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C-ARYL GLUCOSIPE SGLT2 INHIRITORY AND METHOD

CROSS-REFERENCE TO RELATED AFPLICATIONS
[#0#1)  Thuw appliLatlon nms the prinetgy benefh of 7 S. Provisional Applicriicn
S Mo 604G12,599, filed Seplember 23, 2004, the divkwere of wingh 15 moocperaced
hercin by refbreacs n s entirory

FYELD OF THE I VIEENTION
[0002] The precent scvenilon relates io C-aryl glucosides wiloh are selective
i0  luhibuure ol sedum dependet glizose transporlecs found m the kndney and to s
maolkod for treanng dishetes or disosders by omploying such C-avl ghwasides alone
of 1m coinbladtuoa with one of mor ot type of dherapeutlc agent

BACKGROUND OF TIE INVENTRIN

15 [00G] Approximecelv 100 stullion puuple worldwade suffior from type 11 didberes
(DD, whican 15 Lruciermed hy hyporglycemsa dus ta exceestve hepaie glucose
prodeoiion end perlpberal Intulin resisaner, the ropt camos fo1 which are as ver
unkcnown, Consiment control of plasma plucose vels 1o disbelas patleniy may oéfiot
the develupment of diaheelo complicilons und beta cell fa)lore scen 1o sdvaced

20 dese
[Hhef] Plasne glocosc i boahally fiered m the Kidney u e slomeruhe and
uulively reabsorbed in the prosmal byle  Ninedy parcent of i oeoss neuptalos in O
kdray oconrs [n the cpithells] callas oCthe earlv §1 segzaont of the eenal cortecul
pociumal tubsle SGLT2, a 672 smimo acs] peocein coatalaing 14 membeane-

45  spannuig segmumia thet Is predominantly exprensed m the carly 51 segment of the
renal poeeimal tubules. 5 Likely to be the major transporter responsible for this
reuptaks  The substrabe speotficicy, 3odum dependence, and Jocalization of SALT2
aré conmnicat wih the prupenbics of the high copacity, low sffinlty, sodinm-depandent
glucose transporter provionsly chaseenzed in luman sortacal kdosy petoximal

3 tobukex In addiion, bybrid deplctrom shadisg implicate 853102 as the predominant
Na'/ghacose cotrengnoreer Uy the S segmmnt of the peosial wbule, xmee yadually all
‘No-dependent aincose Inmaport activity esendod m mRNA from rat kidoey ooy g

-1-
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minbircd by an amsenss oligonucleotade spacific to rd SGLT2Z  In buman=
nwatailons in SGLT2 have been wssoclated with faolllsl Socma of ronal gluousara,
providing furdier evadence of the primary role of SOLT2 th renal glucose
sebsarption  Tn euch pullamts, renel merpholngy and randl femetinm 1y othersd=a
%  somal lolubition of SGLT2 would be peedicied to reduce plasma glucoes kevels via

snhenced yuorss excretios In disbetio patlents
[005]  SOLTI, anafler No-dependent glucme cotransporier that 1= (0% idontical
to SGLTZ at the amino aclkl lavel, & expreaxed i the umall int=dme und 1n the mare
dustal 53 segeent of the renal proxmnal mbole. Despivo thaur soquense smmilarmics,

10 bumms SOLT1 wnd SGLT2 are mochermesily dishnguishablc.
oMs]  Admlasciratlon of phlorizin, m spealfle ighlhHor af 8GT [ activity,
Erovidod proot of concept ia vivo by prumsirg (5l ocgse excretion, Jowermg fuslng
and [ed plasma glaonss, aud promming gheose utlllzatdon without Bypoglycemic sde
effizsts in sou eral diabedsc rodent stodels and i one canme digheles mode] Mo

15 udveorss effecrs on plasma Lon baldnce, ransl Gincton or renul morphalopry hesa been
ohwrved a3 4 consequance of phlorzm lemtment for & long 8% two wecks, in
addMion, no hypoghyeemic o othcr advwerse effiects has ¢ been phserved when
phlorizm » admunstered (0 nooos] wamaly, dezmie the presonce of glyeosurks
Adumsestronion of an ihibhos of reunl BGE T1 foc & 6-menth perlod {Tungbe Serynkn)

20 Wanaported tn ymprove fering sod fed plases glocose, mprove msnlin seceetion
end whi|izstion m cbesa NIDIZM 1t modols, and offeer tha devwelopment of
beghropully and rewropatir in the abhseace: of hypoghesone or nenal side sffocts
[r007] CGemzsl Mmhlkltors of $GLT | & 2 ectituly are urmitrachye thompeertieally
becamge mhibimon o SGLT] could alen have scrious adyorse cotsequences es Ly

25 1llusirgted hy the bersditaory sysdrome glucose/minstose malibsorphon (GG, o
witlsh motshiany xx the SGLT] cotransporter result m mpered glncoso uptaks in the
micshne, agl hic-threatenung dizrzhen mud debydretion. Keleadva Lohibbtinon of
$¢4712 In dinhetln patients wiuld be oxpocted 10 Dormalize plivona glucnse by
enitanciny the cxoretion of glucose [n the urlne, thersky Improving inwlin sensiivit,

30  and delaying the develapment of dubons camphicaiwms, in the shsencs of npieant
e aromiesiinal skl effbcrs

-z-
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[000§]  Accondngly, the disconery of compotinds tha are selecisve 1o the SGLI2
lranaportcr may demonstmte o miltiyy for the treatment: or proventlon of dissasss, o
disordern uspomubed wilh Soalnd! uf plestoa gluwuke kevels, soch ax diabeles

SUMMARY OF THE INVENT [ON
[0009] & wecordance with e prosent s enhan, 2 C-ary] gluconds compound
provided having the suucors

[0010]  The cotnpound of famaka | includes pharmacoutreally accopinble mlts,
Somplexsa, stencolsomors, and prodemg evrera thereal

[0811]  The cotnpound of faroufs | prsscmcs actry vy 28 & scloctve whibior of
S0LT2 and 1heratorn may provide wdlity for the preveaiion or tréulment of diacases ar
discrders mancuried with the control of plasma glucose levels. Examples nfauch
thseares or disorders inchede dlabstes and the mioro- and macrovascular
oomplioationa of dlabeies

[M&12]  The present Invantion pmvides for & compound of fhrmula I,
pharmasétiinul composibnns empleying suuh 2 compound and for methods of wing
guch 3 compound I particwlar, the ranent favemtion provides & paurmatenheal
conypasiliim cnmpriang 4 therapenhcally sffecuye smounr of 4 compomnd of formula
I, alope or 1n combinatioa with & pharmeccutically acoeptahle mmce

[001%]  [naddition, in aconrdancs with e present Invesiion, & medhod 1 provided
or eeating ar deleying the progressios or onsst of the dyseases or dusandens destribed
heren wheredn a therapeutically effochve amoumt of & oompound of fhmulal
admimestonsd o & humea patient In need of treament.

004 The compoune of the mveoron tun ba used alone, o In combination wit
e or ome other agant{E) natlve i tho themperic ancas. descrebed haroin
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[0015)  Funiker, « méthod » provided for Trestmg the discases as defined ahove
and herelnaftor, whersin a therspeutieg|ly effective xmownt of s oospound of Mol
| and aowother iype of antidisbetle apenl aadfor another 1y pe of therapeuhe agent, Such
as 1 hypnlipddemic agent, 1s adminlarcred to & Imnan paslont Lo deed of trealment.

DETAILED DESCRIFTION OF THE INVENTEON
[0016]  The followmg chart comtune a masnx compatison of the campound of the
Iwreation (tormpousd || eolumn 4) to compnunda of symudae strucaare taking tmo
congilormtion several charactenstics yafuling o nompound ur ity and cnssmerolal
vialalily The struttnres ol compoopds 1 (the compomud of the mvannion) and 3-5,
ere 1] lsirarod below

Comanarsd s amber _ji
F 41 3 [0
al% | 39 | 634

Probocol AN

A % Do of pinEmc ploveae I AT Aabeds ruls & 5
*ir allee 2n o=l doge of 0.1 meg/kg v wehiclz oeated

Al

bileila

Siabi My In ¢ procacymioal fhreokixkon Yo | Yes |t I Ver |
In wuwo caviogenie acit Yo e o [

el

OH Compound 4

Lyt

Compound 3
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HOY ™y 0H

Zompound 1 (2 compound of formula i)

1M17F  Asiustrzed in the chan above, ontv sompoand of oiurala | demonsome
favomble churanteristies i all of the catagorlas tearcd °L has I, only eompownd al*
formula [ demomsirare 2 tnvorable reductios ol plasma gncise in hahens rais
{potcnev], sability In protorypde farmnlacion (shelfluf kidlcslon) and negative resulls
LD Titrds Clasiogemue. sctvily studies (redeced oneopents potsnbal)

TNINVIDUAL FEOTOCOL FOR COMPARISON STUDIES

L Frofecol far Btudv A, Determinafion ot Hisod Glucose Effect ln
&irapinzotocke-Treated Disbeilo Rais

[o818] The fllowing asalys:s was utthized to reasonahly pradiof the sppadt on
plasma ghocose Tor the compounds malyzed In the metrix abovn
[0y Male Speague Dewley ras (Charles River) weiglmmg 250-275 g were made
chabetie by a anple intraperitoneut Injection of sircptozotosln (Sigme) st 65 mEg,
prepeced In foesh cobd (£5C) 001 M crtrae bufier Four days later, afddals were bled
Lix che [ead stpde: Whole blood was collecrod vio the il tip end apebyzed By ginomo by
ihe ghmose oxiation mailiad wth u Glucopeeier Ejiig (Rayer) Mcan biood glucose
Icvels ranged from £30-330 mgdL
[MI20]  On the day ol The experment, Hys compound was dussobved i the: vehils
coanptised of 3% m-Pwml, 20 % PEQ 400 asd 20 mM Sodius Diphesphate  Rais
wor welghed, randamized imio 4 proups with 6 rats m cach grovp, and dosed orally
with & vehicle or 0.1 ma/kg ot the compouad Tha 1olal vrlumpe for onal gmvege was
1 m/kg body weizht After dosing, tie food was removed from the cages end the rats
Tiand uoxess vo waker ad hib doring the weperiment Elood samples were obtsinsd fiom
tho taut iy ad 0, 34, 60, 120, 180, 240 and 300 minidex following dmg administration

-s‘



Lo

13

gt
\.\

w0 20NATHEY T TS 2034359

Blood ghyoose was unalyxed by the glucose oxidasion method with 3 Glucometer [ie
(Bayer).

A Stativtsenl Dato Apslvzis
[B021]  The calculnlon of mean blood glucose walnes aod percent ohangss v
vithuole at each thme point wess parformed usrg Microsalt Cxeel Stwhsfmal analyses
(T teats, or ANQVA followed by Fisher's tosf) nomparmg deng-treanid Emoup ve
veincle conivold) wen: pecfimmed valng Microsoft Ricel or the sabistical program
Slafview A p value of le2y that @ 05 wan conaldered 1o be statisloally sigardiot.

iIL.  Prowesl forStady B Sinbillyy Dyelermma ton of Oxida tively Lainlo
| bernpen b Agent ln Presemee of Commonly Used Rahd Exclpentis,
ey Accelernted Agmeg Condliions
[#022]  The SEowing procedore was ullllzed 1o nocess the chemlcal alubilivyy of
the compound 3 lnthe presence of oommanty psed exclpents und tvpoeal
ancticxldants
[k23]  ‘The dup subslince wes trituzated w4 Swortar peste wrth dhe reapacive
mucsidont, and fren poted 1= Lhe dry giate with other excipienis lsted n e
Bllowmg whic. Sodin sestubnolfito and butylaled hydroyd emsale (BELIA) were
wned 85 antloxkinnia m thls smdy BHA wos wed ot two levels, 0.01% ww and 0 5%
w/w, and suchism metablsullile was used st 0,01% whw For samplos soned aé
2057356 RIT aad HAT /iy, oxygen jis wos purged o the veals and thes were fighely
capped. The drug-extipient blonds {A « D) were placed umder the drfferen
acenlarited nprog conditrona Ested within ¢he soooad mbie foc 1 end 3 woeks pror o
ITPLC mulysiz  Compounds thit did norbave any spparent cxldmive wstablily
Baucg {ooinpounds 1, 4 and 5) wore fousd o he ohemically stabls bn tha prosenos of
axcipiinta that gre comitronly used m solld dosuie forma
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TABLFE L
Common Exciplemiz in the Presence sud Abseace of Aphmodants Emplayed
dwring Stabukity Fyuluntions of Frointype Rrup-Exepleat Bleods

Dmg Exeipicnt Blend (% ww)
| Ingredient A B C D
Compousl 3 129 129 129 120 |
Laatose 1iydinus 08 (214 _[596 214
Mherocrystalios celiulose 1200 [427 |200 4427
PVP L{] - 50 -
| Pregelatmzed starch - e |- 20.0
CrospovadonsXI -10 ry) - 340 -
Sodmam starch glyeolnte - 20 - 20
Mupmesinm glearsts 03 - (X} -
Silicon dioxide - [F; - DS
Sodium steryl fhmenae a3 - 03
nhaxidane 401 90L J- -
L TABLE 2
Condions for Stnhilsty Stedhes of Drng Exclplest Blands wmder
Accelq ated Agg Comlifiouns
Tme
Condhion woshs
- £
C [clom-d) {
3
I5°C/BUM%RH {closed) 1
3
AL/ TSWRH=0s- (tlosed)
25°CA0-HILer {uioad) 'I
- 3

Il Frodecn] for Shidy C: Cytugenatics Stady o Clupese Hniuster {vary

19 Calls
[0024]  Coardy domtiication of potontied thesapéulsc agents that conkd be aacogenlo
Lo mgn 15 lnghty deorable | witro clssiogemerty studles pomvade one ey mdlcabon
of the: potential carcenganraity of e compound  The followihp protocel was utillzed
i pradict the j viing clastopankity setvily of compronds of thorapestic imerest

-7-
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[25]  Clestogealeary was predloied by detaminleg the poteniial of ¢ompusindy of
kst bo mdnce senoweal cheomasome degage 1n Chamesn hamstor ovary {CHO)
pells TFthe chromosome damage |a sspuficanty cleyvated bayond the background
Leve, this 15 evedane: (hal compound bag clastopemc poventisl  The dosecrion ofa
signl floamtly elovated 12vel of chrbmeanme damage o s ansay = coms)dercd @
mdicator of penslic damage

A Tust Anticle Cnxrler and Crotrol Artleles
[026]  Tha vecle conirol 15 dimethy] sefoxide (IMS0) The pasthve ormirols
were Miomyswn C (br the 3-hr and 20-br posine withost 59 actreation sad
eyclephtsphamaade for the 3-hr sxprsurs wath 59 mi=Inar mxymes  Both Mhomwin
C and coclophosphamidoe were dlwed wih sierilc water

1| Adminstration of the compeund of fneres
Cocentration Selection

#0271 'wo siook salerions ™ DMEC of the ctompound of urtorest were proparcd
— one bemg & hdah coneemtration, the other low  Alkqunia afthe velnelc contool, low
#d tugh doving soimtions sere mliccted followiog reatment of the CFO oals md
whsoquently ssolvzed to datermine the poncentmtion of the comapound of intensst,
Tha concentrions salected wers baped on e reaylts of 2 nop-GLP
sofy iy asdssbility'range-finding sytoéoxle ity (ATF) fueny with the compaund of
imioreit. Onpe the nppéy hmit of solublldy af the compomad of inlerest wes
determmed 10 RS0, that DAS0 solullon 13 added 1 culione medivm 10 delermene
efiects on pH or cammalallty  Elzven conceniriUonn of the compound of Imencst
wore teared w the rnge-findwg cvlotoxicty wany both In the prespnce (3 br) and
absence (20 ) of rat-llver (59) nvnm  The hgbest conceptraton rested was 10
mM, 3000 pa'ml, or the imuts of solubtle  Based on the solublilymesorbifityfrange-
finding cytotomicity (ATP) samy rosdis, six concchitralions weae solacied fur tny
In the full cytogenatacs study
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Tert Articha Conceutratlous
[#028]  The DMSO stock salatson of Lhe sompound of interest was 100X
concentrmnon of the Bigbest kst axiicls concentmiion oo be usexd 1 the Wl asaey Soc
concentrubions s tegted 1 he cetoloxmoty dose vespuix: chearved pe the rangs
finaung sudy etermined the serlal ditotion thesor Tor Lhe five. lower dosts. A total
domag volume ol 50 pl {stock solubon pine DMESO) [y ncddod %o 5 ml of onleers
madumn for 3}l Grostment gronps

Expennents] Deugw
{00291 Twoplioate oudwres wili he used for cach wotmweint grosp The expenmental
dexign war as fdlons

Tresuctat Grezin — Tk 1D -
I 3hr 201= Diging Fina) Nomieal
wih%? wihon whkhor  falsbon Conecaratis

) £0 Conemirsbion [jafral)
Y _—_@n
oSO 17-18 13-4

12
O AulCmpd cEmeoceat 3 4 1220 1535
Core BorCopd ofwmberest  Se6 21 ATaR
Cone CafCopd ofimemt 8 W4 5040
Conc O0of Cmpl ol mierest  B-10 LE-T 4142
Cone Eof Crpd ol mierest L1 2720 )4
L. ForCoapd oilnsres  13-14 2030 546

Mirmyemn O - 31-F2 0.0k &1
MEnezycin - - A7-11 0.005 s
redophoapkpnade =16 - 1 10

o Tout System
[9639]  1he CHO cell lims was derrved Inom an ovarien blopsy of & female
Chagoss hameler Cello used 10 duy wesmv | CHO=WBL) witre origmally obtused from
the kboritory of Dr 8 'Wollf, Darvcesxy of Califvals, Ran Fratiowsco  The celis
hawe suace been seboloned o mednm karvotypi stalnlity Ths call Inve he. mn
averape cwcle tima of 12 ko 14 hours wub n modal chronwsome oumber of 21 The:
cellz are routinsly monttored v imryotype sability end poiontial mycoplasma
OO LTt 013
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10831]  All cultmre flasks anclor vubes used m. the soedy were Ibeled numexdzally
Contrifispe shea for el harvest, hypolone, treatmept, end fixason wese Inbelsd weh
tne dentical number as the comosponding Bask. Addhionelly, mieroscope alides
prepared om the fxed cclls barcd the same: anmber as the centnfage the
Microscope slxdes wore Loded by an Indopendent obsarver fw a unbised-cylopenshe
anelyy 4 for chromosome aberminars Permanent lahcle were affized o the coded
sledes

F Lxperimental methodologr
{0832]  The chromosome ahicrration assay was conducied using mandand
pn‘.\t.dm:b! Ot expoung cuinns of CHO cells 0 a minhnum of fur concanorstions
of the sl srtyche ox well a2 to the poshlve and vobdcle controls  In the Mos-astivined
tEst SYSem, edtmanl wad for approxumatcly 3 he aad for 20 hr und in the 39 achivaiod

toat Tvetem, mepnsuro was for I hr © ©

3% Motsbolly Acibvation
[0033]  The exagenous melabolie-actividion (S99 sy<tem conmetad of an Aroclor
1254-1nduc.cd rag-fiver 87 (post-mirchoadrial) freotlon, 83 well s =uliy snd coficions
Ihe final oonceitrutyen of $9, walm, and eofuchora m cxogemots membalic-ucivation
{59 eystont waa 10 pl/mi {1 % vv) Aroukor T254-mduced cat=liver S9 {powi-
milochondnal) irmckea, 2 3 i WgCI2e6HI0, 1 25 mM glumse-S-phosplate, 10 3
thM KCL 1 mM NADP, and 12.4 mM N&2ZHPOA

Freparation uf Torget Clls
[00]  Bxponectially growing CHO-WRBL celly wrre scaded 1o McCoy's SA
meduim aupplemented wirh 10% Getal-hovess: esruim, L-ghusmine (2 mi), pesdoliis

G (100 weies/m(), xnd strepteanvaln (100 ugmi) st approxsmatsly 0.5 x 10° colls2§
om” flask The fiasks were Incubeeed oc appraxumaicly 317°C m 4 bumidified
atmosplhere of approximatoly 5% COz mn air for 16-24 hr

'lu-
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Trewtinent of Targut Cells
[O3S]  On the day aftar erimre mitladion, Lhe tylture medmm was replaced with
fresh mexhom  For the 3- and 20-he axposures welsour metabolic mottvation, the
dosing 18 ikins m the complcic modims doscnbed thove  For the -1y exposires. m
the: prasance of 59 meabolic uclvatlen, the eed!um Is Idcntioal ta thal 29 described
above, mccept that it lacks the fvtak-bovine serum and conduna the 89, sake and
eanfactors Afer e 3-hr Lremment with and withont metaboBe actrvulinn maedium
was mermted, the cells tunsed witl phosphate buffr sofine, refed with complete
mediam and relomed 10 the Inoebetor

Collection of Meteplaie Crlta

[035] A ample hervest tunc of approximaiely 20 ko from the Inital tresmont wis

used ‘Thls harvest tme corresponds 1o approximately 1.5 hmes o cell eveic of
apprescimasely 13 Ir ¥ Culcrmad® will bz added fo the cultwes st u final concentreton
of'll 1 pg/ml, 2-3 lu prior 1 ccll harveat

[0037]  Cells wies harvested by tnpainkzation, collecmed by centnflgsimn snd an
allquot Wi rénoved 1o determune the cell counls und peresnt viable cetls  Tha cell

founi and parcent v labiBly wes osed 1 derertime cell growsh mhbition relabive (o the

vehioks comirol (Lytomxicityd The renmandey of the colls wars Swollen with O 075 M
K/Cl, wazhed with three sonscoutive changes of fotsteve {methannl.glacial ncetic. noad,
3 1 vA), capped and stored avorm it ar [onger al apprecdmaicly 2-8°C.  To prepane
slides, the colls were callectsd by contriiugation ind reseypended m fresh Axmrve

| b suspension of fized colis wern upptied 1o glasy mioroscope shdes and a-dried.
The slhdea were stamed with Giomsa and permumently mosbied

G Chromaiamg Absrviniion Anslyos
j0038]  Dased on the obearved uylotoiolty, & mimimum af Lhree copeentreions
was selrolad fior chromosame sherramon amalysis  Clenerally, cancomextions thal
rednes the cell count o mobode Index by >50% were nol evelusied ior chromosoms
aharrations, snce there i midence that excestive eytnioxiclly can Intom
shremosoroe sbermations that are vemelated to & dmest olestogenio effeot of the text

A
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articie® * A munkotum of 500 cells from cach stide and twa $lides per flusk was
evaloaed for the Freneency of cells in mions {mtotic mdex) and & munonum of 100
mitohe cellx wene evalusted for the frequonsy of sumarseal sborrations (potyplmdy
ind emlgrednphezirony From each dopliears flask, 3D rietaphascs Eom soparate
shdos wers scorml for siruatnml chromosome aberrations by bwo mdependent
evelushony Omly metapkases chmtaming 21 + 2 chrrgascsames wara evalualed Tha
oo Lodependant evelugtions were comblngd to yield 100 metaphages per flask and
200 mevapliases per concentaulion (v strugtural chremosome abecrullons  Applioents
aoted 11 thexs,, sumbers were not askscable due to cylpmcrty or =50% aberrant
metaphages observed In the first 29 metaptusesaliie

H  Siatinical Dain Anatves
[0039]  The rmmber aad types of aberratbons Royrd, the percentage of structorally
dumaged cella {pervinl abermnt cedls} m fhe total papulatien of cells cxamned, and
the neean uherrabions per ¢dll wure ouloxluled xnd reporeed fr anch resfment geoap
Clrnengtid asd 13ochromuled gaps wero presanted in the duta bt sre pot mcloded 1o
the total parceniage of cglls with ous or moro aberrations or [ e Eajuency of
s ucirel adermahions per cc]l Statisocal snabyss of the frequency of abervant cells
{structusal or numerical) was posiornd 1eing e Flshor's eect test.  The Fisher's test
was used & compare palrivise the froquency of abermant celis of cach freamuent proup
withs thar of the solvent control In the event of & posichie Fisher's et test st anw tose
miclo dose leve), the Coclirin- Artmi=pe I=g was 05 10 oeusure dosc-
1pmaTVEDSEs  AS 1 gude t teprecation of the daw, the tesr &1 uch: was
conmderod % Induoe & posiiive reapons whan the percesiage of cellz with aberrations
wed incresseed £ 4 dose-reSponsve Manner wad ane of ToEs conseniralions bang
statlationlly slgmificant (px0 05), Howewed, relues that weee siacdel fondly signiflosns
but do ool exceed the ranga of hisnrio negative or valnele controls may be judged as
nol blologicallv srimuficant Tost arlubes nog deasonstrating u shillstically slgnlficont
IMChmse: m aberraiions ware oonoludad 1 be nepgalive,

« 1
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L Criteria for an Ackcpinble Amny
[0040] The fall shromaosome abaranon assay was deemred acceptable of The
Mol lowmg crileria were not-

1)  Thopositlve-condrol cultores must eechibit an merense m
chromasome-abermticn fequency that 15 staluncaslly mgmbcant af the 3%
level

2t The percestage of durmeged meiwphascs in the vabacle-control
Cultor=s ment nnt cxcecd 6% (a8 A0 mirspe)

)| Thw test articls, ot Least at the highest dase, should gxintst pomo
cytmoxigriv (1.8, tedoced in cell count ormitohs Index) I no sytofecticaty
wae oheerved at the highest concaniraien, but the gt arhiclc = criber af the
hmat of salulnldy, or 115 doung concentvation bt (r &, 10mi or 5090
g, M), ar by howit of volume (2094), the asmy. was consldered acoeptable.

