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-

amino-3-{[(3.,4-difluorophenyl)sulfanylJmethyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate hydrochloride
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32-

F
OH
H =
o) ; s~< />— F
) HCl
(@] /—O H : /O
>7O>\‘_O H,N o\\
O\(O
o\(
Bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy } methyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]-3- {[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl]methyl} -4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (0.88 g, 1.27 mmol) is dissolved in
hydrogen chloride (4N in dioxane, 30 mL, 120.00 mmol) and stirred at ambient
temperature for 1.5 hours. The solvent is removed under reduced pressure to give a
residue. The residue is dissolved in dichloromethane and the solvent removed under
reduced pressure. This process is repeated 8 times. The residue is left under high

vacuum overnight to give the title compound (0.692 g, 1.10 mmol, 86.61% yield). MS
(m/z): 591.8 (M+H).

The following compounds are prepared essentially by the method of Example 12:

Physical
Ex. Yield
Chemical Name Structure Data
No. (%)
MS(m/z)
Bis{[(2-
methylpropanoyl)oxy|methyl}
(1S,2R,3S,4S,5R 6R)-2-amino-3- % @ @
o H==L_ o (M+H)
13 {[(4-fluoro-3- o Lo 90.8
j/\ o) 555.8
methylphenyl)sulfanyllmethyl}-4- O/\i"
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride
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Bis{[(2-
methylpropanoyl)oxy|methyl} .
(1S,2R 38,4S,5R 6R)-2-amino-3- | Q e —

14 {[(3-chloro-4- ST 95.5
fluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4- I - E;EO 3738
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride
Bis[(propanoyloxy)methyl]

(1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-amino-3- oo @

o | f-fuoro3. (*ﬁ%f 035 | (MHH:
methylphenyl)sulfanylmethyl}-4- Oj L Oﬁo . 528.0
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6- j
dicarboxylate hydrochloride
Bis[(propanoyloxy)methyl]

(1S,2R,38,48,5R,6R)-2-amino-3- e G

y {[(3-chloro-4- r% o s (M+H):
fluorophenyl)sulfanyljmethyl}-4- j o ol P 548.0
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6- J/
dicarboxylate hydrochloride
6-({[(2S)-2-

Methylbutanoyl]oxy} methyl) 2-
(i[2S)-2- e
methylbutanoyl]oxy } methyl) O\% = ‘

17 | (1S,2R,38,4S,5R,6R)-2-amino-3- o b ﬁ 63.2 (1;45:2'
{[(4-fluoro-3- rﬁ o \; '
methylphenyl)sulfanyllmethyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride
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Bis{[(cyclopentylcarbonyl)oxy]met
hyl} (1S,2R,35,4S,5R 6R)-2- oo @

8 amino-3-{[(4-fluoro-3- [ O\F”%%O/g 71 (M+H):
methylphenyl)sulfanyllmethyl}-4- 5 o) o 608.2
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6- 5
dicarboxylate hydrochloride
Bis{[(ethoxycarbonyl)oxy]methyl} )
(1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-amino-3- o 2" @

o | G4 T 794 | O
dimethylphenyl)sulfanyl]methyl}- — ) o 556.2
4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane- 07
2,6-dicarboxylate hydrochloride
Bis{[(2-
methylpropanoyl)oxy|methyl} r
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3- % @ ) @ .

20 {[(3,4- { M T 89.7
difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4- I o ?’ﬁ 5602
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride
Bis {[(ethoxycarbonyl)oxy|methyl}

(18,2R,38,4S,5R,6R)-2-amino-3- o " s )

. {[(4- M :0/: €05 (M+H):
fluorophenyl)sulfanylJmethyl}-4- Hal 0 546.2
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6- 07
dicarboxylate hydrochloride
Bis({[(1-
methylethoxy)carbonyl]oxy} methyl o " o dF

- ) (1S,2R,38S,4S,5R ,6R)-2-amino-3- goh%i’q? 100 (M+H):
{[(3-chloro-4- - EYO 607.8
fluorophenyl)sulfanyllmethyl}-4- e
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
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dicarboxylate hydrochloride

23

Bis({[(1-

methylethoxy )carbonyl]oxy } methyl
) (1S,2R,35,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(4-fluoro-3-
methylphenyl)sulfanylmethyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride

(M+H):
587.8

101.5

24

Bis {[(2-ethylbutanoyl)oxy]methyl}
(1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(4-fluoro-3-
methylphenyl)sulfanylmethyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride

(M+H):
612.0

36.5

25

Bis{[(3-
methylbutanoyl)oxy|methyl}
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(4-fluoro-3-
methylphenyl)sulfanyl|methyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride

(M+H):
584.2

36.1

26

Bis[(acetyloxy)methyl](1S,2R,3S,4
S,5R,6R)-2-amino-3-{[(4-fluoro-3-
methylphenyl)sulfanyl|methyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride

(M+H):
500.0

84.6

27

Bis[(acetyloxy)methyl](1S,2R,3S,4
S,5R,6R)-2-amino-3-{[(3-chloro-4-
fluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-
dicarboxylate hydrochloride

(M+H):
520.0

94.7
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Bis{[(cyclopropylcarbonyl)oxy]met
hyl} (1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2- on @

- amino-3-{[(4-fluoro-3- 0 h%:».?/o 70 (M+H):
methylphenyl)sulfanyllmethyl}-4- 1. 552.2
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6- X
dicarboxylate hydrochloride
Bis{[(ethoxycarbonyl)oxy]methyl}

(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3- o S@F

2 | 1B+ % 062 | M
difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4- EYO 564.2
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6- °7
dicarboxylate hydrochloride
Bis{[(ethoxycarbonyl)oxy]methyl}

(1S,2R,38,4S,5R 6R)-2-amino-3- oo G

30 {[(4-fluoro-3- 0\% 96.2 (M+H):
methylphenyl)sulfanyllmethyl}-4- EYO 560.2
hydroxybicyclo[3.1.0]Thexane-2,6- Oj
dicarboxylate hydrochloride
Bis{[(ethoxycarbonyl)oxy]methyl} )
(18,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3- Q" on G

3 {[(3-chloro-4- Oh%%;) 051 (M+H):
fluorophenyl)sulfanylJmethyl}-4- WOY/O 580.0
hydroxybicyclo[3.1.0Thexane-2,6- OT
dicarboxylate hydrochloride

Example 32: Bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy } methyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-

amino-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl|methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-

dicarboxylate hydrochloride
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F
OH
H =
o) : s~< />— F
) HCl
O>_ O/— O H : /O
>7 S H,N o\\
O\(O
o\(
STEP 1: Ditert-butyl (1S,2R,5R,6R)-2-(fert-butoxycarbonylamino)-3-
(dimethylaminomethylene)-4-oxo-bicyclo[3.1.0]Thexane-2,6-dicarboxylate

5 Tert-butoxybis(dimethylamino)methane (481.1ml, 2.33mol) is added to a
suspension of di-fert-butyl(1S,2S,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-4-
oxobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (600g, 1.46mol) in dry toluene (3.6L) at room
temperature under nitrogen. The mixture is heated at 80°C for 3 hour and 45minutes, then
cooled to room temperature and stirred overnight. The reaction volume is reduced in

10 vacuo, diluted with methyl zerz-butyl ether (1.8L) and hexane (1.8L), and stirred for 3
hours at 15°C. After 3 hours, the resulting solid is collected by filtration, washed with
cold hexane (2x1.8L), and dried under vacuum to obtain the title compound (620.4g,

yield 91%). HPLC-MS: 98%.

15  STEP 2: Di-tert-butyl (1S,2R,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-methylidene-4-
oxobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate
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To a solution of di-zert-butyl (1S,2R,5R,6R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-
(dimethylaminomethylene)-4-oxo-bicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (620.4g,
1.33mol) in dry tetrahydrofuran (12L), triethylamine (277.3ml, 1.99 mol) is added at

5 room temperature under nitrogen. The mixture is cooled to —47°C and
diisobutylaluminum hydride (1M in hexane, 2.06L, 2.06mol) is added dropwise over 2
hours. The resulting mixture is stirred at 47°C. After 1 hour 15 minutes, acetic acid
(118ml, 2.06mol) is dropwise added at —47°C, warmed to room temperature, and then
stirred overnight. Add 20% H3PO, in water until pH=2. Separate the organic phase and

10 extract the aqueous phase with ethyl acetate (2x1.7L). The combined organic phases are
washed successively with 10% aqueous HCI (1.5L), water (1.5L), and brine (1.5L), dried
over anhydrous sodium sulfate, filtered, and concentrated to yield a solid. The resulting
solid is triturated with water (3.2L), collected by filtration, and then dried to yield the title
compound (558.2g, yield 99%). HPLC-MS: 97.4%.

15
STEP 3: Di-tert-butyl (1S,2R,3S,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-oxobicyclo[3.1.0Thexane-2,6-dicarboxylate

> F

A suspension of di-fert-butyl (1S,2R,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-
20  methylidene-4-oxobicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (350.00 g, 826.43 mmol) in
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20
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toluene (2.95 L) is treated with 3,4-difluorobenzenethiol (172.49 g, 1.18 mol) and
triethylamine (205.61 mL, 149.28 g, 1.48 mol) at 25°C. The mixture is stirred at 80°C.
After twelve hours, the reaction was cooled to room temperature, washed sequentially
with 2N aqueous NaOH (pH = 10) and aqueous. IN HCI (pH=4), dried over MgSQy,, and
concentrated in vacuo to yield a residue. Triturate the residue with hexane (1L) and

remove the solvent to yield the title compound (664¢g, 100% yield).

STEP 4: Di-tert-butyl (1S,2R,3S,4S,5R,6R )-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyljmethyl} -4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

OH

A solution of IN (R)-methyl oxazaborolidine in toluene (228.21mL) and borane-
methyl sulfide complex (86.68g, 101.98 mL, 1.14 mol) in anhydrous methyl t-butyl ether
(4.56 L) is cooled to -40°C °C. To this solution, di-zerz-butyl (1S,2R,3S,5R,6R)-2-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]-3- {[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-
oxobicyclo[3.1.0]Thexane-2,6-dicarboxylate
(650.00g, 1.14 mol) in methyl z-butyl ether (3.42 L) is added via addition funnel over 2
hours whereupon the reaction is warmed to 0°C. After 1 hour, methanol (461.80 mL,
11.41 mol) is added, and internal temperature is kept below 15°C. The reaction is washed
with 2N aqueous. NaOH (2L), dried over MgSO,, and concentrated in vacuo to yield a
residue. The residue is purified by silica gel chromatography (8:1 to 1:1hexane/ethyl
acetate) to yield the title compound (580g, 89% yield).

STEP 5: (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-Amino-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyljmethyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid
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Water (1.10L) and 12.18M hydrogen chloride in water (789.88mL, 9.62 mol) is
added to a solution of di-tert-butyl (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(fert-butoxycarbonyl)amino]-
3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanylJmethyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0Thexane-2,6-
dicarboxylate (550.00 g, 962.07 mmol) in 1,4-dioxane (192.41mL). The resulting slurry
is stirred at 100°C. After 12 hours, the reaction is then cooled to 25°C, stirred for 12
hours, and then basified with NaOH (50% wt/wt) to pH =2.65. The resulting mixture is
stirred at 10°C for 30 minutes whereupon the precipitate is collected by filtration, washed
with water (1 L) and methyl fert-butyl ether (1 L), and dried for 2 hours at 25°C, and then
at 60°C in a oven until constant weight to yield the title compound (300g, 87% yield).

MS (m/z): 360 (M+1).

Step 6: (1S,2R,3S,4S,5R ,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyljmethyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid

OH

Triethylamine (407.27mL, 2.92 mol) and [2-(tert-butoxycarbonyloxyimino)-2-
phenylacetonitrile] (308.39¢g, 1.25 mol) are added to a suspension of
(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl]methyl} -4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid (300.00 g, 834.84 mmol) in 1,4-
dioxane (500.9mL) and water (500.9mL) at 25°C. The mixture is warmed to 50°C. After
12 hours, the reaction is cooled to 25°C, diluted with water (2.5 L), and washed with
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methyl fert-butyl ether (6 x 1 L). Basify the aqueous phase with a solution of aqueous.
IN HCl until pH =2, and extract with ethyl acetate (3 x 2 L). The combined ethyl acetate
extracts are washed with brine, dried over MgSOy,, and concentrated in vacuo to yield the

title compound (250g, 65% yield). MS (m/z): 360 (M+-Boc).

STEP 7: Bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy}methyl) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

A solution of (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-{[(3,4-
difluorophenyl)sulfanyljmethyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylic acid
(150.00 g, 326.46 mmol) in dimethylformamide (3.38 L) is successively treated with
potassium carbonate (1 180.48g, 1.31mo), chloromethyl isopropyl carbonate (149.43g,
979.39 mmol), and sodium iodide (9.79g, 65.29 mmol), and the mixture is stirred under
nitrogen at 25°C. After 12 hours, water (1.5 L) is added to the mixture, solids are filtered
off, and filtrate is extracted with methyl fert-butyl ether (3 x 1.5 L). The combined
organics are washed with successively with water, brine, dried over MgSQOy,, and
concentrated in vacuo. The resulting residue is purified by silica gel chromatography (2:1
to 1:1 hexane/ ethyl acetate) to afford the title compound (225g, 70% yield). MS (m/z):
592 (M+-Boc).
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STEP &: Bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy }methyl) (15,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl|methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate

F
OH
H N
0 : SA< />—F
> 5 HCl
o 0 WK
o HN g
>7O jo 0
o\(

Bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy } methyl)(1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(tert-

hydrochloride

butoxycarbonyl)amino]-3- {[(3,4-difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate (124.9g, 180.57 mmol) is treated with 4N
hydrogen chloride in 1,4-dioxane(1.12L, 4.50 mol) at 25°C. After 90 minutes, solvent
was removed in vacuo, and the residue is slurried in methyl fert-butyl ether (1 L) for 30
minutes. The resulting precipitate is collected by filtration, washed with methyl ferz-butyl
ether (500 mL), and dried in an oven at 45°C for 16 hours. The resulting salt is dissolved
in dichloromethane and water then neutralized with triethylamine. The organic phase is
separated, dried over MgSQ,, and concentrated in vacuo to yield a residue. The residue is
purified by silica gel chromatography (3:1 to 1:1 hexane/ ethyl acetate), to yield the free
base which is treated with 4N HCl in 1,4-dioxane (950 mL) at 25°C. After 15 minutes,
the solvent is evaporated in vacuo, and residue is slurried in methyl ferz-butyl ether (1 L)
and hexanes (250 mL). The resulting solid is filtered, washed with methyl zert-butyl ether
(500 mL), and dried in vacuo at 45°C until constant weight to provide the title compound
(98.5g, 87% yield). MS (m/z): 592 (M+1).

Literature data (Witkin, Jeffrey M., and Eiler, William J.A. (2006), Antagonism of
Metabotropic Glutamate Group Il Receptors in the Potential Treatment of Neurological
and Neuropsychiatric Disorders. Drug Development Research vol 67, pg. 757-769; and
Yasuhara, Akito and Chaki, Shigeyuki, (2010) Metabotropic Glutamate Receptors:
Potential Drug Targets for Psychiatric Disorders, The Open Medicinal Chemistry

Journal, vol. 4, pg. 20-36.) and data generated in non-clinical animal studies support a
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role for mGlu2/3 antagonists in the treatment of depressive disorders and disorders of
excessive sleepiness. Specifically it is found that mGlu 2/3 receptor antagonists are
effective in rodent models of depressive disorders and promote wakefulness using EEG
monitored rodents without disproportionate or clinically relevant hyperactivity or
overwhelming compensatory hypersomnolence. The increased alertness manifests in
increased attention, improved cognitive performance, and a likelihood of reduced fatigue.
As the previously described disorders represent common co-morbid clinical conditions,
an mGlu2/3 receptor antagonist may be particularly effective in specific patient
populations, such as patients with major depressive disorder, treatment refractory
depression, unipolar depression, dysthymia, and/or cyclothimia, or any disorders of
excessive sleepiness. Disorders of excessive sleepiness may include, but are not limited to
excessive daytime sleepiness (EDS), hypersomnia associated with obstructive sleep apnea
or narcolepsy, circadian rhythm sleep disorders (including, but not limited to shift work
sleep disorder, jet lag disorder, delayed sleep phase disorder, advanced phase sleep
disorder, and non-24 hour sleep-wake syndrome), idiopathic hypersomnolance and
excessive sleepiness associated with non-restorative sleep (NRS)

To further demonstrate the characteristics of the present compounds,

representative compounds may be run in the following in vitro and in vivo assays:

mGlu2 and mGlu3 Receptor cAMP Antagonist Assays

Antagonist activity is assayed in recombinant AV12 cells stably expressing human
mGlu2 or mGlu3 receptors and the rat glutamate transporter EAAT1 (Excitatory Amino
Acid Transporter 1). The cell lines are maintained by culturing in DMEM with high
glucose and pyridoxine hydrochloride supplemented with 5 % dialyzed fetal bovine
serum (FBS), 1 mM sodium pyruvate, 1 mM HEPES and 1 mM L-glutamine; geneticin
and hygromycin B are used as selection antibiotics. Confluent cultures are grown at 37°C
in an atmosphere containing 6.5% CO,, and passaged biweekly. Cells are harvested
using 0.25% trypsin, suspended in freeze media (FBS with 10% DMSO) at 10"cells/ml,
and aliquots are stored in liquid nitrogen. Twenty-four hours before the assay, cells are
plated at a density of 8,000-10,000 cells per well in a tissue culture treated, 96-well, half-
area black plates (Costar 3875) in 50 ul of DMEM with high glucose and pyridoxine
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hydrochloride supplemented with 5 % dialyzed FBS, 1 mM sodium pyruvate, 1 mM
HEPES, 100 pg/ml ampicillin, and 250 pM (mGlu2) or 125 pM (mGlu3) of L-glutamine.

Reversal of the inhibition of forskolin-stimulated cAMP production by test
compounds is measured using homogencous time resolved fluorescence technology
(HTRF; Cisbio cat # 62AM4PEB). The medium is removed and the cells are incubated
with 100 pl cAMP stimulation buffer (STIM) for 30 minutes at 37°C. (STIM buffer
contains 500 ml HBSS, 1000 ml DPBS, 0.034 % BSA, 1.67 mM HEPES and 500 uM
IBMX (Sigma 15879).) Compounds are tested in 10-point concentration response curves
using 3X serial dilution followed by further 40-fold dilution into STIM buffer. DCG IV
(Tocris 0975) serves as the reference agonist. The final reaction mixture contains 1 uM
(for mGlu2) or 3 uM (for mGlu3) of forskolin (Sigma F6886), DCG IV at its ECy, and
up to 25 uM of test compound. Cells are incubated at 37°C for 20 minutes. To measure
the cAMP levels, cAMP-d2 conjugate and anti cAMP-cryptate conjugate in lysis buffer
are incubated with the treated cells at room temperature for 1 hour (mGlu2) or 1.5 hour
(mGlu3). The HTRF signal is detected using an EnVision plate reader (Perkin-Elmer) to
calculate the ratio of fluorescence at 665 to 620 nM. The raw data are converted to
cAMP amount (pmole/well) using a cAMP standard curve generated for each experiment.
Relative ICsq values are calculated from the top-bottom range of the concentration
response curve using a four-parameter logistic curve fitting program (ActivityBase

v5.3.1.22).

FLIPR and cAMP Assays for mGlu Receptor_Selectivity

The relative antagonist potencies of the compounds of the invention for the other
human mGlu receptors can be assessed with either a cAMP assay or fluorometric calcium
response assay (see for example Fell et al., JPET (in press)). Briefly, individual AV12
cell lines containing the rat EAAT1 glutamate transporter and stably expressing the
human mGlul, 2, 3, 4, 5, 6, & 8 receptors are used for these studies. The mGlul and 5
receptors are Gq-coupled, so they naturally signal through phospholipase C, producing a
calcium flux response which can be used to measure receptor activation using a
Fluorometric Imaging Plate Reader (FLIPR, Molecular Devices). The cell lines

expressing the mGlu2, 3, 4, and 8 receptor are designed to express the Gal5 subunit so



10

15

20

25

30

WO 2012/068067 PCT/US2011/060730

45

that these Gi-coupled receptors will generate a calcium flux response similar to the
mGlul and 5 receptor expressing cell lines. The mGlu6 receptor is tested in a cAMP
format using methods analogous to those developed for mGlu2 and mGlu3 above. These
cell lines are maintained as previously described except that amounts of L-glutamine and
selection agents (geneticin, hygromycin B, zeocin, and blasticidin) may vary depending

on the cell line. Confluent cultures are passaged biweekly.

Intracellular calcium levels are monitored using FLIPR before and after the
addition of test compounds and Fluo-3 AM (Invitrogen) or Calcium 4 (Molecular
Devices) dye, depending on the cell line. Cells are plated 24 hours prior to assay in a
variable concentration of glutamine and a variable density of cells per well, depending on
the cell line. The medium is removed and the cells are incubated with 8 uM of dye (50 ul
per well) for 90 or 120 minutes (depending on cell line) at 25°C. A single-addition
FLIPR assay generating an 11-point concentration response curve for the agonist
glutamate is conducted prior to each experiment to confirm the appropriate sensitivity of
the cells. The results are analyzed using GraphPad Prism v4.03 to calculate the
concentrations of glutamate needed to induce the ECyq (antagonist assay) and ECyg

(potentiator assay) responses.

