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Como resultado del examen de fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion:
Reivindicaciones:

Dibujos:
Prioridad:

Radicado 11165436-0000
Radicado 11165436-0000
Radicado 11165436-0000
Radicado 11165436-0001
Radicado 11165436-0000
EP 093054567

2. Analisis de la Prioridad

01/Diciembre/2011
01/Diciembre/2011
01/Diciembre/2011
12/Diciembre/2011
01/Diciembre/2011
19/Mayo/2009

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque ésta solicitud fue presentada dentro del
plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde con el de la

prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencion

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del Capitulo Primero del Titulo X
de la Circular Unica para efectos del examen de patentabilidad, se tendra en cuenta la
tasa pagada por el solicitante al momento de comenzar el examen para las
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reivindicaciones adicionales; esto es que cuando la solicitud contenga mas de diez (10)
reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, sélo se estudiaran las
cubiertas por la tasa pagada. Con relacién a la presente solicito se realizo el pago de
las reivindicaciones adicionales y se estudiaran las reivindicaciones 1 a 23.

Titulo de la solicitud: “Nuevas sales farmacéuticamente aceptables de 4-(1-H-imidazol-
4-metil)piridina y sus usos terapéuticos”.

El problema planteado en esta solicitud esta asociado con la inactivacion del farmaco
por efecto de primer paso, por la potente inhibicion de las enzimas P450 del citocromo
gue da como resultado interacciones farmaco-farmaco y complican los tratamientos de
una variedad de trastornos en el sistema nervioso central, como los asociados al suefio
y a las enfermedades neuro- psiquiatricas.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona formas
hidratadas y solvatadas de immetridina, derivadas de un compuesto de la férmula (I) y
composiciones que lo contienen. Este compuesto se caracteriza por ser un derivado de
imidazol.

— = '
HN N I N, 2C,H.0,

El objeto de la presente solicitud se relaciona con la Clasificacion Internacional de
Patentes (CIP): A61K 034/4439.

4. Excepcion a la Patentabilidad (Art 20 D 486 literal (d)
El objeto de las reivindicaciones 15 a 20 no es patentable de acuerdo con el Art citado,
puesto que las reivindicaciones se encabezan en términos de compuesto pero se

definen en términos del método de tratamiento.

5. Reivindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (Art14y 21 D 486)

El uso de las reivindicaciones 21 - 22 no es patentable, de acuerdo con el Art 14,
puesto que las reivindicaciones se encabezan en términos de compuesto pero se
definen en términos de su uso.

6. De la solicitud de patente

Titulo

Se recomienda cambiar del titulo la expresion “y sus usos terapéuticos”
Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Las reivindicaciones 1 y 5 no son claras porque reclaman formas polimérficas de las
sales y los solvatos. Es necesario indicar las caracteristicas esenciales y estructurales
de los mismos.

Las reivindicaciones 7 y 9 no son claras porque se refieren a una forma cristalina pero
ésta no esta definida por sus caracteristicas técnicas esenciales como el patron de

difraccién de rayos X en mono cristal, el patron de difraccion de rayos X en polvo
(DRXP) con por lo menos los 20 picos correspondientes a las intensidades de los haces
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difractados o a los espacios interplanares dng Segun los indices de Miller (hkl) medidos
de acuerdo con el angulo de difraccién de Bragg 26 en el intervalo mas representativo
comprendido entre 5° hasta 90°, las espectroscopias Raman e IR, la espectroscopia
RMN-C®, o, los métodos de andlisis térmico: TGA, DTA y DSC. Se solicita eliminar la
reivindicacion del pliego reivindicatorio o caracterizar la forma cristalina de acuerdo a lo
gue se encuentre debidamente soportado en la descripcion.

La reivindicacién 9 no es clara porque remite a la figura 1, la cual se encuentra dentro
del capitulo descriptivo. Las reivindicaciones de acuerdo a la Decision 486 de 2000
deben por si misma explicar el objeto de la materia a reclamar. Se siguiere eliminar la
referencia e incluir dentro de la reivindicacion la caracteristica a reclamar.

La reivindicacion 14 no es clara porque define al compuesto desde el proceso y solo
pueden ser definidas en términos de su proceso de fabricacion si: el producto es nuevo
e inventivo y no se puede definir por sus caracteristicas estructurales. Se sugiere
definirlo por sus caracteristicas esenciales, estructurales o funcionales.

Las reivindicaciones 1-3, 5 y 8 no son concisas porque reclaman de forma general las
sales de immetridina, se sugiere restringir la solicitud a una razonable generalizacion de
las sales que han sido probadas, es decir que se encuentren sustentadas, de acuerdo a
lo presentado en la tabla 1.