J Criderin for u Posstyve Response
[0041]  The respoasc to the st srilele wrs decmed posiciva o the following
crilemes pro mek
1) Soaristically signdfloant (p<5%) crease in the peroentage of
sheniant oedls was demonsraied sing the Fisher's cxact tost
)| A statiztscally elgnlBeant (P59} moreass i tha chrnmosomno
aberrahion frequency wus demonstrared s the Cochrym-Armagage st xed
measire dose-responsmencss.
3) The memn pergeat o dard ped melsphasea excecded the Baper
limn of hsetnriael negtrve control levels {1 ¢, mean + 2 etandand des3abong of
the vchiele-control gronpy)

REFERERCES FOR THE CYTOGENTIC SECTION
1 Snwdor RID, atd Gremn FIVF A rovicw ol the gmolovichy of marketed
phaemaeculicals, Mutstem Reserch, 2001 488 15] — 159
2 Evms B Cytnluskeal methods for dutecting chamloal mutagens Tn
A Holtsendor cdimor  Chermoal mutagens, principais and methods for therr detoction.
Nesy Youk and Y nmdon, Plenum Press. 1975 vol 4 1-29
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3 Presion B} Ay W, Bender MA, Brawen JG, Carrane A Y Hiddle 1A
MeFon AF, Woll B and Wasacss IS Mammahmn ;1o amil m-viba eytogenetic
2xsayac o report of the U8 EPA’s Gens-Ton Program  Viaarlon Rew. 1981, BT 143-
148

4 OaBoway SM, Bloom AL, Resnfok A, Margohn BH, Nakanmea F,
Archer P, imd Zeiger E Devedoptient of a standard provoeal for in viém aytogenatic
esimg m Chioase havoxler gvery oclls. Comparisom g22 compaunds i two
Ishoratorics Envuon utegen 1985, 7 [-51

L fiooix, D, Danfbrd, N, e, B, Karkland, D, a5d Richardeon, C o=
vize chrotmasome aberration amaye ka2 B Dean {ed ), Report of the TIKLMS Sob-
commlites on Guldelings for Muligepicay Termg, T2 Unilsd Kingdom
Emvaoamentst Mulsgen Society 1981, 41-84

d  OECD OGuldeBnes fortoetmg chomicals No 473 In vikro
mammalian chnsmopome sbertation et Oryemizadon for Eomsmic. Coupershon
und Deyelopmest, Pons, Adopted 21 kly L1497

7 Swioreoga SHH, Aaddie JA, Skeal E&, Gibman Ji"%, Brilheger RL,
Douglss GR and Nestmunn BR. Recassmended praropols based on a survey of ourrent
pracoace ul geackomeroy testing shonm les, [V Clwomusagys shereatoon and sister-
vhrereedd axchimpe in Lhinese hormeter ovary, Y79 Chataan luny and human
hvmphocyle cultoreg Mutathun Rescorch 1991, 245 301-322,

¥ Galfpwry SM, Aardeme W1, [shitae Ir M, et J1, Kirkland DI
Monta T, Moscsso P, and Sofonl | Raparf from workeng groop an m vitrg test for
chrumosome dberraions  Mutnton Reseurch, 1994, 512, 247-261

¢ Hillard CA, 4rmstrong, M1, Eradé CL Hill RB, Orsenwond SK, aod
Gallowsy SM Chromosome abametvong m ¥itro relonad n cydotoxlalty off
nonmulegenie chemicals ol motahollo golsans  Brvicom bo) Mulegen 1994, 31
318-326

10 Galloway B Cytotoxkelty umd cleomotome shémaipons m viino
Expericnes fu malustry and ths case fivc un upper Imnll on Loxdoity In the sbereation
assay Lnvipgn Mol Muisgen 2000, 35 191-201
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(¢042]  The ollowing abbrevisllons wre amployed herelt
We = matiyv

Et = aihyl

THS = pert=butyldimethyisiiyl

TEHY = jetmbydvoflran

Et,O = diethy] etfier

FiOAc = pthyl acelule

DF = iimetiyl formearm Kie

M = st huronl

CIOH = efiaanol

DMAP = 4-chmethy tasnmopyrlue

n-BuLi= pebutylfihtem

miln = menoee(s)

horlr =houns)

L=lner

mL = mullibwr

2= gram(s)

mg = mifigram{s)

maol = malex

inumo| = millimoleys)

med = malaguivalent

sul or gx1°d = sahirated

a¢ = aquecsy

TLC = thin Javer chegmatopreply

NMR = ruc.loar magoetic rsonmmce

HFLC =tugh pecfrmencs Bquid dhromatography
LS = gh perfwmancy: ligmd dhromaiographovmass spectrometry
M5 or Mass Spec= mass speairomctry

[0043]  Llstod beluw e defimitoons of runous icrms used b the doscription of ge
intarant ovvertion. Thess definmions apply #o the Tocms & they wro wsed Hroughout the

-15-
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specification (Lnless they ace ofhersise hmited i sposlile metances) oliher
Indlvahuslly or 25 part of = Iarger group
[V044]  Any compound thet can be convered ia viva (o peoy e the blosctive
agent (1 &, the compound of farmmla I I a prodrug watinn the scope and spint of the
Invaion
[Bd4S]  VeHous ferms of prodrugs ace well Enown I the arr A comeprebunsdtve
descriptiom of prodmups and produp dervatrves ace destnbed in

a) The Practice of Messomal Chemistry Camulle G Woarmuth ot ol , Ch
41, (Acadcius Prem, 1996)

b)Y Prngr of Prodregs, ediied by [L Brmdpuard, (Blssvier, 1985), und

o) 4 Teubapk of Drge Desien and Developmant, P Kmgrgpard-Larsun
md H Bundgaard, edh Ch 5, pas 113 = 191 (Hurwoad Academis Pubhshers, 1991)
Sefd refeyences me [ncorporated horcin by iefarence.

[0048]  An admuosicdinn of & therspeutes agent of the Inventson teludcs
sdmisisirition of a therapewically ciftctive omoenot of the agunt of fbe Invention Ihe
Lerm “Scrapeutically cffoctive amount™ ay used herell rafkes Lo amount of &
therapeutic agemé ro treat er prevens.z condfifon treatzble by adatiustmbion of &
tomposiaca of he wvention Thae xmount 15 the amcunt wffolent 10 cahlorr o
deioctable therapoutic or prevestulivg or ameBunalpve effect. The elfecl may mckade,
for examplk:, troatient or proventlon of the conditlons Bated hemin  The peecss
affective omount for u gubcst witt depend ypon fhe subject’s wze and kealih, the
nslure And exlent of'the comdliion being trammd, recnmmoendatione of the treating
phyEician, anx the thenspentacs o combmatron of fherapeutes selecred for
admndsiration Ths, i¢ 1g pot usalil to specify an exust effictive amount i advance.
[H0#7]  Thecompoond of fortvula Tof the Lrvention men be prepased os shown in
the Tullowing reastion Echeenn T mnd descripties thoreof, az well 23 relevror prblished
beerglove pracedunss that mey readily he used by one alalled m the i, wthout unde
oxparimentation, o prépane the sompounds deserfbed and clalmed hereln.  Bxemplary
redignts and procedipes jor héte ceachons appeer* hayemafier 1o the wiozlang
Bxampls.

16 -
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[0048) Compound of formulza I can be propared as shown in Scheme 1 by

treatment of compound of formuls I

AgD
Ao Yy Yoae

OAs
)1 §
with a base such as LIOH or NaOH in » solvent such as a 1:2.3 muxture of
HyO/THF/MeOH or aq MeOH oraq BtOH.
[0049] Compound of foxmula I provides a conveniont means to punfy crude
compound of formula In which was obtuned as 2 mixture of alpha and beta anomers,
Compound of formula Il can be prepared by treatment of compound of formule Ia

-17-
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with AczO in a solvent such as CHyCl; comtmining pyridine and a catalyst such as
dimethylanunopyridine (DMAP)

Ho™ “Yon
oM
Ia
[0030] Compound of formula Ia can be propared by reduction of a compound of
formula ITI with a reducing agenc such as FtsSIH in a solvent suchas 1 1

CHClaMeCN at =10° in the prosence of a Lewis acid catalyst such as BFyELO

Ho OMe

Ho“ “"on
ON

m

(0051) Compound of formula LI can altematively be prepared from compound of
formula Il by first acetylating compound of formula I with Ac;O in a solvent such
toluens or CH;Cl; containing a base such aa Homg's base or BN and a oatalyst such
as DMAP to gencrate compound of firmuls [V

[0052)  Subsequont conversion of compound of formula IV to compound uf
formula I can be achueved by treatment at 20° weatment with a reducing sgeat such as

«18-
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ELSTH i & solvent sech ps MoCN suotamung | equiy of HyO and a 12wl acid
cotalyst auch us B T20

Bcheme 2
- [ 1] -
}ﬁ h' ) - o g
—'f’a = BaM Bl
b AIGH, ENgCR ” u
Vi W ¥
sl
H 5 o LiagSica Tlr-l..u D.. 90 Q‘T’Q
Fedboss e SN
o ™ - -
Vi [ WoH
o

|
[003%] Lompomd of frmulu TL can be propared, 25 outlined m Scheme 2 abave,
by xidinon ol o told IFIF solumon of aa acy fithiom of fhonula ¥ 1o & persilylated
gluconoleclone of focmula VT in a solvent such as twluene gt -75° Subsequentlv o
methanol sohutom off § protic acd such mathanesulfons ackd (WSA) was added after
30 min and the solutesp stiered o 20° 0l tronsfhrmetion of the Lnbarmediary lactol
0 T was aoraplate.

v VI
B

. ﬁ THI...E a0

T

[0d34]  Cowspound of formals VI oan be proparcd by treatmass of commesolulty
available D-gincoanlacrone with o mlyintag agent euch as frimolierisilyl ciloride in o
solvent, sach 23 TIIT, contpnmg & base uch as N-pecthyimorpholine

[603%)  Compound of Bwrmele ¥ can be mreparad by trestmont of compound of
formula VI svith an alicyl |rtturam, mech as w-Bul1 ort-Bull, it a sahvent such ne [TIF
ax-73°

=]10a
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[0036] Compoumd of formula VIl can be readily preparcd by treatment of
compound of formula V1 with a reducing agent such as E4ySiH 1n a solvent such as

TFA at 60" In the presence of » Lewis acid catalyst such a8 BF; E40 or CRSOH.

Br
v

[00s7] Compound of formmia VI can bo propared by Friedel-Craft acylation of
commercully available ethylberzant with 2-chioro-S-bromobenzoy] chlonde in a
solvent, such as ethylbonzene, contammg an equivalent of a Lewis Acid, such as
AICl; or AlBry 2-Chloro-5-brumobenzoyl chloride was readily prepared from
commescally availsble 2-cliloro-5-bromobonzoic acld by treatment with cotalyl
ohioride n n solvent, such as CH:Ch, containing a catlytic amount of DM2

OTILITIES AND COMBINATIONS
A, Utlities
[0038])  The compound of the present invemion possesses acivity as an inhiblor
of the sodlum dependont glucose ransporters found in the mtestine and kidney of
memmais Prefierably, the compound of the invention is 8 selective inhibltor of renal
SGLT2 activity, snd therefors may be uscd in the reatment of disewses or disordors
associstod with SGLT2 activity
[0059]  Accordmgly, the compound of the prescnt invention can be administered
o mammals, preferably humans, for the treatmont of a varicty of conditions and
disorders, including, bui not lmited to, treabing or delaying the progression or onset of
dubcetes(lnoluding Type 1 and Type I, impaired ghucose toleranoco, insulin resistance,
and dwbetic complications, such as nephropatity, retinopathy, ncuropathy and
caturacts), hypergiyoamia, hypermsulincmia, hypercholcsterolemin, elevated blood
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levels of frce fatty acids or glycerol, hyperhpldemin, hypertnglycenidemin, obesily,
wound healing, tissus ischenua, atherosclerosis and hypertension. The compound of
the present invention may also be utilzed to increasc the blood lovels of high density
lipoprotein (HDL)

[0060] In addition, the conditions, discases, and maladies collectively referonced
to a3 "Syndrome X" or Mctabolic Syndrome as detalled in Joharmsson J Clin.
Endocrino! Meiab , 82, 727-34 (1997), may be treatcd cmploying the compownd of
the present (nvention

B Comblaations

[0061)  The present mvention mcludes within his scope pharmaceutieal
compasitions compriming, ax an acxive ingredient, a therapeutically effective amount
of a compound of formuila L, alone or in combination with a pharmaceutscal camer or
dilucnt, Optionally, the compound of the present invention can be utilized as an
individual treatmem, or utilized m combination with one ur more other therapeutic
ageoi(s).

[0062]  Other “therapeutic agent(s)” suitabls for combination with the compound
of the present invention Include, but are not limuted to, known therapeatic agents
ussful in the treatment of the aforementioned disorders mehuding: anti-diabetic
agenis, anti-hyperglycemic agents, hypolipidemic/lipid lowering agents, auu-obesity
agents, antl-hypertensive agents and appetito suppressants.

[0063] Exampics of suitable anis-disbetic agents for use in combination with the
coanpound of the prasent invention Include biguanides (c.g., metformin or
phenformin), glucosidase inhibitors (¢ g, scarbose or miglitol), insuhns (incinding
nsulin secretapogues or insulin scasitizers), meglitinides (e.g., ropaglinide),
sulfonylurens (¢.g-, glimepinds, glyburide, gliclazide, chlorpropamide and ghipizide),
biguanxde/glybunde combinations (c.g , Glucovance®), thimzoldinediones (e.g.,
wogliizone, rosiginazonse and proglizone), PPAR-alpha agomisis, PPAR-gamma
agomsts, PPAR alpha/gamma dual agomsts, glycogen phosphorylase inhibuors,
infubitors of fatty acid binding protein (aP2), glucagon-like peptido-1 (GLP-1) or
other agonists of the GLP-1 receptor, and dipeptidyl peptidase IV (DPP4) wnhibilors.
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JVOGH] [t s belieyod thet the use of che compound of formula 115 sombmation
wlth 8z Icesc anc or mare wther muidlubesdy ugenl(s) provides antthyperglycamic
regilis greatey than thet posable Gom escl uf lhase med Kamends Jlose 2l groster
thas the enmblned addithe anti-hyperglycemls offosta prodosed by dieac
medicamsonts.

[t0&3]  Qcher sustablc Huazoldinccthones meiude Mitwbashr's MICC-555
{disalosed in 1T E, Palent No 5,554 006), Olueo Welcome's GL-1625T0, enghtazom
{CP 59722, Mhyer) o dargieiazanc (CU=863135, Plixer, anginarone (MITAU&T), JTT-
501 (TPNT/PELR, L-893645 (Morck), -1 | 9702 (S umkyu/WL), “"WN-2344 (D
ReddwNN), or Yi=-340 (Yamanouchi)

fi066]  Exmmples of FPAR-alpha agonlsts, FPAR-gamma agonlsis and PP4R
aipbagemma doul agonrsts melude moragheze, pohglilcer, AR-HOM242
(AstnuZeneu), O%-409544 (Glaus-Wellcume) CW-3015 L6 (Glavo-Wellcoma)
KRF29T {Kvormn Marck) a= woll a5 thosc dizzlosed by Murskonmi of al, “4 Movel
Insithn Sesslsrer Acis &x i Cobpomel lor Peroxisome Proliferlon — Aclivaled
Reeepror Aipbs (PPALR alpha) and PFAR punma Eflect on FTAR alpha Acxryation
on dbnormal Lrpul Metabohym m | peer of Zocker Prttr Raly™, 1isbetes 47, 1R41-
1847 (195}, WO 01721602 and n TS pabens £,553.3 14 the dlaclusies of which 1e
Incorparited herem by relercass, emnloyng dosages as set out therein, whick
compounds desigarted a3 profiroed sw proferred for nee herein

[066¥]  Suumble aP2 mnbmocs tncknde thosa disclosed m US applicanon Senal
N, 09/391,053 fled Seplessher 7, 1909, mpd In U5 appllcation Scetel Mo
025120129, Bled March & 2000, cmploymg dosages ag sed out hensln

[0088]  Sultubla DPP4 Inhibdors Inchede those diselosed I WiD09/98 €01,
WO9M6272, WOINET2TS (PROBIODRIIG), WOONWET2TH (PROBICLHLIS),
WOS61431 (PROBIODRUG), NVE-DEPT2EA (1-[[[R-{(5-apanopyrilin-1.
yilamana)etiny [amanoacetyl =20 ato-{E=maro Hdunt) (Moviris) ow atioss by
Flughee ot a1, Dunchesnlstry, 38(36), 11507-11403, 1999, TEL-225 (rypopiyl-1,.23,4-
fetrahy drowsoquinoling-5-carboocylee acid {disclosed by Yamuda et ol, Bivorg. & Med
Cheaw Lotr B (1909) 1537-1540), 3-cymapyrmiidides and 4- qyenopyrrolidides, as
i Joard by Asthworth cf b, Broogg. & Med Chem Leit Vol 6, No 22, pp 1163-
1166 and 2745-2748 {1996), The compounds diwlosed m U 8 applicaion Sanal ixo
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10/899641, WO 01/868603 and US patent 6,395,767, cmploying dosages as set out
in the above references.
[0069]  Other suitablc meglitinides include nateglinide (Novarhis) or KAD1229
(T'F/Kiasel)
[0070)  Examples of suitablc anti-hyperglycemic agents for use in combination
with the compound of the present invention include glucagon-tike peptide-l (GLP-1,)
such as GLP-I(3-36) amede, GLI-(7-36) amide, GLP-K7-37) (as disclosed m U $
Patent No 5,614,492), as well as cxenatide (Amylin/Llily), LY-315902 (Lilly), MK-
0431 (Merck), liraglutide (NovoNordisk), ZI'=10 (Zealand Pharmaccuticals A/S),
CJC-1131 (Comyuchem Inc), and the compaunds disclozod In WO 03/033671
[0071])  Examples of suftshic hypolipldenuc/lipid lowering agents for use in
combmalion with the compound uf the present Inventioa include one or more MTP
inhibmors, HMG CoA reductase inhibitors, squalene synthctasc mhibitors, fibric acid
derivanives, ACAT inhibiors, lipoxygenase inhibitars, cholesterol absorption
inhibitons, ileal Na'/bilo gcid co-transporter Inhibitors, up-regulstors of LDL recepior
activity, bile acld sequestrunts, cholesterol ester ransfer protein (¢.§., CETP
Inhimtors, such as CP-5294 14 (Pfleer) and JTT-705 (Akros Pharma)), PPAR agomsts
(ns described abave) and/or nicotinic acid and derivatives thereof.
[0072]  MTP inlubltars which may be employed as desonibed above melude drose
disolosad in US Patent No 5,595,872, US Patent No 5,739,135, U.S. Patent No
5,712,279, U.5 Patent No. 5,760,246, U.S Pxent No. 5,827,875, U S Patcat No.
5,885,983 and US Parent No. 5,962,440
[0073]  The HMG CoA roductase inhibitors which may bo employed m
combination with ene or more compound of formula [ include mevastatin and related
compounxds, as disclosed in U.S Patent No 1,983,140, lavastatin {mevinolin) and
related compounds, as disclosed in U.S. Patent No. 4,231,938, pravastatin and relxicd
compounds, such as disclozed in U S Patent No. 4,346,227, smvastatin and related
compounds, as disclosed in U.S Patent Nos. 4,448,784 and 4,450,171 Other HMG
CoA reductase Inhibitors which mxy be employed harein include, but are not limited
to, fluvastatin, discloscd in U.S Patent No. 3,354,772, cerlvastatin, s discinsed in
US Patent Nos. 5,006,530 and 5,177,080, atorvastatin, as disclosed in US Patent
Nox. 4,681,893, 5,273,995, 5,385,929 and 5,686,104, aravastatin (N|ssan/Sankyo’s
.23.
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nisvaatatin (MK-L04Y), a5 diszlosed m US Poreml No 5,011,930, visasatm
{Shionop-Astra/Zences (ZD-4522)), a8 disctosed in TS Patomt No 5,260,480, und
raiated stitln eompoonds distlossd in L S Patent e 5,753,675, pyvecaile analogs of
nevalonolacione defvatives, as dlaclosed mU 5 Prient N, 4,613,510, Inde=ne

J  snlops of mevelonolacions derrratives, a3 dsclosed ih PCL spplicgtion W0
B4/M34BE, §{2-(substrtuted-pyrrol-1-4)-alkyl)pyran-2-ones and deryyatrves thereof, =
dhsclosed i U5 Tates Wa 4,847,378, Searic 3 5C=45355 (2 3-subsiinind
perdanedinic acld dertvacve) dichioroacstare, imidermiv mnalogs of nwevalonolasions,
ax disclosed in PCT appllcation WO B6AD7054, I=trbauty-2-luylron y-propric-

10 phnsphonlo scld derivatres, = thsziosed m Fronoh Pacm Na 2,596,393, 2.3
disubstintled prrrole, fenan s thigpbene denvalives, a5 disclosed In Buropean Paient
Application No 0221025, aephihyd apaloge of mevalonolaciume, ax disclased m LF §
Pawent Mo 4,686,237, octshydromwphitalencs, such sz disclosad i TS Pulent ™o
4,499,289, lcato aaslogs of mevinoln (Jowastann) o disclosed in Furopean Patcmt

15 Apolipeion ¥o.0142 146 A2, and unchne and pyrdwc derrvatives, as disclonal w»
U 3 Patert Mo 3,506,219 and 5,691,332
0074]  Prefbrred hypolimdenic sgencs ace pravastatin, lovasiitin, sumvasistm,
atorvestoim, fiovasacin, ceclvestutin, atavastatin and ZDwq 522
10025]  In sldition, phospbamic acid compownds usednl In {nhibiting HMG CoA

20  reductase, mch as those dlk fosed In GB 2205837, are suinsbbe For upe in combination
wuh the compound of the present Lyvasthon
[00TE] "I he squalese syntheoss Inhibicrs aulmble for we heren inchude, bot are
mot [imrted e, &=phusphosg-sytionates dusolosad in 1T 8 Parcnt No. 5,712,396 thoss
disclosed by Biller orald, 7 Wial Chem, 1988, Yol 31, No 14, pp 1855-1871,

23 mehdwg Boprenod {phesphmyl-maibyl)phasphoneics, as well a5 otber knows
squalens syntheiase nhbitors, (br pxample, 43 disclosed Lo TF 8 Patent Mo, 4,871,711
aad 1,934,024 ond 10 Biller, B.A , Neuenschwander, K., Ponpipoms, MM , and
Ponirer, CI), Corront Pharmacautical Dengn, 2, 1-40 (1958}

[00T7]  Inaddiing, other squalene syulheiose ahihimrs soltable Gir use hareln

3¢ wmclude the toepanold pyrophoephuies disclosed by P Outz de Momeliano et al J
Mod Chem, 1977, 201, 243249, the farnesyl diphosphate analog A md presquelens
pyrophesphace (PS0-PF) anelogn uy disclosed by Corey and Volant, J Am Chem
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Src., 1976, 98, 1291+1293, phosplunylphowphonatcs repocted by McClard, R W ot al,
1 ACE, 1587, 109, 3844 end cyclopropanes reporred by Capson, 1 L, PhiY
desartation, Tume, 1987, Depl Med Chem L) of Uinh, Abutraoy, Table of Contents
pp 1§, 17, 4043, 43-31, Summary
5 [007§] The fibnc scrd derivanves which may bo employed In comblrion the

camspaumd ol formuda | meluas fenotibrate gemBhroxd, clofibrats, bezfibrata,
ciprofibeate, chiofibraie nnd the e, probucol md relsted compoundy, a5 duclomd
ut TS Putemt Mo 3,674,836 probutol end gemfibrozs| beug pretarved, hile aed
sequestronts, such & ehotesrwranmine, enleshpol and kA E-Sephadex (Sccholex®,

10 Pahccxuicf), as +vell m hpostabil (Rhcoc-Poulanc), Elss: B-S050 {as N-substituled
efsnclamine derbrathg), Lostatonll (HOE-$02), ictratydrobpstacm (TILL),
uhpmastanylphtw-phoryicholios {SI'C, Roobe), auinacyclodemirin (Tansbe Selyolki),
Ajmomoto AJ-814 dazulan: déenvanve), mclinmasds (Sumitomes), Sandog 3035,
American Cyynomed UL-277,081 and C1L-283,540 (dlsubstitiied ures darvatives),

13 xicotinie meld, aciprmax, acifram, neomytis, p-amiposalisyhc scad, aspim,
poly{duallylocthriamuns) desfvatives, such as disoloues in 1 S Pagont Mo, 4,739,923,
quarstnary tonme palydin iiduncthybmemoniom chiondo) and Lonenes, sudk as
disciosed e LY Pam Na 4,027,009, and odiar kemywn seren cheicstoral lowering
igunin

20 |0)75]  The ACAT inhilutor which mey bo cmployed m combination 2
vompnund of formula T molude those disciosed in Drugs of the Friure 24, 9-15
(1995, (Avesoeibe) “The ACAT mhibitar, CI-1011 la effuiree m the provention and
regresslon of aoxtic ftty siyeak ares wn hamstery . Nicolos: e al;, Atherosc)erosls
{Shataow, Irel) (1998}, 137(L}, 7785, *Ib¢ pharsuulomeal moblc of kCE 27077

27 navel ACAT nhibuer wilh poieat hypobipndenie ucérvily medizted by soksallve
suppresssbn of the hopatic smereilan of AppB100-conitimng Lrpaproweip’ , Ghaclll,
{hunoarip, Cardlovese Drag Roy (F999) 16(1), 16-30, "RP 75163 u bloavellahle
alkylsulfiayl-thphemylinudands ACAT tohibicor®, Smith, &, ct af, Baootg, Med
Chem. Latt. (1996), 6(1), 47-3% "ACAT wlytninre phymioksgh. mechunisms for

30 hypoltmdenuc and anth-ahamanlanctls sodviles m cxpermantal antmals’, Kreuss of
al, Bdltor(y) Rumfblo, Robam ., Ir, Aoltmgor, Mamited A , nflammatiot
Meedutors Pailrreays (1995), 173-28, Publisher CRC, Boca Raton, Fla, "ALAL
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inkivtors polenmal anhratheroslesotx agents , Shiskovic at al, Corr Med Chem
(LP94), 1£3), 204-23, “Inkibltnr, nl'acy-CoAcholestero] O-moy| iransforaac (ACAT)
ux bypocholestaralenue agenis &. The fird weter-solublc ACAT Inkiblor weth Lipld-
icgleling notivity Inhibltors of acydl-Coneliokaiterol acyltesnsinrase (ACAT) 7
Jevelopment al u iznea al subsaisted ™ pheny|-MN'-{1
phemyicyelopentyf)methvijurem with cnlanced iypocholesterolemie agts ity™, St
et al, Chemiraces Org Cham {1995), 4(#), 29082, or T5-962 (Tausho
Pharraceulicul Co. Lid)

50  The hypollpldemle agomt may be an up-regulator of D2 recoptor actovity,
such a8 MD=700 {Twshe Pharmacephcal Co Lad) and LY293427 (EA Lilly)

[#0%1] Bramples of suirsble cholestern) absorpiot Inhibutor for uve m
cambxnation with e compoud of Lhe lnvootion fncnde SCH48451 {Schennp-
Plough), a5 well as those thackosed in Aftheroselerusa 115 45-63 (1995) and J Med
Chem 41 973 (1595

[0082]  Pxampica of surtable desl NaAnle scid co-rmapietor Inkibitors for ose in
vambination with tha sompnund of to Inveation Includs compounds as discloscd m
Diniga uf the Futyre, 24, 425-430 (1999}

[M0EH  The Hpoxyponaese inhiblors winch muy be employed U1 combaiitwn e
compoynd of fornvela I inclode 13-lipexy geoase {13-L0O7Y Inhiblors, sooh es
benzinudazabe dorl vattves, 83 disclosed i ‘WO 97712615, 15-L0Onhubltors, es
dlsckeed in WA 97712613 isadusnolones, &z disclosed m WO 5538144, and 13-LO
miubiors, 38 Esclosed by Soadobry et al “Auesmahon af het-maducoed sthesoselkéroks
to rak:blts with & highly selective |3-ipccvgenpac inhibitor lacking signlficent
anlioxidant propectee”, Belt. | Fhanrmecolosy (1997 (299, 1199-1205, and Cormicelh
ot al, "[ 5-Lypoxyzenane and x5 Infubibiam A Nove] Therapeutic Tacgut Gir Vasiuler
Dhseaye®, Crarant Meomeceutical Deslgs, 1999, 5, 11-20

[0084]  Lxmpples of suirable au-Bypecensye agats fhe vse e oumbimation with
the compownd of the qyesent inventfan Inehude bels adrencrgic blockets, calehun
ohoeme] blockens (L-twpe and T-typs, c.g. diluazem, verapumnil, niftdipiae, ulodipine
ana mybefradll), diureties (e g, chiarothlazide, hydoochiorothearste, fumehoswde,
Inpdrollumstingnde, beadroflometeaziic, methylddorothiazl de, wichloromediunde,
pohihiards, bensdinandc, othacrmle sold wlerynatis, shlarthaldone, furosmide,
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musollirine. bumetinide, tratransns, smilonds, spironclacions), tenin mhibhors,
ACYE mninbitora {& g , oaptoptil, ofesope], £ lnopril, enwiapril, cecanopnl, cilezopal,
tklapnl, peniopon|, quenaprll, rarmpell, Hsmopeil), AT-1 neceptor suisganizts (o.4
fonarian, rbesartan, valssetan), ET rectptor anlugoolsts {5.g , sitaxsentz, airsantan
anil compoms dscloscd 1 U8 Pafent Noa 5,612,330 mad 6,043,265), Dual ETVAI
amagonis fe.g-, compounds dizclosed 1 WO 00v01389), ncutra! endopeptidase (ME )
inhibatocs, v ascpepsoduse inluinioes (dunl NEP-ACE mhibioct) (& x , omtpatnlad und
pemoneatrile), and nrtrrcs

