OZET

N-[(R)-1-[(S)-1- (4-AMINOMETIL-BENZILKARBAMOIL)-2-FENIL-
ETILKARBAMOIL] -2- (4-ETOKSI-FENIL)-ETIL]-BENZAMIT HIDROKLORURUN
POLIMORFLARI

Mevcut bulus, N-[{(R)-1-[(S)-1-(4-aminometil benzilkarbamcil}-2-
fenil-etilkarbamcil]-2-(4d-etcoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloririn vyeni polimeorflarini, bunlari iceren farmasdtik

bilesimleri ve bunlarin terapide kullanimini sunmaktadir.
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ISTEMLER

1. N-[(R)-1-[(S)-1-(4-aminometil-benzilkarbamecil)-2-fenil-

etilkarbamoil]-2- (4d-etcksi-fenil)-etil] -benzamit hidrokloriire
ait kati bir form olup, 62zelligi; en azindan 5,1 + 0,2, 10,3 *
0,2, 10,7 + 0,2, 18,1 £ 0,2 ve 18,6 + 0,2 deferlerinde asagidaki
belirgin X 1sini toz kirinim piklerini (26 derece cinsinden ifade

edilen Cu Ko 1sinimi) sergilemesidir.

2. Istem 1'e gdre kati bir form olup, &6zelligi; Sekil 1'de
gbsterilen ile buyik &6lcide ayni bir X 1sini toz kirinim desenine

sahip olmasidair.

3. Istem 1 veya 2'ye gbre kati form olup, Szelligi; 3274 + 1,
3027 £ 1, 2976 £ 1, 2928 £ 1, 1651 £ 1, 1636 £ 1, 1536 = 1, 1512
T 1, 1243 £+ 1 ve 703 + 1 dederlerinde cm'! cinsinden ifade edilen

piklere sahip bir TR spektrumu ile karakterize edilmesidir.

4, Tstem 1 ila 3 arasindaki istemlerden herhangi birine gdre
kat1 form olup, 6zelligi; Sekil 2'de gésterilen ile bilyiik &lciide

aynl bir TR spektrumuna sahip olmasidir.

5. Istem 1 veya istem 2'ye gdre kati form olup, 6zellidi; bir

hidrat colmasidir.

6. istem 5'e gore kati form olup, 8zelligi; soz konusu hidratin

bir monchidrat olmasidir.

7. Istem 1 ila 6 arasindaki istemlerden herhangi birinde talep
edilen farmasdtik olarak kabul edilebilir bir adjuvan,
seyreltici veya tagiyici 1ile 1iligkili sekilde kati bir form
igeren farmasdétik bir bilesim olup, ©6zelligi; s&z konusu
farmas&tik bilesimin, bir slspansiyon, tablet, kapsil, toz,

grantil veya fitil formunda olmasidir.
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8. Istem 1 ila 6 arasindaki istemlerden herhangi birinde talep

edilen bkir kati form olup, 6zelligi; terapide kullanilmasidir.

9. Istem 1 ila 6 arasindaki istemlerden herhangi birinde talep
edilen, plazma kallikreinin aracilik ettidi bir hastalik veya
rahatsizlidinin tedavisinde kullanilmaya yonelik kir kati form
olup, o6zelligi; plazma kallikreinin aracilik ettigi sdz konusu
hastaligin veya rahatsizligin bozulmus gbrme  keskinligi,
diyabetik retincpati, diyabetik makula ddemi, kalitsal
anjioddem, diyabet, pankreas, serebral hemoraji, nefropati,
kardiyomiyopati, noropati, inflamatuvar badirsak hastalida,
artrit, iltihaplanma, septik sok, hipotansivyon, kanser, yetiskin
respiratuvar distres sendromu, vavygin damarig¢i pihtilasmasi ve

postoperatif cerrahi kanamasi arasindan sec¢ilmesidir.

10. Istem 9%’a gdére kati form  olup, 6zelligi; plazma
kallikreinin aracilik ettidi hastalik wveya rahatsizlidin

diyabetik retinopati vevya divabetik makiila ddemi olmasidir.

11. Istem 1 ila 6 arasindaki istemlerden herhangi birine uygun,
plazma kallikrein tarafindan aracilik edilen bir hastalik wveya
rahatsizlidinda tedavisinde kullanilan bir kati form olup,
6zelligi; plazma kallikreinin aracilik ettidi hastalik wveya
rahatsizlidin, diyabetik retinopati ve diyabetik makiila &demi
ile iliskili retinal vaskiler gecirgenlik olmasi ve bahsi gecen
kat:i formun, bir hastanin okiller bdlgesine enjeksiyon yapmavya
uygun bir formda, ©6zellikle intra-vitreal enjeksiyon vapmava

uygun bir formda uygulanmasidir.

12. Istem 1 ila 4 arasindaki istemlerden herhangi birinde talep
edilen bir kati formun hazirlanmasina ydnelik N-[(R)-1-[(S)-1-
{(d—amincmetil-benzilkarbamcil)-2-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-

etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloriir wve bir c¢ozicll ve bir

coziicl karisimindan olusturulan 502 konusu kati formun
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kristallestirilmesini iceren bir proses olup, 6zelligi; c¢oziici
karisiminin asetonitril ve su vevya asetonitril ve
dimetilsiilfcksit olmasi ve sz kenusu karisimin, oda sicaklidina
sodumaya birakilmadan ¢&énce vyaklasik 75-80°C’1ik bir sicaklifa

1si1tilmasidir.
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TARIFNAME

N-[(R)-1-[(S)-1- (4-AMINOMETIL-BENZILKARBAMOIL)-2-FENIL-
ETILKARBAMOIL] -2- (4-ETOKSI-FENIL)-ETIL]-BENZAMIT HIDROKLORURUN
POLIMORFLARI

Mevcut  bulus, bir plazma kallikrein inhibit&rinin vyeni
polimorflari, bunlari iceren bir farmasdétik bilesim ve bunlarin

tedavide kullanimi ile ilgilidir.

BULUSUN GECMIsi

Plazmsa kallikreinin inhibitérleri, Gzellikle diyabetik
retinopati wve diyabetik makiila 6demi ile 1iliskili retinal
vaskiller gecirgenlidin tedavisinde bir dizi terapdtik uygulamava
sahiptir. Serebral hemoraji, nefropati, kardiyomiyopati wve
néropati gibi diyabetin dider komplikasyonlarinin timil plazma
kallikrein ile birliktelik gésteren bir plazma kallikrein

inhibitdéril igcin hedef olarak disliniilebilir.

Plazma kallikrein, kininleri kininogenlerden serbest birakabilen
tripsin benzeri bir serin proteazdir (kkz. K. D. Bhoola wv.d.
"Kallikrein-Kinin Cascade™, Encyclopedia of Respiratory
Medicine, s.483-493; J. W. Bryant v.d. "Human plasma kallikrein-
kinin system: physiclogical and biochemical parameters"”
Cardiovascular and haematological agents in medicinal chemistry,
7, s. 234-250, 2009; K. D. Bhoola v.d. Pharmacological Rev.,
1692, 44, 1 wve D. J. Campbell, "Towards understanding the
kallikrein-kinin system: insights from the measurement of kinin
peptides”, Brazilian Journal of Medical and Biological Research
2000, 33, 665-677). Bu kaskaddaki rolili, bradikinin veva
enzimatik b&élinmenin serbest kalmasini igermemesine radmen,
intrinsik kan pihtilasma kaskadinin zorunlu bir liyesidir. Plazma
prekallikrein tek bir gen tarafindan kodlanir ve karacidgerde

sentezlenir. Aktif plazma kallikreini vermek lzere aktive edilen
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yiksek molekill agirlikli kininojene bagdli bir heterodimer
kompleksi olarak plazma icinde dolasan inaktif bir plazma,
prekallikrein olarak hepatositler tarafindan salgilanizr.
Kininler, G protein-badli reseptdrler ve kininlerin (drnedin
bradikinin antagonistleri gibi} antagonistleri araciligiyla
etkili olan enflamasyonun kuvvetli aracilaridir ve daha &nce bir
takim bozukluklarin tedavisi ig¢in potansiyel terapdtik maddeler
olarak arastirilmistir (F. Marceau ve D. Regoeli, Nature Rev.,

Drug Discovery, 2004, 3, 845-852).

Kininler, pankreatitin patogenezinde &nemli bir rcl oynar ve
ayrica, oedematousun hastalidin nekrotizan formlarina
ilerlemesinde de Oonemli olabilir. Pankreatitin hayvan
modellerinde bradikinin antagonistleri ile yapilan &n tedavinin,
pankreatik dokuda &dem olusumunu ve hipotansiyon, hipovalemi,
hemoglcbinasyen ve aktive edilmis sindirim enzimlerinin
birikmesi gibi sekel olusumunu engelledigi gdsterilmistir (T.
Griesbhacher ve F. LembeckF. Br. J. Pharmacol., 19%2 107, 356-
3¢60; T. Griesbacher v.d. Br. J. Pharmacol., 1993, 108, 405-411).
Ancak, bradikinin antagonistlerinin dasha fazla gelistirilmesi,
dzgiillilk ve etkililik eksikligi ile sinirlidir. Ayrica, bradikin
antagonistlerinin pankreasta hKl seviyelerini arttirdigdir ve
b&ylece hK1l inhibitérleri ile gergeklestirilen tedavinin
bradikinin antagonistlerinden &nemli &lclide daha etkili oldudu
gdsterilmistir (T. Griesbacher v.d. Br. J. Pharmacol., 2003,
139, 299-308) . Kinin olusumunun hKl inhibisyonu vyoluyla
dnlenmesi, s6z konusu bozukluklarin tedavisi dig¢in kinin

antagonistlerine uygun bir alternatif teskil eder.

