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RESUMEN
Se describen los derivados novedosos de piridil-

etanol-(feniletil)-aminas de la férmula I:

i CHe
Ri R

n es un entero de 1 a 4,

en donde:

Ry es un &tomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, o
un grupo alcoxilo inferior de 1 a 6 &tomos de carbono,

Rz es un atomo de hidrdégeno © un grupo alquilo
inferior de 1 a 6 Atomocs de carbono recto o ramificado,

X es hidrégenc, flior, cloro, bromo, un grupo
hidroxilo, un grupo trifluorometilo, 3,4-di-Cl-2,4-di-Cl 6 un
grupo alcoxilo inferior de 1 a 6 4tomos de carbono,

los enantiémeros, diaestereoisdmeros, o© racematos
de los mismos, o las sales de adicién de A&cido fisiolégica-
mente aceptables de los mismos, que son los ligandos de los
receptores sigma para inhibir la biosintesis de colesterol, y
por lo tanto, son apropiados para el tratamiento de
hipercolesterolemia a hiperlipemia en seres humanos.

Se observé la mayor disminucién de colesterocl
mediante el 1-(3-piridil)2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil-N-
propilamino)-etancl en la forma de la sal de dibromhidrato

(firma BK-35.2HBr).

AKX
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DERIVADOS NOVEDOSOS DE PIRIDILETANOL (FENILETIL)AMINAS COMO

INEIBIDORES DE LA BIOSINTESIS DE COLESTEROL, PROCESOS PARA SU

PREPARACION, Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE LOS CONTIENEN

Campo de la Invencién

La presente invencidén pertenece al 4rea de las
sustancias activas a partir del grupo de compuestos
heterociclicos, y a la industria farmacéutica, y se refiere a
los derivados novedeoscs de piridiletanol-(feniletil)-amina, a
los procesos para su preparacién, a composiciones
farmacéuticas que los contienen, y a su uso para inhibir la
biosintesis de colesterol. Los derivados novedosocs de
piridiletancol-(feniletil)-amina de acuerdo con la invencién,
son los receptores de los ligandos sigma, los inhibidores de
la biosintesis de colesterol al nivel de la 0O07,8-isomerasa de
esterol, y son adecuados para el tratamiento de
hipercolesterolemia e hiperlipemia en los seres humanos.
Problema Técnico

Existe una necesidad constante de nuevas sustancias
activas que inhiban la biosintesis de colesterol, de agentes
anti-hipercolesterolémicos y anti-hiperlipémicos efectivos
que proporcionen una accién mas dirigida en la terapia y con
menos efectos secundarios en comparacién con las sustancias

activas conocidas en la técnica anterior.
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Técnica Anterior

Debido a que el alto nivel de colesterol en sangre
es un factor de riesgo reconocido en la presentacién de
ateroesclerosis, numerosas investigaciones han tenido como
objetivo buscar un farmaco que provoque niveles reducidos de
colesterol en sangre en los mamiferos, y, por lo tanto, seria
altamente efectivo en el tratamiento de hipercolesterolemia e
hiperlipemia. Se ha establecido que uno de 1los modos de
tratamiento es la reduccidén de la biosintesis de colesterol
mediante inhibidores de la biosintesis de colesterol.

Se conocen varios inhibidores de la biosintesis de
colesterol al nivel de 1la inhibicién de 1la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A-reductasa (HMG-CoA-reductasa), como
se da a conocer, por ejemplo, en la Patente de los Estados
Unidos No. 4,231,938 (lovastatina), en la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica No. 4,444,784 (simvastatina),
en la Patente de los Estados Unidos No. 4,346,227
(pravastatina-sodio), © en la Patente de los Estados Unidos
No. 5,273,995 (atorvastatina), que ya se utilizan en 1la
terapia y son 1las preparaciones comerciales conocidas
Mevacor®, Sinvacor®, Lipitor®. Estos inhibidores de HMG-CoA-~
reductasa, también conocidos por el nombre comin de estatina,
reducen de una manera significativa los niveles de colesterol
en sangre.

Los derivados de piridin-etanolamina que son (itiles

= &



10

15

20

25

en el tratamiento de obesidad y/o diabetes, en especial en
los individuos adultos obesos, se conocen de la Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,800, 206.

Se sabe que los ligandos sigma se enlazan con los
receptores Sigma que son homdélogos estructurales de la 0O7,8-
isomerasa de esterol (F. F. Moebius y colaboradores, Brit. J.
Pharmacol. (1997), 121, 1-6}, y pertenecen a las ultimas
porciones de la biosintesis de colesterol. Sin embargo, no
existen substanclas activas o fArmacos conocidos en 1la
medicina actual que inhiban la biosintesis de colesterol al

nivel de la 0O7,8-isomerasa de esterol.

Descripcién de la Solucién del Problema, Incluyendo Ejemplos

El objetivo de la presente invencién es encontrar
nuevas sustancias activas que disminuyan de una manera
significativa el nivel de colesterol en sangre en los
mamiferos, mediante la inhibicién de 1la biosintesis de
colesterol en 1las Gltimas porciones de su senda de
biosintesis, es decir, al nivel de 1la 0O7,8-isomerasa de
esterol, que por lo tanto, tengan una accién inhibidora mas
selectiva que la accién de las estatinas conocidas que
inhiben la HMG-CoA-reductasa en la primera porcién de la
senda de biosintesis de colesterol.

El uso de 1los compuestos novedosos de esta

invencién permitiria tener una accién terapéutica mas
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dirigida con menos efectos secundarios en comparacié4n con las
sustancias activas ya aprobadas en la terapia.

Este problema ha sido resuelto por la presente
invencién, que sSe refiere a novedosos derivados de
piridiletanol-(feniletil)-amina, a los procesos para su
preparacién, a las composiciones farmacéuticas que los
contienen, y al uso de los compuestos de acuerdo con la
invencién para el tratamiento de hipercolesterolemia e
hiperlipemia.

Las nuevas piridiletanol-(feniletil)-aminas de esta

invencién son compuestos de la férmula general I:

[ X
|§§—r‘N—(cH,).r—©
| I
Ri R

n es un entero de 1 a 4,

en donde:

R; es un Atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, o
un grupo alcoxilo inferior de 1 a 6 &tomos de carbono,

Rz es un Aatomo de hidrégeno o un grupo alquilo
inferior de 1 a 6 &tomos de carbono recto o ramificado,

X es hidrégeno, fltor, cloro, bromo, un grupo
hidroxilo, un grupo trifluorometilo, 3,4-di-Cl-2,4-di-Cl & un
grupo alcoxilo inferior de 1 a 6 4tomos de carbono,

asi como las sales de adicién de acido
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fisiolébgicamente aceptables de los mismos.

El término “grupo alquilo inferior” denota un grupo
alquilo inferior de cadena recta o ramificada con 1 a 6, de
preferencia 1 a 4 4tomos de carbono (alquilo de 1 a 6 Atomos
de carbono), tal como un grupo metilo, etilo, propilo normal,
isopropilo, butilo normal, e isobutilo. El1 término “grupo
alcoxilo inferior” denota un grupo alcoxilo con 1 a 6, de
preferencia con 1 a 4 &tomos de carbono (alcoxilo de 1 a 6
atomos de carbono), tal como un grupo metoxilo, etoxilo,
propoxilo, isopropoxilo, butoxilo, e isobutoxilo.

Los compuestos de la férmula I forman sales con
dcidos, y estas sales también son parte de la invencién. Los
ejemplos de estas son las sales con 4acidos minerales
fisiolégicamente compatibles, tales como, por ejemplo, Acido
clorhidrico, Acido bromhidrico, A&cido fosférico; o con Acidos
orgédnicos, tales como, por ejemplo, A&cido metansulfénico,
acido citrico, acido oxadlico, acido maleico, acido
bencensulfénico, y otros.

Los nuevos compuestos de esta invencidén contienen
cuando menos un A&tomo de carbono asimétrico, vy, por
consiguiente, pueden existir como enantifmeros épticamente
activos, como diaesteredmeros, o como racematos.

Los compuestos de la férmula I en donde m = 2, y en
donde R; es hidroxilo, R; es un grupo metilo é propilo normal,

y X es un atomc de hidr6geno o dos &tomos de cloro en las
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posiciones 3 y 4 del niclec de fenilo, son los derivados
novedosos de piridiletanol-(feniletil)-amina, y son los
compuestos preferidos de acuerdo con la invencién.

De los compuestos mencionados anteriormente, los
compuestos preferidos son:
1-(3-piridil)-2-(N-(2-feniletil)-N-propilaminoj)etanocl y una
sal de dibromhidrato de la férmula II del mismo (firma BK-31

en las descripciones y en las figuras):

OH
II

CH,

1-(3-piridil) -2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil)-N-metilamino) -
etanol y una sal de dibromhidrato de la férmula III del mismo

(firma BK-33 en las descripciones y en las figuras):

@

| IIX

OH CHy
1-{3-piridil)-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil)-N-propilamino)-
etanol y una sal de dibromhidrato de la férmula IV del mismo

(firma BK-35 en las descripciones y en las figquras):

I



10

15

20

25

OH
CH,
y 1-(4-piridil)-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil)-N-metil-
amino)-etanol y una sal de dibromhidrato de la férmula V del

mismo (firma BK-38B en las descripciones y en las figuras):

Cl

OH J:H,

De los compuestos anteriormente mencionados de esta
invencién, el compuesto especialmente preferido es 1-(3-
piridil)-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil)-N-propilamino)etanol
y una sal de dibromhidrato (BK-35.2HBr) del mismo como un
inhibidor de la biosintesis de colesterol, y por lo tanto, es
apropiado para el tratamiento de hipercolesterolemia e
hiperlipemia.

Los compuestos de esta invencién se pueden preparar
de dos maneras diferentes que se muestran en el siguiente

esquema como varlante (a) y variante (b):
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Variante (a):
Alquilar aminas secundarias de la férmula VI:
NHR;CH,CH,Z VI

en donde R; es como se define anteriormente, y 2 es

&

en donde X es como se define anteriormente,

un grupo:

con piridiloxirano-(éxido de piridil-etileno) de la

férmula VII:

@ viI
0O

a la piridiletanol-(feniletil)-amina del titulo deseadas de
la férmula I, y si se desea, convertirlas en las sales de
adicién de dcido fisiolégicamente aceptables de las mismas.
Las aminas secundarias de la férmula VI se pueden
preparar mediante la alquilacién de las aminas primarias de
la férmula XII:
HaN-CH,CHZ XII
con yoduros de alquilo de la férmula XIII:
RaJ XIIX
de acuerdo con el siguiente esquema de reaccién:

HN-CHCHZ + RgJ —===== > BNR,-CH;CH2Z

¥
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en donde los sustituyentes R y 2 son como se
definen anteriormente.

Las aminas primarias de 1la férmula XII y 1los
yoduros de alquilo de la férmula XIII son productos quimicos
conocidos y comercialmente disponibles.

El piridiloxirano-2, 3-, & 4-sustituido de 1la
férmula VII, en el proceso de alquilar las aminas secundarias
de la férmula VI, se prepara in situ mediante transformacién
en el bromhidrato de bromo-acetilpirina 2~, 3-, & 4-
sustituida con hidruros de metales en complejos, tales como
borohidruroc de sodio en un solvente inerte, tal como alcanol
alifadtico inferior, por ejemplo etanol, aproximadamente a la
temperatura ambiente.

El bromhidrato de bromo-acetilpiridina 2-, 3-, 6 4-
sustituida se prepara mediante transformacién de 1la
acetilpiridina 2-, 3-, & 4-sustituida original, que es un
producto quimico conocido y comercialmente disponible para la
bromacién con bromo y acido bromhidrico.

El paso de alquilacién de las aminas secundarias de
la férmula VI con piridiloxirano de la férmula VII, se lleva
a cabo a una temperatura desde aproximadamente la temperatura
ambiente hasta la temperatura de reflujo de la mezcla de
reaccidén, en un solvente inerte tal como alcanol alifdtico
inferior, por ejemplo etanol. Las piridiletanol-{(feniletil)-

aminas crudas de la férmula I formadas se aislan y se

\M
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purifican mediante procedimientos comunes conocidos en 1la
técnica, de preferencia mediante cromatografia en columna.
Variante (b):

Alquilar las aminas primarias de la férmula VIII:

RoNH>
en donde R; es como se define anteriormente,

con piridiloxirano de la férmula VII:

G -

hasta los compuestos intermediarios de la férmula

@i:CHzNHRQ X

en donde R; es como se define anteriormente,

IX:

y condensar con los derivados del acido
fenilacético de la férmula X:
HOOCCH2Z X
en donde Z es como se define anteriormente,

hasta los nuevos compuestos intermediarios de 1la

Re O
@—EH—cmp—ECH,z -
H

férmula XI:
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en donde los sustituyentes R; y 2 son como se
definen anteriormente,

y reducirlos hasta las piridiletanol-(feniletil)-
aminas del titulo deseadas de la férmula I, y si se desea,
convertirlas en las sales de adicién de acido

fisiolégicamente aceptables de las mismas.

Las aminas alifé&ticas primarias de la férmula VIII,
tales como metilamina o n-propilamina, son productos quimicos
conocidos y comercialmente disponibles que se alquilan con
plridiloxiranc de la férmula VII en un solvente inerte, tal
como alcancl alifatico inferior, por ejemplo etanol, hasta
los compuestos intermediarios de 1la férmula IX. Estos
compuestos intermediarios se condensan con los derivados del
dcido fenilacético de la férmula X, en donde el sustituyente
Z es como se define anteriormente, en un solvente inerte y
aproximadamente a la temperatura ambiente. Se pueden utilizar
los agentes de condensaciédn conocidos en la técnica, como un
agente de condensacién, tales como diciclohexilcarbodi-imida
(DCC), como un solvente inerte, por ejemplo, cloruro de
metileﬁo (diclorometano).