Compounds are tested at each mGlu receptor in a two-addition FLIPR assay using
a 10-point concentration response profile starting at a final concentration of 25 uM for the
agonist assay and 12.5 uM for the potentiator and antagonist assays. The first addition
detects any agonist activity, and the second addition consists of 100 ul of select
concentrations (depending on cell line) of glutamate in assay buffer generating an EC or
ECqo glutamate response. Agonist effects are quantified as percent stimulation induced
by compound alone relative to the maximal glutamate response. Antagonist effects are
quantified by calculating the percent inhibition of the ECoo glutamate response caused by
the compound. Potentiation effects are quantified as percent increase in the presence of
an EC;o response in glutamate relative to the ECp. response. All data are calculated as
relative ICso or ECsg values using a four-parameter logistic curve fitting program

(ActivityBase v5.3.1.22).
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Antagonist activity in mGlu6 cells is measured using cAMP in a method
analogous to that described above for mGlu2 and mGlu3 activity, except that the
reference agonist was L-AP4 (Tocris). To measure mGlu6 agonist activity, the extent to
which the compound inhibits the forskolin-stimulated cAMP production is calculated.
Relative ICso and ECsg values are calculated from the top-bottom range of the
concentration response curve using a four-parameter logistic curve fitting program

(ActivityBase v5.3.1.22).

Exemplified compounds wherein R' and R? are both hydrogen are tested
essentially as described above and are found to have high antagonist potency for the
mGlu2 and mGlu3 receptors. The exemplified compounds wherein R' and R? are both
hydrogen are also found to be selective antagonists of the mGIu2 and mGlu3 receptors as
against other mGlu receptor subtypes. 1Csy’s for the mGlu2 and mGlu3 receptors for the
exemplified compounds wherein R' and R” are both hydrogen are found to be less than 70
nM and 140 nM, respectively, while the ICsy’s for other mGlu receptors tested are found
to be significantly greater. The compounds of examples 1 and 2 are tested essentially as
described above and are found to have activity profiles as shown in Table 1.

Table 1. Selectivity data

Ex.

mGlul
% inhib.
@12.5uM

mGlu2
1C50 nM

mGlu3
1C50 nM

mGlu4
% inhib.
@12.5uM

mGlus
% inhib.
@12.5uM

mGlu6
1C50 nM

mGlu8
% inhib.
@12.5uM

6.3%

15.442.0

6.242.2

17.9%

-2.0%

1720

47.0%
(ICso
4970 nM)

7.9%

12.742.3

13.4+3.4

28.0%

21.4%

1395

68.7%
(ICso
7860 nM)

20

Further, certain compounds of the present invention show a lack of significant

activity at other physiologically important receptors such as, but not limited to, the hERG

channel, serotonin receptors (specifically 5S-HT»a and 5-HT»g), muscarinic receptors

(specifically M2), and iGluR receptors (specifically iGIuRS). The compound of example
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1 is tested using known assay methods and is found to have no appreciable activity at
these receptors.

Therefore, physiologically relevant doses of the compounds of the invention are
expected to provide substantial inhibition of mGlu2 and mGlu3 receptors in vivo, while
not substantially interacting with other mGlu receptors, or other physiologically relevant
receptors, and thus are expected to provide the desired pharmacology while avoiding

undesired effects associated with off-target activity.

Forced-Swim Test in Mice (mFST)

mFST is an established in vivo assay for antidepressant activity (Li et al. J
Pharmacol Exp Ther. 319(1):254-9, 2006.). Mice treated with known clinically effective
antidepressants (selective serotonin reuptake inhibitors and/or tricyclic antidepressants)
exhibit the behavior of reduced time spent immobile after being placed in a water tank, a
behavior associated with despair. The mFST was used to evaluate potential
antidepressant-like activity of novel mGlu2/3 antagonists essentially as described in
previously published methods (see for example, Li et al. J Pharmacol Exp Ther.
319(1):254-9, 2006.). Briefly, male NIH-Swiss mice (Harlan Sprague-Dawley,
Indianapolis, IN) weighing between 25-30 g are used. Group housed animals are
removed from the vivarium to the testing area in their own cages and allowed to adapt to
the new environment for at least 1 hour before testing. Compounds where R' and R? are
both hydrogen are dissolved in water with minimal NaOH added for dissolution and are
administered i.p. Compounds where R' and/or R? are other than hydrogen are prepared
on the day of use in 2.0-2.5% N-methyl-pyrrolidinone and then suspended in 1% HEC,
0.25% Tween 80, and 0.05% Dow antifoam, and administered orally. Mice are placed in
a cylinder (diameter: 10 cm; height: 25 c¢m) filled with 6 cm of water (22-25°C) for 6 min.
The duration of immobility during the last 4 min. of the 6 min. period of the test was
scored. A mouse is recorded as immobile when floating motionless or making only those
movements necessary to keep its head above water.

Representative compounds are tested essentially as described above and are found
to significantly reduce immobilization times in wild type mice. Exemplified compounds
wherein R' and R? are both hydrogen are assayed essentially as described above and are

found to have EDg(’s less than 30 mg/kg i.p., with maximal decreases in immobilization
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times of at least 25%. The compounds of Examples 1, 2, 12/32 and 22 are assayed
essentially as described above and are found to have activities as shown in Table 2.
Therefore compounds of the present invention are expected to have antidepressant
activity in vivo.

Table 2. Mouse Forced Swim Test (mFST)

Example EDgo (mg/kg) Maximal Decrease
(1-compound/control)* 100%

1 8.0 (ip.) 36.1%

2 245 (ip.) 33.5%
12/32 12.0 (p.o.) 58.4%
22 20.5 (p.0.) 50.1%

In other experiments, mice with receptor deletions (mGlu2 knock-out mice) are
studied; these mice are bred by heterozygote x heterozygote breeding and used as
littermates for -/- and +/+ mouse comparisons (Taconic Farms). The compounds of
examples 1 and 2 (10mg/kg, i.p., 30 min prior) are found to significantly decrease
immobility time in mGlu2+/+ mice, but not in mGlu2-/- mice. Similarly, the compound
of example 12/32 (30 mg/kg, po, 120 min prior) is found to decrease immobility time in
mGlu2+/+ mice, but not in mGlu2-/- mice. These findings further demonstrate that the
mGlu2 receptor contributes to the antidepressant-like effects of the compounds of the
invention.

The compounds of the invention may also be tested in combination with other
compounds useful for the treatment of depressive disorders, as for example SSRI’s, for
their ability to enhance the antidepressant-like effects over that of either compound alone.
The compound of example 12 (10 mg/kg p.o.) is tested in the mouse forced swim test
alone and in combination with either fluoxetine (10 mg/kg, i.p.) or citalopram (1 mg/kg,
i.p.) and found to significantly increase the antidepressant-like effect over that of either
compound alone as shown in Table 3, below. Further, testing of brain and plasma levels
of the active di-acid moiety of the compound of example 12 (i.e. the same compound as
the freebase of example 1), and plasma levels of fluoxetine and citalopram, show no
increase in exposure levels, supporting the finding that the increased antidepressant-like

activity was not due merely to an increase in central exposure to the compounds.
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Compound(s) Immobilization Std error of Maximal Decrease
Time (sec.) mean (1-compound/control)*100%

Vehicle 173 14

Example 12 130 17 24.5%

Fluoxetine 118 16 31.5%

Ex. 12 + Fluoxetine | 80 15 53.6%*

Vehicle 176 14

Example 12 140 8 20.9%
Citalopram 102 18 42.1%
Ex. 12 + Citalopram | 80 13 54.8%**

*Significantly different from either compound of Example 12 or fluoxetine alone, p<0.05

**Significantly different from either compound of Example 12 or citalopram alone, p<0.05

Wakefulness and behavioral monitoring in rats: Representative compounds of the present

invention are tested in rats for their ability to increase the amount of time in a state of
wakefulness without undesired effects such as inhibition of REM sleep, waking motor
impairment (disproportionate hyper- or hypolocomotion), and/or rebound hypersomnia.
Test animals are continuously monitored by electro-encephalograms (EEG),
electromyograms (EMG), and motion to measure cumulative time awake, rebound
hypersomnia, and locomotor activity intensity during wakefulness. Methods for such
studies are known in the art (see for example methods described in Edgar DM, Seidel
WF. Modafinil induces wakefulness without intensifying motor activity or subsequent
rebound hypersomnolence in the rat. J Pharmacology & Experimental Therapeutics
1997; 283: 757-769; van Gelder RN, Edgar DM, Dement WC. Real-time automated
sleep scoring: validation of a microcomputer-based system for mice. Sleep 1991, 14: 48-
55; and Gross BA, Walsh CM, Turakhia AA, Booth V, Mashour GA, Poe GR. Open-
source logic-based automated sleep scoring software using electrophysiological
recordings in rats. J Neurosci Methods. 2009; 184(1):10-8.) Studies are conducted as

follows:
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Animal preparation. Adult, male Wistar rats (approximately 270-300 g at time of
surgery) are surgically fitted for chronic recording of EEG, EMG, body temperature, and
motion as follows: Rats are surgically prepared with a cranial implant consisting of four
stainless steel screws for EEG recording (two frontal [3.9 mm anterior from bregma, and
+2.0 mm mediolaterally] and two occipital [6.4 mm posterior from bregma, 5.5 mm
mediolaterally]), and with two Teflon-coated stainless steel wires for EMG recording
(positioned under the nuchal trapezoid muscles). All leads are soldered to a miniature
connector (Microtech, Boothwyn, PA) prior to surgery. The implant assembly is affixed
to the skull by the combination of the stainless steel EEG recording screws, cyanoacrylate
applied between the implant connector and skull, and dental acrylic. Body temperature
and locomotor activity is monitored via a miniature transmitter (Minimitter PDT4000G,
Philips Respironics, Bend, OR) surgically placed into the abdomen. At least 3 weeks are

allowed for recovery.

Recording environment. Each rat is housed individually within a microisolator cage
modified with an inserted polycarbonate filter-top riser to allow more vertical headroom.
A flexible cable that minimally restricts movement is connected at one end to a
commutator afixed to the cage top and at the other end to the animal’s cranial implant.
Each cage is located within separate, ventilated compartments of a stainless steel sleep-
wake recording chamber. Food and water are available ad /ibitum and the ambient
temperature is maintained at about 23+1°C. A 24-hr light-dark cycle (LD 12:12) using
fluorescent light is maintained throughout the study. Relative humidity averages
approximately 50%. Animals are undisturbed for at least 30 hrs before and after each

treatment.

Study design and dosing. Compounds where R' and R? are both hydrogen are dissolved
in water with minimal NaOH added for dissolution and are administered i.p in a volume
of 1.0 mL per kg body weight. Compounds where R' and/or R? are other than hydrogen
are administer p.o. in a volume of 2 mL per kg body weight in one of two alternative
vehicles: 1) 2.5% N-methyl-2-pyrrolidinone in hydroxyethylcellulose; or ii) 10% acacia
with 0.05% Dow Corning® Antifoam in water. The vehicle or one of the compound dose

levels is administered pseudo-randomly such that no rat receives the same treatment
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twice, and no rat receives more than two of the 8§ treatments in any one study. Each rat is
removed from its cage for about a minute to be weighed and treated. At least 6 days

“washout” period precede and follow each treatment.

Data collection. Sleep and wakefulness discrimination may be automated (e.g., Van
Gelder et al. 1991; Edgar et al. 1997, Winrow et al., 2010; Gross et al., 2009). EEG is
amplified and filtered (X10,000, bandpass 1-30 Hz), EMG is amplified and integrated
(bandpass 10-100 Hz, RMS integration), and non-specific locomotor activity (LMA) is
monitored simultaneously. Arousal states are classified in 10 second epochs as non-REM
sleep, REM sleep, wakefulness, or theta-dominated wakefulness. Locomotor activity
(LMA) is recorded as counts per minute and is detected by commercially available

telemetry receivers (ER4000, Minimitter, Bend, OR).

Statistical Analysis. Ages and body weights are summarized by mean, minimum and
maximum over the treatment groups. All animals having at least one outcome are
included in the summary results (for example, we include appropriate data from an animal
treatment for which telemetry data are usable but EEG data are not). The post-treatment
observation period is divided into 2 post-dosing intervals (the first 7 hours, and the first
19 hours) where the time of dosing is defined as the start of Hour = 0. The outcomes are
summarized in each period by computing either the mean hourly or the cumulative value
across each period. Each outcome in each period is analyzed by analysis of covariance
using treatment group and treatment date as factors and the corresponding pre-treatment
interval, 24 hrs earlier, as the covariate. Adjusted means and the change from vehicle
means and their corresponding standard errors are summarized for each treatment group.
Adjusted Dunnett’s multiple-comparison P-values are shown for each outcome in each
period. Not all outcomes are analyzed in all periods, as shown in Table 1, which thus
affect the experiment-wise type I error rate. As such, no further adjustments are made for

multiple testing,

Determining efficacy. The threshold efficacious dose is estimated as the lowest dose for

which cumulative time awake exceeds 50 minutes relative to vehicle controls across the
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first 7 hours post-treatment. A finer determination may be made by conducting

subsequent studies of more closely spaced doses around the efficacious dose.

Determining undesired effects. Two potentially undesired effects in particular are
evaluated: rebound hypersomnolence and intensified motor activity (Edgar DM, Seidel
WEF, 1997).
(1) Rebound hypersomnolence may be measured as decreased levels of wakefulness
during the period 8-19 hours after efficacious treatment doses. A biologically significant
decrease is defined as a greater than 50 percent of the cumulative increase during the first
7 hours. Thus, if wakefulness increased by 100 minutes during the first 7 hours, then a
decrease in cumulative wakefulness of 50 minutes or more, relative to vehicle controls,
during the period 8-19 hours after treatment would be deemed biologically significant.
Group mean changes, shown in Table 2, show a lack of rebound hypersomnolence.
(ii) Intensified motor activity is defined as an average increase relative to vehicle controls
that exceeds 5 LMA counts per minute of EEG-defined wakefulness at the efficacy
threshold dose, and for which the effect is dose related. Group mean increases in Table 2
were all under 5 counts per minute of wakefulness and are not dose dependent.
Exemplified compounds are tested essentially as described and are found to
promote wakefulness without significant rebound hypersomnia or intensified motor
activity. Exemplified compounds where R' and R” are both hydrogen (administered i.p.)
are tested essentially as described and are found to be efficacious at doses of 10 mg/kg or
lower. The compound of Example 12 is tested essentially as described and is found to
have the cumulative time awake profile and locomotor activity intensity as shown in

Table 4.

Table 4.
Cumulative Time Awake first 7 hours
Dose (mg/kg PO) N Mean SE P
60 12 118.9 14.3 <0.0001
30 12 109.3 14.1 <0.0001
10 9 40.2 15.6 0.0368
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Cumulative Time Awake 8-19 hours

Dose (mg/kg PO) N Mean SE P
60 12 2.7 14.4 0.8535
30 12 -4.1 14.5 0.7760
10 9 12.1 16.0 0.4546

Locomotor Activity Intensity (note 1)

Dose (mg/kg PO) N Mean SE P
60 7 4.9 2.0 0.0191
30 12 3.0 1.8 0.0939
10 6 4.5 2.0 0.0349

Outcome statistics: Mean values represent the difference from vehicle controls. SE =
standard error of the mean; P = P-value adjusted for multiple contrasts for the
efficacy variable. Unadjusted P values are shown for ‘undesired effect” measures
(Cumulative Time Awake 8-19 hours, and Locomotor Activity Intensity).
Cumulative time awake given in minutes. Note 1. Locomotor activity (LMA)
intensity = counts of LMA per minute of EEG-defined wakefulness, averaged over
the first 7 hr post-treatment.

Additionally, in three separate experiments, mice with single mGlu2(-/-), single
mGlu3(-/-), or double mGlu2(-/-) mGlu3(-/-) receptor deletions are studied. These mice
are bred by heterozygote x heterozygote breeding and used as littermates for -/- and +/+
mouse comparisons (Taconic Farms). The compound of example 1 (10mg/kg, i.p.) is
found to significantly increase wakefulness in wild type mice, single knockout mGlu3(-/-)
mice, and single knockout mGlu2(-/-) mice, though at a reduced level. In contrast, the
compound of example 1 is found to not significantly increase wakefulness in the double
knockout mGlu2(-/-) mGlu3(-/-) mice. These findings demonstrate that both the mGlu2
and mGlu3 receptors contribute to the wake-promoting effect of the compounds of the

invention.

While it is possible to administer compounds employed in the methods of this
invention directly without any formulation, the compounds are usually administered in
the form of pharmaceutical compositions comprising at least one compound of Formula I,

or a pharmaceutically acceptable salt thereof, as an active ingredient and at least one
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pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or excipient. These compositions can be
administered by a variety of routes including oral, sublingual, nasal, subcutaneous,
intravenous, and intramuscular. Such pharmaceutical compositions and processes for
preparing them are well known in the art. See, e.g., Remington: The Science and Practice
of Pharmacy (University of the Sciences in Philadelphia, ed., 21* ed., Lippincott
Williams & Wilkins Co., 2005). Compounds of Formula I where R' or R” or both are
other than hydrogen are preferred for oral administration to improve bioavailability,
whereas Compounds of Formula I where R' and R? are both hydrogen are preferred for
i.v., i.p., or intramuscular administration.

The compositions are preferably formulated in a unit dosage form, each dosage
containing from about 1 to about 600 mg, more usually about 30 to about 300 mg, as for
example between about 50 and about 250 mg of the active ingredient. The term "unit
dosage form" refers to physically discrete units suitable as unitary dosages for human
subjects and other mammals, each unit containing a predetermined quantity of active
material calculated to produce the desired therapeutic effect, in association with at least
one suitable pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or excipient.

The compounds of Formula I are generally effective over a wide dosage range.
For example, dosages per day normally fall within the range of about 0.01 to about 10
mg/kg, more usually from about 0.3 to 5.0 mg/kg, and as for example between 0.5 and 3.0
mg/kg of body weight. In some instances dosage levels below the lower limit of the
aforesaid range may be more than adequate, while in other cases still larger doses may be
employed without causing any harmful side effect, and therefore the above dosage range
is not intended to limit the scope of the invention in any way. It will be understood that
the amount of the compound actually administered will be determined by a physician, in
the light of the relevant circumstances, including the condition to be treated, the chosen
route of administration, the actual compound or compounds administered, the age,

weight, and response of the individual patient, and the severity of the patient's symptoms.
g P p y P ymp
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We claim:
1. A compound of the formula

where R and R? are each independently hydrogen, C;-Cs alkoxycarbonyloxymethyl, C;-
Cs alkylcarbonyloxymethyl, or Cs.¢ cycloalkylcarbonyloxymethyl;

R® is independently at each occurance methyl, fluoro, or chloro;

R* is hydroxyl, amino, methylcarbonylamino, or 1,2,4-triazolylthio; and

nis 1 or2;

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

2. The compound according to Claim 1 where R' and R” are each hydrogen, or a

pharmaceutically acceptable salt thereof.

3. The compound according to Claim 1 where R and R? are both other than hydrogen, or

a pharmaceutically acceptable salt thereof.

4. The compound according to Claim 1 where R' and R” are the same and are other than

hydrogen, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

5. The compound according to Claim 4 where R' and R” are each

isopropyloxycarbonyloxymethyl.

6. The compound according to any one of Claims 1 through 5 where n is 2 and the R®

groups are at the phenyl 3- and 4-positions.

7. The compound according to any one of Claims 1 through 6 where R* is independently

at each occurance chloro or fluoro.
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8. The compound according to Claim 1 which is (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-{[(3.4-
difluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0] hexane-2,6-dicarboxylic acid,

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

9. The compound according to Claim 1 which is bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy}
methyl) (1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-amino-3-{[(3,4-difluorophenyl)sulfanylJmethyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

10. The compound according to Claim 1 which is (1S,2R,35,4S,5R,6R)-2-amino-3-{[(3-
chloro-4-fluorophenyl)sulfanyl]methyl}-4-hydroxybicyclo[3.1.0] hexane-2,6-

dicarboxylic acid, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

11. The compound according to Claim 1 which is bis({[(1-methylethoxy)carbonyl]oxy}
methyl) (1S,2R,38S,4S,5R,6R)-2-amino-3-{[(3-chloro-4-fluorophenyl)sulfanyl|methyl}-4-
hydroxybicyclo[3.1.0]hexane-2,6-dicarboxylate, or a pharmaceutically acceptable salt
thereof.

12. A pharmaceutical composition comprising a compound according to any one of
Claims 1 to 11, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, in combination with at least

one pharmaceutically acceptable carrier, excipient or diluent.

13. A compound according to any one of Claims 1 to 11, or a pharmaceutically

acceptable salt thereof, for use in therapy.

14. A compound according to any one of Claims 1 to 11, or a pharmaceutically

acceptable salt thereof, for use in the treatment of depressive disorders.

15. A compound according to any one of Claims 1 to 11, or a pharmaceutically

acceptable salt thereof, for use in the treatment of disorders of excessive sleepiness.

16. The compound for use according to Claim 14 or 15 in a human.
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17. A compound according to any one of Claims 1 to 11, or a pharmaceutically
acceptable salt thereof, for use in simultaneous, separate or sequential combination with a

serotonin reuptake inhibitor in the treatment of depressive disorders.

18. The compound for use according to Claim 17 where the serotonin reuptake inhibitor

is fluoxetine or citalopram.

19. The compound for use according to Claim 17 or 18 in a human.

20. A method for treating depressive disorders in a mammal comprising administering to
a mammal in need of such treatment an effective amount of a compound according to
Claim 1, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

21. The method of Claim 20 where the mammal is a human.

22. A method for treating disorders of excessive sleepiness in a mammal comprising
administering to a mammal in need of such treatment an effective amount of a compound
according to Claim 1, or a pharmaceutically acceptable salt thercof.

23. The method of Claim 22 where the mammal is a human.

24. A method for treating depressive disorders in a mammal comprising administering to
a mammal in need of such treatment an effective amount of a compound according to
Claim 1, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, in simultaneous, separate or

sequential combination with a serotonin reuptake inhibitor.

25. The method of Claim 24 wherein the serotonin reuptake inhibitor is fluoxetine or

citalopram.