[0085]  Bxamples of sultable antl-obesicy =panis for vsc m combination with the
compaund of the pregent myantion Incinude a bota 3 adsenarple apomisl, 2 hppue
mnbitor, & serctond {and dopdamine) reupteke inkdbitor, k thyoid secopior bera drus,
SHT2C apormsiu (such a5 Avena AFD-3561 MCHR 1 antagenlels such us Synapti
SNAP-T#1 and Tekada T-226926, melengeortin reocplor (MCAR) agomisis, makamnun-
conceniraling hoamoee recaptor (MCHR ) mmagomsts (zuch 83 Synaptlc SNAF.-"04]
and Takoda T-226526), gulanin roesptor modulatond, orestin anlupomists, CUK
agonuaty, WPY1 or NI'Y'S mtupamast, WPYZ and NPY4 modulators, carticotropu
reicasing factor agomats, mstarmae receptor=3 (F3) muluistors L 1-bets-HSD-1
unhebyibors, ecinopectn receptor madulators, monoamine reoptake shibilors or
relcastng agenls, & crhary pewomoptuc Sactor (CVLE, suck, g3 AXQKINE® by
Rageneron), BDNF {Qraus-gurlyel prurptropine factor), teptln and keplin moeptor
modulidors, cannabuoid-l receptor enlagopbsty (such a3 SR-141716 (Sanoll) or SLY-
319 (Bohuaxy)}, and ‘or 2m ancrentlc agent

[#86  The befa 3 adronenp= agonlus which sy be optionally smployed m
combdmetion with compound of the prescat iveahan inchede ATOGT?
(TakeiwDainlpnon), L750355 (Marok), or CP331648 (Pzer,) or othur kaown betn 3
Bgon|sts, &8 disclosed in S Polent Nos 5541204, 8,770,615, 5,491,134, 5,776,983
ana 5,288,064

#087]  Examples of Hpese lnhibitocs which may be opHonally employed In
combmtateon with campaund ofthe prasant tarcetion wclude orllstet or ATY~9462
{Alizyaac)

[0089]  The scrctonln (2od dopoamine) rcupmakos shibitor {or sorotomnin reccpeor
agonisis) whdeh mey be optonally emploved = combination wirth a compound of the
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present invenhon mav be TVT-033 (Browitrum), sibutramope, topmamele {Sohnson &
Johmeon) or eculoure (Regansmm)
Me8Y]  Examples of fhyroid recepror bely comprunds wiuch my be choonally
snployed 1o combinatinn with the componad of the preagnt invanuod include thyroid
recepior ligonds, snch as those dieclosed o WOST7/21593 (U Cal BF), WORA00155
(EaroRio} ond GB98/284425 (Kerokio)
[00%0]  The monomems reuptake Inhihators which may be optumally emploved m
cemhinatlon with compound of the preseat imvenbon mclude tenfluramne,
dexfanfluracnlos, Novoxsrman, finocedne, paroketos, sectabing, chlorphcarstmine,
olalorex, clorterming, piciorex sbutraming, dexaniphetammng phentermine,
phenylprupanolam|eo or mazindel
(60%1]  The vl agent which mav be opuonally emplayed In combination
wiih Lhe compound of the prewent s enbon, inckide Toprramule (fohnsan & Iohnson)
descamplctame, phentermme, phanylpropanclandss ar mezindal
[0052]  Che nibresentioned prtrnty and pateat applicatiuns ozt incorpomied
howews by relrerce
[0D93]  The above other theranoutic: agess, when emoloyed m combinston vt
fhe compound of the presant sayertion mey be wsad. i exumple 1n those amnumts
ndlogted In the Phy=yum's Desk Reference, as w the patents act omr above or os
otherwase determmed by ome of ardimary 2kilf In che s
F34]  Where the componnd of fhe Uivention oee utilized 11 coosbenation with one
of Inore other therapautc agen(s), eithor concurrentis or sequentiafly, S followmg
comidnation rtsor end dosage ranges are pauferred
[09095]  'Whare tha other entldisbetic agenl 14 A bipusnide, the comapound off
formuli T wall be caployed in 2 veeight rabio to biguamde within lbe pmge fhom sbowt
00t 1 to gbout LD I, prafably from sbout 0 1 1 ko ubout 5 §
[00%6]  The compound ul formuyls 1 will be omplayed Ln &wolght ratlo 1o s
glucoridaeg ihibirr within the range fram sboud 0.01 | o sboutk 100 |, prafixably fom
about 0 5 | ko about 50 L
[¥7]  The compound of foersel Twall be ponployed i o wesghé mtio s the
sulfsnyl ores n the ranse fhom sboot 001 | ro abowt 100 1, peadambly from shout
0.2 1 to sbout 10 ]
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[0094]  The sompoond of formula 1 wiil be employed Ina weight ratlo to the
thiarohdmedione m an amount willm (he rangs from about 0 0] 1 1o abow 100 L,
preferably fhom abent 0 2 1 1o ebowt 10 |

J0029]  Where prepent, the BuszoBdmedions sno-diabatio ageal may be employed
in amsounta withen this rio g (rdmn abost 0 U] te abot 2000 mgfday which may be
chministered i smplo or dinded doses one to four times pee day

Ma1a#] Ophonallv, the sulfonvl urea and thaeolidmedione may be ncorporaied tn
a single tablet with the Lomponnd of formule [ In amosnts nf [ess thun abot 150 mp
[00101] ‘Whene prerent. mutforrm or salt thoreod may ba employed n emoums
withim the range fhom about 500 s nhout 2000 meg por day wiuch may be
admmumstered m single o1 diveded doses ons 1o Joer imes dally

[00142) W bere present GLP 1 peplades may be admmistered m oral bugsal
farulatioas, by nasul adminlstratlon or parenteenily a8 d2aceed n Ur S Patent Nov
5,346, 70 (TheraTech), 5,614,492 and 5,631,224 wiuch are mcorpocatsd bersln by
reforence.

(00183]  The SGLTI mhibitor of forrmmia I'will be employed In u welght ratlo to the
saegllllnlde, PPAR-gaming agonlat PPAR-siphafimmma dusl agonist, aPZ mhebior o
DPFP4 inbibitor withee the range from sbowt 0.01 110 ebout 100 [, preferubly flom
geout £.2:1 0 abeug 10 1

#0104] The compound of tomiula I ofbe Invemiion will ba pencrally be ompleyed
m A weight ratlo w0 the kypahpdemic sgent (were prasant), withln the raoge from
about 500 1 10 aboud 1 500, preferbly trom abouc 100 1 po abomt 1 100

[#0108]  For orsl sdrmunisimtion, a sstisfpciory result may be obtuned emolvywng
the b 1 mhubrtor 171 an Amount withm the rangs of from sbout & 01 mg'kg tn about
300 mg and prefirahly fhom ahout & | mg to abowt 100 mg, oue to four Umes dosly
00196 A preleed oml dosage form, Such us Lablets of eepsulcy, wil] ontaln the
MTP inhibitor In an amount of from about 1 to about SO0 mg, preferably fom aboat 2
tor 3bout 400 myy, end mom preferably rom about 5 éo abom 230 Mg, oot 1o Toar Faey
daily

[00187]  For cenl admmirmtion, 8 satisfictory Tesult may be gbtsined employme an
MG CoA reduttase mhibrior i et Amowst withen the raegp of from sbout 1 ta 2000
mg, and prefernbly fom aboul 4 by about 200 mpe.
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(00108] A peefemed oral dosage Jovnl, Such us tabints or coptlles will comtan the
IDMG CoA reduclas Inbubeior 10 3n auount from thout O § to about 100 mg,
prefbrably from about 5 e about 80 mp, and more prefarably fram ahout 10 to sbnwt
40 mg

Hat]  The squaleas syndietase sahibuor may he employed u Uoszages ts an
amtormnt withn the rauge of from about 10 mg wo abox 2000 mg and proforably from
abomt 25 rox 1o byt 2(10 meg.

[00110} A prefered ol dosape fomi Suct as lablels or capsules will cunlain the
squalens svithotmzn uthibirer m o amouns of flom about L0 to abeue 590 me,
praterably Fom shayt 23 m about 200 myg

[#0I11] ‘Theoompoumd of the formrdfu I can be admmastered for sny of the wses
descelbod hegewn by wny sultahlc moans, fir ex.ompls, ocully, such as 1 the foerm of
tableds, capsules, graneles or powders, sublinguafiv, bacally; paran:rully, such ap by
£ubCMOnANE, mEraveRORS, wiramUsculor, or mtyeseernal [njection wr inlielon
revimuques (& 2 , 05 sietle inyeciablo aqueons or ton-aqueays solutions o
suspemyians); nasslly, moudios adoomisteetion 1o the nesal membranes, ach as by
inhalation speay, 1opically, such pe 1n tha form of'4 creem o olntment, o recmlhy such
a8 in the: wm of supposkoties, o domge unit Sinmulations coataumng pon-Eowic,
pharmacoutiually ntesptuhie vehicles or diluents

[00112] ¥n canymg 0ul a prefeyed molhod of tha vweation M trexting mry of the
diseagay, dlsoloaed herem, mncl) a5 dinbetes and relatcd discases, & phacmisseniacul
composinnn will ba smploved confasung cng of mure of 1he compeund of formmle L
wrth or without ather artidabatic sgeel(s) endror satiryperlipldamie agent(s) and/or
other type theripeahs agemts In asaocinl=on with 4 phaymacestcal wehicks o diluent
The phwrmuceutionl somposlion can ba formulnted employng convantdonal snlid of
Snuid vehinles or dilusals and pharmacemizal additives of o type appropriate 10 e
mode of desacer] mhminlstration, sech as phurmecsutically sccsprable canders,
exmplomy, binders end the llhe  The compound can be edmdaisicred to manenallan
spoczes tacluchng amns, moskeys dogs, ats by an cial rouls, for example, mthe
form of tablere, eapsules, beads, graanles or paveders, or they can be adiunlseoud by o
parenicral mate (0 e formm of Inyectabi Trepamtions, or they vim be mim imsisred
niranaselly or = imnadermal parchea. Typreal sulkl fvmmiasions will contuin fham
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rbour 14 1o aberet 500 mip of 2 soopound of formeula | The dews for adulie 18
peeferably hetwoon 10 and 2,600 mg per dar, which ¢am be pdministercd m a simgle
doze or In the form of ndividusl doses from 1= times per dsy

[W0113] A typlonl injsctablo preparabon may be produced by ascpticully pleing
250 g of componnd of farmule I nio & vinl, meptecally feeze-diying and scilng
Tur use, the pomtents of the vial are mixed with 2 mL of physiclogrcal salns, 1o
produss an 1nyetieble preparation

[00114] It w1 be wnderstood Chat she specific dase kevel g frequenty of dosage
for any particular subyect can be vuned and sl depsnd upan B vatwly of factors
moluding Lhe motryty of dee spocafle compound emploved, the metabolio stabllity and
Jengrh ot achion of thul compound, the specias, agp, body wegght aeneral heslth, scx
and dict of tha sobyecs, the modse and time of admmistiation, rat of exereton, dug
sombmnation, ind Leverily of the pamcalar condibon

[00115] BGLT2 mhbitor sctiviy cfithe camspiound ol the Invention may bs
derermimned by wse of an assny syslem us set out balow

Asaxy for SGLT2 Avhmity

{00116] The mRNA scquonce B human SGLTZ ((iendtanlc #MIT549) was LJoned
bry reversc-transcrplion mnd smplificaan kom nman lddpey mBNA, using standand
molecalar bislogy lechmaquos  The eDNA sxuence wap slgbly transtiacicd aito CHO
cells, and ploncs wore ssaeged [hr $GLYZ netrvity essemially as descrebed in Ryan oo
al {1994) Cvulustian of \piubiion of SGLT2 actrvity m & clonally sclected cell Line
Wis perfrmed esscntlally as described w Ryan et 81, wish |he followmg
modiicatona Cefks werg platod at 10,000 or 20,000 ceils per well snd wen: cabured
In Hum's }-12 mediem contmning 10% fotal bovine sentm and 500 pgml gmstiols.
Colls ar approximiiely 0% canfluence werc: assiyed 2 o 3 daya tfer plating, Colls
were washed oncg with bailer bsckmg sodmrg, which contmped 10 mM Hepoa Trés,
137 s N-smihy 1-D-glucamne, 5 4 mM XC|, 2 § 1M CaClz, aed 12 mM MgS0,,
pH 7 4 Inhiblnrs were assayed Ja the presence of 10 uM 0] AMG {o-merty|-D-
slucopyrancude) ut § oonoanreations aver 5 120-minnte latihetion m proten-fes
bubfer containing 10 mi Hepes/Trs, 137 mM NaCl, 5.4 mM XKCL 2.E m{ CaCly,
RN L2 mM MpS0, pH 74 The rtsponss curve waz fAttad 1t an empines] foar-

=3]-



& 2

W 0031489 CTT SN0

10

10

23

puremeier model o doemune e inkobitor concesladon it half-maxmal esponss,
reporind a3 the 1. ‘Mz replioaies wors perfbrmed per datermmnahon Aswrye weoe
quenched by washing 3 tines 1 oo cold EX phospiwle buffared sslme (PBS)
contmmng 0% mM ghlorezn, and ezlls were thon lysed B SO ul 0 1% haDH  After
nddhtion of 200 pwl MisroSeem-40 eaniillutcomn flusd, the cells werc aBowsd bo shake
for 1 hour, and than [4C]AMG was quentified oo & MopCount solstillation coumes
Codtrol mearys win The sbsence of moiubitor wete parfortied with and withayt NuCl gnad
& doge responss Surve for phiorizin wes gensratcd In svory assey as 4 pasiive coutrul
[01J7)  Ryxn M7, Jolnsow O, Kuk J, Togrslenbeng SM, Eager RA and Tozok-
Siorh B- 104 HK-2 an Immoriahzed proxmal Wbale epthelwl cell Iine from
normel udult eman kweevy  Kidnoy Internmionof 45 <48-37

[0011%] The following »ucking Exemple serves to bettor LUuaeate, but ot Ik,
embadiestly of Lhe present mvention

EXAMPLE1
Et
@ £

Ho 0.
T You

[
Br (-]

A S-Breswo=Z2-chlore-4'-vthv] bemzophenone

[90119] Toe2l round bottoms flask comtuning 2 magnetic stined susponsion of
cammenia| S-broma-2-chlorohenzane acad {410g, ¢ 74 mai) ln 700 mL of CHCL
was added eacalyl ohioride (235g, 1 85 mol) followed by E-5 mL.of DMF To trap the
resnlinm HC, the fluge wes Stted with lubing sn that the gue was dlschargad shove
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the surfiae of o slcred ag KOH sulubien. When 1he vigoroue evolocon of pas ceased
rfter two houre, the homigenetid reaction way stumed averneghi prior to mmoval of
Lhe volptics under vacoem usiog a rotary evaporate The ressblant oll solldi{fad
during subsgguent cyaeugbon

[00120] After dsmlving the crude S-bromo-2-ghlonobanety] Lhkands m 530 ml of
clytbenzene, the yellaw solulwn was coaled (o -3°C prioe 10 adding AICT, (257g,

1 93 maol) by -30g posticns over 60 man & mymoe (hat dhe empersture did wot cxceced
10°C  The copous smownts of HCL ges whach bagan to evolve after 608« ol the AICH
had boen added wert: trupped by pasying the gas over » stirved some NaOH solution.
Ifthe reaction were mare conccmitaicd, a magaetis alumer soull ot huvs melnlalned
schring apon completion of the sddihon of AIC];  Adicy sturing Sor | by o3 the bath
warmed to ~| 5°C, the bach was removed] Aler4 br et 20°L,, the thlok syrop was
posred over xou (1 5 5g). Subscquentiy, once the stared suspention had cooled, HX0
{1L ) was addod pener 10 bufng setrmcied 4n with ExGas. The combined creaanic
oxficls were washed 2x with LN F3CL, 3% wath, LM KOH, pnd 7x wxh brms pror to
drymg over NaaB0y The volatilea were reraoved nalng 1181 4 rotory svaporalor and
then by hawimg al ~§0°C at 1 Torr |EH NMR ooulysss of de resuliant dark o1l
revealcd the residue to be a1 14 mixore of o2thapan 1somers  Diplubion m hexanse
and followed by Rleratyon through a sulica pel pud cemoved moek of o coloe
Conesnteation of the ehmnt ylelded 5608 (9996) of a 14 | nxture of 5-broino-g-
ohkaru-#*-tzthy|benropienone # 5-bromp-2-cllore-2 -sthiybeazophenoos

|#121] HFLC cetention ttme 4 7 min, YMC 85 €18 4 6x50mm coluima, 2.5
mLfnin, derecton ai 220nM), 4 o pradeent 0-100% B hold 2 min st 10095 B
Slvent A 10% MeQHFL0 +02 % HPQ, Solvent B 90% MoDHEHO + 0 2 %
HyPO,

S-Broma-2-ch[0no-d"s2fl} Ihexeaphonooy
[00122] 'H NMR {400 MIIz. CDCL)} 57 T3 (d, 28, T, =8 21I), 7 54 (dd, 1R, J
=2211z, J=88Hz), 732 ({d, I, T=8BHx), 7295 (4, 2H, Tae =8 1112, 2 T2 (g
2IL }=7 ¥ Rz), 1.27 {¢, STL, J=7 T Ra).
[00123) "*C3MR {100 MHz, CDCL) 5 193 13 151 33, 140 a9, 133 B, 13332,
131 & 131 44, 13034, 130 16, 12828, 120,44, 29.04, L5 02,
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5-Brnmn-2-chlprn-1'-cfhylibinrophenant (duimcive pmult)

0124]  TH NMR (400 MHz, CDCY) 82 64 (g, 21, I=7 7 A2}, 123 (, 1M, =7 7
Hz).

Hw2s)  CTMR (10D MHz, CDCE) 528 9, 155

5 -

B 3 Brumo-3-chlor-4'-cthyidiphenvimethane

[0012G] Toa stered solot of ChSdd (400 4, 3 45 mol and S=bronio=2=chiono4'-
ethylbanzophenona (534g, 1.65 mol) conminlng 7% of the Ysomerks ketene i 500
il of TFA 6t 30°C wiis acdded CFREO4H (1 5 g, 0011 mol) Within menuley dhe
lompuraisre incroased ceusing the solution to refhrk vwlendy Caulian @b modsmi
canthetn requites coalog wilh m exlerdl woe bathy After 1 by, HPLL Tovcaled the
reactlon to by 50% complet=  Afber addition of an addidonal ExgbIEH (20g ) and
hestmg overnight at 70°C, ihe reactiun was > 95% complele by HPLL smlys Upon
cnoling, the volailles ware remnved by bl to bolb distiHedon . redusod pressure
The rexultant = i1 of Light ptay o1 was porwed into 1L afHy} The muxluge waz
exirasted 3% with hexune; the combined orgemic Inyers wore washed T with Hx0, 2¢
wath nq NagCxh and 2x with brinc bafiwe dohng over Nag 80y Al coneentrabon
uFmg R roery svaporutor, ~ 1 T nf oier lighe smber oll rematned  This muterial wus
firther consentrated, the (BS0E0 (450 mL} was removed by diallahon ot 0.5 | or
Cnea the empecaton ¢ the distllstion head reached 755C, (he pod wan alkmwed 1o
cool 1L'NGAR anslyms of fhe por revenled it to contuin en ~§ 1 medmo of
dharylmocthang to (BLSHyO  Crystallization ot'thls mixtire wis acheved by pounng
the product imin vigoronsly Sacred 10°C 5% BOHMHRO (1215, After snrdne for
severn) hours, the crysials wera callected by 11limtion, washal with cobd 1 1
ErORVIZ0 end dred under vacuwn  The §-hromas-2-shioro-4* -sthyldiphasyl-
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mcthane (500 g), obtaincd as a low melung solid contalning ~1% (El3Si)y0 was used
withom further punfication

[00127) HPLC retention ume. 5.3 min, YMC 55 C 18 4 6x50mm column, 2.5
mL/min, detection at 220nM, 4 min gradient 0-10096 B hold 2 min ot 100% B
Solvent A. 10% McOH/H;0 = 0.2 % Hal'O4  Solveni B 90% McOH/HZO +0.2 %
HyPOs

[00128] 'HNMR (125 MHz, CDCL) 6 7 27-7.23 (m, 3H), 7 14 (d, 2H, ;3 =7 7
Hz), 709 (d, 2H, Jap = 7 7 Hz), 2.63 (q. 2H, J=7 7 H2), 1.23 (¢, 3H, J=7 THz).
[00129] ®'CNMR (100 MHz, CDCly) 3 142 46. 141,08, 135 68, 133.64, 133 13,
130.85, 130.55, 128.83, 128 1 120.0, 38.62, 28 43, 15 51

0
TN e ™

C.  2)4,6-tetra-O-Trimethylsilyl-D-glucolactone

[00130] To =& sthved -5°C solution of gluconolactonc {239g, 1 34 mol) and N-
methylmorpholne (1130 mL, 10 73 mol) m 2.4L- of THF under Ar was added
tnmethyisilyl chlonde (1022 mL, 8.05 mol) vin dropping funnel a1 a sate such that the
tcmperature did not exceed $°C. Afler 1 br the stirred reacrion was heated to 35°C for
5 hr whercupon it was allowed to cool to 20°C as the reaction stirmod owomlight Afer
dilution with 3.6L of toluena, the mixture waz cooled tn 0-5C prior to cautiously
adding 7L of H2O et a rato such that the temperature did not exceed 10°C Note a
severo exothérm results upon addition of the first pornon of H;O Afer nuxing, the
phases wene allowed to separale and then split. The orgenic phasc was washed with
aq NaH;PQq (2L), H2O (iL). and brine (11,). The organic layer was then
concentrated ynder vacuum usng & rotary evaporator; the resultant light yellow oil
was twice taken up 250 mL of toluene and reconcentrated to yield §16g.

-38-
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|G0131] Ta e strred -78° solutlon of Parl B 5-broma-2-chloro-4'-
ethyidiphemytmethane (86g 0 36 mal) in 430 ml of 122 dry THFwleen: undor Ar
wiy slow by added 2 5 M n=-DuEa {136 ml., 0 32 mol) in hexane af & rais that
marmalned the temperakere below =-535°  Afier sirnng for 10 minuncs followang the
adiibiem,, Lbps sobution wae tnmferncd by cmmnula ta a stinved =78% salubwon of Pard L
1,34, 6-einu-O-tnmethylsivl-D glwalmiune {1353, 0.33 mol) Iy olugae (350 mL Jal
a rate thar masntained S reaction below 55° The anlutlon waz strrod dor 3D min at -
E° mrlor (o quenching by addlilon of 400 mL of MeOH contalnoys reelbanssul lomic
actd (28 mL, 045 mal), |he reacbon was aowred veermight for 18 hr at 20°C, The
raaction was sured overmght for 18 he & 20°C. HPLC analysie nrcaled 4 now peak
whick by LC/W9 comespend to the mass of the: «xpeoled O-mofhigiucoside, The
resution, onco complets, was gueashed by the additian of NuHCO, (42 & 05 mol) n
200 mL of H;0 If the pH s not weakly busic mone NaHCCh wae added prior to
dilthor 2 fold walr FLD and 3 semcbons with BOAs  The cominaed B4
fracticns weore weshed wih bewe and dried over NagS0y Afber concentention using &
rolery evaporaccr, the ol {140 g, 90% pyow by ITPLC wialyis) wey not farther purdied
b wosisul wes carmiod forward 5 an impoes desieroomonic e

[0132]  °H NMR (400 MEIz CDCh) & 737 (m, LH) 723 {m, JH), 702 (m, 4H),
511z, 1) 506 (m, TAY, 4.07 (m, LIT), 4 03 (d, 1, Tap = 15.4 He), 3.97 {d, 1H,
Jan= 154 Hx), 3 80— 3 70 (m, 48], 5 60 (m, TA) 3 4% (m, 1H), 3 31 (m, 1IT), LB4
(1 3H), 2 51 (q, 21L, F=T S bz ), 1 14 (1, 36, J =T $ Fz).

[00133) 'SCNMR (100 MHx, CDCly) & 144 4, 140 7, 138.94, 1969, 13251, 13L.6
I30 96, 1308, 130 2, 129 16, 103 36, 77 0, T80, 7248, 64 27, 51 57, 41 13, 30,75,
179
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[00I3d] HPLC retantion dme: 4 29 sun, 90% pore, YMC 55 C-18 4 Sx50mm
cofumn, 25 mlioun, debection st 2200, 4 nun gradient 0-100% B hald 2 min at
100% B Subvept A 10% MaOHHO =02 % HPOY Salvent B: 90% MMeOITH,0
+02 % HaPO,

[00L35] LCARS [WE-Ondc]™ 391, 193, MANal" 445, 447

E

B
cl

Ay, O
Ao OMe

Aep “Hone
One

j00136] A snlubon of Pat D Q-medhylslucniuk: (3055, L49 mol) m THF {1 L}
cpoiammp dusspropylethylamine (465 g, 3.6 moT) und DMAP (0.5, 4 1 mmol) nas
conled o *C Acolic andiydride (32685, 3.19 mol) was slowly added at sah a ru that
the tenpemsoere dul not cxseed 5°C  Afver the solution pradus]ly wanned to 20°C, x
v sbured for 10 hours whereupan tie analysis revsaled complete convendom o the
teoraacerate The meachon was quenched b wildaion of E4QAe (] 3 L) and 10% ag
ELZPOy (1 3 L)y Aftor separalion of the layers, the 2, phiase waa axtncusd 2x with
EiOAc, The eambuned argerdo phages were washed L2 with bnoe prior o drang oo
Naz80y aml concentretion ader vacmmn.  ‘The resu|{znt ofl wea dissolved 1wize In
300 mi. oitoluene ad reconoentruted tn wvickd a thack odl (300, 95% HPLL purityl
thas vand esed withaut firsher pundicotiu of the resyiting arpere diastereomart.
mixiune.

