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ANEXOS ; s
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple,

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante,
Declaraciones. Declaracion bajo la regla 4.17 (ii) del PCT.
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellano, (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

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

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

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

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

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion 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. Busgueda Internacional
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso.

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

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

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

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

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

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

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacidn 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, informacidén 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. PCT/IB306.

Otros. Busqueda Internacional.
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FOLIO 283.- PRIMERA COMU‘RA JMERO: SETENTA Y

CINCO.- SUSTITUCION PARCIAL DE PODER: MES RER, Dagmar a favor

de OLARTE, Carlos Reinaldo y otro del Poder otorgado por BAYER
INTELLECTUAL PROPERTY GmbH.- - - - - -« - o oo e oo oo e e o ee e
En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Capital de la Republica Argentina, el dia
VEINTICUATRO de MAYO del afio DOS MIL DOCE, ante mi, Maria Silvina
Lasarte, Escribana Autorizante, titular del Registro Notarial Numero 1.788,
COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1.968,
hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documento
Nacional de Identidad Numero 20.383.892, con domicilio en la Avenida Del
Libertador 5.954, Piso 7°, de esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es
mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y la compareciente

EXPRESA: PRIMERO: Que la Sociedad “BAYER INTELLECTUAL

sy NCo | S}

PROPERTY GmbH?”, con domicilio en Alfred-Nobel-Strasse 10, 40789 Monheim,

Alemania, le confirid, con fecha 25 de Abril de 2.012, en dicho pafs, un Poder, el cual
mediante escritura mimero 72, del dia de la fecha, otorgada ante mi, al folio 274,
protocolo corriente, de este Registro Notarial Numero 1788, a mi cargo, fue

incorporado y transcripto al mismo, cuya primera copia tengo para este acto a la vista

y en lo pertinente transcribiré en la presente.- SEGUNDO: Manifiesta bajo juramento

que el referido poder invocado se encuentra plenamente vigente en virtud de no
haberle sido revocado, suspendido ni limitado en ninguna de sus partes.- TERCERO:

En consecuencia, DICE: Que en uso de la facultad conferida SUSTITUYE

PARCIALMENTE el poder mencionado a favor de Carlos Reinaldo Olarte y/o

Juan Guillermo Moure Pérez, al solo y unico objeto de que en nombre y

representacién de la Sociedad “BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GmbH”, .
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¥ y actuando en forma individual, indistinta y/o alternadamente, se presenten

.. exclusivamente ante las autoridades de COLOMBIA, que correspondan y realicen

- los actos enumerados en el citado poder y con las facultades que surgen del mismo, el

que transcripto en lo pertinente dice: “FOLIO 274.- PRIMERA COPIA.-

- ESCRITURA NUMERO: SETENTA Y DOS.- ...- En la Ciudad Auténoma de

 Buenos Aires, ..., el dia VEINTICUATRO de MAYO del afio DOS MIL DOCE, ante

“mi ..., COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de

- 1.968, hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del

' Documento Nacional de Identidad Niimero 20.383.892, con domicilio en la Avenida

| " Del Libertador 5.954, Piso 7°, de esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es

. ' mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y la compareciente

EXPRESA: Que a los efectos que hubiere lugar, solicita de mi, la Autorizante, LA

: INCORPORACION y TRANSCRIPCION en este protocolo del PODER que fuera

|

. conferido en Leverkusen, Alemania, el dia 25 de Abril de 2.012, por la Sociedad

. “BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GmbH”, con domicilio Alfred-Nobel-

. Strasse 10, 40789 Monheim, Alemania, a favor de Gerardo Messerer y/o Dagmar

"

Messerer y/o Karen Messerer y/o Moeller & CO. S.A., indistintamente, sobre cuya

; plena vigencia responde la requirente bajo juramento.- Yo, la Autorizante, hago

o

. constar: a) Que el instrumento de poder cuya incorporacién y transcripcion a este

. protocolo solicita la compareciente, se encuentra extendido en idioma castellano,

.

. certificadas las firmas por notario en idiomas inglés y alem4n, debidamente legalizado

. en idioma alemén (Sello de Apostilla de la Convencion de La Haya del S de octubre

. de 1961) y traducido en lo pertinente al idioma nacional por la Traductora Publica

. Laura Thieberger.- b) Que la compareciente en virtud de lo manifestado tiene interés

legitimo en su requerimiento.- En consecuencia, me hace entrega en este acto del
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original del instrumento de poder relacionado con su respectiv uccién al idioma
nacional, el que agrego a la presente y transcripto dice: “POPER Los abajo firmante/s
Bayer Intellectual Property GmbH domiciliados en Alfred-Nobel-Strasse 10 40789
Monheim, Alemania declaran por el presente otorgar a Gerardo MESSERER y/o
Dagmar MESSERER y/o Karen MESSERER y/o MOELLER & CO. S.A.
indistintamente poder general amplio y suficiente para recabar de las autoridades ...,
sud y centroamericanas ... que correspondan, la obtenci6n de patentes de invencién,
el registro y la renovacién de marcas y modelos y/o derechos de propiedad intelectual
y/o nombres de dominio, a cuyo efecto los faculta/n para llevar a cabo ante dichas
autoridades todas las gestiones necesarias al objeto indicado, presentar solicitudes,
formular descripciones, oposiciones, protestos, declaraciones, apelaciones y reclamos,
oblar impuestos, justificar explotaciones, solicitar testimonios, aceptar transferencias,
recibir documentos y valores, percibir y hacer cuanto fuere necesario ante las
autoridades administrativas de cualquier orden. Por otra parte, les confieren mandato
para que en su nombre y representacion puedan iniciar y proseguir cualquier juicio
que actualmente los que suscriben tengan o en el futuro tuvieran ..., en Sudamérica,
Centroamérica ..., con motivo de su nombre, marcas de fabrica o de comercio,
patentes de invencién y modelos y/o de sus derechos de propiedad intelectual que
actualmente posean o adquieran en lo sucesivo, promover juicios de cualquier
jurisdiccién, criminales, correccionales, civiles o comerciales, contra los
falsificadores, usurpadores o imitadores y contra los tenedores de articulos que
infrinjan su nombre, marcas o patentes de invencion, seguir los juicios por oposicién u |
otros en que fueran parte como actores o demandados, defender el nombre, las
marcas, patentes y modelos y/o de derechos de propiedad intelectual y/o nombres de i

dominio, haciendo las protestas del caso o diciendo de nulidad. Al efecto, podran -
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presentarse con escritos, querellas, pedidos, y lo que fuere necesario ante cualquier“

. autoridad judicial, presentar testigos, documentos y deméas justificativos, rendir

| pruebas de cualquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y absolver

. posiciones, asistir a juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdiccién, tachar,

" recusar, apelar, transar, someter a arbitraje o mediacion, hacer renuncias, exigir y dar

- cauciones, pedir embargos preventivos, definitivos o inhibiciones y su levamamiento,

pedir la venta de los bienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento de

. . sentencias, prestar juramentos, decir de nulidad, desistir, percibir, otorgar recibos y en

' general practicar todos los actos y diligencias que sean precisos al desempefio de este

mandato. Podran asimismo sustituir el presente poder en todo o en parte. ... Dado y

.. firmado en - Sigue una firma ilegible (Aclarado:) Dr. J. Thomaier, ppa. - Sigue una

5 ' firma ilegible (Aclarado:) C. Linder”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- En hoja adjunta

i ' consta: a) La certificacion notarial de las firmas obrantes en el poder en idioma inglés

L y aleman, efectuada por el Escribano Piablico de Leverkusen, Alemania, Klaus

Striewski; y b) La respectiva legalizacion de la firma y sello del nombrado Notario

* (Sello de Apostilla de la Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961), en idioma

: aleman, efectuada por el Vicepresidente del Tribunal Regional de Colonia, Alemania,

+ Doctor Dumke.- En hoja adjunta sigue Ia referida traduccion al idioma nacional la que

transcripta textualmente, dice: “TRADUCCION PUBLICA (A continuacién de un

. PODER otorgado en idioma nacional por la Sociedad “Bayer Intellectual Property
+ GmbH”, con sede en Alfred-Nobel-Strasse 10 - 40789 Monheim, Alemania, figuran

. los siguientes textos, que traducidos dicen:) ... Acta N° 656/2012 — 1. Certifico que

las personas llamadas: - Dr. J6rg Thomaier, domicilio comercial: D-40789 Monheim,

. Alfred-Nobel-Strasse 10, Alemania, - Sra. Claudia Linder, domicilio comercial: 51368

- . Leverkusen, Chempark, Alemania, comparecieron ante mi y otorgaron el siguiente
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documento firmandolo personalmente — todas personas de mi conocimiento —
Confirmo que el Dr. Jorg Thomaier y la Sra. Claudia Linder estan autorizados como
representantes de “Bayer Intellectual Property GmbH”, de Monheim, habiendo tenido
a la vista electronicamente en el dia de la fecha ¢l Registro de Comercio del Tribunal
Regional de Diisseldorf constatando que los mismos, segim el capitulo B 67604 son
representantes autorizados.- 2. (Siguen los textos en aleméan de su original en inglés) —
Leverkusen, 25 de abril de 2012 - (Hay un sello en oblea adherido sobre precinto:
Klaus Striewski - Escribano de Leverkusen - Firma (Firmado y aclarado:) Klaus
Striewski — Escribano de Leverkusen.- APOSTILLA — (Convencién de La Haya del S
octubre de 1961) — Pafs: Repiblica Federal de Alemania - Este instrumento publico
fue firmado por Klaus Striewski en su cardcter de Escribano, estando provisto del
sello del Escribano Klaus Striewski de Leverkusen.- Certificado en Colonia, el
03.05.2012 por el Vicepresidente del Tribunal Regional con el N° 1880/2012 — Sello
(Hay un sello:) Presidente del Tribunal Regional de Colonia — 2 - Firma (Firmado y
aclarado:) Doctor Dumke.- ... - ES TRADUCCION FIEL de las partes pertinentes del
documento de referencia que en los idiomas aleman e inglés he tenido a la vista y he
vertido al idioma nacional, en Buenos Aires, el 21 de mayo de 2012. Hay una firma '
ilegible. Hay un sello que dice: “Laura Thieberger-Matricula de Traductores Aleman-
Francés-Tomo II Folio 254 (Cap.) Tomo III 98- (La Plata)- Inglés-Tomo II: Folio 14
(Cap.)- Tomo III Folio 329 (La Plata)- Colegio de Traductores Publicos N° 173”.- ES
COPIA FIEL, doy fe.- A continuacién hay un sello que dice: “Colegio de Traductores
Publicos de la Ciudad de Buenos Aires Corresponde a la Legalizacién N° 29177/12. |
Sigue una firma ilegible. Mayra Fiorella Pugliese”.- ..- A continuacién sigue la

legalizacion de la firma de la nombrada traductora .- Constancias Notariales:

Identidad de la compareciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misma
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por conocimiento de la Autorizante.- ...- LEO esta escritura a la compareciente, quien

. asi la otorga y en prueba de conformidad, la firma ante mi, doy fe.- Dagmar

- MESSERER. Ante mi: MARIA SILVINA LASARTE. Escribana. Esta mi sello.-”.-

" ES COPIA FIEL, de las partes pertinentes de la escritura de referencia, doy fe.-

' CUARTO: Finalmente la compareciente expresa: a) Que el presente otorgamiento no

~ significa renunciar al ejercicio de las facultades sustituidas; b) Que los nombrados
- apoderados sustitutos no podrén sustituir el presente poder en ninguna de sus partes; y

. ¢) Que el presente instrumento no se encuentra alcanzado por el Impuesto de Sellos,

- en virtud de no revestir el caricter de oneroso.- Constancias Notariales: Identidad

' de la Compareciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misma por

- ' conocimiento de la Autorizante.- Informo a la compareciente respecto de los alcances

| * de las clausulas contenidas en la presente escritura y del derecho de leer por si este

' instrumento.- LEO esta escritura a la compareciente, quien asi la otorga y en prueba

; de conformidad la firma ante mi, doy fe.- Dagmar MESSERER. Ante mi: MARIA

: SILVINA LASARTE. Escribana. Estd mi sello. CONCUERDA con su escritura

" matriz que pasé ante mi, al folio 283 del Registro Notarial niimero 1788, a mi cargo.

. PARA LA PODERDANTE expido la presente PRIMERA COPIA en tres (3) sellos

2 de actuaciéon notarial numerados correlativamente desde el nimero N 015080567 al

presente inclusive, que sello y firmo en la fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.-
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EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de la Republica v

Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la ley organica vigente, LEGALIZA la firma | 0

y sello del escribano MARIASILVINA LASARTE -

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo ‘4

o N 120528252762/0 -

el contenido y forma del documento.

Buenos Aires, -unes28 de. Mayo de

CONSEJERO

- La presente legalizacion no juzga sobre
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PCT/EP2012/064974

VIII-2-1 |Erkldrung: Berechtigung, ein Patent
zu beantragen und zu erhalten

Erklarung hinsichtlich der Berechtigung In bezug auf diese internationale
des Anmelders, zum Zeitpunkt des

internationalen Anmeldedatums, ein Anmeldung
Patent zu beantragen und zu erhalten
(Regeln 4.17 Ziffer ii und 51bis.1 Absatz
a Ziffer ii), fur den Fall, daB eine
Erklarung nach Regel 4.17 Ziffer iv nicht
einschlagig ist:

Name (FAMILIENNAME, Vormame)  |Bayer Intellectual Property GmbH ist
kraft des nachfolgend Aufgefiihrten
berechtigt, ein Patent zu beantragen und

zu erhalten:

Vill-2-1(i Bayer Pharma Aktiengesellschaft ist
' berechtigt, als Arbeitgeber des
Erfinders, LIU, Ningshu

xwzui Bayer Pharma Aktiengesellschaft ist
berechtigt, als Arbeitgeber des
Erfinders, THEDE, Kai

Vill-2-1(i Bayer Pharma Aktiengesellschaft ist
' berechtigt, als Arbeitgeber des
Erfinders, MONNING, Ursula

xwzui Bayer Pharma Aktiengesellschaft ist
berechtigt, als Arbeitgeber des
Erfinders, SCHOLZ, Arne

Vill-2-1(i Bayer Pharma Aktiengesellschaft ist
' berechtigt, als Arbeitgeber des
Erfinders, HILGER, Christoph-Stephan

xwzui Bayer Pharma Aktiengesellschaft ist
berechtigt, als Arbeitgeber des
Erfinders, BOMER, Ulf

Viil-2-A(i Bayer CropSciene AG ist berechtigt, als

) Arbeitgeber des Erfinders, FISCHER,
Reiner

VIII-2-1(i eine Vereinbarung zwischen Bayer

iD CropScience AG und Bayer Pharma
Aktiengesellschaft, datiert 01. Januar

2012 (01.01.2012) geédndert

ViIl-2-A(i eine Vereinbarung zwischen Bayer Pharma
) Aktiengesellschaft und Bayer
Intellectual Property GmbH, datiert O01.
April 2012 (01.04.2012) geandert




PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2012/064974

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GMBH
Alfred-Nobel-Str. 10

40789 Monheim

ALLEMAGNE

Date of mailing (day/month/year)
15 January 2014 (15.01.2014)

Applicant's or agent's file reference

BHC113050-WO

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/EP2012/064974

International filing date (day/month/vear)
31 July 2012 (31.07.2012)

1. The following indications appeared on record concerning:

D4 the applicant D4 the inventor [ the agent [J the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
LIU, Ningshu DE DE
Limonenstr. 28 Telephone No.

12203 Berlin

Germany

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[ the person [ the name D4 the address [ the nationality [ the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
LIU, Ningshu DE DE
Ringstr. 89a Telephone No.

12203 Berlin

Germany Facsimile No.

E-mail address
O Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
D the receiving Office
[J the International Searching Authority
[ the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

L0

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 70

Authorized officer

Rochaix Thomas
e-mail pt06.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 06

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1/IVZA2S3VKSWUY0



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

PCT/EP2012/064974

From the INTERNATIONAL BUREAU

Date of mailing (day/month/year)
15 January 2014 (15.01.2014)

To:

BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GMBH
Alfred-Nobel-Str. 10

40789 Monheim

ALLEMAGNE

Applicant's or agent's file reference

BHC113050-WO

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/EP2012/064974

International filing date (day/month/vear)

31 July 2012 (31.07.2012)

1. The following indications appeared on record concerning:

D4 the applicant D4 the inventor

[ the agent

Name and Address
THEDE, Kai
Jablonskistr. 26
10405 Berlin
Germany

[J the common representative
State of Nationality State of Residence
DE DE
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

[ the person [ the name

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

D4 the address

[ the nationality [ the residence

Name and Address

THEDE, Kai
Stargarder Strasse 62
10437 Berlin
Germany

State of Nationality State of Residence

DE DE
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
O Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
D the receiving Office
[J the International Searching Authority
[ the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

L0

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 70

Authorized officer

e-mail pt06.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 06

Rochaix Thomas

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1/QR7CP5F947CRV0
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges
Eigentum
Internationales Biiro

~.
~
~

=

\

(43) Internationales
Veroffentlichungsdatum

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

WO 2013/017600 A1

7. Februar 2013 (07.022013) WIPOIPCT
51) Internationale Patentklassifikation: (81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
( g geg
CO7D 209/54 (2006.01) A61P 35/00 (2006.01) Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
A61K 31/403 (2006.01) AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,
. . ] BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK,
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2012/064974 DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FL, GB, GD, GE, GH, GM.
(22) Internationales Anmeldedatum: GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN,
31. Juli 2012 (31.07.2012) KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
L ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
(25) Einreichungssprache: Deutsch NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW,
(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch SC, SD, SE, 8G, SK, SL, SM, ST, SV, 8Y, TH, TJ, T™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,
(30) Angaben zur Prioritit: ZW.
102011 080 406.4
4. August 2011 (04.08.2011) DE (84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiighare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ,
von US): BAYER INTELLECTUAL PROPERTY TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ,
GMBH [DE/DE]; Alfred-Nobel-Str. 10, 40789 Monheim RU, TJ, TM), europédisches (AL, AT, BE, BG, CH, CY,
(DE). CZ,DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT,
(72) Erfinder; und LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE,
o
(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): LIU, Ningshu [DE/DE]; ?}II,\IS(I?(,Q SCI\}A\%,TI\I/{[)I: (13;3{1’11\%]33 FS’I\]? J,’ng F%S)G, CL CM, G4,
Limonenstr. 28, 12203 Berlin (DE). THEDE, Kai P T T '
[DE/DE];  Jablonskistr. 26, 10405 Berlin  (DE). Erklirungen gemif Regel 4.17:
MONNING, Ursula [DEDE]; Eichendamm 5, 15569 hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, ein Patent zu
Woltersdorf ~ (DE).  SCHOLZ, ~Arne  [DE/DE]; beantragen und zu erhalten (Regel 4.17 Ziffer ii)
Schonhauser Allee 170, 10435 Berlin (DE). HILGER,
Christoph-Stephan [DE/DE]; Langenaver Weg 24, 13503 Verdffentlicht:
Berlin (DE,)' ,BOMER’ Ulf [DE/DE]; Leipziger Str.-49, —  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz
16548 Glienicke/Nordbahn (DE). FISCHER, Reiner 3)
[DE/DE]; Nelly-Sachs-Str. 23, 40789 Monheim (DE).
(74) Gemeinsamer Vertreter: BAYER INTELLECTUAL

PROPERTY GMBH; Alfred-Nobel-Str.
Monheim (DE).

10, 40789

(54) Title: SUBSTITUTED 3-(BIPHENYL-3-YL)-4-HY DROXY -8-METHOXY-1-AZASPIRO[4.5]DEC-3-EN-2-ONE
(54) Bezeichnung : SUBSTITUIERTE 3-(BIPHENYL-3-YL)-4-HYDROXY -8-METHOXY-1-AZASPIRO[4.5]DEC-3-EN-2-ONE

(57) Abstract: The invention concerns substituted 3-(biphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2-one, more
particularly for therapeutic purposes, pharmaceutical means and the use thereof in treatment, in particular for prophylaxis and for the
treatment of tumorous diseases.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft substituierte 3-(Biphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-1-azaspiro[4.5]dec-3- en-2-
one, insbesondere zu therapeutischen Zwecken, pharmazeutische Mittel und deren Verwendung in der Therapie, insbesondere zur
Prophylaxe und Therapie von Tumorerkrankungen.
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Substituierte 3-(Biphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-1-azaspire[4.5]dec-3-en-2-one

Die vorliegende Erfindung betrifft substituierte 3-(Biphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-1-
azaspiro[4.5]dec-3-en-2-one, insbesondere zu therapeutischen Zwecken, pharmazeutische Mittel
enthaltend die erfindungsgeméBen Verbindungen und deren Verwendung in der Therapie,

insbesondere zur Prophylaxe und/oder Therapie von Tumorerkrankungen.

Acetyl-CoA Carboxylasen (ACCs) spielen eine Schliisselrolle in der zelluldren Fettsdure-
Homdoostase. ACCs sind Biotin-enthaltende Enzyme, die die Carboxylierung von Acetyl-CoA zu
Malonyl-CoA in ¢iner ATPabhingigen Weise katalysieren (Kim, 1997; Harwood, 2005; Tong,
2005). Diese Reaktion, dic als zwei halbe Reaktionen ablauft, eine Biotin-Carboxylase (BC)
Reaktion und eine Carboxyltransferase (CT) Reaktion, ist der erste einleitende Schritt in der
Fettsdurebiosynthese und ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir den Pathway.

Es sind zwei humane ACC-Isoformen bekannt, ACCI und ACC2, diec von zwei unterschiedlichen
Genen codiert werden (LuTFI ABU-ELHEIGA et al, 1995, Janc WIDMER, et al. 1996). ACC1 ist
in lipogenem Gewebe exprimiert (Leber, Fettgewebe), im Zytosol lokalisiert, und fiillt den
Malonyl-CoA Pool, der als C2-Einheiten Donor fiir die de novo Synthese von langkettigen
Fettsduren durch FASN und anschlieBende Kettenverldngerung dient. ACC2 ist vor allem in
oxidativen Geweben exprimiert (Leber, Herz, Skelettmuskel) (Bianchi et al., 1990; Kim, 1997),
mit den Mitochondrien assoziiert, und reguliert einen zweiten Pool von Malonyl-CoA. Dieser
steuert die Fettsdureoxidation durch die Hemmung der Carnitinpalmityltransferase I, dem Enzym
das den Eintritt langkettiger Fettsiuren in die Mitochondrien fiir die B-Oxidation erleichtert
(Milgraum LZ, et al.,1997, Widmer J. ¢t al., 1996). Beide Enzyme zeigen eine sehr grofie
Sequenzhomologic und sind dhnlich reguliert durch eine Kombination von transkriptionellen,
translationellen und prosttranslationellen Mechanismen. In Menschen als auch in Tieren ist die
ACC-Aktivitdt streng durch eine Reihe von didtdtischen, hormonellen und anderen
physiologischen Mechanismen kontrolliert wie beispiclsweise iber eine vorwirts allosterische
Aktivierung durch Citrat, cine Feedback-Inhibition durch langkettige Fettsduren, reversible
Phosphorylierung und/oder Inaktivierung bzw. Modulation der Enzymproduktion durch verdnderte

Genexpression.

ACCI Knockout-Miuse sind embryonal letal (Swinnen, et al., 2006, Abu-Elheiga, et al. 2005).
ACC2 Knockout-Méuse zeigen reduzierte Malonyl-CoA-Spiegel in Skelett und Herzmuskel,
erhohte Fettsdureoxidation im Muskel, erniedrigte Leberfettlevel, erniedrigte Mengen an
Gesamtkorperfett, erhdhte Level von UCP3 im Skelettmuskel (als Zeichen einer erhéhten
Energicaufwendung), ¢in erniedrigtes Korpergewicht, erniedrigte Spiegel von freien Fettsduren im

Plasma, erniedrigte Plasma-Glucose-Spiegel, erniedrigte Mengen an Glycogen im Gewebe, und sie
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sind geschitzt vor Nahrungs-induziertem Diabetes und Fettleibigkeit (Abu-Elheiga et al., 2001,
2003; Oh et al., 2005).

Zusitzlich zur Beteiligung an der Fettsduresynthese in lipogenen Geweben und der
Fettsdurcoxidation in oxidativen Geweben, wurde eine Hochregulation von ACC und gesteigerte
Lipogenese in vielen Tumorzellen beobachtet (Swinnen, et al., 2004, Heemers, et al., 2000,
Swinnen, et al., 2002, Rossi, et al., 2003, Milgraum, ¢t al., 1997, Yahagi, et al., 2005). Dieser
Phenotyp trdgt sehr wahrscheinlich zur Entwicklung und Progression von Tumoren bei, die

regulatorischen Mechanismen hierflir miissen jedoch noch geklért werden.

EP0454782 und US5759837 schiitzen dic Verwendung von Fettsduresyntheseinhibitoren zur

Inhibierung von Tumorzellwachstum. Zyklische Ketoenole sind nicht offenbart.

Es wurde eine Reihe von Substanzen entdeckt, die in der Lage sind, Pflanzen und/oder Insekten-

ACC zu inhibieren.

Die PCT Patent Applikation PCT/EP99/01787, publiziert als WO 99/48869, die dem europdischen
Patent EP 1 066 258 Bl entspricht, bezicht sich auf neue Arylphenyl-substituierte zyklische
Ketoenole, zu einer Mehrheit der Prozesse fiir ihre Herstellung und ihre Nutzung als Pestizide und

Herbizide.

Von 3-Acyl-pyrrolidin-2,4-dionen sind pharmazeutische Eigenschaften vorbeschrieben (S. Suzuki
et al. Chem. Pharm. Bull. 15 1120 (1967)). Weiterhin wurden N-Phenylpyrrolidin-2,4-dione von R.
Schmierer und H. Mildenberger (Liebigs Ann. Chem. 1985, 1095) synthetisiert. Eine biologische
Wirksamkeit dieser Verbindungen wurde nicht beschrieben.

In EP-A-0 262 399 und GB-A-2 266 888 werden dhnlich strukturierte Verbindungen (3-Aryl-pyr-
rolidin-2.4-dione) offenbart, von denen jedoch keine herbizide, insektizide oder akarizide Wirkung
bekannt geworden ist. Bekannt mit herbizider, insektizider oder akarizider Wirkung sind unsub-
stituierte, bicyclische 3-Aryl-pyrrolidin-2,4-dion-Derivate (EP-A-355 599, EP-A-415 211 und
JP-A-12-053 670) sowie substituierte monocyclische 3-Aryl-pyrrolidin-2,4-dion-Derivate (EP-A-
377 893 und EP-A-442 077).

Weiterhin bekannt sind polycyclische 3-Arylpyrrolidin-2,4-dion-Derivate (EP-A-442 073) sowie
1H-Arylpyrrolidin-dion-Derivate (EP-A-456 063, EP-A-521 334, EP-A-596 298, EP-A-613 884,
EP-A-613 885, WO 95/01 971, WO 95/26 954, WO 95/20 572, EP-A-0 668 267, WO 96/25 395,
WO 96/35 664, WO 97/01 535, WO 97/02 243, WO 97/36 868, WO 97/43275, WO 98/05638,
WO 98/06721, WO 98/25928, WO 99/24437, WO 99/43649, WO 99/48869, WO 99/55673,

WO 01/17972, WO 01/23354, WO 01/74770, WO 03/013249, WO 03/062244, WO 2004/007448,
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WO 2004/024 688, WO 04/065366, WO 04/080962, WO 04/111042, WO 05/044791,

WO 05/044796, WO 05/048710, WO 05/049569, WO 05/066125, WO 05/092897,

WO 06/000355, WO 06/029799, WO 06/056281, WO 06/056282, WO 06/089633,

WO 07/048545, DEA 102 00505 9892, WO 07/073856, WO 07/096058, WO 07/121868,

WO 07/140881, WO 08/067873, WO 08/067910, WO 08/067911, WO 08/138551,

WO 09/015801, WO 09/039975, WO 09/049851, WO 09/115262, WO10/052161, WO 10/063378,
WO 10/063670, WO10/063380, WO10/066780, WO10/102758, W02010/135914,
WO02011/067131, W02011/067135, W0O2011/067203 und W02011/067240.

AuBerdem sind ketalsubstituierte 1-H-Arylpyrrolidin-2,4-dione aus WO 99/16748 und (spiro)-
ketalsubstituierte N-Alkoxy-alkoxy-substituierte Aryl-pyrrolidindione aus JP-A-14 205 984 und Ito
M. et al. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry 67, 1230-1238, (2003) bekannt. Auflerdem
sind aus WO 06/024411 herbizide Mittel enthaltend Ketoenole bekannt.

4’-Biphenyl-substituierte Tetronséurederivate werden in WO 2008/022725 fiir die Therapie viraler
Erkrankungen offenbart.

WO 2005/089118 und WO2007/039286 offenbaren generisch stickstofthaltige bizyklische
Strukturen fir die Therapie, wobei 5”-Biphenyl-substituierte zyklische Ketoenole nicht spezifisch

genannt sind.

Den strukturell ndchstliegenden Stand der Technik kénnten Verbindungen darstellen, die anstelle
einer Trifluormethylgruppe oder einer Methoxymethylgruppe in Position 8 des Azaspiro[4.5]dec-
3-en-2-on-Ringsystems eine Methylgruppe besitzen. Derartige Verbindungen gehoren teilweise

zum Stand der Technik und sind zum Beispiel in der WO10/063378 offenbart.

Den strukturell nachstliegenden Stand der Technik kénnten auch Verbindungen darstellen, die
anstelle einer Methoxygruppe in Position 8 des Azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on-Ringsystems cin
Wasserstoffatom besitzen. Derartige Verbindungen gehoéren teilweise zum Stand der Technik und

sind zum Beispiel in der WO 07/048545 (Beispiel I-1-a-5) offenbart.

Die WO10/063378 und dic WO 07/048545 betreffen dabei Erfindungen auf einem anderen

Sachgebiet, ndmlich auf dem Gebiet der Herbizide.

Die nahe gelegenen Strukturen des Standes der Technik sind ausnahmslos auf dem Gebiet der
Herbizide, Insektizide oder Fungizide bekannt. Fiir diese Strukturen ist es zum ¢inen nicht bekannt,

zum anderen nicht vorhersehbar, ob sie humanes ACC inhibieren. Umso mehr ist es fiir diese
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Strukturen unbekannt und unvorhersehbar, ob sie eine Selektivitit gegen eine der humanen ACC-

Isoformen besitzen.

Ausgehend von diesem Stand der Technik, ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Strukturen

fiir die Therapie von menschlichen und tierischen Erkrankungen zur Verfiigung zu stellen.

Insbesondere sollen die erfindungsgeméfien Strukturen zur Prophylaxe und Therapie von
Tumorerkrankungen geeignet sein und Vorteile gegeniiber im Stand der Technik bekannten

Strukturen aufweisen.

Dabei sollen vor allem Strukturen fiir die Therapie von Erkrankungen zur Verfligung gestellt
werden, die humanes ACCI stark inhibieren. Die gesuchten Strukturen sollen dabei humanes

ACC] stirker inhibieren als humanes ACC2, d.h. eine Selektivitdt gegen humanes ACC2 besitzen.

Vorzugsweise sollen Strukturen fir die Therapie von Erkrankungen zur Verfligung gestellt
werden, die zusdtzlich auch eine, besser mehrere oder am besten sogar alle der folgenden

Eigenschaften besitzen:

- sie inhibieren humanes ACC! nach Einfachmessung oder besser im Mittelwert aus
mehreren Messungen mit einem IC50 von weniger als 300 nM, besser von weniger als 200

nM, noch besser von weniger als 100 nM im beschriebenen Assay,

- si¢ inhibieren humanes ACC2 nach FEinfachmessung oder besser im Mittelwert aus
mehreren Messungen mit einem IC50 von mehr als 0.5 pM, besser von mehr als 1.5 pM,

noch besser von mehr als 2 uM im beschriebenen Assay,

- das Verhiltnis des IC50 fiir die Inhibition von humanem ACC2 zum IC50 fir die
Inhibition von humanem ACC1 nach FEinfachmessung oder besser im Mittelwert aus
mehreren Messungen betrigt mindestens cinen Faktor 8, besser mindestens einen Faktor

15, noch besser mindestens einen Faktor 20,

- sic inhibieren die Tumorzellproliferation von MCF7-Zelllinien nach Einfachmessung oder
besser im Mittelwert aus mehreren Messungen mit einem IC50 von weniger als 250 nM,

besser weniger als 100 nM, noch besser weniger als 50 nM im beschriebenen Assay,

- sie besitzen einen logP/D-Wert von kleiner 3, besser kleiner 2.5 nach Einfachmessung

oder besser im Mittelwert aus mehreren Messungen im beschriebenen Assay,
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sie besitzen cinen logMA-Wert von kleiner 3, besser kleiner 2.5, noch besser kleiner 2
nach Einfachmessung oder besser im Mittelwert aus mehreren Messungen im

beschriebenen Assay,

sie besitzen eine Proteinbindungskonstante an HSA von gréfer 1 pmol/l nach
Einfachmessung oder besser im Mittelwert aus mehreren Messungen im beschriebenen

Assay,

sie haben beziiglich der Bindung an humanes Plasmaprotein eine freie Fraktion von mehr
als 0.1%, besser von mehr als 0.2% nach Einfachmessung oder besser im Mittelwert aus

mehreren Messungen im beschriebenen Assay,

sic haben ein Verhdltnis der freien Fraktionen beziglich der Bindung an
Maéuseplasmaprotein und humanes Plasmaprotein von einem Faktor von weniger als 15,
besser weniger als 10 nach Einfachmessung oder besser im Mittelwert aus mehreren

Messungen,

sie haben ein Verhéltnis der freien Fraktionen beziiglich der Bindung an das Plasmaprotein

verschiedener Spezies, welches zu einer akzeptablen, abgeschitzten Humandosis fithrt,

si¢ baben pharmakokinetische Parameter, welche zu einer akzeptablen, abgeschitzten

Humandosis fiihren und die Verabreichung als Medikament erlauben.

si¢ haben eine niedrige Clearance.

sie haben eine hohe Bioverfiigbarkeit,

si¢ haben ein moderates bis hohes Verteilungsvolumen,

sie haben eine akzeptable relative Bioverfiigbarkeit, welche zu einer akzeptablen,

abgeschitzten Humandosis fiithrt und die Verabreichung als Medikament erlaubt,

sie haben eine abgeschitzte humane Halbwertzeit von nicht mehr als zwei Wochen,

sie haben eine in vivo Wirkung im PC3-Xenograft-Maus-Modell,

sic haben eine Wirkung im PC3-Xenograft-Maus-Modell mit Plasmaspiegeln, die zu einer

akzeptablen, abgeschitzten Humandosis fiithren,

die fiir sie nach dem beschriebenen Verfahren abgeschétzte menschliche Tagesdosis liegt

unter 2 g, besser unter 1 g pro Patient.
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Es wurde nun Gberraschenderweise gefunden, dass Verbindungen der Formel (I)

wobel

R! fiir eine Trifluormethyl- oder Methoxymethylgruppe und

R? fiir Wasserstoff oder Fluor steht

sowie deren Salze

besonders gut fur die Therapie von Erkrankungen geeignet sind und die erfindungsgemifie

Aufgabe l6sen.

Dabei war nicht vorhersehbar, ob und welches der als Insektizide oder Herbizide bekannten
Strukturen die erfindungsgeméfBe Aufgabe 16st, ndmlich eine Struktur darstellt, die bei der

Therapie von menschlichen und/oder tierischen Erkrankungen eingesetzt werden kann.

Umso weniger war es vorhersehbar, ob und welches der als Insektizide oder Herbizide bekannten
Strukturen humanes ACC inhibiert, geschweige denn ob und welches eine Selektivitit gegen eine

der humanen Isoformen aufweist.

Aus der grofien Gruppe der als Inscktizide, Fungizide oder Herbizide bekannten zyklischen
Ketoenole haben sich die Verbindungen der Formel (I) iiberraschenderweise durch eine gute
Enzyminhibition des humanen ACC1 hervorgehoben. Dabei weisen die erfindungsgeméBen
Verbindungen eine erhéhte Selektivitit gegen humanes ACC2 aufund inhibieren vor allem ACCI.
Diese Eigenschaft war nicht vorhersehbar und qualifiziert die erfindungsgemifen Verbindungen
fiir eine Therapie mit verringerten Nebenwirkungen. Unerwiinschte Nebenwirkungen haben
wahrscheinlich ihre Ursache in der gleichzeitigen Inhibition des humanen ACC2's, wihrend die

Wirkungen vor allem auf der Inhibition des humanen ACC1 s beruhen.

Die Selektivitdt gegen humanes ACC2 scheint dabei strukturell auf der trans-Methoxy-Gruppe
in Position 8 des Azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on-Ringsystems der erfindungsgeméfen Strukturen zu
beruhen. Sofern diese trans-Methoxy-Gruppe schon in verwandten Strukturen des Standes der

Technik verwirklicht ist, war zum Zeitpunkt der Erfindung unbekannt, ob und mit welcher
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Selektivitat diese Strukturen humane ACC’s inhibieren.

Ebenfalls als von der vorliegenden Erfindung als erfasst anzusehen ist die Verwendung der

physiologisch vertraglichen Salze der erfindungsgemédfBien Verbindungen.

Ebenfalls als von der vorliegenden Erfindung als erfasst anzusehen ist die Verwendung der

tautomeren Formen der erfindungsgeméfen Verbindungen der Formel (I), z.B.

Physiologisch unbedenkliche Salze der erfindungsgemélien Verbindungen umfassen auch Salze
iiblicher Basen, wie beispielhaft und vorzugsweise Alkalimetallsalze (z.B. Natrium- und
Kaliumsalze), Erdalkalisalze (z.B. Calcium- und Magnesiumsalze) und Ammoniumsalze, abgeleitet
von Ammoniak oder organischen Aminen mit 1 bis 16 C-Atomen, wie beispiclhaft und vorzugsweise
Ethylamin, Diethylamin, Triethylamin, Ethyldiisopropylamin, Monoethanolamin, Diethanolamin,
Triethanolamin, Dicyclo-hexylamin, Dimethylaminoethanol, Prokain, Dibenzylamin, N-
Methylmorpholin, Arginin, Lysin, Ethylendiamin und N-Methylpiperidin.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel enthaltend die
erfindungsgeméflen Verbindungen und mindestens einen oder mehrere weitere Wirkstoffe,

insbesondere zur Prophylaxe und/oder Therapie von Tumorerkrankungen.

Die erfindungsgemifBen Verbindungen kénnen systemisch und/oder lokal wirken. Zu diesem
Zweck kann sie auf geeignete Weise appliziert werden, wie z.B. oral, parenteral, pulmonal, nasal,
sublingual, lingual, buccal, rectal, dermal, transdermal, conjunctival, otisch oder als Implantat bzw.

Stent.

Fiir diese Applikationswege konnen die erfindungsgeméfBen Verbindungen in geeigneten

Applikationsformen verabreicht werden.

Fiir die orale Applikation eignen sich nach dem Stand der Technik funktionierende schnell
und/oder modifiziert die erfindungsgeméfBen Verbindungen abgebende Applikationsformen, die

die erfindungsgeméfien Verbindungen in kristalliner und/ oder amorphisierter und/oder geloster
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Form enthalten, wie z.B. Tabletten (nichtiiberzogene oder iberzogene Tabletten, beispiclsweise
mit magensaftresistenten oder sich verzogert auflosenden oder unloslichen Uberziigen, die die
Freisetzung der erfindungsgeméfBen Verbindung kontrollieren), in der Mundhéhle schnell
zerfallende Tabletten oder Filme/Oblaten, Filme/Lyophilisate, Kapseln (beispiclsweise Hart- oder
Weichgelatinekapseln), Dragees, Granulate, Pellets, Pulver, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole

oder Losungen.

Die parenterale Applikation kann unter Umgehung eines Resorptionsschrittes geschehen (z.B.
intravends, intraarteriell, intrakardial, intraspinal oder intralumbal) oder unter Einschaltung einer
Resorption (z.B. intramuskuldr, subcutan, intracutan, percutan oder intraperitoneal). Fiir die
parenterale Applikation eignen sich als Applikationsformen u.a. Injektions- und
Infusionszubereitungen in Form von Lésungen, Suspensionen, Emulsionen, Lyophilisaten oder

sterilen Pulvern.

Fiir die sonstigen Applikationswege eignen sich z.B. Inhalationsarzneiformen (u.a.
Pulverinhalatoren, Nebulizer), Nasentropfen, -16sungen, -sprays; lingual, sublingual oder buccal zu
applizierende Tabletten, Filme/Oblaten oder Kapseln, Suppositorien, Ohren- oder
Augenpriparationen, Vaginalkapseln, wéssrige Suspensionen (Lotionen, Schittelmixturen),
lipophile Suspensionen, Salben, Cremes, transdermale therapeutische Systeme (wie beispielsweise

Pflaster), Milch, Pasten, Schiume, Streupuder, Implantate oder Stents.

Die erfindungsgeméfBen Verbindungen kénnen in die angefiihrten Applikationsformen Uberfithrt
werden. Dies kann in an sich bekannter Weise durch Mischen mit inerten, nichttoxischen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen geschehen. Zu diesen Hilfsstoffen zéhlen u.a. Tragerstoffe
(beispielsweise mikrokristalline Cellulose, Laktose, Mannitol), Losungsmittel (z.B. fllssige
Polyethylenglycole), Emulgatoren und Dispergier- oder Netzmittel (beispielsweise
Natriumdodecylsulfat, Polyoxysorbitanoleat), Bindemittel (beispielsweise Polyvinylpyrrolidon),
synthetische und natiirliche Polymere (beispielsweise Albumin), Stabilisatoren (z.B.
Antioxidantien wie beispielsweise Ascorbinsiure), Farbstoffe (z.B. anorganische Pigmente wie

beispielsweise Eisenoxide) und Geschmacks- und / oder Geruchskorrigentien.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel, die die erfindungsgemifien

g g
Verbindungen, {iblicherweise zusammen mit einem oder mehreren inerten, nichttoxischen,
pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen enthalten, sowie deren Verwendung zu den zuvor genann-

ten Zwecken.

Die Formulierung der erfindungsgeméfen Verbindungen zu pharmazeutischen Préparaten erfolgt
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in an sich bekannter Weise, indem man den oder die Wirkstoffe mit den in der Galenik

gebrauchlichen Hilfsstoffen in die gewiinschte Applikationsform Uberfiihrt.

Als Hilfsstoffe konnen dabei beispielsweise Trigersubstanzen, Fillstoffe, Sprengmittel,

5  Bindemittel, Feuchthaltemittel, Gleitmittel, Ab- und Adsorptionsmittel, Verdliinnungsmittel,
Losungsmittel, Cosolventien, Emulgatoren, Losungsvermittler, Geschmackskorrigentien,
Féarbemittel, Konservierungs-, Stabilisierungs-, Netzmittel, Salze zur Verdnderung des osmotischen
Drucks oder Puffer zum Einsatz kommen,

Dabei ist auf Remington’s Pharmaceutical Science, 15th ed. Mack Publishing Company, East

10 Pennsylvania (1980) hinzuweisen.

Die pharmazeutischen Formulierungen kénnen
in fester Form, zum Beispiel als Tabletten, Dragees, Pillen, Suppositorien, Kapseln, transdermale
Systeme oder
15  in halbfester Form , zum Beispiel als Salben, Cremes, Gele, Suppositorien, Emulsionen oder
in fliissiger Form, zum Beispiel als Losungen, Tinkturen, Suspensionen oder Emulsionen

vorliegen.

Hilfsstoffe im Sinne der Erfindung konnen beispielsweise Salze, Saccharide (Mono-, Di-, Tri-,
20 Oligo-, und/oder Polysaccharide), Proteine, Aminosiuren, Peptide, Fette, Wachse, Ole,
Kohlenwasserstoffe sowie deren Derivate sein, wobei die Hilfsstoffe natiirlichen Ursprungs sein

kénnen oder synthetisch bzw. partial synthetisch gewonnen werden kénnen.

Fir die orale oder perorale Applikation kommen insbesondere Tabletten, Dragees, Kapseln,
25  Pillen, Pulver, Granulate, Pastillen, Suspensionen, Emulsionen oder Losungen in Frage.
Fiir die parenterale Applikation kommen insbesondere Suspensionen, Emulsionen und vor allem

Losungen in Frage.

Die vorliegende Erfindung betrifft die erfindungsgeméafien Verbindungen.
30 Sie konnen fiir die Prophylaxe und Therapie von menschlichen Erkrankungen eingesetzt werden,

insbesondere von Tumorerkrankungen.

Die erfindungsgeméBen Verbindungen kénnen insbesondere verwendet werden, um die
Zellproliferation und/oder die Zellteilung zu inhibieren oder zu reduzieren und/oder Apoptosis zu

35 induzieren.
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Die erfindungsgemadfen Verbindungen eignen sich insbesondere zur Prophylaxe und/oder Therapie
von hyper-proliferativen Erkrankungen wie beispielsweise
- Psoriasis,
- Kcloide und andere Hyperplasien, dic die Haut betreffen,
5 - gutartige Prostathyperplasien (BPH),
- solide Tumore und

- hé@matologische Tumore.

Als solide Tumore sind erfindungsgemaif beispielsweise Tumore behandelbar der Brust, des
10 Respirationstraktes, des Gehirns , der Fortpflanzungsorgane, des Magen-Darmtraktes, des
Urogenitaltraktes, des Auges, der Leber, der Haut, des Kopfes und des Halses, der Schilddriise, der

Nebenschilddriise, der Knochen sowie des Bindegewebes und Metastasen dieser Tumore.

Als hiimatologische Tumore sind beispielsweise behandelbar
15 - multiple Myelome,
- Lymphome oder

- Leukdmien.

Als Brusttumore sind beispielsweise behandelbar:

20 - Mammakarzinome mit positivem Hormonrezeptorstatus
- Mammakarzinome mit negativem Hormonrezeptorstatus
- Her-2 positive Mammakarzinome
- Hormonrezeptor- und Her-2 negative Mammakarzinome
- BRCA -assoziierte Mammakarzinome

25 - entziindliches Mammakarzinom.

Als Tumore des Respirationstraktes sind beispielsweise behandelbar
- nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome und

- kleinzellige Bronchialkarzinome.

30
Als Tumore des Gehirns sind beispielsweise behandelbar
- Gliome,
- Glioblastome,
- Astrozytome,
35 - Meningiome und

- Medulloblastome.
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Als Tumore der ménunlichen Fortpflanzungsorgane sind beispielsweise behandelbar:
- Prostatakarzinome,
- Maligne Hodentumore und

- Peniskarzinome.

Als Tumore der weiblichen Fortpflanzungsorgane sind beispiclsweise behandelbar:
- Endometriumkarzinome

- Zervixkarzinome

- Ovarialkarzinome

- Vaginalkarzimome

- Vulvarkarzinome

Als Tumore des Magen-Darm-Traktes sind beispielsweise behandelbar:
- Kolorektale Karzinome

- Analkarzinome

- Magenkarzinome

- Pankreaskarzinome

- Osophagukarzinome

- Qallenblasenkarzinome

- Dinndarmkarzinome

- Speicheldriisenkarzinome

- Neuroendokrine Tumore

- (Gastrointestinale Stromatumore

Als Tumore des Urogenital-Tralktes sind beispielsweise behandelbar:
- Harnblasenkarzinome
- Nierenzellkarzinome

- Karzinome des Nierenbeckens und der ableitenden Harnwege

Als Tumore des Auges sind beispiclsweise behandelbar:
- Retinoblastome

- Intraokulare Melanome

Als Tumore der Leber sind beispielsweise behandelbar:
- Hepatozellulire Karzinome

- Cholangiozelluldre Karzinome
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Als Tumore der Haut sind beispielsweise behandelbar:
- Maligne Melanome
- Basaliome
- Spinaliome
5 - Kaposi-Sarkome

- Merkelzellkarzinome

Als Tumore des Kopfes und Halses sind beispielsweise behandelbar:
- Larynxkarzinome

10 - Karzinome des Pharynx und der Mundhoéhle

Als Sarkome sind beispielsweise behandelbar:
- Weichteilsarkome
- Osteosarkome
15
Als Lymphome sind beispielsweise behandelbar:
- Non-Hodgkin-Lymphome
- Hodgkin-Lymphome
- Kutane Lymphome
20 - Lymphome des zentralen Nervensystems

- AlDS-assoziierte Lymphome

Als Leukdmien sind beispiclsweise behandelbar:
- Akute myeloische Leukdmien
25 - Chronische myeloische Leukdmien
- Akute lymphatische Leukémien
- Chronische lymphatische Leukdmien

- Haarzellleukdmien

30 Vorteilhaft kénnen die erfindungsgeméfen Verbindungen verwendet werden zur Prophylaxe
und/oder Therapie von:
Mammakarzinomen, insbesondere von Hormonrezeptor-negativen, Hormonrezeptor-positiven oder
BRCA-assoziierten Mammakarzinomen, sowie
Pankreaskarzinomen, Nierenzellkarzinomen, Hepatozelluldren Karzinomen, Malignen Melanomen
35  und anderen Hauttumoren, Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Endometriumkarzinom,

Kolorektalen Karzinomen und Prostatakarzinomen.
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Besonders vorteilhaft kénnen die erfindungsgeméflen Verbindungen verwendet werden zur
Prophylaxe und/oder Therapie von Mammakarzinomen, insbesondere Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen, Prostatakarzinomen, insbesondere

Androgenrezeptor-negativen Prostatakarzinomen oder Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen.

Diese Erkrankungen sind gut charakterisiert im Menschen, existieren aber auch bei anderen

Sdugetieren.

Ein Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind die erfindungsgeméifien Verbindungen der

Formel (I), insbesondere die Verbindungen:

- (51,81)-3-(4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(methoxymethyl)- 1 -
azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

- (51,81)-3-(4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(methoxymethyl)-1-
azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

- (51,81)-3-(4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(trifluormethyl)-1-
azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

- (51,81)-3-(4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(trifluormethyl)-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind die erfindungsgeméfien Verbindungen
zur Verwendung als Arzneimittel, insbesondere zur Prophylaxe und/oder Therapie von

Tumorerkrankungen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind die erfindungsgemifien Verbindungen
zur Prophylaxe und/oder Therapic von Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen,
Nierenzellkarzinomen, Hepatozelluldren Karzinomen, Malignen Melanomen und anderen
Hauttumoren, Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Endometriumkarzinomen, Kolorektalen

Karzinomen oder Prostatakarzinomen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind die erfindungsgeméafien Verbindungen
zur Prophylaxe und/oder Therapie von Mammakarzinomen, insbesondere Hormonrezeptor-
positiven Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen, Prostatakarzinomen, insbesondere

Androgenrezeptor-negativen Prostatakarzinomen oder Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemélBen Verbindungen

zur Herstellung eines Arzneimittels.
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung der erfindungsgemifen
Verbindungen zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und/oder Therapie von

Tumorerkrankungen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung der erfindungsgemifien
Verbindungen zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und/oder Therapie von
Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen, Nierenzellkarzinomen, Hepatozellularen Karzinomen,
Malignen Melanomen und anderen Hauttumoren, Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen,

Endometriumkarzinomen, Kolorektalen Karzinomen oder Prostatakarzinomen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung der erfindungsgeméBen
Verbindungen zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und/oder Therapie von
Mammakarzinomen, insbesondere Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen, Kolorektalen
Karzinomen, Prostatakarzinomen, insbesondere Androgenrezeptor-negativen Prostatakarzinomen

oder Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung der Verbindung zur

Prophylaxe und/oder Therapie von Tumorerkrankungen.