Tabla 1. Sales sustentadas

Sales Diclorhidrato, dihidrogensulfonato,
toluensulfonato, ditoluensulfonato,
dialcanforsulfonato, dibencensulfonato,
fosfato, dimetansulfonato, alfa-
cetoglutarato, monooxalato, monosulfato y
dioxalato

Las reivindicaciones 4 y 6 no son concisas por repiten materia, se sugiere sélo dejar
una de éstas.

Las reivindicaciones 10 y 11 no son concisas porque la definicion de &cido, solvente
organico, halégeno y protector son generales. Se sugiere restringir la solicitud a una
razonable generalizacion del tipo de compuestos y elementos que han sido probados,
es decir, que se encuentran debidamente sustentados, en el capitulo descriptivo, de
acuerdo a lo presentado en tabla 2.

Tabla 2. Ejemplos de los acidos y solventes sustentados en el capitulo descriptivo:

ACIDOS SOLVENTES HALOGENOS PROTECTORES
Bromihidrico, clorhidrico, | Propanol, agua, | lodo Trifenilmetil
sulfurico, p-toluensulfonico* | acetona
monohidratado,
alcanforsulfénico,
bencensulfénico, fosforico,
metansulfénico, o-
cetoglutarico, oxalico

La reivindicaciones 23 no esta sustentada en la descripcibn porque reclama
combinaciones entre las sales y polimorfos de la immetridina. Dicha combinacion esta
en la reivindicacion y no en la descripcion. Se sugiere incorporarla a la descripcion para
dar soporte. Esta modificacibn no supone ampliacion puesto que las reivindicaciones
iniciales se presentaron con la descripcion (Art. 26 D 486).
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Se requiere al solicitante hacer las aclaraciones necesarias.
7. Determinacion del Estado de la Técnica

El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la
solicitud de prioridad: mayo 19 de 2009. Consultadas las fuentes de informaciéon con
gue se cuenta, se encontraron los siguientes documentos que anticipan el objeto de
esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de
Publicacion*
“Compositions and Methods of
D1 | WO 92/14453 treatment of sympathetically 03/Septiembre/1992
maintained pain”
D2 | US 6465486 “Pyridyl/Quinolinyl Imidazoles” 15/Octubre/2002
Identification of 4-(1H-Imidazol
J.Med.Chem. -4(5)- yimethyl) pyridine
D3 | 2004, 47, 2414- (Immethridine) as a novel potent Enero/2004.
2417. and highly selective histamine H3
receptor agonist
D4 | US 60124296 “Pyridyl/Quinolinyl Imidazoles” 03/Diciembre/1990

El Documento D1® divulga diagndstico y tratamiento del dolor usando agentes
simpatoliticos, (Pag. 1, Parr. 002).

El Documento D2® divulga moduladores a2-adrenergicos para tratamiento de variedad
de condiciones, incluyendo hipertension, glaucoma, disfunciéon sexual, depresién, déficit
de atencion, entre otras (Pag. 2, Lineas 8 — 17).

El Documento D3® divulga un estudio donde el anillo de piperina del Immepip y sus
analogos fue remplazado por un anillo rigido de heterociclico de piridina y la evaluacién
de su efecto agonista H3 (Resumen).

El Documento D4“ divulga compuestos de tipo imidazol, piridinas y quinolinas, que se
unen y modulan a los receptores a2-adrenergicos (Pag. 1, linea 1 ab).

8. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)

Novedad (Art 16 D486)

La reivindicacion 1 consiste en una composicion farmaceéutica caracterizada porque
comprende immetridina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la
técnica:

Caracteristicas esenciales D1
Composicion Farmaceéutica Composicion Farmacéutica
(Pag. 43, Rv.2, lineas 10 a

1.http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?

CC=WO&NR=92144538&KC=&FT=E&locale=en_EP
2.http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?
DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20021015&CC=US&NR=646548
6B1&KC=B1

3. http://www.pha.nu.ac.th/ruengwit/Publications/Immethridine.pdf

4. http://portal.uspto.gov/pair/PublicPair
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14)

Aa_G_(/\NH

F'(zs N"l

Donde, A8 es heteroaril y
R28 es hidrogeno (Péag. 51,
Rv. 23, lineas 9 a 14)
Sales farmacéuticamente
aceptables (Pag 51 , lineas
Rv. 23, linea9a 14)

Principio activo Immetridina

Sales farmacéuticamente
aceptables

En consecuencia, la reivindicacion 1 no es nueva o carece de novedad, segun lo
divulgado en el documento D1.