00137 'TINMR (400 MHz, COCE) 8 7 38 (d, IF, 1= 8 3 ), 7 28 (did, 1H, J=
£3Hz I=22 Hz), T4 (d, LA T~=23 Hx), 711 {d, ZH, Jun =8 3 1Lz}, 7 04 {d, 3H,
Jas=B3IED 336 (t 1H, J=972k) 521 @, 1M, J=101 Hx), 4 93 ¢, [T, T=101
Hx), 4.20 (dd, 1L, J= |2 Rz, ) = 2 Eiz), 413 (4, LIL, T,z =15 4 H=), 4 02 (m, 1H),

4 018 (d, 18, Jan =15 4 Hz), 3 10 (s, TH), 2 606 (g, ZH, ) =7 7 1Lx), 2057 (s, 3H)
305 (3, IH), 194 {a, 3H), 1 T2sd (3, ¥, 1 21 {, 3H, J=7 7 HE)
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[Ap138]  '°C NBJR (100 WHz, COCH) 8 170 7, LTODX, 16947, 168 5, 142 2,
13874, 1364, 135 1 1347, 1298, 294, 118 6, 128.0, 1264, 10002, 73 85, 71 33
58 57 68 77,62 11,4943, 35.74, 28 4, 22 64, 20 88, 20 58,20 16,155
100139] HFLC retopoon nmer 4 81 imn, 90% purs, YMC 65 £-13 4 fixSOmm

5  oohunn, 2 5 mLimbn, detechon st 220nM, € sun gradient 0-[00% B hobl 2 = af
100% B Solvent A 108 MeOIVHZO + 02 % HyPCy Solvemt R 90% MeOR/HO

+02% M0
"
n j;jﬁf
F T+ T
Y Yo
[ 7T

Ao
i{H

[(MM40] A stired sofutuon of the above cruda all (361, 0 5T mol) in CHyClg (500
mL} cantalniag one eyurvalent of HX) 19g, 0.5 mol] and CtS4R (1585 1 62 meol)
was couled (o -2 pror 0 addbon of Bl B0 {145, 1 02 mol) Durlas Lhe

1 muidhlon, the remporeluce was mentemed < 0°C The nacthon was subsequcntly
strned 2hr at 10°C and 14 & i 15 - XPC bedbro boing queiiched by addium of
CHCE: (100 mL} and FRO (500 ml) ARcr ssparsicm of Lhe layers, dhe aq phase was
cxiracred oaue with CHLCl: The corrblmed orgenic tayory were waghed Lx with ag
NaEICO; and brine pror o drying owT Wez304 Al removal of ¢he NS0, by

20 filiahon, Ac;O {5 4y, 65 mmol), dissopropyleibylamine ¢4.5g, 74 mmol) and DRIAK
(10Cme. O 8 mmof) were adled  The solugon was stured at 20°C for 18 br %o msnee
thal any glucaside hydroxy I that kydrolyzed derieg tho roduction and werk-pp nere
reacerylated. Tha ofl, choainsd afler concentration wmler vacuum, cryséisllzad wpon
additim of BLOEL After filirauion the puclty of this matcial by HPLC was 95%,

25 recrysallization fres EIOH yreldod tis tecrancetylgicd bela-C-slucasida as g whils
enhd {190g, 09 % purity. The overnll maveesion for procedures D — P was 61%

=38 -
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[ed1df] HPLC retomioon me 4 74 men, 190% pure, YMC 85 -1 § &x50mm
coluinn, 2 § misrie, defection at 220nM, 4 min gradent 0-100% B hold 2 sam ar
10024 B Sahent A 109 MeCOH/AH:O | 02 % HaPOy Solvent B 90% MeOR/H;0
+0.2 % HyPOy

00143 ‘H MR (500 MHz, CDCly) 5735 (d, 1H, TR 2 Hz), 7 19(ad 1H, J=
B2, )=22Fe), 711 {d, 2 Jun =85 Hz), 7086 {d, IH, T=22 Hz), T061d
24, Jn =8 5 Hz), § 28 @, 1K, 1= 0 7 Hg), 5201, IH,J=97 B}, 5 04 {r, IH, ) =

¢ 7 Hzy, 431 (4, 11, S =9 Hz), 436 (dd, 1H, ) = 12 Hie, J = 5 Hz), 4 13= (dd, 1H, }
= |2 Hz, J= 5 Ha), 4 095 (d, TH, Jau = 7 T H) 3,995 (d, 1H, Jan =7 7EEx), 3 79 (m,
YH), 2 605 (g, 201, 1= 7 7 HzY, 2009 {3, 3H) 104 (3, IH), 1 94 {5, TH), 1.67 (s 1H),
(21 3H, =77 B4

[00143]  VC MR (125 Mz COCh) B 170.58, 170.3, 159 4, 16R 7, 142 2, 13878,
1364 135 [, E34 G, L290,1298, 1287 1260,1299, 7945, 761,74 1,72 5, 54 45,
522,38 6,284,207, 208 20.59,202, 1555

[0144] LO-MS [MHNE:'] wm/z 578 3

G
al
]

"n-"\._,.-‘:l

HoV Hou
oH

[00145] Tothe wibe suspenson formad by stivriag the tetrgacetylaliad heta-C-
ghucoside of Part F (257, 44,6 nunol) for 5 o in 2 37 HFMeOH, {330 mLjunder Ny
a1 20°C wes adided LiOH L0 {2 0g, 50 @maly in 220 {70 mL) Afer 15 mn, dw
reachon was un opaqne dolubion, afler 2 5 hr, by [TPL.C anedvals &e roaction waa 98%
sompleln, The convereion wacrepsed D 99% aficr strmmgy ovomisht wherpos the
yolatlies wrrg rémerved using 4 otary evaporaor sach thee the volome wars nedeeed 10
150 ml.. The rendue, eller pddfion of 1086 &g KRS0, (100 mi) was finber dised
with 100 L. of H;O prear vr bulng cxtracied 3x with Ti0Ac, After drying over

-39--
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Mus S0, the: voluteles wers removed ueing a rotecy pvaponsLor nd the resyltant ol 10
the iy m amomt of iOAc foamed thder vaouum  The amounl al EHOAR
trapped s 1bus moben1al cam be reduoed by drying under vacmm This alasy ofl ewrhetc
solid was ecraped out emd forthcr dred af O L5 Tory a3 25°C for 34 hrio yeld 17 3 g
of desired Curylglucosde containlng 6 7 realls of FtOAc

|00i46] HPLC roicaton Lme 4 21 rom, 98 3% pare, YMC 85 C-18 4.46x50mm
colymo, 2.5 mU/min, dotecrlon ot 220nM, 4 yon geadient 0-100% B bald 2 min o
100% B Solveol A 10% MeOI/HRC + 6.2 % HaPQu Salveni B 90% MeOH/Hs)
+ 0.2 % HyPiy

[OB147]  'H NMR (300 Mz, CO,0D} 5 7.34 (4, 111, - 8 1Hgz), 733 (4, I, T=
17Hr), 727{dd IH,¥=82Hz, T~ 1 YHz), 708 (partinlly suparimposed AR
quartet, 481), 4 1=4 0 {m 3H), 3 85 (d, 1EL J=1 1.6 Hz), 3.68 {dil, 1H, =5 3, 10 6 F),
3 46-3 26 (m, 4H) Hx), .57 (q, 211, 1=7 HZ}, | [2{, 3H, J=7 Hz)

[2D148] e MR {125 MHz CDNODY S 143 2, 140,0, 1397, 138 1,134 §, 131 98,
1301 13V 8, 1288, 1282, 828,82 14,797,764, 719,63 1,397, 204, 16 4
48] MS MHNG'] a8 miz Theorencal 415.1288, Gbuerved 415 1207

[Q0198] Anal for CzFasCX; 007 EtQAc 019 HL0 Caled C 63 51, H 6 S0, CI
S8, Tound C 63 @), H G643, CIER2
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WHAT I3 CLAIMED=

l A sompeund of formula J

or & phrrenocutically acooptable sak, somplex, sterooisomer, or prodmuyg estur theneel

& A pharmaceunical composiilon comprieing A compound of formula ]
wna a phamaceuiseallv peceptable camer thenefire.

3 A pharmacorbcal combmation compnsing & compound of formoele L
and at Jeast aoe thempentin agent ==lentad from the group consisting of e antldiabetls
agent, m ant-obesity Agamnt, 4 aabehyparteative agent, o antather cbolenotls Agem

and o Lipud-lewerkap spent

4 The phacmaceutiosl combination an defiwed In Clalm 3 compelsing the
compound of formula 1 2nd at Least e aarsdlabetls apent

3 The combinatwn a5 defingd in Claym 4 wheren fhe unbdiabehe agenl
12 at lcast ong apent selezted from Lbe group conelsting of & biguanide, & wiltny | urea,
& Haaosldase smhibitor, & PPAR ysmma agonist, 8 FEAR alphn/paming dral agonist,
n aF |nhehror, 8 DEP4 lohibiror, m nesulio sessitizer, o glucagos-| ke peptide-
(GLP-I}, o PTP1B miibvior, 2 glycogen phosphoryizse milabrior, 2 glincogs5-
phosphataze wiknbitor lesutin and 2 maghiinkde

& ‘The combinawsn a8 defined in Claim 4 wharcts the antidiabatic agent
|s 2t Jewst ooe ngent s=laoted from the grong corsstmg of melformm, ghburnde,
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glhimeplride, glipyride, glipizids, chiorpropamide, gliclazlde, acarkose, miglhol,
piogliiazons, trughtacone, rowglitszons, insul, 1saginazons, repaglauds, patogles,
muraglitizar and peliglitazas

7 Tha constuinnion uy defiasd i1 Clam 4 wherrn the compoend of
[evmpula T present m & woehi rmtio to G ascdiabessn agant within the g fom
about 0 01 1o abual 300-1

B | be combmrtion as defined ut Chmm 3 wheremn {he anb-obegity agent
15 at [oast oo agent salacied from the group conslsting off & bem 3 adrenersie spondst,
u Iryeye. iphibaor, & sepodonin reuplake mhibetor, u Shyrmd reccptor bets dnrg, a
JHT2C ugonlst, an MLHR 1 antaponist, 8 meleocorto: receplur wionul, 2 melsnm-
cancomirating orooe rdcepior miagooest, 3 galanin reecptor modalator, an aoresin
apugonlsl 4 CCK agonlsts, am NPYL cr NP 5 arlagomet an NPY2 or NPY 4
modulator, a coricolropen relemmy Tactor apensst, a hietamine eceptor-3 (H3)
mudulator, 8 1 E-bote-HED=1 nkibitor o sdompechn roepsor modulator, &
mamnamne rsuptake sthiuor, o cilery ncurptrophic fecior, & bean-derivad
neurulrophle feotor, laptln or lepun recoptor madulafors, a cammabineids1 recepoor
anfagoaus and an auorsclic ngent

B The combnmbon 15 definod o Clabe £ whemin the antl-ohesity sgem
15 M $eact one agent selected from Lhe group convsting of rmonabant, orlsra
wi bhartregume, toplnimite, dexemphetaming, phentecming, phenytpropeanclaming gnd
mazlndn]

10 Thecombibation wa defined m Clam 3 wierela the hpd lowermyg
Agehl 15 ut lennt onc pgent selecind fram the proun consisting of an MTP kahibuor, o
CEY? inhibiter, st HMIG Cod reductase mbubior, a sqmalene synthetxse mibilor, g
fil.nc 2oud dervaleve, an upregulatar of LD receplor activity, a Hponyaonese
tnhiblter snd o ACAT Mhibitar
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1t Thecombimtion e defined m Clalm 10 whenen Lhe Bpld lowering
agent )& of Jeest one agent selecked [rum ihe grovp consisung of pravastalin, lovesislm
sl ek, atorvasiailn, cenvasiehn, fnvastatu, nirusluling visagiatin, Bmvestato,
tosnvasatin, fanofibeate, g2miibrozl], clofibratc and mragusdine

12.  Thecombimtion v defined 1o Claba 10 wheroin the conpound of
forrula T ik (eosent |1y & welabt cabo to tha |ipld-lon erurg ayent wiibin the muge fiown
aboyt 001 10 Aoout 3G0 1

13 A method tor treading ar delaymp the progresson ur umset of dirbeses,
<hubetic rcunopathy, dishetic neimepathy, duhehe nephropatigy, delayed wuund
healing, msuhe resistance, byperghycoaun, hyperiasthnesna, ¢lovaicd biood levels of
fatty apide or glvaeral, hyperdipidens, ohesry, hvportriglyoecldemm, Svndromo JG
dlubatic complications, athercscleross or hypertension, or for iermsing mgh dennty
lipoptolsin levals, somprisios sdminimermg s fixrpemloxfly efisctve amount ula
compotd of formuls 1.

14 Ve medsod of Clann 13 Sertber contpelshig miministering,
coastcrent]y or saquantially, 4 (erepeutios|ty cffective mmount of st least one
addltionel therapomne agant selected from dhe aroup coastng of ao antidiabeie
agent, an aph-oheslly agent, & amn-lnyperiensnve agene, an antl-atherosclerstie agent
and a bpld-bowening agont

11 A methed Jor trewmg tync 1l diabetes compemng administarsg. n
therapcutically effbctive smouss of 2 compound oi formula 1, alone or m combunation
with 1 Jaasl ane othor tharapeutie sfent <icetnd from the proup consising of
aohidmbetic apant, an egent for wreating the oomplications of dishetes, sn aot-obessy
agout, an anbyporonsiva ogent, mm anbiplacelel agant, an spt-atherosolaratic sgent
awd 3 lypohipidesin agent.
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INHIBIDORES T METOD FPARA GLUCOSINOR DE C-ARTLO SQLT2

CAMPO DH LA INVENCION

la presente invencion pe relacicna a glucdeados da C-
arilo los cuales son inh:bedores pelacrivos de
transportadorad de gluccaa dependasntea de aodic sncoptrados
en el rififn, ¥ a un método para tratamientc de diabstes o
trastornos, por emplés de tales glucdsidos de C=arile sclos o
en combinacrdn rCcon uw O WaB e otyos tapo da agente
rarapdutics

ANTECEDENTES DE LA IRVENCION

Aproxiwmadamanre 1086 millopes de perscras alvedador del
mudo sufren de daabetes tipe II (HIDDM), la cual ae
caracteriza por hiperglicemia debida a protuceidn de glucecaa
hapitica excesiva y resistencia de insulina periférica, las
causas &8 raiz da 1o cual todavia son desconocidas 21
control conatante de los niveles de gluccsa en plasma en
Paciencee de diabetas puede conpensar el desarrolla de
complicacionss diabéticas y falla de células beta vigta en
anfermedsad avanzada

L2 gluccea en plasma normalmentes se filcra eno el riddn
en &l glomfrules y se reabsorbe actlvamente ea e1 tibkulo
proximal El noventa peoxr ciento de la glurosza reabsorbida en
el nfin ocurre &n lae c#lulas epiteiiales del segmento 51

teupranc del tlbulo proximal cortical renal La SGLT2, una
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proteina de 672 anminodcidos gue contiene 14 segmentos de
cobertura de membrana que predominantemente se expresa en el
pegmento S1 temprano de los tabulos proximales renales,
probablemente ea el transpoxtador principal responsable para
esta reabsorcién La especificidad del sustrato, dependencia
de sodio, y localizacién de SGLT2 son consistentes con las
propiedades del transportador de glucosa dependiente de sodio
de baja afinidad, alta capacidad caracterizado previamente en
tGbulos proximales de rifiébn cortical humano Ademds, estudios
de supresién de  hibridos implican SGLT2 como el
cotrangportador de Na+/glucosa predominante en el segmento S1
del tabulo proximal, puesto gque virtualmente toda actavidad
de trangporte de glucosa dependiente de Na codificada en ARNm
de corteza de rifién de rata se inhibe por un oligonuclebtido
antigentido especifico para SGLT2 de rata En humanos, las
mutaciones en SGLT2 se han asociado con formas familiares de
glucosuria renal, gue provee mds evidencia del papel primario
del SGLT2 en reabsorcidn de glucosa renal En tales
pacientes, la morfoleogia renal y la funcién renal de otra
manera son normales La inhibicién del SGLT2 se podria
predecir para reducir niveles de glucosa en plasma via
excrecién de glucosa mejorada en pacientes diab&ticos

El SGLT1, otro cotransportador de glucosa dependiente de
Na que es 60Y idéntico a SGLT2 en el nivel de amino&cido, se

expresa en el intestino delgado y en el segmento 83 més
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distante del tibule proximal renal A pesar de sus
similitudes de secuencia, el SGLT1 y el SGLT2 humanos s n
distinguibles bioguimicamente

La administracién de florizin, un inhibador especifico
de actividad de SGLT, proporciond una prueba de concepto in
vive por promocidn de excrecidn de gluccosa, disminucién de
glucosa en plasma en ayunas y con alimento, y promocién de
utilizacisén de glucosa sin efectos colaterales hipoglicémicos
en varios modelos de roedores diab&ticos y en un mcdelo de
diabetea canino No se observaron efectos adversos &n balance
de i6n de plasma, funcidén renal o morfologia renal como una
consecuencia del tratamiento de florizin a lo largo de dos
gemanas Ademis, no se observaron efectos hipoglicémicos u
tros efectos adversos cuando ge administrd florizin a
animales normales, a pesar de la presencia de glicosuria Se
reportd la administracidén de un inhibidor de los SGLT renales
por un periodo de 6 meses (Tanabe Seiyaku) para mejorar la
glucosa en plasma en ayunas y con alimentaclién, wejorar la
secrecién de insulina y la utilizacién en mcdelos de rata
NIDDM obesa, y compensar el desarrollo de nefropatia vy
neuropatia en 1la ausencaa de efectos hipoglicémicos vy
colaterales renales

Log inhibidorea generales de la actividad de SGLT 1 y 2
no son atractivos terapéuticamente debido a que la inhibicién

de SGLT1 también puede tener serias consecuencias adversas
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como Be ilustra per el pindrome hereditazae de mal absoxldn
de glucosa/aalactosa [G6%), en la cual las mutaciones =n el
cotraneportancr SGLT1 resultan en abunseidn de glucosa dafiada
en el intestine, ¥ diarrea y deshidratacadin amenazadorss de
la vida La inhibieiSn selesctiva de SGLTZ en wpacientas
diabéticoa 8@ podria esperar para pormalizar la glucdsa en
plasma por wmejorawienls d= la excrecidn de gluccsa en la
crina, mejesandoe de esa manera la weasihilidad de insulana, ¥
recardando el desariolle da complicaciones diab§ticas, an la
avaencia da efaccos colateralee gagtrointestinales
alguficantes

En conpecuencia, =1 deacubramiento de compusstor que Eon
seliectivoe patas @l rrangporrador SSLTZ2 puede demogbrar uma
utilidad para el tratamiente o prevancidn de enfermedades o
traastornos asoraados <on control de niveles de glucosa an
plasna talee como daabetes

BREVE DESCRIFCION DE LA INVENCION
De apcuardo com la presenkte invencadn, un compuesto de

giuccsido de C-arale as provea teniendo la estructura

mf"{
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HO You
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El compuesto de la férmula I incluye sales, complejos,
estereoisdmeros, y ésteres de profidrmaco farmacéuticamente
aceptables de estos

El compuesto de férmula I posee actividad como un
inhibidor selectivo de SGLT2 y por lo tanto puede proveex
utilidad para la prevencién o tratamiento de enfermedades ©
traatornos asociados con el control de nivelea de glucosa en
plasma Ejemploa de tales enfermedades o trastornos incluyen
diabetes y las complicaciones micro- y macrovasculares de
diabetes

La presente invencidn provee un compuesto de la férmula
I, composaciones farmacéuticas que emplean tal compuesto y
métodos de uso de tal compuesto En particular, la presente
invencién provee una composicién farmacéutica que comprende
una cantidad efectiva terapéuticamenta de un compuesto de
fé6rmula I, s8Clo © en combinaciénm con un portador
farmacéuticamente aceptable

Ademéds, de acuerdo con la presente invencibn, se provee
un método para tratamiento o recardo del progreso o inicio de
las enfermedades © trastornos descritos aqui, en donde una
cantidad terapéuticamente efaectiva de un compuesto de férmula
I ge administra a un paciente humano en necesidad del
tratamiento

El compuesto de la invencién se puede usar solo, o en

combinacién con uno o wmés de otrom agente(a) activos en las
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Ademfis, se provee un método para tratamiento de las

dreas terapéuticas descritas aqui

enfermedades como se definié anteriormente y de aqui en
adelante, en donde una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compueato de la f6rmula I y otrxc tipo de agente
antidiabético y/u otro tipo de agente terapéutico, tal como
un agente hipolipidémico, se administra a un paciente humano
en necesidad de tratamiento
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

la giquente tabla contiene una matriz de comparacaén del
compuesto de la invencafn (compuesto 1, columa 4) con compuestoa de
estructura similar tomndo en consideraci6n varias caracteristicas
relacionadas con la utilidad del compuesto y digponibilidad comercial
Las estructwras de los compuestos 1 (el compuesto de la invencién) y 3-
5., se ilustran a contimacién

Rimare de Cunmpuueato

Pratocolo | Propledad 5 [« [3 ft {1 |

A Y de decrecamionto du|3a¥ [60% | 59% |eay
glucoBa &80 plpama an ratas
diabdticas S7T: 5 hr después
de uvio dosis cral de D1
my/ky contra controlas
tratndos con vehiculo

B Eetabllidag on una 181 [8f [No 'B3
formulaoidn prototipice

[ Actlvidad clastogén.ca In[8f |8f - fo
vitro
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Compuesto 5

compuesto 1 (un compuesato de £6rmula 1)
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Como se iluskra en 1la kabla antarior, sclamente el
compuesto de la fdrmula I demuestra caracleristaicas
fovorables en todas lag pruebas de faregoriaz Eakto =49,
solaverite 2l conmpuesco de f&rmala I demuestra una reduccidn
favoranle de glucosa en plasma en ratap dlabéticae
(potencia) , astabhilidad en Formulacadn protatipica
{andicacidn de vida de anagquel] ¥y repultadeos negativos en
egtidios de arlLlvidad clastogénica in vwvitro (pocencial
oncogénacae raduaido)

PROTOCOLO INDIVIDUAL PARA ESTUDIOS DE COMPARACION
I Protogoels para Estwdlo A: Deterrananisn de Efecto 4=

Qlucosa en Bangzre =n Rataes Dilahfiticas Tratedag can

Btreptozatadin

El siguiente anilisar 88 wtllizd para predecir
razonablemente el ampActo en glucosa en plasme para los
conpusstas analizaidos en la matriz anterice

La ratas wmacho Sprague Dawley {(Charlss River] gue pesan
250-275 g pe hirieron d apsticaz por wna inyecoidn
inkraperitonsal fnira de atreptozotoran (3igma) a 65 mg/kg,
preparada en soluciin amortaguadora de citrato § O1M fresca
fria (4%C) Cuatre dias dsspufs, los animaless se gangraron en
eartado alimentads La pangre campletra es récolacocd mediante
la punta de la cola v analizf para gluccsa por sl métoda
de oxadacifn de glucosa con un Glucdmatro Elite {Bayer) LDu

niveles da glucosa de la sangre promedic estuvieron en sl
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intervalc dempds 450-550 mg/dl

En el dia del experimento, el compussto se digolvid en
el vehiculo comprendide de 515 wm-FPyrcl, 20%, PEG 400 ¥y 20 umM
de Difpsfats de Bcdio Lae rakae Be PEEATON, sgtupandsgo
aleatoriamente en 4 grupds fon & raktas en cada grupo, Y ==&
depaficeron oralmantae con el wehicule o 0 1 mg/kg del
compuesto El volumen total para cebadura oral fue 1 ml/kg ds
peac corporal DPeapués de 1la dossficacidn, @l alimente e
ratird de las jaulas v las ratas buvlercn acceso a agua ad
lib durante el experimento Lag pueetrae de pangre ss
ohtuviercn de la purta de la cola a 0, 30, &0, 120, 180, 249
y 30 minubos despuds de la adminiglracidn dal farmaco La
glucosa de sangre s= analizd por el wétodc de oxidacidén de
glucosa com un Glucémetro Elite {Bayer)

A Anflaimis 4 daros satadisticos

E]l calculo d= wvalores de glucosa en sangrs promedio vy
canblos de porcentaje conmkra vehipula en rada momento de
tienpa ese realizaron ueando Microsoft Excel Los anilisls
aetadisticoe (prusbas T, ¢ ANOVA eeguides poT pruskas de
Fialgr) 4gua congaran grupod tratados con fLirmace contra
controlas de vehiculo) s& realizaron usando Microsoft Excel o
al prograns aeatadiarico StatView On valor p de menos Jque

0 05 8e considerd para oer estadisticamente imporcants
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IX Protooolo para sstudio B1 Determinmoiim da Estakbilidad
da Agenta Terapiutico LHbil Dxidativamantea an Prepencain
da Excipientes g6lidom Usadaos Cominmente bajo
Condiciones de Envajacimients acelerado
El siguiente procedimliento ss ukilizd para accedsr a la

astabilidad quinica dal compuestd 3 en la presencia de

excipiantes usades cominmente y anticxidantes comunes

La suetancla de fxmace &8 Erituré en wn portere <pn
mans ot al antioxidante reacpectivo, Yy lusgs sa mazalaron en
el emstado saco con otrops exclpaeRtes enliatadan en la
alguianta eabhla Se usaron el retabagulfiteo de sodic y el
ariegol de hidroxilo buralado (BHA} como antioxidantee en &ste
egtudic EL BHA pe usd en dos nivelas, 0 01%F peco/pesc ¥

D D5% peso/pe=d, v &l matabigulfito de sodio e usb en 0 D%

paso/pesoc Para muestrax almacenadas a 40°C/73% RH y HIL/uv,

me purgd el gap de mxigans aan las frascoa Y se Laparon
harnwéticamente Las mezclas de exciplente con fémeaco (A=-D)
oe colocarcn  kaje laa difarantes condicionss da
envejecamients asalerado enliaradas dentre de la segunde
tabia por 1 y 3 semanas anter de andligis de CLAF Loa
compuestos gue ne tuvieron ningfm puntc de 1nestabllidad
axidativa aparente (compuestoq 1, 4 Yy 5) 3& encontr*aron gue
pon gquimacameante eatableg én la precencia de excipienter gue

ga ugan comfinmente £n fovmas de dosificacidén sdlidas
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Tabhla 1-:

Exciplenter Conunes an la Presencia y Ausanolz de

Antioxadenites Emplandos durante Evalusciones de Estahilided

de Mezglme da Excipiente ds FaArmaco da Frototlpo,

Injreciente Mazaiz de Exsipamnte coo FArwacs 1%

1214

A B L n
Comgueatn 3 12 & 12 9 12 2 |1z &
Aidro Lactosa 09 & 2L 4 B3 6|2k 4
celulosa 40 0 42 20 042 7
Mztrocrisgalina
41} 50 - 50 |-
Alnidén - 9 0 - 20 0
Pregelatinizado
CrogpovridonaX- |3 O - 20 |-
1a
Alicolata de |~ FI - 2 ¢
almiadn de acdio
Eakearato da|0 5 - D5 |-
Hagnaseio
Didxld. oe| - 0B - @5
grlzean
Fumarata de |- D5 - [ ]
estearile de
sodap
Antipxidante o oo 0 ol - -
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Tabla 2
Condiciones para Estudios de Betabilidad de Mexclas de

Excipiente da Fé&rmaco bajo Condiciones de Envejecimiento

Aceleradas
'Condicién Tiowmpo en Semanas
0
5*C {caxrrado) 1
3
25°C/60%RH (corradd) 1
3
40°C/75%RH-0;- {cerrado) 1
3
25'C-0z-HIL/uv {carrado) 1
> ]

IITI Protocolo para Estudio C: Estudio de citogenética en

Células de Ovario de Himster Chino

La identificacifn temprana de agentes terapéuticos
potenciales gqgue pueden ser oncogénicos en el hombre es
altamente deseable Los estudios de clastcgenicidad ain vitro
proveen una indicacién temprana de la capacidad cancerigena
potencial de un compuesto’ Se utilizé el siguiente protocolo
para predecir la actividad de clastogenicidad in vitro de
compuestos de interés terapéutico

La clastcgenicidad se predijo por determinacién del

potencial de compuestos de interés para induciy dafico de
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cromosoma estructural en células de ovario de hiamster Chino
{CHO) 81 el dailo de cromosoma e eleva significativamente
m&s allid del nivel de respaldo, esto es evidencia de que el
compuesto tiene potencial c¢lastogénico La deteccién de un
navel elevado aignificativamente de dafio de cromosoma en este
arraglo se considera un indicador de dafio genético

a Portador de articulo de prueba y articulos de

control

El control de vehicule es sulféxido de dimetilo ({DMSO)
Los controles positivos fueron Mitomicina C para 1la
exposicién de 3 hr y 20 hr sin activacién de S9 vy
ciclofosfamida para la exposicién de 3 hr con senzimas de
higado de rata S8 Ambos la Mitomicina C y la ciclofosfamida
ge diluyeron con agua estéril