En el paso final de la sintesis, un grupo carbonilo
en los compuestos intermediarios XI novedosos, se reduce
hasta un grupo alcoheol. La reaccién se lleva a cabo con

agentes reductores convencionales, de preferencia con
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aquéllos adecuados para la reduccién del grupo carbonilo
hasta el grupo -RzHN-CO~-. Es especialmente adecuado un
hidruro de metal complejo, tal como LiAlHy en un solvente
inerte, de preferencia en éter, tal como tetrahidrofurano
(THF), dietil-éter, dioxano, y similares. Las piridiletanocl-
(feniletil)-aminas del titulo deseadas de la férmula I
formadas se aislan y se purifican de una manera convencicnal,
de preferencia mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice, y luego, si se desea, se convierten en las sales de

adicién de a&cido fisiolégicamente aceptables de las mismas.

Los procesos para la preparaciédn de los derivados
novedosos de piridiletanol-{feniletil)-amina de la férmula I
de acuerdo con las variantes (a) y (b) se muestran en la
Figura 5.

La sintesis de los derivados novedosos de
piridiletanol-(feniletil)=-aminas de la férmula I, en donde R;
es un &tomo de hidrégeno, se puede llevar a cabo de tal
manera que los compuestos novedosos de la férmula I de
acuerdo con la invencién, en donde R; es un grupo hidroxilo,
se acetilen primero de una manera convencional, por ejemplo,
con acetanhidruro, y luego el compuesto O-acetilo formado se
hidrogena cataliticamente mediante métodos comunes, tales
como, con paladio sobre un portador, por ejemplo, sulfato de

bario, de acuerdo con la siguiente variante c):

\Y
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: . acetanhidruro .
@7""”’"“2‘:“!9“22 — HCHNR,CH,CH;2Z
OH OCOCHs
H> 1 PdBaS0O,

Mediante la otra variante, se pueden preparar los

derivaos novedosos de piridiletanol-(feniletil)-amina de 1la

férmula I, en donde R; representa un atomo de hidrégeno,

acuerdo con la siguiente variante d):

@-CHzCOOH — @-cuzcoocH,cH, LA, @.CH!CHIOH
éter

l SOCHL/CHCly

@-cHchzNHcﬂchzz

de
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El A&cido piridil-acético 2-, 3-, 6 4-sustituido
original se esterifica de una manera convencional conocida en
la técnica anterior, por ejemplo, mediante su transformacién
en el etil-éster de acido piridilacético del mismo, que luego
se reduce con reductores convenciocnales, de preferencia con
aquéllos para la reduccién del grupoc éster hasta un grupo
alcohol. Es particularmente adecuado un hidruro de metal en
complejo, tal como hidruro de litio y aluminio (LiAlH4) en un
solvente inerte, de preferencia en éter, tal como dietil-
éter, tetrahidrofurano, dioxano, y similares. Mediante este
procedimiento, el piridil-etanol 2-, 3-, 6 4-sustituido
producido se transforma en cloruro de piridil-etileno 2-, 3-,
6 4-sustituido con agentes clorantes comunes, tales como
cloruro de ticnilo en un solvente inerte, tal como
cloroformo. El cloruro de piridil-etileno sustituido
producido se utiliza para alquilar las aminas primarias de la
férmula VI con el fin de producir los derivados del titulo de
piridiletanol-(feniletil)-aminas de la férmula I, en donde R;
representa un atomo de hidrégeno.

De conformidad con la meta de 1la invencién, se
evalué el efecto de los derivados novedosos de piridiletanol-
(feniletil)-amina como ligandos de receptores sigma sobre la
inhibicién de la biosintesis de colesterol. Se empledé un
método ex vivo de la marcacién metabdlica de los hepatocitos

humanos inmortales. Se agregé el ©precursor temprano
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radicactivamente marcado de acetato de colesterol [3H] a las
células con o sin la adicién de ligandos sigma. Se llevaron a
cabo dos experimentos independientes de la marcacién
metabbélica y el analisis de estercl. Los resultados de ambos
andlisis son reproducibles y muestran que las sustancias
probadas disminuyen de una manera significativa la sintesis
del colesterol.

De los ligandos novedosos de receptores sigma de
esta invencién, el mas alto potencial para inhibir 1la
biosintesis de biosintesis de colesterol es exhibido por 1la
sustancia de 1-(3-piridil)-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil)-N~-
propilamino)etanol, en la forma de una sal de dibromhidrato
(firma BK35.2HBr).

Recientemente, se ha establecido que los ligandos
sigma se enlazan a los receptores sigma que son hombélogos
estructurales de la 08,7-isomerasa de esterol, debido a que
pertenecen a la misma familia genética. La 08, 7-isomerasa de
esterol contribuye a la porcién tardia de la biosintesis de
colesterol, comoc es evidente en la Figura 1. La Figura 1
muestra que los sustratos mas cominmente utilizados son 0O8-
colesterol y zimosterol que difieren en la saturacién de la
cadena lateral en la peosicién 024,25. La Figura 2 representa
la biosintesis de colesterol con los sitioslde accién de los
inhibidores de la biosintesis de colesterol marcados.

El efecto de las piridiletanol-{feniletil)-aminas
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novedosas como ligandos sigma de acuerdo con la invencién, es
mids selectivo que el efecto de las cistatinas utilizadas en
la terapia, tales comoc lovastatina o pravastatina, que
inhiben la HMG-CoA-reductasa dque pertenece a la primera
porcién de la bilosintesis de colesterol.

Con las piridiletancl-{feniletil)-aminas novedosas
de esta invencién, se proporciona una accién mas selectiva
con menos efectos secundarios, debido a la inhibicién de la
biosintesis de colesterol en los Gltimos pasos de la senda de
biosintesis. En consecuencia, estas sustancias son
particularmente utiles para el tratamiento de
hipercolesterolemia e hiperlipemia. Estos efectos de 1las
piridiletanol-(feniletil)-aminas novedosas fueron
verdaderamente inesperados, debido a que la prictica médica y
la terapia carecen de sustancias que reduzcan el nivel de
colesterol dirigiendo las enzimas en los Gltimos pasos de la
biosintesis de colesterol.

La aplicacién de 1las piridiletanol-(feniletil)-
aminas novedosas de la férmula I de esta invencién disminuyen
notoriamente los niveles de colesterol en sangre
patolégicamente incrementados en los pacientes tratados. La
dosificacién y la frecuencia de aplicacién dependen de 1las
caracteristicas de un farmaco individual, de su
biodisponibilidad y sus caracteristicas farmacocinéticas, vy

de la condicién del paciente.

1\
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Las preparaciones farmacéuticas contienen la
sustancia activa junto con el soporte organico o inorganico
fisiolbégicamente compatible, tal como agua, lactosa, almidoén
y sus derivados, estearato de magnesio, talco, aceites de
plantas, y similares. Las preparaciones farmacéuticas de
preferencia se administran oralmente, tal como en la forma de
tabletas, capsulas, pildoras, polvos, granulados, soluciones,
jarabes, suspensiones, elixires, Y similares. La
administracidén también se puede llevar a cabo
parenteralmente, por ejemplo, en la forma de soluclones,
suspensiones, o emulsiones estériles. Las preparaciones
farmacéuticas se pueden esterilizar y/o pueden incluir
ingredientes tales como conservadores, estabilizantes,
emulsionantes, sustancias reguladoras del pH, y otros
aditivos.

La presente invencién se ilustra, pero de ninguna
manera esta limitada, mediante los siquientes ejemplos:
EJEMPLO 1
1-(3-piridil) -2~ (N-(2-feniletil) -N-propilamino)etancl (BK31l)
Preparacién de los compuestos de partida:
N-propil-(0-feniletil)amina

1.2 mililitros (9.5 milimoles) de feniletilamina,
0.93 (9.5 milimoles) de yoduro de propile normal, 5
mililitros de trietil-amina, Yy S5 mililitros de THF

(tetrahidrofurano), se colocaron en un matraz, y la mezcla de
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reaccién se calentd a la temperatura de reflujo de la mezcla
de reaccién durante 3.5 horas, y luego se enfridé. Se filtrd
la sal formada, se evapordé la solucién, y se purificd el
compuesto deseado mediante cromatografia en columna sobre gel
de silice (gel de silice 60, fase mébvil:CHCl;:CH3;0H = 10:3).
Esto produce 0.62 gramos (40 por ciento) de la- N-propil-(O-
feniletil)amina en la forma de un aceite (peso molecular:
163.264, férmula: C;;Hi9N).
Bromhidrato de 3-bromoacetilpiridina

A 10 gramos (82.5 milimoles) de 3-acetilpiridina,
se les agregaron 30 mililitros de acido bromhidrico al 48 por
ciento. La mezcla de reaccién se calentd a 70°%, y se
agregaron por gotec 4.2 mililitros de bromo con agitacidn.
Después de terminarse la adicién de bromo, la mezcla de
reaccién se agité adicionalmente durante 15 minutos a la
misma temperatura, y se enfridé sobre hielo. Se filtré el
compuesto cristalino formado, y se lavé completamente con
acetona. Esto produce 21 gramos (90 por <ciento) del
bromhidrato de 3-bromoacetil-piridina, punto de fusién de
195-200°C.
Preparacién del 1-(3-piridil)-2-(N-(2-feniletil)-N-propil-
amino)etanol dal titulo:

A 1.01 gramos (3.6 milimoles) de bromhidrato de 3-
bromoacetilpiridina, se les agregaron 20 mililitros de etanol

absoluto y 0.5 gramos (13.2 milimoles) de borohidruro de

15
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sodio. La mezcla de reaccién se agitdé a 20°C durante 2 horas,
se filtrd, y al filtrado que contenia 3-piridiloxirano se le
agregaron 0.96 grames (5.9 milimoles) de N-propil-{0O-fenil-
etil)-amina. La mezcla de reaccién se calenté a 1la
temperatura de reflujo de la mezcla de reaccién durante 4
horas, y se evapord hasta obtener un residuo seco, y a éste
se le agregaron 20 mililitros de cloroformo. Se filtrdé la
porcién séblida, se evapord el filtrado, y se purificé el
residuo de aceite formado mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice (gel de silice 60, fase mévil: CHCl;:CH30H
= 10:3)}). Esto produce 0.56 gramos (55 por ciento} del
compuesto del titulo en la forma de la base oleosa.

Se disolvieron 0.56 gramos (2 milimoles) de una
base oleosa purificada de 1-(3-piridil)-2-(N-(2~-fenil-etil)-
N-propilamino)etanol en 5 mililitros de acetona. La solucién
resultante se enfridé sobre hielo, y con agitacién, se
agregaron 2.5 mililitros de una solucidén etandlica de 4&cido
bromhidrico (0.35 gramos (4.3 milimoles de HBr)). Al
precipitado formado se le agregaron 3 mililitros de dietil-
éter. Después de agitar durante 2 horas sobre hielo, se
filtré el producto cristalino, y se lavé con dietil-éter.
Esto produce 0.7 gramos (80 por ciento) del dibromhidrato de
1-(3-piridil)-2- (N-(2-feniletil)-N-propilamino)etanol, punto
de fusién 113-120°C (pesc molecular: 446.238, férmula:

C1sH24N20. 2HBr) .
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Espectro de H-RMN, D;O, ppm de acuerdo con DSS (Oppm): 8.89,
8.80 (2H), 8.65, 8.57 (1H), 8.10 (1H), 7.38 (5H), 5.47 (1H),
3.7-3.1 (8BH), 1.80 (2H), 0.97 (3RH).

El espectro IR (infra-rojo) (disco de KBr) se
muestra en la Figura 6.
EJEMPLO 2
1-(3-piridil)-2- (N-(2-(3,4-diclorofenil)etil) -N-metil-amino) -
etancol (BK33)
Preparacién de 1l-(3-piridil)-2-metilaminocetanol

A 1.01 gramos (3.6 milimoles) de bromhidrato de 3-
bromo-acetil-piridina, preparado como se describe en el
Ejemplo 1, se les agregaron 20 mililitros de etanol absoluto
y 0.5 gramos (13.2 milimoles) de borohidruro de sodio; 1la
mezcla de reaccidén se agité a 20°C durante 2 horas, y se
filtré. Al filtrado que contenia 3-piridiloxirano se le
agregaron 1.3 mililitros de una solucién etanélica al 33 por
ciento de metilamina, y se calenté a la temperatura de
reflujo de la mezcla de reaccidédn durante 5 horas. Luego 1la
mezcla de reaccidn se evapord hasta obtener un residuo seco,
y a éste se le agregaron 20 mililitros de cloroformo. Se
filtré la porcién sbélida, se evapord el filtrado, y se
purificé el residuo de aceite formado mediante cromatografia
en columna sobre gel de silice (fase mévil:CHCl;:CH3;0H =
10.3). Esto produce 0.33 gramos (60 por ciento) del compuesto

del titulo en la forma de la base oleosa (peso molecular:
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152.196, férmula: CgHjizNy0).
Preparacién de 1-(3-piridil) -2~ (N-(2-(3,4-diclorofenil) -
acetil-N-metilamino)-etanocl

A un matraz conteniendo 542 miligramos (2.6
milimoles) de DCC (diciclohexilcarbodi-imida) se le agregaron
2 mililitros de cloruro de metileno, y se agregé por goteo
una solucibén de 538 miligramos (2.6 milimoles) de Aacido 3,4-
diclorofenil-acético en 3 mililitros de clorurc de metileno
con agitacidédn, dande como resultado la formacién de un
precipitado. Después de agitar durante 5 minutos, se
agregaron 400 miligramos (2.6 milimoles) de 1-{3-piridil-2-
metil-amino-etanol a la mezcla de reaccidén, y se agitaron
adicionalmente durante 1 hora a 20°. El precipitado formado
se filtr6, y la solucibén se evapord. El filtrado evaporado se
purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice {(gel de silice 60, fase mévil: CHCl;:CH3;0H=10:0.5).
Esto produce 715 miligramos (80 por ciento) de 1-(3-piridil)-
2-(N-(2-(3,4-diclorcfenil)acetil-N-metilamino)etanol (peso
molecular: 339.224, férmula: C;gH1gN202C13) .
Preparacién dal 1-(3-piridil)-2-(N)-(2-(3,4-diclorofenil)-
etil-N-metilamino)etanol del titulo (BK-33)

Se colocaron 0.53 gramos (13.9 milimoles} de
hidruro de 1litio y aluminio (LiAlH;) en un matraz, se
agregaron 6 mililitros de tetrahidrofurano anhidro (THF), vy

la mezcla se enfrid sobre hielo. A la mezcla de reaccién, se
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le agregé por goteo con agitacidén una solucién de 1.1 gramos
(3.2 milimoles) de 1-(3-piridil)-2-(N-{2-(3,4-diclorofenil)-
acetil)-N-etilamino)-etanol en 10 mililitros de
tetrahidrofurano anhidro (THF). Después de terminarse la
adicién, la mezcla de reaccién se agitdé adicionalmente
durante 1 hora a 20°C, se enfrié sobre hielo, y con agitacién
vigorosa, se agregaron por pasos 6.5 mililitros de NaOH al 15
por ciento, y luego 16 mililitros de cloruro de metileno
{CHxClz). La fase organica se separd, se secd sobre Na,S0O4
anhidro, y se evaporé sobre un evaporador giratorio, dando
como resultado la formacién de un residuvo oleoso, el cual
entonces se purificé mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice (gel de silice 60, fase mévil: CH3OH:acetato de
etilo = 10:2). Esto produce 0.63 gramos (60 por ciento) del
compuesto del titulo en la forma de una base oleosa.