26. The method of Claim 24 wherein the mammal is a human.
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27. The method of Claim 25 wherein the mammal is a human.

28. A pharmaceutical composition comprising a compound according to any one of
claims 1 to 11, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, in combination with at least
one pharmaceutically acceptable carrier, excipient or diluent, and optionally other

therapeutic ingredients.

29. A pharmaceutical composition comprising a compound according to any one of
Claims 1 to 11, or a pharmaceutically acceptable salt thereof and a serotonin reuptake
inhibitor in combination with at least one pharmaceutically acceptable carrier, excipient

or diluent.

30. The pharmaceutical composition of Claim 29 wherein the serotonin reuptake

inhibitor is fluoxetine or citalopram.
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COMPUESTOS 3-FENILSULFANILMETIL-BICICLO[3.1.0]HEXANO 4-

SUSTITUIDOS COMO ANTAGONISTAS DE mGluR 2/3

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a glutamato como
el mejor neurotransmisor excitatorio en el cerebro y esta
involucrado en una amplia variedad de procesos fisioldgicos
mediados a través de al menos 11 distintos receptores, cada

uno con su propia farmacologia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Receptor de Glutamato Metabotrépico subtipos 2 y
3 (conocidos como mGlu2 y mGlu3) son a menudo agrupados como
receptores mGlu Grupo II en base a su homologia de secuencia,
acoplamiento de segundo mensajero similar y caracteristicas
farmacoldgicas similares. Los antagonismos de receptores
mGlu2/3 han exhibido efectos farmacoldgicos significantes en
modelos animales para trastornos depresivos y trastornos de
somnolencia excesiva. Como tal, los antagonistas de mGlu2/3
se consideran por ser Utiles en el tratamiento de trastornos
de depresidén tales como trastorno depresivo principal (MDD),
depresidén unipolar, distimia y/o ciclotimia, y/o uUtiles en el
tratamiento de trastornos de somnolencia excesiva, tal como
somnolencia excesiva durante el dia (EDS), hipersomnia

asociada «con apnea del suefio obstructiva vy narcolepsia,
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trastorno del suefo por ritmo cicardiano (que incluye, pero
no se limita a trastorno del suefo por turno de trabajo,
trastorno Jjet lag o descompensacidén horaria, trastorno del
suenho de fase retrasada, trastorno del sueno de fase avanzada
y sindrome del suefo-vigilia no de 24 horas, hipersomnolencia
idiopatica y/o somnolencia excesiva asociada con suefio no
restaurativo (NRS).

E1l documento UsS 5,916,920 describe ciertos
compuestos de Dbiciclo[3.1.0]lhexano 3-monosustituido como
moduladores del receptor de glutamato metabotrdépico util para
tratar una variedad de trastornos que incluyen agentes
antidepresivos. E1l documento 7,157,594 describe varios
compuestos biciclo[3.1.0]lhexano 3—-monosustituido como
antagonistas del receptor mGlu del Grupo II para uso en el
tratamiento de wvarios trastornos que incluyen sintomas
depresivos. El1 documento US 2007/0021394 Al describe varios
compuestos biciclo[3.1.0]lhexano 3—-monosustituido como
antagonistas del receptor mGlu del Grupo II y profdarmacos del
mismo para uso en el tratamiento de wvarios trastornos qgue

incluye depresién.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona una familia de
compuestos 4-sustituido-3-fenilsulfanilmetil-

biciclo[3.1.0]hexano con alta potencia antagonista para 1los
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receptores mGlu2 y mGlu3. Los compuestos de la presente
invencién también son selectivos para receptores mGlu2 vy
mGlu3, particulares como agonistas de otros receptores.
Ciertos compuestos también han demostrado a través de modelos
animales que los compuestos de la presente invencidn pueden
ser utiles para el tratamiento de trastornos de depresidn
(los cuales pueden incluir trastorno depresivo principal
(MDD) , depresidén unipolar, distimia vy/o ciclotimia) %
trastornos de somnolencia excesiva (los cuales pueden incluir
somnolencia excesiva durante el dia (EDS), hipersomnia
asociada con apnea del sueiho obstructiva vy narcolepsia,
trastorno del suefo por ritmo cicardiano (que incluye, pero
no se limita a trastorno del suefio por turno de trabajo,
trastorno Jjet lag o descompensacidén horaria, trastorno del
sueno de fase retrasada, trastorno del sueno de fase avanzada
y sindrome del suefo-vigilia no de 24 horas),
hipersomnolencia idiopdtica y/o somnolencia excesiva asociada
con suefio no restaurativo (NRS)). Los efectos similares a
antidepresivo vy promocidén de despertar de este mecanismo
también predicen el impacto en sintomas de trastornos
depresivos tal como fatiga que de otra forma dificulta el
tratamiento con antidepresivos existentes.

La presente invencién proporciona compuestos de

Férmula I:
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H N 2
OR’' 2 OR (1)

> son cada uno independientemente

en donde R' y R
hidrdégeno, alcoxicarboniloximetilo C1-Cs,
alquilcarboniloximetilo C;-Cs, o cicloalquilcarboniloximetilo
Cs-67s

R’ es independientemente en cada caso metilo,
fluoro, o cloro;

R* es hidroxili, amino, metilcarbonilamino, o)
1,2,4-triazoliltio; vy

nes 1l o 2;

o0 una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

Es una caracteristica de la presente invencidén que
compuestos de Férmula I en donde R' y R? ambos son hidrégeno
(los compuestos di-dcido) son los compuestos terapéuticamente
activos in vivo, mientras que compuestos en donde R' o R? o
ambos son diferente a hidrdégeno son profdrmacos de sus
andlogos di-acido terapéuticamente activos. Los compuestos en
donde R' o R? o ambos son diferentes a hidrégeno son
hidrolizados in wvivo para proporcionar el andlogo di-éacido

terapéuticamente activo. Los compuestos del profdrmaco cuando

se administran oralmente, particularmente profdrmacos de
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diéster, proporcionan biodisponibilidad me jorada del
metabolito di-adcido comparados a la administracidén oral de
los compuestos di-dcido (R' y R® ambos siendo hidrégeno), pero
los compuestos di-acido proporcionan mejores actividades
cuando se administran intravenosamente, intramuscularmente o
subcutdneamente.

En otro aspecto de la invencidén se proporciona una
composicién farmacéutica que comprende un compuesto de
Férmula I o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, en
combinacidén con al menos un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Ademds, este aspecto de 1la
invencién proporciona una composicién farmacéutica adaptada
para el tratamiento de trastornos depresivos, como por
ejemplo trastorno depresivo principal, depresidén unipolar,
distimia, vy/o «ciclotimia, que comprende un compuesto de
Férmula I o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, en
combinacién con uno © mas excipientes, portadores o)
diluyentes del mismo farmacéuticamente aceptable.

Una modalidad adicional de este aspecto de 1la
invencidén proporciona una composicidén farmacéutica que
comprende un compuesto de conformidad con la Fdérmula I, o sal
del mismo farmacéuticamente aceptable, en combinacidén con al
menos un portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente
aceptable, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.

En aun una modalidad adicional de este aspecto de 1la
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invencién, la composicidén farmacéutica ademds comprende un
segundo agente terapéutico el cual es un farmaco uUtil en el
tratamiento de trastornos depresivos, como por ejemplo un
inhibidor de reabsorcidén de serotonina, como por ejemplo
fluoxetina y/o citalopram.

En autn otra modalidad de este aspecto de 1la
invencién se proporciona una composicidn farmacéutica
adaptada para el tratamiento de trastornos de somnolencia
excesiva, como por ejemplo, somnolencia excesiva durante el
dia (EDS), hipersomnia asociada con apnea del suefo
obstructiva o narcolepsia, trastorno del suefho de ritmo
circadiano (que incluye, pero no se limita a trastorno del
suefo por turno de trabajo, trastorno jet lag o
descompensacién horaria, trastorno del suefo de fase
retrasada, trastorno del sueflo de fase avanzada, y sindrome
del suefio-vigilia no de 24 horas), hipersomnolencia
idiopatica y/o somnolencia excesiva asociada con suefio no
restaurativo (NRS), que comprende un compuesto de Férmula I o©
una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, en combinacidn
con uno o mas excipientes, portadores o diluyentes del mismo
farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona un método
para tratar trastornos depresivos, como por ejemplo trastorno
depresivo principal (MDD), depresidén unipolar, distimia, vy/o

ciclotimia, en un mamifero, que comprende administrar a un
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mamifero en necesidad del tratamiento una cantidad efectiva
de un compuesto de Férmula I O una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable. En otra modalidad de este
aspecto de la invencidn, el método ademas comprende
administrar en combinacidén simultanea, separada o secuencial,
un segundo agente terapéutico el cual es un farmaco util en
el tratamiento de trastornos depresivos, como por ejemplo un
inhibidor de reabsorcidén de serotonina, como por ejemplo
fluoxetina y/o citalopram.

Otras modalidades de la invencidn proporcionan
métodos para tratar trastornos de somnolencia excesiva dque
comprende administrar a un mamifero en necesidad del
tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de Foérmula
I, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable. En otras
modalidades de este aspecto de la invencién, la somnolencia
excesiva es debido a cualguiera de uno o mds de lo siguiente:
somnolencia excesiva durante el dia (EDS), hipersomnia
asociada «con apnea del suefio obstructiva o narcolepsia,
trastorno del suefo de ritmo circadiano (gque incluye, pero no
se limita a trastorno del sueflo por turno de trabajo,
trastorno Jjet lag o descompensacidén horaria, trastorno del
sueno de fase retrasada, trastorno del sueno de fase
avanzada, vy sindrome del suefo-vigilia no de 24 horas),
hipersomnolencia idiopatica o somnolencia excesiva asociada

con sueflo no restaurativo (NRS).
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En una modalidad particular de estos métodos de
tratamiento, el mamifero es un humano.

Esta invencidén también proporciona un compuesto de
Férmula I o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable
para uso en terapia. Dentro de este aspecto, la invencidn
proporciona un compuesto de Férmula I, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, para uso en el tratamiento de
trastornos depresivos. En modalidades adicionales, el
trastorno depresivo es cualquiera de alguno de trastorno
depresivo principal (MDD), depresidén unipolar, distimia, vy/o
ciclotimia. En otra modalidad de este aspecto de 1la
invencién, la invencién proporciona un compuesto de
conformidad con la Férmula I, O una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, para uso en combinacidén
simultdnea, separada o secuencial con un inhibidor de
reabsorcidén de serotonina, como por ejemplo fluoxetina y/o
citalopram, en el tratamiento de trastornos depresivos.

Ademds, este aspecto de la invencidédn incluye un
compuesto de Férmula I, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, para uso en el tratamiento de trastornos de
somnolencia excesiva. En modalidades particulares de este
aspecto de la invencidén, la somnolencia excesiva es debido a
cualquiera de uno o mads de lo siguiente: somnolencia excesiva
durante el dia (EDS), hipersomnia asociada con apnea del

suefilo obstructiva o narcolepsia, trastorno del suefio de ritmo
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circadiano (que incluye, pero no se limita a trastorno del
sueno por turno de trabajo, trastorno jet lag o)
descompensacidn horaria, trastorno del suehno de fase
retrasada, trastorno del suefio de fase avanzada, y sindrome
del suefo-vigilia no de 24 horas), hipersomnolencia
idiopatica o somnolencia excesiva asociada con suefio no
restaurativo (NRS).

Una modalidad particular de este aspecto de las
invenciones, los usos son en mamiferos, en particular
humanos.

Otro aspecto de esta invencidén proporciona el uso
de un compuesto de Férmula I, O una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, en la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de trastornos depresivos,
como por ejemplo trastorno depresivo principal (MDD) ,
depresidén unipolar, distimia, y/o ciclotimia. Otra modalidad
de este aspecto de la invencidén proporciona el uso de un
compuesto de Férmula I, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, vy un segundo agente terapéutico util en el
tratamiento de trastornos depresivos, como por ejemplo un
inhibidor de reabsorcidén de serotonina, como por ejemplo
fluoxetina y/0 citalopram, en la manufactura de un
medicamento para el tratamiento de trastornos depresivos.
Otra modalidad de la invencidén proporciona el wuso de un

compuesto de Férmula I, o una sal del mismo farmacéuticamente
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aceptable, en la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de trastornos de somnolencia excesiva. En
modalidades particulares de este aspecto de la invencidn, el
medicamento es para el tratamiento de cualquiera de uno o mas
de lo siguiente: somnolencia excesiva durante el dia (EDS),
hipersomnia asociada con apnea del suefio obstructiva o
narcolepsia, trastorno del sueflo de ritmo circadiano (que
incluye, pero no se limita a trastorno del suefio por turno de
trabajo, trastorno jet lag o descompensacién horaria,
trastorno del sueno de fase retrasada, trastorno del sueno de
fase avanzada, y sindrome del suefio-vigilia no de 24 horas),
hipersomnolencia idiopatica o somnolencia excesiva asociada
con sueflo no restaurativo (NRS).

Compuestos de esta invencidén tienen porciones
bédsicas y acidicas, y por lo tanto reaccionan con un numero
de &cidos orgdnicos e inorgédnicos y bases para formar sales
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente
aceptables de cada wuno de los compuestos de la presente
invencién estadan contempladas dentro del alcance de la
presente solicitud. E1l término "sal farmacéuticamente
aceptable" como se usa en la presente, se refiere a cualquier
sal de un compuesto de la invencidn que es sustancialmente no
téxico para organismos vivientes. Estas sales incluyen

aquellas listadas en Journal de Pharmaceutical Science, 66,

2-19 (1977), las cuales se conocen por aquellos expertos en
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la técnica.

Clases preferidas de compuestos de la presente

invencidén son compuestos en donde:

1) R' y R? ambos son hidrdégeno;

2) R' o R® o ambos son diferentes a hidrdégeno;

3) R' y R? ambos son diferentes a hidrégeno;

4) R' vy R’ son el mismo y son diferente a

hidrdgeno;

5) R y R son cada uno
isopropoxicarboniloximetilo;

6) n es 2;

7) R’ es independientemente en cada caso fluoro o
cloro;

8) n es 2 y los grupos R’ estdn en las posiciones
3 vy 4 fenilo.

9) n es 2 y los grupos R’ cada uno
independientemente fluoro o cloro y estdn en las posiciones 3
y 4 fenilo.

10) n es 2, ambos grupos R’ son fluoro, y los
grupos fluoro estdn en las posiciones 3 y 4 fenilo;

11) n es 2, y los grupos R’ junto con la porcién
fenilo a la cual estdan unidas forman 3-cloro-4-fluorofenilo;

12) R" es hidroxilo.

Se entenderd que ademds compuestos preferidos son

aquellos que combinan las anteriores selecciones preferidas
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para un sustituyente dado con selecciones preferidas de otros
sustituyentes. Ejemplos de estas combinaciones incluyen, pero
no se limitan a las siguientes <clases ©preferidas de
compuestos:

13) compuestos preferidos de cualquiera de uno de
los parrafos 1-5 (selecciones preferidas para R' vy R?) en
donde n es 2, ambos grupos R’ son fluoro, y los grupos fluoro
estdn en las posiciones 3 y 4 fenilo (parrafo 10);

14) compuestos preferidos de cualquiera de uno de
los parrafos 1-5 (selecciones preferidas para R' vy R?) en
donde n es 2, y los grupos R’ junto con la porcidén fenilo a
la cual estdn unidas forman 3-cloro-4-fluorofenilo (parrafo 11);

15) compuestos preferidos de cualquiera de uno de
los parrafos 1-5 (selecciones preferidas para R* y R*) en
donde R? es hidroxilo (parrafo 12);

16) compuestos preferidos de cualgquiera de uno de
los parrafos 13-14 en donde R* es hidroxilo (parrafo 12).

Compuestos preferidos especificos son aquellos
descritos en los Ejemplos que incluyen sus bases libres vy
sales del mismo farmacéuticamente aceptables.

Ciertos compuestos preferidos son:

Acido (1S,2R,3S,45,5R,6R)-2-amino-3-{[ (3, 4-
difluorofenil)sulfanil]lmetil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan—
2,6-dicarboxilico o wuna sal del mismo farmacéuticamente

aceptable;
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Acido (1S,2R, 3S,4S,5R, 6R) -2-Amino-3-{ [ (3-cloro-4-
fluorofenil)sulfanil]metil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-
dicarboxilico, o) una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable;

bis({[(l-metiletoxi)carbonil]oxi}metil)
(1s,2R,3S,4S,5R, 6R)-2—amino-3-{[(3,4-
difluorofenil)sulfanil]metil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-
2,6-dicarboxilato; o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable; vy

bis({[(l-metiletoxi)carbonil]oxi}metil)
(1s,2R,3S5,4S,5R, 6R) -2—amino-3-{ [ (3-cloro-4-
fluorofenil)sulfanil]metil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-
dicarboxilato, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable (es decir, los compuestos de los Ejemplos 1, 2, 12,
22 y 32 y sales de los mismos farmacéuticamente aceptables
alternas).

Las abreviaturas usadas en la presente son
definidas como siguen:

“BSA” significa albumina suero de bovino.

“DCG v” significa (25,2'"R,3'"R)-2—-(27,3"-
dicarboxiciclopropil)glicina.

“DMEM significa Medio de Eagle Minimo de Dulbecco.

“DMSO"” significa sulféxido de dimetilo.

“DPBS” significa Salina Amortiguada de Fosfato de

Dulbecco.
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“EDTA” significa dcido etilen diamina tetraacético.

“GTP” significa trifosfato de guanosina.

“HBSS” significa Solucidén Salina Amortiguada de
Hank.

“HEPES” significa acido 4—(2-hidroxietil)-1-
piperazin etansulfénico.

“HPLC"” significa cromatografia 1liquida de alta
presidn.

“IBMX"” significa 3-isobutil-l-metilxantina

“ICs0” significa la concentracién a la cual se logra

el 50% de la inhibicidén maxima.

" 44

i.v.” significa intravenosa o intravenosamente.

“i.p.” significa intraperitoneal.

“1,—-AP-4" significa dcido L-(+)-2—-amino-4-
fosfonobutirico.

“LC/MS” significa cromatografia liquida seguida por
espectroscopia de masa.

“mEST” significa prueba de nado forzado en ratdn,
un modelo animal para actividad antidepresiva.

MS” significa espectroscopia de masa.

“MS (ES+)” significa espectroscopia de masa usando
ionizacién de electrorrocio.

“NMR” significa resonancia magnética nuclear.

(4

“p.o.” significa per os, por via oral.

“tBu” significa una porcidén de butilo terciaria.
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QUIMICA GENERAL

Los compuestos de la presente invencidén se pueden
preparar de conformidad con los siguientes esquemas de
reaccidén sintéticos por métodos bien conocidos y apreciados
en la técnica. Las condiciones de reaccidén adecuadas para las
etapas de estos esquemas de reaccidén son bien conocidas en la
técnica y las sustituciones apropiadas de solventes y co-
reactivos estdan dentro de la experiencia de la técnica.
Igualmente, se apreciarda por aquellos de experiencia en la
técnica los intermediarios sintéticos se puede aislar y/o
purificar por varias técnicas bien conocidas como se necesite
o desee, vy tan frecuentemente, serd posible wusar varios
intermediarios directamente en la subsecuente etapa sintética
con poca o sin purificacién. Ademds, el experto en la técnica
apreciard que en algunas circunstancias, el orden en el cual
se introducen las ©porciones no es critico. E1l orden
particular de las etapas requeridas ©para producir los
compuestos de la presente invencién es dependiente del
compuesto particular a ser sintetizado, el compuesto de
partida y el riesgo relativo de las porciones sustituidas,
como es bien apreciado por el quimico experto. Todos 1los
sustituyentes, a menos que se declare de otra forma, son como
previamente se definen, vy todos los reactivos son bien
conocidos y apreciados en la técnica.

Se puede preparar el compuesto del profdrmaco 1
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como se ilustra en el Esguema de Reaccidédn I en donde Rl, R%

R’, R* vy n son como previamente se definen, y R' y R? ambos

son hidrdégeno.

Esquema de Reaccidén I

(R, _{i:3>
E ; @ R GOL—@Q—/
E ﬂf)(

2 COOR’
(OOR

" e n
HUOL-@—/ HOOC —Q/\}—/

COOH
COOH
BocN

El compuesto 4 se hace reaccionar con un reactivo
amino protector tal como di-terc-butildicarbonato bajo
condiciones bien conocidas por un experto en la técnica para
proporcionar el compuesto 3. Cuando los grupos R* y R? son
idénticos en el compuesto 2, el compuesto 3 se hace
reaccionar con cantidad suficiente de clorometil alquil
carbonato apropiado y reactivos apropiados tal como yoduro de
sodio y carbonato de cesio en un solvente adecuado tal como
dimetilformamida para dar el compuesto di-éster 2 deseado con

los mismos R' y R?*. Cuando R' y R? son diferentes en el
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compuesto 2, controlando la cantidad del primer clorometil
alquil carbonato a aproximadamente un equivalente, el 4acido
carboxilico en el anillo de cinco elementos se puede
convertir a un primer mono éster R®’. El compuesto mono éster
R* puede ademds reaccionar con un equivalente de diferente
clorometil alquil carbonato. El1 grupo de 4&acido carboxilico
libre en el anillo de tres elementos puede entonces ser
convertido a un éster R' para proporcionar el di-éster
deseado con diferente R* y R?’. Para elaborar un mono éster R’
en el anillo de cinco elementos del compuesto 2, el compuesto
3 se hace reaccionar con aproximadamente un equivalente de
clorometil alquil carbonato apropiado y reactivos apropiados
tales como vyoduro de sodio y carbonato de <cesio en un
solvente adecuado tal como dimetilformamida para dar el
compuesto de mono éster R? 2, en el cual R' es hidrégeno. Para
hacer un mono éster R' en el anillo de tres elementos, el
grupo de 4cido carboxilico en el anillo de cinco elementos
debe ser primero protegido vya que es mads reactivo bajo
condiciones basicas. Mas especificamente, el grupo de 4acido
carboxilico en el anillo de cinco elementos en el compuesto 3
puede reaccionar con alfa-cloro-4-metoxitolueno, yoduro de
sodio y bicarbonato de sodio en un solvente adecuado tal como
dimetilformamida para proporcionar un mono éster de 4-
metoxilbencilo. El1 grupo de 4acido carboxilico libre en el

anillo de tres elementos del compuesto mono éster 4-
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metoxilbencilo protegido después se hace reaccionar con un
clorometil alquil carbonato apropiado para proporcionar un
éster R' deseado en el anillo de tres elementos. El di-éster
se hace reaccionar con un acido apropiado tal como Aacido
trifluoroacético para desproteger el grupo 4-metoxilbencilo vy
N-terc-butoxicarbonilo para proporcionar el compuesto mono
éster R' deseado 1, en el cual R?’ es hidrégeno. E1l compuesto
2, que incluye mono éster R?° y di-éster con el mismo o
diferente R' vy R?’, es entonces desprotegido con un Aacido

apropiado tal como 4&cido clorhidrico en dioxano para dar el

compuesto deseado 1 o una sal farmacéuticamente aceptable.