B Administracién del compuesto de interés

Seleccién de Concentracién

Don soluciones de reserva en DMSO del conmpuesto de
interés ss prepararon -siendo una de concentracién alta, la
otra de baja Las alicuotas del control de vehiculo,
soluciones de dosificacién baja y alta se recolectaron
después del tratamiento de lase células CHO Y
subsigulentemente gse analizaron ©para determinar la
concentracién del compuesto de interés Las concentraciones
geleccionadas estuvieron basadas en los resultados de un

ensayo de citotoxicidad (ATP) que encontré un intervalo de
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solubilidad/miscibilidad sin GLP con el compuesto de interés
Una vez que el limite superior de solubilidad del compuest
de interé&s se determinéd en DMSC, esa scolucidn DMSO se agregd
al medio de cultive para determinar efectos en pH u
osmolaridad Se evaluaron once concentraciones del compuesto
de interés en el ensayo de citotoxicidad que encuentra
intervalo ambos en la presencia {3 hr) y ausencia (20 hr) de
enzimas de higado de rata (S9) La concentracidn mids alta
evaluada fue 1¢ mM, 5000 pg/ml, o los limites de solubilidad
Con base en los resultadeoa del ensayo de citotoxicidad que
encuentra intervaloc de solubilidad/miscibilidad (ATP), se
seleccionaron seis concentraciones para evaluar en el sstudio
cltogenético completo

Concentzraciones de articulo de pruesba

La solucidén de reserva DMSO del compuesto de interés fue
concentracién 100X de la concentracién del articulo de prueba
més alta para ser usada en el ensayo completo Se evallGan las
seis concentraciones La Yespuesta de dosis de citotoxicidad
observada en el estudio que encuentra intervalo determiné el
factor de dilucifén serial para las cinco dosiB menorea Se
agregd un volumen de dosiricacidn‘ total de 50 pl (mas
golucién de reserva DMSO) a 5 ml de medio de cultivo para
todos los grupos de tratamiento

Disefic exparimental
Se wusardn cultivos duplicados para cada grupo de
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diseflo experimental fue como sigue

Grupe w|I T ae frasca Concentzaciéa | Coneantrachél
Tratamisnes |2 br|3 bx[20 nwr|® sclocion ce | Foruadsl Firsl
doals Ing/rl; {pg/ml |

ean £0 |eln 5* | s_n 84

DMSC 1-2 17-18 33-34 = -
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latwratorino del Dr 8 Wolf, Univermided doa Ccalifernian, sSan
Franci=aco Laa os&lulas han s5ido subclonadas para manktensr
edkabilidad cariotipica Esta linea de célula Elene un Elempo
d= clclo promedic de 12 & 14 horag gon un nimero de aromosoma
modal da 21 Lag célulag s meonlitorean rubtinariamente para
estabilidad de carictipo y contaminacion ds wicoplasmna
potencial

B, Tdantifiaaaisn

Todos 1os matrices y/o tulbos de cultavd usades an el
ssbudies ge& atigueceron numdricamente Los tubos de
aentrifugacidn para coeechar células, tratamiento haipotfinico,
y establlizacran ee etiquetaron con el namere Ldéntaca
conforme al matraz que cerrespendia Adicicnalmanta, las
Flacas de mafostopio praparadas da las células aztabilizadas
axpugieron al misme nimero como &1 tuso de cenbrifuga Les
placas de microscopie se cxlafaicaron payr on  obsarvador
indapendiente para un andlisis citogendtico 1mparclal pam
aberraciones de cromoscma Las etlgquetas permanentes fueran
pegadas a lae platas codilficadag

F Matodologin experimental

El eneayo de aberzacion de cromospmia &8 Condujo usands
praced:.n:.entns"" ezktfindar por culbtivos de exposiciin de
célula THO m yn minind deé fuakrd cancsntrasicnes del arriculso
de prueba ademfs de los controles posltivo ¥ de vehiculo En

el alstema de prueba no activado, el tracamlento fue por
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aproximedamente 3 hr ¥ por 20 hr y en el sistema de prusba
activado de 8%, la exposicidm fue por 3 hr °°

Activacién Metabélica 89

El ecietema de activacidn metabolico exbBgenc {39}
consiskid da una fraccidn [post-witocondrnel) 92 da higado da
rata indueida con Aroclor 1254, ademds de salea y cofactorenm
La concentracidn finml de 99, salas y rofactores en sistema
(39) de activacaidn matahdlica exSgena fue 10 pl/ml {1 viv) de
fraccitbn {post-mitoccondriml) 8% de higade de xaba leducida
con Arcclor 1251, 2 5 wM [KC12e6H20, 1 25 mM de glucosa-G-
fogfato, 10 3 mM de K1, 1 oM de NADP, v 12 8 wM de NaZHPO4

Preparaclon de cilulas de direcoionamienta

lam células CHO-W2L de ecrecimients exponéncial se
seubraren an medic de McCoy 5A alimentado com 10 de guers de
bovine fetal, L-glutamina (2 mM), penieilina & (100
unidades/ml), y eatreptomicina (140 pg/ml) on speeximadamente
£ 5 x 10° cdlulas/25 om’ f£rmare Los frascos se ancubaron
aproximadamante a 379C en una atmésfera humedssids da
aproximadamente 5% C0; #n a’ire pox lé6-24 hr

Tratamiento de sdlulas da direacicnamlento

En &l dia después de 1miciacidin del cultaivo, el medioc de
cultive pe reemplazd con medio fresco Para las oxposliciones
de 3 ¥y 20 hr gin artivaciép metabdlaica, la dosifacacién ee
hizo er el medioc complete depcrate Anterisymaente Para las

eXxposlclones de 2 hr, en la presencia de actiracién

“q
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metabdlics 83, el medic &3 ldéntico 2 aguel como Be describis
nterlormente, exzcepto gque aste carece del susra de boviro
fetal y contiena el 89, salas y cofarcores Despuds del
tratanlents de 3 hr con y san activacidn metabdlica, =1 medio
sa asplrd, laz coflulas 58 enjuagarae oon solucidn
amertiguadora salina de fFosfate, ae volvad a alimentar con

medlio completo vy regrass al incubador

Regoleanidin de cdlulas de netnfase

Ea us8d ur tiempo de cogetha Mnico de aproxiwadamente 20
hr a partar dal eraramiento iniclial Epte tlempo de cosecha
correaspends a aproximadamente 1 5 vedes un cliclo da célula de
aproximadamente 13 hr' Sa agregars Colcemid” a los cultivos
en woa cohcentracibn final de ¢ 1 pq/ml, 2-3 hr antes de
cogechar la célula

Las e¢élulas e cosecharon por tripeinizacidn, ee
recolectaron por centrlfugac.dén y ese removid una alicuata
para datarminar el conteo de c&lulas y el porcentaje 4de
oflulas wviables El coptes de ceflula y el porcentazs de
Tiabilidad se¢ uwsaronm pava determinar la anhlblcadn de
cracimiente de célula relacavo sl reoobkral dea vehiculo
citotoxacidad) El remansnte de las cdlulas ge arecleron con
D Q75 M da ECl, se lavarcon con cres cambaics congacurivos de
frjador (wetancl mcido acético glacial, 3 1 v/v], se taparon
Y aloacenaron qurante la noche 0 mAs a aproximaoamente 2-89C

Para preéparar las placas, 1las <slules mee racolectaron por
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centrafugarifn v se volvieron a suspender en fijador fresco
LA suspengisn a= celulag Fljadas se aplicdh a las placas de
micioaceplo de cristal vy pe Becsron com &ire Las placas sm

tifiaron con Giemaa Y & montaron persancenctemente

a Anilisls de sherracidn de cronoptmap

Con base on la citotowxicidad obaervada, sa salacricnaron
mn minime de t¥es concentraciones para aniAlisis de aberracidn
da cromoaomas Ceneralmente, las concentraclones que reducen
el conteo de cé&lulas © =1 iIndice patlbaco a > de 50k no se
pvaluarar para aberraciones de cromosomas., puesto gue hay
evidencia de que la citotoxicidad excesava puede inducir
aberraciones ds froatsoma SuUe B e5tdn relaclonadas con un
efesto olacrogénice directe del arcicule de piweba *'° Se
evalvaron un mwinime de 500 c@lulags para cada placa y dos
placaa por matraz para la frecuencia ae cflulas en matoBls
[indice mitdtice) ¥y ee evaluaron un mimamo de 100 c&lulas
mitoticas pera Jla f{reruenma da aherraciones mnuméricas
peliploide ¥y endorsduplicecitn) De cada macraz duplicado ==
reglLstraron EaQ metafases de placas geparadas paIn
aberraciones de cromosoma esbructural por dos evaluaciones
1ndependasntes Solanesnre las metafasea gque aontiensn 21 + 2
cromoaomas pe evaluaren Las dog avaluseinnea independientes
g2 combinarcc para produclr i0f metafases por matraz y 200
mecafasea por concantracidn para aberracacnes de Cromogoma

estiuctural Tos solicitantes nolarsn ¢gqua sl estcse nimeros no
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eran Aalcanzables dehido a 1a citotcexicidad o© 2 »50% de
metafases mberranres obeervadac en las primeras 25
metafases/placa

H Andlipin de datos estadiatioos

Bl nimerco y tipos de aberraciones enooncradas, @l
porcentale de cElulas dafladas estructuralmente {por cianco de
cAlulas aksrrantez), en la pceblacién total da células
examinadag, Yy la# aberracionee promenio por célula se
calculazon Yy reportaron para fada grupe de tratamiento Los
eapacios d= crométido & isocromAtido egkuvierorn presentes an
loa datos perc no ge incluyeran en =1 porcentaje Toral de
@flulas con una © #E8 Aberraclones o en la frecuencia de
aberrmclonas egtructurales por  célula El aniligic
egtadistias de la frmeuencia de célulam aberrantes
{astructural o rumdrica)l se realard upands la prusba exacta
de Flachar Ia pruesba de Fisher a¢ usd para comparar en forma
de par la frecuencia da ciAlulas aberrantes da cada grupo de
tratamisnto con aguella del econtrol de aplvent= En @1 casc
de wma prueba exacta de Figher positiva en cualquier nivel d=
doatia de articulo ds prueba, @a usé la prueba Cochran-
Arymicrage para medir la senaibilidad da la dosia Como una
quia para Interpretacidn ae log datoa, el articulo de pryfesa
ge considerd para indurir upa reapuasta posibtiva cuande al
porcentaje d¢ células con aberracioners #4 incrementd &n una

mAnara =Hensible de dosls oo una o mids concentraciones gue
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son elgnificantes estadisticamente (p£{ {5} 5in emberge, los
valorea gue fueron eslgnificantes egtadisticamenle pro =o
exceden el i1nkervale de negativo histérico o controles de
vahirula da puada juzgar come oo glgnificante haoldgicaments
Los articulos de prusba dque no demuestran un aAunento
sstadisticamente importante en aberzacicnes pe concluyd gque
eran nagativos

I Criteric para un ensayo aceptable

El. egnsayc de aberracifn de daromoecma <completo gse

coneldexs aceptable s1 Be cubre el siguisnte criterio

1) Los ¢ultivol da conkrol posikavo deben axhibir un
aumantas an la frecuencaia de aperracliSn de CromoSOmMA QUE &5
astadisticamente i1mportante en el navel de 5%

2] El porcentaje de metafases dafiadas en los cultivos
de control de wehiculo no d=be excedsr de 6% [(como un
promgdla)

i] Bl artciculo de prusba, por lo mencos 8n la dogie mis
alta, daba axhibix alguna citotoxiclrdad {esto =5, reducida en
el conten de c&lula o fndice mitdtice]l 81 no se cbsszvd le
citotoxicidad =n la concentracion wiz alka, pers al arciculo
de prueba estd ya Bea en el limite de solubllidad, o su
limite d= concentracién de deeificaciSn |esto es, 10 nH o
000 wgimiy, o su 1imlte de wvolumen (20%), =1 ensayc Ee

conslderd aceptabple
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J, Criterio para une reppuests poaitiva

La respueata al articulo de prusba se considerd positiva
Bl se encontraba £l slgulente criteric

1 I'n lncrementoe estadisticawente importante {p«<S5%} en
8l porcenta]es de células aberrantee e demnostrd usamkio la
pruaba axacta de Flabar

2 On rncrepentc estadisticanente 1mporcante [(p<5¥) en
la frecuencim de aberraciin del cromosoma se demostrd en la
prueba Cochran-Armitage usade pare medar la sensibrlaidad de
la doals

3 El por clento promedio de metafases dafladas excedid
el limite Esupericr de loE niveles de control negativo
haptdrice (Bsco @8, promedio + 2 desviacioner estamdar de loe
grunos de contrel da vahiculo)
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}s
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Mutation Reasarch 1534, 312 241-281

10 Hillard <CL, Amnetrong MJ, PBradt Cl, Hill ERB,

reanwand SK, and Galloway SM Chromogome aberratione in

vitro related to cyiotox:icity of nonmrmuitagenic chemicals and
netabslic poisctig Envairon Mol Mutageon 1998, 3x  326-3126

11 Gallowvay aM Cytotoxicity and chromosome
aberrmtions 1n vitro Experience in industry amnd the cese for
an upper limit on toxicity in the aberration asaay Bmrriron
Hel Mutagen 2000, 35 181-201

Lae giguientes abreviaturas =& enMplearon en la pregente
HMs = mecilo

wni

malalatrs

Er = etilo

35 g = gremci(s}

TES = tert-butildinerilaililno
ng = miligr=mois}

THF = tetrahidrolurans
mol = moles

BE,0 = diatail Skar

mmol = milimcle{s)

BrOAc = acetatc de stilo
neq = miliequivalente

DMF = dimetlil Eonmamicda
40 mat o sat'd = saturado

HMcOH o matanol
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ag = acuoso
BtOH = etanol
orh = cromatografia de capa delgada
DUAP = 4-dimetilanincpiridins
RMN = regonanciia magnética muelaar
n-Bull = n-bukillitino
man = mimitao(s)]
CLAR o cromatografia liquida de alta resolucién
h o hr = hora{d)}
L a litro
CL/BM = cromatografia ligquida the alta
resolucién/especcrometria de masa
EM o Mame Spac = agpedtrometria de masa

Logd listado= a cootinuecadn eon dafiruciones de diverscs
“érminos uwsrados ern la descripcidn de la pressnote imeEncitna
Zatas definiclones aplican a los términos que 9 usan a
traviée de Ja espegificacidn {a menos de que se limite de otre
manera en la presents especificaciin) va ssa indlvidualmantce
o como parte de un grupe giande

Cualgquiey compussto gue puede convertirsse in 7270 para
proporcionar el agente bacactive {esbtep ea, €l eompuaato de la
£ézmvala I) w8 uh profirmace dentro del alcanca ¥y espiritu de
la i1nvencidn

Daversas fozmas de profirmaco son tambifn conocidas en

al arte Una descripcldn comprensiva de Llo= grofidrmacon vy
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profivmacos darivados pe describen sm

The Practics of Medicinal Chémistry, Camille G Wermuth
et al , Ch 31, {Academic Presa, 1%9&},

Design of Prodruga, editade por II Bundgaard, {Elsaviar,
1985), »

A Textbook of Drug Design and Developmgnt, P
Krogegaard-larsan and ¥ Bundgasrd, €4 Ch 5, pgs 1131-191
{Harwood Academic Publishers, 1931)

Ead referenclas me incorporan en 1lm presente como
referenala

Una admimistrac_4m de un agente terapfutico da 1la
invencidén inrlnya adminigLracifn deg una cantldad
terapiuticamente efsctiva del agents de la invevacafim El
tézmine "cantidad terapévticaments efectliva™ come e usa agui
se refiere a una cantidad de un agente Cterapéutico para
tratar ¢ prevenir una condicitin tratable por adwinistracidn
de wni compasicadn de la invencuidn Ega cantidad ea la
cantidad guficiente para exhibar un efects cerapéutico o
preventivo o de alivio detectsbls

El afacta pueda incluilr, por elemplo, Ctratamiento o
prevenclén de las condiciones enlistadas agqul La cancidad
efertiva precaisa para un sujeto depanderd de la talla y salud
dal sujeto, la naturaleza y excensidn de la condacidn gue &9
trata, cecopandaciones dal m&dica que rrata, y los

terapfuticos o combinacidin de teraplutlicos eelecclonadoE para
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la amumstramdn el pu=sa, o =n Ut1l aspecaficar wm cemtidad
afectiva emcla por adelantads

El compuesto de la fmula I de la irwvenmén se puede preparar
como 22 muestra en el paqunante Esquenm de reaccado 1 ¥ 1la descripoidn
de emte, sdemis de lom procwchmeotos de la latershe= publacados
releventes que pe pueden usar ficilmente por wn exmpereo en la técmaca,
Zan wpstaentaciin indeinds, para praparar loa compueston deseyitas Y
reivixhicadng aguf Lo reactiws y procedumesntor ejenplares para
estas reacciones aparecen de agui en Adelants e &l Ejemplo

de Erabaje




=18
El ecompuaste de {&rmula I puede drepararse comg sSe

moatyd en =1 esquema de reaccldn 1 por tfratamiento del

compuac

10

II

con una bape tal como LH0H o HaOH en un Bolvente tal come una
mezela 1 2 3 de HO/TRF/MeDH o MeOH acunso o EEtOH aduoeo

81 compussto de la fSrmula II proporciona un medio

15 conveniente parR puzificar el compudabs aruda da la férmula

la cual 5e chtiene come una mezcla d= andmeros alfa y bata

El compuestc a= la fdzmula IT puede preparmrss por

tratamierto dal compuesto de la fSrmula la con AcgC en un

solvente tal como CICly que contiene piridina y un

20 catalizador tal como damecilaminopiridina (DHAP)

&l

25
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Bkl compuesto de la férmula la puede prepararce por la
raduccidn de un compuaate de la fSreila TIT con i dgents reduckor
tel como EtySiH en 1 sclvente tal oomo 1 1 O4Cla/MeCN a -10° en la

pressniia de un catalazador de acido lewis tal cooc BRy EEO

<l

oH IlY
El compuesto de la £drwula II puwede alternativawents
prepararse a partir del compuestc de 1la fS&rmula ITI alr
acetilar primerc sl compuesto de la fdfomula TIT con Ac,O en
un solvente tal como toluvwens o COF; que contisne una base
tal como una base de Aunigq o B! y un catalizsdor tal como

DMAP para genermr =1 compuepto de la £érmula IV
t

el
Al Ol
AcOM ‘oo
v

LA conversifn subsecuente del compuesco de lm ESrmula IV
al compueste de la féamula II puada obtenersse pov el
tratamiento a 20% del tratamiento con un agente reductor tal

como Ets81H en un solvente il come MHe(N fua contiena 1

gl
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equivalente da ILO ¥ un catmlizador de Acide Lewis tal como

BF; EL.0
Boguena ds rasceifn 2
S s ol ety
! [+ L
-/, ﬂ_}j g O Sy ’
¢ i O UQJ"
v Vi v
&
H na 0. -0 —,{"/Q
g"l--"'n M 0
" i ml ™ aﬁ e rn.:-h
n® e MAOH e g

El cowpuestio de la fSrtwla III se prepard, como Ee
muestra on ol sFquéena de reacclsn 2 de arriba, por la adicidn
de uma solucidn de THF fria de un anl litie de la E5rmmla ¥
a una gluconolactona persililmdem de la £Srrula VI en un
solvente tal ocomd Eoluex» a -75° Poateriormente, uné
solucidts de wmetanol de un dcido prético tal come Adcido
metansulféni.co (MBA) s agregh despuds de AL minutos y la
golucidn de agitd a 20* hasta que la tranafornacién del

intermediario de lactel al III aa cowpletd
W Wi

Et
g, .0
el ‘\'{ ™E-g
M, d"\" WD,THS

L Tlﬂ"n

El compueste de la fSrmula VI puede prepararse por &1



10

20

- #' g3

tratamiento de la D-gluconolacicona conercialmente disponihle
con un agente eililante tal como cloruro de trimetilealalo en
un solvente, tal como THF, gus contiens una base tal como -
matilmorfolins

Bl compuasto de la fAdrmula ¥V puede prepararse por ol
tratamients del compuasto de la fédwvmula YII con un algual
iitio, tal como n-Buli o t-BulLl, en un sclvente Eal como THF

a -759°

VI

El ¢ompuesls da la £S5rmula vII  puede fdcilmente
prepararse por el tcratamiente del coupuesto de la fSxmula
VIII gon un agente reductor tal como BR;51H en un solvente
tal como TFA a &0+ en la premencla de un catalizader da dcido
Lewls tal comé BF: Et;0 & CFi50;H

£t
<l

Ar o
VIIX
El compuasro de la férmia VIII pwede prepararsa por

acilacitn Friedel-Crafc del etilhgnrena comercialments
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dieponible con clorurc de 2-¢laroe-S-bromchanzeils aen un
solvente, tal como stilbencens, gue contiens un esgquivalents
de un &cide Lewiws, tal poma RICl; o AlBr: EL eloruro dea 2-
cloroc-5-bromobenzollo =se prepard Edcilmente paztlr del
deldo 2-cloro-5-bromehenzoice comarcialmente diepenihle por
tratamientn con cloruro de oxalile &r un solvenkts, tal como
CH;Cl;, gque contliens wma cantidad catalitica de DMF
YTILIDAD ¥ COMPINACIONEH

A UTILIDADES

Bl compuestn da la praesente invenclfim posee actividad
coms un  inhibidor de los transportadores de glucosa
dependiente de sodic encontrades en el anteskinoe y rifibn de
lop mamfferpe Preferiblemenie, al compuesta de la invencidn
et un inhibidor selectiva de activaidad SCLT2 renal, y por lo
tankp &% puada u=ar en el traramienrns de enfermedades o
tragtornos ascociados con la actividad SGLT2

En conpecumncak, Bl coppuoasto de la presente invencidn
ga pusde administrar a mamiferos, preZeriblemente humancs,
paia el tratamiento de uwne variedad da condioiones ¥y
trapkbornas, que incluyen, Darc no S& limitan a, trabtamianto ¢
retardo del progresc o comlenze de diabetes {gue intluya Tipe
I vy Tape II, tolarancia dafiada a la gluceosa, realszencia a
insulina, y complicacicres diabéticas, tales como neuzcpatia,
retinopatia, napronal ia Y cataratas) , hiperglicamia,

hiperinsulinemia, hipercolesterclewia, niveles en BSangre

5
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elevadoa de acidas grapos lakres o glicerol, hiperlipidemaa,
hipertrigliceridemaia, obealdad, curacidn de herida, 1sguemia
de tejido, atercesclerosls = hipertensibn E! coumpueats de le
presente invenciSn tamhién ae puede ubillzar para aumentar
los niveles en sangre de lipoprotelina f#4 alta depsadad (HDL)

Adaméa, Jlas condacacones, enfarmedades, Yy dolenciag
referenaiadas colactivamants come "Eindrome X" o Sindrome
Metabdlico como se detalla en Jobhaonssor I Clin Endocrinol
Metak , BZ, 727-34 (1997), & pumdsn tratar empleando el
conpuestc de la pressante invemcildn

H. COMBIHNACIONES

La presente Iimrenciédn incluye dentro de su alcance
o DL L L QT Lazmacéuticas que CoOmpIenien, CONe Ut
ingrediente active, una cartidad terapéuticamente efectiva de
ur compu=sto de fdrmla I, solc o en combiracidn con un
portador o diluente farmacdutico Opdrcnalmentq, el spmpuesto
ds la pregente iavencidn ge pueda utilizar come un
tratsmiento indi-idual, © ser utilizade an combanaclién <on
umo o mas de pkrop agentas Lovapduticoa

Otros "agevtes terapsucicos® maprcoplados para combanacaén
con =l compuwesto e la presenlie isvencisn inwluyen, paro no
se limitan a, agentes terapéutico® conocidos utiles sn el
tratamlento de los braaktornoas antes mencionados dque 1ncluyan
agantes antidiabéticos, agentes antihrperglicémicos; agentes

de disminuecién hipolipidémica/lipados, aganles antiobepnidad,

Ay
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agentes antihipertensives y supresores de spetita

Elenplos de agantes antidiabétacos aproplados pars uss
en comianaciin con el compuesto de la presente invencidn
inaluyen biguanidaa {por ejemplo, metformina o Lenoformlnal,
inhibidores da glucosidasa [(por ejemplc, acarbosa o
miglicel), insulinas (gue incluyen secrstagogos de inaulana o
geintetizadores de insulinaj, meglitdinadas (por ejeumpla,
repajylinida), eulfonsluraasn (por ejemplo, glimepivida,
glirburida, gliclazida, clorogropamida v glipizida),
canbinaciones de biguanina;gliburida {por janplo,
Glucovance }, tiazolidingiomas (por ejemplo, troglitazama,
walglitarena Yy ploglitazonal, agenlstas de EPAR-alfa,
agonlstar d= PPAR-ganma, agonistras dAe PPAR alfa/gamma dual,
inhibadorea de Ffopforilasa d= glicégene, inhibidores de
proteina de enlace a Acide graso [aP2}, péEptido-1 similar a
glucagdn (GLP=1} u otros agonisktas del receptor GLF-1, e
inhihidaree dea peptidasa de dipeptadalo IV (PDD4)

Se cxek que al uso del compueato de la f£Szmula I an
combinaciém con por lo mence who o mAs aa OCYXHS agentes
antidiabétacos provas resultados ancihaperglicémicos mayores
gque aquelles posibles d= cada uno &8 setes madicanentog ealos
Y mnayores gque log eferlos antihiperglicémicos aditives
producidos por estea medicamentos

Qtras timzolidindionae aprcpiades incluyen MOC-55 de

MiLsubighi [(descrito en la Patente de BOA No §,594,014), GL-
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262570 de= Blazo-Welcome, =nglatazoma (CP=-58722, FPfizer] o
darglitazona {(CP-86325, Pfizer, isaglirazona (MIT/J=J}, JIT-
501 (JENT/P&D), L-895645 (M=rck), R-119702 {Sankyo/WL), INN-
2344 (Dr FReddy/HN}, o ¥M-44D (Yamanouahi)

Bjemplos de agonistas PPAR-alfa, agonastas FRPAR-gamma, ¥
agonietaw duales PPAR-alfa/gawma 1ncluyen mueraglitazar,
paliglitaza», AR-HO319242 (Astra/Eeneca}, OW-409544 (Glaxo-
Wellcome}, @W-501516 (Qlaxe-wWellcowa), ERF297 {Kyorin Merck)
demés de armellsa deacricoa por Hurakaml y colaboradoreas, "A
Novel Inaulin Benslclizer Acts 2n Coligand for Percxisome
broliferation - BRAckivaked Rerceptor Alpha (FPEAR alpha) and
PFAR gamma RBffect on PEAR alpha Activation on Abnormal Lapad
Metabolaem 1n La sex of Zucker Falty Raks", Diabetes 47, 1841-
1847 (1998}, WO D1/216D2 ¥y en la Patente d= BOA HNo
5,653,314, lm descravcadn de la cual aatd incorporada aqui
por refarancin, empleando deals como pe proponen 8n la ahi,
cuyos compuestos designados cowo preferidos se prelfieren para
uso agul