0.60 gramos (1.84 milimoles) de una base oleosa
purificada, se disolvieron en 3.5 mililitros de acetona. lLa
solucién se enfrié sobre hielo, y con agitacién, se agregaron
2.4 mililitros de una solucién etandlica de acido bromhidrico
(0.328 gramos de HBr; 4.1 milimoles). Al residuo formado, se
le agregaron 2 mililitros de dietil-éter. Después de agitar
la mezcla de reaccién durante 2 horas sobre hielo, el
producto cristalino formado se filtrdé y se lavé con dietil-
éter. Esto produce 0.72 gramos (80 por <ciento) del

dibromhidrato de 1-(3-piridil)-2-(N-(2-(3,4-dicloro-fenil)-
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etil)-N-metilamino)-etanol, punto de fusién 157-161°C (peso
molecular: 487.074, f6rmula: C;7H;pN20Cl..2HBr).
Espectro de H-RMN: D0, ppm de acuerdo con DSS (Oppm): 8.90
(14), 8.78 (1H), 8.64 (1H), 8.10 (1H), 7.50 (2H), 7.24 (1H),
5.50 (1H), 3.52 (4H), 3.08 (5H).

El espectro IR (disco de KBr) se muestra en la
Figura 9.
EJEMPLO 3
1-(3-piridil)-2- (N-(2-(3,4-diclorofanil)etil)-N-propilaminoc) -
etanol (BK-35)
Preparacién de 1-(3-piridil)-2-propilaminc-etanol

A 1.01 gramos (3.6 milimoles) de bromhidrato de 3-
bromoacetilpiridina, preparado como se describe en el Ejemplo
1, se les agregaron 20 mililitros de etanol absocluto y 0.5
gramos (13.2 milimoles) de borohidrurc de sodio (NaBHy). La
mezcla de reaccién se agité a 209 durante 2 horas, y se
filtré. Al filtrado que contenia 3-piridiloxirano, se le
agregaron 0.7 mililitros (8.5 milimoles) de n-propilamina, y
se calentd a la temperatura de reflujo de la mezcla de
reaccidén durante 5 horas. Luego la mezcla de reaccién se
evapor® hasta obtener un residuo seco, y a éste, se le
agregaron 20 mililitros de cloroformo; la porcidén sbdlida se
filtr6, el filtrado se evapord, y el residuo oleoso formado
se purificé mediante cromatografia en columna sobre gel de

silice (gel de silice 60, fase mévil: CHCli:acetato de etilo
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= 10:2). Esto produce 0.33 gramos (50 por ciento} de 1-(3-
piridil)-2-propilaminocetanocl en la forma de la base oleosa
(peso molecular: 180.25, férmula: C;oH;eN20).
Preparacién de 1-(3-piridil) -2-(R-(2-(3,4-dicloro-fenil) -
acetil) -N-propilamino)atanol

A un matraz conteniendo 630 miligramos (3.1
milimoles) de DCC (diciclohexilcarbodi-imida), se le
agregaron 3 mililitros de cloruro de metileno, y con
agitacién, se agregd por goteo una solucidén de 625 miligramos
(3.1 milimoles) de &cido 3,4-diclorofenil-acético en 5
mililitros de cloruro de metileno, dando como resultado la
formacién de un precipitado. La mezcla de reaccidn se agitéd
durante 5 minutos, y a ésta se le agregaron 550 miligramos
{3.05 milimoles) de 1-(3-piridil)-2-metilaminoetanol en 6
mililitros de clorurc de metileno, y se agitdé adicionalmente
durante 1 hora a 20°. El precipitado formado se filtrd, y la
solucién resultante se evapord. El1 filtrado evaporado se
filtré mediante cromatografia en columna sobre gel de silice
(gel de silice 60, fase mévil: CHCl;:CHaOH = 10:0.5). Esto
produce 0.56 gramos (50 por ciento) del 1-(3-piridil)-2-(N-
(2-(3,4-diclorofenil)acetil) -N-propilamino)etanol en la forma
de un aceite (peso molecular: 367.278, férmula: CigHzeN202Clz).
Preparacién del 1-(3-piridil)-2-[N-(2-(3,4-dicloro-fenil)-
etil) -N-propil-amino]-etanol (BK-35)

0.43 gramos (11.3 milimoles) de hidruro de litio y
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aluminio (LiAlH,) se colocaron en un matraz; se agregaron 6
mililitros e tetrahidrofurano anhidreo (THF), y la mezcla se
enfrié sobre hielo. A la mezcla de reaccién se le agregd por
goteo, con agitacién, una solucién de 1 gramo (2.7 milimoles)
de 1-(3-piridil)-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)-acetil)-N-propil-
amino) -etanol en 10 mililitros de tetrahidrofurano anhidro.
Después de terminar la adicién, la mezcla de reaccién se
agita adicionalmente durante 1 hora a 20°, se enfrié sobre
hielo, y con agitacién vigorosa, se agregaron por goteo 6.4
mililitros de NaOH al 15 por ciento, y luego 16 mililitros de
cloruro de metileno. La fase orgénica se separd, se secd
sobre NazSO4 anhidro, y se evaporé sobre un evaporador
giratorio., El1 residuo evaporado se purificé mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (gel de silice
60, primera fase mévil: CHCl3:CH30H = 10:0.5; segunda fase
mévil: acetato de etilo:CH;OH = 10:1.5). Esto produce 0.58
gramos (60 por ciento) del compuesto del titulo en la forma
de una base oleosa.

0.50 gramos (1.4 milimoles) de 1la base oleosa
purificada obtenida, se disolvieron en 4 mililitros de
acetona. La solucién resultante se enfrié sobre hielo, y con
agitacién, se agregaron 1.1 mililitros de una solucién
etanbdlica de &cido bromhidrico (0.25 gramos de HBr; 3.1
milimoles). Se formé un precipitado blanco, y a éste se le

agregaron 3 mililitros de dietil-éter, y después de agitar

X
P
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sobre hielo durante 2 horas, el producto cristalino formado
se filtrd y se lavd con dietil-éter. Esto produce 0.62 gramos
(65 por ciento) del dibromhidrato de 1-(3-piridil)-2-(N-(3,4-
diclorofenil)etil)-N-propilamino)etanol, punto de fusién 198-
202°C (peso molecular: 515.124; férmula: C;gH22N20Cl,.2HBr).
Espectro de H RMN, D0, ppm de acuerdo con DSS (Oppm): 8.91
(1H), 8.81 (1H), 8.64 (1H); 8.12 (1H), 7.54 (2H), 7.27 (1lH),
5.50 (1H), 3.58 (2H), 3.48 (2H), 3.34 (2H), 3.16 (2H), 1.82
(2H), 1.00 (3H).

El espectro IR (disco de KBr) se muestra en la

Figura 8.

EJEMPLO 4
1-(4-piridil)-2- (N- (2-(3,4-diclorofenil)etil) -N-metilamino) -
etanol (BK-38)
Preparacibébn de l-(4-piridil)-2-metil-amino-aetanol

A 1.01 gramos (3.6 milimoles) de bromhidrato de 4-
bromo-acetil-piridina, preparado como se describe en el
Ejemplo 1, se les agregaron 20 mililitros de etanol absoluto
y 0.5 gramos (13.2 mililitros) de borohidruro de sodio, y la
mezcla de reaccién se agité a 20° durante 2 horas, luego se
filtré, y al filtrado que contenia 4-piridiloxirano se le
agregaron 1.3 mililitros de una solucién etandlica al 33 por
ciento de metillamina. La mezcla de reaccién se calenté a la

temperatura de reflujo de la mezcla de reaccié4n durante 3
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horas, se evapor® hasta obtener un residuo seco, y a éste se
le agregaron 20 mililitros de cloroformo, y se filtré 1la
porcién sélida. El1 filtrado se evaporé, y el residuo oleoso
obtenido se purificé mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice (gel de silice 60, fase moévil:CHCljy:acetato de
etilo = 10:2). Esto produce 0.30 gramos (55 por clento) del
compuesto del titulo en la forma de la base oleosa (peso
molecular: 152.196, férmula: CgHiaN20).
Preparacidn de 1=-(4-piridil)-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil) -
acaetil) -N-metilamino)etancl

A un matraz conteniendo 0.54 gramos (2.6 milimoles)
de DCC (diciclohexilcarbodi-imida), se le agregaron 2
mililitros de cloruro de metileno, y se agregaron por goteo
0.54 gramos (2.6 milimoles) de 4&cido 3,4-dicloro-fenil-
acético en 4 mililitros de cloruro de metileno, para producir
el precipitado. La mezcla de reaccidn se agitd durante 5
minutos, y se agregaron 400 miligramos (2.6 milimoles) de 1-
(4-piridil)-2-metil-amino-etanol en 3 mililitros de cloruro
de metileno, y se agité adicionalmente durante 1 hora a 20°C.
El precipitado formado se filtrd, vy la solucién resultante se
evapord. El filtrado evaporado se filtrd mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (gel de silice
60, fase mévil: CHCLl3:CH30H = 10:0.5). Esto produce 0.53
gramos (60 por ciento) de 1-(4-piridil}-2-(N-(2-(3,4-dicloro-

fenil)-acetil) -N-metilamino)-etanol.
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Preparacién del 1-(4-piridil)-2-[N-(2-(3,4~-diclorofenil) -
etil)-N-metilamino]etanol del titulo (BK-38)

510 miligramos (13.5 milimoles) de hidruro de 1litio
y aluminio (LiAlH4) se colocaron en un matraz; se agregaron 6
mililitros de tetrahidrofurano anhidro, y la mezcla se enfrié
sobre hielo. A la mezcla de reaccidén se agregd por goteo, con
agitacién, una solucién de 1.02 gramos (3 milimoles) de 1-(4-
piridil)-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)acetil)-N-metilamino) -
etanol en 10 mililitros de tetrahidrofurano anhidro. Después
de terminarse la adicién, la mezcla de reaccién se agité
adicionalmente durante 1 hora a temperatura ambiente, se
enfrié sobre hielo, y con agitacidén vigorosa, se agregaron
por pasos 6.6 mililitros de NaOH al 15 por ciento, y luego 16
mililitros de c¢loruro de metileno. La fase organica se
separd, se secd sobre Na;S0Oy anhidro, y se evaporé sobre un
evaporador giratorio hasta obtener un residuo oclecoso, el cual
se purificd mediante cromatografia en columna sobre gel de
silice (gel de silice 60, fase mévil:CHCly:CH;OH = 10:1).Esto
produce 0.54 gramos (55 por ciento) del compuesto del titulo
en la forma de una base oleosa.

0.50 gramos (1.54 milimoles) de la base oleosa
purificada, se disolvieron en 3 mililitros de acetona. La
solucién resultante se enfrié sobre hielo, y con agitacién,
se agregaron 1.8 mililitros de una solucién etanélica de

dcido bromhidrico (0.274 gramos de HBr; 3.4 milimoles). Se

by
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formé un precipitado, y a éste se le agregaron 3 mililitros
de dietil-éter. Después de agitar la mezcla de reaccidn sobre
hielo durante 2 horas, el producto cristalino formado se
filtré y se lavd con dietil-éter. Esto produce 0.64 gramos
(85 por ciento) del dibromhidrato de 1-(4-piridil)-2-(N-(2-
(3,4-diclorofenil)-etil)-N-metilamino)-etanol, punto de
fusién 191-194°C (peso molecular: 487.074; férmula:
C17H1N20C12. 2HBr) .
Espectro de 14-RMN, D0, ppm de acuerdo con DSS (Oppm): 8.81
(2H), 8.14 (2H), 7.47 (2H), 7.22 (1H), 5.54 (1H), 3.50 (4H},
3.08 (5H).

El espectro de IR (disco de KBr) se muestra en la

Figura 7.

EJEMPLO 5

Prueba de cuatro receptores sigma (BK-31l.2HBr, BK-
33.2HBr, BK-35.2HBr y BK-38.2HBr) de los Ejemplos 1 a 4;
inhibidores de la biosintesis de colesterol al nivel de la
07,8-1somerasa de esterol.

Se evalué el efecto inhibidor sobre la biosintesis
de colesterol de cuatro ligandos novedosos de receptores
sigma BK-3l.2HBr, BK-33.2HBr, BK-35.2HBr y BK-38.2HBr,
preparados de acuerdo con los Ejemplos 1 a 4. Se aplicé un
método ex vivo de marcacién metabdlica de hepatocitos humanos

inmortales. Se agregé el precursor radiomarcado de la

M



10

15

20

25

. 1S

biosintesis de colesterol de [’H]-acetato a las células con o
sin la adicién de ligandos sigma. Finalmente, se llevaron a
cabo dos experimentos independientes de marcacién metabélica
y andlisis de esterol para cada compuesto.