Las reivindicaciones dependientes 2 — 9 no mencionan alguna caracteristica que haga
nueva a la composicion de la reivindicacién 1, por lo cual se considera que no son
nuevas.

Nivel inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 1 consiste en consiste en una composicion farmacéutica caracterizada
porque comprende immetridina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la
técnica:

Caracteristicas esenciales D2 D3
Composicion
Composicion Farmacéutica Farmacéutica (Col. 8, | No describe
lineas 15 a 35)

Z

|
Me /:(_%ILN
L . - e TN NS 12 = 2isomer
Principio activo Immetridina \[\> b = 3-isomer
N
\
H

¢ = 4-isomer
(Col. 2, linea 5). (Pag. 2415,
esquema 1)
Sales
Sales . L
- farmacéuticamen
farmacéuticamente

te aceptables,

aceptables derivadas derivadas de

del &cidos como el

Sales farmacéuticamente L P acidos como
oxalico, clorhidrico, o
aceptables . clorhidrico y
sulfdarico, p- o
toluensulfonico, entre bromihidrico
- (Pag. 2416, tabla
otros (Col 8, lineas 3)

46 a 55)

Los documentos D2 y D3 se consideran el estado de la técnica cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 1, porque divulgan el efecto de la immetridina y sus sales
en el tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos (Col. 2, lineas 15 a 16 y P4g. 2014,
Col. 1, Parr. 002, respectivamente).

La diferencia entre la invencioén, definida en la reivindicacién 1 y el compuesto definido
en D2 consiste en que el compuesto reclamado corresponde a inmetridina mientras que
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el compuesto ensefiado en el documento D2 corresponde a detomidina.

El efecto que logra incluir dentro de una composicion farmacéutica a la immetridina
consiste mejorar la actividad agonista de los receptores H3R y por ende su aplicacién
en el tratamiento de trastornos neuropsiquipatricos.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: “como modificar composiciones farmacéuticas empleadas en el
tratamiento de trastornos neuropsiquipatricos para mejorar la eficiencia biologica de
las mismas”.

Sin embargo, la utilizacion de immetridina en composiciones farmacéuticas empleadas
e el tratamiento de trastornos neuropsiquipatricos, ya se encuentra divulgada en el
documento D3 que ensefia el empleo de la immetridina en el tratamiento de trastornos
neuropsiquipatricos (Pag. 2014, Col. 1, Parr. 002).

El documento D2 ensefia que el compuesto Cp-9 presenta un Ki de 1,6 nM (Col. 10,
Tabla 1). Por su lado la invencion define que su compuesto BP1.5375-dioxalato
muestra un Ki de 3,31 uM (FI.40, linea 8). Por lo anterior, no se observa un efecto
sorprendente por parte de la invencion.

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria a
la immetridina definida en el documento D3 dentro de la composicién divulgada en el
documento D2, cambiando a la detomidina por ésta, para llegar asi al objeto de la
reivindicacion 1 de la solicitud. Por lo cual se considera obvia.

Las reivindicaciones dependientes 2 a 9 no mencionan alguna caracteristica que no
sea obvia dentro de las composiciones en la reivindicacion 1, por los cual se considera
gue no tienen nivel inventivo.

Nivel inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 10 consiste en un procedimiento para la preparacion del compuesto
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 o 9, caracterizado porque
comprende el paso de hacer reaccionar immetridina con el acido correspondiente, en
un solvente organico.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la

técnica:
Caracteristicas esenciales D4 D2
Métodos de | Métodos de
Procedimiento de preparacion de | preparacion
preparacion de una sal (Pag.5, lineas 9 a 10) | (Col. 4, lineas 10
Immetridina por reaccion con all).
acido oxalico en un solvente '~ e Q!
organico Xm)\i(j/ (CHY)&/N\H 1 8
N Donde,
Y= Hidrogeno
Donde, Reaccion con el
Y: Hidrégeno acido oxalico
Pag. 8, linea5a 10y | (Col.8, lineas 46
Pag.6, Esquema 1) a 55)
Reaccion con el
Acido Fumarico en
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etil acetato
(Pag. 16,Ej. 4)

Los documentos D4 y D2 se consideran el estado de la técnica cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 10, porque divulgan la sintesis de sales de compuestos
piridin imadizolicos, con accién a adrenérgico (Resumen).

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacion 10 y el procedimiento
definido en D4 consiste en que el procedimiento reclamado incluye la reaccion de
immetridina con acido oxalico mientras que el procedimiento presentado en el
documento D4 incluye la reaccion de immetridina con el &cido fumarico.