Loe 1nhrbadores aP2 apropiadee incluyen aguellos
descrites en la golicitud da EU A Serie Noe 49/3181,053,
pragantata s Septismbre 7, 1953, y en la solricioud de E T A
serie Ho 08/51%,079%, presentada en Marzs ¢, 2H00, empleando
dosys cons e proponen acguy

Lea inhibidores DPP4  aproplados inocluyen aguelloe
descritoe en WO95/38501, WOSS/ /44272, WORS/E7279 (FROBIODRIMG) ,
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W099/67278 (PROBICDRIG), WO39/5143] (PROEICDRUG), NVP-DPFTIBL
{1-[[[2=[{5-clanopiridin=-2-1]1c) amino] et1l]lamino] acetilc] 2-
claoo- {81 -pirrolidina) (Hovartige)! come &8 desrmaiba oor Hughas
y <¢olaboradaraa, EBlochemlstry, 38(36), 11E97-116031, 19939,
TIL-228 {dcido triptofil-1,2,3,4-te=trahidroasogquinslina-3-
carboxilico)l (descrite por Yanads y colabdéradosres, Sincrg &
Med Chew Tatt B {1998} 1537-154f), 2-clancplirreolididas y
4-cianopirralididas, como s8e descrlbe pow  EReheorth ¥y
colaboradores, Bloorg & Med Chem Lett . Vol €, Ho 22, pp
1162-1168 y 2745-2748 (1996), lop compweston dessrilos an la
solicatud de Patente de EUA No 1D/B99E41l, WO d1/BEBEOZ ¥y la
Batente de EUA No &,395,767, smplenandc dosificacionss como
B8 PIOFONen en las referensias Anlerioreas

otrea meglitinidas apropladaa incluyen nateglinidda
(Nowartis) o KAD122% [(PFR/Kiseel)

Ejemplos de agentes antiviperglicémiocos aproplLados para
uec en combinacidn con 8l compussto de la presente lmneneLdn
incluyen péptide similer & glucagesn I (ELP=-I), tal come amida
GLP=I{I=-36), amida GLF-~I{7-36), GLP-I({7-3}]) {como se describs=
en la Fatente de EUA No 5,614,492), ademés de exenatada
{Amrlan/Tally), L¥-315502 (Ll1ly), ME-D43L (Merck) ,
liragiutida {NovoNordisk)., EP-10 {Zealand Pharmacesuticale
A/B), GIC-1131 (Conjuchem Inc}, y loe conmpusstos descritos en
WO 437033871

Ejemplos de ngentes de disminueidn hipolipidfémica/lipido

&8
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aproplados para uac en combinacldn con &l compuesko de la
pragente Invencidm imeluyen uno © mda 1phibidores MTE,
inhibidores de reductasa HMG CoA, inhibidores de sscualeno
gincetepe, derivados de &=idn f£ibrico, inhibidorea de ACAT,
inhibidores de lipoxigenasa, rohibidores de abecrcidn de
colesterol, inhibidozes cobransportadores da Wa+/dcide biliar
1lesl, s=obrereguladeras de actividad de receptor LOL,
pecuastrantes de &cirdo biliar, protefna de transferancia da
éster de colastersl ([(pay ajemplo, i1nhibhidores CETE, tales
como CP-529414 (Pfizexr) v JIT-7T05 {Akros Pharma}), agonigtas
FPAR {come s describieres antariormenre} y/o 4&cido
nleobinfco y derivados de eace

Los inhabadores MIP gue ee pusden amplsar como sSe
describld anteriormanta ineluysn adquellos descritos en la
Facente de EUA No 5,595,872, la Patente da EIOR No
C.739,135, la Fmtent=s de EUA Na 5,712,279, la Patente de EOR
No 5,760,248, la Patente da BOA Mc 5,827,875, lm Patente de
EO No 5,965,883 ¥ la Patente de EUA Ne 5,5962,44D

Los inhibidores de reduatasa Coix HMG gues pe pueden
emplear en cowbainacidn ¢on une o mia sompuadbcos de la foéroula
I incluyen wmevazbabina y compuestos ITrelacionados, Como 5e
describe en 1la Patente de EUA NFo 3,983,140, lovastatina
{mevinolinak) y compuesklsa ralacionadng, como B2 describe n
1a Parenta fa EOUR No 4,231,338, pravastatina y compuesbos

relacionados, como B2 d=acriibe =n la Pakenle de EUA Ho

A 4

q
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4,343,227, simvastatlna y corpuestoe relacionaocs, come S8
descrlbe en las Patenteg de EUn Nos 4,448,784 y 4,450,171
Otroe 1ohibidores de reductasa AMG CoA loe cuales se puaden
ampl aak mgui ilncluyen, pero no se limitan a, fluvastakina,
deserite an la Patente de BECA Ho 5,354,772, <erivaatatina,
comc S8 descrilbe e lag Fatentes de EOA Nos 5,006,530 y
5,177,080, atarvasratina, como se describe en las Palentec de
ElTA HNos 4,681,893, 5,273,805, 5,3B5,929 y 5,686,104,
atavaptatina {Nissan/Sankyc nasvastatin (HK-104}). cooo &
describe en la Patente ds EUA He 5,011,338, wvisastatina
(8hicnogi-Astra/Zenecs (E£D=4522})), como se describe en la
Patente de EKEUA He 5,260,440, y compuestcs de estatina
relacionados describtor 2n la Patenkte de EOR Ho 5,753,675,
anfAlogos de pirmzol de derivadoa de mevalonolactona, como as
describae &n la Patente de BOA Mo 4,613,510, andlogos de
indeno de cerivados de mevalonolactona, como Be describan an
la eolipitwd de POT WO 86703488, 2 6-[-2{pirrolsl-1l
sustituide) —alquil) paran-2-onas y darivados de estas, comc s=
describe en la Patenta de FUA No 4,647,576, dacloxoacetars
da SC-45385 [un der.vado de #cido pentanadidics I-suscicuido)
de SBearlsa, andlogoa de imidaznl de mevalonolactona, como ee
descraibe en la selicitud de PCT WO 86707954, derivadog de
deide 3-carboxi-2-hidroxi-propanc-£fosfénice, romo ee describe
en la Patente de Francia Ko 2,596,393, darivados ds pirrole.

furano y ticfenc 2,3-disustituados, como se daacribe en 1a
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Sclicitud de Patente Europea No 0221025, anilog s de naftilo
de mevalonolactona, como se describe en la Patente de EUA No
4,686,237, octahidronaftalenos, tales como se describen en la
Patente de EUA No 4,499,289, andlogos de ceto de mevinolina
{lovastatina), como se describe en la Solicitud de Patente
Europea No 0142146 A2, y derivados de quinolina y piridina,
como se describe en la Patente de EUA No 5,506,218 y
5,691,322

Agentes hipolipidémicos preferidos son pravastatina,
lovastatina, simvaotatina, atorvasctatina, £luvastatana,
cerivastatina, atavastatina y ZD-4522

Ademds, los compuestos de #cido fosfinico tiles en
inhibicién de reductasa CoA HMG, tales como aquellos
descritos en GB 2205837, son ftiles para el uso en
combinacién con el compuesto de la presente invencidn

Los inhibidores de sintetasa ascualeno aproplados para
el uao aqui incluyen, pero no se limitan a, a-fosfono-
Bulfonatos descritos en la Patente de BEUA No 5,712,396,
aquellos descritos por Biller y colaboradores, J Med Chem ,
1988, vol 31, No 10, Pp 1869-1871, incluyendo
fostonatos (fosfinil-metil) de isoprencide, ademis de otros
inhibidores de e¢scualeno sintetasa conocidos, por sjemplo,
como se deacribe en la Patente de EUA No 4,871,721 vy
4,924,024 y en Biller, S A , Reuenschwander, K , Ponpipom, M

M , vy Poultexr, C D , Current Pharmaceutical Design, 2, 1-40

9)
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Ademds, otros inhibidores de escualeno sintetasa
apropiados para uso aqul incluyen los pirofosfatos
terpenocides deecritos por P Ortiz de Montillano vy
colaboradores, J Med Chem , 1977, 20, 243-249, el andlogo
de difosfato de farnesilo A y los anfilogos de pirofosfato
prescualeno (PSQ-FP} como se describe por Corey y Volante, J
Am Chem Soc , 1976, 98, 1281-1293, fosfinilfoaofonatos
reportados por McClard, R W y colaboradores, JACS , 1987,
109,5544 y ciclopropanos reportados por Capson, T L ,
disertacién de doctorado, Junio, 1987, Dept Med Chem U de
Utah, Resumen, Tabla de Contenidos, pags 16, 17, 40-43, 48-
51, Resumen

Los derivados de &cideo fibrico que se pueden emplear en
combinacién con el compueste de la £6rwula I incluyen
fenofibrate, gemfibrozil, clofibrato, benzafibrato,
ciprofibrato, clinofibrato y lo spimilar, probucol, Yy
compuestos relacionados, como ge degcribe en la Patente de
BUA No 3,674,836, siendo los preferidos probucol 4
gemfibrozilo, secuestrantes de &cido biliax, tales como
colestiramina, colestipol Yy DEAE-Sephadex {Secholex®,
Policexide’), ademis de lipostabil (Rhone-Poulenc), Eigai E-
5050 {un derivado de etanolamina de N-sustituido), imanixil
{HOE-402), tetrahidrolipstatin {THL) ,

fstigmastanilfosforilcolina (SPC, Roche), aminociclodextrina

9z
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(Tanabe Seiyoku}, Ajinomoto AJ-814 (derivado de azuleno),
melinamida (Sumitomo), Sandoz S58-035, American Cyanamid CL-
277,082 y CL-283,546 (derivados de urea disustituidos) &cido
nicotinico, acipimox, acifran, neomicin, dcido P-
aminosalicilico, aspirina, derivados de
poli{dialilmetilamina), tales como 1los descritos en 1la
Patante de EUA No 4,759,923, poli (cloruro de
dialildimetilamonic) de amina cuaternaria e ionenos, tales
como se degcriben en la Patente de BRUA No 4,027,009, y otr 8
agentes de disminucidn de colesterol en suero conocidos

El inhibidor ACAT el cual e puede emplear en
combinacifn con el compuesto de la férmula I incluye aquellos
descritos en Drug of the Future 24, 9-15 (1999), (Avasimibe);
“The ACAT inhibitor, CI-1011 is effeective in the prevention
and regression of aortic fatty streak area in hamsters”,
Nicolosi y colaboradores, Atheroaclerosis (Shannon, Irel)
(1996), 137(1), 77-85, “The pharmacological profile of FCE
27677 a novel ACAT inhibitor with potent hypelipidemic
activity mediated by selective suppression of the hepatic
secretion of ApoBl0O-containing lipoprotein", Ghiselll,
Giancarlo, Cardiovasc Drug Rev (19%98), 16(1), 16-30, "RP
73163 a bicavailable alkylsulfinyl-diphenylimidazole ACAT
inhibitor", smith, C , y colahoradores, Bicorg Med Chem
Lett {1996), 6(1}, 47-50, *ACAT inhibitors physiologic

mechaniame for  hypolipidemic and anti-atheroaclerotic
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Edicor{es} Ruffolo, Robert R , Jr , Hollinger, Mannfred A ,
Inflammation Mediators Pathways (1995), 173-98, Publisher
CRC, Boca Ratén, Fla , °“ACAT inhibitors potential anti-
atherosclerotic agents®, Sliskovic y colaboradores, Curr
Med Chem 1954), 1{3), 204-25, ‘Inhibitors of acyl-
CoA cholesterol O-acyl transferase {ACAT) as
hypocholesterolemic agents 6 The first water-soluble ACAT
inhibitor with lipid-regulating activity Inhibitors of acyl-
CoA cholesterol acyltransferase (ACAT) 7 Development of a
series of substituted R-phenyl-N'-[(1-
phenylcyclopentyl)nethyl] ureas with enhanced
hypocholesterolemic  activity*, Stout y colaboradores,
Chentxacts Org Chem (1995), 8(6), 359-62 6 TS-962 (Taisho
Pharmaceutical Co Ltd }

El agente hipolipidémico puede ser un sobreregulador ds
la actividad del receptor LD2, tal como NMD-700 (Taisho
Pharmaceutical Co Ltd) y LY295427 (Eli Ially)

Ejemplos de inhibador de absorclién de colesterol
apropiados para uso en combinacién con el compuegto de 1a
invencién incluyen SCH48461 (Schering-Plcough)}, ademfis de
aquellos descritos en Athercosclerosis 115, 45-63 (1995) y J
Med Cham 41, 973 (1998)

Ejemplos de inhibidores cotransportadores de Na+/dcido
biliar ileal apropiados para uso en combinacién con el
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compueste de 1la invencién incluyen compuestos como los
descritos en Drugs of the Future, 24, 425-430 (1999)

Los inhibidores de lipoxigenasa los cuales se pueden
emplear en combinacifn con el compuesto de f6rmula I incluyen
inhibidores de 15-lipoxigenasa (15-L0), tales como derivados
de benzimidazol, como ase describen aen WO 97/12615,
inhibidores 15-L0, como s5e describen en WO 97/12613,
isotiazolonas, como se describen en WO 96/39144, e
inhibidores 15-LO, como ge describen por Sendobry vy
colaboradores, "Attenuation of diet-induced atheroaclerosis
in rabbits with a highly selective 15-lipoxygenase inhibit r
lacking significant antioxidant propercties", Brit J
Pharmacology (1997) 120, 1199-1206, y Cornicelli vy
colaboradores, "15-Lipoxygenase and its Inhibition A N vel
Therapeutic Taxget for Vascular DiseaBe", Current
Pharmaceutical Design, 1999, S5, 11-20

Bjemplos de agentes antihipertensivos aproplados para
uso en combinacién con el compuesto de la presente invencidn
incluyen bloqueadores adrenérgicos beta, Dblogqueadores de
canal de calcio (tipo L y tipo T, por ejemplo, diltiazem,
verapamil, nifedipina, amlodipino y mibefradil), diurécicos
(por ejemplo, clorotiazida, hidroclorotiazida, flumetiazada,
hidroglumetizida, bendroflumetiazida, metilclorotiazida,
triclorometiazida, politiazida, benztiazida, tricrinafen de

cido etacrinico, clortalidona, furcsemada, musolimina,
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bumetanada, triamtrenenc, amilorida, esplronolactona),
inhibidores de renina, inhibidores de ACE (por ejemplo,
captopril, =zofenopril, fosinopril, enalapril, caranopril,
cilazoprail, delapril, pentopril, guinapril, ramipril,
lisinopral), antagonistas de receptor AT-1 (por ejempl ,
losartan, irbepartan, valsartan}, antagonistas de receptor RT
(por ejemplo, sitaxsentan, atrsentan y compuestos descritos
en las Patentes de EUA Nos 5,612,359 y 6,043,265),
Antagonistas de ET/AII dual {(por ejemplo, los compuestcos
descritos en WO 00/01389), 4inhibidores de endopeptidasa
neutral (NEP), inhibidores de vasopepsidasa (inhibidores de
NEP-ACE dual) ({(por ejemplo, omapatrilat y gemopatrilat), y
nitratos

Ejemplos de agentes antiobesidad apropiados para uso en
combinacién con el compussto de 1la presente invencidn
incluyen un agonasta adrenérgico beta 3, un inhibidor de
lipasa, un inhibidor de reabsorcién de gerotonina (y
dopamina), un f&rmace beta receptor de tiroides, agonistas
SHT2C, (tal como Arena APD-3356), antagonistas MCHR1 tales
como Synaptic SNAP-7941 y Takeda T-226926, agonistas de
receptor de melanocortina (MC4R), antagonistas de receptor de
hormona de concentracién de melanina {(MCHR) (tal como
Sinapric SRAP-7941 Yy Takeda T-226926)}, moduladores de
receptor de galanina, antagonistas de orexina, agoniastas de

CCK, antagonistas da NPYl1L § NPY5, moduladores de WPY2 y NPY4,
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agonistas de factor de 1liberacidn de corticotropina,
moduladores del receptor 3 de hastamina (H3), inhibadores 11-
beta-HSD-}, moduladores de receptor de adinopectina,
inhibidores de reabsorciSn de monocamina o© agentes de
liberacifn, un factor neurotré6fico ciliar (CNTF, tal como
AXOKINE® por Regeneron}, BDNF (factor neurotr6fico deraivado
de cerebro), moduladores de leptina y de receptor de leptina,
antagonistas de receptor canabinoide 1 (tal comoc BSR-141716
(Sanofi) o SLV-319 (Solvay)), y/o un agente anoréxico

Log agonistas adrenérgicos beta 3 los cuales se pueden
emplear opcionalmente en combinacién con el compuesto de la
presente invencién incluyen AJ9677 (Takeda/Dainippon),
L750355 (Merck), o CP331648 (Pfizer), u otros agonistas beta
3 conocidos, como se describe en la Patente de EUA No
5,541,204, 5 770,615, 5,491,134, 5,776,983 y 5,488,064

Ejemplos de inhibidores de lipasa los cuales se pueden
emplear opcionalmente en combinacién con el compuesto de la
presente invencién ancluyen orlistat o ATL-962 (Alizima}

El inhibidor de reabsorcién de serotonina (y dopoamina)
io agonistaas de recepror de saerotonina) el cual ge puede
emplear opcionalmente en combinacién con un compuesto de la
presente invencién puede ger BVT-933 (Blovitrum),
sibutramina, topiramate (Johnson & Jonson) o© axokina
(Regeneron)

Ejemplos de compuestos beta receptor de tiroides 1 s
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cuales se pueden emplear opcionalmente en c¢combinacién con el
compuesto de la presente invencidén incluyen ligandos de
receptor de tiroidea, tales como aquellos deacritos en WO
97/21993 (U Cal SF), WO 99/00353 (KaroBio) y GB 98/284425
(karoBio}

Los inhibidores de reabsorcidén de monoamina los cuales
se pueden emplear opcionalmente en combinacién con el
compuesto de la presente invencién incluyen fenfluramina,
dexfenfluramina, fluvoxamina, fluoxetina, paroxetina,
sertralina, clorfentermina, cloforex, clortermina, picilorex,
sibutramina, dexanfetamina, fentermina, fenilpropanclamina o
mazindol

El agente anoréxico el cual se puede emplear
opcicnalmente en combinacifn con el compuesto de la presente
invencién incluye topiramato {Jonaon & Jonson) ,
dexanfetamina, fentermina, fenilpropanclamina o mazindol

Las patentes y solicitudeg de patente antes mencionadas
se incorporan agul por referencia

los otros agentes terapSuticos anteriores, cuando se
emplean en combinacién con el compuegto de la presente
invencién se puede usar, por ejemplo, en aquellas cantidades
indicadas en el Physiclan's Desk Referesnce, como en las
patentes propuestas anteriormente o como se determiné de otra
manera por un experto ordinaric en la técnica

cuando el compuestc de la invencién se utiliza en

I
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combinacién ¢ n uno mis de otros agentes terapéuticos, ya
sea concurrente o secuencialmente, se prefieren las
siguientes zrelaciones de <combinacidn e intervalos de
deaificacién

Cuando el otro agente antidiab8tico es una biguanida, el
compuesto de la férmula I se esmpleard en una relacién peso a
biguanida dentro del intervalo desde alrededor de 0 01 1
hasta alrededor de 100 1, preferiblemente desde alrededor de
¢ 1 1 hasta alrededor de 5 1

El compuesto de la f6rmula I ne empleard en una relacién
peso para el inhibidor de glucosidasa dentro del antervalo
desde alrededor de 0 01 1 hasta alrededor de 100 1,
preferiblemente desde alrededor de 0 S 1 hasta alrededor de
S0 1

El compuesto de la f&rmula I se empleard en una xelacifn
pesc & la urea de sulfonilo en el intervalo desde alrededor
de 0 01 1 hasta alrededor de 100 1, preferiblemente desde
alrededor de 0 2 1 haata alrededor de 10 1

El compuesto de férmula I se empleard en una relacién
peso a 1la tiazolidinediona en una cantidad dentro del
intervalo desde alredador de 0 01 1 hasta alxededor de 100 1,
preferiblemente desde alrededor de 0 2 1 hasta alrededor da
i0 1

Ponde estd presente, el agente antidiabético

tiazolidinediona se puede emplear en cantidades dentro del
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intervalo desde alrededor de 0 01 hasta alrededor de 200
mg/dia el cual se puede administrar en dosis f{nicas o
divididas una o cuatro veces al dia

Opcionalmente, 1a urea de sulfonilo Y la
tiazolidinediona se pueden incorporar en una tableta Gnica
con el compuesto de la f&érmula I en cantidades de menoa que
alrededor de 150 mg

Donde estd presente la metformina o sales de é&ésta se
puede emplear en cantidades dentro del intervalo desde
alrededor de 500 hasta alrededor de 2000 mg por dia la cual
6e puede adminiatraer en dosis Unaca o divididas una o cuatro
veces diariamente

Cuando estén presentes los péptidos GLP-I se pueden
adminiatrar en formulaciones bucales orales, por
administracién nasal o parenteralmente como se describe en
las Patentes de BUA Nos 5,346,701 (TheraTech), 5,614,492 y
5,631,224 las cuales estén incorporadas agqui por referencia

El inhibidor SGLT2 ds f6rmula I se puede emplear en una
raelacién peso a la meglitinida, agonista PPAR-gamma, agonista
dual PPAR-alfa/gamma, inhabidor aP2 o inhibidor DPP4 dentro
del intervalo desde alzededor de ¢ ¢1 1 hasta slrededor de
100 1, preferiblemente desde alrededor de ©0 1 1 hasta
alrededor de 10 1

El compuesto de la f6rmula I de la invencién se empleari

generalmente en una relacién peso para el agente
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hipolipidémico (estando presente}, dentr del intervalo deade
alrededor de 500 1 hasta alrededor de 1 500, preferiblemente
desde alrededor de 100 1 hasta alrededor de 1 100

Para administracidn oral, un resultado satisfactoric se
puede obtener empleando €l ainhibidor MTP en una cancidad
dentro del intervalo de desde alrededor de 0 01 mg/kg hasta
alrededor de 500 mg y preferiblemente desds alrededor de 0 1
mg hasta alrededor de 100 mg, una o cuatyo veces diariamente

Una forma de dosis oral prefexida, tal como tabletas ©
cdpsulas, contendrén el 1nhibidor MTP en una cantidad desde
alrededor de 1 hasta alrededor de 500 mg, preferiblemente
depde alrededor de 2 hasta alrededor de 400 mg, Yy mAs
preferiblemente dasde alrededor de 5 hasta alrededor de 250
mg, una o cuatro veces diariamente

Para administracién oral, un resultado satisfactorio se
puede obtener empleando un inhibidor de reductasa HMG CoA en
una cantadad dentro del intervalo de desde alrededor de 1
hasta 2000 mg, y preferiblemente desde alrededor de 4 hasta
alrededor de 200 mg

Una forma de dosificacién oral preferida, tal como
tabletas o capsulas, contendri inhibidor de reductasa HMG CoA
en una cantidad desde alrededor de 0 1 hasta alrededor de 100
mg, preferiblemente desde alrededor de 5 hasta alrededor de
80 mg, y miAs preferiblemente desde alrededor de 10 hasta

alrededor de 40 mg
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El i1nhibidor de escualeno sintetasa se puede emplear en
dosis en una cantidad dentro del intexvalo de desde alrededor
de 10 mg hasta alrededor de 2000 mg y preferiblemente desde
alrededor de 25 mg hasta alrededor de 200 mg

Una forma de dosificacién oral preferida, tal como
tabletas o cépsulas, contendrd& inhibidor de escualeno
sintetasa en una cantidad de desde alrededor de 10 hasta
alrededor de 500 mg, preferiblemente desde alrededor de 25
hasta alrededor de 200 mg

El compuesto de la f6rmula I se puede administrar para
cualquiera de los usos descritos agui por cualquiera de los
wedios apropiados, por ejemplo, oralmente, tal como en 1la
forma de tabletas, cdpsulas, granulos o polvos,
sublingualmente, bucalmente, parenteralmente, tal como por
inyeccitn subcutdnea, intravenosa, intramuscular, o
intrasternal o técnicas de infusién (por ejemplo, como
soluciones © suspensiones acucgsas o no acuosas inyectables
estérilesa), nasalmente, que incluye adminiatraci6n a las
membranas nasales, tales como por zrocio de inhalacidn,
externamente, tal como en la forma de una crema o unglento, o
rectalmente tal como en la foxma de wsupositorios; en
formulacionaeas de unidad de dosis gque contienen vehiculos o
diluenten farmacéuticamente aceptables no téxicos

Al llevar un méitodo preferide de 1l1la invencitn para

tratamiento de cualquiera de las enfermedades descritas aqui,

(o2
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tales como diabetes y trastornos relacionados, se emplearad
una composicidén farmacéutica gue contenga uno o més del
compuesto de la férmula I, com © Bin OCXOs agentes
ancidiabéticos y/o agentes antihiperlipidémicos y/u otro tipo
de agentes terapéuticos aen asociacidén con un vehiculo o
diluente farmacéutico La composicién farmacéutica se puede
formular empleando vehiculos o diluentes s6lidos o liquidos y
aditaivos farmacéuticos de un tipo apropiade al modo de
admanistracidn deseada, tal come portadores, excipientes,
aglutinantes y lo similar farmacéuricamente aceptables Kl
compuesto 8¢ puede administrar a especies mamiferas que
incluyen humanos, monos, perros, etc por una ruta oral, por
ejamplo, en la forma de tabletas, cépsulas, perlas, granulos
o polvos, ©0 se pueden administrar por una ruta parenteral en
la forma de preparaciones inyectables, © se pueden
administrar intranasalmente o en parches transdermales Lae
formulaciones sélidas comunes contendrén desde alrededor de
10 hasta alrededor de 500 wg de un compuesto de la férmula I
La dosis para adultos preferiblemente estd entre 10 y 2,000
mg por dia, la cual se puede administrar en una dosis Gnica o
en la forma de dosis individuales de 1-4 veces por dia

Una preparacién inysctable comiin se puede producir por
colocacién aséptica de 250 mg de compuesto de la fdérmula I en
un vial, secado por congelamiento asépticamente y sellad

Para uso, los contenidos del vial se mezclan con 2 mL de
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golucién salina fisiolégica, para producir una preparacién
inyectable

S8e entenderf que el nivel de doasis especifico y 1la
frecuencia de dosificacién para cualguier sujero particular
88 puede variar y dependerd de una variedad de factores que
incluyen la actividad del compuesto especifico empleado, la
estabilidad metabdSlica y el tiempo de accién dsl compuesto,
la especie, edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta
del sujeto, el modo y tiempo de administracién, velocidad de
excrecidn, combinacién del farmaco, Yy aseveridad de 1la
condicién particular

La actividad del inhibidor SGLT2 del c¢ompuesto de la
invencitn se puede determinar por uso de un sistema de ensayo
como se propone a continuacién