Emn weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung der erfindungsgemifien
Verbindungen zur Prophylaxe und/oder Therapie von Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen,
Nierenzellkarzinomen, Hepatozelluldren Karzinomen, Malignen Melanomen und anderen
Hauttumoren, Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Endometriumkarzinomen, Kolorektalen

Karzinomen oder Prostatakarzinomen.

Eimn weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung der erfindungsgeméaBen
Verbindungen zur Prophylaxe und/oder Therapie von Mammakarzinomen, insbesondere
Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen, Prostatakarzinomen,
insbesondere  Androgenrezeptor-negativen  Prostatakarzinomen oder Nicht-Kleinzelligen

Bronchialkarzinomen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind pharmazeutische Formulierungen in
Form von Tabletten enthaltend eine der erfindungsgeméBen Verbindungen zur Prophylaxe
und/oder Therapie von Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen, Nierenzellkarzinomen,
Hepatozelluldren Karzinomen, Malignen Melanomen und anderen Hauttumoren, Nicht-
Kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Endometriumkarzinomen, Kolorektalen Karzinomen oder

Prostatakarzinomen.
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind pharmazeutische Formulierungen in
Form von Tabletten enthaltend eine der erfindungsgemédBen Verbindungen zur Prophylaxe
und/oder  Therapie von Mammakarzinomen, insbesondere  Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen, Prostatakarzinomen, insbesondere

Androgenrezeptor-negativen Prostatakarzinomen oder Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemélBen Verbindungen

zur Behandlung von Erkrankungen, die mit proliferativen Prozessen einhergehen.

Die erfindungsgeméfen Verbindungen kénnen allein oder bei Bedarf in Kombination mit einer
oder mehreren anderen pharmakologisch wirksamen Substanzen eingesetzt werden, solange diese
Kombination nicht zu unerwlnschten und inakzeptablen Nebenwirkungen fithrt. Weiterer Gegen-
stand der vorliegenden Erfindung sind daher Arzneimittel, enthaltend eine erfindungsgemifie
Verbindung und einen oder mehrere weitere Wirkstoffe, insbesondere zur Prophylaxe und/oder

Therapie der zuvor genannten Erkrankungen.

Beispiclsweise konnen die erfindungsgemifien Verbindungen mit bekannten anti-hyper-
proliferativen, zytostatischen oder zytotoxischen Substanzen zur Behandlung von Krebserkrankun-
gen kombiniert werden. Die Kombination der erfindungsgeméBen Verbindungen mit anderen fiir
die Krebstherapie gebrauchlichen Substanzen oder auch mit der Strahlentherapie ist besonders

angezeigt.

Als geeignete Kombinationswirkstoffe seien beispielhaft genannt:

Afinitor, Aldesleukin, Alendronsiure, Alfaferon, Alitretinoin, Allopurinol, Aloprim, Aloxi,
Altretamin, Aminoghutethimid, Amifostin, Amrubicin, Amsacrin, Anastrozol, Anzmet, Aranesp,
Arglabin, Arsentrioxid, Aromasin, 5-Azacytidin, Azathioprin, BCG oder tice-BCG, Bestatin, Beta-
methason-Acetat, Betamethason-Natriumphosphat, Bexaroten, Bleomycin-Sulfat, Broxuridin,
Bortezomib, Busulfan, Calcitonin, Campath, Capecitabin, Carboplatin, Casodex, Cefeson,
Celmoleukin, Cerubidin, Chlorambucil, Cisplatin, Cladribin, Clodronséure, Cyclophosphamid,
Cytarabin, Dacarbazin, Dactinomycin, DaunoXome, Decadron, Decadron-Phosphat, Delestrogen,
Denileukin Diftitox, Depomedrol, Deslorelin, Dexrazoxan, Dicthylstilbestrol, Diflucan, Docetaxel,
Doxifluridin, Doxorubicin, Dronabinol, DW-166HC, Eligard, Elitck, Ellence, Emend, Epirubicin,
Epoetin-alfa, Epogen, Eptaplatin, Ergamisol, Estrace, Estradiol, Estramustin-Natriumphosphat,
Ethinylestradiol, Ethyol, Etidronsdure, Etopophos, Etoposid, Fadrozol, Farston, Filgrastim,
Finasterid, Fligrastim, Floxuridin, Fluconazol, Fludarabin, 5-Fluordeoxyuridin-Monophosphat, 5-

Fluoruracil (5-FU), Fluoxymesteron, Flutamid, Formestan, Fosteabin, Fotemustin, Fulvestrant,
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Gammagard, Gemcitabin, Gemtuzumab, Gleevec, Gliadel, Goserelin, Granisetron-Hydrochlorid,
Histrelin, Hycamtin, Hydrocorton, erythro-Hydroxynonyladenin, Hydroxyharnstoff, Ibritumomab
Tiuxetan, Idarubicin, Ifosfamid, Interferon-alpha, Interferon-alpha-2, Interferon-alpha-2a,
Interferon-alpha-2f, Interferon-alpha-nl, Interferon-alpha-n3, Interferon-beta, Interferon-gamma-
la, Interleukin-2, Intron A, Iressa, Irinotecan, Kytril, Lapatinib, Lentinan-Sulfat, Letrozol,
Leucovorin, Leuprolid, Leuprolid-Acetat, Levamisol, Levofolinsdure-Calciumsalz, Levothroid,
Levoxyl, Lomustin, Lonidamin, Marinol, Mechlorethamin, Mecobalamin, Medroxyprogesteron-
Acetat, Megestrol-Acetat, Melphalan, Menest, 6-Mercaptopurin, Mesna, Methotrexat, Metvix,
Miltefosin, Minocyclin, Mitomycin C, Mitotan, Mitoxantron, Modrenal, Myocet, Nedaplatin,
Neulasta, Neumega, Neupogen, Nilutamid, Nolvadex, NSC-631570, OCT-43, Octreotid,
Ondansetron-Hydrochlorid, Orapred, Oxaliplatin, Paclitaxel, Pediapred, Pegaspargase, Pegasys,
Pentostatin, Picibanil, Pilocarpin-Hydrochlorid, Pirarubicin, Plicamycin, Porfimer-Natrium,
Prednimustin, Prednisolon, Prednison, Premarin, Procarbazin, Procrit, Raltitrexed, RDEA119,
Rebif, Rhenium-186-Etidronat, Rituximab, Roferon-A, Romurtid, Salagen, Sandostatin,
Sargramostim, Semustin, Sizofiran, Sobuzoxan, Solu-Medrol, Streptozocin, Strontium-89-chlorid,
Synthroid, Tamoxifen, Tamsulosin, Tasonermin, Tastolacton, Taxoter, Teceleukin, Temozolomid,
Teniposid, Testosteron-Propionat, Testred, Thioguanin, Thiotepa, Thyrotropin, Tiludronséure,
Topotecan, Toremifen, Tositumomab, Tastuzumab, Teosulfan, Tretinoin, Trexall,
Trimethylmelamin, Trimetrexat, Triptorelin-Acetat, Triptorelin-Pamoat, UFT, Uridin, Valrubicin,
Vesnarinon, Vinblastin, Vincristin, Vindesin, Vinorelbin, Virulizin, Zinecard, Zinostatin-
Stimalamer, Zofran; ABI-007, Acolbifen, Actimmun, Affinitak, Aminopterin, Arzoxifen,
Asoprisnil, Atamestan, Atrasentan, BAY 43-9006 (Sorafenib), Avastin, CCI-779, CDC-501,
Celebrex, Cetuximab, Crisnatol, Cyproteron-Acctat, Decitabin, DN-101, Doxorubicin-MTC,
dSLIM, Dutasterid, Edotecarin, Eflornithin, Exatecan, Fenretinid, Histamin-Dihydrochlorid,
Histrelin-Hydrogel-Implant, Holmium-166-DOTMP, Ibandronséure, Interferon-gamma, Intron-
PEG, Ixabepilon, Keyhole Limpet-Hemocyanin, L-651582, Lanreotid, Lasofoxifen, Libra, Lona-
farnib, Miproxifen, Minodronat, MS-209, liposomales MTP-PE, MX-6, Nafarelin, Nemorubicin,
Neovastat, Nolatrexed, Oblimersen, Onko-TCS, Osidem, Paclitaxel-Polyglutamat, Pamidronat-
Dinatrium, PN-401, QS-21, Quazepam, R-1549, Raloxifen, Ranpirnas, 13-cis-Retinsdure, Satra-
platin, Seocalcitol, T-138067, Tarceva, Taxoprexin, Thymosin-alpha-1, Tiazofurin, Tipifarnib,
Tirapazamin, TLK-286, Toremifen, TransMID-107R, Valspodar, Vapreotid, Vatalanib, Verte-

porfin, Vinflunin, Z-100, Zoledronsédure, sowie Kombinationen hiervon.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform kénnen die erfindungsgeméfen Verbindungen mit anti-
hyperproliferativen Agentien kombiniert werden, welche beispielhaft — ohne dass diese Aufzéh-

lung abschlieBend wére — sein kénnen:
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Aminoglutethimid, L-Asparaginase, Azathioprin, 5-Azacytidin, Bleomycin, Busulfan, Carboplatin,
Carmustin, Chlorambucil, Cisplatin, Colaspase, Cyclophosphamid, Cytarabin, Dacarbazin,
Dactinomycin, Daunorubicin, Dicthylstilbestrol, 2',2'-Difluordeoxycytidin, Docetaxel, Doxoru-
bicin (Adriamycin), Epirubicin, Epothilon und seine Derivate, erythro-Hydroxynonyladenin,
Ethinylestradiol, Etoposid, Fludarabin-Phosphat, 5-Fluordeoxyuridin, 5-Fluordeoxyuridin-Mono-
phosphat, 5-Fluoruracil, Fluoxymesteron, Flutamid, Hexamethylmelamin, Hydroxyharnstoff,
Hydroxyprogesteron-Caproat, Idarubicin, Ifosfamid, Interferon, Irinotecan, Leucovorin, Lomustin,
Mechlorethamin, Medroxyprogesteron-Acetat, Megestrol-Acetat, Melphalan, 6-Mercaptopurin,
Mesna, Methotrexat, Mitomycin C, Mitotan, Mitoxantron, Paclitaxel, Pentostatin, N-Phosphono-
acetyl-L-aspartat (PALA), Plicamycin, Prednisolon, Prednison, Procarbazin, Raloxifen, Semustin,
Streptozocin, Tamoxifen, Teniposid, Testosteron-Propionat, Thioguanin, Thiotepa, Topotecan,

Trimethylmelamin, Uridin, Vinblastin, Vincristin, Vindesin und Vinorelbin.

In viel versprechender Weise lassen sich die erfindungsgeméfien Verbindungen auch mit biologi-
schen Therapeutika wie Antikdrpern (z.B. Avastin, Rituxan, Erbitux, Herceptin) und rekombinan-

ten Proteinen kombinieren.

Die erfindungsgeméBen Verbindungen kénnen auch in Kombination mit anderen, gegen die
Angiogenese gerichteten Therapien positive Effekte erzielen, wie zum Beispiel mit Avastin,
Axitinib, Regorafenib, Recentin, Sorafenib oder Sunitinib. Kombinationen mit Inhibitoren des
Proteasoms und von mTOR sowie Antihormone und steroidale metabolische Enzyminhibitoren

sind wegen ihres glinstigen Nebenwirkungsprofils besonders geeignet.

Generell kénnen mit der Kombination der erfindungsgeméfen Verbindungen mit anderen,

zytostatisch oder zytotoxisch wirksamen Agentien folgende Ziele verfolgt werden:

e  cine verbesserte Wirksamkeit bei der Verlangsamung des Wachstums eines Tumors, bei der
Reduktion seiner Grofie oder sogar bei seiner volligen Eliminierung im Vergleich zu einer Be-
handlung mit einem einzelnen WirkstofT;

¢  die Moglichkeit, die verwendeten Chemotherapeutika in geringerer Dosierung als bei der
Monotherapie ¢inzusetzen;

e  die Moglichkeit einer vertriglicheren Therapie mit weniger Nebeneffekten im Vergleich zur
Einzelgabe;

e die Moglichkeit zur Behandlung eines breiteren Spektrums von Tumorerkrankungen;

e  das Erreichen einer héheren Ansprechrate auf die Therapie;

s cine lingere Uberlebenszeit der Patienten im Vergleich zur heutigen Standardtherapie.

Dartiber hinaus konnen die erfindungsgeméBen Verbindungen auch in Verbindung mit einer

Strahlentherapie und/oder einer chirurgischen Intervention eingesetzt werden.
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1. Syntheserouten fiir Verbindungen gemifl Formel (I)

Die erfindungsgeméfien Verbindungen der Formel (I) konnen hergestellt werden mit den

Syntheserouten A und/oder B.

Syntheseroute A

Ein Arylbromid-Derivat der Formel (II)

O H,G
HN
1 "'H/
R
H OH Br
O
e
H,C )

in welcher R! die oben angegebene Bedeutung hat, wird in einer Suzuki-Kupplung umgesetzt mit

Verbindungen der Formel (IIT)

A
R
(1
Cl
in welcher R? die oben angegebene Bedeutung hat und
A fir -B(OH)2, einen Boronsdure-Ester, bevorzugt Boronsdurepinakolester, oder -BF:K*

steht.

Die Suzuki-Kupplungen erfolgen im Allgemeinen in inerten Losungsmitteln, in Gegenwart eines
Katalysators, gegebenenfalls in Gegenwart eines Zusatzreagenzes, bevorzugt in einem Temperatur-
bereich von Raumtemperatur bis 130 °C bei Normaldruck. Die Reaktionen kénnen auch in einem
geschlossenen Gefdf} unter Erhitzen in der Mikrowelle durchgefiihrt werden.

Katalysatoren sind beispiclsweise flir Suzuki-Reaktionsbedingungen tibliche Palladium-
Katalysatoren, bevorzugt sind Katalysatoren wie z.B. Dichlorbis(triphenylphosphin)palladium,
Tetrakistriphenylphosphinpalladium(0), Palladium auf Kohle, Palladium(I)acetat,
Palladium(IDacetat/Triscyclohexylphosphin, Palladium(Il)acetoacetonat/Tri-tert-
butylphosphoniumtetrafluoroborat, Dichlor{1,1'-bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium-

Dichlormethan-Komplex oder Palladium(Il)acetat mit einem Liganden wie Dicyclohexyl[2',4,6'

tri{(propan-2-yDbiphenyl-2-yljphosphan.
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Zusatzreagenzien sind beispielsweise Kalium- oder Césiumacetat, Cisium-, Kalium- oder Natrium-
carbonat, Kalium-tert-butylat, Casiumfluorid, Kaliumphosphat oder Natrium- oder
Kaliumhydroxid, bevorzugt sind Zusatzreagenzien wie z.B. Cédsiumcarbonat und/oder wéssrige
Natriumhydroxid-Losung.

Inerte Losungsmittel sind beispielsweise Ether wie Dioxan, Tetrahydrofuran oder 1,2-
Dimethoxyethan, Kohlenwasserstoffe wie Benzol, Xylol oder Toluol, oder Carbonsdurcamide wie
Dimethylformamid, Dimethylacetamid oder N-Methylpyrrolidon, oder Alkylsulfoxide wie
Dimethylsulfoxid, oder Gemische der Losungsmittel mit Alkoholen wie Methanol oder Ethanol

und/oder Wasser, bevorzugt ist 1,2-Dimethoxyethan.

Die Verbindungen der Formel (II) kénnen hergestellt werden, indem man Verbindungen der

Formel (IV)

Br

(v)
in welcher R! die oben angegebene Bedeutung hat und

B fir Ci-Cs-Alkyl, bevorzugt Ethyl oder Methyl, steht,
unter Dieckmann-Kondensations-Bedingungen umsetzt.

Die Dieckmann-Kondensationen erfolgen im Allgemeinen in inerten Losungsmitteln in Gegenwart
einer Base, bevorzugt in einem Temperaturbereich von Raumtemperatur bis 130 °C bei
Normaldruck.

Basen sind beispielsweise Alkali- oder Erdalkalialkoholate wie Natrium- oder Kalium-tert-butylat,
Natriummethanolat oder -ethanolat, bevorzugt ist Kalium-tert-butylat.

Inerte Losungsmittel sind beispielsweise Ether wie Dioxan, Tetrahydrofuran oder 1,2-
Dimethoxyethan, Kohlenwasserstoffe wic Benzol, Xylol oder Toluol, oder Carbonsidureamide wie
Dimethylformamid, Dimethylacetamid oder N-Methylpyrrolidon, oder Alkylsulfoxide wie
Dimethylsulfoxid, oder Alkohole wie Methanol oder Ethanol, bevorzugt ist Dimethylformamid.



WO 2013/017600 PCT/EP2012/064974

10

15

20

25

=20 -

Die Verbindungen der Formel (IV) konnen hergestellt werden, indem man Verbindungen der
Formel (V) oder ein Salz von Verbindungen der Formel (V)

NH,

R “c0o,B

Qi

-~
H,C V) ’
in welcher R! und B die oben angegebenen Bedeutungen haben, mit der Verbindung der Formel
(VD)

H,C

HO
O Br (Vi)

unter Amid-Kupplungs-Bedingungen umsetzt.

Die Umsetzung erfolgt im Allgemeinen in inerten Losungsmitteln, indem die Verbindungen der
Formel (V1) zundchst mit Thionylchlorid oder einem dem Fachmann bekannten dquivalenten
Reagenz und in der zweiten Stufe mit Verbindungen der Formel (V) oder einem Salz der
Verbindungen der Formel (V) in Gegenwart einer Base wie z. B, Tricthylamin oder

Kaliumcarbonat umgesetzt werden.

In einem alternativen Verfahren kann die Umsetzung in inerten Losungsmitteln, in Gegenwart
gines Dehydratisierungsreagenzes, gegebenenfalls in Gegenwart ciner Base, bevorzugt in einem

Temperaturbereich von -30 °C bis 50 °C bei Normaldruck erfolgen.

Inerte Losungsmittel sind beispielsweise Halogenkohlenwasserstoffe wie Dichlormethan oder
Trichlormethan, Kohlenwasserstoffe wie Benzol oder Toluol, Nitromethan, Tetrahydrofuran, 1,4-
Dioxan, Dimethylformamid oder Acetonitril. Ebenso ist es moglich, Gemische der Losemittel
ginzusetzen. Besonders bevorzugt sind  Acetonitril, Dichlormethan, Dimethylformamid,

Tetrahydrofuran oder Toluol.

Basen sind beispielsweise Alkalicarbonate, wie z.B. Natrium- oder Kaliumcarbonat oder -hy-
drogencarbonat oder organische Basen wie Trialkylamine, z.B. Triethylamin, N-Methylmorpholin,

N-Methylpiperidin, 4-Dimethylaminopyridin oder Diisopropylethylamin.
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Als Dehydratisierungsreagenzien eignen sich hierbei beispielsweise Carbodiimide wie z.B. N,N'-
Diethyl-, NN, -Dipropyl-, N,N'-Diisopropyl-, N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid, N-(3-Di-
methylaminoisopropyl)-N'"-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (EDC), N-Cyclohexylcarbodiimid-V -
propyloxymethyl-Polystyrol (PS-Carbodiimid) oder Carbonylverbindungen wie Carbonyldiimida-
zol, oder 1,2-Oxazoliumverbindungen wie 2-Ethyl-5-phenyl-1,2-oxazolium-3-sulfat oder 2-tert-
Butyl-5-methyl-isoxazolium-perchlorat, oder Acylaminoverbindungen wie 2-Ethoxy-1-ethoxy-
carbonyl-1,2-dihydrochinolin, oder Propanphosphonsédureanhydrid, oder Isobutylchloroformat,
oder Bis-(2-oxo-3-oxazolidinyl)-phosphorylchlorid, oder O-(Benzotriazol-1-yl)-N, NN N'-tetra-
methyluroniumhexafluorophosphat (HBTU), 2-(2-Oxo-1-(2H)-pyridyl)-1,1,3,3-tetramethyluroni-
umtetrafluoroborat (TPTU) oder O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N, N, N, N -tetramethyl-uroniumhexa-
fluorophosphat (HATU), oder 1-Hydroxybenztriazol (HOBt), oder Benzotriazol-1-yloxy-
tris(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphat (BOP), oder Benzotriazol-1-yloxytris(pyrro-
lidino)-phosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP), oder N-Hydroxysuccinimid, oder Mischungen

aus diesen, mit Basen.

Vorzugsweise wird die Kondensation mit PyBOP, TBTU oder mit EDC in Gegenwart von HOBt
durchgefihrt.

Das zuvor beschriebene Verfahren wird durch das folgende Syntheseschema veranschaulicht:

O H,C
NH H.C
2 : HN
R} “1coB 3 ”
\O ? + [E—— R ICOzB
é HO z Br
H,C” © Br ) -0
V) H,C (V)
c)
A
O H,C ,
R H
HN
H
b) - i) (i - Rl
i e— =
H OH Br 6
-0 H,C”
H,C (1

a): 1. SOCl, 80 °C, 2. Triethylamin, Dichlormethan, Raumtemperatur;

b): KOtBu, DMF, 80 °C;

¢): cat. Dichlor]1,1-bis(diphenylphosphino)ferrocenpalladium-Dichlormethan-Komplex, Cs,COs3,
1,2-Dimethoxyethan/Wasser, Riickfluss.
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Syntheseroute B

Alternativ kdnnen die erfindungsgeméBen Verbindungen der Formel (I) hergestellt werden, indem

man eine Verbindung der Formel (VII)

5 ,
in welcher R!, R? und B die oben angegebenen Bedeutungen haben, unter den oben angegebenen

Bedingungen in einer Dieckmann-Kondensation umsetzt.

Die Verbindungen der Formel (VII) konnen hergestellt werden, indem man Verbindungen der
10 Formel (V) oder ein Salz von Verbindungen der Formel (V), in welcher R! und B die oben
angegebenen Bedeutungen haben, mit Verbindungen der Formel (VIII)

0 H,C

Y
O
(viiy)

Cl

9

in welcher R? die oben angegebene Bedeutung hat, unter den oben angegebenen Amid-Kupplungs-
Bedingungen umsetzt.

15
Die Verbindungen der Formel (VIII) kénnen hergestellt werden, indem man
die Verbindung der Formel (VI) in einer Suzuki-Reaktion unter den oben angegebenen
Bedingungen mit Verbindungen der Formel (I}, in welcher R? und A die oben angegebenen
Bedeutungen haben, umsetzt.

20
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Das zuvor beschriebene Verfahren wird durch das folgende Syntheseschema veranschaulicht:

a) O H,G
H,C A
HO
R O
HO (un
0 o O cl O <
— (v
cl
b)
NH,
R'I
&
H,C”
V)
e —

a): cat. Palladium(Il)acetylacetonat, cat. Tri-tert-butylphosphoniumtetrafluoroborat, NaOH,
5 THF/Wasser;

b): 1. SOCly, 80 °C, 2. KoCOs, Acctonitril, Raumtemperatur;

¢): KOtBu, DMF, Raumtemperatur.

Die fir Syntheseroute A und B bendtigten Verbindungen der Formel (V) oder Salze von
10 Verbindungen der Formel (V), in welcher R! und B die oben angegebenen Bedeutungen haben,
kénnen hergestellt werden, indem man Verbindungen der Formel (IX) oder ein Salz von

Verbindungen der Formel (IX)

NH,

-

“COH

Qi

-

H,C (1)

15
in welcher R’ die oben angegebene Bedeutung hat, nach bekannten Verfahren verestert, z.B.

analog zu W02002/02532 oder W0O2010/063378.
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Verbindungen der Formel (IX) oder Salze von Verbindungen der Formel (IX), in welcher R! die

oben angegebene Bedeutung hat, kénnen hergestellt werden, indem man Verbindungen der Formel

(X)
O
HN//<
NH
R oy
: 0
O
-
5 H3C (X) ,

in welcher R! die oben angegebene Bedeutung hat, nach bekannten Verfahren spaltet, z.B. analog

zu W02002/02532 oder WO2010/063378.

Verbindungen der Formel (X), in welcher R' die oben angegebene Bedeutung hat, konnen

10 hergestellt werden, indem man Verbindungen der Formel (XI)

)

.

o)
P
H,C (X1)

in welcher R! die oben angegebene Bedeutung hat, nach bekannten Verfahren in einer Bucherer-
Bergs-Reaktion umsetzt, z.B. analog zu W02002/02532 oder W02010/063378. Bei der Bildung

15  des Hydantoins der Formel (X) bilden sich Isomerenmischungen aus dem cis-Isomer der Formel

(X) und seinem trans-Isomer der Formel (X-a)

T
vd
/go

NH
Rh,,
o)
o)
e
H,C (X-a)

Die Abtrennung des trans-Isomers der Formel (X-a) kann bei diesem Syntheseschritt erfolgen.
20 Alternativ kann die Isomerenmischung weiter umgesetzt werden und die Abtrennung der

jeweiligen trans-isomeren Zwischenstufe bei cinem der weiteren Syntheseschritte oder bei der

Endstufe der Formel (I) erfolgen.
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Alternativ lassen sich mit Hilfe der Strecker-Synthese nach bekannten Verfahren aus den Ketonen
der Formel (XI) Aminonitrile herstellen, welche zu den Aminosduren der Formel (IX) nach

bekannten Verfahren hydrolysiert werden kénnen.

Verbindungen der Formel (XI), in welcher R! die oben angegebene Bedeutung hat, konnen

hergestellt werden, indem man Verbindungen der Formel (XII)

1

9)

-

0
-
H,C (i

in welcher R! die oben angegebene Bedeutung hat, einer Ketalspaltung unterwirft (siche Protective

Groups in Organic Synthesis; Theodora W. Greene).

Verbindungen der Formel (XII), in welcher R! die oben angegebene Bedeutung hat, kénnen

hergestellt werden, indem man Verbindungen der Formel (XIII)

~

R! O
OH
(X,

in welcher R die oben angegebene Bedeutung hat, nach bekannten Verfahren methyliert, z.B.

analog zu W0O2010/063378.
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Das zuvor beschriebene Verfahren wird durch das folgende Syntheseschema veranschaulicht:

) H,C” (xan X1

H,C (X) (1 ’ v)
a): NaH, Methyliodid, THF, Raumtemperatur;
b): Toluolsulfonsduremonohydrat, Aceton/Wasser;
¢): NaCN, (NH4),COs, Wasser/Ethanol, 60 °C;
d): KOH oder NaOH, Wasser, Riickfluss;
¢): SOCly, Methanol, 40 °C bis Riickfluss.

Die Verbindung der Formel (XIII), in welcher R! fiir eine Trifluormethylgruppe steht, kann

hergestellt werden, indem man die Verbindung der Formel (XIV)
o/>
O

(XIV),

mit (Trifluormethyl}trimethylsilan umsetzt.

Die Umsetzung des Ketons der Formel (XIV) mit (Trifluormethyl)trimethylsilan zu den
Verbindungen der Formel (X1II) erfolgt im Allgemeinen in inerten Losungsmitteln, in Gegenwart
eines Katalysators, bevorzugt in einem Temperaturbereich von -20 °C bis 100 °C bei Normaldruck.
Katalysatoren sind beispielsweise Alkali- oder Erdalkalicarbonate wie Natrium-, Kalium- oder
Cistumcarbonat. Desweiteren kénnen Alkali-, Erdalkalifluoride wie Lithium- und Casiumfluorid

sowie Fluoridsalze organischer Basen wie zum Beispiel Tetraecthylammoniumfluorid oder
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Tetrabutylammoniumfluorid zur Katalyse der gewiinschten Reaktion verwendet werden. Inerte
Losungsmittel sind beispielsweise Ether wie Dioxan, Tetrahydrofuran oder 1,2-Dimethoxyethan,
oder Carbonsdureamide wie Dimethylformamid, Dimethylacetamid oder N-Methylpyrrolidon, oder
Alkylsulfoxide wie Dimethylsulfoxid, bevorzugt ist Dimethylformamid. Die primér anfallenden
Silylderivate der Formel (XIII) werden abschlieflend geméf dem Fachmann bekannten Methoden

(sieche Protective Groups in Organic Synthesis; Theodora W. Greene) abgespalten.

Die Verbindung der Formel (XIII), in welcher R' fiir eine Methoxymethylgruppe steht, kann
hergestellt werden, indem man das Epoxid der Formel (XV)

~

O

(XV)
nach bekannten Verfahren 6ffnet, z.B. analog zu Rodriguez, Benjamin; Torre, Maria C. de la;

Perales, Aurea; Malakov, Peter Y.; Papanov, Y.; et al., Tetrahedron, 1994, Band 50, Seiten 5451 -
5468.

Das Epoxid der Formel (XV) ist bekannt und kann aus der Verbindung der Formel (XIV)
hergestellt werden (Ciaccio, James A.; Drahus, Antoinette L.; Meis, Regina M.; Tingle, Carice T.;
Smrtka, Michael; Geneste, Richard, Synthetic Communications, 2003, Band 33, Seiten 2135 -
2144).
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Abkiirzungen und Akronyme:

ca. circa

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

d. Th. der Theorie (bei Ausbeute)

ELSD Lichtstrendetektor

ESI Elektrospray-lonisation (bei MS)

h Stunde(n)

HPLC Hochdruck-, Hochleistungsfliissigchromatographie
LC-MS Fliissigchromatographie-gekoppelte Massenspektrometrie
min Minute(n)

MS Massenspektrometrie

neg negativ

NMR Kernresonanzspektrometrie

pos positiv

RP Reversed-Phase (bei Chromatographic)

RT Raumtemperatur

R: Retentionszeit (bei HPLC)

tert tertidr

THF Tetrahydrofuran

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography

LC-MS- und HPLC-Methoden:

Megthode 1 (UPLC-MS):
Instrument: Waters Acquity UPLC-MS SQD 3001; Sidule: Acquity UPLC BEH Ci8 1.7

50x2.1mm; Eluent A: Wasser + 0.1% Ameisensdure, Eluent B: Acetonitril; Gradient: 0-1.6 min 1-
99% B, 1.6-2.0 min 99% B; Fluss 0.8 ml/min; Temperatur: 60 °C; Injektion: 2 pl; DAD scan: 210-
400 nM; ELSD.

Methode 2 (UPLC-MS):
Instrument: Waters Acquity UPLC-MS SQD; Sdule: Acquity UPLC BEH C18 1.7 50x2.1mm;

Eluent A: Wasser + 0.05% Ameisensdure, Eluent B: Acetonitril + 0.05% Ameisensdure; Gradient:
0-1.6 min 1-99% B, 1.6-2.0 min 99% B; Fluss 0.8 ml/min; Temperatur: 60 °C; Injektion: 2 ul;
DAD scan: 210-400 nm; ELSD.

Methode 3 (UPLC-MS):
Instrument: Waters Acquity UPLC-MS ZQ4000; Siule: Acquity UPLC BEH C18 1.7 50x2.1mm;

Eluent A: Wasser + 0.05% Ameisensdure, Eluent B: Acetonitril + 0.05% Ameisensiure; Gradient:
0-1.6 min 1-99% B, 1.6-2.0 min 99% B; Fluss 0.8 ml/min; Temperatur: 60 °C; Injektion: 2 pul;
DAD scan: 210-400 nM
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2. Herstellung der Vergleichs- und Ausfithrungsbeispiele

Ausgangsverbindungen und Intermediate:

Beispiel 1A
(4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)essigsdure

OH3C

HO

Cl

Zu einer Losung von 40.0 g (175 mmol) (5-Brom-2-methylphenyl)essigsdure (EP 1791816 und
WO 2006/29799) in einer Mischung aus 437 ml (437 mmol) entgaster IN wissriger
Natriumhydroxid-Losung, 160 ml entgastem Wasser und 160 ml entgastem Tetrahydrofuran
wurden unter Argon 33.5 g (192 mmol) (4-Chlor-3-fluorphenyl)boronsédure gegeben. Man rithrte
10 Minuten, versetzte mit 507 mg (1.75 mmol) Tri-tert-butylphosphoniumtetrafluoroborat und 532
mg (1.75 mmol) Palladium(IT)acetylacetonat und rithrte 20 h bei Raumtemperatur. AnschliefSend
gab man Toluol und Wasser hinzu, stellte mit konzentrierter, wéssriger Hydrogenchlorid-Losung
einen pH-Wert von 1-2 ein, rithrte 10 Minuten, trennte die Phasen, extrahierte zweimal mit Toluol,
trocknete die vereinigten organischen Phasen iber Natriumsulfat, filtrierte und engte ein. Der
Riickstand wurde in 300 ml einer 6/1-Mischung aus n-Hexan/tert-Butyl-methylether 30 Minuten
gerlihrt, abgesaugt, mit n-Hexan gewaschen und im Vakuum getrocknet. Man erhielt 38.0 g (78%
d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (300MHz, DMSO-de): 8 [ppm]= 2.27 (s, 3H), 3.67 (s, 2H), 7.27 (d, 1H), 7.49 - 7.59 (m,
3H), 7.61 - 7.75 (m, 2H), 12.4 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): Ry =1.31 min; MS (ESIneg): m/z = 277 [M-HT.

Beispiel 2A
(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetylchlorid

H,C
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5.00 g (19.18 mmol) (4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yljessigsdure (EP 2029531 Al und US
2009/298828 Al) wurden in 36.51 g (306.84 mmol) Thionylchlorid gelost. Das Reaktionsgemisch
wurde vier Stunden bei 80 °C gertihrt und anschlieBend im Vakuum eingedampft. Nach Trocknung
im Feinvakuum erhielt man 5.4 g (100% d. Th.) der Titelverbindung als briunliches OL.

H-NMR (300MHz, CDCL): 8 [ppm] = 2.36 (s, 3H), 4.22 (s, 2H), 7.29 (d, 1H), 7.35 - 7.55 (m,
6H).

Beispiel 3A
(5-Brom-2-methylphenyljacetylchlorid

H.C

Br

0 Cl
6.00 g (26.19 mmol) (5-Brom-2-methylphenyl)essigsdure (EP 1791816 Al und WO 2006/29799
Al) wurden in 31.20 g (261.92 mmol) Thionylchlorid gelost. Das Reaktionsgemisch wurde zwei
Stunden bei 80 °C gerthrt und anschlieBend im Vakuoum eingedampft. Nach Trocknung im
Feinvakuum erhielt man 6.29 g (97% d. Th.) der Titelverbindung als bréunliches O1.

IH-NMR (300MHz, CDCL): & [ppm] = 2.26 (s, 3H), 4.12 (s, 2H), 7.09 (d, 1H), 7.34 (d, 1H), 7.37
(dd, 1H).

Beispiel 4A
(4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetylchlorid

H,C !
Cr
0O Cl

Cl
10.00 g (35.88 mmol) (4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)essigsdure (Beispiel 1 A) wurden in
24.33 g (204.51 mmol) Thionylchlorid gelést. Das Reaktionsgemisch wurde eine Stunde bei 80 °C

geriihrt und anschliefend im Vakuum eingedampft. Nach Trocknung im Feinvakuum erhielt man

10.54 g (99% d. Th.) der Titelverbindung als briunliches Ol

'H-NMR (300MHz, CDCL): 8 [ppm] = 2.36 (s, 3H), 4.22 (s, 2H), 7.26 - 7.39 (m, 4H), 7.41 - 7.49
(m, 2H).
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Beispiel SA
Trimethyl{[8-(trifluormethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl]oxy} silan

£ F
OV
F j
O O
\

_Si—CH,
H,C™ \
CH,

5.00 g (32.01 mmol) 1,4-Dioxaspiro[4.5]decan-8-on wurden in 50 ml 1,2-Dimethoxyethan geldst
und mit 14.60 g (44.82 mmol) Césiumcarbonat versetzt. Zur resultierenden Suspension tropfte man
bei einer Innentemperatur von weniger als 30 °C 3642 g (256.11 mmol)
Trimethyl(trifluormethyl)silan, gelost in 100 ml 1,2-Dimethoxyethan, und rihrte das
Reaktionsgemisch iiber Nacht bei Raumtemperatur. Zur Aufarbeitung wurden ca. 600 ml Wasser
zum Ansatz getropft, und das Zielmolekiil wurde mittels Dichlormethan extrahiert. Die organische
Phase wurde wiederholt mit Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum
eingedampft. Nach Trocknung erhielt man 10.6 g (100% d. Th.) der Titelverbindung als
briunliches OL

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 3 [ppm] = 0.11 (s, 9H), 1.57 - 1.78 (m, 8H), 3.85 (s, 4H).

Beispiel 6A
1,7,10-Trioxadispiro[2.2.4.2]dodecan

L

0]

O
Zu einer homogenen Mischung von 50.7 g (231 mmol) Trimethylsulfoxoniumiodid und 259 g
(231 mmol) Kalium-tert-butylat wurde eine Losung aus 300 g (192 mmol) 1,4-
Cyclohexandionmonoethlenacetal in 750 ml Dichlormethan gegeben und die Reaktionsmischung
eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Man versetzte mit Eiswasser, trennte die Phasen,
extrahierte die wissrige Phase mehrfach mit Dichlormethan, wusch die vereinigten organischen
Phasen mehrfach mit Wasser, trocknete iber Natriumsulfat, filtrierte und engte ein. Man erhielt

28.3 g (87% d. Th.) der Titelverbindung.

H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.41 - 1.52 (m, 2H), 1.65 - 1.76 (m, 6H), 2.61 (s, 2H),
3.88 (s, 4H).
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Beispiel 7A
8-(Trifluormethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-0l

£ F
W

F j
HO O

1220 g (40.89 mmol) Trimethyl{[8-(trifluvormethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]dec-8-yl]oxy}silan
(Beispiel 5A) wurden bei 0 °C in 164 ml 1 molarer Tetrabutylammoniumfluorid-Losung in
Tetrahydrofuran geldst und bei Raumtemperatur 3 Stunden gerithrt. Zur Aufarbeitung wurden ca.
600 ml Wasser zum Ansatz gegeben, und das Zielmolekiil wurde mittels Dichlormethan extrahiert.
Die organische Phase wurde wiederholt mit Wasser gewaschen, Uiber Natriumsulfat getrocknet und
im Vakuum eingedampft. Nach Trocknung erhielt man 9.33 g (100% d. Th.) der Titelverbindung

als braunliches O1.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.49 - 1.58 (m, 2H), 1.59 - 1.77 (m, 6H), 3.83 (s, 4H),
5.78 (s, 1H).

Beispiel 8A
8-(Methoxymethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-ol

0
H,C. 0

OH

4.56 g (26.8 mmol) der Verbindung aus Beispiel 6A wurden in 150 ml Methanol mit 75 ml einer
25%igen methanolischen Natriummethylat-Losung versetzt und Uber Nacht bei 60 °C gerthrt.
Nach dem Abkihlen wurde das Reaktionsgemisch eingeengt, der Rickstand in gesittigter,
wissriger Ammoniumchlorid-Losung aufgenommen und mehrfach mit Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und

eingeengt. Man erhielt 3.23 g (60% d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.37 - 1.47 (m, 4H), 1.50 - 1.63 (m, 2H), 1.68 - 1.80
(m, 2H), 3.10 (s, 2H), 3.25 (s, 3H), 3.82 (s, 4H), 4.24 (s, 1H).
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Beispiel 9A
8-Methoxy-8-(trifluormethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decan

£ F
w
F j
O O
i
CH3

16.23 g (71.75 mmol) 8~(Trifluormethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-ol (Beispiel 7A) wurden bei
0 °C in 582 ml Tetrahydrofuran geldst, portionsweise mit 5.74 g (143.50 mmol) Natriumhydrid
(60%ig in Paraffindl) versetzt und 1 Stunde bei Raumtemperatur gerithrt. Zur resultierenden
Suspension wurden 50.92 g (358.76 mmol) Iodmethan getropft, und das Reaktionsgemisch wurde
iiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Zur Aufarbeitung goss man auf ca. 1 L Eiswasser und
extrahierte das Produkt mit Dichlormethan. Die organische Phase wurde wiederholt mit Wasser
gewaschen, iber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Nach Trocknung erhielt

man 17.34 g (100% d. Th.) der Titelverbindung als braunliches Ol.

'H-NMR (300MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.50 - 1.75 (m, 6H), 1.85 - 1.98 (m, 2H), 3.30 (s, 3H),
3.84 (s, 4H).

Beispiel 10A
8-Methoxy-8-(methoxymethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decan

3.40 g (16.8 mmol) der Verbindung aus Beispiel 8A wurden in 170 ml Tetrahydrofuran geldst, mit
1.01 g (25.2 mmol) Natriumhydrid (60%ig in Paraffindl) versetzt und 0.5 Stunden bei
Raumtemperatur gerithrt. Anschlieend gab man 3.58 g (25.2 mmol) Iodmethan hinzu und riihrte
das Reaktionsgemisch zwei Stunden bei Raumtemperatur. Anschlieend gab man 3.58 g (25.2
mmol) Iodmethan hinzu und rihrte das Reaktionsgemisch zwei Stunden bei Raumtemperatur. Man
versetzte mit Wasser, extrahierte mehrfach mit Essigsidureethylester, trocknete die vereinigten
organischen Phasen iber Natriumsulfat, filtrierte und engte ein. Man erhielt 3.35 g (92% d. Th.)

der Titelverbindung.

'H-NMR (300MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.37 - 1.77 (m, 8H), 3.11 (s, 3H), 3.25 (s, SH), 3.83 (s,
4H).
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Beispiel 11A
4-Methoxy-4-(trifluormethyl)cyclohexanon
g F
F
O
Q
\
CH,

11.80 g (49.12 mmol) 8-Methoxy-8-(trifluormethyl)-1,4-dioxaspiro[4.5]decan (Beispiecl 9A)
wurden in 236 ml Aceton und 118 ml Wasser geldst, mit 1.50 g (7.86 mmol) 4-
Toluolsulfonsduremonohydrat versetzt und iber Nacht refluxiert. AnschlieBend wurde der Ansatz
auf 1.2 L Wasser gegossen und das Produkt mit Diethylether extrahiert. Die organische Phase
wurde mit Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der
resultierende Riickstand wurde im Vakuum destilliert (Siedepunkt: 106-110 °C bei 40 mbar). Man
erhielt 6.86 g (71% d. Th.) der Titelverbindung als gelbliches OL.

'H-NMR (300MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.90 - 2.07 (m, 2H), 2.26 - 2.43 (m, 4H), 2.48 - 2.65 (m,
2H), 3.52 (s, 3H).

Beispiel 12A
4-Methoxy-4-(methoxymethyljcyclohexanon

H3C\O

o)
H,C”

13.3 g (61.5 mmol) der Verbindung aus Beispiel 10A wurden in 200 ml Aceton und 100 ml
Wasser gelost, mit 1.87 g (9.84 mmol) 4-Toluolsulfonsiuremonohydrat versetzt und zwei Tage bei
Raumtemperatur gertihrt. Anschliefflend wurde das Aceton abdestilliert, der wissrige Riickstand
durch Zugabe von Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und mit 23.2 g Natriumchlorid versetzt.
Man extrahierte mehrfach mit Essigsdureethylester, wusch die vereinigten organischen Phasen mit
gesittigter, wissriger Natriumchlorid-Losung, trocknete iiber Natriumsulfat, filtrierte und engte

ein. Man erhielt 10.3 g (97% d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.61 - 1.76 (m, 2H), 1.97 - 2.12 (m, 4H), 2.34 - 2.46
(m, 2H), 3.22 (s, 3H), 3.28 (s, 3H), 3.36 (s, 2H).
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Beispiel 13A
8-Methoxy-8-methyl-1,3-diazaspiro[4.5]decan-2,4-dion

0
HN/<
NH
H,C
0
O
H,C”

608 g (6.33 mol) Ammoniumecarbonat und 68.2 g (1.39 mmol) Natriumcyanid wurden in 2800 ml
Wasser geldst. Man tropfte 180 g (1.27 mmol) 4-Methoxy-4-methylcyclohexanon (beschrieben in
WO 2010/063378) bei Raumtemperatur hinzu und rithrte iiber Nacht bei 60 °C. Der Feststoff
wurde abgesaugt und getrocknet. Man erhielt 169.6 g (19% d. Th.) der Titelverbindung als 4/1-

trans/cis-Diastercomerenmischung, die ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurde.

Beispiel 14A
8-Methoxy-8-(trifluormethyl)-1,3-diazaspiro[4.5]decan-2,4-dion

F F H O
N~
F
NH
O
\
CH, O

8.80 g (44.86 mmol) 4-Methoxy-4-(trifluormethyl)cyclohexanon (Beispiel 11A), 4.40 g (89.72
mmol) Natriumeyanid und 17.24 g (179.44 mmol) Ammoniumcarbonat wurden in 102 ml Ethanol
und 102 ml Wasser suspendiert. Die resultierende Suspension wurde 20 Stunden bei 60 °C geriihrt.
Das ausgeschiedene Produkt wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Man erhielt 10.05 g (84% d. Th.) der Titelverbindung als weifles Pulver.

'H-NMR (300MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.38 - 2.20 (m, 8H), 3.31 (s, 3H), 7.87 (s, 0.25H), 8.70
(s, 0.75H), 10.64 (s, 1H).
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Beispiel 15A
(51,81)-8-Methoxy-8-(methoxymethyl)-1,3-diazaspiro[4.5]decan-2,4-dion

0O

HN’/<
\(NH
o)

H,C”

O

28.6 g (298 mmol) Ammoniumcarbonat und 3.21 g (65.5 mmol) Natriumcyanid wurden in 130 ml
Wasser gelost. Man tropfte 103 g (59.5 mmol) der Verbindung aus Beispiel 12A bei
Raumtemperatur hinzu und rithrte iiber Nacht bei 60 °C. Der Feststoff wurde abgesaugt, mit wenig

Wasser gewaschen und getrocknet. Man erhielt 8.67 g (60% d. Th.) der Titelverbindung.

IH-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.26 - 1.34 (m, 2H), 1.39 - 1.50 (m, 2H), 1.71 - 1.88
(m, 4H), 3.12 (s, 3H), 3.23 (s, 2H), 3.26 (s, 3H), 8.43 (s, 1H), 10.54 (s, 1H).

Beispiel 16A
8-Methoxy-8-(methoxymethyl)-1,3-diazaspiro[4.5]decan-2,4-dion

0
HN//<NH
MO \
H3C/O

5.74 g (59.7 mmol) Ammoniumcarbonat und 1.46 g (29.8 mmol) Natriumcyanid wurden in 33 ml
Wasser gelost. Man tropfte 2.57 g (14.9 mmol) einer Losung der Verbindung aus Beispiel 12A in
33 ml Ethanol bei Raumtemperatur hinzu und rithrte iber Nacht bei 60 °C. Man engte die
Reaktionsmischung auf ein Viertel des urspriinglichen Volumens ein, extrahierte mehrfach mit
Dichlormethan und Essigsdurcethylester, trocknete die organischen Phasen iiber Natriumsulfat,
filtrierte und engte e¢in. Man erhielt 675 mg (19% d. Th.) der Titelverbindung als

Diastercomerenmischung, die ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurde.
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Beispiel 17A
1-Amino-4-methoxy-4-methylcyclohexancarbonsdurehydrogenchlorid

NH, HCI
OH
H,C

H C’O

3

169.5 g der Verbindung aus Beispiel 13A wurden in 970 ml 30%iger wissriger Kaliumhydroxid-
Losung 20 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiithlen wurde das Reaktionsgemisch
durch Zugabe von 670 ml konzentrierter, wéssriger Hydrogenchlorid-Losung auf einen pH-Wert
von 2 eingestellt, der Niederschlag abgesaugt und das Filtrat eingeengt. Man erhielt 110.7 g ¢ines
Rohproduktes als Diastercomerenmischung, dass noch Salze enthdlt und ohne weitere

Aufreinigung umgesetzt wurde.

Beispiel 18A
1-Amino-4-methoxy-4-(trifluormethyl)cyclohexancarbonsédure

10.00 g (37.56 mmol) 8-Methoxy-8-(trifluormethyl)-1,3-diazaspiro[4.5]decan-2,4-dion (Beispiel
14A) wurden in 125 ml 3 molarer wissriger Natriumhydroxid-Losung suspendiert und 3 Tage
unter Riickflussbedingungen gertihrt. AnschlieBend wurde mit konzentrierter wissriger Salzsdure
ein pH-Wert von 6 eingestellt, das ausgeschiedene Produkt abfiltriert, mit Wasser gewaschen und
im Vakuum getrocknet. Man erhielt 12.20 g (135% d. Th.; Produkt enthélt anorganische Salze) der

Titelverbindung als weifles Pulver.

'H-NMR (400MHz, Methanol-ds): 8 [ppm] = 1.64 - 1.79 (m, 3.6H), 1.89 - 2.08 (m, 2.4H), 2.24 -
2.40 (m, 2H), 3.40 (q, 0.5H), 3.42 (g, 2.5H).
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Beispiel 19A

trans-1-Amino-4-methoxy-4-(methoxymethyl)cyclohexancarbonséurehydrogenchlorid

NH, HCl

v, OH
HBC\O Lr

-

H.C

O"Il

8.67 g (35.8 mmol) der Verbindung aus Beispiel 15A wurden in 52 ml 30%iger wéssriger
Kaliumhydroxid-Losung 36 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde das
Reaktionsgemisch auf e¢in Viertel des urspriinglichen Volumens eingeengt, durch Zugabe von
konzentrierter, wéssriger Hydrogenchlorid-Losung auf einen pH-Wert von 2 ecingestellt und
10 komplett eingeengt. Man erhielt 40.4 g cines Rohproduktes, dass noch Salze enthilt und ohne

weitere Aufreinigung umgesetzt wurde.

'H-NMR (300MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.57 - 1.77 (m, 6H), 1.87 - 2.05 (m, 2H), 3.08 (s, 3H),
3.23 (s, 3H), 3.27 (s, 2H), 8.50 (s, 3H).

15
Beispiel 20A
1-Amino-4-methoxy-4-(methoxymethyl)cyclohexancarbonsidurehydrogenchlorid
NH, HCI
OH
H,C o
5 O
H,C™
20

670 mg der Verbindung aus Beispiel 16A wurden in 4 ml 30%iger wéssriger Kaliumhydroxid-
Losung 18 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde das Reaktionsgemisch auf
ein Viertel des ursprlinglichen Volumens eingeengt, durch Zugabe von konzentrierter, wissriger
Hydrogenchlorid-Ldsung auf einen pH-Wert von 2 eingestellt und eingeengt. Man erhiclt 4.70 g
25 eines Rohproduktes als Diastereomerenmischung, dass noch Salze enthilt und ohne weitere

Aufreinigung umgesetzt wurde.
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Beispiel 21A
Methyl-trans-1-amino-4-methoxy-4-methylcyclohexancarboxylathydrochlorid

NH,  HCI
o, O
H,C fr ~CH,
g O
0O

H,C

Zu 110.5 g der Verbindung aus Beispiel 17A in 2500 ml Methanol unter Stickstoff wurden bei
5°C 172 ml (2.36 mol) Thionylchlorid getropft. Man rithrte 30 Minuten bei 0 °C und 24 Stunden
bei 40 °C. Nach dem Abkithlen saugte man den Feststoff ab, engte das Filtrat ein, rithrte den
Riickstand 10 Minuten in einer Mischung aus 1000 ml Methyl-tert-butylether und 300 ml
Acetonitril und saugte den Feststoff ab. Man erhielt 37.1 g (12% d. Th. ausgehend von 4-Methoxy-
4-methylcyclohexanon aus Beispiel 13A) der Titelverbindung, die ohne weitere Aufreinigung

umgesetzt wurde.