Materiales y Matodos

Cultivo celular y adicidén de receptores de ligandos sigma

El linea celular de hepatocitos humanos inmortales
HepG2 se dividié en matraces de 75 cm’ en la proporcién de
1:2, dos matraces para cada condicién. Las células se
cultivaron en el cultivo de DMEM (L-arginina.HCl, 0.084
gramos/litro; L-cisteina.2HC1, 0.0626 gramos/litro; L-
glutamina, 0.584 gramos/litro; glicina, 0.03 gramos/litro; L-
histidina.Hcl.Hz;0, 0.042 gramos/litro; L-isoleucina, 0.105
gramos/litro, L-leucina, 0.105 gramos/litro; L-lisina.HCl,
0.146 gramos/litro; L-metionina, 0.03 gramos/litro; L-
fenilalanina, 0.066 gramos/litro; L-serina, 0.042
gramos/litro; L-treonina, 0.095 gramos/litro; L-triptéfano,
0.016 gramos/litro; L-tirosina 2Na.2H,0, 0.10379
gramos/litro; L-valina, 0.094 gramos/litro; cloruro de
colina, 0.004 gramos/litro; acido f6lico, 0.004 gramos/litro;
mio-inositol, 0.0072 gramos/litro; niacinamida 0.004
gramos/litro; &cido D-pantoténico, 0.004 gramos/litro;
piridoxal.HCl, 0.004 gramos/litro: riboflavina, 0.0004
gramos/litro; tiamina.HCl, 0.0004 gramos/litro:; cloruro de

calcio.2H;0, 0.265 gramos/litro; nitrato férrico.9H,0, 0.0001

bl
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gramos/litro; sulfato de magnesio [anhidrido], 0.09767
gramos/litro; cloruro de potasio, 0.4 gramos/litro; cloruro
de sodio, 6.4 gramos/litro; fosfato de sodio monobasico
[anhidrido], 0.109 gramos/litro; glucosa, 4.5 gramos/litro; y
rojo de fenol, Na 0.0159 gramos/litro), con suero bovino al 5
por ciento y L-glutamina al 1 por ciento. Después de 24
horas, se agregd a las células un medio con ligandos de
receptores sigma 100 pM (BK-31.2HBr, BK-33.2HBr, BK-35.2HBr y
BK-38.2HBr). Se utilizaron como controles positivos los
inhibidores de la biosintesis de colesterol conocidos, 100
uM, ambos inhibidores de la HMG-CoA-reductasa, y fluconazol
100 pM que inhibe las enzimas de la familia P450 a la que
también pertenece la l4a-demetilasa de lanosterol (CYP51).
Las células cultivadas en un medio normal sin la adicidén de
inhibidores, sirvieron como un control negativo. El medio de
intercambié después de 24 horas. Después de 48 horas, se
agregaron 40 pCi de [°H]-acetato por 1 mililitro del medio
(400 pCi por matraz). El medio se aspird después de 24 horas,
y las células se triptinizaron con 2 mililitros de tripsina.
Las células se recolectaron en 4 mililitros del medio, se
centrifugaron, y el grénulo celular se volvié a suspender en
agua destilada (1 mililitro por matraz). Las cé&lulas se
homogeneizaron mediante congelacién-descongelacién. Se
extrajeron los esteroles del homogenato. La concentracién de

proteina se determiné en el homogenato con el reactivo Bio-
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rad de acuerdo con el protocolo recomendado del productor.

Extraccién de Esterol

El homogenato se trasfirié a frascos de vidrio con
una cubierta inerte. Se agregaron 3 mililitros de la solucién
de extraccién (75 por ciento de heptano normal:25 por ciento
de isopropanol ({(volumen/volumen)). Los frascos cerrados se
agitaron vigorosamente sobre un agitador en el cuarto oscuro

durante 2 horas. Después de la extraccién, los frascos se

centrifugaron (2000 gramos, 10 minutos), la fase organica se

transfirié a los tubos de vidrio, se secé bajo nitrbdgeno, se
lavé con 2 mililitros de heptano normal de grado de HPLC, se
centrifugé (2000 g, 5 minutos), y se transfirié a un tubo de
vidrio limpio. Hasta el andlisis, las muestras se almacenaron

en el solvente de grado de HPLC en la oscuridad y frias.

Andlisis de HPLC

(HPLC significa Cromatografia de Liquidos de Alto
Rendimiento)

Los extractos secos se disolvieron en 250
microlitros de heptano normal. Se inyectaron alicuotas de 100
microlitros en la columna de fase normal (ChromSpher Si, 150
mm x 3 mm, tamafio de particula de 5 pm) con la fase mévil del
99.5 por ciento de heptano normal:0.5 por ciento de
isopropanol, a la velocidad de flujo de 1 mililitro/minuto, y

a temperatura ambiente.
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Deteccién de estercoles

Los esteroles se detectaron mediante el detector
ultravioleta en dos longitudes de onda: a 200 nanémetros para
lanosterol/T-MAS y colesterol, y a 249 nandémetros para 4,4-
dimetil-a-colesta-8,14,24-trien-30-0l1 (FF-MAS) y ergosterol
estiandar interno. Para la determinacién del esterol después
de la marcacién metabbdlica, se utilizé un radiodetector con
la celda de flujo atravesado. La determinacién de esterol se
llevé a cabo de acuerdo con los tiempos de retencién de los
estandares: lanosterol (Steraloids), colesterol (Steraloids),
ergosterol (Sigma), 4,4-dimetil-a-colesta-8,14,24-trien-30-0l
(FF-MAS) vy [*H] FF-MAS (fuente de laboratorio A,.G.Byskov,
Rikhospitalitet, University of Copenhagen). Los resultados se
normalizaron de acuerdo con la cantidad de ergosterol
estidndar interno y la concentracién de proteinas en el
homogenato. Los resultados representan el valor promedio de
dos mediciones con la desviacidén estandar apropiada.

Resultadcs

La marcacién metabélica de 1las células mostré
excelentes resultados sobre el nivel de la cantidad reducida
de colesterol sintetizado. El colesterol tuvo un pico en el
radiodetector a aproximadamente 6.0 minutos. La Figura 3
muestra la cantidad de colesterol radiomarcado después de la
marcacién metabdlica de las células y la adicién de

diferentes inhibidores. Control negativo, medio normal - el
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medio sin la adicién de inhibidores, A - andlisis 1, B -
andalisis 2. AU - unidades arbitrarias. El pico de colesterol,
como se muestra en la Figura 3, se redujo de una manera
gsignificativa en las células con ligandos sigma agregados,
siendo el mAs pronunciado mediante el compuesto con la firma
BH-35.2HBr. En adicién a un bloqueo completo de la sintesis
de colesterol, como es evidente en 1la Figura 3, los
compuestos probados también mostraron un efecto sobre 1la
acumulacién de 1los primeros intermediarios de 1la porcién
posterior al escualeno de la biosintesis de colesterol. Se
observé una mayor cantidad de esteroles que representaban a
lanosterol o a 4,4-dimetil-a-colesta-8(9),24,-dien-30-01 (T-
MAS). La mayor influencia fue exhibida por el compuesto con a
firma BK-35.2HBr, con un incremento de 10 veces del
intermediario producido, como se muestra en la Figura 4. La
Figura 4 muestra la cantidad del intermediario radiomarcado
de esterol X que se eluyé después del colesterol (7-
deshidrocolesterol o latosterol). Las firmas son las mismas
que en la Figura 3. A - andlisis 1, B - andlisis 2.

Todos los analisis confirman que 1los derivados
novedosos de piridiletanol-(feniletil)-aminas comc ligandos
sigma de acuerdo con esta invencién, bloquean la sintesis de
colesterol, mias probablemente al nivel de la 08, 7-isomerasa
de esterol. En la presencia de los compuesto con la firma BK-

35.2HBr, se reduce la cantidad de colesterol, y aumenta la
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cantidad de los intermediarios que residen antes del paso de
la 08, 7-isomerasa de esterol.

Los inhibidores bien conocidos de 1la HMG-CoA-
reductasa (lovastatina y pravastatina) y ll4a-demetilasa de
lanosterol (fluconazol), sirvieron como controles positivos
para la precisién de estos analisis. La lovastatina vy
pravastatina bloquearon completamente la biosintesis, como se
muestra en la Figura 3. Como se esperaba, el fluconazol fue
un inhibidor més débil de 1la biosintesis de colesterol,
debido a que no es un inhibidor especifico de 1la 14a-
demetilasa de lanosterol humana. La cantidad de lanosterol o
de 4,4-dimetil-a-colesta-8(9},24,-dien-30-0l1 (T-MAS) no
aumenté por las estatinas, debido a que estos compuestos
bloquean la biosintesis al nivel de la HMG-CoA-reductasa que
reside al principio de la senda de biosintesis de colesterol,
y por lo tanto, antes del lanosterol y del T-MAS.

Conclusiones

Hemos determinado que las células cultivadas en la
presencia de los compuestos probados con las firmas BK-
31.2HBr, BK-33.2HBr, BK-35.2HBr y BK-38.2HBr, sintetizan
cantidades significativamente reducidas de colesterol. Con
base en estos resultados, concluimos que todos los compuestos
probados, es decir, los derivados novedosos de las
piridiletanol-(feniletil)-aminas de esta invencién, son los

inhibidores de la biosintesis de colesterol, mas
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probablemente al nivel de la 0O7,8-isomerasa de esterol. Se
observé la mayor reduccién de colesterol mediante el
compuesto con la firma BK-35.2HBr, es decir, dibromhidrato de
l1-{3-piridil}=-2=-(-(2~(3,4-diclorofenil)etil)-N-propilamino) -

etancl. Los resultados obtenidos en cuando menos dos
experimentos independientes son reproducibles, y muestran
que, de todos los ligandos sigma probados, el compuesto con
la firma BK-35.2HBr es el mejor inhibidor de la biosintesis
de colesterol de esta invencién, y por consiguiente, es
particularmente adecuado para el tratamiento de

hipercolesterolemia e hiperlipemia.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos de la férmula I:

@—m:«:n,r@" " I

n es un entero de 1 a 4,

en donde:

R; es un &tomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, o
un grupo alcoxilo inferior de 1 a 6 4tomos de carbono,

Rz es un &tomoc de hidrdégeno o un grupo alquilo
inferior de 1 a 6 4tomos de carbono recto o ramificado,

X es hidrégeno, f£flior, cloro, bromo, un grupo
hidroxilo, un grupo trifluorometilo, 3,4-di-Cl-2,4-di-Cl 6 un
grupo alcoxilo inferior de 1 a 6 a4tomos de carbono,

y enantidémeros, diaestereoisbémeros, o racematos de
los mismos, o las sales de adicidén de &cido fisiolégicamente
aceptables de los mismos.

2. Los compuestos de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde m es un entero 2, R; es un grupo
hidroxilo, R; es un grupo metilo, etilo, propile normal,
isopropilo, butilo normal, o isobutilo, y X es un Atomo de
hidrégeno o fenilo disustituido con 2 Atomos de cloro en las
posiciones 3 y 4 o en las posiciones 2 y {,

3. Los compuestos de acuerdo con las

reivindicaciones 1 y 2, en donde R; es un grupo hidroxilo en



10

15

25

38

la configuracién RS.

4. l-(3-piridil-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil-N-
propil—-amino) -etanol y sal de dibromhidrato del mismo.}

5. 1-(3-piridil)-2-(N-(2-feniletil)-N-
propilamino)-etanocl y una sal de dibromhidrato del mismo.

6. 1-(3-piridil)=-2-(N-(2-(3,4-diclorofenil)etil-
N-metil-amino)-etanol y una sal de dibromhidrato del mismo.

7. 1-(4-piridil)-2-(N-(2-(3,4-dicloro-fenil)-N-
metilamino)etanol y una sal de dibromhidrato del mismo.

8. Los compuestos de la férmula I de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y las sales de
adicién de é&cido fisioldgicamente aceptables de los mismos,
como los ligandos de los receptores sigma para inhibir 1la
biosintesis de colesterol en el tratamiento de
hipercolesterolemia e hiperlipemia en seres humanos.

9. Las composiciones farmacéuticas que comprenden
al compuesto de la férmula I de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, y las sales de adicién de &cido
fisioldgicamente aceptables del mismo.

10. El uso de los compuestos de la férmula I de
acuerdo con cualquiera de las reivindicacicones 1 a 7, y las
sales de adicién de éacido fisilolégicamente aceptables de los
mismos, como los ligandos de receptores sigma para inhibir la
biosintesis de colesterol, para la preparacién de las

composiciones farmacéuticas para el tratamiento de

Yo
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hipercolesterolemia e hiperliipemia en seres humanos.

11. E1 proceso para la preparacién de 1los
compuestos de la férmula I de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, cuyo proceso comprende:

a) alquilar las aminas secundarias de la fédrmula
VI:

NHR;CH;CH.Z VI
en donde:

R; es como se define anteriormente en la férmula I,

&

en donde X es como se define anteriormente, en la

Yy Z es un grupo:

férmula I,

con piridiloxirano de la férmula VII:

N
:G; o VII

y s8i se desea, los compuestos obtenidos de 1la
f6rmula I se convierten en la sal, o
b) alquilar las aminas primarias de la férmula
VIII:
R;NH; VIII

en donde R; es como se define anteriormente, en la

4%
y
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con piridiloxiranc de la férmula VII:

férmula I,

O

hasta los compuestos intermediarios de la férmula

IX:
N
@—?HCH;NHR; IX
OH
en donde R; es como se define anteriormente, en la
férmula I,

y condensar con los derivados del 4&cido fenil-
acético de la férmula X:
HOOCCH2Z
en donde Z es como se define anteriormente,

hasta los compuestos intermediarios de la férmula

N e @
@—?H—cmn—ccmz -
OH

y reducirlos -hasta los compuestos del titulo de la

XI:

férmula I, y si se desea, convertirlos en la sal.
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for the purpouspgf: D States ® 5: UmﬁSumior Ame;';lcn ol Ameriea anly the &apﬁum:?all B:

Name and address: (Fenify mme follawed by ghven noe: for u gl ol fill officiol deslonotin,
Thhé weidnexs awurt inciude pavial cude awel nanwé of comry, m:m:ﬂnrm T e i
Bovlxivacpplieant s Scite fhat i, conntry) afrevidence [fim St afnaridinea by insdicsise helonr)

This person is:
D applicant anly
D applicant and inventor

D inventor or:g {if thix check-hox
Ix marked, do not fill in belovw.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (rthar is. conmiy) of nationality:

Siate f1hat Is, country) of residence;

This person s applicant

{or the purposes of: the United Sues of Amesica

Il designaied Il desipnousd
Oas= [Jitmnsves [

the Uninked Sunes the Sunes indicated in
of America only the Suppiemenial Box

D Further applicams and/or (further) inventors are indicated on another ennlinuation

sheet.