Plazma kallikreinin bir dizi inflamatuar bozuklukta rol oynadiga
didgiintilmektedir. Plazma kallikreinin baslica inhibité&ril, serpin
Cl esteraz inhibitérudir. Cl esteraz inhibitdrinde genetik
eksiklik gosteren hastalar, yiz, el, bodaz, gastrointestinal
kanal ve genital bdlgelerin sismesi ile sonuglanan kalitsal

anjiyoddemden (HAE) muzdariptir. Akut ataklar sirasinda colugan
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kabarciklar, yiksek molekiller adirliga sahip kininojen
serbestlestirici bradikininin vaskiller gecirgenlidinin
artmasina yol agan ylksek plazma kallikrein seviyelerini icerir.
Biylik bir protein plazma kallikrein inhibitdéri ile vyapilan
tedavinin, kalitsal anjio&dem tedavisi igin bir plazma
kallikrein inhibitdrt olan vaskiller geg¢irgenlidge neden olan
bradikinin salinmasini &nleyerek HAE'yi etkili bir sekilde
tedavi ettidi gdsterilmistir {( A. Lehmann "Ecallantide (DX-88),
a plasma kallikrein inhibitor for the treatment of hereditary
anglioedema and the prevention of blcood less 1In  on-pump

cardiothoeoracic surgery" Expert Opin. Biol. Ther. 8, s. 1187-99).

Ileri derecede divabetik makiilla &demi olan hastalarda plazma
kallikrein-kinin sistemi anormal derecede fazladir. Yakin
zamanda, plazma kallikreinin, diyabetik siganlarda retinal
vaskliler disfonksivonlara katkida bulundugu bildirilmistir (A.
Clermont wv.d. “Plasma kallikrein mediates retinal wvascular
dysfunction and induces retinal thickening in diabetic rats™
Diabetes, 2011, 60, s. 15%0-98). Ayrica, plazma kallikrein
inhibitdrd ASP-440 uygulanmasi, divyabetik sigcanlarda hem retinal
vaskliler geg¢irgenlidi hem de retinal kan akimi anormalliklerini
iyilestirmistir. Bu nedenle bir plazma kallikrein inhibitdria,
divabetik retinopati ve diyabetik makiila &demi ile iliskili
retinal wvaskliler gecirgenlidi azaltmak icin bir tedavi olarak

kullanilmalaidair.

Sentetik wve kiiglik moleklilldt plazma kallikrein inhibitérleri,
drnedin, Garrett v.d. ("Peptide aldehyde...." J. Peptide Res.
52, p62- 71 (1998)), T. Griesbacher v.d. ("Involvement of tissue
kallikrein but not plasma kallikrein in the development of
symptoms mediated by endogencus kinins in acute pancreatitus in
rats" British Journal of Pharmacology 137, p622-700 (2002)),
Evans ("Selective dipeptide inhikitors of kallikrein™
WO03/076458), Szelke v.d. {("Kininogenase inhibitors"
W092/04371), D. M. Evans v.d. (Immunolpharmacology, 32, s. 115-
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116 (1996)), Szelke v.d. ("Kininogen inhibitors™ W0S85/07921),
Antonsson v.d. ("New peptides derivatives" W094/2833%), J.
Stlirzbecher v.d. (Brazilian J. Med. Biol. Res 27, s. 19292-34
(1994)), Kettner v.d. (US 5,187,157), N. Teno v.d. (Chem. Pharm.
Buli. 41, s. 1075-10%0 (1993)), W. B. Young v.d. ("Small mclecule
inhibiteors of plasma kallikrein" Biocorg. Med. Chem. Letts. 16,
5.2034-2036 (2006)), Okada v.d. ("Development of potent and
selective plasmin and plasma kallikrein inhibitcers and studies
on the structure-activity relaticnship™ Chem. Pharm. Bull. 48,
s. 1964-72 (2000)), Steinmetzer v.d. ("Trypsin-like serine
protease inhibitors and their preparation and use"™ WO08/049595),
Zhang wv.d. ("Discovery of highly potent small molecule
kallikrein inhibitors"™ Medicinal Chemistry 2, pb45-533 (2006)),
Sinha v.d. ("Inhibitors of plasma kallikrein" W008/016883),
Brandl v.d. ("N-((6-amino-pyridin-3-yl)methyl)-hetercaryl-
carboxamides as inhibitors of plasma kallikrein” W02012/017020)
ve QOkada v.d. (MDevelopment of plasmin and plasma kallikrein
selective inhibitcrs and their effect on M1 {melanoma) and ht29
cell lines” Biocorg. Med. Chem. Lett. 10, s. 2217-2221 (2000))

referansli yayinlarda daha &nce tarif edilmistir.

Bugiine kadar, kiclik molekiillii sentetik plazma kallikrein
inhibitériinin  taibbki amag¢larla kullanilmasi onaylanmamistir.
Bilinen teknikte aciklanan molekiiller, KLK1l, trombin ve dider
serin proteazlar gibi ilgili enzimler Uzerinde zavyif secicilik
ve k&t oral kullanilabilirlik gibi kisitlamalardan muzdariptir.
Bluylik protein plazma kallikrein inhibitdrleri, Ecallantide ig¢in
rapor edildigi gibi, anafilaktik reaksiyon riskleri sunmaktadir.
Dolayisiyla, plazma kallikreini secimli olarak inhibe eden,
znafilaksi olusturmavan ve oral olarak mevcut olzan bilesiklere
ihtiva¢ duyulmaktadir. Dahasi, bilinen teknikteki mclekiillerin
biiylik ¢odunlugu, olduk¢a polar ve iyonize edilebilir bir
guanidin veya amidin islevsellidine sahiptir. Bu
islevselliklerin badirsak gecgirgenliine ve dolayisiyla oral

kullanilabilirlide sinirlanabilecedl iyi bilinmektedir.
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Farmasdtik formilasvyvonlarin Uretiminde, etken bilegidin, ticari
olarak uygulanabilir bir idretim prosesi elde etmek i¢in uygun
sekilde islenebildidi wve islenebilecedi bir formda olmasz
dnemlidir. Dolayisiyla etken bilesidgin kimyasal dayanikliligdi ve
fiziksel dayaniklilig: &nemli faktdrlerdir., Etken bilesgsik wve
etken bilesigdi igeren formilasyonlar, etken bilesigin
fizikokimyasal Szelliklerinde (&rnedin kimyasal bilesimi,
vodunludu, higroskopisi wve ¢&ézinlirl{igll) onemli bir dedisiklik
gbstermeksizin, kayda defer slreler boyunca etkili bir sekilde

depoclanabilmelidir.

Farmasdtik bir terkip maddesinin kelirli bir kati haldeki

formunun {retilmesinin, kati hal &zelliklerinin birgcok yonuni

etkileyebilecedi wve  ¢dzinilirlik, cHziinme orani, kimyasal
kararlilik, mekanik ozellikler, teknik fizibilite,
islenebilirlik, farmakokinetik wve Dbivyoyararlanim agilsindan

avantajlar sagladidi bilinmektedir. Bunlardan bazilari "Handbook
of Pharmaceutical Salts; Properties, Selection and Use", P.
Heinrich Stahl, Camille G. Wermuth (Eds.) (Verlag Helvetica
Chimica Acta, Zurich) referansli vyavyinda tarif edilmektedir.
Katl haldaki formlarin Uretilmesine yonelik yontemler,
"Practical Process Research and Development”, Neal G. Anderscn
(Academic Press, San Diego) ve "Polymorphism: In the
Pharmaceutical Industry", Rolf Hilfiker (Ed) {(Wiley VCH).
referansla vayinlarda da tarif edilmektedir. Farmasdtik
kristallerde polimorfizim, Byrn (Byrn, S.R., Pfeiffer, R.R.,
Stowell, J.G., "Solid-State Chemistry of Drugs", S$35CI Inc., West
Lafayette, Indiana, 1999), Brittain,Hd.G., "Polymorphism in
Pharmaceutical Solids"™, Marcel Dekker, Inc., New York, Basel,
1999) wvevyva Bernstein (Bernstein, J., "Polyvmorphism in Molecular
Crystals™, Oxford University Press, 2002) referansli vyayinlarda

tarif edilmektedir.