Ensayo para actividad eglt2

La secuencia ARNm para humano SGLT2 (GenBank {#iM35549) se
clona por transcripeién inversa y amplificacién de ARNm de
rifisn humano, usando técnicas DbilolSgicas woleculares
eatdndaxr La secuencia de ADNc se transfectd establemente en
células CHO, y los clonea se ensayaron para determinar
actividad de SGLT2 esencialmente como se describe en Ryan y
colaboradores, (199%4) La evaluacidn de inhibicién de
actividad de S8SGLTZ en una 1linea de c¢élulas seleccionada
clonalmence se realizd esencialmente como se deacribe en Ryan

y colaboradores, con las aiquientes wmodificaciones La=a
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células se colocaron en placas a razédn de 10,000 6 20,000
células por pozo y se cultivaron en medio P-12 de Ham que
contiene suero de bovino feral 10% y 500 wg/ml de genetlcina
Las células en aproximadamente 90% de confluencia se
evaluaron 2 6 3 dias despuées de colocarse en placas Las
células se lavaron una vez con solucién amortiguadora sin
sodio, la cual contiene 10 wM Hepes/Tris, 137 mM de N-metil-
D-glucamana, 5 4 MM KCl, 2 8 mM CaCly, Y 1 2 mM MgSO, pH 7 4
Los inhibidores se evaluaron en la presencia de 10 pM de
[“*ClaMG{a-metil-D-glucoparanosida) en B concentraciones en
una incubacién de 120 minutos en solucién amortiguadora libre
de proteina que contiene 10 wM Hepes/Tris, 137 mM de NaCl,
54 mMde XKC1, 2 8 mM de CaCl;, vy 1 2 mM de MgSO,, pH 7 4 La
curva de respussta se ajusté a un modelo de cuatro parémetros
empirico para deterwminar la concentracién de inhibidor en
respuesta mixima media, reportada como el IC;,, B5e realizaron
tres réplicas por determinacién Los ensayos se apagaron por
lavado de 3 veces en solucidén salina (PBS) amortiguada de
foafato 1x enfriada con hielo que contiene 05 mwM de
plorizin, y las células se lisaron luego en 50 pl O 1% de
NaOH Despus de la adicién de 200 ul de €luiade de
escintilacién MicroScint-40, las células se dejaron para
agitacién por 1 hora, y luego el [CIAMG se cuantificé en un
contador de escintilacién TopCount Los ensayos de control en

la ausencia de inhibidor se realizaron con y B8in NaCl y se
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genexd una curva de respuesta de d sis para florizin en todos
los ensayos como un control positive

Ryan MJ, Jonson G, Kira J, Fuerstenberg SM, Zager RA y
Torok-Storb B 1994 HK-2 an immortalized proximal tubule
epithelial cell line from normal adult human kidney Kidney
International 45 48-57

El agiguiente Ejemplo de trabajo sirve para ilustrar
mejor, pero no limita, las modalidades de la presente

invencidén

A 5-Bromo-2-cloro-4'-ecilbenzofenona

A un matraz de fondo redondo de 2L que contiene una
suspensién agitada magnética de &cido 5-bromo-2-clorobenzoico
comercial (410 g, 1 74 wol) en 700 mL de CHaCl, pe agregd

cloruro de oxalilo (235 g, 1 85 mol) sequido por 1 5 mL de
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DMF Para atrapar el HCl resultante, el matraz se acopld con
tuberia para que el gas se descargara arriba de la superficie
de una solucién de KOH acuosa agitada Cuando la evolucidn
vigqorosa del gas caesé después de 2 horas, la zxeaccién
homogénea se agitd durante la noche previo al removido de los
volftiles bajo vacfo usando un evaporador rotatorio El
aceite repultante se solidificé durante la evacuacién
subhgecuente

Después de disolver el cloruro de S5-bromo-2clorobenzoilo
crudo en 530 ml de etilbenceno, la so0lucién amarilla se
enfrid a -3°C previo a agregar AiCl; (257 g, 1 93 mol) en
porcicnes de =30 g durante 60 minutos a medida gque 1la
temperatura no se excedid de 10°C Las cantidades abundantes
del gas HCl1l las cuales comienzan a desarrocllarse después de
gue se habia agregado 60% del AlCl,, se atraparon por pasar
el gas sobre una solucién de NaOH concentrada agitada Si la
reaccién se concentrara mds, un agitador magnético podria no
mantener la agitacién durante el término de la adicidén de
AlCl, Después de agitarse durante 1 hr cuando el bafio se
calentd a -15°C, el bafio se removié Después de 4 hr a 20°C,
el jarabe &espeso se vaci6é sobre hielo (18 kg
Posteriormente, una vez agitada la suspensién se enfrid, se
agregd HyO (1L) previoc a empezar a extraer 4x con EtOAc Los
extractos orginicos combinados se lavaron 2x con HC1l 1N, 3x

con KOH 1M, y 2x son salmuera previo al secado sobre Na,S0,
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Los volatiles se removieron usando primero un evaporadox
rotario y luego por calentarse a -60°C a 1 Torr Bl andlisis
1H RMN del aceite oscuro resultante reveld que el residuo era
una mezcla 1 14 de isSmerocs orto/para La digolucién en
hexano y sequido por 1la filtracadén a través de una
almohadilla de gel de silice removid més del color La
concentracién del eluyente propoxciond S60 g (99%) de una
mezcla 14 1 de S5-bromo-2-cloro-4'-stilbenzofenona/S-bromo-2-
cloro-2'-etilbenzofenona

Tiempo de reaccidn CLAR 4 7 min, YMC 85 C-18 4 6x50mm
¢oluma, 2 § mL/min, deteccién a 220nM, 4 min gradiente 0-
100% B retenado 2 wmin a 100%Y P Solvente A 10% McOH/H0 +
0 2 & HPO, Solvente B 90% McCOH/H;0 + 0 2% H)PO,
S-Bromo-2-cloro-4'-etilbenzofenona

'H NMR (400 MHz, CDCl;} & 7 73 id, 2H, JAB = 8 2 Hz),
754 {44, 1H, J = 2 2 Hz, J o B B Hz), 7 32 (d, 1K, J = 8 8
Hz), 7 29% (d, 2H, JAB = 8 2 Hz), 2 72 (q. 2H, J = 7 7 Hz},
1 27 (¢, 3H, Ja7 7 H2Z)

B3¢ RMN (100 MHz, CDCl,} & 193 13, 151 33, 140 49, 133 B,
133 52, 131 6, 131 44, 130 34, 130 16, 128 28, 120 44, 2% 04,
15 02
S.Bromo-2-cloro-2*-aetilbenzofencna (esefiales distintas)

14 RMN (400 MHz, CDCly) & 2 64 (g, 2H, J = 7 7 Hz) , 1 23

(t, 3#H, J = 7 7 Hz)
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Et
(:l/\

v,

Br

B S-Bromo-2-cloro-4'-ptildifenilmatano

A una solucién agitada de Et SiH {400 g, 3 45 mol y 5-
bromo-2-cloro-4'-etilbenzofenona (534 g, 1 65 mol) que
contenia
-7% de la cetona isowérica en 300 mL de TFA a 30°C se agregl
CFSOH (1 5 g, 0 01 mol) Minutos después la temperatura se
incrementé causando que la sclucidn hiciera reflujo
violentamente Precaucién por gque esta exotermia moderada
requiere enfriamiento con un bailo de hielo externo Después
de 1 hzr, la CLAR reveld que la reaccitn estaba 90% completa
Después de la adicidén de un Bt;SiH (20 g) adicional y
calentamiento durante la noche a 70°C, la reaccidn fue >95%
completa por el andlisis CLAR Durante el enfriamiento, los
volatiles se removieron por destilacién de bulbo a bulbo a
presién reducida El1 -1L resultante del aceite gris ligero se
vacib en 1 L de H0 La mezcla se extrajo 3Ix con hexano, las
capas orgdnicas combinadas se lavaron 3x con H;0, 2x con
Na;C0; acuosc y 2x con salmuera antes de secarse sobre NazS0,

Después de la concentracidén se usSé un evaporador rotatorio,
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permaneciendo -1L del aceite &mbar ligero transparente Eate
material ademds se concentrs, el (Et;Si);0 (450 mL) se removid
por destilacién a 0 6 Torxr Una vez gue la temperatura del
domo de destilacifén alcanz6 75°C, el recipilente se permitié
enfriar El andlisis 1H RMN del recipiente revel®b que
contenfia una mezcla - 8 1 de diarilmetano a (Er;81).0
La cristalizacién de escta mezcla se logrs al vaciar
el producto en agitacidédn vigorosa a 10°C, 85% de
BtOH/H,0 (1 2L), Después de agitarse durante varias
horas, los cristales se colectaron por filtracién, se
lavazron con 1 1 EtOH/H:0 f£rfio y se secaron bajo vacio
El S8-bromo-2-cloro-4'-etildifenil-metano (500 g), se
obtuvo como un esdlido de baja fusién gue contiene -1%
{Et;S1i)30, se usé sin purificacién adicional

Tiempo de retencién CLAR S5 3 min, YMC S5 C-1i8
4 6x50mm columna, 2 5 mL/min, deteccién a 220nM, 4
min gradiente 0-100% B retenide 2 wmin a 100% B
Solvente A 10% McOH/HaO + 0 2% H,PO, Solvente B 9%0%
MCOH/H30 + 0 2 % H;PO,

'H RMN (125 MHz, CDCl,} 3 7 27-7 23 (m, 3H), 7 14
(4, 2, JAB = 7 7 Hz), 7 09 (d, 2H, JAB = 7 7 Hz),
2 63 {(q, 2H, J = 7 T Hz), 1 23 (£, 3H, T = 7 7 H2)

3c RMN (100 MHz, CDCl;) & 142 46, 141 08, 135 6B,
133 64, 133 13, 130 85, 130 55, 128 B3, 128 1, 120 0,

38 62, 28 43, 15 51
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c 2;3,4,6-tatra-0-Trimetilsilil-D~glucolactona

A una soclucién agatada a =-5°C de gluconolactona
(23%9g, 1 34 wmol) y N-metilmorfolina (1180 mL, 10 73
mol) en 2 4L de THF bajo Ar se agreg8 cloruro de
trimetilsilile (1022 mL, 8 05 mol} por medio de un
embudo de goteo a una relacidn tal que la temperatura
no excedid de 5°C Degpués de 1 hr 1la reaccién
agitada sge calentd a 35°C durante 5 hr con lo cual
esto se permitid enfriar a 20°C como la reaccidn
agitada durante la noche Después de la dilueién con
3 6L de tolueno, la mezcla ge enfrib a 0-5°C previo a
agregar cuidadosamente 7L de H;0 a una proporcién tal
que la temperatura no excedid 10°C Se ohserva gque
resulta una exotermia gevera durante la adicidn de 1la
primera porcién de HyO0 Después de mezclar, las fases
gse permitieron separarse y luego se davidieron La
fase orgdnica se lavé con NaH;PO, acuosc (2L) , H;
{(l1L) , y salmuera (1L) La c¢apa orgénica luego se
concentrd bajo vacio uesando un evaporadoxr rotatorio,

el aceite amarille 1lagero resultante se tomé dos
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vecas h ata 250 #mL da toeluene y fe reconcantrd para
propcocrcaiconar &16g

oH “OH
OH

A una esolucidn agitada a -78° de& S-bromo-2-gloro-4!-
etildifenilvatase de la Parte H (88 g, 0 2B mol) en 450 mi de
1,2 THF/tolue=no seco bajo Ar se agaagd lentaments 2 5 M de n-
BuLi (136 mL, © 34 mol) en haxans a una proporcidn qua
mantiene la temperatura debajo de -55° Despuss de aglicarse
durante 10 mimitoss siguiende la adicidn, esta solucién ==
Eranafiris por medas de una canula a una sclualdn agatada a -
7. de la parce C, 2,3.4.6-tetra-0O-tr-mec:l1s2211-D-
glucalactona (153 g, ¢ 33 mol) an toluenn {350 mL} & una
proparcidn gue mantiere la meaccidin debajo de -55¢ ILa
Bolucidn se agikd durante 3¢ min a -78° previo a apagarIde poT
la adicifn da 40 mL de MeCOR que contiene A4acido
metansulfénico (28 =L, 0 45 wel) La reaccidn se agltd
Auranta 1la noche durance 18 hy a 24°C [a reaccidn se agito
durante la noche durante 18 hr a 20°C El1 andlasaw CLAR

reveld un Ta¢o guesd el cual por CL/BEM corresponde a la masa
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del O-metalglucdaide esperado La reaccibn una ven
complatada, se apagd por la adicién de RaHCOD; (42 g, 0 § mol)
en 200 mh de Hx0 81 &l pH no fusra débilmente bdalco, Be
agregarim mia ¥NaHOOy previc a la diluclfin 2 vaces con HpC y 3
extracclones con EtOA: Las fracciones EBtOAc comblnadag se
lavaron con salmuara ¥y 8e sacarcon aobre NasS0 Despufie de 1la
concentracitn usande un evaporador rotatorio, el acesle {140
g, 90%, pure por anilipie CLAR]) no se purlilipd ademds pero en
gqu lugar se llsvd ndg adelante como una mez¢la
caasbtarosndricaments 1mpura

'H pMN (400 MHz, CDCly) & 7 27 {m, 1H), 7 23 (m, 2H).
702 (m, 4A) , 514 {m, iH) , 5 0§ [m, 1H} , 4 Q7 (m, 1E} ,
4 03 {d, 1H, JAB = 154 Hs), 3 27 (4, 1H, JTAR = 1§ 4 Hz},
380 - 370 (m, 4H), 2 60 (m, 1H}, 3 48 {m, 1H}, 3 31 {m,
1H), 2 84 (8, 3H), 2 83 {g, 2H, F =7 5 He)., 1 14 (t, 38, J =
7 5 H=z)

Ic AMA {100 MHzZ, CDCl;} & 144 4, 140 7 138 54,
13§ 132 5%, 121 6, 13¢ 56, 130 6, 130 2, 12% 16,
103 3&, %7 74 86, 72 48, 64 27, 51 57, 41 33, 3D 75,
17 9

Tieapn da ratencidn CLAR 4 28 min, 90% puro, YMC
C-18 4 Ex50mm solumna, 2 5 mL/min, detaccisn a 220nM,
min gradienkte 0=130% B retenido 2 min a 100% B
HSolven A1 10% McOH/ILO + 0 2 % HaPO: Solvence B 350%

McOH/H:O 0 1% H-B0,
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CL/BM [M-OMe] + 391, 3%3; [M+Ha]l + 445, £47

AoD ONle
A Yoie

Una solucitn da la parte D de O-metalglucsSsido {206 g,
0 49 mal) en THF {1 L] que contiene drisopropiletilamina (463
g, 36 mol} v DMAP (05 g, 4 1 mmol) pe enfrad a 49C Se
dagregd lentanenta anhidrido acético (326 g, 3 15 mol} a una
proporcifn tal que la tewpararura no excedio de 5°C Deapuds
de ques lx seluclin & calencd gradualmente = 209C, eato B8
agitd durante 10 horas por lo cual el anAlisis cic reveld qua
ae complete la onveraién al tetraacetates La reaccién se
apags por la adicidn de EtQRe [1 5 L} y 10% de HyPQy acuoso
(15 L) Daspués de la separacidn de las capas, la fase
acucsa s8Se e&xkraje 22X con ErOAC Lae E[ases orginicas
combinadas pe lavaron 1x con Salmuera previc a secarae gohre
Na,S0y Y ee gonoentraron bajo vaclio RL acexzbe reaultance e
discivid dos veces en 300 mL de Leluano y se reconcentid para
proparcionar un aceite eapeso {300g, 95% de puresza CLAR) dque=
sa usd sin purificacidn sdrcannal de la mezcla
damaterecuérica impura resulcante

“H EMN (409 MHz, CDCls) § 7 98 (d, 1-, J =8 3 H2) , 7 2B
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{dd, JH, JF = 83 Hz, J =2 2 He), 7 24 {d, 1H, J = 3 2 HzZ},
711 (4, 2H, JAB = B 3 Hz) , 7 04 {d, 2H, JAB = 8 3 Hz} ,
5§56 (¢, 2H, T =9 7 He), 5 21 (t, 1H, F = 10 1 Hz), 4 93 (L,
1H, Jd = 10 1 Hs} , 4 20 (dd, 1H, J = 12 Hz, 4 = 2 Hz) , 4 12
(d, l1H, JAB = 15 4 Hz), 4 02 i{m, 1H}, & D1B {d, 1H, JAB =
1% 4 Hz), 3 10 (s, 3H}, 2 6s@6 (g, 23H, J = 7 7 Hz), 2 097 (8,
34}, 2 05 (a, 3H), 1 %4 {s, 3H}, 1 722d (=, 3H], L 21 (t, 3H,
J=7 7 Hz)

o RMN (100 HMHE, CDCly) & 17D Y, 170 G5, 189 47, 188 9,
l42 2, 13B 74, 136 4, 1351, 134 7, 123 83, 12% 4, 128 6,
124 0, 126 0, 100 Q2, 72 83, 71 33, &8 87, &8 77, &2 11,
49 43, 38 75, 28 4, 22 64, 20 66, 20 58, 30 16, 1E E

Tiempo do rebenclin CLAR 4 81 man, 30% puro, YMC 55 C-
18 4 6x50mm columma, 2 5 mL/min, deleccisn a 220nM, 4 min
graciante 0-100% B retemids 2 minuros a 100¥ B Bolvente A
10% MoOH/H,O + 0 2% HyPO, Solvente B 90% TIcOH/HO + D 2%
H,P0,

F

ma soclucidn agitada del aceite erudo de arriba (341 g,
9 51 mol} en CAxCl; (500 mL) gue cortiene un equivalents de

A:0 (9 g, 05 mol) y Bty814 {188 g, 1 62 mol) ee enfrid a -
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20°C previc a la adiecin de BF; EL0 (148 g, 1 02 meol)
Durante la adielfn, la temperatura se wantuvo a «0°C La
reaccidn se agitd subsecuentemente 2hx a 109C v 18 hr a 15-
20°C antes de cOMENZRAF & apadgarse por la mdacadn de OhCl,
{500 mL}) y H,0 {500 mL) Despufs de la sevaraciéin de las
cayag, la fage agucsa se extrmjo una vez con CH,Cly; Las capas
organicas caompinadag Je lavaron 1x con NaHCO; aquoso Yy
salmera previc al sscado sobre Na;80, Despufs del ramovido
del NagS0; por filtraclifn AcO (F 2 g, 66 mocl), s agkegaron
diieapropiletilamina {9 5 g, 74 mmol} y DHAF {100 mg, 0 B
mmol} La solucadn &8 agrtsi a 20°C durante 18 hr para
AFEOUTAY Jqua gqualgquier hidrélisie de glucdaido que B8
hidroliza durante la reduceadn y praparacifn s& reacetild El
aceite, gue &8 oatlene después de la concentracléim bajo
wacin, ae cristalizd durante la adlclén de ELQH  Despufs de
la filtracién, la puresza de este material por CLER fue de
#¥8%, la recrastalizacifo de ELOH proporciond &=l bata-C-
glucteido betraacetilado come wn #dlido blanco {180 g, 59 3%
pureza 1la conversidén general para los procedimrenioa D-F fus
1%

Tremys de ratencidn CLAR 4 74 min, 100% puro, YMC 55 C=
18 4 6x50mm columma, 2 5 mbk/min, detecelfn a 220nM; 4 men
gradiente ¢-1004 B retenidc 2 min a 100% B Solvente A. 10%
McOH/H:0 + 0 2 ¥ HaPDy Soglvente B 90% McOH/H.O = 8 2% HyPO,

M RW@l {500 MHz, CDCL.} & 7 35 {4, 1F, T = 8 2 Hz), 7 19
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(dd, 1H, J = 8 2 Hz, T = 2 2 Hz), 7 11 (A, 24, JAB = B 5 Hz},
7 086 (d, 1H, d = 2 2 HZ), 7T 06 (d, 2H, JAB = B 5 Hz), 5 24
(6, 1H, ¥ =97 492), 5 20 (t, 1H, J = § 7 He}, 5 D4 {t, 1H, J
=9 7T Hz), 4 31 (d, 1H, T = 5 9 Hz), 4 2§ [(dd, 1, J = 12 Hz,
J =5 Hz), 4 135 {dd, 1H, J o 12 Hz, J = § Hz}, 4 055 (4, 1H,
JAE = T 7 HF2), 3 995 {d, 1A, JRB = 7 7 Hz}, 3 79 (m, 1A},
2605 (g, 2H, J = 7 7 Hz) . 2 069 (s, 3H) , 2 o4 (a, 3H) ,
1 %8 {a, 3H), 1 67 (8, 3H), 1 21 (&, 3R, T = 7 T H=}

Yo RMN (125 MHEZ, CDCly) & 170 &4, 170 3, 169 4, 188 7,
142 2, 138 78, 134 4, 135 1, 134 5, 125 9, 129 A, 138 7,
128 0, 1259, 7945, 76 1, 741, 72 %, 68 45, &2 2, 38 &,
2E 4, 20 7, 20 &6, 20 59, 20 2, 15 55

CL-EM |M+H4,"] a mfz 578 3

Fara la suspeniidn blanca [ormada por agicar el betm-O-
gluedsids tatraacetilsac de la parte F (259, 44 & amol)
durante 5 minutos en 2 3 THF/MeOH (350 wL) bajo B3 a 20*C se
agregd LAOH-H0 [2 D g, 50 mmol} en M0 (70 mL) Degpufa de
15 min, la reaccldn fue una soluclién opaca, despufc de 2 3

hr, por el anéillislas CLAR la reaccidn estuve 58% compleca La
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conversidn incrementd a 59% despufs da agitarse durante la
noche durante lo cual los velillles s& removiarcn usande un
evaporador rotatorlo tal que =1 wolumen ge redujo a 150 oL
El residuc, después de 1la adacién de 106% d= KHEQ, acucsc {100
mh} me Ailuy5S ademi= coo 1D0 ML d= H:0 pravio a comenzar a
gxtraer 3x con EtOAar Despufs <& secarse sobre Wa,80,, los
sclitiles se remcovieron usande un evaporador Tokaborio y al
acaite resultante &n una cantidad minima de EtQhic espumado
baje vacisa La cantidad de BtQA¢c atrapado en eske makerial
puede reducirss por aecado bajo vacio Este eSlidns blanco
opace cristaline se recogid vy s #a0d ademia a ¢ 15 Torr &
259C durante 24 hr parx proporaionar 17 3 g dal CO-
arilgluctgide desaads gque contien= 6 7 mel% de EtOAc

Tiempo e retencadn CLAR 4 21 main, %8 8% purn, ¥YMD B5
C-18 4 &x50mmn ¢olumna, 2 5 ml/min, detecclfn « 220nM, 4 man
gradrente 0-100% B retendds 2 min a 1o00F B Scivente &  10%
McOH/Hal + D0 2% H;PO; BSolvente Bi 90% McOH/HO + 0 2% H;PO,

'y RMN (500 MMz, CD,OR) & 7 34 (8, 1H, J = 8 2 He), 7 33
(d, 1H, J = 1L 7 HzZ), 7 27 (dd, 2H, J = B 2 Hz, J = 1 7 HE),
T 08 {parcialmente acbraimpuestc AE cuarteto, 4H), 4 1-2 0
(m, 3H), 3 86 {d, 1H, J = 11 6 H2), 3 66 [dd, 1H, T = 5 3,
10 & Hz}, 3 456=3 25 (m, 4H) Fz), 2 B7 (g, 2H, T = T Hz), 1 18
{t, 3H, J = 7 Hz)

BIc RMN (128 MHz, CD,0D) & 143 2, 140 0, 13% 7, 13E 1,

134 5, 131 98, 130 1, 12% 8, 128 8, 128 2, 82 B, B2 1%, 79 7,
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76 4, Y1 9, 63 1, 32 7, 2% 4, 16 25

EN [M+Ba'l] a mfz Tedrico 415 12887 Obassxvedo 415 1243
Andlisia para CgHuClOs*0 07 EtOAcsd 19 H;D ¢aleulado C83 51,
H & 50, Cl 8 &0,

Encontradn C 63 63, R § B3, T 8 42
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BEHIVINDICACTONES
1 Compuesto de la f£4rmula I
Et
Gl

et

HO
RO “ou
OH
o una =al farmorcduticamente aceptable complejo,

ectereolsdmerc, ¢ Sster da profarmaco del misme

2 Composicldn  Fmrmacéurica caracterizada — porque
comprentda un compuesto de Jla férmula E ¥y un perbtador
farmaciuricanente aceptable del miemo

3 Covinacisdn farmacéutica caracrter:zads PoTque
comprende un comuesto de la formula T y &l menaos un agente
terapoutico seleccionads del grupe que consista de un agente
antioiabi&tica, un agente anti-obesldad, 1un agente
antihipertensive, un agante anti-atercsclerdtaco ;7 un agente
raducktor de lipldos

4 Combanaciin [armacéurica de confcmided #on la
reivindicaciin 3, caracterazada perdque comprende el compuessto
de la f6rmila I y al mencs W agente antidiabdtico N

E Combinacidn de confcrmidad con la reivindicagién :,l

caracteridizada pordque el agenkte antidiazbétice ez &l Mancs un

agente peleccicnada dal grupo gue congsiste de una bhaguanida,
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una sulfonilurea, un inhibidor de glucosidasa, un ag nista de
PPAR-gamma, un agoniata de PPAR alfa/gamma dual, un inhibidor
a°P2, un inhibidor PDD4, un sensibilizader de insulina, un
péptido-I de tipo glucagon (GLP-1), un inhibador PTP1B, un
inhibidor de fosforil glicégeno, un inhibidor de gluco-6-
foasfatasa, insulina y una meglitinida

6 Combinacién de conformidad con la reivindicacién 4,
caracterizada porque el agente antidiabético es al menocs un
agente geleccionado del grupo que consiste de metformina,
gliburida, glimepirida, glipirida, glipizida, clorcpropamida,
gliclazida, acarbosa, miglitol, piloglitazona, troglitazona,
rosiglitazona, insulina, isaglitazona, repaglinida,
nateglinida, wuraglitizar y peliglitazar

7 Combinacién de conformidad con la reivindicaeién 4,
caracterizada porque el compuesto de la fSrmula I se presenta
en una relacién en peso para ¢l agente antidiabético dentro
del intervalo desde alrededor de 0 01 a alrededor de 30G 1

8 Combinacién de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizada porque el agente anti-obesidad es al menca un
agente seleccionado del grupo que consiste de un agonista
adrenérgico bhetg 3, un inhibidor de lipasa, un inhibidor de
reabsorcién de serotonina, un fiarmaco beta receptor de
tiroides, un agonista 5HT2C, un antagoniasta MCHR1l, un
agonista receptor de melanocortina, un antagonista de
receptor de hormona de concentracién de melanina, un

modulador de receptor de galanina, un antagonista de orxexina,
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agoniastas de CCK, antagonistas de NPY1l & NPYS, un modulador
de NPY2 y NPY4, un agonista de facrtor de liberacién de
corticotropina, un modulador receptor-3 de histamina (H3), un
inhibidor 1ll-beta-~HSD-1, un modulador receptox de
adinopectina, un inhibidor de reabaorcién de moncamina, un
factor neurotréfico ciliar, factor neurotr6fico derivado de
cerebro, moduladores de leptina o de receptor de leptina,
antagonistas de receptor canabinoide 1 y un agente anoréxico

9 Combinacién de conformidad con la reivindicacién 8,
caracterizada porque el agente anti obenidad es al menos un
agente seleccionado del grupo que consigste de rimonabant,
orlistat, sibutramina, topiramato, dexamfetamina, fenterwana,
fenilpropanolamina y mazindol

10 Combinacién de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizada porque el agente reductor da lipidos es al
menos un agente seleccionado del grupo que consiste de un
inhihidor MTP, un inhihidor CETP, un inhibidor de reductasa
HMG CoA, un inhibidor de escualeno sintetasa. un derivado del
#cido fibrico, un sobreregqulador de la actividad del recept r
LDL, un inhibidor de lipoxigenasa y un inhibider ACAT