El efecto que logra incluir dentro del procedimiento de preparacion el acido oxalico para
gue reacciones con la immetridina consiste en mejorar la actividad de la immetridina, ya
que una sal oxalica presenta valores de Ki de 3,31uym, mientras que la sal sulfato y la
forma base registran valores de Ki de 6,29 ym y de 16,26 um, respectivamente (FI.
40, lineas 5 a 10).

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: “como modificar un método de obtencién de immetridina para aumentar
sus eficiencia bioldgica”.

Sin embargo, la inclusién de &cido oxalico en el procedimiento de obtencion de oxalato
de immetridina para aumentar la eficiencia biolégica del ingrediente activo, ya se
encuentra divulgada en el documento D2, que ensefia procedimientos de obtencion de
sales de immetridina entre ellas la oxalica (Col.8, lineas 46 a 55).

El documento D2 ensefia que el compuesto Cp-9 presenta un Ki de 1,6 nM (Col. 10,
Tabla 1). Por su lado la invencion define que su compuesto BP1.5375-dioxalato
muestra un Ki de 3,31 uM (FI.40, linea 8). Por lo anterior, no se observa un efecto
sorprendente por parte de la invencion.

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria la
reaccion de immetridina con acido oxalico de acuerdo a lo presentado en el documento
D2 dentro del procedimiento descrito en el Documento D4, cambiando al acido fumarico
por el acido oxalico, para llegar asi al objeto de la reivindicacion 10 de la solicitud. Por
lo cual se considera obvia.

Las reivindicaciones dependientes 11 — 14 no mencionan alguna caracteristica que no
sea obvia dentro del proceso de obtencion, de acuerdo a la reivindicacion 10, por los
cual se considera que no tienen nivel inventivo.

8. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

Item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
D1 WO 92/14453 1- 9y23 Novedad
D2 US 6465486 1-14y23 Nivel inventivo
J.Med.Chem.
D3 2004, 47, 2414- 1-9 Nivel inventivo
2417.
D4 US 60124296 10- 14 Nivel inventivo
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En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso de no
dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término faltante de
sesenta (60) dias para dar respuesta a este requerimiento y presentarla por escrito.

Finalmente, se le recuerda al solicitante que si como respuesta a este requerimiento llegara
a modificar el capitulo reivindicatorio y éste contenga mas de diez (10) reivindicaciones, no
pagard la tasa de modificacidbn voluntaria pero si la correspondiente al pago por
reivindicacion adicional.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

_—

—

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Diractor de Nuevas Craaciones (c)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha 2013-07-30

Elabord: German Antonio Clavijo Cohen
Revisé: Jeny Paola Villate Becerra
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Identification of
4-(1H-Imidazol-4(5)-ylmethyl)pyridine
(Immethridine) as a Novel, Potent, and
Highly Selective Histamine H; Receptor
Agonist

Ruengwit Kitbunnadaj,™* Obbe P. Zuiderveld,’
Bernard Christophe,® Saskia Hulscher,?

Wiro M. P. B. Menge," Edith Gelens," Erwin Snip,*
Remko A. Bakker," Sylvain Celanire,$

Michel Gillard,® Patrice Talaga,®

Henk Timmerman,’ and Rob Leurs* '

Leiden/Amsterdam Center of Drug Research (LACDR),
Division of Medicinal Chemistry, Faculty of Sciences,

Vrije Universiteit Amsterdam, The Netherlands, Department
of Pharmaceutical Chemistry and Pharmacognosy, Faculty
of Pharmaceutical Sciences, Naresuan University,
Phitsanulok, Thailand, and UCB Pharma,

Chemin du Foriest, B-1420 Braine-I'Alleud, Belgium

Received January 23, 2004

Abstract: In this study, the piperidine ring of immepip and
its analogues was replaced by a rigid heterocyclic pyridine ring.
Many compounds in the series exhibit high affinity and agonist
activity at the human histamine Hs; receptor. Particularly, the
4-pyridinyl analogue of immepip (1c, immethridine) is identi-
fied as a novel potent and highly selective histamine Hs
receptor agonist (pK; = 9.07, pECs, = 9.74) with a 300-fold
selectivity over the closely related H, receptor.