Patent basvurusu sahibi, W02013/005045 (PCT/GB2012/051588)
sayili yavinda acgiklanan plazma kallikreinin inhibitédérleri clan
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yenli bir benzilamin tlurevleri serisi gelistirmistir. Bu
bilesikler plazma kallikrein igin iyi bir segimlilik g&sterir ve
bozulmus g&rme keskinligi, diyabetik retincopati, makiila &demi,
kalitsal anjioddem, diyabet, pankreatit, serebral hemoraji,
nefropati, kardiyomivyopati, néropati, inflamatuvar badirsak
hastaligi, artrit, inflamasyon, septik sck, hipotansiyon,
kanser, yetiskin respiratuvar distres sendromu, yaygin damar ici
pihtilasma, kardivopulmoner baypas cerrahisi ve postoperatif
cerrahi kaynakla kanama tedavisinde potansivel oclarak
vararlidir, 88z konusu gibi bir benzilamin tirevi, N-[(R)-1-
[(8)-1-(4-—aminometil- benzilkarbamcil)-2-fenil-etilkarbamoil]-
2-(4-ectoksi-fenil)-etil] -benzamittir. N-[(R)-1-[(8)—-1-{4-
aminometil-bhenzilkarbamcil)-2-fenil-etilkarbameil]-2-{(4-

etoksi-fenil)-etil]-benzamit hazirlamaya yoénelik ilk denemeler
sonucunda big¢imsiz bir kati elde edilmistir. Ancak basvurusu
sahibi, bu bilesidin hidroklorik asit tuzuna ait bundan bdyle
“Form 1" ve "FPorm 2" olarak adlandirilacak vyeni, kararli kristal
formlarini gelistirmistir. S5z konusu veni kati formlar, bunlara
geligtirmeye uygun hale getiren avantajli fizikokimyasal

ozelliklere sahiptir,

Ornedin, Sekil 4'e vyer alan N-[(R)-1-[(S)-1-(4-aminometil-
benzilkarbamoil)-2-fenil-etilkarbamoil] -2-(4-ctcksi-fenil) -

etil] -benzamit hidrokloriire ait “Form 17”in Gravimetrik Buhar
Sorpsivyon (GVS) verileri, hidrasyonun tersinir (anlamli
histerezis yok) oldudunu g&sterir. Bu veriler ayrica, normal
kosullar altinda (%20 ila %80 bagil nem) sadece su ig¢eriginde
nispeten kademeli bir artis gdstermektedir. Bunun nedeni &rnedin
1slatilmas1 olabilir ve anlamli higroskopisitenin bulunmamasiyla

tutarladar.

Kristal formlarin farmasdtik gelisme ic¢in uygunluguna dair daha
fazla kanit, asafdida vyer alan kararlilik wverileri ile
sunulmustur., N-[(R)-1-[(3)-1-{4- aminometil-benzilkarbamoil)-2-
fenil-etilkarbamcil]-2-(4d-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
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hidrokleriire ait Form 1, bir polipropilen kap ig¢inde ¢ift katla
polietilen torba ic¢ine paketlenmis ve 6 ay boyunca 40°C’'de ve
75% badil nemde saklanmistir: -

. XRPD diffraktograminda bir dedisiklik gdrilmemistir.

. Su igeridgi, (Karl Fischer test metodu kullanilarak) bir
kurutma islemini igeren hazirlamadan hemen sonra baslangicta
artmistir; ancak, bir ay sonra yaklasik %2,5-%2,8 w/w aralidina
stabilize edilmis ve bundan sonra bu aralikta kalmistir. Bu
veriler, GVS wverileri 1le tutarlidir wve ayrica anlamla
higroskopikitenin bulunmadidi gdsterir.

. Anlamli bir kimyasal bozulma gdrilmemistir, Saflik (HELC),
%99,8'1ik alanda kalmistir.

BULUSUN ACIKLAMASI

Bulus, ekli istemlerde tanimlanmaktadir.

Bu nedenle mevcut bulusun bir ydnine uygun c¢larak, N-[(R)-1-
[{(S)-1-(4d-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil- etilkarbamoil]-
2-(4-etoksi-fenil)-etil]l-benzamit hidroklortrin kristal bir
polimorfu sadlanmaktadir. Mevcut bagvuruda bu polimeorf, “Form 17

olarak anilabilir.

N-[(R)-1-[(8)-1-{4—-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2-(4—-etcksi-fenil)-etil] -benzamit ismi, Sekil

A'da gbsterilen yapiyil belirtir.

Sekil A
Mevcut bulug, N-[(R)-1-[(3)-1- (4-aminometil-benzilkarbamoil)-
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2-fenil-etilkarbamcocil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit

hidrokloriiriin kristal formunun hidratlarini kapsar.

N-[(R)-1-[(8S)-1-{4—-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-

etilkarbamoil]-2-(4-etocksi-fenil)-etil] -benzamit hidreokloriire
ait burada “Fcorm 17 ve “Form 27 olarak anilan iki kristal
polimorf izole edilmistir ve buglne kadar karakterize

edilmistir.

Mevcut bulusa ait kristal form, Form 1'dir. Bulusun kir yodninde
N-[{R)-1-[(S)-1-(4-aminometil-benzilkarbameoil)-2-fenil-

etilkarbamoil]-2-(4-etocksi-fenil)-etil] -benzamit hidrokloriire
ait kristal form, bir hidrat, &zellikle bir monohidrat veya

hemihidrattir.

Mevcut tarifnamede, (26 derece seklinde ifade edilen) X 1sini

toz kirinim pikleri, Cu Kx 1simasi kullanilarak ¢lciilmektedir.

Mevcut bulug, N-[(R)-1-[(3)-1-(4- aminometil-benzilkarbamoil)-
2-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait bir kristal form (Form 1) sunar ve bu form,
vaklagsik olarak asafidaki degerlerde clan en azindan agadidaki
belirgin X 1sini toz kirinim piklerini (26 derece cinsinde ifade
edilen Cu Ko 1sinimi) sergiler:

(1} 5,1, 10,3, 10,7, 18,1 ve 18,6 veya

(2} 5,1, 10,3, 10,7, 14,9, 17,9, 18,1 ve 18,6 wveya

(3} 5,1, 7,8, 10,3, 10,7, 14,9, 18,6, 17,9, 18,1 ve 18,6.

“Yaklagik™ terimi bu badglamda, 26 derecesinin &¢lclimlerinde (286
derece cinsinden ifade edilen) 0,211k bir belirsizlik oldugu

anlamina gelir.

Mevcut bulus ayrica, vyaklasik 5,1, 7,8, 10,3, 10,7, 13,0, 14,9,

16,6, 17,9, 18,1 ve 18,6 dederlerinde (26 derece cinsinden ifade
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edilen) bkelirgin pikleri iceren bir X 1sini tcz kirinim desenine
sahip N-[(R})-1-[(S)-1-(4- aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2-(4d-etocksi-fenil)-etil] -benzamit hidreokloriire

ait kristal bir form (Feorm 1) sunar.

Mevcut bulus ayrica, en az yvaklasik olarak asagidaki belirgin d
uzakligl dederlerini (A) sergileyen X 1s1in1 toz kirinim desenine
sahip (N-[(R)-1-[(3)-1-(4- amincmetil-benzilkarbamecil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidroklorire
alt kristal bir form (Form 1) sunar:

(1} 17,32, 8,61, 8,23, 4,89 ve 4,76 veya

(2) 17,32, 8,61, 8,23, 5,96, 4,97, 4,89 ve 4,76 vevya

(3} 17,32, 11,28, 8,61, 8,23, 5,96, 5,34, 4,97, 4,89 ve 4,76.

“Yaklagik™ terimi bu baflamda, d uzaklidi deferlerinin (3)
Slclimlerinde (A cinsinden ifade edilen) 0,27 1ik bir belirsizlik

oldugu anlamina gelir,

Sekil 17te N-[(R}-1-[(8)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbamecil]-2-(4d-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Form 1'nin X 1sini toz kirinim deseni
gbsterilir. Mevcut bulus ayrica, Sekil 1'de g&sterilen ile bilylk
dlclide ayni clan bir X 1sini toz kirinim desenine sahip N-[(R) -
1-[(8)-1-(4d-aminometil-benzilkarbamoil})-2-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4—etoksi-fenil)-etil] -benzamit hidroklorire

ait bir kristal feorm (Form 1) saglar.

Sekil 27de N-[(R)-1-[(8)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbameil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit

hidrokloriire ait Form 1'in IR spektrumu gdsterilir. Mevcut bulus
ayrica, yaklasik 3274, 3027, 297¢, 2928, 1651, 1636, 1536, 1512,
1243 wve 703 deferlerinde cm! cinsinden ifade edilen belirgin
piklere sahip bir IR spektrumu ile karakterize edilen N-[(R}-1-

[(S8)-1-(4- aminometil-benzilkarbamoll)-Z-fenil-etilkarbamoill]-
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2-(4d-etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloriire ait kristal bir

form (Form 1) sunar.

“Yaklagik” terimi bu badlamda, cm! dederlerinin &rnedin +1 cm-
I'e kadar dedisebilecedi anlami gelir. Mevcut bulus ayrica, Sekil
2'de gosterilen ile bilyik o6lgide ayni olan bir IR spektrumuna
sahip N-[(R)-1-[(S)-1-(4-amincmetil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4-ctoksi-fenil)-etil] -benzamit hidrokloriire

ait bir kristal form (Form 1) sadlar,

Sekil 57te N-[(R)-1-[(8)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbamecil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Form 2'nin X 1sini teoz kirinim deseni

gbsterilir.

Mevcut bulusun kristal formlari hem sclwvatli hem de solvatsiz
formlarda mevcuttur. Burada kullanilan 'solvat' terimi bulusun
bilesigini ve bir wveya daha fazla farmasdétik olarak kabul
edilebilir molekiillerden, &rnedin etanclden bir miktar igeren
molekiller bir kompleksi acgiklamak dicin kullanilir. Cézlcll su

oldugunda, ‘hidrat’ terimi kullanilir.