IH-NMR (300MHz, DMSO-ds): 3 [ppm] = 1.08 (s, 3H), 1.60 - 1.79 (m, 6H), 1.94 - 2.11 (m, 2H),
3.07 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 8.68 (s, 3H).

Beispiel 22A
Methyl-1-amino-4-methoxy-4-(trifluormethyljcyclohexancarboxylat

12.20 g (entspricht ca. 37.58 mmol) 1-Amino-4-methoxy-4-(trifluormethyl)cyclohexancarbonsdure
(Beispiel 18A) wurden in 210 ml Methanol suspendiert und bei 0 °C mit 10.4 ml (142.80 mmol)
Thionylchlorid versetzt. Man kochte 2 Stunden unter Rickfluss, kithlte ab, versetzte bei 0 °C
erneut mit 10.4 ml (142.80 mmol) Thionylchlorid und kochte weitere 2 Stunden unter Rickfluss.
Der Ansatz wurde abgekiihlt, nochmals mit 10.4 ml (142.80 mmol) Thionylchlorid versetzt und
refluxierte zur Vervollstindigung der Umsetzung Gber Nacht. Zur Aufarbeitung wurden ca. 100 ml
Methanol abdestilliert und das Konzentrat auf 1 L geséttigte, wissrige Natriumcarbonat-Losung

gegossen. Das Produkt wurde mit Ethylacetat extrahiert, und die organische Phase wurde iiber
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Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Eindampfen erhielt man 7.01 g (73% d. Th)) der

Titelverbindung als gelbliches Ol.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.39 - 2.00 (m, 10H), 3.28 (g, 3H), 3.59 (s, 2.4H), 3.60
(s, 0.6H).

Beispiel 23A
Methyl-trans-1-amino-4-methoxy-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylat

NH,

A\
(@11

Zu 404 g der Verbindung aus Beispiel 19A in 400 ml Methanol wurden bei 0 °C 34.8 ml (478
mmol) Thionylchlorid getropft. Man rithrte 0.5 Stunden bei 0 °C und 24 Stunden bei 40 °C. Nach
dem Abkihlen engte man ein, nahm den Rickstand in Essigsdureethylester auf, wusch mit
gesittigter, wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, extrahierte die wissrige Phase mehrfach
mit Essigsdurecthylester und Dichlormethan, trocknete die vereinigten organischen Phasen iiber
Natriumsulfat, filtrierte und engte ¢in. Man erhielt 7.16 g (87% d. Th. ausgehend von Beispiel
15A) der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.27 - 1.35 (m, 2H), 1.46 - 1.55 (m, 2H), 1.58 - 1.72
(m, 4H), 1.74 - 1.84 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.23 (s, 2H), 3.25 (s, 3H), 3.60 (s, 3H).

Beispiel 24A
Methyl-1-amino-4-methoxy-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylat

NH,

O\
H,C CH,

Zu 4.70 g der Verbindung aus Beispicl 20A in 50 ml Methanol wurden bei 0 °C 4.1 ml (55.60
mmol) Thionylchlorid getropft. Man rithrte 0.5 Stunden bei 0 °C und iiber Nacht bei 40 °C. Nach
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dem Abklhlen engte man ein, nahm den Rickstand in Essigsdureethylester auf, wusch mit
gesdttigter, wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, extrahierte die wéssrige Phase mehrfach
mit Essigsdurcethylester, trocknete die vereinigten organischen Phasen {iber Natriumsulfat,
filtrierte und engte ein. Man erhielt 392 mg (61% d. Th. ausgehend von Beispiel 16A) der

Titelverbindung als Diastercomerenmischung, dic ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurde.

Beispiel 25A
Methyl-trans-1-{[(4"-chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyl]amino} -4-methoxy-4-

methylcyclohexancarboxylat

H.C

8.08 g (31.0 mmol) (4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)essigsdure (EP 2029531 Al und US
2009/298828 Al) wurden in 12.9 ml (428 mmol) Thionylchlorid gelost. Das Reaktionsgemisch
wurde 1 h bei 80 °C gerlihit und anschlieBend eingeengt. Der Riickstand wurde in 70 ml
Acetonitril gelost. 6.00 g (25.2 mmol) der Verbindung aus Beispiel 21A wurden mit
Essigsdurecthylester und geséttigter wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung versetzt. Man
trennte die Phasen, extrahierte die wissrige Phase mehrfach mit Essigsdureethylester, trocknete die
vereinigten organischen Phasen {iber Natriumsulfat, filtrierte und engte ein. Der Riickstand wurde
in 120 ml Acetonitril mit 12.2 g (88.3 mmol) Kaliumcarbonat versetzt. Unter Eiskithlung tropfte
man die Losung des Sdurechlorids hinzu und rithrte zwei Tage bei Raumtemperatur. AnschlieSend
engte man e¢in, nahm den Riickstand in Wasser auf, extrahierte mehrfach mit Dichlormethan,
wusch die vereinigten organischen Phasen mehrfach mit 1N wissriger Hydrogenchlorid-Losung
und gesittigter, wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknete iiber Natriumsulfat,
filtrierte und engte ein. Das Rohprodukt wurde durch Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
Hexan/Essigsiurecthylester-Gradient) gereinigt. Man erhielt 7.87 g (68% d. Th.) der Titelverbin-

dung.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): & [ppm]= 0.98 (s, 3H), 1.34 - 1.46 (m, 2H), 1.54 - 1.64 (m, 2H),
1.74 - 1.87 (m, 4H), 2.28 (s, 3H), 3.04 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.58 (s, 2H), 7.23 (d, 1H), 7.43 (dd,
1H), 7.47 - 7.53 (m, 2H), 7.55 (d, 1H), 7.61 - 7.68 (m, 2H), 8.23 (s, 1H).

LC-MS (Methode 2): R = 1.41 min; MS (ESIpos): m/z = 444 [M+HT".
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Beispiel 26A
Methyl-cis-1-{[(4"-chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyl Jamino} -4-
(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat

5 Cl
5.00 g (19.09 mmol) Methyl-cis-1-amino-4-(trifluormethyljcyclohexancarboxylathydrochlorid (EP
1220841 A2 und WO 2001/23354 A3), 4.83 g (47.73 mmol) Triethylamin und 117 mg (0.955
mmol) N,N-Dimethylaminopyridin wurden bei Raumtemperatur in 40 ml Dichlormethan geldst.
Anschlieend tropfte man eine Losung von 5.33 g (19.09 mmol) (4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-

10 yDacetylchlorid (Beispiel 2A) in 40 ml Dichlormethan zum Ansatz. Das resultierende
Reaktionsgemisch wurde tiber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde mit
Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase mit wissriger, 5%-iger Citronensiure
gewaschen. Nach Trocknung iber Natriumsulfat wurde eingedampft und der Rickstand durch
Chromatographie an Kieseclgel gereinigt (Eluent: Hexan/Ethylacetatgradient). Nach Eindampfen

15  und Trocknen wurden 6.36 g (71% d. Th.) der Titelverbindung erhalten.

'H-NMR (300MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.35 - 1.80 (m, 6H), 2.05 - 2.18 (m, 2H), 2.24 (s, 3H),
2.25 - 2.40 (m, 1H), 3.49 (s, 3H), 3.56 (s, 2H), 7.19 (d, 1H), 7.40 (dd, 1H), 7.42 - 7.52 (m, 3H),
7.56 - 7.65 (m, 2H), 8.34 (s, 1H).

20
LC-MS (Methode 1): R = 1.50 min; MS (ESIpos): m/z = 468 [M+H]".
Beispiel 27A
Methyl-8-{[(5-brom-2-methylphenyl)acetyljamino}-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxylat
25

O

O H.C
HN
e O
Br
0O “CH,
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547 g (25.41 mmol) Methyl-8-amino-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxylat [T. Satoh et al.,
Tetrahedron 63 (2007), 4806 - 48131, 3.86 g (38.12 mmol) Triethylamin und 155 mg (1.27 mmol)
N,N-Dimethylaminopyridin wurden bei Raumtemperatur in 45 ml Dichlormethan gelost.
AnschlieBend tropfte man eine Losung von 629 g (2541 mmol) (5-Brom-2-
methylphenyljacetylchlorid (Beispiel 3A) in 45 ml Dichlormethan zum Ansatz. Das resultierende
Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur gerGhrt. Zur Aufarbeitung wurde mit
Dichlormethan  verdiinnt und die organische Phase mit wissriger, gesittigter
Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknung dber Natriumsulfat wurde
eingedampft und der Riickstand dwrch Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Eluent:
Hexan/Ethylacetatgradient/1% Triethylamin). Nach Eindampfen und Trocknen wurden 3.64 g
(34% d. Th.) der Titelverbindung erhalten, die ohne weitere Charakterisierung in die Folgestufe

eingesetzt wurde.

Beispiel 28A
Methyl-trans-1-{[(4"-chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yljacetylJamino } -4-methoxy-4-

methylcyclohexancarboxylat

20.9 g (75.0 mmol) der Verbindung aus Beispiel 1 A wurden in 31.2 ml (428 mmol) Thionylchlorid
gelost. Das Reaktionsgemisch wurde 1 b bei 80 °C geriihrt und anschlieBend eingeengt. Der
Riickstand wurde in 200 ml Acetonitril gelost. 16.0 g (67.3 mmol) der Verbindung aus Beispiel
21A wurden mit Essigsdureethylester und gesittigter wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung
versetzt. Man trennte die Phasen, extrahierte die wissrige Phase mehrfach mit
Essigsdureethylester, trocknete die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat, filtrierte
und engte ein. Der Riickstand wurde in 250 ml Acetonitril mit 28.5 g (206 mmol) Kaliumcarbonat
versetzt, Unter Eiskithlung tropfte man die Losung des Saurechlorids hinzu und rithrte Giber Nacht
bet Raumtemperatur. AnschlieBend engte man ¢in, nahm den Riickstand in Wasser auf, extrahierte
mehrfach mit Dichlormethan, wusch die vereinigten organischen Phasen mehrfach mit 1IN

wissriger Hydrogenchlorid-Losung und geséttigter, wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung,



WO 2013/017600 PCT/EP2012/064974

10

15

20

25

-44 -

trocknete Uiber Natriumsulfat, filtrierte und engte ein. Zur weiteren Reinigung wurde erneut in
Dichlormethan aufgenommen, mehrfach mit geséttigter, wissriger Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt. Man erhielt 23.6 g (76%

d. Th.) der Titelverbindung, die ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurden.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm]= 0.98 (s, 3H), 1.32 - 1.45 (m, 2H), 1.55 - 1.63 (m, 2H),
1.74 - 1.86 (m, 4H), 2.29 (s, 3H), 3.04 (s, 3H), 3.52 (s, 3H), 3.58 (s, 2H), 7.24 (d, 1H), 7.46 - 7.55
(m, 2H), 7.59 - 7.73 (m, 3H), 8.23 (s, 1H).

LC-MS (Methode 2): R: = 1.46 min; MS (ESIpos): m/z = 462 [M+H]".

Beispiel 29A
Methyl-cis-1-{[(5-brom-2-methylphenyl)acetyljamino } -4-(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat

10.00 g (38.22 mmol) Methyl-cis-1-amino-4-(trifluormethy!)cyclohexancarboxylathydrochlorid
(EP 1220841 A2 und WO 2001/23354 A3), 9.67 g (95.54 mmol) Triethylamin und 233 mg (1.91
mmol) N,N-Dimethylaminopyridin wurden bei Raumtemperatur in 95 ml Dichlormethan geldst.
AnschlieBend tropfte man eine Losung von 946 g (3822 mmol) (5-Brom-2-
methylphenylacetylchlorid (Beispiel 3A) in 95 ml Dichlormethan zum Ansatz. Das resultierende
Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde mit
Dichlormethan  verdlinnt und dic  organische Phase mit wiéssriger, geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlésung und mit wéssriger, 5%-iger Citronensdure gewaschen. Nach
Trockmung tber Natriumsulfat wurde eingedampft und der Riickstand durch Chromatographie an
Kieselgel gereinigt (Eluent: Dichlormethan/Methanolgradient). Nach Eindampfen und Trocknen
wurden 8.84 g (53% d. Th.) der Titelverbindung erhalten, dic ohne weitere Charakterisierung in

die Folgestufe eingesetzt wurde.
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Beispiel 30A
Methyl-cis-1-{[(4"-chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyl Jamino} -4-
(methoxymethyljcyclohexancarboxylat

HN

v, O
n/ \CHB
- o)

H,C

283 g (119 mmol) Methyl-cis-1-amino-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylathydrochlorid
(beschrieben in WO 2007/048545) wurden in 100 ml Wasser gelost, mit 20.0 g (238 mmol)
Natriumhydrogencarbonat versetzt und mehrfach mit Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt.
Man erhielt 9.88 g Methyl-cis-1-amino-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylat. 5.93 g (29.4
mmol) Methyl-cis-1-amino-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylat in 50 ml Acetonitril wurden
mit 7.46 g (54.0 mmol) Kaliumcarbonat versetzt. Unter Eiskithlung tropfte man eine Ldsung aus
6.85 g (24.5 mmol) der Verbindung aus Beispiel 2A in 50 ml Acetonitril hinzu und rihrte einen
Tag bei Raumtemperatur. Anschlieend engte man ein, versetzte den Rickstand mit Wasser,
extrahierte mit Dichlormethan, wusch die vereinigten organischen Phasen mit IN wissriger
Hydrogenchlorid-Losung und gesittigter, wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknete
iiber Magnesiumsulfat, filtrierte und engte ein. Man erhielt 10.5 g der Titelverbindung, die ohne

weitere Aufreinigung umgesetzt wurden.

H-NMR (300MHz, DMSO-ds): 8 [ppm]= 1.05 - 1.25 (m, 2H), 1.44 - 1.65 (m, SH), 2.01 - 2.12 (m,
2H), 2.28 (s, 3H), 3.04 (d, 2H), 3.17 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.58 (s, 2H), 7.23 (d, 1H), 7.43 (dd, 1H),
7.47-7.57 (m, 3H), 7.62 - 7.68 (m, 2H), 8.21 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): R: = 1.43 min; MS (ESIpos): m/z = 444 [M+H]".
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Beispiel 31A
Methyl-cis-1-{[(5-brom-2-methylphenyl)acetyllamino}-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylat

OH3C

HN
foq O
\/Ej | \CH3
O
H,C ol

553 g (232 mmol) Methyl-cis-1-amino-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylathydrochlorid
(beschrieben in WO 2007/048545, Seite 144) wurden in 200 ml Wasser geldst, mit 39.0 g (465

Br

mmol) Natriumhydrogencarbonat versetzt und mehrfach mit Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt.
Man erhielt 17.2 g Methyl-cis-1-amino-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylat. 1.90 g (8.30
mmol) (5-Brom-2-methylphenyl)essigsidure (beschrieben in EP 1791816 und WO 2006/29799)
wurden in 3.5 ml (47.3 mmol) Thionylchlorid geldst. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bei 80 °C
gerithrt und anschlieend eingeengt. Man 16ste den Rickstand in 15 ml Acetonitril. 2.00 g (9.94
mmol) Methyl-cis-1-amino-4-(methoxymethyl)cyclohexancarboxylat in 20 ml Acetonitril wurden
mit 2.52 g (18.2 mmol) Kaliumcarbonat versetzt. Unter Eiskiihlung tropfte man die Losung des
Séurechlorids hinzu und rithrte 24 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend engte man ein, versetzte
den Riickstand mit Wasser, extrahierte mit Dichlormethan, wusch die vereinigten organischen
Phasen mit IN  wissriger  Hydrogenchlorid-Losung und  gesittigter,  wéssriger
Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknete tiber Magnesiumsulfat, filtrierte und engte ein. Man

erhielt 3.11 g (91% d. Th.) der Titelverbindung, die ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurden.

'H-NMR (300MHz, DMSO-dg): 8 [ppm]= 1.07 - 1.29 (m, 2H), 1.47 - 1.66 (m, 5H), 2.01 - 2.12 (m,
2H), 2.20 (s, 3H), 3.13 (d, 2H), 3.22 (s, 3H), 3.51 (s, 2H), 3.54 (s, 3H), 7.10 (d, 1H), 7.30 (dd, 1H),
741 (d, 1H), 8.22 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): Re= 1.25 min; MS (ESIpos): m/z = 412 [M+H]".
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Beispiel 32A
Methyl-1-{[(4'-chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetylJamino} -4-methoxy-4-

(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat

Cl

3.94 g (15.44 mmol) Methyl-1-amino-4-methoxy-4-(trifluormethyljcyclohexancarboxylat (Beispiel
22A) und 1.56 g (15.44 mmol) Triethylamin wurden in 56 ml Dichlormethan gelost. Zu dieser
Losung tropfte man 3.92 g (14.03 mmol) (4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-ylacetylchlorid (Beispiel
2A), gelost in 56 ml Dichlormethan, und rithrte das Reaktionsgemisch tiber Nacht bei
Raumtemperatur. Zur Aufarbeitung wurde mit Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase
mit wissriger, gesédttigter Natriumhydrogencarbonatlosung und mit  wdéssriger, 1%iger
Citronensdure gewaschen. Nach Trocknung {iber Natriumsulfat wurde cingedampft und getrocknet.

Man erhielt 6.81 g (97% d. Th.) der Titelverbindung als weilles Pulver.
LC-MS (Methode 1): Ri= 1.51 min; MS (ESIpos): m/z = 498 [M+HT".
Beispiel 33A

Methyl-1-{[(4'-chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yacetyl]lamino} -4-methoxy-4-

(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat
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2050 g (8032 mmol) Methyl-1-amino-4-methoxy-4-(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat
(Beispiel 22A) und 8.13 g (80.32 mmol) Triethylamin wurden in 280 ml Dichlormethan geldst. Zu
dieser Losung tropfte man 21.70 g (73.02 mmol) (4-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-
yDacetylchlorid (Beispiel 4A), gelost in 280 ml Dichlormethan, und rihrte das Reaktionsgemisch
iiber Nacht bei Raumtemperatur. Zur Aufarbeitung wurde mit Dichlormethan verdiinnt und die
organische Phase mit wiéssriger, geséttigter Natriumhydrogencarbonatlosung und mit wissriger,
1%iger Citronensdure gewaschen. Nach Trocknung {iber Natriumsulfat wurde eingedampft und

getrocknet. Man erhielt 37.05 g (98% d. Th.) der Titelverbindung als beiges Pulver.

LC-MS (Methode 1): R = 1.51 min; MS (ESIpos): m/z = 516 [M+H]".

Beispiel 34A
Methyl-trans-1-{[(4"-chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyl]amino } -4-methoxy-4-
(methoxymethyljcyclohexancarboxylat

4.48 g (16.1 mmol) der Verbindung aus Beispiel 1A wurden in 5.6 ml (76.4 mmol) Thionylchlorid
gelost. Das Reaktionsgemisch wurde 1 b bei 80 °C gerilut und anschliefend eingeengt. Der
Riickstand wurde in 20 ml Acetonitril gelost. 3.10 g (13.4 mmol) der Verbindung aus Beispiel 23A
in 30 ml Acetonitril wurden mit 6.48 g (46.9 mmol) Kaliumcarbonat versetzt. Unter Eiskiihlung
tropfte man die Losung des Saurechlorids hinzu und rlhrte iber Nacht bei Raumtemperatur.
AnschlieBend gab man auf Eiswasser, extrahierte mehrfach mit Dichlormethan, wusch die
vereinigten organischen Phasen mehrfach mit IN wissriger Hydrogenchlorid-Lésung und
gesittigter, wassriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknete iber Natriumsulfat, filtrierte
und engte ein. Man erhielt 6.59 g (96% d. Th.) der Titelverbindung, die ohne weitere Aufreinigung

umgesetzt wurden.

'H-NMR (300MHz, DMSO-dg): 8 [ppm]= 1.32 - 1.49 (m, 2H), 1.54 - 1.66 (m, 2H), 1.70 - 1.91 (m,
4H), 2.29 (s, 3H), 3.09 (s, 3H), 3.14 (s, 2H), 3.20 (s, 3H), 3.52 (s, 3H), 3.57 (s, 2H), 7.24 (d, 1H),
7.46 - 7.56 (m, 2H), 7.58 - 7.74 (m, 3H), 8.27 (s, 1H).

LC-MS (Methode 2): Ry = 1.38 min; MS (ESIpos): m/z = 492 [M+H]".



WO 2013/017600 PCT/EP2012/064974

- 49 -

Beispiel 35A
Methyl-1-{[(4'-chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyllamino} -4-methoxy-4-
(methoxymethyljcyclohexancarboxylat

HCs

HSC/O
5 574 mg (2.20 mmol) (4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)essigsdure (EP 2029531 Al und US
2009/298828 Al) wurden in 0.9 ml (12.5 mmol) Thionylchlorid gelost. Das Reaktionsgemisch
wurde | h bei 80 °C gerithrt und anschlieBend eingeengt. Der Riickstand wurde in 5 ml Acetonitril
geldst. 390 mg (1.69 mmol) der Verbindung aus Beispiel 24A in 10 ml Acetonitril wurden mit 816
mg (5.90 mmol) Kaliumcarbonat versetzt. Unter Eiskithlung tropfte man die Losung des
10 Saurechlorids hinzu und rGhrte Gber Nacht bei Raumtemperatur. Anschliefend engte man ein,
nahm in FEiswasser auf, extrahierte mehrfach mit Dichlormethan, wusch die vercinigten
organischen Phasen mehrfach mit IN wissriger Hydrogenchlorid-Losung und geséttigter,
wissriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknete iiber Natriumsulfat, filtrierte und engte ein.
Man erhielt 570 mg der Titelverbindung als Diastereomerenmischung, die ohne weitere

15  Aufreinigung umgesetzt wurden.
LC-MS (Methode 2): R = 1.36 min; MS (ESIpos): m/z = 474 [M+H]".

Beispiel 36A
20 Methyl-1-{[(5-brom-2-methylphenyl)acetylJamino} -4-methoxy-4-

(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat

O H,G
HN
F

F
O

F O\CH Br

0O
H,C” ’

25 3.00 g (11.75 mmol) Methyl-1-amino-4-methoxy-4-(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat (Beispiel
22A) und 1.19 g (11.75 mmol) Triethylamin wurden in 40 m! Dichlormethan gelost. Zu dieser
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Lésung tropfte man 2.65 g (10.69 mmol) (5-Brom-2-methylphenyl)acetylchlorid (Beispiel 3A),
gelost in 40 ml Dichlormethan, und rithrte das Reaktionsgemisch tiber Nacht bei Raumtemperatur.
Zur Aufarbeitung wurde mit Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase mit wissriger,
gesittigter Natriumhydrogencarbonatldsung und mit wissriger, 1%iger Citronensdure gewaschen.
Nach Trocknung iber Natriumsulfat wurde eingedampft und getrocknet. Man erhielt 4.79 g (87%
d. Th.) der Titelverbindung als beiges Pulver.

LC-MS (Methode 1): Ry = 1.33 min; MS (ESIpos): m/z = 468 [M+H]".

Beispiel 37A
(5s,88)-3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4-hydroxy-8-(trifluormethyl)-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H.C

3

HN

/

eayy

OH Br

Zo 880 g (20.17 mmol) Methyl-cis-1-{[(5-brom-2-methylphenyl)acetyl}amino}-4-
(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat (Beispiel 29A) in 100 ml N,N-Dimethylformamid wurden
4.53 g (40.34 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rlhrte die Reaktionsmischung 60 Minuten
bei 80 °C. Zur Aufarbeitung wurde das erkaltete Reaktionsgemisch auf 800 ml Eiswasser gegossen
und mit wissriger Salzsfure angesduert. Das Robprodukt wurde abfiltriert und durch
Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Eluent: Hexan/Ethylacetatgradient). Nach Trocknen
erhielt man 5.23 g (64% d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.40 - 1.50 (m, 2H), 1.58 - 1.72 (m, 2H), 1.77 - 1.86 (m,
2H), 1.86 - 1.96 (m, 2H), 2.07 (s, 3H), 2.12 - 2.28 (m, 1H), 7.14 (d, 1H), 7.19 (d, 1H), 7.33 (dd,

1H), 8.33 (s, 1H), 11.01 (s, 1H).

LC-MS (Methode 3): R, = 1.18 min; MS (ESIpos): m/z = 406 [M+H]".
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Beispiel 38A
11-(5-Brom-2-methylphenyl)-12-hydroxy-1,4-dioxa-9-azadispiro[4.2.4.2Jtetradec-11-en-10-on

O H,C

HN

/

O OH Br
S

Zu 3.64 g (8.54 mmol) Methyl-8-{[(5-brom-2-methylphenyl)acetyl]lamino}-1,4-
dioxaspiro[4.5]decan-8-carboxylat (Beispiel 27A) in 43 ml N,N-Dimethylformamid wurden 1.92 g
(17.08 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man riihrte die Reaktionsmischung 30 Minuten bei 80
°C. Zur Aufarbeitung wurde das erkaltete Reaktionsgemisch auf 500 ml Eiswasser gegossen und
mit wissriger Salzsdure auf pH = 4 angeséduert. Das Rohprodukt wurde abfiltriert. Nach Trocknen
erhielt man 2.49 g (74% d. Th.) der Titelverbindung, die ohne weitere Charakterisierung in die

Folgestufe eingesetzt wurde.

Beispiel 39A
3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4-hydroxy-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2,8-dion

0 H,C

HN

/

OH Br

Zu 249 g (632 mmol) 11-(5-Brom-2-methylphenyl)-12-hydroxy-1,4-dioxa-9-azadispiro
[4.2.4.2]tetradec-11-en-10-on (Beispiel 38A) in 26 ml Aceton und 13 ml Wasser wurden 192 mg
(1.01 mmol) 4-Toluolsulfonsduremonohydrat gegeben. Man rithrte die Reaktionsmischung iiber
Nacht bei 80 °C. Zur Aufarbeitung wurde das erkaltete Reaktionsgemisch mit Wasser verdlnnt
und Aceton am Rotationsverdampfer abgezogen. Das ausgeschiedene Rohprodukt wurde mit
Ethylacetat  extrahiert. Die organische Phase wurde mit geséttigter, wéissriger
Natriumchloridlosung gewaschen, iber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft.

Nach Trocknen erhielt man 1.97 g (89% d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.68 - 1.78 (m, 2H), 2.09 (s, 3H), 2.21 - 2.34 (m, 4H),
2.64 -2.78 (m, 2H), 7.15 (d, 1H), 7.23 (d, 1H), 7.35 (dd, 1H), 8.53 (s, 1H), 11.12 (s, 1H).

LC-MS (Methode 3): R; = 0.87 min; MS (ESIpos): m/z =352 [M+H]".
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Beispiel 40A
(51,81)-3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4,8-dihydroxy-8-(trifluormethyl)- 1 -azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,C

OH Br

Zu 400 mg (1.14 mmol) 3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4-hydroxy-1-azaspiro[{4.5]dec-3-en-2,8-dion
(Beispiel 39A) in 8.3 ml N,N-Dimethylformamid wurden 521 mg (1.60 mmol) Césiumcarbonat
und 975 mg (6.85 mmol) (Trifluormethyl)trimethylsilan gegeben. Man rlhrte die
Reaktionsmischung drei Stunden bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde mit Wasser verdiinnt,
mit wissriger Zitronensdure auf pH = 4.5 angesiuert und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase wurde mit Wasser gewaschen, {iber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand wurde in 5 ml Tetrahydrofuran geldst, mit 1 ml 4N wissriger Salzsdure versetzt,
¢ine Stunde bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieBend mit Wasser verdiinnt. Das Rohprodukt
wurde mit Ethylacetat extrahiert, und die organische Phase wurde tiber Natriumsulfat getrocknet.
Der Riickstand wurde nach Eindampfen im Vakuum durch Chromatographie an Kieselgel gereinigt
(Eluent: Hexan/Ethylacetatgradient). Nach Eindampfen und Trocknen erhielt man 367 mg (76% d.
Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, Methanol-ds): 8 [ppm] = 1.39 - 1.50 (m, 2H), 1.84 - 1.98 (m, 4H), 2.15 (s, 3H),
2.30 - 2.43 (m, 2H), 7.15 (d, 1H), 7.27 (d, 1H), 7.34 (dd, 1H).

LC-MS (Methode 1): Ry = 0.96 min; MS (ESIpos): m/z = 420 [M+H]".

Beispiel 41A
(58,8s)-3~(5-Brom-2-methylphenyl)-4-hydroxy-8-(methoxymethyl)-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H.C

3

HN

/

""I

O
HBC/ OH Br
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Zu 3.11 g (7.54 mmol) der Verbindung aus Beispiel 31A in 11 ml N,N-Dimethylformamid wurden
1.69 g (15.1 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 15 Minuten bei
80 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen engte man ein, nahm den Riickstand in Wasser auf, tropfte 1N
wissrige Hydrogenchlorid-Lésung hinzu und rithrte 0.5 h. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und getrocknet. Es wurden 2.83 g (96% d. Th.) der Titelverbindung erhalten.

'H-NMR (300MHz, DMSO-de): 8 [ppm]= 1.22 - 1.44 (m, 4H), 1.46 - 1.63 (m, 1H), 1.65 - 1.75 (m,
2H), 1.80 - 1.85 (m, 2H), 2.11 (s, 3H), 3.15 (d, 2H), 3.23 (s, 3H), 7.17 (d, 1H), 7.22 (d, 1H), 7.36
(dd, 1H), 8.16 (s, 1H), 10.89 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): R = 1.05 min; MS (ESIpos): m/z = 380 [M+H]".

Beispiel 42A
3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(trifluormethyl)-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,C
. HN
F /
OH Br
O
-
H.C

Zu 470 g (10.08 mmol) Methyl-1-{[(5-brom-2-methylphenyl)acetyl]lamino}-4-methoxy-4-
(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat (Beispiel 36A) in 50 ml N,N-Dimethylformamid wurden
2.26 g (20.16 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rlihrte die Reaktionsmischung 60 Minuten
bei 80 °C. Zur Aufarbeitung wurde das erkaltete Reaktionsgemisch auf 800 ml Eiswasser gegossen

und mit wéssriger Salzséure angesduert. Das Rohprodukt wurde abfiltriert und getrocknet. Man

erhielt 3.68 g (84% d. Th.) der Titelverbindung als beiges Pulver.

'H-NMR (400MHz, Methanol-ds): & [ppm] = 1.39 - 2.45 (m, 11H), 3.42 - 3.46 (m, 3H), 7.12 - 7.18
(m, 1H), 7.25 - 7.29 (m, 1H), 7.32 - 7.38 (m, 1H).
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Vergleichsbeispiele:

fiir Ausfithrungsbeispiel 1-1
V.1-a ( = Verbindung aus Tabelle 1, Zeile 20, S. 40 der WO10/063378)
(51,81)-3-(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-methyl- 1 -azaspiro[4.5]dec-3-

en-2-on

Cl
Zu 7.83 g (17.6 mmol) der Verbindung aus Beispiel 25A in 75 ml N,N-Dimethylformamid wurden
unter Stickstoff 2.18 g (194 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rihrte die
Reaktionsmischung 15 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend engte man ein, nahm den
Riickstand in Eiswasser auf, sfuerte mit 1N wissriger Hydrogenchlorid-Losung an, rithrte 30
Minuten, saugte ab, wusch mit Wasser und trocknete den Niederschlag. Zur weiteren Reinigung
wurde das Produkt in IN wissriger Natriumhydroxidlosung gelost, filtriert, durch Anséuern des
Filtrats mit wissriger 1 N Salzsdure ausgefillt, mit Wasser gewaschen, abfiltriert und getrocknet.

Man erhielt 4.78 g (65% d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, DMSO-de): & [ppm]= 1.09 (s, 3H), 1.12 - 1.20 (m, 2H), 1.60 - 1.71 (m, 2H),
1.71 - 1.80 (m, 2H), 2.04 - 2.14 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 3.10 (s, 3H), 7.30 (d, 1H), 7.34 (d, 1H), 7.46
-7.52 (m, 3H), 7.62 - 7.68 (m, 2H), 8.15 (s, 1H), 10.79 (s, 1H).

LC-MS (Methode 2): Ry = 1.23 min; MS (ESIpos): m/z = 412 [M+H]".

V.1-b
(5s,88)-3-(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-(trifluormethyl)-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-

2-on

0 H,C

‘DY
"”I/
OH
F &
F

Cl
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Zu 636 g (13.59 mmol) Methyl-cis-1-{[(4-chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyl]amino}-4-
(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat (Beispiel 26A) in 68 ml N,N-Dimethylformamid wurden
3.05 g (27.18 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rithrte die Reaktionsmischung 60 Minuten
bei 80 °C. Zur Aufarbeitung wurde das erkaltete Reaktionsgemisch auf 800 ml Eiswasser gegossen
und mit wéssriger Salzsdure angesiuert. Das Rohprodukt wurde abfiltriert, getrocknet und durch
Chromatographie an Kieselgel (Hexan/Ethylacetatgradient) gereinigt. Nach Eindampfen erhielt
man 4.1 g (69% d. Th.) der Titelverbindung.

"H-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.40 - 1.55 (m, 2H), 1.58 - 1.77 (m, 2H), 1.78 - 2.02 (m,
4H), 2.15 (s, 3H), 2.17 - 2.30 (m, 1H), 7.27 (d, 1H), 7.32 (d, 1H), 7.42 - 7.51 (m, 3H), 7.58 - 7.66
(m, 2H), 8.29 (s, 1H), 10.90 (s, IH).

LC-MS (Methode 1): R, = 1.32 min; MS (ESIpos): m/z = 436 [M+H]".

V.1-¢
(51,81)-3-(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl1)-4,8-dihydroxy-8-(trifluormethyl)-1-azaspiro[4.5]dec-3-

en-2-on

O H,C

ey,
. W,
ET D

Cl

Qi
xI

Zu 125 mg (0.30 mmol) (51,81)-3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4,8-dihydroxy-8-(trifluormethyl)-1-
azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on (Beispiel 40A) in 13 ml entgastem 1,2-Dimethoxyethan wurden unter
Argon 24 mg (0.030 mmol) Dichlor[l,1-bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium-
Dichlormethan-Komplex gegeben. Man rithrte 5 Minuten bei Raumtemperatur und setzte
anschlieBend 70 mg (0.45 mmol) (4-Chlorphenyl)boronséure und eine Losung von 339 mg (1.04
mmol) Cisiumcarbonat in 815 pl entgastem Wasser hinzu. Die Reaktionsmischung wurde 10
Minuten bei 150 °C im geschlossenen Gefall unter Mikrowellenbestrahlung erhitzt. Nach dem
Abktihlen gab man 100 pl konzentrierte, wissrige Hydrogenchlorid-Lésung zum Ansatz und
dampfte im Vakuum ein. Der Riickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen, mit wissriger,
5%-iger Zitronensdure (pH = 4.0 - 4.5) und Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber

Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Man reinigte das Rohprodukt durch Chromatographie
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an Kieselgel (Eluent: Hexan/Ethylacetatgradient) sowie durch HPLC-Chromatographie (C18-
Phase, Eluent: Wasser/Acetonitrilgradient/0.1% Ameisenséure) und erhielt 17.4 mg (13% d. Th.)

der Titelverbindung.

'H-NMR (400MHz, Methanol-d): & [ppm] = 1.41 - 1.53 (m, 2H), 1.85 - 2.01 (m, 4H), 2.24 (s, 3H),
2.33 - 2.46 (m, 2H), 7.32 (d, 1H), 7.35 - 7.42 (m, 3H), 7.46 (dd, 1H), 7.58 (“d”, 2H).

LC-MS (Methode 1): R = 1.19 min; MS (ESIpos): m/z = 452 [M+H]".

fiir Ausfithrungsbeispiel 1-2
V.2-a ( = Verbindung aus Tabelle 2, Zeile 10, S. 45 der WO10/063378)
(51,81)-3-(4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-methyl-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

\
Quin

Zu 235 g (50.4 mmol) der Verbindung aus Beispiel 28A in 250 ml N,N-Dimethylformamid
wurden unter Stickstoff 6.22 g (55.4 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rithrte die
Reaktionsmischung 15 Minuten bei Raumtemperatur. Anschlieend engte man ein, nahm den
Rickstand in Wasser auf, sduerte mit IN wissriger Hydrogenchlorid-Losung an, rithrte 30
Minuten, saugte ab, wusch mit Wasser und trocknete den Niederschlag, Man erhiclt 21.4 g (ca.

90% Reinheit, 89% d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (300MHz, DMSO-de): 8 [ppm]= 1.08 (s, 3H), 1.10 - 1.22 (m, 2H), 1.56 - 1.81 (m, 4H),
1.99 - 2.14 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 3.10 (s, 3H), 7.29 (d, 1H), 7.40 (d, 1H), 7.46 - 7.56 (m, 2H), 7.60
-7.72 (m, 2H), 8.05 (s, 1H), 10.86 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): R = 1.25 min; MS (ESIpos): m/z = 430 [M+H]".
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<

.2-b
(5s,8s)-3-(4'-Chlor-3"-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-(trifluormethyl)-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,C

HN
",
OH
F O
F

Cl
Zu 5.00 g (12.4 mmol) der Verbindung aus Beispiel 37A in 500 ml entgastem 1,2-Dimethoxyethan
wurden unter Argon 1.01 g (1.24 mmol) Dichlor[1,1"-bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium-
Dichlormethan-Komplex gegeben. Man rithrte 5 Minuten bei Raumtemperatur und setzte
anschliefend 3.24 g (18.5 mmol) (4-Chlor-3-fluorphenyl}boronsdure und eine Losung von 14.1 g
(43.3 mmol) Césiumcarbonat in 30 ml entgastem Wasser hinzu. Die Reaktionsmischung wurde 2 h
unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen gab man 10 ml konzentrierte, wissrige
Hydrogenchlorid-Losung hinzu, trennte die wéssrige Phase ab, versctzte mit Magnesiumsulfat,
filtrierte {iber Kieselgel ab, wusch mit Essigsdurecthylester nach und engte ein. Nach der
Reinigung des  Robproduktes durch  Chromatographic an  Kieselgel (Laufmittel:
Hexan/Essigsdurcethylester-Gradient) und durch Kristallisation aus Essigsédurcethylester erhiclt

man 2.48 g (44% d. Th.) der Titelverbindung.

'H-NMR (300MHz, DMSO-ds): 8 [ppm]= 1.45 - 1.57 (m, 2H), 1.62 - 1.79 (m, 2H), 1.81 - 2.05 (m,
4H), 2.19 (s, 3H), 2.20 - 2.33 (m, 1H), 7.32 (d, 1H), 7.41 (d, 1H), 7.49 - 7.58 (m, 2H), 7.64 (1, 1H),
7.70 (dd, 1H), 8.33 (s, 1H), 10.95 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): R = 1.34 min; MS (ESIpos): m/z = 454 [M+H]".
V.2-¢
(51,81)-3-(4-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4,8-dihydroxy-8-(trifluormethyl)-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,G

N””/ O
OH O i

Cl
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Zu 125 mg (0.30 mmol) (51,81)-3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4,8-dihydroxy-8-(trifluormethyl)-1-
azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on (Beispiel 40A) in 13 ml entgastem 1,2-Dimethoxyethan wurden unter
Argon 24 mg (0.030 mmol) Dichlor[l,1-bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium-
Dichlormethan-Komplex gegeben. Man rihrte 5 Minuten bei Raumtemperatur und setzte
anschliefend 78 mg (0.45 mmol) (4-Chlor-3-fluorphenyl)boronséure und ¢ine Lésung von 340 mg
(1.04 mmol) Césiumcarbonat in 815 pl entgastem Wasser hinzu. Die Reaktionsmischung wurde 10
Minuten bei 150 °C im geschlossenen Gefdll unter Mikrowellenbestrahlung erhitzt. Nach dem
Abkiihlen gab man 100 pl konzentrierte, wissrige Hydrogenchlorid-Losung zum Ansatz und
dampfte im Vakoum e¢in. Der Rickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen, mit wissriger,
5%-iger Zitronensdure (pH = 4.0 - 4.5) und Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde tiber
Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Man reinigte das Rohprodukt durch Chromatographie
an Kieselgel (Eluent: Hexan/Ethylacetatgradient) und erhielt 68 mg (49% d. Th.) der Titelverbin-
dung.

'H-NMR (300MHz, Methanol-ds): & [ppm] = 1.41 - 1.56 (m, 2H), 1.85 - 1.99 (m, 4H), 2.25 (s, 3H),
2.32-2.48 (m, 2H), 7.10 - 7.25 (m, 1H), 7.34 (d, 1H), 7.40 (dd, 1H), 7.43 - 7.56 (m, 3H).

LC-MS (Methode 1): R = 1.19 min; MS (ESIpos): m/z = 470 [M+H]".

fiir Ausfithrungsbeispiel 1-3
V.3-a (=V.1-a) = Verbindung aus Tabelle 1, Zeile 20, S. 40 der WO10/063378

V.3-b
(5s,8s)-3-(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-(methoxymethyl)-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-

2-0on

O H,C

H O
l,,”/
3

Cl

Zu 10.4 g (23.4 mmol) der Verbindung aus Beispiel 30A in 35 ml N,N-Dimethylformamid wurden
5.26 g (46.9 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 15 Minuten bei
80 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen engte man ein, nahm den Riickstand in Wasser auf und tropfte
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in 2N wissrige Hydrogenchlorid-Lésung. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser

gewaschen und getrocknet. Man erhielt 9.3 g der Titelverbindung.

'H-NMR (300MHz, DMSO-de): 8 [ppm]= 1.21 - 1.47 (m, 4H), 1.48 - 1.64 (m, 1H), 1.65 - 1.78 (m,
2H), 1.81 - 1.97 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 3.16 (d, 2H), 3.24 (s, 3H), 7.30 (d, 1H), 7.34 (d, 1H), 7.4 -
7.53 (m, 3H), 7.61 - 7.68 (m, 2H), 8.13 (s, LH), 10.77 (s, 1H).

LC-MS (Methode 3): R = 1.25 min; MS (ESIpos): m/z = 412 [M+HT".
Die Substanz wurde als Isomerengemisch als Beispiel I-1-a-5 der WO 07/048545 offenbart.

fiir Ausfithrungsbeispiel 1-4

V.4-a ( =V.2-a) = Verbindung aus Tabelle 2, Zeile 10, S. 45 der WO10/063378)

V.4-b
(5s,88)-3-(4'-Chlor-3"-fluor-4-methylbiphenyl-3-y1}-4-hydroxy-8-(methoxymethyl)-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,C

HNN
1,'”/
H,C OH
F

Cli

Zu 2.00 g (5.26 mmol) der Verbindung aus Beispiel 41A und 215 mg (0.26 mmol) Dichlor{1,1'-
bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium-Dichlormethan-Komplex in 213 ml entgastem 1,2-
Dimethoxyethan wurden unter Argon 1.10 g (6.31 mmol) (4-Chlor-3-fluorphenyl)boronsédure und
eine Losung von 6.00 g (18.4 mmol) Césiumcarbonat in 13 ml entgastem Wasser gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde 2 h unter Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen gab man 2.5 ml
konzentrierte, wissrige Hydrogenchlorid-Losung und Natriumsulfat hinzu, filtrierte {iber Kieselgel
und Natriumsulfat ab, wusch mit Essigsdureethylester nach und engte ein. Man reinigte das
Rohprodukt durch Chromatographie an Kieselgel (Eluent: Hexan/Essigsdureethylester-Gradient).
AnschlieBend wurde mit wiéssriger Natriumhydrogencarbonat-Losung verrihrt, mit konzentrierter,
wiagsriger Hydrogenchlorid-Losung sauer gestellt, abgesaugt, mit Wasser gewaschen und

getrocknet. Man erhielt 1.50 g (65% d. Th.) der Titelverbindung.
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'H-NMR (300MHz, DMSO-de): 8 [ppm]= 1.21 - 1.47 (m, 4H), 1.48 - 1.64 (m, 1H), 1.65 - 1.78 (m,
2H), 1.81 - 1.97 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 3.16 (d, 2H), 3.24 (s, 3H), 7.31 (d, 1H), 7.40 (d, 1H), 7.48 -
7.57 (m, 2H), 7.60 - 7.74 (m, 2H), 8.13 (s, LH), 10.79 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): Ry = 1.26 min; MS (ESIpos): m/z = 430 [M+H]".

Tabelle V zeigen die Vergleichsbeispiele, welche die Anmelderin als den néchstliegenden Stand

der Technik ansieht in der Ubersicht.

Tab. V
Bsp. Struktur/Name offenbart in
O H,C
HN
Y CO'"’"/ Tabelle 1, Zeile 20, S. 40 der
~ 3
V.l-a ! OH WO10/063378
O
@
V.1-b
V.l-c
Tabelle 2, Zeile 10, S. 45 der
V.2-a W010/063378
cl
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Bsp. Struktur/Name offenbart in
V.2-b
V.2-¢

Tabelle 1, Zeile 20, S. 40 der
V.3-a W010/063378
V.3-b

Tabelle 2, Zeile 10, S. 45 der
V.d-a WO010/063378
V.4-b

Cl
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Ausfithrungsbeispiele:
Beispiel 1-1
(51,81)-3-(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl}-4-hydroxy-8-methoxy-8-(trifluormethyl)-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,C

- HN
F it
R,
3

Cl

\
Qi

Zu 6.80 g (13.66 mmol) Methyl-1-{[(4-chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyllamino}-4-methoxy-4-
(trifluormethyl)cyclohexancarboxylat (Beispiel 32A) in 68 ml N,N-Dimethylformamid wurden
3.07 g (27.31 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rithrte die Reaktionsmischung 60 Minuten
bei 80 °C. Zur Aufarbeitung wurde das erkaltete Reaktionsgemisch auf 1500 ml Eiswasser
gegossen und mit wissriger Salzsdure angesduert. Das Rohprodukt wurde abfiltriert, getrocknet
und durch Chromatographie (Sdule: Chiralpak IA Spm, 250x30mm; Hexan/Ethanol-Gradient in
Gegenwart von 0.1% Ameisensiure) vorgereinigt. Man erhielt nach Eindampfen und

Kristallisation aus Dicthylether 3.57 g (56% d. Th.) der Titelverbindung.
"H-NMR (300MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.25 - 1.41 (m, 2H), 1.83 - 1.99 (m, 4H), 2.00 - 2.14 (m,
2H), 2.15 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 7.28 (d, 1H), 7.32 (4, 1H), 7.42 - 7.51 (m, 3H), 7.58 - 7.67 (m, 2H),

8.41 (s, 1H), 10.98 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): Ry = 1.31 min; MS (ESIpos): m/z = 466 [M+H]".
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Beispiel 1-2
(51,81)-3-(4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(trifluormethyl)-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

\
O

Zu 300.00 mg (0.69 mmol) 3-(5-Brom-2-methylphenyl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(trifluormethyl)-
1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on (Beispicl 42A) in 28 ml entgastem 1,2-Dimethoxyethan wurden unter
Argon 67.70 mg (0.083 mmol) Dichlor[l,1-bis(diphenylphosphino)ferrocen]palladium-
Dichlormethan-Komplex gegeben. Man rithrte 5 Minuten bei Raumtemperatur und setzte
anschliefend 216.83 mg (1.24 mmol) (4-Chlor-3-fluorphenyl)boronsdure und eine Losung von
945.40 mg (2.90 mmol) Césiumcarbonat in 1 ml entgastem Wasser hinzu. Die Reaktionsmischung
wurde 40 min in der Mikrowelle auf 150 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen gab man 0.4 ml
konzentrierte, wissrige Hydrogenchlorid-Losung hinzu, filtrierte, wusch den Niederschlag mit
Dichlormethan sowie mit Methanol und dampfte die vereinigten organischen Phasen im Vakuum
e¢in. Das Rohprodukt wurde durch Chromatographic an Kieselgel (Laufmittel:
Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) vorgereinigt. Die Endreinigung geschah durch RP-
Chromatographie (Laufmittel: Wasser/Ameisensaure/Acetonitril-Gradient). Man erhielt 43 mg

(13% d. Th.) der Titelverbindung.

IH-NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 [ppm]= 1.27 - 1.39 (m, 2H), 1.85 - 1.99 (m, 4H), 2.00 - 2.13 (m,
2H), 2.16 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 7.29 (d, 1H), 7.38 (d, 1H), 7.45 - 7.54 (m, 2H), 7.57 - 7.70 (m, 2H),
8.36 (s, 1H), 10.97 (s, 1H).

LC-MS (Methode 1): Ri= 1.34 min; MS (ESIpos): m/z = 484 [M+H]".

Alternativ konnte die Ziclstruktur wie folgt hergestellt werden:

Zu 35.00 g (67.84 mmol) Methyl-1-{[(4"-chlor-3"-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl)acetyl}Jamino}-4-
methoxy-4-(trifluvormethyl)cyclohexancarboxylat  (Beispiel 33A) i 350 ml N,N-
Dimethylformamid wurden 15.22 g (135.68 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man riihrte die

Reaktionsmischung 30 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Aufarbeitung wurde das erkaltete
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Reaktionsgemisch auf 8000 ml Eiswasser gegossen und mit wéssriger Salzsdure angesiuert. Das
Rohprodukt  wurde  abfiltriert, getrocknet und durch  Kieselgel-Clromatographie
(Dichlormethan/Ethylacetat-Gradient) vorgereinigt. Der erhaltene Feststoff wurde aus Diethylether
kristallisiert. Man erhielt 9.33 g (28% d. Th.) der Titelverbindung.

Beispiel 1-3
(51,81)-3-(4-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(methoxymethyl)- 1 -

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,C

H
c,“'/
OH
&

Cl

\
Ollll

Zu 570 mg (1.20 mmol) der Verbindung aus Beispiel 35A in 5 ml N,N-Dimethylformamid wurden
unter Stickstoff 148 mg (1.32 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rlhrte die
Reaktionsmischung 15 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend engte man ein, nahm den
Riickstand in Eiswasser auf, sduerte mit 1N wissriger Hydrogenchlorid-Losung an, riihrte 30
Minuten, saugte ab, wusch mit Wasser und trocknete den Niederschlag. Durch zweimalige
priparative HPLC [1. Saule: Chromatorex C18, 10 pm, 125 mm x 30 mm; Eluent:
Wasser/Acetonitril-Gradient unter Zusatz von 0.1% Ameisensdure; 2. Sdule: Chiralpak IC, 5 pm,
250 mm x 20 mm; Eluent: Hexan/Ethanol = 80/20 unter Zusatz von 0.1% Ameisensdure; Fluss: 25
ml/min; Temperatur: RT] wurden die Diastereomere getrennt. Man erhielt 105 mg (20% d. Th.)

der Titelverbindung.

'H-NMR (300MHz, DMSO-dg): 8 [ppm]= 1.12 - 1.27 (m, 2H), 1.48 - 1.65 (m, 2H), 1.75 - 1.88 (m,
2H), 1.99 - 2.14 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 3.15 (s, 3H), 3.28 (m, 5H), 7.30 (d, 1H), 7.34 (d, 1H), 7.44 -
7.54 (m, 3H), 7.61 - 7.69 (m, 2H), 8.10 (s, L H), 10.83 (s, 1H).