Esquema de Reaccidn II

Mucledfilo M o 5

fBuCC
BuC0C
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Se puede preparar el compuesto precursor activo 4
en el cual R* no es un grupo hidroxilo como se ilustra en el
Esquema de Reaccidén II.

El compuesto 7 se hace reaccionar con cloruro de
metansulfonilo y una base apropiada tal como piridina para
dar el compuesto de mesilato 6. El compuesto 6 se puede hacer
reaccionar con tiol heterociclo tal como 1H-1,2,4-triazol-3-
tiol, y una base adecuada tal como carbonato de cesio en un
solvente tal como dimetilformamida para dar el compuesto 5
deseado, en el cual R* es un tiol deseado enlazado a
heterociclo. E1 compuesto 6 puede también reaccionar con
azida de sodio para dar un intermediario de azida, el cual es
entonces reducido con un agente reductor tal como 1,3-
propanditiol en un solvente adecuado tal como metanol para
proporcionar el compuesto 5 en el cual R? es un grupo amino.
La amina resultada puede ademds formar una amina con métodos
bien conocidos por un experto en la técnica para dar el
compuesto 5, en el cual R? es una amida deseada. El compuesto
5 es entonces desprotegido con un &cido apropiado como acido

clorhidrico o acido acético para dar el compuesto 4.



10

15

20

25

20
Esquema de Reaccidén III

I[-l1 Iy
1. B-[(+)-2-Metil-CE3-
oxazaboroliding

BHi-Meas .
2.HC1 1R

e
]
5

BuQOC

HOH

S-[-)-2-Metil-CES-
oxazaboroliding,
EH-Ifleas

Boek DO

a

AU

e TR

B

Boch O

11

Se puede preparar el compuesto precursor activo 8
en el cual R es el grupo hidroxilo vy el compuesto
intermediario clave 7 en el cual R® es un grupo diferente del
grupo hidroxilo como se ilustra en el Esquema de Reaccidn
IIT.

E1l compuesto 12 (Véase, WO003/104217/A2 para
detalles de sintesis) se hace reaccionar con terc-—
butoxibis(dimetilamino)metano en tolueno para proporcionar el
compuesto 11. El1 compuesto 11 en un solvente adecuado tal
como tetrahidrofurano con una Dbase apropiada tal como

trietilamina y un agente reductor apropiado tal como hidruro
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de diisobutilaluminio bajo temperatura disminuida para
proporcionar el compuesto 10. El1 compuesto 10 entonces se
hace reaccionar con trietilamina y un bencentiol sustituido
apropiado tal como 3,4-difluorobencentiol en un solvente
adecuado tal como tolueno para proporcionar el compuesto 9.
El grupo cetona del compuesto 9 puede ser selectivamente
reducido a compuesto (S)hidroxilo o (R)hidroxilo deseado
usando (R)-metil ozaxaborolidina o (S)-metil oxazaborolidina,
respectivamente. El intermediario (S)hidroxilo es
desprotegido con un acido apropiado tal como acido
clorhidrico en un solvente tal como dioxano para proporcionar
el compuesto precursor activo 8 deseado en el cual R* es un
grupo (S)hidroxilo. El intermediario (R)hidroxilo 7 se puede
convertir al producto deseado con el método ilustrado en el

Esquema de Reaccidn ITI.

Preparacidén 1: (1S,2R,5R,6R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-

(dimetilaminometilen)-4-oxo-biciclo[3.1.0]hexan-2,6-

dicarboxilato de di-terc-butilo

2

ST

A una solucidn de (15,25,5R,6R)-2-[(terc-

butoxicarbonil)amino]-4-oxobiciclo[3.1.0]hexan-2,6-
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dicarboxilato de di-terc-butilo (15.15 g, 36.82 mmol, Véase

WO03/104217/A2 para detalle de sintesis) en tolueno ( 90.90

mL) se agregd terc-butoxibis(dimetilamino)metano (12.83 g,
73.63 mmol). Esta mezcla después se calentd a 80°C por 1 hora
y después se dejé enfriar a temperatura ambiente. E1 volumen
del solvente se redujo a aproximadamente 35 ml. La mezcla se
agitdé mientras éter dietilico y hexano se agregaron para
provocar que se forme un precipitado. Los sdélidos se
recolectaron por filtracidén, se lavaron con hexano y se
secaron con aire para obtener el compuesto del titulo (16.7

g, 35.79 mmol, 97.2% de rendimiento). MS (m/z): 467.2 (M+H).

Preparacidén 2: (1S,2R,5R,6R)-2-[(terc-butoxicarbonil)amino]-

3-metiliden—-4oxobiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de di-

terc-butilo

A una soluciédn de (1S5, 2R, 5R,6R)-2—-(terc—
butoxicarbonilamino)-3—-(dimetilaminometilen)—-4-oxo-—
biciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo (15.7
g, 33.8 mmol) en tetrahidrofurano (340 ml) se agregd

trietilamina (6.6 mL, 47.32 mmol). La mezcla se enfridé a
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-78°C. Se agregdé hidruro de diisobutilaluminio (1IN en
tolueno, 50 mL, 50 mmol) durante una hora. La mezcla se agitéd
por dos horas adicionales. Después se agregd 30 mL de cloruro
de amonio acuoso saturado. La mezcla se dejdé calentar a
temperatura ambiente. La mezcla se transfirié a un embudo
separador y se lavd con salmuera. La capa organica se secd
sobre MgSO,, se filtrd, y se concentrd bajo presidn reducida
para dar un residuo. El residuo se purificdé por cromatografia
instantdnea (0 a 50% de acetato de etilo/hexanos) para dar el
compuesto del titulo (12 g, 33.34 mmol, 83.8% de

rendimiento). MS (m/z): 422 (M-H).

Preparacidn 3: (15, 2R, 35,4S5,5R,6R)-2-[ (terc-

butoxicarbonil)amino]-3—-{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-
4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de di-terc—-

butilo

Se hizo burbujear (15, 2R, 5R,6R)-2-[ (terc-
butoxicarbonil)amino]-3-metiliden—-4-oxobiciclo[3.1.0]hexan—
2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo (1.03 g, 2.43 mmol ) en

éter dietilico (100 mL) con gas nitrégeno por 10 minutos. Se
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agregdé 3,4-difluorobencentiol (0.36 g, 2.43 mmo1l) %
trietilamina (0.01 mL, 0.05 umol). La mezcla se calentd a
40°C y se agitd por 15 minutos. La mezcla después se dejo
enfriar a temperatura ambiente, se transfiridé a un embudo
separador, se diluydé con hexano (40 mL), se lavd con KOH
acuoso 2N (1 x 30 mL), se secd sobre sulfato de magnesio, se
filtro, v se concentrd bajo presidn reducida dando
(1S,2R,3S5,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]-3-{[ (3, 4-
difluorofenil)sulfanil]metil}-4-oxobiciclo[3.1.0]hexan-2,6-
dicarboxilato de di-terc-butilo (1.35 g, 2.37 mmol): MS
(m/z): 567.8 (M-H). Este material se recuperdé en 120 mL de
éter dietilico y se agregd lentamente durante 2 horas a 200
mL de una solucidén de éter a -10°C la cual contiene R-(+)-2-
metil-CBS-oxazaborolidin (981.72 mg, 3.54 mmol) y complejo
borano-sulfuro de metilo (2M en tetrahidrofurano, 5.02 mL,
10.04 mmol). La mezcla se agitdé por una hora adicional
después de la adicién final de (1S,2R,35,5R,6R)-2-[(terc—
butoxicarbonil)amino]-3—-{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-
4-oxobiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo.
Se agregd gel de silice (30g) durante 30 minutos y la mezcla
de reaccidén gradualmente se calentd a temperatura ambiente.
La suspensidén se filtrd, vy se lavdé con 300 mL de éter
dietilico. El1 solvente se concentrdé bajo presidén reducida
dando un residuo. El residuo se purificd por cromatografia

instantdnea, eluyendo con (0 a 15% de acetato de
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1.48 mmol,

25

60.7% de rendimiento):

MS

(m/z) :

Los siguientes

esencialmente por el método

compuestos

para dar el compuesto del titulo

569.8

se

de la Preparacién 3:

(0.844 g,

(M-H) .

prepararon

Prep.
No.

Nombre Quimico

Estructura

Rendi-
miento

(%)

Datos
Fisicos
MS (m/z)

(1S,2R,3S,4S,5R, 6R) -
2—-[(terc-
butoxicarbonil)amino]
-3—-{[(3-cloro-4-
fluoro-
fenil)sulfanil]metil}
_4_
hidroxibiciclo[3.1.0]
hexan-2, 6-
dicarboxilato de
terc-butilo

di-

84.0

(M+H) :
585.8

(1S, 2R, 35,45, 5R, 6R) -
2—(terc-
butoxicarbonilamino) —
3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-
4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]lhexan-
2,6-dicarboxilato de
di-terc-butilo

73.5

(M+Na) :
590.0

Di-terc-butilo

(1S5, 2R, 35,45, 5R, 6R) -
2—(terc—
butoxicarbonilamino) —
3-1(3,4-
diclorofenil)sulfanil
metil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]lhexan-
2,6-dicarboxilato

75.2

(M+Na) :
625.8
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Di-terc-butilo
(15,2R,35,4S,5R,6R) -
2—(terc—
butoxicarbonilamino) -
3-[(3-
clorofenil)sulfanilme
til]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-

2,6-dicarboxilato

82.

(M—H) :
567.8

Di-terc-butilo
(1s,2R,3S,4S,5R,6R) -
2—(terc—
butoxicarbonilamino) —
3-[(4-
fluorofenil)sulfanilm
etil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]lhexan-

2,6—-dicarboxilato

50.

(M+Na) :
576.0

Di-terc-butilo
(15,2R,35,4S,5R,6R) -
2-(terc—
butoxicarbonilamino) —
4-hidroxi-3—-(p-—
tolylsulfanilmetil)bi
ciclo[3.1.0]lhexan-
2,6-dicarboxilato

7.

(M+Na) :
572.2

Preparacidn 10: (1S5, 2R, 3S5,4R,5R,6R)-2-[ (terc-

butoxicarbonil)amino]-3—-{[ (4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanil]lmetil}—-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6—-

dicarboxilato de di-terc—-butilo
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Se hizo burbujear (1S,2R,5R,6R)-2-(terc—
butoxicarbonilamino)-3-metilen-4-oxo-biciclo[3.1.0]hexan-2,6-
dicarboxilato de di-terc-butilo (8 g, 18.9 mmol) en éter
dietilico (80 mL) con gas nitrdégeno por 10 minutos. Se
agregaron 4-fluoro-3-metil-bencentiol (2.7 g, 18.9 mmol) vy
trietilamina (0.26 mL, 1.89 mmol). La mezcla se calentd a
40°C y se agitd por 15 minutos. La mezcla después se dejo
enfriar a temperatura ambiente, se transfiridé a un embudo de
adicidén y se agregd lentamente durante 2 horas a 200 ml de
una solucidén de éter a -10°C la cual contiene S—(-)-2-metil-
CBS—-oxazaborolidina (1M en tetrahidrofurano) (5.67 mL, 5.67
mmol) y complejo borano-sulfuro de metilo (2M en
tetrahidrofurano, 8.5 mL, 17 mmol). La mezcla se agitd por
una hora adicional después de la adicidén final. Se agregd gel
de silice (40g) durante 30 minutos y la mezcla de reaccidn
gradualmente se calentd a temperatura ambiente. La suspensién
se filtrd, y se lavd con 300 ml de éter dietilico. E1
solvente se concentrd bajo presidén reducida dando un residuo.
El residuo se purificé por <cromatografia instanténea,

eluyendo con (0 a 25% de acetato de etilo/hexanos) para dar
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el compuesto del titulo (9.8 g, 17.3 mmol, 91.5% de

rendimiento). MS (m/z): 565.8 (M-H).

Preparacidn 11: (1S,2R,3S,4R,5R, 6R) -2-(terc—

butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-metilsulfoniloxi-biciclo[3.1.0]hexan-

2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo

Se enfrid (15, 2R, 3S5,4R,5R,6R)-2—-(terc—
butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]hexan-2,6—
dicarboxilato de di-terc-butilo (4.6 g, 8.10 mmol) en
piridina (60 mL) a 0°C. A esta mezcla se agregd cloruro de
metansulfonilo (1.88 ml, 24.31 mmol). La mezcla se calentd a
40°C vy se agitdé por 1 hora, y se enfrid a temperatura
ambiente y se dejdé agitar por 18 horas. La mezcla se
concentrd bajo presidén reducida para dar un residuo. E1
residuo se divididé entre acetato de etilo y HC1l acuoso 1IN (2
x 50 mL). La capa orgédnica se separd, se secd sobre sulfato

de magnesio, se filtré, y se concentrd bajo presidén reducida
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para dar el compuesto del titulo (5.2 g, 8.05 mmol, 99.4% de

rendimiento): MS (m/z): 643.6 (M-H).

Preparacidn 12: (1R, 2R, 3R, 4S,5R, 6R) -2-(terc—

butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-(1H-1,2,4-triazol-3-
ilsulfanil)biciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de di-terc-

butilo

Se disolvid (1S, 2R, 3S5,4R,5R,6R)-2—-(terc—
butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]—-4-metilsulfoniloxi-biciclo[3.1.0]hexan-
2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo (5.3 g, 8.21 mmol) en
dimetilformamida (100 mL). A esta mezcla se agregd carbonato
de cesio (5.40 g, 16.41 mmol), 1H-1,2,4-triazol-3-tiol (3.42
g, 32.83 mmol), y triacetoxiborohidruro de sodio (906 mg,
4.10 mmol). La mezcla se agitdé a 40°C por 72 horas. La
reaccidén se enfrid y apagd con agua y NH4Cl acuoso. La mezcla
se transfirié a un embudo separador y se extrajo con éter

dietilico, se secd sobre sulfato de magnesio, se filtrd, y se
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concentrd bajo presién reducida para dar un residuo. E1
residuo se purificd por cromatografia instantdnea (0 a 50% de
acetato de etilo/hexanos) para dar el compuesto del titulo
(0.88 g, 1.35 mmol, 16.5% de rendimiento). MS (m/z): 651

(M+H) .

Preparacidn 13: (1s,2R,3R,4S,5R,6S8)-4-azido-2-(terc—

butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]biciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato de

di-terc-butilo

Se disolvid (15, 2R, 3S5,4R,5R,6R)-2—-(terc—
butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]—-4-metilsulfoniloxi-biciclo[3.1.0]hexan-
2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo (5.9 g, 9.14 mmol) en
sulféxido de dimetilo (30 mL). A esta mezcla se agregd azida
de sodio (2.5 g, 38.37 mmol). La mezcla se agitd a 100°C por
18 horas. El solvente se removid bajo presidédn reducida para
dar un residuo. El residuo se suspendidé en éter dietilico
(100 ml) y se filtrdé. La capa organica se transfiridé a un

embudo separador y se lavd con agua y salmuera, se secd sobre
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sulfato de magnesio, se filtrd, y se concentrd bajo presidn
reducida para dar un residuo. El residuo se purificd por
cromatografia instantédnea (0 a 15% de acetato de
etilo/hexanos) para dar el compuesto del titulo (3.14 g, 5.30

mmol, 58% de rendimiento). MS (m/z): 591 (M-H).

Preparacidn 14: (1s,2R,3R,4S,5R,6S8)-4-amino-2—-(terc—

butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]biciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato de

di-terc-butilo

Se disolvid (15,2R,3R,45,5R,6S8)-4-azido-2-(terc—
butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]lbiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de
di-terc-butilo (1.88 g, 3.17 mmol) en metanol (15.86 mL). A
esta mezcla se agregd trietilamina (1.77 mL, 12.7 mmol) vy
1,3-propanditiol (1.28 mL, 12.69 mmol). La mezcla se agitd a
temperatura ambiente por 18 horas. La mezcla se vertidé en
agua y se extrajo con acetato de etilo, se secd sobre sulfato
de sodio, se filtrd, y se concentrd bajo presidn reducida

para dar un residuo. El residuo se purificd por cromatografia
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instantédnea (50 a 100% de acetato de etilo/hexanos) para dar
el compuesto del titulo (1.2 g, 2.12 mmol, 66.76% de

rendimiento). MS (m/z): 567.2 (M+1).

Preparacidn 15: (1S,2R,3R,4S,5R,6S)-4-acetamido-2-(terc—

butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]biciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato de

di-terc-butilo

Se disolvid (15,2R,3R,45,5R,6S8)-4—amino—-2-(terc—
butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]lbiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de
di-terc-butilo (0.15 g, 264.67 pmol) en diclorometano (10
mL). A esta mezcla se agregd trietilamina (55.34 pL, 397.01
pmol) y cloruro de acetilo (28.25 pL, 397.01 pmol). La mezcla
se agitd a temperatura ambiente por 10 minutos. El1 solvente
se removidé bajo presidédn reducida para dar un residuo. E1
residuo se purificd por cromatografia instantdnea (10% a 100%
de acetato de etilo/hexanos) para dar el compuesto del

titulo (100 mg, 164.27 uymol, 62.06% de rendimiento); 'y NMR

(Ch3Cl) & 1.44 (t, 27H), 1.95 (s, 3H), 2.16 (m, 1H), 2.22 (s,
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3H), 2.60 (dd, 1H), 2.78 (bs, 1H), 3.10 (dd, 1H), 4.59 (m,

1H), 5.50 (4, 1H), 6.92 (t, 1H), 7.06 (m, 1H), 7.11 (d, 1H).

Preparacién 16: Acido (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[ (terc—

butoxicarbonil)amino]-3-{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-

4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilico

Se pesd (15, 2R, 35,4S5,5R,6R)-2—-[ (terc—
butoxicarbonil)amino]-3—-{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-
4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato de di-terc—-
butilo (4.11 g, 7.19 mmol) en uno de fondo redondo de un
litro con una barra agitadora. Se agregd cloruro de hidrdgeno
(4N en dioxano, 120 mL, 480.0 mmol). La mezcla se calentd a
70°C por 2 horas y después se dejé enfriar a temperatura
ambiente. El1 solvente se removid bajo presidédn reducida para
dar un residuo. El1 residuo se disolvid en diclorometano (200
mL) y el solvente se removidé bajo presidn reducida para dar
un residuo. Esto se repitidé dos veces més para dar
clorhidrato del 4&cido (15, 2R, 35,45,5R, 6R)-2—amino-3-[(3, 4-
difluorofenil)sulfanilmetil]—-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]hexan—

2,6-dicarboxilico. Este material se recuperd en
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tetrahidrofurano (100 mL) como una suspensidén. A esta
suspensidén se agregd trietilamina (40.08 mL, 287.57 mmol). La
suspensién se agitdé por 10 minutos vy después se agregd
metanol (50 ml) . A la reaccidén se agregd di-t-
butildicarbonato (4.71 g, 21.57 mmol) y la mezcla se calentd
a 80°C por 2 horas. La mezcla se dejé llegar a temperatura
ambiente y el solvente se removidé bajo presidén reducida para
dar un residuo. El residuo se disolvidé en acetonitrilo (50
ml), se transfirié a un embudo separador y se lavd con
hexanos. La capa de acetonitrilo se separd y removid bajo
presidén reducida para dar un residuo. El residuo se suspendid
en éter dietilico, se transfirié a un embudo separador, se
lavé con HC1 acuoso 1N, se secd sobre sulfato de magnesio, se
filtrd, vy se concentrd Dbajo presidén reducida dando el
compuesto del titulo (3 g, 6.53 mmol, 90.82% de rendimiento).

MS (m/z): 457.8 (M-H).

Los siguientes compuestos se prepararon

esencialmente por el método de la Preparacién 16:
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Prep.