Mevcut bulusg ayrica, mevcut bulusa ait Form 1'in hazirlanmasina
yonelik bir prosesi kapsar ve sdz konusu proses, bir c¢dzicll veya
cozlucu karisimi igindeki N-[(R)-1-[(S)-1-(4-aminometil-
benzilkarbamoil)-2-fenil-etilkarbamoil] -2-(4-ctcksi-fenil) -

etil] -benzamit hidrokloriir cdzeltisinden elde edilen bahsi gecen
kristal formun kristallestirilmesini igerir. Bulusun bir y&niinde
cozlcl karisim, asetonitril ve sudur. Bulusun bir baska yoniunde
codzlici karisim, asetonitril ve dimetilsitilfoksittir. Baska bir
yénde, N-[(R)-1-[(S)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2-(4-etcksi-fenil)-etil] -benzamit hidrcklorir,
bir ¢dzlcliyve veva bir ¢dzicl karisimina (8rnedin asetonitril wve
su veya asetonitril ve dimetilsilfoksit) ilave edilir ve

birlestirilen karigsim (bilesik arti ¢bzlicii(ler)) oda sicaklidina
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getirilmeden &nce vyaklasik 70-85°C'lik bir sicakliga i1sitilair.
Alternatif olarak bu vydnde, birlegtirilen karisim, oda
sicakligdina getirilmeden &nce yaklasik 75-80°C’'1lik bkir sicaklida
1s1tilir. Alternatif olarak bu yénde, birlestirilen karisim, oda
sicakligina getirilmeden once vyaklasik 75, 76, 77, 78, 79 veya
80°C"1ik bir sicaklida 1sitilir. Alternatif olarak bu ydnde,
birlestirilen karisaim, oda sicaklidina getirilmeden &nce

vaklasik 77°C’1lik bir sicaklida 1isitilir.

Alternatif olarak, bahsi gecen kristal form, kati amorf olmayan
form iizerinde termal dongu gerceklestirilmesiyle (brn.
diferansiyel tarama kzlorimetresi ile ornek izerinde
gerceklestirilen 245°'ye kadar 1sitma/sodutma ddngiisil) elde

edilir.

Mevcut bulusa ait prosesler, ayni zamanda bulusun kristal

formunun kristal tohumlarinin ilave edilmesini icerebilir.

Bir y&énde mevcut bulus, bulusa gére bir proses ile Uretildidinde

bulusun kristal formunu sadlar.

Daha o¢nce de bahsedildidi gibi mevcut bulusun kristal formu,
HSzellikle plazma kallikreinin aracilik etti§il hastalaiklarin wve
rahatsizliklarin tedavisinde bir dizi terapétik uygulamava

sahiptir.

Doclavisiyla, daha Odnce tanimlandidil gibi tedavide kullanilmava
yonelik N-[(R)-1-[(8)-1-(4—-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbameoil]-2-(4d-etocksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Ferm 1°i sunar.

Ayrica, daha once burada tanimlandidi gibi N-[(R)-1-[(S)-1-(4-
aminometil-benzilkarbamoil)} -Z2-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-
etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloriire ait bir kristal formun
plazma kallikreinin aracilaik ettigi bir hastalik vevya

rahatsizlidin tedavisine y&nelik bir ilacin iretilmesine
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kullanilmasi aciklanmaktadir. Mevcut tarifnamenin tercih edilen
bir ydninde s&z konusu kristal form, Form 1'dir.

Mevcut bulus, plazma kallikreinin aracilik ettidi bir hastalik
veya rahatsizlidin bir tedavi yénteminde kullanilmaya y&nelik
daha once burada tanimlandigl gibi N-[(R)-1-[(5)-1-(4-
aminometil-bhenzilkarbamoil) -2—-fenil-etilkarbamoil]-2- (4-
etcksi-fenil)-etil] -benzamit hidrckloriire ait Form 171 sunar.
Avrica, plazma kallikreinin aracilik ettidi bir hastalik veva
rahatsizlidin tedavisine yonelik bir yoéntem aciklanmaktadir ve
sdz konusu ydntem, daha &énce burada tanimlandigdir gibi N-[(R}-1-
[(8)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-fenil-etilkarbamoil]-
2-(4-ectoksi-fenil)-etil] -benzamit hidrokloriire ait kristal bir
formun terapdtik olarak etkili bir miktarinin sdz konusu
tedaviye ihtivac¢ duyan bir memeliye verilmesini ig¢erir. Mevcut
tarifnamenin tercih edilen bir yéninde sz konusu kristal form,

Form 1'dir.

Bir yoniiyle, plazma kallikreinin aracilik ettidi hastalik wveya

durumlar, bozuk gdrme keskinlidi, divabetik retinopati, makiila

ddemi, kalitsal anjiyoddem, divyabet, pankreatit, serebral
hemoraji, nefropati, kardiyomiyopati, néropati, inflamatuvar
bagirsak hastaliga, artrit, inflamasyon, septik sok,

hipotansiyon, kanser, yetiskin respiratuvar distres sendromu,
vaygin damar ici pihtilasma, kardivopulmoner baypas cerrahisi wve

postoperatif cerrahi kaynakli kanama arasindan sec¢ilmektedir.

Baska bir yéniiyle, plazma kallikreinin aracilik ettidi hastalik
veya durum, diyabetik retinopati veya diyabetik makilla &demi ile

1liskili retinal vaskiller gecirgenliktir.

Mevcut bulus badlaminda, burada "tedavi"™ ve vapilan ataiflar,
aksli Dbelirtilmedikge i1vilegtirici, palyatif wve profilaktik
tedaviye yodnelik atiflari kapsamaktadir. “Terapi”, “terapdtik”

ve “terapdtik olarak" terimleri ayni sekilde yorumlanmalidir.

12



10

15

20

25

30

Mevcut bulusun kristal formu, tek kasina veya bir veya daha fazla
baska ilag¢ ile kombinasyon halinde uygulanabilir. Genellikle,
bir veya daha fazla farmasdtik clarak kabul edilebilir eksipiyan
ile birlikte bir formiilasyon olarak uygulanacaktir. "Eksipiyan™
terimi burada, bulusun hem fonksiyonel ({&6rn. ilag¢ salim hizini
kontrol eden) hem de fonksiyonel olmayan (&rn. yardimci veya
seyreltici) formilasyonlara karakteristik kazandirabilen
bilesiklerin disinda herhangi Dbir iceridi aciklamak icin
kullanilir. Eksipiyan secimi, belirli uygulama tarzi,
eksipiyanin ¢dzinidrlik ve stabilite lzerindeki etkisi ve dozaj

formunun dogasi gibi faktdrlere blylk &lciude kadli olacaktir.

Baska bkir yo&nlyle, bu bulusun bilesikleri retinanin lazer
tedavisi ile kombinasyon halinde uygulanabilir. Diyabetik makiila
ddemi tedavisinde intravitreal bir VEGF inhibitdri ile lazer
tedavisinin kombinasyonu bilinmektedir (Elman M, Aiellc L, Beck
R v.d. “Randomized trial evaluating ranibizumab plus prompt or
deferred laser or triamcinolone plus prompt laser for diabetic

macular edema” .Ophthalmology. 27 Nisan 2010).

Mevcut bulusa ait kristal formlarin wverilmesi 1¢in uygun
farmas&tik bilesimleri ve bunlarin hazirlanmasi ig¢in yéntemler,
teknikte uzman kisilerce kolayca anlasilacaktir. Bu tir
bilesimler wve Dbunlarin hazirlanmasi icin vyéntemler, &rnedin,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19. Baski (Mack Publishing

Company, 1995) referansli yayinda bulunabilir.

Tnsan hastalara uygulama icin, bulusun kristal formlarinin
toplam ginlik dozu uygulama moduna gdre dedismekle birlikte,
tipik olarak, 0,01 mg ve 1000 mg araliginda vevya 0,1 mg ila 250
mg arasinda veya 1 mg ila 50 mg arasindadir. Intravitreal
enjeksiyon yoluyla uygulanmasi halinde, her gdze 00,0001 mg (0,1
ng) ve 0,2 mg (200 ng) arasinda veya 0,0005 mg (0,5 pg) ve 0,00
mg (50 pg) arasinda daha diisiik bir doz 6ngdriilmektedir.
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Toplam gunlik doz, tek veya bdlinmis dozlarda uygulanabilir ve
doktorun takdirine badli olarak, burada verilen tipik aralaigin
disinda kalsbilir. Bu dozajlarda vyaklasik 60 kg 1ila 70 kg
arasinda bir adirlida sahip bir cortalama bir insan denedi baz
alinmaktadir. Hekim, bebekler wve vyaslilar gibi adirligdr bu
aralidin disinda kalan denekler igin dozlara kolayca

belirleyebilir.

Dolayisiyla mevcut bulus, daha &nce burada tanimlandidir gibi N-
[(R)-1-[(S)-1-(4d-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-

etilkarbamoil]-2- (4d-etcksi-fenil)-etil] -benzamit hidrockloriire
zit Form 171 igeren farmasdtik bir bilesik veya farmasdétik clarak
kabul edilebilir bir tasivici, seyreltici veya eksipivan saglar.
Farmasé&tik bilegsimler, 6rnedin krem, siispansiyon,
heptaflorcocalkan (HFA) aerosol wve kuru toz formillasyonlar gibi
formlar halinde (6rn. gdze, derive veya akcidgere ve/veya hava
yoellarina) topikal olarak veya tablet, kapsil, toz veya granil
formunda oral yclla veya slspansiyon formunda parenteral yolla
veya subkitandz vyolla wveya fitil formunda rektal vyolla

sistematik olarak veya transdermal olarak uygulanabilir.

Mevcut bulusun bir uygulamasinda etken madde oral olarak
uygulanir. Oral vyolla uygulama, bkilegigin gastrointestinal
kanala girdigdi yutmavi ve/veya bilesidin kan dolasimina dodrudan
agizdan girdigi bukkal, lingual veya sublingual yolla uygulamayl

icerebilir.