Form PCT/RO/10} (continuation sheet) (March 2001 reprint January 2003)

Sec Noies 1o the reyrev form
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Sheet No. .. .3...

Box No.V DESIGNATION OF STATES Mark; the applicable chack-baxes balow; at lect one mtst ba marked.

The following designations are hereby made under Rule 4.9(a):
Regional Patent

B AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malewi, MZ Mozambique, SD Sudan,
SL Sierru Leone, SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZM Zambis, ZW Zimbabwe, and any other
State which is a Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT (if osher kind of protection or treniment desired,
mpeclfvondonedling) .. ... .. ... ittt iiiaateeiseeeteaeananttectn e et aaean

@ EA Eurasian Patent: AM Annenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzsian, KZ Kazakhsien, MD Republic of Mokiova,
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TH Turkmenistan, and any other State which is a Contrecting State of the Eurasian
Patent Convention and of the PCT

(8 EP EuropeanPateat: AT Austris, BE Belgium, BG Bulgarie, CH & L1 Switzerland and Liechtensiein, CY Cyprus, CZ Czech
Republic, DE Germany, DK Denmark, EE Estonia, ES Spain, F1 Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece,
1E Ireland, IT Itly, LU Luxembourg. MC Monaco, NL Netherlands, FT Portugal, SE Sweden, SI Slovenin, SK Slovakia,
TR Turkey, and any other State which is & Contracting State of the European Patent Convention and of the PCT

B OA OAPI Patent; BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Centrul African Republic, CG Cango, Cl CMe d°Lvoire, CM Cameroon,
GA Gebon. GN Guines, GQ Equatorial Guines, GW Guincs-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal,
TD Chad, TG Togo, and any other State which is 8 member State of OAPI and a Contracting State of the PCT (iforher kind

of prolection o ireatment dexired, specifrondoued line) . . . . ... ... e e a i erer e et aa s
Natlonsl Patent (if other kind of profection or ireatment dexired, speclfy on dotted line):
[ AE United Amb Eminstes . ... ....... ® GM Gambis B NZ New Zealand ................
W AG Antigua and Bubuds B MR Croatis .......voeneennnnnnn, ® OMOmen
B AL Alania..........ceeeeeennnn. W HU Hongary ... (R PH Philippines ..................
B AMAmenie................co .l B 1D Indonesia BPL Poland...........ceeuan.
B AT AuSIa. . ...oevveiaeeinnnnnns WAL dsmel.....oovieeeienieinenes M PT Portugal ...........ce......
B AU Avsiralin .. ... IN Indig.........covvvnennnnnns B RO Romanis
W AZ Azerbmijan................... O IS Iceland B RU Russian Federation . ... .......
B BA Bosnis and Herzegovina ... ........ B JP Jepan... ... i,
@ BB Barbados WKEKays........cocoevnvenennns @ SC Seychelles
BG Bulgarif.......cvenerreeresss W KGKygymstan.......c.vveenn... B sp Sudan
B BR Brazil.........ccvvueenennnn. @ KP Democratic People's Republic (Bl SE Sweden
KBy Belarus.......c.coevenvnnnnn.. of KOMA ... ..evvvrennnnnn. M sG Singapore
RBZBelize........coenvvennnnnn. O KR Republic of Korea............. SK Slovalie . ...ooovunnenennnns
B CA Caneda B KZ Kazakhstan . ................. [ SL SiermLleone.................
M CH & L) Switzerland and Liechtensiein B LC Saint Lucia B TJ Tejikisan...................
BWCNChina......coevvvieenn, {8 LK Sri Lanks B ™ Tukmenisan................
M cO Colombia B LR Liberia & TN Tunisia
B CR CostaRica..........covurnnn. B8 LS Lesotho.......cocvnnnnnnne.. TR Tukey....ooovvvvvvnnnnnnn.
WCUuCuR....oovevvieeeeriannnnn, (@ LT Lithuania ¥ TT Trinidad sod Tobago .. ........
X Cz Czech Republic............... I LU LixembBourE ~ aeeeaeeirenieneaiaranaenes
DE Geemany............oan. ol LV Lavia B TZ United Republic of Tanzania
O DK Denmark ...........c.cee.eu.. W MAMorocca.. ... W UA Ukmine .........ooeeaalns
K pm Dominica I MD Republic of Moidova . ........ ® vc Uganda ....................
I AN X US United States of America . . ... ..
B EC Eawsdor..................... e
B EE Estonia............ooiell. B MK The former Yugoslav Republicof B UZ Uzbekiswn.................
BEs Spain ... Macedonid ................... W vC Saimt Vincent and the Grenndines
WE Finland.........oevvnnnnnnn. W MN Mongolia WVvNVierNam..........o.el s
® GB Uniwd Kingdom EMwMalawi . ................. B YU Yugoslevia .................
W GD Grenada B MXMexico. .......oveiinnnn. B ZA South Afica................
D GE Georgin .. .......covuvennn. .. B MZ Mozambique .................. & zM Zambia
RIGHGhana..................... @ NO Narway B 2w Zimbabwe .. ........oenl s
Check-boxes below reserved for designating Swutes which have become party ta the PCT sfter issuance of this sheet:
| [ O, 0
[ | I

Precautionary Designation Statement: In sddition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all
other designations which would be permitied under the PCT cxcept any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being
excluded from the scope of this staiement. The applicani deciares that those additional designations are subject 1o confirmation and that
any designation which is not confirmed before the expiration of 1 5 months from the privrily date is to be regarded as withdrawn by the
applicantat the expiration of that time limit. (Confirmation finchxfing feex) micst reach the receiving Office within the 1 5-month time limit.}

Form PCT/RQ/101 (second sheet) (January 2003) See Notes io the regquest form



SheetNo, .. &...

BoxNo.Vl PRIORITY CLAIM

The priarity of the following earlier application{s) is hereby claimed:

Filing date r Nllmherh Where carlier application is:
of carlier application of carlicr application nalicnal application: i icati ; i
I ;  regional application:* | international application:
(Gepimanthiiear) country of Member ™ regional Office receiving Office
item (l]’ .
17 July 2002 P-200200177 Siovenia
(17.07.2002)
item (2)
28 November 2002 | P-200200287 Slovenia
{28.11.2002)
item (3) ‘
item (4)
item (5)

[[] Further priarity claims are indicated in the Svppiemental Box.

The receiving Office is requested to prepare and transmit 1o the Intemnational Burezs a cenified copy of the earlier application(s) fonky
if the eariler applicotion was filed with the Qffice which for the purpuxes of thix inrervstional application s the receiving Office) identified
above as: .

O stiems [ temy [ ieme [ iemzy [ im0 semed [0 30mm ) g

* Wihere the earlier application is an ARIPO qﬂlm’m indicate o least one cowmir. porty to the Poris Convention for the Proteciion of
Inddusrrial Property or one Meinber of the World Trade Organization for which tha: cafier applicarion was filed (Ride 4. 100b)): . . . .

........................................................................................................

Box No. V1l INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Cholce of International Scarching Authority {1SA) fff mn or inure Internuiinnal Soorching Awhorlties are competeni 1o coryy out the
imternational seareh, Indicale the Aurhority chasen; the rw-lener cenle may be weed),

Request ta use results of earller search; reference to that search (I an eardier . arch has been carvied out by or reguesied from the
Imternational Searching Awhorir):

Date fdawinonthiear) Number Courtry for reginnal Office)

Box Na. VIl DECLARATIONS

The following deciarations are contained in Boxes Nos. VIIL (i) to (v) fimark the coplicable Number of
check-barex heiow and imdicate in the right coliwnn the munber of cach nipe of declor siion): declarations
7] BoxNo. villi) Declaralion as lo the idenlity of the inventor
D Box Na. Vi1l (ii) Declaration us lu the applicant’s catillement. as a1 the international filing
date. to apply for and be granted a patent
D Box No. VI (iii) Declaraticn a5 to the applicant’s emitlemend. as al the internationa! filing
date. to claim the priority of the earlicr application
D Box No. VLI (iv) Declaration of inventarship {only for the purposes of the designation of the
United Siaies of America)
D Bax No. V1l (v) Declaration as Lo nan-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novehy

Form PCT/RO/101 (third sheet) (July 2002; reprint January 2001) Sew Nutex 10 the vegurext form

%
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Box Ne.lX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This inlernational applicalion comtaling: This igl;:l}_uxl application is accompapled :ydh following Nt?mbu
[ f llowi flem(s applicable chack-bares below ond indioate in of ilems
@ s'lln:spfr orm, the bllowing number of right column the monber of each liem);
roquest (inchudi 1. B fee cakulation sheet
declamlion sheels) : 5 | 2.0 original separate power of attarmey
d"ﬁ:ﬂ?ﬂ ;l'i::;:“d' r 3.0 ariginal geneml power of atiorney
1ables related theretn) : 28 | 4.[J copy of genersl power of atlomey: reference number,
claimms . 5 Ny ... i et e e e
abstract . 4 | 50O statement explaining lack of signature :
: . 6. B priority document(s) identified in Box No. VI as
:""""" — 10 Fienu(s}- onciaRd domimanta. with Ferdied Fnghsh ansiation
ub-1otal number of ’: 47 | 7.0 uansistion of iniernational application into
sequence listings - D i eiissatssresmaciaEEsrriesmEatedncnarnn
lables related thereto : 8. O separate indicalions conceming deposited microasganism
(for M}l’ﬁrm :mmbm‘ or other biological material
theets if filed in paper form, 9. ] sequence Jistings in computer readable form
mmﬂm:ﬂm mdiunu npe a':d mmhgru of carriers)
see {c) helowy - iy O copy submitted for the purposes of international search under
Rule 137eronly (and not as part of the international application) :
Total number of sheets : 47 i O m@,“.h’l'ch:d_-m(b D) ar (&) i"i.mf.“g'm;‘“) e
. itional copies i , where applicable, or 1
Ll ?&I::n“sa';'::)}ei;)u“'bu form purposes o?"i.rll,lemnlionnlnlleu:h under Rule 13ter i :
(i) [ sequence listings tili) [J rogether with relevant statcment as to the ilentity of the copy or
iy O ul?les relat ed::mw copies with the sequence listings mentioned in left column :
. 10. tables in computer readable farm related 1o sequence listi
R R NN
: - (i} 3 copy submiited for the purposes of international search under
(i) £ sequence listings Scetion 802 b-guarer) tnly (and not as part of the intemational
{ii) O 1ables relmed therelo epplication) :
‘Type and number of carrlers (disketie, tii} [ fonly \here check-hax (h)(il) or fc)(ii) is marked in lefi column)
CIIROM. CD-R or uther) an which are additional copies including, whe“nngpliuh_le. Ille’qcipy for the
contined the purpases of international search under Section 802(b-grvater)
[J sequencelistings:................ (il [ together with relevant statement as to the identity of the copy or
[1 ables related thereto: .. .......... copies with the tables mentioned in left eolumn :
fadditionel copies i he Indicared under 11. [ otherfapecifi: «..oonvniiiniiiiiiiiiiaieinmacnns bR
dtem i) andlor 101}, in right columm)
Figure of the drawings which Language of fHing of the Enalish
shuuld acconipany the abstract: international application: ng

Hoa No. X  SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Xext o euch signatine, indionde the mome of the porvon sigring d e ogpucity i whaeh tie pesson signe (if sech eupociie i st sincias fram reading e regue).