Histamine is a biogenic amine with multiple physi-
ological effects. It exerts its biological activities through
four histamine receptors, i.e., Hi, H», Hs, and Hy recep-
tors, which all belong to the superfamily of heptahelical
(7TM) G-protein-coupled receptors.1= The histamine H;
and H, receptors have been identified by pharmacologi-
cal means many years ago, and histamine H; and H,
antagonists have been used clinically for the treatment
of allergy and gastric ulcers, respectively.>=8 The his-
tamine Hjs receptor, however, was discovered in 1983
by Arrang et al. and was identified as a presynaptic
autoreceptor in the brain controlling the release of
histamine.®10 Subsequently, the histamine Hj receptor
was also shown to act as presynaptic heteroreceptor at
nonhistaminergic neurons in the central and peripheral
nervous system modulating the release of neurotrans-
mitters such as acetylcholine,!! dopamine,!? serotonin,3
and noradrenaline.’* The therapeutic potential for
histamine Hs receptor antagonists and agonists has
been suggested in a variety of disorders; antagonists
have been proposed for several central nervous system
disorders, e.g., epilepsy,'® attention-deficit hyperactivity
disorder,'® Alzheimer’s disease,'” schizophrenia,® and
obesity,’® while agonists could be of potential use in
myocardial ischemia,?® inflammatory,?! and gastric acid
related diseases.??

* To whom correspondence should be addressed. Phone: (+31) 20
444-7600. Fax: (+31) 20 444-7610. E-mail: leurs@few.vu.nl.

TVrije Universiteit Amsterdam.

* Naresuan University.

§ UCB Pharma.

10.1021/jm049932u CCC: $27.50

Chart 1. Binding Affinities and Functional Activities of
Histamine Hs Receptor Ligands

N NH N NH N NH

Imbutamine Immepip VUF5681
pK;=8.39 pK; =9.32 pK,=8.35

pEC,,=8.13 pEC,,=9.88 pA,=8.10

A previous study on conformationally constrained
analogues of histamine and its homologues demon-
strated that increased rigidity by incorporation of a
piperidine ring into the side chain results in increased
affinity and agonist efficacy at the human histamine H;
receptor. Immepip, a conformationally constrained ana-
logue of imbutamine, possesses improved affinity and
functional activity at the human H; receptor (Chart 1).23
Although the piperidine ring is more rigid than the
aliphatic alkylamine, this ring system still shows some
flexibility. We hypothesized that the histamine Hj
receptor affinity could be improved further by imparting
a conformational constraint of the side chain via re-
placement of the piperidine ring with an aromatic
pyridine ring. Our previous study also showed that
extension of the spacer between the imidazole and the
piperidine ring resulted in a potent neutral Hz antago-
nist (VUF5681, Chart 1).23 We therefore designed a new
series of compounds with variation in the spacer length
between the imidazole and pyridine ring and/or alter-
ation of nitrogen position in the pyridine ring (Figure

1).
/:((—}nNHz—> WH_» W

Ny _NH Ny _NH NVNH

A4 A%
Increased binding affinity ?
Increased functional activity

Figure 1. Design of novel histamine Hs receptor agonists
based on the hypothesis that increased rigidity leads to
increased activity.

Some of the ligands have been described before?* but
were synthesized differently in this work. Compounds
la—c were synthesized from protected 4-iodoimidazole?®
(4) as shown in Scheme 1. The iodo compound was
treated with EtMgBr, then with pyridinecarboxalde-
hydes to give the intermediate alcohols (5) in good yield
(85—90%). The alcohol was acetylated by acetic anhy-
dride using dimethylaminopyridine (DMAP) as a cata-
lyst to obtain 6, which was subsequently hydrogenated
under 50 atm of H, to give 7 in moderate yield (70—
75%). Deprotection of 7, by heating in 30% HBr at reflux
temperature, provided la—c.

Compounds 2a—c were synthesized according to
Scheme 2. The intermediate aldehydes (9) were pre-
pared from commercially available 3-pyridinepropan-
1-ols via a Swern oxidation in moderate to good yield
(75—85%).26 By use of TosMIC-mediated imidazole
synthesis,?” 2a—c were obtained in moderate yield (65—
75%).