Oral yolla uygulama ig¢in uygun olan farmasdtik formillasyonlar
arasinda, tabletler gibi kati busonlar, kati mikropartikiiller,
(coklu fazlar wveya dadilmig sistemler dahil olmak {izere} vari
kati ve sivi tabletler; coklu wvevya nanco partikiilleri, sivilari
(drnedin sulu gézeltiler), emllsiyonlari veya tozlari igeren
yumusak veva sert kapsiiller; (sivi dolgulular dahil olmak ilizere)
pastiller; c¢idneme tabletleri; Jeller; hizli dagilan dozaj

formlari; filmler; oviller; spreyler; wve bukkal/mukc yapiskan
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bantlar bulunmaktadir.

Cral uygulama ig¢in uygun olan formilasyenlar ayrica, kristal
formun c¢abuk salim seklinde wveya hizla siirdiriilebilir bir
sekilde verilmek filizere tasarlanabilir ve burada salim profili,
bahsi gecgen kristal formun terapdtik etkinlidini optimize edecek
sekilde geciktirilebilir, kesikli halde olabkilir, kontrol
edilebilir, surdiirilebilir veva geciktirilebilir wveya modifive
ecdilebilir. Hizla sitrdiiriillen bir tarzda bilegiklerin iletilmesi
i¢in araclar, teknikte uzman kisilerce bilinmekte ve
salinimlarini kontrol etmek igin bahsedilen bilesikler ile

formille edilebilen yavas salinan polimerleri kapsamaktadir.

Hizla sirdirilen polimerlerin &rnekleri arasinda, adi gecgen
bilesimlerin difiizyon veya difiizyon ve polimer ercozyonunun bir
kombinasyonu ile serbest birakilmasinda kullanilabilen,
parcalanabilir wve Dbozunur olmayan polimerler bulunur. Hizla

sirdliiriilen polimerlerin &rnekleri kapsaminda hidroksipropil

metilseliiloz, hidroksipropil seliilogz, metil seluloz, etil
seliiloz, sodyum karboksimetil seliiloz, polivinil alkol,
polivinil pirolidon, ksantan sakizi, polimetakrilatlar,

polietilen oksit ve polietilen glikol yer almaktadar.

Sivi (goklu fazlar ve daditilmis sistemler dahil) formillasyonlar
arasinda slspansiyonlar yer almaktadir. Bu gibi formilasyonlar
yumusak veya sert kapsitllerde (drnedin Jelatin veya
hidroksipropilmetilseliilozdan vapilmis) dolgu maddeleri clarak
sunulabilir wve tipik olarak bir tasiyici, Ornedin su, etanol,
polietilen glikol, propilen glikel, metilseliiloz veya uygun bir
vad ve bir veya daha fazla emilgatér ve/veya siispanse edici ajan
icerebilir. Sivi formilasyonlar ayrica bir kati maddenin,

drnedin bir sasetten veniden clusturulmasivyla da hazirlanabilir.

Bulusz ait kristal form ayrica Liang ve Chen, Expert Opinion in
Therapeutic Patents, 2001, 11 (6), 981-98¢6 referansli yayinda
15
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tarif edilenler giki hizli g¢dzilen, hizli parcalanan dozaj

formlarinda kullanilabilir.

Tabletlerin formiilasyonu, Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets,
1. ¢ilt, H. Lieberman wve L. Lachman (Marcel Dekker, New York,

1980) referansli vayinda aciklanmaktadir.

Mevcut bulus buradan itibaren, sinirlayvici olmavan agadidaki
drnekler ile acgiklanacaktir. Ekteki istemlerin kapsami diginda
kalan herhangi bkir ornek, sadece referans amag¢li verilmistir.

Orneklerde asadidaki sekiller sunulmaktadir:

Sekil 1: N-[(R)-1-[(8}-1-(4d-aminometil-benzilkarbamocil) -2-
fenil-etilkarbamgil]-2-{4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Form 1/nin X 1sini toz kirinim deseni.

Sekil 2 N-[(R)-1-[(8S})-1-{4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbameil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Form 17in TR spektrumu.

Sekil 3: N-[(R)-1-[(S})-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbameil]-2-(4d-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Ferm 17in DSC termografi.

Sekil 4 N-[(R)-1-[(3)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbameoil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Form 1'in gavimetrik buhar sorpsiyon
izotermleri (sorpsiyon, desorpsiyon ve sorpsiyon).

Sekil 5: N-[(R)-1-[(S})-1-(4-aminometil-benzilkarkbamoil) -2-
fenil-etilkarbamoil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Form 2'nin X 1sini toz kirinim deseni.

Sekil 6 N-[(R)-1-[(8}-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil) -2-
fenil-etilkarbamcil]-2-{4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidrokloriire ait Form 2'nin DSC termografi.

Sekil 7: Sprague Dawley siganlarinda CA-I ile uvarilmis RVP nin
ardindan N-[(R)-1-[(S)-1-{4d-aminometll- benzilkarbamoil)-2-
fenil-etilkarbameil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit
hidroklortir (“Test Bilesidi” olarak etiketlenmistir) wve CH-
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edici etkisi gb&sterilmektedir.

Sekil 8: 4,2 ug/mL’lik (210 ng/gdz) IVT uygulamasinin ardindan
N-[(R)-1-[(S)-1-{(4-aminometil- benzilkarbamoil)-2—-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloririn
(“Test Bilesidi” olarak etiketlenmistir) inhibe edici etkisi

gbsterilmektedir.

Genel Deney Detaylari

'H NMR spektrumlara, oda sicakliginda doteryum ¢ézlclye
referansla bir Brucker Avance IITI (400 MHz) spektrometresi

lizerinde kaydedilmistir.

Molekiler ivyvonlar, 1,5 mL/dk akis hizinda 11 dakika boyunca %0,1
HCO;H/H>0 igine %10 ila %90 %0,1 HCOzH/MeCN lineer gradyanli bir
Chremolith Speedrod RP-18e kolonu, 20 x 4,6 mm kullanilarak
gerceklestirilen LMCS kullanilarak elde edilmistir., Veriler,
Thermofinnigan Surveyor LC sistemi ile birlikte elektrospray
iyvonizasvyonu ile Thermofinnigan Surveyor MSQ kiitle

spektrometresi kullanilarak toplanmistir.

Kimyasal isimler, MDL Bilgi Sistemleri’'nden ISIS ¢ekme paketinin
bir parcgasi olarak sadlanan Otoncmi vyazilimi kullanilarak

olusturulmustur.

Tum g¢dzicliler ve ticari reaktifler alindidi gibi kullanilmistir.

Kiz1l ©6tesi spektrumlar, standart absorbans konfiglirasyonuna
ayarlanmis bir sistem kullanilarak, potasyum bromir 1ile
hazirlanmis ve 4000 cm ! ila 400 cm™! arasinda taranmis Orneklerle

Olciilmistir.

X Isini Toz Kirinim desenleri, Cu K 1sinim {(45kV, 40md), 9 - ©
ganyometre, odaklama aynasi, diverjan split (1/27), hem gelen
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1g1kta hem de sacilan 1sikta soller slitler {(4dmm) ve bir PIXcel
dedektdrii kullanilarak bir PANalytical diffraktometre lzerinde
toplanmistir. Veri toplamada kullanilan vyazilim X’Pert Data
Collector, versiyon 2.2f’dir ve wveriler, X’'Pert Data Viewer,

versiyon 1.2d kullanilarak sunulmustur.

XRPD desenleri, bir PANalytical X’Pert PRO kullanilarak ortam
kosullarinda bir transmisyon folyesu drnek tablasi (poliimid-
Kapton, 12,7 um kalinlikta film) ile ocrtam kecsullarinda elde
edilmistir. Veri toplama araligi, 0,202004°s 1’11k stirekli tarama

hizi ile 2,994 - 35926 gsecklindedir.

DSC wverileri, bir 45 pozisyonlu &rnek tutucusuna sahip bir
PerkinElmer Pyris 4000 DSC 1{iizerinde toplanmistir. Cihaz,
sertifikali indiyum kullanarak enerji ve sicaklik kalibrasyonu
acisindan dogrulanmistir. Onceden belirlenmis 0,5-3,0 arasinda
bir miktarda Ornek, igne delikli Dbir alliminyum tavaya
verlestirilmis ve 30 ila 350°C arasinda 20°C.min-1"de
1sitilmistir ve bunlar dikte edilen deneye gbre
dedisebilmektedir. Ornek iizerinde, 60 ml.min-1'de kuru nitroijen
ile stupirme 1islemi gerceklestirilmigtir. Cihaz kontrolil, veri
toplama ve analiz, Pyris Software v3.0.1.0203 ile

gerceklestirilmistir.

N-[(R)-1-[{S)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-

etilkarbamoil] -2- (4-etoksi-fenil) -etil] -benzamit hidrokloriir
{Form 1)

Yoéntem

A. {{(8)-1-[4- (tert-butoksikarbonilamino-metil) -

benzilkarbamoil]-2-fenil-etil}-karbamik asit benzil ester

(S)-2-benziloksikarbonilamino-3-fenil-propiyonik asit 2,5-
dickso-pirrclidin-1-il1 ester (4,25 g, 10,72 mmcl), CHzCIz (100
mL) icinde c¢dzilmiistiir. Bu c¢dzelti 0°C've sofutulmustur. 1-(N-

Boc-Aminometil) -4-(amincometil)benzen (2,79 g, 11,79 mmol) ve
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ardindan trietilamin (3,25 g, 32,16 mmol) ilave edilmistir. 0°C
ila oda sicaklidinda 18 saatin ardindan tepkime karisimzi,
kloroform (100 mL) ile seyreltilmis ve NaHCGOs (1x30 mL}, su (1x30
mL), tuzlu su (1x30 mL) ile yikanmis, kurutulmus (NazSCs), wvakum
ortaminda sari bir yag elde etmek uUzere buharlasgstirilmistar.
Kalintz, {(8)-1-[4-{tert-butoksikarbeonilamino-metil) -
benzilkarbamoil]-2-fenil-etil}-karbamik asit benzil ester (3,88
g, 7,49 mmol, %70) olarak tanimlanan bevaz bir kati elde etmek
lzere Pet. Eter (60-80°C) ve EtOAc ile toz haline getirilmistir.
[M+H]* = 518,28; 540,32 (M+Na).