Alenka KoSak Bred Rggman Damjan
Palsnt and Trademark Attomey le%”\ e%’?\ é’h—.b
LEK Pharmaceuticals d.d. Fon Tacer Klementina Kocjan Dark

i/%/ Ve e o T 'L‘_S_ LG"*G—-QD""/S{

For reeeiving Office use only

1 Uaie of aclual receipt of the purporied 2. Drawings:
inicrnational spplication:

A. Currecied date of actual receipl due o Iater bui i
tlimely received papers or dmwings compleling
the purporied internalional application:

4. Daie of timely receipt of the required [ ok received:
correclions undey PCT Article 11(2): !

5. Iniemational Sesrching Authorit 6. Transmiltal of search copy delayed
(if o or mare are mc%\puenu: Y ISA/ D until search (ee is paid opy dedye

For Intemational Bureau use only

Darc of receipt of the recard copy
by the Jmernations) Bureau:

Form PCT/RO/ 01 (last sheet) {January 2003) Sce Noves 10 the request forn



(12) SOLICTTUD INTERNACIONAL I’UBLICAD-A DE ACUERDO CON EL TRATADO DE COOPERACION
EN MATERIA DE PATENTES (TCP)

OMPI

(19) Organbmaciin Muadial de In Propledad Intelectual
Oficina Internacional (10) Némero dela Poblicacién Internacional:

(43) Fecha de la Publieacion Internacional: TCP WO 2004007456 Al
22 de enero de 2004 (22.01.2004)

(31) Clasificacion de Patente Internacional”™ CO7D 213730, ) Apeate LEK PHARMACEUTICALS D.D: Almks
ASIK 3144, AS1P 3/06 Kosak, Abogadn en Puienles y Maress, Departamento de

Propiedad Intelectal, Verovzkova 57, 1526 Ljubljzna (SI).
(21) Ndmero de Solicitud Internacional: (81)  Estndos (Puises) Designados (nacionales):
PCT/S2003/000021 AE, AG, AL, AM, AT. AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ,
CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE,
{12) Fecha de Presentacida Internacional: ES, F1, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, IP, KE,
9 de julio de 2003 (09.072003) KQ, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO,
(25)  ldiomn de Preseatecion: Ingls RU, SC, SD, SE, 5G, SK, 5L, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.
(26) Idioma de Publicacién: Inglés
(84) Estados (Puises) Desipnados (neglonaies):

{30) Informacidn de Prioridad: Patenie ARTPO (GH, GM, KE, LS, MW, M2, SD, SL, 2, TZ,
P<200200177 17 de julio de 2002 (17.07.2002) Sl UG, ZM, ZW), Patente Eurmsidtica (AM, AZ, BY, KQG, KZ,
P-2002200287 28 de noviembre de 2002 (28.11.2002) SI MD, RU, TJ, TM), Paicnitc Europea (AT, BE, BG, CH, CY,

. CZ, DE, DK, EE, ES, A, FR, GB, GR, HU, [E, IT, LU, MC,

(71) Salicitante (para dos Jos Esindos (paises) designados excepto NL, PT, RO, SE, S1, SK, TR). Pxtenic OAP1 (BF, RJ, CF, CG,
US): LEX PHARMACEUTICALS D.D. [SUSI]; Verovakova 57, CI CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TQ).

1526 Ljubljmna (SI).
Publicada;

(72) Inventores; ¥ - con reporie de bilsqueda infernocional,

(7S) Inventores/Solicitantes (pera US solamenick RODE, Breda | puny oy cddigor de dos letrar y otros abrevioiras, refidraw a las
AT, St 1201, Ko (8. ROZUAN, | “Notn d i sl e it s

ama ; Pot v j 16, 1 jubljmna (; al ipio de coda publi de la Gacess del TCP.
TACER, Klementina [SUSI]; Vrazov tig 2, 1000 Ljubljana (SI).
KOCJAN, Darks [SVSI]; Maraliova 3, 1000 Ljublizna (ST).
(54) Titulo: DERIVADOS NOVEDOSOS DE PIRIDILETANOL(FENILETIL)AMINAS COMO

INHIBIDORES DE LA BIOSINTESIS DE COLESTEROL, PROCESOS PARA SU PREPARACION, Y
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE LOS CONTIENEN.

@ﬂ:‘cm@" "

Se describen Jos derivados novedosos de piridil-etanol-( fieniletil)-amines de 1s rmula [, en donde o &8 un entero de | 4, R s un domo de
hidrigeno, un grupo hidroudlo, 0 un grupo aleoxdlo infierior de 1 1 6 diomos de carbono, R; es un domo de hidrogeno o un grupo alquilo
inflerior de 1 & & dtomos de carbono recio o rmificada, X s hidrdgeno, fldor, cloro, bromo, un grupo hidrxilo, un grupo trifiuorometilo,
34-4i-C1-2,4-di-Cl 4 un grupo aleaxilo Inferior de ! n 6 dtomos de carbono, los enantidmercs, discstercoistmeros, o racematos de los
mizmos, o Ins sales de adicidn de Acido fisiolégicamente aceptables de Jos mismos, que son los ligandos de los receptores sigma par inhibir
In bicsintesis de colesterol, y por lo tanto, son apwopindos para o trtamienio de hipercolesterolemin a hiperlipemia en seres humanos. Se
ohservd ls mayor disminucidn de colesterol mediante el 1-(3-piridil)2-(N-{2-(3,4-diclorafenil)etil-N-propitamino)-etanol en la forma de 1a sal

{57) Resumen:

de dibromhidrxto {firma BK-35.2HBr).

WO 2004/007456 Al

A
b\
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(12) INTERNATIONAL: APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellecinal Properly
Organization
International Bureau

(43) International Pubiication Date

6L

(10) International Puhlication Namber

22 January 2004 (22.01.2004) PCT WO 2004/007456 Al
(51) Internations] Patent Classliention”: CO7D 213/30, (74) Agent: LEK PHARMACEUTICALS D.D.; Alenka
AGIK 31/44, AGIP 306 Kosak. Putent and Trademark Atomncy. Intellectual Prop-
ety Depurtment, Verovskova 57, 1526 Ljabljana (ST).
(21) International Application Number:
PCT/SI2003/000021  (81) Deignated Stutes (nasional): AE, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA. CH, CN, CO,CR, CU,
(22) Iniernallonal Flllng Date: 9 July 2003 (09.07.2003) CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, ES, F1, GB, GD, GE, GH,
GM, HR. HU, ID. IL, IN, IS, JP, KE. KG, KF, KR, KZ, 1.C,
(25) Flllng Language: Enalish LK, LR, LS. I, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
- - MX. MZ, NO, NZ, OM, PH. PL, PT, RO, RU, SC, SD. SE.
(26) Publication Language: English SG, SK, SL., TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US. UZ,

(30) Priority Dats:
P-200200177
P-2002007287

17 July 2002 (17.07.2002) SI
28 November 2002 (28.11.2002)  SI

(71) Applicent (for all designated Statas except US): LEK
PHARMACEUTICALS D.D. [SU/SI}; Verovskova 57,
1526 Ljubljana (SI).

(72) Inventors; and

(75) Inventora/Applicants (for US only): RODE, Breda
[SU/ST});: Groharjeva 12, 1241 Kamnik (SI. ROZMAN,
Damjena [SI/S1}; Pot v Cezelj 16, 1231 Ljubljana (SI).
FON TACER, Klementina [SI/SI); Vrazov trg 2, 1000
Ljubljana (SI). KOCJAN, Darko [SI/SI); Maroliova 3,
1000 Ljubljana (SI).

VC, VN, YU. ZA, ZM, ZW.

(84) Deslgnated States (regional): ARIPO paient (GH, GM.
KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
Buresian patent (AM, AZ, BY, KG. KZ, MD, RU, TJ, TM),
European patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FI, FR, GB, GR, HU. [E. IT., LU. MC, NL, PT. RO.
SE, SI, SK, TR), OAPI patent (BF, BJ, CF, CG, CI. CM.
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
= with imernational search report

For iwo-lenter codes and othar abbreviations. refar to the "Guld-
ance Noies on Codes and Abbreviations” appearing al the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazette.

($4) Title: NOVEL DERIVATIVES OF PYRIDYLETHANOL (PHENYLETHYL) AMINES AS INHIBITORS OF CHOLES-
TEROL BIOSYNTHESIS, PROCESSES FOR THEIR PREFARATION, AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

CONTAINING THEM

G
O e
Ry R

2

(57) Abstrect: The nove] derivatives of
pyridylethano]l  (phenylethyl) amines of
formula 1 are described wherein n is an inicger
1 from 1 10 4, R, is & hydrogen atom, hydroxyl
group or lower C,_g alkoxy group R; is a hydro-
gen atom or a straight ar branched lower Ci ¢
alkyl group X, is hydrogen, fluorine, chlorine,

g bromine, hydroxy] group, triflucromethyl group, 3,4-di-CI,2A-di-CI or lower C,.4 alkoxy group. the enantiomers, diastereoisomers

or racemates thereof or the physiologically acceplable acid addition salts thereol which are ligands of sipma receptors for inhibiting
o cholesterol biosynthesis and are thus appropriatc for the treatment of hypercholesterolemis and hyperlipemia in humans. The
greatest lowering of cholesterol was observed by 1-(d-pyridyl)-2-(N-(2-(3 4-dicholorophenyl )cthy]l-N-propylamino)ethanol in the

form of dihydrobromide salt (signature BK-35. 2HBr).
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
To:
' NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 65
Trtellectus] Property bpt. THE INTERNATIONAL SEAFCH REPORT
Attn. Kosak, Alenka
Verovskova 57
1526 Ljubljana (PCT Rule 44.1)
SLOVENIA
Dats of maling
(daymonthyear)  22/10/2003
Appicant's or agent's fie referenca
LI-WO-1-2003 FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below
inemational application No. P International flling dats
PCT/ST 03/ 00021 (daymaonthiysar)  09/07/2003
Appicant

LEK PHARMACEUTICALS D.D.

1. m The applicant is hereby netifled that the inemational Ssarch Report has baen estabiished and Is transmiited herewith.

Fliing of amendments and statament under Article 18:
The applicant s eniitiad, if he 50 wishas, © amend the ciaims of the Intemational Appiication (see Pule 48):

When? The time Gmit for such amendments |s "T&anm%mﬁq the
Intsmational Search Report; howaver, for more 8, 998 the notes on tha accom| shest

Whene? Diractly io the  intemational Bursau of WIPO
34, chemin des Colombeties
1211 Geneva 20, Switzeriand
Fescimile No.: (41-22) 740.14.35

For more detaliad instructions, sss the notes on the accompanying eheet.

2. The appticart Is hersby notified that no Intamationat Search Report will be ssmblished and that the deciasetion under
Article 17(2)(a) to that effect Is trenamitied herowith,

3. D With regard to the protsst ageinst payment of {an) additional fes(s) under Fule 40.2, the applicant ls notified that:

D tha protest fogether with the decision thareon haa been transmitind 1 the International Bureau iogether with the
gpplicant’s requast 1o forward tha texts of both the protest and the dacision thareon 1o the designated Offices.

D no deciaion has been macde yet on the protest; the applicant wil be nolffiad as soon as & dacialon s made.

4. Further action{s): The appiicant Is reminded of the foBowing:

Shortly after 18 months from the priority dats, the international appiication will be publshed by the Intemational Buveau.
If the applicant wishes © gvoid or posipone publication, a notice of withdrawal of the intamnational application, or of the
priority claim, must raach the Intemational Bureau as providad In Rules 60bis.1 and 80bis.3, respactively, before the
compietion of the ®echnical preparations for international publication.

Within 19 monthe from the priority das, a demand for intemational preliminary examination must be fled if the applicant
wishas to postpone the enfry Into the national phase unill 30 months from the priority dats {In some Offices aven iater).

Within 20 months from the pricrity date, the applicant must perform the prescribed acts for antry Into the national phase
before all designated Offices which have not besn alactad In the demand or in & laer siection within 18 months from the
priority date or could not be siscied becauss they are not bound by Chaptsr i1

Name and mailing ackireas of the Intemational Baarching Authorlly | Authorized officer

Europsain Patant Office, P.B. 5818 Paientiaan 2
NL-2280 HV Rijowik Panayota Georgakopoul u
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni,
Fax: (+31-70) 340-3016

Form PCT8A/220 (July 1898)



NOTES TO FORM PCTNSA/220 b&,
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Thess Notes are intendad io give the baals insinmrtions eoncaming the fiing of anendmenis under articls 19. The b\-\
Notea are baned on the requirements of the Paieni Cooperation Trealy, the Regulslions and the Adminkirstive insbustions
under that Trealy. In cass of dsorepancy beiwaen thess Notes and thoss requirements, the latier are sppliosble. For more

detalled niormation, ses also the PCT Guids, a publioation of WIiPO.

in theas Noies, “Article”, "Ruls”, and “Sealion" reier io the provisions of the PCT, tha PCT Regulatiors and the PCT
Adminisirsiive Instructions respectively.

fNSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appiicant has, afler having received the inlemalional search report, one opporiunily to amend the daims of the
inlsrnational applicalion. & should however bs emphasized that, sinos all parts of the inlemalional {olaima,
desofiplion and drawings) may be emended during the inlemational preliminary examinastion , there b usually
mn.dbﬂ.nnnﬁnﬂdlhodmunﬁrMhth-—ﬁM.g hnﬂhﬂ-ﬂhlﬁrbhnﬂhﬁ
for the purposss of provisional proteglion or has anather reason for amending the alaims before intemalionsl phuliostion.
Furtharmore, R should be esmphasized that provisional protection is syalable in soms Blates only.

What parts of the inlemnational appiicstion may be amended?
Undar Articls 15, only the claima may bs amendad,

During the intemational phas, the daims may slet be amended (or further smended) under Article 34 before

the intemational Prefiminary Examining Authorty. The deseription and drewings be amendsd undar
. Arﬂi-uhhuhlr;mwﬂnniﬁ:ﬂr'm ey orly

Upon eniry info the national phass, all parts of the intemational spplication may be amended under Artinle 28
or, whare spplicsble, Artidle 41,

Whan? Within 2 months from the dais of tranamiial of the intemational searsh reporn or 16 months from the priority
duin, whishever ime imit axpires isler. R should be noted, howevar, that the amendmenie will be considered
s having bean recaived on time if they are recsived by the Intsmational Biresu after the sxpiration of the
qibm,ﬂmhlhnhhuhnnphﬁmdhmmhmm

Whaee not to file the ssendmenis?

The amandmenis may only be fiad with the international Bureau end not with the ressiving Offioe or e
International Bsarching Authority (Rule 48.2).

Where a demand for intemational preliminary sxaminalion has been/s lied, ses below.

How? Elthar by canceliing one or more eniirs elaima, by adkiing one or more new claims or by amending the et of
one oar more of the claime as Nled.

A repiacement sheet must be submitisd lor sach shest of the alaime which, on sooount of an amendment or
. amardimanis, differs from tha sheet originally flad,

All the olsims sppasring on a repiscement shest must be numbered in Arsblo numerals. Where a alaim s
canaslled, no renumbering of the other olaims s required. in all casss where olzime are renumbered, they must
be rerumbsred conssoutively (Administrative insinstions, Seotion 203(b)).

The smencnents must be made in the language in which the intermational application Is 10 be published.

Wint doournants must/may asoompary the amendments?
Latter (Dection 208(b)):
The smancdrmants muast be subwmitted with a letter.

The letisr will not be published with the inlsmational appllostion and tha emendad daima, it should not be
conhused with the “Statement under Artisle 18({1)" (ses beiow, under "Statemant undar Article 18{1)").