Nombre Quimico

Estructura

Rendi-
miento

(%)

Datos
Fisicos
MS (m/z)

17

Acido

(1S, 2R, 35,45, 5R, 6R) -
2—(terc-
Butoxicarbonilamino)
-3-[(3-cloro-4-
fluoro-
fenil)sulfanilmetil]
—4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]lhexan-
2,6—-dicarboxilico

Cl
OH
HOo s
\
HO  H” o
(e} N o’
N\, NH
T on
%0

76.2

(M+H) :
476.0

18

Acido
(1S,2R,3S,4S,5R, 6R) -
2—(terc—
Butoxicarbonilamino)
-3-[(4-fluoro-3-
metil-
fenil)sulfanilmetil]
—4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]lhexan-
2,6-dicarboxilico

OH :j

H N

e) : s F
\
HO H - [¢]

< o’

o\ NH

V/ OH

/¥(°

94.6

(M—H) :
453.8

19

Acido
(1S,2R,3S,4S,5R, 6R) -
2—(terc-
Butoxicarbonilamino)
-3-[(3,4-
dimetilfenil)sulfani
Imetil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-
2,6—-dicarboxilico

OH
H B
] 84@
N
HO H R o
(o] N =
NH
OH
-

92.3

(M+H) :
450.2

20

(1S5, 2R, 35,45, 5R, 6R) —
2—(terc-
butoxicarbonilamino)
-3-[(3-
clorofenil)sulfanilm
etil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]lhexan-
2,6-dicarboxilato de
di-terc-butilo

95.6

(M—H) :
440.0
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Preparacidén 21: Bis(clorometil) (1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-(terc—

butoxicarbonilamino)-3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]lhexan-2,6-

dicarboxilato

~0 H

e

A una mezcla agitada de 4&acido (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-
2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-[ (4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]lhexan-2,6-
dicarboxilico (2.4 g, 5.27 mmol), Dbisulfato de tetra(n-
butil)amonio (178.90 mg, 526.89 umoles), vy Dbicarbonato de
sodio (3.54 g, 42.15 mmol) en diclorometano (13.2 mL) y agua
(13.2 mL) se agregd clorosulfato de clorometilo (1.20 mL,
11.59 mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente por
18 horas. La reaccidén se vertid en agua y se extrajo con
diclorometano. Los organicos combinados se secaron sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y concentraron para dar un
residuo. El residuo se purificd por cromatografia instanténea
(20-35% de acetato de etilo/hexano) para dar el compuesto del
titulo (1.37g, 2.48 mmol, 47% de rendimiento). MS (m/z):
574.0 (M+Na).

El siguiente compuesto se prepardé esencialmente por

el método de la Preparacidén 21:
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Rendi- | DPatos
Frep. Nombre Quimico Estructura miento Fisicos
No. MS(m/z) o
(%) NMR
(Bis(clorometil)
(15, 2R, 3S,45,5R, 6R
y—2—(terc— OH “
butoxicarbonilamin o ™\ ¢ S*(j;F
0)-3-[(3-cloro-4- \
22 fluoro— 0 Hi Q ) 31.2 (MiNa) :
) . . cl N 593.97
fenil)sulfanilmeti o\<
1]-4-hidroxi- X N
biciclo[3.1.0]hexa
n-2,6-
dicarboxilato
'H NMR
(CD3C1l) o
o 1.17 (4,
23 2-metilpropanoato - 95 g 6H), 2.58
de clorometilo 1) (m, 1H),
ﬁ 2.48 (4,
1H), 5.67
cl (s, 2H)
Preparacidn 24 Bis({[(l-metiletoxi)carbonil]oxiltmetil)

(15,2R,35,4S5,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]-3-{[ (3, 4-

difluorofenil)sulfanil]lmetil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-—

2,6-dicarboxilato

Se agregd

carbonato de potasio

(668.43 mg,

4.

79
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mmol), yoduro de sodio (75.03 mg, 500.58 pmol) a 4&cido
(1s,2R,35,4S,5R,6R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-[(3, 4-
difluorofenil)sulfanilmetil]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]hexan-
2,6-dicarboxilico (lg, 2.18 mmol ) en dimetilformamida (13.06
mL). La mezcla se agitdé por 10 minutos a temperatura
ambiente. Se agregd carbonato de clorometil isopropilo (1 g,
6.53 mmol). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente por 18
horas. Se agregd acido acético (4 ml) y la mezcla se agitd
por 10 minutos. El volumen del solvente se redujo por
aproximadamente 10 ml bajo presién reducida para dar un
residuo viscoso. El residuo se diluydé con éter dietilico y se
agitdé por 10 minutos. La solucidén se pasd a través de un
filtro y el solvente se removidé bajo presidn reducida para
dar un residuo. El residuo se dejdé bajo alto wvacio por 1
hora. El residuo se purificd por cromatografia instanténea,
eluyendo con (0 a 35% de tetrahidrofurano/hexanos) para dar
el compuesto del titulo (0.88 g, 1.27 mmol, 58.5% de

rendimiento). MS (m/z): 714.2 (M+Na).

Los siguientes compuestos se prepararon

esencialmente por el método de la Preparacidén 24:
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Prep.

No.

Nombre Quimico

Estructura

Rendi
miento

(%)

Datos
Fisicos
MS (m/z)

25

(Bis (isopropoxicarboni
loximetil)

(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) —2—-
(terc-
butoxicarbonilamino) -
3-[(3-cloro—-4-fluoro-—
fenil)sulfanilmetil]-
4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan—
2,6—dicarboxilato

52.9

(M+Na) :
730.2

26

Bis(isopropoxicarboni-
loximetil)

(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) —2—-
(terc—
butoxicarbonilamino) -
3-[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-
4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan—
2,6-dicarboxilato

3

e
T

\(

OH
H N
H o
[¢] 3N
NH
e}
a0
o

-G

\fo
T/

35.8

(M+Na) :
709.8

27

Bis (etoxicarbonilo—
ximetil)

(1S5, 2R, 3S5,4S,5R, 6R) —2—-
(terc—
butoxicarbonilamino) -
3-[(3,4-
difluorofenil)sulfanil
-metil]—-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-
2,6—dicarboxilato

3
: EO%
Y
rO

OH
HOS

Hig: o

(o] S ~
\,_-NH

o
SN
o

ae

S
\fo
O

T

62.7

(M+Na) :
686.2

28

Bis(etoxicarbonil-
oximetil)

(1S5, 2R, 35,4S,5R, 6R) —2—-
(terc—
butoxicarbonilamino) -
3-[(3-cloro—-4-fluoro-
fenil)sulfanilmetil]-
4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-
2,6—dicarboxilato

44.9

(M+Na) :
702.2
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29

Bis (etoxicarbonil-
oximetil)
(1S,2R,3S,45,5R, 6R) —-2—
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[ (4—-fluoro—-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan—
2,6—dicarboxilato

39.

(M+Na) :
682.0

30

Bis(etoxicarbonil-
oximetil)
(1S,2R,3S,45,5R, 6R) —-2—
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[(3,4-
dimetilfenil)sulfanil-
metil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan—
2,6—dicarboxilato

31.

(M+Na) :
677.8

31

Bis(etoxicarboniloxi-
metil)

(1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[(4-
fluorofenil)sulfanil-
metil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-
2,6-dicarboxilato

62.

(M+Na) :
668.2

32

Bis(acetoximetil)
(1S,2R,3S,45,5R, 6R) —-2—
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[ (4—-fluoro—-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-
2,6—dicarboxilato

60.

(M+Na) :
622.00
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33

Bis (acetoximetil)

(1S, 2R, 3S,4S,5R,6R) -
2—(terc—
butoxicarbonilamino) —
3-[(3—-cloro-4-fluoro-
fenil)sulfanilmetil]-
4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan—
2,6—-dicarboxilato

oH
o " S s F
\
o H B o
e} = ’
N T 51.
(o)

(M+Na) :
642.00

34

Bis(2-
metilpropanoiloximeti
1)

(1S, 2R, 3S,4S,5R,6R) -
2—(terc—
butoxicarbonilamino) —
3-[(3, 4-
difluorofenil)sulfani
l-metil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan—
2,6—-dicarboxilato

29.

(M+Na) :
682.00

Preparacién 35:

Bis{[(2-metilpropanoil)oxi]metil}

(1S,2R,3S5,4S,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]-3-{[ (4-

fluoro-3-metilfenil)sulfanil]metil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]

hexan-2,6-dicarboxilato

en

Se disolvidé &cido isobutirico

dimetilformamida (10

F
(0.21 g,
mL). A esta solucidn

2.42 mmol)

se agregd
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carbonato de potasio (0.54 g, 3.87 mmol). La mezcla se agitd
a 50°C por 3 horas vy después se enfrié a temperatura
ambiente. A la mezcla se agregd bis(clorometil)
(1s,2R,3S5,4S,5R,6R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-[ (4-
fluoro-3-metil-fenil)sulfanilmetil]-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato (535 mg, 0.97 mmol). La
mezcla se agitdé a temperatura ambiente por 18 horas. La
mezcla se diluydé con acetato de etilo, se transfiridé a un
embudo separador, se lavd con salmuera, se secd sobre sulfato
de magnesio, y se concentrd bajo presidén reducida para dar un
residuo. El residuo se purificd por cromatografia instantanea

(10-40% de acetato de etilo/hexanos) para dar el compuesto

o\

del titulo (230 mg, 0.36 mmol, 37%). MS (m/z): 678.2 (M+Na).

Los siguientes compuestos se prepararon

esencialmente por el método de la Preparacién 35:

Pre Rendi- | Datos
N b Nombre Quimico Estructura miento | Fisicos
o.
(%) MS (m/z)
(Bis (2-
metilpropanoiloximetil) o °
(1S, 2R, 3S, 4S, 5R, 6R) —2— L N s@F
(terc— J i~ o
: : : _3- ° 5;/ M+Na) :
36 butoxicarbonilamino) -3 . g' N ] 37.0 ( )
[ (3-cloro-4—fluoro- I % N 698.0
fenil)sulfanilmetil]-4- OIO
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—-
dicarboxilato
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37

Bis[[(2S)-2-
metilbutanoil]oximetil]
(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) —2—-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—
dicarboxilato

52.

(M+Na) :
706.2

38

Bis (2-
etilbutanoiloximetil)
(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) —2—-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[ (4-fluoro—-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—
dicarboxilato

30.

(M+Na) :
733.8

39

Bis (3-
metilbutanoiloximetil)
(1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—-
dicarboxilato

29.

(M+Na) :
706.2

40

Bis(ciclopropancarbo—
niloximetil)

(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) —2—-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—
dicarboxilato

40.

(M+Na) :
674.0
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41

Bis(ciclopentancarbo-
niloximetil)

(1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—-
dicarboxilato

51.

(M+Na) :
730.2

42

Bis(propanoiloximetil)
(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) -2—-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[(4-fluoro-3-metil-
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—
dicarboxilato

3 Q H f%/%

ey

T
T

19.

(M+Na) :
650.0

43

Bis (propanoiloximetil)
(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R)-2-
(terc—
butoxicarbonilamino)-3-
[ (3=cloro-4-fluoro-—
fenil)sulfanilmetil]-4-
hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—-
dicarboxilato

:OH Cl
o\ RN s F
ro g N /o
X\, NH
T
o\io

28.

(M+Na) :
670.0

Ejemplo 1:

hidroxibiciclo[3.1.0]

Se pesd

Clorhidrato del &cido

3—{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-4-

hexan-2, 6-dicarboxilico

HG

(1S5,2R,3S,4S,5R,6R)-2-Amino-

(1s,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(terc-

4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato

de

butoxicarbonil)amino]-3—-{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-

di-terc—-
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butilo (0.58 g, 7.19 mmol) en uno de fondo redondo de 100 mL
con una barra agitadora. Se agregd cloruro de hidrdégeno (4N
en dioxano, 33 mL, 132.0 mmol). La mezcla se calentd a 70°C
por 2 horas y después se dejdé enfriar a temperatura ambiente.
El solvente se removid bajo presidén reducida para dar un
residuo. El1l residuo se disolvidé en diclorometano (50 mL) y el
solvente se removidé Dbajo presidén reducida para dar un
residuo. Esto se realizd tres veces mas para dar el compuesto
del titulo (567 mg, 1.43 mmol, 97% de rendimiento). MS (m/z):

360.0 (M+1).

Los siguientes compuestos se prepararon

esencialmente por el método del Ejemplo 1:

Rendi- | Datos

Ej.
Nombre Quimico Estructura miento | Fisicos
No. o
(%) MS (m/z)

Clorhidrato del 4&cido Cl
(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) -2- y OH
Amino-3-{[ (3-cloro-4- K N F (M+H) :
2 fluorofenil)sulfanil]— o o 57.1 )
H R
metil}-4- S L 376.0
H,N  OH

hidroxibiciclo[3.1.0]
hexan-2,6-dicarboxilico

Clorhidrato del 4acido
(1S, 2R, 3S, 4S, 5R, 6R) —2— wo OH S@F
s | |
met} enil)sulfanil]- HO  H” {0 ol . 356.0
metil}-4- S
H,N  OH

hidroxibiciclo[3.1.0]
hexan-2,6-dicarboxilico
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Clorhidrato del 4&cido
(1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-
Amino-3—-{[(3,4-
diclorofenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilico

101.4

(M+H) :
392.0

Clorhidrato del 4&cido
(1S,2R,3S,4S,5R, 6R)-2—-
Amino-3-{ [ (3-
clorofenil)sulfanil]-
metil}—4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilico

82.6

(M+H) :
358.0

Clorhidrato del 4&cido
(1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-
Amino-3—-{[ (4-
fluorofenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]
hexan-2, 6-dicarboxilico

110.4

(M+H) :
341.8

Clorhidrato del 4&cido
(1R, 2R, 3R, 4S,5R, 6R) —2—
Amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}—-4-(1H-1,2,4-
triazol-3-
ilsulfanil)biciclo[3.1.
O]hexan-2, 6—
dicarboxilico

N
S
N Flo93.0

(M+H) :
438.8

dicarboxilico

Se

Ejemplo 8: Acido (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-Amino-4-hidroxi-3-

{[(4-metilfenil)sulfanilimetil}biciclo[3.1.0]lhexan-2,6-

(1s,2R,3S,4S,5R,6R)-2-(terc—
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butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-3—-(p-
tolilsulfanilmetil)biciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de
di-terc-butilo (300 mg, 545.73 pmol) en un vial de
microondas. Al vial se agregd agua (2 mL, 110 mmol), vy Aacido
acético (2 mL, 34.9 mmol). La mezcla se calentd en el
microondas a 140°C por 20 minutos. El solvente se removid
bajo presién reducida para dar el compuesto del titulo (165
mg, 489.04 pmol, 89.6%). MS (m/z): 338.0 (M+H).

Los siguientes compuestos se prepararon

esencialmente por el método del Ejemplo 8:

£ Rendi- Datos
No. Nombre Quimico Estructura miento Fisicos
' (%) MS (m/z)
Acido
(1S, 2R, 3S, 4S, 5R, 6R) —2— on
Amino-3-{[ (3, 4- o " ° s < §
9 dimetilfenil)sulfanil] \ 96 .3 (M+H) :
metil}-4- HO W7 ° : 352.0
hidroxibiciclo[3.1.0]- H;N - OH
hexan-2, 6—
dicarboxilico
Acido
(1S, 2R, 3R, 4S,5R,6S) -4- °
(Acetilamino)—-2—amino— /4N
Lo |3 {[(4-fluoro-3- o A S<§;F 93 2 (M+H) :
metilfenil)sulfanil]- HJ—?ﬁiz;ﬁ 397.0
metil}biciclo[3.1.0]- s ¥
hexan-2,6- © o oH
dicarboxilico
Acido
(1S, 2R, 3R, 4S, 5R, 6S) — .
2,4-Diamino-3-{[ (4- L <§ r
11 fluoro-3- ) 84 .6 (M+H) :
metilfenil)sulfanil]- HO  H” 0 ’ 355.2
metil}biciclo[3.1.0]- "N on
hexan-2, 6—
dicarboxilico
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Ejemplo 12: Clorhidrato de Bis({[(1-

metiletoxi)carbonil]oxi}tmetil) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-4-

hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato

b H;_,N:
)-o um}, o
R

Se disolvid Bis({[(1-

metiletoxi)carbonil]oxilmetil) (1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-[(terc—
butoxicarbonil)amino]-3—-{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-
4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato (0.88 g, 1.27
mmol) en cloruro de hidrdégeno (4N en dioxano, 30 mL, 120.00
mmol) y se agitd a temperatura ambiente por 1.5 horas. E1
solvente se removid Dbajo presidén reducida para dar un
residuo. El1 residuo se disolvidé en diclorometano y el
solvente removid bajo presidédn reducida. Este proceso se
repitid 8 veces. El residuo se dejdé bajo alto vacio durante

la noche para dar el compuesto del titulo (0.692 g, 1.10

mmol, 86.61% de rendimiento). MS (m/z): 591.8 (M+H).

Los siguientes compuestos se prepararon

esencialmente por el método del Ejemplo 12:
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Ej.
No.

Nombre Quimico

Estructura

Rendi-
miento

(%)

Datos
Fisicos
MS (m/z)

13

Clorhidrato de Bis{[(2-
metilpropanoil)oxi]lmetil}
(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) -2
amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilato

OH
H o=
; s F
H 3 o
HN 1
2 oﬁ
o__o

i
e
X

90.8

(M+H) :
555.8

14

Clorhidrato de Bis{[(2-
metilpropanoil)oxi]metil}
(1S, 2R, 35,4S,5R, 6R) —2—
amino-3-{[ (3—-cloro-4-
fluorofenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6—-dicarboxilato

cl
no o
o $ S F
N\
o H 3 o)
< =~
( HZNO
0 © W
o__o

SR

95.5

(M+H) :
575.8

15

Clorhidrato de
Bis[ (propanoiloxi)metil]
(1S, 2R, 35,4S,5R, 6R) —2—
amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6—-dicarboxilato

OH
H E

K ‘ SGF

N

o H R o

N =~
[ HoN
o) o 0W
o] o]

7Ty

93.3

(M+H) :
528.0

16

Clorhidrato de
Bis[ (propanoiloxi)metil]
(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) —2—
amino-3—-{[ (3-cloro—-4-
fluorofenil)sulfanil]-
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6—-dicarboxilato

cl
neo oM
o { s F
N
0 HTX o
< d
r HoN
0.0 oﬁ
o_o

77y

55.5

(M+H) :
548.0

17

Clorhidrato de 6-({[(2S)-
2_
Metilbutanoil]oxiltmetil)
2—-({[(28)-2-
metilbutanoil]oxiltmetil)
(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) —2—
amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6-dicarboxilato

68.2

(M+H) :
584.0
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18

Clorhidrato de
Bis{[(ciclopentilcarbonil
yoxi]metil}

(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) -2—-
amino-3—-{[(4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]metil
}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]hexa
n-2,6-dicarboxilato

71

(M+H) :
608.2

19

Clorhidrato de
Bis{ [ (etoxicarbonil)oxi]-
metil}

(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) -2—-
amino-3—-{[ (3, 4-
dimetilfenil)sulfanil]-
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6-dicarboxilato

79.

(M+H) :
556.2

20

Clorhidrato de Bis{[ (2-
metilpropanoil)oxi]metil}
(1S, 2R,3S,4S,5R,6R) -2-
amino-3-{[ (3, 4-
difluorofenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6-dicarboxilato

89.

(M+H) :
560.2

21

clorhidrato de
Bis{ [ (etoxicarbonil)oxi]-
metil}

(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) -2—
amino-3-{[ (4-
fluorofenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6-dicarboxilato

89.

(M+H) :
546.2

22

Clorhidrato de Bis({[(1-
metiletoxi)carbonil]oxi}-—
metil)

(1S, 2R, 3S,4S,5R, 6R) —-2—-
amino-3—-{[(3-cloro-4-
fluorofenil)sulfanil]-
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6-dicarboxilato

100

(M+H) :
607.8
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23

Clorhidrato de Bis({[(1-
metiletoxi)carbonil]oxi}-—
metil)

(1S, 2R, 35,4S,5R, 6R) —2—
amino-3—-{[ (4—-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6—-dicarboxilato

101.5

(M+H) :
587.8

24

Clorhidrato de Bis{[(2-
etilbutanoil)oxi]metil}
(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) —2—
amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilato

36.5

(M+H) :
612.0

25

Clorhidrato de Bis{[ (3=
metilbutanoil)oxi]metil}
(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) —2—
amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilato

36.1

(M+H) :
584.2

26

Clorhidrato de
Bis[ (acetiloxi)metil]

(1S, 2R, 35,4S,5R, 6R) —2—
amino-3-{[ (4—-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6—-dicarboxilato

84.6

(M+H) :
500.0

27

Clorhidrato de
Bis[(acetiloxi)metil]

(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) —2—
amino-3—-{[ (3-cloro—-4-
fluorofenil)sulfanil]-
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilato

94.7

(M+H) :
520.0
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28

Clorhidrato de
Bis{[(ciclopropilcar—
bonil)oxi]metil}

(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) —2—
amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil]-
metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilato

79.

(M+H) :
552.2

29

Clorhidrato de
Bis{ [ (etoxicarbonil)oxi]-
metil}

(1S, 2R, 35,4S,5R, 6R) —2—
amino-3-{[ (3, 4-
difluorofenil)sulfanil]-
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2, 6—-dicarboxilato

96.

(M+H) :
564.2

30

Clorhidrato de
Bis{[ (etoxicarbonil)oxi]-
metil}

(15, 2R,3S,45,5R,6R) -2-
amino-3—-{[ (4-fluoro-3-
metilfenil)sulfanil] -
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]-
hexan-2,6-dicarboxilato

96.

(M+H) :
560.2

31

Clorhidrato de
Bis{[ (etoxicarbonil)oxi]-
metil}

(1S, 2R, 3S,4S5,5R,6R) —2—-
amino-3—-{[ (3-cloro—-4-
fluorofenil)sulfanil]
metil}—-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]
hexan-2,6-dicarboxilato

95.