The synthesis of 3-(1H-imidazol-4(5)-yl)propyl-
pyridines (3a—c) followed Scheme 3. The key inter-

© 2004 American Chemical Society
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Table 1. Affinities and Functional Activities of Pyridine-Containing Ligands on the Human Histamine Hs and H4 Receptors

|

Nv

NH

3

AN

human histamine Hj receptor

human histamine H, receptor

compd VUF n isomer pKj+SEM2 pECso+SEMP of pKi+SEM2 pECso+ SEMP  of  selectivityd

la 4886 1 2 6.23 £ 0.00 6.22 £ 0.05 0.9 5.34 £ 0.02 4.98 + 0.05 1.0 8
1b 4857 1 3 7.28 £0.02 7.41+0.12 1.0 6.16 + 0.02 4.82 +0.23 0.5 5
1c immethridine 1 4 9.07 £ 0.00 9.74 £ 0.14 0.9 6.61 £+ 0.02 6.04 £ 0.07 0.8 288
2a 5912 2 2 5.93 £ 0.02 5.87 £ 0.09 0.6 4.91 + 0.05 4.23+0.19 0.6 10
2b 5913 2 3 6.85 £+ 0.03 6.45 £ 0.10 1.0 5.29 £ 0.05 4.49 + 0.07 0.3 36
2c 5889 2 4 8.16 £ 0.05 8.17 £ 0.02 0.9 5.88 + 0.04 5.82 +£0.34 0.4 191
3a 5914 3 2 5.98 £ 0.01 6.04 £ 0.02 0.5 5.90 £+ 0.06 5.50 £ 0.10 0.6 1
3b 5915 3 3 7.48 £0.03 7.51 +£0.03 1.0 6.32 £ 0.02 5.90 £ 0.13 0.4 14
3c 5916 3 4 7.81+0.03 7.71 £ 0.09 1.0 6.00 £ 0.01 581 +0.11 0.4 65

imbutamine 8.39 £ 0.03 8.13 £ 0.08 0.9 7.84 £0.09 7.05 £ 0.04 1.0 4

immepip 9.32 £ 0.04 9.88 £ 0.02 1.0 7.66 £ 0.04 7.25+£0.16 0.7 46

aThe pK; values were measured by [3H]-N*-methylhistamine or [3H]-histamine binding to membranes of SK-N-MC cells expressing
the human Hs or H, receptor, respectively. ® The pECso values were determined by the inhibition of the cAMP-stimulated g-galactosidase
transcription in SK-N-MC cells expressing the human Hz or Hy receptor. The results were presented as the mean + SEM of at least three
independent experiments. ¢ o = intrinsic activity as the ratio of the maximum response of each ligand to the maximum response of

histamine. 9 Selectivity = Ki(H4)/Ki(H3).

Scheme 1. Synthetic Pathway for la—c?

O>_
HQ q Q = |
I ii
—~ —> /=27K\N - F?RN
P—N__N PI=N_N P—N_N
4 6
P N N
Tz 1a 2-isomer
7 b = 3-isomer
1) ¢ = 4-isomer
no/
Pi= —§-N
6\

a Reagents and conditions: (i) EtMgBr, THF, pyridinecarbox-
aldehyde, room temp, 16 h; (ii) DMAP, DCM, acetic anhydride,
room temp, 3 h; (iii) Hz (50 atm), 10% Pd/C, MeOH, 24 h; (iv) 30%
HBr, reflux 24 h.

Scheme 2. Synthetic Pathway for 2a—c?

J_/ _>H~<o_/ — Tsr\?:/g_/
0

HO

Na NH
N 2a = 2-isomer
b = 3-isomer
¢ = 4-isomer

a Reagents and conditions: (i) oxalyl chloride, DMSO, DCM,
triethylamine, —65 °C to room temp, 5 h; (ii) TosMIC, NaCN,
EtOH; (iii) saturated NHz in EtOH, 90—110 °C, 10—12 atm, 24 h.

mediate w-pyridinebutanals (14) were prepared from
corresponding pyridinecarboxaldehydes (11) following
the procedure earlier described.?® By use of the afore-
mentioned TosMIC chemistry, the imidazole products
3a—c were obtained in moderate yield (60—70%).

Characterization and physical properties of the target
compounds are shown in Table 3.

Binding affinities and functional activities of all
compounds were performed using SK-N-MC cells ex-
pressing the human histamine Hz or H, receptor fol-
lowing procedure described in ref 23.

Scheme 3. Synthetic Pathway for 3a—c?

{_ﬁﬂ_,T%_(_/f/j»/_(_/i/j

3a 2-isomer
b = 3-isomer
¢ = 4-isomer
2 Reagents and conditions: (i) n-BuLi, THF, [2-(1,3-dioxolan-
2-yl)ethyl]triphenylphosphonium bromide, —30 °C, 3 h; (ii) Hz, 5%
Pd/C, 1 atm, 24 h; (iii) 1 N HCI, room temp, 10 min; (iv) TosMIC,
NaCN, EtOH, room temp, 2 h; (v) saturated NH3 in EtOH, 90—
110 °C, 10—12 atm, 24 h.