The latter seust be in English or French, at the choloe of the oant. Howaver, ¥ the language of the
mmn!nlﬂn.hhurmnn s i the lengusge of the international
is French, the isiter must be In French.

Notes to Form POTABA/220 (st sheet) (January 1984)

BDOCID: <XEBA00NOENPY_| >
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued) k@’
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(2

must incicals the differences betwean the olsims as fled and the olaims as amended. & must, in
indicate, in conneclion with sach claim appearing in the intermalional appliostion (i being undersiood
idention) incloslions conoeming ssveral claims may be grouped),whether

the olaim ks unchanged,

the olaim is cancelled;

the oclaim s new;

the olaim repisoes one or more claime as fled;

the olaim s the result of the division of a claim = fled.

33339

mm.ﬂnﬂ.umhmh-ﬂmmmnmhwmh

[Where y thers ware 48 olaima and after emendmernt of some olaims there are 51):
"Claims 1 io 28, 31, 32, 34, 35, ﬂbﬂuphndbymﬂnﬂmhduhmmmhﬂ.
olaims 30, ﬂmSMMdﬁnﬂbiilﬁd

[Whaem originally there were 15 claims and fier amendment of all elaime there are 11}
*Claims 1 o 15 replaced by amended claims 1 1o 11."

[Whare criginally thare were 14 olaima and the amendments corsist in canosling some claims snd In adding

new claims):
"Clsims 1 1o & and 14 unchanged; olaima 7 to 13 cancelisd; new olaims 13, 16 and 17 added." or
"Claims 7 to 13 cancalind; new claima 15, 18 and 17 ackisd; all other olsims unchanged.”

[Whare various kinds of smendmants are made):
"Claims 1-10 ; olaims 11 10 13, 18 end 19 cancalled; slaims 14, 15 and 18 replacsed by smendad
olaim 14; olaim 17 inio amanded claime 15, 18 and 17; new alaims £0 and 21 addled.”

"Distament under erticle 15(1)" (Ruls 85.4)

The smendments may be accompanied by a staiament sxplaining the amendmenis and indosling any impast
M%Wnﬂihﬂmhhﬂhmﬂh&“”ﬁ“hmm

The stslsment will be published with the intemalional appliostion and the amended olaima.
& muzat be in the language in which the international appplicalion s io be published.
R mumt ba brisl, not exoeeding 500 words if in Englinh or ¥ transisied into English,

R should not be confumed with and doss not replace the letter Indicsting the diferences betwesn the caims
an fiad aned an smended. it st be Ged on & separaie shest and must be identified as such by a heading,
profersbly by using the words "Bistement under Artiole 18(1)."

R may

nol contaln any disparaging commenis on the (niernational ssarch report or the relsvance of oltatiors

coisined in that report. Relerence o cltstions, relevant io a given daim, conltsinad in the intemational search
report may be made only in sormaction with an amendment of that olsim.

. Conssquence I a demand for intersalional prefkninary sxaminstion has siready bean flad

IV, &t the time of 1ing any amendments under Artiala 18, a demand for inlemational preliminary examination

has sive

ady been submitied, the applisant must prefersbly, lhmhdiﬂhmﬂuﬁﬂhh

intermational Bursau, aiso fils a copy of such amendmarnis with the intemational Preiminary
Authorkty (ses Pule 82 8(x), il sentence).

Conssguence with regard to transistion of the intarnational appiication for eniry into the national phase

The applicants siteniion le draswm (o tha fact thet, whem upon enlry inio the national phase, a trarslstion of the
ddm..nuﬂdurﬂihﬁbﬂm.yhﬂhhhl“bh designated/sisaied Ofiows, Instaad of, or
in addilion to, the translstion of the clsims as filed.

For fusther detalls on the requiremanis of sach designaiad/eiscied Offios, see Vohums |l of the PCT Applicant's

S00CID: <XEISARONCENDA_I_»

Natws to Farm PCTASA/220 (second sheet) (Jaruary 1854)




PATENT COOPERATION TREATY
PCT %b

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

s O PRI v v s o
LI-W0-1-2003 ACTION

Intsmational application Na. Intemational fiing date (day/month/sar) {Earilent) Priority Date (dzy/month/Amar)
PCT/SI 03/ 00021 09/07/2003 17/07/2002

Applicant

LEK PHARMACEUTICALS D.D.

This Intemnationad Bearch Report has been prapared by this international Searching Authortty and Is tranemitted to the applicant
according to Article 18. A copy le being transmitted t the International Bureau,

This Intemational Search Report consiste of a ol of 05 sheets.
Itis aleoc accompanied by a copy of each prior art document clied in this repart.

1. Basls of the report
a With regard io the language, the Intamnational search waa carried out on the baals of the inemaiional epplication In the
language in which k was flied, uniess otherwise Indcawed undar this item.
D the Iniamational esarch was carvied out on the baats of a transiation of the intsrnational epplication fumished to this
Authority (Rule 23.1(b)).

b. With regard to any nutlestide and/or amino scid sequence diaciosed In the intemational appication, the Itemational search
was carriad out on the basis of the sequence listing :

contained in the Intamational application In written form.

fled together with the intemational application in computer readabie form.
furnishad subsaguently to this Authosity in written form.

fumished subsaquently to this Authority In computer readble form.

the staiemant that the subsequantly fumished writtan sequence listing doas net go beyond the disciosurs In the
imemational application as fiad has bean furnished.

mmml that the iformation recorded in computer readable form 1s idantical to the written sequencs listing has been

Cortain claims were found unssarchable (Bee Box I).
Unity of invention s lscking (sae Box II).

0= 0O OOOodd

4. With regard 1o the Hitle,
[X] the textis approved as submitind by the epplicant.
[[] e taxt nas been estmbiished by this Authortty 1 read as folows:

5. With regard o the abatract,
the taxt ls approved as submitied by the applicant.

D the wxt has been estabiishad, acconding to Rule 38.2(b), by thia Authority ae it appears In Box Wil. The applicant may,
within one manth from the dats of malling of this intemational search report, submit comments 1 this Authority.

8. The figure of the drawings to be published with the ahstract s Figure No. —_—
[] eseugpesied by the appicant [X] Noneetthe ngurea.
D because the applicant falled to suggest a figure.
[] because this figure betier charectarizes the nvention.

Form PCT/ISA210 (firat sheat) (July 1988)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT internations! Application No

PCT/SI 03/00021

b T Ce07D213/30  ABIK31/44  AG1P3/06

According % Intemationsl Patand Ciasaification (IPC) or 10 both national ciasaification and IPC

Minimum decumaniation searched {classification sysiem followsd by classificallon symbois)

IPC 7 CO7D

Documentation saarched other than minimum documentation to the sxient that suth documants ams Incirdad n 1ha fiakis ssarchad

Elecironic dain base conmtited during the international saarch (name of data base and, whemn practical, sasrch tenme usad)
EPO-Internal, WPI Data, BEILSTEIN Data, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONBIDERED TO BE RELEVANT

Caisgory * | Ciiation of documant, with indiesiion, where appropriaie, of the relavan pasaagss Relevant lo caim No.

A MOEBIUS F F ET AL: "The mysteries of 1-11
sigma receptors: new family members reveal
a role 1n cholesterol synthesis"

TRENDS IN PHARMACOLOGICAL SCIENCES,
ELSEVIER TRENDS JOURNAL, CAMBRIDGE, GB,
vol. 18, no. 3, 1 March 1997 (1997-03-01),
pages 67-70, XP004058390

ISSN: 0165-6147

cited in the appiication

page 67 -page 67

A EP 0 254 856 A (HOFFMANN LA ROCHE) 1-11
3 February 1988 (1988-02-03)
cited in the application
claims 1,7; examples

_/__
m Further documents are fisted in the continuation of bax C. E Patani famlly members are hsisd In annex.
e e T i ot e s the et e
AT mmﬂnﬁ:lmmwh art which ls not cliad to Underaiand the principle or thaory underlying the
'E" eariar documant bul pubfishad on or after the nkamational "X document of parficular nievance; the cleimed Invantion
fiing dule cannot be conakiered novel or cammat ba considerad 1o
o mwumm uﬂ;l:(;)'; invoiva an invantive stap when tha document s imken alons
citnilon or other apecisl reason (as speciisd) v mﬂm"m“h'-’ fr-eeinn :.nmm m.h
‘0" cocument referving 0 an ol disclosurs, use, exhibition or docurnant ls combined with one or more cther such doou—
othar means mema, sich combination being cbvioun to & person sklied
" cdogumant published prior o the intermationa) fling cte but in the .
iater than the priovity dete ciaimecd ‘2" docuameni mambar of the same paiant family
Date of the actim) compiation of tha indemnalional saarch Dais of maling of the Inemationsl search report
14 October 2003 22/10/2003
Nama and maling addrass of the ISA Authorized officer
Ewvopesn Palant Office, P.B. 6518 Paisniiman 2
NL - 2280 HV
;:(g‘—_?%,uo-mnm 851 sponl, Henegak1. F

Form PCTABA210 {ssvond sheet) Liuly 1003)
page 1 of 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international Appticstion No
PCT/SI 03/00021

¥

C.{Continuatien) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Caagory *

Chation of documnent, with indicsiion, whars appropriste, of tha relasvant passages

PRalovant i cialm No.

A

US 6 057 371 A (GLENNON RICHARD A)
2 May 2000 (2000-05-02)
claims; table 1

1-11

Form PCTABA/10 {esntinusiion of sscond shest) [July 1962)

page 2 of 2



Inlemational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/SI 03/00021 2,%/ L()O'

Box | Obasrvefions where cartain ciaims wars found unssarchable (Continuation of item 1 of first shest)

This Intemational Search Report hits nat been establshed in respect of certain claime under Aricie 17{2)(a) for the foliowing reasons:

1. [x] ciame Noa:
because they relale to subject matier not recuired to be ssarched by this Authority, namaely:
Although claim 8 1s directed to a method of treatment of the human/animal
body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compounds.

2. D Claims Nos.:
because they ralats to parie of tha International Application that do not comply with the preacribed requiremants to such
an axient that no meaningful iInernational Search can be carmied out, specifically:

3. D Claims Nos.:
becauge they are depandent ciaims and ara not drafted in accardance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box | Observations where unity of invention Is lacking (Cominuation of item 2 of first shast)

Thde International Searching Authority found multipie Inventions n this iMemational appiication, as follows:

1. |:| As 8l required dctiional saarch fees ware timely paid by the applicant, this Intemational Sserch Raport covers al
searchable daime.

2, D At 8l searchable daims could be searchad without sfiort jusitifying en additional fee, s Authortty did not Invie payment
of any ackittional fee.

3. D As only soma of the required adiitional search foes wera timely paki by the applicant, this intemational Search Raport
covars only those claims for which fees were pald, spacifically claims Nos.:

4 I:l No required acicliional search fees ware timely paid by the applicant. Consaquently, this Intsmational Search Report is
reafricted to the Invention: first mentioned In the calms; it ls covernd by ciaims Noa.:

Remark on Protest Dmomnmmnummmuwumlm-mn

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form RCTABSA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1898)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information en patent famity members

Internationa Appliaation No

PCT/SI 03/00021

Patent document Publication Patant family Publication

cited In search report date mambear(s) date

EP 0254856 A 03-02-1988 AT 66916 T 15-09-1991
Al 594788 B2 15-03-1990
AU 7455787 A 07-01-1988
CA 1287061 C 30-07-1991
DE 3772660 D1 10-10-1991
DK 329587 A ,B, 28-12-1987
EP 0254856 A2 03-02-1988
ES 2038619 T3 01~-08-1993
FI 872589 A 28-12-1987
GR 3003227 T3 17-02-1993
HU 44508 A2 28-03-1988
IL B2945 A 10-06-1991
MC 1831 A 03-06-1988
NO 872701 A ,B, 28-12-1987
NZ 220793 A 29-01-1990
PH 25295 A 30-04-1991
PT 85184 A ,B 01-07-1987
us 4800206 A 24-01-1989
us 4988714 A 29-01-1991
Fi | 10587 Al 13-01-1988
JP 63008374 A 14-01-1988
MX 7073 A 01-08-1993
ZA 8704449 A 28-12-1987

US 6057371 A 02-05-2000 AU 676993 B2 10-04-1997
AU 2294592 A 25-01-1993
CA 2111957 Al 07-01-1993
EP 0591426 Al 13-04-1994
IE 922112 Al 30-12-1992
JP 6509069 T 13-10-1994
PT 100639 A 30-09-1993
WO 9300313 A2 07-01-1993
AU 658134 B2 06-04-1995
AU 7168491 A 24-07-1991
CA 2071897 Al 29-06-1991
EP 0507863 Al 14-10-1992
JP 5503517 T 10-06-1993
WO 9109594 Al 11-07-1991

Form PCTARA/Z10 (pasar familly snex) vy 155)
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The demand neat be filad directly with the compesent Inmternational Preliminary Examining Authoryy ar, §f two or more Asthoritiey are competert, 1
with the ane chasen by the appiicont  The full nome or wo-letter code of that Autharity may be indicaied by the applicant on the lne beiow:

1rEA/ EPO

\

PCT CHAPTER II

DEMAND
under Article 31 of the Patent .MTHE
The undersigned requests that the imternational application specified below be the subject of
international preliminary examination according to the Patent Cooperation Treaty and
hereby elects all eligible States (except where otherwise indicated).