11 Combinacién de conformidad con la reivindicacidn
10, caracterizada porque sl agente reductor de lipidos es al
menos un agente seleccionado del grupo gque consiste de
pravastatina, lovastatina, gimvastatina, atorvastatina,
cerivastatina, fluvastatina, nisvastatina, vigsaastatina,

atavastatina, rosuvastatina, fenofibrato, gemfibrozil,

(22
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12 Combinacitn de conformidad con la xeivindicacién

clofibrato y avasimiba

10, caracterizada porgue el compuesto de la f£Ormula I se
presenta en una relacién en peso para el agente reductor de
lipidos dentro del intervalo desde alrededor de 0 01 a
alrededor de 300 1

13 Método para tratar o retardar el progregso o inicio
de la diabetes, retinopatia diabé&tica, neuropatia diabérica,
nefropatia  diabética, sanade de  heridas  retardado,
registencia a la insulina, hiperglicemia, haiperinsulinemia,
niveles de sangre elevados de #cidos grasos o glicerol,
hiperlipidemia, obesidad, hipertrigliceridemia, sfndrome X,
complicaciones diabéticas, ateroeclerosis o hipertensién, o
por Iincremento en loe niveles de lipoproteina de zlta
denaidad, caracterizado porque comprende administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la
férmula I

14 MBtodo de conformidad con la reivindicacién 13,
caracterizado ademéis porque comprende administrar,
concurrentemente Q secuencialmente, una cantidad
terapéuticamente efectiva de al menos un agente terapéutico
adicional seleccionado del grupo que consiste de un agente
antidiabético, un agente anti-obesidad, un aqente
antihipertensivo, un agente anti-ateroscler6tico y un agente
reductor de lipidos

15 MEtodo para el tratamiento de diabetes de tipo II,
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caracterizadeo porgue comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la férmula I,
solo © en combinacién con al menos otro agente terapéuticeo
seleccionado del grupo que coneigste de un agente
antidiabético, un agente para el tratamento de las
complicaciones de diabetes, un agente anti-obepidad, un
agente antihipertensivo, un agente antiplaquetas, un agente
anti-aterosclerdtico y un agente hipolipidémice

16§ Compuesto caracterizado porque tiene la estructura

(24



10

15

-7 -

RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe un compuesto de la férmula I
Et

También se proporciona un método para tratar la diabetes
y enfermedades relacionadas empleando el compuesto de arriba

golo o en combinacisn con otro agente terapéutico
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Box Ha 1| Nos-sssablahmant of aproon with ragard 10 novalty, imvanioes step and industrial
applloakliity

The guestions whether tha olalmed invention appaars o ba ngvel @ Involve an imontive sop (e ba men
Gbvious), ar b be malustially applcabis have not bean sxaminad 0 raspsor of

O the ssdre nisrnatons sppicabon
. Mg Nos 1315
baaLEes

the said Inkxnaonal appicaliion of the cald claims Nag 1218 relam o the folbwig sublsct mats
which doas not raguire an mternaional saanch [specay]

See sapnaate sheet

the descripbon, clarme or drawinge (indisats parfouiar eiementy belovs Of ot claoms Noa  ava w0
uncisnr thet no meamngful opnion cauld ba formed fspeciy

the olaims, or sald salms Mos are 30 inad=quatedy suppored by the deaceiption that no mesningiol gpinkon
codd be forméd ffoeci) PP » P d
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. Aurtharity n a form and mamer accepieble to it

O jurrush & secuence bELng i elecliome form ¢omplang with U slaxiaed peovideds for 1n Annex G
of the Administrative Instrucsions and suph lisiing was nol evelable ¥ Far Intomational Searohing
Autharity m g form gnd mamper acespiabls o it

L] per ths mequired isve lumishing fes for the fumiehing of a sequance lketng n respones o an
Invitalion uridar Aukss 13 her 1{8) ar ().
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foquiramanta providad for in Annes C-ias of e Adminsratve Irstuotions, end sush ikNss wams nct
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Ha Ham 1,

For the astessment of the present olaims 13-T5 on tha gueston whather thay arg
infustrially applicable, no unified ortana exiet in tha PCT Contracing Stales Thoe
patentabdty can also be depahdent upon the formulation of the clams The EPQ, for
sxample, dosg not recognize a3 Indusnally applicable the sublect-matisr of clalms to the
use of a compound in medical treatmeant, but may allow, however, clatms to & known coem-
pound for first use in medieal meatment and the use of such a compaund for the
manufaznre of & madicament for @ new medical treatment

R ltamV
1 Aaterance 1 mads ko the following cocoments

D1 WO 2004083208 A (BRISTOL-MYERS SQUIBE COMPANY: DESHPANDE,
PRASHANT, P, ELLEWORTH, BRUCE) 28 July 2004 (2004-07-28)

D2 WO 03/089835 A (BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, ELLSWORTH
BRUCE, WASHBLUAN, WILLIAM, N} 4 Dagembar 2003 (2003-12-04)

2 Document D1, wiich w considersd to repreaent the maost relevant state of the ar,
dizcloses C-Aryl Glucosie SGALT2 Inhibitors and mathads for thelr pieparation
Crefemred compounds ara tha one of formula (|A) {see page 19} wharsin
1) R, |& mpdrogen and R, 15 ethyl,

2] A, 18 chionne and A, |3 =tnoxy, and

3) R, 15 methyl and A, [s methylthio {(sea page 20, ines 5-8)

Thesa compounds refer to the compara®va compounds menticnad In present
applicahon on page 4, and referred therein ea compaunds &, 4 and 3 respectively

Document 02 refers more spacifically to compound 4 {wherein R, |5 chiorine and R,
15 #thoxy) g3 SQLTE Inhibitor {sex absiract)

From this, the sublest-matter of preaent clatm 1 differs In that it hes the formula [A Bs
indinabed in either D1 or D2 wheme R, s chlorine and A, 1% athyl

Fanw POTABARS” (Sapacxis Sheet) (Shoal 1) (E 2fhapd 2005)
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21 The sulyect-mattar of clalm 1 |8 therefore novel {Arttale 33(2) FCT)
Tha problam ta be solved by the pressnt invention may be ragarded as providing
$ novel compounds having Improved SGLT2 Inhiblory acivity and/for sal=apwty

22 The solnion to this problem proposed in olaim 1 of the present applcation s
considered as Imwolving an Inventive step (Articla 38{3) FPCT) for the followng
reasnns
In view of the comparatve data provded on pages 4-5, the increasod potency of
reducing plasma giucose In diabstics rats accompamed with an increased stabilty
and reduced onocogeni; potential with respect 1o the sétructurally closest prior et
compounde 3-5 of D1 and D2, was not axpectable for the man skillsa in the an

23 Claims 2-12 are dependert on claim 1 and a3 such alsa mest the remquiréments of the
FOT wih respect w novelty and invemive step

¥  The sublext-matter of clalm 16 refens o inlarmediate compaunda for the pregaration
of ther compourd of prassnt ckwm 1 all eontalning the 2-chioro-4™-
athytdiphaenyimethane mowely

These Intermedate campounds are novel (Articla 33(2) PCT) Additicnally as they
ara Intermediabas for tho preparahion of ihe nowsl and inventive compound of prasent
clem 1, Invanthve atep IS alse acknowledged thereto

Therefora the ciaim 16 halfils the requirements of Articla 33(3) PCT)

4  Inthe interest of clarly, claims 3-12 that refer to combmnations should ba raformulated
Into compoeilons cams {Arbcle 6 PCT)

Cantrary to the requirernants of Rule 5 T{a)(il} PCT, the ralewant background art
rlackagd In the documents D1 and D2 a not m&nboned in the deseription, nor aro
these doouments dentified tharain

F'I
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Ind

b1 minguna de estas hgures ex pohlicada von o] nsumen

Extz repariz es el reporio de busqued. bniem o] esublecido poc e Autorda] de Busgueda Intsnas o] 5 o2 Sansaine ol
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| Bascx del Reponic

&  Conzespeco al kengnnp, Ta bisqueds imersacdnnel ha skin licvads & eahn sobre |a basc de Ta sohatod mernacional en £l
lengusye en £l cudl fae presentads & menos g e madipe: lo Lonlcine  bayo esle punto

B Lu bisqueda Lnizmucional ba wndo Uevad 2 cubu en base a la weadweeiSn de Ta solicltid Interneclonal prascnesda a csta
Antoridad (Reaks 23 17k

b B Con respecio o cualquier sevuencst de ndloutidas v anmodndos descron et 1a Soliclnd Inemacienal, vor recuadno 1
O Ciertas rervindicaconas Roren snconmadas come so sometides 8 une asqueds (v er recusdne 1T
O Carecen s nnadad do Snvenphdn

Con respeotn al timba,

el lextu e3 uprobado coino Toe preseniadn por o} salignasic

ct icxip ha wria estahler ido por esla Auforiad par Jowrse cono sigue
TNHIBIRORES ¥ METODO PARA GLUCOSIDOS DB C-ARILD 6L 12

.5 Con reapecio al résunei

ol rexto ey oprobudo camo (ae presentndy pur o] sollsaanke
O el tearo ha sxde esrablecido do acmerdo a la Regla 58.2(B), par ests sutordud comae wpurere en &l révuadro TV Bl soliciama
puede, denire de un mes e la (ecla dv s [0 de 2512 rEpOTe, proSORtEr sus comentanos o cain Aurarded

. Con respeolp o ios dibujos

& [ 2 figmn 4a ns dhwyjoy ha scr pabbicada con el reswmen o La 1o No e
DO comu e sammd pow el solic xaite
O comn 2e acieecionn par esa Antonidad, debudu o que & sulicitante fallo al sugerir ush figura
O cumu se sedecciono pos esta Autnridad, debido & que £ste figura earaotonzn wmej In owems o
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BUSQUEDA INTERNACIONAL (IIGJA SEFAHADA) PCT/US2005

\..q\

Cumdne Mo { Bases v [a opmion

| Can respecio al idioma egia cplniin sa setabilecit Ussecs sobre las bases de

El lasohcitud ntemaconsl =0 e kiome on 8l cual ha sudo Manade

00 Esta opinibn sa aslabetid baseds en |a traduccidn del idioma origingl en o sigulenty idomae,
que a3 El dinma da una radmckn groporcionada pare 168 prapochos de B busdusds
miernacional (bala kas Reglas 12 3 y 23,1 (b}

2 Con raspeclo a cualquer sacupncin nuctedtide ¥y ammno dcido publicada en |a soloiud
ntamaconal v necesaria para | invenion reivindicada ealg aplnkin se establacio basada
n

8 hpo de matersk
O un hstads de s=ouencla
[ tabla(e) relacionada con el slado de sacuencia

b formato da mateial
(3 en farmato escrito
£ en forma sible &n computadora

c hampo de Imie/proporcionar
T contemido en 1a a¢licliud internacional como sa archive,
O archivade junto con la eohciud mternacional en farma jetble &n computadons
O proparcionade subsacuencimimenta parg esta autoridad para el propoeiie de busqueda

3 O Ademds en el casg que mas da Lha version 0 capia del Istedn de secueancla yo en
raiacién a la misma tabla se arzhlvo o praporciono, las declaraciones requendas de &
Infarmackin an Ias coplas subsecuentas o adiconales son Jenticas a ssa sohoilnd

archivada © no va mas alld de la soickud archivatta, coma apropladeenenta, fue
praporcionatla

4 Gomantafios adicionales



OPINEON ESCRI 1A DL LA AUTORIDAD DE No de Solicitud Internacional
BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA SEPARADA) 1 TS 0UARIR4I5YYN,

Cusdre Ne. Il Sin establecimbenio de Ta vploldo ean rospeefa & In novednd, slaps mvéulva ¥
apllcabiidn ] indarirlak

1 Las cusshones da el 1a Invenddn reivindicade paraca qus & nueva, que comprende una atapa
mvenira {que sea olvia), o que e3 epliasbie ndustrialmenis na serfn examinadas con respecto da
(= la eoliciud intennadanal gompieta
raivndicasiones Mos  13-15
dabwda a que
la soficliud Ihiemascionsl o B8 rolvindicacanes Nos  13-15 sa nelatsman o siguents tama que
Nno reqriera th examen prelminer imernacional (expaciics)
vor loja separada

0 Ia desznpcdn, relvindoaciones o dibujoe (lndicer os elementos pailculaces 8 contmuacidn) o kas
revmdicacionas Mas ____  noson claras de modo qua no & pyede fomar una apinian
{espeafica)

O la& ravindicacionas, o lma repandicaciones MNos B8 scforlan Inedecuadamenta por le
deecripcion de modo que ne e pusds fopmar una apnidn egnificanis

o no g6 ha astablecido ningdn rapsre de busqueda nkenaconal para lae relvindicacionas Noa

D o« ielado de secuencias del nualaGhrio yo aminodcdos ne cumpla con B estnder proporcxrdo
para un Anexo G de s instrucciones Admwsiretvas en que
la forma eacrlia O no sa ha suministrado

O na cumple con ef estardar
la forma legible por compuisdora [ no se ha sumnierado

O no curnple con el ectardar
O Is ablas mlackenadss el lslade de sacuencias del nucledido yo aminodolios sl aola an la farma
legbla por computacions, no tumnplen con los requeites tecuicos soparcionadoa para el Aneg C =

bis de lag Instruoolones Admuusirsbvas

O wverhocja separada pera delalas adewonales

Ty
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N

B i

Comdru Ne. ¥V Decinracsin razaneds baje of Articala 43his. I(a)([) cen rn:pnr?a Ia nnﬁu:l.nd-. atapa
mycobrvn a aplicainhidad indwstrial] clisvy oxpHesciones que sopoitan el deudaricsdn

1 DECLARACION
MNeveadad [N} Gl Palvickcaclonsse 5-12,18
Mo Ralvislicaconss
Etapa invenbva (€1 5| Relvindicegiones 1-1216
N Rebvndecsmores
aplicainldad S Remandicaciones 1 12,15
industrial {Al) Mo Rerandicacionas

2 Cras y Explceciones IRegla 70 7)
var hala bepuruds




OPINLON | 5CRITA DE LA AUTORIDAD Db No de Solieitud Imaroaaciony| J!'L‘S

BUSQUEDA INTRRRNACIONAL (HOJA SKEFARADA) PCT TUS20054M13435),
1] \.
Re punto i

De la aseveracion de lae pressntes relvindicacionas 13-135 sobre la cueslion de que 5
son o no gplicables industnalmeme, no existe un criveang unificado en los sstados
contratantes del PCT La patentabikdad puede {amisen depender de la formutacidn de
las relndicaciones La EPD por elemplo, no reconoce como aphicable industnaimente
A malena ohjeto de [as reivindeacionas al uso de un compuesto en un tralamento
médico, pera, sin smbargo, permila rewindicaciones rafendss a un compuestn
conocsido para un fratamiento miédico en primer uso y o uso de tal compuesto para |a
manutaciura da un medicamenio para un nuevo tralamiento medico

Re Punto ¥

1 - 5& hace efarencla a los siguenies documentos
D1 WO 200406320°(BRISTOL-MYERE SCUIBB COMPANY, DESHPANDE,
PHASHANT, P; ELLEWORTH, BRUCE) 29 de Julo 2004 (2004-07-28)
D2 WD 03/088B38 A {BRIGTOL-MYERS SQUIBB

COMPANY,ELLSWORTH BRUCEWASHBURN WILLIAM N 4 de diciembre
2003(2003-12-04)

2 - El documenio D1, el cval a8 conalderado por repreasatar gl arte pravio mas
relevante, descnbe inhibxdoles de C-arl gluocosda SGLT2 y métodos para su
preparacein

Lerk compuestos prafandos ea uno de la formula {IA) (ver pdgina 19) en donde

T)R, &s hidrogana ¥ Rz g3 etllo,

2)R1 &8 clom y Ky es alox, y

3) Ry o8 metilo y R; =5 matiito {ver pdgina 20 liheaa 5-8)




OPMNION ESCRITA DE LA AUTORIDAD Dk Ny ik Svhoulud Informad ional
RUSQUEDA INTERNACTONAL (HOJA SFIPARADA) PCT/US2005.0034359 &

Eatos compuesios 3¢ refieren & compuastos comparativos mantanados en |
presente solictud an la pAgina 4, y refandos en la presente oomo compuestos 5,4 y 3
respactvamente

El documento D2 sa reflere maa especificament= al compuesto 4 (en donde R, es
cloro y R, e atoxi) como mhibidor SGLT2 (ver resuman)

Da esto, la malana obysdo de la presente remvindicacién 1 difisre en que fa formuia 1A
como g2 indeco ya sea en D1 o D2 an donde R es cioro vy Re =s ehlo

2 1 La meteria objeto de ka rervindicacién 1 as por lo lanto de novedad (Arffculo 3342)
PCT) El probloma & resclverse por |a presente nvenciin se puede considerar como

proporcionar compuestos de novedad que tengan actividad v/o selectvidad inhibilana
de SGLT2 me|wrada

2 2 La solucion a este problema propuesia en la meivindicacion 1 da ia presante
solichud se conexdera que Involucra una stapa Imveniliva {Arheulo 3HAIPCT) por las
gigueniss Azones

En vista de |os datos comparstivos proporcionados en las pagines 4-5, la polencla
aumentada de reducr L glucoea en plasma en rates dlabéticas acompariada zon una
estabildad aumentada y poiencial oncogénico reducdp con mespecio a los
compuestos da |a técnica anterlor estructuraiments més carcance 3-5 de 01 y D2, no
fum esperado por el axperto en la i&cnica

23 Las relvindicaciones 2-12 eon dependientas de las resandicacsén 1 ¥ como tal
eumplan con los requisios def PCT con respecio a la novedad y etapa mventiva

3 Lm malera cbjalo de la revindicacion 18 se reflere a compuasios inkermedianocs

para la preparaoeén del compuesio da la presenbe reivindicacitn 1 que contienen la
rarcidn de 2-cloro-4 -ehidifenlimatenc

Eslte compueatos inlermediancs son de novedad (Arlculo 33(2) PCT)  Ademas,

como gon Intermediancs para la preparacitn del compuesto inventivo y de noveded
de |a presamte remndicacion 1, s& le puede reconocer tambiin una etapa inventiva



OMNIOR ESCRILA DG 1 A AUTORIDAD DE Na Je holicilad Inlcmacional '{4_'Y
BOSQUEDA IN | LRNACIONAL {HOJA SEFARADA) PCTATR 20050034754
For ko tanto ka rervindicacin 16 cunple con los requisitos del Ariculo 33X3) PCTY

4 En el interds de clerdad, las relvindwaciones 3-12 se refiersn a combinaciones que
deben relormularse en las reivindicacionas de las composiciones {Aricula 6 PCT)

5 Contrano a loa requishkos de la Regla 5 1(aKINPCT, I8 lécniwa amenor relevarte
desenta an loa documenioa D1 y 02, no sa menaona en la desarpeidn, ni lempoco
estos documentos de identifican en la misma
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Documents enclosed Apphication, General Power of Atiomey w/Certification,
PCT Easy Request, Diskctic with Request and Abstract
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oo the date meheated above and is addressed 10 Mall Stop PCT Asileant Comnmusmenes far
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Oviyinal ffor BUTBMISSION )

(¢3

) [Far recaiving Offics Use only
[ 3] Temesionil Application No.
2 =1
[} of firativing Ofico &nd "POT
AppEoation”
-4 Form o Raquest
B4-1 d sing -SAFE [EASY moda)
ersion 3 50 (Build 0002 173)
03  |[Petion
underaipned sequests that the
mterngiional apphcation Yo
azcandng w tha Paterg
Tranly
G&  [Raceiving Office (speciied by ¥w Ignitud States Patent and Trademark
__: fifice (DSPTO) (RO/US)
o7 Applicant's or sgents e nfswnce |1 0238 POT
| Imﬂm C-ARYL GLUCOBIDE BGLT2 INHIBITORS ANMD
D

applicant only
1]l designated States except US
RIFTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
O DPox 4000
te 206 and ProvincelLine Road
rinceton, New Jarsay 08543-4000
ted Btates of America
-}
3
609-252-4000
609-252-4526

applicant and inventor
U5 only
ASHRURN, Willian

120 Pleasant Valley Road
itusvilla, Naw Jarsay 08550
Unitad States of America




10233 PCT
28
PCT REQUEST / 4’?
Onginal fior SURMISRION )
[X) pelicant andior iventor
&2 perace ju spplicant and inventor
22 for S only
Uk Name (LAST At} . Weol
023 12 Navesink Drive
annington, New Jersay 08534
ted Btates of Amarica
2 of antionplity CN
nwar of raskionce 8
N or cororeon représentaiiver or
for cormspomiance
o person ideniiled boiow s hersdy! |g o ran
baon appointed o act on bohalf of £
appicRniy) bylone e onpetont
Authoiitios s
11 [Namea(LAST First) PROVOOST, Jonathan N
Nt2 [Addross ristol-Mysrs Squibb Company
P O. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-4000
ted States of America
N 1.3  [Tolaghone No 609-252-3816
V-3¢  [Fecsimio No 609-252-4526
w-1-3 onathan provoocstébms com
w16 reghsaSon Na. 44,292
v Sontl agentis) additional agent(s) with same address as
firgt named agant
V21 [Nawme(st Bueanne E (32,800); BAXAM,Deanna

L (45,266), BOGIE,Terence J (44,544),
ERGEN,Briana C (39,123),;

COHEN, Jacquelinae M (51,574);

1 AMTCO, Staphan C (46,652}

VIS, Stephen B (26,693))

UNCAN, Laurelea A (44,096); DONCAN, Sammy
{(46,675), GIBRONS,Maursen 5 (44.121);
JAN,Paul D (42,591);

LATT.Gaxy (47,608},
RBEN,BElliott(32,705); LAMERDIN,John
(44,858) ; O'BRIEN,Maureen P.(42,043);
ARLET,.Nickki L (44,996))

Burton (22,076); SHER,Audrey
{39,024);: BUN.Jing O (45,914);
TTEN,Mary K (39,408); WANG,Joseph
C (44,391); WILLE,Louis ¥ (32,954),
aLOW, Anastasia P (40,075);
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PCT REQUEST
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Orignzl lor SUBMISSION }

IERI.A)ldo(31,697), CHRIN,Jonnifar
(47,407) ; DUBOFF,Samuel (25,963) .
PPERSON, James {52,867),
,8hah(41,174) 3 MINGO,Paxmela
(48,256); RYAN,Richard(30,491);
LEB,Warren(33,810);
LCOYNE,John (33,100} s KRIEGER, Stuart
(28,731)

(§©

23 Saptambar 2004 (23 09 2004}
£0/6132,599

los

[ X orlty document request
reculing Otice i rejussnd 1b

ahd Tahemil K e imametional

& canified copy of tho exdier
) idaniified ahove us

VI-1

European Patent Office (BPO) (IBA/EP)

Nurnber of dictarstos
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PCT REQUEST
Ongnal fior SUBMISSION ) {: j
Vik2:1 |Doclarstion Gntitermant to apply for
i zutﬂhmh i lati this in i 1l
o n relation to ] ternationa
blﬂ;;ﬂ':mh application
(FRades 4 171K and 31bis.5{a){5)}.
2 cusn whars the SaCAEmCONn LRy

Ruls 4 176v) i nol eppropciate:
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A method is also provided for treating diabetss and related diseases employing the above
compound alona or In
combination with another therapeutic agent.
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his metrumen’ s prantad Is Inckiied wilfir, e copareic

purpose of compedny

T1e uncarmgnad Motery Public sEessty Ihat he heg ecan the
dacumanie that prove Lhe mastenee of the company

Bisk of
undar c'ale of

Suzarne £ B
who B{erc) Known fo me and who | ehest cxicutsd the
foregelng docurend and he (wyt deolsrad he ohey)
orts) he dooument for the usss and burposas herem

Wi 0 dhett.

¥sLacv Pl 1k
~ " MAURA O, KNORL.

- % NOTARY PUBLIC OF NEW o “57Y
My Cammigsicn wwﬁﬁﬂl
R 4
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= ot

LEGALIZATION BY AMOFTILLE IE REMMURED
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TRADUCCIKCN AL ESPANCL del Documento de Poder okrgada par
ERISTOL-MYERS SOUIBE COMPANY domichada e=n Princeton, Mew
Jeraey, Eatados Unidos de Amarca

APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL & DE OCTUBRE DE 1981}

1 PAIS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

£ ESTE DOCUMENTO PUBLICO HA SIDO FIRMADO POR
MALIRA O KNOBL

3 ACTUANDO EN CAPACIDAD DE
NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY

4 LLEVA EL SELLO/TIMBRE DE
MAURA O KNOBL, MOTARIO

CERTIFICADO
Ve EN TRENTON, NEW JERSEY
8 EL 13 DEE ENERO DE 2008
7 FOR John E MoCormac, CPA, TESORERO CE JEREE‘f

8 NO A24B8885

8 SELLOMMBRE 10 FIRMA

{Firma)
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Industria y Comeres

SUFERINTEMDERMCIA

REQUISITOS MINIMOA PARA ADMESION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [/ MODELO DE UTILIDAD [ J
® Indicacldn de que se solicita la concesion de una patents [ j/
¢ Dains de idamtificaridin del solickante o de la persona que presenta la solckud | f
¢ Descnpobn de la invensién [
% Dhbujos de ser estos pertnentes [A]/
¢ Comprobanta de.pago de las tasas esteblecklas [
COMPLETA INGOMPLETA [ ]

DISENG INDUSTRIAL [ ]

4 |ndicscin de qua se solicita ol reglstro de Disefo Industnal [ ]

& Datoa de identiflcacion dol soliciw¥e o de 18 persona que prasenta |a solicihtud [ ]

Fy Representacion grafica v fstografica del Disefio Industnal o muestra del []
malenal que incorpora el disofia

& Compmbante de pago de |es tasas establecidas []

COMPLETA | ] INCOMPLETA [ 1

ESQUEMA OE TRAZADD [ ]

® Incicacidn de que se solicita el reglsto de un Esquema de Trazado

& Dukns de identificacitin del solictante o de fa persone qua presents lu sohedud
% Reprosontacion gréfica del sequema trazado

$ Comprobante de pago de las tasas ocetebleckdas

COMPLETA [ ] r’} INGOMPLETA [

Firma Responsable

1
I
]
]
]

Facha Cariora 13 No 2700 Pise5 7y 10
Conmuiador 352 0840
Fox 350 52 20

E-mal Infofdglc oo co
wyay sk gov.or

Bogots, D G, Colombw




REFUBLICA DE COLOMEILA

OUPERINTENDERCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

2020
Bogqoth D C

Doctor{al

SARMIENTO JOAH PABLO
apcdaradsia) y/o Repreaentanto de
HRIBTCL=MYERE BJUTER COMPANT

RREFERENCIA

Radicac=in Mo 07 29D52
Bolimi bud inrernacional pet/ us2005/03435%9
Feclha indeclo faee naolomal 23/04/2007

Tramitc 11
Evanto 378
Auobuwcadn a1E
'ipio Mo 2981
Fallas L

e

Falio 2a0

Tenierdo 2n cuenta que la solicatud da privilegio de patenca que s tramdia bale el
cxpodaente andichads e 1a referencla, relne Lo requisitos da forma establecidos an
1s Dacisifin 486 A= 1a Comisifn d2 la Commadad Andina, el Tratado de Coopmracitn en
Mmateria da Fatsnces (FC1), sl Heglamanto y la Ciroular (nioa &c la Auperislendensia

da Industxla y Comercie,

2a anwis gl eptractn de la aolicibud 3 la Oficina ds

Camnipaciones para efectc da su publicariim sn la Garstsa d= Fropledad Irdnetrial

Cinplasa
Dado en Ssdota DC

ALIX CARMENTE

Jefe da la AlficisSe da Wuavas Mreavicnos

adpall ’