Table 2. Activities of Hz Agonists on the Twitch Contraction
Induced on the Paced Myenteric Plexus Isolated from Guinea
Pig lleum?

compd pD; £ SEM Emax = SEM (%)
immethridine 7.45 £ 0.08 38.5 £ 7.56
immepip 7.97 £0.10 25.2 +4.24
imetit 7.88 +£0.13 31.3+6.00

2 The potency (pD2) and maximum inhibitory effect of contrac-
tion amplitude (% Emax) values were determined from concentra-
tion—response curves of ligands elicited on the paced isolated
guinea pig ileal myenteric plexus. The results were presented as
the mean + SEM of at least five independent experiments.

Many histamine analogues have been described as
selective Hz receptor agonists.?82° For ligands with a
basic nitrogen in the side chain, increased rigidity
appears to result in an increase in binding affinity and
agonist potency at the human Hs receptor.2® The pip-
eridine side chain analogue, immepip, is a typical
example of such a ligand that exhibits a 10-fold higher
affinity for the human Hs receptor than its flexible
ligand (imbutamine) as seen in Table 1. Immepip is
currently one of the most potent Hs; agonist known
(pKi = 9.32 and pECsy = 9.88) but also shows reason-
able potency for the recently discovered histamine Hj
receptor (pK; = 7.66 and pECsy = 7.25). In our search
for potent and selective histamine Hsz and Hj ligands,
a further conformational constraint in the side chain
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Table 3. Characterization and Physical Properties of Ligands
yield? Mse
compd salt (%) mp® (°C) M+ 1]+ NMR (D,0)4 formula
la HBr 55 2251-226.3 160.3 08.6(d, 1H,J=7Hz), 85 (s, 1H), 8.4 (t, 1H,J = CoH11N3Br;
(dec) 7 Hz), 7.9 (t, 1H, J = 7 Hz), 7.8 (d, 1H, J = 7 Hz),
7.4 (s, 1H), 4.6 (s, 2H)
1b HBr 42 262.4-264.2 1604  68.7 (m, 2H), 8.6 (s, 1H), 8.5 (d, 1H, J = 7 Hz), CoH11N3Br;
8.0 (t, 1H, J = 7 Hz), 7.3 (s, 1H), 4.4 (s, 2H)
immethridine HBr 47 >300 160.4 08.6(d,2H,J =7 Hz), 8.5 (s, 1H), 7.9 (d, 2H, CgoH11N3Br;
J=7Hz), 7.4 (s, 1H), 4.5 (s, 2H)
2a HBr 63 213.5—2154 174.3 08.5(d, 1H,J =7 Hz), 7.5 (m, 2H), 7.1 (m, 2H), C10H13N3Br»:0.3H,0
(dec) 6.7 (s, 1H), 3.0 (m, 4H)
2b HBr 58 225.8-226.5 1745 ¢8.3(m, 2H), 7.5 (s, 1H), 7.4 (d, 1H, J = 8 Hz), C10H13N3Br2
7.1 (m, 1H), 6.6 (s, 1H), 2.9 (M, 4H)
2c HBr 68 264.8-265.6 174.6 08.4(d, 2H,J =7 Hz), 7.5 (s, 1H), 7.1 (d, 2H, C10H13N3Br2
(dec) J=7Hz),2.9(m, 4H)
3a HCI 53 174.3—175.6 188.4 08.5(d, 1H,J =7 Hz), 7.6 (m, 2H), 7.2 (m, 2H), C11H15N3Cl2-0.3H,0
6.8 (s, 1H), 2.8 (t, 2H, 3 = 7 Hz), 2.6 (t, 2H,
J =7 Hz), 2.0 (quint, 2H, J = 7 H2)
3b HCl 57 190.4-191.1 1883 ¢85 (m, 2H), 7.6 (s, 1H), 7.5 (d, 1H, J =8 Hz), 7.2 (m,  C11H15sN3Cl»-0.3H,0
1H), 6.8 (s, 1H), 2.6 (m, 4H), 2.0 (quint, 2H, J = 7 Hz)
3c HBr 55 220.4—221.1 188.6 08.5(d, 2H,J=7Hz), 7.6 (s, 1H), 7.1 (d, 2H, C11H1sN3Br2

(dec) J =7Hz), 6.8 (s, 1H), 2.6 (m, 4H), 1.9 (m, 2H)

aYields after recrystallization from EtOH/ether. ® Melting points were determined on an Electrothermal 1A9200 apparatus. ¢ Mass
spectrometry were performed on Finnigan LCQDECA ion-trap mass spectrometer using APCI technique. 9 *H NMR spectra were recorded
on Bruker AC-200 spectrometer with the residual undeuterated solvent peak as reference.