LC-MS (Methode 2): Ry = 1.19 min; MS (ESIpos): m/z = 442 [M+H]".
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Beispiel 1-4
(51,81)-3-(4-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-yl}-4-hydroxy-8-methoxy-8-(methoxymethyl)- 1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

O H,C

HN O
.
OH
O

Cl

H,C

\
Ollll

Z1 6.55 g (13.3 mmol) der Verbindung aus Beispiel 34A in 60 ml N,N-Dimethylformamid wurden
unter Stickstoff 1.64 g (147 mmol) Kalium-tert-butylat gegeben. Man rithrte die
Reaktionsmischung 15 Minuten bei Raumtemperatur. Anschliefend gab man das
Reaktionsgemisch auf Eiswasser, tropfte 1N wissrige Hydrogenchlorid-Lésung bis zu einem pH-
Wert von 1-2 hinzu, rithrte 30 Minuten, saugte ab, wusch mit Wasser und trocknete den
Niederschlag. Zur weiteren Reinigung wurde das Produkt in IN wissriger Natriumhydroxid-
Losung geldst, durch Ansduern mit wiassriger 1 N Salzsdure ausgefdllt, 30 Minuten gerithrt, mit
Wasser gewaschen, abfiltriert und getrocknet. Man erhielt 6.00 g (98% d. Th.) der
Titelverbindung.

'H-NMR (300MHz, DMSO-de): 8 [ppm]= 1.12 - 1.26 (m, 2H), 1.50 - 1.65 (m, 2H), 1.76 - 1.89 (m,
2H), 1.98 - 2.15 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 3.15 (s, 3H), 3.28 (s, SH), 7.31 (d, 1H), 7.39 (d, 1H), 7.49 -
7.57 (m, 2H), 7.64 (t, 1H), 7.69 (dd, 1H), 8.14 (s, 1H), 10.82 (s, 1H).

LC-MS (Methode 2): R: = 1.21 min; MS (ESIpos): m/z = 460 [M+H]".



WO 2013/017600 PCT/EP2012/064974

10

15

20

25

30

- 66 -

3. Assavs

3.1 Human ACC-Enzymassays

Die ACC1-und ACC2- Inhibitionsdaten wurden mit beiden im folgenden beschriebenen Assays
erhoben. Normalerweise wurde fiir beide Messungen eine gemeinsame sericlle Verdiinmungsreihe
der Testsubstanzen erstellt und von dieser Verdinnungsreihe dann mit einem 384well-50-nl-
Kapillarpipettor (Hummingbird™ von Genomics Solutions) mehrere Substanzplattenkopien
erstellt. Diese wurden dann jeweils in dem ACCI- und dem ACC2-Assay verwendet, so dass fiir
eine optimale Vergleichbarkeit beide Enzyminhibitionsmessungen mit Kopien derselben

Substanzverdiinnungsreihe durchgefiihrt wurden.

Human ACCI Enzymassay

Die hACCl-inhibitorische Wirkung der Substanzen dieser Erfindung wurde in dem in den
folgenden Absétzen beschriebenen hACC1-Assay gemessen.

Im Wesentlichen wird die Enzymaktivitdt gemessen durch Quantifizierung des als Nebenprodukt
der Enzymreaktionen gebildeten Adenosin-di-phosphat (ADP) mittels des ADP-Glo™-
Nachweissystems der Firma Promega. Bei dicsem wird zunédchst das in der Enzymreaktion nicht
verbrauchte Adenosin-tri-phosphat (ATP) mittels einer Adenylatzyclase (,,ADP-GLO-Reagenz™)
quantitativ in cAMP iberflihrt, diec Adenylatzyklase dann gestoppt und anschliefiend (,,Kinase
Detection Reagenz*) wird dann das gebildete ADP in ATP umgewandelt und dieses in einer
luziferasebasierten Reaktion in ein Glow-Lumineszenzsignal umgesetzt.

Als Enzym wurde rekombinantes C-terminal FLAG-getagtes humanes ACC1 (Acetyl-Coenzym A
Carboxylase alpha Transkript Variante 1) (GenBank Accession No. NM 198834) (Aminosduren
39 — Ende) verwendet, exprimiert in Baculovirus-infizierten Insektenzellen (Hi5) und gereinigt

durch Anti-FLAG-Affinitdtschromatographic.

Fiir den Assay wurden 50 nl einer 100fach konzentrierten Losung der Testsubstanz in DMSO in
eine weille low-volume 384well-Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
pipettiert, 2,5 pl einer Lésung von hACCI in Assaypuffer [50 mM HEPES/NaOH pH 7.5, 2 mM
MgCly, 2 mM Kaliumcitrat, 12 mM NaHCO;, 2 mM Di-thio-threitol (DTT), 0,005% (w/v) bovines
Serumalbumin (BSA)] hinzugegeben und die Mischung fiir 15 min inkubiert, um eine Vorbindung
der Substanzen an das Enzym vor der Enzymreaktion zu ermdglichen. Dann wurde die
Enzymreaktion gestartet durch Zugabe von 2,5 pl einer Losung von Adenosin-tri-phosphat (ATP,
100 pM =>Endkonzentration in 5 ul Assayvolumen ist 50 pM) und Acetyl-CoA (20 uM

=>Endkonzentration in 5 pl Assayvolumen ist 10 pM) in Assaypuffer und die resultierende
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Mischung fiir die Reaktionszeit von 45 min bei 22°C inkubiert. Die Konzentration des hACC1
wurde an die jeweilige Aktivitdt des Enzyms angepasst und so eingestellt, dass der Assay im
linearen Bereich arbeitete. Typische Konzentrationen lagen im Bereich von 1,75 ng/ul. Die
Reaktion wurde gestoppt durch Zugabe von 2,5 pl des ,,ADP-GLO-Reagenz” (1:1,5-fach verdiinnt)
und die resultierende Mischung 1 h bei 22°C inkubiert, um das nicht umgesetzte ATP vollstindig
in cAMP zu tiberfiihren. AnschlieBend wurden 2,5 pl des ,,Kinase Detection Reagenz (1,2fach
konzentrierter als vom Hersteller angegeben) zugegeben, die resultierende Mischung 1 h bei 22°C
inkubiert und dann die Lumineszenz mit einem geeigneten Messgerit (Viewlux oder Topcount von
Perkin-Elmer oder Pherastar von BMG Labtechnologies) gemessen. Die Menge des emittierten
Lichtes wurde als Maf flr die Menge des gebildeten ADP und damit fiir die Enzymaktivitdt der
hACC1 genommen. Die Daten wurden normalisiert (Enzymreaktion ohne Inhibitor =0 %
Inhibition, alle anderen Assaykomponente aber kein Enzym = 100 % Inhibition). Ublicherweise
wurden die Testsubstanz auf derselben Mikrotiterplatten bei 10 verschiedenen Konzentrationen im
Bereich von 20 uM bis 1 nM (20 uM, 6.7 uM, 2.2 uM, 0.74 uM, 0.25 uM, 82 nM, 27 nM, 9.2 nM,
3.1 nM and 1 nM, die Verdiinnungsreihen wurden vor dem Assay hergestellt auf der Ebene der
100fach konzentrierten Losung durch serielle 1:3 Verdiinnungen) in Doppelwerten fiir jede
Konzentration getestet und ICso-Werte wurden kalkuliert mit einem 4-Parameter-Fit, wofiir eine

inhouse-Software verwendet wurde.

Human ACC2 Enzymassay

Die hACC2-inhibitorische Wirkung der Substanzen dieser Erfindung wurde in dem in den
folgenden Abséitzen beschriebenen hACC2-Assay gemessen.

Im Wesentlichen wird die Enzymaktivitidt gemessen durch Quantifizierung des als Nebenprodukt
der Enzymreaktionen gebildeten Adenosin-di-phosphat (ADP) mittels des ADP-Glo™-
Nachweissystems der Firma Promega. Bei diesem wird zundchst das in der Enzymreaktion nicht
verbrauchte Adenosin-tri-phosphat (ATP) mittels einer Adenylatzyclase (,,ADP-GLO-Reagenz™)
quantitativ in cAMP iberfiihrt, diec Adenylatzyklase dann gestoppt und anschliefend (,,Kinase
Detection Reagenz) wird dann das gebildete ADP in ATP umgewandelt und dieses in einer

luziferasebasierten Reaktion in ein Glow-Lumineszenzsignal umgesetzt.

Als Enzym wurde rekombinantes C-terminal FLAG-getagtes humanes ACC2 (Acetyl-Coenzym A
Carboxylase 2, GenBank Accession No. NP _001084) (Aminosduren 27 — Ende) verwendet,
exprimiert in Baculovirus-infizierten Insektenzellen (Hi5) und gereinigt durch Anti-FLAG-
Affinitdtschromatographie.

Fiir den Assay wurden 50 nl einer 100fach konzentrierten Losung der Testsubstanz in DMSO in

cine weille low-volume 384well-Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
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pipettiert, 2,5 ul einer Losung von hACC?2 in Assaypuffer [50 mM HEPES/NaOH pH 7.5, 2 mM
MgCly, 2 mM Kaliumcitrat, 12 mM NaHCO;, 2 mM Di-thio-threitol (DTT), 0,005% (w/v) bovines
Serumalbumin (BSA)] hinzugegeben und die Mischung fiir 15 min inkubiert, um eine Vorbindung
der Substanzen an das Enzym vor der Enzymreaktion zu ermdglichen. Dann wurde die
Enzymreaktion gestartet durch Zugabe von 2,5 ul einer Lésung von Adenosin-tri-phosphat (ATP,
100 pM =>Endkonzentration in 5 pl Assayvolumen ist 50 pM) und Acetyl-CoA (20 uM
=>Endkonzentration in 5 pl Assayvolumen ist 10 pM) in Assaypuffer und die resultierende
Mischung fiir die Reaktionszeit von 45 min bei 22°C inkubiert. Die Konzentration des hACC2
wurde an die jeweilige Aktivitdt des Enzyms angepasst und so cingestellt, dass der Assay im
linearen Bereich arbeitete. Typische Konzentrationen lagen im Bereich von 2 ng/pl. Die Reaktion
wurde gestoppt durch Zugabe von 2,5 pl des ,,ADP-GLO-Reagenz” (1:1,5-fach verdiinnt) und die
resultierende Mischung 1 h bei 22°C inkubiert, um das nicht umgesetzte ATP vollstindig in cAMP
zu Uberfithren. AnschlieBend wurden 2,5 pl des ,,Kinase Detection Reagenz™ (1,2fach
konzentrierter als vom Hersteller angegeben) zugegeben, die resultierende Mischung 1 h bei 22°C
inkubiert und dann die Lumineszenz mit einem geeigneten Messgerdt (Viewlux oder Topcount von
Perkin-Elmer oder Pherastar von BMG Labtechnologies) gemessen. Die Menge des emittierten
Lichtes wurde als MaB flir die Menge des gebildeten ADP und damit fiir die Enzymaktivitat der
hACC2 genommen. Die Daten wurden normalisiert (Enzymreaktion ohne Inhibitor =0 %
Inhibition, alle anderen Assaykomponente aber kein Enzym = 100 % Inhibition). Ublicherweise
wurden die Testsubstanz auf derselben Mikrotiterplatten bei 10 verschiedenen Konzentrationen im
Bereich von 20 uM bis 1 nM (20 uM, 6.7 uM, 2.2 uM, 0.74 uM, 0.25 uM, 82 nM, 27 nM, 9.2 nM,
3.1 nM and 1 nM, die Verdinnungsreihen wurden vor dem Assay hergestellt auf der Ebene der
100fach konzentrierten Losung durch serielle 1:3 Verdiinnungen) in Doppelwerten fiir jede
Konzentration getestet und ICso-Werte wurden kalkuliert mit einem 4-Parameter-Fit, wofiir eine

inhouse-Software verwendet wurde.

3.2 Zell-Assays

In Ubereinstimmung mit der Erfindung, wurden die Substanzen in Zell-basierten Assays getestet,
das bedeutet die Fahigkeit der Substanzen die Tumorzellproliferation nach einer 96stiindigen
Substanzinkubation zu hemmen. Die Zellviabilitdt wurde mittels dem CellTiter-Glo® Luminescent
Cell Viability Assay (Promega) getestet. Die Zellen wurden in einer Dichte von 2000-5000
Zellen/Well (abhéngig von der Zelllinie) in 100u] Wachstumsmedium auf 96well Microtiterplatten
ausgesit. Fur jede untersuchte Zelllinie, wurden Zellen auf eine separate Platte zur Bestimmung
der Lumineszenz an t=0 Stunden und =96 Stunden ausgesit. Nach einer Ubernachtinkubation bei
37°C, wurden die Lumineszenzwerte fiir die t=0 Proben bestimmt. Die Dosis-Platten flir die =96

Stunden Zeitpunkte wurden mit in Wachstumsmedium verdiinnten Substanzen behandelt. Die
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Zellen wurden dann fiir 96 Stunden bei 37°C inkubiert, anschliefend die Lumineszenzwerte fiir die
t=96-Stunden Proben bestimmt. Fiir die Datenanalyse wurden die =0 Werte von den t=96 Stunden
Werte abgezogen flr behandelte und unbehandelte Proben. Die prozentualen Unterschiede in der
Luminescenz zwischen mit Substanz behandelten und Kontrollwerten wurden benutzt um die

prozentuale Wachstumshemmung zu bestirimen.

Die Substanzen wurden in folgenden Zelllinien untersucht, die beispielhaft dic angegebenen

Indikationen vertreten:

Zelllinie Quelle |Indikation

MCF7 ATCC  |Hormonrezeptor-positives Mammakarzinom
KM12 INCI Kolorektales Karzinom

PC3 DMSZ  |Androgenrezeptor-negatives Prostatakarzinom
H460 ATCC  |Nicht-Kleinzelliges Bronchialkarzinom

ATCC: American Type Culture Collection
NCT: National Cancer Institute
DMSZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkalturen GmbH

3.3 Analyse der ACC1 Expression in Tumeor- and Normalgewebe

Die ACCI1 Expression wurde mittels eines Microrrays bestimmt. Daflir wurde die RNA aus
verschiedenen Tumorgeweben und den korrespondierenden Normalgeweben isoliert. Methodisch
wurde Trizol RNA extraction Reagenz (Invitrogen) verwendet und eine Aufreinigung mittels des
RNeasy Mini Kit (Qiagen) angeschlossen. Ausserdem wurde ein DNase I (Qiagen) Verdau
durchgefiilnt, um genomische DNA zu eliminieren. Zur Qualititskontrolle wurde ¢ine Analyse der
totalen RNA mittels eines RNA LabChip auf einer Agilent Bioanalyzer 2100 Platform (Agilent
Technologies) durchgefithrt und die RNA Konzentration mittels des Peglab NanoDrop Systems
bestimmt. Zur Hybridisierung wurde der ,,one-cycle eukaryotic target labeling assay™ von
Affymetrix verwendet und der Array anschliessend auf einem AffymetrixGeneChip 3000 scanner
(Affymetrix) ausgelesen. Auswertung und Qualititskontrolle erfolgten unter Verwendung der

Expressionist Pro 4.0 Refiner (GeneData) Software.
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3.4 Assays zur Bestimmung des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (logP/D)
der Membranaffinitit (logMA) und

der Proteinbindung an humanes Serum Albumin (Kq HSA)
Assay zur Bestimmung des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (logP/D):
Der Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser P bzw. D ist ein Schlisselparameter zur Abschétzung
von Membran-Penctration und Permeabilitdt. FEr ist definiert als Verhdltnis der

Gleichgewichtskonzentrationen einer Substanz im Zwei-Phasensystem Oktanol/Wasser.

COktanol

P//D =

CWasser

P = Partition (engl. Verteilung)
D = Distribution (engl. Verteilung)
c¢QOktanol = Konzentration der Substanz in der Oktanol-Phase

cWasser = Konzentration der Substanz in der wiéssrigen Phase

Er wird Uiblicherweise in Form des dekadischen Logarithmus (logP bzw. logD) angegeben.

Der logP beschreibt das Verteilungsverhalten einer Substanz, die ausschlieBlich in ihrer neutralen
Form vorliegt. Der logD beschreibt das Verteilungsverhalten einer Substanz bei einem bestimmten
pH-Wert; in Abhingigkeit von der Ionisierungskonstante pKa des Substanz, kann dabei ein Teil

der Substanz in ionischer, ein Teil in neutraler Form vorliegen.

Der logP/D-Wert der Wirkstoffe wurde mit einer isokratischen HPLC-Methode (HPLC = High
performance liquid chromatography) bestimmt (Literatur: OECD Guideline for Testing of
Chemicals No. 117). Die Methode basiert auf der Korrelation der HPLC-Retentionszeit der

Testsubstanz mit der von Referenzsubstanzen mit bekannten Verteilungskoeffizienten.

Die Testsubstanz wurde als 10 mM-DMSO-Lésung (DMSO = Dimethylsulfoxid) eingesetzt. 10 pl
dieser Losung wurden mit einem Methanol-Wasser-Gemisch im Verhéltnis 7 + 3 auf 100 pl

aufgefullt.

Die neun Referenzsubstanzen wurden einzeln in Methanol geldst. Die Konzentration ist der
Tabelle 1 zu entnehmen. Es wurden je 100ul der Stammldsungen zusammen in ein HPLC-Vial

gegeben und mit 300p]1 Wasser gemischt.
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Tab. 1
Referenzsubstanz LogP Ungefahre Molare Einwaage

Retentionszeit Masse Stammlosg.

[min] [mg/10ml]
Acetanilid 1,0 0,8 1352 12
4-Methylbenzylalkohol 1,6 0,9 1222 15
Methylbenzoat 2,1 1,1 136,2 18
Ethylbenzoat 2,6 1,4 150,2 19
Naphthalin 3,6 2,1 128,2 3
1,2,4-Trichlorbenzol 4,2 3,4 181,5 14
2,6-Diphenylpyridin 4,9 4,6 2313 5
Triphenylamin 5,7 8,0 2453 8
DDT 6,2 10,3 354,5 10

Zur Bestimmung der Totzeit wurde ¢ine Formamid-Losung eingesetzt. Dazu wurden 7 mg
Formamid in 10 ml Methanol geldst. 100l dieser Stammlésung wurden mit 500p] Methanol und
5 200ul Wasser gemischt.

Alle Losungen wurden mit einem Fluss von 1.00ml/min chromatographiert.

Chromatographische Bedingungen:

10 HPLC-Anlage Waters Alliance HT 2790
UV-Detektor DAD Waters 996
MS-Detektor MS Micromass ZQ
HPLC Software MassLynx 4.1 der Firma Waters
Séule Spherisorb ODS 3um 4,6 x 60 mm
15 Laufmittel Methanol + Wasser mit 0.01M Ammoniumacetat (0.77g/Liter)

75+25, pH 7.0

Einspritzvolumina:

Formamid S5ul

Referenzen Spl
20 Testsubstanz 15u1

Injektionsschema:

Formamid, Referenzen, Testsubstanz 1, Testsubstanz 2, ..., Formamid, Referenzen.

25
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Die Auswertung der Retentionszeiten erfolgte im Diodenarray-Detektor (DAD) bei 200-400nm.
Mit dem nachgeschalteten Massenspektrometer wurde {iber dic Molekiilmasse die Identitdt der

Testsubstanz iiberpriift.

Der HPLC-Lauf wurde mit der Waters-Software Masslynx 4.1 ausgewertet.
Die LogP/D Werte wurden mit der Software “POW Determination” (proprietire Entwicklung)

berechnet.

Assays zur Bestimmung der Membranaffinitit legMA und der Proteinbindung an humanes

Serum Albumin (HSA):

Die Bestimmung der Membranaffinitdit und der Proteinbindung an humanes Serum Albumin
(HSA) erfolgte iiber die Transil-Technologie (Literatur: A. Loidl-Stahthofen, A. Eckert, T.
Hartmann, M. Schéttner J Pharm Sci 90, 599-606 (2001). Bei Transil® (vertrieben von der Firma
Sovicell in Leipzig) handelt es sich um Glaskiigelchen (Durchmesser 10 - 12 pm), auf denen cine
doppelschichtige Membran aus Phosphatidylcholin (MA-Transil) oder kovalent gebundenes
humanes Serum Albumin (HSA-Transil) aufgebracht ist.

Zur Bestimmung des logMA und der Proteinbindungskonstante an HSA wurde das kommerziell
verflighare TRANSIL Intestinal Absorption & HSA Binding Combined Assay Kit verwendet.
Dabei handelt es sich um ¢ine 96 well Mikrotiterplatte (96 well-MTP), gefiillt mit Transil, mit der
fiir jeweils acht Wirkstoffe die Bindung an MA-Transil und HSA-Transil bestimmt werden kann.
Fir jeden Wirkstoff steht cine Reihe mit 12 wells auf der Transil-Platte zur Verfigung., Zwei
Wells dienen als Referenz und sind nur mit Puffer pH 7.4 befullt. Finf weitere Wells enthalten
MA-Transil in unterschiedlicher ansteigender Konzentration, die flinf restlichen wells enthalten

HSA-Transil in unterschiedlicher ansteigender Konzentration.

Um die Bindung eines Wirkstoffs an Transil zu ermitteln, wurde der Uberstand der wells mit
Transil gegen die Referenzlosung ohne Transil iiber HPLC-MS-Kopplung (HPLC-MS =

Highperformance liquid chromatography-mass spectrometry) quantifiziert.

Die Durchfiihrung des Assays im Einzelnen:

Vom internen Substanzlager wurden dic Wirkstoffe in einer 96 well-MTP geliefert. Diese Platte
wird als Mutterplatte bezeichnet. Pro well waren 30ul einer 10 mmol Wirkstofflosung in DMSO
(Dimethylsulfoxid) enthalten. Zwei wells am Anfang (well Al) und am Ende der Platte (well H12)
wurden mit 30p] 10 mmol Warfarinlgsung in DMSO befiillt. Warfarin, dessen Membranaffinitat

und Bindung an HSA bekannt ist, dient zur Uberpriifung der Richtigkeit der Messung. Aus der
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Mutterplatte wurde eine Tochterplatte mit der Verdinnung 1 zu 4000 mit einem Gemisch Puffer
pH 7.4 und DMSO im Verhéltnis 1+1 hergestellt. Die Wirkstoffkonzentration pro well betrug 2.5
pumol/Liter, das Volumen pro well betrug 400 pl.

Mit einem Hamilton-Pipettierroboter Microlab STAR wurden die 96 Wirkstoffe aus der
Tochterplatte auf insgesamt 12 Transil-Platten verteilt. Pro well der Tochterplatte wurden 12 mal
20ul entnommen. Die Konzentration je well in der Transil-Platte betrug 0.25umol/Liter, einer

Verdlinnung 1 zu 10 entsprechend. Der Gehalt an DMSO lag bei 5%.

Die befiillten Transil-Platten wurden je zwel Minuten resuspendiert, anschlieBend mindestens zwei
Minuten bel Raumtemperatur stehen gelassen und dann bei 600 Umdrehungen pro Minute fiir fiinf
Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde vom Pipettierroboter 20 pl Uberstand aus jedem Well
der Transil-Platte abgenommen und in eine separate Mikrotiterplatte Uberfithrt. Dabei wurden
jeweils die Uberstinde von vier Transil-Platten in einer Mikrotiterplatte vereinigt (,,gepoolt*), so
dass am Ende drei gepoolte Mikrotiterplatten mit je 80pul Losung und einer Wirkstoffkonzentration

von 62.5 nM pro Well vorlagen.

Bevor die Wirkstoffe mittels HPLC-MS quantifiziert werden konnen, muss fiir jeden Wirkstoff
eine Optimierung durchgefithit werden, bei der durch einmalige Injektion Tochterion sowie
optimale elektrische Spannungen ermittelt werden. Dazu fertigte der Pipettierroboter von der
Mutterplatte eine Verdiinnung von 1 zu 10 000 000 in einem Acetonitril-Wasser Gemisch im
Verhiltnis 8 + 2 in einer separaten Mikrotiterplatte an.

Diese Mikrotiterplatte wurde mit der Software Discovery Quant Optimize der Firma AB Sciex an
der HPLC-MS vermessen. Die drei gepoolten Mikrotiterplatten wurden mit der Software
Discovery Quant Analyze der Firma AB Sciex an der HPLC-MS vermessen.

Chromatographische Bedingungen:
HPLC-MS-System: Agilent 1200 Rapid resolution HPLC
Sciex Triple Quad 5500 Massenspektrometer (Firma AB Sciex)
PAL Autosampler DLW Option
Software: Analyst 1.4 (Firma AB Sciex)
Discovery Quant Optimize (Firma AB Sciex)
Discovery Quant Analyze (Firma AB Sciex)

Optimierung:

Séule: Kapillare
Injektionsvolumen: 5ul

Flussrate: 0 min -> 80pul/min

0-0.19min -> 80ul/min
0.20 — 0.65 min-> 30ul/min
0.66 - 0.7 min -> 150pul/min
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Fliefimittel: A = Acetonitril + 0.05% Ameisenséure
B = Wasser + 0.05% Ameisenséure
Isokratisch A:B 8+ 2

Analyse:

Séule: Poroshell 120 SB-C18 2.7um 3 x 30 mm
Injektionsvolumen: 2l

Flussrate: Iml/min

FlieBmittel: Gradient

A = Acctonitril + 0.05% Ameisensiure

B = Wasser + 0.05% Ameisensiure

0 min > 95% A, 5% B

0— 1.0 min -> 5%A, 95%B linear steigend
1.0-22min > 5% A, 95%B isokratisch
2.21-23min > 95%A, 5% B isokratisch

3.5 Bestimmung der Plasmaproteinbindung durch Gleichgewichtsdialyse

Die Bestimmung der Bindung von Prifsubstanzen an Plasmaproteine erfolgt durch
Gleichgewichtsdialyse mit Hilfe der Ht-Dialysis Apparatur (96well) aus Teflon und einer
semipermeablen Membran (regenerierte Cellulose, MWCO 12-14K). Diese trennt je 150 pl einer
Plasma- und einer Pufferseite (50 mM Phosphatpuffer). Die Priifsubstanz wird in 2
Konzentrationen (Ublicherweise 3 und 0.3 pM) zur Plasmaseite hinzugefligt und bindet an
Plasmaproteine. Der ungebundene Anteil der Prifsubstanz passiert die Membran passieren und
verteilt sich auf beide Seiten bis ein Gleichgewicht ¢ingestellt ist (ca. nach 6-8h bei 37°C). Die
Substanzkonzentration auf Puffer- und Plasmaseite durch LC-MS-Analytik ermittelt. Dafiir werden
beide Seiten durch Verdiinnung mit Puffer oder Plasma auf die gleiche Matrix (10% Plasma)
gebracht und anschliefend mit Methanol gefillt. Aus dem Quotienten der Puffer- und Plasma-
konzentration berechnet sich die freie (ungebundenc) Fraktion (fu). Als Kontrollen werden
Stabilitdtsproben, Wiederfindungsproben mitgefithrt. Zusétzlich wird die Substanz in Puffer gegen
Puffer dialysiert, um die unspezifische Bindung an Apparatur und Membran und die Einstellung
des Gleichgewichtes zu Gberpriifen. Da es wihrend der Inkubation durch den osmotischen Druck
der Plasmaproteine zu einer Verdinnung des Plasmas kommt (Volumenshift), wird dieser
mogliche Fehler durch Auswiegen von Leerplasmaproben ermittelt und in die Berechnung der fu
einbezogen. Die Gleichgewichtseinstellung und Plasmastabilitit sollte einen Wert von 80% nicht
unterschreiten und die Recovery mindestens 30% betragen. Eine freie Fraktion von <1% wird als
hohe, zwischen 1 und 10% als moderate und von >10% als niedrige Plasmaproteinbindung

bezeichnet.
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3.6 Pharmakokinetische Parameter

Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter einer Priifsubstanz in der Ratte und im

Hund

Hierzu wurden die Priifsubstanzen sowohl fiir die intravendse als auch flir dic intragastrale
Applikation in geloster Form appliziert, wobei vertrdgliche Losungsvermittler wie PEG400

und/oder Ethanol in vertrdglicher Menge verwendet wurden.

Intravenose Applikation:

Die Priifsubstanzen wurden bei einer Dosis von 0.1 -1 mg/kg appliziert. Die Applikation erfolgte
in der ménnlichen Ratte als bolus Injektion, im weiblichen Hund als Infusion (15 Min). Dabei
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach bolus Injektion bzw, vor und nach der 15-miniitiger
Infusion ca. 100-150uL. Blutproben tiber ¢inen Katheter aus der Vena jugularis (Ratte) oder aus
der vena saphena (Hund) entnomumen. Die Blutproben wurden mit Lithium-Heparin als
Antikoagulanz versetzt und bis zur weiteren Aufarbeitung gekithlt aufbewahrt. Nach dem
Zentrifugieren der Proben fiir 15min bei 3000Upm wurde ein Aliquot von 100uL dem Uberstand
(Plasma) entnommen und durch Zugabe von 400uL kaltem ACN oder Methanol (absolut) gefillt.
Die geféllten Proben wurden Gber Nacht bei 20°C ausgefroren, danach wiederum fir 15min bei
3000 UpM zentrifugiert, bevor 150ul des klaren Uberstandes zur Konzentrationsbestimmung
abgenommen wurde. Die Analytik erfolgte durch ein Agilent 1200 HPLC-System mit
angeschlossener LCMS/MS Detektion.

Berechnung der PK Parameter (via PK Berechnungssoftware, z.B. WinNonLin®): CLplasma:
Gesamtplasma-Clearance der Priifsubstanz (in L*kg/h); CLblood: Gesamtblut-Clearance der
Prifsubstanz  (in L*kg/h), wobei (CLblood = CLplasma*Cp/Cb); Vss: Apparentes
Verteilungsvolumen im steady state (in L/kg); t1/2: Halbwertszeit innerhalb eines spezifizierten
Intervalls (hier: terminale t1/2, in h); AUCnorm: Flache unter dem Plasmakonzentrationszeitprofil
vom Zeitpunkt Null bis zur  Unendlichkeit  extrapoliert  geteilt durch  die
korpergewichtsnormalisierte Dosis (in kg*L/h); AUC(0-tn)norm: Integrierte Fldche unter dem
Plasmakonzentrationszeitprofil vom Zeitpunkt Null bis zum letzten Zeitpunkt, zu dem eine
Plasmakonzentration messbar war, geteilt durch die korpergewichtsnormalisierte Dosis (in
kg*L/h); Cmax: Maximale Konzentration der Priffsubstanz im Plasma (in pg/L); Cmax,norm:
Maximale  Konzentration  der  Priifsubstanz im  Plasma  geteilt  durch  die
korpergewichtsnormalisierte Dosis (in kg/L); Cb/Cp:  Verhdltnis der Blut zu Plasma

Konzentrationsverteilung.
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Intragastrale Applikation:

Die Prifsubstanzen wurden bei einer Dosis von 0.3 -1 mg/kg mittels einer Sonde intragastral als
Bolus an niichterne miénnliche Ratten oder weibliche Hunde appliziert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Applikation wurden ca. 100 - 150pL Blutproben iiber einen Katheter aus der
Vena jugularis (Ratte) oder aus der Vena saphena (Hund) entnommen. Die Blutproben wurden mit
Lithium-Heparin als Antikoagulanz versetzt und bis zur weiteren Aufarbeitung gekithlt aufbewahrt
(Kithischrank). Nach dem Zentrifugieren der Proben flir 15min bei 3000Upm wurde ein Aliquot
von 100pL dem Uberstand (Plasma) entnommen und durch Zugabe von 400pL kaltem ACN oder
Methanol (absolut) gefdllt. Die gefdllten Proben wurden {iber Nacht bei -20°C ausgefroren, danach
fir 15min bei 3000UpM zentrifugiert bevor 150pL  des klaren Uberstandes zur
Konzentrationsbestimmung abgenommen wurde. Die Analytik erfolgte durch ein Agilent 1200

HPLC-System mit angeschlossener LCMS/MS Detektion

Berechnung der PK Parameter (via PK Berechnungssoftware, z.B. WinNonLin®):

AUCnorm: Flidche unter dem Plasmakonzentrationszeitprofil vom Zeitpunkt Null bis zur
Unendlichkeit extrapoliert geteilt durch die korpergewichtsnormalisierte Dosis (in kg*L/h);
AUC(0-tn)norm: Integrierte Fldche unter dem Plasmakonzentrationszeitprofil vom Zeitpunkt Null
bis zum letzten Zeitpunkt, zu dem eine Plasmakonzentration messbar war, geteilt durch die
korpergewichtsnormalisierte Dosis (in kg*L/h); Cmax: Maximale Konzentration der Priifsubstanz
im Plasma (in pg/L); Cmax,norm: Maximale Konzentration der Priifsubstanz im Plasma geteilt
durch die korpergewichtsnormalisierte Dosis (in kg/L); t1/2: Halbwertszeit innerhalb eines
spezifizierten Intervalls (hier: terminale t1/2, in h); Fobs%: beobachtete orale Bioverfligharkeit,
AUC(0-tn)norm nach 1.g. Gabe geteilt durch AUC(0-tn)norm nach 1.v. Gabe. tmax: Zeitpunkt,

zudem die maximale Konzentration der Priffsubstanz im Plasma gemessen wird.

Zur Berechnung der relativen Bioverfligbarkeit einer Testsubstanz wird die AUC(0-tn)norm nach
1.g. Gabe einer mikrokristallinen Substanz-Suspension geteilt durch die AUC(0-tnjnorm nach

(Gabe einer Substanz-Losung.
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3.7. in-vive-Wirksamkeit

Xenograft Modell

Zur Bestimmung der antitumoralen Wirksamkeit im lebenden Organismus wurden Xenograft-

Modelle in immunsupprimierten Miusen verwendet.

Zuméchst wurde hierzu die maximal tolerierbare Dosis (MTD) nach folgendem Protokoll ermittelt:
Weibliche Nacktméiuse (NMRI-nude (nu/nu) mice, Taconic M&B A/S) erhielten liber einen
Zeitraum von 3 Wochen téglich oral eine definierte Dosis der Testsubstanz und wurden tiglich
beziiglich Sterblichkeit und Kérpergewicht beobachtet. Als MTD definiert wurde die héchste
verabreichbare Dosis, bei der wahrend der Behandlungsphase kein Tier starb und es nicht zu einem

mehr als 10% Abfall des Kérpergewichts im Vergleich zum Ausgangsgewicht kam.

Zur Bestimmung der antitumoralen Wirksamkeit wurden dann Xenograftmodelle verwendet, in
denen die Testsubstanzen an ihrer MTD oder, falls diese zuvor nicht zu ermitteln war, an der im
Standard-Vehikel héchsten formulierbaren Dosis sowie zum Teil auch in niedrigeren Dosierungen
gegeben wurden. Es wurde primér ein Prostatakarzinommodell mit hormon-unabhéngigen
humanen PC-3 Zellen in ménnlichen Nacktmédusen (NMRI-nude (nu/nu) mice, Taconic M&B A/S)
verwendet. Hierflir wurden pro Tier 3 Mio Tumorzellen (suspendiert in Medium + Matrigel) 1:1,
final 0,1 ml) in die Flanke subcutan injiziert. Wenn die Tumore 20-30 mum?® Tumorfliche erreicht
hatten, wurden die Méuse in die Therapiegruppen randomisiert und mit der Therapie begonnen.
Die Therapie wurde dann unter 2-3-mal wochentlicher Messung von Tumorfldche und
Korpergewicht fortgesetzt, bis die durchschnittliche Tumorgréfle in der Kontrollgruppe, die nur
den Vehikel der Testsubstanz erhalten hatte, oder in einer der Behandlungsgruppen 130-160 mm?
erreicht hatte. Zu diesem Zeitpunkt wurde der Versuch in allen Gruppen abgebrochen und die
priparierten Tumore gewogen.

Als primérer Erfolgsparameter wurde der T/C-Wert kalkuliert anhand des Effektes auf das finale
Tumorgewicht errechnet: Mittelwert der Tumorgewichte in der Behandlungsgruppe dividiert durch

den Mittelwert der Tumorgewichte in der Vehikelgruppe.
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4. Ergebnisse:

4.1. Enzymassay

5  Die Tabelle 2 fasst die Ergebnisse in Bezug auf die Ausfithrungs- und Vergleichsbeispiele aus den
Enzymassays zusammen. Fir die genaue Bestimmung der Selektivitit wurden jeweils die
Messungen der Inhibition von ACC1 und ACC2 (jeweils IC50-Bestimmungen) paarweise
miteinander verglichen, bei denen in beiden Assays Kopien derselben Substanzverdinnungsreihe
verwendet wurden. Wenn entweder die die ACC1- oder die ACC2-IC50-Bestimmung aufgrund

10 mangelnder Datenqualitit nicht ausgewertet wurde, blieben jeweils beide Messungen
unberlcksichtigt und wurden nicht in der Tabelle aufgefithrt. Die Selektivitdt der Hemmung von
ACCI gegeniiber der Hemmung von ACC2 wurde dann bestimmt als Mittelwert der in den

¢inzelnen Messungen beobachteten Selektivitéten.

15 Tab.2
o Verhiltnis o
2 |2 .| accr | oacca | oesos | SRR
Beispiel 2z 5§75 IC50 IC50 ACC2/ACCI . ‘
é) & [umol/1] [umol/1] (jeweilige ginzelnen Messungen +
s M Standardabweichung)
essung)
1 1 0.231 11.5 50
2 1 0.244 13.5 55
3 2 0.044 3.31 75
4 2 0.067 4.15 62
5 3 0.087 6.46 74
Il 6 3 0.078 7.42 95 49x27
7 1 0.162 3.39 21
8 1 0.186 4.50 24
9 4 0.099 0.98 10
10 4 0.069 1.57 23
1 1 0.108 3.13 29
2 1 0.182 3.93 22
3 2 0.132 4.54 34
4 3 0.097 2.53 26
5 4 0.055 2.33 42
6 3 0.104 2.51 24
V.l-a 7 4 0.213 3.36 16 28.2 8.5
8 5 0.137 2.75 20
9 5 0.151 2.03 13
10 6 0.081 2.86 35
11 6 0.091 3.32 36
12 7 0.147 5.14 35
13 7 0.158 5.20 33
1 1 0.109 1.22 11.2
V.I-b 2 1 0.111 0.94 8.4 o8+ 14
1 1 0.092 2.76 29.9
1-2 2 1 0.094 1.69 18.1 21.6+£59
3 1 0.119 2.01 16.9
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a Verhiltnis o .
Beispiel | 2% | § 2 IC50 IC50 ACC2/ACCL|
é) g3 [mol/1] [umol/1] (jeweilige cinzelnen Messungen +
& Standardabweichung)
Messung)
1 1 0.083 9.56 114.8
2 2 0.249 9.20 37.0
3 3 0.063 4.99 79.1
4 3 0.067 5.80 87.1
5 4 0.154 8.63 559
V.2-a 6 4 0.184 7.81 42.4 >7.2£26.4
7 5 0.184 8.81 48.0
8 6 0.090 3.99 44.5
9 4 0.087 2.14 24.8
10 4 0.075 290 38.5
1 1 0.067 0.580 8.6
V.2-b 2 1 0.059 0.610 10.3 9.4%08
1 1 0.165 8.08 49.0
3 +
13 2 1 0.146 6.55 44.9 47.0£2.1
1 1 0.108 3.13 28.9
2 1 0.182 3.93 21.6
3 2 0.132 4.54 34.4
4 3 0.097 2.53 26.1
5 4 0.055 2.33 423
6 3 0.104 2.51 24.2
V.3-a 7 4 0.213 3.36 15.7 28.2+8.5
8 5 0.137 2.75 20.1
9 5 0.151 2.03 13.4
10 6 0.081 2.86 35.2
11 6 0.091 3.32 36.5
12 7 0.147 5.14 35.1
13 7 0.158 5.20 33.0
V.3-b 1 1 0.092 0.591 6.4 6.4
1 1 0.104 435 41.7
2 1 0.133 4.06 30.6
3 2 0.131 3.05 233 \
14 4 2 0.116 3.82 33.1 30885
5 3 0.084 3.30 39.0
6 3 0.123 2.12 17.2
1 1 0.083 9.56 114.8
2 2 0.249 9.20 37.0
3 3 0.063 4.99 79.1
4 3 0.067 5.80 87.1
5 4 0.154 8.63 559
Vid-a 6 4 0.184 7.81 42.4 >7.2+26.4
7 5 0.184 8.81 48.0
8 6 0.090 3.99 44.5
9 4 0.087 2.14 24.8
10 4 0.075 2.90 38.5
V.4-b 1 1 0.073 1.118 15.2 15.2
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Diese Daten zeigen, dass die Verbindungen ohne trans-Methoxy-gruppe eine deutlich schlechtere
Selektivitdt gegen humanes ACC2 besitzen. Einige verwandte Strukturen des Standes der Technik
mit trans-Methoxy-Gruppe in Position 8 des Azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on-Ringsystems inhibieren
ACCI auch stark und sind selektiv gegen ACC2. Diese Eigenschaft der Strukturen des Standes der

Technik war unbekannt, nicht nahegelegt und nicht ohne unzumutbaren Aufwand auffindbar.

4.2 Zell-Assays

Die Tabelle 3 fasst die Ergebnisse in Bezug auf die Ausfithrungs- und Vergleichsbeispiele aus den

Cellassays zusammen.

Tab. 3
Beispic] | KMI121C50 PC31IC50 | H460IC50 | MCF7IC50
P (nmol/L) (nmol/L) (pmol/L) (pmol/L)
1-1 0.021 0.029 0.088 0.026
V.l-a 0.038 0.035 0.079 0.023
V.1-b 0.037 0.038 0.057 0.035
V.1-c 0.827 0.275 1.870 0.288
1-2 0.014 0.022 0.104 <0.014
V.2-a 0.073 0.046 0.082 0.032
V.2-b 0.245 0.398 0.573 0.030
V.2-¢ 2.370 0.767 2.120 0.309
1-3 0.222 0.194 0.365 0.045
V.3-a 0.038 0.035 0.079 0.023
V.3-b 0.031 0.036 0.067 0.023
1-4 0.096 0.120 0.333 0.048
V.d-a 0.073 0.046 0.082 0.032
V.4-b 0.035 0.030 0.043 0.020

4.3 ACCI1 Expression in Tumor- und Nermalgewebe

Die ACC1 Expression in Tumor- und korrespondierendem Normalgewebe wurde mittels
Microarray bestimmt (Figur 1). Die Expression von ACCI1 war signifikant hochreguliert im
Vergleich zum Normalgewebe in Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen,

Bronchialkarzinomen und Pankreaskarzinomen.
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4.4 Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (logP/D), Membranaffinitiit (JlogMA) und
Proteinbindung an humanes Serum Albumin (K; HSA)

Tabelle 4 zeigt die ermittelten logP/D, logMAund Kq HSA-Werte.

5
Die Auswertung der HPLC-Peaks erfolgte Uber Discovery Quant Analyze. Die Berechnung der
Ergebnisse (logMA bzw. Bindungskonstante an HSA K,) erfolgte iiber ein von der Firma Sovicell
bereitgestelltes Excelworkbook.
10 Tab.4
Beispiel logP/D pH7.4 logMA K4 HSA [pumol/1]
1-1 2.44 (2.4-2.5, n=5) 1.78 (1.6-1.9, n=5) 1.73 (1.32-2.16, n=5)
V.l-a 2.51(2.4-2.6,n=7) 1.4 (0.9-1.7, n=7) 4.84 (3.66-6.18, n=7)
V.1-b 2.23 (1.8-2.5, n=3) 2.38(2.0-2.7,n=4) 3.07 (2.38-2.8, n=3)
V.l-c 1.6 (n=1) 2.1 (n=1) 6.9 (n=1)
1-2 2.45(2.4-2.5,n=2) 1.8 (n=1) 1.79 (n=1)
V.2-a 2.52 (2.5-2.6, n=8) 1.67 (1.2-1.9, n=6) 2.8 (2.42-3.67, n=06)
V.2-b 2.55(2.4-2.7, 0=2) 2.55(2.4-2.7,n=2) 1.43 (1.16-1.7, n=2)
V.2-¢ 1.3 (n=1) 2.3 (n=1) 1.38 (n=1)
1-3 2.3 (n=1) <1.0 (n=1) 4.8 (n=1)
V.3-a 2.51(2.4-2.6,n=7) 1.4 (0.9-1.7, n=7) 4.84 (3.66-6.18,n=7)
V.3-b 2.5(2.5,n=4) 2.08 (1.9-2.3,n=4) 4.2 (3.41-4.89, n=4)
1-4 2.38 (2.3-2.4, n=5) 1.14 (0.9-1.3, n=5) 2.85 (1.96-3.4, n=5)
V.4-a 2.52(2.5-2.6, n=8) 1.67 (1.2-1.9, n=6) 2.8 (2.42-3.67, n=6)
V.4-b 2.57(2.5-2.6, n=3) 2.13(2.1-2.2, n=3) 3.64 (2.48-5.18, n=3)
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4.5 Plasmaproteinbindung durch Gleichgewichtsdialyse

PCT/EP2012/064974

Tabelle 5 zeigt die durch Gleichgewichtsanalyse ermittelte Bindung an Plasmaproteine des

Menschen, der Maus und der Ratte.

5
Tab.5
Beispiel | fu[%] (human) fu [%] (Maus) fu [%] (Ratte) fu (Maus) / fu (human)
B 0.2 0.82 ] 4
(0.18-0.23,n=2) | (0.75-0.88, n=2)
Vl-a 0.38 2.49 0.23 7
' (0.33-0.44,n=2) | (2.35-2.62, n=2) (n=1)
0.07 2.41
- - 34
V.1I-b (n=1) (n=1)
V.l-c - - - -
5 0.26 1.4 ] s
(n=1) (1.29-1.51,n=2)
0.39 2.8 0.23
- 7
V.2-a (n=1) (n=1) (0.22-0.25, n=2)
0.05 1.9 a
- - 9
V.2b (n=1) (n=1) i
V.2 - - - -
13 0.41 3.8 ] 0
(0.40-0.42,n=2) | (3.57-4.02, n=2)
0.38 2.49 0.23
- 7
Vi3 033-0.44, n=2) | (2.35-2.62, n=2) (n=1)
V 3-b 0.36 10.87 7;79 30
(0.35-0.38,n=2) | (10.4-11.3,n=2) | 7.25-8.33 (n=2)
1.4 0.37 2.17 0.21 6
- (0.37-0.38,n=2) | (2.06-2.28, n=2) (n=2)
0.39 2.8 0.23
i 7
Va-a (n=1) (n=1) (0.22-0.25, n=2)
1.41 1.76 0.11
- 1
Vb (n=1) (n=1) (n=1)
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4.6 Pharmakokinetische Parameter

Pharmakokinetische Parameter aus der Ratte.

5  Tabelle 6 zeigt die pharmakokinetischen Parameter aus der Ratte.

Tab. 6
Beispiel leplasma C,LBM L V,SS F
[L/h/ke] [L/h/ke] [h] [L/ke] [%]
1-1 0.006 0.011 103 0.85 163
V.l-a 0.009 - 28 0.3 83
V.ib - - - - -
V.1-¢ - - - - -
1-2 0.029 0.039 65 24 131
V.2-a 0.013 - 33 0.51 71
V2b - - - - -
V.2-¢ - - - - -
13 0.002 0.005 79 0.29 68
V.3-a 0.009 - 28 0.3 83
V3b - - - - -
1-4 0.007 0.011 51 0.44 83
V.da 0.013 - 33 0.51 71
V.4-b - - - - -

10 4.7 in-vivo-Wirksamkeit

Maximal tolerierbare Dosis (MTD) in der Maus

Die Beispiele 1-1, V.1-a/V.3-a, V.2-a/V.4-a und 1-4 wurden weiblichen Nacktméusen (NMRI

15  nwnu) appliziert:

Dosis: s. Tab. 7
Applikationsart: per os
Vehikel: PEG400/Ethanol/Solutol HS 15(70/5/25, v/v/iv)

(Solutol HS15: Polyoxyethylenester der 12-Hydroxystearinsdure)
20 Applikationsvolumen: 10mlkg
Schema: s. Tab. 7
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Der Behandlungsphase folgte eine Beobachtungsphase von 21 Tagen. Die dabei aufgetretenen

Todesfille sowie die Wirkung auf das Koérpergewicht sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tab. 7
Substanz Dosis Schema Maximale Korpergewichts- | Todesfalle
(mg/kg) verénderung (%)
1-1 12,5 21 Tage, 1mal téglich plus 12 Ovon4
1-1 25 21 Tage, 1mal téglich plus 11 Ovon4
1-1 50 21 Tage, 1mal téglich plus 10 1von4
1-1 75 21 Tage, 1mal téglich plus 11 Ovon4
1-1 100 21 Tage, 1mal téglich plus 16 Ovon4
V.1-a/V3-a 25 21 Tage, 1mal tiglich plus 7 0von4
V.1-a/V3-a 50 21 Tage, 1mal téglich plus 17 0vond
V.l-a/V3-a 100 21 Tage, 1mal téglich plus 23 Ovon4
V2-a/Vid-a 10 21 Tage, 1mal téglich plus 21 0von4
V.2-a/V4-a 20 21 Tage, 1mal tdglich plus 19 0von4
V2-a/Va-a 40 21 Tage, 1mal téglich plus 17 0von4
V.2-a/Vi4-a 80 21 Tage, 1mal téglich minus 4 0von4
1-4 25 21 Tage, 2mal téglich plus 9 0von4
1-4 50 21 Tage, 2mal tiglich plus 8 0vond
1-4 75 21 Tage, 2mal téglich plus 0 0von4
1-4 100 21 Tage, 2mal téglich plus 9 Ovon4
1-4 100 21 Tage, 1mal téglich plus 13 Ovon4

Demzufolge liegt die MTD fiir eine 21tdgige Behandlung bei 1mal tdglicher Gabe flir die Beispiele

1-1:
V.1-a/V.3-a:
V.2-a/V.4-a:
1-4:

oberhalb von 100 mg/kg
oberhalb von 100 mg/kg
oberhalb von 80 mg/kg

oberhalb von 100 mg/kg

Demzufolge liegt die MTD fiir eine 2 1tdgige Behandlung bei 2mal tédglicher Gabe von Beispiel 1-4
oberhalb von 100 mg/kg.

In vivo Wirksamkeit im PC3-Xenograft-Modell in der Maus

Die Beispiele 1-1, V.1-a/V.3-a, 1-2, V.2-a/V.4-a und 1-4 wurden nachfolgend im PC-3

Prostatakarzinom-Xenograft-Modell ménnlichen Nacktméusen (NMRI nu/nu) appliziert:

Dosis:

s. Tab. 8
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Applikationsart: per os
Vehikel: PEG400/Ethanol/Solutol HS 15 (70/5/25, v/v/v)
Applikationsvolumen: 10mlkg
Schema: s. Tab. 8
Anzahl der Miuse: s. Tab. 8
Tab. 8
Substanz Dosis Schema T/C Maximale Todestélle
(mg/kg) Korpergewichts-
verdnderung (%)

1-1 80 15 Tage, 2mal tiglich | 0,34 minus 5 0von 10
V.1-a/V.3-a 100 14 Tage, lmal tdglich | 0,30 minus 8§ 0von9
V.1-a/V.3-a 100 14 Tage, 2mal tdglich | 0,15 minus 10 2von9

1-2 40 17 Tage, 2mal tdglich | 0,44 plus 0 0von 9

1-2 80 17 Tage, 2mal tiglich | 0,28 minus 4 0 von 9
V.2-a/V.4-a 40 20 Tage, lmal tidglich | 0,71 plus 5 0von 9
V.2-a/V.4-a 80 20 Tage, 1mal tiglich | 0,44 plus 9 0von9
V.2-a/V .4-a 80 14 Tage, 2mal tiglich | 0,27 minus 17 1von9

1-4 80 17 Tage, 2mal téglich | 0,29 minus 1 0 von 10

Therapeutische Wirksamkeit wurde definiert als T/C-Wert von <= 0,50. Gute Vertraglichkeit
wurde definiert als maximale Kdrpergewichtsverdnderung von <= minus 10% und 100%
Uberleben der Versuchstiere.