(M+H) :
580.0

Ejemplo 32:

metiletoxi)carbonil]oxi}metil)

Clorhidrato

{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-4-

de

hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato

Bis ({[(1-

(15, 2R,3S5,4S,5R,6R)-2—-amino-3—-
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ETAPA 1: (1S,2R,5R,6R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-

(dimetilaminometilen)-4-oxo-biciclo[3.1.0]hexan-2,6-

dicarboxilato de diterc-butilo

Se agregd Terc-butoxibis (dimetilamino)metano
(481.1ml, 2.33mol) a una suspensiodn de di-terc—-
butil (15,2S5,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]—-4-
oxobiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato (600g, 1.46mol) en
tolueno seco (3.6L) a temperatura ambiente bajo nitrdgeno. La
mezcla se calentd a 80°C por 3 horas y 45 minutos, después se
enfrié a temperatura ambiente y se agitd durante la noche. E1
volumen de reaccidén se redujo in vacuo, se diluyd con metil
terc-butil éter (1.8L) vy hexano (1.8L), y se agitdé por 3
horas a 15°C. Después de 3 horas, lo sdélido resultante se
recolectd por filtracidn, se lavd con hexano frio (2x1.8L), vy

se secd Dbajo vacio para obtener el compuesto del titulo
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\

(620.4g, rendimiento 91%). HPLC-MS: 98%.

ETAPA 2 (15, 2R, 5R, 6R) -2—-[ (terc-butoxicarbonil)amino] -3-

metiliden-4-oxobiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato de di-

terc-butilo

A una solucidn de (15, 2R, 5R,6R)-2—(terc—
butoxicarbonilamino)-3—-(dimetilaminometilen)—-4-oxo-—
biciclo[3.1.0]hexan-2,6—-dicarboxilato de di-terc—-butilo
(620.4g, 1.33mol) en tetrahidrofurano seco (12L), se agregd
trietilamina (277.3ml, 1.99 mol) a temperatura ambiente bajo
nitrdégeno. La mezcla se enfrid a -47°C y se agregd hidruro de
diisobutilaluminio (1M en hexano, 2.06L, 2.06mol) por goteo
durante 2 horas. La mezcla resultante se agitd a -—-47°C.
Después de 1 hora 15 minutos, se agregd acido acético (118ml,
2.06mol) por goteo a -—-47°C, se calentd a temperatura
ambiente, vy después se agitdé durante la noche. Se agregd
H3PO; al 20% en agua hasta pH=2. La fase orgdnica se separd y
se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (2x1.7L). Las

fases orgdnicas combinadas se lavaron sucesivamente con HC1
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acuoso al 10% (1.5L), agua (1.5L), vy salmuera (1.5L), se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron, y se
concentraron para proporcionar un sélido. Lo s6lido
resultante se trituré con agua (3.2L), se recolectd por
filtracidén, y después se secd para proporcionar el compuesto

del titulo (558.2g, rendimiento 99%). HPLC-MS: 97.4%.

ETAPA 3: (1s,2R,3S,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino] -3-

{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-4-

oxobiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo

Una suspensiodn de (15, 2R, 5R,6R)-2-[ (terc-
butoxicarbonil)amino]-3-metiliden—-4-oxobiciclo[3.1.0]hexan—
2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo (350.00 g, 826.43 mmol)
en tolueno (2.95 L) se tratdé con 3,4-difluorobencentiol
(172.49 g, 1.18 mol) y trietilamina (205.61 mL, 149.28 g,
1.48 mol) a 25°C. La mezcla se agitd a 80°C. Después de doce
horas, la reaccidén se enfrid a temperatura ambiente, se lavd
secuencialmente con NaOH acuoso 2N (pH = 10) y HC1l acuoso 1IN
(pH=4), se secd sobre MgSO,, y se concentrd in wvacuo para

proporcionar un residuo. El residuo se triturd con hexano
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(1L) y el solvente se removid para proporcionar el compuesto

del titulo (664g, 100% de rendimiento).

ETAPA 4: (1S,2R,3S5,4S,5R,06R)-2-[(terc-butoxicarbonil)amino]-

3-{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato de di-terc-

butilo

F
F
Una solucidén de (R) -metiloxazaborolidina 1IN en
tolueno (228.21mL) y complejo borano-sulfuro de metilo

(86.68g, 101.98 mL, 1.14 mol) en metil t-butil éter (4.56 L)
anhidro se enfridé a -40°C °C. A esta solucidn, se agregd
(15, 2R, 3S5,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]-3-{[ (3, 4-
difluorofenil)sulfanil]metil}—-4-oxobiciclo[3.1.0]hexan-2,6—
dicarboxilato de di-terc-butilo (650.00g, 1.14 mol) en metil
t-butil éter (3.42 L) por medio de un embudo de adicidn
durante 2 horas después de lo cual la reaccidén se calentd a
0°C. Después de 1 hora, se agregd metanol (461.80 mL, 11.41
mol), y la temperatura interna se mantuvo por debajo de 15°C.

La reaccidén se lavd con NaOH acuoso 2N (2L), se secd sobre
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MgSQO4, y se concentrd in vacuo para proporcionar un residuo.
El residuo se purificdé por cromatografia de gel de silice
(8:1 a 1:1 hexano/acetato de etilo) para proporcionar el

compuesto del titulo (580g, 89% de rendimiento).

ETAPA 5: Acido (1s,2R,3S,4S,5R, 6R)-2-Amino-3-{[ (3, 4-

difluorofenil)sulfanil]metil}—-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-

2,6-dicarboxilico

HOGC

Ihhg COOH

Se agregd agua (1.10L) vy cloruro de hidrdgeno
12.18M en agua (789.88mL, 9.62 mol) a wuna solucidén de
(15,2R,35,4S5,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]-3-{[(3,4-
difluorofenil)sulfanil]lmetil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-—
2,6-dicarboxilato de di-terc-butilo (550.00 g, 962.07 mmol)
en 1,4-dioxano (192.41mL). La suspensién resultante se agitd
a 100°C. Después de 12 horas, la reaccidn después se enfrid a
25°C, se agitd por 12 horas, y después se basificdé con NaOH
(50% p/p) a pH = 2.65. La mezcla resultante se agitdé a 10°C
por 30 minutos después de lo cual lo precipitado se recolectd
por filtracidén, se lavdé con agua (1 L) y metil terc-butil

éter (1 L), y se secd por 2 horas a 25°C, y después a 60°C en
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un horno hasta peso constante para proporcionar el compuesto

del titulo (300g, 87% de rendimiento). MS (m/z): 360 (M+1).

Etapa 6: Acido (1S8,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[ (terc—

butoxicarbonil)amino]-3-{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-

4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilico

F

Se agregaron trietilamina (407.27mL, 2.92 mol) vy
[2-(terc-butoxicarboniloxiimino)-2—-fenilacetonitrilo]
(308.39qg, 1.25 mol) a una suspensiodn de dcido
(1S,2R,3S,45,5R,6R)-2-amino-3-{[ (3, 4-
difluorofenil)sulfanil]lmetil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-
2,6-dicarboxilico (300.00 g, 834.84 mmol) en 1,4-dioxano
(500.9mL) vy agua (500.9mL) a 25°C. La mezcla se calentd a
50°C. Después de 12 horas, la reaccidén se enfrid a 25°C, se

diluydé con agua (2.5 L), y se lavd con metil terc-butil éter

(6 x 1 L). La fase acuosa se basificd con una solucidén de HC1
acuoso 1N hasta pH = 2, y se extrajo con acetato de etilo (3
x 2 L). Los extractos de acetato de etilo combinados se
lavaron con salmuera, se secaron sobre  MgSOy, y se

concentraron 1in vacuo para proporcionar el compuesto del
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titulo (250g, 65% de rendimiento). MS (m/z): 360 (M+-Boc).

ETAPA 7 Bis({[(l-metiletoxi)carbonil]oxiltmetil)

(1s,2R,3S5,4S,5R,6R)-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]-3-{[(3,4-
difluorofenil)sulfanil]metil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-

2,6-dicarboxilato

Una solucién de &cido (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-[(terc—
butoxicarbonil)amino]-3—-{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-
4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilico (150.00 g,
326.46 mmol) en dimetilformamida (3.38 L) se tratd
sucesivamente con carbonato de potasio (1180.48g, 1.31mo),
carbonato de clorometil isopropilo (149.43g, 979.39 mmol), vy
yoduro de sodio (9.79g, 65.29 mmol), y la mezcla se agitéd
bajo nitrdégeno a 25°C. Después de 12 horas, se agregd agua
(1.5 L) a la mezcla, los sélidos se filtraron, y lo filtrado
se extrajo con metil terc-butil éter (3 x 1.5 L). Los
organicos combinados se lavaron sucesivamente con agua,

salmuera, se secaron sobre MgSO,, y se concentraron in vacuo.
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El residuo resultante se purificd por cromatografia de gel de
silice (2:1 a 1:1 hexano/acetato de etilo) para proporcionar

el compuesto del titulo (225g, 70% de rendimiento). MS (m/z):

592 (M+-Boc).

ETAPA 8: Clorhidrato de Bis({[(1-

metiletoxi)carbonil]oxi}tmetil) (1S,2R,3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-4-

hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-dicarboxilato

Se tratd Bis({[(1-
metiletoxi)carbonil]oxi}tmetil) (15, 2R, 3S5,4S5,5R,6R)-2-[(terc-
butoxicarbonil)amino]-3—-{[(3,4-difluorofenil)sulfanillmetil}-
4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato (124.9qg,
180.57 mmol) con cloruro de hidrdgeno AN en 1,4-
dioxano(1.12L, 4.50 mol) a 25°C. Después de 90 minutos, el
solvente se removidé in wvacuo, y el residuo se sometid a
suspensién en metil terc-butil éter (1 L) por 30 minutos. Lo
precipitado resultante se recolectdé por filtracidn, se lavd

con metil terc-butil éter (500 mL), y se secd en un horno a
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45°C por 16 horas. La sal resultante se disolvidé en
diclorometano y agua después se neutralizdé con trietilamina.
La fase orgdnica se separd, se secd sobre MgSO,, vy se
concentrd in wvacuo para proporcionar un residuo. El1 residuo
se purificdé por cromatografia de gel de silice (3:1 a 1:1
hexano/acetato de etilo), para proporcionar la base libre la
cual se tratdé con HCl1 4N en 1,4-dioxano (950 mL) a 25°C.
Después de 15 minutos, el solvente se evapord in vacuo, y el
residuo se sometidé a suspensidén en metil terc-butil éter (1
L) y hexanos (250 mL). Lo sdé6lido resultante se filtrd, se
lavé con metil terc-butil éter (500 mL), y se secd in vacuo a
45°C hasta peso constante para proporcionar el compuesto del

titulo (98.5g, 87% de rendimiento). MS (m/z): 592 (M+1).

Datos de literatura (Witkin, Jeffrey M., and Eiler,
William J.A. (2006), Antagonism of Metabotropic Glutamate
Group II Receptors in the Potential Treatment of Neurological
and Neuropsychiatric Disorders. Drug Development Research
vol 67, pg. 757-769; y Yasuhara, Akito and Chaki, Shigeyuki,
(2010) Metabotropic Glutamate Receptors: Potential Drug
Targets for Psychiatric Disorders, The Open Medicinal
Chemistry Journal, vol. 4, pg. 20-36.) y datos generados en
estudios no clinicos de animales apoyan un papel para 1los
antagonistas mGlu2/3 en el tratamiento de trastornos

depresivos y trastornos de somnolencia excesiva.
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Especificamente, se encontrdé que antagonistas del receptor
mGlu 2/3 son efectivos en modelos de roedores de trastornos
depresivos y promueven el insomnio usando roedores
monitoreados por EEG sin hiperactividad desproporcionada o
clinicamente relevante o) hipersomnolencia compensatoria
abrumadora. El1 estado de alerta aumentado se manifiesta en
atencién incrementada, desempeflo cognitivo mejorado, y una
probabilidad de fatiga reducida. Como los trastornos
descritos previamente representan condiciones clinicas co-
mérbidas comunes, un antagonista del receptor mGlu2/3 puede
ser particularmente efectivo en poblaciones de pacientes
especificos, tales como pacientes con trastorno depresivo
principal, tratamiento de depresidén refractaria, depresidn
unipolar, distimia vy/o <ciclotimia, o cualquiera de los
trastornos de somnolencia excesiva. Los trastornos de
somnolencia excesiva pueden incluir, pero no se limitan a
somnolencia diurna excesiva (EDS), hipersomnia asociada con
apnea de sueflo obstructiva o narcolepsia, trastornos del
suefilo por ritmo cicardiano (gque incluyen pero no se limitan a
trastorno del sueflo por trabajos por turnos, trastorno por
descompensacidén horaria o jet lag, trastorno de fase de suefio
retardadas, trastorno de fase de sueflo avanzada, y sindrome
de vigilia-suefio diferente a 24 hora), hipersomnolencia
idiopatica vy somnolencia excesiva asociada con suefio no

restaurativo (NRS).
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Para demostrar ademds las caracteristicas de 1los
presentes compuestos, los compuestos representativos se

pueden correr en los siguientes ensayos 1in vitro e in vivo:

Ensayos de Antagonista cAMp del Receptor mGlu2 y mGlu3

La actividad antagonista se ensaydé en células AV12
recombinantes que expresan establemente receptores humanos
mGlu2 o mGlu3 y el transportador EAAT] de glutamato de rata
(Transportador de Aminocdcido Excitador 1). Las lineas
celulares se mantuvieron por cultivo en DMEM con alta glucosa
y clorhidrato de piridoxina complementado con 5% de suero
bovino fetal dializado (FBS), 1 mM de piruvato de sodio, 1 mM
HEPES y 1 mM de L-glutamina; se usaron geneticina e
higromicina B como antibidéticos de seleccidn. Los cultivos
confluentes se hicieron crecer a 37°C en una atmdésfera que
contiene 6.5% de CO,, y se pasaron por dos semanas. Las
células se recolectaron usando 0.25% de tripsina, suspendida
en medio de congelamiento (FBS con 10% de DMSO) a 10’
células/ml, vy las alicuotas se almacenaron en nitrdgeno
liquido. Veinticuatro horas antes del ensayo, las células se
plagquearon a una densidad de 8,000-10,000 células por cavidad
en placas negras de media area, de 96 cavidades, tratadas con
cultivo de tejidos (Costar 3875) en 50 pl de DMEM con alta
glucosa y clorhidrato de piridoxina complementado con 5% de

FBS dializado, 1 mM de piruvato de sodio, 1 mM de HEPES, 100
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ug/ml de ampicilina, y 250 uM (mGlu2) o 125 uM (mGlu3) de L-
glutamina.

La inversidén de la inhibicidén de produccidén de cAMP
estimulada con forscolina por los compuestos de prueba se
mide wusando tecnologia de fluorescencia homogénea resuelta
por tiempo (HTRF; Cisbio cat # 62AM4PEB). El medio se removid
y las células se incubaron con 100 ul de amortiguador de
estimulacidén CcAMP (STIM) por 30 minutos a 37°C.
(amortiguador STIM gque contiene 500 ml de HBSS, 1000 ml de
DPBS, 0.034 % de BSA, 1.67 mM de HEPES y 500 uM de IBMX
(Sigma I5879)). Los compuestos se probaron en curvas de
respuesta de concentracién de 10 puntos usando diluciédn
serial 3X seguida por dilucién 40-veces adicional en
amortiguador STIM. DCG IV (Tocris 0975) sirve como el
agonista de referencia. La mezcla de reaccidén final contiene
1 uM (para mGlu2) o 3 uM (para mGlu3) de forscolina (Sigma
Fe886), DCG IV en su ECgy, y hasta 25 uM del compuesto de
prueba. Las células se incubaron a 37°C por 20 minutos. Para
medir los niveles de cAMP, conjugado de cAMP-d2 y conjugado
anti cAMP-criptato en amortiguador de lisis se incubaron con
las células tratadas a temperatura ambiente por 1 hora
(mGlu2) o 1.5 hora (mGlu3). La senal HTRF se detectd usando
un lector de placa EnVision (Perkin-Elmer) para calcular la
relacidén de fluorescencia a 665 hasta 620 nM. Los datos sin

procesar son convertidos a cantidad de cAMP (pmole/cavidad)
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usando una curva estandar de cAMP Ggenerada ©para cada
experimento. Los valores 1ICsy relativos son calculados del
intervalo superior-inferior de la curva de respuesta de
concentracidén usando un programa de ajuste de curva logistica

de cuatro parametros (ActivityBase v5.3.1.22).

Ensayos de FLIPR vy CcAMP para Selectividad del

Receptor mGlu

Las potencias antagonistas de los compuestos de la
invencidén para los otros receptores mGlu humanos pueden ser
valoradas con ya sea un ensayo cAMP o ensayo de respuesta
fluorométrica al calcio (véase por ejemplo Fell et al., JPET
(en la prensa)). Brevemente, lineas de células individuales
AV12 que contienen el transportador de glutamato de rata
EAAT] y que expresan establemente los receptores humanos mGlu
1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8, se usaron para estos estudios. Los
receptores mGlul y 5 son acoplados a Gg, de manera que su
sefial naturalmente a través de fosfolipasa C, produce una
respuesta al flujo de calcio la cual puede ser usada para
medir la activacidén del receptor usando un Lector de Placa de
Imagen Fluorométrica (FLIPR, Molecular Devices). Las lineas
de células gque expresan el receptor mGlu2, 3, 4, y 8 son
disefladas para expresar la subunidad Gal5 de manera que estos
receptores acoplados a Gi generardn una respuesta al flujo de

calcio similar a 1las lineas de células que expresan el
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receptor mGlul y 5. El receptor mGlu6 es probado en un
formato de cAMP usando métodos analogos a aquellos
desarrollados para mGlu2 y mGlu3 anterior. Estas lineas de
células son mantenidas como se describe previamente, excepto
que cantidades de L-glutamina y agentes de seleccién
(geneticina, higromicina B, zeocina, y blasticidina) pueden
variar dependiendo de la linea de <célula. Los cultivos
confluentes se pasaron dos veces por semana.

Los niveles de calcio intracelular son monitoreados
usando FLIPR antes y después de la adicidén de compuestos de
prueba y tinte Fluo-3 AM (Invitrogen) o Calcio 4 (Molecular
Devices), dependiendo de la linea de célula. Las células son
plagqueadas 24 horas previas al ensayo en una concentracién
variable de glutamina y una densidad variable de células por
cavidad, dependiendo de 1la linea de células. El medio se
removid y las células se incubaron con 8 uM de tinte (50 pl
por cavidad) por 90 o 120 minutos (dependiendo de la linea de
células) a 25°C. Se conduce un ensayo FLIPR de adicidén unica
generando una curva de respuesta de concentracidén de 11
puntos para el agonista glutamato previo a cada experimento
para confirmar la sensibilidad apropiada de las células. Los
resultados son analizados usando GraphPad Prism v4.03 para
calcular las concentraciones de glutamato necesario para
inducir las respuestas ECyy (ensayo antagonista) y ECig

(ensayo potenciador).
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Los compuesto son probados en cada receptor mGlu en
un ensayo FLIPR de doble adicidén wusando un perfil de
respuesta de concentracién de 10 puntos partiendo a una
concentracién final de 25 uM para el ensayo agonista y 12.5
UM para los ensayos potenciadores y antagonistas. La primera
adicién detecta cualquier actividad agonista, y la segunda
adicidén consiste de 100 upl de concentraciones seleccionadas
(dependiendo de la linea de célula) de glutamato en el
amortiguador de ensayo generando una respuesta a glutamato
ECi;p o ECgp. Los efectos agonistas son cuantificados como
porcentaje de estimulacidén inducida por el compuesto solo con
relacién a la maxima respuesta de glutamato. Los efectos
antagonistas son cuantificados calculando el porcentaje de
inhibicidén de la respuesta de glutamato ECyy causada por el
compuesto. Los efectos de potenciacidén son cuantificados como
porcentaje de incremento en la presencia de una respuesta ECig
en glutamato con relacidén a la respuesta ECpix. Todos 1los
datos son calculados como valores relativos ICsy o ECsy usando
un programa de ajuste de curva logistica de cuatro parametros
(ActivityBase v5.3.1.22).

La actividad antagonista en células mGlu6 se mide
usando cAMP en un método anadlogo a aquel descrito
anteriormente para actividad mGlu2 y mGlu3, excepto que el
agonista de referencia fue L-AP4 (Tocris). Para medir la

actividad agonista de mGlu6, se calcula la extensidén en la
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cual el compuesto inhibe la produccién de cAMP estimulada por
forscolina. Los wvalores relativos 1ICsy y ECsg se calculan
desde el intervalo superior—-inferior de la curva de respuesta
de concentracién wusando un programa de ajuste de curva
logistica de cuatro pardmetros (ActivityBase v5.3.1.22).

Los compuestos ejemplificados en donde R' y R? son
ambos hidrdgeno, se probaron esencialmente como se describe
anteriormente y se encontrdé que tienen alta potencia
antagonista para los receptores mGlu2 y mGlu3. Los compuestos
ejemplificados en donde R' y R? son ambos hidrégeno también se
encuentran por ser antagonistas selectivos de los receptores
mGlu2 y mGlu3 como contra otros subtipos del receptor mGlu.
Los ICsg para los receptores mGlu2 y mGlu3 para los compuestos
ejemplificados en donde R' y R?’ son ambos hidrégeno, se
encontraron por ser menos de 70 nM y 140 nM, respectivamente,
mientras los ICsg para otros receptores de mGlu probados se
encontraron por ser significantemente mayores. Los compuestos
de los ejemplos 1 y 2 son probados esencialmente como se
describe anteriormente y se encontrdé que tienen perfiles de

actividad como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Datos de Selectividad
Ej. | mGlul mGlu2 mGlu3 mGlu4 mGlub mGluéb mGlu8
% IC50 nM IC50 nM % inhib. | % IC50 %
inhib. @l2.5uM inhib. nM inhib.
@12.5uM @12.5uM @12.5uM
1 6.3% 15.4+2.0 | 6.242.2 17.9% -2.0% 1720 47.0%
(ICso
4970
nM)
2 7.9% 12.7+2.3 | 13.443.4 | 28.0% 21.4% 1395 68.7%
(ICso
7860
nM)
Ademds, cilertos compuestos de la presente invencidn

muestran una carencia de actividad significante con otros
receptores fisioldégicamente importantes tales como, pero no
limitados a, el canal hERG, receptores de serotonina
(especificamente 5-HT,p y 5-HTs), receptores muscarinicos
(especificamente M2), vy receptores 1iGluR (especificamente
iGluR5). El compuesto del ejemplo 1 se probdé usando métodos
de ensayo conocidos y se encontrd que no tiene actividad

apreciable en estos receptores.