B. {4-[ ((S)-2-Amino-3-fenil-propiyonilamino) -metil]-benzil}-
karbamik asit tert-butil ester
{(8)-1-[4-{ftert-butoksikarbecnilamino-metil)-benzilkarbamoil] -
2-fenil-etil}-karbamik asit benzil ester (3,66 g, 7,08 mmol),
metanol (200 mL) icinde c¢&zilmilstliir. Bu ¢ézelti, atmosfer
basincinda ve oda sicaklidinda bir saat boyunca % 10 Pd/C (500
mg) Uzerinde hidrojenlenmig; daha sonra katalizdér, selit ile
filtre edilmigs wve kalinti, metanol (30 mlL) 1ile vyikanmisg;
birlestirilen filtratlar, {4-[((8)-2-amino-3-fenil-
propiyvonilamino) - metil]-benzil}-karbamik asit tert-butil ester
(2,627 g, 6,85 mmol, %97) olarak tanimlanan bevaz bir kati elde
edecek sekilde vakumla buharlastirilmistir. [MtH]+ = 384.37

C. (R) -2-Amino-3- (4-etoksi-fenil)-propiyonik asit

(R) -2-butoksikarbonilamino-3-(4-etoksi-fenil)-propiyonik asit
(4,0 g, 12,93 mmol), dicksan icinde (150 mL) 4M HCI igerisinde
¢ozilmistiir. 0Oda sicakliginda bir saat sonra ¢ozici, (R)-2-
amino-3-(4- etoksi-fenil)-propivonik asit hidreckloriir (3,18 g,
12,9 mmol, %100) oclarak tanimlanan bevaz bir kati elde etmek
Uzere vakumla ¢ikarilmistir.

(M+H]* = 210,18

D. (R) -2-benziloksikarbonilamino-3- (4-etoksi-fenil) -
propiyonik asit

(R)-2-Amino-3- (4-etoksi-fenil)-propiyenik asit hidrcokloriir
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(3,17 g, 12,9 mmol), su (100 mL) icindeki bkirsodyum hidroksit
(1,14 g, 28,38 mmol) ¢dzeltisi igerisinde ¢dzilmistir. Dioksan
(100 mL) ic¢inde benzil klcroformat (2.4 g, 15.48 mmol) ilave
edilmistir. Tepkime karisimi, 18 saat boyunca oda sicaklidinda
karigtirilmigtir ve daha sonra dioksan, vakum ortaminda
cikarilmistir. Sulu kalinti, dietil eter (1x100 wmL) ile
yikanmis, 1M HCI ile pH 2'ye asitlendirilmis wve kloroform ile
(2x200 mL) ile &zltlenmistir. Birlestirilen ekstraktlar, su
(1x50 mL), tuzlu su (1x50 mL) ile vyikanmig, kurutulmus (Na30;4)
ve (R)-2- benziloksikarbonilamino-3-(4-etcksi-fenil)-propiyonik

asit (4,0 g, 11,65 mmol, %90) olarak tanimlanan hevaz bir katz

elde etmek lzere vakum ortaminda buharlastirilmistir. [M+H]* =
344,20,
E. [(RY-1-{(S)-1-[4-{tert-butcksikarbonilamino-metil) -

benzilkarbamoil]-2-fenil-etilkarbamoil}-2- (4-etoksi-fenil)-
etil] -karbamik asit benzil ester
{4-[((8)-2-Amino-3-fenil-propiycnilamino)-metil]-benzil}-
karbamik asit tert-butil ester (2,63 g, 6,86 mmol), CHzCTIz (100
ml) wve DMEF (5 mL) icinde ¢ézilmistiir. Bu g¢dzelti 0°C'ye
sofdutulmustur. (R) -2-benziloksikarbeonilamino-3-{(4-etoksi-
fenil)-propiyonik asit (2,59 g, 7,54 mmol) ve ardindan HOBt (1,11
g, 8,23 mmol) ve trietilamin (2,08 g, 20,57 mmol) ilave
edilmistir. Daha sonra suda ¢dzinir karbodiimit (1,45 g, 7,54
mmol) sconra ilave edilmistir. 0°C ila oda sicaklidinda 18 saatin
ardindan tepkime karisimi, kloroform (200 mL) ile seyreltilmis
ve NaHCOsz (1x50 mL), su (1x50 mL), tuzlu su (1x50 mL) ile
yvikanmis, kurutulmus (Na»S504) ve wvakum ortaminda sari bir vad
elde etmek uUzere buharlastirilmistir. Kalinta, [{(R})-1-{(S8S})-1-
[4-(tert-butoksikarbonilamino-metil) -benzilkarbamoil]-2-fenil-
etilkarbamoil}-2-(4-etcksi-fenil)-etil] -karbamik asit benzil
ester (3,55 g, 5,01 mmol, %73) olarak tanimlanan bevaz bir kata
elde etmek lzere Pet. Eter (60-80°C) ile toz haline
getirilmistir. [M+H]|* = 709%,34.
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F. [4-({(S)-2-[(R)-2-Amino-3- (4-etoksi-fenil) -
propiyonilamino] -3-fenil- propiyonilamino}-metil)-benzil]-
karbamik asit tert-butil ester

[(RY-1-{({8)-1-[4- (tert-butcksikarbonilaminc-metil) -
benzilkarbamoil]-2-fenil- etilkarbamoil}-2-(4-etoksi-fenil) -
etil]-karbamik asit benzil ester (3,535 g, 5,00 mmol), metanol
(200 mL) iginde ¢dzilmiistir. Bu ¢dzeltl, atmosfer basincinda ve

oda sicaklidinda bir saat boyunca % 10 Pd/C (500 mg) iizerinde

hidrojenlenmis; daha sonra katalizdr, selit ile filtre edilmis

ve kalintai, metanol (30 mL) ile vyikanmis; Dbirlestirilen
filtratlar, [4-({({8)-2-[(R)-Z2-amino-3- (d-etcksi-fenil)-
propiyonilamino] -3-fenil- propiyeonilamino}-metil)-benzil]-

karbamik asit tert-butil ester (2,8 g, 4,87 mmol, %97) olarak
tanimlanan bevaz bir kati elde edecek gekilde wvakumla

buharlastirilmistir. [M+H]+ = 575,37,

G. [4-({(S)-2-[ (R)-2-Benzoilamino-3-(4-etoksi-fenil) -
propiyonilamino] -3- fenil-propiyonilamino}-metil)-benzil]-
karbamik asit tert-butil ester

[4-({(3)-2-[(R)-2-Amino-2 -(4-etcksi-fenil)-propiyonilamino]-3-
fenil-preopiyonilamino}-metil)-benzil]-karbamik asit tert-butil
ester (3,45 g, 5,99 mmol), diklorometan (150 mL) idig¢inde
cdziilmistiir. Benzeil klorir (1,01 g, 7,19 mmol), ardindan
trietilamin (1,82 g, 17,98 mmol) 1ilave edilmistir. Tepkime
karisimi, oda sicaklidinda 5 saat boyunca karistirilmis ve CHCI:z
(150 mL) ile seyreltilmistir wve sdz konusu ¢odzelti, 0,3M KHSO4
(1x50 mL), doymus NaHCQO3 (1x50 mL), su (1x50 mL), tuzlu su (1x50
mL) ile vyikanmis, kurutulmus (Na>504) ve wvakum ortaminda
buharlastirilmistir. Kalinti, [4-({{(S)-2-[(R)-Z-benzoilamino-3-
(4-etoksi-fenil)-propiyeonilaminc]-3-fenil-propiyonilamino}-
metil)-benzil]- karbamik asit tert-butil ester (3,06 g, 4,51
mmol, %75) olarak tanimlanan beyaz bir kati elde etmek lizere Pet
Fter (60-80°C) ve EtOAc ile toz haline getirilmistir. [M+H]* =
679,34,
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H. N-[(R)-1-[(S)-1-{(4-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-

etilkarbamoil] -2- (4-etoksi-fenil) -etil] -benzamit hidreokloriir

{Form 1)

[4-({(8)-2-[ (R)-2-Benzoilamino-3-{(4-etoksi-fenil) -
propiyonilamino] -3-fenil- propivonilamino}-metil)-benzil]-
karbamik asit tert-butil ester (10,0 g, 14,7 mmol), hidrojen
klorur/etil asetat (3,7M, 250 mlL} i¢inde oda sicaklidinda
karistirilmistir, Karisim 2 saat sonra filtre edilmisg, etil
asetat (2 x 50 mL) ile yikanmistir ve bir kati (7,9 g) elde etmek
izere kurutulmustur. S5z konusu katinin bir kismi (0,106 g), bir
asetonitril (2,1 mL) wve su (0,32 mL}) karisiminda slspanse
edilmis, karistirilmis ve 77°C'ye 1sitilmistir. Ilave su
alikuotlar:i (0,05 mL), ¢dzinme gbzlemlenene kadar karigima art
arda i1lave edilmistir. Karastirilan karaisim, daha sonra oda
sicaklidinda gece boyunca karistirilmistir. Elde edilen katz,
filtrasyon vyoluyla izole edilmigtir wve N-[(R}-1- [(S)-1-(4-
aminometil-benzllkarbamoil)-2—-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-
etoksi- fenil)-etil]l-benzamit hidroklorir (form 1) (0,067 g,
3,41 mmol, %8l) elde etmek {izere 40°C’'de wvakum ortaminda
kurutulmustur. [M+H]* = 579, 34

l§y NMR: (CD:0D), 1,40 (3H, t, J= 6,9 Hz), 2,91-2,99 (3H, n),
3,14-3,19 {(1H, m), 4,02 (2H, g, J= 6,% Hz), 4,08 (2H, s), 4,41
(14, <, J= 15,5 H=z), 4,51 (1H, 4, J= 15,5 Hz), 4,66- 4,69 (2H,
m), 6,82 (2H, d, J= 8,4 Hz), 7,10 (2H, 4, J= 8,2 Hz), 7,18-7,20
(2H, m), 7,25- 7,38 (7H, m), 7,44-7,59 (3H, m), 7,72 (2H, d, J=
7,8 Hz}).
N-[(R)-1-[(S)-1-{4—-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil] -benzamit hidrokloriire

(Form 1) ait bir XRPD diffraktogrami, Sekil 1l'de gdsterilmigtir.