Demzufolge zeigte Beispiel 1-1 bei 80 mg/kg und 2mal tdglicher Gabe therapeutische Wirksamkeit
und gute Vertriglichkeit.

Demzufolge zeigte Beispiel V.1-a/V.3-a bei 100 mg/kg und 1mal taglicher Gabe therapeutische
Wirksamkeit und gute Vertriglichkeit, wihrenddessen 100 mg/kg und 2mal tégliche Gabe
therapeutische Wirksamkeit aber keine gute Vertrdglichkeit zeigte.

Demzufolge zeigte Beispiel 1-2 bei 40 mg/kg und 80 mg/kg (jeweils 2mal téglicher Gabe)
therapeutische Wirksamkeit und gute Vertraglichkeit.

Demzufolge zeigte Beispiel V.2-a/V.4-a bei 80 mg/kg und 1mal tédglicher Gabe therapeutische
Wirksamkeit und gute Vertriaglichkeit, wihrenddessen 40 mg/kg und 1mal tdgliche Gabe keine
therapeutische Wirksamkeit und 80 mg/kg und 2mal tigliche Gabe keine gute Vertraglichkeit
zeigten.

Demzufolge zeigte Beispiel 1-4 bei 80 mg/kg und 2mal tiglicher Gabe therapeutische Wirksamkeit
und gute Vertraglichkeit.
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Vorhersage humaner pharmakokinetischer Parameter und humaner therapeutischer Dosis

Die Vorhersage der humanen pharmakokinetischen (PK) Parameter (Tabelle 9) erfolgte auf Basis
der in vivo PK Parameter, dic fiir die Ratte erhoben wurden (single species scaling) unter
5 Berlicksichtigung von Spezies-Unterschieden in der freien Fraktion (fu) im Plasma. Die wirksame
AUC (area under curve) wurde basierend auf dem gemessenen Plasma Konzentrationszeitprofil
bei in vivo Wirksamkeit im PC3-Tumormodell der Maus (nu/nu Maus) bestimmt. Die Ermittlung
der therapeutischen Humandosis erfolgte mittels vorhergesagter humaner Clearance (CL), der
Annahme einer 100%igen Bioverflighbarkeit (F=1) und der wirksamen AUC im Tiermodell nach

10 folgender Formel:

Dosis = AUCXﬁ”ng£
JT—
Tab. 9
Dosis ther. AUC fu ber. AUC| vorh. CL |vorh. Dosis| vorh. Dosis
Bsp. (Maus) (Maus) (Maus/ | (human) | (human) | (human) (human)
[mg/kg] [mg*h/L] | human) |[mg*W/L]| [L/Wvke] | [mgkg] {[mg/Patient]

1-1 80 [2 x tdgl] 289 4 1155 0.002 1.7 121
V1 100 [1 x tégl] 984 6.6 6494 0.003 19.5 1365

’ 100 [2 x tégl] 1495 9867 30 2072
V.1-b - - - - - - -
V.l - - - - - - -

12 40 [2 x tagl] 66 5.4 355 0.009 3.2 223

80 [2 x tdgl] 156 842 7.6 531

V.2-a 80 [1x tagl] 544 7 3737 0.006 24 1674

) 80 [2 x tdgl] 672 4702 30 2106
V.2-b - - - - - - -
V.2-¢ - - - - - - -

1-3 - - - - - - -
V3. 100 11 x tégl] 984 6.6 6494 0.003 19.5 1365

) 100 [2 x tégl] 1495 9867 30 2072
V.3-b - - - - - - -

1-4 80 [2 x tigl] 712 5.8 4127 0.003 12.4 867
V 4-a 80 [1x tagl] 544 7 3737 0.006 24 1674

’ 80 [2 x tdgl] 672 4702 30 2106
V.4-b - - - - - - -

15 ther. = therapeutisch
ber. = berechnet

vorh. = vorhergesagt (fu-kotrigiert)
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Figuren:

Fig. 1: ACCI Expression in Tumor- und korrespondierendem Normalgewebe
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Patentanspriiche

wn

Verbindungen geméB Formel (I)

in der
R fir eine Trifluormethyl- oder Methoxymethylgruppe und
R? fiir Wasserstoff oder Fluor steht,

sowie deren Salze.

Verbindungen

- (51,81)-3-(4'-Chlor-3"-fluor-4-methylbiphenyl-3-y1)-4-hydroxy-8-methoxy-8-
(methoxymethyl)-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

- (51,81)-3-(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-yl)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(methoxymethyl)-1-
azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

- (51,81)-3-(4'-Chlor-3'-fluor-4-methylbiphenyl-3-y1)-4-hydroxy-8-methoxy-8-
(trifluormethyl)- 1 -azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

- (51,81)-3~(4'-Chlor-4-methylbiphenyl-3-y1)-4-hydroxy-8-methoxy-8-(trifluormethyl)-1-

azaspiro[4.5]dec-3-en-2-on

Verbindung geméfl Anspruch 1 oder 2 zur Verwendung als Arzneimittel.

Verbindung gemél Anspruch 3 zur Prophylaxe und/oder Therapie von

Tumorerkrankungen.

Verbindung gemdf Anspruch 4 zur Prophylaxe wund/oder Therapie von
Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen, Prostatakarzinomen oder Nicht-

Kleinzelligen Bronchialkarzinomen.

Verbindung gemil Anspruch 5 zur Prophylaxe und/oder Therapie von Hormonrezeptor-

positiven Mammakarzinomen oder Androgenrezeptor-negativen Prostatakarzinomen.
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Verwendung einer Verbindung der Formel (I) gemaB Anspruch 1 zur Herstellung eines

Medikamentes

Verwendung einer Verbindung der Formel (I) gemdl Anspruch 7 zur Herstellung eines

Medikamentes zur Prophylaxe und/oder Therapie von Tumorerkrankungen.

Verwendung gemdl Anspruch 8 zur Herstellung eines Medikaments zur Prophylaxe
und/oder Therapie von Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen,

Prostatakarzinomen oder Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinomen.

Verwendung gemdll Anspruch 9 zur Herstellung cines Medikaments zur Prophylaxe
und/oder  Therapie von  Hormonrezeptor-positiven  Mammakarzinomen  oder

Androgenrezeptor-negativen Prostatakarzinomen.

Verwendung einer Verbindung der Formel (I) geméf Anspruch 1 zur Prophylaxe und/oder

Therapie von Erkrankungen des Menschen oder eines anderen Séugetiers.

Verwendung geméfl Anspruch 11 zur Prophylaxe und/oder Therapie von

Tumorerkrankungen.

Verwendung gemidlB Anspruch 12 zur Prophylaxe und/oder Therapie von
Mammakarzinomen, Kolorektalen Karzinomen, Prostatakarzinomen oder Nicht-

Kleinzelligen Bronchialkarzinomen.

Verwendung gemill Anspruch 13 zur Prophylaxe und/oder Therapie von Hormonrezeptor-

positiven Mammakarzinomen oder Androgenrezeptor-negativen Prostatakarzinomen.

Verbindung der Formel (I) gemdll Anspruch | in Kombination mit einem weiteren

Wirkstoff.

Pharmazeutische Formulierung enthaltend eine Verbindung der Formel (I) geméf

Anspruch 1.
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3-(BIFENIL-3-IL)-4-HIDROXI-8-METOXI-1-AZAESPIRO[4.5]DEC-3-
EN-2—-ONAS SUSTITUIDAS

La presente invencién se relaciona con 3-(bifenil-3-il)-4-
hidroxi—-8-metoxi-l-azaespiro[4.5]dec-3-en-2-onas sustitui-
das, en particular para fines terapéuticos; con composiciones
farmacéuticas que comprenden a los compuestos de acuerdo con
la invencidén y con su uso en terapias, en particular para la
profilaxis y/o terapia de trastornos neoplasicos.

Las acetil-CoA carboxilasas (ACC) cumplen un rol clave en la
homeostasis de acidos grasos celulares. Las ACC son enzimas
que contienen biotina que catalizan la carboxilacidén de 1la
acetil-CoA en malonil-CoA de una manera ATP-dependiente (Kim,
1997; Harwood, 2005; Tong, 2005). Esta reaccidén, gque tiene
lugar como dos hemi-reacciones, una reaccidén con biotina
carboxilasa (BC) y una reaccidén con carboxiltransferasa (CT),
es el primer paso introductorio de la biosintesis de &cidos
grasos y es el paso determinante de la velocidad de la via.
Se conocen dos isoformas de ACC humana, ACCl y ACC2, codifi-
cadas por dos genes diferentes (LuTFI ABU-ELHEIGA et al,
1995, Jane WIDMER, et al., 1996). El1 ACCl se expresa en el
tejido lipogénico (higado, tejido graso), se localiza en el
citosol y llena el acumulacidén de malonil-CoA que sirve como
donante de unidades de C2 para la sintesis de novo de &cidos
grasos de cadena larga por FASN y la subsiguiente extensién
de cadenas. La ACC2 se expresa fundamentalmente en los teji-

dos oxidativos (higado, corazdén, musculo esquelético) (Bian-



chi et al., 1990; Kim, 1997), estd asociada con las mitocon-
drias y regula la segunda acumulacidén de malonil-CoA. Esto
permite regular la oxidacidén de los acidos grasos por inhi-
bicidén de la carnitina palmitoiltransferasa I, la enzima que
facilita la entrada de los acidos grasos de cadena larga en
las mitocondrias para la P-oxidacién (Milgraum LZ, et
al., 1997, Widmer J. et al., 1990).

Ambas enzimas presentan una homologia de secuencia muy ele-
vada y estdn reguladas de una manera similar mediante una
combinacién de mecanismos de transcripcidn, de traduccidn y
de postraduccidédn. Tanto en humanos como en animales, la ac-—
tividad de ACC esta altamente controlada por medio de nume-
rosos mecanismos de de la dieta, hormonales y otros mecanis-—
mos fisioldgicos, tal como activacidén alostérica directa por
citrato, inhibicidén de la retroalimentacidn por acidos grasos
de cadena larga, fosforilacién y/o inactivacidén o modulacidn
reversible de la produccidédn de enzimas por una expresidn
genética modificada.

Los ratones noqueados para ACCl son embrionariamente letales
(Swinnen, et al., 2006, Abu-Elheiga, et al., 2005). Los ra-
tones noqueados para ACC2 presentan menores concentraciones
de malonil-CoA en el masculo esquelético y cardiaco, una
mayor oxidacidén de &cidos grasos en los musculos, niveles
reducidos de grasas en higado, cantidades reducidas de grasas
corporales totales, mayores niveles de UCP3 en el musculo

esquelético (como una indicacién de mayor gasto de energia),



un menor peso corporal, concentraciones plasmaticas reduci-
das de acidos grasos libres, niveles reducidos de glucosa en
plasma, cantidades reducidas de glucdgeno en los tejidos, y
estdn protegidos contra la diabetes y obesidad inducida por
la dieta (Abu-Elheiga et al., 2001, 2003; Oh et al., 2005).
Ademds del compromiso en la sintesis de &cidos grasos en los
tejidos lipogénicos y la oxidacidén de 4acidos grasos en los
tejidos oxidativos, en muchas células tumorales se observd
una sobrerregulacién de ACC y una mayor lipogénesis (Swinnen,
et al., 2004, Heemers, et al., 2000, Swinnen, et al., 2002,
Rossi, et al., 2003, Milgraum, et al., 1997, Yahagi, et al.,
2005). Es muy probable que este fenotipo contribuya en el
desarrollo y el progreso de tumores; sin embargo, aun resta
clarificar los mecanismos reguladores involucrados.
EP0454782 y US5759837 protegen el uso de inhibidores de 1la
sintesis de &cidos grasos para inhibir el crecimiento de
células tumorales. No divulgan cetoenoles ciclicos.

Se han descubierto numerosas sustancias capaces de inhibir
ACC de plantas y/o de insectos.

La Solicitud de Patente PCT, PCT/EP99/01787, publicada como
WO 99/48869, que corresponde a la Patente Europea EP 1 066
258 Bl, se refiere a nuevos cetoenoles ciclicos sustituidos
con arilfenilo, a una pluralidad de procesos para su prepa-
racién y a su uso como plaguicidas y herbicidas.

Las 3-acilpirrolidin-2,4-dionas ya fueron descritas en tér-
minos de sus propiedades farmacéuticas (S. Suzuki et al.,

Chem. Pharm. Bull., 15 1120 (1967)). Aun més, R. Schmierer vy



H. Mildenberger (Liebigs Ann. Chem. 1985, 1095) han sinteti-
zado N-fenilpirrolidin-2,4-dionas. Pero no se ha descrito la
actividad bioldégica de estos compuestos.

En EP-A-0 262 399 y GB-A-2 266 888 se divulgan compuestos de
una estructura similar (3-arilpirrolidin-2,4-dionas) pero,
sin embargo, no se les conoce ninguna actividad herbicida,
insecticida o acaricida. Se sabe que los derivados biciclicos
no sustituidos de 3-pirrolidin-2,4-diona (EP-A-355 599, EP-
A-415 211 y JP-A-12-053 670) y los derivados monociclicos no
sustituidos de 3-arilpirrolidin-2,4-diona (EP-A-377 893 vy
EP-A-442 077) tienen actividad herbicida, insecticida o aca-
ricida.

También son conocidos los derivados policiclicos de 3-
arilpirrolidin-2,4-diona (EP-A-442 073) y los derivados de
lH-arilpirrolidindiona (EP-A-456 063, EP-A-521 334, EP-A-596
298, EP-A-613 884, EP-A-613 885, WO 95/01 971, WO 95/26 954,
WO 95/20 572, EP-A-0 668 267, WO 96/25 395, WO 96/35 664, WO
97/01 535, WO 97/02 243, WO 97/36 868, WO 97/43275, WO
98/05638, WO 98/06721, WO 98/25928, WO 99/24437, WO 99/43649,
WO 99/48869, WO 99/55673, WO 01/17972, WO 01/23354, WO
01/74770, WO 03/013249, WO 03/062244, WO 2004/007448, WO
2004/024688, WO 04/065366, WO 04/080962, WO 04/111042, WO
05/044791, WO 05/044796, WO 05/048710, WO 05/049569, WO
05/066125, WO 05/092897, WO 06/000355, WO 06/029799, WO
06/056281, WO 06/056282, WO 06/089633, WO 07/048545, DEA 102
00505 9892, WO 07/073856, WO 07/096058, WO 07/121868, WO

07/140881, WO 08/067873, WO 08/067910, WO 08/067911, WO



08/138551, WO 09/015801, WO 09/039975, WO 09/049851, WO
09/115262, wW010/052161, WO 10/063378, WO 10/063670,
W010/063380, W010/066780, W010/102758, w02010/135914,
w02011/067131, w02011/067135, W02011/067203 y
W02011/067240) .

Son conocidas ademds las lH-arilpirrolidin-2,4-dionas susti-
tuidas con cetal de WO 99/16748 y las arilpirrolidindionas
sustituidas con (espiro)cetal sustituidas con N-alcoxialcoxi
JP-A-14 205 984 e Ito M. et al., Bioscience, Biotechnology
and Biochemistry, 67, 1230-1238, (2003). AGn mas, en WO
06/024411 se divulgan composiciones herbicidas que compren-—
den cetoenoles.

En WO 2008/022725 se divulgan derivados del &cido tetrdnico
sustituidos con 4 '-bifenilo para las terapias de trastornos
virales.

En WO 2005/089118 y WO2007/039286 se divulgan, de una manera
general, estructuras biciclicas que contienen nitrdgeno para
terapias; sin embargo, no se mencionan especificamente los
cetoenoles ciclicos sustituidos con 5 -bifenilo.

El arte anterior mads cercano en términos estructurales puede
representarse por compuestos que tienen un grupo metilo en
lugar de un grupo trifluorometilo o un grupo metoximetilo en
la posicidén 8 del sistema de anillos azaespiro[4.5]dec-3-en-
2-ona. Algunos de aquellos compuestos forman parte del arte
anterior y se divulgan, por ejemplo, en W010/063378.

El arte anterior mds cercano en términos estructurales tam-

bién puede representarse por compuestos que tienen un atomo



de hidrdégeno en lugar de un grupo metoxi en la posicién 8
del sistema de anillos azaespiro[4.5]dec-3-en-2-ona. Algunos
de aquellos compuestos forman parte del arte anterior y se
divulgan, por ejemplo, en WO 07/048545 (Ejemplo I-1-a-5).
En este caso, WO 10/063378 y WO 07/048545 se relacionan con
invenciones que pertenecen a otro campo, a saber, el campo
de los herbicidas.

Sin excepcidn, las estructuras mds cercanas del arte anterior
son conocidas del campo de los herbicidas, los insecticidas
o los fungicidas. Para estas estructuras, en primer lugar no
se sabe y en segundo lugar no es previsible si pueden inhibir
a la ACC humana. AUn mas, se desconoce y es imprevisible si
estas estructuras son selectivas contra una de las isoformas
de ACC humana.

Sobre la base de este arte anterior, un objeto de la presente
invencidén comprende proveer estructuras para la terapia de
trastornos veterinarios y en humanos.

En particular, las estructuras de acuerdo con la invencién
deberian ser adecuadas para la profilaxis y la terapia de
trastornos neopldsicos y presentan ventajas con respecto a
las estructuras conocidas en el arte anterior.

Lo que se proporcionaran son, en particular, estructuras para
la terapia de trastornos que inhiben fuertemente la ACC1
humana. Las estructuras buscadas deberian inhibir la ACCl
humana mas fuertemente que la ACC2 humana, es decir, deberian
ser selectivas contra la ACC2 humana.

Preferiblemente, las estructuras provistas para la terapia



de trastornos también deberian presentar adicionalmente uno,
mejor aun mads de uno o en el mejor de los casos todas las
siguientes propiedades:

- de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, inhiben
la ACC1l humana con un valor de IC50 menor que 300 nM,
aun mejor menor que 200 nM y aun mejor todavia menor
que 100 nM en el ensayo descrito,

- de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, inhiben a
la ACC2 humana con un valor de IC50 mayor que 0,5 pM,
aun mejor mayor que 1,5 pM y aun mejor todavia mayor
que 2 pM en el ensayo descrito,

- de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, la rela-
cidén entre el valor de la IC50 para la inhibicidén de 1la
ACC2 humana y el valor de IC50 para la inhibicidén de la
ACC1 humana es de por lo menos un factor de 8, atn mejor
por lo menos un factor de 15 y atn mejor todavia por 1lo
menos un factor de 20.

- de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, inhiben
la proliferacidén de células tumorales de la linea celu-
lar MCF7 con un valor de IC50 menor que 250 nM, aun
mejor menor que 100 nM y aun mejor todavia menor que 50
nM en el ensayo descrito,

- de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo



con la media de una pluralidad de mediciones, tienen un
valor de logP/D menor que 3, aun mejor menor que 2,5 en
el ensayo descrito,

de acuerdo con una sola medicidén o aln mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, tienen un
valor de logMA menor dgue 3, aun mejor menor dque 2,5,
aun mejor todavia menor que 2 en el ensayo descrito,
de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, tienen
una constante de unidén a la proteina HSA de mas de 1
pmol/1l en el ensayo descrito,

de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, tienen
una fraccién libre de mas del 0,1%, auln mejor de mas
del 0,2%, con respecto a la unidén a la proteina plasméa-
tica humana en el ensayo descrito.

de acuerdo con una sola medicidén o aun mejor de acuerdo
con la media de una pluralidad de mediciones, presentan
una relacidén de las fracciones libres con respecto a la
unién a la proteina plasmatica de ratdédn y la proteina
plasmatica humana de un factor menor que 15, aun mejor
menor que 10,

tienen una relacidén de las fracciones libres con res-—
pecto a la unidén a la proteina plasmatica de diversas
especies que conduce a un dosis humana estimada acepta-
ble,

tienen pardmetros farmacocinéticos que conducen a una



dosis humana estimada aceptable y que permiten su admi-
nistracidén como un medicamento,

tienen una depuracidén baja,

tienen una biodisponibilidad elevada,

tienen una volumen de distribucidén moderada a alta,
tienen una biodisponibilidad relativa aceptable que
conduce a una dosis humana estimada aceptable y que
permite su administracién como un medicamento,

tienen una vida media en humanos estimada de no mds que
dos semanas,

tienen actividad in vivo en el modelo en ratdén de xeno-—
injerto de PC3,

tienen actividad en el modelo en ratdén de xenoinjerto
de PC3 con niveles en plasma que conducen a una dosis
humana estimada aceptable,

su dosis diaria en humanos estimada con el método des-

crito es menor que 2 g, aun mejor menor que 1 g, por

paciente.
Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que los compuestos
de la férmula (I)
@) H,GC
R
0
7~
H,C
donde
R1 representa un grupo trifluorometilo o metoximetilo vy
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R? representa hidrdégeno o fluor,

y Ssus sales

son particularmente adecuados en las terapias de trastornos
y permiten cumplir con el objeto de la invencidn.

En este caso no era previsible que las estructuras, y cudl
de ellas, conocidas como insecticidas o herbicidas, permi-
tieran alcanzar el objeto de la invencidén, es decir, gue
representaran una estructura que se puede usar en terapias
para trastornos en humanos y/o animales.

Era aun menos previsible que las estructuras, y cudal de
ellas, conocidas como insecticidas o herbicidas, inhibieran
la ACC humana, y menos aln gque presentaran selectividad, vy
cudl de ellas lo hiciere, contra una de las isoformas huma-
nas.

En el gran grupo de cetoenoles ciclicos conocidos como in-—
secticidas, fungicidas o herbicidas, los compuestos de la
férmula (I) sorprendentemente se distinguen por su Dbuena
inhibicidén enzimdtica de la ACCl humana. En este caso, los
compuestos de acuerdo con la invencidn tienen una mayor se-—
lectividad contra la ACC2 humana y particularmente inhiben
la ACCl. Esta propiedad no era previsible y califica a los
compuestos de acuerdo con la invencidén para terapias con
efectos secundarios reducidos. Los efectos secundarios inde-
seados probablemente son causados por la inhibicidén simulta-
nea de las ACC2 humanas, en tanto los efectos se basan fun-

damentalmente en la inhibicidén de las ACCl humanas.
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La selectividad contra la ACC2 humana parece basarse estruc-
turalmente en el grupo trans-metoxi en la posicidén 8 del
sistema de anillos de azaespiro[4.5]dec-3-en-2-ona de 1las
estructuras de acuerdo con la invencidn. Si este grupo trans-
metoxi ya sea habia realizado en las estructuras relacionadas
del arte anterior, se desconocia en el momento de la inven-—
cidén si la selectividad, y el tipo de selectividad, de estas
estructuras podia inhibir las ACC humanas.

La presente invencidén también abarca el uso de las sales
fisioldégicamente aceptables de los compuestos de acuerdo con
la invencidn.

La presente invencidén también abarca el uso de las formas
tautoméricas de los compuestos de la férmula (I) de acuerdo

con la invencidn, por ejemplo

O H,C

Las sales fisioldégicamente aceptables de los compuestos de
acuerdo con la invencién también incluyen sales de bases
convencionales, tales como, a modo de ejemplo y con prefe-
rencia, sales de metales alcalinos (por ejemplo, sales de
sodio y potasio), sales de metales alcalino-térreos (por
ejemplo, sales de calcio y magnesio) y sales de amonio deri-
vadas de amoniaco o aminas organicas que tienen entre 1 y 16

dtomos de carbono, tales como, a modo de ejemplo y con pre-
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ferencia, etilamina, dietilamina, trietilamina, etildiiso-
propilamina, monoetanolamina, dietanolamina, trietanolamina,
dicilohexilamina, dimetilaminoetanol, procaina, dibencila-
mina, N-metilmorfolina, arginina, lisina, etilendiamina y N-—
metilpiperidina.

La presente invencidén provee ademds medicamentos que com-
prenden a los compuestos de acuerdo con la invencidn y por
lo menos uno o mas compuestos activos adicionales, en parti-
cular para la profilaxis y/o la terapia de trastornos neo-
plasicos.

Los compuestos de acuerdo con la invencidén pueden actuar de
forma sistémica y/o local. Para tal fin, se puede administrar
de una manera adecuada, por ejemplo por una ruta oral, pa-
renteral, pulmonar, nasal, sublingual, lingual, bucal, rec-
tal, dérmica, transdérmica, conjuntiva, o&ética, o como un
implante o un Stent.

Los compuestos de acuerdo con la invencidén se pueden admi-
nistrar en formas de administracidén adecuadas para estas
rutas de administracidn.

Las formas de administracidén adecuadas para una administra-
cidén por via oral son aquellas gque funcionan de acuerdo con
el arte anterior, que liberan los compuestos de acuerdo con
la invencidén de manera rdpida y/o de una manera modificada,
y que contienen a los compuestos de la invencidén en forma
cristalina y/o amorfa y/o disuelta, por ejemplo como tabletas

(tabletas no recubiertas o recubiertas, por ejemplo con re-



13

cubrimientos resistentes a los jugos gastricos o que se di-
suelven con un retardo o que son insolubles que controlan la
liberacidén del compuesto de acuerdo con la invencién), ta-
bletas o peliculas/obleas que se desintegran réapidamente en
la cavidad oral, peliculas/liofilizados, cdpsulas (por ejem-
plo cédpsulas de gelatina dura o blanda), tabletas recubiertas
con azucar, granulos, pélets, polvos, emulsiones, suspensio-
nes, aerosoles o soluciones.

La administracidén parenteral puede pasar por alto el paso de
absorcidén (por ejemplo por via intravenosa, intraarterial,
intracardiaca, intraespinal o intralumbar) o puede incluir
absorcidén (por ejemplo por via intramuscular, subcutanea,
intracutdnea, percutdnea o intraperitoneal). Las formas de
administracidén apropiadas para administracidén parenteral in-
cluyen preparaciones para inyeccidén e infusidén en la forma
de soluciones, suspensiones, emulsiones, liofilizados o pol-
vos estériles.

Para las otras rutas de administracidén son ejemplos apropia-
dos los medicamentos para inhalacién (inclusive inhaladores
para polvos, nebulizadores), gotas nasales, soluciones, ae-
rosoles; tabletas para una administracidén lingual, sublin-
gual o bucal, peliculas/obleas o capsulas, supositorios, pre-
parados 6ticos u oftalmoldgicos, cdpsulas vaginales, suspen-—
siones acuosas (lociones, mezclas de multiples fases), sus-—
pensiones lipofilicas, unglientos, cremas, sistemas terapéu-
ticos transdérmicos (por ejemplo parches), leche, pastas,

espumas, polvos para espolvorear, implantes o Stents.



14

Los compuestos de acuerdo con la invencidén se pueden conver-—
tir en las formas de administracién mencionadas. Esto se
puede lograr de una forma conocida per se, por mezclado con
auxiliares inertes, no téxicos, farmacéuticamente adecuados.
Estos auxiliares incluyen vehiculos (por ejemplo celulosa
microcristalina, lactosa, manitol), solventes (por ejemplo
polietilenglicoles liquidos), emulsionantes y agentes dis-
persantes o humectantes (por ejemplo dodecilsulfato de sodio,
oleato de polioxisorbitédn), aglutinantes (por ejemplo poli-
vinilpirrolidona), polimeros sintéticos y naturales (por
ejemplo albumina), estabilizantes (por ejemplo antioxidantes
tal como acido ascérbico), colorantes (por ejemplo pigmentos
inorganicos tales como 6xidos de hierro) y correctores del
sabor y/o del olor.

La presente invencidén provee ademds medicamentos que com-
prenden los compuestos de acuerdo con la invencidén, tipica-
mente junto con uno o mas auxiliares inertes, no tdéxicos,
farmacéuticamente adecuados, y el uso de los mismos para los
fines mencionados previamente.

La formulacidén de los compuestos de acuerdo con la invencidn
para obtener preparaciones farmacéuticas se efectta de la
manera conocida per se, por conversidn de el o los compuestos
activos en la forma de administracidén deseada con los auxi-
liares utilizados comunmente en la formulacidén farmacéutica.
Los auxiliares usados pueden ser, por ejemplo, vehiculos,
rellenos, desintegrantes, aglutinantes, humectantes, desli-

zantes, absorbentes y adsorbentes, diluyentes, solventes,
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cosolventes, emulsionantes, solubilizantes, correctores del
sabor, colorantes, conservantes, estabilizadores, agentes
humectantes, sales para modificar la presidén osmdética o so-
luciones amortiguadoras.

Se hace referencia a Remington's Farmacéuticas Science, 152
ed. Mack Publishing Company, East Pennsilvania (1980).

Las formulaciones farmacéuticas se pueden encontrar:

en una forma sdélida, por ejemplo como tabletas, tabletas
recubiertas con azucar, pildoras, supositorios, céapsulas,
sistemas transdérmicos.

en una forma semisdélida, por ejemplo como unglientos, cremas,

geles, supositorios, emulsiones, o

en una forma liquida, por ejemplo como soluciones, tinturas,
suspensiones o emulsiones.

Los auxiliares usados en el contexto de la invencidén pueden
ser, por ejemplo, sales, sacaridos (mono, di, tri, oligo y/o
polisacaridos), proteinas, aminodcidos, péptidos, grasas,
ceras, aceites, hidrocarburos y derivados de los mismos, Vy
los auxiliares pueden ser de origen natural o sintético o
parcialmente sintético.

Las formas utiles para una administracién oral o peroral
comprenden en especial tabletas, tabletas recubiertas, cap-
sulas, pildoras, polvos, granulos, pastillas, suspensiones,
emulsiones o soluciones.

Las formas utiles para una administracidén parenteral com-
prenden en especial suspensiones, emulsiones, y particular-

mente soluciones.
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La presente invencidén se relaciona con los compuestos de
acuerdo con la invencién.
Se pueden usar para la profilaxis y terapia de trastornos en
humanos, en particular trastornos neopldsicos.
Los compuestos de acuerdo con la invencidn se pueden usar en
particular para inhibir o reducir la proliferacidén de células
y/o la divisidén celular y/o para inducir apoptosis.
Los compuestos de acuerdo con la invencidn son particular-—
mente adecuados para la profilaxis y/o terapia de trastornos
hiperproliferativos tales como, por ejemplo,

- psoriasis,

- queloides y otras hiperplasias de la piel,

- hiperplasias de préstata benignas (BPH),

- tumores sdélidos y

- tumores hematoldgicos.
Los tumores sdélidos que pueden ser tratados de acuerdo con
la invencién son, por ejemplo, tumores de la mama, del tracto
respiratorio, de cerebro, de los érganos reproductores, del
tracto gastrointestinal, del tracto urogenital, de los ojos,
de higado, de la piel, de cabeza y cuello, de la glandula
tiroides, de la glandula paratiroides, de hueso y del tejido
conectivo y las metdstasis de estos tumores.
Los tumores hematoldgicos que pueden ser tratados comprenden,
por ejemplo,

- mieloma multiple

- linfomas o

- leucemias
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Los tumores de mama que pueden ser tratados comprenden, por
ejemplo,
- carcinomas de mama con estado de receptores hormonales
positivo
- carcinomas de mama con estado de receptores hormonales
negativo
- carcinomas de mama positivos para Her-2
- carcinomas de mama negativos para receptores hormonales
y Her-2
- carcinomas de mama asociados con BRCA
- carcinoma de mama inflamatorio.
Los tumores del tracto respiratorio que pueden ser tratados
comprenden, por ejemplo,
- carcinomas bronquiales de células no pequefas y
- carcinomas bronquiales de células pequenas.
Los tumores de cerebro que pueden ser tratados comprenden,
por ejemplo,
- gliomas,
- glioblastomas,
- astrocitomas,
- meningiomas vy
- meduloblastomas.
Los tumores de los dérganos reproductores masculinos que pue-—
den ser tratados comprenden, por ejemplo:
- carcinomas de préstata,
- tumores de testiculo malignos y

- carcinomas de pene.
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tratados comprenden, por ejemplo:

de endometrio
cérvicouterino
de ovario
vaginales

de vulva

tumores de los érganos reproductores femeninos que pueden

Los tumores del tracto gastrointestinal que pueden ser tra-
tados comprenden, por ejemplo:

- carcinomas colorrectales

- carcinomas anales

- carcinomas de estdmago

- carcinomas de pancreas

- carcinomas de esdéfago

- carcinomas de vesicula biliar

- carcinomas del intestino delgado

- carcinomas de las glandulas salivales

-  tumores neuroenddcrinos

- tumores del estroma gastrointestinal
Los tumores del tracto urogenital que pueden ser tratados
comprenden, por ejemplo:

- carcinomas de vejiga urinaria

- carcinomas de células renales

- carcinomas de la pelvis renal y del tracto urinario

inferior

Los tumores de los ojos que pueden ser tratados comprenden,

por ejemplo:
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retinoblastomas

melanomas intraoculares

tumores de higado qgque pueden ser tratados comprenden,

ejemplo

carcinomas hepatocelulares

carcinomas colangiocelulares

tumores de la piel que pueden ser tratados comprenden,

ejemplo:

melanomas malignos

basaliomas

espinaliomas

sarcomas

de Kaposi

carcinomas de células de Merkel

Los tumores de cabeza y cuello gque pueden ser tratados com-

prenden,

por ejemplo:

carcinomas de laringe

carcinomas de la faringe y la cavidad oral

sarcomas que pueden ser tratados comprenden, por ejemplo:

sarcomas

de tejido blando

osteosarcomas

linfomas que pueden ser tratados comprenden, por ejemplo:

linfomas

linfomas

linfomas

linfomas

linfomas

no Hodgkin

de Hodgkin

cutaneos

del sistema nervioso central

asociados a SIDA
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Las leucemias que pueden ser tratadas comprenden, por ejem-

o
'_l
@)

- leucemias mieloides agudas

- leucemias mieloides crdnicas

- leucemias linfaticas agudas

- leucemias linfaticas crénicas

- leucemias de células pilosas
Ventajosamente, los compuestos de acuerdo con la invencidn
se pueden usar para la profilaxis y/o terapia de:
carcinomas de mama, en particular negativos para receptores
hormonales, positivos para receptores hormonales, o
carcinomas de mama asociados con BRCA, y también
carcinomas de pdancreas, carcinomas de células renales, car-
cinomas hepatocelulares, melanomas malignos y otros tumores
de piel, carcinomas brongquiales de células no pequefas, car-—
cinoma de endometrio,
carcinomas colorrectales y carcinomas de prdstata.
De manera particularmente ventajosa, los compuestos de
acuerdo con la invencidén se pueden usar para la profilaxis
y/0 terapia de carcinomas de mama, en particular carcinomas
de mama positivos para receptores hormonales, carcinomas co-—
lorrectales, carcinomas de prdstata, en particular carcino-
mas de proéstata negativos para receptores de andrdédgenos o
carcinomas bronquiales de células no pequefas.
Estos trastornos estdn bien caracterizados en el hombre, pero
también existen en otros mamiferos.

La presente solicitud provee los compuestos de la fdérmula
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(I) de acuerdo con la invencién, en particular los siguientes
compuestos:

- (5r,8r)-3—-(4'-cloro-3'-fluoro-4-metilbifenil-3-i1l1)—-4-hi-
droxi-8-metoxi-8- (metoximetil)—-1l-azaespiro[4.5]dec-3-en-2-
ona

- (5r,8r)-3-(4'"-cloro-4-metilbifenil-3-il)-4-hidroxi-8-me-
toxi-8-(metoximetil)-1-azaespiro[4.5]dec-3-en-2-0ona

- (5r,8r)-3-(4'"-cloro-3'-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)-4-hi-
droxi-8-metoxi-8-(trifluorometil)—-1l-azaespiro[4.5]dec—-3-en—
2—-ona

- (5r,8r)-3—-(4'-cloro-4-metilbifenil-3-il)-4-hidroxi—-8-me-
toxi-8-(trifluorometil)-1-azaespiro[4.5]dec-3-en-2-ona

La presente solicitud provee ademds los compuestos de acuerdo
con la invencidén para su uso como medicamentos, en especial
para la profilaxis y/o la terapia de trastornos neoplédsicos.
La presente solicitud provee ademds los compuestos de acuerdo
con la invencidén para la profilaxis y/o terapia de carcinomas
de mama, carcinomas de pancreas, carcinomas de células rena-
les, carcinomas hepatocelulares, melanomas malignos y otros
tumores de piel, carcinomas brongquiales de células no peque-—
Nas, carcinomas de endometrio, carcinomas colorrectales o
carcinomas de prodstata.

La presente solicitud provee ademds los compuestos de acuerdo
con la invencidén para la profilaxis y/o terapia de carcinomas
de mama, en particular carcinomas de mama positivos para
receptores hormonales, carcinomas colorrectales, carcinomas

de prdstata, en particular carcinomas de prdstata negativos
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para receptores de andrdgenos o carcinomas bronquiales de
células no pequeias.

La invencidén provee ademds el uso de los compuestos de
acuerdo con la invencidn para preparar un medicamento.

La presente solicitud provee ademéds el uso de los compuestos
de acuerdo con la invencidén en la preparacidén de un medica-
mento para la profilaxis y/o terapia de trastornos neopldsi-
cos.

La presente solicitud provee ademds el uso de los compuestos
de acuerdo con la invencidén en la preparacidén de un medica-
mento para la profilaxis y/o terapia de carcinomas de mama,
carcinomas de pdancreas, carcinomas de células renales, car-
cinomas hepatocelulares, melanomas malignos y otros tumores
de piel, carcinomas brongquiales de células no pequefas, car-—
cinomas de endometrio, carcinomas colorrectales o carcinomas
de préstata.

La presente solicitud provee ademéds el uso de los compuestos
de acuerdo con la invencidén en la preparacidén de un medica-
mento para la profilaxis y/o terapia de carcinomas de mama,
en particular carcinomas de mama positivos para receptores
hormonales, carcinomas colorrectales, carcinomas de prdbs-—
tata, en particular carcinomas de prdstata negativos para
receptores de andrdégenos o carcinomas bronquiales de células
no pequenas.

La presente solicitud provee ademds el uso del compuesto para
la profilaxis y/o terapia de trastornos neopldsicos.

La presente solicitud provee ademéds el uso de los compuestos
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de acuerdo con la invencidén para la profilaxis y/o terapia
de carcinomas de mama, carcinomas de pancreas, carcinomas de
células renales, carcinomas hepatocelulares, melanomas ma-
lignos y otros tumores de piel, carcinomas brongquiales de
células no pequeflas, carcinomas de endometrio, carcinomas
colorrectales o carcinomas de préstata.

La presente solicitud provee ademds el uso de los compuestos
de acuerdo con la invencidén para la profilaxis y/o terapia
de carcinomas de mama, en particular carcinomas de mama pPo-—
sitivos para receptores hormonales, carcinomas colorrecta-
les, carcinomas de préstata, en particular carcinomas de
préstata negativos para receptores de andrdégenos o carcinomas
bronquiales de células no pequeiias.

La presente solicitud provee ademds formulaciones farmacéu-
ticas en la forma de tabletas gque comprenden uno de 1los
compuestos de acuerdo con la invencidn para la profilaxis
y/o0 terapia de carcinomas de mama, carcinomas de pancreas,
carcinomas de células renales, carcinomas hepatocelulares,
melanomas malignos y otros tumores de piel, carcinomas bron-
quiales de células no pequeflas, carcinomas de endometrio,
carcinomas colorrectales o carcinomas de prdstata.

La presente solicitud provee ademds formulaciones farmacéu-
ticas en la forma de tabletas gque comprenden uno de 1los
compuestos de acuerdo con la invencidn para la profilaxis
y/0 terapia de carcinomas de mama, en particular carcinomas

de mama positivos para receptores hormonales, carcinomas co-—
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lorrectales, carcinomas de préstata, en particular carcino-
mas de préstata negativos para receptores de andrdégenos o
carcinomas bronquiales de células no pequeias.

La invencidén provee ademds el uso de los compuestos de
acuerdo con la invencidén para el tratamiento de trastornos
asociados con procesos proliferativos.

Los compuestos de acuerdo con la invencidédn se pueden usar
por si mismos o, si fuera necesario, en combinacién con una
o mas sustancias farmacoldgicamente activas adicionales,
siempre que esta combinacidén no conduzca a efectos secunda-
rios indeseables e inaceptables. Por lo tanto, la presente
invencién provee ademdas medicamentos que comprenden un com-
puesto de acuerdo con la invencidédn y uno o mas compuestos
activos adicionales, en particular para la profilaxis y/o
terapia de los trastornos mencionados previamente.

Por ejemplo, los compuestos de acuerdo con la invencidn se
pueden combinar con sustancias antihiperproliferativas, ci-
tostaticas o citotdxicas conocidas para el tratamiento de
cancer. La combinacién de los compuestos de acuerdo con la
invencidén con otras sustancias usadas comunmente para el
tratamiento de cdncer, o de lo contrario con una radiotera-
pia, resulta particularmente apropiada.

Los ejemplos de compuestos activos adecuados para una combi-
nacidén incluyen:

afinitor, aldesleuquina, acido alendrénico, alfaferona, ali-
tretinoina, alopurinol, aloprim, aloxi, altretamina, amino-

glutetimida, amifostina, amrubicina, amsacrina, anastrozol,
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anzmet, aranesp, arglabina, tridéxido de arsénico, aromasina,
5-azacitidina, azatioprina, BCG o tice BCG, bestatina, ace-
tato de betametasona, fosfato de betametasona sdédica, bexa-
roteno, sulfato de bleomicina, broxuridina, bortezomib, bu-
sulfdn, calcitonina, campat, capecitabina, carboplatino, ca-
sodex, cefesona, celmoleuquina, cerubidina, clorambucilo,
cisplatino, cladribina, cladribina, &cido clodrénico, ciclo-
fosfamida, citarabina, dacarbazina, dactinomicina, dau-
noxoma, decadrdén, fosfato de decadrdn, delestrdgeno, deni-
leuquina diftitox, depomedrol, deslorelina, dexrazoxano, di-
etilestilbestrol, diflucano, docetaxel, doxifluridina, doxo-—
rubicina, dronabinol, DW-166HC, eligard, elitek, ellence,
emend, epirubicina, epoetina alfa, epdgeno, eptaplatino, er-
gamisol, estrace, estradiol, fosfato de estramustina sdédica,
etinilestradiol, etiol, &cido etidrdnico, etopofos, etopd-
sido, fadrozol, farstén, filgrastim, finasteride, fligras-
tim, floxuridina, fluconazol, fludarabina, monofosfato de 5-
fluorodesoxiuridina, 5-fluorouracilo (5-FU), fluoximeste-
rona, flutamida, formestane, fosteabine, fotemustina, ful-
vestrant, gammagard, gemcitabine, gemtuzumab, gleevec, gli-
adel, goserelina, granisetrdédn clorhidrato, histrelina, hica-
mtina, hidrocortona, eritro-hidroxinoniladenina, hidroxiu-
rea, ibritumomab tiuxetano, idarubicina, ifosfamida, inter-
ferén alfa, interferdén-alfa 2, interferdn alfa-2u, interfe-
rén alfa-2p, interferdédn alfa-nl, interferdn alfa-n3, inter-

ferén beta, interferdén gamma-lo, interleuquina-2, intrén A,
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iressa, irinotecano, kitrilo, lapatinib, sulfato de lenti-
nan, letrozol, leucovorina, leuprolida, acetato de leupro-
lida, levamisol, sal de calcio del &acido levofdlico, levo-
troide, levoxilo, lomustina, lonidamina, marinol, mecloreta-
mina, mecobalamina, acetato de medroxiprogesterona, acetato
de megestrol, melfaldn, menest, 6-mercaptopurina, mesna, me-—
totrexato, metvix, miltefosina, minociclina, mitomicina C,
mitotano, mitoxantrona, modrenal, miocet, nedaplatino, neu-
lasta, neumega, neupogen, nilutamida, nolvadex, NSC-631570,
OCT-43, octreotida, ondansetrdédn clorhidrato, orapred, oxali-
platino, paclitaxel, pediapred, pegaspargasa, pegasis, pen-—
tostatina, picibanilo, pilocarpina clorhidrato, pirarubi-
cina, plicamicina, porfimero sdédico, prednimustina, pre-
dnisolona, prednisona, premarina, procarbazina, procrit,
raltitrexed, RDEA119, rebif, etidronato de renio-186, ritu-
ximab, roferdén-A, romurtida, salagen, sandostatina, sargra-
mostim, semustina, sizofiran, sobuzoxano, solu-medrol, es-—
treptozocina, cloruro de estroncio-89, sintroide, tamoxi-
feno, tamsulosina, tasonermino, tastolactona, taxotere, te-
celeugquina, temozolomida, tenipdsido, propionato de testos-
terona, testred, tioguanina, tiotepa, tirotropina, &acido
tiludrdénico, topotecano, toremifeno, tositumomab, trastuzu-
mab, treosulfdn, tretinoina, trexal, trimetilmelamina, tri-
metrexato, acetato de triptorelina, pamoato de triptorelina,
UFT, uridina, wvalrubicina, vesnarinona, vinblastina, vin-

cristina, vindesina, vinorelbina, virulizina, zinecard, es-
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timalamer zinostatina, =zofrdn, ABI-007, acolbifeno, actin-
mune, afinitak, aminopterina, arzoxifeno, asoprisnilo, ata-
mestano, atrasentdn, BAY 43-9006 (sorafenib), avastina, CCI-
779, CDC-501, celebrex, cetuximab, crisnatol, acetato de ci-
proterona, decitabina, DN-101, doxorubicina-MTC, dSLIM,
dutasterida, edotecarina, eflornitina, exatecan, fenreti-
nide, diclorhidrato de histamina, implante de hidrogel de
histrelina, holmio-166 DOTMP, &cido ibandrénico, interferdn
gamma, intrén-PEG, ixabepilona, hemocianina de lapa, L-
651582, lanreotide, lasofoxifeno, libra, lonafarnib, mipro-
xifeno, minodronato, MS-209, MTP-PE liposdédmico, MX-6, nafa-
relina, nemorubicina, neovastat, nolatrexed, oblimersen,
onco-TCS, osidem, paclitaxel poliglutamato, pamidronato di-
sédico, PN-401, QS-21, quazepam, R-1549, raloxifeno, ranpir-
nase, acido 13-cis-retinoico, satraplatino, seocalcitol, T-
138067, tarceva, taxoprexina, timosina-alfa-1, tiazofurina,
tipifarnib, tirapazamina, TLK-286, toremifeno, TransMID-
107R, wvalspodar, vapreotida, vatalanib, verteporfina, vin-
flunina, Z-100, &cido =zoledrdénico o combinaciones de los
mismos.

En una forma de realizacidén preferida, los compuestos de
acuerdo con la invencidén se pueden combinar con agentes an-
tihiperproliferativos, de los cuales se ofrecen ejemplos en
la siguiente lista no exhaustiva:

aminoglutetimida, L-asparaginasa, azatioprina, 5-azaciti-

dina, bleomicina, busulfan, carboplatino, carmustina, clo-



28

rambucilo, cisplatino, colaspasa, ciclofosfamida, citara-
bina, dacarbazina, dactinomicina, daunorubicina, dietiles-
tilbestrol, 2',2'-difluorodesoxicitidina, docetaxel, doxoru-—
bicina (adriamicina), epirubicina, epotilona y sus deriva-
dos, eritro-hidroxinoniladenina, etinilestradiol, etopdsido,
fosfato de fludarabina, 5-fluorodesoxiuridina, monofosfato
de 5-fluorodesoxiuridina, 5-fluorouracilo, fluoximesterona,
flutamida, hexametilmelamina, hidroxiurea, caproato de hi-
droxiprogesterona, idarubicina, ifosfamida, interferdén, iri-
notecano, leucovorina, lomustina, mecloretamina, acetato de
medroxiprogesterona, acetato de megestrol, melfaldn, 6-mer-
captopurina, mesna, metotrexato, mitomicina C, mitotano, mi-
toxantrona, paclitaxel, pentostatina, N-fosfonoacetil-L-as-—
partato (PALA), plicamicina, prednisolona, prednisona, pro-
carbazina, raloxifeno, semustina, estreptozocina, tamoxi-
feno, tenipdsido, propionato de testosterona, tioguanina,
tiotepa, topotecano, trimetilmelamina, uridina, vinblastina,
vincristina, vindesina y vinorelbina.

En un sentido muy promisorio, los compuestos de acuerdo con
la invencidén también se pueden combinar con farmacos biold-
gicos tales como anticuerpos (por ejemplo Avastina, Rituxén,
Erbitux, Herceptina) y proteinas recombinantes.

Los compuestos de acuerdo con la invencidén también permiten
obtener efectos positivos en combinacidén con otras terapias
dirigidas contra una angiogénesis, por ejemplo con Avastina,
axitinib, regorafenib, recentina, sorafenib o sunitinib. Las

combinaciones con inhibidores del proteasoma y de mTOR, vy
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también las antihormonas y los inhibidores enzimaticos del
metabolismo de esteroides, son particularmente adecuadas de-
bido a su perfil favorable de efectos secundarios.
En general, se puede buscar cumplir con las siguientes metas
usando una combinacidén de los compuestos de acuerdo con la
invencién con otros agentes citostdticamente o citotdxica-
mente activos:
® mayor eficacia en retardar el crecimiento de un tumor,
en la reduccién de su tamafio o aln en la eliminacidn
completa del mismo, en comparacidén con el tratamiento
usando un compuesto activo individual;
¢ la posibilidad de usar los farmacos gquimioterapéuticos
a una menor dosificacidén que en el caso de una monote-—
rapia;
® Jla posibilidad de una terapia mas tolerable con menos
efectos secundarios en comparacidén con una administra-
cidén individual;
¢ la posibilidad de tratar un espectro mas amplio de tu-
mores;
¢ Jla posibilidad de obtener un indice de respuesta mas
alto a la terapia;
® un mayor tiempo de supervivencia del paciente en compa-
racién con una terapia estdndar de hoy en dia.
Ademds, los compuestos de acuerdo con la invencidén también
se pueden usar junto con una radioterapia y/o con una inter-
vencidédn quirurgica.

1. Rutas de sintesis para los compuestos de la férmula (I)
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Los compuestos de la férmula (I) de acuerdo con la invencién
se pueden preparar mediante las rutas de sintesis A y/o B.
Ruta de sintesis A

Un derivado de bromuro de arilo de la férmula (II)

O H,G
HN
=} ""///
H OH Br
O
7~
H,C (I

14

en donde R! tiene el significado indicado previamente, se
hace reaccionar en un acoplamiento de Suzuki con los com-—

puestos de la férmula (III)
A

()
Cl

’

en donde R?Z tiene el significado indicado previamente vy

A representa -B(OH)2, un éster bordnico, preferiblemente
un pinacol éster del &cido bordénico, o —-BF3K*.

Los acoplamientos de Suzuki generalmente se llevan a cabo en
solventes 1inertes, en la presencia de un catalizador, si
fuera apropiado en la presencia de un reactivo adicional,
preferiblemente en un rango de temperaturas de entre tempe-
ratura ambiente y 130 °C a presidn atmosférica. Las reaccio-
nes también se pueden conducir en un recipiente cerrado con
calentamiento en un horno de microondas.

Los catalizadores son, por ejemplo, los catalizadores comunes

de paladio para las condiciones de una reaccidén de Suzuki;
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se prefieren los catalizadores tales como diclorobis(trife-
nilfosfina)paladio, tetrakistrifenilfosfinpaladio(0), pala-
dio sobre carbdén, acetato de paladio(II), acetato de pala-
dio(II)/trisciclohexilfosfina, acetoacetonato de pala-
dio(II)/tetrafluoroborato de tri-ter-butilfosfonio, un com-—
plejo de dicloro[l,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]pala-
dio/diclorometano o acetato de paladio(ITI) con un ligando
tal como diciclohexil[2',4',6'-tri(propan-2-il)bifenil-2-
il]fosfano.