For Internationsl Prelimi Examining Authority use only
Idemification of IPEA I Dute of receipt of DEMAND

Applicant’s or agent’s file reference
BoxNo.1  IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION | %\ 1.9003

Inemational application No. Intemationa] filing dste (dayimonih/vear) | (Earliest) Priority dace (dawimonsh/year)
PCT/SI 03/ 00021 08/07/2003 1700772002
Titie of invention

Novel derivatives of pyridylethanol (phenylethyl) amines as Inhibitors of cholesterol biosynthesis

Box No. Il APPLICANT(S)

Telephons No.
+ 386 1 588 21 11

LEK Pharmaceuticals d.d. Facsimile No. :
Verovikova 57 + 386 1 568 35 17
1526 Ljubljana Teleprinter No.
Slovenia

Applicant’s registration No. with the Office
Swte fthat Is. counsry) of nationality: ssllnﬂhulr.mmofruldnm
Sl |

Name and address: (Famfly nane folowsd by ghen nane; for a ingal extly, full (fficial devguadon. The askirexy st inchuds possal code and nas of courtry)
RODE Breda

Groharjeva 12

1241 Kamnik

Slovenia

State (thas ir, country) of naticnality: Swte (that is, country) of residence:
Si Sl

Name and address: (Family nans fllowad by given nane; jor o lagal entiyy, fidl qfficial designation, The address muat includs porml cods ond nome of coamiry)}

ROZMAN Damjana
Pot v CeZelj

1231 Ljubljana
Slovenia

State (that is, coumtry) of nationality: State (that ir, counrry) of residence:
Sl Sl

m Further applicants are indicated on a contirmation shaet.
Form PCT/IPEA/40] (first sheet) (March 2001; reprint July 2003) Ses Notex 1o the demand form
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International spplication No.

SheetNo. 2. PCT/SI 03/ 00021

Contloustion of Box No. 1 APPLICANT(S)
{f rone of the following sib-boxes is wyed, this sheet should wot be included in the demand

Name and address: Fandly naws fllwad by ghum name: jor o lagal suilly, full official derignaiion. The address macst inchale poanl code and newe of cowwry,)
FON TACER Klementina

Vrazov trg 2

1000 Ljubljana

Slovenia

State fthat ls, country) of nationality: State (that is. coamtry) of residence:

Si Sl

Name and address: (Fandy sane fotlned by given nane; jfor e kegal suliy, full officlal derignasion. The axidress waett inchaie postad cods and name of cumary)
KOCJAN Darko

Maroltova 3

1113 Ljubljana

Smiw (that ir. country) of nationality: State (that is, country) of residence:

Sl Sl

Name and address: (Family nene Silowsd by gio noms; for « lagal ouly, fil official devignation. The wicrvy st inchale posiel code snd mome of enary}

State (Mhat ir, cncsry) of pationality:

Stute Peat ix; coundry) of residence:

Neme and address: (Family nane fllowad by given nows; _for « logel endity, full afficial derignadion. The asiddresy saust inchude pasml code snd nasse of counsry)

State (thar i, country) of nationality:

Stte (that Is, country} of residence:

D Further applicanty are indicated an another contimmation sheet.

Form PCT/IPEA/401 (continuation sheet) (March 2001; reprint July 2003)

Sse Notes ip the demand form



International application Ne.

Sheet No. . 3 PCT/SI 03/ 00021
Box No.II1 AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The fallowing person is agent [[] common representasive

end [)] has been appoimed earlier and represznts the applicant(s) also for international preliminary examination.
D ia hereby eppointed and any earlier appointment of (an) agent(s)/common representative is hereby revoked.
] i':'mby?ainmmiﬁunymmm@:':ﬁmmwmmmmmm.mmny,inmmm

s)/comman representative

Narne and address: (Family rame foliowad by givar name: for a lagol ently, full official devignaston. | Telephone No.

KOSAK Alenka Facaimile No.

LEK Pharmaceuticals d.d. 386 1 568 21 23
Intellectual Property Department Teleprinter No.

Verovikova 57

1526 Ljubljana Agral sregiruation No. with the Office
Slovenia 161

e o aaed o ndoias epesit S0 10 Wi} Comreepanene Shoid be st o PO o e

Bax No.IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concerning amendmenty:*

l. The gplicant wighay the imernational preliminary exsmination to start on the basls of:
the international sppilication 88 originally filed
the description s originally filed
o amended under Anicle 34
aa originally filed
as arnended under Asticle 19 (together with any sccompanying staternent)
3 smanded under Articte 34

s ariginally filed
»s smended under Aricle 34

the claima

the dawings

(e OO0 O

2. [] The applicant wishes any smendment 1o the clsims under Asticle 19 to be considered as reversed.

i D The applicant wishes the start of the international preliminary examination to be postponed until the expintion of 20 moaths
from the priority date unlass the International Preliminary Examining Aunthority receives a copy of any amendments made
onder Article 19 ar a notice from the applicant that he does not wish to make such smendments (Rule 69.1(d)). (This check-
box may be marked only where the time limit under Article 19 has not yat expired.)

* Where no cheek-box Is marked, intemational preliminery examination will start on tho basis of the imternational application
as eriginally filed ar, where a copy of amendments to the clekmg under Article 19 and/or amendments of the international spplicarion
mnder Article 34 are received by the International Preliminary Examining Autharity before it has begun to draw up a written opinion
or tha international preliminery examination repost, as 50 amendod.

Language for the parposes of international preliminary examination: English
(3] which is the language in which the internationsl application was filed.
D which is the language of a translation famished for the purposes of international search.

[] which is the langusge of publication of the international application.
D which is the language of the translation (to be) fanished for the purposes of intemational proliminary sxaminstion.

Bax Ne.V ELECTION OF STATES

The applicant hereby elects all eligibls States (that is, all Statas whick have been dexignated and which are bound by Chapier Il of
the PCT)
excluding the following States which the applicant wishes not to elect:

Form PCT/IPEA/401 (pecond sheet) (March 2001; reprint July 2003) Ses Notes 10 the denard form
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International application No.
s PCT/SI 03/ 00021
Box No. VI CHECK LIST
The demand is seompanied by the following elements, in the language referred to in For Intemnational Preliminary
Bex No. IV, for the purposes of international preliminary examination: Examining Anthority use only
received not received
1. tmnslation of intemational spplication sheets (I O
2, amendments under Article 34 sheets | O
3. copy (or, where required, translarion) of
amencments under Aricie 19 theens O (W
4. copy (or, where required, tranalation) of
statement onder Article 19 sheens O I
5. lecoer sheets O O
6. other apectty) sheets | d
The demand is also accompanied by the itern(s) marked below:
1.[f] fee calculation sheet 5.[] sttement explaining lack of signature
2.[] origina! separsts power of attomey 6. [] soquence listingw in computer readable form
3.[7] original geneml power of aromey 7. bies in computer readable form related to
4.[] copy of general power of sttnmay; toqeezce ltings
reference momber, if any: 8.[] other (epecif):

Box No. VII SIGNATURE OF AFPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Next » each signasurs, indicece the nama of the parzon signing and she capacity In which the parson signs (if nach capacity Is nai obvious from reading the demond).

Alenka Kosak

1~

For International Preliminary Examining Autharity use only
1. Daze of actual receipt of DEMAND:

2. Adjusted date of receipt of demand due
to CORRECTIONS wunder Ruls 60.1(b):

3 D The date of receipt of the demand is AFTER the expiration of 19 montha D The applicant has beea
. from the priority date and item 4 or 5, below, doea not apply. informed sccondingly.

The date of receipt of the demand i3 WITHIN the period of 19 months from the pricrity date as extended by virtue of
4[] Ruiegos. P priority by

5. D Although the date of receipt of the demand ia after the expiration of 19 months from the priority date, the delay in arival
is EXCUSED pursusnt to Ruls 82.

For International Buresu use only

Demand received from IPEA on:

Form PCT/IPEA/40) (lant sheet) (Jamary 2003; reprint July 2003) Sew Notas so the demand form
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Kosak, Alanka @ lOk H
LEX PHARMACEUTICAL D.D. .-
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Intellectual Property Dpt. 01 2004 INTERNATIONAL PRELIMINARY
Verovskova 57 pre- 28 - - EXAMINATION REPORT
1526 Ljubljana £rom
SLOVENIE $t. dokuments. _J
|| (PCT Ruke 71.1)
Date of mailing
{dgy/monh [yser ) 2170172004
Applicant's ar agant’s file reference IMPORTANT NOTIFICATION
LI-W0-1-2003
International spplication No. Intenatianal flling date (day/month/yasr) Pricrity date (day/mondh [year)
PCT/SI03/00021 09/07/2003 1770772002
Applicant

LEK PHARMACEUTICALS D.D. et al.

preliminary examinmion report and Its annexes, If any,

Offices.

4. REMINDER

atiemal
m:lu?m:n’m Burean with Form FC'I'IIBDDI).

Where a transintion of the internationsl
transation of any
and furnish such translation directly to exch elocted Office

Cuide.

Contracting State may spply additional or

1. The appilcant is hereby notified that this International Prelimin
2. 'Igofﬂumpwtlrdltllnnms.lflnyubuh;uannﬂudlnlhuhmumnlﬂmmfurmmmhaumuﬂlﬂ:

3. Where required by any of the electnd Offices, the Internationsl Bures:: will prepare sn English transiation of the report (but
not of any annexes) and will transmit such transiation to those Offices. (u

‘The spplicant must enter the national phase befi ach clected Office ‘orming certain acts (fiing transiations and
Y wﬂm!ﬂmmﬂ:ﬁl:nu:;;mdm(wlm‘g:fmomxms &zuluug?um

ion rmust be furnished to = elected Office, that trandation mum contain &
annexes to the inernational preliminary examination report. It is the applicant’s resporslbility io propure

For further detalls on the applicable time limits and requirements of the alected Offices, see Volume II of the PCT Applicsnt's

The applicant’s attention is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventive step and industrial
ty described in Article 33(2) to (4 mdymthe urpuuufmmaumulpr.llmln examination and that “any
mwlnfa:hepu-pul

Exsmining Autherity trayismits berewith the international
on the mnnﬂmnlnl'mhmm.

thl.r. State, the ciaimed

inventions is patentahle or not® (see aleo Article 27(3)). Such additional criteria m for ulmpla o exemptions fram

, requirernents for enahling disclosure, clarity and support for the clxima,

Nxms and mailing address of the IPEA/ Authorized officer
q:nn Pmtomu
@ Tel. (+4o.a ::m-o. Tx: $23656 epmu d PITTORRU R
Fax: (+m 21399-4465 Tol. (+49-89) 2399 2828

‘Form PCT/IPEA/16 (Augunt 2002) P20473




PATENT COOPERATION TREATY
PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Acticlo 36 and Rulle 70)
(Rationalized Report according to the Notice of the President of the EPO published in the OJ11/2001)
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70

LEK PHARMACEUTICALS D.D. et al.

AppBcant’s or agants Tl refivence See Notification of Tranmiual of International
LI-WO=1-2003 FOR FURTHER ACTION  prefiminary Bxaminution Report (Form PCT/IPEAj416)
International spphioation No. Internativnnl filing daie (day/monthjyesr) | Priotity date (day/mon thjyasr)
PCT/8I03/00021 09/07 /2003 1770772002
International Pxient Classification (IPC) or national cisssification and 1PC
C07D213/30
Applicant

1. This internations] preliminary examination repert has been prepared by this International Preliminary Exsmining
Authority snd ls transmitted to the lpﬂhn'l.epmdingmmao.w

2. This REPORT consists of a total of 2 sheeta, inchuding this cover sheet,

] This report is aleo sccompunied by ANNEXES, Le., sheets of the description, clsima and/or drawinge which have
boen amended snd sre the basis for this report amdjor sheets rectifications made befare this Authority
(see Rule 70.16 arxd Section 607 }Lﬂanlnllnﬂw Instructions the PCT).
)

These annexes consists of & total of | sheetn

———
3. This report containg indications relating to the following iteme
1[X] Busls of the ropart
1t [] Priaity
11 [X] Non-estahlishment of apinion with regard 1o noveity, invertive wep and industrial spplicability

IV [] Lack of unity of invention
A Reasoned staternent under Artick: 35(2) with regard Lo novelty, ioventive ar industrial sppiicability;
m cliations and explanations llllpdlﬂlllﬂl).lﬂl ll.ll'?hllnl. o - %
Vi [[] Certain documents cited
VIl [_] Cartain defocts in the international spplication
VIII ]| Certain obeervations on the internasional spplication

Date of mubmizsion of the demnand Date of compietion of this report

19/12/2003 17/01/2004

Fax: (+49-39) 23994468 Tol. (+49-89) 2399 2832

Name and mailing address af the IPEA/ Authorized officer Y —
= Buropesn Pucant Offce GELLIE B R i g)
D-30298 Munich
Tel (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d %
a0 -

Form PCT/IPEA/A09 {cover sheat) P20476 (October 2001)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No. P(.'I'/SIOS/OO(
EXAMINATION REPORT A

I Basls of the report
The basis of this international preliminary examination is the application as originally filed.

ill. Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicabliity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventive step, or to be industrially applicable has not been the subject of the

interational preliminary examination in respect of tha claime which have not been

searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 68.1(8) PCT), see also intemational search report).

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ll) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabliity

To the extent that the intemnational preliminary examination has been carried out (see itern
Il above), the following is pointed out:

In light of the documents clted in the international search report, it is considered

that the invention as defined in the independent claims, which have been the subject of an
international search report, meets the criteria mentioned in Article 33(1) PCT,

i.e. appears to be novel, to involve an inventive step and to be industrially applicable.

Farm PCT/408PE2 (EPO-03-2002) P20781
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Industria y Comercio
SURERINTENDENCIA
2020
Bogotd D C
Doctor(a)
JIMENA ESCOBAR URIBE
Apoderado(a)
LEK PHARMACEUTICALS D.D.
No de Expediente 05-3028
Solicitud internacional PCT/SI2003/000021
Fecha limite inicio fase nacional 2005-02-17
Tramite 011
Evento 379 \2{)32
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

¢ La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesiéon del
derecho de patente del inventor al solicitante 0 a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

e La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes dei Coddigo de
Procedimiento Civil. Adicionaimente deberé presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

¢ Los dibujos (FIGURAS 3 Y 4) adjuntos no son legibles 6 copiables para
tramites posteriores de publicacién y titulo.

En cumplimiento de 1o dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacién.

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 N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de {a’Divisién de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,

202063 84 FEB. 2005
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