was achieved by a replacement of the piperidine ring
with a pyridine ring. Although none of the new com-
pounds exhibits greater affinity or agonist efficacy
than immepip, some do demonstrate greater selec-
tivity for the human Hs receptor (Table 1). At the human
Hs receptor, the 4-pyridinyl analogue of immepip,
immethridine (1c), also acts as a full agonist with high
affinity and potency (pKi = 9.07 and pECsy = 9.74).
Although the affinity of immethridine at the human Hs
receptor equals the affinity of immepip, immethridine
displays a 10-fold lower binding affinity at the human
H4 receptor (pK; = 6.61 and pECso = 6.04, Table 1). This
decreased binding affinity leads to a 300-fold selectivity
at the human Hj receptor over the H, receptor. Further
evaluation of immethridine at the human H; and H;
receptors indicated no binding affinity even at 10 uM
(data not shown). Therefore, immethridine is one of the
most potent and selective agonist for the human Hsj
receptor.

Consistent with observations in the piperidine-
containing series,? the optimal spacer length within the
pyridine series is one methylene unit. Extension of the
spacer length between the imidazole ring and the
pyridine ring leads to reduced affinity and less agonist
activity at the human histamine Hz and H, receptors.
Compounds 2c and 3c respectively exhibit pK; values
of 8.16 and 7.81 at the human Hj; receptor and 5.88 and
6.00 at the human H, receptor (Table 1).

We previously observed that extension of the spacer
length in the 4-piperidine-containing series also resulted
in a decreased agonist efficacy at the human Hj; recep-
tor, eventually resulting in a neutral antagonist (pro-
pylene spacer).2® In contrast, in the 4-pyridine-contain-
ing series, the longer homologues of immethridine (2c
and 3c) still behave as full agonists at the human Hs
receptor. At the human Hj receptor, most of the
compounds in this series behave as partial agonists
(Table 1).

The 2- and 3-pyridinyl analogues exhibited decreased
affinity and agonist potency at the human Hj receptor,
but this change did not significantly affect the human

H, receptor activity. At the human histamine Hs recep-
tor, the full agonists 1a and 1b exhibit a significantly
reduced affinity (pK; = 6.23 and 7.28, respectively)
compared to immethridine, whereas only a small de-
crease was observed at the human H, receptor (pK; =
5.34 and 6.16, respectively; Table 1). This isomer
preference was also observed for the longer immethri-
dine homologues (2c — b — a and 3c — b — a). On the
basis of these findings, we conclude that the pyridine
nitrogen plays a role in the binding to the human Hs
receptor. Moreover, the position of the pyridine nitrogen
is crucial for Hz receptor binding affinity but is less
important for H, receptor affinity.

Histamine and other Hs agonists inhibit the twitch
contraction of the paced myenteric plexus isolated from
guinea pig ileum through the activation of the hista-
minergic Hz presynaptic receptor.3°=32 Immethridine
was therefore evaluated in this model. Similar to the
potent Hz agonists, i.e., imetit and immepip, immethri-
dine induces a concentration-dependent decrease of the
electrically induced twitch contraction of the guinea pig
ileal myenteric plexus. Immethridine again acts as a full
agonist and is slightly less effective (pD, = 7.45) than
immepip and imetit in this model (Table 2).

In this study, the replacement of the piperidine ring
of immepip with a 4-pyridine ring resulted in the
discovery of a potent and highly selective histamine Hs
receptor agonist (immethridine). Although immethri-
dine possesses no improved affinity or functional activity
at the human Hj receptor (pK; = 9.07, pECsp = 9.74,
= 0.9) compared to immepip, a strongly reduced affinity
at the human H, receptor was observed. With about
300-fold Hgs receptor selectivity over the human Hy
receptor and lack of binding affinity at the human
histamine H; and H; receptors, immethridine is cur-
rently one of the most potent and selective Hs re-
ceptor agonists. Previously, the nitrogen of histamine
and other histamine Hj receptor agonists such as
imbutamine and (R)-o-methylhistamine has been sug-
gested to form an ionic interaction with a conserved
aspartate residue (D114) in transmembrane domain 3.33
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Because of the weakly basic property of the pyridine
nitrogen, we hypothesize that immethridine may not
interact with the human Hs receptor via an ionic
interaction with the aforementioned aspartate residue.
Therefore, immethridine might serve future molecular
modeling studies by helping to distinguish between
different models of the binding site of the human
histamine Hs receptor.
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