Por lo tanto, dosis fisioldgicamente relevantes de

los compuestos de la invencidén se espera proporcionen

inhibicidén sustancial de receptores mGluz2 y mGlu3 in vivo,

mientras no interactian sustancialmente con otros receptores

mGlu, u otros receptores fisioldgicamente relevantes, y de

este modo se espera proporcionen la farmacologia deseada

mientras evitan efectos indeseados asociados con la actividad

de objetivo.
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Prueba de Nado Forzado en Ratones (mFST)

El mFST es un ensayo 1n vivo establecido para
actividad antidepresiva (Li et al. J Pharmacol Exp Ther.
319(1) :254-9, 2006.). Ratones tratados con antidepresivos
clinicamente efectivos conocidos (inhibidores selectivos de
la reabsorcidén de serotonina y/o antidepresivos triciclicos),
exhiben el comportamiento de consumo de tiempo reducido
inmévil después de ser colocado en un tanque de agua, un
comportamiento asociado con la desesperacidén. La mFST se usd
para evaluar la actividad como antidepresiva potencial de
nuevos antagonistas de mGlu2/3 esencialmente como se describe
en los métodos previamente publicados (véase por ejemplo, Li
et al. J Pharmacol Exp Ther. 319(1) :254-9, 2006.) .
Brevemente, se usaron ratas NIH-Suizas (Harlan Sprague-
Dawley, Indiandpolis, 1IN) que pesan entre 25-30 g. Los
animales alojados en grupo se removieron del vivario al 4&rea
de prueba en sus propias jaulas y se dejaron adaptar al nuevo
ambiente por al menos 1 hora antes de la prueba. Los
compuestos donde R' y R®* son ambos hidrégeno se disolvieron en
agua con NaOH minimo agregado para disolucidén y se
administraron i.p. Los compuestos donde R' y/o R?* son
distintos de hidrdégeno se prepararon al dia de uso en 2.0-
2.5% de N-metil-pirrolidinona y después suspendieron en 1% de
HEC, 0.25% de Tween 80, vy 0.05% de anti-espuma Dow, Yy

administraron oralmente. Los ratones se colocaron en un
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cilindro (didmetro: 10 cm; altura: 25 cm) rellenados con 6 cm
de agua (22-25°C) por 6 min. Se registrdé la duracidén de
inmovilidad durante los ultimos 4 minutos del periodo de 6
minutos de la prueba. Se registrdé un ratdédn como inmoévil
cuando flotdé inmdévil o hizo solamente aquellos movimientos
necesarios para mantener su cabeza arriba del agua.
Compuestos representativos son probados
esencialmente como se describe anteriormente y se encuentran
por reducir significantemente los tiempos de inmovilizacidn
en ratones de tipo nativo. Compuestos ejemplificados en donde
R y R’ son ambos hidrdégeno se ensayaron esencialmente como se
describe anteriormente y se encontrdé gque tienen EDgg menores
de 30 mg/kg i.p., con reducciones madximas en tiempos de
inmovilizacién de al menos 25%. Los compuestos de 1los
Ejemplos 1, 2, 12/32 y 22 son ensayados esencialmente como se
describe anteriormente y se encuentra que tienen actividades
como se muestra en la Tabla 2. Por lo tanto, los compuestos

de la presente invencidén se espera que tengan actividad

antidepresiva in vivo.
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Tabla 2. Prueba de Nado Forzado en Ratdén (mFST)

Ejemplo EDsgo Decremento maximo
(mg/kg) (1-
compuesto/control) *100%

1 8.0 (i.p.) 36.1%

2 24.5 33.5%
(i.p.)

12/32 12.0 58.4%
(p.o.)

22 20.5 50.1%
(p.o.)

En otros experimentos, se estudiaron ratones con
supresiones del receptor (ratones agénicos mGlu2); estos
ratones se reprodujeron por cruzas heterocigoto b 4
heterocigoto y se usaron como camadas para comparaciones de
ratones -/- y +/+ (Taconic Farms). Los compuestos de 1los
ejemplos 1 y 2 (10mg/kg, i.p., 30 min previo) se encontraron
por reducir significantemente el tiempo de inmovilidad en
ratones mGlu2+/+, pero no en ratones mGlu2-/-. De manera
similar, el compuesto del ejemplo 12/32 (30 mg/kg, po, 120
min previo) se encontrd por reducir el tiempo de inmovilidad
en ratones mGlu2+/+, pero no en ratones mGlu2-/-. Estos
hallazgos demostraron ademds que el receptor mGlu2 contribuye
a los efectos similares a antidepresivos de los compuestos de
la invencidn.

Los compuestos de la invencidén también pueden ser
probados en combinacidén con otros compuestos uUtiles para el
tratamiento de trastornos depresivos, como por ejemplo SSRI,

por su capacidad para mejorar los efectos similares
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antidepresivos sobre aquellos de ya sea el compuesto solo. E1
compuesto del ejemplo 12 (10 mg/kg p.o.) se probd en la
prueba de nado forzado de ratdén solo y en combinacidédn con ya
sea fluoxetina (10 mg/kg, i.p.) o citalopram (1 mg/kg, i.p.)
y encontrd que incrementa significantemente el efecto similar
antidepresivo sobre aquel de ya sea el compuesto solo como se
muestra en la Tabla 3, abajo. Ademds, pruebas de niveles de
plasma y cerebrales de la porcidén de didcido activo del
compuesto del ejemplo 12 (es decir, el mismo compuesto como
la base 1libre del ejemplo 1), vy niveles de plasma de
fluoxetina y citalopram, no muestran incremento en niveles de
exposicidén, soportando el hallazgo de que la actividad
similar antidepresiva incrementada no fue debido solamente a

un incremento en la exposicidén central a los compuestos.
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Tabla 3. mFST con SSRI
Compuesto(s) | Tiempo de | Error Decremento Maximo
Inmovilizacidn | Estandar | (1-
(seg.) de la | compuesto/control) *100%
media
Vehiculo 173 14
Ejemplo 12 130 17 24.5%
Fluoxetina 118 16 31.5%
Ej. 12 + 180 15 53.6%%*
Fluoxetina
Vehiculo 176 14
Ejamplo 12 140 8 20.9%
Citalopram 102 18 42.1%
Ej. 12 + 180 13 54.8%**
Citalopram

*Significantemente diferente de ya sea el compuesto

del Ejemplo 2 o fluoxetina sola,

* %

compuesto del Ejemplo 2 o citalopram solo,

Significantemente

p<0.05

diferente de vya

p<0.05

Monitoreo de comportamiento e insomnio en ratas:

Compuestos representativos de la presente invenciédn

se probaron en ratas por su capacidad para incrementar la

cantidad de tiempo en un estado de insomnio sin efectos

indeseados tales como inhibicidén del suefio REM, discapacidad

motriz al despertar (hiper o) hipolocomocidn

desproporcionada), y/o hipersomnia de rebote. Los animales se
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prueba son continuamente monitoreados por electro-
encefalogramas (EEG), electrocardiogramas (EMG), y movimiento
para medir el tiempo acumulado despierto, hipersomnia de
rebote e intensidad de actividad locomotora durante el
insomnio. Los métodos para tales estudios se conocen en la
técnica (véase por ejemplo métodos descritos en Edgar DM,
Seidel WF. Modafinil induces wakefulness without intensifying
motor activity or subsequent rebound hypersomnolence in the
rat. J Pharmacology & Experimental Therapeutics 1997; 283:
757-769; van Gelder RN, Edgar DM, Dement WC. Real-time
automated sleep scoring: validation of a microcomputer-based
system for mice. Sleep 1991, 14: 48-55; y Gross BA, Walsh

CM, Turakhia AA, Booth V, Mashora GA, Poe GR. Open-source

logic—-based automated sleep scoring software using
electrophysiological recordings in rats. J Neurosci Methods.
2009; 184(1):10-8). Los estudios se condujeron como sigue:

Preparacidén del Animal. Ratas Wistar macho, adultas
(aproximadamente 270-300 g al tiempo de la cirugia) son
quirurgicamente ajustadas para registro crdénico de EEG, EMG,
temperatura corporal, y movimiento como sigue: Las ratas son
quirurgicamente preparadas con un 1implante craneal dJue
consiste de cuatro tornillos de acero 1inoxidable ©para
registro de EEG (dos frontales [3.9 mM del anterior del

bregma, y *#2.0 mM de mediolateral] y dos occipitales [6.4 mM
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de posterior del bregma, +5.5 mM de mediolateral]l), y con dos
alambres de acero inoxidables revestidos de Tefldén para
registro EMG (posicionados bajo los musculos trapezoidales de
la nuca). Todas los cables se sueldan a un conector miniatura
(Microtech, Boothwyn, PA) previo a la cirugia. El montaje de
implante se ajusta al c¢raneo por la combinacién de los
tornillos de registro EEG de acero inoxidable, aplicados con
ciancacrilato entre el conector de implante y el craneo vy
acrilico dental. La temperatura corporal y actividad
locomotora se monitorearon via un transmisor miniatura
(Minimitter PDT4000G, Philips Respironics, Bend, OR)
quirtrgicamente colocado en el abdomen. Al menos 3 semanas se

dejan recuperar.

Ambiente de registro. Cada rata es alojada
individualmente dentro de una jaula microaisladora modificada
con un elevador superior de filtro de policarbonato insertado
para permitir més espacio vertical para la cabeza. Un cable
flexible que minimamente restringe el movimiento se conecta
en un extremo a un conmutador fijado en la parte superior de
la jaula y en el otro extremo al implante craneal del animal.
Cada jaula esta localizada dentro de compartimientos
ventilados, separados de una cadmara de registro de suefio-
vigilia de acero inoxidable. Alimento y agua estan

disponibles a albedrio y se mantiene la temperatura ambiente
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a aproximadamente 23+1°C. Un ciclo de luz-oscuridad de 24 hrs
(LD 12:12) wusando luz fluorescente se mantiene a través del
estudio. La humedad relativa promedia aproximadamente 50%.
Los animales no son alterados por al menos 30 hrs antes vy

después de cada tratamiento.

Diseno de estudio y dosificacién. Compuestos donde
R vy R? son ambos hidrégeno se disolvieron en agua con NaOH
minimo agregado para disolucidén y se administraron i.p en un
volumen de 1.0 mL por kg de peso corporal. Compuestos donde
R' y/o R’ son distintos de hidrégeno se administran p.o. en un
volumen de 2 mL por kg de peso corporal en uno de los dos

(o)

vehiculos alternativos: i) 2.5% de N-metil-2-pirrolidinona en
hidroxietilcelulosa; o ii) 10% acacia con 0.05% de Antiespuma
Dow Corning® en agua. El vehiculo o uno de los niveles de
dosis del compuesto se administran pseudo-aleatoriamente de
manera que la rata no recibe el mismo tratamiento dos veces,
y la rata no recibe més de dos de los 8 tratamientos en
cualquier estudio. Cada rata se remueve de su Jjaula por
aproximadamente un minuto para ser pesada y tratada. Al menos

un periodo de 6 dias de “lavado” precede y siguen a cada

tratamiento.

Recoleccidén de datos. La discriminacidén de suefio e

insomnio puede ser automatizada (por ejemplo, Van Gelder et
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al. 1991; Edgar et al. 1997, Winrow et al., 2010; Gross et
al., 2009). El1 EEG es amplificado y filtrado (X10,000, paso
de banda 1-30 Hz), el EMG es amplificado e integrado (paso de
banda 10-100 Hz, integracidn RMS), y se monitorea
simultdneamente la actividad locomotora no especifica (LMA).
Los estados de excitacidén son clasificados en partes de 10
segundos como suefo sin REM, suefo REM, insomnio o insomnio
dominado teta. La actividad locomotora (LMA) es registrada
como conteos por minuto y se detecta por receptores de
telemetria comercialmente disponibles (ER4000, Minimitter,

Bend, OR).

Analisis Estadisticos. Edades y pesos corporales
son resumidos por media, minimo y madximo sobre los grupos de
tratamiento. Todos los animales que tienen al menos un
resultado estdan incluidos en el sumario de resultados (por
ejemplo, se incluyeron datos apropiados a partir de un
tratamiento de animal para el cual los datos de telemetria
son utilizables pero los datos de EEG no). El periodo de
observacién post-tratamiento se divide en 2 intervalos de
post—-dosificacién (las primeras 7 horas, y las primeras 19
horas), en donde el tiempo de dosificacidén es definido como
el inicio de Hora = 0. Los resultados son resumidos en cada
periodo computando ya sea la media cada hora o el wvalor

acumulado a través de cada periodo. Cada resultado en cada
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periodo es analizado por andlisis de covarianza usando un
grupo de tratamiento y datos de tratamiento como factores vy
el intervalo de pre-tratamiento correspondiente, 24 hrs
anterior, como el covariado. Las medias ajustadas y el cambio
de medias de vehiculo vy sus correspondientes errores
estdndares son resumidos para cada grupo de tratamiento. Los
valores P de comparacién multiple de Dunnett ajustados se
muestran para cada resultado en cada periodo. No todos 1los
resultados son analizados en todos los periodos, como se
muestra en la Tabla 1, lo cual de este modo afecta la tasa de
error por experimento tipo I. Como tal, no se hicieron

ajustes adicionales para pruebas multiples.

Determinacidén de eficacia. El1 umbral de dosis
eficaz se estimé como la dosis mds baja para la cual el
tiempo acumulado despierto excede 50 minutos con relacidén a
los controles de vehiculo a través de las primeras 7 horas
post—-tratamiento. Una determinacidén mads fina se puede hacer
conduciendo estudios subsecuentes de dosis méds estrechamente

espaciadas alrededor de la dosis eficaz.

Determinacidén de efectos 1indeseados. Se evaluaron
dos efectos potencialmente indeseables en particular:
hipersomnolencia de rebote y actividad motriz intensificada

(Edgar DM, Seidel WF, 1997).
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(1) La hipersomnolencia de rebote puede ser medida
como niveles reducidos de insomnio durante el periodo de 8-19
horas después de las dosis de tratamiento eficaz. Una
reduccidén Dbioldgicamente significante se define como un
porcentaje mayor de 50 del incremento acumulado durante las
primeras 7 horas. De este modo, si el insomnio incrementa por
100 minutos durante las primeras 7 horas, entonces una
reduccidén en el insomnio acumulado de 50 minutos o més, con
relacidén a controles de vehiculo, durante el periodo de 8-19
horas posteriores al tratamiento podrian ser considerados
bioldégicamente significantes. Los cambios de media de Grupo,
mostrados en la Tabla 2, muestran una carencia de
hipersomnolencia de rebote.

(ii) Actividad motriz intensificada es definida
como un incremento promedio con relacidén a los controles de
vehiculo que exceden 5 conteos LMA por minuto de insomnio
definido por EEG en la dosis de umbral de eficacia, y para lo
cual el efecto estd relacionado con la dosis. Los incrementos
medios del Grupo en la Tabla 2 fueron todos por debajo de 5
conteos por minuto de insomnio y no son dependientes de la
dosis.

Los compuestos ejemplificados son probados
esencialmente como se describe y se encuentra gue promueven
el insomnio sin hipersomnia de rebote o actividad motriz

intensificada significantes. Compuestos ejemplificados donde
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esencialmente como se describe y se encontrdé que son eficaces
a dosis de 10 mg/kg o inferiores.
se probd esencialmente como se describe y se encontrd tiene

el perfil de

tiempo

acumulado

81

(administrado i.p.)

despierto e

El compuesto del ejemplo 12

actividad locomotora como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4.

Tiempo acumulado despierto primeras 7 horas

Dosis (mg/kg PO) N | Media SE P
60 121118.9|14.3 <0.0001
30 121109.3|14.1 <0.0001
10 9 40.2 | 15.6 0.0368
Tiempo acumulado despierto 8-19 horas
Dosis (mg/kg PO) N | Media SE P
60 12 2.7 14.4 0.8535
30 12| -4.1 | 14.5 0.7760
10 9 12.1 | 16.0 0.4546
Intensidad de Actividad Locomotora (nota 1)
Dosis (mg/kg PO) N | Media SE P
60 4.9 2.0 0.0191
30 12 3.0 1.8 0.0939
10 6 4.5 2.0 0.0349

se probaron

intensidad de
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Resultados Estadisticos: Los valores medios
representan la diferencia de controles de vehiculo. SE =
error estdandar de la media; P = valor-P ajustado para
contraste multiple para la variable de eficacia. Los valores
P no ajustados se muestran para medidas de “efecto indeseado”
(Tiempo acumulado despierto 8-19 horas, e Intensidad de
Actividad Locomotora). El tiempo acumulado despierto se da en
minutos. Nota 1. Intensidad de Actividad Locomotora (LMA) =
conteos de LMA por minuto de desvelo definido por EEG,
promediado después de las primeras 7 hrs post-tratamiento.

Adicionalmente, en tres experimentos separados, se
estudiaron ratones con depleciones del receptor mGlu2(-/-)
unico, mGlu3(-/-) unico, o mGlu2(-/-) mGlu3(-/-) doble. Estos
ratones son reproducidos por reproduccidédn heterocigoto x
heterocigoto y se usan como camadas para comparaciones de
ratén -/- y +/+ (Taconic Farms). El1l compuesto del ejemplo 1
(10mg/kg, i.p.) se encuentra por incrementar
significantemente la somnolencia en ratones tipo nativo,
ratones agénicos unicos mGlu3(-/-), y ratones agénicos unicos
mGlu2(-/-), a pesar de un nivel reducido. Por el contrario,
el compuesto del ejemplo 1 se encontrd por no incrementar
significantemente la somnolencia en ratones agénicos dobles
mGlu2 (-/-) mGlu3(-/-). Estos hallazgos demuestran gque tanto
los receptores mGlu2 como mGlu3 contribuyen a promover el

efecto de despertar de los compuestos de la invencidn.
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Mientras es posible administrar compuestos
empleados en los métodos de esta invencién directamente sin
alguna formulacidn, los compuestos son usualmente
administrados en la forma de composiciones farmacéuticas que
comprenden al menos un compuesto de Fdérmula I, o una sal del
mismo farmacéuticamente aceptable, como un ingrediente activo
y al menos un portador, diluyente y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones pueden ser
administradas por una variedad de rutas que incluyen oral,
sublingual, nasal, subcutdnea, intravenosa, e intramuscular.
Tales composiciones farmacéuticas y procesos para repararlas
son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy (University
of the Sciences in Philadelphia, ed., 21°" ed., Lippincott
Williams & Wilkins Co., 2005). Los compuestos de Fdérmula I en
donde R' o R?* son ambos distintos de hidrégeno son preferidos
para administracidédn oral para mejorar la biodisponibilidad,
mientras los Compuestos de Férmula I en donde R* y R* son
ambos hidrégeno son preferidos para administracidén i.v.,
i.p., o intramuscular.

Las composiciones son preferiblemente formuladas en
una forma de dosificacidén unitaria, cada dosificaciédn
contiene desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 600
mg, mas usualmente aproximadamente 30 hasta aproximadamente

300 mg, como por ejemplo entre aproximadamente 50 vy
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aproximadamente 250 mg del ingrediente activo. El1 término
“forma de dosificacidén unitaria” se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias
para sujetos humanos y otros mamiferos, cada unidad contiene
una cantidad predeterminada de material activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado, en asociacidén con al
menos un portador, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente
adecuado.

Los compuestos de Férmula I son en general
efectivos sobre un amplio intervalo de dosificacién. Por
ejemplo, dosificaciones por dia normalmente caen dentro del
intervalo de aproximadamente 0.01 hasta aproximadamente 10
mg/kg, mas usualmente desde aproximadamente 0.3 hasta 5.0
mg/kg, y como por ejemplo entre 0.5 y 3.0 mg/kg de peso
corporal. En algunos casos 1los niveles de dosificacidn por
debajo del 1limite inferior del intervalo mencionado antes
pueden ser mds que adecuados, mientras en otros casos todavia
dosis mds grandes pueden ser empleadas sin provocar algun
efecto secundario dafhino, y por lo tanto el intervalo de
dosificacidén anterior no estd propuesto para limitar el
alcance de la invencidén en cualquier forma. Se entenderd que
la cantidad del compuesto actualmente administrado sera
determinada por un especialista, en vista de las
circunstancias relevantes, incluyendo la condicidén a ser

tratada, la ruta elegida de administracidén, el compuesto
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respuesta del paciente

sintomas del paciente.

85

administrados,

individual,

la

y la

edad, peso vy

severidad de

la

los
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidén como antecede, se

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes.

1. Un compuesto de la férmula

caracterizado porque R* y R? son cada uno

independientemente hidrdgeno, alcoxicarboniloximetilo C;-Cjs,
alquilcarboniloximetilo C;-Cs, o cicloalquilcarboniloximetilo
Cs-67

R’ es 1independientemente en cada <caso metilo,
fluoro, o cloro;

R* es hidroxilo, amino, metilcarbonilamino, o
1,2,4-triazoliltio; vy

nes 1l o 2;

o0 una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

2. El compuesto de conformidad con la
Reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R®* son cada uno
hidrdégeno, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

3. El compuesto de conformidad con la

Reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R?* son ambos
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distintos de hidrdégeno, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

4. El compuesto de conformidad con la
Reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R’ son el mismo y
son distintos de hidrdégeno, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable.

5. El compuesto de conformidad con la
Reivindicacién 4, caracterizado porque R' vy R’ son cada uno
isopropiloxicarboniloximetilo.