Otros reactivos adicionales comprenden, por ejemplo, acetato
de potasio o acetato de cesio, carbonato de cesio, carbonato
de potasio o carbonato de sodio, ter-butdxido de potasio,
fluoruro de cesio, fosfato de potasio o hidréxido de sodio o
hidréxido de potasio, siendo preferidos los reactivos adi-
cionales tales como carbonato de cesio y/o una solucidn
acuosa de hidrdéxido de sodio.

Los solventes inertes comprenden, por ejemplo, éteres tales
como dioxano, tetrahidrofurano o 1,2-dimetoxietano, hidro-
carburos tales como benceno, xileno o tolueno, o carboxamidas
tales como dimetilformamida, dimetilacetamida o N-metilpi-
rrolidona o alquilsulféxidos tal como dimetilsulféxido, o
mezclas de los solventes con alcoholes tales como metanol o
etanol y/o agua; se prefiere el 1,2-dimetoxietano.

Los compuestos de la fdérmula (II) se pueden preparar por

reaccidén de los compuestos de la fédrmula (IV)
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O H,C
HN
R “/co,B
H Br
O
H,C” (V)

en donde R! tiene el significado indicado previamente y

B representa Cl-C6-alquilo, preferiblemente etilo o me-
tilo,

bajo condiciones de condensacidén de Dieckmann.

Las condensaciones de Dieckmann generalmente se llevan a cabo
en solventes inertes en la presencia de una base, preferi-
blemente en un rango de temperaturas de entre temperatura
ambiente y 130°C a presidén atmosférica.

Las bases son, por ejemplo, alcdxidos de metales alcalinos o
alcdéxidos de metales alcalino-térreos tales como ter-butd-
xido de sodio o ter-butdxido de potasio, metdxido de sodio o
etdéxido de sodio; se prefiere el ter-butdéxido de potasio.
Los solventes inertes comprenden, por ejemplo, éteres tales
como dioxano, tetrahidrofurano o 1,2-dimetoxietano, hidro-
carburos tales como benceno, xileno o tolueno, o carboxamidas
tales como dimetilformamida, dimetilacetamida o N-metilpi-
rrolidona o alquilsulféxidos tal como dimetilsulféxido, o
alcoholes tales como metanol o etanol; se prefiere dimetil-
formamida.

Los compuestos de la fdérmula (IV) se pueden preparar por
reaccién de los compuestos de la férmula (V) o una sal de

los compuestos de la fdérmula (V)
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(V)

14

en donde R! y B tienen los significados indicados previamente

con el compuesto de la férmula (VI)
H.C
3

HO
O gr VD

bajo condiciones de acoplamiento de amidas.

La reaccidén generalmente se lleva a cabo en solventes inertes
inicialmente por reaccidén de los compuestos de la foérmula
(VI) con cloruro de tionilo o un reactivo equivalente cono-
cido por el especialista en el arte y en un segundo paso con
compuestos de la férmula (V) o una sal de los compuestos de
la férmula (V) en la presencia de una base tal como trieti-
lamina o carbonato de potasio.

En un proceso alternativo, la reaccidén se puede llevar a cabo
en solventes inertes en la presencia de un agente deshidra-
tante, si fuera apropiado en la presencia de una base, pre-
feriblemente en un rango de temperaturas entre -30 °C y 50°C
a presidén atmosférica.

Los solventes inertes comprenden, por ejemplo, hidrocarburos
halogenados, tales como diclorometano o triclorometano, hi-
drocarburos, tales como benceno o tolueno, nitrometano, te-
trahidrofurano, 1,4-dioxano, dimetilformamida o acetoni-

trilo. También es posible emplear mezclas de los solventes.
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Se prefiere en particular los solventes de acetonitrilo,
diclorometano, dimetilformamida, tetrahidrofurano o tolueno.
Las bases son, por ejemplo, carbonatos de metales alcalinos
tales como, por ejemplo, carbonato de sodio o carbonato de
potasio, o bicarbonato de sodio o bicarbonato de potasio, o
bases orgadnicas tales como trialquilaminas, por ejemplo
trietilamina, N-metilmorfolina, N-metilpiperidina, 4-dimeti-
laminopiridina o diisopropiletilamina.

Los agentes deshidratantes adecuados son, por ejemplo, car-
bodiimidas tales como, por ejemplo, N,N’-dietil-, N, N-dipro-
pil-, N,N-diisopropil—-, N,N-diciclohexil-carbodiimida, clor-
hidrato de N-(3-dimetilamino-isopropil)-N’-etilcarbodiimida
(EDC), N-ciclohexilcarbodiimida-N’-propiloximetilpoliesti-
reno (PS-carbodiimida) o compuestos de carbonilo tal como
carbonildiimidazol o compuestos de 1,2-oxazolio tal como 3-
sulfato de 2-etil-5-fenil-1,2-oxazolio o perclorato de 2-
ter-butil-5-metilisooxazolio o compuestos de acilamino tal
como 2-etoxi-l-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina o anhi-
drido propanfosfénico o cloroformato de isobutilo o cloruro
de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosforilo o hexafluorofosfato de
O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’—-tetrametiluronio (HBTU),
tetrafluoroborato de 2-(2-oxo-1-(2-H)-piridil)-1,1,3,3-te-
trametiluronio (TPTU) o hexafluorofosfato de O-(7-azabenzo-
triazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU) o l-hidroxi-
benzotriazol (HOBt) o hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
iloxitris(dimetilamino)fosfonio (BOP) o hexafluorofosfato de

benzotriazol-1-il-oxitris—(pirrolidin)-fosfonio (PyBOP) o N-
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hidroxi-succinimida, o mezclas de los mismos, con bases.
Preferiblemente, la condensacidén se lleva a cabo con PyBOP,
TBTU o con EDC en la presencia de HOBt.

El proceso descrito precedentemente se ilustra en el si-

guiente esquema de sintesis:

NH, H,G
“1G0,B )
+ H o —_—
- Br v

V)

Br

O

R1
H,C 0

A
O H,C
R’ HN
I oo
() cl R\(j
OH Br :
0
H,C™
(1
a): 1. S0OCl,, 80 °C, 2. trietilamina, diclorometano, tempe-
ratura ambiente;
b): KOtBu, DMF, 80 °C;
c): catalizador de un complejo de dicloro[l,1'-bis(difenil-

fosfino)ferroceno]lpaladio/diclorometano, Cs2CO3, 1,2-dimeto-
xietano/agua, reflujo.

Ruta de sintesis B

Como alternativa, los compuestos de la férmula (I) de acuerdo
con la invencién se pueden preparar por reaccidén de un com-

puesto de la férmula (VII)
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’
en donde R!, R2 y B tienen los significados indicados previa-
mente bajo las condiciones expresadas previamente en la con-
densacidén de Dieckmann.

Los compuestos de la férmula (VII) se pueden preparar por
reaccidén de los compuestos de la férmula (V) o una sal de
los compuestos de la férmula (V), en donde R! y B tienen los
significados indicados previamente para los compuestos de la

férmula (VIII)
O}%C

Y
e
(Vi)

Cl

’
en donde R? tiene el significado indicado precedentemente
bajo las condiciones de acoplamiento de amidas expresadas
previamente.

Los compuestos de la férmula (VIII) se pueden preparar ha-
ciendo reaccionar el compuesto de la fdérmula (VI) en una
reaccidén de Suzuki bajo las condiciones expresadas previa-
mente con los compuestos de la férmula (III) en donde R? y A

tienen los significados indicados previamente.
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El proceso descrito precedentemente se ilustra en el si-

guiente esquema de sintesis:
O H,C

a)
H,C, A
HO
Qﬁa (¢
HO " ()
5 (VD c
—_—

o ' O
(VI

Cl
b)
O H,C
HN
QN
R
B OH
i

M

a): catalizador de acetilacetonato de paladio(II), cataliza-
dor de tetrafluoroborato de tri-ter-butilfosfonio, NaOH,
THF /agua;

b): 1. SOClz, 80 °C, 2. KzCO3, acetonitrilo, temperatura am-
biente;

c): KOtBu, DMF, temperatura ambiente.

Los compuestos de la férmula (V) o las sales de los compuestos
de la férmula (V) necesarios para las rutas de sintesis A y
B, en donde R! y B tienen los significados indicados previa-
mente, se pueden preparar por esterificacidén de los compues-
tos de la férmula (IX) o una sal de los compuestos de 1la

férmula (IX)
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en donde R! tiene el significado indicado precedentemente,
mediante procesos conocidos, por ejemplo de manera andaloga a
W02002/02532 o W02010/063378.

Los compuestos de la férmula (IX) o las sales de compuestos
de la férmula (IX), en donde R! tiene el significado indicado
precedentemente, se pueden preparar por clivaje de los com-—

puestos de la férmula (X)
@)

en donde R! tiene el significado indicado precedentemente,
mediante procesos conocidos, por ejemplo de manera analoga a
W02002/02532 o W02010/063378.

Los compuestos de la férmula (X), en donde R! tiene el sig-
nificado indicado precedentemente, se pueden preparar por
reaccidén de los compuestos de la fédrmula (XI)

@)

1

R

o)
7~
H,C (X1)

’
en donde R! tiene el significado indicado precedentemente,
mediante procesos conocidos en una reaccidén de Bucherer-
Bergs, por ejemplo de manera analoga a W02002/02532 o
W02010/063378. Durante la formacidén de la hidantoina de la
férmula (X), se obtienen mezclas de isdmeros del isdmero cis

de la férmula (X) y su isdmero trans de la férmula (X-a).
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NH
Rlllz, ",,,
0
0
7
H,C (X-a)

El isdémero trans de la fédrmula (X—-a) se puede separar en este
paso de sintesis. Como alternativa, la mezcla de isdmeros se
puede hacer reaccionar y el respectivo intermediario trans-
isomérico se puede separar en uno de los pasos de sintesis
adicionales o del producto final de la férmula (I).
Como alternativa, con el uso de la sintesis de Strecker, es
posible preparar, mediante procesos conocidos, a partir de
las cetonas de la fdérmula (XI), aminonitrilos que pueden ser
hidrolizados mediante procesos conocidos en los aminodacidos
de la foérmula (IX).
Los compuestos de la férmula (XI), en donde R! tiene el
significado indicado precedentemente, se pueden preparar So-—
metiendo los compuestos de la fdérmula (XII)

)

)

—_

o)
7~
H,C (xiy

en donde R! tiene el significado indicado precedentemente, a
un clivaje con cetal (véase Protective Groups 1in Organic
Synthesis; Theodora W. Greene).

Los compuestos de la férmula (XII), en donde R! tiene el
significado indicado precedentemente, se pueden preparar por

metilacién de los compuestos de la fdérmula (XIII)
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Rl O

OH
(X

en donde R! tiene el significado indicado precedentemente,
mediante procesos conocidos, por ejemplo de manera andloga a
W02010/063378.

El proceso descrito precedentemente se ilustra en el si-

guiente esquema de sintesis:

() H,C (Xl (X1)

o)
//< NH, NH,
HN NH
C d 1 “, e ‘",
) . o, ) R ‘COH ) RA ‘CO,B
B — R B — H B — B

H,C X (1X) : V)
a): NaH, ioduro de metilo, THF, temperatura ambiente;
b): acido toluensulfdénico monohidrato, acetona/agua;
c): NaCN, (NHz)2C0s3, agua/etanol, 60 °C;
d) : KOH o NaOH, agua, reflujo;
e): SOClz, metanol, 40 °C a reflujo.
El compuesto de la férmula (XIII), en donde R! representa un
grupo trifluorometilo, se puede preparar por reaccidén del

compuesto de la férmula (XIV)
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)

o)

OGV),

con (trifluorometil)trimetilsilano.

La reaccidén de la cetona de la fdérmula (XIV) con (trifluoro-
metil)trimetilsilano para dar los compuestos de la férmula
(XIII) en general se conduce en solventes inertes, en la
presencia de un catalizador, preferiblemente en un rango de
temperaturas de entre -20 °C y 100 °C a presidén atmosférica.
Los catalizadores son, por ejemplo, carbonatos de metales
alcalinos o metales alcalino-térreos tales como carbonato de
sodio, carbonato de potasio o carbonato de cesio. Es asimismo
posible emplear fluoruros de metales alcalinos o metales
alcalino-térreos tales como fluoruro de litio y fluoruro de
cesio, y también sales de fluoruro de bases orgédnicas tales
como, por ejemplo, fluoruro de tetraetilamonio o fluoruro de
tetrabutilamonio para catalizar la reaccidén deseada. Los sol-
ventes inertes son, por ejemplo, éteres tales como dioxano,
tetrahidrofurano o 1,2-dimetoxietano, o carboxamidas tales
como dimetilformamida, dimetilacetamida o N-metilpirroli-
dona, o alquilsulfdxidos tal como dimetilsulféxido; se pre-—
fiere la dimetilformamida. Los derivados sililo de la férmula
(XITII) obtenidos inicialmente son clivados al final utili-
zando métodos conocidos por el especialista en el arte (véase
Protective Groups in Organic Synthesis; Theodora W. Greene).

El compuesto de la fdérmula (XIII), en donde R! representa un
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grupo metoximetilo, se puede preparar por apertura del epd-
xido de la férmula (XV)

)

O

(XV)

mediante procesos conocidos, por ejemplo de manera andloga a
Rodriguez, Benjamin; Torre, Maria C. de la; Perales, Aurea;
Malakov, Peter Y.; Papanov, Y.; et al., Tetrahedron, 1994,
Volumen 50, pdginas 5451 - 5468.

El epdéxido de la férmula (XV) es conocido y se puede preparar
a partir del compuesto de la férmula (XIV) (Ciaccio, James
A.; Drahus, Antoinette L.; Meis, Regina M.; Tingle, Carice
T.; Smrtka, Michael; Geneste, Richard, Synthetic Communica-
tions, 2003, Volumen 33, paginas 2135 - 2144).

Abreviaturas y acrénimos:

DMF Dimetilformamida

DMSO dimetil sulfdéxido

ELSD detector de dispersidén de luz evaporativa

EST ionizacidén por electroatomizacidn (en MS)

h hora (s)

HPLC cromatografia liquida de alta presidn, de alto
rendimiento

LC-MS |Cromatografia liquida acoplada con espectrometria

de masa

min minuto (s)

MS espectrometria de masas
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neg negativo

RMN espectroscopia de resonancia magnética nuclear
pos Positivo

RP fase reversa (en cromatografia)

RT temperatura ambiente

Rt tiempo de retencidén (en HPLC)

ter terciario

THF tetrahidrofurano

UPLC cromatografia liguida de ultra presidn

Métodos de LC-MS y HPILC:

Método 1 (UPLC-MS) :

Instrumento: Waters Acquity UPLC-MS SQD 3001; columna: Ac-—
quity UPLC BEH C18 1,7 50 x 2,1 mm; fase mévil A: agua +
acido férmico 0,1%, fase mévil B: acetonitrilo; gradiente:
0-1,6 min 1-99% de B, 1,6-2,0 min 99% de B; velocidad de
flujo 0,8 ml/min; temperatura: 60 °C; inyeccidén: 2 pl; ba-
rrido DAD: 210-400 nM; ELSD.

Método 2 (UPLC-MS) :

Instrumento: Waters Acquity UPLC-MS SQD; columna: Acquity
UPLC BEH C18 1,7 50 x 2,1 mm; fase mévil A: agua + 0,05% de
dcido férmico, fase mdévil B: acetonitrilo + 0,05% de &cido
férmico; gradiente: 0-1,6 min 1-99% de B, 1,6-2,0 min 99% de
B; velocidad de flujo 0,8 ml/min; temperatura: 60°C; inyec-
cién: 2 pl; barrido DAD: 210-400 nM; ELSD.

Método 3 (UPLC-MS):

Instrumento: Waters Acquity UPLC-MS 7ZQ4000; columna: Acquity

UPLC BEH C18 1,7 50 x 2,1 mm; fase mévil A: agua + 0,05% de
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dcido férmico, fase mévil B: acetonitrilo + 0,05% de &cido
férmico; gradiente: 0-1,6 min 1-99% de B, 1,6-2,0 min 99% de
B; velocidad de flujo 0,8 ml/min; temperatura: 60 °C; inyec-
cidén: 2 pl; barrido DAD: 210-400 nM.

2. Preparacién de ejemplos comparativos y ejemplos

Compuestos de partida e intermediarios:

Ejemplo 1A
dcido (4'-cloro-3'-fluoro-4-metilbifenil-3-il)acético
SgC
F
HO
Cl

Bajo argdn, se agregaron 33,5 g (192 mmol) de acido (4-cloro-
3-fluorofenil)bordénico a una solucidén de 40,0 g (175 mmol)
de 4cido (5-bromo-2-metilfenil)acético (EP 1791816 y WO
2006/29799) en una mezcla de 437 ml (437 mmol) de solucidn
acuosa desgasificada de hidréxido de sodio 1IN , 160 ml de
agua desgasificada y 160 ml de tetrahidrofurano desgasifi-
cado. La mezcla se agitdé durante 10 minutos, 507 mg (1,75
mmol) de tetrafluoroborato de tri-tert-butilfosfonio y se
agregaron 532 mg (1,75 mmol) de acetilacetonato de pala-
dio(II) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante
20 h. Luego se agregd tolueno y agua, el pH se ajustd a 1-2
con solucidén acuosa concentrada de cloruro de hidrdgeno, la
mezcla se agitd durante 10 minutos, las fases se separaron,
la fase acuosa se extrajo dos veces con tolueno y las fases
organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se

filtrd y se concentrd. El residuo se agitd en 300 ml de una
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mezcla 6/1 de n-hexano/éter tert-butilico metilico durante
30 minutos, se retird por filtracidédn con succidn, se lavd
con n-—-hexano y se secd bajo presidn reducida. Esto dio 38,0
g (78% del rendimiento tedrico) del compuesto del titulo.

'H RMN (300 MHz, DMSO-de¢): [ [ppm]= 2,27 (s, 3H), 3,67 (s,
2”H), 7,27 (4, 1H), 7,49 - 7,59 (m, 3H), 7,61 - 7,75 (m, 2H),
12,4 (s, 1H).

LC-MS (Método 1): Rt = 1,31 min; MS (ESIneqg): m/z = 277 [M-
H]-.

Ejemplo 2A

cloruro de (4'-cloro-4-metilbifenil-3-il)acetilo
H.C
3

O Cl Cl

Se disolvieron 5,00 g (19,18 mmol) de &acido (4'-cloro-4-
metilbifenil-3-il)acético (EP 2029531 Al y US 2009/298828
Al) en 36,51 g (306,84 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla
de reaccidén se agitd a 80°C durante cuatro horas y luego se
concentrd bajo presidn reducida. E1l secado bajo vacio medio
dio 5,4 g (100% del rendimiento tedrico) del compuesto del
titulo como un aceite parduzco.

'H RMN (300 MHz, CDCl3): U [ppm] = 2,36 (s, 3H), 4,22 (s,
2H), 7,29 (4, 1H), 7,35 - 7,55 (m, 6H).

Ejemplo 3A

cloruro de (5-bromo-2-metilfenil)acetilo
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H.C

Br

O Cl

Se disolvieron 6,00 g (26,19 mmol) de &cido (5-bromo-2-me-
tilfenil)acético (EP 1791816 Al y US 2006/29799 Al) en 31,20
g (261,92 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de reaccidn
se agitd a 80°C durante dos horas y luego se concentrd bajo
presidn reducida. El secado bajo vacio medio dio 6,29 g (97%
del rendimiento tedrico) del compuesto del titulo como un
aceite parduzco.

'H RMN (300 MHz, CDCl3): U [ppm] = 2,26 (s, 3H), 4,12 (s,
2H), 7,09 (d4, 1H), 7,34 (d, 1H), 7,37 (dd, 1H).

Ejemplo 4A

cloruro de (4'—-cloro-3'—-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)acetilo
H.C
3

) Cl Cl

Se disolvieron 10,00 g (35,88 mmol) de 4acido (4'-cloro-3'-
fluoro-4-metilbifenil-3-il)acético (Ejemplo 1A) en 24,33 g
(204,51 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de reaccidn
se agitdé a 80°C durante una hora y luego se concentrdé bajo
presidén reducida. El secado bajo vacio medio dio 10,54 g (99%
del rendimiento tedrico) del compuesto del titulo como un
aceite parduzco.

'H RMN (300 MHz, CDCls3): [ [ppm] = 2,36 (s, 3H), 4,22 (s,
2H), 7,26 - 7,39 (m, 4H), 7,41 - 7,49 (m, 2H).

Ejemplo 5A
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Trimetil{[8-(trifluorometil)-1,4-dioxaespiro[4,5]dec-8-

il]oxi}silano

= F
0
F j
Q ol
_Si—CH,
H,C™ )
CH,

Se disolvieron 5,00 g (32,01 mmol) de 1,4-dioxaespiro[4,5]de-
can—-8-ona en 50 ml de 1,2-dimetoxietano, se agregaron y 14,60
g (44,82 mmol) de carbonato de cesio. A una temperatura in-
terna inferior a 30°C, se agregaron 36,42 g (256,11 mmol) de
trimetil (trifluorometil)silano, disueltos en 100 ml de 1,2-
dimetoxietano, por goteo a la suspensidn resultante, y 1la
mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante
la noche. Para el tratamiento posterior, se agregaron apro-
ximadamente 600 ml de agua por goteo a la reaccidén, y la
molécula buscada se extrajo con diclorometano. La fase orga-
nica se lavd repetidamente con agua, se secd sobre sulfato
de sodio y se concentrd bajo presidn reducida. E1l secado dio
10,6 g (100% del rendimiento tedbrico) del compuesto del ti-
tulo como un aceite parduzco.

'H RMN (400 MHz, DMSO-de¢): U [ppm] = 0,11 (s, 9H), 1,57 -
1,78 (m, 8H), 3,85 (s, 4H).

Ejemplo 6A

1,7,10-Trioxadiespiro[2,2,4,2]dodecano

@

O
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Una solucidén de 30,0 g (192 mmol) de monoetilenacetal de 1,4-
ciclohexanodiona en 750 ml de diclorometano se agregd a una
mezcla homogénea de 50,7 g (231 mmol) de ioduro de trimetil-
sulfoxonio y 25,9 g (231 mmol) de tert-butdéxido de potasio,
y la mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambiente du-
rante una hora. Se agregd hielo-agua, las fases se separaron,
la fase acuosa se extrajo repetidamente con diclorometano y
las fases organicas combinadas se lavaron repetidamente con
agua, se secd sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concen-—
trdé. Esto dio 28,3 g (87% del rendimiento tedrico) del com-—
puesto del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-de¢): U [ppm] = 1,41 - 1,52 (m, 2H),
1,65 - 1,76 (m, 6H), 2,61 (s, 2H), 3,88 (s, 4H).

Ejemplo 7A

8- (Trifluorometil)-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-8-0l1

£ F
w
F j
HO o

A 0°C, se disolvieron 12,20 g (40,89 mmol) de trimetil{[8-
(trifluorometil)-1,4-dioxaespiro[4,5]dec-8-il]oxi}silano

(Ejemplo 5A) en 164 ml de solucidén de fluoruro de tetrabuti-
lamonio en tetrahidrofurano 1 molar, y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 3 horas. Para el tratamiento
posterior, se agregaron aproximadamente 600 ml de agua a la
reaccidén, y la molécula buscada se extrajo con diclorometano.
La fase organica se lavd repetidamente con agua, se secd

sobre sulfato de sodio y se concentrdé bajo presidén reducida.
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El secado dio 9,33 g (100% del rendimiento tedrico) del com-
puesto del titulo como un aceite parduzco.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): [l [ppm] = 1,49 - 1,58 (m, 2H),
1,59 - 1,77 (m, 6H), 3,83 (s, 4H), 5,78 (s, 1H).

Ejemplo 8A

8- (Metoximetil)-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-8-01

@
HC~ O

OH

Se agregaron 75 ml de una solucidén metandlica de metdxido de
sodio de 25% de concentracién a 4,56 g (26,8 mmol) del com-—
puesto del Ejemplo 6A en 150 ml de metanol, y la mezcla se
agitd a 60°C durante la noche. Luego de enfriar, la mezcla
de reaccidén se concentrd y el residuo se colocd en solucidn
acuosa saturada de cloruro de amonio y se extrajo repetida-
mente con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentrd.
Esto dio 3,23 g (60% del rendimiento tedrico) del compuesto
del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): [ [ppm] = 1,37 - 1,47 (m, 4H),
1,50 - 1,63 (m, 2H), 1,68 - 1,80 (m, 2H), 3,10 (s, 2H), 3,25
(s, 3H), 3,82 (s, 4H), 4,24 (s, 1H).

Ejemplo 9A

8-Metoxi-8-(trifluorometil)-1,4-dioxaespiro[4,5]decano
F
F

o)
F j
Q o)
\
C

H,
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A 0°C, se disolvieron 16,23 g (71,75 mmol) de 8- (trifluoro-
metil)-1,4-dioxaespiro[4,5]decan-8-0l1 (Ejemplo 7A) en 582 ml
de tetrahidrofurano, se agregaron 5,74 g (143,50 mmol) de
hidruro de sodio (60% en aceite de parafina) en pequenas
pociones y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
1 hora. Se agregaron 50,92 g (358,76 mmol) de iodometano por
goteo a la suspensidén resultante, y la mezcla de reaccidn se
agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Para el tra-
tamiento posterior, la mezcla se volcd sobre aproximadamente
1 1 de hielo-agua y el producto se extrajo con diclorometano.
La fase orgédnica se lavd repetidamente con agua, se secd
sobre sulfato de sodio y se concentrd bajo presidn reducida.
El secado dio 17,34 g (100% del rendimiento tedrico) del
compuesto del titulo como un aceite parduzco.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds¢): [l [ppm] = 1,50 - 1,75 (m, 6H),
1,8 - 1,98 (m, 2H), 3,30 (s, 3H), 3,84 (s, 4H).

Ejemplo 10A

8-Metoxi-8—- (metoximetil)-1,4-dioxaespiro[4, 5]decano

Se disolvieron 3,40 g (16,8 mmol) del compuesto del Ejemplo
8A en 170 ml de tetrahidrofurano, se agregaron 1,01 g (25,2
mmol) de hidruro de sodio (60% en aceite de parafina) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 0,5 hora.
Luego se agregaron 3,58 g (25,2 mmol) de iodometano, y la

mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante
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dos horas. Luego se agregaron 3,58 g (25,2 mmol) de iodome-
tano, y la mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente
durante dos horas. Se agregd agua, la mezcla se extrajo re-
petidamente con acetato de etilo y las fases orgadnicas com-
binadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtrd y se
concentrdé. Esto dio 3,35 g (92% del rendimiento tedrico) del
compuesto del titulo.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): [ [ppm] = 1,37 - 1,77 (m, 8H),
3,11 (s, 3H), 3,25 (s, 5H), 3,83 (s, 4H).

Ejemplo 11A

4-Metoxi-4-(trifluorometil)ciclohexanona
= F
F

O
\
C

H,

Se disolvieron 11,80 g (49,12 mmol) de 8-metoxi-8-(trifluo-
rometil)-1,4-dioxaespiro[4,5]decano (Ejemplo 9A) en 236 ml
de acetona y 118 ml de agua, se agregaron 1,50 g (7,86 mmol)
de dcido 4-toluensulfdédnico monohidrato y la mezcla se calentd
a reflujo durante la noche. La mezcla luego se volcd sobre
1,2 1 de agua y el producto se extrajo con éter dietilico.
La fase organica se lavd con agua, se secd sobre sulfato de
sodio y se concentrdé bajo presidén reducida. El residuo re-
sultante se destild bajo presidn reducida (punto de ebulli-
cidén: 106-110°C a 40 mbar). Esto dio 6,86 g (71% del rendi-
miento tedrico) del compuesto del titulo como un aceite ama-
rillento.

H RMN (300 MHz, CDCls3): [l [ppm] = 1,90 - 2,07 (m, 2H), 2,26
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- 2,43 (m, 4H), 2,48 - 2,65 (m, 2H), 3,52 (s, 3H).

Ejemplo 12A

4-Metoxi—-4- (metoximetil)ciclohexanona

O

_0

Se disolvieron 13,3 g (61,5 mmol) del compuesto del Ejemplo
10A en 200 ml de acetona y 100 ml de agua, se agregaron 1,87
g (9,84 mmol) de &cido 4-toluensulfdédnico monohidrato y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante dos dias. La
acetona luego se destild, el residuo acuoso se neutralizd
mediante la adicién de bicarbonato de sodio y se agregaron
23,2 g de cloruro de sodio. La mezcla se extrajo repetida-
mente con acetato de etilo y las fases organicas combinadas
se lavaron con solucidén acuosa saturada de cloruro de sodio,
se secd sobre sulfato de sodio, se filtrdé y se concentrod.
Esto dio 10,3 g (97% del rendimiento tedrico) del compuesto
del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): U [ppm] = 1,61 - 1,76 (m, 2H),
1,97 - 2,12 (m, 4H), 2,34 - 2,46 (m, 2H), 3,22 (s, 3H), 3,28
(s, 3H), 3,36 (s, 2H).

Ejemplo 13A

8-Metoxi-8-metil-1,3-diazaespiro[4,5]decano-2,4-diona

O

K

NH

H,C
o

H,C
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Se disolvieron 608 g (6,33 mol) de carbonato de amonio y 68,2
g (1,39 mmol) de cianuro de sodio en 2800 ml de agua. Se
agregaron 180 g (1,27 mmol) de 4-metoxi-4-metilciclohexanona
(descrita en WO 2010/063378) por goteo a temperatura am-
biente, y la mezcla se agitd a 60°C durante la noche. E1
sélido se retird por filtracidén con succidén y se secd. Esto
dio 169,6 g (19% del rendimiento tedrico) del compuesto del
titulo como una mezcla de diasterdmeros trans/cis 4/1 que se
hizo reaccionar sin purificacidén adicional.

Ejemplo 14A

8-Metoxi-8-(trifluorometil)-1,3-diazaespiro[4,5]decano-2,4-

diona
Fo H )
"~
F
NH
@)
\
CH3 O

Se suspendieron 8,80 g (44,86 mmol) de 4-metoxi-4-(trifluo-
rometil)ciclohexanona (Ejemplo 11A7A), 4,40 g (89,72 mmol) de
cianuro de sodio y 17,24 g (179,44 mmol) de carbonato de
amonio en 102 ml de etanol y 102 ml de agua. La suspensidn
resultante se agitdé a 60°C durante 20 horas. El producto
precipitado se retirdé por filtracidén, se lavd con agua y se
secd bajo presidén reducida. Esto dio 10,05 g (84% del rendi-
miento tedrico) del compuesto del titulo como un polvo
blanco.

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg¢): [l [ppm] = 1,38 - 2,20 (m, 8H),
3,31 (s, 3H), 7,87 (s, 0,25H), 8,70 (s, O0,75H), 10,64 (s,

1H) .
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Ejemplo 15A

(5r,8r)-8-Metoxi—-8—- (metoximetil)-1,3-diazaespiro[4,5]de-

cano—-2, 4-diona

0
A
HO< : \g
H 0/6

Se disolvieron 28,6 g (298 mmol) de carbonato de amonio vy
3,21 g (65,5 mmol) de cianuro de sodio en 130 ml de agua. Se
agregaron 10,3 g (59,5 mmol) del compuesto del Ejemplo 12A
por goteo a temperatura ambiente y la mezcla se agitd a 60°C
durante la noche. El1 sdélido se retirdé por filtracidén con
succidn, se lavd con una pequeiia cantidad de agua y se secod.
Esto dio 8,67 g (60% del rendimiento tedrico) del compuesto
del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): [ [ppm] = 1,26 - 1,34 (m, 2H),
1,39 - 1,50 (m, 2H), 1,71 - 1,88 (m, 4H), 3,12 (s, 3H), 3,23
(s, 2H), 3,26 (s, 3H), 8,43 (s, 1H), 10,54 (s, 1lH).

Ejemplo 16A

8-Metoxi-8-(metoximetil)-1,3-diazaespiro[4,5]decano-2,4-

diona
o)
HN//<

NH
H,C
O o)
o)
H.C~

Se disolvieron 5,74 g (59,7 mmol) de carbonato de amonio y
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1,46 g (29,8 mmol) de cianuro de sodio en 33 ml de agua. Se
agregaron 2,57 g (14,9 mmol) de una solucidédn del compuesto
del Ejemplo 12A en 33 ml de etanol por goteo a temperatura
ambiente y la mezcla se agitdé a 60°C durante la noche. La
mezcla de reaccidn se concentrd a un cuarto de su volumen
original y se extrajo repetidamente con diclorometano y ace-—
tato de etilo, y las fases orgdnicas se secaron sobre sulfato
de sodio, se filtrd y se concentrd. Esto dio 675 mg (19% del
rendimiento tedérico) del compuesto del titulo como una mezcla
diasteromérica que se hizo reaccionar sin purificacién adi-
cional.

Ejemplo 17A

clorhidrato de &cido l-amino-4-metoxi-4-metilciclohexancar-

boxilico
NH2 HC
OH
HSC
5 O
H.C~

3
Se calentaron 169,5 g del compuesto del Ejemplo 13A en 970
ml de solucidén acuosa de hidréxido de potasio de 30% de
potencia bajo reflujo durante 20 horas. Luego de enfriar, la
mezcla de reaccidédn se ajustd a pH 2 por adicidn de 670 ml de
solucidén acuosa concentrada de cloruro de hidrdégeno, el pre-
cipitado se retird por filtracidén con succidén y el material
filtrado se concentré. Esto dio 110,7 g de un producto crudo
como una mezcla de diasterdémeros gque aun contenia sales y se
hizo reaccionar sin purificacién adicional.

Ejemplo 18A
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dcidol-amino-4-metoxi-4-(trifluorometil)ciclohexancarboxi-

lico

F F

. NH2
CH3 @)

Se suspendieron 10,00 g (37,56 mmol) de 8-metoxi-8-(trifluo-
rometil)-1,3-diazaespiro[4,5]decano-2,4-diona (Ejemplo 14A)
en 125 ml de solucidén acuosa de hidrdéxido de sodio 3-molar y
se agitd bajo condiciones de reflujo durante 3 dias. Luego,
el pH se ajustd a 6 usando acido clorhidrico acuoso concen-
trado, y el producto precipitado se retird por filtraciédn,
se lavd con agua y se secd bajo presidn reducida. Esto dio
12,20 g (135% del rendimiento tedrico; el producto contenia
sales 1inorgédnicas) del compuesto del titulo como un polvo
blanco.

1H RMN (400 MHz, metanol-ds): U [ppm] = 1,64 - 1,79 (m, 3,6H),
1,8 - 2,08 (m, 2,4H), 2,24 - 2,40 (m, 2H), 3,40 (g, 0,5H),
3,42 (g, 2,5H).

Ejemplo 19A

clorhidrato de &dcido trans-l-amino-4-metoxi-4- (metoxime-—

til)ciclohexancarboxilico
NH, HCI

., _OH
HSC\O I)r

Onn

e

H,C
Se calentaron 8,67 g (35,8 mmol) del compuesto del Ejemplo

15A en 52 ml de solucidén acuosa de hidrdéxido de potasio de
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30% de potencia bajo reflujo durante 36 horas. Luego de en-
friar, la mezcla de reaccidén se concentrd a un cuarto de su
volumen original, se ajustd a pH 2 mediante la adicidn de
solucidén acuosa concentrada de cloruro de hidrdégeno y se
evapord hasta secar. Esto dio 40,4 g de un producto crudo el
cual aun contenia sales y se hizo reaccionar sin purificacidn
adicional.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds¢): [ [ppm] = 1,57 - 1,77 (m, 6H),
1,87 - 2,05 (m, 2H), 3,08 (s, 3H), 3,23 (s, 3H), 3,27 (s,
2H), 8,50 (s, 3H).

Ejemplo 20A

clorhidrato de &cido l-amino-4-metoxi-4- (metoximetil)ci-—

clohexancarboxilico
NH, Hl

OH
H.C

o)
H,C™

Se calentaron 670 mg del compuesto del Ejemplo 16A en 4 ml
de solucidn acuosa de hidrdéxido de potasio de 30% de potencia
bajo reflujo durante 18 horas. Luego de enfriar, la mezcla
de reaccidédn se concentrd a un cuarto de su volumen original,
se ajustd a pH 2 mediante la adicién de solucidn acuosa
concentrada de cloruro de hidrdégeno y se concentrd. Esto dio
4,70 g de un producto crudo como una mezcla de diasterdmeros
gue aun contenia sales y se hizo reaccionar sin purificacidn
adicional.

Ejemplo 21A

trans—-l-amino-4-metoxi—-4-metilciclohexancarboxilato de
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clorhidrato de metilo

NH, HCl
., O
H,C Tr’ “CH,
é O
H,C”

Bajo nitrdégeno y a 5°C, se agregaron 172 ml (2,36 mol) de
cloruro de tionilo por goteo a 110,5 g del compuesto del
Ejemplo 17A en 2500 ml de metanol. La mezcla se agitdé a 0°C
durante 30 minutos y a 40°C durante 24 horas. Luego de en-
friar, el sdélido se retird por filtracidén con succidn, el
material filtrado se concentrd, el residuo se agitd en una
mezcla de 1000 ml de éter metilico tert-butilico y 300 ml de
acetonitrilo durante 10 minutos y el sdélido se retird por
filtracidén con succidén. Esto dio 37,1 g (12% del rendimiento
tedrico desde 4-metoxi-4-metilciclohexanona del Ejemplo 13A)
del compuesto del titulo el cual se hizo reaccionar sin pu-
rificacién adicional.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): [l [ppm] = 1,08 (s, 3H), 1,60 -
1,79 (m, 6H), 1,94 - 2,11 (m, 2H), 3,07 (s, 3H), 3,75 (s,
3H), 8,68 (s, 3H).

Ejemplo 22A

l-amino—-4-metoxi-4-(trifluorometil)ciclohexancarboxilato de

metilo
F F
£ NH,
O
Q “CH,
CH3 O

Se suspendieron 12,20 g (corresponde a aproximadamente 37,58
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mmol) de acido l-amino-4-metoxi-4-(trifluorometil)ci-
clohexancarboxilico (Ejemplo 18A) en 210 ml de metanol, y se
agregaron 10,4 ml (142,80 mmol) de cloruro de tionilo a 0°C.
La mezcla se llevd a ebullicidén bajo reflujo durante 2 horas
y se enfrid, se agregaron otros 10,4 ml (142,80 mmol) de
cloruro de tionilo a 0°C y la mezcla se llevd a ebullicidn
bajo reflujo durante otras 2 horas. La reaccidén se enfrid,
se agregaron otros 10,4 ml (142,80 mmol) de cloruro de tio-
nilo y la mezcla se calentd a reflujo durante la noche hasta
haberse completado la reaccidn. Para el tratamiento poste-
rior, se destilaron aproximadamente 100 ml de metanol y el
concentrado se volcéd sobre 1 1 de solucidén acuosa saturada
de carbonato de sodio. El producto se extrajo con acetato de
etilo y la fase orgédnica se secd sobre sulfato de sodio. La
concentracidén mediante evaporacidén dio 7,01 g (73% del ren-
dimiento tedrico) del compuesto del titulo como un aceite
amarillento.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): U [ppm] = 1,39 - 2,00 (m, 10H),
3,28 (g, 3H), 3,59 (s, 2,4H), 3,60 (s, 0,6H).

Ejemplo 23A

trans—-l-amino-4-metoxi—-4—- (metoximetil)ciclohexancarboxilato

de metilo

NH

2

., O
HiC '([)( CH,

e

O|||I

H.C

3

A 0°C, se agregaron 34,8 ml (478 mmol) de cloruro de tionilo
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por goteo a 40,4 g del compuesto del Ejemplo 19A en 400 ml
de metanol. La mezcla se agitdé a 0°C durante 0,5 horas y a
40°C durante 24 horas. Luego de enfriar, la mezcla se con-—
centrd, el residuo se colocd en acetato de etilo y se lavd
con solucidén acuosa saturada de bicarbonato de sodio, la fase
acuosa se extrajo repetidamente con acetato de etilo y di-
clorometano y las fases orgdnicas combinadas se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtrdé y se concentrdéd. Esto dio 7,16 g
(87% del rendimiento tedrico del Ejemplo 15A) del compuesto
del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): [l [ppm] = 1,27 - 1,35 (m, 2H),
1,46 - 1,55 (m, 2H), 1,58 - 1,72 (m, 4H), 1,74 - 1,84 (m,
2H), 3,09 (s, 3H), 3,23 (s, 2H), 3,25 (s, 3H), 3,60 (s, 3H).

Ejemplo 24A

l-amino—-4-metoxi-4- (metoximetil)ciclohexancarboxilato de
metilo
NH,
O
H,C “CH,
O
5 O
H.C~

3

A 0°C, se agregaron 4,1 ml (55,60 mmol) de cloruro de tionilo
por goteo a 4,70 g del compuesto del Ejemplo 20A en 50 ml de
metanol. La mezcla se agitd a 0°C durante 0,5 horas y a 40°C
durante la noche. Luego de enfriar, la mezcla se concentré,
el residuo se colocd en acetato de etilo y se lavd con solu-
cidén acuosa saturada de bicarbonato de sodio, la fase acuosa
se extrajo repetidamente con acetato de etilo y las fases

organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se
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filtrdé y se concentrd. Esto dio 392 mg (61% del rendimiento
tedérico del Ejemplo 16A) del compuesto del titulo como una
mezcla diasteromérica que se hizo reaccionar sin purificacidén
adicional.

Ejemplo 25A

trans-1-{[(4'-cloro-4-metilbifenil-3-il)acetil]amino}-4-me-

toxi—-4-metilciclohexancarboxilato de metilo
(;QC

HN

‘e, O
H,C fr “CH,
o)

7~

Onn

H,C

3
Se disolvieron 8,08 g (31,0 mmol) de &acido (4'-cloro—-4-me-
tilbifenil-3-il)acético (EP 2029531 Al y US 2009/298828 Al)
en 12,9 ml (428 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de
reaccidédn se agitd a 80°C durante 1 h y luego se concentrod.
El residuo se disolvidé en 70 ml de acetonitrilo. Se agregd
acetato de etilo y solucidén acuosa saturada de bicarbonato
de sodio a 6,00 g (25,2 mmol) del compuesto del Ejemplo 21A.
Las fases se separaron, la fase acuosa se extrajo repetida-
mente con acetato de etilo y las fases organicas combinadas
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentrd.
Se agregaron 120 ml de acetonitrilo y 12,2 g (88,3 mmol) de
carbonato de potasio al residuo. Con enfriamiento con hielo,
la solucidén del cloruro de acido se agregd por goteo, y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante dos dias. La

mezcla luego se concentrd, el residuo se colocd en agua y se
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extrajo repetidamente con diclorometano, y las fases organi-
cas combinadas se lavaron repetidamente con solucidén acuosa
de cloruro de hidrdégeno 1IN y solucidén acuosa saturada de
bicarbonato de sodio, se secd sobre sulfato de sodio, se
filtrd y se concentrdé. E1 producto crudo se purificd mediante
cromatografia sobre gel de silice (fase mévil: gradiente de
hexano/acetato de etilo). Esto dio 7,87 g (68% del rendi-
miento tedérico) del compuesto del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): [ [ppm]= 0,98 (s, 3H), 1,34 - 1,46
(m, 2H), 1,54 - 1,64 (m, 2H), 1,74 - 1,87 (m, 4H), 2,28 (s,
3H), 3,04 (s, 3H), 3,51 (s, 3H), 3,58 (s, 2H), 7,23 (d, 1H),
7,43 (dd, 1H), 7,47 - 7,53 (m, 2H), 7,55 (4, 1H), 7,61 - 7,68
(m, 2H), 8,23 (s, 1H).

LC-MS (Método 2): Rt = 1,41 min; MS (ESIpos): m/z = 444
[M+H]+.

Ejemplo 26A

cis-1-{[(4'-cloro-4-metilbifenil-3-il)acetil]amino}-4—(tri-

fluorometil)ciclohexancarboxilato de metilo

Cl
A temperatura ambiente, se disolvieron 5,00 g (19,09 mmol)
de clorhidrato de cis-l-amino-4-(trifluorometil)ciclohexan-
carboxilato de metilo (EP 1220841 A2 y WO 2001/23354 A3),

4,83 g (47,73 mmol) de trietilamina y 117 mg (0,955 mmol) de
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N, N-dimetilaminopiridina en 40 ml de diclorometano. Luego se
agregd una solucidén de 5,33 g (19,09 mmol) de cloruro de (4'-
cloro—-4-metilbifenil-3-il)acetilo (Ejemplo 2A) en 40 ml de
diclorometano por goteo a la mezcla. La mezcla de reacciédn
resultante se agitd a temperatura ambiente durante la noche.
Para el tratamiento posterior, la mezcla se diluydé con di-
clorometano y la fase orgadnica se lavdé con acido citrico
acuoso de 5% de potencia. Después de secar sobre sulfato de
sodio, la mezcla se concentrd mediante evaporacidén y el re-
siduo se purificd mediante cromatografia sobre gel de silice
(fase mévil: gradiente de hexano/acetato de etilo). La con-
centracién y el secado dieron 6,36 g (71% del rendimiento
tedérico) del compuesto del titulo.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds¢): [ [ppm] = 1,35 - 1,80 (m, 6H),
2,05 - 2,18 (m, 2H), 2,24 (s, 3H), 2,25 - 2,40 (m, 1H), 3,49
(s, 3H), 3,56 (s, 2H), 7,19 (d, 1H), 7,40 (dd, 1H), 7,42 -
7,52 (m, 3H), 7,56 - 7,65 (m, 2H), 8,34 (s, 1lH).

LC-MS (Método 1): Rt = 1,50 min; MS (ESIpos): m/z = 468
[M+H]*.

Ejemplo 27A

8—{[(5-bromo—-2-metilfenil)acetil]amino}-1,4-dioxaespiro-

[4,5]decano—-8-carboxilato de metilo

O H,C

<’ On s

A temperatura ambiente, se disolvieron 5,47 g (25,41 mmol)
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de 8-amino-1,4-dioxaespiro[4,5]decano-8-carboxilato de me-
tilo [T. Satoh et al., Tetrahedron 63 (2007), 4806 - 48137,
3,86 g (38,12 mmol) de trietilamina y 155 mg (1,27 mmol) de
N, N-dimetilaminopiridina en 45 ml de diclorometano. Luego se
agregd una solucidén de 6,29 g (25,41 mmol) de cloruro de (5-
bromo-2-metilfenil)acetilo (Ejemplo 3A) en 45 ml de dicloro-
metano por goteo a la mezcla. La mezcla de reaccidén resul-
tante se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Para
el tratamiento posterior, la mezcla se diluydé con diclorome-
tano y la fase orgdnica se lavd con solucidn acuosa saturada
de bicarbonato de sodio. Después de secar sobre sulfato de
sodio, la mezcla se concentrd mediante evaporacidén y el re-
siduo se purificdé mediante cromatografia sobre gel de silice
(fase mévil: gradiente de hexano/acetato de etilo/1% trieti-
lamina). La evaporacién y el secado dieron 3,64 g (34% del
rendimiento tedrico) del compuesto del titulo el cual se usd
sin caracterizacidén adicional en el siguiente paso.

Ejemplo 28A

trans-1-{[(4'-cloro-3'—-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)acetil]-

amino}—-4-metoxi—-4-metilciclohexancarboxilato de metilo
C;%C

\
Oun

3
Se disolvieron 20,9 g (75,0 mmol) del compuesto del Ejemplo

1A en 31,2 ml (428 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de
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reaccidén se agitd a 80°C durante 1 h y luego se concentro.
El residuo se disolvidé en 200 ml de acetonitrilo. Se agregd
acetato de etilo y solucidén acuosa saturada de bicarbonato
de sodio a 16,0 g (67,3 mmol) del compuesto del Ejemplo 21A.
Las fases se separaron, la fase acuosa se extrajo repetida-
mente con acetato de etilo y las fases organicas combinadas
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentro.
Se agregaron 250 ml de acetonitrilo y 28,5 g (206 mmol) de
carbonato de potasio al residuo. Con enfriamiento con hielo,
la solucidén del cloruro de acido se agregd por goteo, y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la noche. La
mezcla luego se concentrd, el residuo se colocd en agua y se
extrajo repetidamente con diclorometano, y las fases organi-
cas combinadas se lavaron repetidamente con solucidén acuosa
de cloruro de hidrdégeno 1IN y solucidén acuosa saturada de
bicarbonato de sodio, se secd sobre sulfato de sodio, se
filtrd y se concentrdé. Para purificarse adicionalmente, el
residuo se recogidé nuevamente en diclorometano, se lavd re-—
petidamente con solucidén acuosa saturada de bicarbonato de
sodio, se secd sobre sulfato de sodio, se filtrdé y se con-
centrd. Esto dio 23,6 g (76% del rendimiento tedrico) del
compuesto del titulo el cual se hizo reaccionar sin purifi-
cacidén adicional.

'H RMN (400 MHz, DMSO-de¢): LI [ppm]= 0,98 (s, 3H), 1,32 - 1,45
(m, 2H), 1,55 - 1,63 (m, 2H), 1,74 - 1,86 (m, 4H), 2,29 (s,
3H), 3,04 (s, 3H), 3,52 (s, 3H), 3,58 (s, 2H), 7,24 (d, 1H),

7,46 - 7,55 (m, 2H), 7,59 - 7,73 (m, 3H), 8,23 (s, 1H).
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LC-MS (Método 2): Rt = 1,46 min; MS (ESIpos): m/z = 462
[M+H]*.

Ejemplo 29A

cis-1-{[(5-bromo-2-metilfenil)acetil]amino}-4-(trifluorome-—

til)ciclohexancarboxilato de metilo
O H.,C

HN

Y0

F (1)”

F \CHS
F

Br

A temperatura ambiente, se disolvieron 10,00 g (38,22 mmol)
de clorhidrato de cis-l-amino-4-(trifluorometil)ciclohexan-
carboxilato de metilo (EP 1220841 A2 y WO 2001/23354 A3),
9,67 g (95,54 mmol) de trietilamina y 233 mg (1,91 mmol) de
N, N-dimetilaminopiridina en 95 ml de diclorometano. Luego se
agregd una solucidén de 9,46 g (38,22 mmol) de cloruro de (5-
bromo-2-metilfenil)acetilo (Ejemplo 3A) en 95 ml de dicloro-
metano por goteo a la mezcla. La mezcla de reaccidén resul-
tante se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Para
el tratamiento posterior, la mezcla se diluydé con diclorome-
tano y la fase orgdnica se lavd con solucidn acuosa saturada
de bicarbonato de sodio y con acido citrico acuoso de 5% de
potencia. Después de secar sobre sulfato de sodio, la mezcla
se concentrdé mediante evaporacidén y el residuo se purificd
mediante cromatografia sobre gel de silice (fase mévil: gra-
diente de diclorometano/metanocl). La evaporacién y el secado
dieron 8,84 g (53% del rendimiento tedrico) del compuesto

del titulo el cual se usd sin caracterizacidén adicional en
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el siguiente paso.