Pik pozisyonu tablosu:

Pos. Yikseklik FWHM d uzakligi Rel. Int.
o 2

[°2Th. ] [cts] [92Th. | [A] (%]

5,1017 1329,67 |0,1023 17,32212 100,00
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5,9073 268,87 0,1023 14,96140 20,22
17,8360 212,97 0,127%9 11,28276 16,02
10,2760 325,77 0,127%9 8,6085¢6 24,50
10,6870 227,%0 0,1023 8,27835 17,14
11,8572 67,00 0,1535 7,46389 5,04

12,9566 230,78 00,1535 6,83291 17,36
14,873% 293,35 0,1279 5,95615 22,06
15,4578 148,51 0,1023 5,73245 11,17
15,7597 243,28 0,1535 5,62332 18,30
16,5908 488,41 0,1535 5,34347 36,73
17,8537 439,46 0,127%9 4,96822 33,05
18,1443 1305,68 0,1535 4,88931 98,20
18,6294 1316, 97 0,1535 4,76308 99,05
15,5704 643,93 0,1273 4,53612 48,43
20,0346 491,15 0,1791 4,432086 36,94
20,6761 789,56 0,1535 4,29598 59,38
20,9345 644,58 0,1273 4,24353 48,48
21,5959 208,07 0,2047 4,11503 15,65
22,1545 308,04 0,1791 4,01253 23,17
22,5745 392,23 0,1791 3,93883 29,50
23,3449 238,25 0,1279 3,81055 17,92
23,7157 786,12 0,1791 3,75181 59,12
23,9647 892,17 0,1535 3,71338 67,10
24,5150 156,93 00,2047 3,63125 11,80
25,5989 359,73 0,1791 3,47991 27,05
26,6668 341,96 0,2303 3,3425%4 25,72
27,6988 394,43 00,2047 3,22068 29,66
28,1867 71,81 0,1535 3,16604 5,40

28,9888 296,12 0,1279 3,08023 22,27
29,5795 56,04 00,2047 3,02001 4,21

30,5389 38,86 0,1535 2,92733 2,92

31,4200 71,21 0,1535 2,84722 5,36
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31,8195 63,64 0,1535 2,81237 4,79
33,0388 37,25 0,1535 2,71132 2,80
34,1843 48,19 00,3070 2,62305 3,62
34,8271 94,43 0,2047 2,57609 7,10

Kiz1l Otesi spektreskopil

Form 1'e ait IR spektrumu, vaklasik 3274, 3027, 2976, 2528, 1651,
1636, 1536, 1512, 1243 ve 703 cm! deferlerinde dalgabovylarinda
pikler igerir. Spektrum, S$Sekil 2'de g&sterilmektedir.

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)

Form 1 icin DSC verileri, $Sekil 3'te gdsterilmistir.

Gravimetrik Buhar Sorpsiyonu

Sorpsiyon izotermleri, Hiden Isochema moisture sorption analyser
(model IGAscorp) kullanilarak elde edilmistir ve IGAsorp Systems
Software V6.50.48 ile kontrol edilmistir. Ornek, cihaz
kontrolleri ile sgabit bir sicaklikta (25°C) tutulmustur. Nem,
250 ml.min-1'1ik bir toplam akisla kuru ve 1slak nitrojen
zkimlarinin karistirilmasiyla kontrel edilmistir. Cihaz, kalibre
edilmis 1U¢ Rotronic tuzu c¢dzeltisinin (310 - 50 - 88)
dlciilmesiyle bagil nem iceridl acisindan dogrulanmistir. Ornedin
agirligindaki dedisim, bir nem fonksiyonu olarak mikro terazi
(+/- 0,005 mg dodruluk} ile izlenmistir. Belirlenen miktarda
drnek, ortam kosullarinda paslanmaz c¢elikten olusan tel sepet
icine vyerlestirilmigtir. Tam bir deney ddnglusi, sabit bir
sicaklikta (25°C) ve %0 - 90 araliginda %10 RH intervallerde (her
bir nemlilik dizeyi ic¢in 60 dakika) 1i¢ taramadan (scrpsiyon,

descrpsiyon ve sorpsiyon) olusmaktadir.
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Form 1 icin GVS verileri, Sekil 4'te gbsterilmistir.

N-[(R)-1-[{8)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-

etilkarbamoil]-2- (4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidroklorir

{Form 2)

Yontem

[A-({ (S)-2-[ (R)-2-Benzecilamino-3-{4-etoksi-fenil) -
propivonilamino] -3-fenil-propiyonilamino}-metil)-benzil]-
karbamik asit tert-butil ester (5,0 g), bir nitrcjen atmcsferi
altinda etil asetat (15 mlL) icerisinde siispanse edilmistir. Etil
asetat icindeki bir kuru hidrojen klorlUr g¢dzeltisi (3,7 M, 60
mlL), sispansiyona doldurulmustur ve Xkarigsim, oda sicazkliginda
calkalanmistir. 2 saatlik bir karistirmanin ardindan elde edilen
stispansiyon filtre edilmistir ve etil asetat (2 x 25 mL) ile
yikanmistir. Kati, kirik beyaz bir kati olarak N-[(R)-1-[(S)-1-
(d-aminometil-benzilkarbamcil)-2-fenil-etilkarbamoil]-2-{4-
etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidroklorir (4,14 g, %91 verim)
elde etmek dUzere 40°C"de 60 saat boyunca wvakum o¢ortaminda
kurutulmustur. Bir alikuot (6 mg), i&ne delikli bir aliiminyum
tavaya kapatilmistir. Tava, 30 °C'den 256 ©°C’ye kadar her dakika
20 °C artan termal bir déngi kullanilarak i1sitilmis ve daha sonra
(her dakika 50 °C azalarak) 30 °C’ye geri sodutulmustur. D3ngil
sirasinda ornek lizerinde 60 mL/dk'lik nitrojen akis hiz:1
muhafaza edilmistir. Beyaz katinin (6 mg) DSC tavadan izole
edilmesi sonucunda N=-[(R)=-1-[(S)=-1- (d-amincmetil-
benzilkarbamoil)-Z-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-etcocksi-fenil)-

etil]-benzamit hidroklorir (Form 2) elde edilmisgtir.
N-[(R)-1-[(8S)-1-(4-aminometil-benzilkarbamcil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4—etoksi-fenil)-etil] -benzamit hidroklorire

(Form 2) ait bir XRPD diffraktogrami, Sekil H'te gdsterilmistir.

Pik pozisyonu tablosu:
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Pos. Yilkseklik FWHM d uzaklidi Rel. Int.
[°2Th. ] [cts] [o2Th. ] (Al [%]
3,3070 1075,86 |0,0768 26,71753 39,80
4,6799 950,11 0,1023 18,88250 35,15
5,6951 1856,24 0,0768 15,51845 68,67
5,980% 1039, 95 0,1023 14,77853 38,47
6,6686 1014, 87 0,0768 13,25511 37,55
7,3582 369,02 0,1278 12,01428 13,65
7,8208 487,46 0,1023 11,30472 18,03
8,2936 899,00 0,1791 10,66123 33,26
88,4475 806,49 0,0768 10,46733 29,83
88,9889 330,16 0,1023 9,83805 12,21
9,4038 486,45 0,1023 9,40489 18,00
10,0299 729,01 0,1023 8,81923 26,97
10,4931 624,51 0,1791 8,43091 23,10
10,9988 875,24 0,1023 8,04442 36,08
11,7536 245,09 0,1023 7,52941 9,07
13,1421 877,95 0,1279 b, 73688 32,48
14,1298 189,58 0,2047 6,26812 7,01
15,3505 210,21 0,1535 5,77229 7,78
15,7802 310,39 0,2047 5,01607 11,483
16,7562 812,56 0,1023 5,29108 30,06
16,9866 1130,80 0,1279 5,21984 41,83
17,3077 810, 2¢ 0,1279 5,12370 29,97
18,0388 1199,00 0,3070 4,91767 44,35
18,3860 1333,07 0,0768 4,82559 49,31
18,5848 1711,69 |0,1279 4,77440 63,32
18,9114 1053, 68 0,1023 4,69267 38,98
12,7135 945,69 0,1791 4,50353 34,98
20,2996 767,87 0,2558 4,37480 28,41
21,1161 02,32 0,1535 4,20744 22,28
21,4678 764,85 0,1279 4,13931 28,29
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22,1871 1028,86 |0,1279 4,00671 38,06
22,7211 815,23 00,2558 3,91373 30,1¢
23,4683 678,22 00,2047 3,79080 25,08
24,3820 1401,49 [0,127% 3,65077 51,64
25,5221 2703,25 00,2047 3,49021 100,00
26,4725 476,72 00,2047 3,36702 17,63
27,4387 294,02 0,4093 3,25062 10,83
28,1127 1047, 80 0,1791 3,17420 38,7¢
28,5034 464, 66 0,127%2 3,08914 17,18
29,3333 255,04 0,1535 3,04484 9,43
30,4339 165,30 0,1535 2,93719 6,12
31,0871 342,58 0,1248 2,87456 12,67
31,8915 61,28 00,4992 Z2,81084 2,27

Form 2 icgin DSC verileri, Sekil 6'da gdsterilmistir.