6. El compuesto de conformidad con cualquiera de
las Reivindicaciones 1 hasta 5, caracterizado porque n es 2 y
los grupos R’ estdn en las posiciones fenilo 3 y 4.

7. El compuesto de conformidad con cualquiera de
las Reivindicaciones 1 hasta 6, caracterizado porque R’ es
independientemente en cada caso cloro o fluoro.

8. El compuesto de conformidad con la
Reivindicacidn 1, caracterizado porque es acido
(1S5,2R,3S,45,5R,6R)-2-amino-3-{[ (3, 4-
difluorofenil)sulfanil]lmetil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexan—
2,6-dicarboxilico, o wuna sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

9. El compuesto de conformidad con la
Reivindicacidn 1, caracterizado porque es bis({[(1-
metiletoxi)carbonil]oxi}metil) (1S5, 2R, 35,45,5R,6R)-2—amino—-3-

{[(3,4-difluorofenil)sulfanil]metil}-4-
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hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato o una sal del
mismo farmacéuticamente aceptable.

10. E1l compuesto de conformidad con la
Reivindicacién 1, caracterizado porque es acido
(1s,2R,3S5,4S,5R, 6R) -2—amino-3—-{ [ (3-cloro-4-

fluorofenil)sulfanil]metil}-4-hidroxibiciclo[3.1.0]lhexan-2,6-

dicarboxilico, o) una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable.

11. El compuesto de conformidad con la
Reivindicacién 1, caracterizado porque es bis({[(1-

metiletoxi)carbonil]oxi}tmetil) (1S, 2R, 3S,4S,5R,6R)-2-amino-3-
{[(3-cloro-4-fluorofenil)sulfanil]metil}-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarboxilato, o una sal del
mismo farmacéuticamente aceptable.

12. Una composicidén farmacéutica caracterizada
porque comprende un compuesto de conformidad con cualqguiera
de las Reivindicaciones 1 a 11, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, en combinacidén con al menos un
portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Un compuesto de conformidad con cualquiera de
las Reivindicaciones 1 a 11, o) una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, para uso en terapia.

14. Un compuesto de conformidad con cualquiera de
las Reivindicaciones 1 a 11, o) una sal del mismo

farmacéuticamente aceptable, para uso en el tratamiento de
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trastornos depresivos.

15. Un compuesto de conformidad con cualquiera de
las Reivindicaciones 1 a 11, o) una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, para uso en el tratamiento de
trastornos de somnolencia excesiva.

16. El compuesto para uso de conformidad con la
Reivindicacidén 14 o 15 en un humano.

17. Un compuesto de conformidad con cualquiera de
las Reivindicaciones 1 a 11, o) una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, para uso en combinacidn
simultanea, separada o secuencial con un inhibidor de
reabsorcién de serotonina en el tratamiento de trastornos
depresivos.

18. El compuesto para uso de conformidad con 1la
Reivindicacién 17, en donde el inhibidor de reabsorcidén de
serotonina es fluoxetina o citalopram.

19. El compuesto para uso de conformidad con 1la
Reivindicacidén 17 o 18, en un humano.

20. Un método para tratar trastornos depresivos en
un mamifero caracterizado porgque comprende administrar a un
mamifero en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto de conformidad con la Reivindicacién
1, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable.

21. El método de conformidad con la reivindicacidn

20, caracterizado porque el mamifero es un humano.
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22. Un método para tratar trastornos de
somnolencia excesiva en un mamifero caracterizado porqgue
comprende administrar a un mamifero en necesidad de tal
tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de
conformidad con la Reivindicacién 1, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable.

23. EIl método de conformidad con la reivindicacidn
22, caracterizado porque el mamifero es un humano.

24. Un método para tratar trastornos depresivos en
un mamifero caracterizado porque comprende administrar a un
mamifero en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto de conformidad con la Reivindicacién
1, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, en
combinacidén simultdnea, separada o) secuencial con un
inhibidor de reabsorcidén de serotonina.

25. El método de conformidad con la reivindicacidn
24, caracterizado porque el inhibidor de reabsorcidn de
serotonina es fluoxetina o citalopram.

26. El método de conformidad con la reivindicacidn
24, caracterizado porque el mamifero es un humano.

27. El método de conformidad con la reivindicacidn
25, caracterizado porque el mamifero es un humano.

28. Una composicidén farmacéutica caracterizada
porque comprende un compuesto de conformidad con cualguiera

de las Reivindicaciones 1 a 11, o una sal del mismo
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farmacéuticamente aceptable, en combinacién con al menos un
portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable,
y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.

29. Una composicidén farmacéutica caracterizada
porque comprende un compuesto de conformidad con cualquiera
de las Reivindicaciones 1 a 11, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable y un inhibidor de reabsorcidédn de
serotonina en combinacidén con al menos un portador, diluyente
o0 excipiente farmacéuticamente aceptable.

30. La composicidén farmacéutica de conformidad con
la Reivindicacidén 29, caracterizada porque el inhibidor de

reabsorcién de serotonina es fluoxetina o citalopram.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un antagonista

del receptor mGlu2/3 de la férmula:

se describen sus usos, y métodos para su

preparacidn.
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Box No.l Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
] the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
O  on paper
L1 in electronic form
b. (time)
O in the international application as filed
O together with the international application in electronic form

L1 subsequently to this Authority for the purposes of search

4. 0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-
No: Claims

o

Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-30

Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-30
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet
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Box No. VIlI Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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ad Section V

Reference is made to the following documents:

D1 US 2006/142388 A1 (YASUHARA AKITO [JP] ET AL) 29 June 2006
(2006-06-29)

D2 WO 99/47490 A1 (PFIZER PROD INC [US]; CHENARD BERTRAND LEO
[US]) 23 September 1999 (1999-09-23)

Novelty and inventive step

The present application is directed to compounds of the formula

3 s@m

H NH

OR' 2 OR?
-where R' and R? are each independently hydrogen, C,-C5alkoxycarbonyloxymethyl,
C; -Cs alkylcarbonyloxymethyl, or C5-g cycloalkylcarbonyloxymethyl;

R3is independently at each occurrence methyl, fluoro, or chloro; R*is hydroxyl, amino,
methylcarbonylamino, or 1,2,4-triazolylthio; and n is 1 or 2; or a pharmaceutically
acceptable salt thereof; a pharmaceutical composition comprising a compound
according to any one of claims 1 to 11, or a pharmaceutically acceptable salt thereof,
in combination with at least one pharmaceutically acceptable carrier, excipient or
diluent as well as a method for treating depressive disorders in a mammal comprising
administering to a mammal in need of such treatment an effective amount of a
compound according to claim 1, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

D1 (cf. passages indicated in the SR) represents the closest prior art and differs from
the subject matter of claim 1 insofar that sequence of the sulfur and methylene group
attached to phenyl ring is inverted. The present application the sulfur is directly

bonded to the phenyl followed by the methylene group directly attached to the sulfur.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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In D1 the methylene group is directly bonded to the phenyl and sulfur is directly
attached to the sulfur. Thus, the subject matter of claim 1 is novel. Since all other
claims directly or indirectly refer to the compound of claim 1, claims 2-30 are novel by
analogy.

Starting from the closest prior art of D1 and the distinguishing feature outlined above,
the objective technical problem may be regarded as the provision of alternative anti-
depressives. The solution is given in claim 1 and concerns the inverted sequence of
the sulfur and methylene group attached to phenyl ring. The proposed solution is,
however, not regarded of involving an inventive step, because the inversion of
methylene and sulfur group does not change the overall physico chemical properties
of the compounds. Moreover, the compounds disclosed in D1 are applied in the same
technical field of treatment and prevention of depressive disorders. Consequently,
such an inversion is an appropriate measure for achieving alternative antidepressants
without exercising inventive activity. Thus, the subject matter of claim 1 is not
inventive. claims 2-11 and 13-19 do not add any features which can establish
inventive step over D1.

The pharmaceutical compositions and methods for treating are not inventive in the
light of the D1/D2 combination. Moreover, the combination of a known anti depressant
with compounds showing also anti depressive properties is an obvious measure.
Thus, the subject matter of claims 12, 20-30 does not involve an inventive step.

Method for treatment

Claims 20-27 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT.

The patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognise as patentable claims to the use of a compound in
medical treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or
compositions for use in a first or further medical treatment.

ad Section VIl

Although claims 12 and 28 have been drafted as separate independent claims, they
appear to relate effectively to the same subject-matter and to differ from each other
only with regard to the definition of the subject-matter for which protection is sought

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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and/or in respect of the terminology used for the features of that subject-matter. The
aforementioned claims therefore lack conciseness and as such do not meet the
requirements of Article 6 PCT.

The same applies to claims 20, 22, 24, all formulated as independent claims, which,
thus lack conciseness (Article 6 PCT).
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Box No.l Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
] the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
O  on paper
L1 in electronic form
b. (time)
O in the international application as filed
O together with the international application in electronic form

L1 subsequently to this Authority for the purposes of search

4. 0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-
No: Claims

o

Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-30

Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-30
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet
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Box No. VIlI Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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ad Section V

Reference is made to the following documents:

D1 US 2006/142388 A1 (YASUHARA AKITO [JP] ET AL) 29 June 2006
(2006-06-29)

D2 WO 99/47490 A1 (PFIZER PROD INC [US]; CHENARD BERTRAND LEO
[US]) 23 September 1999 (1999-09-23)

Novelty and inventive step

The present application is directed to compounds of the formula

3 s@m

H NH

OR' 2 OR?
-where R' and R? are each independently hydrogen, C,-C5alkoxycarbonyloxymethyl,
C; -Cs alkylcarbonyloxymethyl, or C5-g cycloalkylcarbonyloxymethyl;

R3is independently at each occurrence methyl, fluoro, or chloro; R*is hydroxyl, amino,
methylcarbonylamino, or 1,2,4-triazolylthio; and n is 1 or 2; or a pharmaceutically
acceptable salt thereof; a pharmaceutical composition comprising a compound
according to any one of claims 1 to 11, or a pharmaceutically acceptable salt thereof,
in combination with at least one pharmaceutically acceptable carrier, excipient or
diluent as well as a method for treating depressive disorders in a mammal comprising
administering to a mammal in need of such treatment an effective amount of a
compound according to claim 1, or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

D1 (cf. passages indicated in the SR) represents the closest prior art and differs from
the subject matter of claim 1 insofar that sequence of the sulfur and methylene group
attached to phenyl ring is inverted. The present application the sulfur is directly

bonded to the phenyl followed by the methylene group directly attached to the sulfur.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2011/060730

In D1 the methylene group is directly bonded to the phenyl and sulfur is directly
attached to the sulfur. Thus, the subject matter of claim 1 is novel. Since all other
claims directly or indirectly refer to the compound of claim 1, claims 2-30 are novel by
analogy.

Starting from the closest prior art of D1 and the distinguishing feature outlined above,
the objective technical problem may be regarded as the provision of alternative anti-
depressives. The solution is given in claim 1 and concerns the inverted sequence of
the sulfur and methylene group attached to phenyl ring. The proposed solution is,
however, not regarded of involving an inventive step, because the inversion of
methylene and sulfur group does not change the overall physico chemical properties
of the compounds. Moreover, the compounds disclosed in D1 are applied in the same
technical field of treatment and prevention of depressive disorders. Consequently,
such an inversion is an appropriate measure for achieving alternative antidepressants
without exercising inventive activity. Thus, the subject matter of claim 1 is not
inventive. claims 2-11 and 13-19 do not add any features which can establish
inventive step over D1.

The pharmaceutical compositions and methods for treating are not inventive in the
light of the D1/D2 combination. Moreover, the combination of a known anti depressant
with compounds showing also anti depressive properties is an obvious measure.
Thus, the subject matter of claims 12, 20-30 does not involve an inventive step.

Method for treatment

Claims 20-27 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT.

The patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognise as patentable claims to the use of a compound in
medical treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or
compositions for use in a first or further medical treatment.

ad Section VIl

Although claims 12 and 28 have been drafted as separate independent claims, they
appear to relate effectively to the same subject-matter and to differ from each other
only with regard to the definition of the subject-matter for which protection is sought
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and/or in respect of the terminology used for the features of that subject-matter. The
aforementioned claims therefore lack conciseness and as such do not meet the
requirements of Article 6 PCT.

The same applies to claims 20, 22, 24, all formulated as independent claims, which,
thus lack conciseness (Article 6 PCT).
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OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD Solicitud Internacional No.
DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2011/060730

Cuadro No. | Bases de esta opinion

1. Por lo que respecta al idioma esta opinién se ha establecido sobre la base de

X 1a solicitud internacional en el idioma en el cual se depositd, salvo indicacidén en contra sefialada a continuacion.

[] Esta opinién se ha establecido sobre la base de una traduccién del idioma original al siguiente idioma ,

que es el idioma de una traduccién proporcionada a los fines de la biisqueda internacional (segtin las Reglas 12.3 y
23.1 b)).

2. [[] Esta opinién se ha establecido tomando en cuenta la rectificacién de un error obvio autorizado por o notificado a esta
Autoridad bajo la Regla 91 (Regla 43bis.1(a))

3. En lo que se refiere a las secuencias de nucledtidos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y
necesarias para la invencién reivindicada, esta opinion se ha establecido sobre la base de:

a. (medios)

[] por escrito

[] en forma electrénica

c. (tiempo)
[ contenido en la solicitud internacional tal y como se presentd
[ presentado junto con la solicitud internacional en formato legible por ordenador

[] presentado posteriormente a esta Administracién a los fines de la bisqueda

4. [] Ademds, en caso de que se haya presentado mds de una versién o copia de una lista de secuencias y/o tabla
relacionada con ella, se ha entregado la declaracién requerida de que la informacién contenida en las copias

subsiguientes o adicionales es idéntica a la de la solicitud tal y como se presenté o no va mds alld de lo presentado
inicialmente.

5. Comentarios adicionales:

Recuadro V. Declaraciéon motivada segiin la Regla 43bis.1(a)(i) sobre la novedad, la actividad inventiva y la aplicacion
industrial; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. Declaracién

Novedad Si: Reivindicaciones

No: Reivindicaciones

—
1

1

o

Actividad inventiva Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-30
Aplicacién industrial Si: Reivindicaciones 1-30

No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones

Ver hojas por separado
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Cuadro No. VIl Ciertas observaciones en la solicitud internacional

Se hacen las siguientes observaciones en la claridad de las reivindicaciones, descripcién y dibujos o en la cuestion de si
las reivindicaciones son completamente soportadas por la descripcion:

Véase forma 210
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(HOJA SEPARADA)

Respecto a la Seccion V

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1 US 2006/142388 A1 (YASUHARA AKITO [JP] ET AL) 29 Junio 2006
(2006-06-29)

D2 WO 99/47490 A1 (PFIZER PROD INC [US]; CHENARD BERTRAND LEO
[US]) 23 Septiembre 1999 (1999-09-23)

Novedad vy etapa inventiva

La presente solicitud se dirige a compuestos de la férmula

donde R' y R? son cada uno independientemente hidrégeno, alcoxicarboniloximetilo C;-Cs,
alquilcarboniloximetilo C4-Cs, o cicloalquilcarboniloximetilo Cz-g;

R® es independientemente en cada caso metilo, fluoro o cloro; R* es hidroxilo, amino,
metilcarbonilamino, o 1,2,4-triazoltio; y n es 1 0 2; o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable; una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, en
combinacién con al menos un portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable asi
como también un método para tratar trastornos depresivos en un mamifero que comprende
administrar a un mamifero en necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
compuesto de conformidad con la reivindicaciéon 1, o una sal del mismo farmacéuticamente

aceptable.

El documento D1 (cotéjese pasajes indicados en el SR) representa la técnica anterior mas
cercana y difiere del tema de la reivindicacién 1 en cuanto a que la secuencia del azufre y grupo
metileno unida al anillo fenilo esté invertida. En la presente solicitud el azufre esta directamente

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 1) (EPO-Abril 2005)



OE’INION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE Solicitud Internacional No.
BUSQUEDA INTERNACIONAL
(HOJA SEPARADA) PCT/US2011/060730

unido al fenilo seguido por el grupo metileno directamente unido al azufre.

En el documento D1 el grupo metileno esta directamente unido al fenilo y el azufre estd
directamente unido al azufre. De este modo, el tema de la reivindicacién 1 es nuevo. Puesto que
todas las otras reivindicaciones directamente o indirectamente se refieren al compuesto de la

reivindicacion 1, las reivindicaciones 2-30 son nuevas por analogia.

Partiendo de la técnica anterior mas cercana del documento D1 y la caracteristica distinguida
resumida anteriormente, el problema técnico objetivo puede ser considerado como la provisién de
anti-depresivos alternativos. La solucion se da en la reivindicacion 1 y se refiere a la secuencia
invertida del azufre y el grupo metileno unido al anillo fenilo. La solucion propuesta sin embargo, no
esta considerada como involucrante de una etapa inventiva, debido a que la inversién del grupo
azufre y metileno no cambia las propiedades fisicoquimicas totales de los compuestos. Sin
embargo, los compuestos descritos en el documento D1 son aplicados en el mismo campo técnico
de tratamiento y prevencion de trastornos depresivos. Consecuentemente, tal inversion es una
medida apropiada para lograr antidepresivos alternativos sin ejercer actividad inventiva. De este
modo, el tema de la reivindicacién 1 no es inventivo, las reivindicaciones 2-11 y 13-19 no agregan
cualquier caracteristica la cual pueda establecer una etapa inventiva sobre el documento D1.

Las composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento no son inventivas en vista de la
combinacion de los documentos D1/D2. Sin embargo, la combinacién de un antidepresivo conocido
con compuestos que también muestran propiedades anti-depresivas es una medida obvia.
De este modo, el tema de las reivindicaciones 12, 20-30 no involucra una etapa inventiva.

Método de tratamiento

Las reivindicaciones 20-27 se refieren el tema considerado por esta Autoridad para ser cubierto por
las provisiones de la Regla 39.1 (iv)/67.1 (iv) del PCT.

La patentabilidad puede ser dependiente de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por
ejemplo, no reconoce como patentable reivindicaciones al uso de un compuesto en tratamiento
médico, pero puede permitir reivindicaciones a un producto, en particular sustancias o

composiciones para uso en un primero o adicional tratamiento médico.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 2) (EPO-Abril 2005)
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Respecto a la Seccion Vil

Aunque las reivindicaciones 12 y 28 han sido redactadas como reivindicaciones independientes
separadas, parecen referirse efectivamente al mismo tema y difieren de entre si solamente con
respecto a la definicion del tema para el cual se busca la proteccion y/o con respecto de la
terminologia usada para las caracteristicas de tal tema. Las reivindicaciones mencionadas
anteriormente por lo tanto carecen de claridad y como tal no cubren los requerimientos del Articulo
6 del PCT.

Lo mismo aplica a las reivindicaciones 20, 22, 24, todas formuladas como reivindicaciones
independientes, las cuales, de este modo carecen de claridad (Articulo 6 del PCT).
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PCT/US2011/060730 15/11/2011 18/11/2010
Applicant

ELI LILLY AND COMPANY

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 3 sheets.

Itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

D atranslation of the international application into , which is the language
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b. |:| This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
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4. With regard to the title,
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|:| the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
I:l as suggested by the applicant
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention

b. |:| none of the figures is to be published with the abstract
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Referencia al expediente del solicitante ARA A .

0 del mandatario P ADICI(():IEI:}&(I)_,N Véase Forma PCT/ISA/220) asi como, en donde aplique el inciso 5 posterior
X19133

No. de solicitud internacional Fecha de presentacion internacional (dia/mes/aiio) | (Fecha de Prioridad) (La mas cercana) (dia/mes/aiio)
PCT/US2011/060730 15/11/2011 18/11/2010

Solicitante

ELI LILLY AND COMPANY

Este reporte de busqueda internacional ha sido preparado por esta Autoridad de la Bisqueda Internacional y se transmite al
solicitante de conformidad con el Articulo 18. Se transmite una copia a la Oficina Internacional.

Este reporte de bisqueda internacional consiste de un total de 3 hojas

& También estd acompafiado de una copia de cada documento de la técnica anterior citado en este reporte.

1. Bases del Reporte

a. Con respecto al lenguaje, la bisqueda internacional se realiz6 en las bases de
|Z| la solicitud internacional en el lenguaje en el cual se presento.

|:| una traduccion de la solicitud internacional en , la cual estd en el idioma de una traduccion
proporcionada para el propdsito de bisqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b))

b. D Este reporte internacional se ha establecido tomando en cuenta la rectificacién de un error obvio autorizado por o notificado a esta
Autoridad bajo la Regla 91 (Regla 43.6bis(a)).

c. |:| Con respecto a cualquier secuencia de nucleétido y/o aminoacido descrita en la solicitud internacional, véase, Cuadro No. I

2. |:| Se encontro que ciertas reivindicaciones no son localizables (ver el Cuadro II).

3. |:| La unidad de la invencién es deficiente (ver el Cuadro III).

4. Con respecto al titulo,

|Z| el texto se aprueba tal como lo presenté el solicitante,
|:| esta Autoridad ha establecido que el texto sea como sigue:

5. Con respecto al resumen,
|Z| el texto se aprueba tal como lo presenté el solicitante.

|:| Esta Autoridad ha establecido el texto, de acuerdo con la Regla 38.2(b), tal como aparece en el Cuadro IV. El solicitante puede,
dentro de un mes a partir de la fecha de envio por correo de este reporte de biisqueda internacional, proporcional comentarios a
esta autoridad.

6. Con respecto a los dibujos
a. La figura de los dibujos que se va a publicar con el resumen es la Figura No.

|:| como lo sugirid el solicitante.
|:| porque al solicitante le falté sugerir una figura.
porque esta figura caracteriza mejor la invencion.

b.[] ninguna de las figuras es para ser publicada con el resumen.
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