Ejemplo 30A

cis-1-{[(4'-cloro-4-metilbifenil-3-il)acetil]lamino}-4- (me-
toximetil)ciclohexancarboxilato de metilo

C;%C

HN

'1, O
" CH Cl
O 3
H,C™ O

Se disolvieron 28,3 g (119 mmol) de clorhidrato de cis-1-
amino-4- (metoximetil)ciclohexancarboxilato de metilo (des-
crito en WO 2007/048545) en 100 ml de agua, se agregaron 20,0
g (238 mmol) de bicarbonato de sodio y la mezcla se extrajo
repetidamente con acetato de etilo. Las fases orgdnicas com—
binadas se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se
concentrdé. Esto dio 9,88 g de cis-l-amino-4- (metoximetil)ci-
clohexancarboxilato de metilo. Se agregaron 7,46 g (54,0
mmol) de carbonato de potasio a 5,93 g (29,4 mmol) de cis-1-
amino—-4- (metoximetil)ciclohexancarboxilato de metilo en 50
ml de acetonitrilo. Con enfriamiento con hielo, se agregd
una solucidén de 6,85 g (24,5 mmol) del compuesto del Ejemplo
2A en 50 ml de acetonitrilo por goteo, y la mezcla se agitéd
a temperatura ambiente durante un dia. La mezcla luego se
concentrd, el residuo se colocd en agua y se extrajo con
diclorometano, y las fases orgdnicas combinadas se lavaron
con solucidén acuosa de cloruro de hidrdégeno 1IN y solucidn
acuosa saturada de bicarbonato de sodio, se secd sobre sul-

fato de magnesio, se filtrdé y se concentrdé. Esto dio 10,5 g
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del compuesto del titulo el cual se hizo reaccionar sin pu-
rificacidén adicional.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): [J [ppm]= 1,05 - 1,25 (m, 2H), 1,44
-1,65 (m, 5H), 2,01 - 2,12 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 3,04 (d,
2H), 3,17 (s, 3H), 3,51 (s, 3H), 3,58 (s, 2H), 7,23 (d, 1H),
7,43 (dd, 1H), 7,47 - 7,57 (m, 3H), 7,62 - 7,68 (m, 2H), 8,21
(s, 1H).

LC-MS (Método 1): Rt = 1,43 min; MS (ESIpos): m/z = 444
[M+H]+.

Ejemplo 31A

cis-1-{[(5-bromo-2-metilfenil)acetil]amino}—-4- (metoxime-—

til)ciclohexancarboxilato de metilo
dﬂé:

HN
‘e, O
\/(j 1 \CH3
O
H,.C” O

Se disolvieron 55,3 g (232 mmol) de clorhidrato de cis-1-

Br

amino-4- (metoximetil)ciclohexancarboxilato de metilo (des-
crito en WO 2007/048545, pagina 144) en 200 ml de agua, se
agregaron 39,0 g (465 mmol) de bicarbonato de sodio y la
mezcla se extrajo repetidamente con acetato de etilo. Las
fases orgdnicas combinadas se secaron sobre sulfato de mag-
nesio, se filtrd y se concentrd. Esto dio 17,2 g de cis-1-
amino-4- (metoximetil)ciclohexancarboxilato de metilo. Se di-
solvieron 1,90 g (8,30 mmol) de acido (5-bromo-2-metilfe-
nil)acético (descrito en EP 1791816 y WO 2006/29799) en 3,5

ml (47,3 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de reaccidn
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se agitdé a 80°C durante 1 h y luego se concentrdédé. El residuo
se disolvié en 15 ml de acetonitrilo. Se agregaron 2,52 g
(18,2 mmol) de carbonato de potasio a 2,00 g (9,94 mmol) de
cis—-l-amino-4- (metoximetil)ciclohexancarboxilato de metilo
en 20 ml de acetonitrilo. Con enfriamiento con hielo, 1la
solucidén del cloruro de 4acido se agregd por goteo, y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 24 h. La mez-
cla luego se concentrd, el residuo se colocd en agua y se
extrajo con diclorometano, y las fases orgdnicas combinadas
se lavaron con solucidén acuosa de cloruro de hidrdégeno 1IN y
solucidén acuosa saturada de bicarbonato de sodio, se secd
sobre sulfato de magnesio, se filtrdé y se concentrd. Esto
dio 3,11 g (91% del rendimiento tedrico) del compuesto del
titulo el cual se hizo reaccionar sin purificacidén adicional.
'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢): [l [ppm]= 1,07 - 1,29 (m, 2H), 1,47
1,66 (m, 5H), 2,01 - 2,12 (m, 2H), 2,20 (s, 3H), 3,13 (d,
2H), 3,22 (s, 3H), 3,51 (s, 2H), 3,54 (s, 3H), 7,10 (d, 1H),
7,30 (dd, 1H), 7,41 (d, 1H), 8,22 (s, 1H).
LC-MS (Método 1): Rt = 1,25 min; MS (ESIpos): m/z = 412
[M+H] ™.

Ejemplo 32A

1-{[(4'"-cloro—-4-metilbifenil-3-il)acetil]amino}—-4-metoxi-4-

(trifluorometil)ciclohexancarboxilato de metilo
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Cl

Se disolvieron 3,94 g (15,44 mmol) de l-amino-4-metoxi-4-
(trifluorometil)ciclohexancarboxilato de metilo (Ejemplo
22A) y 1,56 g (15,44 mmol) de trietilamina en 56 ml de di-
clorometano. Se agregaron 3,92 g (14,03 mmol) de cloruro de
(4'-cloro—4-metilbifenil-3-il)acetilo (Ejemplo 2A), disuel-
tos en 56 ml de diclorometano, por goteo a esta solucidn, y
la mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante
la noche. Para el tratamiento posterior, la mezcla se diluyd
con diclorometano y la fase orgdnica se lavd con solucidn
acuosa saturada de bicarbonato de sodio y con acido citrico
acuoso de 1% de potencia. Después de secar sobre sulfato de
sodio, la fase organica se concentrdé y el producto se secd.
Esto dio 6,81 g (97% del rendimiento tedrico) del compuesto
del titulo como un polvo blanco.

LC-MS (Método 1): Rt = 1,51 min; MS (ESIpos): m/z = 498
[M+H]*.

Ejemplo 33A

1-{[(4"-cloro-3"—-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)acetil]amino}-

4d-metoxi—-4- (trifluorometil)ciclohexancarboxilato de metilo
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Se disolvieron 20,50 g (80,32 mmol) de l-amino-4-metoxi-4-
(trifluorometil)ciclohexancarboxilato de metilo (Ejemplo
22A) y 8,13 g (80,32 mmol) de trietilamina en 280 ml de
diclorometano. Se agregaron 21,70 g (73,02 mmol) de cloruro
de (4'-cloro-3'—-fluoro-4-metilbifenil-3-il)acetilo (Ejemplo
4AA), disueltos en 280 ml de diclorometano, por goteo a esta
solucidén, y la mezcla de reaccidén se agitd a temperatura
ambiente durante la noche. Para el tratamiento posterior, la
mezcla se diluyd con diclorometano y la fase orgdnica se lavd
con solucidn acuosa saturada de bicarbonato de sodio y con
dcido citrico acuoso de 1% de potencia. Después de secar
sobre sulfato de sodio, la fase organica se concentrd y el
producto se secd. Esto dio 37,05 g (98% del rendimiento ted-
rico) del compuesto del titulo como un polvo color beige.
LC-MS (Método 1): Rt = 1,51 min; MS (ESIpos): m/z = 516
[M+H]+.

Ejemplo 34A

trans-1-{[(4'-cloro-3'—-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)acetil]-
amino}-4-metoxi-4- (metoximetil)ciclohexancarboxilato de me-

tilo
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Se disolvieron 4,48 g (16,1 mmol) del compuesto del Ejemplo
1A en 5,6 ml (76,4 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de
reaccidédn se agitd a 80°C durante 1 h y luego se concentrod.
El residuo se disolvid en 20 ml de acetonitrilo. Se agregaron
6,48 g (46,9 mmol) de carbonato de potasio a 3,10 g (13,4
mmol) del compuesto del Ejemplo 23A en 30 ml de acetonitrilo.
Con enfriamiento con hielo, la solucidn del cloruro de &acido
se agregd por goteo, y la mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla luego se agregd a hielo-
agua y se extrajo repetidamente con diclorometano, y las
fases orgdnicas combinadas se lavaron repetidamente con so-
lucidén acuosa de cloruro de hidrdégeno 1IN y solucidn acuosa
saturada de bicarbonato de sodio, se secd sobre sulfato de
sodio, se filtrdé y se concentrdé. Esto dio 6,59 g (96% del
rendimiento tedrico) del compuesto del titulo el cual se hizo
reaccionar sin purificacién adicional.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): [J [ppm]= 1,32 - 1,49 (m, 2H), 1,54
- 1,66 (m, 2H), 1,70 - 1,91 (m, 4H), 2,29 (s, 3H), 3,09 (s,
3H), 3,14 (s, 2H), 3,20 (s, 3H), 3,52 (s, 3H), 3,57 (s, 2H),
7,24 (d, 1H), 7,46 - 7,56 (m, 2H), 7,58 - 7,74 (m, 3H), 8,27
(s, 1H).

LC-MS (Método 2): Rt = 1,38 min; MS (ESIpos): m/z = 492
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[M+H]*.

Ejemplo 35A

1-{[(4'"-cloro—-4-metilbifenil-3-il)acetil]amino}-4-metoxi-4-

(metoximetil)ciclohexancarboxilato de metilo
6%C

HN

HCx CH, cl

o)
H,C”

Se disolvieron 574 mg (2,20 mmol) de &dcido (4'-cloro-4-me-
tilbifenil-3-il)acético (EP 2029531 Al y US 2009/298828 Al)
en 0,9 g (12,5 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla de
reaccidén se agitd a 80°C durante 1 h y luego se concentro.
El residuo se disolvid en 5 ml de acetonitrilo. Se agregaron
816 mg (5,90 mmol) de carbonato de potasio a 390 mg (1,69
mmol) del compuesto del Ejemplo 24A en 10 ml de acetonitrilo.
Con enfriamiento con hielo, la solucidn del cloruro de acido
se agregd por goteo, y la mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla luego se concentrd, el
residuo se colocd en hielo—-agua y se extrajo repetidamente
con diclorometano, y las fases orgadnicas combinadas se lava-
ron repetidamente con solucidén acuosa de cloruro de hidrdgeno
IN y solucidén acuosa saturada de bicarbonato de sodio, se
secd sobre sulfato de sodio, se filtrdé y se concentrd. Esto
dio 570 mg del compuesto del titulo como una mezcla diaste-
romérica que se hizo reaccionar sin purificacidén adicional.

LC-MS (Método 2): Rt = 1,36 min; MS (ESIpos): m/z = 474
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[M+H]*.

Ejemplo 36A

1-{[ (5-bromo-2-metilfenil)acetil]amino}-4-metoxi-4-(tri-

fluorometil)ciclohexancarboxilato de metilo

O H,G
HN
F
F
O
F O Br
0O “CH
H,C” :

Se disolvieron 3,00 g (11,75 mmol) de l-amino-4-metoxi-4-
(trifluorometil)ciclohexancarboxilato de metilo (Ejemplo
22A) y 1,19 g (11,75 mmol) de trietilamina en 40 ml de di-
clorometano. Se agregaron 2,65 g (10,69 mmol) de cloruro de
(5-bromo-2-metilfenil)acetilo (Ejemplo 3A), disueltos en 40
ml de diclorometano, por goteo a esta solucidn, y la mezcla
de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante la noche.
Para el tratamiento posterior, la mezcla se diluydé con di-
clorometano y la fase orgdnica se lavd con solucidn acuosa
saturada de bicarbonato de sodio y con acido citrico acuoso
de 1% de potencia. Después de secar sobre sulfato de sodio,
la fase orgadnica se concentré y el producto se secd. Esto
dio 4,79 g (87% del rendimiento tedrico) del compuesto del
titulo como un polvo color beige.

LC-MS (Método 1): Rt = 1,33 min; MS (ESIpos): m/z = 468
[M+H]*.

Ejemplo 37A

(5s,8s)-3-(5-Bromo—-2-metilfenil)—-4-hidroxi-8—(trifluorome—

til)-l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
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O H.C
HN

I/,,,

OH Br

F
Se agregaron 4,53 g (40,34 mmol) de tert-butdéxido de potasio
a 8,80 g (20,17 mmol) de cis-1-{[(5-bromo-2-metilfenil)ace-
til]amino}—-4—-(trifluorometil)ciclohexancarboxilato de me-
tilo (Ejemplo 29A) en 100 ml de N,N-dimetilformamida. La
mezcla de reaccidén se agitd a 80°C durante 60 minutos. Para
el tratamiento posterior, la mezcla de reaccidén fria se volcd
sobre 800 ml de hielo-agua y se acidificd con &cido clorhi-
drico acuoso. El1l producto crudo se retirdé por filtracidn y
se purificd mediante cromatografia sobre gel de silice (fase
mévil: gradiente de hexano/acetato de etilo). E1l secado dio
5,23 g (64% del rendimiento tedrico) del compuesto del ti-
tulo.
'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): U [ppm] = 1,40 - 1,50 (m, 2H),
1,58 - 1,72 (m, 2H), 1,77 - 1,86 (m, 2H), 1,86 - 1,96 (m,
2H), 2,07 (s, 3H), 2,12 - 2,28 (m, 1H), 7,14 (d, 1H), 7,19
(d, 1H), 7,33 (dd, 1H), 8,33 (s, 1H), 11,01 (s, 1H).
LC-MS (Método 3): Rt = 1,18 min; MS (ESIpos): m/z = 406
[M+H]*.

Ejemplo 38A

11-(5-Bromo-2-metilfenil)-12-hidroxi-1,4-dioxa—-9-azadies-

pirof[4,2,4,2]tetradec-11-en-10-0ona
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0 H,C

HN

© OH Br
s

Se agregaron 1,92 g (17,08 mmol) de tert-butdxido de potasio
a 3,64 g (8,54 mmol) de 8-{[(5-bromo-2-metilfenil)ace-
til]amino}-1,4-dioxaespiro[4,5]decano-8-carboxilato de me-
tilo (Ejemplo 27A) en 43 ml de N,N-dimetilformamida. La mez-—
cla de reaccidén se agitd a 80°C durante 30 minutos. Para el
tratamiento posterior, la mezcla de reaccidn fria se volcd
sobre 500 ml de hielo-agua y se acidificd a pH = 4 con &cido
clorhidrico acuoso. El producto crudo se retird por filtra-
cién. E1l secado dio 2,49 g (74% del rendimiento tedrico) del
compuesto del titulo el cual se usd sin caracterizacidén adi-
cional en el siguiente paso.

Ejemplo 39A

3-(5-Bromo-2-metilfenil)-4-hidroxi-l-azaespiro[4,5]dec-3-

en-2, 8-diona
OI%C

HN

/

Br
o OH

Se agregaron 192 mg (1,01 mmol) de &cido 4-toluensulfdnico
monohidrato a 2,49 g (6,32 mmol) de 11-(5-bromo-2-metilfe-
nil)-12-hidroxi-1,4-dioxa-9-azadiespirol[4,2,4,2]tetradec—

l1l1-en-10-ona (Ejemplo 38A) en 26 ml de acetona y 13 ml de

agua. La mezcla de reaccidn se agitd a 80°C durante la noche.
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Para el tratamiento posterior, la mezcla de reaccidén fria se
diluyé con agua y la acetona se retirdé en un evaporador
rotativo. El producto precipitado crudo se extrajo con ace-
tato de etilo. La fase orgédnica se lavd con solucidn acuosa
saturada de cloruro de sodio, se secd sobre sulfato de sodio
y se concentrdé bajo presién reducida. E1 secado dio 1,97 g
(89% del rendimiento tedrico) del compuesto del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): U [ppm] = 1,68 - 1,78 (m, 2H),
2,09 (s, 3H), 2,21 - 2,34 (m, 4H), 2,64 - 2,78 (m, 2H), 7,15
(d, 1H), 7,23 (4, 1H), 7,35 (dd, 1H), 8,53 (s, 1H), 11,12
(s, 1H).

LC-MS (Método 3): Rt = 0,87 min; MS (ESIpos): m/z = 352
[M+H]*.

Ejemplo 40A

(5r,8r)-3—-(5-Bromo—-2-metilfenil)—-4,8-dihidroxi-8-(trifluo-

rometil)-l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona

0 H,C

OH Br

Se agregaron 521 mg (1,60 mmol) de carbonato de cesio y 975
mg (6,85 mmol) de (trifluorometil)trimetilsilano a 400 mg
(1,14 mmol) de 3-(5-bromo-2-metilfenil)-4-hidroxi-l-azaes-
piro[4,5]dec-3-en-2,8-diona (Ejemplo 39A) en 8,3 ml de N,N-
dimetilformamida. La mezcla de reaccidén se agitd a tempera-
tura ambiente durante tres horas. Luego, la mezcla se diluyd

con agua, se acidificdé a pH = 4,5 con acido citrico acuoso y
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se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavd
con agua, se secd sobre sulfato de sodio y se concentrd bajo
presidén reducida. El residuo se disolvidé en 5 ml de tetrahi-
drofurano, se agregbé 1 ml de acido clorhidrico acuoso 4N y
la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante una hora y
luego se diluyd con agua. El1l producto crudo se extrajo con
acetato de etilo y la fase organica se secd sobre sulfato de
sodio. Después de la concentracidén bajo presidén reducida, el
residuo se purificd mediante cromatografia sobre gel de si-
lice (fase mévil: gradiente de hexano/acetato de etilo). La
evaporacién y el secado dieron 367 mg (76% del rendimiento
tedérico) del compuesto del titulo.

IH RMN (400 MHz, metanol-ds): [l [ppm] = 1,39 - 1,50 (m, 2H),
1,84 - 1,98 (m, 4H), 2,15 (s, 3H), 2,30 - 2,43 (m, 2H), 7,15
(d, 1H), 7,27 (d, 1H), 7,34 (dd, 1H).

LC-MS (Método 1): Rt = 0,96 min; MS (ESIpos): m/z = 420
[M+H]+.

Ejemplo 41A

(5s8,8s8)-3-(5-Bromo-2-metilfenil)-4-hidroxi-8- (metoximetil) -

l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona

O H,C
HN

/

O
H3C/ OH Br

"’I[

Se agregaron 1,69 g (15,1 mmol) de tert-butdxido de potasio
a 3,11 g (7,54 mmol) del compuesto del Ejemplo 31A en 11 ml

de N,N-dimetilformamida. La mezcla de reaccidén se calentd a
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80°C durante 15 minutos. Luego de enfriar, la mezcla se con-
centrd, el residuo se colocd en agua, se agregd solucidn
acuosa de cloruro de hidrdégeno 1IN por goteo y la mezcla se
agitd durante 0,5 h. El precipitado se retird por filtracidn
con succién, se lavd con agua y se secd. Esto dio 2,83 g (96%
del rendimiento tedrico) del compuesto del titulo.

'H RMN (300 MHz, DMSO-de): [J [ppm]= 1,22 - 1,44 (m, 4H), 1,46
- 1,63 (m, 1H), 1,65 - 1,75 (m, 2H), 1,80 - 1,85 (m, 2H),
2,11 (s, 3H), 3,15 (d, 2H), 3,23 (s, 3H), 7,17 (4, 1H), 7,22
(d, 1H), 7,36 (dd, 1H), 8,16 (s, 1H), 10,89 (s, 1H).

LC-MS (Método 1): Rt = 1,05 min; MS (ESIpos): m/z = 380
[M+H] ™.

Ejemplo 42A

3—-(5-Bromo-2-metilfenil)—-4-hidroxi-8-metoxi-8-(trifluorome-

til)-l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona

O H,G
- HN
F /
OH Br
e

3
Se agregaron 2,26 g (20,16 mmol) de tert-butdéxido de potasio
a 4,70 g (10,08 mmol) de 1-{[(5-bromo-2-metilfenil)ace-
tillJamino}-4-metoxi-4-(trifluorometil)ciclohexancarboxilato
de metilo (Ejemplo 36A) en 50 ml de N,N-dimetilformamida. La
mezcla de reaccidén se agitd a 80°C durante 60 minutos. Para

el tratamiento posterior, la mezcla de reaccidn fria se volcd
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sobre 800 ml de hielo-agua y se acidificd con &cido clorhi-
drico acuoso. El1l producto crudo se retirdé por filtracidn y
se secd. Esto dio 3,68 g (84% del rendimiento tedrico) del
compuesto del titulo como un polvo color beige.

1H RMN (400 MHz, metanol-d4): [ [ppm] = 1,39 - 2,45 (m, 11H),
3,42 - 3,46 (m, 3H), 7,12 - 7,18 (m, 1H), 7,25 - 7,29 (m,
1H), 7,32 - 7,38 (m, 1H).

Ejemplos comparativos:

para el Ejemplo 1-1

V.1l-a ( = compuesto de 1la Tabla 1, fila 20, p. 40 de
W010/063378)
(5r,8r)-3-(4'"-cloro-4-metilbifenil-3-il)—-4-hidroxi-8-me-

toxi-8-metil-1-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona

O H,C

HN
ot/
H,C
OH
3 &

H.C
Cl

\
Ollln

Bajo nitrdégeno, se agregaron 2,18 g (19,4 mmol) de tert-
butéxido de potasio a 7,83 g (17,6 mmol) del compuesto del
Ejemplo 25A en 75 ml de N,N-dimetilformamida. La mezcla de
reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos.
La mezcla luego se concentrd, el residuo se colocd en hielo-
agua y se acidificdé con solucidn acuosa de cloruro de hidré-
geno 1N, la mezcla se agitdé durante 30 minutos y se retird

por filtracidén con succidédn y el precipitado se lavd con agua
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y se secd. Para purificarse adicionalmente, el producto se
disolvidé en solucidn acuosa de hidrdéxido de sodio 1N, la
mezcla se filtrd, y el producto se precipitd por acidifica-
cidén con acido clorhidrico acuoso 1 N, se lavd con agua, se
retiré por filtracidén y se secd. Esto dio 4,78 g (65% del
rendimiento tedérico) del compuesto del titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): [ [ppm]= 1,09 (s, 3H), 1,12 - 1,20
(m, 2H), 1,60 - 1,71 (m, 2H), 1,71 - 1,80 (m, 2H), 2,04 -
2,14 (m, 2H), 2,18 (s, 3H), 3,10 (s, 3H), 7,30 (4, 1H), 7,34
(d, 1H), 7,46 - 7,52 (m, 3H), 7,62 - 7,68 (m, 2H), 8,15 (s,
1H), 10,79 (s, 1H).

LC-MS (Método 2): Rt = 1,23 min; MS (ESIpos): m/z = 412
[M+H] ™.

V.1-b

(5s,8s)-3-(4'"-cloro—-4-metilbifenil-3-il)-4-hidroxi-8-(tri-

fluorometil)-1-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
O H,C

HN
)
OH
F @
F

C
Se agregaron 3,05 g (27,18 mmol) de tert-butdéxido de potasio
a 6,36 g (13,59 mmol) de cis-1-{[(4'-cloro-4-metilbifenil-3-
il)acetil]amino}-4-(trifluorometil)ciclohexancarboxilato de
metilo (Ejemplo 26A) en 68 ml de N,N-dimetilformamida. La
mezcla de reaccidén se agitd a 80°C durante 60 minutos. Para

el tratamiento posterior, la mezcla de reaccidn fria se volcd
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sobre 800 ml de hielo-agua y se acidificd con &cido clorhi-
drico acuoso. El producto crudo se retird por filtracidn, se
secd y se purificd mediante cromatografia sobre gel de silice
(gradiente de hexano/acetato de etilo). La evaporacidén dio
4,1 g (69% del rendimiento tedérico) del compuesto del titulo.
'H RMN (400 MHz, DMSO-de¢): U [ppm] = 1,40 - 1,55 (m, 2H),
1,58 - 1,77 (m, 2H), 1,78 - 2,02 (m, 4H), 2,15 (s, 3H), 2,17
- 2,30 (m, 1H), 7,27 (4, 1H), 7,32 (4, 1H), 7,42 - 7,51 (m,
3H), 7,58 - 7,66 (m, 2H), 8,29 (s, 1H), 10,90 (s, 1lH).
LC-MS (Método 1): Rt = 1,32 min; MS (ESIpos): m/z = 436
[M+H]+.

V.l-c

(5r,8r)-3-(4'-cloro-4-metilbifenil-3-il)-4,8-dihidroxi-8-

(trifluorometil)—-1l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
O}hC

ey,
F vt
| SO

Cl

Ollll
T

Bajo argdén, se agregaron 24 mg (0,030 mmol) de complejo di-
cloro[l,1’-bis(difenilfosfino)ferrocen]paladio/diclorome-—
tano a 125 mg (0,30 mmol) de (5r,8r)-3-(5-bromo-2-metilfe-
nil)—-4,8-dihidroxi-8-(trifluorometil)-l-azaespiro[4,5]dec-
3-en-2-ona (Ejemplo 40A) en 13 ml de 1,2-dimetoxietano des-
gasificado. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
5 minutos, y luego se agregaron 70 mg (0,45 mmol) de Aacido

(4-clorofenil)bordénico y una solucidén de 339 mg (1,04 mmol)
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de carbonato de cesio en 815 pl de agua desgasificada. La
mezcla de reaccidén se calentd en un recipiente cerrado bajo
radiacidén de microondas a 150°C durante 10 minutos. Luego de
enfriar, se agregaron 100 pl de solucidn acuosa concentrada
de cloruro de hidrdégeno a la reaccidén, y la mezcla se con-—
centrd bajo presidén reducida. E1l residuo se colocd en diclo-
rometano y se lavd con acido citrico acuoso de 5% de potencia
(pH = 4,0 - 4,5) vy agua. La fase orgadnica se secd sobre
sulfato de sodio y se concentrdé mediante evaporacidén. EI
producto crudo se purificd mediante cromatografia sobre gel
de silice (fase mévil: gradiente de hexano/acetato de etilo)
y mediante HPLC cromatografia (fase C18, fase moévil: gra-
diente de agua/acetonitrilo/dcido fdérmico 0,1%), dando 17,4
mg (13% del rendimiento tedrico) del compuesto del titulo.
'H RMN (400 MHz, metanol-ds4): [l [ppm] = 1,41 - 1,53 (m, 2H),
1,85 - 2,01 (m, 4H), 2,24 (s, 3H), 2,33 - 2,46 (m, 2H), 7,32
(d, 1H), 7,35 - 7,42 (m, 3H), 7,46 (dd, 1H), 7,58 (“d”, 2H).
LC-MS (Método 1): Rt = 1,19 min; MS (ESIpos): m/z = 452
[M+H]*.

para el Ejemplo de Trabajo 1-2

V.2-a ( = compuesto de 1la Tabla 2, fila 10, p. 45 de
W010/063378)
(5r,8r)-3—-(4'-cloro-3'-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)—-4-hi-

droxi-8-metoxi-8-metil-1-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
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O H,C

HN
:,,,//
OH
O

Cl

H,C

Ollll

e

H,C

Bajo nitrdégeno, se agregaron 6,22 g (55,4 mmol) de tert-
butdéxido de potasio a 23,5 g (50,4 mmol) del compuesto del
Ejemplo 28A en 250 ml de N,N-dimetilformamida. La mezcla de
reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos.
La mezcla luego se concentrd, el residuo se colocd en agua y
se acidificé con solucidén acuosa de cloruro de hidrdgeno 1N,
la mezcla se agitd durante 30 minutos y se retirdé por fil-
tracidén con succidén y el precipitado se lavd con agua y se
secd. Esto dio 21,4 g (aproximadamente 90% de pureza, 89%
del rendimiento tedrico) del compuesto del titulo.

1H RMN (300 MHz, DMSO-d¢): U [ppm]l= 1,08 (s, 3H), 1,10 - 1,22
(m, 2H), 1,56 - 1,81 (m, 4H), 1,99 - 2,14 (m, 2H), 2,19 (s,
3H), 3,10 (s, 3H), 7,29 (d, 1H), 7,40 (d, 1H), 7,46 - 7,56
(m, 2H), 7,60 - 7,72 (m, 2H), 8,05 (s, 1H), 10,86 (s, 1H).
LC-MS (Método 1): Rt = 1,25 min; MS (ESIpos): m/z = 430
[M+H] ™.

V.2-b

(5s,8s)-3-(4'"-cloro-3'-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)—-4-hi-

droxi-8—(trifluorometil)-1-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
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Bajo argdén, se agregaron 1,01 g (1,24 mmol) de complejo di-
cloro[l,1’-bis(difenilfosfino)ferrocen]paladio/diclorome-—
tano a 5,00 g (12,4 mmol) del compuesto del Ejemplo 37A en
500 ml de 1,2-dimetoxietano desgasificado. La mezcla se agitéd
a temperatura ambiente durante 5 minutos, y 3,24 g (18,5
mmol) de &cido (4-cloro-3-fluorofenil)bordnico y luego se
agregd una solucidén de 14,1 g (43,3 mmol) de carbonato de
cesio en 30 ml de agua desgasificada. La mezcla de reaccidn
se calentd bajo reflujo durante 2 h. Luego de enfriar, se
agregaron 10 ml de solucidén acuosa concentrada de cloruro de
hidrdégeno, la fase acuosa se separd, se agregd sulfato de
magnesio, la mezcla se filtrd a través de gel de silice, 1la
almohadilla de filtrado se lavd con acetato de etilo y 1la
mezcla se concentrd. La purificacién del producto crudo me-—
diante cromatografia sobre gel de silice (fase mévil: gra-
diente de hexano/acetato de etilo) y la cristalizacidn desde
acetato de etilo dieron 2,48 g (44% del rendimiento tedrico)
del compuesto del titulo.
'H RMN (300 MHz, DMSO-de¢): [l [ppm]= 1,45 - 1,57 (m, 2H), 1,62
1,79 (m, 2H), 1,81 - 2,05 (m, 4H), 2,19 (s, 3H), 2,20 -
2,33 (m, 1H), 7,32 (d4, 1H), 7,41 (4, 1H), 7,49 - 7,58 (m,

2H), 7,64 (t, 1H), 7,70 (d4d, 1H), 8,33 (s, 1H), 10,95 (s,
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1H) .
LC-MS (Método 1): Rt = 1,34 min; MS (ESIpos): m/z = 454
[M+H] .

V.2-c

(5r,8r)-3—-(4'-cloro-3'-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)-4, 8-

dihidroxi-8-(trifluorometil)-1-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
O H,C

"’ll/ O
OH
O F

C

Bajo argdén, se agregaron 24 mg (0,030 mmol) de complejo di-
cloro[l,1’'-bis(difenilfosfino)ferrocen]paladio/diclorome-

tano a 125 mg (0,30 mmol) de (5r,8r)-3-(5-bromo-2-metilfe-
nil)—-4,8-dihidroxi-8-(trifluorometil)-l-azaespiro[4,5]dec-

3-en-2-ona (Ejemplo 40A) en 13 ml de 1,2-dimetoxietano des-
gasificado. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
5 minutos, y luego se agregd 78 mg (0,45 mmol) de &cido (4-
cloro-3-fluorofenil)bordénico y una solucidén de 340 mg (1,04
mmol) de carbonato de cesio en 815 pl de agua desgasificada.
La mezcla de reaccidén se calentd en un recipiente cerrado
bajo radiacién de microondas a 150°C durante 10 minutos.
Luego de enfriar, 100 pl de solucidén acuosa concentrada de
cloruro de hidrdégeno se agregaron a la reaccidn, y la mezcla
se concentrd bajo presidén reducida. El residuo se colocd en
diclorometano y se lavd con &cido citrico acuoso de 5% de

potencia (pH = 4,0 - 4,5) y agua. La fase orgadnica se secd
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sobre sulfato de sodio y se concentrdé mediante evaporacidn.
El producto crudo se purificdé mediante cromatografia sobre
gel de silice (fase mdévil: gradiente de hexano/acetato de
etilo), dando 68 mg (49% del rendimiento tedrico) del com-
puesto del titulo.

IH RMN (300 MHz, metanol-ds): [l [ppm] = 1,41 - 1,56 (m, 2H),
1,8 -1,99 (m, 4H), 2,25 (s, 3H), 2,32 - 2,48 (m, 2H), 7,10
- 7,25 (m, 1H), 7,34 (4, 1H), 7,40 (dd, 1H), 7,43 - 7,56 (m,
3H) .

LC-MS (Método 1): Rt = 1,19 min; MS (ESIpos): m/z = 470
[M+H] .

para el Ejemplo de Trabajo 1-3

V.3-a ( =V.1l-a) = compuesto de la Tabla 1, fila 20, p. 40 de
W010/063378

V.3-b

(5s,8s)-3-(4'"-cloro—-4-metilbifenil-3-il)-4-hidroxi—-8- (me—

toximetil)-1l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona

O H,G

HN
l/,///
LG

Cl
Se agregaron 5,26 g (46,9 mmol) de tert-butdxido de potasio
a 10,4 g (23,4 mmol) del compuesto del Ejemplo 30A en 35 ml
de N,N-dimetilformamida. La mezcla de reaccidén se calentd a
80°C durante 15 minutos. Luego de enfriar, la mezcla se con-

centrd, el residuo se colocd en agua y la solucidn se agregd
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por goteo a solucidén acuosa de cloruro de hidrdégeno 2N. E1

precipitado se retirdé por filtracidén con succidn, se lavd

con agua y se secd. Esto dio 9,3 g del compuesto del titulo.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): [ [ppm]= 1,21 - 1,47 (m, 4H), 1,48
1,64 (m, 1H), 1,65 - 1,78 (m, 2H), 1,81 - 1,97 (m, 2H),

2,18 (s, 3H), 3,16 (d, 2H), 3,24 (s, 3H), 7,30 (4, 1H), 7,34

(d, 1H), 7,44 - 7,53 (m, 3H), 7,61 - 7,68 (m, 2H), 8,13 (s,

1H), 10,77 (s, 1H).

LC-MS (Método 3): Rt = 1,25 min; MS (ESIpos): m/z = 412

[M+H] .

La sustancia se describié como una mezcla isomérica como

Ejemplo I-1-a-5 de WO 07/048545.

para el Ejemplo de Trabajo 1-4

V.4-a ( =V.2-a) = compuesto de la Tabla 2, fila 10, p. 45 de

WO10/063378)

V.4-b

(5s,8s8)-3-(4'"-cloro-3'-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)—-4-hi-

droxi-8—-(metoximetil)-1-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
O}hC

HN
it/
H,C OH
F

Cl
Bajo argdn, se agregd 1,10 g (6,31 mmol) de &cido (4-cloro-
3-fluorofenil)bordénico y una solucidén de 6,00 g (18,4 mmol)

de carbonato de cesio en 13 ml de agua desgasificada a 2,00

g (5,26 mmol) del compuesto del Ejemplo 41A y 215 mg (0,26
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mmol) de complejo dicloro[l,1l’-bis(difenilfosfino)ferro-
cen]paladio/diclorometano en 213 ml de 1,2-dimetoxietano
desgasificado. La mezcla de reaccidén se calentd bajo reflujo
durante 2 h. Luego de enfriar, se agregaron 2,5 ml de solucidn
acuosa concentrada de cloruro de hidrdégeno y sulfato de so-
dio, la mezcla se filtrdé a través de gel de silice y sulfato
de sodio, la almohadilla de filtrado se lavd con acetato de
etilo y el material filtrado se concentré. E1l producto crudo
se purificd mediante cromatografia sobre gel de silice (fase
mévil: gradiente de hexano/acetato de etilo). E1 producto
luego se agitd con solucidén acuosa de bicarbonato de sodio,
se acidificd con solucidn acuosa concentrada de cloruro de
hidrdégeno, se retird por filtracidén con succidn, se lavd con
agua y se secd. Esto dio 1,50 g (65% del rendimiento tedrico)
del compuesto del titulo.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): [ [ppm]= 1,21 - 1,47 (m, 4H), 1,48
- 1,64 (m, 1H), 1,65 - 1,78 (m, 2H), 1,81 - 1,97 (m, 2H),
2,19 (s, 3H), 3,16 (d, 2H), 3,24 (s, 3H), 7,31 (d, 1H), 7,40
(d, 1H), 7,48 - 7,57 (m, 2H), 7,60 - 7,74 (m, 2H), 8,13 (s,
1H), 10,79 (s, 1lH).

LC-MS (Método 1): Rt = 1,26 min; MS (ESIpos): m/z = 430
[M+H]*.

La Tabla V provee una descripcidén de los ejemplos comparati-
vos que el solicitante considera como al arte anterior mas
cercano

Tab. V
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Ej.

Estructura/Nombre

Descrito en

O H,C

\
O

Tabla 1, fila 20,

W010/063378

p.

40 de

Tabla 2, fila 10,

W010/063378

P.

45 de
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Ej. Estructura/Nombre Descrito en
V.3- Tabla 1, fila 20, p. 40 de
a WO010/063378
.3-
b
V.4- Tabla 2, fila 10, p. 45 de
a WO010/063378
V.4-
b
Ejemplos de trabajo:
Ejemplo 1-1
(5r,8r)-3-(4'"-cloro-4-metilbifenil-3-il)—-4-hidroxi-8-me-
toxi-8-(trifluorometil)-l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-0ona

Ol

H

O H,C

F "'/// O
F
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Se agregaron 3,07 g (27,31 mmol) de tert-butdéxido de potasio
a 6,80 g (13,66 mmol) de 1-{[(4'-cloro—-4-metilbifenil-3-
il)acetil]amino}-4-metoxi—-4—-(trifluorometil)ciclohexancar-
boxilato de metilo (Ejemplo 32A) en 68 ml de N,N-dimetilfor-
mamida. La mezcla de reaccidén se agitd a 80°C durante 60
minutos. Para el tratamiento posterior, la mezcla de reaccidn
fria se volcd sobre 1500 ml de hielo-agua y se acidificd con
dcido clorhidrico acuoso. El producto crudo se retird por
filtracidén, se secd y se purificd primero mediante cromato-
grafia (columna: Chiralpak IA 5 pm, 250x30 mm; gradiente de
hexano/etanol en presencia de &cido férmico 0,1%). La con-—
centracidén mediante evaporacidén y cristalizacidén desde éter
dietilico dio 3,57 g (56% del rendimiento tedrico) del com-
puesto del titulo.

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds¢): [l [ppm] = 1,25 - 1,41 (m, 2H),
1,83 -1,99 (m, 4H), 2,00 - 2,14 (m, 2H), 2,15 (s, 3H), 3,34
(s, 3H), 7,28 (d4, 1H), 7,32 (d4, 1H), 7,42 - 7,51 (m, 3H),
7,58 - 7,67 (m, 2H), 8,41 (s, 1H), 10,98 (s, 1H).

LC-MS (Método 1): Rt = 1,31 min; MS (ESIpos): m/z = 466
[M+H]*.

Ejemplo 1-2

(5r,8r)—-3—-(4'-cloro-3'-fluoro—-4-metilbifenil-3-il)—-4-hi-
droxi-8-metoxi-8-(trifluorometil)—-1l-azaespiro[4,5]dec-3-en—

2—ona
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O H,G

HN
Ny
F H OH
O F
H3C/ Q

Cl

Bajo argdn, se agregaron 67,70 mg (0,083 mmol) de complejo
dicloro[l,1’-bis(difenilfosfino)ferrocen]paladio/diclorome-
tano a 300,00 mg (0,69 mmol) de 3-(5-bromo-2-metilfenil)-4-
hidroxi-8-metoxi-8-(trifluorometil)-1-azaespiro[4,5]dec-3-
en—-2-ona (Ejemplo 42A) en 28 ml de 1,2-dimetoxietano desga-
sificado. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
5 minutos, y luego se agregaron 216,83 mg (1,24 mmol) de
dcido (4-cloro-3-fluorofenil)bordénico y una solucidén de
945,40 mg (2,90 mmol) de carbonato de cesio en 1 ml de agua
desgasificada. La mezcla de reaccidén se calentd en un micro-
ondas a 150°C durante 40 min. Luego de enfriar, se agregd
0,4 ml de solucidén acuosa concentrada de cloruro de hidré-
geno, la mezcla se filtrd, el precipitado se lavd con diclo-
rometano y con metanol y las fases organicas combinadas se
concentraron bajo presidén reducida. E1 producto crudo se
purificé primero mediante cromatografia sobre gel de silice
(fase mévil: gradiente de hexano/acetato de etilo). La puri-
ficacién final se 1llevd a cabo por cromatografia RP (fase
mévil: gradiente de agua/édcido fdérmico/acetonitrilo). Esto
dio 43 mg (13% del rendimiento tedrico) del compuesto del
titulo.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): [l [ppm]l= 1,27 - 1,39 (m, 2H), 1,85
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- 1,99 (m, 4H), 2,00 - 2,13 (m, 2H), 2,16 (s, 3H), 3,34 (s,
3H), 7,29 (4, 1H), 7,38 (d, 1H), 7,45 - 7,54 (m, 2H), 7,57 -
7,70 (m, 2H), 8,36 (s, 1H), 10,97 (s, 1H).

LC-MS (Método 1): Rt = 1,34 min; MS (ESIpos): m/z = 484
[M+H]*.

De manera alternativa, la estructura deseada puede prepararse
de la siguiente manera:

Se agregaron 15,22 g (135,68 mmol) de tert-butdxido de pota-
sio a 35,00 g (67,84 mmol) de 1-{[(4'-cloro-3'—-fluoro-4-
metilbifenil-3-il)acetil]amino}—-4-metoxi-4—(trifluorome—
til)ciclohexancarboxilato de metilo (Ejemplo 33A) en 350 ml
de N,N-dimetilformamida. La mezcla de reaccidén se agitd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Para el tratamiento
posterior, la mezcla de reaccidén fria se volcd sobre 8000 ml
de hielo-agua y se acidificdé con dcido clorhidrico acuoso.
El producto crudo se retird por filtracidn, se secd y se
purificé primero mediante cromatografia sobre gel de silice
(gradiente de diclorometano/acetato de etilo). El sélido ob-
tenido se cristalizé a partir de éter dietilico. Esto dio
9,33 g (28% del rendimiento tedrico) del compuesto del ti-
tulo.

Ejemplo 1-3

(5r,8r)-3-(4'-cloro-4-metilbifenil-3-il)-4-hidroxi—-8-me-

toxi-8-(metoximetil)-1-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-ona
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Bajo nitrdégeno, se agregaron 148 mg (1,32 mmol) de tert-
butdéxido de potasio a 570 mg (1,20 mmol) del compuesto del
Ejemplo 35A en 5 ml de N,N-dimetilformamida. La mezcla de
reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos.
La mezcla luego se concentrd, el residuo se colocd en hielo-
agua y se acidificdé con solucidn acuosa de cloruro de hidré-
geno 1N, la mezcla se agitdé durante 30 minutos y se retird
por filtracidén con succidn y el precipitado se lavd con agua
y se secd. Por medio de dos HPLC preparativas [1. columna:
Chromatorex C18, 10 um, 125 mm x 30 mm; fase mévil: gradiente
de agua/acetonitrilo con adicidén de acido fdérmico 0,1%; 2.
columna: Chiralpak IC, 5 pum, 250 mm x 20 mm; fase mdévil:
hexano/etanol = 80/20 con adicidén de &cido fdérmico 0,1%;
velocidad de flujo: 25 ml/min; temperatura: temp. amb.], se
separaron los diasterdmeros. Esto dio 105 mg (20% del rendi-
miento tedérico) del compuesto del titulo.
'H RMN (300MHz, DMSO-de¢): [ [ppm]l= 1,12 - 1,27 (m, 2H), 1,48
1,65 (m, 2H), 1,75 - 1,88 (m, 2H), 1,99 - 2,14 (m, 2H),
2,18 (s, 3H), 3,15 (s, 3H), 3,28 (m, 5H), 7,30 (4, 1H), 7,34
(d, 1H), 7,44 - 7,54 (m, 3H), 7,61 - 7,69 (m, 2H), 8,10 (s,
1H), 10,83 (s, 1lH).

LC-MS (Método 2): Rt = 1,19 min; MS (ESIpos): m/z = 442
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[M+H]*.

Ejemplo 1-4

(5r,8r)-3—-(4'-cloro-3'-fluoro—4-metilbifenil-3-il)—-4-hi-
droxi-8-metoxi-8- (metoximetil)—-1l-azaespiro[4,5]dec-3-en-2-

ona
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Bajo nitrdégeno, se agregaron 1,64 g (14,7 mmol) de tert-
butdéxido de potasio a 6,55 g (13,3 mmol) del compuesto del
Ejemplo 34A en 60 ml de N,N-dimetilformamida. La mezcla de
reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos.
La mezcla de reaccidén luego se agregd a hielo-agua, se agregd
solucidén acuosa de cloruro de hidrdégeno 1IN por goteo hasta
haberse alcanzado un pH de 1-2, la mezcla se agitdé durante
30 minutos y se retird por filtracidén con succidn, la al-
mohadilla de filtrado se lavd con agua y el precipitado se
secd. Para purificarse adicionalmente, el producto se disol-
vid en solucidn acuosa de hidréxido de sodio 1IN, se precipitd
por acidificacién con &cido clorhidrico acuoso 1 N, se agitd
durante 30 minutos, se lavd con agua, se retird por filtra-
cidén y se secd. Esto dio 6,00 g (98% del rendimiento tedrico)
del compuesto del titulo.

'H RMN (300MHz, DMSO-d¢): [l [ppm]= 1,12 - 1,26 (m, 2H), 1,50

1,65 (m, 2H), 1,76 - 1,89 (m, 2H), 1,98 - 2,15 (m, 2H),
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2,19 (s, 3H), 3,15 (s, 3H), 3,28 (s, 5H), 7,31 (d, 1H), 7,39
(d, 1H), 7,49 - 7,57 (m, 2H), 7,64 (t, 1H), 7,69 (dd, 1H),
8,14 (s, 1H), 10,82 (s, 1H).

LC-MS (Método 2): Rt = 1,21 min; MS (ESIpos): m/z = 460
[M+H]*.

3. Ensayos

3.1 Ensayos con la enzima ACC humana

Los datos de inhibicién ACCl y ACC2 se obtuvieron usando los
dos ensayos que se describen mds adelante. En la mayoria de
los casos, se prepard una serie comun de diluciones en serie
de las sustancias de prueba para las dos mediciones, y luego
se hicieron varias copias en placas de la sustancia a partir
de esta serie de diluciones usando un pipeteador capilar de
50 nl para 384 pocillos (Hummingbird™ de Genomics Solu-
tions). Estas se usaron luego en cada caso en el ensayo con
ACCl y ACC2 de manera tal, para una comparacidén optima, las
mediciones de inhibicidén de las dos enzimas se llevaran a
cabo usando copias de la misma serie de dilucidén de la sus-
tancia.

Ensayo enzimatico con la ACCl humana

La actividad inhibidora de hACCl de las sustancias de esta
invencién se mididé usando el ensayo de hACCl que se descri-
bird en los siguientes parrafos.

Esencialmente, la actividad enzimdtica se mide por cuantifi-
cacidén de la adenosina difosfato (ADP) formada como un pro-
ducto secundario de las reacciones enzimdticas usando el

sistema de deteccidén de ADP-Glo™ de Promega. En esta prueba,
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inicialmente la adenosina trifosfato (ATP) que no fue consu-
mida en la reaccidén enzimdtica es convertida cuantitativa-
mente con una adenilato ciclasa (“reactivo ADP-GLO”) en AMPc,
luego se detiene la adenilato ciclasa y (“reactivo de detec-
cidén de quinasa”) el ADP formado es convertido subsiguiente-
mente en ATP, que es convertido en una reaccidén basada en
luciferasa en una sefhal de luminescencia brillante.

La enzima usada era la ACCl humana recombinante marcada con
FLAG por el extremo C-terminal (variante 1 del transcripto
de la acetil-coenzima A carboxilasa alfa) (GenBank, Acceso
N° NM_198834), (aminodcidos 39 - final), expresada en células
de insecto (Hi5) infectadas con baculovirus y purificadas
por cromatografia de afinidad anti-FLAG.

Para el ensayo, se pipetearon 50 nl de una solucidén concen-—
trada 100X de la sustancia de prueba en DMSO en una placa
para microtitulacidén blanca de 384 pocillos de poco volumen
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania), se agregaron 2,5
pl de una solucién de hACCl en solucidén amortiguadora de
ensayo [HEPES/NaOH 50 mM, pH 7,5, MgCl: 2 mM, citrato de
potasio 2 mM, NaHCO3 12 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM, albumina
de suero bovino (BSA) 0,005% (p/v)] y la mezcla se incubd
durante 15 min para permitir la preunidén de las sustancias a
la enzima antes de la reaccidén enzimdtica. A continuaciédn,
se inicidé la reaccidén enzimatica por adicidén de 2,5 upl de
una solucidén de adenosina trifosfato (ATP, 100 pM => concen-
tracidén final en 5 pl de volumen de ensayo: 50 uM) y acetil-

CoA (20 pM => concentracidén final en 5 pl de volumen de
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ensayo: 10 uM) en solucidén amortiguadora de ensayo, y la
mezcla resultante se incubd a 22 °C para un tiempo de reaccidn
de 45 min. La concentracién de hACCl se ajustd para la res-—
pectiva actividad de la enzima y se definidé de manera tal
que el ensayo se llevd a cabo en un rango lineal. Las con-
centraciones tipicas se encontraban en el rango de 1,75
ng/pl. La reaccidén se detuvo por adicidén de 2,5 pl del “reac-
tivo ADP-GLO” (diluido 1:1,5 veces), y la mezcla resultante
se incubdé a 22 °C durante 1 h para convertir por complete el
ATP sin reaccionar en AMPc. Luego se agregaron 2,5 pl del
“reactivo de deteccidédn de quinasa” (1,2X més concentrado que
lo recomendado por el proveedor), la mezcla resultante se
incubdé a 22 °C durante 1 h y después se mididé la luminescencia
usando un instrumento de medicidén adecuado (Viewlux o
Topcount de Perkin-Elmer o Pherastar de BMG Labtechnologies).
La cantidad de luz emitida se tomdé como una medida para la
cantidad de ADP formada y por lo tanto para la actividad
enzimdtica de la hACCl. Los datos se normalizaron (reaccidn
de enzima sin inhibidor = 0% de inhibicidn, todos los deméas
componentes del ensayo pero sin enzima = 100% de inhibicidn).
Habitualmente, las sustancias de prueba eran evaluadas sobre
las mismas placas para microtitulacidén a 10 concentraciones
diferentes en el rango entre 20 pM y 1 nM (20 puM, 6,7 uM,
2,2 pM, 0,74 uM, 0,25 uM, 82 nM, 27 nM, 9,2 nM, 3,1 nMy 1
nM, la serie de dilucidén preparadas antes del ensayo basado
en la solucidén concentrada 100X por diluciones en serie 1:3)

con dos replicas para cada concentracién, y se calcularon
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los valores de ICsp con un ajuste de 4 pardmetros usando un
software propio de los autores.

Ensayo enzimdtico con la ACC2 humana

La actividad inhibidora de hACC2 de las sustancias de esta
invencidén se mididé usando el ensayo de hACC2 que se descri-
birda en los siguientes parrafos.

Esencialmente, la actividad enzimdatica se mide por cuantifi-
cacidén de la adenosina difosfato (ADP) formada como un pro-
ducto secundario de las reacciones enzimdticas usando el
sistema de deteccidén de ADP-Glo™ de Promega. En esta prueba,
inicialmente la adenosina trifosfato (ATP) gque no fue consu-
mida en la reaccidén enzimadtica es convertida cuantitativa-
mente con una adenilato ciclasa (“reactivo ADP-GLO”) en AMPc,
luego se detiene la adenilato ciclasa y (“reactivo de detec-
cidén de quinasa”) el ADP formado es convertido subsiguiente-
mente en ATP, que es convertido en una reaccidén basada en
luciferasa en una seflal de luminescencia brillante.