Biyolojik Aktivite

Bulusun kristal formlarinin plazma kallikreini inhibe etme

kabiliyeti, asagidaki biyclojik tahlil kullanilarak
belirlenebilir:

Plazma kallikrein i¢in Ki degeri Tayini

In wvitro plazma kallikrein inhibitér aktivitesi standart

vaylnlanmis vyoéntemler kullanilarak belirlenmistir (bkz &rn.
Johansen v.d. Int. J. Tiss. Reac. 1986, 8, 185; Shori v.d.
Bicchem., Pharmaccl,, 1992, 43, 1209; Stirzebecher wv.d. Biol.
Chem. Hoppe-Seyler, 1992, 373, 1025). Insan plazma kallikreini
(Protogen), 37°C’de florojenik substrat H-DPro-Phe-Arg-AFC ve
Ltest bilegidinin inkiike

cesitli konsantrasyonlari ile

edilmistir, Artik enzim aktivitesi (baslangictaki reaksiyon
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hizi1i), 410 nm'de optik absorbanstaki dedisimin &lcilmesiyle
belirlenmistir ve test bilesidi icin Ki deferi belirlenmistir.
Bu tahlilde test edildidinde Form 1, 0,010 uM'Lik bir Ki (insan

Pkal) deferi gdstermistir.

Kristal formlar ayrica, asadidaki biyolejik tahlil kullanilarak
ilgili enzim KILKl'e kargi inhibe edici aktivite agisindan

taranabilir:

KLK1l ig¢in IC50 Degerinin Tayini

In wvitro KLKl inhibitdr aktivitesi standart vyayinlanmis
yontemler kullanilarak belirlenmistir (bkz &rn. Johansen v.d.
Int. J. Tiss. Reac. 1986, 8, 185; Shori v.d. Biochem. Pharmacol.,
1992, 43, 120%; Stirzebecher wv.d. Bicl. Chem. Hoppe-Seyler,
1992, 373, 1025). Insan KLK1’i (Callbiochem), 37°C'de florojenik
substrat H-DVal-Leu-Arg-AFC ve test bilesiginin cesitli
konsantrasyonlari ile inkibe edilmigtir. Artik enzim aktivitesi
(baslangi¢taki reaksiyon hizi), 410 nm'de optik absorbanstaki
dedigsimin &élciilmesiyle belirlenmistir ve test bilesidi icin IC0

degeri belirlenmistir.

Bu tahlilde test edildidinde Form 1, 10 uM'den az bir IC50 (insan

KLK1l) deJeri gbdstermistir.

Kristal formlar ayrica, asagidaki biyolojik tahliller
kullanilarak ilgili enzimler plazmin, trombin, tripsin, Faktor
Xa ve Faktdr XITa’'ya kargir inhibe edici aktivite agisindan

taranabilir:

Enzim segicilidinin tayini

Tnsan serin proteaz enzimleri plazmin, trombin, tripsin, Faktdr
Xa wve FaktéGr XITa, uygun bir florojenik substrat kullanilarak

enzimatik aktivite acisindan analiz edilmistir. Proteaz
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aktivitesi, substrattan serbest kalan floresan birikiminin 5
dakika boyunca izlenmesiyle Slg¢lilmiistiir. Dakika basina dodrusal
fliicresan artisi hizi, aktivite vyilizdesi (%) olarak ifade
edilmistir. Her bir substratin yarilmasi igin Km, Michaelis-
Menten denkleminin standart donigimi ile belirlenmigtir. Bilegik
inhibitdr tahlilleri, substrat Km konsantrasyonunda
gerceklestirilmigtir we aktiviteler, inhibe edilmevyen enzim
aktivitesinin (%100} %50 inhibisyonunu (IC50) wveren inhibitdr

koensantrasyonu olarak hesaplanmistir.

N-[{R)-1-[(S)-1-(4-aminometil-benzilkarbamoil)-Z2-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrocklorir
bu tahlillerde test edildiginde asagidaki veriler elde

edilmigtir:

ICso (nM)

. . . . Faktdr |Faktdr
Trompin [Tripsin |Plazmin

Xa XIIla

>40000 (10800 3500 >10000 [>10000

Karbonik anhidraz I ile indiklenen Retinal Vaskiuler Gegirgenlik

Modeli

N-[(R)-1-[(S)-1-(4-aminometil-benzilkarbamcil)-2-fenil-

etilkarbamoil]-2- (4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloririn
etkinligi, bu in vivo sig¢an modeli kullanilarak olusturulmustur.
Sicanlara, =zaman 0’da intravitreal enjeksiyon (5uL) seklinde
fosfat tamponlu salin (PBS), CH-3457 (bir plazma kallikrein
inhibitér pozitif kontrol) {(10uM) wveya N-[(R)-1-[(S)-1-(4-
aminometil-benzilkarbamoil)-2—-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-

etokgi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloriir (“Test Bilesigi”) (1

uM)  verilmistir. 30 dakika sonra ikineci bir intrawvitreal
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enjeksiyon (5uL) seklinde PBS veya CA-1 (200 ng/gdz)
verilmistir. 15 dakika sonra %10 sodyum floresein inflze
edilmistir ve retinal vaskiller gec¢irgenlik (RVP), baslangig¢ta
vapilan IVT enjeksiyonlarindan 75 dakika sonra vitrdz
fllicorofotometri ile Olgulmusgtiur., N-[ (R)-1- [(S)y-1-(4-
aminometil-benzilkarbameil)-2-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-
etoksi- fenil)-etil]-benzamit hidroklorir (“Test Bilegidi”) icin
elde edilen wveriler Sekil 77de sunulmakta olup, asagidaki
kesikli ¢izgi PBS/PBS’nin ardindan bazal RVP’'yi ve vyukaridaki
kesikli ¢izgl ise maksimum uyarilmayl gdstermektedir. 1 uM'lik
bir N-[(R)-1-[(8)-1- (4-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil] -2- (4-etoksi-fenil)-etil] -benzamit hidrokloririn
tek basina intravitreal enjeksiyonu, tek basina PBS’'ye kiyasla
bazal RVP ilzerinde etkisi olmamistir (3,29+0,21 vs. 3,64%0,48).
N-[(R)-1- [(Sy-1-(d4-amincmetil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4-etoksi- fenil)-etil]-benzamit hidrokloririn
intravitreal enjeksivyonu, {CA-I enjeksivonu ile uyarilan) RVP'vyi
$53+21 oraninda diistirmiistiir.

Farmakokinetik

Pigmentli (Dutch-belted) tavsanlarda tek bir IVT dozunu takiben
okiiler ve sistemik farmakokinetiklerin dederlendirilmesi igin N-
[(R)-1-[(8)-1-(d-aminometil-benzilkarbamoil)-2-fenil-
etilkarbamoil] -2- (4-etoksi-fenil)-etil] -benzamit hidroklorir
izerinde farmakokinetik bir calisma gercgeklestirilmistir. Her
doz icin alti tavsana, fosfat tamponlu salin ig¢inde formiile
edilmis 4,2 ug/mL’1ik (her géze 210 ng) N-[(R}-1-[(S)-1-(4-
aminometil-benzilkarbameoil)-2-fenil-etilkarbamoil]-2-(4-
etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloriirden 50 pL’1ik tek, iki
tarafli, IVT enjeksivonu verilmistir. Her bir zaman noktasinda
(IVT uygulamasindan 4, 8, 24, 48, %6 ve 168 saat sonra) bir
tavsana dtanazi uygulanmigtir ve vitrdz, retina/koroid ve kamara
si1visinda N-[{(R)-1-[(8S)-1-{4-aminometil-benzilkarbamoil)-2-
fenil-etilkarbamcil]-2-(4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit

hidrokloeriiriin okiiler doku konsantrasyonlari 6lciilmist{ir. Hayatta
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kalan tavsanlardan seri kan &6rnekleri toplanmistair.

Ckliler deoku konsantrasyonu verileri, Sekil 8'de sunulmaktadir ve
sbz konusu gekilde, her bir ckiiller doku konsantrasycnu icin diiz
¢izgi, her bir tavsanin sol ve sag gdzinlin ortalamasidir. N-
[(R)-1-[(S)-1-(4d-aminometil- benzilkarbameoil)-2-fenil-
etilkarbamoil]-2- (4-etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloririn
(“Test Bilesigi”) okiller doku konsantrasyonlarindaki disis, 7
giln boyunca minimaldir. IVT uygulamasindan sonra N-[(R)-1-[(S)-

l1-(4-aminometil benzilkarbamoil)-2-fenil-etilkarbameoil]-2- (4-

etoksi-fenil)-etil]-benzamit hidrokloririn plazma
konsantrasyonlara, tum zaman noktalarinda 1 ng/mL'nin
altindaydy.
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