La enzima usada era la ACC2 humana recombinante marcada con
FLAG por el extremo C-terminal (acetil-coenzima A carboxilasa
2) (GenBank, Acceso N° NP_001084), (aminodcidos 27 - final),
expresada en células de insecto (Hi5) infectadas con baculo-
virus y purificadas por cromatografia de afinidad anti-FLAG.
Para el ensayo, se pipetearon 50 nl de una solucidn concen-—
trada 100X de la sustancia de prueba en DMSO en una placa
para microtitulacién blanca de 384 pocillos de poco volumen
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania), se agregaron 2,5

pl de una solucidén de hACC2 en solucidén amortiguadora de
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ensayo [HEPES/NaOH 50 mM, pH 7,5, MgCl: 2 mM, citrato de
potasio 2 mM, NaHCO3 12 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM, albumina
de suero bovino (BSA) 0,005% (p/v)] y la mezcla se incubd
durante 15 min para permitir la preunidén de las sustancias a
la enzima antes de la reaccidén enzimdtica. A continuacidn,
se inicidé la reaccidén enzimatica por adicidén de 2,5 pl de
una solucidén de adenosina trifosfato (ATP, 100 pM => concen-
tracidén final en 5 pl de volumen de ensayo: 50 uM) y acetil-
CoA (20 pM => concentracidén final en 5 pl de volumen de
ensayo: 10 pM) en solucidén amortiguadora de ensayo, y la
mezcla resultante se incubd a 22 °C para un tiempo de reaccidn
de 45 min. La concentracién de hACC2 se ajustd para la res-—
pectiva actividad de la enzima y se definidé de manera tal
que el ensayo se llevd a cabo en un rango lineal. Las con-
centraciones tipicas se encontraban en el rango de 2 ng/pl.
La reaccidén se detuvo por adicidén de 2,5 pl del “reactivo
ADP-GLO” (diluido 1:1,5 wveces), y la mezcla resultante se
incubdé a 22 °C durante 1 h para convertir por complete el
ATP sin reaccionar en AMPc. Luego se agregaron 2,5 pl del
“reactivo de deteccidn de quinasa” (1,2X mas concentrado que
lo recomendado por el proveedor), la mezcla resultante se
incubd a 22 °C durante 1 h y después se mididé la luminescencia
usando un instrumento de medicidén adecuado (Viewlux o
Topcount de Perkin-Elmer o Pherastar de BMG Labtechnologies).
La cantidad de luz emitida se tomdé como una medida para la
cantidad de ADP formada y por lo tanto para la actividad

enzimdtica de la hACC2. Los datos se normalizaron (reaccidn



102

de enzima sin inhibidor = 0% de inhibicidn, todos los deméas
componentes del ensayo pero sin enzima = 100% de inhibicién).
Habitualmente, las sustancias de prueba eran evaluadas sobre
las mismas placas para microtitulacidén a 10 concentraciones
diferentes en el rango entre 20 pM y 1 nM (20 puM, 6,7 uM,
2,2 pM, 0,74 upuM, 0,25 uM, 82 nM, 27 nM, 9,2 nM, 3,1 nM y 1
nM, la serie de dilucidén preparadas antes del ensayo basado
en la solucidén concentrada 100X por diluciones en serie 1:3)
con dos replicas para cada concentracién, y se calcularon
los valores de ICsp con un ajuste de 4 pardmetros usando un
software propio de los autores.

3.2 Ensayos celulares

De acuerdo con la invencidn, las sustancias fueron evaluadas
en ensayos basados en células por la capacidad de las sus-
tancias para inhibir la proliferacidén de células tumorales
después de una incubacidn de 96 horas con la sustancia. La
viabilidad de las células se evalud usando el ensayo de via-
bilidad de células luminescentes CellTiter-Glo® (Promega).
Las células se sembraron a una densidad de 2000-5000 célu-
las/pocillo (dependiendo de la linea celular) en 100 pl de
medio de crecimiento sobre placas para microtitulacidén de 96
pocillos. En cada linea celular examinada, las células se
sembraron sobre una placa separada para determinar la lumi-
nescencia a t = 0 horas y t = 96 horas. Después de una
incubacidén durante la noche a 37°C, se determinaron los va-
lores de luminescencia para las muestras de t = 0. Las placas

de dosis para el punto de tiempo de t = 96 fueron tratadas
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con sustancias diluidas con medio de crecimiento. Las células
se incubaron luego a 37 °C durante 96 horas, y luego se
determinaron los valores de luminiscencia para las muestras
de t = 96 horas. Para el andlisis de los datos, se restaron
los valores de t = 0 de los valores de t = 96 horas para las
muestras tratadas y no tratadas. Las diferencias en el por-
centaje de luminiscencia entre las muestras tratadas con
sustancia y los valores control se usaron para determinar el
porcentaje de inhibicién del crecimiento.

Las sustancias se evaluaron en las siguientes lineas celula-
res que representan las indicaciones establecidas como sigue

a modo de ejemplo:

Linea celu-

lar Fuente |Indicacidén

carcinoma de mama positivo para recepto-

MCE 7/ ATCC res hormonales

KM12 NCI carcinoma colorrectal

carcinoma de préstata negativo para re-

PC3 DMSZ ceptores de andrdgenos

carcinoma brongquial de células no peque-—

H460 ATCC nas

ATCC: American Type Culture Collection [Coleccidn Americana
de Cultivos Tipo]

NCI: National Cancer Institute [Instituto Nacional de Cancer]
DMSZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH

3.3 Analisis de la expresién de ACCl en tejido tumoral y
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tejido normal

La expresién de ACCl se determind usando un microordena-
miento. Para tal fin, se aisld el ARN de diversos tejidos
tumorales y de los correspondientes tejidos normales. En el
método se empled el reactivo de extraccidén de ARN Trizol
(Invitrogen) y purificacidén subsiguiente usando el minicon-
junto de elementos RNeasy (Qiagen). AuUn mas, se condujo una
digestidén con DNasa I (Qiagen) para eliminar el ADN gendmico.
Para el control de calidad, se analizdé el ARN total con la
ayuda de un ARN LabChip en una plataforma Agilent Biocanalyzer
2100 (Agilent Technologies), y se determind la concentracidn
de ARN usando el sistema Peglab NanoDrop. Para la hibrida-
cidén, se usd el ensayo de marcado de blancos eucariotas de
un ciclo de Affymetrix, y luego se leyd el ordenamiento
usando un escaner Affymetrix GeneChip 3000 (Affymetrix). La
evaluacidén y el control de calidad se llevaron a cabo usando
el software Expression Pro 4.0 Refiner (GeneData).

3.4 Ensayos para determinar el coeficiente de distribuciédn
de octanol/agua (logP/D), la afinidad de membrana (logMA) y
la unidén de la proteina a la albumina sérica humana (Kq HSA)
Ensayo para determinar el coeficiente de distribucidén de
octanol/agua (logP/D):

El coeficiente de distribucidén de octanol/agua P o D es un
parametro clave para estimar la penetracidén y permeabilidad
de membranas. Se define como la relacién de las concentra-
ciones en equilibrio de una sustancia en el sistema de dos

fases de octanol/agua.
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Coctanol

P/D =

Cwater

P = particidn

D = distribucidn

c(octanol) = concentracién de la sustancia en la fase de
octanol

c(agua) = concentracién de la sustancia en la fase acuosa

Habitualmente se expresa en la forma del logaritmo en base
diez (logP o logD).

El logP describe el comportamiento de la distribucidén de una
sustancia presente exclusivamente en su forma neutra. El
logD describe el comportamiento de la distribucidén de una
sustancia a un pH determinado; dependiendo de la constante
de ionizacidén pKa de la sustancia, parte de la sustancia
puede estar en su forma idénica y parte en su forma neutra.
E1l logP/D de los compuestos activos se determind usando un
método de HPLC isocratico (HPLC = cromatografia ligquida de
alta presidén) (bibliografia: OECD Guideline for Testing of
Chemicals N° 117). El método se basa en la correlacidédn del
tiempo de retencidén en la HPLC de la sustancia de prueba con
las sustancias de referencia que tienen coeficientes de dis-
tribucidén conocidas.

La sustancia de prueba se empled como una solucidén 10 mM en
DMSO (DMSO = dimetilsulfdéxido). Se llevaron 10 pl de esta
solucién a 100 pl con una mezcla de metanol/agua en una
relacidén de 7 + 3.

Las nueve sustancias de referencia se disolvieron indivi-

dualmente en metanol. La concentracidén se muestra en la Tabla
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1. Se agregaron 100 pl de cada una de las soluciones madre

en viales de HPLC y se mezclaron con 300 pl de agua.

Tabla 1

Sustancia de refe-|log P Tiempo de|Masa mo-|Solucién

rencia retencidn lar madre in-
aproximado corporada
[min] [mg/10 ml]

acetanilida 1,0 0,8 135,2 12

alcohol 4-metil-|1,6 0,9 122, 2 15

bencilico

benzoato de metilo|2,1 1,1 136, 2 18

benzoato de etilo |2,6 1,4 150, 2 19

naftaleno 3,6 2,1 128, 2 3

1,2,4-tricloro- 4,2 3,4 181,5 14

benceno

2,6-difenilpiri- 4,9 4,6 231,3 5

dina

trifenilamina 5,7 8,0 245, 3 8

DDT 6,2 10,3 354,5 10

Se usdé una solucidén de formamida para determinar

de espera. Para tal fin,

el tiempo

se disolvieron 7 mg de formamida en

10 ml de metanol. Se mezclaron 100 pl de esta solucidédn madre

con 500 pl de metanol y 200 pl de agua.

Todas las soluciones fueron sometidas a cromatografia usando

una velocidad de flujo de 1,00 ml/min.

Condiciones cromatograficas:

Sistema de HPLC

Waters Alliance HT 2790
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Detector UV DAD Waters 996

Detector MS MS Micromass ZQ

Software HPLC MassLynx 4.1 de Waters

Columna Spherisorb ODS 3 um 4,6 x 60 mm

Fase mévil: metanol + agua con acetato de amonio 0,01

M (0,77 g/litro)

75 + 25, pH 7,0

Volumenes de inyeccidn:

formamida 5 pl

Referencias 5 pl

sustancia de prueba 15 pl

Protocolo de inyecciédn:

formamida, referencias, sustancia de prueba 1, sustancia de
prueba 2, ..., formamida, referencias.

La evaluacién de los tiempos de retencidn se realizd con un
detector con arreglo de diodos (DAD) a 200-400 nm. La masa
molecular permitid comprobar la identidad de la sustancia de
prueba usando el espectrdémetro de masa corriente abajo.

La corrida de HPLC se evalud usando el software Masslynx 4.1
de Waters.

Los valores de logP/D se calcularon usando el software “POW
Determination” (desarrollo de los autores).

Ensayos para determinar el logMA de afinidad de membrana y
la unidén de proteinas a la albumina sérica humana (HSA):

La determinacién de la afinidad de membrana y unidén de las
proteinas a la albumina sérica humana (HSA) se llevd a cabo

utilizando 1la tecnologia Transil (referencia: A. Loidl-
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Stahlhofen, A. Eckert, T. Hartmann, M. Schoéttner J Pharm Sci
90, 599-606 (2001)). La tecnologia Transil® (disponible co-
mercialmente de Sovicell en Leipzig, Alemania) comprende es-
feras de vidrio (10-12 pm de didmetro) recubiertas con una
membrana de dos capas de fosfatidilcolina (MA-Transil) o con
albimina sérica humana unida de manera covalente (HSA-Tran-
sil).

Para determinar el logMA y la constante de unién de las
proteinas a HSA, se usd el conjunto de elementos para ensayo
combinado de absorcidén intestinal y unidén a HSA TRANSIL dis-
ponible comercialmente. Esta es una placa para microtitula-
cién de 96 pocillos (MTP de 96 pocillos) llena con Transil y
se puede usar para determinar la unidén de MA-Transil y HSA-
Transil en cada caso de los ocho compuestos activos. Para
cada compuesto activo, la placa de Transil provee una fila
de 12 pocillos. Dos de los pocillos sirven como referencia y
solamente estdn llenos con solucidén amortiguadora de pH 7,4.
Otros cinco pocillos contienen MA-Transil a varias concen-—
traciones crecientes, los cinco pocillos remanentes contie-—
nen HSA-Transil a varias concentraciones crecientes.

Para determinar la unidén de un compuesto activo a Transil,
se cuantificé el sobrenadante de los pocillos con Transil
contra la solucidn de referencia sin Transil mediante aco-
plamiento con HPLC-MS (HPLC-MS = cromatografia liquida de
alta presidén/espectrometria de masa).

A continuacidén se describe la manera en que se llevaron a

cabo los pasos individuales del ensayo:
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Los compuestos activos fueron suministrados en una de MTP de
96 pocillos del almacenamiento interno de la sustancia. Esta
placa se conoce como la placa madre. Cada pocillo contenia
30 pl de una solucidén 10 mmol del compuesto activo en DMSO
(dimetilsulfdéxido). Se llenaron dos pocillos al comienzo (po-
cillo Al) y al final de la placa (pocillo H12) con 30 pl de
una solucidén 10 mmol de warfarina en DMSO. La warfarina, cuya
afinidad de membrana y unién a HSA es conocida, sirve para
comprobar si la medicidn es correcta. La placa madre se usd
para preparar una placa hija con una dilucidén de 1 a 4000
con una mezcla de solucidén amortiguadora de pH 7,4 y DMSO a
una relacién de 1+1. La concentracidén del compuesto activo
de cada pocillo era de 2,5 umol/litro, el volumen de cada
pocillo era de 400 pl.

Los 96 compuestos activos de la placa hija se dividieron
sobre 12 placas Transil en total, usando un robot pipeteador
Hamilton de Microlab STAR. Se retiraron 20 pl 12 veces de
cada pocillo de la placa hija. La concentracidén en cada po-
cillo de la placa Transil era 0,25 pmol/litro, que corres-
ponde a una dilucién de 1 a 10. El1l contenido de DMSO era del

5

o\

Cada una de las placas Transil llenas se resuspendid durante
dos minutos, luego se dejaron asentar a temperatura ambiente
durante por lo menos dos minutos y luego se centrifugaron a
600 rotaciones por minuto durante cinco minutos. El robot
pipeteador se usdé luego para separar 20 pl de sobrenadante

de cada pocillo de la placa Transil y para transferirlos a
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una placa para microtitulacidén separada. Ahora, los sobrena-
dantes de cada una de las cuatro placas Transil se agruparon
en una placa para microtitulacidén, de modo que al final habia
tres placas para microtitulacidén agrupadas gque en cada caso
contenia 80 pl de solucidén y una concentracidén de compuesto
activo de 62,5 nM por pocillo.
Antes de la cuantificacién de los compuestos activos por
HPLC-MS, era necesario efectuar una optimizacidén para cada
compuesto activo donde por medio de una sola inyeccidn se
determinan el ion hijo y los voltajes eléctricos éptimos.
Para tal fin, se prepard por medio del robot pipeteador una
dilucidén de la placa madre de 1 en 10 000 000 en una mezcla
de acetonitrilo/agua a una relacidén de 8 + 2 en una placa
para microtitulacidén separada.
Esta placa para microtitulacidén se midid por HPLC-MS usando
el software Discovery Quant Optimize de AB Sciex. Las tres
placas para microtitulacién agrupadas se midieron por HPLC-
MS usando el software Discovery Quant Analyze de AB Sciex.
Condiciones cromatograficas:
Sistema de HPLC-MS: HPLC de resolucidén rapida Agilent 1200

Espectrdémetro de masa Sciex Triple Quad
5500 (de AB Sciex)

Muestreador automdatico DLW PAL opcional
Software: Analyst 1.4 (de AB Sciex)

Discovery Quant Optimize (de AB Sciex)

Discovery Quant Analyze (de AB Sciex)

Optimizacién:



Columna:

Volumen de inyecciédn:

Velocidad de flujo:

Fase mévil:

férmico

Andlisis:
Columna:

mm

Volumen de inyecciédn:

Velocidad de flujo:

Fase mévil:

férmico

con aumento tipo lineal

B, isocratico

B, isocratico
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capilar

5 pl

0 min: -> 80 pl/min

0 - 0,19 min: -> 80 pl/min
0,20 — 0,65 min: —> 30 pl/min

0,66 — 0,7 min: -> 150 pl/min

A = acetonitrilo + 0,05% de &cido
B = agua + 0,05% de &cido fdérmico

A:B isocratico, 8 + 2

Poroshell 120 SB-C18 2,7 um 3 x 30

2 pl

1 ml/min:

gradiente

A = acetonitrilo + 0,05% de &acido

B = agua + 0,05% de &acido fdérmico

0 min: -> 95% de A, 5% de B

0O - 1,0 min: -> 5% de A, 95% de B

1,0 - 2,2 min: -> 5% de A, 95% de

2,21 -2,3 min: -> 95% de A, 5% de

3.5 Determinacién de la unién con proteinas del plasma por
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didlisis en equilibrio:

La unidén de las sustancias de prueba a proteinas plasmaticas
se determina por didlisis de equilibrio con el aparato de
didlisis Ht (96 pocillos) que es de Teflon y una membrana
semipermeable (celulosa regenerada, MWCO 12-14 K). Permite
separar 150 pl de cada una de un lado de plasma y un lado de
solucidén amortiguadora (solucidén amortiguadora de fosfato 50
mM) . La sustancia de prueba se agrega a 2 concentraciones
(habitualmente de 3 y 0,3 uM) al lado del plasma y se une a
las proteinas plasmédticas. La fraccién no unida de la sus-
tancia de prueba pasa a través de la membrana y se distribuye
a cada lado hasta establecer el equilibrio (después de apro-
ximadamente 6-8 h a 37 °C). La concentracidén de la sustancia
del lado de la solucidén amortiguadora y del lado del plasma
se determina mediante andlisis de LC-MS. Para ello, ambos
lados son llevados por dilucidn con solucidn amortiguadora o
plasma a la misma matriz (10% de plasma) y luego precipita-
cién con metanol. La fraccidén libre (no unida) (fu, por sus
siglas en inglés; fnu: fraccidén no unida) se calcula a partir
del cociente de la concentracidén de solucidn amortiguadora y
de plasma. Se corren pruebas de estabilidad y pruebas de
recuperacién de manera concurrente como controles. Ademds,
la sustancia en solucidén amortiguadora es dializada contra
la solucidén amortiguadora, para verificar la unidén no espe-
cifica al aparato y a la membrana y el establecimiento del
equilibrio. Dado que durante la incubacidén la presidn osmd-

tica de las proteinas plasmaticas conduce a la dilucidén del
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plasma (cambio de wvolumen), este posible error se determina
pesando las muestras de plasma blanco y se incluye en el
cdlculo de la fu. El1l establecimiento del equilibrio y la
estabilidad del plasma deberian tener un valor no menor que
un 80% y la recuperacidn deberia ser de por lo menos un 30%.
Una fraccidén libre <1% es considerada alta, entre 1 y 10% es
moderada y >10% es una baja unidén a la proteina plasmatica.
3.6 Parametros farmacocinéticos

Determinacién de los pardmetros farmacocinéticos de una sus-
tancia de prueba en rata y en perro

Para ello, las sustancias de prueba se aplicaron en una forma
disuelta para ambas aplicaciones intravenosa e intragas-
trica, en donde se usaron solubilizantes compatibles, tales
como PEG400 y/o etanol, en una cantidad compatible.

Administracién intravenosa

Las sustancias de prueba se aplicaron a una dosis de 0,1-1
mg/kg. La administracidén se realizdé como una inyeccidn de
bolo en la rata macho y como una infusidén en la perra (15
min) . En varios puntos de tiempo después de la inyeccidn del
bolo, y antes y después de la infusidén de 15 minutos, se
tomaron muestras de sangre de aproximadamente 100-150 pl por
un catéter, ya sea de la vena yugular (rata) o de la vena
safena (perra). Se agregd litio-heparina como anticoagulante
a las muestras de sangre y se guardaron en un refrigerador
hasta su uso en un procesamiento adicional. Después de cen-—
trifugar las muestras durante 15 min a 3000 rpm, se tomd una

alicuota de 100 pl del sobrenadante (plasma) y se precipitd
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por adicién de 400 pl de ACN frio o metanol (absoluto). Las
muestras precipitadas se descongelaron a 20°C durante la
noche, luego se volvieron a centrifugar a 3000 rpm durante
15 min, antes de separar 150 pl del sobrenadante claro para
determinar la concentracién. El andlisis se efectud utili-
zando un sistema Agilent 1200 HPLC conectado a deteccidn por
LCMS/MS.

Cédlculo de los parametros PK (usando un software de calculo
de PK, por ejemplo WinNonLin®): CLplasma: depuracidn total
del plasma de la sustancia de prueba (en 1*kg/h); CLsangre:
depuracién total de sangre de la sustancia de prueba (en
1*kg/h), donde (CLsangre = CLplasma*Cp/Cb); Vss: volumen de
distribucidén en estado estable aparente (en 1/kg); tl/2: vida
media en un intervalo especificado (aqui: tl/2 terminal, en
h); AUCnorm: area bajo el perfil de concentracidén en plasma-
tiempo desde el punto de tiempo cero extrapolado al infinito
dividido por la dosis normalizada para el peso corporal (en
kg*1/h); AUC(0-tn)norm: A&rea integrada bajo el perfil de
concentracidén en plasma-tiempo desde el punto de tiempo cero
hasta el Ultimo punto de tiempo en el cual la concentracién
en plasma era medible, dividido por la dosis normalizada para
el peso corporal (en kg*l/h); Cmédx: concentracién maxima de
la sustancia de prueba en el plasma (en pg/l); Cméx,norm:
concentracién maxima de la sustancia de prueba en el plasma
dividida por la dosis normalizada para el peso corporal (en
kg/1l); Cb/Cp: relacidédn de la distribucidén de la concentracidn

de sangre a plasma.
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Administracidén intragastrica:

Las sustancias de prueba fueron administradas a ratas macho
0 perras en ayuno a una dosis de 0,3-1 mg/kg por via intra-
gadstrica como un bolo usando un tubo de alimentacidén. En
varios puntos de tiempo después de la administracidén, se
tomaron muestras de sangre de aproximadamente 100-150 pl por
un catéter, ya sea de la vena yugular (rata) o de la vena
safena (perra). Se agregd litio-heparina como anticoagulante
a las muestras de sangre y se guardaron en un refrigerador
hasta su uso en un procesamiento adicional. Después de cen-—
trifugar las muestras durante 15 min a 3000 rpm, se tomd una
alicuota de 100 pl del sobrenadante (plasma) y se precipitd
por adicién de 400 pl de ACN frio o metanol (absoluto). Las
muestras precipitadas se descongelaron a -20°C durante la
noche, luego se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min,
antes de separar 150 pl del sobrenadante claro para determi-
nar la concentracién. El1 andlisis se efectud utilizando un
sistema Agilent 1200 HPLC conectado a deteccidén por LCMS/MS.
Cédlculo de los parametros PK (usando un software de calculo
de PK, por ejemplo WinNonLin®) :

AUCnorm: &rea bajo el perfil de concentracién en plasma-
tiempo desde el punto de tiempo cero extrapolado al infinito
dividido por la dosis normalizada para el peso corporal (en
kg*1/h). AUC(0-tn)norm: A&area integrada bajo el perfil de
concentracidén en plasma-tiempo desde el punto de tiempo cero
hasta el Ultimo punto de tiempo en el cual la concentracién

en plasma era medible, dividido por la dosis normalizada para
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el peso corporal (en kg*1l/h). Cmdx: concentracidén maxima de
la sustancia de prueba en el plasma (en pg/l). Cmadx,norm:
concentracidén maxima de la sustancia de prueba en el plasma

dividido por la dosis normalizada para el peso corporal (en

kg/l). tl1/2: vida media dentro de un intervalo especificado
(aqui: tl/2 terminal, en h). Fobs%: biodisponibilidad oral

observada, AUC(0-tn)norm después de la administracidén i.g.
dividido por AUC(0-tn)norm después de la administracidén i.v..
tmédx: punto de tiempo en el cual se mide la concentracidn
maxima de la sustancia de prueba en el plasma.

Para calcular la biodisponibilidad relativa de una sustancia
de prueba, se divide el valor de AUC(0-tn)norm después de la
administracién i.g. de una suspensidén de una sustancia mi-
crocristalina por el valor de AUC(0-tn)norm después de la
administracidén de una solucidn de sustancia.

3.7. Actividad in vivo

Modelo de xenoinjerto

Se usaron modelos de xenoinjerto en ratones inmunosuprimidos
para determinar la actividad antitumoral en organismos vivos.
Para tal fin, se determind inicialmente la dosis méxima to-—
lerable (MTD) usando el siguiente protocolo:

Sobre un periodo de 3 semanas, se administrd una dosis defi-
nida de la sustancia de prueba, diariamente por via oral, a
ratones hembra desnudas (ratones NMRI-desnudos (nu/nu), Ta-
conic M&B A/S), y los ratones fueron observados diariamente
por la mortalidad y el peso corporal. El1 valor de la MTD se

definidé como la dosis més alta que podia ser administrada
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sin la muerte de ningun animal durante la fase de trata-
miento, y sin una pérdida de peso corporal mayor que un 10%
en comparacién con el peso inicial.

Se usaron los modelos de xenoinjerto en donde las sustancias
de prueba fueron administradas a su MTD o, si no fue posible
determinar esto de antemano, a la dosis mas alta gque pudo
ser formulada en el vehiculo estdandar, y en algunos casos
también a dosis mas bajas, para determinar la actividad an-
titumoral. Se empled primariamente un modelo de carcinoma de
préostata con células PC-3 humanas independientes de hormonas
en ratones macho desnudos (ratones NMRI-desnudos (nu/nu),
Taconic M&B A/S). Para tal fin, se inyectaron 3 millones de
células tumorales (suspendidas en medio + Matrigel 1:1, vo-
lumen final de 0,1 ml) por via subcutdnea en el costado de
cada animal. Cuando los tumores se habian extendido por un
area de 20-30 mm2, los ratones eran asignados aleatoriamente
a grupos de terapia y se inicidé la terapia. Luego se continud
con la terapia hasta que se habia alcanzado un tamafio tumoral
promedio de 130-160 mm? en el grupo control, gue solamente
habia recibido el wvehiculo de la sustancia de prueba, o en
uno de los grupos de tratamiento, midiéndose el drea tumoral
y el peso corporal 2-3 veces por semana. En este punto de
tiempo, se termind el experimento en todos los grupos y se
pesaron los tumores preparados.

El valor de T/C se calculd como un parametro de suceso pri-
mario usando el efecto sobre el peso final del tumor: Media

del peso del tumor en el grupo de tratamiento dividido por
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la media del peso del tumor en el grupo de vehiculo.

4. Resultados:

4.1. Ensayo enzimatico

En la Tabla 2 se resumen los resultados de los ejemplos de
trabajo y de los ejemplos comparativos de los ensayos enzi-
maticos. Para la determinacidén exacta de la selectividad, se
compararon las mediciones de la inhibicidén de ACCl y de ACC2
(determinaciones de la IC50 en cada caso) en cada caso por
pares, con las copias de la misma serie de dilucidén de sus-—
tancia que se usdé en los dos ensayos. Si cualquiera de las
determinaciones de IC50 de ACCl o de ACC2 no era evaluada
debido a una calidad insuficiente de los datos, ambas medi-
ciones eran descartadas y no se incluyeron en la tabla. La
selectividad de la inhibicidén de ACCl vs. la inhibicidén de
ACC2 se determind luego como la media de las selectividades

observadas en las mediciones individuales.

Tabla 2
Relacidén | Selectivi-
de las| dad de ACCl
IC50 de| vs. ACC2
ACC 1 ACC 2 ACC2/ACCl | (media de
Ejem—
o | ICc50 IC50 (medicién | las medicio-
lo g
P ) o
g B [pmol/1] [pmol/1] |respec- nes indivi-
(o] ©
B g tiva) duales +
-~ Q,
8 8 desviacién
& Q,
% | = estandar)
1-1 1 1 0,231 11,5 50 49 + 27
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2 0,244 13,5 55
3 0,044 3,31 75
4 0,067 4,15 62
5 0,087 6,46 74
6 0,078 7,42 95
7 0,162 3,39 21
8 0,186 4,50 24
9 0,099 0,98 10
10 0,069 1,57 23
1 0,108 3,13 29
2 0,182 3,93 22
3 0,132 4,54 34
4 0,097 2,53 26
5 0,055 2,33 42
6 0,104 2,51 24
V.l-a 7 0,213 3,36 16 28,2 = 8,5
8 0,137 2,75 20
9 0,151 2,03 13
10 0,081 2,86 35
11 0,091 3,32 36
12 0,147 5,14 35
13 0,158 5,20 33
1 0,109 1,22 11,2
V.1-b 9,8 £ 1,4
2 0,111 0,94 8,4
1 0,092 2,776 29,9
1-2 2 0,094 1,69 18,1 21,6 £ 5,9
3 0,119 2,01 16,9
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1 0,083 9,56 114,8
2 0,249 9,20 37,0
3 0,063 4,99 79,1
4 0,067 5,80 87,1
5 0,154 8,63 55,9
V.2-a 57,2 £ 26,4
6 0,184 7,81 42,4
7 0,184 8,81 48,0
8 0,090 3,99 44,5
9 0,087 2,14 24,8
10 0,075 2,90 38,5
1 0,067 0,580 8,6
V.2-b 9,4 + 0,8
2 0,059 0,610 10,3
1 0,165 8,08 49,0
1-3 47,0 £ 2,1
2 0,146 6,55 44,9
1 0,108 3,13 28,9
2 0,182 3,93 21,6
3 0,132 4,54 34,4
4 0,097 2,53 26,1
5 0,055 2,33 42,3
6 0,104 2,51 24,2
V.3-a 7 0,213 3,36 15,7 28,2 = 8,5
8 0,137 2,75 20,1
9 0,151 2,03 13,4
10 0,081 2,86 35,2
11 0,091 3,32 36,5
12 0,147 5,14 35,1
13 0,158 5,20 33,0




121

V.3-b |1 1 0,092 0,591 6,4 6,4
1 1 0,104 4,35 41,7
2 1 0,133 4,06 30,6
3 2 0,131 3,05 23,3
1-4 30,8 + 8,5
4 2 0,116 3,82 33,1
5 3 0,084 3,30 39,0
6 3 0,123 2,12 17,2
1 1 0,083 9,56 114,8
2 2 0,249 9,20 37,0
3 3 0,063 4,99 79,1
4 3 0,067 5,80 87,1
5 4 0,154 8,63 55,9
V.4-a 57,2 + 26,4
6 4 0,184 7,81 42, 4
7 5 0,184 8,81 48,0
8 6 0,090 3,99 44,5
9 4 0,087 2,14 24,8
10 |4 0,075 2,90 38,5
V.4-b |1 1 0,073 1,118 15,2 15,2

Estos datos muestran que los compuestos sin un grupo trans-—

metoxi presentan una selectividad marcadamente mas pobre con-

tra la ACC2 humana. Algunas estructuras relacionadas del arte

anterior gue contienen un grupo trans-metoxi en la posicidn

8 del sistema de anillos de azaespiro[4.5]dec-3-en-2-ona tam-—

bién inhiben fuertemente a la ACCl y son selectivas contra

la ACC2.

era desconocida,

brimiento sin un esfuerzo no razonable.

Esta propiedad de las estructuras del arte anterior

no era evidente y no era factible su descu-
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En la Tabla 3 se resumen los resultados del ensayo celular

de los ejemplos de trabajo y los ejemplos comparativos.

Tabla 3
IC50 de IC50 de | IC50 de
IC50 de PC3
Ejemplo | KM12 H460 MCF7
(umol/1)
(umol/1) (umol/1) (umol/1)

1-1 0,021 0,029 0,088 0,026
V.l-a 0,038 0,035 0,079 0,023
V.1-b 0,037 0,038 0,057 0,035
V.l-c 0,827 0,275 1,870 0,288
1-2 0,014 0,022 0,104 <0,014
V.2-a 0,073 0,046 0,082 0,032
V.2-b 0,245 0,398 0,573 0,030
V.2-c 2,370 0,767 2,120 0,309
1-3 0,222 0,194 0,365 0,045
V.3-a 0,038 0,035 0,079 0,023
V.3-b 0,031 0,036 0,067 0,023
1-4 0,096 0,120 0,333 0,048
V.4-a 0,073 0,046 0,082 0,032
V.4-Db 0,035 0,030 0,043 0,020

4.3 Expresién de ACCl en tejido tumoral y en tejido normal

La expresidén de ACCl en el tejido tumoral y el correspon-—

diente tejido normal se determind con microordenamientos (Fi-
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gura 1). En los carcinomas de mama, los carcinomas colorrec-
tales, los carcinomas brongquiales y los carcinomas de pan-
creas, la expresidn de ACCl estaba significativamente sobre-
rregulada en comparacidén con el tejido normal.

4.4 Coeficiente de distribucién de octanol/agua (logP/D),
afinidad de membrana (logMA) y unién de proteinas a la albu-
mina sérica humana (Kgq HSA)

En la Tabla 4 se muestran los valores determinados del
logP/D, del logMA y de la Kgq HSA.

La evaluacidén de los picos de HPLC se llevd a cabo usando
Discovery Quant Analyze. Los resultados (logMA y constante
de unidén a HSA Kgq) se calcularon usando un libro de Excel

provisto por Sovicell.

Tabla 4
Ejemplo | logP/D, pH 7,4 | logMA Kq HSA [pmol/1]
2,44 1,78 1,73
1-1 (2,4-2,5, n =1¢(1,6-1,9, n =1|1(1,32-2,16, n =
5) 5) o)
2,51 1,4 4,84
V.l-a (2,4-2,6, n =1(0,9-1,7, n =1]1(3,66-6,18, n =
7) 7) 7)
2,23 2,38
3,07
V.1-b (1,8-2,5, n =1|(2,0-2,7, n =
(2138_2,8, n = 3)
3) 4)
V.1l-c 1,6 (n = 1) 2,17 (n =1) 6,9 (n = 1)
2,45 (2,4-2,5,
1-2 1,8 (n = 1) 1,79 (n = 1)
n = 2)
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2,52 1,67 2,8
V.2-a (2,5-2,6, n (1,2-1,9, n (2,42-3,67, n =
8) 6) 6)
2,55 2,55
1,43
V.2-b (2,4-2,7, n (2,4-2,7, n
(1,16-1,7, n = 2)
2) 2)
V.2-c 1,3 (n = 1) 2,3 (n = 1) 1,38 (n = 1)
1-3 2,3 (n = 1) <1,0 (n = 1) 4,8 (n = 1)
2,51 1,4 4,84
V.3-a (2,4-2,6, n (0,9-1,7, n (3,66-6,18, n =
) ) 7)
2,08 4,2
2,5 (2,5, n
V.3-b (1,9-2,3, n (3,41-4,89, n =
4)
4) 4)
2,38 1,14
2,85
1-4 (2,3-2,4, n (0,9-1,3, n
(1,96-3,4, n = 5)
5) 5)
2,52 1,67 2,8
V.4-a (2,5-2,06, n (1,2-1,9, n (2,42-3,67, n =
8) 6) 6)
2,57 2,13 3,64
V.4-b (2,5-2,6, n (2,1-2,2, n (2,48-5,18, n =
3) 3) 3)

4.5 Unidén a la proteina plasmatica por didlisis de equili-

brio

En la Tabla 5 se muestra la unidén a proteinas plasmaticas
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humanas, de ratén y de rata, determinada por andlisis del
equilibrio.
Tabla 5
. fu [%] (hu- | fu [%] (ra- | fu [%] |fu (ratédn)/fu
Ejemplo ,
mano) tén) (rata) (humano)
0,2 0,82
1-1 (0,18-0,23, (0, 75-0, 88, - 4
n = 2) n = 2)
0,38 2,49
0,23
V.l-a (0,33-0,144, (2,35-2,62, 7
(n = 1)
n = 2) n = 2)
0,07 2,41
V.1l-b - 34
(n = 1) (n = 1)
V.l-c - - - -
1,4
0,26
1-2 (1,29-1,51, - 5
(n = 1)
n = 2)
0,23
0,39 2,8 (0,22-
V.2-a 7
(n = 1) (n = 1) 0,25, n
= 2)
0,05 1,9
V.2-b - 39
(n = 1) (n = 1)
V.2-C - - - -
0,41 3,8
1-3 (0,40-0,42, (3,57-4,02, - 9
n = 2) n = 2)
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0,38 2,49
0,23
V.3-a (0,33-0,144, (2,35-2,062, 7
(n = 1)
n = 2) n = 2)
7,79
0,36 10,87
7,25-
V.3-b (0,35-0, 38, (10,4-11, 3, 30
8,33 (n
n = 2) n = 2)
= 2)
0,37 2,17
0,21
1-4 (0,37-0,38, (2,06-2,28, 6
(n = 2)
n = 2) n = 2)
0,23
0,39 2,8 (0,22-
V.4-a 7
(n = 1) (n = 1) 0,25, n
= 2)
1,41 1,76 0,11
V.4-b 1
(n = 1) (n = 1) (n = 1)

4.6 Parametros farmacocinéticos

Parametros farmacocinéticos

En la Tabla 6 se muestran

obtenidos de ratas.

Tabla 6

obtenidos de ratas.

los paréadmetros farmacocinéticos

Ejemplo CLlpiasma CLsangre T % [Vss F
(1/h/kg) | (1/h/kg) | [h] |[1/kg]|[%]
1-1 0,006 0,011 103 (0,85 |163
V.l-a 0,009 - 28 10,3 83
V.1l-b - - - - _
V.1l-c - - - - -
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1-2 0,029 0,039 65 2,4 131
V.2-a 0,013 - 33 10,51 |71
V.2-b - - - - -
V.2-c - - - - -
1-3 0,002 0,005 79 10,29 |68
V.3-a 0,009 - 28 10,3 83
V.3-b - - - - -
1-4 0,007 0,011 51 10,44 |83
V.4-a 0,013 - 33 10,51 |71
V.4-b - - - - -

4.7 Eficacia in vivo
Dosis maxima tolerada (MTD) en ratén
Se administraron los ejemplos 1-1, V.l1l-a/V.3-a, V.2-a/V.4-a

y 1-4 a ratones hembra desnudas (NMRI nu/nu):

Dosificacidn: véase la Tabla 7
Ruta de administracién: oral
Vehiculo: PEG400/etanol/Solutol HS 15

(70/5/25, v/v/v)

(Solutol HS15: polioxietilen éster del &dcido 12-hidroxies-

tedrico)
Volumen de administracidn: 10 ml/kg:
Protocolo: véase la Tabla 7

La fase de tratamiento fue seguida por una fase de observa-
cién de 21 dias. Las muertes producidas durante este periodo
y el efecto sobre el peso corporal se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7
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Dosis

Cambio

maximo

dia

S?stan— (mg/k | Protocolo en el peso cor- Muer-
cia tes
g) poral (%)
21 dias, 1 admi-
0 de
1-1 12,5 nistracidn por | mas 12
4
dia
21 dias, 1 admi-
0 de
1-1 25 nistracién por | mas 11
4
dia
21 dias, 1 admi-
1 de
1-1 50 nistracidn por |mas 10
4
dia
21 dias, 1 admi-
0 de
1-1 75 nistracién por | mas 11
4
dia
21 dias, 1 admi-
0 de
1-1 100 nistracidn por | mas 16
4
dia
21 dias, 1 admi-
V.1l- 0 de
25 nistracidn por | mas 7
a/V.3-a 4
dia
21 dias, 1 admi-
V.1l- 0 de
50 nistracidn por | mas 17
a/V.3-a 4
dia
21 dias, 1 admi-
V.1l- 0 de
100 nistracidn por | mads 23
a/V.3-a 4
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21 dias, 1 admi-

dia

V.2- de
10 nistracidn por | mas 21
a/V.4-a
dia
21 dias, 1 admi-
V.2- de
20 nistracidn por | mas 19
a/V.4-a
dia
21 dias, 1 admi-
V.2- de
40 nistracidn por | mas 17
a/V.4-a
dia
21 dias, 1 admi-
V.2- de
80 nistracidn por | menos
a/V.4-a
dia
21 dias, 2 admi-
de
1-4 25 nistraciones por |més 9
dia
21 dias, 2 admi-
de
1-4 50 nistraciones por |mas 8
dia
21 dias, 2 admi-
de
1-4 75 nistraciones por |més 0
dia
21 dias, 2 admi-
de
1-4 100 nistraciones por |més 9
dia
21 dias, 1 admi-
de
1-4 100 nistracidn por | mas 13
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Por lo tanto, la MTD para un tratamiento de 21 dias con una

administracidén por dia para los ejemplos

1-1: es mayor que 100 mg/kg
V.l-a/V.3-a: es mayor que 100 mg/kg
V.2-a/V.4-a: es mayor que 80 mg/kg
1-4: es mayor que 100 mg/kg

Por lo tanto, la MTD para un tratamiento de 21 dias con dos
administraciones por dia del Ejemplo 1-4 es mayor gque 100
mg/kg.

Eficacia in vivo en el modelo de xenoinjerto PC3 en ratén
Los ejemplos 1-1, V.1-a/V,3-a, 1-2, V.2-a/V.4-a y 1-4 fueron
administrados luego a ratones macho desnudos (NMRI nu/nu) en

el modelo de xenoinjerto de carcinoma de préstata PC-3:

Dosificaciédn: véase la Tabla 8
Ruta de administracién: oral
Vehiculo: PEG400/etanol/Solutol HS 15

(70/5/25, v/v/v)

Volumen de administracidn: 10 ml/kg
Esquema: véase la Tabla 8
N° de ratones: véase la Tabla 8
Tabla 8
Dosis C?mbio ma-
2::tan— (mg/k | Protocolo }T/C ::zz Eerii Muertes
9) ral (%)
15 dias, 2 ad-
1-1 80 ministracio- 0,34 |menos 5 0 de 10
nes por dia
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14 dias, 1 ad-
V.1l-
100 ministracidn 0,30 |menos 8 0 de 9
a/V.3-a
por dia
14 dias, 2 ad-
V.1l-
100 ministracio- 0,15 |menos 10 2 de 9
a/V.3-a
nes por dia
17 dias, 2 ad-
1-2 40 ministracio-— 0,44 |mas O 0 de 9
nes por dia
17 dias, 2 ad-
1-2 80 ministracio- 0,28 | menos 4 0 de 9
nes por dia
20 dias, 1 ad-
V.2-
40 ministracidén 0,71 |mas 5 0 de 9
a/V.4-a
por dia
20 dias, 1 ad-
V.2-
80 ministracidn 0,44 |mas 9 0 de 9
a/V.4-a
por dia
14 dias, 2 ad-
V.2-
80 ministracio- 0,27 |menos 17 1 de 9
a/V.4-a
nes por dia
17 dias, 2 ad-
1-4 80 ministracio- 0,29 |menos 1 0 de 10
nes por dia

La eficacia terapéutica se definidé como un valor T/C de <=

0,50. Una buena tolerabilidad se definidé como un cambio ma-
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ximo en el peso corporal de <= menos 10% y un 100% de super-—
vivencia en los animales de prueba.

Por lo tanto, a una dosis de 80 mg/kg y una administracidén 2
veces por dia, se observd eficacia terapéutica y una buena
tolerabilidad para el ejemplo 1-1.

Por lo tanto, a 100 mg/kg y una administracidén de una vez
por dia, se observd eficacia terapéutica y una buena tolera-
bilidad para el ejemplo V.l-a/V.3-a, en tanto se observd
eficacia terapéutica, pero no una buena tolerabilidad a una
dosis de 100 mg/kg y una administracién 2 veces por dia.
Por lo tanto, a 40 mg/kg y a 80 mg/kg (con una administracidén
en cada caso de 2 veces por dia), se observd eficacia tera-
péutica y una buena tolerabilidad para el ejemplo 1-2.

Por lo tanto, a 80 mg/kg y una administracidén de una vez por
dia, se observd eficacia terapéutica y una buena tolerabili-
dad para el ejemplo V.2-a/V.4-a, en tanto no se observd efi-
cacia terapéutica a 40 mg/kg y una administracidén de una vez
por dia y no se observd una buena tolerabilidad a 80 mg/kg y
una administracién de 2 veces por dia.

Por lo tanto, a una dosis de 80 mg/kg y una administracidn 2
veces por dia, se observd eficacia terapéutica y una buena
tolerabilidad para el ejemplo 1-4.

Prediccién de los parametros farmacocinéticos de humanos y
de la dosificacién terapéutica de humanos

Los parametros farmacocinéticos (PK) humanos (Tabla 9) se
predijeron basado en los pardmetros PK in vivo obtenidos para

ratas (escala de una uUnica especie), teniendo en cuenta las
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diferencias interespecificas en la fraccidén libre (fu) en el
plasma. E1 AUC (&rea bajo la curva) eficaz se determind ba-
sado en el perfil de concentracién en plasma medida-tiempo
de la eficacia in vivo en el modelo de tumor PC3 de ratdn
(ratédn nu/nu). La dosificacidn terapéutica humana se deter-
miné usando la depuracidén humana predicha (CL), suponiendo
un 100% de biodisponibilidad (F = 1) y usando el AUC eficaz

en el modelo animal de acuerdo con la siguiente fdérmula:
fu —raton XCI

dosificacion = AUC X
fu—humano F

Tabla 9
Do-—
si-
fi-
ca—
AUC cidén
dosifi- ter. AUC Dosifica- |pred
fu (ra- CL pred.
Ejem- | cacién (ra- calc. cién pred.
tén/ (humana)
plo (ratdn) tén) (humana) (humana) (hu-
humano) (1/h/kg)
[mg/kg] [mg*h/ [mg*h/1] [mg/kg] mana
1] )
[mg/
Pa—
cien
te]
80 [2 x
1-1 289 4 1155 0,002 1,7 121
por dia]
V.l-a | 100 [1 x| 984 6,6 6494 0,003 [19,5 1365




134

por dia] | 1495 9867 30 2072

100 [2 x

por dia]
V.1l-b | - — - — — — —
V.l-c | - - - — - — -

40 [2 x

por dial] | 66 355 3,2 223
1-2 5,4 0,009

80 [2 x|156 842 7,6 531

por dia]

80 [1x

por dia] 544 3737 24 1674
V.2-a 7 0,000

80 [2 x]|672 4702 30 2106

por dia]
V.2-b | - - - — - — -
V.2-c | - — - — — — —
1-3 — - - — — — —

100 [1 x

por dia] | 984 6494 19,5 1365
V.3-a 6,06 0,003

100 [2 x| 1495 9867 30 2072

por dia]
V.3-b | - - - — - — -

80 [2 x
1-4 712 5,8 4127 0,003 12,4 867

por dia]

80 [1x

544 3737 24 1674
V.4-a | por dia] 7 0,006
672 4702 30 2106
80 [2 x
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por dia]
V.4-b | - - - - - -
ter. = terapéutico
calc. = calculado
pred. = predicho (corregido para fu)
Figuras:

Figura 1: Expresidén de ACCl en tejido tumoral y en el co-

rrespondiente tejido normal
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REIVINDICACIONES:
1.Compuestos, CARACTERIZADOS porque son de la fér-

mula (I)

R
0
7~
H,C
en donde
R! representa un grupo trifluorometilo o metoximetilo vy
R? representa hidrdégeno o fluor,

y sus sales.
2.Compuestos, CARACTERIZADOS porque comprenden
- (5r,8r)-3-(4'-cloro-3'-fluoro-4-metilbifenil-3-il1l)-4-hi-
droxi-8-metoxi-8- (metoximetil)-1l-azaespiro[4.5]dec-3-en-2-
ona
- (5r,8r)-3-(4'"-cloro-4-metilbifenil-3-il)-4-hidroxi-8-me-
toxi—-8-(metoximetil)-l-azaespiro[4.5]dec-3-en-2-0ona
- (5r,8r)-3—-(4'-cloro-3'-fluoro-4-metilbifenil-3-il)—-4-hi-
droxi-8-metoxi-8-(trifluorometil)—-1l-azaespiro[4.5]dec—-3-en—-
2-ona
- (5r,8r)-3-(4'"-cloro-4-metilbifenil-3-il)-4-hidroxi-8-me-
toxi-8-(trifluorometil)-1-azaespiro[4.5]dec-3-en-2-ona
3.Compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 & 2,
CARACTERIZADO porque es para su uso como un medicamento.

4.Compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 3, CA-
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RACTERIZADO porque es para la profilaxis y/o terapia de tras-
tornos neopldsicos.

5.Compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 4, CA-
RACTERIZADO porque es para la profilaxis y/o terapia de car-
cinomas de mama, carcinomas colorrectales, carcinomas de
préstata o carcinomas bronquiales de células no pequeiias.

6.Compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 5, CA-
RACTERIZADO porque es para la profilaxis y/o terapia de car-
cinomas de mama positivos para receptores hormonales o car-
cinomas de préstata negativos para receptores de andrdgenos.

7.Uso de un compuesto de la férmula (I) de acuerdo
con la reivindicacidén 1, CARACTERIZADO porgque es para prepa-
rar un medicamento.

8.Uso de un compuesto de la férmula (I) de acuerdo
con la reivindicacidén 7, CARACTERIZADO porque es para prepa-
rar un medicamento para la profilaxis y/o terapia de tras-
tornos neoplésicos.

9.Uso de acuerdo con la reivindicacidén 8, CARACTERI-
ZADO porque es para preparar un medicamento para la profila-
xis y/o terapia de carcinomas de mama, carcinomas colorrec-
tales, carcinomas de préstata o carcinomas bronquiales de
células no pequeias.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacidén 9, CA-
RACTERIZADO porque es para preparar un medicamento para la
profilaxis y/o terapia de carcinomas de mama positivos para
receptores hormonales o carcinomas de prdéstata negativos para

receptores de andrdgenos.
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11. Uso de un compuesto de la férmula (I) de
acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque es para
la profilaxis y/o terapia de trastornos de humanos u otros
mamiferos.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacidén 11, CA-
RACTERIZADO porque es para la profilaxis y/o terapia de tras-
tornos neopldsicos.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacidén 12, CA-
RACTERIZADO porque es para la profilaxis y/o terapia de car-
cinomas de mama, carcinomas colorrectales, carcinomas de
proéstata o carcinomas bronquiales de células no pequeias.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacidén 13, CA-
RACTERIZADO porque es para la profilaxis y/o terapia de car-
cinomas de mama positivos para receptores hormonales o car-
cinomas de préstata negativos para receptores de andrdgenos.

15. Compuesto de la fdérmula (I) de acuerdo con la
reivindicacidén 1, CARACTERIZADO porque se combina con otro
compuesto activo adicional.

16. Una formulacidén farmacéutica, CARACTERIZADA
porque comprende un compuesto de la fdérmula (I) de acuerdo

con la reivindicacidén 1.
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3-(BIFENIL-3-IL)-4-HIDROXI-8-METOXI-1-AZAESPIRO[4.5]DEC-3-
EN-2-ONAS SUSTITUIDAS

RESUMEN

Compuestos de 3-(bifenil-3-il)-4-hidroxi-8-metoxi-l-azaes-
piro[4.5]dec-3-en-2-onas sustituidas, en particular para fi-
nes terapéuticos, composiciones farmacéuticas y su uso en
terapias, en particular para la profilaxis y terapia de tras-—-

tornos neopldsicos.
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